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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo studium detoxifikace hydrolyzath lignocelulézovych materiala
a také studium vhodnosti dfevénych pilin jako substratu pro mikrobidlni produkci PHA
bakteriemi Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari. V experimentalni ¢asti prace byl
zkouman nejvhodnéjsi zplisob detoxifikace modelového a redlného hydrolyzatu, pouzité
detoxifika¢ni postupy zhodnoceny co do jejich vlivu na obsah polyfenolti jako
nejvyznamnéjSich mikrobidlnich inhibitort a redukujicich sacharidt, které naopak plni funkci
klicového uhlikatého substratu. Zaroven byl 1 ovéfen vliv detoxifikaénich postupti na
biotechnologickou produkci PHA. Burkholderia sacchari mé¢la v porovnani s Burkholderia
cepacia vyssi schopnost akumulace PHA. Dale lze tedy konstatovat, Ze jako nejefektivnéjsim
postupem detoxifikace se jevil tzv. overliming. Pii kultivaci Burkholderia sacchari na médiu
detoxifikovaného overlimingem realného hydrolyzatu pilin bylo dosazeno vyrazného zvyseni
obsahu PHB v biomase. Nicméné, celkové byly vytézky PHB spiSe nizké a dfevéni piliny
tedy nemohou byt povazovany za slibny substrat pro priimyslovou produkci PHB.

ABSTRACT

The aim of this work was study of the detoxification of lignocellulose material hydrolysates
and to investigate sawdust suitability as a substrate for microbial production of PHA by
bacteria Burkholderia cepacia and Burkholderia sacchari. In the experimental part of the
work the most suitable way of detoxification of model and real hydrolysate was studied. After
that, detoxification methods used were evaluated. Criteria for evaluation were concentration
of polyphenols as the most important microbial inhibitors and reduction saccharides as the
main carbon substrate. Furthermore, fermentability of the hydrolysates was also tested by
cultivation of two bacteria capable of PHA accumulation. Burkholderia sacchari
demonstrated higher ability to accumulate PHA then Burkholderia cepacia. Then in the
summary — most effective way for detoxification was ,overliming‘. Major increase of PHB in
biomass was obtained when Burkholderia sacchari was cultivated on media gained by
application of overliming of real lignocellulose hydrolysate. However, total gains of PHB
were more likely low and then sawdust can not be considered as a substrate for PHB
production at industrial scale.
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1 UvVOD

Celosvétova vyroba plastti v roce 2014 ¢inila 311 miliond tun. V Evropé bylo vyrobeno
zejména ve stejném roce 59 miliond tun plastd. Velké mnozstvi je disledkem rostouci
poptavky a v Evropé je to ptiblizné 47,8 miliond tun ro¢né. Neustala poptavka po plastovych
materialech na trhu je zptsobena jejich mimofadnymi vlastnostmi, jako jsou: nizka cena,
trvanlivost, lehkost a tvarnost. Tyto faktory délaji plasty univerzalnimi, a proto je mozné je
vyuzit v mnoha komercnich oblastech. Na druhé strang, ,,tradi¢ni“ plasty, které nejsou
biologicky rozlozitelné a vedou k hromadéni odpadi, mohou Vv piirodé zustavat stovky let.
Tento problém by mohl byt castecné vyiesen recyklaci téchto odpadi. V soucasné dobé¢ je
vSak ucinné recyklovano jen malé mnozstvi téchto odpadd. V roce 2014, bylo Evropé
recyklovano pouze 29,7 % plastovych odpadd. DalSim moznym feSenim tohoto problému je
vyroba bioplastl, které jsou biokompatibilni a biologicky odbouratelné — biodegradabilni. V
roce 2014 celosvétova vyroba téchto produktii byla mensi nez 1 % z celkového objemu
produkce plasti. Pro rok 2019 se piedpoklada, ze ro¢ni vyroba bioplastii by méla dosahnout
témet 7,8 mil. tun. Mezi hlavni omezeni, které zpomaluji produkci bioplastd jsou vysoké
vyrobni naklady a jejich fyzikalni vlastnosti, které stale nemohou konkurovat na trhu. Mezi
obnovitelné suroviny pouzivané k vyrobé bioplasti patii Skrob, celuldza, lignin, proteiny
a mnoho dalsich zdroji. Tyto vstupni materidly mohou pochdzet z obou potravinaiskych
plodin, jako je kukufice, cukrova titina, a také komunalni a zemé&délsko-prumyslové odpady.
Mezi bioplasty patii naptiklad tzv. polyhydroxyalkanoaty (PHA). Jsou obzvlasté zajimavé,
nebot’ se jedna o termoplasty. Kromé toho, tyto biopolymery jsou trvale udrzitelné, protoze
mohou byt vyrabény z obnovitelnych zdroji a jsou zcela biologicky odbouratelné. PHA jsou
bio-polyestery produkované v bakterialnich buiikach, kde se hromadi ve form¢ granuli, které
bakteriim slouzi jako zasobarna energie.

Hydrolyza dfeva zfedénou kyselinou sirovou je dobie znamy zpusob pro ziskani
fermentovatelnych hydrolyzatd, které mohou byt pouZzity naptiklad jako surovina pro vyrobu
PHA. Nicméng, tyto hydrolyzaty obsahuji nejen fermentovatelné cukry, ale také nékteré
furanové slouceniny, jako je furfural a 5-hydroxymethylfurfural, které jsou produktem
degradace fenolické slouceniny (vznikaji naptiklad degradaci ligninu) a dal$i mikrobialni
inhibitory. Tyto slouceniny V hydrolyzatech inhibuji fermentaci cukri. Proto je pro dosazeni
vysoké zkvasitelnosti nutné detoxikovat hydrolyzaty pted fermentaci pro odstranéni
inhibi¢nich sloucenin. Pro zlepSeni zkvasitelnosti z dfevénych hydrolyzatl, je mozné vyuzit
tzv. detoxikaéni metody jako je napiiklad extrakce pomoci organickych rozpoustédel,
odparovani, sulfitové 1éCby, iontoméni¢ piipadné jinych sorbentil, anebo osetfeni enzymem.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Lignocelulézové materialy

2.1.1 Lignocelulézova biomasa
Lignocelul6zové materialy mohou byt rozdéleny do ¢tyf skupin podle druhu zdroje: [1]
(1) lesni zbytky,
(2) tuhy komunalni odpad,
(3) sbérny papirovy odpad,
(4) zbytky rostlin [1]

2.1.2 Chemicka struktura a zakladni slozky

Lignoceluloza se sklada predevsim ze tii slozek (celuldza, hemiceluléza a lignin), které
zaujimaji asi 90 % susiny Lignocelul6zovy material je tvofen piedevsim celuldzou (40-50 %),
dale hemicelulézou (20-25 %) a ligninem (15-20 %). Kromé téchto tii slozek obsahuje také
malé mnozstvi minerdlnich latek, tuk®, rozpustnych sacharidi a ostatnich latek. Zatimco
celuldza je jednotnou soucasti vétSiny typil biomasy, sloZzeni hemiceluléz a ligninu se druhové
lisi. Chemické rozdily mezi surovinami maji zasadni vliv na vznik inhibitord béhem piipravy
hydrolyzatt. [1],[2],[3]

Snadnym a zajimavym zdrojem lignocelulozy je slama, kukuficné stonky, mékké dievo
nebo také pouzity kancelatsky papir. Tvrdé dfevo obsahuje vétsi  podil
celulozy + hemiceluldzy (78 %) nez mekké dievo, kdezto obsah ligninu je v mékkém dieve
(29 %) vyssi nez v dievé tvrdém (21 %). [1],[2],[3]

OH OH OH
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Obrazek 1: Zakladni slozky lignocelulozy [4]



2.1.2.1 Celuloza

Celuloza, stavebni slozka rostlinnych bunck, je linedrni homopolysacharid slozeny
z glukdzovych jednotek spojenych B-1,4-glykosidickymi vazbami. Je nerozpustna ve vode
aje velmi odolna vii¢i depolymerizaci. Ackoli mé celul6za velmi podobné chemické slozeni
jako Skrob, vazby mezi molekulami glukozy zptsobuji rozdilnost struktury. Ptirodni celuldza
mize mit stupen polymerace az 15000, kde jednotlivé molekuly tvofi mikrofibrily
stabilizované vodikovymi vazbami, ¢imz je makromolekula vysoce krystalicka a je obtizné ji
hydrolyzovat. [2],[3]

celulizy

Obrazek 2: Chemicky vzorec celulozy [5]

2.1.2.2 Hemiceluloza

Na rozdil od celulozy se jedna o heteropolysacharid, ktery je c<asto rozvétveny.
K celul6zovym mikrofibrildm se vaze vodikovymi vazbami, pficemz vznika sit’, kterd tvofi
zaklad bunééné stény rostlin. Molekuly hemicelul6zy maji xylanovou resp. glukanovou kostru
S mnozstvim postrannich fetézci substituovanych rliznymi minoritnimi sacharidy,
napf. manézou, glukézou, xylézou, arabindzou, galaktézou, kyselinou glukuronovou
apod. Hemiceluloza ma nizky stupeit polymerace a relativné snadno podléha hydrolyze.
Hydrolyza hemicelulozy vede ke vzniku pentéz (pfevladajici v tvrdém dieve), hexoz
(zejména v m&kkém dievé) auronovych Kkyselin. Kyselina octova, ktera je vysledkem
hydrolyzy acetylovych skupin, je dalsi dilezitou slozkou hydrolyzath tvrdého dieva. Navic
hemicelul6zové hydrolyzaty vytvorené v prub&hu piedbézného zpracovani obecné obsahuje
fenolické kyseliny. Zastoupeni jednotlivych sacharidii a stupen vétveni je zavisly na rostling,
ze které dany material pochazi. [2],[3]

=0 o
hemicelul:izyh__“qﬁ F OH B \\
/ T
0 OH
—0

OH .

Obrazek 3: Chemicky vzorec hemiceluldzy [5]
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2.1.2.3 Lignin

Lignin je slozity aromaticky polymer skladajici se z fenylpropanovych jednotek:
p-kumarylalkohol, koniferylalkohol a sinapylalkohol. Tyto tfi jednotky mohou za
nerozpustnost ligninu ve vod¢, strukturalni tuhost a odolnost bunky viéi riznym chorobam
a skudctim. Jsou propojeny prostiednictvim komplexni sité éterovych vazeb a vazeb uhlik-
uhlik. V lignocelul6zové biomase je lignin spojen s celul6zou a hemicelulézou jak chemicky
tak i fyzikalnég, kde tyto tii slozky poskytuji strukturalni podporu a nepropustnost do bunééné
stény. Kovalentné se vaze esterovymi vazbami na postranni fetézce hemiceluldézy pies
kyselinu ferulovou. Tedy vaze dohromady casti bunécné stény, cemuz dava biomase
strukturu. Pro zpracovani lignoceluldézy jsou podstatné fenolické slouceniny, jako jsou
p-kumarova, ferulova a diferulova kyselina. Ty nejsou ligninovymi slozkami, ale pfispivaji
k zesiténi hemicelulozy. V mékkém suchém dievé je ho zastoupeno asi kolem 25-39 % a ve
dievé tvrdém kolem 17-32 %. [2],[3],[6]
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Obrazek 4: Struktura ligninu [6]

2.1.3 Zdroje lignocelul6zové biomasy
Zdroje lignocelul6zové biomasy lze rozdélit do nékolika skupin:
v' energetické plodiny (vytrvalé travy a jiné specializované energetické plodiny),
v vodni rostliny (vodni hyacint), lesni biomasa a odpady (mékké dievo a tvrdé dievo,
piliny, kura),

v zemédélské zbytky (bagasa), a organické slozky tuhého komunalniho odpadu.
celém svéte. Lesni biomasa zahrnuje zejména dievité materialy, jako je tvrdé a mékké dievo,
zatimco lesnimi odpady jsou piliny, zbytky kiry, §té€pky a vétve od odumielych stromu. [7]
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V USA se spotiebuje ro¢né az 370 miliond tun dfeva. Ostatni zem¢ bohaté na lesy jako je
Kanada, Rusko, Brazilie a Cina tvofi dohromady vice neZ polovinu celkové lesni plochy na
svéte. [7]

Me¢ekka dieva, mezi né€z patii borovice, cedr, smrk, cypfis, jedle, jedlovec, a sekvoje, maji
niz8i hustotu a rychlejsi rust. Kdezto dfeva tvrda se nachazeji hlavné na severni polokouli
a mezi n¢ napiiklad patii topol, vrba, dub a osika. [7]

2.2 Preduprava lignocelulézovych materiali

Ptedbézna uprava lignocelul6zové biomasy je vnimana jako jeden z nejvice ndkladnych
zpracovatelskych krokti v ramci pfemény biomasy na zkvasitelné cukry. Celuloza
v lignocelul6zové biomase je obvykle pokryta hemicelulézou, kdy obé tyto slozky tvofi
celulozo-hemicelulozovy komplex, ktery slouzi jako chemicka bariéra a zabranuje piistupu
enzymim do tohoto komplexu. Celul6zo-hemicelulozovy komplex je dale zapouzdien
s ligninem atim vytvaii fyzikalni bariéru pro enzymatickou hydrolyzu biomasy k produkci
zkvasitelnych cukrii. Z tohoto divodu je pravé nutna prediprava pro odstranéni/naruseni
lignino-celul6zo-hemicelulozového komplexu, které umozni piistup hydrolytickych enzymt,
které preménuji celulézu a hemicelulozu na fermentovatelné cukry. Tyto upravy biomasy
nastavaji béhem predbézného zpracovani, kdy v podstaté dochézi k odstranéni ligninu, snizeni
krystalinity celulézy, zvySeni povrchové plochy aporovitosti biomasy. V prub&hu
ptedbézného zpracovani vznika fada inhibitorti ato degradaci hemicelulézy nebo ligninu.
Tvorba inhibi¢nich latek je zavisla na zpisobu piedapravy. [1],[2],[3]

_ Celuloza
Lignin
L
Amorfni v 4r :
oblast { M . .
. L

oblast

i

Hemiceliuloza

Obrazek 5: Schéma predipravy lignocelulézového materidlu [1]

V dnesni dob¢ je zndmo mnoho metod pro pfedbéznou tpravu lignoceluldzy. Tyto metody
byly dobie zkoumany a kazdy zpusob piedipravy ma jak vyhody, tak i nevyhody. [7]
Nicméné aby byl zpiisob predipravy lignocelulézového materialu ucinny, mél by spliovat
nékteré obecné podminky:

v Je tieba uvolnit celuléozu a hemicelulézu z lignocelul6zového komplexu a pozménit
jejich uhlovodikové polymery pro lepsi stravitelnost enzymu k produkci zkvasitelnych
cukrt.
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v' M¢lo by dojit k minimalnimu poSkozeni hemicelulozy a celuldozy a maximdlni
navratnosti téchto polysacharidi.

v" Nemélo by dojit k degradaci ¢i k aplné ztraté cukrii a také ke vzniku mikrobialnich
inhibitord.

v' M¢lo by se vytvofit minimalni mnozstvi toXickych slouéenin po predipravé

lignoceluldzy.

