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KOPSAVILKUMS 

 

Mūsu planēta ir bagāta ar derīgiem izrakteņiem, kur viens no svarīgākajiem ir nafta. 

Cilvēce to izmanto nepārtraukti un pieprasījums aug ar katru dienu. Zemes resursi nav 

atjaunojami vai atjaunojas ļoti lēni, kā rezultātā jau šajā gadsimtā mēs riskējam palikt bez 

naftas krājumiem. Mūsdienās daudzi zinātnieki pēta alternatīvas degvielas iegūšanas veidus, 

ar kuru palīdzību varēs aizvietot naftas produktus. Viens no degvielas ieguves veidiem ir tā 

ražošana izmantojot sadzīves un lauksaimniecības atkritumus. Celulozi (polisaharīdi), kas ir 

biomasas sastāvā, var sadalīt līdz glikozei (monosaharīdiem). No iegūtajiem cukuriem var 

iegūt šķidro biodegvielu, tai skaitā arī biobutanolu, ko fermentācijas laikā ražo Clostridium 

ģints baktērijas.  

Bakalaura darba mērķis ir izpētīt pirmapstrādes efektivitāti un tās nepieciešamību pirms 

biomasas enzimātikskās hidrolīzes. Mērķa sasniegšanai tika izvirzīti uzdevumi: veikt 

enzimātisko hidrolīzi uz substrātu kas tika a) pirmapstrādāts tikai mehāniski, un b) kas tika 

pirmapstrādāts mehāniski un ar skābi. Rezultāti tiek novērtēti pēc izdalīto cukuru daudzuma. 

Iegūtie rezultāti parāda, ka efektīvai fermentējamo cukuru iegūšanai no biomasas 

papildus hidrolīzei jāveic pirmapstrādi. No 1 g siena bija iespējams iegūt 0.46 g/g (115% no 

literatūras minēta teorētiskā maksimuma) glikozes un 0.38 g/g (81% no literatūras minēta 

teorētiskā maksimuma) no 1 g salmu substrāta. Fermentējot iegūtos cukurus, teorētiski no 1 g 

siena substrāta ir iespējams iegūt 0,102-0.121 g/g biobutanola un 0,084-0.099 g/g no 1 g 

salmu. 

 

Atslēgvārdi: alternatīva degviela, šķidra biodegviela, biobutanols, skābes pirmapstrāde,  

enzimātiskā hidrolīze, cukuru mērīšanā šķīdumos. 
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SUMMARY 

 

Our planet is rich in fossil fuels, and the most important of them is the oil. Humanity 

uses it continuously, the requested amount grows every day and Earth's environment is getting 

worse. Planet’s resources are not renewable, and human activity leads to that already in this 

century, we risk being left without natural oil. Scientists are studying alternative fuels, which 

will be able to replace gasoline. The most interesting is the fuel which is produced using 

household and agricultural waste. Cellulose (polysaccharides) that can be found in the 

biomass, can be transformed into glucose (monosaccharide).  Received sugar can be used to 

produce biofuel - biobutanol, that is created during fermentation by Clostridium bacteria 

species.   

The aim of this work was to investigate the effectiveness and the need for substrate pre-

treatment before enzymatic hydrolysis. To achieve the aim several tasks were set up: to carry 

out enzymatic hydrolysis of the substrate that was a) pre-treated only mechanically, and b) 

what was pre-treated mechanically and by acid. The results were evaluated according to 

amount of divisional sugars. 

The results showed, that to achieve higher amounts of fermentable sugars, in addition to 

the hydrolysis, a previous pre-treatment is required. From 1 g of hay it was possible to obtain 

0,46 g/g (115% of theoretical maximum) glucose and 0,38 g/g (81% of theoretical maximum) 

from straw substrate. In theory using this results it is possible to produce 0,102-0,121 g/g 

biobutanol by fermentating sugars, that were obtained from 1 g of hay, or 0,084-0,099 g/g 

from 1 g of straw. 

  

Keywords: alternative fuel, liquid biofuels, biobutanol, acid pretreatment, enzymatic 

hydrolysis, sugar measurement in solutions. 
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IEVADS 

 

Fosilās degvielas pakāpeniska aizvietošana ir visai pamatota. Mūsdienās arvien lielāka 

uzmanība tiek pievērsta otrās paaudzes biodegvielai, kuras ražošanai tiek izmantoti pārtikā 

neizmantojami biomas substrāti. Vislielākās grūtības ražošanai izraisa lignīns, kas notur 

celulozes ķēdes kopā un nedod tiem sadalīties hidrolīzes laikā. Tieši šī iemesla dēļ pirms 

hidrolīzes ir nepieciešams veikt pirmapstrādi, kuras rezultātā celuloze tiek atdalīta no lignīna. 

Bakalaura darba mērķis ir izstrādāt tehnoloģiju lauksaimniecības atkritumproduktu 

mehāniskai/skābes pirmapstrādei un enzimātiskai hidrolīzei, lai ražotu šķidro biodegvielu, tai 

skaitā, biobutanolu. Darbā tika izmantoti biomasas materiāli: salmi un siens. 

Mērķa sasniegšanai tika izvirzīti sekojoši uzdevumi: 

 Skābes pirmapstrādes efektivitātes novērtēšana pēc izdalīto cukuru daudzuma; 

 Enzimātiskas hidrolīzes efektivitātes novērtēšana uz pirmapstrādata substrāta 

pēc izdalīto cukuru daudzuma. 
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1. LITERATŪRAS APSKATS 

 

1.1. Biodegviela 

 

Biodegviela ir šķidra vai gāzveida viela, ko var iegūt no lauksaimniecības produktiem 

un atkritumiem. Atšķirībā klasiskās degvielas, ko iegūst no neatjaunojamiem dabas resursiem- 

naftas un kūdras, biodegviela ir atjaunojams enerģijas avots. Galvenie biodegvielas veidi ir:  

Bioūdeņradis, kas ir daudzsološs alternatīvās enerģijas nesējs ar augstu siltumietilpību 

un tīru degšanas produktu (ūdens). To ir iespējams iegūt biofotolīzes, foto-fermentācijas un 

tumsas fermentācijas laikā, kur pēdējais guvis lielu popularitāti, jo tas ir rentabls un vides 

draudzīgs process (Cheng et al, 2016). 

