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ABSTRAKT

Bakalaiska prace pojednava o vyuziti Zymomonas mobilis pro produkci bioethanolu
z odpadniho papiru. Byly pouzity tii druhy papiru od rGznych vyrobci za ucelem
optimalizace produkce bioethanolu. Jednotlivé papiry byly podrobeny stejnym tpravam, a to
mechanickému rozmélnéni a nasledné enzymatické hydrolyze. Béhem kultivace Zymomonas
mobilis Vv jednotlivych hydrolyzatech byly odebirany vzorky pro stanoveni produkce
bioethanolu. Analyza probihala na vysokoucinné kapalinové chromatografii. Vyhodnocena
byla produkce bioethanolu, spotieba glukézy a také produkce kyseliny mlé¢né, kterd byla na
chromatogramech znatelna.

ABSTRACT

The thesis deals with the use of Zymomonas mobilis to produce bioethanol from waste
paper. There were used three types of paper made by various manufacturers to optimize the
production of bioethanol. Individual papers were subjected to the same adjustments namely
mechanical grinding and subsequent enzymatic hydrolysis. During cultivation of Zymomonas
mobilis in different hydrolysates were taken samples for determination of bioethanol
production. The analysis was carried out on high-performance liquid chromatography.
Production of bioethanol and glucose consumption was evaluated as well as production of
lactic acid since it was also noticeable on the chromatograms.

KLICOVA SLOVA

Bioethanol, Zymomonas mobilis, celuldzovy material, enzymy, hydrolyza.
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1 Uvod

Aktudlnim problémem je znecistovani ovzdusi spalovanim fosilnich paliv, ale také ubytek
zdroju, ze kterych je mozno Cerpat. Obecné biopaliva mohou byt feSenim tohoto problému.
Vzhledem Kk rychlému ristu obyvatelstva a industrializace na svété poptavka po biopalivech
roste velmi rychle. Bioethanol, ktery patii do skupiny biopaliv, je v zapadnich zemich velmi
hojné vyrabén, a to jiz od roku 1975. Az do dnesSnich dni probihaji ve svéteé vyzkumy jak
nejefektivnéji bioethanol vyrabét. Otdzkami jsou samoziejmé cena, dopad na Zivotni prostiedi
a vV neposledni fadé€ suroviny.

Celulozovy materidl by mohl byt velmi atraktivni surovinou pro vyrobu bioethanolu. Jedna
se o dostupny materidl, ktery nema tak vyznamnou roli jako naptiklad cukrovd titina Ci
cukrova fepa, které jsou primarné potravinami. Celul6zovy material je dostupny pravé jako
odpadni papir, dievéné Stépky ze zpracovani dieva a dalsi rizné druhy biomasy.

Dalsimi faktory, které je nutno zohlednit jsou metody zpracovani a piredupravy materiali.
Enzymaticka hydrolyza je jednou z ekonomicky naro¢néjsich metod pieduprav, ale zatéz pro
zivotni prostiedi ve srovndni s chemickymi metodami, napt. kysela hydrolyza ¢i alkalicka
hydrolyza, je daleko mensi. Diky velmi dobré znalosti mikrobiologie, je mozno nakladnost
toho procesu vyrazné snizit.

Mikroorganismy jsou jednou z hlavnich slozek biotechnologii a potravinaistvi. Vyuzivani
zivych organismi pro prumysl znamena také ve velké mife tlevu pro Zivotni prostfedi.
Bakterie Zymomonas mobilis jsou znamé jako velmi dobry producent bioethanolu a ve
srovnani s kvasinkami Sacharomyces cerevisieae jsou tolerantnéj$i vi¢i vys$Simu obsahu
bieothanolu v médiu, coz mtize vést k daleko vétsi vytéznosti.



2 Teoreticka cast
2.1 Klic¢ova slova a zakladni pojmy

2.1.1 Bioethanol
Kapalné biopalivo vyrabéné z riznych druhi biomasy. Jednd se o latku se sumarnim
vzorcem C;HgO a ptedpona bio se uvadi pravé z divodu vyroby z obnovitelnych zdroji. [1]

2.1.2 Zymomonas mobilis
Bakterie produkujici ethanol ve své metabolické draze. Gram negativni bakterie
ty¢inkovitého tvaru. [2]

2.1.3 Celul6zovy material
Materidl obsahujici jako hlavni stavebni jednotku celulozu, kterd je nasledné rozlozitelna
riznymi metodami (napf. enzymatickou hydrolyzou) na fermentovatelné cukry. [3]

2.1.4 Enzymy

Latky bilkovinné povahy s katalytickymi vlastnostmi. Oproti anorganickym katalyzatorim
se vyznacuji vétsi substratovou specifitou. Reakce katalyzované enzymy se vyznacuji vyssi
reakéni rychlosti. [4]

2.1.5 Hydrolyza
Chemicky proces, pii kterém dochazi za ptisobeni katalyzatoru (napf. enzymu) a prebytku
vody k rozkladu latky na nové produkty. [5]

2.2 Bioethanol

Bioethanol je kapalné biopalivo, které je mozno vyrobit z riznych zdroji biomasy. Historie
vyroby saha do roku 1975 a hlavni vyroba je dodnes v zapadnich statech (Brazilie, USA).
Jedna se o atraktivni alternativni palivo s nizsi produkci emisnich castic. Obsahuje totiz 35 %
Oy, coz snizuje pocCet Castic a NOx ze spalovani. Ma vyssi oktanové cislo, SirSi limity
hotlavosti a krat$i dobu hoteni oproti benzinu. Avsak v praxi se Cisty bioethanol nevyuziva,
ptimichava se jako 5-10% podil do béznych automobilovych benzinu. [1, 6, 7]

Bioethanol slouzi nejen jako palivo pro vznétové motory, ale také jako vyznamna
chemicka surovina. Lze jej s 96% vytézkem dehydratovat na ethylen a ten pak zpracovavat na
polyethylen, vinylchlorid a propanal. [7]

2.3 Suroviny pro vyrobu bioethanolu

Biopaliva se ziskdvaji z rostlinnych oleji, cukrové fepy, obili, organického odpadu a
biomasy. VyuZzivaji se takové biologické suroviny, které obsahuji znacné mnoZzstvi sacharidi
nebo materiald, které mohou byt pfevedeny na sacharidy, jako je skrob ¢i celulosa. Suroviny
pro vyrobu bioethanolu Ize rozd¢lit do nékolika tid:

- Suroviny s obsahem sacharosy (cukrova fepa, cukrovy ¢irok, cukrova titina, OvVoce).

- Suroviny s obsahem $krobu (p$enice, kukufice, je¢men, ryze).

- Lignocelulozova biomasa (dfevo, slama, traviny, odpadni papir).
Pro srovnani je uvedena tabulka vytéZnosti bioethanolu, kterou lze ziskat z uvedenych
surovin.



