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ABSTRAKT

Predlozena diplomova praca sa zaoberd problematikou vyroby bioetanolu ako paliva.
V teoretickej Casti su vysvetlené zakladné pojmy spajajuce sa s touto problematikou, d’alej su
predstavené spbsoby predupravy lignocelul6zovych materialov aich konverzie na etanol.
Pozornost’ je venovand aj mikroorganizmom pouzivanym pri produkcii bioetanolu v
priemysle a analytickym inStrumentalnym technikdm detekcie glukozy a etanolu, pouzitym
v tejto praci. V experimentalnej Casti je pozornost’ venovana kompozi¢nej analyze substratu —
bol zistovany obsah susiny, celuldzy a popola. Ako vychodzia surovina bol zvoleny odpadny
papier, ktory vsacasnosti okrem recyklacie nenachadza iné vyuzitie. Produk¢énym
mikroorganizmom, skvasujicim cukry na etanol bol neznamy kmen Saccharomyces
cerevisiae. Prvotna predlprava substratu — odstranenie rigidnych zloziek prebehla niekol’kymi
fyzik&lnymi a fyzikalno — chemickymi sp6sobmi. Takto upraveny substrat bol pripraveny na
enzymovu hydrolyzu, pocas ktorej doslo k vzniku monomérnych jednotiek z polysacharidov.
Etanol bol produkovany metddou simultannej sacharifikacie a fermentécie, kedy enzymova
hydrolyza a fermentacia prebehla sucasne a v rovnakej reakénej nddobe.

ABSTRACT

Presented diploma thesis is dealing with the problematics of fuel ethanol production.
Relevant basic terminology is explained in the theoretical part, methods of lignocellulose pre-
treatments and their conversion to bioethanol are introduced. Attetion is also given to
microorganisms used for bioethanol production on industrial scale, as well as analytical
instrumental techniques for glucose and ethanol detection. In experimental part, we are
focusing on substrate composition analysis — contents of dry matter, cellulose and ash was
investigated. Waste paper was chosen as substrate, as it does not find any other use beside
recycling these days. Chosen production microorganism, that conversts sugars into etanol was
the unknown strain of Saccharomyces cerevisiae. Primal substrate pre-treatment — removal of
rigid parts was performed in several physical and physical — chemical ways. Substrate with
such pre-treatment was ready for enzymatic hydrolysis, during which monomers from
polymer matrix were formed. Ethanol was produced using method of simultaneous
saccharification and fermentation, when enzymatic hydrolysis and fermentation take place at
the same time and the same container.

KIUCOVE SLOVA
etanol, SSF, odpadny papier, Saccharomyces cerevisiae
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ethanol, SSF, waste paper, Saccharomyces cerevisiae
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1. UvOD

Narastajica spotreba a su¢asne zmenSujuce sa zasoby fosilnych paliv nutia vedcov stale
hl'adat’ nové moznosti, ako uspokojit' celosvetovy dopyt po pohonnych hmotach. Naopak,
mnozstvo biologického odpadu pochadzajuceho z pol'nohospodarstva, drevospracujiceho a
potravinarskeho priemyslu, ale aj doméacnosti a reSatauracii stale narasta. Spracovanie tohoto
odpadu je ekonomicky naroéné a ma negativny dopad na zivotné prostredie. Vyuzivaie
fosilnych paliv ma zase za nasledok zvySovanie mnozstva sklenikovych plynov v ovzdusi,
globalne otepl'ovanie a topenie 'adovcov.

Ako jedno z mozZnych rieSeni tychto problémov sa ponuka vyroba a vyuZitie
obnovitelnych paliv, ako st biovodik, propan — butdn (LPG), bionafta, bioetanol a podobne.
Substrat na vyrobu bioetanolu musi obsahovat’ vel'ké mnozstvo skvasitelnych cukrov, musi
byt ekonomicky dostupny aidedlne by to mala byt odpadnd surovina upravovana
biologickym spdsobom, aby nedoch&dzalo k d’al$iemu hromadeniu odpadu. Lignoceluloza
tieto podmienky spiiia: celuldza v nej obsiahnuta je hydrolyzovatel'na na jednoduché cukry,
ktoré su skvasitené viacerymi druhmi kvasiniek a baktérii na etanol. Dalej sa da vyuzit
napriklad na vyrobu bioplynu alebo spracovat’ do palivovych brikiet, no najva¢si zaujem je
prave o vyrobu bioetanolu. [1]

Bioetanol sa d& zaradit' do biopaliv prvej a druhej generacie. Do prvej skupiny patria
biopaliva vyrabané z biomasy, ktord4 konkuruje potravinarskej a polnohospodarskej vyrobe.
Patri sem bioetanol vyrobeny kvasenim priméarnych zdrojov, teda Skrobnatych produktov,
obilnin, cukrovej repy a pod. Takisto metyletser repkového oleja (MERO), vyrobeny jeho
esterifikciou a metylester mastnych kyselin (FAME), vyrobeny z vylisovanych olejnatych
rastlin.

Biopaliva druhej generécie spracovavaju nepotravinarsku biomasu. Ich vyroba teda
nekonkuruje potravinarskemu a pol'nohospodarskemu priemyslu. Do tejto skupiny sa radi
bioetanol, biovodik, syntetickd motorova nafta ako produkt Fischer — Tropschovej syntézy,
biometanol a biodimetyleter. [2] Zacina sa s vyvojom paliv tretej generécie, ktoré by sa mali
vyrabat’” z mikroorganizmov arias. Od zavedenia biopaliv 2. a 3. generacie do praxe nas
pravdepodobne deli dlha cesta, ked’ze len vyskum a komercializicia paliv prvej generacie
trvala takmer 80 rokov. [3]

Etanol ako biopalivo sa mdze pouzivat samostatne, alebo v zmesi sinymi latkami.
Najd’alej v tomto smere prisla Brazilia, kde tamojsie autobusy jazdia na ¢isty etanol. U nas sa
z neho najcastejSie vyraba tzv. E85, ¢o je zmes etanolu a benzinu v pomere 85:15. Etanol
v zmesi S benzinom zvySuje oktanové ¢islo, ¢o znamena, Ze znizuje tvorbu CO a prchavych
organickych zlucenin. [4]

Cielom tejto prace v teoretickej Casti je literarna reSerSa Studovanej problematiky,
V experimentalnej &asti vol'ba mikrobidlneho systému a vhodného odpadného substratu. Dalej
je to spracovanie metodickej Casti, optimalizacia bioprocesu tak, aby boli dosiahnuté ¢o
najvyssie vytazky ethanolu. Velka pozornost’ je kladend na analytické metddy sluZiace na
stanovenie latok vo vzorkach a samozrejme na spracovanie vysledkov a ich diskusiu.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Vymedzenie zakladnych pojmov

2.1.1. Biomasa

Biomasa je biologicky material, ktory vznika zo zivych alebo odumretych tiel rastlinného
alebo zivociSneho povodu. Tento materidl méze byt pouzity ako zdroj energie, alebo ako
zdroj latok v iom obsiahnutych. Biomasou sa Castokrat nazyvaju rastlinné materialy, ktoré
nesu $pecialny nazov — lignocelulézova biomasa. [5]

2.1.2. Lignocelul6zova biomasa

Do kategdrie lignocelul6zovej biomasy sa radi biomasa rastlinného pbvodu, najma
dreviny, kry, travy a dalSie rychlo rastice rastliny. Jej stavebnymi zlozkami su celul6za,
hemiceluléza a lignin. Okrem nich sa v rastlinnej biomase vyskytujd tzv. extraktiva a
popoloviny. Zastipenie jednotlivych zloziek sa meni v zavislosti od typu materialu. [6]

Celuloza je hlavna stavebna zlozka rastlinnych buniek a najrozsirenejSia latka v prirode.
V dreve tvori okolo 40 — 50% hmotnosti (vzh'adom na suchy material). Je tvorena ret'azcami
B-D-glukopyrandzy, ide teda o homopolysacharid. Vazba v celuldze je B-1,4-glykozidicka,
ret’azec je nevetveny. Obsahuje krystalické a amorfné useky v pomere 3:1. Jednotlivé retazce
st vzajomne viazané vodikovymi vdzbami, ¢im sa vytvara vlaknita Struktara. Celuldza je vo
vode uplne nerozpustna, ¢o je vSeobecnou vlastnostou P — vazieb, no v organickych
rozpustadlach je CiastoCne rozpustna. Jej sumarny vzorec je (CeH10Os)n, kde n je pocet
jednotiek monoméru. Ret'azec celuldzy sa obvykle sklada z 800 — 17 000 jednotiek glukézy.
[7.8]

H OH OH CH,OH
H H
H o H H
CH,OH CH,OH OH

[9]

Obr. ¢ 1: Struktiira celulozy

Hemiceluloza je rozvetveny polymér pét- a Sest'uhlikatych cukrov, najma D-glukozy,
d’alej D-xylézy, L-arabindzy, D-galakt6zy a D-mandzy. Obsahuje taktiez urénové kyseliny.
Dominantna komponenta hemicelul6zy sa lisi v makkom a tvrdom dreve. Tvrdé drevo
obsahuje xylan, kdezto médkké drevo miesto neho obsahuje glukomanan. Kvéli rozvetvenej
Struktire hemicelul6zy nie je mozna tvorba vodikovych mostikov, a preto hemicelul6za
nevytvara krystalicku Struktaru. Absencia krystalickej Struktary robi hemicelulozu
nachylnejsiu na hydrolyzu glykozidickej vazby, podobne ako $krob. [10] Hemiceluldza
v lignocelul6zovom materiali spaja lignin a celulozu, ¢o dodava celému komplexu lignin —
hemicelul6za — celuldza vyssiu pevnost’. Rozpustnost” hemiceluldzy rastie s rasticou teplotou.
Za neutralnych podmienok sa zac¢ina celuloza rozpustat’ pri 180 °C. Rozpustnost’
hemicelulézy vSak nezavisi len od teploty, ale aj od vlhkosti v nej viazanej a pH. Z ligninu,
celulézy a hemiceluldzy je prave hemiceluldza najmenej termochemicky stala. Pocas



chemickej predipravy za zvySenej teploty reaguju najskor bocné ret’azce hemiceluldzy, az po
nich nasleduje skelet. [11]
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Obr. ¢ 2: Struktura hemicelul6zy s naviazanym xylanom a glykomananom. [10]

Lignin je druhy najrozsirenej$i polymér na Zemi. Je to amorfny heteropolymér, jeho
Struktara obsahuje tri rozne fenylpropanove jednotky (p-kumaryl, koniferyl a sinapyl
alkohol). Funkcia ligninu v prirode je spajat’ vlakna celuldézy a vytvarat’ tak lignocelulozova
biomasu. Okrem toho sa podiela na ochrane rastliny pred mikrobidlnym atakom a
oxidativnym stresom. Amorfny heteropolymér je nerozpustny vo vode a opticky neaktivny,
¢o stazuje jeho degradaciu. Vzajomny pomer celuldzy, hemicelulézy a ligninu v biomase
zavisi od konkrétneho druhu rastliny alebo dreviny. Energetickd hodnota ligninu je oproti
celuléze a hemiceluléze vysSia, pretoze vo svojej molekule obsahuje menej naviazaného
Kysliku. Rovnako ako hemicelul6za sa lignin za¢ina rozpustat’ vo vode pri teplote 180 °C pri
neutralnych podmienkach. [10], [11] Hlavnym cielom chemickych preduprav popisanych
d’alej v tejto praci bude odstranenie ligninu a umoznenie dekrystalizacie celulozy.
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Obr ¢. 3: Chemicka Struktura ligninu [10]

2.1.3. Biopalivo

Ako biopalivo je definované akékol'vek palivo ktoré sa ziskava procesom biologickej
fixacie uhlika, ¢o znamena konverziu anorganického uhlika do organickych zlucenin.
Biopalivo su teda uhl'ovodiky, ktoré sa vyrabaju z organickej hmoty. [12]

Biopaliva prvej generacie sa vyrabaju priamo z pol'nohospodarskych plodin. Palivo vznika
zo sacharidov a tukov, kroré si vnich obsiahnuté. Kukurica, obilie, cukrova repa a
Vv niektrych obliastiach sveta cukrova trstina su najpouzivanejsie plodiny pre vyrobu biopaliv
prvej generacie. Je dblezité podotknat, ze chemické zloZzenie samotného biopaliva nezavisi od
toho, do ktorej generacie patri, resp. surovina, z ktorej je biopalivo vyrobené ho zarad'uje do
jednej z generacii. [12]

Biopaliva druhej generacie sa ¢asto objavujii pod nazvom pokrocilé biopaliva. Vyrabaju sa
Z biomasy, ktora nie je pouziteI'nd ako potravina alebo krmivo. Vynimku tvori pripad, kedy
pol'nohospodarska plodina uz bola pouzita pre l'udsku alebo kimnu spotrebu, napriklad
pouzity rastlinny olej, ktory sa neda recyklovat’ a pouzit’ k rovnakému tcelu. Vo vSeobecnosti
sa da povedat’, ze biopaliva druhej generécie vznikaju skvasovanim odpadnych materiélov.
[12]

V stvislosti s so surovinami vhodnymi pre produkciu biopaliv druhej generacie sa
naj¢astej$ie hovori o lignoceluléozovych materialoch, z ktorych sa bude vychadzat’ aj v tejto
diplomovej praci. K lignocelulézovym materialom sa radi: odpad z agropriemyslu, lesnictva,
energetické plodiny, pol'nohospodarsky a komunalny odpad, organicky odpad a r6zne druhy
trav a rastlin, vratane geneticky modifikovanych rastlin. [13] Podl'a informacii International
Energy Agency mézu byt biopalivami druhej generacie aj paliva vzniknuté znieSanim paliv
pochadzajlcich z biomasy s fosilnymi palivami (napriklad zmes bioetanolu a benzinu — E85,
E15 apod.). Dalsim prikladom méZe byt palivo ziskané Fischer — Tropschovou syntézou. [14]
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Druh biopaliva Presny nazov Surovina/Biomasa Technologicky
postup vyroby
,/\
l. generacia /\//
bioetanol konvenény (tradicny) cukrova repa, hydrolyza
bioetanol obilniny afermentacia (kvasenie)
N
Il. generacia /\//
bioetanol bioetanol z celulozy lignoceluldzove LJ/ moderna hydrolyza
materialy afermentacia (kvasenie)
synteticke kvapaliny z biomasy lignocelulézove pyrolyzne
biopaliva (BT L-postupom): materialy, splyfiovanie a
syn-bioetanol spracovatelné nasledna
odpadove syntéza
suroviny

Obr. ¢. 4: Porovnanie spsobu vyroby biopaliv 1. a 2. generacie [15]

Biopalivami tretej generacie sa rozumeju biopaliva odvodené od rias. Ide o relativne novy
pojem, pretoze predtym boli tieto biopaliva klasifikované ako biopaliva druhej generécie.
Neskor sa zistilo, ze riasy poskytuju realtivne vysoké vytazky z malého objemu vstupného
substratu v porovnani s ostatnymi surovinami. Diverzita paliv, ktoré su riasy schopné
vyprodukovat’ je danda ich vlastnostami: riasy produkuja olej, ktory moze byt rafinovany na
diesel, alebo niektoré komponenty benzinu. Dalfou velkou vyhodou je ich geneticka
variabilita. Geneticka modifikacia umoznuje riasam produkovat metabolity ako etanol,
butanol, benzin, metan, a biodiesel. Velkou nevyhodou je vysoka spotreba vody, dusiku a
fosforu na rast rias. Tymto sa navySuje cena biopaliva vyrobeného z rias, d’a§im negativom je
pouzitie hnojiv, ktoré st potrebné na ich rast. Vyroba hnojiv je zatazend produkciou
sklenikovych plynov, ktorych sa vo vysledku vyprodukuje viac, ako sa ich uSetri pouzivanim
rias na vyrbu biopaliv. [12]

2.14.

