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ABSTRAKT

Diplomova prace pojednava o vyuziiymomonas mobiligpro produkci bioethanolu
z odpadniho papiru. Byly pouzityi druhy substratu (lepenka, vykres a kanksi@ papir)
za (telem optimalizace produkce bioethanolu. Jednotpe@iry byly podrobeny stejnym
pieddpravam, a to mleti, kombinaci mikrovinnéhderd a NaOH, kombinaci mikrovinného
z&eni a HSO, a kombinaci mikrovinného #éni, HSO, a NaOH. Po fedupra¥ byl substrat
rozlozen enzymatickou hydrolyzou k vyhodnoceniapsi gedupravy. Poté bylo provedeno
SSF pro kazdy substrat @waejlepsi pedupravy). V pibéhu hydrolyzy a SSF byly odebirany
vzorky, které byly stanoveny pomoci HPLC.

Byly sestrojeny istové Kivky Zymomonas mobilisjako nejvhodgjSi pro SSF byla
zvolena teplota 40 °C, ip které exponencialni faze probihala ¢ase 6 - 15 hodin.
Pti hydrolyze byla sledovana koncentrace glukézyataoku. Maximalni koncentrace glukézy
byla u lepenky (mikroviny + bSO, + NaOH) 16,46 gim™, u vykresu (mikroviny + bSO, +
NaOH) 31,78 @im® a u kancel&ského papiru (mikroviny + $$Q,) 25,04 gdm?
Koncentrace ethanoluéchem SSF byly nejvysSi ve stejnychigadech jako i) hydrolyze.

U lepenky byla maximalni koncentrace bioethanol&09gdm?® u vykresu 16,1 gm>
a u kancelgského papiru 12,13a@m>,

ABSTRACT

Diploma thesis deals with use 8s§momonas mobilifr the production of bioethanol from
waste paper. There were used three kinds of stdgtrardboard, drawing and office paper)
to optimize of bioethanol production. Individual pess were subjected to the same
pre-treatment, namely a milling, a combination ofcnowave irradiation and NaOH,
a combination of microwave irradiation and3®, and combination microwave irradiation,
H,SO, and NaOH. The substrates were decomposed by etizyrhgdrolysis after
pre-treatment to evaluate the best pre-treatmemnul@&neous saccharification and
fermentation was carried out for each substrateh(wivo of the best pre-treatment). The
samples were taken during the hydrolysis and theulsaneous saccharification and
fermentation, and were determined by HPLC.

Growth curves oZymomonas mobilizvere constructed, as the most appropriate for SSF
was chosen temperature of 40 ° C in which the eaptil phase took place at the time of
6 - 15 hours. During hydrolysis was monitored gheaoncentration in the solution. The
maximum concentration of glucose was in the cardb@microwaves + 50O, + NaOH)
16.46 gdm?®, a drawing (microwaves + 430, + NaOH) 31.78 gim®, and office paper
(microwaves + HSQO,) 25.04 gdmi®. The concentration of ethanol for SSF was highette
same cases as in the hydrolysis. The cardboard thh@smaximum concentration of
bio-ethanol 9.5 gim™, for the drawing 16.1-dm* and for the office paper 12.13gi>.
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uvoD

Vyuziti fosilnich paliv jako je ropa, uhli a zempliyn v dopra¥ a piimyslu dramaticky
zhorSila sklenikovy efekt. MnoZzstvi komundalniho adp Gzného m@vodu celoswtove
narista v disledku zvySeni pdu obyvatel a rychlosti vyroby. Likvidace tohotopadiu je
nakladna a obvykle ma negativni vliv na Zivotni giredi. Proto je rozvoj alternativnich
obnovitelnych zdraj energie z odpadnich matetidimoznosti, jak zmirnit sklenikovy
efekt.[1]

Lignocelul6zovy odpadni material ziskany z enecggth plodin, devaského pimyslu
a zentdélskych zbytki jsou hojné po celém &k. Predstavuji nejvyznandsi obnovitelny
zdroj energie. Sacharidy v lignocelulézovych zbghicilze vyuzit @iznymi zpisoby
pro energetickédely, ovSem nej§tsSi zajem je o produkci ethanolu.[1]

Lignocelulézovy materal Ize vyuzit konverzi na ae&ie produkty fyzikalg-chemickymci
biologickym zmisobem. Zatim neéastji pouzivané technologie jsou chemické, ale bohuzel
dost drahé a zanechavaji po &alalSi odpad. Proto se zvazuji biologické metodyniti
lignocelul6zovych odpad které jsou zagfeny na mikrobidlni nebo enzymatické
premeny.[2]

Alternativni zdroj energie jsou biopaliva prvni aikdé generace. Biopaliva prvni generace
jsou vyrakina z cukrovéitiny, cukrovérepy, kukuice, fepky atd. Biopaliva druhé generace
jsou pivodem z lignocelulézovych materiavzniklych v zengdélstvi, lesnim pimyslu, ale
také z nepotravinovych plodin. V s@sné dob se mluvi o biopalivechiéti generace
vzniklych z mikroorganisiin a fas, coZz je povazovano za Zivotaschopnou alternativu
energetického zdroje.[3]

Ethanol se pouZziva ve $8i1 s benzinem a zvySuje oktanasiélo, tzn., Ze sniZzuje tvorbu
oxidu uhelnatého a&kavych organickych slaenin. Kron& palivového vyuziti bioethanolu je
0 rgj zajem i v potravingském pamyslu. Vyrabi se fermentai technologii vyuzitim
cukernych a Skrobnatych rostlin, ovSem neji@agjSi forma cukru je pr&v celuldéza
a hemicelul6za.[4]

V EU byla gijata snérnice Evropského parlamentu a Rady 2003/30/ES, dpgie
vyuZzivani biopaliv nebo jinych obnovitelnych palivdopra¥, a to s minimalnim obsahem
2 %. Do 31. 12. 2010 se hodnota obsahu bioethanpalivech zvysila na 5,75 %.[5]

Zpracovani lignocelul6zového materidlu musi bytkvéstatene efektivni. Musi byt
zvolena vhodnafeduprava, ktera zvysi Winost cuki z ©€chto materidl a zarove bude
ekonomicky pijatelna. Rozhodujici je i spravna volba mikroongami. NejvyuZivagjSimi
mikroorganismy jsousaccharomyces cerevisi@aeZymomonas mobilisu nichz se uvazuje
o genetické modifikaci, kter4 by zajistila vyuzpentéz, pedevSim xyl6zy, za produkce
ethanolu. Nebo naopak do mikroorganisfarmentujicich pentdzy vnést gen, ktery umozni
vyuZziti hex6z gmito mikroorganismy.[6,7]

Cilem prace bylo studium produkce bioethanolu pdmaymomonas mobilis
z lignocelul6zového substratu (lepenka, vykres, ckbsky papir). Bylo vSak nutné
optimalizovat teplotu vyhovujici bakteriim i enzgm pro maximalni zisk biethanolu
metodou simultanni sacharifikace a fermentace. dsad byl i vliv gedupravy na zisk
glukozy @i hydrolyze u jednotlivych substrat



1 TEORETICKA CAST
1.1 Vymezeni zakladnich pojni

1.1.1 Biopalivo

Biopalivo je kapalné nebo plynné palivo, které&yeobené z firodnich materidi, urcené
pro dopravu. Podle platné legislativy jsou meziphiova fazeny: bioethanol, biodiesel,
bioplyn, biomethanol, biodimethylether, bio-ETBEthi@-tercio-butyl-ether), bio-MTBE
(methy-tercio-butyl-ether), syntetické biopalivagwodik acisty rostlinny olej.[8]

Biopalivo m& vyssSi oktanovéislo nez palivo vyrobené z ropy, tzn., Ze produkuje
pii spalovani mensi mnozstvi oxidu uhelnatého, aztudice souvisi s ochranou Zivotniho
prostedi.[2]

Plynné biopaliva

Bioplyn vznika g rozkladu biomasy v uzd@gnych nadrzich. Obsahuje energeticky cenny
methan a ma poémé vysokou vylievnost. Nejasgji se pouziva k vyrob elektiny a tepla
(cisticky odpadnich vod, bioplynové stanice), ale i jakbgnna latka.[9]

Kapalna biopaliva

RozliSuji se kapalnd biopaliva na bazi alkoholu pfnabioethanol), biooleje (n&p
bionafta), zkapakna mohou byt také plynna biopaliva. Kapalna biofalisou vyuzivana
piedevSim v dopray ale Ize je vyuZit i pro vyrobu tepla (rfapopidla na biolih). Existuji
smeérnice, které udavaji povinny podil biosloZzky v pahgch hmotach v ramci EU (pro rok
2010 je to cca 6% z celkové spmily pohonnych hmot).[9]

1.1.2 Bioethanol

Bioethanol je ethanol vyrobeny alkoholovym kvaSerdukerné nebo Skrobnaté slozky
biomasy nebo biologicky odbouratelného odpadedftavuje obnovitelny zdroj energie a je
tedy vyuzivan jako biopalivo.[2]

1.1.3 Biomasa

Pojem biomasa oztaje veSkerou organickou hmotu vzniklou piednictvim fotosyntézy
nebo hmotu Ziv&isného fivodu. Timto pojmem jeasto oznéovana rostlinna biomasa
vyuzitelna pro energetick&@ly jako obnovitelny zdroj energie.[10]

Odpadni biomasa

Odpadni biomasaiedstavuje odpady z lesniho hospstid a papirenskéhofeal/a'ského
a nabytkéského pémyslu, rostlinny odpad zetdélské vyroby, komunalni bioodpad
a odpady z potravitgkého pimyslu.[10]

Péstovana biomasa
Jsou to energetické byliny (nagepka olejnata, slugaice a fizné obilniny) a rychle
rostouci deviny (nag. Kanadsky topol).[10]



1.1.4 Papirovina

Pojem papirovina oziaje suspenzi vlakniny nebo $si viaken, kter4 je upravena
mlecimi stroji na vhodnou velikost vlaken a vhodw/odiovaci vlastnosti. Byva opana
pinidly, klizidly, barvivy a ostatnimi pomocnymi gstedky pro vyrobu papiru poZzadované
jakosti.[11]

1.1.5 Lignoceluléza

Hlavni sloZka rostlinné biomasy, nejvice réega v pirode. Jeji hlavni slozky tva lignin,
hemiceluléza a celuléza. Jedna se o komplexni tstruk ve které je celuléza obklopena
monovrstvou hemicelulézy a zakotvena v matrici heahilozy a ligninu. Navic lignin vyt¥a
piekaZku proti psobeni enzyiina spolu s hemicelul6zou tkicchranu kolem celul6zy. Tato
struktura lignocelulézy ma velky vliv na inhibicedradace celul6zy na monomerni cukry,
které jsou nezbytné pro efektivrigonénu biomasy na ethanol.[12]

1.1.6 Hydrolyza

Pod pojmem hydrolyza se mysli energeticky vyhod&pehi molekul (nafp glykosidi,
estefi, amidi, anhydridi atd.) reakci s vodou. Akti¢ai energie d&chto reakci jsou vysoké,
proto hydrolyza mnoha biologickyukkzitych latek za &nych teplot a pH neprobiha.
Existuje mnoho vyznamnych hydrolaz, které hydrolymoziuji a kinetickyiidi.[13]

1.1.7 Enzymy

Enzymy jsou biokatalyzatory se strukturou biopolymkilkovinné povahy, které urychluji
metabolicky vyznamné reakce. N&Si rozdil mezi enzymy a chemickymi katalyzatory je
ve specifit enzymové kataldzy. Enzym vzdy katalyzuje jéengnu ucité skupiny substrét
(specifita substratova) a jerciay typ reakce (specifitadinku). Enzymy stejé jako chemickeé
katalyzatory neovliiuji energetiku reakce, tzn., Ze urychlujiilpth reakci obma snéry
a v rovnovaznych systémech neoiiliyi vytéZzek reakce.Enzymy maji v sotasné dob
Siroké uplateni, pouZivaji se ve vSech agivich potravinéského pimyslu, v textilnim,
papirenském a farmaceutickéntuprysiu i v zenddélstvi.[13]

1.1.8 Fermentace

Z mikrobiologického hlediska je fermentace procesbfhajici v bioreaktoru. Dochazi
bud'to k produkci Zzadanych metabdlitnetabolickoucinnosti mikroorganisiin nebo naopak
k rozkladu nezadoucich latek pomoci mikroorgatiga vzniku plyri.[13]

1.2 Lignocelul6zova biomasa

do ¢tyt skupin podle typu zdroje:

* lesni zbytky,

» tuhy komunalni odpad,

* papirovy odpad,

* zbytky rostlin.

Lignocelul6za je strukturaénslozi€jSi material nez Skrob, proto také naklady spojseé
zpracovanim lignocelul6zovych matetidje podstatéy vice nakladné. Hlavnimi slozkami
lignoceluldzy jsou polymery celulozy a hemicelulpaya které je pewnvazan lignin,

a to gredevsim vodikovymi vazbami, al&idka i kovalentnimi.[15, 16, 17]
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hemiceluloza

1.2.1 Celuléza

Lignocelulézovy material obsahujerquevsim celuldzu, ktera patk nejrozSiergjSim
latkdm v girodé. Je to vysokomolekularni homopolysacharid, tediygacharid, tvéeny
stejnymi sacharidickymi podjednotkami, a sice amiuydp-D-glukézy (viz Obrazek 2). Ty
jsou vzajemns spojeny p-(1,4)-glykosidickymi vazbami.Retzec celuldzy je linearni
a prevlada u ni krystalicky charakter. Obsahuje toaimiorfni Useky, které jsou s krystalickou
formou gitomny v pongru 1:3. Celulbza m& obvykle ve svérettzci 800 - 17 000
glukézovych jednotek. Jednotlivéettzce celuldzy jsou vazany k sublprostednictvim
vodikovych vazeb a t¥o tzv. fibrily (vidkna), fibrilarni svazky a ty twod stny rostlinnych
bunsk.[15, 18, 19]

celulizy

Obrazek 2:Struktura celulézy [20]

1.2.2 Hemicelul6za

Hemiceluléza je z hlediska zastoupeni v lignocedaldch materialech na druhém ndist
JakoZzto heteropolysacharid, je tgna tiznymi cukernymi monomery: pentézy (xylozy
a arabindzy), hexdzy (mandzy, glukozy, galaktozyjulierné kyseliny (kyselina uronova).
Dominantni slozkou hemicelulézy z tvrdéhdeda a zerdélskych rostlin je xylan
(polysacharid slozeny z D-xyl6z), prockké devo je dominantni glukomanan (polysacharid
primarre slozeny z mandzy a glukozy).[18]

Hemiceluléza je tviena 150 - 200 cukernymi podjednotkami a kbeena, obsahuje
kradtké postrannietzce slozené zignych monomer sacharid, které snadno podléhaji
hydrolyze. Hemicelul6za slouzi jako spojeni megninem a celul6zovymi vladkny, dodava
tak pevnost lignocelulézovym matefiél.[18]

Nejvice tepela-chemicky citlivé slozky lignocelul6zovych matefiglsou hemicelulozy.
Béhem tepel&-chemické pedupravy nejprve reaguji postraniéttzce a poté hlavni
rettzec.[18]
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Obrazek 3:Struktura hemicelulézy [21]

1.2.3 Lignin

Lignin je po celul6ze a hemiceluldze jeden z nejjope vyskytujicich polymérve volné
piirodk a je gitomen v buicné séné. Je to amorfni heteropolymer sloZzeny #Heriznych
typt fenylpropanovych jednotek: p-kumarylalkohol, kamiflalkohol a sinapylalkohol (viz

Obrazek 4). Hlavni funkci ligninu je poskytnout ttog strukturalni podporu, nerozpustnost
ve vodt a odolnost proti bakteriainimu utoku a oxidamu stresu.[18, 22]
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Obrazek 4:Struktura ligninu [23]
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1.3 Pieddprava lignocelulézového materialu

PredUprava je proces, kdy dochaziiflegEzné Upraw substratu, a to klifyzikalni nebo
chemickou cestodastou jsou vyuzivany i kombinacghto metod.

U¢inna metoda narpdipravu lignocelul6zovych matetidavisi na dkolika kritériich. Je
nutno snizit velikostastic biomasy, odstrani ligninu a sniZzeni krystalinity celuldézy (viz
Obrazek 5). V procesu jsou vyuzivany ptegipravu gidatné latky nebo energie, v mnoha
piipadech se jedna o jejich kombinaci.[24, 25]

PredUprava biomasy musi #plat tyto poZzadavky:

» zvySeni tvorby cukr nebo schopnost tvib cukry v procesu hydrolyzy,

e zabramni rozkladu sacharid a to i pentdz, jelikoZz &teré mikroorganismy maji
enzymoveé vybaveni na jejich vyuZiti,

o zabrarni vzniku vedlejSich produkt které inhibuji funkci enzyin ¢i rist a produkci
mikroorganisnd,

» nakladova efektivnost spojend s cenou biomasyrgeti€ou procesu.[24, 25]

Metody gedapravy lze roziit do nekolika kategorii: fyzikalni, fyzikal&-chemické,
chemické, biologické. Neastji byvaji vyuzity kombinace&hto metod. Vyhody a nevyhody
vybranych metod jsou shrnuty v Tabulce 1.[24]

J J
prediprava /( ' ?

