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ABSTRAKT

Tato diplomova praca je zamerana na proces enzymatickej hydrolyzy lignocelul6zového
materialu — odpadového papiera ako zdroj suroviny pre vyrobu kvapalnych biopaliv.

V teoretickej Casti prace su zhrnuté doposial pouzivané metddy hydrolyzy a vyuzivané
lignocelulézové materidly pre proces hydrolyzy ako zdroj fermentovatelnych sacharidov pre
fermentacné technoldgie. Jednotlivé druhy odpadového papiera su hodnotené zo stranky
zloZenia a vyuzitelnosti s ohladom na proces vyroby papiera s cielom vyberu vhodnych
druhov odpadového papiera pre proces enzymatickej hydrolyzy. V d’alSej Casti prace su
naznaCené technologické predpoklady a postupy pre predupravu suroviny a naslednu
enzymatick hydrolyzu takto predupravenej suroviny.

V experimentalnej Casti boli optimalizované parametre enzymatickej hydrolyzy s pouzitim
enzymatického bali¢ka firmy Novozymes®. Bola sledovana enzymova degradacia celulozy na
zaklade prirastku redukujucich sacharidov pomocou metdody Somogyiho — Nelsona. Pre
overenie podmienok hydrolyzy boli pouzité modelové materialy s vysokym obsahom celulozy
— bunicina a filtraény papier. Podmienky, ktoré sa na modelovych materidloch javili ako
najvyhodnejsie, boli overované na konkrétnych odpadovych papierovych materialoch — ofset
kartone, lepenke, recyklovanom papieri, papieri MYsol matny apre porovnanie opéat
na modelovych materidloch — bunicine a filtranom papieri. Najvyssie vytazky enzymatickej
hydrolyzy boli dosahované s pouzitim lepenky, na ktorej boli dalej testované rdzne
kombinacie predupravy materialu s cielom zvysit vytazky hydrolyzy.

ABSTRACT

This master’s thesis is aimed at process of enzymatic hydrolysis of lignocellulosic material
— waste paper as a source of raw material for production of liquid biofuels.

In the theoretical part of this work are summarized previously used methods of hydrolysis
and lignocellulosic materials used for the process of hydrolysis as a source of fermentable
sugars for fermentation technology. The different types of waste paper are evaluated from the
composition and usability with consideration to the papermaking process in order to select the
appropriate type of waste paper for the enzymatic hydrolysis process. In the next part of this
work are suggested technological premises and procedures for the preparation of raw
materials and the subsequent enzymatic hydrolysis of these pre—treated materials.

In the experimental part were optimized parameters of enzymatic hydrolysis using the
Novozymes® company enzyme package. Enzymatic degradation of cellulose to reducing
sugars was observed using Somogyi — Nelson method. For the verification of hydrolysis
conditions were used model materials with high cellulose content — pulp and filter paper.
Conditions, which seems to be the best after testing on the model materials, were verified on
specific waste paper materials — offset cardboard, recycled paper, matte MYsol paper and for
comparison again on model materials — pulp and filter paper. The highest yields was achieved
with the use of cardboard, which was further tested using various combinations of
pretreatment to material for purpose of increase the yields of hydrolysis.
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1 UVOD

So zvySujucim sa poc¢tom dopravnych prostriedkov, vzrasta cestna premavka a mnozstvo
spotrebovanych motorovych paliv. Dopravny sektor EU vykazuje viac ako 30 % konecnej
spotreby energie a podlieha neustalemu rastu, priCom jeho zavislost na rope dosahuje az 98
%. Aby bolo udrzatel'né dlhodobé zasobovanie nosi¢mi energie pre individualnu dopravu,
s prihliadnutim na politickl nestabilitu v zdrojovych regionoch, sa predpoklada maximalne
usporné zaobchadzanie s pohonnymi hmotami a hlavne stredne a dlhodoba diverzifikacia
energetickych zdrojov pouzivanych na vyrobu pohonnych hmét so zahrnutim alternativnych
a obnovitel'nych zdrojov. [1]

V EU sa predpoklada zvySenie emisii CO2 z dopravy o 50 % medzi rokmi 1990 az 2010.
[2] Preto sucast'ou globalneho usilia EU na obmedzenie emisii sklenikovych plynov o 20 %
do roku 2020 je i snaha o SirSie uplatiiovanie biopaliv v doprave. Do roku 2010 by malo dojst’
k navySeniu mnozstva biopaliv spotrebovavanych v doprave na 5,75 % a do roku 2020 na
10 % podiel podl'a smernice 2003/30/EC o podpore vyuzivania biopaliv. 3, 4]

Z ekonomickych a tiez ekologickych dovodov je vhodné vyuzivat ako zdroj pre vyrobu
kvapalnych biopaliv odpadové suroviny. Tieto suroviny mézu byt podrobené enzymatickej
hydrolyze, ¢o je jedna zatial nie velmi vyuzivana metoda, jedna sa vSak o vel'mi ekologicku
cestu a taktiez za€ina byt znacne ekonomicky rentabilna, vzhl'adom na nizke ceny vstupnych
surovin a ich vel'mi vysoku dostupnost’ a postupny pokles cien izolovanych enzymov.

Enzymaticka hydrolyza nezatazuje zivotné prostredie, pretoze nevznika problém s velkym
mnozstvom odpadovych vod spojenych s vyuzitim kyslej alebo alkalickej hydrolyzy. Taktiez
nie je nutné pouzitie materidlov zariadeni silne odolnych proti korozivnym tu¢inkom kyselin,
pripadne zasad [5]. Procesy pri enzymatickej hydrolyze prebiehaju pri nizsich teplotach, ide
teda o menej energeticky naro¢ny postup.

Pre vyrobu prvych biopaliv ur€enych pre zazihové motory boli vyuzivané ako suroviny
pol'nohospodarske plodiny so Skrobnatym zakladom ako napr. kukurica a pSenica a suroviny
s obsahom sachar6zy ako cukrova trstina a cukrova repa. Podiel ziskanej energie z procesu k
energii vloZzenej do procesu ziskavania takychto biopaliv je Casto niz§i, nez podiel energii
vlozenych/ziskanych pre zisk paliv z ropy. Etanolovy program je vSak pre niektoré krajiny
velmi ekonomicky vyhodny (napr. pre Braziliu a d’alSie Staty Juznej a Strednej Ameriky),
pretoze znizuje zavislost krajiny na rope, vytvara nové pracovné prilezitosti a znizuje
emisie. [6]

Efektivita technologického postupu zalezi vyznamne na pouzitej surovine a zvolenej
technologii pre vyrobu motorovych paliv. Energeticky nenaro¢né technoldgie vyuzivajuce
vznikajuce odpady pre paralelni vyrobu energii mozu byt znacne vyhodné. Napr. vyroba
bioetanolu z cukrovej trstiny produkuje vdaka sucasnému spalovaniu odpadovej] bagazy
znacné mnozstvo vyuzitel'nej energie naviac.

V stcasne] dobe sa hladaju iné ,nové“ zdroje surovin pre biotechnologicku vyrobu
biopaliv. Ako suroviny pre hydrolyticka produkciu fermentacne zkvasiteInych sacharidov sa
zdaju byt znacne perspektivne lignocelulozové materidly. Medzi lignocelul6zové materialy
mdzeme zaradit napr. slamu, piliny, drevné Stiepky, rychlo rastuce travy, rozne
pol'nohospodarske odpady a zbytky urody, odpadovu papierovinu a d’alsie.

Vytazky enzymatickej hydrolyzy pre rozne materialy sa liSia a zavisia na pouzitej surovine
(zélezi na obsahu a hlavne dostupnosti celulozy v matrici), stupni mechanického rozrusenia,



fyzikalne-chemickych faktoroch ako teplote, pH, diZke pdsobenia enzymov, a ich poGiato&nej
koncentracii, pritomnosti inhibitorov, koncentracii substratu a d’al§ich faktorov. Pre opédtovné
vyuzitie enzymov by bolo vhodné pouzit niektord z moznosti imobilizacie enzymov, ale
oddelenie enzymov od nahromadeného produktu a tuhého zvysku hydrolyzy komplikuje fakt,
Ze substrat je nerozpustny material.

V spolupraci s firmou VUCHZ a.s. sa podarilo ziskat' testovaci bali¢ek enzymov firmy
Novozymes®. Tento bali¢ek bol overovany na réznych druhoch lignoceluldézového materialu,
najmé na odpadovej papierovine. Cielom bolo stanovit vhodné technologické podmienky
procesu hydrolyzy sdoérazom na efektivne ziskavanie Co najvysSich vytazkov
fermentovatel'nych sacharidov.

2 DEFINICIA A VYMEDZENIE POJMOV
Podra platnej legislativy [2, 7] st definované pouzité pojmy takto:

2.1 Bioetanol (Bioethylalkohol)

Bioetanol je etanol vyrabany zbiomasy a/alebo biologicky odburatelna cast odpadu
pouzivana ako biopalivo. [2]

2.2 Biomasa

Pojem biomasa zahfiia biologicky rozloziteIné frakcie vyrobkov, odpadu a zvySkov
z polnohospodarstva (vratane rastlinnych a zivocisnych latok), lesnictva a pribuznych
odvetvi, ako aj biologicky rozlozite'né frakcie priemyselného a komunalneho odpadu. [2, 7]

2.3 Biopalivo

Biopalivo je kvapalné alebo plynné palivo urcené pre dopravu vyrobené z biomasy. Za
biopaliva st pokladané tieto produkty: bioetanol, bionafta, bioplyn, biometanol,
biodimetyléter, bio—ETBE (etyl-tercio—butyl-éter), bio-MTBE (metyl-tercio—butyl—éter),
syntetické biopaliva, biovodik a Cisty rastlinny ole;j. [2]

Podrla inych zdrojov mézeme definovat’ d’alSie pouzivané pojmy takto:

2.4 Kvapalné biopalivo

Kvapalnym biopalivom rozumieme nositel energetického obsahu pouzivanym
predovSetkym na pohon motorovych vozidiel. Medzi kvapalné biopaliva zaradujeme
biometanol, bioetanol, bionaftu, a Cisty rastlinny olej. [6]

2.5 Papierovina

Papierovina je sthrnnym nazvom pre vodnu suspenziu vlakien alebo zmesi vlakien
a ostatnych prisad (plnidiel, krizidiel, farbiv, pomocnych chemickych prostriedkov a pod.),
ktora je vhodna pre vyrobu papiera a nasavanych vyrobkov. [8]

2.6 Lignoceluloza

Lignoceluléza je hlavnou zlozkou biomasy. Lignoceluléza sa vyznacuje znacne
premenlivym pomerom a obsahom prirodnych polymérov ako su celuloza, lignin a
hemiceluloza. [1, 9]
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2.7 Celuloza

Celuloza je Strukturalny polysacharid tvoreny retazcami molekual glukézy pospédjanymi -
(1—4) glykozidovymi vazbami. [10]

2.8 Hemiceluloza

Hemicelulézy su kratke retazce glykozidicky spojenych zvyskov cukrov, ktoré okrem
gluk6zy mdzu obsahovat aj iné cukry (mandzu, xylozu, galaktozu apod.). Hemicelulozy maju
mechanicku a zadsobnu funkciu. [11]

2.9 Lignin
Lignin je komplexny prirodny fenolicky polymér, ktory plni ochranna funkciu, funkciu
mechanickej opory a funkciu vodného transportu v rastlinnych tkanivach. [12]

2.10 Enzymy

Enzymy su bielkoviny, ktoré katalyzuju chemické reakcie. Oproti anorganickym
katalyzatorom sa vyznacuju vacsim urychlenim reak¢nej rychlosti, vdac¢Sou Specifitou pre
substrat a tym, ze podliehaju regulacii. [13]

2.11 Hydrolyza

Hydrolyza je chemicky proces, pri ktorom v prebytku vody a pdsobenim vhodného
katalyzatora dochadza k rozkladu substratu na jeden alebo viacero novych produktov. [14]

3 ZDROJE OBNOVITEELNYCH KVAPALNYCH BIOPALIV
A MOZNE SPOSOBY ICH VYROBY

Biomasa je hlavnym zdrojom obnovitelnych biopaliv. Pri pouziti biomasy ako suroviny
existuju tri hlavné sposoby jej konverzie na palivo pre pohon motorov:
B extrakcia biooleja z olejnin
B fermentacia plodin bohatych na skrob a sacharidy alebo celul6zovych produktov
s premenou na alkohol, procesy hydrolyzy, anaerobna fermentécia organickych
materialov na bioplyn
B zplyfovanie biomasy, Cistenie a vyuzitie ziskaného plynu, pripadne jeho d'alsia
syntéza [1]
Jednotlivé moznosti postupu vyroby obnovitelnych paliv su znazornené na nasledujuce;j
schéme:
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Obr. ¢. 1: Konverzné cesty vyroby roznych obnovitelnych paliv [1]

4 PREHIAD A V\:(VOJ MET()D HYDRpLYZY 5
LIGNOCELULOZOVYCH MATERIALOV PRE FERMENTACNE
TECHNOLOGIE

Hydrolyza celulozy mo6ze prebiehat’ nasledujucimi cestami:
B hydrolyzou koncentrovanymi kyselinami
B hydrolyzou zriedenymi kyselinami
B enzymatickou hydrolyzou [1]

Pre postupy hydrolyzy kyselinami je spolocné, ze pre korozivne vplyvy kyselin si kladené
vysoké poziadavky na material reaktorov, Co zvySuje investicné naklady a tiez je problém so
spracovanim odpadovej vody, ktoré je vel'mi nakladné. [1] Problémom tychto postupov je tiez
vznik degrada¢nych produktov (furaldehydy), ktoré znacne obmedzuju fermentovatelnost
hydrolyzatu.

4.1 Hydrolyza koncentrovanymi kyselinami

Jedna sa oznamy auz oddavna pouzivany spdsob spracovania lignoceluldozy v ramci
drevospracujuceho priemyslu. Pouziva sa kyselina sirova alebo chlorovodikova, zriedka
fluorovodik. [1]

Pri hydrolyze koncentrovanymi kyselinami je typicky pouzivany dvojfazovy postup, pri
ktorom je celuldza najskor kompletne rozpustena v 72 % H,SO4 alebo 42 % HCI pri relativne
nizkych teplotach (10 — 45°C). Celuléza je vtomto Stadiu depolymerizovana na
oligosacharidy, z ktorych vacsinu tvori celulotetraosa. V druhej fazi je oligomerickd zmes
s kyselinou zriedena na niz§ie koncentracie a zahrievana na 100 — 200 °C poc¢as 1 — 3 hodin.V
tomto kroku su oligometrické glukdzové ret'azce konvertované na monosacharidy. [10, 15]
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Nasledne je nutné oddelit’ vzniklé sacharidy od kyslého mate¢ného luhu a spitne ziskat
a zkoncentrovat’ recyklovanu kyselinu aby bol proces ekonomicky efektivny. [1, 15]

Kinetika hydrolyzy celulézy koncentrovanymi kyselinami nezavisi na Strukturalnych
detailoch a krystalinite celulozového substratu aje mozné touto cestou dosiahnut viac ako
90 % vytazky glukozy. [15]

4.2 Hydrolyza zriedenymi kyselinami

Tento postup bol uz od konca 19. stor. pouzivany na vyrobu etanolu z celulozy a je taktiez
dvojfazovy. V prvej faze sa za miernych podmienok hydrolyzuje prevazne hemiceluloza,
v druhej faze prebieha hydrolyza rezistentnejSich celul6zovych frakcii. Nerozpustné zbytkové
latky, nerozlozena celuldza alignin st z hydrolyzneho reaktoru odstranené a spalované, za
ucelom zisku vodnej pary alebo el. pradu. [1]

Koncentrované kyseliny hydrolyzuju celulézu rychlo a s malou alebo ziadnou nutnostou
predupravy materialu ale vytazky fermentovatelnych sacharidov su znizované degradaciou
glukozy po jej uvolneni z polyméru. Pri procesoch vyuzivajucich zriedené kyseliny vznika
menej degradacnych produktov, ale na druhu stranu rychlost’ hydrolyzy je mensia, pretoze
zriedené kyseliny su menej uCinné v hydrolyze odolnych krystalickych regionov. Tymto
sposobom je mozné dosiahnut’ 65 — 80 % vytazky redukujucich sacharidov. [15]

Celkové néaklady spojené s procesmi vyuzivajicimi zriedené kyseliny su nizSie nez
naklady pre postupy s pouzitim koncentrovanych kyselin. Z tohto ddvodu nie je nutna
recyklacia kyseliny pre ekonomicku zivotaschopnost’ procesu. [15]

Prikladom vyuzitia hydrolyzy zriedenymi kyselinami v CR je kompletne spracovana
technologia vyroby bioetanolu z pSenicnej slamy v tlakovom reaktore pri teplote hydrolyzy
198 °C, tlaku 1,5 MPa, expoziciou 11 min. s nastrikom 0,5 % H,SO4. [16]

4.3 Enzymaticka hydrolyza

V stucasnej dobe javia firmy produkujuce hydrolytické enzymy velky zaujem o vyskum
novych moznosti a lepSich celulolytickych preparatov pre hydrolyzu hgnocelulozovych
mater1a10v Jedna sa na]ma o velké biotechnologické firmy akymi si Novozymes® a
Genencor”. Novozymes sa chystd komercne predstavit v roku 2012 novy celulolyticky
preparat CELLIC® CTec2 , ktory slubuje zlepienie konverzie celulozy a niZ§ie nutné
davkovanie preparatu. [17] Firma Genencor@ ponuka pre produkciu biopaliv
z lignocelul6zovych materialov preparaty Accellerase”. [18]

Celulazy, mikrobidlne enzymy schopné hydrolyzovat’ celulozu su v skutoCnosti skupinou
niekol’kych, synergicky posobiacich komponentov. Celuldzy su inducibilné enzymy
produkované organizmami len v pritomnosti celulozy, celobidzy, laktozy, sofordzy a inych
glukanov obsahujucich -(1,4) glukozidické vézby. [15]

Vytazok enzymatickej hydrolyzy je ovplyneny mnohymi faktormi ako su: typ predupravy
substratu, inhibicia enzymatickej aktivity vyslednymi produktami biodegradacie (celobioza je
silnej§i inhibitor celulaz ako glukoéza), termostabilitou enzymov, ich koncentraciou
a adsorbciou na substrat, dlzkou hydrolyzy, pH média a koncentraciou substratu v médiu
a mierou mieSania. Preto je nutné optimalizovat podmienky hydrolyzy aby bol dosiahnuty
uspokojivy priebeh celého procesu hydrolyzy. [19]

Jav inhibicie celulaz produktmi hydrolyzy viedol k zaujmu o kontinualne odstraniovanie
tychto produktov pocas ich formovania.
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Celulazovy komplex zahriia 3 zakladné Casti, ktoré mozu byt reprezentované vo viacerych
formach ako izoenzymy. Celulazovy komplex moze byt klasifikovany do tychto skupin: [15]

4.3.1 Endo-B-(1,4)-glukanazy

tato skupina obsahuje viacero komponentov, ktoré sa liSia v stupni nahodnosti Stiepenia 3-
(1,4) glukozidickych véazieb v amorfnej oblasti mikrofibril. Produktami ¢innosti tejto skupiny
enzymov je celobidza a glukooligosacharidy. [15]

4.3.2 Exo-B-glukanazy

su d'alej delené do dvoch skupin:

B-(1,4) glukanaza glukohydrolizy - Sstiepia [(-(1,4) glukozidické vazby od
neredukujuceho konca celul6zového retazca za uvol'nenia glukozy.
B-(1,4) glukan cellobiohydrolazy — Stiepia [-(1,4) glukozidické viazby od

neredukujuceho aj redukujuceho konca celul6zového ret'azca za uvolnenia celobidzy. [15]

4.3.3 B-(1,4) glukozidazy
Hydrolyzuju kratke retazce glukooligosacharidov a celobidzu na glukozu. [15]

4.3.4 Mechanizmus enzymatickej hydrolyzy

Mechanizmus zahffia rozstiepenie vnutornych glykozidickych vézieb pdsobenim endo-f3-
(1,4)-glukandzy nasledované synergickym posobenim endo- a exo-glukandz. Finalna
hydrolyza oligosacharidov je katalizovana B-(1,4) glukoziddzou. Téato postupna asociacia
medzi endo-glukanazou a exo-glukanazou bola dokdzana pomocou elektrénovej mikroskopie.
Mechanizmus synergického posobenia celulazového komplexu znazoriuje obr. €. 2.
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Obr. ¢ 2: Schématicka reprezentacia enzymatickej hydrolyzy celulozy celulazovym
enzymatickym komplexom [20]

Mnoho mikroorganizmov (MO) mé schopnost’ hydrolyzovat nativnu celulézu. Producenti
celulaz pre hydrolyzu lignocelulézovych materialov su baktérie a vlaknité huby. Tieto MO
moézu byt aerdbne alebo anaerobne, mezofilné alebo termofilné. [S] Za nepritomnosti
rozpustenych zivin syntetizuju MO postupne enzymy, ktoré odburavaju nerozpustny substrat.
[21]

Baktérie patriace do rodov: Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Thermomonospora,
Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora, a Streptomyces su schopné
produkovat’ celulazy. [5]

Medzi vlaknité huby, ktoré produkuju celulazy zaradujeme napr. 7richoderma viride,
Trichoderma lignorum, Trichoderma konigii, Penicillium funiculosum, Penicillium irensii
a Fusarium solani. [21]

