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ABSTRAKT

Bakalafska prace je zaméfena na studium a porovnani riznych druhti hydrolyz, jejich
optimalizaci a také maximalizaci vytéZkt nejvhodné&jsi hydrolyzy pro navazujici fermentaci.
Jako substrat byly zvoleny pomerancové slupky. Substrat byl nejdiive mechanicky rozmé€lnén
a pot¢ zn¢ byla pripravena suspenze, kterd podstoupila jednu ze zkoumanych metod
predupravy. Provedly se hydrolyzy fyzikalni, jako mikroviny, zvySena teplota ¢i ultrazvuk,
nebo hydrolyzy chemické, a to kyselé i alkalické. Byly pouzity i kombinace fyzikalnich a
chemickych metod. Optimalizace enzymatické hydrolyzy materidlu probéhla s pouzitim
enzymt Novozymes® NS50013 a NS50010. Dale byla studovana produkce celulolytickych
a pektolytickych enzymut po dobu 10 dni procesem SSF za pouziti kmenu A. niger. U vSech
provedenych hydrolyz probéhlo stanoveni vytézku redukujicich cukrii pomoci metody dle
Somogyi-Nelsona.

vvvvvv

a to kombinace obou enzymu pii kultivaci trvajici 96 hodin, 0 pH =4,5 a teploté 45 °C.
Vytézky redukujicich sacharidt v t&chto hydrolyzatech dosahovaly 27,4241 + 0,0007 g-1™.

ABSTRACT

Bachelor thesis focuses on the study and comparison of different types of hydrolysis, their
optimization and maximization of yields for the upcoming fermentation. Orange peel was
chosen as a substrate to conduct the experiments. First, the substrate was mechanically grinded
to form a suspension. Each suspension then underwent one out of the examined methods
of hydrolysis. Chosen methods were physical, such as microwaves, increased temperature
or ultrasound, and chemical — acidic and alkaline. Combinations of both types were also
examined. The last optimized method was enzymatic hydrolysis. First set of experiments was
conducted using enzymes Novozymes® NS50013 and NS50010. Production of cellulase and
pectinase enzymes by A. niger during solid-state fermentation that lasted 10 days was also
studied. The vyields of reducing sugars of all the experiments were calculated using
the Somogyi-Nelson method.

Enzymatic hydrolysis was proven to be the most effective using the combination of both
of the enzymes for a period of 96 hours at pH=4.5 and temperature 45°C. Yield
of the reducing sugars under these conditions reached 27,4241 + 0,0007 g-1*.

KLICOVA SLOVA

potravinovy odpad, pomerancové slupky, enzymaticka hydrolyza, redukujici cukry, celulaza,
Aspergillus niger, solid-state fermentation

KEYWORDS

food waste, orange peel, enzymatic hydrolysis, reducing sugars, cellulase, Aspergillus niger,
solid-state fermentation
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1 UVOD

Se zvySujicim se poctem obyvatelstva na Zemi roste nejen poptavka po palivech
a chemikaliich, ale také mnozstvi odpadi, jak zemédélského, tak potravinaiského pramyslu.
Tyto odpady predstavuji nemalou zatéz pro zivotni prostiedi. S nartistem odpadt a s hrozbou
globalniho oteplovani se ale také nastésti zvySuje snaha o jejich vyuziti a recyklaci. Jednim
ze sméri, kterym se tato snaha ubird v poslednich letech, je vyroba biopaliv.

V soucasné dobé je jiz zavedeno zpracovani Skrobovitych plodin (kukufice, pSenice)
¢i cukrové fepy a olejnin na vyrobu biopaliv 1. generace. Michaji se s konven¢nimi palivy.

U biopaliv 2. generace se jedna o vyuziti zejména lignoceluld6zového odpadu (dievni
zbytky), zeméd¢€lského odpadu (slama, seno, fepkové vylisky aj.), ale i biologického odpadu
Z domacnosti a potravinaiského odpadu. Vyuziti primyslovych a potravinovych odpadi, jako
je naptiklad papir, vinné vylisky nebo odpadni olej, je environmentalné piivétivé feseni,
a zaroven se s nimi nepoji konkurencni stiet tak, jako s biopalivy 1. generace, ze kterych
se mohou krom biopaliv vyrabét i potraviny pro ¢lovéka [1].

Jednim z novych sméri v oblasti vyuZziti potravinového odpadu je vyuZziti odpadnich
citrusovych slupek, a to hlavné pomerancovych. Zejména produkce dzusu za sebou zanechava
mnozstvi nevyuzitého odpadu, zkterého je vyuzit pouze zlomek, a to jako krmivo
pro hospodaiska zvitata. Budoucnost zpracovani tohoto odpadu by kromé ekologického
hlediska mohla spodivat i v mnozstvi dalsich produktii. Setrné zpracovani by totiz mimo
biopaliva mélo zajistit extrakci i jinych hodnotnych latek, jako je pektin, hojn¢ vyuzivany
V potravinarstvi, kyselina mlé¢na a jeji biodegradabilni polymer, nebo limonen a jiné hodnotné
chemikalie [2].

Na produkci biopaliv se vyuziva biomasa, ktera piimo obsahuje jednoduché zkvasitelné
cukry, nebo polysacharidicka biomasa, ktera se na zkvasitelné cukry pievede vhodnou
metodou piedupravy. Vybér vhodné metody predipravy a jeji optimalizace je dlouhy proces,
jehoz parametry se odviji od pouZzitého substratu.

Nasledna konverze zavisi na uspéSnosti predchazejici predupravy, proto je pro maximalizaci
vytézka biopaliva dilezité provést predupravu co nejefektivnéji, nejrychleji, ekologicky,
ekonomicky vyhodné a také bez vedlejSich inhibi¢nich produktu.

Prace se zabyva porovnanim a optimalizaci riznych metod ptediiprav na pomerancovych
slupkach, jakozto nové vyuzivanym potravinaiskym odpadem, a je cilena maximalizace
zkvasitelnych sacharidi pro nasledujici konverzi na hodnotné produkty, jako je bioethanol
¢1 kyselina mlé¢na.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Biomasa

Biomasa je podle vyhlasky ¢. 252/2000 Sb. definovana jako organicky material (rostlinného,
nebo zivocisného plivodu), ktery je mozno pouzit jako surovinu pro vyrobu energie. Miize
to byt materidl jak ze zeméd¢lske, tak lesnické vyroby, ¢i z vedlejsich produktt, jako méstskych
nebo prumyslovych odpadia (viz Obrazek 1). Zahrnuje fytomasu (rostlinnou biomasu),
dendromasu (dfevni biomasu) ¢i biomasu zivocisného piivodu. Jeji nejcastejsi vyuziti spociva
zejména v piimém spalovani pevného materidlu pro vyrobu tepla a energie, nebo pro vyrobu
kapalnych biopaliv a bioplynu [3, 4].

Pti vyrob¢ bionafty se jednd o substraty bohaté na oleje, v piipadé bioethanolu jsou
to suroviny bohaté na $krob, nebo cukry. V Ceské republice se tento primysl tyka zejména
obilovin, fepky olejné ¢i cukrové fepy. VSechna takto vznikla biopaliva se mohou smichat
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Obrazek 1: Schéma zdrojii biomasy [5], viastni uprava
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2.2 Odpad potravinarského prumyslu

Potravinafsky primysl vyprodukuje Vv Evropé rocn€ vice nez 89 milionll tun
odpadu (2010) [6].

V mnoha piipadech jsou odpady z potravinaiskych vyrob pouzity jako krmivo pro zvifata,
ale pokud jsou pfili§ vlaknité a nestravitelné, postradaji vyuziti. Do tohoto typu odpadu patii
napt. ryzové slupky, kukufi¢né ¢i pSeni¢né otruby, odpadni vinna réva, jable¢né vylisky, sdjovy
odpad, nebo pravé citrusové slupky [7].

Vyroba dzust a zni plynouci produkce odpadnich citrusovych slupek pfinasi vhodny
substrat pro budouci zpracovani a produkci biopaliv. Pfi vyrobé pomeranc¢ového dZusu tvoii
odpadni zbytky po vylisovani témét 50 % ptvodni hmotnosti plodu. Celosvétové zaujima
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odpad z citrusovych slupek 15,6 miliont tun ro¢né, z ¢ehoz jen samotna Brazilie vyprodukuje
9,5 milionu tun. [8] Tyto slupky byly doposud zejména spalovany, coz piinaselo velké
mnozstvi oxidu uhli¢itého a dalSich sklenikovych plyni, nebo zanechany na skladce.
V minoritnim zastoupeni byly vyuzity jako krmivo pro hospodaiska zvifata, ale to az po ususSeni
a detoxikaci, co je ¢asov¢ i ekonomicky naro¢né [9], [10].

Resenim nardstajiciho mnozstvi odpadu z citrusovych slupek miZze byt ¢innost nové
organizace OPEC (Orange Peel Exploitation Company), ktera se ve spojeni s univerzitami
v Yorku a Sao Paulu zabyva vyzkumem vlivu mikrovin o vysoké intenzité a nizké teploté na
extrakci zbylych vyuzitelnych latek z citrusovych slupek. Tato extrakce pfinasi podle
dosavadnich vysledkl vyssi vytézky i ekologictejsi feseni, nez metody chemické hydrolyzy,
kde je problémem odpadni voda po kyselych hydrolyzach. V soucasné dobé pracuje OPEC
Vv malém méfitku v Brazilii ¢i jizni Evropé€ a jejich cilem je instalace mikrovinnych zafizeni
Vv blizkosti mist na zpracovani pomeranci [11].

Po odd¢leni celuldzy a dostupnych kapalnych latek by teoretickymi hodnotnymi produkty
m¢éla byt nejenom biopaliva, ale i produkty obsahujici limonen, jako jsou viin€, osvézovace ¢i
domaci prostiedky, nebo produkty obsahujici pektin, ktery je vybornym zahustovadlem
a pouziva se jak v potravinaistvi, tak v kosmetickém nebo farmaceutickém pramyslu [11, 12].

2.3 Charakteristika citrusovych plodi

Chemické slozeni jakéhokoliv plodu zavisi na mnoha faktorech. Hlavnim je zralost, ale
velkou roli hraje i zpisob a doba skladovani. Naptiklad u citrusovych plodu se po utrhnuti
vyrazné snizuje Kyselost a plod obecné ztraci svou hmotnost. I vék stromu ¢i velikost ovoce
ovliviiuje sloZzeni — mensi pomerance ¢i grepy byvaji sladsi, nez ty velké. Dal§imi faktory jsou
klimatické podminky regionu, vyziva stromu ¢i chemické posttiky. Citrusy obecné jsou bohaté
na cukry, kyseliny, mineralni latky, ale i vitaminy, pigmenty ¢i flavonoidy [13].

2.3.1 Morfologie citrusovych plodii

Rod Citrus je pomérné rozsahla skupina dvoudéloznych rostlin z ¢eledi routovitych. Pavod
rodu je zafazen do jihovychodni Asie a samotny ndzev rodu ma spojitost s vonnymi ¢astmi
stromu - listy a dievem. Plodem téchto nizkych stromt ¢i ket je zvlastni typ bobule, duznaté
hesperidium [14].

Hesperidia jsou bobule typicka pravé pro citrusy — nejbéznéjsi citrony, pomerance, grepy,
mandarinky, pomela, ¢i limety. Od ostatnich typt bobuli se li§i tim, Ze rozliSujeme jeho oplodi
na exokarp — zabarvené flavedo, a mezokarp — bilé, houbovité albedo. Flavedo a albedo tvoii
dohromady souhrnnym obecnym pojmenovanim slupku plodu. Morfologie plodu je zobrazena
na Obrazku 2 [13, 14].

Flavedo je ochranna, tvrdd pokozka plodu a ve svych chromoplastech obsahuje vyznamny
podil barviv — karotenoidt, a jsou v ném uloZeny i vonné silice, esencidlni oleje a vysoké
procento vitaminu C. Albedo je také bohaté na bioaktivni latky, zejména hesperidin [15].
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Obrdazek 2: Morfologie pomerancového plodu [16]

Vnitini ¢asti plodu citrust je duzina, neboli endokarp, a tvoii 50—80 % velikosti plodu. Je to
pozivatelna slozka plodu, sklada se ze série (vétSinou 8 az 14) blanitych, klinovitych segmentu,
kde je kazdy segment tvofen mnozstvim vacki. Stava obsazena v téchto vaécich tvoti 35-55 %
endokarpu a ziskdvame ji mechanickym lisovanim.

V kazdém segmentu muze byt zadné, nebo az né€kolik semen. Chybéjici semena jsou typicka
pro vysoce proslechténé¢ odridy. Tyto mésickovité segmenty jsou uprostied
drzeny na semenicovém sloupku, ze kterého vybihaji dalsi bil¢, vladknité cévni svazky, které
jsou latkovym slozenim velmi podobné albedu [14, 15].

2.3.2 Latkové sloZeni citrusovych plodu

Citrusy jsou obecné skvélym zdrojem mineralnich latek i vitamind. Jsou zde zastoupeny jak
vitamin C, tak vitaminy skupiny B, B1 a Bz, z mineralnich latek to jsou zejména draslik, vapnik
a hot¢ik. Jejich vyznamnou slozkou je i terpen limonen, hlavni slozka viné citrusi, dale
obsahuji kumariny, polyfenoly, steroly, ¢i hydroxybenzoové kyseliny [15].

