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ABSTRAKT

Diplomova price pojedndvd o vyuZiti Zymomonas mobilis pro produkci bioethanolu
z odpadniho papiru. Byly pouZity tfi druhy substratu (lepenka, vykres a kancelafsky papir)
za Ucelem optimalizace produkce bioethanolu. Jednotlivé papiry byly podrobeny stejnym
pfedipravdm, a to mleti, kombinaci mikrovinného zéireni a NaOH, kombinaci mikrovlnného
zéteni a H,SO,4 a kombinaci mikrovlnného zafeni, H,SO4 a NaOH. Po ptediprave byl substrat
rozloZen enzymatickou hydrolyzou k vyhodnoceni nejlepsi predipravy. Poté bylo provedeno
SSF pro kazdy substrat (dvé nejlepsi predipravy). V prubéhu hydrolyzy a SSF byly odebirany
vzorky, které byly stanoveny pomoci HPLC.

Byly sestrojeny rustové kiivky Zymomonas mobilis, jako nejvhodnéjsi pro SSF byla
zvolena teplota 40 °C, pfi které exponencidlni fédze probihala v Case 6 - 15 hodin.
Pti hydrolyze byla sledovdna koncentrace glukézy v roztoku. Maximélni koncentrace glukdzy
byla u lepenky (mikrovlny + H,SO4 + NaOH) 16,46 g-dm'3, u vykresu (mikrovlny + H>SO4 +
NaOH) 31,78 g-dm'3 a u kanceldfského papiru (mikroviny + H,SO4) 25,04 g-dm'3 .
Koncentrace ethanolu béhem SSF byly nejvyssi ve stejnych piipadech jako pfi hydrolyze.
U lepenky byla maximdlni koncentrace bioethanolu 9,50 g-dm™, u vykresu 16,1 g-dm™
a u kancelafského papiru 12,13 g-dm'3 .

ABSTRACT

Diploma thesis deals with use of Zymomonas mobilis for the production of bioethanol from
waste paper. There were used three kinds of substrate (cardboard, drawing and office paper)
to optimize of bioethanol production. Individual papers were subjected to the same
pre-treatment, namely a milling, a combination of microwave irradiation and NaOH,
a combination of microwave irradiation and H>SO4 and combination microwave irradiation,
H,SO, and NaOH. The substrates were decomposed by enzymatic hydrolysis after
pre-treatment to evaluate the best pre-treatment. Simultaneous saccharification and
fermentation was carried out for each substrate (with two of the best pre-treatment). The
samples were taken during the hydrolysis and the simultaneous saccharification and
fermentation, and were determined by HPLC.

Growth curves of Zymomonas mobilis were constructed, as the most appropriate for SSF
was chosen temperature of 40 ° C in which the exponential phase took place at the time of
6 - 15 hours. During hydrolysis was monitored glucose concentration in the solution. The
maximum concentration of glucose was in the cardboard (microwaves + H,SO4 + NaOH)
16.46 g:dm™, a drawing (microwaves + H,SO4 + NaOH) 31.78 g-dm™, and office paper
(microwaves + H>,SO,) 25.04 g-dm'3 . The concentration of ethanol for SSF was highest in the
same cases as in the hydrolysis. The cardboard was the maximum concentration of
bio-ethanol 9.5 g-dm™, for the drawing 16.1 g-dm™ and for the office paper 12.13 g-dm™.
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UVOD

Vyuziti fosilnich paliv jako je ropa, uhli a zemni plyn v dopravé a primyslu dramaticky
zhorsila sklenikovy efekt. MnoZstvi komundlniho odpadu razného puvodu celosvétove
narusta v dusledku zvySeni poCtu obyvatel a rychlosti vyroby. Likvidace tohoto odpadu je
ndkladnd a obvykle ma negativni vliv na Zivotni prostfedi. Proto je rozvoj alternativnich
obnovitelnych zdroji energie z odpadnich materidll moznosti, jak zmirnit sklenikovy
efekt.[1]

Lignocelul6zovy odpadni materidl ziskany z energetickych plodin, dfevarského pramyslu
a zemé&délskych zbytkl jsou hojné po celém svété. Predstavuji nejvyznamnéjsi obnovitelny
zdroj energie. Sacharidy v lignocelulézovych zbytcich lze vyuZit raznymi zpusoby
pro energetické ticely, ovSem nejveétsi zajem je o produkci ethanolu.[1]

Lignocelul6zovy materdl 1ze vyuZzit konverzi na uzite¢né produkty fyzikalné-chemickym ci
biologickym zpusobem. Zatim nej¢astéji pouzivané technologie jsou chemické, ale bohuZel
dost drahé a zanechdvaji po sobé& dals$i odpad. Proto se zvazuji biologické metody na vyuZiti
lignocelulézovych odpadd, které jsou zaméfeny na mikrobidlni nebo enzymatické
piemény.[2]

Alternativni zdroj energie jsou biopaliva prvni a druhé generace. Biopaliva prvni generace
jsou vyrdbéna z cukrové titiny, cukrové fepy, kukufice, fepky atd. Biopaliva druhé generace
jsou pavodem z lignocelul6zovych materialt vzniklych v zeméd€lstvi, lesnim pramyslu, ale
také z nepotravinovych plodin. V souasné dobé se mluvi o biopalivech tfeti generace
vzniklych z mikroorganismi a fas, coZ je povazovano za Zivotaschopnou alternativu
energetického zdroje.[3]

Ethanol se pouzivd ve smeési s benzinem a zvySuje oktanové Cislo, tzn., Ze sniZuje tvorbu
oxidu uhelnatého a tékavych organickych slou€enin. Kromé palivového vyuZiti bioethanolu je
0 néj zdjem i v potravinaiském prumyslu. Vyrdbi se fermentacni technologii vyuZitim
cukernych a Skrobnatych rostlin, ovSem nejrozsifenéj$i forma cukru je pravé celuldza
a hemiceluléza.[4]

V EU byla pfijata smérnice Evropského parlamentu a Rady 2003/30/ES, o podpoie
vyuzivani biopaliv nebo jinych obnovitelnych paliv v doprave, a to s minimdlnim obsahem
2 %. Do 31. 12. 2010 se hodnota obsahu bioethanolu v palivech zvysila na 5,75 %.[5]

Zpracovani lignocelul6zového materidlu musi byt vSak dostatecné efektivni. Musi byt
zvolena vhodnd prediprava, ktera zvysi vytéznost cukri z téchto materidlli a zaroven bude
ekonomicky pfijatelnd. Rozhodujici je i spravna volba mikroorganismi. NejvyuZivanéj$imi
mikroorganismy jsou Saccharomyces cerevisiae a Zymomonas mobilis, u nichZ se uvaZuje
o genetické modifikaci, kterd by zajistila vyuZiti pentdz, predev§im xylozy, za produkce
ethanolu. Nebo naopak do mikroorganismii fermentujicich pentézy vnést gen, ktery umozni
vyuZziti hex6z témito mikroorganismy.[6,7]

Cilem priace bylo studium produkce bioethanolu pomoci Zymomonas mobilis
z lignocelul6zového substrdtu (lepenka, vykres, kanceldfsky papir). Bylo vSak nutné
optimalizovat teplotu vyhovujici bakteriim i enzymim pro maximélni zisk biethanolu
metodou simultdnni sacharifikace a fermentace. Sledovédn byl i vliv pfedipravy na zisk
glukézy pfi hydrolyze u jednotlivych substrata.



1 TEORETICKA CAST
1.1 Vymezeni zakladnich pojmu

1.1.1 Biopalivo

Biopalivo je kapalné nebo plynné palivo, které je vyrobené z ptirodnich materiald, urcené
pro dopravu. Podle platné legislativy jsou mezi biopaliva fazeny: bioethanol, biodiesel,
bioplyn, biomethanol, biodimethylether, bio-ETBE (ethyl-tercio-butyl-ether), bio-MTBE
(methy-tercio-butyl-ether), syntetické biopalivo, biovodik a €isty rostlinny olej.[8]

Biopalivo méd vyS$§i oktanové Cislo nez palivo vyrobené z ropy, tzn., Ze produkuje
pfi spalovani menSi mnoZstvi oxidu uhelnatého, a tudiZ Gzce souvisi s ochranou Zivotniho
prostiedi.[2]

Plynnd biopaliva

Bioplyn vznikd pfi rozkladu biomasy v uzavienych nddrzich. Obsahuje energeticky cenny
methan a md pomérné vysokou vyhtevnost. Nejcastéji se pouziva k vyrobé elektfiny a tepla
(Cisticky odpadnich vod, bioplynové stanice), ale i jako pohonn4 latka.[9]

Kapalna biopaliva

RozliSuji se kapalnd biopaliva na bdzi alkoholu (napf. bioethanol), biooleje (napf.
bionafta), zkapalnéna mohou byt také plynnd biopaliva. Kapalnd biopaliva jsou vyuZivdna
pfedev§im v dopravé, ale lze je vyuZit i pro vyrobu tepla (napf. topidla na biolih). Existuji
smérnice, které udavaji povinny podil bioslozky v pohonnych hmotich v rdmci EU (pro rok
2010 je to cca 6% z celkové spotieby pohonnych hmot).[9]

1.1.2 Bioethanol

Bioethanol je ethanol vyrobeny alkoholovym kvaSenim cukerné nebo Skrobnaté slozky
biomasy nebo biologicky odbouratelného odpadu. Predstavuje obnovitelny zdroj energie a je
tedy vyuzivén jako biopalivo.[2]

1.1.3 Biomasa

Pojem biomasa oznacuje veSkerou organickou hmotu vzniklou prosttednictvim fotosyntézy
nebo hmotu zivoc¢isného ptavodu. Timto pojmem je Casto oznaCovand rostlinnd biomasa
vyuzitelnd pro energetické tcely jako obnovitelny zdroj energie.[10]

Odpadni biomasa

Odpadni biomasa pfedstavuje odpady z lesniho hospodéfstvi a papirenského, dievatského
a nabytkarského prumyslu, rostlinny odpad zemédélské vyroby, komundlni bioodpad
a odpady z potravinaiského pramyslu.[10]

Péstovand biomasa
Jsou to energetické byliny (napf. fepka olejnatd, slunecnice a ruzné obilniny) a rychle
rostouci dfeviny (napt. Kanadsky topol).[10]



1.1.4 Papirovina

Pojem papirovina oznacuje suspenzi vldkniny nebo smeési vldken, kterd je upravena
mlecimi stroji na vhodnou velikost vldken a vhodné odvodiiovaci vlastnosti. Byva opatfend
plnidly, klizidly, barvivy a ostatnimi pomocnymi prostiedky pro vyrobu papiru poZadované
jakosti.[11]

1.1.5 Lignoceluléza

Hlavni sloZka rostlinné biomasy, nejvice roz§ifena v prirod€. Jeji hlavni slozky tvofi lignin,
hemiceluldza a celuléza. Jednd se o komplexni strukturu, ve které je celul6za obklopena
monovrstvou hemicelulézy a zakotvena v matrici hemiceluldzy a ligninu. Navic lignin vytvari
prekazku proti pusobeni enzymu a spolu s hemicelul6zou tvoii ochranu kolem celulézy. Tato
struktura lignocelulézy mé velky vliv na inhibici degradace celul6zy na monomerni cukry,
které jsou nezbytné pro efektivni pfeménu biomasy na ethanol.[12]

1.1.6 Hydrolyza

Pod pojmem hydrolyza se mysli energeticky vyhodné §té€peni molekul (napt. glykosidd,
estert, amidd, anhydrida atd.) reakci s vodou. Aktivacni energie téchto reakci jsou vysoké,
proto hydrolyza mnoha biologicky dulezitych liatek za béZnych teplot a pH neprobiha.
Existuje mnoho vyznamnych hydroldz, které hydrolyzu umoznuji a kineticky 1idi.[13]

1.1.7 Enzymy

Enzymy jsou biokatalyzatory se strukturou biopolymeru bilkovinné povahy, které urychluji
metabolicky vyznamné reakce. Nejveétsi rozdil mezi enzymy a chemickymi katalyzétory je
ve specifité enzymové kataldzy. Enzym vzdy katalyzuje jen pfeménu urcité skupiny substratu
(specifita substratovd) a jen urcity typ reakce (specifita ic¢inku). Enzymy stejné jako chemické
katalyzatory neovliviwuji energetiku reakce, tzn., Ze urychluji pribéh reakci obéma smeéry
a v rovnovdznych systémech neovliviiuji vytéZzek reakce. Enzymy maji v soucasné dobé
Siroké uplatnéni, pouzivaji se ve vSech odvétvich potravinafského prumyslu, v textilnim,
papirenském a farmaceutickém primyslu i v zeméd€lstvi.[13]

1.1.8 Fermentace

Z mikrobiologického hlediska je fermentace proces probihajici v bioreaktoru. Dochdzi
bud’to k produkci zadanych metabolitti metabolickou ¢innosti mikroorganisma nebo naopak
k rozkladu nezadoucich latek pomoci mikroorganismu za vzniku plynu.[13]

1.2 Lignocelulézova biomasa

Lignocelul6zova biomasa je v prirodé zdaleka nejrozsitené$i surovinou. Lze ji zafadit
do Ctyt skupin podle typu zdroje:
® lesni zbytky,
¢ tuhy komunélni odpad,
® papirovy odpad,
e zbytky rostlin.
zpracovanim lignocelulézovych materidlti je podstatné vice ndkladné. Hlavnimi slozkami
lignocelul6zy jsou polymery celulézy a hemicelulézy, na které je pevn€ véazin lignin,
a to pfedevS§im vodikovymi vazbami, ale zfidka i kovalentnimi.[15, 16, 17]
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hemiceluloza

1.2.1 Celuléza

Lignocelul6zovy materidl obsahuje pfedev§im celuldzu, kterd patii k nejrozsifenéjSim
latkdm v pfirod€. Je to vysokomolekuldrni homopolysacharid, tedy polysacharid, tvofeny
stejnymi sacharidickymi podjednotkami, a sice anhydridy B-D-glukézy (viz Obrazek 2). Ty
jsou vzdjemné spojeny PB-(1,4)-glykosidickymi vazbami. Retdzec celulézy je linedrni
a prevladd u ni krystalicky charakter. Obsahuje totiZ i amorfni dseky, které jsou s krystalickou
formou pfitomny v pomeéru 1:3. Celuléza mad obvykle ve svém fetézci 800 - 17 000
glukézovych jednotek. Jednotlivé fetézce celulézy jsou vazdny k sob€ prostfednictvim
vodikovych vazeb a tvofi tzv. fibrily (vldkna), fibrildrni svazky a ty tvoii stény rostlinnych
bunék.[15, 18, 19]

celulazy

Obrazek 2: Struktura celulozy [20]

1.2.2 Hemiceluléza

Hemicelul6za je z hlediska zastoupeni v lignocelul6zovych materidlech na druhém misté.
JakoZto heteropolysacharid, je tvofena riznymi cukernymi monomery: pentdzy (xylozy
a arabindzy), hex6zy (mandzy, glukézy, galaktézy) a cukerné kyseliny (kyselina uronova).
Dominantni slozkou hemicelulézy z tvrdého dieva a zemédé€lskych rostlin je xylan
(polysacharid sloZeny z D-xyl6z), pro m&kké dievo je dominantni glukomanan (polysacharid
primdrnég sloZeny z mandzy a glukézy).[18]

Hemicelul6za je tvofend 150 - 200 cukernymi podjednotkami a rozvétvend, obsahuje
kratké postranni fetézce sloZzené z rlznych monomerd sacharidl, které snadno podléhaji
hydrolyze. Hemicelul6za slouZi jako spojeni mezi ligninem a celul6zovymi vlakny, doddva
tak pevnost lignocelul6zovym materidlim.[18]

Nejvice tepelné-chemicky citlivé slozky lignocelulézovych materidld jsou hemicelul6zy.
Béhem tepelné-chemické piedipravy nejprve reaguji postranni ftetézce a poté hlavni
retézec.[18]



1.2.3 Lignin

hemicelulizy
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Obrdzek 3: Struktura hemicelulozy [21]

Lignin je po celuléze a hemicelul6ze jeden z nejhojnéji se vyskytujicich polymert ve volné
piirod€ a je pfitomen v bunécné sténé. Je to amorfni heteropolymer sloZeny ze tii riznych
typu fenylpropanovych jednotek: p-kumarylalkohol, koniferylalkohol a sinapylalkohol (viz
Obrazek 4). Hlavni funkci ligninu je poskytnout rostlin€ strukturdlni podporu, nerozpustnost
ve vod¢ a odolnost proti bakteridlnimu litOl(u a oxida¢nimu stresu.[18, 22]
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1.3 Piedaprava lignocelul6zového materialu

Preduprava je proces, kdy dochdzi k prfedbézné dprave substratu, a to bud’ fyzikalni nebo
chemickou cestou, €astou jsou vyuzivany i kombinace t€chto metod.

Uginnd metoda na preddpravu lignocelul6zovych materidld zavisi na nékolika kritériich. Je
nutno sniZit velikost ¢astic biomasy, odstranéni ligninu a sniZeni krystalinity celuldzy (viz
Obrézek 5). V procesu jsou vyuZzivany pro preddpravu piidatné latky nebo energie, v mnoha
ptipadech se jednd o jejich kombinaci.[24, 25]

Preddprava biomasy musi spliovat tyto pozadavky:

e zvyseni tvorby cukri nebo schopnost tvofit cukry v procesu hydrolyzy,

e zabranéni rozkladu sacharidi, a to i pentdz, jelikoZ n€které mikroorganismy maji
enzymové vybaveni na jejich vyuZiti,

e zabranéni vzniku vedlejSich produktt, které inhibuji funkci enzymu ¢i rast a produkci
mikroorganismd,

¢ ndkladova efektivnost spojend s cenou biomasy i energetikou procesu.[24, 25]

Metody preddpravy lze rozdélit do nekolika kategorii: fyzikdlni, fyzikdlné-chemické,
chemické, biologické. Nejcast&ji byvaji vyuZity kombinace téchto metod. Vyhody a nevyhody
vybranych metod jsou shrnuty v Tabulce 1.[24]

TN
s

/

. , feddprava
hemiceluléza P P

celuldza 3
celuldza

Obrazek 5: Vliv prediipravy na lignocelulozovy materidl [24]

1.3.1 Fyzikalni predipravy
Mleti

Hlavni vyznam mechanicky zaloZenych pfediprav je snizit velikost Castic a krystalinity,
aby se zvétsil specificky povrch a sniZil stupenl polymerace lignocelul6zové biomasy. Provadi
se na zdkladé kombinace sekdni, mleti a drceni. Energie potfebnd na tento proces zdvisi
na pozadované velikosti Castic. Pfi mechanické dpravé na velmi malé Castice (prasek) je
ndkladnost procesu nevyhodnd. Pfi mechanickém mleti lignocelul6zové biomasy nedochazi
k odstraiovdni ligninu, ale pouze k jeho depolymerizaci prostfednictvim Sté€peni
nekondenzovanych vazeb aryletherd.[24,26,27,28]

Ozadreni

Zateni (napf. y-zafeni, elektronovy paprsek a mikrovlnné zafeni) zlepSuji enzymatickou
hydrolyzu lignocelulézovych materiald. Diky ozafeni degraduji jak kiehka vlakna celuldzy,
tak 1 nizkomolekuldrni oligosacharidy. Dochédzi zde k disociaci glykosidickych vazeb
v fetézci celulozy, ovSem pouze v piitomnosti ligninu. Pfi velmi intenzivnim zéafeni muze
dochdzet k rozkladu oligosacharidi a cyklické struktury glukézy. Predipravy metodou



ozafovdni jsou drahé, tudiz maji problémy v prumyslové aplikaci zpracovani
lignocelul6zovych materidl.[29]

Prediiprava teplem

Béhem predipravy teplem dochdzi k zahfivani lignocelulé6zové biomasy na teplotu
150 - 180 °C. Cisti lignocelulézového materidlu, pfedevsim hemicelulézy, ale i ligninu, se
zaCinaji rozpoustét. Hemicelul6za je pifi tepelném pusobeni hydrolyzovdna a vznikaji
kyseliny, které katalyzuji dal$i hydrolyzu hemiceluldzy. Pii teplotich vysSich jak 160 °C
dochazi k rozpousténi i ligninu za vzniku fenolickych sloucenin, které puisobi inhibicné
na bakterie i kvasinky. Je nutné velmi reaktivni slou€eniny vzniklé z ligninu odstranit.[30]

1.3.2 Fyzikalné-chemické predipravy
Amoniakdlni exploze (AFEX)

V této fyzikdln€ chemické metod€ preddpravy je vyuzivan kapalny amoniak pfi teplotich
60 - 100 °C a vysokém tlaku pasobicim ruzné dlouhou dobu. Tlak poklesne, ¢imZ amoniak
prechdzi do skupenstvi plynného a tak zpusobuje bobtnani a fyzikdlni naruSeni vldken
biomasy a cCasteCnou dekrystalizaci celulézy. Vysledkem metody AFEX je pouze
pfedupraveny pevny materidl bez kapalného podilu, coZ snizuje ndklady na proces.
Krystalinita celuldzy je sniZena a vazby mezi ligninem a polysacharidy rozruSeny. Dochazi
také k odstrafiovani acetylovych skupin z lignocelul6zového materidlu. Stravitelnost biomasy
pro enzymy se zvySuje a enzymatickd hydrolyza tak vede k vyssim vynosiim cukrti.[27]

