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Abstrakt

Diplomova praca pojednava 0 vyuziti enzymatickej hydrolyzy odpadnej lepenky s vyuzitim
metody simultannej sacharifikacie a fermentacie (SSF) ako zdroja pre vyrobu kvapalnych
biopaliv. Tato praca je priamym pokracovanim diplomovej prace Ing. Lepafe
a Ing. Brummera. Vychadza teda z poznatkov ziskanych v tychto pracach a d’alej ich rozvija.

V teoretickej Casti st zhrnuté dovody pre vyvoj tejto metddy a rovnako sa v nej popisané aj
doteraz dosiahnuté vysledky a pokroky dosiahnuté v spracovani lignocelul6zovych materidlov
metédou SSF. Tato cast’ taktiez pojednava o vSeobecnej charakteristike lignocelulozového
materidlu a zaroven aj celulolytickych enzymov. Pozornost’ je venovana jednotlivym moznym
metédam predupravy lignocelul6zového materidlu a moznostiam zvysenia vytaznosti celého
procesu.

Experimentalna cast’ overuje vysledky, ktoré boli dosiahnuté v predchadzajicich pracach
a zaroven bola v tejto Casti uskuto¢nena d’alSia optimalizacia procesu s jeho prenesenim do
fermentoru. Substratom bola vlnita lepenka vyhodnotena Ing. Brummerom ako najvhodnejsi
substrat a na hydrolyzu boli poZzit¢ enzymy dodané firmou Novozymes®. Parametre ako
teplota, pH a druh pufru, koncentracia davkovaného substratu a enzymov, boli prevzaté
z prace Ing. Lepafe, ktora sa zaoberala ich optimalizaciou. Proces SSF vo fermentore
0 objeme 2,0 1 potvrdil vysledky dosiahnuté v praci Ing. Lepate a doslo ak jeho zefektivneniu
vdaka optimalizécii mnozstva priddvaného inokula. Bolo potvrdené, Ze najvhodnej$im
substratom je vlnita lepenka predupravend pomocou rozomletia vibranym mlynom. V ramci
snahy 0 zvySenie koncentracie etanolu, boli uskutoénené aj pokusy s pridanim Zzivin
k produk¢nému médiu, ¢o vsak neviedlo k uspokojivym vysledkom. Maximalna dosiahnuta
koncentracia etanolu ¢inila 23,49 g/I, po dodato¢nej optimalizécii niekol’kych parametrov, ¢o
zodpoveda experimentalnemu vytazku 84,79 %.



Abstract

This master’s thesis discusses the use of enzymatic hydrolysis process of waste cardboard
using simultaneous saccharification and fermentation (SSF) as a source of raw materials for
production of liquid biofuels. This thesis is based on theses written by Ing. Brummer and Ing.
Lepat. Thus, results gained in these works have been used and also further developed.

The theoretical part summarizes the reasons for further development of SSF method and
discusses, as well, the achievements reached in the processing of lignocellulosic waste
materials by the SSF method so far. This section also discusses the general characteristics of
lignocellulosic materials and also of the cellulolytic enzymes. It focusses also on individual
pretreatment methods of lignocellulosic material and options of increasing the yield of the
whole process.

The experimental part verifies the particular results reached in previous theses and at the
same time a further optimization of the method has been carried out because of the transfer of
the whole process into a fermenter. Cardboard was set as the substrate for the experiments as
it was evaluated by Ing. Brummer as the best one for enzymatic hydrolysis which was carried
out by enzymes from Novozymes®. Parameters such as temperature, pH and kind of used
buffer, the loading concentration of substrate and enzymes, were set according to the thesis of
Ing. Lepat, which was aimed to their optimization. The SSF process done in fermenter of 2.0 |
volume confirmed the previous results and furthermore it has been more effective through
optimization of the added inoculum volume. It has been confirmed that the best substrate is
cardboard finely grinded by vibrating mill. Also experiments with added nutrients had been
done as an effort to increase the ethanol concentration, but these haven’t resulted in satisfying
results. The maximal concentration of ethanol was 23,49 g/l, which was achieved after further
optimization of various conditions. This result equals to experimental yield of 84,79 %.

KrPuacové slova
SSF, enzymaticka hydrolyza, celulolytické enzymy, odpadna lepenka,
Saccharomyces cerevisiae, bioetanol
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1 Uvod

V priebehu uplynulych 150 rokov doslo aj vd’aka l'udskej aktivite k dramatickému nérastu
koncentracie oxidu uhli¢itého v atmosfére. Za tento casovy usek doslo k narastu koncentracie
CO, z 280 ppm na 365 ppm. Najvacsi prispevok k tomuto ndrastu ma pritom na svedomi
doprava, v ramci ktorej sa emisie kazdoro¢ne zvysuja. [1]

Jednym z moznych spdsobov ako tento dopad na zivotné prostredie zmiernit' a zaroven
znizit' zavislost’ na fosilnych palivach je vyuzivanie paliv 2. generacie medzi ktoré spada aj
bioetanol. Pri jeho spalovani vznika jednak omnoho niZSia emisia CO; a taktieZ sa uvolnuje
omnoho menej ostatnych Skodlivych exhalatov ako napr. CO, oxidy dusiku, prchavé
organické zltceniny atd’. Na druhu stranu je vSak nutné spomenut, ze sa pri spal’ovani
bioetanolu uvolniuje acetaldehyd a formaldehyd. Z toho dévodu musia byt vozidla spalujuce
etanol vybavené ucinnym aodolnym katalyzatorom, schopnym kontrolovat emisie
aldehydov. [1]

Hlavny objem kvapalnych biopaliv , ale dnes vznikda fermentaciou Skrobnatych surovin
napr. kukurice, pSenice, alebo surovin s vysokym obsahom sachar6zy teda cukrovej trstiny
a cukrovej repy. Tieto plodiny vSak sltzi predovSetkym pre vyzivu polnohospodarskych
zvierat al'udi atak je pri ich nizkej Grode vyuzivana tato ich primarna funkcia a taktiez
Vv tychto obdobiach dochadza k znaénému ndrastu ich ceny. Produkcia paliv z tychto surovin
vSak zostava vyhodnd pre krajiny ako Brazilia a Staty Juznej a Strednej Ameriky, kde je
napriklad mozny zber cukrovej trstiny dvakrat do roka aje jej tu teda prebytok. Navyse
znizuje zavislost’ daného $tatu na rope, zniZuju sa emisie a vytvaraji pracovné prilezitosti [2].

V sucasnej dobe sa vSak do popredia dostavaju zatial’ zriedka vyuzivané lignocelulézové
materialy kvoli ich nizkej cene a taktiez vd’aka znizujlicim sa cendm komer¢ne dostupnych
enzymovych preparatov vyuzivanych na ich hydrolyzu. Hlavne teda ide o vyuzitie odpadnych
surovin s obsahom celuléozy kam mozno zaradit' slamu, piliny, drevné Stiepky, rozne
pol'nohospodérske odpady a komundlny odpad obsahujuci celulozu, teda hlavne odpadnu
papierovinu. [3]

Prave na hydrolyzu odpadnej papieroviny ato konkrétne jednu zjej najvicsich frakcii
lepenku, je zamerana aj tato praca. Lepenka predstavuje vel'mi dobre enzymovo straviteny
substrat. Tento fakt stvisi so spracovanim surového materialu pri jej vyrobe. Technologia
Kraft procesu totiz zaistuje Ciastocné odstranenie ligninu a hemicelul6z ¢im sa pre enzymy
lepsie spristupnia vladkna celulozy. Taktiez jej cenu Casto tvoria len naklady spojené s jej
prepravou do miesta spracovania. [4]

V ramci diplomovej prace boli vyuZité poznatky ziskané z experimentov predoslych prac.
Na ich zéklade bol testovany proces simultannej sacharifikacie a fermentacie vo fermentore
0 objeme 2,0 | a pre tento objem boli uskutocnené aj d’alSie optimalizacie.



2 Teoreticka cast

2.1 Lignoceluléza

Lignocelul6zovy materidl je najrozSireiiejSim biologickym materidlom na svete. Jeho
hlavnymi zdrojmi, d’alej vyuzitelnymi v priemysle, st napriklad zvysky z pol'nohospodarskej
¢innosti, odpady z lesného hospodarstva, Cast komundlneho odpadu a rdzne priemyselné
odpady, ktoré maju vel'ky potencial, coby do vyuzitia ako druhotné suroviny.

Lignocelul6zov pritom rozumieme suhrnny ndzov pre jej tri hlavné zlozky a to celuldzu,
hemicelulézy a lignin. V rastlinnej bunkovej stene st prave za jej pevnost zodpovedné
linearne celuldzové retazce, zatial’ ¢o lignin je zodpovedny za chemickt odolnost’ a ¢iasto¢ne
ochranu proti vode. Hemiceluldéza zasa zabezpecuje prepojenie predchadzajucich zloziek.
Z toho vyplyvaju dve hlavné prekazky, ktoré brania hydrolyze lignocelulézového materialu.
Jednou z nich je odolnost’ krystalickej Struktiry samotnej celuldzy, vychadzajucej z linearnej
Struktary celulézovych retazcov pevne viazanych do Struktiry mikrofibril. Druhou je lignin,
ktory obklopuje celuléozu atym jej poskytuje dobru fyzikalnu ochranu pred pdsobenim
mikroorganizmov, respektive ich celulolytickych enzymov. [5]
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Obrazok 2.1 Model molekularnej Struktury hlavnych zlozZiek lignocelulozového materidlu,
rastlinnej bunkovej steny. Jednotliveé zlozky su usporiadané tak, zZe celulozové
a hemicelulozové retazce su obklopené ligninom. Paralelné retazce celulozy su pevne viazané
prostrednictvom vodikovych mostikov a poskytuju tym pevnost rastlinnému materialu, pokial
ich obklopujuci lignin vytvara bariéru proti mikrobialnemu pésobeniu a Vode. Hemiceluloza
spdja celulozu a lignin prostrednictvom siete priecne spojenych vidakien. [6]
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2.1.1 Celuldza

Celuldza je hlavnou zlozkou lignocelulézy. Chemicky, ju mozno povazovat za jedini
molekulu, zlozenu z D-glukopyrandzy linearne spojenej cez -1,4 vizby. Zatial’ co chemicky
sa opakujucou zakladnou jednotkou je glukdza, zdkladnou Strukturdlnou jednotkou je
disacharid B-celobidza. [6] V Struktare celulozy su glukdézové retazce pevne spojené
prostrednictvom van der Waalsovych sil a vodikovych mostikov do krystalickej Struktary
znamej ako elementéarna fibrila, ktora sa sklada zhruba zo 40 gluk6zovych jednotiek. Ich Sirka
je priblizne 40 A, hrabka 30 A a dizka 100 A. [7] Agregaty elementarnich fibril, teoreticky
nekonenej  dizkyasirky  priblizne 250 A, sa  nazyvané  mikrofibrily.  [8]

'EJJH - *}MDHUE.-F':&.\,_ s wﬁfﬂm;nﬂ?;? m

OH J

“

zakladna Strukturalna
jednotka, -celobioza

Obrazok 2.2 Chemicka struktura celulozy. Kazda molekula glukozy je oproti
predchaddzajucej pootocend o 180°, vytvarajuc tym zakladnu Strukturne sa opakujucu
jednotku fS-celobiozy. [6]

Vysoko usporiadané oblasti, v ramci Struktury mikrofibril st nazyvané krystalickymi
a oproti tomu oblasti s menej dokonalou priestorovo Strukturou ako amorfné. Termin amorfna
celuloza je sice vSeobecne pouzivany, no vsak je trochu rozporuplny, nakolko amorfny
material je definovany ako beztvary, postradajuci ur€ity tvar. Napriek tomu ma vSak aj
amorfna celuldza ur€ity stupen priestorového usporiadania. [9] Podla Strukturalnej Studie
celulozy, prevedenej Larssonsom, et al. (1997) [10], va¢sina amorfnych regionov zodpoveda
retazcom umiestnenym na povrchu, pokym krystalické Struktiry predstavuji jadro
mikrofibril. Odlisna molekularna §truktara vSak bola navrhnuta Moiserom, et al. (1999) [11].
Tato stadia popisuje celulozu ako semi-krysStalickd, priCom oblasti s vysokou krystalinitou,
dlhé priblizne 200 glukézovych jednotiek, st od seba oddelené amorfnymi oblastami.
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Obrazok 2.3 Rozne Strukturdlne modely usporiadania krystalickych a amorfunych retazcov
celuldzy podla Larsonsa a Moisera.[10, 11]

Celuléza sa vyskytuje v siedmich krystalickych Struktarach oznacovanych ako Ia, I, II,
I, iy, 1V, and 1V [9] V prirode st najrozsirenejSimi kryStalickymi formami celul6za la a
IB. Polymorf Ia je oproti I meta-stabilny a preto teda viac reaktivny. Percentualne zastipenie
Io polymorfu v krystalickej celuloze kolise od 70 % v bakterialnej celuloze [9], cez 64 %
Vv celuléze izolovanej zriasy Valonia ventricosa, az po 20 % V celuléoze pochddzajicej
z baviny. [12]

2.1.2 Hemiceluldza

Popri celuldze je hemiceloloza hned” druhym najrozsirenejSim obnoviteInym organickym
materidlom na Zemi. Pri konverzii lignoceluldozy na palivo a iné chemikalie, je vyuzitie
hemicelul6zy ako vedlajSieho produktu nevyhnutné pre zvySenie ekonomickej vyhodnosti
spracovania tohto materialu.

