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KOPSAVILKUMS

Bioetanola razoSanai no lignocelulozes substrata 1pasi nozimigi ir pirmie soli —
pirmapstrade un hidrolize. Ir pétitas daudzas fizikalas, kimiskas un biologiskas pirmapstrades

metodes un enzimatiskas hidrolizes parametri.

Saja darba veikts miezu salmu un siena pirmapstrades ar eksplozivu dekompresiju

(izmantojot N,) gazi noveértéjums, ka ari hidrolizes optimalas temperatiiras novertéjums.

Rezultati sakrit ar literatiira minéto, ka pirmapstrades optimala temperattira ir 150° C.
Tomér nemot véra saméra nelielo pieaugumu, vismaz dala eksperimentu pirmapstradi var

aizvietot ar enzimatiskas hidrolizes temperatiiras paaugstinasanu, ietaupot energijas patérinu.

Biomasu, kuru ir griti izmantot etanola iegiSanai, var izmantot ka substratu sénu

kultivésanai enzimu iegiisana.

Atslégvari: bioetanols, lignoceluloze, pirmapstrade, enzimatiska hidrolize.



SUMMARY

The first two steps — pretreatment and hydrolysis - in producing bioethanol from
lignocellulosic biomass are essential, as they ground the outcome for next ones —
fermentation and distillation. Therefore these steps are intensively studied and many physical,
chemical and biological routes developed. Yet there is a need to adjust the optimal treatment
for each type of biomass.

In this work | evaluate the effect of explosive decompression pretreatment applied on
barley straw and hay, as well as optimal hydrolysis temperature evaluation is presented.

The key findings are consistent with literature that the optimal pretreatment temperature
is 150° C. Meanwhile, it is doubtful that the energy required for this kind of pretreatment is
justifiable, based on ethanol yield increase after fermentation. Moreover, in case with enzyme
from Trichoderma reesei it is shown that glucose yield increase after hydrolysis is easy
achievable with increase of hydrolysis temperature for 10 - 20° C.

These findings confirm that for each type of biomass there is a need for optimal
pretreatment method and hydrolysis conditions.

Keywords: bioethanol, lignocellulose, enzymatic hydrolysis, physio-chemical

pretreatment.



IEVADS

Klimata izmainas miisdienas ir viena no aktualakajam problémam, tomér sabiedriba
pretrunigi vertéts temats (Poortinga et al 2011). Aizvien picaugoSo likumu skaits, kas veérsti
uz SEG emisiju samazinasanu liecina, ka ir vél daudz darama, lai ar piesarpojumu saistitos

riskus mazinatu.

Liela nozime gaidamajam parmainam energétikas sektora ir jaunam tehnologijam un
atjaunigai energijai. Transporta sektora, kur§ sastada 29% no kop&jam SEG emsijam Latvija,
fosilajam degvielam par perspektivu alternativu tiek uzskatitas otras paaudzes biodegvielas.

Biodegvielu izmantoSana nosaka Eiropas Parlaments un Eiropas Savienibas Padome (2009).

Biodegvielai ka fosilas degviclas aizstaj&jai ir jabut ilgtsp&jigai, un lielu dalu no
biodegvielas oglekla pe&das veido tieSi razoSanas laika raditas tiesas un netiesas ietekmes.
Tiesi tadel notiek intenstvi p&tljlumi un procesa optimizacija, lai padaritu biodegvielas
konkurétspgjigas tirgi. Otras paaudzes bioetanols var tikt razots no visa veida biomasas, kuras
sastava ir augu biopolimérs - lignoceluloze. Saja darba aplikota biomasas fizikali-kimiska

pirmapstrade N, gazi un veikta enzimatiskas hidrolizes apstaklu optimizacijas.

Merkis: Ar eksplozivas dekompresijas pirmapstradi un hidrolizes apstaklu optimizaciju
palielinat glikozes un reducgjoSo oglhidratu daudzumu péc hidrolizes un etanola daudzumu

péc fermentacijas.
Lai sasniegtu mérki, ir izvirziti sekojosi uzdevumi:

e iegiit neattiritus enzimu Skidumus ar proteinu izgulsnéSanas metodi no séném
Trichoderma reesei un Irpex lacteus.

e Veikt miezu salmu un siena pirmapstradi ar slapekla gazes eksplozivu
dekompresiju 125°, 150° un 175° C temperatara.

e Novertét substrata pirmapstrades efektivitati, veicot biomasas enzimatisko
hidrolizi un fermentaciju

e Veikt hidrolizes apstaklu uzlaboSanu, izvert§jot temperatiiras ietekmi uz iegiito

glikozes un reducgjoso oglhidratu daudzumu



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Globalais energijas pieprasijums un ar to saistitas problémas

Pirmas industrialas revolicijas laika (18. gs. otra puse - 19. gs. vidus) notika
tautsaimniecibas parkartoSanas no lauksaimnieciba balstitas ekonomikas uz centralizétu,
masinizetu precu razoSanu. Attistijas pilsétas un cilveku migracija uz tam. Ripnicu skaita
pieauguma rezultata 19. gs. sakuma tika pilnveidots tvaika dzingjs un jau 19. gs. vida sakas uz
tvaika dzingjiem balstitu transportlidzeklu komerciala razo$ana. Lai tos darbinatu, bija
nepiecieSams 1€ts kurinamais. TO nodroSinaja oglriipnieciba (Allen 2009). Akmenoglu
pieprasijums 19. un 20. gadsimta nerimstosi aug, turklat tvaika dzin&u intensivai
izmanto$anai paraléli notiek iek$dedzes dzin&ju attistiba, lidz ar to pieaug ari naftas pastrades

produktu pieprasijums.
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1. attéls. Globalais fosilas energijas (dabasgaze, jélnafta, akmenogles) patérins Kkops
industrialas revoliicijas sakuma. Misdienas jélnafta sastada lielako dalu jeb 39% no fosilo

energijas resursu pieprasijuma (Ritchie and Roser 2020).

Figure 1. Changes in global consumption of fossil fuel (natural gas, crude oil, coal) from the
start of industrial revolution. Today crude oil compiles 39% of global demand of fossil fuel
(Ritchie and Roser 2020).

Pateicoties zinatnes, medicinas, tehnologiju un masu produkcijas attistibai 19. gs., aug
arl cilveku vélme péc komforta un labklajibas (Allen 2009). Populacijas nemitigais
pieaugums un ekonomiska izaugsme, ka ari prognozétais kapums nakotné vél vairak akcenté
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energijas resursu lomu cilvéka ikdiena un sabiedribas attistiba kopuma (H66k and Tang

2013).

Par neatjaunojamo resursu parak atru izsaimnieko$anu un tam logiski sekojosu
energgtikas krizi zinatnieki bridingja jau 20. gs. pirmaja pusé (Hubbert 1949). Paradas pirmie
pétijumi arT par CO, izmeSu saistibu ar globalo sasilSanu un antropogéno faktoru ietekmi uz
klimatu (Arrhenius 1896). STm prognozém sakotngji nepievers lielu uzmanibu, tacu 20. gs.
otraja pusé pétnieku vidi aug viedoklu vienpratiba un 1988. gada tiek dibinata Klimata

parmainu starpvaldibu padome (Intergovernmental Panel on Climate Change).

1.2. Globala sasilSana un klimata parmainas

Klimata parmainu starpvaldibu padomes (turpmak teksta - [PCC) merkis ir apkopot,
analiz€t un nodrosSinat publiski pieejamu, zinatnisku informaciju par klimata izmainam,
vertéjot antropogéno faktoru ietekmi un izstradat vadlinijas likumdevéjiem. IPCC Piektais
noverté§juma zinojums iznacis 2014. gada un ta pamata ir tris darba grupu analitisks
novertéjums, kas balstits uz jaunakajiem zinatniskajiem pétijumiem. Novértejuma teikts, ka
cilveka ietekme uz klimatu ir tieSa un Sobrid novérojamais antropogénas izcelsmes
siltumnicas efekta gazu (turpmak tekta - SEG) Iimenis atmosfera ir augstaks neka jebkad.
P&dgjas tris desmitgades ir bijusas siltakas kops$ 19.gs. vidus (IPCC 2014).

