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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva problematikou vyuziti odpadnich surovin pro mikrobialni
produkci vyznamnych metaboliti. Prvni cast prace je zaméfena na vyuziti
odpadniho papiru, jakoZzto lignocelulosového materidlu, ktery pfedstavuje netradi¢ni
zdroj pro produkci bioethanolu. Druhd cast se vénuje imobilizaci celulolytickych
enzymil, které se uplatiiuji pti hydrolyze lignocelulosovych materialt.

Odpadni papir (lepenka) byl nejprve predupraven pomletim mixérem
a vibraénim mlynem. Predupravena lepenka byla pouzita pro produkci ethanolu
metodou simultanni sacharifikace a fermentace. Tato metoda byla nejdiive
optimalizovana s volnymi bunkami Saccharomyces cerevisiae. Nasledujicim
krokem byl vybér kmenti vhodnych k imobilizaci. Kmeny S. cerevisiae
a Pichia kudriavzevii byly imobilizovany technologii enkapsulace do nosice
z polyvinylalkoholu a opét testovany na produkci ethanolu metodou simultanni
sacharifikace a fermentace.

V druhé casti prace byl pfipraven nosi¢ z odpadnich polyethylentereftalovych
lahvi, ktery byl pouzit k imobilizaci celulolytického komplexu. Pro tento nosic
s enzymem byly stanoveny zakladni charakteristiky, jako teplotni a pH optimum,
skladovaci, operacni a tepelna stabilita, enzymova kinetika a zptisob G¢inku enzymu.
Srovnanim se dvéma komerénimi nosi¢i se tento nosi¢ ukazal jako vhodny
k imobilizaci celulolytického komplexu.

KLICOVA SLOVA: celulolytické enzymy, ethanol, imobilizace, odpadni papir
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1 TEORETICKA CAST

1.1 CHARAKTERISTIKA LIGNOCELULOSY

Lignocelulosa je hlavni sloZzkou rostlinné biomasy a zaroven predstavuje
nejrozsifenéjsi prirodni material na svété. Obvyklymi zdroji lignocelulosy jsou
zemédéelské a lesnické zbytky, papir, urCity podil tohoto materidlu je obsazen
I vpevném komunalnim odpadu. Jiz dlouho je lignocelulosa povazovana
za potencialni zdroj cukrti zkvasitelnych na ethanol. Hlavni pfekdzkou Sirsiho
vyuziti lignocelulosovych materidll je vSak jeho komplexita, kdy kromé celulosy
obsahuje 1 hemicelulosu a lignin, jeZ jsou vzdjemné pevné provazany a tvori
komplexni rigidni matrici [1]. Zasadnim problémem je také krystalinita celulosy.
Tato organizace molekularni struktury pfedstavuje piekazku v pristupu
hydrolytickych enzymt a brani G¢innému rozkladu celulosy na molekuly glukosy,
jez mohou byt zkvaSeny na ethanol [2].

1.1.1 Preduprava lignocelulosovych materialu

Vzhledem k vyse uvedenym okolnostem je nezbytné lignocelulosovy material
nejprve narusit a upravit tak, aby enzymaticka hydrolyza byla G¢inna a potazmo
bylo dosaZeno co nejvétSich vytézkl ethanolu. Efektivni a ekonomickd prediprava
by méla spliiovat nasledujici pozadavky:

- produkce celulosovych vldken pro enzymatickou hydrolyzu,

- zabranéni vzniku inhibitori hydrolytickych enzymii a mikroorganismi

pouzivanych v nasledné fermentaci na ethanol,

- co nejnizsi energetické naroky,

- mala produkce odpadu,

- nizka spotieba chemikalii nebo vyuziti levnych chemikalii [3].

Pro ptfedupravu materialu bylo zavedeno mnoho metod, které se déli podle
charakteru na fyzikalni, fyzikalné-chemické, chemicke a biologicke. Nejjednoduééi
metodou predupravy je mechanické zpracovani, napt. mletim nebo fezanim [4].
Casto se vyuziva alkalicka a kysela hydrolyza. U¢inna je také kombinace ptisobeni
tepla a chemikalii [3].

1.1.2 Enzymaticka hydrolyza

Celulolytické enzymy jsou systémem nékolika rliznych synergicky ptsobicich
slozek. Nejlépe prostudovany je systém aerobnich hub (Phanerochaete
chrysosporium, Fusarium solani, Penicillium funiculosum, Talaromyces emersonii,
Trichoderma koningii a Trichoderma reesei). Celulolyticky systém téchto hub se
sklada z nasledujicich slozek [5]:

- endo-1,4-B-D-glukanasa (EG; endoglukanasa)

- exo-l,4-B-D-glukanasa (CBH; celobiohydrolasa)

- B-glukosidasa (celobiasa; glukohydrolasa)

Enzymatickd hydrolyza celulosy je reakce s vice kroky, kterd se odehrava
V heterogennim systému, kde nerozpustna celulosa je nejdfive St€pena na rozhrani
pevné a kapalné faze synergickym plisobenim jednotlivych slozek celulolytického



systému [6]. Endoglukanasy napadaji nahodn¢ amorfni oblasti celulosy a uvoliuji
glukooligosacharidy a celobiosu. Celobiohydrolasy postupné odstépuji celobiosu
Z neredukujiciho 1 redukujiciho konce celulosy. Toto zahijeni rozkladu je pak
doprovazeno Stépenim rozpustnych meziproduktl na glukosu pisobenim
B-glukosidas, coz se jiz odehrava v kapalné fazi [5, 6].

1.2 FERMENTACE
1.2.1 Fermentujici mikroorganismy

Tradi¢nimi producenty ethanolu jsou Saccharomyces cerevisiae a Zymomonas
mobilis. V primyslovych procesech se nejcastéji pouziva kvasinka S. cerevisiae,
ktera se ukazala byt velmi robustni a vhodna pro fermentaci lignocelulosovych
hydrolyzata [7].

Potencialnimi producenty ecthanolu jsou i nékteré nesacharomycetni druhy
kvasinek, napt. Torulaspora delbrueckii, Pichia kudriavzevii (synonyma
Issatchenkia orientalis, Candida krusei), Debaryomyces hansenii nebo
Wickerhamomyces anomalus (synonymum Pichia anomala) [8, 9].

Potencidl produkce ethanolu maji také termofilni mikroorganismy, které jsou
vyhodné v procesu simultanni sacharifikace a fermentace vzhledem k jejich
optimalni teploté pro rist piiblizujici se optimalni teploté enzymu [10].

1.2.2 Simultanni sacharifikace a fermentace

Simultanni sacharifikace a fermentace (SSF) neboli enzymaticka hydrolyza
a fermentace probihajici v jednom kroku je slibnou metodou vyroby bioethanolu
Z lignocelulosovych materiali. Hlavnim diivodem pro vyvinuti této metody bylo, Ze
je pii ni glukosa vznikla hydrolyzou ihned spotfebovana mikroorganismem, a tim se
zabrani produktové inhibici enzymt [11]. Z této myslenky plynou dalsi vyhody jako
zvySeni rychlosti hydrolyzy, moznost niz$iho davkovani enzymu, vys$i vynosy
produktu, niZ8i poZzadavky na sterilitu, kratsi trvani celého procesu a niZsi investi¢ni
naklady (je potieba pouze jedné reakéni nadoby). Tento postup vsak vyzaduje
kompromis mezi optimalnimi podminkami pro enzymatickou reakci a pro
fermentujici mikroorganismy [12]. Uginnost této technologie je dale omezena
inhibici celulolytickych enzymu vznikajicim ethanolem [13].

Naklady na vyrobu ethanolu spojené s pfipravou inokula je mozné snizit
opakovanymi vsadkami S imobilizovanymi bunkami. Vyroba ethanolu pomoci
imobilizovanych bunék ma vyhodu v tom, Ze buiiky jsou zapouzdiené v nosném
materialu ve vysoké koncentraci, coz vede k vyssi produktivité ethanolu [14]. Mezi
materidly vhodné pro imobilizaci bunék patifi alginat vépenaty, agar,
polyvynilalkohol, polyuretan, anorganické porézni matrice, pfipadné nékteré
zem&délské odpadni produkty [15].

