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1 BEVEZETÉS 

A mai világban rohamos mértékben nő a fosszilis tüzelőanyagok használata, mely 

következtében a Föld kőolaj és földgáz készleteinek csökkenése és a felhasználásuk által a 

légkörbe bocsátott nagy mennyiségű szén-dioxid miatt fokozódik az üvegházhatású gázok 

kibocsátása, amely beláthatatlan környezeti károkat okozhat. A fosszilis tüzelőanyagok 

helyett egy új lehetséges megoldást kínálnak a bioüzemanyagok, mint alternatív 

energiaforrások.  

Az első generációs bioüzemanyagok, emberi élelmiszerforrásokból pl.: kukoricából, búzából 

származnak. Azonban az élelmiszerforrások üzemanyagként való felhasználása veszélyezteti 

az élelmiszerellátást és növelné annak árát is. Ezek mellett az első generációs 

bioüzemanyagok használata fokozná a földterületek nagyobb mértékű felhasználását, és 

versenyt idézne elő a termőföldek használatára vonatkozóan. Így egy olyan megfelelő 

alternatívára van szükség, amely nem támaszkodik emberi táplálékforrásokra.  

Napjainkban nagy jelentőséggel bír az úgynevezett második generációs bioetanol előállítása, 

mely során mezőgazdasági melléktermékekből, erdei maradványokból vagy energia 

növényekből származó, lignocellulóz alapú biomassza fermentációjával történik a bioetanol 

előállítása [1]. A második generációs biomasszák, mint például a lucerna, ideális 

bioüzemanyag-alapanyag lehetnek [2]–[4]. A lucerna szár és levél könnyen elkülöníthető 

egymástól és az összetételük is jelentősen eltér [5]. A lucerna szár sejtfala gazdag 

poliszacharidokban, melyek bioetanol gyártás cukor forrásaként használhatók [6], [7]. 

Az alábbi pontokban a „Proteomill – lucerna alapú fehérjetermékeket és egyéb növényi 

termékeket előállító termesztési és feldolgozási technológia, valamint mintaüzem kialakítása” 

tárgyú projekt keretein belül az első és a második részfeladatban elvégzett korábbi kísérletek 

eredményeit foglaljuk össze röviden. 

1.1 Első részfeladat eredményei 

Az első részfeladat során a 35 db lucernaprésrost minta összetételét vizsgáltuk. 

Meghatároztuk a szárazanyag, cellulóz, hemicellulóz, Klason-lignin-, szervetlen komponens 

tartalmat. 

Az első jelentésben ismertettük a lucernaprésrost minták összetétel analízisének eredményeit 

a lucerna fajtája és aratásának időpontja szerint csoportosítva. A lucernaprésrost minták 

összetételének 85-90%-át azonosítottuk. A megmaradó 10-15%-ot valószínűleg az apoláris 

vagy illó komponensek alkotják. Ezek az apoláris extraktívok feltételezhetően lipidek, zsírok 

és szín anyagok. 

Megvizsgáltuk, hogy az azonos fajtájú lucerna minták összetételére milyen hatással van az 

eltérő parcellában történő termesztés. Két esetben adódott nagyobb eltérés a különböző 

parcellákban termesztett azonos fajtájú lucerna minták összetételében. A 2018. augusztusban 
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aratott Hunor fajtájú lucerna minta esetén az egyes parcellában termesztett növények glükán 

tartalma 27,2 %, míg a kettes és hármas parcellában termesztett lucernák glükán tartalma 

rendre 34,8%, 33,1% voltak. Illetve a 2018. júniusban aratott Olimpia fajtájú lucerna egyes 

parcellában termesztett növények glükán tartalma 25,8 % volt, míg a kettes és hármas 

parcellában termesztett növények 32,5% és 33,7% glükán tartalommal rendelkeztek. További 

minták esetén az összetételben számottevő eltérést nem tapasztaltunk. Látszólag az azonos 

lucerna fajták eltérő parcellákban történő termesztése nem volt hatással a lucerna 

összetételére.  

A 1. ábra az első részfeladat során elemzett lucernaprésrost minták glükán tartalmát mutatja 

fajtánként csoportosítva. Az aratási időt tekintve a fajtákon belül egyértelmű tendencia nem 

figyelhető meg. A glükán tartalom az aratási idő függvényében az adott fajtán belül 

változatos képet mutat. Általánosságban a 2018 októberi aratás esetén kismértékben kisebb 

glükán tartalmat eredményezett a többi aratáshoz viszonyítva. A tíz lucerna fajta közül, 

melyet a kutatási-fejlesztési tevékenység keretein belül vizsgáltunk, a legnagyobb glükán 

tartalommal a Plato-Rhizo fajtájú lucernaprésrost rendelkezik. Két aratás során is 33% fölötti 

glükán tartalmat mértünk. A Plato-Rhizo fajtájú lucernától, csak alig kisebb glükán 

tartalommal rendelkezik a Dimitra fajtájú lucernaprésrost. Ebben az esetben három aratási 

időpontban is 32,5% feletti glükán tartalmat állapítottunk meg. A harmadik legnagyobb, 

32,6% glükán tartalommal rendelkező présrost minta a 2018 augusztusában aratott Danubia. 

 

1. ábra: Lucernaprésrost minták glükán taralma szárazanyag százalékban. 
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1.2 Második részfeladat eredményei  

A kutatás-fejlesztési tevékenység 2. feladata során az 1. feladat eredményei alapján 

kiválasztott, nagy szénhidrát tartalmú lucernaprésrost minták kémiai előkezelését végeztük el 

a cukrosíthatóság hatékonyságának növelése érdekében. A cukrosíthatóság hatékonyságát 

enzimes hidrolízis kísérletekkel támasztottuk alá, melyben meghatároztuk a szükséges enzim 

dózist és a hidrolízis reakció körülményeit. Az enzimes hidrolízis reakciók során felszabaduló 

cukor koncentrációkat nyomon követtük és felvettük a hirdolízis görbéket. A méréseket 

három párhuzamos méréssel végeztük. 

A kutatás-fejlesztési tevékenység 2. részfeladata során elvégeztük különböző fajtájú 

lucernaprésrost minták forró vizes és híg savas (0,05%; 0,5%; 1%; 2% kénsavval) 

előkezelését. Az előkezelések hatékonyságát az enzimes hidrolízis kísérletekkel vizsgáltuk. 

Az enzimes hidrolízisek körülményeire vonatkozóan megvizsgáltuk, hogy a 3% és 6%-os 

enzimdózis és az 5%, 10%, 12,5%-os szárazanyag tartalom milyen hatással van az enzimes 

hidrolízisben elérhető glükóz koncentrációra és hozamra.  

Megállapítottuk, hogy a különböző fajtájú lucernaprésroston, azonos előkezelés után végzett 

enzimes hidrolízis lefutásában, az elérhető glükóz koncentrációban és hozamban nincs 

jelentős különbség. Azonos kezelésen átesett lucernaprésrost mintákon végzett enzimes 

hidrolízis esetén az enzimdózis növelésével az elérhető glükóz koncentráció és a glükóz 

hozam sem növekszik jelentősen. A szárazanyag tartalom növelésével azonban több, mint 

kétszeresére növelhető a glükóz koncentráció a hidrolizátumban, mely esetekben a glükóz 

hozamok csökkenését nem tapasztaltuk.  

Az előkezelt lucernaprésrost minták összetételét figyelembe véve, megállapítottuk, hogy a 

vizsgált előkezelések közül az 1%-os kénsavas előkezelés során növekedett meg legnagyobb 

mértékben az előkezelt rost glükán tartalma. Az 1%-os kénsavas előkezelés hatékonyságát 

több különböző lucernaprésrost mintán igazoltuk. Azonban az előkezelt roston végzett 

enzimes hidrolízis hozama csupán 50% körül alakult, mely viszonylag kis glükóz 

koncentrációt eredményezett 5% szárazanyag tartalom mellett. A 12,5%-os szárazanyag 

tartalommal végzett enzimes hidrolízis során a hidrolizátum glükóz koncentrációját 

jelentősen növeltük, azonban a szárazanyagtaralom növelésével az enzimes hidrolízis glükóz 

hozama kismértékben csökkent. A glükóz koncentráció további növelése érdekében 

javasoltuk olyan előkezelések vizsgálatát, melyek a lucernaprésrost hemicellulóz, illetve 

lignin tartalmát tovább csökkentik [8], így növelve az előkezelt rost glükán tartalmát. 

A fent említettek alapján a kutatás-fejlesztési tevékenység 3. részfeladatára, mely során 

előkezelt lucernaprésrost enzimes hidrolízisével nyert hidrolizátumból második generációs 

bioetanol fermentációs előállítását végezzük el, enzimes hidrolízis körülményeire a 

következőket javasoltuk. Az előkezelt lucernaprésrost minta enzimes hidrolízisét Cellic Ctec3 

enzimkészítménnyel, 3%-os enzimdózissal, 12,5%-os szárazanyag tartalommal, 50°C-on, 

125 rpm-es ráztatással 72 óráig érdemes végezni. A lucernaprésrost minták közül továbbra is 

a nagyobb glükán tartalmú fajtákat javasoljuk, mint például a Plato, a Plato-Rhizo, Danubia és 

Dimitra.  
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2 SZAKIRODALMI ÖSSZEFOGLALÓ 

A szakirodalmi összefoglalóban a kutatás-fejlesztési tevékenység 3. részfeladata során 

végzett kísérletek irodalmi vonatkozásit foglaljuk össze. 

2.1 Alkalikus előkezelés 

Az enzimes emészthetőség fokozása és a delignifikációs hatás miatt a lúgoldatokkal végzett 

lignocellulóz alapú biomassza előkezelések széles körben használatosak. A lúgoldat hatására 

észterkötések felbomlanak a lignin és a poliszacharid frakció között [9][10].  

Nátrium-, kálium-, kalcium-, ammonium-hidroxid oldatok alkalmazása egyaránt megfelelő 

lehet. A legtöbb tanulmányban a nátrium-hidroxidos előkezelést preferálják, mivel 

kiemelkedő delignifikációs hatása van, amely elengedhetetlen a biomassza enzimes 

emészthetőségének fokozásához [10].  

