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ABSTRAKT

Diplomova prace pojedndvd o moZzZnosti vyuziti enzjcké hydrolyzy a bakterii
Zymomonas mobiligti vyrobé bioetanolu z odpadniho papiru.

V teoretické¢asti jsou shrnuty zakladni informace o pouzivangaétodach hydrolyzy,
0 papiru, jako surovin pro enzymatickou hydrolyzu, moZznostech fermémtavyroby
bioetanolu se za#henim na porovnani proaesenzymatické hydrolyzy a fermentace
a simultdnni  sacharifikace a fermentace. Dale jsmide rozebrany vhodné typy
mikroorganisni pro etanolové kvaSeni a simultanni hydrolyzu ahagfikaci, pojednani
o jednotlivych vyhodach a nevyhodach. Zavteoretické casti je ¥novan navrhu
technologického postupu pro vyrobu bioetanolu zajithvSechny pgebné kroky od vstupu
suroviny az po separaci vzniklého etanolu.

V experimentélni¢asti byla provedena optimalizace pararinetrydrolyzy, fermentace
a simultanni sacharifikace a fermentace za poeiity/mi spole&nosti Novozyme$ a bakterif
Zymomonas mobilis CCM2778 Zymomonas mobilis LMG45Bylo sledovano mnoZstvi
piemenéné celuldézy z papiru na glukézu a néastedizniklé mnozstvi etanolu metodou
HPLC/RI. V ramci maximalizace efektivity procesul mptimalizovan druh pufru, mnoZstvi
burgk, enzymii a substratu. Experimenty byly provag na papiru s vysokym obsahem
celulézy a pro srovnani také na standardnim méHaalujicim glukézu. VySSich ki
enzymatické hydrolyzy bylo dosahnuto s pouZitimyemz NovozymeS Cellulosic ethanol
enzyme Kit. Jako lepSi producent se prokazal kdyanomonas mobilis LMG457



ABSTRACT

In the diploma thesis are discussed the procesmpymatic hydrolysis of waste paper
as a source for the production of bioethanol bydreeeZymomonas mobilis

In the theoretical part summarize basic informaabout particular methods of hydrolysis,
about paper used as a raw material for enzymatidrohysis, about possibilities
of the fermentative production of bioethanol foagsion the method of simultaneous
saccharification and fermentation comparison witlzyenatic hydrolysis and fermentation.
Suitable microorganisms for ethanolic fermentatiand simultaneous saccharification
and fermentation and their advantages and disaalyest are further discussed in this part
as well. The theoretical part ends with the sudgestof the technological process
for production of bioetanol. It covers all necegsateps from the input of raw material
to the separation of produced ethanol.

In the experimental part various parameters of ¢lydrs, fermentation and simultaneous
saccharification and fermentation were optimizedgigenzymes from Novozym&sompany
and the Zymomonas mobilis CCM277and Zymomonas mobilis LMG45bacterium.
The conversion rate of paper cellulose to gluckarse production of ethanol were observed
by HPLC/RI method. Type of buffer, quantity of &glenzyme and substrate were optimized
in order to maximize the efficiency of the procesl.experiments were performed on paper
containing high amount of cellulose and for comgaami on standard medium which contains
gluckose. The highest yields was achieved withube of Novozymés Cellulosic ethanol
enzyme Kit. The straidymomonas mobilis LMG453¥as demonstrated as a better producer.
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1 UvOoD

Etanol je produktem mikrobialni fermentace, ktempvyazi lidstvo uz tisice let. Krom
tradicniho vyuziti v lihovarnictvi se etanol stdva nejrgi rostoucim energetickym zdrojem
sowasnosti [13, 52]. Jednim Zivbdi je i fakt, Ze zdroje konveénich paliv jsou vyerpatelné
a predpoklada se, Ze viehu nasledujicich let bude speha kapalnych paliv dale stoupat.
Tento naiist nebude ropny pmysl schopen pokryt, proto je nutné zahdjit produkc
nahradnich paliv. [5, 32, 33]

Jednim zd&chto paliv je i bioetanol, neboli etanol produkoyam biomasy, ktera
je narozdil od konvemich paliv, zdroj obnovitelny, tedy teoreticky né&eypatelny. Krom
toho, pouziti paliv na bazi obnovitelnych zdropema negativni vliv na bilanci oxidu
uhlicitého v atmosfée. Stoupajici mnozstvi oxidu ukitého, jako nejdlezitejSiho
sklenikového plynu, vede ke globalnimu oteplovatéré se stavarpdnttem zajmu Siroké
vefejnosti. Rechod z konvefmich na obnovitelné zdroje energie je nevyhnutglrg trvale
udrzitelny rozvoj na Zemi. [5, 52]

Stejrs jako VCR, tak i ve s¥té se v sotiasnosti pro vyrobu bioetanolu vyuZivajepazi
Skrobnaté a cukernaté zé&mlské suroviny, coZ sice pro zédglskou vyrobu pedstavuje
uréitou zaruku odbytu, ale v poslednich letech evoltéjeetické otazky tykajici se produkce
biopaliv na ukor jejich potravirtékého vyuziti. [22]

Materialy na bazi celulézy, mezéh pati zentdélské odpady (obilna a kukidna slama,
kukuricné oklasky), #evo a devni Stpky, piliny, odpadni papir, energetické plodiny
a komunalni odpad tedstavuji perspektivni surovinu pro vyrobu biopalizhledem k tomu,
Ze se zvelkécasti jedna bd o odpadni materialy nebdasti rostlin, které nemaji
potravin&ské vyuZiti, je jejich cena v porovnani se 2déiskymi surovinami velmi nizka.
Mohly by tedy teoreticky fedstavovat idealni surovinu pro navazujici biotedbgicky
proces. [22, 55]

V nekterych gipadech Ize proces fermentace spojittesiphozim krokem (enzymovou
hydrolyzou). Tento proces nazyvany &asna sacharifikace a fermentace (SSF) by s sebou
mel piinést zkraceni doby trvani vyroby, snizenou péaedobnost inhibice celulolytickych
enzymi produktem reakce (gluk6zou), problém by vSak nimgthinegativni vliv vznikajiciho
etanolu na aktivitu enzyin [22, 34]

Z&kladnim aspektem pro Wtbmikrobialniho producenta etanolu je schopnosatosat
vysokych vyEznosti na asimilovany substrat, toleranéeéi yproduktu a moznym iftomnym
inhibitorim a geneticka stabilita [22]. Obecse za producenty etanolu povazuji kvasinky,
hlavne Saccharomyces cerevisjagle jeho producentem mohou byt i bakterie. Jdikmau
se ukdzala bakteriZymomonas mobiliskterda mé& v porovnani s kvasinkami rychlejsi
metabolismus a nizZSi nuini naroky. Pra¥ vhodnosti vyuziti kmen&@ymomonas mobilis
k vyrobe bioetanolu se zabyva tato prace.

Byly zkoumany optimalni podminky procesu enzymatickydrolyzy a fermentace
a simultanni sacharifikace a fermentace, za pop#iflukénich kmeri Zymomonas mobilis
CCM2770 a Zymomonas mobilis LMG45%/ ramci prace byl pouzit papir s vysokym
obsahem celul6zy, jako zastupce lignocelulézovyetienali. Cilem této prace bylo zjistit,
za jakych podminek je mozné dosahnout co&®j\produkce etanolu.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Definice a vymezeni pojni

2.1.1 Biomasa

Biomasa je definovana jako organicka hmota rosélrmnebo ZivéisSného @vodu. Mize
byt vyuZzita pro energetick&ély, jde o obnovitelny zdroj energie. [21]

2.1.2 Lignoceluloza

Je hlavni sloZzkou biomasy. Sklada sefizgainich polymek jako je celuléza, lignin
a hemicelul6zy, jejichz zastoupeni je pgaiivé. Obsahuje také malé mnoZzstvi mineralnich
latek, tuki a rozpustnych sachatid[5]

2.1.3 Papirovina

Ridka suspenze, ktera je surovinou pro vyrobu pap@®bsahuje rostlinna vldkna
(drevovina, celuldza, fppadré hadrovina) upravena na vhodnou velikost. Pro UGprav
vlastnosti jsou fidavana plniva, klizidla, barviva a jiné pomocnelicke pipravky. Obsah
vody je WtSi nez 90 %. [24]

2.1.4 Biopalivo
Jde o palivo vzniklé vyroboti ptipravou z biomasy nebo biologického odpadu. [46]

2.1.5 Kapalna biopaliva

Jsou kapalna paliva vyrobena z biomasy (dle defizimdizeni viady¢. 352/2002 Sb.).
[47]

2.1.6 Enzymy

Biokatalyzatory se strukturou biopolymerwtdinou bilkoviny. Katalyzuji tégt vSechny
metabolické reakce. Jsou vysoce specifické, katglyen ukity typ reakce aij@msnu ucité
skupiny substratu (substratova specifita). [1]

2.1.7 Hydrolyza
Energeticky vyhodné &beni molekul reakci s vodou zéagobeni vhodného katalyzatoru.

[2]

2.1.8 Fermentace
Proces, fi némz se zadané produkty ziskavaji chemickdenpnou organickych latek

NN

2.2 Papir, surovina pro enzymatickou hydrolyzu

Pro produkci etanolu se pouzivajzné substraty v zavislosti od toho, na jakély bude
vyrobeny etanol pouzity. Kvalita vstupni surovinyop potravindsky prhimysl musi
samozejm¢ sphovat jiné kritéria nez substraty pro palivovy etangaklady na substrat
pro produkci palivového etanolu tticasi tetinu celkovych naklad proto je patebné sladit
vstupni substrat s prodékim mikroorganismem tak, aby byly ¥¥ky etanolu maximalni,
coz pedpoklada maximalni vyuziti slozek substratti minimalni produkci vedlejSich
produkt. [5, 10]



Levnym a potencionatnzajimavym zdrojem lignoceluldzy je pouzity kanésky papir,
ktery obsahuje 60—-80 % sacharidové slozky v sufi) 9]

2.2.1 Vyroba papiru

Papir se vyrabifevazri ze smrkoveho a jedlovéhdeda, ipadre i dieva listnéa. Tvrdé
dieva maji kratké vlakna (asi 1 mm) a vznik& z nemijy papir. Naopak #kké dreva maji
vlakna dlouha (asi 6,5 mm) proto z nich vznika [Siytapir.

Podstatou vyroby je rozvlékvani deva mechanickym nebo chemickymigpbem. [24]

Mechanicky zpisob

Dezintegrace ig¢vné hmoty probiha obruSovanim na rychle rotujigotowich, vznika
dievovina. Oevovina je suspenze vldken a inkrustujicich latégni6 a hemiceluldzy),
ktera se pouziva na vyrobu lepenek, levnych gapébo skladéovych lepenek, které tvb
venkovni, mé# kvalitni vrstvu. Také sefglava do mé# kvalitnich tzv. ,devitych* papiti
jako tzv. ,papirenska pozlatka“. [24]

Chemicky zpisob

Podstatou je odbourani inkrustujicich latéévé a ziskani co nggtSi bunéiny (celuldza).

Sulfitovy zpisob

- Ca(HSQ), + H,SO; za vyssi teploty a tlaku

— VySSi vynos buriny

- ,nepromastitelné papiry*

Sulfatovy zfisob

— N&S + NaOH pi 150 °C a 0,7 MPa

— NejvyznamgjSi zpisob, Setrny k degradaci celulézy (delSi viaknawnpst)
— Kvalitni papiry

Natronovy zfisob

- NaOH

- Mérg kvalitni papir

— Dnes jiz v praxi nepouzivany [24]

Upravy buniéiny

Béleni

— Aktivnim chlérem (nap Ca(ClO}, CIOy)
— Atomarnim kyslikem (nap H,0,)

Zplstnatni papiroviny

- NanasSeni buginoveé suspenze (0,5%) na papirenské sita, rychiylpsita (vibrace)
— orientace vlaken ve situ pohybu— anizotropni vlastnosti (rozdily mezi licovou
a rubovou stranou papiru)

— Po situ porér voda:buntina asi 3:2, zbytek musi byt dale odsuSen
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— Hlazeni papiru se provadi v tzv. kalandrech, pagichazi mezi valci hlazeni
jednostranné i oboustranné, pokud jsou valce jpnadité, vznika vinity papir

ZlepSeni nativnich vlastnosti papiru

— PlInidla — sniZeni transparentnosti

— Kilizidla — zabraani rozpijeni barev a potiskuibec

- Barviva

— Pryskyice — pro zvyseni pevnosti za mokra (mano-formaldehydové, pdp
melaminoformaldehydové)

Impregnace papiru

— ZvySeni odolnosti proti vag zlepSeni bariérovych vlastnosti pro plyny, odstndiéi
chemickym latkam, tepelné spajeni, zlepSeni vzhjadl

2.2.2 Rozdéleni papiru

Charakteristicka vlastnost, podle které se mateddli je plosna hmotnost [g.f} neboli
gramaz.

