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1. Bevezetés

Az elmult években bebizonyosodott, hogy a hete-
rogén fazisu enzimkatalizalt folyamatok kérnyezetbarat
alternativai lehetnek szamos vegyszeres textiltechnol6-
giai folyamatnak. Az enzimes kezelések enyhébb ké-
rilményeket igényelnek, mint a hagyomanyos eljara-
sok, ezaltal kisebb energiafogyasztastiak, tovabba ke-
vesebb és biologiailag lebonthat6é szennyvizet termel-
nek. Az enzimkatalizalt folyamatok f6 hatranya, hogy
id6igényesek, ami egyrészt az enzim makromolekula
kis diffaziés sebességével, masrészt a folyadék-szilard
fazishataron kialakulé folyadékfilm ellenallasaval ma-
gyarazhaté [1]. A kozelmultban publikalt kutatasi
eredmények bizonyitottak, hogy az enzimes textiltech-
nolégiai folyamatok sebessége kisfrekvencias, nagy
energiaju ultrahanggal jelentésen névelhetd. Tobb koz-
leményben szemléletesen bemutattak az ultrahang ha-
tasmechanizmusat is [2]. Az ultrahang-enzim és ultra-
hang—enzim-szubsztrdt rendszereket azonban eddig ke-
vesen tanulmanyoztak.

Mivel a textiliparban legnagyobb mennyiségben a
celluléz lebontasara képes enzimrendszert, a cellula-
zokat alkalmazzak féként kivalo fogast és viseletes
kilsé megjelenésti termékek eléallitasara (biofinishing,
biopolishing, biostoning), ezért indokolt volt, hogy ezt az
enzimet hasznaljuk az ultrahangos kisérleteinkben.
Kutatomunkankban a kisfrekvencias ultrahang enzim-
aktivitasra gyakorolt hatasat, majd a cellulaz—celluléz
modellreakcié eredményességének alakulasat vizsgal-
tuk [3].

2. Az ultrahang tulajdonsagai

Ultrahangnak a hallhaté hang feletti, 16-20 kHz-
t6l 10 MHz frekvenciaig terjed6é rezgéseket tekintjuk.
Megkulonboztetjik a nagyfrekvencias, azaz diagnoszti-
kai ultrahang tartomanyt (5-10 MHz) és a kisfrekvenci-
as, energia ultrahang tartomanyat (20-100 kHz). A ket-
t6 kozotti frekvencia tartomanyt leggyakrabban kémiai
reakci6kban alkalmazzak [2]. Az ultrahang keltésére a
piezoelektromos jelenségen alapulé késztilékek alkal-
masak, melyekben a transzducer alakitja at az elekt-
romos energiat hangga. Az ultrahang energiajan és ak-
tivalé hatasan alapulé szonokémiat az 1980-as évek
kozepétdl tekintjik 6nallé diszciplinanak [4-8].

A hang egy adott rugalmas kézegben talalhaté to-
megrészek mechanikai rezgése. A hanghullam a kozeg
részecskéivel érintkezve kimozditja azokat nyugalmi al-
lapotukbol, és mozgasi energiadja atadasaval a kozegben
lokalis strusodéseket és ritkulasokat idéz elé. Az
akusztikus nyomas kuszobérték felett a ritkulasi fazis-
ban vakuum képzdédik és mikroméreth buborékok jon-
nek létre a kozegben. A jelenséget akusztikus kavi-
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tacionak nevezzink, amely f6ként a kisfrekvencias ult-
rahang alkalmazasakor figyelheté6 meg.

A ritkulasi fazisban keletkezé buborékok egy vagy
tobb hullamciklussal késébb a strtusoédési fazisban -
extrém magas lokalis hémérséklet és nyomas kialaku-
lasa kozben - Osszeroppannak. Szilard fazishataron a
kavitaciés buborékok az Osszeroppanast koévetéen fo-
lyadékkal toltédnek fel, amely a szilard felszinre ira-
nyulé nagy sebességli mikroaramlasokat gerjeszt [9].
Ezek az un. mikrojetek jelentésen fokozzak az anyag-
szallitasi folyamatokat. Az ultrahang-enzim rendszer
vizsgalatakor figyelembe kell venni, hogy a mikro-
aramlasok nyir6 hatasa, tovabba az extrém lokalis
nyomas és hémeérséklet befolyasolhatjak az enzim mak-
romolekulak aktivitasat.

