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Alacsony teljesitményii mikrohullamu sugarzas hatasa
a cellobidz enzim miikodésére

LAKATOS ERIKA — KOVACS ATTILA J. - KAPCSANDI VIKTORIA - NEMENYI MIKLOS

Nyugat-magyarorszagi Egyetem
Mezbgazdasdg- és Elelmiszertudomanyi Kar
Mosonmagyarévar

OSSZEFOGLALAS

Kutatési célunk a masodik generdcids bioetanol-eldallitas sordn egyre inkdbb kiemelkedd
jelent8ségli cellulaz enzimkomplex egyik tagjinak, a cellobidz (B-gliikkoziddz) enzim
specifikus aktivitdsdnak novelése alacsony, 50 W teljesitményd inverter (folyamatos)
mikrohulldmi besugdrzds révén. Annak érdekében, hogy a mikrohulldmu kezelés nem
termikus hatdsat tudjuk vizsgélni, a vizsgalandé mintakat kontrollként konduktiv dton is
felmelegitettiik, a mikrohulldmu kezelésekkel azonos melegitési paraméterek alkalmaza-
sa mellett. Az enzim miikodését a kezelt mintdk megvaltozott gliikk6zkoncentracidjanak
mérése révén kovettilk nyomon. Az eredmények alapjdn a mikrohulldimmal kezelt olda-
tokban (pufferoldatban szuszpendaltatott enzim-szubsztrat komplex) a keletkezett gliik6z
mennyisége megkozelitéleg 26%-kal haladja meg a kontrollként, f6z8lapon felmelegitett
mintdkban 1€v§ gliik6z mennyiségét.

Tovéabbiakban vizsgiltuk ez enzimaktivitds valtozdsit abban az esetben is, ha csak a
pufferoldatot; a pufferoldatot és a szubsztratot; illetve a pufferoldatot és az enzimet kezel-
tiilk mikrohullimmal. A kezelést kovetGen az oldatokat minden esetben enzim-szubsztrat
pufferoldat rendszerré egészitettiik ki. Az eredmények alapjan a mikrohulldimmal besu-
garzott pufferoldatba behelyezett enzim aktivitdsa a kezelés utdn dtlagosan 16%-kal volt
magasabb a kontroll mintdhoz képest. Amennyiben a pufferoldatba szubsztratot (cellobidzt)
is helyeztiink és ugy végeztiik el a kezeléseket, majd a kezelések utdn adtuk hozza az
oldathoz az enzimet, gyakorlatilag nem tapasztaltunk kiilonbségeket az el6bb emlitett
mérésekhez képest. A kovetkez6 mérési sorozatban a pufferoldat-enzim szuszpenziét me-
legitettiik fel mikrohullimmal és f6z8lapon, majd ezt kdvetGen adtuk hozza a szubsztratot.
Ebben az esetben a mikrohulldimmal melegitett oldatban a kezelés utdn atlagosan 18%-kal
magasabb enzimaktivitdst detektdlhattunk, mint a f6z6lapon melegitett oldatban. Tovabbi
méréseket végeztiink, amelyek sordn arra kerestiik a valaszt, hogy a kezelt puffer-enzim
oldat megdérzi-e aktvitdsdnak megvéltozasat a kezelést kovetd 48, illetve 96 6ra milva.
Tapasztalataink szerint 48 6ra és 96 6ra mulva a mikrohulliammal kezelt oldatban 1év6
enzim még mindig atlagosan 20%-kal hatékonyabban bontja a gliik6zt, mint a hagyoma-