— Papir (do 150 g./)

— Karton (150-250 g.ff)

— Lepenka (nad 250 g:f)

— B&Zny papir (80-90 g.if)

— Prikklepovy papir (20-30 g.1) [6]

2.2.3 Chemické slozeni papiru

Lignoceluléza je kompaktni materidl, ktery svojinikalexnosti a odolnosti vyrazavysSuje
naklady na hydrolyzu v porovnani se Skrobem. Tdupod, pr@ je v sodasnosti bioetanol

~ v

z biomasy stéle drazsi nez etanipmaveny ze Skrobu. [5, 7]

Celuloza

Je strukturni polysacharid tkeny exkluzivig fetzci molekul glukozy spojenyngi-(1—4)
glykosidyckymi vazbami. Celul6za m& stejné chemidiézeni jako Skrob, vzhledem
k rozcEleni vazeb mezi molekulami glukozy je jeji strukturozdilna. Glukozovéetézce
jsou pevis spjaté, vytvéeji vysoko krystalickou a kompaktni latku. Celulopave vod
nerozpustnd a je vyraZznodolnda wici depolymerizaci. Stuge vétveni a zastoupeni
jednotlivych sachariil je zavislé na rostlif) ze které dany material pochazi. [5]

Celuldza

Celulazy CHAOH

o]
0
CHAOH 0OH H-"‘-\-\.
""\\_\H i
OH
o aH

oH

- n

Obrézek 1: Struktura celulézy [25]
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Hemicelul6za

Véaze se na celulézové mikrofibrily vodikovymi vamtia¢imz se utvB si’. Molekuly
hemiceluldzy maji xylanovou resp. glukanovou kossrnnozstvim postrannycietézci
substituovanych tznymi minoritnimi sacharidy, n#p mandézou, fukdzou, arabinézou,
galaktozou, kyselinou glukonovou apod. [5]

Hemiceluldza

Hemicelulazy

\Q

o) OH = CE

Obrazek 2: Struktura hemicelulézy [25]
Lignin
Lignin, amorfni heteropolymer sloZzeny fepazié z fenylpropanovych jednotek
(konyferylalkoholu, p-kumarylalkoholu a sinapylahalu). ZvySuje pevnost lilkové sény
a zvysSuje odolnost rostlinné #ky vaci chorobam a dkdcaim. Lignin se kovalenthvaze

na postranné fettzce hemicelulézy esterovymi vazbamitep kyselinu ferulovou.
[5, 8, 27, 28, 29]

Aby bylo mozné celulézovy material efektivrvyuzit pro enzymatickou hydrolyzu,
je nutné tuto komplexni matrici narusit. [27, 28] 2

Obrézek 3: Struktura ligninu [26]
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Vodukovy mustek

Obrézek 4: Struktura lignoceluldzy [36]

2.2.4 Degradace papiru

Papir podléha stejnjako vSechny organické materidly zacitfth podminekiad
degradé&nich proces. Faktory vedouci k destrukci papiru, resp. celon@&makromolekuly,
Ize rozdlit na vnittni a vrEjSi. Mezi vyznamné vnihi faktory, které si papir nese jiz
z vyroby, patti nagiklad druh, kvalita a chemické slozeni papirovipguzita plniva, klizidla
a barviva, ateba i néistoty vnesené do papiru z provoznich vod a teduiolMezi vrEjSi
degradani faktory patti predevSim teplota, relativni vihkosttstota prostedi, &inek oxidi
siry a dusiku, 0z6nu, &elna energie, biologii Skidci (plisrg, bakterie, hmyz).

Mechanismy degradace papiru sé¢i cha chemické a fyzikélni. Zakladnimi chemickymi
mechanismy degradace papiru jsou hydrolyza, oxjdgmg¥ipact si'ovani a dale
mikrobiologickd degradace a mechano-chemicka degeadMezi fyzikalni mechanismy
degradace papiru gattzv. zvySeni obsahu krystalické faze a relaxaomého objemu
celulézy v amorfnich oblastech. [6]
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2.3 Preduprava

Prvnim stadiem celého procesu jegprava vstupni suroviny, jejimz cilem je rozrisen
ligninu a uvolréni krystalické struktury celulézy pro rychlejsi hgtzu a s tim souvisejici
efektivnejSi vyuziti celulolytickych enzyrin Preduprava je z pohledu ekonomiky jeden
z nejdrazSicktlanka celého vyrobniho procesu [8]. V této fazi se peajtirizné chemické
latky, velmi kyselé az velmi alkalické prosti s iznym kon€énym efektem na surovinu.
Ucinek termochemické ipdupravy se projevuje nejen na celkové cukerné celoz
lignocelulozy, ale vznikaji i latky nezadouci s@uatialnim inhibinim vlivem na produdni
mikroorganismy, nap vznik furfurah v kyselém prosedi a feruldl a acetat v prostedi
zasaditém [7]. [5, 50]

Na druhou stranu je nezbytné tyto Upravy provéshah naruseni komplexni matrice
a delignifikace vedou kvyznamnému zvySeni ¢t zkvasitelnych cukr v nasledné
enzymové hydrolyze v porovnéni s neupravenymi riédyeli22]

2.4 Metody hydrolyzy lignocelul6zového materialu pro fementaéni technologie

Hydrolyza je chemicky proces,iipkterém v gebytku vody a fisobenim vhodného
katalyzatoru dochazi k rozkladu substratu na jedsho vice novych produkt Tento proces
se uplatiuje v mnohych pmmysinych od¥tvich.

Hydrolyza lignocelul6zového materialu jaéldzitym krokem v Upra¥ vstupni suroviny.
Probiha za {sobeni katalyzatoru, kterym mohou byt iony vodikyséla hydrolyza)
nebo celulazové enzymy (enzymaticka hydrolyza). [4]

Pfi hydrolyze se celul6za &ti na jednotlivé molekuly glukézy, a to duenzymaticky
pouzitim celuldzového aparatu nebo chemickou ce&tmkem kyseliny (sirové nebo jiné),
produkty kyselé hydrolyzy se liSi v zavislosti odildu pouzité kyseliny. S@asré dochazi
i k rozkladu hemicelul6z na s strukturnich monosachaiid4, 5]

2.4.1 Kysela hydrolyza

Glykosidicka vazba v celul6ze a v hemicelul6zachstgbilni v neutralnim nebo mirn
alkalickém prosedi, naopak v kyselém prostii podléha tato vazba hydrolyze a dochazi
k postupnému zkracovani polymernibeigzce (snizovani polymetaiho stup®) a ztrae
mechanickych vlastnosti papiru. Je-li kyselou hla@u rozruSeno pouze 0,5-1 %
glykosidickych vazeb, je papir uz prakticky nepoeibly. Hydrolyticky rozpad glykosidické
vazby celulézy je katalyzovan vodikovym kationem paobihd v #kolika fazich,
viz. obrazek 5. [6]
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Obrazek 5: Kysela hydrolyza glykosidické vazby [6]

V prvni fazi vodikovy kationt reaguje s kyslikovyatomem glykosidické vazby, resp.
jeho volnym elektronovym parem. Vznik& konjugovawydelina. Dochazi ke &teni vazby
C;-0O-C, za gitomnosti molekuly vody a séasré ke kraceni polymernihietzce. Tato faze
je velmi pomala. V posledni fazi se uioje vodikovy kationt. Kyseld hydrolyza probiha

piednostd v amorfni oblasti. [6]

2.4.2 Enzymaticka hydrolyza

Pfi enzymatické hydrolyze vznikaji v menSim ¢po reverzni produkty, cozifigpiva
k tomu, Ze ziskavame podstatéistSi hydrolyzaty. Hydrolyzu ovliwje kvalita a kvantita
enzymu, teplota, pH, koncentrace substratu, pradaknhibg&ni latky v prostedi. S rostouci
teplotou vSeobecenroste rychlost reakce.fiPreakcich katalyzovanych enzymy je hranii
teplotou 80 °C, p které nastava jejich denaturace. Proto je v psagha hledat a upiatvat
termostabilni enzymy ifpadre jejich termostabilitu zvySovat. [4, 18, 19, 20]

Celuldzy, mikrobialni enzymy schopné hydrolyzy t&ty, se skladaji zdkolika
synergickych sloZzek. Celulazovy komplex itivt¥i zakladni slozky: end@-(1, 4)-glukanéazy,
exof-glukanazy a3-(1, 4)-glukozidazy. Tyto slozky mohou bytifwmny ve vice formach,

¢asto jako isoenzymy. [29, 37, 38]

Kazda skupina ma &itou funkci:

- endo$-(1, 4)-glukanazy se skladaji Zkolika komponent, u kterych jegdpokladano
nadhodné &penip-(1, 4)-glykosidickych vazeb v celul6zégulevSim v amorfni oblasti
za vzniku oligosacharido mizné molekulové hmotnosti

- exof-glukanazy se skladaji ze dvou podskupin:

- B-(1, 4)-glukan-glukohydrolazy, které odguji gluk6zove jednotky

z neredukujiciho konaetzce celuldzy

- B-(1, 4)-glukan-celobiohydrolazy, které o&tji celobi6zou jednotky
z neredukujiciho konaetzce

- B-(1, 4)-glukozidaza hydrolyzuje celobiézu a krathi§osacharidy na glukozu

[29, 39, 40]
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Obrazek 6: Schématické znazéwnsynergickéhosjsobeni jednotlivych enzyima celulozu [30]

V procesu jsou enzymy pouZzivany za mirnych podmimky tomu vznika jen malo
inhibitora, které by brzdily aktivitu enzyia zarové enzymaticka hydrolyza vyZzaduje n¥én
energie nez kysela. [29, 39, 40]

Z&sadni nevyhodou enzymatické hydrolyzy jsou groen vysoké néklady na enzymy.
Jelikoz vS8ak mnoho spdaieosti hleda zjsoby, jak snizit ndklady pomoci masoveé vyroby,
otekdva se v blizké budoucnosti pokles ceny erizyma konkurenceschopnou urdve
[29, 37, 39, 40]

Faktory ovliviiujici enzymatickou hydrolyzu lignocelul6zovych matgél &

Enzymaticka hydrolyza se sklada zé kroka: adsorpce enzyinceluldzy na povrchu
celulézy, biologicky rozklad celulézy na fermenttelaé cukry a desorpce celulazy.
Jeji &innost zavisi pedevSim na koncentraci substratu, typu a koncenteaym
zaloZzenych na celulaze a dalSich podminkach kigrych reakce probiha (teplota, pH).
ZvySenim davky celuldzy seiire zvysit rychlost tvorby a obsah glukdzy, ale 1\wgi cena.
Vyhodou je, Ze celulaza ziskana z kalové vody seeno@t pouzit pro dalSi rozklad.

P adsorpci celulazy na povrch celulézy vSak dochdzizpomalovani zcikni, a proto
je poteba tomuto nezadoucimu jevu zabranit. Jednou zdngk tohoto docilit, je fdat
do roztoku tenzidy, které zmi vlastnosti povrchu celul6zy a minimalizuji newé vazani
celulazy na celulozu. DalSi je SSF metoda. [35]

2.4.3 Srovnani kyselé a enzymatické hydrolyzy
Rozdily mezi kyselou a enzymatickou hydrolyzou jseedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1: Srovnani kyselé a enzymatické hydr¢B&y37]

Kysela hydrolyza Encymaticka hydrolvza
INespecificky katalyzator. proto bude Specificky kataly=zator. nutnost fyzikalnich a
1. rozkladat henm stemé jako hydrolyzovat chemickych preduprav material. aby byla
celilozu celuldza dostupna degradaci

Rozklad hemicelloz na miubieni sloZky

. (napf. furfural) a oxidac¢ni rozklad
monosacharida kyselinanu
Narocné provozi podminky spojens s

. vetsinu naklady na antikorozni opatieni a

Produkee roztoku sacharidn piipravengho pro
naslednou anaerobni fermentaci

[ ]

Mirné provozmi podminkach (50°C,
atmosféricloy thak pH 45— 5.0)

L

ohtev
4 U koncentrovanych kyselm - vysoké Vysoké naklady na produkei celulaz. obtizna
" naklady na recyklaci a znovupouziti kyseln recyklace
5. Vysoka rychlost hydroly=zy Nisirychlost hydrolyzy
" Vznikly odpad u kyselé hydrolyzy ma Vmikly odpad po enzymatické hydrolyze je
" charakter nebezpecného odpadu bez problénu kompostovatelny. nebo spalitelny

2.5 Fermentace lignocelul6zovych hydrolyzat

Lignocelulozové materialy jsou po uk@ni enzymové hydrolyzy pouZzity prdipravu
meédii pro navazujici biotechnologicky proces. ddik/Sakc¢asto obsahuji velmifedné
roztoky zkvasitelnych sachatid(zejména kuli vysokému hydromodulu, ktery je nutno
pouzit @ predupravach) a jsou chudé i na zdroje ostatnich Agusik, fosfor, stopove
prvky, vitaminy), které jsou nezbytné pro metabulis mikroorganisii je nutné tyto Ziviny
doplnit nap. pridanim kukdicnych vyluhi nebo kvas@iného extraktu jed tim,
nez je do média z&kovana produsni kultura. [22, 23]

a)
lignocefulézova
biomasa
ligni i mechanickd o fyzikdlné-
ignin * : :
chemicka prediprova
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hemiceluldza

enzymova hpdrolyzo

o,
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enzyimy

| fermentovare!
ne cukry

dodani Hivin

kultivatn
a—1  |ngkulum
médium

fermentace
h

fermentované médium |

| destiloce

etanol

Obrazek 7: Schéma vyroby etanolu SHF procesem [41]
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2.6 Simultanni sacharifikace a fermentace

