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KOPSAVILKUMS

Miisu planéta ir bagata ar derigiem izrakteniem, kur viens no svarigakajiem ir nafta.
Cilvéce to izmanto nepartraukti un pieprasijums aug ar katru dienu. Zemes resursi nav
atjaunojami vai atjaunojas Joti Iéni, ka rezultata jau Saja gadsimta més risk&am palikt bez
naftas krajumiem. Miusdienas daudzi zinatnieki p€ta alternativas degvielas iegiiSanas veidus,
ar kuru palidzibu var€s aizvietot naftas produktus. Viens no degvielas ieguves veidiem ir ta
razoSana izmantojot sadzives un lauksaimniecibas atkritumus. Celulozi (polisaharidi), kas ir
biomasas sastava, var sadalit Iidz glikozei (monosaharidiem). No iegutajiem cukuriem var
iegtt skidro biodegvielu, tai skaita ari biobutanolu, ko fermentacijas laika razo Clostridium
gints bakterijas.

Bakalaura darba mérkis ir izpétit pirmapstrades efektivitati un tas nepiecieSamibu pirms
biomasas enzimatikskas hidrolizes. Meérka sasniegSanai tika izvirziti uzdevumi: veikt
enzimatisko hidrolizi uz substratu kas tika a) pirmapstradats tikai mehaniski, un b) kas tika
pirmapstradats mehaniski un ar skabi. Rezultati tiek novertéti p&c izdalito cukuru daudzuma.

legiitie rezultati parada, ka efektivai ferment&jamo cukuru iegliSanai no biomasas
papildus hidrolizei javeic pirmapstradi. No 1 g siena bija iesp&jams iegtt 0.46 g/g (115% no
literatiras minéta teorétiska maksimuma) glikozes un 0.38 g/g (81% no literatiiras min&ta
teorétiska maksimuma) no 1 g salmu substrata. Fermentgjot iegiitos cukurus, teorétiski no 1 g
siena substrata ir iesp&jams iegut 0,102-0.121 g/g biobutanola un 0,084-0.099 g/g no 1 ¢

salmu.

Atsleégvardi: alternativa degviela, Skidra biodegviela, biobutanols, skabes pirmapstrade,

enzimatiska hidrolize, cukuru mérisana skidumos.



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.



IEVADS

Fosilas degvielas pakapeniska aizvietoSana ir visai pamatota. Masdienas arvien liclaka
uzmaniba tiek pieversta otras paaudzes biodegvielai, kuras razosanai tiek izmantoti partika
neizmantojami biomas substrati. Vislielakas grutibas razoSanai izraisa lignins, kas notur
celulozes kédes kopa un nedod tiem sadalities hidrolizes laika. TieSi §1 iemesla d€] pirms
hidrolizes ir nepiecieSams veikt pirmapstradi, kuras rezultata celuloze tiek atdalita no lignina.

Bakalaura darba mérkis ir izstradat tehnologiju lauksaimniecibas atkritumproduktu
mehaniskai/skabes pirmapstradei un enzimatiskai hidrolizei, lai razotu $kidro biodegvielu, tai
skaita, biobutanolu. Darba tika izmantoti biomasas materiali: salmi un siens.

Merka sasniegSanai tika izvirziti sekojo$i uzdevumi:

e Skabes pirmapstrades efektivitates novertéSana pec izdalito cukuru daudzuma;
e Enzimatiskas hidrolizes efektivitates novértéSana uz pirmapstradata substrata

péc izdalito cukuru daudzuma.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Biodegviela

Biodegviela ir Skidra vai gazveida viela, ko var iegiit no lauksaimniecibas produktiem
un atkritumiem. Atskiriba klasiskas degvielas, ko ieglist no neatjaunojamiem dabas resursiem-
naftas un kadras, biodegviela ir atjaunojams energijas avots. Galvenie biodegvielas veidi ir:

Biotdenradis, kas ir daudzsoloss alternativas energijas nesgjs ar augstu siltumietilpibu
un tiru degSanas produktu (tidens). To ir iesp&jams iegiit biofotolizes, foto-fermentacijas un
tumsas fermentacijas laika, kur péd&jais guvis lielu popularitati, jo tas ir rentabls un vides
draudzigs process (Cheng et al, 2016).

Biodizeldegvielu iegiist no augu ellam, paresterific§jot to ar etanolu sarma katalizatora
klatbatné (Lee et al. 2011). Sis biodegvielas lielakie trikumi: pie zemam temperataram (0°C
lidz -5°C) var rasties uzglabasanas problémas, jo biodizeldegviela biologiski noardas (Berrios
et al. 2008), un ta var veidot sastrégumus filtros.

Biogaze veidojas anaerobas fermentacijas procesa no biomasas un biologiski
noardamam atkritumu frakcijam (Bora et al. 2015). Biogazi razojosu iekartu uzstadiSana
vispirms lietderiga tur, kur ir vislielaka atkritumu koncentracija, pieméram, pie majlopu
fermam (Fallde et. al. 2015).

Bioetanolu un biobutanolu iegiist raudz&sanas cela no lauksaimniecibas izejvielam vai
blakusproduktiem (Bio-NETT 2007). Bioetanolu galvenokart iegiist, izmantojot raugu.
Parasti bioetanolu ka degvielu izmanto maisijumos ar benzinu dazadas proporcijas (Dvrre
2007).

