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ABSTRAKT

Ptedlozena disertacni prace je zaméfena predevSim na mikrobidlni produkci kyseliny
mlécné a ethanolu z odpadl z potravinaiskych vyrob. Jakozto substraty byly vybrany odpad
z produkce kavy (kavova sedlina), odpad z produkce vina (matoliny), odpad ze zpracovani
citrusovych plodi (pomerancové slupky). Teoreticka ¢ast se vénuje shrnuti dosavadnich
poznatkii o odpadech z potravinafskych vyrob a moznostech jejich zpracovani. Pojednava
také o vybranych metabolitech (kyselina mlé¢na, ethanol), na které mohou byt tyto odpady
utilizovany.

Cast experimentli se zabyvala pfedevdim charakterizaci a optimalizaci hydrolyz
pro maximalizaci mnozstvi fermentovatelnych sacharidi. Byly provedeny rizné kombinace
chemickyec, fyzikdlnich a enzymatickych hydrolyz vybranych substrati. Nasledné byl vybiran
vhodny produkéni kmen kyseliny mlééné a ethanolu. V piipadé produkce kyseliny mlécné
bylo vybrano 7 kment (Lactobacillus casei CCM 4798, Bacillus coagulans CCM 2013,
Bacillus coagulans CCM 2658, Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T, Lactobacillus
delbruckii subsp. bulgaricus CCM 7190, Lactobacillus plantarum CCM 7039", Streptococcus
thermophilus CCM 4757), které byly kultivovany nejprve na syntetickych médiich s obsahem
riznych sacharidii a nasledné byly testovany na konkrétnich hydrolyzatech odpadnich
substrati. V ptipad¢ produkce ethanolu byly testovany 2 kmeny (S. cerevisiae CNCTC 6646 a
S. cerevisiae CNCTC 6651) na hydrolyzatech jednotlivych odpadnich substrati.

Nasledné¢ byla vénovéna ¢ast experimentli produkci kyseliny mlécné a ethanolu
na hydrolyzatech jednotlivych odpadnich substrati za kontrolovanych podminek
v bioreaktoru. ZavéreCna cast predlozené¢ disertacni prace se zabyvala testovanim
mikroaerobni ptedupravy lignocelulosového materidlu pro zvyseni produkce organickych

kyselin béhem acetogenni faze anaerobni digesci.

KLICOVA SLOVA: odpady z potravinaiskych vyrob, hydrolyza, fermentace, kyselina
mlécna, ethanol, anaerobni digesce



ABSTRACT

The doctoral thesis is focused on the microbial production of lactic acid and ethanol using
food processing waste as substrate. Coffee processing waste (spent coffee grounds), wine
production waste (grape pomace) and orange processing waste (orange peel) were chosen as
substrates for experiments. The theoretical part is dedicated to summarizing current
knowledge about waste from food production and possibilities of its processing. It also deals

with selected metabolites (lactic acid, ethanol) to which these wastes can be used.

Part of the experiments was focused on the characterization and optimization of hydrolysis
to maximize the amount of fermentable saccharides. Different combinations of chemical,
physical and enzymatic hydrolysis of selected substrates have been tested. Subsequently, a
suitable strain for lactic acid and ethanol production was searched for. In the case of lactic
acid production, 7 bacterial strains were selected (Lactobacillus casei CCM 4798, Bacillus
coagulans CCM 2013, Bacillus coagulans CCM 2658, Lactobacillus rhamnosus CCM 18257,
Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus CCM 7190, Lactobacillus plantarum CCM 70397,
Streptococcus thermophilus CCM 4757). These strains were first cultivated on the synthetic
media containing different kind of saccharides. Afterward, the cultivation on the waste
biomass hydrolysates were tested. In the case of ethanol production, 2 yeast strains kmeny (S.
cerevisiae CNCTC 6646 a S. cerevisiae CNCTC 6651) were cultivated on hydrolysates of

individual waste substrates.

Subsequently, the experiments focused on the production of lactic acid and ethanol on
hydrolysates of waste biomass in bioreactor were done. The last part of this doctoral thesis
deals with the microaerobic pretreatment of lignocellulosic biomass to increase the production

of organic acids during the acetogenic phase of anaerobic digestion.

KEY WORDS: food processing waste, hydrolysis, fermentation, lactic acid, ethanol,
anaerobic digestion
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1 Uvod

PredloZena prace se zamétuje predev§im na problematiku odpadl z potravinarskych vyrob
a moznosti jejich zpracovani. Odpady ze zemédélského a potravindiského primyslu jsou
v dnesni dobé jednou z pfi€in zne€isténi Zivotniho prostfedi. Pomérné velkd mnoZstvi téchto
odpadli, kterd jsou ro¢né vyprodukovana, vyvolavaji vazné ekonomické i ekologické
problémy. Tyto odpady vSak obsahuji pomérné vysokda mnozstvi polysacharidd, které mohou

byt dale vyuzity. Dochazi tedy i k relativné velkym ztratdm cennych surovin.

Mnohé ztéchto odpadi maji potencidl pro komplexni pouziti napiiklad v konceptu
biorafinérii. Vyuziti potravinaiského odpadu jakozto sekundarniho zdroje energie nebo
substratu pro fermentace by mohlo pomoci s eliminaci konkurence vyuzivani piady
na péstovani surovin pro potraviny a biomasy pro fermentace. V Evropské unii je
v soucasnosti tendence vyuziti odpadu z jednoho priimyslového sektoru jako suroviny pro jina
primyslova odvétvi. Jednd se o koncept tzv. primyslové symbidzy. Pro uplatnéni této
koncepce v odvétvi zpracovani potravin je hlavni predevSim identifikace, kvantifikace a
charakterizace konkrétnich odpadti. Na zaklad¢ identifikace a charakterizace je mozno nalézt
moznosti jejich vyuziti a vhodné technologie zpracovani. Primyslova symbidza zavisi také na
dostupnosti mezi vyrobci potravinovych odpadll a potencidlnimi odbérateli. V soucasnosti se
vyzkum v oblasti zpracovani potravinového odpadu zaméfuje predevSim na nalezeni
efektivniho zplisobu produkce biopaliv a bioprodukti. Tento zplisob zpracovani je vyhodny
pro zivotni prostfedi z hlediska snizovani emisi methanu na skladkach a zachovani ptirodnich
zdroju (napf. fosilnich paliv).

Tyto odpady mohou byt vyuzity naptiklad pro produkci kyseliny mlécné ¢i ethanolu.
Kyselinu mlécnou a ethanol je mozno vyrabét chemicky, ale predevsim i biotechnologicky.
V soucasnosti se vyzkum v oblasti biotechnologické vyroby téchto latek ubird smérem
ke snizovani cen produkce a ziskdni kvalitniho produktu. Obojiho miize byt dosazeno
napiiklad vyuzitim odpadnich materialti jako substratii pro fermentace, optimalizaci produkce
¢i vybérem vhodného mikroorganismu. Dal§i moznosti mize byt vyuziti téchto odpadi
pro anaerobni digesci.

Cilem této prace je zpracovani literarniho piehledu zaméifeného na odpady a jejich
zpracovani. Za ucelem biotechnologické produkce je diskutovana moznost vyuziti vybranych
odpadu z potravinaiskych vyrob pro produkci kyseliny mléné a ethanolu. Soucasti prace je
také testovani mikroaerobni predupravy lignocelulosového materialu pied anaerobni digesci,
které¢ bylo soucasti zahrani¢ni stdze na ZHAW (Zurich University of Applied Sciences)

ve Svycarsku.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Legislativa o nakladani s odpady

Prevence vzniku a nakladani s odpady je legislativné osetfena. V Ceské Republice je to
konkrétn¢ zakonem o odpadech ¢. 185/2001 Sb. V kvétnu 2010 byl tento zakon doplnén
novelizaci €.154/2010 Sb. Tato novelizace byla vytvofena na zakladé evropské smérnice
98/2008/ES [1].

Tuto smérnici ptijal v roce 2008 Evropsky parlament a Rada Evropské unie. Jedna se o
zékladni evropsky pravni dokument odpadového hospodarstvi, ktery je platny pro vSechny
Clenské staty EU véetnd Ceské republiky. Uklada jednotlivym statim, aby bylo o odpady
postarano a zaroven byly pfipadné vyuzity. M¢ly by byt recyklovany nebo pouzity na vyrobu
energie. Pokud odpady neni mozno néjakym zplisobem vyuzit, mohou byt bezpecné
odstranény [1][2].

2.2 Odpady a jejich vyuziti

Odpady ze zemédé€lstvi a potravinaiského priimyslu jsou v dne$ni dobé jednou z pficin
zne€isténi zivotniho prostfedi. Ro¢né jsou produkovana velkd mnozstvi odpadniho materialu
ze zemédélstvi a zpracovani jeho produktl. Patfi zde napiiklad zbytky ze zpracovani
kukufice, vylisovand cukrova titina, ryZzovd a pSeni¢nd sldma, znichz mnohé jsou
v soucasnosti zkoumany jakozto potencidlni suroviny pro vyrobu produktl s pfidanou
hodnotou. Odpady z potravinatrského primyslu zlstavaji prozatim z velké ¢asti nevyuzity, ale
moznosti jejich vyuziti by vSak mély byt intenzivné zkoumany. Mezi tyto odpady patii
naptiklad vylisky z citrust, jablek a hrozni, dale pak naptiklad fizky ze zpracovani cukrové
fepy na vyrobu cukru. Velkd mnozstvi téchto odpadl vyvolavaji vazné problémy
z ekonomického 1 ekologického hlediska. Zaroven vsak dochazi k velkym ztratam cennych
surovin. Obsahuji totiz vysokd mnozstvi polysacharidl, které mohou byt dale vyuzity [3].

Mnohé z téchto odpadii maji potencial pro pouziti v jinych vyrobnich systémech. Mohly by
nalézt uplatnéni naptiklad v konceptu biorafinérii. V Evropské unii je v soucasnosti trend tzv.
primyslové symbiodzy, ve které je cilem vyuzit odpad z jednoho sektoru jako surovinu pro
jind odvétvi. Potravinafsky primysl je povazovan za relevantni odvétvi pro koncept
biorafinérii, a to zejména kviili potencidlnimu vyuziti zbytkl vznikajicich v tomto primyslu.
Vyuziti potravinaiského odpadu jakozto sekundarniho zdroje energie nebo substratu pro
fermentace by mohlo pomoci s eliminaci konkurence vyuZzivani pidy na péstovani surovin
pro potraviny a biomasy pro fermentace [3].

Pro uplatnéni koncepce priamyslové symbidzy v odvétvi zpracovani potravin je hlavni
predevsim identifikace, kvantifikace a charakterizace prumyslovych piebytkd. Poté je mozno

nalézt moznosti jejich vyuziti a vhodné technologie pro jejich dalsi zpracovani. Primyslova
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symbidza zavisi také na dostupnosti producentli potravinového odpadu a potencialnich
odbératelu [3].

2.2.1 Moznosti vyuziti potravinového odpadu

Odpady z potravinového primyslu jsou produkovéany piedev§im ve formé pevné a kapalné.
Pevny odpad je ¢ast vychoziho materidlu, ktery nemiize byt vyuzit pro vyrobu zamyslenych
produktii. Jedna se hlavné o odpady, jako jsou slupky, semena a vlakna z ovoce, které jsou
odstranény pii vyrobé stav [4].

Z hlediska slozeni je potravinovy odpad charakterizovan rozdilnym chemickym slozenim
z&vislym na jeho ptivodu. Potravinové odpady tedy mohou obsahovat smés sacharida, lipidi a

proteintl, anebo pouze jednu z téchto slozek [5].

V soucasnosti se vyzkum v oblasti zpracovani potravinového odpadu zaméiuje na nalezeni
efektivniho a stabilniho zptisobu pro ziskani biopaliv a bioproduktli. Tento zptisob zpracovani
je vyhodny pro zivotni prosttedi z diivodu sniZovani emisi methanu na skladkach a zachovani

ptirodnich zdroji, jako je uhli a fosilni paliva [5].

2.2.1.1 Produkce biopaliv a bioenergie

V zavislosti na slozeni mohou byt produkovana z potravinového odpadu riizna biopaliva, a
to pomoci bioprocesu ¢i termochemického procesu. Potravinové odpady mohou byt
pfeménény na biopaliva nebo bioenergii nasledujicimi procesy:

- transesterifikace oleju a tukl pro produkci biodieselu,

- fermentace sacharidu na bioethanol nebo biobutanol,

- anaerobni digesce za vzniku bioplynu (plyn bohaty na metan),
- fermentacni produkce vodiku,

- pyrolyza a zplynaténi,

- hydrotermické karbonizace,

- spaleni [5].

Ne vSechny vyjmenované procesy jsou Vv soucCasnosti plnohodnotné vyuzivany
na primyslové urovni. Napiiklad vyuziti potravinového odpadu jako substratu
pro biologickou produkci vodiku je predmétem mnoha studii, nicméné doposud nebyla
provedena zadna plnohodnotna aplikace. Proces spalovani je vyspéla technologie aplikovana
pro redukci odpadového objemu a produkei elektrické energie a tepla. Nicméné spalovani
potravinového odpadu je pon€kud problematické z hlediska vysokého obsahu vody, ktery
limituje jeho aplikovatelnost a zvySuje emise. Vyhodnéjsi je technologie vyuzivajici
anaerobni digesci, o kterou je neustale rostouci zdjem a ma Sirokou aplikovatelnost. Vysoka

biodegradabilita a obsah vlhkosti jsou vlastnosti potravinového odpadu vhodné pro vyrobu
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bioplynu. Zbytky z produkce bioplynu mohou byt nasledné pouzity pro zlepSeni ptidy nebo
jeji rozklad, ptipadné jako zdroj Zivin (napf. amoniak nebo struvit) [S][6][7][8][9].

— Anaerobnidigesce —— Biophn
— Biologickézpracovani —
en Fermentace ———— Bioethanol/C0;
Potravinarske odpady —
— Spalovani | - Teplo/elektiing

Termochemicks

—— L Pyrolyza azplynaténi —Syngas/bioolej/ spakovani

Hydrotermalni

karbonizace ———  Hydrospalovaniphyn

Obrazek 1: Technologie zpracovavajici potravinové odpady na energii [7]

2.2.1.2 Produkce biomateridlu z odpadii

Problém s ubytkem fosilnich zdroji je v posledni dobé feSen vyvojem sloucenin a
polymerti na bazi obnovitelnych zdrojii. O produkei biopolymert je stale rostouci zéjem a je
moznost vyuzit pii ni zbytky ze zeméd€lstvi 1 potravinové odpady. Odpovidajici monomery
jsou tvofeny fermentaci sacharidi v daném substratu pomoci mikroorganismti. Produkce
biologickych metabolitii, které mohou byt pouzity jako obnovitelné a biologicky rozlozitelné
nahrazky petrochemickych produktii, je v souCasnosti sttedem zdjmu. Mezi tyto metabolity
patii:

e laktat — pro vyrobu polylaktatu, bioplast;

e polyhydroxyalkanoaty (zejména polyhydroxybutyrat) - jsou pfirozené tvofenym
polymerem mnoha bakterialnich druht a maji podobné vlastnosti jako polyethylen
¢i polypropylen;

e sukcindt — cenny a flexibilni prekurzor vyuzitelny ve farmacii, plastech a
pro vyrobu detergenti [10][11][12].