=

hemiceluléza

(.
( ‘, hemiceluléza

/

lignin

celuléza i
celuldza

Obrazek 5:Vliv predupravy na lignocelul6zovy material [24]

1.3.1 Fyzikalni pfedupravy
Mleti

Hlavni vyznam mechanicky zalozenyckeguUprav je snizit velikostastic a krystalinity,
aby se z¥tSil specificky povrch a snizil stuppgpolymerace lignocelulézové biomasy. Provadi
se na zaklatl kombinace sekani, mleti a drceni. Energiefgiista na tento proces zavisi
na pozadované velikostiastic. Ri mechanické Uprayv na velmi malécastice (prasek) je
nakladnost procesu nevyhodn& fechanickem mleti lignocelulézové biomasy nedacha
k odstraiovani ligninu, ale pouze k jeho depolymerizaci fexnictvim Stpeni
nekondenzovanych vazeb aryleth§24,26,27,28]

Ozé&eni

Zé&eni (nap. y-z&eni, elektronovy paprsek a mikrovinnérerd) zlepSuji enzymatickou
hydrolyzu lignocelul6zovych material Diky oz&eni degraduji jak iehka viakna celulozy,
tak i nizkomolekularni oligosacharidy. Dochazi zKedisociaci glykosidickych vazeb
v fetézci celuldézy, ovSem pouze ippmnosti ligninu. B velmi intenzivnim z&eni mize
dochézet k rozkladu oligosacharich cyklické struktury gluk6zy. #edupravy metodou



ozaovani jsou drahé, tudiz maji problémy v upyslové aplikaci zpracovani
lignocelul6zovych material[29]

Pieduprava teplem

Béhem pedupravy teplem dochazi k zarani lignocelulézové biomasy na teplotu
150 - 180 °C.Césti lignocelul6zového materialujgalevdim hemicelulézy, ale i ligninu, se
za&inaji rozpousit. Hemiceluléza je o tepelném psobeni hydrolyzovana a vznikaji
kyseliny, které katalyzuji dalSi hydrolyzu hemidéky. Fi teplotach vysSich jak 160 °C
dochazi k rozpou&ti i ligninu za vzniku fenolickych sl@enin, které fisobi inhib&né
na bakterie i kvasinky. Je nutné velmi reaktivougéniny vzniklé z ligninu odstranit.[30]

1.3.2 Fyzikalné-chemické predupravy
Amoniakalni exploze (AFEX)

V této fyzikalre chemické meto# predlpravy je vyuzivan kapalny amoniak feplotach
60 - 100 °C a vysokém tlakuigobicim #izr¢ dlouhou dobu. Tlak poklesné&imz amoniak
piechdzi do skupenstvi plynného a takisgbuje bobtnéani a fyzikalni naruSeni vidken
biomasy a casténou dekrystalizaci celulézy. Vysledkem metody AFEX pouze
piedupraveny pevny materidl bez kapalného podilu, soiZuje néklady na proces.
Krystalinita celuldézy je sniZzena a vazby mezi liggm a polysacharidy rozruseny. Dochazi
také k odstraovani acetylovych skupin z lignocelulézového maideri Stravitelnost biomasy
pro enzymy se zvySuje a enzymaticka hydrolyza tdewk vySSim vyndsn cuki.[27]

V pribéhu metody AFEX se netvb inhibitory biologickych proces i kdyZz rekteré
fenolické fragmenty ligninu a dalSi extrakty @anych stén rostlin mohou @stat na povrchu
celulézy. Ri optimalnich podminkach lze dosahnout vice nez 9K8averze celuldzy
a hemicelul6zy na zkvasitelné cukry ze Siroké Skghyocelul6zovych material[27]

Exploze CO2

Metoda je zaloZzena na vyuZiti GQakozto superkritické tekutiny. Zadhto podminek Ize
dosahnout &inného odstraimi ligninu, ¢imZ vzroste stravitelnost substratu. Delignifikace
muze byt zvySenaifdavkem ethanolu do s1%i.[27]

Molekuly CQO, jsou srovnatelné velikosti s vod@u amoniakem a mohou tedy pronikat
stejre malymi pory lignocelulézy, coz je jeStusnadino pisobenim vysokého tlaku.
Po explozivnim poklesu tlaku dojde k naruSeni gtmyk celulozy a hemicelulozy a tim
ke zwtSeni plochy substratu pro enzymyi Rizkych teplotach nedochazi v této metod
k degradaci monosachaiida gresto vytzky cukii jsou nizSi nez u metody AFEX.[27]

Exploze vodni parou

Jedna se o hydrotermalniedupravu lignocelulézového materialu, ktery je aysh
nasycené pg@& pod vysokym tlakemipteplotach 160 - 260 °C a pak dojde k rychlému
poklesu tlaku na atmosféricky. V tétorepllpra¢ se kombinuje mechanicka sila
s chemickymi dinky, jelikoz dochazi k autohydrolyze acetylovyckugin pitomnych
v hemicelul6ze. Voda sefipvysokych teplotach chova jako slaba kyselina. Matcké
ucinky zpasobi oddleni viaken v dsledku explozivni dekomprese. V kombinaciast&nou
hydrolyzou hemicelulézy je lignin uvain ze struktury a do tité miry odstrasén
z materialu. Odstrami hemicelul6zy zvySuje dostupnost celulézy praildytické enzymy
pii enzymatické hydrolyze. Mezi hlavni faktory majidiv na (&innost parni exploze jsou
velikost¢astic materialu, teplota a dobaspbeni vysokého tlaku.[26, 27]
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Parni exploze s fidavkem S@nebo CQ
Pridavek HSQO, (SQ,) nebo CQ sniZzuje dobu fisobeni vysokého tlaku a teplotu parni
exploze. ZlepSuje hydrolyzu, jelikoz vede k Uplnéodstragni (zkapal@ni) hemicelulozy
a snizuje tvorbu inhilinich latek. MnozZstviidavaného HSO, (SG) nebo CQ se pohybuje
v rozmezi 0,3 - 3 % wi/w.[24, 26]

Pieduprava horkou vodou

Horka voda v kapalném skupenstvi je jednim z hyroélnich peduprav, kterd vyuziva
rychlou dekompresi a nepouziva zadny katalyzatoclaemikalie. Tlak je regulovan tak, aby
voda Zistala v kapalném stavuigeplotach 160 - 240 °C, ale vyvolavala&m ve struktiie
ligninocelulézy. Doba fisobeni vysokého tlaku je¢tdinou viadu rékolika minut a pak
nasleduje dekomprese na atmosféricky tlak.[26, 27]

Cilem je rozpustit hemicelulozu¢imz dojde ke zfstupréni celulézy enzyram
a zabranni tvorke inhibitori. Tato metoda je po#mé U¢inna na odstigovani hemiceluldzy,
z celulozy se odstrani az 80 %. Lignintgsténe depolymerizovan a rozpust v horké vod
pouZzité na fedudpravu, ale Uplné delignifikaceigmbenim pouze horko vodou dosahnout
nelze. Peduprava horkou vodou je atraktivni z hlediska ekoického.[26, 27]

1.3.3 Chemické predupravy
Alkalicka pireduprava

Alkalické predupravy zvySuji dostupnost celulézy pro enzymyiang rozpousti lignin.
Provadi se i pokojové teplot v rozmezi gkolika sekund az dni. Dochazi k degradaci cukru,
ale ne v takové ne jako i pisobeni kyselin nebo hydrotermalnich procesech.|kidieké
predUpravy se néastji pouzivaji tyto zasady: NaOH, KOH, Ca(QHNH,OH.[27]

Hydroxid sodny zpsobuje bobtnani vidken, zvySeni ¥niho povrchu celul6zy a snizuje
stupé polymerace a krystalinity, coz vyvolava naruSeniuldury ligninu. Zvysuje
stravitelnost tvrdéhordva ze 14 % na 55 % a snizZeni ligninu z 55 % n¥ 2P7]

Hydroxid vapenaty odstii@je amorfni latky jako je lignin¢imz se zvySuje index
krystalinity. Odstragni ligninu vede ke zvySeni efektivity enzgntim, Ze se odstrani
neproduktivni mista absorpce a zlepSi $istpp k celuléze. Dochazi také k odstmin
acetylové skupiny z hemicelulézyidélUprava lignocelulézové biomasgsobenim Ca(OH)
se provadi p teplotach 85 - 150 °C po dobu 3 - 13 hodin. Veveani s NaOHi KOH
vyZzaduje peduprava s Ca(OHK)nizSi naklady na proces, jelikoZzuge byt znovu ziskan
a pouzit, a mensi pozadavky na benwst i praci.[27]

Kysela geduprava

Hlavnim cilem pedupravy pomoci kyselin je rozp&si hemiceluléozy a tim dosazeni
pristupnosti enzyiin k celul6ze. Tuto metodu lIze prowhdziedinymi i koncentrovanymi
kyselinami.[27]

Koncentrované kyseliny jsou mé&rvyuzivany pro Upravu biomasy zaelem tvorby
ethanolu, protoZe dochéazi ke vzniku inkifich latek, jako je furfural, hydroxymethylfurfural
a aromatické slaieniny uvolné z ligninu. Krond toho, koncentrovana kyselinaigobi
korozivré na aparatury (reaktory), ve kterych jeg@iprava provésha.[27]

PredUprava ed&nymi kyselinami je pro gimyslové aplikace vyhodysi a Ize ji vyuzit
pro Sirokou Skalu lignocelulézovych matetialProvadi se ip vysoké teplat 180 °C
po kratkou dobu, neboripnizsi teplok, nag. 120 °C, po delSi dobu (30 - 90 minutfi #to



piedupra¥ dochazi k rozpou&ti hemicelulézy a vznikly xylan jefpvadn na zkvasitelné
cukry. Nicment, diky vysoké tepldt pasobici @i této metod dochazi k degradaci cukr
na furfural, hydroxymethylfurfural a aromatické wweniny z ligninu (stejd jako
u koncentrovanych kyselin).[26, 27]

Nejvice pouzivanou kyselinou je Kkyselina sirovae alze pouzit i kyselinu
chlorovodikovou, fosfor@ou a dusinou. Bylo zjiSéno, Ze kombinace zasady s kyselinou ma
nejvyssi dinky na gredupravu a dostupnost celul6zy pro enzymy.[26, 27]

Ozonolyza

Ozon je silny antioxidant, ktery vykazuje vysokoucdinimost delignifikace
lignocelul6zovych materiél PredlUprava se provadi étinou [ pokojové teplat
a normalnim tlaku. Nevznikaji zde zadneé intilbilatky, které by negatiwnovlivnili proces
hydrolyzy a fermentace. Velkym nedostatkem je piu¢elkého mnoZstvi na ¢innou
predupravu, coz je vdaném provozu zcela neekonomické.[27]

Peroxid vodiku

Biodegradace ligninu fite byt katalyzovan enzymem peroxidazouomnosti peroxidu
vodiku. Ri aplikaci této metody iedupravy bylo rozpu&ho asi 50 % ligninu a &Sina
hemicelulozy fisobenim 2% roztoku 4D, pii teplo€ 30 °C acase [sobeni 8 hodin.
V procesu zcuieni takto upraveného lignocelul6zového materialo aiskano 95 % glukozy
z celulézy za 24 hodinip45 °C.[24]

Pieduprava s organickymi rozpoufktly

Z us@snou je také povazovana metodadupravy fisobenim organickych rozpogdel
na lignocelulézovy materidl. Mohou byt pouZity meBolorganické nebo vodné &sn
rozpoustdel jako je methanol, ethanol, aceton, ethylendlykaetrahydrofurfurylalkohol.
Rozpou&lji lignin a poskytuji snadnyifstup enzymim k celuléze. Touto metodou Ize ziskat
relativre ¢isty lignin jako vedlejSi produkt.[24, 27]

Organicka rozpouétlla Ize kombinovat s kyselinami (kyselina chlorolkaya, sirova,
Stavelova, salicylovd), kteréipobi katalyticky a $pi vazby vietzci hemicelulozy. Rtom
dochazi k minimélnim ztratdm celuldzy, kteéndi mére nez 2 %. Pro odstrani rozpousidel
ze systému je n&stji vyuzivano odp#ovani. Rozpoustlla musi byt odseparovana
ze smisi, jelikoz pisobi inhibéné na enzymy i mikroorganismy. Kili ekonomice procesu
jsou nejlgzreji vyuzivany ethanol a methanol, jakozto nizkomalékni alkoholy s nizSim
bodem varu.[24,27]

1.3.4 Biologickéa preduprava

Biologicka greduprava lignocelul6zového materidlu vyuziva vyssc vidknitych hub,
které rozkladaji lignin a hemicelulézu, celul6zwun jgelmi malo, jelikoz jeji struktura je
odolrgjSi. Vyuzivaji se druhy vySSich huBycnoporus cinnarbarinysCeriporia lacerata
Pleurotus ostreatus Vykazuji vysokou tinnost delignifikace lignocelul6zového
materialu.[27]

Pasobenim vlaknitych hub na lignocelulozu Ize dosaihnadegradace ligninu
Aspergillus tereusTrichoderma spp Penicillium camembertPhanerochaete chrysosporum
které se kultivuji fi teplot 25 - 35 °C po dobu 3 - 22 @inFi jejich pouZziti doslo k Ubytku
ligninu o 65 - 80 % a hemiceluldzy o 45 - 75 %.[26]
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Tyto procesy jsou velmi vyhodné z hlediska inwgsth naklad (nizka spatba energie),
dalSi vyhodou jsou mirné podminky ptesti. Nevyhodou této ipdupravy je pomaly
prabeh.[27]
Tabulka 1: Shrnuti vyhod a nevyhod jednotlivyclisghi predupravy [24]

= =

metoda vyhody inhibice a nevyhody
mleti snizeni krystalinity celuldzy Vyssl spdte,ba energie nez je
energie ziskana z biomasy
= o : intenzivni zéeni rozklada
S I zlepSeni vynosnosti . . o
X oz&eni L . oligosacharidy a glukézu;
N enzymatické hydrolyzy L
> vysokeé naklady
katalyza hydrolyzy
Uprava teplem hemicelulozy z ni vzniklymi tvorba inhibénich produki
kyselinami
zvétSeni iérného povrchu,
odstragni ligninu a . o .
. Ny . neni efektivni pro biomasu s
AFEX hemicelulozy, neprodukuje ; -
o . - vysokym obsahem ligninu
inhibitory pro nasledujici
L procesy
%’ zvétSeni iérného povrchu,
= exploze CQ nakladog efektivni, nemeni lignin ani hemicelul6zy
fl; P nezpmsobuje vznik inhikinich 9
= latek
N . 7 - - i
= degradace hemicelulézy a _heuplne narusen va;el? mez
N . R ligninem a polysacharidy; vzni
e parni exploze prenmena ligninu; naklado¥ L
T slowenin inhibujicich
efektivni : :
mikroorganismy
odstrargni hemicelulozy,
horké& voda (LHW)| zwetSeni nérného povrchu, neuplna delignifikace
nakladow efektivni
odstragni hemicelul6zy a dlouha doba fsobeni, tvorba
alkalicka ligninu, zwteni nérného nerozpustnych soli a jejich
povrchu zatlereéni do struktury biomasy
. hyd,rolyza_l_ hgmlcelulozy na vysoké naklady na z&eni proti
kysela xyldzu a jiné cukry, zrna : s
o korozi, tvorba toxickych latek
0 struktury ligninu
E . snizeni obsahu ligninu, net¥o| potrebné velké mnozstvi ozony,
3 ozonolyza toxickeé latk ké naklady na pr
£ oxické latky vysoké naklady na provoz

peroxid vodiku

vysoka vynosnost glukdzy pa
hydrolyze

neuplna delignifikace

nutnost odstrami rozpoustdel

organicka hydrolyza ligninu a z reaktoru (odp@ni
rozpoustdia hemicelulozy kondenzace), vysoké naklady
Biologické rozklad ligninu a hemicelulozy, velmi nizka rychlost hydrolyzy

nizka energeticka natnost




1.4 Metody hydrolyzy lignocelul6zového materialu

Uhlovodikové polymery v lignocelulozovych materidide musi byt pevedeny
na jednotlivé cukry v procesu nazyvaném hydrolyts, mohly byt vyuZity mikroorganismy.
Mezi nefastji pouzivané metody patkysela a enzymaticka hydrolyza. Existuji i metody
hydrolyzy jako je nap pisobeniy-zéeni, oz&ovani elektronovym paprskeii pusobeni
mikrovinného z#eni, ovSem tyto metody jsou korye¢ nevyznamneé. Srovnani kyselé
a enzymatické hydrolyzy je uvedeno v Tabulce 2.[16]

1.4.1 Kysela hydrolyza

Zredné ¢i koncentrované kyseliny rozkladaji celulézové amieelulézové polymery
lignocelulézové biomasy na jednotlivé molekuly satii. Ty mohou byt fermentovany
na ethanol.[31]

Hydrolyza Zed¢nymi kyselinami

Kysel& hydrolyza lignocelul6zovych matefide provadi jako tzv. dvoustigvy proces
s pouzitim redné HSO, nebo mineralnich kyselin (1 -5% w/v roztok kyegliMetoda
zitecknymi  kyselinami je nejstarSi technologie vyuZivan@o konverzi celulozy
na ethanol.[16]

V prvni fazi dochazi k hydrolyze hemicelulézy, owSe cukfi mohou vznikat jiné
chemickeé latky vlivem vysokych teplotiqgnevsim furfural. Degradace cukru sniZuje celkovy
vynos sachariil a krom toho, furfural a dalSi vedlejSi nezadouaidpkty inhibuji proces
fermentace. Z tohotoi@odu je prvni faze provéda za mirnych podminekimz je dosazeno
vzniku pstiuhlikatych cukernych jednotek. V druhé fazi tahqirocesu probih& hydrolyza
celulézy, kterd je odolijsi, tudiz je zapdebi pisobeni vysSich teplot (200 - 400 °C).
Vznikaji Sestiuhlikaté cukerné jednotky - gluk6ag]

Oba stupt hydrolyzy maji kratkou dobutgobeni. Vynosy mandzy a galaktdzy jsou
ponmerné vysoke, ovdem glukézy je v hydrolyzatu pouze &i%. Hydrolyzaty vzniklé
v obou krocich jsou neutralizovany, iiaNaSG0;, a fermentovany na alkohol.[19, 31, 32]

Hydrolyza koncentrovanymi kyselinami

Nejcastji pouzivanymi kyselinami pro tuto metody hydrolyspou HSO, a halogenové
kyseliny, zejména HCI. Hydrolyzuji celul6zu a heglidozu za mirné teploty, a proto je
degradace culirminimalni. Vyg€Znost ethanolu po fermentaci takto hydrolyzovanéléey
jsou pomérné vysoké, coz je z ekonomického hlediska rozhoduji¢d druhou stranu,
koncentrované kyseliny jsou docela drahé, takzezgdouci, aby byly zfiné vraceny
do provozu po skamni hydrolyzy. Jednou z hlavnich vyhod této metgeyefektivni
vyuZzitelnost pro Sirokou Sk&lu vstupni biomasyi pieméné na cukry a nasledn
na ethanol.[16, 31]

1.4.2 Enzymaticka hydrolyza

Enzymaticka hydrolyza je proces@nip-1,4-glukosidickych vazebtgobenim enzyii
nazyvanych celulazy. Celulazy maji schopnosti oddbaat polymery celuldzy a hemiceluldzy
za nizkych teplot na oligosacharidy az monosachaddou to mikrobialni enzymy sloZzeny
z rekolika synergickych slozek, které lze souhrroznait jako celulazovy komplex. Ten
zahrnuje i hlavni slozky, endo-1,#-glukanaza, exo-1,8-glukanaza,p-1,4-glukosidaza,
které maji svou funkci.[33, 34]
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Vynosnost enzymatické hydrolyzy zavisi ®ahto faktorech, které je nutno optimalizovat
k dosazeni maximalniho \Wku v procesu zcukni:[2]
* typ predupravy substréatu,
* inhibice enzymatické aktivity koncovym produktem,
» termostabilita enzyin
* koncentrace enzyim
e adsorpce enzyinna substrat,
* doba hydrolyzy,
* pH média,
» koncentrace substratu v médiu,
* rychlost michani.