2.1.1 Nátrium-hidroxidos előkezelés 

Mcintosh és kutatótársai gabona betakarítás után visszamaradt cirokszalma mezőgazdasági 

hulladék előkezelését végezték híg nátrium-hidroxid oldattal. Enyhe körülmények között 

végezték az előkezelést és kis enzimdózissal végezték az elcukrosítást. Több beállítást is 

kipróbáltak: 60°C-on, 120°C-on; 0%; 0,7%; 1,0%; 2,0%-os (v/w) nátrium-hidroxid oldattal, 

valamint 30, 60, 90 perces előkezelési idővel dolgoztak. A cellulóz enzimes 

cukrosíthatóságának hatékonysága az előkezelés hőmérsékletével, a biomassza tartózkodási 

idejével és a lúgoldat koncentrációjával növekedett. A hőmérsékletnek volt kiemelkedő 

szerepe, ugyanis 121°C-on végzett előkezelés esetén nagyobb glükózkoncentrációt értek el az 

enzimez hidrolízis után, mint hasonló körülményekkel, de 60°C-on végzett előkezeléssel. A 

cellulóztartalom legnagyobb mértékben akkor növekedett, amikor 2%-os nátrium-hidroxid 

oldattal, 90 percig, 121°C-on végezték az előkezelést. Ez azt jelentette, hogy 1 g-nyi 

előkezelt biomasszából 540 mg glükózt tudtak felszabadítani, a cellulóz csaknem 90%-os 

biokonverziója mellett. Ekkor a lignin 77,3%-át sikeresen eltávolították, amely jelentős 

eredmény, mivel a lignin egy fizikai gátat jelent a celluláz enzimek cellulózhoz való 

hozzáférhetősége szempontjából, valamint a celluláz enzimek és a lignin között kialakuló 

nem-produktív kötések tovább rontják az enzimaktivitást [9]. 

Xu és munkatársai nátrium-hidroxidos előkezeléseket végeztek energiafű mintákon. 

Különböző nátrium-hidroxid koncentrációkat (0,5; 1; 2; 3%) és kezelési időket vizsgáltak 

(0,25; 0,5; 1,0; 1,5 órás kezelés), 10%-os szárazanyag tartalommal, 120°C-on autoklávban. 

Az előkezelt biomasszán enzimes hidrolízist végeztek celluláz (NS-50013, 35 FPU/g 

biomassza) és cellobiáz (NS-50010, 61,5 CBU/g biomassza) enzimek keverékével 55°C-on, 

150 rpm-en, 72 óráig. A 2%-os nátrium-hidroxidos, 121°C-os, 1 órás kezeléssel a lignin 

tartalom 85,8%-al csökkent. Az enzimes hidrolízis során legnagyobb cukor hozamot, 

azonban az 1%-os nátrium-hidroxidos kezeléssel (50°C, 12 óra) érték el [11].  
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Canale és munkatársai NaOH-os és NaClO2-os kezeléseket vizsgáltak 4 féle aratási idejű 

lucernán [12]. Megállapították, hogy a NaOH-os kezelés hatékony a xilán, arabinán és lignin 

komponensek részleges eltávolítására.  

Khatri és munkatársai lucerna szár lignin tartalom csökkentését vizsgálták. Lucerna szárat 

nátrium-hidroxiddal (5 w/w%) kezeltek, 121°C-on, 60 percig, majd az előkezelt lucerna 

száron enzimes hidrolízist hajtottak végre Accellerase ® DUET enzimkészítménnyel 144 

óráig, 55°C, 4,4-es pH-n, 220 rpm-es ráztatás mellett. A legnagyobb szénhidrát konverziót 

(70%) a lúggal előkezelt lucerna szár estén érték el [13]. 

2.1.2 Ammóniás áztatás (SAA) 

Számos tanulmány a lignocellulóz alapú biomasszák ammóniás előkezelésére fókuszál [14]. 

Beszámolnak egyszerű vizes-ammóniás áztatásról (SAA-soaking aqueous ammonia), 

ammónia újra hasznosításával végzett perkolációs eljárásról (ARP-ammonia recycled 

percolation), ammóniás rostrobbantó eljárásról (AFEX-ammonia fibre expansion/explosion) 

és extraktív módon végzett ammóniás előkezelésről (EA-extractive ammonia).  

A vizes-ammóniás áztatás hatékony előkezelés a lignin eltávolítására [15]–[17]. Kim és 

kutatótársai egyszerű vizes-ammóniás áztatást végeztek kukoricaszár biomasszán egy 

úgynevezett flow-through-átfolyásos reaktorban [18], [19]. Az előkezelést 29,5 (w/w) % 

ammóniával végezték, 1-60 napon át, szobahőmérsékleten. A szilárd:folyadék arányt 1:12-re 

állították be. Kutatásuk alapján négy nap elteltével a lignin csaknem fele eltávozott a 

biomasszából, majd tíz nap múlva 55,8%-a, végül az előkezelés végén, 60 nappal a 

megkezdése után a lignin tartalomban 73,5%-os csökkenést mértek, míg a hemicellulóz 

frakció 13%-át sikerült eltávolítaniuk. Ugyanakkor a glükán tartalomban nem következett be 

változás. Az előkezelés után 72 órás enzimes hidrolízisnek vetették alá a biomasszát. Az 

előkezelés tizedik napján vett minta enzimes hidrolízise azt mutatta, hogy a glükán 92%-

ában, míg a hatvanadik napján vett minta esetén 97%-ában ment végbe biokonverzió. Az 

enzimes hidrolízist 60 FPU/g glükán enzimdózis alkalmazásával végezték. Megállapították, 

hogy az előkezelési idő előrehaladtával fokozódik a delignifikáció, illetve a biomassza 

enzimes emészthetősége, de az ammóniás áztatás 10 nap felett már kisebb hatást fejt ki az 

enzimes emészthetőségre. Azt is megállapították, hogy az enzimes hidrolízis hozama romlik, 

ha csak 15 FPU/g glükán enzimdózist alkalmaznak, illetve, ha a szilárd:folyadék arányt 

csökkentik [19].  

Kukoricacsutka és kukoricaszár keverékén (CCSM-corn cobs/stover mixture) és vesszős 

kölesen (Panicum virgatium) végzetek Iyer és munkatársai ARP típusú előkezelést [20]. Az 

előkezelési paraméterek beállításakor az ammóniakoncentrációt, a reakcióhőmérsékletet, a 

reakcióidőt és az áramlási sebességet tekintették az elsődleges paramétereknek, amelyek 

befolyásolják a deignifikáció hatásfokát és az enzimes emészthetőséget. Az ideális 

ammóniakoncentrációt 10 (w/w)%-nak állapították meg, mert 10 w/w% felett a 

lignintartalomban kevésbé következet be csökkenés. 72 órás enzimes hidrolízis után 
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megállapították, hogy CCSM biomassza esetén a cellulóz 98%-at biokonvertálta a 60 FPU/g 

glükán dózisban alkalmazott celluláz enzim. Ezt 170°C-on végzett előkezelés után lehetett 

elérni. Megállapították, hogy átlagban 36 óra elteltével a szénhidrátok csaknem 90%-ában 

végbe megy a biokonverzió. Bebizonyították, hogy az előkezelési folyamat elfogadható 

reakcióidő tartománya 15-60 perc az előbbiekben ismertetett előkezelési paraméterek 

alkalmazása mellett. A rendszer térfogatárama 1mL/min volt. Kjeldahl nitrogén analízis 

alapján megállapították, hogy az ammónia visszanyerése eléri a 99%-ot, amely gazdaságilag 

rendkívül kedvező eredménynek számít.  

L. da Costa Sousa és kutatótársai egy új, víz/etanol alapú frakcionálási eljárást dolgoztak ki 

az ammóniában oldódó lignocellulóz alapú biomassza komponensekre [21]. Ebben az esetben 

a tanulmány célja a minél tisztább lignin termékáram kialakítása volt. 10 (w/w)% 

nedvességtartalmú kukoricaszár biomasszát kezeltek elő 30 percen keresztül. A 

biomassza:ammónia arány 1:6 volt és 120°C-on végezték az előkezelést, amely után először 

egy 44 w/w% lignintartalmú extraktumot nyertek, amelyet a továbbiakban etanollal és vízzel 

csaknem sikerült teljesen szénhidrát mentesíteni.  

Kim és munkatársai részlegesen fehérjementesített lucernán végzetek híg savas (0,07 

(w/w)%) és vizes-ammóniás kezelést (15 (w/w)%) 170°C, 20 percig. Az ammóniás kezelés 

után szignifikánsan 34-45%-kal kevesebb lignint mértek a részlegesen fehérjementesített 

lucernában, mint a nem fehérjementesített lucernában, a glükán és xilán tartalom megtartása 

mellett. Ugyanakkor a savasan előkezelt minták esetén a lignin eltávolítás minimális volt. Az 

előkezelés hatékonyságát megvizsgálták az enzimes bonthatóság szempontjából. Az enzimes 

hidrolízis során (celluláz és β-glükozidáz) 1 (w/w)% enzimdózist alkalmaztak (citrát puffer, 

pH=4,8), 50°C-on, 150 rpm rázatás mellett. A részlegesen fehérjementesített és ammóniával 

előkezelt lucerna esetén nagyobb glükán és xilán emészthetőséget tapasztaltak a nem 

fehérjementesített és ammóniával előkezelt lucerna mintához képest. Az ammóniás kezeléssel 

a glükán tartalom 21,7%-át, míg a kénsavas kezeléssel a glükán tartalom 19,6%-át távolítottál 

el, ezért az előkezelésre enyhébb körülményeket javasolnak (kisebb hőmérséklet vagy 

rövidebb reakcióidő). Összeségében megállapították, hogy a részleges fehérjementestés 

előnyös az enzimes bonthatóság szempontjából [22]. 

2.2 Organosolv előkezelés 

Az elnevezés az organic soluble - szervesen oldható kifejezésből származik. Organosolv 

előkezelés alatt mindazon előkezelési módszereket értjük, amikor szerves vagy vizes-szerves 

oldószereket használunk a lignocellulóz alapú biomassza előkezelésére 100-250°C 

hőmérsékleti tartományban [23]. Számos tanulmány született az elmúlt évtizedekben a 

lignocellulóz alapú biomasszák előkezeléséről, ugyanakkor mindezek közül a 

legkevesebbszer előforduló módszer az organosolv előkezelés. Mindez abból fakad, hogy ez 

az előkezelési típus a költségesebb folyamatok közé tartozik. Ipari léptékben az alkalmazott 

szerves oldószert mindenképpen vissza kell nyerni és újra felhasználhatóvá tenni, tisztítani 

[23]. 
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Az organosolv eljárás során a biomasszát pépesítik az alkalmazott szerves oldószerrel, amely 

által a lignin és a hemicellulóz frakció kinyerhető és a cellulóz frakció pedig emészthetőbbé 

válik az enzimes hidrolízis lépés során [24], [25]. A biomassza átlagos pórusátmérője és 

térfogata megnő, így a lignocellulóz mátrix merev szerkezetét részlegesen megbontjuk, ami 

csökkenti az enzimes hidrolízis időigényét és az alkalmazandó enzimdózis koncentrációját 

[26]. A cellulóz frakció a szilárd fázisban, míg a lignin frakció a folyadékfázisban fog 

megjelenni [27]. Az organosolv oldat lehet tisztán szerves oldószer: metanol, etanol, glicerol, 

aceton, formilsav, ecetsav, fenol vagy ezen oldószerek és a víz keveréke [24], [27]–[29]. 

