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1 BEVEZETES

A mai vilagban rohamos mértékben né a fosszilis tiizeléanyagok haszndlata, mely
kovetkeztében a Fold kdolaj és foldgaz készleteinek csokkenése és a felhasznalasuk altal a
légkorbe bocsatott nagy mennyiségli szén-dioxid miatt fokozddik az liveghdzhatasti gazok
kibocsatasa, amely belathatatlan kornyezeti karokat okozhat. A fosszilis tlizeldanyagok
helyett egy 1j Ilehetséges megoldast kinalnak a biolizemanyagok, mint alternativ
energiaforrasok.

Az els6 generacios biolizemanyagok, emberi €lelmiszerforrasokbol pl.: kukoricabol, buzabol
szarmaznak. Azonban az ¢lelmiszerforrasok iizemanyagként vald felhasznalasa veszélyezteti
az ¢lelmiszerellatast ¢és novelné annak &rat is. Ezek mellett az els6 generacios
biolizemanyagok hasznalata fokoznid a foldteriiletek nagyobb mértékii felhasznalasat, és
versenyt idézne eld a terméfoldek hasznalatdra vonatkozoéan. Igy egy olyan megfeleld
alternativara van sziikség, amely nem tamaszkodik emberi taplalékforrasokra.

Napjainkban nagy jelentdséggel bir az ugynevezett masodik generacios bioetanol eldallitasa,
mely sordn mezdgazdasagi melléktermékekbdl, erdei maradvanyokbdl vagy energia
novényekbdl szarmazd, lignocelluléz alapu biomassza fermentaciojaval torténik a bioetanol
eloallitdsa [1]. A mésodik generaciés biomasszak, mint példdul a lucerna, idedlis
biolizemanyag-alapanyag lehetnek [2]-[4]. A lucerna szar €s levél konnyen elkiilonithetd
egymastdl és az Osszetételik is jelentdsen eltér [5]. A lucerna szar sejtfala gazdag
poliszacharidokban, melyek bioetanol gyartas cukor forrasaként hasznalhatok [6], [7].

Az alabbi pontokban a ,,Proteomill — lucerna alapt fehérjetermékeket €s egyéb ndvényi
termékeket eldallitd termesztési €s feldolgozasi technoldgia, valamint mintaiizem kialakitasa”
targyu projekt keretein beliil az els6 és a masodik részfeladatban elvégzett korabbi kisérletek
eredményeit foglaljuk 6ssze réviden.

1.1 Elso részfeladat eredményei

Az els0 részfeladat soran a 35 db lucernaprésrost minta Osszetételét vizsgaltuk.
Meghataroztuk a szérazanyag, celluldz, hemicellul6z, Klason-lignin-, szervetlen komponens
tartalmat.

Az els6 jelentésben ismertettiik a lucernaprésrost mintdk osszetétel analizisének eredményeit
a lucerna fajtdja és aratasanak iddpontja szerint csoportositva. A lucernaprésrost mintak
Osszetételének 85-90%-4at azonositottuk. A megmaradd 10-15%-ot valdsziniileg az apolaris
vagy ill6 komponensek alkotjak. Ezek az apolaris extraktivok feltételezheten lipidek, zsirok
és szin anyagok.

Megvizsgaltuk, hogy az azonos fajtaji lucerna mintak Osszetételére milyen hatassal van az
eltérd parcelldban torténd termesztés. Két esetben adddott nagyobb eltérés a kiillonbdzo
parcellakban termesztett azonos fajtaji lucerna mintak dsszetételében. A 2018. augusztusban



aratott Hunor fajtaju lucerna minta esetén az egyes parcellaban termesztett novények gliilkan
tartalma 27,2 %, mig a kettes €s harmas parcellaban termesztett lucerndk gliikdn tartalma
rendre 34,8%, 33,1% voltak. Illetve a 2018. juniusban aratott Olimpia fajtdju lucerna egyes
parcellaban termesztett novények glikan tartalma 25,8 % volt, mig a kettes és harmas
parcellaban termesztett ndvények 32,5% és 33,7% gliikan tartalommal rendelkeztek. Tovabbi
mintdk esetén az Osszetételben szamottevd eltérést nem tapasztaltunk. Latszolag az azonos
lucerna fajtdk eltérd parcellakban torténd termesztése nem volt hatassal a lucerna
Osszetételére.

A 1. abra az elsO részfeladat soran elemzett lucernaprésrost mintak gliikkan tartalmat mutatja
fajtanként csoportositva. Az aratasi idot tekintve a fajtakon beliil egyértelmii tendencia nem
figyelhetd meg. A glikdn tartalom az aratasi id6 fliggvényében az adott fajtan beliil
valtozatos képet mutat. Altalanossagban a 2018 oktoberi aratas esetén kismértékben kisebb
glilkan tartalmat eredményezett a tobbi aratashoz viszonyitva. A tiz lucerna fajta koziil,
melyet a kutatasi-fejlesztési tevékenység keretein beliil vizsgaltunk, a legnagyobb glikan
tartalommal a Plato-Rhizo fajtaja lucernaprésrost rendelkezik. Két aratas soran is 33% folotti
gliikdn tartalmat mértiink. A Plato-Rhizo fajtaja lucernatdl, csak alig kisebb gliikan
tartalommal rendelkezik a Dimitra fajtaji lucernaprésrost. Ebben az esetben harom aratasi
idépontban is 32,5% feletti glilkan tartalmat allapitottunk meg. A harmadik legnagyobb,
32,6% gliikan tartalommal rendelkezd présrost minta a 2018 augusztusaban aratott Danubia.
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1. dbra: Lucernaprésrost mintak gliikan taralma szarazanyag szazalékban.



1.2 Masodik részfeladat eredményei

A kutatas-fejlesztési tevékenység 2. feladata soran az 1. feladat eredményei alapjan
kivalasztott, nagy szénhidrat tartalmi lucernaprésrost mintak kémiai el6kezelését végeztiik el
a cukrosithatdsag hatékonysaganak novelése érdekében. A cukrosithatosdg hatékonysagat
enzimes hidrolizis kisérletekkel tamasztottuk ala, melyben meghataroztuk a sziikséges enzim
dozist és a hidrolizis reakci6 koriilményeit. Az enzimes hidrolizis reakciok soran felszabaduld
cukor koncentracidkat nyomon kovettiik és felvettiik a hirdolizis gorbéket. A méréseket
harom parhuzamos méréssel végeztiik.

A kutatas-fejlesztési tevékenység 2. részfeladata soran elvégeztiik kiilonbozd fajtaja
lucernaprésrost mintdk forr6 vizes és hig savas (0,05%; 0,5%; 1%; 2% kénsavval)
elokezelését. Az elokezelések hatékonysagat az enzimes hidrolizis kisérletekkel vizsgaltuk.
Az enzimes hidrolizisek koriilményeire vonatkozéan megvizsgaltuk, hogy a 3% ¢és 6%-os
enzimdozis és az 5%, 10%, 12,5%-o0s szdrazanyag tartalom milyen hatassal van az enzimes
hidrolizisben elérhetd gliikdz koncentraciora és hozamra.

Megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6 fajtaju lucernaprésroston, azonos elékezelés utan végzett
enzimes hidrolizis lefutasdban, az elérhetd glilkéz koncentracidban ¢és hozamban nincs
jelentds kiilonbség. Azonos kezelésen atesett lucernaprésrost mintakon végzett enzimes
hidrolizis esetén az enzimdozis novelésével az elérhetd glilkdéz koncentracio és a glikoz
hozam sem novekszik jelentdsen. A szdrazanyag tartalom ndvelésével azonban tébb, mint
kétszeresére ndvelhetd a gliikoz koncentracié a hidrolizaitumban, mely esetekben a gliikkoz
hozamok csdkkenését nem tapasztaltuk.

Az elokezelt lucernaprésrost mintak Osszetételét figyelembe véve, megallapitottuk, hogy a
vizsgalt elokezelések koziil az 1%-o0s kénsavas eldkezelés soran ndvekedett meg legnagyobb
mértékben az eldkezelt rost gliikkdn tartalma. Az 1%-o0s kénsavas eldkezelés hatékonysagat
tobb kiilonb6z6 lucernaprésrost mintan igazoltuk. Azonban az el0kezelt roston végzett
enzimes hidrolizis hozama csupan 50% koriil alakult, mely viszonylag kis gliikkoz
koncentraciot eredményezett 5% szarazanyag tartalom mellett. A 12,5%-0s szarazanyag
jelentésen noveltiik, azonban a szarazanyagtaralom novelésével az enzimes hidrolizis gliikoz
hozama kismértékben csokkent. A gliikdoz koncentracid tovabbi novelése érdekében
javasoltuk olyan el6kezelések vizsgdlatdt, melyek a lucernaprésrost hemicelluldz, illetve
lignin tartalmat tovabb csokkentik [8], igy ndvelve az elokezelt rost gliikan tartalmat.

A fent emlitettek alapjan a kutatas-fejlesztési tevékenység 3. részfeladatara, mely soran
elokezelt lucernaprésrost enzimes hidrolizisével nyert hidrolizatumbo6l masodik generécios
bioetanol fermentacids eldallitasat végezziik el, enzimes hidrolizis koriilményeire a
kovetkezOket javasoltuk. Az eldkezelt lucernaprésrost minta enzimes hidrolizisét Cellic Ctec3
enzimkészitménnyel, 3%-os enzimdodzissal, 12,5%-0s szarazanyag tartalommal, 50°C-on,
125 rpm-es raztatassal 72 oraig érdemes végezni. A lucernaprésrost mintak koziil tovabbra is
a nagyobb gliikan tartalmu fajtadkat javasoljuk, mint példaul a Plato, a Plato-Rhizo, Danubia és
Dimitra.



2 SZAKIRODALMI OSSZEFOGLALO

A szakirodalmi Osszefoglaloban a kutatds-fejlesztési tevékenység 3. részfeladata soran
végzett kisérletek irodalmi vonatkozasit foglaljuk 6ssze.

2.1 Alkalikus elokezelés

Az enzimes emészthet0ség fokozasa és a delignifikacids hatas miatt a ligoldatokkal végzett
lignocellul6z alapti biomassza el6kezelések széles korben hasznalatosak. A ligoldat hatasara
¢észterkotések felbomlanak a lignin €s a poliszacharid frakcid kozott [9][10].

Natrium-, kdlium-, kalcium-, ammonium-hidroxid oldatok alkalmazasa egyarant megfeleld
lehet. A legtobb tanulmanyban a natrium-hidroxidos elokezelést preferaljak, mivel
kiemelkedd delignifikaciés hatasa van, amely elengedhetetlen a biomassza enzimes
emészthetdségének fokozasdhoz [10].