V pribéhu metody AFEX se netvoii inhibitory biologickych procest, i kdyz nékteré
fenolické fragmenty ligninu a dalsi extrakty bunécnych stén rostlin mohou zistat na povrchu
celulézy. Pti optimdlnich podminkich lze dosdhnout vice nez 90% konverze celuldzy
a hemicelul6zy na zkvasitelné cukry ze Siroké Skaly lignocelul6zovych materiala.[27]

Exploze CO2

Metoda je zaloZena na vyuZiti CO,, jakoZto superkritické tekutiny. Za téchto podminek 1ze
dosdhnout Gcinného odstranéni ligninu, ¢imZ vzroste stravitelnost substratu. Delignifikace
muZe byt zvySena piidavkem ethanolu do smeési.[27]

Molekuly CO; jsou srovnatelné velikosti s vodou ¢i amoniakem a mohou tedy pronikat
stejné malymi pory lignocelulézy, coZ je jeSté usnadnéno pusobenim vysokého tlaku.
Po explozivnim poklesu tlaku dojde k naruSeni struktury celulézy a hemicelulézy a tim
ke zvétSeni plochy substratu pro enzymy. Pfi nizkych teplotich nedochdzi v této metodé
k degradaci monosacharidd, a pfesto vytézky cukrt jsou niZsi neZ u metody AFEX.[27]

Exploze vodni parou

Jednd se o hydrotermédlni preddpravu lignocelul6zového materidlu, ktery je vystaven
nasycené pire pod vysokym tlakem pfi teplotich 160 - 260 °C a pak dojde k rychlému
poklesu tlaku na atmosféricky. V této pfedipravé se kombinuje mechanickd sila
s chemickymi ucinky, jelikoZ dochdzi k autohydrolyze acetylovych skupin pfitomnych
v hemicelul6ze. Voda se pfi vysokych teplotich chovd jako slabd kyselina. Mechanické
ucinky zpusobi oddéleni vldken v dusledku explozivni dekomprese. V kombinaci s ¢asteénou
hydrolyzou hemicelulézy je lignin uvolnén ze struktury a do urité miry odstranén
z materidlu. Odstranéni hemicelul6zy zvySuje dostupnost celulozy pro celulolytické enzymy
pfi enzymatické hydrolyze. Mezi hlavni faktory majici vliv na d€innost parni exploze jsou
velikost ¢astic materidlu, teplota a doba ptusobeni vysokého tlaku.[26, 27]
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Parni exploze s pridavkem SO; nebo CO;

Pridavek H,SO4 (SO) nebo CO; snizuje dobu pusobeni vysokého tlaku a teplotu parni
exploze. ZlepSuje hydrolyzu, jelikoZ vede k uplnému odstranéni (zkapalnéni) hemicelul6zy
a sniZzuje tvorbu inhibi¢nich latek. MnoZzstvi priddvaného H,SO4 (SO2) nebo CO; se pohybuje
vrozmezi 0,3 - 3 % w/w.[24, 26]

Prediiprava horkou vodou

Horké voda v kapalném skupenstvi je jednim z hydrotermdlnich pfediprav, kterd vyuziva
rychlou dekompresi a nepouzivé zadny katalyzator ani chemikalie. Tlak je regulovén tak, aby
voda zustala v kapalném stavu pii teplotach 160 - 240 °C, ale vyvoldavala zmény ve struktufe
ligninocelul6zy. Doba ptsobeni vysokého tlaku je vétSinou v fadu nékolika minut a pak
nasleduje dekomprese na atmosféricky tlak.[26, 27]

Cilem je rozpustit hemicelulézu, ¢imz dojde ke zpfistupnéni celulézy enzymim
a zabranéni tvorbé inhibitort. Tato metoda je pomérn€ G¢innd na odstrafiovani hemiceluldzy,
z celuldzy se odstrani az 80 %. Lignin je ¢asteCné€ depolymerizovan a rozpustén v horké vodé
pouzité na preddpravu, ale dplné delignifikace pasobenim pouze horko vodou dosahnout
nelze. Pfeddprava horkou vodou je atraktivni z hlediska ekonomického.[26, 27]

1.3.3 Chemické predipravy
Alkalickd prediiprava

Alkalické pfedipravy zvySuji dostupnost celulézy pro enzymy a G¢inn€ rozpousti lignin.
Provadi se pti pokojové teploté v rozmezi n€kolika sekund aZ dni. Dochdazi k degradaci cukru,
ale ne v takové mife jako pfi pusobeni kyselin nebo hydrotermaélnich procesech. Na alkalické
predipravy se nejCastéji pouzivaji tyto zdsady: NaOH, KOH, Ca(OH),, NH,OH.[27]

Hydroxid sodny zptusobuje bobtnani vlaken, zvySeni vnitiniho povrchu celulézy a sniZuje
stupei polymerace a krystalinity, coZ vyvoldvd naruSeni struktury ligninu. ZvySuje
stravitelnost tvrdého dieva ze 14 % na 55 % a sniZeni ligninu z 55 % na 20 %.[27]

Hydroxid vépenaty odstrafiuje amorfni latky jako je lignin, ¢imZ se zvySuje index
krystalinity. Odstranéni ligninu vede ke zvySeni efektivity enzymd tim, Ze se odstrani
neproduktivni mista absorpce a zlep$i se pfistup k celuléze. Dochédzi také k odstranéni
acetylové skupiny z hemicelul6zy. Pieddprava lignocelul6zové biomasy puasobenim Ca(OH);
se provadi pfti teplotidch 85 - 150 °C po dobu 3 - 13 hodin. Ve srovnani s NaOH ¢i KOH
vyzaduje prediprava s Ca(OH), nizZ8i naklady na proces, jelikoz muZe byt znovu ziskdn
a pouzit, a mensi poZzadavky na bezpecnost pfi praci.[27]

Kyseld prediiprava

Hlavnim cilem pfeddpravy pomoci kyselin je rozpuSténi hemicelulézy a tim dosaZeni
piistupnosti enzymu k celuléze. Tuto metodu lze provadét ziedénymi i koncentrovanymi
kyselinami.[27]

Koncentrované kyseliny jsou méné vyuzZiviny pro dpravu biomasy za ucelem tvorby
ethanolu, protoZe dochdzi ke vzniku inhibicnich latek, jako je furfural, hydroxymethylfurfural
a aromatické slouceniny uvolnéné z ligninu. Kromé toho, koncentrovana kyselina pusobi
korozivné€ na aparatury (reaktory), ve kterych je prediprava provadéna.[27]

Prediprava zfedénymi kyselinami je pro prumyslové aplikace vyhodné&jsi a lze ji vyuzit
pro Sirokou Skalu lignocelul6zovych materiala. Provadi se pii vysoké teploteé 180 °C

cvv s

po kratkou dobu, nebo pfi nizsi teploté, napt. 120 °C, po delsi dobu (30 - 90 minut). Pfi této



predipravé dochdzi k rozpousténi hemicelulézy a vznikly xylan je prevddén na zkvasitelné
cukry. Nicméné€, diky vysoké teploté pusobici pii této metod€ dochazi k degradaci cukru
na furfural, hydroxymethylfurfural a aromatické slouCeniny =z ligninu (stejné jako
u koncentrovanych kyselin).[26, 27]

Nejvice pouzivanou kyselinou je kyselina sirovd, ale lze pouzit i1 kyselinu
chlorovodikovou, fosfore¢nou a dusi¢nou. Bylo zjisténo, Ze kombinace zdsady s kyselinou mé
nejvyssi tcinky na pfedipravu a dostupnost celulézy pro enzymy.[26, 27]

Ozonolyza

Ozon je silny antioxidant, ktery vykazuje vysokou ucinnost delignifikace
lignocelulézovych materidli. Preddprava se provadi vétSinou pfi pokojové teploté
a normdlnim tlaku. Nevznikaji zde Z4dné inhibi¢ni latky, které by negativné ovlivnili proces
hydrolyzy a fermentace. Velkym nedostatkem je pouZiti velkého mnoZstvi na ucinnou
pfedipravu, coZ je v béZném provozu zcela neekonomické.[27]

Peroxid vodiku

Biodegradace ligninu miiZe byt katalyzovan enzymem peroxidazou v pifitomnosti peroxidu
vodiku. Pfi aplikaci této metody piedipravy bylo rozpusténo asi 50 % ligninu a vétSina
hemicelul6zy pusobenim 2% roztoku H,O, pii teploté 30 °C a Case pusobeni 8 hodin.
V procesu zcukfeni takto upraveného lignocelul6zového materidlu bylo ziskdno 95 % glukézy
z celulézy za 24 hodin pti 45 °C.[24]

Prediiprava s organickymi rozpoustédly

Z uspésnou je také povazovana metoda predipravy pusobenim organickych rozpoustédel
na lignocelul6zovy materidl. Mohou byt pouZzity mnohé organické nebo vodné smeési
rozpousteédel jako je methanol, ethanol, aceton, ethylenglykol a tetrahydrofurfurylalkohol.
Rozpoustéji lignin a poskytuji snadny pfistup enzymiim k celuléze. Touto metodou 1ze ziskat
relativné Cisty lignin jako vedlej$i produkt.[24, 27]

Organicka rozpoustédla 1ze kombinovat s kyselinami (kyselina chlorovodikova, sirova,
Stavelova, salicylovad), které pusobi katalyticky a Stépi vazby v fetézci hemicelulézy. Pritom
dochdzi k minimalnim ztratdm celuldzy, které ¢ini méné nez 2 %. Pro odstranéni rozpousteédel
ze systému je nejCastéji vyuzivdno odpafovdni. Rozpoustédla musi byt odseparovédna
ze smési, jelikoZ pusobi inhibicné na enzymy i mikroorganismy. Kvili ekonomice procesu
jsou nejbézn€ji vyuzivany ethanol a methanol, jakoZto nizkomolekuldrni alkoholy s niZ$im
bodem varu.[24,27]

1.3.4 Biologicka preddprava

Biologicka pfeduprava lignocelul6zového materidlu vyuzivd vysSich a vldknitych hub,
které rozkladaji lignin a hemicelulézu, celul6zu jen velmi madlo, jelikoZ jeji struktura je
odolngj$i. Vyuzivaji se druhy vys$Sich hub: Pycnoporus cinnarbarinus, Ceriporia lacerata,
Pleurotus  ostreatus. Vykazuji vysokou ucCinnost delignifikace lignocelul6zového
materialu.[27]

Pasobenim vldknitych hub na lignocelulé6zu 1lze dosdhnout degradace ligninu
Aspergillus tereus, Trichoderma spp., Penicillium camemberti, Phanerochaete chrysosporum,
které se kultivuji pfi teploté 25 - 35 °C po dobu 3 - 22 dnt. Pfi jejich pouziti doslo k tbytku
ligninu o 65 - 80 % a hemicelul6zy o 45 - 75 %.[26]
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Tyto procesy jsou velmi vyhodné z hlediska investi¢nich nakladi (nizka spotieba energie),

dals$i vyhodou jsou mirné podminky prostiedi. Nevyhodou této pfedupravy je pomaly
prubéh.[27]

Tabulka 1: Shrnuti vyhod a nevyhod jednotlivych zpiisobii prediipravy [24]

peroxid vodiku

vysokd vynosnost glukézy po
hydrolyze

metoda vyhody inhibice a nevyhody
mleti sniZeni krystalinity celul6zy Vyssl Sp otr/eba energie nez je
energie ziskand z biomasy
= - . : intenzivni zafeni rozklada
s L zlepSeni vynosnosti . . .
= ozafeni s . oligosacharidy a glukézu;
S enzymatické hydrolyzy L .
> vysoké ndklady
= p p
katalyza hydrolyzy
Uprava teplem hemicelul6zy z ni vzniklymi tvorba inhibic¢nich produkt
kyselinami
zveétSeni mérného povrchu,
odstranénf ligninu a neni efektivni pro biomasu s
AFEX hemicelul6zy, neprodukuje . P _
. . . vysokym obsahem ligninu
inhibitory pro nésledujici
W procesy
=< e~ -~
= zveétSeni mérného povrchu,
£ ndkladové efektivni, o
= exploze CO, X . 1l nemeéni lignin ani hemicelulézu
9 nezpusobuje vznik inhibi¢nich
’g latek
s P " X
. . neuplné naruseni mezi
= degradace hemiceluldzy a eup Y Va;eb ezt
N . AN ] . | ligninem a polysacharidy; vznik
= parni exploze pfemeéna ligninu; ndkladove R
L sloucenin inhibujicich
efektivni . .
mikroorganismy
odstranéni hemiceluldzy,
horkd voda (LHW) zvétSeni mérného povrchu, nedplnd delignifikace
ndkladove efektivni
odstranéni hemiceluldzy a dlouhd doba pisobeni, tvorba
alkalickd ligninu, zvéteni mérného nerozpustnych soli a jejich
povrchu zaClenéni do struktury biomasy
hydrolyza hemicelul6zy n ‘. . .
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1.4 Metody hydrolyzy lignocelul6zového materialu

Uhlovodikové polymery v lignocelul6zovych materidlech musi byt pfevedeny
na jednotlivé cukry v procesu nazyvaném hydrolyza, aby mohly byt vyuZity mikroorganismy.
Mezi nejcastéji pouzivané metody patii kyseld a enzymatickd hydrolyza. Existuji i metody
hydrolyzy jako je napf. pusobeni y-zdfeni, ozafovani elektronovym paprskem ¢i pusobeni
mikrovlnného zéfeni, ovSem tyto metody jsou komeréné nevyznamné. Srovndni kyselé
a enzymatické hydrolyzy je uvedeno v Tabulce 2.[16]

1.4.1 Kysela hydrolyza

Ziedéné Ci koncentrované kyseliny rozkladaji celul6zové a hemicelul6zové polymery
lignocelul6zové biomasy na jednotlivé molekuly sacharidi. Ty mohou byt fermentovany
na ethanol.[31]

Hydrolyza ziedénymi kyselinami

Kyseld hydrolyza lignocelul6zovych materidlti se provadi jako tzv. dvoustupriovy proces
s pouzitim zfedéné H,SO4 nebo minerdlnich kyselin (1 - 5% w/v roztok kyselin). Metoda
ztedénymi kyselinami je nejstarSi technologie vyuZivand pro konverzi celuldzy
na ethanol.[16]

V prvni fazi dochdzi k hydrolyze hemicelulézy, ovSem z cukrd mohou vznikat jiné
chemické latky vlivem vysokych teplot, predevs§im furfural. Degradace cukru sniZuje celkovy
vynos sacharidii a krom toho, furfural a dalsi vedlejsi neZzadouci produkty inhibuji proces
fermentace. Z tohoto davodu je prvni faze provadéna za mirnych podminek, ¢imz je dosazeno
vzniku pétiuhlikatych cukernych jednotek. V druhé fazi tohoto procesu probihd hydrolyza
celulozy, kterd je odoln€jsi, tudiz je zapotiebi pusobeni vysSich teplot (200 - 400 °C).
Vznikaji Sestiuhlikaté cukerné jednotky - glukézy.[16]

Oba stupné hydrolyzy maji kratkou dobu pusobeni. Vynosy mandzy a galaktézy jsou
pomeérn€ vysoké, ovSem glukézy je v hydrolyzitu pouze asi 50 %. Hydrolyzaty vzniklé
v obou krocich jsou neutralizovdny, napt. Na,SOs3, a fermentovany na alkohol.[19, 31, 32]

Hydrolyza koncentrovanymi kyselinami

NejcCastéji pouzivanymi kyselinami pro tuto metody hydrolyzy jsou H»SO4 a halogenové
kyseliny, zejména HCl. Hydrolyzuji celulé6zu a hemicelul6zu za mirné teploty, a proto je
degradace cukrii minimalni. VytéZnost ethanolu po fermentaci takto hydrolyzované celul6zy
jsou pomeérn€ vysoké, coZz je z ekonomického hlediska rozhodujici. Na druhou stranu,
koncentrované kyseliny jsou docela drahé, takZe je Z4ddouci, aby byly zpétn€ vriceny
do provozu po skonceni hydrolyzy. Jednou z hlavnich vyhod této metody je efektivni
vyuzitelnost pro Sirokou Skdlu vstupni biomasy pifi pfemeéné na cukry a ndsledné
na ethanol.[16, 31]

1.4.2 Enzymaticka hydrolyza

Enzymaticka hydrolyza je proces Stépeni B-1,4-glukosidickych vazeb pisobenim enzymd,
nazyvanych celuldzy. Celuldzy maji schopnosti odbourdvat polymery celulézy a hemicelul6zy
za nizkych teplot na oligosacharidy az monosacharidy. Jsou to mikrobidlni enzymy sloZeny
z nékolika synergickych slozek, které 1ze souhrnné oznacit jako celuldzovy komplex. Ten
zahrnuje tfi hlavni slozky, endo-1,4-B-glukandza, exo-1,4-B-glukandza, B-1,4-glukosidaza,
které maji svou funkci.[33, 34]
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Vynosnost enzymatické hydrolyzy zavisi na téchto faktorech, které je nutno optimalizovat
k dosazZeni maximdlniho vytézku v procesu zcukieni:[2]
typ pfedipravy substritu,
inhibice enzymatické aktivity koncovym produktem,
termostabilita enzymd,
koncentrace enzymd,
adsorpce enzymu na substrat,
doba hydrolyzy,
pH média,
koncentrace substratu v médiu,
rychlost michani.

Endo-1,4-f-glukandza

Hlavni funkci je sniZeni polymerace celul6zového substriatu. Endo-1,4-B-glukandzy Stépi
ndhodné B-(1,4)-glykosidické vazby uvniti amorfni Casti celul6zového tetézce a tim davaji
vznik oligosacharidim s rlznymi pocty sacharidickych jednotek. Vznikaji nové fetézce
celuldzy, jejichz konce jsou citlivé na pusobeni exo-1,4-f-glukanazy.[35]

Exo-1,4-f-glukandza

Exo-1,4-B-glukandza je enzym Stépici celulézu od konce jejiho fetézce za vzniku
oligosacharidu  celobiézy  tvofeného dvéma  molekulami  glukézy  spojenymi
B-(1,4)-glykosidickymi vazbami. Obcas, a to zejména v pocateCni fazi hydrolyzy, muze
exo-1,4-B-glukosiddza odstépovat z celulézového fetézce glukézu (monosacharid)
a celotridzu (trisacharid).[36]

P-1,4-glukosiddza

Enzym [-1,4-glukosiddza hydrolyzuje celobiézu a kratké oligosacharidy celulézy, vzniklé
Stépenim, na glukézu. Odstranéni, nebo alesponi snizeni koncentrace, celobidzy z hydrolyzatu
je dulezité z hlediska inhibicniho pusobeni celobiézy na endo-1,4-B-glukosiddzu
a exo-1,4-B-glukosidazu.[37, 38]

Tabulka 2: Srovndni kyselé a enzymatické hydrolyzy [16, 31]

Kysela hydrolyza Enzymaticka hydrolyza

e 1 L Specifickd katalyza, nutno provést
Nespecificka katalyza i delignifikace o e .

