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Abstrakt

Kvapalné paliva druhej generacie, ako napr. bioetanol vyrobeny z biomasy, st klicovou
témou pre energiu buducnosti hlavne v oblasti dopravy. Bioetanol druhej generacie je
produktom alkoholickej fermentécie jednoduchych sacharidov, ktoré su ziskané z biomasy
hydrolyzou celulézy a hemicelul6z. Ciele sucasného vyskumu st zamerané na vyvoj novych
druhov predspracovania biomasy pred enzymatickou hydrolyzou, medzi ktoré patri aj
kryolyza. Poznanie kinetiky procesu zmrazovania dokonale impregnovanej poérovitej biomasy
na nano a mikro rovniach je délezit¢ z hladiska vyhodnotenia jej vplyvu na efektivnost
naslednych procesov.

KPucové slova: Kryolyza, zmrazovanie - rozmrazovanie, biomasa, celuloza, fermentacia,
bioetanol, predspracovanie, biopaliva druhej generacie.

Uvod

Drevo ako najrozsirenejSia lignoceluldozova surovina s vysokym obsahom celulézy pozostava
z komplexnych heterogénnych makromolekulovych latok s bunkovou Struktirou
a zékladnymi stavebnymi jednotkami akymi st celuléza, hemiceluldzy, lignin a sprievodné
extraktivne latky (sacharidy, glykozidy, tuky, vosky, Zivice, pigmenty a anorganické latky.
Pocas vyroby bioetanolu je dolezité konvertovat’ biomasu do zmesi hexdz a pentdz za ucelom
ich fermentacie na etanol. Konverziu na monomerické sacharidy je mozné dosiahnut
pomocou kyslej alebo enzymatickej hydrolyzy. Enzymatickd hydrolyza je vhodnejSia
predovSetkym z pohladu environmentdlneho, ale aj zhladiska selektivity procesu,
a celkoveho vytazku, pretoze pocas kyslej hydrolyzy sa ¢ast’ monosacharidov degraduje. Pred
enzymatickou hydrolyzou je dolezité predspracovat’ biomasu a spristupnit’ krystalicka
Strukturu celulézy enzymom. Ciel'om predspracovania je ¢iasto¢na delignifikdcia, oddelenie
hemiceluléz a dekrystalizacia celulézovych zloziek. Prediprava kryolyzou (zmrazovanim)
mdze byt vysoko efektivna s nizkymi environmentalnymi dopadmi.

Metoda predspracovania zmrazovanim je jedna z viacerych metod
predspracovania. Metdda ma potencidl na to, aby bola energeticky efektivnou lacnejSou
metddou predspracovania. Malé kryStaly 'adu na mikro a nano Urovni sa tvoria v limenoch
vodou dokonale naimpregnovanej biomasy a zviacSovanim objemu pri zmene skupenstva
a ostrymi hranami rastucich krystalikov zarovent sposobuju destrukciu v substrate. Pomalé
zmrazovanie ma aj ti vyhodu, ze zmena skupenstva nastdva postupne z vonkajSej strany,

15



pri¢om zamrznuty povrch sa stane tvrdym, krehkym a uzavretym, a d’alSia zmena skupenstva
vody na l'ad vo vnutri lignocelulézovych castic spdsobuje Zelani deStrukciu krystalickej
Struktary celuldzy, a tak sa spristupni enzymom. Pri pomalom zmrazovani su krystaliky 'adu
vicsie ako pri rychlom zmrazeni. Metdda nazvana "rychle zmrazovanie" bola vytvorend pre
zmrazovanie potravin. Ked’ zamrzne voda v potravinach, krystaly 'adu sa vytvoria v rozmedzi
teplot -1°C a -5°C. Ak sa rychlo tento teplotny rozsah prekona (idedlne do 30 mintt), vicSina
kryStalov nenarastie do prili§ velkych rozmerov a bunky sa neporusia.

Vyskum v oblasti predspracovania drevnej hmoty kryolyzou

Ciele vyskumu s zamerané na vplyv kinetiky procesu zmrazovania dokonale impregnovane;j
pérovitej biomasy na nano a mikro tUrovniach, ako novej progresivnej metddy pre
predspracovanie lignocelulé6zovych surovin na efektivnost’ naslednych procesov hydrolyzy
celulézy ahemiceluléz a fermenticie vzniknutych monosacharidov, teda na celkova
efektivnost’” vyroby bioetanolu druhej generdcie. Hlavnym cielom je nédjdenie optimdlnych
podmienok zmrazovania biomasy za ucelom dosiahnutia maximalnej efektivnosti vyroby
bioetanolu druhej generacie.

