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Srovnani hydrolyzy vybranych druhu fytomasy
pri termotlakové pripravé surovin

Mnoho kolegui mi 7ika, Ze kybernetika a biochemie jsou vzdadlené obory.
Osobné si myslim, Ze studium jednoho bez druhého je diletantizmus.



1.1 Seznam zkratek

AAGAOP = Atmospheric Aqueous Glycerol Autocatalytic Organosolv Pretreatment, Gprava
uzitim glycerolu

AFEX = Ammonia Fiber Explosion, extruze ¢pavkem

AQ = antrachinone (antracen-9,10-dion, C14HgO,)

CBU = Cellobiase Units, cellobiazové jednotky (Ghose, 1978)

CGPM = Conférence générale des poids et mesures, VSeobecna konference metrologie
DMF =2 5-dimetylfuran, (CH3),C4H,0

DMTHF = dimetyltetrahydrofuran

FPU = Filter Paper Unit, jednotka enzymatické aktivity (Decker et al., 2003)

GE = Glucose Equivalkent, cukry ekvivalentni glukoze

HMF = 5-hydroxymetylfuraldehyd, C¢HgO3

HUB = aktivni prvek pocitacové sité, rozbocovac

ISU = International System of Units, Mezinarodni systém jednotek

IU = International Unit, mezinarodni jednotka biologické aktivity

IUB = International Union of Biochemistry, Mezinarodni unie biochemie

LCC = lignin-carbohydrate comlex, ligninouhlovodikové vazby

MTHF = metyltetrahydrofuran

NC-IUB = Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry,
Nomenklaturni vybor IUB

OS = Operation System, operacni systém

PC = Personal Computer, pocitac

PID = Proportional Integral Derivative Controller

SSF = simultaneous saccharification and fermentation, fermentace probihajici za hydrolyzy
THAQ = tetrahydroantrachinon, C14H;,0,

TMAH = tetrametylamonium—hydroxid, C4H13NO

USB = Universal Serial Bus, univerzalni sitova sbérnice

VID = Voltage Identification Digital, ¢iselna identifikace napéti

WHO = World Health Organization, Svétova zdravotni organizace

XA = Xylanase Activity, aktivita xylanazy (Bailey, Biely, Poutanen, 1992)



1.2 Uvod

Naakumulovana energie se u rostlin uklada i do energeticky naroCnych vazeb pfi
syntézach biopolymerii vysoké molekulové hmotnosti. V souvislostech piedkladané prace se
jedna zejména o celuldzu, hemicelulozu a skrob.

Zptistupnéni energie v dil¢ich glukézovych jednotkach vySe uvedenych polymert za
pfijatelnych ndkladii a minimalnich negativnich ekologickych dopadi, je klicovou otdzkou
nejen pro segment bioenergetiky a chemicky primysl (Ragauskas et al., 2006).

Vychodiskem ptedklddané disertacni prace byla vyroba atraktivni suroviny,
biobutanolu (Nolling et al., 2001; Antoni, Zwerlov, Schwarz, 2007; Diirre, 2007; Gressel,
2007; Diirre, 2008). Tato technologie spociva v jimani metabolickych produkti dnes jiz
vyhradné geneticky modifikovanych bakterii pivodem z rodu Clostridium acetobutylicum,
diive znam¢j8i jako Weizmannliv organismus. Aktualné je zaclenén do domény Bacteria,
oddéleni Firmicutes, tfidy Clostridia, fadu Clostridiales, celedi Clostridiaceae, rodu
Clostridium acetobutylicum (Bergey, Holt, 1994).

Tyto klostridialni kmeny vyuzivaji pfistupné monosacharidy, disacharidy i
polysacharidy (Zappe et al., 1988). Do urcité miry jsou schopny si vlastnimi enzymy dil¢i
monomery ze polysacharidli samy nastépit, ale pro primyslové vyuZiti je nutné jim vyZivné
médium v podobé€ zcukienych fytohydrolyzath zajistit.

V dob¢ sepisovani prace se nejsiln€jSimi ndstroji rozkladu fytomasy jevi mechanicka
dezintegrace, silnd (superkritickd) termotlakova extruze, hydrolyza, metanolyza, ozonolyza,
etanolyza, exploze ¢pavkem, ¢i oxidem uhliCitym, tepelné Soky, €i expozice selektivnimu
elektromagnetickému vInéni.

Samotn4 hydrolyza fytomasy, konkrétné¢ enzymatickd, je zdsadni, avSak doposud
pevné neuchopend oblast rostlinnych biotechnologii. Zvladnutim této problematiky by bylo
mozno zefektivnit fungovani biorafinérii, jejichz spektrum produktti sahd od 1éCiv, pies
potravinové vytazky, sloucenin pro chemicky pramysl, aZz po biopaliva (Ohara, 2003;
Blaschek, 2000).

V predkladané disertani praci jsou na nizkotlakové extrudované i neextrudované
Skrobnaté a celulozové fytomase studovany zplsoby hydrolyzy pfi riznych hladinach

intenzity.



1.3 Cil prace

Cilem prace je srovnani efektu mirné termotlakové extruze na Skrobnatou a
celulézovou fytomasu pii riznych stupnich intenzity kyselé, zasadit¢ a enzymatické
hydrolyzy s tim, ze hloubku hydrolytického procesu je tfeba posuzovat jednoduchou, obecné

srovnatelnou metodou, aplikovatelnou v provozu.



2. ReSerse
2.1 Principy hydrolyzy fytomasy

Ackoli jsou klostridia schopna sama produkovat naptiklad a-amylazu, a-glukosidazu,
B-amylazu, B-glukosidazu, glukoamylazu, pullulandzu, ¢i amylopullulanazu (Lipovsky et al.

2009; Badr, Told, Hamdy, 2001), k vyssi a rychlejsi produkci pozadovanych metabolitt, je
tieba jim fytomasu pred-hydrolyzovat (viz grafika 1).

Grafika 1: Enzymatické déje na rozhrani extra- a intraceluldrniho prostoru
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zdroj: Lipovsky et al., 2009

V bioenergetické praxi se bézné diskutuje o 4 druzich hydrolyzy. Termotlakové,
kyselé, zasadité a enzymatické. Exaktné, chemicky, existuji jen 3, kyseld, zasaditd a
enzymaticka. Termotlakové hydrolyza, ¢i autohydrolyza, je nespravny ,,terminus technicus*
pro reakéni podminky materidlu. Vysokou teplotou, doprovazenou zvySenim tlaku, mize dojit
ke zvyseni reak¢ni plochy (Thompson, Chen, Grenthlein, 1989), pficemz vyssi teploty mohou
zaroven zefektivnit €inky kyselin a zasad (Meunier-Goddik et al., 1998).

Fytomasa se v ndvaznosti na problematiku hydrolyzy dé€li na cukernatou, Skrobnatou a

lignocelul6zovou. Suroviny cukernaté obsahuji hlavné glukézu (CgH1206, diive hroznovy, ¢i



krevni cukr), fruktozu (CgH1206, diive ovocny cukr) a sachar6zu (C12H22011, diive titinovy
cukr), pfipadné jiny, pfimo zkvasitelny cukr (Pelikan, Sakova, 2001). Mezi suroviny
cukernaté lze lokalné fadit zejména ovoce, ¢astec¢né i cukrovku.

Mirné odlisna terminologie déli fytomasu na cukernatou, skrobnatou a celul6zovou,
s diirazem na fakt, Ze prvni dvé skupiny jsou urc¢eny primarné pro lidskou obzivu (Holtzapple
et al., 1997). Skupina celulézovych plodin je sice nejhojnéjsi, avSak jeji konverze
Vv zuzitkovatelné suroviny je tak naro¢nd, ze prvni dvé skupiny predstavuji i pres vyssi cenu
stale lukrativni alternativu. Celul6zové materialy jsou spravnéji lignocelulézové. Obsahuji
totiz 40 az 60% celulozy, 20 az 40% hemiceluldzy a 10 az 25% ligninu.

Mezi lokalni Skrobnaté suroviny lze ftadit kukufici, pSenici a je¢men (Melzoch,
Rychtera, 1995). Mezi lignocelulézové materialy zejména dievo a jeho odpady, slamu,
kukufiéné palice, bagazu (zbytek po vylisovani cukerné¢ Stavy z cukrové titiny).
Nejvyznaméjsi lokalni Skrobnatou surovinou jsou brambory (Pelikan, Sakova, 2001). Mezi
lignocelulozové suroviny patii fytomasa dievnaté povahy véetné sulfitovych vyluhi z vyroby
celuldzy. Z listnatych stromt se ziské vic pentoz, z jehli¢natych vice hexdz (Pelikan, Sakova,
2001).

Pomér pentdz ku hex6zdm zéavisi nejen na fytomase vstupujici do procesu, ale i na
reakénich podminkdch (Dunning, Lathrop 1928). Fytomasovy hydrolyzat obsahuje obvykle
furfural, ktery mize plisobit jako inhibujici slozka pro potenciondlni organizmy (de Vrije et
al., 2009), kyselinu octovou, mravenci a uronovou. Pfi procesu zcukiovani ziskané mnozstvi
furfuralu ¢ini pouze zlomek teoretického vytézku, odpovidajici obsahu pentozant a pentoz,
coz lze odiivodnovat tim, zZe za podminek zcuktovani furfural viibec nevznika, nebo se opét
rozru$i (Ganz, 1929). Pti reakénich podminkéach sméfujicich vyhradné k ziskavani furfuralu je
dosahovéano jen nepatrnych vytézkl cukru.

Obecné lze hydrolyzu, stejné¢ jako napiiklad metanolyzu, ¢i etanolyzu zatadit do
skupiny solvolytickych reakci (Wikipedia, 2009), jejichz princip spocivda v rozkladu
polykondenzat nizkomolekuldrnimi slou¢eninami (International Union of Pure and Applied
Chemistry, 2007). Pfi tomto typu S$tépné reakce je na kazdé jednotlivé preruseni fetézce
nezbytnd pravé 1 molekula H,O. V pfipadé enzymatickych reakci se jednd o pfic¢lenéni
molekuly vody k molekule substratu za jejiho soucasného rozstépeni (Ambrozova, 2004).

V souvislostech ptfedkladané prace je studovdna hloubka hydrolyzy na rozklad
celulozy, hemicelulézy a Skrobu v dil¢i molekuly glukozy, ¢i jejich ekvivalentii (glucose

equivalent, dale jen GE). Pro celuldzu je problematika efektn¢ vyvedena napiiklad v grafice 2
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a 3 (Huber, Dale, 2009). Pevnou strukturu znazornéné celulozy vyuzivaji rostliny ke své

499

opofe, nebot’ jim jeji ,,trdmovi* umoziuje vertikalni rist.

Grafika 2 a 3: Celulozova vidkna obklopena hemicelulozou a ligninem

(neni zobrazen) vyztuzuji rostlinnou bunku

Cellulose —

Cell wall=

Glucose
Hemicellulose molecule

zdroj: Huber, Dale, 2009

Jako kuriozitu lze poznamenat, Ze pevnosti celulézy ke stavbé a pasivni obrang téla
vyuzivaji i néktefi zastupci zZivocisné fiSe. Napiiklad bi¢ikovei ze skupiny Dinoflagellata
(obrnénky) (Rocek, 1995).

Celuléza je dlouhy, nerozvétveny, linedrn€ kondenzujici polymer D-
anhydroglukopyrandz (spoje -1,4 vazbou) se stupném polymerizace od 100 do 20 000 (Dale,
Balan, 2008), ¢i od 500 do 20 000 (Holtzapple et al., 1994). Ptilehlé molekuly celuldzy jsou
parovany vodikovymi vazbami a van der Waalsovymi silami, coz zapfiCiiluje paralelni
krystalické struktury, jejichz podstata je kritickou pfi¢inou obtizi daného tématu (viz grafika

4).

Grafika 4: Role vodikové vazby ve strukturdach celulozy

zdroj: Venkatesh et al., 2006
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Vyzkum potvrdil vyznam reakéni teploty, roli jiz zminované vodikové vazby (viz
grafika 4), molarni hmotnosti hydrolyzujiciho reaktantu, pomocného rozpoustédla a dilezitost
typu struktury celuldzy (Mantanis, Young, Rowell, 1995).

Zdrojem fytohydrolyzy mize byt prakticky jakékoli fytomasa, od cilen¢ péstované,
pies zemédelské zbytky, az po sutové dievo ze stavebnictvi. Uzitim vhodnych katalyzatora
lze pfi teplotach 50 az 200°C produkovat cukry, obvyklymi metodami fermentovatelné na
klasicka alkoholova biopaliva. Teplotami mezi 300 az 600°C je mozno produkovat surové
oleje, rafinovatelné na benziny, a vysokymi teplotami (nad 700°C) je mozno ziskat plyn, ktery
1ze taktéz upravit na kapalné palivo (Mantanis, Young, Rowell, 1995).

K paleté¢ nejcasteji hydrolyzované fytomasy je mozno dodat, ze jeji slozeni je z 33 az
50% celuloza, 9 az 22% hemiceluloza a 18 az 22% lignin (Mosier et al., 2005).
Lignocelul6ozové materidly jsou nejvétSim zdojem hexdz a pentdéz stim, Ze xyléza je

nejhojnéjsi pentdzou v hemiceluldéze (20 az 30% v susing lignoceluldzy) (Zhao, Xia, 2009).

Alternativy zpracovani lignoceluldozové fytomasy znazoriiuje grafika 5 (Cardona, Sanchez,
2007).

Grafika 5: Principy vyuziti lignocelulozové fytomasy
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zdroj: Cardona, Sanchez, 2007

Celistvgjsi pohled na zaclenéni hydrolyzy v systému zpracovani lignocelulozové

fytomasy nabizi grafika 6 (Taherzadeh, Karimi, 2008).
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Grafika 6: Alternativy zpracovani lignocelulézového fytohydrolyzatu

— Bioethanol

Lignocellulosic >
materials

— Biogas

zdroj: Taherzadeh, Karimi, 2008

Obsah ligninu, ktery neni na vySe uvedené grafice 2 a 3 pro piehlednost zobrazen,
pusobi v pfevraceném poméru k G€innosti enzymatické hydrolyzy (de Vrije, 2009).
S hemiceluldzou (pro zemédélské komodity nejcastéji ve forme xylozy, viz grafika 7 a 8)
pusobi jako ochrana celulozy (Taherzadeh, Karimi, 2008). Bez mechanické upravy, ci
optimalizace reak¢énich podminek, je hydrolyza amylazou, celulazou, protedzou, keratinazou
¢i lipazou malo ucinna a pomald. Oproti celuldéze, kterd tvoii silna krystalickd vlakna,
hemicelulézy maji chaotické, amorfni a rozvétvené tvary. Proto jsou snadngji
hydrolyzovatelné kyselinami (Sjostrom, 1993; Morohoshi, 1991).

Stupent polymerizace hemicelul6z je obvykle 200 a déli je na 3 skupiny: xylany,
manany a galaktanty (dle pateiniho polymeru) (Holtzapple et al., 1994).

Grafika 7 a 8: Struktura lignocelulozové fytomasy

[
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that conducts water > and cannot be fermented into

from roots to leaves. ¢ /o, 3 alternative fuel.

Cellulose: material that can be
degraded into fermentable sugars
which can be converted into biofuel.

zdroj: National Science Foundation, 2009

Lignin je hydrofobni, ¢imz brani ztratdm vody ze systému cév (Holtzapple et al.,

1994). Jednda se o velmi komplexni molekulu tvofenou z fenylpropanovych jednotek

13



pospojovanych do tfirozmérné, tézce rozlozitelné struktury (viz grafika 8). Pro svoji pevnost
hraje klicovou roli ve sténach rostlinnych bun¢k (Taherzadeh, Karimi, 2008).

Existuji vazby i mezi celuléozou, hemicelul6zou a ligninem (Taherzadeh, 1999;
Palmqvist, Hahn-Hagerdal, 2000). Lignin (zakladni stavebni jednotkou je fenylpropan) dava
rostlin€ silu pravé obepinanim celul6zovych vlaken a jeho odolnost proti enzymtim slouzi
rostlin¢ jako evolu¢ni obrana proti hmyzu ¢i mikrobim (Holtzapple et al., 1994). Jevi se tak
jako dalsi brzdici faktor hydrolyzy hemiceluléozy (Huang, 1975; Taherzadeh, Karimi, 2008;
Taherzadeh, 1999).

Diulezitym faktorem je téz krystalicnost, ktera nemtze byt ovlivnéna ptfedupravou
suroviny (Himmel et al., 2005; Himmel et al., 2008). Molekula celulézy ma jak krystalické
(obvykle 2/3), tak amorfni oblasti, pfiCemz krystalicnost mlize byt poméfovana jejich
zastoupenim. Ve vztahu k hydrolyze mé4 vyznam nejen index krystalicnosti, dimenze
krystalitii, porovitost, ale i1 stupeil polymerizace definovany viskozitou (Ramos et al., 2005).

Nizsi krystalicnosti celulozy se zvySuje Gcinek celulaz (Fan, Lee, Beardmore, 1980).
Nizké vyuziti hydrolyzujicich reaktantd muze byt Casto limitovano nedostatkem reakéni
plochy. Byla prokazana korelace mezi zptistupnénou reakéni plochou a hloubkou hydrolyzy.
Spoustéci efekt ma odbourani hemicelulézy a ligninu, ale nejednd se o osamoceny faktor
(Taherzadeh, Karimi, 2008).

Zvétsovani reakéni plochy je diilezité 1 u Skrobnatych surovin. Pafeni brambor ma za
ukol pfipravit fyzikalni Gpravou a chemickymi zmé&nami surovinu, pfedevsim Skrob, dusikaté
latky a dal$i slozky bramborové hlizy pro pozdéjsi ucinek enzymi i jako zdroj zivin pro
kvasinky (Pelikdn, Sakova, 2001). Sladovd amyldza neplsobi na nativni Skrob, nybrZ na
Skrobovy maz a zejména ztekuceny Skrob, ¢ehoz se dosahne pafenim suroviny pod tlakem. V
pfipad€¢ brambor tlaky v rozmezi 0,3 az 0,35 MPa pii teplotach 143 az 174°C po dobu 10
minut (Pelikdn, Sakova, 2001). Rozdil mezi kyselou a enzymovou hydrolyzou Skrobu je
v rozdilném zptsobu odbourdavani Skrobu. Pfi kyselé hydrolyze na zafatku pievladaji
dextriny, pak jejich mnozstvi klesd a piibyva glukdza. Pii enzymové hydrolyze vznika
maltéza, ale dle pouzitych enzyml a reakénich podminek Ize ziskat pestrou Skalu
hydrolyzata.

U lignocelul6zovych materialii je moZno dosahnout zvySeni reakéni plochy naptiklad
macenim ve vodé, €1 aplikaci polarnich rozpoustédel (Fan, Lee a Beardmore, 1980). VysuSeni
lignocelul6zové fytomasy reakéni plochu naopak minimalizuje. Naopak voda krystali¢nost
celuldzy zvysi diky rekrystalizaci amorfnich ¢asti. Nadmérnému smaceni lignoceluldz brani

lignin (Taherzadeh, Karimi, 2008). Jeho slozZeni a distribuce mize byt stejné tak dulezita, jako
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jeho koncentrace. Odstranénim ligninu se zvysi reakéni plocha na celuléze a nasledna
hydrolyza probiha hloubé&ji a rychleji (Saddler, 2008).

Na hemiceluléozu lze pohlizet jako na fyzickou hranici, kterd brani pfistupu
hydrolyzujicich reaktanti k vlaknim celul6zy (Taherzadeh, Karimi, 2008). Odstranéni pouze
samotné hemicelul6zy nebylo doposud mozné bez soucasného naruseni ligninu.

Pokud se neza¢ne s hydrolyzatem bez prodlevy pracovat, ¢i neni odpovidajicim
zpisobem konzervovana, jeho chemicka, potazmo energetickd, hodnota za¢ina v fadech hodin
prudce degradovat divokymi kulturami plisni (Kokrhelova, Jirout, 2003). Tyto
mikroorganismy se aktivuji k ¢innosti v okamziku, kdy maji dostatek disponibilni potravy
(glukdzy) a spusti fermentacni procesy, vedouci naptiklad k vyrobé bioplynu (Nelson, Cox,
2008).

Mikrobidlni oxidace disponibilni glukézy v hydrolyzatu lze zjednodusit zapisem
CsH1206 + 60, — 6CO;, + 6H,0 + 2,822 kJ, ¢i anaerobné CgH120s — 2C,050H + 2CO; +
118,1 kJ (Mousdale, 2008). Uvolnéna glukdza je téz hodnotnym zdrojem uhliku, jehoz urcité
mnozstvi byva spotfebovano na déleni bunék. Vice je vyuzito biosyntetickymi reakcemi
endotermické povahy, avSak jen maly podil energie je spalen v teplo biochemickymi reakcemi
s termodynamickou G¢innosti vyrazné nizsi nez 100%. Proces aCgH1,06 + bO, — bunky +
cCO; + dH,0 + teplo, kde ,,c* a ,,d* jsou signifikantné nizsi nez ,,6a“ lze z fyziologického
pohledu determinovat jako mikrobialni bujeni.

(etanol, glycerol, n-propanol, n-butanol), kyseliny (mraven¢i, octova, mlééna, propionova,

maselna) a dekarboxylované kyseliny (acetoin, aceton, diacetyl, 2,3-butanediol) viz grafika 9.

Grafika 9: Enzymatické drahy metabolizmu glukozy pri mikrobidlni fermentaci
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zdroj: Mousdale, 2008

Latky ziskané hydrolyzou fytomasy nezavisi jen na pouzité suroving, ale jsou téz
funkci pouzitého mnozstvi kyseliny, jeji koncentrace, pouzitého tlaku, teplot i doby reakce
(Ganz, 1929).

Diskutované produkty jsou odpadnimi produkty mikrobialnich metabolizmi, pfi¢emz
kazdy z nich ma geneticky dény konkrétni reprodukéni pozadavky na zastoupeni a slozeni
zivin, pH, teplotu, ¢i absorpci O, (Govindaswamy, Vane, 2010; Altintas et al., 2002; Linde,
Galbe, Zacchi, 2008; Helle et al., 2004).