Pokud jde o vyrobu biopaliv z pfirodnich surovin, rozvinula se intenzivni diskuse také
okolo vyroby bioplastli z ptirodnich materialti. Vznikd zde otazka ohledné¢ negativniho
dopadu v oblasti konkurence péstovani plodin pro lidskou potravu s péstovanim surovin na
bioprodukci. V této souvislosti je moznost vyuziti potravindiského odpadu pii vyrobé
bioplasti nejlepsim feSenim [11][14].
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2.2.2 Odpady po zpracovani kavy

Kava je jednim z nejpopularnéjsich ndpoji na svété, predevSim pro jeji pfijemnou chut’,
stimula¢ni a osvézujici vlastnosti. Tyto vlastnosti jsou ureny slozenim zelenych bobu a
zménami vzniklymi béhem procesu prazeni. Po ropé€ je kava druhou nejvétsi obchodovanou
komoditou na svété. Popularita kdvy se v poslednich 150 letech neustile rozSifovala. V
obdobi 2010-2011 byla celosvétova rocni produkce kavovych zrn asi 8 miliont tun. Kéavovy
prumysl je zodpovédny za tvorbu velkého mnozstvi odpadl, na prvnim misté je predevsSim
kavova sedlina [14][16][17].

Kévova sedlina je pevny zbytek vytvotfeny béhem ptipravy kavy nebo pii vyrobé instantni
kavy. V priméru vznikne pfiblizné¢ 650 kg kévové sedliny z jedné tuny zelené kavy. Je
tvofena hlavné z hemicelulos (3040 hm. %), konkrétn¢ obsahuje mannany, galaktany a
arabinany. Obsah celulosy je pfiblizn¢ 10 hm. %. Mimo to kavova sedlina obsahuje zna¢né
mnozstvi (zhruba 15 hm. %) oleje. Dal§imi latkami pfitomnymi v kdvové sedlin€ jsou lignin
(cca 30 hm. %) a polyfenoly (2,5 hm. %), které tvoti pfevazné vysoce biologicky dostupné a
bioaktivni chlorogenni kyseliny. Vzhledem k pfitomnosti kofeinu, tfislovin a polyfenolii miize
kavova sedlina predstavovat riziko znecisténi, pokud jsou vypoustény do zivotniho prostiedi.
Navic, kdyz jsou odpady na bazi kdvové sedliny nahromadény, mohou spontanné kvasit a
zpusobit hofeni. Vzhledem k jejich vlastnostem a také kvili velkému mnozstvi globédlné
produkovanych odpadii ze zpracovani kdvy, je eliminace nebo dokonce dal$i valorizace
dilezitym tématem nejen pro odvétvi kdvového pramyslu [17][18][19][20].

Byly provedeny studie zabyvajici se vyuzitim kavové sedliny jako substratu pro vyrobu
ethanolu, bionafty, polyhydroxyalkanoatl ¢i polyfenolickych latek. Vzhledem k vysoké
vyhtevnosti kavovych sedlin bylo také zkouSeno jejich vyuziti jako paliva pro kotle
vyuzivané v kdvovém pramyslu. Nicmén¢ zadnd z téchto strategii nebyla dosud zavedena
v primyslovém méfitku. VétSina téchto odpadii zlstava stdle nevyuzita a je vypousténa
do Zivotniho prostiedi nebo spalena [15][20][21][22][23][24][19].

2.2.3 Hroznové vylisky

Hrozny révy vinné jsou jednou z nejvétSich a ekonomicky vyznamnych ovocnych plodin
na svété. VEétSina hroznli se pouziva pro vinafstvi a mensi Cast je vyuzivana na vyrobu Stav.
Matoliny jsou hroznové vylisky po extrakci mostu ze rmutu. Tvoii je pfedev§im seminka,
slupky a stonky. Z chemického hlediska vylisovand duZina obsahuje ptfedevSim celulosu,
hemicelulosu, pektinové polysacharidy slozené z homogalakturonanu, rhamnogalakturonanu
a dalsich sacharidi. Jejich chemické slozeni je bohaté na zékladni ziviny vyzadované pro rist
Siroké Skaly mikroorganismil. Tento odpadni produkt obsahuje vysoky podil ligninu, celulosy
a vysoké procento vyzivnych mineralnich prvkt, zvlasté dusiku a drasliku, vhodnych pro
mikrobidlni rist. Obsah jednotlivych latek ve vyliscich se 1isi podle odriidy hroznii [25].
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Matolina je dnes jednim z nejvyznamnéjSich odpadnich produkti zeméd€lského primyslu.
Ptiblizné 20 % ze zpracovanych hrozni ve vinafstvi tvofi tyto odpady. Velka mnozstvi
takového odpadu zpusobuji ekologicky a ekonomicky problém v nakladani s odpady. Ptfesto
nabizi pomérné velky potencial vyuziti. Naptiklad v Italii se z vyliskii modrych hroznli vyrabi
v parnich destilacnich kotlich grappa, ze seminek se lisuje hroznovy olej, ocefiovany zejména
labuzniky. Kone¢ny zbytek se bud’ susi odpadnim teplem z destilace grappy a vyuziva jako
palivo pro vyvijeCe pary, nebo se susi na pokrutiny pro skot. Matoliny jsou v zahranici
vyuzivané i jinymi specialnimi technologiemi. Druhotné zpracovani odpadu po lisovani rmutu
1ze tedy optimalné¢ vyuzit pti tzv. bezodpadovych technologiich [26][27][28].

Nejcastéji se hroznové vylisky kompostuji, zpracovavaji jako zvifeci krmivo s nizkou
nutri¢ni hodnotou nebo pro bioprodukei ethanolu (nizka vytéZznost). Matoliny je mozno vyuzit
pro extrakci hroznového oleje a polyfenoll, avsak pro tyto Gcely se vyuzije pouze mala Cast
vytvofeného odpadu. Hroznové vylisky vSak mohou byt vyuzity na bioprodukci nékterych
hodnotnych chemikalii, jako kyselina citronova, glukonova, karotenoidy, xantan a ethanol.
Odpad z hroznové révy mize byt pouzit také pro produkci enzymt (celulas, pektinas,
xylanas) pomoci plisni Aspergillus awamori, Aspergillus niger, Monascus purpureus
[26][27][28].

2.2.4 Citrusové odpady

Svétova produkce citrusovych plodi je vice nez 88 miliond tun rocné. Hlavnim ovocem
v této skuping jsou pomerance (Citrus sinensis) tvotici asi 70 % celkové produkce a spotieby
citrusovych plodu. Dalsi citrusové plody péstované ve véEtsi mife jsou naptf. mandarinky
(Citrus reticulata), grapefruity (Citrus vitis), limetky (Citrus aurantifulia) a citrony (Citrus
limonum). Témét polovina z téchto druhli ovoce je vymackana na dzus a zbytek tvofeny
slupkami, segmentovymi membranami a dal§imi vedlejSimi produkty se povazuje za
citrusovy odpad [29][30].

Nejcastéjsimi zpusoby nakladdni s odpadem z citrusti jsou kompostovani, anaerobni
digesce, spalovani, termolyza ¢i zplynovani. Citrusové odpady mohou byt pouzity také pro
extrakci pektinu nebo byt peletizované na krmivo pro zvifata. Nicméné velka ¢ast citrusovych
odpadil je nadale kazdoro¢né€ ukladana na skladky. Pfima likvidace citrusovych odpadl (bez
fadného zpracovani) zpiisobuje problémy v Zivotnim prosttedim. Je proto dllezité
systematicky zpracovévat citrusovy odpad v potravinarském primyslu a dalSich oblastech.
Citrusové odpady obsahuji riizné polysacharidy, které z nich €ini zajimavy substrat vyuzitelny
pro fermentace [29][30].

Bylo provedeno n¢kolik studii zabyvajicich se vyuzitim citrusovych odpadi na
bioprodukci rtznych latek. Konkrétné bylo testovano vyuziti citrusovych odpadi pro

produkci bioethanolu, bioplynu, aromaticky aktivnich latek. Hlavni piekdzkou pouziti
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citrusového odpadu jako substratu pro fermentace je piitomnost limonenu. Ten je vysoce
toxicky pro mikroorganismy, piisobi inhibi¢né na jejich rast a snizuje tedy vytéZnost
produkce. Proto je vhodné jej vyextrahovat z citrusovych odpadii pted hydrolyzou nebo
fermentaci. Vyextrahovany limonen je dale mozno pouzZit v kosmetickém primyslu jako

slozka vonavek, ptipadné jako insekticid pro rostliny [29][31][32][33].

2.2.5 Pekaiské odpady

Jelikoz jsou pekatské vyrobky produkovany v piebytku pro uspokojeni poptavky
zakaznikli, ¢ast peCiva zlstane na pultech obchodii neproddna a vraci se zpét do pekarny.
V Evropské unii mnoZstvi odpadu z pekatského primyslu tvoii asi 7 % celkové produkce
peciva. Primérné je tedy nevyuzito 1,3 milionu tun peciva rocn¢€. Pekdrny maji jen omezené
mnozstvi moznosti, jak nalozit s odpadnim pecivem. Cést tohoto odpadu je pouZita na vyrobu
strouhanky nebo jako krmivo pro hospodarské zvitata. Nicmén¢ vzhledem k ¢asté mikrobidlni
kontaminaci je vyuziti odpadniho peciva jako slozka potravy pro lidi i zvifata nemozné.
Odpadni pecivo tak vétSinou konc¢i na skladkach. LepSim feSenim je vyuziti odpadniho peciva
jako substratu pro bioprodukci vyuZitelnych chemikalii. Byly provedeny 1 studie na vyuZiti
odpadniho peciva jako substratu pro produkci kyseliny mlééné, amylas a proteas pomoci
plisné Aspergillus awamori, vodiku pomoci Arctinobacillus succinogenes nebo aromatickych

sloucenin plisni Geotrichum candidum [34].

Chléb, jakozto vyrobek z pSeni¢né a zitné mouky, obsahuje znaéné mnozstvi Skrobu, ktery
lze hydrolyzovat a nésledné vyuZzit pro fermentaci. Celkovy obsah Skrobu v chlebu je
ptiblizn¢ 500-750 g na kilogram suSiny, jednoduchych cukrii pak 3-50 g. Chléb také
obsahuje v jednom kilogramu suSiny 100-150 g proteini, které po hydrolyze na

aminokyseliny predstavuji zdroj zZivin pro rist a metabolismus mikroorganismii [35].

Béhem procesu peceni chleba se §krob podrobuje vyznamnym zménam. Cést z n&j je
zgelovatéla a cCasteCné depolymerizovana, coz muze usnadnit jeho naslednou hydrolyzu
béhem rozmélnéni. Cast chlebového §krobu je vézana ve smési s dalsimi slozkami mouky,
coz komplikuje jeho extrakci a distribuci. ReSenim tohoto problému miize byt dodatetna
enzymatickd hydrolyza komplexnimi preparaty obsahujicimi kromé amylas i1 enzymy
rozkladajici neSkrobové polysacharidy a proteiny. To miZe zvysit dostupnost sacharidii pro
kvasinky a hydrolyzu lepku, ze kterého se muize uvolnit védzany Skrob a poskytnout volné

aminokyseliny, které jsou zdrojem dusiku pro mikroorganismy [34][36].

4

2.3 Kyselina mlééna
Kyselina mlécéna (kyselina 2-hydroxypropionova) je ptirodni organicka kyselina. Jedna se

o nejjednodussi hydroxykyselinu s asymetrickym atomem uhliku. Nachazi se ve dvou opticky
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aktivnich formach. Oba enantiomery D(-) a L(+) mohou byt produkovany pouzitim
pfisluSnych bakteridlnich kmena [41].

Tato kyselina je vyuzivana pfevazné v potravinaiském, kosmetickém a farmaceutickém
prumyslu. Vyuziva se také pro vyrobu okyslicenych chemikalii, regulatorti riistu rostlin a

specialnich chemickych meziproduktl [41].

/4

2.3.1 Vyroba kyseliny mlécné

Kyselina mlééna miize byt vyrobena bud chemickou syntézou, nebo mikrobidlni
fermentaci. Chemickd syntéza z petrochemickych zdroji vede vzdy k racemické smési DL-

kyseliny mlé¢né, coz je hlavni nevyhodou této metody [13][14].

Témer vSechna v soucasnosti vyrabéna kyselina mlécna je produkovana fermentacné. Jako
producenti jsou nejvyuzivanéjsi bakterie mlééného kvaSeni, které jsou v porovnani s jinymi
mikroorganismy u¢inné&jsi [13][14].

petrochemické zdroje obnovitelné

l, prediprava (kyseld hydrolyza
a/nebo enzymatickd

acetaldehyd (CH;CHO) S5F fermentovatelné sacharidy
pridavek HCN a l, mikrobidini
fermentované médium fermentované médium

hydrolyza pomoci Hz504

l izolace a purifikace

pouze racemicka DL-kyselina opticky cistd L(+)-nebo D(-)-kyseliny mlécna

(a) chemicka syntéza (b) mikrobidlni fermentace

vyhodnéjsi z diivodu:
1) ochrany Zivotniho prostiedi
2) omezenych moZnosti petrochemickych zdrojd

Obrazek 2: Porovnani chemického a biotechnologického zpiisobu vyroby kyseliny mlécné

[37]

2.3.1.1 Chemicka syntéza

Chemicka syntéza kyseliny mlécné je hlavné zaloZena na hydrolyze laktonitrilu silnou
kyselinou. Dal§imi zplsoby mohou byt alkalicky katalyzovanad degradace cukri, oxidace
propylenglykolu, reakce acetaldehydu s oxidem uhli¢itym a vodou za vysoké teploty a tlaku
¢1 hydrolyza kyseliny chlorpropionové. Tyto zplsoby vSak nejsou technicky a ekonomicky

realizovatelné pro priimyslovou vyrobu kyseliny mlécné [38][39].
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2.3.1.2 Fermentacni vyroba

Mikrobialni produkce kyseliny mlééné je vyhodngjsi z hlediska moZnosti vyuziti
obnovitelnych zdroji biomasy, nizké vyrobni teploty a spotieby energie. Hlavni vyhodou této
produkce je moznost ziskani opticky vysoce Cisté kyseliny mlécné v zavislosti na vybéru
vhodného kmene. Opticka Cistota kyseliny mlé€né je rozhodujicim faktorem v primyslovych
odvétvich zalozenych na vyrobé kyseliny mlécné a fada studii se zabyva biotechnologickou
produkci opticky Cisté kyseliny mlécné [14][38][40][41].

Poptavka po kyseliné mlécné se znacné zvysuje diky Sirokému rozsahu aplikaci. Jednou
z hlavnich nevyhod fermenta¢ni vyroby, oproti chemické syntéze, jsou naklady na substraty
pro fermentaci (napft.: Skroby, rafinované cukry, lignocelulosové materialy). Levné suroviny
jsou nezbytné pro proveditelnost biotechnologické produkce kyseliny mlécné. Vyrobci
polymerti a dal$i pramyslovi uzivatelé¢ obvykle vyzaduji velké mnozstvi kyseliny mlécné za
relativné nizké ceny. Pouziti nizkondkladovych nepotravinaiskych surovin pro vyrobu
kyseliny mlécné je zajimavéjsi, protoze nemaji zadny vliv na lidsky potravni fetézec.
V soucasnosti nabizi vysoky potencidl lignocelulosové materidly ze zeméd¢lskych,
zemédélsko-primyslovych a lesnickych zdroju. Predstavuji potencialné levnéjsi a obnovitelné
zdroje sacharidii vyuzitelnych pro fermentacni produkci kyseliny mlécné, a to vzhledem
k jejich Sirokému vyskytu, nizké cené, vysokému obsahu polysacharidii a obnovitelnosti.
Bohuzel bakterie mlééného kvaSeni maji nedostatek hydrolytickych enzymii pro piimou
biokonverzi celulosy a hemicelulosy, které jsou v lignocelulosovych materidlech tésné
spojeny s ligninem. Proto jsou provadény cetné vyzkumy vyvijejici biotechnologické postupy
pro vyrobu kyseliny mlécné, které by ucinily tento proces u¢innéjsi a uspornéjsi [13][14][42].