Niektori vyskumnici uz skimali vplyv predspracovania biomasy zmrazovanim, ale ucelena
teoria stile chyba. Dale a Moreira (1982) vyvinuli nova metddu, ktoru nazvali ,.freeze-
explosion® na zvysenie reaktivity celuldzy. Celulézovy materidl je impregnovany kvapalinou,
ktord sa pri uvolneni tlaku odparuje, ¢im sa znizi teplota okolia (obr.1). Enzymatickou
hydrolyzou slamy sa dosiahla viac ako 90%-na konverzia celulézy na glukézu, pricom sa
pouzila tato technika s vyuzitim tekutého amoniaku.
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Obr. 1: Preduprava biomasy tekutym amoniakom v reaktore pod tlakom. V sucasnosti je
zndma pod ndzvom AFEX™ (ammonia fiber expansion pretreatment)a uplatiuje sa teplota
60-100°C pod tlakom 17-20 ATM..

Chang akol. (2001) vyuzil zmrazovanie ryZovej slamy na preukdzanie zvySenia jej
pristupnosti- stravitelnosti enzymami zo 48% na 84%. Podla vysledkov enzymaticka
hydrolyza nespracovanej ryzovej slamy s 150 U celuldzou a 100 U xylandzou pocas 48 hodin
poskytla 226,77 gkg' a 93,84 gkg' Vytazky cukrov z predipravy zmrazovanim za
rovnakych podmienok viak boli 417,27 gkg™ a 138,77 g.kg'. V tomto vyskume bol najvyssi
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vytazok glukézy ziskany v mnozstve 371,91 gkg'. Yang a kol. (2009) skumal potencial
suSenia switchgrass (Panicum virgatum) pomocou zmrazovania. Switchgrass obsahuje
24.34-30.95% glukanu, 14.68—18.58% xylanu a 17.39-19.46% ligninu. Vzorky potom
upravoval zriedenou kyselinou sirovou s koncentraciou 0.5, 1.0 alebo 1.5% pocas 30, 45
alebo 60 min pri 121 °C a tlaku 15 psi. Fermentaciu uskutoc¢nil pomocou kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae a dosiahol vytazok 0.083 g etanolu/g pre odrodu St6-3F, co
predstavuje cca 60% teoretickej hodnoty.

