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1. KUTATASI CELKIT UZESEK

Kutatasai soran a szérzelként a 2,45 GHz-es mikrohullamu
sugarzas hatasat vizsgalta aé séjtekre valamint enzimekre. A mérések
soran elésorbanSaccharomyces cerevisitezelésével probalta detektalni
eés meghatarozni a mikrohullamu sugarzas nem tesmikatasanak
mértékét. A kutatdsokat annak reményében végentgy kalaszt kaphat
arra, hogy a mikrohullam hatdssal van e a sejtak@pdasi- és erjesztési
tulajdonsagaira. Mikrohullamua égrobbantas és enzimatikus hidrolizis
alkalmazasaval is foglalkozott. Enzimaktivitasi #sek is a vizsgalatok
célja volt, amely szintén szadmos iparag (pl.: l@oet eballitds) szamara
nydjthatnanak alapot tovabbi fejlesztésekhez.

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Mikrohullamu kezelés

Kutatasaink soran a mikrohullam 6élsejtekre $accharomyces
cerevisia@ vald hatasat vizsgaltuk. A méréseink sordn a MARS
mikrohullamu roncsold berendezést hasznaltuk, araldgimas szilard és

folyadék mintak kezelésére is.

2.2. ASaccharomyces cerevisiae pusztulasi és szaporodasi vizsgalatai

A Kkisérletek soran mikrohullamd sugarzasnak tették a
Saccharomyces cerevisigteszdt, és ezutan vizsgaltuk annak pusztulasi és

szaporodasi tulajdonsagait. A mikrohullami kezeédéseran kulonbod
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teljesitményeket (50-, 100-, 400-, 600-, 900 Wkeézelési idket (30-, 60-,
90-, 120 perc) alkalmaztunk, és ezutdn hataroztidg m pusztulasi
gorbéket. A szaporodasi gorbék meghatarozasa f@arés 400 W-os
teljesitmeényt és 37 °C-o$meérsekletet alkalmaztunk 60 perces besugarzasi

idével. A szaporodas intenzitasat optikai denzitasasérel detektaltuk.

2.3. Glukdzbontasi vizsgalatok

Az éleszdé glukdz bontasi méréseit is elvégeztik, amely soran
laboratoriumi fermentorban és iranyitott erjésberendezésben végeztik
kisérleteinket. A mérések soran 50 W-os teljesitinén 60 perces kezelési
idét alkalmaztunk, a dmérsékletet pedig 37 °C-ban maximalizaltuk.
Kontroll mintahoz is viszonyitottuk eredményeinketmely semmilyen

kezelést nem kapott. A gliikdz fogyasat spektrof@tiamel mérttk.

2.4. SHlomust erjedési folyamatainak vizsgalata

A must mikrohullaml kezelése soran 50 W-os teljesiinyel, 45
perces kezelési édel és 37 °C-os dmérséklettel dolgoztunk. Azért
valasztottuk ezeket a kezelési paramétereket, aggredményeket valds
kézegben is vizsgalhassuk és igazolhassuk az akacseljesitmént
mikrohullam non-termalis hatasat. Aésamust erjesztési kisérletei soran 3
kisérletsorozatot allitottunk be, ahol kilonbdkezeléseket alakitottunk ki.
Az el sorozat alkalméval kontroll (kezeletlen), élésel beoltott,
mikrohullammal kezelt, és kombinalt (élesitikrohullam) mintakat
alakitottunk ki. A masodik méréssorozat alkalmavagyomanyos,
f6z6lapos kezeléseket is alkalmaztunk. A masodik sdbara kontroll
(nincs kezelés), élesatel beoltott, hagyomanyosan kezelt, mikrohullammal
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kezelt, élesdis beoltast és mikrohullamu kezelést, valamint ébsdzeoltast
és hagyomanyos kezelést kapott mintédkat alakitottunA harmadik mérés
soran fagyasztott mintaval dolgoztunk. Az erjed#rsus az alkohol-, cukor-

€s savtartalom mérését végeztik el.