Abban az esetben, ha a víz és a szerves komponens keverékét használjuk az előkezelésre, 

akkor általában 35-70 (w/w)%-os oldatokat alkalmazunk a szerves oldószerre nézve, az 

alkalmazott hőmérséklet 120°C és 200°C között változhat, az előkezelést 30-90 percen 

keresztül érdemes végezni [24]. Alkalmazhatunk továbbá katalizátort a reakció további 

gyorsítása érdekében [23]. 

Schmetz és munkatársai organosolv kezelést végeztek Festuca arundinacea Schreb fűfélén a 

komplex lignocellulóz szerkezet megbontása céljából [30]. Az organosolv kezelés során 100 

g biomasszát kezeltek 2 liter 92%-os etanol és 0,32 M kénsav keverékével 148°C-on, 5 

percig. Megállapították, hogy az oldható lignin nagy részét eltávolították az alapanyagból, 

ugyanakkor cellulóz bomlást is megfigyeltek. 

2.3 Az enzimes hidrolízis 

Az előkezelések alatt arra törekszünk, hogy eltávolítsuk vagy módosítsuk a hemicellulóz és 

lignin szerkezetét, ezáltal a cellulóz jobban hozzáférhetővé váljon az enzimek számára. Az 

enzimes hidrolízis során, az előkezelt lignocellulóz alapú biomasszát cukrosítás céljából 

enzimekkel kezeljük. Ekkor történik a cellulóz monomer egységekre való bontása. A cellulóz 

enzimes hidrolízisét végezhetjük gombák vagy baktériumok által termelt enzimekkel.  

Bruce S. Dien és munkatársai lucerna szárak híg kénsavas kezelését, majd enzimes 

hidrolízisét végezték. Kétféle híg savas előkezelést végeztek; 121°C-on autoklávban és 

151°C-on csőreaktorban. A növényi mintákat (2 g), 18 ml hígított kénsav oldattal (0-2,5%) 

121°C-on autoklávban 1 órán át kezelték. A csőreaktor esetén is hasonlóan jártak el, a 

kezelési idő 20 perc volt. Az enzimes hidrolízis során a savval előkezelt mintákat 10 ml 

vízzel hígították, kálium-hidroxiddal semlegesítették, majd citromsav hozzáadásával 

pufferelték (pH 4,5). Az enzimes reakció 45°C-on 125 rpm fordulatszámon 72 órán át tartott. 

Celluclast (celluláz) és Novo 188 (β-glükozidáz) (Novozyme, Dánia) enzimkészítményeket 

alkalmaztak. A lucerna szárak 121°C-on történő előkezelését követően (2,5%-os sav 

mennyiség esetén) 44 g/kg glükóz, 137g/kg nem-glükóz komponens és 34 g/kg acetát jelent 

meg a szárazanyag tartalomra vonatkoztatva. Ennek enzimes hidrolízisét követően 173 g/kg 

glükóz szabadult fel. A csőreaktorban, 151°C-on, a 2,5% híg kénsavas kezelést tartották a 

leghatékonyabbnak. Ennek során 51 g/kg glükóz és 123 g/kg nem-glükóz komponens jelent 

meg, majd az enzimes hidrolízist követően 187 g/kg glükóz szabadult fel [5], [31].  

D. Dondi és munkatársai a lucerna rostos részeiből, enzimesen előállítható, fermentálható 

cukrok keletkezését vizsgálták. A lucernát őrölték, majd a mikrohullámú előkezelést végeztek 
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vizes közegben [32]. Az enzimes hidrolízist celluláz (NS22086 - Novozymes) és β-

glükozidáz (NS22118 - Novozymes) enzimkészítmények keverékével, 50°C-on hajtották 

végre. A keletkező redukáló cukrok mennyiségét dinitroszalicilsavas reagenssel (DNS), 

spektrofotométerrel mérték. A redukáló cukrok hozama 4, 24, 48 és 72 óra után rendre 

19,5%, 22,9%, 35,7% és 63% volt. Előkezelés nélküli lucernán végezett enzimes hidrolízis 

hozama a 72. órában 31,9%-nak adódott. Megállapították, hogy a lucerna roston végzett 

mikrohullámú kezelést követően, a cellulóz frakció enzimes hidrolízisével akár 63%-os 

redukáló cukor hozam érhető el. 

Grometta és munkatársai lucerna szár lignin tartalom csökkentésének (Perenniporia 

meridionalis enzimekkel) az azt követő cellulóz enzimes hidrolízisre gyakorolt hatását 

vizsgálták. Lucerna száron növesztették a Perenniporia meridionalis gombát és figyelték a 

lignin degradációját. Majd az így előkezelt lucerna száron foszforsavas mikrohullámú 

kezelést végeztek (180°C, 30 perc), az enzimes hidrolízist celluláz (NS22086 - Novozymes) 

és β-glükozidáz (NS22118 - Novozymes) enzimkészítmények keverékével, 50°C-on hajtották 

végre. Megállapították, hogy a gomba növekedése közben a lucerna szár lignin tartalma 

csökkent, ugyanakkor a cellulóz frakció érintetlen maradt. A lignin eltávolítása növelte az 

enzimes hidrolízisben felszabaduló, fermentálható cukrok mennyiségét [33], [34]. 

Khatri és munkatársai szintén lucerna szár lignin tartalom csökkentését vizsgálták. Lucerna 

szárat nátrium-hidroxiddal (5%, w/w) kezelték 121°C-on 60 percig, majd az előkezelt lucerna 

száron enzimes hidrolízist hajtottak végre Accellerase ® DUET enzimkészítménnyel 144 

óráig, 55°C, 4,4-es pH-n, 220 rpm-es ráztatás mellett. A legnagyobb szénhidrát konverziót 

(70%) a lúggal előkezelt lucerna szár estén érték el [13]. 

2.4 Bioetanol fermentáció  

A bioetanol fermentáció többféle konfigurációban is megvalósítható. Ipari és laboratóriumi 

léptékben egyaránt előszeretettel alkalmazott az SSF (simultaneous saccharification and 

fermentation - szimultán elcukrosítás és fermentáció). Ekkor egy reaktorban, egy időben 

zajlik az enzimes hidrolízis és a bioetanol fermentáció. Nagy, akár 80-92,5%-os etanol hozam 

érhető el alkalmazásával. Az SSF konfiguráció végezhető nagy szárazanyag tartalommal. Az 

enzimes folyamat rövid ideig tart és nem szükséges nagy enzimdózis, valamint a végtermék 

enziminhibíciós hatása elkerülhető. Azonban számos hátrányt is magában hordoz. A nagy 

szárazanyag tartalom a fermentlé nagy viszkozitását eredményezi, a hőátadási hatékonyság 

kicsi. Mivel egy időben és egy helyen zajlik az elcukrosítás és a fermentáció, ezért az 

enzimek és a mikrobák optimális körülményei között kompromisszumot kell hozni. A sejtek 

nem újrahasznosíthatók a fermentáció végeztével, mert keverednek a biomasszával [35]–[37].  

SHF (separated hydrolysis and fermentation - szeparált hidrolízis és fermentáció) esetén az 

enzimes hidrolízis a fermentáció előtt egy külön reaktorban zajlik. Ekkor a fermentáció és a 

hidrolízis optimális körülményei biztosíthatók. A folyamat kivitelezhető folyamatos 

üzemmódban, a sejtek újra hasznosításával. Az SHF konfiguráció hátránya, hogy a nagy 

cukor felhalmozódás gátolhatja az enzimes hidrolízist, mivel az enzimek negatív 

visszacsatolással mérséklik a szubsztrát hidrolízisét, valamint a nagy cukorkoncentráció 
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következtében a fermentáló mikrobát ozmotikus stressz érheti. Az SHF konfigurációval 75-

85%-os etanolhozam érhető el [35]–[37]. 

Az elcukrosított biomassza mikroorganizmusokkal etanollá vagy más ipari anyagokká 

alakítható. A lignocellulózok bioetanol alapanyagként való használatát megnehezíti, hogy 

kevés olyan ideális mikroorganizmus van, amelyek képesek mind a pentóz és hexóz cukrokat 

fermentálni. Egy kereskedelmi szempontból életképes etanol előállítási módszerhez az ideális 

mikroorganizmusoknak széles szubsztrát felhasználással, nagy etanol-hozammal és 

termelékenységgel kell rendelkezniük, képesnek kell lenniük ellenállni a nagy etanol 

koncentrációknak és a nagy hőmérsékletnek és toleránsnak kell lenniük a hidrolizátumban 

jelen lévő inhibitorokkal szemben [38].  

A Saccharomyces cerevisiae egy - a lignocellulóz alapú fermentációk kapcsán sokat 

tanulmányozott - fakultatív anaerob élesztőgomba. Alkalmazásával végzett fermentációk 

megbízható eredményeket adnak [39]. Hexózok pl.: glükóz, mannóz, galaktóz, valamint 

diszacharidok pl.: maltóz fermentációjára képes. Jól tolerálja az inhibítor vegyületek 

jelenlétét és a nagy ozmotikus stresszt. Nagy etanolhozam érhető el használatával (~0,45g 

EtOH/g cukor) [40]. 

Gonçalves és munkatársai számoltak be arról, hogy Candida boidinni, egy xilóz fogyasztó 

élesztő, melyet főként xilit fermentációra használnak képes etanolt előállítani [41]. 

Tanulmányukban bebizonyították, hogy Candida boidinii még inhibítorok (furfurol, 

hidroximetil-furfurol) jelenlétében is képes etanolt termelni. Candida boidinni-vel végezett 

hatékony etanol fermentációt bebizonyítottuk kukoricarost savas frakcionálásával előállított 

glükánban gazdag maradékán végzett enzimes hidrolízis hidrolizátumának alkalmazásával 

[42]. 