3. A kisfrekvencias ultrahang alkalmazasa
enzimreakciokban

Korabbi munkankban részletes leirast adtunk az
ultrahangrol, az akusztikus kavitaciorol, tovabba az
ultrahang lehetséges textilipari alkalmazasairél [9]. A
kisfrekvencias ultrahangot mas tertileteken is hasznal-
jak homogén és heterogén fazisi enzimreakciok haté-
konysagnak a javitasara. A legtébb megjelent cikkben
az ultrahanggal segitett reakciok eredményességének
valtozasat kovetik, majd az enzimaktivitas meghataro-
zasa nélkul arra a megallapitasra jutnak, hogy az ult-
rahang fokozza az enzimaktivitast [10-12]. Csupan né-
hany cikkben jelzik, hogy az enzimek érzékenyek le-
hetnek a szonikalasra [13], és csak elvétve olvashatunk
az ultrahang hatasara bekovetkezé enzimaktivitas
csokkenésrél [14-17].

Guiseppi-Elie és munkatarsai [15] egy kereskedel-
mi forgalomban kaphaté gltikéz-oxidaz enzimet tanul-
manyoztak, amelyet 23 kHz frekvenciaju ultrahang
kadban kezeltek 10, 30 és 60 percig. Megfigyelték, hogy
az ultrahang kezelés hatasara a fehérje molekula ma-
sodlagos szerkezetében valtozas tortént, ez azonban
csak kismértékti enzimaktivitas csokkenéssel jart.
Ozbek és kollégai hat kiilénbdzé enzim stabilitasat
vizsgaltak kisfrekvencias ultrahang jelenlétében [16].
Megallapitottak, hogy a muikodési paraméterek (mint
példaul a besugarzas ideje, az akusztikus energia, a
frekvencia és az enzimoldat viszkozitasa) jelentésen be-
folyasoltak az enzimek stabilitasat, és az ultrahang ke-
zelés soran az enzim molekulak aktivitasa az enzimek
egyedi tulajdonsagaitél fliggben széles tartomanyban
valtozhat.

Souza [17] és munkatarsai 40 kHz frekvenciaju
ultrahang kadban kereskedelmi amilaz enzim aktivita-
sat vizsgaltak. Az enzimaktivitast 30 °C-t6l 100 °C-ig
terjed6 hémérséklet intervallumban meérték ultrahang-
gal ill. anélkul. Eltéré hatast tapasztaltak, amikor az
ultrahangos kezeléseket az enzim hémérséklet opti-
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muma (50-60 °C) alatt, tovabba ha az optimalis vagy
afolotti hémérsékleten végezték. Arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy alacsonyabb hémérsékleten — azaz az op-
timalis tartomany alatt — az ultrahang névelte az en-
zimaktivitast a szonikalas okozta hémérséklet emelés-
sel. Ugyanakkor optimalis és afolotti hémérsékleten az
ultrahang (tovabb novelve a kozeg hémérsékletét) csok-
kentette az enzimaktivitast. Mas cikkekben az ultra-
hang enzimaktivitasra gyakorolt hatasat csak egy-egy
kivalasztott révidebb kezelési id6 (10-30 perc), vagy
alacsonyabb energiastiriség értéken vizsgaltak, majd
az eredményekbdl az ultrahang altalanos enzimaktival6
hatasara kovetkeztettek. Ez megtéveszté lehet, hiszen
hosszabb kezelési id6t alkalmazva, vagy mas energia-
és hémeérséklet-tartomanyban az enzim viselkedése és
eredményessége eltérd is lehet [18].
Kutatomunkankban fontosnak tartottuk, hogy az
ultrahang kezelés hatasat egy valasztott modellreakci-
6ban vizsgaljuk, elészor az enzimaktivitasra, majd a re-
akci6 hatékonysagara fokuszalva. Egy kereskedelmi
forgalomban kaphat6 és az ipari gyakorlatban elterjed-
ten hasznalt cellulaz enzim aktivitasat jellemezttk ult-
rahangos térben, majd a cellulaz—celluléz modellreakcio
eredményességét vizsgaltuk ultrahanggal és anélkul.