Endo-1,4#-glukanaza

Hlavni funkci je sniZeni polymerace celulézovéhbsstatu. Endo-1,4-glukanazy Sipi
nadhodr B-(1,4)-glykosidické vazby uvritamorfni¢ésti celul6zovéhdetzce a tim davaji
vznik oligosacharim s fiznymi paty sacharidickych jednotek. Vznikaji nou@tzce
celuldzy, jejichZz konce jsou citlivé naigobeni exo-1,4-glukanazy.[35]

Exo-1,4$-glukanaza

Exo-1,4$-glukanaza je enzym &tici celulozu od konce jejihdetzce za vzniku
oligosacharidu celobi6zy tweného d¥éma molekulami  glukdézy  spojenymi
B-(1,4)-glykosidickymi vazbami. Gias, a to zejména v pateni fazi hydrolyzy, nize
exo-1,4p-glukosidaza od8povat z celul6zového fettzce glukézu (monosacharid)
a celotridzu (trisacharid).[36]

p-1,4-glukosidaza

Enzym -1,4-glukosidaza hydrolyzuje celobiozu a kratk@adiacharidy celulézy, vzniklé
Stpenim, na glukézu. Odstram, nebo alesposniZzeni koncentrace, celobidzy z hydrolyzatu
je dilezité z hlediska inhiliniho pisobeni celobibzy na endo-134glukosidazu
a exo-1,48-glukosidazu.[37, 38]

Tabulka 2: Srovnani kyselé a enzymatické hydrolyzy [16, 31]
Kysel& hydrolyza Enzymatick& hydrolyza

Specificka katalyza, nutno provést
fyzikalni a chemické ifgdapravy, pro dobry
vytéZek hydrolyzy

Nespecificka katalyza i delignifikace
biomasy a hydrolyza celuldzy

Rozklad hemicelulozy na latky inhibujici | Vznik ¢irého roztoku cukr vhodného
hydrolyzu celulézy pro anaerobni fermentaci

Drsné reakni podminky - nutnost zvyseni
nékladi na zaizeni vzhledem ke korozi
zarizeni a vysokym teplotam

Provoz za mirnych podminek - 50 °C,
pH 4,8 a atmosféricky tlak

Relativre nizké vytzky glukozy Vysoké vyzky glukozy




Mechanismus enzymatické reakce

Hydrolyza celulozy probiha za casti  celuldzového  komplexu. Enzym
endo-1,48-glukanaza $pi celulozu kdekoli wetzci za vzniku kratSich fragmenteluldzy.
Na re naseda enzym exo-1f4glukanaza, ktery napada glykosidickou vazbu meahdu
a treti sacharidickou jednotkou na korteizce celul6zy. Od8puje se disacharid celobi6za,
ze kterého vznika glukozannosti enzymg-1,4-glukosidaza.[31]

mﬁ»
ST

kratsi Fetézce celulozy l

OH OH OH OH
OH OH
Q HO 0 0 HO o/&&/
HO OH HO o HO O o HO 0.,
OH OH oH
OH OH

reté luld
Fetézec celulozy OH

OH
2 /m
w"o Q
OH

celobioza

OH
/ 0/%
OH .
HO 5 endo-1,4-pB-glukanaza

0
j OH Ho- o
\ O exo-1,4-B-glukanaza
glukoza
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Obrazek 6:Mechanismus enzymatické hydrolyzy celul6zy [31]

1.5 Pramyslové vyuziti lignocelulézové biomasy

Lignocelulézova biomasa i@dstavuje obnovitelny zdroj potenci&lnzkvasitelnych
sacharid. VétSina dale vyuzitelného odpadu se ziskava zeéddlstvi a potravingskeho
praimyslu. Vzhledem k jejich mnoZstvi a obnovitelnosd zvySuje zajem jejich vyuZziti
na vyrobu mnoha produkt Mezi hlavni paf enzymy, redukujici cukry, furfural, ethanol,
bilkoviny a aminokyseliny, sacharidy, lipidy, orgeké kyseliny, fenoly, aktivni uhli,
rozlozitelné plastové kompozity, kosmetické vyrobkigiosorbenty, pryskice, léky,
potraviny a krmiva, methan, biopesticidy, sekundaratabolity, tenzidy, hnojiva a jiné.[26]
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Obrézek 7:Schéma vyuZziti lignocelulézovych odp§zb]
1.6 Metody konverze lignocelul6zovych material na ethanol

1.6.1 Simultdnni sacharifikace a fermentace - SSF
SSF je vyznamna metoda v procesu vyroby bioethantignocelul6zové biomasy. Tento
proces je tinny v kombinaci s fedupravou lignocelul6zového materiai@dnou kyselinou
nebo horkou vodou. V SSF |soietzce polysacharid prevadny pomoci celulaz
na zkvasitelné cukry. Tyto enzymy jsou vSak citlive inhibici koncovym produktem, tedy
glukbézou, xyl6zou, celobiézou a dalSimi oligosadahar V tomto procesu je rychlost
hydrolyzy vysSi, naklady na enzymy nizsi, coZ viedgssim vy&Zkam bioethanolu.[16, 39]
Metoda SSF vyZzaduje stejné podminky hydrolyzy amérttaci vzniklych cukr
mikroorganismy. Musi byt stejné pH, teplota a ogtimh koncentrace substratu. Pré&Smu
celulaz je pH optimum 4,5 - 5,0 a teplotni optim&fh- 55 °C v zavislosti na kmeni, ktery
tyto enzymy produkuje. Fermentace probiha 5 - 1, drélezi na dostupnosti celul6zy
enzymam.Hlavni nevyhodou jetazné teplotni a pH optimum pro hydrolyzu a fermentac
Hlavni vyhody SSF jsou:
» zvySeni rychlosti hydrolyzy, které jinak inhibuktavitu celulazy,
* niZ8i pozadované mnoZstvi enaym
» vySSi vykZzky produktu,
* niZSi poZzadavky na sterilizaci, protoZe glukézpipvadna rovnou na ethanol,
» kratSi doba trvani procesu,
e mensi objem reaktoru.[16]
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Obrazek 8:Schematické znazaim konverze biomasy na ethanol za pouZiti SSF [40]

1.6.2 Separovana hydrolyza a fermentace - SHF

Enzymaticka hydrolyza je v této metogrovadna oddlen¢ od fermenténiho kroku.
Z reaktoru po prodhnuti hydrolyzy je kapalny podilipvadn do reaktoru, kde probiha
fermentace hydrolyzatu.[16]

Vyhodou je mozZnost provéd kazdy krok za podminek progjnoptimalnich, které se
mnohdy od sebe liSi. Nevyhodou je inhibice celul@zf-glukosidazy glukézou vzniklou

pii hydrolyze. Je tedy nutné vysSi mnoZstvi enzyncoZ znamend i vysSi naklady
na proces.[16]

1.6.3 Prima mikrobialni konverze - DCM

Prima mikrobialni konverze zahrnuje vyrobu celuldigich enzyni, hydrolyzu
a fermentaci glukézy v jednom kroku. Tento procesvyhodny v tom, Ze sniZuje et
potrebnych reaktdr a usnatluje tak obsluhu procesufiRouziti DCM nevznikaji naklady
Ci kapitalové investice na specialni enzymy, subsfe vyuzivan i mikroorganismy
produkujicimi enzymy. Nevyhodou jsou nizké vynosipethanolu zpisobené vznikem
vedlejSich produkt, jako je acetati laktat, nizka tolerance mikroorgani8miici ethanolu
a omezenytust v hydrolyzatu.[16]

1.7 Papir - mozny substrat pro vyrobu ethanolu

Na produkci ethanolu vyuzitim mikroorganignjsou pouZzivanytzné substraty, zalezi
vSak na tom, k jakym aelim bude ethanol pouZzit. Pro potravisiéy prtimysl musi byt
substratem suroviny, které #p)i stanovena kritéria liSici se od pozadavka vstupni
suroviny na vyrobu palivového ethanolu. JelikoZladi na substrat pro produkci palivového
ethanolu tvéi asi jednu fietinu celkovych néklad je nutné jej zvolit spolu s prodékim
mikroorganismem tak, aby byly Wiky ethanolu co nejvyssi. Je tedy nutné, aby préaiuk
mikroorganismus maxim&tn vyuzil sloZky substratu a produkoval minimalni msti
vedlejSich a zarowenezadoucich produkt Typ substratu se voli v zavislosti na vybraném
produkinim mikroorganismu, fixemz i vyrob¢ ethanolu jsou nejzad&si cukerné slozky.
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Ty jsou \tSinou produktem hydrolyzy Skrobnatych surovin, smxkssné dob je hojre
vyuzivan i lignocelulézovy material, coz papir b&zeru je.[26]

1.7.1 Vyroba papiru

Na vyrobu papiru se pouZivéesdto (nefastji ze smrku, ale i z jedle a listnatych stripm
a jiné lignocelul6zové hmoty, které nelze zprac@atav pivodnim stavu na papir. Musi byt
nejprve rozvlakan, a to bd’ mechanickym nebo chemickymigmbem.[41]

Mechanicky zgsob

Dezintegrace igtvnaté hmoty pomoci proti sbbse otéejicich kotowiu dava vznik
tzv. drevovirg, coz je suspenze vlaken a inkrustujicich latekcihdaické rozvlakovani dava
dievovirg nazloutlyci Sedy ton s vysokou nejrlednosti a hladkym povrchem.[41]

Chemicky zgsob

Trisky dreva jsou vEené s chemikaliemi pod vysokym tlakem. Tim dojdedstragni
ligninu a hemicelulézy a je ziskana btina (snés celulézovych vidken). Vysledna suspenze
obsahuje volna, ale neporusena vlakna. Exigiujizné zgisoby:

1. sulfitovy zpgsob - pisobeni Ca(HSg), a HSO; za vysSi teploty a tlaku, coz ma
za nasledek poénné vysoky vynos buriny,

2. sulfatovy zpsob- pisobeni NgS a NaOH p teplog 150 °C a 0,7 MPa po dobgkolika
hodin, jedn&a se o Setrny igob vyuzivany k degradaci celulozy, vznikaji defakna,
coz zajifuje tSi pevnost papiru,

3. natronovy zfisob - pisobeni NaOH za vzniku ménkvalitni bunginy, dnes iz
nevyuzivany zpsob diky nedostataym parametrm.[42]

Béleni buni¢iny
Tradicnimi bélicimi prostedky jsou:
» elementarni chlor,
* chlornany (nap Ca(CIO}),
» oxid chlorkity.
Buniciny se Rli vicestugiovymi procesy, které se skladaji z chlorace, atkéliextrakce
a oxida&niho doklovani.[43]

PInéni papiroviny
Ukolem pinidel je zajistit pdebnou porovitost papirnu. Lze tak zvysit hladkoapipu,
lesk, kElost, neptihlednost, tiskovou gkkost, zmensit hygroskofost atd. MnoZstvi pinidel
je mozné utit podle obsahu popela.
Podle obsahu pInidektime papiry do 4 skupin:
* papiry nepl@né- nag. elektroizol&ni, filtracni, pauzovaci papiry
* papiry s malym obsahem plnidelo 5 %) - nap novinovy papir, &které druhy psacich
papif atd.
e papiry se sednim obsahem pinidétlo 15 %,) - nap papiry pro ofsetovy tisk, psaci
papir, litograficky atd.
* papiry s vysokym obsahem pini¢lehd 15 %) - nap papiry pro hloubkovy tisk aj.[43]



DalSi Upravy papiroviny

Klizeni papiru je nejstarSim &gobem zusSlealovani papiru, jehoz cilem je hydrofobizovat
povrch jednotlivych viaken do té miry, aby byl adplvi¢i vsakovani vodyi vodného
roztoku barev. Ke klizeni se pouZzivafirpdni pryskyice, parafin, silikonové oleje, Skrob,
latexy, syntetické pryskice aj. [43]

Barveni vlakniny je proces, kterym jsou dodavanyipa poZzadované barvy. Kram
barveni se pouziva také tonovani pomoci nepatrméhozstvi modré, fialovéi c¢ervené
barvy, které potléuji nezadouci nazloutly odstin papiru. Barviva peatia v papirenském
pramyslu jsou nap nitrozobarviva, azobarviva, xantenova barvivaiazimova barviva,
ftalocyaniny atd.[43]

Zplstna#ni papiroviny a tvorba papiru

Z pomletych papirovych vidken obsahujicich Klizidfanidla a barviva se vyt¥d
1% suspenze ve vdd nasledé se febyte&na voda odstrani. Odvodim musi byt postupne,
aby nEla vldkna pileZitost vzajemé se proplést, neboli "zplstit”, coz zajisti soudrzin
a pevnost hotoveho papiru. Zplstimtprobiha na sitech. Papirovina se zpracovavéapa p
na fiznych typech papirenskych stiojNa strojich s podélnym sitem se vyijatpapiry
a kartdny, zatimco na strojich s valcovymi si&Sinou lepenky. Nagthto strojich dochazi
k odstrarni zbytku vody a suSeni papiru na obsah vody 36-[84]

1.8 Bioinzenyrské charakteristiky

1.8.1 Rustova kifivka mikroorganismi

Rast mikroorganism je ovlivnén fyzikalnimi a vyzivovymi faktory fitomnymi v médiu
(resp. v prosedi). Fyzikalnimi faktory je nappH, teplota, osmoticky tlak, hydrostaticky tlak
a obsah vody v médiu, ¥mz mikroorganismy rostou. Jako Ziviny vyZaduggevSim uhlik,
dusik, siru, fosfor a vékterych gipadech jegtnekteré stopoveé prvky.[45, 46]

Rastova kivka je tedy znazowmi pribéhu nistu mikroorganisrn, které vychazi
ze stanoveni gou burek nebo koncentrace bék (opticka hustota) v médiu. Na osuse
vynasi ¢as (nejastji v hodinach), na osw naiist burgk. Paiet burgk se stanovuje
mikroskopicky v peitacich konirkach nebo také kultivaci na pevném meédiu v Petriho
miskach. Opticka hustota ("optical density" = O[®) tanovuje turbidimetricky,figemz je
zaznamenavan n#st burécné hmoty. Rst mikroorganism lze rozdélit do nekolika
fazi.[45, 46]

Lag faze

Tato faze nastava po z&ovani kultury do meédia. Délka jejiho trvani zavisi rychlosti
adaptace daného mikroorganismu na nové fadst Zrychluje se jejich metabolismus,
vytvéreji enzymy paebné k vyuziti nového média, ale zatim nejsou sahapprodukce,
pouze zéinaji zwtSovat swj objem.[45, 46]

Faze zrychlenéhoiistu

Lze ji oznd&it za gechod mezi lag-fazi a fazi exponencialnilistu, se kterou byva
vétSinou spojovana. Biky rychle z¥tSuji sviij objem a zaéinaji se mnoZzit.[45, 46]
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Exponenciélni faze

Dochazi k maximalnimu zkraceni gengriadoby, coZ jetas potebny ke zdvojeni pidu
generaci. Biiky se mnozi velkou rychlosti a stéjtak i zwtSuji svij objem. To znamend, Ze
krom¢ zkraceni genetai doby se sniZuje také doba zdvojeni,cgs, za ktery se zvysSi
hmotnost biomasy dvojnaschnZvySovani pétu bureék je v této fazi exponencialni. Tato
faze je vyznamna z hlediska tvorby primarnich malialy jako je nap ethanol, kyselina
mlé&na, kyselina octova atf45,46]

V exponencialni fazi probiha intenzivni (exponehdjanarist burgk, ktery lze sledovat
jako koncentraci butk nebo biomasy:

—:,UD(, (1)

kdeu ... mérna mistova rychlost mikroorganisin{h™], X ... koncentrace biomasy [g- din
t ... cas [h]. [45, 46]

Faze zpomalenéhaistu
V této fazi se sniZzuje rychlostistu a dleni burgk. Dochazi totiz k v§erpéni Zivin
a k inhibici vzniklymi metabolity. [45, 46]

Stacionarni faze

Bunky uZ nerostou, ani se nemnozi, tudiz koncentradeoorganisnit v médiu je
konstantni. Limitace ¢kterymi Zivinami ma za nasledek tvorbu sekundarmietaboliti, coz
ma velky vyznam z @imyslového hlediska. [45, 46]

Faze odumirani

Béhem této faze dochazi k postupnému odumiranikypinynou a koncentrace Zivych
burék klesa. To je ietelné pouze v @dtacich konirkdch pod mikroskopem po obarveni
mrtvych burk, protoZe p turbidimetrickém stanoveni seéin zakal, ktery vytvéeni jak
mrtvé, tak i Zivé biiky. [45, 46]

N)
P

mnoZstvi buné
(OD, CFU, log

_/

1 2 3 4

¥, ]
=]

Obrazek 9:Ristova kivka [45]



1.8.2 Vséadkovy systém (batch kultivace)

Vsadkoveé usp@dani je pro &Sinu maloobjemovych mikrobiélnich a tigvych reaktai
nejbszrgji pouzivané. Do reaktoru se vlozi fermamta médium a inokulum, nastavi se
realkéni podminky, kdy roste biomasa nebo kdy dochaxiokot Zadanych metabalit Vzdy
zélezi na tom, za jakymcélem je fermentace prové&th. Jakmile je dosazeno dio zisku
biomasy, produkce metabdlitnebo dojde ke spi@bovani substratu, proces musi byt
pierusen. Po vyprazdni je gripraven pro novou vsadku.[47]

Vsadkové usp@dani nese spoustu vyhod, ale i nevyhod. Vyhodouspadna
sterilizovatelnost média a nizSi riziko kontamin&ainutaci biomasy, jelikoz do vsadkového
systému neni dnem fermentace zasahovano. Lzénihvelmi snadno reaki podminky
jednotlivych vsadek. Zejméndiwyzkumu, ale i v provozu dochazi k relativmalé spaehs
drahého meédiai inokula, coz je velmi ZadoucifiRryrobé sekundarnich metabalitzetizerg
odclit fazi rastu mikroorganish od produkni faze. Naopak nevyhodou je, Ze
pii vsadkovém provozu vznikafiasové ztraty, protoZe je nutné reaktor vyprazaryitjstit
a znovu napustit. idd pouzitim nové vsadky musi dojit k jeji steritiza musi se patat
i s¢éasovymi ztratami v dsledku lag-faze mikroorganism kdy probih&a jejich adaptace
na substrat a dané reak podminky.[47]

