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1. résztéma:

Membranos elvalasztéo miiveletek kutatasa kornyezetvédelmi céllal

A sokféle membranmiivelet koziil a pervaporaciot és a membransziirést vizsgaltuk kisérleti
¢s elméleti modszerekkel. Célunk az volt, hogy a kisérleti és elméleti kutatasok alapjan
mérmndki szempontbol hasznos modellezési algoritmusokat allapitsunk meg, illetve a
miiveletek alkalmazhatdsagi teriileteit, korlatait és lehetdségeit megallapitsuk.

Munkank soran egyiittmitkddtiink a mésik két témateriiletet kutatd csoporttal.

1.1. Pervaporacio

A pervaporacid napjainkban mar széles korben alkalmazott technoldgia specidlis
elvalasztasi feladatokra, pl. viztelenités,

. biner és terner elegyek pervaporacioja,

. olddszerek visszanyerése. regeneralasa,

. szennyviztisztitas soran kiilonleges vegyiiletek visszanyerése,
. szennyvizkezelés,

. stb.

A membranos elvalaszto miveleteket a fenntarthatdé fejlodés szolgalataba allithato
Ujrahasznosito eljarasként tanulmanyoztuk.

A kutatds elsé 1épéseként metodologiat dolgoztunk ki a mar korabban leirt és
tovabbfejlesztett modell alapjan'. A metodologia 1ényege, hogy kisérleti adatok alapjan
megbizhatd, mérmdki szamitasokra alkalmas, professzionalis szoftverkdrnyezetben szamolo
eljaras és paramétereinek megallapitasara adjunk modszert.

1.1.1. Metodolégia pervaporaciéo modellezésére

A pervaporacio preciz modellezése professzionalis folyamatszimulator kornyezetben,
nagy gyakorlati jelentdségli. A pervaporacioé mivelete, mint egy hibrid folyamat aktiv
része, megbizhatd szimulaciot igényel. A pervaporacié folyamatszimulator kérnyezetbe
vald illesztésének feltétele egy megbizhato leird modell és az ahhoz tartozo adatbazis
létrehozasa. A pervaporacié modellezésére mar szamos modell késziilt, de a
modellvalasztasnal fontos az ltalanosithatosag és az egyszerii alkalmazhatosag. Az
altalunk ajanlott modell az oldodas-diffuzio jelenség leirdsan alapul, és
alkalmazhatosagahoz meg kell hatdrozni a modell paramétereit. Ez viszonylag egyszerii

méréseket igényel. A modell alkalmazhatdsagat egyszeriien kiterjeszthejiik tetszoleges

' P. Mizsey, K. Koczka, A. Dedk, Zs. Fony6, A pervaporacio szimulacioja az oldodas-diffuzios modell,
Magyar Kémikusok Lapja, 7 (2005) 239-242.



komponensszamu elegyre. Ehhez ajanlunk modszertant jelen cikkiinkben, illetve

bemutatjuk a modszertani 1épések gyakorlati kivitelezését.

A modszertan

A hibrid elvalasztasi eljarasokban a pervaporacioval novelhetd a rendszer teljesitménye,
illetve kdrnyezetvédelmi szempontbdl elonyds és energiahatékony rendszerek épithetok ki
[1.1,1.2]. Ilyen tervezések kezdeti 1épéseihez, a folyamatszimulaciods szoftverek gyors,
hatékony €s a miiveleti egységek szempontjabol tetszélegesen valtoztathatd hatteret adnak.
Célunk tehat a pervaporacio folyamatszimulatorba torténd illesztése. Ehhez sziikséges a
modell paramétereinek megallapitasa, mely méréseken és azok kiértékelt adatain (fluxus,
szelektivitas [1.3], permeance [1.4], PSI, termékosszetétel, stb.) alapul. Ezek a mérésekbol
¢s modellezésekbdl szarmazo, a pervaporaciot leir6 megbizhat6 jellemzoket a
folyamatszimulator kornyezetben kiegészitjiik a szimulaciés szoftver (Aspen Plus®,
ChemCAD® stb.) fizikai-kémiai adatbankjanak informacidival. Az elébbick egyiittesen
sziikségesek a rugalmasan alkalmazhat6 szimulacios modul 1étrehozasahoz.

Az altalunk kidolgozott modszertan 1épései kovetik a rendszermodellezés elméletét:
(D az adott feladathoz megfelel6 pervaporaciés membran kivalasztasa;
2) egy adott egyszerd, jol karakterizalhat6 (kétkomponensii) pervaporacios rendszer
tulajdonsagainak vizsgalata; izoterm mérések kivitelezése adott ipari membranon torténd
transzport; parcialis fluxus és permeatum Osszetétel mérése;
3) a mérési eredmények modellezése; a kivalasztott oldodas-diffuzios szemi-empirikus
modell paramétereinek meghatarozasa;
4 a modellparaméterek kettds érvényesitése a folyamatszimulatorba beépitett

pervaporacios modullal torténd ellenérzéssel.

A membran kivalasztasa

A pervaporacios feladathoz a tapasztalatok illetve a gyart6 ajanlata alapjan kivalasztjuk a
megfeleld membrant. A tovabbiakban a membran és az elvalasztando elegy egy rendszert
képeznek. A membran ugyanugy része a tovabbiakban a pervaporaciés rendszernek, mint
barmelyik elegykomponens, hiszen fizikai-kémiai kolcsonhatas 1ép fel az elegy
komponense(i) és a membran anyaga kozt. Amennyiben az elvalasztasi rendszer barmelyik
elemét kicseréljiik, akkor az mar egy 10j, megvaltozott rendszernek tekintendo, és el kell

végezni az alabbiakban részletezett vizsgalatat.



Megbizhaté mérési adatok

Kisérleti tervet készitiink, mely [1.5] alapjan a végrehajtott mérésekbol egyrészt az adott
kompozit membran permeabilitasa, és elvalasztoképessége megbizhatéan mérhetd. Erre
azért van sziikség, mert a gyartd az anizotrop [1.6] pervaporacios membrant elozetesen
teszteli, azonban csak egyetlen adott mérési rendszerben, amelybdl szamitott adatok
(aramstirtiség, visszatartas) az alkalmazasi rendszerben mar nem pontosak, igy pervaporacio
modellezéséhez nem hasznalhatok fel (Isd. 1 pont).

A pervaporacios modul megkdveteli a beallitott paraméterek szerinti tartomany lefedését
(homérséklet, permeat oldali nyomas, betaplalasi koncentracio intervallum). A
kisérlettervezés soran ezen tartomanyok pontos kijelolése, melyeken belill a feltételezett
modellt érvényesnek tekintjiik, elsédleges szempont. A szimulacidé szempontjabol a viz-
etanol rendszer érdekes teriilete az egyensulyi gorbe azeotrop 0sszetétel koriili (-8 m/m%
-+5m/m%) magasabb etanoltartalmu szakasza. Ezen intervallumban a desztillacié energia-,
¢s koltségigénye rohamosan megnd, illetve az azeotrop Osszetétel felett pedig csak
hozzaadott (terner azeotropot képzd) komponensekkel lehetséges az elvalasztas, alkohol
abszolutizalas.

Az altalunk vizsgalt viz-etanol-PERVAP2210 (Sulzer GmBH.) rendszer mar alaposan
ismert és vizsgalt. Ez lehetdséget nyujt az altalunk javasolt modszertan modell elemének
Osszehasonlitdsara korabbi modellezési eredményekkel. Mivel a membrant a pervaporacios
rendszer elemének tekintjiik, az 0sszehasonlitasnak (pl. aktivalasi energia) azt figyelembe
kell vennie.

A kisérleteket izoterm koriilmények kozott, egy P-28 CM Celfa multifunkcios kisérleti
késziilékben hajtottuk végre. Az alkalmazott pervaporacidos membran, Pervap2210, PVA
aktiv rétegli, azaz hidrofil, PAN porézus tamasztorétegii, kompozit membran. Aktiv feliilete
a késziilékben 28 cm’. Minden méréshez min. 1 éra vizes-etanolos kézegben duzzasztott

membrant szereltiink a késziilékbe. A kisérleti faktorok szintjeit az 1.1. tablazat tartalmazza.



1.1. tablazat viz-etanol-PERVAP2210 rendszer Kisérleti tervének faktorai és beallitasai

Faktorok hémérséklet betaplalasi koncentracio
T [°C] xr [m/m% EtOH]
Faktorok értékei 40, 60, 80, 90 0,5-14

Alland6 paraméterek:
permeat oldali nyomas p, [mbar] 2,63

betaplalas oldali nyomas p¢ [bar] 3

A kisérleti terv tehat 2 faktort tartalmaz, a hdmérsékletet és a betaplalasi koncentraciot is
négy-négy szinten. A kisérletek végrehajtasa soran kozépponti méréseket is végeztiink.

A koncentraci6 polarizacid hatasat elhanyagoljuk a modellben, mivel a Pe és Re szamra
vonatkozo6 dramlastani szamitasok alapjan a P-28-as késziilékben (1. dbra) viz-etanol-

PERVAP2210 rendszer esetén a koncentracio polarizacié modulus ¢, /c,, 1 a kevésbé

oldhaté komponensre (etanol) nézve.
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1.1. abra A pervaporiciés kisérleti berendezés sematikus abraja; A=28cm’; Vy=500cm’

A pervaporacios szeparacios index az 1. abran lathato kisérleti késziilék

elvalasztoképességének homérséklettol valo fliggését jelzi.

m*-h

PSI[ kg }:J,.(l—a) (1.1)



A pervaporacios modul viz-etanol-PERVAP2210 rendszer kiértékelt adatai az 1.2. abran
lathatoak. A fluxusok (1.2A abra) a varakozasnak megfelelden viselkednek a hdmérséklet
¢s a betaplalasi osszetétel fliggvényében. A vizsgalat célja az azeotrop Osszetétel feletti

etanoltartalmu elegy esetén, tehat x,. <5m/m% ¢és az etanol abszolutizalas céltartoméanya
Xpe < 0.5m/m% esetén torténd pervaporacios teljesitmény leirasa. A nevezett Gsszetételi

tartomanyokban a permeat viztartalom (1.2B abra) erdteljes esést mutat, mivel a betaplalasi
vizkoncentracid olyannyira kicsi, hogy a membran aktiv feliilete mintegy elnyeli az elegy
viz mennyiségét. A szelektivitasi faktor [1.3] (1.2C éabra) is ennek megfeleléen alakul. A
PSI normalizalt értékei (természetes logaritmus) az Arrhenius tipusi hdmérsékletfliggést

mutatnak.
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1.2. abra A viz-etanol-PERVAP2210 rendszerrel végzett kisérletek eredményei a betaplalasi

vizkoncentracio fiiggvényében; A: teljes fluxus B: permeat viztartalom [m/m%], C: szeparacios faktor,

D: Pervaporation Separation Index; az adatok csoportositasa: x T=50°C, oT=70°C, A T=80°C,

oT=90°C jelzés szerint

A mérési eredmények modellezése

A Rautenbach féle szemi-empirikus modell [1.7], az oldodas-diffizidos modellek

csoportjaba tartozik. Fick 1. diffizios torvényébdl szarmaztatva vezeti le a pervaporacio

soran lejatszodo transzportot. A modell a pervaporacios folyamat hajtoerejét, a

koncentracid-gradienst, nyomaskiilonbségben kifejezve irja le, lehetévé téve ezzel a nehéz

méréstechnikat igényld adszorpceids mérések kihagyasat. A modell egyenlete (1.1)

komponensenként két paramétert, Dio transzportkoefficiens és E, aktivalasi energia

egyiitthatot illetve membranonként egy paramétert, O, permeabilitasi egytitthatot




tartalmazza. A transzport koefficiens gyakorlatilag fiiggetlen a helytol, tehat a membran
aktiv rétegében a koncentraciotol, viszont hdmérsékletfiiggése a kovetkezd Arrhenius

tipusu egyenlettel irhat6 le (1):

— — E. 1 1
Dio =Dio-exp| —| ———— i=1,..,n 1.2
T p[R (T TD (2

Amelyben 7" = 293K hémérséklet, a minimalis dramsiiriiségre vonatkoztatott referencia

pont. Az exponencialis fliggés miatt sziikséges hogy a kisérleteket legalabb harom izoterm

gorbével jellemezziik. A Do relativ transzport egyiitthatd szintén referencia pont, a

minimélis fluxus értékét jellemzi 7~ hdmérsékleten.
A parcialis fluxus egyenlete (1.2) tartalmazza a nyomasgradienst a membran betaplalasi

¢és permeatum oldala kozott, illetve a membranra jellemz6 permeabilitasi tényez6t O,

amely a porozus tamasztoréteg teljes diffuzios ellenallasat jelzi.

. ;Df(u] Pl (1.3)

14+ Dio Vi Pio

Oy P 7,

Ez utobbi értéke, feltételezéseink szerint O, = oo, hiszen a siiri aktiv rétegrdl torténd

deszorpcid utan a komponensek a timasztoréteg nagy porusatmérdjében, fizikai-kémiai
kolesonhatastol mentesen gyakorlatilag akadalytalanul haladhatnak.

A goz-folyadék egyensulyt szamité (VLE) modell megvalasztasa nagy jelentdséggel bir.
Az alkalmazhat6 modellek csoportjabdl kizarjuk a hémérsékletfiiggést nem tartalmazokat
(pl. Margules), hiszen az alkalmazott Rautenbach féle modell [1.7], a pervaporacidéhoz
hasonloéan, egyértelmiien homérsékletfiiggo. A kisérletek soran ezt a fliggést is vizsgaljuk, a
betaplalasi oldalon kiilonb6zo homérsékleteket allitunk be. A membran két oldalan szerepld
aktivitasi koefficienseket azonos modellel szamitjuk, majd mértani atlagukat vessziik.

A goz-folyadék egyensulyt szamité modellek nagyon érzékenyek a szélsdséges
koriilmények leirasara. A permeatoldali kis nyomas lehetové teszi, hogy a deszorbeal6do
g6z halmazallapotu elegyet tokéletes gaznak tekintsiik, melynek nyomasa a tiszta

komponens tenzidjaval egyenld. Ennek szamitasa soran azonban a VLE modellek



jelentdsen eltérnek. Az altalunk valasztott rendszerre a WILSON modell alkalmasabbnak
bizonyult a géz-folyadék egyensuly leirasara UNIQUAC modellel 6sszevetve.

Az izoterm, kis membranfeliileten végzett mérések a szimulacioé soran alapul szolgalnak
nagyobb membranfeliiletli modulok leirasara. Ezért sziikséges a homérleg-egyenlet felirasa
a kisérleti rendszerre. Ezt a (1.4) egyenlet forméjaban tettiikk meg. Ezzel a Rautenbach-féle
modellt kiegészitettiik, tovabbfejlesztettiik [8].

Mivel a kis térfogati (¥ = 500cm’ ) késziilékben a hémérsékletesés nem kovethetd
nyomon kozvetlen méréssel, a hdmérsékletesést a komponensek fajh6jébol és a parcialis

fluxusbol szamitjuk, a (4) egyenlet szerint.

Cp F-AT _ A J, (1.4)
A i=1

A pervaporacios modul paramétereinek becslése szEélsGérték-keresési problémara
vezethetd vissza. A mért és modellezett eredmények normalizalt eltérésnégyzeteinek
minimumét keressiik. A modellezést GAMS®, matematikai optimalizal6 CONOPT beépitett
eljarasprogramjaval végeztiik. Az algoritmus a bemend nyers mérési adatokbodl szamolja, az
Osszetételeknek megfeleld nyomasértékeket, a homérséklettdl fiiggd tenziokat, az aktivitasi

koefficiens szamité modellek alapjan a megfeleld y, értékeket. Ezek alapjan meghatarozza

a célfiiggvény minimumat, Bjo és E.,Q,azaz a modellparaméterek értékeit. Az NLP feladat

célfiiggvénye a mar emlitett eltérésnégyzet. A gyorsabb és pontosabb illesztés érdekében a
célfiiggvény kiegészitésre keriilt pozitiv/negativ deviacios egyiitthatok bevezetésével. Ezzel
a célfiiggvény a mért adatokat (viz fluxus mmol/(0.0028 mz-h)) €s permeatum viztartalom
(m/m%) két tizedes pontossaggal hatarozza meg. A modellezett paramétereket az 1.2.
tablazat tartalmazza. Az 1.3. dbran lathatok a modellezés eredményei, parhuzamosan

mindharom hémérsékleten. A mért és modellezett gorbék jo illeszkedést mutatnak.



1.2. tablazat A viz-etanol-PERVAP2210 rendszer RAutanbach féle modell (2-4) meghatarozott

paraméterei
PERVAP2210 Viz etanol
0, kmol/ (m” h-bar) 0.1 // //
D, kmol/(m’'h) // 3.47x107 3.22x10°
E, kJ/kmol / 5.02x10™ 2.42x10™

Az egyenleteket altalanositva tetszdleges komponensszamu elegyre kozoljik ezzel
jelezve, hogy a modszertan kiterjesztheté mas rendszereken végzett mérésekre, nagyobb

komponensszamu elegyekre.

Modellezési kisérletek

A ChemCADO professzinalis folyamatszimulator részeként altalunk irott pervaporacios
modult vizsgaltuk. A modulban a fentiekben meghatarozott paramétereket hasznaltuk (2.
tablazat). A modellparamétereken kiviil a felhasznalo altal valtoztathato értékek a
kovetkezok: homérséklet, membranfeliilet, a membranfeliilet beosztasanak érzékenysége,
permeatum oldali nyomas és komponensek mindsége. A komponensek fizikai-kémiai
hatterét a program sajat adatbazisa és szamitasi algoritmusai szolgaltatjak. A modul, a
modellezésben meghatarozott Rautenbach féle modell (1.2-1.3) paraméterei alapjan izoterm
vagy adiabatikus médban szamitja a kimend aramok jellemzdéit (parcialis fluxus,
Osszetétel).

gy a ChemCAD modellezési kisérletekkel kétszeresen ellendrizziik és érvényesitjiik a
pervaporacios modell és a fentiekben meghatarozott paramétereinek érvényességét és
alkalmazhatosagat. A mért pontokat, a GAMS ill. ChemCAD programokkal modellezett és
meghatarozott izotermakat a kivalasztott viz-etanol-PERVAP2210 rendszer esetére
kozoljiik az 1.2. dbran. A mért €s modellezett adatok nem térnek el egymastol, a fent
emlitett célfliggvénynek kdszonhetéen. A mérési adatoktol vald eltérés sem szignifikans, a

relativ szoras 2% koriili érték.
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1.3. abra A mérés, modellezés és szimulacié izotermai viz-etanol-PERVAP2210 rendszer esetén 3

homérsékleten

Osszefoglalas

A bemutatott médszertan alkalmas pervaporacios rendszerek modellezési hatterének
kidolgozasara [9]. A mddszert a viz-etanol-PERVAP2210 pervaporacios rendszer
gyakorlati példajan keresztiil szemléltettiik. A rendszert kisérleti terv alapjan vizsgaltuk,

0.5m/m% < x,,. <14m/m% betaplalasi viztartalmu elegyek esetén, tobb hdmérsékleten. A

mérésekbdl az dltalunk tovabbfejlesztett Rautenbach féle modell paramétereit A modell
paraméterillesztését NLP feladatként oldottuk meg. A kisérleteket a ChemCAD®
szimulacios szoftver felhasznaldi membran moduljaban az kiindulési eredményekkel valo
Osszevetéssel teszteltiik. A jo egyezés a modszertan és a professzionalis folyamatszimulator

részeként irott modul alkalmazhatdsagat igazolta.
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srer

modellezésére

Az 1.1.1 pontban leirt metodologiat kiterjesztettiik terner elegyek vizsgalatdra, melyhez
vizsgaltuk a biner elegyket is. Etanol - viz, i-propanol - viz, biner és etanol - i-propanol -
viz elegyeket vizsgaltunk.

A vizsgalatot terner €s biner elegyek kisérleti vizsgalataval kezdtiik. A vizsgalat soran
kapott eredményket az 1.1.1 pontban leirt metodolégia alapjan dolgoztuk fel. Ennek soran
megallapitottuk, hogy

e a leginkdbb permedlédé komponens paraméterei mind a biner mind a terner
mérésekbdl is megallapithato,

e a kompozit membranok tamasztorétegének  ellenalladsa  gyakorlatilag
elhanyagolhatd’.

% Lovasz, A., Mizsey, P.: Methodology for modelling of pervaporation: binary and ternary mixture cases,
Membrane Science and Technology conferences of Visegrad Countries, PERMEA, p80 (oral lecture), ISBN
978-963-9319-691, 2007
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1.1.3  Pervaporacion alapulé uj hibrid eljaras ipari oldészer-visszanyerésére a
fenntarthato fejlodés érdekében

A szerves oldoszerek visszanyerése kiemelten fontos teriilete a kornyezetvédelemnek,
mellyel hozzajarulunk a fenntarthato fejlédés megvalositasahoz.

Gyogyszergyari tetrahidrofuran (THF) regeneralasat vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a
jelenlegi technologia komoly THF veszteséggel dolgozik, és ennek megsziintetése
kiemelten fontos.

Uj, pervaporacion alapulé hibrid elvalasztasi technologidkat dolgoztunk ki, melyek
alkalmaznak még desztillacidt ill. extraktiv desztillaciot is (1.4, 1.5 abrak).