V zévislosti na typu citrusového plodu se 1i§i poméry uvedenych latek v celkovém slozeni,
napf. citrony obsahuji vétsi mnozstvi kyselin, jak napovida jejich chut’. Také v jednotlivych
druzich ovoce jsou obsazena odlisna barviva i jejich odlisné mnozstvi. Grapefruit ma ze vSech
citrusti vyznamné vysoky obsah limonenu a obsahuje vyssi podil naringinu a naringeninu, které
zpiisobuji typickou nahotklou chut’. Kira citrusovych plod byva v primyslu hojné oSetfovana
fungicidy, proto se nedoporucuje jeji konzumace ani po zpracovani [13, 15].
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Tabulka 1: Latkové slozeni citrusovych plodii [15]

Vldknina | Vldknina Vitamin
Druh ovoce | Bilkoviny | Tuky | Sacharidy | nerozpustna rozpustma | Draslik C
[gke™] [mg-kg™]
Grapefruit 5,7 2,1 100,0 54 20,4 1795,7 427,78
Citron 6,6 53 92,1 10,8 36,2 1787,0 | 486,39
Pomeran¢ 9,2 2,2 110,4 8,3 30,7 2143,7 506,55
Mandarinka 7,2 3,0 93,9 6,2 17,0 2286,0 | 315,48

2.4 Pomerance

Pomerance v soucasnosti predstavuji az dvé tietiny celkové svétové produkce citrusovych
plodi. Do Ceské republiky se dovazi zejména ze Spanélska, Recka, a Italie [15].

Albedo maji pomerance, na rozdil od jinych citrusi, vétSinou tenké. Flavedo s duzinou
mohou byt zbarveny Zluté, oranzové az Cervené a podle tohoto zbarveni se i klasifikuji.
Nejbéznéji je rozdélujeme na zlutomasé, krvavé, a pupecné. Jak mizeme vidét v Tabulce 1,
pomerance jsou oproti jinym citrusim bohat$i na bilkoviny i sacharidy. Ze sacharidu
je v pomerancich obsaZena zejména mandza (32 g-kg?) a sacharéza (27,3 gkg?). Kromé vyse
zminénych mineralnich latek maji i vy$si obsah selenu a zeleza [14, 15].

Tabulka 2: Slozeni pomerancii v zavislosti na jednotlivych castech plodu [%] [13]

Pektin Hemiceluloza Celuldza Dusik
frakce Al 63 19 11 4,2
albedo 44 13 32 0,7
duzina 57 19 19 2,8
Stava 80 1 2 6,0
blanité cévni svazky
segmenttl 52 15 32 0,7

1) frakce A je primarni surovina - kalnd $tava ziskana po extrakci duziny, obdobna, jako pfi
zpracovani ovoce a vyrob€ dZust

2.5 Odpadni polysacharidy

Jak plyne z Tabulky 1 v kapitole 2.3.2, pomerance a jejich slupky jsou vyznamnym zdrojem
rozpustné 1 nerozpustné vlakniny. VIdknina zahrnuje zbytky rostlinnych bunécnych stén a
polysacharidy, které nelze stravit v lidském tenkém stievé, pfi¢emz v tlustém stievé dochazi
k jejich tiplné nebo caste¢né fermentaci.

Vldknina ma pozitivni G€inek na sniZovani cholesterolu a glukézy v krvi a podporuje ¢isténi
sttev. Dle typu zadkladni polysacharidové stavebni slozky rozliSujeme vldkninu na rozpustnou
a nerozpustnou. Nerozpustné vlaknina neni viskdzni, ani neni fermentovatelna. Je zodpovédna
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za spravnou hustotu stolice a jinak nema zasadni vliv na metabolismus latek. Jeji hlavni slozkou
je celuloza, hemicelul6za a lignin. Rozpustna vlaknina je fermentovatelna i viskozni, je schopna
absorbovat vodu a reguluje funkce traviciho traktu, napf. slozeni stfevni mikroflory. Mezi
rozpustnou vlakninu patfi pektiny, gumy a slizy [17].

2.6 Celuloza

Celuloza je zékladni polysacharid bunéénych stén vSech rostlin. Doddva jim pevnost
a pruznost, tvofi vyznamnou slozku zejména stonki, stopek, slupek a dalSich dievnatych casti
rostlin. Samotné dievo se z nejvetsi Casti sklada prave z celulozy a napiiklad bavinik je témér
Cistd celuldza. Celuldza je dilezitou slozkou 1 v bunééné stén€ hub a moiskych fas, ¢i v téle
bezobratlych a motskych zivocichi [18].

2.6.1 Struktura

Molekula celulézy je podobné, jako molekula amylozy, linedrni nerozvétveny polymer.
Stupent polymerace, tedy pocet monomernich jednotek glukozy, se pohybuje od 10 000
do 15 000. Stejn¢ jako u amylozy je zékladni jednotkou glukdza, ale rozdilem je jeji
konfigurace. U amylozy jsou jednotlivé glukozy spojeny a-(1—4)-glykosidovou vazbou,
kdezto u celuldzy jsou spojeny B-(1—4)-glykosidovymi vazbami. Tento rozdil v konfiguraci
zpusobi, Ze se vyrazn¢ zmeni prostorové usporadani i skladani celé molekuly celuldzy, a tim
I jeji makroskopicka struktura a fyzikalni vlastnosti. Plochy fetézec glukoz je zpevnén
intramolekularnimi vodikovymi mustky mezi dvéma hydroxyly sousednich molekul, a to na C»
jedné molekuly a Ce druhé molekuly. Dale je zpevnén intermolekularnimi vodikovymi mistky
mezi jednotlivymi fetézci, které propojuji hydroxylové skupiny na Cza Ce [19, 20].

CH OH CH CH CH OH OH
H

2

Obrazek 3: Molekula celulozy [21]

Linearni celul6zové fetézce se spojuji do soub&znych kompaktnich a pevnych vléken, ktera
se nazyvaji mikrofibrily. Mikrofibrily jsou slozeny z 50-70 vlaken celuldzy, které jsou
nad sebou drzeny vodikovymi mustky. Vznikne tak nerozpustna, trojrozmérna a vysoce
uspofadana struktura, na kterou se ale mohou navazat dal$i molekuly polysacharidi, napf.
hemicelul6za, coz vyslednou pevnost a komplexnost struktur jesté zvysi. Pevnost mikrofibril
0 tloust’ce 10-20 nm, slozenych do makrofibril o tloust’ce 0,5 um tdajné odpovida pevnosti
stejné tlustého ocelového dratu. Slozita struktura celuldzy je zobrazena na Obrazku 4 [22].
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Fibrily v bunécné
sténé rostlin

Mikrofibrily

Molekuly
celulozy

monomer
B-glukoézy

Obrdazek 4: Strukturni uspordadani v bunéecné sténé rostlin [23, s. 119]

2.6.2 Vlastnosti

Unikétni tuhd a vlaknitd struktura celulozy umoziuje Siroké vyuziti v primyslové vyrobgé,
napf. lepenky, izolace, nebo Inéného ¢i bavinéného materialu [20].

Naopak kvuli vlastnostem zptisobenym zménou konfigurace neni mozné pro vétSinu
obratlovel vyuZit celuldzu jako energeticky zdroj. U glykogenu nebo Skrobu, které piijimaji
savci Vv potravé, jsou molekuly enzymaticky rozkladany uz ve slinach nebo stievech,
a-amylazou a glykosidazou, které stépi a-(1—4)-glykosidovou vazbu mezi jednotkami
glukozy. Ale enzymaticky aparat pro $tépeni B-(1—4) vazeb obratlovci, az na vyjimky, nemaji.
Naopak bezobratli jsou schopni §té€pit B-(1—4) vazby v celuldze, a to diky symbiontnim
mikroorganismim v jejich travicim traktu. Naptiklad termiti, schopni vyuzit dfevo jako zdroj
energie, maji ve svém travicim traktu bi¢ikatého prvoka, Trichonymphu, ktery produkuje
enzymovy komplex celulazu — ta je zodpovédna za §tépeni B-(1—4) vazeb [23].

Vyjimky ve svété obratlovcei, které by byly schopné rozkladat celuldzu, jsou bylozravei.
Nejlépe z nich stravi celulozu ptezvykavci. Kozy, ovce, ¢i krdvy hosti v prvni ¢asti svého
zaludku, v bachoru, bakterie rodit Ruminococcus a Fibrobacter, které také produkuji celulazu,
atedy opét rozlozi celul6zu na jednotlivé monosacharidy misto hostitele. AvSak uspesné rozlozi
pouze celulozu pochézejici z travnatych zdroja, nikoli dfevnatych, kde je prekézkou lignin
(tvorici az 30 % dievnatych Casti), kovalentné spojeny s molekulami celulézy a komplikujici
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rozklad celuldzami. Clovék ani vétsina savcl tedy neméa enzymaticky aparat na kompletni
rozklad celulozy, coz napomaha Cisténi stiev a zdravému traveni [24].

Celuloza je ve vétSin€é rozpoustédel nerozpustna. Rozpousti se v koncentrovanych
kyselinach a za vyssi teploty, podléhé i enzymatické hydrolyze. Enzymy, schopné hydrolyzovat
celulozu jsou endoglukanaza, exoglukanaza a B-glukosidaza. Hydrolyzou celulozy celulazou
(celulazovym komplexem) ziskdme smés disacharidd, trisacharidi a tetrasacharidt. Hlavni ¢ast
po této hydrolyze tvoii celobidza, disacharid glukozy. Pro stépeni celobidzy je potieba enzymu
B-glukosidazy, ktery se postara o vazby mezi monomery glukozy. Celulazovy komplex bude
vice diskutovan v kapitole 2.10.1 [25].

V potravinach je celul6za hojné zastoupena, napi. v obilovinach a lusténinach je obsazeno
2—4 % celulozy, v ovoci a zeleniné 1-2 % [26].

Primyslové se ziskava zejména ze dieva, baviny, nebo slamy a je diilezita pro vyrobu mnoha
produktti denni potieby, jako je papir, vata, nebo textil. Derivaty celul6zy mohou slouzit jako
zahustovadla ¢i stabilizatory [19, 27].

2.7 Hemiceluloza

Hemiceluldza je heterogenni polymer tvofen linedrnimi, rozvétvenymi a nepravidelnymi
fetézci, jeji polymeracni stupen je 200. Je to souhrnné oznaceni pro necelul6zové polysacharidy
schopné vmezefeni se mezi molekuly celulozy. Retézce hemiceluldzy obsahuji jak pentozy,
tak hexozy, zpentéz nejcastéji B-D-glukozu a a-D-arabindézu, zhexoz B-D-manozu,
B-D-glukosu, a-D-galaktézu a v minoritnim mnozstvi je zastoupena napiiklad i a-L-rhamndza.
Dale se Vv fetézci nachazi cukerné kyseliny, kyseliny uronové - a-D-glukoronova kyselina
a a-D-galakturonova kyselina. Zastoupeni jednotlivych cukri a slozek je dano typem
rostlinného materialu [28].

Znacna ¢ast hemiceluldzy je tvofena xylanem, coZ je linearni polysacharid sestavajici
z jednotek D-xylozy (xylopyrandzy), které jsou vazany p-(1—4)-glykosidovymi vazbami.

Q OH -
T HO HO
b0/l R0 b 0
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OH
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5 OH OR
— RO -0 - RO -~
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OH

Obrazek 5: Xylan a glukomanan, nejcastéjsi polysacharidy hemicelulozy [30]
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Kromé xylopyranézy mohou fetézce obsahovat i arabindzu nebo kyselinu ferulovou
a octovou, jednotky kyseliny glukuronové jsou v fetézci substituovany nebo acetylovany. Tyto
substituce jsou pfiinou zesitovani s ligninem. Xylan tvofi u obilovin jejich hlavni slozku
vlakniny [29, 30, 31].

U mékkych dievin se vyskytuje ve vétsi mife glukomanan, sestavajici z glukdézy a manozy,
dalsi skupinou hemicelul6z jsou napiiklad B-glukany nebo xyloglukany [32].

U vyssich rostlin je typicky xyloglukan, 300 az 3 000 dlouhy polymer glukézy, ktery ma
na Ce uhliku glukézy v hlavnim fetézci pfipojeny postranni xylopyrandézové fetézce.
Xyloglukan ma pouziti jako tamarindova guma (ziskavana ze semen tropického stromu
tamarind vychodni), at uz v primyslu textilnim, nebo jako zahustovadlo v primyslu
potravinaiském [26].

Hemiceluloza ma v rostlinnych ¢astech podobnou funkci jako celuldza, zejména tvorbu
apevnost bunétné stény, ale muze slouzit i jako zasobarna polysacharida v semenech
rostlin. Co se ty¢e rozkladu na jednoduché cukry, je hemicelul6za méné odolna hydrolyzam,
nez celuldza. K jejimu $tépeni dochazi pomoci enzymi ze skupiny hemiceluldz, a to zejména
xylanaz. Je i tepelné méné odolna a v lignocelul6zovém materialu tvoii nejméné stabilni slozku.
Je mozné ji hydrolyzovat také zftedénymi kyselinami za zvySené teploty [33, 34].

2.8 Pektin

Pektin je stavebni polysacharid s linearnim zakladnim fetézcem, ktery je tvofen molekulami
kyseliny D-galakturonové (asi 25 az 100 jednotek), vazané a-(1—4)-glykosidovymi vazbami.
Dalsi vétventi je riiznorodé dle typu plodu, napiiklad u fepného pektinu jsou na linearni fetézec
pravideln¢ vazané molekuly L-rhamnézy, didle mohou byt na fetézec navazany i molekuly
galaktozy, xylozy nebo arabindzy. Retézce substituované L-rhamnézou a-(1—4)-glykosidovou
vazbou se nazyvaji rhamnogalakturonany. Spenatovy i fepny pektin obsahuji také kyselinu
ferulovou. Citrusovy pektin je naopak jednodussi a tvori nejéastéji jednochodou, dvouchodou
anebo trojchodou Sroubovici [19, 26, 35].