Vyjadreni jednotlivych rychlosti procesu

Je-li objem reaktoru konstantni, je mozno jednétliychlosti procesu (zény prormeénnych
scasem) vyjadt pomoci vztah, kdeX, P, S C, C_ aAH vyjadiuji koncentrace dané vélny
at je ¢as:[45]

* rychlost Gstu mikroorganisrin ry :Z—T, (2)
dP
* rychlost tvorby produktur, = pr (3)
, ds
* rychlost spaieby substratur, = e 4)
. L dC
» rychlost produkce oxidu ukitého: r, :E' (5)
* rychlost spateby rozpu&iného kysliku v kapali r. = d;L , (6)
» rychlost produkce teplar,, :M. (7)

dt
VyuZziti téchto rovnic je BZné pouze v bilamich rovnicich, pro popis biologického procesu
jsou vyznamgyjSi tzv. nerné (specifické) rychlosti tvorby a speba latek. Tyto rychlosti jsou
vzdy vztaZzeny na koncentraci mikroorganisma v mikrobiologickych a bioinZenyrskych
vztazich maji nepsgji rozmer h. Jsou tedy ziskany vztahy, kde P, S C, C_ a AH
vyjadiuji koncentrace dané véilny at je ¢as: [45]
1 X

* mérna rychlostistu mikroorganisrin 4 :Y prt (8)
« mérna rychlost syntézy produktur, = % Gdg : (9)
* mgérna rychlost spéeby substratuo, = —% Gi—? , (20)
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* mgérna rychlost produkce oxidu utiliého: 7z, :% GC;—? (11

« mernarychlost spaeby kysliku:o, = —% BOE:TL (12)
» mérna rychlost produkce teplaz,,, = % ﬂ% (13)

1.9 Mikroorganismy vhodné pro metodu SSF a ethanolovévaseni

Velké mnoZstvi mikroorganisim predevSim bakterie a kvasinky, ma schopnost
produkovat zvySené mnoZstvi ethanolu ze sachagidicksubstrdat Jako bakterialni
producenty ethanolu lze ozfila mikroorganismy z roduZymomonas Clostridium
Streptomyced?seudomonaslebsiellg Lactobacillus ThermoanaerobacteriunZymobacter
a Leuconostoc Kvasinky a vlaknité houby produkujici ethanol fpatlo €chto rodi:
Saccharomyces Kluyveromyces Rhizopus Aspergillus ZygosaccharomycesCandidag
MonascusZygoascusAureobasidiumTorulaspora ChrysosporiumPichia a dalsi.[6]

Z téchto zmikgnych mikroorganisri jsou nejlepSimi producenty ethan@accharomyces
cerevisiaea bakterieZymomonas mobili]

1.9.1 Saccharomyces cerevisiae

Kvasinky Saccharomyces cerevisiaejsou nejpouzivat)Simi  mikroorganismy
v lihovarnictvi a pivovarnictvi. P&tdo tidy Ascomycetegejich vegetativni rozmnoZzovani se
vyzna&uje multilaterdlnim p&enim, coZ ma za nasledek bahatrozwtvené
pseudomycelium.[6]

NejcastjSim substrdtem pro ethanolovou ferment&zccharomyces cerevisigsou
hexdzy (glukdza, galaktoza), ale vyuzivaji i saohar(glukéza a fruktdza), maltozu v
glukézoveé jednotky spojeny-(1,4)-glykosidickou vazbou) a rafindzu (glukozaukitoza
a galaktéza). Glukoézu vyuzivd a metabolizujgesp Embdenovu-Meyerhofovu-Parnasovu
drahu (EMP), ktera byva ozémvana také jako hexdzodifosfatova draha.[6, 7]

1.9.2 Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilisje gramnegativni, chemoorganotrofni, fakultativianaerobni
prokaryoticky mikroorganismus. Optimalni teplotgige rastu je 30 °C a hodnota pH 5.
Poprvé byly bakteri@ymomonas mobilizolovany z alkoholickych napéj coz zndi jejich
toleranci vici polyolam, ale nejsou tolerantni k vy$Sim koncentracimtig®f

Zymomonas mobiligkvasSuji pouze glukozu, fruktéozu a sacharézu. Gtukmetabolizuji
pies glykolytickou Entnerovu-Doudoroffovu drdhu (ER)era je Zn¢ pritomna u aerobnich
mikroorganisni. Tato draha je pro fermentaci ethanolu velkou wvghg nebé vysoké
koncentrace glukézy neinhibuji enzymy Entner-Dooffovy drahy, jelikoz konverze
glukdzy na ethanol probiha velmi rychle. Enzymy tétahy jsou vysoce tolerantni takév
ethanolu, coz je spjato s obsahem mastnych kysgiiadevSim kyselina myristova,
palmitova, cis-vakcenova) v plazmatické membrafymomonas mobilis Plazmaticka
membrana &hto bakterii obsahuje taktéZz hopanoidy (pentack&litriterpenové lipidy).
Predpoklada se, Ze praddiky hopanoiém a kyselig cis-vakcenové jsodymomonas mobilis
vysoce tolerantniii ethanolu.[6, 7]
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Obréazek 10Entnerova-Doudoroffova draha [48, 49]
Z hlediska fyziologie a metabolismu jsou bakte@gmomonas mobilisvyhodrgjsi

pro produkci ethanolu. Rostou mnohem rychleji nedsknky, maji nizsi produkci biomasy,
jsou velmi ethanoltolerantni a osmotolerantni, nvggokou specifickou rychlosttiimani
substratu, vyssi specifickou prodauk rychlost a mensi produkci vedlejSich metaliolit
Na druhou stranu, ethanol vyprodukovany poma@gimomonas mobilisnelze vyuZit
pro potravinéské ely z divodu gitomnosti nezadoucich sirnych a hnilobnych @ach
a pichuti.[6, 7]
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1.10 Analytické metody

1.10.1 Turbidimetrie
Pojmem turbidimetrie se oz&ige optickd metoda vyuzZivana kérani koloidnich nebo
zakalenych roztok ve sngru primarniho z#&eni. Z&eni dopada na kyvetu analogicky jako
u klasické spektrofotometrie (viz Obrazek 11)¢iMse propustnost #eéni roztokem, jehoz

vysledkem je absorpce primarniho i sekundarnihteriav gimém snéru (z&ivy tok
vstupujici), rozptyl zéeni do vSech stran (mimofipy sner; z&ivy tok absorbovany)
a rozptyl zéeni do pimého sniru (z&ivy tok v¥stupujici). [50, 51, 52]

L S e
lo PR At L I
ZDROJ - ST ~| DETEKTOR

Obrazek 11Dréha paprsku primarniho z@ani [53]
Mnozstvi rozptyleného stla zavisi na: [54]
* koncentractastic
o v Sirokém rozsahu koncentraci jde o zavislost limga tudiz lze vyuzit
Lambert-Beerova zakona, st&jjako u fotometrickych metod
» velikostic¢astic
0 mnozstvi rozptyleného &tta je @iblizné negimo unmérné molekulové hmotnosti
castice
* vinové délce sitla
0 V praxi se jako nejvhodysi pouzivaji vinové délky od 340 do 450 nnij¢cpmz
kratkovinrgjSi swtlo byva pohlceno bilkovinami, které jsou zpravidi&tomny
v biologickych vzorcich

Zavislost intenzity proSlého #ni na vilastnostech absorbujiciho piedi je
exponencialni:

It:IOETm’ (14)
kde | = intenzita proSlého #éni, lp = intenzita svtelného zdrojez = turbiditni koeficient,
| = opticka draha kyvety.[55]

Tato rychla a &innd metoda se vyuziva také pro odhadtypdurek v tekutém médiu,
hlavre stanovi-li se velky pget kultur najednou. Vipadc méreni zakalu kultury se pouziva
velicina opticka hustota (ztani OD, z anglického optical density). Opticka btestby ngla
byt prepaiitana na mnozstvi bek. Na velkychéasticich nize dochazet k zeslabeni intenzity
paprsku pedevsim rozptylem #éni. VyuZivaji se kolorimetry nebo spektrofotomet®jepy
vzorek k nastaveni 100% transmitance je né&zamné kultivéni médium. Podle barvy
roztoku se réni vinové délky: [56, 57]

e 420 nm praiiré roztoky
* 540 nm pro sétle Zluté roztoky
e 600-625 nm pro Zluté az &mé roztoky



1.10.2Stanoveni suSiny biomasy

Stanoveni suSiny bghk je piimou cestou ke stanoveni iné hmoty v daném objemu.
Kultura je odstraéna z média (nap centrifugaci), poté je sediment promyt, vysuSen
a zvazen. Nevyhodami této metodyg@sova narénost a porérné mala citlivost. Chyba 1 mg
pii vaZeni niize predstavovat i 80 burtk. V potravindském pémyslu se nejastji
vyuziva suSeni ip 105 °C a probihd az do konstantniho uUbytku hneitndkdy dojde
k srovnani parcialniho tlaku odjpané vody na povrchu materialu a parcidlnim tlakem
suSiciho média. Z viiitich vrstev buék se voda na povrch dostane pomoci difuze. SuSeni
a jeho rychlost je ovliwno vlastnostmi vzorku (povaha vzorku, tvéastic, mnozstvi
navazky), teplotou, vihkosti, rychlosti a&em proudni suSiciho meédia. [58, 59]

1.10.3 VysokoWwinna kapalinova chromatografie - HPLC

HPLC je zkratkou anglického High Performance LigGkdromatography, coz Iz&glozit
jako vysokodinna kapalinovd chromatografie. Chromatografietggena mezi sepata
metody, jelikoZ se separuji, tedy @tldi, jednotlivé sloZzky obsazené v analyzovanénrkao
Tento vzorek se vnasSi mezi @wavzajem nemisitelné faze, které jsou ¢mmany jako
mobilni a stacionarni faze.[50]

Mobilni faze je pohyblivd, coz znamena, Ze neustetéka kolonou a unasi tak
analyzovany vzorek. Mobilni faze e byt po celou dobu analyzy konstantni, tento jev
nazyvame jako izokratickou eluci. Naopai gradientové eluci je gméno sloZzeni mobilni
faze, ve ¥tSin¢ pripadi jde o zesilovani jeji polarity. Rozpo&dla séazena podle rostouci
polarity tvai tzv. eluotropnifadu (Tabulka 3). Ty, kterd jsou untish v eluotropnirac
blizko sebe, jsou déb misitelna, rozpou&dla z protilehlych koni jsou nemisitelna. [50]

Stacionarni faze je nepohybliva a itivondph kolony, kde se zachytavaji jednotlivé
molekuly latek na zakladraznych fyzikalnich a chemickych interakci. V systénmumalnich
fazi je stacionarni faze polarni. V tomttigad® se jako stacionarni faze degtji pouziva
siligel (silica), a to suzneé upravenymi vlastnostmi, dale pak oxid hlinity (@ina). Jako
chemicky vazané polarni stacionarni faze jsoudefjSi aminopropyl, kyanopropyl a diol,
meére pouzivané jsou pentafluorfenylpropyl a nitrofenyBystém obracenych fazi ma
stacionarni fazi nepolarni a jean¢ u chromatografickych metod pouZzivana. Nepolarni
stacionarni faze jsowtsinou tvaeny uhlim, polyamidy, polystyreny a potom také rigépu
chemicky vazané faze, které vznikaji chemickou fikalii silikagelu (tj. kovalentni vazbou
hydrofobnich skupin na silanové skupiny povrchu)ejclsgji pouzivané typy jsou
oktadecylovany silikagel (Si), oktylovany silikagel (Sig), silikagel hydrofobizovany
vazbou fenylové skupiny (SiPh¢0]

Tabulka 3: Eluotropnirada (systém s normalnimi fazemi) [54]

— n-hexan 1-butanol
[ -
% cyklohexan pyridin 3
o ; o o =
2= | chlorid uhliity aceton _g o
g 3,
S5 benzen propanol | € =
< S , &2
O N dichlormetan metanol | 2 &
s 9 5 © g
c chloroform formamid ;_"
dietyléter voda =
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Pristroje HPLC (viz Obrazek 12) se skladaji &kalika ¢asti, jejichz funkce je idezita
pro p'esnou analyzu vzobk Na za&atku jsou zasobniky s mobilni fazi, coz jsou zpikvi
sklerené lahve s fivodni kapilarou z PTFE (polytetrafluorethylen)ilérdcni fritou na jejim
konci. Mobilni fazi je nutné probublavat heliem mdstragni rozpu&nych plyn. Nasleduje
vysokotlakeé cerpadlo, které zajisti konstantnituk kolonou. Analyzovany vzorek je
nastikovan pomoci injektoru doipdkolony, ktera chrani kolonuqu latkami s velmi silnou
retenci. Z pedkolony vzorek putuje do kolony, kde je unasSen imobazi a Gzné silné
zadrzovan stacionarni fazi. Jednotlivé slozky pajonou fiznou rychlosti az k detektoru,
ktery pribézné meii analyticky signal (index lomu, absorbanci, vodia.). Ten putuje
do vyhodnocovaciho Faeni, kde je zpracovan a zakreslen do chromatagr&iejr jako
u vSech chromatografickych metod Ize stanovit je&liku, tak i kvantitu jednotlivych slozek.
Kvalita se utuje na zaklad retergnich ¢agsi, kvantita potom plochou pikufiglusné
slozky. [50]
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Obrazek 12:Schematické znazammi HPLC pistroje;
1 - z&sobni lahev s mobilni fazi, 2erpadlo, 3 - auto-sampler,4 - injektor, 57eplkolona, 6 - kolona,
7 - termostat, 8 - detektor (nagJV/IVIS), 9 - detektor (n&pRID), 10 - odpadni lahev,
11 - PC (sbr a analyza dat)

Na popis doby slozky analytu stravené v kélmse pouzivaji retémi charakteristiky,
respektive vetiina ozn&ena jako reteini faktork, vyjadujici poner ¢adi, ktery slodenina
stravi ve fazi stacionarni a mobilni.

k = (15)

kde tg = retergni ¢as €as, ktery uplyne od n&stu vzorku po maximum ifslusného piku),
tw = mrtvy retekni cas €as, za ktery projde kolonou mobilni faze, tedy dezavana
slozka).[50]



2 EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Pouzité chemikalie, material a fistroje

2.1.1 Enzymy pro hydrolyzu lignocelul6zovych materiah

Firma Novozymes s partnery se snazgmochopit zdsadni vztah mezi procesy a enzymy,
aby mohli vytvdit roztoky umodujici zisk energie z obnovitelnych zdkoj Ethanol
z celulosovych zdrdj miZze byt v budoucnu hlavnim zdrojem udrzitelné erergilnoho
surovin (nap. kukui¢né klasy, pSetina slama, biomasa zdeda a komunalni odpad) je
snadno dostupnych. Oproti palim vyrakenych z ropy nmize pouziti ethanolu snizit emise
CO, az 0 90%. Maximalni vggek enzymatické hydrolyzy je dosazen pouzitim oghin
smesi, ktera se liSi dle sloZeni jednotlivych frakaiel(léza, hemiceluléza a lignin)
v substratu. | kdyZz maji pouzivané enzymy docelkywieplotni rozsah, zalezi jejich aktivita
na této teplat NizZSi teploty aktivitu sniZuji, #liS vysoké teploty zas mohou igobit
denaturaci enzymu. Pro enzymatickou hydrolyzu Ipgyzity dva enzymy z produktovady
Novozymes’ cellulosic ethanol enzyme[60]

2.1.1.INS22086 - Celulazovy komplex

Vyuziva se hlavé k hydrolyze lignocelul6zovych materiéalkteré jsou rozkladany hlagn
na glukézu a celobi6zu. Mohou se vyskytnout i vy@Sliymery sloZzené z glukdzy. Tento
komplex miZze byt pouzit také ke sniZzeni viskozity nebo keSewy vytzka extrakce iznych
produkti rostlinného pvodu. PouZiti v kombinaci s NS22118-dlukosidaza) a NS22083
(xylanaza) nize jejich &innost jest zvysit. [60]

Tabulka 4: Klasifikace a vlastnosti celulazového komplexu2(088 [60]

aktivita hustota [kedm?] pH teplota [°C]| davkovani % w/w [TS]

1,000 BHU(2)*/g 1,15 50-55 45 - 50 1-5%
*BHU(2) - jednotka hydrolyzy biomasy

Obrazek 13 znaznugje aktivitu NS22086 i riznych teplotach a hodnoty pH. Jako
substrat zde byla pouzitd promyta a pomoci kyselpigdupravena kukitna pice.
Pro praktické aplikace jsou optimalni podminky4tsi 50 ° C a pH 5,0. [60]
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Obrazek 13:Aktivita NS22086 i riiznych teplotach a hodnotach H60]
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2.1.1.2NS22118 #-glukosidaza

Tento enzym je znam také jako celobiaza, kteradiyruje celobidézu na glukézu. Pouziva
se jako doplek NS22086, aby byla zvySena ¥¥host zkvasitelnych culir Mnozstvi tohoto

enzymu by nilo byt vzhledem ke komplexu NS22088lqhizné 0 - 4% (v/v). [60]

Tabulka 5: Klasifikace a vlastnosfi-glukosidazy NS22118 [60]

aktivita hustota [kedm?] pH teplota [°C]| davkovani % w/w [TS]

250 CBU*/g 1,2 25-65 45-70 0,2-0,6%

*CBU - celobiazova jednotka
2.1.2 Chemikalie

2.1.2.1Pfiprava kultivadnich médii
» kvasniny extrakt - pro bakteriologii, Carl Roth
e siran amonny - p.a., Lach-Ner s.r.o., (4SO,
» dihydrogenfosforénan draselny - p.a. Lach-Ner s.r.o., {3,
» siran hee¢naty heptahydrat - p.a., Lach-Ner s.r.0., MgS®,0
* D-gluk6za monohydrat - p.a., PENTAgH; .06 H,0
» destilovana voda, 0

2.1.2.2Pfiprava fyziologického roztoku
e chlorid sodny - p.a., PENTA, NaCl
» destilovana voda, D

2.1.2.3PFiprava roztold na stanoveni celuldzy

kyselina sirova 96% - p.a., Lach-Ner s.r.:S8,
kyselina octova 99,8% - p.a., Lach-Ner s.r.oH{D,
kyselina dusind 65% - p.a., Lach-Ner s.r.o., HHO
destilovana voda, 0

2.1.2.4Pfiprava roztold na Upravu papiru
* kyselina sirova 96% - p.a., Lach-Ner s.r.a;58,
» hydroxid sodny <isty, PENTA, NaOH
» destilovana voda, 0

2.1.2.5P¥iprava tlumivych roztok
* hydrogenfosforénan disodny dodekahydrat - p.a., Lach-Ner
NaHPOy12 H,0O
» kyselina citrbnova monohydrét - p.a., Lach-Neios,IGHgO7-H,0
e destilovana voda, }D

2.1.2.6Pfiprava kalibra¢nich roztoki pro HPLC
* D-gluk6za bezvoda - p.a., Lach-Ner s.r.aHGOg
» ethanol absolutni - p.a., Merck s.r.o,HgO
» destilovana voda, 0

S.r.o.,



2.1.2.70statni
* methanol HPLC pro analyzu - Lach-Ner s.r.o.,;,OH
* kyselina sirova 96% - p.a., Lach-Ner s.r.a;S8,

2.1.3 Kultura

V této praci byla pouzivana kultura gramnegativrbakteriiZymomonas mobilis LMG457
porizena ze shirky mikroorganismistavu biotechnologie a potravisvi na Slovenské
technické univerzétv Bratislaw.