Dalsim problémem fermenta¢ni produkce kyseliny mléné jsou provozni néklady.
Nékladnd je naptiklad sterilizace, ktera je nezbytna pro fermentac¢ni produkci kyseliny
mlécné. Obvykle se pro pramyslové aplikace pouzivaji mikroorganismy s optimalni
fermentacni teplotou 30 - 42 °C. Proto je obtizné¢ vyhnout se kontaminaci, pokud médium
neni sterilizovano. Fermentativni produkce kyseliny L-mlé¢né bez sterilizace je mozna
nékterymi termofilnimi kmeny, napt. Bacillus coagulans. Tento kmen je schopen relativné
vysokych vytézka opticky Ccisté kyseliny L-mlécné. Moznost fermentace bez nutnosti
sterilizace nabizi moznost sniZeni spotieby energie a nakladi na vybaveni [38][39][43].

Separacni a purifikacni procesy kyseliny mlééné nésledujici po fermentaci bohuzel také
zvySuji naklady na produkci. MlIé¢nd fermentace probiha okolo pH 6,5. Pfi zvySovani
koncentrace kyseliny mlé¢né se jeji disociaci uvolfiuje H' kationt, ktery snizuje hodnotu pH,
pronika do bunék mikroorganismu a zabiji je. V klasickych primyslovych bioprocesech se do
média pridava uhli¢itan vapenaty, aby se udrzovala nizka koncentrace volné kyseliny mlé¢né,

¢imz dojde k zabranéni inhibice bakterii. Nevyhodou vSak je to, Ze pfidanim zasady ptechazi
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kyselina mlécné na laktat. Ten je tieba zpétné pievést na kyselinu mlécnou silnou mineralni
kyselinou, coz predstavuje znatné komplikace a zvySeni nakladl na vyrobu. Byly vSak
vyvinuty nékteré nové procesy, které nevytvareji laktat vapenaty, a to reverzni osmoza,

ultrafiltrace, elektrodialyza a extrakce rozpoustédlem [43][44][45].

2.3.1.3 Izolace a purifikace kyseliny mlécné

Purifikace a izolace produktu je dilezitym krokem pii vyrob¢ kyseliny mlécné, ktery je
spojen se separaci a CiSténim kyseliny mlécné od fermenta¢niho média. Purifikace kyseliny
obsahuje mnoZstvi necistot, jako jsou zbytkové cukry, barviva, Ziviny a dal§i organické
kyseliny, které jsou soucdsti bunééné hmoty. Tyto necistoty musi byt odstranény, aby bylo
ziskédno vétsi mnozstvi Cisté kyseliny mlécné. Velkou pozornost je tfeba vénovat piidavani
levnych Zivin do média, protoZze odstranéni necistot miiZze vyrazné zvysit ndklady na
purifikaci. Metody redukce necistot v kone€ném produktu zahrnuji extrakci, membranovou
separaci, iontovou vymeénu a destilaci s chemickou reakei [46][13].

Jelikoz zivotni prostedi je pro primyslové tcely hlavnim problémem, jsou vyuzivany
procesy obnovy a ¢isténi fermentacné vyrabéné kyseliny mlécné s cilem omezeni tvorby
odpadii. Nejcastéji vyuzivanou metodou je purifikace kyseliny mlééné ptidanim uhlicitanu
vapenatého do média a pH je upraveno na 10. Nésleduje zahfivani a filtrace média. Tento
proces prevede vSechnu kyselinu mlécnou na laktat vépenaty, vysrdzi proteiny v médiu,
usmrti buiiky, odstrani pfebytek uhli¢itanu vépenatého a pomahé rozkladu zbytkovych cukrii
v médiu. Kyseliny mlécna je poté ziskana hydrolyzou, esterifikaci a destilaci. Rozpoustédlo je
odstranéno odpatfenim a poté jsou soli rozloZzeny na vyslednou volnou kyselinu mlécnou.
Nicméné existuji dalsi alternativni metody purifikace kyseliny mlééné bez pouziti uhlic¢itanu
vapenatého jako elektrodialyza, pouziti membranového bioreaktoru, membranova extrakce
s kapalnym surfaktantem ¢i adsorpce. Tyto metody nabizi velky potencial a maji vyhodu
simultdnni separace a koncentrace kyseliny mlécné. Vybér separacni metody je zalozen

na uc¢innosti a ekonomickém vyuziti vysledné kyseliny mlécné [47].

2.3.2 Biochemie mlé¢ného kvaseni

Mikroorganismy produkujici kyselinu mlé¢nou pouzivaji pyruvat jako prekurzor pro jeji
produkci. Konverze kyseliny pyrohroznové na kyselinu mléénou mulize byt katalyzovéna
dvéma typy enzymi: NAD-dependentni L-laktitdehydrogenasou a NAD-dependentni
D-laktatdehydrogenasou [13][14].
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2.3.2.1 Metabolismus kyseliny mlécné u bakterii

Cukry jsou primarnim zdrojem uhliku a energetickym zdrojem pro rist bakterii mlééného
kvaSeni na riznych substratech. Podle toho, jakym zplGsobem bakterie fermentuji sacharidy,

se déli na homofermentativni a heterofermentativni [14].

Homofermentativni bakterie mlééného kvaseni (Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Enterococcus a nékteré druhy rodu Lactobacillus) fermentuji cukry pomoci Embden-
Meyerhoff-Parnasovy drdhy na pyruvat, ktery je pfeménén na kyselinu mléénou pomoci
laktat-dehydrogenasy (LDH). Dva typy isomeri laktatu (L- a D-) mohou byt produkovany
stereospecifickym NAD-dependentnim enzymem, L-LDH a D-LDH. Za urcitych ristovych
podminek, jako limitace uhliku, homofermentativni metabolismus miize byt pfesunut na
smésny kyselinotvorny metabolismus, kde je kromé laktatu produkovan mravencan, octan,
ethanol a/nebo oxid uhli¢ity [14].

Heterofermentativni bakterie mlé¢ného kvaseni (Leuconostoc, Oenococcus a urcité druhy
rodu Lactobacillus) fermentuji cukry hlavné pomoci fosfoketolasové drahy (PKP, také znamé
jako fosfoketolasovy zkrat nebo 6-fosfoglukonova draha). Fermentace pentos jako xylosa a
ribosa vede k tvorbé pyruvatu a acetyl-P a jejich konverzi na laktat a octan. Hexosy (glukosa,
fruktosa, mannosa) mohou byt pfeménény na laktat, oxid uhli¢ity a ethanol. Oxid uhlicity je
produktem degradace 6-P-glukonatu, ktery vznikd béhem piremény hexos na pentosy.
Specificky enzym heterofermentativni drahy je D-xylulosa-5-P fosfoketolasa, ktera katalyzuje
preménu xylulosy-5-P na glyceraldehyd-3-fosfat (GAP) a acetyl-P [14][48].

Fermenta¢ni typ (homo- nebo hetero-) je zajimavym taxonomickym kritériem. Rod
Leuconostoc, QOenococcus a Weisella, tak jako nékteré druhy Lactobacillus (napft.:
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum a Lactobacillus
reuteri) jsou obligatn¢ heterofermentativni. Ostatni laktobacily, jako L. acidophilus, L.
delbruckii, L. helveticus a L. salivarius jsou obligatn¢ homofermentativni a nemaji schopnost
metabolizovat pentosy. Druhy L. casei, L. curvatus, L. plantarum, L. sakei a vétSina bakterii
mlécného kvaseni mohou vSak homofermentativné utilizovat hexosy a pentosy a jsou znamé

jako fakultativné heterofermentativni [ 14][48].

Pyruvat ma kli¢ovou roli ve fermentacnich drahach, obvykle se chova jako akceptor
elektronu pro tvorbu laktatu a pomaha udrZet intracelularni redoxni rovnovahu. Nicméné
v zé&vislosti na druhu bakterii mlééného kvaseni, pyruvat miize byt metabolizovan riiznymi
enzymy vedouci ke vzniku rliznych metabolitid jako diacetyl/acetoin, kyselina mravenci a
acetyl-CoA, ze kterych mohou nasledné vznikat ethanol nebo ATP a acetat. Také kyslik a
fruktosa mohou byt vyuzity jako alternativni akceptory elektronu misto pyruvatu. Kromé
schopnosti fermentovat monosacharidy, jsou bakterie mlécného kvaSeni schopny pouzit také
disacharidy jako substrat [14][48].
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Obrazek 3: schéma vzniku kyseliny mlécné z celobiosy [14]

2.3.2.2 Metabolismus kyseliny mlécné u plisni

Produkce kyseliny mlécné u plisni se liSi od bakterii predevsim v tom, Ze se jednd o
aerobni proces. Schopnost produkovat kyselinu mlécnou maji hlavné plisné rodu Rhizopus.
Jednotlivé druhy tohoto rodu se rozd€luji na 2 skupiny podle hlavniho produktu, a to na
producenty kyseliny mlécné nebo kyseliny fumarové (jable¢né). Na obrazku 4 je zndzornéna
dréha metabolismu glukosy u plisni rodu Rhizopus. Draha ukazuje klicové body fermentace
glukosy na organické kyseliny a ethanol. Toto schéma zahrnuje biosyntézu kyseliny L-
mlécné, fumarové a ethanolu. Pyruvat, jako meziprodukt, vede k tvorbé organické kyseliny a
vedlejSich produktd. Pro produkci téchto metaboliti jsou klicové ndsledujici eznymy:
pyruvatdekarboxylasa, pyruvatkarboxylasa, alkoholdehydrogenasa, laktatdehydrogenasa,
malatdehydrogenasa a fumarasa. Tyto enzymy urcuji podil vznikajicich produktt [40].
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Obrazek 4: Metabolismus sacharidit u Rhizopus oryzae [40]

U plisni byla prokazéana ptitomnost 3 druhii laktatdehydrogenasy (LDH), a to konkrétné u
plisni rodu Rhizopus. U tohoto druhu byla prokazana ptitomnost jedné NAD-independentni a
dvou NAD-dependetnich isoenzymi. Prvni NAD'-dependentni LDH (LdhA) pievadi pyruvat
na laktat, ale vykazuje zanedbatelnou aktivitu pro reverzni reakce. K produkci tohoto
isoenzymu dochazi béhem pocatecniho ristu a béhem produkce kyseliny mlécné. Druha
NAD"-dependentni LDH (LdhB) pievadi L-laktat na pyruvat a je produkovana kulturami
rostoucimi na nefermentovatelnych substratech, jako je glycerol, ethanol a laktat. Behem
fermentace miize dojit k mirnému poklesu produkce kyseliny mlé¢né po vyCerpani glukosy a
nasledné opét ke zvySeni hladiny kyseliny mlééné. Tento jev je pfisuzovan aktivit¢ LdhB
[40].

U plisni byla zkoumaéna také utilizace pentos na kyselinu mlécnou. Nepodatilo se ji
prozkoumat tak, jako utilizaci hexos (napf. glukosy). Nicméné respirace a produkce xylitolu,
jakoZzto meziproduktu béhem utilizace xylosy plisnémi naznacuje, Ze xylosa je zpracovana
oxida¢né redukéni drahou. Tato draha je pravdépodobné podobna oxida¢né redukéni draze
vyskytujici se u kvasinek utilizujicich xylosu (napt.: Pichia stiptis, Candida shehatae a
Pachysolen tannophilus). Tyto kmeny metabolizuji xylosu pomoci pentosového cyklu
zalozené¢ho na pfeméné xylosy na xylitol pomoci xylosareduktasy. Dale dochazi k preméné
xylitolu na xylulosu pomoci xylitoldehydrogenasy, a ta je nasledné¢ xylulosakinasou

pieménena na xylulosa 5-fosfat, ktery muze byt dale metabolizovan pomoci Embden-
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Meyerhoff-Parnasovy drdhy na pyruvat. Schopnost plisni utilizovat xylosu je dulezita

z hlediska moznosti vyuziti lignocelulosovych materialt jako substratu [40].

2.3.3 Prehled producentu kyseliny mlééné

Kyselina mlé¢nad mize byt produkovdna mikroorganismy patficimi mezi bakterie, plisné,
kvasinky, sinice a fasy. V soucasnosti se studie pifiklani k pouziti smésnych kmenti béhem
fermentace, coz muze poskytnout uzitecné kombinace metabolickych drah pro vyuziti
komplexnich material a nasledné zvyseni produkce kyseliny mlé¢né. Pro zvySeni vytéznosti
a optické Cistoty kyseliny mlécné produkované riznymi mikroorganismy je vyuzivano také

genetické inzenyrstvi [13][48].

2.3.3.1 Bakterialni producenti

Bakterie produkujici kyselinu mléénou zahrnuji divoké ¢i geneticky modifikované
producenty. Mezi bakteridlni producenty patii hlavné bakterie mléného kvaSeni, rod
Bacillus, Escherichia coli a Corynebacterium glutamicum. Bakterialni produkce kyseliny
mlécné ma nekolik omezeni, a to:

- produkce kyseliny L- 1 D-mlé€né pomoci L-laktatdehydrogenasy a D-
laktatdehydrogenasy v daném poftadi;

- nizka vytéznost v disledku tvorby vedlejsich produkti;

- potieba nutricné bohatého média;

- vysoké riziko infekce bakteriofagy, kterd vede k lyzi bun¢k a naslednému zastaveni

produkce kyseliny mlécné [14].

rv s

Bakterie mlécného kvaSeni

Mezi nejcastéjsi producenty kyseliny mlécné patii bakterie mlééného kvaSeni. Bakterie
mlécného kvaseni (BMK) jsou tak nazyvany vzhledem ke schopnosti produkce kyseliny
mlécné jakozto hlavniho (n€¢kdy jediného) produktu fermentace. Bakterie mlééného kvaseni
jsou definovany jako chemotrofni mikroorganismy, které vytvari energii (ATP) substratovou
fosforylaci. Ackoliv tyto bakterie fermentuji cukry za anaerobnich podminek, mohou takeé rtst
za pritomnosti kysliku. Mnoho téchto bakterii tvofi enzymy potiebné pro aerobni dychani, ale
nesyntetizuji hem (né&které bakterie mlééného kvaSeni také postradaji menachinony). Tudiz
dychaci fetézec je ,,nefunk¢ni®, pokud se hem (pro ne€které bakterie i menachinony) nepiida
do kultivacniho média. VétSina BMK jsou katalasové negativni, nepohyblivé, nesporulujici.
Optimalni teplotu ristu maji mezi 20 a 45 °C. Maji vysokou odolnost vici kyselému prostiedi
(pH <5), ¢imz maji vyhodu oproti jinym bakteriim [13][48][49].

Jedna se o pocetnou, morfologicky heterogenni skupinu, nejcastéji koky, krom¢ rodii

Lactobacillus a Carnobacterium, které maji tvar tyCinek. Jde pfedevSim o grampozitivni,
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aerotolerantni nebo anaerobni bakterie, bez béznych anabolickych drah. Podle soucasné
taxonomie BMK patii do kmene Firmicutes, ttida Bacilli, druh Lactobacillales. Mezi bakterie
mlécného kvaSeni patii predevSim rody: Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, QOenococcus, Pediococcus, Streptococcus,

Tetragenococcus, Vagococcus, a Weissella [13][48] [49].

2.3.3.2 Plisne

Plisn¢ jsou po bakteriich nejrozsifenéjSimi producenty kyseliny mléc¢né. Plisn¢€ produkujici
kyselinu mlécnou patii nejcastéji do rodu Rhizopus a produkuji zejména L(+)isomer.
Nejcastéji vyuzivanym producentem rodu Rhizopus je R. oryzae [51].