Kyseliny D-galakturonové jsou v fetézci Casteéné esterifikovany methanolem a jejich volné
karboxylové skupiny mohou byt neutralizovany vépenatymi ionty. Dle poctu esterifikovanych
skupin mizeme rozliSit pektin na HMP (vysokoesterifikovany pektin, Obrazek 6) a LMP
(nizkoesterifikovany pektin, Obrazek 7). Pektin, ktery ma vice nez 50 % methylesterovych
skupin, je vysokoesterifikovany. Nizkoesterifikovany ma nizsi obsah téchto skupin [19].

COOQOCH;3 COOCH; COOH COOCH;

o)
OH OH OH OH

Vysokoesterifikovany pektin (HMP)
Obrazek 6: Vysokoesterifikovany pektin [36]
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Pokud mé pektin vyssi stupen esterifikace, zptisobi to vyssi rozpustnost ve vode. Molekuly
se lIépe hydratuji a netvoii gel. U obou skupin pektinil je tvorba gelu zavisla na urcitych
podminkach.

COOH COOCH;3 COOH COOH
OH OH OH OH

Nizkoesterifikovany pektin (LMP)
Obrazek 7: Nizkoesterifikovany pektin [36]

Zakladnim rozdilem je pH, kdy HMP tvofti gel pti pH = 3,2-3,5, zatimco LMP tvoii gel pti
pH > 3,8. Dulezita je i koncentrace sacharozy (pro HMP) a vapenatych iontt (pro LMP).
Koncentrace sacharozy potlaci hydrataci fetézcii a muze se tak vytvorit struktura gelu
s vodikovymi mustky, kterd neni tepelné reverzibilni. HMP s fizenou Zelirujici rychlosti gelu
maji vyuziti v potravinaistvi, pfi vyrob¢ zelé cukrovinek a dzemti. LMP musi mit pro spravné
gelovaténi pritomné véapenaté a dal$i dvoumocné ionty. Je tepelné reverzibilni a vyuziva se
pii vyrobé polev nebo nizkoenergetickych a diabetickych potravin [19].

Vysoky obsah pektinu maji pfedev§im nezralé plody a kofenové druhy zeleniny (fepa,
mrkev). V praxi se v Americe a jizni Evropé vyrabi zejména z citrusovych slupek (z albeda)
a ve stiedni Evropé¢ z duZiny jablek a z cukrové fepy [37].

2.9 Metody predipravy odpadniho materialu

Pro co nejvyssi vytézek fermentace je potieba provést co nejucinnéjsi hydrolyzu a tedy
co nejveétsi zisk jednoduchych sacharidi z odpadniho materidlu. VéEtSinou se preduprava
materialu sklada z nékolika krokti. Nejdiive je nutné mechanické rozmélnéni substratu, poté
fyzikéalné-chemické poruSeni struktury a uvolnéni sacharidi. B€hem tohoto procesu dochézi
konkrétné u citrusovych slupek k pfeméné celulézy na amorfni formu aZz k jejimu rozkladu,
a také k rozkladu pektinu a znigeni dal§ich slozek, jako je hemiceluléza. Uginek rozkladnych
metod na material a jeho komplexnost se méni v zavislosti na typu a latkovém sloZeni materialu.
Podle latkového slozeni se proto voli optimalni metoda na dany substrat a Casto se vyuZzivaji
i kombinace ruznych druhd piediprav [38].

Mezi nejcastéj$i metody predupravy patii kysela nebo alkalickd hydrolyza, parni exploze,
ozonolyza, ¢i exploze za pfitomnosti NHz nebo SO2. Metody maji krom G¢innosti na dany
substrat 1 rozdilné cenové naroky v zavislosti na pouzZitém zatizeni. Je vhodné pii pfeduprave
sledovat vznik vedlejsich produktt, které by mohly plsobit inhibi¢n¢ a zpomalovat az zastavit
hydrolyzu [39].

V praxi se tyto metody pouzivaji pouze jako zpiistupnujici proces jednoduchych sacharidi,
a poté vétSinou nasleduje enzymatickd hydrolyza celulolytickymi a dalS$imi hydrolytickymi
enzymy opé&t v zavislosti na substratu. Po enzymatické hydrolyze nasleduje fermentace, a tato
postupnd metoda o jednotlivych krocich se oznacuje jako SHF — separatni hydrolyza
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a fermentace. Dalsi moznosti, pouzivanou pro vyhnuti se vzniku nadbytku inhibi¢nich
produktii, je metoda SSF, neboli simultanni sacharifikace a fermentace. Metoda SSF umoziiuje
za pomoci enzymi a mikroorganismt hydrolyzu na monosacharidy soubéznou s fermentaci
téchto monosacharidl. Vyhody metody SSF spocivaji v dvojndsobné kratsi dobé procesu, ktery
probiha v jednom bioreaktoru, a tedy nizSimi provozni ndroky. Problémem SSF miize byt
nesoulad v teplotnich optimech pouzitych enzymi a mikroorganismu, kdy enzymy
pro hydrolyzu vyzaduji vyssi teploty, napi. kolem 45 °C, kdezto pouzivané mikroorganismy
jsou vétsinou mezofilni, preferujici teploty okolo 25-30 °C [38, 40].

2.9.1 Fyzikalni preduprava

Mezi zékladni fyzikalni procesy ptredupravy patii zejména mleti, tepelnd hydrolyza
¢i ozafeni. Mleti (nebo sekéni ¢i drceni) materidlu je nezbytnym krokem pro zmenSeni velikosti
Castic a tedy zvétSeni mérného specifického povrchu substratu. Rozrusuje krystalickou
strukturu celuldzy a zptistupiiuje tak material pro dalsi kroky, jako je enzymatickd hydrolyza.
Castice, které mletim ziskavame, by pro efektivnost hydrolyzy mély mit velikost maximalng
v fadech milimetru [41, 42]

Mikrovinné zafeni je aktualné nejvic studovanou metodou ptredupravy, a to v kombinaci
s naslednou enzymatickou hydrolyzou. Také se muze, pro zvySeni vytéznosti, kombinovat
s alkalickou ¢i kyselou ptedupravou. Mikroviny zpiisobi degradaci celul6zy na jednotliva tenka
vldkna z kratSich oligosacharidii. Nevyhodou metody je energetickd naro€nost pii vySSim
vykonu [43]

Pti upravé materialu vysokou teplotou dochazi k rozkladu celul6zy a hemicelulozy. Teplotni
rozmezi pro rozklad se pohybuje mezi 150-180 °C. Teploty vyssi, nez toto rozmezi, by
zpusobily pyrolytické reakce a tedy vznik nezadoucich plynnych latek a uhlikatych zbytka [43].

2.9.2 Chemicka hydrolyza

Pro chemickou hydrolyzu materidlu se vyuZzivaji jak koncentrované ¢i fedéné kyseliny, tak
hydroxidy. U kyselé hydrolyzy se jedna nejCastéji o kyselinu sirovou, chlorovodikovou,
dusi¢nou ¢i fosforecnou, a u alkalické hydrolyzy o hydroxid draselny, sodny, vapenaty,
¢i amonny.

Plisobenim kyselin na materidl se dobie rozklada hemicelul6za, a to hlavné xylan, ktery neni
odolny kyselinam tak, jako glukomanan. Hemiceluléza by v kombinaci zifedéné
kyseliny a zvysené teploty méla podlehnout skoro Gplné degradaci. Koncentrované kyseliny
jsou sice vhodné, ale z diivodu vzniku moZnych inhibi¢nich produktd, jako je naptiklad
furfural, se nevyuzivaji tolik, jako zifedéné kyseliny, které jsou i ekonomicky piijatelngjsi.
Inhibi¢ni produkty jsou nezadouci zejména z diivodu nasledné fermentace mikroorganismy,
pro které by mohly byt tyto latky toxické [43].

Pti alkalické hydrolyze dochéazi v prvni fazi k rozpouSténi, zmydelnéni esterovych vazeb
hemicelul6zy a naslednému bobtnani materialu, ktery ma timto zvétSeny specificky povrch a je
piistupnéjsi pro rizné enzymy a mikroorganismy. Alkalickd hydrolyza miiZe probihat jak
pii mirnych teplotach, kdy sice nevyzaduje vysoké provozni néklady, ale trva v fddu hodin,
nebo i za zvysenych teplot v rozmezi 100-120 °C [44].
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2.10 Enzymaticka hydrolyza

Na enzymatickou hydrolyzu citrusovych slupek je nezbytné ptsobeni vice druhli enzymd.
Dle latkového slozeni slupek jsou potfebné jak pektolytické, tak celulolytické
a hemicelulolytick¢é enzymy, které by dohromady mély zajistit dokonalou konverzi
na monosacharidy. Pevnd, propletena struktura citrusovych slupek je piekazkou pro dobrou
pfistupnost povrchu materidlu, proto je pfed samotnou hydrolyzou vitand mechanicka
preduprava materidlu. Enzymaticka hydrolyza patfi mezi nejvhodné&jsi druhy hydrolyz, zejména
pro svoji vysokou vytéznost a pro mensi mnozstvi moznych inhibi¢nich produktt, coz dovoluje
naslednou uspésnou fermentaci [9].

Enzymy jsou pfirodni katalyzatory. Jsou to bilkovinné molekuly, ¢asto spojené s riznymi
kofaktory nebo prostetickymi skupinami. Ridi vechny biochemické procesy, urychluji
chemické reakce a vyznacuji se vétSinou vysokou substratovou specifitou. Kazdy biologicky
druh ma 1 druhové specifické enzymy, proto je celkové mnozstvi riznych enzymil v fddech
miliard. Ptirodou vytvofené biokatalyzatory jsou diky své regulovatelné aktivité a malému
mnozstvi vedlejSich produktl u¢innéjsi a dokonalejsi nez chemické katalyzatory. Jejich reakce
jsou piesné fizeny naroky daného metabolismu a maji na sebe ndvaznost, jsou netoxicke,
snadno regulovatelné a maji mirnéjsi pozadavky na podminky pro pribéh reakce.

Enzymy klasifikujeme podle typu reakce, kterou katalyzuji. RozliSujeme Sest hlavnich tiid,
a to Oxidoreduktazy, Transferdzy, Hydrolazy, Lyazy, Ligdzy a Izomerazy. Transferazy maji
z tohoto vyctu nejvétsi zastoupeni [25].

2.10.1 Celulolytické enzymy

Enzymy schopné rozkladat celulézu tvofti slozity enzymovy komplex - celulazu. V ptirodé
celulolytické enzymy produkuji nékteré mikroorganismy, vyssi houby a prvoci. Kazdy druh
mikroorganismii mé jiny mechanismus odbourdvani celuléozy a i1 jiny pomér slozek
celuldzového komplexu. Enzymy produkované mikroorganismy maji prumyslovy vyznam,
celulazové preparaty se v praxi vyrabi hlavné pomoci kment Aspergillus niger a Trichoderma
viride [45].

Celulazovy komplex se sklada ze tii hlavnich slozek. Prvni z nich, se systematickym nazvem
1,4-p-D-glukan-4-glukanohydrolaza (EC 3.2.1.4), je endoglukanaza, a je schopna $tépit dlouhé,
linedrni fetézce na krat$i. Umozinuje to rozpojenim vodikovych vazeb, které se nachazi mezi
molekulami celuldzy. Zpftistupiiuje vldkna celulézy pro dal§i enzymy schopné hydrolyzy.
DalSim enzymem je exoglukanaza, 1,4-pB-D-glukancelobiohydroldza (EC 3.2.1.91). Ta §tépi
fetézce na molekuly celobidzy, dimeru glukézy. Poslednim enzymem, ktery pieméni celobiozy
na redukujici cukry, je B-glukosidaza (3.2.1.21) [46].

A. Endoglukandza

Endoglukaniza ndhodn& $tépi vnitini vazby v dlouhych Fetézcich na kratsi useky. Stépi
intramolekularni B-(1,4)-glykosidové vazby za vzniku celobiézy a glukooligosacharidi
[26, 25].
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B. Exoglukandza

Exoglukanaza postupuje od ptistupnych konci celul6zové molekuly a odStépuje molekuly
celobidzy.

C. p-glukosidaza

B-glukosidéaza patii do skupiny glykosidaz, skupiny hydrolyzujici glykosidové vazby mezi
cukernymi jednotkami. Glykosiddzy maji vysokou specifitu, kterou ovlivituje né¢kolik faktort,
naptiklad konfigurace cukru D-, nebo L-, dale konfigurace anomerniho uhliku a- nebo -, nebo
charakter cukerné¢ho kruhu [29].

B-glukosidaza D <—_—> DD

Dl<:> Exoglukanaza Exoglukanaza

Endoglukanaza

|

Neredukujici Redukujici
konce konce

D Glukodza DD Celobioza

Obrazek 8: Pusobeni celulolytickych enzymii [48]

2.10.2 Pektolytické enzymy

Pektiny maji v potravinaiském priamyslu vedle role pozitivni, jako pfi vyrobé dzemu, i roli
negativni, napiiklad pfi filtraci ovocnych §t'av, kde je nutné jejich rozruseni. Jejich hydrolyza
deesterifikacni enzymy, a depolymerdzy, enzymy Stépici polysacharidovy fetézec.
Polysacharidovy fetézec mize byt Stépen dvéma cestami. Bud’ hydrolyzou glykosidovych
vazeb (pomoci polygalakturonaz) nebo B-eliminaci, coz zplsobi lyazy, pfesnéji pektinlyazy.