Hemiceluléza je rozvetveny heterogénny polymér zloZeny z mnoZstva rozdielnych
cukornych monomérov ako napriklad D-xyléza, L-arabindéza, D-manodza, D-glukoza, D-
galaktoza, L-rhamnoza, 4-O-metyl-D-glukurénova kyselina, D-glukurénova kyselina a D-
galaktouronova kyselina. [13] Jednotlivé druhy hemicelul6z sa navzajom liSia v zavislosti od
zastlipenia jednotlivych monomérnych zloziek. Napriklad hemiceluléozy pochadzajlice
zroznych druhov drevin, ako tvrdého a midkkého dreva, sa liSia ako v Struktire tak aj
V zastupenom mnozstve jednozlivych zloziek. Hemicelulozy ztvrdého dreva su zloZené
hlavne zo xylanu a tvoria od 20 do 37 % drevnej hmoty, zatial’ ¢co hemicelulézy z makkého
dreva st zlozené prevazne z galaktouronanov av drevnej hmote tvoria 16 az 27 %. [13]
Priemerny stupen polymerizacie sa pri tom pohybuje medzi 70 az 200 jednotkami a zavisi od
jednotlivych druhov dreva. [14]
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Tabulka 2.1 Hlavné zlozky hemicelul6zy. SP: stupeii polymerizacie; -D-Manp: -D-
Manpyranoéza; -D-Glup: B-D-Glukopyranoza; a-D-Galp: a-D-Galaktopyranoza; 3-D-Xylp:
B-D-Xylopyranoza; 4-O-Me-a-D-GlupA: 4-O-metyl-o-D-Glukurénova kyselina; a-L-Araf:
o-L-Arabinofuranodza; B-D-Galp: B-D-Galaktopyrandza; 3-L-Arap: B-L-Arabinopyrandza; 3-

D-GlupA: B-D-Glykopyranozyl-urénova kyselina. [13]

obsah Zlozenie
: . , . . .
Druh hemicelulozy vyskyt [% drevnej Jloska molarny vizha SP
hmoty] pomer
3-D-Manp 3 14
o, _ B-D-Glup 1 14 cca
glaktoglukomanan mékké drevo 5,0-8,0 o-D-Galp 1 16 | 200
Acetyl 1
-D-Manp 4 1,4
et 1 . ) B-D-Glup 1 1,4 cca
galaktoglukomanan makké drevo 10,0-15,0 o-D-Galp 01 16 200
Acetyl 1
B-D-Xylp 10 1,4
: et 4-O-Me-a- cca
arabinoglukuronoxylan mékké drevo 7,0-10,0 D-GlupA 2 1,2 200
o-L-Araf 1,3 1,3
B-D-Galp 6 1,3
. smrekovcové o-L-Araf | cca?2/3 1,6
arabinogalaktan drevo 5,0-35,0 B-L-Arap | ccal/3 | 13 350
B-D-GlupA | stopy 1,6
B-D-Xylp 10 1,4
, 4-O-Me-a--
glukuronoxylan tvrdé drevo 15,0-30,0 D-GlupA 1 1,2 | 200
Acetyl 7
. i 3-D-Manp | cca1-2 1.4
glukomannan tvrdé drevo 2,0-5,0 B-D-Glup 1 14 200

Vdaka svojej rozvetvenej Struktire st hemiceluldzy viac rozpustné nez celuldéza a tym
padom sa daju izolovat’ z dreva extrakciou. Taktiez m6zu byt 'ahko hydrolyzované silnymi
kyselinami, pricom zostavaju celuléoza a lignin nedotknuté [15] apodobného efektu sa
dosiahne aj silnymi zasadami. [8] Vo vic¢Sine pripadov preduprava s pouzitim zriedenej
kyseliny pri vysokych teplotich vedie k degradacii vicSej Casti hemicelulézy na rozpustné
pentozy a hexozy [15]. Aj ked’ tento druh predipravy nie je priamo zamerany na rozpustenie
ligninu, je jeho Struktira naruSend a preusporiadand, co vedie k zlepSeniu kvality z hl'adiska
substratu pre enzymaticka hydrolyzu. [16]

2.1.3 Lignin

Lignin je pravdepodobne najzloZitejSou a najmenej charakterizovanou zlozkou spomedzi
ostatnych komponentov drevnej hmoty. Jeho primarnou funkciou je zabezpecit pevnost’
Struktary rastlinného pletiva a jeho permeabilitu pre vodu, ale taktiezZ poskytuje ochranu pred
napadnutim patogénmi. Lignin sa sklada ztrojrozmerne poprepajané¢ho p-hydroxyfenolu,
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guaiacylu a/alebo syringylu. Tieto tri monoméry sa od seba navzajom liSia rozdielnou
metoxylaciou na aromatickom kruhu. [17] Rovnako ako u hemicelulézy, taktiez Struktara
a mnozstvo ligninu pritomného v drevnom materialy sa liSi na zaklade konkrétneho druhu
dreviny, typu bunky a stadia vyvinu rastlinného pletiva. Lignin pritom tvori 20-35 % drevnej
Struktury. [8]

V procese enzymatickej hydrolyzy lignocelulozy [18] arovnako aj v papierenskom
priemysle je lignin neziaducou zlozkou a preto je ho vo vSeobecnosti potrebné chemickou
upravou odstranit. Popri fyzikéalnej bariére [19] mozu byt taktiez celulazy ireverzibilne
naviazané na lignin, ¢im je ovplyvnené mnozstvo enzymu potrebné pre hydrolyzu, ale taktiez
je st'azena regeneracia enzymov po hydrolyze. [20] Pre jeho odstranenie su najpouzivanejsie
hlavne nasledujuce dve metddy. Prvou je oxidativna delignifikacia, katalyzovana enzymami
katalazy v pritomnosti peroxidu vodiku. Druhou metddou je proces organosolv, pri ktorom je
organické rozpustadlo spolu v zmesi z anorganickym kyslim katalyzatorom, HCI/H,SO,,
pouzité na rozrusenie vnutornych vizieb medzi ligninom a hemicelulézou. Pre ciastocné
rozpustenie ligninu sa ako u¢innym ukdazal aj proces vlhkej oxidéacie. Jedné sa o predupravu
uskutoc¢iiovanu pri teplotaich medzi 170 °C a 200 °C a pretlaku kysliku od 10 do 12 bar po
dobu 10 az 15 minut. [21]

2.2 Odpadna lepenka ako substrat pre simultannu sacharifikaciu a fermentaciu

Odpadna lepenka a odpadné materialy na baze celuléozy vo vSeobecnosti, su vhodnymi
surovinami pre vyrobu bioetanolu, pretoze pochadzaju z obnovitel'nych zdrojov. Ich d’alSou
vyhodou oproti pol'nohospodarskym surovindm, pouzivanym na majoritni vyrobu etanolu
V sucasnosti, je fakt, Ze ich cena je vel'mi nizka, Casto sa ju tvoria len ndklady spojené
S prepravou materialu. [4, 17]

Medzi d’alsie vyhody oproti inym alternativnym surovindm (napr. slama), pontka pouZitie
odpadnej papieroviny este niekol’ko d’alsich vyhod:

- Siroka dostupnost’ a nesezonny charakter

- zber a preprava su ul'ah¢ené zvySenim spoluprace spotrebitel’'ov

- zniZzenie ndkladov spojenych s predipravou materidlu pre SSF vdaka predoSlim

chemickym upravam [4]

2.2.1 Vyroba lepenky

Lepenka je druh papieroviny, vyrdbany pomocou Kraft procesu alkalickym
rozvlaknovanim smrekového, alebo borovicového dreva. Jedna sa o jednu z majoritnych
frakcii odpadnej papieroviny. [24]

Kraft proces vyuziva pri vyrobe zmes hydroxidu sodného a sulfidu sodného, ktorych zmes
je zndma ako biely likér. Hydroxid rozruSuje S$truktiru ligninu, Stiepy ho na mensSie
fragmenty, ktoré st rozpustné v alkalickom roztoku. Takto sa ziskaji oddelené drevné vlakna
a ¢ierny likér, ¢ize zmes rozpusteného ligninu a Ciastone zreagovanych rozvldknovacich
chemikalii. [24, 25]

Zvyskovy lignin ma vel'mi pozmenenu Strukturu, jednak o sa tyka velkosti jeho molekul,
ale aj vidzieb so samotnou celuléozou. Pocas tejto vyroby dochidza v znacnej miere aj
k rozpusteniu a extrakcii hemicelulozy. V dosledku tychto faktov dochadza k oddeleniu
vlakien atym k lepSiemu spristupneniu -1,4-glykozidickych pre enzymaticki hydrolyzu.
[24]
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2.2.2 Chemické zloZenie lepenky

V zavislosti na samotnom pdvode lepenky a dreve z ktorého bola vyrobena, je jej chemické
zloZenie v malej miere variabilné. Zastipenie jednotlivych zloziek v suSine vSak koliSe okolo
nasledovnych hodnét:

- celuléza 60 % wiw

- hemicelul6za 14 % w/w

- lignin 14 % w/w

- dalsie zlozky (plnidla, lepidla, atd.) 12 % w/w [4]

2.3 Metédy predupravy lignocelulézovych materialov

Lignocelul6zovy materidl je nutné pred samotnou hydrolyzou a fermentaciou predupravit’.
Tento krok je dolezity z hladiska zvySenia porozity materidlu a odstrdnenia zvySkového
ligninu a hemiceluldz, ktoré znizuji vytaznost procesu. [26] Prediprava materidlu je
z ekonomického hl'adiska jednym z najdrahsich krokov celého procesu. [27]

Poziadavky na u¢innu predapravu su nasledovné:

- zlepSenie dostupnosti celulozovych retazcov pre celulolytické enzymy

- nesmie dochéadzat’ k stratim polysacharidov a neziaducim degradaciam

- vznik vedlajSich produktov, ktoré by mohli inhibovat’ d’al§i proces musi byt

minimalny, najlepsie tplne eliminovany

- proces musi byt finan¢ne efektivny [26]

2.3.1 Fyzikilna prediprava

2.3.1.1 Mletie

Vel'mi jednoduché a Casto vyuzivand metodda. Pri jej pouziti sa vyslednd velkost’ castic
pohybuje v rozmedzi 0,2 — 2,0 mm. Energetické naroky sa pritom liSia podl'a druhu pouzitého
materidlu a konkrétneho typu pouzitého pristroja. Tymto sposobom je mozné zvysit
vytaznost’ az 3 krat. [26, 28]

2.3.1.2 Prediprava mikrovinnym Ziarenim

Aplikacia pdsobenia mikrovinného Ziarenia na lignocelulézovy materidl vo vodnom
prostredi sa ukazuje ako vel'mi sI'ubna metoda predupravy. Vyznam tohto druhu predapravy
spoc¢iva v dvoch aspektoch.

Za prvé, mikrovinné Ziarenie doddva materidlu vnutornu energiu, o sa prejavuje
rozkmitanim polarnych vizieb biomasy arovnako aj obklopujiceho vodného prostredia.
Ziarenie vytvara kontinudlne sa meniace magnetické pole nutiace polarne vizby kmitat’ po¢as
ich zarovndvania sa v magnetickom poli. Toto narusSenie a Sok pdsobiaci na polarne vizby
sposobuje urychlenie chemickych biologickych, fyzikalnych a chemickych procesov. [29]

Za druhé, je znadme, Ze tepelné oSetrenie lignocelulézového materidlu vo vodnom prostredi
sposobuje uvolnenie kyseliny octovej. Tym vznika vhodné, kyslé, prostredie pre
autohydrolyzu. [30]

16



2.3.2 Chemicka prediaprava

2.3.2.1 Ozobnolyza

Touto metodou dochddza k selektivnemu odstraneniu ligninu a hemiceluléz, zatial' o
zostava celuldéza intaktnd. Tato metdoda sa pouziva na predapravu celého radu
lignocelul6zovych materidlov ako st napriklad drevené piliny seno, pSeni¢na slama. Hlavnou
vyhodou procesu je, ze nedochadza k vzniku inhibitorov za stcasného efektivneho
odstranenia ligninu. Metdda je v§ak naro¢na na mnozstvo pouzitého 0zénu, o proces znacne
predrazuje. [26]

2.3.2.2 Kysla hydrolyza

Samotnej  enzymatickej hydrolyze modze  predchadzat  hydrolyza  pomocou
koncentrovanych, alebo zriedenych kyselin. Aj ked’ preduprava zriedenymi kyselinami moze
vyznamne zlep$it’ vytaznost’ procesu hydrolyzy, st ndklady tohto procesu vysSie ako pri
rovnako u¢innych fyzikalne — chemickych metddach predipravy. [26]

2.3.2.3 Alkalicka hydrolyza

Pri alkalickej hydrolyze su pouzivané draselné, véapenaté, sodné a amonne hydroxidy.
Samotna ucinnost’ predupravy pritom zavisi od obsahu ligninu v materiali. Pésobenim
hydroxidu dochadza k zmydelneniu intramolekuldrnych esterickych vézieb viazucich sa na
xylany hemiceluléz a d’alSich komponentov ako ligninu a inych €asti hemicelul6z. Napriklad
pri pouziti NaOH na tvrdé drevo bol zniZzeny obsah ligninu v materialy z pévodnych 24 —
55 % na 20 %. Metdda je efektivna aj pri pouziti na predupravu slamy, ale naopak neprinasa
zlepSenie vlastnosti materidlu pri oSetreni makkého dreva s obsahom ligninu viac ako 26 %.
[26]

2.3.3 Fyzikalne — chemicka prediprava

2.3.3.1 Explézia vodnou parou

Pri preduprave lignocelul6zového materidlu je tato metdoda najpouzivanejSia. Rozdrvena
biomasa je vystavena pdsobeniu vysokotlakej nasytenej vodnej pary. Tlak je nasledne rychlo
zniZeny, ¢o vedie k explozivnej dekompresii materialu. Explozia je iniciovana pri teplotach
160 — 260 °C (tlak 0,7 — 4,8 MPa) po niekol’ko sekind az mintt a nasledne dochéadza
k poklesu tlaku az na atmosféricky. Aj ked sa pri tejto metode spotrebuje az o 70 % menej
energie, na dosiahnutie rovnakej velkosti Castic ako pri mechanickych procesoch, je jej
vel'kou nevyhodou vznik inhibiénych latok pre MO rozkladom ¢asti xylanove;j frakcie. [26]

2.3.3.2 Kombinacia mikrovinného Ziarenia a chemickej prediapravy

Pri tomto druhu predupravy je lignocelul6zovy material suspendovany vo vodnom roztoku
kyseliny, alebo zasady a nasledne vystaveny mikrovinnému Ziareniu. Chemicka preduprava
spojend s u¢inkom mikrovlnného Ziarenia je omnoho efektivnejSou alternativou ku konvencne
pouzivanému postupu, vyuzivajucemu zahrievanie suspenzie pod refluxom. Dochadza totiz
ku $pecifickému uéinku mikrovlnného Ziarenia a cely proces sa skracuje z niekol’kych hodin
na niekol’ko malo mintt. NavySe sa zvySuje aj mnozstvo odstraneného ligninu a hemicelul6z
Z biomasy. NajvySSiemu precisteniu biomasy a teda k najvacSiemu narastu obsahu celulozy,
dochadza pri pouziti kombinovane] metody. Pri tomto postupe je biomasa najskor
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suspendovana v roztoku NaOH a vystavena mikrovinnému Ziareniu o vykone 700 W po dobu
5 min. nésledne je premytd az do neutrdlnej reakcie a znovu suspendovana, ale tentokrat
v roztoku zriedenej HySO,4. Suspenzia je podrobena rovnakym u¢inkom mikrovinného
ziarenia ako v predoslom pripade. Konecnym krokom, ktory méze d’alej zvysit' vytaznost
celulézy je suspendacia zvySku biomasy v roztoku peroxidu vodika. Suspenzia sa necha
odstat po dobu 12 h na tmavom mieste anasledne je pred enzymatickou hydrolyzou
odfiltrovand a premytd vodou. Tento posledny krok je vSak z ekonomického hladiska nie
prilis efektivny. Neumerne predlzuje c¢as celej predupravy, pricom sa nedosiahne
markantného zvysenia koncentracie celulozy v biomase. [29]