Polyvinylalkohol (PVA) je vhodnou volbou tam, kde neni nutny ptestup kysliku.
Technologie LentiKats imobilizuje mikroorganismy do nosice PVA ve tvaru ¢ocky
o priméru 3 - 4 mm. Tuhnuti LentiKats je zaloZzeno na ¢astecném zaschnuti gelu pti
pokojové teploté, které je jednou z nejméné Skodlivych technik pro imobilizaci
mikroorganismili. Takto imobilizované mikroorganismy nabizi nékolik vyhod, jako
napfiiklad levnou a jednoduchou ptipravu gelu, nizkou cenu nosice, jednoduché



oddéleni z reakéni smési, nizké difizni limity (tloustka 200 az 400 um). Navic ma
tento nosi¢ vynikajici mechanickou stabilitu, je netoxicky a obtizné rozlozitelny

[16].

1.2.3 Soucasné poznatky vyroby ethanolu z odpadniho papiru

Vyhodou vyuziti odpadniho papiru pro vyrobu ethanolu je jeho dostatek,
ekonomicka konkurenceschopnost a obsah pomérné vysokého mnozstvi sacharidi.
Odpadni papir navic nevyzaduje tak energeticky narocné termofyzikalni predapravy
ve srovnani s piirodnimi lignocelulosovymi substraty diky tomu, ze jiz byl v procesu
rozvlaknovani ¢aste¢n¢ delignifikovan a zbaven vyznamného mnozstvi
hemicelulosy [17].
metodou SSF s termotolerantnim kmenem kvasinek Kluyveromyces marxianus.
Nejvyssiho vynosu (asi 80 % teoretického) bylo ziskano pii nizké koncentraci
substratu a vysokém davkovani enzymu. S rostouci koncentraci substratu se objevily
obtize s michanim, které branily odpovidajicimu vytézku ethanolu. Zachovani
vynosu pii vys$s§im davkovani substratu bylo dosazeno s fed-batch SSF, koneény
vytézek ethanolu pak byl kolem 18 g-1" [18].

Dalsi prace porovnavala vykon kvasinky Saccharomyces cerevisiae
s termotolerantni kvasinkou Kluyveromyces marxianus pii SSF odpadni lepenky a
papirenského kalu. Vysledky ukazaly, ze S. cerevisiae je stejn¢ vykonna jako
K. marxianus pfi teploté 40 °C. Konverze celulosy byla v rozmezi 55 - 60 % [19].

Jak z technického, tak ekonomického hlediska byla posuzovana vyroba ethanolu
z riznych odpadnich papirG (noviny, kancelaisky papir, casopisy a lepenka). Pti
vysokém davkovani substratu (15 % hm.) bylo enzymatickou hydrolyzou dosazeno
konverze celulosy na glukosu 50 -76 %. Ethanol vyrobeny z Ilepenky byl
vyhodnocen jako nejlevnéjsi [20].

Studie zabyvajici se hydrolyzou kancelatského papiru uvadi, Ze ucinnost
hydrolyzy je snizena pfitomnosti popela, na ktery se adsorbuji enzymy s vétsi
afinitou nez na celulosova vldkna. Dale zjistila, ze suSeni celulosovych vlidken je
nevratny proces, ktery zplsobuje uzavieni pora ve vlaknech a také snizuje ucinnost
hydrolyzy [21].

Vytézek enzymatické hydrolyzy miize byt zvySen piedipravou substratu
ultrazvukem, jak bylo potvrzeno pii pouZiti tohoto postupu u hydrolyzy odpadniho
novinového papiru, kdy se takto ziskalo vice nez dvojnasobné mnozstvi
zkvasitelnych sacharidi [22]. Ultrazvuk byl také aplikovan 1 pfi samotné fermentaci
hydrolyzovaného papiru stémét dvojnasobnym zvySenim vytézku ethanolu -
ultrazvuk za optimalizovanych podminek mél dle studie pfiznivy G€inek na piijem
glukosy bunkami fermentujiciho mikroorganismu [23].

Postupné dochazi ke zlepSovani vytéznosti ethanolu z papiru a papirenskych
kalt, nicméné kone¢nd dosazena koncentrace ethanolu byva obvykle niz$i nez
1-29% hm. Pfi¢inou jsou hlavné obtize pii vysokém davkovani substratu. Nad
zhruba 15 % hm. se absorbuje voda do papiru a vysledkem je piili§ husta suspenze,
ktera vyzaduje velké sily pro michani. Vzhledem k tomu, Zze odpadni papir obsahuje
okolo 50 % celulosy, vytézek ethanolu pti davkovani substratu 15 % hm. se nemuze
o¢ekavat vyssi nez 3,75 % hm. Jednou z moznosti feSeni tohoto problému spociva



Vv postupném davkovani substratu v kombinaci se SSF. Béhem sacharifikace dochazi
k degradaci substratu, postupné se uvolnuje voda a snizuje Se viskozita suspenze.
Po ztekuceni je pak mozny dalsi ptidavek substratu [17].

1.3 IMOBILIZACE CELULOLYTICKYCH ENZYMU

V ptipadé rozkladu lignocelolosovych materidlii je tfeba zajistit tplné vyuziti
katalytického potencidlu celulolytickych enzyml. Podle nékterych studii tvofi
celulolytické enzymy az 50 % z celkovych nékladt hydrolyzy [24]. Nejvyznamnéjsi
strategii pro sniZeni nékladli enzymatické hydrolyzy je recyklace celulolytickych
enzymil. Velky potencial ma technika imobilizace, ktera pfimo zabranuje rozdéleni
enzymu mezi substrat a roztok a usnadnuje tak opétovné vyuziti [25].

O imobilizaci celulolytickych enzymi je v literatufe dostupnych relativné malo
praci ve srovnani s jinymi enzymy. Je to zeyjména kviili tomu, Zze celulosa neni
rozpustna a nékteré imobilizaéni techniky (napf. zapouzdieni enzymu) nejsou
vhodné, protoze brani interakci enzymu se substratem. Vhodnou technikou se jevi
imobilizace celulolytického komplexu vazbou na nosi¢ nebo pomoci zesiténi [26].

Béhem poslednich dvou desetileti byly celulolytické enzymy imobilizovany
na nékolik riznych nosicl. Mezi vhodné materidly byla navrhnuta hydrofilni
polyuretanova péna [27], chitin [28], polyvinylalkoholovdA membrana [29],
silikonovd membrana s tenkou vrstvou oxidu kifemicitého na povrchu [30, 31],
membrany kopolymeru akrylonitrilu [32], p-trimethylaminem modifikované
polystyrenové kuli¢ky [33], aktivni uhli [34], nosice s epoxidovymi skupinami, které
vytvareji intenzivni vicebodovou kovalentni vazbu s lysinem a dal$imi nukleofilnimi
skupinami na povrchu proteinu [35, 36], jilové mineraly (napt. palygorskit, kaolinit)
[37], glutaraldehydem aktivované lipozomy, které jsou dale vazany na chitozanové
gelove Castice [38], neporézni nano€astice oxidu kiemicitého [39] nebo mesoporézni
nanoCastice  oxidu  kiemicitého, kter¢é mohou byt funkcionalizovany
napi. kondenzaci s 3-aminopropyltriethoxysilanem, vinyltrimethoxysilanem nebo
fenyltrimethoxysilanem  [40, 41], polyamidoaminovy dendrimer, ktery byl
naroubovan na povrch kiemene mikrovinnym ozaienim [42].

Dale byl celulolyticky komplex vazan na N-sukcinyl-chitosan, ktery vykazuje
rozpustnost resp. nerozpustnost v zavislosti na pH. Imobilizovany preparat je
v rozpustné form¢ béhem enzymatické reakce, zatimco na nerozpustnou formu se
pievede snizenim pH reakéniho roztoku po reakci [43]. Na stejném principu funguje
dalsi nosi¢ s komerénim ndzvem Eudragit, coz je aniontovy kopolymer na bazi
kyseliny methakrylové a methylmethakrylatu [44, 45].

V poslednich letech se vyuzivaji magnetické nosice. Magnetické nanocdstice
S funkénimi skupinami maji vyhodné vlastnosti, kterymi jsou velka plocha, maly
difuzni odpor, vysoka kapacita a daji se rychle oddélit z velkého objemu roztoku
pomoci magnetického pole. Ptikladem magnetického nosi¢e pro imobilizaci
celulolytickych enzymii mize byt magnetickd nanocéstice pokrytd chitosanem
a modifikovana a-ketoglutarovou Kkyselinou [46] nebo vrstvou kiemicitanu
modifikovaného navazanymi primarnimi aminy [47].



