Optimalizace kombinované degradace celul6zovych materidli
ozéfenim a enzymovou hydrolyzou

V. DUCHACEK, — R. BLUDOVSKY

Uvod

Priroda produkuje obrovské mmnozstvi organické rostlinné hmoty, z velké
¢asti ve formé celulézy. Také méstsky a zemédélsky odpad obsahuje znacéné
procento celulézovych latek. Tento fakt a soucasny celosvétovy problém
nedostatku potravin pro obyvatelstvo obratily pozornost na celulézu jako na
mozny zdroj potravy pro ¢lovéka. Na rozdil od strukturné velmi p¥ibuzného
polysacharidu, skrobu, je vsak celuléza obtizné hydrolyzovatelnd. Proto byly
hledany i dalsi cesty degradace celulézovych materialtt a mezi nimi je i pouziti
ionizujicitho zareni.

V této souvislosti byla zafazena do statniho planu RVTinase etapa ,,Vyzkum
a technicko-ekonomickéd studie vyuziti radiacni degradace piirodnich poly-
sacharidit v CSSR*. Cilem Vyzkumu bylo nalezeni technickych parametru
ekonomicky vyhodného ozaiovani zemédélského celulézového odpadu (pse-
niéné slamy). Ozareny odpad by pak slouzil jako slozka krmiva pro dobytek
bud primo, nebo v podobé reakéni smési po dals$im, enzymatickém, odboura-
vani.

V tvodni ¢asti vyzkumnych praci byl sledovan vliv absorbované davky
zateni gama na nékteré globalni zmény v &isté celuléze (zdravotnické vaté) [1].
Jednalo se zejména o snizeni stupné polymerace (od davky cca 300 kGy
v podstaté konstantni desetindsobné snizeni), vznik tékavych a rozpustnych
latek, karbonylovych a karboxylovych skupin a redukujicich cukru.

Dalsi postup mél dva sméry, studium ozatené Cisté celulézy (modelovym
materialem byla opét zdravotnickd vata) [2] a vyzkum vlivu zareni gama na
zemeédélsky odpad (pseniénou slamu) [3]. Po ozareni ¢isté celulézy davkami
0—1 MGy byly ve vodném vyluhu identifikovany tyvto sacharidy: xyléza,
arabinéza a glukéza. Mimo to vyluh obsahuje jesté oligosacharidy, takze pri-
mérny stupen polymerace rozpustnych cukrt je cca 3,5. Zavislost obsahu
redukujicich cukrit ve vodném vyluhu na divce je blizkd primé tmeére (pii
ddvee 1 MGy pres 10 9;). Ozatovanim celulézy vznikd malondialdehyd [4],
jehoz mnozstvi je primo tmeérné davce. Pii nejvyssi pouzité davee (1 MGy)
bylo nalezeno 1,56 pmol OHC—CH,—CHO na gram celulézy. V rozpustné
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i nerozpustné frakei ozarené celulézy byla zjisténa celd fada organickych kyse-
lin, z nichz byly nékteré identifikovany [2]. Vliv pH prostredi pri ozarovani
celulézy neni prilis vyznamny a ozarovani celulézy v prostiedi 0,1 N NaOH,
0,01 N H,S0, a ve vodném prostiedi neprinasi v podstaté zidné vyhody.
Zejména stupell polymerace substratu neni ovlivneén [5]. 24-hodinova enzymo-
vé hydrolyza ozarené celuldzy divkou 1 MGy dala tyto vysledky: ve formé
sacharid bylo uvolnéno do roztoku pres 40 9%, hmotnosti substratu za vzniku
cca 5 9, roztoku sacharidi v reakéni smési. Vzhledem k vysledku hydrolyzy
neozarené celulozy je to asi sedmindsobek [3].