Biodīzeļdegvielu iegūst no augu eļļām, pāresterificējot to ar etanolu sārma katalizatora 

klātbūtnē (Lee et al. 2011). Šīs biodegvielas lielākie trūkumi: pie zemam temperatūrām (0°C 

līdz -5°C) var rasties uzglabāšanas problēmas, jo biodīzeļdegviela bioloģiski noārdās (Berrios 

et al. 2008), un tā var veidot sastrēgumus filtros. 

Biogāze veidojas anaerobās fermentācijas procesā no biomasas un bioloģiski 

noārdāmām atkritumu frakcijām (Bora et al. 2015). Biogāzi ražojošu iekārtu uzstādīšana 

vispirms lietderīga tur, kur ir vislielākā atkritumu koncentrācija, piemēram, pie mājlopu 

fermām (Fallde et. al. 2015). 

Bioetanolu un biobutanolu iegūst raudzēšanas ceļā no lauksaimniecības izejvielām vai 

blakusproduktiem (Bio-NETT 2007). Bioetanolu galvenokārt iegūst, izmantojot  raugu. 

Parasti bioetanolu kā degvielu izmanto maisījumos ar benzīnu dažādas proporcijās (Dϋrre  

2007).  

Biobutanolam, salīdzinot ar bioetanolu, ir daudzas priekšrocības, piemēram, augsta 

enerģijas blīvuma rādītāji, laba sajaukšanās spēja un nav nepieciešams aprīkojums pret 

koroziju (Yang et al. 2014). To plaši var izmanto rūpniecībā kā tauku šķīdinātāju (Carvalho  

et al. 2012) un kā izejvielu smaržīgu vielu ieguvei (McGinty et al 2010). Biobutanola 

izmantošana samazina naftas un dabasgāzes patēriņu, kā arī kaitīgo gāzu izplūdi gaisā (Dϋrre 

2008). Biobutanols, pateicoties savām fizikālajām īpašībām, var tikt izmantots kā daļējs vai 

pilnīgs benzīna (vai arī benzīna un bioetanola sajaukuma) aizstājējs (Kalniņš u.c. 2009). 

 Kopējais ražošanas process šķidras biodegvielas ieguvei no mežsaimniecības un 

lauksaimniecības izcelsmes biomasas un atkritumiem ietver sekojošus 4 etapus:  

 Pirmapstrāde. Bioreaktorā vai nažu dzirnavās ievadāmās biomasas pirmatnējā 

apstrāde, kura laikā celuloze daļēji atbrīvojas no lignīna, jo tas tiek sagrauts (Kumar et al. 

2009).  
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 Hidrolīze. Izmantojot enzīmus vai sērskābi, hidrolīzes laikā celuloze un hemiceluloze 

sadalās līdz vienkāršiem monosaharīdiem (Zheng et al. 2009); 

 Fermentācija. Spirtu veidošanās mikroorganismu “augšanas” laikā. Piemēram: 

Clostridium sp. (Kiyoshi et al. 2015);  

 Spirtu atdalīšana, izmantojot, piemēram, destilāciju. (Kalniņš u.c. 2009). 

 

1.2. Izmantojami substrāti  

 

Lignocelulozes biomasu galvenokārt veido trīs veidu polimēri: celuloze, hemiceluloze 

un lignīns (Krause et al. 2003) (1. att.). Celuloze ir lineārs polimērs, kas sastāv no daudzām 

glikozes vienībām, kas hidrolīzes laikā atdalās viens no otra (Hu et al. 2015). Mikroorganismi 

izmanto iegūtos monosaharīdus kā barības vielas un metabolisma rezultātā kā 

blakusproduktus veido spirtus, piemēram, biobutanolu (García et al. 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biobutanola ražošanai var izmantot celulozi saturošus: lauksaimniecības atkritumus 

(graudu salmus (Bellido et al. 2014), rīsu salmus (Gottumukkala et al. 2013, Ranjan et al, 

2013), kokosu čaulas (Mendu et al. 2012)), rūpniecības un ražošanas atkritumus (cietkoku 

atliekas (Mechmech et al. 2015, Tippkötter et al. 2014), kā arī ikdienas atkritumus 

(makulatūru (Brummer et al. 2014), ēdienu atkritumus (Stoeberla et al. 2011)). Daudzi metodi 

parādīja, ka ir iespējams iegūt līdz 90% glikozes no teoretiskas celoles masas. Salmi teorētiski 

satur apmēram 0,47 g (Yin et al. 2016) siens 0,40 g (Kumar et. al 2009) celulozes. 

1 attēls. Lignīna, hemicelulozes un celulozes telpiskais izvietojums substrātā (Adaptēts  no 

Krause et al. 2003). 

 

Figure 1. Spatial location of lignin, hemicellulose and cellulose in substrate (Adapted  from 

Krause et al. 2003). 
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Monosaharīdu iznākums ir atkarīgs no izvelēta procesa veida, kā arī no celulozes, 

hemicelulozes un lignīna daudzuma substrātā.  

 

1.3. Pirmapstrādes veidi 

 

Pirms hidrolīzes bieži tiek veikta pirmapstrāde (Nieves et al. 2015), jo lignīns kavē 

celulozes dalīšanu (2. attēls). Tā var būt  mehāniska (frēzēšana, malšana u.c.) (Motte et. al. 

2015), fizikāla (tvaika un spiediena apstrāde) (Bura et al. 2009), ķīmiskā (sārmaina vai skābes 

pirmapstrāde vai skābe) (Qin et al. 2012). Izmantojot dažādas pirmapstrādes kopā, var 

sasniegt labākus rezultātus. Piemēram: veicot sārmas pirmapstrādi papildus gammas 

apstarošanai nodrošina par līdz ~20% augstāku iznākumu (Yin et al. 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mehāniskas pirmapstrādes laikā lignīns tiek sadalīts un rezultāta celulozes un 

hemicelulozes tiek atbrīvotas (Verardi et al. 2012). Šiem nolūkiem var izmantot  malšanu, 

frēzēšanu, drupināšanu un slīpēšanu (Niemi et al. 2012). Malšanai bieži tiek izmantotas 

mehāniskās dzirnavas ar asmeņiem. Substrāta samalšana deformē šūnapvalku (Sasaki et al. 

2015).  