2.3.4 Biologicka prediprava

Na biologicku predupravu lignocelul6zového materidlu mozu byt pouzité vlaknité huby so
schopnostou degradacie ligninu a hemicelul6z. Patria sem napriklad Pleurotus ostreatus,
Phanerochaete sordida, Pycnoporus cinnabarinus, Ceriporiopsis subvermispora, Cyathus
stercoreus, Penicillium chrysosporium a iné. Hlavnou vyhodou takejto predupravy su nizke
energetické naklady a mierne podmienky procesu. Samotnad ucinnost’ takejto predupravy je
vSak vel'mi nizka. [26]

2.4 Celulazy a enzymaticka hydrolyza

V prirode je celuldza vicsSinou degradovand mnohymi druhmi celulotlytickych baktérii
a hub. Tieto MO pritom m6zu byt aerdbne alebo anaerébne, mezofilné alebo termofilné. [18]

Medzi baktérie produkujice celulazy patria rody: Clostridium, Cellulomonas, Bacillus,
Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora
a Streptomyces. [31]

Producenti z radu vlaknitych hub, produkujuci celulazy st napr. Trichoderma reesei,
Trichoderma viride, Trichoderma lignorum, Trichoderma konigii, Penicillium irensii
a Fusarium solani. [32]

Préave celulazy tychto mikroorganizmov st pouzivané¢ v mnohych priemyselnych procesoch
napr. pri recykldcii papiera, spracovani baviny. Pokial sa teda biopalivd vyrabané
z celul6zovych materialov stani majoritnymi na trhu s pohonnymi hmotami, stanu sa celulazy
najprodukovanej§imi priemyselnymi enzymami. [33]

V stéastnosti je najvyznamnej$im producentom celulaz vlaknita huba Trichoderma reesei
(taktiez Hypocrea jecorina), ktora bola intenzivne skiimana uz od jej identifikovania pocas 2.
Svetove] vojny. Velky zaujem o tato pleseit spociva v jej schopnosti vylucovat velkeé
mnozstva enzymov. Postupom ¢asu boli ziskané kmene produkujtce 0,14-0,38 g rozpustného
proteinu na 1 g uhlikatého zdroja. [33]

2.4.1 Molekulirna Struktira celulolytickych enzymov

Celulazy st enzymy zloZzené zo Strukturdlne a funkéne diskrétnych podjednotiek
ozna¢ovanych ako domény a moduly. [34] NajcastejSic sa celulazy skladaju z jednej
katalytickej domény a jedného modulu, schopného vidzby na uhl'ovodikovy retazec. Tieto dve
podjednotky st spojené relativne dlhym (30-40 aminokyselin) a ¢asto glykozylovanym,
spojovacim peptidom. [34]
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2.4.2 Systém celulazovych enzymov

Napriek tomu Ze je celulé6za homopolymérna latka, je na jej degradaciu potrebnych hned’
niekol’ko rdznych enzymov. Tieto moédzeme rozdelit do troch hlavnych skupin:
Endoglukanazy (EG) (EC 3.2.1.4), ktoré nahodne hydrolyzuju interné -1,4-D-glykozidické
vazby celulézového retazca; Celobihydrolazy (CBH) (EC 3.2.1.91), taktiez zname ako
exoglukanazy, ktoré potupuju od konca celulézového retazca a odstepuju pri tom jednotky
celobiozy; B-glukozidazy (BG) (EC 3.2.1.21), ktoré si zodpovedné za Stiepenie celobidzy na
samotnu glukozu a taktiez odstepuju glukozové jednotky z celuld6zovych oligosacharidov.

Pri degradacii celulozy tieto enzymy synergicky spolupracuji tak, ze nedochadza k ich
produktovej inhibicii. Tato koordinovand spolupraca zabezpecuje efektivnu degradaciu
celulozy. [35, 36]
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Obrazok 2.4 Schcematické zndazornenie enzymatickej hydrolyzy celulozy komplexom
celulolytyckych enzymov. [22]

T. reesei produkuje zmes dvoch druhov celobiohydrolaz, piatich endoglukanaz a dvoch -
glukozidaz. Multiplicita tychto enzymov sa ukazala ako uZito¢na z toho hl'adiska, Ze vykazuju
roznu afinitu pre rézne miesta Stiepenia a takisto hydrolyzuju celulézu z jej rozlicnych
koncov. [37, 38] T. reesi taktiez produkuje niekol’ko hemicelulaz. Ako uz bolo spomenutg,
shemicelulézy st rdéznorodou skupinou heterogénnych polymérov s réznymi postrannymi
skupinami. Ztoho doévodu je systém hemicelulaz viac komplexny a zahifia napriklad
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xylanazy, manazy, arabinazy a nickolko esteraz. V zavislosti na substrate adruhu jeho
prediravy mozu byt hemicelulazy kl'a¢ové pre hydrolyzu lignocelulozového materialu. [39]

2.5 Metoda simultannej sacharifikacie a fermentacie

Metoda simultannej sacharifikdcie a fermentacie (SSF) vsebe =zahfna hydrolyzu
lignocelulozového materidlu na skvasitel'né cukry aich okamzité vyuzitie ako substratu
vhodnymi MO. Oba procesy pritom prebiechaju za rovnakych podmienok, Cize sucasne
V jednom bioreaktore. Vdaka tomu sa vyrobné naklady produkovaného etanolu znacne
znizia. [40]

Nevyhodou tohto procesu vsak je skutoCnost’, ze sa musia zvolit podmienky, ktoré st
akymsi kompromisom medzi optimalnymi podmienkami pre celulolytické enzymy
a optimalnymi podmienkami pre ¢innost MO. Jedna sa pri tom hlavne o teplotu pri ktorej
SSF prebieha. Optimalna teplota hydrolyzy sa totiz pohybuje v rozmedzi teplot 45 — 50 °C,
zatial' ¢o vhodna teplota pre fermentéciu lezi v rozmedzi 28 — 35 °C. Pre SSF sa teda voli
teplota nizsia ako optimalna teplota pre ¢innost’ enzymov. Moznym rieSenim tohto problému
je pouzitie termotolerantnych MO. [41] Pri pouziti SSF je taktiez obtiazna recyklacia
kvasiniek a samotnych enzymov, ktoré sa viazu na substrat. Tieto skutocnosti teda vedu
k finan¢nym stratam. RieSenim by v§ak mohlo byt’ pouzitie imobilizovanych MO a enzymov,
ktoré by sa spolu s nosi¢om dali 'ahko oddelit’ od nezhydrolyzovaného substratu. [42]

Znacnou vyhodou ale zostava skuto¢nost’, ze sa zvySuji vynosy gluk6zy oproti samostatne;j
enzymatickej hydrolyze atym je moZzné dosiahnut’ aj vysSiu vytaznost' etanolu oproti
oddelenej hydrolyze a fermentéacii (SHF). Je to vd’aka skvasovaniu vznikajicej glukézy, ¢im
sa zmieriuje produktova inhibicia celulaz. [22] Proces SSF nam teda dovol'uje pouzit’ nizsie
koncentracie enzymov a vysSie pociatoéné koncentracie substratu. Cely proces SSF trva
krat$iu dobu (do 72 h) oproti SHF (az 120 h) a je potrebny iba jeden reaktor. [43, 44]

2.6 Mikroorganizmy vhodné pre metédu SSF

Medzi zékladné poziadavky na vyber vhodného MO pre metédu SSF sa radia hlavne
tolerancia k vyssej teplote, vysoka vytaznost etanolu zo substratu, tolerancia vocéi vys$$im
koncentraciam etanolu, geneticka stabilita a odolnost’ vo¢i moznej pritomnosti inhibitorov.
Z hl'adiska charakteru substratu je tiez vyhodné ak je dany MO schopny skvasovat viac
druhov sacharidov a to hlavne aj pentodzy, vznikajice rozkladom celobiozy. Tradi¢ne sa pre
tieto UCely vyuziva najrozsirenejsi priemyslovo vyuzivany MO, kvasinka Saccharomyces
cerevisiae, ktora vSak nedokaze skvasovat' pentézy. MO schopny vyuzivat pentdzy ako
substrat pre tvorbu etanolu je baktéria Zymomonas mobilis. V budicnosti by sa mohli
osved¢it aj GMO. [45, 46]

2.6.1 Saccharomyces cerevisiae

Jedna sa o najpreskumanejSiu kvasinku vobec. V priemyselnej produkcii je hojne
vyuzivana aje taktieZz tradiécnym MO liehovarnictva. S. cerevisiae je zastupcom radu
Endomycetales. Je fakultativne anaerdébna, ma gulovity az ovalny tvar. Vegetativne sa
rozmnozuje multilateralnym pucanim, pricom moZe vytvarat pseudomycélium. Pri
generativnom rozmnoZovani tvori askd so Styrmi haploidnymi spérami. Je schpna
fermentovat’ nasledovné sacharidy: glukézu, fruktoézu, galaktdézu, maltézu, mandzu, sacharozu
a rafindzu. Hex6zy metabolizuje prostrednictvom glykolytickej drahy. [47]
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2.6.2 Zymomonas mobilis

Jedna sa o fakultativne anaerébnu, gramnegativnu baktériu. Pre metabolizmus sachorézy
ateda aj glukodzy a fruktézy vyuziva Entner — Doudorffovu glykolyticki drdhu. Zymomonas
mobilis vykazuje oproti kvasinkdm Saccharomyces cerevisiae troj- az péatnasobne vysSiu
rychlost’ produkcie etanolu a vytaznost’ az 97 % oproti kvasinkdm s vytaznostou 90 — 92 %.
Oproti kvasinkam st navySe niektoré kmene Zymomonas mobilis tolerantnejsie k inhibitorom
nachadzajicim sa v lignocelulozovych hydrolyzatoch, ako su napriklad furfural a kyselina
octova. [48, 49]

2.6.3 VyuZitie plesni

Pre proces SSF celulozy boli testované aj plesne Fusarium oxysporum. Hlavnou vyhodou
pouzitia plesni je fakt Zze produkuju beta-glukozidazu a celobiohydrolazu, ¢im odpadé nutnost’
pouzitia celulolytickych preparatov.

Za anaeroébnych podmienok tieto plesne produkovali etanol v miere 0,35 g/g celuldzy.
Okrem toho sa vSak v médiu hromadi aj vel'ké mnozstvo vedlajsSich produktov a to hlavne
kyseliny octovej 0,2 g/g celulozy a taktiez vdcSie mnozstva gama-aminomaslovej kyseliny
(GABA). Pravdepodobne teda dochddza k inhibicii TCA cyklu a k regeneracii NADH

IS4

2.7 Prehlad vysledkov dosiahnutych v predoslych diplomovych pracach

Predkladana diplomova praca priamo nadvézuje na predchadzajuce dve diplomové prace
s nazvom Enzymaticka hydrolyza odpadni papiroviny — zdroj pro vyrobu kapalnych biopaliv
od autorov Ing. Vladimira Brummera a Ing. Petra Lepate. Vysledkom tychto prac bola
optimalizacia predupravy a vyber najvhodnejSieho substratu pre samotni hydrolyzu ako aj
optimalizécia fyzikalno — chemickych podmienok hydrolyzy a SSF.

V obidvoch pripadoch boli na degradaciu biomasy pouZzité enzymy z testovacieho balicku
NovozymeS® Biomass kit. Konkrétne, enzymovy preparat NS50013 (celulazovy komplex)
a NS500010 (B - glukozidaza).

2.7.1 Optimalizacia podmienok enzymatickej hydrolyzy v praci Ing. Brummera

V diplomovej praci Ing. Brummera boli optimalizované podmienky hydrolyzy celulozy
Z odpadnej papieroviny. Bola vykonand hrubd optimalizécia priebehu hydrolyzy pomocou
modelovych substratov (filtracny papier, buni¢ina). Optimalizované parametre boli typ a sila
tlmivého roztoku, pH, teplota a koncentracia enzymov a substratu a intenzita mieSania.

Najlepsie vysledky boli dosiahnuté pri pouziti octanového pufru s pH a silou nastavenou
tak aby pH vyluhu po hydrolyze dosahovalo 4,43 — 4,93. Intenzita mieSania bola nastavena na
190 rpm. Najlepsich vysledkov hydrolyzy bolo dosiahnutych pri teplote 50 °C. Koncentracia
substratu by mala byt 8 % w/v. Co sa tyka davkovania enzymu, boli najvyssie vytazky
dosiahnuté pri davkovani 6 a 10 % w/w na TS preparatu NS50013 s pridavkom 0,6 a 1,0 %
w/w na TS preparatu NS50010.

Po optimalizovani podmienok hydrolyzy bol ur¢eny najvhodne;jsi typ odpadného materidlu,
ur¢eného k enzymatickej hydrolyze. NajlepSie vysledky boli dosiahnuté pri pouziti lepenky.
Pri jej hydrolyze bol dosiahnuty vytazok 24,4 % pri fed-batch enzymatickej hydrolyze s
davkovanim enzymov 2 % w/w na TS. U inych papierov ako recyklovany potladeny a
recyklovany nepotlaceny boli dosiahnuté vytazky 20,9 % a 23,0 % Co naznacuje Ze farbiva
maju sice inhibi¢ny Uc¢inok, ktory je vSak malo vyznamny. ESte lepSich vytazkov z lepenky
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bolo dosiahnutych pri davkovani 10 % w/w enzymatického komplexu na TS a pouziti
predupravy lepenky mletim a naslednym aplikovanim 0,25 % H3POsa 2 % NaOH. U takto
upravenej lepenky sa zvysil vyt'azok na 48,3 %.

Podl'a zaverov prace by bolo vhodné za ucelom zvySenia vytaznosti zaviest simultdnnu
sacharifikaciu a fermentaciu. Tymto sposobom by sa mal zvysit' vytazok, nakol’ko by bola
vznikajuca glukdza utilizovand MO a nedochadzalo by tym padom k inhibicii celulolytickych
enzymov tymto produktom enzymatickej hydrolyzy. [51]

2.7.2 Optimalizacia SSF v praci Ing. Lepare

V nadviznosti na predchadzajucu pracu bola otestovana jej reprodukovatelnost’ a boli
uskuto¢nené pokusy so SSF.