Palielinats SEG emisiju Ipatsvars atmosfera izraisa siltumnicas efektu, ka rezultata
pakapeniski paaugstinas Zemes virsmas vidgja temperatira (Yang et al 2019). Tomér SEG
ipatsvars atmosfera ietekmé ne tikai virsmas vidgjo temperatiiru — ta paaugstinasanas aizsak
daudzu secigu notikumu ké&di, kuras atseviskus posmus var novérot jau Sobrid (Kron et al
2019; Yuste et al 2019; Chen et al 2017; Coumou and Rahmstorf 2012). Par globalas
sasilsanas sekam tiek wuzskatiti Sadi notikumi: jiras Iimepa celSanas un okeana
paskabinaSanas; pladu, ekstrému aikapstaklu un mezu ugunsgréku biezaka izplatiba, ka ar1
daudzu sugu dzivotnu ekologisko apstaklu izmainas, ka rezultata tiek apdraudéta sugas talaka
pastavésana (Antonioli et al 2017; Nilsson et al 2012, Vermeer and Rahmstorf 2009). Ne
mazak svarigs aspekts ir atmosferas piesarnojuma negativa ietekme uz cilvéka veselibu un
globalas sasil$anas izraisitie draudi saimnieciskajai darbibai (Yang et al 2019; REN21 2019;
Conti 2011).

Klimata parmainu starpvaldibu padome ir izveidojusi Cetrus nakotnes SEG emisiju

modelus, aprakstot uz teorétiskam zinasanam un pé&tijumiem balstitus turpmakos scenarijus
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par vides un klimata izmainam. Precizu izme$u daudzumu nav iesp&jams prognozet, jo tas
atkarigs ne tikai no populacijas pieauguma un ekonomiskas izaugsmes, bet ari tehnologiju
attistibas, likumdosSanas un veiktajiem preventivajiem pasakumiem. Tomér apléses liecina, ka
vidéja Zemes virsmas temperattira pieaugs par 3.7 — 4.8° C salidzinajuma ar pirmsindustriala
laikmeta temperaturu, ja Iidztekus eso$iem emisiju mazino$jiem pasakumi netiks Tstenoti vél
citi. P&c zinatnieku prognozém Zeme virsmas un atmosferas zemako slanu sasilsana par 4° C
radis liela apjoma sugu izmirSanu un regionalus draudus partikas ieguves un ripniecibas
nozarei (IPCC 2014; Schmidhuber and Tubiello 2007). No cetriem izveidotajiem IPCC
modeliem ir tikai viens, kur temperatiiras paaugstinasanos iesp&jams ierobezot lidz 2° C. Sis
modelis paredz samazinat antropogénu SEG emisiju daudzumu lidz 2050. gadam par 40 —
70% un emisiju daudzumu tuvu nullei vai mazak Iidz 2100. gadam. Daudzas modela
simulacijas nesp€j saglabat temperatiiras picaugumu zem 2° C, ja emisiju mazinaSanas
pasakumi tiks atlikti vai tehnologiju un bioenergijas attistiba — aizkavéta (IPCC 2014,
Vermeer and Rahmstorf 2009).

IPCC specialaja izlaiduma (2018) zinots, ka noteiktu izmainu m&rogu daba var mazinat,
lidz gadsimta beigam vidgjas temperataras kapumu noturot 1.5° C robezas. Dazas parmainas
nav noverSamas, pieméram, juras limepa cel$anas un ledaju kusana. Citas, pieméram,
ekosistemu degradaciju un sugu izmirSanu, ir iespgjams mazinat. Sobrid vidgja virsmas
temperatiira ir c€lusies jau par 1° C. Lai neparsniegtu 1.5° C robezu, SEG emisijas jasamazina

par 45% Iidz 2030. gadam, salidzinot ar 2010. gadu, sasniedzot nulle emisiju 2050. gada.

Globalajai sasilSsanai musdienas tiek pievérsta pastiprinata uzmaniba ne tikai valstu,
organizaciju un apvienibu limeni, bet ari individuali, pilsoniskas aktivitates forma (REN21
2019). Tapat ka klimata parmainas, ari sabiedribas neviennozimiga attieksme pret tam ir
kompleksa probléema — to ietekmé vairaki faktori, kas var but gan ieksgji, gan argji. V.
Portinga (Poortinga et al 2011) sava pétijuma raksta, ka klimata parmainu noliedz&ji vairak
sastopami vecaka gadagajuma cilvéku vidi, no zemaka sociali - ekonomiska slana un ar
tradicionalam vértibam. Tomér starpnacionals p&tijums (Tranter and Booth 2015) pierada, ka
sie faktori ne vienmér ir noteicosie un butiska korelacija konstatéta tikai starp klimata
parmainu noliegumu un cilvéka dzimumu, politisko piederibu, ka ari konkrétas valsts CO,
izmeSu limeni. Abos pétijumos secinats, ka klimata parmainu absoliitu noliedz&ju skaits nav
liels — biezak ir sastopama nezina un Saubas par klimata parmainu nozimigumu, to apméru vai
antropogeéno izcelsmi. Saskana ar Eirobarometra datiem, 93% aptaujato eiropiesu (n = 27 655)
globalo sasilSanu uzskata par nopietnu problemu (Eurobarometer 2019). Aptaujas rezultati

liecina, ka Latvijas sabiedribas izpratnes un emisiju mazino$u pasakumu atbalsta limenis ir
9



starp zemakajiem Eiropas Savieniba. Atkartota anketéSana tomér liecina, ka izpratnes limenis

pedgjo gadu laika ir audzis.

Neskatoties uz pétijumu rezultatu dazadibu, jaunakas paaudzes iesaistiSanas vides
problému un globalu jautajumu risinasana ir vairak manama (Katherine et al 2020, VARAM
2019). Tas dalgji apstiprinats pétijumos, ir plasi atspogulots medijos un nevardarbigu protestu
akciju virkne Eiropas Savieniba péd&jo gadu laika ir veicingjusi lémumu pienemsanu
ilgtsp€jigas attistibas virziena (Eiropas Komisijas stratégiskais plans 2050. gadam) (REN21
2019; Fisher 2019; Weber 2008). Jaunakas sabiedribas dalas aktivu iesaisti vides un klimata
jautajumu risinasana skaidro ar kolektivas pieredzes veidoSanos, noteiktai paaudzei

piedzivojot konkrétajam laika periodam raksturigus notikumus.

Sabiedribas atticksme globalas sasil$anas un to izraisito klimata parmainu jautajuma ir
svariga, O no tas ir dalgji atkarigs atjaunigas energijas un inovativu tehnologiju pieprasijums
un patérins. Precu un pakalpojumu patérina, ka ari cilvéku paradumu maina ir minéta ka viens

no instrumentiem antropogéno SEG emisiju mazinasanai (IPCC 2014).

1.3. Atjauniga energija un transporta sektors Latvija

Globalajai energijas krizei ir nepiecieSami starpdisciplinari risinajumi, tomér jaunu
tehnologiju attistiba un pareja uz atjaunigo energiju ir vieni no galvenajiem klimatneitralas

ekonomikas sasniegsanai nepiecieSamajiem instrumentiem (Waisman et al 2019; IPCC 2018).

Atjauniga energija ir energija, kas iegita no atjaunojamiem vai neizsikstosiem
resursiem (EEA 2004). Par bioenergiju sauc energiju, kas ieglita no nesen dzivojosa,
organiska materiala un lopkopibas atkritumiem. Eiropas Savieniba dalibvalstim saistosa
direktiva uzstadija kopgju merki 2020. gada sasniegt 20 % atjaunojamo energoresursu
Ipatsvaru energopatérina un obligatu minimalo mérki visam dalibvalsttim panakt 10 %
biodegvielas ipatsvaru benzina un dizeldegvielas patérina (Eiropas Parlaments un Eiropas
Savienibas Padome 2009). Eiropas Savienibas uzstaditais kop€jais mérkis visticamak tiks

parsniegs — jau 2018. gada atjaunigas energijas ipatsvars bija 18.9% (Eurostat 2020).

Tomér Direktiva ir noteikts vienlidzigs atjaunigas energijas Ipatsvara palielinajums
starp dalibvalstim, pamatojoties uz to IKP un jau esoSo atjaunigas energijas paterinu. Latvijai
noteiktais sasniedzamais Tpatsvars ir 40% no kop€ja energopatérina, kas sasniegts 2018. gada,
ierindojot Latviju Eiropas Savienibas valstu saraksta treSaja vieta, tilit aiz Zviedrijas (54.6 %)
un Somijas (41.2 %) (Eurostat 2020%).
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Turpreti 10% atjaunigas energijas Tpatsvars transporta sektora attiecas uz visam
dalibvalstim, nodrosinot degvielas specifikaciju saskanibu un tas pieejamibu Savienibas
limeni (Eiropas Parlaments un Eiropas Savienibas Padome 2009). sSis noteiktais mérkis vél
nav sasniegts - 2018. gada atjaunigas energijas Tpatsvars transporta sektora bija 4.73% (CSP
2020), turklat transporta sektors ir otrais lielakais SEG emisiju avots Latvija, radot 29 % no
kop&jam 2017. gada emisijam. Visvairak emisiju rada pasazieru automasinas, no kuram 80 %

ir vecakas par 10 gadiem (VARAM 2019).
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2. att€ls. Jaunu pasazieru automasinu vidgjais CO, izmeSu Iimenis Eiropas Savieniba uz vienu

patéréto kilometru (Eurostat 2020°).