2.1.1 Natrium-hidroxidos elokezelés

Mcintosh és kutatotarsai gabona betakaritds utan visszamaradt cirokszalma mezdgazdasagi
hulladeék elokezelését végeztek hig natrium-hidroxid oldattal. Enyhe koriilmények kozott
végezték az elokezelést €s kis enzimdozissal végezték az elcukrositast. Tobb beallitast is
kiprobaltak: 60°C-on, 120°C-on; 0%; 0,7%; 1,0%; 2,0%-o0s (v/w) natrium-hidroxid oldattal,
valamint 30, 60, 90 perces -elokezelési idovel dolgoztak. A celluléz enzimes
cukrosithatosaganak hatékonysaga az elokezelés homérsékletével, a biomassza tartozkodasi
idejével és a lugoldat koncentracidjaval ndvekedett. A hdmérsékletnek volt kiemelkedd
szerepe, ugyanis 121°C-on végzett elokezelés esetén nagyobb gliikkdzkoncentraciot értek el az
enzimez hidrolizis utan, mint hasonlé koériilményekkel, de 60°C-on végzett elokezeléssel. A
celluloztartalom legnagyobb mértékben akkor ndvekedett, amikor 2%-o0s natrium-hidroxid
oldattal, 90 percig, 121°C-on végezték az elokezelést. Ez azt jelentette, hogy 1 g-nyi
elokezelt biomasszabol 540 mg gliikozt tudtak felszabaditani, a celluloz csaknem 90%-os
biokonverzioja mellett. Ekkor a lignin 77,3%-at sikeresen eltavolitottdk, amely jelentds
eredmény, mivel a lignin egy fizikai gatat jelent a cellulaz enzimek cellulozhoz vald
hozzatérhetosége szempontjabdl, valamint a cellulaz enzimek ¢és a lignin kozott kialakuld
nem-produktiv kotések tovabb rontjak az enzimaktivitdst [9].

Xu ¢és munkatarsai natrium-hidroxidos eldkezeléseket végeztek energiafii mintakon.
Kiilonb6z6 natrium-hidroxid koncentraciokat (0,5; 1; 2; 3%) ¢és kezelési idoket vizsgaltak
(0,25; 0,5; 1,0; 1,5 oras kezelés), 10%-o0s szarazanyag tartalommal, 120°C-on autoklavban.
Az eldkezelt biomasszan enzimes hidrolizist végeztek cellulaz (NS-50013, 35 FPU/g
biomassza) ¢€s cellobidz (NS-50010, 61,5 CBU/g biomassza) enzimek keverékével 55°C-on,
150 rpm-en, 72 6raig. A 2%-os natrium-hidroxidos, 121°C-o0s, 1 6rés kezeléssel a lignin
tartalom 85,8%-al csokkent. Az enzimes hidrolizis sordan legnagyobb cukor hozamot,
azonban az 1%-os natrium-hidroxidos kezeléssel (50°C, 12 6ra) érték el [11].



Canale és munkatarsai NaOH-os és NaClO-os kezeléseket vizsgaltak 4 féle aratasi idejii
lucernan [12]. Megéllapitottak, hogy a NaOH-os kezelés hatékony a xilan, arabinan és lignin
komponensek részleges eltavolitasara.

Khatri és munkatarsai lucerna szar lignin tartalom csokkentését vizsgaltak. Lucerna szarat
natrium-hidroxiddal (5 w/w%) kezeltek, 121°C-on, 60 percig, majd az elokezelt lucerna
szaron enzimes hidrolizist hajtottak végre Accellerase ® DUET enzimkészitménnyel 144
oraig, 55°C, 4,4-es pH-n, 220 rpm-es raztatds mellett. A legnagyobb szénhidrat konverziot
(70%) a Iiggal elokezelt lucerna szar estén érték el [13].

2.1.2 Ammonias aztatas (SAA)

Szamos tanulmany a lignocellul6z alapi biomasszak ammonias elokezelésére fokuszal [14].
Beszamolnak egyszerli vizes-ammonids dztatasrdl (SAA-soaking aqueous ammonia),
ammonia ujra hasznositasdval végzett perkolacidos eljarasrdl (ARP-ammonia recycled
percolation), ammonias rostrobbantd eljarasrol (AFEX-ammonia fibre expansion/explosion)
¢s extraktiv moédon végzett ammonias elokezelésrdl (EA-extractive ammonia).

A vizes-ammonids aztatds hatékony eldkezelés a lignin eltavolitasara [15]-[17]. Kim és
kutatotarsai egyszerli vizes-ammoOnias aztatast végeztek kukoricaszar biomasszdn egy
ugynevezett flow-through-atfolyasos reaktorban [18], [19]. Az eldkezelést 29,5 (w/w) %
ammoniaval végezték, 1-60 napon at, szobahdmérsékleten. A szilard:folyadék aranyt 1:12-re
allitottak be. Kutatasuk alapjan négy nap elteltével a lignin csaknem fele eltavozott a
biomasszabol, majd tiz nap mulva 55,8%-a, végiil az elokezelés végén, 60 nappal a
megkezdése utan a lignin tartalomban 73,5%-o0s csokkenést mértek, mig a hemicellul6z
frakcio 13%-at sikeriilt eltavolitaniuk. Ugyanakkor a gliikan tartalomban nem kovetkezett be
valtozéds. Az eldkezelés utan 72 6rds enzimes hidrolizisnek vetették ald a biomasszat. Az
elokezelés tizedik napjan vett minta enzimes hidrolizise azt mutatta, hogy a gliikkdn 92%-
aban, mig a hatvanadik napjan vett minta esetén 97%-4aban ment végbe biokonverzid. Az
enzimes hidrolizist 60 FPU/g gliikdn enzimdo6zis alkalmazéasaval végezték. Megallapitottak,
hogy az elokezelési i1d0 eldrehaladtaval fokozodik a delignifikacid, illetve a biomassza
enzimes emészthetdsége, de az ammonias aztatds 10 nap felett mar kisebb hatast fejt ki az
enzimes emészthetdségre. Azt is megallapitottak, hogy az enzimes hidrolizis hozama romlik,
ha csak 15 FPU/g glilkdn enzimdozist alkalmaznak, illetve, ha a szilard:folyadék aranyt
csokkentik [19].

Kukoricacsutka ¢és kukoricaszar keverékén (CCSM-corn cobs/stover mixture) és vesszOs
kolesen (Panicum virgatium) végzetek Iyer és munkatarsai ARP tipusu eldkezelést [20]. Az
elokezelési paraméterek bedllitasakor az ammoniakoncentraciot, a reakcidhdmérsékletet, a
reakcididOt és az aramlasi sebességet tekintették az elsddleges paramétereknek, amelyek
befolyasoljak a deignifikaci6 hatasfokat és az enzimes emészthetOséget. Az idealis
ammoniakoncentraciot 10 (w/w)%-nak allapitottak meg, mert 10 w/w% felett a
lignintartalomban kevésbé kovetkezet be csokkenés. 72 oOras enzimes hidrolizis utin



megallapitottak, hogy CCSM biomassza esetén a celluléz 98%-at biokonvertalta a 60 FPU/g
gliikdn do6zisban alkalmazott celluldz enzim. Ezt 170°C-on végzett elékezelés utan lehetett
elérni. Megallapitottak, hogy atlagban 36 ora elteltével a szénhidratok csaknem 90%-aban
végbe megy a biokonverzio. Bebizonyitottdk, hogy az eldkezelési folyamat elfogadhatd
reakci6id0 tartomanya 15-60 perc az elobbiekben ismertetett elokezelési paraméterek
alkalmazasa mellett. A rendszer térfogatarama 1mL/min volt. Kjeldahl nitrogén analizis
alapjan megallapitottdk, hogy az ammonia visszanyerése eléri a 99%-ot, amely gazdasagilag
rendkiviil kedvez6é eredménynek szamit.

L. da Costa Sousa és kutatotarsai egy 0j, viz/etanol alapu frakcionalési eljarast dolgoztak ki
az ammoniaban 0ldodo lignocelluloz alapti biomassza komponensekre [21]. Ebben az esetben
a tanulmany célja a minél tisztdbb lignin termékaram kialakitdsa wvolt. 10 (w/w)%
nedvességtartalmt  kukoricaszar biomasszat kezeltek eld 30 percen keresztil. A
biomassza:ammonia arany 1:6 volt és 120°C-on végezték az elokezelést, amely utan eldszor
egy 44 w/w% lignintartalmua extraktumot nyertek, amelyet a tovabbiakban etanollal és vizzel
csaknem sikertilt teljesen szénhidrat mentesiteni.

Kim és munkatarsai részlegesen fehérjementesitett lucernan végzetek hig savas (0,07
(W/w)%) és vizes-ammoOnias kezelést (15 (w/w)%) 170°C, 20 percig. Az ammonias kezelés
utan szignifikdnsan 34-45%-kal kevesebb lignint mértek a részlegesen fehérjementesitett
lucernaban, mint a nem fehérjementesitett lucernaban, a gliikkan és xilan tartalom megtartasa
mellett. Ugyanakkor a savasan el0kezelt mintak esetén a lignin eltavolitds minimalis volt. Az
elokezelés hatékonysagat megvizsgaltak az enzimes bonthatdsag szempontjabol. Az enzimes
hidrolizis soran (cellulaz és B-gliikkozidaz) 1 (w/w)% enzimdozist alkalmaztak (citrat puffer,
pH=4,8), 50°C-on, 150 rpm razatas mellett. A részlegesen fehérjementesitett ¢s ammoniaval
elokezelt lucerna esetén nagyobb gliikdn ¢s xildn emészthetdséget tapasztaltak a nem
fehérjementesitett €s ammoniaval elokezelt lucerna mintdhoz képest. Az ammonias kezeléssel
a gliikdn tartalom 21,7%-4t, mig a kénsavas kezeléssel a gliikkan tartalom 19,6%-at tavolitottal
el, ezért az el0kezelésre enyhébb koriilményeket javasolnak (kisebb hdomérséklet vagy
rovidebb reakcididd). Osszeségében megallapitottak, hogy a részleges fehérjementestés
elonyds az enzimes bonthatdsag szempontjabol [22].