Znovu boli otestované jednotlivé sposoby predupravy lepenky a nasledne bola prevedena
kompozicna analyza po jednotlivych predupravach. Najvyssi obsah celuldézy bol pritom
potvrdeny pri preduprave pomocou mletia a néslednej aplikacie 0,25 % H3POsa 2 % NaOH.
Pre samotnu hydrolyzu sa vSak ako najvhodnejSi sposob predupravy ukazala fyzikalna
prediprava pomocou mixéru a vibraéného mlynu. Tymto spésobom bol dosiahnuty vytazok
glukézy 33,28 %.

Bolo zistené ze najvyssich vytazkov hydrolyzy pri 37 °C bolo dosiahnutych pri batch
enzymatickej hydrolyze s davkovanim preparatu NS 50013 6 % w/w na TS, po dobu 96 h,
s davkovanim lepenky 8 % w/v. Vytazok redukujucich sacharidov bol pri pouziti tychto
parametrov 44 %. Hlavnymi produktmi hydrolyzy pritom boli gluk6za s koncentraciou
15,03 g/l a celobiodza 8,15 g/l.

Za ucelom zvySenia vytazku enzymatickej hydrolyzy bola testovand SSF. Vdaka
fermentacii sa totiz spotrebuje glukoza, ktora ma inhibi¢ny efekt na celulolytické enzymy. Za
tymto Ucelom bolo potrebné optimalizovat dalSie parametre SSF. Podmienky boli
optimalizované pri pouziti kvasiniek Saccharomyces cerevisiae. Najlepsej vitality kvasiniek
sa dosiahlo pri pouziti 0,1M citrato-fosfore¢nanového pufru pri pH 4,8 na pociatku
hydrolyzy. Mnozstvo davkovanych kvasiniek ¢&inilo 40-10° CFU/ml. Najvhodnejsia
koncentracia davkovanych enzymov bola ur¢ena na 6 + 0,6 % w/w vzhl'adom k substratu,
najvhodnejsie mnozstvo substratu 8 % wi/v. Proces SSF prebiehal pri 40 °C.

Finalna koncentracia etanolu Cinila 13,9 g/I. Bol teda dosiahnuty experimentalny vytazok
58,80 % vzhladom k mnozstvu vstupnej celulézy a 51,53 % vytazku RS. Inhibicia
substratom sa teda vd’aka SSF podarila ¢iastoéne odstranit. DalSou vyhodou je skratenie
celého procesu pre ktory staci 48 h, oproti tomu pri SHF je potrebnych na samotnt hydrolyzu
minimalne 72 h a na nasledné kvasenie d’al$ich 48 h. [52]
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3 Experimentalna ¢ast’

Cielom experimentalnej cCasti diplomovej prace bolo overenie reprodukovatelnosti
vysledkov dosiahnutych v predchédzajicich pracach vo véacsich pracovnych objemoch.
Rovnako bola optimalizovand doba zaockovania média od pociatku hydrolyzy a taktiez
mnozstvo inokula a koncentracia predupravenej lepenky. V rdmci experimentalnej Casti bola
otestovana aj alternativna Uprava odpadnej lepenky pomocou mikrovinného Zziarenia na jej
suspenziu v roztoku NaOH.

3.1 Zoznam pouzitych chemikalii a pristrojov

3.2 Pouzité enzymy

Novozymes® Biomass Kit — NS50013 (celulazovy komplex)

Celulazovy  komplex  katalyzuje rozklad celulozy na  glukézu, celobiozu
a glukooligosacharidy. Hlavnymi produktmi enzymatickej reakcie su celobioza a glukéza. Pre
maximalizaciu vytazku sa preparat NS50013 kombinuje s preparatom NS50010. [53]

Tabul’ka 3.1 Enzymova aktivita preparatu NS50013, doporuc¢ené pH, teplota a davkovanie

[53]
. hustota? teplota davkovanie®
, 1
enzym aktivita [g/mi] pH °C] % wiw (na TS)
NS50013
700 EGU/g
(celulazovy 1,2 45-6,5 45 -50 2-6%
(~ 70 FPU/qg)
komplex)

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

2 —hodnota hustoty je priblizna

3 —davkovanie je znac¢ne zavislé na druhu pouZitého materialu, typu predipravy, ktord bola
pouzita a d’alSich podmienok spracovania, preto moze byt ddvkovanie pomerne variabilné
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Fig. 1. Influence of pH on the activity of NS50013. Fig. 2. Influgnce of temperature on the activity

Concertraticn of enzyme: | 0.00G EGLUmI of N550013. i
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Fig. 3. Influence of pH on the stability of N550013. Fig. 4. Influence of temperature on the stability

Concantration of enzyme: | 0.9 EGLI

Temperature: 25°C(T7*F)
Incubation time 16 hours
Buffer system Melhaine

' of NS50013.

Concentration of enzyme: 0.9 EGU/mI
oH: 4.5
Reacton time: 30 minutes

Obrazok 3.1Vplyv pH a teploty na aktivitu a stabilitu prepardtu NS50013 (celuldzového
komplexu) [53]

Novozymes® Biomass Kit — NS50010 (B - glukozidaza)
Preparat 3 - glukozidazy katalyzuje hydrolyzu celobidzy na glukézu. Doporuceny pridavok
tohto preparatu tvori 5 — 10 % (V/V) na mnozstvo enzymového preparatu NS50013, pre

konkrétnu hydrolyzu dostupnej celulozy. [53]
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Tabul’ka 3.2 Enzymova aktivita preparatu NS50010, doporuCené pH, teplota a

davkovanie [53]

enzym aktivita® hustota® H teplota davkovanie®
d [g/ml] P [°C] % wiw (na TS)
NS50010
_ — _ 0,
(B - glukozidaza) | 220 CBUMG | 12 25-65 | 45-70 | 02-06%

1 — CBU - cellobiase unit

2 — hodnota hustoty je priblizna
3 — davkovanie je znacne zavislé na druhu pouzitého materialu, typu predipravy, ktora bola
pouzitd a d’alSich podmienok spracovania, preto moze byt’ ddvkovanie pomerne variabilné

3.3

Pouzité chemikalie
destilovana voda, H,O
kyselina citronova, monohydrat — p. a., LachNer, CgHgO7 - H,O

hydrogénfosfore¢nan sodny, stredny, dodekahydrat — Lachema a.s., Na,HPO, - 12 H,0O

kyselina sirova — 96 %, p. a., LachNer, H,SO4

hydroxid sodny — ¢isty, PENTA, NaOH

kvasni¢ny extrakt — pre bakteorologiu, Carl ROTH
dihydrogenfosfore¢nan draselny — p. a., LachNer, KH,PO,
siran hore¢naty heptahydrat — p. a., LachNer, MgSO, - 7 H,0O
siran manganaty monohydrat — Cisty, PENTA, MnSO, - H,O
siran amoénny — p. a., LachNer, (NH;),SO4

agar — bakteriologicky, Carl ROTH

D-glukéza bezvoda — p. a., PENTA, CgH1,04

Celobidza — Sigma-AIdrich, C1oH»,013

Xyloza — Sigma-Aldrich, CsH100s

Etanol 99,9% - pre HPLC, Sigma-Aldrich, C,HsOH
kyselina dusi¢na koncentrovana — LachNer, HNO;

kyselina fosfore¢na — PENTA, H3PO,

pouZité pristroje

Analytické vahy Pioneer™ OHAUS

Bezné laboratorne sklo

Centrifaga Eppendorf 5417 R

Inkubator Memmert

Kombinovana chladnicka BOSCH

Laboratorny vibra¢ni mlyn VM 4, Okresni podnik sluZieb Pferov
Minitrepacka, lab dancer Vario

Mixér Rohnson MultiDuo R-536

Muflova pec VEB ELEKTRO BAD FRANKENHAUSEN
Rura Mora 524

pH meter inoLab® pH 720

Spektrofotometer Helios €

Termostatovana trepacka Heidolph® Promax 1020

Topné hniezdo LTHS 500

Ultrazvukova ¢isticka Ultrasound

25




- Denzitometer Ultrospec™ 10 Cell Density Meter
- Vahy OHAUS
- Mikrovilnna rira Daewoo KOR-6L15, vykon 700 W
- HPLC
— Detektor UV/VIS ECOM s.r.0.
— Diferencialny refraktometer RIDK 101
— Pumpa ECOM s.r.0.
— Sampler HTA HT300a
— Termostat kolonovy LCO 101 ECOM s.r.0.

3.5 Pouzita kultura

Pre fermentaciu bola vyuzita kultira Saccharomyces cerevisiae pochadzajuca zo zbierky
mikroorganizmov Slovenskej technickej univerzity v Bratislave, ustavu biotechnologie
a potravinarstva.

3.6 Pouzita substrat

Bezne dostupnd, odpadova vinita lepenka.

3.7 Priprava médii pre inokulaciu a kultivaciu Saccharomyces cerevisiae

Inokulacné a kultivatné meédia boli pripravené podl'a ndvodu dodan¢ho zo
Slovenskej technickej univerzity v Bratislave. Roztoky boli namiesané vzdy podla
tabulky 3.3, priCom inokulaéné médium obsahovalo navySe 100 g/l glukozy. Pre
tvorbu pevného média ur¢eného na vysev bol do roztoku okrem glukézy pridany aj
agar v mnozstve 20 g/l.

pH vSetkych médii bolo upravené zriedenou kyselinou sirovou na hodnotu 5,5
a vSetky média boli sterilizované pri teplote 120 °C po dobu 10 mintt.

Tabul’ka 3.3 ZloZenie média pre kultivaciu a inokulédciu

destilovana voda 1000 ml
kvasni¢ny extrakt 49
KH,PO, 1g
MgSO, - 7 H,O 059
(N H4)2804 1 g

3.8 Preduprava lepenky

Ako uZ bolo spomenuté v kapitole 2.3, je nutné lignocelul6zovy material pred samotnou
hydrolyzou vhodne predupravit’ tak, aby sa zlepSila dostupnost’ celul6zovych vlakien pre
enzymy. Konkrétne boli pouZité nasledovné metody.

3.8.1 Vibra¢ny mlyn

Lepenka bola predupravena viackrokovym mechanickym posobenim. V prvom kroku bola
lepenka nastrihand na mensie kusky, ktoré boli nédsledne namocené do destilovanej vody
anasledne rozomlet¢ pomocou mixéru. Takto vzniknutd suspenzia bola prefiltrovana
a preprana destilovanou vodou. Rozomlety materidl bol rozprestrety do tenkej vrstvy
a usu$eny v suiarni pri 80 °C. Material bo ususeni podrobeny G¢inku vibraéného mlynu. Cim
sa dosiahlo prachovitej konzistencie.
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3.8.2 Preduprava pomocou mikrovinného ziarenia a NaOH/Ca(OH),

Lepenka bola po rozstrihani namoc¢ena do destilovanej vody tak aby tvorila 10% (w/V)
suspenziu. T4 bola nasledne rozomletd pomocou mixéru. Do takto vzniknutej jemnej
suspenzie papieroviny bol pridany hydroxid sodny tak aby jeho koncentracia bola 3 % (w/V),
alebo hydroxid véapenaty mnozstve 0,160 g/100 ml H,O. Suspenzie spolu s pridanymi
hydroxidmi boli vystavené mikrovinnému Ziareniu o sile 700 W po dobu 5 minut.

Zreagovana suspenzia bola prefiltrovana a premyta vodou az do neutrdlnej reakcie. Takto
ziskany material bol bud’to hned suspendovany v pufre a podrobeny procesu SSF, alebo
ususeny v tenkej vrstve v susiarni pri 80 °C a nasledne podrobeny kompozi¢nej analyze.

3.9 Kompozi¢na analyza lepenky

Pre moznost' vyhodnotenia najvhodnejSej predapravy a pre moznost’ urCenia efektivity
a vytaznosti hydrolyzy, bol ureny obsah celulézy v predupravenej lepenke. Taktiez bola
urcend suSina jednotlivych materidlov. Kvantitativna kompozi¢nd analyza, zamerand na
zvySkov celulozu, bola prevedena aj pri nezreagovanych zvyskoch substratov po hydrolyze.

3.9.1 Stanovenie celulozy

Do 100 ml Erlemeyerovej banky bolo navazenych priblizne 0,8 g vzorky s presnostou na
0,0001 g. nasledne bolo pridanych 30 ml zmesi kyseliny octovej akyseliny dusicnej
(80 % kyselina octova : koncentrovana kyselina dusi¢na =10:1). Banka so suspenziou
prikryta filtracnym lievikom, pre znizenie odparovania, bola vlozena do vodného kupela po
dobu 1 hodiny. Po uplynuti tejto doby bola celd suspenzia kvantitativne prevedena pomocou
stricky s etanolom do predom zvazenej frity s velkostou pérov 15 um (oznacenie S4)
a pomocou vyvevy odfiltrovana. Filtraény kold¢ na frite bol premyty etanolom a nasledne
bola frita s premytym materialom umiestnena do susiarne nastavenej na 105 °C minimalne na
4 hodiny. Po usuSeni bola frita umiestnena do exikatoru. Vychladnuté frita bola zvdZend na
analytickych vahach s presnostou na 0,0001 g. Nasledne bola vzorka z frity zmocena
etanolom prevedena pomocou Spachtle do 100 ml Erlemeyerovej banky a dokladne
vyplachnuta, do tej istej banky, s pouzitim etanolu, aby doslo ku kvantitativnemu prevedeniu
materidlu. Etanol bol z banky odpareny pomocou vodného kupela. Po dokladnom odpareni
etanolu bolo do banky pridanych 20 ml 72% kyseliny sirovej a suspenzia sa nechala 1 hodinu
hydrolyzovat’ na temperovanej trepacke pri 30 °C, pri ota€kach 100 ot./min. Hydrolyzét bol
potom prevedeny kvantitativne, opat’ pomocou etanolu, na fritu s velkostou pérov 30 um
(oznacenie S3) a prefiltrovany. Frita so zvySkom vzorky bola umiestnend do suSiarne
ausuSena za rovnakych podmienok ako v predchddzajicom pripade. Obsah celulozy bol
nasledne vypocitany s pouZitim nasledovnych vzt'ahov:

0 _ (Wfrita S4a+vzorka — Wrrita 54)
Whrubs celuléza = '

100

Wyzorka
Merita $3.14vzorka — Mfrita $3.1 ] 100)

0 = J—
/Ocelul()zy v hrubej celuléze — 100 < —
Merita $3.24vzorka — Mfrita $3.2

V) — 0, . 0
/Ocelul()za - /Ohrubé celuléza /Ocelulézy v hrujbej celuléze

27



3.9.2 Stanovenie suSiny

Do napred zvazenej, suchej misky boli navazené 2 g lepenky s presnostou na 0,0001 g.
miska bola nasledne umiestnena do susiarne a susena pri teplote 105 °C minimalne 4 hodiny.
Po ususSeni bola miska vychladena v exikatore a zvazend na analytickych véhach. Obsah
susiny bol potom uréeny podla nasledovného vztahu:

0 _ (mmiska+vzorka B mmiska) .
/Osu§ina -

100

Myzorka

3.9.3 Sitova analyza vel’kosti ¢astic

Pre lepSiu charakterizaciu substratu vo forme jemného prachu, bola uskutocnena analyza
velkosti jeho Castic. Analyza prebiehala preosievanim cez sustavu sit s roznou vel’kostou ok.
Po preosiati predom zvazeného mnoZzstva analyzovanej vzorky bol zaznamenany zvysSok na
kazdom z danych sit a zo ziskanych dat bol nésledne zostrojeny graf hmotnostnej distribucie
Castic v zavislosti na ich velkosti.