Figure 2. Average CO, emissions per km from new passenger cars in European Union
(Eurostat 2020°).
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1.4. Pirmas un otras paaudzes biodegvielas

Otras paaudzes biodegvielas ir skidri un gazveida kurinamie, kas iegtti no partika
neizmantojamam kultiram, lauksaimniecibas, mezsaimniecibas, lopkopibas un pilsétvides
atkritumiem vai blakusproduktiem (Mousdale 2008). To galvena atSkiriba no pirmas paaudzes
biodegvielam ir tas ilgtsp&jibas princips, kas bazgjas izejvielu izvéle. Pirmas paaudzes
biodegvielas tiek razotas no partika izmantojamam lauksaimniecibas kulttiram, tadam ka

cukurniedrém, kukuriizas un rap$a, un saskaras ar sekojosam problémam:

1. Papildus lauksaimniecibu kultiru audzgsana lielas platibas rada tieSas zemes
lictoSanas izmainas, kas palielina kop&jo CO, izmesu limeni biodegvielas razosanas
procesa (IPCC 2012).

2. Konkurence ar partikas tirgu un partika izmantojamo lauksaimniecibas kultiiru
iesp&jamais cenu kapums, paklaujot nepietickama uztura riskam nabadzigakos un
sociali neaizsargatakos sabiedribas slanus. STiemesla dé] pirmas paaudzes biodegvielu
industriala razoS$ana nav &tiski atbalstama (Murphy et al 2011; Eiropas Parlaments un
Eiropas Savienibas Padome 2009).

3. Vairakas problémas, kas saistitas ar industrialas lauksaimniecibas praksi, attiecinamas
arl Uz pirmas paaudzes biodegvielam. Skepsi par So biodegvielu ilgtsp&jibu raisa
lielais tdens, mésloSanas lidzeklu un pesticidu patérins, ka ari biologiskas

daudzveidibas samazinasanas draudi (Fang 2013).

Lai izvairitos no minétajam problémam, pedga desmitgadé arvien lielaka uzmaniba
pieversta otras paaudzes biodegvielam, to izp&tei un razoSanas tehnologijam (VARAM 2019;
IPCC 2012; Eiropas Parlaments un Eiropas Savienibas Padome 2009). Ar1 ar So biodegvielu
razoSanu saistiti vél 1idz galam neatbildéti jautajumi. Ta, pieméram, nav skaidras netiesas
zemes lietoSanas izmainas (Mohr and Raman 2013; Murphy et al 2011); rit diskusijas par
izejvielu pieejamibu (Bryngemark 2019) un piegazu sist€ému efektivitati (Ahmed and Sarkar
2018; Hombach et al 2016), ka ari atklats ir jautajums par razoSanas regul&joso likumu
pastarpinati veidotu konkurenci ar partikas tirgu, netiesi ietekmgjot lauksaimniecibas kulttiru

cenu kapumu (Thompson and Meyer 2013).

Tomér Eiropas Parlaments un Eiropas Savienibas Padome (2009) nosaka, ka veidam,
kada tiek razotas biodegvielas, ir jabat ilgtspjigam, un biologiskas daudzveidibas
samazinasanas ta rezultata nav pienemama. Vienlaikus tiek izteikts atbalsts jaunam
tehnologijam, T1pasi uzsverot otras paaudzes biodegvielu komercialas pieejamibas

nepiecieSamibu, noradot uz industrijas attistibas ieguvumiem:
12



1. Biodegvielu attistiba stiprina valstu energétisko neatkaribu, sekmé ieck$zemes
kopprodukta pieaugumu un samazina energijas importa nepiecieSamibu.

2. Biodegvielu industrijas attistiba rada jaunas darba vietas vietéja mé&roga un
veicina kopienu attistibu.

3. Otras paaudzes biodegvielu razoSanas sajligSana ar partikas industriju samazina

tieSas zemes lietoSanas izmainas un kop&jo CO, izmeSu apjomul.

Ekonomiskajos novértejumos un matematiskajos modelos noradits uz problémam, kas
liedz pilnvertigi izvertet biodegvielu razosanas ietekmi uz ekonomiku un vidi. Ka galvenas
problémas minétas empirisku datu trilkums un svarstiga likumdosana valstu un starpvalstu
Iimeni. Nakotné ir iesp&jami vairaki biodegvielu izmantoSanas un razoSanas attistibas
scenariji (Fang 2013; Murphy et al 2011). Kopuma biodegvielu SEG emisiju limeni ir zemaki
neka fosilajam degvielam un otras paaudzes biodegvielas tiek uzskatitas par perspektivam un
misdienigam tehnologijam, kas neprasa lielus esoSo transportlidzeklu pielagojumus

(VARAM 2019).

1.5. Bioetanola razosana no lignocelulozes sustrata

Bioetanols ir otras paaudzes biodegviela, kas tiek razota no lignocelulozes biomasas —
salmiem, skaidam, daudzgadigam, partika neizmantojamam graudzalém u.c. resursiem.
Lignoceluloze ir daba plasi izplatits biopolimérs un tas sastopams augu Stinapvalkos, pieskirot
tiem mehanisko izturibu. Lignoceluloze sastav galvenokart no celulozes, hemicelulozes un

lignina, kas ir savstarpgji saistiti ciesa strukttra (Betts et al 1991).

Celuloze ir kimiski inerta, Tideni neSkistosa viela ar kristaliskam Tpasibam. Tas
pamatvieniba ir cellobioze, kas sastav no diviem ar B-(1,4)-glikozidsaiteém saistitiem glikozes
atlikumiem. Tie ir izkartoti paraléli, veidojot garu, linearu poliméru. Celulozes molekulas
sakartotas saiSkos pa 10 - 15, kuras, kartojoties talak grupas pa 40, veido protofibrillas. No
protofibrillam veidojas mikrofibrilas. Skiedras savstarpgji ir saistitas ar fidenraza saitém un
Van der Valsa spekiem (Jeffries 1987 cit. péc Betts et al 1991). Celulozes relativais saturs
sausa substrata vari¢ atkariba no augu sugas, vecuma un citiem pazimém. Parasti tie ir 25 -

55% no sausnes.

Celulozi, atskiriba no cietes, ir grati hidrolizét. Tomér tas kristaliskaja struktoira ir
sastopami amorfi posmi, kur parasti iesakas hidrolize. Celulozes hidrolizi apgritina ari apkart

esoSais hemicelulozes un lignina slanis (Jeffries 1987 cit. péc Betts et al 1991).
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Hemicelulozei ir sazarota struktiira un ta sastav no pentozu atlikumem, kas dazadam
augu sugam ir mainigi. Sazarotas k&des var biit monosaharidi, disaharidi un isi oligosaharidi.
Hemiceluloze parsvara sastav no $adiem oglhidratu atlikumiem: D-ksilozes, L-arabinozes, D-
galaktozes, L-galaktozes un D-mannozes. Hemicelulozes sastavs sausa substrata vari¢ no 25 —
50 %.

Lignins ir neregulars fenilpropanoidu polimérs. Tas aizsarga celulozi un hemicelulozi
no biokimiskiem, fiziskiem un mehaniskiem bojajumiem, pieméram, UV staru gaismas un
oksidativa stresa (Betts et al 1991). Ligninam ir nejausa trisdimensionala strukttira, kurai nav
raksturigas atkartojo$as pamatvienibas. Savienojumi starp monomériem ir loti stabili -

parsvara &teriskas jeb C-O-C vai C- C saites.

Zalaugos un grauzdalu stiebros ir vairak hemicelulozes neka, piemé&ram, koksné.
Salmos ir vérojama lielaka monoméru vienveidiba (Fan et al 1982 cit. péc Betts et al 1991),
kas no razoSanas tehnologiju viedokla ir svarigi, laujot piemekl&t optimalus saharifikacijas un

fermentacijas apstaklus, péc tam pielietojot tos lieclaka apjoma.

Neskaitot razoSanas procesa raditas SEG emisijas, kvieSu salmu etanola tipiskais SEG
emisiju ietaupijums ir 87%, salidzinajuma ar fosilajam degvielam, bet koksnes atlieku etanola
SEG emisiju ietaupijums - 80 % (VARAM 2019). Tomér lignocelulozes strukturalo ipasibu
dél biomasu etanola razo$anai nevar izmantot uzreiz. Tam ir nepiecieSami vairaki
sagatavoSanas posmi. Parasti vispirms veic biomasas pirmapstradi, kurai talak seko hidrolize.