Xiu és munkatársai a lucernaprésrost enzimes hidrolízisét vizsgálták etanol előállítás céljából. 

A présrost cukrosítását celluláz (Novozyme, NS50013), β-glükozidáz (Novozyme, NS50010) 

és hemicelluláz (Novozyme, NS22002) tartalmú enzimkoktéllal végezték. Az enzimes 

reakció 50°C-on 180 rpm fordulatszámon 4,8-as pH-n, 96 órán át tartott. A fermentációt 

Escherichia coli baktériummal végezték. A fermentáció anaerob körülmények között zajlott 

30°C-on, 96 órán át. Az enzimes reakciót követően a glükóz és xilóz hozama lucernaprésrost 

szűréssel történő elválasztása után rendre 50%, 23% voltak, centrifugálással való feldolgozás 

után a glükózé 30% és a xilózé 7%. A fermentációs folyamat etanol hozama 75% (szűrés 

esetén) és 51% (centrifugálás esetén). Eredményeik arra utalnak, hogy lucerna szilárd 

maradékából előállított glükóz és xilóz hatékonyan fermentálható etanollá. Az etanol 

hozamokat a fermentálni kívánt biomassza cellulóztartalmára vonatkoztatva számították [43]. 

Koegel és munkatársai lucerna nedves frakcionálásból származó roston hajtottak végre forró 

vizes kezelést (220°C, 2 perc) majd enzimes hidrolízist pektináz (SP249) és celluláz 

(Multifect B) 2 (w/w)%-os enzimkoktéllal, 10 (w/w)%-os szárazanyag tartalom mellett, 

50°C-on, pH 5,4-en. Az enzimes hidrolízis 45%-os glükóz hozamot eredményezett. Az így 

előállított hidrolizátumon és kezeletlen lucernaprésroston Candida sheatea élesztő törzzsel 

fermentációs kísérletet végzetek SSF konfigurációban, 10 (w/w)%-os szárazanyag tartalom 
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mellett, 30°C-on, 100 rpm rázatással, 5 napig. Megállapították, hogy előkezelés nélküli 

mintán jelentéktelen mennyiségű etanolt tudnak előállítani, míg a forróvizes előkezelésen 

átesett lucernaprésrost minta etanol hozama 80%-os [7]. 

Zhou és munkatársai lucerna szárat kezeltek kénsavval (35, 100, 200 g/kg szárazanyag), 

szobahőmérsékleten (~22°C). Vizsgálták ez előkezelés utáni szűrlet és szilárd maradék 

összetételét. Majd kezeletlen lucernán és az előkezelt szilárd (mosott és nem mosott) 

maradékon SSF konfigurációban Cellic Ctec3 enzimkészítménnyel és Saccharomyces 

cerevisiae D5a élesztő törzzsel 35°C-on, pH 4,8-on, 160 rpm rázatás mellett 72 óráig 

végezték a fermentációt. A mosás nélküli előkezelt lucerna szár esetén megállapították, hogy 

a 35 g/kg kénsav esetén a kezelési időnek a növelésével szignifikánsan nőtt az etanol hozam 

[44]. 

Sreenath és munkatársai LHW (Liquid Hot Water - forró vizes) előkezelések alkalmasságát 

vizsgálták lucerna rostokon, enyhe sav jelenlétében és hiányában. Az előkezelés során 

220°C-ra előmelegített vizet 2 percig 30 g kezeletlen lucerna roston áramoltattak át. Majd az 

előkezelt lucerna roston SSF és SHF konfigurációban végzetek etanol fermentációt Candida 

shehatae FPL-702 és FPL-049 törzsekkel. Az enzimes hidrolízis során Multifect B celluláz 

enzimkészítményt alkalmaztak. A cukrosítást 50°C-on, pH 5,4-en, 100 rpm rázatás mellett 96 

óráig végzeték. A fermentációt 30°C-on, pH 5,4-en, 100 rpm rázatás mellett SHF esetén 40 

óráig, SSF esetén 96 óráig végzeték. Kezeletlen rost esetén SSF konfigurációban 6,4 g/L 

etanolt kaptak, míg SHF konfigurációban 5 g/L volt a mért etanol mennyisége. LHW 

előkezelésen átesett rost SSF konfigurációban végzett fermentációjával 17,9 g/L etanolt, míg 

SHF esetén 6,9 g/L etanolt értek el [6].  
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3 ALKALMAZOTT MÓDSZEREK 

3.1 Alapanyag 

A Megbízó által átadott lucerna minták közül az alábbi fajtákkal végzetünk kísérleteket a 3. 

részfeladat során. 

Plato-Rhizo 2018.08. 

Tápioszelei 2018.08. 

Plato-Rhizo 2018. 

Plato 2018.08. 

Plato 2018.08. 

Olimpia 2018.06. 

Olimpia 2018.06. 

Olimpia 2019.08. 

Olimpia 2019.08. 

Olimpia 2019.08. 

Hagyományos Pellet  

Proteomill Pellet 

3.2 Szárazanyag tartalom meghatározása  

A minták szárazanyag tartalmának meghatározása gyors szárazanyagmérő készülékben 

(Precisa XM 60, Svájc) történt. A készülék képes a minta tömegének analitikai pontosságú 

mérésére és 105°C-on súlyállandóságig történő szárítására.  

3.3 Glükán-, xilán-, arabinán- és lignintartalom meghatározása Hägglund-

módszer szerint [21]  

Analitikai mérlegen lemért (~0,5 g), reprezentatív mintához 2,5 ml 72%-os kénsavat 

mértünk, majd homogenizáltuk, és két órán át szobahőmérsékleten termosztáltuk. Ezután 75 

ml desztillált vizet adtunk hozzá, majd egy órán át, zárt edényben, 120°C-on kevertetés 

nélkül, autoklávban termosztáltuk. A kapott zagyot üvegszűrőn, vákuum alkalmazásával 

szűrtük. A felülúszóból ezután mintát vettünk, és nagyteljesítményű folyadékkromatográfiás 

(HPLC) módszerrel meghatároztuk a glükóz, a xilóz és az arabinóz koncentrációkat, 

melyekből a bemért minta száraz tömege, a folyadéktérfogat és a hidrolízis során 

bekövetkező tömegnövekedés ismeretében számoltuk a glükán-, xilán-, és 

arabinántartalmakat az eredeti mintára.  

Az üvegszűrőn fennmaradó szilárd frakciót forró desztillált vízzel semlegesre mostuk, majd 

105°C-on súlyállandóságig történő szárítás után mértük a tömegét. A szárított szilárd frakciót 

ezután 550°C-on 6 órán át kemencében hamvasztottuk, majd meghatároztuk a savoldhatatlan 

szervetlen komponensek tömegét. Az eredeti minta Klason-lignin tartalma a szilárd frakció 

szerves anyagának száraz tömege a bemért száraz tömegre vonatkoztatva. 
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3.4 Kavitációs előkezelés 

A kavitációs előkezelés mechanikailag roncsolja a lignocellulóz szerkezetet. Két féle 

lucernaprésrost pelleten (hagyományos, proteomill) hajtottuk végre. A présrost pelletet 

ledaráltuk, majd 24 órára desztillált vízbe áztattuk. Az előkezelés során szivattyúval 

keringettük a lucerna szuszpenziót a kavitációs berendezésben. (2200 rpm). A kavitációs 

rendszer teljes térfogata 300 L, az áramoltatott lucernaprésrost szuszpenzió térfogata 30 L 

volt. A kavitációs előkezelést 1,1 bar túlnyomás mellett végeztük, a hőmérsékletet a teljes 

folyamat alatt nyomon követtük.  

A szuszpenzió szivattyúzása során a szívócsonk körüli részén alakul ki a legkisebb helyi 

nyomás, amint ez a nyomás érték az adott hőmérsékleten vett telített vízgőz nyomása alá 

csökkent, abban a pillanatban a közeg homogenitása megszűnt és vízgőz buborékok 

képződtek. Ezek a buborékok amint az áramlással újra nagyobb helyi nyomású térrészbe 

kerültek, ott összeroppantak, mivel ezeken a helyeken már nem képesek tovább tartani 

buborék formájukat, ennek a gyors folyamatnak a következtében helyileg a hőmérsékelt és a 

nyomás hirtelen megnőtt, úgynevezett „mikrojet”-ek alakultak ki. Amint ezek a 

lökéshullámok szilárd felülethez, az őrölt lucernaprésrost pellet felületéhez értek, ott roncsoló 

hatást fejtettek ki.  

Az előkezelést a hagyományos lucernaprésrost pellet esetén 10 (w/w)%-os, a proteomill 

lucernaprésrost pellet esetén 7,5 (w/w)%-os szárazanyag tartalommal végeztük. Több 

mintavételi időpontot iktattunk be, hogy nyomon tudjuk követni az összetétel változását. A 

proteomill lucernaprésrost pellet minta esetén 1, 6, 12, 18, 24, és végül 30 perc elteltével 

vettünk mintákat. A hagyományos lucernaprésrost pellet minta esetén pedig 1, 5, 18, 24, 30, 

és végül 36 perc elteltével vettünk mintákat.  

3.5 Előkezelés ammóniás áztatással (Soaking in Aqueous Ammonia - SAA) 

Az SAA előkezelést 15 (w/w)%-os ammónia oldattal 18,5 (w/w)% szárazanyagatartalom 

mellett szobahőmérsékleten, 125 rpm rázatás mellett 24 óráig végeztük [42]. A 24 óra eltelte 

után vízsugárszivattyúval, Büchner-tölcsér, valamint nylon (pórus: 0,5 µm) szűrő 

alkalmazása mellett szűrtük az ammóniásan áztatott lucernaprésrostot. A szűrletekből rendre 

2-2 mintát vettünk 2 mL-es Eppendorf csövekbe. A szűrőn fennmaradó előkezelt 

nyersanyagot közel semleges pH-ig mostuk forró desztillált vízzel. A megszűrt, körülbelül 7-

es pH-ig mosott, előkezelt lucernaprésrostot 40°C-on üzemelő szárítószekrénybe helyeztük. 