4. Kisérleti munka

A kisérletekben fonalasgomba eredett, a
Trichoderma reesei-vel termeltetett Celluclast 1.5 L
(Novozymes) cellulaz enzimkeveréket alkalmaztunk az
enzim optimalis mikodéséhez szlikséges hémeérséklet
és pH tartomanyban (50 °C, pH=5). Szubsztratumként
100 %-os tiszta celluléznak tekintheté fehéritett pa-
mutszovetet hasznaltunk (Testfabrics Inc.). A modellre-
akciéban a goly6s malomban 6rolt szévet 800-1000 um
szemcsemeérett frakci6javal dolgoztunk.

Az ultrahangos kezelésekhez horn tipusu reaktort
hasznaltunk (Sonics & Materials, Vibra-Cell VCX-500
modell), amely 40 kHz frekvenciaju ultrahangot bocsa-
tott ki (1. abra). A hang amplitidéjanak maximalis ér-
téke 124 um, amely szazalékosan allithaté a késziilé-
ken. A kisérleteket egy termosztalhaté kettésfalu tiveg-
reaktorban végeztlik, ahol a horn vége és az tivegedény
alja kozt egy hullamhossz volt a tavolsag. A hanghul-
lamok hatasanak fokozasa céljabol acél korong reflek-
tort alkalmaztunk, amely a hanghullamok teljes vissza-
verését biztositja.
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1. abra. Az ultrahang horn reaktor és a hozzd kapcsolédo
berendezések

Az ultrahang-enzim és az ultrahang-enzim-
szubsztrat rendszer vizsgalata el6tt kalorimetrias mod-
szerrel jellemeztik az ultrahangos berendezés haté-
konysagat [19]. 40, 60 és 80 % amplitudo értékeken 10
perces szonikalas soran rogzitettiik a készutilék altal fel-
vett elektromos teljesitményt (Pe) és mértik a desztil-
lalt viz hémérsékletének valtozasat. Ez utébbibol az

akusztikus teljesitményt az alabbi 6sszefliggés alapjan
szamoltuk ki:

Poc = (dT/dt)tZO *m- Cp

ahol Pac az akusztikus teljesitmény (W), m (kg) és cp
(kJ-kg1-K-1) a kezelt desztillalt viz témege és a
hékapacitasa, (dT/dt)-o pedig az id6-hémérséklet fligg-
vény kezdeti meredeksége (K-s-1). Az akusztikus telje-
sitmény és a készlilék altal felvett elektromos teljesit-
mény hanyadosa (n = Pac/Pe, %) megadja a késztilék
hatékonysagat.

Az ultrahang enzimaktivitasra gyakorolt hatasa-
nak meghatarozasa céljabdl a cellulaz enzimoldatot 40,
60 és 80 % amplitadon kezeltik egy éran at reflektor-
ral és anélkul. A kezelés soran negyedoranként mintat
vettlink a cellulaz enzimek 6sszaktivitasanak, azaz sz-
répapir lebont6 aktivitasanak a meghatarozasahoz [20,
21]. Kontrollként magnesesen kevertetett rendszert al-
kalmaztunk.

A cellulaz—cellul6z modellreakcioban f = 1:200 ftr-
déaranyt alkalmazva daralt fehéritett pamut enzimes
hidrolizisét vizsgaltuk. A szonikalast az el6zéekhez ha-
sonléan végeztik. A reakciot a celluléz hidrolizise so-
ran oldatba juté redukalé végcsoportot tartalmazo
oligomerek kolorimetrias mérésével kovettiik [21]. Min-
den mérést legalabb haromszor megismételtiink.

5. Eredmények

5.1. Az ultrahang horn reaktor jellemzése kalorimetrias
moédszerrel

Az 1. tablazatban foglaltuk 6ssze a kalorimetrias
modszerrel meghatarozott akusztikus teljesitmény ér-
tékeket (Pag, a készilék altal felvett elektromos telje-
sitményt (Pe)), tovabba ezek hanyadosat, amely a ké-
szulék hatékonysagat (n) jellemzi. Az eredmények alap-
jan megallapithato, hogy jelentés az energia veszteség a
szonikalas soran. 40 % amplitidoé értéken a készulék
altal felvett teljesitmény 32,1 %-a, mig 60 és 80 %
amplitudé értékeken 34,6 % és 39,8 %-o0s a veszteség.
A kalorimetrias vizsgalat eredményei azt is jelzik, hogy
reflektor alkalmazasa nem valtoztatja meg jelentésen az
ultrahangos rendszer hatékonysagat.