K simultanni sacharifikaci a fermentaci dochazi jspion kroki, hydrolyzou celulézy
v pifitomnosti fermentujiciho mikroorganismu. Probihi teplo, kterd je kompromisem
mezi teplotou vhodnou pro hydrolyzu (45-50 °C) aldeou fermentace (30 °C). Pokud
probihd hydrolyza celulézy i hemicelul6z sasr® s kofermentaci glukézy a pentéz
ve fermentani snesi v jednom kroku, jde o simultanni sacharifikagicdiermentaci. [5, 35]

SSF a SSCF snizuji provozni naklady, protoZe olaakdeky probihaji satasrg, eliminuji
pottebu za@izeni na hydrolyzu substratu, protoze zcukernsubstratu probiha fipno
ve fermentanim tanku, tedy nejsou gebné dva fermentai tanky nybrz jeden. [5, 9, 11]

V piipact SSF a SSCF je mozné ustetas hydrolyzy i mnozstvi hydrolytickych enzym
protoZe v dsledku simultdnni fermentace vznikajicich produktydrolyzy nedochéazi
k inhibici celulazovych prepanatkteré jsou vznikajici gluk6zou a celobiézouétmpvazebn
inhibované. Tato vyhoda se vyr&jmprojevuje @i pouZziti mikroorganism schopnych fimo
fermentovat celobiézu. Krom toho j&ipomto procese vyrazZnsnizené zatizeni bén
osmotickym tlakem ze strany substratu, ke zcuk@rdochazi postugnv pribéhu procesu

v

a vznikajici substrat je fpibézneé fermentovany. [5, 10, 11]

V sowasnosti mnoho lihovéarpiechazi na SSF, protoZze krom vySe uvedeného snizuje
riziko kontaminace (glukéza je odstegma ihned), zvySuje wyZek etanolu na jednotku
substratu a celk@vje mér energeticky narmy, tudiz environmentdna ekonomicky
vyhodny. [5, 11]

Pfinosem je i vysoka efektivita na jednotku objemurobjpiho prostoru, protoze
koncentrace butné hmoty v reaktoru je v porovnani se vsazkovyniésyem podstatn
vySSi, hlavi pokud se kontinualizace kombinuje s recyklemdiumebo s jejich imobilizaci.
Recyklu bugk se mize dosahnout centrifugaci, sedimentaci flokulujicikvasinek
nebo membranovou filtraci. Odseparovanéikyuse vraceji do fermentaiho procesu.
Pti imobilizaci se biiky produkniho kmene vazi na povrch inertniho wesido nitra
pérovitého materialu nebo uzaviraji do mikrokapgalipadré jinych utvaf oddlenych
mikropoérovitou membranou. Mezi rjstji pouzivané imobilizani materialy paf prirodni
a syntetické polymerni hydrogely, jako je algind@pegnaty, agarnc-karagenan, polyuretan,
polystyrén a polyvinylalkohol, fipiemz imobilizaty mivaji sféricky nebdockovity tvar
s piamérem 0,3-3,0 mm. & maji kontinualni systémy mnoZstvi vyhod, jejicte3eni
v praxi je zatim velmi malé. Problémem jsou vysokeestini naklady na vybudovani
systému a &které zatim nevigSené doprovodné problémy. N&gi prekadZkou je vSak stéle
cena nosie, ktery je rejm¢ determinujicim faktorem pro roz8hi €chto systém.
[5, 12, 51, 54]

Mezi nevyhody SSF p#trozdilné teploty hydrolyzy a fermentace, kdy musizvolit
uréity kompromis. Déle pak moznost zpomaleni rychlbabrby glukdzy negativnim vlivem
etanolu na enzymy, fijpadré schopnost feziti mikroorganisd produkujicich enzymy
v etanolu. [35]
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Obrazek 8: Schéma vyroby etanolu SSF procesem [41]

2.7 Vhodné typy mikroorganismii pro metodu SSF a etanolové kvaSeni

Jednim z tradnich dvodt, které se uvaili jako prekadzka v rozvoji pimysiné vyroby
bioetanolu, je nedostatek vhodnych prothikh mikroorganisin na konverzi biomasy
na palivovy etanol. Nedostatek mikroorganissouvisi s ekonomicky efektivnim vyuzitim
potencionalnich substiat Bohuzel, Zadny mikroorganismus veélse vyskytujici v firock
neni schopny efektivnfermentovat sis hexdéz a pentéz na etanol. Proto se metodami
genového inZenyrstvifpravuji rekombinanty schopné efektévkonvertovat lignocelul6zové
hydrolyzaty na etanol. Pro specifické vlastnogtizné vyhody jednotlivych mikroorganism
probihd intenzivni vyzkum nejen kvasinek, ale i teak Doposud vSak neni znamo,
zda rektery producent bude z ekonomického hlediska ratedjimavy, Ze zaujme misto
preferovaného proddkiho mikroorganismu v technologii vyroby palivovéhetanolu
z lignocelul6zovych hydrolyzét Vice pravédpodobnou variantou bude nasazetingych
mikrobialnich produceit ,Sitych na miru“ podle charakteru konkrétniho popu.
[5, 10, 15, 57]

2.7.1 Kvasinky

Kvasinky jako eukaryotické organismy s diferenciogai organelami pomaleji rostou
a maji tedy nizsi prodéki rychlost a nizsi stupiekonverze substratu na etanol. Jeji¢itsv
a robustgijSi buiky, hrubsi biikové stény, rist @i nizkém pH, mensi naroky na Ziviny &$
odolnost Wi kontaminaci a inhibitaim jim davaji vyhodné postavenii xomenim vyuziti
v kvasném prmysilu. [5, 15]

Mezi nejlepsSi kvasinky, které fermentuji xyloztirpo na etanol, ptitkmeny druli Pichia
stipitis, Candida shehataa Pachysolen tannophylusavsak tyto kvasinky maji limitovanou
toleranci Wi¢i etanolu a inhibitakm vznikajicim pi predUpra¥ substratu a vyZadujiiisne
dodrZzovanou aeraci, proto se vh®dim reSenim ukazuje ifprava a nésledné pouZziti
rekombunantnich kmérSaccharomyces cerevisidg, 16, 17, 48]
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Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiage tradénim mikroorganismem lihovarského upmyslu
a jako takova je nejprozkoumgsi kvasinkou vibec. Proto je i modelovym jednokignym
eukaryotickym organismem v zakladnim vyzkumu. Jetugcem fddu Endomycetales.
RozmnoZuje se vegetat&nmultilateralnim pgenim, gicemz netvéi pravé mycelium
a generativé vytvarenim ask. Fermentuje glukdzu, fruktézu, galaktézu, sacharézanozu,
galaktozu, maltézu a rafinbzu. Pro rozklad hexomziya Embden-Mayerhof-Parnasovu
drdhu (glykolyza). Neasimiluje dusianovy dusik a laktézu. Tvar bikn je kulovity
az ovalny. [5]

Souwasné trendy s#tujici k produkci palivového etanolu z lignocelulegoh material
vyzaduji schopnost prodakiho mikroorganismu efektignzkvaSovat xylézu a arabindzu
vznikajici rozkladem hemicelul6zSaccharomyces cerevisiagsak ffirozere nezkvaSuje
pentozy, proto je ifprava kme s €mito vlastnostmi pedmétem genového inZenyrstvi.
[5, 49, 56]

2.7.2 Bakterie

Bakterie maji oproti kvasinkam¢které nesporné vyhody. Jako prokaryotické organismy
jsou podstatth mensi a nemaji diferenciované organely. Rostotopngchleji a maji mensi
spotebu Zivin na produkci vlastni biomasy, rychlost daukce etanolu i jeho v§Znost
je v porovnani s kvasinkami vySSi. Na druhé stna8ak maji baterie vyrazmizsi toleranci
vici etanolu, kyselinAm a ostatnim inhibiior, proto je &Zké uchranit systém
od kontaminace jakoippouzivani kvasinek. DalSi hrozbou pro provozyiyajici bakterie
jsou bakteriofagy. [5, 14]

Mezi bakterie, které maji vlastni pyruvatdekarbgayiu a alkoholdehydrogenazu ipat
Zymomonas mobilisPro potenciondlni vyuZziti v pmyslu biopaliv se ukazuji jako slibné
i dalSi gramnegativni bakteri€scherichia coli Klebsiella oxytocaa rekteré druhy rodu
Erwinia, které maji pirozenou schopnost vyuZivat Siroké spektrum sadiagle nemaji
vlastni enzymy pro biosyntézu etanolu. Prashikkmeny &chto druli se gipravuji
metodami genového inZzenyrstvi. [5]

Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilisje fakultativie anaerobni gramnegativni bakterie. Ja& znama
i pod ndzvem Zymomonas lindneriresp. Pseudomonas lindneri Vyzna&uje se mezi
bakteriemi dost unikatni Entner-Doudoroffovou gligktickou drahou, pomoci niz zkvaSuje
sachar6zu, glukozu a fruktézu. Experimenty s vyoZdymomonas mobilig potravindském
pramyslu nebyly Gsgsné z dvodu gitomnosti nezadoucich sirnych a hnilobnych gach
a prichuti v konénych produktech. [5]

Zymomonas mobilisvykazuje fti- az ptinasobr vysSSi rychlost produkce etanolu
avytznost az 97 % teoretického maxima vychézejicihostsehiometrie reakce oproti
Sacchromyces cerevisiaevytznosti 90-92 %. &které kmenyZymomonas mobiligsou
relativre  tolerantni  k skterym inhibitoim  vyskytujicim se v lignocelul6zovych
hydrolyzatech, napfurfuralu a kyselit octové. [5, 13, 53]

2.8 Navrh technologického postupu

Vyroba probiha v &kolika na sebe navazujicich procesech, viz. obr&e¥ prvni fazi
se musi provést mechanické Upravy suroviny, aby logsaZzeno lepSicinnosti nasledné
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hydrolyzy. Jednoduché cukry jsou dale zpracovatginfermentaci. Po ni nasleduje separace
paliva, @i niz se oddli vyuzitelny produkt od odpadu. [35]

odpad
vstup
Suroviny mechanické hvdroly : : palivo
- ; ydrolyza fermentace separace .
—»  dGpravy [P > —® paliva [ ”

Obrézek 9: Schéma procesu vyroby biopaliva [35]

Pro rozsah zadani diplomové prace jsou relevantwiptii kroky schématu vyroby
kapalnych biopaliv. Jedna se dedupravu vstupni suroviny (viz. kapitola 2.3), eésiou
enzymatickou hydrolyzu (viz. kapitola 2.4.2) a femtaci (viz. kapitola 2.5) s cilem
dosahnout co neftSiho vytZzku etanolu z fermentovatelnych sachari@9]

Vzhledem k ziskanym teoretickym poznatk této prace, bude provedenceimni mozné
inhibice produkty hydrolyzy procesem simultanni readikace a fermentace. Postup

je znazorgn na obrazku 10.

Enzymaticka Analy
e _— LRy =4 Fermentace : s
Prediprava [ hydrolyza - Bl produktii SSF
H SSF H

Whér nejefeltivngjs Optimalizace podminek Analyza produktd SSF
N&dumm procesu SSE pomoc metody HPLC
o .

Obrazek 10: Navrh postupu optimalizace enzymatigkiolyzy za pouZiti metody SSF [29]

Bude provedena optimalizace zakladnich podminek@8¢esu (druh tlumivého roztoku,
koncentrace enzymu, mnozstvi substratu, mnozstiiomiganisni) za &elem maximalizace
efektivity procesu. Vysledky budou vyhodnoceny rikladt méreni koncentrace glukdzy
a etanolu v odebraném médiu metodou HPLC.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité chemikalie, material a fgistroje

3.1.1 Pouzité chemikalie
Priprava tlumivych roztok
— octan sodny bezvody — p.a., LachNesigNaO
— kyselina octova 99% — p.a., LachNer, {LEOOH
- kyselina citrbnova monohydrat — p.a., LachNej§0D; - H,O
- hydrogenfosforénan sodny $édni dodekahydrat — Lachema a.s;HNRO, - 12 HO

Priprava kultiva énich médii

— destilovanéa voda, D

- Kkyselina sirova — 96%, p.a., LachNep3,

— hydroxid sodny -€isty, PENTA, NaOH

- kvasntny extrakt — pro bakteriologii, Carl ROTH

- dihydrogenfosforénan draselny — p.a., LachNer, KO,

— siran he#ecnaty heptahydrat — p.a., LachNer, MgSQ' HO
— siran amonny — p.a., LachNer, (5O,

— agar — bakteriologicky, Carl ROTH

Priprava kalibra énich roztokd pro HPLC
— D-glukosa bezvoda — p.a., PENTAsH;:06
— Etanol 99,9% — pro HPLC, Sigma-Aldrich;KzOH

3.1.2 Pouzity substrat

K hydrolyze byl pouzit papir s vysokym obsahem ldely dodany Slovenskou technickou
univerzitou v Bratisla¥.