Rychlost hydrolyzy je krom velikosti molekuly zavisla hlavné na stupni esterifikace.
Pektolytické enzymy maji velké uplatnéni pii vyrobé ovocnych napojii a §tav — V Cifeni
po lisovani ovoce, a to nejCastéji v kombinaci s celulolytickymi enzymy. Slozeni
pektolytickych preparatii se odviji od typu ovoce, protoze rtizné druhy obsahuji rizné pektiny,
LMP ¢i HMP. V ovoci jsou také pfitomné polyfenoly, které zplisobuji inhibici pektolytickych
enzymil. Tomu je mozno piedchazet provzdusnénim [25].

20



A. Polygalakturondza

Polygalakturonazy se vyskytuji u vyssich rostlin, hub, a mikroorganizmu. Primyslové jsou
ziskavany zejména z plisni, jako je Aspergillus niger, a preparaty ptipravené pomoci riznych
druhd mikroorganismii maji stejné, jako u celulaz, rizné poméry jednotlivych specifickych
enzymil.

Polygalakturonazy $tépi a-(1,4)-glykosidové vazby a rozliSujeme je dle mista jejich ataku
na molekulu polymeru na endo- (3.2.1.15) a exo- (3.2.1.67) pisobici enzymy. Produktem jsou
rizné dlouhé oligomery i monomery. A. niger produkuje oba typy téchto enzymu. Nékteré
mikroorganismy produkuji navic rizné specifické enzymy, napiiklad u rodu Bacillus je
to enzym $tépici molekuly oligogalakturonazy na monomery kyseliny galakturonové [47].

B. Pektinesteraza

Pektinesterazy (Pektinmethylesteraza 3.1.1.11) patii do skupiny hydrolaz. Jejich ucinek se
lisi dle pavodu, naptiklad mikrobidlni pektinesterdza funguje ndhodné a $tépi fetézovym
mechanismem methylesterové vazby. Pti deesterifikaci vznika methanol a pektat, ktery je dale
Stépen lyazami a polygalakturonazami [47].

C. Pektatlydza

Pektatlyazy vyuzivaji  k hydrolyze pektinovych latek odliSného mechanismu
nez polygalakturonazy, a to B-eliminaci. Jsou typicky produkovany bakteriemi a plisnémi.
Polymethylgalakturonatlyaza je jedinym enzymem, ktery je schopen S$tépit, bez predchozi
ucasti jinych enzymd, a-(1,4)-glykosidové vazby HMP [47].

p-Xylosidaza

Acetyl-
xylanesteraza Endoxylanaza

Galaktosidaza Feruloylesteraza

Q D - Xyloza @ Kyselina ferulova
L - Arabinéza > D-Galaktéza

Q 4-metyl-D-galakturonova y Acetyl

kyselina

Obrazek 9: Piisobeni pektolytickych enzymii [48]
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2.11 Mikrobialni produkce enzymii

Produkce enzyml pomoci mikroorganismil se v praxi provadi zejména dvéma metodami.
Prvni z nich je metoda SmF, neboli submerzni kultivace. Submerzni kultivace je ekonomicky
provzdusnovanim, michanim, a tedy stejnomérnym rastem mikroorganismu a stejnomernym
vyCerpanim zivin média. Pouziva se jak pro produkci enzymil, tak vitamint ¢i antibiotik.

Naopak metoda SSF spociva v kultivaci na pevném, jemn¢ zvlh¢eném substratu bez michani
¢1 jiného zasahu, bez piritomnosti volné vody, a jeji aktivita by méla byt pod hodnotou 1.
Substratti vhodnych pro metodu SSF je celd fada, pouzivaji se jak Skrobnaté (ryze, kukuti¢na
mouka), tak celuldozové/lignoceluldzové suroviny (dfevni odpad, sldma), nebo jiny potravinovy
odpad (hroznové vylisky ¢i kavové zbytky) [49].

Mikroorganismy vhodné pro tento zpusob kultivace jsou zejména plisné (rod Aspergillus,
Rhizopus, Mucor, a jiné), kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) ¢i bakterie (Bacillus subtilis).
Vyznamny je zejména rod Aspergillus, ktery produkuje az pies 20 rtiznych enzymi. Dilezitymi
faktory, které ovliviiuji mikrobialni riist v procesu SSF, jsou teplota, doba kultivace, preduprava
substratu, mnozstvi inokula a produkce CO2 a vedlejsich produkti [49, 50].

2.11.1 Aspergillus niger

Aspergillus niger ( Obrazek 10) patii do skupiny vieckovytrusnych hub rodu Aspergillus a je
to celosveétove nejvice rozsifeny druh tohoto rodu. Vyskytuje se zejména v teplejSich oblastech.
V ptirodé€ se vyskytuje hojné, hlavné v pid¢, na skladovaném obili, zkaZzeném ovoci a zelening,
na mléénych vyrobcich, nebo na textiliich a kizi. Zpasobuje tzv. ,,éernou plisen‘ [51, 45].

Teplotni optimum A. niger se pohybuje v rozmezi 35-37 °C. Ma rychle rostouci kolonie,
které tvoii nejdiive bilé a vatovité mycelium, nasledné v dobé zralosti konidii povrch pokryji
¢ernohnédé konidiofory. Konidiofory jsou hladké a dlouhé i 1-3 mm, zakonéené kulovitym
méchyikem, pokrytym vrstvou metul s bradavc¢itymi, kulovitymi konidiemi [51, 52].

Primysloveé se A. niger hojn¢ vyuziva na vyrobu organickych kyselin, produkuje kyselinu
Stavelovou, citronovou, gallovou ¢i fumarovou. Dale se pouziva jako biologicky test,
a to na zjisténi obsahu fosforu v ptide€, nebo jako testovaci organismus na fungicidy v textilnim
primyslu. Jeho mycelium muize byt po citronovém kvaseni zdrojem pro vyrobu
vitaminu D [45, 52].

Produkuje nebezpecny mykotoxin ochratoxin A, a vyuziva se pro produkci celé fady enzymu
- produkuje celulolytické, pektolytické, amylolytické a dalsi hydrolytické enzymy [51].
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Obrdazek 10: Aspergillus niger [42]

2.12 Analytické metody pro stanoveni vysledka hydrolyz

Cilem porovnani riznych druhd hydrolyz je zjisténi nejvhodnéjsi hydrolyzy
pro maximalizaci obsahu redukujicich sacharidi. Zakladni metodou pro zjiSténi obsahu
redukujicich latek je metoda Somogyi-Nelsonova. Jeji princip spociva v redukci oxida¢niho
¢inidla poloacetalovou skupinou cukrt. Roli oxida¢niho ¢inidla zde mé méd’nata sil obsazena
v Somogyiho ¢inidle II. Redukci vznika méd'na sul, ktera po reakci s arsenomolybdenanem
V Nelsonové¢ ¢inidle tvoii modrozelené zbarveny komplex, ktery se méti spektrofotometricky
pii 530 nm [53, 54].

Spektrofotometrie je metoda patfici do spektralnich metod, které jsou zaloZené na interakci
hmoty a elektromagnetického zafeni. Zde jde o sledovani zmén, které nastanou ve slouc¢eninach
po absorpci zateni v oblasti UV—VIS (200 az 800 nm). Pfi prichodu svétla zbarvenym roztokem
je diky namétfené absorbanci mozné urcit koncentraci sledovaného roztoku. Korelace
absorbance a koncentrace je vyjadiena Lambert-Beerovym zakonem [55].

2.13 Metody stanoveni poctu spor

Ke stanoveni poctu bunék je mozné vyuzit metodu nepiimou, zalozenou na pocitani kolonii
na Petriho misce, nebo metodu pfimou, mikroskopickou. Metoda piima spociva v stanoveni
celkového poctu bunék v jednotce objemu, za vyuziti pocitaci komirky, napt. Biirkerovy
nebo Thomovy. Biirkerova komirka je podlozka se silné¢ho skla a nachazi se na ni dvé vyryté
miizky. V prostoru miizky, niz§im neZ ostatni plochy, je po pfikryti krycim sklickem ptesné
dana hloubka. Prostor komurky ma jesté dalsi, niZsi ¢asti, ryhy, slouZzici k odtékani prebytecné
kapaliny po poloZeni kryciho sklicka. Kryci sklicko se uchyti diky Sroubovacim klapkam
umisténym po stranach komurky. Jedna ¢tvercova mitizka je rozdélena na 25 velkych ¢tvereckd,
z ¢ehoz kazdy z nich je dale rozdélen na 16 menSich ¢tverecki. Pod mikroskopem se nasledné
pocita pocet bunék v daném mnozstvi ¢tverecku [52].
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2.14 DalSi zpracovani hydrolyzati

Po optimalizaci nejvhodnéjsi metody predipravy a maximalizaci vytézku redukujicich
sacharidu je vice moznosti, jak tyto redukujici sacharidy ptevést na hodnotny produkt. Schéma
procesu je znazornéno na Obrazku 11. NejvyznamnéjSim a nejvice zkoumanym produktem
V této oblasti je bioethanol [56].

Bioethanol je ziskavan procesem fermentace pomoci mikroorganismut, ktera spociva
Vv pfeméné — oxidaci sacharidd na produkty metabolismu, jakymi mohou byt alkoholy, plyny,
nebo kyseliny. V praxi znamé kvaseni je krom alkoholového kvaseni také mlécné, kdy je
bakteriemi za anaerobnich podminek uskute¢néna pfeména cukrti na kyselinu mléénou. Pokud
je vznikajicim produktem zejména kyselina mlé¢na, hovotime o homofermentativnim mlécném
kvaseni, pokud jsou pfitomny 1 jiné metabolity, jako  CO2 ¢i ethanol, hovofime
0 heterofermentativnim mlécném kvaseni. Mlécné kvaSeni je typické zejména pro rod
Lactobacillus. Kyselina mlééna je také studovana jako vhodny produkt po fermentaci
potravinového odpadu, jelikoz ma vyznamné vlastnosti pro pouziti v primyslu. Pouziva
se napiiklad jako konzervacéni prostiedek, v poslednich letech je vyznamné pouziti pro vyrobu
biodegradabilnich polymerti — polylaktidovych vldken, které maji vyuziti naptiklad jako
chirurgicky material, a slouzi jako alternativa neekologickych polymert [57].

Pro produkci bioethanolu se nejCastéji pouzivaji kvasinky Saccharomyces cerevisiae
nebo Kluyveromyces marxianus. Je pozadovano, aby mél pouzity mikroorganismus co nejvyssi
vytéznost ethanolu, a zarovenl aby byl odolny proti moznym vznikajicich inhibi¢nim
produktim. Je obtizné najit mikroorganismus splitujici vSechny pozadavky, proto jsou
pouzivané mikroorganismy zatim pouze kompromisem a predmétem optimalizace
vytéznosti [2, 58].

Obrazek 11: Schéma procesu zpracovani potravinového odpadu
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Cil prace

Cilem experimentalni ¢asti bylo studium a porovnani riznych metod pieduprav odpadniho

materialu pro nalezeni metody s nejvyssimi vytézky redukujicich sacharidd. Vytézky hydrolyz
byly stanoveny metodou Somogyi-Nelsona. Hydrolyzaty s nejlepsimi vytézky redukujicich
sacharidii a zjisténé poznatky byly pouzity pro navazujici fermentace v bakaléaifské praci

kolegyné Kristiny Musilové (Vyuziti termotolerantnich kmenii k priprave vybranych metabolitii
na hydrolyzatech odpadu. Brno: VUT v Brng, Fakulta chemicka, 2016).

3.2 Pouzity substrat

Jako substrat byly pouzity zralé slupky z pomerancovych plod pivodem ze Spanélska,
odrida Navel.

3.3 Seznam pouzitych chemikalii a enzymu

3.3.1

Stanoveni redukujicich sacharidi metodou dle Somogyi-Nelsona

D-glukoza bezvoda p.a., CeH120s, Lach-Ner s.r.o.

Hydrogenarseni¢nan sodny heptahydrat, Na,HAsO4 - 7H20, AlfaAesar
Hydrogenuhli¢itan sodny p.a., NaHCOg3, Lachema a.s.

Kyselina sirova 96 % p.a., H2SO4, Lach-Ner s.r.o.

Molybdenan amonny pentahydrat p.a., (NH4)eM07024 - SH20, Lach-Ner s.r.o.

Siran sodny bezvody ¢., Na2SO4, Lach-Ner s.r.o.

Siran méd’naty pentahydrat p.a., CuSO4 - SH20, Lach-Ner s.r.o.

Siran sodny, Na>SOs4, Lach-Ner s.r.o.

Uhli¢itan sodny bezvody, Na2CO3z, PENTA

Vinan sodno-draselny tetrahydrat ¢., KNaCsH4Og - 4H20, Lach-Ner s.r.o.

Stanoveni celulozy

Ethanol absolutni p.a., C2HsOH, Merck

Kyselina octova 99 %, p.a., CH3COOH, Lach-Ner s.r.o.
Kyselina dusi¢na 65 % p.a., HNOgz, Lach-Ner s.r.o.
Kyselina sirova 96 % p.a., H2SO4, Lach-Ner s.r.o.

Stanoveni vlakniny dle Henneberga a Stohmanna

Ethanol absolutni p.a., C2HsOH, Merck
Hydroxid sodny, mikroperly p.a., NaOH, Lach-Ner s.r.o.
Kyselina sirova 96 % p.a., H2SO4, Lach-Ner s.r.o.