2.2 Organosolv elokezelés

Az elnevezés az organic soluble - szervesen oldhato kifejezésbdl szarmazik. Organosolv
elokezelés alatt mindazon eldkezelési modszereket értjiik, amikor szerves vagy vizes-szerves
oldoszereket haszndlunk a lignocelluloz alapti biomassza eldkezelésére 100-250°C
homérsékleti tartomanyban [23]. Szdmos tanulmany sziiletett az elmult évtizedekben a
lignocelluléoz alapti  biomasszdk eldkezelésérdl, ugyanakkor mindezek koziil a
legkevesebbszer eldfordulo modszer az organosolv eldkezelés. Mindez abbdl fakad, hogy ez
az eldkezelési tipus a koltségesebb folyamatok kozé tartozik. Ipari 1éptékben az alkalmazott
szerves olddszert mindenképpen vissza kell nyerni és Gjra felhasznalhatova tenni, tisztitani
[23].



Az organosolv eljaras soran a biomasszat pépesitik az alkalmazott szerves olddszerrel, amely
altal a lignin és a hemicelluloz frakcié kinyerhetd és a celluldéz frakcio pedig emészthetébbé
valik az enzimes hidrolizis 1épés soran [24], [25]. A biomassza atlagos porusatmérdje és
térfogata megnd, igy a lignocelluldoz matrix merev szerkezetét részlegesen megbontjuk, ami
[26]. A celluloz frakcid a szilard fazisban, mig a lignin frakcié a folyadékfazisban fog
megjelenni [27]. Az organosolv oldat lehet tisztan szerves oldoszer: metanol, etanol, glicerol,
aceton, formilsav, ecetsav, fenol vagy ezen oldoszerek és a viz keveréke [24], [27]-[29].
Abban az esetben, ha a viz és a szerves komponens keverékét hasznaljuk az elkezelésre,
akkor altalaban 35-70 (w/w)%-os oldatokat alkalmazunk a szerves olddszerre nézve, az
alkalmazott homérséklet 120°C és 200°C kozott valtozhat, az eldkezelést 30-90 percen
keresztiil érdemes végezni [24]. Alkalmazhatunk tovabba katalizatort a reakci6 tovabbi
gyorsitasa érdekében [23].

Schmetz és munkatarsai organosolv kezelést végeztek Festuca arundinacea Schreb fiifélén a
komplex lignocelluloz szerkezet megbontasa céljabol [30]. Az organosolv kezelés soran 100
g biomasszat kezeltek 2 liter 92%-o0s etanol és 0,32 M kénsav keverékével 148°C-on, 5
percig. Megallapitottdk, hogy az oldhato lignin nagy részét eltavolitottak az alapanyagbol,
ugyanakkor cellul6z bomlast is megfigyeltek.

2.3 Az enzimes hidrolizis

Az eldkezelések alatt arra toreksziink, hogy eltavolitsuk vagy modositsuk a hemicelluloz és
lignin szerkezetét, ezaltal a celluloz jobban hozzaférhetdvé valjon az enzimek szdmara. Az
enzimes hidrolizis sordn, az eldkezelt lignocelluloz alapi biomasszat cukrositas céljabol
enzimekkel kezeljiik. Ekkor torténik a cellul6z monomer egységekre vald bontasa. A celluloz
enzimes hidrolizisét végezhetjilk gombak vagy baktériumok altal termelt enzimekkel.

Bruce S. Dien és munkatéarsai lucerna szarak hig kénsavas kezelését, majd enzimes
hidrolizisét végezték. Kétfele hig savas elokezelést végeztek; 121°C-on autoklavban és
151°C-on csOreaktorban. A ndvényi mintdkat (2 g), 18 ml higitott kénsav oldattal (0-2,5%)
121°C-on autoklavban 1 o6ran at kezelték. A csoéreaktor esetén is hasonloan jartak el, a
kezelési id6 20 perc volt. Az enzimes hidrolizis soran a savval eldkezelt mintdkat 10 ml
vizzel higitottak, kalium-hidroxiddal semlegesitették, majd citromsav hozzdadasaval
pufferelték (pH 4,5). Az enzimes reakci6é 45°C-on 125 rpm fordulatszdmon 72 6ran at tartott.
Celluclast (cellulaz) és Novo 188 (B-gliikozidaz) (Novozyme, Dania) enzimkészitményeket
alkalmaztak. A lucerna szirak 121°C-on torténd eldkezelését kovetden (2,5%-os sav
mennyiség esetén) 44 g/kg gliikkoz, 137g/kg nem-gliikdoz komponens €s 34 g/kg acetat jelent
meg a szarazanyag tartalomra vonatkoztatva. Ennek enzimes hidrolizisét kovetden 173 g/kg
gliikdz szabadult fel. A cséreaktorban, 151°C-on, a 2,5% hig kénsavas kezelést tartottak a
leghatékonyabbnak. Ennek soran 51 g/kg gliikkoz és 123 g/kg nem-gliik6z komponens jelent
meg, majd az enzimes hidrolizist kovetden 187 g/kg gliikoz szabadult fel [5], [31].

D. Dondi és munkatarsai a lucerna rostos részeibdl, enzimesen eloallithatd, fermentalhato
cukrok keletkezését vizsgaltdk. A lucernat 6rolték, majd a mikrohulldmu eldkezelést végeztek



vizes kozegben [32]. Az enzimes hidrolizist celluldz (NS22086 - Novozymes) és -
gliilkozidaz (NS22118 - Novozymes) enzimkészitmények keverékével, 50°C-on hajtottak
végre. A keletkezd redukdld cukrok mennyiségét dinitroszalicilsavas reagenssel (DNS),
spektrofotométerrel mérték. A redukdld cukrok hozama 4, 24, 48 és 72 oOra utan rendre
19,5%, 22,9%, 35,7% ¢és 63% volt. El6kezelés nélkiili lucernan végezett enzimes hidrolizis
hozama a 72. 6rdban 31,9%-nak adddott. Megallapitottak, hogy a lucerna roston végzett
mikrohullama kezelést kovetden, a celluloz frakcid enzimes hidrolizisével akar 63%-os
redukald cukor hozam érheto el.

Grometta ¢és munkatarsai lucerna szar lignin tartalom csokkentésének (Perenniporia
meridionalis enzimekkel) az azt kovetd celluloz enzimes hidrolizisre gyakorolt hatasat
vizsgaltdk. Lucerna szaron novesztettek a Perenniporia meridionalis gombat €s figyelték a
lignin degradaciojat. Majd az igy elOkezelt lucerna szaron foszforsavas mikrohullamu
kezelést veégeztek (180°C, 30 perc), az enzimes hidrolizist cellulaz (NS22086 - Novozymes)
és B-gliikoziddz (NS22118 - Novozymes) enzimkészitmények keverékével, 50°C-on hajtottak
végre. Megallapitottak, hogy a gomba novekedése kdzben a lucerna szér lignin tartalma
csokkent, ugyanakkor a celluloz frakcid érintetlen maradt. A lignin eltavolitdsa novelte az
enzimes hidrolizisben felszabadulo, fermentalhat6é cukrok mennyiségét [33], [34].

Khatri és munkatarsai szintén lucerna szar lignin tartalom csokkentését vizsgaltak. Lucerna
szarat natrium-hidroxiddal (5%, w/w) kezelték 121°C-on 60 percig, majd az elokezelt lucerna
szaron enzimes hidrolizist hajtottak végre Accellerase ® DUET enzimkészitménnyel 144
oraig, 55°C, 4,4-es pH-n, 220 rpm-es raztatds mellett. A legnagyobb szénhidrat konverziot
(70%) a Iuggal eldkezelt lucerna szar estén érték el [13].

2.4 Bioetanol fermentacio

A bioetanol fermentacio tobbféle konfiguracioban is megvaldsithato. Ipari és laboratdériumi
Iéptékben egyarant elOszeretettel alkalmazott az SSF (simultaneous saccharification and
fermentation - szimultan elcukrositds €s fermentacid). Ekkor egy reaktorban, egy idében
zajlik az enzimes hidrolizis és a bioetanol fermentacio. Nagy, akar 80-92,5%-os etanol hozam
¢rhetd el alkalmazasaval. Az SSF konfiguraci6 végezhetd nagy szarazanyag tartalommal. Az
enzimes folyamat rovid ideig tart és nem sziikséges nagy enzimdodzis, valamint a végtermék
enziminhibicids hatdsa elkeriilhetd. Azonban szamos hatranyt is magaban hordoz. A nagy
szarazanyag tartalom a fermentlé nagy viszkozitdsat eredményezi, a hdatadasi hatékonysag
kicsi. Mivel egy iddben ¢és egy helyen zajlik az elcukrositds és a fermentacid, ezért az
enzimek és a mikrobak optimalis koriilményei kozott kompromisszumot kell hozni. A sejtek
nem Ujrahasznosithatok a fermentacid végeztével, mert keverednek a biomasszaval [35]-[37].

SHF (separated hydrolysis and fermentation - szeparalt hidrolizis és fermentacio) esetén az
enzimes hidrolizis a fermentacio el6tt egy kiilon reaktorban zajlik. Ekkor a fermentacio és a
hidrolizis optimalis koriilményei biztosithatok. A folyamat kivitelezhetd folyamatos
tizemmodban, a sejtek Ujra hasznositdsaval. Az SHF konfiguracié hatranya, hogy a nagy
cukor felhalmozodas gatolhatja az enzimes hidrolizist, mivel az enzimek negativ
visszacsatolassal mérséklik a szubsztrat hidrolizisét, valamint a nagy cukorkoncentracid



kovetkeztében a fermentdld mikrobat ozmotikus stressz érheti. Az SHF konfiguracidval 75-
85%-0s etanolhozam érheto el [35]-[37].

Az elcukrositott biomassza mikroorganizmusokkal etanolld vagy mas ipari anyagokka
alakithat6. A lignocellul6zok bioetanol alapanyagként vald hasznalatat megneheziti, hogy
kevés olyan idedlis mikroorganizmus van, amelyek képesek mind a pentdz és hex6z cukrokat
fermentalni. Egy kereskedelmi szempontbol életképes etanol eldallitasi modszerhez az idealis
mikroorganizmusoknak széles szubsztrat felhasznalassal, nagy etanol-hozammal ¢&s
termelékenységgel kell rendelkezniiik, képesnek kell lennilik ellendllni a nagy etanol
koncentracidknak és a nagy hdmérsékletnek és toleransnak kell lenniiik a hidrolizatumban
jelen 1évo inhibitorokkal szemben [38].

A Saccharomyces cerevisiae egy - a lignocelluloz alapu fermentacidk kapcsan sokat
tanulmanyozott - fakultativ anaerob ¢lesztdgomba. Alkalmazasaval végzett fermenticiok
megbizhatd eredményeket adnak [39]. Hexozok pl.: glikéz, manndz, galaktéz, valamint
diszacharidok pl.: maltéz fermentacidjara képes. JOl tolerdlja az inhibitor vegyiiletek
jelenlétét és a nagy ozmotikus stresszt. Nagy etanolhozam érhetd el hasznalataval (~0,45¢g
EtOH/g cukor) [40].