2.5. S#lévenyige mikrohullamu elokezelése és enzimes bontasa

A szlévenyige cellulézbontasa soran fizikai-kémiai kegeleet
alkalmaztunk uagymint @grobbantést, autoklavos kezelést, hagyomanyos
kezelést, majd ezekhez a mintdkhoz enzimet adadol#y celluléz bontas
meértékét a cukortartalom névekedésenek detektadakéavettik nyomon.

A mikrohullami dzrobbantasos kisérletek sorarbszlor ebkisérelteket
végeztlnk, ahol kilonbéznyomasértekek mellett (1; 1,5; 2; 5; 11; 15; 25
bar) hataroztuk meg a glikéz kihozatalt. A kezeédésellett kontrollként
kezeletlen mintdhoz adagoltunk cellul6zbont6 entifigchoderma reesei-
eredel). A venyige kezelése soran a mikrohullamu teljpéityt 1600 W-
ra, a kezelési it 5 percre a maximalisémérsékletet pedig 150 °C-ra
allitottuk be. A ¢zrobbantds soran az apritott venyigél20 g-ot
(edényenként 10 g) a MARS mikrohullamban alkalmiazeeflon
edényzetébe helyeztik és hozzaadtunk 70 ml Natsasttsav
pufferoldatot.

A kezelési paraméterek valtoztatasa mellett tobbfkisérleti mintat
alakitottunk ki: (1) mikrohullammal d&robbantott venyige és hozza
kezeletlen enzim adagolasa, (2) mikrohullammnt@rgbbantott venyige és
hozza mikrohullammal kezelt enzim adagolasa, (3pldavban kezelt
venyige és hozza kezeletlen enzim adagolasa, vatdd)i hagyomanyosan

kezelt venyige és hozzéa kezeletlen enzim adagolasa.
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3. EREDMENYEK

3.1. ASaccharomyces cerevisiae besugarzasi vizsgalatainak eredményei
3.1.1. Sejtpusztulasi vizsgélatok

Az 50 W-os teljesitményen kezelt élésziusztulasi intenzitasabol
latszik, hogy a kulénbdzkezelési idk figgvényében aranyosan novekszik
a pusztulas intenzitasa. Ezen a teljesitménysziaregleszik még a 120

perces besugarzas hatasara sem pusztultak elntejgskben . 4bra).
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1. &bra: A Saccharomyces cerevisipasztulasi gérbéje 5(=#=),
100-(=#=), 400-"), 600-(===) és 900 W-07") mikrohullamu sugéarzas
hatdséra.

Az eredményekdil latszik, hogy minél révidebb ideig kezeltik a
mintakat, annal nagyobb a kulonbség a pusztuld@siyak kozott. Minél
hosszabb ideig alkalmazzuk a mikrohullami sugérzasnal jobban
csokkennek ezek a kiulonbségek. &bdrra kdvetkeztethetliink, hogy annak
ellenére, hogy bar az alacsonyablbmiérséklei és teljesitmény

mikrohullamu kezelés az éleékt szempontjab6l éhytsebb, magasabb



teljesitményen mar nem érdemes kezdlket, a magas pusztulasi és

roncsolodasi arany miatt.

3.1.2. Szaporodasi vizsgalatok

A pusztulasi vizsgalatok mellett, méréseket végaetla
Saccharomyces cerevisiazaporodasi tulajdonsagaira vonatkozéan is. A
szaporodasi vizsgélatok sordésdor meghatéroztuk az éleszazaporodasi
gorbéjét, amely utan kilénbd®anintak szaporodasat hasonlitottuk 6ssze (
abra). A mikrohullama teljesitmény 400 W volt, a kezl@&lé 60 perc, mig

a mikrohullamu készuilékben bedllitott véd®mérséklet 37 °C.
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2. &bra: A Saccharomyces cerevisiagaporodasi gorbéje kulonkitkezelések
hatasara a kontrol=#=), a kezelt viz =#) és az egyiitt kezel “7*) mintak
eseten.