2.1.4 Substrat
VInitd lepenka - odpadni obalovy material, v tét@qgd byla pouZzita lepenka pouze
bez potisku. Vykres a kanceésky papir zakoupeny v papirnictvi.

2.1.5 Pristroje
* analytické vahy Pioneer™ OHAUS
» centrifuga EBA 20 Hettich MANEKO
» centrifuga Eppendorf 5417 R
» elektricky vai¢ ETA dvouplotynkovy
» elektricky vai¢ Rohnson jednoplotynkovy
« HPLC
0 detektor UV/VIS ECOM s.r.0.
o diferenciélni refraktometr RID K 101
0 pumpa ECOM s.r.o.
0 auto-sampler HT 300
o termostat kolonovy LCO 101 ECOM s.r.o.
» mikroskop MBL 2100 trinokularni
* mikrovinna trouba Daewoo KOR-6L15, vykon 700 W
* minittepaka lab dancer vario IKA
* mixér ROHNSON Multi Duo R-536, 750W
 muflova pec VEB ELEKTRO BAD FRANKENHAUSEN
*  pH metr pH 211 HANNA
e suSarna UM 500 Memmert
* temperovanaepaka
o trepaka Heidolph UNIMAX 1010
o inkubator Heidolph 1000
» trouba elektrickh MORA 524
» turbidimetr Ultrospec 10 AP Czech
e ultrapur DeltaChrom
» ultrazvukov&sisticka Ultrasound
» vahy elektronické Helago EK-300
» vahy elektronické OHAUS

2.1.6 Software
* Microsoft Word 2007, Microsoft Excel 2007
» Clarity Chromatography Station 2.6.6.574
* Malovani, Microsoft Office Picture Manager 2007,e@fSketch (Uprava a vyroba
obrazki)
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2.2 Priprava roztoku

2.2.1 Kultiva éni médium pro Zymomonas mobilis

Kultiva¢ni médium bylo fipraveno rozpughim pislusného mnozstvi Zivin v destilované
vodk dle Tabulky 6. MnoZstvi jednotlivych Zivin bylyigpaitany vzdy na pozadovany
objem.

Stejnym zfisobem byly fipravovany i inokula&ni média pro bakterigymomonas mobilis

Tabulka 6: Navazky jednotlivych sloZzek média na 1000 mlIdeatié vody

sloZka média m [g]
kvasniny extrakt 5
(NH,)>SO, 1
MgSOy7 HO 0,5
KH,PO, 1
glukéza 100

2.2.2 Fyziologicky roztok

Jako fyziologicky roztok pro dlouhod®Bi uchovu mikroorganisinse pouziva roztok
NaCl. V tomto pipads byl pripraven v koncentraci 8,5dm?>. Do 500 ml odnsrné baiky
bylo kvantitativie¢ prevedeno a v destilované vodozpustno 4,25 g NaCl navazenych
na gedvazkach. Od#ma badika byla dopléna po rysku destilovanou vodou iadre
promichana.

2.2.3 Roztoky na stanoveni celuldzy

Nejdrive byla gipravena 80% kyselina octova reédnim 99,8% kyseliny octové
destilovanou vodou. MnoZstvi kyseliny koncentrovaggeliny bylo vypditano na 864,5 ml
do 1000 ml roztoku. Nadéna kyselina octova byla dale michana s kyselinosicdau
v pomeru 10:1 (GH4 O, : HNGQ;). Takze 1000 ml @40, bylo smichano se 100 ml
koncentrované HN©

Dale bylo vypgitanotedni pro gipravu 72% HSO, z koncentrované, tedy 96%,%0;.
Do odntrné baky o objemu 1000 ml s destilovanou vodou byltidgno 667,7 ml
koncentrované kyseliny a doghmo na rysku podle dolniho menisku.

2.2.4 Roztoky na pfedupravu substratu (papiru)

Podle [61] byly zvoleny roztokyiedkné kyseliny i zasady, tedy 2% w/v roztokS®,
a 2% wi/v roztok NaOH, jelikoZiptéchto koncentracich byly v této studii dosaZzenyaps(
vysledky.

Byla vypciitana navazka NaOH odpovidajici 2% w/v roztoku, ¢©220 g NaOH
na 1000 ml destilované vody. Navazka NaOH byla uégpa v kadince s vodou, nasledn
pievedena do odénné baiky o objemu 1000 ml a dopina na rysku tak, Ze dolni meniskus
se dotykal rysky.

Obdobnym zpsobem byl pipraven i roztok 2% w/v k80,. Do 1000 ml odrirné baiky
s destilovanou vodou bylo napipetovano 11 ml 9636 ® a doplino destilovanou vodou
po rysku, picemz rysky se dotykal dolni meniskus.



2.2.5 Tlumivy roztok (pufr)

Podle Tabulky 7 byly vypsitiny navazky pro dodekahydrat hydrogenfosfoaau
disodného a pro monohydrat kyseliny citronové odigayici pH 4,8. Bylo tedy rozpusto
17,77 g NaHPO,-12 HO a 5,29 g €HsO7-H,0 v destilované vaf prevedeno do odamné
baiky o objemu 1000 ml a dopino po rysku tak, aby splyvala s dolnim meniskem.

Po promichani bylo @&¥ovano pH a nagtena hodnota pH 4,81 £ 0,02.
Tabulka 7: Hodnoty x odpovidaji 2 M roztoku #0412 HO a y 1 M roztoku gHgO;-H,O
udavané v ml na 100 ml roztoku

X y pH X y pH
44,6 54 2,6 24,3 25,7 5,0
42,2 7,8 2,8 23,3 26,7 5,2
39,8 10,2 3,0 22,2 27,8 54
37,7 12,3 3,2 21,0 20,0 5,6
35,9 111 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
25,2 24,8 4,8

2.2.6 Mobilni faze pro pristroj HPLC

Jako mobilni faze pro analyzu sacharia ethanolu byl zvolen 1,3 mM roztok,$0;.
Do 1000 ml odrarné baky s deionizovanou vodou bylo napipetovano 721680 doplrgni
na rysku byl roztok @kladrné promichan a zfiltrovanips nitrocelulézovy membranovy filtr
s velikosti poit 0,40 £ 0,06 um. Tim byla mobilni faze zbavenatipadnych né&stot
a po gevedeni do zasobni lahve vloZzena na utrazvuk pou d@® minut, kde doslo
k odplyreni.

2.2.7 Roztoky pro kalibraéni k¥ivky
Byly ptipraveny kalibr&ni roztoky glukozy a ethanolu. Néjde byly namichany roztoky
0 nejvySSi koncentracéthto latek a postupnyfedénim gichystano 10 roztak o rostouci

koncentraci, dle Tabulky 8.
Tabulka 8: Priprava kalibra’ni 7ady jednotlivych sloZek

c [g/l]
gluk6za 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 iistove kivky

Biomasa byla rozkultivovdna v 100 ml kulttrdho média (viz. 2.2.1), které bylo
zaatkovano 10 ml zamrazené kultury. i@ byla umisina na temperovanouepaku
s nastavenou teplotou 30 °C a 150¢kééni za minutu. Kultivace probihala bezéjich
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zasali 2 dny. Po jejim ukoteni byly buiky centrifugovany 10 minutip 6000 otékach
za minutu. Sediment byl promyt sterilnim fyzioldgyen roztokem (viz. 2.2.2) a ép
centrifugovan za stejnych podminek. Poté byl sedtrogét rozsuspendovan pomoci vortexu
ve sterilnim fyziologickém roztoku, ve kterém byllel uchovavan pro dalsi pouZiti.

Dle Tabulky 6 bylo gipraveno ke studiudstovych kivek vzdy 100 ml kultivéniho
meédia, které bylo zaw&ovano 1 ml suspenze biomasy ve fyziologickém raztoByly
studovany zrény ristu @i teplotach 30 °C, 35 °C, 40 °C a 45 °C. Ostatrdrpinky kultivace
byly stejné jako u p&ateEniho rozkultivovani.

V prab¢hu kultivace byly v hodinovych intervalech odebiravzorky a optickd hustota
byla metena pomoci turbidimetru Ultrospec 1Gdpnastavena vinova délka 600 nm). Jako
blank bylo pouzité nezg&kované kultivéni médium. Kazdy vzorek byl stanovefikitat.

Pri vysledné absorbanci vySSi nez 1 byl blank i vk degkn.

Pro pgepaiet optické hustoty na koncentraci suSiny biomasha lsgstrojena kalibtai
kiivka. Ot bylo pipraveno 100 ml kultivéniho média, které bylo za&kovano 1 mi
bakteridlni suspenze. Kultivace probihala 2 dnytemaperovanéiepace i teplo& 40 °C
a michani 150 otkach za minutu. Po ukoéani byla biomasa centrifugovana 10 minut
pii 6000 ot&kach za minutu, sediment byl promyt vodougtopré centrifugovan. Promyty
sediment byl rozsuspendovan pomoci vortexu ve eoduspenze byla fekna na optickou
hustotu okolo 1. Takto upravena suspenze byla petpvana do zkumavek na vysledny
objem 10 ml a optické hustoty okolo hodnot 0,1;; @3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 a 1.
Po zngieni byla biomasa z roztéloddilena centrifugaci po dobu 10 minut 000 ot&kach
za minutu a byla stanovena koncentrace suSiny lEgnfaediment byl préépan s malym
mnozstvim vody a kvantitatiénpreveden do f@dem zvazené a vysuSené adpaci misky,
kde byl dale suSentipl05 °C. Po vysusSeni byla miska i se vzorkem znazea analytickych
vahéch a z rozdilu hmotnosti bylo stanoveno mnossiSiny.

2.4 Postup p¥i piedupravé substratu (papiru)

Pro geddpravu substratu byly zvoletityii rizné zfisoby:
1. fyzikalni preddprava - mleti
2. chemicka peduprava - kombinace mikrovinné trouby a NaOH
3. chemicka peduprava - kombinace mikrovinné trouby 58,
4. chemickéa peduprava - kombinace mikrovinné troubyS®, a NaOH
K chemické Upra¥ byla pouzita mikrovinna trouba o vykonu 700 W. Mstvi substratu
2% w/v bylo zvoleno experiment&n i vétSim mnozZstvi dochazelo k hidivé reakci
a nadndrnému @néni. Po ochlazeni suspenze z mikrovinné trouby kyiantitativre
pievedena na Blchnerovu nalevku. Fiitra kol& byl promyvan destilovanou vodou
do neutralni reakce. P predupra¥ pro hydrolyzu a SSF byl kalapieveden rovnou
do Erlenmeyerovych b&k. V piipact kvantitativni a kompozni analyzy byl filtr&ni kol&
susen v suSaérpri 70 °C do druhého dne a poté nasucho pomlet namnix

2.4.1 Fyzikélni pireduprava

Kazdy typ papiru byl nagshdn a rozm&en v destilované vad Prebyt&énd voda byla
vymatkana a papir byl vnesen do mixéruigdpvkemcisté destilované vody. Po rozemleti
byla suspenze ipfiltrovana pes étyrikrat preloZzenou gazu upewnou na velké kadince.
Tento krok umoznil odéleni \&tSi ¢asti vody od suspenze. Papir byl nastesimsen fi 70 °C
v suSarg do druhého dne pro Uplné vysuSeni. Nasledovalti mésucho pro dosaZzeni dobré
dezintegrace papiru, ktera je Zadoutigmzymatické hydrolyze. Taktagdupraveny substrat



byl pouzit k enzymatické hydrolyze a také jako aélklpro nésledné chemické Upravy
v mikrovinné troul.

2.4.2 Chemickéa preduprava - kombinace mikrovinné trouby a NaOH

Do kadinky o objemu 600 ml bylo pomoci o&imého valce fevedeno 150 ml 2% wi/v
NaOH. Kroztoku byly fidany 3 g fyzikdl& upraveného papirwiimz byla vytvdena
suspenze 2% w/v substratu. Mikrovinna trouba bypnota na plny vykon a tév trval
10 minut.

2.4.3 Chemicka preduprava - kombinace mikrovinné trouby a HSO,

Do kadinky o objemu 600 ml bylo pomoci o&imého valce fevedeno 150 ml 2% wi/v
H,SOy. Kroztoku byly gidany 3 g fyzikal@ upraveného papirwimz byla vytvdena
suspenze 2% wi/v substratu. Mikrovinna trouba bglanzita na piny vykon a &év suspenze
trval 8 minut.

2.4.4 Chemicka preduprava - kombinace mikrovinné trouby, HSO, a NaOH

Do kadinky o objemu 600 ml bylo pomoci o&imého valce fevedeno 150 ml 2% wi/v
H,SOy. Kroztoku byly gidany 3 g fyzikal@ upraveného papirwimz byla vytvdena
suspenze 2% wi/v substratu. Mikrovinna trouba bglanzita na piny vykon a &év suspenze
trval 8 minut. Po ochlazeni byla suspenzefiirovana pomoci Bichnerovy nélevky
a promyvana destilovanou vodou do neutralni reakémikly kolat byl kvantitativre
pieveden datisté kadinky o objemu 600 ml, kde byldgedem odnsteno 150 ml 2% wi/v
NaOH. Mikrovinna trouba byla zapnuta na piny vykoatev trval 10 minut.

2.5 Kvantitativni a kompoziéni analyza substratu

2.5.1 Stanoveni gramaZze papiru

Pro stanoveni gramaze papiru byl viysin ctverec o strah 10 cm a zvazen
na analytickych vahach, tedy gepnosti na 0,0001 g. Od kazdého typu papiru bdgizgny
3 niznéctverce se stejnymi rozéry a z €chto hodnot vypéitana gramaz pro jednotlivé typy
papiru.

2.5.2 Stanoveni susSiny

Zihaci kelimek byl su$en v suS&rpii 105 °C po dobu 1 hodiny a po vychladnuti
v exsikatoru zvazen na analytickych vahachesposti na 0,0001 g. Do kelimku byl navazen
papir o piblizné hmotnosti 0,5 g a nasledavazen na analytickych vahach. Na 4 hodiny byly
kelimky vloZzeny do suSéarny vidité na 105 °C a po vychladnuti v exsikatoru zvazemy
na analytickych vahach. K vypm mnoZzstvi susSiny byl pouzit vzorec:

%SU§ina: (Wkelimek!-vzorek B Wkelimek) D.OO, (16)
W,

vzorek
kde Welimek+vzorek--- hmotnost kelimku s vysuSenym papiremeiimek ... hmotnost kelimku,
Wyzorek --- NMotnost nevysuseného papiru

2.5.3 Stanoveni popelu

Zihaci kelimky byly na 30 minut vioZzeny do muflopéce vytiaté na 550 °C. Poté byly
kelimky greneseny rovnou do exsikatoru a do vychladnutychddenych kelimik byl viozen
1 g papir, pcemz gesna hmotnost byla otena na analytickych vahach. Papir v kelimcich
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byl zihan nad kahanem do Uplného igimd a poté of vloZzen do muflové pece s teplotou
550 °C, kde byl ponechan po dobu miningaB hodin. Z pece s#éovaly kelimky rovnou
do exsikatoru, ze kterého byly po vychladnuti zvgZea analytickych vahach. Procentualni
mnoZstvi popela bylo vygitano dle vztahu:

% popel - (Wkelimek+vzorek B Wkelimek) D.OO, (17)

vzorek

kde Wielimek+vzorek --- hmotnost kelimku s papiremwieiimek ... hmotnost kelimku,
Wyzorek - .- hMotnost popelu

2.5.4 Stanoveni celulozy

Do erlenmeyerovy by o objemu 100 ml bylo navazeno asi 0,8 g papipiesnosti
na 0,0001 g aifmlano 30 ml srési kyselin, 80% CHCOOH a koncentrované HNQ@ pontru
10:1 (viz. 2.2.3). Hrdla erlenmeyerovych Brrbyly piikryty malymi nalevkami pro mensi
anik par a ponieny do vrouci vodni 1&znpo dobu 60 minut. Po vychladnuti byly jednotlivé
suspenze filtrovany ips né s fritou s ozn&nim S4, které byly fiedem zvazeny
na analytickych vahach. Po odfiltrovaniivedniho roztoku byl pevny podil dostéme
promyvan ethanolem a néasledovalo suSehi tpplo€ 105 °C minimald 4 hodiny.
V exsikatoru vychladlé frity se vzorky byly zvaZzesyresnosti na 4 desetinna mista. Poté byl
vzorek smoeny ethanolem a z kazdé frity kvantitativipieveden docisté 100 ml
erlenmeyerovy hé&ky a s malym mnozZstvim ethanolu pésta do jeho Uplného odfemni.
Do vychladnutych erlenmeyerovych anbylo predano 20 ml 72% $$0, (viz. 2.2.3).
Suspenze na temperovatiépace i 30 °C a 150 otgkach za minutu setrvavala minimaln
60 minut. Na filtraci byly pouzity filtreni kelimky s oznéenim S3, které byly iedem
zvazeny na analytickych vahach. Pevny podil ve bitl promyvan ethanolem a &psusen
pii teplog 105 °C v susathminimalre 4 hodiny a poté vlioZzeny do exsikatoru odkud byly
po vychladnuti zvazZeny, taktéz na analytickych ehha

Obsah celulézy byl vypiotan dle vztahu:

(mS4+vzorek - mS4) - (mS3+vzorek B mS3) D.OO

Me (18)
Ms4 ... hmotnost frity S4Mss+vzorek... hMotnost frity S4 se vzorkemssz ... hmotnost frity
S3,Ms3+vzorek-.. hMotnost frity S3 se vzorkemme... mnozstvi navazky papiru

%celulozy=

2.6 Hydrolyza substratu (papiru)

Na hydrolyzu byly pipraveny 6% w/v suspenze papiru v pufru. Papir igytaven
fyzikaln¢ i chemicky (viz 2.4). Hydrolyza byla prové&mh ve 12 erlenmeyerovych iika@ch
0 objemu 100 ml, pro vSechny 3 typy papiru, kteyé piedupraveny vSemi 4 apoby
uvedenymi v kapitole 2.4.