3.6 Nátrium-hidroxidos előkezelés 

Nátrium-hidroxidos előkezelést végeztünk a lucernaprésrost mintákon 2 (w/w) % NaOH-ot 

alkalmazva 120°C-on, 1 órás kezeléssel [11]. A kezelési idő után a szuszpenziókat vízsugár 

szivattyú használatával, Büchner-tölcsér és nylon (0,5 µm) szűrő alkalmazása mellett forrón 

szűrtük. A szűrletből mintát vettünk. A szűrőn fennmaradt előkezelt lucernaprésrostot forró 

desztillált vízzel mostuk közel 7-es pH-ig. Az előkezelt, mosott lucernaprésrostot 40°C-on 

üzemelő szárítószekrényben szárítottuk. 
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3.7 Organosolv előkezelés 

A szakirodalomban fellelhető paramétereket alapul véve, 100 g lucernaprésrostot 2 L, 

etanolra vonatkoztatva 92 (w/w) % alkohol oldattal, valamint 0,32 M, 96 (w/w)%-os kénsav 

alkalmazása mellett érdemes előkezelni [30]. A szuszpenziókat autoklávban 140°C-on 5 

percen keresztül kezeltük. Az 5 perces előkezelés után a szuszpenziókat vízsugár szivattyú 

használatával, Büchner-tölcsér és nylon (0,5 µm) szűrő alkalmazása mellett forrón szűrtük. A 

szűrletből mintát vettünk. A szűrőn fennmaradt előkezelt lucernaprésrostot forró desztillált 

vízzel mostuk közel 7-es pH-ig. Az előkezelt, mosott lucernaprésrostot 40°C-on üzemelő 

szárítószekrényben szárítottuk. 

3.8 Enzimes hidrolízis 

Az enzimes hidrolízis során az előkezelt lucerna minták cellulóz tartalmának monomer 

egységre történő bontásának hatékonyságát vizsgáltuk. A mérések során a Cellic Ctec3 

(Novozymes, Denmark, pHopt= 4,75-5,25, Topt= 50-55 °C) enzimkészítményt használtunk. 

Az enzimes hidrolízis 50°C-on, pH 5-ön (acetát puffer, 0,1 M), 5%, 12,5% szárazanyag 

tartalommal, rázatás mellett (125 rpm), 72 óráig zajlott. A Cellic Ctec 3 enzimkészítményt 

3% enzimdózissal (3% enzimkészítmény a lucerna minta száraz tömegére vonatkoztatva) 

alkalmaztuk. Az enzimes hidrolízisből 24 óránként mintát vettünk. A mintákat 9000 rpm 

fordulatszámon 10 percig centrifugáltuk. A tiszta felülúszóból HPLC módszerrel 

meghatároztuk a monomercukor (glükóz, xilóz és arabinóz) koncentrációkat. A monomer 

cukrok mennyiségéből, az elméletileg elérhető maximumra vonatkoztatva számítottuk a 

cukor hozamokat. Az elméletileg elérhető cukor mennyiségeket a bemért minta összetétele és 

mennyisége alapján számoltuk. 

3.9 Fermentáció 

Fermentációs kísérleteket Organosolv előkezelésen átesett lucernaprésrost mintákon végeztük 

Saccharomyces cerevisiae, S. c. Ethanol Red (Ethanol Red) és Candida boidinii törzzsel. A 

fermentációt több konfigurációban is vizsgáltuk; szeparált hidrolízis és fermentáció (SHF), 

előhidrolízis és fermentáció (PSSF), szimultán cukrosítás és fermentáció (SSF). SHF esetén 

72 órás, 50°C-os enzimes hidrolízist követően 3g/L; 5g/L; 10g/L élesztő koncentráció mellett 

72 óráig, 30°C-on végeztük a fermentációt. PSSF esetén 24 órás, 50°C-os enzimes hidrolízist 

követően 72 óráig, 30°C-on végeztük a fermentációt, míg SSF esetén egyszerre adagoltuk az 

enzim készítményt és az élesztőt, majd 96 óráig végeztük a szimultán cukrosítást és 

fermentációt 30°C-on. A fermentációból 24 óránként mintát vettünk. A mintákat 9000 rpm 

fordulatszámon 10 percig centrifugáltuk. A tiszta felülúszóból HPLC módszerrel 

meghatároztuk a monomercukor (glükóz, xilóz és arabinóz) és etanol koncentrációkat. A 

monomer cukrok és etanol mennyiségéből, az elméletileg elérhető maximumra vonatkoztatva 

számítottuk a hozamokat. Az elméletileg elérhető cukor és etanol mennyiségeket a bemért 

minta összetétele és mennyisége alapján számoltuk. 
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Saccharomyces cerevisiae törzs esetén aktív kultúrát alkalmaztunk (35% szárazanyag 

tartalmú kultúra, Lesaffre, Hungary). Candida boidinii esetén a törzset 1% (w/w) glükózt, 1% 

(w/w) peptont, 0.3% (w/w) élesztőkivonatot és 2% (w/w) agart tartalmazó ferdeagaros 

kémcsövekben, szobahőmérsékleten tartottuk fent. A Candida boidinii inokulum tápközeg 

(pH=5) 10 g/L élesztő kivonatot, 15 g/L KH2PO4-t, 1 g/L MgSO4 × 7H2O-t, 3 g/L 

(NH4)2HPO4-t és 30 g/L glükózt tartalmazott [45]. A ferdeagaron tartott Candida boidinii-t az 

inokulum tápközegbe oltottuk, majd 24 órán át 30°C-on, 125 rpm-en növesztettük a sejteket. 

S. c. Ethanol Red törzs liofilizát állapotban állt rendelkezésünkre. A törzs esetén az inokulum 

tápközeg (pH=5) 0,3 g/L MgSO4-t, 2 g/L NH4Cl-t, 1 g/L KH2PO4-t és 30 g/L glükózt 

tartalmazott. Az inokulum tápközeghez 0,2 g/L liofolizát S. c. Ethanol Red-et adtunk, majd 

24 órán át 30°C-on, 125 rpm-en növesztettük a sejteket.  
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4 EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK 

Az eredmények és értékelésük fejezetben a lucernaprésrost minták előkezelésének 

hatékonyságát értékeljük a glükán frakció enzimes hidrolízisének cukor koncentrációi és 

hozamai függvényében. A nagy glükóz tartalmú hidrolizátumon fermentációs kísérleteket 

végzetünk, értékeljük a fermentációt az elért etanol koncentráció és hozam szempontjából. 

Az eredményeket három párhuzamos mérés átlagaként mutatjuk be, szórásokkal. 

Az összetétel alapján kiválasztott lucernaprésrost mintákat (Plato-Rhizo 2018.08.; 

Tápioszelei 2018.08.; Plato-Rhizo 2018.; Plato 2018.08.; Olimpia 2018.06.; Olimpia 

2019.08.; Proteomill pellet; Hagyományos pellett) SAA, organosolv, nátrium-hidroxidos és 

kavitációs előkezelésnek vetettük alá. Az előkezelések célja a szilárd mintában található 

glükán tartalom növelése az egyéb komponensek (pl.: xilán, arabinán, lignin) eltávolításával. 

Az előkezelés után szilárd maradékban nagyobb mennyiségben található glükán, mely az 

enzimek számára jobban hozzáférhetővé válik. 

A kiválasztott, leghatékonyabb előkezeléssel nyert hidrolizátumon 3 féle konfigurációban 

(SHF, PSSF, SSF) és több élesztő törzzsel (Saccharomyces cerevisiae, Candida boidinii, 

Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red) végzetünk fermentációs kísérletet a fermentáció 

ideális körülményeinek megállapítására. 

4.1 Kavitációs előkezelés 

Kavitációs előkezelést végeztünk hagyományos és proteomill lucernaprésrost pelleten. A 2. 

ábra tartalmazza az előkezelés előtti összetételeket, a 3. ábra a 30 perces kavitációs 

előkezelés után összetételeket tartalmazza. 

 

2. ábra: Hagyományos és proteomill lucernaprésrost pellett előkezelés nélküli összetétele a szárazanyag 

százalékában kifejezve 
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3. ábra: Hagyományos és proteomill lucernaprésrost pellett 30 perces kavitációs előkezelést követő összetétele 

A hagyományos lucernaprésrost pellet 27%, a proteomill lucernaprésrost pellet 25% glükánt 

tartalmaz. Mindkét minta közel azonos, 12% xilánt, 4% arabinánt és 16% Klason-lignint 

tartalmaz. A 30 perces kavitációs előkezelést követően a hagyományos lucernaprésrost pellet 

glükán tartalma 32%, a proteomill lucernaprésrost pellet glükán tartalma 30% voltak. A 

kavitációs előkezeléssel a glükán tartalmat 5%-al növeltük, az arabinán tartalom körülbelül 

felére csökkent, míg a xilán és lignin tartalomban csökkenést nem tapasztaltunk. 

Elvégzetük a lucernaprésrost minták enzimes hidrolízisét a második részfeladat eredményei 

alapján javasolt beállításokkal. Az előkezelés nélküli és az előkezelésen átesett 

lucernaprésrost minta enzimes hidrolízisét Cellic Ctec3 enzimkészítménnyel, 3%-os 

enzimdózissal, 50°C-on, 125 rpm-es ráztatással 72 óráig végeztük. A szárazanyag tartalmat 

ez enzimes hidrolízis során ez esetben 5%-ra állítottuk (4. ábra). 
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4. ábra: Hagyományos és proteomill pellet, kavitációs kezelésen átesett lucernaprésrost pellet minták glükóz 

koncentrációi enzimes hidrolízis során 

Az előkezelés nélküli hagyományos pellet esetén 72 órás enzimes hidrolízis követően a 

hidrolizátumban 3 g/L glükózt, míg az előkezelés nélküli proteomill pellet esetén 2 g/L 

glükózt mértünk. A hagyományos pellet glükóz hozama 18%, a proteomill pellet glükóz 

hozama 13% voltak, ami jócskán elmarad az 1. részfeladat során előkezelés nélküli Danubia 

2018.08. aratású lucernaprésrost mintán végzett enzimes hidrolízis hozamától (36,4% glükóz 

hozam). A kavitációs kezelésen átesett minták enzimes hidrolízise során az előkezelés nélküli 

mintákhoz viszonyítva kisebb (~ 2g/L) glükóz koncentrációkat mértünk a hidrolíziátumban.  

Megvizsgáltuk a kavitációs kezelés felülúszójának összetételét. Mind a hagyományos, mind a 

protemill pellet esetén kis cukor koncentrációkat (glükóz~1,3 g/L, xilóz 0,7 g/L) mértünk a 

felülúszóban. 
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4.2 Előkezelés ammóniás áztatással (SAA) 

A lucernaprésrost minta előkezelés nélküli összetételét és az SAA előkezelés utáni rost 

összetételét a 1. táblázat és 2. táblázat tartalmazza. 