M¢l by vzniknout vysoky vytézek biomasy s vysokou kompatibilitou fermentace.

M¢éla by byt prokazana vysoka obnova ligninu pro vyrobu cennych vedlejSich

produktt.

v Me¢la by vyzadovat minimalni spotiebu tepla aenergie a také nizké investi¢ni
a provozni naklady. [7]

AN

Metody piedbézné upravy mohou byt obecné rozdéleny do ¢ty skupin:
v’ fyzikalni,
v chemické,
v’ fyzikalné-chemické,
v' biologické. [7]

2.2.1 Fyzikalni preddpravy

Fyzikélni pfedipravy pracuji na zvySeni dostupného povrchu biomasy, objemu poéri,
snizeni stupné polymerace celuldzy a jeji krystalizace, hydrolyze hemicelulozy a ¢astecné
depolymeraci ligninu. Energeticky pozadavek pro fyzikalni piedapravu zavisi na kone¢né
velikosti Castic a snizeni krystalinity lignoceluldzy. Fyzikalni metody ptedzpracovani jsou
drah¢ a jsou obvykle nepouzitelné pro velké zpracovani. [7]

2.2.1.1 Mechanické rozméliiovani

Lignocelul6zové materialy mohou byt rozmélnény kombinaci sekani, mleti, frézovani a to
kvali sniZeni krystalinity celulézy. Vykon mechanického rozmélnéni zavisi na pozadované
velikosti c¢astic a vlastnostech biomasy. Tyto mechanické piedupravovaci techniky jsou
Casové a energeticky naro¢né a také nakladné. [1]

2.2.1.2 Pyrolyza

Pyrolyzu lze také pouzZit pro piedbéZzné zpracovani lignocelulézovych materiali, ato
vzhledem Kk tomu, Ze biomasa muze byt pouzita jako substrat pro tepelnou pteménu celulozy
a hemicelulozy na fermentovatelné cukry s dobrymi vytézky. [1]

2.2.1.3 Hpydrotermalni zpracovini

Pro piedipravu lignocelulozové biomasy je zde pouzivana voda Vv kapalné nebo v plynné
fazi. Jedna se o pomérné Setrny zpusob, ktery nevyzaduje zadné katalyzatory a nezpusobuje
korozi. Pod vysokym tlakem voda pronika do biomasy, kde hydratuje celulozu a odstranuje
vétSinu hemicelulézy a men$i c¢ast ligninu. Solubilizace hemiceluléz je katalyzovéana
hydroxoniovymi ionty vznikajici autoionizaci vody. Rizeni pH kolem neutralnich hodnot
minimalizuje vznik mikrobialnich inhibitord. [2]

2.2.1.4 Sonifikace

Tento zplsob ptredupravy mechanicky rozrusuje lignocelulozovou biomasu. Dochézi
k redukeci velikosti ¢astic pii frekvenci 20 — 40 kHz, coz je hlavnim efektem ultrazvukového
pusobeni. Pouzitim vétsi frekvence dochézi k formaci radikalt OH™ a HO;', coz ma za
nasledek oxidaci pevné slozky. [8]
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2.2.2 Fyzikialné-chemické prediapravy

Fyzikalné-chemické predupravy vyuzivaji takové podminky a slouceniny, které maji vliv
na fyzikalni achemické vlastnosti biomasy. Zahrnuji velky pocet technologii jako je
napi. exploze vodni parou, amoniakalni exploze, pronikani recyklovaného ¢pavku, napousténi
vodnym amoniakem, mokra oxidace, exploze CO, atd. Stejn¢ jako ostatni metody, také
zvysuji pristup Kk povrchu biomasy pro dostupnost enzymu, snizuji krystalinitu celuldzy
a odstranuji hemicelulézu a lignin. [7]

2.2.2.1 Exploze vodni parou

Je nejcastéji pouzivanou metodou pro piedupravu lignocelulézovych materiali. V této
metodé se biomasa zpracovava pod vysokym tlakem nasycené pary, nasledné se tlak rychle
snizuje, ¢imz jsou materialy podrobeny prudkému rozkladu. Parni exploze, ve srovnani
S jinymi metodami, je metodou méné nakladnou, ma vyrazné nizs$i dopad na zivotni prostiedi,
je energeticky U¢inné&jsi a pracuje s méné nebezpeénymi chemickymi latkami. Parni exploze
je zahajena pfi teplot€¢ 160 — 260 °C s ptislusnym tlakem 0,69 - 4,83 MPa po dobu nékolika
sekund anasledné¢ dochazi k prudkému poklesu tlaku na atmosféricky, ¢imz je material
ochlazen. [1]

2.2.2.2 Amoniakadlni exploze (AFEX)

V tomto procesu je material vystaven kapalnému amoniaku pii vysoké teploté a tlaku,
a nasledné rychlé dekompresi, coz zptsobuje rychlé zcukernéni lignocelul6zového materialu.
Nedochazi k pfimému uvoliiovani cukri, ale polymery (hemiceluloza a celuldza), které jsou
enzymaticky napadeny, jsou pifeménény na cukry. Dievni materidly vyzaduji pfiblizné
2 g amoniaku na 1 g biomasy pfi teploté 200 °C po dobu 30 minut. Nevyhodou této metody
je, Ze prehtata para amoniaku musi byt recyklovana tak, aby nedoslo k poskozeni zivotniho
prostiedi. [1],[8]

2.2.2.3 Preduprava horkou vodou

Je jedna z metod hydrotermalnich pfeduprav lignocelulézovych materiald, ktera vystavuje
biomasu na urcitou dobu teplé vode (160 — 240 °C) a vysokému tlaku, coz ma za nasledek
zvy$ené vyuziti pentéz a vytvafeni malého mnoZstvi inhibitori. Ukolem této metody je
odstranéni hemiceluldzy, kde je rozpusténo 40 - 60 % celkové hmotnosti z ¢ehozZ je 4 —22 %
celuléza a35-60% lignin. Pokud je hodnota pH udrzovana mezi 4 a7, degradace
monosacharidii je minimalni. [1]

2.2.3 Chemické piedupravy

Chemické predbézné tipravy zahrnuji zejména zasady a kyseliny, které ptisobi na biomasu
béhem delignifikace pro snizeni stupné polymerace a krystalinity celulézy. H,SO., HCI,
HsPO, aHNO;3 se pouzivaji pii kyselém piedzpracovani biomasy. Mezi chemikaliemi,
kyselina sirova je nejcastéji pouzivana Kyselina, zatimco hydroxid sodny je hlavni zasada.
Kysela pteduprava se pouziva k rozpusténi hemicelulozové frakce v biomase pro lepsi ptistup
enzymu Kk celuldze. Organické kyseliny, jako fumarova a maleinova, jsou pouzivany pro
zvyseni celulézové hydrolyzy a sniZeni produkei inhibitorti. Déle se pouZzivaji zasadity H2Oo,
ozon, glycerol, dioxan, fenol nebo ethylenglykol, u kterych je znamo, Ze narusuji strukturu
celulozy apodporuji  hydrolyzu. Koncentrované mineralni kyseliny (H,SO,4, HCI),
rozpoustédla na bazi ¢pavku (NHs, hydrazin), aproticka rozpoustédla (DMSO), kovové
komplexy (vinan sodno-zelezity, kadoxen acuoxam) a mokré oxidace snizuji krystalinitu
celuldzy, narusuji sdruzeni ligninu s celuldézou, a také rozpoustéji hemicelulozu. [7]
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2.2.3.1 Ozonolyza

V této predupravé dochazi pii pokojové teploté, kdy je pouzit ozon za ucelem oddéleni
ligninu od hemicelulézy a zvyseni biologické rozlozitelnosti celuldzy. Proces je velmi ucinny
v odstranéni ligninu bez tvorby toxickych vedlejSich produktt. Nevyhodou ozonolyzy je
velka spotieba 0zonu, ktera déla tento proces velmi nakladnym. [1]

2.2.3.2 Alkalicka preduprava

Alkalickd uprava mize byt pouzita pro odstranéni ligninu, ¢imz se zvySuje stravitelnost
celulézy. Ve srovnani s metodami na bazi kyseliny a hydrotermalniho zpracovani, vede mirné
alkalicka pieduprava k mensi rozpustnosti hemicelul6z a mensi tvorbé inhibi¢nich sloucenin,
které mohou byt provozovany pii nizSich teplotach. Hydroxid sodny (NaOH) a hydroxid
draselny (KOH) jsou nejcastéji pouzivanymi zasadami. Jinymi vhodnymi alkaliemi mohou
byt hydroxid vapenaty a amoniak, které se vyuzivaji naptiklad k pfedipravé vapna nebo také
k expanzi ¢pavkovych vlaken. [2]

2.2.3.3 Kysela preduprava

Kysel4 hydrolyza je jednim z nejslibnéjsSich pteduprav s ohledem na primyslové provedeni.
Pieduprava je obvykle provadéna s mineralnimi kyselinami, je také mozné pouzit organické
kyseliny aoxid sifi¢ity. Pred¢isténi lignocelul6zové biomasy ziedénou Kkyselinou ma za
nasledek vzniku vysokého obsahu hemicelul6zovych cukri. Piedzpracovani kyselinou ma
také nékteré nevyhody, jako jsou napiiklad vysoké naklady na materialy pouzitych pro
konstrukci reaktort, tvorba siranu vapenatého pfi neutralizaci a tvorba inhibi¢nich vedlejSich
produktu. [2]

2.2.3.4 Peroxid vodiku

Enzym peroxiddza v pfitomnosti peroxidu vodiku muze katalyzovat biodegradaci ligninu.
Touto metodou bylo rozpusténo asi 50 % ligninu a vétSina hemicelulézy pilsobenim
2 % roztoku H,O, pfi teploté¢ 30 °C po dobu 8 hodin pusobeni. V procesu zcukieni bylo
ziskano asi 95 % glukdzy z celuldzy za 24 hodin pti 45 °C. [5]

2.2.4 Biologické predipravy

Biologické predupravy lignocelulozy mohou byt provedeny za pouziti mikroorganismd,
zejmeéna plisni, jako jsou naptiklad bilé plisné, hnéde plisné a m&kké plisné, které se pouzivaji
k degradaci ligninu a solubilizaci hemicelulézy. Bilé plisné jsou pro biologicky piedbézné
zpracovani lignocelulézovych materidlii nejucinnéj$i. Tento druh Upravy meéni strukturu
ligninu a celuldzy a oddé€luje je od lignocelul6zové matrice. Hnédé plisné napadaji celulozu,
zatimco bilé a mekké plisné jak celulozu, tak i lignin. K odbouravani ligninu dochéazi béhem
biologické predupravy biomasy prostfednictvim plsobeni enzymil vylu€ované houbami.
Ackoli biologické metody vyZzaduji mirné podminky a nizké néklady pro zpracovani, jejich
nevyhodami je pomala hydrolyza a delsi doba pro piedbéznou tipravu ve srovnani s jinymi
technologiemi. Souc¢asnym trendem je pravé kombinovat tuto technologii s dalsimi metodami
a vyvijet nové mikroorganismy pro rychlejsi hydrolyzy. [1],[7]

2.3 Hydrolyza lignocelulézovych materiali

Hydrolyza je chemickd reakce, pii které jsou molekuly, pfidinim molekuly vody
a vhodného katalyzatoru, rozstépeny. Katalyza miiZze byt zésadita anebo kyseld. Pii kazdém
kroku hydrolyzy je spotfebovana jedna molekula vody. V prubéhu hydrolyzy vznika
vodikovy kationt, hydroxylovy aniont a fragmenty ptavodni molekuly. [9]
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Prostiednictvim procesu nazyvaného chemicka hydrolyza, je mozné pievézt celuldzu
a pfedevsim hemicelulézu na zkvasitelné cukry. Ve vétSiné piipadu, jsou ziskany dvé frakce.
Jednou z frakci jsou ve vodé nerozpustné pevné latky obsahujici hlavné celulozu a lignin,
a druha kapalnd frakce obsahuje hemicelulozu. Na zaklad¢ predipravy, hemiceluloza mtze
byt bud’ téméf upIné hydrolyzovana na monomerni cukry anebo pifevedena na oligosacharidy.
Dominantnimi cukry hemiceluléz jsou man6za (mékké dievo) a xyloza (tvrdé dievo), dale
s malym mnozstvim arabinozy a galakt6ézy. | mala ¢ast celulozy muze byt prevedena na
glukozu, kdy vétSina tohoto nezreagovaného sacharidu zlstane a vyzaduje dal$i hydrolyzu.