1. tablazat. Az ultrahangos berendezés elektromos teljesitmény
felvétele, akusztikus teljesitménye és hatékonysdga kiilénb6zé
amplitudoé értékeken, reflektorral és anélkiil

Amplita- Reflektor nélktl Reflektorral
do (%)' [P (W) [ Pac (W) | 1 (%) | Per(W) | Pac(W) | 1 (%)
40 30,3 20,6 67,9 29,5 19,9 67,5
60 62,6 40,9 65,3 62,2 40,5 65,1
80 91,6 55,1 60,1 96,0 54,4 56,7

1 Amplitadok: 40 %: 49,6 um; 60 %: 74,4 um; 80 %: 99,2 um
5.2. Az ultrahang hatasa a cellulaz enzim aktivitasara

A cellulaz enzim oOsszaktivitasa a celluléz (szaré-
papir) hidrolizise soran oldatba kertilé redukalé vég-
csoportot tartalmazé cukor-oligomerek mennyiségével
aranyos [21]. A Celluclast 1.5 L enzim kiindulasi aktivi-
tasa 83 FPU/ml volt, amely az egy 6ran at tarté kont-
roll mérést kovetéen  csupan  kismértékben,
78 FPU/ml-re csokkent. Ezzel szemben, az ultrahang
kezelés hatasara jelentds aktivitas csokkenés kovetke-
zett be (II. tablazat). 40 % amplitadon kezelve 12-16 %-
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os, 60 és 80 % amplitado értéken pedig 19-26 %-os en-
zimaktivitas csokkenést mérttink. A hanghullamok fo-
kozott visszaverédése ellenére reflektor jelenlétében
nem tapasztaltunk tovabbi jelentés aktivitas romlast.

II. tablazat. Az ultrahang Celluclast 1.5 L enzim szut-
répapir lebonté aktivitasdra gyakorolt hatdsa az
amplitudo fliggvényében, 1 éras kezelést kévetden,
reflektorral és anélktil

Amplitids Szﬁrépaf)lizl; 5‘733;1(:)2 aktivitas
) Reflektor nélktl Reflektorral
40 73 +£3,7 67 + 3,1
60 67 £2,5 66 = 2,4
80 63 +3,7 61+4,7

1 Kiindulasi aktivitas: 83 + 2,2 FPU/ml
2 Aktivitas a kontroll kezelést kévetéen: 78 + 1,5 FPU/ml

A legnagyobb enzimaktivitas romlast 80 % ampli-
tado értéken mértuk (II. tablazat). Az aktivitas valtozas
alakulasat az id6 fuggvényében 80 % amplitado esetén
a 2. abra mutatja. Lathat6o, hogy az alkalmazott egy
oras kezelés soran a szUrdpapir lebonté aktivitas fo-
lyamatosan csokkent. Ennek tobb oka lehet: magasabb
amplitidon az intenzivebb kavitacié kovetkeztében je-
lentésebb az enzimek hédenaturaciéja; a mikro-
aramlasok okozta nyiré hatas konformacié valtozast
okozhat; tovabba a kavitacié soran szabadgyokok ke-
letkezhetnek, amelyek szintén befolyasolhatjak az en-
zimek szerkezetét. A legjelentésebb enzimkarosito té-
nyezé azonban a koézeg hémérsékletének novekedése
lehet. A cellulaz enzimkeverék alkotoéinak — az endo- és
exoglikanazoknak, cellobiohidrolazoknak és [(-gla-
kozidaznak - eltér6 a hdstabilitasa. Az endo-glia-
kanazok a legnagyobb héstabilitassal rendelkezé cellu-
laz enzimkomponensek, igy valoszintleg ezek az enzi-
mek karosodnak legkésébb a szonikalas soran [22]. A
tébbi enzimkomponens érzékenyebb a hdémeérséklet
emelésére, igy ezek hdékarosodasa lehet az enzimaktivi-
tas csokkenés elsédleges oka.

90

[ IKontroll
[ Reflektor nélkiil

851 1 B reflektorral
80 % % - 1

754
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60 4
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50 L | | | | | | | | |
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2. abra. A Celluclast 1.5 L enzim szurépapir lebonté
aktivitasanak vdltozdsa az ultrahangos kezelés idétarta-
madnak a fliggvényében, 80 % amplitudén, reflektorral és
anélktil.
Kontroll: mdgnesesen kevertetett rendszer

Szlirépapir lebonto aktivitas (FPU/mL)
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5.3. A ultrahang hatasa a cellulaz—celluléz
modellreakcio eredményességére