Biobutanolam, salidzinot ar bioetanolu, ir daudzas priekSrocibas, pieméram, augsta
energijas blivuma raditaji, laba sajaukSanas sp&a un nav nepiecieSams aprikojums pret
koroziju (Yang et al. 2014). To plasi var izmanto riipnieciba ka tauku $kidinataju (Carvalho
et al. 2012) un ka izejvielu smarzigu vielu ieguvei (McGinty et al 2010). Biobutanola
izmanto$ana samazina naftas un dabasgazes patérinu, ka arT kaitigo gazu izpladi gaisa (Dirre
2008). Biobutanols, pateicoties savam fizikalajam ipaSibam, var tikt izmantots ka dal&js vai
pilnigs benzina (vai arT benzina un bioetanola sajaukuma) aizstajejs (Kalnins u.c. 2009).

Kopgjais razoSanas process Skidras biodegvielas ieguvei no mezsaimniecibas un
lauksaimniecibas izcelsmes biomasas un atkritumiem ietver sekojosus 4 etapus:

e Pirmapstrade. Bioreaktora vai nazu dzirnavas ievadamas biomasas pirmatngja
apstrade, kura laika celuloze dalgji atbrivojas no lignina, jo tas tiek sagrauts (Kumar et al.

2009).



¢ Hidrolize. Izmantojot enzimus vai s€rskabi, hidrolizes laika celuloze un hemiceluloze
sadalas lidz vienkar$iem monosaharidiem (Zheng et al. 2009);

e Fermentacija. Spirtu veidoSanas mikroorganismu ‘“augSanas” laika. Piemé&ram:
Clostridium sp. (Kiyoshi et al. 2015);

e Spirtu atdaliSana, izmantojot, pieméram, destilaciju. (Kalnins u.c. 2009).

1.2. Izmantojami substrati

Lignocelulozes biomasu galvenokart veido tris veidu poliméri: celuloze, hemiceluloze
un lignins (Krause et al. 2003) (1. att.). Celuloze ir linears polimérs, kas sastav no daudzam
glikozes vienibam, kas hidrolizes laika atdalas viens no otra (Hu et al. 2015). Mikroorganismi
izmanto ieglitos monosaharidus ka baribas vielas un metabolisma rezultata ka

blakusproduktus veido spirtus, pieméram, biobutanolu (Garcia et al. 2011).

Lignins -
8 ~ Celuloze

1 att€ls. Lignina, hemicelulozes un celulozes telpiskais izvietojums substrata (Adaptéts no
Krause et al. 2003).

Figure 1. Spatial location of lignin, hemicellulose and cellulose in substrate (Adapted from
Krause et al. 2003).

Biobutanola razosanai var izmantot celulozi saturoSus: lauksaimniecibas atkritumus
(graudu salmus (Bellido et al. 2014), risu salmus (Gottumukkala et al. 2013, Ranjan et al,
2013), kokosu ¢aulas (Mendu et al. 2012)), riipniecibas un razoSanas atkritumus (cietkoku
atliekas (Mechmech et al. 2015, Tippkotter et al. 2014), ka ari ikdienas atkritumus
(makulatiiru (Brummer et al. 2014), &dienu atkritumus (Stoeberla et al. 2011)). Daudzi metodi
paradija, ka ir iesp&jams iegit lidz 90% glikozes no teoretiskas celoles masas. Salmi teorgtiski

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



Monosaharidu iznakums ir atkarigs no izveléta procesa veida, ka ari no celulozes,

hemicelulozes un lignina daudzuma substrata.

1.3. Pirmapstrades veidi

Pirms hidrolizes biezi tiek veikta pirmapstrade (Nieves et al. 2015), jo lignins kavé
celulozes daliSanu (2. attéls). Ta var bit mehaniska (fréz€$ana, malSana u.c.) (Motte et. al.
2015), fizikala (tvaika un spiediena apstrade) (Bura et al. 2009), kimiska (sarmaina vai skabes
pirmapstrade vai skabe) (Qin et al. 2012). Izmantojot dazadas pirmapstrades kopa, var
sasniegt labakus rezultatus. Piem&ram: veicot sarmas pirmapstradi papildus gammas

apstaroSanai nodros$ina par lidz ~20% augstaku iznakumu (Yin et al. 2016).

g / Pirmapstrade
Hemiceluloze &3 p Hemiceluloze

AY

Lignins

Celuloze Lignins

Celuloze

2 att€ls. Pirmapstradeslaikahemiceluloze un celuloze tiek atbrivotas no lignina. (Adaptéts no
Kondo T. 1997)

Figure 2. Biomass pretreatment.Separation of cellulose and hemicellulose from lignin.
(Adapted from Kondo T. 1997)

Mehaniskas pirmapstrades laika lignins tiek sadalits un rezultata celulozes un
hemicelulozes tiek atbrivotas (Verardi et al. 2012). Siem noliikiem var izmantot mal$anu,
frézesanu, drupinasanu un slipé€Sanu (Niemi et al. 2012). Malsanai biezi tiek izmantotas
mehaniskas dzirnavas ar asmeniem. Substrata samal$ana deformé Stnapvalku (Sasaki et al.
2015).

Tvaika pirmapstrades metodes laika biomasa tiek strauji uzsildita pie palielinata
spiediena (Kumar D., et al. 2011). Spiediena strauja samazinaSana (normaliz&Sana) izjauc
Stnu sieninu struktdru, jo tvaiks, atri paplasinoties, sadala lignocelulozei uz celulozi,
hemicelulozi un ligninu (Mabee et al. 2006). ST metode atbrivo substratu no lignina, hidrolize
taja esoSo hemicelulozi un palielina pieejamas virsmas platibu celulozes hidrolizei. Tvaika
pirmapstrade var biit bistams process, jo tiek izmantots augsts spiediens. Procesa laika

hemicelulozes biezi tiek hidrolizétas ar organiskam skabém, pieméram, etikskabi, kura
8



veidojas no biomasas. Sis vielas ne tikai iedarbojas uz mikroorganismiem ka inhibitori
(Jorgensen et al. 2007), bet arT noarda cukurus (Allen et al. 2001). Skabos apstaklos notiek
cukuru noardisana, tap&c ir svarigi atdalit biomasu no kondensata vai saglabat pH starp 5 un 7
(Weil et al. 1998).