2 CILE PRACE

Cilem dizertacni prace je posoudit vyuzitelnost odpadniho papiru jako
potencidlniho zdroje suroviny pro produkci bioethanolu a vybrat vhodny
fermentujici mikroorganismus. Vystupem je optimalizovany proces hydrolyzy
papiru celulolytickym komplexem enzymt a produkce ethanolu metodou simultanni
sacharifikace a fermentace.

Soucasti prace je také testovani vybranych nosi¢li pro imobilizaci celulolytického
komplexu potencidlné vyuzitelnych pii degradaci lignocelulosovych substrati.

V préci jsou feSeny nasledujici dil¢i cile:

- vybér vhodné piedupravy odpadniho papiru (lepenky),

- optimalizace metody SSF s pouzitim volnych bunék S. cerevisiae,

- srovnani produkce ethanolu metodou SSF s kvasinkami S. cerevisiae a
bakteriemi Zymomonas mobilis,

- vybér vhodného kvasinkového kmene k imobilizaci,

- otestovani imobilizovanych kmenl kvasinek pro produkci ethanolu metodou
SSF,

- optimalizace metody SSF s pouzitim imobilizovanych bun¢k S. cerevisiae,

- ovéfeni optimalizovanych podminek pro produkci ethanolu metodou SSF
ve fermentoru,

- ptiprava nosice z PET lahvi pro imobilizaci celulolytickych enzymt,

- charakterizace imobilizovaného celulolytického komplexu na nosi¢i z PET
lahvi a dalSich dvou komer¢nich nosicich.



3 MATERIAL A METODY

3.1 MIKROORGANISMY

Saccharomyces cerevisiae (lihovarsky kmen, dodany STU v Bratislave)
Pichia kudriavzevii CCY 29-9-42

Candida solani CCY 29-23-1

Wickerhamomyces anomalus CCY 38-1-35

Hanseniaspora guilliermondii CCY 46-2-4

Kluyveromyces marxianus CCY 51-1-1

Zymomonas mobilis CCM 2770

Zymomonas mobilis LMG 457

3.2 ENZYMY

Novozymes cellulosic ethanol enzyme kit; Novozymes A/S, Dansko
Lyofilizovany celulolyticky komplex z Trichoderma reesei ATCC 26921, Sigma-
Aldrich, Némecko

3.3 CELULOSOVE SUBSTRATY

odpadni lepenka - béZn¢ dostupna 5

kartonovy papir - Biocel Paskov, a.s., Ceska republika
Na-karboxymethylcelulosa, medium viscosity, Serva, Némecko
Hydroxyethylcelulosa, practical grade, viscosity 4000 cP, Serva, Némecko

3.4 NOSICE PRO IMOBILIZACI

- nosi€ pro imobilizaci bun¢k

polyvinylalkohol (PVA 17 - 99), LentiKat's a.s, Ceska republika

- nosice pro imobilizaci enzymu

odpadni polyethylentereftalatové (PET) lahve - bézné dostupné

Sorsilen (objem pori 2 - 3 cm3-gt, mérny povrch 80 - 100 m?-g1), Silona, Plana
nad LuZnici

Eupergit C (velikost ¢astic 150 um), Sigma-Aldrich, Némecko

3.5 SIMULTANNI SACHARIFIKACE A FERMENTACE

Metoda SSF byla obecné provadéna tak, Ze nejdiive byl v pracovni nadobé
(Erlenmeyerova barika, resp. fermentor) vysterilizovan substrat, ktery byl navdzen
na poZzadovanou koncentraci, dale byl pfidin pozadovany objem sterilniho
0,1 mol-dm citrat-fosfore¢nanového tlumivého roztoku (pH 5) a po vychlazeni bylo

piidano pozadované mnozstvi enzymového preparatu. Nakonec byla smés

zaoCkovana mikroorganismem. Pokud byly pouzity volné bunky, byly ziskany
odstfedénim z kultivaéniho glukosového média (10 minut pfi 3000 ot-min™),
supernatant byl slit, k bunkam byla ptidana sterilni voda a suspenze byla znovu
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centrifugovdna. Po sliti supernatantu byly builky nafedény na pozadovanou
koncentraci sterilni vodou a pievedeny do kultivatni nadoby se substratem.
V ptipad€ pouziti imobilizovanych bunck bylo zaockovéani provedeno jednoduse
nasypanim predem odvazenych imobilizatl na sterilni Petriho misce.

SSF provadéna v Erlenmeyerovych bankéach probihala v termostatu bez tfepani.
Pro SSF realizovanou v laboratornim fermentoru byl postup totozny, byla nastavena
teplota, moznost regulace pH a intenzita michani.

SSF byla obvykle vedena 3 — 7 dni. Vzorky byly odebirany pribézné pro HPLC
stanoveni koncentrace glukosy a ethanolu.

Vytéznost ethanolu metodou SSF byla pocitana jako pomér ziskaného mnoZstvi
ethanolu a maximalniho teoretického mnozstvi ethanolu. Toto maximalni teoretické
mnozstvi bylo vypocitdno z potencidlniho mnozstvi glukosy ziskané z celulosy
obsazené v odpadnim papiru a z koeficientu konverze glukosy na ethanol.

3.5.1 Metoda HPLC/RI

Analyza vzorkii odebranych béhem SSF byla provedena metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie s refraktometrickou detekci. Byl odebiran 1,5 ml vzorku,
ktery byl centrifugovan pfi 10 000 ot'min™ po dobu 10 minut na chlazené centrifuze.
Supernatant byl zfiltrovan ptes 45 um filtr do vialky. Vialka byla umisténa
do karuselu autosampleru, ktery davkoval 20 ul vzorku na kolonu. Déleni probihalo
na kolon¢ Watrex Polymer IEX H (2508 mm) s izokratickou eluci. Mobilni fazi
byla 9 mM H,SO,, prittok byl nastaven na 0,5 ml-min, analyza probihala pfi teploté
40 °C po dobu 30 min. K detekci byl pouzit refraktometricky detektor, kvantitativni
vyhodnoceni bylo provedeno pomoci externi kalibrace s vyuzitim ptisluSnych
standardll rozpusténych v destilované vod¢ a analyzovanych za stejnych podminek
jako vzorky.

3.6 IMOBILIZACE CELULOLYTICKEHO KOMPLEXU
3.6.1 Priprava nosi¢e z odpadnich PET lahvi

Ptiblizn¢€ 100 g bezbarvych odpadnich PET lahvi zbavenych etiket a nastiihanych
na ¢tverce velikosti asi 4x4 cm bylo namoceno do tekutého dusiku a ihned pomleto
na stfizném mlyné. Drt’ byla rozdélena na frakce pomoci sit. Castice menSi nez
0,8 mm byly pouzity k aktivaci mac¢enim v acetonu.

3.6.2 Zpisob imobilizace celulolytického komplexu

Enzym byl imobilizovan na tfi rizné nosice - nosi¢ z odpadnich PET lahvi,
Sorsilen a Eupergit C. Ve 100 ml Erlenmeyerové bance byl rozsuspendovan 1 ¢
nosi¢e ve 20 ml 0,05 mol-dm™ octanového tlumivého roztoku o pH 4,8. Dale byl
ptidan enzym (0,1 — 30 mg) a suspenze byla inkubovana pii 4 °C za tfepani.

3.6.3 Charakterizace imobilizovaného celulolytického komplexu

Stanoveni aktivity celulolytického komplexu bylo zalozeno na méfeni nariistu
redukujicich skupin vznikajicich béhem hydrolyzy karboxymethylcelulosy (CMC)
jako substratu pomoci Somogyi-Nelsonovy metody. Aktivita volného
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a imobilizovaného enzymového komplexu byla stanovena pii pH 4,8 (v prostredi
0,05 mol-dm™ octanového tlumivého roztoku) a 25 °C, substratem byl 1% roztok
CMC o pH 4,8.

3.6.4 Metoda podle Somogyi-Nelsona

Byly pfipraveny roztoky néasledujicim postupem:

Somogyi I:

12 g C,H4OsKNa - 4 H,0, 16 g NaHCOs3 a 18 g Na,COs3 bylo rozpusténo v 200 ml
destilované vody. 144 g Na,SO, (bezvody) byl pomalu ptidavan za stdlého michéani
do 600 ml teplé destilované vody. Po rozpusténi vSech latek byly roztoky smichany
dohromady.