Bioetanol je etanol vyrobeny kvasenim biomasy, ktorou modze byt pSenica, kukurica,
odpad z poI'nohospodarskej vyroby, travy, obilna slama, odpad z drevospracjuceho priemyslu
a podobne. [10] Podl'a suroviny, z ktorej je bioetanol vyrobeny, sa moze zaradit’ k prvej alebo
druhej generécii biopaliv. V sucasnosti je trend uprednostiovat’ biopaliva druhej generacie,
aby nedochadzalo ku konkurenénému boju s pol'nohosporarskym priemyslom a zvy$ovaniu
cien potravin. Najvac¢sim vyrobcom palivového bioetanolu sU v sucasnosti USA
(13,3 miliénov galonov), za nou nasleduje Brazilia s 6,3 milionmi a Europa s 1,4 miliénmi
galonov. Vsetky udaje st za rok 2013. [16]

Bioetanol

11



2.15. Hydrolyza

Hydrolyza je chemicky dej, pri ktorom dochadza k rozkladu molekdl adiciou vody.
Aktiva¢na energia hydrolyzy byva vysokd, preto hydrolyza mnohych biologicky dolezitych
latok neprebieha pri beznych teplotach a pH. [17]

2.1.6. Enzymy

Enzymy su makromolekularne biokatalyzatory, ktoré uchychluji chemické deje. Na
rozdiel od anorganickych katalyzitorov sa enzymy vyznacuji vysokou substratovou a
druhovou $pecifitou, preto sa mnozstvo existujucich enzymov odhaduje na miliardy. Enzymy
neovplyviuju energetiku reakcie, ale znizuju aktivaénu energiu reakcie. [18]

2.1.7. Fermentécia

Fermentacia oznacuje katabolicki drahu katalyzovani enzymami, pri ktorej dochédza
k zisku energie. Fermentdcia sa vyskytuje pri nedostatku Kkysliku, kedy fermentujuci
mikroorganizmus ziskava energiu anaerdbne, a za nizSieho energetického zisku v porovnani
s aerbbnym procesom. Fermentacia je teda stresova draha, pre mikroorganizmus energeticky
nevyhodna. [17], [18]

V priemysle oznaCuje terminom fermentacia proces, ktory vedie bud k produkcii
Ziadanych  metabolitov ~ ¢innostou  mikroorganizmov, alebo  krozkladu latok
mikroorganizmami. [19]

V tejto diplomovej praci sa budem zaoberat etanolovou fermentaciou, kedy zo
skvasite'nych cukrov vznika etanol:

CeH1206 — 2C2Hs0H + 2CO; (rovnica ¢. 1)

2.2. Lignocelul6zovy material ako substrat na vyrobu bioetanolu

Lignoceluldzva biomasa predstavuje perspektivny zdroj pre vyrobu bioetanolu. [20] Zdroje
lignocelul6zovej biomasy moéZeme zaradit’ do nasledovych tried:

e odpad z pol'nohospodarskeho priemyslu — slama z obilovin, kukuri¢na silaz, ryzova
slama, r6zne druhy trav, ¢irok, vylisky z cukrovej repy a trstiny

e odpad z lesného priemyslu — odpad z tazby dreva, ale aj drevo spadnutych stromov

e priemyselny odpad — sulfitové vyluhy z papierenskej vyroby, zberny (odpadny)
papier, obalové materialy

e iné —odpad z domécnosti a zahrad [21]

Lignocelul6zové energetické plodiny teda predstavuju slubnd surovinu kvéli vysokym
vytazkom, nizkym nakladom, vyuzitelnosti menej kvalitnych pod a celkovej nizkej
environmentalnej zatazi. [20] Nevyhoda, ktord maju lignocelul6zové materialy v porovnani
so Skrobnatymi a cukronatymi surovaninami, je komplexnost’ ich matrice. T4 okrem celulozy
obsahuje aj hemiceluldzu a lignin, ktoré st navzajom pevne spojené a tvoria rigidnd matricu.
V malom mnoZstve sa vyskytuju aj proteiny, pektin, minerdlne latky, taniny alebo tuky.
Zastapenie jednotlivych zloziek sa 1i8i od typu biomasy, miesta, kde vyrastla a klimatickych
podmienok danej oblasti. Hlavnou prekazkou degradacie lignoceluldozovej biomasy je
pritomnost’ ligninu, ktory je odolny voci oxidacii a mikrobidlnemu rozkladu. Aby bolo mozné
tuto biomasu vyuzit, je nutné narusit’ ligninovy komplex a upravit matricu tak, any boli
ziskané fermentovatel'né cukry, ktoré by boli mikroorganozmami vyuzitelné na rast
a produkciu metabolitov. [22]
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Tabulka ¢. 1: Percentudlne zastupenie jednotlivych zloZiek mdkkého a tvrdého dreva

Komponent Tvrdé drevo (%) | Makké drevo (%)
Celuléza 40-50 40 -50
Hemiceluldza 25-35 25 -30
Lignin 20-25 25-35
Pektin 1-2 1-2
Skrob stopy stopy [23]
2.2.1. Odpadny papier

Tato diplomova praca sa zaobera odpadnym papierom ako substratom pre vyrobu bioetanolu,
pretoze tvori zna¢nu Cast’ mestského a priemyselného odpadu. A to aj napriek tomu, ze

Vv poslednych rokoch boli snahy ¢o najvicsiu Cast’ zrecyklovat’. Po recyklacii vznikne papier
s nizSou kvalitou, ako bol pévodny. S kazdou d’alsou recyklaciou sa dizka vlaken zniZuje a
spolu s nou klesa aj kvalita recyklovaného papiera, ktory sa preto neda recyklovat’
neobmedzene. Nachéadzanie novych spésobov, ako opét’ zhodnotit’ odpadny papier je

V stcasnosti nutnostou. Vychodiskom mdze byt vyroba bioproduktov, ako napriklad etanolu
alebo kyseliny mlie¢ne;j. [24] Odpadny papier ma oproti inym suroviam zna¢né vyhody, a to
napriklad: nizka cena (Castokrat ju tvoria iba ndklady na odvoz), dostupnost’ nie je obmedzena
klimatickym pasmom a sezénnost'ou vyroby a do zberu odpadného papiera sa aktivne
zapajaju spotrebitelia. [25]

2.3. Predupravy odpadného papiera

Hlavnou prekdzkou masivneho vyuzitia odpadnej fytomasy je komplexita materialu, ktory
okrem celul6zy obsahuje aj hemicelulézu a lignin. Lignin tvori nepriepustnd priestorovd
Struktaru odolnti voéi mikrobialnemu rozkladu a oxidacii a z tohoto dévodu predstabuje aj
hlavnt prekazku degradacie lignocelul6zy. Aby ju bolo mozné vyuzit’ pre vyrobu biopaliv, je
nutné tito komplexnt Struktiru narusit’ tak, aby boli ziskané fermentovatelné cukry, ktoré
moZu byt mikroorganizmami vyuzité na rast a produkciu metabolitov. Pri predipravach
obvykle doch&dza najskér k mechanickému a potom fyzikalno - chemickému naruseniu
Struktary substratu, pricom dochddza k hydrolyze, pripadne aj deStrukcii hemicelulozy,
zvySeniu obsahu amorfnej celuléozy a uvolneniu ligninu. PretoZze je proces predipravy
lignocelul6zovych materidlov pomerne komplikovany a nakladny, predstavuje ekonomicku
bariéru, ktora brani $rSiemu vyuzitiu fytomasy ako suroviny na vyrobu biopaliv. [22] Aj
napriek tomu, Ze bolo vyvinutych vel'a metdd preduprav, doposial’ nexxistuje ziadna, ktora by
bola univerzalna, finan¢ne a technicky nenaro¢na. [26]

2.3.1.

Ciellom fyzikalnych preduprav je dezintegrovat’ komplexnt lignocelulézovi matricu tak,
aby sa zvicsil jej merny povrch, zmensSila kryStalinita celulozy a skratil sa ¢as potrebny na
chemickul alebo enzymaticku hydrolyzu, ktoré st popisané v statiach nizsie. [26]

Fyzikalne predupravy

e Mechanicka dezintegracia
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Mechanickou dezintegraciou rozumieme mletie, drvenie, sekanie apod. Tymto spdsobom
sa redukuje dizka celulézovych vlaken, najastejiie sa na tento Gdel pouZziva valcovy,
pripadne vibra¢ny mlyn. [27]

e Pyrolyza

Pri pyrolyze sa pouziva teplota priblizne 250 °C. Pri vyssich teplotach, zhruba 300 °C uz
dochadza k spyliovaniu celulozy a vzniku uhlia, pri niz8ich teplotach je rozklad prili§
pomaly. Za najicinnejSiu je povazovana pyrolyza za nizkej koncentrécie substratu a vysokej
koncentracie chemikalii. Substrat sa zmie$a so slabou kyselinou a zahreje sa, ¢im dochadza
k hydrolyze. Tym sa dosiahne 80 - 85% konverzia celuldzy za vzniku redukujucich cukrov.
Pri teplotach nizSich ako 250 °C je tiez mozné dosiahnut’ rozklad celul6zy, musi sa vsak
pouzit’ katalyzator, v tomto pripade chlorid zino¢naty alebo uhli¢itan sodny. [27]

e Extrizia

Extruzia je nova a slubnd metdda fyzikdlnej predupravy. Pocas extrizie je material
vystaveny vysokej teplote a mechanickej dezintegracii, ¢o usti do fyzikalnych a chemickych
zmien materialu. Konkrétne dochadza k defibrilacii a skracovaniu a opatovnému
zvlédknovaniu, vysledkom je vicSia dostupnost’ uhlovodikového skeletu pre enzymy. Pri
optimalizacii procesu sa musia brat’ do tvahy parametre konkrétneho bioreaktoru. Zvazuje sa
aj pouzitie enzymov pocas procesu extrizie, ktoré sa zda byt slubnou technologiou pre
produkciu bioetanolu. [28]

e Oziarenie

Oziarenie gama lu¢mi, prudom elektronov a mikrovinami moze zlepsit vytazky
enzymovej hydrolyzy lignocelul6zovych materialov. Kombinacia s d’alsimi metodami,
naprikad posobenim kyselin, méze tento proces eSte urychlit. Vldkna celuldozy obsiahnuté
V substrate sa mozu oziarenim S$tiepit’ za vzniku nizkomolekularnych oligomérov a dokonca
celobidzy. Ziarenie 100 mR a viac moze viest k rozkladu oligosacharidov a cyklickej
Struktary glukézy. Enzymova hydrolyza filtraéného papiera, ktory neobsahoval lignin
nedosiahla vySSie vytazky spouZitim oZiarenia. Vytazky po enzymovej hydrolyze
novinoveho papiera s malym obsahom ligninu boli po oZiareni o nieCo vysSie. Pri
posudzovani ucinnosti predupravy oziarenim by sa teda mal brat’ ohl'ad na mnoZstvo ligninu

Vv matrici, kryStalinitu a hustotu. Nevyhodou je nepouzitel'nost’ tejto metody v priemyselnom
meradle. [29]

e Ultrazvuk

Pri preduprave ultrazvukom ide o mechaické naruSanie biomasy, kedy dochadza k redukcii
velkosti Castic. Bol intenzivne Studovany vplyv ultrazvuku na extrakciu hemiceluldzy,
celulozy a ligninu. Niektori vedci dokazali, Zze sacharifikécia celulozy je efektivnejSia
S pouzitim ultrazvuku ako metddy predipravy. Pri enzymovej hydrolyze sa pouzitim
ultrazvuku tiez dosiahli vysSie vytazky, pretoze kavitdciou sa zvacSil aktivny povrch
substratu a molekuly enzymov tak mohli prenikat’ hlbsie do jeho Struktury. Okrem toho sa
najlepsich vylsedkov pri kavitacii dosiahlo pri 50 °C, ¢o je aj teplotné optimum mnohych
enzymov. [28]
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2.3.2. Fyzikalno — chemické predupravy

e Parna explozia (autohydrolyza)

Na nasekanu biomasu sa aplikuje vodna para pod velkym tlakom pri teplote 160 - 200 °C.
Nasleduje prudké uvolnenie tlaku, ktoré ma za nasledok explozivnu dekompresiu. Pri tychto
teplotdch dochadza k degradacii hemiceluldzy a zmene v Strukture ligninu, ¢im sa celuldza
stane dostupnejSou pre hydrolyzu zriedenou kyselinou sirovou. Vyhodou parnej explozie je
nizka spotreba energie a Setrnost’ k zivotnému prostrediu. Nevyhodou je vznik fenolickych
zltcenin, ktoré by pocas fermentacie posobili inhibi¢ne, a preto je ich treba odstranit’.

e Amoniakalna explozia (AFEX — Ammonia fibre expansion)

Tento proces je principom vel'mi podobny parnej explézii, no namiesto vodnej pary sa tu
pouziva kvapalny amoniak. Proces prebieha pri teplote 60 — 100 °C, pri poklese tlaku sa meni
skupenstvo amoniaku na plynné. Dochéadza k naruSeniu vlaken a k Ciasto¢nej dekrystalizacii
celuldzy. Na rozdiel od parnej explozie vSak pri amoniakalnej explozii nedochadza k
rozpustaniu hemicelulézy. Uéinnost’ tejto metddy zavisi od pouzitého substratu. Vyhodou s
nizSie procesné ndklady, pretoze vznikd predupraveny materidl bez kvapalného podielu.
Taktiez nevznikaju ani fenolické zluc¢eniny ako u metddy parnej explozie. Na druhej strane,
nevyhodou je mensia Setrnost’ k zivotnému prostrediu z dovodu pouzitia amoniaku. [27], [28]

e Preduprava horicou vodou

Preduprava horticou vodou nevyzaduje rychlu dekompresiu a netcastnia sa jej Ziadne
chemikalie, ani katalyzatory. Tlak sa pouziva iba v takom mnozstve, aby voda zostala
v kvapalnom stave pri teplotdch 160 — 240 °C. Hortica voda rozpusta najma hemiceluldzu,
¢im sa celuldza stava pristupnejSou pre enzymy. Sediment, ktory vznikol po preduprave dava
po sfiltrovai dve frakcie: pevnu, ktora obsahuje celulézu a kvapalnu, ktora obsahuje cukry
z hemicelulézy. Aby sa prediSlo vzniku inhibitorov, pH by sa malo udrziavat’ v rozmedzi 4 —
7, pretoZe pri tomto pH st hemicelulolytické cukry najmé vo forme oligomérov, Stiepenie na
monoméry je minimalne. Vznik degrada¢nych produktov je preto tiez mensi.

Preduprava horucou vodou odstranuje az 80% hemicelulozy. Lignin je pri tejto preduprave
Ciasto¢ne depolymerizovany a rozpusteny, ale uplna delignifikdcia pouzitim tejto metody
samotnej nie je mozna. Vyhoda tejto metody tkvie v jej nenaro¢nosti: reaktor je jednoduche;j
kostrukcie, nie je potrebny katalyzator, koncntracie rozpusteného ligninu a hemicelulozy st
nizke, rovnako ako aj koncentracie degradacnych produktov. Na druhej strane je velka
spotreba vody a energie na jej ohrev, preto sa taito metéda komeréne nepouziva. [28]

e Expldzia CO>

Tato metdoda je zalozena na pouziti CO2 ako superkritickej tekutiny. Pri tychto
podmienkach je mozné efektivne odstranit’ lignin, ¢im sa zvysi vyuzitel'nost’ substratu. Naviac
tovri CO2 vo vodnych roztokoch kyselinu kyselinu uhli¢ita, ktora podporuje hydrolyzu
polymérov. Delignifikdciu podporuje aj pridavok niektorych cinidiel, napriklad etanolu.
Molekuly CO> st velkostou podobné molekulam vody alebo amoniaku a dokazu rovanko
penetrovat’ malé pory lignoceluldézy. Tento proces prebieha za zvySeného tlaku, po jeho
explozivnom uvolneni nastiva deStrukcia celuléozy a hemiceluléozy a tym sa pre enzymy
zvysuje vyuziteI'nd plocha substratu. [28]
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2.3.3. Chemické predupravy

e Zasadite predupravy

Principom tychto preduprav je efekt, ktory maju niektoré zasadité latky na lignocelul6zovy
material. Efektivita pritom zavisi od obsahu ligninu v biomase. Zasadita prediprava zvySuje
dostupnost’ celulézy pre enzymy a rozpusta lignin. Pritom dochadza k minimalnej
rozpustnosti hemicelulézy a celulézy v porovnani skyslymi alebo hydrotermalnymi
procesmi. Zasadita hydrolyza sa moze prevadzat’ pri izbovej teplote a v ¢asovom rozpéti od
niekol’kych sekiind po niekol’ko dni. Spdsobuje mensi rozklad cukrov ako kysla hydrolyza.
Nevyhodou je, Ze je menej u¢inna na drevnati biomasu.

Vhodnymi c¢inidlami na zasaditi hydrolyzu su hydroxid sodny, hydroxid draselny,
hydroxid vapenaty a hydroxid amonny. Hydroxid sodny, ktory bol pouzity aj
Vv experimentalnej Casti tejto diplomovej prace, spdsobuje rozpinanie matrice, zvas¢ovanie
vnutorného povrchu celuldézy, znizovanie stupiia polymerizacie a kryStalinity, o ma za
nasledok rozru$enie $truktury ligninu. Obsah ligninu v matrici sa teda znizi z pévodnych 24 -
55% na 20%.

Pridavok antioxidantu (kysliku alebo peroxidu vodika) k alkalickej hydrolyze (NaOH,
Ca(OH)z2) zvysuje efektivitu procesu, pretoze dochadza k lepSiemu odburaniu ligninu. Okrem
toho, pri pouziti zasadite]j predupravy Vv kombinacii s peroxidom vodika, neboli
V hyrolyzatoch detegované furfural ani hyroxymetylfurfural. Nepritomnost’ tychto latok je
dolezita vo fermentacnej Casti vyroby bioetanolu. [28]

e Kyslé predupravy

Hlavnym dévodom, preco sa robi kysla prediprava je rozpustenie hemicelulolytickej
frakcie a spristupnenie celulézy pre enzymy. Mdze sa pouZzit’ koncentrovana alebo zriedena
kyselina, ale pre ucely vyroby bioetanolu je vhodnejSie pouzit’ zriedent kyselinu. Pouzitim
zriedenej kyseliny nedochddza k produkcii inhibi¢nych latok, ekonomickd narocnost je
nizsia, da sa pouzit’ pre Sirok Skalu lignocelulézovych materidlov. MoZe sa pouzit’ vyssia
teplota (napr. 180 °C) po kratSiu dobu, alebo nizsia teplota (napr. 120 °C) po dobu 30 — 90
minat. Dochadza k rozpusteniu hemicelulozy a jej konverzii na skvasitelné cukry. Na
mikroorganizmy pocas fermentacie negativne vplyvaju niektoré produkty degradacie cukrov a
ligninu (napr. furfural, hydroxymetylfurfural).

Najviac Studovana kyselina na tento typ prediprav je Kyselina ssirova, u nej sa dosiahli
najlepSie vysledky. Okrem toho sa robili experimenty aj s kyselinou chlorovodikovou,
fosforecnou a dusi¢nou. Z organickych kyselin boli testované kyselina jabléna a fumarova,
lepsie vysledky sa dosiahli u kyseliny jabl¢nej. V porovnani s kyselinou sirovou dochédzalo u
kysliny jablénej k mensej tvorbe furfuralu. [28]

e Ozonolyza
Oz6n vykazuje vysoku Uc¢inoost’ odstranenia ligninu. Je to silny antioxidant, pri jeho
pouziti nevznikaju ziadne inhibi¢né latky. Preduprava prebicha pri izbovej teplote a
atmosférickom tlaku. V praxi by vSak bolo nutné pouzitie vel'’kého mnozstva ozénu, Co je pre
priemyselné vyuzitie finan¢ne prili§ nakladné. [28]
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e Prediprava organickymi rozp$tadlami

Ako rozpustadla na rozpustenie ligninu sa mézu pouzit’ metanol, etanol, acetdn, etylén
glykol. Okrem toho vznika celul6za vhodna na enzymova hydrolyzu. Vyhodou oproti inym
metddam je opdtovné ziskanie ligninu, ktory moze byt’ d’alej vyuzity v inych aplikéciach.

Vyhodné je, ak tomuto procesu predchadza kysla hydrolyza. Dosahuje sa odstranenie
ligninu az 70% a minimalne straty celulozy (menej ako 2 %).