nyos médon, f6z6lapon kezelt mintdban 1év enzim.
Kulcsszavak: mikrohullam, enzim, cellobidz, bioetanol.
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BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A Foldon celluléz évente megkozelitSleg 4 x 100 tonna mennyiségben képzddik, dsszes
mennyisége 7 x 101 tonna, igy a legnagyobb mennyiségben el&forduld, ndvényi biomasszabol
szarmaz6 szénhidratforras. A masodlagos biomasszaforrasok, mint a mez&gazdasagi, ipari
hulladékok is hatalmas mennyiségben tartalmaznak cellulézt (Coughlan és Mayer 1992). Az
utébbi években egyre inkabb megnétt az érdeklédés a celluldz ipari felhaszndldsa irdnt. Ez a
folyamatosan megujulé energiaforrds nyersanyaga lehet a vegyiparnak, az élelmiszeriparnak
és nem utolsésorban alapjat képezheti a bioetanol-eléallitdsnak (LdszIo et al. 2007). Ez utébbi
teriileten kiemelt jelent&séggel birnak a masodik generacids, hemicelluldz, — egyes szerz6k
szerint lignocelluléz (Chen és Qiu 2010, Balat 2011) — alapu bioetanol elGallitasanak haté-
konysagat megcélz6 kutatdsok. Az etanol eldallitasa sordn a cellulézt els6 1épésként glitk6zza
kell alakitani. A lebontdsa torténhet savval magas hdmérsékleten és esetleg magas nyomason,
illetve enzimek segitségével (Reczey et al. 1996). Ez ut6bbi eljards kornyezetvédelmi és
energetikai szempontok alapjan is egyre nagyobb szerephez jut. A folyamat sordn celluldz
enzimrendszert alkalmaznak, mellyel elkeriilik a melléktermék-képz&dést és magasabb
gliik6zhozamot érnek el, mint a hagyomdnyos savas hidrolizises eljardssal. A cellul6zbél
torténd etanol-eléallitds sikere nagyrészt a lignocelluléz elSkezelésén (Zhu et al. 2006, Lu
et al. 2011, Xu et al. 2011), illetve hatékony celluldz enzimkomplex alkalmazdsan is mulik.
A cellulaz enzimrendszerben (endogliikandz, cellobiohidroldz, cellobidz) a B-gliikoziddzok
(cellobidz, EC 3.2.1.21.) szerepe a koztitermék cellobidéz lebontdsa, ami gatld hatdsu az
enzimrendszer tobbi tagjira nézve. Ilyen mddon a p-gliikoziddzok szerepe nem elhanya-
golhat6 a cellul6z enzimatikus lebontdsdban (Gasztonyi és Ldsztity 1992, Jdager 2003).
Az enzimek aktivitdsdnak megvéltoztatdsdra szdmos irodalmi forrds szerint sikeresen
alkalmaztak alacsony teljesitményd mikrohulldmu besugérzast (Szabd et al. 1998, Parker
et al. 1996, Lin és Lin 1998, Bradoo et al. 2002, Nogueira et al. 2010). Ezen eredmények
alapjan arra a kérdésre kerestiik a vdlaszt, hogy az alacsony teljesitményd mikrohulldmu
sugarzds milyen hatést gyakorol a 3-gliikozidaz/cellobidz enzim miikodésére. Célunk volt
egy kezelési protokoll kidolgozésa, amely sordn az alkalmazott enzim aktivitdsdnak nove-
1ése révén magasabb gliikézkoncentraciét kivantunk elérni. A hidrolizis soran felszabadult
gliikéz bekeriilve az alkoholos fermentacids folyamatokba tdpanyagforrasként szolgalhat
az élesztGknek. A hidrolizis és a fermentdcio kiilon-kiilon, illetve kell6 mennyiségd glii-
kéz esetén, egyiittesen (szimultdn) is megvaldsithat6. Annak ellenére, hogy a szimultan
folyamat a résztvevd enzimek és mikroorganizmusok miatt bonyolultabb szabalyozasi
rendszert igényel, id6- és koltséghatékonyabb etanol-elGéllitas valdsithaté meg altala (Zhu
et al. 2005, Nikolic et al. 2009).