Gongalves €s munkatarsai szamoltak be arr6l, hogy Candida boidinni, egy xiloz fogyaszto
¢lesztd, melyet foként xilit fermentaciora haszndlnak képes etanolt eldallitani [41].
Tanulmanyukban bebizonyitottdk, hogy Candida boidinii még inhibitorok (furfurol,
hidroximetil-furfurol) jelenlétében is képes etanolt termelni. Candida boidinni-vel végezett
hatékony etanol fermentaciot bebizonyitottuk kukoricarost savas frakcionalasaval eléallitott
gliikdnban gazdag maradékan végzett enzimes hidrolizis hidrolizdtumanak alkalmazéasaval
[42].

Xiu és munkatarsai a lucernaprésrost enzimes hidrolizisét vizsgaltak etanol eldallitas céljabol.
A présrost cukrositasat cellulaz (Novozyme, NS50013), B-gliikozidaz (Novozyme, NS50010)
¢s hemicellulaz (Novozyme, NS22002) tartalmu enzimkoktéllal végezték. Az enzimes
reakcié 50°C-on 180 rpm fordulatszdmon 4,8-as pH-n, 96 ordn at tartott. A fermentaciot
Escherichia coli baktériummal végezték. A fermentacié anaerob koriilmények kozott zajlott
30°C-on, 96 6rédn at. Az enzimes reakciot kdvetden a gliikoz és xil6z hozama lucernaprésrost
szliréssel torténd elvalasztasa utan rendre 50%, 23% voltak, centrifugalassal valo feldolgozas
utan a gliikoz¢é 30% és a xilozé 7%. A fermentécids folyamat etanol hozama 75% (sziirés
esetén) ¢és 51% (centrifugalas esetén). Eredményeik arra utalnak, hogy lucerna szilard
maradékabol eldallitott gliikoz és xiléz hatékonyan fermentalhatd etanolld. Az etanol
hozamokat a fermentalni kivant biomassza celluloztartalmara vonatkoztatva szamitottak [43].

Koegel és munkatarsai lucerna nedves frakcionalasbol szarmazo roston hajtottak végre forrd
vizes kezelést (220°C, 2 perc) majd enzimes hidrolizist pektinaz (SP249) és cellulaz
(Multifect B) 2 (w/w)%-os enzimkoktéllal, 10 (w/w)%-0s szarazanyag tartalom mellett,
50°C-on, pH 5,4-en. Az enzimes hidrolizis 45%-os gliik6z hozamot eredményezett. Az igy
eléallitott hidrolizatumon és kezeletlen lucernaprésroston Candida sheatea élesztd torzzsel
fermentacios kisérletet végzetek SSF konfiguracioban, 10 (w/w)%-o0s szdrazanyag tartalom
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mellett, 30°C-on, 100 rpm razatassal, 5 napig. Megallapitottdk, hogy eldkezelés nélkiili
mintan jelentéktelen mennyiségli etanolt tudnak eldallitani, mig a forrdvizes eldkezelésen
atesett lucernaprésrost minta etanol hozama 80%-os [7].

Zhou ¢és munkatarsai lucerna szarat kezeltek kénsavval (35, 100, 200 g/kg szarazanyag),
szobahdmérsékleten (~22°C). Vizsgaltdk ez eldkezelés utani sziirlet ¢és szilard maradék
Osszetételét. Majd kezeletlen lucernan és az eldkezelt szilard (mosott és nem mosott)
maradékon SSF konfiguracioban Cellic Ctec3 enzimkészitménnyel ¢és Saccharomyces
cerevisiae D5a élesztd torzzsel 35°C-on, pH 4,8-on, 160 rpm razatas mellett 72 oOraig
végezték a fermentaciot. A mosas nélkiili eldkezelt lucerna széar esetén megallapitottak, hogy
a 35 g/kg kénsav esetén a kezelési idonek a novelésével szignifikansan ndtt az etanol hozam
[44].

Sreenath ¢s munkatarsai LHW (Liquid Hot Water - forr6 vizes) elokezelések alkalmassagat
vizsgaltdk lucerna rostokon, enyhe sav jelenlétében és hianydban. Az el0kezelés soran
220°C-ra elomelegitett vizet 2 percig 30 g kezeletlen lucerna roston dramoltattak at. Majd az
elokezelt lucerna roston SSF és SHF konfiguracidban végzetek etanol fermentéaciot Candida
shehatae FPL-702 és FPL-049 torzsekkel. Az enzimes hidrolizis soran Multifect B cellulaz
enzimkészitményt alkalmaztak. A cukrositast 50°C-on, pH 5,4-en, 100 rpm razatas mellett 96
oraig végzeték. A fermentacidét 30°C-on, pH 5,4-en, 100 rpm razatas mellett SHF esetén 40
oraig, SSF esetén 96 oraig végzeték. Kezeletlen rost esetén SSF konfiguracidban 6,4 g/L
etanolt kaptak, mig SHF konfiguracioban 5 g/ volt a mért etanol mennyisége. LHW

crcr

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

A Megbizo altal atadott lucerna mintak koziil az alabbi fajtakkal végzetiink kisérleteket a 3.
részfeladat soran.

Plato-Rhizo 2018.08.
Tapioszelei 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.
Hagyomanyos Pellet
Proteomill Pellet

3.2 Szarazanyag tartalom meghatarozasa

A mintdk szarazanyag tartalmanak meghatarozdsa gyors szarazanyagmérd késziilékben
(Precisa XM 60, Svajc) tortént. A késziilék képes a minta tomegének analitikai pontossagu
mérésére €s 105°C-on sulyallandosagig torténd szaritasara.

3.3 Gliikan-, xilan-, arabinan- és lignintartalom meghatarozasa Higglund-
maodszer szerint [21]

Analitikai mérlegen lemért (~0,5 g), reprezentativ mintdhoz 2,5 ml 72%-os kénsavat
mértiink, majd homogenizaltuk, és két 6ran at szobahdmérsékleten termosztaltuk. Ezutan 75
ml desztillalt vizet adtunk hozza, majd egy oran at, zart edényben, 120°C-on kevertetés
nélkill, autokldvban termosztaltuk. A kapott zagyot iivegsziirdn, vakuum alkalmazasaval
sztirtiik. A feliiluszobdl ezutdn mintat vettiink, és nagyteljesitményti folyadékkromatografias
(HPLC) modszerrel meghataroztuk a gliikkéz, a xiléz és az arabinéz koncentracidkat,
melyekbdl a bemért minta szdraz tomege, a folyadéktérfogat és a hidrolizis sordn
bekovetkezd  tomegndvekedés ismeretében szamoltuk a  glikan-, xildn-, és
arabinantartalmakat az eredeti mintara.

Az iivegsziirén fennmarad6 szilard frakciot forrd desztillalt vizzel semlegesre mostuk, majd
105°C-on sulyallandosagig torténd szaritds utan mértiik a tomegét. A szaritott szilard frakciot
ezutan 550°C-on 6 o6ran at kemencében hamvasztottuk, majd meghataroztuk a savoldhatatlan
szervetlen komponensek tomegét. Az eredeti minta Klason-lignin tartalma a szilard frakcio
szerves anyaganak szaraz tomege a bemért szdraz tomegre vonatkoztatva.
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3.4 Kavitacios elokezelés

A kavitacios eldkezelés mechanikailag roncsolja a lignocelluléz szerkezetet. Két féle
lucernaprésrost pelleten (hagyomanyos, proteomill) hajtottuk végre. A présrost pelletet
ledaraltuk, majd 24 oOrara desztillalt vizbe aztattuk. Az eldkezelés soran szivattytval
keringettiik a lucerna szuszpenzidt a kavitacios berendezésben. (2200 rpm). A kavitacios
rendszer teljes térfogata 300 L, az aramoltatott lucernaprésrost szuszpenzi6 térfogata 30 L
volt. A kavitacios elokezelést 1,1 bar tilnyomas mellett végeztiik, a hdmérsékletet a teljes
folyamat alatt nyomon kovettiik.

A szuszpenzid szivattylzdsa sordn a szivocsonk koriili részén alakul ki a legkisebb helyi
nyomds, amint ez a nyomas érték az adott hOmérsékleten vett telitett vizgdz nyomasa ala
csokkent, abban a pillanatban a kozeg homogenitasa megsziint €és vizgdéz buborékok
képzdédtek. Ezek a buborékok amint az aramlédssal ujra nagyobb helyi nyomast térrészbe
keriiltek, ott Osszeroppantak, mivel ezeken a helyeken mar nem képesek tovabb tartani
buborék formajukat, ennek a gyors folyamatnak a kovetkeztében helyileg a hdmérsékelt és a
nyomds hirtelen megnétt, ugynevezett ,mikrojet”-ek alakultak ki. Amint ezek a
lokéshullamok szilard feliilethez, az 6r6lt lucernaprésrost pellet feliiletéhez értek, ott roncsold
hatast fejtettek ki.

Az elékezelést a hagyomanyos lucernaprésrost pellet esetén 10 (w/w)%-o0s, a proteomill
lucernaprésrost pellet esetén 7,5 (w/w)%-0s szdrazanyag tartalommal végeztiik. Tobb
mintavételi id6pontot iktattunk be, hogy nyomon tudjuk kdvetni az dsszetétel valtozasat. A
proteomill lucernaprésrost pellet minta esetén 1, 6, 12, 18, 24, és végiil 30 perc elteltével
vettiink mintdkat. A hagyomanyos lucernaprésrost pellet minta esetén pedig 1, 5, 18, 24, 30,
¢és veégiil 36 perc elteltével vettlink mintékat.

3.5 Elokezelés ammonias aztatassal (Soaking in Aqueous Ammonia - SAA)

Az SAA eldkezelést 15 (w/w)%-os ammonia oldattal 18,5 (w/w)% szarazanyagatartalom
mellett szobahdmérsékleten, 125 rpm razatas mellett 24 6raig végeztiik [42]. A 24 6ra eltelte
utan vizsugarszivattyuval, Bilichner-télcsér, valamint nylon (p6érus: 0,5 um) szird
alkalmazasa mellett szlirtiilk az ammonidsan aztatott lucernaprésrostot. A sziirletekbdl rendre
2-2 mintat vettink 2 mL-es Eppendorf csovekbe. A sziir6n fennmarado eldkezelt
nyersanyagot kozel semleges pH-ig mostuk forr6 desztillalt vizzel. A megsziirt, koriilbeliil 7-
es pH-ig mosott, elokezelt lucernaprésrostot 40°C-on lizemeld széritdszekrénybe helyeztiik.