[7]

Lignoceluloza

P
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CHO CHO CHO CHO
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@/\ S / \@/ \ H“c_|l_CH)-—CHz—COOH

Furfural (6) Kyselina mravenci (8) Hydroxymethylfurfural (7) ~ Kyselna levulinova (9)
Obrazek 6: Reakce probihajici behem hydrolyzy lignocelulozovych materidalii [10]
2.3.1 Kysela hydrolyza
Kysela hydrolyza miize byt provedena pomoci dvou pfistupl. Zfedénou kyselinou pfi

vysoké teploté a tlaku s kratkou reak¢éni dobou v rozmezi nékolika sekund az minut nebo
koncentrovanou kyselinou pii nizké teploté. [7]
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Hlavnimi problémy kyselé hydrolyzy jsou bud’ pozadavky na eliminaci anebo na
neutralizaci kyselin, ktera se provadi pted fermentaci a vznika tak velké mnozstvi odpadu.
Prevazné kyselina sirova (H,SO4) se pouziva pro kyselou hydrolyzu, ackoli je teoreticky
mozné pouzit i jiné anorganické kyseliny, jako je kyselina chlorovodikova (HCI), kyselina
dusi¢na (HNOg), trifluoroctova kyselina (TFA) a kyselina fosfore¢na (HzPOy). [7]

Hydrolyza ztedénymi kyselina se obvykle aplikuje za tcelem hydrolyzy hemicelulozy
ajako zpusob predbézného zpracovani celuldozy K lepSimu piistupu pro enzymy. Nicméneé,
oba polysacharidy mohou byt hydrolyzovany ziedénou kyselinou, coz vSak vyZzaduje
dvoustupniovy proces. Pfi¢emz prvni stupen se provadi za nizké teploty, aby se co nejvice
zvysila pfeména hemicelulozy. Jako hemicelul6zova frakce biomasy je depolymerovana pti
nizsi teplot¢ nez je celulozova ¢ast ato kvili strukturalnim rozdilim mezi témito dvéma
uhlovodikovymi polymery. Na druhé stran¢, druhy stupen zpiisobuje preménu celuldézy na
glukozu pii vysokych teplotach (230 - 240 °C). Mezi hlavni nevyhody hydrolyzy pomoci
kyseliny patii pozadavek na vysokou teplotou, kde vznika vysoké riziko produkce inhibitort
pii degradaci cukri. [7]

2.3.2 Enzymaticka hydrolyza

Enzymaticka hydrolyza lignocelulozové biomasy se obvykle provadi bud’ pomoci enzymu
produkovanych mikroorganismy pii svém rustu v médiich anebo pomoci komeréné
dostupnych enzymovych systémd, jez jsou Siroce vyuzivany. Enzymaticka hydrolyza je
povazovana za velmi pfiznivy a efektivni proces ato kvili enzymové specifité k substratu,
relativné nizkym teplotdm bcéhem procesu a vytvofeni minimalniho mnozstvi inhibitort.
Hlavnimi enzymovymi systémy pouzivané pii hydrolyze lignocelulozové biomasy patii
celulazy, hemicelulazy (xylanazy) a lignin degradujici enzymy. [7]

Celulazy jsou obvykle pouzivany ve smési enzymil, které spolecné plsobi na celulézu
apreménuji ji na glukézu. Alespon tfi enzymy jsou potiebné v typickém celulazovém
systému pro biokonverzi celuldozy na glukézu, ato jsou endo-p-1,4-glukanaza, exo-p-1,4-
glukanaza a B-glukosidaza. Endoglukanaza nahodné Stépi B-1,4-glykosidické vazby
D-glukanovych fetézcti v amorfnich oblastech molekuly celulozy a produkuje volné fetézce,
které obsahuji redukujici i neredukujici konce. Celobiohydrolaza pak pilisobi na redukujici
a neredukujici konce a $tépi je na celobidzu. B-glukosiddza pak pievede celobidézu na glukozu.
[7]

Utinny celuldzovy systém by mél byt schopen degradovat krystalickou celulézu, snaset
kyselé prostiedi a stresové podminky. Na rozdil od celulézy, hemiceluloza (xylan) je
hemicelulazovy systém zahrnuje endo-B-1,4-xylandzu (endoxylanaza), xylan-B-1,4-esterazu,
a-1-arabinofuranosiddzy, a-glukuronidazu, a-arabinofuranosiddzu, acetylxylanesterdzu a o-4-
O-methyl glukuronoxylosiddzu. Endoxylanazy S$té€pi hlavni fetézec xylanu a B-xylanesterazy
napadaji xylooligosacharidy na xylozu. a-arabinofuranosiddza a a-glukuroniddza plisobi na
patef xylanu a odstranuji arabindézu a 4-O-methyl-glukuronovou kyselinu. Acetylesterazy
napadaji acetylovou substituci xylozové zbytky, zatimco feruloylesterazy hydrolyzuji
esterové vazby a usnadnuji uvolnéni hemiceluldzy z ligninu. [7]

Vzhledem ke strukturni slozitosti ligninu, nékolik oxida¢nich enzymil vyzaduje spolupraci
s celuldzou a hemiceluldzou za ucelem rozlozit fyzikadlni bariéru v lignocelulézovém
komplexu. Tato akce zpusobi snadny pfistup hydrolytickych enzymii do celulézovych
a hemicelul6zovych polysacharidi. Hlavnimi enzymy degradace ligninu je ligninperoxidazy,
manganové peroxidazy alakdzy. Pfeména lignocelulézové biomasy na zkvasitelné cukry
zavisi na podminkach hydrolyzy a typu biomasy. [7]
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2.4 Detoxifikace hydrolyzati

Dekontaminace hydrolyzatd ma vyznamny Vliv na celkovy proces ato kvuli hromadéni
vedlejsich produktii odvozenych od lignoceluldozy. Ty pusobi jako inhibitory enzymu
a zabranuji mikroorganismim fermentovat sacharidy z hydrolyzati. Detoxifikace je tedy
proces, kdy dochazi k odstranéni téchto inhibi¢nich latek z hydrolyzati a tim by méla byt
zabezpecena vyssi fermentacni ucinnost. Inhibitory 1ze rozdélit do tii hlavnich skupin podle
jejich pavodu, jako jsou alifatické kyseliny, furanové derivaty a fenolické slou¢eniny. Pomoci
detoxikace by mély byt selektivné odstranény inhibitory a také by méla byt tato metoda levna
a snadno implementovatelna do procesu. V soucasné dobé existuje mnoho detoxifikacnich
metod (biologické, chemické, fyzikalni), které byly navrzeny tak, aby doSlo k preméné
inhibitorti na biologicky neaktivni slou¢eniny, anebo ke sniZeni jejich koncentrace. Uinnost
metody zavisi na typu lignocelulozového hydrolyzatu a na druhu pouzitého mikroorganismu
ato z toho diivodu, protoze kazdy druh hydrolyzatu ma jiny stupenn toxicity a kazdy druh
mikroorganismu maé jinou miru tolerance vic¢i inhibitorim. Pfed vybérem metody
detoxifikace se musi brat ohled na sloZeni hydrolyzatu, jeZ se méni v zavislosti na substratu
a podminkach hydrolyzy. [7],[11],[12]

2.4.1 Biologické detoxifikacni metody

Biologické metody detoxifikace zahrnuji pouziti specifickych enzymt anebo
mikroorganismi, které pusobi na toxické latky pfitomné v hydrolyzatech a méni jejich
slozeni. Na detoxifikaci lignocelulézovych hydrolyzati se vyuzivaji peroxidaza a lakaza,
které pusobi na fenolové kyseliny a fenolové monomery. Tyto enzymy jsou nejcastéji ziskany
z houby Trametes versicolor. Mechanismus detoxifikace téchto enzymt pravdépodobné
zahrnuje oxidac¢ni polymeraci fenolickych slou€enin s nizkou molekulovou hmotnosti. Pouziti
mikroorganismu na detoxifikaci bylo také navrhnuto tak, aby doslo k selektivnimu odstranéni
inhibitord z hydrolyzatd. Napiiklad k odstranéni kyseliny octové z hydrolyzatu byl pouzit
geneticky modifikovany druh Saccharomyces cerevisiae. [12],[13]

2.4.2 Fyzikalni detoxifikacni metody

Jednou z nejvyuzivanéjSich fyzikalnich detoxifikacnich metod je zakoncentrovani
hydrolyzatu pomoci vakuového odpatrovani, ¢imz dojde ke sniZzeni obsahu t€kavych latek jako
je kyselina octova, furfural a jiné. Tato metoda v8ak mirné snizuje koncentraci netékavych
toxickych latek atim zvySuje istupen inhibice. DalS§i metodou detoxifikace je pouZiti
aktivniho uhli, kdy dochézi k odstran&ni inhibi¢nich latek z roztoku adsorpci. Uéinnost této
metody zavisi na faktorech jako je pH, teplota, doba kontaktu aktivniho uhli s hydrolyzatem
a samotna koncentrace aktivniho uhli. Sorpce inhibitoru na aktivni uhli je velmi citliva na
zmény pH. V piipadé, Ze rozpusténé latky, které maji byt odstranény, jsou bud’ slabé kyselé
(napt. fenoly nebo karboxylové kyseliny), nebo slabé bazické (napt. aminy), pak je hodnota
pH hydrolyzatu ovlivnéna adsorpci. Slabé organické kyseliny jsou nejsnadnéji adsorbovany
V neionizovaném stavu, tedy ve stavu s nizkym pH. Napfiiklad, fenoly jsou slabé kyseliny
apfi nizkém pH, neutrdlni nebo neionizované fenolové molekuly jsou velmi snadno
adsorbovany, zatimco pii vysokych hodnotach pH, kdy fenoly jsou anionty, jsou adsorbovany
huare. Je tedy pravidlem, Ze organické kyseliny jsou nejlépe adsorbovany z roztokd kyselych
a organické baze z roztoku zasaditych. [12]

2.4.3 Chemické detoxifikaéni metody

Chemické detoxifikacni metody zahrnuji srazeni toxickych latek a ionizaci nékterych
inhibitort pfi ur¢itych hodnotach pH, ¢imz je mozno dosahnout minimalniho stupné toxicity.
Jednou z nejucinngjSich detoxifikaénich metod je tzv. overliming. Jedna se vlastné
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0 detoxifikaci hydrolyzati pomoci Ca(OH), na pH 9 az 10 a po detoxifikaci se pH upravi na
hodnotu 5,5 pomoci kyseliny sirové. Také je pro tuto detoxifikaci ¢asto vyuzivany i NaOH.
Timto procesem jsou Castecné odstranény fenolické slouceniny a ziskano urcité mnozstvi
xylitolu. Xylitol je pfirozené se vyskytujici pétiuhlikaty cukerny alkohol se sladkou chuti
velmi podobnou sachardze. Ma téméf o tietinu niz$i obsah kalorii a vznika pfeménou xylanu.
[12],[13],[14]

Také je mozné k chemické detoxifikaci lignocelulézového hydrolyzatu pouzit borohydrat
sodny, dithioni¢itan a hydrogensifi¢itan sodny, jez jsou silnymi ¢inidly detoxifikace. [15]

2.4.4 Kombinace detoxifika¢nich metod

Detoxifikacni metody mizeme mezi sebou kombinovat. Napiiklad je mozné kombinovat
chemické a fyzikalni detoxifikaéni metody. V téhle kombinaci jsou pouzity kombinace bazi
(CaO nebo Ca(OH),) a kyselin (H2SO4, nebo H3POy), které nam upravuji po¢ateéni hodnotu
pH. Dale muze byt i nemusi K hydrolyzatu pfidano aktivni uhli. Velmi dobrych vysledkt bylo
dosazeno, zvysSenim hodnoty pH z 5,5 na 7,0 CaO a poté snizenim hodnoty na 5,5 H3PQOy,
diive nez bylo piidano aktivni uhli k hydrolyzatu. Na druhou stranu, zvysenim hodnoty pH
v rozmezi od 5,5 do 7,0 CaO a pak snizeni na 5,5 H,SO4 bez ptidavku aktivniho uhli, byly
vysledky z divodu velmi malého mnozstvi vzniku xylitolu naopak horsi. Miizeme také pouzit
kombinaci Ca(OH), a H,SO,4 pro pocate¢ni upravu hodnoty pH z 10,0 na 5,5, kdy po této
pH upravé je aktivni uhli ptidano k hydrolyzatu, ktery je déle odpafen. Kombinace pH tpravy
a aktivniho uhli je vhodné pro odstranovani derivatu ligninu, a to uz z toho divodu, ze aktivni
uhli samo odstrani az 95,4 % téchto inhibitord. [12]

2.5 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA), jsou polyestery syntetizovany a uloZeny v bakteridlnich
bunikach ve formé¢ intracelularnich granuli. Bakterie si ve formé PHA skladuji zasoby uhliku
aenergie. ProtoZze jsou polyhydroxyalkanoaty mikrobidlnim produktem, existuje mnoho
ptirodnich enzymd, které dovedou tento polymer rozkladat. Jejich dalsi vyhodou je, ze mohou
byt produkovany fermentaci z obnovitelnych surovin, jako je napiiklad rafinovana glukoza
nebo sacharoza, levné odpadni produkty ze zemédélstvi a také potravinarského pramyslu.
Tim dochazi ke snizeni nakladd k produkci PHA. Jsou tedy povazovany za velmi atraktivni
nahrazky ropnych polymerd (napt. polypropylen), protoze se jim svymi mechanickymi
vlastnostmi velmi podobaji. [16],[17],[18],[19]

Obrazek 7: Snimek z elektronového mikroskopu, kdy bakterie E. Coli produkuje PHA [20]
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2.5.1 Historie

Poprvé byly pozorovany v roce 1888 Beijerinckem, ale nedokazal urc¢it jejich roli a slozeni.
V roce 1926 francouzsky vyzkumnik Lemoigne ziskal z bakterie Bacillus megaterium poly-3-
hydroxymaselnou kyselinu (P3HB). V roce 1958 Macrac a Wilkinson dokazali, ze PHA
Vv bakterialnich bunikach hraji velmi vyznamnou roli ato jako zdroj uhliku a energie, a jsou
shromazd’ovany pouze za zvySené¢ho poméru uhliku s dusikem. V soucasné dobé je trh s PHA
velmi maly. Producenti PHA jsou ale optimisticti astidle vidi potencial v téchto
biomaterialech a tvrdi, Ze polyhydroxyalakanoaty jsou nova generace biopolymert a jejich

uvedeni na trh potiebuje Cas na vyvoj. Odhaduje se, ze poptdvka po PHA poroste do roku
2020 az desetinasobné. [16]

2.5.2 Vlastnosti

Polyhydroxyalakanoaty v poslednich letech pfitahly velkou pozornost ato vzhledem
k jejich podobnym vlastnostem s petrochemickymi polymery jako je polypropylen nebo
polystyren. Vlastnosti PHA jsou zavislé na bakterialnim producentovi daného biopolymeru
a fermentaénich podminkach pouzitych k jejich vyrobé. [16]

Obrazek 8: Rozpad PHA lahve po nékolika tydnech [21]

2.5.3 Chemicka struktura

Polyhydroxyalkanoaty slouzi jako ve vodé nerozpustné slouceniny, jez jsou syntetizované
mikroorganismy v podob¢ tzv. granuli v dobé stresovych podminek okolniho prostiedi. Je-li
externi zdroj uhliku vycerpan, shromazdéné biopolymery jsou depolymerovany a jejich
degradaéni produkty mohou byt pouzity jako zdroj uhliku a energie. [16]