Kvalitativni analyza pSeni¢né slamy pred a po ozafeni dala nésledujici obraz
[3]. Pred ozatenim byly nalezeny sacharidy glukéza, xyléza, arabindza, stopy
galaktézy a jeden neidentifikovany monosacharid. Dale slima obsahovala
7 latek fenolickych a 5 frakei lignanti. Po ozafeni nebyly nalezeny podstatné
zmény v kvalitativnim slozeni (vznik dalstho monosacharidu, dvou fenolt
a destrukce jedné latky fenolové povahy). Kvantitativni analyza ozdrené
pSenic¢né slamy ukdzala linedrni zvestup rozpustnosti, mnozstvi sacharidd,
malondialdehydu a ve vodé rozpustného ligninu na dévce. Pii nejvyssi davee
(cca 1 MGy) byla rozpustnost kelem 40 9, (téméi dvojnisobek vzhledem
k ¢isté celuldze), mnozstvi redukujicich sacharida 2,7 9 (asi polovina), celkové
sacharidti 11,7 9%, (v podstaté totéz mnozstvi jako v celuléze), malondialdehydu
68,4 ppm (polovina) a 135 mg ligninu v rozpustné formé na gram substratu.
Enzymova hydrolyza ozifené slamy (1 MGy) trvajici 24 hodin dala nédsledu-
jici vytézky: 32,5 9, substratu bylo konvertovano na cukry, které vytvorily
3,3 9, roztok sacharidii v reakcéni smési. Vzhledem k hydrolyze neozaiené
slamy je tento vytézek Sestindsobkem [6].

Na zdkladé takto ziskanych vysledka a predbézného ekonomického hodno-
ceni (3) jsme dospéli k zavéru, ze ozarfovani zemédélského odpadu za tdelem
zvyseni jeho stravitelnosti je zejména pii kombinaci ozarovani s néslednou
enzymovou hydrolyzou technicky velmi vyhodné, ale vzhledem k vysoké cené
enzymového preparatu ekonomicky netimérné niarocné. Proto jsme se snazili
hledat dalsi parametry, které by cely proces jesté zvyhodnily. To je také obsa-
hem této prace. Zabyva se vlivem davkového prikonu na sniZeni polymerace
celul6zy, sledovanim “‘post effectu’ rovnéz vzhledem ke stupni polymerace
celulézy, a to bud susené nebo prirozené vlhké a konec¢né stanovenim optimél-
niho hmotnostniho poméru substrat : enzymovy roztok pii enzymové hydroly-
z¢ rizné upravenych vzorku psenitné slimy.

Experimentalni ¢ast

Pouzité pristroje, zatrizeni, chemikéalie
a ozalovany material

K experimentim byly pouzivany nasledujici piistroje a zafizeni:

a) kobaltovy ozarova¢ MRCH — gamma — 100, davkovy piikon k 1. 1.
1978 = 5,2063 kGy/h, nehomogenita ozafovaciho prostoru max. -
+ 3,5 9, vyrobek fy Izotop, SSSR;

b) spektrilni kolorimetr Spekol s pridavnym zesilovaéem Spekol ZV
a nastaveem EK 5, vyrobek fy Carl Zeiss, Jena, NDR;
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¢) pH-metr typ PHM 26¢, vyrobek fy Radiometer, Copenhagen, Dénsko;
d) thermostat U 10, vyrobek fy VEB Prifgerite, Medingen, NDR;
e) analytické vahy typ WA-30, vyrobek fy Mera — Wag, Gdansk, PLR;

f) stolni odstredivka LZ-207, Vyrobek MLR;

g) laboratorni michadlo LM III vyrobek fy Dloptra Turnov, CSSR;

h) laboratorni srotovnik, vyrobek fy Distra, Strancice, CSSR;

i) viskozimetr Ubbelohde, vyrobek fy avaher Sazava CSSR.

Pouzité chemikalie mély stupefl cistoty bud ,,p. a. “ nebo ,,chemicky Cisty*.

K enzymovym hydrolyzam bylo pouzito kultivacni kapaliny ziskané sub-
mersni kultivaci T'richoderma viride 9123 o aktivitéch: ¢, = 50 mg redukuji-
cich latek na mililitr kultivacéni kapaliny, FPA = 9,8 mg redukujicich latek
na mililitr kultiva¢ni kapaliny a na gram substratu.

Delignifikace byla provadéna patnictiminutovym varem v nadbytku 2 9
roztoku NaOH.

Ozatrovanym materialem byla obvezova vata sklddana, vyrobee Rico, n. p.,
Veverska Bityska, r. v. 1974 a pseni¢nd slama z Iokah’ry Téabor, rok sklizné

1977. Vata byla pouzita bud bez dalsi uplGV} nebo byla suSena dle CSN
56 01 46. Slama nebyla pred ozatovanim susenea, byla vSak strojné sesrotovana
na kusy do velikosti 0,3 cm. Obsah vlhkosti v nesuéenych materidlech byl 7,49
Vzorky byly ozatroviny v 20 ml sklenénych ampulich.