Wang a kol. (2013) sktimali pozitivny U¢inok zmrazovania a ndsledného rozmrazovania
pSeni¢nej slamy impregnovanej zriedenou kyselinou sirovou. Podmienky optimalizovali
na 12 hodin pri -20°C a 1 hodinu pri teplote miestnosti (25°C). Po dvojnasobnom opakovani
a uprave s 2% hmotn. kyseliny sirovej pocas 16 hodin pri 80°C, s 20 U/g celulazy, nastala
konverzia 67% celul6zy a hemiceluldzy na glukézu a xyléozu. Vytazok furfuralu klesol o 65%
a Cas kyslej hydrolyzy sa skratil o 20%. Bohacek a kol. (2014) opisal novi metodu
predspracovania opakovanym kontrolovanym zmrazovanim a rozmrazovanim za ucelom
otvorenia kryStalickej Struktiry celuldézy a zvdcSenia mernej povrchovej plochy vybranych
druhov lignocelulézovych materidlov pre spristupnenie hydrolytickymi enzymami. Metoda
vyuziva cyklické zmrazovanie a rozmrazovanie - I'adové krystéaliky, ktoré sa vytvoria pocas
zmrazovania rozru$ia lignocelulézovy komplex a vodikové vidzby a enzymy budu mat’ lepsi
pristup k celuléze pocas procesu enzymatickej hydrolyzy. Bohacek a kol. (2016) opisal
metdédu predspracovania kontrolovanym zmrazovanim kombinovanym s mechanickym
predspracovanim za UCelom zvySitt merni povrchovi plochu vybranych druhov
lignocelulézovych materidlov. Tato metdda vyuziva kombindciu ucinku zmrazovania a
mechanického predspracovania — kryStaly 'adu, ktoré sa vytvoria pofas zmrazovania narusia
komplex ligninu a celuldzy a taktieZ uZ vytvorené vodikové vazby. Nasledné drvenie/mletie
zmrznutej biomasy znasobuje efekt narusenych vizieb. Enzymy maji potom lepsi pristup k
celuldze pocas kontrolovanej enzymatickej hydrolyzy. Rooni et al. (2016) uskuto¢nil pol'né
testy na ja¢mennej slame v Estonsku. Porovndvanie uskuto¢nil na pomletej biomase, ktord
bola napustend vodou a zmrazovana pri -18°C a potom sa nechala roztopit’ pri teplote okolo
22°C. Zmrazovacie cykly sa opakovali niekol’kokrat. Najvyssia u¢innost” hydrolyzy (19,42%)
sa dosiahla v laboratornych testoch, pri ktorych bola biomasa zmrazena a rozmrazena celkom
Styrikrat. Najlepsi vysledok z poI'n¢ho testu bol 10,28%. Vytazky fermentacie sa pohybovali
az do 88,80 g na kilogram biomasy. Smichi a kol. (2016) vykonali testy na Juncus
maritimus, ktory obsahoval 41.5% celulozy a 31.3% hemiceluldz. Uskuto¢nil porovnanie
predipravy so zriedenou kyselinou a zmrazovanim-rozmrazovanim. Maximalnu koncentraciu
glukézy (53.78+3.24) gL' za pomoci zmrazovania arozmrazovania a enzymatickej
sacharifikacie (55°C, pH 5.0 a 48 h) sa dosiahli pouzitim CellicCTec2 Novozymes.
Koncentraciu (49.14 + 5.24) g L' dosiahol kyslou hydrolyzou. Maximalny vytazok etanolu
dosiahol fermentaciou pomocou Saccharomyces cerevisiae po kyslej hydrolyze
(84.28 +5.11)% a (1.04 £ 0.10) g L'h™' po zmrazovani a rozmrazovani. Jeong a kol. (2016)
Studoval efekt zmrazovania na mongolsky dub (Quercus mongolica), ktory bol upraveny 1%-
nou kyselinou sirovou. Studoval degradaciu hemiceluléz aj nasledni enzymaticka hydrolyzu.
Vysledky ukdzali, Ze obsah redukujucich cukrov sa mierne zvySoval az do 120 mintatového
zmrazenia. Obsah xylozy bol najvyssi (18,22 g/ 100 g) pri Specifickom pomere tuhej latky k
mraziacemu roztoku 5 : 3 (hmotn. / obj.). Ked’ sa ako mraziaci roztok pouzila destilovana
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voda, vytazok glukézy sa maximalizoval na 36,2% s mierou konverzie 87,92%. Su a Fang
(2017) sa sustredili na dosiahnutie hydrolyzy odpadov z tropickej biomasy v jednom stupni
(obr. 2), pricom uskuto¢nili zmrazovanie biomasy s 3% hmot. NaOH a naslednu kysla
hydrolyzu pomocou zriedenej kyseliny sirovej v mikrovinnej rare. Vytazky cukrov z celulozy
(glukdzy) a hemicelulozy (xylézy, mandzy a arabindzy) v predspracovanej bagase boli 84,0%
a 92,7%, zvysené o 273,4% a 59,3% v porovnani s neoSetrenymi vzorkami. NajlepSie
podmienky (140°C, 30 s, substrat/rozpustadlo = 1/60 a 0.4 M H,SO.) aplikovali aj na Supky
Jatropha a Plukenetia. Dosiahli vytazky glukézy a hemicelul6zovych cukrov 85,7%, 93,3%,
85,0% a 92,9%.

impregnacia (NaOH) < zmrazovanie
neutralizacia

-18°C, 24 hod
Hydrolyzne vytazky:
> B4% z celuldzy
hiomasa >92% z hemiceluléz jednostupfiova hydrolyza
(zriedena kys. sirov3,
mikrovinny ohrev)

Obr. 2: Jednostupniova kysla hydrolyza za pomoci mikrovinného ohrevu impregnovanej
bagasy (3% hm. NaOH) predupravenej zmrazovanim.