V tad¢ stati, které¢ se diskutovanému vyzkumu intenzivnéji vénuji jsou hlavni
surovinou obiloviny (Melzocha, Rychtera, 1995). Nejvice se zpracovava kukufice a Zito. V
Polsku, Rusku a 1 v jinych statech ptfevazuje jako Skrobnatd surovina zito. Jeho zapary jsou
vSak oproti pSenici visk6znéjsi. Je to zplisobeno vyssim obsahem pentozant (kolem 10%).

Pti vybéru lokalnich komodit se musi vychazet faktu, ze hliza brambor obsahuje
prumérne 18 % Skrobu (zavisi na odrid€) a hektarovy vynos brambor se dlouhodobé
pohybuje kolem 30t. Pro rozsifeni surovinové zékladny je mozno po piihlédnuti k aktudlnim
cenam diskutovat o pSenici (technické odridy Trane, Astella, Rexia), ktera obsahuje v
zavislosti na kultivacnich podminkach kolem 65 az 71% skrobu, 14% bilkovin, 1,8% tuku,
68% extraktivnich bezdusikatych latek (Melzocha, Rychtera, 1995). K vyrobé lihu Ize rovnéz
pouzit je€men. Pfi jeho zpracovani vSak v zapafe obsazené pluchy zplsobuji tvorbu silnych
dek na povrchu kvasu. V poslednich letech se s uspéchem vyzkousel a dale pouziva kiizenec
zita a pSenice (tritikale). Jeho odriidy jsou snadnéji zpracovatelné lihovarskym zptisobem a
davaji stabiln€ dobré vytézky.

Problematiku fytohydrolyzy, nelze ziZit pouze na hledani optimalnich parametrii pro
ziskani maximalniho vytézku zkvasitelnych latek. Konkurencéni vyhodou je tradicné ziskavani
vedlejsi produktl, vyuzivani synergickych efektd, ¢i obnovovani zreagovanych surovin.

Pro rast mikroorganisml a souvisejici tvorbu jimi vytvafenych produkti je tfeba
zajistit vhodné podminky (sloZzeni média, pH, teplota, oxida¢né-redukéni potencidl, urcity
parcidlni tlak kysliku v médiu a jiné¢). Mikroorganismy musi mit pro svou ¢innost k dispozici
kromé¢ uhliku téZ zdroje dusiku, fosforu a dalSich biogennich prvk, specifické rastové faktory
jako jsou napftiklad vitaminy, aminokyseliny, ¢i minerdlni latky, které si mikroorganismus
nemuze sam syntetizovat (Melzocha, Rychtera, 1995). Mikroorganismy pfijimaji z prostiedi
ziviny a vyuzivaji je pro svilj rast. Pro biosyntetické pochody musi mit mikroorganismy

zajistén dostateCny pifivod zivin a energie, coZ se zabezpeCi vhodnym déavkovanim
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energetickych substratii, které jsou vétsinou 1 zdroji uhliku pro vystavbu energeticky bohatych
sloucenin a zivin.

Pro naslednou kontinudlni fermentaci vychazi vétSina kontinudlnich technologii
(Alzola, 1941; Rietter, 1981) ze znamych Schollerovo perkolatorti pracujicich na 160 az
180°C v kyselém prostfedi po nékolik hodin. Dil¢i modifikace pro dfevnatou fytomasu jiz
byly taktéz patentové kryty (Thomsen, 1959).

Lignocelulozova fytomasa se muze rafinovat nejen v cukry a lignin, ale i protein
(Stuart, 1992). Zatimco extrakce proteinu a ligninu i technologicky jsou efektivni, vysledky u
cukru jsou zna¢né pod teoretickou urovni. Je to diky dikladnému fyzickému a chemickému
propojeni mezi ligninem a celulézou uvnitt buiiky, v ¢emz je spatfovano snizeni dostupnosti
celuldzy pro hydrolyzu (Stuart, 1992).

Enzymové vybaveni mikroorganisml urcuje tzv. zkvasitelnost sacharidd (cukr).
Ptimo zkvasitelné jsou jen monosacharidy, jejichZ molekula obsahuje 6 uhliki, tzv. hexosy.
Monosacharidy s 5 uhliky v molekule (pentosy) nejsou ptimo zkvasitelné, i kdyz z nich
pusobenim nekterych mikroorganismil etanol mize vzniknout, ale jinym zplsobem nez pii
zkvasenim hydrolyzovany na monosacharidy a to bud pisobenim vlastnich enzymi
mikroorganismt (hydrolytické enzymy, napf. amylasy, celulasy, inulinasy aj.) (Sebor,
Pospisil, Zakovec, 2006).

Samotnymi kvasinkami jsou pfimo zkvasitelné jen monosacharidy - hexozy (hlavné
glukoza, fruktéza, manndza, méné jiz galaktdza) a disacharidy (sachardza, maltéza, méné
laktdza a melibioza). Dale polysacharidy jako Skrob, celulosa, inulin apod., které vSak musi
byt pred zkvaSenim hydrolyzovéany na jednoduché zkvasitelné cukry (Kadlec, 2002).

Pro vyrobu kvasného ethanolu pfichazeji v 1Gvahu nasledujici sacharidy:
monosacharidy - glukéza, fruktoza, mannoza, galaktoza. Disacharidy, které kvasinky mohou z
vetsi Casti prevést na monosacharidy (diky ptisobeni svych vlastnich enzymi): sacharosa,
maltosa, laktosa, celobidza. Trisacharidy, které mohou byt pisobenim nékterych enzymi
kvasinek rozstépeny na jednotlivé monosacharidy, resp. na mono- a di-sacharid. Nejbézné&jsim
trisacharidem je rafindza. Ne vSechny kvasinky maji enzym melibidzu a proto Casto ziistava
melibiéza neprokvasena. Polysacharidy nemohou byt pfimo lihovarskymi kvasinkami
zkvaSovany, protoze nemaji k dispozici odpovidajici enzymy Stépici tyto substraty na

jednoduché, zkvasitelné cukry (Melzoch, Rychtera, 1995).
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2.2 Technologie kyselé hydrolyzy fytomasy

Kdo a kdy poprvé aplikoval kyselou hydrolyzu, nelze spolehlivé dohledat. Zcukieni
celulozy pomoci HCI bylo poprvé na svété patentovano Dangelivierem roku 1880 v Némecku
(National Research Council, 1986). Odstartoval se tim tak zavod v hledani optimalnich
parametri pro cely fytohydrolyzni proces (s odpovidajici modifikaci aplikovatelné¢ 1 na
zasaditou, enzymatickou a kombinovanou hydrolyzu), ktery 1ze charakterizovat jako hledani

technologicko — ekonomického optima z nasledujicich parametrt:

1) vstupni surovina, jeji parametry

2) zptsob mechanické ptipravy suroviny

3) susina suroviny béhem fazi procesu

4) zvolené hydrolyzujici ¢inidlo, zptsob aplikace

5) koncentrace hydrolyzujiciho ¢inidla

6) reakcéni podminky (tlak, pH, teplota...)

7) nastup reak¢énich podminek

8) doba zdrzeni a dynamika danych reakénich podminek
9) zpiisob a rychlost ukonceni reakénich podminek

10) opétovné vyuzivani surovin, stabilizace pro navazné procesy.

Taktéz optimalizace kyselé hydrolyzy ke zvySeni vytéZnosti maltdézy (2 molekuly D-
glukézy spojené a(l1—4) vazbou, trividlné sladovy cukr), potazmo cukernych roztokl ze
Skrobu (polysacharid z amylézy a amylopektinu, exaktné s obsahem malého mnoZstvi
proteint, lipidi a zhruba 25 az 35 % H,0, strukturalné (C¢H100s)n) jsou znamy vice nez 100
let (Duryea, 1902). Vysledkt je dosahovano jemnym povafenim Skrobného roztoku za stalého
michani (stalé a intenzivni michani je pfedpokladem vSech dale diskutovanych technologii,
pokud neni uvedeno jinak, pro stru¢nost je tato podminka déale povazovéana za samoziejmou)
tak, aby se nenarusila Skrobova zrna. Po ptidani slabé kyseliny (naptiklad 1 az 2% HCI) je
definovan tlak pary 0,3 MPa po dobu 30 minut s ndslednym ochlazenim a neutralizaci
(naptiklad NaOH).

Utinky vedlejsich produkti kyselé hydrolyzy, zejména derivaty furaldehydu, kyselina

ferulova, ¢i p-kumarova, jsou pro nékteré potencidlni organizmy nasledné vyuzivajici
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zcukieny hydrolyzat inhibi¢ni. Vyjimkou je 5-hydroxymetylfuraldehyd (Ce¢HgOs, dale jen
HMF), jenz miize mit i efekt stimula¢ni (Ezeji, Quereshi, Blaschek, 2007). Piibuzny
metyltetrahydrofuran (dale jen MTHF) a dimetyltetrahydrofuran (dale jen DMTHF) jsou dalsi
potencionaln¢ slibna biopaliva (Hayes et al., 2008).

Velmi vyznamného pokroku na poli kysel¢ hydrolyzy ucinéno prohiivanim
celul6zovych materidlti spolu s hydrolyza¢nim ¢inidlem (v tomto ptipadé H2SOg, ale i jiné
kyseliny) v systému reak¢nich nadob a spojenim fyzikalni upravy se samotnou hydrolyzou
(Dreyfus, 1934). Zarazejici mohou byt reakéni ¢asy nad 16 hodin, je ale nutno brat v uvahu,
ze predmétem davného patentu je fytomasa spiSe dievnaté povahy. Jako optimalni je uvadéna
koncentrace kyselin 0,05 az 0,1%, avsak v nékterych reaktorech, pfi vy$sim podilu susiny, az
10%. Patentovano bylo i nalezené teplotni rozpéti 160 az 190°C. Protoze pii této teploté nelze
samotnou vodou obsazenou ve fytomase dosdhnout vysSich tlakli, bylo patentovano i
ptipousténi inertnich plyni, jakym je tfeba Ny, ¢imZ bylo dosazeno dodate¢né navySeni tlaku
na 1,5 az 2MPa.

Patentovana je i idedlni 6 az 8% suSina vstupujici fytomasy, 2% H,SO, a reakéni doba
1 az 4 hodiny pfi 130°C (Legg, Christensen, 1930). Taktéz teplotni rozsahy od 140 do 220°C,
pti tlacich 0,3 az 3,7MPa (Brink, 1991). pH 2 az 3 bylo dosahovdno HNOj3, pfi¢emZ suSina
testované fytomasy se pohybovala okolo 15%.

V prvnim kroku je mozno pracovat v rozpéti 180 az 210°C, ptiCemz doba zrdzeni je 4,
8 a 12 minut (Sassner et al., 2008). Jako hydrolyzujici kyselina byla pouzivana H,SOa, jejiz
obsah byl 0,25 a 0,5%. Udajné se tak podaiilo zhydrolyzovat 86 az 92% ze vsech teoreticky
dostupnych cukrti. Jako optimum je uvadéno 200°C a reakcéni doba v ¢asovém rozpéti 4 az 8
minut a 0,5% H,SO,4. Vytézek je v tomto piipadé uvadén 55g GE / 100g suché fytomasy.

Nizké koncentrace H,SO4 (1%), za tlaku 1 MPa, pii kratkych reakénich dobach
podporuji v hydrolyzatu vznik cukri, zatimco furfuralu vznikd jen malo (Ganz, 1929).
Obdobné ucinkuji vysoké koncentrace kyselin za atmosférického tlaku, ale pfi kombinaci
vysokych tlakti a silnych kyselin neni dosahovano tolik cukrG ¢i furfuralu, kolik by se
ocekavalo, pfiCemz se tvori vétsi mnozstvi kyseliny octové (CH3COOH) a mravenci
(HCOOR). Pti vysoké koncentraci kyselin, av§ak jen stfednim tlaku (0,5 MPa) jsou ziskdvany
vysoké vytézky furfuralu, ale nepatrné vytézky cukru. Aplikaci kyseliny je tudiz vyhodné
oddélit ve 2 procesy. Nejdiive vhodnou koncentraci hydrolyzovat pentozany v pentozy, ty ze
smesi nasledné vylouzit. Uvedenou modifikaci koncentrace lze efektivnéji hydrolyzovat
celulozu. Prvni krok je zaméten na ziskavani furfuralu a dosahuje se ho 4 az 5% kyselinou pfti

atmosférickém tlaku (Ganz, 1929). Tento zplsob lze provadét s modifikaci, kdy se odbourané
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pentozany pievedou v jediném pracovnim postupu na furfural, ktery se parou vytésni a
kondenzuje. K tomu je za stejnych koncentraci H,SO4 (4 az 5%) potieba 0,5 MPa.

Hydrolyzovany zbytek je po vylouzeni pentdéz, ¢i odehnani furfuralu dal
hydrolyzovan 0,5 az 1% HSO4 pfi tlaku nejméné 1 MPa, aby celuldza 1épe podléhala
hydrolyze. Pfinosné je cukr vylouzit a posledni krok opakovat.

Pti Sté€peni celulozové fytomasy je patentovano i vyuziti 70% H»SO4 po 20 minut pfi
20°C za atmosférického tlaku, kterou pak jimal zpét jiz jen jako 30% (Ekstrom, 1910).
Vysledny hydrolyzat gelové konzistence Ize nasledné fedit natolik, aZz poklesne koncentrace
odvadéné HySO4 na 1%. Tento kysely hydrolyzat, stile gelové konzistence lze opakované
misit se 70 az 95% H,SO4 a povatovat (teplota neméla presahnout 100°C) v poméru 1/1 az
1/1,25 (minéno hydrolyzat / kyselina) 30 az 60 minut, taktéz za atmosférického tlaku.

Na celulézové fytomase byl rozvijen podobny princip i ohledné dvoj- a vicefazové
kysel¢ hydrolyzy v podobé opakovéni silné, nasledné velmi slabé koncentrace kyseliny
(Oxley, Groomberg, Challis, 1931). Pti aplikaci 65 az 80% (I1épe 70 az 80%) H,SO, byly
jimany, jako primarni produkty, kyselé celulézy. Po nasledném rozitedéni (druhém stupni
kyselé hydrolyzy) na 1 az 5%, byly ziskdvany dextriny, cukry a dal$i. Ackoli vytézky vSech
surovin lze oznalit za uspokojivé, dochédzi touto metodou k enormni spotiebé kyseliny. Je
tudiz navrzeno extrahovani kyseliny naptiklad pfevedenim do 3 az 5-ti nasobného mnozstvi
propan-2-onu (CH3COCHgs, trivialné aceton), nez je mnozstvi kyseliny v hydrolyzatu primarni
faze a jeji nasledné koncentrovani do plivodni koncentrace. Je doporuceno produkty ohfivat,
¢1 provafovat. Patentovan je teplotni rozsah od 25 do 35°C s dlirazem na teploty od 28 do
33°C. Taktéz je definovan dulezity poznatek, ktery Ize chépat v obecnéjsi roviné, nez jen pro
celulozové materidly. Neboli, Ze cas pottebny k odpovidajicimu efektu na celulézové
materidly je umérny teploté, sile kyseliny a stupni rozmélnéni. Dostatecny ¢as je v patentu
uveden Vv rozpéti mezi 30 minutami a 24 hodinami. Pii 70% H,SO4 jsou nejlepsi vysledky
dosahovany dle uvedeného patentu pii 30°C. Velmi markantnich vysledktl je dosahovano
mezi 6 a 10-ti hodinami. Na piikladu baviny hydrolyzované 78 az 79% H,SO, (hmotnost
H,SO, je dvojnasobkem hmotnosti fytomasy) je doporuc¢eno po 4 hodinach pti 30°C pridavat
CH3COCH3; (hmotnost CH3COCH3 je dvojnasobkem hmotnosti H,SO4). Pro fytomasu
Skrobnaté povahy je patentovana teplota 138°C (Lillie, 1910).

Patentové je pokryto aplikovat HoSO4 (0,87%) do 6 az 8% suSiny vstupujici fytomasy
(Lackman, 1910). Jako alternativa je uvedena kyselina mlécna, ale i drazsi, avSak vyhodnéjsi,
chlorovodikova a Stavelova. Patent kryje provadéni aplikace na fytomasu v tenkych

povlacich, napftiklad rozpraSovanim.
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Alternativou je vytvofit hydrolyzat rozpusténim materidlu v silné kyseliné (60 az 80%
H,SO,4) pii 25 az 35°C (nejlepsi vysledky udavany mezi 28 a 33°C) a az nasledné, po
roziedéni, tlakovat fytomasu ve slabsi koncentraci kyseliny (2 az 5% H,SO,) (Dreyfus, 1934).
I zde je moZzno zamezit plytvani hydrolyzujici kyselinou, provadét jeji znovuziskdvani
Z procesu. Reakéni Cas je udavan v navaznosti na ostatni parametry s velkym rozpétim od 30
minut do 24 hodin. Pti 60 az 80% H,SO4 a teploté presné¢ 30°C, jsou zminovany nejlepsi
vysledky mezi 4 a 12 hodinami.

Jiné zdroje uvadéji optimalni mezi 6 a 10 hodinami (Oxley, Groomberg, Challis,
1931). Je doporuceno snizit pied naslednym zpracovanim objem vody v hydrolyzatu na ne
vice nez 50% (Dreyfus, 1934). Zbytky kyselého prostiedi pak mohou byt z hydrolyzatu
vyluhovany tékavymi rozpoustédly jako CH3COCHSs, ¢i diethylether ((H3C-CH,),O ether
ethanolu, trividln€ éter), coz je dalsi smycka obnovujici surovinu v procesu.

Smycky k obnovovani reagujicich latek pii kyselé hydrolyze lze uzit 1 pfi separaci
vapenatych a hotec¢natych soli (Marchand, 1918). Vakuovym vyparovanim se uvoliiuje SO; a
sulfidy se pfeménuji na odpovidajici chloridy. Ac¢koli zrovna ligniny nehraji v nésledujicich
kvasnych procesech dilezitou roli, je dilezité zminit jejich pozoruhodné vlastnosti v zivé
fytomase, jako je tfeba proces regenerace poranénych a infikovanych buné¢k. Krom HCI je
patentem doporucovano aplikovat i H3PO4, HNO3 a H,SO4 (Marchand, 1918). Vsechny tyto
silné mineralni kyseliny mohou byt pouzity k uvoliiovani SO, ale soli vznikajici pridanim
uvedenych kyselin znatelné zasahuji do procesu z technologického hlediska. Jedna se jak o
agresivni korozi, jako nésledek aplikace HCI na kovovych ¢astech aparatury, tak jeji inhibi¢ni
projevy v nasledném vyuZiti organizmy.

Za ucelem zvyseni obsahu pentozant v hydrolyzatu je fytomasa vysusovana proudem
vzduchu po 30 minut tak, aby jeji teplota nepfesahla 80°C (Dunning, Lathrop, 1928). Za timto
ucelem ma po rozmélnéni, pii kterém propadala sity s oky 0,042 cm, tento porézni material
prachové konzistence vlhkost pod 1,5%. Vznikly prach je v poméru 15/100 az 55/100
hydrolyzovan 80 az 87% H,SO,4 pfti teploté 40°C, nebo niz$i. Material byl podroben
kontinualné rostoucimu mechanickému tlaku ptes 0,69 MPa. V rozpéti 0,69 az 1,72 MPa byla
doba zdrzeni mezi 1 az 5 minutami. Pro dosaZeni nejlepSich vysledki nebylo vhodné
prekrocit 10 minut a teplotu 45°C. K vytvoteni téchto mechanickych tlaki vyuzily mlatici
mlyny, mechanické tlouky, kolové mlyny, ¢i diskontinudlni Sroubovaci lisy. Vysledny
hydrolyzét je vSak neohybna plasticka hmota, kterd musi byt nasledné¢ opét hydrolyzovana
méné nez 10% (optimum patentovano mezi 7 a 10%) H,SO4 pfi tlacich 0,035 az 0,31 MPa ve

Sroubovitém reaktoru pii teplotdch od 120 do 135°C. Doba zdrZeni v tomto reaktoru by
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nemeéla piesdhnout 40 minut, optimélni rozsah byl patentovdn mezi 5 a 20 minutami
(Dunning, Lathrop, 1928). Nésledné je hydrolyzat standardné extrudovan do atmosférického
tlaku. Cukry zbyl¢ v ligninovém kolaci jsou vymyvany vodou, kterd je kontinudlné¢ pouzivana
1 v hydrolyzéru. Pro kukuficné zrno, rozmélnéné na prach tak, aby proslo sitem s oky
0,042mm je dosahovéno nejlepSich vysledkl v néasledujicich kombinacich parametrii: a) 4,4%
H2SO4, 100°C, 55 minut, susina 6% b) 4,4% H,SO4, 100°C, 50 minut, suSina 6% c) 4,9%
H2S04, 100°C, 50 minut, susina 2% d) 1,9% H,SO4, 121°C, 50 minut, suSina 30% e) 0,98%
H,SO,4, 121°C, 50 minut, susina 6%. Pro ovesné vlocky bylo patentovano 4,4% H>SOy,
100°C, 55 minut, 6% susina a 4,4% H,SO,4, 100°C, 55 minut, susina 6% (Dunning, Lathrop,
1928).