Uvedené vysledky jsou aritmetickym pramérem nejméné tii méreni, viechny
json prepoctem na susinu.

Vliv davkového prikonu na hmotnostné pramérnou relativni
molekulovou hmotnost ozdtfené celulézy

Ceri¢itym dozimetrem byly stanoveny davkové prikony ozatovace bez
a s pouzitim olovénych filtrt ¢. 1 az 3 (viz tab. 1). Vzorky celulézy byly pak
ozéteny davkou 300 kQGy, jednak pouze ve sklenénych ampulich, jednak za
pouziti jednotlivych filtra. Viskozita 0,1 9, roztoki celulozovych vzorku
v Cadoxenu byla meérena na viskozimetru Ubbelohde pii teploté 25 °C. Vy-
sledky byly extrapolovany na nulovou koncentraci s pouzitim Schulzeho—
—Blaschkeho rovnice [7]

p=—melC
1 —f—- ]{SB @ 1’/3[; ’

kde nsp — specifickd viskozita [1], €' — koncentrace (g/'ml), # — vnitini
viskozita (ml/g), KSB — konstanta, Kgp = 0,29 [8].

Hmotnostné pramérna relativni molekulové hmotnost byla vypoctena ze
vztahu [8]

n=K.M:

kde 7 — vnitini viskozita (ml/g), A — konstanta, K = 38,5 .10~ [8], « — kon-
stanta, ¢ — 0,76 [8], 1[ w — hmotnostné pramérné 1elat1vn1 molekulova
hmotnost [1].

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1 a na obr. 1.
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Tabulka 1. Vliv ddvkového pFikonu na hmotnostné primérnou relativni molekulovou hmotnost
ozafené celulézy (davka 300 kGy)

Filtr. ¢. P (kGy/h) 7 (ml/g) M, [1]
0 5,43 33,7139 7439
1 2,49 27,0926 5579
2 1,68 30,9291 6641
3 0,71 24,6466 4926

P — davkovy piikon, 77 — vnitini viskozita, My — hmotnostné primérné relativni mole-
kulovéd hmotnost ozafené celuldzy.
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Obr. 1. Vliv ddvkového prikonu na hmotnostné primérnou relativni molekulovou hmot-
nost ozarené celulézy. M,, — hmotnostné primérnéd relativni molekulovd hmotnost
ozdfené celulézy, P — ddvkovy piikon piiozatovéni celulézy

Zéavislost relativni molekulové hmotnosti ozarené celulézy
na dobé skladovéni

Vzorky celulézy, ozarené diive popsanym zpusobem davkou 100 kGy, byly
rozpustény ve Schweitzerové ¢inidle na 0,5 %, roztoky. Viskozita t&chto rozto-
kit byla mérena viskozimetrem Ubbelhode pii teploté 20 °C, a to bezprostiedné
po ozéfeni a dale podobé ¢ skladovani. Ve vSech piipadech byly méfeny susené
vzorky i celuléza prirodzené vlhka. Vnitini viskozita byla uréena extrapolaci
na nulovou koncentraci pouzitim Schulteho—Blaschkeho rovnice [7].

Hmotnostné primérna relativni molekulovd hmotnost byla pak uréena podle
rovnice [9]:

M, = 132,84 + 71,22 ,
Ziskané vysledky uvadi tabulka 2 a obr. 2.
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Tabulka 2. Zavislost relativni molekulové hmotnosti ozafené celulézy na dobé skladovani
(ddvka 100 kGy)

PR
V1] ¢ (den) 7 (ml/g) My [1]
Nesusend 0 84,71 29 880
7 85,49 30220
16 83,82 29 500
29 84,93 29 980
56 82,37 28 880
112 77,12 26 650
Susend 0 85,33 30 150
7 75,74 26 070
16 73,76 25 240
29 72,37 24 660
56 64,10 21270
112 66,00 22 040

V — druh vzorkt, ¢ — doba uschovy po ozafeni, 77 — vnitini viskozita, M, — hmotnostné
primérnd relativni molekulové hmotnost ozafené celulézv.
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Obr. 2. Zévislost relativni molekulové hmotnosti ozdiené celulézy na dobé skladovani.