Tabulka 1: Produkce bioethanolu z riznych surovin [1]

Suroviny Bioethanol [dm?.t™]

s obsahem sacharosy

cukrova titina 70
cukrova fepa 110
cukrovy Cirok 60
s obsahem Skrobu

brambory 110
sladké brambory 125
kukufice 360
je¢men 250
pSenice 340
lignocelulosova biomasa 280

Jednim z hlavnich problémt pti vyrobé bioethanolu je dostupnost surovin. Zavisi ve velké
mife na zemépisné lokalité a na obdobi, kdy je produkce surovin mozna. Cena surovin je
dalSim dalezitym faktorem, protoze tvofi vice nez jednu tietinu celkovych nakladti na vyrobu.
V soucasnosti se odstupuje od vyuZzivani konvenénich surovin jako kukufice ¢i cukrovi titina,
protoze jsou primarn¢ vyuzivany jako potraviny a krmiva. Z tohoto divodu jsou
lignocelulosové materialy velmi popularni pro vyrobu bioethanolu.

Lignocelulosova biomasa je slozena ze tii hlavnich slozek: hemicelulosa, celulosa, lignin.
Celulosa je polysacharid slozeny z D-glukosovych jednotek, které jsou spojeny B-(1—4)
glykosidickou vazbou. [1,3]

CH,0OH CH,OH CH,OH

H ¢— c—0O Q—O
v \l\ I/H \l\ I/ VAN
\?\Eii'*_g N\C’“ ﬁ*/l w\o“ H/f °

H OH H OH H OH
Obrazek 1: Struktura celulosy [8]
Hemicelulosa je stejné jako celulosa polysacharid, ale neni sloZzen pouze z jednoho

monosacharidu. Slozkami jsou hexosy (manosa, galaktosa), ale také pentosy (arabinosa,
xylosa). [8]
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Obrazek 2: Hemicelulosa [9]

Lignin je hlavni stavebni slozkou dfevin, zvySuje pevnost bunécné stény a chrani tak
strukturu pted Sktdci a riznymi chorobami. Jedna se o vysokomolekularni latku fenolického
charakteru. Je vazan kovalentnimi vazbami na postranni fetézce hemicelulosy, které tvofi
ochranny obal okolo celulosovych mikrofibril, coz zna¢né komplikuje hydrolyzu. [8]

2.4 Preduprava surovin

Ptfediprava biomasy je nejdalezitéjSim tikonem pii vyrobé biopaliv. Dochdzi k oddé€leni
jedné nebo vice komponent biomasy. Jednotlivé komponenty jsou poté piistupnéjsi pro dalsi
&isténi at’ uz biologické & chemické. Uéelem piedupravy lignocelulosy je odstranéni ligninu a
hemicelulosy a zvySeni poréznosti materidlu. Pfedtiprava je nadkladny proces a tvoii az 18%
z celkovych nakladt vyroby bioethanolu. [3,8,10]

Pti ptfedupraveé biomasy musi byt splnény tyto pozadavky:
» zlepSeni dostupnosti celulosy pro proces hydrolyzy
» nesmi dochazet k nezadouci degradaci a ztratdm polysacharidi
» nesmi vznikat vedlej$i produkty, které by plisobily inhibi¢né na nasledné procesy
hydrolyzy a fermentace
» proces musi byt finanéné efektivni [11]
K ptedipraveé surovin se vyuzivaji fyzikdlni, fyzikdlné-chemické, chemické a biologické
procesy. [11]

2.4.1 Fyzikalni metody

2.4.1.1 Mechanické rozméliiovini

Prvnim krokem pro vyrobu bioethanolu je mleti, rozmélnéni, drceni nebo Sté€peni
lignocelulosové biomasy. Vysledna velikost ¢astic po Stépeni je 10-30 mm a 0,2-2 mm po
mleti. Diky této metodé je pak k dispozici vétsi specificky povrch a dochazi ke sniZeni stupné
polymerace, toto kladné pfispiva k zvySeni vynosu nasledné hydrolyzy. [8,10]

10



2.4.1.2 Pyrolyza

Jedna se o termicky rozklad organickych materialii bez prisunu oxida¢nich médii (O, COs,
vodni para). Materidl je oSetiovan pti teploté vyssi nez 300 °C a dochazi tak k rozlozeni
celulosy na plynné produkty, jako H, a CO. Poté je mozno kyselou hydrolyzou (1 M H,SOq,
97 °C, 2,5h) dosahnout vytézku 80 — 85% redukujicich cukrii s podilem glukosy vys$sim nez
50%. Takto je tedy dosazeno dostatecného mnozstvi zdroje uhliku pro rist mikroorganismui
pii vyrobé bioethanolu. [3,8,12]

2.4.2 Fyzikalné-chemické metody

2.4.2.1 Exploze vodni parou

Jedna se o zpracovani rozmélnéné biomasy, kdy na material psobi proud vysokotlaké
nasycené pary. Proces probiha pii 160-290 °C a 0,7-4,8 MPa po n¢kolik minut, poté je reakce
nahle ukonCena dekompresi na atmosféricky tlak. Lignocelulosova biomasa je rozlozena na
jednotliva vlakna a ziskdme tak vytézek o 45-65% obsahem xylosy. Nevyhodou vsak je
rozStépeni Casti xylosové frakce a tvorba inhibi¢nich latek pro mikroorganismy, které jsou
pouzivany pii nasledném zpracovani. [8,10]

2.4.2.2 Exploze za pouZiti amoniaku

Pteduprava zahrnuje pouziti kapalného amoniaku a parni explozi. Princip metody je velmi
podobny jako u exploze vodni parou, kdy je lignocelulosovd biomasa vystavena vysoké
teploté (60-100 °C) a tlaku po dobu cca 30 min. Délka plisobeni zavisi na stupni nasyceni
biomasy. Vyuziva se 1 kg amoniaku na kilogram suché biomasy. Tato metoda ma vyhodu, ze
nevytvari inhibitory navazujicich procest. Vyuziva se pro materidly s niz§im obsahem ligninu
v biomase. [3,8,10]

2.4.2.3 CO;exploze

Metoda je velmi podobna explozi vodni parou i za pouziti amoniaku. Davku je se 4 kg na
kilogram suché biomasy za tlaku 5,6 MPa. CO; je sklenikovy plyn, proto existuji pochybnosti
o vyuzivani této metody. Vytéznost je mensi nez u predchozich metod, ale je ekonomicky
nejvyhodnéjsi. Nedochazi ke vzniku inhibitorii stejné jako u exploze s vyuzitim amoniaku.
[8,10]