Retentat 929,5 kg
THF (viz 0,05 tomeg%)

Viz 70,6 kg

1.4 abra, Pervaporacion alapulé THF regeneralasi uj hibrid eljaras
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Permeat |

6,5kg |
=1 | Retentat 77kg
Viz 115kg ” THF
== ~ | (viz <0,05 tomeg%)
_____ Desztillatum 83,5 kg (MeOH <0,05 tomeg%)

THF (93,2 tomeg%)
eOH (0,01 tomeg%)

Betap 100 kg

Desztillatum 11 kg
THF (6,7 tomeg%)
viz (38,8 tomeg%)
MeOH (54,5 tomeg%)

THF (77,7 tomeg%)
MeOH (6 tomeg%)

138 kg
95 tomeg% viz

Viz 12 kg

1.5 abra, Pervaporacion alapulé THF regeneralasi 0j hibrid eljaras, metanol szennyezés
esetére

Az 1j hibrid eljarasokkal a THF regeneralas THF vesztesége a régi eljaras veszteségének
kb. 1/6-ara csokkentheté. Hasonlo tendenciat mutatnak a koltségparaméterek is’.

2.1 A membransziirés alkalmazhatosaga, kétlépéses membransziirési technikak
A membranszlrést els6sorban a technologiai hulladékvizek kezelésének eseteire vizsgaltuk.

Csurgalékvizekre, melyek kémiai oxigénigénye (KOI) viszonylag alacsony, és magas KOI-
0 gyogyszergyari hulladékvizekre vizsgaltuk meg.

A vizsgalat soran megallapitottuk, hogy mind a nanosziirés mind a forditott ozmozis jol
alkalmazhato a széles KOI spektrumon®.

A téma kutatdsa soran megallapitottuk, hogy a magas KOI-vel rendelkez6 hulladékvizeket
kétlépésben kell membransziirésnek alavetni, mert egy 1épés még nem okoz eclegendd
visszatartas, a permeatumént kapott tisztitott hulladékviz még nem csatornazhato.

* Koczka, K., Manczinger, J., Mizsey, P., Fonyo, Z.: Novel hybrid separation processes based on
pervaporation for the regeneration of tetrahydrofuran, Chemical Engineering and Processing 46, 239-245,
2007

* Edit Cséfalvay, Péter M. Imre, Péter Mizsey,: Applicability of Nanofiltration and Reverse Osmosis for the
Treatment of Wastewater of Different Origin, Cent. Eur. J. Chem. 6(2), 2008, 277-283, 2008
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Kétlépéses technika alkalmazasa esetén célszeriibb nanosziirést elsé 1épésnek alkalmazni,
és masodik 1épésnek pedig forditott ozmozist”.

2.2 Membransziirés matematikai modellezése

Nanosziird ¢s forditott ozmozis membranok viselkedését vizsgaltuk kiilonbozé Osszetételii rézoldatok
membransziirése esetén. A kisérleteket laboratoriumi membran tesztberendezésen végeztiik el izoterm (25°C)
koriilmények kozott, szakaszos iizemmodban. Minden kisérletet 80%-os permeacioig végeztink. Az
alkalmazott siklap membranon keresztaramu sziirést valdsitottunk meg. A kisérletek soran mértiik a permeat
empirikus egyenletek segitségével modelleztiik: az oldodas-diffuzios modell segitségével az id6
fiiggvényében, illetve az ellendllasmodell segitségével a vizvisszanyerési rata fliggvényében. A modell
eredményeit Osszevetettilk a kisérleti eredményekkel, és azt tapasztaltuk, hogy az ellenallasmodell a mért
értékekkel jobb egyezést mutat.

Bevezetés

Napjainkban a novekvo vizfelhasznalas és az egyre novekvo szennyviz mennyisége arra késztet benniinket,
hogy a viztisztitasi modszerek hatékonysagat noveljiik, illetve a lehetd legtobb ipari eljarasnal a felhasznalt
vizet visszaforgassuk a technologidba, igy csokkentve a vizfelhasznalast. Szamos ipari eljards nagy
vizigénnyel rendelkezik. Sok esetben a keletkezé kimeneti technoldgiai vizek, igaz kis koncentracidban, de
értékes anyagokat is tartalmazhatnak, amelyek kinyerése nemcsak kornyezetvédelmi, hanem gazdasagi
szempontbol is jelentés. Igy van ez a nehézfémeket tartalmazo technologiai vizek esetében is. Tobb eljaras is
létezik a nehézfémek kinyerésére, példaul adszorpcio, csapadékképzés, komplexképzés, ioncsere, beparlas,
illetve membransziirés.

Mindinkdbb nagyobb hangsulyt kap a kornyezetbarat tisztitdsi technologidk alkalmazisa a viztisztitas
teriiletén. Ezek kozé sorolhatd a membrantechnologia is, mivel alkalmazasaval egyéb vegyi anyag hozzaadasa
¢és jelentdsebb energia befektetése nélkiil lehet tiszta vizet eldallitani. A viztisztitok tervezéséhez viszont
elengedhetetlen az eljaras miikddésének, matematikai leirasanak ismerete. A membranon keresztiili transzport
leirasara tobb modell is létezik, mint példaul az oldodas-diffiiziés modell [2.1], porus modell [2.2], és az
ellenallasmodellek [2.3], [2.4].

Ebben a tanulmanyban nanoszlré és forditott ozmozis membranokat hasznaltunk réz(I) tartalmu oldatok
membransziirésére, ¢s azt vizsgaltuk, hogy ezek a miiveletek alkalmasak-e réztartalmu oldatok sziirésére.
Tovabba a membranon athaladé permeat fluxusat modelleztiik az oldodas-diffizios modell segitségével az id6
fiiggvényében, illetve az ellenallas modellel a vizvisszanyerési rata fliggvényében.
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Kisérletek

A Kisérleti berendezés

Az alkalmazott kisérleti berendezés sematikus rajzat mutatja a 2.1. dbra. A késziilék egy szakaszos iizemil
membran tesztberendezés (CM-CELFA Membrantechnik AG P-28), amely cross-flow {izemmoddban
milkddtethetd. A kisérletekhez analitikai tisztasagu réz-szulfat-5-hidratot hasznéltunk.

lefivatd szelep
Reduktor 20-35 bar

a \"n T~
o=
- Mitrogén
- palack
Szahélwzé;X—{ T Tertdly 200 bar
SZElep Manométer
Permeémm %_I ’ @\// |
Termosztat
Mt En Pumpa
Retertst

2.1. abra Az alkalmazott membran tesztberendezés sematikus rajza

A sziirendé oldatot a tartalyba toltjiik, melynek térfogata 0,5 dm®. A tartaly termosztalhatd, igy a mérések
azonos homérsékleten végezhetOk el. A membransziiréshez sziikséges hajtoer6t (nyomaskiilonbség) kiilsé
palackbol, inert gaz befuvatasaval, egy reduktor segitségével hozzuk létre. A betaplalt oldatot egy pumpa
segitségével cirkulaltatjuk, igy a membrannal vald érintkezés utan a visszamaradé toményebb oldat
visszakeriil a tartalyba. A membranon athaladdé permedt folyamatosan tavozik a rendszerbdl. A membran
permeat oldala atmoszférikus nyomason van. Az alkalmazott membran minden esetben 28 cm’ feliiletii
siklapmembran. Kisérleteinkhez SE forditott ozmoézis membrant (Sterlitech Corporation) és MPF44
nanosziré membrant (Koch Membrane Systems, Inc.) hasznaltunk.

2.1. Tablazat SE és MPF44 membranok alkalmazhatdésagi tartomanyai

Paraméter SE MPF44
Tipikus miikodési nyomas(10° Pa) 30 30
Tipikus miikodési hdmérséklet (°C) 25 30
Alkalmazhat6 pH tartomany 2-11 2-10
Tipikus visszatartas 1 g/l NaCl oldatra (%) 98,9 25

Sziirési eljaras
A membranokat minden alkalmazott tilnyomas értéknél desztillalt vizzel kondicionaltuk, hogy elérjiik a
kivant fluxust, és egyben meghatarozzuk a 2.2. egyenletben szerepld 4’ konstanst, valamint kimérjitk a

membrénellendllast (R,,). A kisérleteket allandé (25°C) hdmérsékleten végeztiik el 15-10° - 35-10° Pa
nyomastartomanyban. Minden kisérlet soran mértik a permeat fluxusat, vezet6képességét, pH-jat ¢és
réztartalmat. A kisérleteket szakaszos iizemmoédban végeztik el, azaz a tartilyba betoltottik a 0,5 dm’
sziirendd oldatot, majd a tartaly lezardsa utdn beéllitottuk a kivant nyomaésértéket, és megnyitottuk a permeat
elvezetd szelepet. A permeatot adott térfogatonként gyiijtottiik, amely elegendd volt az analitikai elemzéshez.
A kisérleteket minden esetben addig folytattuk, amig a permeat mennyisége 80%-a volt a kiindulasi oldatnak
(vizvisszanyerési rata=80%). A betaplalt oldatok koncentracidja 0,5-2 kg/m3 rézre(Il) vonatkozdan. A
szlirendd oldatokat analitikai tisztasag CuSO4.5H,0-bdl allitottuk el6. A nehézfémre vonatkozo koncentracio
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feleljen meg.

Analitikai médszerek

A permeat hdmérsékletét, vezetoképességét és pH-jat egy WTW 3401 pH/vezetoképesség-mérdvel mértiik. A
rézkoncentracié meghatarozasat atomabszorpcidval végeztiik egy Perkin Elmer 3100 tipusit AAS késziilékkel
324,8 nm-es hulldmhosszon. A permeat viszkozitasat Hoppler-viszkoziméterrel mértiik.

Semi-empirikus modellek, modellezés értékelése

A fluxus idéfiiggésének modellezése

A membranon keresztiili anyagtranszport leirhat6 az oldodas-diffiziés modellel [2]. Ez alapjén a viz, mint
permeéaloddé komponens fluxus az aldbbi egyenlet szerint irhato le.

J,=D,-Kl-c, v, -% @.1)

ahol J,, viz fluxusa(kg/m’s); D,, (m?/s)a viz diffuzios koefficiense a membranban; K,/ (-) a viz membran
feliiletére vonatkozo adszorpcios koefficiense; ¢,y (kg/m®) a viz koncentracidja a betaplalasi oldalon; v, a viz
molaris térfogata (m*/mol); Ap (Pa) a transzmembran nyomas; Az (Pa) az ozmotikus nyomaskiilonbség a
betaplalasi és permeat oldal kdzott; [ a membran aktiv rétegének vastagsaga; R a gazallandd (8.314 J/K-mol)
és T (K) a hémérséklet.

Ez az egyenlet folyamatos szlirésre vonatkozik. Mivel a kisérleteket szakaszos ilizemben végeztiik el, igy
fontos a fluxus idofiiggésének megallapitasa. A (2.1) egyenletet tekintve szakaszos sziirés esetén a betaplalas
oldali vizkoncentracié és az ozmotikus nyomaskiilonbség valtozik az iddben, igy ezen paraméterek
idofiiggésének meghatarozasa elengedhetetlen a modellezéshez. Mivel a vizsgalt rézoldatok hig oldatok, a viz
diffuzids- és szorpcids koefficiense allandonak tekinthetd. A kisérleteket allandd nyomadson, illetve
hémérsékleten végeztiik, igy a (2.1) egyenletben szerepld allandok dsszevonhatok. Az el6zé megfontolasok
alapjan a (2.1) egyenlet az alabbi egyszer(i format 6lti:

J, =4, (Ap-Ar) 2.2)

w

Az A4’ konstans értékének meghatdrozasdhoz desztillalt vizet sziirtiink kiilonbozé nyomasokon, és mértiik a
tiszta viz fluxusat (PWF=Pure Water Flux). Mivel a betaplalt oldat tiszta viz, ezért a betaplalas oldali
vizkoncentracié allandé, az ozmotikus nyomaskiilonbség pedig nulla. igy a (2.2) egyenletbdl kiszamithaté az
A’ konstans értéke. A mérések kiértékeléséhez a STATISTICA szoftvert hasznaltuk.

SE (RO) membran

Az SE RO membranon végzett desztillalt vizes kisérletek azt mutattdk, hogy az 4’ konstans fiiggetlen az
id6tél és a vizvisszanyerési ratitol, viszont fiigg az alkalmazott nyoméstél. fgy az RO kisérletek
modellezésekor az egyes nyomdsokon desztillalt vizzel végzett kisérletekbdl szamitott A’ értékeket
hasznaltuk.

alapjan szdmolhatd6 volt a betdpldlasi oldalon maradt viz koncentracidja, illetve az ozmotikus
nyomaskiilonbség. Ezeket a mérési id6 fliiggvényében abrazolva a STATISTICA szoftver segitségével a
koztiik 1év6 Osszefiiggés megallapithatd volt. A ¢, ,—t abrazolva az iddben negativ exponencialis dsszefiiggést
talaltunk, mig a Az esetén pozitiv exponencialis dsszefiiggés adodott. Az illesztett egyenletek a kovetkezok:

A7 = const - exp(0.000l . t) (2.3)
c,., = const, -exp(— const, -t) (2.4)

ahol ¢ az id6 szekundumban, A7 az ozmotikus nyomaskiilonbség (Pa) és ¢, s a viz koncentracioja a betaplalasi
oldalon (kg/m?).
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A 2.2 dbra mutatja az RO mérések és modellezések eredményeit a kiilonb6z6 nyomasokon. A kiindulasi oldat
koncentracioja rézre vonatkozoan minden esetben 2 kg/m® volt. A fekete szimbolumok jelolik a mérési
eredményeket, az lires szimbolumok vonallal dsszekotve jelolik a modellezés eredményeit. Az dbrarol lathato,
hogy magasabb nyomason a modell jobb egyezést mutat a mérési eredményekkel.

¢ 20bar-measured
—&o— 20bar-modeled
A 25bar-measured
—4A— 25bar-modeled
® 30bar-measured
—6— 30bar-modeled
B 35bar-measured
—HB— 35bar-modeled

Fluxus (kglmzs)

0 I T T T
0 100 200 300 400

idé (min)

2.2. abra: Mért és modellezett fluxusok 2 kg/m? kiindulasi rézkoncentraciéo esetén,
kiilonb6z6 nyomasokon az SE RO membranra vonatkozéan

MPF44 (NF) membran

Hasonléan az el6z6 alpontban leirtakhoz, elészor desztillalt vizzel végeztiink kisérleteket az 4 konstans
értékének megallapitasa céljabol. A kapott konstanssal elvégezve a modellezést azt tapasztaltuk, hogy a
modell joval alulbecsli a mérési eredményeket. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy nanosziirdé membran esetén a
korabbi feltételezésiink, mely szerint a viz diffuzids- és szorpcids koefficiense allandd, ebben az esetben nem
helyénvald. Az NF mérésekbdl a diffuzios- és szorpciods koefficiensek szorzatat kiszamitva, és azt abrazolva

kapcsolata. Ezt mutatja a 2.3 dbra
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Vizkoncentracié a betaplalasi oldalon (kglm3)

2.3. abra: MPF44 membranon végzett kisérletekbél szamolt D, -K'
értékek a betaplalasi oldal vizkoncentraciéjanak fiiggvényében.

A 2.3 abra alapjan két feltételezéssel éltiink: az elsd, hogy DW-K‘i szorzata exponencialisan fliigg a

betaplalasi oldal vizkoncentraciojatol, azaz a fenti pontseregre egy exponencialist illesztettiink, és ezt
hasznaltuk fel a fluxus modellezésekor. Ezt az esetet jeldli a ,,modelled-a” felirati gorbe a 2.4. abran. A masik

feltételezés szerint a D -Kﬁ szorzat hig oldatok (¢, .= ~875-1000 kg/m?) esetén allandd, csak egy adott

koncentracio felett fiigg csak a koncentraciotol, mégpedig linedrisan. Azaz, ha hig oldatot sziirlink szakaszos
miiveletben, akkor adott ideig a betaplalasi oldalon maradt oldat még mindig hig marad, viszont a szlrést
tovabb folytatva az oldat betdoményedik, ami utdn mar nem tekinthetd hig oldatnak, qvazi, a diffizios
koefficiens koncentraciofiiggése szamottevo lesz. Hasonlé mdodon a szorpcids koefficiensre is igaz lehet ez a
feltételezés. Ezt az esetet jeldli a ,,modelled-b” feliratu gorbe a 2.4 abran.
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2.4. abra Mért és modellezett fluxusok 2 kg/m? kiindulasi rézkoncentracié esetén, 30
bar transzmembran nyomason az MPF44 NF membranra vonatkozoan

A két feltételezés koziil nagyobb a valdsziniisége annak, hogy a masodik az igaz, mivel a ,,modeled-b” jelt
gorbe sokkal jobban illeszkedik a mérési pontokra.

A fluxus modellezése a vizvisszanyerési rata fiiggvényében

Habar az el6z6 pontban lattuk, hogy a fluxus modellezése az iddben lehetséges, tovabbi modellezéseket
végezhetiink a vizvisszanyerési rata fliggvényében, 1évén, hogy szakaszos miiveletrél van sz6. Ez a lehetség
direkt informaciot adhat a sziirési folyamat allapotardl és a koncentracié alakulasardl. A vizvisszanyerési rata
figgvényében torténd modellezéshez a Rautenbach-féle ellendllds modellt alkalmaztuk, amely a (2.5)
egyenlettel irhato le.

Ap—Arx

J = 2.5
77‘Rf +R, ) 23)

Az egyenlet szerint a fluxus egyenesen aranyos a transzmembran nyomas és az ozmotikus nyomaskiilonbség
kiilonbségével, és forditottan aranyos a permeat viszkozitdsaval (7). . és az ellenallasokkal. R, a
membranellenallas (1/m) és R, az un. eltdémddési ellenallas (1/m). A kisérletek soran a fluxus a (2.6) egyenlet
alapjan szamithato.

J=—- (2.6)

ahol 4 (m?) a membran feliilete, ¥ (m®) a permeat térfogata és ¢ (s) a mérési id6.

Amint az a (2.6) egyenletbdl lathatd a permeat térfogata idoben valtozik. Ha a vizvisszanyerési ratat tgy
definidljuk, mint a permedat térfogata viszonyitva konstans betaplalasi térfogatra, akkor lathatd, hogy a
vizvisszanyerési réata is fligg az id6t6l. Ily modon az idofiiggés atkonvertalhatd a viz vizvisszanyerési ratatol
valo fiiggéssé. A modositott ellenallasmodell kimondja, hogy a fluxus fiigg az ozmotikus
nyomaskiilonbségtol, amely kozvetett modon, de fiigg a permeat térfogatatol. Az eltdmddési ellenallas nd, ha
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a betaplalasi oldalon egyre toményebb az oldat. Mindezen megfontolasok lehetdvé teszik, hogy kisérletek
soran kapott fluxusokat a vizvisszanyerési rata fliggvényében modellezziik.

A modellezéshez sziikséges paraméterek meghatarozasa

A membranellenallas meghatarozasa

Mind az RO, mind pedig az NF membran ellenallasat desztillalt vizzel mértiik ki. A kisérleti berendezés
tartalyaba 0,5 dm® desztillalt vizet toltottiink, majd beallitottuk a kivant nyomast, és mértiik a permeat
térfogatat a kitermelés fiiggvényében. Desztillalt viz esetén az ozmotikus nyomaskiilonbség nulla, és
eltomddési ellenallds sincs, ezért a (2.5) egyenlet az alabbi egyszeriibb formaban irhaté fel:

J, =P @7

Jp-t mértiik, a nyomaskiilonbséget mi allitottuk be, a viz viszkozitasa pedig tablazatbdl kiolvashato. igy R,
értéke szamithatd. Kiilonboz6 hajtéerd esetén kiilonbozé membranellenallas értékeket kaptunk, de a
kiilonbség nem volt szamottevd. A célbol, hogy a fluxus modellezésénél minimalizaljuk a hibat, a kapott R,
értékek koziil a legkisebbet hasznaltuk fel.

Az eltomodési ellenallas vizvisszanyerési ratatol valé fiiggésének
meghatarozasa

Ha feltétezziik, hogy nincs eltomddés, akkor a (2.5) egyenletet alkalmazva a kapott fluxus értékek joval
magasabbak a mért fluxus értékeknél. Ez igazolja azt, hogy a szakaszos membranszlirés esetén eltomdédési
ellenallassal kell szamolni. Az eltoémddési ellenallasokat minden egyes mérési pontra iterativ modon
hataroztuk meg, majd a kapott R, értékeket abrazoltuk a vizvisszanyerési rata fiiggvényében, hogy lassuk a
koztiik 1évé kapcesolatot. A kiértékeléshez a STATISTICA szoftvert hasznaltuk. Rézszulfat oldatok sziirése

rrrrr

0.1
R, = const-10" [%j (2.8)

S
F

ahol Vp (m’a permeat térfogata és V- (m*) a konstans kiindulasi térfogat. RO fluxusok modellezésénél a
konstans értéke minden alkalmazott nyoméson 1, mig NF mérések esetén 1 és 1.6 kozott valtozik a nyomas
fliggvényében.

A permeat viszkozitasanak meghatarozasa

A permeat viszkozitdsat Hoppler-féle viszkoziméterrel mértiik. A permedtok viszkozitdsa 25°C-on
jelentéktelen mértékben tért csak el a 25°C-os viz viszkozitasatol, ezért a modellezésnél ez utobbival
szamoltunk.