Rozpustadla je vyhodné recyklovat’, extrahuja sa pomocou separa¢nych technik, napriklad
odparenim a kondenzaciou. [28]

2.3.4. Biologické predupravy

Pri biologickych predUpravach sa vyuziva ¢innost’ drevokaznych hib, najma bielej a
hnedej hniloby. Pouzivané kmene rozkladaju lignin a hemiceluldzu, pricom celuldza zostava
intaktna. Pri vyrobe bioetanolu je vyhodna kombinacia biologickych preddprav s preddpravou
organickymi rozpust'adlami, po ktorej nasleduje simultanna sacharifikacia a fermenacia.
Konkrétne sa na lignocelul6zové materialy pouzivaju: Phanerocheate chrysosporium,
Ceriporia lacerata, Cyathus stercolerus, Ceriporiopsis subvermispora a d’alsie. Biologické
predupravy su atraktivne z hl'adiska nizkych nakladov (mal& spotreba energie) a miernych
podmienok, za ktorych prebiehajd. [28]

Vyber metddy predipravy ma vyznamny vplyv na nasledn enzymovu hydrolyzu. Do
Uvahy sa musia vziat’ nasledovné faktory:

e cena predupravy, ktoru tvori energia, chemikalie a ich recyklovanie. Aby sa uSetrili
naklady, castokrat musi chemickej preduprave predchadzat’ fyzikalna dezintegracia.

e miera, do ktorej je lignin odstraneny. Uplna delignifikécia nie je pre hydrolyzu
nevyhnutna. Niektoré predipravy iba zmenia poziciu ligninu, ¢im katalyzuju
hydrolyzu bez odstranenia ligninu. NeSetrna delignifikacia dokonca méze znizit
vyuzitelnost’ celulozy.

e miera, do ktorej preduprava hydrolyzuje polysacharidy v lignocelul6zovej biomase.
V minulosti bola snaha o maximalnu degradaciu lignocelulézy, aby sa zlepsil

pristup enzymov k celul6ze. Viaceré metody preduprav sa preto zameriavali na
odstranenie hemiceluldzy, napriklad kyslé predipravy.

e snaha vyhnut’ sa vzniku produktov rozkladu cukrov a ligninu, ¢o je ¢asto nasledok
neSetrnych preduprav. Tieto produkty treba pred fermentaciou odstranit, aby
nedochéadzalo k inhibicii. [30]
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Obr. ¢. 5: Vyroba biopaliv 2. generacie [15]

2.4. Enzymova hydrolyza celulozy

K enzymovej hydrolyze dochddza pdsobenim vysoko Specifickych enzymov. Produkty
hydrolyzy su redukujice cukry obsahujlice glukézu. Néklady na enzymovd hydrolyzu sd
nizke v porovanni s kyslou alebo z&saditou hydrolyzou, pretoze enzymova hydrolyza prebieha
za miernych podmienok (pH 4,8, teplota 45 — 50 °C) a nedochadza ku korézii zariadeni. Tieto
enzymy sa nazyvaju celulazy a st produkované vlaknitymi hubami a baktériami. Z baktérii sd
to rody Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes,
Erwinia, Acetovibrio, Microbispora a Streptomyces, ktoré su producentmi celuldz. Kvoli
produkcii celulaz boli intenzivne Studované druhy Cellulomonas fimi a Thermomonospora
fusca. Aj ked bakteridlnych druhov produkujtcich celulazy je vela a produkuju enzymy
s vysokou $pecifickou aktivitou, zvycajne to nie je v dostatoénom mnozstve. Plati to najma o
anaerébych druhoch Clostridium thermocellum a Bacteroides cellulolytic, ktoré naviac
vyZaduji anaerobne podmienky a maja nizky narast. Z tychto dévodov sa vyskum v oblasti
komer¢nych celuldaz upriamuje viac na vlaknité huby.

Druhy vléknitych hab, ktoré produkuja celuldzy st Sclerotium rolfsii, Trichoderma,
Aspergillus, Schizophyllum a Penicillium. Na ucely produkcie celulaz bola z tychto kmenov
najviac Studovana Trichoderma.

Celulazy st zvy€ajne zmesou viacerych enzymov. V procese hydrolyzy si zastUpené
minimalne tri rézne skupiny celulaz:

e endo-1,4-B-glukanaza (EG, endo-1,4-D-glukanohydroléza, alebo EC 3.2.1.4), ktora
atakuje celulozu s nizkou krystalinitou a katalyzuje Stiepenie 1,4 vazby medzi
gluk6zovymi jednotkami celulozy

e exo-1,4-B-glukanaza, alebo celobiohydrolaza (CBH, 1,4-B-D-glukan
celobiohydroléaza, alebo EC 3.2.1.91) atakuje konce retazov celuldzy, z molekuly
sa odstepuju celobidzove jednotky. Dochadza k hydrolyze 1,4- glykozidickej
vézby, ktord uz bola hydrolyzovana na kratSie polysacharidy endoglukanazou. Tym
sa tvoria disacharidy a tetrasacharidy (napr. ceobiéza). Patria sem dve skupiny
exo-1,4-B-glukanéz, exo-1,4-B-glukan celobiozidaza (CBH —I) stiepi celulozu z jej
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redukujiceho konca, exo-1,4-B-glukoziddza (CBH — 1II) Stiepi celulozu z jej
neredukujiceho konca.

e [-1,6-glukozidaza (EC 3.2.1.21) hydrolyzuje celobiézu za vzniku glukozy.
Katalytuje iba rozklad celo-oligosacharidov a celobidzy, ¢im z celobidzy vznikaju
monoméry glukdzy [31], [32]

Okrem tychto troch enzymov sa v celulolytickej zmesi nachadzaju aj pomocné enzymy,
ktoré atakuju hemicelulézu, ako napriklad glukuronidaza, acetylesteraza, xylanaza, [-
xylozidaza, galaktomananaza a glukomananaza. Takto vzniknuté redukujuce cukry mozu byt
Vv procese fermentacie skvasite'né baktériami alebo kvasinkami za vzniku bioetanolu. [21]

Nevyhodou je citlivost’ enzymov na podmienky reakcie, uz malé zmeny teploty mozu
vyvolat’ zmenu trojrozmernej $truktury enzymu a tym ovplyvnit' jeho aktivitu. Privysoka
teplota a zvySena koncentracia soli mézu viest' k denaturacii enzymu. Tepelnad denaturacia
enzymu je irreverzibilna, denaturacia sposobena vysokou koncentraciou soli je zvycCajne
reverzibilna. Soli tazkych kovov taktiez spdsobujii irreverzibilnti denaturaciu. [28]

Enzymovld hydrolyzu ovplyviiuju nasledovné faktory: vzajomny pomer enzymu
a substratu, pomer mnozstva enzymu a produktu (moéze dochadzat’ k inhibicii enzymu
nahromadenim produktu), pH, teplota, viskozita roztoku, mchanické necistoty blokujuce
aktivne centra enzymu, ziarenie (napr. gama luce), elektrické a magnetické pole [28]

2.5. Konverzia lignocelul6zovych materidlov na bioetanol

Cielom preduprav spominanych v predchadzajucej kapitole je maximalizovat’ vyt'aznost’
bioetanolu v procese liehového kvasenia.

2.5.1. Etanolové kvasenie

Kvasny sposob vyroby etanolu je zalozeny na pdsobeni enzymov V procese liehového
kvasenia. Prebieha prevazne bez pristupu vzduchu, aj ked’ v pripade kvasiniek nejde o striktne
anaerébne podmienky. Mierne prevzdusnenie kvasného média na zaciatku fermentacie je
potrebné pre rast biomasy a ich aktivitu. Dochadza k postupnej utilizacii sacharidov a
uvolniovaniu energie, jej mensia Cast’ je fixovana vo forme ATP, zvySok je premiefiany na
teplo. [33] S. cerevisiae metabolizuje vécSinou hexodzy, glukozu utilizuje cez Embden —
Meyerhof — Parnasovu (EMP) drahu, tiez ozacovanu ako hexézodifosfatova draha. Sumarne
je mozné vyjadrit’ ju reakciou:

C.H,0, »2CH,CH,OH + 2COQO, (rovnica ¢. 2)

Energeticka bilancia etanolového kvasenia vztiahnutd na na 1 mol glukozy je zisk 2 molov
ATP. [34] Okrem hlavnych produktov vznika v priebehu kvasenia cela rada d’alSich latok.
Najvici vyznam ma glycerol, ktorého tvorbu je mozné ovplyvnit’ podmienkami fermentacie
(pH, obsah siri¢itanov, pouzita kultara kvasieniek). Z vyssich jednosytnych alkoholov su ako
stcast’ pribudliny najvyznamnejSie izoamylalkohol, propanol a butanol. Pribudlina vznika
pevazne enzymovymi pochodmi zaminokyselin, v surovom liehu jej byva 0,1-0,5 %.
Z d’alsich produktov sa v surovom liehu vyskytuji acetaldehyd, kyselina jantarova, mravcia,
mlie¢na a octova. Pri vyrobe liehu z ovocia je nutné brat’ ohl'ad na vznik metanolu, ktory sa
tvori enzymatickym rozkladom pektinu. [35], [36]
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2.5.2. Very high gravity (VHG) fermentacia

VHG fermentacia je technoldgia produkcie bioetanolu zalozena na fermentacii vysoko
koncentrovanych zapar, a to minimalne 270 g extraktu na 1 kg zapary. Je urCena najmé pre
spracovanie Skrobnatych surovin: kukurica, pSenica, jamen, raz. VHG tehcnoldgia umoziuje
podstatné zvySenie finalnej koncentracie etanolu v prekvasenej zapare. Pri 20 °C a zvySenom
obsahu zdroja dusika je mozné dosiahnut' az 21 —23 % obj. etanolu. Na dosiahnutie
uvedenych kocentracii produktu neboli pouzité Specialne pripravené alebo geneticky upravené
kmene kvasiniek. Jedinym problémom je nizky obah dusika v z&pare, preto je potrebné ho
pridavat. Stimuluje sa tym rast kvasiniek a zvysSuje rychlost' fermentacie. Ekonomicky
prijatelnym zdrojom dusika pre vyuzitie v priemysle je mocovina, avSak td nesmie byt
pouzita pri vyrobe pitného alkoholu. Dobrym zdrojom dusika st aj pouzité lichovarnicke
kvasinky, ktoré sa nechaju autolyzovat' a extrakt sa pouzije ako dusikaty zdroj pre
nasledujucu fermentéciu. [37]

2.5.3. SHF (Oddelena hydrolyza a fermentacia)

Pri oddelenej hydrolyze a fermentécii je surovina najskor predupravena a hydrolyzovana.
Vznikne tekutina obsahujica fermentovatelné cukry (glukézu a xylozu), nasledne je
hydrolyzat fermentovany na etanol. Vyhodou SHF je, Ze hydrolyza a fermentacia sU
prevedené pri ich optimalnych podmienkach. Optimum enzymovej hydrolyzy je 45 —-50 °C a
pH 4,4 — 5,5, pri¢om optimum fermentacie je 30 — 35 °C a neutralne pH. Nevyhodou je, ze pri
enzymatickom Stiepeni celulézy sa akumuluje celobidza, ktora spdsobuje inhibiciu
endoglukandzy a celobiohydrolazy, privysoka koncentracia vznikajucej glukozy zase inhibuje
enzym P - glukoziddzu. Koncentracia celobidy preto nemdze byt prili§ vysoka, a teda aj
vytazky etanolu su nizke. [38]

2.5.4. SSF (Simultanna sacharifikacia a fermentéacia)

Metdda simultannej sacharifikacie a fermentécie bola vyvinuta v 70. rokoch minulého
storoCia. Jej princip spociva v tom, ze k hydrolyze a tvorbe etanolu dochadza v rovnakom
Case a vtom istom reaktore. Glukoza vzniknutd enzymovou hydrolyzou celulozy je rychlo
spotrebovand mikroorganizmami, ¢im sa zabrafuje jej nahromadeniu a z nej vyplyvajlcej
inhibicii. Rychlost’ sacharifikacie je v porovnani so SHF vysSia, ¢im sa zvySuji aj vytazky
etanolu. Jeho pritomnost’ zabrafuje napadnutie zmesi neziaducimi orgaanizmami, ktoré su na
jeho pritomnost’ citlivé. Tiez sa znizuje tvorba neziaducich vedlajSich produktov. SSF
vyZaduje kompatibilné fermenta¢né a sacharifika¢né podmienky, s podobnym pH, teplotou a
optimalnou komcentraciou substratu. Pretoze optimalna teplota hydrolyzy a fermentacie sa
nezhodujd, bolo nutné najst kompromis —37 —38 °C. dalSou moznostou je pouzit
termotolerantné kmene kvasiniek schopné produkovat etanol pri teplotach vyssich ako 40 °C.
Okrem vybranych kmetniov rodu Saccharomyces je mozné pre tieto ucely pouzit’ niektoré
kmene Kluyveromyces a Fabospora. Najlepsie vysledky sa vSak dosiahli pouzitim
Kluyveromyces marxianus LG. [38], [39]

2.5.5. One-pot SSF

Koncept one-pot SSF vychadza z myslienky spojit' krok predipravy so simultannou
sacharifikdciou a fermentaciou. Vsetky tieto deje sa odohravaju v jednom reaktore.
Preduprava sa pouziva alkalicka (NaOH), zasadité pH sa neutralizuje pridavkom H3sPO4. Ak
by bol tento proces v budicnosti prevedeny v priemyselnom meradle, dala by sa nahradit’
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sterilizacia fermenta¢ného média predupravou pri tepote 121 °C. [40] V roku 2012 pubikoval
Park et al. [41] stadiu, v ktorej opisal vyrobu etanolu z celulézy (Solka — Floc) v jedinom
bioreaktore pouzitim Acremonium celluloyticus a Saccharomyces cereviasiae. Enzymy
potrebné na hydrolyzu celul6zy boli produkované A. cellulolyticus, pridané v ¢ase 0 hod. od
zaciatku fermentacie. Enzymy boli produkované z celul6zového substratu Solka — Floc (SF).
Vyuzitel'nost’ tohoto procesu bola demonsStrovana v zavedenej biorafinérii na SF ako
substrate. Optimalizacia procesu ukézala, ze je dolezité zachovavat 10 —20 % mnozstvo
rozpusteného kyslika v hydrolytickej a fermentacnej faze. Inokulécia S. cerevisiae do média,
Vv ktorom uz su pritomné bunky A. cellulolyticum musi byt v ¢ase pred maximalnou
celulolytickou aktivitou a sti¢asne medzi stredom exponencialnej a stacionarnej fazy rastu A.
cellulolyticum. Prakticky tato doba ¢inila 60 hodin od jeho zaoc¢kovania. V rovnakom Case sa
do bioreaktora pridava aj celuléza (SF) urCend na hydrolyzu celulazami a naslednu
fermentéciu. Tento spdsob vyroby bioetanolu nevyzaduje samostatni predupravu materialu,
ani externy pridavok enzymov. [41]

2.5.6. Inhibica etanolom

Mikrobialne bunky reaguju na etanol tak, Ze jeho pritomnosti prisposobia svoj
metabolizmus. Tento fenomén sa nazyva inhibicia etanolom. [42]

Kumulécia etanolu v kultivaénom médiu moéze byt vyznamnym stresorom pocas
fermentacie. Aj napriek tomu, Ze je kvasinka S. cereviasiae vel'mi etanol tolerantna, relativne
vysokeé koncentricie etanolu inhibuju rast buniek a delenie, ich viabilitu, znizuje sa
produktivita fermentacie a d’alSie vytazky etanolu. Etanol nepriaznivo ovplyviuje bunkovy
metabolizmus, miestami, kde sa jeho nepriaznivy ucinok najviac prejavuje su bunkové
membrany, plaznatické retikulum a hydrofébne a hydrofilné proteiny. Priepustnost’ membran
sa zvySuje a znizuje sa ich integrita. Kvasinky vystavené etanolu syntetizuju HSP (heat shock
proteins — proteiny tepelného Soku), ktoré fyziologicky ovplyviiuju ich toleranciu k alkoholu.
V dalsich studidch bol dokéazany vplyv etanolu na transkriptdom S. cereviasiae. Do buducna sa
predpoklada aplikacia mutantnych kmemiov S. cerevisiae, ktoré sa javia ako idealni
producenti. [43]

2.6. Mikroorganizmy produkujuce etanol

Etanol produkujii vo vicSom alebo menSom mnoZstve rézne mikroorganizmy, na cieleni
vyrobu liehu sa ich v8ak pouZiva iba niekol'ko druhov.