2.4.3 Chemické metody

2.4.3.1 Kysela hydrolyza

Cilem metody je ziskdni vysokého vytézku rozpustnych sacharidii z lignocelulosové
biomasy. Je mozno vyuzit jak kyselin koncentrovanych, ale také ziedénych (H2SOs, HNOs,
HCI, H3PO,4 atd.). Bézn¢ se vyuziva teplotniho rozmezi 130-210 °C. Vysledkem tohoto
procesu mohou byt vedlejsi produkty jako kyselina octova ¢i furfural, kdy tyto latky mohou
plsobit jako inhibitory pro riist mikroorganismti. Pii pouZiti 0,75% H>SO4 za teploty 121 °C
po dobu pisobeni 1h, bylo ziskano 74% rozpustnych sacharidii z pSeni¢né slamy. Po
dokonceni procesu je nutné aby pH nabyvalo neutralnich hodnot. [1,3]

2.4.3.2 Alkalicka hydrolyza

Alkalické procesy vyuzivaji nizSich teplot a tlakii ve srovnani s pfedchozimi metodami.
Vyuzivané jsou nejcastéji hydroxidy (sodny, draselny, vapenaty, amonny), Které zpusobuji
bobtnani lignocelulosové biomasy, coz vede k zvySeni vnitini plochy a naruSeni struktury
ligninu. Dochazi ke snadnéj$imu pronikédni molekul vody do vnitini struktury, oddéli se tak
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hemicelulosa, lignin a jednotlivé sacharidy (glukosa, xylosa). Metoda je zavisla na pouzitém
materialu, presnéji na obsahu ligninu. Pro materidly s vysokym obsahem ligninu je tato
metoda neucinnd. Piikladem je pouziti této metody na mékké dievo, které obsahovalo vice
ligninu nez 26%. Naopak vhodnym materidlem pro vyuzité této metody je pSeni¢na sldma
(10-18% obsah ligninu), kukuti¢na slama ¢i topolové dievo. [1,3,10]

2.4.4 Biologické metody

Pti vyuziti biologickych metod pro predupravu lignocelulosovych materialii se nejcastéji
pouzivaji vlaknité houby a plisné, které zpisobuji degradaci hemicelulosy a ligninu. Plisné se
déli podle barev, kdy kazdd ma jinou Uc€innost a to podle toho jaka bakterie je v ni pfitomna.
Nejcastéji je vyuzivana bild plisen, kterd nejucinnéji rozklada lignin. Vyuzivame kuptikladu
tyto houby:

Pleurotus ostreatus
Phanerochaete sordida
Penicillium chrysosporium
Pycnoporus cinnabarinus
Aspergillus terreus a dalsi. [3,8]

Metoda je povazovana za Setrnou k Zivotnimu prostiedi, jelikoz nevyuziva Zzadné
chemikalie. Velkou vyhodou jsou nizké naroky na energii a podminky, coz zna¢né snizuje
naklady. Nevyhodou je vSak nizka ucinnost téchto procesti a také zatim nebyly pfilis
vyuzivany. [1,8,10,13]

2.45 Enzymaticka hydrolyza

Dochazi k preméné polysacharidi (celulosa, hemicelulosa) na monosacharidy (glukosa,
xylosa), které jsou pak vyuzivany mikroorganismy pii fermentaci. Diky mirnym podminkam
(pH 4,5-5 a teplota 40-50 °C) je proces méné nakladny nez kysela ¢i alkalicka hydrolyza,
vyzaduje mensi piisun energie a je Setrnéjsi k zivotnimu prostiedi. Enzymaticka hydrolyza se
sklada ze tii krokt: adsorpce enzymu celulazy na povrchu celuldzy, biologicky rozklad celulosy
na fermentovatelné cukry a desorpce celulazy. Celulazy, mikrobidlni enzymy schopné
hydrolyzovat celulozu jsou ve skuteCnosti skupinou n¢kolika, synergicky putsobicich
komponentd. Celulazy jsou indukovatelné enzymy produkované organismy jen v piitomnosti
celulozy, celobidzy, laktozy, sofordzy a jinych sacharidii obsahujicich B - (1,4) glykosidické
vazby. Celulazovy komplex je slozen ze tii zdkladnich sloZek, které jsou Casto pfitomny jako
izoenzymy. Kazda skupina v komplexu zastupuje jinou funkci:

» Endo-B-(1,4)-glukanazy jsou sloZeny z nékolika komponent, u kterych predpokladame
nahodné $tépeni B-(1,4)-glykosidickych vazeb v celuldoze za vzniku oligosacharidi o
rizné molekulové hmotnosti.

» Exo0-p-(1,4)-glukanazy se skladaji ze dvou podskupin:

= B-(1,4)-glukan-glukohydrolazy, které odstépuji z neredukujiciho konce fetézce
celulozy jednotlivé glukézové jednotky,
= B-(1,4)-glukan-celobiohydrolazy, které odstépuji celobizové jednotky
z neredukujiciho konce fetézce celulozy.
> B-(1,4)-glukosidaza hydrolyzuje celobiozu a kratké oligosacharidy na glukozu. [8]
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Enzymy jsou vSak velice ndkladné, ¢asto se vyuzivda mnoho mikroorganismi pro vyrobu
téchto enzyml. Enzym celulazu produkuji naptiiklad bakterie téchto roda: Clostridium,
Cellulomonas, Bacillus, Bacteriodes, Microbispora, Streptomyces atd. [11]

Mezi vlaknité houby, které produkuji celulazu zatazujeme napt.: Trichoderma viridis,
Trichoderma lignorum, Trichoderma konigii, Penicillium funiculosum, Penicillium irensii
a Fusarium solani. [11]

2.4.5.1 Mechanismus enzymatické hydrolyzy

Mechanismus zahrnuje $tépeni vnitini glykosidické vazby endo-glukanazami néasledované
synergickym ucfinkem endo- a exo-glukandz. Findlni hydrolyza oligosacharidi je
katalyzovana B-(1,4)-glukosidazou. Celkovy priibéh je schematicky zobrazen na obrazku ¢. 3.
[8]

Amorfni oblast Krystalicka oblast

VWA Prirodni
Lo celuléza

Reaktivni celuloza

—— M — — e i
- (pFerusovana ¢ara
W
A predstavuje reagujici
oblast)

endo-B-glukanaza

1

~ )«

AV

Tvorba volnych
redukujicich konct

P

exo-B-glukanaza

Lo

. r

b [ 99 oo, Produkce volné
glukézy e

ww celobiazy e—e

«* delSich fetézch
. B-glukozidaza oligomerd

e Rozitépeni celobidzy a
e ° s o -
°, ® oligomerl na glukézu

Obrazek 3: Schematické znadzornéni synergického piisobeni jednotlivych enzymi

na celulozu [8]
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2.5 Vyroba bioethanolu

odpad

T

_Wstup surovin ) Mechanické (» Hydrolyza [ Fermentace [ Separace bioethanaol

upravy paliva

Obrazek 4: Schéma vyroby bioethanolu [13]