3.1.3 Pouzité enzymy
NovozymeS§ Biomass Kit
- NS50013 ¢elulazovykomplex)

Celuldzovy preparat NS50013 katalyzuje rozklad léelwého materialu na glukézu,
celobiézu a glukooligosacharidyiigemz hlavnimi produkty reakce jsou celobiéza a ghakd
Doporiuje se preparat kombinovat s preparatem NS5001thprimalizaci vykonu. [44]

Tabulka 2: Enzymova aktivita preparatu NS50013 odafené pH, teplota a davkovani

Enzym Aktivita Hustotd | pH Teplota | Davkovani

(g/ml) (°C) % w/w (na TS)
NS50013 700 EGU/g | 1,2 45-6,5 | 45-50 2—6 %
(celulazovy komplex) | (=70 FPU/qg)

1 — EGU - endo-glucanase unit, FPU — filter papér u

2 — hodnota hustoty jgiplizna
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3 — davkovani je zavislé od typu suroviny, pouZii@&dapravy suroviny a dalSich
podminek zpracovani, protoite byt nutné davkovani z&r& variabilni
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Fig. 1. Influence of pH on the activity of N550013. Fig. 2. Influence of temperature on the activity
Cencentration of enzyrre: | 000G EGUmI of N550013. J|
Temperature: 50°C (122°F) Concenbiation of engyme 0,008 EGLmI }
Reaction time: 20 minutes pH 48
Reaction time: 20 minutes
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4 -2
- 80 ] = 14
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Fig. 3. Influence of pH on the stabllity of NS50013. Fig. 4. iInfluence of temperature on the stability
Concantration of enzyme 09 EGLUmI L@ ”'I 55{"113
Temperaiure; 25 C17F) Concentration of enzyme 0.9 EGU/mI
Incubation tme 16 hours pH: 4.8 i
Bustfer system Melhvaine Reaction time: | 30 minutes |

Obrazek 11: Vliv pH a teploty na aktivitu a statbilpreparatu NS50013 (celulazového komplexu) [44]

- NS50010(B-glukozidaza)

B-glukozidazovy preparat hydrolyzuje celobiézu naik@zu. Doporgeny pidavek
preparatu NS50010 je 5-10 % (v/v) mnozstvi enzymovgreparatu NS50013 pro kompletni
hydrolyzu dostupné celulézy. [44]
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Tabulka 3: Enzymova aktivita preparatu NS50010 odagené pH, teplota a davkovani

Enzym Aktivita Hustotd | pH Teplota | Davkovani

(g/ml) (°C) % w/w (na TS)
NS50010 250 CBU/g 1,2 2,5-6,5 45-70 0,2-0,6 %
(B-glukozidaza)

1 — CBU — cellohiase unit

2 — hodnota hustoty j&iplizna

3 — davkovani je zavislé od typu suroviny, pouzii@&dapravy suroviny a dalSich
podminek zpracovani, protoite byt nutné davkovani z&r& variabilni

NovozymeS§ Cellulosic ethanol enzyme Kit

- NS22086 (celulazovy komplex)

Celuldzovy preparat NS50013 katalyzuje rozklad Iéelwého materialu na glukézu,
celobiézu a glukooligosacharidyiigemz hlavnimi produkty reakce jsou celobiéza a ghakd
Doporltuje se preparat kombinovat s preparatem NS2211pximalizaci vykonu. [45]

Tabulka 4: Enzymova aktivita preparatu NS22086 odafené pH, teplota a davkovani

Enzym Aktivita Hustotd | pH Teplota | Davkovani

(g/ml) (°C) % w/w (na TS)
NS22086 1,000 1,15 5,0-5,5 45-50 1-5%
(celulazovy komplex) BHU(2)/g

1 — BHU(2) — biomass hydrolysis unit

2 — hodnota hustoty jgiplizna

3 — davkovani je zavislé od typu suroviny, pouZii@dapravy suroviny a dalSich
podminek zpracovani, protoie byt nutné davkovani z&r& variabilni
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Obrazek 12: Vliv pH a teploty na aktivitu prepar®$50013 (celulazového komplexu) [45]
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- NS22118 g-glukozidaza)
B-glukozidazovy preparat hydrolyzuje celobiézu nauk@zu. Doporgeny pidavek
preparatu NS50010 je 0—4 % (v/v) mnozstvi enzymovygieparatu NS22086 pro kompletni
hydrolyzu dostupné celulézy. [45]

Tabulka 5: Enzymova aktivita preparatu NS22118 odafené pH, teplota a davkovani

Enzym Aktivita Hustotd | pH Teplota | Davkovani

(g/ml) (°C) % w/w (na TS)
NS22118 250 CBU/g 1,2 2,5-6,5 45-70 0,2-0,6 %
(B-glukozidaza)

1 — CBU — cellobiase unit
2 — hodnota hustoty jgiplizna

3 — davkovani je zavislé od typu suroviny, pouZii@dupravy suroviny a dalSich
podminek zpracovani, protoie byt nutné davkovani z&r& variabilni

3.1.4 Pouzité kultury

Ke kultivaci byly pozity kulturyZymomonas mobilis CCM2778® Zymomonas mobilis
LMG457 paiizené ze Slovenské technické univerzity v Bratislae sbirky mikroorganisin
ustavu biotechnologie a potravistvi.

3.1.5 Pouzité pristroje
Analytické vahy Pioneer™ OHAUS
Bézné laboratorni sklo
Centrifuga Eppendorf 5417 R
Inkubator Memmert
Kombinovana lednice BOSCH
Minittepaka lab dancer vario
Mixér Rohnson MultiDuo R-536
Pe&ici trouba Mora 524
pH metr inoLall pH 720
Spektrofotometr Helios
Termostatovan&epaska Heidolptf Promax 1020
Ultrazvukov&isticka Ultrasound
Ultrospec™ 10 Cell Density Meter
Vaha OHAUS
HPLC
— Detektor UV/VIS ECOM s.r.o0.
— Diferencialni refraktometr RIDK 101
— Pumpa ECOM s.r.o.
— Sampler HT 300
— Termostat kolonovy LCO 101 ECOM s.r.o.
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3.2 Priprava roztoku

3.2.1 Priprava tlumivych roztok

Byla vypatitana navazka soli pro cilovy objem a poZzadovankamty tlumivych roztok.
Navazenad byla rozpustna v 60 % cilového objemu destilované vody. Roptokadované
molarity soli byl temperovan na pozadovanou tepletzymatické reakce a byl titrovan
na cilové pH roztokem odpovidajici kyseliny. Roxtdlyly doplrény na poZzadované objemy
destilovanou vodou. iBd pouzitim byly fipravené roztoky pufr uchovavany v chladu
pii 4 °C.

3.2.2 Priprava pevného, inokul&niho a kultivaéniho média proZymomonas mobilis

Médium pro bakterie bylo fiziveno dle navodu dodaného ze Slovenské technické
univerzity v Bratisla¥ ke kultu'e Zymomonas mobilis

SlozZky byly namichany dle tabulky 6. Do inokédgho média bylo naviciglano 100 g
glukdzy, @i pripraw srovnavacich médii bylo rovh do média pdano 100 g glukozy.
Pri pifipraw pevného média pro vysev na plotny byl do roztokonk glukézy pidan
také agar v mnozstvi 20 g/I.

Ve v8ech médiich bylo upraveno pHednou kyselinou sirovou (1:1) na hodnotu 5,5
a snts byla sterilizovana (120 °C, 15 minut).

Tabulka 6: SloZzky inokufaiho a kultiv@niho média

Destilovana voda 1000 ml
Kvasniny extrakt 59
(NH4)2SOq 19
MgSO, . 7 HO 0,59
KH,PO, 1g

3.2.3 Mobilni faze pro HPLC (1,3 mmol/l H,SO,)
73,7 ul 96% HSQO, bylo rozmichano ve 1000 ml deionizované vody.

3.3 Preduprava papiru
Pro zlepSeni dostupnosti celulézy pro enzymatiakyplex je nutné papiredupravit.

Byla pouZita fyzikalni pedaprava mechanickym mletim. Papir byl fHasin na drobné
kousky a naslednmlet vihkym mletim s destilovanou vodou v homogétoru / mixéru.
Surovina byla Zzfiltrovdna a proprédna destilovanadou. Filtr&ni kol& byl rozprosten
do tenké vrstvy a usuSei B0 °C v suSarh

3.4 Enzymaticka hydrolyza
Hydrolyza papiru byla prové&da v batch rezimu.

Suchy a pomlety material byl navazentegmosti na 0,01 g a untistdo Erlenmayerovych
barek. Byly pripraveny tlumivé roztoky, postup je uveden v kagitd3.2.1. Pufry
byly napipetovany do Erlenmayerovych Blns navazenym substratem. Nasledovala
sterilizace po dobu 15 minutifd20 °C. Aby bylo zabré&mo kontaminaci &hem hydrolyzy,
byly Erlenmayerovy hiky uzaweny zatkami z buginy. Dale byly b#ky s obsahem
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10 minut temperovany na pozadovanou teplotu v teove@é tepace a poté byly fidany
enzymy. Doba zstku byla zaznamenana a ve stanovenych intervabgbh provedeny
odbéry pro HPLC.

3.5 Uprava hydrolyzéatu

Hydrolyzat ziskany po préhnuté hydrolyze byl zfiltrovan. Filtrat byl dozZiven
dle tabulky 7.

Tabulka 7: Doziveni filtratu

Filtrat 1000 mi
Kvasniny extrakt 59
(NH4)2S0y lg
MgSQ, . 7 HO 0,59
KH,POy 1g

3.6 Zaockovani

Z kolonii, které vyrostly na Petriho misce, bylaknoibiologickym @kem odebrana jedna
(single kolonie) a naikovana do bigky s inokul&nim médiem, viz. kapitola 3.2.2. Kultivace
probihala statickyipteplo& 30 °C. Po 24 hodinach byla napropagovana biomdsiedina,
promyta sterilni destilovanou vodou aredna na OD = 1. Touto suspenzi byly Zeavany
baiky s kultivatnim médiem na vyslednou koncentraci 6 nebo 10 % obj

Pri optimalizaci mnozstvi buik byly pripraveny suspenze béko OD = 0,1; 0,2; 0,5 a 1.
Témito suspenzemi byly zékovany baky s kultivafnim médiem na vyslednou koncentraci
6 % obj.

3.7 Fermentace

Byly namichany média, standardni dle navodu v képiB.2.2, hydrolyzat byl upraven
dle navodu v kapitole 3.5. Bylo upraveno pH a poyé/ Erlenmayerovy hgy s obsahem
vysterilizovany po dobu 15 minutidl20 °C za Gelem sniZeni pdu moZnych kontaminadt
v médiu. Po ochlazeni a vytemperovani na teplotu kré nela fermentace probihat,
byly vzorky zag@kovany roztokem obsahujicimiquem ugené mnozstvi butk Zymomonas
mobilis. Byl zaznamenaras z#&atku reakce a ve stanovenych intervalech byly aodeki
vzorky pro HPLC.

3.8 Simultanni sacharifikace a fermentace

Byla provedena s cilem maximalizace vynosu proeesunimalizace produktové inhibice,
ktera se vyskytujeipoddlené hydrolyze a fermentaci. Navrzeny postup progesuveden
v kapitole 2.8. Byla provedena optimalizace zakiednpodminek procesu s ohledem
na viabilitu pouzité kultury a maximalizaci vynokydrolyzy.

Byl optimalizovan druh tlumivého roztoku, mnoZstenzymu, substratu a btk
Pti optimalizaci jednotlivych paramétibyla vzdy jedna progmna a zbylé parametryigtaly
konstantni.

Postup provedeni experimentu byl nasledujici: dertenayerovych batk byl navazen
suchy pedupraveny papir ggsnosti na 0,01 g. Byly fipraveny tlumivé roztoky,
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viz. kapitola 3.2.1. Tlumivy roztok byl pipetovaro ceErlenmayerovych b&hk obsahujicich
substrat. Tato suspenze se nechala 24 hodin inkitibpeté bylo zrreno pH a fipadre
upraveno na pozadovanou hodnotu. Suspenze bylaethaii postup je uveden v kapitole
3.2.2, a sterilizovana 15 minutifl20 °C za Gelem snizeni piu moznych kontaminaiit

v médiu. Po ochlazeni a vytemperovani na tepldilktpré nelo SSF probihat, bylyiany
enzymy ve stanoveném mnozstvi a vzorek byl¢ckaean roztokem obsahujicimiquem
uréené mnozstvi buk Zymomonas mobilis Byl zaznamendncas z&atku reakce
a ve stanovenych intervalech byly odebirany vzqno/HPLC.

3.9 Stanoveni odebranych vzork metodou HPLC

Na analyzu vybranych produktbylo odebrano 1,5 ml vzorku. Toto mnoZzstvi
bylo centrifugovano 8000 ot&kach po dobu 10 minut na chlazené centrifuze eppénd
Supernatant byl zfiltrovanips 45 um filtr a zmrazen pro p&& stanoveni. Po rozmrazeni
byl vzorek promichan a néaslednastiknut na kolonu.

Separace probihala izokratickyi g0 °C a piéitoku 0,5 ml/minutu na kolanWATREX
250 x 8 mm Polymer IEX Ho rozn&rech 250 x 4,6 mm a z#ni 8 pm. Byl pouzit sampler
HT 300 s davkovaci snigou 20 pl. Jako mobilni faze byla pouzita 1,3 minbl{SO,.
K detekci byl pouzit refraktometricky detektor RIDKO1 a detektor UV/VIS ECOM
pii vinové délce 190 mn. Vesker&teni byla provagha trojmo.

Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno metododibkacni kiivky. Ze standardl
byla pouzita gluk6za a etanol. Standardy bygdény deionizovanou vodou a analyza
byla provedena metodou RP-HPLC za stejnych podmjalek analyza vzotk Jednotlivé
kroky kiivky byly vyhodnoceny a ziskana zavislost byla ptauke stanoveni obsahu danych
analyti v realnych vzorcich.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Analyza obsahu latek pomoci HPLC

Glukdéza a etanol byly stanoveny metodou HPLC/RIpdistupu uvedeného v kapitole 3.9.
Kvalitativni analyza byla provedena na zakiadovnani reteimich ¢asi jednotlivych slozek
s retenimi ¢asy standarid Kvantitativni analyza byla provedena metodoulkatini kiivky.
Neznamy obsah stanovované slozky séi ygromoci analytické vyhodnocovaci funkce
c = fy(x).
Tabulka 8: Rovnice kalibemich kivek standard

Standard Rovnice kalibtai kiivky

Glukéza | y (mVs) = 711,86 (g/l) + 95,494

Etanol y (mVs) = 245,9% (g/l) — 21,114

Odetena pameérna plocha pod pikem (y) byla dosazena do rovnicedené
v tabulce 8 a byla vygtena koncentrace analyfx).

4.2 Z&kladni kvantitativni analyza materialu

4.2.1 Sestaveni fistové Kivky Zymomonas mobilisia standardnim médiu

V médiu, které obsahovalo jako zdroj uhliku glukolayly sestrojenyirstové Kivky dvou
kmeni Zymomonas mobili€CM2770na sachardze levan produkujici kmdrMG457 levan
neprodukujici kmen. Kultivace probihala staticky teplot 30 °C, pH 5,5. Rstové Kivky
byly vyneseny na zaklacaneienych hodnot optické denzity v zavislostidaese.

V grafu 1 je viditelna lag-faze trvajici praygbdobré 17 hodin (protoze v mezse chybi
data), ktera fechazi do exponencialni faze, stacionarni fazimaave 26. hodiakultivace.

Doba inokulace byla zvolena na 24 hodin, tato debaintervalu exponencialni fazéstu,
pienosem bukk v této ¢asti se minimalizuje lag-faze. Tentgas byl roveZz uveden
v materialech dodanych spolu s kmelyynomonas mobilis

Graf 1: Ristové Kivky kmeti Zymomonas mobilis
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4.3 Optimalizace podminek procesu

Byl u¢inén predpoklad, Ze vSechna glukoza vyioa lBhem hydrolyzy je pemenéna
v procesu fermentace na etanol. Jako ukazateliétgkiydrolyzy bylo povaZzovano mnoZzstvi
vzniklé glukozy, efektivita fermentace byla stano&ez mnozstvi vzniklého etanolu. U SSF
bylo ukazatelem aff mnoZstvi etanolu. MnozZstvi sledovanych produlglukdza a etanol)
bylo stanoveno metodou HPLC.

4.3.1 Optimalizace druhu pufru

Prvnim krokem je vytviieni vhodného pro&tdi, které nesnizi aktivitu enzyna zarové
bude vyhovovat hikam. Byly testovany dva pufry a vod#é pH = 4,8, protoze toto pH bylo
vyhodnoceno jako nejvhodjsi v predchozich pracich.

Pokus probihal po dobu 72 hodin v temperovaegaice. Podminky pokusu jsou uvedeny
v tabulce 9 a davkovani enzym tabulce 10. Jako médium byl pouzit octanovy pcifrat-
fosfore&nanovy pufr a voda. Pufry bylyipraveny dle navodu, viz. kapitola 3.2.1.

Po 72 hodinach hydrolyzy byly odebrany vzorky a adett HPLC stanoven obsah
glukdzy. Vysledky mdfeni jsou zaznamenany v grafu 2, kde jsou jednotiivéy a voda
porovnany. V tabulce 11 je uvedeno relativni mngzstzniklé glukézy v procentech
vztazené ke vzorku s népgim girastkem.

Tabulka 9: Podminky pouzitéignydrolyze papiru (optimalizace druhu pufru) pddd’2 hodin

CsS msubstrét Vpufr pH t ml'Ché.nl'
[%wh] | [g] [mi] [°C] | [ot/min]

8 4 50 4,8 50 180

Tabulka 10: PouZzité davkovani enzym

celulazovy davkovani enzymu [% w/w na TS] 8
komlpex Venzym[MI] 0,267

B-glukozidaza | davkovani enzymu [% w/w na TS] 0,8
Venzym [ml] 0,027

Graf 2: Obsah glukézy po 72 hodinach hydrolyzy
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Tabulka 11: Relativni zvySeni koncentrace gluk&ypo 72 hodinach hydrolyzy

Médium Zvyseni Relativni
CeLu zvyseni gLu
[9/1] [%]
octanovy pufr 39,4b 91,52
citrat-fosfor&nanovy pufr 43,11 100,00
voda 42,38 98,30

Z experimentu vyplyva, Ze v 0,1 mol/l citrat-fosdmanovém pufru je nejvyssi obsah
glukézy, tudiz nejvysSi aktivita enzymProto byl 0,1 mol/l citrato-fosfoéeanovy pufr
pouzit v dalSich pokusech. Voda obsahovala také@ké/snnozstvi glukdzy, ale zidodu
neschopnosti udrzet pHiBSF bylo od jejiho pouziti upu$io.

4.3.2 Optimalizace mnoZstvi buk Zymomonas mobiliy produkénim médiu
Byly provedeny kultivace za c¢élem stanoveni optimalni koncentrace d&un
pro zagkovani tak, aby doslo k co negpgi premené glukdzy na etanol.

Experiment probihal v 50 ml média, které jako zdubjiku obsahovalo glukézu, bylo
zaatkovano na vyslednou koncentraci 6 % obj., viz. t@pi 3.6. Kultivace probihala
stacionara pri teplog 30 °C a trvala 45 hodin.

V pravidelnych intervalech byla #¢fena opticka denzita jednotlivych médii, ziskané
vysledky jsou uvedeny v grafech 3 a 4.

Graf 3: Ristové Kivky Zymomonas mobilSCM2770 na standardnim médiu
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Graf 4: Ristové Kivky Zymomonas mobilis LMG457 na standardnim médiu
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Rovrez byly v ugitych intervalech odebrany vzorky v nichz byl meitadHPLC stanoven
obsah glukézy a etanolu, vysledky jsou uvedenyafegh 5-8, ve kterych je porovnavana
koncentrace glukézy a etanolu v zavislosti ha mwdzurek zaakovanych v case 0.
Relativni zmény koncentraci etanolu a glukézy v procentech jsatazeny k vzorku

S nej¥tsim girastkem, uvedeny v tabulce 12.

Graf 5: Obsah glukdzy v médidghem kultivace Zymomonas mobilis CCM2770
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Graf 6: Obsah glukdzy v médidhem kultivace Zymomonas mobilis LMG457
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Graf 7: Obsah etanolu v médighem kultivace Zymomonas mobilis CCM2770
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Graf 8: Obsah etanolu v médidtiem kultivace Zymomonas mobilis LMG457
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Tabulka 12: Relativni z¢na koncentrace glukézy a etanolu v % po 45 hodinach

Zaatkovano | Snizeni Relativni Zvyseni Relativni
na vyslednou| &u snizeni g,y | Ceton zvyseni gon
koncentraci
6 % obj. [9/1] [%] [9/1] [%]
Zymomonag 0,1 34,87 39,0 4,50 39,0
mobilis 0,2 42,52 47,5 5,39 46,7
CCM2770 0,5 63,17 70,6 8,18 70,9
1,0 80,04 89,5 10,31 89,4
Zymomonag 0,1 41,08 45,9 5,32 46,2
mobilis 0,2 45,80 51,2 5,85 50,7
LMG457 0,5 68,56 76,6 8,87 76,9
1,0 89,47 100,0 11,53 100,0

Obsah glukézy se snizoval rovnédmeé v zavislosti na mnozstvi bék nejpomaleji
v médiich obsahujicich 6 % obj. suspenze¢kum OD = 0,1 a naopak nejrychleji v médiich,
které obsahovaly 6 % obj.suspenzedbua OD = 1. Kmern.MG457 vykazoval vyssSi Ubytek
nez kmerCCM2770

Obsah etanolu se ro¥nh zvySoval rovnorérné v zavislosti na mnozstvi beik, nejpomaleji
v médiich obsahujicich 6 % obj. suspenze¢kum OD = 0,1 a naopak nejrychleji v médiich,
které obsahovaly 6 % obj. suspenzedium OD = 1. RicemZ kmerLMG457vykazoval vyssi
produkci nez kmeCM277Q coz se shoduje s Ubytkem v mnozstvi glukozy.

Vzhledem k tomu, Ze liky byly do média fidany ve stejnou dobu, byly ve stejné fazi
rastu a nély v produlkénim médiu stejné podminky,ttbemefici, Ze mnozstvi produkovaného
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etanolu bylo ovlivéno schopnostiijzpisobit se zréin¢ prostedi, ktera byla lepSi vestsim
poctu burek. [29, 31]

Experiment dokazal, Ze proitéi produkci etanolu je vhodné pouZzit vySSi korneemet
burgk pii zaatkovani. Pro dalSi pokusy byla zvolena@@ni koncentrace bk 6 % obj.
oOD =1.

DalSi optimalizace mnoZstvi bék byly spojeny s optimalizaci mnoZzstvi enZyra jsou
uvedeny v kapitole 4.3.3.

4.3.3 Optimalizace mnozZstvi enzyni
Byly provedeny pokusy zat@lem optimalizace mnoZstvi enzgm produkénim mediu.

Novozyme$§ Biomass Kit

Pokus trval 96 hodin v temperovanéepace. Procesni podminky jsou popsany
v tabulce 13 a davkovani enzymu v tabulce 14. da&dium byl pouZit citrat-fosfosmanovy
pufr pripraveny dle navodu, viz. kapitola 3.2.1.

Ve 24 hodinovych intervalech byly odebirany vzogey HPLC a nifeno pH. Ziskana
data jsou uvedena v grafech 9 a 10. Relativni mmbzgiristku koncentrace glukdzy
v zavislosti na mnozstvi pouZitych enzynvztaZzené ke vzorku s népgim Firastkem
je shrnuto v tabulce 15.

Tabulka 13: Podminky pouZitéi tnydrolyze papiru po dobu 96 hodin

cs Msubstrat | Vpufr tlumivy roztok pH t michani
[% wiv] | [g] [ml] [°C] [ot/min]
8 4 50 | citrat-fosfor&nanovy pufr 4,8 50 180

Tabulka 14: PouZzité davkovani enzym

celulazovy davkovani enzymu 2 4 6 8 10
komipex [% wiw na TS]

Venzym[Ml] 0,067, 0,133 0,200 0,267 0,333
B-glukozidaza | davkovani enzymu 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

[% wiw na TS]

Venzym[ml] 0,007| 0,013 0,020 0,027 0,033
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Graf 9: Zn¥na pH pi rizném davkovani enzym
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Graf 10: Obsah glukdzy v médiich obsahujicimé mnozstvi enzyim
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Tabulka 15: Pehled zvy3eni koncentrace gluko#yoptimalizaci mnozstvi enzyim

Mnozstvi | ZvySeni Relativni Buisza Teoreticky Exp. vyizek

enzymu GLU zvySeni gLy vytézek GLU | GLU

[owhi] |9/ [%0] [¢] [a] [%]
2 22,98 46,24 80,00 88,89 25,85
4 32,32 65,05 80,00 88,89 36,36
6 40,49 81,50 80,00 88,89 45,56
8 47,58 95,75 80,00 88,89 53,52
10 49,69 100,00 80,00 88,89 55,90

hmotnost slozek je uvedena v objemu 1 |
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Graf 11: Experimentalni vytek glukozy v %ppouZiti iizného mnozstvi enzym
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Ze ziskanych dat vyplyva, Ze mnozstvi davkovanétrymu na zrénu pH nendlo ténet
Zadny vliv. Mnozstvi glukdzy v médiu se postémvysovalo s mnozstvim enzymPro dalSi
pokusy byla zvolena hodnota 6 % w/w vztaZzeno nazsind substratu, protoze tato hodnota
je vyrobcem enzyin doporkena jako mezni, viz. kapitola 3.1.3.1. DalSimivadem
pro nezvySovani koncentrace je cena enzymu, kietrd mezanedbatelnotést ceny celého
procesu. Pro podrobji srovnani by bylo nutné vypracovat ekonomickowalgzu,
kterd by porovnala naklady spojené s navySenim émnace enzyfh a ziskané zvySenim
efektivity procesu. [29, 55]

Novozyme$ Cellulosic ethanol enzyme Kit
- SSF nedoziveno

Byla provedena optimalizace mnoZstvi engynpokusy byly provaghy s kmeny
Zymomonas mobilis CCM277& Zymomonas mobilisLMG457 po dobu 72 hodin
v temperovanéi¢pace. Procesni podminky jsou popsany v tabulce lévaavani enzymu
v tabulce 17. Jako médium byl pouzit citrat-fostor@novy pufr pipraveny dle navodu,
viz. kapitola 3.2.1. Do média nebylyfigany Zziviny dle kapitoly 3.2.2. Roztoky byly
zaakovany na vyslednou koncentraci 6 % obj., viz kalpiB.6.