Tito producenti maji mnoho vyhod ve srovnani s bakteridlnimi producenty. Jsou to hlavné:
amylolytickd schopnost, kterd jim umoziuje utilizaci Skrobnatych substratli bez piedchozi
sacharifikace; nizké pozadavky na Ziviny a nizké naklady na downstream proces diky jejich
vlaknitému nebo peletovému ristu, ktery usnadiiuje izolaci produktu z média oproti bakteriim
¢i kvasinkdm. Plisnovd biomasa tvoii také cenny vedlejsi produkt fermentace. Ruzné
morfologické formy ristu plisni (vlaknitd forma, myceliové rohoZze, pelety nebo shluky) maji
vyznamny vliv na reologii fermenta¢niho média, dodavani kysliku a na urovenn produkce
kyseliny mlécné. Rust plisni v malych peletach je preferovanou morfologii pro primyslovou
fermentaci, jelikoZz zvySuje reologii a pfenos hmoty ve fermentacnim médiu a muize byt
vyuzito pro dlouhé operace pouzivané v opakované vsadkové fermentaci. Produkce kyseliny
mlécné plisnémi ma 1 urcitd omezeni, a to: moznost produkce vedlejSich produktti (ethanol,
kyselina fumarova); vyssi pozadavky na kyslik a vlaknita forma omezujici moznosti michani,

pienosu hmoty a izolace produktu z média [14][41][52].

2.3.3.3 Kvasinky

Jednou z hlavnich ekonomickych ptekazek pro komercni produkei kyseliny mlécné je
nakladny postup potfebny k oddéleni a purifikaci produktu z fermenta¢niho média. Kvasinky
ziskaly v posledni dobé velkou pozornost jako producenti kyseliny mlécné, protoze mohou
rist v mineralnich médiich, kterd mohou usnadnit dalsi regeneraci kyseliny mlécné. Navic
kvasinky maji schopnost tolerance pH az 1,5, coz umoziiuje fermentaci bez nutnosti
neutralizace. Takto nizké pH navic eliminuje regeneraci vysraZené¢ho laktatu (laktatu
vapenatého), coz by vedlo ke snizeni ndkladii na neutraliza¢ni Cinidla (napt. uhlicitan
vapenaty). Pfestoze vétSina divokych kvasinek pfirozené produkuje malé mnozstvi kyseliny
mlécné, bylo vyvinuto velké usili v modifikaci kvasinek pro produkci kyseliny mlécné.
Produkei kyseliny mlééné s vys$Simi vytézky lze ziskat ¢astecnym nebo Uplnym nahrazenim

produkce ethanolu deleci aktivity pyruvatdekarboxyldzy a/nebo pyruvatdehydrogenazy [14].
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RGzné rody kvasinek (Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Candida, Pichia a
Kluyveromyces) byly upraveny k produkci kyseliny mlééné. Nedavné pokroky v oblasti
kvasinkového inzenyrstvi se soustfedily na pouziti jinych druhli cukrl, nez je glukosa ¢i
xylosa. Byl vytvoten kmen Saccharomyces cerevisiae exprimujici gen B-glukosidazy ziskany
z Aspergillus aculeatus, aby kvasinka mohla vyuzivat celobiosu jako substrat. Jsou vSak nutné
dalsi studie zabyvajici se produkci kyseliny mlééné z oligosacharidi a polysacharidl

prostiednictvim integrace piislusnych genii do genomu kment kvasinek [14][53].

2.3.3.4 Mikrorasy a sinice

Po objevu globalniho oteplovani vzrista zajem o procesy, které spojuji zachycovani CO> s
cennou chemickou syntézou za pouziti fotosyntetickych mikroorganismt. Fotosyntetické
mikroorganismy (napf. fasy a sinice/cyanobakterie) nabizeji alternativni piistup k produkci
kyseliny mlécné a umoziuji eliminovat naklady na sacharidické suroviny. Neékteré mikrotasy
maji schopnost prevést Skrob akumulovany za ptitomnosti svétla a aerobnich podminek, na
organické latky, jako kyselina mlécnd, ethanol, kyselina octova a kyselina mraven¢i v
tmavych a anaerobnich podminkach. Sinice (cyanobakterie) maji n€kolik vyhod, zahrnujicich
jejich fotosyntetické schopnosti, jednoduché vstupni pozadavky (zejména slunecni svétlo,
CO2 a voda s nékolika nutnymi mineralnimi Zivinami), moznost genetického inzenyrstvi,

které by mohly byt vyuzivany k feSeni globalnich zmén klimatu [14].

2.3.4 Vyuziti kyseliny mlécné

Kyselina mlé¢na patii mezi univerzalni latky s Sirokym uplatnénim. Nejcastéj$i vyuziti
nachazi napt. jako: okyselujici pfipravek, ochucovadlo a konzervacni piipravek
v potravinaiském pramyslu. Kyselina mlé¢na nachazi Siroké uplatnéni ve farmaceutickém a
kosmetickém pramyslu. Je pfidavana do lokéalnich masti, pletovych vod, roztokt proti akné,
zvlh¢ovadel, parenteralnich roztokl a jako antibakterialni ¢inidlo pii dialyzacnich aplikacich.
Ve formé laktatu vapenatého ¢i hofecnatého se vyuziva jako dopln€k stravy pfi suplementaci
vapniku a hot¢iku. Estery kyseliny mlécné, jako je ethyl- nebo butyllaktdt mohou byt pouzity
jako ekologicka rozpoustédla. Dalsi uplatnéni nachéazi naptiklad v kozedélném a textilnim
priamyslu 1 jako surovina pii vyrobé chemickych sloucenin [41][44] [54].

Nedavno se zvysil zajem o produkcei kyseliny L-mlé¢né, jelikoZ by mohla byt vyuZita jako
monomer pro vyrobu kyseliny polymlééné vyuZzitelné jako polymer pro Iékaiské a biologicky
rozlozitelné plasty Setrné k Zivotnimu prostiedi, které mohou nahradit synteticky vyrobené

plasty z ropnych surovin [55][56].
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Obrazek 5: Schéma moznosti vyuziti kyseliny mlécné [57]

2.3.5 Polymery kyseliny mlé¢né

V soucasnosti se zvysuje poptavka po kyselin€ mlécné pro vyrobu kyseliny poly-mlééné
(PLA). Tento biopolymer je biologicky odbouratelny, proto je vhodnou ekologickou
alternativou plast ziskanych z ropnych produktii. Polymery kyseliny mlééné jsou
biodegradabilni termoplasty. Jsou pruhledné a jejich degradaci lze ovladat nastavenim slozeni
a molekulové hmotnosti. Jejich vlastnosti se blizi vlastnostem plastli vyrobenych z ropnych
derivata [13][14][44].

Kyselina poly-mlé¢na Ize pouzit na vyrobu chirurgickych stehti, ortopedickych implantatd,
zasobnikl na Iéky a jednorazovych spotiebnich vyrobki. Poly-(L-mlécné kyselina) s nizkym
stupném polymerace miZze pomoci pii fizeném uvolnéni nebo rozkladu kompostové vrstvy
pro rozmanité zemédélské ucely. Nahrazeni plastii produkovanych z ropnych produkti plasty

vyrobenymi z kyseliny mlécné by vyrazn€ zmirnilo problémy s likvidaci odpadu [14][44].

2.4 Ethanol

Nazyvany také ethylalkohol, alkohol nebo lih. Je kapalina s vodou neomezené misitelna,
s teplotou varu 78 °C. Ma& mirné dezinfekéni ucinky. Fyzikalné jde o bezbarvou kapalinu
ostré, ale po ziedéni pfijemné alkoholické ving. Je snadno zapalny, proto je klasifikovan jako
hoflavina 1. tiidy [58].
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2.4.1 Vyroba
Ethanol se primyslové vyrabi také dvéma zptisoby:
* Chemicky — kysele katalyzovanou hydrataci ethenu

* Biotechnologicky — fermentacnim procesem

Z celosvétové produkce ethanolu je 93 % vyrobeno fermentacné a zbylych 7 % se vyrabi

chemicky hydrataci ethenu [58].

2.4.1.1 Chemicka syntéza

Chemicky se ethanol vyrabi pfimou katalytickou hydrataci ethenu za pfitomnosti vodni
pary a za pouziti kyseliny fosfore¢né adsorbované na povrchu pevné latky (oxidu
kfemicitého) jako katalyzatoru v reaktoru spevnou vrstvou. Reakce je exotermni a
reverzibilni:

C,H, (g) + H,O (1)« 22er_ s H,OH (1)

Z rovnovazné rovnice, je zifejmé, ze konverze ethenu na ethanol probihd za nizké teploty,

vysokého tlaku a vysoké koncentrace pary [58].

Pro dosazeni piijatelnych reak¢nich rychlosti je pouzita teplota cca 500 K za piitomnosti
katalyzatoru. ZvySeni tlaku také posouva reakci na stranu produktu, avSak také zptsobuje
polymeraci ethylenu. Vyssi tlak také znamend zvySeni nakladii. V praxi je tento proces
provozovan pfi tlaku 60 az 70 MPa. Produkt obsahuje vysoky pomér vody a je destilovan na
95 hm % [58].

2.4.1.2 Biotechnologicky proces

Ethanol produkovany fermentac¢ni technologii je nazyvan bioethanol. Ten nachazi
nejcastéjsSi vyuziti jako biopalivo. Nejcastéji pouzivanym druhem kvasinek pro produkci
bioethanolu jsou kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae. Proces probihd ptevazné
anaerobné¢, avSak provzdusnéni média na pocatku fermentace je piiznivé pro nartst bunck a
jejich aktivitu. Kvasinky pfimo zkvasuji pouze monosacharidy. Polysacharidy je nutno ptred
fermentaci hydrolyzovat na monosacharidy pomoci enzyml ziskanych zjinych
mikroorganismil nebo ptidanim latek, zpravidla kyselin, které jsou schopny polysacharidy
hydrolyzovat [59].

2.4.1.3 Termochemické procesy pro vyrobu bioethanolu

V posledni dobé je predmétem vyzkumu vyuZiti termochemickych procesii pro vyrobu
bioethanolu. Existuji dva zplsoby vyroby bioethanolu vyuZzivajici termochemické reakce.
Tyto procesy jsou vyuzivany piedevsim v ptipadé pouziti celulosové biomasy. Prvni proces je

ve skuteCnosti kombinaci termochemického a biologického procesu. Celulosové materialy se
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nejprve za tepla zplynuji a syntézni plyn (smés vodiku a oxidu uhli¢itého) probublava
specidlné zkonstruovanym fermentorem. Geneticky modifikované mikroorganismy, které jsou
schopny konverze syntézniho plynu, jsou zavadény do fermentacnich nadrzi za urcitych

podminek, které umoznuji fermentaci na bioethanol [60].

Druhy termochemicky proces vyroby bioethanolu nevyuziva zZadné mikroorganismy. Zde
dochazi nejprve ke zplynéni biomasy asyntézni plyn nasledné¢ prochazi reaktorem
obsahujicim katalyzator prevadéjici syntézni plyn na bioethanol. Bylo provedeno mnoho
pokusii k vyuziti termochemického zptisobu vyroby bioethanolu v praxi. Vytézky bioethanolu
byly az 50 % zapouziti tohoto procesu. Né&které procesy, které¢ jako prvni produkuji
methanol, lze katalyticky posunout na vyrobu bioethanolu, dosahuji az 80% vytézkl
bioethanolu. Bohuzel stejné¢ jako ostatni procesy, nalezeni nizkonakladového
termochemického procesu je pomérné obtizné. Termochemické procesy se zdaji byt slibnéjsi
nez biologické pro preménu ligninové frakce celulosové biomasy. Tento fakt mlze mit
negativni vliv na enzymatické hydrolyzy, ale slouzi také jako zdroj energie procesu a
potencialnich vedlejSich produktl, které¢ maji vyznamny piinos v zivotnim cyklu [60].

2.4.2 Biochemie ethanolového kvaSeni

Ethanolové kvaSeni je proces vyroby ethanolu zaloZeny na rozkladu sacharidli plisobenim
enzymi mikrobidlni buiiky (vétSinou se jednd o builky kvasinek). Tento proces probiha
anaerobné, tedy bez pfistupu vzduchu. U kvasinek se v§ak nemusi jednat o striktné anaerobni
podminky. Mlze byt zddané mirné provzdu$néni média na pocatku fermentace, aby bunky
mikroorganismu mirné narostly a zvysila se jejich aktivita. Rozklad sacharidii je doprovazen
uvoliiovanim energie. Tato energie je z Casti fixovana ve formé ATP a zbytek je preménén na

teplo. Ethanolovou fermentaci Ize popsat Guy-Lussacovou rovnici [59][61]:

CH,0, — 2C,HOH + 2CO, M

Tato rovnice je 1 sumdrnim vyjadienim Embden-Meyerhofovy drahy (EMP) a vychézi
zni, ze ze 100 % hm. glukosy vznikne 51,14 % hm. ethanolu a 48,6 % hm. oxidu uhli¢itého.
Guy-Lussacovu rovnici lze upravit 1 pro stanoveni teoretick¢ho vytézku ethanolu z jinych

sacharidd. Pro fermentaci zcukienych Skrobnatych zépar se uvazuje nasledujici rovnice:

(C,H,O;). +n H,0 — 2nC,H,OH + 2nCO, 2

Podle ni Ize urcit teoreticka vytéznost ethanolu ze Skrobu na 56,83 hm. %. Prakticka
vytéznost ethanolu se vSak lisi, jelikoz dochdzi ke ztratam zkvaSovaného cukru na rist
kvasinek a na tvorbu dalSich metaboliti. Kromé ethanolu a oxidu uhli¢itého vznikd 1 6 %
vedlejsich produktii, kterymi jsou vyssi alifatické uhlovodiky, které se nazyvaji priboudlina.

Zde patii naptiklad glycerol, 2,3-butylenglykol, acetoin, acetaldehyd, kyselina mravenci,
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octova, mlécna. Priboudlina vznika i dasledkem rastu kvasinek, které tvori i sekundarni
metabolity. MnoZstvi a vznik téchto latek jsou zavislé na okolnich podminkach (napf.:

teplota, mnozstvi dusikatych latek) a charakteristice vybraného druhu kvasinek [61][62].

NejvyznamnéjSimi vedlej$imi produkty lihového kvaseni jsou glycerol a nékteré organické
kyseliny a jejich estery. Tyto vedlejsi produkty pii vyrobé lihu jsou vétSinou nezadouci a
snazime se zabranit jejich vzniku. Tvorbu glycerolu Ize ovlivnit podminkami fermentace, jako
hodnota pH, obsah sifiitanu, téZ vybérem kvasinkové kultury. Organické kyseliny vétSinou
vznikaji v ptitomnosti kysliku v médiu [61][62].

Kromé¢ ethanolového kvaseni vychézejiciho z glykolyzy mize vzniknout ethanol i drahou
nazyvanou Entner-Doudoroffova. Tuto metabolickou drahu vyuzivaji bakterie rodu
Zymomonas. U této drahy dochazi k fosforylaci glukosy na glukosu-6-fosfat. Piechazi
pusobenim glukosa-P-dehydrogenasy na kyselinu 6-P-glukonovou, které je dehydratovana na
kyselinu 2-keto-3deosy-6-P-glukonovou. Ta je u¢inkem aldolasy $tépena na glyceraldehyd-3-
P a kyselinu pyrohroznovou. Obé& slouceniny jsou nasledné pfeméiovany na ethanol a oxid

uhlicity, stejné jako pfi etanolovém kvaseni [61][62].