Somogyi II:

4 g CuSQy4, 36 g NaySO4 (bezvody) bylo rozpusténo v 200 ml destilované vody.

Nelsonuv roztok IlI:

25 g (NH4)2Mo0704 - 4 H,0O bylo rozpusténo v 450 ml destilované vody, pomalu
ptidano 21 ml koncentrované H,SOy4, roztok byl promichan. Dale bylo piidano 3 g
Na;HASO, - 7 H20 rozpusténého v 25 ml destilované vody. Roztok byl smichan a
temperovan 48 hodin v termostatu pti 37°C.

Pro stanoveni redukujicich sacharidti bylo do kazdé zkumavky pipetovano 0,1 ml
Somogyiho €inidla (I + II v poméru 4:1) a nasledné¢ 0,1 ml vhodné natedéného
vzorku. Zkumavky byly 10 minut povafeny ve vrouci vodni lazni a nasledné
ochlazeny na laboratorni teplotu. Potom bylo do zkumavek ptidano 0,1 ml ¢inidla III
a 1ml destilované vody. Obsah zkumavek byl promichan a byla zméfena
absorbance vzorkt proti blanku pii vinové délce 530 nm. Blank obsahoval 0,1 ml
destilované vody (resp. roztoku substatu) misto vzorku. Koncentrace redukujicich
sacharidil ve vzorku byla vypoctena z rovnice regresni piimky ziskané z kalibracni
kiivky sestrojené pro glukosu.
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4  VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 PREDUPRAVA LEPENKY

Nejvice redukujicich sacharidii (33,3 %, vztaZzeno na mnozstvi celulosy) bylo
ziskano z papiru ptfedupraveného jen fyzikalnimi metodami, a to kombinaci
pomletim mixérem a vibraénim mlynem (Tab. 1.).

PtestoZze vzorek piedupraveny kombinaci fyzikdlni a chemické metody mél
nejvyssi obsah celulosy, nebylo z néj ziskano nejvic redukujicich sacharidi, coz
muze byt zpisobeno pusobenim rezidui chemickych rozpoustédel na enzymy nebo
horsi piistupnosti celulosy po chemické piedupravé. Cistd fyzikalni prediprava
papiru, ktera je navic Casové i proceduralné méné naro¢na, se tedy ukazala jako
nejvhodné;jsi pro dalsi experimenty.

Tab. 1.. Vytezek redukujicich sacharidii vzniklych enzymatickou hydrolyzou riznée
predupraveného papiru po 52 hodindch procesu

Zpusob piedupravy Crs [g-dm™] vytézek RS [%]
mleti 15,8 20,1
mleti + H3POq 18,5 21,5
mleti + H3PO4 + NaOH 21,8 24.4
mleti + vibra¢ni mlyn 28,9 33,3
mleti + vibra¢ni mlyn + HsPO, + NaOH 16,0 20,1

4.2 OPTIMALIZACE PODMINEK PROCESU SSF S POUZITIM
VOLNYCH BUNEK S. CEREVISIAE

4.2.1 Davkovani substratu

Nejvice ethanolu vztaZzeno na mnozstvi pouzitého papiru (potazmo na mnoZzstvi
dodané celulosy) bylo ziskano pti davce 8 % w/v a 10 % w/v, kdy vytéZnost byla
48,2 %, resp. 47,9 %. Dalsi zvySeni davkovani papiru se ukézalo jako nevyhodné,
protoze ackoli absolutni vytézek ethanolu byl vyssi, v prepoctu na dodanou celulosu
byla vytéznost nizsi (36,5 % pro davkovani 12 % w/v, resp. 36,8 % pro davkovani
14 % w/v). Divodem mohla byt pfili§ vysokd hustota smési, potize
S promichavanim, a tim nedostate¢nd dostupnost substratu enzymim. Jako optimalni
proto bylo zvoleno davkovani papiru 8 % w/v.

4.2.2 Davkovani inokula

Existuje zavislost mezi pouzitou koncentraci inokula a nariistem biomasy
a vzniku ethanolu, kdy se zvySujici se pocatec¢ni koncentraci bun€k se snizuje jejich
rust, dostupnd glukosa tim padem neni vyuZivdna na tvorbu biomasy, ale
na produkci ethanolu. V tomto ptipadé byla jako optimalni koncentrace inokula
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zvolena koncentrace 40-10° CFU-ml?, kdy bylo vytvoieno nejvice ethanolu
a zaroven nartst biomasy byl nizky.

4.2.3 Davkovani enzymi

Vytéznost ethanolu se zvySuje az do mnozstvi 3 % w/w enzymu na mnozstvi
substratu, kdy dosahuje 49,2 %, pii vysSich davkach enzymu se vytéznost zvysuje
jen nepatrné. Nejvyssi vytéznosti bylo dosazeno pii pouziti 10 % w/w enzymu
(53,2 %), ovsem toto zvySeni neni tmérné k mnozstvi enzymu. Vzhledem k tomu,
Ze enzymy jsou v podstaté nejdrazsi polozkou v celém procesu, je Zadouci pouZzit co
nejmensi mozné mnozstvi. V tomto piipad¢ bylo zvoleno jako optimalni davkovani
3 % wiw.

4.2.4 Ziviny

Testovan byl piidavek kvasniéného extraktu (v koncentracich 1; 3 a 5 g-dm™),
KH,POy4 (v koncentracich 0,1; 0,5 a 1 g:dm™) a MgS0O,4.7H,0 (v koncentracich 0,1;
0,5 a 1 g:dm?), tedy zivin, které tvofi sou¢ast standardniho média pro kultivaci
kvasinek. Vysledky ukdzaly, Ze ptidavek zivin nepfispél k vyznamnému zvySeni
produkce ethanolu. V porovnani se vzorkem, ve kterém ziviny nebyly, bylo nejvyssi
zvyseni ethanolu zaznamenano u vzorku s 1 g:dm™® KH,POy, a to 0 pouhé 2 %. Pfi
doZiveni totiz dochazelo spiSe k narlstu biomasy, kterd spotfebovala vice glukosy
na ukor tvorby ethanolu.

4.2.5 Teplota

Nejvice ethanolu bylo ziskano pti teploté¢ 30 °C, srostouci teplotou byla
produkce nizsi, pfi teploté 37 °C doslo k poklesu vytéznosti asi o 5,2 %, zatimco pii
40 °C az o 44,2 %. S vyssi teplotou se snizuje viabilita bun€k, a tedy i schopnost
produkovat ethanol. Tento jev Ize vysvétlit tim, ze vyssi teplota méni transportni
mechanismus nebo stupen nasyceni rozpustnych sloucenin a rozpoustédel a dochazi
k hromadéni toxint, vCetné ethanolu, v bunkach. Krom¢ toho vysoka teplota muize
zpusobit denaturaci ribosomi a enzymii a mize vést k problémim s fluiditou
membran [48]. Divodem pro nizs$i produkci ethanolu mtize byt i rozklad bunécné
stény celulolytickymi enzymy pii vysSich teplotach [49].

Vysledek optimalizace metody SSF s volnymi buiikami kvasinky S. cerevisiae
znazorfuje Graf 1. Vysledna ziskand koncentrace ethanolu 14,3 g-dm™ po 146 h
odpovida vytéznosti 51,5 %.
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Graf 1.: Produkce ethanolu SSF se S. cerevisiae po optimalizaci procesu

4.3 SSF S RUZNYMI KVASINKOVYMI KMENY

Kvasinka S. cerevisiae je sice tradicnim a nejvyuzivanéjSim producentem
ethanolu, pfesto vyroba ethanolu z lignocelulosovych substrati tuto kvasinku stavi
pted nové vyzvy, které nebylo nutné zdoldvat v klasickych fermentacich. Takovymi
vyzvami mize byt vysoky osmoticky stres, zvySené mnoZstvi inhibitorti a také
fermentace xylosy, ktera neni mozna bez geneticky upravené S. cerevisiae. Pfirodni
rozmanitost kvasinek by mohla rozsitit seznam téchto mikroorganismt s vhodnymi
vlastnostmi pro vyrobu bioethanolu.