Natrija, kalija, kalcija un amonija hidroksidi ir visbiezak izmantotie reagenti sarmu
pirmapstradei (Singh et al. 2015). Sarmi labi atbrivo celulozi un hemicelulozi no lignina,
rezultata, hidrolizes laika tiek iegtita augsta cukuru koncentracija (Mclntosh et al. 2010).
Tapat ka tvaika spradziena laika, atSkaidits natrija hidroksids palielina virsmas laukumu
sekojosai celulozes hidrolizei, samazina polimerizacijas pakapi (sadala polisaharidu uz
mazakam k&dém, kurus talak bis vieglak sadalit Iidz glikozei), sadala saites starp ligninu un
oglhidratiem, ka arT sagrauj lignina struktiru (Taherzadeh et. al. 2008). Sarmainas
pirmapstrades bitisks trikums ir salu veidoSana, kuruS nav iesp&ams izmantot atkartoti

(Hedriks et. al. 2009).

1.4. Skabes pirmapstrade

Viena no popularakajam pirmapstrades metodém ir skabes izmantoSana, lai ieglitu
maksimali augstu cukura iznakumu no lignocelulozes saturos$as biomasas (Camesasca et. al.
2015; Geng et. al. 2015; Jiang et. al. 2015). Skabes pirmapstradei var izmantot dazadas
skabes, pieméram, slapeklskabi, salsskabi, fosforskabi, per-etikskabi, skabenskabi u.c. (Singh
et al. 2015). Gan atskaidita (Martin et. al. 2015), gan koncentréta skabe (Wijaya et. al. 2014)
tiek izmantota biomasas apstradei, tom&r koncentrétas skabes izmanto$ana ir toksiskaka,
bistamaka un nepiecieSami korozijas izturigaki reaktori (Talebnia et al. 2010). Stradajot ar
koncentrétu skabi, process ir arT ekonomiski neizdevigaks (Sun et. al. 2002), kur iegiito masu
p&c hidrolizes ir griitak apstradat, jo rodas problémas ar pH neitralizésanu.

Atskaiditas skabes pirmapstradei var izmantot dazadu biomasu, pieméram, skujkokus,
zalaugu, lauksaimniecibas, ka ari papiru un sadzives atkritumus (Chung et al. 2005).
Visplasak tiek izmantota sérskabe (Ji et. al. 2015; Hernandez et. al. 2013; Sun et. al. 2011).
Pirms tiek veikta skabes pirmapstrade, tiek pagatavots zemas koncentracijas (<10%) skabes
atSkaidijums. P&c skabes biomasas apstrades nepieciesams neitralizet iegtto hidrolizatu pirms
fermentacijas sakSanas, citadi Skidums biis skabs un nepiemérots ferment€joSiem
mikroorganismiem (Brummer et al. 2014). Ka atSkaiditas sérskabes metodes izmantoSanas
prieksrocibu var minét, ka tai ir zemakas izmaksas (salidzinot ar koncentrétas sérskabes
izmantoSanu), ta ir Joti plasi pieejama, un salidzinot ar tvaika un spiediena apstradi, tas

izmantoSana neprasa ipasi paaugstinatu drosibas [imeni.
9



Izmantojot mehanisko pirmapstradi pirms skabes apstrades, var sasniegt vél labakus
rezultatus, neka izmantojot vienu pirmapstrades veidu (Zoulikha et al. 2015). Mehaniska
malSanas pirmapstrade sadala lignina struktiiras, savukart kimiska skabes apstrade noarda
hemicelulozi un palielina reakcijas virsmas platibu, padarot substratu enzimiem un citam

vielam piecjamaku. (Wang et al. 2011).

1.5. Hidrolize

Ir labi zinams, ka celuloze ir linears polimérs, kas sastav no daudzam glikozes
vienibam (Liang et al. 2011, Morales-delaRosa et al. 2014). Starp tam pastav Gdenraza saites,
kas rada sarezgitu struktiiru, kuras rezultata, celuloze ir augsti izturiga pret mehanisko
iedarbibu (Yuan et al. 2015), ka ari neskist tideni un daudzos organiskos skidumos (Himmel
et al. 2007). Hidrolizes laika, Gdenraza saites sabriik, un polisaharids (celuloze) sadalas lidz
monosaharidiem (glikozei) (Hu et al. 2015) (3. attels). To var veikt kimiski (Palme et al.
2016), fizikali (Bura et al. 2009), un/vai enzimatiski (EI-Nasser et al. 1994, Jiang et al. 2015,
Zhang et al. 2016). IpaSu interesi izraisa enzimatiska hidrolize, jo ta piedava daZzas
prieksrocibas, pieméram, viegli sasniedzami nosacijumi (pH 4.5 — 5 un temperatiira 45 — 50 °©
C) (Saha et al. 2016, Sun et al. 2002), un pretgji skabes hidrolizei, neizraisa aprikojuma
koroziju un neveido inhibitorus (Dee et al. 2011). Veicot hidrolizi péc malsanas, ir iesp&jams

iegiit ~16 g/g glikozes no sakotngjas masas (Mezule et al. 2016).