Az ozmotikus nyomaskiilonbség vizvisszanyerési ratatol valo fiiggésének
meghatarozasa

Minden egyes kisérlet esetén a permeatokat adott térfogatonként gy(ijtottiikk, hogy elegendd legyen az
analitikai méréshez. Igy a permeatokat négy részletben gytijtottiik, és meghatéroztuk azok réz koncentraciojat.
A kisérletek soran mértiik a permeat pH-jat, és mivel az a kisérletek soran végig allandd volt, arra a
kovetkeztésre jutottunk, hogy a membran azonos anyagmennyiségben tartotta vissza, illetve engedte at a réz-

szamoltuk.
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cp =<F Ve zep Vs 2.9)
V.-V,

ahol ¢z a retentat, ¢r a kiindulasi oldat, ¢, a permeat koncentracidja mol/m*-ben. Az oldott anyag

koncentracidjanak ismeretében a van’t Hoff torvény alapjan kiszamolhatjuk az ozmotikus
nyomaskiilonbséget.

AT =7y —7p = (CR,CL¢S04 ~ Cp,cuso, )'R'T (2.10)

ahol R a gazallando és T a homérséklet K-ben. Mivel minden kisérlethez négy koncentracionk, abbol pedig
négy ozmotikus nyomaskiilonbség értékiink wvolt, meghatarozhattuk az ozmotikus nyomaskiilonbség
vizvisszanyerési ratatol valo fiiggését. A kiértékeléshez a STATISTICA programot hasznaltuk, és az alabb
Osszefliggést tapasztaltuk.

V
A7 = const, - Cp 50, -exp[const2 V—PJ (2.11)
F

SE (RO) membran

Az RO membrannal végzett kisérletek modellezésekor az ozmotikus nyomaskiilonbség szamitasara az alabbi
empirikus osszefiiggést hasznaltuk.

v
Am =1451.67cp ¢s0, ~exp£2.5~V—”J (2.11.a)

F

Ahogy mar emlitettiik, az eltomddési ellendllas a (2.8) egyenlet alapjan szamoltuk, amelyben a konstans
értéke 1. A 2.5 4dbra mutatja a mért és a modellezett fluxusokat SE RO membréanra vonatkozoan, 2 kg/m’
kiindulasi rézkoncentraciok esetén a kiilonbdz0 nyomdésokra. A fekete szimbolumok jelolik a mérési
eredményeket, az lires szimbolumok vonallal dsszekotve jellik a modellezés eredményeit. Az abrarol lathato,
hogy a modell jol leirja a mérési eredményeket.
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2.5. abra: Mért és modellezett fluxusok 2 kg/m? kiindulasi rézkoncentracié esetén
kiilonb6z6 nyomasokon SE RO membranra vonatkozéan a
vizvisszanyerési rata fiiggvényében

MPF44 (NF) membran

Az NF mérések esetén is az ellenallas modellt hasznaltuk a permeat fluxusok modellezésére, de a modellezés
egy kicsit komplikaltabb, mint az RO membran esetén, mivel tobb kiindulasi rézkoncentraciot is
megvizsgaltunk.

Az ozmotikus nyomaskiilonbség a vizvisszanyerési rata fiiggvényében a (11) egyenletnek megfeleléen alakul:

V
Am =1573.388 ¢, (0, -exp(2.5 : V_P] (2.11.b)

F

cre

kiilonb6z6 konstansai lesznek. Ezek a konstansok 1 és 1,6 kozott valtoznak a nyomas fliggvényében. A
jelenség magyarazata az lehet, hogy magasabb nyomason a permeét fluxus magasabb, és szakaszos sziirés
esetén kevesebb id6 sziikséges ugyanakkora vizkinyerés eléréséhez. igy kevesebb id marad az eltsmédés
kialakulasara.

A 2.6 abra mutatja a mért és modellezett fluxusokat a vizvisszanyerési rata fiiggvényében a 0,5 kg/m’, a 2.7
4bra pedig 2 kg/m® kiindulasi rézkoncentraciok esetén MPF44 (NF) membranra vonatkozéan. Mindkét abran
a fekete szimbolumok a mért fluxusokat, mig az iires szimbdolumok vonallal dsszekdtve a modellezett
fluxusokat jelolik. Mindkét abra jol mutatja, hogy a mérési pontok kicsit szornak a modellezett értékek koriil,
de Osszességében az ellenallas modell jol leirja a kisérleteinket.

23



& 15bar-measured

70 —&— 15bar-modeled
A 20bar-measured
60 —A— 20bar-modeled

® 25bar-measured

E —O— 25bar-modeled
NE B 30bar-measured
= —B— 30bar-modeled

(/2]
> N
2 .
LL
10
0 ‘ I I I I
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

VP/VF

2.6. abra: Mért és modellezett fluxusok 0,5 kg/m?® kiindulasi rézkoncentracié esetén
kiilonb6z6 nyomasokon MPF44 NF membranra vonatkozéan a
vizvisszanyerési rata fiiggvényében
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2.7. abra: Mért és modellezett fluxusok 2 kg/m? kiindulasi rézkoncentracié esetén
kiilonb6z6 nyomasokon MPF44 NF membranra vonatkozoéan a
vizvisszanyerési rata fiiggvényében

Kovetkeztetések
Rézoldatok szakaszos membransziirését végeztiikk el nanosziird és forditott ozmézis membranokon, majd a
mérési eredményeket modelleztiik. Az oldodas-diffuzios modell egyszeriisitett valtozatat (lasd (2.2) egyenlet)
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alkalmaztuk a fluxus idébeli fliggésének modellezésére. Feltételezésiink, mely szerint a (2.2) egyenlet 4’
konstansa idében 4llando, és a koncentraciotol fiiggetlen, az SE RO membranon végzett kisérleteknél
beigazolodott. Az MPF44 NF membranon végzett kisérleteknél viszont azt tapasztaltuk, hogy A’ értéke fligg a
betaplalas oldali viz koncentraci6jatol. Ez esetben az a feltételezésiink 1atszott beigazolodni, mely szerint NF
membranon végzett kisérletek esetén 4’ értéke hig oldatok esetén (viztartalom ~875-1000 kg/m’) allando,

ozmotikus nyomaskiilonbségnek idofiiggését is meghatarozni, amelyeknél exponencialis Osszefliggést
kaptunk. Ezen megfontolasok alapjan a mért és a semi-empirikus modellel szamolt fluxusok jo egyezést
mutattak.

Habar a fluxus idébeli modellezése kielégitonek bizonyult, méréseinket az ellenallas modellel is modelleztiik
a vizvisszanyerési rata fliggvényében. A kisérletek el6tt desztillalt viz sziirésével meghataroztuk a
membranellenallast. A kapott értékek kismértékii szordsa miatt a legalacsonyabb R,, értéket hasznaltuk fel a
fluxus modellezésekor. A semi-empirikus modellezés ez esetben azt jelentette, hogy a kisérleteinkbdl
megallapitottuk az ozmotikus nyomdskiilonbség, illetve az eltdémddési ellenallds és a vizvisszanyerési rata
kapcsolatat, majd ezeket az egyenleteket (2.8, 2.11a, 2.11b) hasznaltuk fel az ellenallas modellben.
Megallapitottuk, hogy Az a vizvisszanyerési rata fliggvényében exponencialisan nd, mig R, hatvanyfliggvény
szerint valtozik.

Osszefoglalasként elmondhat6, hogy a vizvisszanyerési rata fliggvényében torténd semi-empirikus modellezés
jobb egyezést mutat a mérési eredményekkel, igy ez a modell nagyobb biztonsaggal alkalmazhat6 szakaszos
membransziirés modellezésére.

Jelolésjegyzék

gy Viz fluxusa (kg/m®s)

D, Viz diffizios koefficiense (m?/s)
K f Viz szorpcios koefficiense (-)

Cup Vizkoncentracio6 a betaplalasi oldalon (kg/m?)
Vy Viz molaris térfogata (m3/mol)

/ Membran vastagsaga (m)

R Egyetemes gazalland6 (J/K-mol)
T Hoémérséklet (K)

Ap Transzmembran nyomas (Pa)

Ar Ozmotikus nyomaskiilonbség (Pa)
A’ Konstans

t 1d6 (s)

J Permeat fluxus (m*/m’s)

n Permeat viszkozitas (Pa-s)

R, Eltomodési ellenallas (1/m)

R, Membranellenallas (1/m)

A Membran effektiv feliilete (m?)
Ve Permeat térfogat (m?)

Vi Kiindulasi térfogat (m?)

Jp Desztillalt viz fluxusa (m*/m?s)
Cr Retentat koncentracié (mol/m?)
cp Permeat koncentracié (mol/m®)
TR Retentat ozmotikus nyomasa (Pa)
Tp Permeat ozmotikus nyomasa (Pa)
Vo/Vr Vizvisszanyerési rata (-)
Irodalomjegyzék

2.1. Wijmans, J.G. and R.W. Baker, The solution-diffusion model: a review. 1995. 107(1-2): p. 1.

2.2. Baker W., R., Membrane Technology and Applications. 2004, Menlo Park, California: Wiley.

2.3. Schifer, A.L., A.G. Fane, and T.D. Waite, Principiles and Applications. 2005, Amsterdam.

24. Mulder, M.H.V. and D.N.a.S.A.S. Richard, Chapter 2 Polarization phenomena and membrane
fouling, in Membrane Science and Technology. 1995, Elsevier. p. 45-84.
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1.3 Egyiittmiikodés a masik két kutatocsoporttal

1.3.1 Membranmiiveletek és az extrakcio dsszekapcsolasa

Kisérletet tettiink a szuperkritikus extrakcid és a membranmiiveletek dsszekapcsolasara.
Ennek keretében kukoricacsira etanolos Soxhlet extrakcios miiveletének mindkét termékét
vizsgaltuk, azaz olajos-etanolos-vizes elegyek membransziirését végeztiik etanol
visszanyerés céljabol. Ezek a kisérletek szolgalhattak volna alapul a féliizemi szuperkritikus
extrahalo késziiléken végzett tovabbi kisérletekhez.

Az irodalomban javarészt biodizel eldallitassal foglalkoz6 cikkek fordulnak eld, amelyben
novényi olajok szuperkritikus allapotii metanollal torténd atészterezését illetve a konkrét
esetre pervaporaciot [3.1,3.2].javasolnak a rendszer elvalasztasara.

Azonban a pervaporalhato elegy olajtartalma nem haladhatja meg az 1 wt%-ot, a membran
teljes eltomddésének veszélye nélkiil. Esetiinkben a kevés etanolt, ~ tartalmazo olajos fazis
~70—80 wt% olajat tartalmazott, mig az alkoholos fazis sem kevesebb, mint 7 wt%-at.
Ezért ultraszlrés kisérleteket végeztiink 1 bar, 5 bar és 10 bar nyomason, 100, 20,10 Hgmm
permeat oldali nyomdason és 20°C illetve 40°C homérsékleten, inert kdzegként N, gaz
biztositotta a betdplalasi tér nyomasat.

Az iiledéket is tartalmazo retentatum elegyeket elézetesen sziiropapiron sziirtiik, a kisebb
porusméretii ultrasziird membran valdszintisithetd eltomodésének elkeriilése érdekében.
A kisérleteket a CM-Celfa P28 tipust multifunkcidos membranberendezéssel végeztiik, a
valasztott modellhez sziikséges permeatum-viszkozitast Hoppler, golyos viszkoziméterrel
mértiik, stiriiséget piknométerrel.

Két tipust membrannal kisérleteztiink: Sterlitech UF GH 1kDa; Sterlitech JW 30kDa
vagasi értékkel. Mindketton etanol-viz és kevés olaj elegye lett volna a permeatum,
azonban a kisérleteket mindossze egy esetben sikeriilt, a probaeleggyel reprodukélni. Ennek
oka, hogy amennyiben az aramoltatott keverés ment a késziilékben, az elegy felhabosodott
(elégett az olaj). Ha nem kevertettiik a rendszert, eltomddott a membran, viszont hiitott és
nem kevert rendszernél olyan kis mennyiségii permeatum (€s olajos) terméket kaptunk,
amelybdl semmiképpen nem lehetett kovetkeztetéseket levonni nagyobb méreti
membranos berendezés miikddésére vonatkozoan.

Irodalomjegyzék:
3.1. Ferreira, L., M. Kaminski, et al. (2001). "Development of a new tool for the
selection of pervaporation membranes for the separation of fusel oils from
ethanol/water mixtures." Journal of Membrane Science 182(1-2): 215-226.

3.2 Vauclair, C., H. Tarjus, et al. (1997). "Permselective properties of PVA-
PAA blended membrane used for dehydration of fusel oil by pervaporation." Journal
of Membrane Science 125(2): 293-301.

3.3. Tsui, E. M. and M. Cheryan (2007). "Membrane processing of xanthophylls
in ethanol extracts of corn." Journal of Food Engineering 83(4): 590-595.
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1.3.2 Bioetanol gyartas membranmiivelettel

A Dbioetanol gyartas része a tiszta alkohol kinyerése. Ehhez egyiittmikddiink az Iskola
masik csoportjaval és pervaporaciot is alkalmazo gazdasagos hibrid elvalasztasi eljarast
dolgozunk ki.

A dr. Réczey Katalin vezette kutatocsoport robbantott kukoricaszarbol illetve cukoroldatbol
pékélesztdvel fermentalt alapanyagot kaptunk. Az anyagokat eldzetesen sziirtiik, majd
egyfokozat desztillaciéval toményitettiik, mivel az eredeti kiindulasi mintak mindossze 3-
7 g/L etanol tartalmaztak, amely a pervaporacios hajtoerd 1étrehozasahoz alacsony érték. A
mintak tovabba metanolt €s etil-acetatot tartalmaznak kisebb mennyiségben. A mintakat
kisérleti terv alapjan feldolgoztuk. A korabbi modell, viz-etanol kisérletekre illesztett
Rautenbach féle modellparaméterekkel a fermentdlt mintdk pervaporacios eredményeit
szimuldltuk A kisérletek azonos koriilmények kozott hajtottuk  végre, az
Osszehasonlithatosag érdekében; tehat organofil PERVAP 4060 membranon (Varga Baldzs
diplamamunka; ) harom hémérsékleten és négy betaplalasi Osszetétellel. A szimulaciot a
ChemCAD felhasznalo altal beépitett membran modulban, a modellkisérletekre illesztett
paraméterekkel végeztiik. Eredményként az talaltuk, hogy a binér modellkisérletekbdl jo
megbizhatosaggal lehet kdvetkeztetni a valos fermentalt elegy binér jellemzdire.

A fenti két téma kutatdsa mar a projekt utolsé évében, héonapjaiban tortént. Nem
sikeriilt az eredményeket teljesen kiaknazni, ill., értékelni. A témateriilet folytatisa
igéretes. Remélhetéleg sikeriil ezeket egy ujabb projekt keretében folytatnunk.
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2. Résztéma:

Szilard Anyagok Szuperkritikus Fluid Extrakcidjanak Vizsgalata, és a
Miivelet Anyagatadasanak Modellezése

2.1. Laboratoriumi kisérletek

2.1.1. llloolajok kinyerése hagyomanyos vizgoz-desztillacioval.

Munkank soran kiilonb6z6 illoolaj €s zsiros-olaj tartalmil névényi mintakat vizsgaltunk.

A jelentds illoolaj-tartalmi novények (fiiszerkdmény, fodormenta, borsmenta) illoolaj-
tartalmat szuperkritikus extrakcioval és hagyomanyos vizgdz-desztillacios eljarassal
nyertiik ki.

2.1.2. Novényi hatoanyagok kinyerése hagyomanyos oldoszeres extrakcioval (etil-alkohol,
n-hexan).

A vizsgalt novények oldhatdoanyag-tartalmat minden minta esetén meghataroztuk
laboratériumi  Soxhlet-extrakcioval (MSZ ISO 659: 1998), kiilonb6zé polaritast
oldoszereket alkalmazva (n-hexan vagy n-pentan, etil-alkohol).

2.1.3. Kiilonbozé novények laboratoriumi méretii szuperkritikus fluid extrakcidja szén-
dioxiddal. A vizsgalatok célja a minta elékészités, valamint az extrakcids és szepardcios
koériilmeények, hozamra és dsszetételre gyakorolt hatasanak megdllapitisa.

Az eldkészités valamint a szeparacios koriilmények hatasat féliizemi méretben vizsgaltuk.

A szemcseméret, a szarazanyag-tartalom valamint az olajtartalom hatasat kb. 40 paprika
minta szuperkritikus extrakcidja soran vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a szemcseméret
csokkentése, azaz a mintdk hatékonyabb orlése (a jellemz6 szemcseméret 0,2 — 0,7 mm),
nagymértékben noveli az extrakcidos hatékonysagat. A nedvességtartalomnak 7 — 18%
tartomanyban nincs hatidsa az extrakcids hozamra. Ugyanakkor a 18%-nal nagyobb
nedvességtartalom, a hatékonysag csokkenését eredményezi. Az  olajtartalom
novekedésének, 5 - 10% tartomanyban hatékonysag ndveld hatasat bizonyitottuk, mig a 10
% feletti tovabbi olajtartalom novekedés szignifikdns hatékonysdg novekedést nem
eredményezett.

Ugyancsak paprika minta esetén az egyes szeparator nyomdsat (160-240 bar) és
homeérsekletét (35-55°C) valtoztattuk kisérletterv szerint, vizsgalva a kapszaicin- és a
szinezéktartalom megoszlasat a két szeparator kozott. Azt tapasztaltuk, hogy a
szuperkritikus szén-dioxidban rosszabbul oldhaté szinanyagok az els6 szeparatorban, mig a
jobb oldhatésaggal rendelkez6 kapszaicin szdrmazékok a masodik szeparatorban dusulnak
fel. A legjobb elvalasztast akkor értiik el, amikor az els6 szeparatorban 240 bar nyomast és
55 °C hémérsékletet alkalmaztunk.

A kukoricacsira mintdk esetén az olajtartalom egy részét hidegen préseléssel nyertiik ki az
extrakcié eldtt. Munkank soran préseletlen (~46 % olajtartalom), egyszer-préselt (~22 %
olajtartalom) és kétszer-préselt (~10 % olajtartalom) kukoricacsira mintak extrakcigjat is
elvégeztiik. Az extrakcidos gorbék jellege azonos volt, azonban nagyobb olajtartalmi
mintaknal a sziikséges extrakcids id6 is nagyobb volt.
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2.1.4. Az extraktumok széleskorii analitikai vizsgalata (TLC, GC, GC-MS, HPLC), az
illoolaj és mas nem illo komponensek (terpének, szteroidok, karotinoidok, zsirsavak)
osszehasonlitdsa.

Borsmenta (Mentha piperita L.), fodormenta (Mentha spicata L.), fiszerkomény (Carum
carvi L.) illoolajtartalmat szuperkritikus extrakcidval €s vizgdz-desztillacidval nyertiik ki.
Az illdolajok analitika vizsgalatat GC illetve GC-MS modszerrel végeztiik. A novényekre
jellemz6, azonositott f6 komponensek: limonén, karvon, mentol, pinén, szabinén, dihidro-
karveol. Megallapitottuk, hogy a szuperkritikus extraktor masodik szeparatorabol és a
vizgoz-desztillacioval kinyert olaj optikai forgatasa eltérhet, az alkalmazott extrakcios
technika és a novény szarmazasi helyétdl fiiggden. Az egyes enantiomerek eloszlasat kiralis
GC modszerrel hataroztuk meg limonén €s karvon esetén.

A szuperkritikus extrakcids kisérletek soran kapott extraktumok beltartalmi értékeinek
analitikai vizsgalata TLC, GC, GC-MS ¢és HPLC modszerekkel tortént. A nem illo
komponensek koziil kvalitativ és kvantitativ moddszerekkel analizaltuk a fenolokat,
flavonoidokat, karotinoidokat, szitoszterolokat, tokoferolokat, diterpéneket,
szeszkviterpéneket, zsirsavosszetételt.

Paprika minta esetén por mintak, és olaj mintak teljes szinezék és kapszaicin tartalmanak
(spektrofotometria, HPLC), valamint az emlitett anyagok komponensek szerinti
megoszlasanak (HPLC) meghatarozasat végeztiik el.

2.2 Féliizemi kisérletek

2.2.1. Féliizemi szuperkritikus fluid extrakcios kisérleteket 5 dm’ térfogatii extraktorban. Az
extrakcios és szepardcios koriilményeket (nyomds, homérséklet) kisérlet tervezés alapjan
vdlasztjuk meg.

A féliizemi szuperkritikus extrakcio mérésnél a szilard anyagot az 5 dm’ térfogata
extraktorba helyeztiik. A tartalybol a CO,-ot hiitétt vezetéken keresztiil adagoldszivattyuval
az extraktorba taplaltuk, mikdzben az extraktor kdpenyében 1évo csokigyon keresztiil a
megfelel6 homérsékletet elérte.

A szilard anyag é4gyon végighaladva az oldoészer kioldja az adott nyomaéson é&s
homérsékleten oldhaté komponenseket. Az oldatot az extraktorbol nyomascsokkentd
szelepen ¢és hdcserélon keresztiil a szeparatorokba vezettiik, ahol kivaltak az oldatban 1évo
komponensek. Az extrakcidt addig folytattuk, amig a hozam valtozéasa 6ranként 0,1-0,05 %
ala nem csokkent.

Munkank soran préseletlen, egyszer €s kétszer préselt kukoricacsira, paprika, réti legyezofi,
paradicsomtdrkoly, csillagfiirt, tokmag, sz6lémag, kéromvirag, homoktdvis, baratcserje
mintakat vizsgaltunk.