) j , fyzikdlni a chemické predipravy, pro dobry
biomasy a hydrolyza celul6zy

vytézek hydrolyzy
Rozklad hemicelul6zy na latky inhibujici Vznik ¢irého roztoku cukrit vhodného
hydrolyzu celul6zy pro anaerobni fermentaci

Drsné reak¢ni podminky - nutnost zvySeni
P Y y Provoz za mirnych podminek - 50 °C,

nakladu na zafizeni vzhledem ke korozi pH 4.8 2 atmosféricky tlak

zafizeni a vysokym teplotdm

Relativné nizké vytézky glukdzy Vysoké vytézky glukdzy




Mechanismus enzymatické reakce

Hydrolyza  celulézy probihd za  ucasti  celulé6zového  komplexu. Enzym
endo-1,4-B-glukanédza $tépi celulézu kdekoli v fetézci za vzniku kratSich fragmentt celulézy.
Na né nasedd enzym exo-1,4-B-glukandza, ktery napada glykosidickou vazbu mezi druhou
a tfeti sacharidickou jednotkou na konci fetézce celulézy. Odstépuje se disacharid celobidza,
ze kterého vznikd glukéza Cinnosti enzymu f-1,4-glukosiddza.[31]

retézec celulozy oH an aH
o o o o
HO o o HO O/ﬂ HO o Q0  HO o Q
O o Ho © o MO N o HO ¢ o MO O
o oH o OH
OH oH OH OH

kratsi fetézce celulozy

oy
OH oH OH OH

© exo-1,4-B-glukanaza
glukoza
OH
" OH o
Hom oH HO™ o B-1,4-glukosidaza
CH

Obrazek 6: Mechanismus enzymatické hydrolyzy celulozy [31]

1.5 Prumyslové vyuziti lignocelul6zové biomasy

Lignocelul6zovd biomasa pfedstavuje obnovitelny zdroj potencidlngé zkvasitelnych
sacharidi. VétSina dale vyuZitelného odpadu se ziskava ze zemeéd€lstvi a potravinaiského
prumyslu. Vzhledem k jejich mnoZstvi a obnovitelnosti se zvySuje zdjem jejich vyuZiti
na vyrobu mnoha produkti. Mezi hlavni patii enzymy, redukujici cukry, furfural, ethanol,
bilkoviny a aminokyseliny, sacharidy, lipidy, organické kyseliny, fenoly, aktivni uhli,
rozlozitelné plastové kompozity, kosmetické vyrobky, biosorbenty, pryskyfice, léky,
potraviny a krmiva, methan, biopesticidy, sekundarni metabolity, tenzidy, hnojiva a jiné.[26]
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Obrdzek 7: Schéma vyuZiti lignocelulozovych odpadii [26]
1.6 Metody konverze lignocelul6zovych materiali na ethanol

1.6.1 Simultanni sacharifikace a fermentace - SSF
SSF je vyznamnd metoda v procesu vyroby bioethanolu z lignocelul6zové biomasy. Tento
proces je u€inny v kombinaci s pfedipravou lignocelul6zového materidlu ziedénou kyselinou
nebo horkou vodou. V SSF jsou fetézce polysacharidd prevadény pomoci celuldz
na zkvasitelné cukry. Tyto enzymy jsou vSak citlivé na inhibici koncovym produktem, tedy
glukézou, xylézou, celobiézou a dalSimi oligosacharidy. V tomto procesu je rychlost
hydrolyzy vyssi, naklady na enzymy niZsi, coz vede k vy$§im vytézkiim bioethanolu.[16, 39]
Metoda SSF vyzaduje stejné podminky hydrolyzy a fermentaci vzniklych cukrt
mikroorganismy. Musi byt stejné pH, teplota a optimalni koncentrace substritu. Pro vétSinu
celuldz je pH optimum 4,5 - 5,0 a teplotni optimum 50 - 55 °C v zdvislosti na kmeni, ktery
tyto enzymy produkuje. Fermentace probihd 5 - 7 dni, zdlezi na dostupnosti celulézy
enzymum.Hlavni nevyhodou je rizné teplotni a pH optimum pro hydrolyzu a fermentaci.
Hlavni vyhody SSF jsou:
zvySeni rychlosti hydrolyzy, které jinak inhibuji aktivitu celulazy,
niz$i pozadované mnozstvi enzymu,
vyssi vytézky produktu,
niz$i pozadavky na sterilizaci, protoZe glukéza je prevddéna rovnou na ethanol,
krat$i doba trvani procesu,

mensi objem reaktoru.[16]
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Obrdzek 8: Schematické zndzornéni konverze biomasy na ethanol za pouZiti SSF [40]

1.6.2 Separovana hydrolyza a fermentace - SHF

Enzymatickd hydrolyza je v této metod€ provddéna oddélené od fermentaniho kroku.
Z reaktoru po probéhnuti hydrolyzy je kapalny podil pfevddén do reaktoru, kde probihd
fermentace hydrolyzétu.[16]

Vyhodou je moznost provadét kazdy krok za podminek pro néj optimdlnich, které se
mnohdy od sebe 1i§i. Nevyhodou je inhibice celuldzy a B-glukosiddzy glukézou vzniklou
pti hydrolyze. Je tedy nutné vys§i mnozstvi enzymul, coz znamena i vys$i ndklady
na proces.[16]

1.6.3 Piima mikrobialni konverze - DCM

Pfimd mikrobidlni konverze zahrnuje vyrobu celulolytickych enzyma, hydrolyzu
a fermentaci glukézy v jednom kroku. Tento proces je vyhodny v tom, Ze sniZuje pocet
potebnych reaktorti a usnadnuje tak obsluhu procesu. Pfi pouziti DCM nevznikaji naklady
¢i kapitdlové investice na specidlni enzymy, substrdt je vyuZivdn 1 mikroorganismy
produkujicimi enzymy. Nevyhodou jsou nizké vynosy bioethanolu zpusobené vznikem
vedlejsich produkti, jako je acetat Ci laktat, nizka tolerance mikroorganismt vuci ethanolu
a omezeny rust v hydrolyzatu.[16]

1.7 Papir - mozZny substrat pro vyrobu ethanolu

Na produkci ethanolu vyuZzitim mikroorganismi jsou pouzivany razné substraty, zalezi
vSak na tom, k jakym tucelim bude ethanol pouzit. Pro potravindisky primysl musi byt
substratem suroviny, které splnuji stanovend kritéria liSici se od pozadavkd na vstupni
suroviny na vyrobu palivového ethanolu. JelikoZ ndklady na substrit pro produkci palivového
ethanolu tvoii asi jednu tfetinu celkovych nakladd, je nutné jej zvolit spolu s produkénim
mikroorganismem tak, aby byly vytézky ethanolu co nejvyssi. Je tedy nutné, aby produkcni
mikroorganismus maximdlné vyuZzil slozky substrdtu a produkoval minimdlni mnoZstvi
vedlejsich a zaroven nezadoucich produkti. Typ substritu se voli v zavislosti na vybraném
produkénim mikroorganismu, pficemz pii vyrobe ethanolu jsou nejzadané€jsi cukerné slozky.
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Ty jsou vétSinou produktem hydrolyzy Skrobnatych surovin, v soucasné dobé je hojné
vyuzivan i lignocelul6zovy materidl, coZ papir bezesporu je.[26]

1.7.1 Vyroba papiru

Na vyrobu papiru se pouzivd dfevo (nejcastéji ze smrku, ale i z jedle a listnatych stromu)
a jiné lignocelul6zové hmoty, které nelze zpracovavat v pivodnim stavu na papir. Musi byt
nejprve rozvlaknén, a to bud’ mechanickym nebo chemickym zptsobem.[41]

Mechanicky zpiisob

Dezintegrace dfevnaté hmoty pomoci proti sobé se otdcejicich kotouct dava vznik
tzv. dfevoving, coz je suspenze vldken a inkrustujicich latek. Mechanické rozvlakniovani dava
drevovin€ nazloutly ¢i Sedy ton s vysokou neprahlednosti a hladkym povrchem.[41]

Chemicky zpiisob

Ttisky dfeva jsou vatfené s chemikdliemi pod vysokym tlakem. Tim dojde k odstranéni
ligninu a hemiceluldzy a je ziskdna bunicina (smeés celulé6zovych vldken). Vyslednd suspenze
obsahuje volnd, ale neporusend vlakna. Existuji tfi rizné zpusoby:

1. sulfitovy zpiisob - pusobeni Ca(HSO3), a H,SOs za vyssi teploty a tlaku, coZz ma
za nasledek pomérné vysoky vynos buniciny,

2. sulfdtovy zpiisob - pasobeni Na,S a NaOH pii teploté 150 °C a 0,7 MPa po dobu nékolika
hodin, jednd se o Setrny zpusob vyuZivany k degradaci celulézy, vznikaji delsi vlakna,
coz zajist'uje vetsi pevnost papiru,

3. natronovy zpuisob - pusobeni NaOH za vzniku méné kvalitni buniCiny, dnes jiZ
nevyuzivany zpusob diky nedostate¢nym parametrum.[42]

Béleni buniciny
Tradi¢nimi bélicimi prostfedky jsou:
e clementarni chlor,
e chlornany (napt. Ca(ClO),),
e oxid chloricity.
BuniCiny se béli vicestupfiovymi procesy, které se sklddaji z chlorace, alkalické extrakce
a oxidacniho dobé€lovani.[43]

Plnéni papiroviny
Ukolem plnidel je zajistit potiebnou pérovitost papirnu. Lze tak zvysit hladkost papiru,
lesk, bélost, neprahlednost, tiskovou mékkost, zmensit hygroskopic¢nost atd. Mnozstvi plnidel
je moZzné urcit podle obsahu popela.
Podle obsahu plnidel délime papiry do 4 skupin:
® papiry neplnéné - napi. elektroizolacni, filtrani, pauzovaci papiry
® papiry s malym obsahem plnidel (do 5 %) - napt. novinovy papir, nékteré druhy psacich
papiru atd.
® papiry se strednim obsahem plnidel (do 15 %,) - napt. papiry pro ofsetovy tisk, psaci
papir, litograficky atd.
® papiry s vysokym obsahem plnidel (nad 15 %) - napt. papiry pro hloubkovy tisk aj.[43]



Dalsi upravy papiroviny

KliZeni papiru je nejstar§im zpusobem zusSlechtovani papiru, jehoZ cilem je hydrofobizovat
povrch jednotlivych vlaken do té miry, aby byl odolny vici vsakovani vody ¢i vodného
roztoku barev. Ke kliZeni se pouZivaji ptirodni pryskyfice, parafin, silikonové oleje, Skrob,
latexy, syntetické pryskyfice aj. [43]

Barveni vldkniny je proces, kterym jsou doddvéany papiru poZadované barvy. Kromé
barveni se pouzivd také tonovdni pomoci nepatrného mnozstvi modré, fialové Ci Cervené
barvy, které potlacuji neZddouci nazloutly odstin papiru. Barviva pouzZivand v papirenském
prumyslu jsou napf. nitrozobarviva, azobarviva, xantenova barviva, thiazinova barviva,
ftalocyaniny atd.[43]

Zplstnaténi papiroviny a tvorba papiru

Z pomletych papirovych vldken obsahujicich klizidla, plnidla a barviva se vytvoii
1% suspenze ve vodé a nasledné se prebytecnd voda odstrani. Odvodnéni musi byt postupné,
aby meéla vldkna pfilezitost vzdjemné se proplést, neboli "zplstit", coz zajisti soudrZnost
a pevnost hotového papiru. Zplstnaténi probihd na sitech. Papirovina se zpracovava na papir
na ruznych typech papirenskych stroju. Na strojich s podélnym sitem se vyrabé&ji papiry
a kartény, zatimco na strojich s vdlcovymi sity vétSinou lepenky. Na téchto strojich dochazi
k odstranéni zbytku vody a suSeni papiru na obsah vody 3 - 8 %.[44]

1.8 BioinZenyrské charakteristiky

1.8.1 Rustova kfivka mikroorganismu

Rust mikroorganismu je ovlivnén fyzikalnimi a vyzivovymi faktory pfitomnymi v médiu
(resp. v prostiedi). Fyzikdlnimi faktory je napft. pH, teplota, osmoticky tlak, hydrostaticky tlak
a obsah vody v médiu, v némZ mikroorganismy rostou. Jako Ziviny vyZaduji predevs§im uhlik,
dusik, siru, fosfor a v n€kterych ptipadech jesté nékteré stopové prvky.[45, 46]

Ristova kiivka je tedy zndzornéni prubéhu rastu mikroorganismi, které vychazi
ze stanoveni pocCtu bune€k nebo koncentrace buné€k (optickd hustota) v médiu. Na osu x se
vynasi Cas (nejCast&ji v hodindch), na osu y nartst bunék. Pocet bunék se stanovuje
mikroskopicky v pocitacich komurkdch nebo také kultivaci na pevném médiu v Petriho
miskdch. Optickd hustota ("optical density" = OD) se stanovuje turbidimetricky, pfiemz je
zaznamenavan narast bunéné hmoty. Rust mikroorganismi lze rozdélit do nékolika
fazi.[45, 46]

Lag faze

Tato faze nastavd po zaoCkovani kultury do média. Délka jejiho trvani zdvisi na rychlosti
adaptace daného mikroorganismu na nové prostfedi. Zrychluje se jejich metabolismus,
vytvareji enzymy potfebné k vyuZiti nového média, ale zatim nejsou schopny reprodukce,
pouze zacinaji zvétSovat svij objem.[45, 46]

Fdze zrychleného rustu

Lze ji oznaCit za prechod mezi lag-fazi a fazi exponencidlniho ristu, se kterou byva
vétsinou spojovana. Bunky rychle zvétsuji svij objem a za¢inaji se mnozit.[45, 46]
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Exponencidlni fdze

Dochédzi k maximalnimu zkrdceni generacni doby, coz je Cas potfebny ke zdvojeni poctu
generaci. Bunky se mnoZi velkou rychlosti a stejn¢€ tak i zvétSuji sviij objem. To znamend, Ze
kromé zkriceni generaCni doby se sniZuje také doba zdvojeni, tj. Cas, za ktery se zvysi
hmotnost biomasy dvojndsobné. ZvySovani poctu bunék je v této fazi exponencidlni. Tato
faze je vyznamnd z hlediska tvorby primarnich metabolitd, jako je napf. ethanol, kyselina
mlécnd, kyselina octova atd. [45,46]

V exponencialni fazi probihd intenzivni (exponencidlni) narast bunék, ktery lze sledovat

jako koncentraci bun€k nebo biomasy:

dXx

—=u-X, 1

g M 1)
kde # ... mérna ristova rychlost mikroorganismu [h™"], X ... koncentrace biomasy [g-dm'3 1,

t ... Cas [h]. [45, 46]

Fdze zpomaleného rustu
V této fazi se snizuje rychlost rastu a déleni bunék. Dochazi totiz k vyCerpani Zivin
a k inhibici vzniklymi metabolity. [45, 46]

Staciondrni fdze

Buriky uZ nerostou, ani se nemnozi, tudiz koncentrace mikroorganismi v médiu je
konstantni. Limitace né€kterymi Zivinami ma za nasledek tvorbu sekundarnich metabolitd, coz
ma velky vyznam z pramyslového hlediska. [45, 46]

Faze odumirdni

Béhem této faze dochdzi k postupnému odumirdni, buriky hynou a koncentrace Zivych
bunek klesa. To je zfetelné pouze v pocitacich komurkach pod mikroskopem po obarveni
mrtvych buné€k, protoZe prfi turbidimetrickém stanoveni se méfi zdkal, ktery vytvareni jak
mrtvé, tak i Zivé buriky. [45, 46]
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Obrdzek 9: Riistovd kiivka [45]



1.8.2 Vsadkovy systém (batch kultivace)

Vsadkové uspotadani je pro vétSinu maloobjemovych mikrobidlnich a tkanovych reaktort
nejbéznéji pouzivané. Do reaktoru se vlozi fermentaéni médium a inokulum, nastavi se
reak¢ni podminky, kdy roste biomasa nebo kdy dochazi k tvorbé zadanych metaboliti. VZdy
zalezi na tom, za jakym udcelem je fermentace provadéna. Jakmile je dosazeno bud’to zisku
biomasy, produkce metaboliti nebo dojde ke spotifebovani substratu, proces musi byt
pterusen. Po vyprdzdnéni je pfipraven pro novou vsadku.[47]

Vsadkové uspofdddni nese spoustu vyhod, ale i nevyhod. Vyhodou je snadnd
sterilizovatelnost média a niZsi riziko kontaminaci ¢i mutaci biomasy, jelikoZ do vsadkového
systému neni béhem fermentace zasahovano. Lze meénit velmi snadno reakéni podminky
jednotlivych vsadek. Zejména pfi vyzkumu, ale i v provozu dochdzi k relativné malé spotieb&
drahého média ¢i inokula, coz je velmi zadouci. Pfi vyrobé sekundarnich metabolitt 1ze fizené
oddélit fazi rastu mikroorganismii od produkéni faze. Naopak nevyhodou je, Ze
pii vsddkovém provozu vznikaji Casové ztrity, protoZe je nutné reaktor vyprazdnit, vycistit
a znovu napustit. Pfed pouZitim nové vsddky musi dojit k jeji sterilizaci a musi se pocitat
i s Casovymi ztratami v duasledku lag-fize mikroorganismua, kdy probihd jejich adaptace
na substrat a dané reak&ni podminky.[47]

Vyjddreni jednotlivych rychlosti procesu

Je-li objem reaktoru konstantni, je moZno jednotlivé rychlosti procesu (zmeény proménnych
s Casem) vyjadfit pomoci vztaht, kde X, P, S, C, C. a AH vyjadiuji koncentrace dané veliCiny
atje Cas:[45]

e rychlost ristu mikroorganismi: r, = %, ()
dpP
® rychlost tvorby produktu: r, = P 3)
. . ds
¢ rychlost spotieby substritu: r, = o 4)
. el dC
e rychlost produkce oxidu uhlicitého: 7, = P 5)
. Cexo 4 oy dc,
¢ rychlost spotieby rozpusténého kysliku v kapaliné: r. = pt (6)
‘ t
dl4H
e rychlost produkce tepla: r,, = % (7)

Vyuziti téchto rovnic je bézné pouze v bilancnich rovnicich, pro popis biologického procesu
jsou vyznamnéjsi tzv. mérné (specifické) rychlosti tvorby a spotfeba latek. Tyto rychlosti jsou
vzdy vztazeny na koncentraci mikroorganismii a v mikrobiologickych a bioinZenyrskych
vztazich maji nejcastéji rozmer h'!. Jsou tedy ziskdny vztahy, kde X, P, S, C, C, a AH
vyjadiuji koncentrace dané veliCiny a ¢ je Cas: [45]

o . N 1 dX
® mernd rychlost ristu mikroorganismui: y = ST 8)
-y . 1 dpP
® méma rychlost syntézy produktu: 7, =—- O )
-y y , 1 dS
* mérna rychlost spotieby substritu: o, = 2 P (10)
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1 dC
¢ mérnd rychlost produkce oxidu uhli¢itého: 7, = < & (11)
-y y 1 dcC,
® mémd rychlost spotfeby kysliku: o, = 4 (12)
1 dl4H
® mérna rychlost produkce tepla: 7,,, = X d(dt ) (13)

1.9 Mikroorganismy vhodné pro metodu SSF a ethanolové kvaseni

Velké mnozstvi mikroorganismi, predev§im bakterie a kvasinky, ma schopnost
produkovat zvySené mnoZstvi ethanolu ze sacharidickych substratd. Jako bakteridlni
producenty ethanolu Ize oznacit mikroorganismy z rodu Zymomonas, Clostridium,
Streptomyces, Pseudomonas, Klebsiella, Lactobacillus, Thermoanaerobacterium, Zymobacter
a Leuconostoc. Kvasinky a vldknité houby produkujici ethanol patii do téchto rodu:
Saccharomyces, Kluyveromyces, Rhizopus, Aspergillus, Zygosaccharomyces, Candida,
Monascus, Zygoascus, Aureobasidium, Torulaspora, Chrysosporium, Pichia a dalsi.[6]

Z téchto zminénych mikroorganisma jsou nejlepsimi producenty ethanolu Saccharomyces
cerevisiae a bakterie Zymomonas mobilis.[6]

1.9.1 Saccharomyces cerevisiae

Kvasinky  Saccharomyces  cerevisiae  jsou  nejpouzivanéjSimi  mikroorganismy
v lihovarnictvi a pivovarnictvi. Patii do tfidy Ascomycetes, jejich vegetativni rozmnoZovani se
vyznacuje multilaterdlnim pucenim, coZ md za ndsledek bohat€¢ rozvétvené
pseudomycelium.[6]

NejcastejSim substrdtem pro ethanolovou fermentaci Saccharomyces cerevisiae jsou
hexdzy (glukéza, galaktdza), ale vyuzivaji i sachar6zu (glukéza a fruktéza), maltézu (dveé
glukézové jednotky spojeny o-(1,4)-glykosidickou vazbou) a rafindézu (glukéza, fruktdza
a galaktéza). Glukézu vyuzivd a metabolizuje pies Embdenovu-Meyerhofovu-Parnasovu
drdhu (EMP), kterd byva oznaCovéna také jako hexoézodifosfatova driha.[6, 7]

1.9.2 Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis je gramnegativni, chemoorganotrofni, fakultativné anaerobni
prokaryoticky mikroorganismus. Optimalni teplota jejich rustu je 30 °C a hodnota pH 5.
Poprvé byly bakterie Zymomonas mobilis izolovany z alkoholickych ndpoja, coz znaci jejich
toleranci viici polyolim, ale nejsou tolerantni k vy$$im koncentracim iontu.[6]

Zymomonas mobilis zkvaSuji pouze glukézu, fruktézu a sachar6zu. Glukézu metabolizuji
pies glykolytickou Entnerovu-Doudoroffovu drdhu (ED), ktera je bézné& pfitomnd u aerobnich
mikroorganisma. Tato drdha je pro fermentaci ethanolu velkou vyhodou, nebot vysoké
koncentrace glukézy neinhibuji enzymy Entner-Doudoroffovy drdhy, jelikoZ konverze
gluk6zy na ethanol probiha velmi rychle. Enzymy této drahy jsou vysoce tolerantni také vuci
ethanolu, coZz je spjato s obsahem mastnych kyselin (pfedev§im kyselina myristova,
palmitovd, cis-vakcenovd) v plazmatické membrian€¢ Zymomonas mobilis. Plazmaticka
membrdna téchto bakterii obsahuje taktéZ hopanoidy (pentacyklické triterpenové lipidy).
Predpoklada se, ze pravé diky hopanoidiim a kyselin€ cis-vakcenové jsou Zymomonas mobilis
vysoce tolerantni vuci ethanolu.[6, 7]
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Obrdzek 10: Entnerova-Doudoroffova drdha [48, 49]