Celuloze
CH,OH CH,OH
H
Hidrolize
CH,OH
H,/——0. OH
H
H OH
Glikoze

3. attels. Celulozes (polisaharidu) hidrolizes rezultata rodas glikoze (monosaharidi). (Adaptéts
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. Fermentacija

Biobutanols ir $kidra biodegviela, ko veido Clostridium gints baktérijas acetona-
butanola-etanola (ABE) fermentacijas laika (Kiyoshi et al. 2015) proporcija attiecigi 3:6:1.
Teorétiski no 1 g glikozes ir iesp&jams sarazot 0.22-0.26 g biobutanola (Du et al. 2016; Al-
Shorgani et al. 2015). Gengétiski modificgjot Clostridia gints baktérijas un citus organismus,
piem&ram, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Pseudomonas putida un Bacillus
subtilis, var palielinat biobutanola daudzumu (Kumar M., et al. 2011). IpaSu interesi izraisa
Clostridium gints baktgrijas, kas sp&j fermentacijas laika izmantot gan heksozes, gan pentozes
cukurus (Ni et al. 2009). Musdienas arvien vairak notiek pétijumi, lai noskaidrotu, ka
efektivak razot biobutanolu no lauksaimniecibas biomasas (Chenga et al. 2012, Gottumukkala
et al. 2013, Tippkotter et al. 2014). Lai ABE process butu efektivs Clostridium fermentacijas
procesam janotiek sterilos apstaklos un biobutanolu jaizdala no reaktora ta rasanas laika, jo
tas ir toksisks biologiskam sisttmam pat pie zemam koncentracijam (<2.0% vol/vol) (Kanno
et al. 2013) . Ka ari fermentacijas procesa veidojas daudz notekiidenu, Kurus ir nepiecieSams
apstradit un parstradat (Jones et al. 1986). Razosanas izmaksas galvenokart nosaka Substrata
izmaksas (Lynd et al. 1999).

11



2. MATERIALI UN METODES

2.1. Iekartas

Svari AEJ 220-4M (Kern, Lielbritanija)

Udens attirisanas iekarta Crystal E Bio (ADRONA, Latvija)

Vorteks V-1 plus 230VAC 50/60 Hz Euro plug (Biosan, Latvija)
Centrifuga Eppendorf (Sigma-Aldrich, Germany)

Mehaniskas dzirnavas ar asmeni GRINDOMIX GM 200 (Retsch, Vacija)
Sildisanas krasns FD series 115 L (Binder, Vacija)

Velkmes skapis Standard Classll (Kojair, Somija)

Automatiska pipete 1-10 ml (Finnpipette™, Thermo Scientific, Lietuva)

© o N o gk~ w D PE

Automatiska pipete 100-1000 pul (Finnpipette™, Thermo Scientific, Lietuva)

=
o

. Spektrofotometrs M501 (Camspec, Lielbritanija)
. Ph méritajs Multi 34001 (WTW, Vacija)

. Autoklavs HS-9041 (Hanshin, Dienvidkoreja)

. Inkubators ar kratitaju (Biosan, Latvija)

. Krasns Dentamatic 6000 (Tokmet, Bulgarija)

L o
A W N P

2.2. Materiali un trauki

Stikla pudele 100 ml - 1000 ml (Simax® Glassware, Cehija)

Varglaze 1000 ml (Technische Glaswerke llmenau, Vacija)

Megrcilindrs 100 ml (Technische Glaswerke Ilmenau, Vacija)

Stikla meégene 12 ml (Aptaca, Italija)

Sterili polipropiléna konteineri 50 ml (Aptaca, Italija)

Pipesu uzgali 100-1000 pl, 1-10 ml (Finnpipette™, Thermo Scientific, Lietuva)
Mgégene 12 mm x 75 mm (Simax® Glassware, Cehija)

Kivete 3 ml (Bibby Scientific Limited, Lielbritanija)

© o N o g Bk~ w D PE

Kivete 2 ml (Bibby Scientific Limited, Lielbritanija)
10. Siets no nertisgjosa térauda (ICA AB, Zviedrija)
11. Mikromé&genes 1 ml (Sarstedt, Vacija)

12



2.3. Reagenti

Natrija hlorids NaCl (Panreac AppliChem, Vacija)

D-(+)-Glikoze CeH120s (Sigma-Aldrich, Germany)

3,5-dinitrosalicila skabe (O2N).CsH2-2-(OH)COO2H (Sigma-Aldrich, Germany)
Rosela sals KOCOCH(OH)CH(OH)COONa - 4H>0 (Sigma-Aldrich, Germany)
Fenols CsHsOH (Sigma-Aldrich, Germany)

Natrija metabisulfits Na2S2Os (Sigma-Aldrich, Germany)

Citronskabes monohidrats HOC(COOH)(CH2COOH). - H,0 (Sigma-Aldrich, Germany)
Seérskabe H2SO4 (Sigma-Aldrich, Germany)

Natrija hidroksids 10 M NaOH (Sigma-Aldrich, Germany)

10. Enzims 0.2 FPUmI-1, Mezule et al. 2015

11. Siens (savakts 2014. gada vasara, Latvija)

© 0 N o g bk~ wbhPE

12. Salmi (savakts 2014. gada vasara, Latvija)
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2.4. Metodes

2.4.1. Mehaniska pirmapstrade
Izmantotais siens un salmi (kas bija savakti 2014. gada vasara) tiek samalti, izmantojot
mehaniskas dzirnavas ar asmeni. Siens tiek malts 20 sek 4000 apgr/min, bet salmi — 66 sek
8500 apgr/min.

2.4.2. Skabes pirmapstrade

P&c mehaniskas pirmapstrades tiek iesvérti 3 g izmantota substrata un pievienots

attiecigi nepiecieSamais destilétais tidens un sérskabes daudzumus (2.tabula)

1.tabula
Destiléta fidens un sérskabes nepieciesamu vielu daudzumus atskaiditas skabes pagatavosanai.