Az eredményekdl latszik, hogy a lappangasi-, gyorsulé- és
exponencidlis szakaszok k&zott nincs szignifikad&mbség. A kontroll
minta mutatja a legnagyobb kulonbséget, amely aésné&3. ordjatol
kilonbséget mutat a masik két mintatél. A mérésotdjatol szembénsbb
a kulonbség a mintdk kozott. Ugyan a gorbék letuthszzaveilegesen

azonos, azonban megallapithatd, hogy a &égmtszamok tekintetében
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kilonbségek mutatkoztak a kezelések kozott. A lggobb kilonbség
annal a mintanal mutatkozik, ahol a vizet egyuntdiiik az élessiel.

Az aldbbi mérések soran kontroll, hagyomanyosanelkegs
mikrohulldammal kezelt mintak szaporodasi gorbéjértiik ki. A3. abran
latszik, hogy 50 W-os teljesitmény alkalmazéasa etieh mikrohullammal
kezelt minta nem mutat szignifikAns kilénbséget a@sikn két mintdhoz

képest.
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3. abra: A Saccharomyces cerevisiagaporodasi gorbéje kilonkitkezelések
hatasara a kontrol=#= ), a hagyomanyo:=#= ) és a mikrohullammal kezelt
( ) mintak esetén.

A szaporodasi kisérletek eredményei alapjan elmatdghhogy a
mikrohullamu kezelés oly médon van hatassal azz#leséletciklusara,
hogy a szaporodasi szakasz végére a kezeléseldt@ataagasabb végs
sejtszdmok tapasztalhatok.

3.1.3. Glikozbontasi kisérletek

A szaporodasi gorbék meghatarozasa utan olyan |dslést

allitottunk be, ahol az élegzglikdz bontasi aktivitasat mértuk. Az 4bran
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a kontroll és a mikrohullamu sugarzast kapott miegsztési aktivitasat

hasonlitottuk 6ssze MINIFORS fermentorban.

Gliikoz [g/L]
(=2
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w ; .
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Eltelt idé [nap]

4. abra: A kontroll (=*=) és a mikrohullamma =) kezelt éles#t erjesztési

aktivitasanak valtozasa.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a mikrohuital kezelt
minta cukortartalma gyorsabban csokken, tehat a&sz&k aktivitdsa
nagyobb volt. Ez alapjan arra kovetkeztethetiinkgyh@az alacsony
teljesitmény mikrohullama sugéarzas hatassal van az élkserjesztési
aktivitdsara. Az erjedés élsszakaszaban a legintenzivebb az erjedési
folyamat, ami a kontroll mintardl is elmondhat6 agyde a kezelt mintanal
hosszabb ideig tart.

A Minifors fermentorban elvégzett Kkisérletek utamagy
fermentorban is elvégeztilk a méréstdbrg), azzal a kilonbséggel, hogy itt
a mikrohullamua kezelési &7 ora volt, és a kezelt- és a kontroll minta
mennyisége 70 liter volt. Majd ez utan 6sszehasmtlk a két modszert is
(6. 4bra).



Gliikéztartalom |[g/L]

R—-q____.
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Eltelt idé [nap]
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5. abra: A kontroll (=®=) és a mikrohullamma <#=) kezelt éleszt erjesztési

aktivitdsanak valtozasa.

Gliikiiz [g/L]

Eltelt idé [nap]

6. abra: Az éleszt erjesztési aktivitasdnak valtozasa a kontroll

(—*), az erjesztés étt kezelt |

), és a folyamatosan
esetén.

keze =#) mintak

A mérések mindharom bedllitott kisérlet soran hiseredményeket

hoztak. Az erjedés disszakaszaban a kontroll minta cukorfogyasa kevesbé

volt intenziv a mikrohullammal kezelt mintakhoz képh Az erjedés utolsé

harmadaban a mintak cukortartalma kiegyédbtt megfigyelhet azonban,

hogy a kontroll minta végseredményei lettek a legalacsonyabbak.
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3.2. Mikrohullamu kezelés hatasa a gitémust erjedésére

A must mikrohullamu kezelése soran 50 W-os tehesiinyel, 45

perces kezelési ddel és 37 °C-osdmeérseklettel dolgoztunk.
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7. &bra: A must cukortartalméanak valtozdsa az erjedés sokamtroll

(=*=), a mikrohullammal kezel =) az éleszivel beoltott =) és a
mikrohullammal és éles@tel kezelt =) minta esetén.