3.6 Natrium-hidroxidos elokezelés

Néatrium-hidroxidos eldkezelést végeztiink a lucernaprésrost mintdkon 2 (w/w) % NaOH-ot
alkalmazva 120°C-on, 1 6ras kezeléssel [11]. A kezelési id6 utan a szuszpenziokat vizsugér
szivattyu hasznalataval, Biichner-tdlcsér és nylon (0,5 pm) szlird alkalmazasa mellett forron
sziirtiik. A szlirletb6l mintat vettlink. A szlirdn fennmaradt eldkezelt lucernaprésrostot forrd
desztillalt vizzel mostuk kozel 7-es pH-ig. Az el6kezelt, mosott lucernaprésrostot 40°C-on
iizemeld szaritoszekrényben szaritottuk.
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3.7 Organosolv el6kezelés

A szakirodalomban fellelhetd paramétereket alapul véve, 100 g lucernaprésrostot 2 L,
etanolra vonatkoztatva 92 (w/w) % alkohol oldattal, valamint 0,32 M, 96 (w/w)%-o0s kénsav
alkalmazasa mellett érdemes elokezelni [30]. A szuszpenzidkat autoklavban 140°C-on 5
percen keresztiil kezeltilk. Az 5 perces elokezelés utan a szuszpenzidkat vizsugar szivattyt
hasznalataval, Biichner-tolcsér és nylon (0,5 um) szlir6 alkalmazasa mellett forron sziirtiik. A
szlirletb6]l mintat vettiink. A sziirén fennmaradt elokezelt lucernaprésrostot forrd desztillalt
vizzel mostuk kozel 7-es pH-ig. Az eldkezelt, mosott lucernaprésrostot 40°C-on iizemeld
szaritoszekrényben szaritottuk.

3.8 Enzimes hidrolizis

Az enzimes hidrolizis sordn az el0kezelt lucerna mintdk celluléz tartalmanak monomer
egységre torténd bontdsanak hatékonysagat vizsgaltuk. A mérések soran a Cellic Ctec3
(Novozymes, Denmark, pHqp= 4,75-5,25, Top= 50-55 °C) enzimkészitményt hasznaltunk.

Az enzimes hidrolizis 50°C-on, pH 5-6n (acetat puffer, 0,1 M), 5%, 12,5% szarazanyag
tartalommal, razatas mellett (125 rpm), 72 oraig zajlott. A Cellic Ctec 3 enzimkészitményt
3% enzimdozissal (3% enzimkészitmény a lucerna minta szdraz tOmegére vonatkoztatva)
alkalmaztuk. Az enzimes hidrolizisbdl 24 6ranként mintat vettiink. A mintdkat 9000 rpm
fordulatszamon 10 percig centrifugaltuk. A tiszta feliilluszobol HPLC mddszerrel
meghataroztuk a monomercukor (glikoz, xiléz és arabin6z) koncentraciokat. A monomer
cukrok mennyiségébdl, az elméletileg elérhet6 maximumra vonatkoztatva szamitottuk a
cukor hozamokat. Az elméletileg elérhetd cukor mennyiségeket a bemért minta dsszetétele €s
mennyisége alapjan szamoltuk.

3.9 Fermentacio

Fermentacios kisérleteket Organosolv elokezelésen atesett lucernaprésrost mintakon végeztiik
Saccharomyces cerevisiae, S. c¢. Ethanol Red (Ethanol Red) és Candida boidinii torzzsel. A
fermentéciot tobb konfiguracidban is vizsgaltuk; szeparalt hidrolizis és fermentaci6 (SHF),
eléhidrolizis és fermentacidé (PSSF), szimultan cukrositas és fermentacio (SSF). SHF esetén
72 6ras, 50°C-os enzimes hidrolizist kdvetden 3g/L; 5g/L; 10g/L élesztd koncentracid mellett
72 6raig, 30°C-on végeztiik a fermentaciot. PSSF esetén 24 oras, 50°C-os enzimes hidrolizist
kdvetden 72 oraig, 30°C-on végeztiik a fermentaciot, mig SSF esetén egyszerre adagoltuk az
enzim készitményt és az élesztét, majd 96 oOrdig végeztik a szimultdn cukrositdst és
fermentaciot 30°C-on. A fermentaciobol 24 6ranként mintat vettiink. A mintakat 9000 rpm
fordulatszdmon 10 percig centrifugaltuk. A tiszta feliilaszobol HPLC mddszerrel
meghataroztuk a monomercukor (gliikoz, xiloz és arabindz) és etanol koncentraciokat. A
monomer cukrok és etanol mennyiségébdl, az elméletileg elérhetd maximumra vonatkoztatva
szamitottuk a hozamokat. Az elméletileg elérhetd cukor és etanol mennyiségeket a bemért
minta §sszetétele €s mennyisége alapjan szamoltuk.
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Saccharomyces cerevisiae t0rzs esetén aktiv kulturat alkalmaztunk (35% szarazanyag
tartalmu kultura, Lesaffre, Hungary). Candida boidinii esetén a torzset 1% (w/w) glikkozt, 1%
(w/w) peptont, 0.3% (w/w) élesztékivonatot és 2% (w/w) agart tartalmaz6 ferdeagaros
kémcsovekben, szobahdmérsékleten tartottuk fent. A Candida boidinii inokulum tapkozeg
(pH=5) 10 g/L élesztd kivonatot, 15 g/L KH,PO4-t, 1 g/L MgSO4 x 7H,O-t, 3 g/L
(NH4),HPO4-t és 30 g/L gliikozt tartalmazott [45]. A ferdeagaron tartott Candida boidinii-t az
inokulum tapkodzegbe oltottuk, majd 24 6ran at 30°C-on, 125 rpm-en ndvesztettiik a sejteket.
S. ¢. Ethanol Red torzs liofilizat allapotban allt rendelkezésiinkre. A torzs esetén az inokulum
tapkozeg (pH=5) 0,3 g/L MgSO4-t, 2 g/L NH4Cl-t, 1 g/L KHyPO4-t és 30 g/L gliikdzt
tartalmazott. Az inokulum tapkozeghez 0,2 g/L liofolizat S. c¢. Ethanol Red-et adtunk, majd
24 oran at 30°C-on, 125 rpm-en novesztettiik a sejteket.
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4 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az eredmények ¢&s értékelésiik fejezetben a lucernaprésrost mintdk eldkezelésének
hatékonysagat értékeljiikk a gliilkdn frakcid enzimes hidrolizisének cukor koncentracioi és
hozamai fliggvényében. A nagy gliikkoz tartalmu hidrolizatumon fermentacios kisérleteket
végzetlink, értékeljiilk a fermentaciot az elért etanol koncentraciéo és hozam szempontjabol.
Az eredményeket harom parhuzamos mérés atlagaként mutatjuk be, szérasokkal.

Az Osszetétel alapjan kivalasztott lucernaprésrost mintdkat (Plato-Rhizo 2018.08.;
Tapioszelei 2018.08.; Plato-Rhizo 2018.; Plato 2018.08.; Olimpia 2018.06.; Olimpia
2019.08.; Proteomill pellet; Hagyomanyos pellett) SAA, organosolv, natrium-hidroxidos ¢és
kavitacios elokezelésnek vetettiik ald. Az eldkezelések célja a szilird mintadban talalhato
gliikkan tartalom novelése az egyéb komponensek (pl.: xilan, arabindn, lignin) eltavolitasaval.
Az eldkezelés utan szilard maradékban nagyobb mennyiségben talalhato glilkdn, mely az
enzimek szamara jobban hozzaférhetové valik.

A kivalasztott, leghatékonyabb elokezeléssel nyert hidrolizatumon 3 féle konfiguracidban
(SHF, PSSF, SSF) ¢és tobb élesztd torzzsel (Saccharomyces cerevisiae, Candida boidinii,
Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red) végzetiink fermentacids kisérletet a fermentacio
idealis koriilményeinek megallapitasara.

4.1 Kavitacios elokezelés

Kavitacios elokezelést végeztiink hagyomanyos és proteomill lucernaprésrost pelleten. A 2.
abra tartalmazza az elOkezelés eldtti Osszetételeket, a 3. 4dbra a 30 perces kavitacios
elokezelés utan Osszetételeket tartalmazza.

30 27.29
25.26
25
& 20
-~ 16.62 16.69
e
g s 1
g 12,24 1156
g
s 10
. 4.18
0 fan
Hagyomanyos Proteomil

mGlikan ®mXilan ®Arabinan ® Klason-lignin

2. abra: Hagyomanyos és proteomill lucernaprésrost pellett elokezelés nélkiili dsszetétele a szarazanyag
szazalékaban kifejezve
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3. abra: Hagyomanyos és proteomill lucernaprésrost pellett 30 perces kavitacios elékezelést kovetd osszetétele

A hagyomanyos lucernaprésrost pellet 27%, a proteomill lucernaprésrost pellet 25% gliikant
tartalmaz. Mindkét minta kozel azonos, 12% xilant, 4% arabindnt és 16% Klason-lignint
tartalmaz. A 30 perces kavitacios elokezelést kovetden a hagyomanyos lucernaprésrost pellet
glilkan tartalma 32%, a proteomill lucernaprésrost pellet gliikan tartalma 30% voltak. A
kavitacios elokezeléssel a gliikkdn tartalmat 5%-al noveltiik, az arabinan tartalom koriilbeliil
felére csokkent, mig a xilan €s lignin tartalomban csdkkenést nem tapasztaltunk.

Elvégzetiik a lucernaprésrost mintak enzimes hidrolizisét a masodik részfeladat eredményei
alapjan javasolt bedllitisokkal. Az elokezelés nélkiili ¢és az elokezelésen Aatesett
lucernaprésrost minta enzimes hidrolizisét Cellic Ctec3 enzimkészitménnyel, 3%-os
enzimdozissal, 50°C-on, 125 rpm-es raztatassal 72 oraig végeztiik. A szdrazanyag tartalmat
ez enzimes hidrolizis sordn ez esetben 5%-ra allitottuk (4. dbra).
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4. abra: Hagyomanyos és proteomill pellet, kavitacios kezelésen atesett lucernaprésrost pellet mintak gliikoz
koncentracioi enzimes hidrolizis soran

Az elékezelés nélkiili hagyomanyos pellet esetén 72 6rds enzimes hidrolizis kovetden a
hidrolizdtumban 3 g/L glikozt, mig az elokezelés nélkiili proteomill pellet esetén 2 g/L
gliilkozt mértiink. A hagyomanyos pellet glilk6z hozama 18%, a proteomill pellet gliik6z
hozama 13% voltak, ami jocskan elmarad az 1. részfeladat soran eldkezelés nélkiili Danubia
2018.08. aratasu lucernaprésrost mintan végzett enzimes hidrolizis hozamatol (36,4% gliik6z
hozam). A kavitacios kezelésen atesett mintak enzimes hidrolizise soran az elokezelés nélkiili
mintakhoz viszonyitva kisebb (~ 2g/L) gliilk6z koncentraciokat mértiink a hidroliziatumban.