3.10 Stanovenie po¢tu buniek a rastovej krivky

Aby mohla byt’ zabezpecena reprodukovatelnost’ jednotlivych experimentov, bolo potrebné
médium vzdy zaoCkovat’ bunkami v rovnakej faze rastu a v rovnakom pocte. Pre tieto ucely
bola zostavena rastova krivka S. cerevisiae a zavislost’ absorbancie na pocte buniek.

3.10.1 Turbidimetrické stanovenie po¢tu buniek a rastovej krivky

Pre turbidimetrické stanovenie poc¢tu buniek bol pouZity denzitometer Cell density meter
biowave WPACO 8000. Meranie prebiehalo pri vinovej dizke 600 nm. Vzorky z média boli
odoberané v pravidelnych hodinovych intervaloch po dobu, az sa zmena absorbancie ustalila.
Ako blank slizilo médium pred zaockovanim kultarou. Pri merani boli vzorky s hodnotami
absorbancie vy$§imi ako 0,90 zriedené destilovanou vodou. Ziskané hodnoty absorbancie boli
pouzité pre zostavenie rastovej krivky a ur€enie poctu buniek v zavislosti na absorbancii.

3.10.2 Stanovenie poc¢tu buniek metédou vysevu na agarové platne

Pomocou metddy vysevu na agarové platne, bol urceny pocet buniek v inokule. Najskor
boli pripravené platne, podl'a navodu v kapitole 3.7 na ktoré bola nanesend vzorka. Vzorky
ur¢ené pre vysev na platne boli pripravené z 0,5 ml roztoku inokula odobraného v 12. hodine
od zaoCkovania média. Roztok inokula bol nasledne zriedeny destilovanou vodou
desiatkovym riedenim az 10° krat. Zriedena vzorka bol dékladne premiesany pomocou
vortexu a po odobrani 0,5 ml vysiaty na platiiu. Po umiestneni do termostatu nastavené¢ho na
30 °C a uplynuti 48 hodin od vysevu, boli spocitané kolonie, ktoré na platniach vyrastli.

3.10.3 Stanovenie zavislosti po¢tu buniek na turbidimetrickej absorbancii

V ¢ase 12 hodin od zaockovania bolo z inokulacného média, pripraveného podla navodu
v kapitole 3.7, odobratych opakovane 0,5 ml roztoku. Tento roztok bol pomocou destilovanej
vody nariedeny 10, 12, 15, 20 a 30 krat. U takto nariedenych roztokov boli uréené hodnoty
ich turbidimetrickej absorbancie.

Po zmerani absorbancie bola kazda vzorka zriedend 10° krat destilovanou vodou a bol
uréeny pocet buniek v jednotlivych vzorkach podl'a kapitoly 3.10.2. V zavislosti poctu buniek
na absorbancia bola zostavena zodpovedajuca kalibra¢nd priamka, vd’aka ktorej bolo mozné
d’alej urcit’ pocet buniek na mililiter média [CFU/mI].
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3.11 Overenie reprodukovatel’nosti vysledkov dosiahnutych v praci Ing. Lepare
Za pouzitia fermentoru, s podmienkami uvedenymi v praci Ing. Lepare, vid'. kapitola 2.7.2,
bola overend t€innost’ hydrolyzy odpadnej lepenky.

3.11.1 Enzymaticka hydrolyza

Odpadna lepenka, pomletd na jemny prach, bola navazend s presnostou na 0,01 ¢
a suspendovana v 1,51 0,1 M citrato-fosfore¢nanového pufru s pH 4,8 tak, aby jej vysledna
koncentracia Cinila 8 % w/V. suspenzia bola nasledne preliata do fermentoru a vysterilizovana
v autoklave pri 121 °C po dubu 15 minuat, aby sa zabranilo mikrobidlnej kontaminacii. Po
schladeni na 50 °C boli pridané enzymové preparaty a to tak aby koncentracia celulazového
komplexu bola 6 % w/wna TS a B-glukozidazy 0,6 % w/w na TS. Hydrolyza trvala 96 h
pocas ktorych boli niekolkokrat odobrané vzorky na analyzu vznikajucich sacharidov
pomocou HPLC. Vzorky boli odoberané v objeme 2 ml do skiimaviek Eppendorf. Kazda bola
nasledne kratko povarena vo vodnom kupeli, aby sa zdenaturovali enzymy a nedochadzalo
k d’al$ej hydrolyze. Vzorky boli pred samotnou analyzou skladované v mraznicke pri teplote
—18 °C.

3.11.2 Simultanna sacharifikacia a fermentacia

Najskor bol pripraveny fermentor so sterilnym substratom, ktory bol pripraveny podla
navodu v predoslej kapitole. Pre SSF bola ako najvhodnejSia ur¢end, podla kapitoly 2.7.2,
teplota 40 °C. Po vychladeni fermentoru na tato teplotu boli pridané enzymové preparaty
v mnozstve 6 % w/w na TS celuldzovy komplex a 0,6 % w/w na TS B-glukozidazy a vzapiti
aj inokula¢ny roztok S. cerevisiae, v ktorom bol predom urceny pocet buniek. SSF prebiehala
po dobu 48 h pocas ktorych boli odoberané vzorky v objeme 2 ml, ktoré boli pred samotnou
analyzou skladované v mraznicke pri — 18 °C.

3.12 Optimalizacia podmienok SSF

Pre dosiahnutie ¢o najvySSich koncentracii etanolu v o najkratSom case bol
optimalizované d’alSie parametre SSF. Konkrétne sa jednalo o Cas zaoCkovania média od
pociatku hydrolyzy, d’alSia optimalizacia priddvaného mmnoZstva inokula a optimalizéacia
mnoZzstva a druhu pridavanych zivin. Taktiez boli optimalizované podmienky pre pripadné
pouzitie substratu upraveného pomocou mikrovinného Ziarenia.

3.12.1 Optimalizacia ¢asu zaokovania média

Optimalizécia vychddza z predpokladu, ze v Case 0 h od zaciatku hydrolyzy neobsahuje
médium dostatoéné mnozstvo glukozy apreto mdze dochddzat k nechcenému Uhynu
kvasiniek.

Experiment prebiehal v Erlenmeyerovych bankach v objeme 75 ml. Ako reakéné prostredie
bol zvoleny 0,1 M citrato-fosfore¢nanovy pufor s pH 4,8. Koncentracia lepenky bola 8 % w/V
a po sterilizacii a vytemperovani na 40 °C boli davkované enzymy 6 % w/w na TS celulazovy
komplex a 0,6 % w/w na TS B-glukozidazy. Do takto pripravenych baniek bolo davkované
inokulum vzdy v rovnakom mnozstve, ale v rozdielnych ¢asoch ato 0, 6, 12 a24h od
pociatku hydrolyzy. Banky boli po cely ¢as umiestnené v termostate nastavenom na 40 °C. Z
baniek boli priebezne odoberané vzorky v ktorych boli pomocou HPLC uréené produkty
hydrolyzy a fermentacie.
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3.12.2 Optimalizacia mnoZstva pridaného inokula

Po vyhodnoteni najvhodnejSieho Casu inokulacie bolo stanovené optimalne mnozstvo
priddvaného mnozstva inokula. Pre experiment boli zvolené rovnaké podmienky ako
v predchadzajucej kapitole, s tym rozdielom, Ze tentokrat bol Cas inokulacie stadle rovnaky,
zatial’ ¢o variovalo mnozstvo pridavaného inokula a to konkrétne 10, 15, 20, 25 a 30 % V/V.
Opit’ boli pocas celého experimentu odoberané vzorky, ktoré boli nasledne analyzované a na
mnozstvo vznikajtcich sacharidov a etanolu.

3.12.3 Optimalizacia mnoZstva a druhu pridavanych zivin

Pre efektivhu fermentaciu je potrebné lepenkovy hydrolyzat, chudobny na Zziviny,
fortifikovat’ zivinami. V ramci optimalizacie boli pripravené Erlemeyerove banky so 75 ml
0,1 M citrato-fosfore¢nanového pufru pH 4,8 so substratom v mnozstve 8% w/V
a pridavkom zivin jednak podl'a tabulky 3.3 a d’alSie s tym rozdielom, ze miesto kvasni¢ného
extraktu bola pridandA mocovina v mnozstve 0,5; 1,0; 1,5 a2,0 g/l. Po sterilizacii
a vytemperovani na 40 °C boli do baniek pridané enzymy VvV mnozstve 6 % w/w na TS
celulazovy komplex a 0,6 % w/w na TS B-glukoziddzy. Samotnd mocovina bola priddvana
tiez po sterilizacii, inak by doslo k jej tepelnému rozkladu. Mocovina bola priddvana vo forme
roztoku a prefiltrovana cez 45 um filter. Nasledne boli pridané kvasinky a pocas experimentu,
ktory prebiehal pri 40 °C a po dobu 48 h boli priebezne odoberané vzorky pre neskorsiu
analyzu pomocou HPLC.

3.12.4 Optimalizacia substratu

Pre tato optimalizaciu boli nastavené podmienky rovnako ako v kapitole 3.11.1. Hydrolyza
ale prebiehala v Erlenmeyerovych bankach v objeme 75 ml s pouzitim rézne predupravenych
substratov. Vzdy sa jednalo o lepenku, ale srbéznou predapravou. Konkrétne islo
0 predipravu pomocou mikrovinného Ziarenia skombinovaného s pdsobenim hydroxidu
sodného, alebo hydroxidu vapenatého, d'alSia banka obsahovala lepenku predupraven
vibratnym mlynom. TaktieZ bola pouZitd pre kontrolu banka s lepenkou, ktord bola
podrobend mikrovlnnému Ziareniu vo vodnom prostredi.

3.13 HPLC analyza produktov hydrolyzy a SSF

Vzorky, ktoré boli odoberané v mnozstve 2ml, boli pred analyzou rozmrazené
a scentrifugované pri 10 000 otackach po dobu 10 minat. Nasledne bol supernatan
prefiltrovany cez 45 um filter, v pripade nutnosti zriedeny deionizovanou vodou a nastreknuty
na kolonu.

Na separaciu bola pouzita kolona WATREX 250x8 mm Polymer IEX H* o rozmeroch
250 x4,6 mm a zrneni 8 um. Separacia prebiehala izokraticky s pouzitim 1,3 mM kyseliny
sirovej ako mobilnej fazy, pri 40 °C a prietoku 0,5 ml/min. na davkovanie bol pouzity
autosampler HTA HT300a s davkovacou slu¢kou o objeme 20 ul. Pre detekciu bol pouzity
reffraktometricky dektor RIDK 101. Kazda zo vzoriek bola na kolonu nastreknutd trikrat.

Kvantitativne vyhodnotenie zloZiek vzoriek bolo prevedené pomocou pouZitia kalibracie
standardov. Standardy (glukéza, celobidza, xyléza a etanol) boli nariedené deionizovanou
vodou a ich analyza prebehla rovnako ako analyza vzoriek pomocou metody RP-HPLC/RID.
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4 Vysledky a diskusia

4.1 Vyhodnotenie obsahu jednotlivych latok pomocou HPLC

Jednotlivé vzorky ziskané pomocou réznych postupov SSF boli vyhodnotené podl'a navodu
uvedeného v kapitole 3.13. Kvalitativna analyza bola uskutocnend na zaklade porovnania

reten¢ného ¢asu jednotlivych Standardov s retenénymi ¢asmi zloziek hydrolyzatu.

Tabul’ka 4.1 Reten¢né Casy jednotlivych Standardov

Standard retencny ¢as [min]
celobidza 9,75+0,21
glukoza 11,50+ 0,01
xyloza 12,59+ 0,26
etanol 28,85+ 0,20

Dalej boli na zaklade zavislosti plochy pikov jednotlivych $tandardov na ich koncentracii
zostavené prisluSné kalibracné priamky. Vdaka porovnaniu plochy piku, ziskaného
z analyzovanej vzorky, s prislusnou kalibraénou priamkou, bolo nasledne mozné urcit

koncentraciu danej zlozky vo vzorke.
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Graf 4.1 Kalibra¢na priamka celobi6zy stanovena pomocou HPLC

Koncentrécia [g/1]
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Graf 4.3 Kalibra¢na priamka xylozy stanovena pomocou HPLC
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Graf 4.4 Kalibra¢na priamka etanolu stanovena pomocou HPLC

Pri grafoch glukézy a etanolu prekryvaju znacky jednotlivych bodov chybové usecky.
Rovnaky pripad nastal aj pri niektorych bodoch ostatnych kalibracnych zavislosti.