Polyhydroxyalkanoaty je tifida linearnich polyestert skladajici se z monomert
hydroxykyselin spojenych esterovou vazbou. Tato vazba vznika pfipojenim karboxylové
skupinu jednoho monomeru k hydroxylové skupiné sousedniho monomeru. V zavislosti na
po¢tu atomu uhliku v monomerech, jsou polyhydroxyalkanoaty rozdéleny do dvou
skupin: délka PHA s kratkym fetézcem (Scl-PHA) s 3 - 5 atomy uhliku v kazdé monomerni
jednotce a se stiedné dlouhym fetézcem (mcl-PHA) s 6 - 14 atomi uhliku v kazdé jednotce.
[16].[17]

20



Mnohé bakterie jsou schopny vytvaret rtizné polyhydroxyalkanoatové biopolyestery.
Polyhydroxyalkanoatovd  struktura  zahrnuje  rGzné druhy PHA, jako jsou
napi. homopolymery, statistické kopolymery a také blokové kopolymery. [21]
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Obrdzek 9: Obecna struktura PHA [16]

2.5.4 Druhy PHA

V ramci jedné konkrétni metabolické drahy je zcela intracelularné realizovana syntéza
polyhydroxyalkanoati. PHA jsou velmi materidlové vyznamné a to proto, zZe je zndmo vice
nez 150 variant monomerti. Mezi nejznaméj$i monomery patii 3-hydroxybutyrat (3HB) a 3-
hydroxyvalerat (3HV) a dale jsou to 3-hydroxyhexanoat (3HHx), 3-hydroxyoktanoat (3HO),
3-hydroxydekanoat(3HD), 3-hydroxydodekanoat (3HDD), stejné jako 4-hydroxybutyrat
(4HB). Z téchto monomernich druhtt mohou byt vytvofeny ruzné typy polymerd, které vedou
k velké rozmanitosti vlastnosti materiali. [22]

2.5.4.1 Polyhydroxybutyrdt (PHB)

Homopolymer poly-3-hydroxybutyrat (P3HB) je nejbéznéjSim polyhydroxyalkanoatem
apatii do homologické tady alifatickych polyesterti. Je Caste¢né krystalicky a biologicky
odbouratelny. Vznika biologickou kondenzaci hydroxybutyryl-CoA a je syntetizovan raznymi
kmeny bakterii, jako je napt. Cupriavidus necator H16. Vzhledem kjeho vynikajicim
termoplastickym vlastnostem je vyuzivan V plastikafském primyslu. Polyhydroxybutyrat je
netoxicky a je zfejmé, ze je organismy tolerovan i v pomérné vysokych koncentracich. Tento

¥4

a oxid uhlicity, a to zejména za anaerobnich podminek. [23]

e R
+-CH—CH;~C—0

Obrazek 10: Chemicky vzorec PHB [23]

2.5.4.2 PHB-PHV

Kopolymer poly(-3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) [P(3HB-co-3HV)] obsahuje dva
monomery; kyselinu hydroxymaselnou a 3-hydroxyvalerat. Z toho diivodu, Ze tento polymer
obsahuje monomer 3-hydroxyvalerat, jsou dikladné testovany jeho toxikologické vlastnosti.
Krome toho, podil 3-hydroxyvaleratu v kopolymeru P(HB-co-HV) mize byt fizen v zavislosti
na koncentraci pouzitého prekurzoru. Ma vyborné mechanické vlastnosti, jako je tuhost,
pruznost, odolnost proti narazu, kterymi se od ostatnich polyhydroxyalkanoati lisi.
[24],[25].[26]
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Obrazek 11: Chemicky vzorec PHBV [27]

2.5.5 Struktura intracelularnich granuli PHA

Polyhydroxyalkanoaty se hromadi v mikrobialnich bunkach ve formé intracelularnich
granuli - zrn. Polyester se v buiikach vyskytuje v metastabilnim amorfnim stavu, coz bylo
jasné prokazano nuklearni magnetické rezonanci (NMR). Izolované granule se skladaji
z polyesterii, proteini a fosfolipidi. PHB granule bakterie Bacillus megaterium
obsahuji 97,7 % polyesteru, 1,87 % bilkovin a 0,46 % tuki nebo  fosfolipidu.
V polyhydroxyalkanoatovych granulich je material polyesteru obklopen fosfolipidovou
dvouvrstvou, ve které jsou obsazeny proteiny. Fosfolipidy s proteiny, které predstavuji
rozhrani mezi vrstvou PHA acytoplazmou, jsou pfitomny v bufice kvali silnému
hydrofobnimu charakteru PHA. Ve fosfolipidové dvouvrstvé jsou usazeny granule spojené
s proteiny, nazyvané také jako phasiny. Phasiny jsou proteiny snizkou molekulovou
hmotnosti. Je ptedpokladano, Ze tyto molekuly na povrchu granuli umi vytvofit velmi tenkou
proteinovou vrstvu. Kromé toho, se phasiny pravdépodobné podileji na regulaci PHA syntézy,
ale mechanismus nebyl doposud jasné vysvétlen. [28]

strukturalni protein polyesterova
depolymeraza l / Syniaza

\ regulaéni protein
fosfolipidova ”‘

dvojvrstva

300 - 500 nm
Obrdzek 12: Struktura polyhydroxyalkanodtové granule [28]

V pokusech in vitro bylo prokazano, ze pro samousporadani granuli a syntézu PHB jsou
potieba pouze substrat a PHA syntazy. Na druhou stranu, biosyntéza PHA granuli in vivo je
popsana dvéma modely. Tzv. micelarni model, ktery je prvni z nich, je zalozen na pozorovani
PHA syntézy in vitro, zatimco druhy tzv. rodici - pucici model, je zaloZzen na pozorovani
membrany obklopujici PHA granule. Ty jsou ale naopak umistény v tésné blizkosti
membrany a ne ndhodné rozptyleny v cytoplazme, jak by se dalo predpokladat. [28]
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Obrazek 13: Modely pro polyesterové granulové usporadani, a) in vitro b) in vivo shromdzdeni a jeji dvé mozné
cesty [28]

2.5.6 Mikroorganismy produkujici PHA
2.5.6.1 Burkholderia cepacia

Burkholderia cepacia, diive Pseudomonas cepacia, je gramnegativni bakterie Siroce
rozsitena v oblasti pfirodnich a umélych stanovist. Je izolovatelna z pady, rostlin a také
z vod. Tyto bakterie vykazuji mimofadnou metabolickou univerzalnost, coZz umoziuje jejich
prizptisobeni se k Siroké tad¢ prostfedi. Byla objevena v roce 1980 jako Zivot ohrozujici
aobtizn¢ 1€Citelny patogen u pacientli s cystickou fibrozou. Jedna se o aerobni,

multirezistentni bakterie, které jsou schopny pfeZzit i v pfitomnosti dezinfek¢nich prostiedcich.
[29]

Obrazek 14: Burkholderia cepacia [30]

23



2.5.6.2 Burkholderia sacchari

Burkholderia sacchari, gramnegativni bakterie izolovatelna z pudy v Brazilii, je popsana
jako novy druh. Tuto bakterii je mozné vyuzit k vyrobé polyhydroxyalkanoatt, konkrétné
tedy kopolymeru P(3HB-co-4HB) po ptidavku odpovidajiciho prekurzoru. Tento kmen byl
izolovan z plantdzi cukrové titiny, abylo prokdzano, ze je schopen akumulovat také
homopolymer P(3HB) jak z hexoz, tak i z pentoz. [31],[32]

2.5.7 Biodegradace PHA

V soucasné dobé& se polyestery vyuzivaji v nejriznéjSich oblastech primyslu, zatimco
nakladani s plastovymi odpady se nedavno stalo kritickym globalnim problémem. Jak uz bylo
feCeno, jednou z unikatnich vlastnosti polyhydroxyalkanoatovych materidli je jejich
biologicka rozlozitelnost v pfirozeném prostiedi. Polyhydroxyalkanoat je pevny polymer
s vysokou molekulovou hmotnosti, tudiz nemuze byt transportovan skrz bunéénou sténu.
Mikroorganismy vylucuji extracelularni PHA-degradujici enzymy (PHA depolymerazy),
které umi hydrolyzovat PHA na ve vod¢ rozpustny monomer ¢i oligomer. Tyto degradacni
produkty snizkou molekulovou hmotnosti mohou byt pak transportovany do bunék
a nasledné metabolizovany za vzniku uhliku a energie. [33]
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Obrdzek 15: Adsorpce a pocatecni degradace PHB monokrystali PHA depolymerdzou [33]

2.5.8 Vyuziti polyhydroxyalkanoatiu

Vzhledem k jejich univerzalnosti jsou velmi dobrymi kandidaty v témét vSech moznych
oblastech vyuziti. Daji se vyuzit jak v potravinafském prumyslu jako obalovaci material,
tasky, kontejnery a potahy papiru. Nedavno byla pozornost zamétena na lékatské aplikace
vzhledem k jeho Zadouci biologické odbouratelnosti a bezpecnosti jako vstiebatelny material
(8ici stehy). V oblasti tkanového inzenyrstvi se vyuzivaji jako tzv. skafoldy (leseni) a systémy
k podavani 1éka. [34]

2.5.8.1 Skafoldy v tkaiiovém inZenyrstvi

Tkéanové inZenyrstvi je multidisciplinarni obor kombinujici biologii, materidlovou védu
a chirurgickou rekonstrukci. Poskytuje zivé tkanové produkty, které umi obnovit, zachovat,
nebo zlepsit jejich funkci. Skafoldy zajist'uji Zivym buiikam ptilnavost, podporuji jejich rust,
fidi a organizuji je pozadovanym zpisobem. Poté, co se vytvoii nova nahradni tkan, skafoldy
degraduji bez jakéhokoliv toxického uvolnéni. V soucasné dob¢ se pouziva mnoho typi PHA
jako néhrada kozni tkan¢, podkozni tkané, kardiovaskularni tkané€, srdecni chlopné€, nervové
tkan¢, jicnu, chrupavky i kostni tkané. [34]
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Obrazek 16: Chitosan-kolagenovy skafold [35]

[35]

Obrazek 17: Kolagenovy skafold
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité chemikalie, pFistroje a mikroorganismy
3.1.1 Pouzité mikroorganismy

V experimentalni &asti byly pouzity bakterie Burkholderia cepacia CCM 2656 z Ceské
sbirky mikroorganismt Masarykovy University v Brné a Burkholderia sacchari DSM 17165
z Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH. Také byla pouzita kvasinka Saccharomyces cerevisiae ze sbirky CCY v Bratislave.

3.1.2 Chemikalie pro kultivaci mikroorganismii
Nutrient Broth, Himedia

Agar powder, Himedia

Beef extract, Himedia

Yeast extract, Himedia

Proteose Peptone, Himedia

Glucose, Lachema

Casamino Acids, SIGMA - ALDRICH

Soluble Starch, SIGMA - ALDRICH

Pyruvéat sodny, Lachema

3.1.3 Standardni chemikalie
Poly[(R)-3-hydroxybutyric acid], Fluka
Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) (12% 3HV), Fluka

3.1.4 Ostatni chemikalie

Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH,PO,, lach-ner
Siran hotfe¢naty heptahydrat, MgSO4-7H,0, lach-ner
Siran amonny, (NH4),SO4, lach-ner
Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, Na,HPO,-12H,0, lach-ner
Hydroxid sodny, NaOH, lach-ner

Kyselina sirova 96%, H,SO,, lach-ner

Uhli¢itan sodny, Na,COs3, lach-ner

Ethanol, CH;CH,OH, lach-ner

Hydroxid vapenaty, Ca(OH),, lach-ner
Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat Na,HPO,-2H,0, Penta
3,5-dinitrosalicylova kyselina, SIGMA — ALDRICH
Chlorid vapenaty dihydratu, CaCl,-2H,0, Lachema
Citronan amonno-zelezity, Fluka

Chloroform, CHCI3;, VWR Prolabo Chemicals
Vinan sodno-draselny, C4H;KNaOg, Lachema
Xyloza, SIGMA - ALDRICH

Kyselina gallova, SIGMA - ALDRICH

Kyselina octova, lach-ner

Kyselina levulinova, GFBiochemicals
Folin-Ciocalteovo ¢inidlo, VWR Prolabo Chemicals

3.1.5 Pouzité pristroje

Plynovy chromatograf:

Trace GC Ultra FID detector, Finnigan, Thermo
Kolona — DB-WAX 30 m by 0,25 mm pro stanoveni

26



Iontovy chromatograf:

Metrohm 850 Professional IC 1

Kolona — Metrosep Organic Acids 250/7.8

Ostatni pfistroje:

pH metr Sensodirect 200, Lovibond

pH Testr, Thermo Scientific Eutech

Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments
Nanophotometr Pearl, Implen

Predvazky EW 620, Kern

Analytické vahy BAS 31, Boeco Germany
Centrifuga U-32R, Boeco Germany

Vortex TK3S, techno Kartell

Bioreaktor s piislusenstvim, VWR Hotplate/Stirrer
Magnetick4 michacka, techno Kartell

Termostat blokovy SBH-200D, Stuart

Vodni lazet TW2, Julabo

Biologicky inkubator IP100-U, Scientific
Ttepacka Helidolphunimax 1000, inkubator Helidolphunimax 1010, Labcom s.r.o.
Bézné laboratorni sklo a vybaveni

3.2 Priprava roztoku
3.2.1 Roztok 3,5-dinitrosalicylové kyseliny pro stanoveni redukujicich sacharida

Bylo navaZzeno 2 g 3,5-dinitrosalicylové kyseliny, 60 g vinanu sodnodraselné¢ho. Kyselina
3,5- dinitrosalicylova byla rozpusténa zahfatim ve 100 ml destilované
vody a 40 ml 2M NaOH. Na ptipravu 2M NaOH bylo navazeno 8 g NaOH a rozpusténo ve
100 ml destilované vody. Po rozpusténi 3,5-dinitrosalicylové kyseliny bylo do roztoku
pfidano 60 g vinanu sodnodraselného a objem roztoku byl doplnén destilovanou vodou na
200 ml.