Alkoholtartalom [%]
(=)

'/
/

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

1d6 [nap]

8. &bra: A must alkoholtartalménak valtozasa az erjedéssatéontroll

(—*), a mikrohullammal kezel =% az éleszivel beoltott =) és a
mikrohullammal és éles@tel kezelt =) minta esetén.
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A masodik méréssorozat 9.( abrg alkalmaval mintainkat
kiegészitettik hagyomanyos 6kezelési (8z6lap) mérésekkel, annak
érdekében, hogy kizarhassuk a mikrohullami sugadéas kivaltott
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termalis hatast.

Cukortartalom |[g/L|

0 2‘ 4‘1 é ‘8 1‘0 1‘2 1‘4 1‘6 1‘8 2‘0 2‘2 2‘4 2‘6
Eltelt id6 [nap]

9. bra: A must cukortartalmanak valtozasa az erjedés sokamtroll =), a
mikrohullammal kezelt 7#) az éleszivel beoltott =) a mikrohullammal és
éleszbvel kezelt =), a hagyomanyosan kezel =), valamint a
hagyomanyosan és éledatl kezelt minta 7%) esetén.

W
T =
/i
LI J/57i
I /7
. py/

Eltelt idé [nap]

10. abra: A must alkoholtartalméanak véaltozasa az erjedéssatéontroll
(=*=), a mikrohullammal kezel =#=) az éleszivel beoltott =) a
mikrohullammal és éles@tel kezelt =), a hagyomanyosan kezel =),
valamint a hagyomanyosan és éléset kezelt minta 7%) esetén.
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Az eredmények alapjan kijelentbkf hogy mindkét méréssorozat
hasonlé eredményeket hozott. A kezelések hatasdmatak cukortartalma
gyorsabban csokkent, az erjedésh idedig a legjobb esetben 40%-kal
megroévidilt. Ezek valosziiteg az éles#ts beoltasnak és a kezelések altal
kivaltott minimalis tbhatasnak tudhatdk be. Elmondhatd, hogy az erjesztés
elétt rovid és maximum 37 °C-ig tartéokezelés fajélesét alkalmazasa
mellett pozitivan befolyasolja az erjedés paraméiteraz erjedési itl
révidul, mig az alkohol kihozatal névekszik.

A harmadik musterjesztéses kisérlet soran az altetadom
detektalasara helyeztik a hangsulyt. Azt mertikgyhodltozik az
alkoholtartalom a fermentacio soran a kuloritbdezelések hatasara. A
kilonbség ennél a méréssorozatnal az volt, hogyatrgott mustmintakkal
dolgoztunk (1. 4brg.

Alkoholtartalom [%)]

0 2 4 o6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

1dé [nap]

11. abra: Fagyasztott must alkoholtartalmanak valtozasajedé&s soran a
kontroll (=®=), a mikrohullammal kezel =#=), az éleszivel beoltott
( ), @ mikrohullammal és élesztel kezelt =), a hagyomanyosan kezelt
(=), valamint a hagyomanyosan és élégzt kezelt minta 7%) esetén.
Az erjedés lefolyasat tekintve szintén azonosnakdhatdé a csak
éleszés kezelést kapott minta, azonban ennek a legalgabbn az
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alkoholtartalma az éles beoltast kapott mintak koézul. Az a harom minta,
amely nem kombinalt kezelést kapott (kontroll, hagw@nyos,
mikrohulldm) az erjedés lefutdsat tekintve érdakggset mutat. Az erjedés
nagyon lassan indul be. Ez azzal magyarazhat6, hdggyasztas soran a

mustban |eg természetes vadéle8ktregeneraciéjahoz tobbddkellett.