2.6.1. Saccharomyces cerevisiae

Rod Saccharomyces patri do triedy Ascomyces, rozmnoZzuje sa vegetativne multilateralnym
pucanim. Bunky st gulovitého alebo elipsoidného tvaru, vytvaraju rudimentarne alebo
strom¢ekovité, bohato vetvené pseudomycélium. [34] Kvasinky rodu Saccharomyces su
najpouzivanej$im producentom etanolu. Hlavna metabolicka draha etanolovej fermentacie je
glykolyza (Embden — Meyerhof — Parnasova draha — EMP). Touto drédhou vznikaju z jednej
molekuly glukézy dve molekuly pyruvatu. Drahu znazoriiuje Obr. ¢. 5. Za anaerobnych
podmienok sa pyruvat redukuje na etanol za vzniku CO2 ako medziproduktu. V procese
glykolyzy wvznikaju 2 molekuly ATP, ktoré sa spotrebuji na energeticky naro¢ny
biochemizmus buniek. Produkcia etanolu je teda z&viska od rastu buniek, ktoré po ukonéeni
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reakcie tvoria biomasu. Rast buniek je nevyhnutny aj z toho dovodu, Ze akumulacia ATP by
inhibovala ¢innost’ fosfofruktokindzy, ktord je jednym z kliCovych enzymov glykolyzy.
Okrem etanolu a CO> eSte vznikaji medziprodukty, ako glycerol (v mnozstve 1% w/v),
organické kyseliny a vyssie alkoholy sG produkované v ovela menSej miere. Skutocné
vytazky etanolu v porovnani s teroretickymi su nizSie, pretoze medziprodukty reakcie
postupuji do inych metabolickych drah, ¢im sa vytaznost’ etanolu znizuje. Percentudlne sa
vytaznost’ etnaolu v priemyselnych vyrobach z celkovych cukrov pohybuje v rozmedzi 90 —
93% teroretick¢ho vytazku, bez odpocitania zbytkového cukru. Napriklad, u Skrobnatych
materialov by zbytkovy cukor nemal prekro¢it’ hranicu 5 g.1™l. Pocas fermentacie st kvasinky
vystavené stresu z limitacie zivinami, vysokej teplote (35 — 38 °C), pH (< 3,5), kontaminécii,
akumul@cii etanolu (15% v/w) a osmotického tlaku cukru (25% v/w). Vela z nich pdsobi
synergicky a v takych pripadoch ma na bunku horsi dopad ako keby pdsobil individualne.
Environmentalny stres vedie K znizenej viabilite buniek a niz$ej vytaznosti etanolu. [42]
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Obr. ¢. 6: Metabolicka draha etanolovej fermentacie kvasinkami S. cerevisiae. Vyznam
skratiek v obrazku: HK: hexokinaza, PGI: fosfoglukoizomeraza, PFK: fosfofruktokinaza,
FBPA: fruktoza bisfosfat aldolaza, TPI: tridza fosfat izomeraza,
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GAPDH: glyceraldehyd 3-fosfo dehydrolgenaza, PGK: fosfoglycerat kinaza, PGM:
fosfoglyceromutaza, ENO: enoldza, PYK: pyruvat kinaza, PDC: pyruvat dekarboxylaza,
ADH: alkohol dehydrogenéza

2.6.2. Zymmomonas mobilis

Z. mobilis je anaerébna, gram - negativna baktéria produkujuca etanol z glukdzy
prostrenictvom Entner - Doudoroffovej (ED) drahy za uéinku enzymu pyruvat dekarboxylazy
a alkoholdehydrogenazy. Z. mobilis bol objaveny v rastlinnych vyhonkoch obsahujdcich
skvasite'né cukry, napr. v agave. V ED drahe vznikaju glyceraldehyd-3-fosfat a pyruvat za
vzniku iba 1 molekuly ATP na monomér glukozy. Dosledkom toho produkuje Z. mobilis
menej biomasy ako S. cerevisiae, ¢im sa spotrebuje viac energie na tvorbu etanolu. Vytaznost’
etanolu je podla niektorych zdrojov [44] je vytaznost etanolu az 97 % teoretického vytazku.
Napriek tejto vyhode nie je Z. mobilis vhodny na priemyselnd vyrobu bioetanolu. V provom
rade je schopny metabolizovat’ iba tri druhy cukrov: D-glukozu, D-fruktozu a sachardzu. Pri
pouziti sachardzy dochadza k extracelularnej tvorbe levanu a sorbitolu, ¢im sa znizi vytazok
etanolu. TaktieZ nie je vhodny na fermentaciu Skrobnatych surovin aje problém so
spracovanim biomasy, pretoze na rozdiel od S. cerevisiae neméze byt pouzita ako krmivo pre
zvieratd. Posednou nevyhodou je diskontinudlna fermentacia, ¢im sa zvysuje riziko vzniku
vécsieho mnozstva zbytkového cukru. [42]
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Obr. ¢. 6: Metabolickd draha Z. mobilis. Skratky: LEVU: levansukraza, INVB: invertaza,
GFOR: glukoéza-fruktéza oxidaza, FK: fruktokinaza, GK: glukokindza, GPDH: glukoza-6-
fosfat dehydrogenaza, PGL: fosfoglukonolaktonaza, EDD: 6-fosfoglukonat dehydrataza,
KDPG: 2-keto-3-deoxy-6-fosfoglukonat, EDA: 2-keto-3-deoxy-glukonat aldoldza, GNTK:
glukonat kinaza [42]

2.6.3. Neziaduce mikroorganizmy pri vyrobe etanolu

V lichovarskych zaparach sa Castokrat stretavame aj s kontaminujucimi organizmami,
ktoré procesu fermentacie Skodia. NajcastejSie sa stretivame s baktériami, plesnami a
divokymi kvasinkami. [45]
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e Bakteridalna kontaminécia

Baktérie mozu sposobit’ zavazné problémy v priemyselnej produkcii etanolu. V kvase
mozu byt pritomné stovky, ba az tisicky roznych kontaminantov. NajvicsSie problémy vSak
sposobuju baktérie mliecneho kvasenia. [46]

Do tejto skupiny patri niekol’ko rodov gram - pozitivnych, nesporulujucich bakteérii.
Konkrétne st to rody Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus ainé.
Podmienky, pri ktorych dochadza k tvorbe etanolu su optiméalne pre rast a rozmnozovanie
tychto baktérii — pH, teplota, nutriéné zdroje. [47] Dal$imi bakteridlnymi kontaminantami s
baktérie maslového aoctového kvasenia. Spolo¢nm znakom tychto kontaminantov je
produkcia inych metabolitov ako etanolu, ¢im sa nielen znizuje jeho vytaznost’, ale dochadza
aj k utlmeniu alebo az umftveniu kvasiniek. Do kontaktu s kvasinkami sa dostavaju vodou,
surovinou, zo vzduchu a nedostato¢ne premytych nadob a potrubi. Za zvlast’ nebezpecné sa
pokladaju sporotvorné baktérie. [48], [49]

e Plesne a divoké kvasinky

Plesne v lichovare byvaji znamkou zanedbanej Cistoty a nedostato¢nej tidrzby prevadzky.
St malo odolné voci vyssej teplote, nepredstavuji pre lichovar vel’ky problém. Vyskytuju sa
najma v procese dokvasania. Hotovému vyrobku davaji neprikjemnt chut’ a vonu, a taktieZ
znizuju vytaznost. [45]

Zdrojom divokych kvasiniek je voda, vzduch a tieZ surovina. Prejavuju sa najma vo faze
dokvasania, tvoria v zaparych povlak a oxiduju etanol aZ na vodu a oxid uhli¢ity. Ide najma
o rody Candida a Pichia. [48]

2.7. Bioetanol ako palivo

Bioetanol je druh alternativneho paliva. Jeho pouzitie je mozné ako palivo s obsahom do
10% etanolu pre vozidla s neprestavenym motorom, vys§ie mnozstva su vhodne len u vozidiel
so $pecialne prispdsobenymi zazehovymi motormi. V praxi sa najéastejSie mieSa s benzinom,
najma v pomere 85:15, ¢im vznika palivo s oznacenim E 85 (obsahuje 85% etanolu a 15%
benzinu). Pouzitim tohoto typu paliva dochadza k znizovaniu emisii COz, zvySeniu
oktanového Cisla (znizuje tzv. klepanie motora, ku ktorému dochadza pri samovznieteni
paliva) a d’alsou velkou vyhodou je priblizne o tretinu niZ$ia cena v porovnani s benzinom.
Etanol je menej toxicky neZ nafta, benzin alebo metanol a tym je environmentalne
prijatenej$i. Nevyhodou jeho pouzitia je riedka siet’ Cerpacich stanic, problémy so
Startovanim za mrazivého pocasia a tiez fakt, ze nie vSetky vozidla st vhodné na prestanenie
motora (plati to predovSetkym pre starSie vozidla). [49] Etanol ma tieZ nizSiu energeticka
hustotu anizsiu tenziu par ako benzin, ¢o sa podpisuje pod problémy so Sartovanim za
chladného pocasia. Palivovy etanol ma nizke cetanové Cislo, ktoré charakterizuje rychlost
vznietenia paliva. V naftovych motoroch méze byt pouzity iba za pritomnosti aditiv,
napriklad ditercbutyl peroxidov. [50] Nizke cetanové ¢islo zapri¢ifiuje dlhu dobu vznetlivosti
a sposobuje nizky vykon motoru. Vhodnymi typmi automobilov su takzvané FFV (flexible
fuel vehicles), uktorého je mozné pouzitie klasickeho benzinu, ako aj zmesi saz 85%
etanolu. [10]
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2.8. Aktualne vyuZivanie bioetanolu ako paliva

V stiéasnosti nachadzaju bioetanolové paliva uplatnenie takmer v kazdom State. [20]
V roku 2013 bola celkova svetova produkcia palivového etanolu 88, 7 mld. litrov. [51].
Najvaésim producentom si USA tesne nasledované Braziliou. Spolo¢ne presahuju 80%
celkovej svetovej produkcie. V USA je najviac pouzivanou surovinou pre vyrobu etanolu
kukurica, v Brazilii zase cukrova trstina.
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Obr. ¢. 7. Svetova produkcia palivového etanolu v miliardach litroch a prognoza do r.
2020 [15]

V roku 2003 Eurdpska Unia prijala smernicu Eurépskeho parlamentu a Rady o podpore
vyuZzivania biopaliv alebo inych obnoviteI'nych paliv v doprave. Podl'a nej maju ¢lenské Staty
zabezpeclit', aby sa na trh uvadzalo aspon mnimalne percento biopaliv a inych obnovitenych
pohonnych hmot. Referenéna hodnota pre tieto ciele ¢inila 2%. [20] V CR vyrobia $tyria
najvacsi vyrobcovia bioetanolu celkovo 370 000 m® za rok. [52] V Ceskej republike sa do
konven¢ného benzinu primiesava necelych 5% bioetanolu. CR sa tiez zaviazala, ze do roku
2020 zvysi podiel primiesavaného bioetanolu minimalne na 10%. [53] Vlada CR podporuje
biopaliva druhej generacie a o tejto skuto¢noti svedc¢i aj fakt, ze biopaliva prvej generacie
maji mat’ maximalne 5% podiel na dosiahnuti 10% ciel'a stanovené¢ho na rok 2020. Po roku
2020 uz biopaliva prvej generacie nemaju byt podporované. [54]

Vo vychodoslovenskej obci Strazske maji v prvej polovici roku 2017 spustit’ vyrobu
liehovaru vyrabajiceho bioetanol z lignocelul6zovych materialov. Ro¢ne sa ma v Strazskom
vyrobit’ az 55 000 ton bioetanolu. Bude v poradi tretim podnikom na sete, ktory nadviaze na
technologiu Proesa pouzivanu v liehovare v talianskom meste Crescentino a brazilskom
Alagoase. [55]

Jednym z perspektivnych  odpadnych materidlov je aj ryZzova slama. Ku kazdému
vypestovanému kilogramu ryze vznika ako vedl'ajsi produkt 1 — 1,5 kg slamy, ktora sa hlavne
pouziva ako krmivo pre dobytok, zvySok tvori odpad. [56] Roc¢ne sa takto vo svete
vyprodukuje az 731 miliénov ton, v samotnej Azii je to 667,6 miliénov ton. Toto mnoZstvo
ryzovej slamy by mohlo vyrobit az 205 mld. litrov bioetanolu, ¢im by sa mohla stat
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najvacsim surovinovym zdrojom na vyrobu bioetanolu. [57] Nutnostou je prediprava ryZovej
slamy, ktora sa robi za zvySeného tlaku a teploty za ucasti 4% NaOH a 1% H>SOg. [58]

2.9. InStrumentacia

2.9.1. Turbidimetria

Turbidimetria je optickd metdda zaloZzena na merani stupfia zakalu (turbidity). Na
Casticiach dochadza k rozptylu Ziarenia a Giastoéne aj jeho absorpcii. Ziarenie dopada na
kyvetu ako u klasickej spektrofotometrie. Sleduje sa pokles intenzity ziarenia
prechadzajuceho absorbujdcou a rozptylujicou vrstvou. Prejdené Zziarenie ma teda nizSiu
inttenzitu ako dopadajtce Ziarenie. [59]

ZDROJ e —| DETEKTOR

Obr. ¢. 8: Draha luca primdrneho Ziarenia [59]

Detektor je umiestneny v osi li¢a a meria sa ziarenie ochudobnené o jeho rozptylenu
zlozku. Je vodny aj pre koncentrovanejSie roztoky. [60]

Ked Iu¢ prechadza ,,absoltitne Cistym® prostredim, opisuje relativne priamu trajektoriu.
Ked Iu¢ prechddza kvapalinou obsahujlicou suspendované pevné castice, tieto Castice
absorbuju energiu svetla a odrazia svetlo do vSetkych smerov. Ako zdroj svetla sa pouziva
polychromaticka volframova lampa, ktora vyzaruje svetlo o roznych vinovych dizkach. Toto
mozZe spodsobit’ interferenciu pri turbidimetrickom merani, pretoze Castice obsiahnuté vo
vzorke mozu absorbovat’ uréité vlnové dizky a znizit' tak inztenzitu rozptyleného svetla.
Dalsou nevyhodou je, Ze vykon lampy sa ¢asom znizuje alapma ,,vyhasina“, ¢o vedie
K nutnosti Castej kalibracie pristroja. Aby sa tymto problémom predislo, obsahuji niektoré
turbidimetre zdroj monochromatického Zziarenia (napr. LED diddy), lasery, alebo sa v nich
pouzivaju r6zne kombinécie filtrov.

Detektory pouzivané v turbidimetrii deteguji svetlo vzniknuté interakciou svetla zo zdroja
so vzorkou, ¢im vznika elektricky signal, ktory je neskér prevedeny na hodnotu turbidity.
Bezné typy pouzivanych detektorov st fotonasobice, vakuové fotodiody a d’alsie. [61]

2.9.2. Stanovenie susiny biomasy

Stanovenie suSiny biomasy je najbeznejsi spdsob stanovenia biomasy mikroorganizmov.
Robi sa po zachyte buniek z definovaného objemu média centrifugaciou s naslednym trojitym
resuspendovanim buniek v destilovanej vode. Suspenzia sa potom vysusi v predom
vysuSenych a odvazenych kelimkoch pri teplote 105 °C do konstantnej hmotnosti. [62]
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2.9.3. HPLC - Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

HPLC je analytickd metdda separécie zloziek vo vzorke za t¢elom stanovenia jednotlivych
analytov aich kvantifikicie vo vzorke. Na rozdiel od beZnej stipcovej kvapalinovej
chromatografie obsahuje HPLC vysokotlakové cerpadlo, ktoré umoznuje prietok mobilnej
fazy kolonou mensich rozmerov, v ktorej sa nachadza stacionarna faza viazana na castice
0 velkosti niekolkych mikrometrov. Vdaka tomuto usporiadaniu dosahuje HPLC vysSiu
ucinnost’ separacie latok za kratsi ¢asovy interval. HPLC vyuziva separaciu latok medzi dve
fazy, pohyblivl a nepohyblivi. Nepohybliva (stacionarna) faza sa nach&dza pevne viazana
V kolone, pohybliva faza (eluent) unaSa analyty kolonou. Vystupom nie len HPLC, ale aj
ostatnych chromatografickych technik je chromatogram. [63]

V priebehu chromatografickej analyzy dochadza k opakovanému transportu zloziek
z mobilnej fazy do stacionarnej a spit. Rozdelenie medzi dve fazy sa blizi rovnovahe, preto
ho mozeme popisat’ dostribu¢nou konstantou:

K'D — [A].S' — (Hﬂ)ﬁ' V_m
[4],, (ﬂﬁ)m Vs
(rovnica ¢. 3)

kde [A]s je mnozstvo latky v stacionarnej fazi a [A]m je mnozstvo latky v mobilnej fazi, Vs
a Vm su objemy stacionarnej a mobilni fazy. [64]

Pokial’ st zlozky analyzovanej zmesi dobre rozdelené, odpoveda kazdej zlozke jeden pik.
Ten sa vyznacuje svojou polohou na x-ovej osi, kde je vyneseny retenény €as. Retencny Cas je
veli¢ina charakteristickd pre kazdy analyt, je to doba od nastreku vzorky po jeho eluéciu.
Retencny Cas teda suvisi s afinitou analytu k stacionarnej fazi. Na zaklade reten¢nych ¢asov
pri uvedenych podmienkach je mozné latky identifikovat’, ide teda o kvalitativnu analyzu.
[65] Vyska piku suavisi sintenzitou daného analytu, plocha piku zase vypovedd o
jeho kvantitativnom zast(peni.
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Obr. ¢. 9: Grafické zndzornenie retencnych charakteristik [64]

HPLC zostava pozostava z davkovaca vzorky, ktora je pomocou davkovacej smyc¢ky alebo
automatického davkovaca (autosampleru) vpravena do pradu mobilnej fazy. Na zabezpecenie
pohybu mobilnej fazy a teda aj vzorky je nevyhnutné vysokotlakové bezpulzné ¢erpadlo. Aby
mobilné faza mohla prejst’ kolonou, musi byt pod vysokym tlakom (az 40 MPa). Kolénou sa

28



rozumie spravidla nerezova trubica naplnena stacionarnou fazou. O jej schopnosti separovat’
ur¢ité zmesi na jednotlivé zlozky rozhoduje naplin kolony - stacionarna faza. Detektory
v HPLC meraju koncentraciu analytu sledovanim jednej z jeho vlastnnosti. V pripade tejto
diplomovej prace bol pouzity refraktometricky detektor, ktory mé univerzalne pouzitie, no
zaroven sa vyznacuje aj nizSou citlivost'ou, je nekompatibilny s gradientovou eliciou a je
citlivy na zmenu teplét. [66]

Obrézok ¢. 10: Blokova schéma HPLC. (1) zasobniky mobilnych faz, (2) odplyiovac
(degasser), (3) zmieSavac, (4) vysokotlaké cerpadlo, (5) davkovac vzorky, (6)
chromatograficka kolona v termostate, (7) detektor, (8) zberac frakcii, (9)dadtova stanica [63]
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3. EXPERIMENTALNA CAST
3.1. Pouzité pristroje, chemikalie a enzymy

3.1.1. Pouzité chemikalie

Na predupravu substratu boli pouzité nasledovné chemikalie:
e Kkyselina sirova 96% - p.a., LachNer, H.SO4
e hydroxid sodny - ¢isty, PENTA, NaOH
e destilovana voda, H.0

Na pripravu roztokov na stanovenie celuldzy boli pouzité nasledovné chemikalie:
kyselina sirova 96% - p.a., LachNer, H2SO4

kyselina octova 99,8% - p.a., LachNer, C2H40-

kyselina dusi¢na 65% - p.a., LachNer, HNO3

destilovana voda, H.0

Na pripravu pufrov boli pouzité nasledovné chemikalie:
e hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat — Lachema, a.s., Na2HPO4- 12H,0
e Kkyselina citrébnova monohydréat — p.a., LachNer, CeHgO7- H20

Na pripravu kultivaénych a inokula¢nych médii boli pouzité nasledovné chemikalie:
destilovana voda, H20

kvasni¢ny extrakt — pre bakteriologiu, Carl ROTH

dihydrogenfosfore¢nan draselny — p.a., LachNer, KH2PO4

siran hore¢naty, heptahydrat — p.a., LachNer, MgSO4- 7H20

siran amonny — p.a., LachNer, (NH4)2SO4

D-gluk6za bezvoda — p.a., PENTA, CsH1206

kyselina sirova — 96%, p.a., LachNer, H2SO4

hydroxid sodny, ¢isty, PENTA, NaOH

Na pripravu kalibra¢nych roztokov pre HPLC analyz boli pouZzité:
e D-glukéza bezvoda — p.a., PENTA, CeH1206
e etanol 99,9% - pre HPLC, Sigma — Aldrich, CoHsOH

Dalsie chemikalie:
e azid sodny —p.a., PENTA, NaN3

3.1.2. Pouzité pristroje

analytické vahy Pioneer™ OHAUS
elektronické vahy Helago EK - 300
centrifuga Eppendorf 5417 R
inkubator Memmert

kombinovana chladnicka Bosch
minitrepacka, Lab dancer Vario
mixeér Rohnson MultiDuo R-536
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e muflova pec VEB ELEKTRO BAD FRANKENHAUSEN
e pH meter inoLab® pH 720
e spektrofotometer Helios €
e trepacka s termostatom Heidolph® Promax 1020
e topné hniezdo LTHS 500
e plynovy kahan
e ultrazvukova cisticka Ultrasound
e denzitomerter Ultrospec™ 10 Cell Density Meter
e mikrovinna rura Daewoo KOR-6L15, vykon 700W
e HPLC
- detektor UV/VIS ECOM s.r.0.
- diferencialny refraktometer RIDK 101
- pumpa ECOM s.r.0.
- sampler HTA HT300a
- kolénovy termostat LCO 101 ECOM s.r.0.
- kolona WATREX 250x8 mm Polymer IEX H+ o rozmeroch 250 x4,6 mm a
zrneni 8 um
e bezné laboratorne sklo a pomocky

3.1.3. Pouzity software
MS Office (MS Word 2007, MS Excel 2007)

3.1.4. Pouzity substrat

Ako substrat pre produkciu bioetanolu bola pouzitd zmes odpadného papiera s takym
pomerom jednotlivych zloziek, aky sa bezne vyskytuje v zberniach odpadného papiera:

super biely papier 1,99%

biely papier 8,81%

noviny, ¢asopisy 27%

lepenka 56,38%

zmieSany, iny papier 5,86%

Udaje boli ziskané zo spolognosti Zberné suroviny a.s., Zilina. Na zéklade tychto
informacii bola pripravena zmes papiera odpovedajiica vysSie uvedenému percentudlnemu
zastUpeniu.