Z hlediska fyziologie a metabolismu jsou bakterie Zymomonas mobilis vyhodnéjsi
pro produkci ethanolu. Rostou mnohem rychleji nez kvasinky, maji niz§i produkci biomasy,
jsou velmi ethanoltolerantni a osmotolerantni, maji vysokou specifickou rychlost pfijimani
substratu, vys$si specifickou produkéni rychlost a mensi produkci vedlej$ich metaboliti.
Na druhou stranu, ethanol vyprodukovany pomoci Zymomonas mobilis nelze vyuZit
pro potravinaiské ucely z davodu pfitomnosti nezadoucich sirnych a hnilobnych pacht
a prichuti.[6, 7]
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1.10 Analytické metody

1.10.1 Turbidimetrie

Pojmem turbidimetrie se oznacuje optickd metoda vyuZivana k méfeni koloidnich nebo
zakalenych roztokd ve sméru primarniho zareni. Zareni dopadd na kyvetu analogicky jako
u klasické spektrofotometrie (viz Obrazek 11). Méfi se propustnost zafeni roztokem, jehoz
vysledkem je absorpce primdrniho i sekunddrniho zédfeni v pifimém sméru (zafivy tok
vstupujici), rozptyl zéfeni do vSech stran (mimo piimy smér; zafivy tok absorbovany)
a rozptyl zafeni do pfimého sméru (zafivy tok V};stupujl’cf). [50, 51, 52]

ZDRO] iy e e R = DETEKTOR

Obrdzek 11: Driha paprsku primdrniho zdreni [53]
MnozZstvi rozptyleného svétla zavisi na: [54]
® koncentraci Castic
o v Sirokém rozsahu koncentraci jde o =zdvislost linedrni, tudiz lze vyuZit
Lambert-Beerova zdkona, stejné jako u fotometrickych metod
e velikosti ¢éstic
o mnoZstvi rozptyleného svétla je pfiblizné nepfimo tmérné molekulové hmotnosti
Castice
® vlnové délce svétla
o v praxi se jako nejvhodné&jsi pouzivaji vlnové délky od 340 do 450 nm, pfiCemzZ
kratkovlnnéjsi svétlo byva pohlceno bilkovinami, které jsou zpravidla piitomny
v biologickych vzorcich
Zavislost intenzity proSlého zdfeni na vlastnostech absorbujictho prostiedi je
exponencidlni:
1,=1,-¢"

t 0

) (14)
kde I = intenzita proSlého zéreni, Iy = intenzita svételného zdroje, T = turbiditni koeficient,
[ = optickd drdha kyvety.[55]

Tato rychld a uc€innd metoda se vyuZziva také pro odhad poctu bunék v tekutém médiu,
hlavné stanovi-li se velky pocet kultur najednou. V ptipadé méteni zdkalu kultury se pouziva
veli€ina optickd hustota (znaCeni OD, z anglického optical density). Optickd hustota by méla
byt prepocitana na mnozstvi bunék. Na velkych Casticich miZe dochézet k zeslaben{ intenzity
paprsku predevSim rozptylem zafeni. Vyuzivaji se kolorimetry nebo spektrofotometry. Slepy
vzorek k nastaveni 100% transmitance je nezaoCkované kultivaéni médium. Podle barvy
roztoku se méni vlnové délky: [56, 57]

® 420 nm pro Ciré roztoky
® 540 nm pro svétle Zluté roztoky
e 600-625 nm pro Zluté az hnédé roztoky



1.10.2 Stanoveni suSiny biomasy

Stanoveni suSiny buné€k je pifimou cestou ke stanoveni bunécné hmoty v daném objemu.
Kultura je odstranéna z média (napf. centrifugaci), poté je sediment promyt, vysuSen
a zvazen. Nevyhodami této metody je Casova ndroCnost a pomern€ mala citlivost. Chyba 1 mg
pfi vdZeni muze piedstavovat i 5-10" bunék. V potravinaiském pramyslu se nejCastéji
vyuzivd suSeni pii 105 °C a probihd aZ do konstantniho ubytku hmotnosti, kdy dojde
k srovnani parcidlniho tlaku odpafované vody na povrchu materidlu a parcidlnim tlakem
suSictho média. Z vnitinich vrstev bunék se voda na povrch dostane pomoci diftize. SuSeni
ajeho rychlost je ovlivnéno vlastnostmi vzorku (povaha vzorku, tvar Castic, mnoZstvi
navazky), teplotou, vlhkosti, rychlosti a smérem proudéni susiciho média. [58, 59]

1.10.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie - HPLC

HPLC je zkratkou anglického High Performance Liquid Chromatography, coz lze preloZit
jako vysokoucinnd kapalinovd chromatografie. Chromatografie je fazena mezi separacni
metody, jelikoz se separuji, tedy odd€luji, jednotlivé slozky obsazené v analyzovaném vzorku.
Tento vzorek se vnaSi mezi dvé navzdjem nemisitelné faze, které jsou oznaCoviny jako
mobilni a stacionarni faze.[50]

Mobilni fize je pohyblivd, coZz znamend, Ze neustdle protékd kolonou a undsi tak
analyzovany vzorek. Mobilni fize miZe byt po celou dobu analyzy konstantni, tento jev
nazyvdme jako izokratickou eluci. Naopak pfi gradientové eluci je ménéno sloZeni mobilni
faze, ve vétsiné pripada jde o zesilovani jeji polarity. Rozpoustédla sefazend podle rostouci
polarity tvofi tzv. eluotropni fadu (Tabulka 3). Ty, kterd jsou umisténd v eluotropni fadé
blizko sebe, jsou dobfe misitelnd, rozpoustédla z protilehlych konct jsou nemisitelna. [50]

Stacionarni faze je nepohyblivd a tvoii ndpli kolony, kde se zachytdvaji jednotlivé
molekuly latek na zdklade€ riznych fyzikdlnich a chemickych interakci. V systému normalnich
fazi je staciondrni faze poldrni. V tomto piipad€ se jako staciondrni fize nejCastéji pouziva
siligel (silica), a to s rdzné€ upravenymi vlastnostmi, dale pak oxid hlinity (alumina). Jako
chemicky vdzané polarni staciondrni fize jsou nejb&€znéjsi aminopropyl, kyanopropyl a diol,
méneé pouzivané jsou pentafluorfenylpropyl a nitrofenyl. Systém obriacenych fdzi ma
stacionarni fazi nepoldrni a je béZn€ u chromatografickych metod pouzivdna. Nepoldrni
staciondrni faze jsou vétSinou tvofeny uhlim, polyamidy, polystyreny a potom také nepolarni
chemicky véazané faze, které vznikaji chemickou modifikaci silikagelu (tj. kovalentni vazbou
hydrofobnich skupin na silanové skupiny povrchu). NejCastéji pouZivané typy jsou
oktadecylovany silikagel (SiCig), oktylovany silikagel (SiCsg), silikagel hydrofobizovany
vazbou fenylové skupiny (SiPhe). [50]

Tabulka 3: Eluotropni Fada (systém s normdlnimi fazemi) [54]

= n-hexan 1-butanol
é cyklohexan pyridin L3
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Pristroje HPLC (viz Obrazek 12) se skladaji z nékolika Casti, jejichz funkce je dulezita
pro piesnou analyzu vzorku. Na zacatku jsou zdsobniky s mobilni fazi, coZ jsou zpravidla
sklenéné ldhve s privodni kapildrou z PTFE (polytetrafluorethylen) a filtracni fritou na jejim
konci. Mobilni fazi je nutné probublavat heliem pro odstranéni rozpusténych plyna. Nasleduje
vysokotlaké Cerpadlo, které zajisti konstantni pratok kolonou. Analyzovany vzorek je
nasttfikovdn pomoci injektoru do pfedkolony, kterd chrini kolonu pted ldtkami s velmi silnou
retenci. Z predkolony vzorek putuje do kolony, kde je undSen mobilni fazi a rizné silné
zadrzovan staciondrni fazi. Jednotlivé slozky putuji kolonou riznou rychlosti az k detektoru,
ktery pribézné méii analyticky signdl (index lomu, absorbanci, vodivost,...). Ten putuje
do vyhodnocovaciho zafizeni, kde je zpracovin a zakreslen do chromatogramu. Stejné jako
u vSech chromatografickych metod 1ze stanovit jak kvalitu, tak i kvantitu jednotlivych slozek.
Kvalita se urCuje na zakladé retencnich casu, kvantita potom plochou piku pfislusné
slozky. [50]
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Obrazek 12: Schematické zndzornéni HPLC pristroje;
1 - zdsobni ldhev s mobilni fdzi, 2 - cerpadlo, 3 - auto-sampler,4 - injektor, 5 - predkolona, 6 - kolona,
7 - termostat, 8 - detektor (nap¥. UV/VIS), 9 - detektor (napt. RID), 10 - odpadni ldhev,
11 - PC (sbér a analyza dat)

Na popis doby slozky analytu strivené v koloné se pouzivaji retencni charakteristiky,
respektive veli¢ina oznaCend jako retencni faktor k, vyjadiujici pomér Cast, ktery slouCenina
stravi ve fazi staciondrni a mobilni.

k=le " lu (15)

kde g = reten¢ni Cas (Cas, ktery uplyne od ndstfiku vzorku po maximum piislusného piku),
ty= mrtvy retenCni Cas (Cas, za ktery projde kolonou mobilni fize, tedy nezadrzovand
sloZzka).[50]



2 EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Pouzité chemikalie, material a pristroje

2.1.1 Enzymy pro hydrolyzu lignocelul6zovych materiala

Firma Novozymes s partnery se snazi pln¢ pochopit zdsadni vztah mezi procesy a enzymy,
aby mohli vytvofit roztoky umoziujici zisk energie z obnovitelnych zdroja. Ethanol
z celulosovych zdroji muaze byt v budoucnu hlavnim zdrojem udrzitelné energie. Mnoho
surovin (napf. kukufi€né klasy, pSeni¢nd sldma, biomasa ze dfeva a komundlni odpad) je
snadno dostupnych. Oproti palivim vyrabénych z ropy muze pouZiti ethanolu snizit emise
CO; az o0 90%. Maximalni vytézek enzymatické hydrolyzy je dosaZzen pouZitim optimalni
smesi, kterd se liSi dle sloZeni jednotlivych frakci (celul6za, hemiceluléza a lignin)
v substratu. I kdyZ maji pouzivané enzymy docela velky teplotni rozsah, zaleZi jejich aktivita
na této teploté. Niz§i teploty aktivitu snizuji, piili§ vysoké teploty zas mohou zpusobit
denaturaci enzymu. Pro enzymatickou hydrolyzu byly pouZity dva enzymy z produktové fady
Novozymes’ cellulosic ethanol enzyme kit. [60]

2.1.1.1 NS22086 - Celuldzovy komplex

Vyuziva se hlavné k hydrolyze lignocelul6zovych materialt, které jsou rozkladany hlavné
na glukézu a celobiézu. Mohou se vyskytnout i vySsi polymery sloZené z glukézy. Tento
komplex muze byt pouZzit také ke sniZeni viskozity nebo ke zvySeni vytéZku extrakce riznych
produktd rostlinného ptivodu. Pouziti v kombinaci s NS22118 (B-glukosiddza) a NS22083
(xylandza) muze jejich d¢innost jeste zvysit. [60]

Tabulka 4: Klasifikace a viastnosti celuldzového komplexu NS22086 [60]

aktivita hustota [kg-dm'3 ] pH teplota [°C] | ddvkovani % w/w [TS]

1,000 BHU(2)*/g 1,15 5,0-5,5 45-50 1-5%
*BHU(2) - jednotka hydrolyzy biomasy

Obrazek 13 znazornuje aktivitu NS22086 pii rtiznych teplotich a hodnoty pH. Jako
substrat zde byla pouzitd promytd a pomoci kyseliny pfedupravend kukufi¢nd pice.
Pro praktické aplikace jsou optimélni podminky asi 45 - 50 ° C a pH 5,0. [60]
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Obrdzek 13: Aktivita NS22086 pri riiznych teplotdch a hodnotdch pH [60]
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2.1.1.2 NS22118 - p-glukosiddza

Tento enzym je zndm také jako celobidza, kterd hydrolyzuje celobiézu na gluk6ézu. Pouziva
se jako doplnék NS22086, aby byla zvySena vytéZnost zkvasitelnych cukri. Mnozstvi tohoto

enzymu by mélo byt vzhledem ke komplexu NS22086 priblizn€ O - 4% (v/v). [60]

Tabulka 5: Klasifikace a viastnosti f-glukosiddzy NS22118 [60]

aktivita hustota [kg-dm'3 ] pH teplota [°C] | davkovéni % w/w [TS]

250 CBU*/g 1,2 2,5-6,5 45-70 0,2-0,6 %

*CBU - celobidzové jednotka
2.1.2 Chemikalie

2.1.2.1 Priprava kultivacnich médii

kvasni¢ny extrakt - pro bakteriologii, Carl Roth

sfran amonny - p.a., Lach-Ner s.r.0., (NH4),SO4
dihydrogenfosforeCnan draselny - p.a. Lach-Ner s.r.0., KH,PO4
siran hofeCnaty heptahydrét - p.a., Lach-Ner s.r.o., MgSO47 H,O
D-gluk6za monohydrét - p.a., PENTA, C¢H 1206 H,O

destilovana voda, H,O

2.1.2.2 Priprava fyziologického roztoku
e chlorid sodny - p.a., PENTA, NaCl
e destilovana voda, H,O

2.1.2.3 Priprava roztokii na stanoveni celulozy

kyselina sirovd 96% - p.a., Lach-Ner s.r.o0., HySO4
kyselina octova 99,8% - p.a., Lach-Ner s.r.o0., C;H40;
kyselina dusi¢nd 65% - p.a., Lach-Ner s.r.o., HNO3
destilovana voda, H,O

2.1.2.4 Piiprava roztokit na tipravu papiru
e kyselina sirovd 96% - p.a., Lach-Ner s.r.0., H,SO4
¢ hydroxid sodny - Cisty, PENTA, NaOH
e (destilovana voda, H,O

2.1.2.5 Priprava tlumivych roztoki
¢ hydrogenfosforeCcnan  disodny  dodekahydrdt - p.a.,, Lach-Ner
NazHPO4‘ 12 H20
e kyselina citrénovd monohydrit - p.a., Lach-Ner s.r.0., CcHgO7H,O
e destilovana voda, H,O

2.1.2.6 Piiprava kalibracnich roztoki pro HPLC
e D-glukéza bezvoda - p.a., Lach-Ner s.r.o., CsH1206
e cthanol absolutni - p.a., Merck s.r.o., C;HcO
e destilovana voda, H,O

S.I.0.,



2.1.2.7 Ostatni
¢ methanol HPLC pro analyzu - Lach-Ner s.r.o., CH4O
e kyselina sirovd 96% - p.a., Lach-Ner s.r.0., H,SO4

2.1.3 Kultura

V této préci byla pouZivana kultura gramnegativnich bakterii Zymomonas mobilis LMG457
pofizend ze sbirky mikroorganismi tustavu biotechnologie a potravinafstvi na Slovenské
technické univerzité v Bratislavé.

2.1.4 Substrat
VInitd lepenka - odpadni obalovy materidl, v této praci byla pouZita lepenka pouze
bez potisku. Vykres a kancelafsky papir zakoupeny v papirnictvi.

2.1.5 Pristroje
e analytické vahy Pioneer™ OHAUS
centrifuga EBA 20 Hettich MANEKO
centrifuga Eppendorf 5417 R
elektricky vafic ETA dvouplotynkovy
elektricky vafi¢ Rohnson jednoplotynkovy
HPLC
o detektor UV/VIS ECOM s.r.0.
diferencidlni refraktometr RID K 101
pumpa ECOM s.r.o.
auto-sampler HT 300
termostat kolonovy LCO 101 ECOM s.r.o.
mikroskop MBL 2100 trinokuldrni
mikrovlnnd trouba Daewoo KOR-6L.15, vykon 700 W
minitfepacka lab dancer vario IKA
mixér ROHNSON Multi Duo R-536, 750W
muflovd pec VEB ELEKTRO BAD FRANKENHAUSEN
pH metr pH 211 HANNA
susdrna UM 500 Memmert
temperovand tfepacka
o trepacka Heidolph UNIMAX 1010
o inkubdtor Heidolph 1000
trouba elektrickd MORA 524
turbidimetr Ultrospec 10 AP Czech
ultrapur DeltaChrom
ultrazvukova Cisticka Ultrasound
vahy elektronické Helago EK-300
vahy elektronické OHAUS

O
O
O
O

2.1.6 Software
e  Microsoft Word 2007, Microsoft Excel 2007
¢ (larity Chromatography Station 2.6.6.574
e Malovéni, Microsoft Office Picture Manager 2007, ChemSketch (dprava a vyroba
obrazku)
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2.2 Priprava roztoku

2.2.1 Kultivacni médium pro Zymomonas mobilis

Kultivaéni médium bylo pfipraveno rozpusSténim prisluSného mnoZzstvi Zivin v destilované
vode¢ dle Tabulky 6. MnoZstvi jednotlivych Zivin byly prepocitiny vZdy na poZadovany
objem.

Stejnym zptisobem byly pfipravovany i inokula¢ni média pro bakterie Zymomonas mobilis.

Tabulka 6: NavdZky jednotlivych sloZek média na 1000 ml destilované vody

slozka média m [g]
kvasni¢ny extrakt 5
(NH4),S0,4 1
MgS0O,7 H,O 0,5
KH,PO, 1
glukdza 100

2.2.2 Fyziologicky roztok

NaCl. V tomto ptipad€ byl pfipraven v koncentraci 8,5 g-dm'3 . Do 500 ml odmérné barky
bylo kvantitativné pfevedeno a v destilované vodé rozpusténo 4,25 g NaCl navédzenych
na predvdazkiach. Odmérna barika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou a fadné
promichéna.

2.2.3 Roztoky na stanoveni celulézy

Nejdiive byla pfipravena 80% kyselina octovd nafedénim 99,8% kyseliny octové
destilovanou vodou. MnoZstvi kyseliny koncentrované kyseliny bylo vypocitano na 864,5 ml
do 1000 ml roztoku. Nafedénd kyselina octovd byla dile michdna s kyselinou dusi¢nou
v pomeru 10:1 (CoH40, : HNO3). TakZe 1000 ml C,H4O, bylo smichidno se 100 ml
koncentrované HNOs.

Diéle bylo vypocitano fedéni pro ptipravu 72% H,SO4 z koncentrované, tedy 96%, H,SOs.
Do odmémé baikky o objemu 1000 ml s destilovanou vodou bylo pfiddno 667,7 ml
koncentrované kyseliny a doplnéno na rysku podle dolnitho menisku.

2.2.4 Roztoky na predipravu substratu (papiru)

Podle [61] byly zvoleny roztoky zfedené kyseliny i zédsady, tedy 2% w/v roztok H,SO4
a2% wlv roztok NaOH, jelikoZ pfi téchto koncentracich byly v této studii dosaZeny nejlepsi
vysledky.

Byla vypocitina navdZzka NaOH odpovidajici 2% w/v roztoku, coz je 20 g NaOH
na 1000 ml destilované vody. Navdzka NaOH byla rozpusSténa v kddince s vodou, nésledné
pievedena do odmérné bariky o objemu 1000 ml a doplné€na na rysku tak, Ze dolni meniskus
se dotykal rysky.

Obdobnym zptsobem byl pfipraven i roztok 2% w/v HySO4. Do 1000 ml odmérné bariky
s destilovanou vodou bylo napipetovdno 11 ml 96% H,SO,4 a doplnéno destilovanou vodou
po rysku, pficemz rysky se dotykal dolni meniskus.



2.2.5 Tlumivy roztok (pufr)

Podle Tabulky 7 byly vypocitiny navdzky pro dodekahydrit hydrogenfosforecnanu
disodného a pro monohydrat kyseliny citronové odpovidajici pH 4,8. Bylo tedy rozpusténo
17,77 g Na,HPO4 12 H,0 a 5,29 g CcHgO7'H,0 v destilované vodé, pfevedeno do odmeérné
bafiky o objemu 1000 ml a doplnéno po rysku tak, aby splyvala s dolnim meniskem.

Po promichéni bylo ovéfovano pH a naméfena hodnota pH 4,81 + 0,02.
Tabulka 7: Hodnoty x odpovidaji 2 M roztoku Na,HPO,12 H,O a y I M roztoku CsHO,H,0
uddvané v ml na 100 ml roztoku

x y pH x y pH
44.6 5.4 2,6 24,3 25,7 5,0
422 7,8 2,8 23,3 26,7 52
39,8 10,2 3,0 22,2 27,8 5.4
37,7 12,3 32 21,0 20,0 5,6
35,9 11,1 3,4 19,7 30,3 5.8
33,9 16,1 3,6 17,9 32,1 6,0
32,3 17,7 3.8 16,9 33,1 6,2
30,7 19,3 4,0 15,4 34,6 6,4
29,4 20,6 4,2 13,6 36,4 6,6
27,8 22,2 4.4 9,1 40,9 6.8
26,7 23,3 4,6 6,5 43,6 7,0
252 24,8 4,8

2.2.6 Mobilni faze pro pristroj HPLC

Jako mobilni fiaze pro analyzu sacharidi a ethanolu byl zvolen 1,3 mM roztok H,SO,.
Do 1000 ml odmérné bariky s deionizovanou vodou bylo napipetovdno 72,58 ul. Po doplnéni
na rysku byl roztok diikkladné promichédn a zfiltrovan ptes nitrocelulézovy membranovy filtr
s velikosti port 0,40 + 0,06 um. Tim byla mobilni fize zbavena piipadnych necistot
a po prevedeni do zdsobni ldhve vloZena na utrazvuk po dobu 30 minut, kde doslo
k odplynéni.