Predupravené papiry o hmotnosti 3 g byly v erlenmaygh baikach sterilizovany ve
vrouci vodni lazni po dobu 15 minut, st&jtak i citrat-fosforénanovy pufr s pH 4,8.
Po vychladnuti byl pufr v mnoZstvi 50 mtiggn do kazdé erlenymeyrovy k. Enzymy
potrebné k hydrolyze byly pouzity v mnozstvi 6% w/w melulazovy komplex a 0,6% w/w
pro B-glukosidazu. Tato mnozstvi bylégpaitena na objem:

* celuldzovy komplex — 1564,
* B-glukosidaza - 14l



Erlenmeyerovy hiky obsahujici papir, pufr a enzymy byly vloZeny temperovanou
trepaku s teplotou 40 °C a 180 ¢&k za minutu po dobu 82 hodiniigemz hydrolyzat byl
odebran ihned porjgani enzymu a potom &asovych intervalech 2, 4, 8, 12, 24, 28, 34, 48,
52,58, 72, 76 a 82 hodin.

Stejnym  z@isobem byla provasha hydrolyza 4% w/v suspenze papiru
v citrat-fosforénanovem pufru. Objem tlumivého roztokistal stejny, mnozstvi pouzitého
papiru se snizilo na 2 g. Procentualni mnozZstvyrenzaistalo stejné, z & byl vypocitan
objem jednotlivych enzy

» celulazovy komplex - 104l,
* pB-glukosidaza - 1Ql.

Po odiru byly vzorky centrifugovany na chlazené eppendoehtrifuze, pevedeny
do vialek ges stikackovy nylonovy filtr s velikosti par 0,45 um. Sacharidy v hydrolyzatu
byly stanoveny metodou HPLC.

2.7 Simultdnni sacharifikace a fermentace - SSF

Pro simultanni sacharifikaci a fermentaci byly \3fy papiry s Upravami s nejlepSimi
vytézky glukézy @i hydrolyze, a to od kazdého papiru dva druligdgpravy v 6% wiv
suspenzi papiru v tlumivém roztoku. Tlumivy roztdkyl v této metod doziven dle
Tabulky 6. Simultdnni sacharifikace a fermentacda bgrovadna se d¥ma iiznymi
mnozstvimi inokula, ozré@né sada 1 a sada 2.

Byly pouzity papiry sdmito Upravami:

* lepenka

o mleti

o mikrovinna dprava s $¥$0O, a NaOH
* vykres

o mikrovinna Uprava s 60,

o mikrovinna uprava s $$0, a NaOH
* kanceld&sky papir

o mikrovinna uprava s }¥$0,

o mikrovinna Uprava s {80, a NaOH.

Bylo vypéstovano 12 hodinové inokulum bakterialniho kmeAgmomonas mobilis
LMG457 o optické hust@t 0,58 + 0,01. Do prvni sady erlenmeyerovychdianylo pgidano
27 ml inokula a do druhé sady 36 ml inokula, ktdr@o nasleds centrifugovano
a supernatant slit. Sediment rozgaspro sadu 1 v 6 ml fyziologického roztoku, pro &
v 8 ml stejného roztoku. Simultanni sacharifikacermentace probihalaripteplot 40 °C
bez michani po dobu 144 hoditigemz byly provadny odkEry v ¢asovych intervalech 0, 4,
8, 12, 24, 28, 32, 36, 48, 52, 56, 60, 72, 76,98),120 a 144 hodin. Tyto vzorky byly
centrifugovany na eppendorf centrifuze teyedeny do vialek stejnym agpobem jako
u vzorki ziskanych z hydrolyzy. Bylo stanovovano mnozsadharidi a ethanolu ve vzorcich
pomoci pistroje HPLC.

2.8 Stanoveni vzorki pouzitim pristroje HPLC

Vzorky odebrané ip hydrolyze a simultanni sacharifikaci a fermenthgly analyzovany
na gistroji HPLC s pouZzitim 1,3 mM roztoku,BO, (viz 2.2.6) jako mobilni faze. Velikost
pratoku mobilni faze kolonou byla nastavena na hodrotatmin® a byla stejna po celou
dobu n&teni. Doba analyzy jednoho vzorku byla 16 minut.
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Kalibraéni krivky byly sestrojeny pro roztoky glukézy a ethandliz 2.2.7) v deseti
raiznych koncentracich uvedenych v Tabulce 8 a poyaedbyly stanoveny reténi ¢asy
pro piky jednotlivych latek a sestaveny kalibrakiivky na zéklad plochy gislusnych pik.
Koncentrace sloZzek v odebranych vzorcich byly stang gepaittem @es rovnici linearni
regrese, ktera byla ziskana z kaltmigh Kivek.

2.9 Statistické zpracovani vysledk

VSechny ziskané hodnoty byly stanoveniirat. U €chto hodnot byl vypé&itan pamer
pomoci funkce PEMER, vZdy pro ti méteni, a hodnota intervalu spolehlivosti pomoci
funkce CONFIDENCE v programu Microsoft Excel 20@B¥la zvolena hladina statistické
vyznamnostio = 0,05. VSechny vysledky, které byly statistickghwednocenég, jsou uvedeny
v tabulkach v kapitole Vysledky a diskuze. V¥ftané intervaly spolehlivosti nebyly do giiaf
vyneseny jako chybové Ude, protoze jejich hodnota byla na rozsah ggyilis mala (byly
Spatre viditelné).



3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Kultivace a stanoveni fistové K ivky
Byl studovan #ist Zymomonas mobilis LMG457a podminek uvedenych v kapitole 2.3.
Rast byl sledovan jako zavislost hodnoty optické btyst(OD), ktera byla riena
turbidimetricky i 600 nm. Z nar&enych hodnot (Tabulka 9) byl sestrojen giegtovych
kiivek (Graf 1).
Tabulka 9: Zavislost optické hustoty (OD) @ase @hem kultivace § ruznych teplotach

t[h] 30 °C 35 °C 40 °C 45 °C
0 | 0,203+0,005 0,200+0,009 0,240 + 0,009 0,2204
1 | 0,19+0,01 | 0,213 0,005 0,24 + 0,01 0,233 98,0
2 | 0,197+0,005 0,217 +0,005 0,247 £0,005  0,240009
3 | 0,227+0,005 0,243+0,005 0,277 + 0,005 0,2508
4 | 0,277+0,005 0,307 +0,005 0,373 + 0,005 0, 2404
5 | 0,343+0,005 0,443%0,005  0,440%0,009  0,280009
6 | 0,417 £0,005 0,617+0,005 0,600%0,009  0,283005
7 | 0563+0,005 1,250+0,005 1,300 0,005  0,287085
8 | 1,00+002 | 2,020+0,006  1,880%0,004  0,233008
9 | 1,61+0,02 | 3,380+0,006 2,800 + 0,009 0,2304.0,
10 | 2,11+0,02 | 4,22+0,01 3,480 * 0,009 0,24 40,0
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 + 0,42
13 5,6+0,2 9,00 + 0,02 5,660 = 0,005 0,214 + 10,00
14 | 6,90+0,09 | 9,33+0,01 6,63 % 0,01 0,25 * 0,01
15 7.4+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+0,000 7,100 + 0,008 0,2404.0
18 | 10,3+0,1 | 10,33+0,01 7,133 % 0,005 0,22 20,0
19 | 10,13+0,01| 10,20+0,02 7,033 % 0,00" 0,23020
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 | 10,333 £ 0,00510,467 + 0,005 7,07 + 0,01 0,22 + 0,02
23 | 10,33+0,01] 9,93 +0,01 7,133 £ 0,009 0,2204.0,
24 | 10,13+0,01] 9,87 0,01 7,200+ 0,004  0,232008
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Graf 1: Zavislost optické hustoty (OD) dase l#ghem kultivace § riiznych teplotach
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Pro vypa@et koncentrace suSiny biomasy (Graf 3) byla sesteokalibrani kiivka (Graf 2)
jako zavislost koncentrace suSiny biomasy na ogtiukstot.

Graf 2: Kalibracni kfivka - koncentrace suSiny biomasy
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Vypocet koncentrace susiny ptas t = 0 h a teplotu 30 °C:
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Graf 3: Zavislost koncentrace suSiny biomasyase l#hem kultivace § riznych teplotach
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Rastové Kivky pfi riznych teplotach byly stanoveny éwibdu optimalizace teplotyastu
a optimalni teploty aktivity enzyim Fi teplo&€ 45 °C nebyl #ist pozorovan. V Tabulce 10
jsou shrnuty odhad¥asovych intervdi hlavnich faziistu u vSech ostatnich teplot. | kdyz je
vysledna koncentrace susiny biomagitpplo€ 40 °C menSi nez u nizSich teplot, byla tato
teplota zvolena pro dalSi experimenty jako kompeommezi fistem a optimalni teplotou
enzymi viz kapitola 2.1.

Tabulka 10: Odhadycasovych interval hlavnich fazidstu

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

3.2 Kvantitativni a kompoziéni analyza substratu
U kazdého typu substratu (lepenka, kancha papir, vykres) byla stanovena ploSna
hmotnost, suSina, popel a mnozstvi celulézy. Vyslegou shrnuty v Tabulkach 11 — 14

a na Grafech 4 — 6.

3.2.1 Stanoveni ploSné hmotnosti papiru
Jako ploSna hmotnost papiru je udavana hmotnosoled metruitvereEniho (tedy jedné
A0). U kazdého typu substratu byla stanovena distypn uvedeného v kapitole 2.5.1.
Statisticky zpracované vysledky jsou uvedeny v Tadbal.

Tabulka 11:PloSnd hmotnost papiru jednotlivych dysubstraf

Typ substratu Plo3na hmotnost [gm™]
Lepenka 438,8 + 0,04
Vykres 219,3+0,2
Kancel&sky papir 79,98 £ 0,05
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e

ktery je nejteti z pouzitych substrat PloSna hmotnostéiného kanceidkého papir je
uvadina na 80 gn.[62] Tohoto vysledku bylo dosaZeno ii masem véaZeni. U vykresu
(kresliciho kartonu) prodejci uvéél plosnou hmotnost cca 220ng?, co? takté? odpovida
nasSemu r&eni.[63] Se standardni ploSna hmotrlegienky je to sloZ§si, kazda lepenka je
vyrobena jinak. Obeense ale uvadi, Ze jeji plosna hmotnost je nad 280".g Nami pouZita
méla plodnou hmotnost asi 438,8r.

3.2.2 Stanoveni susSiny
Dalsi analyzou bylo stanoveni suSiny u vSechi typbstratu. Zde jiz byl sledovan i vliv
zpasobu pedupravy. Ke stanoveni byl pouzit pracovni postwpdeny v kapitole 2.5.2.
Statistické zhodnoceni vysletlje mozno vidt v Tabulce 12. Vzorovy vypet (lepenka,
mleti):
%SUéina: (Wkelimele\\/,z\;)rek _Wkelimek) D.OO

vzorek

(31,3524~ 308883) 1
04935
% suSina= 9400%

% suSina= 00

Tabulka 12: Zavislost suSiny na typu substratu @sagbu gredupravy

Typ substratu Metoda predupravy SuSina [%]
mleti 96 + 2
Lepenka mikroviny + NaOH 96,84 + 0,07
mikroviny + H,SO, 96,660 + 0,004
mikroviny + H,SO, + NaOH 96,70 + 0,02
mleti 96 + 2
Vykres m?krovlny + NaOH 97,9+0,6
mikroviny + H,SO, 96,0 £ 0,7
mikroviny + H,SO, + NaOH 98,0£0,3
mleti 97 +2
Kanceldsky papir m?krovlny + NaOH 98+1
mikroviny + H,SO, 95,8 £0,2
mikroviny + H,SO, + NaOH 97,41 +0,01

Jak je mozno vigt v Tabulce 12, tak rozdil v suginu jednotlivych ty substrai neni
vyznamny. Na suSinu nema vliv aniigob gedupravy.

3.2.3 Stanoveni popelu

Dle kapitoly 2.5.3 bylo stanoveno mnozstvi popeluSach papir predupravenych vsemi
zpasoby. Vysledky mnozZstvi s vypibanymi intervaly spolehlivosti jsou v Tabulce 13
a grafické znazowmi na Grafu 5. Vzorovy vypet (lepenka, mleti):

Wheli = Wi
0/0 pope|: ( kelimek-vzorek kellmek) DI.OO
W,

vzorek

9 pope (082385271

% popel=1566%




Tabulka 13:Zavislost mnoZstvi popelu na typu substratuigalpu gedupravy

Typ substratu Metoda piredupravy Popel [%]
mleti 15+1
mikroviny + NaOH 126+0,1

Lepenka .
mikroviny + H,SOy 7,62 +£0,04
mikroviny + bSO, + NaOH 7,4+0,2
mleti 16 +3
Vykres mikroviny + NaOH 11,3+0,1
mikroviny + H,SOy 2,52 +0,08
mikroviny + H,SO, + NaOH 2,16 + 0,05
mleti 19,08 + 0,07
. .| mikroviny + NaOH 155+0,4
Kancel&sky papir —
mikroviny + H,SO, 6,27 = 0,09
mikroviny + bSO, + NaOH 41+0,1

Graf 4: Zavislost mnoZstvi popelu na typu substratuisalpu gedupravy

lepenka kancetgky papir vykres
typ substratu
Emleti @ mikroviny + NaOH
@ mikroviny + H2SO4 @ mikroviny + H2SO4 + NaOH

Diky obsahu popelu v jednotlivych materidlech ziskainformaci o obsahu plnidel
v papiru. Obeah plati, Zecim je papir kvalitgjsi, tim vice plnidel obsahuje. Tento fakt je
potvrzen nasimi vysledkyipmleti, kdy nej¥tSi mnozstvi popelu bylo u vykresuii Bouziti
chemickych peduprav dochazelo ke snizeni obsahu popelu, codomwjt zpisobeno
rozpusénim plnidel, pevazre kyselinou sirovou.

3.2.4 Stanoveni celulozy

Byl stanoveny obsah celulozy v jednotlivych mated& Fedupravenych vsemi
uvedenymi zpsoby dle kapitoly 2.5.4. Vysledky jsou uvedeny \Wbillee 14 a na Grafu 6.
Vzorovy vypaet (lepenka, mleti):
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(mS4+vzorek - mS4) - (mS3+vzorek - mS3) D.OO

%celuléza=
mP
06 celulozas CH0127- 3348288; 2(3514623—313360 100

% celuléza= 5004 %

Tabulka 14:Zavislost obsahu celul6zy na typu substratuisapu gredlpravy

Typ substratu Metoda predupravy celul6za [%]
mleti 50,8 + 0,6
Lepenka m?krovlny + NaOH 70,2+ 0,2
mikroviny + H,SO, 74,19 + 0,09
mikroviny + H,SQO, + NaOH 80,5+0,4
mleti 67,7+0,5
Vykres m?krovlny + NaOH 84,1+0,3
mikroviny + H,SO, 78,00 = 0,09
mikroviny + H,SO, + NaOH 85,3+£0,4
mleti 64,3+ 0,5
Kanceldsky papir mikroviny + NaOH 75,1+0,3
mikroviny + H,SO, 78,7 0,1
mikroviny + H,SO, + NaOH 87,7+0,2

Graf 5: Zavislost obsahu celul6zy na typu substratuisabu gedupravy

lepenka kancel&ky papir vykres
typ substratu

Emleti & mikroviny + NaOH
@ mikroviny + H2SO4 @ mikroviny + H2SO4 + NaOH

Porovnanim obsahu celuldzy v jednotlivych vzordigto zjiS€no, Ze vSechnyipdlpravy
zvySuji procentualni podil dostupné celulézy ve rkmp ovSem ne stefn U lepenky
a kancel&ského papiru byl nast pozorovan v padi mleti, kombinace mikrovinné trouby
a NaOH, kombinace mikrovinné trouby &30, a nejvysSi obsah byl dosaZei pouZiti
predupravy pomoci kombinace mikrovinné troubySBy a NaOH. U vykresu bylo ve vSech



piipadech dosazeno vysSiho podilu celulézy nez unlgpeU kanceléského papiru byl
kombinaci mikrovinné trouby a NaOH a kombinaci miknné trouby, HSO, a NaOH bylo
dosazeno skoro stejnych vyslédlobsahu celulézy. Vznikly rozdil mezi chemicky
negedupravenym aipdupravenym substratem je prapddobr zpisoben ¢ast&nym
rozpusénim hemiceluléz fisobenim pediné kyseliny a takécast&nym odstrasnim
hemicelul6z a ligninujssobenim hydroxidu, coZ koresponduje s informacekapitole 1.3.3
teoretickécasti.

3.3 Kalibra éni krivky - HPLC

Kalibracni kiivky pro glukézu a ethanol byly stanoveny metodoBlLiE pomoci RI
detektoru podle postupu uvedeného v kapitole 2278. Kazdy vzorek byl prosien tikrat
a ze ziskanych hodnot byl vygitan interval spolehlivosti (viz Tabulka 15 a 1Kglibracni
kiivky, rovnici linearni regrese, pomoci které bylypacitany koncentrace jednotlivych latek,

a hodnota spolehlivosti jsou uvedeny v Grafec87 a
Tabulka 15:Kalibracnhi kfivka - glukéza

c [g-dmi”] 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

c [g-dmi”] 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 - glukéza

20000
15000 -
w
Z 10000
<
5000 -
y = 470,14+ 68,741
R2 = 0,9997
O T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Graf 7: Kalibra¢ni kiivka - ethanol
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Podle tabulek 15 a 16 byly vyneseny kaldmiakiivky do grafi 7 a 8. U obou gréfbyla
zjiSténa rovnice linearni regrese a podle nich byly W@my koncentrace glukézy
pii hydrolyze a SSF a ethanolii BSF.

3.4 Hydrolyza substratu

Za podminek uvedenych v kapitole 2.6 byla provedenaymatickd hydrolyza nami
zvolenych substratu fedupravenych vSemi uvedenymi aspby pro srovnani dnnosti
piedupravy na vy¥ek glukdzy z celuldzy ip hydrolyze. V Tabulce 17 a 18 jsou shrnuty
vysledky piibéha tvorby glukdzy pi pouziti 4 % w/iv a 6 % w/v substratu. Vysledkgpys
poté v dalSich podkapitolach zpracovany grafickyznych hledisek.