Uz S0 posmu efektivitates balstits arT nakamo solu - fermentacijas un destilacijas - iznakums.
1. Pirmapstrades metodes

Pirmapstrades galvenais mérkis ir atvieglot enzimu pieeju celulozei hidrolizes laika,
sagraujot lignocelulozes struktiru (Raud et al 2016). Biomasas pirmapstrades metodes
nosaciti iedala fizikalajas, kimiskajas un biologiskajas, tomér tas tiek savstarp&ji jauktas,
meklgjot dabai nekaitigakos risinajumus, optimalu pieeju dazadiem substratiem un zemakas
energijas ietilpibas metodes. Pirmapstrades laika rodas dazadi inhibgjosi blakusprodukti, kas
var pazeminat hidrolizes un fermentacijas efektivitati. Piem&ram, no hemicelulozes veidojas
alifatiskas skabes un furfurols, no lignina - dazadi fenolu atvasindajumi. Inhibitoru veidoSanas

ir liela méra atkariga no substrata un pirmapstrades veida (Jonsson et al 2013).

Fizikalas metodes ietver biomasas smalcinasanu, malSanu, ka ari pielieto temperatiiru
un spiedienu. Biomasas smalcinaSana ir energijietilpiga, tomér efektiva metode, kura,

palielinot substrata virsmas laukumu un samazinot celulozes polimerizacijas pakapi, uzlabo
14



hidrolizes efektivitati (Mezule et al 2016). Biomasas smalcinaSanu apvieno ari citam

metodém, piem&ram, tvaika eksploziju vai apstaroSanu ar mikrovilpiem (Rooni et al 2017).

Kimiska pirmapstrade ir plasi pielietota metode un tas laika izmanto koncentrétas un
atSkaiditas skabes, sarmus un organiskos $kidinatajus. Tas ir saméra efektivs pirmapstrades
veids, tacu sadardzina biodegvielu razosanu, veido inhibitorus un ir nepiecieSami korozijas
izturigi materiali pirmapstrades reaktoriem. Ta netiek uzskatita par dabai draudzigu metodi
(Tutt et al 2012; Rooni et al 2017).

Fizikali — kimiskas pirmapstrades metodes izmanto dazadas gazes, pieméram, CO,, SO,
un Ny, un, apvienojot tas ar spiedienu un temperatiiru, slégtos reaktoros tiek izraisits straujs
spiediena kritums (eksploziva dekompresija), tad&jadi sagraujot lignocelulozes struktiiru
(Raud et al 2016).

Biologiska pirmapstrade ir dabai draudziga metode, jo izmanto daba sastopamas,
lignocelulozi degradgjosas koksnes trupes sénes un mérenas temperatiiras. Tomér $ada
pirmapstrade ir parak ilga un tadel netiek uzskatita par efektivu rapnieciskiem nolakiem
(Seifert 2013).

2. Hidrolize

Hidrolizes laika tiek samazinata celulozes polimerizacijas pakape un Skeltas B-(1,4)-
glikozidsaites starp glikozes monomériem. Par perspektivu tiek uzskatita enzimatiska

hidrolize, izmantojot no séném Vvai baktérijam iegitus celulazu enzimus (Jonsson et al 2013).

Enzimatiskas hidrolizes pétijjumi aizsakas 20. gs 50. gados, kad amerikanu pétnieks
Elwin T. Reese no karaviru kokvilnas uniformam izol&ja séni, kas mitruma un siltuma
ietekmé bija degradéjusi to dabigas Skiedras (Ryu and Mandels 1980). Radas interese par
sénes pielietojumu biotehnologija un Iidz misdienam toreiz atklata séne - Trichoderma reesei
- Ir intensivi pétita, izmantojot arl genétiskas inzenierijas metodes (Tao et al 2020).
Komercialu enzimu razoSanai visbiezak izmanto sénes Trichoderma reesei un Aspergillus

niger.

Celulazes ir ekstracelulari enzimi, ko razo sénes un bakterijas. Celulazu enzimi darbojas
sinergiski un to aktivitati regulé vidé pieejamais substrats (Gupta et al 2014). Hidrolizes
efektivitati ietekmé vairaki faktori, pieméram, temperatiira, pH, substrata dauzums, ka ari

pirmapstrades un hidrolizes laika radusies inhibitori (Mezule et al 2019; J6nsson et al 2013).
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3. Fermentacija

Heksozu fermentacijai parasti izmanto raugu Saccharomyces cerevisiae. Ta ka aptuveni
treSdalu lignocelulozes substrata sastada hemiceluloze, pastav licla interese par pentozu

fermentaciju, lai paaugstinatu iegiito etanola dauzumu (Song et al 2019).

Fermentaciju var veikt atseviski vai kopa ar hidrolizi. Vienlaiciga hidrolize un

fermentacija no vides aizvac cellobiozi, kas ir celulazu inhibitors (Jonsson et al 2013).

16



2. METODIKA

2.1. Materiali

2.1.1. Mikroorganismi

Irpex lacteus 1BB 104
Trichoderma reesei ATCC 13631

Saccharomyces cerevisiae

2.1.2. Kimiskas vielas, reagenti, substrati, barotnes

Agars (Oxoid, Apvienota Karaliste)

Amonija nitrats NH4NOj3 (Sigma-Aldrich, Vacija)

Amonija sulfats (NH,),SO, (Merck KGaA, Vacija)

Cinka sulfata monohidrats ZnSQOy - H,0O (Scharlau, Spanija)
D-glikoze (Sigma-Aldrich, Vacija)

Dekstroze (Oxoid, Apvienota Karaliste)

Dzelzs (IT) sulfata heptahidrats FeSO, - 7H,0 (Scharlau, Spanija)
Etanola reagents (Analox Instruments, Apvienota Karaliste)

Etanola standartSkidums (Analox Instruments, Apvienota Karaliste)
Fenols CsHsOH (Enola, Latvija)

Filtrpapirs Whatman® Grade 1 (Merck KGaA, Vacija)

Glikozes reagents (Analox Instruments, Apvienota Karaliste)
Glikozes standartskidums (Analox Instruments, Apvienota Karaliste)
Kalcija hlorids CaCl, (Sigma-Aldrich, Vacija)

Karbamids CH,N,O (Scharlau, Spanija)

Kalija dihidrogénfosfats KH,PO,4 (AnalaR Normapur®, Belgija)
Kalija hidrogénfosfats K,HPO, (Fluka BioChemika, Sveice)

Kalija natrija tartrats KNaC4H4O¢ - 4H,0 (Sigma-Aldrich, Vacija)
Kobalta hlorida heksahidrats CoCl, - 6H,O (Scharlau, Spanija)
Magnija sulfata heptahidrats MgSO, - 7H,0 (Fluka BioChemika, Sveice)
Mangana (IT) hlorida tetrahidrats MnCI2 - 4H20 (Fluka Biochemika, Sveice)
Natrija citrats CgH;NaO; (Sigma-Aldrich, Vacija)

Natrija hidroksids NaOH (Sigma-Aldrich, Vacija)

Natrija metabisulfits Na;S,05 (Sigma-Aldrich, Vacija)

Proteazes peptons (Oxoid, Apvienota Karaliste)
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Rauga ekstrakts (Oxoid, Apvienota Karaliste)

Salsskabe HCI (Sigma-Aldrich, Vacija)

Viscozyme® L (Sigma-Aldrich, Vacija)

3,5-dinitrosalicilskabe (O,N),CgH,-2-(OH)CO,H (Sigma-Aldrich, Vacija)

2.1.3. Iekartas

Autoklavs HS-9041 (Hanshin, Dienvidkoreja)

Analizators Analox GL6 (Analox Instruments, Apvienota Karaliste)

Biologiskas drosibas skapis Standard Class II (Kojair, Somija)

Centrifiga FRONTIER™ 5000 FC5718R (Ohaus, Vacija)

Inkubators ar kratitaju Innova® 43 (Eppendorf, Vacija)

Mehaniskas dzirnavas ar asmeni Grindomix GM200 (Retch, Vacija)

Pirmapstrades reaktors (Parr Instrument Company, ASV)

Redzamas gaismas - UV staru spektrofotometrs GENESYS™ 140/150 (Thermo
Scientific, ASV)

Svari AEJ 220-4M (Kern, Vacija)

Vorteks V-1 plus (Biosan, Latvija)

2.1.4. Lietojumprogrammas

Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, ASV)

R 3.5.1 (The R Foundation for Statistical Computing, Austrija)
RStudio 1.2.5042 (RStudio, Inc., ASV)

VISIONIite 5 (Thermo Scientific, ASV)

2.2. Metodes

2.2.1. Seénu kultivésana un enzimu $kidumu iegiiSana

Ar sterilu akiti no agarizétas barotes izgriez s€énes micé€lija gabalinus un parnes Sterila
100 ml 8kidraja barotné (pH 5.8) 250 ml kolbas. Sénes kultivé inkubatora ar kratitaju 30° C
temperatara 72h (1. lacteus) un 48h (T. reesei) pie 150 apgr/min. Barotnu sastavs aprakstits 1.

tabula.
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1. tabula. Barotnu sastavs sénu kultivésanai.