M, — hmotnostne primérné relativni molekulova hmotnost ozéiené celulézy, ¢ — doba

tuchovy po ozéieni, o— — — vzorky nesusené celulézy (7,4 % H,0), o vzorky
celulézy susené dle CSN 56 0146

Optimalizace poméru substrat—enzym pii hydrolyze razné
upravovanych vzorkd pseni¢né slamy

Vzorky pSeniéné slamy byly hydrolyzovany bud bez dpravy, nebo po delig-
nifikaci, ¢i po ozéteni davkami 350, 800 a 1000 kGy, jak uvadi tab. 3.
Hydrolyza byla provadéna osmdesati péti mililitry enzymového roztoku
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Tabulka 3. Optimalizace poméru substrat—enzym pi#i hydrolyze rtizné upravenych vzorki
pSeni¢né slamy

V1] W (g) C (%) N (mg/ml) P (%)
Neosetrena 15,0 8,33 8,5 100
16,0 6,00 19,0 100
17,0 2,65 15,0 100
Delignifikované 16,0 20,6 25,5 134
17,0 25,3 29,5 197
18,0 30,0 35,0 -
19,0 25,3 25,0 —
Ozéarend davkou (kGy)
350 14,0 14,3 28,5 —
15,0 17,3 35,6 417
16,0 16,3 31,5 166
800 16,0 23,8 41,5 218
17,0 21,8 42,5 238
18,0 23,3 44,5 —
19,0 22,6 33,5 —
1000 15,0 30,7 58,5 688
16,0 35,6 60,0 316
17,0 32,1 51,0 340

V — druh vzorku, W — navézka vzorku, C' — procentové mnozstvi vzniklych cukrii, N —
koncentrace téchto cukrii v reakéni smési, PP — procento vyuziti vzhledem k neozifenému sub-
stratu.

pii teploté 50 °C po dobu 24 h. VSechny vzorky byly béhem enzymové hydro-
lyzy michany stejnym zptsobem v tychz nadobach. Pri predbéznych experi-
mentech se ukézalo, ze nejvhodnéjsi je zahajit hydrolyzu se standardnimi
10 g substratu a po 7 hodinach pridat jednorazoveé zbytek vzorku (4 az 9 g);
timto zpusobem byly provedeny vsechny hydrolyzy. Po skonéeni enzymové
hydrolyzy byl odebrén 0,5 ml vzorku a 10 min centrifugovan pri zrychleni
cca 7000 g. V supernatantu byla po zfedéni (500 X ) stanovena koncentrace
cukri v roztoku antronovym ¢inidlem [2] — hodnota N. Nato byla celd hydro-
lyzaéni smés ziedéna na 11 a v tomto roztoku po filtraci a ziedéni (100 x)
stanoveno antronovym ¢inidlem celkové mnozstvi cukri. Tato hodnota vzta-
zena na navazku substratu dava stupen jeho vyuziti — C' a je zaroven procento-
vym mnozstvim cukrit vzniklych ze substratu. V tabulce 3 jsou kromé téchto
veliéin uvedeny jesté hodnoty P, udavajici v procentech, kolik cukri preslo
do roztoku v daném pripadé ve srovnani s neoSetfenou slimou za tychz
podminek.

Vysledky a zavéry

Vliv davkového prikonu na hmotnostné priamérnou relativni
molekulovou hmotnost ozarené celulézy

Z tab. 1 a jesté zretelnéji z obr. 1 je vidét, ze zavislost stupné polymerace
celulézovych vzorka ozafenych davkou 300kGy na davkovém prikonu
(ve zkoumaném rozmezi 0,71 az 5,43 kGy/h) je vecelku piimkova. Jak bylo lze
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otekavat vzhledem k efektu rekombinace u vyssich davkovych prikont, je
degradace substratu nizsi. Tento jev je ovSem pomérné nevyrazny bez dopadu
na praktickou pouzitelnost.