Bylo prokazano, ze zadny mix kyselin nepfinasi pii prvnim stupni hydrolyzy vyhody
oproti uziti samostatné kyseliny (Classen, 1919). Nékteré kombinace udajné ptinaSeji spise
technické obtize. ZajimavéjSich vysledkl je mozno dosdhnout adici vybranych kyselin do jiz
hotového primarniho hydrolyzatu. Kyseliny aplikované v procesu tvorby primarniho
hydrolyzatu jsou nazyvany konverzni. V nasledné fazi je patentovano ptidat alternativni
kyseliny, na které lze jiz pohlizet jako na katalyzatory. Ty jsou pfiddvany v porovnani
s konverznimi kyselinami v malém mnoZstvi, zatimco objem konverznich kyselin je vice
uréovany objemem surové fytomasy vstupujici do procesu. Patentovana je kombinace, pfi
které je HCl konverzni kyselinou a H;SO, H;SOs;, HF, ¢i jejich mix, kyselinami
katalytickymi. V ptipadé€ uziti H,SO4 jako konverzni kyseliny jsou na pozici katalytickych
kyselin HCI, H,SOs, ¢i jiné anorganické kyseliny (Classen, 1919). Kromé kyselin je
diskutovana alternativa aplikaci soli s kyselou reakci, naptiklad siran a sulfidi. Dale je
patentovano piidani soli, které jsou rozkladany nadbytkem konverzni kyseliny, ¢i takovych,
které jsou za reak¢nich podminek taktéz hydrolyzovany (MgCl,, CaCly, AICI;, ZnCly,
MnCly). Soucasti patentu je i aplikace oxidli kovi (uvedeny oxidy Fe, Cr, Mg), jejichz ptidani
udajné¢ umoziuje snizit reakcéni tlaky pii stejné hloubce hydrolyzy. Pro 1t celulozové
fytomasy pra$ného charakteru prezentovana vytéznost 12 litrid teoreticky 100% alkoholu a
2,2% furfuralu. Reakéni poméry jsou uvadény jako 1000 hmotnostnich dilti celulozové
fytomasy : 880 dili HoO : 10 dild HCI : 2 dily H»S a 1 dil SO,. Alternativou je 1000 dila
celulozové fytomasy : 880 dild H,O : 10 dild HCI : 2 dily H,S a 1 dil SO, s ohfevem do 160
az 170°C, ¢i variace s 1% HCI, 2% H,S, pii 150°C, nebo dalsi alternativa s 1%HCI, 2% H,S,
0,1% SO, pii 150°C (Classen, 1919).

Hemiceluldza je z fytomasy hydrolyzovdna v prvni fazi pii 135 az 190°C a tomu

odpovidajicimu tlaku vodni pary (Rietter, 1981). Reak¢ni doba je uvadéna od 0,05 do 5
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minut, ale lze ji prodlouzit az na 20 minut. Pi1 hydrolyze celulozy je v druhé, ¢i dalSich fazich
udajné vyhodné&jsi pracovat v teplotnim rozsahu od 210 do 250°C s odpovidajicimi tlaky
vodni pary. Reakéni doby jsou zminovany stejné, jako v prvni fazi hydrolyzy, pficemz patent
zminuje co nejmensi pomér kapaliny k susin€ od 3/1 do 1,5/1 (vyzdvizeno je okoli poméru
2/1). Je doporucovano z fytomasy vytlacit lisy vzduch, protoze ten je pii hydrolyze nezadouci.
Na HCI i H,SOy4 je pohlizeno jako na katalyzatory, které je tieba nasledné z procesu odcerpat.
Je doporucovano jich pouzivat minimalni mnozstvi. Pravé k tomu slouzi vyssi reakéni teploty,
které udajné zaroven spousti hydrolytické reakce 1 v organickych kyselinach ptitomnych
v biomase (Rietter, 1981).

Kysela hydrolyza probiha hloubéji pokud ma pouzita mineralni kyselina vyssi bod
varu, coz v disledku zdiraziuje vyuziti H;SO,4. Patentové je pokryto dvakrat opakovat
1,1MPa, 185°C po 30 minut, coZ vede k vyssi hydrolyze pentozanl. V hydrolyzatu je tim
ziskdno 1 vys$§i mnozstvi kyseliny octové, metanol a aceton. Hex6zy ze surového materidlu
byly rozlozeny na disacharidy a trisacharidy, které béhem hydrolyzy pentozant piechézeji ve
spodni ¢asti reaktoru na kyselinu glukarovou a spektrum mastnych kyselin (Rietter, 1981).

Optimalni pH pro kyselou hydrolyzu fytomasy je 5 (Arroyo, 1941). Pti pH pod 5,5 trpi
kovové soucasti, pti pH nad 5,75 ma xyloza zvySenou tendenci k rozkladu (Legg,
Christensen, 1930).

Po ukonceni hydrolyzy H,SO, je patentovano vysledny hydrolyzat neutralizovat
vapnem (CaO) a odstraiiit tak SO, v plynné formé (Lackman, 1912; Dunning, Lathrop, 1928).
Krom vapna lze pouzit taktéz kiidu (CaCOs3) (Dreyfus, 1934), ¢i uhlic¢itan sodny (Na,COs)
(Lillie, 1910). Pro celul6zovou fytomasu je H,SO,4 vyhodné pouzit k neutralizaci Ca(OH); ¢i
CaCO3; (Wagner, 1917). Zbytky HCI zle efektivné neutralizovat Ca(OH),, ¢i MgCOs, které
shodné vytvareji rozpustné chloridy (Marchand, 1918).

Cinnost fermenta¢nich organizmi kultivovanych v hydrolyzatu tlumi nejen vznikajici
destilaty, ale 1 organizmy, které ptezily pifedchozi technologické kroky, Zivofice na vstupni
suroviné (Nelson, Cox, 2008).

Klasicka sterilizace hydrolyzatu vyssi teplotou je problematicka, protoze xyldza lehce
karamelizuje. Byla patentovana ,,bleskova™ (132 az 138°C po dobu 2 az 6-ti minut s rychlym
nab¢hem i chlazenim) sterilizace, pfi niz dojde k dostate¢né sterilizaci bez patrného rozkladu
xylozy (Tsuchiya et al., 1948). K odstranéni toxickych rezidui, které mohou mit plvod
napiiklad v m&déném plasti reaktoru, z hydrolyzatu (pH od 6 do 10) zle ptidavat Fe piliny
(0,1 az 1g/100 ml). Neutralizaci vapnem je patentovano provadét rovnou pii bodu varu béhem

vypousténi z hydrolyzéru (Tsuchiya et al., 1948). Vysledné pH pak zilezi na teploté
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neutralizace. Pii 65°C je tidajné vhodné vyrovnavat na pH od 5 do 7, pii vysSich teplotach je
zminovano pH nizsi, s tim, Ze pokojova teplota vyzaduje pH od 8 do 10.

Odstranovani sirnych sloucenin z hydrolyzatu jiz bylo technologicky vyfeSeno (Robeson,
1906).

Mezi jednotlivymi stupni hydrolyzy lze hydrolyzat docasné neutralizovat solemi
aplikovanych kyselin, které je mozno nésledné¢ s nezhydrolyzovanymi castmi fytomasy
ligninového charakteru spalovat (Rietter, 1981). Prvni faze spalovani ma nadbytkem CO
redukéni parametry. Ve druhé fazi hofeni jsou parametry cisté oxidacni, a je mozno
obnovovat mineralni kyseliny a neutraliza¢ni ¢inidla. V piipad¢ hydrolyzy H,SO4 je mozno
pfi kontinudlnim spalovani nezhydrolyzované fytomasy ptidavat vapno a tim ziskévat siran
vapenaty (CaSQO,) (Rietter, 1981).

V kyselych hydrolyzatech je vyhodné i tfeba dodatecné zvysit obsah cukrii minimalné
na 50%, aby se proces nezvrhaval (Underkofler, Barton, Rennent, 1957). Protoze kultury
bézné pritomné ve vstupujici fytomase vznikly hydrolyzat bezprosttedné kontaminuji, je
vyhodné aplikovat selektivni sterilizaci v kombinaci s naslednou aplikaci vyzivného média,

jako zdroje dusiku a fosforu (Tsuchiya et al., 1948).
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2.3 Technologie zasadité hydrolyzy fytomasy

Samotna zasadita hydrolyza je v praxi méné rozsifend. Krom neimérnych provoznich
nakladu je to predevs§im pro vznik soli, které vznikaji pfi kontaktu alkalii s lignocelul6zovymi
materidly. Tyto soli plisobi inhibi¢n€ na potencionalni organizmy v nasledném zpracovani
(2,59g ABE/litr oproti 21,37g ABE/litr pfi odstranéni inhibitori) fytohydrolyzatu (Lipovsky
et al., 2009). Jiz pfi mirné alkalické hydrolyze Ize detekovat inhibujici furfural a
problematicky HMF (de Vrije et al., 2009). Zasadita hydrolyza se proto vyuzivd nejcastéji
vV kombinacich s jinymi postupy (viz reSerSe v kapitole 2.5 Technologie kombinovanych
hydrolyz).

Efektivita zasadité hydrolyzy zavisi na obsahu ligninu v materialu (Kokrhelova, Jirout,
2003). V ptipad¢ odstranéni ligninu pomoci alkalickych rozpoustédel je vyhodné k hydrolyze
uzit smes organickych rozpoustédel (naptiklad metanol, etanol, aceton) a anorganickych
kyselin jako katalyzatoru. Proces probiha pii vysokych teplotach (okolo 185°C) a
rozpoustédla se musi po ukonfeni procesu odstranit, aby mohly byt produkty dale
zpracovany.

Vytézky cukrii nejsou z vySe uvedenych divodl u zasadité hydrolyzy ekonomicky
natolik zajimavé, tudiZ se zésaditda hydrolyza obraci smérem k vyrobé surovin uZitych
Vv plnidlech plastu ¢i raznych zalévacich hmotach (Tyson, 1995). Stejnym procesem je mozno
docilit vyroby pftirodnich sladidel, rozpoustédel a ptibuznych surovin pro chemicky prumysl
(etanol, butadien, kyselinu octovou, mlécnou a podobng).

K zésadité hydrolyze lze Uspé$né pouzit LIOH, NaOH, KOH (0.5M - 12M) a
tetrametylamonium—hydroxid (C4H13NO, dale jen TMAH) v riiznych smésich (Oztiirk,
Bechtold, 2005). Z grafiky 10 je patrné, Ze vyssich efektl 1ze dosahnout nejen zvySovanim

koncentrace hydroxidu, ale dalezity je i reak¢ni tlak a teplota.

Grafika 10 (A, B, C): Celulozové vidkno po aplikaci TMAH
A:0,7M TMAH, pokojova teplota
B: 2M TMAH, pokojova teplota
C: IM TMAH pri ultrasonifikaci, 80°C po 90 minut
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zdroj: Oztiirk a Bechtold®

Ke Stépeni celulozy lze vyuZzivat hydroxidy alkalickych kovl (Zhang, Okubayashi,
Bechtold, 2005a-d). Pro susinu fytomasy od 6 do 18% (nejlépe 10 az 12%) lze po 90
minutach ve 2,5 az 4,7% NaOH dosahnout nejlepsich vysledka pti 40 az 80°C (Iépe 60 az
70°C) (Annergren et al., 1982).

Aplikaci Ca(OH); je efektni provadét jen za vysokych teplot (Holtzapple et al., 1994).
Reakéni podminky jak pro NaOH a Ca(OH); uvadi grafika 11 a 12.

Grafika 11: Prehled reakcnich podminek pro zasaditou hydrolyzu uzitim NaOH
g NaOH/100 g NaOH/100 Effect on

Reference Type of Biomass Temp. (°C.) Time Particle Size g solution g biomass Digestibility

Moore et al. Cotton linters 30 1h 40 mesh 1 20 No cffect?

1972

Moore et al. Aspen 30 1h 40 mesh 1 20 Increased from

1972 10% to 50%7

Millet et al. Different wood 25 lh — 1 20 Increased®

1970 samples

Fient et al. 1970  Different wood 25 1h,2h 40 mesh 05,1 2-20  Increased®
samples

Baker et al. Aspen sawdust ambient 2h 0.16 cm 0.5 5 Increased from

197570 41% to 52%"

Anderson et al.  Ryegrass straw ambient 24h 2.54 cm 0.5-8 7.5-120 Increased from

1973 33% to 90%*

Mandels et al.  Bagasse 72 lh %" mesh 2 — Increased?

1974

Mandels et al.  Newspaper 70 9m " mesh 2 100 Increased?

1974

Turner et al. Different grass — 48 m 4 mm 3 — Increased?

1990 samples

zdroj: (Holtzapple et al., 1994)
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Grafika 12: Prehled reakcnich podminek pro zasaditou hydrolyzu uzitim Ca(OH),

g water/g g Ca(OH),/100 g Effect on

Reference Type of Biomass Temp. (°C.) Time  Particle Size  solution biomass Digestibility

Playne 1984 Bagasse 20 8d 225 0.87 12 to 30 Increased from
19% to 72%>

Waller et al. Com cobs ambient 14d Ground 0.6 4 Improved

1975 digestibility*

Rounds et al. Corn cobs - — — — 4 No effect?

1974

Gharib et al. Poplar bark ambient lor150d 9.5 mm 06 410 16 Increased from

1975 30% to 52%*

Felix et al. 1990 Soyabean straw ambient/frozen 304 Chopped 0.65 2t0 5 No effect!

n vivo, ZIn vitro

zdroj: (Holtzapple et al., 1994)

Ohledné lignocelulézovych materidli byla v ramci zésadité hydrolyzy patentovana
Siroka baze reak¢nich parametria (Holtzapple et al., 1994). Obnova Ca(OH), mize probihat
kontinualn¢, jako zbytek procesu. Rozpustny hydroxid je ze zreagované fytomasy vymyvan
vodou a reakci s CO; preménovan v nerozpustny CaCOs. Ten je teplem rozkladan na CaO a
COg, ktery je zpét hydratovany na Ca(OH);.

Pro dezintegrovanou dievnatou fytomasu byly patentovany koncentrace Na,O od 5 do
80 ml/l, pti¢emz k zasadité hydrolyze dochézelo pii relativné nizkych teplotach 20 az 80°C po
dobu 5 az 60 minut (Grudinin et al., 1982). Dilezité je sledovat dynamiku s jakou dana
fytomasa vzdoruje zasaditému hydrolyzaénimu ¢inidlu. Pti 20g NayO/l, teploté¢ 70°C a
reakénim casu 20 minut, bylo udajné dosaZeno stupné hydrolyzace 95,6%. Pfi sniZeni
koncentrace hydrolyzujiciho reaktantu na 10g NayO/l, reakéni teploté taktéz 70°C a stejné
dob¢ reakce (40 minut) je uvadén stupen hydrolyzy jiz jen 76,4%. Pokud se ovSem snizilo
zastoupeni hydrolyzujiciho NayO na pouhych 5g Na,O/I a teplota jen na 20°C, je pozorovan
pokles stupné hydrolyzy na 50%. V okamziku zvySeni davky Na,O opét na 20g/l, avSak za
stejné nizké reakéni teploty (20°C) i Casu (20 minut) bylo pozorovano zvysSeni stupné
hydrolyzy na 62,3%. Efekt teploty byl pozorovan, kdyZ se za stejné koncentrace (20g Na,O/l)
teplota zvedla na 60°C a hydrolyza byla pferuSena po 5 minutdch. Pozorovany stupen
hydrolyzy byl tUdajné¢ 84,4%. Na otdzku, zda-li neni 5 minut pfili§ malo odpovédéla
hydrolyza, kterd byla za stejné koncentrace i teploty (20g NayO/l, 60°C) provedena o 15
minut déle. Po 20 minutach byl pozorovan stupen hydrolyzy 87,6%, coz je oproti piedchozi
hodnot¢, ziskané za Ctvrtinovy €as nartst jen o 3,2%. Souhru vSech parametrti dokresluje
stupent hydrolyzace 93,4%, ktery byl dosaZzen pii koncentraci 20g Na,O/1, teploté zvySené na
70°C a reakénim Case 20 minut. Zvyseni davky Na,O na 40g/l nemélo pti nizké teploté 20°C
ocekavany efekt ani po 20 minutach (stupeit hydrolyzy 74.6%). Komplexnost problému
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dokresluje hydrolyza o davce 80g NapO/l pti 70°C, ktera byla ukonfena po 5 minutach.
Stupeni hydrolyzy byl za danych reakénich podminek 80,4% (Grudinin et al., 1982).

Pti zasadité hydrolyze Ca(OH); bylo pozorovdno zvyseni stupné krystali¢nosti
celulozy (Kim, Holtzapple 2006). V ptipadé testovan¢ho krmivaiského zrna ze 43 na 60%.
V navaznosti na dosazené vysledky lze piedpokladat, ze doslo k rozstépeni amorfnich Casti
fytomasy (lignin a hemicelul6za). Pro dané reakéni podminky byly patentovany doby zdrzeni
od 20 sekund do 5 minut, pH od 10,5 do 12,5, teplota od 65°C do 167°C, tlak od 0,35 do
1,7MPa (Tyson, 1995).
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2.4 Technologie enzymatické hydrolyzy fytomasy

Obecné je znamo, ze obratlovci enzymy schopné hydrolyzovat celulézu nemaji a ze
prezvykavci ve svém slozitém travicim traktu udrzuji kultury mikroorganizmi vylucujicich
celulazy, které hydrolyzu celulézy umoziuji. Skrob jsou byloZravci i viezravei schopni

Enzymy jsou biokatalyzatory produkované zivymi buitkami tak, aby se staly nosici
specifickych biochemickych reakci metabolického procesu bunky (Underkoflera, Barton,
Rennert, 1957). Jsou vysoce specifické na konkrétni substrdt a je mozno je aplikovat
bezbunécné (Buchner, Buchner, Hahn, 2007).

Vyuzivani enzymatické hydrolyzy se datuje daleko do minulosti. Pfikladem je uziti
jecného sladu k hydrolyze Skrobu v pivovarnictvi, ¢i moc¢i na moteni usni (Underkofler,
Barton, Rennert, 1957). Stale existuji indidnské kultury, kde zeny vyrabéji palenku
nazvykdnim Skrobnatych hliz. Vyuzivani enzymi, v¢etné jejich vyroby, bylo zapocato v 19.
stoleti a béhem nasledujicich let vyustilo v kultivovani organizmu Aspergillus oryzae
(Takamine, 1894; Takamine 1914).

Metody k efektivnéjs$i produkei stdle vétSiho a aktivnéjSiho spektra enzymi byly
behem 20. stoleti mnohokrate zdokonaleny (Hoogerheide, 1957; Forbath, 1957). VétSina
enzymu je v praskovité podobé stabilni. Byvaji michany v soli, cukru, Skrobu, ¢i pSeni¢né
mouce. Nékteré ale pro uplné dosazeni svého potencidlu potiebuji pritomnost stabilizatort a
aktivatorti (Underkofler, Barton, Rennert, 1957). Pii pfesném méfeni rozlozitelnosti celuldézy
enzymatickymi preparaty je tak tfeba kalkulovat i s glukézou, ktera mulZe byt obsazena
Vv samotném preparatu jako konzervacni prostiedek (McMillan, 1994; Zhang, Schell,
McMiillan, 2007).

Enzymaticka hydrolyza se sklada ze tfi krokl: adsorpce enzymi celulazy na povrchu
celulozy, biologicky rozklad celulézy na fermentovatelné cukry a desorpce celulazy
(Kokrhelova, Jirout, 2003). Jeji ti¢innost zavisi pfedev§im na koncentraci substratu, typu a
koncentraci enzymt zaloZenych na celulaze a dalSich podminkéach, pfi kterych reakce probiha
(teplota, pH). Efektivni hydrolyza vyzaduje synergické reakce vice druha celuldz (Zhang,
Himmel, Mielenz, 2006). ZvySenim davky celulazy se muze zvysit rychlost hydrolyzy a
obsah celuldzy v hydrolyzatu (Huang, 1975). Nelze ale opomeout vyssi ndklady. Vyhodou je,

ze se muze celulaza ziskana z kalové vody opé€t pouzit pro dalsi rozklad.
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Pfi adsorpci celulazy na povrch celulézy dochazi ke snizeni efektivity hydrolyzy.
Tomuto jevu je mozno branit aplikaci tenzidd, které zméni vlastnosti povrchu celulézy a
minimalizuji nevratné véazani celulazy na celulozu. Alternativou je i kultivace mutantt
produkujicich aktivnéjsi celulazy (Zhang, Himmel, Mielenz, 2006). Progresivni technologii je
1 Simultaneous saccharification and fermentation (dale jen SSF). Jedna se o proces zalozeny
na soucasné probihajicim zcukfeni a fermentaci vzniklych cukri (Nelson, Cox, 2008). D¢j
probiha pfi teploté 38°C, coz je kompromis mezi teplotou vhodnou pro hydrolyzu (45-50°C) a
teplotou fermentace (30°C).

Pro ptfedkladanou praci je ze vSech enzymi kliCova skupina hydrolaz. Jedna se o
hydrolytické enzymy, které se fadi do skupiny EC3 Hydrolases (Nomenclature Committee of
the International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 2009), ¢emuz nejlépe
odpovida Cesky preklad hydrolazy. Tato skupina je funkéné délena do 13 podskupin. Prvni se
znaci jako EC 3.1 Acting on ester bonds a v ¢eském prostiedi je zndma jako Esterazy. Ta je
roz¢lenéna do 31 uskupeni.

Mezi esterdzy patii lipaza (hydrolyzuje estery vyssich mastnych kyselin a glycerolu;
pracuje bez specifického koenzymu), pektaza (vyskytuje se u bakterii i hub rodit Aspergillus,
Penicillium, u kterych hydrolyzuje methoxylové skupiny pektinu), tanidza (hydrolyzuje
esterové vazby tanint, nejlepSim producentem je Aspergillus niger a dal$i houby), sulfataza,
fenylsulfataza, chondrosulfataza a lecithindza ($t€pi lecitin na lysolecithin, lecithinaza C je
identicka s a-toxinem Clostridium perfringens) (Ambrozova, 2004). Podskupina EC 3.2 nese
nazev Glycosylases (Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry
and Molecular Biology, 2009), ¢emuz odpovida ¢eské Glykosidazy. Ty odpovidaji za $tépeni
glykosidickych vazeb (odtud ndzev skupiny enzymi) v molekuldch polysacharidi
(Ambrozova, 2004). Nekteré bakterie je vyluCuji do prostfedi jako tzv. exoenzymy (jsou
odpovédné za Sté€peni velkych molekul polysacharidi na molekuly mensi, kterym je
umoznéno snadngji prochazet pfes bunééné membrany do nitra bakterie). Podle substratu se
déli na oligosacharidazy a polysacharidazy.