Proces enzymatickej hydrolyzy sa da uskuto€nit’ v zariadeni, ktoré sa sklada z jednotky na
prisun aupravu suroviny, zjednotky na pripravu a skladovanie enzymov, z bioreaktoru,
v ktorom dochadza k hydrolytickému procesu a z aparatov na oddelovanie a zpracovanie
hydrolyzatu. [21]
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Obr. €. 3: Poloprovozné zariadenie pre enzymaticku hydrolyzu novinového papiera
1 — zberovy papier, 2 — kolovy mlyn, 3 — kontrola mnozstva, 4 — davkovac, 5 — reaktor,
6 — zasobnik enzymov, 7 — predfilter, 8 — filter, 9 — odparka, 10 — tuhy zbytok [21]

5 ZDROJE LIGNOCELULOZOVEJ SUROVINY

5.1 Zlozenie lignocelul6zovych materidlov

Bioenergetické suroviny je mozné z chemického hl'adiska vo vicSine pripadov zaradit
medzi lignocelul6zové materidly. Pre kazda surovinu je pomer prirodnych polymérov aich
mnozstvo zna¢ne premenlivé. Obsah jednotlivych prirodnych polymérov v réznych
surovinach je zhrnuty v tab. ¢. 1. [1] Okrem toho lignocelul6zové materiadly obsahuju malé
mnozstvo mineralnych latok, tukov, rozpustnych sacharidov a d’alsich latok. [10]

Tab. ¢. 1: Orienta¢ny obsah jednotlivych prirodnych polymérov v réznych surovinach [1,

5,15, 22]
Surovina Celuloza Hemiceluloza Lignin
ihli¢naté stromy 40 — 50 % 20-30% 25-35%
listnaté stromy 40 -50% 30-40% 15-20%
cukrové trstina 40 % 30 % 20 %
kukuri¢né klasy 45 % 35% 15 %
kukuri¢né stonky 35% 25 % 35%
pSenicnd slama 30 % 50 % 15 %
travy 25-40% 35-50% 10 —30%
novinovy papier 61 % 16 % 21%
odpadovy papier z
cheﬁﬁck?él?biniéin 60 -70% 10-20% 5 - 10%
biely kangelérsky 65 % 15 % 10 %
papier
mikrokry%talické 73 9 0% 26 %
celuloza
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5.1.1 Celuloza

Celuléza je Strukturdlny polysacharid — linearny kondenzacny polymér obsahujtci
molekuly D-anhydroglukopyranézy viazané B-(1—4) glykozidovymi védzbami so stuptiom
polymerizacie 100 az 20 000. [23] Hoci ma celuldza rovnaké chemické zlozenie ako Skrob,
vzhl'adom na rozdielne vazby medzi molekulami glukozy je jej Struktura rozdielna, glukozové
retfazce si pevne spité, vytvarajuc vysoko krystalickii a kompaktnu hmotu. Celuloza je vo
vode nerozpustna a je vyrazne odolna voci depolymerizacii. [10]

Velkost celulozovych mikrofibril sa pohybuje v rozsahu 5 - 15 nm a vzdialenost’ medzi
mikrofibrilami v rozsahu 20 - 40 nm. [24] Medzi jednotlivymi polymérnymi glukoézovymi
retazcami sa uplatiiuje siet’ vodikovych a Van der Waalsovych sil. [24, 25]

Nie je to vSak primarna Struktira, ktord robi celulozu tak odolnou voci hydrolyze.
Uplatiiyje sa hlavne efekt sekundarnej a terciarnej Struktiry celulozoveho retazca a tiez blizka
asociacia s d’al§imi protektivnymi polymérnymi Struktirami nachddzajicimi sa v stene
rastlinnych buniek, ako je lignin, hemicelulozy, pektin, Skrob, proteiny a taktiez mineralne
latky. Celuloza naviac vykazuje amorfné a kryStalické regiony sréznym stupfiom
jednoduchosti degradacie v tychto oblastiach. Zhruba 15 % celulézového retazca tvoria
amorfné oblasti. Pokial' je celuléza vystavena podsobeniu zriedenych kyselin, dochadza
k rychlej hydrolyze tychto oblasti celuldzy na glukoézu. Zvys$nych 85 % retazca tvoria regiony
s vysokou mierou usporiadania (krystalinitou), ktoré su znacne rezistentné voci hydrolyze.
Boli vypracované dva modely vysvetl'ujice fibrilarne usporiadanie celuldzy, ktoré je mozné
vidiet na obr. ¢. 4. [15]

Jednovlaknova

molekula a“mw‘ Zahyby
-

==

Stalick4 Linedrny
Kr):)blast’ } retazec

P ":&;;é}l;; JUUL /Tednovisknova
{ --!ﬂr ﬂf“ molekula b

Pasovy fibrilamy Model zahnutého

model ret'azca

Obr ¢. 4: Teoretické modely vlaknitého usporiadania celulozy [15]
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Obr ¢. 5: Celuloza — chemicky vzorec [51]

5.1.2 Hemiceluloza

Hemiceluloza sa na celulozové mikrofibrily v inter-lamindrnom priestore viaze
vodikovymi védzbami, priCom vznika siet, ktora je zdkladom bunkovej steny rastlinnych
buniek. Molekuly hemicelulozy maji xylanovu, resp. glukdnovi kostru s mnozstvom
postrannych retazcov substituovanych rdéznymi minoritnymi sacharidmi, napr. manodzou,
fukozou, arabinozou, galaktdzou, kyselinou glukuréonovou apod. Stuperi vetvenia a zastupenie
jednotlivych sacharidov je zavislé na rastline, z ktorej dany material pochadza. [10, 15]

Obr ¢. 6: B — glukan — zlozka hemicelulozy — chemicky vzorec [52]

S5.1.3 Lignin

Pritomnost ligninu zvySuje pevnost bunkovej steny a zvySuje odolnost’ bunky voci
chorobam a Skodcom. [10] Je to makromolekula fenolického charakteru — dehydratacny
produkt 3 monomerickych alkoholov: trans-p-kumaryl alkoholu, trans-coniferyl alkoholu
a trans-sinapyl alkoholu. Zastapenie jednotlivych alkoholov variuje podla zdroja
lignocelulézy. [15] Lignin sa kovalentne viaze na postranné retazce hemiceluldzy esterovymi
vazbami cez kyselinu ferulovii aje vo velkej miere zodpovedny za tazkosti spojené s
hydrolyzou celulozy pretoze tvori ochranny obal okolo celul6zovych mikrofibril. [10, 15]
Lignocelul6za je kompaktny material, ktory svojou komplexnostou a odolnost'ou vyrazne
zvySuje naklady na hydrolyzu v porovnani so Skrobom. [10]
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Obr &. 7: Strukturny model ligninu [53]

5.2 Produkcia komunalnych odpadov

Produkcia komunalnych odpadov sa v CR pohybuje okolo 4,4 mil.t ro¢ne. Produkcia
komunalnych odpadov ma klesajuci trend — znizuje sa mnozstvo separovatelnych zloziek
komunalnych odpadov (papier, sklo a pod.) vzhladom k skvalitneniu zavadzania a prevadzky
oddeleného zberu vyuzitelnych zloziek komunélneho odpadu v obciach hlavne v zlozkach
papier, plasty a sklo. [26]

Hlavnym spdsobom zberu vyuzitelnych odpadov je donaskovy zber do separa¢nych nadob
— farebnych kontajnerov. V roku 2007 bolo na tuzemi CR pre potreby triedeného zberu
odpadov v obciach 162 tisic kontajnerov (z toho 37 % pre plasty, 28 % pre farebné sklo
a 25 % pre papier). [26]

5.3 Produkcia odpadov z obalov

V roku 2007 bolo v CR uvedenych na trh 874 180 t obalov na jedno pouzitie. Percentualne
zastupenie jednotlivych materidlov pouzivanych k vyrobe jednocestnych obalov sa
v poslednych rokoch prakticky nemeni. Podiely jednotlivych materialov na vyrobu
jednocestnych obalov znazornuje graf. ¢. 1. [26]
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Graf. ¢. 1: Percentudlne zastupenie jednotlivych materidlov pouzivanych k vyrobe
jednocestnych obalov v roku 2007 [26]

Z tohto kruhového grafu je zrejmé, ze majoritny podiel pouzivanych materidlov na vyrobu
jednocestnych obalov je papier. Po pouziti tychto obalov vznika teda velké mnozstvo
papierového odpadu, z ktorého by bolo mozné vyselektovat’ material, ktory by bol vhodny pre
proces hydrolyzy, avSak nutny by bol nizky obsah inhibi¢nych latok, ktoré by znizovali
aktivitu enzymov a branili tak vzniku vysokych vytazkov a efektivnej produkcii.

5.4 Triedeny zber odpadov

Pre ucel zaistenia spdtného odberu a vyuzitia obalov bol obalovym priemyslom zalozeny
systém EKO-KOM. [27, 28] Hlavnymi partnermi pre rozvoj tohto systému sa uz od pociatku
stali obce. Na zéklade zmluvného vztahu so systtmom EKO-KOM vedu obce podrobnu
evidenciu o zbere a d'alSom nakladani s odpadmi, pricom tato evidencia je podkladom pre
finanéné odmeny pre obec. Motivacny princip odmien vyrazne napomohol k zvySeniu
vytaznosti triedeného zberu papiera, plastov, skla, napojovych kartonov a kovov z93
kg/obyvatel'a v roku 1999 na 56,6 kg/obyvatela v roku 2008. Vyvoj vytaznosti triedeného
zberu je prezentovany v graf. €. 2. [28]

papir
L -
40 1 ' - - mEE 6 barevné
30t - : sklo bilé
20 . . kD‘J
10 Pozn: vysledek
za rok 2008
O 002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 Je predpoklad

Graf. ¢. 2: Vyvoj vytaznosti triedeného zberu (kg/obyvatela a rok) [28]
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5.5 Odpadova papierovina

5.5.1 Zberovy papier

Ekonomicka kriza vyrazne ovplyvnila trh so zberovym papierom. V poslednej dobe
dochéadza k poklesu zaujmu o tato surovinu a klesa cena zberového papiera. Podl'a domécich
expertov a zahraniénych odbornych casopisov postihuje pokles cien spojeny s poklesom
zaujmu o druhotné suroviny svet cyklicky kazdych 4 - 6 rokov. Trvanie tohto stavu je obvykle
pol roku az 1 rok, potom sa trh vrati do pdvodného stavu. Momentalne je ale vykyv znacnejsi
aje pravdepodobné, ze ceny zberového papiera sa budu stabilizovat v dlh§om ¢asovom
horizonte. [29]

Cesky trh so zberovym papierom disponuje s viac ako 700-tisic tonami ro&ne s narastom 5
az 10 % roc¢ne. Spotreba zberového papiera tuzemskym papierenskym priemyslom za ucelom
jeho recyklacie Cini cca 400-tisic ton a s Casom sa vyrazne nemeni. Rozdiel sa exportuje do
krajin ako je Nemecko, Raktsko a Slovensko. Mnozstvo exportovaného papiera z CR
znazorfiyje tab. €. 2. [29, 30]

Tab. & 2: MnoZstvo exportovaného papiera z CR [31]

mnozstvo papiera (tisic ton)
druh papiera rok 2005 rok 2007 (pizgpzo(ﬁz 0
zmie$any papier 65 85 102
lepenky 17 38 48
noviny, ¢asopisy 107 132 182
biele papiere 13 19 20
suma 202 274 352

Ceny roznych druhov zberového papieru pocas poslednych mesiacov vyrazne poklesli.
Konkrétne cena 1 tony zmiesaného papiera klesla z 1 400 K¢ v letnych mesiacoch r. 2008 na
350 K¢ alebo az takmer na nulu ku koncu roku 2008. Vlnita lepenka sa predavala na zaCiatku
roku 2008 za 2 600 K¢, na jar za 2 000, v lete za 1 800 v oktobri za 1 000 K¢ za 1 tonu.
Niektoré druhy zberového papiera sa odoberaju bez thrady pripadne zberové firmy musia
dokonca platit, ak sa chcu zbavit’ takéhoto odpadu. [30]

Dalsi vyvoj trhu sa da len tazko odhadnut. Nizke ceny vstupnej suroviny pre vyrobu
biopaliv — zberového papiera su sice vyhodou, ale ak poklesne odbyt zberového papiera este
viac, bude to mat’ negativny dopad na hospodarenie zberovych a recyklacnych firiem a narusi
sa naro¢ne budovanych systém triedenia odpadov. [30]

V roku 2002 bol zber papiera zavedeny v 52 % obci, ¢o pokryvalo 88 % populacie.
V sucasnej dobe je do zberu papiera zapojenych 81 % obci, Co reprezentuje 96 % obyvatel'ov.
[28]
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6 KVAI}ITITATiVNE A KVALITATIVNE HODNOTENIE
VYUZITELNOSTI SUROVINY PRE FERMENTACNE
TECHNOLOGIE

6.1 Pouzitie zberového papiera ako suroviny

Kazdy druh odpadového papiera vykazuje ini mieru vhodnosti pouzitia ako vstupnej
suroviny pre produkciu glukézy enzymatickou cestou. Je to dané rozdielnym zlozenim
roznych druhov papiera atiez jeho znecistenim, pretoze sa jednd o odpadovy material.
NajcCastejsSim znecistenim je tla¢, rozne druhy lepidiel a podobne, ktoré sa v konecnom
dosledku moézu prejavit inhibi¢ne s ohl'adom na celulolyticky komplex.

6.2 Vyber vhodného chemického zlozenia papieroviny pre proces hydrolyzy
s oh’adom na proces vyroby papiera

Pretoze papiera sa vo svete vyraba velké mnozstvo, musia byt suroviny pre jeho vyrobu
l'ahko dostupné alacné. Tuto podmienku spliiuje najlepSie drevo, ktoré neustale dorasta
s minimalnymi nakladmi. Podl'a druhu obsahuje drevo cca 50 — 60 % celulozy, cca 30 %
ligninu, cca 10 — 20 % hemicelul6z a maly podiel zivic a d’alSich doprevadzajucich latok. [32]

Toto zlozenie sa v priebehu vyroby papiera vyrazne meni. Delignifikaciou vznika z dreva
buni¢ina. Posobenim chemikalii, tlaku a vysokej teploty sa znizi podiel ligninu na 1,5 — 7 %
z povodnych 30 % a podiel hemicelul6z na 3 — 6 % z pévodnych 20 %. [32]

Pretoze vysledna buniCina je bud Seda (sulfitovy sposob) alebo hneda (sulfatovy
a natronovy spdsob), pouziva sa pre vyrobu tlaCovych papierov buniCina bielena bud
prostriedkami na baze chléru (Ca(ClO),, ClO, apod.) alebo elementarnym kyslikom
a ozonom. Papiere bielené bez pouzitia zlu€enin chloru sa oznacuji ako ECF (elementar
chlorine free) a TCF (total chlorine free) [32, 33]

Drevovina, ktora sa vyraba mechanicky obrusovanim odkdérneného dreva ma prakticky
rovnaké zlozenie ako drevo a pouziva sa na vyrobu lepeniek a pridava sa tiez do menej
kvalitnych drevitych papierov. [32]

Podrla vlakninového zlozenia sa papiere rozdel'uju na:

Tab. ¢. 3: Rozdelenie papierov podl'a vlakninového zlozenia [32]

Druh Obsah drevoviny Obsah buniciny
bezdrevné max.5 % 95 %
stredne jemné 50 % 50 %

drevité viac nez 50 % menej nez 50 %

Pre proces enzymatickej hydrolyzy je klucovy, ¢o najvyssi podiel celulozy v odpadove;j
papierovine, pretoze celuloza je substratom pre enzymaticky komplex. Obsah drevoviny
a teda aj vyS$si obsah ligninu a hemicelulozy v papieri negativne ovplyviiuje hydrolyzu jednak
znizovanim celkového podielu substratu (celuldzy) v materidli, zvySovanim odpadového
mnozstva po ukonceni hydrolyzy a zhorSenou dostupnost’ou substratu pre enzymy.

Napriek tomu nie je nutné dosiahnut takmer nulového obsahu ligninu a hemiceluldzy
v zdrojovej surovine aby bolo mozné dosahovat' vysoky konverzny pomer pocas procesu
enzymatickej hydrolyzy. [34]
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Pred Cerpanim na sito je papierovina upravovana mletim, plnenim, farbenim, klizenim
atd’.. Plnidla s zvicsa biele mineralne latky (kaolin, krieda, titanova bieloba, baryt apod.)
Niektoré druhy papiera obsahuju i1 viac ako 30 % plnidiel. Farbenim sa medzi vlakna zanasaju
nerozpustné, ¢asto organické pigmenty. Klizenim sa dosahuje kratkodoba odolnost’ voci vode.
Viacsinou sa papiere klizia v hmote tak, ze sa klizidla pridavaju do suspenzie papieroviny
a fixuju sa na vlakna s pridavkom siranu hlinitého. Pouzivaju sa jednak klizidla na bazi
prirodnych zivic aaj syntetické klizidla. [32] U klizenych papierov mdzeme ocakavat
pritomnost niektorych ztychto latok: zivice, parafin, montanny vosk, silikonové oleje,
chromité komplexy kys. stearovej, kasein, Skrob,zelatina, latex, vodné sklo a pod. Rozdelenie
papierov podl'a stupiia plnenia znazorfiuje tabulka €. 4, rozdelenie papierov podla stupria
zaklizenia tab. €. 5. [33]

Tab. ¢. 4: Rozdelenie papierov podla stuptia plnenia [33]

Druh Obsah plnidiel Papier
filtracny, elektroizolacny, pergamen,

neplneny 0% pauzovaci, ai
ly h . :
sma :)Ilmn i?i?esla om do 5% novinovy, pisaci, fotokarton, ai.
so strednym do 15 % pre ofsetovu tlac, pisact, litograficky,
obsahom plnidiel ai.
s vysokym nad 15 % pre hibkotlag, na slovniky, ai.

obsahom plnidiel

Tab. ¢. 5: Rozdelenie papierov podl'a stuprnia zaklizenia [32]

Druh Podmienka Oznacenie Papier
listovy, zoSitovy,
plne Klizeny éiary hrlibky 1 ‘Iflm sa nerfozpij aju, 1 pisaci, litogvraﬁf:k}'/,
ani neprenikaju na druht stranu svetlotlacovy,
ofsetovy ai.
Clary sa zacinaju rozpijat’ v mieste hlbokotlacovy, pre
poloklizeny krizenia, pripadne i mimo miesta 1/2 obaly zositov, baliaci,
krizenia ai.
neklizeny Clary 1 malej lzrubky sa rozpijaju cigaretovy,‘novinovy,
a prerazaju do rubu ai

Dalezitou vlastnost'ou pre proces hydrolyzy je jeho nasiakavost. Nasiakavostou papiera
rozumieme schopnost’ prijimat’ kvapalinu (vodu) celym objemom a je vyjadrena % kvapaliny
(vody), ktoré je ponoreny papier schopny porat. [32] Je mozné vyslovit predpoklad, ze
v suspenzii vysoko nasiakavého papiera maju enzymy celulolitického komplexu lepsi pristup
k substratu, nez by to bolo u malo nasiakavého papiera. Pridavkom plnidiel sa zvySuje pocet
mikrokapilarnych priestorov v liste papiera a meni sa povrchova energia, ¢im sa nasiakavost’

zvysuje. [33]
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Papier, ktory by bol najvhodnejsi ako surovina pre proces enzymatickej hydrolyzy by mal
mat’ tieto vlastnosti:

Tab. ¢.