ANYAG ES MODSZER

A vizsgdlatok sordn Na-acetdt—ecetsav pufferoldatot (0,1 M, pH 4,6) hasznaltunk.
A pufferoldatban szuszpendéltattuk 4 g D-(+)-cellobi6éz szubsztritot, valamint 2 ml
1,4-(1,3:1,4)-B-D-Glucan-4glucano-hydrolase (Sigma-Aldrich, ATCC 26921) enzimet.
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A mikrohulldmu kezeléseket FISO szaloptikaval kiegészitett Panasonic NNF 653WF tipusu
mikrohulldmii késziilékben (Québec, Canada) végeztiik. A mikrohulldmu besugérzas sordn
az enzimszuszpenzidban egyenletes hdeloszlast kivantunk megvaldsitani, azaz torekedtiink
arra, hogy a mikrohulldm hatdsai egyenletesen érvényesiiljenek, ezért a kezeléseket viz-
csapddk alkalmazdsdval végeztiik. A forgétanyér kozéppontjara helyeztiik a 60 mm magas
és 85 mm atmérdji teflon mintatarté edényt, amibe 200 ml enzimszuszpenzid keriilt. A
mintatartd edény koriil négy darab 10 mm magas, 38 mm atmérdji teflon edénybe 12 °C-os,
egyenként 90 g csapvizet toltottiink, amelyek igy alkottdk a vizcsapdat. A besugarzott energia
(leadott magnetron teljesitmény 50 W) jelentGs része (=83%) a vizcsapddban nyel6dott el
(Lakatos et al. 2005), igy a 25 perces besugarzasi id§ ellenére is csak 45 °C-ig emelkedett a
vizsgdland6 mintdk hémérséklete (felftités sebessége v = 1,8 °C/perc, az anyagban disszipalt
teljesitmény 42,5 mW/ml).

Annak érdekében, hogy 6ssze tudjuk hasonlitani a mikrohulldimui és a hagyomanyos
f6z6lapon torténd melegités hatdsat (azaz a mikrohulldm nem termikus hatdsat vizsgalni
tudjuk), kontrollként ugyanolyan enzim-szubsztrat szuszpenziét melegitettiink Yellowline
Mst basic C tipusu fiit6lapos magneses keverdvel, hasonlé melegitési paraméterek (ki-
induldsi hdmérséklet, hGkezelési idd, felftitési sebesség) alkalmazdsa mellett.

Az enzimaktivitds megvaltozasat az oldatok glitkézkoncentracidjanak megvaltozasa révén
kovettiik nyomon. ElSkisérletek sordn standard gliikézoldatok és a gliikk6z GOD/PAP stabil
folyékony reagens (Diagnosticum Zrt.) felhaszndldsaval linedris 6sszefiiggést dllitottunk
fel a standard oldatok gliikézkoncentraciéja és az oldatok spektrofotométerben (Hitachi
UV/VIS fotométer), 505 nm-en mért abszorbancidja kozott (R2=0,998).

Cg =3,6099ABS - 0,2232 0]

Cg: keletkezett gluk6z koncentracidja (g/1)

ABS: az oldatok 505 nm-en mért abszorbancia értéke.

Meéréseink soran mind a mikrohulldmmal, mind a f6z6lapon melegitett mintdkbdl kozvet-
len a kezelések utdn 1 ml mintat kivettiink. A mintdhoz 10 ml gliik6z GOD/PAP reagenst
adtunk. Az igy kapott oldatot 10 percig 37 °C-os vizfiird6ben inkubaltuk, majd mértiik
az oldatok abszorbancidjat 505 nm-en. A kapott abszorbanciaértéket behelyettesitve a
kalibraciés egyenes (1) egyenletébe meghatdroztuk az oldatok gliikéztartalmat.

A mikrohulldmmal és f6z6lapon hékezelt mintdkat 37 °C-os vizfiirdGben taroltuk. A ta-
rolds sordn 30, 60, 120 és 180 perc elteltével szintén 1-1 ml mintét vettiink az oldatokbdl,
és a fent bemutatott médon meghataroztuk a mintdk gliik6ztartalmat. A mérések sordn a
statisztikai vizsgalatokat 95%-os szignifikancia szinten végeztiik el.

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK
Az enzimszuszpenzié mikrohulldmi és f6z6lapon torténé hékezelése utdn kozvetleniil
(0 perc), majd a 37 °C-on torténd inkubdcié sordn 30, 60, 120 és 180 perc elteltével
vettiink mintét, és a mért abszorbanciaértékeket felhasznalva kiszamitottuk az oldatok
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gliikézkoncentracidjit. A méréseket hat ismétlésben hajtottuk végre, az I. dbrdn az ered-
mények atlagat tiintettiik fel. A mikrohulldm hatdsara az enzimmitkodés megkozelitSleg

26%-kal volt intenzivebb, mint az azonos koriilmények kozott, de f6zSlapon melegitett
mintak esetében.
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1. dbra A mikrohulldimmal () és a f6z6lapon (W) kezelt enzimszuszpenzi
aktivitdsdnak valtozdsa a kezelés utan