Mezi oligosacharidazy patii maltaza (a-glukosidaza stépici maltozu, a-D-glukosidy a
sacharozu), trehaldza (je produktem kvaSeni u bakterii, kvasinek a plisni a stépi disacharid
trelialozu), cellobiaza (B-glukosidaza §tépi B vazby v sacharidech, napt. v cellobidze, salicinu
a amygdalinu; u kvasinek, plisni a bakterii), B-glukoroniddza (hydrolyzuje konjugované
glukuronidy na glukuronovou kyselinu), a-galaktosidaza (hydrolyzuje a-galaktosidy, rafindézu
a melibiozu; u Aspergilhis oryzae), f-galaktosidaza (tzv. laktaza, hydrolyzuje B-galaktosidy,

laktoza je Stépena na galaktozu a glukézu; u druhti Escherichia coli, Lactobacterium sp., plisni
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a kvasinek) a sacharaza (tzv. B-h-fruktozidaza, $té€pici sachardézu na glukézu a fruktozu; u
kvasinek, plisni a bakterii mlé¢ného a octového kvaseni) (Ambrozova, 2004).

Z polysacharidaz, stépicich fetézce polysacharidd, maji vyznam amylazy (hydrolyzuji
Skroby a glykogen tak, ze kone¢nym produktem je maltéoza ¢i glukoza; piikladem je a-
amylaza, ktera Stépi a-1,4 vazby za ucasti vapniku, tj. St€épeni amyldézy a amylopektinu na
oligosacharidy; B-amylaza $tépi a-1,4 vazby od zacatku polysacharidového fetézce, pokud
narazi na o-1,6 vazbu, reakce se zastavuje; vyuziti je pfi zcuktfovani Skrobnatych zépar v
lihovarnictvi, v textilnim pramyslu ¢i pekafstvi), pektinazy (pusobi na pektinovou kyselinu,
rozrusuji vazby mezi jednotkami galakturonové kyseliny; jsou hojné u bakterii a plisni napf-.
druhu Aspergilhis oryzae), celulazy (rozkladaji celulozu, produktem hydrolyzy celulézy je
cellobidza, ktera je Stépena na glukdzu cellobidzou; jsou produkované bakteriemi, plisnémi i
prvoky), hemicelulazy (S$tépi polysacharidy slozené z glukdézovych nebo fruktézovych
jednotek), chitinazy (tzv. mukopolysacharidazy, hydrolyzuji chitin na N-acetylglukozamin; u
pudnich  mikroorganismti, plisni a aktinomycet), hyaluroniddzy (patfi mezi
mukopolysacharidazy, $tépi hyaluronovou kyselinu, maji vyznam pii pronikdni nékterych
bakterii nebo jejich toxini do tkadni jinych organismil, proces je zalozen na faktu, ze
roz§tépenim hyaluronové kyseliny se poruSuje ochranna bariéra téla proti infekci, vyskytuje
se u pneumokoki, stafylokokt a anaerobnich klostridii).

Tteti podskupinou jsou EC 3.3 Acting on ether bonds (Nomenclature Committee of
the International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 2009), ¢tvrtou EC 3.4 Acting
on peptide bonds (Peptidases), ¢esky peptidazy, patou EC 3.5 Acting on carbon-nitrogen
bonds, other than peptide bonds, Sestou EC 3.6 Acting on acid anhydrides, sedmou EC 3.7
Acting on carbon-carbon bonds, osmou EC 3.8 Acting on halide bonds, devatou EC 3.9
Acting on phosphorus-nitrogen bonds, desatou EC 3.10 Acting on sulfur-nitrogen bonds,
jedenactou EC 3.11 Acting on carbon-phosphorus bonds, dvanactou EC 3.12 Acting on
sulfur-sulfur bonds a posledni EC 3.13 Acting on carbon-sulfur Bonds (Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 2009).

Enzymy (biokatalyzatory) snizuji aktivacni energii, neméni rovnovazny stav reakce,
ale urychluji jeho dosaZeni a na priibéhu se nepodileji stechiometricky (Ambrozova, 2004).

Enzymy jsou bilkoviny, které maji vlastnosti spolecné vSem proteinim. Jsou
specifické, v ur¢itém sméru na bunce nezavislé koloidni vysokomolekuldrni biochemické
katalyzatory, které jsou produkovany zZivou bunikou. Katalyticka ¢innost enzymil je umoZznéna
adsorpci molekul zroztoku na jejich povrch. Adsorpce je specificka, tj., ze pouze urcité

molekuly substratu jsou adsorbovany a orientovany na povrchu enzymu tak, Ze mohou
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reagovat. Rychlost reakce je imérna az do urcité vyse koncentrace katalyzatoru (Ambrozova,

2004).

Grafika 13: Princip enzymatické hydrolyzy

R-OH + HEn
H,0 +
R-X + HEn =—= R-En + HX

YH R\

R-Y + HEn

Kde: R-X ... substrat, R ... pfenadena skupina, Y ... akceptor prenddené skupiny, kde ve specidlnich pripadech
jim muze byt 1 voda

zdroj: Ambrozova, 2004

Enzym, jako celek, se oznacuje jako tzv. holoenzym. Enzym tvofi se substratem
docasny komplex, ve kterém se substrat vaze na enzym v aktivnim misteé. Aktivni misto si lze
pfedstavit na povrchu ¢i uvnitf molekuly enzymu, na jehoz velikosti a tvaru se podileji
postranni fetézce nejméné tii aminokyselin (serin, histidin, trimosin) (AmbroZzova, 2004).

Koenzymy jsou popisovany jako termostabilni a relativné specifické a nezbytné
soucasti nekterych enzymt, ve kterych jsou vazany riizné¢ pevnou vazbou na bilkovinnou
slozku, ptic¢emz jednou z charakteristickych vlastnosti koenzymd je fakt, Ze si je zivé soustavy
neumg&ji samy syntetizovat a jsou proto piijimany s potravou. Kofaktory jsou ionty kovi,
napt. Zn?*, Mg, Fe**, Fe**, Cu*" a Cu* (Ambrozova, 2004).

Aktivni misto enzymu je tvofeno tak, Ze je schopné selektivné adsorbovat pouze ty
latky, jejichz struktura koresponduje se strukturou aktivniho mista. Biologicka specifita
enzymu zavisi tedy na struktufe aktivniho mista. Aktivni misto je svym tvarem pfizptisobeno
tvaru substratu, ¢im je pfizpisobeni vétsi, tim vEtsi je nasledné specifita substratu. Specifita
enzymu je zaloZena na zpusobilosti enzymu S§tépit urcitou vazbu ve slozité molekule
organickych sloucenin. Naptiklad Skrob je Stépen amyldazou, maltéza maltdzou, celuloza
celulazou. Nekteré enzymy jsou absolutné specifické, tj., ze atakuji pouze jediny substrat.

Kontaminujici enzymova aktivita mize byt n€kdy i uzitecnd, jako je tomu napiiklad u
B-glukanasy ve smiSenych amylazovych a proteazovych preparatech z Bacillus subtilis
(Wiseman, 1978). V praktické ¢asti této prace napiiklad B-glukanasa snizuje viskozitu sladiny

a tim usnadniuje pouziti takovychto bakteridlnich exoenzymt.
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Ztekuceni a zcukieni Skrobu provadé¢ji amylolytické enzymy (Pelikén, Sédkova, 2001).
Pti pouziti lihovarského sladu jsou to byly sladové amylazy, dnes se vesmés pouzivaji
dovazen¢ bakterialni a plisnové amyldzy, coz proces zcukiovani usnadiuje a urychluje.

a-amyldza Skrob hlavné ztekucuje a rozklddd na dextriny, za soucasného vzniku
malého mnoZstvi maltozy. Stépi vazby 1 a 4 v hlavnich i postrannich fetézcich. Je odolna vii
vySSim teplotam, avSak citlivd na kyselost prostfedi. B-amyldza Stépi vazby 1 a 4 jen
Vv hlavnim fetézci a odstépuje postupné molekuly maltézy na neredukénim konci fetézce.

Pifi enzymatické hydrolyze odStépuji exoglukandzy konce fetézci celulozy a
endoglukanazy rozbijeji fetézce uprostied (Kokrhelova, Jirout, 2003). Vznikla latka se nazyva
celobidza a teprve jejim rozpadem pomoci enzymu B-glykosiddzy vznika glukéza. Poskozuje
se teplotou nad 60°C, snasi vSak nizsi pH. Tvoii hlavné¢ cukr maltézu. Pti rozkladu Skrobu se
uplatiiuji 1 dal$i enzymy, napf. amyloglukosiddza a R-enzym, $tépici vazby 1 a 6 v misté

rozvetveni. Dynamiku procesu dokumentuje grafika 14.

Grafika 14: Kvaseni zapar
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priibéh teploty, 4 — priib&h obsahu kyselin

zdroj: Pelikan, Sékova, 2001

Obdobné kiivky jsou zndmy i pro hydrolyzu celulézy (Huang, 1975). Hydrolytické

enzymy jsou velmi specifické, respektuji i1 stechiometrické rozdily mezi slouceninami
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(Ambrozova, 2004). Prikladem je maltaza, ktera Stépi pouze a-1,4 glykosidické vazby
v polysacharidech.

Zpracovani Skrobnatych surovin doznalo ve svété znaénych zmén v technologii
(Melzoch, Rychtera, 1995). Ty se tykaji zejména snizeni energetickych nakladi na vyrobu a
to hlavné s ohledem na vyuziti vysokoaktivnich enzymovych preparat. Ptitom je dilezitd i
otazka mechanického rozmélnéni suroviny a zptistupnéni zrn Skrobu plsobeni enzymii.
Pateni pod tlakem se zna¢né omezuje a vyuziva se termostabilnich ztekut'ujicich a-amylaz.

Enzymové preparaty obsahuji i dals$i hydrolytické enzymy, které vytéznost sacharid
zvysuji. Nékteré technologie preferuji vyuziti recirkulace kvasinek a proto je nutné pfipravit
zéparu bez suspendovanych Castic. Znamena to bud’ vyuzit jen endospermové Casti zrna
(upravené mleti zrna) nebo po pusobeni enzymi oddélit pevny podil a dale pak pracovat s
kapalnym podilem. Pii tomto zplsobu bude nizs§i vytéznost lihu, protoze ¢ast Skrobu mizi s
pevnym podilem. Tento material 1ze pouzit pro ptipravu krmiv. Jiné technologie ptedepisuji
oddéleni pevného podilu po zkvaseni a néslednou destilaci kapalného podilu. Pevny podil se
pouzije k ptipravé krmiv a kapalny podil po destilaci (vypalky) je vyuzit k pfipravé nové
zépary. Recirkulace kapalného podilu je zvlast’ dulezitad u vétSich lihovarl, protoze zde je
nutno vypalky expedovat v zahusténé, nebo jesté 1épe v suché formé.

Skrob musi nejprve nabobtnat a zmazovatét, potom dochéazi ke ztekuceni (G&inek a-
amylazy) a nakonec ke zcukfeni (U¢inek P-amylazy) (Melzoch, Rychtera, 1995). Teplota
mazovaténi u sladového Skrobu je 50 az 57°C, pro ztekuceni skrobového mazu jde o optimum
teploty 65 az 75°C (pH 4,6), pro zcukieni je optimalni teplota 60 — 65°C (pH 4,5), Enzym a-
amylaza se teplem inhibuje pii teploté kolem 80°C, kdeZto B-amylaza jiz pii teploté 75°C.
Prodluzovanim nebo zkracovanim casovych prodlev pii rmutovani pro oba amylolytické
enzymy lze ziskat sladiny s riznym obsahem zkvasitelnych cukri.

Se stoupajici teplotou rychlost reakce stoupa az do optima (Ambrozova, 2004). Pti
vyssi teploté rychle klesa, az konecné ustava. Pokles je zpisoben tepelnou inaktivaci enzymu.
Aby vznikl produkt, musi byt molekuly vhodné aktivovany energii, kterou je tzv. Aktivacni

energie. Katalyzatory (enzymy) tuto aktivacni energii snizuji (viz grafika 15).
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graf 2: Charakter Ea p7i katalyzované a nekatalyzované reakci

nekatalyzovana reakce

_.» katalyzovana reakce

energie
-
-~
~
——\

reagujici
slozky

produkty

zdroj: Ambrozova, 2004

Velmi vyrazny je v dané véci ucinek pH (Ambrozova, 2004). VétSina enzymli ma
optimum mezi pH 5 — 8, (n€kdy i 2 — 10). Vliv pH se vyrazné uplatiiuje na povaze prostiedi.
Utinek zafeni muize byt zesilen fotodynamickym tuéinkem nékterych barviv (methylenova
modf, eosin). Ultrafialové zafeni a rentgenové zafeni mohou mit inhibi¢ni vliv a zplsobit
denaturaci bilkovinné slozky enzymu.

Klicovym faktorem enzymatické hydrolyzy je téz velikost reakéni plochy
(Taherzadeh, Karimi, 2008; Sun, Cheng, 2002; Stone et al., 1969). Dalsim faktorem distribuce
enzymil je celkovy objem ligninu, ktery je zodpovédny za integritu, pevnost a prevenci
smaceni lignocelulaz (Taherzad, Karimi, 2008). Delignifika¢ni proces mize nasledn¢ uvolnit
prostor pro naslednou enzymatickou hydrolyzu. Samotnou delignifikaci se jiZ ale hydrolyzuji
nékteré hemiceluldzy. Uvolnény lignin je bohuZel inhibitorem celuldzy, méné téz xylanazy a
glukosidazy.

Ze vSech hydrolaz maji pro dané téma nejvétsi vyznam amylazy (Underkofler, Barton
a Rennert, 1957). Dle naznaeni typu amylazové reakce jsou déleny na ,,zkapaliujici®
(liquetying) a ,,zcukfujici* (saccharifying). B-amylaza, ktera neni mikrobidlniho plivodu, je
pravym zcukiujicim enzymem formujicim maltéozu pfimo ze Skrobu $tépic disacharidové
jednotky na otevienych koncich fetézce. a-amylazy z riznych zdroji maji obvykle dobrou
schopnost zkapalnovani, ale jejich zcukifovaci schopnost je zna¢n¢ variabilni, stejné jako

jejich termostabilita. Jejich reakce je mozno vyjadfit jako
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a-amylase

Starch Mioetying smylass) dextrins + maltose
-amylase
Starch B. .y > maltose
(saccharifying amylase)
Dextrins m maltose
Starch or dextrins amyloglucosidase glucose

S tim, ze bakteriadlni amylazy zlstavaji aktivnéjsi pii vysSsich teplotach, nez plisnové amylazy,

¢imz také 1épe ztekucuji Skrob.

Krome teplot ma velky vliv i reakéni doba enzymu. Pomérmeé nazorné je problematika

zpracovana na ptikladu bagazy v grafice 16 (Holtzapple et al., 1994).

Grafika 16: Viiv reakcni doby enzymu na GE

Enzymatic Hydrolysis Profiles of Bagasse

Pretreatment Condition: Temp=120C, Time=1 h,

Lime loading=0.1 g/g dry bagasse, Water loading=10 mL/g dry bagasse
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zdroj: Holtzapple et al., 1994

Pro davkovani biologicky aktivnich latek jsou zavedeny jednotky International Unit

(mezinarodni jednotka, dale jen IU). Jedna se o jednotku vztazenou na biologickou aktivitu,

jejiz puvod je ve farmakologii. Definice IU se 1isi u kazdé latky. Velké mnozstvi je jich

definovano pod zastitou World Health Organization (Svétova zdravotni organizace, dale jen

WHO), kterd definuje reak¢ni podminky a zptlisob stanoveni.
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Konkrétné pro enzymy navrhla IUB jednotku roku 1964. Jednalo se o mnoZstvi
enzymu, které katalyzuje konverzi 1 mikromolu substratu za minutu. Podminky reakce byly
definovany velmi obecné, a to tak, aby byla rychlost konverze maximalni. Doporuceno je
30°C, optimalni pH a optimalni koncentrace.

Protoze ale minuta neni jednotkou ISU (diive Sl), roku 1978 navrhnula CGPM
jednotku katal (NC-1UB, 1979), ktera byla oficialné piijata az roku 1999. V mezidobi NC-
IUB definovala pfitomnost enzymu vyskytem chemické reakce, kterou katalyzuje. Na zakladé
doporuceni Enzyme Nomenclature Recommendations z roku 1964 IUB definovala standardni
jednotku enzymatické aktivity jako mnozstvi, které bude katalyzovat transformaci 1
mikromolu substratu za minutu ve standardnich podminkéch.

Pozdéji bylo doporuceno vyjadieni v molech za sekundu a tehdy dostala doposud
bezejmennd jednotka enzymatické aktivity jméno katal. Katal (dale jen kat) se tak stal
symbolem katalytické aktivity, kterd zvysi zrychleni reakce pravé o 1 mol/s v ndvaznosti na
kvantitativni rozbor. Katalyticka aktivita enzymu je poméfovana zrychlenim reakce (mnozstvi
substance za cas, neboli mol/s), které je pro enzym stanovovano po kvantitativnim rozboru
(naptiklad pomoci spektrofotometru). Ackoli se v anglosaskych zemich a diky exportované
laboratorni technice i jinde ve svété IU déle vyuziva, dle zdkona €. 505/1990 Sb. O metrologii
ze dne 16.11.1990, ktery stanovi povinné pouzivani jednotek ISU (SI) je tato jednotka lokalné
nespravna a mél by se vyuzivat vyhradné kat.I"* odvozeny ze soustavy I1SU (SI).

Zakladnim vztahem je rovnice Michaelise a Mentenové (Kodicek, 2007a-d), popisujici

zavislost pocate¢ni reakéni rychlosti enzymové reakce V, na koncentraci substratu [S],

Grafika 17: Rovnice Michaelise a Mentenové
o Vi [ 5]
Ex+[5]
zdroj: Kodicek, 2007

kde konstanta Viim je tzv. limitni rychlost (nékdy téZ mén¢ spravné¢ maximalni rychlost
Vmax) @ Km Michaelisova konstanta. Grafem zavislosti v, na [S] je rovnoosa hyperbola
S posunutym pocatkem, kterd pro vysoké koncentrace substratu limituje k hodnoté V.
Limitni rychlost, stejné¢ jako pocate¢ni reakéni rychlost pro kaZzdou koncentraci substratu, je
pfimo umérna koncentraci aktivniho enzymu v roztoku.

Rychlost reak¢éni pocateni (initial reaction rate or velocity) je pojem uzivany

V enzymové kinetice pro rychlost reakce v ¢ase t = 0, tedy pro rychlost, kterou Ize zméfit in
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Vitro po pfidani enzymu do roztoku substrata (viz grafika 18), kde pferusovana ¢ara vyjadiuje
pouze specifikum allosterickych enzymii (aktivni centra jednotlivych podjednotek se
navzajem ovliviuji tak, ze vazba substratu do jednoho centra zvySuje aktivitu centra dalsiho)

(Kodigek, 2007a-d).

Grafika 18: Reakcni rychlost (v), koncentrace substratu [S]
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zdroj: Kodicek, 2007

Koncentrace produktl je nulové a reakce tedy probiha pouze jednim smérem. Substrat
(substrate) je pojem uzivany v enzymologii pro latku, vstupujici do reakce (chemicky
vyjadieno reaktant). Naptiklad substraty reakce, katalyzované enzymem invertdzou
(sachar6za + H,O — glukdza + fruktdza), jsou sachar6za a voda. Dochazi i k inhibici enzymu
substratem (Kodicek, 2007a-d), kdy substrat vaze do aktivniho mista né€kolika nekovalentnimi
vazbami. Pfi vysoké koncentraci substratu se do tohoto mista mize véazat nékolik molekul,
Z nichz v8ak ani jedna nema viici katalytickym skupindm vhodnou polohu a nemuze tedy byt
preménéna. Podle poctu substrati pak délime enzymové reakce na jednosubstratové
(naptiklad vétSina izomeraci, glukéza — fruktéza), dvousubstratové (vétSina reakci, viz
uvedena hydrolyza sachardzy), trisubstratové (napiiklad aktivace aminokyseliny pro
proteosyntézu, aminokyselina + tRNA + ATP — aminoacyl-tRNA + AMP + PPi) nebo i
Ctyfsubstratové (napt. karboxylace pyruvatu za vzniku oxalacetatu, CH3-CO-COO™ + CO; +
ATP + H,0 — "O0C-CH,-CO-COO" + ADP + P;).

Rychlost limitni (limiting rate or velocity) je jeden ze zakladnich parametri rovnice
Michaelise a Mentenové (Kodicek, 2007a-d) a dé se z ni odvodit teoreticky nejvyssi pocatecni
reakéni rychlost, jiZ mize reakce pfi dané koncentraci enzymu za urcitych podminek (pH,
teplota atd.) dosahnout. Z rGznych divoda (inhibice substritem, omezend rozpustnost
substrati atd.) vSak neni mozZné této rychlosti experimentalné docilit. Michaelisova konstanta

(Michaelis constant) Ky, (jindy téz Ky), je parametr rovnice Michaelise a Mentenové. Je rovna

38



koncentraci substratu, jiz je zapotiebi, aby bylo pii dané koncentraci enzymu dosazeno
pocateéni reakéni rychlosti, kterd odpovida poloving limitni rychlosti. Cim je niz§i, tim ma
enzym k danému substratu vy3$si afinitu. M4 rozmér koncentrace, obvykle mol.dm™. Nezavisi
na koncentraci enzymu, proto ji lze uréit i pro nepfecisténé enzymové preparaty ¢i, dokonce
tkanové fezy nebo jiné biologické struktury, obsahujici studovany enzym.

Aktivita enzymu se uvadi v jednotkéch specifické aktivity (Ambrozova, 2004), tj.
Vv jednotkach specifické aktivity na jednotku vzorku. Aktivitu enzymu lze udavat v jednotce
aktivity Ul a katalu.

Stanovenim rychlosti enzymatické reakce, tj. méfenim tubytku substratu nebo
pfibyvanim produktu lze méfit i koncentraci enzymu. Pro absolutni vyjadieni rychlosti
enzymatické reakce se pouziva tzv. &islo premény. Cislo pfemény (turn-over-number) je
absolutnim vyjadfenim aktivity enzymu a udava, kolik molekul substratu je schopnd pfeménit
molekula enzymu (mnozstvi molu substrdtu/mol enzymu/minuta), urcuje rychlost
enzymatické reakce.