4.2 Kompozi¢na analyza lepenky

4.2.1 Stanovenie susiny v lepenkach roznej predupravy

Tabulka 4.2 Oznacenie roznych druhov predupravy odpadnej lepenky

oznacenie sposobu ,

, preduprava
predupravy

1 mlyn + vibra¢ny mlyn
2 mlyn + MW
3 mlyn + MW/NaOH
4 mlyn + MW/Ca(OH);
5 mlyn + vibra¢ny mlyn + MW/NaOH
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Tabulka 4.3 Vysledky stanovenia suSiny lepenky po r6znych druhoch predupravy

Iepenka . Suéina Suginapriemer
s predtpravou ¢. Maiska [Q] | Myzory [G] | Minev [0] [%] [%] 1S
15,3807 1,0578 |16,3866 | 95,09
1 16,2351 1,1136 | 17,2989 | 95,53 95,25 0,23

15,8127 1,0365 |16,7986 | 95,12
15,9123 1,0235 |16,8863 | 95,16
2 16,1250 1,1231 | 17,1948 | 95,25 95,24 0,07
15,3459 1,0026 |16,3015| 95,31
15,6845 1,1256 | 16,7739 | 96,78
3 15,9624 0,9862 |16,9147| 96,56 96,72 0,13
16,2689 1,0913 |17,3254 | 96,81
15,5623 1,1598 | 16,6771 | 96,12
4 16,1964 0,9965 |17,1553| 96,23 96,18 0,05
15,3289 1,0896 |16,3771| 96,20
15,8432 1,0562 |16,8535| 95,65

5 15,7962 1,0095 |16,7627 | 95,74 95,69 0,04
16,0276 0,9926 |16,9773| 95,68

Na zéklade navodu uvedeného v kapitole 3.9.2 bol stanoveny obsah suSiny v rdzne
predupravenych lepenkach. Vysledky tohto stanovenia st zhrnuté v tabul’ke 4.3. Obsah suSiny
bol vypocitany podl'a nasledovného vzt'ahu :

0 _ (mmiska+vzorka B mmiska) .
A)suéina -

100

Myzorka
- priCom Mpiska+vzorka € hmotnost’ misky so vzorkou danej predupravy po vysuseni

Obsah suSiny sa pri porovnani r6znych druhov preduprav vel'mi navzajom nelisil. Najvyssi
podiel suSiny mala lepenka podrobend preduprave ¢islo 3 ato 96,72+0,13% za o
nasledovali lepenky predupravené metédami 4 a5 spodielom suSiny 96,18 £ 0,05
a 95,69 + 0,04 % a najnizsie hodnoty boli namerané pri predupravach 1 a 2 kde suSina Cinila
9525+0,23% a95,24+ 0,07 %. Zmeny obsahu suSiny po rdéznych predupravach su
sposobené zmenou krystalickej Struktary celuldozy v materidly.
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4.2.2 Stanovenie celulozy

Tabulka 4.4 Vysledky stanovenia celul6zy v lepenke r6znej predipravy

s prleegggfjvou Muzoric mfritass | mfritass | Msasy | Ms3sy | celuldza | celulozapriemer IS
VZorka 0 0
&, G | [0 | [0 | [ | [% [%]

0,8025 | 34,7015 | 28,5143 | 35,2189 | 28,5418 | 61,05
1 0,8295 | 34,8523 | 33,2523 | 35,3865 | 33,2809 | 60,95 61,05 0,09
0,8358 | 34,7263 | 33,1263 | 35,2676 | 33,1565| 61,15

0,8303 | 34,2689 | 30,2689 | 34,8202 | 30,2902 | 63,84
2 0,8303 | 34,5690 | 32,5690 | 35,1258 | 32,5943 | 64,02 63,94 0,08
0,8328 | 35,1952 | 27,1952 | 35,7512 | 27,2186 | 63,95

0,8501 | 34,2561 | 31,5894 | 34,8813 | 31,6083 | 71,32
3 0,8525 | 33,9562 | 31,9562 | 34,5848 | 31,9757 | 71,45 71,34 0,09
0,8358 | 34,2684 | 31,6017 | 34,8817 |31,6195| 71,25

0,8295 | 32,8346 | 24,8346 | 33,3771 | 24,8601 | 62,32
4 0,8311 | 33,9437 | 32,3437 | 34,4854 | 32,3699 | 62,03 62,27 0,21
0,8311 | 34,5963 | 31,9296 | 35,1397 | 31,9538 | 62,47

0,8425 | 33,9145 | 32,3145 | 34,6458 | 32,3243 | 85,64
5 0,8525 | 35,1524 | 33,1524 | 35,8933 | 33,1637 | 85,58 85,61 0,03
0,8281 | 33,5194 | 31,5194 | 34,2373 | 31,5283 | 85,61

V jednotlivych vzorkach lepenky po roznej preduprave, bol uréeny obsah celulozy.
Vysledky tohto stanovenia st uvedené v tabulke 4.4. Obsah celul6ézy bl pritom vypocitany
podl'a nasledovnych vzt'ahov:

0 _ (Wfrita S4+vzorka ~ Wfrita 5‘4-)
Whrubs celuléza = )

100

Wyzorka
Merita $3.14vzorka — Mfrita $3.1 ] 100)

%celulézyvhrubej celuléze = 100 — < —
Merita $3.24vzorka — Mfrita $3.2

%celuléza = %hrubé celuléza * %celulézyvhrujbej celuléze

Najvyssi obsah celulézy vykazovala lepenka rozomletd na jemny prach podrobend
kombinovanej prediprave MW/NaOH. Celkovy obsah celulozy v takto predupravenej
lepenke predstavoval 85,61+ 0,03 %. Povodny lepenkovy prach pritom obsahoval
61,05+ 0,09 % celuldézy. K navysSeniu obsahu celuldzy o viac ako 20 % doslo hlavne kvoli
rozpusteniu zvySkového ligninu a hemicelul6z v materialy v roztoku NaOH. Cely proces bol
urychleny pdsobenim mikrovinného Ziarenia, ktorého energia pdsobiaca priamo na vizby
materidlu, taktiez podporila zmeny v Struktare lignocelulézového materidlu a tym lepSie
uvolnenie ligninu a hemicelul6z z jeho Struktiry. K néarastu obsahu celuldézy doslo teda vo
vSetkych vzorkach podrobenych mikrovinnému Ziareniu. V pripade predipravy ¢&islo 2 bol
kone¢ny obsah celulézy 63,94 + 0,08 %. K tomuto miernemu narastu doslo pravdepodobne
vd’aka autohydrolyze materialu. Vo vodnom prostredi sa totiz pdsobenim mikrovinného
ziarenia uvoliiuje z lignocelul6zového materialu acetat, ktory prave autohydrolyzu podporuje.
Nahrubo pomleta lepenka s predapravou MW/NaOH mala kone¢ny obsah celuldozy
71,34 + 0,09 %. Oproti tomu pomleta lepenka upravena pomocou MW/Ca(OH), obsahovala
62,27 £ 0,21 % celuldzy. Pri tejto prediprave doslo teda len k miernemu narastu celulozy
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V materialy. Preduprava s hydroxidom véapenatym bola testovand hlavne kvdli predpokladu,
7ze je ho mozné po preduprave jednoduché recyklovat anédroky na bezpecnost prace
arovnako aj ekonomické naroky st pri jeho pouziti nizSie ako pri pouziti NaOH.
Zuvedenych vysledkov ale vyplyva, ze nahradenie hydroxidu sodného hydroxidom
vapenatym pri prediprave lepenky nie je vhodné.

4.2.3 Urdenie vel’kosti ¢astic lepenkového prachu

Hmotnostna distribucia vel’kosti ¢astic

T R L

Zvysok na site [g]

1,0 {-Jt oo
0,57 043

0,21 0,15 0.07 ,—| 0,11
0,0 I I L 1 : L 1

suma 0,800 0,400 0,315 0,280 0,090 0,063 0,032 0,000
Velkost’ 6k [mm]

Graf 4.5 Hmotnost’ zvyskov materialu na jednotlivych sitach s rozdielnou vel'kost'ou ok.

Stanovenie velkosti Castic bolo uskutocnené pomocou sustavy sit ako bolo popisané
Vv kapitole 3.9.3. Toto stanovenie bolo uskuto¢nené len pre jemny lepenkovy prach ziskany
mletim na vibracnom mlyne.

5,00 g navazeného analytu, s presnostou 0,01 g, bolo umiestnenych na sito s najvacsim
priemerom 0k a to 0,800 mm, pod ktorym sa nachadzali sitd s postupne klesajicou velkost'ou
ok. Po dokladnom preosiati boli s presnostou na 0,01 g zvazené zvysky na jednotlivych
sitaich. Vd'aka ziskanym tdajom bol stanoveny aj vaZeny priemer Castic daného materialu,
ktory bol stanoveny na 0,153 mm.

4.3 Optimalizacia pouzitého substratu

Optimalizacia prebiehala podl'a ndvodu uvedeného v kapitole 3.12.4. Vysledky
experimentu su zndzornené v nasledujiicom grafe.
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Hydrolyza predupravenej lepenky
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Graf 4.6 Zavislost’ koncentracie glukozy na Case pri pouziti roznych druhov predupravenej
lepenky. 1: mlyn + vibr. Mlyn; 2: mlyn + MW; 3: mlyn + MW/NaOH,;
4: mlyn + MW/Ca(OH),; 5: mlyn + vibr. mlyn + MW/NaOH

Z grafu vyplyva ze najvysSej konecnej koncentracie glukézy sa dosiahlo pri pouziti
lepenky s predupravou cislo 5 ako substratu. Koncentracia glukézy pri pouziti takto
predupravené¢ho  substratu  bola 27,96+ 0,12 g/l. Druhej najvysSej koncentracie
23,89 + 0,05 g/l bolo dosiahnutych pri hydrolyze lepenky s predapravou ¢islo 3. Pri pouziti
predupravy 4 bolo dosiahnuty vel'mi podobny vysledok ako pri pouziti lepenkového prachu
bez chemickej predupravy, ¢ize preduprava ¢. 1, kde konecné koncentracie glukozy boli
18,45+ 0,13 g/l a18,41+0,17 g/l. Najnizsi vytazok bol potom dosiahnuty pri pouziti
lepenky s predapravou ¢. 2 a to 16,97 = 0,08 g/l.

Tabul’ka 4.5 Porovnanie experimentalnych vytazkov glukozy ziskanych po hydrolyze
rozne predupravenych lepeniek

CoLu Vot MLy m Mee teor. exp.
substrat [o/1] [r‘;;Jli” [dl [Sip [gci vytazok |vytazok | goLu/Upapiera
GLU [g] [%]
lepenka €. 1 18,41 100 1,84 400 | 2,44 2,71 67,92 0,46
lepenka ¢.2 | 16,97 100 1,70 4,00 | 2,56 2,84 59,78 0,42
lepenka €. 3 23,89 100 2,39 4,00 | 2,85 3,17 75,42 0,60
lepenka ¢. 4 | 18,45 100 185 | 4,00 | 2,49 2,76 66,73 0,46
lepenka ¢.5 | 27,96 100 2,80 4,00 | 3,42 3,80 73,56 0,70

Z tabulky 4.5 vyplyva, ze najvysSieho experimentalneho vytazku glukézy bolo
dosiahnutého pri predaprave MW/NaOH. Experimentidlny vytazok pri tejto preduprave
dosahoval 75,42 % z teoretického vytazku. Teoreticky vytazok vychadza z predpokladu, ze
hydrolyzou 1 g celuldzy ziskame 1,11 g glukdzy. Druhy najvys$si experimentalny vytazok bol
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stanoveny u lepenky €. 5 a to 73,56 %. Nasledovala lepenka ¢. 15 67,92 %, d’alej lepenka €. 4

Experiment prebichal do ustdlenia koncentracie glukézy v médiu, t.j. 66 h, v objeme
100 ml. Kvoli charakteru substratu predupraveného mikrovinnym ziarenim musela byt
zvolena koncentracia 4 % w/V.

Pre SSF vo fermentore bola teda vybrand lepenka ¢. 3, vdaka najvysSiemu
experimentalnemu vytazku a lepenka €. 1, z dovodu moznosti overenia reprodukovatelnosti
vysledkov dosiahnutych Ing. Lepafom.

Pri lepenkach predupravenych pomocou mikrovinného ziarenia bol pozorovany mensi
prirastok pentdz pocas hydrolyzy.
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Graf 4.7 Prirastok koncentracie pentdz v hydrolyzatoch rézne predupravenych druhov
lepenky. 1: mlyn + vibr. Mlyn; 2: mlyn + MW; 3: mlyn + MW/NaOH,;
4: mlyn + MW/Ca(OH),; 5: mlyn + vibr. mlyn + MW/NaOH

Znizenie koncentracie pentdz suvisi zrozpustenim a extrakciou hemiceluléz pocas
preduprav s pouzitim mikrovinného Ziarenia. Tento fakt podporuje teériu a dochadza teda
k lepsiemu spristupneniu celuldézy pre celulolytické enzymy, ¢o ma d’alsi dopad na zvysenie
ucinnosti hydrolyzy substratu.

4.4 Enzymaticka hydrolyza odpadnej lepenky

Hydrolyza prebiehala vo fermentore tak ako bolo popisané v kapitole 3.11.1. ISlo hlavne
0 overenie reprodukovatelnosti vysledkov dosiahnutych v praci Ing. Lepafe a prenesenie
celého procesu do védésieho pracovného objemu, taktiez s lepSou moznost’ou kontroly teploty
a mieSania média. Pre proces boli pouzité poznatky z uz spominanej diplomovej prace a jeho
vysledky su znazornené pomocou nasledovného grafu.
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Graf 4.8 Hydrolyza odpadnej lepenky pomletej na jemny prach, pre overenie
reprodukovatelnosti vysledkov dosiahnutych v préci Ing. Lepate

Hydrolyza bola ukoncend po 96 hodindch. Po tomto case obsahoval hydrolyzat
25,36 + 0,52 g/l glukdzy a koncentracia pentdz bola 8,13 + 0,64 g/l. V predchadzajicej praci
bola dosiahnuta maximalna koncentracia glukozy po 96 h 15,03 g/l. Mozno teda s ur¢itost'ou
povedat’ ze pouzitim fermentoru boli zabezpecené pre hydrolyzu optimalnejSie podmienky,
vdaka comu sa dosiahli zna¢ne vysSie vytazky glukdzy. ISlo hlavne o lepSiu distribuciu
teploty a dosiahnutie dokladnejSicho premieSania celého objemu média oproti laboratorne;
trepacke.

Z grafu je taktiez zreymy doélezity fakt a to ten, ze k hlavnému narastu koncentracie glukozy
dochéadza v prvych 24 h, nasledne je narast koncentracie pozvolnejsi. Po uplynuti 48 h od
zaCiatku hydrolyzy, ked’ koncentracia glukézy dosahuje 22,55 + 0,56 g/1, je uz jej inhibicny
efekt na enzymy natol’ko silny, ze sa d’al$ia gluk6za uz skoro netvori. V d’alsich 48 h je
prirastok koncentracie glukdzy iba vel'mi maly, necelé 3 g/l. Vychadzajuc z toho poznatku bol
uréeny predpoklad, ze najneskorsi okamih pre zaockovanie média kvasinkami, by mal byt
prave Cas 24 h od pociatku hydrolyzy. Kvasinky potom vd’aka fermentacii gluk6zy uvolnia
vizbové miesta enzymov pre d’alSiu hydrolyzu substratu. Takymto sposobom moézZe byt
dosiahnuté¢ jeho efektivnejSie zhodnotenie.
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4.5 Rastova krivka S. cerevisiae na Standardnom médiu

Na zaklade udajov v tabulke 3.3 s pridavkom glukézy v mnozstve 100 g/l, bolo pripravené
kultivaéné médium pre Saccharomyces cerevisiae. Kultivacia prebiechala v termostate pri 30
a 40 °C. Na zaklade hodnét absorbancie ziskanych turbidimetricky pri vinovej dizke 600 nm
bol zostrojeny graf jej zavislosti na ¢ase, ¢o zodpoveda rastovej krivke.