Table 1
Quantities of sulphuric acid and distilled water for making dilute acid
Skabes 1o | Has04
koncentracija
10% 89.70 | 10.30
3% 96.90 3.10
0,5% 99.48 0.52

P&c skabes un tidens pievieno$anas, substrats tiek likts krasni uz attiecigo laiku. Péc
termiskas apstrades, substratu atdzes€ Iidz ~20°C. Talak, izmantojot natrija hidroksidu, tiek
veikta pH regulésana Iidz pH 5. Kad nepiecieSsamais pH tiek sasniegts, hidrolizats (Skidra

dala), izmantojot filtré€Sanas metodi, tiek atdalits no substrata.

2.4.3. Enzimatiska hidrolize

Pé&c filtrésanas, uz sietina palikusi masa tiek noskalota ar destilétu tideni, kamér péc
skaloSanas tidens sasniedz pH 7. Talak substrats tiek likts zavéties 24 h 60 °C. Péc zavésanas
nosvertiem 0,3 g substrata pievieno 0,05 M 10 ml citrata buferskidruma (2. pielikums), 0,1 ml
enzima un atstaj inkubatora uz kratitaja 24 h 30°C temperattra. P&c inkub&sanas, tiek panemti

paraugi.
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2.4.4. Cukuru standartskidumu pagatavoSana

Tiek pagatavoti 6 dazadas koncentracijas cukura standartSkidumi ar zinamu cukura
koncentraciju parauga. Tie tiek mériti ar DNS metodi (sk. 2.4.5). Koncentrétu
standartSskidrumu pagatavo pievienojot iesvértiem 100 mg glikozes 10 ml destiléta Gdens.
Talak tiek pagatavoti Skiduma atSkaidijumi.

2. tabula
Destiléta tidens un koncentréta standartskiduma daudzums standartskidumu pagatavosanai.

Table 2

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

Cukura kon. Konc.
g/l StandartSidrums, pl H20, ul
1 100 900
2 200 800
3 300 700
4 400 600
5 500 500
6 600 400
7 700 300

Izmantojot cukuru standartSkidumu absorbcijas datus, “MS Excel” programma tiek
izveidots grafiks, kur uz x asis ir iegatie absorbcijas dati pie 540 nm, un uz y ir glikozes
koncentracijas daudzums. 1zmantojot iegttas liknes formulu, ir iesp&ams noteikt hidrolizatos

esoSo cukuru koncentraciju.
2.4.5. 3,5-dinitrosalicila skabes (DNS) metode
Nogul$nu atdalisanai 1 ml hidrolizata parnes mikrom&gené un centrifugé 2 min 10000
apgr/min. M&gené iepilda 100 pl 0,05 M citrata buferSidruma, 600 ul DNS reagenta (2.

pielikuma), 100 pl hidrolizata (vai cukura standart§kiduma) un vara 5 min. P&c variSanas tos

atri atdzese. Tas nepiecieSams, lai apturétu monosaharidu (glikozes) reakciju ar DNS (4. att.)
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Glikoze

(@

CH,OH

HO
HCOH HCOH
| _ |
HOCH OH HO?H +
H(I:OH + H H‘|30H =4
— HCOH
| HOOC NO, ! HOOC

Glikonskabe
COOH

NH

CH,0H NO,

3,5-dinitrosalicila skabe

3-amino-5-nitrosalicila skabe

4. att€ls. Glikozes un 3,5-dinitrosalicila skabes reakcija, kura rezultata veidojas glikonskabe un
3-amino-5-nitrosalicil skabe (Adaptéts 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).

Kad mégenes ir atdzes&tas, tam pievieno 4 ml destiléta tdens. Iegitos $kidumus méra,

izmantojot spektofotometru pie 540nm. Spektrofotometra kalibrésanai hidrolizata vieta

pievieno destilétu tideni.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1.  Cukura standartSkidumu mériSanas rezultati

Visi monosaharidi un maltozes ir reducgjosie cukuri, bet saharoze un ciete ir
nereducgjosie oglhidrati. Sarma klatb@itné un paaugstinatas temperatiiras apstaklos
monosaharidi reagé ar DNS, un veido 3-amino-5-nitrosalicila skabi, kurai maksimala
absorbcija ir pie 540 nm. Reakcijas laika reducéjoSie cukuri parvérSas par glikonatu un ta
daudzums ir proporcionals krasas intensitatei. Izmantojot spektrofotometru, var izveidot
cukuru standartlikni, ar kuras palidzibu iesp€jams noskaidrot reducgjoso cukuru daudzumu
citos (analiz&jamos) skidumos (Saqib et al. 2011). Cukuru noteik$anai var izmantot ari citas
metodes, pieméram HPLC (augstas veiktspgjas Skidrumu hromatografija) vai gazes
hromatografiju (Givry et al. 2007), tom&r DNS metode ir salidzinosi I&ta un vienkarsa.

Pirms paraugu cukuru iznakuma noteikSanas, tika veikti absorbcijas mérfjumi

dazadiem pagatavotiem cukuru standartiem (4. tab.). Visi m&rijumi tika veikti 3 atkartojumos.