Megvizsgaltuk a kavitacios kezelés feliiliszojanak dsszetételét. Mind a hagyoményos, mind a
protemill pellet esetén kis cukor koncentraciokat (glikoz~1,3 g/L, xiloz 0,7 g/L) mértiink a
feliiliszoban.
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4.2 [Elokezelés ammonias aztatassal (SAA)

A lucernaprésrost minta eldokezelés nélkiili Osszetételét és az SAA el6kezelés utani rost
Osszetételét a 1. tablazat és 2. tablazat tartalmazza.

1. tablazat: Lucernaprésrost mintak elékezelés el6tti osszetétele a szarazanyag szazalékban. A szorasokat harom
parhuzamos mérés atlagabol szamitottuk.

Ll.lcernapresrost Glikan szords  Xilan  szords ~ Arabinan  szords I.(lafon- SZOrds
minta lignin
Plato-Rhizo

1,4 12 |
2018.08. 3403 503 30 03 56 03
Tapioszelei

1 12,4 2 o) 1
2018.08. 30 07 403 .8 0, 58 04
Plato-Rhizo 2018. 31,2 0,3 12,4 0,1 2.9 0,1 15,7 0.1

Az els6é részfeladattal 6sszhangban a vizsgalt lucernaprésrost mintak 31% gliikkant, 12%
xilant, 3% arabinant és 16% Klason-lignint tartalmaznak. Az aratédsi id6 és a fajtdk kozotti
kiilonbség nem befolyasolja az dsszetételt.

2. tablazat: Lucernaprésrost mintdk SAA eldkezelés utani Osszetétele a szarazanyag szazalékban. A szoérasokat
harom parhuzamos mérés atlagabol szamitottuk.

Elokezelt .

lucernaprésrost  Gliikan szords  Xilan  szords ~ Arabinan szords L SzOrds
i lignin

minta

Plato-Rhizo

2018.08. 384 07 149 04 42 0,1 175 04

Tépioszelei

2018.08. 36,3 0.4 142 03 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 eldkezelés utan a Plato-Rhizo 2018.08., a Tapioszelei 2018.08, Plato-Rhizo 2018.
gliikan tartalma rendre 38,4%, 36,3%, 36,4% voltak, ami a vizsgalt lucernaprésrost mintak
relativ gliikkan tartalmanak 5-7%-o0s ndvekedését jelenti. A xilan és arabinan tartalomban
csokkenést nem tapasztaltunk. Az irodalmi hivatkozéasokkal ellentétben az SAA elokezelés

nem csOkkentette a lucernaprésrost mintdk relativ lignin tartalmat a vizsgalt koriilmények
kozott [15], [16].

Elvégzetik az SAA eldkezelésen atesett lucernaprésrost mintdk enzimes hidrolizisét 5%
szarazanyag tartalom mellett, 3% enzimdodzis alkalmazéaséaval (

5. 4bra). A masodik részfeladattal megegyezden a lucerna fajtija €s aratisi ideje nem
befolyasolta az enzimes hidrolizis lefutasat. Plato-Rhizo 2018.08 és Tépioszelei 2018.08
lucernaprésrost minta esetén kozel azonos gliikdz koncentraciokat kaptunk a hidrolizis 72.
orajaban, rendre 11,4 g/L-t és 11,6 g/L-t. Plato-Rhizo 2018 minta esetén kicsivel kisebb, 10,8
g/L gliikdz koncentraciot mértiink. Mind a harom vizsgélt minta esetén a xil6z koncentracio
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kortilbeliil 2,5 g/L volt, mig az arabinan koncentracié 0,3 g/L koriil alakult a hidrolizatumban.
Az SAA el6kezelésen atesett lucernaprésrost mintak enzimes hidrolizisének gliilkoz hozamai
49-57% voltak.

Annak ellenére, hogy SAA el6kezelésen atesett lucernaprésrost mintak 72 6rds enzimes
hidrolizis hozamai ndttek a masodik részfeladatban elvégzett elokezelések hozamaihoz
képest, a gliikkdz koncentraciok csupan 10-11,5 g/L-nek adodtak, mely megegyezik a masodik
részfeladatban elvégzett 0,05% (w/w) kénsavas elokezelés enzimes hidrolizise soran kapott
gliilkdoz koncentracidkkal, azonban elmarad az erélyesebb (0,5-1% (w/w)) kénsavas
elékezelések enzimes hidrolizise utan kapott gliikkoz (12-16 g/L) koncentracioktol.
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5. abra: SAA kezelésen atesett lucernaprésrost mintak gliikoz koncentracioi enzimes hidrolizis (5% szarazanyag
tartalom, 3% enzimdozis) soran

Elvégeztiik az enzimes hidrolizist novelt, 12,5%-0s szarazanyag tartalom mellett. Az SAA
kezelésen atesett lucernaprésrost mintakon végzett enzimes hidrolizis cukor koncentraciot a
3. tablazatban foglaltuk Ossze. A 12,5%-0s szdrazanyag tartalom mellett végezett hidrolizis
estén 24-30 g/L glikézt, 5,9-6,9 g/L xilozt, 0,5-0,9 g/l arabindzt mértiink a
hidrolizatumokban. Mind a harom vizsgélt lucernaprésrost fajta esetén a szarazanyag

crcr

(45-58%) csokkenést nem tapasztaltunk.

3. tablazat: SAA kezelésen atesett lucernaprésrost mintakon végzett enzimes hidrolizis cukor koncentracioi
(g/L) 72 orat kovetden

Gliikéz szoras Xiléz SZOrds Arabinoz  szoras
Plato-Rhizo 2018.08. 24,5 2,4 5,9 0,6 0,5 0,1
Tapioszelei 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 szarazanyag tartalom ndvelésével tobb mint kétszeresére, kozel 30 g/L-re noveltiik a

crer
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maradtak. Azonban az igy elért gliikoz koncentracido elmarad a masodik részfeladatban
ismertetett 1% (w/w)-os kénsavas eldkezelés utan, 12,5 %-os szarazanyag tartalommal
végzett enzimes hidrolizis gliik6z koncentréacioitol (34-37 g/L).

4.3 Natrium-hidroxidos elokezelés

Natrium-hidroxidos el6kezelést végeztiink Proteomill pellet lucernaprésrost mintdn. Az
elokezelés eldtti és a natrium-hidroxidos eldkezelést kovetd Osszetételeket a 4. tablazat
tartalmazza.

4. tablazat: Proteomill pellet lucernaprésrost minta és natrium-hidroxidos elékezelés utani lucernaprésrost
Osszetétele a szarazanyag szazalékban. A szorasokat harom parhuzamos mérés atlagabol szamitottuk.

Ll.lcernapresrost Gliikan szords Xilan szoras Arabinan szords I?lafon-szo’rds
minta lignin
Elékezelés nélkiil 25,0 0,3 11,6 02 4,2 0,2 16,7 0,4
NaOH elokezelés 49,3 1,1 12,4 01 0,9 0,01 20,7 0,1

A natrium-hidroxidos elokezeléssel a lucernaprésrost minta relativ gliikan tartalmat 25%-rol
49,3%-ra noveltiik. Az arabinan tartalom 0,9%-ra csdkkent, azonban az egyéb komponensek
eltdvolitasa miatt a relativ xilan és Klason-lignin tartalom kis mértékben ndvekedett. A
natrium-hidroxidos el6kezelés sem eredményezte az irodalom alapjan vart hatékony lignin
eltavolitast [9], [11].

4.4 Organosolv elokezelés

Az eddig vizsgalt elokezelési moddszerek nem eredményezték a vart a lignin tartalom
csOkkenését €s az enzimes hidrolizis hozamanak jelentds novekedését, ezért megvizsgaltuk
az organosolv el0kezelés milyen hatassal van az enzimes hidrolizis hozamara. Organosolv
elokezelést végeztiink Plato 2018.08, Olimpai 2018.06. és Olimpia 2019.08. aratasu
lucernaprésrost mintakon.

A lucernaprésrost minta elokezelés nélkiili 6sszetételét s az organosolv elékezelés utani rost
Osszetételét a 5. tablazat és 6. tablazat tartalmazza.

5. tablazat: Lucernaprésrost mintak elokezelés eldtti dsszetétele a szarazanyag szazalékban. A szorasokat harom
parhuzamos mérés atlagabol szamitottuk.

Lucernaprésrost Klason-

. Gliikkan szordas  Xilan  szordas  Arabinan  szords L. SZOrds
minta lignin
Plato 2018.08. 32,10 0,47 12,74 0,34 3,03 0,35 15,21 1,06
Olimpia 2018.06. 30,68 421 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. tablazat: Lucernaprésrost mintak Organosolv eldkezelés utani Osszetétele a szarazanyag szazalékban. A
szorasokat harom parhuzamos mérés atlagabol szamitottuk.

Elokezelt Klason-
lucernaprésrost  Gliikan szords  Xilan  szords  Arabinan szords lignin Szoras
minta

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 elokezeléssel a lucernaprésrost minték relativ gliikkan tartalma 30-32%-r61, 58-
59%-ra noétt, a xilan tartalom néhdny szazalékot csokkent és lucernaprésrost mintak teljes
arabindn tartalmat eltdvolitottuk. Az organosolv eldkezeléssel a vizsgalt lucernaprésrost
mintak gliikdn tartalmat 25-27%-al noveltiilk meg. A relativ lignin tartalomban csékkenést
nem tapasztaltunk. Az eddigi tapasztalatoknak megfelelden a fajta és az aratasi id6 nem
befolyasolta az el6kezelés utani Osszetételt. Osszehasonlitva a mdasodik részfeladatban
ismertetett 1% (w/w)-os kénsavas eldkezelés utan kapott lucernaprésrost dsszetételeivel, az
organsolv elokezelés nagyobb gliikan tartalmamat ¢€s kisebb xilan tartalmat eredményezett az
elokezelt lucernaprésrostban.