2.4.3 Mikroorganismy

Nejpouzivangj$imi producenty ethanolu jsou kvasinky S. cerevisiae a bakterie Zymomonas
mobilis, které jsou schopny kvasit hexosy. Oba tyto mikroorganismy jsou uzpusobeny pro
alkoholové kvaseni, maji vysokou toleranci k ethanolu a jsou pfistupné genetickym
modifikacim. Nejsou vSak schopny fermentovat pentosy. Momentalné je predmétem
vyzkumu fermentace xylosy a ostatnich pentos na ethanol pomoci kvasinek Candida shehatae
a Pichia stipitis, které nabizi dobry potencial i pfes nizkou toleranci k ethanolu a inaktivité
pii nizkém pH [63]. Bakterie Pachysolen tannophilus a Escherichia coli maji schopnost
fermentovat hexosy i pentosy [63]. Kluyveromyces marxianus je termofilni kvasinka
s moznosti ristu pii teplotach az 52 °C a je schopna fermentovat Siroké spektrum cukri.
Vysoka koncentrace cukrti vSak ovliviiuje kone¢né vytézky ethanolu. Jeji nevyhodou je vSak
nizka tolerance ethanolu a nizké vytézky béhem fermentace xylosy [63]. Termofilni bakterie
(napt.  Thermoanaerobacterium  saccharolyticum, Thermoanaerobacter  ethanolicus,
Clostridium thermocellum) jsou ptisné anaerobni, odolné vici velmi vysokym teplotam (az
70 °C). Tyto bakterie mohou fermentovat rtizné druhy cukri, maji celulolytickou aktivitu, ale

nizkou toleranci vuci ethanolu [58][63].

Dals§im predmétem vyzkumu v oblasti produkce bioethanolu jsou geneticky modifikované
mikroorganismy schopné produkovat vyssi mnozstvi celulas, xylanas a hemicelulas. Tyto
mikroorganismy by mohly pfeménit zemédé€lské odpady (napi.: kukufi¢né pice, slamu,
vylisky cukrové titiny) a energetické plodiny (napf.: proso) na fermentovatelné cukry. Vyvoj

geneticky modifikovanych fermentacnich a celulolytickych mikroorganisma je vhodny pro
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zvySeni vytézki bioethanolu a produktivity béhem stresovych podminek doprovazejicich
produkci vétsich koncentraci bioethanolu [58][63].

Genetické inzenyrstvi slavilo také Uspéch tUpravou S. cerevisiae, aby byla schopna
fermentovat zaroven glukosu a pentosy. Byla zkoumdna i modifikovana S. cerevisiae se
schopnosti fermentace riznych druhii sacharidi a zaroven s mensi produkci furfuralovych
inhibitorti. Také Z. mobilis zistava stale v poptedi zajmu diky schopnosti vysokych vytézkl
ethanolu a odolnosti viici vysoké teploté¢ az 40 °C. Byla zavedena fada genti a heterologni
exprese u této bakterie, aby se rozsifila jeji i€innost i na jiné substraty, konkrétné xylosu a
arabinosu. Geneticky upravena Z. mobilis 1 S. cerevisiae prokazaly vysokou vytéznost
ethanolu a pfizptsobivost. Rozsifeni produkce ethanolu pomoci geneticky upravenych plisni
(napt.: T.reesei a Basidiomycetes) s vhodnymi lignocelulolytickymi vlastnostmi za nizkého
pH a vysokych teplot je také slibnym krokem v biokonverzi ethanolu. Nékteré rody, jako
Candida, Pichia a Dekkera, byly izolovany z melasy, nicméné produkovaly nizké
koncentrace ethanolu a kyselinu octovou, ktera je inhibitorem ethanolové fermentace. Nekteré
ptirodni druhy divokych kvasinek maji schopnost nahradit S. cerevisiae pii vyrobé druhé
generace bioethanolu. Nicméné jejich nevyhodou jsou nizké vytézky bioethanolu a malé

schopnost pfeziti ve fermentoru, coz by potiebovalo dalsi vylepSeni [58][63].

K tvorbé ethanolu dochézi i u jinych druhl bakterii, avSak zde je pouze jako vedlejsi
produkt. Ethanol vznika napiiklad pii aceton-butanolové fermentaci u bakterii Aeromonas
hydrophila, Bacillus polymyxa a Aerobacter indologenes. Bakterie Clostridium
thermosaccharolyticum a Clostridium thermocellum tvoti z celulosy a hemicelulosy smés
laktatu, acetatu a ethanolu. Bacillus macerans produkuje ethanol spolu s acetdtem, oxidem

uhlicitym, acetonem a plynnym vodikem [58][63].

2.4.4 Suroviny vhodné k ethanolové fermentaci

Nejcastéji pouzivanou surovinou jsou rostliny obsahujici vys$$i mnozstvi Skrobu a
sacharidi. Rostliny obsahujici pouze Sestiuhlikaté monosacharidy se fermentuji piimo.
Polysacharidy a oligosacharidy v suroviné musi byt pfed fermentaci upraveny tak, aby se
rozlozily na monosacharidy, tento proces se nazyva hydrolyza. Hydrolyza mize byt
enzymaticka, alkalicka ¢i kysela, podle druhu substratu. Ne vzdy je nutné k suroviné piidat
komer¢ni enzym, nékteré mikroorganismy maji enzymatické vybaveni a jsou schopny
substrat hydrolyzovat. V posledni dobé se zvySuje pocet mikroorganismi schopnych
hydrolyzy vysSich sacharidi diky technikdm genového inzenyrstvi. Podle druhu biomasy

na vyrobu bioethanolu, se mliZze vyroba rozdélit do tii skupin:

- vyroba zbiomasy obsahujici jednoduché cukry (napi.: cukrova fepa, cukrova

titina),
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- vyroba z biomasy obsahujici Skrob (napf.: obiloviny, brambory, topinambury),

- vyroby z lignocelulosové biomasy (napf.: slama, rychle rostouci dfeviny, Stépky,
odpadni papir) [59][64].

2.4.5 Vyuziti ethanolu

Pouziti ethanolu je pfedev$im ve spalovacich motorech jako pohonna hmota. Vzhledem
k vlastnostem ethanolu se v praxi nepouziva Cisty, ale pouze jako ptisada do konvencnich
mineralnich paliv v mnozstvi 5 az 10 %. Nizky piidavek bioethanolu do paliva neméni
vyrazn¢ jeho vlastnosti a neni potieba proto upravovat spalovaci motory automobilti. Pfidavek
ethanolu do paliva zvySuje oktanové Cislo a snizuje mnozstvi emisi CO2 [59][63][64].

Nejznaméjsi pouziti ethanolu je v potravinafstvi na vyrobu alkoholickych napoju.
V Iékaistvi a farmacii se pouzivd jako rozpoustédlo (napt. jodu, tim vznika tzv. jodova
tinktura), na extrakci nebo c¢iSténi drog/léCivych latek pii piipravé nékterych kapalnych
piipravka pro vnitini 1 vnéj$i pouziti a k dezinfekci neporanéné kiize. V oblasti kosmetiky se
uplatiiuje pii vyrobé deodorantli. Tento alkohol mé své misto 1 pfi vyrobé Cisticich prosttedkd.
V chemickém pramyslu se pouziva jako surovina, zejména pii vyrobé dalSich organickych
sloucenin: kyseliny octové, ethenu, diethyletheru, ethylacetatu, ethylakrylatu, ethylaminu,
diethylaminu, triethylaminu aj. [59][63][64].

2.5 Anaerobni digesce

Anaerobni digesce (AD) je biochemicky proces, ktery preméiuje celou fadu organickych
latek s pouzitim ptirozené se vyskytujicich mikroorganisma bez pfistupu kysliku za vzniku
plynnych smési. Ty se skladaji pfedevSim z methanu a oxidu uhli¢itého a oznacuji se jako
bioplyn. Anaerobni digesce je pouzivana pro vyrobu bioenergie z ruznych organickych
surovin, jako jsou lesni a zeméd¢lské zbytky, zivo¢isny hntij, organicky odpad, potravinarsky
odpad a energetické plodiny. Slouzi k vyrobé energie z obnovitelnych zdrojti, odstranovani
odpadui, zmirnovani emisi sklenikovych plyni a zajisténi energetické bezpecnosti. V roce
2013 bylo v Evrop¢ provozovano vice nez 14 500 komerc¢nich zatizeni [65][66][67].

Proces anaerobni digesce je kombinaci velkého mnozstvi biochemickych a fyzikalné-
chemickych reakci. Ty mohou byt v zdsadé kategorizovany jako: dezintegrace, hydrolyza,
fermentace (acidogeneze), acetogeneze (tvorba acetdtu) a metanogeneze (tvorba methanu)
[65].

2.5.1 Produkce organickych kyselin s kratkym retézcem
Organické kyseliny s kratkym fetézcem byvaji také oznacovany také jako tékavé mastné
kyseliny ¢i kratké mastné kyseliny. Tyto kyseliny vznikaji jako meziprodukty acidogenniho

kroku anaerobni digesce a jsou prekurzory pro mnozstvi dalSich produktt: bioplynu (pomoci
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metanogeneze), pohonnych latek na bazi alkoholu (napf. ethanol a butanol), biologicky
rozlozitelného plastu (polyhydroxyalkanoaty). Organické kyseliny vyrobené béhem AD,
zejména kyselina octova, miize byt pouzita pro vyrobu polyvinylacetatu. Déle je lze pouzit
k rastu kvasinek akumulujicich lipidy (Yarrowia lipolytica), které se dale pouzivaji jako
surovina pro vyrobu bionafty [68][69][70][71].

Produkce organickych kyselin s kratkym fetézcem pomoci smésnych mikrobialnich kultur
vyzaduje potlaceni mikroorganismii spotiebovavajicich tyto kyseliny, zejména metanogeny.
Metanogenezi lze zabranit inhibici metanogenti chemikaliemi (2-bromethansulfonat,
jodpropan), tepelnymi Soky ¢i ptisobenim kyselin. VSechny tyto zptsoby inhibice jsou vSak
problematické z hlediska prtimyslového pouziti a kvili vy$$im provoznim nékladim.
V ptipadé pouziti 2-bromethansulfonatu a jodpropanu byl problém pii dlouhodobych
procesech, ponévadz se na né¢ mikroorganismy adaptovaly a bylo nutno zvySovat davkovani.
Je tedy potieba nalézt vhodné metody kontrolujici methanogenni aktivitu. Tato metoda by
méla byt levna a pouzitelna ve vétSim méftitku, aby zaroven byla maximalizovdna produkce
organickych kyselin. Jako vhodnd metoda se nabizi mikroaerace média, kterd inhibuje striktné
anaerobni metanogenni mikroorganismy. Mikroaerace média je jednou z nejSetrnéjSich metod

inhibice striktné anaerobnich mikroorganismt k zivotnimu prostiedi [67][68][72][73][74].

2.5.2 Mikroaeraéni metoda

Pouzivani kysliku v anaerobnim procesu vyzaduje definici specifického terminu. Pojem
»mikroaerace je pouzivan jiz delsi dobu, avSak v prib¢chu let se jeho pouziti stalo matoucim
vzhledem k tomu, Ze jej autofi pouzivaji v rizném kontextu. Pojem ,,mikroaerace je riiznymi
autory definovan nésledovné: ,,pouziti omezeného mnozstvi vzduchu v anaerobnim procesu;
pouziti malého mnozstvi kysliku rozpusténého v médiu; pouziti kysliku s nasycenim < 10 %
O2; pouziti kysliku az do urcité frakce (10 - 15%) celkového organického zatiZeni; rozsah
rozpusténého kysliku, pfi kterém dochézi k optimalnimu rastu mikroaerofilnich organismu
(<I uM); rezim nizké rychlosti pienosu kysliku®“. Tento pojem lze zjednodusen¢ definovat
jako: "proces, kdy se do zdkladniho anaerobniho biochemického procesu zavadi urcité
mnozstvi kysliku, takze zde mohou byt soucasné anaerobni i aerobni biologické aktivity v

jednom bioreaktoru" [65].

Byly prokéazany pozitivni G€inky mikroaerace na snadno degradovatelné substraty za zvySené
produkce organickych kyseliny s kratkym fetézcem o témét 330 % po 4 dnech mikroaerace.
Pozitivni u¢inky jsou pravdépodobné zpusobeny zvySenou aktivitou piipadnych
hydrolytickych a acidogennich mikroorganismli za mikroaerobnich podminek. Bylo zjiSténo,
ze ucinnost acidogeneze zévisi na stupni okysliCovani. Nékteré studie uvadéji pozitivni
ucinky mikroaerace na hydrolyzu riznych substrati vcéetné primarniho kalu, Cerstvych

odpadt, potravinovych ¢i rostlinnych odpadt. Synergicky ucinek inhibice methanogeni a
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podpora riistu fakultativnich mikroorganismil mikroaeraci by tak mohl u¢inné zvysit produkci
organickych kyselin s kratkym fetézcem [67][72][75][76].

2.6 Vybrané analytické metody

2.6.1 Stanoveni redukujicich cukrii metodou Somogyi-Nelsona

Metoda je zalozena na redukci médnatych iontd (Cu?") na médné (Cu’) pomoci
redukujicich sacharidii. Tyto ionty jsou obsazeny v tzv. Somogyiho ¢inidle a reakce probiha
v alkalickém prostfedi za zvyseni teploty (100 °C). Médné ionty nasledné redukuji
arsenomolybdenanovy komplex, ktery se pfipravuje smichanim molybdenanu amonného
[(NH4)6M07024] a hydrogenarseni¢nanu sodného (Na,HAsO7) za pfitomnosti kyseliny sirové
a vody. Tento komplex je nazyvan Nelsonovym ¢inidlem. Redukci Nelsonova ¢inidla vznika
modrozeleny komplex, jehoz koncentrace se urCi z méfeni absorbance ptfi 540 nm proti

slepému vzorku [77].

Tato reakce neni stechiometrickd a musi byt proto stanovena kalibra¢ni kfivka sacharidd,
které jsou stanovovany nebo D-glukosy. Mnozstvi redukujicich cukr je dale vypocteno
na zaklad¢ kalibra¢ni kiivky. Za standardnich podminek je pfesnost Somogyi-Nelsonovy
metody + 0,01 mg pro D-glukosu, D-galaktosu a maltosu. NejptfesnéjSich vysledki je
dosazeno, pokud se tato metoda provadi v inertni atmosféie a pokud méfena koncentrace
nepiesahuje 1 g-I"!. Pokud neni k dispozici spektrofotometr, je mozno tuto metodu provadét
kvalitativné [77][78].

2.6.2 Turbidimetrie

Tato pomérné rychléd a G¢inna metoda je také vyuzivana pro odhad poctu bun¢k v tekutém
médiu pfi stanoveni velkého poctu kultur najednou. Turbidimetrickd méfeni pouZzivaji
pro kvantifikaci zeslabeni zafeni rozptylené¢ho na velkych casticich veli¢inu, kterd se nazyva
optickd hustota (OD = optical density). Opticka hustota se miize prepocitat na mnozstvi
bunck. Jako slepy vzorek k nastaveni 100% transmitance se pouziva Cisté nezaockované
médium. Podle barvy roztoku, resp. média se mohou ménit vinové délky, a to 420 nm pro Ciré

roztoky, 540 nm pro svétle zluté a 600 az 625 nm pro zluté a hnédé roztoky [79].
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2.6.3 HPLC
HPLC je zkratkou anglického ,High-Performance Liquid Chromatography®, coz

v pfekladu znamend vysokoUc¢innd kapalinova chromatografie. Tato chromatograficka
technika slouZi k separaci slozek vzorku za tcelem stanoveni pfitomnosti a koncentrace
danych slozek ve vzorku. Muze slouzit také k izolaci jednotlivych slozek, coz se nazyva
preparativni chromatografie. Aparatura HPLC se lisi od béZzné sloupcové zejména piitomnosti
vysokotlakého Cerpadla umoznujiciho pratok mobilni faze kolonou o mensich rozmérech.
V kolon¢ je vazéna staciondrni faze na castice s velikosti né€kolik mikrometri. Dané
uspotadani je pfi¢inou vyssi ucinnosti separace latek za kratSi dobu, oproti klasické sloupcové
chromatografii [80][81].