2.5.1 Pouzivané mikroorganismy

Pfi fermentaci mizeme vyuzit mnoho mikroorganismti produkujicich bioethanol. Avsak
mezi nejpouzivanéj$i patfi kvasinky Sacharomyces cerevisieae a bakterie Zymomonas
mobilis. [13]

2.5.1.1 Sacharomyces cerevisieae

Fakultativné anaerobni kvasinky, ale jsou schopny rust a vyuzivat sacharidy i1 za aerobnich
podminek. Hlavnim metabolitem je ethanol tvofeny v buiice z monosacharidl, které byly
transportovany z bunky do média. Kone¢nym produktem po tadé enzymatickych reakei je
tedy ethanol a oxid uhli¢ity. Hlavnimi vlastnostmi je rychla produkce ethanolu, vysoka
tolerance k nému a nizka produkce vedlejsich metabolitd. [14]

2.5.1.2 Zymomonas mobilis

Taxonomické zafazeni:

doména: Bacteria

kmen: Proteobacteria

tfida: Alphaproteobacteria
fad: Sphingomonadales
Celed” Sphingomonadaceae
rod: Zymomonas

Gramnegativni bakterie, kterd ma tyCinkovity tvar a Casto byva opatfena 1-4 polarnimi
bic¢iky. Jedna se o nesporulujici mikroorganismy, které neukladaji Zadny rezervni material. Z
fyziologického hlediska je rod chemoheterotrofni, fakultativné anaerobni nebo mikroaerofilni.
Fermentuji glukézu a fruktdzu, produkuji ethanol, CO; a kyselinu mlé¢nou. Vyskytuji se jako
plvodci kaZeni piva, jable¢ného a hruSkového mostu. Jako fermentacni Cinitel se vyskytuji u
napoji z agave, palmového vina, dzusi z cukrové titiny, u vcel a zrajiciho medu. Jsou
nepatogenni pro ¢loveka, zvifata i rostliny. Teplotni optimum je 30°C a rozmezi pH je Siroké
35-75.[2]
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Obrazek 5: Mikroskopicky obraz Zymomonas mobilis [15]

V porovnani s kvasinkami ma rychlej$i metabolismus, niz$i naroky na vyzivu a vyssi
toleranci k teplotam. Studie dokazaly, ze vytéZnost pii pouziti této bakterie je o 5% vyssi nez
u Sacharomyces cerevisieae. [1,14]

2.5.2 Fermentace
Po predupravé surovin a pireméné celulosy a hemicelulosy na jednoduché cukry se provadi

fermentace. Dochazi tak k pfeméné sacharidi na bioethanol a oxid uhli¢ity pomoci
mikroorganismi dle rovnice: C;H,,0, - 2C,H,OH+2CO,. [16]

25.2.1 Médium

Zdrojem sacharidii je rozlozena lignocelulosova biomasa, dale se pfidava kvasnicny
extrakt toto je dostacujici pro Sacharomyces cerevisieae. Pro udrzovani rozmnozovani bunék
jsou nezbytné dusikaté latky - pokud se do média nedodaji, rtist se zpomali a s tim se zpomali
i tvorba etanolu. Jako zdroj dusiku lze pouzit aminokyseliny, z kterych vznika pyruvat a
ethanol. Spektrum substratt, které je Zymomonas mobilis schopen vyuzivat, je omezeno na
glukosu, fruktosu (konstitutivnimi enzymy) a sacharosu (pouze u nékterych kment, enzymy
jsou induktivni povahy). Ostatni substraty vyuzivany nejsou. Dobrého nartstu je dosazeno na
chemicky definovaném médiu obsahujicim nékteré rlstové faktory (pantothendt vapenaty,
thiamin, pyridoxin, biotin, nikotinova kyselina). Pouziti melasy jako substratu se neosvédcilo
vzhledem k pfitomnosti n€kterych inhibi¢nich faktort, inhibi¢ni efekt je vyvolan i vysokymi
koncentracemi iontil hof¢iku a drasliku. Rozmezi tolerovanych hodnot v ptipad¢ pH je Siroké
(pH 3,5 -7) s optimem pii neutralni hodnoté pH. [16]

2.5.2.2 Mechanismus fermentace

Mechanismem v piipadé kvasinky Sacharomyces cerevisieae je proces glykolyzy. Béhem
glykolyzy dochazi ke spotifebovani glukosy, regeneraci ADP, produkci pyruvatu a NADH.
V buiice je omezen podet molekul NAD®, proto je nutné je regenerovat predanim H" z NADH
jiné molekule. Takto je tedy H" piedan acetaldehydu za produkce ethanolu. [16]
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Obrazek 6: Glykolyza a alkoholové kvaSeni [17]

Bakteridlni rod Zymomonas se do urcit¢é miry svymi vlastnostmi podoba kvasinkam,
k produkci etanolu vSak nepouziva enzymy glykolyzy, ale Entner-Doudoroffovy drahy.
Glukosa je v ném pifeménovana na glukonolakton, ktery piechazi na 2-0x0-3-deoxy-6-P-
glukonat. Tato latka je St€pena na pyruvat a glyceraldehyd-3-P. Z pyruvatu vznika obvyklou
cestou ethanol a glyceraldehyd-3-P je pfeménovan na pyruvat enzymy glykolyzy. Tato cesta
ovSem poskytuje pouze 1 molekulu ATP na 1 molekulu glukosy. To ma za nasledek mensi
nardst biomasy a zvySeny vytézek. Rod Zymomonas je jedinym dosud znamym rodem
mikroorganismu, ktery dokaze tuto drahu provozovat i za anaerobnich podminek. [18]
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Obrazek 7: Metabolismus Zymomonas mobilis [17]

2.5.2.3 Fermentacni procesy

V dnesni dob¢ dochazi k zavadéni procest soucasné sacharifikace a fermentace — SSF, a to
z diivodii snizeni ndkladl. Nevyhodou této metody je volba podminek, pii sacharifikaci je
teplota 45-50 °C a pti fermentaci 27-29 °C. Nejcastéji je vyuzivan vsadkovy (batch) proces,
ktery probiha pfi stalém objemu média. Jak jiz bylo zminéno, proces probihd anaerobng,
avSak ze zacatku dochazi k mirnému provzdusnéni. Hodnota pH je 4-6 a teplota béhem ristu
kvasinek 30-35 °C, pii fermentaci je vhodné udrzovat teplotu nizsi, a to 27- 29 °C. Z divodu
anaerobniho prib&hu k michani nedochazi. Nejvyhodngjsim zplisobem je vSak kontinudlni
proces v kombinaci s recyklaci mikroorganismi. Rozsifeni téchto procest je zatim v praxi

velmi malé z divodu vysoké ceny nosice. [8,19]
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2.5.3 Separace a odvodnéni bioethanolu