3.3 Priprava modelového a realného hydrolyzatu lignocelulézy
3.3.1 Modelovy hydrolyzat
SloZeni modelového hydrolyzatu:

o (Glukoza 59

o Xyloza 109

e Kyselina gallova 159

e Kyselina octova 0,59

e Kyselina levulinova 0549

e Destilovana voda 1000 ml

3.3.2 Chemicka hydrolyza dievénych pilin

Dievéné piliny o koncentraci 50 g/l byly hydrolyzovany v 500 ml Erlenmayerovych
bankach pomoci 2 % kyseliny sirové. Piliny byly odvazeny na analytickych vahach
a nasledn¢ kvuli lepSimu pribéhu hydrolyzy byly spolu s 2% kyselinou sirovou umistény do
tlakového hrnce po dobu 60 minut. Po uplynuti jedné hodiny byly hydrolyzaty zchladnuty
a zneutralizovany pomoci NaOH na pH pfiblizn€ 5 a zfiltrovdny za sniZeného tlaku.
V ziskanych hydrolyzatech byl stanoven obsah redukujicich sacharidd pomoci 3,5-
dinitrosalicylové kyseliny a polyfenolii pomoci Folin-Ciocalteova ¢inidla.
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3.4 Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidi pomoci 3,5-dinitrosalicylové
kyseliny

Do zkumavek bylo napipetovano 0,1 ml vzorku, 0,4 ml destilované vody (vzorek byl tak
ziedén Skrat) a 0,5 ml ¢inidla 3,5-dinitrosalicylové kyseliny. Poté byly vzorky zahiivany na
vodni lazni pii 70 °C po dobu 10 minut. Vzorky byly poté ponechany ve tmé vychladnout.
Nasledné byly vSechny zkumavky doplnéné destilovanou vodou na objem 10 ml a dikladné
promichané. Vzorky byly pomoci spektrometru pii vinové délce 540 nm analyzovany. Slepy
vzorek - blank byl sou¢asné pfipravovan s ostatnimi vzorkami, kde bylo pipetovano 0,5 ml
¢inidla. Po vyjmuti z vodni 1azné (70 °C po dobu 10 minut) a nasledném vychladnuti bylo
ptidano 9,5 ml destilované vody, tedy doplnéno na objem 10 ml. Pomoci rovnice kalibra¢ni
kiivky sestrojené pro dané koncentrace glukozy bylo vypocCitdno mnozstvi sacharidi ve
vzorku. Kazdy vzorek byl analyzovan tiikrat, byl vypocitan primér a smérodatna odchylka
z naméfenych dat pomoci software Microsoft Office Excel.

3.4.1 Stanoveni kalibra¢ni primky

Pro stanoveni kalibra¢ni kiivky byl pfipraven roztok glukézy o koncentraci 5 g/l. Do
ptfipravenych zkumavek bylo poté odpipetovano 3,0; 2.,7; 2,4; 2,1; 1,8; 1,5; 1,2; 0,9; 0,6; 0,3;
0,1 ml tohoto roztoku. Zkumavky byly doplnény destilovanou vodou na objem 3 ml. Dale
bylo odpipetovano 0,5 ml téchto piipravenych roztokti ak nim piidano 0,5 ml ¢inidla
3,5-dinitrosalicylové kyseliny. Zkumavky byly umistény na 10 minut do vodni lazné pfi
70 °C. Poté byly ponechany ve tm¢ zchladnout a byly doplnény destilovanou vodou na 10 ml.
Byla zméfena absorbance spektrofotometricky pti 540 nm.

3.5 Stanoveni celkovych polyfenoli pomoci Folin-Ciocalteovi metody

Pti reakci polyfenoll a Folin-Ciocalteového ¢inidla vznikd modry komplex. Do zkumavky
byl napipetovan 1 ml desetkrat ziedéného Folin-Ciocalteova ¢inidla, 1 ml destilované vody
a50 ul vzorku. Smés byla promichana aponechdna po dobu 5 minut stit. Potom byl
k roztoku pridany 1 ml nasyceného Na2COs. Po 15 minutach byla zméfena absorbance
pti 750 nm. Kazdy vzorek byl analyzovan dvakrat a ze ziskanych dat byl vypocitany primér
a smérodatna odchylka pomoci software Microsoft Office Excel. Koncentrace polyfenolt ve
vzorcich byla vypocitana z rovnice grafu zavislosti absorbance na koncentraci standardu,
kterym byla kyselina gallova.

3.5.1 Stanoveni kalibra¢ni primky

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,05 g kyseliny gallové. Navazka této kyseliny byla
rozpus$téna a pievedena do 50 ml odmérné banky a doplnéna destilovanou vodou po znacku.
Do péti 10 ml odmérnych banék bylo napipetovano 0,125; 0,25; 0,5; 1,0 a 2,0 ml
ptipraveného roztoku kyseliny gallové a odmémé banky byly doplnény destilovanou vodou
po znacku. Timto byla vytvofena kalibra¢ni fada roztokt o koncentracich 12,5; 25,0; 50,0;
100,0 a 200,0 mg/l. Do zkumavky byl pfidany 1 ml desetkrat ziedéného Folin-Ciocalteova
¢inidla, 1 ml destilované vody a 50 ul vzorku. Obsah zkumavek byl promichany a po
5 minutach byl pfidany 1 ml nasyceného roztoku Na,COsz. Po 15 minutach byla zmétena
absorbance vzorkl pfi 750 nm.

3.6 Stanoveni koncentrace organickych Kkyselin pomoci iontové chromatografie
V ziskanych supernatantech byla stanovena koncentrace organickych kyselin. Vzorky byly
analyzovdny = pomoci iontové  chromatografie S vodivostnim  detektorem
S nasledujicimi podminkami: teplota 30 °C, tlak 5,16 MPa a pratok mobilni faze
0,600 ml/min.
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3.7 Stanoveni PHA pomoci plynové chromatografie (GC)
Principem metody je pievedeni polyhydroxyalkanoatii pomoci esterifikace na tékavé
methylester-B-hydroxykarboxylové kyseliny.

3.7.1 Stanoveni kalibraé¢ni kirivky PHA

Roztok dostupného PHA (standard P3HB nebo P(3HB-co-3HV) o koncentraci 10 mg/ml
byl napipetovan do vialek v mnozstvich 0,2;0,4;0,6;0,8 a 1,0 ml. Vzorek byl doplnén
chloroformem na vysledny objem 1 ml adale bylo piidano 0,8 ml 15 % roztoku kyseliny
sirové v methanolu. Vialky pied vlozenim do termostatu pii 100 °C na 3 hodiny byly
uzavieny vickem. Po vychladnuti byl k celkovému objemu vialek ptidan 0,5ml 0,05 M
roztoku NaOH. Po protiepani, doSlo k oddéleni fazi. Bylo odpipetovano 0,05 ml spodni
chloroformové faze, ktera byla nasledné pievedena spolu s 0,950 ml chloroformu do vialek.
Vialky byly uzavieny a analyzovany pomoci plynové chromatografie.

3.7.2 Stanoveni PHA v biomase

Do vétsich vialek bylo pfiblizné navazeno 10 mg biomasy. K biomase byl pfidan 1 ml
chloroformu a 0,8 ml 15 % roztoku kyseliny sirové v methanolu. Vialky, nez byly peclivé
uzavieny vickem, byly umistény do termostatu pii 100 °C po dobu 3 hodin. Poté az byly
vialky zchladnuty, byl jejich celkovy objem pieveden do vétsich vialek s 0,5 ml 0,05 mol/l
roztoku NaOH. Po protiepani aoddéleni fazi bylo odpipetovano 0,05 ml spodni
chloroformové vrstvy, ktera byla nasledné pievedena spolu s 0,950 ml chloroformu do
vialek. Vialky byly uzavieny a analyzovany pomoci GC.

3.8 Gravimetrické stanoveni biomasy v jednotlivych kultivacich

Bylo odebrano 10 ml vzorku do ptedem zvazenych zkumavek. Zkumavky byly nasledné
zcentrifugovany po dobu 5 minut pii 8000 ot/min. Kapalna ¢ast byla odebrana pro stanoveni
redukujicich sacharidii a polyfenolit pomoci spektrofotometrie. Poté byla biomasa promyta
5 ml destilované vody a spolu s ni rozsuspendovana. Vzorky byly znovu zcentrifugovany pii
8000 ot/min po dobu 5 minut. Kapalna ¢ast (supernatant) byla odlita a biomasa byla v susarné
susena pii 70°C po dobu 24 hodin.

3.9 Detoxifikace hydrolyzatia
Byly pouzity ¢tyfi metody na odstranéni toxickych latek pro mikroorganismy, jako jsou
furfural, polyfenoly a jiné:

e Detoxifikace pomoci aktivniho uhli a lignitu, kde bylo k hydrolyzatim ptidané aktivni
uhli a lignit v koncentraci 1 g na 20 ml hydrolyzatu. Roztoky byly dale umistény na
ttepacku pii 55 °C po dobu 60 minut. Nasledné byly roztoky zfiltrovany za snizené¢ho
tlaku.

e Detoxifikace tzv. overlimingem, kde byl khydrolyzatim pifidavany Ca(OH), az
do pH 10 ahydrolyzaty byly umistény na tfepaku pii 55 °C po dobu 1 hodiny.
Potom byly zfiltrovany za snizeného tlaku a filtrat byl zneutralizovany Ca(OH), na
pH 5,5.

e Detoxifikace odpatenim, kde byly hydrolyzaty promichavany po dobu 1 az 2 hodin pii
teploté 80°C. Tato detoxifikace slouzi k odstranéni prchavych latek z hydrolyzatu. Po
detoxifikaci byl doplnén objem destilovanou vodou, ktery se odpafil.
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3.10 Kultivace bakterii Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari a kvasinky
Saccharomyces cerevisiae

3.10.1 Piiprava inokula pro mikroorganismy

Pro kultivaci inokula Burkholderia cepacia, Burkholderia sacchari a Saccharomyces
cerevisiae byla pfipravena tekuta zivna média o objemu 50 ml do 100 ml Erlenmeyerovych
ban€k. Pripravenda média byla sterilizovana v tlakovych hrncich po dobu 60 minut se
zavienym ventilem. Po vysterilizovani a nasledném ochlazeni byly v lamindrnim boxu
pomoci bakteriologické klicky tiikrat zaoCkovany do Erlenmayerovych banck bakterie
Burkholderia cepacia, Burkholderia sacchari a kvasinka Saccharomyces cerevisiae.
Pfipravena inokula byla kultivovana na téepackach po dobu 24 hodin pii teploté 30 °C pfi
180 ot/min.

3.10.2 Zivna média
3.10.2.1 Pro bakterie

Na ptipravu inokula bakterie Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari bylo pouzito
komer¢né dostupné zivné médium Nutrient Broth se slozenim:

o Beef extract 109

e Pepton 10 ¢

e NaCl 5¢g

e Destilovana voda 1000 ml

3.10.2.2 Pro kvasinku
Na ptipravu inokula kvasinky Saccharomyces cerevisiae bylo pouzito médium YPD
0 sloZeni:

e Yeast extract 10 g
e Pepton 2049
o Glukéza 20¢
e Destilovana voda 1000 ml

3.10.3 Zaockovani bakterii a kvasinek

Ptipravena inokula byla pieockovana do minerdlnich médii ato z divodu produkce
polyhydroxyalkanoati. Do 100 ml Erlenmayerovych banék bylo ptipraveno 25 ml
mineralniho média a k nému bylo nasledné pfidano 25 ml daného hydrolyzatu.

Slozeni produkéniho mineralniho média pro bakterie Burkholderia cepacia a Burkholderia
sacchari:

L (NH4)2804 1 g

e KH,PO, 15 g
° Na2PO4' 12 Hzo 9,02 g
° MgSO47 Hzo 0,2 g
e CaCl,-2H,0 0,1g
o NHy-Fe(III) citrat 0,06 g
e Roztok stopovych prvka* 1 ml

*Roztok stopovych prvka 1mI/1000ml

ZnS04-7H,0 0,19/l
MnCl,-4H,0 0,03¢/I
HsBO; 0,3¢/l
COC|2'6H20 0,29/'
CuSO4-5H,0 0,02¢g/1

30



NiCj,-6H,0
Na,MoO4-2H,0

0,029/l
0,03 g/l

Slozeni produk¢éniho mineralniho média pro kvasinku Saccharomyces cerevisiae:

Kvasni¢ny extrakt
(NH4)2S04
MgSO4-7 H,O
KH,PO,4

Glukoza
Destilovana voda

1g
0,259
0,125 g
0,259
25¢
250 mi

Erlenmayerovy banky byly sterilizovany v tlakovém hrnci s otevienym ventilem po dobu
60 minut.

Po sterilizaci a ochlazeni bylo v laminarnim boxu napipetovano 50 ul TES do kazdého
média a 5 ml inokula Burkholderia cepacia nebo Burkholderia sacchari. Do média pro
kvasinku bylo napipetovano 6,25 ml glukézy a 5 ml inokula Saccharomyces cerevisiae.
Piipravené kultury byly pii teploté 30 °C po dobu 72 hodin kultivovany na tiepackach.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kalibrace metod

4.1.1 Kalibrace stanoveni redukujicich sacharidi pomoci 3,5-dinitrosalicylové kyseliny
Data pro stanoveni kalibracni zavislosti byla ziskana spektrofotometrickym méfenim

roztokt glukézy o riznych koncentracich pii vinové délce 540 nm podle postupu v kapitole
3.4.1.

Tabulka 1: Zavislost absorbance na koncentraci glukozy pri vinové délce 540 nm

Koncentrace glukozy Absorbance
c (g/l) A (540 nm)

0,17 0,038

0,50 0,139

1,00 0,319

1,50 0,497

2,00 0,651

2,50 0,822

3,00 1,027

3,50 1,253

4,00 1,370

4,50 1,567

5,00 1,724
2,0
1,8
1,6
14
1,2
<10
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
c (/1)

Graf 1: Kalibracni zavislost glukozy pro stanoveni redukujicich sacharidii pri 540 nm
Ze zéavislosti absorbance na koncentraci byla stanovena kalibra¢ni piimka y = 0,344x, ktera

byla pouzita pro stanoveni koncentrace redukujicich sacharidii. Regresni koeficient
R* = 0,9976.
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4.1.2 Stanoveni celkovych polyfenolii pomoci Folin-Ciocalteovym c¢inidlem

Data pro stanoveni kalibra¢ni zavislosti byla ziskdna spektrofotometrickym méfenim
roztokd kyseliny gallové o riznych koncentracich pfi vinové délce 750 nm podle postupu
v kapitole 3.5.1.

Tabulka 2: Zavislost absorbance na koncentraci kyseliny gallové p7i vinové délce 750 nm

0,015 0,008
0,020 0,030
0,025 0,037
0,040 0,049
0,050 0,072
0,075 0,093
0,100 0,120
0,150 0,203
0,200 0,281
0,30 -
X
0.25 1 y =1,3517x
2=0,9903
0,20 -
< 0,15 -
0,10 -
0,05 -
0,00 : . .
0,00 0,05 0,15 0,20

0,10
c (g/l)

Graf 2: Kalibracni zavislost kyseliny gallové pro stanoveni celkovych polyfenoli pri 750 nm
Ze zavislosti absorbance na koncentraci byla stanovena kalibra¢ni piimka y = 1,3517,
kterd byla pouzita pro stanoveni koncentrace celkovych polyfenoli. Regresni koeficient
R? = 0,9903.
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4.1.3 Stanoveni obsahu P(3HB) v biomase pomoci plynové chromatografie
Pro kvantitativni stanoveni P(3HB) byla stanovena kalibra¢ni pfimka. Jedna se o zavislost
poméru plochy piku analytu a interniho standardu na koncentraci P(3HB).