Tvaika pirmapstrādes metodes laikā biomasa tiek strauji uzsildīta pie palielināta 

spiediena (Kumar D., et al. 2011). Spiediena strauja samazināšana (normalizēšana) izjauc 

šūnu sieniņu struktūru, jo tvaiks, ātri paplašinoties, sadala lignocelulozei uz celulozi, 

hemicelulozi un lignīnu (Mabee et al. 2006). Šī metode atbrīvo substrātu no lignīna, hidrolizē 

tajā esošo hemicelulozi un palielina pieejamas virsmas platību celulozes hidrolīzei. Tvaika 

pirmapstrāde var būt bīstams process, jo tiek izmantots augsts spiediens. Procesa laikā  

hemicelulozes bieži tiek hidrolizētas ar organiskām skābēm, piemēram, etiķskābi, kura 

2 attēls. Pirmapstrādeslaikāhemiceluloze un celuloze tiek atbrīvotas no lignīna. (Adaptēts  no 

Kondo T. 1997) 

 

Figure 2. Biomass pretreatment.Separation of cellulose and hemicellulose from lignin. 

(Adapted  from Kondo T. 1997) 
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veidojas no biomasas. Šīs vielas ne tikai iedarbojas uz mikroorganismiem kā inhibitori 

(Jorgensen et al. 2007), bet arī noārda cukurus (Allen et al. 2001). Skābos apstākļos notiek 

cukuru noārdīšana, tāpēc ir svarīgi atdalīt biomasu no kondensāta vai saglabāt pH starp 5 un 7 

(Weil et al. 1998). 

Nātrija, kālija, kalcija un amonija hidroksīdi ir visbiežāk izmantotie reaģenti sārmu 

pirmapstrādei (Singh  et al. 2015). Sārmi labi atbrīvo celulozi un hemicelulozi no lignīna, 

rezultātā, hidrolīzes laikā tiek iegūta augsta cukuru koncentrācija (Mclntosh et al. 2010). 

Tāpat kā tvaika sprādziena laikā, atšķaidīts nātrija hidroksīds palielina virsmas laukumu 

sekojošai celulozes hidrolīzei, samazina polimerizācijas pakāpi (sadala polisaharīdu uz 

mazākām ķēdēm, kurus tālāk būs vieglāk sadalīt līdz glikozei), sadala saites starp lignīnu un 

ogļhidrātiem, kā arī sagrauj lignīna struktūru (Taherzadeh et. al. 2008). Sārmainas 

pirmapstrādes būtisks trūkums ir sāļu veidošana, kurus nav iespējams izmantot atkārtoti 

(Hedriks et. al. 2009). 

 

1.4. Skābes pirmapstrāde 

 

Viena no populārākajām pirmapstrādes metodēm ir skābes izmantošana, lai iegūtu 

maksimāli augstu cukura iznākumu no lignocelulozes saturošas biomasas (Camesasca et. al. 

2015; Geng et. al. 2015; Jiang et. al. 2015). Skābes pirmapstrādei var izmantot dažādas 

skābes, piemēram, slāpekļskābi, sālsskābi, fosforskābi, per-etiķskābi, skābeņskābi u.c. (Singh 

et al. 2015). Gan atšķaidīta (Martín et. al. 2015), gan koncentrēta skābe (Wijaya et. al. 2014) 

tiek izmantota biomasas apstrādei, tomēr koncentrētas skābes izmantošana ir toksiskāka, 

bīstamāka un nepieciešami korozijas izturīgāki reaktori (Talebnia et al. 2010). Strādājot ar 

koncentrētu skābi, process ir arī ekonomiski neizdevīgāks (Sun et. al. 2002), kur iegūto masu 

pēc hidrolīzes ir grūtāk apstrādāt, jo rodas problēmas ar pH neitralizēšanu. 

Atšķaidītas skābes pirmapstrādei var izmantot dažādu biomasu, piemēram, skujkokus, 

zālaugu, lauksaimniecības, kā arī papīru un  sadzīves atkritumus (Chung et al. 2005). 

Visplašāk tiek izmantota sērskābe (Ji et. al. 2015; Hernández et. al. 2013; Sun et. al. 2011). 

Pirms tiek veikta skābes pirmapstrāde, tiek pagatavots zemas koncentrācijas (<10%) skābes 

atšķaidījums. Pēc skābes biomasas apstrādes nepieciešams neitralizēt iegūto hidrolizātu pirms 

fermentācijas sākšanas, citādi šķīdums būs skābs un nepiemērots fermentējošiem 

mikroorganismiem (Brummer et al. 2014). Kā atšķaidītas sērskābes metodes izmantošanas 

priekšrocību var minēt, ka tai ir zemākas izmaksas (salīdzinot ar koncentrētas sērskābes 

izmantošanu), tā ir ļoti plaši pieejama, un salīdzinot ar tvaika un spiediena apstrādi,  tās 

izmantošana neprasa īpaši paaugstinātu drošības līmeni.  
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Izmantojot mehānisko pirmapstrādi pirms skābes apstrādes, var sasniegt vēl labākus 

rezultātus, nekā izmantojot vienu pirmapstrādes veidu (Zoulikha et al. 2015). Mehāniskā 

malšanas pirmapstrāde sadala lignīna struktūras, savukārt ķīmiskā skābes apstrāde noārda 

hemicelulozi un palielina reakcijas virsmas platību, padarot substrātu enzīmiem un citam 

vielām pieejamāku. (Wang et al. 2011). 

 

1.5. Hidrolīze 

 

Ir labi zināms, ka celuloze ir lineārs polimērs, kas sastāv no daudzām glikozes 

vienībām (Liang et al. 2011, Morales-delaRosa et al. 2014). Starp tām pastāv ūdeņraža saites, 

kas rada sarežģītu struktūru, kuras rezultātā, celuloze ir augsti izturīga pret mehānisko 

iedarbību (Yuan et al. 2015), kā arī nešķīst ūdenī un daudzos organiskos šķīdumos (Himmel 

et al. 2007). Hidrolīzes laikā, ūdeņraža saites sabrūk, un polisaharīds (celuloze) sadalās līdz 

monosaharīdiem (glikozei) (Hu et al. 2015) (3. attēls). To var veikt ķīmiski (Palme et al. 