Destilaci za normadlniho tlaku ziskdme ethanol nejvySe o koncentraci 95,5 % hm.
(azeotropicky bod). Pro ucely biopaliv je tieba ziskat bioethanol bezvody a to procesem
odvodnéni. [20]

Odvodnovani destilaci — principem této metody je snizeni tlaku v kolon¢, tim dojde k
posunu slozeni azeotropické smési na skoro 100% ethanol. Nevyhodou tohoto zptisobu je
vysokd finan¢ni ndroCnost, protoze snizeni tlaku souvisi s vétSim primérem a silnéjSimi
sténami kolony a je potieba mit uzavireny okruh chladici vody nutny pro ochlazeni par o nizké
teploté. [20]

Odvodnovani tuhymi latkami — tato metoda patii mezi nejstar$i, pouziva se napt. palené
vapno, chlorid vapenaty, sadra ¢i octan sodno-draselny a jiné latky, které na sebe vazou vodu.
[20]

2.5.4 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je separa¢ni metoda, pii které se oddéluji jednotlivé slozky obsazené ve

vzorku. Vzorek je vnaSen mezi dvé vzajemné nemisitelné faze.
» Stacionarni faze — nepohybliva.
» Mobilni faze — pohybliva.

Vzorek umist'ujeme na zacatek stacionarni fdze. Mobilni faze se pohybuje pies stacionarni
a vzorek je mobilni fazi unaSen. Jednotlivé sloZzky vzorku mohou byt stacionarni fazi
zachycovany, a proto se pii pohybu zdrzuji. Vice se zdrzi slozky, které jsou stacionarni fazi
vice poutany. Tim se postupné slozky od sebe separuji a na konec stacionarni faze se dostavaji
diive slozky méné zadrzované. [21]

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. BEhem separace se analyt rozdé¢luje
mezi mobilni a stacionarni fazi. Cas, jaky stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisi na afinité
analytu ke kazdé znich. Protoze je mozno pracovat za laboratorni teploty a neni nutné
pievadet vzorek na plyn, je tato metoda vhodna i pro separaci netékavych a tepelné nestalych
sloucenin. Obvykle se vyuziva elu¢ni metody. [21]

Cerpadlo davkovaci
zafizeni

fizeni slozeni
mobilni faze

smé&3ovaci kolona

zafizeni

zasobniky
mobilni faze

vyhodnocovaci

zarizeni

detektor

Obrazek 8: schéma chromatografu [21]
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie, material a pristroje

3.1.1 PouZité enzymy
Pro enzymatickou hydrolyzu byly pouzity dva enzymy, které vyrdbi spolecnost
Novozymes®. Piesné se jednalo o produktovou fadu Novozymes’ cellulosic ethanol enzyme

kit.

» NS22086 — celulazovy komplex: Rozkladd celulozovy materidl na glukozu,
celobidzu a glukooligosacharidy.
» NS22118 — B-glukosidaza: Také znama jako celobiaza, kterd rozklada celobidozu na
glukozu. [22]

Tabulka 2: Klasifikace a vlastnosti enzymu [22]

3

2 / I
enzym aktivita® (%8_32?3) pH teplota (°C) %a\\/]vlj\(/)vv?'lr'ns)
NS22086 | 1,000 BHU(2)/g 1,15 50-55 45 - 50 1-5%
NS22118 250 CBU/g 1,2 2,5-6,5 45-70 0,2-0,6%

1 - BHU(2) — jednotka hydrolyzy biomasy

CBU — celobiazova jednotka

2 — hodnoty hustot jsou udavany ptiblizné
3 — davkovani je zavislé od typu suroviny, pouzité piedipravy suroviny a dalSich
podminek zpracovani, proto miize byt davkovani zna¢né variabilni [22]

3.1.2 Pouzité chemikalie

3.1.3

Pouzité pristroje a pomucky
Centrifuga Hettich EBA 20
Pecici trouba Mora 524
Ultrospec™ 10 Cell Density Meter
Termostat Memmert

hydrogenfosore¢nan sodny dodekahydrat — p.a., Lachema, Na,HPO,-12H,0
kyselina citronova monohydrat — p.a., Lachema, C¢HgO-
D-gluk6za — p.a., Penta, CgH1206
kvasni¢ny extrakt — pro bakteriologii, Roth
siran amonny — p.a., LachNer, (NH4)2SO4
siran hofe¢naty heptahydrat — p.a., LachNer, MgSQO,-7 H,O
dihydrogenfosfore¢nan draselny — p.a., LachNer, KH,PO,
destilovana voda — H>0O

kyselina mlé¢na — p.a., 80%, Lachema, CsHgsO3
ethanol — p.a., MERCK, C,HsOH
kyselina sirova — p.a., MERCK, H,SO,

19




Termostatovana ttepacka Heidolph® Unimax 1010

pH metr HANNA pH 211

Bézné laboratorni sklo

Mikropipety

Minitiepacka lab dancer vario

Mixér Rohnson MultiDuo R-536

HPLC
o Predkolona: Watrex Polymer IEX H-forma, 40 x 8 mm
o Kolona: Watrex Polymer IEX H-forma, 8 x 250 mm
o Detektor: RID

e Tlakovy hrnec Fagor

Obrazek 9: Ultrospec™ 10 Cell Density Meter

3.1.4 PouZita kultura

Byla pouzita kultura Zymomonas mobilis LMG 457, ktera je znama jako dobry producent
ethanolu z celulozovych materialt. Kultura byla uchovavana v Petriho misce na pevném
agarovém médiu v chladnicce.

Kultura nese pfesny nazev Zymomonas mobilis subsp. mobilis (Lindner 1928) Kluyver and
van Niel 1936 AL. Je uvadéno, ze mikroorganismy mohou zpiisobit onemocnéni u ¢loveéka, ale
distribuce je mozna bez omezeni. Kulturu je mozno vyuzit pro ucely vyuky, vyzkumu nebo
v prumyslovych institucich. [23]

3.1.5 Pouzity substrat
Pro optimalizaci produkce ethanolu byly pouzity tfi rlzné druhy papiru od riznych
vyrobctl. Shrnuti jednotlivych vlastnosti je uvedeno v tabulce €. 3.
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Tabulka 3: Klasifikace a vlastnosti papirt

firma BIOCEL PASKOQV, a.s.
jas 88 %
, opel 0,50 %

papir 1 SbSah necistot 2,0 ppm
suchost 80 - 90 %
pH 50-70
firma BUKOZA EXPORT - IMPORT, a.s.
jas 86 - 88 %
popel 0,40 %

papir 2 » 2
obsah necistot 50 m
suchost 80%
pH 5,5
firma Lenzing Gruppe
jas 90 %

) popel 0,08 %

papir 3 » 2
obsah necistot 150 m
suchost 85 %
pH 6

3.2 Priprava roztokii, média a inokula

3.2.1 Priprava pufru

Bylo navazeno 14,32 g Na;HPO,4 12H,0, toto mnozstvi bylo kvantitativné pievedeno do
odmérné bainky na 200 ml, rozpusSténo, doplnéno po rysku a dukladné¢ promichéano.
Pipraveny roztok byl zfedén na cca 600 ml a bylo upravovano pH postupnym piikapavanim
kyseliny citronové na hodnotu 5. Roztok s upravenym pH byl pfeveden do odmérné baiiky na
750 ml, banka byla doplnéna po rysku a fadn¢ promichana.