Tabulka 3: Zavislost koncentrace 3HB na pomeéru plochy piku a interniho standardu

0,000 0,0000
0,573 0,0493
2,292 0,1215
4,585 0,2770
6,877 0,4215
11,462 0,7636
0,8

S X

S

S 0,7

8 y = 0,644x

é 06 R? = 0,9944

€05

=

=

£.04

]

=

-]

E 0,3

(=9

202

S

[=F

g 0,1

(=]

(="

0,0
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

¢ (mg/ml)
Graf 3: Kalibracni zavislost poméru plochy piku analytu a interniho standardu na koncentraci 3HB

Ze zavislosti poméru plochy piku analytu a interniho standardu na koncentraci 3HB byla
stanovena kalibra¢ni zavislost y = 0,644x s regresnim koeficientem R? = 0,9944.
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4.2 Detoxifikace hydrolyzata

4.2.1 Vliv detoxifikace

na koncentraci polyfenoli

V ramci experimentalni prace byly posouzeny ruzné detoxifikaéni metody k detoxifikaci
dvou kultiva¢nich médii — modelového hydrolyzatu, jehoz sloZeni bylo zvoleno s ohledem ke
slozeni lignocelulézovych hydrolyzati ptipravovanych v ramci piedchozich praci a je
uvedeno v kapitole 3.3.1, druhym kultivaénim médiem pak byl redlny hydrolyzat z pilin.
Podrobny popis detoxifikaénich postupti je uveden v kapitole 3.9. V ramci prvniho
experimentu byla posouzena efektivita detoxifikacnich postupti vzhledem k polyfenoliim,
které Casto predstavuji nejvyznamnéjsi mikrobidlni inhibitory ptfitomné v lignocelulézovych

hydrolyzatech.

Tabulka 4: Koncentrace celkovych polyfenolii v modelovém hydrolyzatu av hydrolyzatu z pilin pred a po

detoxifikaci

Modelovy hydrolyzat | koncentrace celkovych polyfenola (mg/l) | efektivita detoxifikace (%6)
pred detoxifikaci 1807,03 + 16,31

typ detoxifikace

aktivni uhli 54,54 +£ 4,07 97,0

lignit 1265,82 £ 18,16 30,0
overliming 40,69 + 2,71 97,8

odpateni 1953,17 + 20,87 0,0

koncentrace celkovych polyfenoli (mg/l)

efektivita detoxifikace (%0)

pred detoxifikaci 128,21 £ 5,99
typ detoxifikace
aktivni uhli 571 +1,52 95,6
lignit 46,90 = 1,01 63,4
overliming 86,30 + 2,03 32,7
odpateni 144,33 £ 0,51 0,0
2000 1807,03 1953,17
1800 -
1600 -
1400 - 1265,82
= 1200 -
£ 1000 -
S 800 -
600 -
400 -
200 - 54,54 40,69
0 . f— . . S— . .
pred aktivni uhli lignit overliming odpateni
detoxifikaci

Graf 4: Koncentrace celkovych polyfenolii v modelovém hydrolyzatu pred a po detoxifikaci

35




160,0 -
144,33
140,0 -
120,0
100,0

80,0

¢ (mg/l)

60,0
40,0

20,0

0,0
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detoxifikaci

Graf 5: Koncentrace celkovych polyfenolii v hydrolyzatu z pilin pired a po detoxifikaci

V modelovém hydrolyzatu a v hydrolyzatu z pilin byla stanovena koncentrace celkovych
polyfenolti, které ptisobi inhibicné pro metabolismus mikroorganismi. V modelovém
hydrolyzatu vtabulce 4 byla podle vysledku analyz koncentrace polyfenoli pted
detoxifikaci 1807,03 mg/l av hydrolyzatu =z pilin 128,21 mg/l. Dale byl pak kazdy
Z hydrolyzati detoxifikovany Ctyfmi riznymi metodami: aktivnim uhlim, lignitem,
overlimingem a odpafenim.

Z tabulky 4 je vidét, ze nejucinngjsi detoxifikaéni metodou pro modelovy hydrolyzat byla
detoxifikace overlimingem, kdy koncentrace polyfenoli po detoxifikaci byla
40,69 mg/l, efektivita detoxifikace byla 97,8 %. U¢inna byla také detoxifikace aktivnim
uhlim s residualni koncentraci polyfenoli 54,54 mg/l s efektivitou 97,0 %. Pro hydrolyzat
zpilin to byla adsorpce na aktivni uhli sresidualni koncentraci polyfenold 5,71 mg/I
s efektivitou 95,6 % a detoxifikace pomoci lignitu (63,4 %) s koncentraci polyfenold po této
detoxifikaci 46,90 mg/I.

Rozdilna ucinnost detoxifikaénich metod vi¢i modelovému a redlnému hydrolyzatu bude
pravdépodobné zplsobena odlisSnym profilem polyfenold. V modelovém hydrolyzatu byla
jako polyfenol pouzita kyselina gallova, redlny hydrolyzat samoziejmé obsahoval smés
ruznych fenolickych latek, které pravdépodobné vykazovaly jiné sorpcni vlastnosti. Obecné
Ize konstatovat, ze detoxifikace odpafenim nemeéla na koncentraci témét zadny vliv, kdy
u obou hydrolyzata byla koncentrace polyfenoli témét stejna jako v nedetoxifikovanych
hydrolyzatech. Tento trend bylo mozné predpokladat, protoZze odpafeni se pouzivd pro
odstranéni t€kavych inhibitord, mezi které polyfenoly nepatii

4.3 Vliv detoxifikace na koncentraci redukujicich sacharidi

Kromé zadouci eliminace mikrobialnich inhibitor muze pouziti detoxifikacniho kroku vést
také k nezaddoucimu snizeni koncentrace fermentovatelnych sacharidi. Proto dalSim
analyzovanym parametrem byla koncentrace redukujicich sacharidi po detoxifikaci.
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Tabulka 5: Vysledky koncentrace pocdtecnich redukujicich sacharidii v modelovém hydrolyzdtu a v hydrolyzdtu

z pilin prred a po detoxifikaci

koncentrace pocate¢nich redukujicich
sacharidu (g/1)

pied detoxifikaci

14,55 £ 1,46

typ detoxifikace

aktivni uhli 9,55+0,25
lignit 11,43 £ 0,70
overliming 13,90 £ 1,84
odpareni 13,38 £ 0,51
- koncentrace pocatecnich redukujicich vytéZnost hydrolyzy
sacharidu (g/1) (9/9)
pred detoxifikaci 2,72 £ 0,00 0,05
typ detoxifikace
aktivni uhli 1,64 £0,01 0,03
lignit 2,38 0,01 0,05
overliming 2,15+0,00 0,04
odpateni 3,18+ 0,31 0,06

Poznamka: Vytéznost hydrolyzy je uddvana v mnoZzstvi redukujicich sacharidl (g) ziskanych

z 1 g dfevénych pilin.

16,0 -

c (g/l)

14,55 13.90

14,0 - ’ 13,38
12,0 - 11,43
10,0 - 9,55
8,0
6,0 -
4,0 -
2,0 -
0,0 . .

pred detoxifikaci  aktivni uhli lignit overliming odpareni

Graf 6. Koncentrace pocdtecnich redukujicich sacharidii v modelovém hydrolyzdtu pied a po detoxifikaci
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Graf 7: Koncentrace pocatecnich redukujicich sacharidii v hydrolyzatu z pilin pred a po detoxifikaci

Z tabulky 5 je zfejmé, Ze nejvyssi obsah pocate¢nich redukujicich sacharidi v modelovém
hydrolyzatu po detoxifikaci zlstal v hydrolyzatu, ktery byl detoxifikovany overlimingem
s koncentraci 13,90 g/l z koncentrace pted detoxifikaci 14,55 g/l, jedna se tedy o 4,5 %
ubytek sacharidi. Naopak nejniz§i koncentrace pocatecnich redukujicich sachariddi se
nachdzela v modelovém hydrolyzatu, ktery byl detoxifikovany aktivnim uhlim s koncentraci
9,55 g/1, coz odpovida 34,4 % ubytku sacharidd. Je tedy ziejmé, ze aktivni uhli je velice
efektivni sorbent, ktery je mozné vyuzit k odstranéni mikrobidlnich inhibitorli, ale zaroven
také dochazi k vyznamnému a nezadoucimu poklesu klicového uhlikatého zdroje —
redukujicich sacharidi. Stejny efekt je pak patrny i u hydrolyzatu z pilin, kdy pouziti
aktivniho uhli snizilo obsah redukujicich sacharidt o vice nez 30 %. V tomto kontextu se jako
vhodnéjsi detoxifikacni postupy jevi pouziti lignitu jako sorbentu, ktery sice nedosahuje pii
eliminaci inhibitort tak vysoké ucinnosti jako aktivni uhli, ale zaroven jeho aplikace
nesnizuje koncentraci sacharidu.
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4.4 Stanoveni koncentrace organickych kyselin v modelovém hydrolyzatu
pomoci iontové chromatografie

V modelovém hydrolyzatu byly iontovou chromatografii stanoveny koncentrace organickych

kyselin.

600,0 -

500,00 500,00

500,0 -

400,0
=
-1
£ 300,0 W acetat
m levulinat

200,0

100,0

0,0
pred aktivni uhli lignit overliming odpareni
detoxifikaci

Graf 8: Zastoupeni koncentraci kyseliny octové a kyseliny levulinové v modelovém hydrolyzatu pred a po
kultivaci, pred a po detoxifikaci

Vliv detoxifikace na koncentraci organickych kyselin byl studovan pouze u modelového
hydrolyzatu. Obecné lze fici, ze zadna z pouzitych detoxifikacnich technik nevykazovala
vysokou ucinnost eliminace sledovanych organickych kyselin — octové a levulinové.
Prekvapivé byla niz§i ucinnost eliminace pozorovana u kyseliny octové, kdy zadna
z testovanych detoxifikacnich technik (ani odpateni) nesnizila obsah kyseliny octové o vice
nez 20 %. Vétsi eliminacni G€innost byla pozorovana u levulinatu, ale i v tomto piipadé
zlstavalo v hydrolyzatech po detoxifikaci vice nez 40 % plvodni koncentrace této organické
kyseliny. Zdé4 se tedy, ze za podminek pouzitych k detoxifikaci modelového hydrolyzatu
nejsou pouzité detoxifikani postupy efektivnimi metodami pro odstranéni organickych
kyselin.

4.5 Biotechnologicka produkce PHB na hydrolyzatech

Kultivace bakterii Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari a kvasinky Saccharomyces
cerevisiae byla uskute¢néna jak na hydrolyzatech, které byly podrobeny detoxifikaci, tak na
hydrolyzatech, které detoxifikaci podrobeny nebyly. Nasledné byla spektrofotometricky
stanovena koncentrace redukujicich sacharidi, gravimetricky obsah biomasy, vytézek
hydrolyzy a také obsah PHB v biomase pomoci plynové chromatografie.
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Tabulka 7: Koncentrace zbytkovych redukujicich sacharidii po kultivaci v modelovém hydrolyzatu a
V hydrolyzatu z pilin pied a po detoxifikaci

koncentrace zbytkovych redukujicich sacharidu (g/1)

modelovy hydrolyzat hydrolyzat z pilin
pred detoxifikaci 0,18 £0,01 0,26 + 0,02
typ detoxifikace
aktivni uhli 0,12+ 0,01 0,10+ 0,00
lignit 0,58 = 0,00 0,19+ 0,00
overliming 0,13+ 0,00 0,20 + 0,02
odpateni 0,30 £ 0,01 0,23 +£0,03
B. sacchari koncentr’ace zbytko’vych redukujicich sachariqﬁ (g/‘l)-
modelovy hydrolyzat hydrolyzat z pilin
pied detoxifikaci 0,12 £0,01 0,33 £0,00
typ detoxifikace
aktivni uhli 0,08 £ 0,01 0,06 0,0
lignit 0,53+0,10 0,25+ 0,04
overliming 0,11+0,01 0,23 +£0,03
odpateni 0,12 +0,03 0,32 £ 0,00
koncentrace zbytkovych redukujicich sacharidi (g/l)
modelovy hydrolyzat hydrolyzat z pilin
ptred detoxifikaci 2,32 +0,00 1,20+ 0,01
typ detoxifikace
aktivni uhli 2,76 = 0,06 0,97 +0,2
lignit 0,53 +0,10 1,02 +£0,01
overliming 3,55+0,31 1,03 +£0,03
odpareni 1,77 £ 0,07 1,18+ 0,01

V tabulce 7 lze vidét koncentrace redukujicich sacharidi v modelovém hydrolyzatu
a hydrolyzatu z pilin po kultivaci dvou druhti bakterii: Burkholderia cepacia a Burkholderia
sacchari a jedné kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Po zaockovani modelovych a realnych
hydrolyzatl témito mikroorganismy se koncentrace redukujicich sacharidu snizila a to z toho
duvodu, ze jak bakterie, tak i kvasinka spotfebovala sacharidy k pokryti svych energetickych
potieb a syntézy jednotlivych komponent biomasy.