Ve 24 hodinovych intervalech byly odebirany vzorlpro HPLC. Ziskana data
jsou uvedena v grafech 12-15. Relativni mnozstitigtku koncentrace glukézy a etanolu
v zavislosti na mnozstvi pouzitych enzynvztazené ke vzorku s népgim giristkem
je shrnuto v tabulce 18.

Tabulka 16: Podminky pouzitéi pptimalizaci mnozstvi enzymu SSF bez doziveddpo 72 hodin

cs Msubstrat | Vpufr tlumivy roztok pH t michani
[% wiv] | [g] [ml] [°C] [ot/min]
8 4 50 | citrat-fosfor&énanovy pufr 4,8 50 180
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Tabulka 17: Pouzité davkovani enzy8SF bez doZiveni

celulazovy davkovani enzymu | 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
komipex [% wiw na TS]

Venzym 1] 13 26 52 78 104 | 130
B-glukozidaza | davkovani enzymu | 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

[% w/w na TS]

Venzym 1] 1,25 | 2,5 5,0 7.5 10,0 | 12,5

Graf 12: Obsah glukdzy v médiu bez Zivwhdm kultivace Zymomonas mobilis CCM2p#iQpouZiti

riznych mnozstvi enzym
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Graf 13: Obsah glukdzy v médiu bez Zivwhdm kultivace Zymomonas mobilis LMGA45i7gouZziti

riaznych mnozstvi enzym
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Graf 14: Obsah etanolu v médiu bez Ziviéhém kultivace Zymomonas mobilis CCM27#QppuZziti
riaznych mnozstvi enzym
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Graf 15:
riznych

Obsah etanolu v médiu bez Zivéhdm kultivace Zymomonas mobilis LMG45i7gouZziti
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Tabulka 18: Pehled zvySeni koncentrace glukdzy a etan@logiimalizaci mnoZstvi enzyime médiu

bez Zivin
Mnozstvil ZvySeni | Relativni Zvyseni| Relativni
enzymi |CgLu zvySeni gLy | Ceton zvyseni gion
[%0] [9/1] [%] [9/1] [%0]
Zymomonas 0,5 29,81 41,0 1,35 48,6
mobilis 1,0 44,75 61,6 1,63 59,0
CCM2770 2,0 60,41 83,1 1,59 57,3
3,0 65,14 89,6 1,59 57,3
4,0 69,69 95,9 1,32 47,8
5,0 72,67 100,0 1,52 55,0
Zymomonas 0,5 29,36 40,4 1,90 68,4
mobilis 1,0 42,25 58,1 2,45 88,5
LMG457 2,0 58,06 79,9 1,45 52,4
3,0 63,40 87,2 2,77 100,0
4,0 68,50 94,3 2,10 76,0
5,0 71,33 98,2 2,24 81,0
Tabulka 19: Experimentalni \&#tek glukdzy # optimalizaci mnozstvi enzyirbez doziveni
MnozZstvi | mLuzeton | MeLu Meeluisza | TEOreticky | Exp. vygzek
enzymi vypaitena |celkova vytzek GLU|GLU
[%] [a] [a] [a] [a] [%]
Zymomonas 0,5 10,52 40,34 80,00 88,89 45,38
mobilis 1,0 12,771 57,53 80,00 88,89 64,72
CCM2770 2,0 12,41) 72,821 80,00 88,89 81,92
3,0 12,41 77,54 80,00 88,89 87,24
4,0 10,36 80,05 80,00 88,89 90,06
5,0 11,93 84,59 80,00 88,89 95,17
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MnozZstvi | myLuzEton | MeLu Meelulsza | TEOrEticky Exp. vy€zek

enzymi | vypoitena |celkova vygzek GLU |GLU

[%0] [a] [a] [¢] [¢] [%]
Zymomonas 0,5 14,83 44,19 80,00 88,89 49,71
mobilis 1,0 19,17( 61,42 80,00 88,89 69,10
LMG457 2,0 11,36( 69,42 80,00 88,89 78,10
3,0 21,70, 85,10, 80,00 88,89 95,74
4,0 16,46 84,96/ 80,00 88,89 95,58
5,0 17,55 88,88 80,00 88,89 99,99

hmotnost slozek je uvedena v objemu 1 |

Graf 16: Mnozstvi ziskané glukézy kultivaci Zymomonas mobilis CCM2770
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Graf 17: MnoZstvi ziskané glukézy kultivaci Zymomonas mobilis LMG457
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Pro vyhodnoceni byldinén predpoklad, Ze jediny sacharid vyuZzity na vyrobu elaryla
glukdza a jeji konverze byla beze ztrat. Ze znamméhozstvi etanolu bylo 2mé vypccitano
mnozstvi gluk6zy. Toto mnozstvi glukézy byléigieno k mnoZstvi zbyvajici volné glukézy
z média za €elem zjiSéni teoretického celkového mnozstvi vzniklé glukozy.

Na zaklad shromazdnych dat bylo vypéitano, Ze nejvySSi mnoZstvi glukoézy bylo
v médiich obsahujicich 5 % w/w enzf§nvztazeno na hmotnost substratu, mnozstvi
vytvoreného etanolu bylo vysSi v médiich obsahujicich %-3w/w enzyni vztazeno
na hmotnost substratu. Vysoka rychlost hydrolyzyhlaa@pisobit ¢ast&nou inhibici tvorby
etanolu bakteriemi. Proto byla pro dalSi pokusylena nizSi koncentrace enzgm 2 % w/w
vztazeno na hmotnost substratu. NizSi koncentrazyndé je vhodrjSi i z finartniho

hlediska, jelikoz cena enzynivori nezanedbatelnatast ceny celého procesu.

- SSF doziveno

Byla provedena optimalizace mnoZstvi enaye burgk, pokusy byly provéaghy pouze
s kmenenzymomonas mobilisMG457po dobu 168 hodin v temperovatiépaice. Procesni
podminky jsou popsény v tabulce 20 a davkovéani ranzy tabulce 21. Jako médium byl
pouzit citrat-fosforénanovy pufr pipraveny dle navodu, viz. kapitola 3.2.1. Do mébldy
piidany Ziviny dle kapitoly 3.2.2. Za&kovano bylo na vyslednou koncentraci 6 a 10 % obj.,
viz. kapitola 3.6.

Ve 24 hodinovych intervalech byly odebirany vzogep HPLC a miteno pH. Ziskana
data jsou uvedena v grafech 18-23. Relativni mrbzatiristku koncentrace glukézy
a etanolu v zavislosti na mnozstvi pouzitych enzynburgk vztazené ke vzorku s népgim
piirastkem je shrnuto v tabulce 22.

Tabulka 20: Podminky pouZitéi pptimalizaci mnozstvi enzymu SSF s doZiveninopo 868 hodin

CcS Msubstrat | Vpufr tlumivy roztok pH t michani
[% wiv] | [0] [mI] [°C] [ot/min]
8 4 50 citrat-fosforénanovy pufr | 5,5 50 180
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Tabulka 21: Pouzité davkovani enzZy8S5F s doZivenim

celulazovy davkovani enzymu 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0
komipex [% wiw na TS]

Venzym 1] 13 26 52 78 104
B-glukozidaza | davkovani enzymu 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4

[% w/w na TS]

Venzym 1] 1,25 | 2,5 5,0 7.5 10,0

Graf 18: Zn#na pH hem SSF v médiu s doZivenifngouZiti siznych mnoZzstvi enzynzaa’kovano
na vyslednou koncentraci 6 % obj.
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Graf 19: Zn#na pH them SSF v médiu s doZivenifngouZiti riiznych mnoZstvi enzyneaakovano
na vyslednou koncentraci 10 % obj.
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Graf 20: Obsah gluk6zy v médiu s doZivenfppuZiti riznych mnoZzstvi enzynraakovano
na vyslednou koncentraci 6 % obj.
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Graf 21: Obsah glukézy v médiu s doZivenfppuZiti riznych mnozstvi enzynzaa’kovano
na vyslednou koncentraci 10 % obj.
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Graf 22: Obsah etanolu v médiu s doZivenifrppuZiti rzznych mnoZzZstvi enzynzaa’kovano
na vyslednou koncentraci 6 % obj.
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Graf 23: Obsah etanolu v médiu s doZivenifrppuziti riznych mnoZzstvi enzynzaa’kovano
na vyslednou koncentraci 10 % obj.
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Tabulka 22: Pehled zvySeni koncentrace glukdzy a etanglogiimalizaci mnoZstvi enzyima burek
v médiu s dozivenim

ZymomonagMnoZzstvi Zvyseni Relativni Zvyseni Relativni
mobilis enzymi CoLu zvySeni gLy | Ceton zvyseni gion
LMG457  |[%] [9/1] [%] [9/1] [%]
6 % obj. 0,5 8,75 26,0 4,53 53,5
1,0 18,95 56,3 6,38 75,4
2,0 33,64 100,0 6,63 78,2
3,0 31,63 94,0 7,26 85,7
4,0 33,34 99,1 6,98 82,4
10 % obj. 0,5 0,39 1,1 5,14 60,7
1,0 3,45 10,2 6,63 78,3
2,0 23,19 68,9 8,37 98,8
3,0 24,11 71,7 8,25 97,5
4,0 22,12 65,8 8,47 100,0
Tabulka 23: Experimentalni \&#tek glukozy z procesu SSk gptimalizaci mnoZstvi enzym
Zymomonas$MnozZstvi | MsLuzeton | MeLu Meeluisza | T€Oreticky Exp. vygzek
mobilis enzymi vypaitena |celkova vytzek GLU [GLU
LMG457 | [%] [a] [a] [a] [a] [%]
6 % obj. 0,5 35,45 44,20 80,00 88,89 49,73
1,0 49,92 68,87 80,00 88,89 77,48
2,0 51,82 85,46 80,00 88,89 96,14
3,0 56,78 88,42 80,00 88,89 99,47
4,0 54,57 87,90 80,00 88,89 98,89
10 % obj. 0,5 40,24 40,62 80,00 88,89 45,70
1,0 51,86| 55,31 80,00 88,89 62,22
2,0 65,45 88,64 80,00 88,89 99,72
3,0 64,56 88,67 80,00 88,89 99,76
4,0 66,24 88,36 80,00 88,89 99,40
hmotnost slozek je uvedena v objemu 1 |
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Graf 24: MnoZstvi ziskané glukdzy z kultivace¢kaewano na vyslednou koncentraci 6 % obj.

100
90
80
0 m0,50%
o9 o0 m1%
g 0 2%
E 40
m3%
30 m 4%

20
10

0]
zmédia z EtOH vypoctena celkova

Graf 25: Mnozstvi ziskané glukézy z kultivace¢kaeano na vyslednou koncentraci 10 % obj.
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Pro vyhodnoceni byldinén predpoklad, Ze jediny sacharid vyuZzity na vyrobu elaryla
glukdza a jeji konverze byla beze ztrat. Ze znamméhozstvi etanolu bylo 2meé vypccitano
mnozstvi gluk6zy. Toto mnozstvi glukézy byléigieno k mnoZstvi zbyvajici volné glukézy
z média za €elem zjiSéni teoretického celkového mnozstvi vzniklé glukozy.

N1

Na zaklad shromazdnych dat bylo vypéitano, ze nejvySSi mnoZstvi glukozy bylo
v médiich obsahujicich 2—4 % w/w enzaywetazeno na hmotnost substratu, mnozstvekun
melo vliv na rychlost tvorby etanolu.

Z vysledki je patrné, Ze doZiveni meédii ma na&yiost procesu velky vliv, proto dalSi
pokusy budou probihat pouze s dozivenim. Konceateazynii pro dalSi experimenty byla
stanovena na 2 % w/w vztazeno na hmotnost subss@&tzaskovanim na vyslednou
koncentraci 10 % obj.
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4.3.4 Optimalizace mnozstvi substratu
Byl proveden experiment na optimalizaci mnozstyipav produknim médiu.
Pokus probihal 72 hodin v temperovaitéptce @i podminkach, které jsou popsané

v tabulce 24, davkovani enzyna substratu je uvedeno v tabulce 25. Jako tlumdagok
byl pouzit citrat-fosforénanovy pufr pipraveny dle navodu, viz. kapitola 3.2.1.

Ziskané vysledky jsou zaznamenany v grafu 26. RaelazvySeni koncentrace glukdzy
v tabulce 26 je vztaZzeno ke vzorku s nejvySSim lodsaglukdzy.