3.3. A sdlévenyige mikrohullamu és enzimes kezeléseinek erednyi

A sz6l6venyige mikrohullamua kezelése (1600 W, 5 percledames
bontasa soran @Hisérleteket végeztink12. abrg, ahol kulonboé
nyomasokon valo kezelés utan (1; 1,5; 2; 5; 10;2B6bar) mértuk (5 oran

keresztll) a keletkezett glik6z mennyiségeét.

2,0

——1 bar

—=—1,5 bar

2 bar

——5 bar

Gliikéz [g/L]

——10 bar

15 bar

25 bar

0 1 2 3 4 5 6

1dé [ora]
12. abra A kulonb6d nyomasokon kezelt élvenyigéldl keletkezett glikoz
mennyisége

Az elokisérletek elvégzése utan olyan méréseket allitbthe, ahol a
cellulozbontas folyamatat nem 5 oran at, hanemgalldvettiik nyomon,
amig a glukéz termelés mar nem folytatddott tovaBbmikrohullamu
elokezelések mellé autoklavos és hagyomanyos kezelesekedllitottunk.

A sz6lévenyige kezelésén kivil tovabbi valtoztatast jednhogy bizonyos
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esetekben az enzimet is mikrohullamu kezelésnedttikt ala. A mérések
soran a mikrohulldmu teljesitményjrhérséklet, nyomaseérték, és a kezelési

idok valtoztatasaval kilonbéxkezeléseket alakitottunk ki.

120 °C; 1 bar; 5 perc
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Gliikéz [g/L]
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Eltelt idé [ora]
13. dbra Az autoklavban 430,-—*—:) és mikrohullammal 400 W-or1—#—)
kezelt venyige enzimes bontasa.

120 °C; 1 bar; 15 perc

Gliikéz [g/L]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Eltelt idé [ora]

14. abra: A venyige enzimes kezelése mikrohullam+kezelgt—+—) enzim és
mikrohullam+kezelt —#—) enzim esetében 400 W-on.
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120 °C; 15 perc; 1 bar

Gliikoz [g/L]
e
i
0
o
It
(2]
(5]
5

0 10 2‘0 36 4‘0 Sb 6‘0 7‘0 86 9‘0 1 60 1 iO
Eltelt idé [ora]
15. abra: A venyige enzimes bontasa hagyomanyos+kezeletlame——) ;
autoklav+kezeletlen enzin—#—); mikrohullam+kezeletlen enzin—@-) ;
mikrohullam+kezelt enzinm=7<") esetén kulonbdzteljesitményeken.

Az eredmények egyértelran azt mutatjak, hogy a mikrohullam
hatassal van az enzim aktivitasara és cellulozbképességére. Ennél a
mérésneél 15. 4brg az autoklav 430 W-on, a mikrohullam pedig 160008V-
teljesitményen iikodott, ezért valtoztattunk a mikrohullamu teljegdhyen
(16. &brg.

120 °C; 15 perc; 1 bar

Gliikéz [g/L]

T T T T T T T T T T
0 2 4 6 14 24 28 50 66 74 90 98

Eltelt id6 [6ra]
16. abra: Négy kulonboé kezelést kapott venyige enzimes bontasa 440 W-on
hagyomanyos+kezeletlen enzi—+_-); autoklav+kezeletlen enzir—+);
mikrohullam+kezeletlen enzin—@—) ; mikrohulldm+kezelt enzin—7") esetén.
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120 °C; 30 perc; 1 bar

Gliikéz [g/L]

0 1‘0 2‘0 3‘0 4‘0 5‘0 éo 7‘0 8‘0 9‘0
Eltelt idé [ora]
17. dbra: Négy kulonboé kezelést kapott venyige enzimes bontasa 440 W-on
hagyomanyos+kezeletlen enzir—+—); autoklav+kezeletlen enzir—#);
mikrohullam+kezeletlen enzin—g—); mikrohullam+kezelt enzinr=—).

150 °G 10 perc; 1600 W

Gliikér [g/1.]