3.1.5. Pouzita kultura

Ako produkény mikroorganizmus bola vybrand kvasinka rodu Saccharomyces cerevisiae
neznameho kmena pochadzajica z liehovaru Agroetanol, TTD, kde sa vyuziva na vyrobu
palivového etanolu z repnej melasy.

3.1.6. Pouzité enzymy

e Novozymes® Biomass Kit, NS50013 (celulazovy komplex)
Boli pouzité enzymy od firmy Novozymes®, celulazovy komplex katalyzuje rozklad celulézy
na glukozu, glukooligosacharidy a celobiozu. Hlavnymi produktmi tejto reakcie su glukoza a
celobidza. Pre dosiahnutie maximalneho vytazku enzymatickej hydrolyzy sa odporaca pouzit’
optiméalna zmes enzymov, ktora sa meni na zaklade pomeru celuldzy, hemicelulézy a ligninu
v substrate. Aktivita tychto enzymov zavisi od teploty hydrolyzy. Pre potreby vypracovania
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tejto prace boli pouzité enzymy z rady vyrobkov Novozmyes' cellulosic ethanol enzyme Kit.
[67]

Tabulka ¢. 2 - Enzymova aktivita prepardtu NS50013, odporucané pH, teplota a davkovanie

Enzym! Aktivita Hustota? pH Teplota | Davkovanie3
(g/ml) (°C) % w/w (na TS)
NS50013 700 EGU/g 1,2 4,5-6,5 45-50 2-6%
(celuldazovy komplex) | (pribl. 70 FPU/g)

! - EGU endo-glucanase unit, FPU — filter paper unit

2 _hodnota hustoty je priblizna

3 _ davkovanie zavisi od typu suroviny, pouzitej predupravy a d’alsich podmienok. Moze byt
znacéne variabilné.
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Obr 2: Vplyv teploty na aktivitu preparatu
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Obr. 3: Vplyv pH na stabilitu pripravku NS 50013 Obr. 4: Vplyv teploty na stabilira NS 50013
Koncentracia enzjmu | 0,9 EGU/ml . -
Teplota ; 25°C (77 F) Koncentracia enzymu | 0,9 EGU/ml
Doba inkmbacie | 16 hodin pH 4.8
Puft | Mecilvaine Reakény éas 30 mimit

Obr. ¢. 11: Vplyv pH a teploty na stabilitu preparatu NS50013 [67]

e NS50010 (B - glukozidaza)
Pre maximalny vytazok hydrolyzy lignocelul6zovych materidlov sa odporuca pouzivat’
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B - glukoziddzu sucasne s preparatom NS50010 (celuldzovy komplex). B - glukozidaza
hydrolyzuje celobiozu na glukézu, ¢im sa zvySuju vytazky cukrov dostupnych pre
mikroorganizmy. Odportca sa pridavat’ v mnozstve 5 - 10% (V/V) celulazového komplexu
(NS50013) pre uplna hydrolyzu dostupnej celulozy.

Tabulka ¢. 3: Vplyv pH a teploty na stabilitu preparatu NS50010 [67]

Enzym?! Aktivita Hustota? pH Teplota | Davkovanie®
(g/ml) (°C) % w/w (na TS)
NS50010 250 CBU/g 1,2 2,5-6,5 45-70 0,2-0,6%
(B - glukozidaza)

1 _ CBU - cellobiose unit

2 _hodnota hustoty je priblizna

8 _ davkovanie zavisi od typu suroviny, sposobu predupravy a daldich podmienok
spracovania, preto moze byt’ znac¢ne variabilné
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Obr. ¢. 12: Vplyv teploty a pH na relativnu aktivitu g — glukozidazy [67]
3.2. Priprava roztokov

3.2.1. Citréat — fosfore¢nanovy pufr

17,77 g NaxHPO4-12H>0 bolo rozpustenych v destilovanej vode v odmernej banke
s objemom 200 ml. Roztok bol zriedeny priblizne na 600 ml a pH bolo upravené pridavkom
monohydratu Kyseliny citrénovej na hodnotu 4,8. Roztok bol kvantitativne prevedeny do
odmernej banky s objemom 1000 ml a doplneny destilovanou vodou po rysku. pH bolo este
raz skontrolovang, roztok bol uchovavany v chladnicke.

3.2.2. Roztoky na stanovenie celulozy

Bola pripravend 80 % kyselina octova zmieSanim 864,5 ml koncentrovanej kyseliny
octovej (99,8 %) s129,67 ml destilovanej vody. Vypocet bol stanoveny na riedenie do
1000 ml. Nariedena kyselina octova bola dalej zmieSana s koncentrovanou Kyselinou
dusi¢nou (65 %) v pomere 10: 1. Takze kuz pripravenej 80 % Kyseline dusi¢nej bolo
pridanych 100 ml koncentrovanej HNOs. Na pripravu 72 % Kyseliny sirovej sa pouzilo
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667,7 ml koncentrovanej kyseliny (96 %) zmieSanim s destilovanou vodou do objemu
1000 ml.

3.2.3. Priprava inokula¢ného a kultiva¢ného média pre kvasinky Saccharomyces
cervisiae

Bolo pripravené Standardné médium pre kultivaciu kvasiniek Saccharomyces cerevisiae
podla nasledovnej tabul’ky:

Tabulka ¢. 4: ZlozZenie inokulacného a kultivacneho média kvasiniek S. cerevisiae

destilovana voda 1000 ml
kvasni¢ny extrakt 4g
KH,PO4 lg
MgS0O. . 7H,0 05g
(NH4)2S50. 1lg

Pri priprave inokula¢ného média sa k roztoku pridalo 100 g glukdzy ako zdroja uhliku. pH
bolo upravené kyselinou sirovou riedenou v pomere 1:1 na hodnotu 5,5. Pred pouzitim boli
média sterilizované pri teplote 120 °C po dobu 15 min.

3.24. Priprava mobilnej fazy pre HPLC

Ako mobilna faza bol pouzity prefiltrovany roztok 9 mmol.I* H2SO4. Bol vypogitany
objem koncentrovanej kysleliny sirovej 580 pl. Tento objem bol napipetovany do 1000 ml
odmernej banky s vodou a objem bol doplneny po rysku. Roztok bol dokladne premiesany a
prefiltrovany cez nitrocelulazovy membranovy filter s vel’kostou porov 0,45 + 0,006 pm.
Tym sa mobilnd faza zbavila pripadnych necistdt a po preliati do zasobnej nadoby bola
vloZena na ultrazvuk po dobu 30 mintt, aby doslo k odplyneniu.

3.2.5. Priprava kalibra¢nych roztokov glukozy a etanolu

Pred HPLC analyzou produktov enzymovej hydrolyzy a SSF boli pripravené sady
kalibracnych roztokov glukézy a etanolu. Najskor boli pripravené roztoky o najvyssej
koncentracii, ktoré sa postupne riedili.

Tabulka ¢. 5. Priprava kalibracnych roztokov glukozy a etanolu

clg"]
glukoza 4 | 8 12 16 20 24 28 32 36 40
etanol 112 3 4 5 6 7 8 9 10
3.2.6. Roztoky na predupravu substratu

Na zaklade Stadie [68] boli zvolené 2 % w/V roztoky kyseliny sirovej a hydroxidu sodného.
Pri tychto koncentraciach boli v uvedenej $tadii dosiahnuté najlepsie vysledky.

Na kyslu hydrolyzu bola vypocitana navazka 20 g NaOH na 1000 ml destilovanej vody.
Roztok bol hned’ pouzity k spotrebe. Obdobne bol vypocitany objem koncentrovanej kyseliny
sirovej. Nariedenim 11 ml 96 % H>SO4 a doplnenim destilovanou vodou na vysledny objem
1000 ml bola dosiahnuta pozadovana koncentracia 2 % w/V.
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3.3. Preduprava substratu

Hlavnou zloZzkou lignocelulozovych materialov je lignin, celul6za a hemiceluléza. Aby
doslo k zlepSeniu dostupnosti celulézy pre enzymovy komplex, bolo nutné substrat
predupravit’.

V praci st pouzité Styri typy preduprav:

1. Fyzikalna preduprava: Substrat bol nastrihany na malé ¢asti, rozmoc¢eny VO vode a
pomlety vihkym mletim v kuchynskom mixeéri. Material bol sfiltrovany a znova
preprany vo vode. Vzniknuty filtraény kola¢ bol suseny v tenkej vrstve v suSiarni
pri 105°C, po vysuSeni bol pomlety v kuchynskom mixeéri pre dosiahnutie
prachovej konzistencie. Tento typ predupravy sluzil jednak priamo na enzymovu
hydrolyzu a SSF, ale tiez ako zaklad chemickych preduprav, ktoré su popisané
v d’al$ich bodoch.

V pripade chemickych hydrolyz sa zvolilo mnozstvo substratu 3 g (2% w/w). Tato hodnota
bola experimentélne stanovena ako najoptimalnejsia v diplomovej praci Ing. Andrlovej [69].
Hydrolyzy prebiehali v mikrovinnej rare pri maximalnom vykone — 700 W. Nasledne bola
zmes ochladend, prefiltrovand cez gizu a premyvand vodou az do neutralnej reakcie.
Prebyto¢na voda bola vytlacend a filtracny kold¢ bol suseny v suSiarni pri teplote 105 °C. Po
vysuSeni bol material dezintegrovany v mixeri.

2. Kysld preduprava: Substrat pripraveny mechanickou dezintegraciou bol
hydrolyzovany v 150 ml 2 % roztoku H>SO4. Hydrolyza prebiehala v mikrovinnej
rare po dobu 8 minat a pri vykone 700W.

3. Zasadita preduprava: Substrat pripraveny mechanickou dezintegraciou bol
hydrolyzovany v 150 ml 2% roztoku NaOH. Hydrolyza prebiehala v mikrovinnej
rare po dobu 10 mindt a pri vykone 700 W. Pocas hydrolyzy dochéadzalo k badrlivej
reakcii a intenzivnemu peneniu, preto bol ohrev Castokrat preruSeny a substrat
premiesany.

4. Kombinécia kyslej a z&saditej preddpravy: V prvom kroku sa postupovalo
analogicky ako v pripade kyslej hydrolyzy — 3 g substratu boli hydrolyzované
v 150 ml 2 % roztoku H2SOs pri plnom vykone mikrovinnej rary po dobu 8 minut.
Po ochladeni, prefiltrovani a premyti substratu vodou az do neutralnej reakcie bol
filtratny kola¢ kvantitativne prevedeny do novej kadicky so 150 ml 2 % roztoku
NaOH. Hydrolyza prebiehala pri plnom vykone mikrovinnej rary po dobu
10 mindat. Penenie v tomto pripade bolo menej intenzivne ako v predchadzajucom.
Po ukonceni reakcie bol substrat ochladeny na laboratornu teplotu, prefiltrovany,
premyty vodou do neutralnej reakcie, vysuseny v suSiarni pri 105°C a
dezintegrovany na prach v kuchynskom mixeéri.

3.4. Kvantitativne stanovenie vybranych zloZiek substratu

Pre lepSie pochopenie zloZenia a vlastnosti substratu bola prevedend kvantitaivna analyza
susiny, popola a celul6zy u kazdého typu predupravy.

3.4.1. Stanovenie susiny v substrate

Zihacie kelimky boli su$ené v susiarni pri teplote 105 °C po dobu 1 hodina. Po vychladnuti
v exsikatore boli odvazené na analytickych vahach s presnostou na 0,0001 g. Do kelimkov

35



bol navazeny substrdt s pribliznou hmotnostou 0,5 g, presna hodnota bola zvazena na
analytickych vahach a tato hodnota bola zaznamenana. Kelimky boli umiestnené v susiarni na
dobu 4 hodiny a pri teplote 105 °C. Po uplynuti tejto doby boli vychladené v exsikatore a ich
hmotnost’ bola opét’ zistend pomocou analytickych vah. Percentudlne zastupenie suSiny vo
vzorke bolo vypocitané nasledovnym vzorcom:

m . . A—M . .
ve kelimok+vzorka po vysusen razdny kelimok
% susina=— po vywdens) _ (précy Kelim) 1 0 0%

m (vzorka pred vysuenim) (rovnica é 3)

3.4.2. Stanovenie obsahu popola

Prazdne Zihacie kelimky boli vlozené do muflovej pece na 30 minat pri 550 °C. Po
vychladnuti v exsikatore boli zvazené a bol do nich navazeny 1 g substratu (analytické vahy,
presnost’ na 0,0001 g). Kelimky so substratom boli Zihané nad kahanom az do jeho uplného
rozkladu a vzniku popola. Néasledne boli premiestnené do muflovej pece na dobu 3 hodiny pri
teplote 550 °C, aby doslo k dokonalému rozkladu uhlikatych latok. Po troch hodinach boli
kelimky z pece vybraté a umiestnené do exsikatora. Po vychladnuti v exsikatore boli kelimky
zvazené¢ na analytickych véhach a percentudlne zastipenie popola bolo vypocitané
nasledovnym vzorcom:

m

(kelimok+vzorka)

m

(prézdny kelimok) 100

m
% popol= (rovnica ¢. 4)

(popol)

3.4.3. Stanovenie celulozy

Bolo pripravenych 4x30ml zmesi 80 % kyseliny octovej a koncetrovanej kyseliny
dusi¢nej v pomere 10: 1. Do styroch Erlenmayerovych baniek s objemom 100 ml bolo
vpravenych po 0,8 g papiera (papier bol odvazeny na analytickych vahach s presnost'ou na
0,0001 g), do kazdej banky bolo vliatych 30 ml zmesi kyselin. Bol pripraveny vriaci ktpel,
v ktorom boli banky ponechané po dobu 1 hodiny. Aby nedochéddzalo k vel'kému odparu
kvapaliny, boli do hrdiel baniek vlozené sklené nélevky. Po 1 hodine boli banky z kipel’a
vybraté, nechali sa ochladit’ pri laboratornej teplote a ich obsah bol prefiltrovany cez nuce
s fritou (vel'kost’ porov S4). Nuce boli vopred zvazené na analytickych vahach, pevny podiel
bol dokladne premyvany etanolom a suSeny v susiarni pri teplote 105 °C po dobu 4 hodiny.
Po uplynuti tohoto ¢asu boli frity vychladené v exsikatore a odvazené na analytickych vahach.
Obsah kazdej frity bol zmoceny etanolom a kvantitativne prevedeny do 100 ml
Erlenmayerovych baniek. Etanol bol odpareny umiestnenim baniek do vriaceho kupela. Po
vychladnuti baniek k nim bolo pridanych 20 ml 72 % H>SOs vzniknutd suspenzia bola
temperovana na trepacke pri 30 °C a 150 rpm po dobu 60 minut. Po¢as temperovania vzoriek
s kyselinou sirovou boli pripravené a na analytickych vahach odvazené nuce s fritou (S3). Do
nich bol vpraveny pevny podiel z baniek a bol filtrovany za znizeného tlaku. Vzorka bola
pocas filtrovania premyvana etanolom. Nuce so vzorkami boli suSené v susiarni pri 105 °C
4 hodiny, nésledne boli ochladené v exsikatore. Po vychladnuti boli zvazené na analytickych
vahach. Percentudlne zastipenie celulézy vo vzorkdch bolo vypocitané nasledovnym
vzorcom:

(m S4+vzorka m84) — (m53+vzorka — mSB) .100

% celuldzy= (rovnica ¢. 5)

m(navdz'ka papiera)
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3.5. Rastova krivka Saccharomyces cerevisiae

Rastova krivka kvasinek Saccharomyces cereviasie bola stanovovana pri 2 rbéznych
teplotach a pouzitim dvoch réznych foriem mikroorganizmov. V prvom pripade i§lo o suSenu
formu tak, ako bola dodana z firmy Agroetanol, TTD. V druhom pripade boli kvasinky pred
stanovenim rastovej krivky viabilizované — bolo pripravené inokulum s pridavkom glukozy
tak, ako je uvedené v tabulke ¢. 4. Na zaoCkovanie rastového média bolo z inokula
odobratych 10 ml suspenzie medzi 12. a 13. hodinou kultivacie, kedy S. cerevisiae dosahuje
stred exponencialnej fazy (vyplyva to zo zisteni tejto prace uvedenych v kapitole 4.4).

Celkovo bola zostavena rastova krivka pre 4 rdzne podmienky:

1. 30 °C, zaockované susenymi kvasinkami
2. 45 °C, zaoCkované suSenymi kvasinkami
3. 30 °C, zaockované inokulom
4. 45 °C, zaockované inokulom

Pri pouziti susenych kvasiniek bol do banky s 200 ml kultivatného média pridany 1 g
susiny. Banka bola umiestnena na temperovanu trepacku s otackami 130 rpm. Kultivécia
prebiehala bez vonkajSich zasahov 26 hodin. MnoZzstvo mikroorganizmov pri kazdom odbere
bolo stanovené dvomi sp6sobmi — turbidimetricky a gravimetricky (podrobnejsi popis tychto
analytickych metéd sa nachadza v statiach 3.5.1 a 3.5.2). Turbidimetrické stanovenie
mnozstva buniek sa robilo kazdu hodinu, odoberala sa vzorka s objemom 2,5 ml. Vzhl'adom
k objemu média sa vzoky na gravimetrické stanovenie odoberali kazdé 2 hodiny v objeme 10
ml.