1. táblázat: Lucernaprésrost minták előkezelés előtti összetétele a szárazanyag százalékban. A szórásokat három 

párhuzamos mérés átlagából számítottuk. 

Lucernaprésrost 

minta 
Glükán szórás Xilán szórás Arabinán szórás 

Klason-

lignin 
szórás 

Plato-Rhizo 

2018.08. 
31,4 0,3 12,5 0,3 3,0 0,3 15,6 0,3 

Tápioszelei 

2018.08. 
31,0 0,7 12,4 0,3 2,8 0,2 15,8 0,4 

Plato-Rhizo 2018. 31,2 0,3 12,4 0,1 2,9 0,1 15,7 0,1 

Az első részfeladattal összhangban a vizsgált lucernaprésrost minták 31% glükánt, 12% 

xilánt, 3% arabinánt és 16% Klason-lignint tartalmaznak. Az aratási idő és a fajták közötti 

különbség nem befolyásolja az összetételt. 

2. táblázat: Lucernaprésrost minták SAA előkezelés utáni összetétele a szárazanyag százalékban. A szórásokat 

három párhuzamos mérés átlagából számítottuk. 

Előkezelt 

lucernaprésrost 

minta 

Glükán szórás Xilán szórás Arabinán szórás 
Klason-

lignin 
szórás 

Plato-Rhizo 

2018.08. 
38,4 0,7 14,9 0,4 4,2 0,1 17,5 0,4 

Tápioszelei 

2018.08. 
36,3 0,4 14,2 0,3 3,6 0,1 18,0 0,3 

Plato-Rhizo 2018. 36,4 1,0 13,7 0,3 4,7 0,4 16,4 0,3 

Az SAA előkezelés után a Plato-Rhizo 2018.08., a Tápioszelei 2018.08, Plato-Rhizo 2018. 

glükán tartalma rendre 38,4%, 36,3%, 36,4% voltak, ami a vizsgált lucernaprésrost minták 

relatív glükán tartalmának 5-7%-os növekedését jelenti. A xilán és arabinán tartalomban 

csökkenést nem tapasztaltunk. Az irodalmi hivatkozásokkal ellentétben az SAA előkezelés 

nem csökkentette a lucernaprésrost minták relatív lignin tartalmát a vizsgált körülmények 

között [15], [16]. 

Elvégzetük az SAA előkezelésen átesett lucernaprésrost minták enzimes hidrolízisét 5% 

szárazanyag tartalom mellett, 3% enzimdózis alkalmazásával ( 

5. ábra). A második részfeladattal megegyezően a lucerna fajtája és aratási ideje nem 

befolyásolta az enzimes hidrolízis lefutását. Plato-Rhizo 2018.08 és Tápioszelei 2018.08 

lucernaprésrost minta esetén közel azonos glükóz koncentrációkat kaptunk a hidrolízis 72. 

órájában, rendre 11,4 g/L-t és 11,6 g/L-t. Plato-Rhizo 2018 minta esetén kicsivel kisebb, 10,8 

g/L glükóz koncentrációt mértünk. Mind a három vizsgált minta esetén a xilóz koncentráció 
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körülbelül 2,5 g/L volt, míg az arabinán koncentráció 0,3 g/L körül alakult a hidrolizátumban. 

Az SAA előkezelésen átesett lucernaprésrost minták enzimes hidrolízisének glükóz hozamai 

49-57% voltak. 

Annak ellenére, hogy SAA előkezelésen átesett lucernaprésrost minták 72 órás enzimes 

hidrolízis hozamai nőttek a második részfeladatban elvégzett előkezelések hozamaihoz 

képest, a glükóz koncentrációk csupán 10-11,5 g/L-nek adódtak, mely megegyezik a második 

részfeladatban elvégzett 0,05% (w/w) kénsavas előkezelés enzimes hidrolízise során kapott 

glükóz koncentrációkkal, azonban elmarad az erélyesebb (0,5-1% (w/w)) kénsavas 

előkezelések enzimes hidrolízise után kapott glükóz (12-16 g/L) koncentrációktól. 

 

5. ábra: SAA kezelésen átesett lucernaprésrost minták glükóz koncentrációi enzimes hidrolízis (5% szárazanyag 

tartalom, 3% enzimdózis) során 

Elvégeztük az enzimes hidrolízist növelt, 12,5%-os szárazanyag tartalom mellett. Az SAA 

kezelésen átesett lucernaprésrost mintákon végzett enzimes hidrolízis cukor koncentrációt a 

3. táblázatban foglaltuk össze. A 12,5%-os szárazanyag tartalom mellett végezett hidrolízis 

estén 24-30 g/L glükózt, 5,9-6,9 g/L xilózt, 0,5-0,9 g/L arabinózt mértünk a 

hidrolizátumokban. Mind a három vizsgált lucernaprésrost fajta esetén a szárazanyag 

tartalom növelés jelentősen megnövelte a hidrolizátum glükóz koncentrációját, a hozamban 

(45-58%) csökkenést nem tapasztaltunk. 

3. táblázat: SAA kezelésen átesett lucernaprésrost mintákon végzett enzimes hidrolízis cukor koncentrációi 

(g/L) 72 órát követően 

 Glükóz szórás Xilóz szórás Arabinóz szórás 

Plato-Rhizo 2018.08. 24,5 2,4 5,9 0,6 0,5 0,1 
Tápioszelei 2018.08. 23,8 0,0 6,5 0,3 0,5 0,1 
Plato-Rhizo 2018. 29,7 1,4 6,9 0,8 0,9 0,1 

A szárazanyag tartalom növelésével több mint kétszeresére, közel 30 g/L-re növeltük a 

hidrolizátum glükóz koncentrációját, mely mellett a xilóz és arabinóz koncentrációk kicsik 
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maradtak. Azonban az így elért glükóz koncentráció elmarad a második részfeladatban 

ismertetett 1% (w/w)-os kénsavas előkezelés után, 12,5 %-os szárazanyag tartalommal 

végzett enzimes hidrolízis glükóz koncentrációitól (34-37 g/L). 

4.3 Nátrium-hidroxidos előkezelés 

Nátrium-hidroxidos előkezelést végeztünk Proteomill pellet lucernaprésrost mintán. Az 

előkezelés előtti és a nátrium-hidroxidos előkezelést követő összetételeket a 4. táblázat 

tartalmazza. 

4. táblázat: Proteomill pellet lucernaprésrost minta és nátrium-hidroxidos előkezelés utáni lucernaprésrost 

összetétele a szárazanyag százalékban. A szórásokat három párhuzamos mérés átlagából számítottuk. 

Lucernaprésrost 

minta 
Glükán szórás Xilán szórás Arabinán szórás 

Klason-

lignin 
szórás 

Előkezelés nélkül 25,0 0,3 11,6 0,2 4,2 0,2 16,7 0,4 

NaOH előkezelés 49,3 1,1 12,4 0,1 0,9 0,01 20,7 0,1 

A nátrium-hidroxidos előkezeléssel a lucernaprésrost minta relatív glükán tartalmát 25%-ról 

49,3%-ra növeltük. Az arabinán tartalom 0,9%-ra csökkent, azonban az egyéb komponensek 

eltávolítása miatt a relatív xilán és Klason-lignin tartalom kis mértékben növekedett. A 

nátrium-hidroxidos előkezelés sem eredményezte az irodalom alapján várt hatékony lignin 

eltávolítást [9], [11]. 

4.4 Organosolv előkezelés 

Az eddig vizsgált előkezelési módszerek nem eredményezték a várt a lignin tartalom 

csökkenését és az enzimes hidrolízis hozamának jelentős növekedését, ezért megvizsgáltuk 

az organosolv előkezelés milyen hatással van az enzimes hidrolízis hozamára. Organosolv 

előkezelést végeztünk Plato 2018.08, Olimpai 2018.06. és Olimpia 2019.08. aratású 

lucernaprésrost mintákon. 

A lucernaprésrost minta előkezelés nélküli összetételét és az organosolv előkezelés utáni rost 

összetételét a 5. táblázat és 6. táblázat tartalmazza. 

5. táblázat: Lucernaprésrost minták előkezelés előtti összetétele a szárazanyag százalékban. A szórásokat három 

párhuzamos mérés átlagából számítottuk. 

Lucernaprésrost 

minta 
Glükán szórás Xilán szórás Arabinán szórás 

Klason-

lignin 
szórás 

Plato 2018.08. 32,10 0,47 12,74 0,34 3,03 0,35 15,21 1,06 

Olimpia 2018.06. 30,68 4,21 15,34 1,51 6,07 3,59 16,05 0,42 

Olimpia 2019.08. 31,93 0,82 12,89 0,32 6,06 0,22 13,42 0,61 
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6. táblázat: Lucernaprésrost minták Organosolv előkezelés utáni összetétele a szárazanyag százalékban. A 

szórásokat három párhuzamos mérés átlagából számítottuk. 

Előkezelt 

lucernaprésrost 

minta 

Glükán szórás Xilán szórás Arabinán szórás 
Klason-

lignin 
szórás 

Plato 2018.08. 58,6 1,4 10,6 0,1 0,0 0,0 19,5 0,3 

Olimpia 2018.06. 57,7 1,3 9,5 0,2 0,0 0,0 20,5 0,7 

Olimpia 2019.08. 58,0 0,7 10,3 0,2 0,0 0,0 17,7 0,1 

Az organosolv előkezeléssel a lucernaprésrost minták relatív glükán tartalma 30-32%-ról, 58-

59%-ra nőtt, a xilán tartalom néhány százalékot csökkent és lucernaprésrost minták teljes 

arabinán tartalmát eltávolítottuk. Az organosolv előkezeléssel a vizsgált lucernaprésrost 

minták glükán tartalmát 25-27%-al növeltük meg. A relatív lignin tartalomban csökkenést 

nem tapasztaltunk. Az eddigi tapasztalatoknak megfelelően a fajta és az aratási idő nem 

befolyásolta az előkezelés utáni összetételt. Összehasonlítva a második részfeladatban 

ismertetett 1% (w/w)-os kénsavas előkezelés után kapott lucernaprésrost összetételeivel, az 

organsolv előkezelés nagyobb glükán tartalmamat és kisebb xilán tartalmat eredményezett az 

előkezelt lucernaprésrostban. 

Elvégeztük az organosolv előkezelésen átesett lucernaprésrost minták enzimes hidrolízisét 

5% szárazanyag tartalom mellett, 3% enzimdózis alkalmazásával. 