Tovéabbi, hazankban termesztett fliszer- és gyodgynovény (koromvirdg, homoktovis,
baratcserje és paprika) mintak szuperkritikus extrakcidja soran az extrakcids koriilményeket
kisérletterv alapjan valtoztattuk. A koromvirag, homoktovis és baratcserje vizsgalata sordn
a véltoztatott extrakcios paraméterek a nyomas és a hodmérséklet voltak, mig paprika mintak
esetén a szeparator-nyomasokat valtoztatva nyertiink eltéré termék Osszetételt (karotin,
kapszaicin).
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Homoktovis minta esetén az extrakcios nyomas és homérséklet hatasat vizsgaltuk a teljes
hozamra, valamint a szitoszterin-, urzolsav-, szinezék- és tokoferoltartalomra 3> kisérlet
terv szerint. A legkedvez6bb hozamokat 460 bar felett és 60 °C koriil értiik el.

A Vitex agnus castus szuperkritikus extrakcidjat az elobbiekhez hasonloéan végeztik el, a
nyomast €s a homérsékletet valtoztatva kisérletterv szerint, vizsgalva a teljes, valamint a
rotundifuran, B-szitoszterin, [B-amirin, valamint a kaszticin hozamot. Legkedvezdbb
eredményeket 450 bar nyomason és 45 °C-on kaptuk.

2.2.2. A szuperkritikus extrakcio és a membran szepardcio miiveletek dsszekapcsoldsa, a
nagyeértékii biologiai hatoanyagok tovabbi dusitasa.

Kisérletet tettiink a szuperkritikus extrakcio és a membranmiiveletek dsszekapcsolasara.
Ennek keretében kukoricacsira etanolos Soxhlet extrakcios miiveletének mindkét termékeét
vizsgaltuk, azaz olajos-etanolos-vizes elegyek membransziirését végeztiik etanol
visszanyerés céljabol. Ezek a kisérletek szolgalhattak volna alapul a féliizemi szuperkritikus
extrahalo késziiléken végzett tovabbi kisérletekhez.

Az irodalomban javarészt biodizel eldallitassal foglalkozo cikkek fordulnak eld, amelyben
novényi olajok szuperkritikus allapotti metanollal torténd atészterezését illetve a konkrét
esetre pervaporaciot [1,2] javasolnak a rendszer elvalasztasara.

Azonban a pervaporalhato elegy olajtartalma nem haladhatja meg az 1 wt%-ot, a membran
teljes eltomddésének veszélye nélkiil. Esetiinkben a kevés etanolt, ~ tartalmazo olajos fazis
~70—80 wt% olajat tartalmazott, mig az alkoholos fazis sem kevesebb, mint 7 wt%-at.
Ezért ultrasziirés kisérleteket végeztiink 1 bar, 5 bar és 10 bar nyomason, 100, 20,10 Hgmm
permedat oldali nyomason és 20°C illetve 40°C homérsékleten, inert kdzegként N, gaz
biztositotta a betaplalasi tér nyomasat.

Az iiledéket is tartalmazoé retentatum elegyeket eldzetesen sziir6papiron sziirtiik, a kisebb
porusméretli ultrasz{ird6 membran valoszintsithetd eltémddésének elkeriilése érdekében.
A kisérleteket a CM-Celfa P28 tipust multifunkciés membranberendezéssel végeztiik, a
valasztott modellhez sziikséges permeatum-viszkozitast Hoppler, golyos viszkoziméterrel
mértiik, stiriséget piknométerrel.

Két tipust membrannal kisérleteztiink: Sterlitech UF GH 1kDa; Sterlitech JW 30kDa vagasi
értékkel. Mindketton etanol-viz és kevés olaj elegye lett volna a permeatum, azonban a
kisérleteket minddssze egy esetben sikeriilt, a probaeleggyel reprodukélni. Ennek oka, hogy
amennyiben az aramoltatott keverés ment a késziilékben, az elegy felhabosodott (elégett az
olaj). Ha nem kevertettiik a rendszert, eltomddott a membran, viszont hiitdtt €s nem kevert
rendszernél olyan kis mennyiségli permeatum (és olajos) terméket kaptunk, amelybdl
semmiképpen nem lehetett kdvetkeztetéseket levonni nagyobb méretli membranos
berendezés miikddésére vonatkozoan.

Irodalomjegyzék:

3.4. Ferreira, L., M. Kaminski, et al. (2001). "Development of a new tool for the
selection of pervaporation membranes for the separation of fusel oils from ethanol/water
mixtures." Journal of Membrane Science 182(1-2): 215-226.
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3.5. Vauclair, C., H. Tarjus, et al. (1997). "Permselective properties of PVA-PAA
blended membrane used for dehydration of fusel oil by pervaporation." Journal of
Membrane Science 125(2): 293-301.

3.6.  Tsui, E. M. and M. Cheryan (2007). "Membrane processing of xanthophylls in
ethanol extracts of corn." Journal of Food Engineering 83(4): 590-595.

2.3. Matematikai modellezés

2.3.1. Kiilonb6zo matematikai modellek alkalmazasa az extrakcios eljardsra. A kiinduldsi
anyagok (nedvességtartalom, oldhato komponensek kezdeti koncentracioja), valamint a
toltet (szemcseméret eloszlas, fajlagos feliilet, fajlagos hézagtérfogat, porozitas)
jellemzdinek kisérleti meghatdrozdasa. A modell paraméterek meghatarozdsa a
laboratoriumi és a féliizemi kisérletek értékelése alapjan.

Az egyszerii kisérletekb6l meghatarozott paraméterek (kezdeti koncentracio, fajlagos
hézagtérfogat, szilard anyag stirisége) ismeretében végeztik el a kiillénb6zé novények
szuperkritikus extrakciojanak szamitogépes leirasat, amelyre egy, kis oldhatéanyag tartalmu
novények extrakcidjanak leirasara alkalmas, egyszerii elsérendil kinetikan alapulé modellt,
és egy Osszetettebb, olajtartalomtol fiiggetleniil alkalmazhat6, modellt (Sovova modell)
valasztottunk. Az anyagatadasi tényezo értékét a szilard vazanyagban a modell segitségével
hataroztuk meg. A mintdkat rendszerint az extrakcié el6tt megdaraltuk, hogy noveljiik az
anyagatad6 feliiletet. A mintdk nedvességtartalmat a kiinduldsi és a szuperkritikus
kisérletek maradékabdl egyarant meghataroztuk (ISO 665: 2000).

Egyszertisitett modell:

A szuperkritikus extrakcid hozam gorbéket abrazolva az extrakcios id6 fliggvényében
minden esetben hasonld alakt gorbét nyeriink. A gorbék egy kezdeti, kozelitoleg linearis
emelkedd szakasszal és a végsé hozam altal meghatarozott vizszintes vonalhoz
aszimptotikusan gorbiilé szakasszal jellemezhetoek. Az elsd, linearis rész a végrehajtott
extrakcid koriilményei kozott fennalld egyensulyi allapotokra jellemzo oldékonysaggal
aranyos. A masodik részhez tartozd gorbét az extrakcid végén a szilard fazisban torténd
diffuzié hatarozza meg. Ekkor az extrakcido sebessége (gorbe meredekség) gyorsan
csokkent, mivel az oldhat6 anyag a belsé zart sejtekbdl nehezebben nyerheto ki.

Ha a bels6 diffiizidé a sebesség-meghatarozd részfolyamat, célszerii a mérlegegyenletet a
szilard anyagra felirni. Feltételezve, hogy az extrakcid sebessége aranyos a vazanyagban
Az extrakcidos hozamot a kezdeti szarazanyagra (m; kg drog) szoktdk vonatkoztatni, €s
mivel az extraktum mennyiségét szoktak mérni, Y-nal jelolik (az angol ,,yield” szobol):

Y=Y(-e")=x,(1-e*) (1)

ahol Y a ¢ 1d6 alatt a fluid fazissal kihozott anyag mennyisége (kg/kg), Y, az oldhat6é anyag
teljes mennyisége (végtelen idejii extrakcidval elérhetd hozam) (kg/kg), k a sebességi vagy
anyagatadasi koefficiens (1/s), ¢ az extrakcié ideje (s) xyp a kezdeti koncentracio a szilard
vazanyagban (kg/kg).

A kisérleti eredmények matematikai leirasa a (1) egyenletet hasznaltuk. Az eredményekre
legjobban illeszthetd, nem-linearis egyenletekbol meghataroztuk az anyagatadasra jellemz6
Y,, és k paramétereket. A gorbeillesztést a Statistica 7.1 programmal végeztiik.
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Sovova modell

A szuperkritikus extrakcid szamitogépes modellezését Sovova munkdi nyoman
tovabbfejlesztettiik. Ez a modell rendkiviil sok paramétertdl fiigg. A zsiros-olajos magvak
(kukoricacsira, tokmag, szolomag, csillagfiirt stb.) szuperkritikus extrakcios vizsgalata
soran, a paramétereket egyszert kisérletekbdl (fajlagos hézagtérfogat, kezdeti koncentracio,
szilard anyag surlisége, szemcseméret), empirikus egyenletekbdl (szén-dioxid stirlisége, az
adott nyomashoz és hémérséklethez tartozo telitési koncentracio, fajlagos feliilet, diffiizios
tényez0, anyagatadasi tényez6 a fluid fazisban), wvalamint gorbeillesztéssel (S
dimenziémentes modellparaméter, valamint a feliileten 1évé kdnnyen oldhaté anyaghanyad)
hataroztuk meg.
A mintdk kezdeti koncentracidjat (xyp) n-pentdnnal, teljes kimertilésig folytatott
laboratériumi Soxhlet-extrakcioval végeztiik el (MSZ ISO 659:1998).
A szilard toltet strliségét (o,) Hofsdss-féle légpiknométerrel hataroztuk meg. A
halomstriiség (0) €és a tényleges anyagsiirliség ismeretében, a toltott oszlopban a fajlagos
hézagtérfogat (&) az alabbi képlettel szamithato.

)

e=1-—

Ps @
A fajlagos feliiletet (a,) a szemcse atmérdbol szamitottuk. A szemcseméret eloszlas
jellemzésére a Rosin-Rammler-Bennet (RRB) eloszlast valasztottuk. A ndvényi anyagok
extrakcidjanak leirasara az RRB modellt elsdként mi alkalmaztuk.
Az RRB modell szerint a szitamaradvany (adott d lyuk atmérd;jii szitan fennmaradé hanyad)
a kovetkez6 fiiggvénnyel irhato le.

R =100exp —[dj 3)
d,
ahol:
R a szitamaradvany-0sszeg (%) ami a szitalasi eredményekbdl szamithato,
d szemcseméret (mm),
dp a jellemzo6 szemcseméret (mm), amelyhez R=36,8% szitamaradék tartozik,
n az egyenletességi tényezo (-).
Az egyenletességi tényezO (n), valamint a jellemzé szemcseméret (dy) ismeretében a
,feliileti-térfogati” atlagos atmérd (ds,) az alabbi képlettel szamithato:

1

o

A | feliileti-térfogati” atlagos atmérd ismeretében a fajlagos feliiletet az alabbi képletet
alkalmazva hatdroztuk meg:

a,= (-2 s)

sV

A szén-dioxid slirliségét (p) az extrakci6 nyomasdn és hOmérsékletén a Bender
allapotegyenletbdl szamitottuk.

Az adott nyomdashoz és homérséklethez tartozo telitési koncentraciot (y*) egy empirikus
egyenletbdl vagy a hozam gorbék kezdeti meredekségébdl becsiiltiik.

A Sovova modell a dimenzidmentes koncentracid (X) és hozam (Y) értékeket az alabbi
egyenletekkel irja le, attol fiiggden, hogy az extrakcido melyik szakaszaban vagyunk.
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Az anyagmérleg alapjan a koncentraciobol az extrakcidos gorbe az alabbi egyenletekkel
szamolhato:

X =1-08exp(-02) ha 9 < g (6)
X =1-qexp[-O(Z - Z,)] hag£3<%és2>4 7)
e"p(s - qQD 7
X =11+ 1 exp(— 52) hagzﬁv%yg§9<&és2£%($
-q
Y q
—=9[l-exp(-0)] ha 9 <= ©)
xo 0
-%z&—gwMQ@V4ﬂ hags9<@
(10)
Y 1 q
—ﬁﬂ——m%+km@}4bm%ﬂ—ﬂﬂ}hﬂ%ha32& (11)
X, S 0

Ahol ¢ a dimenziémentes id0, 9, azt a dimenzidmentes idépillanatot mutatja, amikor az

oszlop teljes hosszaban elfogy a feliilletr6l az oldhatdo anyag, Z dimenziémentes
helykoordindta Z, az extraktorban 1évd hatirvonalat jelenti, amely elvalasztja a két

kiilonb6zo allapotban 1évo extrakcids szakaszt (van oldhatdéanyag a kiilso feliileten, vagy
kezdeti allapotban van).

e

9 = g ¥ %ln{l — g1 -exp(S)]} )
T:’?qs—x()* (14)
m,y
0= LsksPr "
m(1-¢)p,
__mka% "
m(1-¢)y’

Ahol m; a bemért szilard szaraz vazanyag mennyiségét, mig m, az oldoszer térfogataramat
jeloli.

Szamitdgépes program segitségével (Visual Basic, Solver) a Sovova modellt illesztettiik a
kisérleti hozam és koncentracio értékekre.
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A Sovova modell a Q, S, dimenzidmentes modellparaméterektdl, és a feliileten 1év6 oldhatod
anyaghdnyadtol (¢) valamint a minimalis extrakcids id6tél (7) fiigg. Az oldhatosag
ismeretében a minimalis extrakcids id6 (7) a fenti (14) képlettel szamithato.

Ha becslést adunk a szén-dioxid fluid fazisban 1év6 anyagatadasi tényezdjére (ky), a O
dimenzidémentes modellparaméter rogzithetd. Az anyagatadasi tényez6t a fluid fazisban (k)
a Sherwood 0sszefliggés segitségével hataroztuk meg, az alabbi modon:

Empirikus egyenletek segitségével meghataroztuk a Diffuzids tényezot (D) (az extrakt
jellemz6 molekuldira szén-dioxidban), a viszkozitast (7), valamint a siirlisséget a fluid
tazisban (py). Ezen adatok ismeretében, a Sherwood Osszefiiggést felhaszndlva az
anyagatadasi tényez6 szamithato a fluid fazisban (k).

Sherwood 6sszefliggés:

Sh=0,135Re"* Sc** (17)
Sherwood szam (Sh):
k/" ’ dsv

Sh =— ) (18)
Reynolds szam (Re):

d -
Re = % (19)
Scmidt szam (Sc):
&:p7D (20)

!

A maradék két paramétert (S, g) illesztendd paraméternek tekintettiik. Az S modell
paraméter ismeretében az anyagatadasi tényez0 a szilard fazisban (k) az alabbi képlettel
szamithato.

_ S, (1-e)y°

ey = ————— 1)
' mga,x,

2.3.2. A laboratoriumi és féliizemi kisérleteken alapulo modell igazoldsa tovabbi
kisérletekkel. A vazanyagban maradt oldhato  komponensek koncentrdciojanak
meghatarozasa kiilonbozo extrakcios idok esetén (pl.: az oldhato komponensek 25 %, 50 %,
75 %-anak extrakcioja utan). A vazanyagban maradt koncentracio gérbék dsszevetése a
modell paraméterek alapjan szamitottakkal.

Paprika és kukoricacsira minta esetén, a laboratériumi és féliizemi kisérleteken alapuld,
szuperkritikus extrakcié matematikai leirdsara alkalmas modellt tovabbi kisérletekkel is
igazoltuk. A kisérletek soran a toltetet, sziirévaszonnal 10 egyenld részre osztva, helyeztiik
el az extraktorban. Ezutan eltéré extrakcidos ido elteltével megszakitva az extrakcios
meghatarozasat laboratoriumi Soxhlet-extrakcioval, n-hexan oldoszert alkalmazva. Az ilyen
kisérletek esetén a Sovova modell alkalmassagat és jo illeszkedését nem csak a hozam
gorbére, de a vazanyagban maradt olaj koncentracioprofiljanak leirdsara is bizonyitottuk az
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oldhat6é komponensek kb. 25, 50 és 75%-anak extrakcidja utan. Ismereteink szerint a hozam
¢s a maradék koncentracioprofil egyiittes leirdsat a szakirodalomban eddig még nem
vizsgaltak.

Paprika minta esetén a hozam mellett, analitikai modszereket (spektrofotometria, HPLC)
alkalmazva, a maradék Osszes szinezék, és dsszes kapszaicin tartalmat is meghataroztuk az
extraktor magassag fliggvényében kiilonbozo extrakcios id6 esetén. Az olaj, a kapszaicin és
a szinezék koncentracid lefutasaban eltolodast tapasztaltunk melynek oka az egyes
komponensek oldhatosag kiillonbségbol adododo versengéssel magyarazhato.

A modell alkalmassagat novényi anyagok extrakcidjan kiviil, kémiai anyagok
(enantiomerek) hordozorol torténd extrakcidjanak leirasara is bizonyitottuk.

2.3.3. Az oOsszefiiggések felkutatisa a miikodési (nyomds, homérséklet, oldoszer daram,
extrakcios ido) és a modell paraméterek kozott.

Kiilonboz6 novényeken vizsgaltuk az extrakcios koriilmények (nyomads, oldoszer aram,
extrakcios 1d6, extraktor méret) hatasat a Sovova modell paramétereire.

A nyomas vizsgalatat koromvirag mintan végeztiik el, a nyomast 250 és 450 bar nyomas
kozott valtoztatva. Azt tapasztaltuk, hogy 350 bar alatt a nyomas novekedésének jelent6s
hatasa van a végs0 hozamra, mig 350 bar felett az extrakcios gorbék kozott jelentds
kiilonbség nem volt tapasztalhaté. Altalaban elmondhat6, hogy a nyomas névekedésével az
oldhatosag, és ebbdl adddoan ez extrakcios gorbék kezdeti meredeksége nétt. Az azonos
extrakcids hatasfok eléréséhez sziikséges extrakcios id6, a nyomas novekedésével enyhén
csokkent.

Az oldoszer aram hatasat kukoricacsira minta szuperkritikus extrakcidjan vizsgaltuk. Az
extrakciot 4, 7 és 11 kg/h oldoszer (szén-dioxid) aram alkalmazasa mellett végeztiik el.
Nagyobb oldészer aram alkalmazasa mellett, a fluid fazisra jellemz6 anyagatadasi tényezd
(ky) érteke nagyobb volt, igy azonos extrakcios hatasfok eléréséhez rovidebb extrakcios
id6sziikséges.

Paprika extrakcidja soran méretnovelési kisérleteket végeztiink, hogy megallapitsuk, milyen
hatassal van az extrakcidos méret a Sovova modell paramétereire. Azonos mintan, azonos
extrakcios koriilményeket alkalmazva végeztiink kisérleteket 5 és egy 80 dm’ extrakcios
térfogati késziilékben. A paraméterek Osszehasonlitdsa soran azt tapasztaltuk, hogy a
feliileten 1évo konnyen oldhaté anyaghanyadra jellemzdé paraméter (¢) az extraktor méret
novekedésével csokkent. Mivel a kiindulasi minta azonos volt, ez gy értelmezhetd, hogy a
nagyobb extrakcidos berendezésben, a toltet szerkezet miatt, a feliileten [évo
anyaghényadnak csak egy része konnyen hozzaférheté az olddszer szdmara (csatornak
kialakulasa). Ennek kovetkezményeként az extrakcids térfogat novekedése, rontja az
extrakcios hatasfokot, azaz azonos hozam eléréséhez hosszabb ideig kell folytatni az
extrakciot.

Paprika és kukoricacsira mintat, azonos koriilmények ko6zott, de eltérd ideig extrahaltunk.
Azt tapasztaltuk, hogy a modellparaméterek fiiggetlenck az alkalmazott extrakcios id6tdl,
azaz azonos modellparamétereket alkalmazva leirhat6 a kiillonboz6 ideig folytatott extrakcio
hozam gorbéje, és az eltéré idopontokban megszakitott extrakcios kisérletek koncentracio
profilja az extraktor magassag fliggvényében egyarant.
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3.1 Feladatok

A ,,Cellulazok és kiséré enzimek hatasanak kisérletes és matematikai tanulmanyozasa” résztémaban a
kovetkez6 feladatok keriiltek megvaldsitasra.

Potencidlis nyersanyagok felmérése és dsszetételiik meghatarozasa
O A magyarorszagi mezOgazdasagi lignocelluloz melléktermékek technologiai potencidljanak
felmérése.
0 Standard analitikai moddszer kidolgozdsa a technologia szempontjabol fontos biomassza-
komponensek (celluldz, hemicelluldz, lignin, hamu és extraktanyagok) meghatarozasara.

0 Potencialis lignocelluldz nyersanyagok dsszetételének meghatarozasa.

— Npyersanyagok elokezelési lehetdségeinek vizsgdlata

0 Lignocelluléz nyersanyagok mikrobiologiai bonthatosagat javitd egyes kémiai eldkezelések
nyersanyag Osszetételre gyakorolt hatdsanak vizsgalata cellulaz termelésre alkalmas szénforras
eléallitasa céljabol.

— Cellulaz enzim termelése el6kezelt lignocellul6z szénforrasokon

0 A fermentécids paraméterek enzimtermelésre gyakorolt hatasanak vizsgalata razatott lombikokban,
ill. laboratoriumi fermentorban Trichoderma reesei Rut C30 fonalas gomba torzzsel végzett
enzimfermentaciokban.