Enzymatickd hydrolyza nepfina$i pozadovany efekt bez predchozi mechanicko -
fyzikalni ptipravy (Ruiz et al.,, 2008). Pfed enzymatickou hydrolyzou celuldzami je
doporuceno aplikovat termotlakovou extruzi pti 180 az 230°C. Po 96 hodinach hydrolyzy je
dosazeno vytézku 72% odpovidajici koncentraci 47,3 gramu glukézy v litru. Pfi 220°C bylo
ze 100g fytomasy vyhydrolyzovano 16,7g glukézy, ptficemz proces dosahoval signifikantnich
vysledka jiz pti 210°C. Je tak udajné mozno dosahnout zcukteni az 57,8% (Sharma, Kalra,
Grewal, 2002). Pii teplotach okolo 50°C v néasledné enzymatické hydrolyze Trichoderma
reesei 0 davce 25 FPU vSak nepomadhaji ani vyssi tlaky (Decker et al., 2003).

Alternativni metody uvadi vysokotlakou aplikaci ¢pavku (Ammonia Fiber Explosion,
dale jen AFEX) u kter¢ je patentem oSetfena teplota 50 az 110°C, pfi které udajné nedochézi
k degradaci cukri a nejmén¢ udajné zatézuje Zivotni prostiedi (Stuart, 1992).

K tabulce doposud publikovanych udaji (viz grafika 19) Ize doplnit, ze pii prudké
zméné tlaku u AFEXu dojde k vystiiknuti vody zachycené v rostlinnych vlaknech a tim i
k redukci rozméri fytomasy (Holtzapple et al., 1992). ZvySeni hloubky enzymatické

hydrolyzy po tpravé AFEXem velmi zavisi na pouzité suroviné (Gupta, Kim, Lee, 2007).
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Grafika 19: Prehled vybranych publikovanych reakcnich podminek pro AFEX

Ammonia gNH,/kg dry Effect on

Reference Type of Biomass State Temp. (°C.) Time Pressure  Particle Size  biomass Digestibility
Villareal 1988 Coastal Gaseous ambient - atmosp. — 40 Increase in
Bermuda grass DIT, CP*
Waiss etal.  Rice straws NH,OH 160 ih — 0.64 cm 26/52  Increased®
1972
‘Waiss et al. Rice straws NH,OH ambient 304d atmosp. 0.64 cm 50 Increased"
1972
Millet et al. Aspen sawdust  Liquid 30/60/90 1h 155/3600725 — — Increased by
1970 psi 5192
Millet et al. Aspen sawdust  Gaseous 30 %2074 h 155 psi — — Increased by
1970 47%2
Brown 1987 Limpo grass Gaseous ambient 304d atmosp. 25cm 20/30/40  Increased*
Kellens et al.  Wheat straw NH,OH 29 21d atmosp. 2 mm 50 Increased
1983 13% to 33%*
Keliens et al.  Wheat straw Gaseous 6 4 d atmosp. 25cm 50 Increased!
1983
Hultquist 1982 Alfalfa Lig/Gas. 20-30 30m  70-165 psig  1/16-% in. 5720 Tncreased by
50%
Millet et al. Aspen sawdust ~ Gaseous —— 2h 70 psi — - Increased by
1975 46%"
Morris et al. Com stover — ambient — atmosp. 13cm 30 Increase in
1980 DIT, DE!

DII = daily intake, CP = crude protein, DE = digestible energy, 'in vivo, 2in vitro

zdroj: Holtzapple et al., 1992

Optimum pro AFEX nastava pii 2 az 3 MPa, teplotach 60 az 120°C 10% suSiné pfi
reakéni dobé od 5 do 15 minut (Chundawat, Venkatesh, Dale, 2005). AFEX ptsobi zejména
na acetylové skupiny, hemicelulozu, celulézu, ligninouhlovodikové vazby (lignin-
carbohydrate comlex, dale jen LCC), (Koshijima, Watanabe, 2003), lignin, proteiny, vapenaté

vazby pro kyselinu uronovou, pektiny a podobné, viz grafika 20.

Grafika 20: povrch lignocelulozy po AFEX
lignocellulose Surface Modification after AFEX
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zdroj: Chundawat, Venkatesh, Dale, 2005

V AFEXu se nasobi chemickd sila tekutého cEpavku s fyzikdlnimi silami pfi
explozivnim uvolnéni tlaku, coz umoznuje Iépe fytomasu ,oteviit“ pro néslednou
enzymatickou hydrolyzu (Holtzapple et al., 1992). Pti aplikaci Trichoderma reesei se dafilo

na bagéaze zvysit u€inek 5,5 krat a na konopné duznin¢ az 11 krat.
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Do 30 minut vsSak nelze pii 75°C ocekavat signifikantni vysledky, protoze B-
glukosidické vazby ztraceji pevnost az pii vyssich teplotach (Zhang, Lyndl, 2005).

Proces obvykle probiha pti ddvkovani amoniaku 1-2 kg amoniaku/kg suché biomasy,
teplot¢ 90°C a dob¢ vydrze 30 minut (Kokrhelova, Jirout, 2003). Pouziva se pro velké
mnozstvi lignocelulozovych materidlti, napft. stébla pSenice, je¢mene, ryze, kukufice a jinych
obilovin, papir, konopi, lisovanou titinu apod., avSak neni vhodna pro materialy s vysokym
obsahem ligninu. Po pouziti se musi amoniak recyklovat, aby nedoslo ke znecisténi zivotniho
prostiedi a snizily se naklady.

Mezi nejvétsi prednosti AFEXu patii relativné nizké provozni naklady (Huber, Dale,
2009). Optimum lze hledat mezi teplotami 70 az 180°C, obsahem vody 40 az 80%,
zastoupenim ¢pavku 1:1 az 3:1 a reakénim Case 5 az 30 minut (Venkatesh et al., 2006). Byly
nalezeny mechanizmy k jeho optimalizaci pro naslednou enzymatickou hydrolyzu (Teymouri
et al., 2005). Pfed AFEXem je efektivni fytomasu macet (Dale, Balan, 2008). Cpavek je
vhodné davkovat od 0,2 po 2kg na 1kg suché fytomasy pii 50 az 200°C, 1,4 az 3,5MPa.

Na optimalizaci teploty, objemu vody a ¢pavku, reak¢nich Casi, ¢i davky enzymu
existuje vice hledisek (Murnen et al., 2008). Jako optimum je ovéfeno 160°C, pomér
amoniaku K susin¢ fytomasy 2:1, 233% zastoupeni vody a 5 minutovy reakéni ¢as. Po 168
hodindch enzymatické hydrolyzy (celulazou, B-glukosiddzou a xylanazou) lze udajné
zptistupnit az 96% glukani (glukozou tvotfené oligo- a polysacharidy) a 81% xylantl.

Pomoci vicefaktorového (obsah vody, velikost ¢astic, koncentrace O3, typu fytomasy a
prutokové rychlosti vzduchu ku Ogs) srovnavani (2k'IO Fractional Factorial Design) pifed
enzymatickou hydrolyzou (pii pokojovych podminkach) bylo dosaZzeno teoretické optimum
pro ozonolyzu (Garcia-Cubero et al., 2009). Na zkoumané ryzové slamé tak bylo po
ozonolyze dosazeno 57 aZ 88,6% teoreticky disponibilnich cukrii. Pro srovnani bez ozonolyzy
16 az 29%.

Pii ptipravé zapar ze Skrobnatych surovin rozliSujeme dva zpusoby: a) tlakovy
(patakovy) zptisob a b) beztlakovy zpisob (Melzoch, Rychtera, 1995). V poslednich letech se
vSak druhy zplisob pouziva Castéji. Tuto zménu umoznila vyroba termostabilnich a-amylaz
bakterialniho ptivodu. Tento enzym je kratkodob¢ aktivni i pfi teplotach nad 100 °C (v praxi
se pouzivaji teploty kolem 90°), coz je vyhodné, protoze muize plisobit i béhem zmazovaténi
Skrobu. Odolnost viici teploté se zvysi ionty vapniku (u nové generace enzymil i to vSak jiz
neni nutné). Optimalni pH pro plisobeni pti uvedené teploté je 6,5 az 7.

Pii tlakovém zplsobu se zpracovavaji cela zrna nebo hlizy. Proces uvolnéni a

zmazovaténi Skrobu vyzaduje teploty nad 100 °C. Toho se doséhne piisobenim vodni pary o
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vysSim tlaku. NejpouzivanéjSim pafakem u nds Henzelv pafdk a jeho modifikace (Kubata,
1962). Velkou vyhodou pafeni je, ze se zdpara soucasn¢ vysteriluje. Naklady na pafeni jsou
vsak vy$si nez pii beztlakovém zplsobu. Pafeni ma tfi faze: propafovani, pafeni pod tlakem a
vyhanéni dila.

Pii beztlakovém zplisobu musi byt obili namleto na castice odpovidajici velikosti.
Mleti mize byt realizovano za sucha (Srotovniky) nebo za mokra (napt. dispergatory nebo
kladivkové mlyny). Co se tyce velikosti ¢astic zrna jsou zkuSenosti z lihovari riizné, ale
vétsinou se odbornici shoduji v tom, Ze velikost ¢astic by neméla byt mensi nez 0,4 mm a
vetsi nez 1,6 mm. Po této Casti pfedpravy suroviny se pfistoupi k pouziti enzymii. Jejich
hlavnim cilem je postupné prevést Skrob ulozeny ve Skrobovych zrnech az na zkvasitelny
sacharid, pfevazné glukosu. Pfitom nejde o jeden enzym, ale o komplex tzv. amylolytickych
enzymil. Z nich jsou dilezité a-, B- amyldzy a amyloglukosidazy. Kromé téchto enzymi lze
pouzit i dalsi hydrolytické enzymy jako napt. hemiceluldzy (napi. xylanazy, B-glukanézy),
proteazy a celulazy. Jejich psobenim lze zvysit vytéznost lihu a soucasné i snizit viskozitu
media (pfedevsim jsou v tomto sméru dulezité hemicelulazy a celulozy). Technické enzymy
vétSinou obsahuji 1 tyto enzymové aktivity. Lihovarské enzymy jsou vyrabény v kapalné fazi
a jejich davkovani je snadné. Je tieba vSak dodrZovat pokyny vyrobce.

Existuji i tzv. aktivatory, které se podileji na aktivaci enzymu (Ambrozova, 2004), se
kterou se setkdme v piipadé multienzymovych systémui. Tyto systémy jsou predstavovany
fadou enzymu podilejicich se na pfeméné vychozi latky v n€kolikastupniovych reakcich, v tzv.
metabolickych drahach. Na regulaci téchto reakci se podileji nekovalentné regulované
enzymy, tzv. allosterické enzymy, kterymi jsou oligomery sloZzené ze dvou nebo vice
identickych podjednotek a jsou prvnim enzymem v fad€. Vyskytuji se ve dvou extrémnich
reverzibilnich stavech a to v aktivnim a inaktivnim stavu s odliSnou konformaci. Allosterické
enzymy maji na povrchu krom¢ vazebného mista pro substrat velké mnoZstvi mist, na které se
vaze latka oznaCovana efektor, tzv. aktivator, ktery vede postupné ke konforma¢nim zménam
ostatnich podjednotek a tim vzristd aktivita enzymu. Efektor mize enzymatickou reakci
urychlit, zpomalit, ¢i upln¢€ zastavit. VaZe se pomoci slabych vazebnych sil. Naopak inhibi¢né
pusobi konecny produkt multienzymové reakce, ktery uvadi allostericky enzym do inaktivni
konformace.

S obtizemi pti davkovani enzymu je tfeba se vyrovnat i pfi davkovani enzymi k
ziskavani termostabilni xylanazy (Beg et al., 2000). Optimum bylo nalezeno pii pH = 8,5,
teploté¢ 50°C a 2 hodinach reakéniho ¢asu. Takovyto jednoduchy zpiisob je vSak uplatnitelny

jen tehdy, pokud je divéfovano udajim aktivity deklarované vyrobcem.
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Enzymatickou hydrolyzu fytomasy ma smysl provadét az po silném mechanickém
rozruseni (Weil et al., 1994; Grethlein, 1984; Grethlein, Converse, 1991; Converse, Grethlein,
1989; Walker, Wilson 1991; Nazhad et al., 1995), Cim kvalitnéji byla provedena mechanicka
destrukce vléken, tim vysSi uinek enzymul. Poznatky ziskané pii studiu molekularnich
mechanizmiit mechanicko-fyzikalni pfipravy celulozy poskytly zna¢né proniknuti do vlivu
stupné krystalizace a mérmé povrchové plochy na stupeit hydrolyzy fytomasy, coz autofi
doplnili ekonomickou studii vypovidajici o navratnosti mechanicko-fyzikalni ptipravy média.

Pokud je bavinéna celul6za rozemleta na submikronové Castice, 1ze dosahnout az 5ti
nasobn¢ho vytézku (60% z teoretického maxima) oproti béZznému stavu (Yeh, Huan, Chen,
2009). Zvysovani hloubky intenzity hydrolyzy touto cestou nabizi Siroké pole plisobnosti,
protoze je mozno vyuzit i kvalitnéji techniku (SPX corporation, 2009).

Samotnou enzymatickou hydrolyzou Trichoderma reesei a Aspergillus niger bylo
dosazeno shodné 15% teoretického potencialu, po termotlakové ptipravé az 90% teoretického
potencialu ziskané glukézy (Grous, Converse, Grethlein, 1986). Byla provedena studie
parametri pro dosazeni maximalni efektivity pfi enzymatické hydrolyze slamy (Rivers,
Emert, 1988). Za dal$i mozny ptiklad enzymatické hydrolyzy miize byt povazovéna
vysokoteplotni dvouetapni aplikace amoniaku s naslednou enzymatickou hydrolyzou pro
separaci xylanu a ligninu (Kim, Lee, 2005).

Novinkou je metoda piipravy lignocelulézové fytomasy glycerolem (atmospheric
aqueous glycerol autocatalytic organosolv pretreatment, dale jen AAGAOP) (Sun, Chen,
2008). 5% koncentrat byl v AAGAOP zdrzen pti ve 220°C po 3 hodiny. Nasledné bylo
uvolnéno az 70% hemiceluloz a 65% ligninu. Po 48 hodinach enzymatické hydrolyzy bylo
udajné dosazeno 90% hydrolyzy.

TaktéZz ve zplsobu zpracovani pSeni€né¢ho zrna lze vysledovat novatorské trendy
souvisejici s intenzivnim rozemleti zrna (Arifeen et al., 2009). Pracovni postu je rozkreslen v

grafice 21, Mleti bylo tak intenzivni, Ze mouka propadavala 500um sitem.
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Grafika 21: Zaclenéni enzymatické hydrolyzy v systému Arifeenova kolektivu
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Tento systém, zafaditelny do technologie komplexniho zpracovani (seznam produkth
je Citelny v levé ¢asti grafiky 21) s minimalizaci odpadud, vyuZzival k enzymatické hydrolyze
enzymy produkované organizmy Aspergillus awamori 2B 361 U2/1 (kultivovano pii 30°C,
pH =4.,5). Fytomasa byla primarné ztekucovana pii 80°C a tlaku 0,1MPa po dobu 3 hodiny.
Samotna enzymatickd hydrolyza probihala ve 29% suSinné¢ davkou 45g filtratu Aspergillus
awamori 2B 361 U2/1 /. Zacala teplotnim nabéhem pro sekundarni ztekuceni na 68°C,
nasledné klesla na reakéni optimum pro Aspergillus awamori 2B 361 U2/1, tedy 60°C. pH
nebylo béhem hydrolyzy kontrolovano. Je udavano, Ze po 24 hodinach byl obsah glukézy
Vv hydrolyzatu 266g/1, coz je pro danou fytomasu interpretovano jako 87% konverzi Skrobu.
Pti nasledné produkei etanolu se ukazalo vyhodné odstrafiovani lepku.

Odpadni skrob byl v prvni fazi hydrolyzovan enzymatickym mixem Teramamyl 120L
(1%). Hydrolyza probihala pti pH=4,2 a teploté¢ 100°C po dobu 25 hodin. V druhé fazi byl
pfidan enzymaticky mix Spirizyme (taktéZ 1%). pH bylo zachovano na 4,2, ale teplota byla na
nasledujicich 25 hodin sniZena jiz jen na 60°C. Sterilizace probihala ptfi 110°C po dobu 15
minut. Po oddéleni nezhydrolyzovaného Skrobu a vldknitého materidlu centrifugou bylo
ziskavano 80 az 110 glukézovych ekvivalentt (déale jen GE) z 1 litru hydrolyatu (Davis et al.,
2006).
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2.5 Technologie kombinovanych hydrolyz fytomasy

Nejlepsich technologickych vysledkli bylo dosazeno optimalizovanim a skladanim
postupit  z pfedchozich kapitol. Principem kombinovanych hydrolyz fytomasy =zstava
depolymerizovat celul6zovou, hemicelulézovou, ¢i lignocelulézovou slozku, avSak pfi
kombinaci postupi je nutno brat zvlastniho zietele na zabranéni degradace vystupnich
monosacharidl, coz byva u kontinualnich systémt technologickou obtizi.

Kombinovanou hydrolyzu fytomasy je doporuceno provadét az po rozemleti, kdy
propadava sitem s oky 2mm (Zhao, Xia, 2009). Po promyti a vysuSeni byl v suSin¢ obsah
celulozy 38,7%, hemicelulozy 21,7% a ligninu 19,3%. Nésledné byl v poméru 1:8 aplikovan
po 75 minut 0,5M NaOH pii 80°C. Zastoupeni celulézy v susiné vzrostlo na 64,1%,
hemicelulézy na 24,6%. Obsah ligninu v susiné klesl po provedené zasadité hydrolyze na
8,6%. Mix celuldz a hemiceluldz z Trichoderma reesei vykazoval 146 FPU, 12 cellobiazovych
jednotek (dale jen CBU, viz Ghose, 1978) a aktivitu xylanazy 1458 (déle jen XA, viz Bailey,
Biely, Poutanen, 1992). Preparat z Aspergillus niger ZU-07 vykazoval 376 CBU a
nedetekovatelnou FPU. Davky enzymatické hydrolyzy byly 10 a 20 FPU. Optimalni reakcni
teplota je 45 az 50°C, reakéni ¢as 12 hodin (Zhao, Xia, 2009). Technické obtize nastavaji,
pokud maji probihat zaroven fermentacni procesy (SSF), jejichZ optimalni teplota je mimo
vySe uvedené teplotni rozmezi.

Patentovan je 1 2-fazovy proces, ve kterém k prvni hydrolyze dochéazi pii 140 az
220°C, tlaku 0,3 az 1,5MPa a pH od 2 do 3 (naptiklad HNO3) (Brink, 1991). SuSina fytomasy
se pohybuje okolo 15%. V tomto kroku dojde k hydrolyze pfevazné hemiceluloz na pentozy a
hex6zy. Nasleduje citlivejsi krok, pii kterém je fytomasa oxidovana 0,2 az 0,4g Oo/1kg suSiny
fytomasy za minutu. Obvykle taktéz v rozpéti 140 az 220°C. Nésleduje druhy hydrolyzaéni
krok za silnéjSich podminek, obvykle pfi teplotach od 160 do 240°C. Konkrétné pii pH 2,1 je
V patentu zaznamenan reakéni ¢as 60 minut, teplota 170°C a pritok vzduchu zajistujici 1g O,
lkg suSené fytomasy za 1 minutu. Druhd faze ma v daném ptipad¢ teplotu mezi 160 a 240°C,
pficemz je doporu€eno rozmezi 180 az 220°C. Koncentrace redukujicich cukrti se da nasledné
piipadé ocekavat mezi 1 a 10%. V jiném piipadé je v prvni fazi pii pH (reaktantem je HNO3)
od 1,4 do 3 (ptesné&ji od 1,6 do 3) je pfi teplotach 140 az 220°C (optimalné 160 a 180°C)
patentovan tlak 0,5MPa po dobu neptesahujici 40 minut. V druhém kroku je pH od 1,2 do 3
(Iépe od 1,3 do 2) patentovana teplota od 160 do 200°C. Tlak by mél byt vyssi, nez
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V pfedchozim kroku (Brink, 1991). 1kg suché fytomasy by mélo za 1 minutu proudit 0,2 az 4g
O,. Dalsi hydrolyza¢ni krok by mél probihat pti pH od 1,2 do 2,5 (nejlépe 1,25 az 1,75).
Teplotni rozmezi je udavano mezi 160 a 240°C, 1épe 180 az 220°C. Zde by jiz mélo dochazet
k samotnému rozkladu celuldzy na jednotlivé jednotky glukozy. Suché oxidacni procesy by
meély probihat optimalné nad 220°C, optimum pro vlhké oxidacni procesy lezi mezi 180 a
220°C. Touto metodou lze kyselou hydrolyzou HNO3 (pH = 3) pti 160°C po 10 minutovém
nab¢hu a nasledném 30 minutovém zdrzeni v prvnim stupni dosdhnout obsahu redukujicich
cukra 1,16%. Po vymyti a snizeni pH (pomoci 72% HNO3) na 2,45 lze po 10 minutovém
nab¢hu na 160°C a nasledném 60 minutovém zdrzeni pii proudu 1,01g O,/kg suché fytomasy
prejit do tlakd od 0,7 az 1,8 MPa k dalsi kyselé hydrolyze. Ta bude probihat pti 195 az 205°C
pti tlaku 2,4MPa. Maximalniho obsahu cukrii by mélo byt dosazeno po 35 minutach.

Byl publikovan postup skladajici se z zasadit¢ hydrolyzy a ndsledné enzymatickeé
hydrolyzy celulazou z Trichoderma reesei (Marchal, Rebeller, Vandecasteele, 1984). Jsou
znamy i metody nevyzadujici pfedchozi odstranovani ligninu z fytomasy (Holtzapple et al.,
1992). Studiem zavislosti davek hydroxidu, vody, reakéniho asu a teploty tak bylo umoznéno
zkrétit zvySenim reakéni teploty dobu hydrolyzy z 8 az 150 dni, tudiz i zmenSit objem
reaktorii a zaroven se vyhnout riziku degradace lignoceluldzy. ProtoZe se jiz pracovalo pii
zvySenych teplotach, ukazalo se vyhodné desetindsobné zvysit objem reakéni vody, nejen z
divodu tedéni, ale i1 kvili jejimu relativné vysokému mérnému teplu. Hydroxid vapenaty
(Ca(OH);) byl vybran pro relativné nizkou cenu v porovnani S ostatnimi zasadami, i
Z hlediska bezpecnosti.