¢o najvacsi obsah celuldzy
nizky obsah ligninu a hemicelul6zy
bezdrevné vlakninové zlozenie
nizke alebo ziadne kliZzenie

nulovy alebo maly obsah plnidiel

nizke znecistenie farbami a lepidlami

6: Vlastnosti nutné pre posudenie vhodnosti druhu papiera pre proces
hydrolyzy [33]

vhodnost’ vlastnosti papiera pre proces enzymatickej hydrolyzy (+ + = vybornd, + = dobrd, ? =

otdzna (vlastnost’ variuje), — = nevhodnd, — — = veI'mi nevhodn )
vlastnost’ L L pisaci
. ., | tlacovy tlacovy . ) .
papiera novinovy i i pisaci papier papier lepenka kresliace
i bapiet bapiet (konfekény) | (knihovya |  vnitd Kartén
apier .
pap (ofsct) | (hibkotlad) Y oW Y
70S1tovy)
vlakninové
o —— ? ? ++ ++(?) -= T
zlozenie
obsah
+ -— - ? ? + ?
plnidiel
stupent
) + + ++ ? - ++ —
zaklizenia

Bolo vykonanych viacero Studii zaoberajucich sa efektivnostou premeny roznych
odpadovych papierovych surovin na redukujuce sacharidy. Vysledky tychto stadii su zhrnuté
v tabulke €. 7.
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Tab. €. 7: Efektivita hydrolyzy réznych druhov odpadového papiera na redukujuce
sacharidy

efektivita enzymatickej hydrolyzy r6znych druhov odpadového
papiera (1 = najlepsia, 5 = najhorSia, x = nebolo testované)
autor, citicia rok enzymy zositovy | filtratny | novinovy | kanceldrsky | karton/ | MCC
vydania zMO papier papier papier papier lepenka
van Wyk [35] 1999 Penicillium 1 2 3 4 X X
funiculosum
van Wyk [36] 1999 Penicillium 1 2 4 5 X 3
funiculosum,
Trichoderma
reesei
van Wyk [37] 1998 Penicillium 1 2 3 X X 4
funiculosum,
Trichoderma
viride
van Wyk , 2003 Trichoderma 1 3 4 2 4 X
Mohulatsi viride
[38]
van Wyk , 2001 Penicillium 1 2 3 5 X 4
Mohulatsi funiculosum
[39]
magazin | katalég | novinovy | kanceldrsky | karton /
papier papier lepenka
Park, Ikeda, 2002 3 rozne 3 5 4 1 2
Okuda [40] druhy
enzymov

7 PROCES ENZYMATICKEJ HYDROLYZY, TEQHNOLOGICKE
PREDPOKLADY A NAVRH TECHNOLOGICKEHO POSTUPU

Samotny proces ziskavania bioetanolu mozeme jednoducho zhrnut do zéakladnych
technologickych krokov v tejto blokovej schéme:

Tcdpad
vstup suroviny | . qoomaca . . separdcia
4{ psurogﬁlly hydrolyza — fermentacia paliva palivh

Obr. ¢. 8: Proces vyroby bioetanolu [54]

Pre rozsah zadania diplomovej prace su relevantné prvé dva kroky v hore uvedenej blokovej
schéme vyroby kvapalnych biopaliv, teda mechanicka Uprava vstupnej suroviny a nasledna
enzymatickd hydrolyza scielom dosiahnut ¢o najvacsi vytazok fermentovatelnych
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sacharidov. Pre postup SSF (simultannej hydrolyzy a fermentacie) je dolezity tiez nasledny
fermentacny krok, ktory je spojeny s hydrolyzou.

7.1 Preduprava lignocelulézového materialu

Pred samotnou hydrolyzou a fermentaciou je nutné lignocelulézovy material predupravit’.
Utelom predupravy lignocelulozového materialu je odstranenie ligninu a hemiceluldzy
a zvySenie poréznosti materidlu. [5] Existencia pevnych vidzieb vo vnutri celuldzovej
molekuly a medzi jednotlivymi celul6zovymi retazcami, ktoré st navySe znepristupiované
pritomnostou ligninu, predstavuje tento krok najvacSiu obtiaz pri zpracovani suroviny. [1]
Preduprava je z ekonomického pohl'adu jeden z najdrahsich Casti celého vyrobného procesu.
[10]

Pri preduprave musia byt splnené tieto poziadavky:

e zlepSenie dostupnosti celulozy pre proces hydrolyzy

e nesmie dochadzat' k neziaducej degradacii a stratam polysacharidov

e nesmu vznikat vedl'ajSie produkty, ktoré by posobili inhibi¢né na nasledné procesy
hydrolyzy a fermentacie

e proces musi byt finan¢ne efektivny [5]

K preduprave suroviny sa vyuzivaju fyzikalne, fyzikalno-chemické, chemické a biologické
procesy. [5]

7.1.1 Fyzikalna prediprava

7.1.1.1 Mechanické rozmelriovanie

Pri mechanickom rozmelfiovani je celuldza zo Struktary materialu ziskavana lamanim,
drvenim, mletim alebo kombinaciou uvedenych procesov. Vysledna vel'kost’ Castic materialu
je pri vyuziti lamania 10 — 30 mm a pri pouziti mletia 0,2 — 2,0 mm. Energetické naroky sa
liSia podl'a vyuzitej metody a pouzitého materialu. [5]

van Wyk dosahoval pomocou pouzitia homogenizacie u odpadového papiera 2 — 3 vySssie
vytazky enzymatickej hydrolyzy nez s pouzitim neupravené¢ho materialu. [35]

7.1.1.2  Uprava teplom

Jedna sa o pouzitie vodného refluxu pri 100 °C na material. Takato preduprava je nadrocna
na energiu a nie je efektivna. Napr. van Wyk pri pouziti tejto predupravy nedosahoval
zvySenie vytazku hydrolyzy u odpadového papiera (s vynimkou mierneho zvySenia vytazku
u novinového papiera) [35]

7.1.1.3 Pyrolyza

Pri posobeni teploty vysSej ako 300 °C dochadza k rozlozeniu celulozy na plynné produkty
a uhlikaty zvySok. Po pdsobeni teploty na materidl, je mozné miernou kyslou hydrolyzou
(1 M H,S04, 97 °C, 2,5 h) dosiahnut’ vytazku 80 - 85 % redukujtcich sacharidov s podielom
glukozy viac ako 50 %. [S5] Je treba podotknut, ze pyrolyza ako fyzikalna preduprava
u lignocelul6zovych materidloch nie je Casto pouzivand je na tomto mieste zmienend pre
komplexné podanie informacii o moznych fyzikalnych predupravach.
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7.1.2 Fyzikalno - chemicka preduprava

7.1.2.1 Explozia vodnou parou

Jednd sa ojednu z najpouzivanejSich metdod predupravy lignocelulozovych materialov.
Rozmelnena biomasa je podrobena prudu vysokotlakej nasytenej pary. Potom je tlak rychlo
znizeny, ¢o sposobuje explozivnhu dekompresiu materialu. Explozia vodnou parou je
iniciovana pri teplote 160 - 260 °C (korespondujuci tlak 0,7 — 4,8 MPa) po niekol'ko sekund
az minat, potom je material vystaveny atmosférickému tlaku. Konvencné mechanické postupy
vyzaduju o 70 % viac energie ako explézia vodnou parou pre dosiahnutie rovnakej redukcie
velkosti Castic, nevyhodou vsak je deStrukcia Casti xylanovej frakcie a tvorba inhibi¢nych
latok pre mikroorganizmy pouzivané v downstream procesoch. [5]

7.1.2.2 Explozia pouZitim CO,

Metoda je vel'mi podobna explozii vodnou parou a pouzitim amoniaku. Davkuje sa 4 kg na
kg suchej hmoty za tlaku 5,6 MPa. Vytazky su nizSie nez u explozie vodnou parou
a s pouzitim amoniaku, ale metoda je financne efektivnejSia nez s pouzitim amoniaku
a nevznikaju inhibitory ako u explozii vodnou parou. [5]

7.1.2.3 Explozia pouZitim amoniaku (AFEX)

Lignocelul6zovy material je vystaveny tekutému amoniaku za vysokej teploty a vysokého
tlaku po urcita dobu a nasledne je tlak znizeny. Davkuje sa 1 - 2 kg amoniaku na 1 kg suchej
biomasy (90 °C pocas 30 min.) [5]

7.1.3 Chemicka preduaprava

7.1.3.1 Ozonolyza

Oz6n sa pouziva na degradaciu ligninu a hemiceluléz vo viacerych lignocelul6zovych
materidloch ako su pSeni¢na slama, seno, borovica, drevné piliny a pod. Degradacia je
obmedzena len na lignin a hemicelul6ozu, celuldza zostava nedotknuta. Vyhodou tohto procesu
je, ze nevznikaju inhibicné latky a lignin je efektivne odstrafiovany. Nevyhodou je pouzitie
vel'kého mnozstva ozonu, €o zdrazuje proces. [5]

7.1.3.2 Kysla hydrolyza

Kysla hydrolyza je pouzitel'na ako proces upravy materialu pred samotnou enzymatickou
hydrolyzou. Je mozné pouzit' jednak procesy s koncentrovanymi kyselinami (H,SO4, HCI
a pod.) a procesy pouzivajuce zriedené kyseliny. Na konci procesu musi byt neutralizované
pH pre enzymaticku hydrolyzu a fermentaciu. Vyhody a hlavne nevyhody tychto metod boli
uz zhrnuté v kapitole €. 4. Hoci preduprava zriedenymi kyselinami mdze vyznamne zlep$it
proces hydrolyzy lignocelulézovych materialov, naklady tohto procesu su zvycajne vyssie nez
pri niektorych fyzikalne-chemickych procesoch predupravy materialu. [5]

Nikolov a kol. v r. 2000 skusali vel'mi uspesne pouzitie H3POy4 ako Cinidla pre predupravu
odpadovych celulézovych vlakien (kratké vlakna, ktoré su odpadom v papierenskom
procese). Bez tejto predupravy materidlu dosahoval stupen degradacie po 48 hodinach len
14 %. Po optimalizacii pouzitej koncentracie kyseliny a pouzitych podmienok predupravy
boli dosahované 80 - 85 % vytazky naslednej enzymatickej hydrolyzy s pouzitim 0,25 %
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H;PO4 pri 20 °C pocas 30 minut. Autori doporucuju pouzit v kombinacii s H3;POy4
2 % HNO3 a NaOH [41]

7.1.3.3 Alkalicka hydrolyza

Utinok alkalickej hydrolyzy ako predupravného procesu je zavisly od obsahu ligninu
v materiali. [5] Pri alkalickej hydrolyze sa pouzivaju sodné, draselné, vapenaté a amonné
hydroxidy. [42]

Mechanizmus ucinku alkalickej hydrolyzy suvisi so zmydelnenim intramolekularnych
esterickych vézieb viazucich sa na xylany hemiceluloz a d’al§ie komponenty ako lignin a iné
Casti hemiceluloz. Pouzitim NaOH na tvrdé drevo bol znizeny obsah ligninu v tomto dreve
z 24 — 55% na 20 %. Tato metdda predupravy bola efektivna pri pouziti na slamu s nizkym
obsahom ligninu (10 — 18 %) ale pri pouziti tejto predupravy na mikké drevo s obsahom
ligninu viac ako 26 % nebol pozorovany ziadny pozitivny efekt. [5]

Pouzitie Ca(OH);, bolo tiez intenzivne Studované. Jeho pouzitie na kukuriéni slamu
a topolové drevo je vhodné pri teplotach 85 — 150 °C pocas 3 — 13 hodin. Jeho vyhodou su
nizke naroky na bezpecnost’ a nizke vydavky v porovnani s NaOH a KOH a taktiez mdze byt
I'ahko opatovne ziskany z hydrolyzatu reakciou s CO,. [42]

7.1.3.4 Oxidativna delignifikdcia

Biodegradacia ligninu moéze byt katalyzovana peroxidazou za pritomnosti H,O,. Pri
pouziti tejto metddy na bagazu (odpad z cukrovej trstiny) bolo v podmienkach 2 % H,0, pri
30 °C pocas 8 hodin solubilizovanych cez 50 % ligninu a nasledne bola dosiahnuta 95 %
ucinnost’ produkcie glukozy z celuldzy. [5]

7.1.4 Biologicka predaprava

V procesoch biologickej predupravy materialu st pouzivané vlaknité huby so schopnostou
degradovat’ lignin a hemicelulozy ako su napr. Pleurotus ostreatus, Phanerochaete sordida,
Pycnoporus cinnabarinus, Ceriporiopsis subvermispora, Cyathus stercoreus, Penicillium
chrysosporium a d’alSie. Vyhody biologického predCistenia su nizke energetické naroky a
mierne podmienky procesu. AvSak miera ucinnosti takéhoto procesu predcistenia je vel'mi
nizka. [5]

7.2 Hydrolyza predupraveného lignocelulézového materialu a proces
fermentacie

7.2.1 Fed-batch proces

Cena glukozy, ktora je vyprodukovana z odpadovej papieroviny je znacne zavisla na cene
enzymového preparatu apreto je nutné optimalizovat podmienky hydrolyzy a zvolit
najvhodnejsi typ hydrolyzy pre ¢o najvacsie vyuzitie pouzitych enzymov. Pre maximalizaciu
vyuzitia enzymov sa v zasade pouzivaju tieto dva pristupy: [43]

Prvym pristupom je zaradenie kroku pre opitovné ziskanie enzymov na konci kazdého
hydrolyzneho procesu. Znovu ziskané enzymy mozu byt opitovne pouzité na hydrolyzu
novej davky substratu. [43]

Druhy pristup predpoklada periodické pridavanie substratu pocas fed-batch hydrolyzneho
procesu. Podl'a odbornych zdrojov je tento pristup efektivnejsi ajeho pouzitie v praxi je
jednoduchsie. [43]
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Pouzitie techniky fed-batch umoziiuje znizit spotrebu enzymov na gram substratu
v porovnani s batch procesom. Produktivita je porovnatelna pre obe techniky hydrolyzy, ale
dosahované hodnoty koncentracii redukujucich sacharidov na konci procesu su zretelne
vys$sie ufed-batch procesu nez s pouzitim batch procesu, o je vyhodné pre proces
fermentacie . [43]

7.2.2 SSF — simultanna sacharifikacia a fermentacia

DalSou moznostou je spojenie kroku enzymatickej hydrolyzy s fermentaciou do jedného
kroku. Metodou vyuzivajucou tento princip je SSF - simultaneous saccharification and
fermentation — simultannad sacharifikacia a fermentacia. V pripade klasickej fermentacnej
metody nasleduje kvasenie az po scukreni vychodzieho polysacharidu, ktoré prebieha za
optimalnych podmienok pre cCinnost enzymov. Pri pouziti SSF prebiehaju oba procesy
sucasne. [19]

Nevyhodou tejto metddy je nutnd volba podmienok, ktoré su kompromisom medzi
optimalnymi podmienkami pre hydrolyzu a optimalnymi podmienkami pre ¢innost MO.
Rozdiel je najmi v teplote optimalnej pre proces hydrolyzy (45 — 50 °C) a teplote vhodnej pre
fermentaciu (28 — 35 °C). Volena teplota pre SSF je teda nizSia, nez teplota optimalna pre
¢innost’ enzymov. [19]

Dolezita je tiez vol'ba fermentujiceho mikroorganizmu. Vhodny mikroorganizmus by mal
byt schopny fermentovat’ Siroké spektrum sacharidov, pretoze hydrolyzou odpadového
papiera vznikaju v mensSej miere aj iné sacharidy ako glukoza a celobidza, napr. xyloloza a
arabindza. MO taktiez nesmie produkovat do extracelularneho prostredia proteolytické
enzymy a degradovat’ tak v suspenzii pritomné celulazy. Taktiez by mal MO vykazovat
odolnost’ voci etanolu a pritomnym toxickym latkam, ktoré by mohli zostat v surovine po
procese predupravy. [19]

Metoda SSF podla vysledkov poskytuje vySSiu vytaznost etanolu az o040 % pre
lignocelul6zové materialy odstranenim inhibicie kone¢nym produktom scukrenia a
eliminovanim potreby oddelenych reaktorov pre sacharifikaciu a hydrolyzu. Dal§ou vyhodou
je znizena moznost’ kontaminacie externou mikroflérou z dévodu vysokej pouzitej teploty (35
— 38 °C), pritomnosti etanolu v médiu a anaerdbnych podmienok. [19]
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8 EXPERIMENTALNA CAST
8.1 Material a metody
8.1.1 Zoznam pouzitych pristrojov, chemikalii, softwaru a substratov

8.1.1.1 PouZité pristroje

trepacka Heidolph UNIMAX 1010 DT

trepacka Heidolph PROMAX 1020

inkubator Heidolph INKUBATOR 1000 heizmodul
spektrofotometer Helios Epsilon

centrifuga eppendorf Centrifuge 5417 R
Laboratorny pH/mV meter inoLab®™ pH 720

mixér / homogenizator ETA 1.012

mixér / homogenizator Rohnson MultiDuo R-536
vahy SCALTEC SAS 50

vortex Heidolph REAX top

vahy HELAGO AND EK - 3001

vahy OHAUS Pioneer™

HANNA Combo pH & EC meter

muflova pec VEB ELEKTRO BAD FRANKENHAUSEN

8.1.1.2 Pouiité chemikdlie

D — glukosa bezvoda p.a. CsH1,06, M = 180, 16 g/mol

octan sodny bezvody p.a., Lach — Ner, s.r.o., C;H3NaO, M = 82,04 g/mol

kyselina octova 99 % p.a., Lachema a.s., CH;COOH, M = 60,05 g/mol

hydrogén fosforeCnan sodny (dodekahydrat), Lachema a.s., Na,HPO, . 12 H2O0,
M = 358,14 g/mol

molybdenan amonny tetrahydrat Cisty, Lachema o.p., (NH4)6Mo07024 . 4 H,0,

M =1 235,86 g/mol

uhlic¢itan sodny bezvody p.a., Lachema o.p., Na,CO3;, M = 105,99 g/mol
hydrogénuhlicitan sodny p.a., Lachema a.s., NaHCO3;, M = 84,01 g/mol

vinan draselno — sodny tetrahydrat p.a., Lachema a.s., C4H4sO¢KNa . 4H,O0,

M = 282,23 g/ mol

siran méd’naty kryst., Spolek pro chemickou a hutni vyrobu, CuSOy4 . 5 H,0,

M = 249,69 g/mol

siran sodny bezvody p.a., Lach — Ner, s.r.0., Na,SO4, M = 142,04 g/mol

hydroxid sodny ¢isty, Lach — Ner, s.r.o., NaOH, M = 40,00 g/mol

hydrogénarzeni¢nan disodny heptahydrat Cisty, Na,HAsO4 . 7H,O0, M = 312,014 g/mol
fosfore¢nan sodny stredny Cisty dodekahydrat, Lachema o.p. Na,HPOy4 . 12 H,0,

M =358, 157 g/mol

kyselina jantarova Cista, Lachema o.p. C4HsO4, M = 118,09 g/mol

kyselina sirova koncetrovana Cista, Lachema a.s., H,SO4, M = 210,14 g/mol

kyselina citronova monohydrat p.a., Lach — Ner, s.r.o., C¢HsO7 . H,O, M =210, 14 g/mol
citran sodny dihydrat neutr., Spolek pro chemickou a hutni vyrobu, Na;C¢Hs07 . 2 H,0,
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M =294,101 g/mol
azid sodny p.a., Fluka chemic AG, N3Na, M = 65,01 g/mol

8.1.1.3 Poufity software

Microsoft Excel 2003
Microsoft Word 2003
Adobe Photoshop CS4

8.1.1.4 PouZité substrdty
Filtracny papier — Watman
Buni¢ina (Celuloza pro nitraci, Sarze: 1502090210 - Pulp for production of dynamite;
obsah celulozy min. 92 %, obsah vody max. 8 %, obsah popola max. 0,15 %)
ofset karton
Cyclus ofset - recyklovany papier (bez potlae) =
Cyclus ofset - recyklovany papier s potladou cca 10 % plochy
MYsol matny
lepenka vinita
* poskytnuta firmou PENTA, Praha
** jedna sa o odpadovy material poskytnuty firmou Tlaciareit Brummer & Brummer, spol.
s.r.0., Banska Bystrica

8.1.2 Pouzité enzymy

8.1.2.1 Novozymes® Biomass Kit — NS50013 (celuldzovy komplex)

Celulazovy preparat NS50013 katalyzuje rozklad celul6zového materialu na glukézu,
celobiozu a glukooligosacharidy pricom hlavnymi produktami reakcie su celobidza a glukéza.
Doporucuje sa preparat NS50013 kombinovat s preparatom NS50010 pre maximalizaciu
vykonu. [44]

Tab. ¢ 8: Enzymova aktivita preparatu NS50013, doporucené pH, teplota
a davkovanie [44]

, o hustota? . davkovanie
enzym aktivita (&/ml) pH (1) teplota (°C) % w/w (na
TS)
NS50013
(celulizovy | COEGU/s 12 45-65 45 50 2-6%
komplex) (~ 70 FPU/g)

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

2 — hodnota hustoty je priblizna

3 — davkovanie je zavislé od typu suroviny, pouzite] predupravy suroviny a dalSich
podmienok spracovania, preto nutné davkovanie moze byt znacne variabilné
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Fig. 2. Influence of temperature on the activity

Fig. 1. Influence of pH on the activity of NS50013.
Concentration of enzyme: | 0.009 EGU/mI of NS50013.
Temperature: 50°C (122°F) Concentration of enzyme: | 0.009 EGU/m|
Reaction time: 20 minutes pH: 48
Reaction time: 20 minutes
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Fig. 3. Influence of pH on the stability of NS50013. Fig. 4. Influence of temperature on the stability
Concentration of enzyme: | 0.9 EGU/ml of N550013.
Temperature: 25°C (77°F) Concentration of enzyme: 0.9 EGU/mI
Incubation time 16 hours pH: 4.8
Buffer system: Mcllvaine Reaction time: 30 minutes

Grafy ¢. 3, 4, 5 a 6: Vplyv pH ateploty na aktivitu a stabilitu preparatu NS50013

(celulazového komplexu) [44]

8.1.2.2 Novozymes" Biomass Kit — NS50010 (8- glukoziddiza)
B - glukozidazovy preparat hydrolyzuje celobidozu na glukdézu. Doporuceny pridavok
preparatu NS50010 je 5 — 10% (v/v) mnozstva enzymového preparatu NS50013 pre

kompletnt hydrolyzu dostupnej celulozy. [44]
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Tab. ¢ 9: Enzymova aktivita preparatu NS50010, doporucené pH, teplota
a davkovanie [44]

hustota’ davkovanie
enzym aktivita' pH (1) teplota (°C) % w/w (na
(g/ml)
TS)
NS50010
. 250 CB 1,2 2,5-6,5 45 -170 0,2-0,6 %
(B-glukozidaza) CBU/g : > S

1 — CBU - cellobiase unit

2 — hodnota hustoty je priblizna

3 — davkovanie je zavislé od typu suroviny, pouzite] predupravy suroviny a dalSich
podmienok spracovania, preto nutné davkovanie moze byt znacne variabilné

8.1.3 Priprava roztokov

8.1.3.1 Somogyiho cinidla
e Somogyi I - 800 ml:

12 ¢ C,H;06KNa. 4H,0, 16 g NaHCO; a 18 g Na,COs5 sa necha rozpustit
v 200 ml destil. vody. 144 g Na,SO4 (bezvody) sa pomaly pridava za staleho
mieSania do 600 ml teplej destilovanej vody. Po rozpusteni vSetkych latok sa roztoky
nasledne zmieSaju
e Somogyi Il — 200 ml:

4 g CuSOy, 36 g Na,S04 (bezvody) sa rozpusti v 200 ml destilovanej vody
e Nelson roztok III — 496 ml:

25 g (NH4)2Mo704 . 4 H,0 sa rozpusti v460 ml destilovanej vody. 3 g
Na,HAsO, . 7 H,0 sa rozpustia v 25 ml destilovanej vody a pomaly sa pridava 21
ml koncentrovane] H,SO4. Oba roztoky sa zmieSaju a daju temperovat’ 48 hod.
v termostate pri 38 °C.