Produkce ethanolu metodou SSF z papiru byla testovana u kvasinek Pichia
kudriavzevii, Wickerhamomyces anomalus, Kluyveromyces marxianus, Candida
solani, Hanseniaspora guilliermondii, pfi¢emz srovnavacim kmenem byla
Saccharomyces cerevisiae. Koncentrace ethanolu ziskané prvotnim pokusem se
Sesti kvasinkovymi kmeny jsou uvedeny v Tab. 2. Jsou uvedeny jako vysledné
koncentrace po 163 hodinach SSF, kdy se jiz produkce zastavila. Kmeny Candida
solani a Hanseniaspora guilliermondii produkovaly jen nevyznamna mnozstvi
ethanolu a z naslednych experimentd byly vylouceny. Pichia kudriavzevii,
Wickerhamomyces anomalus, Kluyveromyces marxianus a Saccharomyces
cerevisiae byly pouzity pro experimenty provadéné s dvojnasobnymi koncentracemi
bun¢k prii teploté 30 °C a 40 °C. Vyssi teplota byla zvolena proto, aby se blizila
teplotnimu optimu celulolytickych enzymi, které je 50 °C. Vysledné koncentrace
ethanolu z téchto experimentd jsou uvedeny v téze tabulce.

Pro tyto experimenty byl pouzit jiny substrat neZ doposud z diivodu realizace
této Casti prace na jiném pracovisti (Chemicky ustav SAV v Bratislave), kde nebyla
k dispozici lepenka piredupravena vyse popsanym zptisobem, a proto byl pouzit bily
kartonovy papir pomlety ru¢nim mixérem. Vysledky maji tedy srovnavaci povahu
a SSF s konkrétnim druhem kvasinek, ktery vedl k nejvys$Sim vytéZkiim ethanolu,
bude posléze optimalizovana pro vyuZiti lepenky.
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Tab. 2.: Konecné koncentrace ethanolu po 163 hodinach vedeni SSF

koncentrace ethanolu [g-dm™]

ngeve()r:?r]l g dvojnasobné inokulum
30 °C 30 °C 40 °C
P.kudriavzevii 8,84+ 0,14 14,01 + 0,42 9,40 £ 0,04
W. anomalus 8,49 + 0,01 12,47 £0,01 5,02 + 0,05
S. cerevisiae 8,21+ 0,02 13,35+0,13 7,45+ 0,03
K. marxianus 6,34 +£ 0,31 12,58 £ 0,36 4,15+ 0,08
C. solani 1,84 +£0,11 - -
H. guilliermondii 0,70 £ 0,04 - -

Vsechny Ctyfi testované kmeny vykazovaly vyznamné zvySeni koncentrace
ethanolu, kdyz byla pouzita dvojnasobna koncentrace bunék pii teploté 30 °C, ale
vys§i teplota zplisobila pokles produkce ethanolu.

Kluyveromyces marxianus, ktera byva ¢asto vyuzivana pro své termotolerantni
vlastnosti [10], se v tomto piipadé pii vyssi teploté¢ neosveédéila. Pri teploté 40 °C
byla produkce ethanolu oproti produkci pfti teploté 30 °C tietinova.

Na druhou stranu, schopnost produkce ethanolu u Wickerhamomyces anomalus
je tteba vyzdvihnout, protoZe tento druh kvasinky neni pfili§ prostudovany. Kone¢na
koncentrace ethanolu byla srovnatelna s ostatnimi kmeny, které jsou povazovany za
dobré producenty. Toto potvrzuje jedna z nedavnych studii hodnotici potencial
divokych kment kvasinek pro produkci ethanolu, kde bylo zjisténo, ze W. anomalus
méla vyssi toleranci k osmotickému stresu a toleranci k hydroxymethylfurfuralu se
srovnatelnami vytézky, jen byla nutna delsi doba fermentace [50].

Nejvyssi mnozstvi ethanolu produkovaly Pichia kudriavzevii a S. cerevisiae,
které navic odolavaly teploté 40 °C v pribehu prvnich 92 hodin SSF.

P. kudriavzevii je termotolerantni druh, ktery roste dobie pii teplotach okolo
40 °C [51]. Vysledky ukazuji, ze volné bunky produkuji vyssi mnozstvi ethanolu
na pocatku SSF pii teplot¢ 40 °C. Nicméné s pokracujicim procesem (kolem
90. hodiny), se produkce ethanolu ukon¢ila a bunky ztracely zivotaschopnost.

4.4 SSF S IMOBILIZOVANYMI BUNKAMI

Z testovanych kmenti kvasinky Saccharomyces cerevisiae a Pichia kudriavzevii
produkovaly nejvysSi mnoZstvi ethanolu a zaroven byly rezistentni k teploté 40 °C
béhem prvnich 92 hodin. Z téchto divodi byly imobilizovany technologii
LentiKats® a pouzity pro dal§i experimenty, které byly provadény za stejnych
podminek jako s volnymi buiikami.

V piipad¢ P. kudriavzevii nebyl témét zadny rozdil v produkci ethanolu
imobilizovanymi buiikami pfi kultivaci pti 30 °C a 40 °C, kdy kone¢na koncentrace
ethanolu v médiu byla 14,67 + 0,15 g-dm=, resp. 14,63+ 0,03 g-dm= (Graf 2.).
Volné builkky dokéazaly pii 30 °C vyprodukovat podobné mnozstvi ethanolu
(14,01 = 0,42 g-dm®), jen za delsi dobu. Produkce volnymi butikami byla ze za&atku
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vyssi pti 40 °C, coz souvisi s termotoleranci tohoto kmene, ovSem pii dlouhém

vedeni procesu tuto vlastnost ziejme ztraci.

Po imobilizaci vSak bunky

termotoleranci neztraceji, na druhou stranu, tato vyhoda mize byt vyuzita jen tehdy,
pokud je zddouci proces urychlit za cenu vysSich energetickych narok.

—e—volné butiky 30 °C
——volné butiky 40 °C
imobilizaty 30 °C

—a— imobilizaty 40 °C

200

20
—_ 15
<
£
by
2% 10
Jé 5

0 1

0 50 100 150
t [h]

Graf 2.: Produkce ethanolu Pichia kudriavzevii

Imobilizované S. cerevisiae produkovaly nejvice pii 30 °C, kdy kone¢na
koncentrace ethanolu byla 17,90 + 0,18 g-dm™. Pii 40 °C byla produkce nizsi jak
volnymi, tak imobilizovanymi bunkami, snimiZ bylo dosaZzeno koncentrace
12,89 £ 0,41 g-dm= (Graf 3.). Pti teplot& 40 °C tedy S. cerevisiae produkovala méné
nez P. kudriavzevii. Tento fakt lze vysvétlit niz§im teplotnim optimem volnych
I imobilizovanych bun¢k S. cerevisiae nez je optimum P. kudriavzevii.

Pro praktické vyuziti je vSak vyhodnéjsi vést SSF pfi nizsi teplot¢ z divodu
uspory nakladii na energii. Vzdjemné srovnani produkce ethanolu témito dvéma
kmeny pii 30 °C lze posoudit z Grafu 4. Zné&j je patrné, ze imobilizovana
S. cerevisiae je pfi této teploté schopna celkové vyssi produkce, a je tedy vhodnéjsi

pro piipadné primyslové vyuziti.
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Graf 3.: Produkce ethanolu Saccharomyces cerevisiae
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Graf 4.: Srovnani produkce ethanolu imobilizovanymi bunkami P. kudriavzevii
a S. cerevisiae pri 30 °C

4.4.1 Operacni stabilita imobilizovanych bunék

Pro praktické vyuziti musi mit imobilizované buiiky potfebnou aktivitu béhem
vysokou mechanickou stabilitu nosice s buitkami imobilizovanymi technologii
LentiKats® pii procesu kvaSeni piva. Béhem procesu trvajiciho 30 dni nebyly
zaznamenany zadné zmény v aktivité a tvaru bunck ani velikosti nosic¢e [52]. Pro
potvrzeni piedpokladu dobré operacni stability byly provedeny tii po sobé
nasledujici cykly SSF. Po tfeti konverzi byla u S. cerevisiae zachovana produkce
ethanolu z 94 %, zatimco u P. kudriavzevii klesla po tieti konverzi produkce o vice
nez 30 % (Graf 5.). Vysledky tedy ukazuji, Ze pramyslové¢ adaptované bunky
S. cerevisiae byly vhodné€j§i pro imobilizaci a priamyslovou aplikaci nez
P. kudriavzevii.
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Graf 5.: Stabilita produkce ethanolu imobilizovanymi bunkami P. kudriavzevii a
S. cerevisiae pri opakovanych konverzich
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45 OPTIMALIZACE PODMINEK PROCESU SSF S POUZITIM
IMOBILIZOVANYCH BUNEK S. CEREVISIAE

4 5.1 Davkovani substratu

Na rozdil od experimentu s volnymi bunkami bylo nejvice ethanolu (vztazeno
na mnozstvi pouzit¢ho papiru) ziskano pifi davce 6 % w/v, kdy vytéZznost byla
85,6 %. Pii davkovani papiru 8 % w/v, které bylo optimdlni pfi pouziti volnych
bun¢k, se vytéznost snizila, byla jen 77,1 %. Jako optimalni proto byla zvolena
koncentrace papiru 6 % wi/v.