Chemické a fyzikalni hydrolyzy

Hydroxid draselny p.a, KOH, Lach-Ner s.r.o.
Hydroxid sodny, mikroperly p.a., NaOH, Lach-Ner s.r.o.
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Kyselina dusi¢na 65 % p.a. HNOgz, Lach-Ner s.r.o.
Kyselina fosforecna 85 % p.a., HsPOs, LACHEMA a.s.
Kyselina sirova 96 % p.a., H2SO4, Lach-Ner s.r.o.

Enzymatické hydrolyzy

Novozymes® NS50013 (celulazovy komplex)
Novozymes® NS50010 (B-glukosidaza)

Pouzita kultura a chemikalie na stanoveni mikrobialni produkce enzymii

Karboxymethylceluloza (CMC), Serva

Kyselina polygalakturonova (PGA), Sigma-Aldrich s.r.o.

Tween® 80, Carl ROTH

Octan sodny CH3COONa - 3H20, Lach-Ner s.r.o.

kultura Aspergillus niger z Ceské sbirky mikroorganismii (CCM) v Brng, F-8189

3.4 Seznam pouzitych pristroji a pomtcek

34.1
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Pouzity software

ChemSketch

Microsoft Office Word 2013
Microsoft Office Excel 2013

Adobe Reader XI

Lucidchart

Pouzité pristroje

analytické vahy Pioneer Ohaus

vahy elektronické Helago TS-300
vahy elektronické Scaltec SAS 50

pH metr InoLab 720 SET, Merci s.r.0.
trepacka IKA lab dancer vario
inkubator LTE Scientific IP 100-U
ultrazvukova cisticka EIma Ultrasound
mikrovinna trouba Daewoo, 700 W
spektrofotometr ThermoSpectronic Helios &
temperovand vodni lazeni Polystat ccl
suSarna Binder FD 53

centrifuga Eppendorf centrifuge 5417 R
lednicka Indesit

chladnic¢ka Gorenje

dvouplotynkovy vafi¢ Eta

termostat biologicky INB 300
ttepacka Heidolph unimax 1010



— inkubdtor Heidolph inkubator 1000

— tlakovy hrnec Fagor Rapid xpress

— elektricky mixér Hyundai CHO 110, 300 W
— UV sterilni box BioAir Aura mini

— svételny mikroskop

— mikropipety a bézné laboratorni sklo

3.5 Priprava roztoku a ¢inidel
3.5.1 Priprava roztoki pro stanoveni redukujicich sacharidi

3.5.1.1 Somogyiko cinidlo |

Pro pfipravu prvniho roztoku bylo smichdno 12 g vinanu draselno-sodného, 16 g
hydrogenuhli¢itanu sodného, 18 g uhli¢itanu sodného a vSe bylo rozpusténo ve 200 ml
destilované vody. Déle bylo navazeno 144 g siranu sodného, ktery byl nasledné za stalého
michani pomalu ptidavan do 600 ml teplé destilované vody. 200 ml i 600 ml pfipravenych
roztokd bylo nasledné smichano pro 800 ml pozadovaného Somogyiho ¢inidla 1. Roztok byl
ponechan v lahvi z tmavého skla.

3.5.1.2 Somogyiho cinidlo 11

Druhy roztok byl pfipraven smichdnim 4 g pentahydritu siranu médnatého a 36 g
bezvodého siranu sodného, navazky byly kvantitativné rozpustény V destilované vodé
a nasledn¢ doplnény do objemu 200 ml. Roztok byl ponechan v lahvi z tmavého skla.

3.5.1.3 Nelsonovo cinidlo

Tteti roztok byl pfipraven rozpusténim 25 g molybdenanu amonného v 450 ml destilované
vody, k tomuto roztoku bylo pfidano 21 ml koncentrované kyseliny sirové a roztok ptipraveny
rozpusténim 2 g heptahydratu hydrogenarseni¢nanu sodného v 25 ml destilované vody. Pred

pouzitim byl roztok ponechan 48 hodin v termostatu na 37 °C za nepfistupu svétla a nasledné
byl pfechovavan v lahvi z tmavého skla [53].

3.5.2 Priprava zasobniho roztoku glukézy o koncentraci 0,5 g-1?

Na ptipravu zasobniho roztoku glukézy o koncentraci 0,5 g-1* bylo navazeno 0,05 g glukézy
S pfesnosti na Ctyfi desetinnd mista. Poté byla navazka gluk6zy kvantitativné prevedena
do odmérné baniky na 100 ml a ta byla dopInéna destilovanou vodou po rysku.

3.5.3 Priprava roztoku hydroxidu sodného na apravu pH

Na pripravu 2% roztoku hydroxidu sodného bylo s piesnosti na 4 desetinna mista navazeno
0,29 NaOH. Poté byla navazka hydroxidu kvantitativné pievedend do odmérné banky
na 100 ml a ta byla doplnéna destilovanou vodou po rysku.

3.5.4 Priprava roztoku kyseliny sirové na apravu pH

Na piipravu 1% roztoku kyseliny sirové bylo pipetovano 1,0417 ml 96% H2SO4
do odmérné barky na 100 ml, ktera byla doplnéna destilovanou vodou po rysku.
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3.5.5 Priprava zakladniho roztoku octanu sodného o koncentraci 0,2 mol-dm

Na piipravu zékladniho roztoku octanu sodného bylo navazeno 27,2 g CH3COONa - 3H20,
kvantitativné prevedeno do odmérné banky na 1 litr a doplnéno destilovanou vodou.

3.5.6 Priprava 0,5% roztoku pektanu sodného v 0,1 mol'dm3 octanovém pufru
opH=4.2

Pro pfipravu roztoku pektanu sodného v octanovém pufru bylo navazeno 0,5 g PGA
anasledn¢ byla navazka za intenzivniho michani pfidavana k 50 ml destilované vody.
Po rozpusténi bylo k roztoku ptidano 13,2 ml 0,2 mol-dm™ octanu sodného a bylo upraveno
pH nahodnotu 4,2 pomoci kyseliny octové. Nakonec byl roztok doplnén destilovanou
vodou do 100 ml.

3.5.7 P¥iprava 1% roztoku CMC v 0,1 mol-dm™ octanovém pufru o pH = 5,4

Pro pfipravu roztoku karboxymethylcelulézy v octanovém pufru byl navazen 1 g CMC
anasledn¢ byla navazka za intenzivniho michani pfiddvana k 40 ml destilované vody.
Po rozpusténi bylo k roztoku piiddno 41,2 ml 0,2 mol-dm™ octanu sodného, bylo upraveno pH
na hodnotu 5,4 pomoci kyseliny octové. Nakonec byl roztok doplnén destilovanou vodou
do 100 ml.

3.6 Priprava materialu

Pomerancové slupky, odStavnéné v domdcim odStaviiovaci byly vlozeny do mixéru
Hyundai a 3 minuty rozmélhovany na mens$i Castice o velikosti v rozpéti 0,3-0,9 cm.
Po rozmixovani byly slupky uchovany v chladu v uzaviené plastové doze.

3.6.1 Priprava vzorku pro experiment

Vsechny experimenty byly provadény s 25% w/v suspenzi, pro kterou bylo navazeno 25 ¢
rozmélnénych pomerancovych slupek a ptidano 75 ml destilované vody.

3.7 Stanoveni pocate¢nich zakladnich vlastnosti materialu

3.7.1 Stanoveni susiny vzorku

Byla provedena tii soubéZzna kontrolni stanoveni. Nejdiive byl kazdy kelimek vysuSen
v susarné pii 105 °C po dobu 1 hodiny. Po vychladnuti byly kelimky zvazeny. Poté bylo
do kelimku navazeno vzdy 5 g vzorku slupek s ptesnosti na 4 desetinna mista. Kelimek
se vzorkem byl vlozen do susarny na 90 minut na 130 °C a po vysu$eni a cca 40 minutovém
ponechani v exsikatoru byl opét zvaZen na analytickych vahach.

_ (mkelimek se vzorkem mkelimek) -100 (1)

susina
m

%

vzorek

3.7.2 Stanoveni obsahu vlikniny

Byla provedena dvé soubézna kontrolni stanoveni. Do 500 ml destila¢ni banky bylo
navazeno 2—3 g vzorku slupek s presnosti na 4 desetinna mista. Do baiiky bylo ptidano 200 ml
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5% kyseliny sirové a barka se vafila 30 minut pod zpétnym chladi¢em. Béhem vateni byla
banka nékolikrat promichana. Poté byl obsah baiiky za horka zfiltrovan pies filtra¢ni kelimek
a promyt horkou vodou. Zbytek ve filtracnim kelimku se pfevedl zpét do destilacni banky
s 200 ml 5% hydroxidu sodného a baiika se znovu vaftila po dobu 30 minut. Po skonéeni byl
roztok v bance znovu zfiltrovan ptes suchy filtratni kelimek a promyt horkou vodou
a ethanolem. Obsah filtra¢niho kelimku byl vysusen pti 105 °C, po vychladnuti zvazen a poté
vlozen do muflové pece, kde byl obsah kelimku spalen pfi teploté kolem 650 °C. Po vychladnuti
byl kelimek znovu zvazen.

m m —-m po spaleni (2)

vlaknina = "' 'po suseni

%vléknina = M 100 (3)

vzorek

3.7.3 Stanoveni obsahu celulozy

Byla provedena dvé soubézna kontrolni stanoveni. Do 100 ml Erlenmeyerovy baiky bylo
navazeno 0,8 g vzorku slupek, a to s pfesnosti na 4 desetinna mista. Do barnky bylo ptidano
30 ml smési kyselin octové a dusicné (v poméru 10:1 pti 80% kyselin€ octové a koncentrované
kyselin¢ dusi¢né) a baiika byla poté ponotfena ve vrouci vodni 1azni. Po uplynuti 1 hodiny byl
obsah baniky kvantitativné€ preveden stfickou s ethanolem do frity S3 o zndmé hmotnosti a poté
byl zfiltrovan. Frita se vzorkem byla promyta ethanolem a na 4 hod. vysuSena v su$arné
pti teploté 105 °C. Po uplynuti doby v susarn€¢ byla frita ponechana v exsikatoru, zvazena
a vzorek byl pomoci ethanolu pieveden do 100 ml Erlenmeyerovy banky. Barka se vzorkem
a ethanolem byla poté ponechana ve vrouci vodni 14zni az do odpateni veskerého ethanolu. Poté
bylo do banky ptidano 20 ml 72% kyseliny sirové a baiika byla na jednu hodinu ponechéna
hydrolyzovat, umisténa na téepacku (120 ot/min) temperovanou na 30 °C. Obsah baiky byl
pfeveden pomoci stficky s ethanolem do frity S3 o zndmé hmotnosti, zfiltrovan a ponechan
v susarné na dobu 4 hodin. Po uplynuti doby byla frita ze suSarny vyjmuta, ponechéana
Vv exsikatoru a zvazena.

(m fritatvzorek — Mirita1 ) (m fita 2evzorek — Mrta 2 ) -100 (4)
m

%

celuléza —
vzorek

3.8 Stanoveni kalibra¢ni kiivky glukozy pro metodu Somogyi-Nelsona

Na sestrojeni kalibra¢ni kfivky byl pouzity zasobni roztok glukézy o koncentraci 0,5 g1,
z kterého byla pfipravena kalibraéni fada deseti roztokti s koncentracemi glukozy od 0,02 g-1'
po 0,2 g-1"t s krokem 0,02 g-1°%.

Do kazdé zkumavky bylo pipetovano 0,5 ml vzorku a 0,5 ml Somogyiho ¢inidla (I + 1l
v poméru 4:1). Zkumavky byly nasledné na 10 minut vloZeny do vrouci vodni lazné.
Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo do kazdé zkumavky ptidano 0,5 ml Nelsonova ¢inidla
a3,5ml destilované vody. Po promichani na vortexu byla na spektrofotometru métena
absorbance roztoku proti blanku, a to pti vinové délce 530 nm. Blank byl pfipraven stejnym
zpusobem, jako vzorky, ale namisto 0,5 ml vzorku bylo pipetovano 0,5 ml destilované vody.
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3.9 Proces hydrolyz
3.9.1 Fyzikalni hydrolyza — mikrovlny, ultrazvuk, tlakovy hrnec

Jako fyzikalni metody hydrolyzy byly pouzity mikrovlny, ultrazvuk, zvySena teplota — vodni
lazenn (50 °C a 100 °C) a také hydrolyza v tlakovém hrnci. Byly pouzity i fyzikalni metody
v kombinaci s chemickymi, a to konkrétné tlakovy hrnec v kombinaci s 2% kyselinou sirovou
a mikroviny v kombinaci s 2% kyselinou sirovou. Dale byla provedena zavislost koncentrace
redukujicich sacharidi na dobé puisobeni mikrovin.

Pro hydrolyzu mikrovlnami byla do Erlenmeyerovy banky na 250 ml ptipravena 25% wi/v
suspenze materidlu a banka byla vloZzena do mikrovinné trouby. Mikrovlnna trouba byla
spusténa na jeden ze tii stupni vykonu (385 W, 540 W, 700 W) a doba pusobeni mikrovin
na material byla 5 minut. Pfed pocatkem hydrolyzy byl vzdy odebran kontrolni vzorek
pro stanoveni pocate¢ni koncentrace redukujicich sacharidi metodou dle Somogyi-Nelsona,
stejn€ tak 1 na konci hydrolyzy.

Pro kombinaci mikrovin a kyseliny byla pfipravena 25% w/v suspenze s kyselinou
0 koncentraci 2 % a mikrovinna trouba byla spusténa na 3. stupen vykonu (700 W) na dobu
5 minut, béhem které¢ byl po kazdé minuté odebirdn 1 ml vzorku pro stanoveni obsahu
redukujicich sacharidii metodou dle Somogyi-Nelsona. Pred pocatkem hydrolyzy byl také
odebran vzorek po stanoveni pocate¢ni koncentrace redukujicich sacharidu.