8.1.3.2 25 % roztok CuSO,. 5 H,0 (M = 249,68 g/mol):
6,24 g CuSOy4 . 5 H,0 sa necha rozpustit v 100 ml destilovanej vody

8.1.3.3 10 mol/ll roztok NaOH (M = 40 g/mol):
40 g NaOH sa necha rozpustit' v 100 ml destilovanej vody

8.1.3.4 roztok albuminu o koncetrdacii 4 mg/mil:

40 mg albuminu sa necha rozpustit v 10 ml destilovanej vody

8.1.3.5 Priprava timivych roztokov

Vypocitali sa navazky jednotlivych soli pre cielovy objem a pozadované molarity timivych
roztokov. Navazené soli sa rozpustili v 60 % cielovom objeme destilovanej vody. Pripravili
sa 0,4 M roztoky jednotlivych kyselin. Roztoky pozadovanych molarit soli sa temperovali na
pozadovanu teplotu enzymatickej reakcie aboli titrované na pozadované pH roztokmi
kyselin. Roztoky sa doplnili na pozadované objemy destilovanou vodou. Pred pouzitim sa
pripravené roztoky tlmivych roztokov uchovévali v chlade pri 4 °C.
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8.1.4 Prediprava lignocelulézového materialu

Pred samotnou hydrolyzou je nutné material predupravit pre zlepsenie dostupnosti
celulozy pre celulazovy enzymaticky komplex.

Bola pouzita fyzikalna prediprava surovin mechanickym rozmeliiovanim mletim
nasledujucim postupom. Papier (resp. bunicina) bola predmleta vlhkym mletim s destilovanou
vodou v homogenizatore / mixéri. Surovina bola sfiltrovand a premyta destilovanou vodou.
Filtra¢ny kola¢ bol ususeny pri 80 °C natenkej vrstve v suSiarni. Nasledne bol usuSeny
material opatovne mlety nasucho v homogenizatore / mixéri pre dosiahnutie mensej velkosti
Gastic. Dalej boli pouzité rozne kombinacie fyzikalnej predupravy a chemickej predipravy
materialu. Pouzité kombinacie predipravy materialu znazorniuje tabul'ka ¢. 10.

Tab. €. 10: Pouzité kombinacie fyzikalnej a chemickej predupravy materialu

oznacenie fyzikalna chemicka chemicka
predupravy preduprava preduprava €. 1 preduprava €. 2
1 mletie Ziadna ziadna
2 mletie 0,25 % H3;PO, ziadna
3 mletie 0,25 % H3PO4 2 % HNO;
4 mletie 0,25 % H5PO, 2 % NaOH

Pri pouziti kyslej predipravy suroviny 0,25 % H3PO4 sa postupovalo nasledovne. UsuSeny
a pomlety material (cca 5% w/v) bol suspendovany v 0,25% H3;POs; do 300 ml
Erlenmeyerovych baniek a umiestneny na temperovanu trepacku pri 25 °C a 250 rpm pocas
30 minut. Nasledne bola surovina sfiltrovana a premyta destilovanou vodou. Filtracny kolac
bol usuSeny pri 80 °C na tenkej vrstve v susSiarni. Nasledne bol ususeny material opatovne
mlety nasucho v homogenizatore / mixéri.

Pri pouziti kombinovanej predupravy €. 3 a4 nebol filtracny kola€ po uprave materialu
0,25 % H;PO4 ususeny, ale resuspendoval sa v Cinidle (2 % HNOj3 pre predupravu €. 3 a2 %
NaOH pre predupravu €. 4) do 500 ml gul'atej zabrusovej banky (cca 5 % w/v materialu) a
refluxoval sa 40 minut na topnom hniezde pri 100 °C. Nasledne bol pevny podiel sfiltrovany,
premyty 1 % roztokom NaOH v pripade predupravy ¢. 3 al % roztokom CH;COOH
v pripade predupravy €. 4. Nasledne bol material premyty viacnasobne destilovanou vodou do
neutralnej reakcie (kontrolované pH papierikmi). Filtratny kola¢ bol ususSeny pri 80 °C
na tenkej vrstve v suSiarni. Nasledne bol usuSeny material opédtovne mlety nasucho v
homogenizatore / mixéri.

8.1.5 Zakladna kvantitativna kompozi¢na analyza materialu

Pre vyhodnotenie efektivity hydrolyzy jednotlivych druhov papiera a efektivity réznych
druhov preduprav materialu bolo nutné vykonat’ asponi zakladnt analyzu zlozenia materialu.
V jednotlivych materialoch po réznych predupravach boli analyzované obsah celulézy,
popola a suSiny. Stanovenia obsahu suSiny a celuldézy v materidloch sluzili na vyhodnotenie
vytazkov enzymatickej hydrolyzy ateda aj pre vyhodnotenie ucCinnosti predapravy
konkrétnych materialov. Stanovenie popola mé informativny charakter, obsah popola podava
informécie najmi o obsahu plnidiel v materiali. Pouzité postupy pre jednotlivé stanovenia su
nasledovné:
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8.1.5.1 Stanovenie susiny

Do suchého a predom zvazeného kelimku sa navazil papier (resp. buni€ina) s presnostou
na 0,000 1 g. Kelimok sa umiestnil do susSiarne a susil sa pri 105 °C minimalne 4 hodiny.
Kelimok so vzorkom sa vybral zo suSiarne a nechal sa vychladnut' v exikatore. Vychladnuty
kelimok sa zvazil na analytickych vahach. Obsah suSiny sa vypocital podl'a nasledujuceho
vztahu:

_ (wkelz'l710k+vzorak B wkelimok) . 100
susina ~
w

%

vzorok

Wimorveoror ~ MOtNOSt’ kelimku so vzorkom po danej Uprave

8.1.5.2 Stanovenie popola

Do vyzihaného kelimka (aspofi 30 min. pri 550 °C) sa navazilo cca 2 g papiera (resp. 1 gu
buniciny) s presnostou na 0,000 1 g. Kelimok sa pomocou kliesti drzal nad kahanom dovtedy,
kym material nevyhorel. Potom sa kelimok umiestnil do pece na min. 3 hodiny pri 550 °C.
Kelimok sa nasledne vybral zpece, nechal sa vychladnut' v exikatore a zvazil sa na
analytickych vahach. Obsah popola sa vypocital podl'a nasledujuceho vzt'ahu:

_ (wkelil7luk+vzuruk - wkelz'muk ) . 100
popol —
w

%

vzorok

Wieimokvsoror ~ NMOtNOst’ kelimku so vzorkom po danej Uprave

8.1.5.3 Stanovenie celulozy [45]

Do 100 ml Erlenmayerovej banky sa navazilo priblizne 0,8 g vzorku s presnostou 0,000 1
g. Pridalo sa 30 ml zmesi kyseliny octovej a kyseliny dusicnej (80 % kys. octova : konc. kys.
dusi¢na = 10 : 1). Banka sa nechala 1 hodinu ponorena vo vriacom vodnom kupeli a pre
znizenie odparu bolo hrdlo banky prikryté malym filtranym lievikom. Potom bola cela
suspenzia kvantitativne prevedena pomocou stricky s ethanolom do napred zvazenej frity
s vel'kostou porov 15 um (oznacenie frity S4) a zfiltrovana. Frita s materialom bola premyta
ethanolom a umiestnena do susiarne a minimalne 4 hod susena pri 105 °C. Nasledne sa frita
nechala vychladnut v exikatore a zvazila sa. Vzorok sa vyjme z frity po zmoceni ethanolom
pomocou Spachtle do 100 ml Erlenmayerovej banky a nasledne sa naleje do banky este malé
mnozstvo ethanolu. Banka s ethanolom a vzorkom z frity sa umiestni do vriaceho vodného
kapel'a dovtedy, kym sa vSetok ethanol neodpari. Nasledne sa do banky pridalo 20 ml 72 %
H,SO4 avzorok sa nechal sa 1 hodinu hydrolyzovat pri 30 °C v temperovanej trepacke za
miernych otacok (100 rpm). Potom sa zvySok suspenzie previedol pomocou stricky
s ethanolom do frity s velkostou porov 30 um (oznacenie frity S3) a zfiltroval sa. Frita so
vzorkom sa ususila a zvazila ako v predchadzajucom postupe. Obsah celulézy vo vzorku sa
vypocital podla nasledujucich vzt'ahov:

(y _ (wﬁita S4+vzorok wﬁita S4 )
O hyubd celuléza —

-100
w

vzorok

(wﬁita S3+vzorok wﬁita S3 ) . 100}

(wﬁita S4+vzorok wﬁita S4 )

0 = —_
A)celula’zy v hrubej celuléze — l OO {

0 _o .0
A) - A)hruba’ celuléza A)

celuloza celulozy v hrubej celuloze
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8.1.6 Hruba optimalizacia podmienok enzymatickej hydrolyzy

Boli optimalizované nasledujice parametre enzymatickej hydrolyzy: druh tlmivého
roztoku, pH, teplota, koncentracia suroviny, koncentracia enzymov a mieSanie. Pri
optimalizovani jedného parametru sa menilo nastavenie tohto parametru a ostatné parametre
hydrolyzy boli konstantné, pricom sa volili nastavenia uz optimalizované. Ak este neboli
nastavenia optimalizované, tak sa zvolila hodnota z doporuceného intervalu z manualu
poskytnutého k sade enzymov. [44]

Z dovodu velkého mnozstva testovanych substratov boli podmienky hydrolyzy
optimalizované na modelovych surovinach - filtracnom papieri abunifine. pH bolo
optimalizované pre kazdu surovinu, pretoze jednotlivé suspenzie odpadovych papierov
a modelovych surovin vykazovali rézne pH z dovodu obsahu plnidiel a dalSich latok v
materiali. Pre lepenku s réznymi predapravami bol pouzity skrateny test pH s nasledovnym
postupom:

Do 50 ml Erlenmeyerovych baniek bol navazeny suchy predupraveny material
s presnostou na 0,01 g. Boli pripravené octanové tlmivé roztoky 0,05 M pH 4,0 a pH 4,5.
Materialy (pouzita koncentracia 8 % w/v bola totozné s koncentraciou pouzitou pri hydrolyze)
boli suspendované v timivych roztokoch, suspenzia sa nechala inkubovat 15 minut a nasledne
bolo zmerané pH vyluhu. Pomocou zmeraného pH bolo vyhodnotené vhodné pH tlmivého
roztoku pre hydrolyzu.

Pre hrubu optimalizaciu podmienok enzymatickej hydrolyzy bol pouzity nasledovny
postup:

Suchy a pomlety material bol navazeny s presnostou na 0,01 g a umiestneny do 100 ml
Erlenmeyerovych baniek (vSetky stanovenia boli vykonané trojmo). Boli pripravené tlmivé
roztoky (postup vid. odstavec 8.1.3.6). Tlmivé roztoky boli v pozadovanom objeme
pipetované nedelenou pipetou do Erlenmeyerovych baniek snavazenym substraitom. Pre
zabranenie mikrobidlnej kontaminacie pocas procesu hydrolyzy boli Erlenmeyerove banky
uzavreté zatkami z buni¢iny, obsah bol 10 minat povareny vo vriacom vodnom kupeli a po
vychladnuti bola suspenzia suplementovana konzervaénym cinidlom azidom sodnym (na
vyslednu koncentraciu azidu 0,02 % w/v). Erlenmeyerove banky boli 10 minat temperované
pri pozadovanej teplote v temperovanej trepacke a boli pridané enzymy v pozadovanom
mnozstve. Bol poznaceny Cas zaciatku hydrolyzy a v ¢asovych intervaloch (najCastejSie po 2,
4, 6, a 24 hodinach) boli vykonané odbery pre stanovenie RS.

8.1.7 Pouzitie pitnej vody ako vodného prostredia pre enzymaticku hydrolyzu

Bola testovana moznost’ pouzitia pitnej vody ako vodného prostredia pre enzymaticku
hydrolyzu nasledujucim postupom:

Sucha a pomleta bunicina bola navazena s presnostou na 0,01 g a umiestnena do 100 ml
Erlenmeyerovych baniek (stanovenia boli vykonané trojmo). Boli pripravené dva octanové
0,05M tlmivé roztoky o pH 4,5, jeden s pouzitim destilovane] vody ajeden s pouzitim
prevarenej pitnej vody. Dalej sa postupovalo obdobne ako pri optimalizacii podmienok
enzymatickej hydrolyzy, ale bol vykonany len odber pre stanovenie RS v 24 hodinach.

8.1.8 Enzymaticka hydrolyza

Po vykonani hrubej optimalizacie podmienok hydrolyzy bolo prikrocené k testovaniu
modelovych surovin — filtratného papiera a technickej bunifiny a odpadovych surovin
ofsetového kartonu, lepenky, recyklovaného papiera v dvoch kvalitach (s potlacou a bez
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potlace) a papiera MYsol matny ako substratov pre enzymaticka hydrolyzu. Bol pouzity Fed
— batch proces. Postup pre hydrolyzu bol analogicky ako pri optimalizacii podmienok
hydrolyzy s tym rozdielom, ze pokus trval 96 h a pre stanovenie RS boli vykonané odbery
v Casovych intervaloch 2, 4, 6, 24, 48, 50, 52, 72, a 96 hodin. Na zaciatku bol navazeny
substrat v koncentracii 8 % w/v a v ¢ase 48 hodin bola pridana d’alsia davka sterilizovaného
substratu (4 % w/v). Do jednej 100 ml Erlenmayerovej banky nebol navazeny substrat ale
napipetoval sa tlmivy roztok a tato banka sluzila na meranie odparu vody. Pocas 96 hodin
pokusu dochadzalo k meratelnému ubytku vody odparom. Voda nebola pocas pokusu
dopliiana ale s odparom vody sa pogitalo pri vyhodnocovani vysledkov.

Analogicky prebiehala enzymatickd hydrolyza s roznymi kombinaciami predupravenych
materialov.

8.1.9 Stanovenie kalibracnej krivky glukézy metédou podl’a Somogyiho a Nelsona

Pre zostrojenie kalibracnej krivky bol pouzity zakladny roztok glukézy o koncentracii
0,5 g/l. Z tohto roztoku bola pripravena riedenim kalibracna rada glukézy s koncentraciami
v jednotlivych vzorkoch: 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30, 0,35; 0,40 g/l.

Do kazdej skumavky bolo pipetovanych po 0,5 ml Somogyiho ¢inidla (I + II v pomere
4:1) a nasledne 0,5 ml vzorku kalibra¢nej rady. Skimavky boli 10 minut povarené vo vriacom
vodnom kupeli anasledne ochladené na laboratornu teplotu. Potom bolo do skumaviek
pridanych po 0,5 ml Nelsonovho roztoku - c¢inidla III apo 3,5ml destilovanej vody.
Skumavky boli dobre premiesané (zvortexované) a bola merand absorbancia vzorkov na
spektrofotometre proti blanku pri vinovej dizke 530 nm. Blank obsahoval 0,5 ml destilovanej
vody namiesto vzorku. Navazka glukozy pre zakladny roztok bola mgry = 0,501 4 g na 1 liter
roztoku.

8.1.10 Stanovenie redukujucich sacharidov (RS) metédou podl’a Somogyiho a Nelsona

Ocakavané produkty hydrolyzy tvoria glukéza, celobidza, a minoritné sacharidy ako
xyluloza a arabinoza. Vsetky tieto sacharidy st sacharidy redukujuce. Preto je mozné pouzit
stanovenie redukujucich sacharidov metéodou podl'a Somogyiho a Nelsona na stanovenie
celkového produktu hydrolyzy. Pre stanovenie redukujucich sacharidov metédou podla
Somogyiho a Nelsona bol pouzity nasledujuci postup:

Pri kazdom odbere bolo odpipetovanych 0,5 ml z kazdého vzorku do 2 ml Eppendorfiek.
Vzorky boli okamzite povarené na vriacom vodnom kupeli po dobu 5 minut pre ukoncenie
reakcie (denaturacia enzymov). Nasledne boli vzorky centrifugované (8000 rpm po dobu
5 minat) pre odstranenie pevného podielu.

Do kazdej skimavky bolo pipetovanych po 0,5 ml Somogyiho Cinidla (I + II v pomere 4:1)
anasledne 0,5 ml 100-krat (resp. 200-krat alebo 400-krat) zriedeného supernatantu.
Skiimavky boli 10 minat povarené vo vriacom vodnom kupeli anasledne ochladené na
laboratornu teplotu. Potom bolo do skumaviek pridanych po 0,5 ml Nelsonovho roztoku -
¢inidla III a po 3,5 ml destilovanej vody. Skiimavky boli dobre premieSané (zvortexované)
a bola zmerana absorbancia vzorkov na spektrofotometre proti blanku pri vinovej dizke 530
nm. Blank obsahoval 0,5 ml destilovanej vody namiesto vzorku. Mnozstvo redukujucich
sacharidov pritomnych vo vzorku bolo vypocitané zrovnice regresnej priamky ziskanej
z kalibracnej krivky glukozy.
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8.1.11 Stanovenie kalibraénej krivky bielkovin pri 550 nm

Pre zostrojenie kalibracnej krivky bielkovin bol pouzity zakladny roztok albuminu
o koncentracii 4 mg/ml. Z tohto roztoku bola pripravend kalibracnd rada albuminu
s koncentraciami v jednotlivych vzorkoch: 1,6; 3,2; 4,8; 6,4; 8,0; 16,0 mg/ml podl'a tabulky ¢.
12. Skumavky boli 10 minut povarené vo vriacom vodnom kupeli a nasledne ochladené na
laboratornu teplotu. Potom k nim bolo pridanych 0,25 ml 25 % roztoku CuSO4 . 5 H;O,
obsah skumaviek bol premieSany a nasledne sfiltrovany. Absorbancia bola merand na
spektrofotometre proti blanku pri 550 nm. Blank obsahoval namiesto vzorku 0,5 ml
destilovanej vody.

8.1.12 Stanovenie rozpustnych bielkovin

Pre stanovenie obsahu bielkovin pri 550 nm v jednotlivych pouzitych enzymovych
preparatoch bol pouzity nasledovny postup:

Do skumaviek bolo napipetovanych po 0,5 ml 10 M NaOH a 3,8 ml destilovanej vody.
Nasledne bolo pridanych 0,2 ml vzorku. Skimavky boli 10 minut povarené vo vriacom
vodnom kupeli a néasledne ochladené na laboratérnu teplotu. Potom k nim bolo pridanych
0,25 ml 25 % roztoku CuSO4 . 5 H,0, obsah skumaviek bol premieSany a nasledne
zfiltrovany. Absorbancia bola merana na spektrofotometre proti blanku pri 550 nm.

9 VYSLEDKY A DISKUSIA

9.1.1 Stanovenie kalibrac¢nej krivky glukézy metédou podl’a Somogyiho a Nelsona

Tab. €. 11: Priprava kalibracnej rady roztokov pre stanovenie kalibracnej krivky glukozy
metoddou podl'a Somogyiho a Nelsona

Vyoda Vg (ml) CGLU CGLU skutoénd | A530mm
(ml) i (€4)) (€2)) (1)
10 0 0,00 0,0000 | 0,000
9 1 0,05 0,050 1 0,235
8 2 0.10 0,100 3 0,492
7 3 0.15 01504 | 0,692
6 4 0,20 02006 | 0907
5 5 0.25 0,250 7 1,099
4 6 0.30 0,300 8 1292
3 7 035 03510 1,500 | 0,750*
2 8 0,40 0,401 1 1626 | 0,813*
1 9 0,45 04513 1678 | 0,839*
0 10 0,50 0,501 4 1624 | 0,812*

* hodnoty absorbancii pre 2-nasobné riedenie vzorkov
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Graf ¢. 7: Stanovenie kalibracnej krivky glukdézy metodou podl'a Somogyiho a Nelsona

Bola stanovena rovnica kalibrac¢nej krivky glukozy, ktora ma tvar : 4 = 4,270 2 ¢ nutna
k stanoveniam RS metddou podl'a Somogyiho a Nelsona.