0 Az el6kezelt nyersanyagok dsszehasonlitasa a cellulaztermelés szempontjabol.
— Eldallitott cellulazok jellemzése
0 Az eldallitott celluldz enzimek biokémiai vizsgalata. Osszehasonlitas kereskedelmi forgalomban
1év6 cellulaz enzimekkel specifikus aktivitasuk, komponens-osszetételiik, ill. adszorpcids
tulajdonsagaik alapjéan.
0 Az enzimek kinetikai vizsgalata.
— Elékezelt lignocellulézok hidrolizise a termelt cellulazokkal

0 A termelt enzimek hidrolizis kapacitasanak vizsgalata az eldkezelt lignocellulézokon kereskedelmi
enzimekkel &sszehasonlitva.

O Az adott szubsztrat hidrolizalhatosaganak vizsgalata azonos szubsztraton fermentalt és
kereskedelmi enzimekkel.

— Matematikai modell felallitasa az enzimes hidrolizisre
0 Az el6kezelt lignocelluléz hidrolizisének modellezése.
O A hianyz6 modell paraméterek meghatarozasa nem-linearis illesztéssel.

0 A modell validalasa: a felirt modellel végzett becslések igazolasa kisérleti iton.

3.2 Bevezeto

Az alkoholok koziil az etil-alkohol (etanol) motorikus célu felhasznalasa a vilagon sokfelé elterjedt. Az etil-
alkohol eléallitasa nagy cukor- (cukorrépa, édescirok, melasz), keményitd- (burgonya, kukorica, rozs, buza,
zab, rizs, arpa) vagy celluloz tartalmi ndvényi biomasszabol (fahulladék, gabonaszalma stb.) torténhet
fermentaci6 vagy hidrolizis és fermentacié kombindcidja utani folyamatos desztillacioval. Bar a kiilonb6z6
eredetil irodalmak ellentmondésos adatokat tartalmaznak, hozzavet6legesen cukorrépabol és cukorcirokbol
3000-3500 1/ha, kukoricabol 2000-2500 1/ha, burgonyabol mintegy 2000 1/ha, kalaszos gabonakbol 1000-2000
1/ha alkohol allithato eld. Braziliaban a cukornadbol, az USA-ban kukoricabol allitanak eld igen nagy
mennyiségben etanolt.

A masodik generacios bioetanol eldallitas alapanyagai, a lignocellulozok komplex strukturaval
rendelkeznek, tobb kémiailag eltéré komponensbdl épiilnek fel. Az etanol eldallitas potencialis nyersanyagai a
poliszacharidok, melyek a lignocellulézok legfontosabb épitékdvei. A celluldz és a kiilonféle hemicellulézok
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a teljes lignocelluloz szaraz tomegének 50-75%-at teszik ki. A harmadik f6 komponens, a lignin nem
poliszacharid makromolekula, mely égetéssel energiaforrasként hasznosithatd. Az egyéb, kiséré komponensek
az extraktanyagok, fehérjék, szervetlen anyagok. A lignocellulézokban a vizoldhat6 komponensek és a
keményité mennyisége elhanyagolhato.

Az egyes lignocellul6z nyersanyagok hasznosithatésaganak vizsgélatdhoz sziikséges azok kémiai
Osszetételének meghatarozasa. A rutin elemzési modszer kifejlesztése soran az alapul vett un. Hagglund
analizist (Klason lignin meghatarozas) modositottuk, nagyszamu minta elemzésére alkalmas mérést
dolgoztunk ki.

A lignocelluloz biomasszaban jelenlevé celluloz konverzidja mind kémiai, mind enzimes katalizis
utjan megvalosithatd. Kisérleteink soran az enzimes lebontast vizsgaltuk, melyet a komplex struktiira
megbontasa miatt egy el6kezelési 1épés kell, hogy megel6zzon. Az enzimes technologia egyik sarkallatos
pontja az enzimtermelés optimalasa, minél hatékonyabb cellulaz/hemicellulaz komplex eldallitasa. Ez okbol
vizsgaltuk a kiilonb6z6 fermentacids paraméterek mellett, kiilonb6z6 elékezelt mez6gazdasagi hulladék
szénforrdsokon termelt enzimek hidrolitikus hatékonysagat.

3.3 Anyagok és modszerek

3.3.1 Nyersanyagok

Hazankban a meglijuld ndvényi biomassza mennyisége szarazanyagban kifejezve a f6- és melléktermékekkel
egyiitt 55-58 millié tonna. Energetikai célra - megfeleld koriilmények kozott - 6-8 milli6 tonna szerves anyag
lenne hasznosithat6é (minimalisan pedig 3-4 millio t) a 25-26 milli6 t mezégazdasagi, valamint 1-2 milli6 t
erd6gazdasagi melléktermékbol.

Az ilizemanyag-alkohol eldallitdsara vonatkozo kisérleteinkben nagy mennyiségben keletkezo
mezbdgazdasagi lignocelluloz melléktermékek alkalmazhatdsagat vizsgaltuk.

A 3.1 és 3.2 tablazatban Magyarorszagra vonatkoz6 irodalmi adatokat tiintettiink fel egységnyi
terméteriiletr6l betakarithatd biomassza és az évente termeldd6 mezdgazdasagi melléktermékek
mennyiségérdl. A 3.3 tablazatban egyes gabonandvények bioetanol kihozataldra vonatkozo irodalmi adatok
lathatok, melyek meglehet6sen ovatos szamitasok eredményei, hiszen pl. kukorica esetén a feltiintetett
lizemanyag hozam masfélszerese realisabb érték.

3.1. tablazat 1 hektar teriletrdl betakarithatd biomassza [1]

Nyersanyag tipusa Eves biomassza-termelédés hektéronként t/év
Tileveli fa 1,5-2,0

Lombhullat6 fa 2,5-3,0

Gabonaszalma 3,5-4,0

Len 2,5-3,0

Kender 6,0 - 8,0

Ipari fii 10,0 — 15,0

3.2. tablazat Magyarorszagi mezégazdasagi melléktermékek mennyisége [2]

Melléktermék Eves biomassza-termelédés M t/év
Szalma (balas) 45-175

Kukoricaszar 10,0 - 13,0

Kukorica csutka 1,0-1,2
Napraforgoszar 0,4-1,0

Nyesedék venyige 1,0-1,5

Fa hulladék 1,0-1,5

3.3. tablazat Gabonanévények bioetanol kihozatala [3]

Alapanyag Hozam, t/ha nyers Uzemanyag
szemtermés _teljes hozam, l/ha

Buiza 5 6,5 1767

Kukorica 7 17 2115

Kukoricaszar

38



Magyarorszag 0sszes mezOgazdasagi eredetli ndvényi biomassza produktumanak tobb mint negyedrésze
gabonaszalma és kukoricaszar. Utobbi éves termelt mennyisége Magyarorszagon 10-13 milli6 t (a tarlon
marado6 levéllel, csuhéval, csutkaval egyiitt), ez 2006-ban kb. 15-16 millio t volt (8,3 milli6 t kukoricatermés
mellett), 2007-ben azonban 7-8 milli6 t (4,0 milli6 t szemtermés mellett) (3.1. abra). A kukoricaszar
elhelyezésének jelenleg legelterjedtebb maodja a beszantas, mely a vetésteriilet kb. 90-95%-an torténik. A
beszantas sziikségességét illetden ellentmond6 allaspontok alakultak ki, egyes vélemények szerint e célra a
kukoricaszar kb. 40%-a ,,hasznosithatd”. Ez esetben a pentozhatas elkertilése érdekében a talajba nagy
mennyiségii nitrogénmiitragyat is ki kell juttatni, ami jelentés mértékben noveli a koltségeket.

A gabonaszalmak 15%-at, a kukoricaszar tomegének pedig még 10%-at sem (4-6%) hasznositjuk
takarmanyozasi célra. Az orszagos atlagként figyelembe vehetd ha-ként 6 t betakaritott kukorica-szemtermés
esetén Magyarorszagon a visszamarado ndvényi részek aranya és szarazanyagban kifejezett mennyisége
tetemes (kb. 1,5-szerese, azaz kb. 9 t).

3.4. tabldzat A kukoricaszem betakaritasa utan a tarlén maradé noévényi szérazanyag [4]

Megnevezés %
Szar + cimer 33
Levél 31
Csuhé 14
Csutka 17
Szem 5

Buzaszalma

A szalma Osszetételére altalaban a sok rost, valamint a kevés fehérje-, zsir-, oldhatd szénhidrat- és
asvanyianyag-tartalom jellemz6. Takarmanyozasra a tavaszi gabonaszalmakat (zab-, tavaszi arpa-, koles-,
tavaszi buzaszalma) hasznaljak fel, az dszieket tulnyom¢ aranyban csak alomnak, mivel az 8szi vetésii
ndvények szalmdinak takarmanyértéke kisebb, mint a tavasziaké.

Az 6sszel vetett ndvények szalmajabol legtobbet tesz ki a buza (80%) €s a rozs szalmaja. A
blizaszalma taplaloanyagainak emészthetdsége elmarad a tobbi gabonaszalmatol a nagy rosttartalma miatt,
éves termelt mennyisége Magyarorszagon 2006-ban 4-4,5 millio t (4,4 millié t buza mellett), 2007-ben kb.

4 milli6 t (4,0 milli6 t szemtermés mellett) (3.1. dbra). A statisztikai adatok szerint a gazdasagok a szalmanak
csak kb. 60%-at takaritjak be valamilyen formaban, a tobbi beszantasra kertil, a tarlon elégetés ma mar nem
engedélyezett.

3.5. tablazat Gabonaszalmak éves hasznositasa [4]

Buzaszalma Arpaszalma Tavaszi szalmak Osszesen
ezert % ezert % ezer t % ezer t %
Takarmanyként 259 7 178 37 273 67 710 15
Alomként 3263 87 296 65 137 33 3696 80
Ipari felhasznalas 234 6 1 - - - 235 5
Osszesen 3756 100 475 100 410 100 4641 100
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3.1. dbra Blzaszalma és kukoricaszar magyarorszagi éves termelédésének becsilt mennyisége a KSH
gabonatermés adatai alapjan

Szeszgyari torkoly

A szeszgyari torkoly a gabona keményitdtartalmanak élesztok és enzimek segitségével alkoholla és szén-
dioxidda torténd fermentalasa utan visszamarado anyag. Az alkoholt a fermentacios folyamat lefolyasat
kovetden desztillalassal nyerik ki, a visszamaradd anyagot pedig szaritjak. A gabonatorkoly szine a
vilagossargatol a sotétbarnaig valtozik. Ezt elsdsorban az alapanyag fajtija, az alkalmazott technologia, illetve
annak betartasa befolyasolja. A sotétebb szin a szaritas soran alkalmazott magas hdmérsékletre utal.

A kukorica kb. 61% keményitét, 3,8% olajat, 8% fehérjét, 11,2% rostot €s 16% vizet tartalmaz. Az
etanolgyartas soran a keményit6 etil-alkoholld alakul, a szemtermés tobbi alkotorésze pedig melléktermékként
marad vissza. A gyartas soran 1 t kukoricabol megkozelitéleg 0,3 t szaritott gabonatorkoly keletkezik.

3.3.2 Modell szubsztratok

Solka Floc

A Solka Floc markanevii kereskedelmi termék mechanikai kezelést kdvetd extrakcidval részben hemicelluloz-
, nagymértékben ligninmentesitett, fehéritett lucfenyd celluloz. A kezelés 1épései soran a celluloz is
valamelyest degradalodik. Gyakran hasznaljak cellulaz-termelésnél szénforrasként, adszorpcios és
szinergizmus-vizsgalatoknal [5]. Celluldz-tartalma 80-90% (CrI=kb. 0,7, DP=700-3000).

Avicel

Az adszorpcios kisérletekben tiszta celluloz szubsztratként Avicel PH 102 (celluléz I polimorf)
mikrokristalyos cellulozt hasznaltunk. Az Avicel kereskedelemben forgalmazott, savval részlegesen
hidrolizalt, semlegesitett, mosott fa celluloz [6]. A sav elsdsorban az amorf régiokat hidrolizalja, ezért az
Avicel egy megnovekedett kristalyossagu celluloz (Crl=0,5-0,8 , DP=200-300).

3.3.3 Kereskedelmi enzimek

Celluclast 1.5 L

Trichoderma reesei eredetii cellulaz enzimkészitmény (Novozymes AB, Dania), mely a cellul6z lebomléasat
katalizalja, emellett viszkozitascsdkkentd hatasa is van, cellulozt tartalmazé szubsztratok esetén. 4-6 pH-
tartomanyban illetve 40-55°C kozotti hOmérséklet-tartomanyban hasznalhatd. A készitménynek jelentds
xilanaz és B-gliikozidaz aktivitdsa is van.

Novozym 188

Aspergillus eredetii B-gliikkozidaz enzim (Novozymes AB, Dania). Viszonylag tag pH és hdmérséklet-
optimuma van, celluléz hidrolizisekor keletkezd cellobiozt bontja gliikozza.

3.3.4 Alkalmazott modszerek

Lignocellul6z nyersanyag 0sszetételének vizsgalata savas hidrolizissel

A nyersanyag-0sszetétel vizsgalatat kukoricaszar nyersanyagra dolgoztuk ki.

A 3.6. tablazatban 6sszefoglaltuk az eredeti (Hagglund [7]) és a mdédositott modszerben alkalmazott
paramétereket. A két hidegen végzett hidrolizis-1épés helyett a hidrolizist egy 1épésben végeztiik a modositott
modszerben, melynek id6tartamat 0,5 és 4 ora kozott véltoztattuk. A forrdn végzett hidrolizist 100°C helyett
121°C-on végeztiik, a reakcioidot 6 orarol 1 orara csokkentve. Az alkalmazott 72%-os kénsav mennyiségét
szintén valtoztattuk. A vizsgalt minta mennyisége mind az eredeti, mind a modositott mddszerben 1 g volt. A
lignin mennyiségének meghatarozédsa modositas nélkiil, gravimetrias Gton tortént. A lignin-tartalmat a
hamutartalom mérése soran kapott savban nem oldédé hamu-tartalommal korrigéltuk. Az analizist
szarazanyag- és hamutartalom mérése elézte meg.
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3.6. tablazat Lignocelluldéz mintak dsszetétel-vizsgalatanak kérilményei

Paraméter Eredeti modszer Modositott modszer
Analizalt minta mennyisége lg lg
72% H,SO, 10 ml 5ml
Hideg hidrolizis 1 hémérséklete szobahdmérséklet szobahdmérséklet
id6tartama 4 ora 2 ora
Higitas 1 (hozzaadott desztillalt viz mennyisége) 25 ml 145 ml
Hideg hidrolizis 2 hémérséklete szobahémérséklet -
id6tartama 8-10 ora -
Higitas 2 (hozzaadott desztillalt viz mennyisége) 265 ml -
Forr¢ hidrolizis hémérséklete 100°C 121°C
id6tartama 6 ora 1 6ra
Sav/minta ardnya 10 ml/g Sml/g
Savkoncentracio a forrd hidrolizisben 2,4% 2,4%

Folyadékkromatografia (HPLC)

Az el6kezelést, ill. a kezeletlen €s az eldkezelt lignocelluldz mintak savas (nyersanyag-elemzés) €s enzimes
hidrolizisét kdvetden a hidrolizatumok (feliiluszok) cukor-tartalmanak (hemicelluléz monomerek, celluloz
dimer ¢s monomer) meghatarozasa HPLC-vel tortént.

A folyadékkromatografias elemzést megel6z6en a folyadék mintakat 0,45 wm porusméretii regeneralt
(300x7,8 mm, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) kationcseréld oszlopon hataroztuk meg, 65°C kolonna
hémérséklet és 0,5 ml/perc aramlasi sebesség mellett, 5 mM H,SO, eluenst alkalmazva. Az analitikai kolonna
,,védelmére” Cation-H (Bio-Rad) el6tét-kolonnat alkalmaztunk. Az analitikai kolonnan elvalasztott
komponensek detektalasa Shimadzu RID-10A torésmutato detektorral tortént.

Lignocellulozok eldkezelése

Az elékezelés célja a celluloz-hemicelluldz-lignin struktira megbontasa, a celluloz hozzaférhetové tétele az
enzimek/mikrébak szamara, ezaltal az etanol-hozam ndvelése.

Az el6kezelés lehet fizikai, kémiai, bioldgiai jellegli, vagy az el6z6k kombinacidja. Az els6 1épés
mindig egy mechanikai méret-csokkentés, melyet nem tekintiink elékezelésnek. Tipikus fizikai el6kezelések,
azaz apritd-zuzo6 miiveletek a kovetkezok: szaraz vagy nedves 6rlés/csépelés, besugarzas, gézrobbantas,
hidrotermolizis. Kiilonb6z6 vegyszerekkel eltavolithato a hemicelluloz és/vagy a lignin, ezaltal megbonthat6 a
celluléz-hemicelluldz-lignin komplex. E célbdl asvanyi savak, lugok vagy szerves oldoszerek hasznalhatok. A
lignocellul6z ligninje bioldgiai uton is elbonthatd, pl. fehér korhadast okozd gombakkal, de a modszer
id6igényes és nem tal hatékony.

A fizikai és kémiai elokezelési technikak kombinalhatok, pl. a savas vagy lugos katalizatorral végzett
gbzzel torténd eldkezelés. A folyamatban a nyersanyagot a g6zzel torténd kezelést megel6zéen vegyszerben
aztatjak, ekkor a lignocellul6z megduzzad. A gézrobbantas soran a nyersanyagot nagynyomast gézzel
érintkeztetik, ekkor megné a nedvesség-tartalma, majd atmoszférikus nyomasra expandaltatjak, mely
folyamatban az anyag szerkezete megbomlik. Végiil a lignocellul6z ragasztéanyaga, a hemicelluldz
hidrolizalodik.

Az un. nedves oxidacios eljarasban az elokezelés nagy nyomason és magas homérsékleten, oxigén és
viz jelenlétében torténik. A folyamatan a celluloz kristalyos szerkezete megbomlik, a ligninbdl CO,, viz és
kiilonbdz6 mértékben oxidalt szerves vegyliletek, elsdsorban kis molekulatomegii karboxil-savak keletkeznek.
Ennél az elékezelésnél viszonylag kevés bomlasi melléktermék (pl. furfurol, hidroxi-metil-furfurol) figyelhetd
meg.

Az alacsonyabb hofokon végzett ammonias rost-robbantas soran vizmentes ammonia az “oldoszer”.
A folyamatban a lignint éri tamadas, itt a nyersanyag szaraz marad. Ez az el6kezelés elsGsorban alacsony
lignin-tartalmi mez6gazdasagi hulladékok esetén hatasos.

Gozrobbantas

Az egyik legjobban tanulmanyozott hemicellul6z hidrolizisét célzé technika, melyet kiilonboz6 lignocelluloz
biomasszak esetén vizsgaltak, a gézrobbantas katalitikus mennyiségii kéndioxid jelenlétében. A folyamatban a
hemicelluldz hidrolizalodik, a celluléz pedig hozzaférhetdbbé valik a kés6bbi enzim tdmadas soran.

A gbzzel torténd kezelés magas hdmérséklete a hemicellulozbol felszabaduld cukor monomerek
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Ezek a bomlastermékek gatlo hatassal birnak a késobbi bioldgiai folyamatokra, azaz a hidrolizisre és a
fermentéciora. Az inhibitorok lehetnek i) furdn szarmazékok, ii) savak és iii) fenolos vegyiiletek. A furan
szarmazékok a hemicellulozok hddegradaciojabol keletkeznek. A pentdzokbol és hexdzokbol 5 és 6
szénatomszamu vegyliletek keletkeznek, ilyen a furfurol és az 5-hidroximetil-furfurol (HMF) (3.2. abra). Az
ecetsav ¢és a hangyasav a hemicellulozok észter-kotéseinek felszakadasabol keletkeznek. A levulinsav a
furfurol h6bomlasabol ered. Az inhibeal6d melléktermékek harmadik csoportja a lignin bomlastermékeit
tartalmazza.

hex6zok ————— / \
HyCO o CHO
HMF
\> HCOOH
0
/N [
pent6zok ——» do " HsC—C—C——C—C——OH
o I
furfurol o
urturo levulinsav

3.2. abra Cukrok termikus degradacidja

A mintak gdézrobbantéasos eldkezelését a Lundi Egyetemen (Vegyipari Miiveletek Tanszék, Lund, Svédorszag)
végeztiik. Az el6kezeld berendezés (3.3. dbra) egy 10 l-es reaktorbol és egy ciklonbol 4ll. A lignocelluloz
minta a reaktorbol a tartdzkodasi id6 letelte utan a szamitogép altal vezérelt also szelepen at tavozik a
ciklonba, itt 6sszegylilik az el6kezelt anyag. Az 500-600 g aztatott nyersanyag (kb. 40% DM) g6zrobbantasa a
3.7. tablazatban feltiinetett paraméterek mellett tortént.

levegé nyersanyag

v o
e
> >—>kondenzatum
».

A

elékezelt
anyag
3.3. abra Gozrobbantd berendezés

3.7. tablazat Lignocelluldzok gézrobbantassal térténd el6kezelésének koriilményei

Paraméter Kukoricaszar Blizaszalma
Homérséklet, °C 190 190
Tartozkodasi id6, perc 5 10
H,S04/S0,, % 0 0,2% H,SO,
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Cellulaz enzim termelés

Az American Type Culture Collection-tol beszerzett Trichoderma reesei Rut C30 (ATCC#: 56765) liofilizalt
sporak fenntartdsa rendszeres 4toltassal ferde agaron tortént, mely a kdvetkezd taptalaj-komponenseket
tartalmazta: 20 g/l malata extraktum, 5 g/l gliikdz, 1 g/l prote6z pepton és 20 g/l bacto agar.