Pro hydrolyzu zvysenou teplotou byla rovnéz do banky pfipravena 25% wi/v suspenze
materidlu a barika byla nésledné vlozena do temperované vodni 1azné€ na 50 °C, nebo na 100 °C.
Doba hydrolyzy byla 60 minut. Pfed pocatkem hydrolyzy i na konci hydrolyzy byl vzdy
odebran vzorek pro stanoveni narGstu koncentrace redukujicich sacharidii metodou
dle Somogyi-Nelsona.

Pro hydrolyzu ultrazvukem a Vv tlakovém hrnci byla do banky vzdy pfipravena 25% wiv
suspenze, byl odebran vzorek pro stanoveni pocatecni koncentrace redukujicich sacharidi
a poté byla banka uzaviena a vlozena na 30 minut do ultrazvuku nebo do tlakového hrnce.
Po skonceni hydrolyzy byl opét odebran vzorek pro stanoveni redukujicich sacharidd
dle Somogyi-Nelsona.

3.9.2 Kysela hydrolyza

Na kyselou hydrolyzu materidlu byla pouzita kyselina sirova, kyselina dusi¢nd, a kyselina
fosfore¢na. Zvolené koncentrace kyselin byly vzdy 0,5 %, 2 % a 5 %. Kazda hydrolyza byla
provedena pfi laboratorni teploté, pti 50 °C a pii 100 °C. Do Erlenmeyerovy baiky bylo
navazeno 25 g materidlu a k tomu bylo pfidano 75 ml kyseliny o poZadované koncentraci.
Byl proveden odbér v ¢ase 0 pro stanoveni pocéatecni koncentrace redukujicich sacharida
a nasledné byla baiika uzaviena a hodinu ponechéana pfi laboratorni teploté nebo ve vodni lazni.
Po skonceni byl odebran vzorek pro stanoveni redukujicich sacharidi dle Somogyi-Nelsona.

3.9.3 Alkalicka hydrolyza

Na alkalickou hydrolyzu materialu byl pouzit hydroxid sodny a hydroxid draselny. Zvolené
koncentrace hydroxidi byly vzdy 5 %, 10 % a 15 %. VSechny hydrolyzy byly provedeny
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pii 100 °C. Do Erlenmeyerovy banky bylo navazeno 25 g materialu a k tomu bylo ptidano
75 ml hydroxidu o pozadované koncentraci. Byl proveden odbér v Case 0 pro stanoveni
pocatecni koncentrace redukujicich sacharidii a nasledné byla banka uzaviena a hodinu
ponechédna ve vodni lazni temperované na 100 °C. Po skonceni byl odebran vzorek
pro stanoveni redukujicich sacharidi dle Somogyi-Nelsona.

3.9.4 Enzymaticka hydrolyza

Na enzymatickou hydrolyzu materidlu byl pouzit enzymaticky celulazovy komplex
Novozymes® NS50013 a B-glukosiddza — Novozymes® NS50010. Enzymy byly pouzity
samostatné i v kombinaci. Jejich charakteristiky jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Charakteristiky pouzitych enzymi

pH optimum | teplotni optimum [°C] | mnozstvi (% w/w)
NS50010 25-6,5 45 —70°C 0,2-0,6
NS50013 45-6,5 45— 50°C 2-6

Pro enzymatickou hydrolyzu byla do Erlenmeyerovy banky pfipravena 25% w/v suspenze
materialu, ke které bylo nasledné pfidano potiebné mnozstvi enzymu tak, aby koncentrace
enzymu ¢inila 2, 4, 6 % w/w nebo 0,2; 0,4; 0,6 % w/w. V kazdé bance bylo nasledné upraveno
pH na pozadovanou hodnotu. Po upravé pH byla banka vlozena na tfepacku s inkubatorem
a byla nastavena teplota (40, 45, nebo 50 °C) a byly nastaveny otacky (140 ot/min). Pichled
vykonanych hydrolyz je uveden v Tabulce 4. Hydrolyza byla v zavislosti na pouZzitém enzymu
sledovana 96 nebo 51 hodin, vzorky byly odebirany v intervalu 6 hodin pii 96 hodin trvajici
hydrolyze a v intervalu 3 hodin pfi 51 hodin trvajici hydrolyze. Pied zapocetim hydrolyzy byl
odebran vzorek v ¢ase 0 pro stanoveni poc¢ate¢ni koncentrace redukujicich sacharidi.

31



Tabulka 4: Prehled provedenych hydrolyz a jejich parametru

Hydrolyza | Pouzity ko:::;gice " Teplota EVO :);1
- M 96 wiv] F 1 fhod)
1 NS50013 2 5 45 96
2 NS50013 4 5 45 96
3 NS50013 6 5 45 96
4 NS50013 4 4,5 45 96
5 NS50013 4 55 45 96
6 NS50013 4 6,5 45 96
7 NS50013 4 5 40 96
8 NS50013 4 5 50 96
9 NS50010 0,2 5 55 51
10 NS50010 0,4 5 55 51
11 NS50010 0,6 5 55 51
12 NS50010 0,4 5 45 51
13 NS50013 4
kombinace 5 45 96
enzymi NS50010 0,4

3.10 Stacionarni kultivace pomoci A. niger

Pro sledovani produkce enzymii byl pouzit A. niger z Ceské sbirky mikroorganismi,
oznaceni F—-8189. Inokulum bylo oc¢kovano na agarové plotny a mikroorganismus se nechal
8 dni narist pii 30 °C.

Poté byly spory z dvou Petriho misek opatrné prevedeny 100 ml 0,3% roztoku Tweenu 80
do Erlenmeyerovy barky. Tato barika byla dale pouzita pro stanoveni poc¢tu spor v inokulu.
Pro kultivaci SSF bylo do kazdé baniky navazeno 2,5 g substratu, ke kterému byly pfidany 3 ml
inokula. Barnky, z nichz kazda byla uréena pro jeden den kultivace, byly poté vlozeny
do termostatu na 37 °C a béhem 10 dni byla sledovana produkce enzymu a obsah redukujicich
sacharidli. Kazdy den byla postupné odebrana jedna barka z termostatu a suspenze v ni byla
zfiltrovana. Filtrat byl pouzit na stanoveni redukujicich sacharidi dle Somogyi-Nelsona

a na stanoveni aktivity enzymt.
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3.10.1 Stanoveni po¢tu spor

Ke stanoveni poctu bun¢k byla vyuzita metoda ptima, mikroskopicka. Pro stanoveni poctu
bunck byl pipetovan 1 ml inokula na mftizku v Biirkerové komtrce. Plocha komurky byla
ptikryta krycim sklickem a to bylo pevné zafixovano bo¢nimi klapkami. Pfebytecna kapalina
VvV ryhach a po stranach sklicka byla odsata. Nasledné byla komurka vloZzena pod mikroskop
a byl pozorovan pocet spor v ¢tvercich 5x5.

3.11 Stanoveni obsahu redukujicich sacharidi metodou dle Somogyi-Nelsona

Odebrané vzorky hydrolyz byly nejdtive centrifugovany pti 10 000 ot/min po dobu 10 minut
a pii teploté 15 °C pro odstranéni pevného podilu. Do kazdé zkumavky bylo pipetovano 0,5 ml
500krat ziedéného supernatantu a 0,5 ml Somogyiho ¢inidel (I + Il v poméru 4:1). Zkumavky
byly nasledné na 10 minut vloZeny do vrouci vodni 1azné. Po ochlazeni na laboratorni teplotu
bylo do kazdé¢ zkumavky ptiddno 0,5 ml Nelsonova cinidla a 3,5 ml destilované vody.
Po promichéni na vortexu byla na spektrofotometru méfena absorbance roztoku proti blanku,
a to pfi vinové délce 530 nm. Blank byl pfipraven stejnym zptisobem, jako vzorky, ale namisto
0,5ml vzorku bylo pipetovano 0,5 ml destilované vody. Stanoveni obsahu redukujicich
sacharidii béhem kultivace A. niger probihalo také uvedenym postupem, do zkumavky bylo
pipetovany 0,5 ml z filtratu, stejné, jako u stanoveni aktivity enzymu (3.12) [53].

3.12 Stanoveni aktivity enzymi produkovanych béhem kultivace A. niger

Pro stanoveni aktivity celulazy a pektinazy byl nejdiive obsah baiiky zfiltrovan za snizené¢ho
tlaku ptes Biichnerovu nalevku. Z filtratu bylo do zkumavky vzdy pipetovano 0,5 ml a k tomu
bylo pfidano 0,5 ml 0,5% roztoku pektanu sodného (stanoveni pektinazy) nebo 0,5 ml
1% roztoku CMC (stanoveni celuldzy). Zkumavka pro stanoveni pektindzy byla
poté ponechdna 1 hodinu pfi laboratorni teploté, zkumavka pro stanoveni celulazy byla
ponechdna 1 hodinu ve vodni 1azni o 50°C. Po uplynuti hodiny bylo do zkumavek ptidano
0,5 ml Somogyiho ¢inidel (I a IT v poméru 4:1) a zkumavky byly ponofeny na deset minut
do vrouci vodni lazn€. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo do kazdé zkumavky ptidano
0,5ml Nelsonova c¢inidla a 3,5ml destilované vody. Po promichani na vortexu byla
na spektrofotometru méfena absorbance roztoku proti blanku, a to pti vinové délce 530 nm.
Blanky byly pfipraveny stejné, jako ostatni zkumavky, ale Somogyiho ¢inidla byla pfidana
ihned a zkumavky byly povateny okamzité, ne az po uplynuti jedné hodiny. Postup byl dale
stejny.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Vsechny vysledky a grafy byly zpracovany v programu Excel 2013. Vzorky pro stanoveni
obsahu redukujicich sacharidii byly prométeny tiikrat, byla vypoctena vyslednd hodnota
pomoci funkce PRUMER a déle interval spolehlivosti pomoci funkce CONFIDENCE. Jako
hladina statistické vyznamnosti byla zvolena a = 0,05. Vysledky hydrolyz jsou pro piehlednost
porovnani zpracovany jako vytéznost, tedy rozdil kone¢né koncentrace redukujicich sacharida
po hydrolyze a pocatecni koncentrace redukujicich sacharidi pfed hydrolyzou. Vysledky
meéfeni kalibraéni kifivky a provedenych hydrolyz jsou zndzornény graficky, tabulky
s ¢iselnymi hodnotami jsou uvedeny v piilohach.

4.1 Vysledky stanoveni pocateénich zakladnich vlastnosti materialu

4.1.1 Stanoveni suSiny

Byl stanoven obsah suSiny Vv materialu podle postupu uvedeného v kapitole 3.7.1. Ze tii
soub&Znych stanoveni byl vypoéten pramér a odchylka. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5: Vysledky stanoveni susiny materidalu

miska m1 [g] m> [g] ms [g] Yosusina

¢.1 1,1758 2,3020 5,0003 22,5227

¢.2 1,1847 2,3047 5,0001 22,3996

¢.3 1,1806 2,3233 5,0001 22,8535
primer: 226 +0,2

My....hmotnost kelimku
My....hmotnost kelimku se vzorkem po spaleni

Ms....hmotnost navazky pomerancovych slupek

4.1.2 Stanoveni vlakniny podle Henneberga a Stohmana

Byl stanoven obsah vlakniny v zakladnim materialu podle postupu uvedeného v kapitole
3.7.2. Ze dvou soubéznych stanoveni byl vypocten primeér i odchylka. Vysledky jsou uvedeny
v Tabulce 6.

Tabulka 6: Vysledky stanoveni vidkniny dle Henneberga a Stohmana

frita mz [g] mz [g] M3 [9] | Mutgknina [A] | Yovidknina

¢. 1 2,5003 20,4050 18,8286 1,5764 63,0484

¢. 2 2,5385 21,8822 20,2101 1,6721 65,8696
pramer: 65+2

Ma....hmotnost navazky pomerancovych slupek
M.....hmotnost po suSeni

Ms....himotnost po spaleni
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4.2 Stanoveni celulozy v zakladnim materialu a v hydrolyzatu

Byl stanoven obsah celulézy v zakladnim materialu podle postupu uvedeného v kapitole
3.7.3. Pro porovnani s pivodnim slozenim materialu bylo provedeno stanoveni celuldzy také
Vv produktu enzymatické hydrolyzy, navazku tvofila suspenze hydrolyzatu a je mozné porovnat
obsah celuldzy v materialu pied hydrolyzou a po hydrolyze (Hydrolyza kombinaci enzymu,
Graf 16). Vzdy ze dvou soubéznych stanoveni byl vypocten pramér i odchylka. Vysledky jsou

uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7: Stanoveni celulézy v piivodnim materidlu a v hydrolyzdtu

m1 [g] navdzka [g] | m2[g] m3[g] | Yceiiéza
46,5870 0,8000 46,6981 | 46,5970 | 12,6375
pivodni

material 43,5085 0,8001 43,6181 | 43,5101 | 13,4983
priumer: 13,1 £0,6

40,0686 0,8003 40,0892 | 40,0689 | 2,5366

hydrolyzat| 432451 0,8001 43,2669 | 43,2459 | 2,6247
priumer: 2,58 £ 0,06

Ma....Amotnost puvodni suché frity
M.....hmotnost po 1. suseni

Ms....Amotnost po 2. susSeni

4.3 Kalibraéni kiivka glukézy
Podle postupu v kapitole 3.8 byla sestrojena kalibra¢ni kiivka glukozy. (Graf 1).

Graf 1: Kalibracni krivka glukozy

Kalibra¢ni kiivka
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4.4 Fyzikalni hydrolyza a kombinace

Podle postupti v kapitole 3.9.1 byly provedeny fyzikalni hydrolyzy a kombinace fyzikalnich
a chemickych hydrolyz. Pro stanoveni vytézku hydrolyzy byla pouzita metoda
dle Somogyi-Nelsona (kapitola 3.11), a to z rozdilu poc¢ate¢ni hodnoty obsahu redukujicich
sacharidi a hodnoty redukujicich sacharidi po hydrolyze. Pro vypocet koncentrace
redukujicich sacharidi byla pouzita kalibracni ktivka glukézy (Graf 1). Porovnani vytézka
fyzikalnich hydrolyz je znazornéno v Grafech 2 az 5.