 

6. ábra: Organosolv kezelésen átesett lucernaprésrost minták glükóz koncentrációi enzimes hidrolízis (5% 

szárazanyag tartalom, 3% enzimdózis) során 

A vizsgált lucernaprésrost minták enzimes hidrolízis görbéi közel azonos lefutásúak. Az 

organosolv előkezelésen átesett lucernaprésrost minták 72 órás enzimes hidrolízisével 12,8-

14,5 g/L glükózt tartalmazó hidrolizátumot állítottunk elő (6. ábra). A hidrolizátum glükóz 

mellett körülbelül 2 g/L xilózt tartalmaz. A hidrolizátumban egyéb vizsgált komponenst nem 

detektáltunk. Az enzimes hidrolízis glükóz és xilóz hozamai a 72. órában rendre, 40-54% és 
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6-7% voltak. Összehasonlítva a második részfeladatban ismertetett 1% (w/w)-os kénsavas 

kezelés után 5%-os szárazanyag tartalommal és 3% enzimdózissal végzett 72 órás enzimes 

hidrolízissel nyert hirdrolizátum glükóz koncentrációjával (15-16 g/L) és hozamával (47-

53%), közel azonos glükóz koncentrációt és hozamot értünk el az organosolv előkezeléssel.  

Elvégeztük az enzimes hidrolízist növelt, 12,5%-os szárazanyag tartalom mellett. Az 

organosolv kezelésen átesett lucernaprésrost mintákon végzett enzimes hidrolízis cukor 

koncentrációit a 7. táblázatban foglaltuk össze. 

7. táblázat: Organosolv kezelésen átesett lucernaprésrost mintákon végzett enzimes hidrolízis (12,5% 

szárazanyag tartalom, 3% enzimdózis) cukor koncentrációi 72 órát követően 

 Glükóz szórás Xilóz szórás Arabinóz szórás 

Plato 2018.08. 39,2 1,3 5,9 0,1 0,0 0,0 

Olimpia2018.06. 39,2 0,3 5,9 0,2 0,0 0,0 

Olimpia 2019.08. 43,6 2,1 6,7 0,9 0,0 0,0 

Az organosolv előkezelést követő enzimes hidrolízis 72. órájában a Plato 2018.08 aratású 

minta esetén 39,2 g/L, Olimpia 2018.06 aratású minta esetén 39,2 g/L, míg Olimpia 2019.08. 

aratású mintánál 43,6 g/L glükóz koncentrációt értünk el. A hidrolizátumok glükóz mellett 

átlagosan 6 g/L xilóz tartalmaztak. A szárazanyag taralom növelésével több mint kétszeresére 

növeltük a hidrolizátum glükóz koncentrációját, mely mellett a xilóz koncentrációk kicsik 

maradtak. A glükóz és xilóz hozamok az enzimes hidrolízis 72. órájában rendre 48-54% és 

7% voltak. Összehasonlítva az 1% (w/w) kénsavas előkezelésen átesett lucernaprésrost 

mintákon 12,5%-os szárazanyag taralommal végzett enzimes hidrolízis koncentrációival 

(glükóz: 34-36 g/L, xilóz: ~4,5 g/L) és hozamaival (glükóz: 37-43%) megállapíthatjuk, hogy 

az organosolv előkezelést követő enzimes hidrolízissel nagyobb glükóz koncentrációk és 

hozamok érhetőek el. Így a fermentációs kísérleteket organosolv előkezelésen átesett 

lucernaprésrost mintákon végeztük. 

4.5 Fermentáció organosolv előkezelésen átesett lucernaprésrost mintákon 

Fermentációs kísérleteket organosolv előkezelésen átesett lucernaprésrost mintákon végeztük 

3 féle konfigurációban (SHF, PSSF, SSF). Az enzimes hidrolízisek során 12,5% szárazanyag 

tartalmat és 3%-os enzimdózist alkalmaztunk. Megvizsgáltuk Saccharomyces cerevisiae 

élesztő törzzsel a különböző konfigurációkban elérhető etanol koncentrációkat és hozamokat, 

illetve az kiindulási sejtkoncentráció etanol koncentrációra gyakorolt hatását. Továbbá 

fermentációs kísérleteket végeztünk Candida boidinii és Saccharomyces cerevisiae Ethanol 

Red élesztő törzsekkel. 
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4.5.1 Saccharomyces cerevisiae -vel végzett fermentációk 

A lucernaprésrost minták előkezelés előtti összetételét a 8. táblázat, az organosolv előkezelés 

után összetételét a 7. ábra mutatja be. 

8. táblázat: Lucernaprésrost minta összetétele a szárazanyag százalékban. A szórásokat három párhuzamos mérés átlagából 
számítottuk. 

Lucernaprésrost minta  Glükán  szórás  Xilán  szórás  Arabinán  szórás  
Klason-

lignin  
szórás  

L35: Olimpia 2017.09. 30,1 2,2 16,9 1,1 6,6 0,5 16,9 0,2 

L36: Legend 2017.09. 32,7 0,2 17,9 0,1 6,9 0,2 16,9 0,2 

L 37: Hunor 2017.09. 32,8 1,2 17,9 0,8 6,8 0,2 16,2 0,8 

 

7. ábra: Organosolv előkezelésen átesett minták összetétele szárazanyag százalékban. A szórásokat három 

párhuzamos mérés átlagából számítottuk. 

A vizsgált lucernaprésrost minták 30-32% glükánt, 17-18% xilánt, 6-7% arabinánt és 16-17% 

Klason-lignint tartalmaztak. Az előkezelés előtti minták összetétele összhangban van az első 

részfeladat során ismertetett eredményekkel. Az organosolv előkezelésen átesett 

lucernaprésrost minták 60% glükánt, 11% xilánt, körülbelül 20% lignint tartalmaztak. Az 

organosolv előkezelt lucernaprésrost minták arabinánt nem tartamaztak. Ez az eredmény 

megegyezik a korábbi eredményekkel. Az organosolv előkezeléssel a lucernaprésrost minták 

glükán tartalmát kétszeresére növeltük. 

4.5.1.1 SSF konfigurációban, Saccharomyces cerevisiae-vel végzett fermentáció organosolv 

előkezelésen átesett lucernaprésrost mintákon 

SSF konfiguráció esetén a cellulolitikus enzimet és az élesztő sejteket egy időben adtuk az 

előkezelt lucernaprésrost mintákhoz, majd a fermentáció hőfok optimumán, 30°C-os 

végeztük a kísérletet. SSF konfigurációban végzett fermentáció glükóz és etanol 

koncentrációit a 8. ábra mutatja be. 
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Az etanol koncentráció a fermentáció során folyamatosan nőtt. A 168 órás fermentációt 

követően 11,8 g/L etanolt mértünk a fermentlében. A ferementáció során a glükóz 

koncentrációja végig kicsi volt. A keletkező glükózt az élesztő sejtek etanollá fermentálták. 

Az összetételből számított, elméletileg elérhető maximális etanol mennyiségéhez viszonyítva 

az SSF-ben elért etanol hozam 30,5%-nak adódott.  

 

8. ábra: SSF konfigurációban végzett fermentáció glükóz és etanol koncentrációi 

4.5.1.2 PSSF konfigurációban, Saccharomyces cerevisiae-vel végzett fermentáció 

organosolv előkezelésen átesett lucernaprésrost mintákon 

PSSF konfiguráció esetén az előkezelt lucernaprésrost mintákhoz 24 órás, 50°C-on végzett 

enzimes hidrolízist követően adtuk az élesztő sejteket, majd 30°C-on 72 órás fermentációt 

végeztünk. PSSF konfigurációban végzett fermentáció glükóz és etanol koncentrációit a 9. 

ábra mutatja be.  

A 24 órás enzimes hidrolízist követően a hidrolizátumban 27 g/L glükóz koncentrációt 

mértünk. A fermentáció 48. órájában a glükóz koncentráció közel 0 g/L-re csökkent, tehát az 

élesztő a rendelkezésre álló glükózt elfogyasztotta. Ekkor a fermentlében 16,3 g/L etanolt 

mértünk. Az etanol koncentráció 72 órás fermentációt követően 17,4 g/L volt. A fermentáció 

48. és 72. órája között az enzim 1 g/L etanolnak megfelelő mennyiségű glükózt szabadított 

fel. Az etanol hozam PSSF esetén 45,1%-nak adódott.  
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9. ábra PSSF konfigurációban végzett fermentáció glükóz és etanol koncentrációi 

4.5.1.3 SHF konfigurációban, Saccharomyces cerevisiae-vel végzett fermentáció 

organosolv előkezelésen átesett lucernaprésrost mintákon 

SHF konfiguráció esetén az előkezelt lucernaprésrost mintákon 72 órás enzimes hidrolízist 

hajtottunk végre. Majd az élesztő sejtek inokulálását követően 96 órás fermentációt 

végeztünk. A 72 órás előhidrolízist követően a hidrolizátumban 41,5 g/L (49,5% hozam) 

glükóz értünk el. Ez az eredmény azonos a korábban ismertetett eredményekkel, ahol az 

organosolv előkezelésen átesett lucernaprésrost mintákon végzett 12,5%-os szárazanyag 

tartalmú 72 órás enzimes hidrolízis során 39-43 g/L glükózt értünk el. A fermentációs során 

az élesztő az első 24 órában 95%-os hozammal etanollá fermentálta a rendelkezésre álló 

glükózt. Az etanol koncentráció 24 óra fermentációt követően 20,1 g/L volt (10. ábra). A 

fermentáció további óráiban az etanol koncentráció szignifikánsan nem változott. Az etanol 

hozam SHF esetén 53,4%-nak adódott. 
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10. ábra: SHF konfigurációban végzett fermentáció etanol koncentrációi 

Az eddigi kísérletek alapján az SHF konfiguráció bizonyult a leghatékonyabbnak az elérhető 

etanol koncentrációt és etanol hozamot tekintve, ezért SHF konfigurációban végzett 

fermentáció esetén megvizsgáltuk az élesztő kiindulási koncentrációja hogyan befolyásolja az 

etanol fermentáció lefutását.  

Organosolv előkezelésen átesett proteomill pellet lucernaprésrost mintán elvégeztük az 

előhidrolízist 5%-os és 12,5%-os szárazanyag tartalommal, majd a kiindulási élesztő 

koncentrációt 3 g/L, 5 g/L vagy 10 g/L-re állítottuk.  