A kb. 14 napos tenyészetekrdl a sporakbol 5 ml steril desztillalt vizzel késziilt sporaszuszpenziok 1-
1 ml-ével steril koriilmények kozott beoltva 150 ml-nyi inokulumokat (750 ml Erlenmeyer lombikokban)
készitettiink. Az inokulumok taptalajanak (modositott Mandel’s dsszetétel szerint, pH 5,0-5,5-re allitva)
Osszetétele a kovetkezo volt: 0,40 g/l karbamid, 1,87 g/l (NH4),SO4, 2,67 g/l KH,PO,, 0,53 g/l CaCl,, 0,81 g/l
MgS0,, 0,33 g/l élesztd extrakt, 1,0 g/l protedz pepton és 10 g/ laktdz, kiegészitve a kdvetkezd
nyomelemekkel: 6,6 mg/l FeSO,7H,0, 26,7 mg/l CoCl,, 2,1 mg/l MnSQy, 1,9 mg/l ZnSO,. Az inokulum
készitésének paraméterei: 28°C, 200 rpm, 3 nap.

A 150-150 ml térfogati (750 ml Erlenmeyer lombikban, Mandel’s taptalajon) razatott lombikos
fermentacidkat 15-15 ml-nyi inokulummal oltottuk be. A fermentaci6 szénforrasa 10 g/ szarazanyagnak
megfelelé mosott elékezelt kukoricaszar, blizaszalma, valamint referenciaként 10 g/l Solka Floc 200
(ligninmentesitett fenyd, International Fiber Corporation, USA) volt. A fermentacios tapkdzeg Osszetétele: a)
modositott Mandel’s 1d. feljebb; b) szeszgyari torkoly alapt tapkozeg: 0,83 g/l (NH4),SOy4, 0,83 g/l KH,PO,,
5,0 g/l torkoly. A fermentacio soran a pH adott értéken tartasa ill. beallitasa 0,1 M Tris-maleat puffer (pH 5,6)
alkalmazasaval, ill. 10% NaOH ¢és 10% H,SO, adagolasaval tortént (pH 5,6). A razatott lombikos
fermentaciok paraméterei a kovetkezok voltak: 28°C, 200 rpm, 7 nap.

A feliiluszo elvalasztasara a fermentleveket lecentrifugaltuk (5 perc, 9000 rpm). A feliiluszokat
vakuumbeparlassal (60°C) koncentraltuk (kb. 10x), majd az enzim mintakat felhasznalas el6tt fagyasztoban
taroltuk.

Cellulazok jellemzése

Osszfehérje-tartalom és enzim aktivitdis

Az sszfehérje-tartalom és enzimaktivitas mérések 3 ismétléssel torténtek, a mért értékekbdl szamitott adatok
szorasa 5% alatt, a fajlagos enzimaktivitas értékeké 10% alatt volt.

Az Osszfehérje-tartalom mérése Coomassie reagenssel tortént [8]. A meghatarozas soran 0,25 ml
megfelelden higitott enzimoldat (kereskedelmi enzimkészitmény, ill. fermentlevek feliiluszo6i) és a mintdhoz
adagolt 2,75 ml Coomassie Brillant Blue G250 reagensoldat elegyének 10 perces szinreakciojat
(szobahdmérséklet) fényelnyelés-mérés kovette. A fotometralas 595 nm-en, enzimoldat helyett desztillalt
vizet tartalmazoé referencia mintaval szemben tortént. A kalibracios diagram bovin szérum albumin (BSA)
standarddal késziilt.

Az enzimaktivitas kifejezésére hasznalt enzimegység (az angol kifejezéssel unit, U) pmol-nyi reakcidtermék
keletkezését jeloli 1 perc reakcioid6 alatt.

A teljes cellulaz aktivitast szlir6papir szubsztraton DNS (dinitrosalicylic acid) reagenssel mértiik, az
eredményeket FPU (filter paper unit) egységben adtuk meg [9-11]. A teljes cellulaz komplex hidrolitikus
potencialjat jellemz6 sziirdpapir-bonto aktivitas (FPA) meghatarozasa soran 1,5 ml megfelelen higitott,
pufterolt (pH 4,8) enzimoldat és 50 mg (1x6 cm) Whatman No. 1 szlir6papir 60 perces 50°C-on torténd
inkubalasat kovetden az enzimreakcid leallitasa 3,0 ml DNS (dinitro-szalicilsav) oldat hozzaadasaval tortént.
A reakcidtermék (redukalo véget tartalmaz6 hidrolizis-termék) mennyiségének meghatarozasat redukalo
cukor tartalom méréssel végeztiik.

Az endogliikanaz aktivitast jellemzé CMC-az (karboxi-metil-celluloz-bonto) aktivitas meghatarozasa
soran 1,0 ml megfelelSen higitott, pufferolt enzimoldat és 0,5 ml 1%-o0s CMC oldat &sszekeverését 30 perces
inkubalas kovette (a vizsgalat h6fokan), majd az enzimreakcio leallitasa 3,0 ml DNS (dinitro-szalicilsav) oldat
hozzaadasaval tortént. A reakciotermék (redukald véget tartalmazo hidrolizis-termék) mennyiségének
meghatarozasat redukald cukor tartalom méréssel végeztiik.

A xilanaz aktivitast Bailey modszerét [12] modositva nyirfa xilan szubsztrattal mértiik. A
meghatarozas soran 0,5 ml 1%(w/V) xilan (pH 5,3) szubsztrat oldathoz 0,4 ml pH 5,3 puffert pipettaztunk, ezt
2 percig 50°C-on termosztaltuk. Hozzaadtunk 0,1 ml megfeleléen higitott enzimoldatot. Ezutan a
reakcidelegyet 10 percig 50°C-on termosztaltuk. A reakciot 1,5 ml DNS oldat hozzaadésaval allitottuk le. A
kémcsdveket 5 percre forrd vizbe helyeztiik, majd szobahdmérsékletre lehiitott mintak fényelnyelését 550 nm-
en szubsztrat vakkal szemben mértiik.
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A B-gliikozidaz (BGL) aktivitas mérése pNPG (p-nitrofenil-f-D-gliikopiranozid) szubsztrat analdogon
tortént, standardként pNP-t (p-nitrofenol) hasznalva. Az aktivitas mérése soran 1,0 ml 5 mM pNPG reagens
oldatot (pH 4,8-as 0,05 M citrat vagy acetat pufferben) kémcsdbe pipettaztunk, majd 50°C-os vizfiirdébe
helyeztiik kb. 2 percre (eldtermosztalas). A reagenshez 0,1 ml pufferben (0,05 M citrat vagy acetat, pH 4,8)
megfelelden higitott enzim oldatot pipettaztunk, majd 10 percig inkubaltuk a reakcidelegyet. Az
enzimreakciot 2,0 ml 1 M Na,COj; oldattal allitottuk le, 10 ml desztillalt vizzel higitva, 6sszerazva, 400 nm-en
szubsztrat vakkal szemben mértiik az abszorbanciat.

Gélelektroforézis

A gélelektroforézis (sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) vizsgalatokat
12% Bis-Tris elégyartott (pre-cast gels, Invitrogen) géleken végeztiik (NuPAGE Bis-Tris Electrophoresis
system, Invitrogen). A gélek festéséhez kolloid Coomassie festéket hasznaltunk [13]. A gélek kiértékelése
AlphaEaseFC programmal tortént.

Enzimes hidrolizis

A vizsgalt szubsztratok enzimes hidrolizise 5x50 ml teljes térfogatban, csavaros iivegekben, 2% szdrazanyag-
tartalom mellett, 50°C-on, pH 4,8-on (0,05 M acetat puffer), folyamatos keverés mellett (magneskeverd)
tortént.

Az alkalmazott enzimdozis 10, 20, 30 FPU/g sz.a. cellulaz és 10, 20, 30 BGL U/g sz.a. B-gliikozidaz
volt.

A hidrolizisben felhasznalt enzim kereskedelmi celluldz, ill. B-glitkozidaz (Celluclast 1.5L FG és
Novozym 188, Novozymes, Denmark), valamint SolkaFloc (ligninmentesitett fenyd) és az adott elokezelt
lignocellul6z szubsztraton 7. reesei Rut C30 torzzsel eléallitott fermentlé volt.

A hidrolizis 0., 6., 24., 48., 72. 6érajaban vett mintak feliiliszojat centrifugalassal (9000 rpm, 10 perc)
valasztottuk el a hidrolizis szilard maradékatol.

A hidrolizis lefutasat DNS reagenssel, redukald cukor méréssel kovettiik nyomon. A reakcid soran
keletkezett egyes hidrolizis-termékek mennyiségét HPLC-vel hataroztuk meg.

Enzimadszorpcio

A cellulazok adszorpcidjat modell és lignocelluldz szubsztratokon a centrifugalt hidrolizatum-feliiliszobol
vizsgaltuk sszehasonlitva az abbol mérhetd és a bevitt teljes enzimaktivitasokat.

Mivel az alkalmazott enzimaktivitds méréseket zavarja a hidrolizis soran keletkez6 cukrok ,hattere”,
a feliiluszokat elsd 1épésben cukor-mentesitettiik. A hidrolizatumban levé cukor oligomerek és monomerek
eltavolitasat ultraszliréssel végeztiik (Ultrafree centrifugal filter unit, 10 kDa polysulfone membrane,
Millipore). A feliilusz6 mintdk 4 ml-ét 0,5 ml-re koncentraltuk, majd pufferrel (0,05 M acetat puffer, pH 4.8)
az eredeti térfogatra egészitettiik ki (a mennyiségi eltéréseket tomegmérés alapjan szamitva). Harom “mosasi
ciklus” utdn a permedtban méar nem volt jelen DNS moddszerrel mérhetd redukalo cukor.

A cukormentesitett feliiluszok teljes cellulaz (FPA), CMC-az, B-gliikozidaz aktivitasat, ill. fehérje-
tartalmat a hidrolizisben alkalmazott enzimdo6zisnak megfelel higitasu enzim adataival hasonlitottuk dssze, a
kettd hanyadosabol szamitva az adszorpcid mértékét.

Enzimkinetikai vizsgalatok

A B-gliikozidazok (cellobiazok) kinetikai konstansainak meghatarozasanal megfeleld mennyiségii enzimet és
szubsztratot (cellobioz) 0,05 M pH 4,8 acetat pufferben 50°C-on termosztaltunk. A kisérleteket kiilonb6z6
kezdeti cellobioz koncentraciokkal végeztiik. A termékgatlas vizsgalatakor kiilonb6z6 mennyiségii gliikozt
adagoltunk a reakcidelegyhez. A 10 perces rekcioban termelddott termék (gliikk6z) mennyiségét a reakcid
leallitasa (a reakcidelegy S5 percre forrasban levd vizbe helyezésével) utan enzimatikus kolorimetrias
modszerrel (GOD-POD) hataroztuk meg. A kisérleteket 3-3 parhuzamos méréssel végeztiik.

Az enzimes hidrolizis modellezése

A szakaszos enzimes hidrolizisek modellezésére Zacchi és mtsi [14] altal hasznalt modellt kibovitve
alkalmaztuk. Zacchi és mtsi 95%-o0s celluloztartalmi —tiszta celluloznak tekintett— elokezelt fiizfa
Celluclast 2L és Novozym 188 (Novo Industries A/S, Denmark) enzimek 1:1 arany elegyével végzett
hidrolizisek leirasara folyamatos rendszernél illesztéssel meghatarozott paraméterek felhasznéalasaval
szakaszos rendszert modelleztek, melyben a modellbdl kapott eredmények jo egyezést mutatnak a kisérlet
soran kapottakkal. Felallitottak egy olyan modellt, mely alkalmas a celluloz hidrolizis leirdsara mind
folytonos, mind szakaszos rendszernél, figyelembe véve a termékinhibiciot és az enzimdodzist. Az altaluk
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meghatarozott modell paraméterek adott szubsztrat — szubsztratkoncentracio — enzimkeverék harmasra
vonatkoznak.

Az altalunk kibdvitett modellt két kiilonbozo el6kezelt (gdzrobbantott) szubsztrat -melyek a cellul6z mellett
jelentds mennyiségii egyéb komponenst (példaul lignint) is tartalmaztak- szakaszos hidrolizisére kiilonb6z6
enzim- és szubsztrat-koncentraciok mellett vizsgaltuk.

Matematikai modell

A modell az enzimes hidrolizist egylépéses reakcionak tekinti, melyben a cellul6z gliikdzza alakul.

d_C:_L_(kz —k,-8)-C*
dt (+£-5)

A celluléz-koncentracié (C) iddbeli valtozasat négyparaméteres egyenlettel irja le, melyben szerepel az

enzim- (E) €s a termék-koncentracio (S) is. A paraméterek nem rendelkeznek fizikai jelentéssel, illesztéssel

hatarozhat6ak meg a kisérleti adatokbol.

Szakaszos hidrolizis esetén a termék- (S) és a szubsztrat-koncentracio (C) kozott az alabbi osszefliggés irhatd

fel:

S=C,—-C

ahol C, a kiindulasi cellul6z-koncentraci6 gliikoz ekvivalensben (C is gliikdz ekvivalensben szerepel).

A modellegyenlet kisérleti pontokra torténd illesztéséhez a Berkeley Madonna™ 8.3.9 (Berkeley Madonna
Inc., Berkeley, CA) programot hasznaltuk, mely differencialegyenletetek numerikus megoldéasara képes. A
megoldasok meghatarozdsahoz az Euler-modszert véalasztottuk. A kezdeti érték feltételiink a kovetkez6 volt

(kivéve valtozo szubsztratkoncentracio esetén, ahol modositottuk): C(0) = C,

3.4 Eredmények, értékelés

3.4.1 Lignocellul6z nyersanyagok osszetétele

A 4.1. tdblazatban a fermentacios szénforrasként tesztelt kontroll (SolkaFloc), ill. mez6gazdasagi €s ipari
lignocelluloz melléktermékek, valamint a tapkdzeg-komponensként felhasznalt szeszgyari torkoly dsszetétel
adatai talalhatok.

4.1. tablazat Fermentacios nyersanyagok Osszetétele

Kukoricaszar Buizaszalma I
Solka Floc B " Torkoly
nyersanyag elkezelt nyersanyag elokezelt
Celluldz, sz.a.% 78,8 36,7 41,6 36,5 47,7 33,0
Hemicelluloz, sz.a.% 14,2 27,7 16,7 273 11,1 20,8
Keményito, sz.a.% - - - - - 3,2
Lignin, sz.a.% 0,6 20,6 239 234 28,5 13,5
Hamu, sz.a.% 0,9 3,6 11,8 2,5 1,7 3,6

3.4.2 Lignocellul6z nyersanyagok el6kezelése
Hig savas elokezelés

A hig kénsavas el6kezelés koriilményeinek hatasat kukoricaszar szubsztraton a hexoz és pent6z
anyagmérlegre valamint a hidrolizisben elért konverzio mértékére a 4.1 és 4.2 abra mutatja [15].
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a) b)

100% 100% — —
80% - 80% - —
60% - 60% |
40% 1 40%
O veszteség O veszteség
20% |0 folyadék 20% |3 folyadék
0% M szilard W szilard
0 — 0% -
60 ‘ 90 | 120
5.0%

4.1 dbra Kukoricaszar hig savas elGkezelésének a) hexdz, b) pentdz anyagmérlege kiilonb6z6 paraméterek
mellett: 0,5%, 2,0%, 5,0% savkoncentracid; 60, 90, 120 perc id6tartam.

A kénsavval végzett hig savas elokezelések 0,5; 2,0 és 5,0% kénsavval, 10% sz.a. tartalom mellett, 1000 ml-
es csavaros iivegben, 120°C-on (autoklav) 60, 90 és 120 perc tartdzkodasi id6vel torténtek. Az elékezelést
szlirés (folyadék és szilard frakcio elvalasztasa), majd a szilard frakcio desztillat vizes mosasa kovette.

a) b)
100 100
= M 60 perc 2 ——0.5%
:r%‘ 80 | 090 perc o g0 ®20%
§ @ 120 perc g
>
c i c
g % 2
8 a0 8
C f
© @
5 20 A =]
2 [2)]
O B O T T T T T T T
0.5% 2.0% 5.0% 0 6 12 18 24 30 36 42 48

hidrolizis ideje, 6ra

4.2 abra Hig savval elGkezelt kukoricaszar szubsztrat hidrolizise kereskedelmi cellulazzal (3% sz.a. tartalom,

e

(0,5%, 2,0%, 5,0%) savas elOkezelés utan elért konverzid. b) 120 perces el6kezelés utani hidrolizisek lefutdsa

A kezeletlen szubsztrat azonos koriilmények kozott végrehajtott hidrolizisében elért 19,8%-os konverzio az
elékezelés kénsav koncentracigjatol és idejétdl fiiggd mértékben nbtt. A legjobb konverzid a vizsgalt
legnagyobb savkoncentracional és tartozkodasi idénél volt tapasztalhatd (kozel 70%). Azonban a
savkoncentracio és a tartozkodasi idé novelésével az eldkezelés soran egyre nagyobb hanyad gliikan bomlik
le, 5,0% és 120 perc mellett az eredeti nyersanyag 43% gliikan-tartalma 28%-ra csokkent.

Lugos elokezelés

A lagos eldkezelés hatasat buzaszalma szubsztraton vizsgaltuk. A kiilonféle bazisok (NaOH, KOH) hatasanak
tesztelése mellett vizsgaltuk a hokezelés (autoklavban 121°C-on 1 6éran at), az azt megel6z6 5 napos aztatas,
ill. a szaraz, apritott (3-4 cm) nyersanyag szemcseméret-csokkentésének (daralas) hatasat.

a) b)
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4.3 abra Luggal el6kezelt buzaszalma szubsztrat hidrolizise kereskedelmi cellulazzal (5% sz.a. tartalom,
20 FPU/g sz.a. és 20 BGL U/g sz.a. enzimddzis, 50°C, 0,05 M citrat puffer pH 4,8). a) Kiilonboz6 elkezelési
paraméterek (aztatas, hokezelés, daralas) mellett elért 48 dras konverzidk. b) kezeletlen, 0,5%-0s és 1%-0s

NaOH-dal el6kezelt blizaszalma hidrolizisének lefutasa.

A kezeletlen buizaszalma enzimes hidrolizise csupan 12,8%-o0s szénhidrat konverziot eredményezett. A
kiilonboz6 lagos elokezelések nagyban novelték a szubsztrat bonthatdsagat, legjobb konverzidkat a daralt,
aztatott és hokezelt mintakon értiik el. A vizsgalt beallitasok minden esetben az 1%-os NaOH-dal
eredményezték a legnagyobb enzimes bonthatosagot, azonban meg kell jegyezni, hogy kdrnyezeti
szempontbol a KOH hasznalata eldnydsebb.

Nedves oxidacio

Kukoricaszar szubsztrat esetén a nedves oxidacioval végzett elokezelés koriilményeinek hatdsat a hexoz és
pentdz anyagmérlegre, valamint a hidrolizisben elért konverziéo mértékére a 4.4 és 4.5 dbra mutatja [16].

a) b)

100% 100%

80% - 80%

60% - 60% 1

40% o veszteség 40% g veszteség
20% 4|3 folyadék 20% -|| 0 folyadék
M szilard M szilard
0% | 0%
15
35

4.4 abra Kukoricaszar nedves oxidativ el6kezelésének a) hexdz, b) pentdz anyagmérlege kiilonb6z6
paraméterek mellett: 185 és 195°C hémérséklet; ligos (9,2), semleges (7,2) és savas (3,5) pH; 5 és 15 perc
id6tartam.

a) b)
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4.5 abra Nedves oxidacidval el6kezelt kukoricaszar szubsztrat (szlrt, mosott rost és szuszpenzid) hidrolizise

kereskedelmi cellulazzal (2% sz.a. tartalom, 25 FPU/g sz.a. és 25 BGL U/g sz.a. enzimddzis, 50°C, 0,2 M citrat

puffer pH 4,8). a) Kiilonboz6 elkezelési paraméterek (idd, pH, hdmérséklet) mellett elért 24 oras konverziok.
b) 15 perc, pH 9,2, 195°C-es el6kezelés utani hidrolizisek lefutasa

A hat vizsgalt elokezelési beallitasbol a legjobbnak a 15 perc, pH 9,2, 195°C-es eldkezelés bizonyult: a
kezeletlen szubsztrathoz képest 4-szeres celluloz konverzi6 a hidrolizisben. Az ezen paraméterekkel végzett
eldkezelést kdvetd 24 oras hidrolizisekben az enzimdozist 5-r6l 25 FPU/g sz.a.-ra novelve a celluloz
konverzid sziirt, mosott rost esetén 71%-rol 83%-ra ndvekedett.