Graf 2: Vytezky hydrolyz zvysenou teplotou
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Graf 3: Vytezky hydrolyz v tlakovém hrnci a hydrolyzy ultrazvukem
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4: Vytezky hydrolyz mikrovinami
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Srovnanim hydrolyz pomoci zvysené teploty byly zjistény vyssi vytézky u hydrolyzy vodni
lazni 0 100 °C. Jak je vidét v Grafu €. 3, hydrolyza v tlakovém hrnci nebyla 0 moc u¢innéjsi
nez hydrolyza samotnou zvysenou teplotou, a to ani v kombinaci s 2% kyselinou sirovou. Tedy
lze ptedpokladat, ze teplota vyS$i nez 100 °C uz neovlivni vytézek hydrolyzy, jelikoz
v tlakovém hrnci je teplota vyssi, ale zaroven zde nebyl zjistén vyssi vytézek. Hydrolyza
pomoci ultrazvuku se pti dob¢ ptisobeni 30 minut prokdzala jako neucinna.

Pro porovnani rGznych stupiit vykonu mikrovinné trouby byla zvolena doba plisobeni
5 minut. V Grafu 4 jsou znazornény vytézky hydrolyz pii tiech riznych stupnich vykonu,
kde nejvyssi vykon 700 W poskytl i nejvyssi vytézek redukujicich sacharida.

Pro zjisténi dostacujici doby ptisobeni mikrovin pro hydrolyzu byla sledovana casova
zévislost koncentrace redukujicich sacharidl, ktera méla prudky narist béhem prvni minuty
mikrovinné hydrolyzy a po 3. minuté jiz byla konstantni. Tuto zavislost zachycuje Graf 5.

45 Chemicka hydrolyza

Podle postupti v kapitole 3.9 byly provedeny chemické hydrolyzy pomoci tii kyselin a dvou
hydroxidi. Pro stanoveni vytézku hydrolyzy byla pouzita metoda dle Somogyi-Nelsona
(kapitola 3.11), a to vzdy z rozdilu pocate¢ni hodnoty obsahu redukujicich sacharidi a hodnoty
redukujicich sacharidii po hydrolyze. Pro vypocet koncentrace redukujicich sacharidd byla
pouzita kalibra¢ni kiivka glukozy (kapitola 4.3). Porovnani vytézki chemickych hydrolyz je
znazornéno v Grafech 6 az 9.

Graf 6: Vytezky hydrolyz kyselinou sirovou o trech koncentracich a trech teplotdach
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Graf 7: Vytézky hydrolyz kyselinou dusicnou pri tiech koncentracich a trech teplotach
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Graf 8: Vytezky hydrolyz kyselinou fosforecnou pri trech teplotach a tirech koncentracich
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Graf 9: Vytezky alkalickych hydrolyz pri 100 °C
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V Grafu 6 je znazornéno srovnani vytézku hydrolyz pomoci kyseliny sirové o riznych
a to pii koncentraci kyseliny sirové 2 % a 5 %, kde je vytézek srovnatelné vysoky. Lze také
konstatovat, ze na kyselinu o koncentraci 0,5 % nema teplota vyznamny vliv, protoZe vytézky
u vsech teplot jsou srovnatelné.

vvvvvv

100 °C, kdy jiz pfi nizké koncentraci dosahla hydrolyza vysokého vytézku. Vyssi vytézek byl
ale dle ocekavani u 5% kyseliny dusi¢né. Pti porovnani teplot je u 100 °C patrné jen mirné
zvySeni vytézku hydrolyzy oproti 50 °C. Laboratorni teplota méla u vsSech tfi koncentraci
srovnatelné nevelké vytézky.

V Grafu 8 je znazornéna ucinnost hydrolyzy kyselinou fosfore¢nou. Kyselina fosfore¢na
teploty — 100 °C. Pii koncentraci 5% byla vhodnéjsi teplota 50°C. Laboratorni teplota neméla
na hydrolyzu velky vliv, vytézky jsou srovnatelné u vSech tii koncentraci.

U alkalické hydrolyzy znazornéné v Grafu 9 je patrna zavislost klesajiciho vytézku
hydrolyzy na zvysujici se koncentraci hydroxidu draselného, kde 5% hydroxid draselny poskytl
nejvyssi vytézek. U hydroxidu sodného probéhla hydrolyza bez vétsiho efektu, vytézky byly
nizké a srovnatelné u vSech pouzitych koncentraci. Vyssi koncentrace pouzitého hydroxidu
draselného méla negativni efekt, krom degradace materidlu pravdépodobné i degradaci
vznikajicich cukru.
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4.6 Enzymaticka hydrolyza

Podle postupiti v kapitole 3.9.4 byly provedeny enzymatické hydrolyzy pomoci dvou enzymu
a také jejich kombinace. Podminky hydrolyz byly zvoleny na zaklad¢ pH optima a teplotniho
optima danych enzymi a byly dale optimalizovany. Pro stanoveni kone¢ného vytézku
hydrolyzy byla pouZzita metoda dle Somogyi-Nelsona (kapitola 3.11). Pro vypocet koncentrace
redukujicich sacharidd byla pouzita kalibra¢ni kiivka glukozy (kapitola 4.3).
Doba trvani hydrolyzy byla pfi pouziti celuldzového komplexu a pii kombinaci enzymu
96 hodin, vzorky pro stanoveni redukujicich sacharidii byly odebirany vzdy ptfed pocatkem
hydrolyzy a nasledné¢ kazdych 6 hodin. Pfi pouzité enzymu B-glukosidazy byla doba trvani
hydrolyzy 51 hodin a vzorky byly odebirany kazdé¢ 3 hodiny.

Casova zavislost enzymatickych hydrolyz je znazornéna v Grafech 10 az 17.
Graf 10: Prubeh hydrolyz pomoci celuldzového komplexu, 3 rizné koncentrace pri pH =5,
T=45°C
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Graf 11: Prubéh hydrolyz pomoci celuldzového komplexu, 3 riiznd pH, pri ¢ = 4 %,
T=45°C
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Graf 12: Prubéh hydrolyzy pomoci celulazového komplexu, 3 riizné teploty, pri pH = 5
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Graf 13: Srovnani vytézkii viech hydrolyz pomoci celulazového komplexu
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Pro piehledné znazornéni byl vytvoien Graf 13, kde jsou srovnany vytézky jednotlivych
hydrolyz pomoci celulazového komplexu. Vytézky jsou zpracovany jako rozdil konecné a
pocatecni koncentrace redukujicich sacharidii v substratu. Jako nejvhodnéjsi koncentrace
z trojice stanovenych se jevi koncentrace 4 %, a jako nejvhodnéjsi pH pro hydrolyzu bylo
zjisténo pH = 4,5.
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Graf 16:
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Hydrolyza pomoci kombinace enzymiu, pri pH = 4,5 a T = 45 °C
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Graf 17: Srovnani vytézkit vsech hydrolyz pomoci [-glukosiddzy
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V Grafu 16 je opét znazornéno prehledné porovnani vytézkl hydrolyz pomoci -glukosidazy
a také pomoci kombinace enzymu. Jako nejvhodnéjsi koncentrace pro hydrolyzu se
u B-glukosidazy prokazala koncentrace 0,4 %. Teplota 55 °C se jevila jako vhodné&jsi
V porovnani s 45 °C, nicméné pro hydrolyzu kombinaci enzymi byla zvolena teplota 45 °C
z divodu optima celulazového komplexu zjisténého v predchozich hydrolyzach (Graf 13).
Jako nejvhodnéjsi pH u hydrolyzy B-glukosidazou se také potvrdilo pH = 4,5, stejné, jako
Vv ptipadé hydrolyzy celuldzovym komplexem, proto bylo toto pH zvoleno i pii kombinaci
enzymu.

Hydrolyza kombinaci enzymt poskytla dle ocekavani nejvyssi vytézky z celé série
enzymatickych hydrolyz, a to 27,4241 + 0,0007 g-1™.

4.7 Mikrobialni produkce enzymi

4.7.1 Stanoveni po¢tu spor

V inokulu piipraveném dle postupu v kapitole 3.10.1 byl mikroskopicky zjistén pocet spor
v 1 ml kultury po&itanim na Biirkerové komtirce. Podet spor byl stanoven na 7,84-10° v ml.

4.7.2 Aktivita enzymii a obsah redukujicich sacharidi

U plisn¢ Aspergillus niger byla po dobu 10 dni kultivace sledovana produkce pektolytickych
a celulolytickych enzymt a také obsah redukujicich sacharidli v substratu. Pozorovani jsou
znazornéna v Grafech 18 az 20.

Graf 18: Sledovani obsahu redukujicich sacharidii v prisbéhu SSF kultivace A. niger
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Graf 19: Aktivita celulazy v priitbéhu SSF kultivace
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Graf 20: Aktivita pektindzy v pribehu SSF kultivace
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Béhem desetidenni kultivace metodou SSF byla sledovdna produkce enzymt degradujici
polysacharidy v odpadnich slupkach, a to celulazy a pektinazy, konkrétné polygalakturonazy.
Dale bylo béhem kultivace sledovano mnozstvi redukujicich sacharidi v substratu. Produkce
celuldzy byla detekovana po celou dobu trvani kultivace, kdezto produkce pektinazy pouze
Vv prvnich tfech dnech. Aktivita celulazy v prvnich dnech nejdfive pravidelné rostla, od patého
dne byla jeji aktivita proménnd. Aktivita pektindzy pozvolné klesala az do zastaveni produkce.
Dtivodem zastaveni produkce pektindzy mtze byt dokonceni hydrolyzy pektinu jiz do tietiho
dne kultivace ¢i produkce dalSich enzymii.

V Grafu 18 je nejdiive v prvnim dni kultivace patrny vysoky obsah redukujicich sacharidi,
ktery potvrzuje degradaci materialu produkovanymi enzymy, nicméné v nésledujicich dnech
obsah redukujicich sacharidd pozvolna klesa, tedy byly sacharidy spotfebovany
mikroorganismem na svuj rust.

Graf 21: Celkové porovnani vytézkii nejlepsich hydrolyz
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V Grafu 21 je znazornéno porovnani nejlepSich hydrolyz z jednotlivych skupin metod
pieduprav. Z fyzikalnich metod, které jsou zde znazornény zluté, byla vybrana hydrolyza
zvysenou teplotou (100 °C) a mikroviny o nejvys$im stupni intenzity v kombinaci s kyselinou
sirovou. Z kyselych hydrolyz byly vybrany nejlepsi parametry pro kazdou z kyselin — u vsech
kyselin se jedna o hydrolyzu pii 100 °C, koncentrace byla u kyseliny sirové a fosforecné
nejucinnéjsi 2 %, u kyseliny dusicné 5 %. Kyselé hydrolyzy jsou znazornény cervené. Modie
je znazornéna jedina ucinna alkalicka hydrolyza, a to KOH o koncentraci 5 %. Zelené jsou
pfi téchto hydrolyzéach byly poté pouZzity pro hydrolyzu kombinaci enzymi, ktera méla nejvyssi
vytézek zkvasitelnych sacharid, a to 27,4241 + 0,0007 g-1™.
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5 ZAVER

Cilem bakalafské prace bylo studium riznych metod ptedaprav polysacharidového
odpadniho materidlu a zvoleni nejucinngj$i metody za ucelem maximalizace jednoduchych
sacharidi. Jako substrat byly zvoleny odpadni pomerancové slupky. Experimentalni cast prace
sestavala z optimalizace parametrii zvolenych hydrolyz (fyzikdlni, chemické, enzymatické).
Vytézky redukujicich sacharidi byly stanoveny spektrofotometricky, metodou dle
Somogyi-Nelsona.

Z fyzikélnich hydrolyz byly pouzity metody zvysené teploty, mikrovln, tlakového hrnce a
ultrazvuku, z chemickych hydrolyz to byly metody kyselé a alkalické. Byly pouzity kyseliny
sirova, dusicna, a fosfore¢nd, a hydroxid sodny a draselny. Enzymatickd hydrolyza byla
provadéna pomoci enzymi od firmy Novozymes® NS50013 a NS50010. Byly optimalizovany
podminky pro kazdy enzym a nésledné aplikovany 1 na kombinaci obou uvedenych enzymu.

Pted uvedenymi hydrolyzami byla z odpadniho materidlu pfipravena vzdy obdobna
25% w/v suspenze materidlu ve vodé, ktery byl predtim nékolik minut homogenizovan
v mixéru na ¢astecky o velikosti 0,3-0,9 cm. Pfed kazdou hydrolyzou byl odebran vzorek
pro stanoveni pocatecni koncentrace redukujicich sacharidd, vSechny vytézky byly nasledné
spocitany jako rozdil konecné a pocatecni koncentrace redukujicich sacharidi. Potravinovy
odpad byl pfed zapocetim hydrolyz charakterizovan stanovenim suSiny, vlakniny a celul6zy.
Obsah susiny v ptivodnim odpadu byl stanoven na 22,6 + 0,2 %. Obsah vlakniny v pivodnim
odpadu tvofil 65 + 2 % a obsah celuldozy v pivodnim odpadu byl stanoven na 13,1 + 0,6 %.

vvvvvv

této hydrolyze €inil 2,58 + 0,06 %.