0 fo 26 36 40 56 60 76 80 9‘0 100
Eltelt id6 [ora]
18. abra: A 2 baron, mikrohullam+kezeletlen enzi—*—), mikrohullam+kezelt
enzim —a—), és az 5 baron, mikrohullam+kezeletlen enz—+)és
mikrohullam+kezelt enzime:—=) mintdk eredményei.
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180 °C; 10 perc; 1600W

Gliikoz [g/L]

6 1‘0 2‘0 3‘0 4‘ 0 5‘0 é 0 7‘0 8‘0 9‘0 1 60
Eltelt id6 [6ra]
19. abra: A 2 baron, mikrohullam+kezeletlen enzi—*—), mikrohullam+kezelt
enzim —&—), és az 5 baron, mikrohullam+kezeletlen enz—+—) és
mikrohullam+kezelt enzime:=—7) mintédk eredményei.

180 °C; 10 perc; 800 W

6 e
5 T
. /Y}%/ s

1 [
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Eltelt idé [6ra]

20. abra A venyige glukéz kihozatala 1 be—+—) és 2 baros
mikrohullam+kezeletlen enzin—*—), valamint 1 bar——) és 2 baros

(—=—) mikrohulldm+kezelt enzimes kezelés esetén.

Gliikéz [g/L]

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a kezelafi, i
mikrohullamu teljesitmény és o6mérséklet valtoztatasaval jeléat

kilénbségeket lehet produkalni glikéz kihozatal ngzentjabdl. Ezen
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paraméterek valtoztatasaval befolyasoltuk a hidiohatékonysagat. Ez az
arany tovabb novelh&takkor, ha a hidrolizishez alkalmazott enzimet is
mikrohullamu ebkezelésnek vetjik ala, ami egyértébn alatdmasztja azt,
hogy a sugarzassal novelbelz enzim aktivitasa. A kezeletlen éékelzelt
enzimes kisérletek soran legkevesebb 1,1 %, vatamatimum 22,1 %-0s
kilonbség mutatkozott. Tovabbi dsszefliggésként mdtinatd, hogy a 30
perces kezelés mar soknak mondhaté mind a venyiged az enzim
kezelés soran, ugyanis nem hozott olyan nagy k8kgdket a mintak
kozott (kezelt-, kezeletlen enzim: 6,8 % kulonbségP és 5 bar nyomasu
kezeléseket 150-, és 180 °C-osontersékleten Osszehasonlitva
megallapithatjuk, hogy az alacsonyalsimiérsékleten valé kezelés nagyobb

szazalékos eltéréseket eredményezett a hidrobzgiére.
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK (TEZISEK)

1. Bizonyitottam, hogy 2,45 GHz-es frekvencigju, 5000 W-os
(0,095-0,19 W/crm) mikrohullaml teljesitmény alkalmazéasaval a
Saccharomyces cerevisiae pusztulasi intenzitasa jelenésen névekszik

az idé fuggvényében, 30-120 perces kezelések kdzott.

2. A maximum 37 °C-on 45-60 percig tartd, 50 W tefisitmeényi
mikrohullaml besugarzas serkenti a Saccharomyces cerevisiae
szaporodaséat, glukéz fermentalé aktivithsat és mustjeszio
képességét, aminek kovetkeztében szamotéewn lerdvidil a
sz6l6must alkoholos erjedésének igsziikséglete.

3. A s@lévenyige mikrohullami gézrobbantasa soran megnodvekedett
gluko6z-kihozatal érhet el, ha aTrichoderma reesei-eredeti cellulaz
[1,4-(1,3;1,4)p-D-glukan-4-gliukanohidrolaz] enzimet IS
mikrohullamu kezelésnek vetjik ala. Mar 400-440 W ¢ljesitményi,
15 percig tartd mikrohullamd besugarzas érdemlegesemegnovel

az enzimaktivitast.

4. Bizonyitottam, hogy a sélévenyige dizrobbantasa soran azonos
paraméterek mellett (400-440 W, 120 °C, 5-30 percl bar)
hatékonyabban végezhét el a sBlévenyige dizrobbantassal, mint
autoklavos kezeléssel.
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