2.2.7 Roztoky pro kalibra¢ni krivky
Byly pfipraveny kalibracni roztoky glukdzy a ethanolu. Nejdiive byly namichdny roztoky
o nejvyssi koncentraci téchto latek a postupnym fedénim prichystano 10 roztokd o rostouci

koncentraci, dle Tabulky 8.
Tabulka 8: Priprava kalibracni Fady jednotlivych sloZek

c[g/]
glukoza | 4 8 12 16 | 20 | 24 | 28 | 32 | 36 | 40

ethanol 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

2.3 Kultivace a stanoveni rustové krivky

Biomasa byla rozkultivovdna v 100 ml kultivatniho média (viz. 2.2.1), které bylo
zaoCkovano 10 ml zamrazené kultury. Bailkka byla umist€éna na temperovanou tfepacku
s nastavenou teplotou 30 °C a 150 otdCkami za minutu. Kultivace probihala bez vnéjSich
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zasaht 2 dny. Po jejim ukonceni byly buriky centrifugovany 10 minut pii 6000 otaCkach
za minutu. Sediment byl promyt sterilnim fyziologickym roztokem (viz. 2.2.2) a opét
centrifugovén za stejnych podminek. Poté byl sediment opét rozsuspendovan pomoci vortexu
ve sterilnim fyziologickém roztoku, ve kterém byl ddle uchovéavan pro dal$i pouZiti.

Dle Tabulky 6 bylo pfipraveno ke studiu ristovych kfivek vzdy 100 ml kultivacniho
média, které bylo zaoCkovdno 1 ml suspenze biomasy ve fyziologickém roztoku. Byly
studovany zmény rustu pfi teplotach 30 °C, 35 °C, 40 °C a 45 °C. Ostatni podminky kultivace
byly stejné jako u pocatecniho rozkultivovani.

V prabéhu kultivace byly v hodinovych intervalech odebirany vzorky a optickd hustota
byla méfena pomoci turbidimetru Ultrospec 10 (pfednastavend vlnova délka 600 nm). Jako
blank bylo pouZité nezaockované kultivacni médium. Kazdy vzorek byl stanoven tfikrit.
Pti vysledné absorbanci vyS$i nez 1 byl blank i vzorek redén.

Pro pfepocet optické hustoty na koncentraci suSiny biomasy byla sestrojena kalibracni
kfivka. Opét bylo pfipraveno 100 ml kultivatniho média, které bylo zaoCkovéno 1 ml
bakteridlni suspenze. Kultivace probihala 2 dny na temperované tiepacce pii teploté 40 °C
amichdni 150 otdCkdch za minutu. Po ukonceni byla biomasa centrifugovdna 10 minut
pii 6000 otdckach za minutu, sediment byl promyt vodou, op&tovné centrifugovan. Promyty
sediment byl rozsuspendovdn pomoci vortexu ve vodé¢ a suspenze byla nafedéna na optickou
hustotu okolo 1. Takto upravend suspenze byla rozpipetovdna do zkumavek na vysledny
objem 10 ml a optické hustoty okolo hodnot 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 a 1.
Po zméfeni byla biomasa z roztokd oddélena centrifugaci po dobu 10 minut pti 6000 otackach
za minutu a byla stanovena koncentrace suSiny biomasy. Sediment byl protfepdn s malym
mnozstvim vody a kvantitativné preveden do predem zvédzené a vysuSené odparovaci misky,
kde byl déle suSen pii 105 °C. Po vysuSeni byla miska i se vzorkem zvdZena na analytickych
vahéch a z rozdilu hmotnosti bylo stanoveno mnozZstvi susiny.

2.4 Postup pri predapravé substratu (papiru)
Pro pfedipravu substratu byly zvoleny Ctyfi rizné zpusoby:

1. fyzikélni prediprava - mleti

2. chemickd pfediprava - kombinace mikrovinné trouby a NaOH

3. chemicka ptfediprava - kombinace mikrovinné trouby a HSO4

4. chemickd preddprava - kombinace mikrovinné trouby, H,SO4 a NaOH
K chemické upravé byla pouZita mikrovlnnd trouba o vykonu 700 W. MnoZstvi substritu
2% w/v bylo zvoleno experimentdln€. Pii veétSim mnoZstvi dochdzelo k bouflivé reakci
anadmémému penéni. Po ochlazeni suspenze z mikrovinné trouby byla kvantitativné
pfevedena na Biichnerovu ndlevku. Filtratni kold¢ byl promyvin destilovanou vodou
do neutrdlni reakce. Pfi predidpravé pro hydrolyzu a SSF byl kold¢ pfeveden rovnou
do Erlenmeyerovych banék. V piipadé€ kvantitativni a kompozi¢ni analyzy byl filtraéni kol4¢
suSen v susarné pti 70 °C do druhého dne a poté nasucho pomlet na mixéru.

2.4.1 Fyzikalni predaprava

KaZdy typ papiru byl nastfihdn a rozmocen v destilované vodé¢. Pfebytecnd voda byla
vymackdna a papir byl vnesen do mixéru s ptidavkem cCisté destilované vody. Po rozemleti
byla suspenze prefiltrovand pres Ctyfikrdt pfeloZenou gazu upevnénou na velké kddince.
Tento krok umoznil oddé€leni vétsi ¢asti vody od suspenze. Papir byl ndsledné suSen pii 70 °C
v susarn€ do druhého dne pro dplné vysuseni. Nasledovalo mleti nasucho pro dosazeni dobré
dezintegrace papiru, kterd je Zddouci pii enzymatické hydrolyze. Takto predupraveny substrat



byl pouZzit k enzymatické hydrolyze a také jako zdklad pro nédsledné chemické tpravy
v mikrovinné troubg.

2.4.2 Chemicka prediprava - kombinace mikrovinné trouby a NaOH

Do kadinky o objemu 600 ml bylo pomoci odmérného vélce prevedeno 150 ml 2% w/v
NaOH. Kroztoku byly pfidiny 3 g fyzikdln€é upraveného papiru, ¢imz byla vytvofena
suspenze 2% w/v substratu. Mikrovlnna trouba byla zapnuta na plny vykon a ohfev trval
10 minut.

2.4.3 Chemicka prediprava - kombinace mikrovinné trouby a HSO4

Do kadinky o objemu 600 ml bylo pomoci odmérného vélce prevedeno 150 ml 2% w/v
H,SO4. Kroztoku byly pfidany 3 g fyzikdlné upraveného papiru, ¢imz byla vytvofena
suspenze 2% w/v substratu. Mikrovlnnd trouba byla zapnuta na plny vykon a ohfev suspenze
trval 8 minut.

2.4.4 Chemicka prediprava - kombinace mikrovinné trouby, H,SO4 a NaOH

Do kadinky o objemu 600 ml bylo pomoci odmérného vélce prevedeno 150 ml 2% w/v
H,SO,4. Kroztoku byly pfidiny 3 g fyzikdln€ upraveného papiru, ¢imZz byla vytvofena
suspenze 2% w/v substratu. Mikrovlnnd trouba byla zapnuta na plny vykon a ohfev suspenze
trval 8 minut. Po ochlazeni byla suspenze prefiltrovina pomoci Biichnerovy nalevky
a promyvédna destilovanou vodou do neutrdlni reakce. Vznikly kold¢ byl kvantitativné
pieveden do cCisté kddinky o objemu 600 ml, kde bylo pfedem odméteno 150 ml 2% w/v
NaOH. Mikrovlnnd trouba byla zapnuta na plny vykon a ohfev trval 10 minut.

2.5 Kbvantitativni a kompozicni analyza substratu

2.5.1 Stanoveni gramaZe papiru

Pro stanoveni gramdZe papiru byl vystfizen Ctverec o strané 10 cm a zvdZen
na analytickych vahdach, tedy s pfesnosti na 0,0001 g. Od kazdého typu papiru byly vysttiZeny
3 rtzné Ctverce se stejnymi rozméry a z téchto hodnot vypocitana gramaz pro jednotlivé typy
papiru.

2.5.2 Stanoveni suSiny

Zihaci kelimek byl suSen v su$darné pii 105 °C po dobu 1 hodiny a po vychladnuti
v exsikdtoru zvadZen na analytickych vahdch s presnosti na 0,0001 g. Do kelimku byl navédzen
papir o pfiblizné hmotnosti 0,5 g a ndsledn€ zvédzen na analytickych vahdch. Na 4 hodiny byly
kelimky vloZeny do suSarny vyhidté na 105 °C a po vychladnuti v exsikatoru zvdZeny opét
na analytickych vahich. K vypoctu mnozstvi suSiny byl pouZit vzorec:

(wkell’mek+vzorek B wkell’mek ) . 100 , (16)
w

Yo susina =
vzorek

kde Wrelimek+vzorek -.. hmotnost kelimku s vysuSenym papirem, Wyeiimer ... hmotnost kelimku,
Wiyzorek --. hmotnost nevysuseného papiru

2.5.3 Stanoveni popelu

Zihaci kelimky byly na 30 minut vloZeny do muflové pece vyhfté na 550 °C. Poté byly
kelimky pfeneseny rovnou do exsikatoru a do vychladnutych a zvaZenych kelimkt byl vlozen
1 g papir, pfi¢emZ pfesnd hmotnost byla odectena na analytickych vahach. Papir v kelimcich
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byl Zihdn nad kahanem do dplného shofeni a poté opét vloZzen do muflové pece s teplotou
550 °C, kde byl ponechdn po dobu minimdalné 3 hodin. Z pece sméfovaly kelimky rovnou
do exsikétoru, ze kterého byly po vychladnuti zvdZeny na analytickych vahach. Procentudlni
mnoZzstvi popela bylo vypocitdno dle vztahu:

w,, -W, )
%popel — kelimek +vzorek kelimek 7 100 , (17)
wvzorek
kde Wieimekiviorek ... hmotnost kelimku s papirem, Wieimex ... hmotnost kelimku,
T

Wizorek --. hmotnost popelu

2.5.4 Stanoveni celulézy

Do erlenmeyerovy bariky o objemu 100 ml bylo navdZeno asi 0,8 g papiru s presnosti
na 0,0001 g a pfiddno 30 ml smési kyselin, 80% CH3;COOH a koncentrované HNO3 v poméru
10:1 (viz. 2.2.3). Hrdla erlenmeyerovych ban€k byly prikryty malymi ndlevkami pro mensi
unik par a ponofeny do vrouci vodni 1dzn€ po dobu 60 minut. Po vychladnuti byly jednotlivé
suspenze filtrovdny pfes nu€ s fritou s oznaCenim S4, které byly pfedem zvaZeny
na analytickych vahach. Po odfiltrovani ptuvodniho roztoku byl pevny podil dostate¢né
promyvan ethanolem a ndsledovalo suSeni pfi teplot¢ 105 °C minimdln€é 4 hodiny.
V exsikatoru vychladlé frity se vzorky byly zvdZeny s pfesnosti na 4 desetinnd mista. Poté byl
vzorek smoceny ethanolem a z kazdé frity kvantitativné pieveden do Cisté 100 ml
erlenmeyerovy bariky a s malym mnoZstvim ethanolu povaten do jeho tplného odpafeni.
Do vychladnutych erlenmeyerovych ban€k bylo pfeddno 20 ml 72% H,SO4 (viz. 2.2.3).
Suspenze na temperované tiepacce pii 30 °C a 150 otdckédch za minutu setrvdvala minimalné
60 minut. Na filtraci byly pouZity filtracni kelimky s oznafenim S3, které byly pfedem
zvazeny na analytickych vahédch. Pevny podil ve frit¢ byl promyvéin ethanolem a opét suSen
pii teploté 105 °C v suSarn€ miniméln€ 4 hodiny a poté vloZeny do exsikdtoru odkud byly
po vychladnuti zvdZeny, taktéZ na analytickych vahach.

Obsah celulézy byl vypocitan dle vztahu:

(mS4+vzorek B mS4 ) B (mS3+vzorek B mSS) i 100

e (18)
Mgy ... hmotnost frity S4, msyiyzorer -.. hmotnost frity S4 se vzorkem, mg; ... hmotnost frity
S3, ms3+vzorek -.. hmotnost frity S3 se vzorkem, mp... mnoZstvi navazky papiru

% celulozy =

2.6 Hydrolyza substratu (papiru)

Na hydrolyzu byly pfipraveny 6% w/v suspenze papiru v pufru. Papir byl upraven
fyzikalné€ i1 chemicky (viz 2.4). Hydrolyza byla provddéna ve 12 erlenmeyerovych baikdch
o objemu 100 ml, pro vSechny 3 typy papiru, které byly pfedupraveny vSemi 4 zpusoby
uvedenymi v kapitole 2.4.

Predupravené papiry o hmotnosti 3 g byly v erlenmeyerovych baiikiach sterilizoviany ve
vrouci vodni ldzni po dobu 15 minut, stejné€ tak i citrat-fosforeCnanovy pufr s pH 4,8.
Po vychladnuti byl pufr v mnozstvi 50 ml pfidan do kaZdé erlenymeyrovy bailky. Enzymy
potrebné k hydrolyze byly pouZity v mnozstvi 6% w/w pro celuldzovy komplex a 0,6% w/w
pro B-glukosiddzu. Tato mnozZstvi byla pfepoctena na objem:

e celuldzovy komplex — 156,5 pl,
o [-glukosiddza - 15 pl.



Erlenmeyerovy banky obsahujici papir, pufr a enzymy byly vloZeny na temperovanou
ttepacku s teplotou 40 °C a 180 otacek za minutu po dobu 82 hodin, pficemz hydrolyzat byl
odebran ihned po pfiddni enzymu a potom v ¢asovych intervalech 2, 4, 8, 12, 24, 28, 34, 48,
52,58, 72,76 a 82 hodin.

Stejnym  zpasobem byla provadéna hydrolyza 4% w/v  suspenze papiru
v citrat-fosforecnanovém pufru. Objem tlumivého roztoku zistal stejny, mnozstvi pouZzitého
papiru se sniZilo na 2 g. Procentudlni mnozstvi enzymu zuUstalo stejné, z n¢j byl vypocitan
objem jednotlivych enzymu:

e celuldzovy komplex - 104 pl,
o [-glukosiddza - 10 pl.

Po odbéru byly vzorky centrifugoviany na chlazené eppendorf centrifuze, prevedeny
do vialek pfes stiikackovy nylonovy filtr s velikosti port 0,45 um. Sacharidy v hydrolyzatu
byly stanoveny metodou HPLC.

2.7 Simultanni sacharifikace a fermentace - SSF

Pro simultdnni sacharifikaci a fermentaci byly vybrany papiry s dpravami s nejlep$imi
vytézky glukézy pti hydrolyze, a to od kazdého papiru dva druhy ptedipravy v 6% w/v
suspenzi papiru v tlumivém roztoku. Tlumivy roztok byl v této metodé doZiven dle
Tabulky 6. Simultanni sacharifikace a fermentace byla provadéna se dvéma rdznymi
mnozstvimi inokula, oznaCené sada 1 a sada 2.

Byly pouZity papiry s t€émito Upravami:

e lepenka

o mleti

o mikrovlnnd dprava s H,SO4 a NaOH
® vykres

o mikrovlnnd dprava s H,SO4

o mikrovlnna dprava s H,SO4 a NaOH
e kanceldrsky papir

o mikrovlnnd dprava s H,SO4

o mikrovlnnd uprava s H,SO4 a NaOH.

Bylo vypéstovdno 12 hodinové inokulum bakteridlntho kmene Zymomonas mobilis
LMG457 o optické hustoté 0,58 + 0,01. Do prvni sady erlenmeyerovych bané¢k bylo priddano
27 ml inokula a do druhé sady 36 ml inokula, které bylo ndsledné centrifugovano
a supernatant slit. Sediment rozpustén pro sadu 1 v 6 ml fyziologického roztoku, pro sadu 2
v 8 ml stejného roztoku. Simultdnni sacharifikace a fermentace probihala pfi teploté 40 °C
bez michdni po dobu 144 hodin, pfi¢emZ byly provddény odbéry v ¢asovych intervalech 0, 4,
8, 12, 24, 28, 32, 36, 48, 52, 56, 60, 72, 76, 80, 96, 120 a 144 hodin. Tyto vzorky byly
centrifugovany na eppendorf centrifuze a pfevedeny do vialek stejnym zpasobem jako
u vzorki ziskanych z hydrolyzy. Bylo stanovovano mnozstvi sacharidii a ethanolu ve vzorcich
pomoci piistroje HPLC.

2.8 Stanoveni vzorka pouzitim pristroje HPLC

Vzorky odebrané pii hydrolyze a simultdnni sacharifikaci a fermentaci byly analyzovany
na piistroji HPLC s pouzitim 1,3 mM roztoku H,SOj4 (viz 2.2.6) jako mobilni faze. Velikost
priitoku mobilni fize kolonou byla nastavena na hodnotu 1 ml'min” a byla stejnd po celou
dobu méteni. Doba analyzy jednoho vzorku byla 16 minut.
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Kalibracni kfivky byly sestrojeny pro roztoky glukézy a ethanolu (viz 2.2.7) v deseti
ruznych koncentracich uvedenych v Tabulce 8 a po analyze byly stanoveny retenéni Casy
pro piky jednotlivych latek a sestaveny kalibracni kfivky na zdklade plochy pfislusnych pikd.
Koncentrace slozek v odebranych vzorcich byly stanoveny pfepoctem ptes rovnici linedrni
regrese, kterd byla ziskand z kalibra¢nich kfivek.

2.9 Statistické zpracovani vysledku

Vsechny ziskané hodnoty byly stanoveny tfikrat. U téchto hodnot byl vypocitan prumér
pomoci funkce PRUMER, vZzdy pro tfi mefeni, a hodnota intervalu spolehlivosti pomoci
funkce CONFIDENCE v programu Microsoft Excel 2007. Byla zvolena hladina statistické
vyznamnosti o = 0,05. VSechny vysledky, které byly statisticky vyhodnocené, jsou uvedeny
v tabulkach v kapitole Vysledky a diskuze. Vypocitané intervaly spolehlivosti nebyly do graft
vyneseny jako chybové tsecCky, protoZe jejich hodnota byla na rozsah osy y pfili§ mala (byly
Spatné viditelné).



3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Kaultivace a stanoveni rustové kiivky

Byl studovan rast Zymomonas mobilis LMG457 za podminek uvedenych v kapitole 2.3.
Rist byl sledovan jako zavislost hodnoty optické hustoty (OD), kterd byla méfena
turbidimetricky pii 600 nm. Z naméfenych hodnot (Tabulka 9) byl sestrojen graf rastovych

ktivek (Graf 1).

Tabulka 9: Zdivislost optické hustoty (OD) na case beéhem kultivace pri riuznych teplotdch

t [h] 30 °C 35°C 40 °C 45 °C
0 | 0,203 +0,005 | 0,200 + 0,009 0,240 + 0,009 0,22 +£0,01
1 0,19 +0,01 0,213 + 0,005 0,24 + 0,01 0,233 + 0,005
2 | 0,197+0,005 | 0,217 0,005 0,247 + 0,005 0,240 + 0,009
3 | 0,227 +0,005 | 0,243 +0,005 0,277 + 0,005 0,25+0,03
4 10,277 +0,005 | 0,307 + 0,005 0,373 + 0,005 0,24 +£ 0,01
5 10,343 +0,005 | 0,443 +0,005 0,440 + 0,009 0,230 + 0,009
6 | 0417+0,005 | 0,617 +0,005 0,600 + 0,009 0,233 + 0,005
7 | 0,563 +0,005 | 1,250 +0,005 1,300 + 0,005 0,237 + 0,005
8 1,00+£0,02 | 2,020 + 0,005 1,880 + 0,005 0,233 + 0,005
9 1,61 £0,02 | 3,380+ 0,005 2,800 + 0,005 0,23 +£0,01
10 2,11 +£0,02 4,22 +0,01 3,480 + 0,009 0,24 +£ 0,01
11 3,1+0,1 6,93 + 0,01 3,94 £ 0,01 0,22 +£0,02
12 4,6 +0,1 8,20 + 0,02 4,90 £ 0,01 0,22 +£0,02
13 5,6 +0,2 9,00 +£0,02 5,660 + 0,005 0,214 + 0,007
14 6,90 + 0,09 9,33 +£0,01 6,63 + 0,01 0,25 +0,01
15 74+0,1 9,267 + 0,005 6,97 + 0,02 0,24 +£ 0,01
16 8,0+0,1 9,80 +0,02 6,967 + 0,005 0,25 +0,02
17 9,43+0,05 | 9,800+ 0,009 7,100 + 0,009 0,24 +£ 0,01
18 10,3+0,1 10,33 + 0,01 7,133 + 0,005 0,22 +£0,02
19 10,13 + 0,01 10,20 + 0,02 7,033 + 0,005 0,23 +£0,02
20 10,33 +0,01 | 10,067 + 0,005 7,067 + 0,005 0,21 +£0,02
21 | 9,933 £0,005 | 10,133 + 0,005 7,23 +£0,01 0,22 +£0,02
22 110,333 + 0,005 | 10,467 + 0,005 7,07 £0,01 0,22 +£0,02
23 10,33 + 0,01 9,93 + 0,01 7,133 + 0,005 0,22 +£0,01
24 10,13 + 0,01 9,87 £ 0,01 7,200 + 0,009 0,232 + 0,008
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Graf 1: Zdvislost optické hustoty (OD) na case béhem kultivace pri riznych teplotdch
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Pro vypocet koncentrace suSiny biomasy (Graf 3) byla sestrojena kalibra¢ni kiivka (Graf 2)
jako zdavislost koncentrace susiny biomasy na optické hustotg.