4.5.2 Mnozstvi nosice s imobilizovanymi bunkami

Bylo testovano mmnozstvi 5; 10 a 15 % w/v. Mnozstvi 5 % w/v nebylo
dostacujici, bylo ziskano o 15 % ethanolu méné nez pti davkovani 10 % w/v.
Naopak 15 % w/v imobilizati jiz bylo nadbyte¢né, protoze takova koncentrace
biomasy neméla vliv na vys§i vytézek. Optimalni mnozstvi buné€k pro SSF bylo
v mnozstvi 10 % w/v imobilizatd. Ve srovnani s volnymi buiikkami, kdy bylo
davkovano (po prepoctu celkového mnozstvi bunék v konkrétnim objemu) méné
bunék, je davkovani imobilizovanych bunék vyssi a vede k jesté vysSimu vytézku.
To mulZe souviset s vysSi toleranci imobilizovanych bunék k inhibi¢nimu efektu
ethanolu. Navic, diky vyss$i koncentraci bun¢k a krat$i lag fazi je cely proces
rychlejsi.

4.5.3 Davkovani enyzmi

Ptestoze bylo ptedpokladano, Ze pti pouziti imobilizovanych bunck bude potteba
vys$i davkovani enzymi, bylo zjiSténo, Ze neni nutné a je dostacujici davkovani
3 % w/w enzymu stejné jako u bun€k volnych. Vysvétlit tento poznatek lze tim, ze
proces s imobilizovanymi buiikami probiha rychleji, a tedy je enzymy vytvorena
glukosa ihned spotiebovavana a nedochazi k inhibici enzymu substratem. Také je
cely proces kratSi a enzymy neztriceji aktivitu tolik, jako pii delSim procesu
S volnymi bunikami.

454 Ziviny

Tak jako u SSF s volnymi buiikami byl testovan piidavek kvasniéného extraktu
(v koncentracich 1; 3 a 5 g-dm™), KH,PO, (v koncentracich 0,1; 0,5 a 1 g-dm™)
a MgS04-7H,0 (v koncentracich 0,1; 0,5 a 1 g:dm™®). Vysledky ukazaly, Ze ani pfi
SSF s imobilizovanymi bunkami neni piidavek Zzivin potieba, protoze produkce
ethanolu se nezvysila.

455 Teplota

Toleranci mikroorganismu k vyssi teploté je mozné imobilizaci zvysit [53], coz
v piipad¢ imobilizace S. cerevisiae bylo potvrzeno. Vytéznost ethanolu pii 40 °C se
pfi pouziti imobilizovanych bunék snizila 0253 % a byla vcase 78 hodin
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od pocatku kultivace vyssi nez pii pouziti volnych bunék pii 30 °C (s volnymi
buiikami klesla vytéznost ethanolu pii 40 °C o 44,2 %). Optimalni teplotou
pro proces s imobilizovanymi buitkami zistava 30 °C.

4.6 SKLADOVACI STABILITA IMOBILIZOVANYCH BUNEK
S. CEREVISIAE

Skladovaci stabilita byla provedena pro imobilizované S. cerevisiae, kdy byla
zjistovana schopnost produkce ethanolu po jednom roce skladovani v uchovavacim
médiu. Zavislost produkce ethanolu v ¢ase pomoci novych a rok starych imobilizati
znazoriuje Graf 6. Literatura uvadi dobrou skladovatelnost, glykolytickou aktivitu
a zivotaschopnost bunék S. cerevisiae imobilizovanych v alginatu vapenatém
a ulozenych déle nez 1rok [54]. Vysledky této prace ukazuji asi 23% sniZzeni
produkce ethanolu po jednom roce uskladnéni imobilizovanych bunék, které by
mohlo byt jesté dostacujici pro komercni tcely. Nicméné optimalizace podminek
skladovani nebo sloZeni pouZzitého uchovavaciho média by mohlo vytézky ethanolu
zlepsit.
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Graf 6.: Produkce ethanolu imobilizovanymi bunkami S. cerevisiae po roce
uskladneni

4.7 SSFVE FERMENTORU

Ovéieni optimalizaci ziskanych podminek v Erlenmeyerovych bankach bylo
provedeno pro laboratorni fermentor s maximalnim objemem 2 dm?®. Pokusy byly
provadény jak s volnymi, tak imobilizovanymi buiikami a jako prostiedi byl opét
pouzit 0,1 mol-dm™ citrat-fosfore¢nanovy tlumivy roztok o pH 5. Déavkovani
celulolytického komplexu NS 22086 bylo 3 % w/w a B-glukosidasy NS 22118
0,6 % w/w vztazeno na hmotnost lepenky. Proces probihal pfii teploté 30 °C. Pokus
S volnymi buiikami byl uskute¢nén s mnozstvim lepenky 8 % w/v. Pro pokus
s imobilizovanymi buiitkami bylo ddvkovédno dle vysledki optimalizac¢nich krokt
6 % wi/v lepenky.
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Vysledky obou experimentdl vcetné srovndni s pokusy provedenymi
vV Erlenmeyerovych bankach jsou znazornény v Grafu 7 a také v Tab. 3. VSechny
SSF byly vedeny po dobu 187 hodin, pfi¢emz s volnymi bunkami bylo maximalni
koncentrace ethanolu dosazeno piiblizné po 146 hodiné, zatimco s imobilizovanymi
jiz po pfiblizné 70 hodindch procesu. Ve fermentoru byla vSak jak s volnymi tak
imobilizovanymi buiitkami dosaZena maximalni koncentrace ethanolu vZdy o néco
pomaleji nez v Erlenmeyerovych batikach, coz je zpisobeno vét§im objemem smési,
jeji hustotou, a tedy obtiZnym dosazenim homogenity, 1 pfes to, zZe byla smés
promichédvana.
Vytézek ethanolu vzniklého pifi SSF ve fermentoru byl nicméné srovnatelny
s vytézkem v Erlenmeyerovych baitkkich a podminky ziskané optimalizaci
v ptedchazejich krocich jsou tedy aplikovatelné 1 pro produkci ethanolu ve vétSim
méftitku.
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Graf 7.: Srovnani produkce ethanolu volnymi a imobilizovanymi burikami
S. cerevisiae v Erlenmeyerovych bankach a ve fermentoru

Tab. 3.: Srovmani vysledkii produkce ethanolu volnymi a imobilizovanymi

bunkami
buiiky mé&fitko CetoH [g-dm™] vytéznost [%] &as [h]
, Erlenmeyerova 45, g 514 146
volné barnka
fermentor 14,7+ 0,3 52,6 150
. ..  Erlenmeyerova 18,2+ 0,7 87,0 74
imobilizovné barnka
fermentor 17,6 £0,3 84,3 78
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4.8 SROVNANI DOSAZENYCH VYSLEDKU SE SOUCASNYM STAVEM
RESENE PROBLEMATIKY

Aby byla destilace ethanolu z média ekonomicky vyhodnd, uvadi se, ze
minimalni koncentrace ethanolu v médiu by méla byt 40 g-dm™ [24]. Nicméné
vétSina vysledkid publikovanych v poslednich letech s problematikou SSF rtiznych
lignocelulosovych materiald (nejen papiru, ale napi. pSeni¢né slamy, odpadi
ze zemé&délstvi, apod.) udavaji koncentraci ethanolu vyrazné nizsi nez 40 g-dm,
napi. [55-58]. Pro dosazeni takovych koncentraci ethanolu je nezbytné vysoké
davkovani substratu, které je vSak obtizn¢ aplikovatelné kvuli problémim
s michanim nebo Cerpanim a omezenému piestupu hmoty zplsoben¢ho vysokou
viskozitou média a také jeho zvySené toxicity vzhledem k piitomnosti vétSiho
mnozstvi inhibitor. Se zvySujicim se davkovanim substratu (obvykle vySsi nez
7-10 % wiv) tak obvykle vytéznost ethanolu klesa [59]. Moznym feSenim by bylo
usporadani procesu zpusobem fed-batch, ktery by umoznil postupné davkovani
pfedupraven¢ho substratu, a tim také snizeni viskozity média ve srovnani se
vsadkovym usporaddanim.