Rastové krivky S. cerevisiae
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Graf 4.9 Rastové krivky S. cerevisiae pri teplote 30 a 40 °C.

V grafe 4.9 je zretel'na lag faza trvajuca pri kultivacii pri 30 °C, kultivacna teplota inokula,
5 hodin po ktorej nasleduje exponencialna faza trvajiica zhruba do 22 h. Inokulum bolo teda
odoberané v ¢ase 12 — 13 hodin od zaoCkovania média. V tomto ¢asovom rozpiti sa nachadza
stred exponencidlnej fazy a bunky vykazuju tym padom najvyssiu vitalitu a taktiez je po ich
preneseni do produkéného média skratend nasledna lag faza.

Pri teplote 40 °C je uz sice narast buniek pomalsi a nedosahuje takych koncentracii ako pri
30 °C, taktieZ je predizend lag faza na 7 h, ale kultara je napriek tomu viditelne vitalna.
Rastova krivka pri tejto teplote bola zostrojend z toho dévodu aby bolo mozné urcit’, ¢i buda
kvasinky zivotaschopné aj pri takychto podmienkach kultivacie.

4.6 Stanovenie zavislosti po¢tu buniek na optickej hustote

Pocet buniek bol stanoveny pomocou agarovych platni obsahujtcich Ziviny podl'a tabulky
3.3 2100 g/l glukdzy. Vzorky odobrané z média v ¢ase 12 h boli zriedené podl'a tabul’ky 4.6.
Pomocou turbidimetru bola urcena ich turbidimetricka absorbancia a po spocitani kolonii aj
zodpovedajuci pocet buniek. Na zéklade tychto dat bol zostrojeny graf zavislosti poctu buniek
na optickej hustote.
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Tabul’ka 4.6 Zavislost’ po¢tu buniek na optickej hustote

riedenie Asoo CFU/mlI
10 0,44 1400000,00
12 0,38 1166666,67
15 0,28 933333,33
20 0,23 700000,00
30 0,16 466666,67
100 0,05 140000,00
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Graf 4.10Zavislost’ poctu buniek na optickej hustote média.
4.7 Optimalizacia procesu SSF

4.7.1 Optimalizacia ¢asu zaofkovania produkéného média

Z dovodov uvedenych v kapitole 3.12.1 bol optimalizovany ¢as pridania inokula
k produk¢nému substratu. Experimenty prebiehali v bankach o objeme 75 ml a mnozstvo
buniek po pridani inokula ¢inilo 40-10° CFU/ml, tak ako bolo stanovené optimalizaciou
v praci Ing. Lepare. Vysledky st zhrnuté v nasledovnych grafoch.
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Graf 4.11 Zmena koncentracie glukozy a etanolu v zavislosti na Case, pri zaockovani
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Graf 4.12 Zmena koncentracie glukdzy a etanolu v zavislosti na Case, pri zaockovani
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Inokulacia 12 h
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Graf 4.13 Zmena koncentracie glukozy a etanolu v zavislosti na Case, pri zaockovani
produkéného média v ¢ase 12 h od zaciatku enzymatickej hydrolyzy.

Inokulacia 24 h
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Graf 4.14 Zmena koncentracie glukézy a etanolu v zavislosti na Case, pri zaockovani
produkéného média v ¢ase 24 h od zaciatku enzymatickej hydrolyzy.
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Z grafov vyplyva, Ze najlepSieho vysledku bolo dosiahnuté pri zaoCkovani produkéného
média ihned’ po pridani enzymov. Pri zao¢kovani v ¢ase 0 h od pociatku bola dosiahnuta po
48 h koncentracia etanolu 9,11 g/l a koncentracia glukozy bola 13,41 g/l. Pri zaocCkovani
v Case 6 h od pociatku hydrolyzy bola dosiahnuta koncentracia etanolu 8,74 g/l a koncentracia
glukozy 14,63. Ockovanie v ¢ase 12 h malo na konci 48 h koncentraciu etanolu 7,03 g/l
a koncentraciu glukézy 15,12 g/l a najmensieho vytazku etanolu bolo dosiahnuté pri ockovani
v ¢ase 24 h ato 5,10 g/l a koncentracia zvyskovej glukézy ¢inila 22,77 g/I. Uéinnost’ premeny
celulozy na etanol pri jednotlivych ¢asoch je zhrnuta v tabul’ke 4.7.

Tabulka 4.7 Teoretické a experimentalne vytazky etanolu ziskané po SSF s roznymi
¢asmi zaocCkovania.

Cas zaoCkovania teoreticky experimentalny
produkéného média vytazok vytazok
[h] etanolu [g] etanolu [%]
0 2,08 32,93
6 2,08 31,59
12 2,08 25,90
24 2,08 16,43

Ako vyplyva aj z tabulky, nedoslo k predpokladanej limitacii kvasiniek a enzymy boli
schopné hned’ od pociatku hydrolyzy produkovat dostatoéné mnozstvo glukdzy. V stlade
s tymto zistenim boli média pre SSF zaockované vzdy v Case 0 h. V médiu vSak ostavalo
prili§ vela zvySkovej glukozy, preto boli optimalizované d’alSie parametre SSF a to mnoZstvo
inokula a prizivenie.

4.7.2 Optimalizacia mnoZstva pridaného inokula

Optimalizacia prebiehala podla navodu uvedeného v kapitole 3.12.2. Inokulum bolo
pridavané tak aby ¢inilo 10, 15, 20, 25 a 30 % V/V z celkového objemu produkéného média.
Dosiahnuté vysledky st zndzornené v nasledovnych grafoch.
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Graf 4.15 Zmena koncentracie glukozy a etanolu v zavislosti na Case, pri zaockovani
produkéného média inokulom v mnozstve 15 % V/V vzhl'adom k celkovému objemu média.
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Graf 4.16 Zmena koncentracie glukézy a etanolu v zavislosti na case, pri zaockovani
produkéného média inokulom v mnoZstve 20 % V/V vzhl'adom k celkovému objemu média.
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Inokulum 25 %
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Graf 4.17 Zmena koncentracie glukozy a etanolu v zavislosti na Case, pri zaockovani
produkéného média inokulom v mnozstve 25 % V/V vzhl'adom k celkovému objemu média.

Inokulum 30 %
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Graf 4.18 Zmena koncentracie glukozy a etanolu v zavislosti na Case, pri zaockovani
produkéného média inokulom v mnozstve 30 % V/V vzhl'adom k celkovému objemu média.
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Medzi grafmi nie je uvedeny graf zaznamenavajuci zmenu koncentracie glukézy a etanolu
Vv zavislosti na Case, pri zaoCkovani produkéného média inokulom v mnozstve 10 % V/V
vzhl'adom k celkovému objemu média, z toho dovodu, Ze tento graf je totozny s grafom 4.11,
ktory bol uvedeny v prechadzajucej kapitole. Pre lepSiu prehladnost’ vysledkov su konecné
koncentracie etanolu spolu z experimentalnymi vytazkami uvedené v nasledovnej tabul’ke.

Tabul’ka 4.8 Koncentracie etanolu a glukézy po 48 h SSF a experimentalne vytazky

etanolu.
mnoZstvo teor. vytazok | exp. vytazok
pridaného inokula | Cgon [0/1] coLu [0/1] ) ) 0
[% VIV] EtOH [g] EtOH [%)]
10 911 13,41 2,08 32,91
15 12,50 3,21 2,08 45,16
20 14,19 1,93 2,08 51,26
25 13,85 0,95 2,08 50,04
30 12,73 0,00 2,08 45,99

Na zaklade vysledkov uvedenych v tabul'ke 4.8 je zrejmé, Ze najlepSich vysledkov bolo
dosiahnutych pri zaockovani média 20 % V/V inokula. Kone¢né koncentracia etanolu v tomto
pripade ¢inila 51,26 %, ¢o zodpoveda experimentalnemu vytazku 51,26 %. Pri nizSich davkac
inokula nedochéadzalo k efektivnemu vyuzitiu vznikajicej glukézy a tym padom zostavala
nevyuzitad v roztoku hydrolyzatu. Naopak pri vyssich koncentraciach inokula neboli enzymy,
vV danom mnozstve, schopné produkovat’ dostatok glukozy pre kvasinky, ktoré sa dostavali do
limitacie substratom a tym padom klesla ich produktivita. Na zéklade uvedenych faktov bolo
teda v d’alsich experimentoch mnozZstvo pridavaného inokula prave 20 % V/V vzhl'adom
k objemu média.

4.7.3 Optimalizicia mnoZstva a druhu pridanych Zivin

Ako uZ bolo spomenuté v kapitole 3.12.3, lepenka je substratom, ktory je pomerne
chudobny na Ziviny a to hlavne ¢o sa tyka dusikatych zivin a zivin obsahujucich fosfor a siru.
Preto sa pristupilo k pridaniu zivin k médiu ato jednak v mnozstve azlozeni ako bolo
uvedené v tabulke 3.3 anésledne s nahradenim kvasni¢ného extraktu mocovinou v roznej
koncentracii. K tomuto nahradeniu doslo hlavne z ekonomickych pri¢in. Mocovina je totiz
omnoho lacnejSia ako kvasni¢ny extrakt. Vysledky experimentu prebiehajuceho podla
kapitoly 3.12.3 st zaznamenané v nasledujucich grafoch.
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VyZiva s kvasni¢nym extraktom
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Graf 4.19 Zmena koncentracie glukézy a etanolu v zavislosti na ¢ase v produkénom médiu
S pridavkom zivin.

Vyziva s 0,5 g/l mocoviny
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Graf 4.20 Zmena koncentracie glukdzy a etanolu v zavislosti na ¢ase v produkénom médiu
s pridavkom zivin a 0,5 g/l mocoviny.
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Vyziva s 1,0 g/l mocoviny
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Graf 4.21 Zmena koncentracie glukdzy a etanolu v zavislosti na ¢ase v produkénom médiu
s pridavkom zivin a 1,0 g/l moc€oviny.

Vyziva s 1,5 g/l mocoviny
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Graf 4.22 Zmena koncentracie glukdzy a etanolu v zavislosti na ¢ase v produkénom médiu
s pridavkom zivin a 1,5 g/l moc€oviny.
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Vyziva s 2,0 g/l mocoviny
e s D s
14
12
10

c [9/1]

o N b~ OO ©

t[h]

—%—Glukoza —— Etanol

Graf 4.23 Zmena koncentracie glukdzy a etanolu v zavislosti na ¢ase v produkénom médiu
s pridavkom zivin a 2,0 g/l moc€oviny.

Ako vidiet' v grafoch 4.19 az 4.23 pridanie zivin neprispelo k zvySeniu obsahu etanolu az
na vynimku s prizivenim s pridavkom 2,0 g/l mocoviny, ale ani v tomto pripade sa nejednalo
0 vyznamny prirastok oproti médiu, ktoré nebolo dozivené. Pri doZziveni totiz ocividne
dochadza k prili§ rychlemu néarastu biomasy, ktora spotrebtiva viac glukozy ako su schopné
vyprodukovat’ celulolytické enzymy. Znaénu limitaciu mozno vidiet' hlavne pri grafe 4.19,
kedy nebolo mozné od 12 h detegovat’ v médiu Ziadnu glukdézu a koncentracia etanolu réstla
len velmi pomaly. Tabulka 4.8 wukazuje pre lepSie porovnanie aj porovnanie
experimentalnych vytazkov etanolu.

Tabulka 4.9 Experimentalne vytazky etanolu a kone¢né koncentracie glukozy a etanolu
v médiu po 48 h SSF s pridavkom réznych zivin.

Ziviny Ceton [9/1] CoLu [9/1] tec;glit Eng]Ok exEI?[.OVI_};t [?,/ZO(])k
podl’a tabul’ky 3.3 12,33 0,00 2,08 44,55
0,5 g/l moCoviny 12,56 2,74 2,08 45,38
1,0 g/l moCoviny 12,86 1,89 2,08 46,46
1,5 g/l moCoviny 13,37 1,50 2,08 48,30
2,0 g/l moCoviny 14,51 0,55 2,08 52,42

Na zéklade ziskanych vysledkov, bolo pridanie zivin vyhodnotené ako neekonomické.
Inokulum vo vhodnom mnozstve dokaZe totiz samo o sebe vyprodukovat porovnatelné
mnozstva etanolu za rovnaky ¢as bez dodatocného vyzivenia. NavySe je nutné podotknut’, ze
experimenty prebiehali s inokulom, ktoré bolo pred pridanim do produkéného média
precistené od zvySkovych zivin premytim destilovanou vodou. Bolo by teda mozné
a ekonomicky vyhodné pridavat nepremyté inokulum spolu so zvySkovymi zivinami. Pri
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takomto postupe treba ale zvazit' mozné problémy spojené s faktom, Ze by sa do produkéného
média spolu s inokulom dostali okrem zvySkovych zivin aj zvySky glukézy. Ak by
koncentracia takto pridanej glukézy bola totiz prili§ vysokd, nad 10,0 g/I, mohla by spdsobit’
nechcent inhibiciu enzymov a tym znizit’ vytazky z lignocelul6zového substratu.

4.8 SSF odpadnej lepenky vo fermentore

Pri procese SSF uskuto¢nenom vo fermentore boli testované dva substraty a to lepenka
predupravena pomocou vibracného mlynu alepenka upravena pomocou kombinovanej
predapravy MW/NaOH. Experimenty prebiehali vo fermentore o objeme 2,0 I. Ako reakéné
prostredie bol zvoleny 0,1 M citrato-fosfore¢nanovy pufor s pH 4,8. Enzymy boli davkované
vzdy tak aby koncentracia celulazového komplexu bola 6 % w/w na TS a B-glukozidazy
0,6 % w/w na TS. Cely proces prebichal pri teplote 40 °C. Lepenkovy prach bol davkovany
v mnozstve 8 % w/V alepenka s predipravou MW/NaOH v mnozstve 4 % w/V. Nizsia
koncentracia lepenky S touto predupravou musela byt zvolena kvoli charakteru tohto
materialu. Jej suspenzia bola pri koncentracii 8 % w/V tak viskdzna, Ze bolo znemoZnené jej
efektivne premiesanie atym padom aj efektivne spristupnenie celulozovych vlakien pre
enzymatickll hydrolyzu.