3.2.2 Preduprava papiru a priprava média

Jednotlivé listy papiru byly rozstfihdny na co nejmensi ¢asti, které pak byly vlozeny do
elektrického mixeru a pomlety na jemny prach.

Byly pfipraveny tfi Erlenmeyerovy baiky, do kterych bylo navazeno 20 g pomletého
papiru. Papir v Erlenmeyerovych bankach byl zalit 250 ml pfipraveného pufru.
Erlenmeyerovy baiiky byly vysterilizovany a po ochladnuti na cca 50 °C bylo pfidano do
kazdé 0,87 ml celulazového komplexu a 0,1 ml B - glukosidazy. Erlenmeyrovy batiky byly
zazatkovany a vloZeny do termostatované tfepacky vyhiaté na 50 °C, ve které dochézelo
k enzymatické hydrolyze po dobu jednoho tydne.

Po tydnu byly jednotlivé roztoky zfiltrovany a po pfidavku Zivin dle tabulky ¢. 4 (vyjma
D-glukozy) vysterilizovany.
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3.2.3 Priprava inokula

Inokulum bylo pfipravovano v 500 ml Erlenmeyerové bance. Nejprve bylo odméfeno
200 ml destilované H,0, do které byly postupné piiddvany navazené ziviny. Nasledn¢ bylo
takto ptipravené médium vysterilizovano a po vychladnuti na cca 30 °C bylo pomoci klicky
zaoCkovano kulturou z Petriho misky. Erlenmeyerova banka byla vlozena do piedem
vyhfatého inkubatoru na 30 °C a inokulum bylo kultivovano 24 h.

Tabulka 4: Mnozstvi zivin pro pfipravu inokula

latka m [g]
D - gluk6za 20
kvasni¢ny extrakt 1
(NH,),S0, 0,2
MgSO,-7 H,0 0,1
KH,PO, 0,2

3.2.4 Zaockovani médii a kultivace

Vysterilizovand média ptipravena z jednotlivych papiri byla zaockovana stejnym
mnozstvim bunék. Z inokula bylo odebrano vzdy 10 ml do tii centrifuga¢nich zkumavek.
Zkumavky byly odstied'ovany po dobu 10 min pii 6000 otaCkach za minutu. Supernatant byl
poté slit a znovu bylo pipetovano 10 ml suspenze bun¢k do zkumavek a centrifugovano. Po
sliti supernatantu byl k buiikdm pfidan 1 ml sterilni vody a bunky byly rozsuspednovany
pomoci vortexu a prelity do pfipraveného média. Pro dokonale kvantitativni pfevedeni bunék
byla centrifugacni zkumavka vyplachnuta dal$im mililitrem sterilni vody. K médiu o objemu
200 ml bylo ptfidano 2 ml sterilni vody s buiikami. Zaockovand média v Erlenmeyerovych
banikach byly zazatkovany a kultivovany v inkubatoru pti 30 °C. Hodnota pH v médiich byla
5. Kultivace tedy probihala vsadkovou metodou.

3.3 Metody méreni

3.3.1 Stanoveni suSiny

Z inokula bylo odebrano 10 ml suspenze bunék do centrifugacni zkumavky, kterd byla
odstfed’'ovana po dobu 10 min pii 6000 otackach za minutu. Po odstiedéni byl supernatant nad
usazenymi builkami slit a kbuilkdm byl pfidin 1 ml sterilni vody. Buiky byly
rozsuspedovany ve vodé pomoci vortexu a prelity na pfedem zvazenou misku. Zkumavka
byla nasledné vyplachnuta 1 ml sterilni vody a toto mnozstvi bylo také ptilito na misku.
Miska byla poté suSena pii 105 °C. Po vysuSeni byla miska zvaZena na analytickych vahach a
Z rozdilu hmotnosti byl vypocten obsah susiny.

3.3.2 Stanoveni ristové krivky

Z jednotlivych médii byly odebirdny vzorky ve 2 h intervalech pro stanoveni optické
hustoty. Méfeni bylo provadéno na pfistroji Ultrospec™ 10 Cell Density Meter pfi vinové
délce 600 nm. Jako blank byly pouzity jednotlivé hydrolyzaty, takze pro kazdé médium byl
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samostatny blank. Pfi poslednich odbérech byla optickd hustota vyssi nez 1 a vzorky byly
fedény 1:1.

Ristové kiivky byly néasledné sestaveny jako zavislost optické hustoty na Case, a to ve
formé grafi.

3.3.3 Stanoveni mnoZstvi metabolitii na HPLC

Béhem kultivace byly odebirany vzorky pro analyzu HPLC ve 4 h intervalech a mnozstvi
5 ml. Vzorky byly zcentrifugovany aby doslo k odstranéni v§ech bunék. Supernatanty byly
nasledné ziedény 10x a prefiltrovany do vialek a dany na analyzu. VeSkeré podminky a
parametry analyzy jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Podminky a parametry analyzy

pratok 0,5 ml/min

teplota 40 °C

Cas analyzy vzorku 35 min

tlak 1,7 Mpa

mobilni faze 1,3 mM H,SOq4

predkolona Watrex Polymer IEX H-forma, 40 x 8 mm
kolona Watrex Polymer IEX H-forma, 8 x 250 mm
detektor RID

4 Vysledky a diskuze

4.1 Stanoveni suSiny
Pomoci vazkové metody bylo stanoveno mnozstvi susiny v inokulu.

Tabulka 6: Stanoveni suSiny

M [0] | Mmes [9] € [9.20cm®] | [g.dm™]
1,1608| 1,1618 0,001 0,1

Mm — hmotnost prazdné vysusené misky

Mm+b — hmotnost misky s bunikami

Stanoveni suSiny bylo provadéno pro zjisténi mnoZstvi bunék, kterymi byly zaockovany
jednotlivé hydrolyzaty. MnoZstvi bun€k v kazdém hydrolyzatu tedy odpovidalo 1 mg suSiny.
4.2 Rustové kirivky