Podminkou uspé&snosti této kombinované hydrolyzy je rozemleti fytomasy na zhruba
Icm kusy. Nasledné je pfidavana voda (pomér k suché fytomase patentovan na 6 az 19:1,
optimum zaznamenano 16:1) a Ca(OH), (2 az 50g Ca(OH), : 100g suché fytomasy, optimum
zaznamenano pii 30g Ca(OH), : 100g suché fytomasy) vzdy dle vybraného druhu fytomasy.
pH se tak pohybuje v rozmezi mezi 8,5 az 10,5, optimum je zminéno mezi 9 a 10. Reakéni
teploty jsou Vv patentu zaznamenany v rozmezi od 40 do 150°C, optimalni rozmezi je
definovano mezi 100 a 140°C, vzdy s pfihlédnutim k danému typu fytomasy. Reakéni doby
zacinaji na 1 a kon¢i na 36 hodinach. Optimum lze hledat mezi 1 a 20 hodinami, mohou jim
byt naptiklad 3 hodiny, pro jiné druhy fytomasy naptiklad mezi 15 a 25 hodinami. Obsah
ligninu se tak snizuje jen o 30 az 20%, n¢kdy jen o 15%. Principem je odstranéni acetylovych
skupin z hemicelul6zy, ¢imz je nasledné zvysena celkova rozlozitelnost bez toho, aniz by se
odstraiiovaly molekuly ligninu. Takto nahydrolyzovana fytomasa se dalo hydrolyzuje obvykle

kyselinami, enzymaticky, ¢i op€t kombinaci vyse uvedenych metod.
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Pii 2, 4 a 6% suSin€ rozdrcené jecné sldmy lze enymatickou hydrolyzou ziskat 2, 3 a
3,6 g etanolu zlitru substratu (Boyle, Barron, McHale, 2004). Pti aplikaci nizkych
koncentraci NaOH byl pozorovan markantni néartst na 3,9, 8§ a 12g etanolu z litru, coz
odpovidalo az 20g etanolu ze 100g slamy.

Po intenzivnim rozemleti fytomasy, povarovani v kyselin€ a jejim néasledném vymyti
Ize pii silnych davkach enzymi dosahnout vysoké hloubky hydrolyzy (Stuart, 1992). Je tieba
ale zamezovat tvorbé (CsHy0Os — CsH4O;, + 3 H,0) toxického CsH4O, (furfural) ¢i HMF,
ktery je nasledné v hydrolyzatu pfitomny a musi se separovat, aby nepusobil toxicky (de Vrije
et al., 2009). HMF lze pievadét na (CH3),C4H20 (2,5-dimetylfuran, dale jen DMF), ktery ma
vyuziti nejen jako kapalné biopalivo, ale je nad€jnou surovinu pro chemicky pramysl
(Leshkov, Chheda, Dumesic, 2006). Tvorba i detoxikace pary zvySuje naklady procesu
(Stuart, 1992).

Za kombinovanou hydrolyzu lze povazovat i postup kdy po klasické kyselé hydrolyze
nasleduje hydrolyza enzymatickd. Z 10 az 20% suSiny lze udajné dosahnout vytézkt 74 az
91,4% teoreticky disponibilni glukézy (Allen, Grethlein, Converse, 1984).

Pokud je po mleti a tlakové extruzi nadsledné provadéna zasaditd hydrolyza pomoci
NaOH pii 70°C, udajn¢ se daii delignifikovat fytomasu ze 77% (Vrije, 2002). Vytézek
z fytomasy byl 95% celuldzy a 44% hemiceluldzy, pti¢emz po konecném stadiu enzymatické
hydrolyzy byla zpfistupnéna glukéza, xyléza a arabindéza z 69% z celuldézové a z 38% z
hemicelulozové frakce. Zavazna je tloha inhibi¢niho furfuralu a 5-hydroxylmethyl furfuralu
(de Vrije et al., 2002).

Byl zkouman efekt pfitomné hemicelulézy a ligninu na davkovani enzymi (pomoci
FPU/g) a naslednou hydrolyzu celulozy v glukézu (Mussatto et al., 2008). Kombinovanou
hydrolyzu lze provadét téZ kdyZ je po mechanické upravé aplikovan zasadity stupen
(Ca(OH),) a az nasledn¢ enzymaticky (Kim, Holtzapple, 2006).

Alternativou je provadét prvni hydrolyzu v kyselém prostfedi. Po 5 minut se nechava
pusobit 0,4% HNOg3 pii 195°C. Pfi nasledném 6-ti nasobném promyti je odebrano 95%
uvolnénych cukrii véetné kyseliny octové, furfuralu a HMF. Vesmés se jedna o hydrolyzaty
hemicelul6zy. Tato kapalina, zhruba o 5% koncentraci rozpustnych latek prochézi
nanofiltratnimi membranami, které dle vybranych molekulovych hmotnosti odebiraji a
koncentruji cukerné slozky. Dosazena koncentrace GE po prvni hydrolyze c¢ini 20%
(Lombard, 2000). Nezhydrolyzované zbytky lignocelulézy jsou nasledné podrobeny druhé
kyselé hydrolyze. Ta probiha za pouziti 2% silné anorganické kyseliny (uvedena H,SO4, HCI

a doporuc¢ena HNO3) pii 210°C po dobu 7 minut. Tato siln€jsi koncentrace 1épe rozstépi silné
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celulozové vazby. Hydrolyzéat je opét vymyvan a stlaCovan na 50% podil suSiny. Tim je
odebrano opét 95% vsech hydrolyzou uvolnénych produkti. Nanofiltry je opét dosahovano
20% koncentrace cukrii. Tteti stupen hydrolyzy je zasadity a dochazi v ném k delignifikaci
lignocelul6zovych zbytkl z ptfedchozi kyselé faze. 4% zasada reaguje po 4 minuty pii 210°C.
Tento zasadity proces muze byt akcelerovan antrachinonem (antracen-9,10-dion, Ci4HgO,,
dale jen AQ), ¢i tetrahydroantrachinonem (C14H120,, déle jen THAQ). Smycky mezi témito
tremi fazemi dokézi hydrolyzu dale vice zefektivnit (Lombard, 2000). Kone¢nym krokem je
hydrolyza enzymaticka, ve které 1ze odkazat na piedchozi kapitolu 2.4.
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3. Metodika

V praktické ¢asti byla srovnavana vhodnost Skrobnaté (pro stru¢nost uvadéno pouze

kukufi¢né zrno) a celulézové (pro stru¢nost uvadéna pouze kukuficnd sildz) fytomasy

K riznym typum, modifikacim a stupnim intenzity hydrolyzy. Mé&fitkem srovnani byla

dosazena hloubka hydrolyzy, ktera byla poméfovana obsahem GE (metodika v kapitole 3.7) a

vytézkem alkoholu (dle metodiky v kapitole 3.8).

Hydrolyzy probihaly dle ptisluSnych metodik 3.2, 3.3 a 3.4, pficemz 0,3MPa extruze bylo

dosahovano ve vytazeném sterilizatoru Chirana HS 62A uzitim silnosténé tlakové nadoby

vlastni kontrukce, opatiené Sirohohrdlym rychlouzévérem a tlakomérem. 1MPa extruzi zajistil

extern¢ Ing. V. Pernica. VétSinu enzymatickych preparat poskytl darem Ing. V. Antonov ze

spole¢nosti INOTEX spol. sr. o., sladové mléko bylo vlastni vyroby (viz metodika 3.1,

fotografie 4). a-amylazy z Aspergillus Oryzae a Bacillus subtilis byly zakoupeny u Fisher

Scientific, spol. sr.o.

Charakteristika :

Viastnosti :

Instrukce k pouZiti :

Skladovatelnost :

Grafika 22: Priivodni listy enzymatickych preparatii

INOSAMPLE HMP
Roncoole dofrsn

Enzymaticky prostiedek ve stadiu vyvoje produkovany kmenem

Trichoderma reesei.
Katalyzuje rozklad hemicelul6z na oligo- a monosacharidy.

Zlutohnéda kapalina

Rozpustny v teplé i studené vodé
Neionogenni
pHrozsah=6,5-9
Optimalni pH =7,0-8,5
Teplotni rozsah = 40 - 60°C
Optimalni teplota = 45 — 55°C

pH=§

Enzym se davkuje do vyhraté lazné, nebo se ohfiva elektricky &i
nepiimou parou. Je tieba vyvarovat se kontaktu enzymu s piimou
parou.

Je tieba dbat na to, aby pfi manipulaci enzym nepiisel do
kontaktu s agresivnimi chemikaliemi (kyseliny, hydroxidy,
organickéa rozpoustédla, kationické tenzidy).

Doporuguje se skladovat v chladu a suchu. Skladovani pfi
teplotach okolo 25°C po dobu 3 mésicll nesniZuje aktivitu
produktu. Je nutno chranit pred vihkosti a teplotami nad 30°C.

Charakteristika :

Viastnosti :

Instrukce k pouZiti :

Skladovatelnost :

INOSAMPLE HMC
Rericebido)re o

Enzymaticky prostiedek ve stadiu vyvoje produkovany kmenem
Humicola insolens.

Katalyzuje rozklad hemiceluloz, B-glukana a celuldzy na oligo- a
monosacharidy.

Zlutohnéda kapalina

Rozpustny v teplé i studené vodé
Neionogenni

pHrozsah=5-7

OptiméinipH =5-6

Teplotni rozsah = 40 — 60°C
Optimalni teplota = 50 — 60°C

Enzym se davkuje do vyhFaté lazné, nebo se ohfiva elektricky &i
nepfimou parou. Je tfeba vyvarovat se kontaktu enzymu s piimou
parou.

Je tfeba dbat na to, aby pfi manipulaci enzym nepfisel do
kontaktu s agresivnimi chemikaliemi (kyseliny, hydroxidy,
organicka rozpoustédla, kationické tenzidy).

Doporucuje se skladovat v chladu a suchu. Skladovani pfi

teplotach okolo 25°C po dobu 3 mésicli nesniZuje aktivitu
produktu. Je nutno chréanit pfed vihkosti a teplotami nad 30°C.
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Charakteristika :

Viastnosti :

Instrukce k pouZiti :

Skladovatelnost :

Charakteristika :

—

INOSAMPLE CLC
eelohalion

Enzymaticky prostfedek ve stadiu vyvoje produkovany kmenem
Trichoderma reesei.

Katalyzuje rozklad celulézy, R-glukant a hemiceluléz na oligo- a
monosacharidy.

Charakteristika :

Zlutohnéda kapalina Vlastnosti :
Rozpustny v teplé i studené vodé
Neionogenni

pHrozsah=4-6

OptiméinipH =4,5-55
Teplotni rozsah = 50 - 65°C
Optimalni teplota = 55 — 65°C

U=

Instrukce k pouZiti :

Enzym se davkuje do vyhfaté lazné, nebo se ohfiva elektricky &i

nepiimou parou. Je tieba vyvarovat se kontaktu enzymu s pfimou

parou.

Je tfeba dbat na to, aby pfi manipulaci enzym nepiisel do

kontaktu s agresivnimi chemikaliemi (kyseliny, hydroxidy,

organicka rozpoustédla, kationické tenzidy).

Doporucuje se skladovat v chladu a suchu. Skladovani pfi Skiadovatelnost s
teplotach okolo 25°C po dobu 3 mésict nesnizuje aktivitu

produktu. Je nutno chranit pfed vihkosti a teplotami nad 30°C.

INOSAMPLE ASD

Q\//Q/V 4/4&\\

INOSAMPLE APN
Colubalyo

Enzymaticky prostfedek ve stadiu vyvoje produkovany kmenem
Aspergillus oryzae.

Katalyzuje rozklad celulézy na oligo- a monosacharidy.

Svétle Zlutohnéda kapalina

Rozpustny v teplé i studené vodé

Neionogenni
pH rozsah=5-8 ph=F -8
OptimalnipH =6-7 ;

Teplotni rozsah = 40 — 60°C

Optimalni teplota = 50 — 55°C

Enzym se davkuje do vyhiaté lazné, nebo se ohfiva elektricky &
nepiimou parou. Je tieba vyvarovat se kontaktu enzymu s pfimou
parou.

Je tfeba dbat na to, aby pfi manipulaci enzym nepiisel do
kontaktu s agresivnimi chemikaliemi (kyseliny, hydroxidy,
organicka rozpoustédla, kationické tenzidy).

Doporucuje se skladovat v chladu a suchu. Skladovani pfi
teplotach okolo 25°C po dobu 3 mésicl nesnizuje aktivitu
produktu. Je nutno chranit pied vihkosti a teplotami nad 30°C.

Enzymaticky prostfedek ve stadiu vyvoje produkovany kmenem
Bacillus licheniformis.
Katalyzuje rozklad $krobu na dextriny az disacharidy.

TEXAZYM BIO-TK

2 k i Charakteristika :

Instrukce k pouZiti :

Skladovatelnost :

Rozpustny v teplé i studené vodé
Neionogenni

pH rozsah =5 - 10

OptimélnipH =6 -8

Teplotni rozsah = 20 — 85°C
Optimalni teplota = 50 - 75°C

Viastnosti :

Enzym se davkuje do vyhfaté 1azné, nebo se ohfiva elektricky &i
nepfimou parou. Je tfeba vyvarovat se kontaktu enzymu s pfimou
parou.

Je tfeba dbat na to, aby pfi manipulaci enzym nepfisel do
kontaktu s agresivnimi chemikaliemi (kyseliny, hydroxidy,
organicka rozpoustédla, kationické tenzidy).

Instrukce k pouZiti :

Doporuguje se skladovat v chladu a suchu. Skladovani pfi

Kombinovany enzymaticky prostfedek urceny pro rozklad
celulézovych a hemicelulézovych substratd na oligo- a
dale zkvasitelné na bioplyn, popf. biopaliva na

monosa
bazi alkohold

Zlutohné&da kapalina
Rozpustny v teplé i studené vodé

Neionogenni
pHrozsah=65-85
OptimalnipH =7,0-8,0

Teplotni rozsah = 40 - 60°C
Optimalni teplota = 50°C

Hydrolyza biomasy pro zvy$enou produkci bioplynu:

Doporugené davkovani: 1%hm. susiny nebo cca 1 mi/l substratu

Je tfeba vyvarovat se kontaktu enzymu s pfimou parou
Je tfeba dbat na to, aby pfi manipulaci enzym nepfisel do
kontaktu s agresivnimi chemikaliemi (kyseliny, hydroxidy,
organicka rozpoustédla, kationické tenzidy).

teplotach okolo 25°C po dobu 3 mésicii nesnizuje aktivitu

e 3
produktu. Je nutno chranit ped vihkosti a teplotami nad 30°C. Skiadovateinost

Doporucuje se skladovat v chladu a suchu. Skladovani pfi
teplotach okolo 25°C po dobu 3 mésicti nesnizuje aktivitu
produktu. Je nutno chranit pfed vihkosti a teplotami nad 30°C.

Charakteristika :

Viastnosti :

Instrukce k pouziti :

TEXAZYM APC

| "Kombinovany enzymaticky prostredek uréeny pro rozklad
celulézovych substratti na oligo- a monosacharidy dale
zkvasiteIné na bioplyn, popf. biopaliva na bazi alkoholt.

Zlutohnéda kapalina

Rozpustny v teplé i studené vodé
Neionogenni

pHrozsah=45-8

OptimainipH =6-7

Teplotni rozsah =40 — 60°C
Optimalni teplota = 50°C

| Hydrolyza biomasy pro zvy3enou produkci bioplynu

Doporucené davkovani: | 1%hm. susiny nebo cca 1 ml/l substratu

Je tfeba vyvarovat se kontaktu enzymu s pfimou parou.
Je tfeba dbat na to, aby pfi manipulaci enzym nepfisel do
kontaktu s agresivnimi chemikaliemi (kyseliny, hydroxidy,
organicka rozpoustédia, kationické tenzidy)

Skladovatelnost :

Doporucuje se skladovat v chladu a suchu. Skladovani pfi
teplotach okolo 25°C po dobu 3 mésich nesniZuje aktivitu
produktu. Je nutno chranit pred vihkosti a teplotami nad 30°C.

zdroj: Ing. V. Antonov, INOTEX spol. sr. o.
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Grafika 23: Sladové mléko

zdroj: autor

Nejvice problematické se stalo davkovani enzymi. Prvotnim zdmérem bylo vyuzivat
FPA, ale vysledky dosazené touto metodou byly natolik nedivéryhodné, Ze bylo navrzeno
vlastni davkovani dle SEA a CEA (viz metodiky 3.5 a 3.6).

Hydrolyzaty byly homogenizovany michadly HEIDOLPH RZR 1, nastavenymi na 50
otaCek za minutu. Temperovani zajiStoval ob&hovy termostat JULABO ED, verze 03/04.
Teplota byla monitorovana soustavou ¢idel Papouch TMU. Protoze bylo nutné data zpétné
vyhodnocovat, po prichodu USB HUBy byla svadéna do PC. V OS spravu dat z baterie
teplomérua zajistoval vyrobcem dodavany ovladac ,,Papouch TMU Thermometer VCP*, ktery
byl spravovan pod virtudlnim USB Serial Portem verze 1.0.2176.0. Aby bylo moZné ovladace
pouzit i pod jinymi OS, bylo tfeba upravit Voltage Identification Digital (dale jen VID) a
Proportional Integral Derivative Controller (dale jen PID) na hodnoty VID = 5050 HEX, PID
= 0400 HEX.

TMU neumi pfijimat instrukce, pouze odesild v pravidelnych intervalech (10 vtefin)
hodnotu teploty fytohydrolyzatu ve formatu kompatibilnim s protokolem Spinel (format 65 B,
viz http://spinel.papouch.com), pfi¢emz vyrobcem udévané parametry sériové linky jsou
vypsany v tabulce 1. Format dat je definovdn v tomto potradi: prefix, format, adresa, kod

instrukce, teplota, zakon¢ovaci znak.
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Tabulka 1: Parametry sériové linky teploméru:

Rychlost 9600 Baud
Pocet datovych bitii 8
Parita Zadna
Pocet stopbitli 1

zdroj: autor

Za zéklad systému pro distancni vyhodnocovani pribéhu zmén teploty byl zvolen
RRDtool 1.3 Beta 4 (viz http://oss.oetiker.ch/rrdtool). Software TM2web pracoval na
lokdlnim OS a odesilal Internetem zpracovand data protokolem GET (viz
http://www.w3.org/Protocols/rfc2616/rfc2616-sec9.html#sec9.3) na server na kterém je

pfijima a vykresluje PHP skript 1. Ten si je zaznamend pro dalsi vyhodnoceni.

Skript 1: Prijimani dat aktudlni teploty na webovém serveru

<?php

if (isset($_GET["temp1"])) {
$value=$_GET["templ"];
$value=str_replace(",", ".", $value);
$cmd="rrdupdate teplota_1.rrd N:$value";
}

if (isset($_GET["temp2"])) {

$merak="c2";
$value=$_GET["temp2"];
$value=str_replace(",", ".", $value);

$cmd="rrdupdate teplota_2.rrd N:$value";
}

if (isset($_GET["temp3"])) {

$merak="c3";
$value=$_GET["temp3"];
$value=str_replace(",", ".", $value);

$cmd="rrdupdate teplota_3.rrd N:$value";
}

if (isset($_GET["temp4])) {

$merak="c4";
$value=$_GET["temp4d"];
$value=str_replace(",", ".", $value);

$cmd="rrdupdate teplota_4.rrd N:$value";
}
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if (isset(3_GET["temp5])) {

$merak="c5";
$value=$_GET["temp5"];
$value=str_replace(",", ".", $value);

$cmd="rrdupdate teplota_5.rrd N:$value";

if (isset($_GET["temp6"])) {

$merak="c6";
$value=$_GET["temp6"];
$value=str_replace(",", ".", $value);

$cmd="rrdupdate teplota_6.rrd N:$value";

/I $time=time();
/I $cmd="rrdupdate teplota.rrd -t $merak N:$value";
/I echo $cmd;

exec($cmd);

/I $th=fopen("log.txt", "a");
/I fputs($th, "$cmd\n™);
/I fclose($fh);

7>
Pti pozadavku na zobrazeni deniho pribéhu teploty na webu se spusti skript 2.
Skript 2: Vykresleni hodnot za posledni hodiny
<html>
<head>

<META HTTP-EQUIV="CACHE-CONTROL" CONTENT="NO-CACHE">
<meta http-equiv="Content-Type" content="text/html;charset=utf-8">
<meta http-equiv="refresh" content="60" />

<title>Ing. Marousek - projekt Biobutanol</title>

</head>

<html>

<?