3.5.1. Turbidimetrické stanovenie optickej hustoty buniek

2,5 ml odobranej vzorky bolo vpravenych do kyvety a optickd hustota bola meranad na
pristroji Ultrospec™ 10 pri vinovej dizke 600 nm. Ako blank bolo pouZité nezaotkované
médium. Kazda vzorka bola premerana trikrat, v pripade, ze absorbancia bola vyssia ako 1,
boli vzorka aj blank riedené v pomere 1 : 1.

3.5.2. Gravimetrické stanovenie susiny biomasy

Vzorka sobjemom 10 ml odobrana kazdé 2 hodiny bola centrifugovana na pristroji
Eppendorf 5417 R po dobu 10 mintt pri otackach 6000 rpm. Supernatant bol odpipetovany,
biomasa bola resuspendovana v malom objeme destilovanej vody a premiesana na vortexe.
Centrifugacia a resuspendacia biomasy bola celkovo prevedena trikrat. Bunky boli
kvantitativne prevedené na dopredu vysuSenti a zvazeni odparovaciu misku, v ktorej boli
susené pri teplote 105 °C v suSiarni. Po odpareni vSetkej kvapaliny bola miska s biomasou
zvazena na analytickych véhach, z rozdielu hmotnosti prazdnej misky a misky s biomasou

o y : AT . m
bolo vypocitané mnozstvo buniek v médiu v ¢ase odberu. Nésledne, podl'a vzorca ¢ = v bola

hmotnost’ buniek prepocitana na ich koncentraciu v ¢ase odberu. Z tychto hodn6t v zavislosti
na ¢ase bol vytvoreny graf.

3.6. Enzymova hydrolyza substratu — odpadného papiera

Substréat bol podrobeny enzymovej hydrolyze. VVzorky odpadného papiera s roznymi typmi
preduprav boli navazené na predvazkach s presnostou na 0,01 g. Navazky sa volili v dvoch
roznych koncentraciach — 6% w/V a 8% w/V, ¢o ¢inilo 3 a 4 g. Vzorky boli vlozené do
Erlenmayerovych baniek s objemom 100 ml, ku kazdej vzorke bolo pridanych 50 ml citrat -
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fosfore¢nanového pufru s pH 4,8. Substrat a pufr boli sGcasne sterilizované vo vriacom
vodnom kupeli po dobu 15 minlt. Aby bola zabezpeCena aseptickost’ hydrolyzy, bol po
vychladnuti do kazdej banky pridany azid sodny v mnozstve 0,02 % w/V (tj. 0,01 g). Enzymy
boli pridavané v dvoch r6znych mnozstvach. V prvom pripade to bolo 6 % w/w celulazového
komplexu na TS a 0,6 % B-glukoziddzy na TS. V druhom pripade bol vyskusany vyssi obsah
enzymov — 8 % w/w celuldzového komplexu na TS a 0,8 % p - glukozidazy na TS. Hydrolyza
prebiehala pri dvoch réznych teplotach — 40 a 45 °C. Banky boli umiestnené na trepackach
s mieSanim 130 rpm. Celkovy c¢as priebehu hydrolyzy bol 136 hodin, odbery sa robili
v nasledovnych hodinach: 1, 3, 13, 17, 22, 27, 37, 44, 51, 61, 69, 75 a 138. Po odberoch boli
vzorky okamzite zamrazené, aby sa zabranilo d’alSej ¢innosti enzymu. Substrat, ktory zostal
po hydrolyze, bol pouzity na analyzu mnozstva zvyskovej celulozy.

3.7. Simultanna sacharifikacia a fermentacia

Simultannej sacharifikacii a fermentacii bol podrobeny papier so vSetkymi typmi
preduprav. Celkovo boli SSF podrobené 4 vzorky (s fyzikdlnou, kyslou, zésaditou a
kombinovanou kyslo - zasaditou predipravou). Odber sa robil v priebehu 150 hodin. Zvolené
mnozstvo substratu bolo 69 (8% w/V). Boli pouzité rovnaké enzymy ako v pripade
hydrolyzy, celulazovy komplex bol pridany v mnozstve 6 % w/w na TS, B - glukozidaza sa
pridavala v 10 - nasobne menSom objeme. Fermentécia prebiehala v bankdch o objeme
250 ml. Banky boli pocas celej doby fermentacie umiestnené v temperovanej trepacke, pri
teplote 40 °C a otackach 150 rpm. Ako reak¢né prostredie bol zvoleny citrat — fosfore¢nanovy
pufr s pH 4,8, ktorého priprava je popisand v stati 3.2.1 a ktory bol pouzity aj na enzymovu
hydrolyzu. Médium bolo zaockované 12 - hodinovym inokulom S. cerevisiae v ¢ase 0 hod.
(kvasinky a enzymy boli pridané vrovnakom ¢ase). Inokulum bolo pripravené
suspendovanim 1 g kultary susenych kvasiniek S. cerevisiae a ich kultivaciou pri 30 °C a
otackach 130 rpm v laboratornej trepacke. Bunky boli zaockované v mnozstve 20 % V/V, ¢o
prakticky ¢inilo 15 ml. Opticka hustota supernatantu, ktorym bolo médium zaockované, bola
0,51 £ 0,02. Odber vzoriek na HPLC analyzu bol robeny v ¢ase 1, 8, 20, 30, 43, 53, 69, 83,
91, 115, 121, 136 a 150 hodin. Odoberala sa vzorka s objemom 2 ml do skiumavok typu
Eppendorf, ktoré boli okamzite po odbere vlozené do mraziaceho boxu, aby sa zabranilo
d’alSiemu priebehu fermenticie. Pred HPLC analyzou bol obsah Eppendorf skumaviek
centrifugovany po dobu 10 min.

3.8. HPLC stanovenie vysledkov

Produkty hydrolyzy a simultannej sacharifikécie a fermentacie boli stanovené pomocou
vysokotlakovej kvapalinovej chromatografie. Ako mobilnd fiza bola pouzitd 9 mmol.l*
H2S04. Jej prietok bol nastaveny na 1 ml.min™ a nemenil sa pocas celej doby analyzy. Cas
analyzy bol pri glukdze nastaveny na 10 min(t a pri etanole na 20 minat. Na zistenie
koncentracie analytov vo vzorkach bolo potrebné zostrojit’ kalibracnt krivku. Ta bola pre
glukozu aj etanol 10 - bodova, bola teda zostrojena rada o 10 koncentraciach. Po analyze boli
stanovené retencné Casy analytov a integraciou bola zistena plocha jednotlivych pikov. Plocha
tychto pikov bola vynesend do grafu v zavislosti od zndmej koncentracie a prepoctom
pomocou rovnice linearnej regresie boli stanovené koncentracie konkrétnych analytov vo
vzorkach.
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3.9. Statistické spracovanie vysledkov

Vsetky namerané hodnoty v tejto praci boli stanovené trikrat, aby mohli byt Statisticky
vyhodnotitelné. Spracovanie bolo prevedené pomocou programu MS Excel. Z kazdej sady
vysledkov bol vypocitany priemer pomocou funkcie AVERAGE a interval spolahlivosti
pomocou CONFIDENCE. Pracovala som s hladinou Statistickej vyznamnosti o = 0,05.
Vsetky ziskané vysledky dosiahnuté v praci sU uvedené a popisané v kapitole Vysledky a
diskusia. Vo véas¢ine pripadov neboli chybové useCky vynasané do grafov, pretoze ich
hodnota bola prili§ mala v grafe by boli zle viditeI'né.
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4. VYSLEDKY A DISKUSIA
4.1. Kvantitativne stanovenie vybranych zloZiek substratu

41.1. Stanovenie suSiny v substrate

Pri stanoveni suSiny sa bral ohl'ad na typ predipravy papiera. Na stanovenie bol pouzity
postup a vypoctovy vzorec uvedeny v kapitole 3.4.1. Vysledky su spracovand v tabul’ke ¢. 6.

Tabulka ¢. 6: Stanovenie susiny substrdtu s rdznou predupravou:

Predtiprava prazdny kelimok | kelimok + substrat | substrat po vysuseni| susina IS
(g] (g] (g] %

fyzikalna 33,270 33,789 33,771 96,59
33,276 33,791 33,771 96,25 | 0,24

33,280 33,788 33,772 96,75

kysla 35,237 35,733 35,705 94,38
35,238 35,701 35,676 94,43 | 0,14

35,236 35,784 35,752 94,16

zasadita 20,976 21,472 21,466 98,83
20,975 21,488 21,481 98,65 0,1

20,978 21,460 21,454 98,86

kysla + zdsadita 35,688 36,197 36,181 96,80
35,680 36,200 36,181 96,29 | 0,28

35,691 36,219 36,202 96,83

Z vyssie uvedenej tabulky vyplyva, ze sposob predupravy substrditu ma na obsah suSiny
nevyznamny dopad.

Graf ¢. 1: Zastupenie susiny v zmesnom odpadnom papieri s réznym typom predupravy
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4.1.2. Stanovenie obsahu popola

Podla postupu v kapitole 3.4.2 bolo stanovené mnozstvo popola u vsetkych typov prediprav
papieru. Vysedky su spracované v tabulke ¢.7 a v grafe ¢.2. Mnozstvo popola bolo
vypocitané vztahom uvedenym v stati 3.4.2.

Tabulka ¢. 7. Z&vislost mnoZstva popola od typu predipravy:

Prediprava prazdny kelimok | navdZka papiera | vyZihany papier + kelimok | popol IS
(8] (8] (8] %

fyzikalna 15,379 1,004 15,566 18,62
15,378 1,009 15,579 19,91 |1,020

15,376 1,106 15,604 20,64

kysla 18,838 0,999 18,934 9,56
18,856 0,985 18,972 11,74 (1,020

18,027 0,975 18,133 10,96

zasadita 18,474 1,020 18,676 19,78
18,578 1,049 18,783 19,51 |0,129

18,561 1,058 18,768 19,62

kysla + zdsadita 15,162 0,999 15,254 9,20
15,267 0,995 15,361 9,39 |[1,027

15,395 1,028 15,510 11,21

Na rozdiel od predchadzajuceho stanovenia sa obsah popola v zavislosti od jednotlivych
preduprav lisi. V pripade fyzikalnej a zasaditej hydrolyzy je percento popola vysoké, naopak,
u kyslej a kombinovanej hydrolyzy je priblizne o polovicu menSie. Popol je zvySok po
pyrolyze substratu, zviacSa ide o neuhlikaté latky bud’ prirodzene sa vyskytujuce v substrate
(napr. mineralne latky) alebo o latky pridvané do substratu v procese vyroby (citacia?).
V pripade papieru ide najmi o plnidla, vSeobecne plati, ze ¢im je papier kvalitnejsi, tym vacsi
podiel plnidiel obsahuje. Z vyssie uvedenej tabulky je preto zrejmé, ze kyslé prostredie ma
vyrazny vplyv na rozpusStanie plnidiel. Toto je pre priemyselnii vyrobu Ziaduce, pretoze
plnidla pdsobit’ inhibi€ne na mikroorganizmy. Z tohoto pohladu sa vyhodne javi pouZitie
kyslej, alebo kyslo — zasaditej hydrolyzy.
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Graf ¢. 2: ZastUpenie popola v zmesnom odpadnom papieri s réznym typom predupravy
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4.1.3. Stanovenie celuldzy

Obsah celulézy bol zistovany u vsetkych typov predaprav. Téato informdcia je zasadna
z dovodu zistenia teoretického mnozstva glukozy skvasitelnej na alkohol. Z podielu
skutocného mnozstva glukézy v hydrolyzate a teoretickou hodnotou sa da ziskat’ informécia 0
vytaznosti. Stanovenie obsahu celuldozy prebehlo podla navodu opisaného v stati 3.4.3.
Vysledky s spracované v tabul’ke ¢. 8.

Tabulka ¢. 8: Zavislost obsahu celulozy od typu predupravy substratu:

Preduprava pré,zdny kelimgk frita S4 frita 54 + frita S3 frita 53 + celuldza IS
kelimok | + papier vzorka vzorka
(g] (g] (g] g] (g] [g] %
fyzikalna 56,781 | 57,577 | 27,993 | 28,483 [28,0108| 28,059 55,65
56,795 | 57,603 | 27,996 | 28,496 | 28,01 | 28,060 54,39 0,87
56,893 | 57,697 | 27,996 | 28,492 | 28,01 | 28,101 56,24
kysla 57,343 | 58,145 | 29,373 | 29,950 |29,3727| 29,454 61,81
57,624 | 58,453 | 29,373 | 29,821 | 29,37 | 29,760 61,12 0,66
57,647 | 58,445 | 29,373 | 29,889 | 29,37 | 29,751 60,39
zasaditd 60,224 | 61,033 | 26,6515 | 27,176 |26,6521| 26,689 60,31
60,189 | 60,966 | 26,6515 | 27,152 | 26,65 26,694 61,35 0,74
59,616 | 60,480 | 26,6515 | 26,204 | 26,65 26,702 61,89
Z';‘g:';i:é 58,775 | 59,598 | 27,4913 | 28,124 | 27,493 | 27,539 71,28
58,365 | 59,121 | 27,4913 | 28,136 | 27,49 | 27,531 72,19 1,86
58,651 | 59,506 | 27,4913 | 28,220 | 27,49 | 27,543 75,14

Analyzou vysledkov sa zistilo, ze vSetky typy chemickych prediprav zvySuju mnozstvo

celulézy vo vzorke, avsak nie rovnakym podielom. Obsah celulézy pri predupravach stupal
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v poradi: fyzikalne preduprava, zasadita preduprava, kysla prediprava a kombinécia kyslej a
zasaditej hydrolyzy. Najlepsich vysledkov sa teda dosiahlo pouzitim kyslej a zasaditej
hydrolyzy sucasne, kedy sa obsah celuldzy zvysil z 55,65% az na 71,28%. Kyslé a zasadita
hydrolyza samostatne zvysili podiel celulozy v substrate iba na priblizne 61%.

Graf ¢. 3: Zastupenie celulézy v zmesnom odpadnom papieri s réznym typom predipravy
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Mnozstvo rezidualnej celulozy bolo zistované aj po prebehnuti hydrolyzy. Substrat bol
vysuseny a pomlety, samotny postup stanovenia bol totozny so stanovenim popisanym v stati
3.4.3. Hydrolyza prebiehala pri 4 roznych podmienkach a so 4 typmi predupraveného
substréatu.

Tabulka ¢. 9: Stanovenie obsahu celuldzy po enzymovej hydrolyze

prazdny | kelimok frita S4 + frita S3 +

preduprava kelimok | + papier frita S4 vzorka frita S3 vzorka celuldza| IS
(g] (g] (g] (g] (g] [g] %
1 2,172 2,968 29,379 29,849 | 30,2999 30,376 49,39
2,172 2,964 29,379 29,849 | 30,2986 30,375 49,67 |1,442
2,171 2,96 29,376 29,862 | 30,2968 30,367 52,22
2 2,171 2,992 24,265 24,763 | 24,2767 24,402 45,45

2,172 2,991 24,264 24,743 | 24,2738 24,427 39,77 |5,557
2,172 2,991 24,264 24,762 | 24,2701 24,495 33,43
3 2,174 2,988 27,957 28,462 | 31,0896 31,206 47,66
2,174 2,975 27,947 28,421 | 31,0869 31,139 52,63 (4,191
2,177 2,985 27,932 28,404 | 31,0861 31,206 43,57
4 2,171 2,979 27,499 28,046 | 27,9749 28,108 51,11 (4,672
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2,171 2,975 27,500 28,057 | 27,9872 28,201 42,73
2,171 2,975 27,499 28,049 | 27,9875 28,121 51,82

5 2,171 2,985 26,646 27,125 | 26,6645 26,725 51,37
2,171 2,971 26,896 27,265 | 26,6986 26,699 45,96 | 3,54
2,171 2,959 26,641 27,159 | 26,6879 26,785 53,37

6 2,207 3,026 30,259 30,752 27,949 28,062 46,44
2,209 3,057 30,259 30,759 27,946 28,069 44,46 |1,513
2,207 2,999 30,259 30,759 27,946 28,069 47,71

7 2,171 2,997 30,258 30,778 26,922 27,025 50,48
2,171 2,979 30,260 30,790 26,926 27,036 51,96 (4,241
2,172 2,978 30,260 30,781 26,925 27,097 43,37

8 2,208 3,028 29,398 29,947 26,643 26,723 57,12
2,206 3,064 29,399 29,946 26,642 26,779 47,81 |5,224
2,206 3,087 29,389 29,945 26,642 26,785 46,91

9 2,211 3,035 24,540 24,75 29,283 29,290 25,04
2,211 3,046 24,569 24,742 29,269 29,281 19,29 |6,645
2,211 3,058 24,570 24,875 29,278 29,299 33,59

10 2,211 3,017 27,059 27,475 26,908 26,985 42,01
2,211 3,018 27,069 27,482 26,903 26,986 40,98 |1,818
2,211 3,021 27,066 27,452 26,963 26,986 44,78

11 2,173 3,018 27,691 28,038 31,159 31,220 33,91
2,173 3,013 27,692 28,039 31,156 31,224 33,19 (0,925
2,173 3,013 27,693 28,035 31,162 31,236 31,94

12 2,205 3,016 30,258 30,532 31,276 31,280 33,31
2,205 3,024 30,269 30,570 31,263 31,278 34,92 (6,824
2,205 3,035 30,278 30,654 31,302 31,289 46,83

13 2,206 3,015 28,063 28,416 24,265 24,327 36,00
2,206 3,013 28,064 28,430 24,329 24,338 44,24 | 8,533
2,206 3,013 28,109 28,402 24,452 24,307 54,44

14 2,171 2,984 31,009 31,491 27,540 27,677 42,58
2,171 2,971 31,058 31,486 27,504 27,668 32,83 |4,569
2,171 2,979 31,055 31,455 27,598 27,683 39,12

15 2,210 3,010 27,500 27,682 27,067 27,004 30,66
2,210 3,008 27,430 27,690 27,007 27,003 30,17 |3,516
2,215 3,009 27,459 27,689 27,001 27,043 23,83

16 2,172 2,973 26,908 27,435 29,421 29,602 43,15
2,172 2,985 26,966 27,498 29,503 29,612 52,00 |4,715
2,172 2,896 26,896 27,485 29,536 29,813 43,18
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Tabulka ¢. 10: Legenda Kk c¢islovaniu preduprav x-ovej 0Si:

Preduprava Teplota MnoZstvo substratu [g]
[°Cl]
1 iba fyzikalna 40 3
2 kysla (H2SO4) 40 3
3 zasadita (NaOH) 40 3
4 kysla + zdsadita 40 3
5 iba fyzikalna 40 4
6 kysla (H2S04) 40 4
7 zasadita (NaOH) 40 4
8 kysla + zdsadita 40 4
9 iba fyzikalna 45 3
10 kysla (H2S04) 45 3
11 zasadita (NaOH) 45 3
12 kysla + zdsadita 45 3
13 iba fyzikalna 45 4
14 kysla (H2S04) 45 4
15 zasadita (NaOH) 45 4
16 kysla + zdsaditd 45 4

Graf ¢. 4: Porovnanie rezidualneho obsahu celuldzy po hydrolyze pri ré6znych podmienkach
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4.2. Diskusia k fyzikalno — chemickym hydrolyzam

Zo stanovenia suSiny, celulézy a popola je podla mojho nazoru pre priemyselnt vyrobu
bioetanolu najvyznamnejsi obsah celulozy. Ked’ze iSlo o analyzu rovnakého substratu, moézme
predpokladat’, Ze pred Gpravami bol obsah celulézy rovnaky. Z vysledkov stati 4.1.3 vyplyva,
Ze najvacsi podiel celuldzy obsahoval substrat po kombinovanej (kyslej a zasaditej) hydrolyze
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(viac ako 70 %), avsak rozdiel s ostatnymi typmi preduprav nie je nijak markantny. Podla
ofakavania sa najmenej celulézy nachadzalo v substrate predupravenom iba fyzikalnym
spésobom (priblizne 55 %), u preduprav pomocou H2SO4 a NaOH bol dosiahnuty priblizne
rovnaky vysledok (60 %).