2016), fizikāli (Bura et al. 2009), un/vai enzimātiski (El-Nasser et al. 1994, Jiang et al. 2015, 

Zhang et al. 2016). Īpašu interesi izraisa enzimātiskā hidrolīze, jo tā piedāvā dažas 

priekšrocības, piemēram, viegli sasniedzami nosacījumi (pH 4.5 – 5 un temperatūra 45 – 50 ° 

C) (Saha et al. 2016, Sun et al. 2002), un pretēji skābes hidrolīzei, neizraisa aprīkojuma 

koroziju un neveido inhibitorus (Dee et al. 2011). Veicot hidrolīzi pēc malšanas, ir iespējams 

iegūt ~16 g/g glikozes no sākotnējas masas (Mezule et al. 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. attēls. Celulozes (polisaharīdu) hidrolīzes rezultātā rodas glikoze (monosaharīdi). (Adaptēts  

no P. Held. 2012.) 

Figure 3. Hydrolysis of cellulose polymers, resulting in the sugar molecule glucose. (Adapted 

fromP. Held. 2012.) 
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1.6. Fermentācija 

 

Biobutanols ir šķidrā biodegviela, ko veido Clostridium ģints baktērijas acetona-

butanola-etanola (ABE) fermentācijas laikā (Kiyoshi et al. 2015) proporcijā attiecīgi 3:6:1. 

Teorētiski no 1 g glikozes ir iespējams saražot 0.22-0.26 g biobutanola (Du et al. 2016; Al-

Shorgani et al. 2015). Ģenētiski modificējot Clostridia ģints baktērijas un citus organismus, 

piemēram, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Pseudomonas putida un Bacillus 

subtilis, var palielināt biobutanola daudzumu (Kumar M., et al. 2011). Īpašu interesi izraisa 

Clostridium ģints baktērijas, kas spēj fermentācijas laikā izmantot gan heksozes, gan pentozes 

cukurus (Ni et al. 2009). Mūsdienās arvien vairāk notiek pētījumi, lai noskaidrotu, kā 

efektīvāk ražot biobutanolu no lauksaimniecības biomasas (Chenga et al. 2012, Gottumukkala 

et al. 2013, Tippkötter et al. 2014). Lai ABE process būtu efektīvs Clostridium fermentācijas 

procesam jānotiek sterilos apstākļos un  biobutanolu jāizdala no reaktora tā rašanās laikā, jo 

tas ir toksisks bioloģiskām sistēmām pat pie zemam koncentrācijām (<2.0% vol/vol) (Kanno 

et al. 2013) . Kā arī fermentācijas procesā veidojas daudz notekūdeņu, kurus ir nepieciešams 

apstrādīt un pārstrādāt (Jones et al. 1986). Ražošanas izmaksas galvenokārt nosaka substrāta 

izmaksas (Lynd  et al. 1999).  
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2. MATERIĀLI UN METODES 

 

2.1.    Iekārtas 

 

1. Svari AEJ 220-4M (Kern, Lielbritānija) 

2. Ūdens attīrīšanas iekārta Crystal E Bio (ADRONA, Latvija) 

3. Vorteks V-1 plus 230VAC 50/60 Hz Euro plug (Biosan, Latvija) 

4. Centrifūga Eppendorf (Sigma-Aldrich, Germany) 

5. Mehāniskās dzirnavas ar asmeni GRINDOMIX GM 200 (Retsch, Vācija) 

6. Sildīšanas krāsns FD series 115 L (Binder, Vācija) 

7. Velkmes skapis Standard ClassII (Kojair, Somija) 

8. Automātiskā pipete 1-10 ml (Finnpipette™, Thermo Scientific, Lietuva) 

9. Automātiskā pipete 100-1000 µl (Finnpipette™, Thermo Scientific, Lietuva) 

10. Spektrofotometrs M501 (Camspec, Lielbritānija) 

11. Ph mērītājs Multi 3400i  (WTW, Vācija) 

12. Autoklāvs HS-9041 (Hanshin, Dienvidkoreja) 

13. Inkubators ar kratītāju (Biosan, Latvija) 

14. Krāsns Dentamatic 6000 (Tokmet, Bulgarija) 

 

2.2.    Materiāli un trauki 

 

1. Stikla pudele 100 ml - 1000 ml (Simax® Glassware, Čehija) 

2. Vārglāze 1000 ml  (Technische Glaswerke Ilmenau, Vācija) 

3. Mērcilindrs 100 ml (Technische Glaswerke Ilmenau, Vācija) 

4. Stikla mēģene 12 ml (Aptaca, Itālija) 

5. Sterili polipropilēna konteineri 50 ml (Aptaca, Itālija) 

6. Pipešu uzgali 100-1000 μl, 1-10 ml (Finnpipette™, Thermo Scientific, Lietuva) 

7. Mēģene 12 mm x 75 mm (Simax® Glassware, Čehija) 

8. Ķivete 3 ml (Bibby Scientific Limited, Lielbritānija) 

9. Ķivete 2 ml (Bibby Scientific Limited, Lielbritānija) 

10. Siets no nerūsējošā tērauda (ICA AB, Zviedrija) 

11. Mikromēģenes 1 ml (Sarstedt, Vācija) 
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2.3.   Reaģenti 

 

1. Nātrija hlorīds NaCl (Panreac AppliChem, Vācija) 

2. D-(+)-Glikoze C6H12O5 (Sigma-Aldrich, Germany) 

3. 3,5-dinitrosalicila skābe (O2N)2C6H2-2-(OH)C0O2H (Sigma-Aldrich, Germany) 

4. Rošela sāls KOCOCH(OH)CH(OH)COONa · 4H2O (Sigma-Aldrich, Germany) 

5. Fenols C6H5OH (Sigma-Aldrich, Germany) 

6. Nātrija metabisulfīts Na2S2O5 (Sigma-Aldrich, Germany) 

7. Citronskābes monohidrāts HOC(COOH)(CH2COOH)2 · H2O (Sigma-Aldrich, Germany) 

8. Sērskābe H2SO4 (Sigma-Aldrich, Germany) 

9. Nātrija hidroksīds 10 M NaOH (Sigma-Aldrich, Germany) 

10. Enzīms 0.2 FPUml-1, Mezule et al. 2015 

11. Siens (savākts 2014. gada vasarā, Latvijā) 

12. Salmi (savākts 2014. gada vasarā, Latvijā) 
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2.4. Metodes 

 

2.4.1. Mehāniskā pirmapstrāde  

 

Izmantotais siens un salmi (kas bija savākti 2014. gada vasarā) tiek samalti, izmantojot 

mehāniskās dzirnavas ar asmeni. Siens tiek malts 20 sek 4000 apgr/min, bet salmi – 66 sek 

8500 apgr/min. 