Gozrobbantds

Kukoricaszar szubsztrat esetén a gdzrobbantassal végzett el6kezelés koriilményeinek hatasat a hexdz és
pentdz anyagmérlegre, valamint a hidrolizisben elért konverzid mértékére a 4.6 és 4.7 abra mutatja [17].

a) b)
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4.6 abra Kukoricaszar g6zrobbantassal végzett elbkezelésének a) hexdz, b) pentdz anyagmérlege kilonb6z6
paraméterek mellett: 190, 200 és 210°C homérséklet; 0,5 és 2,0% savkoncentracid; 2 és 5 perc idGtartam.
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4.7 abra GOzrobbantassal elGkezelt kukoricaszar szubsztrat (sz(irt, mosott rost) hidrolizise kereskedelmi
celluldzzal (5% sz.a. tartalom, 25 FPU/g sz.a. és 25 BGL U/g sz.a. enzimddzis, 50°C, 0,5 M acetat puffer
pH 4,8). Kiilonbodz6 eldkezelési paraméterek (2 és 5 perc id6tartam, 0,5 és 2% savkoncentracid, 190, 200 és
210°C hémérséklet) mellett elért 48 oras konverziok.

Buzaszalma szubsztrat gézrobbantassal végzett el6kezelés hexdz és pentdz anyagmérlegét kiillonbozo
paraméterek mellett a 4.8 abra mutatja [18].

Az altalunk hidrolizis kisérletekben alkalmazott biizaszalma el6kezelése gézrobbantéssal tortént el6z6
kisérletekben optimalizalt paraméterek mellett: 190°C, 5 perc.

a) b)

100% 100% —r—r—
] O veszteség

80% 1 80% | | | O folyadek
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60% 1 60% -

40% - 40%
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4.8 dbra Buzaszalma g6zrobbantassal végzett elGkezelésének a) hexdz, b) pentdz anyagmérlege kiilonb6z6
paraméterek mellett: 190, 200 és 210°C hGmérséklet; 2, 5 és 10 perc id6tartam (0,2% savkoncentracio).

3.4.3 Cellulaz enzim termelés T. reesei Rut C30 torzzsel

Fermentacios paraméterek hatasa

Fermentacio kiilonbozo szénforrasokon és tapkizegben

A termelt enzimek hozamait, ill. 6sszetételét T. reesei Rut C30 razatott lombikos fermentaciokban
kereskedelemben kaphat6 ligninmentesitett cellulozon, ill. elékezelt lignocelluldz szénforrasokon vizsgaltuk.

Felhasznalt szénforrasok és roviditéseik:

- ligninmentesitett feny6: Solka Floc (SF),

- gézrobbantassal elokezelt buzaszalma (SPWY),

- gézrobbantassal elokezelt kukoricaszar (SPCS).

Az alkalmazott tapkozegek:

- az un. Mandel’s dsszetétel (sok, nyomelemek),

- (NHy),SO4-tal és KH,PO,-tal kiegészitett 5 g/1 torkoly.

A vizsgalt szénforrasok koziil jellemzéen Solka Floc, azaz ligninmentes feny6 szubsztraton értiink el
magasabb térfogati teljes cellulaz (1,01 és 1,58 FPU/ml), ill. B-gliikozidaz (0,28 és 0,62 BGL U/ml)
enzimaktivitasokat (4.9 abra). A Solka Floc-on elérthez képest a lignocelluldz szénforrast tartalmazo
Mandel’s tapkozegen 81% (SPWS) és 96% (SPCS) FP aktivitast, ill. 46% (SPWS) és 79% (SPCS)
B-gliikozidaz; torkoly-tartalmu tapkozegen pedig 47% (SPWS) és 62% (SPCS) FP aktivitast, ill. 31% (SPWS)
és 45% (SPCS) B-gliikkozidaz térfogati aktivitast mértiink. A fermentlé teljes fehérje-tartalma is eltérd,
elsGsorban a kiilonboz6 szénforrasokon, értéke 0,28 és 0,50 mg/ml kézott mozgott.
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Mandel’s torkdly alapu
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4.9. abra 7. reeseiRut C30 razatott lombikos fermentaciokban Mandel’s és torkoly alapl tapkozegen elért
a)-b) térfogati cellulaz aktivitasok (FPA, B-gliikozidaz) és c)-d) 6ssz.fehérje-koncentraciok

4.0

mFP
m BGL

LeLLLL

Mandel's torkdly | Mandel's | torkoly | Mandel's torkoly

3.0 -

FPU, BGL U/mg fehérje

SF SPWS SPCS

4.10 dbra 7. reeseiRut C30 razatott lombikos fermentaciékban Mandel’s és térkoly alapu tapkozegen elért
fajlagos cellulaz (FPA, B-gliikozidaz) aktivitasok

A kiilonboz6 szénforrason és tapkozeg-osszetétel mellett elért fajlagos enzimaktivitasok (4.10 abra) koziil
legnagyobb értékeket SF szénforrason, torkoly-alapu tapkdzegben mértiik (az abran a 2. oszlop-par). Bar
ehhez képest alulmaradnak, az elékezelt lignocelluloz szénforrasokon (SPWS, SPCS) mért értékek
megkozelitik, s6t meg is haladjak a referencidnak tekinthetd SF szénforrassal Mandel’s tapkdzegben elért (1.
oszlop-par) fajlagos cellulaz aktivitasokat.
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PH

A pH lefutasanak hatasat a kovetkez6 fermentacios beallitdsok mellett vizsgaltuk:

- pH szabalyozas nélkiil (a kozeg lesavanyodott az 1-2. napon pH 3,0 koriili értékre),
- napi pH allitassal 10% NaOH-dal, ill. H,SO,-val (flirészfog jellegti pH-profil),

- 0,1 M trisz-maleat pufferrel konstans pH-t tartva (max. +pH 0,2 ingadozas).

a) b)
2.0 2.0
r —e— nincs pH szabalyozas
S —&— napi pH allitas
1.5 1.5 1 . .
. _ —&— 0,1 M Trisz-maleat puffer
E 5
=)
1.0 A b
o g 1.0
—e— nincs pH szabalyozas
0.5 1 —=— napi pH allitas 0.5 1
—— 0,1 M Trisz-maleét puffer
0.0 T T T T T T 00 = T T T T T 1
o 2 4 72 9 120 144 168 0 24 48 72 96 120 144 168
fermentécio ideje, 6ra fermentacio ideje, ora

4.11 dbra 7. reesei Rut C30 razatott lombikos fermentacidkban 10 g/l SF szénforrason Mandel’s tapkdzegen
elért térfogati celluldz aktivitasok (a) FPA, b) B-gliikozidaz) kiindulasi pH 5,6 mellett pH szabalyozas nélkiil, napi
pH allitassal, ill. pufferolt tapkézegben.

Az elért enzimaktivitasok azt mutatjak, hogy pH szabalyozas nélkiil és napi pH allitassal hasonlé térfogati
aktivitasok érhetdek el (1,3-1,6 FPU/ml, 0,5-0,6 BGL U/ml), mig 0,1 M trisz-maleat pufferrel Iényegesen jobb
aktivitasokat (1,9 FPU/ml ill. 1,1 BGL U/ml) tapasztaltunk. A pufferolt tapkdzeg eredményei FP aktivitasban
20%-kal, BGL aktivitas tekintetében pedig 120%-kal haladtdk meg a pH allitas nélkiili kisérletekben mért
értékeket.

A fermentacios kdzeg pH-janak hatéasat a térfogati aktivitasokra pH 5,0; 5,5 és 6,0 értéken vizsgaltuk 10 g/l
el6kezelt kukoricaszar (SPCS) szénforrason, torkoly-alapu, 0,1 M trisz-maleat pufferes taptalajon (4.12 abra).
A kozeg pH-janak pH 5,0-r6l pH 6,0-ra torténd emelése a teljes cellulaz aktivitast mutatod FP aktivitasra csak
kis mértékben hatott (kb. 10%-0s ndvekedés), ezzel szemben kétszeres térfogati B-gliikozidaz aktivitast
eredményezett.
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4.12 dbra 7. reeseiRut C30 razatott lombikos fermentaciokban 10 g/l SPCS szénforrason torkoly-alapd, 0,1 M
trisz-maleat pufferes taptalajon a) mért napi pH értékek és b) elért térfogati cellulaz aktivitasok (FPA,
B-gliikozidaz) kilénb6zo pH értékeknél.

A razatott lombikos kisérletek azt mutattak, hogy 0,1 M trisz-maleat pufferrel jobb enzimaktivitasok érheték
el, mint pH szabalyozas nélkiil, ill. napi pH-allitassal. Laboratoriumi fermentoros kisérletekben megvizsgaltuk

Kisérleti koriilmények: 3 napos inokulum laktdzon, Mandel’s taptalaj, beoltdshoz 10 V/V%; 30 l-es
laborfermentor 20 1 munkatérfogattal (B-Braun Biostat C-DCU); 28°C; 60 g/l SF szénforras; torkoly-alapu
tapkozeg; pH 5,8 szabalyozas: automatikus (10% NH4OH-dal és H;PO,-val), trisz-maleat pufferrel; a telitési
oldott oxigén szint (DO) kaszkad rendszerben automatikusan 30%-ra szabalyozva a 1égaram (1-12 1/min) és
keverés (300-650 rpm) segitségével.

a) b)
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4.13 dbra 7. reeseiRut C30 laboratériumi fermentoros tenyésztésben 60 g/l SF szénforrason, torkoly-alapd
taptalajon mért térfogati cellulaz aktivitasok (a)FPA, b) BGL), pH 5,8 folymatos pH-allitassal (puffer nélkdil),
0,05 M és 0,1 M trisz-maleat pufferes kézegben a puffer 0. és 24. draban tortén6 adagolasa mellett.

A fermentoros kisérletekben a késleltetett puffer adagolas (a lag szakasz végén) jobb eredményeket hozott,
mint amikor a tdpkdzeg mar a fermentacio elején is tartalmazott puffert. A 24. 6raban torténd puffer-adagolas
hatéasara a teljes cellulaz aktivitas (FPA) a 2,5-3,0-szorosara, mig a B-gliikkozidaz aktivitas (BGL) 3,5-4,0-
szeresére nétt. A puffert 0,05 M, ill. 0,1 M koncentracidoban alkalmazva nem tapasztaltunk jelentds eltérést az
elért térfogati aktivitasokban, bar a higabb puffer valamivel nagyobb aktivitasértékeket eredményezett.

C-forras koncentrdacidja

srer

fermentéaciokban 10, 20, 30, 40, 50 g/l sz.a. értékeken vizsgaltuk elokezelt kukoricaszar (SPCS) szénforrason.
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4.14 dbra 7. reeseiRut C30 razatott lombikos fermentacidkban kiilonb6z6 SPCS szénforras koncentraciok
mellett elért térfogati celluldz aktivitdsok (a) FPA, b) B-gliikozidaz) és aktivitds hozamok (c) Y FPU, d) Y BGL)

A legjobb térfogati cellulaz aktivitasokat (FPA, BGL) 30 g/ sz.a. szénforras koncentracio mellett értiik el,
ennél nagyobb szarazanyag mellett mar nem nétt, hanem csékkent a mért aktivitasok értéke. Az aktivitas

novelése mellett az aktivitas hozam értéke a harmadara esett le.

o

3.4.4 Eloallitott cellulazok jellemzése

Specifikus aktivitasok

A hidrolizis kisérletekben alkalmazott cellulazok eléallitasara 7. reesei Rut C30 térzset hasznaltunk, a
fermentaciokat torkoly-alapt tapkozegben végeztiik. Az elért fajlagos cellulaz és hemicellulaz
enzimaktivitasokat a 4.15 dbra mutatja, ahol dsszehasonlitasként egy kereskedelmi Trichoderma celluléz
készitmény, a Celluclast 1.5L FG (Novozymes) adatait is feltiintettiik. Utobbi kereskedelmi cellulazt
alkalmaztuk referenciaként a lignocelluloz szubsztratok hidrolizisénél is.
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4.15 abra Kereskedelmi (Celluclast) és 7. reesei Rut C30 t6rzzsel SolkaFloc (Tr SF), valamint gézrobbantott
blzaszalman (Tr SPWS), ill. kukoricaszaron (Tr SPCS) fermentdlt, koncentralt enzimek fajlagos cellulaz (FP),
B-gliikozidaz (BGL) és xilanaz (XYL) aktivitasai (U/mg fehérje)

A kereskedelmi enzimhez (Celluclast) képest 1,5-2-szeres cellulaz (FP) és B-gliikozidaz (BGL) fajlagos
aktivitast értiink el mind ligninmentesitett fenyén (SF), mind el6kezelt buzaszalman (SPWS) és
kukoricaszaron (SPCS). A fajlagos xilanaz aktivitasok ennél joval jelentdsebb pozitiv eltérést mutatnak, 10-
13-szor nagyobb aktivitasok voltak mérhet6k a lignocelluloz szénforrasokon. A sajat fermentalasu enzimek
fajlagos aktivitasértékei hasonloak, koziiliik Solka Floc (SF) szubsztraton értiik el a legnagyobb fajlagos
celluldz és xilanaz aktivitast.

Enzimadszorpcio
Kereskedelmi cellulaz enzimkészitmény (Celluclast) és eldkezelt lignocelluldz szénforrason 7. reesei Rut C30
torzzsel fermentalt cellulazok (SPWS és SPCS szénforrason) adszorpcidjat vizsgaltuk a lignocelluloz
szubsztrat 72 6ras hidrolizise alatt (mintavétel a 0., 6., 24. 48. 72. éraban). A kiilonb6z6 cellulazok
kotédésének mértékét Avicel (tiszta celluloz), SPWS és SPCS szubsztraton vizsgaltuk.

A membransziiréssel cukormentesitett feliiliszokat teljes cellulaz (FPA), endogliikanaz (CMC-az),
ill. B-gliikozid4z (BGL) aktivitassal jellemeztiik, ezek értékébdl szamitottuk az adszorpcié mértékét
(4.16 abra). Mivel nemcsak a szubsztratra valé k6t6dés, hanem az esetleges inaktivalodas is csokkenést okoz a
feliilluszobol mérheto aktivitasban, az enzimek adszorpciodjat a kiilonb6zo6 iddpontban vett, koncentralt mintak
Ossz.fehérje-tartalmanak mérésével, ill. gélelektroforézis képének elemzésével (AlphaEase program) is
nyomon kovettiik (4.17 abra).

A kereskedelmi cellulaz (Celluclast) tiszta celluldz (Avicel), gézrobbantassal elkezelt buzaszalma
(SPWS) és kukoricaszar (SPCS) szubsztraton is kb. 20-60%-os abszorpcidt/inaktivalodast mutatott. Ezzel
szemben a SPWS-en fermentalt cellulaz SPWS szubsztraton, ill. a SPCS-en fermentalt enzim SPCS
szubsztraton kb. 60-90%-os kotddését/inaktivalodasat mértiik. Az egyes cellulaz komponensek koziil
jellemzden az endoglitkanazok nagyobb, mig a B-gliikkozidazok kisebb mértékben inaktivalodtak, ill.
adszorbealodtak a szubsztraton.
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4.16 abra a) Kereskedelmi, b) 7. reesei Rut C30 fermentlé celluldz adszorpcioja (ill. inaktivalddasa) I. tiszta
celluléz (Avicel), II. SPWS, III. SPCS szubsztraton a felliliszok FPA (teljes celluldz), BGL (B-gliikozidaz), CMC
(endogliikandz) aktivitasabol, valamint 6ssz.fehérje-tartalmabdl szamitva.
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4.17 abra a)Kereskedelmi celluldz adszorpcioja tiszta celluldz (Avicel) szubsztraton. Mintak a gélen: 1) eredeti
enzim referencia, 2) 0 6ras, 3) 6 0ras, 4) 24 6ras, 5) 48 0Oras, 6) 72 dras minta; Mw: molekulatbmeg markerek.

Enzimek kinetikai vizsgalata

A kisérletekben alkalmazott enzimek dsszehasonlitdsanak egyik modja a kinetikai konstansok meghatarozasa.
A cellulaz enzimrendszeren beliil a B-gliikoziddz komponenst, azaz a cellobidzt gliik6zza bontd enzimet
vizsgaltuk. A B-gliikozid4z vagy mésnéven cellobidz komponens kivalasztasanak gyakorlati szempontjai a
kovetkezok voltak: 1) az enzim nem szilard, hanem vizoldhato szubsztraton aktiv, tehat mitkodése egyszer
Michaelis-Menten kinetikaval leirhato, melyben a legfontosabb paraméterek a k3 (. = k3XEo) €s a K3 ii) a
cellobiaz a cellobioz lebontasaval fontos szerepet jatszik a celluldz hidrolizisében, csokkentve a tobbi
cellulazkomponensre hat6 cellobidz inhibiciot; iii) a termék (ez esetben gliikdz) inhibicié kompetitiv modellel
leirhato.

A kisérletekben felhasznalt kereskedelmi enzimkészitmények (Novozymes) koziil a Celluclast 1.5L
Trichoderma eredetii cellulazt, mig a Novozym 188 Aspergillus eredetii B-gliikozidazt tartalmaz. Az
irodalombol tudhato, hogy az Aspergillus niger p-glikkozidazara a termékinhibicio mellett a szubsztratgatlas is
jellemz6. Utdbbi Trichoderma reesei esetében nem jellemzd, bar k; és K, értéke valtozhat a szubsztrat
koncentracioval.

A felhasznalt egyenletek a kovetkezok:

r ky xS
F: G 1. egyenlet
K, x| 1+ |+S
K]
EL :Lssz 2. egyenlet
© K +S+—
KS

Az 1. egyenlet a gliikdz inhibiciot (K) irja le megfelelden alacsony cellobidz koncentracional, mig a 2.
egyenletet a szubsztrat gatlas kdvetésénél alkalmaztuk (Aspergillus eredeti B-glitkkozidaz esetén) alacsony
termék koncentracional.

P-gliikozidaz szubsztrdt inhibicidja

Mint ahogy azt a 3.4.5 fejezetben ismertettiik, a B-gliikozidaz aktivitasat pNPG (p-nitrofenil-f-D-
gliikopiranozid) szubsztraton mérjiik. A B-gliikozidaz aktivitasat kiilonb6z6é szubsztratkoncentracioknal
el6szor ezen a szubsztratanalogon vizsgaltuk az alkalmazott két kereskedelmi, valamint sajat fermentélast
Trichoderma cellulaz esetében. A szubsztratgatlas vizsgalatanak eredményeit a szintetikus szubsztraton
Novozym 188 (Aspergillus eredetli B-gliikozidaz), valamint Celluclast 1.5L és T. reesei Rut C30 fermentlé
(Trichoderma eredetli B-gliikozidazok) esetén a 4.18 abra 1., I1., és I11. a) diagramjai mutatjak.

A kovetkezé mérések soran az enzimes hidrolizis reakcidsebességét (a termék gliikoz termelddését
jellemz6 sebesség fele) vizsgaltuk a kezdeti cellobidz koncentracio fliggvényében. A B-gliikozidaz ,,valodi”
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szubsztratjan, cellobidzon mért aktivitasok S koncentracio fiiggését mutatjak a 4.18 abra I. és II. b)
diagramjai.

Mint ahogy az feljebb emlitésre kertilt, az Aspergillus B-gliikoziddzra szubsztrat inhibicid jellemzd,
ez pNPG és cellobidz szubsztraton is tapasztalhaté (Novozym 188, 4.18 abra L.a) €s 1. b) diagramok) kb. 2,5
¢és 13 mM szubsztrat koncentracio felett. Ez a szubsztrat koncentracio felso hatara a reakcioparaméterek (ks,
K, Ki) meghatarozasanal.

A Trichoderma eredetii B-gliikozidazoknal nem tapasztalhatd szubsztratgatlas, mint az
Celluclast 1.5L és T. reesei Rut C30 fermentlé (Trichoderma eredetii B-gliikkozidazok) esetén pNPG és
cellobioz szubsztraton is lathaté a 4.18 abra II. a) és b), ill. I11. a) diagramokon.

A Celluclast 1.5L kereskedelmi enzim Trichoderma B-gliikozidaza esetében a fajlagos
reakciosebesség, azaz tulajdonképpen egyfajta aktivitas novekedést mutat a cellobioz koncentracio
novelésével. A reakcidsebesség gorbéje azonban kb. 27 mM cellobidz koncentracio alatt és felett két
szakaszra bonthatd, eltérd cellobidzhoz vald affinitast mutatva (4.18 ébra II. b) diagram). Ebb6l adodoan a
cellobioz hidrolizisének katalizise két-két kiilonb6z6 kinetaikai paraméterrel jellemezhetd a két tartomanyban.
Bar a 9-10 g/l feletti cellobidz koncentracio valoszintitleniil magas lignocellul6z szubsztratok hidrolizise
soran, a kinetikai paramétereket ebben a tartomanyban is meghataroztuk.

P-gliikozidaz termék inhibicioja

Novozym 188 Aspergillus eredetii B-glitkozidaz esetében a gorbe maximumaig, azaz 13 mM-os kezdeti

cellobioz szubsztrat koncentracio eléréséig nincs szubsztrat gatlas, igy a termék, azaz gliikdz gatlas zavaras

nélkiil vizsgalhato.

Az eredményeket kiértékelése Lineweaver-Burk linearizalasi modszerrel tortént. A reakcio paraméterek (ks,

K, Ki) meghatarozasa soran a kdvetkezo 1épéseket kovettiik:

— A reakcidsebesség mérése kiilonbozo gliikdz és cellobioz koncentracioknal. Novozym 188 esetében a S
koncentracioja 13 mM alatt, mig Celluclast esetében 27 mM alatt és felett vizsgalva.