4.8.1 Substrat —lepenka predupravena vibra¢nym mlynom

Davkovanie lepenky a podmienky experimentu boli nastavené tak ako bolo popisané
v predchadzajucej kapitole. Pre efektivnu dispergdciu boli nastavené otacky mieSadla
fermentoru na 150 rpm. Vysledky ziskané po 48 h SSF st zhrnuté niZsie.

SSF, 150 rpm
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Graf 4.24 Zavislost’ zmeny koncentracie etanolu a gluk6zy v médiu pocas 1. pokusne;j
SSF.

Na zéklade grafu 4.24 bolo zistené, Ze otaCky mieSadla boli nastavené na prili§ vysoku
hodnotu. S najviac¢Sou pravdepodobnost'ou posobili na kvasinky prili§ velké tazné a strizné

51



sily ¢o viedlo k ich poskodeniu. Nebola tym padom efektivne vyuzita vznikajica glukdza
a nevznikalo dostato¢né mnozstvo etanolu, ktorého koncentracia dosiahla iba 12,87 gll.
Z tychto dovodov bolo zvolené miesanie minimalne a to 50 rpm.

SSF, 50 rpm
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Graf 4.25 Zavislost’ koncentracie etanolu a glukdzy v médiu pri SSF s otackami miesadla
50 rpm.

Otacky 50 rpm sa uz ukazali ako vhodné. Avsak spotreba glukozy kvasinkami bola prili§
rapidna a doSlo k limitacii substratom, ktora nastala v 37 h a koncentracia etanolu kolisala
okolo 20,00 g/l azastavila sa na 20,11 g/l. Ztohto dovodu bolo navrhnuté kratkodobé
zvysenie teploty média na 50 °C. Po dosiahnuti tejto teploty bola udrziavana po dobu dvoch
hodin. ZvySenie teploty totiz zabezpeci optimalne podmienky pre enzymaticki hydrolyzu,
¢im sa ziska viac glukdzy a zaroven sa doCasne zniZi vitalita kvasiniek, takZe vznikajuca
glukodza sa nevyuZije okamzite na ich rast. Teplota bola po dvojhodinovej vydrzi zniZzena spat’
na 40 °C aboli sledované vznikajice produkty SSF. Tento predpoklad bol aplikovany
a overeny v procese SSF, kedy bola teplota zvySena podla vyssie uvedeného v 24. hodine
a priebeh tejto SSF je znazorneny na grafe 4.25.
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SSF, 50 rpm, kratkodobé zvySenie teploty
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Graf 4.26 Overenie predpokladu o kratkodobom zvyseni teploty média a vysledny vplyv
na zmenu koncentracie etanolu a glukozy. Hodnoty ziskané po tomto teplotnom vykyve maju
zmenenu farbu na cervenu.

Z grafu 4.26 je jasne zreteI'né, Ze bol predpoklad o zvyseni teploty spravny. Koncentracia
glukézy v médiu mierne stupla a boli ziskané d’alSie 3,38 g/l etanolu. Koneéna koncentracia
etanolu v médiu teda cinila 23,49 g/l. Pre lepSie vyhodnotenie ziskanych vysledkov bola
zostavena nizsie uvedena tabulka.

Tabulka 4.10 Kone¢né koncentracie etanolu a glukozy v produkénom médiu po
prebehnuti SSF a experimentalne vytazky etanolu.

.. teor. vytazok | exp. vytazok
oznacenie SSF Ceron [0/1] CaLu [0/1] EtOH [q] EtOH [%]
150 rpm 12,87 12,32 55,41 46,46
50 rpm 20,11 0,00 55,41 72,59
kratkodobe 23,49 3,09 55,41 84,79

zvysenie teploty

Najvyssieho experimentalneho vyt'azku teda bolo dosiahnuté v procese SSF s kratkodobym
zvySenim teploty a to 84,79 %. Napriek tomu nemozZno tento proces jednoznacne odporucit’
pretoze sa pri jeho vyuZiti zvySuju naklady vynaloZené na priebeh procesu. Bolo by teda
nutné uskutocnit’ ekonomicku analyzu, ktord by stanovila ¢i je zvySenie koncentracie etanolu
dostato¢ne vysoké aby pokrylo uz spominané vyssie prevadzkové naklady.

4.8.2 Substrat — lepenka predupravena pomocou MW/NaOH

Davkovanie lepenky a podmienky experimentu boli nastavené tak ako bolo popisané
V kapitole 4.8. Otacky mieSadla fermentoru boli po predchédzajucich skisenostiach nastavené
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na 50 rpm ahydrolyza prebichala po dobu 48 h. Priecbeh SSF, ktora trvala 48 h, je
zaznamenany na nasledujucom grafe.

SSF, MW/NaOH

14

12
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c [9/1]

A~ O o0

0 2 406 8101214161820222426283032343638404244464850
t[h]

—%—Glukoza —— Etanol

Graf 4.27 Priebeh SSF pri pouziti lepenky predupravenej pomocou MW/NaOH ako
substratu.

Pri pouziti lepenky predupravenej pomocou mikrovinného Ziarenia za sticasného Uc¢inku
NaOH bola dosiahnuta v 48 h procesu SSF koncentracia etanolu 12,60 g/l so zvyskovou
koncentraciou glukézy v médiu 3,61 g/l. Experimentdlny vytazok za danych podmienok
dosahoval 77,85 %, bolo teda ziskanych 25,20 g etanolu z teoretického mnozstva 32,37 g,
ktoré by vznikli pri 100% premene vsetkej celulozy na etanol.

Aj ked je ulinnost’ tohto procesu, v porovnani s predchddzajiicou kapitolou, pomerne
vysoka, bolo nutné pri tomto druhu substratu pouZit’ jeho niZsie pociato¢né koncentracie. Tato
skutocnost’ viedla k tomu Ze napriek uZ spominanému experimentalnemu vytazku, bola
koncentracia etanolu len 12,60 g/1. Takato nizka koncentracia by totiZ pri d’alSich downstream
procesoch, hlavne destilacia, znamenala nechcené ekonomicke straty.
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5 Zaver

V nadvéznosti na diplomové prace Ing. Brummera a Ing. Lepate, bola uskuto¢nena d’alSia
optimalizacia vyuzitia odpadnej lepenky ako substratu pre proces SSF. Taktiez bol cely
proces preneseny z malych testovacich objemov (50 — 100 ml), do objemu 2,0 | pri lepSom
zabezpeceni optimalnych podmienok pomocou riadenej SSF vo fermentore.

Pre enzymaticku hydrolyzu bol vyuzity testovaci balicek Novozymes® Biomass kit
poskytnuty firmou Novozymes®. Konkrétne boli z balicku na proces SSF vyuzité enzymové
preparaty NS50013 (celulolyticky komplex) a NS50010 (B-glukozidiza). Fermentacia
vznikajucej glukozy bola zabezpecena kvasinkami Saccharomyces cerevisiae.

Pre moznost’ vyhodnotenia priebehu procesu bola stanovena zékladna kompozi¢na analyza
substratov. Z tohto hl'adiska bol najdolezitejsi obsah celuldzy. Ktory sa pri lepenkach réznych
preduprav pohyboval v rozmedzi od 61,05 % do 85,61 %. Najvyssicho obsahu celulozy sa
dosiahlo rozomletim lepenky na jemny prach a naslednou dispergaciou tohto prachu v roztoku
3% NaOH, pri¢om bola suspenzia vystavena mikrovlnnému ziareniu o Sile 700 W po dobu 5
minut (preduprava MW/NaOH).

Po kompozi¢nej analyze bola stanovend ucinnost hydrolyzy jednotlivych rozne
predupravenych druhov lepenky. Experimentalne vytazky gluk6zy vzhladom ku vstupnej
celuloze kolisali v rozmedzi 59,78 — 75,42 %. NajvysSej G€innosti bolo opat’ dosiahnuté pri
lepenke s predipravou MW/NaOH. Experimentalny vytazok pri pouziti lepenkového prachu,
ktory bol dalej pouzity pre moznost porovnania s predchddzajucimi vysledkami, bola
67,92 %.

Pri preneseni procesu hydrolyzy do fermentoru o objeme 21 bola zistena omnoho lepsia
ucinnost’ hydrolyzy substratu nakolko bola po 96 h dosiahnutad koncentracia glukozy
25,36 g/1. Oproti tomu pri experimentoch Ing. Lepate v 50 ml Erlenmeyerovych bankach bolo
dosiahnutych len 15,03 g/l glukoézy za rovnaky Cas. ZvySenie koncentracie o 10, 33 g/l je
S najvacsou pravdepodobnost'ou spojené s lepSou dispergaciou substratu pomocou mieSadla
fermentoru, ale taktiez vd’aka lepSej moznosti kontrolovania teploty média, ktora mohla byt
opit’ vd’aka mieSaniu distribuovana rovnomernejsie.

Pri pokusoch soptimalnym casom zaockovania média pre SSF bolo zistené, ze je
najvhodnejSie médium zaockovat' okamZite po naStartovani enzymatickej hydrolyzy. Pri
tomto zaockovani sa obsah etanolu v testovacich bankach pohyboval okolo 9,11 g/l po 48 h
SSF. Oproti tomu sa kazdé zaoCkovanie v neskorSom case odrazilo negativne na konecnej
koncentracii etanolu v médiu.

Nakol'’ko ostavalo v médiu relativne vel'’ké mnoZstvo nevyuzitej glukozy, boli uskutocnené
d’alsie optimalizacie tykajuce sa mnozstva inokula a druhu a mnozstva pridavanych zivin.
Experimenty ukazali Ze najlepSieho vytazku sa dosahuje pri pridani inokula v mnoZstve
20 % V/V vzhladom k médiu, pri¢om je pridavané inokulum staré 12 — 13 h pre dosiahnutie
¢o najlepSej vitality buniek. Pri takomto pridavku inokula bola dosiahnuta kone¢na
koncentracia etanolu po 48 hodinach 14,19 g/l. Pridavanie d’alSich zivin k produkénému
médiu sa ukdzalo ako nevyhodné nakol’ko neprispelo k vyznamnému zvySeniu koncentracie
etanolu. Najvyssej koncentracie sa dosiahlo pridanim nasledovnych Zivin: moc¢ovina 2,0 g/I;
KH2PO4 1,0 g/l; MgSOyq - 7TH,0 0,5 g/l a (NH4)2SO4 1 g/l, kedy finalna koncentracia etanolu
dosahovala 14,51 g/I.

Nakoniec boli po zhrnuti vSetkych optimalizacii testované procesy SSF vo fermentore, pri
ktorych bola ako substrat pouzitd jednak lepenka predupravend pomocou vibraéného mlynu,
ale rovnako aj lepenka predupravend pomocou MW/NaOH. Pri pouziti jemného lepenkového
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prachu ziskaného vibraénym mlynom bola dosiahnutd koncentracia etanolu 20,11 g/l, co
zodpoveda experimentdlnemu vytazku 72,59 %. Tento vytazok mdze byt eSte d’alej mierne
zvyseny ato kratkodobym zvySenim teploty na 50 °C. Predide sa tak limitacii kvasiniek
substratom, ktora v procese nastdva okolo 37. hodiny od zaoCkovania. Touto operaciou sa
kratkodobo zvysi aktivita enzymov a zaroven znizi rychlost’ fermentacie kvasiniek. Takto sa
so substratu moze uvolnit’ viac glukdzy a kvasinky mozu vyprodukovat’ vyssie koncentracie
ctanolu. Pri tomto postupe bolo ziskanych 23,49 g/l etanolu, zodpovedajtcich
experimentalnemu vytazku 84,79 %.

Lepenka predupravend metodou MW/NaOH poskytla kone¢nii koncentraciu etanolu
12,60 g etanolu doslo teda k premene 77,85 % dostupnej celuldzy na finalny produkt etanol.
NizSia koncentracia etanolu s vy$Sim experimentalnym vytazkom, pri druhom z uvedenych
substratov, je zapriCinend tym Zze davkovanie tohto substratu bolo len 4 % w/V. Nizsie
davkovanie bol zvolené z dovodu vysokej viskozity média pri vysSich koncentraciach tuhého
podielu. Aj napriek niz§iemu experimentalnemu vytazku je vSak vhodnejSim substratom
lepenka pomletd vibraénym mlynom, pretoze naklady na ziskanie etanolu z jeho
koncentrovanejsich roztokov su mensie ako pri menej koncentrovanych fermentoch.

Celkovo mozno na zdklade zistenych udajov povedat, ze by bola vhodnd dalSia
optimalizacia procesu vo fermentore alebo va¢Som reaktore, hlavne by bolo vhodné zvysit
mnozstvo davkovaného substratu atym ziskat' vysSie koncentricie etanolu. Pri zvySeni
koncentracie substratu bude vSak snajvicSou pravdepodobnostou potrebné znovu
optimalizovat’ hlavne mnozZstvo pridavaného inokula, nakol’ko bude v médiu dostupna vyssia
koncentracia glukézy. Taktiez by bolo vhodné pre metédu SSF otestovat’ aj iné
mikroorganizmy, hlavne také, ktoré dokazu zuzitkovat’ aj pentdzy vznikajuce pri hydrolyze.
Z ekonomického hladiska by potom stilo za zmienku pouzitie imobilizovanych MO
a pripadne aj enzymov, ¢im by sa umoznila ich jednoducha recyklacia a znizili prevadzkové
naklady.
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7 Zoznam skratiek

A — absorbancia

ATP — Adenosintrifosfat

c — koncentracia

CBU — cellobiase unit — celobiézova jednotka

CFU — Colony-forming unit — kolonie vytvarajica jednotka
EGU — endo-glucanase unit — endoglukanazova jednotka
EtOH — etanol

Exp. — experimentalny

FCH VUT — Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické

FPU — filter paper unit

GLU — glukéza

hod. —hodina

HPLC — vysokotlaka kvapalinova chromatografia

IS — interval spol'ahlivosti

m — hmotnost

MO — mikroorganismus, mikroorganismy

MW/NaOH - preduprava pomocou roztoku hydroxidu sodného v kombinacii

s mikrovlnnym Zziarenim
MW)/Ca(OH), — predaprava pomocou roztoku hydroxidu vapenatého V kombinacii
s mikrovlnnym Zziarenim

p.a. — pro analysi (lat.) — oznacenie chemikalii k analytickym uc¢elom

PE — Polyethylene glycol

Ri — refraktometricky detektor

rpm — rotations per minute — otac¢ky za minutu

RS — redukujice sacharidy

SHF — separate hydrolysis and fermentation — oddelena hydrolyza a fermentacia

SSF — simultaneous saccharification and fermentation — simultanna sacharifikacia
a fermentacia

TS — total solids — stthrn tuhych Castic

\ — objem

% VIV — objemovych % na objemové %

% w/V — hmotnostnych % na objemové %

% wiw — hmotnostnych % na hmotnostné %
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