Table 1. Medium components for fungi cultivation.

Barotnes Agarizéta Skidra

komponenti barotne, g/L barotne, g/L
KH,PO, 0.80 0.80
KoHPO, 0.20 0.40
NH4NO; 2.00 2.00
MgSO,*7H,0 050 0.50
Rauga ekstrakts 3.00 2.00
Dekstroze 5.00 10.0
Agars 18.00 -

Péc noteikta laika 10 ml sénu kultiras inokulé 100 ml sterila bazalaja barotné ar
lignocelulozes substratu (4% wi/v). Barotnes sastavs uz litru destiléta tidens — 2.00 g KH,POy;
1.40 g (NH4)2SO4; 0.30 g MgSO,4 - 7H,0; 0.30 g CaCl,; 0.30 g CH4N,O; 0.25 g rauga
ekstrakts; 1.00 g proteazes peptons; 1 ml mikroelementu skidums (495 ml destiléta Gdens; 5
ml konc. HCI; 4.60 g FeSO, - 7H,0; 1.78 g ZnSQO, - H,0; 1.83 g CoCl, - 6H,0, 0.89g MnCl,

4H,0) (Mandels and Weber 1969). Ja nepiecieSsams, sénes micéliju homogenizé
mehaniskajas dzirnavas (4 000 apgr/min 40sek).

Sénu kultiras inkubé 5 dienas 30° C pie 150 apgr/min. P&c noteikta laika méra barotnes
pH un atdala skidro frakciju no saaugusa sénes mic€lija un substrata ar kaprona audumu.
Atlikusas nogulsnes $kidruma nosédina ar centrifigéSanu (10 min 6800 g). Supernatantam
pievieno (NH,),SO, attieciba 1:2 (w/v) un novieto ledusskapi (+ 4° C) uz 48h. P&c noteikta
laika veic proteinu dalinu nosédinasu, suspensiju vélreiz centrifiigéjot. Supernatantu dekanté

un nogulsnes izskidina 0.05 M natrija citrata skiduma.

legiito enzimu Skidumu aktivitati noverte, izmantojot filtrapira noteikSanas metodi un

veicot 24 h hidrolizi, izvert&jot iegtito reducejoso oglhidratu un glikozes daudzumu.

2.2.2. Biomasas ievakSana un sagatavosana

Eksperimentos izmantota biomasa - siens un miezu salmi - tika ievakti 2019. gada
vasara (jlinija un augusta) un izzaveti lidz mitruma Iimenim 10%. Siens ievakts Latvija no
dalgji dabiska zalaja, savukart miezi augusi Tartu aprinki un to salmi iegiiti ka partikas
rapniecibas blakusprodukts. Biomasas sastava (2. tabula) noteikSsana veikta lgaunijas

Dzivibas Zinatgu Universitates Augu Biokimijas laboratorija.
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2. tabula. Eksperimentos izmantoto biomasu poliméru attieciba.

Table 2. Relative composition of polymers in plant biomasses.

Poliméra sastavs miezu

Polimérs Poliméra sastavs siena (%)
salmos (%)
Hemiceluloze 14.78 £ 1.02 32.61 £0.53
Celuloze 33.56 +0.36 4573 £0.21
Lignins 6.46 +0.37 5.25+0.00

2.2.3. Pirmapstrade ar slapekla gazes eksplozivu dekompresiju

Pirmapstradi veic sienam un miezu salmiem 125° C, 150° C un 175° C temperatira
paaugstinata spiediena apstaklos. Reaktora trauka 15 g biomasas samaisa ar destilétu tideni
(400 ml), noslédz reaktora nodalijumu ar vaku un ciesi nostiprina to ar skrivém. Reaktora
nodalijuma pievieno N, gazi, sasniedzot 30 bar spiedienu. Ar keramisko silditaju karse
biomasu lidz nepiecieSmajai temperatiirai. Temperatiira rektora tiek mérita ar termopari un
kontrol&ta ar kontrolierici. Sasniedzot vajadzigo temperatiru, nonem keramisko silditaju un
80° C temperatira veic eksplozivu dekompresiju, strauji atverot spiediena izlaides varstu.

Pirmapstrades sistémas shéma atveidota 3. attéla.

3. attéls. Pirmapstrades sistemas shéma (Raud et al 2016). 1 — slapekla gazes balons, 2 —
spiediena kontroles varsts, 3 — manometrs, 4 — reaktora vaks, 5 — reaktora trauks, 6 — keramikas
kontaktsilditajs, 7 — spiediena izlaides varsts, 8 — ventilacijas sisttma, 9 — termoparis, 10 —
temperattras kontrolierice.

Figure 3. A schematic drawing of pretreatment system (Raud et al 2016). 1 — nitrogen tank, 2 —
pressure controle valve, 3 — manometer, 4 — reactor vessel cap, 5 — reactor vessel, 6 — ceramic contact
heater, 7 — pressure release valve, 8 — ventilation system, 9 — thermocouple, 10 — temperature

controller unit.
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Negativas kontroles veiktas ar biomasas suspensiju variSanu atmosféras spiediena (5

min) un bez tas. Visi eksperimenti atkartoti divreiz.
4.  Enzimatiska hidrolize

P&éc pirmapstrades suspensiju parnes 1 L koniskaja kolba un atdzes€ lidz ~ 40° C
temperattrai. Tad pievieno 10 ml 0.05 M natrija citratu un 5 ml enzimu $kidumu. Uzpilda ar
destilétu tdeni Iidz 500 ml atzimei. Veicot hidrolizi mazaka tilpuma, enzima, substrata un
natrija citrata proporcijas saglaba tadas pasas. Hidrolizi veic 30° C temperatiira inkubatora ar

kratitaju 24 h (250 apgr/min 1 L kolbam, 150 apgr/min 250 ml kolbam).

5. Fermentacija

Péc hidrolizes 250 ml suspensijas inokulé ar 5 ml rauga Saccharomyces cerevisiae
kultaru. Fermentaciju veic, neatdalot suspensija esoSo substratu vai enzimus. Rauga kulttru
24 h pirms fermentacijas kultivé peptona — rauga ekstrakta barotné ar glikozi (10 g/l).
Fermentaciju veic 30° C temperatira pie 150 apgr/min zema skabekla apstaklos, kolbas
noslédzot ar fermentacijas cauruli aprikotu gumijas korki. Paraugus etanola koncentracijas

noteikSanai nopem péc 24h un 48 h.
6. Glikozes un etanola koncentracijas noteikSana

Glikozes un etanola noteikSana paraugos veikta ar elektro-kimisko analizatoru Analox

GL6 atbilstosi razotaja noradijumiem.
7. ReducgjoSo oglhidratu koncentracijas noteikSana

Reducgjoso  oglhidratu  koncentraciju  paraugos nosaka kalorimetriski  ar
dinitrosalicilskabes reagenta metodi (Miller 1959, Ghose 1987).

Sakuma izveido glikozes standartSkidumu s€riju ar zinamam koncentracijam (1 — 7
g/L). Stikla mégenés pievieno 100 ul standartskiduma (vai analiz§jamo paraugu bez cietam
dalinam un nogulsném), 100 pl 0.05 M natrija citrata un 600 pl dinitrosalicilskabes reagenta
(1.06 g 3,5-dinitrosalicilskabe; 1.98 g natrija hidroksids; 36 g kalija natrija tartrats; 0.83 g
natrija metabisulfits; 760 ul fenols, 142 ml destiléta Gidens). Negativas kontroles mégené

parauga vieta pievieno 100 pl destiléta Gidens.

Mggenes liek varosa tidens vanna (5 min), péc tam strauji atdzes€ un katra mégené
pievieno 4 ml destiléta Gdens. Absorbciju vertibas nolasa pie vilpu garuma A = 540nm,

atnemot negativas kontroles absorbciju.
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Glikozes skidumu standartlikni izveido izmantojot programmas VisionLite iegultas
funkcijas vai Microsoft Excel vidé. P&c iegiita funkcijas vienadojuma un analiz&amo paraugu

absorbciju veértibam aprékina reducgjoso oglhidratu koncentraciju Skiduma.
8. Celulazu aktivitates noteikSana

Kopgjo celulazu aktivitati nosaka, izmantojot celulozes filtrpapiru un izsakot to FPU
vienibas (Ghose 1987). Metode balstas uz laika noteiktu celulozes enzimatisku saharifikaciju,

iegiito glikozes daudzumu nosakot kalorimetriski ar dinitrosalcilsabes reagentu.

Sakuma izveido glikozes standartu (1 — 3.5 mg/0.5 ml) un enzima atSkaidijumu sérijas,
izmantojot 0.05 M natrija citrata $kidumu. Enzimu atSkaidijumus javeido ta, lai rezultata

iegtitu aptuveni 2 mg/0.5 ml glikozes.