Graf 2: Kalibracni krivka - koncentrace susiny biomasy

f(OD) = ¢
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Vypocet koncentrace suSiny pro ¢as t =0 h a teplotu 30 °C:
y=0,4312-x-0,0195 = ¢ =0,4312-0D—-0,0195

¢=0,4312-0,203-0,0195=0,0682 g - dm ™3
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Graf 3: Zdvislost koncentrace susiny biomasy na case béhem kultivace pri riiznych teplotdach
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Rustové kiivky pii raznych teplotach byly stanoveny z divodu optimalizace teploty ristu
a optimalni teploty aktivity enzymu. Pfi teploté 45 °C nebyl rust pozorovan. V Tabulce 10
jsou shrnuty odhady Casovych intervala hlavnich fazi ristu u vSech ostatnich teplot. I kdyz je
vyslednd koncentrace suSiny biomasy pfi teploté 40 °C mensi neZ u niZSich teplot, byla tato
teplota zvolena pro dals$i experimenty jako kompromis mezi ristem a optimdlni teplotou
enzymu viz kapitola 2.1.

Tabulka 10: Odhady casovych intervalit hlavnich fazi riistu

Teplota Lag-faze Exponencialni faze Stacionarni faze
30 °C 0-7h 7-18h 18 -24h
35°C 0-6h 6-16h 16 -24 h
40 °C 0-6h 6-15h 15-24h

3.2 Kbvantitativni a kompozicni analyza substratu

U kazdého typu substrdtu (lepenka, kanceldisky papir, vykres) byla stanovena ploSnd
hmotnost, suSina, popel a mnozstvi celulézy. Vysledky jsou shrnuty v Tabulkich 11 - 14
a na Grafech 4 — 6.

3.2.1 Stanoveni ploSné hmotnosti papiru

Jako ploS$nd hmotnost papiru je uddvand hmotnost jednoho metru Ctverecniho (tedy jedné
A0). U kazdého typu substratu byla stanovena dle postupu uvedeného v kapitole 2.5.1.
Statisticky zpracované vysledky jsou uvedeny v Tabulce 11.

Tabulka 11: Plosnd hmotnost papiru jednotlivych typii substrdtil

Typ substratu Plo$na hmotnost [g-m]
Lepenka 438,8 £ 0,04
Vykres 219,3+0,2
Kanceldrsky papir 79,98 £+ 0,05
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Z Tabulky 11 je zfejmé, Ze nejniZ§i hmotnost vztaZzenou na plochu ma papir kancelarsky,
ktery je nejtenci z pouzitych substratd. Plosnd hmotnost béZzného kancelaiského papirt je
uvidéna na 80 g-m'z.[62] Tohoto vysledku bylo dosaZeno i pfi naSem vaZeni. U vykresu
(kresliciho kartonu) prodejci uvadéji ploSnou hmotnost cca 220 g-m'z, coz taktéz odpovida
naSemu méfeni.[63] Se standardni plo§nd hmotnost lepenky je to slozit€jsi, kazd4 lepenka je
vyrobena jinak. Obecn¢ se ale uvddi, Ze jeji ploSnd hmotnost je nad 250 g.m'z. Né&mi pouzitd
méla plo§nou hmotnost asi 438,8 g'rm™.

3.2.2 Stanoveni suSiny

Dalsi analyzou bylo stanoveni suSiny u vSech typu substratu. Zde jiz byl sledovén i vliv
zpusobu predipravy. Ke stanoveni byl pouzit pracovni postup uvedeny v kapitole 2.5.2.
Statistické zhodnoceni vysledkt je moZzno vidét v Tabulce 12. Vzorovy vypocet (lepenka,
mleti):

% Slfts‘/ina — (wkelimek+vzorek B wkelimek ) . 100

vzorek

(31,3524 —30,8885))
0,4935
% susina =94,00 %

% susina = -100

Tabulka 12: Zdvislost susiny na typu substrdtu a zpiisobu predipravy

Typ substratu Metoda predapravy Susina [% ]
mleti 96 + 2
Lepenka mikroviny + NaOH 96,84 + 0,07
mikroviny + H,SO4 96,660 + 0,004
mikroviny + H,SO,4 + NaOH 96,70 + 0,02
mleti 96 + 2
, mikroviny + NaOH 97,9+ 0,6
Vykres mikroviny + H,SO, 96,0 £ 0,7
mikroviny + H,SO, + NaOH 98,0 £0,3
mleti 97 £2
Kanceldfsky papir mikroviny + NaOH 98 +1
mikrovlny + H2804 95,8 + 0,2
mikroviny + H,SO,4 + NaOH 97,41 £0,01

Jak je mozno vidét v Tabulce 12, tak rozdil v susiné u jednotlivych typd substratd neni
vyznamny. Na suSinu nema vliv ani zpasob pfedipravy.

3.2.3 Stanoveni popelu

Dle kapitoly 2.5.3 bylo stanoveno mnozstvi popelu u vSech papira predupravenych viemi
zpusoby. Vysledky mnozstvi s vypocitanymi intervaly spolehlivosti jsou v Tabulce 13
a grafické zndzornéni na Grafu 5. Vzorovy vypocet (lepenka, mleti):

% p0p€l = (wke”mffk+vzorek B wkelimek) .100
wvzorek
- 1
% popel = (39.0821-38.9271)
0,9900

9% popel =15,66 %




Tabulka 13: Zdvislost mnoZstvi popelu na typu substrdtu a zpiisobu predipravy

Typ substratu Metoda predapravy Popel [%]
mleti 15+1
mikroviny + NaOH 12,6 +0,1

Lepenka 5
mikrovlny + H,SO4 7,62 +0,04
mikroviny + H,SO4 + NaOH 7.4+0,2
mleti 16 £3
) mikroviny + NaOH 11,3+0,1
Vykres mikroviny + HoSO, 2,52 + 0,08
mikroviny + H,SO,4 + NaOH 2,16 £ 0,05
mleti 19,08 + 0,07
Kanceldfsky papir mikroviny + NaOH 15,5+04
mikrovlny + H,SO4 6,27 + 0,09
mikroviny + H,SO4 + NaOH 4,1+0,1

Graf 4: Zdvislost mnoZstvi popelu na typu substrdtu a zpitsobu prediipravy
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® mleti ®@ mikrovlny + NaOH
® mikroviny + H2SO4 ® mikroviny + H2SO4 + NaOH

Diky obsahu popelu v jednotlivych materidlech ziskdme informaci o obsahu plnidel
v papiru. Obecné plati, Ze ¢im je papir kvalitnéjsi, tim vice plnidel obsahuje. Tento fakt je
potvrzen naSimi vysledky pfi mleti, kdy nejvétsi mnoZstvi popelu bylo u vykresu. Pti pouZiti
chemickych prediprav dochazelo ke snizeni obsahu popelu, coZ mohlo byt zptusobeno
rozpusténim plnidel, pfevdzné kyselinou sirovou.

3.2.4 Stanoveni celulézy

Byl stanoveny obsah celulézy v jednotlivych materidlech predupravenych vSemi
uvedenymi zpusoby dle kapitoly 2.5.4. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 14 a na Grafu 6.
Vzorovy vypocet (lepenka, mleti):
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(mS4+vzorek B mS4 ) B (mS3+vzorek B mS3 ) . 100

% celuloza =
mP
% celulda (34,0127-33,4848)—(31,4623—31,3360) 1100
0,8025

% celuléza = 50,04 %

Tabulka 14: Zdvislost obsahu celuldzy na typu substrdtu a zpusobu predipravy

Typ substratu Metoda predapravy celuloza [ %]

mleti 50,8 +0,6

Lepenka mikroviny + NaOH 70,2 +0,2
mikroviny + H,SO4 74,19 £ 0,09

mikroviny + H,SO,4 + NaOH 80,5+ 0,4

mleti 67,7+0,5

Vykres mikroviny + NaOH 84,1 +0,3
mikroviny + H,SOy4 78,00 £ 0,09

mikroviny + H,SO, + NaOH 85,3+0,4

mleti 64,3 +£0,5

KancelaFsky papir @hovlny + NaOH 75,1 +0,3

mikrovlny + H,SO4 78,7 +0,1

mikroviny + H,SO, + NaOH 87,7+0,2

Graf 5: Zdvislost obsahu celulozy na typu substrdtu a zpitsobu prediipravy

celuléza [%]

lepenka kancelafsky papir vykres
typ substratu

E mleti ®@ mikroviny + NaOH
@ mikroviny + H2SO4 # mikrovlny + H2SO4 + NaOH

Porovnanim obsahu celulézy v jednotlivych vzorcich bylo zjisténo, Ze vSechny pfedipravy
zvySuji procentudlni podil dostupné celulézy ve vzorku, oviem ne stejné. U lepenky
a kancelafského papiru byl narist pozorovan v poradi mleti, kombinace mikrovinné trouby
a NaOH, kombinace mikrovlnné trouby a H>SO4 a nejvySsi obsah byl dosazen pfi pouZiti
pfedipravy pomoci kombinace mikrovlnné trouby, H,SO4 a NaOH. U vykresu bylo ve vSech



ptipadech dosazeno vys$s§iho podilu celulézy nez u lepenky. U kanceldiského papiru byl
nejniz$i obsah pfi mleti, vySsi byl u kombinace mikrovinné trouby a H,SO,. Pfi predipraveé
kombinaci mikrovinné trouby a NaOH a kombinaci mikrovinné trouby, H»,SO4 a NaOH bylo
dosazeno skoro stejnych vysledkii obsahu celulézy. Vznikly rozdil mezi chemicky
nepfedupravenym a predupravenym substratem je pravdépodobné zpusoben ¢asteCnym
rozpusténim hemiceluléz pusobenim zfedéné kyseliny a také CasteCnym odstranénim
hemicelul6z a ligninu piisobenim hydroxidu, coz koresponduje s informacemi v kapitole 1.3.3
teoretické Césti.

3.3 Kalibra¢ni kiivky - HPLC

Kalibra¢ni kfivky pro glukézu a ethanol byly stanoveny metodou HPLC pomoci RI
detektoru podle postupu uvedeného v kapitole 2.2.7 a 2.8. Kazdy vzorek byl proméfen tiikrat
a ze ziskanych hodnot byl vypocitan interval spolehlivosti (viz Tabulka 15 a 16). Kalibraéni
ktivky, rovnici linedrni regrese, pomoci které byly vypocitdny koncentrace jednotlivych latek,

a hodnota spolehlivosti jsou uvedeny v Grafech 7 a 8.
Tabulka 15: Kalibracni kifivka - glukoza

¢[g-dm™] A [mV's]
0 0
4 1961 + 41
8 3691 + 97
12 5830 + 17
16 7628 + 24
20 9484 + 58
24 11341 + 102
28 13324 +7
32 15281 + 95
36 17004 + 73
40 18644 + 12

Tabulka 16: Kalibracni kiivka - ethanol

¢[g-dm™] A [mV's]
0 0
3 656 + 8
6 1294 + 83
9 1745 +29
12 2281 + 102
15 2966 + 15
18 3510 +91
21 4069 + 45
24 4640 + 54
27 5121 +4
30 5859 + 56
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Graf 6: Kalibracni kFivka - glukoza
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Graf 7: Kalibracni kFivka - ethanol
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Podle tabulek 15 a 16 byly vyneseny kalibracni kfivky do graftt 7 a 8. U obou grafa byla
zjiSténa rovnice linedrni regrese a podle nich byly vypoclitdny koncentrace glukdzy
pii hydrolyze a SSF a ethanolu pfi SSF.

3.4 Hydrolyza substratu

Za podminek uvedenych v kapitole 2.6 byla provedena enzymatickd hydrolyza ndmi
zvolenych substratu predupravenych vSemi uvedenymi zpusoby pro srovndni ucinnosti
piedipravy na vytéZzek glukdzy z celulézy pfi hydrolyze. V Tabulce 17 a 18 jsou shrnuty
vysledky prubéhi tvorby glukdzy pii pouziti 4 % w/v a 6 % w/v substratu. Vysledky jsou
poté v dalSich podkapitolach zpracovany graficky z raznych hledisek.



Tabulka 17: Priibéh tvorby glukozy pri hydrolyze 4 % w/v substrdtu

substrat | &as[h] | c¢;* [g:dm™] ¢,* [g-dm™] c;* [g-dm™] ¢ * [grdm™
0 0,682 + 0,004 0,50 + 0,01 0,792 + 0, 007 1,06 +0,01
2 1,70 0,06 1,46 +0,05 1,73 +0,02 2,98 +0,03
4 24+0,1 1,88 +0,06 3,69 + 0,06 4,42 +0,03
8 4,486 +0,001 | 2,692 +0,005 79+0,7 7,5+0,5
12 4%1 3,40 + 0,06 8,11 +0,07 8,980 + 0,005
. 24 6,78 + 0,02 5,08 +0,01 9,06 + 0,04 9,51 +0,03
= 28 74+0,1 5,16 0,06 8,29 + 0,04 10,49 + 0,08
& 34 8,8+0,1 5,43 0,05 9,25 + 0,05 11,45 +0,04
- 48 8,6+0,7 4,90 + 0,04 8,6+0,1 11,57 0,05
52 93 +0,2 57+03 9,3+0,6 11,4+0,1
58 9,6 +0,1 5,07 £0,03 8,26 +0,07 13,0 +0,1
72 9,00 + 0,04 53+0,1 9,8 +0,2 12,5+0,1
76 9,1+0,2 5,47 0,05 10,35 + 0,03 11,89 + 0,03
82 8,4+0,2 4,43 +0,02 98+0,3 12,10 + 0,03
0 0,68 + 0,03 0,36 +0,01 0,402 + 0,009 0,93 +0,01
2 1,74 +0,04 1,17 0,09 1,76 +0,05 2,60 + 0,09
4 2,145 + 0,007 1,91 0,05 2,583 + 0,008 3,80 +0,02
8 34+0,2 1,95 +0,04 58+0,2 83+0,1
12 3,48 +0,05 1,98 +0,01 6,2+0,2 10,396 + 0,006
24 4,0+0,2 2,10 0,02 8,84 +0,02 13,50 + 0,04
g 28 4,36 + 0,06 32+0,1 9,40 + 0,03 13,71 0,08
= 34 4,22 +0,09 1,91 +0,04 10,56 + 0,02 13,82 + 0,07
48 4,60 + 0,04 1,785 + 0,003 10,2+0,6 15,8 0,1
52 4,48 +0,01 1,90 +0,02 11,17 £ 0,07 15,8 +0,1
58 491 +0,05 1,66 + 0,05 10,20+ 0,06 | 16,834 +0,009
72 5,24 +0,06 1,87 0,03 92+0,1 15,82 + 0,07
76 4,44 +0,05 1,89 +0,02 9,10 +0,03 15,13 0,05
82 4,53 +0,01 2,06 + 0,04 9,286 + 0,002 | 16,027 + 0,007
0 0,76 + 0,03 0,61 +0,04 0,629 + 0,001 | 0,642 + 0,004
2 1,77 £ 0,06 1,72 +0,06 2,1+0,1 1,76 0,09
4 2,703 + 0,007 2,23 +0,03 3,42 +0,02 2,726 + 0,008
8 2,756 + 0,009 2,45 0,03 7,297 + 0,007 48+0,1
= 12 3,07 +0,08 23+0,1 7,62 +0,04 6,1+0,2
g 24 2,93 +0,09 2,21 +£0,02 8,99 +0,01 7,6 +0,1
Z 28 3,04 +0,01 2,13 £0,03 8,94 +0,02 8,6+0,1
8 34 3,40 +0,07 2,24 +0,05 9,93 +0,03 9,22 +0,02
8 48 3,51 +0,01 2,383 + 0,008 10,47 + 0,05 10,43 + 0,06
£ 52 4,1+03 2,313 + 0,001 8,9+0,2 11,02 + 0,07
58 3,1+0,1 2,18 £0,05 9,6 +0,1 13,02 + 0,04
72 39+0,3 2,20 + 0,09 8,517 + 0,007 12,28 + 0,03
76 3,6+0,3 2,11 £0,03 8,576 + 0,008 11,43 +0,03
82 39+0,1 2,19 £0,01 9,80 + 0,02 11,96 + 0,02

* ¢, - mleti, ¢, - kombinace mikrovin a NaOH, c; - kombinace mikrovin a H,SO,, ¢, - kombinace
mikrovln, H,SO, a NaOH)
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Tabulka 18: Priibéh tvorby glukozy pri hydrolyze 6 % w/v substrdtu

substrat | &as [h] ¢;* [g-dm™] ¢,* [g-dm™] ¢;* [g-dm™] ¢ ¥ [g-dm™]
0 0,711 + 0,008 0,33 +0,02 0,22 +0,01 0,05 + 0,02
2 3,345 + 0,006 22+0,1 2,879 + 0,001 2,76 + 0,04
4 49+0,3 3,15 +0,05 3,865 + 0,004 3,69 + 0,03
8 6,63 + 0,04 5,03 £0,04 5,712 + 0,006 6,29 + 0,02
12 8,4 +0,2 6,04 +0,05 6,7+0,2 73+0,1
- 24 11,1 +0.2 8,56 + 0,03 7,84 + 0,02 11,49 + 0,05
= 28 11,63 +0,02 9,8 +0,05 10,44 + 0,04 13,19 + 0,09
& 34 12,37 + 0,04 10,55 + 0,04 11,59 + 0,03 14,0 +0,2
- 48 13,08 + 0,08 10,63 + 0,02 11,60 + 0,02 14,00 + 0,06
52 13,97 + 0,04 11,10 + 0,09 12,1 +£0,2 16,0 +0,1
58 13,8 £0,1 10,99 + 0,02 129 +0,2 16,46 + 0,05
72 13,5+0,1 13,0+0,3 13,994 + 0,008 16,6 +0,1
76 15,1+0,1 13,889 + 0,001 | 15,672+ 0,002 16,98 + 0,03
82 14,1 +0,1 12,30 + 0,05 12,94 + 0,04 16,46 + 0,06
0 0,299 + 0,002 | 0,287 +0,001 0,066 + 0,002 0,11 +0,01
2 24+0,1 1,76 £0,07 2,9+0,1 4,39 + 0,02
4 3,74 +0,09 2,62 +0,04 3,89 + 0,05 6,41 +0,02
8 3,865 + 0,001 6,362 + 0,001 8,13 +0,01 11,960,02
12 4,54 +0,06 7,272 + 0,003 9,79 + 0,04 143 +0,1
24 4,1+0,1 7,46 +0,09 11,10 + 0,05 23,5+0,1
g 28 4,48 +0,04 6,8 +0,1 15,920 + 0,001 26,05 + 0,04
& 34 4,66 + 0,03 7,24 0,01 16,70 + 0,05 26,5 +0,4
48 4,6 +0,1 7,59 +0,09 18,08 + 0,06 28,6 0,3
52 4,40 0,02 74402 22,0+0,2 31,3+0,1
58 3,95 +0,02 7,80 + 0,09 25,99 +0,03 30,21 + 0,06
72 4,59 +0,04 8,32 +0,05 26,1 £0,2 32,57 +0,03
76 4,7+0,1 7,51 0,01 28,23 +0,03 32,22 +0,02
82 42+0,1 8,18 +0,05 26,2 40,5 31,78 + 0,03
0 0,51 £0,03 1,249 + 0,001 0,28 + 0,01 0,11 0,02
2 2,71 £0,04 1,85 +0,07 5,454 + 0,004 3,1£0,1
4 2,87 0,02 2,8+0,1 6,98 + 0,04 5,04 + 0,05
8 3,31 +0,05 5,07 0,07 12,890 + 0,004 9,44 + 0,02
5 12 3,34 +0,09 5,23 +0,06 14,69 + 0,02 13,5+0,5
) 24 3,61 +0,08 5,33 0,06 18,86 + 0,01 18,20 + 0,02
i) 28 3,99 +0,03 51+02 22,90 + 0,06 19,731 + 0,007
B 34 42+0,1 5,44 +0,06 23,26 + 0,02 18,60 + 0,07
g 48 4,01 +0,01 534+0,07 20,0886 +0,0002| 21,7+0,2
£ 52 4,382 + 0,009 4,72 +0,08 24,9 +0,1 20,1 0,2
58 3,99 + 0,04 47+02 24,38 + 0,02 21,55 + 0,04
72 4,52 +0,03 5,11 0,09 23,25 +0,03 22,33 +0,07
76 4,26 +0,02 50+0,1 23,73+0,03 | 21,393 +0,006
82 4,01 +0,01 55+0,3 25,04 +0,01 22,88 + 0,09

* ¢; - mleti, ¢, - kombinace mikrovin a NaOH, c¢; - kombinace mikrovln a H,SO,, c4 - kombinace
mikrovln, H,SO, a NaOH)



3.4.1 Srovnani ucinnosti hydrolyzy pro ruzné predipravy jednotlivych substratu

Z Tabulek 17 a 18 byly sestrojeny grafy pro jednotlivé typy papiru. V kazdém grafu je
uvedena koncentrace gluk6zy vznikajici v prubéhu hydrolyzy z celul6zy pro vSechny zptusoby
pfediprav. Grafy 9 - 11 obsahuji experimentdlni data ziskand pro 4% w/v substrat a Grafy

12 - 14 pro 6% w/v substrét.
Graf 8: Koncentrace vznikajict glukozy pri hydrolyze 4 % w/v lepenky
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Pro 4% w/v suspenzi lepenky vySel nejvyssi vytézek glukézy pii predipravé kombinaci
mikrovinné trouby, HySO4 a NaOH. Nejnizsich vytézka bylo dosazeno pfi pouziti mikrovinné
trouby a NaOH. Rozdil ve vytézcich byl asi 8 g-dm'3 .