4.3. Diskusia k stanoveniu celulézy po enzymovej hydrolyze

Bolo vzajomne porovnavanych 16 vzoriek, u ktorych prebiehala enzymova hydrolyza pri
roznych podmienkach. Vo vysledkoch zhrnutych v grafe ¢. 4 nebol pozorovany Ziadny trend.
Obsah celuldzy u vacsiny vzoriek sa pohyboval v rozmedzi 40 — 50%. Vyraznej$ie sa odliSuja
iba vzorky 9 a 15, u ktorych bol namerany mensi obsah celulézy (menej ako 30%). Vzorka
¢. 9 je vzorka iba s fyzikadlnou preddpravou, teplotou hydrolyzy 45 °C a snavazkou 3 g
substratu. Vzorka €. 15 ma zasaditu predupravu, hydrolyza prebiehala pri 45 °C a navazka
substratu Cinila 4 g. D4 sa usudit, Ze u tychto vzoriek bola hydrolyza najicinnejsia, pretoze sa
hydrolyzoval va¢si podiel celuldzy za vzniku glukdzy.

4.4. Rastové krivky Saccharomyces cerevisiae

Bola prevedena analyza rastovych kriviek neznameho kmena kvasiniek S. cereviasiae. Pri
uréovani podmienok, pri ktorych mali bunky rast’, sa vychadzalo zo vSeobecnych narokov
druhu S. cerevisiae. Uvazované boli nasledovné parametre: optimalna teplota rastu, zlozenie a
pH kultivaéného média, naroky na prisun kysliku — miesanie, dizka kultivacie a sposob
zaoc¢kovania.

4.4.1. Teplota kultivacie

Podl'a odbornych publikacii [48] je optimalna teplota rastu a mnoZenia kvasiniek S.
cereviasiae 25 — 30 °C, optiméalna teplota pre fermentaciu je 27 — 29 °C. V nasom pripade
bola uvazovana vyssia teplota s ohl'adom na metodu simultannej sacharifikécie a fermentécie,
kde je teplotné optimum enzymov NS 50013 (celulazovy komplex) a NS 50010 (B-
glukozidaza) 40 - 50 °C (vid’ kapitola 3.1.6). Ako kompromis boli zvolené teploty 35 °C a

40 °C, pri ktorych rast buniek prebiehal.

4.4.2. pH rastového média

pH bolo pomocou zriedenej kyseliny sirovej upravené na hodnotu 5,5, ktora by mala byt’
optimom pre kvasinky tohoto druhu. [36]

4.4.3. Sp6sob inokulacie

Priama inokulécia 1 g suSenych buniek S. cerevisiae sa ukazala ako nevhodny spdsob,
preto vo vysledkoch uvadzam iba metddou inokulacie z inokula¢ného média v ¢ase 12 hodin
od zaockovania.
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Graf ¢. 5: Rastova krivka kvasiniek S. cerevisiae, teplota kultivacie 35 °C, gravimetricka
metoda
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Graf ¢. 6: Rastova krivka kvasiniek S. cerevisiae, teplota kultivacie 40 °C, gravimetricka
metoda
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Graf ¢. 7: Rastova krivka kvasiniek S. cerevisiae, teplota kultivacie 35 °C, turbidimetricka
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Graf ¢. 8: Rastova krivka kvasiniek S. cerevisiae, teplota kultivacie 40 °C, turbidimetricka
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Diskusia rastovych kriviek S. cerevisiae

Rastové krivky maja typicky sigmoidny tvar. Lag-faza je minimdlna, s vynimkou grafu ¢.
6, no vo viséine pripadov prechadza plynule do exponencialnej fazy. Toto je v priemysle
urcite vyhodou, pretoze sa Setri ¢as, ktory by kvasinky potrebovali na adaptéaciu.
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Zaujimavé je aj porovnanie narastu biomasy pri teplote 35 °C a 40 °C. Podl'a o¢akavania
by pri teplote 40 °C mal byt narast niz§i ako pri 35 °C, no v tomto pripade je rozdiel len
nepatrny. MozZeme si to vysvetlit’ odolnost'ou tychto kvasiniek voc¢i vy$sim teplotam.

Pri oboch gravimetrickych stanoveniach bez ohl'adu na teplot kultivacie bol medzi 13. —
13. hodinou kultivacie dosiahnuty stred exponencidlnej fazy, po ktorej nasledovala
stacionarna faza. Naopak, v pripade turbidimetrického stanovenia (bez ohladu na teplotu
kultivacie) bol stred exponenciélnej fazy dosiahnuty v skor$ich hodinach a medzi 12. a 13.
hodinou kultivacie sa uz kvasinky nachadzali na pomedzi exponencialnej a stacionarnej fazy.
Nie je jasné, nakol'ko boli bunky viabilné v poslednych hodinach kultivacie, ked’ze pomocou
pouzitych metéd to nie je mozné ur¢it. Co sa tyka porovnania gravimetrickej a
turbidimetrickej metddy — gravimentricka metoda by mala byt’ presnejSia. Z grafov vyssie to
ale nie je mozné poznat’.

4.5. Kalibra¢né krivky - HPLC stanovenie

Kalibra¢né krivky glukézy a etanolu boli stanovené pomocou metody HPLC
s refraktometrickym detektorom. Postup je popisany v kapitole 3.8. Kazda vzorka bola
stanovena trikrat a pri kazdom stanoveni bol vypocitany interval spolahlivosti (IS). Vysledky
stanovenia boli spracované do grafu, ktory obsahuje rovnicu linedrnej regresie. Pomocou nej
boli vypocitané koncentracie glukdzy/etanolu v produktoch enzymovej hydrolyzy a SSF.

Tabulka ¢.11: Vysledky stanovenia kalibracnej krivky glukozy

c[g.l? A [mVs] priemer IS
4 3459,201 5896,125 6172,213 5175,846 1379
8 9922,218 10506,484 10259,328 10229,340 1101
12 14200,009 16554,991 15697,230 15484,080 1101
16 25779,609 21367,008 23697,416 23614,680 2040
20 28654,239 27328,249 26960,201 27647,560 823
24 34565,194 34756,900 31816,354 33712,820 1520
28 37954,369 37743,076 36975,267 37557,570 476
32 40005,242 36236,870 36860,289 37700,800 1866
36 47813,195 36073,280 40856,254 41580,910 5454
40 37271,263 58544,285 47350,605 47722,050 9832
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Graf ¢. 9: Kalibracna krivka glukozy
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Tabulka ¢. 12: Vysledky stanovenia kalibracnej krivky etanolu
c[g.1"Y A [mVs] priemer IS
1 201,815 125,475 114,65 147,3133 44
2 1579,267 1426,597 1236,218 1414,027 159
3 2357,587 2158,564 2227,684 2247,945 93
4 3781,67 3771,353 3699,584 3750,869 41
5 5129,227 5089,541 5302,549 5173,772 105
6 6237,659 6119,541 6198,64 6185,28 56
7 7953,627 7886,512 7902,546 7914,228 32
8 9003,541 9025,899 8964,297 8997,912 29
9 9854,644 9843,656 10562,364 10086,89 380
10 11967,547 11873,523 12078,854 11973,31 95
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Graf ¢. 10: Kalibracna krivka glukozy
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4.6. Enzymova hydrolyza

Enzymova hydrolyza bola prevedend pri podmienkach uvedenych v stati 3.6.
Hydrolyzovany bol substrat so vietkymi typmi preduprav. U¢elom prevedenia enzymovej
hydrolyzy bolo porovnanie ucinnosti jednotlivych typov preduprav vzhladom k mnozstvu
uvolnenej glukézy. V tabulkach nizSie su zhrnuté vysledky tvorby glukézy za réznych
podmienok. Vysledky st d’alej spracované vo frome grafov.

46.1. Porovnanie vytazkov glukozy jedného typu predipravy pri réznych
reakénych podmienkach

Podmienky priebehu enymovej hydrolyzy platné pre tabul’ky 13-17 a grafy 11-15:
c1: 40 °C, 4 % w/V
C2: 40 °C, 6 % w/V
cs3: 45 °C, 4 % w/iV
C4: 45 °C, 6 % w/V
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Tabulka ¢. 13: Koncentracia vzniknutej glukdzy z papiera s fyzikalnou preddpravou

Preduprava | €as odberu | ci[g.I"'] | c2[g.1Y] | ca[g.IY] | ca[g.I]
1 0,283 0,356 0,106 0,268

3 1,266 1,409 0,659 1,628

13 2,228 2,548 1,853 2,689

17 2,697 2,667 2,446 3,248

22 3,943 2,987 2,658 4,297

27 5,008 4,056 3,982 6,166

fyzikalna 37 6,102 6,158 4,058 6,997
44 6,899 6,279 4,694 7,684

51 7,428 7,506 4,448 8,591

61 7,964 7,58 4,967 8,982

69 8,203 7,988 5,289 9,018

75 8,644 8,367 5,659 10,59

138 8,634 8,407 6,056 10,642

Grafy 11-14 obsahuju experimentalne data ziskané po enzymovej hydrolyze odpadného
papiera. Koncentréacia vzniknutej glukozy je vynesena v zavislosti od asu odberu. Casom 0
hodin sa rozumie moment pridania enzymov a zahajenia enzymovej hydrolyzy.

Graf ¢ 11: Casova zavislost koncentrdcie vyprodukovanej glukézy z papiera s fyzikalnou
predupravou
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V pripade fyzikalnej predupravy odpadného papiera bolo najlepsich vysledkov dosiahnuté
pri 45°C a 6% w/V substratu, a to takmer 11 g.It. Takyto vysledok sa dal odakavat
vzhladom k optiméalnej teplote ucinnosti enzymov (okolo 50 °C pri zachovani jeho stability).
Najniz$ie vytazky boli dosiahnuté pri podmienkach 40 °C a 4 % w/V substratu (6 g.I™).
Priblizne rovnaka u¢innost” hydrolyzy bola dosiahnuta v poslednych dvoch pripadoch, teda pri
pouziti 40 °C a 6 % w/V, ako aj 45 °C a 4 % w/V.
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Tabulka ¢. 14: Koncentracia vyprodukovanej glukdzy z papiera s kyslou predipravou

Preduprava | €as odberu | ci[g.I"'] | c2[g.1Y] | ca[g.IY] | ca[g.I]
1 0 0 0,3 0,1
3 1,687 0 0,485 0,657
13 2,146 1,26 0,942 2,057
17 2,324 1,318 1,687 2,883
22 3,498 2,614 3,846 3,873
27 4,618 3,186 4,684 4,624
kysla 37 4,626 4,554 5,125 5,02
44 5,922 5,991 6,547 5,664
51 6,651 5,473 6,008 7,156
61 6,213 5,445 6,512 7,657
69 6,984 6,216 7,205 7,772
75 7,582 7,872 8,658 8,75
138 8,654 6,514 7,212 9,121

Graf ¢ 12: Casova zavislost koncentrdcie vyprodukovanej glukézy z papiera s kyslou
predupravou

10

/

6
- —o—cl
b ——c2
(8]
4 c3
/ —%—c4
2
/
o
O T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

cas (hod.)

V pripade hydrolyzy substratu s kyslou predapravou uz vysledky nie st tak jednoznacné,
ako v predchadzajucom pripade. Vo vysledku boli najvyssie vytazky opéat dosiahnuté pri
podmienkach 45 °C a 6 % w/V, no vytazky glukozy v priebehu hydrolyzy su takmer zhodne.
Pri podmienkach 40 °C a 6 % w/V pozorujeme pokles a opatovny narast koncentracie
glukozy od 40. hodiny hydrolyzy. Tento jav moze byt spdsobeny nevhodnym odberom
vzoriek, kontamindciou hydrolyzatu, alebo chybou na strane pristrojovej techniky.
Zaujimavy je Vv konecnom dosledku rozdiel koncentracii glukozy ziskanej za rdznych
podmienok, ktory aj napriek podobnym priebehom hydrolyzy ¢inil necelé 3 g.I™.
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Tabulka ¢. 15: Koncentracia vyprodukovanej glukdzy z papiera so zasaditou predupravou

Preduprava | €as odberu | ci[g.I"'] | c2[g.1Y] | ca[g.IY] | ca[g.I]

1 0 0 0 0,226

3 0 0,242 0,15 0,314

13 0,148 0,248 1,124 1,524

17 0,662 1,366 2,148 3,15

22 1,253 2,148 4,115 3,625

27 2,548 3,056 5,82 4,183

zasadita 37 3,486 3,546 5,414 5,146
44 3,84 3,129 5,263 5,202

51 4,002 4,065 4,18 6,251

61 4,296 4,446 5,204 7,632

69 5,213 5,073 5,206 7,237

75 5,411 5,549 7,027 7,31

138 4,648 5,189 8,046 8,09

Graf ¢ 13: Casova zavislost koncentracie vyprodukovanej glukdzy z papiera so zasaditou
predupravou
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V pripade zasaditej hydrolyzy dostavame aj napriek nejednoznaénym priebehom
jednoznacné konecné vysledky. Rovnaké vytazky boli dosiahnuté pri podmienakch 45 °C a
4% w/V ako aj 45 °C a 4 % w/V, konkrétne 8 g.I%. Pri ostatnych dvoch predipravach sa
vytazky pohybovali v rozmedzi 4,6 - 5,2 g.I"Y. Ako aj u ostatnych predtprav, pri podmienkach
45 °C, 6 % w/V boli dosuahnuté najvyssie vytazky.
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Tabulka ¢ 16: Koncentracia vyprodukovanej glukézy z papiera skyslou a zasaditou

preddpravou
Predlprava | éas odberu |ci[g.1"Y] |c2[g.0Y] |c3[g.l? |ca[g.lY
1 0 0 0 0,01
3 0,32 0,244 0,517 0,582
13 0,168 0,685 0,494 1,125
17 3,169 2,142 2,229 2,581
22 4,754 3,168 2,987 3,164
27 6,282 4,149 3,658 5,982
kysla + 37 7,148 5,689 5,274 7,414
zasadita 44 7,205 6,695 6,551 7,521
51 8,263 7,251 7,212 6,718
61 8,18 8,526 8,985 7,416
69 7,985 8,66 8,457 10,62
75 9,337 9,124 9,547 | 11,529
138| 10,245| 10,064| 10,128 12,01

Graf ¢ 14: Casova zavislost koncentracie vyprodukovanej glukozy z papiera s kyslou a

zasaditou predupravou
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V poslednom pripade, pri pouziti kyslej a zasaditej predipravy, dosahuju 3 rézne reakéné
podmienky priblizne rovnaké vytazky, ktoré sa pohybuji mierne nad 10 g.I"t. Vynimkou s(
iba podmienky 45 °C a 6 0160% w/V, pri ktorych sa dosiahli vytazky prblizne o 2 gl*

vyssie. Rozdiel vo vytazkoch v tejto prediprave &inil priblizne 2 g.1 7.

4.6.2. Vzijomné porovnanie vytazkov glukoézy pri vSetkych typoch prediprav

Aby sme vedeli objektivne zhodnotit' a porovnat’ ucinnost’ reakénych podmienok a
jednotlivych typov preduprav, bola zostrojend nasledovna tabulka. Data boli nésledne
vynesen¢ do grafu, ktory porovnava vytazky najucinnejSich podmienok hydrolyzy a
jednotlivych typov predlprav.
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Tabulka ¢. 17: Vytazky glukozy najucinnejsich podmienok hydrolyzy u vsetkych typov
preduprav

Prediprava
fyzikdlna | kysla |zasadita | kysla + zasadita
cas i
odberu | cifg.ly | }?I cs[g.1] ca[g.1]
(hod.)
1 0,268 0,1 0,226 0,01
3 1,628 0,657 0,314 0,582
13 2,689 2,057 1,524 1,125
17 3,248 2,883 3,15 2,581
22 4,297 3,873 3,625 3,164
27 6,166 4,624 4,183 5,982
37 6,997 5,02 5,146 7,414
44 7,684 5,664 5,202 7,521
51 8,591 7,156 6,251 6,718
61 8,982 7,657 7,632 7,416
69 9,018 7,772 7,237 10,62
75 10,59 8,75 7,31 11,529
138 10,642 9,121 8,09 12,01

Graf'¢. 15: Porovnanie najucinnejsich podmienok hydrolyzy u vsetkych typov preduprav
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Najlepse vysledky, vyplyvajiace z grafu vyssie, boli dosiahnuté pouzitim kombinovaného

vve

vytazky pri pouZziti rovnakych podmienok sa dosiahli pouZitim zasaditej predipravy
substratu. Rodiel v nich bol az 4 g.1". Z priebehov jednotlivych hydrolyz ich ti¢innost’ nie je
jasna, diferencia je markantna az od 80. hodiny.