Vysledky dosazené v této praci tedy odpovidaji stavu sou¢asného poznani s tim,
ze dosazend vytéznost nad 80 % patii spiSe k nadprimérnym. Lepsi vytéznost byla
dosazena diky aplikaci imobilizovanych bunck. Koncentrace ethanolu se
po imobilizaci zvySila témét o 25 %, zatimco obdobné prace na produkei ethanolu
pomoci riznych imobiliza¢nich technik udavaji zvySeni 0 10 - 15 %, napft. [14, 60,
61]. Vys8i produktivita imobilizovanych bun€k neni umoznéna jen vysokou
koncentraci buné€k v nosic€i, ale také diky tomu, Ze imobilizované bunky jsou méné
hydrodynamicky a mechanicky zatéZovany ve srovnani s bunkami volnymi, coz jim
umoznuje vyuzivat vice bunécné energie k tvorbé produktu [14, 62].

SouCasné svysSim vytézkem ethanolu se pouzitim imobilizovanych
fermentujicich buné&k cely proces zrychlil, s imobilizovanymi bunkami trvala SSF
0 polovinu kratsi dobu (150 h vs. 75 h), kratSiho trvani fermentace bylo imobilizaci
bun¢k dosazeno i v dalSich studiich [62-64].

4.9 IMOBILIZACE CELULOLYTICKEHO KOMPLEXU

Nosi¢ z PET lahvi, zplsob jeho ptipravy a zplsob imobilizace enzymu je
predmétem uzitného vzoru a patentu, jejichZ spoluptivodcem je autor této prace.
Dale byly k imobilizaci enzymu pouzity dva komer¢ni nosice, Sorsilen a Eupergit C.

4.9.1 Charakterizace imobilizovaného celulolytického komplexu
Stanoveni optimalniho mnoZstvi navazaného enzymu na nosici
Aktivita ziskanych imobilizovanych preparati byla zavislA na mnoZstvi
navazan¢ho enzymového komplexu a byla vzdy niz$i nez aktivita stejného mnozstvi

volného enzymu. U PET nosice, ktery mél nejmensi povrch v porovndni s ostatnimi
nosici, dochéazelo se zvySujicim se mnoZstvim adsorbovaného enzymu ke sniZovani
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relativni aktivity. Nejvyssi dosazend relativni aktivita byla 1,70 % pfi navazanych
0,3 mg enzymu na 1 g nosi¢e. Maximalni sorpéni kapacita byla 1,16 mg enzymu
na 1 g nosice.

Imobilizovany enzym na nosi¢i Sorsilen mél nejvyssi relativni aktivitu (4,56 %),
kdyz bylo vazano 5 mg enzymu. Dalsi zvySovani koncentrace enzymu na nosici
vedlo k poklesu relativni aktivity, coz bylo pravdépodobné zplisobeno sterickymi
zdbranami vedoucimi ke snizeni piistupnosti vysokomolekuldrniho substratu.
Podobny efekt byl pozorovan pii pouziti nosie Sorsilen po imobilizaci
endopolygalakturonasy [65].

U enzymu navdzané¢ho na Eupergit C dochéazelo ke zvySovani relativni aktivity
se zvySujicim se mnozstvim davkovaného enzymu. Pfi nejvyS$§im mozném mnozstvi
navazané¢ho enzymu (1,43 mg) byla relativni aktivita vice nez 13 %. Dlivodem pro
takto vysokou relativni aktivitu ve srovnani s ptredchozimi dvéma preparaty je
pravdépodobné fakt, Ze enzym je na Eupergit C vdzdn kovalentné a tato vazba
neovliviiuje negativné piistup substratu do aktivnich center imobilizovanych
enzymil.

Stabilita imobilizovanych preparatit v pribéhu skladovani

Ackoliv mél nejvyssi relativni aktivitu preparat na nosi¢i Eupergit C, z hlediska
celkové aktivity vykazoval nejlepsi vysledky imobilizat Sorsilen, a proto se tento
preparat zdal byt nejvhodnéjsi pro prakticke vyuziti. Tento imobilizat vSak nem¢l
dobrou skladovaci stabilitu, béhem prvnich tii tydnti doSlo k poklesu jeho aktivity
0 témét 50 %. V piipadé preparatu s Eupergitem C se pokles aktivity projevil béhem
dvou tydnti, a to o 30 % a dale uz nebyl zaznamenan. Preparat s PET nosic¢em byl
prvni dva tydny stabilni, a po sedmi tydnech poklesla aktivita o 21 %. Ze vSech
nosici je tedy po sledovanou dobu sedmi tydnt nejstabilnéjsi. Ani v jednom piipadé
nebyl pokles aktivity navazanych enzyml spojen suvoliiovanim enzymi
Z testovanych nosict.

Operacni stabilita

Operacni stabilita imobilizovanych preparati byla stanovena be&hem
konstantniho prutoku roztoku substratu (CMC) kolonou a je znazornéna v Grafu 8.
Aktivita imobilizovaného enzymu na PET nosici se ustélila po 48 hodinach procesu,
béhem kterych doslo k vyraznému poklesu az na 30 % pivodni hodnoty, pficemz
v pribéhu nasledujicich 20 dna jiz nebyl zaznamenin pokles. U preparatu se
Sorsilenem dosSlo k poklesu aktivity po dvou dnech az 0 90 % a po dalSich tfech
dnech aktivita klesla na nulu. Za tento jev je ziejmé odpovédna vysoka nespecificka
sorp¢ni kapacita nosiCe, kdy doslo k jeho zahlceni substratem. Aktivita preparatu
s Eupergitem C poklesla po prvnich dvou dnech o 32 %, poté byl pokles jen velmi
pozvolny a aktivita se pohybovala okolo 30 % piivodni hodnoty.
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Graf 8.: Srovnani relativni aktivity imobilizati pri kontinualnim pouziti v koloné

Tepelna stabilita

Imobilizace neméla pozitivni G¢inek na tepelnou stabilitu celulolytického
komplexu. Z Grafu 9. lze vidét, ze preparaty s PET nosi¢em a Eupergitem C
vykazovaly podobné vlastnosti, nebot’ stabilita zlistala nezménéna az do teploty
50 °C a pfti vyssich teplotach postupné klesala, podobn¢ jako tomu bylo u volného
enzymového komplexu. Preparat se Sorsilenem se ukdazal jako velmi teplotné
nestabilni, jiz pti teploté 50 °C nevykazoval zddnou aktivitu. Divodem by mohla byt
zvySend sorpce substratu na nosi¢ v dasledku zrychleni jeho pfenosu pii zvySené
teploté. Sorpce substratu na tento nosi¢ byla pozorovana uz pfi zjiStovani operacni
stability tohoto preparatu.

100 r
S? 80 volny enzym
= —a—Sorsilen
= 60 r ]
i ——TEupergit C
=
= 40 —8—PET
=
3 20t

0

20 30 40 50 60 70 80
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Graf 9.: Srovnani tepelné stability volného enzymu a imobilizovanych
enzymovych komplexu
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PH a teplotni optimum

Optimalni pH pro preparat s PET nosicem se nezménilo ve srovndni s hodnotou
pro volny enzym a bylo 4,8. V ptipadé druhych dvou preparatii doslo k posunu pH
optima na hodnotu 4,6 pro preparat se Sorsilenem a 4,4 pro preparat s Eupergitem C.
Tento jev je vysvétlen tim, Ze zmény chovani v zavislosti na pH mohou souviset
s nabojem jak enzymu, tak nosice [66].