Graf 9: Koncentrace vznikajict glukozy pri hydrolyze 4 % w/v vykresu
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Vliv pfedipravy pti pouziti 4% w/v vykresu je rozdilnost Stépeni celulézy na glukézu
vyrazné&jsi nez u lepenky. I zde ale bylo dosazeno nejlepsich vysledka pii predipravé pomoci
kombinace mikrovlnné trouby, H,SO4 a NaOH. Rozdil koncentraci glukézy mezi nejlepsi
a nejhorsi predpravou se zde lisil jiz o asi 14 g-dm'3 . Z vysledka je zfejmé, ze kyselina
rozpousti vice slozky obsazené ve vykresu a tim uvoliiuje dostupnost celulézy enzymuam.

Graf 10: Koncentrace vznikajici glukozy pri hydrolyze 4 % w/v kanceldrského papiru
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Z pocatku méfeni koncentrace glukézy pii hydrolyze 4 % w/v kancelairského papiru by se
dalo usuzovat, Ze nejvétSich vytézkt bude dosazeno pfi predipravé pomoci mikrovinné
trouby a H»SO4. OvSem po cca 28 hodindch se zacala koncentrace glukdzy pohybovat zhruba
kolem jedné hodnoty. V té dob¢ se stdle zvySovala vytéznost pii hydrolyze 4% w/v suspenze
pfedupravené pomoci kombinace mikrovlnné trouby, H,SO4 a NaOH, ktera i zde vysla jako
nejlepsi. Nejmensich vytézki bylo dosazeno opét pti kombinaci mikrovinné trouby a NaOH.
Konec¢ny rozdil zde byl cca 10 g-dm'3 .
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Pfi 6% w/v suspenzi vykresu bylo dosaZeno u vSech pfediprav podobnych vytézku

glukdzy.

Koncentrace se pohybovaly vrozmezi okolo 12 - 17 g-dm™. Jako ve vsech

pfedchozich pfipadech byla jako nejlepSi pfediprava vyhodnocena kombinace mikrovinné
trouby, H,SO4 a NaOH.

Graf 12: Koncentrace vznikajici glukozy pri hydrolyze 6 % w/v vykresu
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Na konci hydrolyzy suspenze obsahujici 6 % w/v vykresu byla jako nejlepsi prediprava
opét vyhodnocena kombinace mikrovinné trouby, H,SO4 a NaOH. Oproti suspenzi obsahujici

pouze 4

% wlv tohoto substratu byl vzrast koncentrace glukézy zhruba dvojndsobny. Jako

nejméné vytézna byla vyhodnocena mleti, kterd se nepfili§ liSila od vysledka ziskanych pfi
piedipravé pomoci mikrovinné trouby a NaOH. Rozdil vyté€Znosti je zde nejvice zfetelny, a to
az okolo 27 g-dm'3 .
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Graf 13: Koncentrace vznikajici glukozy pri hydrolyze 6 % w/v kanceldrského papiru
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Stejné€ jako u pouziti vykresu jako substrdtu o koncentraci 6 % w/v byly u kanceldtského
papiru dosazeny nejniz$i koncentrace glukézy u mleti a preddpravy kombinaci mikrovinné
trouby a NaOH. Vliv pfedipravy mikrovinnou troubou a H,SO4 a mikrovinnou troubou,
H,SO4 a NaOH nejde zhodnotit, protoZe vysledné koncentrace glukézy jsou velmi podobné.

N

I zde je velky rozdil mezi nejhorsi a nejlepsi predidpravou, a to asi 20 g-dm'3 .

3.4.2 Srovnani ucinnosti hydrolyzy pro ruzné substraty u jednotlivych zpusobu
predapravy
Graf 14: Koncentrace vznikajici glukozy pri hydrolyze 4 % w/v vSech typit papirii pro mleti
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Pouziti mleti bylo nejicinné&jsi v piipad€ lepenky, u vykresu a kanceldiského papiru jsou
koncentrace glukdzy pfi této preddpraveé témet srovnatelné. Konec hydrolyzy lze odhadnout
na dobu mezi 34 a 48 hodinami, jelikoZ v tomto Case nebyly vzorky odebirdny a poté uz lze
koncentraci glukézy povazovat za konstantni.

Graf 15: Koncentrace vznikajici glukozy pri hydrolyze 4 % w/v vSech typu papirit pro mikrovinnou
prediipravu s NaOH
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Stejné€ jako u predudpravy mletim, i zde je patrné, Ze koncentrace glukdzy jsou nejvyssi
u lepenky. OvSem, koncentrace ziskané glukézy klesla, ve srovnani s mletim (Graf 13), a to

Mowe

v 2

predipravé mohou vznikat a zacleflovat se do struktury celuldézy, ¢imZ se snizi jeji
vyuzitelnost enzymy (viz Tabulka 1).
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Graf 16:Koncentrace vznikajici glukozy pri hydrolyze 4 % w/v vSech typii papirii pro mikrovinnou
prediipravu s H,SO,
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Pfi mikrovlnné pfedipravé v kombinaci s H,SO4 je patrné, Ze koncentrace glukézy
pii hydrolyze vzrostly u vykresu a kanceldiského papiru vyrazng, u lepenky pouze nepatrné
ve srovnani s mletim. Konec hydrolyzy lze odhadnout na 36. hodinu, kdy koncentrace
glukézy uz déle nerostla.

Graf 17: Koncentrace vznikajici glukozy pri hydrolyze 4 % w/v vSech typu papirit pro mikrovinnou
prediipravu s H,SO, a NaOH
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Tento typ prediprav je neucinnéjsi u vSech typt papiru. Doslo k nejvétsSimu zisku glukdzy
v pribéhu enzymatické hydrolyzy, kterd probihala az asi do 58. hodiny. Nejvétsi vliv
na proces hydrolyzy mé pfediprava mikrovinnd s H,SOs a NaOH u vykresu. Konecné
vytézky glukézy pro lepenku a kanceldfsky papir jsou srovnatelné, ovsem prubéh hydrolyzy
lepenky je strméjsi neZ u kancelafského papiru.

Graf 18: Koncentrace vznikajici glukozy pri hydrolyze 6 % w/v vSech typii papirii pro mleti
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Ucinnost mleti lze pozorovat pouze u lepenky, kde je narlst glukézy velice vyrazny.
Dosahuje vice jak dvojndsobné mnoZstvi glukézy ziskané v procesu hydrolyzy u takto
pfedipraveného vykresu a kanceldiského papiru. Vysoky obsah plnidel (pfedevS§im tedy
bélidel) v téchto papirech je docela vyrazny a negativné ovliviiuje prubéh hydrolyzy
inhibicnim puasobenim na enzymy. Pfedpoklddany konec hydrolyzy je u vykresu
a kancelafského papiru mezi 12. a 24. hodinou, u lepenky zlstala koncentrace glukézy
konstantn{ az kolem 50. hodiny.
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Graf 19: Koncentrace vznikajici glukozy pri hydrolyze 6 % w/v vSech typu papirit pro mikrovinnou
prediipravu s NaOH
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Preddprava mikrovinnd s NaOH zvysSila koncentraci glukézy v roztoku u vykresu
a kancelafského papiru, ov§em na lepenku tento typ pfedipravy pii 6 % w/v substritu vliv
nemeéla. Vyslednd koncentrace je srovnatelnd s vysledky ziskanymi pfi pouZziti mleti jako
pfedipravy. Hydrolyza byla v pfipadé€ lepenky ukoncena az mezi 58 a 72 hodinami, u vykresu
a kancelatského papiru jiz ve 12. hoding.

Graf 20: Koncentrace vznikajici glukozy pri hydrolyze 6 % w/v vSech typu papirit pro mikrovinnou
prediipravu s H,SO,
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Mikrovlnnd pfediprava s HoSO4 vyrazné zvysila koncentraci vzniklé glukézy v piipade
vykresu a kanceldfského papiru, a to ve srovnani s mletim aZ n€kolikandsobné. U lepenky se
koncentrace glukézy po hydrolyze pohybovala okolo stejnych hodnot jako v predeslych dvou
metoddch predipravy. Hydrolyza u takto predupravenych substrati probihala az
do 58. hodiny, poté byla ukoncena.

Graf 21: Koncentrace vznikajici glukozy pri hydrolyze 6 % w/v vSech typu papirit pro mikrovinnou
prediipravu s H,SO, a NaOH
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Kombinace H,SO4 a NaOH pfi mikrovinné predipravé vedla k nejvyssim ziskim glukézy
v procesu hydrolyzy, a to u vSech typa papiru. Z lepenky bylo ziskdno nejmensi mnoZstvi
glukézy, nejveétsi mnozstvi z vykresu, kde se koncentrace glukézy pohybovala okolo
32 g-dm'3 . Pii této predipravé doSlo ziejmé k odstranéni nejveétStho mnozstvi plnidel (viz
kapitola 2.3 v teoretické ¢4sti), ¢imZ byla ziskdna Cisté celuldza.
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3.4.3 Srovnani koncentrace glukézy ziskané hydrolyzou - ruzné koncentrace substratu
Graf 22: Srovndni koncentrace glukozy vzniklé hydrolyzou u vSech typi papiru a vSech prediiprav pri
pouZiti 4% w/v a 6% w/v suspenze substrdtu
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Zisk glukézy pfi enzymatické hydrolyze se u riznych typa papiru li§i typem preddpravy,
ktera ma vliv na pfistupnost celulézy enzymim. Lepenka pfedupravena pouze mletim
dosahuje nepatrné vySsi koncentrace glukézy nez preddprava mikrovinného zafeni a NaOH
ataké s H,SO,4. Nejvyssi koncentrace byla zaznamendna u mikrovinné dpravy s H,SOy4
aNaOH a mleti. U vykresu maji ruzné typy piediprav velice rozdilny vliv na konec¢né
koncentrace glukézy pifi enzymatické hydrolyze. Jako nejlepSi byla zvolena pfeddprava
mikrovlnnd, a to s HoSO4 a s kombinaci HoSO4 a NaOH. U kanceldfského papiru byly
pro SSF zvoleny stejné typy preddprav jako u vykresu, pouze s tim rozdilem, Ze nejvySsi
koncentrace glukézy bylo ziskdno pfi pouZziti mikrovinné predipravy s HoSO4. OvSem i kdyZz
pro kancelafsky papir jsou tyto dvé predipravy jako nejleps$i, nebylo u néj dosazeno v procesu
hydrolyzy takovych koncentraci glukézy jako u vykresu.

Dvé nejlepsi predipravy pro kazdy typ papiru, viz vySe, byly zvoleny pro metodu
simultdnni sacharifikace a fermentace.

3.5 Simultanni sacharifikace a fermentace - SSF

Simultdnni sacharifikace a fermentace byla provedena za podminek uvedenych v kapitole
2.7 u substrati s nejvyssi koncentraci glukézy, respektive od kazdého typu papiru byly
zvoleny dva typy prediprav. U téchto substrati byla sledovana tvorba ethanolu a spotieba
glukézy v procesu soucasné hydrolyzy a fermentace a dale byly srovnavany rizné mnoZstvi

pfidané biomasy - sada 1, sada 2 (viz kapitola 2.7).



3.5.1 Lepenka

Tabulka 19: Pribéh spotieby glukozy a tvorby ethanolu pri metodé SSF provddéné na lepence

(sada 1)
sada 1
t [h] prediprava 1* prediprava 2*
cgu [g:dm™] | cpon [g:dm™] | cgu[gdm®] | cgon [gdm”]
0 0,764 + 0,003 0 0,12 £0,02 0
4 40+0,3 0 3,60 £ 0,08 0
8 5,30 £ 0,08 0 5,6+0,9 0,156 + 0,006
12 54+0,1 0 5,51 0,04 0,7+0,2
24 3,70 £ 0,09 0,24 +£0,01 32+04 1,3+£0,6
28 3,26 £ 0,05 0,33 +£0,08 2,094 + 0,008 2,56 +£0,08
32 22+0,5 0,388 + 0,006 1,8 £0,7 3,07 £0,04
36 2,1+0,1 0,86 £ 0,03 1,7+£0,5 3,6+0,8
48 2,16 £ 0,07 1,9+0,1 1,56 £ 0,06 4,3+0,6
52 2,03 £0,06 2,73 £0,08 1,60 + 0,04 5,7+0,3
56 1,99 £ 0,08 4,47 +0,04 1,50 £ 0,01 7,0+£0,5
60 1,75+ 0,01 5,87 £0,09 1,27 £0,01 8,0+0,8
72 1,6 £0,1 7,0 £0,6 1,50 £ 0,03 7,86 £ 0,03
76 1,84 £ 0,06 6,99 + 0,08 1,36 £ 0,05 7,98 £ 0,06
80 1,7+0,2 7,1£04 1,6 £0,6 8,1+0,8
96 1,567 + 0,008 7,0+0,8 1,3+0,1 8,1+0,9
120 1,68 + 0,06 7,2+0,1 1,3+£0,8 8,19+ 0,07
144 1,64 £ 0,02 7,11 £0,01 1,46 + 0,09 8,0+0,7

* preddprava 1 = mleti (pro lepenku); prediprava 1 = mikrovlnné pfediprava s H,SO, (pro vykres
a kancelarsky papir); preddprava 2 = mikrovinna prediprava s H,SO, a NaOH; sada 1, sada 2 = rizné

mnoZstvi biomasy
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Tabulka 20: Pribéh spotieby glukozy a tvorby ethanolu pri metodé SSF provddéné na lepence

(sada 2)
sada 2
t [h] predaprava 1* predaprava 2*
Cgu [gdm”] | cpon [g:dm”] | cgu [g:dm”] | cpon [g:dm™]

0 0,71 £ 0,05 0 0,14 £ 0,01 0

4 4,0+0,1 0 3,264 + 0,006 0

8 6,2+0,9 0 49+0,3 0,16 + 0,03
12 6,6 +0,8 0 43+0,5 0,68 + 0,08
24 5,69 £ 0,08 0,254 + 0,006 3,56 + 0,09 1,00 + 0,04
28 3,97 £ 0,02 0,3+0,1 2,17 £ 0,05 1,9+0,6
32 1,1 £0,1 0,32 + 0,08 1,8+0,1 2,6 +0,1
36 0,96 + 0,03 0,42 + 0,05 1,7+0,1 3,06 + 0,04
48 0,80 + 0,03 0,87 £ 0,06 1,57 £ 0,06 4,00 + 0,06
52 0,69 + 0,07 1,26 £ 0,05 1,60 + 0,08 4,26 + 0,02
56 0,744 + 0,009 1,9+0,2 1,48 + 0,04 5,00 £ 0,06
60 0,70 £ 0,01 2,01 £0,07 1,25 + 0,05 54+0,5
72 0,70 £ 0,05 44+0,2 1,17 £ 0,07 7,2+0,8
76 0,74 £ 0,02 6,5+0,9 0,86 + 0,09 8,0+0,9
80 0,67 + 0,07 7,85 + 0,03 0,79 £ 0,01 8,90 + 0,08
96 0,68 + 0,04 8,00 + 0,09 1,0+0,5 9,0+0,1
120 0,6 +0,1 8,5+0,6 0,456 + 0,004 9,60 + 0,07
144 0,6 0,1 8+1 0,84 + 0,08 9,5+0,2

* preddprava 1 = mleti (pro lepenku); prediprava 1 = mikrovlnné pfediprava s H,SO4 (pro vykres
a kancelafsky papir); prediprava 2 = mikrovinna prediprava s H,SO, a NaOH; sada 1, sada 2 = riizné

mnoZstvi biomasy



Graf 23: Vyhodnoceni metody SSF pro lepenku predupravenou mletim (sada 1)
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Koncentrace glukézy v médiu nejdiive rostla, protoze zatim nedochdzelo k tvorbé
ethanolu, az do 12. hodiny, kdy odpovidala hodnot& necelych 35,5 g-dm'3 . Mezi
12. a 24. hodinou nastal pokles v koncentraci glukdzy, jelikoZ doslo k vyuZiti glukézy na jeji
pfeménu v ethanol pomoci bakterii Z. mobilis. Vytézek ethanolu u lepenky predupravené
mletim v prubéhu metody SSF dosdhl koncentrace okolo 7 g-dm'3 . Tvortit se zacal kolem
24. hodiny procesu, pfi¢emz koncentrace glukézy v médiu klesala az na hodnotu
1,5 - 2 g«dm™. Koncentrace glukézy i ethanolu zdstala tém&f neménnd od zhruba 72. hodiny.
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Graf 24: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinnou prediipravu s H,SO, a NaOH lepenky (sada 1)
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JelikoZ je u mikrovinné dpravy s HoSO4 a NaOH vyssi zisk glukézy, doslo také ke vzniku
vySSi koncentrace ethanolu. Ethanol se zacal tvofit v 8. hodin€, ovSem pouze v nepatrném
mnozstvi, kdy pokles glukdzy nebyl jeSt€ znatelny. Po piekroceni 12 hodin doSlo prudkému
poklesu glukézy a také rychlejsimu ndristu ethanolu v médiu. Ukonceni kvaseni lze pfipsat
60. hoding, kdy byla koncentrace ethanolu téméf konstantni, tedy okolo 8 g-dm'3 . Koncentrace
glukézy se drzela na hodnot& okolo 1,5 g-dm™.

Graf 25: Vyhodnoceni metody SSF pro lepenku predupravenou mletim (sada 2)
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Koncentrace glukézy v médiu rostla, dokud nedoSlo k tvorbé ethanolu, coZ bylo asi
ve 24. hodin€ procesu. MnoZstvi glukézy zacalo prudce klesat a v 32. hodin€ byla
koncentrace asi 1 g-dm'3 a klesla velmi nizkou konec¢nou koncentraci, a sice asi 0,5 g-dm'3 .
V Case 60 az 80 hodin doslo k rychlé produkci ethanolu az na koncentraci okolo 8 g-dm'3 , COZ
byl kone¢ny vytézek ethanolu v prubéhu této metody.