Tabulka 17:Pribeh tvorby glukézy i hydrolyze 4 % wiv substratu

substrat | ¢as[h] | c*[g-dm? c* [g-dm™ cs* [g-dm™ cs* [g-dm™
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 75+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
é 28 74+0,1 5,16 £ 0,06 8,29 +0,04 10,49 £ 0,08
& 34 88+0,1 5,43 £ 0,05 9,25 + 0,05 11,45+ 0,04
- 48 8,6+0,7 4,90+0,04 86+0,1 11,57 £ 0,05
52 9,3+£0,2 57+0,3 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+0,2 125+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 9,8+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 3,4+£0,2 1,95 +£0,04 58+0,2 8,3+£0,1
12 3,48 £ 0,05 1,98 + 0,01 6,2+0,2 10,396 + 0,006
" 24 4,0x0,2 2,10 £ 0,02 8,84 £ 0,02 13,50 £ 0,04
E 28 4,36 £ 0,06 32+£0,1 9,40 £ 0,03 13,71 £ 0,08
2 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 4,91 +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 2,3+£0,1 7,62 +0,04 6,1+£0,2
g 24 2,93 +0,09 2,21 +£0,02 8,99+0,01 76+0,1
2 28 3,04 £0,01 2,13+0,03 8,94 £ 0,02 8,6+0,1
% 34 3,40 £ 0,07 2,24 £ 0,05 9,93+0,03 9,22 +£0,02
2 48 3,51+£0,01 2,383 £ 0,008 10,47 £ 0,05 10,43 £ 0,06
g 52 4,1+0,3 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 3¢ kombinace mikrovin a $$0,, ¢ - kombinace
mikrovin, H,SO, a NaOH)
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Tabulka 18:Pribeh tvorby glukoézy i hydrolyze 6 % wi/v substratu

substrat | ¢as[h] | c*[g-dm? c* [g-dm™ cs* [g-dm™ cs* [g-dm™
0 0,711 £ 0,008 0,33 +0,02 0,22 £0,01 0,05 +£0,02
2 3,345 + 0,006 2,2+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
o 24 11,1+0,2 8,56 £ 0,03 7,84 + 0,02 11,49 £ 0,05
S 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 12,9+£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 29+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 14,3+£0,1
cn 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
2 34 4,66 + 0,03 7,24 £0,01 16,70 £ 0,05 26,5+0,4
48 46+0,1 7,59 £ 0,09 18,08 £ 0,06 28,6 £ 0,3
52 4,40 £ 0,02 7,4+0,2 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 47+0,1 7,51+0,01 28,23 £ 0,03 32,22 £ 0,02
82 4,2+0,1 8,18 £ 0,05 26,2+0,5 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 31+£0,1
4 2,87 £0,02 28+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
§ 12 3,34 £0,09 5,23 £ 0,06 14,69 £ 0,02 13,5+£0,5
a 24 3,61 +0,08 5,33 £ 0,06 18,86 £ 0,01 18,20 £ 0,02
k2 28 3,99 £0,03 51+0,2 22,90 £ 0,06 19,731 + 0,007
% 34 4,2+0,1 5,44 £ 0,06 23,26 £ 0,02 18,60 £ 0,07
2 48 4,01+£0,01 5,34 £0,07 |20,0886 + 0,000] 21,7%+0,2
g 52 4,382 + 0,009 4,72 +0,08 249+0,1 20,1+0,2
58 3,99+£0,04 47+0,2 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

* ¢4 - mleti, ¢ - kombinace mikrovin a NaOH; ¢ kombinace mikrovin a $$Q,, ¢, - kombinace

mikrovin, H,SO, a NaOH)




3.4.1 Srovnani innosti hydrolyzy pro riazné predupravy jednotlivych substrati
Z Tabulek 17 a 18 byly sestrojeny grafy pro jedmétltypy papiru. V kazdém grafu je
uvedena koncentrace glukdzy vznikajici ulgghu hydrolyzy z celul6zy pro vSechnytgmby

pieduprav. Grafy 9 - 11 obsahuji experimentalni désiana pro 4% w/v substrat a Grafy
12 - 14 pro 6% w/v substrat.

Graf 8: Koncentrace vznikajici glukdzyi inydrolyze 4 % wiv lepenky
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mikrovinné trouby, HSO, a NaOH. NejnizSich vgkka bylo dosaZzenoippouziti mikrovinné
trouby a NaOH. Rozdil ve v§cich byl asi 8 gim™.

Graf 9: Koncentrace vznikajici glukozyi iydrolyze 4 % wi/v vykresu
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Vliv piedapravy p pouziti 4% w/v vykresu je rozdilnostépeni celuldzy na glukdzu
vyrazrejSi nez u lepenky. | zde ale bylo dosazeno nejidpgysledk pri piredUupra¥ pomoci
kombinace mikrovinné trouby, 280, a NaOH. Rozdil koncentraci glukdzy mezi nejlepSi
a nejhorsi fetpravou se zde lisil jiz o asi 14dgi®. Z vysledk je Zejmé, Ze kyselina
rozpousti vice slozky obsazené ve vykresu a tinhiuy® dostupnost celulézy enzym.

Graf 10: Koncentrace vznikajici glukdzyi nydrolyze 4 % w/v kancelského papiru
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Z pacétku nmereni koncentrace glukozyiphydrolyze 4 % wiv kancetakého papiru by se
dalo usuzovat, Ze negjiSich vytZzka bude dosazenofiippiedupra¥¢ pomoci mikrovinné
trouby a HSQ,. OvSem po cca 28 hodinach séaa koncentrace gluk6zy pohybovat zhruba
kolem jedné hodnoty. V té délse stale zvySovala Winost @i hydrolyze 4% wi/v suspenze
predupravené pomoci kombinace mikrovinné trouly&® a NaOH, ktera i zde vySla jako

nejlepsi. Nejmensich witka bylo dosazeno @ pii kombinaci mikrovinné trouby a NaOH.
Konesny rozdil zde byl cca 10-gm>.



Graf 11: Koncentrace vznikajici glukozyitnydrolyze 6 % wi/v lepenky
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Pii 6% w/v suspenzi vykresu bylo dosazeno u vSetdd{prav podobnych wika

glukézy.

Koncentrace se pohybovaly vrozmezi okab - 17 gdm?® Jako ve vSech

piedchozich fipadech byla jako nejlepSifggliprava vyhodnocena kombinace mikrovinné
trouby, HSO, a NaOH.

Graf 12: Koncentrace vznikajici glukozyi tydrolyze 6 % w/v vykresu
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Na ko

nci hydrolyzy suspenze obsahujici 6 % w/v egkr byla jako nejlepSit@duprava

opet vyhodnocena kombinace mikrovinné trouby S, a NaOH. Oproti suspenzi obsahujici

pouze 4

% wi/v tohoto substratu byl &=t koncentrace glukézy zhruba dvojnasobny. Jako

nejmeért vytézna byla vyhodnocena mleti, ktera seifigpliSila od vysledk ziskanych fi
predUpra¥ pomoci mikrovinné trouby a NaOH. Rozdil &mosti je zde nejviceretelny, a to

az okolo

27 gim®,
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Graf 13: Koncentrace vznikajici glukozyi fydrolyze 6 % w/v kancelského papiru
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Stejre jako u pouziti vykresu jako substratu o koncernt6a® w/v byly u kancel&kého
papiru dosazeny nejnizsi koncentrace glukézy uinalgfedapravy kombinaci mikrovinné
trouby a NaOH. Vliv pedapravy mikrovinnou troubou a,80, a mikrovinnou troubou,
H.SO, a NaOH nejde zhodnotit, protoZze vysledné konceatdukdzy jsou velmi podobné.
| zde je velky rozdil mezi nejhorsi a nejlepEdgipravou, a to asi 20dyn™.

3.4.2 Srovnani &innosti hydrolyzy pro ruazné substraty u jednotlivych zpisobi

piedupravy
Graf 14:Koncentrace vznikajici glukdzyiydrolyze 4 % wi/v vSech typapini pro mleti
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Pouziti mleti bylo nejginngjSi v piipact lepenky, u vykresu a kances&ého papiru jsou
koncentrace glukézyiptéto preddpraé ténmei srovnatelné. Konec hydrolyzy Ize odhadnout
na dobu mezi 34 a 48 hodinami, jelikoZ v tonsése nebyly vzorky odebirany a poté uz Ize
koncentraci glukézy povaZzovaa konstantni.

Graf 15: Koncentrace vznikajici glukozyiydrolyze 4 % w/v vSech typapin: pro mikrovinnou
preddpravu s NaOH
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Stejre jako u geddpravy mletim, i zde je patrné, Ze koncentrac&dgly jsou nejvyssi
u lepenky. OvSem, koncentrace ziskané glukézy &les srovnani s mletim (Graf 13), a to
u vSech tyf papiru. To je zafinéno vznikem nerozpustnych soli, které plkalické
piedldpra¢ mohou vznikat a zdenovat se do struktury celulézyimz se snizi jeji

vyuzitelnost enzymy (viz Tabulka 1).
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Graf 16:Koncentrace vznikajici glukézyiphydrolyze 4 % w/v vSech #gapiri pro mikrovinnou
predupravu s K5O,
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krovinné Fedupra¢ v kombinaci s HSO, je patrné, Ze koncentrace glukozy

pii hydrolyze vzrostly u vykresu a kanci&dkého papiru vyrazn u lepenky pouze nepatrn
ve srovnani s mletim. Konec hydrolyzy Ize odhadnoat 36. hodinu, kdy koncentrace
glukézy uz déale nerostla.

Graf 17: Koncentrace vznikajici glukézyiydrolyze 4 % w/v vSech typapin: pro mikrovinnou
predupravu s KBQ, a NaOH
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Tento typ peduprav je nefinnéjSi u vSech typ papiru. Doslo k neptSimu zisku glukézy
v pribéhu enzymatické hydrolyzy, ktera probihala az asi5® hodiny. Nejetsi vliv
na proces hydrolyzy maigduprava mikrovinna s 430, a NaOH u vykresu. Koreé
vytéZky glukdzy pro lepenku a kancedy papir jsou srovnatelné, ovSenilgth hydrolyzy
lepenky je strrySi nez u kancet&kého papiru.

Graf 18: Koncentrace vznikajici glukozyitnydrolyze 6 % wi/v vSech typapini pro mleti
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Ucinnost mleti Ize pozorovat pouze u lepenky, kdengaiist glukdzy velice vyrazny.
Dosahuje vice jak dvojnasobné mnoZzstvi glukozy aziékv procesu hydrolyzy u takto
piedupraveného vykresu a kandésk&ho papiru. Vysoky obsah pinideliggevsim tedy
bélidel) v téchto papirech je docela vyrazny a negativwvliviiuje piibéh hydrolyzy
inhibi¢cnim pisobenim na enzymy. i@lpokladany konec hydrolyzy je u vykresu
a kanceléského papiru mezi 12. a 24. hodinou, u lepenkstata koncentrace glukdzy
konstantni az kolem 50. hodiny.
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Graf 19: Koncentrace vznikajici glukdzyighydrolyze 6 % w/v vSech typapin: pro mikrovinnou
preddpravu s NaOH
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Preduprava mikrovinna s NaOH zvySila koncentraci gk v roztoku u vykresu
a kancel&ského papiru, ovdem na lepenku tento tigdppravy p 6 % w/v substratu vliv
nentla. Vysledna koncentrace je srovnatelna s vyslediekanymi pi pouziti mleti jako
piedupravy. Hydrolyza byla vifpadt lepenky ukotena az mezi 58 a 72 hodinami, u vykresu

a kancel&ského papiru jiz ve 12. hodin

Graf 20: Koncentrace vznikajici glukozyiydrolyze 6 % w/v vSech typapin: pro mikrovinnou
predupravu s K5O,
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Mikrovinna preduprava s bSO, vyrazré zvysila koncentraci vzniklé glukozy wipack
vykresu a kancef&kého papiru, a to ve srovnani s mletim &olhkanasobn. U lepenky se
koncentrace glukdzy po hydrolyze pohybovala oktégngch hodnot jako vigdeSlych dvou

metodach fedapravy. Hydrolyza u takto r@dupravenych substiat probihala az
do 58. hodiny, poté byla ukéena.

Graf 21: Koncentrace vznikajici glukozyigydrolyze 6 % w/v vSech typapin: pro mikrovinnou
preddpravu s L5Q, a NaOH
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Kombinace HSO, a NaOH pi mikrovinné gedupra¥ vedla k nejvysSim ziskn glukozy
v procesu hydrolyzy, a to u vSech typapiru. Z lepenky bylo ziskano nejmensi mnozstvi
glukdézy, nejétSi mnozZstvi z vykresu, kde se koncentrace glukpeyiybovala okolo
32 gdm?®. P této predipra¥ doslo Zejme k odstragni nejwtsiho mnoZstvi plnidel (viz
kapitola 2.3 v teoretick&isti),cimz byla ziskanaista celuloza.
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3.4.3 Srovnéani koncentrace glukézy ziskané hydrolyzou +#zné koncentrace substrai
Graf 22: Srovnani koncentrace glukozy vzniklé hydrolyzegach typ papiru a vSech/eduprav pi
pouZiti 4% w/v a 6% w/v suspenze substratu
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Zisk glukozy @i enzymatické hydrolyze se uanych typi papiru liSi typem feddpravy,
ktera ma vliv na fistupnost celuldzy enzyim. Lepenka fedupravena pouze mletim
dosahuje nepaténvyssi koncentrace glukdézy nekedlprava mikrovinného #ni a NaOH
ataké s HSO,. NejvysSSi koncentrace byla zaznamenana u mikr@vlapravy s HSO,
aNaOH a mleti. U vykresu majizné typy peduprav velice rozdilny vliv na koteé
koncentrace glukdzy ip enzymatické hydrolyze. Jako nejlepSi byla zvolgiiadliprava
mikrovinna, a to s kB8O, a s kombinaci k8O, a NaOH. U kancef&dkého papiru byly
pro SSF zvoleny stejné typyeaullprav jako u vykresu, pouze s tim rozdilem, Zeyssi
koncentrace glukozy bylo ziskan#é pouziti mikrovinné pedupravy s B5O,. OvSem i kdyZ
pro kancel&sky papir jsou tyto dvpredupravy jako nejlepsi, nebylo gjmlosazeno v procesu
hydrolyzy takovych koncentraci glukozy jako u vydue

Dvé nejlepSi pedupravy pro kazdy typ papiru, viz vySe, byly zwglepro metodu
simultanni sacharifikace a fermentace.

3.5 Simultanni sacharifikace a fermentace - SSF

Simultanni sacharifikace a fermentace byla provadenpodminek uvedenych v kapitole
2.7 u substrdt s nejvySsi koncentraci glukézy, respektive od Ehbdtypu papiru byly
zvoleny dva typy feduprav. U &hto substrdt byla sledovana tvorba ethanolu a gpba
glukdzy v procesu s@asné hydrolyzy a fermentace a dale byly srovnavamgé mnozstvi
piidané biomasy - sada 1, sada 2 (viz kapitola 2.7).



3.5.1 Lepenka

Tabulka 19: Pribeh spoteby glukézy a tvorby ethanoluipmetod SSF provaéhé na lepence

(sada 1)
sada 1
t [h] pieduprava 1* pireduprava 2*
Cou [0:dM™] | ceon [0dM™] | cqu [grdm®] | Ceion [g-dm™]
0 0,764 + 0,003 0 0,12 + 0,02 0
4 4,0+0,3 0 3,60 + 0,08 0
8 5,30 £ 0,08 0 56+0,9 0,156 + 0,006
12 54+0,1 0 551+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+05 0,388 = 0,006 1,8+0,7 3,07 £ 0,04
36 21+0,1 0,86 £ 0,03 1,7+0,5 3,6+0,8
48 2,16 £ 0,07 19+0,1 1,56 + 0,06 4,3+0,6
52 2,03 £ 0,06 2,73 +£0,08 1,60 + 0,04 57+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 16+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 7104 16+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 72+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

* predUprava 1 = mleti (pro lepenku)iegddprava 1 = mikrovinnaieduprava s k50, (pro vykres
a kancelésky papir); peduprava 2 = mikrovinn&eduprava s k80, a NaOH; sada 1, sada 2i&zmné
mnoZstvi biomasy
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Tabulka 20: Pribéh sporeby glukézy a tvorby ethanoluipmetod SSF provaghé na lepence

(sada 2)
sada 2
t [h] pieduprava 1* pireduprava 2*
Cgu [0:dM™®] | ceon [0:dMP] | cgu [g:dm™®] | ceon [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 4,9+0,3 0,16 £ 0,03
12 6,6 £0,8 0 4,3+0,5 0,68 £ 0,08
24 569+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 26+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 4,4+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 81 0,84 £ 0,08 95+£0,2

* preddprava 1 = mleti (pro lepenku)iepiprava 1 = mikrovinnareddprava s 8O, (pro vykres
a kancel#sky papir); peduprava 2 = mikrovinnéieddprava s b0, a NaOH; sada 1, sada 2dzné
mnoZstvi biomasy



Graf 23: Vyhodnoceni metody SSF pro lepentadppravenou mletim (sada 1)
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Koncentrace glukézy v médiu néjde rostla, protoZze zatim nedochézelo k t¥orb
ethanolu, a? do 12. hodiny, kdy odpovidala hodnoecelych 55 gm?3 Mezi
12. a 24. hodinou nastal pokles v koncentraci gtykgelikoZz doslo k vyuziti glukdzy na jeji
piremenu v ethanol pomoci bakterd. mobilis Vytézek ethanolu u lepenkyigdupravené
mletim v piibthu metody SSF dosahl koncentrace okolo-dig. Tvorit se z&al kolem
24. hodiny procesu, i@emz koncentrace glukozy v médiu klesala az na hodno
1,5 - 2 gdm®. Koncentrace glukézy i ethanolistala ténsi neneénna od zhruba 72. hodiny.
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Graf 24: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinngedgpravu s BBQ, a NaOH lepenky (sada 1)
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JelikozZ je u mikrovinné Upravy s,HO, a NaOH vyssi zisk glukozy, doslo také ke vzniku

vysSi konc

entrace ethanolu. Ethanol seéak#vait v 8. hodirg, ovSem pouze v nepatrném

mnozstvi, kdy pokles glukdzy nebyl jg&tnatelny. Po fekroieni 12 hodin doSlo prudkému
poklesu glukdzy a také rychlejSimu agtu ethanolu v médiu. Ukoeani kvaSeni Izeifpsat

60. hodirg, kdy byla koncentrace ethanolu t&rkonstantni, tedy okolo 8@m™. Koncentrace
glukdzy se drzela na hodisatkolo 1,5 edm’.
Graf 25: Vyhodnoceni metody SSF pro lepenkedppravenou mletim (sada 2)
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Koncentrace glukézy v médiu rostla, dokud nedoSltvdebe ethanolu, coZ bylo asi
ve 24. hodid procesu. Mnozstvi glukézy &alo prudce klesat a v 32. hodinbyla
koncentrace asi 1-gm* a klesla velmi nizkou kowaou koncentraci, a sice asi 0,5,
V ¢ase 60 aZ 80 hodin doslo k rychlé produkci ethaa@lna koncentraci okolo 8dygn™, coZ
byl kongny vytZzek ethanolu v fibéhu této metody.