Tabulka 24: Podminky pouZitéi pptimalizaci mnoZstvi substratu

Vpur tlumivy roztok pH t michani
[ml] [°C] [ot/min]
50 citrat-fosforénanovy pufr | 4,8 50 180
Tabulka 25: Pouzité davkovani substratu a enizym
cs [% wiv] 6 8 10 12 14
Msubstrat[ 9] 3 4 5 6 7
celulazovy davkovani enzymu 6 6 6 6 6
komipex [% w/w na TS]
Venzym[MI] 0,150 0,200 0,250| 0,300/ 0,350
B-glukozidaza | davkovani enzymu 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
[% w/w na TS]
Venzym[ml] 0,015 0,020| 0,025| 0,030/ 0,035

Graf 26: Zavislost koncentrace glukézydesese v médiich siznym mnoZstvim substratu

Gl

50

40
WE%
= 30 W5%
(5]
m10%
20
m12%
10 m14%

t[hod]

48



Tabulka 26: Relativni zvySeni koncentrace glukézgpiimalizaci mnoZzstvi substratu

Mnozstvi | Teoreticky ZvySeni | Relativni V§Enost
substratu | vyzek GLU | &Lu zvySeni gy |GLU
[Y% wiv] v 1] [9/1] [%] [%]
6 66,67 21,34 47,80 32,02
8 88,89 28,84 64,58 32,45
10 111,11 35,62 79,77 32,06
12 133,33 44,66 100,00 33,49
14 155,56 41,08 91,99 26,41
Graf 27: Vytznost glukdzyi riizném davkovani substratu
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Ze znamého mnozstvi navazeného papiru a ziskanabastui glukdzy byla vypsitana
vytéznost jednotlivych experimeint

Na zaklad nantrenych dat bylo stanoveno, Ze nejvyssi mnozstvidgylbylo ziskano i
pouziti 12 % w/v vztazeno na objem média. Z date d@plyva, Ze dalSi navySovani
koncentrace substratu nevedlo ke zvySeni mnoZsttwioteného etanolu, coZz mohlo byt
zpasobeno vysokou viskozitou média a hor§im michammsis Pro dalSi experimenty byla
zvolena koncentrace substratu 8 % w/v vztaZzenobfenomédia z @ivodu lepSi dostupnosti
celulézy enzymim, diky dikladrgjSimu promichavani.

4.4 Porovnani vytzku enzymatické hydrolyzy a simultanni hydrolyzy a
fermentace

Byla provedena série pokuga &elem porovnani experimentélniho &3ku enzymatické
hydrolyzy a fermentace s procesem SSF. Pro poréyydm nutné zptné vypcotitat mnozstvi
glukdzy zfermentované na etanol. Byinén predpoklad, Ze vznikla glukdza byla jediny
sacharid, ktery byl bakteriemi fermentovan a zanad@0 % peveden na etanol.
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4.4.1 Hydrolyza
Novozyme§ Biomass Kit

Pokus probihal po dobu 96 hodin v temperovaegaice. Podminky pokusu jsou uvedeny
v tabulce 27 a davkovani enzymu v tabulce 28. daé&dium byl pouZzit citrat-fosfosmanovy
pufr piipraveny dle ndvodu, viz. kapitola 3.2.1.

Byly odebirany vzorky ve 24 hodinovych intervaleehmetodou HPLC stanoven obsah
glukdzy. Vysledky miieni jsou zaznamenany v grafu 28.

Tabulka 27: Podminky pouZitéi ihydrolyze papiru po dobu 96 hodin

cs Msubstrat | Vpufr tlumivy roztok pH t michani
[% wiv] | ][9] [ml] [°C] [ot/min]
8 8 100 | citrat-fosfor&nanovy pufr 4,8 50 180

Tabulka 28: Pouzité davkovani enzym

celulazovy davkovani enzymu [% w/w na TS] 6

komipex Venzym[ml] 0,400

B-glukozidaza davkovani enzymu [% w/w na TS] 0,6
Venzym[Ml] 0,040

Graf 28: Zn#na obsahu glukozyehem hydrolyzy
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Hydrolyzat obsahoval po 96 hodinach hydrolyzy 43,747 glukézy. Nasledovala jeho
Uprava, ktera je popsana v kapitole 3.5.

NovozymeS§ Cellulosic ethanol enzyme Kit

Pokus probihal po dobu 144 hodin vtemperovaigpatice. Podminky pokusu
jsou uvedeny v tabulce 29 a davkovani enzymu vicabB0. Jako médium byl pouzit citrat-
fosforeinanovy pufr pipraveny dle navodu, viz. kapitola 3.2.1.

V pravidelnych intervalech byly odebirany vzorkynaetodou HPLC stanoven obsah
glukdzy. Vysledky miieni jsou zaznamenany v grafu 29.
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Tabulka 29: Podminky pouZitéi tnydrolyze papiru po dobu 144 hodin

cs Msubstrat | Vpufr tlumivy roztok pH t michani
[% wiv] | [d] [ml] [°C] [ot/min]
8 12 150 | citrat-fosfor&nanovy pufr 5 50 180

Tabulka 30: PouZzité davkovani enzym

celulazovy davkovani enzymu [% w/w na TS] 2
komlpex Venzym[MI] 0,209
B-glukozidaza | davkovani enzymu [% w/w na TS] 0,2
Venzym[mMI] 0,020
Graf 29: Zn#na obsahu gluk6zyehem hydrolyzy
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Hydrolyzat obsahoval po 144 hodinach hydrolyzy 78,9/l gluk6zy. Nasledovala jeho
Uprava, ktera je popsana v kapitole 3.5.

Z grafi je patrné, Zze enzymy Novozynie3ellulosic ethanol enzyme Kit hydrolyzuji papir
za danych podminek podstatrychleji ne? enzymy Novozym@8iomass Kit a to  pouZiti
nizsi koncentrace enzym

4.4.2 Fermentace

Byla provedena fermentace hydrolyzapokusy byly provaghy s kmenyZymomonas
mobilis CCM277GZymomonas mobilisMG457.

Hydrolyzat Novozyme$ Biomass Kit

Pokus probihal po dobu 96 hodin v termostatu gpdminkach, které jsou uvedeny
v tabulce 31. Jako médium byl pouZzit hydrolyzakafsy z gedchozi hydrolyzy a srovnavaci
médium (citrat-fosforénanovy pufr s glukézou). Mnozstvi glukozy bylo vyfiéno tak,
aby se shodovalo v obou médiich, ktera byla nasléddivena dle navodu v kapitole 3.2.2.
Zacckovano bylo na vyslednou koncentraci 10 % obj., kapitola 3.6.
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Tabulka 31: Podminky pouZzitéi fermentaci

V pufr tlumivy roztok pH t michani
[ml] [°C] [ot/min]
50 | citrat-fosfor&nanovy pufr 4,8 30 | zadné

Graf 30: Obsah glukdzy v médidhem fermentace
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Graf 31: Obsah etanolu v médighem fermentace
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Tabulka 32: Relativni z¢na koncentrace glukdzy a etanolti fermentaci

Substrat | Snizeni| Relativni Zvyéenk Relativni
CoLU shizeni gLy | Ceton zvyseni gion

[9/1] [%] [9/1] [%]
Zymomonas glukoza 40,81 93,7 5,13 94,0
mobilis CCM2770| hydrolyzat 26,91 61,8 3,30 60,4
Zymomonas glukoza 43,54 100,0 5,46 100,0
mobilis LMG457 |hydrolyzat 30,03 69,0 3,68 67,4

Srovnavaci média obsahovalagtdi mnozZstvi etanolu neZz doZivené hydrolyzaty,
coz signalizuje moznoupomnost inhibitoru vznikléhodnem hydrolyzy papiru.

Hydrolyzat Novozymes Cellulosic ethanol enzyme Kit

Byla provedena fermentace hydrolyzatu, pokus paihbo dobu 144 hodin v termostatu
pii podminkach, které jsou uvedeny v tabulce 33. Ja&dium byl pouzit hydrolyzat ziskany
z predchozi hydrolyzy a srovnavaci médium (citrat-fosfoanovy pufr s glukézou).
Mnozstvi glukdzy bylo vypéitano tak, aby se shodovalo v obou médiich, kiglé basled
doZivena dle navodu v kapitole 3.2.2. Zaavano bylo na vyslednou koncentraci 10 % obj.,
viz. kapitola 3.6.

Tabulka 33: Podminky pouZitéi permentaci

V pufr tlumivy roztok pH t michani
[ml] [°C] [ot/min]
50 | citrat-fosfor&nanovy pufr 5,5 30 | Zadné
Graf 32: Obsah glukdzy v médidhem fermentace
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Graf 33: Obsah etanolu v médigihem fermentace
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Tabulka 34: Relativni z¢na koncentrace glukdzy a etanolti fermentaci

Substrat | Snizeni| Relativni Zvyéenk Relativni
CeLu snizeni gLy | Ceron zvyseni gon

[9/1] [%0] [9/1] [%0]
Zymomonas gluk6za 51,87 95,7 5,65 87,4
mobilis CCM2770| hydrolyzat 33,70 62,2 4,20 65,0
Zymomonas glukoza 54,18 100,0 6,46 100,0
mobilis LMG457 | hydrolyzat 41,14 75,9 5,27 81,5

Srovnavaci média obsahovalagtdi mnozZstvi etanolu neZz dozZivené hydrolyzaty,
coz signalizuje moznoupomnost inhibitoru vznikléhodnem hydrolyzy papiru.

4.4.3 Simultanni hydrolyza a fermentace

Byla provedena simultanni hydrolyza a fermentacgkupy byly provaény s kmeny
Zymomonas mobilis CCM27&XZymomonas mobilisMG457.

Novozyme$§ Biomass Kit

Pokus byl provagh po dobu 96 hodin v termostatu. Procesni podmijsky popsany
v tabulce 35 a davkovani enzymu v tabulce 36. daédium byl pouZzit citrat-fosfosmanovy
pufr pripraveny dle navodu, viz. kapitola 3.2.1. Do médmyly pridany ZzZiviny
dle kapitoly 3.2.2. Zatkovano bylo na vyslednou koncentraci 10 % obj., kapitola 3.6.

Ve 24 hodinovych intervalech byly odebirany vzorggo HPLC. Ziskana data jsou
uvedena v grafech 34 a 35. Relativni mnozstifugtku koncentrace glukézy a etanolu

v zavislosti na mnozstvi pouzitych enzynvztazené ke vzorku s népgim girastkem
je shrnuto v tabulce 37.
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Tabulka 35: Podminky pouzitéi SF po dobu 96 hodin

cs Msubstrat | Vpufr tlumivy roztok pH t michani
[% wiv] | [g] [ml] [°C] [ot/min]
8 4 50| citrat-fosfor&nanovy pufr 4,8 30 zadné
Tabulka 36: PouZzité davkovani enzym
celulazovy komlpex| davkovani enzymu [% w/w na TS] 6
Venzym[Ml] 0,200
B-glukozidaza davkovani enzymu [% w/w na TS] 0,6
Venzym[Ml] 0,020
Graf 34: Obsah glukézy v médidhem SSF
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Graf 35: Obsah etanolu v médidghem SSF
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Tabulka 37: Relativni z¢éna koncentrace glukézy a etanolti BSF

ZymomonasgZvyseni | Relativni Zvyseni | Relativni
mobilis CoLu zvyseni g u | Ceton zvyseni gion

[9/1] [%] [9/1] [%]
CCM2770 6,74 100,0 5,68 100,0
LMG457 5,61 83,3 7,01 47,4
Tabulka 38: Experimentélni \&#tek glukozy ze SSF
Zymomonas$Meu zeoH | CoLu MLy Mceluisza | T€OrEticky Exp. vygzek
mobilis vypoétena | z média| celkova vytZzek GLU |GLU

[9] [9/1] [a] [9] [a] [%0]
CCM2770 44,42 6,74/ 51,16/ 80,00 88,89 57,56
LMG457 54,83 5,61 60,45 80,00 88,89 68,00

Celkovy vygzek glukozy z kultivaceZymomonas mobilis LMG456bsahoval #tSi
mnozstvi glukdzy, festoZze obsah glukézy z média byl nizSi nez u lkad®Zymomonas
mobilis CCM2770Z toho niizeme usuzovat, Ze s rychlejSi utilizaci glukézytedsrychlost
hydrolyzy.

Novozyme$ Cellulosic ethanol enzyme Kit

Pokus byl provagh po dobu 144 hodin v termostatu. Procesni podmjs&y popsany
v tabulce 39 a davkovéani enzymu v tabulce 40. daédium byl pouZit citrat-fosfosmanovy
pufr pripraveny dle navodu, viz. kapitola 3.2.1. Do médiyly pridany ZzZiviny
dle kapitoly 3.2.2. Zatkovano bylo na vyslednou koncentraci 10 % obj., kapitola 3.6.

Ve 24 hodinovych intervalech byly odebirany vzorlpro HPLC. Ziskana data
jsou uvedena v grafech 36 a 37. Relativhi mnoZsfviistku koncentrace glukézy a etanolu
v zavislosti na mnozstvi pouzitych enzynvztazené ke vzorku s népgim g@irastkem
je shrnuto v tabulce 41.