 

2.4.2. Skābes pirmapstrāde 

 

Pēc mehāniskas pirmapstrādes tiek iesvērti 3 g izmantotā substrāta un pievienots 

attiecīgi nepieciešamais destilētais ūdens un sērskābes daudzumus (2.tabula) 

 

1.tabula 

Destilēta ūdens un sērskābes nepieciešamu vielu daudzumus atšķaidītas skābes pagatavošanai. 

 

Table 1 

Quantities of sulphuric acid and distilled water for making dilute acid   

 

 

 

 

 

Pēc skābes un ūdens pievienošanas, substrāts tiek likts krāsnī uz attiecīgo laiku. Pēc 

termiskas apstrādes, substrātu atdzesē līdz ~20°C. Tālāk, izmantojot nātrija hidroksīdu, tiek 

veikta pH regulēšana līdz pH 5. Kad nepieciešamais pH tiek sasniegts, hidrolizāts (šķidrā 

daļa), izmantojot filtrēšanas metodi, tiek atdalīts no substrāta. 

 

2.4.3. Enzimātiskā hidrolīze 

 

Pēc filtrēšanas, uz sietiņa palikusī masa tiek noskalota ar destilētu ūdeni, kamēr pēc 

skalošanas ūdens sasniedz pH 7. Tālāk substrāts tiek likts žāvēties 24 h 60 °C. Pēc žāvēšanas 

nosvērtiem 0,3 g substrāta pievieno 0,05 M 10 ml citrāta buferšķīdruma (2. pielikums), 0,1 ml 

enzīma un atstāj inkubatorā uz kratītāja 24 h 30°C temperatūrā. Pēc inkubēšanas, tiek paņemti 

paraugi. 

 

 

Skābes 

koncentrācija 
H2O H2SO4 

10% 89.70 10.30 

3% 96.90 3.10 

0,5% 99.48 0.52 
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2.4.4. Cukuru standartšķīdumu pagatavošana 

 

Tiek pagatavoti 6 dažādas koncentrācijas cukura standartšķīdumi ar zināmu cukura 

koncentrāciju paraugā. Tie tiek mērīti ar DNS metodi (sk. 2.4.5). Koncentrētu 

standartšķīdrumu pagatavo pievienojot iesvērtiem 100 mg glikozes 10 ml destilēta ūdens.  

Tālāk tiek pagatavoti šķīduma atšķaidījumi. 

2. tabula 

Destilēta ūdens un koncentrēta standartšķīduma daudzums standartšķīdumu pagatavošanai. 

Table 2 

Quantities of distilled water and concentrated standard solution for making standard solution.   

Cukura kon. 

g/l 

Konc. 

Standartšīdrums, µl H2O, µl 

1 100  900 

2 200 800 

3 300 700 

4 400 600 

5 500 500 

6 600 400 

7 700 300 

 

Izmantojot cukuru standartšķīdumu absorbcijas datus, “MS Excel” programmā tiek 

izveidots grafiks, kur uz x asis ir iegūtie absorbcijas dati pie 540 nm, un uz y ir glikozes 

koncentrācijas daudzums. Izmantojot iegūtās līknes formulu, ir iespējams noteikt hidrolizātos 

esošo cukuru koncentrāciju.  

 

2.4.5. 3,5-dinitrosalicila skābes (DNS) metode 

 

Nogulšņu atdalīšanai 1 ml hidrolizāta pārnes mikromēģenē un centrifugē 2 min 10000 

apgr/min. Mēģenē iepilda 100 µl 0,05 M citrāta buferšīdruma, 600 µl DNS reaģenta (2. 

pielikumā), 100 µl hidrolizāta (vai cukura standartšķīduma) un vāra 5 min. Pēc vārīšanas tos 

ātri atdzesē. Tas nepieciešams, lai apturētu monosaharīdu (glikozes) reakciju ar DNS (4. att.) 
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Kad mēģenes ir atdzesētas, tām pievieno 4 ml destilēta ūdens. Iegūtos šķīdumus mēra, 

izmantojot spektofotometru pie 540nm. Spektrofotometra kalibrēšanai hidrolizāta vietā 

pievieno destilētu ūdeni. 

 

 

 

4. attēls. Glikozes un 3,5-dinitrosalicila skābes reakcija, kura rezultātā veidojas glikonskābe un 

3-amino-5-nitrosalicil skābe (Adaptēts  no Xia et al. 2015). 

Figure 4.Glucose and 3,5-dinitrosalicylic acid reaction, which results in formation of gluconic 

and 3-Amino-5-nitrosalicylic acid (Adapted from Xia et al. 2015). 
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3.  REZULTĀTI UN DISKUSIJA 

 

3.1. Cukura standartšķīdumu mērīšanas rezultāti 

 

Visi monosaharīdi un maltozes ir reducējošie cukuri, bet saharoze un ciete ir 

nereducējošie ogļhidrāti. Sārma klātbūtnē un paaugstinātas temperatūras apstākļos 

monosaharīdi reaģē ar DNS, un veido 3-amino-5-nitrosalicilā skābi, kurai maksimālā 

absorbcija ir pie 540 nm. Reakcijas laikā reducējošie cukuri pārvēršas par glikonātu un tā 

daudzums ir proporcionāls krāsas intensitātei. Izmantojot spektrofotometru, var izveidot 

cukuru standartlīkni, ar kuras palīdzību  iespējams noskaidrot reducējošo cukuru daudzumu 

citos (analizējamos) šķīdumos (Saqib et al. 2011). Cukuru noteikšanai var izmantot arī citas 

metodes, piemēram HPLC (augstas veiktspējas šķidrumu hromatogrāfija) vai gāzes 

hromatogrāfiju (Givry et al. 2007), tomēr DNS metode ir salīdzinoši lēta un vienkārša. 

Pirms paraugu cukuru iznākuma noteikšanas, tika veikti absorbcijas mērījumi 

dažādiem pagatavotiem cukuru standartiem (4. tab.). Visi mērījumi tika veikti 3 atkārtojumos. 

3.tabula.  

Cukura standart šķīdumu absorbcija pie 540nm. 

Table 3.  