Jako nejlepsi metoda predupravy se z fyzikalnich hydrolyz prokazala metoda zvySenou
teplotou, a to 100 °C. Vyt&zky redukujicich sacharidi ¢inily po hydrolyze 26,103 + 0,002 g-1™.
Z kyselych metod ptfeduprav byla nejlepsi kyselina dusi¢nd, a to pii teplot¢ 100 °C
a koncentraci 5 %. Vytézek po hydrolyze byl stanoven na 24,1424 + 0,0019 g-1*.

vvvvvv

hydrolyz. Optimalizaci procesu byly zjistény nejvhodnéjsi koncentrace enzymt, a to 4 % pro
celulazovy komplex a 0,4 % pro enzym B-glukosidazu. Prubéh hydrolyzy byl z hlediska pH
nejucinngjsi pii pH = 4,5 a teplotni optimum bylo zjisténo 45 °C. Pfi téchto parametrech
poskytla enzymaticka hydrolyza vytézek redukujicich sacharid 27,4241 + 0,0007 g-1™.

Jako dopln€k byla sledovdna produkce enzyml metodou staciondrni kultivace (SSF)
na daném odpadnim materialu, a to za pouziti kmene Aspergillus niger. Béhem desetidenni
kultivace byly odebirany vzorky pro stanoveni celulazy, pektinazy a obsahu redukujicich
sacharidi. Oba enzymy byly detekovéany, pektindza pouze po dobu prvnich tfi dni. Bylo
zjisténo, Ze tento odpadni material je vhodny pro produkci enzymi. Predmétem dalsiho studia
by mohla byt izolace vyprodukovanych enzymii a jejich pouziti na dalsi hydrolyzy.

vvvvv

sacharidli, avSak jeji nevyhodou mulzZe byt pofizovaci cena enzymii a pomérné dlouha doba
procesu. Fyzikalni a kyselé hydrolyzy se ukazaly taktéz jako pomérné u¢inné, ale problémem
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by vpraxi mohla byt odpadni voda a vznik nezadoucich vedlejSich produktl, které
u enzymatické hydrolyzy nepozorujeme. V praxi se Vv poslednich letech za¢ina uplatiovat
zpusob hydrolyzy mikrovinami o nizké intenzit€¢ a vysoké teploté, nebo zpisob simultanni
sacharifikace a fermentace jak na slupkach z pomerancu, tak mandarinek. Potravinovy odpad
je diky niz§imu obsahu ligninu, a tedy shazsi dostupnosti sacharidic vhodnym budoucim
substratem pro produkci hodnotnych produktti a biopaliv, a mohl by nahradit méné vynosné
lignocelul6zové materidly.
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11 PRILOHY

Piiloha 1: Kalibracni krivka glukozy

c[gl?] A (530 nm)

0,02 0,1087 +0,0005
0,04 0,2047 £+ 0,0005
0,06 0,2997 + 0,0005
0,08 0,3967 +0,0011
0,10 0,4900 + 0,0009
0,12 0,5733 £0,0011
0,14 0,674 £ 0,005

0,16 0,7753 £ 0,0005
0,18 0,8717 £0,0005
0,20 0,9637 +0,0011

Piiloha 2: Vytezky a parametry fyzikalnich hydrolyz

hydrolyza ¢as [min] ¢ [g1]

o 50 °C 16,022 + 0,004

vodni lazen AT 100°C 60 26,103 £ 0,002
tlakovy hrnec bez H2SO4 15 21,1964 + 0,0012

2% H2S04 25,413 + 0,003

ultrazvuk 30 0,153 + 0,003

385 W 16,022 + 0,002

mikroviny 540 W 5 21,158 + 0,003
700 W 24,7228 + 0,0009

0. min 1,417 + 0,003

1. min 19,394 + 0,003
¢asova zavislost 700 W + 2. min 26,2551 + 0,0005
mikrovin 2% H2S04 3. min 26,3317 + 0,0008
4. min 26,5234 + 0,0005

5. min 26,715+ 0,002

vytezek 25,297 + 0,002
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Piiloha 3: Vytezky a parametry kyselych hydrolyz

teplota | koncentrace H250 HINOs H3PO:
c[g1']
0,5 % 12,0004 + 0,0014 | 10,1163 +0,0005 | 6,4877 +0,0016
laboratorni 2 % 9,837 + 0,002 9,1045 + 0,0009 | 7,1157 +0,0018
5 % 13,0472 £0,0019 | 9,0696 + 0,0005 | 8,3369 +0,0014
0,5 % 13,8148 + 0,0018 | 14,0590 + 0,0005 | 10,8141 +0,0014
50°C 2% 16,9200 + 0,0019 | 18,6297 + 0,0009 | 7,0460 +0,0011
5 % 14,1637 £0,0011 | 22,7817 +0,0005 | 18,4552 +0,0019
0,5 % 13,4310 £ 0,0005 | 23,6539+ 0,0009 | 18,0714 +0,0014
100 °C 2% 22,782 +0,003 | 18,9088+ 0,0005 | 20,5487 + 0,0005
5 % 22,6770+ 0,0014 | 24,1424 +0,0019 | 13,1867 + 0,0009
Piiloha 4: Vytezky a parametry alkalickych hydrolyz
koncentrace NaOH KOH
c[gl]
5 % 2,3357 + 0,0014 | 23,3050 + 0,0014
10 % 2,4753 + 0,0005 | 12,2447 + 0,0009
15 % 3,2427 +0,0009 | 0,4865 + 0,0005
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Piiloha 5: Vysledky enzymatickych hydrolyz (celuldza) - tFi riizné koncentrace

45 °C, pH = 5; [g17]
t [hod] 2% 4% 6 %

12,5587 + 0,0005 11,4073 +0,0011 17,5132 + 0,0005

19,1530 + 0,0009 19,3624 + 0,0009 19,6764 + 0,0009

12| 24,4215 + 0,0005 20,5487 + 0,0011 25,6776 + 0,0005

24| 26,6545+ 0,0019 27,4919 + 0,0005 29,8994 + 0,0014

30| 26,5848 +£0,0016 30,3530 + 0,0009 30,3530 + 0,0009

36| 26,2010 +0,0005 30,3181 + 0,0005 30,7019 + 0,0005

48| 25,6078 + 0,0005 35,4470+ 0,0014 31,4695 + 0,0005

54| 25,6427 +0,0009 35,1679 + 0,0009 31,8184 + 0,0009

60| 26,4801 +0,0009 35,3423 +£0,0014 31,8533 + 0,0005

72| 26,2707 £ 0,0009 35,3074 + 0,0005 31,8184 + 0,0009

78| 26,8988 + 0,0009 34,9934 + 0,0014 32,1673 + 0,0005

84| 26,2359 + 0,0005 34,9585 + 0,0009 32,0626 + 0,0005

96| 27,5617 +0,0014 34,8888 + 0,0014 32,0277 + 0,0009
vytezek| 15,0030 + 0,0009 23,4815 + 0,0005 14,5145 + 0,0009
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Piiloha 6: Vysledky enzymatickych hydrolyz (celulaza) - tFi riizna pH

45 °C, 4 %; [g1]
t [hod] pH=45 pH =55 pH =65

0| 8,3718 £ 10,0009 | 20,1300+ 0,0005 | 20,0951 + 0,0009
6]22,5374 £ 0,0005| 24,0726 =0,0009 | 20,9325+ 0,0009
12]23,0608 +0,0011| 24,2471 +0,0005 | 21,6652 + 0,0016
24|31,5044 +0,0009| 31,3997 +0,0009 | 21,1069 =+ 0,0014
30|32,3417 £0,0009 | 29,5156 +0,0009 | 22,5374 + 0,0005
3637,9242 +0,0005 | 30,2832 +0,0011 | 33,5978 + 0,0009

48 38,9361 + 0,0009 | 44,3441 +0,0005 | 41,9716 +0,0009

54 38,2034 + 0,0016 | 44,4837 +0,0009 | 42,1460 + 0,0005

60| 36,9473 £ 0,0009 | 44,2395 +0,0005 | 40,9946 +0,0011
72|35,8308 + 0,0005 | 44,4488 +0,0005 | 41,8669 = 0,0009
78|34,4352 +0,0009| 44,0650+ 0,0009 | 41,6924 + 0,0005

84 33,9816 +0,0014| 43,7510+ 0,0009 | 41,5180+ 0,0014

96 33,8420 = 0,0005 | 43,7161 +0,0014 | 41,1342 +0,0009
vytezek | 25,4702 + 0,0014 | 23,5861 + 0,0009 | 21,0391 + 0,0009

Piiloha 7: Vysledky enzymatickych hydrolyz (celuldza) - dveé riizné teploty

4 %, pH =5; [g1"]
t [hod] 40 °C 50 °C

0 5,964 + 0,002 8,5463 + 0,0011

6| 19,3624 +0,0009 19,5717 + 0,0009

12| 20,9674+ 0,0005 22,2932 + 0,0009

24| 24,4913 +0,0009 27,5268 + 0,0009

30| 27,0383+ 0,0014 29,7249 + 0,0009

36| 29,0620+ 0,0014 33,5978 + 0,0009

48| 29,7947 +0,0005 36,0401 + 0,0005

54| 29,9343 +0,0009 35,5866 + 0,0009

60| 29,7249 +0,0009 34,4701 + 0,0005

72| 29,6900 + 0,0005 34,4352 + 0,0009

78] 29,8296 + 0,0009 34,5398 + 0,0009

84| 29,4109 +0,0009 34,3305 + 0,0009

96| 29,4109 +0,0009 34,0165 + 0,0009
vtesek| 23,4466 +0,0014 25,4702 + 0,0005
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Priloha 8: Vysledky enzymatickych hydrolyz (p-glukosidaza)

55 °C, pH = 5; [g1"] 5°C pH =5,

t [hod] [g-1]
0.2 % 04 % 0,6 % 04 %

0| 6,8017 £ 0,0005 | 59643=0,0009 | 59643=0,0009 | 3,2429 0,009

3| 12,4540 £ 0,0009 | 16,3269 + 0,0009 | 6,6970+0,0009 | 7,6740 £ 0,0005

6] 13,3961 0,0009 | 16,4316 +0,0009 | 8,0578+0,0009 | 7,4297  0,0009

9]13,3961 0,000 | 17,3736+ 0,0009 | 7,9880+0,0014 | 13,8148 + 0,0018

21| 13,6403 £ 0,0005 | 17,5132 %0,0005 | 8,0578+0,0009 | 15,9431 £ 0,0005

24] 13,7101 £ 0,0009 | 17,1294 +0,0014 | 8,2322 +0,0005 | 16,1175 = 0,0009

27) 13,9194 + 0,0009 | 17,4434 +0,0011 | 8,8952 +0,0009 | 16,1175 = 0,0009

30| 17,4085 = 0,0005 | 20,8627 +0,0005 | 14,8615 +0,0009 | 16,0478 + 0,0019

33| 19,4671+ 0,0009 | 25,4334 +0,0009 | 159431 +0,0014 | 15,8384 +0,0035

45| 19,3973 = 0,0005 | 25,5380 +0,0009 | 16,2222 +0,0009 | 16,3618 % 0,0005

48| 19,4322+ 0,0014 | 25,6427 +0,0009 | 16,4316 0,0009 | 16,1524 +0,0019

51) 19,4671 + 0,0009 | 25,3287 0,0009 | 16,1524 = 0,0019 | 16,2222 = 0,0009

vyteek| 12,6653 = 0,0009 | 19,3644 +0,0009 | 10,1881 % 0,0010 | 12,9794 & 0,0009
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Piiloha 9: Vysledky hydrolyzy pri pouziti kombinace enzymii

kombinace (celulaza, B-glukosidaza)
t [hod] 45 °C, pH = 4,5; [g'1'!]
0 1,9868 + 0,0009
6 1,8821 + 0,0009
12 2,7195 + 0,0009
24 15,3848 + 0,0009
30 16,1175 + 0,0009
36 16,9898 + 0,0005
48 17,4085 + 0,0005
54 18,7343 + 0,0009
60 18,9437 + 0,0009
72 26,3405 + 0,0005
78 26,3405 + 0,0005
84 29,4807 + 0,0009
96 29,4109 + 0,0009
vytezek 27,4241 + 0,0007

Piiloha 10: Sledovani produkce enzymiui a koncentrace redukujicich sacharidu pri SSF
kultivaci s A.niger

cukry celulaza pektinaza
t [den]
¢ [gl']
1. 13,6054 + 0,0009 16,8502 + 0,0009 102,996 + 0,003
2. 2,9637 + 0,0014 31,5392 +0,0014 25,1542 + 0,0005
3. 2,6846 + 0,0019 56,6606 + 0,0005 15,9082 + 0,0009
4. 1,2192 + 0,0005 99,716 + 0,003 -
5. 1,9170 + 0,0014 96,5407 + 0,0019 -
6. 2,1264 + 0,0005 73,478 + 0,002 -
7. 2,8242 + 0,0009 45,1117 + 0,0009 -
8. 2,3357 +0,0014 73,2337 £ 0,0014 -
9. 3,9407 + 0,0011 102,6814 + 0,0009 -
10. 4,2547 + 0,0005 54,3229 + 0,0009 -
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