9.1.2 Stanovenie kalibraénej krivky bielkovin pri 550 nm

Tab. €. 12: Zostrojenie kalibracnej krivky albuminu pri 550 nm

skumavka C. 1 2 3 4 5 6 blank
V atbumin (ml) 04 0,8 12 1,6 2.0 4.0 0,0
V yoda (ml) 3,6 32 2.8 2.4 2.0 0,0 4.0
V10 Mnaon (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Calbumin (mg/ml) 1,6 32 48 6.4 8.0 16,0 0,0
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Graf ¢. 8: Kalibracné krivka albuminu pre stanovenie bielkovin pri 550 nm

Bola stanovena rovnica kalibracnej krivky albuminu pri 550 nm, ktora ma tvar :
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0,0259 ¢ nutna k stanoveniu obsahu bielkovin v enzymovych preparatoch NS50013 a
NS50010.

9.1.3 Stanovenie rozpustnych bielkovin

Bolo stanovené mnozstvo rozpustnych bielkovin v enzymovych preparatoch NS50013
(celulazovy komplex) a NS50010 (B-glukoziddza) nutné pre vypocet Specifickej hodnoty
aktivity enzymov. Mnozstvo rozpustnych bielkovin v prepardte NS50013 (celulazovy

komplex) bolo 136 + 20 mg / ml a v preparate NS50010 (B-glukozidaza) 52 + 22 mg / ml.

Tab. €. 13: Stanovenie rozpustnych bielkovin v preparate NS50013 (celulazovy komplex)

— vysledky
. . . Copri smerodat.
vzorok &. | Assomm (1) | riedenie | ¢ (mg/ml) (nfg/ﬁ:{) odchylka IS
1 0,276 15 159.8
2 0,206 15 1193 136,3 172 19.5
3 0,224 15 129.7
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Tab. ¢. 14: Stanovenie rozpustnych bielkovin v preparate NS50010 (B-glukozidaza) —

vysledky
. ) ) Cpriemer smerodat.
vzorok €. | Assomm (1) | riedenie | ¢ (mg/ml) (mg/ml) | odchylka IS
1 0,065 15 37,6
2 0,067 15 38,8 51,7 19,1 21,6
3 0,136 15 78,8
9.1.4 Hruba optimalizacia podmienok enzymatickej hydrolyzy
9.1.4.1 Optimalizdacia tlmivych roztokov
Tab. €. 15: Podmienky pouzité pri optimalizacii tlmivych roztokov
NS50013 - NS50010 —
celulolyt. komplex B—glukozidaza
davkovanie davkovanie ) )
| €s (Yo | Mgybsrac | Vpusr , Venzym ] Venym | teplota | miesanie
substrat ) © (ml) enzymu (% () enzymu (% ) ) (rpm) pH
W & w/w na TS) H w/w na TS) H P
filtracny
, 8 32 | 40 4 107 0.4 10,7 45 192 | 5.0
papier
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Graf ¢. 9: Zavislost’ koncentracie RS na Case prebiehajucej enzymatickej hydrolyzy pri
pouziti réznych timivych roztokov

Tab. ¢. 16: Vysledky optimalizacie timivych roztokov

fmivy roztok crs/ 24| V | mgg NgLy aktivita Sii;\fjiila(a rel. aktivita
h(g/) | (ml) | (g) | (mol) (nkat) (nkat/mg) (70)
citratovy 0,05M 14,10 | 39 | 043 |241E-03| 2793 1,85 66,8
octanovy 0,05M 11,15 | 39 |0,65|3,61E-03| 41383 2,77 100,0
citrat fosforeénanovy 0,05M | 15,76 | 39 | 0,61 | 3.41E-03 | 39,49 2,62 94.4
jantarovy 0,05 M 11,57 | 39 | 0,45 |250E-03| 2899 1,92 69.3
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Graf ¢&. 10: Zavislost' relativnej aktivity enzymov na druhu tlmivého roztoku (substrat -
filtracny papier)

Pre optimalizaciu tlmivého roztoku boli pouzité podmienky zhrnuté v tabulke ¢. 15.
Hodnoty koncentracii RS ziskané za Casovy usek 24 hodin boli pouzité pre vypocet aktivit
enzymov v nkat (aktivitu 1 katal ma také mnozstvo enzymu, ktoré premeni 1 mol substratu za
1 sekundu) a Specifickych aktivit v nkat / mg bielkoviny enzymu pri pouziti roznych tlmivych
roztokov. Tieto aktivity sluzili ako podklad pre vyjadrenie relativnych aktivit v %, ktoré boli
kIiCovym faktorom pre porovnanie uc€innosti hydrolyzy s pouzitim rdznych tlmivych
roztokov. Pre potreby vypoctu bola pouzitd aproximacia, ze koncentracia RS sa rovna
koncentracii  glukozy, pretoze koncentracia glukézy nebola stanovovana. Vysledky
optimalizacie tlmivych roztokov su zhrnuté v tab. ¢. 16.

Podla vysledkov sa pre hydrolyzu javi najlepSie pouzitie octanového tlmivého roztoku
(Specificka aktivita enzymov 2,77 nkat/mg) a citrat fosfore¢nanového tlmivého roztoku
(Specificka aktivita enzymov 2,62 nkat/mg, relativna aktivita 94,4 %) vid’ graf ¢. 10. Mene;j
vhodné je pouzitie citratového ajantarového tlmivého roztoku (Specifické aktivity
1,85 nkat/mg a 1,92 nkat/mg a prislichajice relativne aktivity 66,8 % a 69,3 %).

Po vyhodnoteni vysledkov bol pre vSetky d’alSie experimenty pouzivany octanovy tlmivy
roztok pre udrzovanie pozadovaného pH.
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9.1.4.2 Optimalizacia pH — substrdt filtracny papier a bunicina

Tab. ¢. 17: Podmienky pouzité pri optimalizacii pH tlmivého roztoku — substrat filtracny

papier a bunicina

NS50013 - NS50010 -
celul. komplex B-glukozidaza
¢ (% davkovanie | Ve, | davkovanie L L
. Mgbstrit | Vputr . . Venym | teplota | mieSanie | tlmivy
substrat | w/v na enzymu (% | n enzymu (% o
(g) | (ml) () | °C) | (pm) | roztok
TS) w/wnaTS) | (ul) | w/w na TS)
filtrany octanovy
) 8 32 40 4 107 0.4 10,7 45 192
papier 0,05M
s citratovy
buniCina 8 32 40 4 107 0.4 10,7 50 194
0,05M
18
16 x

0 5 10 15 20 25
¢as (hod.)
pH=45 x pH=50 % pH=55 > pH=60 X pH=65 x pH=40 x pH=3.6

Graf ¢. 11: Zavislost koncentracie RS na Case priebiehajiicej enzymatickej hydrolyzy pri
pouziti rozneho pH tlmivych roztokov — substrat filtraény papier
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Graf ¢&. 12: Zavislost’ koncentracie RS na Case prebiehajiicej enzymatickej hydrolyzy pri
pouziti rézneho pH tlmivych roztokov — substrat bunicina

Tab. ¢. 18: Vysledky optimalizacie pH tlmivych roztokov — substrat filtracny papier

CRrS . .. |Specificka rel.
pHpute (1) | pHygtan (1) | (/1) / (n\:l) IZ;)S (nnf;‘f) V‘):(Ez)l/ S a(kntgtt)a aktivita | aktivita

24 h (nkat/mg) (%)
3.60 400 | 1347 |385| 0.52 |2.88E-03| 1.,77E-07 | 3332 | 221 85.0
4,00 443 | 1585 | 385 | 0.61 |3.39E-03| 1.82E-07 | 3921 2.60 100,0
4.50 492 | 12,65 | 385 | 0.49 |2.70E-03 | 2.08E-07 | 3130 | 2.07 79.8
5.00 544 | 1273 | 385 | 0.49 |2.72E-03| 1.35E-07 | 31.49 | 2.09 80.3
5.50 592 | 1030 | 385 | 0.40 |2.20E-03| 6.31E-08 | 25.49 1.69 65.0
6.00 6.28 705 | 385 | 027 |151E-03| 625E-08 | 17.43 1.16 445
6.50 6.56 521 |385| 020 |1.11E-03|5.00E-08 | 1290 | 085 32.9
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Graf ¢. 13: Zavislost relativnej aktivity enzymov na pH tlmivych roztokov a pH vyluhu

(substrat - filtracny papier)

Tab. ¢. 19: Vysledky optimalizacie pH tlmivych roztokov — substrat bunic¢ina

crs @) | V e | vo (mol/s = | aktivita | PEETKE | o) ktivita
PHpr | PHtan |37ty [ ™R @ | o) kat) | (nkat) | 2OV L o)
(nkat/mg)
3.00 | 3.08 | 239 |385| 009 |510E-04| 1.66E-08 | 591 | 039 16.8
350 | 3.63 | 1174 |385| 045 |2.51E-03] 9.12E-08 | 29.04 | 1.92 82.6
400 | 402 | 1398 |385| 054 |299E-03| 132E-07 | 3458 | 229 98 4
450 | 451 | 13.93 [385] 054 |298E-03| 135E-07 | 34.44 | 228 98.0
500 | 493 | 1421 |385| 055 |3.04E-03| 122E-07 | 35.14 | 233 100.0
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Graf ¢. 14: Zavislost relativnej aktivity enzymov na pH timivych roztokov a pH vyluhu -
substrat buni¢ina

Pre optimalizaciu pH tlmivych roztokov boli pouzité podmienky zhrnuté v tabulke ¢. 17.
Podla manualu k enzymom [44] je doporuCeny rozsah pH pre celulolyticky komplex
(NS50013) 4,5 — 6,5 a pre B-glukozidazu (NS50010) 2,5 — 6,5, optimum pH pre tieto enzymy
by sa teda malo nachadzat’ v tejto oblasti.

Hodnoty koncentracii RS ziskané za Casovy usek 24 hodin boli pouzité pre vypocet aktivit
enzymov v nkat a Specifickych aktivit v nkat / mg bielkoviny enzymu pri pouziti tlmivych
roztokov o roznom pH. Tieto aktivity sluzili ako podklad pre vyjadrenie relativnych aktivit v
%, ktoré boli kl'uCovym faktorom pre porovnanie ucinnosti hydrolyzy s pouzitim tlmivych
roztokov s roznym pH. Pre potreby vypoctu bola pouzitd aproximacia, ze koncentracia RS sa
rovna koncentracii glukozy, pretoze koncentracia glukézy nebola stanovovana. Vysledky
optimalizacie tlmivych roztokov su zhrnuté vtab. ¢. 18 a 19. V grafe ¢. 13 boli body
prelozené polynomom 4. stuptia, ktory sa ukazal ako najvhodnejsi k prelozeniu bodov.

Pre dokreslenie bola vyjadrena tiez hodnota pociato¢nej rychlosti vy s pomocou metddy
vychadzajucej z Newtonovho rozvoja pre ekvidistantne narastajuce prirastky. [46] Pre
vypocet vy boli pouzité hodnoty koncentracie RS v Case 2, 4 a 6 hodin. Stanovenie v, len
pomocou troch bodov nie je presné, preto hodnoty vy maju iba informativny charakter.

Po 24 hodinach bola hydrolyza ukoncené a bolo zmerané pH dekantovaného vyluhu. Bolo
zistené, ze pH vyluhu v pripade substratu buniCiny sa vyraznejsie neliSilo od pH pouzitych
tlmivych roztokov, v pripade pouzitia filtracného papiera ako substratu boli rozdiely pH
medzi pouzitymi tlmivymi roztokmi avyluhmi markantnejSie. pH sa postvalo smerom
k alkalickej oblasti, nikdy vSak nie viac ako o hodnotu 0,44. Tento posun je dany charakterom
substratu, hlavne jeho obsahovym zlozenim.
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Pre substrat filtracny papier bolo vyhodnotené ako najlepSie pouzitie 0,05 M tlmivého
roztoku s pH 4,00 s nameranym prisluchajucim pH vyluhu 4,43 (enzymy mali Specificku
aktivitu 2,60 nkat/mg) vid’ tab. ¢. 18.

Pre substrat buni¢inu bolo vyhodnotené ako najlepsSie pouzitie 0,05 M tlmivého roztoku s
pH 5,00 s nameranym prislachajucim pH vyluhu 4,93 (enzymy mali Specificku aktivitu 2,33
nkat/mg) vid’ tab. &. 19. Specifické aktivity enzymov pri pouziti 0,05 M tlmivého roztoku s
pH 4,00 a 4,50 (pH vyluhov 4,02 a 4,51) boli taktiez vysoké 2,29 nkat/mg a 2,28 nkat/mg

vyjadrenim relativnymi aktivitami 98,4 % a 98,0 %.

Podl'a nameranych vysledkov optimalne pH pre Cinnost pouzivanych celulolytickych
enzymov lezi v intervale 4,43 — 4,93 a vyber pH a sily timivych roztokov zavisi od konkrétnej
pouzitej suroviny.

9.1.4.3 Optimalizacia teploty

Tab. €. 20: Podmienky pouzité pri optimalizacii teploty

NS50013 - NS50010 -
celul. komplex B-glukozidaza
© v davkovanie v davkovanie v dmive L

c Mgyt ufi ) nzym ) nzym mi mieSanie
substrat | o | RO TR v (% | ™ | enzymu (% | Y pH

wh) | (® | () (u) (u) | roztok (rpm)

w/w na TS) w/w na TS)
filtrany octanovy
) 8 3,2 40 4 107 0.4 10,7 4,5 194
papier 0,05M
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Graf ¢&. 15: Zavislost’ koncentracie RS na Case prebiehajiicej enzymatickej hydrolyzy pri

pouziti roznych tepldt inkubacie — substrat filtrany papier

Tab. ¢. 21: Vysledky optimalizacie teploty — substrat filtraény papier

. Specificka rel.
teplota C) | S V1 vy | mes @ | ngw @moly | AV ivita | aktivita
22h (nkat)

(nkat/mg) (%)

35 8.89 38.5 0.34 1.90E-03 23.99 1.59 59.0

40 11.55 38.5 0.44 2 47E-03 31.17 2.07 76.6

45 12.46 38.5 0.48 2.66E-03 33.62 223 82.6

50 13.90 38.5 0.54 2.97E-03 37.51 2.49 922

55 15.08 38.5 0.58 3.22E-03 40,69 2.70 100.0

60 13.82 38.5 0.53 2.95E-03 37.30 2.47 91.7
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Graf ¢. 16: Zavislost' relativne] aktivity enzymov na pouzitej teplote — substrat filtracny
papier

Pre optimalizéciu teploty boli pouzité podmienky zhrnuté v tabulke €. 20. Podl'a manualu
k enzymom [44] je doporuceny rozsah teploty pre celulolyticky komplex (NS50013) 45 —
50 °C apre B-glukozidazu (NS50010) 45 — 70 °C, optimum teploty pre ¢innost tychto
enzymov by sa teda malo nachadzat’ v tejto oblasti.

Hodnoty koncentracii RS ziskané za Casovy usek 22 hodin boli pouzité pre vypocet aktivit
enzymov v nkat a Specifickych aktivit v nkat / mg bielkoviny enzymu pri pouziti réznych
teplot. Tieto aktivity sluzili ako podklad pre vyjadrenie relativnych aktivit v %, ktoré boli
kIaiCovym faktorom pre porovnanie ucinnosti hydrolyzy s pouzitim rdéznych teplot. Pre
potreby vypoctu bola pouzita aproximacia, ze koncentracia RS sa rovna koncentracii glukédzy,
pretoze koncentracia glukdzy nebola stanovovana. Vysledky optimalizacie timivych roztokov
su zhrnuté v tab. €. 21.

Aktivita enzymov vykazovala rast s rasticou teplotou do teploty 55 °C, pri vyssej teplote
aktivita klesala z dovodu silnejSie sa prejavujucej denaturacie enzymov (vid graf ¢. 16).
Maximum aktivity bolo po 22 hodinach namerané pri pouziti teploty 55 °C (Specificka
aktivita 2,70 nkat / mg), druh4 najvacsia aktivita bola namerana pri teplote 50 °C (Specificka
aktivita 2,49 nkat / mg, relativna aktivita 92,2 %). Napriek tomu, ze najlepsie vysledky po 22
hodinach vykazovalo meranie pre teplotu 55 °C, 22 hodin moze byt prili§ kratkym ¢asovym
intervalom a pri 55 °C by sa pocas dlhSieho Casového useku hydrolyzy (trvanie hydrolyzy
odpadového papiera v dalSich experimentoch bolo 96 hodin) zacala vyraznejsie prejavovat
denaturacia enzymov, Co by sa prejavilo na poklese aktivity enzymov. Preto bola ako
optimalizovana hodnota teploty zvolena teplota 50 °C, ktora lezi v doporu¢enom intervale
teplot z manualu k celulolytickym enzymom.
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9.1.4.4 Optimalizdacia koncentrdcie substrdatu a enzymov

Tab. €. 22: Podmienky pouzité pri optimalizacii koncentracie substratu a enzymov

NS50013 - NS50010 -
celul. komplex B-glukoziddza
% v davkovanie v davkovanie v p— ‘etanie | teplota

C Migybsirs ufr , nzym , nzym mi mieSanie | teplo
substrat | o | S TP envmu (% | ™ | enzymu (% | Y pH E

wiv) (& | (mb (1D (u) | roztok (1pm) °O

w/w na TS) w/w na TS)
- 0,8 - 13 - 1,3 - | octanovy
buni¢ina | 2 -10 40 2-10 02-1 4,5 194 50
4,0 200 20 0,05M

0 ) | |

0 5 10 15 20 25
cas (hod.)

cs=2%wiv X ¢cs=4%wv —<cs= 6%wv

cs=8%wv X cs= 10% w/v

Graf ¢. 17: Zavislost koncentracie RS na Case prebiehajucej enzymatickej hydrolyzy pri
pouziti réznych koncentracii substratu — substrat buni¢ina, davkovanie NS50013 2 % w/w na
TS
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Graf ¢. 18: Zavislost koncentracie RS na Case prebiehajucej enzymatickej hydrolyzy pri
pouziti réznych koncentracii substratu — substrat buni¢ina, davkovanie NS50013 4 % w/w na
TS
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Graf ¢. 19: Zavislost koncentracie RS na Case prebiehajucej enzymatickej hydrolyzy pri

pouziti réznych koncentracii substratu — substrat buni¢ina, davkovanie NS50013 6 % w/w na
TS
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Tab. €. 23: Vysledky optimalizéacie koncentracie substratu a enzymov — substrat bunicina

, . L. rozpustné | . ;
koncentracia | koncentracia| cgrs . . ) Specificka
¢ | enzymu (% |substratu (% | (@y/| v, | MRS | mow | akiivitabiclkoviny | © L
w/w na TS) w/V) 24 h (mb) | (e) (mol) (nkat) | enzymov (nkat/mg)
(mg)
1 2 2 3,75 |38.5]0,14 | 8.01E-04 | 927 1.9 491
2 2 4 520 |38.5]0.20| 1,11E-03 | 12.86 3.8 3.41
3 2 6 921 385|035 1.976-03 | 22.78 57 4,03
4 2 8 14,16 | 38.5 | 0.55 | 3.03E-03 | 35.02 75 4.64
5 2 10 1524 | 38.5|0.59 | 3.26E-03 | 37.69 9.4 4,00
6 4 2 2.36 |38.5/0.09|5.04E-04 | 5.83 3.8 1.55
7 4 4 6.97 | 385|027 | 1.49E-03 | 17.24 75 2.29
8 4 7.13 385027 1,52E-03 | 17.65 11.3 1.56
9 4 8 1521 |38.5|0.59 | 3.25E-03 | 37.63 15.1 2.49
10 4 10 16.23 | 38.5|0.62 | 3.47E-03 | 40.14 18.9 2.13
11 6 2 562 385|022 1,20E-03 | 13.90 57 2.46
12 6 4 9.10 |38.5|0.35| 1.95E-03 | 22.51 11.3 1.99
13 6 11,47 | 38.5|0.44 | 2.45E-03 | 2838 17.0 1.67
14 6 8 16.61 | 38.5 | 0.64 | 3.55E-03 | 41.09 226 1.82
15 6 10 16.86 | 38.5 | 0.65 | 3.60E-03 | 41.70 28.3 1.47
10
9
8
7
6
4
3
2
¢, (%o wiv)
' ¢, (% w/wnaTS)
.- | Specificka
oznagenie 1011 12 43 aktivita (nkat/mg)

Graf ¢. 20: Zavislost Specifickej aktivity enzymov na pouzitej koncentracii substratu (cs v
% w/v) a davkovani enzymov (% w/v na TS) — substrat buni¢ina

53



Pre optimalizaciu koncentracie substratu a enzymov boli pouzité podmienky zhrnuté
v tabulke ¢. 22. Podl'a manualu k enzymom [44] je doporuCeny rozsah davkovania enzymov
celulolytického komplexu (NS50013) 2 — 6 % w/w na celkovy tuhy podiel (TS) s pridavkom
5 - 10% v/v B-glukozidazy (NS50010) na mnozstvo preparatu NS50013. Pridavok -
glukozidazy bol vzdy 10 % v/v mnozstva pouzitych celulolytickych enzymov. Davkovanie
substratu bolo zvolené v rozsahu 2 — 10 % w/v buniCiny, priCom pri pouziti davkovania 10 %
bola suspenzia buni¢iny uz len obtiazne mieSatel'na.