Pti kultivacich bakterii byly obecné vys$si koncentrace residudlnich sacharidi detekovany
pii kultivaci na hydrolyzatu pilin nez u modelového hydrolyzatu, Burkholderia cepacia
spotfebovala v modelovém hydrolyzatu, ktery byl detoxifikovany overlimingem, nejvétsi
mnozstvi redukujicich sacharidi a to s koncentraci 0,13 g/l z celkové hodnoty koncentrace
13,90 g/1, jednad se tedy o 99,0 % ubytek sacharidi. Naopak nejhorsi spotiebu méla
v modelovém hydrolyzatu, ktery byl detoxifikovany lignitem a to s koncentraci redukujicich
sacharidt 0,53 g/l z celkové koncentrace redukujicich sacharidt 11,43 g/l s 95,0 % ubytkem.
Burkholderia sacchari zuzitkovala nejvétsi mnozstvi redukujicich sacharidi v modelovém
hydrolyzatu také detoxifikovaném overlimingem a to s99,2% ubytkem redukujicich
sacharidli. Pocate¢ni koncentrace redukujicich sacharidd pfi této detoxifikaci byla 13,90 g/l
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aklesla na 0,11 g/l. S nejniz§im ubytkem redukujicich sacharidt, ktery byl 95,4 %,
zuzitkovala bakterie B. sacchari v modelovém hydrolyzatu, ktery byl detoxifikovan lignitem.
Koncentrace zbytkovych redukujicich sacharidi v tomto detoxifikovaném hydrolyzatu byla
0,11 g/l z koncentrace poc¢ate¢nich redukujicich sacharida 13,90 g/l. Pti pohledu na tabulku 7,
kvasinka Saccharomyces cerevisiae spotfebovala mnohem mensi mnozstvi redukujicich
sacharida, nez bakterie B. cepacia a B. sacchari. Pii detoxifikaci modelového hydrolyzatu
odpatfenim, zuzitkovala nejvétsi mnoZzstvi redukujicich sacharidii s 86,6 % ubytkem, kdy
koncentrace pocateénich redukujicich sacharidi byla 13,38 g/l a koncentrace zbytkovych
redukujicich sacharidii byla 1,77 g/l.

Burkholderia cepacia v hydrolyzatu z pilin, ktery byl detoxifikovany aktivnim uhlim,
zuzitkovala nejvetsi mnozstvi redukujicich sacharidii a to s 93,7 % ubytkem, kdy na pocatku
byla koncentrace redukujicich sacharidd 1,64 g/l a klesla na koncentraci 0,103 g/l. Naopak
redukujicich sacharidii a to s koncentraci pocateénich redukujicich sacharida 2,15 g/l na
koncentraci zbytkovych redukujicich sacharidd 0,20 g/l s ubytkem sacharidd 90,6 %.
Burkholderia  sacchari  zuzitkovala nejvétsi mmnozstvi  redukujicich  sacharidt
Vv realném hydrolyzatu, ktery byl detoxifikovan aktivnim uhlim, stejné tak jako bakterie
Burkholderia cepacia. Zpocatku koncentrace redukujicich sacharidt byla 1,64 g/l a klesla na
hodnotu koncentrace 0,06 g/I. Ubytek sacharidi tak byl 96,0 %. Naopak nejnizsi spotieba
sacharidi u této bakterie byla zaznamenana v hydrolyzatu z pilin, ktery detoxifikovany vitbec
nebyl. Pocate¢ni koncentrace redukujicich sacharidi byla 2,72 g/l, kde klesla na hodnotu
0,339/l s87,9 % ubytkem redukujicich sacharidd. Kvasinka Saccharomyces cerevisiae
zuzitkovala nejvétsi mnozstvi redukujicich sacharidii v hydrolyzétu z pilin, ktery byl upraven
odpafenim a to s pocateéni koncentraci redukujicich sacharidi 3,18 g/l a s koncentraci
zbytkovych redukujicich sacharidi 1,18 g/l. Ubytek sacharid byl tedy 62,9 %. Hydrolyzat
z pilin adsorbovany na aktivni uhli obsahoval u této kvasinky naopak nejniz§i ubytek
redukujicich sacharidi a to shodnotou 40,7 %, s koncentraci pocate¢nich redukujicich
sacharidi 1,64 g/l a zbytkovych redukujicich sacharida 0,97 g/l. Dal$im parametrem, Ktery
byl analyzovan po kultivaci, byla koncentrace polyfenoll. Vysledky jsou presentovany
v tabulce 8,

Tabulka 8: Koncentrace polyfenolii na modelovém hydrolyzdtu a na hydrolyzdtu z pilin po kultivaci pied a po
detoxifikaci

koncentrace polyfenoli po kultivaci (mg/l)
modelovy hydrolyzat hydrolyzat z pilin

pred detoxifikaci 204,03 £ 0,01 94,54 + 1,52
typ detoxifikace

aktivni uhli 69,59 + 2,52 23,62 £ 0,51
lignit 278,30 + 40,63 45,82 + 3,55
overliming 76,99 + 0,00 61,23 + 4,05
odpateni 141,70 £ 0,01 79,50 £ 0,51

B. sacchari konc’entrace p({lyfenolﬁ po kultivaci (mg’/l) _
modelovy hydrolyzat hydrolyzat z pilin

pied detoxifikaci 109,47 +£ 10,94 33,65 +0,51
typ detoxifikace

aktivni uhli 71,50 = 0,01 4,99 + 0,51
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lignit 261,82 + 0,10 54,07 + 1,01
overliming 76,51 £2,87 72,69 £ 1,01
odpateni 102,06 + 14,86 20,04 £ 0,51
koncentrace polyfenoli po kultivaci (mg/1)
modelovy hydrolyzat hydrolyzat z pilin

pted detoxifikaci 686,50 + 6,96 60,155+ 7,598
typ detoxifikace

aktivni uhli 35,25 +£0,25 33,29 £ 6,08
lignit 564,69 + 20,53 37,59 £ 1,01
overliming 35,31 £0,68 21,83 +£ 1,01
odpareni 960,66 + 0,97 77,35+0,51

Je zajimavé, ze ve vétsing pripadi doslo béhem kultivace mikroorganismii v hydrolyzatech
k navySeni koncentrace polyfenold. Je nepravdépodobné, Zze by bakterie anebo kvasinky
produkovaly takto vyznamné mnozstvi fenolickych latek. Spise je mozné, ze beéhem kultivace
doslo k transformaci fenolickych latek na produkty, které davaji ji pti spektrofotometrickém
stanoveni vyS$$i signdl a tedy 1 zdanlivé vysSi koncentraci pifipadné je mozné, Ze
mikroorganismy do jist¢ miry produkovaly latky, které pii spektrofotometrickym stanoveni
polyfenoll interferuji.

Tabulka 8 ukazuje, ze po kultivaci bakterii B. cepacii v modelovém hydrolyzatu, ktery byl
detoxifikovany overlimingem a aktivnim uhlim, doSlo ke zdanlivému navySeni koncentrace
polyfenolii a to u detoxifikace aktivnim uhlim o 27,6 % a u detoxifikace overlimingem
dokonce az 089,2%. Koncentrace celkovych polyfenold v modelovém hydrolyzatu
adsorbovaném na aktivni uhli byla 54,54 mg/l a zdanlivé se zvySila na koncentraci
69,59 mg/l, v modelovém hydrolyzatu upraveném overlimingem byla koncentrace celkovych
polyfenolt1 40,69 mg/l akoncentrace polyfenold po kultivaci byla stanovena jako
76,990 mg/l. Naopak u hydrolyzatu s vysokym poc¢atecnim obsahem polyfenola tedy toho,
ktery byl detoxifikovan odpafenim, byl ubytek polyfenoli az 0 92,7 % s koncentraci
celkovych polyfenoli 1953,17 mg/l a s koncentraci polyfenolt po kultivaci 141,70 mg/l.
Burkholderia sacchari stejné tak jako B. cepacia zvysila mnozstvi polyfenolti v modelovém
hydrolyzatu detoxifikovaném také overlimingem a aktivnim uhlim. NavySeni polyfenold
u takto detoxifikovanych hydrolyzatt bylo u adsorpce na aktivni uhli o 31,1 % a u metody
overlimingem az o 88 %. Koncentrace celkovych polyfenol v hydrolyzatu detoxifikovany
overlimingem byla 40,69 mg/l a zvysila se na stanovenou koncentraci polyfenolt po kultivaci
76,51 mg/l, u hydrolyzatu adsorbovaném na aktivni uhli byla koncentrace celkovych
polyfenolt 54,54 mg/l se také =zvySila na koncentraci polyfenolt po kultivaci
71,50 mg/l. Naopak nejvyssi ubytek polyfenolt byl az o 94,77 % a to u modelového
hydrolyzatu, ktery byl detoxifikovany odpafenim a to s koncentraci celkovych polyfenola
1953,17 mg/l a s koncentraci polyfenold po kultivaci 102,06 mg/l. Kvasinka Saccharomyces
cerevisiae snizila nejvétsi mnozstvi v modelovém hydrolyzatu, ktery detoxifikovany viibec
nebyl a to s koncentraci celkovych polyfenold 1807,03 mg/l na koncentraci polyfenold po
kultivaci 686,50 mg/l. Mnozstvi polyfenold vtomto hydrolyzatu kleslo o 62,0 %.
V modelovém hydrolyzatu detoxifikovaném pomoci metody overliming, byl pokles nejnizsi
ato o 13,2%. Koncentrace celkovych polyfenoli Vv tomto hydrolyzatu byla 40,69 mg/l
a klesla pouze na koncentraci polyfenolu po kultivaci 35,31 mg/I.

V tabulce 8 lze vidét, ze po zaoCkovani realného hydrolyzatu z pilin B. cepacia, se
mnohonasobné navysila koncentrace z celkovych polyfenoli 23,62 mg/l na koncentraci
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polyfenoli po kultivaci 5,71 mg/l a to u detoxifikaci aktivnim uhlim. Nejniz§i pokles
polyfenoli béhem kultivace touto bakterii doSlo u hydrolyzatu =z pilin, ktery byl
detoxifikovany lignitem a to o pouhych o 2,3 %. Koncentrace celkovych polyfenold, tedy
polyfenolt pted kultivaci byla 46,90 mg/l a koncentrace polyfenolt po kultivaci 45,83 mg/l.
Naopak nejvys$si ubytek polyfenolt (44,9 %) se nachdzel v hydrolyzatu z pilin
detoxifikovaném odpaienim. Koncentrace celkovych polyfenolt u téhle detoxifika¢ni metody
byla 144,33 mg/l a klesla na koncentraci polyfenoli po kultivaci 79,50 mg/l. Burkholderia
sacchari také navysila mnozstvi polyfenoli po jeji kultivaci jako B. cepacia v hydrolyzatu
z pilin, ktery byl detoxifikovany lignitem. Jednalo se o navySeni polyfenold o 15,3 %, kdy
koncentrace celkovych polyfenolu byla 46,90 mg/l a koncentrace polyfenold po Kkultivaci
touto bakterii 54,07 mg/l. U hydrolyzatu z pilin, ktery byl detoxifikovany odpafenim, byl
zaznamenan nejvyssi ubytek polyfenoltl po kultivaci touto bakterii a to o 86,1 %. Koncentrace
celkovych polyfenold byla 144,33 mg/l a koncentrace polyfenoltt po kultivaci 20,04 mg/l.
Témét zadny ubytek po kultivaci byl v hydrolyzétu z pilin detoxifikovany adsorpci na aktivni
uhli a to s procentualnim ubytkem polyfenold 12,5 %. Koncentrace celkovych polyfenoli
byla 5,71 mg/l a koncentrace polyfenolt po kultivaci 4,99 mg/l. Saccharomyces cerevisiae
navysila také mnozstvi polyfenolt v jednom z hydrolyzata z pilin ato v hydrolyzatu, ktery
byl detoxifikovany aktivnim uhlim, stejné tak jako bakterie B. cepacia. Jednalo se o navySeni
z koncentrace celkovych polyfenoli 5,71 mg/l na koncentraci polyfenolt po kultivaci
33,29 mg/l. Po kultivaci touto kvasinkou se nejvice snizilo mnozstvi polyfenolti v hydrolyzatu
z pilin, ktery byl detoxifikovany overlimingem ato o 74,7 %. Koncentrace polyfenolu pied
kultivaci byla 86,30 mg/l a koncentrace polyfenol po kultivaci 21,83 mg/l. Nejnizsi ubytek
polyfenoli (19,9 %) po kultivaci kvasinky se nachazelo v hydrolyzatu =z pilin
detoxifikovaného lignitem a to s koncentraci celkovych polyfenold 46,90 mg/l na koncentraci
polyfenolt po kultivaci 37,59 mg/l.

4.6 Vytézky biomasy a PHB
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Graf 9: Koncentrace biomasy u bakterie Burkholderia cepacia na modelovém hydrolyzatu a hydrolyzdtu z pilin
pred a po detoxifikaci
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V grafu 9 jsou znazornény vytézky biomasy ziskané kultivaci bakterie B. cepacia na
detoxifikovanych 1 nedetoxifikovanych hydrolyzatech. Je zajimavé, ze u modelového
hydrolyzatu bylo vyuziti klasickych sorpcnich detoxifika¢nich technik (aktivni uhli, lignit)
Z pohledu rastu biomasy v podstaté¢ negativni. To demonstruje fakt, ze detoxifikace
hydrolyzatu je komplexni proces a pro oveieni detoxifikacniho postupu nestaci analytické
vystupy jednodusSe popisujici koncentraci inhibitorti po detoxifikaci, ale je zaroven nezbytné
ovetit fermentovatelnost hydrolyzatu pomoci konkrétniho produkéniho systému. Napiiklad
piesto, ze aktivni uhli velice efektivné eliminovalo polyfenoly, méla detoxifikacni metoda
s vyuzitim aktivniho uhli na rist biomasy negativni efekt. Je mozné, ze ¢astecné muize byt
tento efekt piipsdn sniZzeni koncentrace sacharidl, které aktivni uhli zptsobilo. Naopak,
pozitivni efekt na rist biomasy méla u obou hydrolyzati detoxifikace pomoci overlimingu,
kterd vykazuje vysokou schopnost eliminace fenolickych latek, nicméné neodstraiiuje
fermentovatelné sacharidy.

4,0

3,5

pred detoxifikaci  aktivni uhli lignit overliming odpareni
modelovy hydrolyzat hydrolyzat z pilin

Graf 10: Koncentrace biomasy u bakterie Burkholderia sacchari na modelovém hydrolyzdtu a hydrolyzdtu z
pilin pred a po detoxifikaci

Jinym zpusobem reagovala bakterie B. sacchari coz jen doklada fakt, ze detoxifikacni
proces je vzdy tieba testovat s konkrétnim mikroorganismem. Rozdily mezi detoxifikovanym
a nedetoxifikovanym hydrolyzatem byly v tomto pifipadé vyrazné mens$i, neZ tomu bylo
u B. cepacia, nicméné lepsich vytézki bylo opét dosazeno pii vyuziti overlimingu
V grafu 10 lze vidét nejvyssi zastoupeni biomasy 3,75 g/l a to v modelovém hydrolyzatu,
ktery byl detoxifikovany odpaienim a také nejnizsi zastoupeni biomasy 2,68 g/l v modelovém
hydrolyzatu detoxifikovaného aktivnim uhlim po kultivaci Burkholderii sacchari.