Mgegenes liek sarulletu celulozes filtrpapira strémeli (0.05 g), pievieno 1 ml 0.05 M
natrija citrata Skidumu un 0.5 ml attiecigd enzima atSkaidijjuma. Katram enzima
atSkaidijumam izveido negativo kontroli bez filtrpapira un papildus kontroli ar filtrpapiru un

1.5 ml 0.05 M natrija citrata.

Lai izveidotu glikozes $kidumu standartlikni, mégenés pievieno 1 ml 0.05 M natrija

citratu un 0.5 ml glikozes attieciga atskaidijuma.

Mgégenes liek karsta tdens (50° C) vanna uz 60 mintGtém. Péc tam katra mégené
pievieno 3 ml dinitrosalicilskabes reagenta un liek varoSa Gidens vanna uz piecam mindtém,
péc tam strauji atdzes€jot. Spektrofotometra kivete iepilda 2.5 ml destiléta Gdens un 200 pl
Skiduma no meégenes, vienmerigi pipet&jot, samaisa ar Gdeni iegistot vienmérigu $kiduma
krasu. Nolasa $kidumu absorbcijas pie vilpu garuma A = 540 nm. Enzimu atSkaidijumu
absorbcijam atnem negativo kontrolu absorbcijas. No glikozes standartSskidumu
koncentracijam un to iegiitajam absorbciju konstru€ standartlikni. Grafika atliek arT enzimu
atSkaidijumu sérijas absorbcijas, uz y ass atliekot to atS8kaidijumus. Nosaka enzima
atSkaidijumu, pie kuras glikozes koncentracija ir 2 mg/0.5 ml un aprékina celulazu aktivitati

péc vienadojuma:

0.37
FPU = - — ————— vienibas/ml
enzima koncentracija atskaidijuma
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9. Datu apstrade un statistiska analize

Datu apkoposSanai un att€loSanai izmantota programma Microsoft Excel (Microsoft
Corporation 2016). Datu attélosanai un statistiskai analizei izmantota programmas R versija
3.5.1 (R Core Team 2018) un papildus paketes readxl 1.1.0 (Wickham and Bryan 2018,
ggplot2 3.0.0 (Wickham H 2016), ggthemes 4.2.0 (Arnold 2019), cowplot 0.9.3 (Wilke 2018)
un scales 1.0.0 (Wickham 2018").

Paraugkopu vértibu sadalfjuma atbilstibu normalsadalfjumam novérte ar Sapiro - Vilka
normalitates testu. Saistitu paraugkopu dispersiju salidzinasanai izmanto F testu un vidgjo
aritmétisko salidzinaSanai - t testu (o = 0.05). Faktoru ietekmju novértéSanai izmanto

daudzfaktoru dispersijas analizi (o = 0.05).

Visi eksperimenti atkartoti divreiz. Glikozes, etanola un reducgjoso oglhidratu rezultati

ir divu paralélu merjjumu vidgja vertiba.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA
3.1. Neattiritu celulaZzu iegiiSana no séném Trichoderma reesei un Irpex lacteus

Lai veiktu biomasas enzmatisku hidrolizi, sakotngji tika iegti neattiriti celulazu enzimu
Skidumi no lignocelulozi degradéjosam séném Trichoderma reesei un Irpex lacteu, ka tas
aprakstits metodés. Par oglhidratu avotu barotné tika izmantoti divi substrati — siens un
Skelda. Péc enzimu izgulsnésanas iegltie enzimu $kidumi tika parbauditi, veicot siena un

Skeldas 24 h hidrolizi (4. attéls).

N
o
o
1
—

150 - Oglhidratu avots- siens

® Oglhidratu avots - Skelda
100 -

Reducgjosie oglhidrati, mg/g
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o
1
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0 O e
Irpex lacteus Irpex lacteus Trichoderma Trichoderma

- siens - Skelda  reesei - siens  reesei -
Skelda

4. att€ls. legtto enzimu Skidumu no séném Irpex lacteus un Trichoderma reesei hidrolitiska
parbaude. Ar gai$i peléku apziméti hidrolizes rezultati, kas veikti ar enzimu skidumiem, kuru
iegtiSanas laika sénes kultivétas barotn€ ar oglhidratu avotu - siens, ar tumsi peléku — Skelda.

Figure 4. Hydrolytic evaluation of crude enzymes obtained from fungi Irpex lacteus and
Trichoderma reesei. Light grey columns indicates enzymes obtained from fungi cultivated in
medium with hay as carbohydrate source, dark grey columns — fungi cultivated in medium

with grinded wood chips as carbohydrate source.

Ceturtaja attéla redzams, ka no siena visos variantos hidrolizé iegits lidzigs reducgjoso
oglhidratu daudzums - 200 — 230 mg/g substrata. No Skeldas iegitais reduc€joSo oglhidratu
daudzums ir niecigs - tas neparsniedz 50 mg/g substrata. Turklat, enzimu efektivitate nav
atkariga no ta, kads substrats izmantots sénu kultivésanai par oglhidratu avotu (gaisi pelekas
un tumsi pelékas kolonnas). Literatiira aprakstiti dazadi substrati, kas kalpo par celulazu
enzimu inducétaju sénés, piemeram, luffa, zilonzale, cukurniedres (Verma et al 2018; Scholl

et al 2015; Cunha et al 2012). Saja gadijuma eksperimenti liecina, ka starp iegiito enzimu
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efektivitati hidrolizé nav statistiski bitiskas atSkiribas (p = 0.054) neatkarigi no sénu

kultivéSanas laika izmantota substrata.

3.2. Enzimu aktivitates novertéjums

Lai izteiktu ieglito enzimu $kidumu kopgjo celulazu aktivitati FPU vienibas, tika viekta
filtrpapira noteikSanas metode, kas balstita uz laika noteiktu iegatu reduc€joso oglhidratu

daudzuma no tiras celulozes (Ghose 1987). Iegitie rezultati attéloti 5. attéla.
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5. att€ls. Neattiritu enzimu $kidumu no séném Trichoderma reesei (A) un lIrpex lacteus (B)

celulazu aktivitates noveértejums, izmantojot filtrpapira noteikSanas metodi (Ghose 1987).

Figure 5. Evaluation of cellulolytic activity for crude enzyme solutions obtained from fungi

Trichoderma reesei (A) and Irpex lacteus (B) using filter paper assay (Ghose 1987).
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legiita enzima Skiduma no sénes Trichoderma reesei atSkaidijums, pie kura iegits 2
mg/0.5 ml reducgjoso oglhidratu, ir 0.024 un talak aprékina celulazu aktivitati péc

vienadojuma:

0.37

FPU = —— = 15.4 vienibas/ml .
0.024

Ar enzimu S$kidumu no sénes Irpex lacteus maksimalais reducgjoso oglhidratu
daudzums (1 mg/0.5 ml) tika sasniegts pie enzima atSkaidijuma 0.09, un mazak koncentréti
Skidumi nerezultgjas lielaka reducgjoso oglhidratu iznakuma. Tomér vizuali bija novérojama
celulozes filtrpapira degradacija, pie koncentrétakiem $kidumiem palielinoties dulkainibai.
legiit teorctiskas atSkaidijumu vértibas ar trenda linijas ekstrapoléSanu nevar, jo celulazu

aktivitati nevar raksturot ar linearu sakaribu (Ghose 1987).

Enzimu $kidumam no sénes Irpex lacteus celulazu aktivitati iesp&jams varétu noteikt,
metodi modificgjot un reducgjoso oglhidratu daudzuma noteikSanai izmantojot kadu citu,
nevis kalorimetrisku metodi. Var izmantot ari CMC vienibas vai noteikt atsevisku enzimu
aktivitati (Ghose 1987).

3.3. Biomasas pirmapstrade ar slapekla gazes eksplozivu dekompresiju

Pirmapstrade sienam un miezu salmiem veikta, lai sagrautu lignocelulozes strukttru un
atvieglotu enzimu pieeju celulozei hidrolizes laika (Raud et al 2016). Pirmapstrades
efektivitati noverte, merot glikozes un reducgjoso oglhidratu daudzumu paraugos péc 24 h
enzimatiskas hidrolizes ar laboratorija iegiitiem enzimu $kidumiem no séném Trichoderma
reesei un Irpex lacteus. Ar Tukey tipa kastveida un nogrieznu procentilu diagrammu noverte
vertibu izkliedi katram no variantiem un to, vai ir redzamas atskiribas starp izmantotajiem

substratiem un enzimiem (6. attels).
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6. attels. Glikozes (A) un reducgjosos oglhidratu (B) daudzums apstradatai biomasai péc 24h
enzimatiskas hidrolizes ar laboratorija iegiitiem enzimiem no séném Trichoderma reesei un

Irpex lacteus.