Tabulka 39: Podminky pouZitéi $SF po dobu 144 hodin

CS Msubstrat | Vpufr tlumivy roztok pH t michani
[% wiv] | [g] [ml] [°C] [ot/min]
8 4 50 | citrat-fosfor&nanovy pufr 5,5 30 | zadné

Tabulka 40: Pouzité davkovani enziym
celulazovy komplex| davkovani enzymu [% w/w na TS]} 2

Venzym[MI] 0,070
B-glukozidaza davkovani enzymu [% w/w na TS] 0,2

Venzym[MI] 0,007
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Graf 36: Obsah glukézy v médighem SSF
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Graf 37: Obsah etanolu v médighem SSF
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Tabulka 41: Relativni z¢na koncentrace glukdzy a etanolt $SF

ZymomonasZvyseni | Relativni ZvySeni | Relativni
mobilis CoLu zvysSeni g u | Ceton zvyseni gon
[9/1] [%] [9/1] [%6]
CCM2770 22,46 100,0 7,20 93,4
LMG457 20,53 91,4 7,71 100,0
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Tabulka 42: Experimentalni \&#tek glukozy ze SSF

Zymomonas Mgy z etoH | CoLu MaLu Meeluléza | T€OrEticky Exp. vygzek
mobilis vypoctena | z medial celkova vytzek GLU |GLU

[a] [9/1] [a] [a] [a] [%]
CCM2770 56,31 22,46/ 78,77] 80,00 88,89 88,62
LMG457 60,27/ 20,53 80,80 80,00 88,89 90,90

Celkovy vygzek glukézy z kultivaceZymomonas mobilis LMG456bsahoval #tSi
mnozstvi glukdzy, festoze obsah glukdézy z média byl nizSi nez u lkat&Zymomonas
mobilis CCM2770Z toho niizeme usuzovat, Ze s rychlejSi utilizaci glukézytedsrychlost

hydrolyzy.

4.4.4 Porovnani vytézku enzymatické hydrolyzy a simultanni hydrolyzy afermentace
p¥i pouZiti Novozyme§ Biomass Kit
Z navazky papiru (celulézy) bylo vypidano teoretické mnozstvi vzniklé glukdzy.
Ze zndmych koncentraci etanolu byl@trg vypotitdno mnozstvi gluk6zy nutné néepenu,
toto mnozstvi bylo fiéteno ke glukoze, kteraagtala v médiu. Celkové mnozstvi glukozy
bylo porovnano s teoretickym mnozstvim glukézyskan experimentalni wzek glukozy.

Tabulka 43: Porovnani wgiku enzymatické hydrolyzy a simultanni hydrolytarraentace f pouziti
Novozymé$Biomass Kit vase 94 hodin

CetoH | MeLu z EtoH | CoLu MLy Teoreticky Exp. vy&zek
vypaitena | z média|celkova | vytZzek GLU |GLU

[o/1 |[d] [9/1] [¢] [¢] [%]
Hydrolyza 43,77 43,77 88,89 49,24
FermentaceCCM2770] 3,30 25,81 16,95 42,76 88,89 48,11
LMG457 | 3,68 28,78 13,79 42,57 88,89 47,89
SSF CCM2770] 5,68 44,42 6,74 51,16 88,89 57,56
LMG457 | 7,01 54,83 5,61 60,44 88,89 67,99

hmotnost slozek je uvedena v objemu 1 |
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Graf 38: Porovnani vg¥ku enzymatické hydrolyzy a simultanni hydrolylarmentace f pouZziti
Novozymé$Biomass Kit vase 94 hodin
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Vysledky jas® ukazuji vyhodnost SSF procesu, nejen, &eeln tohoto procesu vzniklo
vétSi mnoZstvi etanolu, ale také za pobowi cas. KmenZymomonas mobilis LMG457
se projevil jako vhod§Si producent z @vodu vysSich vygzka etanolu.

4.4.5 Porovnani vyt€zku enzymatické hydrolyzy a simultanni hydrolyzy afermentace
p¥i pouZiti Novozyme§ Cellulosic ethanol enzyme Kit

Tabulka 44: Porovnani vgtku enzymatické hydrolyzy a simultanni hydrolylermentace f pouZziti
NovozymédCellulosic ethanol enzyme Kitase 144 hodin

CetoH | MoLu z EtoH | CoLu McLu Teoreticky | Exp. vytzek
vypaitena | z média| celkova | vytzek GLU |GLU

[o/1 |[d] [9/1] [a] [¢] [%]
Hydrolyza 77,98 77,98 88,89 87,73
FermentaceCCM2770| 4,20 32,85 44,60 77,45 88,89 87,13
LMG457 | 5,27 41,22 36,42 77,64 88,89 87,34
SSF CCM2770 7,20 56,31 22,46 78,77 88,89 88,62
LMG457 | 7,71 60,300 20,53 80,83 88,89 90,94

hmotnost slozek je uvedena v objemu 1 |
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Graf 39: Porovnani vg¥ku enzymatické hydrolyzy a simultanni hydrolylarmentace f pouZziti
NovozymédCellulosic ethanol enzyme Kitase 144 hodin
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RovreZ pii pouziti enzynd Novozyme§ Cellulosic ethanol enzyme Kit ukazuji vysledky
vyhodnost SSF procesu. Kmetymomonas mobilis LMG453e projevil jako vhod#si
producent z @ivodu vysSich vyizka etanolu.

Obsah glukézy i pouZiti enzyni Novozyme§ Cellulosic ethanol enzyme Kit byl vy3si
neZ u hydrolyzatu enzyinNovozyme§ Biomass Kit. Jelikoz byly podminky upraveny
rozdilrg, vzdy nejvhodsji pro kazdy druh enzyfi média doZivena stejrdle kapitoly 3.2.2,
zaakovani prokhlo rovréz na stejnou vyslednou koncentraci, nezbyva nezthbovat,
7e enzymy Novozymé&s Cellulosic ethanol enzyme Kit hydrolyzuji papir hyeji
neZ NovozymedBiomass Kit a jsou tedy vhodisi pro dalsi pouZiti.

Vzhledem k nedokonalostem aparatury, mohtiem experimerit dojit k odp@ovani
etanolu, jelikoz kultivace probihalyigeplo& 30 °C a v dlouhyckiasovych intervalech.

Srovnani procds SHF a SSF nenifimo mozné, jelikoZz v procesu SHF je sledovano
mnoZstvi glukdzy v procesu SSF je vznikla glukdzaed peménovana na etanol ¢innost
neni gresré znama).Céast etanolu mohla v§kat bshem kultivace. Déle byla zavedena
aproximace, Ze etanol vznikal pouze z glukézy &d0100% dinnosti. V disledku &chto
fakton jsou ziskané vysledky pouze oriafitdno charakteru.
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5 ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo zjistit vhodnost rezsah pouZitelnosti bakterie
Zymomonas mobiligti pramyslové vyroks bioetanolu z odpadniho papiru.

Byly testovany dva kmengymomonas mobilis CCM2770a sachar6ze levan produkujici
kmen) aZymomonas mobilis LMG45Fevan neprodukujici kmen). Rosh byly testovany
dva druhy batika enzymi firmy Novozyme$. Balitek Novozyme& Biomass Kit, ze kterého
byly testovany preparaty NS50013 (celulazovy kompla NS50010 f-glukozidaza),

s balitkem Novozyme$ Cellulosic ethanol enzyme Kit, ze kterého byly degny preparaty
NS22086 (celulazovy komplex) a NS221B8gfukozidaza).

Vramci maximalizace efektivity prosesu, byla prdeea optimalizace paramietr
hydrolyzy, fermentace a simultanni sacharifikaderenentace. Experimenty byly provany
na papiru svysokym obsahem celulézy a pro srovridké na standardnim médiu
obsahujicim glukdzu. Optimalizovany byly parametiyuh pufru, mnozstvi bk, enzymi
a substratu.

V zavislosti na vital& burek byl shledan nejvhodfsim 0,1M citrat-fosforénanovy pufr,
ktery rovréZz vykazoval Bhem hydrolyzy nejgtsSi vy€Zzky glukézy, tudiz nejvyssSi aktivitu
enzym.

Experimenty, @ kterych bylo zkouméno optimélni mnoZstvi Bkrzymomonas mobilis
ukazaly, Ze firastky etanolu byly vysSiipzaatkovani ¥tSim mnozstvim buik. Nejvyssi
koncentrace etanolu 8,47 g/l bylo dosaZemiozaaikovani suspenzi bgk na vyslednou
koncentraci 10 % obj.

Bshem optimalizace mnoZstvi enzgrilovozymeS Biomass Kit bylo nejvy3siho witku
dosazeno i koncentraci 10 % w/w vztazeno na mnozstvi substrdysledny obsah glukézy
v médiu po 96 hodinach hydrolyzy byl 49,69 g/l. W&Siho vy&Zzku i optimalizaci
mnoZstvi enzyrin Novozyme§ Cellulosic ethanol enzyme Kit bylo dosaZerfokmncentraci
5 % w/w vztazeno na mnozstvi substratu, vysledrsablglukézy v médiu po 168 hodinach
SSF byl 22,12 g/l a obsah etanolu 8,47 gl/l.

Byla provedena optimalizace mnoZstvi substratu odpktnim médiu. Nejvyssi
koncentrace glukozy 44,66 g/l bylo dosazediodavkovani 12 % w/v vztazeno na objem
média po 72 hodinach hydrolyzy.

Po optimalizaci paraméirnasledovalo porovnani enzymatické hydrolyzy a Hémai
hydrolyzy a fermentace. NejlepSich vyslédikylo dosazeno v procesech SSF s bakteriemi
Zymomonas mobilis LMG45F% pouZiti enzyni Novozyme§ Biomass Kit byl vy&Zzek
etanolu 7,01 g/l po 96 hodinach. S bleéim enzyni Novozyme$ Cellulosic ethanol enzyme
Kit byl vytéZzek etanolu 7,71 g/l po 144 hodinach kultivace.&gky ze srovnavacich éeni
pii pouziti standardnich médii vzdy vykazovaly vys§tézky etanolu, coz bylo nejspis

v

Nejen, Ze metodou SSF bylo docileno vySSickeAkjt etanolu nez u SHF, ale dalSim
podstatnym kritériem je i doba celého procesu,&kjeru SSF polo¢ni. Fi pouziti enzyni
Novozyme§ Biomass Kit samotna hydrolyza probihala 96 hodiexperimentalni vyzek
glukozy byl 49,24 %. U procesu SSF, ktery prob#tajnou dobu, byl experimentalni ¥¥ek
glukézy 67,99 %. S pouzitim NovozynieSellulosic ethanol enzyme Kit samotna hydrolyza
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probihala 144 hodin a experimentalni &gk glukdézy byl 87,73 %. U procesu SSF,
ktery probihal stejnou dobu, byl experimentalnizgk glukézy 90,94 %.

Jednotlivé batiky enzyni miZeme navzajem nejlépe porovnat gpamotné hydrolyze,
kdy v&ase 96 hodin, hydrolyzat NovozynieBiomass Kit obsahoval 43,77 g/l glukézy,
zatimco hydrolyzat Novozym@<Cellulosic ethanol enzyme Kit ve stejnérase piblizng
70 g/l (odeteno z grafu).

Ze zjiseénych vysledk je patrné, Ze bakteridymomonas mobilise jevi jako vhodna
alternativa k vyrob bioetanolu z odpadniho papiru. Do mnozZstvi ziskané&tanolu
se promitalo sloZeni kulti¢gaiho média, fitomnost Zivin a koncentrace glukdzy. Nepiida
se sehrat mnozstvi enzyms mnozstvim butk tak, aby ihned dochazelo k utilizaci vytené
glukézy. Produkce etanolu se zpomalil pizSim mnoZstvi etanolu v médiu, naopak
pii nadbytku glukdzy byl etanol produkovan rychleji.

Diky tomu, Ze m& jako bakterie rychlejSi metabolismje i proces vzniku etanolu
mnohem rychlejSi, proto maflymomonas mobiligelky potenciél pro gimyslovou vyrobu
a zvySeni produkce bioetanolu. Do budoucnar@ba se také zabyvat selekci vhodnych
kmeni, které budou schopny zkvaSovat SirSi spektrumasaith Genové manipulace otviraji
obrovské mnoZstvi moZnosti vyuZziti tohoto kmene.

VSechny experimenty probihaly v laboratornich podd@ch, které nebyly pro anaerobni
kultivace dokonalé. Teplota i délka protese jist podepsaly na ztratach etanolu vlivem
odpdovani. V dalSim kroku by jist bylo vhodné o#fit poznatky ziskané z této prace
za pouziti reaktoru, ktery by zajistil lepSi komtraanaerobnich podminek, zamezil Gniku
etanolu a zefektivnil michani. V navazujicich expentech by iy byt zkoumany
i termofilni  kultury, které umoZzni zvySeni teplotyim nastavi vhod#)Si podminky
pro enzymy a zefektivni hydrolyzu.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
¢ — koncentrace
CBU - cellobiase unit — celobiézova jednotka
EGU — endo-glucanase unit — endoglukanazova jednotk
EtOH — etanol
FCH VUT - Fakulta chemicka, Vysokéani technické
FPU — filter paper unit
GLU — glukéza
HPLC - vysokotlakéa kapalinova chromatografie
m — hmotnost
OD - opticka denzita
ot/min — ot&ky za minutu
p.a. — pro analysi (lat.) — ozteni chemikalii k analytickymaghim
RI — refraktometricky detektor

SHF — Separate Hydrolysis and Fermentation, hydeoubstratu v samostatném kroku
pied vlastnim zakvaSenim zapary, 8léda hydrolyza a fermentace

SSF — Simultaneous Sacharification and Fermentat®multanni sacharifikace a
fermentace

SSCF - Simultaneous Sacharification and Co-Ferrientasimultanni sacharifikace a
kofermentace

TS — total solids — souhrn tuhy¢astic

UV — ultrafialova oblast

V — objem

% obj. — objemovych %

% v/v — objemovych % na objemova %
% w/v — hmotnostnich % na objemova %

% w/w — hmotnostnich % na hmotnostni %
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