Figure 1. The activity changes of cellulase enzyme, substrate (D — (+) - cellobiose)
in buffer suspension treated by microwave (#) and conventional heat treatment ()
(1) time [min], (2) concentration of glucose [g/1]

A tovabbiakban vizsgaltuk, hogy abban az esetben is lesz-e kiilonbség a kétféle melegitési
moéd kozott (mikrohulldm, f6z6lap), ha csupdn a pufferoldatot kezeljiik, majd a melegitést
kovetSen adjuk hozza a szubsztratot és az enzimet. A méréseket ebben az esetben is hat
ismétlésben végeztiik el (2. dbra). Lathat6, hogy amennyiben csak a pufferoldatot mele-
gitjiik, majd ezek utan helyezziik bele az enzimet és a szubsztratot, akkor is mutatkozik
kiilonbség a mikrohulldimmal és a f6z8lapon melegitett mintdk gliik6ztartalma kozott,
a mikrohullimmal besugérzott oldatba behelyezett enzim atlagosan 16%-kal tobb glii-
kézt allitott, mint a f6z6lapon melegitett mintdba behelyezett enzim. Meg kell jegyezni,
hogy ebben a méréssorozatban a kezeléseket kovetSen 180 perccel méar nem volt mérhets
kiilonbség a mintdk gliikéztartalma kozott. Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy
a mikrohulldm nem termikus hatdsa a pufferoldatban is érvényesiil. (Annak érdekében,
hogy az elektromégneses sugarzas pufferoldatra gyakorolt hatdsat tisztdzzuk, még tovabbi
mérésekre van sziikség.) Vizsgaltuk a pufferoldat és a szubsztrat egyiittes hGkezelésének
hatdsat is. Ezek az eredmények hasonl6 értékeket mutattak, mint csak a pufferoldat kezelését
kovetd méréseknél (atlagos kiilonbség ekkor is 16%). Ennek oka abban keresendd, hogy a

mikrohullami besugérzas az altalunk alkalmazott teljesitményértékek mellett nem képes a
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szubsztrat kémiai kotéseit megbontani (Datta és Anantheswaran 2001), azaz a mikrohulldm
nem tudja a cellobiézt bontani, ezért nem mutatkozott kiilonbség a két mérési sorozat k6zott.
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2. dbra A gliikéztartalom valtozdsa kizarélag a pufferoldat
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mikrohulldmu (@) és f6z6lapos (M) kezelése utan

Figure 2. The change of glucose content only buffer soluton
after microwave (®) and conventional heat treatment (H)
(1) time [min], (2) concentration of glucose [g/1]

sz

A kovetkezGkben vizsgéltuk a puffer- és enzimoldat egyszerre torténd hékezelésekor
bekovetkezett valtozdsokat. A hékezelések a kordbban leirtak szerint torténtek. Ebben az
esetben a hkezelést kovetden adtuk hozza a szubsztratot az oldatokhoz, majd mértiik a
gliikézkoncentraciét. Ezen mérések sordn is tudtunk kiilonbséget detektdlni a kiilonbozd
moédon felmelegitett mintdk kozott, a kiilonbség atlagosan 18%-kal tobb gliik6z a mik-
rohulldimmal kezelt mintdkban. A méréseket most is hat ismétlésben végeztiik, ebben az
esetben azonban 30 perccel a kezelés utdin még nem tudtunk kiilonbséget detektdlni a
mintdk gliikéztartalmat illetGen, viszont az enzimaktivitds a kezelést kovetSen 180 perccel
még mérhetd volt (3. dbra).

Az utols6 méréssorozatban a mikrohullimmal és konduktivan kezelt, majd a kezelést
kovetSen 48, illetve 96 6raig 8 °C-on tdrolt enzimszuszpenzidk aktivitdsdnak megvalto-
zéasat 6sszehasonlitottuk a frissen kezelt mintdkkal. Az elvégzett 6 ismétlés sordn kapott
atlageredményeket a 4. dbra szemlélteti. Ebben az esetben a 60. a 120. és a 180. percben
vettiink mintét az oldatokbdl (a szubsztrat behelyezését kovetSen 30 perc elteltével még
nem volt mérhetd kiilonbség az oldatok gliikéztartalmat illetGen).