Graf 26: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinngedgpravu s K5O, a NaOH lepenky (sada 2)
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V prabéhu metody SSF u mikrovignpredupravené lepenky s,80, a NaOH byl vynos
ethanolu vysSi, i kdyZz ne o zavratné mnozstvi. kot@ace glukézy vySplhala pouze
na necelych 5 -gm?, jelikoZ poté doslo ke vzniku ethanolu sidiovanim glukézy. Ta
po 8. hodig zatala klesat a postuprse spaebovavala az do vzniku konstantniho mnozstvi
ethanolu, kdy koncentrace glukézy odpovidala 0,5 gdm™. Ethanol byl produkovan
do 80. hodiny procesu, kdy se jeho mnoZstvi v mpdhybovalo okolo 9 - 9,5gm>.
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3.5.2 Vykres

Tabulka 21: Priibeh spoteby glukdzy a tvorby ethanoluipmetod SSF provaéhé na vykresu

(sada 1)
sada 1
t [h] pieduprava 1* pireduprava 2*
Cou [0:dM™] | ceon [0dM™] | cqu [grdm®] | Ceion [g-dm™]
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+0,4 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 58+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 50+0,1 3,067 £ 0,009
36 2,691+0,009 1,48+0,03 4,147 £0,000 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 + 0,08 8,1+0,1
56 1,89 £0,01 7,0£0,5 2,32 +£0,0% 9,2+0,2
60 1,47 £ 0,05 9,1+£0,2 20x£0,1 10,06 £ 0,07
72 1,66 £ 0,03 10,99 £ 0,09 1,31 +£0,0¢ 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+£0,00 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

* predUprava 1 = mleti (pro lepenku)iegddprava 1 = mikrovinnaieduprava s k50, (pro vykres
a kancelésky papir); peduprava 2 = mikrovinn&eduprava s k80, a NaOH; sada 1, sada 2i&zmné
mnoZstvi biomasy



Tabulka 22: Priibeh spotreby glukézy a tvorby ethanoluipmetod SSF provaghé na vykresu

(sada 2)
sada 2
t [h] pieduprava 1* pireduprava 2*
Cou [0:dM™] | ceon [0dM™] | cqu [grdM™®] | Ceion [grdm™]
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 3,8+0,1 0,487 + 0,006 5,07 £ 0,08 2,65+ 0,05
32 3,09 £0,02 0,98 £ 0,08 45+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 51+04
52 2,11 + 0,06 50+£04 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 + 0,007 145+£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)iepiprava 1 = mikrovinnareddprava s 8O, (pro vykres
a kancel#sky papir); peduprava 2 = mikrovinnéieddprava s b0, a NaOH; sada 1, sada 2dzné

mnoZstvi biomasy
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Graf 27: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinngedgipravu s E5Q, vykresu (sada 1)
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V prabéhu SSF u vykresutpdupraveného pomoci mikrovinnéhoiregdi a HSO,, byl
pokles glukozy od 8. hodiny procesu postupny. Kricethanolu doSlo az po 24. hodin
a jeho koncentrace prudce rostla aZ na hodnotwdkblgdm®, které bylo dosaZeno v kolem
80. hodiny. Naopak koncentrace glukézy byla od B8diny téndt nentnna, drzela se
na koncentraci kolem 1,5dm>.

Graf 28: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinngedgpravu s BBQ, a NaOH vykresu (sada 1)
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Vytéznost ethanolu u takto upraveného vykresu bylaivgé% u Upravy mikrovinného
z&eni a HSQ,, a to zhruba o 2-gm®. Celkova koncentrace ethanolu tedigila kolem
13 gdm™. Tvoiit se za&al priblizné v 8 hodir a jeho koncentrace rostla aZ do 80. - 96. hodiny
za sowasného postupného poklesu glukézy. Kmdekoncentrace glukozy byla stanovena

nal-1,5gm>.
Graf 29: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinngedgpravu s B5Q, vykresu (sada 2)
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¢ gluk6za @ethanol

Z posatku pibshu SSF doslo k nastu koncentrace glukézy v médiu na asi-8ng’
v 8. hodirt a poté z&ala postupé klesat, ¢imz doSlo k pemené glukézy na ethanol.
Detekovatelné mnozstvi ethanolu bylo zaznamenand2vehodi. Koncentrace ethanolu
rostla sodasreé s Ubytkem glukézy. Tvorba ethanolu probihala imtem do 80. hodiny, kdy
bylo pritomno v médiu necelych 14dm™ a kongna koncentrace byla jen nepatry3si,
tedy kolem 14,5 gim*. V tomto okamZiku dosahovala gluk6za mnoZstvi hole gdm?®
v médiu.
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Graf 30: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinngedgipravu s BBQ, a NaOH vykresu (sada 2)
18 v
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Jak u sady 1, tak u sady 2 gequiprava kombinaci mikrovinnéhoteai s HSQO, a NaOH
oswdcila jako lepSi, tedy z hlediska kafm® vyg€znosti ethanolu z vykresu metodou SSF.
Koncentrace glukézy v médiu rostla stejjako u vSech provedenych SSF do 8. hodiny,
ovSem v tomto fipact klesala velmi pozvolna az do 56. hodiny. V tomt@mziku bylo
v médiu gitomno obstojné mnoZstvi ethanolu, okolo-@ng-3. Kon€né hodnota ethanolu se
vydplhala na 16 -gm?® pricemZ koncentrace glukdzy byla velmi nizka, jen néuel
0,5 gdm®,



3.5.3 Kanceléarsky papir
Tabulka 23: Pribeh spoteby glukdzy a tvorby ethanolui pneto@ SSF provaéhé na kancel&ském

papiru (sada 1)

sada 1
t [h] pieduprava 1* pireduprava 2*
Cou [0:dM™] | ceon [0dM™] | cqu [grdm®] | Ceion [g-dm™]
0 0,28 + 0,08 0 0,16 £ 0,05 0
4 4,69 £ 0,01 0 45+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 30+£04 1,9+0,1
28 4,1+£05 1,27 £ 0,08 2,06 £ 0,07 2,07 £ 0,06
32 3,8+£0,1 20+04 1,64 £ 0,08 2,4+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 £ 0,08 4,33 £0,09
52 2,04 + 0,09 4,2+0,3 1,02 £ 0,06 55%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 £ 0,01 9,9+0,8
76 15+£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

* predUprava 1 = mleti (pro lepenku)iegddprava 1 = mikrovinnaieduprava s k50, (pro vykres
a kancelésky papir); peduprava 2 = mikrovinn&eduprava s k80, a NaOH; sada 1, sada 2i&zmné
mnoZstvi biomasy
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Tabulka 24: Pribeh spoteby glukdzy a tvorby ethanolui pnetod SSF provaghé na kancel&gském

papiru (sada 2)

sada 2
t [h] pieduprava 1* pireduprava 2*
Cou [0:dM™] | ceon [0dM™] | cqu [grdM™®] | Ceion [grdm™]
0 0,28 + 0,08 0 0,16 + 0,03 0
4 4,69 + 0,01 0 45+0,8 0
8 6,56 + 0,07 0,364 £ 0,001 7,1+04 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+£05 1,156 + 0,009 2,06 + 0,08 2,10 +£0,02
32 3,8+£0,1 1,9+0,2 16+0,1 25+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 + 0,09 580,04 0,55 + 0,08 10,0+0,4
72 1,62 + 0,04 8,1+04 0,655+ 0,008 12,1+0,3
76 15+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

* pieduprava 1

vykres a kancet&ky papir);
sada 2 =lizné mnozstvi biomasy

= mleti (pro lepenku)fepuprava 1
pediprava 2 = mikrovinnaipduprava s 60O, a NaOH; sada 1,

= mikrovinna feduprava s k8O, (pro



Graf 31: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinngeddpravu s B5Q; kanceld&ského papiru

(sada 1)
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V prabéhu metody SSF doSlo néjde k nafistu koncentrace glukézy v médiu
na koncentraci tédt 6 gdm>, coZ bylo v 8. hodi& V tomto ¢ase z&ala miré stoupat
koncentrace ethanolu v médiu a rostla az do 80inkipdkdy uz byla produkce ethanolu
ukortena, tedy na koncentraci necelych 18ng®. Glukdza v této dabbyla také tény

konstantni.
Graf 32: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinngadgpravu s 5O, a NaOH kancel&ského
papiru (sada 1)
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Koncentrace glukdzy rostla az do 8 hodiny, potédpeuklesla a istala na koncentraci
okolo 1 gdm?®. S poklesem koncentrace glukézy doslo kistir ethanolu v médiu, ktery
vznikl za sodasné spdeby glukézy. Konénd koncentrace ethanolu byla kolem
10 - 10,5 gdm’. Tvorba ethanolu byla ukeéana v 76. hodiapribshu SSF.

Graf 33: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinngedgpravu s ESQ, kancel&ského papiru

(sada 2)
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V prabéhu metody SSF doslo k poklesu glukézy, ktera bglairebovana mikroorganismy
na produkci ethanolu. Ethanol seahtvait od 8. hodiny a jeho koncentrace v médiu rostla
aZz do doby mezi 80. a 96. hodinou. JiZz v tétocdmbkoncentrace ethanolu pohybovala kolem
13 gdm® a tato koncentrace byla do konce trvani metodyéneé Glukéza od 12. hodiny
zatala postupé klesat a od 60. hodiny byla jeji koncentrace dodeoptibéhu metody necely

1 gdm?,



Graf 34: Vyhodnoceni metody SSF pro mikrovinn@gadgpravu s E5Q, a NaOH kanceléského
papiru (sada 2)
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Koncentrace glukézy zgétku pfibéhu metody rostla, jelikoz dochazelo k hydrolyze
substratu a vyuziti teprve malého mnozstvi vznilidkézy. Mezi 12 a 24 hodinami doSlo
k vyuziti gluk6zy mikroorganismy k produkci ethanoleho koncentrace v médiu vystoupala
aZ ffes 12 gdm®, a to v 72. hoditprocesu. Déle uz ethanol nevznikal.

Graf 35: Srovnani kongné koncentrace ethanolu vznikléhdném SSF
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@ preduprava 1, mnoZstvi biomasy 2 @ preduprava 2, mnozstvi biomasy 2

* piedUprava 1 (lepenka) - mletitfguliprava 1 (vykres, kancédéy papir) - mikrovinna igddprava
s H,SO,, preduprava 2 (pro vSechny typy) - mikrovinn@gdprava s 5504 a NaOH; sada 1 - mensSi
mnozstvi biomasy mikroorganisimnsada 2 - &Si mnozstvi biomasy mikroorganiém
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Z Grafu 34 je patrné, Ze wtéiho mnozstvi biomasy, kterou bylo médium &awano,
byly ziskany vysSi koncentrace ethanolu. U lepeakyykresu se projevilateduprava
mikrovinného z&eni s HSO, a NaOH jako nejlepSi z hlediska ¥¥hosti ethanolu. Vifpacd
kanceldského papiru byly vg¥nosti srovnatelné, ovSem lepSi se projevitedgprava
mikrovinna s HSQ, s WtSim mnozstvim biomasy.

U lepenky a kancetakého papiru se vSak ¥ynosti ethanolu sady 1 a sady 2 liSily
o zhruba 1 gim™. U vykresu jsou tyto rozdily &Si, zejména potom uigdlpravy 1, kdy
rozdily vy&Znosti ethanolui SSF pro sadu 1 a 2 se li&f o t#m,5 gdm™.



ZAVER

V této praci byly testovany enzymy NS22086 (celoldz komplex) a NS22118
(B-glukosidaza) poskytnuté firmou NovozyriedDale byla provedena studie na moZnosti
pramyslového vyuziti bakterigéymomonas mobilis LMG45¥i vyrobé bioethanolu naféch
typech substratu (lepenka, vykres, kanisd@ papir), jakozto odpadnich surovin.

Vzhledem k tomu, Ze optimalni teplota enZyje pongrné vysoka (50 - 55°C), byly
provedeny teplotni optimalizacéstu ve snaze zajistit nejblizsi teplotni mozndstmobilis
Byly stanovenyistové Kivky pii ¢tyfech teplotach, a tofp30, 35, 40 a 45 °C. Teplota 45 °C
by byla pro enzymatickou hydrolyzu nejvha&gi, ovSem nebyl zaznamenaistr @i této
teplo€. Proto byla za nejlepSi teplotu zvolena teplota®’@Qi kdyz naiist biomasy fi této
teplo€ nebyl nejvyssi. Teplota 40 °C byla pouzivana géléydrolyze substratu a simultanni
sacharifikaci a fermentaci.

Kompozini a kvantitativni analyza byla provedena zalém zjiSéni mnoZstvi celulozy,
obsahu plnidel (popel) a susSiny (vazani vzdusné&odti). Procentualni mnozstvi susiny se
neliSilo vyraz®é u zZadného substratu, dokonce ani po provedémnych gFeduprav.
Na mnozstvi popela jiz fpdupravy mily vliv, u lepenky upravené mletim a upravené
mikrovinnym z&nim s HSO4 a NaOH byl rozdil kolem 7,5 % w/w, u vykresulaby
rozdilnost échto greduprav na mnozstvi popela necelych 14 % w/w ancddského papiru
asi 15 % w/w. Obsah celulézy ovlivnili chemickéegupravy taktéz ifznivé. NejvysSi
procentualni mnozstvi celulézy bylo u lepenkiggiipravou mikrovinného #ni s HSO4
a NaOH stej jako u kanceléského papiru. Pro vykres byla n&jingjSi preddprava
mikrovinného z#&eni s NaOH, vygZek celuldzy byl 85,3 + 0,4 % w/w.

Bylo provedeno srovnani koncentrace glukozy ziskanBydrolyze s pouzitim 4 % w/w
a 6 % w/w, a to u vSech tygpapiru modifikovanych vSemi znéimymi zpisoby edupravy.
Hydrolyza probihalaip 40 °C s mnozstvim enzyir6% w/w celulazového komplexu a 0,6 %
B-glukosidazy. Jako pufr byl zvolen citrat-fosfen@anovy pufr s pH 4,8, dle prace
Ing. Lukatkové [64]. Koncentrace ziskané glukézy byly stamyvena gistroji HPLC,
piicemZz nejdive musely byt stanoveny Kkalildgrd kivky pro glukézu a ethanol
k vyhodnoceni metody SSF. VysSi koncentrace glukbyly stanoveny i 6 % w/w
substratu, i kdyz ze #atku hydrolyzy nebyl substréadre promichavan z iw/odu velmi
husté suspenze papiru. Proto byla preémadhydrolyza i se 4 % w/w substratu, bylo
testovano, zdaipis husta suspenze nebranila dostupnosti celddzgmim, ale neprojevila
se jako vyhod#si. Koncentrace glukdzy byla stanovena jako nejvys gipad vykresu
predupraveného mikrovinnéhoieai s HSO, a NaOH. Dosazeno bylo koncentrace glukozy
necelych 33 gim>. U kazdého papiruipdupravenéhdétyimi zpisoby byly vybrany d§

s nejvysSSi koncentraci glukézy ziskartehydrolyze a pouzity o SSF. Vybrany byly:
* lepenka + mleti

* lepenka + mikroviny + 5O, + NaOH

* vykres + mikroviny + HSOy

» vykres + mikroviny + HSO, + NaOH

» kanceldsky papir + mikroviny + k50,

» kanceldsky papir + mikroviny + K50, + NaOH

SSF s&mito papiry bylo provatho se déma mnoZzstvimi inokula,itemz médium bylo
doziveno [64]. Jako lepSi se projevilét§i mnozstvi biomasyipzaaikovani, bylo pi nich
dosazeno vysSi koncentrace ethanolu. 8tgjko u hydrolyzy byl jako nejlepsi, z hlediska
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zisku koncentrace ethanolu, vyhodnocen vykres +amlky + H,SO, + NaOH, kdy bylo
dosaZeno koncentrace asi 16mg>. U lepenky v obou typechigdlprav bylo dosaZeno ze
v8ech pouzitych substfémejniz&i koncentrace ethanolu, maxindaimecelych 10 gim?.

U kancel&ského papiru bylo dosazeno kolem 1@ng®, a to @i mikrovinné Gpra¢ s SO, a
NaOH.
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ETBE ..., ethyl-terdutyl-ether
MTBE.......ooveieiee e methyl-terdoutyl-ether

AFEX .o amoniakiddxploze

LHW ... igduprava horkou vodou

SSF simuttasacharifikace a fermentace
SHF ..o, separvaydrolyza a fermentace
DCM ..o tim& mikrobialni konverze

(@] I optidhéstota

EMP ..o EmbdenyMdenof-Parnas

ED .o Entrizoudoroff

HPLC ... vysokoina kapalinova chromatografie
PTFE....i e polytdinarethylen
UVIVIS....ooiiiiiieee ultrafioléva viditelné spektrum

RID oo refraktetricky detektor

ATP e adenosfosfat

NAD, NADH, NAD"........... nikotinamid adenin dinukleotid
Dizomer.......ccccciiviiiiiiinnnnns pravéitoy izomer
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[V B mérna histova rychlost

) T koncentrace biomasy

| SUTTTRTT cas

FXerrnnnnnnnnnn rychlost fistu mikroorganisri
(S rychlost tvorby produktu
FSerrennnnnnnnn rychlost tvorby substratu
FCrrrrrrrennnns rychlost produkce oxidu uliitého
FoLerrrrennnnns rychlost spateby kysliku v kapali&
FAH «oeeeeenee. rychlost produkce tepla
P koncentrace produktu

S koncentrace substratu

Coiiieens koncentrace oxidu ulgiteho
(T koncentrace kysliku rozpu$teho v kapalia
AH........... teplo vzniklé i fermentaci
Tovererreenens turbiditni koeficient

TP eevevrvnnnn. mérna rychlost syntézy produktu
OSuueieaannn mérna rychlost spdeby substratu
TLC cnnnnnnn meérna rychlost produkce oxidu utitiého
OCL weeeenenns meérna rychlost spaeby kysliku
TAH e eeeeeeens mérna rychlost produkce tepla
(YT intenzita vstupujiciho zani
[ intenzita vystupujiciho zani
[ opticka draha kyvety

Kool retereni faktor

| =S reteréni ¢as
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