Byl sledovan rist kultury v pfipravenych hydrolyzatech, odbéry byly provadény ve 2 h
intervalech. Rist byl sledovan jako zavislost optické hustoty na ¢ase. Z naméfenych hodnot
byly sestrojeny grafy.
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Graf 1: Rastova kiivka Zymomonas mobilis v médiu papiru 1
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Tabulka 7: Zavislost optické hustoty na ¢ase
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f(t) = OD

Graf 2: Rustova kiivka Zymomonas mobilis v médiu papiru 2
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Grafy 1 —3 zobrazuji jednotlivé faze ristu Zymomonas mobilis v zavislosti na ¢ase. Na
kazdém z téchto grafi lze velmi dobfe jednotlivé faze rozlisit. V prubéhu prvnich 4 — 6 h
pozorujeme Lag fazi, kterd postupné piechazi ve fazi zrychleného ristu. Dlouha doba
Lag faze je nejspise zptisobena zménou prostiedi a dochazelo tedy déle k adaptaci bun¢k. Pti
odbéru v ¢ase 22 h jiz vidime exponencialni fazi ristu, kterd v case 30 h prechdzi do
stacionarni faze rastu. NejvétSi narGist bunék byl pozorovan v médiu papiru 3, protoze
médium papiru 3 obsahovalo nejvétsi mnozstvi glukdzy, coz je zobrazeno na grafech 9 a 10.

4.3 HPLC analyza

Ze standardnich roztokl byly fedénim ptipraveny vzorky, které nasledn¢ byly podrobeny
analyze na HPLC. Pomoci analyzy byly sestaveny jednotlivé kalibra¢ni kiivky pro nasledné
stanoveni Ubytku gluk6zy a nartstu jednotlivych metabolitl ve vzorcich.

4.3.1 Kalibraéni kiivky

Tabulka 8: Zavislost koncentrace glukdzy na plose piku

c[g.dm°] | A[mV.g]
0 0
2 4206,25
4 8504,31
6| 13495,96
8| 16939,29
10| 21373,00

Tabulka 9: Zavislost koncentrace glukozy na ploSe piku

c[g.dm?®] | A[mV.g]
0 0
2 1649,64
4 3137,09
6 4443,08
8 6264,15
10 7786,63

Tabulka 10: Zavislost koncentrace kyseliny mlééné na plose piku

c[g.dm®] | A[mV.g]
0 0
2 1159,67
4 2269,47
6 3721,33
8 5218,95
10 6009,49
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Graf 4: Kalibra¢ni kiivka pro glukézu
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Graf 6: Kalibra¢ni kiivka pro kyselinu mlé¢nou
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4.3.2 Ubytek glukézy a produkce metaboliti

Tabulka 11: Zavislost koncentrace gluk6zy na plose piku

papir 1
vzorek [t (h) [A[mV.s] |c[g.dm™]
1 0| 834574 38,7688
2 4| 8105,75 37,6493
3 8| 7653,20 35,5382
4 22| 7490,90 34,7811
5 26| 7413,89 34,4219
6 30| 7229,95 33,5638
7| 100| 7053,61 32,7413

Tabulka 12: Zavislost koncentrace glukozy na plose piku

papir 2
vzorek [t (h) |A[mV.s] |c[g.dm™]
1 0] 9641,97 44,8155
2 4| 9410,71 43,7367
3 8| 9350,53 43,4560
4 22| 9100,50 42,2897
5 26| 8662,08 40,2445
6 30| 8654,10 40,2073
7| 100| 8469,44 39,3459
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Tabulka 13: Zavislost koncentrace gluk6zy na plose piku

papir 3
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Graf 7: Zavislost ubytku glukozy na ¢ase (papir 1)
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f (1) = cyuy

Graf 8: Zavislost ubytku glukozy na ¢ase (papir 2)
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Graf 10: Srovnavaci graf tbytku glukozy

f (t) = Cglu
70 I ____________ r-=-=========-= r-=-=========-= r-=-=========-= r-=-=========-= r-=-=========-= 1
S e e e e |
I S B B B e
i R e e e e A |
: e e e e e e
T 50 t------------ F—————————- F—————————- F—————————- F—————————- F—————————- |
> ! ! ! ! ! !
o e d L L L L L |
CWEwTT r r r r :
40 dommmmeee- A b e b e I i
0 ! ! ! ! - !
* ! ! ! ! ! !
35 t---@ . -1 e e e e !
! * ! ! ! ¢
30 ! ! ! ! !
0 20 40 60 80 100
t[h]

®papir | Mpapir2 Apapir 3

Na grafu 10 lze pozorovat ubytek glukozy v jednotlivych médiich na ¢ase. V médiu
piipraven¢ho enzymatickou hydrolyzou papiru 1 byl obsah glukézy nejmensi a v médiu
Z papiru 3 byl stanoven obsah glukdézy nejvétsi. V médiu s nejvetSim obsahem glukozy
mizeme také pozorovat nejznateln&jsi ubytek, a to 12,39 g.dm™. V médiich papiru 1 a papiru
2 ubytek glukézy byl polovicni. Koncentrace 1 ibytek gluk6zy hraly vyznamnou roli pii rastu
bunék, v médiu papiru 3 byl nartist bunék nejvétsi. Vyssi koncentrace glukozy ovliviiovala 1

produkci ethanolu, ktera také byla nejvétsi v médiu papiru 3.

Tabulka 14: Zavislost koncentrace ethanolu na plose piku

papir 1
vzorek [t(h) [A[mV.s] |c[g.dm™]
1 0 0,00 0,0000
2 4 0,00 0,0000
3 8 141,76 1,6141
4 22 144,35 1,6476
5 26 222,33 2,6570
6 30 249,54 3,0091
7] 100 94,69 1,0049
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Tabulka 15: Zavislost koncentrace ethanolu na plose piku

papir 2
vzorek [t(h) [A[mV.s] |c[g.dm”]
1 0 0,00 0,0000
2 4 0,00 0,0000
3 8 93,33 0,9873
4 22 159,97 1,8498
5 26 189,41 2,2309
6 30 213,66 2,5447
7| 100 121,84 1,3562

Tabulka 16: Zavislost koncentrace ethanolu na plose piku

papir 3
vzorek [t(h) [A[mV.s] |c[g.dm?]
1 0 0,00 0,0000
2 4 0,00 0,0000
3 8 119,87 1,3308
4 22 146,71 1,6782
5 26 167,68 1,9495
6 30 350,62 4,3174
7] 100 125,99 1,4101