Elvégeztiik az organosolv eldkezelésen atesett lucernaprésrost mintdk enzimes hidrolizisét
5% szarazanyag tartalom mellett, 3% enzimdozis alkalmazéasaval.
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6. abra: Organosolv kezelésen atesett lucernaprésrost mintak gliikoz koncentracioi enzimes hidrolizis (5%
szarazanyag tartalom, 3% enzimdozis) soran

A vizsgalt lucernaprésrost mintdk enzimes hidrolizis gorbéi kdzel azonos lefutastak. Az
organosolv eldkezelésen atesett lucernaprésrost mintdk 72 oras enzimes hidrolizisével 12,8-
14,5 g/L gliikkézt tartalmazé hidrolizatumot allitottunk eld (6. dbra). A hidrolizdtum gliik6z
mellett koriilbeliil 2 g/L xilozt tartalmaz. A hidrolizatumban egyéb vizsgalt komponenst nem
detektaltunk. Az enzimes hidrolizis gliik6z €s xiloz hozamai a 72. 6rdban rendre, 40-54% és
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6-7% voltak. Osszehasonlitva a masodik részfeladatban ismertetett 1% (w/w)-os kénsavas
kezelés utan 5%-o0s szarazanyag tartalommal és 3% enzimdozissal végzett 72 Ords enzimes
hidrolizissel nyert hirdrolizatum gliik6z koncentraciojaval (15-16 g/L) €s hozamaval (47-
53%), kozel azonos gliikkdz koncentraciot s hozamot értiink el az organosolv elokezeléssel.

Elvégeztik az enzimes hidrolizist ndvelt, 12,5%-0s szdrazanyag tartalom mellett. Az
organosolv kezelésen atesett lucernaprésrost mintdkon végzett enzimes hidrolizis cukor
koncentracioit a 7. tablazatban foglaltuk 6ssze.

7. tablazat: Organosolv kezelésen atesett lucernaprésrost mintakon végzett enzimes hidrolizis (12,5%
szarazanyag tartalom, 3% enzimdozis) cukor koncentracioi 72 orat kovetden

Gliikéz  szoras Xiloz sz0rds Arabinéz  szords
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 eldkezelést kovetd enzimes hidrolizis 72. 6rdjaban a Plato 2018.08 aratasu
minta esetén 39,2 g/L, Olimpia 2018.06 aratasu minta esetén 39,2 g/L, mig Olimpia 2019.08.
aratast mintanal 43,6 g/L gliik6z koncentraciot értiink el. A hidrolizatumok gliik6z mellett
atlagosan 6 g/L xil0z tartalmaztak. A szarazanyag taralom ndvelésével tobb mint kétszeresére
noveltiik a hidrolizdtum gliikk6éz koncentracidjat, mely mellett a xiloz koncentracidok kicsik
maradtak. A gliikoz és xiloz hozamok az enzimes hidrolizis 72. 6rajaban rendre 48-54% ¢s
7% voltak. Osszehasonlitva az 1% (w/w) kénsavas eldkezelésen atesett lucernaprésrost
mintdkon 12,5%-o0s szdrazanyag taralommal végzett enzimes hidrolizis koncentracidival
(glikoz: 34-36 g/L, xiloz: ~4,5 g/L) és hozamaival (gliikoz: 37-43%) megallapithatjuk, hogy
az organosolv elokezelést kovetd enzimes hidrolizissel nagyobb gliikkdéz koncentraciok és
hozamok érhetéek el. Igy a fermentacids kisérleteket organosolv elSkezelésen atesett
lucernaprésrost mintakon végeztiik.

4.5 Fermentacio organosolv elokezelésen atesett lucernaprésrost mintakon

Fermentacios kisérleteket organosolv elokezelésen atesett lucernaprésrost mintakon végeztiik
3 féle konfiguracidban (SHF, PSSF, SSF). Az enzimes hidrolizisek soran 12,5% szarazanyag
tartalmat és 3%-os enzimdozist alkalmaztunk. Megvizsgaltuk Saccharomyces cerevisiae
¢lesztd torzzsel a kiilonbozoé konfiguracidkban elérhetd etanol koncentraciokat és hozamokat,
illetve az kiindulasi sejtkoncentraci6 etanol koncentracidora gyakorolt hatasat. Tovabba
fermentacios kisérleteket végeztiink Candida boidinii és Saccharomyces cerevisiae Ethanol
Red élesztd torzsekkel.
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4.5.1 Saccharomyces cerevisiae -vel végzett fermentaciok

A lucernaprésrost mintak el6kezelés eldtti Osszetételét a 8. tablazat, az organosolv eldkezelés
utan 0sszetételét a 7. dbra mutatja be.

8. tablazat: Lucernaprésrost minta dsszetétele a szarazanyag szazalékban. A szérasokat harom parhuzamos mérés atlagabol
szamitottuk.

Lucernaprésrost minta  Gliikan szords Xilan szordas Arabinan szords f?glfl::n- SZOras
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
70
60,67 60,37 60.44
60
= 50
z 36.60
g 40
2030
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7. ébra: Organosolv el6kezelésen atesett mintak Osszetétele szarazanyag szazalékban. A szorasokat harom
parhuzamos mérés atlagabol szamitottuk.

A vizsgalt lucernaprésrost mintdk 30-32% gliikant, 17-18% xilant, 6-7% arabinant és 16-17%
Klason-lignint tartalmaztak. Az elékezelés elotti mintak Osszetétele 6sszhangban van az elsd
részfeladat sordn ismertetett eredményekkel. Az organosolv el0kezelésen atesett
lucernaprésrost mintak 60% gliikkant, 11% xilant, kortilbeliil 20% lignint tartalmaztak. Az
organosolv eldkezelt lucernaprésrost mintdk arabindnt nem tartamaztak. Ez az eredmény
megegyezik a kordbbi eredményekkel. Az organosolv eldkezeléssel a lucernaprésrost mintak
gliikan tartalmat kétszeresére noveltiik.

4.5.1.1 SSF konfiguracioban, Saccharomyces cerevisiae-vel végzett fermentdacio organosolv
elokezelésen dtesett lucernaprésrost mintakon

SSF konfiguraci6 esetén a cellulolitikus enzimet és az élesztd sejteket egy idoben adtuk az
elokezelt lucernaprésrost mintdkhoz, majd a fermentdcid6 hdéfok optimuman, 30°C-os
végeztik a kisérletet. SSF konfigurdcidban végzett fermentacid glikoéz és etanol
koncentracioit a 8. dbra mutatja be.
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Az etanol koncentracié a fermentacid soran folyamatosan ndtt. A 168 oOras fermentaciot
kovetden 11,8 g/L etanolt mértiink a fermentlében. A ferementacid soran a gliikéz
koncentracidja végig kicsi volt. A keletkezd gliikkozt az élesztd sejtek etanolla fermentéltak.
Az Osszetételbdl szamitott, elméletileg elérheté maximalis etanol mennyiségéhez viszonyitva
az SSF-ben elért etanol hozam 30,5%-nak adodott.

acio (g/L)

.
f
Etanol Koncentracid (g/L)

Glitkoz koncentr
r

a5 120 144 168 02

SSF ideje (h)

——Glilkdz koncentracid —8—Etanol koncentraad

8. abra: SSF konfiguracioban végzett fermentacio gliikoz és etanol koncentracioi

4.5.1.2 PSSF konfiguracioban, Saccharomyces cerevisiae-vel végzett fermentdcio
organosolv elokezelésen dtesett lucernaprésrost mintdakon

PSSF konfiguracio esetén az elokezelt lucernaprésrost mintakhoz 24 6réas, 50°C-on végzett
enzimes hidrolizist kdvetden adtuk az é€lesztd sejteket, majd 30°C-on 72 oras fermentaciot
végeztiink. PSSF konfiguracioban végzett fermentacio gliikkdz és etanol koncentracioit a 9.
abra mutatja be.

A 24 6ras enzimes hidrolizist kovetden a hidrolizdtumban 27 g/L gliik6z koncentraciot
mértiink. A fermentacio 48. 6rdjaban a gliikkdz koncentracio kozel 0 g/L-re csokkent, tehat az
¢lesztd a rendelkezésre allo gliikozt elfogyasztotta. Ekkor a fermentlében 16,3 g/L etanolt
mértiink. Az etanol koncentracio 72 oras fermentaciot kdvetden 17,4 g/L volt. A fermentacio
48. ¢és 72. 6rdja kozott az enzim 1 g/L etanolnak megfeleld mennyiségli gliikozt szabaditott
fel. Az etanol hozam PSSF esetén 45,1%-nak adodott.
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9. abra PSSF konfiguracioban végzett fermentacio gliikoz és etanol koncentracioi

4.5.1.3 SHF konfiguracioban, Saccharomyces cerevisiae-vel végzett fermentdcio
organosolv elokezelésen atesett lucernaprésrost mintdakon

SHF konfiguracio esetén az elokezelt lucernaprésrost mintdkon 72 oras enzimes hidrolizist
hajtottunk végre. Majd az ¢lesztd sejtek inokulalasat kovetden 96 oOrds fermentaciot
végeztiink. A 72 oras el6hidrolizist kovetden a hidrolizatumban 41,5 g/L. (49,5% hozam)
gliikoz értlink el. Ez az eredmény azonos a korabban ismertetett eredményekkel, ahol az
organosolv el0kezelésen 4tesett lucernaprésrost mintdkon végzett 12,5%-0s szarazanyag
tartalmi 72 oras enzimes hidrolizis soran 39-43 g/L gliikozt értlink el. A fermentacids soran
az ¢élesztd az elsd 24 oraban 95%-o0s hozammal etanolld fermentdlta a rendelkezésre allo
gliikozt. Az etanol koncentraci6 24 ora fermentaciot kovetéen 20,1 g/L volt (10. dbra). A
fermentacio tovabbi ordiban az etanol koncentracid szignifikdnsan nem valtozott. Az etanol
hozam SHF esetén 53,4%-nak adodott.
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10. abra: SHF konfiguracidban végzett fermentacio etanol koncentracioi

Az eddigi kisérletek alapjan az SHF konfiguracié bizonyult a leghatékonyabbnak az elérhetd
etanol koncentraciot és etanol hozamot tekintve, ezért SHF konfiguracioban végzett
fermentacio esetén megvizsgaltuk az €lesztd kiindulasi koncentracidja hogyan befolyésolja az
etanol fermentéci6 lefutdsat.

Organosolv el0kezelésen atesett proteomill pellet lucernaprésrost mintdn elvégeztiik az
eléhidrolizist 5%-0s ¢és 12,5%-o0s szdrazanyag tartalommal, majd a kiindulasi élesztd
koncentraciot 3 g/L, 5 g/L vagy 10 g/L-re allitottuk.