Az ultrahang enzimaktivitasra gyakorolt hatasat
kovetben megvizsgaltuk, hogy az ultrahang hogyan be-
folyasolja a cellulaz—cellul6z modellreakci6 eredmé-
nyességét. A celluléz enzimes hidrolizisét az oldatban
mérheté redukalé cukrok mennyiségével jellemezttik. A
kontroll meérés soran 0,19 mg/ml koncentraciéban
termelddik redukalé cukor egy 6ras hidrolizist kévetéen
(III. tablazat). Ultrahangot alkalmazva a hidrolizis haté-
konysaga jelentésen nétt, reflektor nélkil 40 % ampli-
tadon 0,31 mg/ml, mig 60 és 80 % amplitudén 0,71 és
0,75 mg/ml a végtermék koncentracié a kezeléoldat-
ban. A reflektor hullamerdsité hatasa alacsonyabb
amplitadé értéken érvényesul leginkabb, 40 % ampli-
tadoén 0,56 mg/ml, 60 és 80 % amplitidon pedig 0,82
és 0,86 mg/ml termék koncentraciot eredményez.

III. tablazat. Fehéritett dardlt pamut egy ordig tarto
cellulaz enzimes kezelése soran felszabaduld redu-
kadlé cukor mennyisége az ultrahang amplituddjanak
fliggvényében, reflektorral és anélktil

Amplitads Redukalo ((:11;111;711:11 liﬁncentrélci()
(%) Reflektor nélkul Reflektorral
40 0,31 + 0,02 0,56 = 0,05
60 0,71 + 0,06 0,82 £ 0,03
80 0,75 + 0,06 0,86 = 0,05

1 Kontroll mérés: 0,19 £ 0,01 FPU/ml

A II. és III. tablazat alapjan megallapithaté, hogy
az ultrahang jelentésen fokozza az enzimes hidrolizis
hatékonysagat annak ellenére, hogy a szonikalas soran
az eredetihez képest 12-26 %-kal csOkkent a cellulaz
enzim aktivitdsa. A daralt pamutszemcsék jelenléte —
mint heterogén fazisi rendszer — fokozott kavitaciét
eredményez [2]. A pamut szemcse felszine kozelében
kialakulé intenziv mikroaramlasokkal az enzimmoleku-
la diffazidja gyorsabba valik, és a fazishataron kiala-
kult folyadékfilmen atjutva gyorsabban éri el a pamut
felszinét. Az ultrahang segiti a hidrolizis termékek elta-
volitasat is. Osszefoglalva tehat elmondhat6é, hogy a
cellulaz—celluléz modellreakcié eredményességét ultra-
hang alkalmazasa esetén két folyamat hatarozza meg,
és ennek megfeleléen a keletkezé bomlastermékek kon-
centracidja az (1) ultrahang enzimaktivitast csékkenté
és (2) diffuziét gyorsitoé hatasanak az ereddéjeként alakul
ki.

6. Osszefoglalas

Kutatémunkankban tanulmanyoztuk a kisfrek-
vencias ultrahangnak a cellulaz enzim aktivitasara és a
cellulaz—celluléz modellreakcié eredményességére gya-
korolt hatasat. A mérési eredmények alapjan megalla-
pithaté, hogy az ultrahang — az amplitudétél figgéen —
jelentésen, 12-26 %-kal csOkkenti a cellulaz enzim
szUrépapir lebont6 aktivitasat. Az enzimaktivitas csok-
kenés ellenére a cellulaz—celluléz modellreakcié ultra-
hangos rendszerben sokkal eredményesebb volt, mint a
kontrollként szolgalé magnesesen kevertetett rendszer-
ben, és az amplitudotol fliggben 63, 274 és 295 %-os
termékkoncentracié novekedést eredményezett. Reflek-
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tor jelenléte els6sorban 40 % amplitidén fokozza (kb.
195 %-kal) a kontrollhoz képest a termékfejlédést, de
nagyobb amplitidék esetén is mérheté az ultrahang
pozitiv hatasa.

Koszonetnyilvanitas

A szerzék koszonetet mondanak az OTKA-nak a
kutatas tamogatasaért (Projekt azonosité: K82044). A
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talt, 6sszehangolt oktatasi és K+F+I stratégia, valamint
mukodési modell kidolgozasa a Muegyetemen” c. pro-
jekt szakmai célkitizéseinek megvaldsitasahoz. A pro-
jekt megvalositasat az UMFT TAMOP-4.2.1/B-
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