Pritomnost analytl protékajicich kolonou je zaznamenavana riznymi zptisoby detekce, a to
zménou indexu lomu, UV-VIS absorpce s ménitelnou vinovou délkou, fluorescence po
excitaci vhodnou vlnovou délkou nebo elektrochemickou reakci. K detekci mtize byt také
pouzita hmotnostni spektrometrie, kterd mize poskytovat kromé detekce separovanych latek 1
informaci o struktufe oddélenych analyti a jejich identifikaci [80][81].

HPLC kolona detektor
zésobni 14hev — gl Ly = ' ———¢
s mobilni fazi ;

autosampler,

Fy =1
—— ) injektor : odpadni lahev
L % ,: P L ——
- B g T
vzorek 1 i %IIII
cerpadlo PC na sbeér a analyzu dat

Obrazek 6 - Schéematické znazornéni HPLC pristroje

2.6.4 Stanoveni anthokyani pH-diferencidlni metodou

Zaklady pH-diferencialni metody byly poloZeny jiZ v roce 1948. Védci Sondheimer and
Kertesz fedstavili koncept ur€ovani mnozstvi anthokyand v materidlu méfenim zmeén
absorbance pfi dvou riznych hodnotach pH (3,4 a 2,0). Pozd¢jsi vyzkumy vedly k upfesnéni
téchto hodnot pH na 1,0 a 4,5 [82].

Vlivem pH dochézi u anthokyanovych pigmenti k vratnym strukturdlnim preménadm. Tuto
vlastnost je mozné vyuzit k vlastnimu meéteni. Zatimco pti pH 1,0 ptevlada barevnd oxoniova

forma, pti pH 4,5 pievlada hemiketalova forma, ktera je bezbarva [82].
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Méfeni rozdilu absorbanci probihd pii vinové délce 510-520 nm, kdy u anthokyant
dochazi k maximalni absorpci zafeni. Tento rozdil absorbanci je Umérny koncentraci
monomerniho pigmentu. DalS§i méteni, pti vinové délce 700 nm, je provadéno z davodu
korekce chyby v méfeni, zpiisobené vlivem zdkalu. Hodnoty naméfené pii této vlnove délce
jsou od hodnot naméfenych pii prnim méteni odecitany. Obsah pigmentu je nasledné spocitan
pouzitim naméfené absorbance pii Amax, molekulové hmotnosti pigmentu a molarniho
absorpcniho koeficientu majoritniho anthokyanu v proméfovaném materidlu. Vzhledem
k tomu, ze anthokyanové polymery nepodléhaji zménam zbarveni vlivem pH, nemohou byt
méfeny touto metodou. Nameéfend hodnota koncentrace se proto uvadi jako hodnota
koncentrace monomerniho pigmentu. Tato metoda pro stanoveni anthokyanti je pomérné
rychla a presna [82][83].

2.6.5 Stanoveni celkovych fenolickych liatek metodou podle Folin-Ciocalteua

Spektrofotometricka  metoda  stanoveni celkovych  fenolickych  latek  pomoci
Folin-Ciocalteuova cinidla je zaloZzena na reakci molybdenanu sodného a wolframanu
sodného s fenolickymi latkami v alkalickém prostedi. Dochazi ke vzniku modie zbarvené¢ho
komplexu, jehoz intenzita lze méfit spektrofotometricky pii vinové délce 750 nm. Folin-
Ciocalteuovo ¢inidlo lze pfipravit smichdnim danych mnozZstvi wolframanu sodného,
molybdenanu sodného, koncentrované kyseliny chlorovodikové, destilované vody, kyseliny
fosfore¢né a siranu sodného. Principem zmény zbarveni je oxidacné-redukéni reakce mezi
fenolickou skupinou a Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem [84][85].

V literatufe vénujici se této metod€ se pomérné znacné lisi mnoZstvi a pomér pouzitych
¢inidel a vzorku, stejn¢ jako doba, po kterou je nutné nechat latky reagovat. Folin-
Ciocalteuova metoda je vyuzivana také pro stanovovani aktivity antioxidant. To souvisi se
skutecnosti, ze touto metodou je proméfovana schopnost materidlu redukovat Folin-
Ciocalteuovo cinidlo, coz samoziejmée s antioxidacnimi vlastnosti souvisi. V tomto ohledu je
vSak presnéjsi méné pouzivana metoda ptimého méteni absorbance vzorku pti A = 280 nm. Ta
je zalozena na charakteristické absorpci benzenového jadra, které fenolické latky obsahuji a je

tedy mén¢ ovlivnéna oxida¢nimi vlastnostmi analyzovaného materialu [86].

2.6.6 FOS/TAC titra¢ni metoda

Titra¢ni metodou FOS/TAC lze stanovit stabilitu procesu anaerobni degradace a jedna se o
indikator pro hodnoceni fermentacnich procest. Vysledkem je hodnota tvofena ze dvou
parametrd, a to obsahu organickych kyselin s kratkym fetézcem (FOS) a pufrovaci kapacity
(TAC). TAC je zkratka pro celkovy anorganicky uhlik (zdkladni pufrovaci kapacita). Stabilita
anaerobniho procesu muze byt posouzena bud’ znalosti jednotlivych parametrii (organické

kyseliny a kapacity pufru) nebo vzajemnym vztahem téchto parametrti. Pokud je pomeér
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organickych kyselin velmi vysoky (napt. vétsi nez 10 g/l), znamena to, Ze metabolismus je
neuplny, coz muze vést k inhibici procesu. Tento efekt vSak neni tak vyrazny, jestlize je
soucasn¢ v systému dostatecnd pufrovaci kapacita. Podle hydroanalytickych parametri
kyselinové a alkalické kapacity a analyz provedenych Nordmannem. Titracni metoda, ktera se
dnes pouziva pro stanoveni FOS a TAC i v bioplynovych stanicich. Pro vypocty je pouzivana
metoda podle Nordmanna [87][88][89].
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3 Cile prace

Cilem této disertacni prace je sledovani vyuZitelnosti vybranych potravinarskych

odpadnich materialti jako potencidlniho zdroje uhliku pro rst mikroorganismi a s tim

souvisejici produkei vybranych metaboliti. Soucasti prace je také testovani mikroaerobni

pfedupravy lignocelulosového materidlu pfed anaerobni digesci, které¢ bylo soucasti

zahrani¢ni staze na ZHAW (Zurich University of Applied Sciences) ve Svycarsku.

Cile prace:

Vybér a charakterizace vhodného odpadu z potravinaiskych vyrob
Nalezeni vhodné predipravy odpadniho materidlu pied fermentaci
Nalezeni vhodného mikrobidlniho producenta

Provedeni nékolika fermentaci, navrh optimalnich podminek, vyhodnoceni vytézki
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Pouzité pristroje a chemikalie

4.1.1 Pouzité chemikalie

Stanoveni redukujicich sacharidi: kyselina sirova 96% - p.a., Lach-Ner; uhli¢itan sodny
bezvody, Penta; hydrogenuhlic¢itan sodny, Penta; Seignettova sil p.a., Lach-Ner; siran sodny
p.a., Lach-Ner; pentahydrat siranu médnatého p.a., Lach-Ner; molybdenan amonny
tetrahydrat, MACH; heptahydrat hydrogenarseni¢nanu sodného, Sigma Aldrich; D-gluko6za

bezvoda p.a., Penta.

Standardy: glukoéza bezvoda, p.a., Lach-Ner; galakt6za, Sigma Aldrich; ethanol 99%,
Merck; arabinosa, Sigma-Aldrich; kyselina mlécnd, Sigma-Aldrich; kyselina citronova,
Sigma-Aldrich; kyselina vinna, Sigma-Aldrich; kyselina jable¢na, Sigma-Aldrich; kyselina
octova, Sigma-Aldrich; kyselina jantarova, Sigma-Aldrich; kyselina gallova, Sigma-Aldrich.

Kultiva¢ni média: kvasni¢ny extrakt (pro bakteriologii) - Carl Roth; siran amonny p.a.,
Lach-Ner; dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a. Lach-Ner; siran hotfe¢naty heptahydrat p.a.,
Lach-Ner; D-glukoza bezvoda p.a., Penta; MRS broth, Himedia; MRS agar powder, VWR;
pepton, Carl Roth; agar Powder, Himedia, hydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lach-Ner;
laktéza p.a, Lach-Ner; xylosa, Sigma Aldrich; arabinosa, Sigma Aldrich; pektin, Sigma
Aldrich; mannosa, Lach-Ner; celobiosa, Sigma Aldrich; galaktosa, Sigma Aldrich; masovy
extrakt, Carl Roth; citrat diamonny, Lach-Ner; acetat sodny, Lach-Ner; siran manganaty
tetrahydrat, Lach-Ner.

Chemikalie pouzité k hydrolyze: Kyselina chlorovodikova 35%, Lach-Ner, Hydroxid
sodny, Lach-Ner, Kyselina sirova 96%, Lach-Ner; uhli¢itan vapenaty, Penta.

Enzymy: Viscozyme L celullotic enzyme mixture, Sigma Aldrich; Celulaza z
Trichoderma reesei (Cellulast 1.5L), Sigma Aldrich; B-glukosidasa (NS50010), Novozymes;
a-amylasa z Bacillus amyloliquefaciens, Novozymes; Glukoamylasa z Aspergillus niger,
Novozymes; Pektinasa z Aspergillus aculaetus (Pectinex), Novozymes

Ostatni chemikalie: Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo, Penta; methanol, VWR; octan sodny,

Lach-Ner; chlorid draselny, Lach-Ner; uhli¢itan sodny, Lach-Ner

4.1.2 Pouzité mikroorganismy
Vybrané bakterialni kmeny pro produkci kyseliny mlééné byly ziskany z Ceské sbirky
mikroorganismit (CCM), Masarykovy univerzity v Brn€. Vybrané kvasinkové kmeny

pro produkci ethanolu byly ziskany z Ceské narodni sbirky typovych kultur v Praze
(CNCTO).

36



Produkce kyseliny mlééné

Lactobacillus casei CCM 4798

Bacillus coagulans CCM 2013

Bacillus coagulans CCM 2658

Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T

Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus CCM 7190
Lactobacillus plantarum CCM 7039"

Streptococcus thermophilus CCM 4757

Produkce ethanolu

Saccharomyces cerevisiae CNCTC 6646
Saccharomyces cerevisiae CNCTC 6651

Mikroaerobni predupravy

smésna anaerobni kultura z &isticky odpadnich vod (COV)

4.1.3 Odpadni substraty

4.2

Matolina byla ziskana ¢ervenych hroznli odridy Svatovaviinecké z vinafstvi Ing.
Vlastimil Kréméft, Zdénice

Pomerancové slupky byly ziskany ze zralych pomeranc¢t odriidy Navel z prodejen
Lidl

Kévova sedlina byla ziskana ze $kolniho kdvovaru na FCH VUT v Brn¢

Odpadni chléb byl ziskan z kavarny Zastavka v Brn¢

P3eniéné otruby byly ziskany na ZHAW ve Svycarsku z mistni produkce

Pouzité pristroje

Spektrofotometr UV-VIS, Helios € — Unicam (UK)

Laminarni box Aura mini Bioair Instruments (UK)

Ultrazvukova lazen Ultrasound (USA)

Analytické vahy Pioneer™ OHAUS (USA)

Autoklav, Systec V-95 (Germany)

Centrifuga Eppendorf 5417 R (Germany)

Centrifuga Hettich zentrifugen EBA 20 (Germany)

Bioreaktor New Brunswick BioFlo/CelliGen 115, Eppendorf (Germany)
Paralelni systém bioreaktorit DASGIP, Eppendorf (Germany)
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Magneticka michacka, Lavat (Czech Republic)

Mikrovinna trouba Daewoo (South Korea)

Minittepacka (vortex) Lab dancer vario IKA (Germany)

Temperovana tfepacka Heidolph Unimax 1010 (Germany)

Termostat Memmert GmbH Co. KG (Germany)

pH metr InoLab 720, Verkon (Czech Republic)

Turbidimetr Ultrospec 10 Cell 10 AP (USA)

Elektricky vati¢ ETA dvouplotynkovy (Czech Republic)

Kombinovana chladnicka BOSCH (Germany)

Vahy elektronické Helago EK-300 (Czech Republic)

Vahy elektronické OHAUS (USA)

Drager X-am 7000 (Germany)

FOS/TAC automaticky titrator 916 Ti-Touch (Metrohm, Switzerland)

Bioreaktor ZHAW prototyp (Switzerland)

Clark Oxygen elektroda pH/ORP elektroda, Transmitter multiparameter M300 —
Mettler Toledo (Switzerland)

HPLC:

Sestava HPLC/DAD/RID, Shimadzu LC10 Vyhodnocovaci software: CLASS
(Japan)

Sestava HPLC/UV-VIS/RID, ECOM , Vyhodnocovaci software: Clarity (Czech
Republic)

Sestava HPLC/DAD/ELSD, Agilent Infinity 1260, Vyhodnocovaci software:
Agilent chromatography data systém (USA)

Sestava HPLC/RID, HP (Agilent) 1100, Vyhodnocovaci software: Agilent
chromatography data systém (USA)

Sestava HPLC/UV-VIS, Waters 2486, Vyhodnocovaci software: Empower
Chromatography Data Software (USA)

Sestava HPLC/RID, Waters 2414, Vyhodnocovaci software: Empower
Chromatography Data Software (USA)

Sestava HPLC/DAD/RID, Thermo Fischer scientific — Ultimate 3000 UHPLC
system, Vyhodnocovaci software: Chromeleon 7.0

Kolony:

Rezex Roa organic acid H+, 300 mm x 7,8 mm, Phenomenex company (USA),
Polymer IEX H+ 250 mm x 7,8 mm, Watrex (USA),

ICSep ICE-ION-300, 300 x 7,8 mm, Transgenomic (USA),

Aminex HPX-87 H, 300 x 7,8 mm, Bio-Rad (USA)
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Dale bylo pro préci vyuzito béZné laboratorni sklo a vybaveni.
4.3 Metody stanoveni jednotlivych parametri

4.3.1 Stanoveni redukujicich sacharidii metodou podle Somogyi-Nelsona
Roztoky pro analyzu byly pfipraveny nésledujicim postupem:
Somogyi I:
12 g CoH4OKNa - 4 H>O, 16 g NaHCO3; a 18 g NaxCOs bylo rozpusténo v 200 ml
destilované vody. 144 g Na;SO4 (bezvody) byl pomalu pfidavan za stalého michani do 600 ml

teplé destilované vody. Po rozpusténi vSech latek byly roztoky smichdny dohromady.
Somogyi II:

4 g CuSO4 a 36 g Na;SO4 (bezvody) bylo rozpusténo v 200 ml destilované vody.
Nelsoniiv roztok II:

25 g (NH4)>2Mo0704 - 4 H>O bylo rozpusténo v 450 ml destilované vody, pomalu piidano
21 ml koncentrované H>SOs, roztok byl promichén. Dale bylo ptidano 3 g NaxHAsO4 - 7 H2O
rozpusténého v 25 ml destilované vody. Roztok byl smichan a temperovan po dobu 48 hodin

v termostatu pti 37 °C.