A proteomill pellet 25 (0,3) % gliikant, 11,5 (0,2) % xilant, 4,1 (0,1) % arabinant és 16,6 (0,7)
% Klason-lignint tartalmazott. Az el6kezelt proteomill pellet 51 (0,7) % gliikkant, 9,3 (0,1) %
xilant, 0 (0) % arabinant és 16 (0,8) % Klason-lignint tartalmazott. Az organsolv
elokezelésével duplajara noveltiik az alapanyag gliikdn tartalmat. Csokkentettiik a xilan és
Klason-lignin tartalmat, az arabinant teljesen eltavolitottuk, ami megegyezik a korabban
ismertetett organosolv elokezelések eredményével.

A fermentacio soran mért etanol koncentraciokat a 11. abra és 12. dbra mutatja be. Az 5%-o0s
szarazanyag tartalommal, SHF konfiguracioban végzett fermentacio esetén 48 Oras
fermentaciot kdvetden a 3 g/L kiindulasi ¢élesztd koncentracid esetén mértiik a legnagyobb,
kozel 8 g/L etanol koncentraciot a fermentlében. A 12,5%-0s szérazanyag tartamommal
végzett fermentacio esetén szintén a 3 g/L-es kiindulasi élesztd koncentracié eredményezte a
legnagyobb etanol koncentraciot (~16 g/L). A kiilonb6zd kiindulési €élesztd koncentracidkkal
szamottevd kiilonbség nem adodott az elért etanol koncentracidkban. Azonban mindkét
esetben a fermentacid idejének novelése az etanol koncentracio csokkenését eredményezte.
Ezért SHF konfiguracio esetén rovidebb, 24 6rds fermentacios idd javasolt.
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11. abra: SHF konfiguracioban végzett fermentacio etanol koncentracioi 5%-os szarazanyag tartalommal és
kiilonboz6 kiindulasi élesztd koncentraciokkal
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12. abra: SHF konfiguracioban végzett fermentacio etanol koncentracioi 12,5%-os szarazanyag tartalommal és
kiilonbo6zo kiindulasi élesztd koncentraciokkal

4.5.2 Harom féle ¢élesztétorzzsel (Saccharomyces cerevisiae, Candida boidinii,
Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red) végzett SHF és PSSF fermentaciok

Saccharomyces cerevisiae-vel végzett kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy a legnagyobb
etanol koncentracido és etanol hozam az SHF konfigurdcidban végzett fermentacid soran
érhet6 el, azonban PPSF konfiguracioban végzett fermentacié sem marad el jelentdsen sem
etanol koncentracidt, sem etanol hozamot tekintve. Illetve megallapitottuk, hogy 3 g/L
kiindulasi éleszté koncentracid alkalmas a fermentacido hatékony megvaldsitasara. Ezért
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tovabbi élesztd torzsekkel (Candida boidinii, S. c. Ethanol Red) végzett SHF és PSSF
fermentaciokat vizsgaltunk meg organosolv elokezelésen atesett lucernaprésrost pelleten, 3
g/L kiindulasi sejt koncentracioval (9. tablazat).

A 24 6ras enzimes hidrolizist kovetéen a hidrolizatum 25-26 g/L gliikkdzt (kiindulasi cukor
koncentracié PSSF esetén) tartalmazott, mig 72 6rds enzimes hidrolizis utan koriilbeliil 32
g/L gliikozt (kiinduldsi cukor koncentraci6 SHF esetén) mértiink a hidrolizdtumban. A
hidrolizatum a gliikdz mellett még xilozt tartalmazott. A 24 6ras enzimes hidrolizist kovetéen
5 g/L xilozt, mig 72 oras enzimes hidrolizist kovetéen 6 g/L xilozt mértiink. Mindkét
konfiguraciod esetén a Saccharomyces cerevisiae és S. c. Ethanol Red is kozel 100%-0s
hozammal etanolla fermentalta a rendelkezésre allo gliikozt a fermentéacio elsd 24 orajaban.
Candida boidinii-vel végzett fermentacid esetén azonban a fermentacio 24. 6rajaban igen kis
(2 g/L) etanol koncentraciot mértiink a fermentlében, viszont a fermentacid 96 drdjaban mind
PSSF, mind SHF esetén meghaladta az etanol koncentracid a Saccharomyces cerevisiae-vel
¢s S. c. Ethanol Red-del végzett fermentacid soran mért etanol koncentraciokat. A
legnagyobb etanol koncentraciot (17 g/L) a Candida boidinii-vel, SHF konfiguracioban
végzett fermentacio esetén értiik el. A fermentlében mért xil6z minden esetben kismértékben

sere

9. tablazat: Saccharomyces cerevisiae-vel (S.c.), Candida boidinii-vel, (C.b.) S. c. Ethanol Red-del (EtOHRed)
PSSF és SHF konfiguracioban végzett fermentacio organosolv eldkezelésen atesett lucernaprésrost pelleten.
SHF esetén 72 6ras, 50°C-os enzimes hidrolizis, PSSF esetén 24 6ras, 50°C-os enzimes hidrolizist kdvetden, 96
oras fermentacio 3g/L kiindulasi sejtkoncentracioval.

Kiindulasi gliikéz (g/L) Etanol (g/L)
24 6ras 72 6ras 24 6ras 96 oras
hidrolizis szords hidrolizis szords | fermentacid szords fermentacid szords
PSSF  Sc 26,0 02 13,6 0,4 14,5 0,5
Ch 25,9 0,1 2,0 0,1 15,8 0,1
EtOHRed 25,1 0,9 12,9 0,1 14,4 02
SHF Sec 32,5 0,1 15,7 0,8 16,2 04
Ch 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 fermentaciok etanol hozamat a 10. tablazatban foglaltuk 6ssze. Candida boidinii-vel
végzett fermentaciok esetén a 24 oOrdban 5% hozamot értiink el, mig a fermentaciok 96
ordjaban a legnagyobb hozamokat Candida boidinii-vel értiik el, ahol 2-3 %-al meghaladta a
Saccharomyces cerevisiae-vel és S. c. Ethanol Red-del végzett fermentaciok soran mért
etanol hozamokat.
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10. tablazat: Etanol hozamok Saccharomyces cerevisiae-vel (S.c.), Candida boidinii-vel, (C.b.) S. c¢. Ethanol
Red-del (EtOHRed) PSSF ¢és SHF konfiguracidban végzett fermentacid organosolv eldkezelésen atesett
lucernaprésrost pelleten.

etanol hozam (%)

24 6ras fermentacid  szoras 96 Oras fermentacid  szoras

PSSF S.c 37,8 1,0 40,4 15
Cb 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
Cb 5,5 0,0 45,8 2,0

EtOHRed 41,9 2,1 42,8 L5

Annak ellenére, hogy Candida boidinni képes az 6t szénatomos cukrok felhasznalasara is, a
fermentlé xiloz tartalma a fermentdcid soran csak kis mértékben csokkent. Sreenath és
munkatarsai hasonld eredményre jutottak Candida shehatae torzs esetén, ahol azt
feltételeztek, hogy az inhibitorok jelenlétének kdszonhetden nem tortént 6t szénatomos cukor
fogyasztas [6].

Megallapitottuk, hogy Candida boidinni képes etanolt fermentdlni a rendelkezésre allo
gliikozbol Saccharomyces cerevisiae-vel ¢és S. c¢. Ethanol Red-del kozel azonos
hatékonysaggal, azonban hosszabb fermentéacios idovel [42].
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5 Osszefoglalas

A kutatas-fejlesztési tevékenység 3. részfeladata soran elvégeztiik kiilonbozé fajtaju
lucernaprésrost mintadk kavitdciés, natrium-hidroxidos, ammonids 4ztatasos (SAA),
organosolv el6kezelését. Az elokezelések hatékonysagat az enzimes hidrolizis kisérletekkel
vizsgaltuk. Az enzimes hidrolizisek koriilményeire vonatkozoan megvizsgaltuk, hogy a 3%-
os enzimdozis mellett az 5% és 12,5%-o0s szarazanyag tartalomnak milyen hatdsa van az
enzimes hidrolizisben elérhetd gliik6z koncentraciora és hozamra. Az elokezeléssel, mellyel a
legnagyobb gliik6z koncnetraciot értiik el fermentacios kisérleteket végeztink. A
fermentécios kisérletek soran tobbféle konfiguraciot (SSF, PSSF, SHF) és 3 féle (3 g/L, 5
g/L, 10g/L) kiindulas élesztd koncentraciot és tobb élesztd torzset vizsgaltunk meg, hogy
milyen hatassal vannak ez elérhet6 etanol koncentraciora €s etanol hozamra.

Megallapitottuk, hogy az organsolv el6kezeléssel érhetd el a legnagyobb gliikdn (~58-60%)
tartalm eldkezelt rost. Az organosolv el6kezeléssel tobb mint a dupldjara noveltik az
kiindulasi anyagok gliikkan tartalmat, csokkentettiik a xilan és Klason-lignin tartalmat és az
arabinan frakciot teljes mértékben eltavolitottuk. Az organosolv eldkezelt roston értiik el a
legnagyobb gliikoz tartalma (43,6 g/L) hidrolizatumot, mely a glikoz mellett 6,7 g/L xilozt
tartalmazott. A hidrolizatumban arabin6zt nem mértiink.

Az organosolv eldkezelésen atesett lucernaprésrostokon végeztiink fermentécios kisérleteket.
Saccharomyces cerevisiae-vel végzett kisérletek soran az SHF fermentacido bizonyult a
leghatékonyabbnak az elért etanol (20,1 g/L) koncentracid ¢és etanol hozam (53,4%)
szempontjabol. A tovabbi vizsgalt élesztd torzsek koziil a Candida boidinii-vel értiik el nagy
etanol hozamot.

A fent emlitettek alapjan az etanol fermentacio koriilményeire a kovetkezoket javasoljuk. A
lucernaprésrost mintan 5% szarazanyag tartalommal végzett organosolv (92% etanol+ 0,32M
kénsav, 140°C, 5 perc) elokezelést javaslunk. Az eldkezelt roston SHF konfiguracioban
végzett etanol fermentaciét javasoljunk. A szeparalt enzimes hidrolizist Cellic Ctec3
enzimkészitménnyel, 3%-os enzimdozissal, 12,5%-0s szarazanyag tartalommal, 50°C-on,
125 rpm-es razatatdssal 72 oraig sziikséges végezni. Majd a fermentaciot 3 g/L kiindulasi
¢lesztd (Saccharomyces cerevisiae) koncentracioval 30°C-on, 125 rpm razatassal, 24 oraig
sziikséges végezni.
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