4.6.3. Porovnanie obsahu celul6zy pred enzymovou hydrolyzou a po nej

Boli porovnané vysledky obsahu celuldzy v substrate pred enzymovou hydrolyzou a po
enzymovej hydrolyze. Ked'ze tato prebichala pri roznych reakénych podmienkach, pre
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zjednodusenie vychadzam z priemernych hodn6t z kazdého typu predupravy uvedenych
v tabul’ke ¢. 18.

Tabulka ¢. 18: Porovnanie obsahu celuldzy v substrate pred a po hydrolyze

pred hydrolyzou | po hydrolyze

predtlZSravy celuldza [%] celuldza [%]
fyzikdlna 55,43 42,88
kysla 61,11 41,63
zdsaditd 61,18 39,45

Graf¢. 16: Porovnanie obsahu celuldzy v substrate pred a po hydrolyze
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Z vysledkov stanovenia vyplyva, Zze v pripade kombinovanej (kyslej a zésaditej)
predupravy bola Uc¢innost’ hydrolyzy najvyssia, az 26%. Tento vysledok koreSponduje aj
s HPLC stanovenim, kedy najvySSie vytazky glukézy boli dosiahnuté prave touto
predUpravou. Na druhej strane, vytazky neboli postatne vyssie, ak vezmeme do uvahy
porovnanie s ostatnymi typmi predaprav, ako aj fakt, ze pred hydrolyzou obsahoval tento typ
predupravy najvy$$ie mnozstvo celuldzy. Prekvapivé sU vysledky stanovenia glukdzy po
fyzikélnej preduprave, kedy sa hydrolyzovalo len 13% celuldzy a napriek tomu vytazky
dosahovali az 10,64 g.1"t (maximum u kombinovanej preddpravy bolo 12,01 g.IY). Co sa tyka
kyslej a zasaditej predupravy, v obsahu celul6zy pred a po hydrolyze dosiahli vel'mi podobné
vysledky, no mnozstvo vzniknutej glukézy bolo ukyslej hydrolyzy vyssie az o1 g.I?
(vzhladom k podmienkam s najvysSou vytaznostou — 45°C a6 % w/V). Ako je mozné
pozorovat’ na graf €. 17, vel'mi zalezi na reak¢nych podmienkach hydrolyzy.
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4.6.4. PrehPad a porovnanie mnoZstva vzniknutej glukozy pri roznych
reakénych podmienkach a vSetkych typov prediprav

Graf'¢. 17: Prehlad mnozstva vzniknutej glukozy
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1 - fyz. predUprava, 40 °C, 4% w/V; 2 - fyz. prediprava, 40 °C, 6% w/V; 3 - fyz. predlprava, 45 °C, 4% w/V;
4 - fyz. prediprava, 45 °C, 6% w/V; 5 — kys. predlprava, 40 °C, 4% w/V; 6 - kys. preddprava, 40 °C, 6% w/V; 7
- kys. preduprava, 45 °C, 4% w/V; 8 - kys. prediprava, 45 °C, 6% w/V; 9 - zas. preduprava, 40 °C, 4% w/V; 10 -
z&s. preduprava, 40 °C, 6% w/V; 11 - zas. preddprava, 45 °C, 4% w/V; 12 - z&s. predlprava, 45 °C, 6% w/V;
13 — kys. + z&s. prediprava, 40 °C, 4% w/V; 14 - kys. + zas. preduprava, 40 °C, 6% w/V; 15- kys. + zas.
predlprava, 45 °C, 4% w/V; 16 - kys. + z&s. predlprava, 45 °C, 6% w/V

4.7. Simultanna sachrifikacia a fermentéacia

Simultanna sacharifikacia a fermentacia bola prevedena tak, ako je uvedené v kapitole 3.7.
SSF boli podrobené vsetky predupravy substratu, v médiu bol sledovany obsah glukézy a
etanolu.
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Tabulka ¢. 19: Priebeh spotreby glukézy a tvroby etanolu z odpadného papiera ako

substratu
prediprava
fyzikalna kysla zasadita kysla + zasadita
C C C C o C C c
cas odberu | (glukdza) || (etanol) || (glukdza) | (etanol) || (glukdza) || (etanol) || (glukdza) || (etanol)
(hod.) [9.I'] [9.I'] [9.I'] [9.'] [9.'] [9.'] [9.'] [9.I"]
0,129 0,107 1,547
1 0,165 0,2 0 +0,61 0 +0,89 0 +0,70 0
5,267 4,254 0,523 4,257 3,547 0,016
8 +0,92 0 +0,89 +1,16 +0,36 0 +0,70 +0,4
6,871 0,337 5,285 1,258 4,098 0,414 6,891 0,522
20 +0,10 +0,8 +0,74 +0,58 +0,66 +0,41 +0,30 +0,21
9,354 0,352 7,190 1,534 3,517 0,521 9,102 0,681
30 +0,40 +0,4 +0,02 +1,22 +,014 +0,99 +0,39 +0,22
9,049 1,004 7,761 4,269 2,112 1,62 12,588 1,218
43 +0,79 +0,2 +0,96 +0,14 +0,72 40,91 +0,28 +0,09
5,384 4,225 5,323 8,029 2,066 2,961 8,258 5,146
53 +0,80 +0,19 +0,60 +0,89 +0,78 +1,58 +0,55 +0,18
3,457 5,814 3,123 7,568 1,658 5,046 5,248 6,747
69 +0,40 +0,08 +0,80 +0,15 +0,22 +1,55 +0,74 +1,12
2,536 6,057 1,101 7,124 1,423 6,406 3,543 6,998
83 +0,51 +0,06 +0,62 +1,12 +0,55 +0,9 +0,64 +0,23
1,581 7,254 1,006 7,055 0,982 6,314 2,461 8,867
91 +0,02 +0,81 +0,44 +0,4 +1,16 +0,25 +0,95 +1,23
2,106 7,644 0,269 8,381 0,719 7,054 1,296 8,955
115 +0,30 +0,3 +0,60 +0,08 +0,70 +1,01 +0,41 +0,17
1,243 7,524 0,364 8,206 0,431 7,625 1,550 9,157
121 +0,60 +0,06 +0,69 +0,6 +0,63 40,29 +0,30 +0,88
1,541 6,974 0,291 8,79 0,462 7,025 0,941 9,118
136 +0,15 +0,85 +0,35 +1,40 +0,56 +0,36 +0,19 +0,79
1,064 6,865 0,287 8,994 0,548 7,119 0,944 9,218
150 +0,28 +0,21 +0,48 +0,26 +0,26 +0,87 +0,28 +0,47
Graf¢. 18: Vyhodnotenie SSF substratu s fyzikalnou preddpravou
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Bol pozorovany prudky narast glukdzy na zaciatku SSF, ktora dosahovala hodnotu
9,35 g.I'"! vo svojom maxime. Od 20. hodiny pozorujeme tvorbu etanolu, ktory za¢al vznikat’
so sucasnou spotrebou glukézy. Maximum jeho tvorby sa dosahuje v 115. hodine fermentécie
a jeho mnozZstvo &ini 7,64 g.1"t. MnozZstvo glukézy pritomnej v médiu klesalo postupne, spolu
S narastom tvorby etanolu. Zvyskova koncentracia glukdzy sa pohybovala v rozmedzi
1-2 g.I"t. Produkcia etanolu vyrazne stdpla medzi 43. a 53. hodinou fermentacie. V priebehu
enzymovej hydrolyzy bol pomocou fyzikalnej predapravy dosiahnuty vytazok glukdzy viac
ako 10 g.I"%, a to pri 40 °C a 4% w/V substratu.

Graf'¢. 19: Vyhodnotenie SSF substratu s kyslou predupravou
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Podobne ako v predchéadzajucom pripade, aj tu pozorujeme prudky narast koncentracie
glukdzy v pociatoénych hodinach SSF. Svoje maximum dosiahla glukéza v 43. hodine
fermentacie, po ktorej bol pozorovany prudky pokles. Sucasne s poklesom mnozstva pitomne;j
glukozy rastie koncentracia etanolu, ktory sa zacal tvorit’ prakticky od 8. hodiny, kedy jeho
koncentracia dosahovala 0,52 g.I"t. Maximum bolo dosiahnuté v 150. hodine fermentacie a
¢inilo 8,99 g.I't. Zvyskova koncentracia glukozy zostavala od 115. hodiny na svojom minime
a dosahovala hodnoty 0,2 — 0,3 g.I"Y. V porovnani s fyzikalnou hydrolyzou boli dosiahnuté
vysSie vytazky etanolu, no koncentracia glukézy bola nizSia. Tento jav sa da vysvetlit
nedokonalejSou konverziou glukozy na etanol a vac¢§im noZstvom rezidualnej glukdzy u
fermentécie s fyzikalnou predipravou.
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Graf¢. 20: Vyhodnotenie SSF substratu so zasaditou predipravou
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SSF so zasaditou predupravou substratu mozeme vyhodnotit’ ako najmenej ucinnu, ¢o sa
tyka vytazkov glukdzy, aj etanolu. Glukoza dosiahla koncentraciu iba 4,26 g.I* uz v 8. hodine
SSF, etanol dosiahol svoje maximum v 121. hodine a to ¢inilo 7,63 g.I"t. Rezidualna glukéza
sa pohybovala v okoli 0,5 g.I'. V enzymovej hydrolyze tato preduprava tiez dosahovala

cvve

Graf'¢. 21: Vyhodnotenie SSF substratu s kyslou a zasaditou predUpravou
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V pripade kombinovanej (kyslej a zasaditej) predupravy boli dosaihnuté najvyssie vytazky
zo vsetkych typov preduprav. Tvar kriviek glukézy a etanolu v grafe kopiruje trend z
predchadzajucich grafov. Produkcia glukozy dosiahla maximum v 43. hodine hydrolyzy,
rovnako ako u kyslej predlpravy. Koncentracia glukdzy v tomto &ase bola 12,59 g.1™t. V 150.
hodine SSF bola koncentracia etanolu 9,22 g.I"t. Koncentracia zbytkovej glukézy bola
v poslednych dvoch hodindch SSF priblizne konstantnd a ¢inila 0,94 g 1™,
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4.7.1. Porovnanie mnozZstva vzniknutého etanolu

Pre prehl'adnost’ uvadzam graf, ktory porovnava vytazky etanolu v zavislosti od spdsobu
predupravy substratu.

Graf ¢. 22: Prehlad vytazkov etanolu v zavislosti od sposobu predupravy substratu a
mnozstva glukozy pritomnej v médiu.
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Kombinovana (kysla a zasaditd) preddprava dosiahla spolu s kyslou hydrolyzou najvyssie
vytazky etanolu, vytazky fyzikalnej a zéasaditej hydrolyzy boli porovnatené. Na druhej
strane, koncentracia glukézy sa u réznych typov preduprav liSila. Suverénne najviac jej
vzniklo v pripade kombinovanej hydrolyzy, najmenej v pripade zasaditej. Co viak stoji za
povSimnutie je vzdjomny pomer glukozy a etanolu. Aj napriek niz§im vytazkom glukozy u
zasaditej hydrolyzy je konverzia na etanol vel'mi u¢inna, G¢innejSia ako u ostatnych typov
preddprav. Sklamanim je v tomto pripade kombinovana hydrolyza, ktora vzhI'adom k vysokej
koncentrécii glukdzy dosiahla najnizsiu mieru konverzie na etanol.

4.7.2. Porovnanie vysledkov s ostatnymi publikaciami

Pre G¢inné zhodnotenie vysledkov tejto prace je nutné ich porovnanie s predchadzajicimi
publikaciami. V literarnych zdrojoch bolo obtiazne najst’ vysledky experimentov prevedenych
za rovnakych podmienok ako v naSom pripade, preto uvadzam tie, ktorych zakladné rysy boli
rovnaké ako Vv tejto praci: pouzité mikroorganizmy (S. cerevisiae), pouzity substrat (odpadna
papierovina) a metdda prevedenia (batch SSF). Neboli porovnavané vysledky stanoveni
pouzitim geneticky upravenych S. cerevisae tak, aby boli odolnejsie voci vys$sim teplotam.

V praci ,,Simultaneous saccharificaction and fermentation (SSF) of industrial wastes for
the production of ethanol“ [70] dosiahol Kadar et al. koncentraciu etanolu 14,2 g.I".
Experiment prebiehal pri teplote 40 °C, ako aj v naSom pripade. Ziadne predipravy v praci
neboli spominané, preto mozeme predpokladat, ze iSlo iba o fyzikdlnu dezintegraciu
substratu. V nasom pripade bol za rovnakych podmienok dosiahnuty vyt'azok etanolu
7,64 g.IY, ¢o je vytazok priblizne o polovicu niz§i. Na praci Kadar et al. [70] je prekvapivé,
Ze pre porovnanie bol rovnaky experiemnt vykonany aj s pouZzitim termotolerantného kmena
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Kluyveromyces marxianus. Bol predpoklad dosiahnutia vysSich vytazkov etanolu, no
V suto¢nosti pri rovnakych podmienkach boli dosiahnuté vel'mi podobné vytazky — v pripade
K. marxianus 14,1 g.I"* etanolu.

V praci Ing. Hlavacka [71] boli dosiahnuté nasledoveé vysledky: pri fyzikalnej preddprave
bol maximélny vytazok etanolu 14,19 g.I"* pri pridani inokula v objeme 20 % V/V. Bohuzial
sa v praci neuvadza, o aku predupravu substratu $lo. Lepsie vysledky boli dosiahnuté uz len
fermentaciou vo fermentore, kedy najlepsi vytazok ¢inil 23,49 gl? etanolu, za pouzitia
kratkodobého zvysenia teoploty na 50 °C, ¢im doslo k zvySeniu aktivity enzymov a zaroven
sa znizila rychlost’ fermentacie kvasiniek. Je nutné dodat, ze Ing. Hlavicek nepracoval so
zmesnym odpadnym papierom, ale sodpadnou lepenkou. V porovnani s vysledkami
dosiahnutymi v tejto praci ide opat’ priblizne o 2-nasobné vytazky.
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5. ZAVER

Ciel'om tejto prace bola vyroba etanolu pouzitim metédy simultannej sacharifikacie

a fermentécie z vhodného odpadného substratu a za pdsbenia vhodnych mikroorganizmov.
Ako odpadny substrat bol vybrany zberny papier, najma pre jeho nizku cenu a vel’ké
mnozstva, ktoré st dostupné nezavisle od lokality. Ako produkény mikroorganizmus boli
vybrané kvasinky Saccharomyces cerevisiae neznameho kmena, poskytnuté firmou
Agroetanol, TTD.

Dal§im zamerom prace bola optimalizacia tohoto procesu a najdenie optimalnych podmienok
sacharifikécie a fermentacie pri pouziti zmienenych mikroorganizmov a substratu.

Substrat bol podrobeny Styrom réznym typom preduprav, ktorych uc¢elom bola Ciasto¢na
delignifikéacia substratu, rozstiepenie hemicelulozy a spristupnenie celulézy enzymom. Bol
pouzity jeden typ fyzikalnej predupravy - mletie a 3 typy fyzikalno - chemickych preduprav:
mletie spojené s kyslou, zasaditou a kombinovanou kyslo — z&saditou preddpravou. Substrat
bol analyzovany z viacerych uhl'ov pohl'adu — bola prevedena kvantitativna analyza na
zistenie obsahu popola (stanovenie obsahu plnidiel, ktré by mohli mat’ inhibi¢ny efekt pri
SSF), susiny (zistenie obsahu vzdusnej vlhkosti) a mnozstva celulozy. Podl'a nasich stanoveni
obsahovala najvasci podiel celulézy kombinovana, kyslo - zasadita prediprava, ktorej obsah
¢inil az 72,87 %. Najviac popola (a tym padom plnidiel) obsahovali vzorky s fyzikalnou

a zésaditou predupravou. Kyslou a kombinovanou predipravou dochadza k naju¢innejSiemu
odstraneniu plnidiel.

V priebehu enzymovej hydrolyzy bolo sledované mnozstvo glukozy, ktoré vznikne
hydrolyzou v priebehu 138 hodin pri r6znych podmienkach. Najlepsie vysledky sa dosiahli
pouzitim nasledovnych podmienok: substrat predupraveny kyslo — zasaditou predipravou
teplota hydrolyzy 45 °C, mnoZstvo substratu 8% w/V. Celkovo sa da zhrnlt, Ze najvyssie
vytazky sa dosahovali pouzitim vyssej teploty, va¢Siecho mnozstva substratu a kyslo —
zasaditej predipravy. Naopak, ako menej vhodné sa javi pouzitie podmienok nizsej teploty a
mensieho mnozstva substratu. Z porovnania vysledkov sa neda s ur¢itoust'ou oznacit’ jeden
typ predapravy ako nevyhovujdci.

Co sa tyka SSF, najlepsie vytazky boli opit’ dosiahnuté kyslo — zasaditou predupravou

a vytaznost etanolu dosiahla vo svojom maxime 9,22 g.I't. Naopak, najnizsie vytazky sa
dosiahli pouzitim fyzikalnej a zasaditej predipravy. Kvasinky v priebehu SSF boli schopné
produkovat’ etanol takmer od zaciatku, nedochadzalo k dlhej lag faze a z dévodou vhodného
mnozstva substratu ani k limitacii kvasiniek. Enzymy boli schopné hned’ od pociatku
hydrolyzy produkovat’ dostato¢né mnozstvo glukdzy. Mnozstvo rezidualnej glukozy
zostavalo nizke, konverzia glukozy na etanol bola G¢inna.

Celkovo mozZno na zaklade vysledkov povedat’, ze by bolo vhodné previest’ d’alSie
experimenty pri rdznych podmienkach SSF, ktoré nebolo mozné uskutoénit’ v rdmci tejto
prace z ¢asovych a inych dévodov. Neznamy kmen S. cerevisiae sa ukazal ako vhodny
producent etanolu z glukézy, vzhladom k mnoZstvu vzniknutej glukdzy. Zaujimava by urcite
bola imobilizacia S. cerevisiae do vhodného nosi¢a, napriklad PVA a nasledné prevedenie
SSF v reaktore s va¢sim objemom.
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7. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK
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rpm
SF
SSF

a podobne

adenozin trifostat, makroergicka zlu¢enina
koncentrécia

Embden — Meyerhof — Parnasova draha

Entner — Doudoroffova draha
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vysokotlakovéa kvapalinova chromatografia (high pressure liquid
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napriklad

oznacenenie chemikalii pouzivanych na analyzu
priblizne

polyvinylalkohol

revolutions per minute (otacky za minutu)
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