3.tabula.
Cukura standart skidumu absorbcija pie 540nm.
Table 3.
Absorption of sugar solutions at 540nm.
Std. kongclfntrécua 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 uztaisita cukuru standartlikne (5. att.), kur uz x ir
ieglti absorbcijas dati pie 540 nm, un uz y ir teorétiskais glikozes koncentracijas daudzums.
Visi turpmakie aprékini tika veikti izmantojot izveidoto standartlikni. Ieliekot formula (y =
2.9057x - 0.0504) x vieta absorbcijas mérijumu vértibu, iesp&ams noteikt cukuru

koncentraciju hidrolizata.
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Cukura koncentracija g/l

0.0

5. attéls. Cukura standartskidumu absorbcijas grafiks pie 540 nm

1.0

1.5

Absorbcija pie 540nm

Figure 5. Absorption of sugar solutions at 540 nm in a chart

y =2.9057x - 0.0504
R*=0.99824

3.2.  Cukuru daudzums péc enzimatiskas hidrolizes mehaniski apstradatam

substratam

Teorétiskais glikozes iegtiSanas maksimums salmiem no sakotn&jas masas ir 0,47 g/g,

sienam §is skaitlis ir 0,40 g/g. Bez skabes pirmapstrades hidrolitiskie enzimi slikti iedarbojas

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

Neskatoties uz to, ka salmos teorétiski ir vairak celulozes, no siena bija iesp&jams iegiit vairak

glikozes. Sie rezultati ir talu no literatira mingtiem, tapéc substratiem ir nepiecieSama

papildus pirmapstrade.

4 tabula.

Iegiita glikozes koncentracija no 1 g substrata veicot enzimatisko hidrolizi bez skabes

pirmapstrades.

Table 4.

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

acid pre-treatment.

Substrats Hidrolize Glik.g/g sub STDEV %
% Pirms 0.0678 0.064 6.78
n Péc 0.1951 0.146 19.51
I Pirms 0 0 0
3 Pac 0.0954 0.125 9.54
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3.3.  Cukuru iznakums $kiduma péc skabes pirmapstrades

Lai iegltu péc iespgjas augstaku cukura iznakumu (lielaku koncentraciju), svarigi
novertet kimiskas pirmapstrades efektivitati izmantojot dazadas sérskabes koncentracijas (10,
3un 0,5 %), apstrades 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).

Skidums ar 10% serskabi netika noreguléts Iidz pH 5, jo bija nepieciesams izmantot
loti daudz NaOH. Pievienojot citrata buferSkidumu, ir redzams, ka dala no sérskabes reagéja

ar to un kopa tie veidoja nogulsnes (sals) (5. att., 1,4,7,10 m&genes).

10% 3% 0.5%

6. att€ls. Nogul$nu (sals) veidosanas cukuru mérisanas laika.

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

P&c rezultatiem (6. tabula) ir redzams, ka palielinot skabes koncentraciju, reakcijas
laiku un temperatiiru, palielinas arT iegiito cukuru koncentracija skabes pirmapstrades laika.
Vislielaka koncentracija no abiem substratiem tika iegiita pie 170°C, 60 minGiSu apstrades,
izmantojot 3% sérskabi. Pie Siem apstakliem skabe sadalija 0.315 g/g siena (79% no
literatiiras minéta teorétiska maksimuma) un 0.274 g/g salma (58% no literatiras min&ta

teoretiska maksimuma) l1dz glikozei.
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Péc iegutiem datiem var secinat, ka pie augstas temperaturas (170°C) un skabes
koncentracijas (3%) reakcijas laiks butiski neietekmé (p>0,05) iegiistama cukura
koncentraciju.

No salmiem iesp€jams izdalit loti maz cukura (salidzinot ar datiem pie citiem
apstakliem), kad tie tiek apstradati pie zemas temperatiras un koncentracijas (0,5%). Pie
121°C un 0.5% skabes, 30 mintsu laika bija iesp&jams iegit 0.008g/g (2% no literatiira

minéta teorétiska maksimuma) substrata, kas ir loti zems raditajs.

5.tabula.
Ieguta glikozes koncentracija no 1 g substrata péc skabes pirmapstrades
Table 5.
The concentration of obtained glucose from 1 g substrate after acid pre-treatment.
;= & 121 °C 140 °C 170 °C
O n
§ £ —Q‘? Glik g/ Glik. g/ Glik. g/
wa g [P stpEy | % 98 sTDEV | % 99 1 sTDEV | %
7) subst. subst. subst.
Siens
E 3% 0.156 0.004 | 15.64 0.214 0.012 | 2141 0.292 0.016 | 29.22
&8 [ 05%| 0.127 0.014 | 1271 0.139 0.012 | 13.94 0.195 0.001 | 19.51
E 3% 0.212 0.018 | 21.17 0.273 0.008 | 27.27 0.315 0.02 31.55
3 | 05%| 0.147 0.022 14.7 0.185 0.017 | 18.55 0.244 0.025 | 24.44
Salmi
E 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 | 457 0.081 0.007 | 8.15
E 3% 0.111 0.025 | 11.13 0.199 0.013 | 19.87 0.274 0.02 27.35
3 |05% | 0.035 0.011 351 0.053 0.006 5.28 0.128 0.011 | 12.77

3.4.  Cukuru mériSanas rezultati péc enzimatiskas hidrolizes uz mehaniski un ar skabi

pirmapstradatu substratu

Skabes pirmapstrade pozitivi ietekm&ja salmu enzimatisko hidrolizi. Veicot
enzimatisko hidrolizi bez pirmapstrades, N0 1 g salmu substrata veidojas ~0.095 g/g cukura,
bet, piem&ram, izmantojot to (apstakli: 140°C 30 min, 3% w/v H2SO4), no 1 g veidojas
~0.135 g/g (1.52 reizém vairak). (7. tab.).

Iznemot gadijumu, kad hidrolize tika veikta p&c pirmapstrades pie 121°C un 0,5%
skabes koncentracijas (~0,12 g/g celuloz€s no 1 g substrata), sienam rezultati butiski

20



nemainijas (p>0,05) atkariba no izmantotiem pirmapstrades apstakliem (~0,15 g/g celulozes
no 1 g substrata). Sis skaitlis ir mazaks salidzinot ar kontroles paraugu (~0,19 g/g celulozes no
1 g substrata), kad hidrolize tika veikta bez skabes pirmapstrades. Visticamak pirmapstrades
laika substrats tiek atbrivots no brivas glikozes (kas izdalas hidrolizes laika kad substrats
netiek pirmapstradats), un ta nesasniedz hidrolizes etapu.