V redlném hydrolyzatu, ktery byl detoxifikovany overlimingem se nachazela nejvyssi
koncentrace biomasy 1,48 g/l a pii detoxifikaci hydrolyzatu aktivnim uhlim, byla koncentrace
biomasy 1,04 g/l naopak nejnizsi.
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Graf 11: Koncentrace biomasy u kvasinky Saccharomyces cerevisiae na modelovém hydrolyzdtu a hydrolyzdtu z
pilin pred a po detoxifikaci

Obdobny efekt jako B. sacchari muzeme pozorovat také kvasinky S. cerevisiae — ani
V tomto piipad€ nemélo pouZiti detoxifikaCnich metod na riist mikroorganismu vyrazny vliv.
Graf 11 srovnava detoxifikované hydrolyzaty jak modelové, tak i realné a to po kultivaci
kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Nejvyssi zastoupeni biomasy s koncentraci 4,39 g/l se
nachazelo v modelovém hydrolyzatu, ktery byl detoxifikovany odpafenim. S koncentraci
biomasy 3,28 g/l v nedetoxifikovaném modelovém hydrolyzatu bylo nejnizsi.

Reélny hydrolyzat kultivovany touto kvasinkou, ktery byl detoxifikovany overlimingem,
nachazela v hydrolyzatu z pilin, ktery detoxifikovany nebyl. V nésledujicich tabulkach jsou
shrnuty biotechnologické produkce PHB dosazené na detoxifikovanych i1 nedetoxifikovanych
hydrolyzatech pomoci bakterii B. cepacia a B. sacchari.

Tabulka 9: Koncentrace biomasy a PHB a procentudini zastoupeni PHB v biomase U bakterie Burkholderia
cepacia pred a po detoxifikaci modelového hydrolyzdtu a hydrolyzdtu z pilin

Modelovy hydrolyzat

koncentrace biomasy (g/l) | koncentrace PHB (g/l) PHB (%)
pred detoxifikaci 2,72+0,13 0,34 +£ 0,03 343+24
typ detoxifikace
aktivni uhli 1,89 £ 0,30 0,20+ 0,01 19,7+0,9
lignit 1,79 + 0,64 0,09 + 0,00 9,3+0,3
overliming 3,75+ 1,91 0,24 + 0,05 23,7+4,8
odpateni 2,52+0,27 0,31 +0,01 30,8+0,7
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_ Hydrolyzat z pilin

koncentrace biomasy (g/l) | koncentrace PHB (g/l) PHB (%)
pied detoxifikaci 1,32+0,13 0,05 +0,01 4,7+ 0,0
typ detoxifikace

aktivni uhli 0,55 = 0,30 0,12 + 0,02 11,8+0,8
lignit 2,07+ 0,64 0,17 +0,02 16,1 +0,9
overliming 1,64 1,91 0,15+ 0,00 13,7 +0,3
odpateni 1,05+ 0,27 0,08 + 0,04 8,3+1,2

Tabulka 9 srovnava koncentraci PHB ke koncentraci k biomase po zaockovani bakterii

Burkholderii cepacii.
Nejvyssi pomér koncentrace PHB ku koncentraci biomasy se nachazel v modelovém
hydrolyzatu detoxifikovaném odpatenim (0,31 g/l ku 2,52 g/l) s procentualnim vytézkem
PHB 30,8 %, ale také v modelovém hydrolyzatu, ktery detoxifikovany nebyl (0,34 g/l ku
koncentraci biomasy byl v modelovém hydrolyzatu, ktery byl detoxifikovany lignitem
0,099/l ku 1,79 g/l) sprocentualnim vytézkem PHB 9,3 %. Vtomto Kkontextu je
U modelového hydrolyzatu mozné vyhodnotit vSechny pouzité detoxifikaéni metody jako
neuspésné, protoze nejvyssich vytézkit PHB bylo dosazeno u modelového roztoku, ktery
nebyl nijak detoxifikovan.

Jinou situaci vSak mizeme pozorovat u redlného hydrolyzatu pilin. V tomto ptipadé maji
prakticky vSechny vyuzité¢ detoxifikacni postupy pozitivni dopad na produkci PHB oproti
hydrolyzatu, ktery nebyl nijak detoxifikovan. Je mozné, Ze tyto rozdily jsou zplisobeny vyssi
koncentraci fermentovatelnych sacharidd v modelovém roztoku. Zatimco v modelovém
roztoku byla koncentrace sacharidl cca 7x vyssi a je mozné, Ze vyssi koncentrace sacharidl
mohli pomoci bakteridlni kultufe adaptovat se na vysSi koncentrace inhibitorti. Naopak
u realného hydrolyzatu pilin byla koncentrace sacharidi nizka, a proto byl pozitivni efekt
detoxifikace vyraznéjsi a pozitivni.

Co se tyce hydrolyzatu z pilin, nejvyssi pomér koncentrace PHB ku koncentraci biomasy se
nachazel v hydrolyzatu detoxifikovaném lignitem (0,17 g/l ku 0,64 g/l) s procentualnim
nachazel v hydrolyzatu, ktery detoxifikovany nebyl (0,05 g/l ku 1,32 g/l) s procentualnim
vytézkem PHB 4,7 %. Nicméné celkové je nutné konstatovat, Ze vytézky PHB na realnim
hydrolyzatu jsou nizké a za danych podminek pravdépodobné nedavaji Sanci na ekonomicky
rentabilni proces produkce PHB z dievni biomasy.

Tabulka 10: Koncentrace biomasy, PHB a procentudlni zastoupeni PHB v biomase u bakterie Burkholderia
sacchari pred a po detoxifikaci modelového hydrolyzatu a hydrolyzatu z pilin

B. sacchari Modelovy hydrolyzat

koncentrace biomasy (g/l) | koncentrace PHB (g/l) PHB (%)
pted detoxifikaci 3,22+0,15 0,48 £ 0,07 48,7 +17,6
typ detoxifikace
aktivni uhli 2,68 £0,10 0,29 £ 0,01 29,0+0,3
lignit 2,93 £0,31 0,20 + 0,00 20,0+0,0
overliming 3,50 £ 0,80 0,36 £ 0,13 35,8 +£13,2
odpareni 3,75+ 0,56 0,46 + 0,00 45,8+ 0,6
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B. sacchari Hydrolyzat z pilin

koncentrace biomasy (g/l) | koncentrace PHB (g/l) PHB (%)
pred detoxifikaci 1,37 +£ 0,04 0,06 + 0,00 6,2+0,3
typ detoxifikace
aktivni uhli 1,04 + 0,39 0,16 £0,01 14,3 +£0,9
lignit 1,38 £ 0,12 0,15+ 0,01 18,3+ 1,7
overliming 1,48 0,13 0,06 +£0,01 9,7+ 1,9
odpateni 1,27 £ 0,06 0,07 £ 0,00 7,3+0,6

Prakticky stejny trend jako u B. cepacia mizeme pozorovat také u B. sacchari — i v tomto
ptipadé nebyl u modelového hydrolyzatu pozorovan pozitivni efekt detoxifikace — naopak
vlozeni detoxifikacniho kroku mélo negativni dopad na vytézky PHB. Naopak u realné¢ho
hydrolyzatu doslo ve vSech ptipadech pii viazeni detoxifikace k podpoteni produkce PHB.

V tabulce 10 lze vidét, jak detoxifikované modelové tak i detoxifikované redlné
hydrolyzaty, které byly zaockovany bakterii Burkholderii sacchari. Pti srovnani koncentrace
PHB ku koncentraci biomasy v modelovém hydrolyzatu, byl nejvyssi pomér v hydrolyzatu,
ktery byl detoxifikovany odpatenim (0,46 g/l ku 3,75 g/l) s procentualnim vytézkem PHB
45,8 %, ale také v hydrolyzatu, ktery detoxifikovany nebyl (0,48 g/l ku 3,22 g/l)
se nachazel v modelovém hydrolyzatu detoxifikovaném lignitem (0,199 g/l ku 2,933 g/l)
S procentudlnim vytézkem PHB 20,0 %. Nejniz§i pomér koncentrace PHB ku koncentraci
biomasy bylo v redlném hydrolyzatu detoxifikovaného lignitem (0,15 g/l ku 1,38 g/l)
s procentudlnim vytézkem PHB 18,3 %. V hydrolyzatu z pilin, ktery detoxifikovany nebyl,
vytézkem PHB 6,2 %.

Pii srovnani obou tabulek (tabulka 9 a 10) bylo pomérové zastoupeni koncentraci u obou
bakterii B. cepacia a B. sacchari stejné, co se tyce metod detoxifikace. V tabulkdach 9 a 10 lze
také vidét a také fict, ze nejvysSi pomérové zastoupeni koncentrace PHB a koncentrace
biomasy se nachdzelo v hydrolyzatu z pilin, ktery byl detoxifikovany aktivnim uhlim a to jak
u bakterie Burkholderia cepacia (0,12 g/l ku 0,55 g/l), tak i u bakterie Burkholderia sacchari
pomérové zastoupeni téchto koncentraci a to jak u bakterie B. cepacia (0,05 g/l ku 1,32 g/l)
tak i u bakterie B. sacchari (0,06 g/l ku 1,37 g/l).
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5 ZAVER

» Diplomova prace byla zaméfena na studium detoxifikace hydrolyzati
lignoceluldozovych materiald a nésledna produkce biopolymeru PHB bakteriemi
Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari. Prace je rozdélena na dvé casti, kdy
prvni ¢ast je zamétfena na zpusoby detoxifikace modelovych a readlnych hydrolyzata
z dfevénych pilin. V pripravenych hydrolyzatech byl stanoveny obsah polyfenolt
a redukujicich sacharidi pomoci spektrofotometrie. lontovou chromatografii byl
stanoveny obsah organickych sloucenin v modelovych hydrolyzatech. Druha cast
prace byla zaméfena na schopnosti akumulovat PHA vybranymi druhy bakterii na
ptipravenych hydrolyzatech. Bakterie Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari
byly kultivovany na modelovych a realnych hydrolyzatech, kde byl gravimetricky
stanoven obsah biomasy a pomoci plynové chromatografie byl stanoven obsah PHB.

» Byla provedena chemicka hydrolyza modelového hydrolyzatu a chemicka hydrolyza
pilin — redlny hydrolyzat, pti pouziti 2% kyseliny sirové s koncentraci pilin 50 g/l.
U modelového hydrolyzatu bylo nejlepsich vysledki dosazeno pii detoxifikaci
overlimingem s koncentraci polyfenol pted detoxifikaci byla 1807,03 g/l a po
detoxifikaci pak 40,69 mg/l. Efektivita detoxifikace overlimingem tak dosahla 97,8 %.
Srovnatelnou ucinnost eliminace polyfenold mél i detoxifikace modelového
hydrolyzatu pomoci aktivniho uhli, nicméné vtomto piipadé bylo soucasné
S inhibujicimi polyfenoly odstranéno také velké mnozstvi utilizovatelnych sacharidu.
Koncentrace redukujicich sacharidt takto detoxifikovaného modelového hydrolyzatu
byla pted detoxifikaci 14,55 g/l a po detoxifikaci 13,90 g/I.

» Na rozdil od modelového hydrolyzatu bylo u realného hydrolyzatu z pilin, dosazeno

nejlepSich vysledki pii detoxifikaci lignitem a aktivnim uhlim. Je pravdépodobné, ze
odliSnd efektivita odstranéni je dana odliSnym profilem polyfenolickych latek
vV modelovém a realném hydrolyzatu.
Koncentrace polyfenoli v hydrolyzatu detoxifikovaného lignitem byla pied
detoxifikaci 128,21 mg/l a po detoxifikaci 46,9 mg/l. Efektivita detoxifikace byla
63,4 %. Koncentrace redukujicich sacharidii v realném hydrolyzatu detoxifikovaném
lignitem byla pfed detoxifikaci 2,72 g/l a po detoxifikaci 2,38 g/l. Koncentrace
polyfenolti v hydrolyzatu, ktery byl detoxifikovany aktivnim uhlim, byla po
detoxifikaci 5,71 mg/l s efektivitou detoxifikace 95,6 %. Koncentrace redukujicich
sacharidii v takto redlném hydrolyzatu detoxifikovaném aktivnim uhlim byla po
detoxifikaci 1,64 g/l.

» Pro dalsi praci byl vybrany modelovy hydrolyzat, ve kterém byl stanoven obsah
organickych kyselin pomoci iontové chromatografie s vodivostnim detektorem. Tento
experiment prokdzal, ze pouzité detoxifikacni metody vykazuji pouze nizkou
efektivitu pii eliminaci acetdtu, u¢innost odstranéni levulindtu byla vyssi, nicméné
I v tomto piipadé zustalo po detoxifikaci v hydrolyzatu vyznamné mnozstvi (vice nez
40 %) této organické kyseliny.

» Kultivace Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari byla uskuteénéna jak na
nedetoxifikovanych, tak i na detoxifikovanych modelovych a realnych hydrolyzatech.
Bakterie Burkholderia sacchari byla celkové lepsim producentem PHB jak
v modelovém, tak i v redlném hydrolyzatu nez Burkholderia cepacia. Obsah PHB po
kultivaci na médiu modelového hydrolyzatu detoxifikovaného metodou overliming
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byl 35,8 % z celkové koncentrace biomasy 3,50 g/l. Nejlépe detoxifikovany realny
hydrolyzat byl lignitovy hydrolyzat s obsahem PHB 18,3 % z celkové koncentrace
biomasy 1,37 gll.

Pti kultivaci na modelovém hydrolyzatu nebyl pozitivni efekt detoxifikacniho procesu
patrny, naopak vedla detoxifikace ke snizeni vytézki PHB. Naopak realného
hydrolyzatu byl pozitivni efekt detoxifikace ziejmy prakticky ve vSech ptipadech. Je
mozné, ze rozdil mezi modelovym a redlnym hydrolyzitem je zplsoben
odliSnym profilem pfitomnych inhibitorG a také nizS§i koncentraci redukujicich
sacharidi v redlném hydrolyzatu, kterd neumoznila tak efektivni adaptaci
mikroorganismil na stresové podminky a efekt detoxifikace byl tak vice evidentni.
Obecné je mozné konstatovat, ze jako nejefektivnéjsi postup se jevi overliming.

Nicméné vytézky PHB dosazenych na redlném hydrolyzatu jsou spiSe nizké

anemohou byt povazovany za podklad k ekonomicky rentabilni produkci PHB
Z odpadni dfevni biomasy.
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