Figure 6. Glucose and reducing carbohydrate yields after 24h hydrolysis with enzymes

obtained in laboratory from fungi Trichoderma reesei and Irpex lacteus.

Grafika redzamas galgjas vertibas tiek pienemtas ka reali novérojumi, jo tas minimali
parsniedz nogrieznu maksimalo diapazonu (Q3 + 1.5 IQR). To var izraisit nelielas atSkiribas

paraugosana vai datu ievakSana (méraparatu kltudas).

Paraugkopu veértibu sadalijums batiski neatSkiras no normala sadalijuma (p > 0.05) un

to dispersijas ir homogénas (p > 0.05).
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Sestaja atteéla (A) redzams, ka nedaudz lielaks glikozes daudzums iegits salmu
hidrolize, savukart reduc&joso oglhidratu (B) daudzums starp substratiem ir lidzigs, visu
variantu medianam, iznemot salmu hidrolizes ar enzimu $kidumu no Irpex lacteus,varigjot

220 — 240 mg/g robezas.

Apstradatu salmu hidroliz€ ieguva videji par 12.4% + 1.5% vairak glikozes neka
apstradata siena hidrolizé. Nemot véra substratu sastava atskiribas (salmos par 26,6% vairak
celulozes), salmu hidrolizé glikozg tika parvérsti 16% no substrata esosas celulozes un 19% -
siena hidroliz€. Tomér ta ir salidzinosi neliela dala no visas substrata pieejamas celulozes.
Lai novertétu iegiito enzimu efektivitati ar eksplozivas dekompresijas apstradatas biomasas

hidrolizg, tiek salidzinati pieejamie dati par lidzigiem pétijumiem ar komercialiem enzimiem.

I. Bérzina (nepubl. dati) ar enzimu Viscozyme L apstradata siena hidrolizé ieguva 108.0
+ 13.0 mg/g glikozes, tatad tika parversti 32.2% + 3.9% no pieejaamas celulozes un 102.4 +
18.4 mg/g glikozes jeb parvérstas 22.4% =+ 3.7% celulozes salmu hidrolize. Savukart M. Raud
darba ar salmiem un enzimu Accellerase 1500 (Raud et al 2016) ieguva 190 — 300 mg/g
glikozes, kas atbilst parvérstiem 41 — 65% no salmos pieejamas celulozes. Lai gan
pievienotais enzimu daudzums ir lidzigs visos eksperimentos (0.3 — 0.33 ml/g), pétijumos ar

enzimu Accelerase 1500 hidrolize tika veikta augstaka - + 50° C temperatiira.

Veiktajos eksperimentos visvairak glikozes tika iegiits miezu salmu hidrolizé ar enzimu
Skidumu no sénes Trichoderma reesei - 76.7 + 7.03 mg/g; vismazak — siena hidrolizé ar

enzimu $kidumu no sénes Irpex lacteus - 63.2 = 7.95 mg/g.
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6. Attels. Glikozes un reducgjoso oglhidratu daudzums péc 24 h hidrolizes atkariba no

pirmapstrades laika sasniegtas maksimalas temperatiiras.

Figure 6. Glucose and carbohydrate yields after 24 h enzymatic hydrolysis depending on

maximum temperature reached in the pretreatment step.

M. Raud darba par eksplozivas dekompresijas pirmapstradi izmantojot N, gazi (Raud et

al 2016) secina, ka iegitais glikozes daudzums péc 24 h salmu hidrolizes ar enzimu
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Accelerase 1500 strauji pieaug (218%), pirmapstrades temperatiiru palielinot no 100° C Iidz
150° C. Minéto temperatiiru ietvaros Sajos eksperimentos neliels pieaugums konstatéts tikali

reducgjoso oglhidratu daudzuma - 12.4 + 1.0 %.

Pirsona korelacijas tests starp pirmapstrades temperatiiru un reducgjoso oglhidratu/
glikozes rezultatiem péc hidrolizes uzradija statistiski batisku korelaciju tikai salmu hidrolizé
ar enzimu $kidumu no Irpex lacteus (reducgjoso oglhidratu daudzums) (r = 0.67, p = 0.034).
6. att€la (A) redzams reduc€joso oglhidratu pieaugums atkariba no temperatiiras ari salmu
hidrolizé ar enzimu Trichoderma reesei (r = 0.47), tomér pie butiskuma Iimena a = 0.05 tas
nav statistiski batisks (p = 0.167). Kontroles variantos (25° C un 100° C) salmu hidrolize, kur
netika izmantota eksplozivas dekompresijas pirmapstrade, redzamas lielas standartnovirzes.
Tas var€tu liecinat, ka augsta temperatiira pirmapstrades laika garanté lielaku vides sterilitati
un drosaku saharifikacijas iznakumu, kas ir bitiski liela apjoma razoSanai. Tomer siena

hidrolizg tik lielas standartnovirzes nav vérojamas.

Lai salidzinatu abus hidrolizé izmantotos enzimu Skidumus, tika veikta paraugkopu
vidgjo aritmétisko salidzinaSana ar t testu. Starp abiem enzimiem Statistiski biitiska atSkiriba

konstatéta tikai salmu hidrolizes reducgjoso oglhidratu daudzuma (p < 0.0001).

Lai novertétu temperatiiras, enzima un eksplozivas dekompresijas ietekmi uz reducgjoso
oglhidratu un glikozes daudzumu péc enzimatiskas hidrolizes, tika izmantota daudzfaktoru
dispersijas analize (o = 0.05). Statistiski butiska ietekme uz glikozes iznakumu péc hidrolizes
ir konstatéta pielietotajam enzimam (p = 0.016) un enzima un temperatiiras kopg&jai ietekmei
(p = 0.007) Statistiski butiska ietekme uz reducgjoso oglhidratu daudzumu konstatéta tika

pielietotajam enzimam (p = 0.017).

Nemot veéra, ka gan M. Raud eksperimentos, kuros noverots liels glikozes pieaugums,
paaugstinot pirmapstrades temperatiiru no 100° C lidz 150° C, gan $1 darba ietvaros veiktajos
eksperimentos izmantots lidzigs daudzumu enzima uz gramu substrata (0.3 — 0.33 ml/g), tacu
izmantotie enzimi butiski atSkiras (komerciali pieejams un laboratorija iegiits, neattirits
enzimu $kidums), turpmakajos eksperimentos var palielinat enzimu $kidumu daudzumu.

Iespgjams, tas labak atspogulotu pirmapstrades ietekmi uz hidrolizes efektivitati.

Lai spétu pilnigi novertét eksplozivas dekompresijas pirmapstrades ietekmi bioetanola
ieguvé no lignocelulozes biomasas, tika veikta iegito hidrolizatu 48 h fermentacija ar raugu

Saccharomyces cerevisiae (7. attéls).
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7. attels. Etanola daudzums péc 24 h un 48 h hidrolizatu fermentacijas ar raugu

Saccharomyces cerevisiae.

Figure 7. Ethanol yield after 24 h and 48 h fermentation of hydrolysates with yeast

Saccharomyces cerevisiae.

Septitaja attéla verojams, ka kopuma vairak etanola iegits siena hidrolizatu
fermentacija. Paraugkopu vid&jo aritmé&tisko salidzinaSana ar t testu apstiprina statistiski
butisku atskiribu starp salmu hidrolizatu fermentacijas rezultatiem atkariba no hidrolizé
izmantotajiem enzimiem (p < 0.0001), no ka var spriest, ka iegtitais enzimu $kidums no sénes
Irpex lacteus salmu hidrolizé ir mazefektivs. Var noveérot atSkiribas ari iegiitaja etanola
daudzuma starp izmantotajiem substratiem - Statistiski bitiska atSkiriba fermentacijas
rezultatos vérojama gan ar Trichoderma reesei enzimu iegiitajos hidrolizatos, gan ar lrpex

lacteus enzimu iegtitajos hidrolizatos ( p < 0.0001).

Statistiski biitiska korelacija starp iegito etanola daudzumu un pirmapstraddes
temperatiiru nav novérojama neviena no gadijumim (p > 0.05), tomér redzams, ka M. Raud
petijuma noverota optimala pirmapstrades temperatiru Sajos gadijuma novéro jau
fermentacija, nevis péc 24 h hidrolizes (Raud et al 2016), tomér pieugums ir mérens, un
iegtts 5 — 30 % (19.0 + 8.3 %) lielaks etanola daudzums ar 150° C gradu pirmapstradi,
salidzinot ar kontroli (100° C).
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3.4. Hidrolizes apstaklu uzlabosana

Tika veikta hidrolizes optimalas temperatiiras novértéSana, izmantojot laboratorija
iegitus enzimu Skidumus no séném Irpex lacteus un Trichoderma reesei. Glikozes un

reducgjoso oglhidratu daudzums péc 24 h hidrolizes attélots 8. attéla.
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8. attels. Glikozes un reducgjoso oglhidratu daudzums péc 24 h hidrolizes ar enzimu
Skidumiem no sénes Irpex lacteus (A) un Trichoderma reesei (B) atkariba no hidrolizes

temperattiras.