Hodnoty koncentracii RS ziskané za ¢asovy usek 24 hodin boli pouzité pre vypocet aktivit
enzymov v nkat a Specifickych aktivit v nkat / mg bielkoviny enzymu pri pouziti réznych
koncentracii enzymov a substratu. U&innost hydrolyzy bola posudena porovnanim
Specifickych aktivit enzymov pri roznych pouzitych koncentracidch enzymov a substratu. Pre
potreby vypoctu bola pouzita aproximacia, ze koncentracia RS sa rovna koncentracii glukédzy,
pretoze koncentracia glukdzy nebola stanovovana. Vysledky optimalizacie tlmivych roztokov
su zhrnuté v tab. €. 23.

Na grafe €. 18 a¢. 19 si mozno vSimnut, ze krivky priebehu hydrolyzy pre koncentraciu
substratu 6 a 8 % w/v nemaju typicky tvar. Je to sposobené tym, ze pri vysokej koncentracii
substratu je spociatku mieSanie suspenzie obtiazne, ale vdaka vysokému davkovaniu
enzymov doslo po 4 hodinach k rychlemu zlepSeniu mieSatel'nosti vplyvom tuc¢inku enzymov,
co sa prejavilo v lepSej dostupnosti substratu pre enzymy ateda v konecnom dosledku aj
k rapidnejSiemu narastu koncentracie RS v 6 hodinach.

Na grafe €. 20 je zretelne vidno, ze najvysSie Specifické aktivity boli dosahované pri
pouziti 2 % w/w na TS davkovani NS50013, nizsie hodnoty boli pri pouziti pri davkovaniach
4% a6%. Zmeny v Specifickych aktivitach s narastom koncentracie substratu nie su
pravidelné, iba pri pouziti 6 % davkovania NS50013 je mozné sledovat’ pokles Specifickych
aktivit s narastom koncentracie substratu.

Najvyssia hodnota Specifickej aktivity enzymov 4,91 nkat / mg bielkoviny bola dosiahnuta
pri pouziti davkovania 2% w/w na TS NS50013 a koncentracie substratu 2 % a druha
najvyssia hodnota Specifickej aktivity 4,64 nkat / mg bielkoviny bola dosiahnutd pri pouziti
davkovania 2 % w/w na TS NS50013 a koncentracie substratu 8 %. Pre potreby priemyselne;j
velkovyroby je nutné dosahovat’ vysoké finalne koncentracie RS pre proces fermentacie preto
je lepsie zvolit vyS§siu koncentraciu substratu. Napriek tomu, ze najvysSie hodnoty Specifickej
aktivity boli dosahované pri 2 % davkovani celuldz, toto davkovanie nemusi byt dostatocné
pre dlhodobejsi proces fed-batch hydrolyzy, pretoze s c¢asom dochadza k parcialnej
denaturacii enzymov a Ciastocnej ireverzibilnej fixacii enzymov na substrat, coho dosledkom
je pokles aktivity enzymov. Treba brat ohlad aj na to, ze experiment bol vykonany na
modelovej surovine — bunicine, ktora sa 1isi svojim spravanim v suspenzii a tiez zlozenim od
odpadovych surovin, taktiez je treba brat' do tivahy inhibi¢ny ucinok produktu na Cinnost
celulaz, ktory by mohol byt potla¢eny pomocou SSF, ale v tomto Stadiu sa k pouzitiu tohto
postupu nesiahlo.

V tejto faze bolo vyhodnotené pouzitie davkovanie NS50013 2 % w/w na TS (s pridavkom
0,2 % w/w NS50010 na TS) a s koncentraciou substratu 8 % ako najlepsie.
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9.1.4.5 Optimalizdacia pH a sily tlmivého roztoku — substrdt odpadové papiere East’ 1

Tab. €. 24: Podmienky pouzité pri optimalizacii pH a sily timivého roztoku — substrat
odpadové papiere Cast’ 1

NS50013 - NS50010 —
celul. komplex B-glukozidaza
davkovanie davkovanie
| s (% | mg | Vi | enzymu (% | Vepym | €nzymu (% | Venym | teplota | mies. tlmivy
substrat pH
w/v) | (g) |(ml)| w/wna (1 W/W na (1 °C) | (rpm) roztok
TS) TS)
odpad.
; 8 32 | 40 4 107 0.4 10,7 50 194 |oct.0,05M| 3,7
papiere
odpad.
; 8 32 | 40 4 107 0.4 10,7 50 194 |oct.0,05M| 4,0
papiere
odpad.
; 8 32 | 40 4 107 0.4 10,7 50 194 |oct.0,05M| 4,5
papiere
16
14 >|E
12
10
= k
) I
-’ - —
” 8 % //// T
(5} AN
X
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ofset karton X MYsol matny —<— recyklovany recyklovany - potla¢ X lepenka

Graf ¢. 21: Zavislost koncentracie RS na Case prebiehajucej enzymatickej hydrolyzy pri
pouziti 0,05 M octanového tlmivého roztoku pH 3,7 — substrat odpadové papiere
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Graf ¢. 22: Zavislost koncentracie RS na Case prebiehajucej enzymatickej hydrolyzy pri
pouziti 0,05 M octanového timivého roztoku pH 4,0 — substrat odpadové papiere
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Graf ¢. 23: Zavislost koncentracie RS na Case prebiehajucej enzymatickej hydrolyzy pri
pouziti 0,05 M octanového timivého roztoku pH 4,5 — substrat odpadové papiere
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Tab. €. 25: Vysledky optimalizacie pH a sily tlmivych roztokov — substrat odpadové
papiere Cast’ 1

Crs o Specificka
bstrat - - @)/ \Y% Mgg (mol) Vo (mol/s | aktivita aktivit
substral . wiu n mo ivita

PHpuer | PHyyiun | (& (ml) () GLU ~ Kat) (nkat)
24 h (nkat/mg)
3.70 5,59 | 10,66 |38,5| 041 | 228E-03 |1,63E-07| 26,37 1,75
ofset karton | 4,00 6,78 2,83 |385]| 0,11 | 6,06E-04 |543E-08| 7,01 0,46
4,50 6,87 1,44 |385] 0,06 | 3,09E-04 |4,79E-08| 3,57 0,24
MY <ol 3.70 6,71 299 [385] 0,12 | 6,39E-04 |6,13E-08| 7.39 0,49
)
oy 4,00 6,83 1,36 |385] 0,05 | 2,90E-04 |4,71E-08| 3,36 0,22
matn
Y 4,50 6,38 098 |385] 0,04 | 2,09E-04 [2,05E-08| 241 0,16
3,70 6,02 827 |385] 0,32 1,77E-03 | 1,58E-07 | 20,47 1,36
recyklovany
4,00 6,75 4,15 |385] 0,16 | 8.87E-04 |1,08E-07| 10,27 0,68
P 4,50 6,99 201 |385] 0,08 | 430E-04 |558E-08| 4,98 0,33
| 3,70 5,99 825 |385] 0,32 1,76E-03 | 1,24E-07 | 20,41 1,35
recyklovany
lad 4,00 6,70 458 |385] 0,18 | 9,79E-04 |8.53E-08| 11,33 0,75
. - potlac
PP 4,50 6,87 1,73 |385]| 0,07 | 3,70E-04 |2,74E-08| 4,29 0,28
3.70 450 | 13,38 [38,5] 0,52 | 2.86E-03 |2,32E-07| 33,09 2,19
lepenka 4,00 526 | 12,14 |38,5| 047 | 259E-03 |2,11E-07 | 30,02 1,99
4,50 6,26 586 |385]| 0,23 1,25E-03 | 1,49E-07 | 14,50 0,96
2.5
—_
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B pH=3,70 B pH = 4,00 & pH = 4,50

Graf ¢. 24: Zavislost Specifickej aktivity enzymov na pH octanovych 0,05M tlmivych
roztokov — substrat odpadové papiere Cast’ 1
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Pre optimalizaciu pH a molarity tlmivych roztokov pre odpadové papiere (Cast' 1) boli
pouzité podmienky zhrnuté v tabulke ¢. 24. Hodnoty koncentréacii RS ziskané za Casovy tsek
24 hodin boli pouzité pre vypocet aktivit enzymov v nkat a Specifickych aktivit v nkat / mg
bielkoviny enzymu pri pouziti tlmivych roztokov o roznej sile a pH. Pre potreby vypoctu bola
pouzitd aproximacia, ze koncentracia RS sa rovna koncentracii glukozy, pretoze koncentracia
glukozy nebola stanovovana. Boli stanovené hodnoty vy ako v predchadzajucich meraniach.
Vysledky optimalizacie timivych roztokov st zhrnuté v tab. €. 25.

Po 24 hodinach bola hydrolyza ukoncena a bolo zmerané pH dekantovaného vyluhu. Bolo
zistené, ze pH vyluhu sa u vSetkych odpadovych papieroch vyrazne lisilo od pH pouzitych
tlmivych roztokov. pH sa posuvalo smerom k alkalickej oblasti. Tento posun je dany
obsahovym zlozenim odpadovych papierov, najmid obsahom plnidiel, ktory je znacny
v pripade ofsetovych papierov a recyklovanych papierov, lepenka obsahuje menej plnidiel,
preto bol posun pH vyluhu niz8§i. Vhodnost rdoznych pH tlmivych roztokov pre rdzne
odpadové papiere bola vyhodnotena nasledovne: pH 0,05 M timivého roztoku sa ukazalo ako
vhodné pre dany papier vtedy, ked hodnota pH vyluhu po hydrolyze bola v intervale 4,43 —
4,93 optimalnom pre ¢innost celulolytického komplexu.

V tomto kroku sa podarilo optimalizovat’ pH a silu tlmivého roztoku len pre lepenku.
Vhodnym octanovy timivym roztokom pre lepenku bol 0,05 M roztok s pH = 3,7, pH vyluhu
bolo 4,50 a Specificka aktivita enzymov 2,19 nkat/mg (vid tab. €. 25 a graf €. 24). Pre ostatné
papiere bolo nutné optimalizaciu opakovat’ so silnej§imi timivymi roztokmi pre dosiahnutie
optimalneho pH vyluhu.
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9.1.4.6 Optimalizdacia pH a sily tlmivého roztoku — substrdt odpadové papiere East’ 2

Tab. €. 26: Podmienky pouzité pri optimalizacii pH a sily timivého roztoku — substrat
odpadové papiere Cast’ 2

NS50013 - NS50010 -
celul. komplex B-glukozidaza
% v davkovanie v davkovanie v tenlot L dmivy
C m T nzym wym | teplota | miesanie mrp
substrat | ° puf enzymu (% | " |enzymu (% | E Y pH
wiv) | (g) | (ml) (1D (u) | (°C) | (1pm) roztok
w/w na TS) w/w na TS)
odp. octanovy
. 8 4,0 | 50 2 67 0,2 6,7 50 194 4,0
papiere 0.2M
odp. octanovy
. 8 4,0 | 50 2 67 0,2 6,7 50 194 3.8
papiere 0.2M
odp. octanovy
. 8 4,0 | 50 2 67 0,2 6,7 50 194 3,6
papiere 0,1IM

crs (g/)

10 15

¢as (hod.)

ofset karton X recyklovany —<recyklovany - potla¢

20

25

MYsol matny

Graf ¢. 25: Zavislost koncentracie RS na Case prebiehajucej enzymatickej hydrolyzy pri
pouziti 0,2 M octanového timivého roztoku pH 4,0 — substrat odpadové papiere
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Graf ¢. 26: Zavislost koncentracie RS na Case prebiehajucej enzymatickej hydrolyzy pri
pouziti 0,2 M octanového timivého roztoku pH 3,8 — substrat odpadové papiere
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Graf ¢. 27: Zavislost koncentracie RS na Case prebiehajucej enzymatickej hydrolyzy pri
pouziti 0,1 M octanového timivého roztoku pH 3,6 — substrat odpadové papiere
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Tab. ¢. 27: Vysledky optimalizacie pH a sily timivych roztokov — substrat odpadové
papiere Cast’ 2

., CRrs . Specificka
. tlmivy Mgg NgLy Vo (mol/s | aktivita o
substrat PHpur | PHwwn | (g/D)/ | V (ml) aktivita
roztok (2 (mol) = kat) (nkat)
24 h (nkat/mg)
oct.
4,00 4,53 7,49 38,5 10,36 |2,02E-03 | 1,43E-07 | 23,35 2,48
0,2M
] oct.
ofset karton 0.2M 3,80 4,12 5,00 38,5 (0,19 | 1,07E-03 | 8,53E-08 | 12,38 1,31
oct.
3,60 4,14 6,67 38,5 (0,26 | 1,43E-03 | 1,23E-07 | 16,51 1,75
0,2M
oct.
4,00 4,56 5,95 38,5 (0,29 | 1,60E-03 | 1,86E-07 | 18,53 1,97
0,2M
recyklovany | oct.
3,80 4,16 521 38,5 (0,20 | 1,11E-03 | 1,03E-07 | 12,90 1,37
p. 0,2M
oct.
3,60 4,32 6,69 38,5 10,26 | 1,43E-03 | 1,52E-07 | 16,55 1,75
0,2M
oct.
4,00 4,59 6,86 38,5 [0,33|1,85E-03 | 1,91E-07 | 21,38 2,27
0,2M
recyklovany | oct.
b 3,80 4,20 6,47 38,5 [0,25|1,38E-03 | 1,39E-07 | 16,01 1,70
p. —potla¢ | 02M
oct.
3,60 421 721 38,5 [0,28 | 1,54E-03 | 1,74E-07 | 17.84 1,89
0,2M
oct.
4,00 4,85 3,62 38,5 [0,18|9,75E-04 | 5,27E-08 | 11,29 1,20
0,2M
MYsol oct.
; 3,80 435 2,74 38,5 [0,11|5,68E-04 | 4,86E-08 | 6,78 0,72
matny 0.2M
oct.
0.2M 3,60 4,40 3,04 38,5 [0,12|6,49E-04 | 2,37E-08 | 7,51 0,80
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Graf ¢. 28: Zavislost Specifickej aktivity enzymov na pH a sile octanovych timivych
roztokov — substrat odpadové papiere Cast’ 2

Pre optimalizaciu pH tlmivych roztokov pre odpadové papiere (Cast 2) boli pouzité
podmienky zhrnuté v tabul'ke ¢. 26. Hodnoty koncentracii RS ziskané za Casovy usek 24
hodin boli pouzité pre vypocet aktivit enzymov v nkat a Specifickych aktivit v nkat / mg
bielkoviny enzymov pri pouziti timivych roztokov o roznej sile a pH. Pre potreby vypoctu
bola pouzitd aproximacia, ze koncentrdcia RS sa rovna koncentracii glukozy, pretoze
koncentracia glukézy nebola stanovovana. Boli stanovené hodnoty vy ako v predchadzajucich
meraniach. Vysledky optimalizacie timivych roztokov su zhrnuté v tab. ¢. 27.

Po 24 hodinach bola hydrolyza ukoncend abolo zmerané pH dekantovaného vyluhu.
Vhodnost' roznych pH tlmivych roztokov pre rézne odpadové papiere bola vyhodnotena
obdobne ako v predchadzajucej Casti (vid'. 9.1.4.5). Pokial’ bolo viac hodnét pH vyluhu po
hydrolyze v intervale 4,43 — 4,93, bol vhodnej§i tlmivy roztok vybrany porovnanim
Specifickych aktivit pri pouziti tychto tlmivych roztokov.

Podarilo sa optimalizovat pH a silu tlmivych roztokov pre vSetky pouzité odpadové
papiere. Pre ofset karton, MYsol matny p., recyklovany papier s potlacou aj bez potlace bol
najvhodnejs§i 0,2 M octanovy tlmivy roztok s pH 4,00 (pH vyluhov bolo: ofset karton 4,53;
recyklovany p. 4,56; recyklovany p. s potlacou 4,59 a MY sol matny 4,85 a Specifické aktivity
pre ofset karton 2,48 nkat/mg; recyklovany p. 1,97 nkat/mg; recyklovany p. s potlacou
2,27 nkat/mg a MYsol matny 1,20 nkat/mg vid’ tab. €. 27).
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9.1.4.7 Optimalizdacia pH a sily tlmivého roztoku — substrdt lepenka s roznou predipravou

Tab. ¢. 28: Vysledky optimalizacie pH a sily tlmivych roztokov — substrat lepenka
s réznou predupravou

¢. predupravy chemicka preduprava pHputr | PHvytun
2 0,25 % H;PO, 400 | 428
2 0,25 % H;PO, 450 | 493
3 0,25 % H;PO4 +2 % HNO; | 4,00 | 4,05
3 0,25 % H;PO4+2 % HNO; | 4,50 | 4,49
4 0,25% H;PO,+2%NaOH | 400 | 421
4 0,25% H;PO4+2 % NaOH | 450 | 475

Pre néjdenie vhodného pH 0,05M tlmivého roztoku pre enzymatickia hydrolyzu
preupravenych lepeniek bol pouzity skrateny test pH, pretoze sa predpokladalo, ze
predupravené lepenky budi mat’ podobné vlastnosti v suspenzii ako lepenka nepredupravena.
Boli pripravené octanové timivé roztoky o pH 4,00 a 4,50, z ktorych boli vytvorené suspenzie
predupravenych lepeniek, ktoré sa nechali inkubovat 15 minit a nasledne sa zmeralo pH
dekantovaného vyluhu. pH vyluhov sluzilo k vyhodnoteniu vhodného pH tlmivého roztoku.
Pre vSetky predupravené lepenky bol vyhodnoteny ako vhodnejsi timivy roztok o pH 4,50,
pretoze pH vyluhov pri pouziti tohto pH tlmivého roztoku sa nachadzali v intervale 4,43 —
4,93, vid tab. &. 28.

9.1.4.8 Optimalizdcia intenzity mieSania

Tab. €. 29: Podmienky pouzité pri optimalizacii intenzity mieSania — substrat bunicina

NS50013 - NS50010 —
celul. komplex B-glukoziddza
© v davkovanie v davkovanie v v tenlot

c Mgypsirs ufr , nzym , nzym mr eplota
substrat | ° | puf enzymu (% o enzymu (% o Y P

wiv) | (g | (ml) (ml) (ml) | roztok (°C)

w/w na TS) w/w na TS)
- octanovy
buni¢ina | 8 4 50 2 67 0,2 6,7 50
0,05M
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Tab. ¢. 30: Vysledky optimalizacie intenzity mieSania — substrat bunicina

mieSanie (C/}E / A% MmRgs ngLu aktivita | Specificka aktivita | rel. aktivita
(rpm) ;g Ah (ml) | (g) (mol) (nkat) (nkat/mg) (%)
150 | 7,78 | 50 | 038 | 2,10E-03 | 2425 2,57 55.0
194 | 14,16 | 50 | 0,69 | 3.81E-03 | 44.12 4,68 100,0
250 | 511 | 50 | 025 |138E-03| 1593 1,69 36,1
100,0
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Graf ¢. 29: Zavislost relativnej aktivity enzymov na intenzite mieSania — substrat bunicina

Pre optimalizaciu intenzity mieSania boli pouzité podmienky zhrnuté v tabulke ¢&. 29.
Hodnoty koncentracii RS ziskané za Casovy usek 24 hodin boli pouzité pre vypocet aktivit
enzymov v nkat a Specifickych aktivit v nkat / mg bielkoviny enzymov pri pouziti roznej
intenzity mieSania. Pre potreby vypoctu bola pouzita aproximacia, ze koncentracia RS sa
rovna koncentracii glukozy, pretoze koncentracia glukézy nebola stanovovana. Vysledky
optimalizacie tlmivych roztokov su zhrnuté v tab. €. 30.

Nebol sledovany priebeh hydrolyzy (neboli vykonané odbery v 2, 4 a 6 hodinach), pretoze
pre porovnanie réznych podmienok mieSania to nie je nutné, preto chyba graf priebehu
hydrolyzy. MieSanie prebiehalo na temperovanej trepacke — kruzivym pohybom dna trepacky,
Erlenmeierove banky boli zboku fixované drziakmi.

Najvhodnej$ia intenzita mieSania za pouzitych podmienok bola 194 rpm (enzymy mali
Specificka aktivitu 2,57 nkat/mg.) Intenzita mieSania 150 rpm sa ukazala ako malo intenzivna
(rel. aktivita 55,0 %), intenzita 250 rpm ako prehnana (rel. aktivita 36,1 %), pri 250 rpm
zrejme dochadzalo k Ciastocnej denaturacii enzymov vplyvom strihovych sil (vid’ graf ¢. 29).

Je nutné podotknut, ze ked’ze pokusy prebiehali vo vel'mi malych objemoch, mieSanie na
trepacke nebolo vzdy optimalnou cestou, najma pri pouziti vysokych koncentracii substratu
(10 % w/v) anizkych koncentracii enzymov (2 % w/w na TS) dochadzalo k sedimentacii
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substratu na dne baniek a styk enzymov a substratu nebol najlepsi. Priebeh hydrolyzy by bolo
mozné zrejme vylepsSit' dostatoCne intenzivnym mieSanim napr. s pouzitim vhodného typu
mechanického miesadla, ¢o vSak v tak malych testovacich objemoch nie je mozné.