Zavislost relativni molekulové hmotnosti ozarené celulézy
na dobé skladovani

Jak plyne z tab. 2 a obr. 2, neni post effect prilis vyrazny. U nesusené celu-
16zy se markantné projevi az po 112 dnech (11 9, pokles stupné polymerace).
56 denni skladovani se témér neprojevi (4 9, pokles je v ramei chyby stanove-
ni). O néco vyraznéjsi je u susenych vzorki, kde pokles stupné polymerace
doséhne uz po 56 dnech skladovani 29 9, dalsim skladovanim se uz témér
nemeéni. Z technologického hlediska jsou vSak uvedené vysledky bezvyznam-
né.

Optimalizace poméru substrat-enzym pii hydrolyze razné
upravovanych vzork®t pSeni¢né slamy

Tabulka 3 ukazuje, ze nejvyhodnéjsi hmotnostni pomér substrat-enzymo-
vy roztok je asi 1 : 5; tento pomér se malo li§i v zavislosti na provedené pred-
tpravé slamy (a zrejmé i dalsich parametrech). Nejvyssiho vyuziti substratu
a vzniku nejvétsiho mnozstvi cukri bylo dosazeno pii nejvyssi davee (35,6 9
pii 1000 kGy).

Pomérné vysoké vyuziti substratu u delignifikované slamy (az 30 °) se dalo
odekavat. Delignifikovand slama totiz obsahuje cca 58 9, celulézy. zatim co
neosetiend a ozarend pouze 44 9, [10].

Dosazend koncentrace cukri v roztoku stoupa v radé: slama neosetrend,
delignifikovand, ozarena 350, 800, 1000 kGy. Pri nejvyssi davee a nejvyhodnéj-
$im poméru substrat—enzym dosahuje 60 mg/ml.

Zavérem lze konstatovat, ze optimalizace poméru enzym—substrat proces
enzymatické hydrolyzy pseni¢né slamy zvyhodiiuje. Vezmeme-li viak v tivahu
vysledky ekonomického hodnoceni kombinovaného procesu radiacni a enzy-
mové degradace pSeni¢né slamy [11], zjistime, ze nalezeny rozdil mezi 35,6
a 32,5 9, vyuzit{ substratu a mezi 6 a 3,3 9, cukr v reakini smési podstatné
neovlivni ekonomickou stranku konverze, takze v soucasné dobé zustava pro-
cesem technologicky nerelizovatelnym.

Souhrn

Byl sledovén vliv davkového piikonu (0,71 az 5,43 kGy/h) na stupen poly-
merace celulézy ozarené davkou 300 kGy. Byl shledan nevyraznym. Bylo
provedeno studium post effectu projevujiciho se dalsim snizenim stupné poly-
merace celulézy ozarené davkou 100 kGy. U susené celulézy byl nalezen po
56 dnech az 30 9, pokles stupné polymerace, u nesusené po 112 dnech 11 9%,
pokles stupné polymerace. Byl nalezen optimélni hmotnostni pomér substrat—
—enzymovy roztok pro hydrolyzu psenicné slamy (1 : 5). Hydrolyza pSeni¢né
slamy ozarené davkou 1 MGy dala tyto vysledky: obsah vzniklych cukri
v substratu 35,6 9% ; koncentrace cukri v reakéni smési 60 mg/ml. V za-

BULLETIN XVIII/3—1979
47




véru poukazano na ekonomickou naro¢nost procesu a tudiz nerealizovatel-
nost.

Literatura

1. DUCHACEK, V. — BLUDOVSKY, R. — JIRANEK, V.: Vliv ionizujiciho zafeni
na krob a celulézu. Diléi zdvéretnd zprdva. Praha, VUPP 1975.
2. DUCHACEK, V. — BLUDOVSKY, R.: Vyzkum a technicko-ekonomickd studie

vyuziti radiaéni degradace prlrodmch polysacharldu v CSSR. Diléi zavéreéns zprava.
Praha, VUPP 1976.

3. DUCHACEK V. — BLUDOVSKY, R.: Vyzkum a technicko-ekonomickd studie

vyuziti radia¢ni degradace prlrodmch polysacharidu v CSSR. Diléi zdvéretnd zpréva.
Praha, VUPP 1977.

b BLUDOVSKY R. — DUCHACEK, V.: Some Aspects of Mechanism of Radiolysis
of Cellulose. Radiochem. Radioanal. Lett., v tisku.