Figure 8. Glucose and reducing carbohydrate yields after 24 h hydrolysis with crude enzymes
obtained from fungi Irpex lacteus (A) and Trichoderma reesei (B) depending on temperature
applied during hydrolysis.



Statistiski biitiska korelacija (o = 0.05) starp hidrolizes temperatiiru un reducgjoso
oglhidratu (r = 0.46, p = 0.023) un glikozes (r = 0.75, p < 0.0001) daudzumu konstatéta
ezimu $kidumam no s€nes Trichoderma reesei. Savukart hidrolizé ar enzimu $kidumu no
sénes Irpex lacteus reducgjosSo oglhidratu rezultati liecina par statistiski batisku negativu
korelaciju (r = - 0.58, p = 0.0002) ar hidrolizes temperatiru, savukart glikoze rezultatiem
netiek konstatéta butiska korelacija (p = 0.74). Lidz ar to secinams, ka enzimu $kidumam no
sénes Trichoderma reesei optimala hidrolizes temperatira ir + 50° C, savukart enzimu

Skidumam no sénes Irpex lacteus - + 30° C.

3.5. Galvena diskusija

Latvija, tapat ka citas valstis mérenaja klimata josla, ir bagata ar dazadiem biomasas
resursiem. Eiropas Parlaments un Eiropas Savienibas Padome (2009) mudina otras paaudzes
biodegvielu attistibu ka dalu no atjaunigas energijas politikas un ilgtermina viziju Eiropas
Savienibai. Otras paaudzes biodegvielu razosana stiprina valstu energétisko neatkaribu, rada
jaunas darbavietas viet§ja mérogd un samazina gaisa piesarnojumu ar SEG emisijam.
Transporta joma Latvija ir atbildiga par 29% no kopgja SEG emisiju limenpa (VARAM 2019;

Eiropas Parlaments un Eiropas Savienibas Padome 2009).

Saja darba tika novértéta biomasas eksplozivas dekompresijas pirmapstrade ar N, gazi
un enzimatiskas hidrolizes apstakli, izmantojot laboratorija iegiitus enzimu $kidumus no

lignocelulozi degradgjosam séném Trichoderma reesei un Irpex lacteus.

Darba secinats, ka ieglitie enzimi ir efektivi siena un salmu hidrolizeé (200 — 280 mg/g),
tacu mazefektivi Skeldas hidrolizé (4. un 6. att€ls), kur iegiuts zem 50 mg/g reducgjosSo
oglhidratu. Nemot véra Eiropas Parlamenta un Eiropas Savienibas Padomes (2009)
ieteikumus par izmantotas biomasas diversifikaciju bioetanola raZzoSanai, Skeldu ir iesp&jams
izmantot enzimu iegiiSanai no séném, kur statistiski biitiska atSkiriba starp izmantotajiem

oglhidratu avotiem sénu kultivéSanas laika netika konstateta (4. att€ls).

Izvertejot tris dazadas pirmapstrades temperatiras, tika secinats, ka optimala
temperattra ir 150° C, kas sakrit ar lidzigiem pétijumiem (Raud et al 2016). Statistiskie testi
neuzradija rezultatu butisku korelaciju ar pirmapstrades temperatiiru. Tam par iemeslu var bt

dazadi faktori:

1. Salidzinosi nelielais novérojumu skaits

2. Etanola picaugums atkariba no temperatiiras nav parak liels (19.0 + 8.3 %)
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3. Etanola pieaugums atkariba no pirmapstrades temperatiras nav linears, bet gan

zvanveida, vislielako etanola daudzumu sasniedzot pie 150° C.

Pirmapstrades novért€§jumam ir nepiecieSams veikt gan hidrolizi, gan fermentaciju, jo

p&c 24 h hidrolizes maksimalais efekts vel nav novérojams (6. un 7. attéls).

Vislabakie rezultati iegtti siena hidrolizatu fermentacija ar pirmapstrades temperatiru
150° C, iegistot 120 — 140 mg/g etanola. Nemot véra saméra neliclo picaugumu
salidzinajuma ar 100° C kontrolém, eksplozivas dekompresijas pirmapstrades pielietoSana
siena hidrolizei ar laboratorija ieglitiem enzimiem ir diskutabla, nemot véra pirmapstrades
laika patéréto energijas daudzumu. Turklat, ka 8. attéla (B) redzams, reducgjoso oglhidratu un
glikozes pieaugumu hidrolizé viegli var panakt ar hidrolizes temperatiiras paaugstinasanu par
10° - 20° C. Tomér ar enzimu no séneS Irpex lacteus efektivitates paaugstinasanas netika

noverota. Tas ir arT mazefekivs salmu hidrolizé (50 — 60 mg/g etanola).

Ka minéts iepriekS, pirmapstrades ietekme ir noverojama visos fermentacijas
gadijumos. Eksperimentos ar komercialiem enzimiem (Raud et al 2016) pieradits, ka ar $o
metodi var panakt pat par 218% lielaku glikozes pieugumu salmu hidrolize. Iegutie rezultati
vélreiz apstiprina literatiira minéto, ka katram biomasas veidam ir nepiecieSama pielagota

pirmapstrade un hidrolize, kas ir atkariga ar no hidrolizes laika izmantota enzima.

Eksperimentos ar enzimu $kidumu no Trichoderma reesei netika izmantota hidrolizes
optimala temperatira. Sagaidams, ka tada gadijuma etanola picaugums bitu lielaks.
Pielaujams, ka paliclinot enzima koncentraciju, uzlabotos hidrolizes un fermentacijas

rezultati.
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4. SECINAJUMI

Biomasu, kuru ir grati izmantot bioetanola razoSanai zemas efektivitates dél
(8keldu), ir iesp&jams izmantot enzimu iegiSanai no lignocelulozi degradéjosam
s€ném, izmantojot to ka oglhidratu avotu celulazu enzimu inducésanai.

Lai novertétu eksplozivas dekompresijas pirmapstrades nozimi etanola ieguvé
no lignocelulozes biomasas, ir nepiecieSama gan 24 h hidrolize, gan vienlaiciga
hidrolize un fermentacija.

Ar cksplozivas dekompresijas apstradatas biomasas saskeltais celulozes
daudzums péc 24 h hidrolizes stipri vari¢ atkariba no pielietota enzima — sakot ar
20%, izmantojot laboratorija ieglitus neattiritus enzimu $kidumus, turpinot ar
30% saskeltas celulozes ar komercialu enzimu Viscozyme L un 40 - 60%
saSkeltas celulozes ar komercialu enzimu Accelerase 1500.

Turpinot hidrolizi vienlaicigi ar fermentaciju, ir iesp&jams iegit lielaku etanola
daudzumu, neka aprékinatais relativais celulozes saharifikacijas daudzums.
Enzimu $kidums no sénes Irpex lacteus ir mazefektivs salmu hidrolize.

Ar eksplozivas dekompresijas apstradatas biomasas hidrolizatu fermentacijas
dati liecina, ka literatiira minéta pirmapstrades maksimala efektivitate pie 150° C
ir noverota art $ajos eksperimentos.

Visaugstakie rezultati apstradatas biomasas hidrolizé un fermentacija iegiti ar
sienu. Etanola rezultatus enzima no sénes Trichoderma reesei gadijuma vél var
paaugstinat, izmantojot optimalu hidrolizes temperatiiru.

Izmantojot enzimu $kidumu no sénes Trichoderma reesei, optimala hidrolizes
temperatiira ir +50° C, bet enzimu $kidumam no sénes Irpex lacteus - +30° C.
Katram substrata veidam ir nepiecieSams pielagot pirmapstrades un hidrolizes
apstaklus. Etanola pieaugums apstradata siena hidrolize ar laboratorija iegtitiem
enzimu Skidumiem nav tik liels, lai attaisnotu izmantoto energijas daudzums

pirmapstrades posma.
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5. PATEICIBAS

Veélos izteikt pateicibu darba vaditajai Lindai MeZulei, recenzentei Lindai Rozenfeldei,
ka arT kolegiem — Martinam Strodam par palidzibu fermentacijas datu iegtiSana un Vahur
Rooni par palidzibu ar biomasas pirmapstrades sistému. Izsaku lielu pateicibu Latvijas
Universitates Biologijas fakultates macibspékiem par profesionalu pieeju darba ar studentiem

un sniegtajam zinasanam, kas palidzgja darba izstrades laika.
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