9.1.5 Pouzitie pitnej vody ako vodného prostredia pre enzymaticku hydrolyzu

Tab. ¢. 31: Podmienky pouzité pri testovani vhodnosti pouzitia pitnej vody ako vodného
prostredia pre enzymaticku hydrolyzu — substrat bunic¢ina

NS50013 - NS50010 —
celul. komplex B-glukoziddza
Vour | davkovanie davkovanie L L
| Cs (Yo | Mgubstrac . Venzym , Vengm | tlmivy | miesanie teplota
substrat ) ® enzymu (% ( 1’) enzymu (% ( 1’) ok | (pm) pH )
WiV rozto m
& (ml) | w/w na TS) H w/w na TS) H P
Y oct.
buni¢ina 8 4 50 2 67 0,2 6,7 150 45 50
0,05M

Tab. ¢. 32: Vysledky testovania vhodnosti pouzitia pitnej vody ako vodného prostredia pre
enzymatickt hydrolyzu — substrat buni¢ina

CRS v m n aktivita Specificka rel.
pouzita voda | (g/1)/ RS GLu aktivita aktivita
oan |V ] @ | mob | k) | ayme) | 4)
destilovana voda| 7,78 |48,5| 038 |2,10E-03| 2425 2,57 100,0
pitna voda 752 |485| 036 |2,02E-03| 23,42 2,48 96,6
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Graf ¢. 30: Zavislost' relativnej aktivity enzymov na pouzitom zdroji vody ako vodného
prostredia pre enzymaticku hydrolyzu — substrat bunic¢ina

Pre testovanie pouzitelnosti pitnej vody ako vodného prostredia pre enzymaticku
hydrolyzu boli pouzité podmienky zhrnuté v tabul'ke ¢. 31. Hodnoty koncentracii RS ziskané
za Casovy usek 24 hodin boli pouzité pre vypocet aktivit enzymov v nkat a Specifickych
aktivit v nkat / mg bielkoviny enzymov pri pouziti destilovanej vody a prevarenej pitnej vody
ako vodného prostredia. Pre potreby vypoctu bola pouzitd aproximacia, ze koncentracia RS sa
rovna koncentracii glukozy, pretoze koncentracia glukézy nebola stanovovana. Vysledky
optimalizacie tlmivych roztokov su zhrnuté v tab. €. 32.

Nebol sledovany priebeh hydrolyzy (neboli vykonané odbery v 2, 4 a 6 hodinach), pretoze
pre porovnanie to nebolo nutné. Pre potreby experimentu bola pouzita pitnd voda z budovy
FCH VUT Bmno.

Porovnanim relativnych aktivit (vid' graf ¢. 30) je zrejmé, ze pouzitie pitnej vody ako
vodného prostedia pre enzymatickii hydrolyzy vyrazne neznizuje aktivitu enzymov (rel.
aktivita enzymov s pouzitim pitnej vody bola 96,6 %). Konkrétne vysledky budu zrejme
zalezat’ na zdroji pouzitej pitnej vody.
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9.1.6 Zakladna kvantitativna kompozi¢na analyza materialu

9.1.6.1 Stanovenie suSiny

Tab. €. 33: Vysledky stanovenia susiny odpadovych papierov

papier vzorok €. | M piga (8) | Myzorok (8) | Mp+y (g) | susina (%) SuSI?(;f)nemer S(E;:;?E; IS
01 227825 | 32026 |258355| 9533
ofset karton 02 240076 | 30632 |269296| 9539 95,36 0,025 0,03
03 24,0128 | 3,3235 [27,1819| 9535
recyklovany 11 233625 | 34229 [266367| 9566
i—— 12 234222 | 28502 |26,1483| 9565 95,65 0,004 0,01
13 23,1557 | 2,6325 [256736| 9565
recyklovany 21 23,0586 | 18713 |24.8573| 96,12
papier - 22 24,1578 | 23766 |264439| 96,19 96,20 0,068 0,08
potlac 23 243091 | 21944 [264220| 9629
MYsol 31 23,7445 | 17724 [254626| 9694
matny 32 237255 | 24361 |26,0852| 96,86 96,90 0,030 0,03
33 240108 | 1,8960 [258481| 9690
41 234100 | 14662 [248116| 9559
lepenka 42 233109 | 17725 |25,0065| 9566 95,62 0,031 0,04
43 23,6409 | 1,6650 |252326| 9560
. 51 23,0843 | 21851 |25,1716| 9552
filtraény
I— 52 23,0786 | 22232 252003 | 9543 95,52 0,070 0,08
53 23,6545 | 20463 [256109| 9561
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Tab. ¢. 34: Vysledky stanovenia susiny predupravenych lepeniek

lepenka

< . suSina,; smerodat.
s predupravou | vzorok €. | Mupiska (8) | Myzorok (8) | My (g) | susina (%) priemer S

. (%) odchylka

C.

5 01 [22.7801| 10866 |23.8233| 96,01 s ol |
02 [24,0058| 11302 [25,0906| 95098

; 11 233609 10531 [243808| 9685 608 s | o

12 234202 09981 |24.3885| 97.01 ’

A 21 23,0556 13322 |24.3393| 9636 . w3 | o
22 241563 | 1.1909 |253042| 9639

Bol stanoveny obsah susiny v jednotlivych odpadovych materidloch a modelovych
surovinach upravenych len mechanickou predupravou mletim, vysledky vid'. tab. &. 33. Dalej
bol stanoveny obsah susiny v lepenke s roznymi kombinaciami predupravy lepenky (pouzité
kombinacie fyzikalnej a chemickej predupravy st zhrnuté v tab. ¢. 10). Vysledky stanovenia
susiny predupravenych lepeniek su v tab. ¢. 34.

Obsah susiny sa vypocital podl'a nasledujuceho vztahu:

s~ i)
% — kelimok+vzorok kelimok 100

susina

vzorok

Wiimokveoror ~ NMOtNOSt’ kelimku so vzorkom po danej Uprave

Obsahy susiny v jednotlivych odpadovych papieroch boli zna¢ne podobné. Obsah susiny
v ofset kartone bol 95,36 + 0,03 % (najnizsia hodnota), v recyklovanom papieri 95,65 +
0,01 % v recyklovanom papieri s potlacou 96,20 + 0,08 % v papieri MYsol matny 96,90 +
0,03 % (najvyssia hodnota), v lepenke 95,62 + 0,04 %, vo filtracnom papieri 95,52 + 0,08 %
a v bunic¢ine 95,88 + 0,07 % (Co koreSponduje sudajom ziskanym od firmy PENTA, ze
buni¢ina ma obsahovat’ max. 8 % vody).

Obsahy susiny v predupravenej lepenke €. 2, 3 a 4 boli mierne vysSie nez v lepenke bez
chemickej predupravy (95,62 + 0,04 %) a to: 95,99 + 0,02 % pre lepenku s predipravou €. 2,
96,93 £+ 0,12 % pre lepenku s predipravou €. 3 a 96,37 = 0,02 % pre lepenku s predupravou
¢. 4.

68




9.1.6.2 Stanovenie popola

Tab. ¢. 35: Vysledky stanovenia popola odpadovych papierov

papier | vzorok €. | Mmisa () | Myzorok (8) | Mm+y () | popol (%) popg)z,; e SOIE:;;?E: IS
01 |21.7815| 26546 |223095| 19.89
ofset karton 02 20,4188 | 1,753 6 |20,7735| 20,23 20,14 0,183 0,21
03 |169199| 25416 |174362| 2031
ceosklovany 11 |195788| 22099 [20.1113| 24,10
. 12 16,5904 | 25987 |172175| 24,13 24,06 0,080 0,09
[PEpHEE 13 159034 | 23369 [164630| 23,95
recyklovany 21 18330 1| 2,1503 |18.8442| 2391
papier - 22 17,6097 | 1,.8046 |18,0362| 23,63 23,72 0,130 0,15
potlad 23 188310 2,1852 |193474| 23.63
MYl 31 |20.0885| 23020 |21,0011| 39.64
o 32 20,8730 2,0019 |21,6606| 39.34 39,65 0,251 0,28
33 213692 21716 |222369| 39.96
41 17194 1| 1,6146 |174242| 1425
lepenka 42 196615 | 14734 |198674| 13,97 14,02 0,177 0,20
43 | 18.8069| 1.8535 [19.0631| 13,82
o 51 |212314| 1,7852 |212359| 025
. 52 20,176 7| 1,8395 |20,181 0 0,23 0,23 0,014 0,02
53 205261 | 1,6548 |205297| 022
61 [19.1564 | 1,2350 |19.1569| 0.04
bunicina 62 21,2723 | 1,1382 21,2729 0,05 0,05 0,009 0,01
63 (201525 1,1263 |20.1532| 0.06
Tab. ¢. 36: Vysledky stanovenia popola predupravenych lepeniek
prleecli)zll)li(;sou vzorok €. | Mpyiska () | Myzorok (&) | Mm+ (g) | popol (%) popg)z,; emet Solzce:g’;lil?: IS
5 01 [21.7812| 1,1082 |21.8877| 9.61 o W 016
02 [204188| 0,8229 |204998| 9.84
5 11 195791 1,0123 |19.6463| 6.64 551 e T
12 [165905| 1,0155 |16.6560| 6.45
A 21 [183307| 1,1349 |184204| 7.90 . i 001
22 176104 1,0370 |17.6918| 7.85

Bol stanoveny obsah popola v jednotlivych odpadovych materidloch a modelovych
surovinach upravenych len mechanickou predapravou mletim, vysledky vid'. tab. ¢. 35. Dalej
bol stanoveny obsah popola v lepenke s roznymi kombinaciami predapravy lepenky (pouzité
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kombinacie fyzikalnej a chemickej predupravy st zhrnuté v tab. ¢. 10). Vysledky stanovenia
popola predupravenych lepeniek su v tab. ¢. 36.
Obsah popola sa vypocital podl'a nasledujiceho vztahu:

_ (wkelil7lak+vzuruk - wkelz'mak ) . 100
popol
w

%

vzorok

Wieimokvsoror ~ NMoOtNOst’ kelimku so vzorkom po danej Uprave

Obsah popola v jednotlivych materidloch podava informaciu o obsahu plnidiel v papieri,
¢im kvalitnejsi je papier, tym vacsi je obsah plnidiel. VSeobecne mozno povedat’, ze ofsetové
papiere a recyklované papiere si znacne plnené, lepenka neobsahuje vel'ké mnozstvo plnidiel,
¢o dokumentuju aj vysledky tohto stanovenia. Najniz§i obsah popola bol v modelovych
surovinach: 0,05 + 0,01 % pre bunic¢inu (Co koresponduje studajom ziskanym od firmy
PENTA, Ze buni¢ina ma obsahovat max 0,15 % popola) a 0,23 + 0,02 % pre filtraCny papier.
Najniz§i obsah popola spomedzi odpadovych surovin mala lepenka (obsah popola 14,02 +
0,20 %) nasledovana ofset kartonom (obsah popola 20,14 + 0,21 %), recyklovanym papierom
s potlacou (obsah popola 23,72 + 0,15 %) a recyklovanym papierom (popol 24,06 + 0,09 %).
Najvyssi obsah popola 39,65 + 0,28 % mal papier MY sol matny.

Pri pouziti chemickych predaprav lepenky dochadzalo k znizeniu obsahu popola
v chemicky predupravenej lepenke v porovnani s lepenkou upravenou len mletim. Pri pouziti
predupravy 0,25 % H3POy4 (preduprava €. 2) doslo k znizeniu obsahu popola z 14,02 + 0,20 %
na 9,73 + 0,16 %, pri pouziti kombinacie 0,25 % H;PO, a2 % HNO; (preduprava €. 3)
k znizeniu obsahu popola na 6,54 + 0,13 % a pouziti kombinacie 0,25 % H3;PO,4 a 2 % NaOH
(preduprava €. 4) k znizeniu obsahu popola na 7,88 + 0,04 %. Pri pouziti preduprav ¢. 3 a 4
teda doslo k zna¢nejSiemu znizeniu obsahu popola ako pri pouziti predupravy €. 2.
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9.1.6.3 Stanovenie celulozy [45]
Tab. ¢. 37: Vysledky stanovenia obsahu celulozy v odpadovych papierov
celuld
hruba ~ celul.
. vz Mfrigas3 My ,or0k Mgq+y Mg3+y A% hrubej celul.
papier | | | Mgigpss (8) celul. ) o iemer IS
. (8) (8 (8 (8 0 celuloze | (%) )
(%) (%)
(%0)
ofset |01 132125 |29.0027 | 0740 | 137398 | 290142 | 68.13 | 97.82 | 6664 | |
karton |02 | 13,5125 | 28,9562 | 0.8213 | 14,0729 | 289700 | 68,23 | 97.54 | 66,55 ’ ’
recykl |11] 10.5638 |29.5405 | 0.8371 | 11,0798 | 29.6068 | 6164 | 8715 | 5372 | |
p. 12| 123658 | 28.6654 | 08130 | 12.8659 | 28.7282 | 61,51 | 87.44 | 53.79 ’ ’
rec.p.- [21] 113599 | 243776 | 08355 | 118891 | 244691 | 63.34 | 8271 | 5239 | _ |
potlad |22 | 11.4098 | 24.5230 | 0.8235 | 11,9320 | 24,6137 | 63.41 | 82.63 | 52.40 ’ ’
MYsol |31 213075 |27.1612 | 0.8030 | 216943 |27.2395 | 48.17 | 79.76 | 3842 | . |
matny |32| 214623 | 27,1102 | 07996 | 21,8483 | 27.1885 | 4827 | 79.72 | 38.48 ’ ’
41| 13,7726 | 272857 | 08064 | 142937 | 27.3378 | 64.62 | 9000 | 58.16
lepenka 58,15 | 0,01
42| 140052 | 272857 | 08223 | 14.5365 | 27.3389 | 64.61 | 8999 | 58.14
filtra¢ng | 51| 12,3975 | 27.8389 | 0.7774 | 13.1208 | 27.8455 | 93.04 | 99.09 | 9219 | .|
p. |52] 112885 [ 269532 | 07963 | 12,0300 | 26,9600 | 93.12 | 99.08 | 92.26 i i
. |61] 11,5845 | 285331 | 08119 | 123535 | 28,5463 | 94,72 | 9828 | 93,09
buni¢ina 93,10 | 0,02
62| 114563 | 283447 | 08352 | 122474 [ 283581 | 94.72 | 9831 | 93.12
Tab. ¢. 38: Vysledky stanovenia obsahu celulozy v predupravenych lepenkach
celul.
hruba v celuléz
lepenka | vz | Myipsy Myrias3 | Myzorok | Mgsay M 534y .| celul.
d . © © © © © celul. | hrubej %) Apriemer | 1S
S predup. | C.
predip £ £ £ £ ol @ et | 7| @)
(o)
) 01147.9287 | 47.9137 | 0.756 5| 484268 | 47.958 5 | 65.84 | 91.00 | 59.92 | oo | oo
02469101 | 46,9062 | 0.817 4 | 47.4422 | 46,9492 | 65,10 | 91,92 | 59.84 ’ ’
5 111243840 24,3830 |0.7100] 24.9177 | 24.4366 | 7517 | 89.96 | 6762 | _ | o o
12| 29.5478 | 29,5424 | 0.750 1 | 30,1059 | 29.592 4 | 74,40 | 91,04 | 67.74 i i
. 21| 27,8386 | 27839607799 | 284237 | 27.897 1| 75,02 | 9017 | 67.65 | .| ..
22271725 27,1531 | 0,783 3 | 27.7332 | 27.199 1 | 71,58 | 91.80 | 65.71 i i

Bol stanoveny obsah celulozy v jednotlivych odpadovych materidloch a modelovych
surovinach upravenych len mechanickou predupravou mletim, vysledky vid'. tab. &. 37. Dalej
bol stanoveny obsah celulozy vlepenke sroznymi kombinaciami predupravy lepenky
(pouzité kombinacie fyzikéalnej a chemickej predupravy su zhrnuté v tab. ¢. 10). Vysledky
stanovenia celulozy predupravenych lepeniek su v tab. ¢. 38.
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Obsah celulézy sa vypocital podla nasledujucich vzt'ahov:

(y _ (wﬁita S4+vzorok wﬁita S4 ) 100
O hyubd celuléza — w ’

vzorok

(wﬁita S3+vzorok wfrita S3 ) . 100}

(wﬁita S4+vzorok wfrita S4 )

0 = —_
A)celulu’zy v hrubej celuléze — l OO {

V] —_0 V]
A) - A)hruba’celulu'za ’ A)

celuloza celulbzy v hrubej celuléze

Modelové suroviny — obsahovali najviac celulézy zo vSetkych sledovanych materidlov.
Najviac, 93,10 + 0,02 % celulozy obsahovala buni¢ina ¢o koreSponduje s udajom ziskanym
od firmy PENTA, Ze buni¢ina ma obsahovat min. 92 % celulozy. Filtraény papier obsahoval
92,23 £ 0,05 % celulozy. Z odpadovych papierov najviac celulozy obsahoval ofset karton —
66,60 + 0,06 % nasledovany lepenkou, obsah celulézy 58,15 + 0,01 %, recyklovanym
papierom s obsahom celulozy 53,75 + 0,05 % a recyklovanym papierom s potlacou, obsah
celulozy 52,39 + 0,01 % a najmensi obsah celulozy 38,45 + 0,04 % mal papier MYsol matny.

V procese chemickej predupravy lepeniek doslo k navySeniu obsahu celulozy v materiali
v porovnani s materialom upravenym len mechanicky. Pri pouziti predupravy 0,25 % H3;PO4
(preduprava ¢. 2) doslo k zvySeniu obsahu celulézy z 58,15 + 0,01 % na 59,88 + 0,06 %, pri
pouziti kombinacie 0,25 % H3PO4 a 2 % HNO3 (preduprava €. 3) k zvySeniu obsahu celulozy
na 67,68 + 0,08 % a pouziti kombinacie 0,25 % H;PO, a2 % NaOH (preduprava ¢. 4)
k zvySeniu obsahu celulozy na 66,68 + 1,34 %. Pri pouziti preduprav ¢. 3 a4 teda doslo
k znac¢nejSiemu zvySeniu obsahu celulozy ako pri pouziti predupravy €. 2.
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9.1.7 Enzymaticka hydrolyza

9.1.7.1 Testovanie odpadovych a modelovych materidlov ako substrdatu pre enzymaticku
hydrolyzu

Tab. ¢. 39: Podmienky pouzité pri testovani odpadovych a modelovych materialov ako
substratu pre enzymaticka hydrolyzu — fed-batch proces, 96 hodin

NS50013 - NS50010 —
celul. komplex B-glukozidaza
Cs v davkovanie v davkovanie v fmiv teplot -
Migybsira . ) nzym ) nzym | thmi eplota| mies.
substrat | (% S(b;m“ (Ifllif) enzymu (%o (e ;’) enzymu (% (e ;’) tvi pH (EC) (pm)
10710 1m
whV) & w/w na TS) H w/w na TS) H P
ofset oct.
] 8 [56+28]| 70 2 93 0,2 9,3 4.0 50 194
karton 0,2M
oct.
recykl. p. 8 [56+28| 70 2 93 0,2 9.3 4.0 50 194
0,2M
recykl. p. oct.
y 8 [56+28]| 70 2 93 0,2 9.3 4.0 50 194
- potla¢ 0,2M
MYsol oct.
; 8 [56+28]| 70 2 93 0,2 9,3 4.0 50 194
matny 0,2M
oct.
lepenka 8 [56+28| 70 2 93 0,2 9.3 3,7 50 194
0,05M
filtracny oct.
) 8 [56+28]| 70 2 93 0,2 9,3 4.0 50 194
papier 0,05M
e oct.
bunicina 8 |56+28| 70 2 93 0,2 9,3 4,5 50 194
0,05M
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Graf ¢. 31: Zavislost koncentracie RS na Case priebiehajucej enzymatickej hydrolyzy pri
testovani odpadovych a modelovych materidlov ako substratu pre enzymaticku hydrolyzu —
Fed-batch proces, 96 hodin
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Tab. €. 40: Vysledky testovania odpadovych a modelovych materialov ako substratu pre
enzymatickt hydrolyzu — fed-batch proces, 96 hodin

exp.
Crs megLy teor. s gou/ | o/ | Cou/
, \Y Mpapier | Meygina . VytaZOk
substrat | (g/1)/ (ml) 8/ © (@ | Mo (8) | vytazok GLU g g g
96 h 96 h 8 8 GLU (g) %) papiera | suSiny | celul.
(1)
ofset
i 1651 | 67,5 | 1,11 | 84 | 801 533 5.93 18.8 013 | 0,14 | 021
karton
recykl p.| 16,32 | 675 | 1,10 | 84 | 803 432 4.80 23,0 013 | 0,14 | 026
recykl. p.
S 1455 | 675 | 098 | 84 | 808 423 4,70 20,9 012 | 0,12 | 023
- potlac
MYsol
" | 818 | 675] 055 | 84 | 814 3.13 3.48 15,9 0,07 | 007 | 0,18
matny
lepenka | 18,73 | 67.5 | 126 | 84 | 803 4,67 5,19 244 015 | 0,16 | 027
filtrany
_ 13,16 | 67,5 | 089 | 84 | 802 7.40 8.22 10,8 011 | 0,11 | 0,12
papier
2626 | 675 | 1,77 | 84 | 8,05 7.50 8.33 213 021 | 022 | 024
100
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Graf ¢. 32: Zavislost experimentalneho vytazku enzymatickej hydrolyzy v % na pouzitom
odpadovom papieri
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Pri testovani odpadovych a modelovych materialov ako substratu pre enzymaticku
hydrolyzu boli pouzité podmienky zhrnuté v tabul'ke ¢. 39. Hodnoty koncentracii RS ziskané
za Casovy usek 96 hodin boli pouzité pre vypocet experimentalnych vytazkov GLU pri
pouziti réznych materialov ako substratu. Pre potreby vypoctu bola pouzita aproximacia, ze
koncentracia RS sa rovnd koncentracii glukozy, pretoze koncentracia glukézy nebola
stanovovana. Dalej boli vyhodnotené hmotnostné vytazky GLU na gram papiera, na gram
suSiny papiera a na gram celuldzy papiera. Vysledky testovania odpadovych a modelovych
materialov ako substratu pre enzymaticku hydrolyzu st zhrnuté v tab. €. 40.