. DUCHACEK, V. — BLUDOVSKY, R.: Gamma, Irradiation of Cellulose and Some
Problems of Its Utilisation. Radiochem. Radioanal. Lett., v tisku.

[

6. BLUDOVSKY, R. — DUCHACEK. V.: Vyuziti 10n1zu]101h0 zafeni pri zpracovani
odpadni celulézy. Pram. Potravin, v tisku.
7. VOLLMERT, B.: Zéklady makromolekuldrni chemie. Praha, Academia 1970.
8. BIKALES, N. M. — SEGAL, L.: Cellulose and Cellulose Derivatives. New York,
J. Wiley a. Sons, Inc. 1971.
9. PALMA, A.: Makromol. Chem., 1974, s. 2895.
10. OPICHAL, M.: Nejvhodnéjsi iiprava sldmy k thradé édsti jadrnych krmiv, D 10 —

80 058. Praha, Ustav vedecko-technlckych informaci 1966.
11. DUCHACEK, V. — BLUDOVSKY, Vyzkum a technicko-ekonomickd studie

vyuziti radia¢ni degradace purodmch polysacharldu v CSSR. Zévéretnd zpriva.
Praha, VUPP 1978.

Onrnvmsannsg KOMOMHITPOBAHHOIT jlerpaflalluni IeJIII0/I03HEIX MATePHaioB
00JIyueHmeM 11 SH3NMHBIM TI'HJIPOJIN30M

BroiBo bt

Briio mcceioBano BIUsSIHAC KOJIHMYECTBA JI03BI NMOTPeOIIseMOil MOIIHOCTH (¢ 0,71 xBy)
B ¥ac Ji0 9,43 KBY (B yac) Ha CTeleHb IIOJNMEepPH3AINN Ie/LTI0I036 00/1yueHHoil 103011 300
KBY. Bamsnme 035 0KABATOCH HEBBIPa3UTeIbHBIM. BBLT0 cierano nayderne mocr-aferra
IPOABIIAIONEr0Cs NAIBHEHNNM HOHMKEHIeM CTEeNeHI NOJINMEePH3ali Terionossl 00my-
yeHHOIT 7103011 100 ®KBYy. B ciyuae cymenHOIl 1e/17110103560 110cae 56 pHell mokasaioch 30 9,
HOHMFKEHME CTEHCHU II0JIMMEepU3aluil, II0Ka B cjyuae HeCYMEeHHOH 11esumosnossl mocsae 112
ameit — 11 9 nomuzkenne. BpTo ompejieeno onTHMaIbHOE MACCOBOE OTHOMIEHHE cyOeTpaT-
-PAcTBOP HHBMMA JUILA THPOJIN3A NINEHUYHOIT cONOMbL (1 1 5). I'ij(poins MuennInoil co10Mbt
oGy YenHoii [1030if 1 \IBV IIPUBEJI K OTHM Pe3y/IbTaToM: COjiep/Kanue BOSHUKILIX caXapoB
B cyOctpare Obio 35,6 9; KOHLEHTpalMA caxapoB B pearuuoHHOI cMecu 60 Mr/mur. Boumm
CJIEJTAHDBL BBIBOJBI, KOTOpHIC IIOKA3a/lll Ha HKOHOMHUECKYIO Tpe0OBaTeIBHOCTL IpPOIECcca
I TeM Il HEBO3MOZKHOCTb €I'0 Peasli3aliiiL.

Combined degradation optimization of cellulose materials through ionization
and enzyme hydrolysis

Summary
The influence of dose power (0,71 kGy/h to 5,43 kGy/h) on degree of cellulose polymeri-

zation with dose of 300 kGy irradiated was followed. It was inexpressive. Post effect
study appearing as further lowering of cellulose polymerization degree irradiated with
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100 kGy was executed. In dried cellulose after 56 days as much as 309, decline of poly-
merization degree was found, in not dried after 112 days 119, decline of polymerization
degree. Optimum mass ratio substrate — enzyme solution for wheat straw hydrolysis
(1 : 5) was found. Hydrolysis of wheat straw irradiated with dose of 1 MGy has given
these results: the capacity of resulted sugars in substrate 35,69 ; sugars concentration
in reactive mixture 60 mg/ml. As conclusion it was referred to a economic requirement of
process and therefore unrealizability.
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