Teplotni optimum enzymu imobilizovaného na PET nosi¢ a Eupergit C zlstalo
stejné jako u volného enzymu, a to 60 °C. Imobilizdt Sorsilenu mél teplotni
optimum pii 50 °C. Tato hodnota je vSak ovlivnéna skuteCnosti, Ze celulolyticky
komplex imobilizovany na Sorsilen je pfi teplotach vyssich nez 50 °C nestabilni.

Enzymova kinetika

Kinetika imobilizovanych enzymi vykazovala chovani podle modelu Michaelise
a Mentenové. Po imobilizaci byl pozorovan pokles maximdlnich rychlosti u vSech
preparatli ve Srovnani s volnym enzymem (Tab. 4.). S nejvétsi pravdépodobnosti byl
tento pokles zpusoben stérickymi zadbranami nebo sniZenou katalytickou ucinnosti
enzymu. Hodnota Ky pro enzym imobilizovany na PET nosi¢ a Eupergit C se také
snizila, coz bylo pozorovano i u celulolytického enzymu navazaného
na methakrylatovy polymerni nosi¢ Eudragit S 100 [44], a dochazi tedy ke zvyseni
afinity substratu k aktivnimu mistu.

Tab. 4.: Hodnoty kinetickych konstant

Km [g-dm™] Viim [umol-min*t-mg?]
volny enzym 13,856 103,093
PET nosi¢ 3,123 1,139
Sorsilen 14,165 0,736
Eupergit C 3,076 3,212

Zpusob ucinku enzymu

Métenim poklesu viskozity bylo zjisténo, ze u volného komplexu enzymi
ptevladalo Stépeni substratu ndhodnym zplisobem, tzn. nejdiive se uplatiiovaly
endoglukanasy a vznikaly niZ8i oligosacharidy. Dimery a monomery se tvofily az
ke konci reakce.

Imobilizace na PET nosi¢ ani kovalentni vazba na Eupergit C nezpiisobila
vyrazné zmény ve zpusobu degradace polymerniho substratu (Graf 10.). Zptisob
ucinku imobilizovanych celulolytickych enzymil byl zménén jen v ptipadé adsorpce
na Sorsilen, kdy S$tépeni neprobihalo nahodné, ale postupovalo podél fetézce
molekuly substratu. K podobnému zjis§téni dospéla studie imobilizace
polygalakturonasového komplexu na Sorsilen [67] a bylo potvrzeno i analyzou
produkti degradace na tenké wvrstvé, kdy u volného enzymu a enzymu
imobilizovaného na PET nosi¢ a Eupergit C byly v pocatecnich fazich reakce
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detekovany jen oligosacharidy. Monomer a dimer byl detekovan jen u hydrolyzy
polymerniho substratu enzymem imobilizovanym na Sorsilen.

100
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~ —#—Sorsilen

50 ——Eupergit C
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25 ¢
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Graf 10.: Zavislost poklesu viskozity substratu na naristu redukujicich skupin
béhem hydrolyzy

Srovnanim vlastnosti celulolytického komplexu imobilizovaného na tfi testované
nosice lze usuzovat, ze PET nosi¢ je vhodnou alternativou ke komer¢nim nosic¢iim,
jejichZ cena je mnohdy pfili§ vysokd. Enzym imobilizovany na PET nosi¢ mél sice
mens$i relativni aktivitu oproti enzymu imobilizovaném na Eupergit C, coZ je dano
zejména jeho menSim mérnym povrchem a zpiisobem vazby enzymu na nosi¢, zato
prokazal dobrou skladovaci stabilitu i ostatni testované vlastnosti. Vzhledem k tomu,
ze charakterizace imobilizovaného enzymu byla provadéna na rozpustny substrat,
dalsim krokem by mélo byt jeho testovani na redlném lignocelulosovém materialu.
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5 ZAVER

Tato dizertatni prace se zabyva problematikou vyuziti odpadniho papiru
patiiciho do skupiny lignocelulosovych materiali, které jsou v soucasné¢ dobé
povazovany za perspektivni zdroj sacharidi pro vyrobu bioethanolu. Hlavni ¢ast
prace je tematicky zaméfena na produkci bioethanolu z odpadniho papiru jak
pomoci volnych, tak imobilizovanych bun¢k, a druhé ¢ast se vénuje imobilizovanym
celulolytickym enzymim, které by mohly byt vyuzity pro hydrolyzu
lignocelulosovych materiali.

Za surovinu pro produkci bioethanolu byla vybrana odpadni lepenka, ktera byla
piedupravena pomoci nékolika rtiznych metod, z nichZ se jako nejvhodnéjsi ukéazala
fyzikalni pfediprava, a sice kombinace pomletim mixérem a vibraénim mlynem.
Takto predupravena lepenka byla pouzita pro produkci bioethanolu pomoci metody
simultanni sacharifikace a fermentace, ktera byla vybrana pro n¢které své vyhody,
zejména pro moznost realizace procesu vyroby bioethanolu v jedné nddob¢ a kratsi
trvani celého procesu. Produkce bioethanolu metodou SSF z lepenky byla
optimalizovana s volnymi bunkami Saccharomyces cerevisiae a také s bakterii
Zymomonas mobilis. Prestoze bakterie Z. mobilis jsou povazovany za dobrého
producenta ethanolu a vytéZnost ethanolu mize byt dokonce vyssi nez u kvasinek,
metodou SSF pouZitou v této praci bylo dosazeno zhruba poloviéniho vytézku. Proto
byly vytipovany dal$i mikroorganismy, a to kvasinky ze Zbierky kultar kvasiniek,
z nichz kmeny Pichia kudriavzevii, Wickerhamomyces anomalus a Kluyveromyces
marxianus se schopnosti produkce ethanolu blizily schopnostem komer¢niho kmene
S. cerevisiae. Zajimavy a hodny bliz§iho zkoumani je zejména kmen P. kudriavzevii,
ktery byl navic do urcité miry termotolerantni.

Kmeny S. cerevisiae a P. kudriavzevii byly imobilizovany technologii
enkapsulace do nosi¢e z polyvinylalkoholu a opét testovany na produkci
bioethanolu. Prestoze P. kudriavzevii vykazovala v produkci ethanolu dobré
vysledky, pro piipadné primyslové pouZiti se nakonec ukdzala jako vice vhodna
S. cerevisiae, jejiz imobilizovand forma me¢la vétsi stabilitu pii opakovanych
konverzich.

Obecné se diky imobilizaci fermentujicich bun€k zvysila vytéznost bioethanolu,
maximalni dosazend vytéznost byla 87 %, Svolnymi buikami se vytéznost
pohybovala okolo 50 %. Soucasn¢ s vyssim vytézkem se pouzitim imobilizovanych
bun¢k cely proces zrychlil, s imobilizovanymi buiikami trvala SSF o polovinu kratsi
dobu.

Podminky metody SSF zlepenky pomoci volnych i imobilizovanych bunék
S. cerevisiae zjisténé optimalizaci v Erlenmeyerovych bainkach byly ovéfeny
v dvoulitrovém laboratornim fermentoru, kde bylo dosazeno srovnatelného vytézku.

V ¢asti prace vénované pro zménu imobilizaci enzymi se podafilo ptipravit
nosi¢ z odpadni suroviny, konkrétné¢ odpadnich PET lahvi, jez se stal pfedmétem
patentu. Tento nosi¢ byl pouzit k imobilizaci celulolytického komplexu, u né¢hoz
byly stanoveny zakladni charakteristiky, jako optimalni pH a teplota, skladovaci,
operacni a tepelnd stabilita, enzymova kinetika a také zplsob uCinku enzymu
po imobilizaci. Zarovenn byly vSechny tyto charakteristiky stanoveny taktéz
u stejného celulolytického komplexu imobilizovaného na dva komeréni nosice,
Eupergit C a Sorsilen, a tyto tii imobilizaty byly vzajemné srovnany.
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Zatimco enzym imobilizovany na Sorsilen se pro pifipadné vyuziti neosvéd¢il,
nosi¢e z PET lahvi a Eupergit C se jevi jako vhodné k imobilizaci celulolytického
komplexu, protoze tyto imobilizaty maji pomérn¢ dobrou operacni, skladovaci
I tepelnou stabilitu a neméni se u nich zptisob G¢inku oproti volnému enzymu.
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polyethylentereftalat
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