P&c skabes pirmapstrades substratiem samazinajas blivums un palielinajas reakcijas
laukums. So iemeslu d&] cukuri kluva pieejamaki enzimiem. Lidzigi darbojas ari tvaika

spradziena pirmapstrade (Verardi et al. 2010).

6.tabula.

Iegtita glikozes koncentracija no 1 g substrata veicot enzimatisko hidrolizi péc skabes
pirmapstrades.

Table 6.
The concentration of obtained glucose from 1 g of substrate after enzymatic hydrolysis and
acid pre-treatment.

Tg é g 121 °C 140 °C 170 °C

75 3 | e [sroev] w | Sl sroev % | 99 [sroev]
Siens

E 3% 0.144 0.002 | 14.45 0.156 0.005 | 15.61 0.152 0.013 | 15.16

&S |05%| 0.126 0.004 |12.64 0.164 0.003 16.4 0.159 0.012 | 15.94

E 3% 0.155 0.007 | 15.55 0.153 0.008 | 15.29 0.148 0.012 | 14.84

8 |05%| 0121 0.01 12.13 0.157 0.003 | 15.71 0.153 0.005 | 15.34
Salmi

E 3% 0.114 0.014 | 1144 0.135 0.008 | 13.53 0.121 0.003 | 12.13

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

E 3% 0.122 0.005 |12.15 0.118 0.003 | 11.79 0.108 0.001 | 10.79

8 |05%| 0.097 0.01 9.67 0.125 0.003 | 12.48 0.124 0.005 | 12.35

3.5.  Kopgja iegiito cukuru daudzumu rezultati

Izmantojot enzimatisko hidrolizi kopa ar skabes pirmapstradi (pie 170 °C, 60 mintsu

apstrades, izmantojot 3% s€rskabi) no 1 g siena tika iegiti 0.46 g/g glikozes (115% no
literatiiras min&ta teorctiska maksimuma), un 0.38 g/g (81% no literatiras minéta teorctiska

maksimuma) no 1g salmu. Siena rezultati uzrada, ka 1) iesp&ams sienam ir lielaka celulozes
21



koncentracija, neka 0.4 g/g), 2) siena substrata pastav daudz brivas glikozes, 3) pirmapstrades

laika sadalijas art citas vielas. Rezultatus ar citiem pirmapstrades apstakliem var apskatit 8.

tabula.

7 .tabula.

Kopgja iegiito cukuru koncentracija izmantojot skabes pirmapstradi un enzimatisko hidrolizi.

Table 7.
The overall concentration of obtained glucose from 1 g of substrate after enzymatic hydrolysis
and acid pre-treatment.

=] € 121 °C 140 °C 170 °C
L n
gEl & Glik g/ Glik. g/ Glik. g/
ZRA K99 | sTDEV | % 99 | sTpEV | 9% K99 | sTpEV | %
175) subst. subst. subst.
Siens
£| 3% | 0301 | 0003 |30.09| 037 0017 |37.02| 0444 | 0012 | 4438
Sl 05%| 0253 | 0017 |2535| 0303 | 0013 |3033| 0354 | 0013 |3545
£| 3% | 0367 | 0026 |3672| 0426 | 0014 |4256| 0464 | 0.012 | 4639
3l05%| 0268 | 0031 |2683| 0343 | 0018 |3426| 0398 | 0.019 |39.78
Salmi
£| 3% | 0157 | 0015 |1575| 0252 | 0.008 |2522| 0366 | 0.018 | 3661
3l 05%| 0089 | 0008 | 889 | 0155 | 0015 |1555]| 0198 | 0.008 |19.84
S| 3% | 0233 | 0029 |2328| 0317 | 0.012 |3166| 0381 002 |38.14
3l 05% | 0132 002 |1318| 0178 | 0007 |17.76| 0251 | 0.007 |25.12

P&c diagrammas ir redzams (6.att.), ka pie zemas temperatiiras (121°C) un skabes

koncentracijas (0,5%) siena substratam pirmapstrades laiks nav biitisks(p>0,05). Pie tas pasas

temperatiras un paaugstinatas skabes koncentracijas (3%), pirmapstrades reakcijas laiks

butiski ietekmé iegtto rezultatu (p<0,05). Péc §1 var secinat, ka pie zemas temperatiiras

visnozimigakais faktors ir skabes koncentracija.

Atskiriba no siena salmu rezultati uzrada (7. att.), ka pie zemas temperataras (121°C)

un skabes koncentracijas (0,5%) skaitli butiski atSkiras. Visticamak, salmu blivuma dgl zems

skabes daudzums nespgj atbrivot celulozi no lignina. Pie zemas temperatiiras rezultatiem ar

3% skabes koncentraciju ir lielaka starpiba, neka ar 0,5%. Var pienemt, ka ta pat ka siena

gadijuma, pie zemas temperatiiras Visnozimigakais faktors ir skabes koncentracija.
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7. att€ls. legtto cukuru koncentracija no 1 g siena substrata, izmantojot skabes pirmapstradi
un enzimatisko hidrolizi.

Figure 7. The overall concentration of obtained glucose from 1 g of hay substrate after acid
pre-treatment and enzymatic hydrolysis.
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8. attels. leglito cukuru koncentracija no 1 g salmi substrata, izmantojot skabes pirmapstradi
un enzimatisko hidrolizi.

Figure 8. The overall concentration of obtained glucose from 1 g of straw substrate after acid
pre-treatment and enzymatic hydrolysis.