Graf 11: Zavislost produkce ethanolu na ¢ase (papir 1)
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Graf 12: Zavislost produkce ethanolu na ¢ase (papir 2)
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Graf 13: Zavislost produkce ethanolu na ¢ase (papir 3)
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Na grafech 11 — 13 je znazornéna produkce bioethanolu v zavislosti na ¢ase v jednotlivych
médiich. Srovnavaci graf nebyl sestrojen z divodu piekryvajicich se hodnot a nepiehlednosti.
Ve vSech médiich byla pozorovana produkce v ¢ase 8 h po zaockovani. V ¢ase 8 h byly bunky
ve fazi zrychleného rustu, ale prechazely jiz do exponencialni faze ristu, kdy dochazelo
k nejznatelnéjsimu Gbytku glukdzy. Nejvétsi produkce byla zaznamenana v médiu papiru 3
v &ase 30 h, ato 4,3174 g.dm™. V poslednim odebiraném vzorku, v &ase 100 h, byl pozorovan
vyrazny pokles koncentrace bioethanolu. Pokles byl zplsoben vytékanim bioethanolu
z média, které bylo uzavieno vatovymi zatkami, a kultivace probihala pifi 30 °C. Mezi 10 —
20 h pozorujeme c¢asteCnou stagnaci produkce bioethanolu, coz je zpuisobeno bouilivou
exponencialni fazi, kdy dochéazelo pfedevsim k tvorbé biomasy.

Produkce bioethanolu nebyla prili§ velkd, ale byla zaznamendna produkce kyseliny
mlécné, coz poukazuje na nevhodné podminky pro produkci bioethanolu. Nevhodnymi
podminkami v tomto pfipadé rozumime zavzduSiovani média pii jednotlivych odbérech
vzorkt. Pfistup kysliku totiz snizuje dostupnost NADH pro redukci acetaldehydu na ethanol
alkohol dehydrogenazou. [24]

Tabulka 17: Zavislost koncentrace kyseliny mlééné na plose piku

papir 1
vzorek [t(h) |A[mV.s] |c[g.dm?]
0 0,00 0,0000
4 0,00 0,0000
8 0,00 0,0000

22 241,31 4,7751
26 245,58 4,8437
30 271,63 5,2611
100 427,41 7,7578

N[OOI AIWIN|F-

Tabulka 18: Zavislost koncentrace kyseliny mlééné na plose piku

papir 2
vzorek [t(h) [A[mV.s] |c[g.dm™]
0 0,00 0,0000
4 0,00 0,0000
8 0,00 0,0000

22 201,55 4,1380
26 237,55 4,7150
30 259,61 5,0684
100 480,36 8,6064

N[OOI WIN|E-
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Tabulka 19: Zavislost koncentrace kyseliny mlé¢né na plose piku
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Graf 14: Zavislost produkce kyseliny mlé
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Graf 15: Zavislost produkce kyseliny mlécné na ¢ase (papir 2)
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Graf 16: Zavislost produkce kyseliny mlééné na ¢ase (papir 3)
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Na grafech 14 — 16 je zobrazena produkce kyseliny mlé¢né v Case. Prvni nartist je mozno
pozorovat v ¢ase 22 h a dale az do odbéru v ¢ase 100 h. Kyselina mlé¢na jako primarnim
metabolit tedy byla produkovana v exponencidlni fazi ristu, kde dochazelo
k nejznatelnéjsimu ubytku glukdzy. Nejvetsi koncentrace byla zjisténa v médiu papiru 2, a to
8,6064 g.dm™>. Z tohoto je mozné vyvodit piimou zavislost mezi produkci bioethanolu a
kyseliny mlé¢né. Bioethanolu bylo vyprodukovano nejméné pravé v médiu papiru 2, kde
koncentrace kyseliny mlééné byla nejvyssi. Produkce kyseliny mlécné byla zplisobena
ptilisnym zavzdusnovanim média pti odebirani vzorku.
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5 Zavér

Cilem prace bylo optimalizovat produkci bioethanolu pomoci Zymomonas mobilis na
vybranych celulozovych materidlech. Jako celulézovy materidl byla pouzita odpadni
papirovina. T¥i druhy papiroviny poskytnuté riznymi spolecnostmi slouzily k optimalizaci a
nalezeni nejvhodnéjsiho média pro produkci bioethanolu. Jednotlivé papiry se liSily obsahem
necistot, jasem, pH a také suchosti. Papiry byly poskytnuty spole¢nostmi BIOCEL PASKQOV,
a.s., BUKOZA EXPORT - IMPORT, as. a Lenzing Gruppe. Mechanické rozmélnéni a
enzymatickd hydrolyza byly pouzity jako ptediprava papird za cilem co nejvétsiho vytézku
gluko6zy pro proces fermentace.

Nejveétsi mnozstvi glukozy bylo ziskdno z papiru 3, kde néasledné nejlépe rostly buiky a
také jeji spotfeba byla v tomto médiu nejvyssi. Papir 3, ktery poskytla spole¢nost Lenzing
Gruppe, obsahoval dostatek celulozy, kterou pak bylo moZno enzymatickou hydrolyzou
rozlozit na glukozu.

Rastové kiivky byly sestaveny jako zavislost optické hustoty na ¢ase. Bylo mozno dobie
pozorovat jednotlivé faze rastu bun€k a nasledné vidét bytek glukézy a produkci metabolitt,
praveé v zavislosti na jednotlivych fazich ristu.

Jednotlivé hydrolyzaty byly zaockovany kulturou Zymomonas mobilis LMG 457, ktera
nese presny nazev Zymomonas mobilis subsp. mobilis (Lindner 1928) Kluyver and van Niel
1936 AL. Kultivace probihala vsadkovym zptsobem, pti 30 °C a pH 5.

Analyza produkce bioethanolu probihala pomoci vysokotuc¢inné kapalinové chromatografie
a veskeré sledované hodnoty se v jednotlivych médiich lisily. Vytézek bioethanolu nebyl
prilis velky, protoze nebyly vytvofeny optimalni podminky pro jeho produkci. Hlavnim
faktorem byl pfistup kysliku do média béhem kultivace. Pfi odebirani vzorkii dochéazelo
k promichavani médii s kulturou a tim padem i k provzdu$néni. Na chromatogramech byla
zaznamenana produkce kyseliny mlé¢né, ktera byla v ptipadé média papiru 2 az trojnasobné
vy$§i nez produkce bioethanolu.

Tabulka 20: Srovnani produkce bioethanolu a kyseliny mlé¢né
Bioethanol | Kyselina mlé¢na

¢ [g.dm?] ¢ [g.dm?]

papir 1 3,0091 7,7578
papir 2 2,5447 8,6064
papir 3 4,3174 7,1864

Ze srovnavaci tabulky tedy plyne, Ze optimalizace produkce bioethanolu byla provedena a
jako nejvhodnéjs$i médium muizeme oznalit papir 3. Tabulka ziroveil poukazuje na piimou
zavislost produkce bioethanolu a kyseliny mlééné. V piipadé, ze by tedy nedochéazelo
k ptistupu kysliku béhem kultivace produkce bioethanolu by byla daleko vyssi.
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