— Az Ey/v értékek abrézolasa 1/S fliggvényében, ahol S a kezdeti szubsztrat koncentraciot jeloli. A
kiilonbozd gliikoz koncentraciokhoz tartozd egyenesek, melyek meredeksége fiigg a kiindulasi gliikoz
koncentraciotol, kdzos metszéspontot adnak az y tengelyen.

— A mért adatokhoz illesztett egyenes paramétereinek (meredekség, tengelymetszet) meghatarozasa.
— Azegyenesek y tengelymetszete megadja 1/k; értékét.

— Az egyenesek meredekségét a gliikdz koncentracio fiiggvényében abrazolva a kapott egyenes y
tengelymetszete K,/k;, melybdl az eloz6 1épésben meghatarozott k; értékének segitségével K,
szamolhatd. Az illesztett egyenes meredeksége K,,/(K;xks), melybdl kj és K, ismeretében K; szamolhato.

a) b)
L
600 8
500 -
E o 6
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£ 300 Z 4
s -
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E aktivitas, Ee/ml

a) pNPG, b) cellobidz szubsztraton. I. Novozym 188 kereskedelmi enzim, Aspergillus eredetli B-gliikozidaz;
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4.18 abra  Alkalmazott enzimek B-gliikozidaz komponensének szubsztrat inhibicids vizsgalata

II. Celluclast 1.5L kereskedelmi enzim, 7richoderma eredetli B-gliikozidaz;
III. 7. reeseiRut C30 fermentlé (Tr SPWS) B-gliikozidaz.

4.2. tablazat Cellobidz hidrolizis paraméterei Novozym 188 és Celluclast 1.5L kereskedelmi enzimek,
valamint 7. reese/ RutC30 (irodalmi adat) p-gliikozidazokra

eredet S konc., mM k;, mM/h/mg Ky mM K;, mM
Novozym 188 Aspergillus <13 10,77 1,42 2,38
Celluclast 1.5 L Trichoderma <27 0,14 13,22 27,47
Celluclast 1.5 L Trichoderma >27 0,32 30,76 6,45
T. reesei RutC30 Trichoderma <27 0,62 0,15 0,21
T. reesei RutC30 Trichoderma >27 0,01 472.,6 32,60

Az Aspergillus és a Trichoderma eredetii B-gliikozidazok eltéré mértékii gliikdz inhibicidt mutatnak.
Elébbieknél kisebb mértéki termékgatlas figyelhetd meg, ami a kinetikai paraméterek koziil a nagyobb K;
értékekben mutatkozik meg. Azonban méréseink sordn a két kereskedelmi enzim koziil a Trichoderma eredetii

B-gliikozidaz (Celluclast 1.5L) esetén nagyobb K| értéket tapasztaltunk, mint az Aspergillus (Novozym 188)

140

B-gliikozidaznal. Erdekes 6sszehasonlitani, hogy a kisebb cellobioz tartomanyban (<27 mM) a Celluclast 1.5
L B-gliikozidaz kisebb, a T. reesei RutC30 nagyobb termékgatlast mutat, mint nagyobb szubsztrat
koncentracional (>27 mM). A szubsztrathoz val¢ affinitasuk mindkét esetben kisebb cellobiéz
koncentracional mutat nagyobb értéket (azaz kisebb K, értéke). A kereskedelmi enzimek koziil az Aspergillus
B-gliikozidaz (Novozym 188) kisebb K, értéke jelzi, hogy maximalis hidrolitikus kapacitast kisebb cellobidz
koncentracional ér el, mint a Trichoderma B-gliikozidaza (Celluclast 1.5 L). Mint azt el6bb lattuk, a Novozym
188 B-gliikozidaznal szubsztrat inhibicié figyelhetd meg 13 mM cellobidz koncentracié felett. Ennek mértéke

a 2. egyenlet abrazolasaval jellemezhetd (V/E vs. S), melybdl k; és K, ismeretében Kg értéke 26,7 1/mmol-

nek adodik.
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3.4.5 Enzimes hidrolizis

A fent emlitett, referenciaként alkalmazott kereskedelmi és a T. reesei Rut C30 t6rzzsel kiilonb6z6
lignocellul6z szénforrasokon termelt cellulazok hatasat kiilonb6z6 szubsztratok hidrolizisében hasonlitottuk
Ossze. Az azonos enzim/szubsztrat ardny biztositdsa érdekében az alkalmazott enzimdozis alapja a sziir6papir-
bonto aktivitas (FPA) volt.

Kereskedelmi és fermentalt enzimek hidrolitikus képessége

Feltételezések szerint a termelt celluldz-hemicelluldz komplex Osszetétele valtozik a kiilénbdzd
szénforrasokon, azaz a hidrolitikus potencidl szubsztrat-specifikus lehet az alkalmazott szénforras alapjan.

A kiilonboz6 szénforrason termelt enzimekkel kiilonbozd szubsztratokon végzett hidrolizis kisérletek
eredményeit a 4.19-4.21 abrak foglaljak ossze. A termelt enzimek mellett referenciaként kereskedelmi
cellulazt, a fermentaciokban referencia szénforrasként SF-ot alkalmaztunk.

A 48 6ras hidrolizisben kapott hozamokat §sszehasonlitva a gdzrobbantassal elokezelt
lignocellulozok esetén (SPCS, SPWS) az adott szubsztratot szénforrasként alkalmazva valoban nagyobb
gliikdz hozamokat értiink el, tehat valoban megfigyelhetd bizonyos szubsztrat-specifikussag. Fiiggetleniil az
alkalmazott enzim el@allitasa soran hasznat szénforrastol, a harom vizsgalt szubsztrat koziil a gézrobbantott
blizaszalma volt a legkonnyebben hidrolizalhato.
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4.19 dbra Ligninmentesitett feny6 (SF) szubsztrat hidrolizise kereskedelmi és SF szénforrason termelt

cellulazzal
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4.20 abra ElGkezelt kukoricaszar (SPCS) szubsztrat hidrolizise kereskedelmi, SF és SPCS szénforrason termelt
cellulazzal
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4.21 dbra ElGkezelt blzaszalma (SPWS) szubsztrat hidrolizise kereskedelmi, SF és SPWS szénforrason termelt
celluldzzal

Bar a hidrolizis kisérletek soran az alkalmazott enzimek bemérése azonos cellulaz dozis (20 FPU és

20 BGL U/g gliikan) alapon tortént, a bevitt hemicelluléz aktivitasok eltéréek voltak (4.3 tablazat). A vizsgalt
szubsztratok koziil sajat fermentalasa enzimekkel az elokezelt buzaszalma (SPWS) xilan-tartalma tlinik a
legnehezebben hidrolizalhatonak, ugyanis ebben az esetben nagyobb bevitt xilanaz aktivitas mellett kisebb
xil6z hozamokat tapasztaltunk. Azonban ez esetben az elékezelt szubsztrat rostfrakcidjanak xiloz-tartalma
nagyon kicsi, viszont a folyadékfrakcio xiloz-tartalma miatt a ,,0 6ras” mintaban mérhetd xiloz-koncentracio
viszonylag nagy, tehat a két érték kiilonbsége meglehetdsen nagy relativ hibaval szamolhato.

4.3. tablazat Alkalmazott enzimddzisok

Szubsztrat Xilan g Szénforras FPU BGL U XYLU
/100 g sz.a. /g gliikan /g glikdn /g xildn
SF 14 kereskedelmi 20 20 1.837
SF 20 20 11.135
SPCS 16 kereskedelmi 20 20 484

SF 20 20 3.132

SPCS 20 20 3.807

SPWS 3 kereskedelmi 20 20 3.357
SF 20 20 21.743

SPWS 20 20 25.056

Enzimes hidrolizis modellezése

Gozrobbantott kukoricaszar (SPCS) enzimes hidrolizise

A gdézrobbantott kukoricaszar hidrolizisét kereskedelmi cellulaz és B-gliikozidaz enzimekkel kiilonb6z6
szubsztrat és enzimkoncentraciok mellett vizsgaltuk. A nyersanyag koncentracié hatasat 30 FPU/g celluléz
enzimdozisnal 2, 4, 6, 8, 10% sz.a. tartalom mellett végzett hidrolizisben kovettiik nyomon.

4.4. tablazat SPCS kiindulasi szubsztrat koncentraciok glitkéz ekvivalensben (36,7% gliikan tartalom)

SPCS sz.a. % g gliikéz ekv./1
2 8,3
4 17,0
6 26,0
8 35,4
10 452

Az illesztéssel torténd paramétermeghatarozas soran az egyes szubsztrat koncentraciokhoz tartozé mérési
pontokra illesztett gdrbék paraméterei nagy kiilonbségeket mutattak, és az atlaguk sem adott j6 illeszkedést.
Az egyes adatsorokbdl kapott paraméterekkel modellezve a tobbit szintén nem kaptunk jo eredményt. Azt
tapasztaltuk, hogy a futtatott gérbék platoja eltolodik a mérési pontokhoz képest, azok kisebbek a modellbdl
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kapottaktol, azaz a celluléznak csak egy része hidrolizalhat6. Az un. reaktiv szubsztrat koncentraciot egy
korrekcioval vettiik figyelembe, mely soran meghataroztuk a gliik6z ekvivalensben vett kiindulasi
gliikantartalom és a hidrolizis soran elért glitkozkoncentracio kozotti linearis dsszefiiggést, igy a kezdeti érték
feltételiink a kovetkezére modosult:

C(0)=0,477-Cy+1,833

Ennek felhasznalasaval az illesztést a 6%-o0s adatsor pontjaira végeztiik el, majd vizsgaltuk a modell josagat
kisebb €s nagyobb szubsztrat-koncentraciok esetén (4.22 abra). A mért adatok és a modell értékei a

4.5. tablazatban talalhatok. A hidrolizis masodik felében (24, 48 6ra) a modell illeszkedése jobb, kisebb relativ
hibék jellemzdek. A modositott kezdeti érték feltétellel a modell alkalmasnak bizonyult a
szubsztratkoncentracid valtozasanak leirasara.
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4.22 abra ElGkezelt kukoricaszar (SPCS) szubsztrat hidrolizise kereskedelmi cellulazzal
2,4, 6,8, 10% sz.a. tartalom mellett (30 FPU/g celluléz enzimddzis)
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4.23 abra ElGkezelt kukoricaszar (SPCS) szubsztrat hidrolizise kereskedelmi cellulazzal
10, 20, 30 FPU/g celluldz enzimddzis mellett (2% sz.a. tartalom)

Az enzimdoézis hatasat 2% sz.a. SPCS szubsztrat koncentraciénal harom szinten vizsgaltuk: 10, 20 és

30 FPU/g celluldz. Tlyen kis szubsztrat koncentracional nem volt sziikség a kezdeti érték feltétel modositasara.
Az illesztést a 20 FPU-s adatsorra végeztiik el, és vizsgaltuk a modell josagat kisebb és nagyobb
enzimdozisok esetén. Az eredményeket a 4.23 abra és at 4.6. tablazat mutatja. A relativ hibak 20 és 30 FPU-
nal 7% alatt maradnak, 10 FPU-nal azonban jelentsen rosszabb a modell illeszkedése, féleg a hidrolizis 24
ora elotti szakaszaban.
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Gozrobbantott buzaszalma (SPWS) enzimes hidrolizise

A gbzrobbantott biizaszalma (gliikan-tartalma 60,0%, 13,3 g/l gliikdz ekvivalens) enzimes hidrolizisét 2%
sz.a. kiindulasi szubsztrat-koncentracié mellett vizsgaltuk. Ebben az esetben mind kereskedelmi, mind az
adott szubsztraton fermentalt enzimmel elvégeztiik a hidrolizist 10, 20 és 30 FPU/g cellulaz enzimdozist
alkalmazva (4.24 és 4.25 éabra). Kis szubsztrat koncentracié mellett hidrolizaltunk, igy nem modositottuk a
kezdeti érték feltételt. Az illesztések ezen esetekben is a 20 FPU-s adatsorokra torténtek.

glikoz, g/l

gliikéz, g/l

¢ 10FPU mért

A 20FPU mért

m 30 FPU mért
------- 10 FPU modell
————20 FPU modell
30 FPU modell

30 40

hidrolizis ideje, 6ra

50

4.24 abra ElGkezelt blzaszalma (SPWS) szubsztrat hidrolizise kereskedelmi cellulazzal
10, 20, 30 FPU/g celluldz enzimddzis mellett (2% sz.a. tartalom)
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m 30 FPU mért
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30 40 50
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4.25 dbra ElGkezelt buzaszalma (SPWS) szubsztrat hidrolizise T.r. RutC30 fermentlével
10, 20, 30 FPU/g celluldz enzimddzis mellett (2% sz.a. tartalom)

Mind a kereskedelmi, mind a sajat fermentalast enzim esetében 20 és 30 FPU-nal jo a modell illeszkedése a
mérési pontokra, kis relativ hibak jellemzbek (<6%) (4.7. és 4.8. tablazat). A kereskedelmi enzimre

10 FPU/g celluléz enzimdozisnal gyenge illeszkedést kaptunk, de a sajat enzimnél kis enzimdézisnal is
viszonylag j6 az illeszkedés, a relativ hibak 16% alatt maradnak.
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4.5. tablazat El6kezelt kukoricaszar (SPCS) szubsztrat hidrolizise kereskedelmi cellulazzal 2, 4, 6, 8, 10% sz.a. tartalom mellett mellett (30 FPU/g celluldz enzimdozis).
Mért (m) és szamitott (sz) gliikdz koncentraciok, relativ hibak (%)

Hidrolizis 2% 4% 6% 8% 10%

ideje, gliikéz, g/l gliikéz, g/l gliikoz, g/l gliikéz, g/l gliikoz, g/l

oOra m sz % m sz % m sz % m sz % m sz %
3 248 2,75 108 4,16 462 11,0 645 642 05 7,02 818 165 7,90 991 254
6 3,68 3,94 7,1 6,28 6,54 4,2 8,98 9,03 0,6 10,38 11,45 10,4 10,82 13,82 278
24 5,05 5,58 10,5 9,97 9,43 54 13,34 13,26 0,6 17,32 17,10 1,3 21,16 20,95 1,0
48 550 577 48 1057 986 67 1393 1404 08 18,62 1834 15 2347 2273 31

4.6. tablazat El6kezelt kukoricaszar (SPCS) szubsztrat hidrolizise kereskedelmi cellulazzal 10, 20, 30 FPU/g celluléz enzimddzis mellett (2% sz.a. tartalom).
Mért (m) és szamitott (sz) gliikdz koncentraciok, relativ hibak (%)

Hidrolizis 10 FPU 20 FPU 30 FPU
ideje, gliikéz, g/l gliikéz, g/l gliikéz, g/l

ora m Y4 % m sz % m sz %
3 0,99 1,33 34,4 1,95 2,08 6,8 2,48 2,59 4,4
6 1,72 2,08 21,0 3,09 2,96 4,2 3,68 3,49 52
24 3,53 3,85 9,1 4,73 4,67 1,2 5,05 5,10 1,0

48 4,40 4,67 6,2 5,30 5,38 15 5,50 5,73 4,3




4.7. tablazat ElGkezelt blzaszalma (SPWS) szubsztrat hidrolizise kereskedelmi cellulazzal 10, 20, 30 FPU/g celluldz enzimddzis mellett (2% sz.a. tartalom).

Mért (m) és szamitott (sz) gliikdz koncentraciok, relativ hibak (%)

Hidrolizis

10 FPU 20 FPU 30 FPU
ideje, gliikéz, g/l gliikéz, g/l gliikéz, g/l
ora m Sz % m Sz % m Sz %
6 1,99 4,10 106,1 5,24 5,26 0,4 5,59 5,89 5,4
24 5,03 6,30 25,3 7,25 7,17 1,2 7,81 7,56 3,2
48 6,23 7,16 15,0 7,66 7,78 1,5 8,07 8,00 0,9

4.8. tablazat El6kezelt blzaszalma (SPWS) szubsztrat hidrolizise T.r. RutC30 fermentlével 10, 20, 30 FPU/g celluldz enzimddzis mellett (2% sz.a. tartalom).

Mért (m) és szamitott (sz) gliikdz koncentraciok, relativ hibak (%)

Hidrolizis 10 FPU 20 FPU 30 FPU
ideje, gliikéz, g/l gliikéz, g/l gliikéz, g/l

ora m SZ % m Sz % m SZ %
6 495 4,18 15,6 5,80 5,84 0,6 6,79 6,79 0,1
24 8,20 7,42 9,5 8,89 8,78 1,3 9,20 9,44 2,6
48 8,86 8,77 1,0 9,76 9,85 0,9 9,95 10,36 4,1




Az egyes esetekben illesztett modell paramétereket a 4.9. tablazat tartalmazza. Gézrobbantott kukoricaszar
(SPCS) esetén az els6 oszlopban 1év6 paraméterek 30 FPU/g celluldz enzimddzis mellett a szubsztrat-
koncentracid valtozas hatdsanak leirasara vonatkoznak. Ebben az esetben a szubsztrat korlatozott hozzaférését
figyelembe véve a modell kezdeti érték feltételét modositottuk. Az SPCS mésodik oszlopaban talalhaté modell
paraméterek az enzimdozis valtozasanak hatasat irjék le 2% sz.a. szubsztratkoncentracié mellett.

A gbzrobbantott buzaszalma (SPWS) szubsztraton 2% sz.a. tartalom mellett az enzimdozis
valtozasanak hatasat leir6 modell paramétereit talaljuk kereskedelmi és sajat fermentalasu (T.r. RutC30) enzimek
esetén.

4.9. tablazat Illesztett modell paraméterek

SPCS SPWS

Ilesziés adatsora 6% sz.a. 2% sz.a. 2% sz.a. 2% sz.a.

30 FPU 20 FPU 20 FPU 20 FPU
Enzim kereskedelmi  kereskedelmi  kereskedelmi T.r. RutC30 fermentlé
Kezdeti érték feltétel modositott eredeti eredeti eredeti
K 0,118 5%1077 -0,106 -0,055
ks 0,007 1,3*%107 6,6%107 4,7%10°°
ks 2,9%107 9%10” 8,110 -1,2*%107
Ky 1,134 4,001 4,865 3,951

3.5 Osszefoglalas

A kutatas els6 1épéseként felmértiik a magyarorszagi mezégazdasagi lignocelluloz melléktermékek technologiai
potencialjat. A technoldgia szempontjabol fontos biomassza-komponensek (celluloz, hemicelluldz, lignin, hamu
és extraktanyagok) meghatarozasara standard analitikai modszert dolgoztunk ki. Megvizsgaltuk a potencialis
lignocelluléz nyersanyagok, a blizaszalma és a kukoricaszar dsszetételét.

Sajat kisérleti eredmények és irodalmi adatok alapjan vizsgaltuk a lignocellul6z nyersanyagok
mikrobioldgiai bonthatdsagat javitod egyes kémiai el6kezelések nyersanyag dsszetételre gyakorolt hatasat. Ebben
a munkaszakaszban a kovetkez6 elokezeléseket vizsgaltuk: hig savas, ligos, nedves oxidacio, gézrobbantas.

Vizsgaltuk a fermentacios paraméterek enzimtermelésre gyakorolt hatasat razatott lombikban, ill.
laboratoriumi fermentorban Trichoderma reesei Rut C30 fonalas gomba torzzsel végzett enzimfermentaciokban.
Osszehasonlitottuk az el8kezelt nyersanyagokat cellulaztermelés szempontjabol. Kisérleteinkben a kdvetkezd
paraméterek hatasat kovettiik nyomon: szénforras mindsége, koncentracioja; tapkozeg dsszetétele; tapkozeg pH-
ja, ill. annak allandésaga. A fermentacios kisérletekben kontrollként SolkaFloc (SF, ligninmentesitett fenyd)
szénforrast alkalmaztunk.

Az eldkezelt lignocelluldz szénforrasokon eldallitott cellulaz enzimek biokémiai vizsgalata soran
Osszehasonlitast végeztiink kereskedelmi forgalomban 1évé cellulaz enzimmel specifikus aktivitasuk,
komponens-6sszetételiik, ill. adszorpcids tulajdonsagaik alapjan. Az adszorpcios kisérletekben az enzimek
viselkedését tiszta celluloz és elokezelt buzaszalma, valamint kukoricaszar szubsztraton kovettiik nyomon.
Elvégeztiik a celluldz enzimrendszer B-gliikoziddz komponensei kinetikai jellemzdinek meghatérozasat.

A cellulaz-hemicelluldz fermentaci6 soran alkalmazott szénforras befolyasolja a termelt enzimek
Osszetételét, azaz a kiilonb6zd szénforrdsok nem azonos aranyban indukaljak az egyes enzim-komponensek
termel6dését. Annak vizsgalatara, hogy egy adott fermentacios szénforrason termelt enzim-keverék
hatékonyabb-e ugyanazon szubsztrat hidrolizisében, kisérleteket végeztiink kiilonbdz6é szénforrason termelt
enzimekkel kiilonbdz6 szubsztratokon. A termelt enzimek mellett referenciaként kereskedelmi cellulazt, a
fermentaciokban referencia szénforrasként SF-ot alkalmaztunk.

Az eldkezelt lignocellulozok hidrolizisét egy, a celluléz-koncentracio idébeli valtozasat
négyparaméteres egyenlettel leird, az enzim- és a termék-koncentraciot is tartalmaz6 modellt hasznaltunk. A
modell paraméterek meghatarozasat Berkeley Madonna program segitségével, nem-linearis illesztéssel végeztiik.
A modell validalasa soran kiilonb6z6 szubsztrat- és enzimkoncentraciok mellett vizsgaltuk a modell josagat.
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