$delay=180;

$time=time()-$delay;

$day_step=60*60*24;
$today=floor($time/$day_step)*$day_step;

$tomorrow=$today+$day_step;

$hour_step=60*60;
S$thishour=S$time-2*$hour_step;

$nexthour=$thishour+2*$hour_step;
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I

exec("rrdtool graph c1_den.gif -s $today -e $tomorrow --upper-limit 50 --lower-limit 0 DEF:a=teplota.rrd:c1:AVERAGE
LINE3:a#FF0000:\"Cidlo 1 (den)\"");

exec("rrdtool graph c2_den.gif -s $today -e $tomorrow --upper-limit 50 --lower-limit 0 DEF:a=teplota.rrd:c2:AVERAGE
LINE3:a#FF0000:\"Cidlo 2 (den)\"");

exec("rrdtool graph c3_den.gif -s $today -e $tomorrow --upper-limit 50 --lower-limit 0 DEF:a=teplota.rrd:c3:AVERAGE
LINE3:a#FF0000:\"Cidlo 3 (den)\"");

exec("rrdtool graph c4_den.gif -s $today -e $tomorrow --upper-limit 50 --lower-limit 0 DEF:a=teplota.rrd:c4:AVERAGE
LINE3:a#FF0000:\"Cidlo 4 (den)\""');

exec("rrdtool graph c5_den.gif -s $today -e $tomorrow --upper-limit 50 --lower-limit 0 DEF:a=teplota.rrd:c5:AVERAGE
LINE3:a#FF0000:\"Cidlo 5 (den)\""");

exec("rrdtool graph c6_den.gif -s $today -e $tomorrow --upper-limit 50 --lower-limit 0 DEF:a=teplota.rrd:c6:AVERAGE
LINE3:a#FF0000:\"Cidlo 6 (den)\""");
*/

$fn="AVERAGE";
$Im="--upper-limit 40 --lower-limit 0";

$m="-W 'Ing. Marousek - projekt Biobutanol";

exec("rrdtool graph c1_hodina.gif $Im -E $m -s $thishour -e $nexthour DEF:a=teplota_1.rrd:t:$fn LINE3:a#113388:\"Anca
(hodina)\'"");

exec("rrdtool graph c2_hodina.gif $Im -E $m -s $thishour -e $nexthour DEF:a=teplota_2.rrd:t:$fn LINE3:a#113388:\"Barca
(hodina)\'"");

exec("'rrdtool graph ¢3_hodina.gif $Im -E $m -s $thishour -e $nexthour DEF:a=teplota_3.rrd:t:$fn LINE3:a#113388:\"Celine
(hodina)\'"");

exec("rrdtool graph c4_hodina.gif $Im -E $m -s $thishour -e $nexthour DEF:a=teplota_4.rrd:t:$fn LINE3:a#113388:\"Denisa
(hodina)\'"");

exec("rrdtool graph c¢5_hodina.gif $Im -E $m -s $thishour -e $nexthour DEF:a=teplota_5.rrd:t:$fn LINE3:a#113388:\"Eva (hodina)\"");

exec("rrdtool graph c6_hodina.gif $Im -E $m -s $thishour -e $nexthour DEF:a=teplota_6.rrd:t:$fn LINE3:a#113388:\"Frencis
(hodina)\"");

7>

<center><h1>Ing. Marousek - projekt Biobutanol</h1></center>
<!--<center><h3>dne 27.1.2008 probihaji upravy, data nemuseji odpovidat realite</h3></center>-->

<br>

<center>

Zobrazit <a href="prehled_tyden.php">tydenni prubeh</a> teploty
<br>

<br>

<table>

<tr>

<td>

<h2>Teplota Anca</h2>
<!--<img src="c1_den.gif"'>-->
<img src="c1_hodina.gif">
</td>
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<td>

<h2>Teplota Barca</h2>
<!--<img src="c2_den.gif"">-->
<img src="c2_hodina.gif">
</td>

</tr><tr>

<td>

<h2>Teplota Celine</h2>
<!--<img src="c3_den.gif>-->
<img src="c3_hodina.gif">
</td>

<td>

<h2>Teplota Denisa</h2>
<!--<img src="c4_den.gif">-->
<img src="c4_hodina.gif">
</td>

</tr><tr>

<td>

<h2>Teplota Eva</h2>
<!--<img src="c5_den.gif"'>-->
<img src="c5_hodina.gif">
</td>

<td>

<h2>Teplota Frencis</h2>
<!--<img src="c6_den.gif"">-->
<img src="c6_hodina.gif">
</td>

</tr>

</table>

</center>

</html>

Pti pozadavku na zobrazeni tydeniho zdznamu hodnot se spousti skript 3.

Skript 3: Vykresleni tydennich hodnot

<html>

<head>

<META HTTP-EQUIV="CACHE-CONTROL" CONTENT="NO-CACHE">
<meta http-equiv="Content-Type" content="text/html;charset=utf-8">

<meta http-equiv="refresh" content="300" />
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<title>Ing. Marousek - projekt Biobutanol</title>
</head>

<html>

<?

$delay=180;

$time=time()-$delay;

$day_step=60*60*24;
$today=floor($time/$day_step)*$day_step;
$tomorrow=S$today+$day_step*7;

$hour_step=60*60;
S$thishour=$time-$hour_step*24*7;
$nexthour=$time+$hour_step;

$fn="AVERAGE";
$Im="--upper-limit 40 --lower-limit 0";

$m="-W 'Ing. Marousek - projekt Biobutanol™;

exec("'rrdtool graph c1_todina.gif $Im -E $m -s $thishour -e $nexthour DEF:a=teplota_1.rrd:t:$fn LINE3:a#113388:\"Anca (tyd.)\"");
exec("rrdtool graph c2_todina.gif $Im -E $m -s $thishour -e $nexthour DEF:a=teplota_2.rrd:t:$fn LINE3:a#113388:\"Barca (tyd.)\"");
exec("'rrdtool graph ¢3_todina.gif $Im -E $m -s $thishour -e $nexthour DEF:a=teplota_3.rrd:t:$fn LINE3:a#113388:\"Celine (tyd. )\"");
exec("rrdtool graph c4_todina.gif $Im -E $m -s $thishour -e $nexthour DEF:a=teplota_4.rrd:t:$fn LINE3:a#113388:\"Denisa (tyd.)\"");
exec("'rrdtool graph c5_todina.gif $Im -E $m -s $thishour -e $nexthour DEF:a=teplota_5.rrd:t:$fn LINE3:a#113388:\"Eva (tyd.)\"");
exec("rrdtool graph c6_todina.gif $Im -E $m -s $thishour -e $nexthour DEF:a=teplota_6.rrd:t:$fn LINE3:a#113388:\"Frencis (tyd.)\"");

7>

<center><h1>Ing. Marousek - projekt Biobutanol - tydenni prubeh</h1></center>
<!--<center><h3>dne 27.1.2008 probihaji upravy, data nemuseji odpovidat realite</h3></center>-->

<br>

<center>

Zpet na <a href="prehled.php">hodinove prubehy</a>
<br>

<br>

<table>

<tr>

<td>

<h2>Teplota Anca</h2>

<img src="c1_todina.qgif">

</td>

<td>
<h2>Teplota Barca</h2>

<img src="c2_todina.qgif">
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</td>

</tr><tr>

<td>
<h2>Teplota Celine</h2>
<img src="c3_todina.gif">
</td>

<td>
<h2>Teplota Denisa</h2>
<img src="c4_todina.qgif">
</td>

<[tr><tr>

<td>

<h2>Teplota Eva</h2>
<img src="c5_todina.gif">
</td>

<td>

<h2>Teplota Frencis</h2>
<img src="c6_todina.gif">
</td>

</tr>

</table>

</center>

</html>

Zaznam teploty provadi skript 4, ktery prebira parametr tempN (kde N je poradoveé
¢islo ¢idla a hodnotou parametru je teplota ve formatu desetinné¢ho Cisla s ¢arkou, pouZitou
jako odd¢lovac. Skript 4 déle provede nahrazeni za tecku a vold RRDtool, kterému pieda

hodnotu a ¢as, kdy byla hodnota teploty fytohydrolyzatu namétfena.

Skript 4: Zaznam pro statistické vyhodnoceni

<?php

if (isset($_GET["temp1"])) {
$value=$_GET["templ"];
$value=str_replace(",", ".", $value);
$cmd="rrdupdate teplota_1.rrd N:$value";

if (isset($_GET["temp2"])) {

$merak="c2";

57




$value=$_GET["temp2"];
$value=str_replace(",", ".", $value);

$cmd="rrdupdate teplota_2.rrd N:$value";

if (isset($_GET["temp3"])) {

$merak="c3";
$value=$_GET["temp3"];
$value=str_replace(",", ".", $value);

$cmd="rrdupdate teplota_3.rrd N:$value";

if (isset($_GET["temp4"])) {

$merak="c4";
$value=$_GET["temp4"];
$value=str_replace(",", ".", $value);

$cmd="rrdupdate teplota_4.rrd N:$value";

if (isset($_GET["temp5"])) {

$merak="c5";
$value=$_GET["temp5"];
$value=str_replace(",", ".", $value);

$cmd="rrdupdate teplota_5.rrd N:$value";

if (isset($_GET["temp6"])) {

$merak="c6";
$value=$_GET["temp6"];
$value=str_replace(",", ".", $value);

$cmd="rrdupdate teplota_6.rrd N:$value";
}

/I $time=time();
/I $cmd="rrdupdate teplota.rrd -t $merak N:$value";
/I echo $cmd;

exec($cmd);

/I $th=fopen("log.txt", "a");
/I fputs($fh, "$cmd\n™);
/I fclose($fh);

7>

Zbytek kodu, ktery je k doptdni u autora, tidi pfistupovou politiku a zobrazeni
vygenerovanych dat. Zaznam a statistické vyhodnoceni hodnot pH (pouzita soustava pH ¢idel
PHC101-01) probiha na analogickém principu. Z dalsi techniky byl v ndvaznosti na metodiky
pouzit titrator Meettler Toledo DL 50, lihomér I-A/t, spektrofotometr SPEKOL 11,
mikroskopy SEM 6300 a SEM 7401F.
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3.1 Sladové mléko

Pracovat nejlépe se zadnim jeCmenem, neni-li Kk dispozici, pracovat skrmnym
jeCmenem, ktery byl dobfe hnojen dusikem.

1) jecmen se da do kbeliku, ¢i jiné nddoby a zalije se znacnym pifebytkem 20 az 25°C
teplé vody. Promiché se a kazdou hodinu se voda vymeéni. Tento proces opakovat nejméné
tiikrat. Po tfetim maceni se jeCmen zalije uz studenou vodou 10 az 15°C a maci se tak dlouho,
az je maceni ukonceno, coz se projevi:

a) Zrno se musi nechat ohnout pfes nehet, aniz by se pfi tom zlomilo

b) Zmackne-li se zrno mezi palcem a ukazovackem, nesmi pichat

¢) Pii silngj$im stisknuti u ucha musi byt slySet slabé prasknuti, jak se oddélila
plucha od zrna

d) Sted rozfiznutého zrna ma byt bily a Skrtneme-li fezem po prkné, necha
bilou ¢aru (,,zrno pise*). Dobfe namoceny je¢men mé obsahovat 45 az 50%
vody.

2) Namoceny je¢men se rozprostie do 5 az 8cm silné vrstvy a kazdé 2 az 3 hodiny se
je¢men po nasledujici 3 dny piesype, aby se co nejvice provzdusnil. Optimalni teplota je 16 az
20°C, za 3 dny nejpozdé&ji by mél je¢men klicit (na konci zrna se objevi maly bily bod, pfisti
kofinek, sladci fikaji tomuto je¢menu ,pukovka®). Zrno se stile se ve 3 hodinovych
intervalech vétra piehazovanim (na noc se dava do 1cm silné vrstvy, aby nepteschlo, rano do
slabsi). Pozdéji se vétra prehazovanim jen jedenkrat denné. Teplota by méla byt maximalné
18°C.

3) Kdyz zkazdého zrna vyrazi 3, ¢i 4 pokroucené kotinky, coz byva obvykle
v nasledujicich 4 dnech, za¢ne je¢men vonét po oloupanych okurkach. Rika se mu ,,mladik*.
Nyni by teplota méla byt kolem 15°C a ,,mladik* se dvakrat denn¢ vétra prehozenim. Po 4 az
5 dnech ma uz mladik po pluchou ,,pirko* velikosti 1/3 aZ 2 zrna.

4) Po 7 az 8 dnech zmizi okurkova ving, slad se nazyva ,,zeleny*“. Pirko (zarodek
listu) se nechd vyrust na % az celou délku zrna, kotfinky na 1 az 1,5 délky zrna, nyni se slad
nazyva ,,dlouhy“. Je dobte, kdyz slad ,,vrab¢i® (kotfinky se spletou dohromady a celek
zplstnati).

5) Tento slad v mixéru rozsrotujeme s vodou (1:5) na ,,sladové mléko*
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3.2 Kysela hydrolyza

1) 50g suSiny fytomasy se maci v 1 litru vody. Pfidd se pozadovand koncentrace
H2SO4 (3, 6, 9, 12%)

2) Vv piipadé provadéné extruze je smés v co nejkratsi dobé vyhtata do pozadovaného
tlaku, kde je drzena po 30 minut

3) prudké dekomprese

3.3 Zasadita hydrolyza

1) 50g susiny fytomasy se maéi v 1 litru vody. Pfida se pozadovana koncentrace
NaOH (3, 6, 9, 12%)

2) vV ptipad¢ provadéné extruze je smés v co nejkrat§i dobé vyhiata do pozadovaného
tlaku, kde je drzena po 30 minut

3) prudka dekomprese

3.4 Enzymaticka hydrolyza

1) 50g susiny fytomasy se maci v 1 litru vody.

2) v piipadé provadéné extruze je smés v co nejkratsi dobé vyhtata do pozadovaného
tlaku, kde je drZena po 30 minut

3) prudké dekomprese

4) provede zoptimalizovani pH a teploty pro vybrany enzym

5) aplikuje se 50, ¢i 100 jednotek CEA, ¢i SEA dle zvoleného enzymového preparatu

6) 6 hodin stalého michani, kontroly pH a teploty
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3.5 SEA

Enzymy rozkladajici skrob jsou davkovany v starch enzyme activity (mg Skrobu, které
za sekundu hydrolyzuje 1 gram enzymu, S(mg)/t(s)/E(g), dale jen SEA):

1) Do zkumavek navazit po 1,000g skrobu ((C¢H100s)n)

2) Ptidat po 0,1g testovaného enzymu (0,1g = 2 kapky). V piipadé slepych vzorka
tento krok vynechat)

3) Vstiiknout 10g destilované H,O tak, aby smyla piipadné zachycené zbytky po
sténach zkumavky a promisila enzym se skrobem

4) Dle charakteristiky enzymu upravit pufrem pH (Sykora, 1976)

5) Zkumavky temperovat v optimalni teploté dle charakteristiky enzymu po 30 minut

6) Obsah zkumavek ptelit do 200ml Erlenovych ban¢k

7) Pridat 15ml destilované H,O a 10ml méd’natého roztoku (na 1000ml méd'natého
roztoku: 388g krystalického = 143 g bezvodého Na,CO3 ve 350ml destilované H,O + 50g
CeHsO7 ve 100ml destilované H,O + 25¢g krystalického CuSO,. Destilovanou H,O doplnit do
1000ml a vyc¢kat na rozpusténi (za studena 24h)).

8) 10minut varu, nasledné rychlé¢ ochlazeni

9) pridat Sml 30% roztoku KJ (na 200 ml 30% roztoku KJ: 60 g KJ + kapka 10 %
NaOH (na 100ml 10% NaOH: 10 g NaOH + destilovanou H,O doplnit do 200ml)
destilovanou H,0 doplnit do 200ml) a 5ml 25% H,SO,4 (na 1000 ml 25% H,SO4: 250 ml 96%
H,SO4 + 750ml destilované H,0). Pii pouziti bezvodého Na,CO3; v médnatém roztoku staci
piidat jen 2,5 ml 25% H,SOy,)

10) K titracim ptipravit zasobu 0,05 M NayS;03 . 5 H,O (dale jen sirnatan), (na
2000ml sirnatanu: 25 g Na;S,03. 5 H,0O +2000ml destilované H,0).

11) titrem ,,X* (kde X>0,02¢<0,03g) KIO3+ 1,5 g KJ v 50 ml 0,1 M HCI (na 1000 ml
0,1 M HCI: 8,8 ml HCI + 991,2 ml destilované¢ H,0), se na titratoru (pro DL 50 metodou J-
titr) stanovi faktor ptesnosti 0,05 M sirnatanu (dale jen ,,Y*)

12) Rozdil mezi primérnou hodnotou spotieby sirnatanu a slepym vzorkem se nasobi
koeficientem ,,Y* a konstantou 1,745. Tato hodnota je jednotkou Skrob—enzymatické aktivity
(SEA) a uvadi, kolik mg GE je za optimalnich podminek schopen dany enzym (m = 0,1g)

roz$tépit z 1g Skrobu za 30 minut.
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3.6 CEA

Enzymy rozkladajici celuléozu jsou davkovany v celulose enzyme activity (mg

celuldzy, které za sekundu hydrolyzuje 1 gram enzymu, S(mg)/t(s)/E(g), dale jen SEA):

1) Do 200ml Erlenovych ban€k navazit po 1,000g CMC (E466, sodna stl
karboxymethylcelulozy)

2) Pridat po 0,1g testovaného enzymu (0,1g = 2 kapky), (v ptipad¢ slepych vzorki
tento krok vynechat)

3) Vstiiknout 10g destilované H,O tak, aby smyla piipadné zachycené zbytky po
sténdch a promisila enzym s CMC

4) Dle charakteristiky enzymu upravit pufrem pH (Sykora, 1976)

5) temperovat v optimalni teploté dle charakteristiky enzymu po 30 minut

6) Pridat 15ml destilované H,O a 10ml méd’natého roztoku (na 1000ml méd'natého
roztoku: 388g krystalického = 143 g bezvodého Na,CO3 ve 350ml destilované H,O + 50g
CeHsO7 ve 100ml destilované H,0O + 25g krystalického CuSO,. Destilovanou H,O doplnit do
1000ml a vyckat na rozpusténi (za studena 24h)).

7) 10 minut varu, nasledn¢ rychlé ochlazeni

8) pridat 5ml 30% roztoku KJ (na 200 ml 30% roztoku KJ: 60 g KJ + kapka 10 %
NaOH (na 100ml 10% NaOH: 10 g NaOH + destilovanou H,O doplnit do 200ml)
destilovanou H,0 doplnit do 200ml) a 5ml 25% H,SO,4 (na 1000 ml 25% H,SO4: 250 ml 96%
H,SO,4 + 750ml destilované H,0). Pii pouziti bezvodého Na,CO3z v médnatém roztoku staci
piidat jen 2,5 ml 25% H,SOy,)

9) K titracim pfipravit zasobu 0,05 M Na,S;03. 5 H,0 (dale jen sirnatan), (na 2000ml
sirnatanu: 25 g Na,S;03. 5 H,0 + 2000ml destilované H,0).

10) titrem ,,X* (kde X>0,02¢<0,03g) KIO3+ 1,5 g KJ v 50 ml 0,1 M HCI (na 1000 ml
0,1 M HCI: 8,8 ml HCI + 991,2 ml destilované¢ H,0), se na titratoru (pro DL 50 metodou J-
titr) stanovi koeficient piesnosti 0,05 M sirnatanu (dale jen ,,Y*)

11) Rozdil mezi primérnou hodnotou spotifeby sirnatanu a slepym vzorkem se nasobi
koeficientem ,,Y* a konstantou 1,745. Tato hodnota je jednotkou celuldzovo — enzymatické
aktivity (CEA) a uvadi, kolik mg GE je za optimalnich podminek schopen dany enzym (m =

0,1g) rozstépit z 1g celulozy za 30 minut.
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3.7 Obsah GE

Metoda je zalozena na principu, kdy redukujici latky za varu v alkalickém prostiedi
redukuji médnatou stl na Cuy0. Nezreagovany piebytek Cu-soli se stanovi jodometricky

(2Cuyp+ + 43 — 2 CuJ + J,). Uvolnény jod se titruje sirnatanem J, + 25,05 — 2] + S,06%).

1) Do 200ml Erlenovych ban€k navazit po 1g hydrolyzatu

2) Vstiiknout 24g destilované H,O a 10ml méd’natého roztoku (na 1000ml méd'natého
roztoku: 388g krystalického = 143 g bezvodého Na,CO3 ve 350ml destilované H,O + 50g
CeHsO7 ve 100ml destilované H,O + 25¢g krystalického CuSO,. Destilovanou H,O doplnit do
1000ml a vyckat na rozpusténi (za studena 24h)).

3) 10minut varu, nasledné rychlé ochlazeni.

4) pridat 5ml 30% roztoku KJ (na 200 ml 30% roztoku KJ: 60 g KJ + kapka 10 %
NaOH (na 100ml 10% NaOH: 10 g NaOH + destilovanou H,O doplnit do 200ml)
destilovanou H,0 doplnit do 200ml) a 5ml 25% H,SO,4 (na 1000 ml 25% H,SO4: 250 ml 96%
H,SO4 + 750ml destilované H,0O). Pii pouziti bezvodého Na,CO3; v médnatém roztoku staci
piidat jen 2,5 ml 25% H,SQOy,).

5) K titracim pfipravit zasobu 0,05 M Na,S,03. 5 H,0 (dale jen sirnatan), (na 2000ml
sirnatanu: 25 g Na,S;03. 5 H,0 + 2000ml destilované H,0).

6) titrem ,,X* (kde X>0,02g<0,03g) KIO3 + 1,5 g KJ v 50 ml 0,1 M HCI (na 1000 ml
0,1 M HCI: 8,8 ml HC1 + 991,2 ml destilované H20), se na titratoru (pro DL 50 metodou J-
titr) stanovi koeficient piesnosti 0,05 M sirnatanu (dale jen ,,Y*).

7) Rozdil mezi primérnou hodnotou spotieby sirnatanu a slepym vzorkem se nasobi

koeficientem ,,Y* a konstantou 1,745, ¢imz ziskame mgGE / g suSiny materialu.

3.8 Objem zkvasitelnych latek

Objem zkvasitelnych latek 1ze stanovit testem alkoholové vytéznosti.
1) Stanoveni suSiny fytohydrolyzatu
2) Do 3 banék se odvazi po 100g fytohydrolyzatu

a) varianta A se necha ptivodni

b) varianta B se fedi vodou 1:1

¢) varianta C se fedi vodou 1:5
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3) 1 balicek drozdi (40g) se rozdrobi a rozmicha se s 90ml vody na fidkou kasicku. Do

kazdé z variant se ptida 1/3 objemu kasicky.

4) Pii 29 az 30°C po 72 hodin

5) Po zkvaSeni opatrné neutralizovat roztokem 0,1M NaOH na fenolftalein do slab¢
rizova.

6) Destilovat do 200, ¢i 250ml odmérky dany objem (t.j. zhruba 190 ¢i 240ml).

7) Vytemperovat na 20°C a doplnit destilovanou vodou po znacku.

8) Alkoholometrem zjistit obsah alkoholu. Za vysledek se bere ta varianta, jejiz fedéni

je optimalni, t.j. vytézek alkoholu je po pfepoctu nejvetsi.

3.9 Filtracni koeficient

1) Na dno uzaviené délici nalevky je vpravena vystelka z amfibolitovych vlaken.

2) Délici nalevka je do vySe 5 cm zaplnéna roztokem (10% suSiny) zkoumaného
materidlu, ktery byl pfedem rozmixovan na prach.

3) Do rysky ve vysi 10 cm je délici nalevka doplnéna vodou.