23



Siena un salmu rezultati pie augstas temperatiiras (170°C) un skabes koncentracijas
(3%) pietuvinajas literatiira mingtam teorétiskajam maksimumam (0,47 g/g salmiem un 0,40
g/g sienam), tapec rezultati, palielinot rekcijas laiku, butiski neatskiras (p>0.05). Pie tas pasas
temperatiiras un zemas skabes koncentracijas (0,5%) starpiba ir biitiska (p<0,05).

Kopuma no siena bija iesp&jams iegiit vairak glikozes neka no salmiem (p<0.05), kas
neatbilst literatiira minétiem teorétiskiem maksimumiem. Visticamak, tas ir saistits ar to, ka
salmu blivums ir lielaks, tap&c skabei un enzimiem ir griitak noklt Iidz celulozei, kas atrodas
substratu ieksSiené.

Palielinot pirmapstrades koncentraciju, temperatiiru un apstrades laiku, samazinas
starpiba starp iegtito glikozes daudzumu no salmiem un siena. Pie 121 °C, 0,5% sérskabes péc
30 minttém starpibas ir 0,164 g/g, bet pie 170 °C, 3% s€rskabes pec 60 mintteém ta ir 0,083.

Izmantojot skabes pirmapstradi kopa ar hidrolizi, péc Siem rezultatiem no 1 g siena
substrata teorétiski ir iesp&jams ieglt nepiecieSamu cukuru daudzumu, lai fermentacijas
rezultata sarazotu 0,102-0.121 g/g biobutanola. Ta ka no salmiem Sanaca iegiit mazak cukuru,

fermentacijas rezultata veidosies mazak biobutanola, (0,084-0.099 g/g no salmu substrata).
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4. SECINAJUMI

Skabe pirmapstrades laika ne tikai degradé ligninu un hemicelulozi, bet arT palielina
substrata reakcijas laukumu un dalgji sadala celulozi lidz glikozei. Pirmapstrade pie 121 °C
temperatiras un koncentracijas slikti iedarbojas uz salmiem. Vislabakos rezultatus abiem
substratiem bija iesp&jams iegiit veicot pirmapstradi pie 170°C kopa ar 3% skabi 60 mintsu
laika. Veicot tikai pirmapstradi (bez papildus hidrolizes), no 1 g siena bija iesp&jams iegiit
0,32 g/g (79% no literatira minéta teorétiska maksimuma) glikozes, un 0.27 g/g (58% no
literatira miné&ta teorétiska maksimuma) no salmu substrata.

Kopuma péc skabes pirmapstrades un hidrolizes no siena bija iesp&jams iegit bitiski
vairak (p<0.05) glikozes (0,46 g/g, 115% no literatiiras min&ta teorctiska maksimuma) neka
no salmiem (0,38 g/g, 81% no literatiiras min&ta teorétiska maksimuma). Tas var bit saistits
ar salmu lielako blivumu un siena sakotngji esoSiem cukuriem.

Izmantojot darba min&tas metodes (vizuala shéma 1. pielikuma) no 1 g siena substrata
péc fermentacijas teorétiski ir iesp&jams iegut 0,102-0.121 g/g biobutanola. lzmantojot
substratu, ko nav iespgjams izmantot liellopu barosanai (salmus), no 1 g substrata ir iesp&jams

iegtt 0,084-0.099 g/g biobutanola.
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5. PATEICIBA

Velos izteikt visdzilako pateicibu savas darba vaditajai - Lindai Mezulei, ka ari
Brigitai Daleckai. Paldies Jums par pieejamibu un prasmi vienmér atrast laiku, lai izrunatu
aktualos jautajumus un atrisinatu svarigakas problémas. Paldies par darba kritiku un
vertigajiem padomiem.

Patiesa pateiciba Rigas Tehniskas Universitates Biivniecibas fakultates Udens
Pétniecibas laboratorijai par doto iesp&ju izmantot zinatniski-p&tnieciskas iekartas.

Darbs izstradats Valsts pétijumu programmas (VPP) "Energoefektivi un oglekla
mazietilpigi risinajumi droSai, ilgtsp€jigai un klimata mainibu mazinoSai energoapgadei"
(LATENERGI) projekta Udenraza un biodegvielu ieguves inovativas tehnologijas, to
uzglabasana, kvalitates kontrole, kvalitates nodroSinasana un izmantoSana Latvija (4.2.

apaks$projekts) ietvaros. Vienosanas Nr. 2014.10-4/\VVPP-1/27 .
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1. Pielikums



Gatavie reagenti

3,5- dinitrosalisila skabes (DNS) reagents

Sterils destiléts Gidens 142 ml
3,5- dinitrosalicila skabe 1,06 g
Natrija hlorids 1,98 g
Rosela sals 3649

Fenols (kusanas temperattra 50°C) 760 ul
Natrija metabisulfits 0,83 ¢

0,5 M Citrata buferskidrums
Citronskabes monohidrats 5359

Sterils destiléts udens 50 ml
0,05 M Citrata buferskidrums

Citrata buferskidums M0,5 20 ml
Sterils destiléts tidens 180 ml
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2. Pielikums



3. Pielikums

Siena substrata vizualas parmainas péc 60 miniiSu ilgas s€érskabes pirmapstrades 121 °C.
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4. Pielikums

Bakalaura darbs ,,Ferment§jamo cukuru iegiisana no lignocelulozes atkritumiem
biodegvielas razosanai” izstradats Rigas Tehniskas Universitates Biivniecibas fakultates

Udens Pétniecibas laboratorija.

Ar savu parakstu apliecinu, ka petijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie

informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.

Autors: Anastasija Tolmaceva
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