Deng a kol. (2018) Studovali u¢inok zmrazovania a rozmrazovania na anaerébnu digesciu pri
vyrobe metanu z ryzovej slamy. U¢inok (zvysenie 88% - 117%) bol sledovany pri teplotach
(—4°C) a (—20°C) pocas 24-48 hod. Technicky ¢as sa skratil o 8 dni a maximalna produkcia
metanu bola ziskand za podmienok -20°C a 48 hodin. Echeverria a kol. (2018) porovnéaval
ucinok acidifikdcie a zmrazovania a ich kombindcie na zlozky kukurice a na ich enzymatick(
hydrolyzu. Kukurica, ktord obsahovala celuléozu (40.95%), hemicelulozy (38.94%) a nizky
obsah ligninu (16.54%), bola mrazena pri -20°C pocas 12 h s 0.25 M kyselinou sirovou, pH
2.0, arozmrazovana pri 121°C pocas 20 min. Enzymatickd hydrolyza 150 U euiiza/Esubstrat
v 10 mL acetét pri 100 otacky/min, 37°C a pH 5.48 pocas 72 h. Najvyssie vytazky celuldozy
(64.12%), ligninu (19.76%) a malé¢ mnozstvo hemiceluléoz (10.16%) bolo namerané pri
kombinacii metdod. Mikroskopické sledovanie pri  vzorkdch s kombinovanym
predspracovanim, vykazuje rozdelenil a menej aglomerovanu Struktiru. Yuan a kol. (2019)
skimal zvySenie produkcie biometdnu z kukuri¢nych stoniek pomocou ich zmrazovania
a rozmrazovania s predchadzajicou upravou amoniakom s koncentraciou (2%, 4% a 6%) pri
obsahu vlhkosti (50% a 60%) ateplotich (-20°C a 20°C). Optimalne podmienky boli
stanoven¢ na -20°C, obsah vlhkosti 70% a koncentracia amoniaku 2%. Vytazok biometanu sa
zvysil 0 41.08% oproti neupravenym vzorkdm. Najvyssi ubytok ligninu sa prejavil pri -20°C
s 2%-nou koncentraciou amoniaku, ¢o predstavuje 63.36% z neupravenej vzorky. Li a kol.
(2019a) skamali, prirodzené¢ zmrazovanie-rozmrazovanic kukuriénych stoniek pre vyrobu
biometdnu v anaerobnych podmienkach. Predipravu zmrazovanim-rozmrazovanim uskutocnil
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pre obdobie (7, 14, 21 a 28 dni) a pomer susSina/voda (1:2, 1:4, 1:6, 1:8 a 1:10). Najlepsie
vysledky dosiahol pri 21 ditoch a pomere 1: 6. Ten isty autor vo svojej d’alSej praci (Li a kol.
2019b) sktimal predupravu kombinovaného zmrazovania a rozmrazovania (-20°C and 20°C)
s pridavkom amoniaku (NH3). Zaujimal sa o mechanizmy $truktirnej destrukcii kukuriénych
stoniek. Teoreticky vypocet ukdzal, Ze poSkodenie kryStalickej celulézy sa pripisuje
vonkaj$im vodikovym vizbam vytvorenym medzi vodou a celuldzou alebo NHj a celuldzou,
¢o viedlo k destrukcii sieti vodikovych vizieb vo vnutri celulozy.

Vedecka uroven vyskumu a vyskumnych metéd

Podl’a terajSich poznatkov je predspracovanie nevyhnutné pre konverziu biomasy na vhodné
produkty biopaliv druhej generdcie. Progresivne metddy, ktoré dosahuju priaznivé vysledky
bez chemického spracovania zahriia energeticky ndro¢nu parni exploziu, ktord vyzaduje
pracovat’ s teplotou nad 180°C a tomu zodpovedajiicim vysokym tlakom. Vyskum v oblasti
i6novych kvapalin, ktory by mohol umoznit’ pracovné teploty pod 100°C je momentalne iba
v poc¢iatocnom vyvoji. Preto metddy zmrazovania az do -20°C sa zdaji byt vyhodné
z energetického a environmentalneho aspektu, nakolko sa v niektorych castiach sveta daju
realizovat’ aj v prirodnych podmienkach v zimnom obdobi.

Vyskum v oblasti zmrazovania sa uskuto¢nuje v roznych priemyselnych odvetviach, obzvIast
za ucelom konzervovania (hlboké mrazenie a rychle zmrazovanie). Na rozdiel od snahy
poskodit’ bunec¢né steny, ako je to v pripade predspracovania biomasy pre nasledni hydrolyzu
polysacharidov, vedci z inych oblasti sa snazia tento problém eliminovat. Napr. sa riesi
elimindcia poSkodenia zivych l'udskych buniek zmrazovanim pouZitim vhodnych roztokov
(dimetyl sufoxid), alebo pri zmrazovani krvnych buniek (vysokd koncentracia glycerolu),
resp. ochrana rastlin pred poskodenim mrazom. Tak isto su zaujimavé pocitacové simuldcie
vzniku l'adovych zarodkov.