A mérési eredmények statisztikai kiértékelésénél, az alkalmazott t-proba alapjan minden
esetben 95%-os szinten tudtunk igazolni szignifikdns kiilonbséget a mikrohullimmal,
illetve a f6z8lapon melegitett mintdk enzimaktivitdsa kozott.
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Figure 3. The change of glucose content only enzyme-buffer soluton
after microwave (#) and conventional heat treatment (H)
(1) time [min], (2) concentration of glucose [g/1]
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4. dbra A mikrohullimmal ([J) és a f6z6lapon kezelt (W) enzimszuszpenzié
aktivitdsdnak valtozasa a kezelést kovetGen, illetve 48 és 96 draval késGbb

Figure 4. The change of enzymeactivity in microwave ([]) and conventional heat treated (W)
enzyme suspension direct after treatment, 48, and 96 hours later
(1) time [min], (2) concentration of glucose [g/1], (3) directly after treatment,
(4) 48 hours after treatment, (5) 96 hours after treatment
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Az eredmények alapjan kijelenthetS, hogy a mikrohullimmal kezelt cellobidz enzim a
kezelést kovetGen 96 ora elteltével is megnovekedett aktivitdst mutat a f6z6lapon kezelt
cellobidz enzimszuszpenziohoz képest. A ndvekedés mértéke 48 dra elteltével, illetve 96
ora elteltével egyarant megkozelitSleg 20%.

Eredményeink alapjan megéllapithat6, hogy az alacsony teljesitmény( elektromagneses
sugdrzds megvaltoztathatja az enzimaktivitast. Esetiinkben a vizsgdlatok sordn a mikro-
hullimmal kezelt mintdk esetében magasabb gliik6zkoncentraciét értiink el, mint a
konduktiv, f6z6lapos kezelések sordn. A keletkezett gliik6z potencidlis tdpanyagforrasa
a fermentacids folyamatokban résztvevd élesztéknek, magasabb koncentracidé esetében
gyorsabb és/vagy hatékonyabb etanol-eldéllitdst tesz lehetSvé. A puffer és az enzim
szubsztrat nélkiili kezelésének jelentGsége abban 4ll, hogy amennyiben meg lehet névelni
a mikrohullamu besugarzassal az enzimek aktivitdsat, olyan enzimkészitményeket lehet
elgallitani, ami besugarzds utdn is tarolhatdk, és felhaszndldsuk késdbbi idépontban is

lehetséges.

The effect of low intensity microwave radiation
on cellobiase enzymes activity

ERIKA LAKATOS — ATTILA J. KOVACS - VIKTORIA KAPCSANDI — MIKLOS NEMENYI

University of West Hungary
Faculty of Agricultural and Food Sciences
Mosonmagyar6var

SUMMARY

Our research aim was to enhance the activity of [-glucosidase enzyme in connection
to the 2nd generation bioethanol production by using only physical methods (a special
designed inverter type microwave oven was used running on 50 W). In order to study the
non-thermal effect of microwave treatment samples were heated with the same parameters
as microwave heating by conventional convective method (hot plate) as standard. The
enzyme activity changes were followed by the increased glucose concentration. Based on
the results the produced glucose of the microwave treated solution was 26% higher than
in the solution heated up on a hot-plate.

Further the changes the enzyme activity was investigated even in cases where only the
buffer, the buffer and the substrate, or a buffer solution and the enzyme were treated by
microwave radiation. After treatment, the solutions was added the enzyme-substrate-
buffer system in each case. Based on the results of treating only the buffer solution after
treatment with the enzyme activity was an average 16% compared to the control sample.
If the substrate (cellobiose) and buffer were treated together and after this treatment the
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enzyme was added to the solution. In this case there was a not difference compared with
the aforementioned measurements. In the next test series, the enzyme-buffer suspension
was heated in a microwave and hot plate and then was added to the substrate. In this case,
in the solution that was heated by microwave the enzyme activity was an average 18%
higher that the a hot plate heated solution. Hence, it can be concluded that microwave
affected not only the buffer solution but the enzyme, too.

Supplementary measurements were carried out in which the change of enzyme activity
was investigated directly after treatment, and 48 and 96 hours later. Based on our results
the microwave-treated enzyme can broken the cellobiose 20% more effectively 48 hours
and 96 hours after treatment than in the hot-treated enzyme.

Keywords: microwave, enzyme, cellobiose, bioethanol.
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