Absorption of sugar solutions at 540nm. 

Std. koncentrācija 

g/l 
Absorbcija STDEV 

1 0.329 0.022 

2 0.705 0.017 

3 1.058 0.027 

4 1.451 0.052 

5 1.754 0.027 

6 2.062 0.075 

7 2.392 0.114 

 

Izmantojot datus no 4. tabulas, tika uztaisīta cukuru standartlīkne (5. att.), kur uz x ir 

iegūti absorbcijas dati pie 540 nm, un uz y ir teorētiskais glikozes koncentrācijas daudzums. 

Visi turpmākie aprēķini tika veikti izmantojot izveidoto standartlīkni. Ieliekot formulā (y = 

2.9057x - 0.0504) x vietā absorbcijas mērījumu vērtību, iespējams noteikt cukuru 

koncentrāciju hidrolizātā. 
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3.2. Cukuru daudzums pēc enzimātiskās hidrolīzes mehāniski apstrādātam 

substrātam 

 

Teorētiskais glikozes iegūšanas maksimums salmiem no sākotnējas masas ir 0,47 g/g, 

sienam šis skaitlis ir 0,40 g/g. Bez skābes pirmapstrādes hidrolītiskie enzīmi slikti iedarbojās 

uz siena substrātu (0,195 g/g glikozes), un īpaši slikti uz salmiem (tikai 0.095 g/g glikozes). 

Neskatoties uz to, ka salmos teorētiski ir vairāk celulozes, no siena bija iespējams iegūt vairāk 

glikozes. Šie rezultāti ir tālu no literatūrā minētiem, tāpēc substrātiem ir nepieciešama 

papildus pirmapstrāde. 

4.tabula. 

Iegūtā glikozes koncentrācija no 1 g substrāta veicot enzimātisko hidrolīzi bez skābes 

pirmapstrādes. 

Table 4.  

The concentration of obtained glucose from 1 g of substrate after enzymatic hydrolysis without 

acid pre-treatment. 

 

Substrāts Hidrolīze Glik.g/g sub STDEV % 

S
ie

n
s Pirms 0.0678 0.064 6.78 

Pēc 0.1951 0.146 19.51 

S
al

m
i 

Pirms 0 0 0 

Pēc 0.0954 0.125 9.54 

 

 

5. attēls. Cukura standartšķīdumu absorbcijas grafiks pie 540 nm 

 

Figure 5. Absorption of sugar solutions at 540 nm in a chart 
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3.3. Cukuru iznākums šķīdumā pēc skābes pirmapstrādes  

 

Lai iegūtu pēc iespējas augstāku cukura iznākumu (lielāku koncentrāciju), svarīgi 

novērtēt ķīmiskas pirmapstrādes efektivitāti izmantojot dažādas sērskābes koncentrācijas (10, 

3 un 0,5 %), apstrādes laikus (30, 60 min) un biomasas veidus (salmi un siens) (Bouza et al. 

2016, Jeong  et al. 2016, Li K. et al 2016, Li P. et al. 2016, Verma et al. 2016, Zhang et al. 

2011). 

Šķīdums ar 10% sērskābi netika noregulēts līdz pH 5, jo bija nepieciešams izmantot 

ļoti daudz NaOH. Pievienojot citrāta buferšķīdumu, ir redzams, ka daļa no sērskābes reaģēja 

ar to un kopā tie veidoja nogulsnes (sāls) (5. att., 1,4,7,10 mēģenes).  

 

 

 

 

Pēc rezultātiem (6. tabula) ir redzams, ka palielinot skābes koncentrāciju, reakcijas 

laiku un temperatūru, palielinās arī iegūto cukuru koncentrācija skābes pirmapstrādes laikā. 

Vislielākā koncentrācija no abiem substrātiem tika iegūta pie 170°C, 60 minūšu apstrādes,  

izmantojot 3% sērskābi. Pie šiem apstākļiem skābe sadalīja 0.315 g/g siena (79% no 

literatūras minēta teorētiskā maksimuma) un 0.274 g/g salma (58% no literatūras minēta 

teorētiskā maksimuma) līdz glikozei.  

6. attēls. Nogulšņu (sāls) veidošanās cukuru mērīšanas laikā. 

 

Figure 6. Precipitate (salt) formation during sample preparation for sugar measurements 

preparation.  
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Pēc iegūtiem datiem var secināt, ka pie augstas temperatūras (170°C) un skābes 

koncentrācijas (3%) reakcijas laiks būtiski neietekmē (p>0,05) iegūstamā cukura 

koncentrāciju.  

No salmiem iespējams izdalīt ļoti maz cukura (salīdzinot ar datiem pie citiem 

apstākļiem), kad tie tiek apstrādāti pie zemas temperatūras un koncentrācijas (0,5%). Pie 

121°C un 0.5% skābes, 30 minūšu laikā bija iespējams iegūt 0.008g/g (2% no literatūrā 

minētā teorētiskā maksimuma) substrāta, kas ir ļoti zems rādītājs. 

 

5.tabula.  

Iegūtā glikozes koncentrācija no 1 g substrāta pēc skābes pirmapstrādes 

Table 5.  

The concentration of obtained glucose from 1 g substrate after acid pre-treatment. 

S
k

āb
es

. 

p
ir

m
s.

 t
 

S
k

āb
es

 k
o

n
. 

121 °C 140 °C 170 °C 

Glik g/g 

subst. 
STDEV % 

Glik. g/g 

subst. 
STDEV % 

Glik. g/g 

subst. 
STDEV % 

Siens 

3
0
 m

in
 

3% 0.156 0.004 15.64 0.214 0.012 21.41 0.292 0.016 29.22 

0,5% 0.127 0.014 12.71 0.139 0.012 13.94 0.195 0.001 19.51 

6
0
 m

in
 

3% 0.212 0.018 21.17 0.273 0.008 27.27 0.315 0.02 31.55 

0,5% 0.147 0.022 14.7 0.185 0.017 18.55 0.244 0.025 24.44 

Salmi 

3
0
 m

in
 

3% 0.043 0.012 4.3 0.117 0.015 11.69 0.245 0.018 24.48 

0,5% 0.008 0.003 0.85 0.046 0.004 4.57 0.081 0.007 8.15 

6
0
 m

in
 

3% 0.111 0.025 11.13 0.199 0.013 19.87 0.274 0.02 27.35 

0,5% 0.035 0.011 3.51 0.053 0.006 5.28 0.128 0.011 12.77 

 

 

3.4. Cukuru mērīšanas rezultāti pēc enzimātiskās hidrolīzes uz mehāniski un ar skābi 

pirmapstrādātu substrātu 

 

Skābes pirmapstrāde pozitīvi ietekmēja salmu enzimātisko hidrolīzi. Veicot 

enzimātisko hidrolīzi bez pirmapstrādes, no 1 g salmu substrāta veidojās ~0.095 g/g cukura, 

bet, piemēram, izmantojot to (apstākli: 140°C 30 min,  3% w/v H2SO4), no 1 g veidojas 

~0.135 g/g (1.52 reizēm vairāk). (7. tab.).   