Jednalo sa o fed-batch proces, na zaciatku bolo davkovanych 8 % w/v materialu a po
uplynuti 48 hodin bolo davkovanych d'al§ich 4 % w/v substratu (ako pridavok pevnej faze).
V dobe 48 h boli doplnené do kazdej banky 4 ml tlmivého roztoku, ktoré sa odparili
v priebehu 48 hodin (zistené meranim objemu odparu). Na grafe €. 31 je mozné vidiet’ typicky
priebeh hydrolyzy fed-batch procesu, kde po pridavku d’alSieho substratu v ¢ase 48 hod. sa
vyraznejSie zvysila koncentracia RS v priebehu kratkeho ¢asového intervalu, o dokumentuju
stanovenia koncentracie RS v ¢asoch 50 a 52 hodin.

Najvacsi experimentalny vytazok bol dosiahnuty u lepenky a bol 24,4 %, druhy najvacsi
vytazok s pouzitim recyklovaného papiera bol 23,0 %. Treti najvacsi vytazok bol dosiahnuty
pri pouziti buniciny abol 21,3 %. Najhorsie vytazky boli dosahované s pouzitim papiera
MYsol matny (15,9 %) a filtracného papiera (10,8 %).

Porovnanim vytazkov pre dve varianty recyklovanych papierov (jedna sa o totozny papier,
len jeden variant mal na cca 10 % povrchu farebni potlac) je mozné ziskat predstavu
o ucinku pritomnosti tlaciarenskych farbiv na €innost' enzymov. Tlaciarenské farbiva spolu s
lepidlami tvoria najcastejSie zneCistenie odpadového papiera. S nepotlacenym variantom
recyklovaného papiera sa podarilo dosiahnut’ vytazok 23,0 %, s potlacenym 20,9 %. Rozdiel
medzi dosiahnutymi vytazkami za danych podmienok u tychto variant je 2,1 %, o nie je vel'a
a teda pritomnost’ farbiv v odpadovej surovine ma sice inhibic¢ny ucinok ale tento ucinok nie
je vel'mi vyznamny. V konkrétnych podmienkach to samozrejme bude zavisiet od typu farbiv
a ich obsahu v odpadovom papieri.

Vytazky enzymatickej hydrolyzy boli vo vSeobecnosti nizke, je mozné to pripisat
nedostatocnej pouzite] koncentracii enzymov (2 % w/w na TS) s ¢im suvisel nedostatocny
pristup enzymov k substratu z dévodu nedostatocného mieSania — material sedimentoval na
dno baniek a premieSavana bola len vrchna c¢ast’ suspenzie. Podla odbornej literatiry
[5, 41, 47] je mozné vytazky tiez navysit pouzitim predipravy materialu.

Pretoze najvys$i exp. vytazok bol dosiahnuty s pouzitim lepenky, jedna sa zrejme
o najperspektivnej§i material ztestovanych odpadovych papierov. V d’alSom experimente
bola pouzitd rozne predupravend lepenka ako substrat s pouzitim vysSich koncentracii
enzymov s cielom zlepsit’ vytazky hydrolyzy.

76



9.1.7.2 Testovanie rozne predupravenych odpadovych lepeniek ako substrdtu pre
enzymaticku hydrolyzu s pouZitim roznych koncentrdcii enzymov

Tab. €. 41: Podmienky pouzité pri testovani rozne predupravenych odpadovych lepeniek
ako substratu pre enzymaticku hydrolyzu s pouzitim réznych koncentracii enzymov — fed-
batch proces, 96 hodin

NS50013 - NS50010 —
celul. komplex B-glukoziddza
c davkovanie davkovanie
lepenka Os Mo ’ o, | Venym ) o, | Vengym | tlmivy teplota | mies.
s predupr. | (%o Ve | enzymu (% enzymu (% pH
' ® (kD) (1D | roztok (°C) | (rpm)
& w/iV) (ml) | w/w na TS) w/w na TS)
t.
2 8 60 2 0,2 o¢ 4,5 50 194
48+2.4 80 8 |0,05M
oct.
2 8 60 6 0,6 4,5 50 194
48+2.4 240 24 | 0,05M
oct.
3 8 60 2 0,2 4,5 50 194
48+24 80 8 |0,05M
oct.
3 8 60 6 0,6 4,5 50 194
48+24 240 24 | 0,05M
oct.
4 8 60 2 0,2 4,5 50 194
48+24 80 8 |0,05M
oct.
4 8 60 6 0,6 4,5 50 194
48+24 240 24 | 0,05M
oct.
3 8 60 10 1,0 4,5 50 194
48+24 400 40 |0.05M
oct.
8 60 10 1,0 4,5 50 194
48+2.4 400 40 |0,05M
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Graf ¢. 33: Zavislost koncentracie RS na Case prebiehajucej enzymatickej hydrolyzy pri
testovani rozne predupravenych odpadovych lepeniek ako substratu pre enzymaticku
hydrolyzu s pouzitim réznych koncentracii enzymov — fed-batch proces, 96 hodin

Tab. €. 42: Vysledky testovania rozne predupravenych odpadovych lepeniek ako substratu
pre enzymatickt hydrolyzu s pouzitim réznych koncentracii enzymov — fed—batch proces, 96

hodin
lepenka Crs mgLy teor. ’equ.
s prediipr. | (/1) / \Y @/ Mpapier | Meugina | Meetul vitazok vytazok gGLg /g | 8o/ | 8o/
¢ 9% h (ml) 9% h (8 (8 (8 GLU (@) GLU | papiera vg g
(%) susiny | celul.
B 19.95 | 546 1.09 | 72 | 691 | 414 | 460 237 015 | 016 | 026
7 3447 | 548 | 189 | 72 | 691 | 414 | 460 411 026 | 027 | 046
3 1724 | 546| 094 | 72 | 698 | 472 | 525 17.9 013 | 013 | 020
3 3461 | 548 | 190 | 72 | 698 | 472 | 525 36.1 026 | 027 | 040
4 2379 | 546 | 130 | 72 | 694 | 463 | 5.14 253 018 | 0.19 | 028
4 36.06 | 548 | 198 | 72 | 694 | 463 | 5.14 38.4 027 | 028 | 043
3 4492 | 549| 247 | 72 | 698 | 472 | 525 470 034 | 035 | 052
- 4515 | 549 | 248 | 72 | 694 | 463 | 5.14 483 034 | 036 | 054
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Graf ¢. 34: Zavislost' experimentalneho vytazku enzymatickej hydrolyzy v % na pouziti
roznych predupravenych odpadovych lepeniek ako substratu pre enzymaticku hydrolyzu
s pouzitim roznych koncentracii enzymov

Pri testovani rozne predupravenych odpadovych lepeniek ako substratu pre enzymaticku
hydrolyzu s pouzitim rdéznych koncentracii enzymov boli pouzité podmienky zhrnuté
v tabulke €. 41. Hodnoty koncentracii RS ziskané za ¢asovy usek 96 hodin boli pouzité pre
vypocet experimentalnych vytazkov GLU pri pouziti réznych materialov ako substratu. Pre
potreby vypoctu bola pouzita aproximacia, ze koncentracia RS sa rovna koncentracii glukédzy,
pretoze koncentracia glukézy nebola stanovovana. Dalej boli vyhodnotené hmotnostné
vytazky GLU na gram papiera, na gram susSiny papiera a na gram celuldzy papiera. Vysledky
testovania odpadovych a modelovych materidlov ako substratu pre enzymaticka hydrolyzu st
zhrnuté v tab. €. 42.

Jednalo sa opat’ o fed-batch proces, na zaciatku bolo davkovanych 8 % w/v materialu a po
uplynuti 48 hodin bolo davkovanych dalSich 4 % w/v substratu (ako pevna faza). Pocas
pokusu neboli dopifiané odparené objemy timivych roztokov. Na grafe &. 33 je mozné vidiet
typicky priebeh hydrolyzy fed-batch procesu, kde po pridavku dal§ieho substratu v Case
48 hod. sa vyraznejSie zvySila koncentracia RS v priebehu kratkeho €asového intervalu, ¢o
dokumentuju stanovenia koncentracie RS v ¢asoch 50 a 52 hodin.

Pomocou hodndt experimentalnych vytazkov hydrolyzy pri davkovani celulaz 2 % w/w na
TS je mozné porovnat Gcinnost’ jednotlivych preduprav pre lepenku. Experimentalny vytazok
pri pouziti predupravy €. 1 (mletie) bol 24,4 %. VyS§si vytazok sa podarilo dosiahnut’ len
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s pouzitim predupravy €. 4 (0,25 % H3;PO4 a2 % NaOH) ato 25,3 %. Vytazok pri pouziti
predupravy ¢. 2 (0,25 % H3POy4) bol 23,7 %, najmensi vytazok bol dosahovany s pouzitim
predupravy €. 3 0,25 % H3;POy4 a2 % HNO; ato 17,9 %. Chemicka preduprava materialu
teda nesplnila o¢akavania radikéalnejSieho zvysenia vytazkov hydrolyzy, pri 2 % davkovani
celulaz sa podarilo zvysit’ vytazok oproti mechanicky predupravenej lepenke len s pouzitim
predupravy ¢. 4 atolen 0 0,9 %.

Déavkovanie celulaz 2% w/w na TS sa ukéazalo ako nedostatocné pri dlhodobejsej
enzymatickej hydrolyze. ZvySenie vytazkov sa podarilo dosiahnut zvySenim déavkovania
celulaz na 6 a 10 % w/w na TS. Najvyssi vytazok bol dosiahnuty pri 10 % davkovani celulaz
s pouzitim predupravy €. 4 (pozn. pri 10 % davkovani neboli overované predapravy ¢. 1 a 2)
a bol 48,3 %. Jedna sa vsak o stale vel'mi neuspokojivy vytazok a pokial by mal byt proces
enzymatickej hydrolyzy ekonomicky zaujimavou cestou, je nutné dosahovat znacne vysSie

vytazky hydrolyzy.
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10 ZAVER

Firmou Novozymes” bol poskytnuty testovaci bali¢ek enzymov Novozymes® Biomass kit.
Z tohto balicka boli testované enzymové preparaty NS50013 (celulolyticky komplex) a
NS50010 (B-glukozidaza) pre proces enzymatickej hydrolyzy s pouzitim odpadovych
papierov ako substratu.

Najskor bolo nutné vybrat najvhodnej§ie parametre hydrolyzy, bola vykonana hruba
optimalizacia typu a sily timivych roztokov, pH, koncentracie substratu a enzymov, teploty a
intenzity mieSania pomocou modelovych substratov — filtracného papiera a buni¢iny. Vhodné
pH asila tlmivych roztokov museli byt vyhodnotené pre vsetky typy pouzivanych
predupravenych materialov.

Vo vSeobecnosti sa javi najlepSie pouzitie octanového tlmivého roztoku s pH a silou
nastavenou tak aby pH dekantovaného vyluhu po hydrolyze spadalo do oblasti 4,43 — 4,93.
Pre konkrétne pouzivané materialy bolo najlepSie pouzitie octanovych tlmivych roztokov
zhrnutych v tabulke €. 43.

Tab. €. 43: Najvhodnejsie pH a molarity octanovych tlmivych roztokov pre jednotlivé
pouzité predupravené materialy

material preduprava ¢. | molarita (mol/l) | pH
ofset karton 1 0,20 4.0
recyklovany p. 1 0,20 4.0
recyklovany p. - potla¢ 1 0,20 4.0
MY sol matny 1 0,20 4.0
filtracny papier 1 0,05 4,0
buniéina 1 0,05 4.5
lepenka 1 0,05 3,7
lepenka 2 0,05 4.5
lepenka 3 0,05 4,5
lepenka 4 0,05 4.5

Najvhodnej$ia intenzita mieSania na pouzivanej temperovanej trepacke bola 194 rpm. Pri
pouziti iného typu mieSania je nutné znovu overit vplyv intenzity mieSania na vysledky
hydrolyzy.

Bolo usudené, ze najvhodnejSou pouzitou teplotou je S0 °C. Najvhodnejsia koncentracia
substratu bola 8 % w/v (testované na bunicine). Pre davkovanie enzymov sa po porovnani
Specifickych aktivit enzymov ako najlepsia javila hodnota 2 % w/w na TS preparatu NS50013
(celulolyticky komplex) s pridavkom 0,2 % w/w na TS preparatu NS50010 (B-glukozidaza),
ktora sa vSak v 96 hodinovych procesoch hydrolyzy ukézala ako nedostatocna. Zretelne
vyssie vytazky boli dosahované pri davkovani enzymov 6 a 10 % w/w na TS preparatu
NS50013 (celulolyticky komplex) s pridavkom 0,6 a 1,0 % w/w na TS preparatu NS50010 (j3-
glukozidaza).

Po ziskani predstavy o vhodnych podmienkach pre ¢innost’ celulolytického komplexu bolo
mozné prikroc¢it’ k testovaniu jednotlivych odpadovych papierov v procese enzymatickej
hydrolyzy.
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Pre vyhodnotenie procesu hydrolyzy bolo nutné vykonat' zakladnu kompozi¢nu analyzu
pouzitych substratov. Obsah suSiny sa pohyboval u vSetkych pouzitych materidloch v oblasti
95,36 — 96,93 % a vyrazne sa nelisil u jednotlivych papierov.

Obsah popola, ktory suvisi s obsahom plnidiel v papieri sa pohyboval u odpadovych
papierov v rozmedzi 14,02 — 39,65 %. Najnizsi obsah popola bol ulepenky, najvyssi
u papiera MYsol matny. U chemicky predupravenej lepenky klesol obsah popola pri pouziti
predupravy 0,25 % H3;PO,4 (preduprava €. 2) z 14,02 + 0,20 % na 9,73 + 0,16 %, pri pouziti
kombinacie 0,25 % H3;PO4 a2 % HNO3 (preduprava ¢. 3) a na 6,54 + 0,13 % a pouziti
kombinacie 0,25 % H3PO4 a 2 % NaOH (preduprava ¢. 4) na 7,88 + 0,04 %.

Obsah celulozy sa pohyboval uvsetkych chemicky neupravovanych pouzitych
odpadovych materialoch v oblasti 38,45 — 66,60 %. Najvyssi obsah celulozy bol u ofset
kartonu, najniz8i u papiera MYsol matny. U chemicky predupravenej lepenky stipol obsah
celuldzy pri pouziti predupravy 0,25 % H3PO4 (preduprava €. 2) z 58,15 + 0,01 % na 59,88 +
0,06 %, pri pouziti kombinacie 0,25 % H3;PO4 a2 % HNO3 (preduprava €. 3) na 67,68 +
0,08 % a pouziti kombinacie 0,25 % H;PO4 a2 % NaOH (preduprava €. 4) na 66,68 +
1,34 %.

Bola vykonana Fed-batch enzymaticka hydrolyza s2 % w/w na TS davkovanim
preparatu NS50013 s pouzitim mletim predupravenych odpadovych papierov. Najvyssi
experimentalny vytazok 24,4 % bol dosiahnuty u lepenky, ktora bola vyhodnotena ako
najperspektivnej§i material z testovanych odpadovych papierov. Na zaklade porovnania
experimentalnych vytazkov potlaceného (20,9 %) a nepotlaceného (23,0 %) recyklovaného
papiera bolo usudené, ze pritomnost’ farbiv v odpadovej surovine ma sice inhibi¢ny ucinok
ale tento uc¢inok nie je vel'mi vyznamny.

Lepenka bola podrobenda réznym kombindciam chemickej predupravy a takto
predupravené materialy sluzili ako substrat pre Fed-batch enzymaticka hydrolyzu s 2 %,
6 % al10 % w/w na TS davkovanim preparatu NS50013. Chemicka preduprava materialu
nesplnila o¢akavania radikalnejSieho zvySenia vytazkov hydrolyzy, pri 2 % davkovani celulaz
sa podarilo zvySit vytazok oproti mechanicky predupravenej lepenke len s pouzitim
predupravy ¢. 4 ato len 00,9 %. ZvySenie vytazkov sa podarilo dosiahnut zvySenim
divkovania celuldz na 6 a 10 % w/w na TS. NajvysSi vytazok bol dosiahnuty pri 10 %
davkovani celuldz s pouzitim predupravy €. 4 (pozn. pri 10 % davkovani neboli overované
predupravy €. 1 a2)abol 48,3 %.

Je nutné podotknut, ze experimenty prebiehali len v malych objemoch a pre prevedenie
vysledkov do praxe je nutné vykonanie d’alSich experimentov vo vacsich objemoch reaktorov
a najmé s pouzitim vhodného a dostato¢ného intenzivneho mieSania suspenzie.

Pre vyhodnotenie najvhodnejSieho davkovania enzymov by bolo nutné vytvorit
ekonomicky model, porovnat naklady pri réznych davkovaniach so ziskami ziskanymi
z predaja etanolu po procese fermentacie, pretoZze cena enzymov tvori znacnu Cast nakladov
v procese enzymatickej hydrolyzy odpadového papiera.

Pre priemyselné pouzitie je nutné dosiahnut’ znacne vyssich vytazkov. ZvySenie vytazkov
by zrejme bolo mozné dosiahnut’ spojenim hydrolyzneho kroku s krokom fermentacnym
pouzitim simultannej sacharifikacie a fermentacie (SSF). Pouzitim SSF dochadza k redukcii
inhibicie celulolytickych enzymov produktom, pretoze produkt je kontinudlne utilizovany
vhodnym typom najlepS$ie termofilného MO za tvorby etanolu. Proces vyberu vhodného MO
sa musi riadit’ pH a teplotou procesu, MO musi mat vysoku produkénu schopnost’ etanolu
a musi byt odolny voci jeho vys§im koncentraciam.
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13 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV
ai—ainé
apod — a podobne
¢ enz — koncentracia enzymov
CBU - cellobiase unit
cs — koncentracia substratu
CR - Ceska republika
ECF - elementar chlorine free
EGU - endo-glucanase unit
ETBE - etyl-tercio-butyl—¢ter
EU - Europska tnia
FCH VUT - Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické
FPU - filter paper unit
GLU - glukoza
h — hodin
IS — interval spol'ahlivosti
kat — katal, jednotka aktivity enzymov, aktivitu 1 katal ma také mnozstvo enzymu, ktoré
premeni 1 mol substratu za 1 sekundu
kol — kolektiv
MCC - mikrokryslalicka celuloza
MO - mikroorganizmus, mikroorganizmy, mikroorganizmov
MTBE - metyl—tercio—butyl—éter
rpm — revolutions per minute — otacky za 1 minatu
RS - redukujuce sacharidy
SSF — simultaneous saccharification and fermentation — simultdnna sacharifikacia a
fermentacia
TCF - total chlorine free
TS — total solids — suhrn tuhych Castic
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15 PRILOHY

15.1 Priloha ¢&. 1: Produkcia odpadov podla druhu odpadu v CR v roku 2007 [48]

sposob nakladania na strane povodca odpadu

Produkcia z toho z toho
Druh odpadu vyuzitie odstrafiovanie ) osAtatné zostatok
odpadu celkom celkom celkom skladkovanie spal’ovafue sposoby na sklade
(kg) (ke) (ke) (ke) na pevnine celkom k31.12.
(kg) (kg) 2007
(kg)
Vymet z
odp. 18 230 072 0 370 660 305 200 0 17 859 412 569 360
papiera
Odp. z
tried’. 69 669 331 0 0 0 0 69 669331 | 2079530
papiera
Papierovy,
lepenkovy | 344 049 254 | 1184 477 563 606 96 220 3626 342301171 | 1788557
obal
Papier a
30 602 910 45360 163 880 163 880 0 30393670 | 1163067
lepenka
Papier
a/alebo 180 065 401 | 3 589 058 8314 1300 7014 176 468 029 | 1072264
lepenka
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15.2 Priloha ¢&. 2: Produkcia odpadového papiera v jednotlivych krajoch CR
v tonach [49]

Rok

Kraj (mesto) 2006 2007
Praha 130 712 131 870
StredocCesky kraj 61617 77 660
Jihogesky kraj 25262 22 902
Plzeiisky kraj 56 576 62 466
Karlovarsky kraj 8 656 15726
Ustecky kraj 36 719 41 826
Liberecky kraj 28 604 26 289
Kralovohradecky kraj 21597 28 258
Pardubicky kraj 39329 46 298
Vysocina 19 905 28 237
Jihomoravsky kraj 66 141 79 164
Olomoucky kraj 54 185 54360
Zlinsky kraj 22158 30 282
Moravskoslezsky kraj 54 905 40 899
Celkom 626 366 686 237

15.3 Priloha ¢&. 3: Spotreba odpadového papiera ako druhotnej suroviny v CR [50]

rok 2004 2005 2006 2007
odpadovy
papier, karton 293 580 276 870 302 974 330 082
a lepenka (t)
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