Graf 26: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinnou prediipravu s H;SO4 a NaOH lepenky (sada 2)
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V prabéhu metody SSF u mikrovinné piedupravené lepenky s H,SO4 a NaOH byl vynos
ethanolu vysSi, 1 kdyZ ne o zdvratné mnozZstvi. Koncentrace glukézy vySplhala pouze
na necelych 5 g-dm'3 , jelikoZ poté doslo ke vzniku ethanolu spotfebovdnim glukézy. Ta
po 8. hodin¢ zacala klesat a postupné se spotfebovdvala az do vzniku konstantniho mnoZstvi
ethanolu, kdy koncentrace glukézy odpovidala 0,5 - 1 g-dm'3 . Ethanol byl produkovén
do 80. hodiny procesu, kdy se jeho mnoZstvi v médiu pohybovalo okolo 9 - 9,5 g-dm'3 .
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3.5.2 Vykres

Tabulka 21: Pribéh spotieby glukozy a tvorby ethanolu pri metodé SSF provddéné na vykresu

(sada 1)
sada 1
t [h] predaprava 1* predaprava 2*
Cou [gdm™] | cpon [gdm”] | cgu[gdm™] | cgion [gdm™]

0 0,105 + 0,004 0 0,207 £+ 0,002 0

4 3,6+0,3 0 6,7+0,5 0

8 7,90 + 0,06 0 8,3+04 0,57 £ 0,06
12 7,68 + 0,04 0 6,32 + 0,06 1,70 £ 0,04
24 6,51 £0,02 0,30 + 0,07 5,8+0,2 1,95 + 0,03
28 4,85+ 0,02 0,52 +0,01 5,11 £0,09 2,97 £ 0,08
32 3,1+£0,3 1,06 + 0,09 5,0+0,1 3,067 + 0,009
36 2,691 + 0,009 1,48 £ 0,03 4,147 + 0,009 45+0,5
48 2,68 + 0,05 3,36 + 0,04 3,84 £ 0,04 7,1 +£0,6
52 2,06 + 0,08 5,046 + 0,007 2,92 + 0,03 8,1+0,1
56 1,89 + 0,01 7,0+0,5 2,32 + 0,05 9,2+0,2
60 1,47 £ 0,05 9,1+0,2 2,0+0,1 10,06 + 0,07
72 1,66 + 0,03 10,99 + 0,09 1,31 £ 0,07 11,56 + 0,06
76 0,942 + 0,006 10,06 + 0,04 1,51 £ 0,09 11,47 £0,09
80 1,197 £ 0,001 11,1 £0,2 1,674 £ 0,002 12,1 £0,5
96 1,39 £ 0,05 11,5+0,6 1,065 + 0,003 13,4 +0,1
120 | 1,440 £ 0,003 11,04 £ 0,08 1,44 + 0,03 12,45 + 0,09
144 1,24 £ 0,08 10,2 +0,9 1,364 + 0,008 12,82 + 0,07

* preddprava 1 = mleti (pro lepenku); prediprava 1 = mikrovlnné pfediprava s H,SO, (pro vykres
a kancelarsky papir); preddprava 2 = mikrovinna prediprava s H,SO, a NaOH; sada 1, sada 2 = rizné
mnoZstvi biomasy



Tabulka 22: Pribéh spotreby glukozy a tvorby ethanolu pri metodé SSF provddéné na vykresu

(sada 2)
sada 2
t [h] predaprava 1* predaprava 2*
cgu [g:dm™] | cpon [g:dm™] | cgu[gdm®] | cgon [gdm”]

0 0,10 £ 0,04 0 0,127 £ 0,001 0

4 3,7+£0,3 0 6,30 + 0,05 0

8 8,0+0,7 0 7,1+0,1 0,190 + 0,003
12 7,75 £ 0,09 0,196 + 0,008 7,16 £ 0,06 0,648 + 0,007
24 5,46 + 0,06 0,4+0,1 6,46 + 0,08 1,7+0,2
28 38+0,1 0,487 + 0,006 5,07 £ 0,03 2,65 + 0,05
32 3,09 £ 0,02 0,98 + 0,08 4,5+0,1 3,12+0,01
36 2,74 + 0,08 1,70 £ 0,05 3,8+0,5 4,6 +0,6
48 2,31 £ 0,07 3,10 £ 0,09 2,26 + 0,09 5,1+0,4
52 2,11 £0,06 5,0+0,4 1,670 £ 0,002 7,47 + 0,05
56 1,7+0,1 6,8 +0,8 1,20 + 0,07 8,96 + 0,08
60 1,85 +0,03 7,47 £ 0,03 1,04 £ 0,04 10,16 + 0,09
72 1,98 £ 0,03 9,05 + 0,04 1,60 + 0,02 12,65 + 0,02
76 1,47 £ 0,05 11,98 £0,02 | 0,961 + 0,006 13,0+0,5
80 1,08 £ 0,03 13,8 +0,1 1,016 + 0,004 13,8 +0,3
96 0,924 + 0,007 14,5+0,9 0,8+0,2 15,65 + 0,06
120 0,8+0,1 14,68 £ 0,6 0,55 + 0,06 15,766 + 0,007
144 0,91 +£0,01 14,40 + 0,09 0,38 + 0,06 16,1 +0,8

* preddprava 1 = mleti (pro lepenku); prediprava 1 = mikrovlnné pfediprava s H,SO4 (pro vykres
a kancelafsky papir); prediprava 2 = mikrovinna prediprava s H,SO, a NaOH; sada 1, sada 2 = riizné

mnoZstvi biomasy
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Graf 27: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinnou prediipravu s H,SO 4 vykresu (sada 1)
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V prubéhu SSF u vykresu predipraveného pomoci mikrovinného zareni a H,SOs, byl
pokles glukézy od 8. hodiny procesu postupny. K tvorbé ethanolu doSlo azZ po 24. hodiné
a jeho koncentrace prudce rostla aZ na hodnotu okolo 11 g-dm'3 , které bylo dosazeno v kolem
80. hodiny. Naopak koncentrace glukézy byla od 60. hodiny téméf neménnd, drZela se
na koncentraci kolem 1,5 g-dm'3 .

Graf 28: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinnou prediipravu s H,SO, a NaOH vykresu (sada 1)
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Vyté€Znost ethanolu u takto upraveného vykresu byla vyss$i nez u dpravy mikrovinného
zéteni a H,SO4, a to zhruba o 2 g-dm™. Celkové koncentrace ethanolu tedy Ginila kolem
13 g-dm'3 . Tvofit se zacal pfiblizné v 8 hoding a jeho koncentrace rostla az do 80. - 96. hodiny
za soucasného postupného poklesu glukézy. Kone¢nd koncentrace glukézy byla stanovena
nal-15 g-dm'3.

Graf 29: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinnou prediipravu s HySO4 vykresu (sada 2)
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3

v 8. hodiné a poté zacala postupné klesat, ¢cimz doSlo k premeéne glukézy na ethanol.
Detekovatelné mnoZstvi ethanolu bylo zaznamendno ve 12. hodin€. Koncentrace ethanolu
rostla soucasné s ubytkem glukézy. Tvorba ethanolu probihala intenzivné do 80. hodiny, kdy
bylo piitomno v médiu necelych 14 g-dm™ a kone&na koncentrace byla jen nepatrné vysii,
tedy kolem 14,5 g:dm™. V tomto okamziku dosahovala glukéza mnozstvi kolem 1 g-dm™

v médiu.
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Graf 30: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinnou prediipravu s H,SO, a NaOH vykresu (sada 2)
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Jak u sady 1, tak u sady 2 se preddprava kombinaci mikrovinného zireni s H,SO4 a NaOH
osvedcila jako lepsi, tedy z hlediska konecné vytéznosti ethanolu z vykresu metodou SSF.
Koncentrace glukézy v médiu rostla stejn€ jako u vSech provedenych SSF do 8. hodiny,
ovSem v tomto piipad¢ klesala velmi pozvolna az do 56. hodiny. V tomto okamzZiku bylo
v médiu pfitomno obstojné mnoZstvi ethanolu, okolo 9 g-dm-3. Konecné hodnota ethanolu se
vy$plhala na 16 g-dm™, pfiemZ koncentrace glukézy byla velmi nizkd, jen necelého

0,5 g:dm™.



3.5.3 Kancelarsky papir
Tabulka 23: Priibeh spotreby glukozy a tvorby ethanolu pri metodé SSF provddéné na kanceldrském

papiru (sada 1)

sada 1
t [h] predaprava 1* predaprava 2*
Cou [gdm™] | cpon [gdm”] | cgu[gdm™] | cgion [gdm™]

0 0,28 + 0,08 0 0,16 + 0,05 0

4 4,69 + 0,01 0 4,5+0,1 0

8 6,56 = 0,07 0,49 + 0,05 9,09 + 0,06 0

12 5,87 £ 0,05 0,7+0,1 6,30 + 0,09 0,594 + 0,003
24 5,26 + 0,05 1,04 + 0,06 3,004 1,9+0,1
28 4,1+0,5 1,27 + 0,08 2,06 + 0,07 2,07 £ 0,06
32 3,8+0,1 20+04 1,64 £ 0,08 24+0,2
36 3,09 £ 0,08 2,06 + 0,05 1,10 £ 0,07 2,98 + 0,08
48 2,06 + 0,09 3,00 £ 0,01 0,82 + 0,03 4,33 +£0,09
52 2,04 £ 0,09 42+0,3 1,02 + 0,06 5,5+0,2
56 1,89 £ 0,03 59+0,1 1,19 £ 0,04 6,08 + 0,09
60 1,92 + 0,09 6,8+0,1 0,548 + 0,008 7,0+0,3
72 1,62 + 0,04 10,65 + 0,08 0,65 + 0,07 9,9+0,8
76 1,5+0,1 11,10 £ 0,09 1,0£0,1 10,6 £0,4
80 1,761 £ 0,009 11,49 £ 0,04 1,01 £ 0,05 10,4 £ 0,6
96 1,06 + 0,07 11,7+0,5 0,86 + 0,01 10,09 + 0,08
120 1,46 + 0,05 12,0+0,9 0,7+0,3 10,60 + 0,08
144 1,64 + 0,02 11,81 £0,08 0,98 + 0,07 10,8 £ 0,7

* preddprava 1 = mleti (pro lepenku); prediprava 1 = mikrovlnné pfediprava s H,SO, (pro vykres
a kancelarsky papir); preddprava 2 = mikrovinna prediprava s H,SO, a NaOH; sada 1, sada 2 = rizné

mnoZstvi biomasy
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Tabulka 24: Priibéh spotreby glukozy a tvorby ethanolu pri metodé SSF provddéné na kanceldrském

papiru (sada 2)

sada 2
t [h] predaprava 1* predaprava 2*
Cou [gdm™] | cpon [gdm”] | cgu[gdm™] | cgion [gdm™]
0 0,28 + 0,08 0 0,16 + 0,03 0
4 4,69 + 0,01 0 4,5+0,8 0
8 6,56 0,07 0,364 + 0,001 7,1+£0,4 0
12 5,87 £ 0,05 0,55 + 0,05 8,3+0,1 0,299 + 0,005
24 5,26 + 0,05 1,10 £ 0,06 3,96 + 0,06 1,92 + 0,09
28 4,1+0,5 1,156 + 0,009 2,06 + 0,08 2,10 £ 0,02
32 3,8+0,1 1,9+0,2 1,6 £0,1 2,5+0,1
36 3,09 £ 0,08 1,73 £ 0,04 1,10 £ 0,09 4,1+£0,9
48 2,06 + 0,09 2,06 + 0,06 0,82 + 0,02 6,95 + 0,05
52 2,04 £ 0,09 3,2+0,3 1,02 + 0,07 7,57 £ 0,07
56 1,89 £ 0,03 4,06 + 0,08 1,19 £ 0,06 9,0+0,8
60 1,92 + 0,09 5,8+0,04 0,55 + 0,08 10,0+ 04
72 1,62 +0,04 8,104 0,655 + 0,008 12,1 £0,3
76 1,5+0,1 9,65 + 0,09 0,96 + 0,04 12,565 + 0,006
80 1,761 £ 0,009 10,7 £ 0,1 1,01 £0,01 12,3 +£0,2
96 1,06 + 0,07 13,1 £0,9 0,86 + 0,01 12,01 £ 0,08
120 1,46 + 0,05 13,5+0,2 0,746 + 0,003 12,06 + 0,09
144 1,64 + 0,02 13+1 0,98 + 0,05 12,13 £ 0,09

* prediprava 1

vykres a kanceldfsky papir);

= mleti (pro lepenku); pfediprava 1 = mikrovinnd pfediprava s H,SO, (pro

sada 2 = ruzné mnoZstvi biomasy

prediprava 2 = mikrovlnnd preddprava s H,SO, a NaOH; sada 1,



Graf 31: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinnou prediipravu s H,SO, kanceldrského papiru

(sada 1)
14

12

10

¢ [g.dm™]

¢ o

0 20 40 60 80 100 120 140
t [h]

@ glukéza @ethanol

V pribéhu metody SSF doslo nejdiive k narGstu koncentrace glukézy v médiu
na koncentraci témet 6 g-dm'3 , coZ bylo v 8. hodin€. V tomto ¢ase zaCala mirn¢€ stoupat
koncentrace ethanolu v médiu a rostla az do 80. hodiny, kdy uZz byla produkce ethanolu
ukoncCena, tedy na koncentraci necelych 12 g-dm'3 . Glukéza v této dobé byla také témér

konstantni.

Graf 32: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinnou prediipravu s HSO, a NaOH kanceldrského
papiru (sada 1)
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Koncentrace glukézy rostla aZz do 8 hodiny, poté prudce klesla a zustala na koncentraci
okolo 1 g-dm'3 . S poklesem koncentrace gluk6zy doslo k nardstu ethanolu v médiu, ktery
vznikl za souasné spotieby glukézy. Konecnd koncentrace ethanolu byla kolem
10-10,5 g-dm'3 . Tvorba ethanolu byla ukoncena v 76. hodiné pribéhu SSF.

Graf 33: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinnou prediipravu s H,SO, kanceldrského papiru
(sada 2)
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V prubéhu metody SSF doslo k poklesu glukézy, ktera byla spotfebovana mikroorganismy
na produkci ethanolu. Ethanol se zacal tvofit od 8. hodiny a jeho koncentrace v médiu rostla
aZ do doby mezi 80. a 96. hodinou. JiZ v této dob¢ se koncentrace ethanolu pohybovala kolem
13 g-dm'3 a tato koncentrace byla do konce trvani metody neménnd. Glukéza od 12. hodiny
zacala %ostupné klesat a od 60. hodiny byla jeji koncentrace do konce pribéhu metody necely
I gdm™.



Graf 34: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinnou prediipravu s HSO, a NaOH kanceldrského
papiru (sada 2)
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Koncentrace glukézy zpocatku prabéhu metody rostla, jelikoZ dochazelo k hydrolyze
substritu a vyuZiti teprve malého mnozstvi vzniklé glukézy. Mezi 12 a 24 hodinami doslo
k vyuziti gluk6zy mikroorganismy k produkci ethanolu. Jeho koncentrace v médiu vystoupala
az pres 12 g-dm'3 , ato v 72. hoding procesu. Ddle uZ ethanol nevznikal.

Graf 35: Srovndni konecné koncentrace ethanolu vzniklého béhem SSF

18 A
16 A
14 A
12
= 10
e
=008
(]
6
4
2
0
lepenka vykres kancelatsky papir
Typ upravy
M pfediprava 1, mnoZstvi biomasy 1 W piediprava 2, mnozstvi biomasy 1
M predidprava 1, mnozstvi biomasy 2 E prediprava 2, mnozstvi biomasy 2

* pfeddprava 1 (Ilepenka) - mleti; pfeddprava 1 (vykres, kanceldfsky papir) - mikrovlnnd pfediprava
s H,SO,, prediprava 2 (pro vSechny typy) - mikrovlnnd preddprava s H,SO4 a NaOH; sada 1 - mensi{
mnoZstvi biomasy mikroorganismil, sada 2 - vét§{ mnoZzstvi biomasy mikroorganismu
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Z Grafu 34 je patrné, Ze u veétStho mnoZstvi biomasy, kterou bylo médium zaockovéno,
byly ziskdny vys$i koncentrace ethanolu. U lepenky a vykresu se projevila preddprava
mikrovlnného zafeni s HySO4 a NaOH jako nejlepsi z hlediska vytéZnosti ethanolu. V piipadé
kancelafského papiru byly vytéZnosti srovnatelné, ovSem lepSi se projevila preddprava
mikrovlnnd s HoSOy4 s vétSim mnoZstvim biomasy.

U lepenky a kanceldfského papiru se vSak vytéZnosti ethanolu sady 1 a sady 2 liSily
o zhruba 1 g-dm'3 . U vykresu jsou tyto rozdily vétsi, zejména potom u preddpravy 1, kdy
rozdily vytéznosti ethanolu pti SSF pro sadu 1 a 2 se li8i o tém¢et 4,5 g-dm'3 .



ZAVER

V této praci byly testoviny enzymy NS22086 (celuldzovy komplex) a NS22118
(B-glukosiddza) poskytnuté firmou Novozymes®. Diéle byla provedena studie na moZnosti
prumyslového vyuziti bakterie Zymomonas mobilis LMG457 pti vyrobé bioethanolu na tiech
typech substratu (lepenka, vykres, kancelafsky papir), jakozto odpadnich surovin.

Vzhledem k tomu, Ze optimalni teplota enzymua je pomeérné vysokd (50 - 55°C), byly
provedeny teplotni optimalizace ristu ve snaze zajistit nejblizs{ teplotni moznosti Z. mobilis.
Byly stanoveny rastové kiivky pfi Ctyfech teplotach, a to pfi 30, 35, 40 a 45 °C. Teplota 45 °C
by byla pro enzymatickou hydrolyzu nejvhodnéjsi, ovSem nebyl zaznamendn rast pii této
teploté. Proto byla za nejlepsi teplotu zvolena teplota 40 °C, i kdyZ nartist biomasy pfi této
teploté nebyl nejvyssi. Teplota 40 °C byla pouZivdna ddle pfi hydrolyze substratu a simultanni
sacharifikaci a fermentaci.

Kompozi¢ni a kvantitativni analyza byla provedena za dicelem zjisténi mnozstvi celuldzy,
obsahu plnidel (popel) a suSiny (vdzdni vzdu$né vlhkosti). Procentudlni mnoZstvi suSiny se
neli§ilo vyrazné u zdadného substratu, dokonce ani po provedeni rdznych pieddprav.
Na mnozZstvi popela jiz predipravy mely vliv, u lepenky upravené mletim a upravené
mikrovlnnym zdfenim s H,SO4 a NaOH byl rozdil kolem 7,5 % w/w, u vykresu byla
rozdilnost téchto preddprav na mnoZstvi popela necelych 14 % w/w a u kancelafského papiru
asi 15 % w/w. Obsah celulézy ovlivnili chemické predipravy taktéz piiznive. NejvySsi
procentudlni mnozstvi celulézy bylo u lepenky preddpravou mikrovinného zireni s H,SO4
aNaOH stejné¢ jako u kanceldfského papiru. Pro vykres byla nejicinnéj$i pfediprava
mikrovlnného zifeni s NaOH, vytéZzek celulézy byl 85,3 + 0,4 % w/w.

Bylo provedeno srovnéni koncentrace glukézy ziskané pti hydrolyze s pouZzitim 4 % w/w
a6 % w/w, a to u vSech typu papiru modifikovanych v§emi zminénymi zpusoby piedipravy.
Hydrolyza probihala pfi 40 °C s mnozstvim enzymi 6% w/w celulazového komplexu a 0,6 %
B-glukosiddzy. Jako pufr byl zvolen citrat-fosfore¢nanovy pufr s pH 4,8, dle prace
Ing. Lukackové [64]. Koncentrace ziskané glukézy byly stanoveny na pfistroji HPLC,
pficemZz nejdiive musely byt stanoveny kalibraéni kfivky pro glukézu a ethanol
k vyhodnoceni metody SSF. Vys$§i koncentrace glukézy byly stanoveny pii 6 % w/w
substratu, i kdyZ ze zacatku hydrolyzy nebyl substrat fadné promichdvan z davodu velmi
husté suspenze papiru. Proto byla provddéna hydrolyza i se 4 % w/w substratu, bylo
testovano, zda pfili$§ hustd suspenze nebranila dostupnosti celuléze enzymuim, ale neprojevila
se jako vyhodnéjsi. Koncentrace glukézy byla stanovena jako nejvySs$i v piipadé€ vykresu
pfedupraveného mikrovinného zéfeni s H,SO, a NaOH. DosaZeno bylo koncentrace glukézy
necelych 33 g-dm'3 . U kazdého papiru ptedupraveného Ctyfmi zpusoby byly vybrany dveé
s nejvyssi koncentraci glukézy ziskané pti hydrolyze a pouzity pti SSF. Vybrany byly:

lepenka + mleti

lepenka + mikroviny + H,SO4 + NaOH

vykres + mikroviny + H,SOy4

vykres + mikroviny + H,SO4 + NaOH

kancelarsky papir + mikroviny + H>SO4

kancelarsky papir + mikroviny + H,SO4 + NaOH
SSF s témito papiry bylo provddéno se dvéma mnoZstvimi inokula, pfi¢emz médium bylo
doziveno [64]. Jako lepsi se projevilo veétSi mnoZstvi biomasy pii zaoCkovani, bylo pii nich
dosazeno vyssi koncentrace ethanolu. Stejn€ jako u hydrolyzy byl jako nejlepsi, z hlediska
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zisku koncentrace ethanolu, vyhodnocen vykres + mikroviny + H>SO4 + NaOH, kdy bylo
dosaZeno koncentrace asi 16 g-dm'3 . U lepenky v obou typech pfediprav bylo dosaZeno ze
vSech pouzitych substrati nejniz§i koncentrace ethanolu, maximélné necelych 10 g-dm'3 .
U kanceldiského papiru bylo dosaZeno kolem 13 g-dm™, a to pii mikrovlnné tpravé s H,SO, a
NaOH.
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SSF o simultanni sacharifikace a fermentace
SHF .o separovand hydrolyza a fermentace
DCM...ciiiiiiiiiieeeeee pifima mikrobidlni konverze

OD .o, optickd hustota
EMP....ooiiiiiiiiieenn Embden-Meyerhof-Parnas
ED.coooiiiiiiiiceeee Entner-Doudoroff

HPLC ..., vysokoucinnd kapalinova chromatografie
PTFE......ccoociiiiiiiiiiiiee polytetrafluorethylen

UV/IVIS. .o ultrafiolové a viditelné spektrum

RID .o, refraktometricky detektor

ATP oo adenosintrifosfat

NAD, NADH, NAD"........... nikotinamid adenin dinukleotid

D izomer.......ccoceevieeiiiennns pravotocCivy izomer
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