 Izņemot gadījumu, kad hidrolīze tika veikta pēc pirmapstrādes pie 121°C un 0,5% 

skābes koncentrācijas (~0,12 g/g celulozēs no 1 g substrāta), sienam rezultāti būtiski 
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nemainījās (p>0,05) atkarībā no izmantotiem pirmapstrādes apstākļiem (~0,15 g/g celulozes 

no 1 g substrāta). Šis skaitlis ir mazāks salīdzinot ar kontroles paraugu (~0,19 g/g celulozes no 

1 g substrāta), kad hidrolīze tika veikta bez skābes pirmapstrādes. Visticamāk pirmapstrādes 

laikā substrāts tiek atbrīvots no brīvās glikozes (kas izdalās hidrolīzes laikā kad substrāts 

netiek pirmapstrādāts), un tā nesasniedz hidrolīzes etapu.  

Pēc skābes pirmapstrādes substrātiem samazinājās blīvums un palielinājās reakcijas 

laukums. Šo iemeslu dēļ cukuri kļuva pieejamāki enzīmiem. Līdzīgi darbojas arī tvaika 

sprādziena pirmapstrāde (Verardi et al. 2010). 

 

6.tabula. 

Iegūtā glikozes koncentrācija no 1 g substrāta veicot enzimātisko hidrolīzi pēc skābes 

pirmapstrādes. 

Table 6.  

The concentration of obtained glucose from 1 g of substrate after enzymatic hydrolysis and 

acid pre-treatment. 

 

S
k
āb

es
. 
 

p
ir

m
s.

 t
 

S
k
āb

es
 k

o
n
. 

121 °C 140 °C 170 °C 

Glik g/g 

subst. 
STDEV % 

Glik. g/g 

subst. 
STDEV % 

Glik. g/g 

subst. 
STDEV % 

Siens 

3
0
 m

in
 

3% 0.144 0.002 14.45 0.156 0.005 15.61 0.152 0.013 15.16 

0,5% 0.126 0.004 12.64 0.164 0.003 16.4 0.159 0.012 15.94 

6
0
 m

in
 

3% 0.155 0.007 15.55 0.153 0.008 15.29 0.148 0.012 14.84 

0,5% 0.121 0.01 12.13 0.157 0.003 15.71 0.153 0.005 15.34 

Salmi 

3
0
 m

in
 

3% 0.114 0.014 11.44 0.135 0.008 13.53 0.121 0.003 12.13 

0,5% 0.08 0.007 8.04 0.11 0.012 10.98 0.117 0.002 11.69 

6
0

 m
in

 

3% 0.122 0.005 12.15 0.118 0.003 11.79 0.108 0.001 10.79 

0,5% 0.097 0.01 9.67 0.125 0.003 12.48 0.124 0.005 12.35 

 

 

3.5. Kopējā iegūto cukuru daudzumu rezultāti 

 

 Izmantojot enzimātisko hidrolīzi kopā ar skābes pirmapstrādi (pie 170 °C, 60 minūšu 

apstrādes, izmantojot 3% sērskābi) no 1 g siena tika iegūti 0.46 g/g glikozes (115% no 

literatūras minēta teorētiskā maksimuma), un 0.38 g/g (81% no literatūras minēta teorētiskā 

maksimuma)  no 1g salmu. Siena rezultāti uzrāda, ka 1) iespējams sienam ir lielāka celulozes 
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koncentrācija, nekā 0.4 g/g), 2) siena substrātā pastāv daudz brīvas glikozes, 3) pirmapstrādes 

laikā sadalījās arī citas vielas. Rezultātus ar citiem pirmapstrādes apstākļiem var apskatīt 8. 

tabulā.  

7.tabula.  

Kopējā iegūto cukuru koncentrācija izmantojot skābes pirmapstrādi un enzimātisko hidrolīzi. 

Table 7.  

The overall concentration of obtained glucose from 1 g of substrate after enzymatic hydrolysis 

and acid pre-treatment. 

 

S
k

āb
es

. 

p
ir

m
s.

 t
 

S
k

āb
es

 k
o

n
. 

121 °C 140 °C 170 °C 

Glik g/g 

subst. 
STDEV % 

Glik. g/g 

subst. 
STDEV % 

Glik. g/g 

subst. 
STDEV % 

Siens 

3
0

 m
in

 

3% 0.301 0.003 30.09 0.37 0.017 37.02 0.444 0.012 44.38 

0,5% 0.253 0.017 25.35 0.303 0.013 30.33 0.354 0.013 35.45 

6
0
 m

in
 

3% 0.367 0.026 36.72 0.426 0.014 42.56 0.464 0.012 46.39 

0,5% 0.268 0.031 26.83 0.343 0.018 34.26 0.398 0.019 39.78 

Salmi 

3
0
 m

in
 

3% 0.157 0.015 15.75 0.252 0.008 25.22 0.366 0.018 36.61 

0,5% 0.089 0.008 8.89 0.155 0.015 15.55 0.198 0.008 19.84 

6
0
 m

in
 

3% 0.233 0.029 23.28 0.317 0.012 31.66 0.381 0.02 38.14 

0,5% 0.132 0.02 13.18 0.178 0.007 17.76 0.251 0.007 25.12 

 

Pēc diagrammas ir redzams (6.att.), ka pie zemas temperatūras (121°C) un skābes 

koncentrācijas (0,5%) siena substrātam pirmapstrādes laiks nav būtisks(p>0,05). Pie tās pašas 

temperatūras un paaugstinātas skābes koncentrācijas (3%), pirmapstrādes reakcijas laiks 

būtiski ietekmē iegūto rezultātu (p<0,05). Pēc šī var secināt, ka pie zemas temperatūras 

visnozīmīgākais faktors ir skābes koncentrācija.  