Momentdlne neexistuje ziadna signifikantnd tedria, ktora by podrobne popisala detailny
proces kryolyzy v ramci predspracovania biomasy. Mechanizmy tvorby l'adovych krystalov
a ich vplyv na poskodenie morfologického zlozenia substratu biomasy bude potrebné popisat’
na mikroskopickej a nano Urovni pouzitim Kryo-elektronovej mikroskopie. Teoriu sorpcie
vody v bunkovych stenach bude potrebné opisat’ na zdklade mikroskopickych zaberov
substratov po zmrazovani.

Ciele, na ktoré sa sii¢asny vyskum zameriava

V ramci kryolitického predspracovania biomasy medzi hlavné ulohy vyskumu patri poznat’
a opisat mechanizmus destrukcie vodou impregnovaného poérovitého substratu biomasy
pomocou kryolyzy a ndsledne urc¢it' optimalne podmienky destrukcie krystalickej Struktury
celuldzy a jej spristupnenia hydrolytickym enzymom. Kinetika zmrazovania a rozmrazovania
v sulade s poSkodenim pdvodného substratu musi byt opisand na zdklade ziskanych
vysledkov.

Zikladnym problémom pri vyrobe bioetanolu druhej generdcie na baze celuldzy je krystalicka
apre enzymy nepristupna Struktira celulézy v porovnani so Struktirou Skrobu, ktord je
surovinou pre vyrobu bioetanolu prvej generacie, ale aj sucastou zakladnych potravin a preto
v sucasnosti uz nie je preferovanou surovinou na vyrobu biopaliv. Chyba efektivny a lacny
sposob destrukcie krystalickej Struktiry a spristupnenia celulozy hydrolytickym enzymom.
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Kryolyza sa ukazuje ako koncepéné rieSenie tohto problému s najvys§im potencidlom
implementovatelnosti.

Zakladom rieSenia je sledovanie a charakteristika vplyvu kinetiky zmrazovania na t¢innost’
destrukcie kryStalickej Struktury celulozy. Sledovat’ by sa mal vplyv intenzity zmrazovania pri
réznych vykonoch chladenia/mrazenia na pristupnost Struktiry celulozy.

Vedecka hypotéza

Je potrebné potvrdit’ alebo vyvratit' sformulovani predbezni vedecka hypotézu, ze pri
rychlom a intenzivhom zmrazeni biomasy dokonale impregnovanej vodou, najprv prebehne
zmena stavu kvapalnej vody na I'ad na povrchu castic lignocelul6zového materidlu, a t4 ma za
nasledok utesnenie jednotlivych Castic a zvySenie ich krehkosti. Po naslednom postupnom
zniZeni teploty by sa mali vytvarat’ ostré nano- a mikrokrystaliky 'adu v limenoch buniek
biomasy smerom dovnutra Castic, priCom sucasne dochadza ku zvicseniu objemu pri fazovej
premene vody na l'ad v limenoch buniek, ¢o spdsobuje narusSenie krystalickej Struktury
celuldzy a zvySuje jej pristupnost’ v naslednych procesoch hydrolyzy.

Struktura lignoceluldzy je husta a obsahuje krystalicka oblast, ¢o stazuje, aby molekuly vody
do nej prenikli. Objem vody v lignoceluldzovej Strukture sa vSak po vytvoreni 'adu zvicsuje a
kapacita zadrziavania vody sa zvySuje s predlZzovanim doby tuhnutia v urcitom rozsahu, ¢o
priaznivejSie vedie k zvicSeniu velkosti medzier vo vzorkach a zvédcSeniu plochy pre atak
mikroorganizmov (Chang a kol. 2011). Pocas procesu mrazenia je nizSia povrchova teplota
v porovnani s vnltornou ¢ast'ou lignocelulézy (Chang a kol. 2011). Ked’ teplota mrazu klesa,
objem vol'nej vody v povrchovych poroch sa najskor rozsiruje a molekula vody v poéroch musi
prekonat’ pri pohybe viskéznu odolnost, vysledné tlakové gradienty vody maji vyrazné
poskodit’ lignoceluldozova Struktiru (Chang a kol. 2011). K adsorpcii molekuly vody
dochadza iba v amorfnej oblasti celuléozy. Viazand voda vytvdra vodikové vizby s
hydroxylovymi skupinami v amorfnej oblasti celulézy. Vnltorny objem lignoceluldzovej
Struktury sa zvysi v dosledku znizenia sudrznosti, tuhé latky zméknu a déjde k napucaniu.
Destrukcia lignoceluldzovej Struktury nastdva v dosledku expanzie objemu vody pocas
zmrazovania.

Tato praca bola podporenia Agentiurou na podporu vyskumu avyvoja na zaklade
Zmluvy ¢. APVV-18-0533.
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