Pro stanoveni redukujicich sacharidi bylo pfi kazdém odbéru odebrano 0,5 ml vzorku do
1,5 ml mikrozkumavky. Vzorky byly ihned povaieny ve vrouci vodni ldzni po dobu 5 minut
pro ukonceni reakce (denaturace enzymt). Nasledné¢ byly vzorky centrifugovany (16000
ot'min-1 po dobu 10 minut) pro odstranéni pevného podilu. Do kazdé zkumavky bylo
pipetovano 0,1 ml Somogyiho ¢inidla (I + II v poméru 4:1) a nasledn¢ 0,1 ml vhodné
nafedéného (obvykle 100 - 400x) supernatantu. Zkumavky byly 10 minut povafeny ve vrouci
vodni 14zni a nasledné ochlazeny na laboratorni teplotu. Potom bylo do zkumavek ptidano 0,1
ml ¢inidla IIT a 1 ml destilované vody. Obsah zkumavek byl promichan a byla zméfena
absorbance vzorkt proti blanku pfi vinové délce 530 nm. Blank obsahoval 0,1 ml destilované
vody misto vzorku. Koncentrace redukujicich sacharidi ve vzorku byla vypoctena z rovnice

regresni piimky ziskané z kalibra¢ni kiivky sestrojené pro glukosu.

4.3.2 Analyza sacharidi, alkoholu a organickych kyselin metodou HPLC

Analyza vzorkdl odebranych béhem jednotlivych fermentaci byla provedena metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie s RID, DAD a UV/VIS. Touto metodou bylo mozné
stanovit koncentraci jednotlivych sacharidi a vzniklych produkti (organické kyseliny,
ethanol) ve vzorku soucasné. Bylo odebirano 1,5 ml vzorku, ktery byl centrifugovan pfi
16 000 rpm po dobu 10 minut na chlazené centrifuze. Supernatant byl zfiltrovan pfes 45 um

filtr do vialky. Objem néstiiku vzorku na kolonu byl 10 ul. Analyza probihala na kolon¢
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urcené pro detekci sacharidi, alkoholti a organickych kyselin (Polymer IEX H+, ICE-ION-
300, Aminex HPX-87H, Rezex ROA-H") s izokratickou eluci. Mobilni faze byla 5 mM
H2S04, pritok byl nastaven na 0,7 ml'min’'. Teplota kolony béhem analyzy byla 30 °C. K
detekci byl pouzit refraktometricky detektor, kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno
pomoci externi kalibrace s vyuzitim ptislusnych standardd rozpusténych v destilované vod¢ a

analyzovanych za stejnych podminek jako vzorky.

4.4 Charakterizace vybranych substratii

4.4.1 Stanoveni anthokyanu pH-diferencialni metodou

Pro stanoveni mnozstvi celkovych anthokynt v matolinach byla pouzita pH-diferencialni
metoda. U této metody je mnozstvi anthokyani v materidlu ur€ovano méfenim zmén

absorbance pii dvou riznych hodnotach pH (1,0 a 4,5).

Pro analyzu bylo navazeno 25 g vzorku, ktery byl extrahovan v 80 ml 50 hm.% ethanolu.
Extrakce probihala na tfepacce za laboratorni teploty po dobu 10 hodin. Extrakt byl dale
pouzit pro analyzu.

Do ¢tyf zkumavek bylo napipetovano 0,5 ml nafedéného extraktu. Néasledné bylo do dvou
zkumavek napipetovano 2,5 ml 0,4 mol-I"! pufru octanu sodného o pH 4,5. Do zbylych dvou
zkumavek bylo napipetovdno 2,5 ml 0,025 mol-l1! pufru chloridu draselného o pH 1.
Zkumavky byly promichany a byla zméfena absorbance pii vinovych délkach 510 nm a 700

nm. Jako blank bylo pouZito extrakéni €inidlo.

Celkova koncentrace anthokyanti, vyjadiena jako ekvivalent kyanidu-3-glukosidu (CGE)

byla vypoctena z nésledujiciho vzorce:
Cup = A.M.g—l:los [mg1']

kde:

A= (As10 — A700)pH1 - (As10 — A700)pH4.5

cwmp...vyslednd koncentrace monomerniho pigmentu ve vzorku [g-17]

A...vysledna hodnota absorbance

M...molekulova hotnost kyanidin-3-glukosidu (449,2 g-mol ™)

F...faktor fedéni

&...molarni absorpéni koeficient kyanidi-3-glukosidu (26900 I-mol!-cm™)

l...d¢lka drahy prichodu svétla vzorkem (cm).
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Celkova koncentrace anthokyant byla nasledné pfepoctena na obsah anthokyanii ve vzorku

v mg na 100 g susiny.

4.4.2 Stanoveni obsahu polyfenolickych latek

Ke stanoveni celkovych polyfenold bylo pouZito Folin-Ciocalteuovo €inidlo. Fenoly jsou
oxidovany v zédsaditém prostiedi a v cinidle pfitomné molybdenany a wolframany jsou
redukovany na smés modrych oxidi wolframu a molybdenanu. Vzniklé modré zabarveni je
umérné celkovému mnozstvi pivodné piitomnych fenolickych sloucenin, které je mozno
stanovit spektrofotometricky pfi 750 nm. Ziskané vysledky lze interpretovat jako mnozstvi
celkovych polyfenolii ve vzorku, ptfipadné jako ekvivalent kyseliny gallové (GAE, ,,Gallic
Acid Equivalent®), protoze kyselina gallova je zde pouzita jako standard [90].

Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky byla pfipravena kalibra¢ni tada kyseliny gallové o
koncentracich v rozmezi 0,1 az 1,0 mg':ml™'. Z naméfenych hodnot byl nisledné sestrojen graf
kalibraéni zavislosti, kde A = 0,003561-c + 0,008561 (mg-ml™).

4.4.3 Stanoveni obsahu strukturnich sacharidi a vlakniny

Pro stanoveni strukturnich sacharidii a vlakniny byla pouzita metoda podle Sluitera a kol.
[91]. Pro analyzu bylo navazeno 0,300 g + 0,001 g vzorku do Erlenmeyerovych ban¢k. Dale
byly pfidany 3 ml 72 hm.% kyseliny sirové. Banky byly dany na temperovanou tfepacku (30
°C, 200 rpm) po dobu 1 hodiny. Nasledné bylo ptidano 84 ml vody a banky byly umistény do
autoklavu. Suspenze byla autoklavovana 20 minut pfi teplot¢ 120 °C. Poté byla suspenze
filtrovdna za snizené¢ho tlaku v porcelanovych, pfedem zvéazenych filtra¢nich kelimcich.
Filtrat byl pouzit pro analyzu na HPLC. Filtra¢ni kola¢ byl promyt 200 ml horké vody a poté
byl s kelimkem vysuSen pii 105 °C do konstantni hmotnosti. Kelimky i s vysuSenym obsahem
byly zvazeny a nasledné¢ umistény do muflové pece s teplotou 550 °C po dobu 5 hodin.

Po zchlazeni byly kelimky zvaZeny a bylo stanoveno mnozstvi vldkniny [91].

4.4.4 Stanoveni susSiny a mnoZzstvi vody ve vzorku

Pro stanoveni suSiny a vlhkosti byly navazeny 3,0000 + 0,0001 g vzorku do piedem
zvazenych vysuSenych porcelanovych kelimkil. Kelimky byly umistény do suSarny nastavené
na 105 °C a vzorek byl suSen do konstantni hmotnosti. Stanoveni bylo provedeno ve tfech

opakovéanich.

0 _ (mkell'mek se vzorkem mkell'mek ) . 100

susina ~

vzorek
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4.5 Metody analyzy mikrobidlnich produkti

4.5.1 Gravimetrické stanoveni biomasy

Z kazdé kultivace bylo odebrano 10 ml vzorku, ten byl zcentrifugovan 10 minut pii 6000
rpm. Supernatant nad sraZeninou byl uchovan k dal§im analyzam a ziskany sediment z
centrifugace byl promyt destilovanou vodou a znovu zcentrifugovan. Ziskand biomasa byla
suSena do konstantni hmotnosti pii teploté¢ 80 °C. Nasledné byla gravimetricky stanovena

koncentrace biomasy.

4.5.2 Stanoveni fermentovatelnych sacharidi a ethanolu HPLC/RID

Odebrany vzorek z fermentace byl zcentrifugovan. Supernatant byl dale zfiltrovan a po
prislusném ziedéni pouzit pro stanoveni koncentrace sacharidi a ethanolu ve vzorku (viz
4.3.2).

4.5.3 Stanoveni organickych kyselin HPLC/UV-VIS

Odebrany vzorek z fermentace byl zcentrifugovan. Supernatant byl dale zfiltrovan a po
pfisluSném zfedéni pouzit pro stanoveni koncentrace organickych kyselin ve vzorku
(kap. 4.3.2). Organické kyseliny byly detekovany pomoci UV/VIS detektoru, pti vinové délce
210 nm.

4.6 Metody optimalizace predupravy substrati

4.6.1 Kavova sedlina

Pro optimalizaci hydrolyz byla pouzita kavova sedlina, kterd byla ziskdana z kavovaru
umisténého na FCH VUT v Brné. Posbirana kavova sedlina byla susena pii 80 °C po dobu 24

hodin, aby se ptedeslo tvorbé plisni a byla snizena vlhkost vzorku.

4.6.1.1 Chemicko-fyzikalni hydrolyza

Pro maximalizaci obsahu fermentovatelnych sacharidi byla provedena optimalizace
hydrolyzy za rGznych podminek. Nejprve byla provedena optimalizace chemicko-fyzikalni
hydrolyzy pfipravenim 10 % suspenze kévy a roztoku kyseliny, hydroxidu nebo vody.
Pro kyselou hydrolyzu byly pfipraveny kyseliny o nésledujicich koncentracich: 2 hm.% HCI,
1,35 hm.% H>SO4, 2,7 hm.% H>SOs4. Suspenze byla nésledné autoklavovana pii 121 °C
po dobu 15 minut. Byla provedena i alkalicka hydrolyza pomoci 5 hm.% NaOH pii 70 °C
po dobu 3 hodin. Pro porovnani u¢inku kyselin a hydroxidu byla provedena pouze fyzikalni
hydrolyza, a to autoklavovanim suspenze kavy s destilovanou vodou pii 121 °C po dobu

15 minut.
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4.6.1.2 Enzymaticka hydrolyza

Po zchladnuti bylo upraveno pH jednotlivych suspenzi pomoci CaCO3; na hodnotu 4,5 a
nasledné byly pfidany enzymy. Pro enzymatickou hydrolyzu bylo aplikovano 4 % Celluclast
1.5 L; 0,4 % B-glukosidasy a 0,4 % Viscozyme L. Mnozstvi ptfidaného enzymu bylo vztazeno
na hmotnost suSiny. Enzymatickd hydrolyza probihala na temperovanych trepackach

za teploty 50 °C s tfepanim 100 rpm po dobu 48 hodin.

Byla vyzkouSena i ucinnost jednotlivych enzymii na autoklavované suspenzi kavy s
2,7 hm.% H2SO4. Vytézky hydrolyz byly stanoveny spektrofotometrickou metodou podle
Somogyi-Nelsona a metodou HPLC.

4.6.2 Matoliny
Pouzité matoliny pro experimenty byly posbirany v regionalnim vinafstvi a nasledné byly
zmrazeny a uchovavany pii -18 °C. Pro experimenty byly pouzity matoliny z révy vinné

odridy Svatovaviinecké. Pred hydrolyzami byly matoliny kratce pomlety v mixéru.

4.6.2.1 Chemicko-fyzikalni hydrolyza

Pro maximalizaci obsahu fermentovatelnych sacharidi byla provedena optimalizace
hydrolyzy za rGznych podminek. Nejprve byla provedena optimalizace chemicko-fyzikalni
hydrolyzy ptipravenim 15% suspenze matoliny a roztoku kyseliny a hydroxidu. Pro kyselou
hydrolyzu byly pfipraveny kyseliny o nasledujicich koncentracich: 2 hm.% HCI, 2,7 hm.%
H>S0O4. Suspenze byla nasledné autoklavovéana pii 121 °C po dobu 15 minut. Byla provedena
1 alkalickd hydrolyza pomoci 5 hm.% NaOH piti 70 °C po dobu 3 hodin. Pro porovnani uc¢inku
kyselin a hydroxidu byla provedena pouze fyzikalni hydrolyza, a to autoklavovanim suspenze

kavy s destilovanou vodou pii 121 °C po dobu 15 minut.

4.6.2.2 Enzymaticka hydrolyza

Po zchladnuti bylo upraveno pH jednotlivych suspenzi pomoci CaCO; na hodnotu 4,5 a
nasledné byly pfidany enzymy. Pro enzymatickou hydrolyzu bylo aplikovano 4 % Celluclast
1.5 L; 0,4 % B-glukosidasy. Mnozstvi pfidaného enzymu bylo vztaZeno na hmotnost susiny.
Enzymaticka hydrolyza probihala na temperovanych tfepackach za teploty 50 °C s tfepanim
100 rpm po dobu 48 hodin.

Byla vyzkouSena 1 ucinnost jednotlivych enzymu a jejich kombinace na autoklavované
suspenzi kavy s 2,7 hm.% H>SO4 a 2 hm.% HCI. Pfi optimalizaci enzymatické hydrolyzy byly
pouzity nasledujici enzymy a mnozstvi: 4 % Celluclast 1.5 L; 0,4 % B-glukosidasa; 0,4 %
Viscozyme L; 0,4 % Pectinex. Mnozstvi pridaného enzymu bylo vztazeno na hmotnost
susiny. Vytézky hydrolyz byly stanoveny spektrofotometrickou metodou podle Somogyi-
Nelsona a metodou HPLC.
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4.6.3 Pomerancové slupky

Pomerancové slupky byly sbirdny z pomeranci zakoupenych v obchodé€. Pro experimenty
byly pouzity slupky z pomerancti odriidy Navel. Pro experimenty byly pouZity zmrazené
slupky uchovéavané pfi teploté -18 °C. Pfed hydrolyzami byly pomerancové slupky rozemlety
v mixéru.

Chemicko-fyzikalni hydrolyza

Pro maximalizaci obsahu fermentovatelnych sacharidii byla provedena optimalizace
hydrolyzy za rtiznych podminek. Nejprve byla provedena optimalizace chemicko-fyzikalni
hydrolyzy pfipravenim 25% suspenze pomerancovych slupek a roztoku kyseliny nebo
hydroxidu. Pro kyselou hydrolyzu byly piipraveny kyseliny o nasledujicich koncentracich: 2
hm.% HCI, 2,7 hm.% H>SO4. Suspenze byla nasledné autokldvovana pii 121 °C po dobu 15
minut. Byla provedena 1 alkalickd hydrolyza pomoci 5 hm.% NaOH pii 70 °C po dobu 3
hodin. Pro porovnani u€inku kyselin a hydroxidu byla provedena pouze fyzikalni hydrolyza, a

to autokldvovanim suspenze kavy s destilovanou vodou pti 121 °C po dobu 15 minut.

4.6.3.1 Enzymaticka hydrolyza

Po zchladnuti bylo upraveno pH jednotlivych suspenzi pomoci CaCO3 na hodnotu 4,5 a
nasledné byly pfidany enzymy. Pro enzymatickou hydrolyzu bylo aplikovano 4 % Celluclast
1.5 L; 0,4 % PB-glukosidasy. Mnozstvi pfidaného enzymu bylo vztaZeno na hmotnost susiny.
Enzymaticka hydrolyza probihala na temperovanych tfepackach za teploty 50 °C s tfepanim
100 rpm po dobu 48 hodin.

Byla vyzkousena i Uc¢innost jednotlivych enzymii a jejich kombinace na autoklavované
suspenzi kavy s 2,7 hm.% H>SO4 a 2 hm.% HCI. Pfi optimalizaci enzymatické hydrolyzy byly
pouzity nasledujici enzymy a mnozstvi: 4 % Celluclast 1.5 L; 0,4 % B-glukosidasa; 0,4 %
Viscozyme L; 0,4 % Pectinex. Mnozstvi pfidaného enzymu bylo vztazeno na hmotnost
suSiny. Vytézky hydrolyz byly stanoveny spektrofotometrickou metodou podle Somogyi-
Nelsona a metodou HPLC.