Atšķirībā no siena salmu rezultāti uzrāda (7. att.), ka pie zemas temperatūras (121°C) 

un skābes koncentrācijas (0,5%) skaitļi būtiski atšķiras. Visticamāk, salmu blīvumā dēļ zems 

skābes daudzums nespēj atbrīvot celulozi no lignīna. Pie zemas temperatūras rezultātiem ar 

3% skābes koncentrāciju ir lielāka starpība, nekā ar 0,5%. Var pieņemt, ka tā pat kā siena 

gadījumā, pie zemas temperatūras visnozīmīgākais faktors ir skābes koncentrācija.  
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8. attēls. Iegūto cukuru koncentrācija no 1 g salmi substrāta, izmantojot skābes pirmapstrādi 

un enzimatisko hidrolīzi. 

Figure 8. The overall concentration of obtained glucose from 1 g of straw substrate after acid 

pre-treatment and enzymatic hydrolysis. 

 

 

 

7. attēls. Iegūto cukuru koncentrācija no 1 g siena substrāta, izmantojot skābes pirmapstrādi 

un enzimatisko hidrolīzi. 

Figure 7. The overall concentration of obtained glucose from 1 g of hay substrate after acid 

pre-treatment and enzymatic hydrolysis. 

 

 

 



24 

 

Siena un salmu rezultāti pie augstas temperatūras (170°C) un skābes koncentrācijas 

(3%) pietuvinājās literatūrā minētam teorētiskajam maksimumam (0,47 g/g salmiem un 0,40 

g/g sienam), tāpēc rezultāti, palielinot rekcijas laiku, būtiski neatšķirās (p>0.05). Pie tās pašas 

temperatūras un zemas skābes koncentrācijas (0,5%) starpība ir būtiska (p<0,05). 

Kopumā no siena bija iespējams iegūt vairāk glikozes nekā no salmiem (p<0.05), kas 

neatbilst literatūrā minētiem teorētiskiem maksimumiem. Visticamāk, tas ir saistīts ar to, ka 

salmu blīvums ir lielāks, tāpēc skābei un enzīmiem ir grūtāk nokļūt līdz celulozei, kas atrodas 

substrātu iekšienē.  

Palielinot pirmapstrādes koncentrāciju, temperatūru un apstrādes laiku, samazinās 

starpība starp iegūto glikozes daudzumu no salmiem un siena. Pie 121 °C, 0,5% sērskābes pēc 

30 minūtēm starpības ir 0,164 g/g, bet pie 170 °C, 3% sērskābes pēc 60 minūtēm tā ir 0,083.  

Izmantojot skābes pirmapstrādi kopā ar hidrolīzi, pēc šiem rezultātiem no 1 g siena 

substrāta teorētiski ir iespējams iegūt nepieciešamu cukuru daudzumu, lai fermentācijas 

rezultātā saražotu 0,102-0.121 g/g biobutanola. Tā kā no salmiem sanāca iegūt mazāk cukuru, 

fermentācijas rezultātā veidosies mazāk biobutanola, (0,084-0.099 g/g no salmu substrāta). 
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4. SECINĀJUMI 

 

Skābe pirmapstrādes laikā ne tikai degradē lignīnu un hemicelulozi, bet arī palielina 

substrāta reakcijas laukumu un daļēji sadala celulozi līdz glikozei. Pirmapstrāde pie 121 °C 

temperatūras un koncentrācijas slikti iedarbojas uz salmiem. Vislabākos rezultātus abiem 

substrātiem bija iespējams iegūt veicot pirmapstrādi pie 170°C kopa ar 3% skābi 60 minūšu 

laikā. Veicot tikai pirmapstrādi (bez papildus hidrolīzes), no 1 g siena bija iespējams iegūt 

0,32 g/g (79% no literatūrā minētā teorētiskā maksimuma) glikozes, un 0.27 g/g (58% no 

literatūrā minētā teorētiskā maksimuma) no salmu substrāta. 

Kopumā pēc skābes pirmapstrādes un hidrolīzes no siena bija iespējams iegūt būtiski 

vairāk (p<0.05) glikozes (0,46 g/g, 115% no literatūras minēta teorētiskā maksimuma) nekā 

no salmiem (0,38 g/g, 81% no literatūras minēta teorētiskā maksimuma). Tas var būt saistīts 

ar salmu lielāko blīvumu un sienā sākotnēji esošiem cukuriem.  

Izmantojot darbā minētas metodes (vizuālā shēma 1. pielikumā) no 1 g siena substrāta 

pēc fermentācijas teorētiski ir iespējams iegūt 0,102-0.121 g/g biobutanola. Izmantojot 

substrātu, ko nav iespējams izmantot liellopu barošanai (salmus), no 1 g substrāta ir iespējams 

iegūt 0,084-0.099 g/g biobutanola. 
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PIELIKUMI 
1. Pielikums  
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2. Pielikums  

 

Gatavie reaģenti  

 

3,5- dinitrosalisila skābes (DNS)  reaģents 

Sterils destilēts ūdens   142 ml 

3,5- dinitrosalicila skābe  1,06 g 

Nātrija hlorīds    1,98 g 

Rošela sāls    36 g 

Fenols (kušanas temperatūra 50°C) 760 μl 

Nātrija metabisulfīts   0,83 g 

 

0,5 M Citrāta buferšķīdrums  

Citronskābes monohidrāts  5,35 g 

Sterils destilēts ūdens   50 ml 

 

0,05 M Citrāta buferšķīdrums  

Citrāta buferšķīdums M0,5  20 ml 

Sterils destilēts ūdens   180 ml 
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3. Pielikums 
 

 

 

 

 

 

 

Siena substrāta vizuālas pārmaiņas pēc 60 minūšu ilgas sērskābes pirmapstrādes 121 °C. 

 

 

 



35 

 

4.  Pielikums 

 

 Bakalaura  darbs „Fermentējamo cukuru iegūšana no lignocelulozes atkritumiem 

biodegvielas ražošanai” izstrādāts Rīgas Tehniskas Universitātes Būvniecības fakultātes 

Ūdens Pētniecības laboratorijā. 
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informācijas avoti un iesniegtā darba elektroniskā kopija atbilst izdrukai. 
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