A proteomill pellet 25 (0,3) % glükánt, 11,5 (0,2) % xilánt, 4,1 (0,1) % arabinánt és 16,6 (0,7) 

% Klason-lignint tartalmazott. Az előkezelt proteomill pellet 51 (0,7) % glükánt, 9,3 (0,1) % 

xilánt, 0 (0) % arabinánt és 16 (0,8) % Klason-lignint tartalmazott. Az organsolv 

előkezelésével duplájára növeltük az alapanyag glükán tartalmát. Csökkentettük a xilán és 

Klason-lignin tartalmat, az arabinánt teljesen eltávolítottuk, ami megegyezik a korábban 

ismertetett organosolv előkezelések eredményével. 

A fermentáció során mért etanol koncentrációkat a 11. ábra és 12. ábra mutatja be. Az 5%-os 

szárazanyag tartalommal, SHF konfigurációban végzett fermentáció esetén 48 órás 

fermentációt követően a 3 g/L kiindulási élesztő koncentráció esetén mértük a legnagyobb, 

közel 8 g/L etanol koncentrációt a fermentlében. A 12,5%-os szárazanyag tartamommal 

végzett fermentáció esetén szintén a 3 g/L-es kiindulási élesztő koncentráció eredményezte a 

legnagyobb etanol koncentrációt (~16 g/L). A különböző kiindulási élesztő koncentrációkkal 

számottevő különbség nem adódott az elért etanol koncentrációkban. Azonban mindkét 

esetben a fermentáció idejének növelése az etanol koncentráció csökkenését eredményezte. 

Ezért SHF konfiguráció esetén rövidebb, 24 órás fermentációs idő javasolt. 
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11. ábra: SHF konfigurációban végzett fermentáció etanol koncentrációi 5%-os szárazanyag tartalommal és 

különböző kiindulási élesztő koncentrációkkal 

 

12. ábra: SHF konfigurációban végzett fermentáció etanol koncentrációi 12,5%-os szárazanyag tartalommal és 

különböző kiindulási élesztő koncentrációkkal 

4.5.2 Három féle élesztőtörzzsel (Saccharomyces cerevisiae, Candida boidinii, 

Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red) végzett SHF és PSSF fermentációk 

Saccharomyces cerevisiae-vel végzett kísérletek alapján megállapítottuk, hogy a legnagyobb 

etanol koncentráció és etanol hozam az SHF konfigurációban végzett fermentáció során 

érhető el, azonban PPSF konfigurációban végzett fermentáció sem marad el jelentősen sem 

etanol koncentrációt, sem etanol hozamot tekintve. Illetve megállapítottuk, hogy 3 g/L 

kiindulási élesztő koncentráció alkalmas a fermentáció hatékony megvalósítására. Ezért 
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további élesztő törzsekkel (Candida boidinii, S. c. Ethanol Red) végzett SHF és PSSF 

fermentációkat vizsgáltunk meg organosolv előkezelésen átesett lucernaprésrost pelleten, 3 

g/L kiindulási sejt koncentrációval (9. táblázat). 

A 24 órás enzimes hidrolízist követően a hidrolizátum 25-26 g/L glükózt (kiindulási cukor 

koncentráció PSSF esetén) tartalmazott, míg 72 órás enzimes hidrolízis után körülbelül 32 

g/L glükózt (kiindulási cukor koncentráció SHF esetén) mértünk a hidrolizátumban. A 

hidrolizátum a glükóz mellett még xilózt tartalmazott. A 24 órás enzimes hidrolízist követően 

5 g/L xilózt, míg 72 órás enzimes hidrolízist követően 6 g/L xilózt mértünk. Mindkét 

konfiguráció esetén a Saccharomyces cerevisiae és S. c. Ethanol Red is közel 100%-os 

hozammal etanollá fermentálta a rendelkezésre álló glükózt a fermentáció első 24 órájában. 

Candida boidinii-vel végzett fermentáció esetén azonban a fermentáció 24. órájában igen kis 

(2 g/L) etanol koncentrációt mértünk a fermentlében, viszont a fermentáció 96 órájában mind 

PSSF, mind SHF esetén meghaladta az etanol koncentráció a Saccharomyces cerevisiae-vel 

és S. c. Ethanol Red-del végzett fermentáció során mért etanol koncentrációkat. A 

legnagyobb etanol koncentrációt (17 g/L) a Candida boidinii-vel, SHF konfigurációban 

végzett fermentáció esetén értük el. A fermentlében mért xilóz minden esetben kismértékben 

csökkent a fermentáció 96. órájáig. 

9. táblázat: Saccharomyces cerevisiae-vel (S.c.), Candida boidinii-vel, (C.b.) S. c. Ethanol Red-del (EtOHRed) 

PSSF és SHF konfigurációban végzett fermentáció organosolv előkezelésen átesett lucernaprésrost pelleten. 

SHF esetén 72 órás, 50°C-os enzimes hidrolízis, PSSF esetén 24 órás, 50°C-os enzimes hidrolízist követően, 96 

órás fermentáció 3g/L kiindulási sejtkoncentrációval. 

  
Kiindulási glükóz (g/L) Etanol (g/L) 

  

24 órás 

hidrolízis szórás 

72 órás 

hidrolízis szórás 

24 órás 

fermentáció szórás 

96 órás 

fermentáció szórás 

PSSF S.c 26,0 0,2   13,6 0,4 14,5 0,5 

 

C.b 25,9 0,1   2,0 0,1 15,8 0,1 

  EtOHRed 25,1 0,9     12,9 0,1 14,4 0,2 

SHF S.c   32,5 0,1 15,7 0,8 16,2 0,4 

 
C.b   31,7 0,4 2,0 0,0 17,0 0,7 

 

EtOHRed   31,5 0,6 15,1 0,8 15,4 0,5 

A fermentációk etanol hozamát a 10. táblázatban foglaltuk össze. Candida boidinii-vel 

végzett fermentációk esetén a 24 órában 5% hozamot értünk el, míg a fermentációk 96 

órájában a legnagyobb hozamokat Candida boidinii-vel értük el, ahol 2-3 %-al meghaladta a 

Saccharomyces cerevisiae-vel és S. c. Ethanol Red-del végzett fermentációk során mért 

etanol hozamokat. 
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10. táblázat: Etanol hozamok Saccharomyces cerevisiae-vel (S.c.), Candida boidinii-vel, (C.b.) S. c. Ethanol 

Red-del (EtOHRed) PSSF és SHF konfigurációban végzett fermentáció organosolv előkezelésen átesett 

lucernaprésrost pelleten. 

  
etanol hozam (%) 

  
24 órás fermentáció szórás 96 órás fermentáció szórás 

PSSF S.c 37,8 1,0 40,4 1,5 

 
C.b 5,5 0,2 43,9 0,2 

 
EtOHRed 35,8 0,3 40,1 0,4 

SHF S.c 43,7 2,2 44,9 1,0 

 
C.b 5,5 0,0 45,8 2,0 

 
EtOHRed 41,9 2,1 42,8 1,5 

Annak ellenére, hogy Candida boidinni képes az öt szénatomos cukrok felhasználására is, a 

fermentlé xilóz tartalma a fermentáció során csak kis mértékben csökkent. Sreenath és 

munkatársai hasonló eredményre jutottak Candida shehatae törzs esetén, ahol azt 

feltételezték, hogy az inhibítorok jelenlétének köszönhetően nem történt öt szénatomos cukor 

fogyasztás [6]. 

Megállapítottuk, hogy Candida boidinni képes etanolt fermentálni a rendelkezésre álló 

glükózból Saccharomyces cerevisiae-vel és S. c. Ethanol Red-del közel azonos 

hatékonysággal, azonban hosszabb fermentációs idővel [42].  
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5 Összefoglalás 

A kutatás-fejlesztési tevékenység 3. részfeladata során elvégeztük különböző fajtájú 

lucernaprésrost minták kavitációs, nátrium-hidroxidos, ammóniás áztatásos (SAA), 

organosolv előkezelését. Az előkezelések hatékonyságát az enzimes hidrolízis kísérletekkel 

vizsgáltuk. Az enzimes hidrolízisek körülményeire vonatkozóan megvizsgáltuk, hogy a 3%-

os enzimdózis mellett az 5% és 12,5%-os szárazanyag tartalomnak milyen hatása van az 

enzimes hidrolízisben elérhető glükóz koncentrációra és hozamra. Az előkezeléssel, mellyel a 

legnagyobb glükóz koncnetrációt értük el fermentációs kísérleteket végeztünk. A 

fermentációs kísérletek során többféle konfigurációt (SSF, PSSF, SHF) és 3 féle (3 g/L, 5 

g/L, 10g/L) kiindulás élesztő koncentrációt és több élesztő törzset vizsgáltunk meg, hogy 

milyen hatással vannak ez elérhető etanol koncentrációra és etanol hozamra. 

Megállapítottuk, hogy az organsolv előkezeléssel érhető el a legnagyobb glükán (~58-60%) 

tartalmú előkezelt rost. Az organosolv előkezeléssel több mint a duplájára növeltük az 

kiindulási anyagok glükán tartalmát, csökkentettük a xilán és Klason-lignin tartalmat és az 

arabinán frakciót teljes mértékben eltávolítottuk. Az organosolv előkezelt roston értük el a 

legnagyobb glükóz tartalmú (43,6 g/L) hidrolizátumot, mely a glükóz mellett 6,7 g/L xilózt 

tartalmazott. A hidrolizátumban arabinózt nem mértünk.  

Az organosolv előkezelésen átesett lucernaprésrostokon végeztünk fermentációs kísérleteket. 

Saccharomyces cerevisiae-vel végzett kísérletek során az SHF fermentáció bizonyult a 

leghatékonyabbnak az elért etanol (20,1 g/L) koncentráció és etanol hozam (53,4%) 

szempontjából. A további vizsgált élesztő törzsek közül a Candida boidinii-vel értük el nagy 

etanol hozamot. 

A fent említettek alapján az etanol fermentáció körülményeire a következőket javasoljuk. A 

lucernaprésrost mintán 5% szárazanyag tartalommal végzett organosolv (92% etanol+ 0,32M 

kénsav, 140°C, 5 perc) előkezelést javaslunk. Az előkezelt roston SHF konfigurációban 

végzett etanol fermentációt javasoljunk. A szeparált enzimes hidrolízist Cellic Ctec3 

enzimkészítménnyel, 3%-os enzimdózissal, 12,5%-os szárazanyag tartalommal, 50°C-on, 

125 rpm-es rázatatással 72 óráig szükséges végezni. Majd a fermentációt 3 g/L kiindulási 

élesztő (Saccharomyces cerevisiae) koncentrációval 30°C-on, 125 rpm rázatással, 24 óráig 

szükséges végezni.  
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