4) Po otevieni kohoutu nalevky je méfena doba do vykapani S0ml a zaroven
dopliiovéana voda po rysku.

5) Filtracni koeficient (dale jen Ky) = 50/(S*t), kde S = povrch dna délici ndlevky

(cm?), t = &as (s).

3.10 Adsorbance

1) Ptipravi se roztoky barviva o zvolenych koncentracich (10 000, 1 000, 100, 10 a
1ppm)

2) K 250ml roztoku se navazi po 1g semletého a prosetého (oko sita 0,5mm) vzorku
(suseny pii 105°C).

3) 30 minut intenzivniho tiepani (300/minutu).

4) Vlnova délka spektrofotometru se nastavi na lokalni maximum absorbance pro dané

barvivo a pomé&fuje se absorbance filtratu a slepého vzorku.
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4. Vysledky

4.1 Absorbance skrobnaté fytomasy

Graf 1: Absorbance v kongocerveni (C3;H22NsNaxOgS2), (6 opakovani)
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Graf 2: Absorbance v metylenové modri, (C16H1sN3SCI), (6 opakovani)
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4.2 Absorbance celulozové fytomasy

Graf 3: Absorbance v kongocerveni (C3oH22NgNaxOgSy), (6 opakovani)
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Graf 4: Absorbance v metylenové modri, (C16H1sN3SCI), (6 opakovani)
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4.3 Kysela hydrolyza Skrobnaté fytomasy

Graf 5: Vytéznost GE pri kyselé hydrolyze kukuricného zrna (3 opakovani)
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Graf 6: Vytéznost alkoholu pri kyselé hydrolyze kukuricného zrna (3 opakovani)
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4.4 Kysela hydrolyza celulozové fytomasy

Graf 7: Vytéznost GE pri kyselé hydrolyze kukuricné silaze (3 opakovani)
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Graf 8: Vytéznost alkoholu pri kyselé hydrolyze kukuricné sildaze (3 opakovani)
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4.5 Zasadita hydrolyza Skrobnaté fytomasy

Graf 9: Vytéznost GE pri zdsadité hydrolyze kukuricného zrna (3 opakovani)
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Graf 10: Vyteznost alkoholu pri zdasadité hydrolyze kukuricného zrna (3 opakovani)
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4
y = 0,4116Ln(x) + 2,998

—0
R2 = 0,9798 3’5 —--_._———-_——'—"_
BT H
2,5
y = 0,2931Ln(x) + 2,6671
R? = 0,9316 2
1,5 5
5y =0,0467Ln(x) + 1,1379 @-==7°"="Q---== ¥ -5
2 R? = 0,0862
< 0,5
]
S 0
1 2 3 4
O bez efektu extruze 1,1 1,2 1,3 1,1
B s efektem 0,3MPa extruze 2,7 2,8 3 3,1
® s efektem 1MPa extruze 3 3,3 3,4 3,6
% NaOH

69



4.6 Zasadita hydrolyza celul6zové fytomasy

Graf 11: Vyteznost GE pri zasadité hydrolyze kukuricné silaze (3 opakovani)

Zasadita hydrolyza kukufri¢né silaze
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Graf 12: Vyteznost alkoholu pri zasadité hydrolyze kukuricné silaze (3 opakovani)

Zasadita hydrolyza kukufi¢né silaze
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4.7 Enzymaticka hydrolyza Skrobnaté fytomasy

Graf 13: Vyteznos

t GE pri enzymatické hydrolyze kukuricného zrna (3 opakovani)*

Enzymaticka hydrolyza kukufi€ného zrna

300
°
250
o 200 ° .
3 .
u 150
(o]
100
° e o °
* $
50 —2 ot 3 o o o
0
BS BS AO AO ASD ASD SLAD SLAD
(50SEA) |(L00SEA) | (50SEA) |(100SEA) | (50SEA) |(100SEA) | (S0SEA) |(100SEA)
O bez efektu extruze 37421 | 44876 | 38621 | 41,027 | 51943 | 74,808 | 48,644 | 61,704
& s efektem 0,3MPa extruze | 58,399 64,341 57,63 65,367 166,792 182,505 75,951 88,624
® s cfektem 1MPa extruze | 79,179 | 87,306 | 656 | 74,681 | 198,435 | 265577 | 73,842 | 77,504

Graf 14: Vyteznost alkoholu pri enzymatické hydrolyze kukuricného zrna (3 opakovani)*

Enzymaticka hydrolyza kukufi€éného zrna

o]
o
* o
*
% ° [ L *
g e (v [ °*
£ o 4
= L 4 ~ o) ¢
X (@)
BS BS AO AO ASD ASD SLAD SLAD
(50SEA) [(100SEA) | (50SEA) [(100SEA)| (50SEA) |(100SEA) | (50SEA) |(100SEA)
O bez efektu extruze 1,8 2,5 2 2,1 2,5 2,4 4,5 4,3
s efektem 0,3MPa extruze 2,2 3,6 4,1 2,5 2,4 2,5 3,3 3,3
® s efektem 1MPa extruze 2,8 2,9 3 2,4 3,2 3,3 4,2 4,3

* kde:

BS = a-amyladza z Bacillus subtilis
AO = a-amylaza z Aspergillus Oryzae

ASD = a-amylaza z Bacillus licheniformis
SLAD = sladové mléko
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4.9 Filtrac¢ni koeficienty extrudované fytomasy

Graf 17: Filtracni koeficienty Skrobnaté a celulozové fytomasy (6 opakovani)

filtraéni koeficient

Filtra¢ni koeficienty
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Il kukufi¢né zrno 0,012531328 0,01344086 0,014124294
O kukuficna silaz 0,009469697 0,010683761 0,012820513

extruze (MPa)
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5. Diskuze

Z lokalnich autori se hydrolyze fytomasy vénuje napiiklad Dohényos (2008):
wZmensSenim velikosti castic mechanickou nebo jinou dezintegraci dochazi k podstatnému
zvetseni povrchu a tim i k vetsi dostupnosti enzymovému rozkladu, u nékterych metod
predupravy dochazi i k hydrolyze makromolekularnich latek”. Rozdilny nazor na efekt
dezintegrace nema zadny z citovanych zdroji. Tato skutecnost je obecné uznavanym faktem
po vice nez stoleti a lze ji odvodit i na zakladé vedlejSich ukont, které byly v ramci
piredkladané prace rutinné provadény. Druhou cast vyroku Ize polemizovat. Jakkoli i1
provedena méteni dilezitost predupravy potvrdila, hydrolyzni efekt nebyl u Zadné provadéné
ptedupravy pozorovan. Hydrolyzni efekt, ktery by nemél pivod v hydrolyze, ale jen v
samotné preduprave se nepodatilo dohledat ani po obséhlé reSersi. Teoreticka chemie zna jen
hydrolyzu kyselinou, zasadou, ¢i hydrolazou.

Vana (2006) ve vyzkumném zaméru MZE 0002700601 uvadi: Nejvyssi vytezek
zkvasitelnych cukrii pri hydrolyze pSenicné slamy byl ziskan pri teplote 198°C, tlaku 1,5 MPa
a pri expozici 11 minut s ndstrikem kyseliny na pH 3,5. Za techto podminek bylo ziskdano z 1
kg pSenicné slamy 0,51 kg hydrolyznich cukrii s prevahou glukozy, coz umoznilo ziskat
kvasnym procesem 0,26 kg bioethanolu, tj. 0,33 | bezvodého alkoholu. Obdobna vytéznost
byla dosazena i u ostatnich nedrevnich rostlinnych odpadii (kukuricné oklasky, odpad ze
zelené). V nejuspésnéjsim experimentu s hydrolyzou extrudovaného odpadu z lesni tézby
(smrkové drevo) pri teplote 200°C a tlaku 1,6 MPa bylo ziskano v susiné hydrolyzatu 46,2%
sacharidii, kdezto pri hydrolyze psenicné slamy bylo v susiné hydrolyzatu ziskano 67,4%
cukru.

V réamci feSeni projektu NAZV QE 1324 dochazi Vana (2002) k zavéru: Na zaklade
provedeného vyzkumu na poloprovoznim hydrolyznim zarizeni MHZ-30/2 byla navrZena nova
technologie vyroby bioetanolu ze slamy obilnin a olejnin. V této technologii je dosahovano
80% vytéznosti cukrii ze vstupu celuloz a hemiceluloz. Vysledky byly poméfovany stejnou
metodou, jako Vv jeho dalsim projektu NAZV QH 81265: ,,..stanovend vytéznost byla
kontrolovana refraktometrickym stanovenim v nezavislé laboratori Mikropur, s.r.o. Hradec
Kralove...*.

Domnivam se, ze o vypovidajici hodnoté dosazenych vysledka Ize polemizovat ze
dvou diivodu. Za prvé nelze v dané véci najit jakykoli argument pro pouziti refraktometru. Za

druhé lze z vypisu z obchodniho rejstiiku dohledat, Ze jedinymi jednateli a spole¢niky
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nezavislé laboratoie jsou Vanovo kolegové J. Piidal a A. Urban. Obecné Ize hledat novinku
1880 (Cislo patentu 11 836).

Stérba (2008) publikuje: ,....Stépeni lignocelulzy probihd pomoci enzymii. Problém je v
tom, Ze enzymy netoleruji kyselé prostredi, vysokou koncentraci etanolu a teplotu, takze
proces musi probihat nékolika stupiiové ve velkych kddich ve velkém ziedéni.* Toto Stérbovo
(2008) tvrzeni zasluhuje taktéz uvézt na pravou miru. Enzymové inZenyrstvi nabizi stale
tolerantnéjsi enzymatické preparaty. I v relativné malém vzorku testovanych enzymu bylo
mozno najit preparat hydrolyzujici 1 pii pH = 4,5, Ci preparat s deklarovanou Uc¢innosti i pii
75°C. Ambrozova (2004) dokonce publikuje o enzymech hydrolyzujicich v prostiedi s pH od
2 do 10. Odcerpavani etanolu z procesu fesi kontinudlni systémy na principu SSF, pfi¢emz
velké zfedéni je naprosto standardnim zlepSujicim postupem vSech technologicky obdobnych
procest.

Vysledkii dosazenych rznymi modifikacemi hydrolyzy jiz bylo prezentovéano velké
mnozstvi. Nejéast&ji jsou vysledky uvadény v m® biopaliva/ha, GJ/ha, GJ/t, & vyrobni cend
paliva (Honig, Miler, Hromadko, 2008). Cenové vyjadieni je zkreslujici nejvice, protoZe je
determinovano pouze variabilnimi jevy.

Srizikem mylného vykladu predkladd autor ke své Skod¢ tabulku 2, kterd je na
zaklad¢ prezentovanych vysledkii tvofena s védomin nedokonalosti pouzité technologie,
zanedbanim ostatnich nakladii a dalSich faktorti. Pfestoze je pfesnost jednotlivych tidajl zcela
minimalni, 1ze pfi argumentaci zatizeni zhruba stejnou chybou ze souboru dat vytusit n¢které

4

trendy 1épe, nez kdyby byly udaje povyseny kalkulaci ostatnich nékladt na realnéjsi troven.

Tabulka 2: Hrubé materidlové naklady na 1kg GE

materidlova cena kysela zasaditd | enzymaticka
CZK/kg GE hydrolyza | hydrolyza | hydrolyza
kukufi¢né zrno 23,5 37 22,5
(87,5% susiny, 5120 CZK/t)
kukufic¢na silaz 22 27,5 15,5
(32% susiny, 970 CZK/t)

zdroj: autor
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Pti diskuzi néklada je dulezité zminit praci Chenga a Stompové (2009) kteti nabizeji
jako alternativu drobnicku, kterda ciStenim odpadnich vod vytvoii intenzivni absorbci
dostupnych zivin az 6x vice Skrobu nez kultura pSenice.

Ani presnéjsi kalkulace vazané na objem =ziskaného biopaliva taktéz nemohou
Z podstaty véci korelovat s hloubkou hydrolyzy fytomasy, protoze predchozi i nésledné faze
procesu ovliviiuje mnoho faktord. Do kvasného procesu se zapojuji z hydrolyzati krom GE i
dextriny (Kodicek, 2004), nasledné jsou pfitomny i vyssi alkoholy, glycerin, ¢i spektrum
organickych kyselin. Urcity podil biopaliva se odpafi, ¢i oxiduje. Ani vSechny zkvasitelné
latky nemusi prokvasit a pii vySsi koncentraci zkvasitelnych latek se zvySuje mnozstvi
neprokvaseného cukru. Spektrum chyb tim vyc€erpano neni.

Hodnoty GE ziskané metodikami ptredkladané prace dosahuji v kontextu provedené
reSerSe zhruba polovi¢nich hodnot (Sassner et al., 2008). Divodem je pfedemSim to, ze
autorem prezentovana méteni neprobihala v kontinudlnim procesu, ktery by umoznil jiméni
hydrolyznich produktd, ke kterému naptiklad Kien (1997) uvadi: ,,Hydrolyza celulosy je
podporena kontinudalnim odstranovanim glukosy (zkvasovanim), kterda piisobi inhibicné na
celulazu.* K vyctu ztrat lze pfipojit i argument Johnsona a Elandera (2009), ze pii kyselé
hydrolyze vedou intenzivni reakéni podminky k degradaci cukrii v aldehydy, organické
kyseliny a dal$i nezddouci produkty. Katzen a Schell (2008) uvadéji, ze se jednd i o HMF,
furfural a dehty.

Naopak liché obavy panovaly ohledné nizkého extruzniho tlaku (0,3 a 1MPa).
K prokazatelnému zvySeni reak¢éni plochy doslo i pfi 0,3MPa ackoli McMillan (1994)
shrnuje, Ze bézné tlaky extruze probihaji mezi 0,69 a 4,83MPa a Brownell, Yu a Saddler
(2004) uvadéji, ze v tlakovém rozpéti 0,34MPa az 3,24MPa neptinaSelo témét zadny efekt
(pracovali ale na fytomase dfevnaté povahy). Podkriticky AFEX vyzaduje dokonce tlaky mezi
10,34 a 13,79 MPa (McMilan, 1994).

Zakladni data pro dynamiku produktt hydrolyzy za superkritickych podminek jsou jiz
publikovana (Zhao et al., 2009). Pti dosahovani superkritickych reakénich tlakti byla
ovéfovana hodnota 43MPa (Minami et al., 2001), pfiCemz superkritické vodni podminky
celuldzu zcela rozlozi (Matsumura et al., 2006), ale navratnost takto intenzivni operace lze

zpochybnovat.
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6. Zaver

Uzitim vySe popsanych metod lze pti hydrolyze 3% H»SO, uzitim 1MPa extruze
zvysit vytézek GE z kukuti€ného zrna o 267,7% (na 181,451g GE/kg). U silaZze je mozno
dosahnout uzitim stejné¢ intenzivni extruze az Sestinasobné hodnoty, avSak GE zustavaji oproti
kukuficnému zrnu pii stejnych davkach H;SO, zhruba na poloviéni urovni. Totéz
zjednoduseni Ize pro kyselou hydrolyzu aplikovat i na 0,3MPa extruzi.

Provadime-li u kukuficného zrna hydrolyzu zasaditou, se zvysujici koncentraci NaOH
se vytraci rozdil, byla-li aplikovana 0,3MPa, ¢i 1MPa extruze. Tento trend neplati, pokud
stejnou technologii hydrolyzujeme kukufi¢nou silaz.

0,3MPa extruze kukufi¢ného zrna upozornila na skryty potencial a-amylaz z Bacillus
licheniformis. Hodnota GE, které tyto a-amyldazy dosdhly po 1MPa extruzi materidlu
(225,577g GE/kg) je ekvivalentni uziti 9% H,SO4 a naznacuje, Ze dalsi zvySovani extruzniho
tlaku je zajimavé doprovazet vyssim davkovanim enzymu. Vykonnost enzymu sladového
mléka je uspokojiva, ale jejich koncentrace je v suroviné fadové niz$i, nez je tomu u
komer¢nich ptipravkl. Provozni nasazeni si vyzada préaci s koncentratem.

Pii enzymatické hydrolyze kukuficné sildze byl dle ocekévani nejefektivné;si
pramyslové vyuzivany Texazym (mix celuldz a hemicelulaz z rGznych zdroji), ktery pfi
davce S0CEA zareagoval na 0,3MPa extruzi zvySenim GE o 239%, pii davce 100CEA o
241%. Na intenzivnéj$i extruzi velmi pozitivne reagovaly i1 Aspergillus oryzae (davka SOCEA
byla po 1MPa extruzi dostatecna na mirné piekonani efektu 12% H,SO4) a Trichoderma
reesei (davka S0CEA po 1MPa extruzi tésné prekonava efekt 6% H,SOy4).

Test vytéZnosti alkoholu sice vétSinou drZel u testované fytomasy stejny trend jako
obsah GE, ale jeho vypovidaci hodnota je velmi mald, stejné¢ jako naméfené hodnoty a
pfesnost alkoholometru. Aby ho bylo moZno k testovani hloubky hydrolyzy doporucit,
muselo by se jednat minimalné o poloprovozni kontinualni jednotku.

Trendy absorbanci dokazuji zvySeni reakéniho povrchu. Vici barviviim nedoslo ke
zméné naboje, lze tedy vyvodit zavér, ze nizkotlaka extruze nema narozdil od superkritickych
podminek dostatecny potencial k ptimé destrukei krystalu celul6zy.

Nameétené hodnoty filtraénich koeficientd v navaznosti na vySe uvedené, jakoZz i
fotografie z mikroskopu (pfiloha 1) potvrzuji, ze a odkryvanim balastnich latek (rozvazani
hemicelul6z?, narusenim kompaktnosti ligninu?) se podafilo zvétSit specificky povrch

celulozy a tim zefektivnit jeji hydrolyzu (v méné krystalickych amorfnich oblastech?). Tento
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efekt se projevil naptiklad i pii zptistupnéni fytomasy nasledujicim biochemickym procestim
pii vyrobé organomineralniho hnojiva. V pfipadé vyuzivani odpadni fytomasy by
zdokonalena modifikace vyse studované technologie mohla byt vyuziti ke konzervaci energie
Z tepla ur¢eného k mareni.

Dochazim k ekonomicky pozoruhodné hypotéze, ze existuje schodova oblast
extruzniho tlaku pp [Pa], ktery ve fytomase uvolni balast obklopujici celulézové krystaly a
uvolni tak jejich povrch hydrolyznim procesim. ZvySovani tlaku k p, pfinasi vyssi vytézky

GE, po ptekonani py, jiz nejsou piiristky GE markantni.
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7. Souhrn

Predkladana prace srovnava efekt mirné extruze na Skrobnatou a celul6zovou
fytomasu pfi riznych stupilich intenzity kyselé (H2SOy, 3, 6, 9 a 12%), zasadité (NaOH, 3, 6,
9 a 12%) a enzymatické (4 enzymatické pfipravky k hydrolyze Skrobu, 6 preparati
Kk hydrolyze celul6z a hemicelul6z) hydrolyze. K poméfovani hloubky hydrolyzy je vyuzivano
GE a doplikové alkoholové vytéznosti. Pozitivni dopad aplikované 0,3MPa a 1MPa extruze

je zkouman hodnotami absorbance a filtra¢nich koeficientt.

8. Abstract

Presented work compares the effect of mild extrusion on starchy and cellulose
phytomass at different levels of intensity of acid (H2SO4, 3, 6, 9 and 12%), alkaline (NaOH,
3, 6, 9 and 12%) and enzymatic (4 enzyme preparations to hydrolysis of starch, 6 preparations
for hydrolysis of cellulose and hemicellulose) hydrolysis. To measure the depth of hydrolysis
is used GE and additionally alcohol yield. The positive impact of applied 0.3 MPa and 1MPa
extrusion is also investigated by absorbance values and filter coefficients.
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10. PFilohy

Priloha 1:

Scan 1 a 2: Kukuricné zrno pired a po 0,3MPa extruzi
) ™ »‘ 4
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Priloha 2:

Scan 5: Predhydrolyzacni upravy lignocelulozové fytomasy

Pretreatment processes of lignocellulosic materials

Pretreatment P Studied Poss|ble_
T rocesses application ch'anges in Notable remarks
biomass
Milling: Ethanol
- Ball milling
- Two-roll milling
- Hammer milling
- Colloid illing
- Vibro energy
miiing - Increase in - Most of the methods are
Irradiation: Ethanol and accessible surface  highly energy-demanding
- Gamma-ray biogas area and pore size - Most of them cannot
Physical irradiation - Decrease in remove the lignin
pretreatments - Electron-beam cellulosg - It is preferable not to use
irradiation crystallinity these methods for industrial
- Microwave - Decrease in applications
irradiation degrees of - No chemicals are generally
Others: Ethanol and polymerization required for these methods
- Hydrothermal biogas
- High pressure
steaming
- Expansion
- Extrusion
- Pyrolysis
Explosion: Ethanol and
- Steam biogas
explosion
- Ammonia fiber
explosion (AFEX)
- COgexplosion
- SOzexplosion
Alkali: Ethanol and
- Sodium biogas
hydroxide
- Ammonia
- Ammonium
Sulfite
Acid: Ethanol and - Increase in - These methods are among
- Sulfuric acid biogas accessible surface  the most effective and
- Hydrochloric area include the most promising
acid - Partial or nearly processes for industrial
- Phosphoric acid complete applications
delignification - Usually rapid treatment
Gas: ; E}hano[ and - Dgcrease in rate T
Chemical and - F:h{orme biogas cellulose - Typically need harsh
physicochemical d/oxlde crystallinity conditions
pretreatments - Nitrogen - Decrease in - There are chemical
dioxide degrees of requirements
- Sulfur dioxide polymerization
Oxidizing Ethanol and - Partial or
agents: biogas complete
- Hydrogen hydrolysis of
peroxide hemicelluloses
- Wet oxidation
- Ozone
Solvent Ethanol
extraction of
lignin:
- Butanol-water
extraction
- Swelling agents
- Delignification - Low energy requirement
- Reduction in - No chemical requirement
Biological Fungi and Ethanol and delgree gf ] " - M:de 'enV|ronmentaI
pretreatments actinomycetes biogas pohymerizationio congitions .
cellulose - Very low treatment rate 4

- Partial hydrolysis
of hemicellulose
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