4.7 Metody piredupravy substrati pred fermentaci

Pro produkci kyseliny mlééné a ethanolu z odpadnich substrati bylo nutno vybrané
substraty pfedupravit, aby doSlo ke zvySeni obsahu zfermentovatelnych sacharidi v médiu.

Pro ptedupravu bylo vyuzito chemickych a enzymatickych hydrolyz.

4.7.1 Kavova sedlina

Byla vytvofena 10% suspenze kavy s 2,7 obj.% kyselinou sirovou. Tato suspenze byla
autoklavovéana pti 121 °C po dobu 15 minut. Po zchladnuti bylo upraveno pH suspenze,

pomoci CaCOs3, na hodnotu 4,5 a nasledné byly pfidiny enzymy. Pro enzymatickou
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hydrolyzu bylo aplikovano 4 % Celluclast 1.5 L; 0,4 % B-glukosidasy a 0,4 % Viscozyme L.
Mnozstvi ptidaného enzymu bylo vztazeno na hmotnost suSiny. Enzymatickd hydrolyza
probihala na temperovanych tiepackach za teploty 50 °C s tftepanim 100 rpm po dobu 48
hodin.

4.7.2 Pomerancové slupky

Pted hydrolyzou byly pomerancové slupky pomlety v mixéru a nasledné byly podrobeny
hydrolyze. Byla vytvofena 25% suspenze pomerancovych slupek s 2,7 obj.% kyselinou
sirovou. Tato suspenze byla autoklavovana pii 121 °C po dobu 15 minut. Po zchladnuti bylo
upraveno pH suspenze, pomoci CaCOs3, na hodnotu 4,5 a nasledné byly ptidany enzymy. Pro
enzymatickou hydrolyzu bylo aplikovano 4 % Celluclast 1.5 L; 0,4 % B-glukosidasy, 0,4%
Pectinexu a 0,4 % Viscozyme L. Mnozstvi pfidaného enzymu bylo vztazeno na hmotnost
suSiny. Enzymatickda hydrolyza probihala na temperovanych tfepackach za teploty 50 °C
s ttepanim 100 rpm po dobu 48 hodin.

4.7.3 Matoliny

Byla vytvofena 15% suspenze matolin s 2,7 obj.% kyselinou sirovou. Tato suspenze byla
autoklavovéna pti 121 °C po dobu 15 minut. Po zchladnuti bylo upraveno pH suspenze
pomoci CaCOs; na hodnotu 4,5 a nasledné byly pfidany enzymy. Pro enzymatickou hydrolyzu
bylo aplikovéano 4 % Celluclast 1.5 L; 0,4 % Pectinex a 0,4 % Viscozyme L. MnoZstvi
piidaného enzymu bylo vztazeno na hmotnost suSiny. Enzymaticka hydrolyza probihala na

temperovanych tfepackach za teploty 50 °C s ttepanim 100 rpm po dobu 48 hodin.

4.7.4 Pecivo

Byla vytvotfena 15% suspenze rozemletého odpadniho chleba s destilovanou vodou.
Pro enzymatickou hydrolyzu byly aplikovany postupné 2 enzymy. Jako prvni bylo pfidano
4 % o-amylasy a po 2 hodindch plsobeni bylo pfidano 4 % amyloglukosidasy. MnozZstvi
pfidaného enzymu bylo vztazeno na hmotnost suSiny. Enzymaticky hydrolyza probihala
na temperovanych ttepackach za teploty 65 °C s tfepanim 150 rpm. Celkovy ¢as enzymatické
hydrolyzy byl 3,5 hodiny.
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4.8 Kultivace mikroorganismii
4.8.1 Priprava kultiva¢nich médii a inokula

4.8.1.1 Mikroorganismy produkujici kyselinu mlécnou

Inokulum

Pro ptipravu inokula bylo pouzito MRS médium, které bylo sterilizovano autoklavovanim
pii 121 °C po dobu 15 minut. Médium bylo vytemperovano na 37 °C a nasledné bylo
napipetovano 10 ml média do sterilnich zkumavek. Do takto pfipravenych zkumavek bylo

pfidano 100 pl rozmrazené kultury. Kultivace probihala po dobu 48 hodin pii 37 °C.

Inokula pro produkci kyseliny mlé¢né byla pfipravena zaockovanim sterilniho MRS média
z rozkultivovanych zkumavek v poméru 1:9. Kultivace inokula pro produkéni médium trvala
18 hodin.

slozeni MRS média:

Pepton 10,0 g-1'!
Masovy extrakt 10,0 g-1'!
Kvasni¢ny extrakt 5,0 g'1'!
Glukosa 20,0 g1
K2HPO, 2,0 g 1!
CH3CO2Na-3H20 5,0 g1t
Citrat diamonny 2,0 g1
MgSO4-7H,0 0,2 gI'!
MnSO44H,0 0,05 g1”!

4.8.1.2 Mikroorganismy produkujici ethanol

M¢édium obsahujici agar bylo po sterilizaci (121 °C po dobu 15 minut) nalito na Petriho
misky. Na tuhé agarové plotny byl nasledné kiiZovym roztérem zaockovan ptisluSny kmen,
po 48 hodinach temperace pii 30 °C v termostatu byly agarové plotny uchovavany pfi teploté
4 °C v lednici.

Inokulum pro produkéni médium bylo pfipraveno prevedenim z agarovych ploten pomoci
sterilni klicky do sterilniho tekutého média. Kultivace probihala po dobu 24 hodin pii teploté
30 °C a michani 150 rpm.
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slozeni tuhého média:

kvasniény extrakt 5 g-I”!

pepton 5¢gl!
glukosa 10 g1'!
agar 20 gl

slozeni tekutého média:

kvasniény extrakt 5 g-1'!

pepton 5¢gl!

glukosa 10 g-1'!

4.9 Produkce kyseliny mlééné

4.9.1 Screening ristu mikroorganismii na riznych sacharidech

Byly provedeny kultivace vybranych mikroorganismi na MRS médiu obsahujicim rizné

sacharidy namisto glukosy, aby byla zjiSténa produktivita kyseliny mlééné na jednotlivych

sacharidech. Tyto sacharidy byly vybrany, jakoZto nejcastéji se vyskytujici v odpadech

z potravinatskych vyrob a jejich hydrolyzatech.

Byla pfipravena média o objemu 40 ml s obsahem jednotlivych sacharidi, které bylo

zaoCkovano 10 ml 18hodinového inokula ptislusného mikroorganismu. Pro screening byli

pouziti producenti kyseliny mlééné uvedeni v kapitole 4.1.2. Kultivace byla ponechana po

dobu 48 hodin. Na pocatku a na konci kultivace byla zmétena opticka hustota. Po skonceni

kultivace byla zméfena koncentrace vzniklé kyseliny mlééné metodou HPLC (viz 4.3.2).

slozeni kultivacniho média:

Sacharid*

Pepton

Masovy extrakt
Kvasni¢ny extrakt
K>2HPO4
CH3CO:Na-3H.0
Citrat diamonny
MgSO4-7H>0
MnSO44H,0

* glukosa, xylosa, mannosa, arabinosa, celobiosa, galaktosa, pektin a laktosa.

20,0 g-1'!
10,0 g-1'!
10,0 g1'!
5,0 g1
2,0 g1
5,0 g1t
2,0 g-1'!
0,2 g
0,05 gI'!
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4.9.2 Screening ristu mikroorganismi na hydrolyzatech

Byly provedeny kultivace mikroorganismi na hydrolyzatech vybranych substratl pro
nalezeni nejvhodnéjsiho producenta kyseliny mlééné. Produkce kyseliny mlééné probihala na

hydrolyzatech bez upravy pH a s upravenym pH na hodnotu 7.

Bylo pfipraveno 100 ml hydrolyzati kédvovych sedlin, matolin, pomeranc¢ovych slupek a
odpadniho chleba podle postupti uvedenych v kapitole 4.7. Nasledné bylo u ¢asti hydrolyzati
upraveno pH na hodnotu 7 pomoci 5 mol-1"! NaOH a u druhé &asti hydrolyzatii nebylo pH

upraveno.

Hydrolyzaty byly zakultivovany 10% 18 hodinového inokula pfisluSné¢ho
mikroorganismu. Pro fermentace jednotlivych hydrolyzati byli pouziti producenti kyseliny
mlécné uvedeni v kapitole 4.1.2. Kultivace byla ponechana po dobu 48 hodin. Po skonceni

kultivace byla zmétena koncentrace vzniklé kyseliny mlééné metodou HPLC (viz 4.3.2).

4.9.3 Produkce kyseliny mlé¢né v bioreaktoru

Byly provedeny kultivace vybranych mikroorganismti na jednotlivych hydrolyzatech

v bioreaktoru pro maximalizaci vytézkl kyseliny mlécné.

4.9.3.1 Fermentace na hydrolyzatu matolin

Pro produkci kyseliny mlééné v bioreaktoru byla vybrana bakterie Lbc. rhamnosus CCM
1825. Pro fermentace bylo pfipraveno 4 1 hydrolyzatu matolin (viz 4.7.3), ktery byl
prefiltrovan za snizeného tlaku na Biichnerové nalevce. Filtrat zhydrolyzovanych matolin
obohaceny o piidavek 3 gl1' kvasni¢ného extraktu byl pouzit jako médium. Pfedem
vysterilizovany bioreaktor BioFlo/CelliGen 115 s fermenta¢ni nadobou o objemu 2 1 byl
naplnén 1,5 1 média a byl zaockovan 10 % 18 hodinového inokula. Fermentace v bioreaktoru
probihala za teploty 37 °C, michani 100 rpm a pH bylo upravovéano na hodnotu 6,5 pomoci 5
mol-1I"! NaOH. Fermentace probihala po dobu 72 hodin.

Béhem fermentace bylo odebirano v intervalu 24 hodin 10 ml vzorku, ktery byl
zcentrifugovan. Sediment byl pouzit pro gravimetrické stanoveni mnoZstvi biomasy (viz
4.5.1) a supernatant byl pouzit pro analyzu metodou HPLC (viz 4.3.2). Prib¢h fermentace byl
monitorovan softwarem Biocommand (Eppendorf, Germany). Fermentace v bioreaktoru byla

provedena ve 2 opakovanich.

4.9.3.2 Fermentace na hydrolyzatu pomerancovych slupek

Pro fermentaci v bioreaktoru byly pfipraveny 4 1 hydrolyzatu pomerancovych slupek (viz
4.7.2), ktery byl prefiltrovan za snizené¢ho tlaku na Biichnerové ndlevce. Bioreaktor
BioFlo/CelliGen 115 s fermentacni nadobou o objemu 2 1 byl naplnén 1,5 1 filtratu

hydrolyzatu s pfidavkem 3 g1 kvasni¢ného extraktu. Bioreaktor byl nasledné zaockovan
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10 % 18 hodinového inokula. Pro produkci kyseliny mlé¢né v bioreaktoru byla vybrana
bakterie Lbc. rhamnosus CCM 1825. Fermentace v bioreaktoru probihala za teploty 37 °C,
michani 100 rpm. V pribéhu fermentace bylo pH upravovdno na hodnotu 6,5 pomoci
5 mol-I"! NaOH. Fermentace probihala po dobu 72 hodin.

Béhem fermentace bylo odebirano v intervalu 24 hodin 10 ml vzorku, ktery byl
zcentrifugovan. Sediment byl pouzit pro gravimetrické stanoveni mnozstvi biomasy (viz
4.5.1) a supernatant byl pouzit pro analyzu metodou HPLC (viz 4.3.2). Prib¢h fermentace
(pH, DO, mnozstvi neutraliza¢niho c¢inidla) byl monitorovan softwarem Biocommand

(Eppendorf, Germany). Fermentace v bioreaktoru byla provedena ve 2 opakovanich.

4.9.3.3 Fermentace na hydrolyzatu odpadniho chleba

Pted fermentacemi v bioreaktoru byly pfipraveny 4 | hydrolyzatu odpadniho chleba (viz
4.7.4), ktery byl zcentrifugovan a supernatant byl pouzit pro fermentace. Vysterilizovany
bioreaktor BioFlo/CelliGen 115 s fermenta¢ni nadobou o objemu 2 1 byl naplnén 1,5 1
zcentrifugovaného hydrolyzatu a byl zaockovan 10 % 18-hodinového inokula. Pro produkci
kyseliny mlé¢né v bioreaktoru byla vybrana bakterie Lbc. rhamnosus CCM 1825. Fermentace
v bioreaktoru probihala za teploty 37 °C, michani 100 rpm, pH bylo upravovano na hodnotu
6,5 pomoci 5 mol-I"! NaOH. Fermentace probihala po dobu 76 hodin.

Béhem fermentace bylo odebirdno v intervalu 24 hodin 10 ml vzorku, ktery byl
zcentrifugovan. Sediment byl pouzit pro gravimetrické stanoveni mnozstvi biomasy (viz
4.5.1) a supernatant byl pouzit pro analyzu metodou HPLC (viz 4.3.2). Prubéh fermentace byl
monitorovan softwarem Biocommand® (Eppendorf, Némecko). Fermentace v bioreaktoru

byla provedena ve 2 opakovanich.

4.9.3.4 Fermentace na hydrolyzatu kavove sedliny

Bylo provedeno né¢kolik fermentaci hydrolyzatu kavové sedliny za pouziti nékolika druht

bakterii. Cast experimentli byla provedena v rdmci zahrani¢ni staze v Rakousku.

Béhem staze v Rakousku bylo provedeno nékolik fermentaci v paralelnim systému
bioreaktori DASGIP (Eppendorf, Némecko). Tento systém se skladal ze 4 nddob o objemu
1 1. Pro kultivace byly bioreaktory naplnény 750 ml média. Pro kultivace v bioreaktoru byl
jako médium vyuzit hydrolyzat kavové sedliny, hydrolyzat kdvové sedliny s ptidavkem 3 g-1"!
kvasni¢ného extraktu a MRS médium s obsahem sacharidii podobnym hydrolyzatu kévové
sedliny (6,75 g 1! glukosy, 19,5 g 1! galaktosy a 2,25 g I'! arabinosy). Byly piipraveny 3 1
hydrolyzatu kavovych sedlin (viz 4.7.1), které byly pred kultivacemi ptefiltrovany. Pro tyto
experimenty byl pouZit jako producent kyseliny mlécné Lbc. rhamnosus CCM 1825.

Bioreaktory byly zakultivovany 50 ml 18 hodinového inokula. Fermentace v bioreaktoru
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probihala za teploty 37 °C, michdni 100 rpm. V pribéhu fermentace bylo pH upravovano
na hodnotu 6,5 pomoci 5 mol-I"' NaOH. Fermentace probihala po dobu 92 hodin.

Béhem fermentace bylo odebirano v intervalu 24 hodin 10 ml vzorku, ktery byl
zcentrifugovan. Sediment byl pouzit pro gravimetrické stanoveni mnozstvi biomasy (viz
4.5.1) a supernatant byl pouZit pro analyzu metodou HPLC (viz 4.3.2). Prubéh fermentace byl
monitorovan softwarem DASware® Control (Eppendorf, Némecko). Fermentace
v bioreaktoru byla provedena ve 2 opakovanich.

Byly provedeny dalsi experimenty zabyvajici se produkci kyseliny mlécné v bioreaktoru.
Tyto experimenty jiz byly provadény v bioreaktoru BioFlo/CelliGen 115 Pro tyto
experimenty byly vybrany bakterie Lbc. plantarum CCM 7039 a Bacillus coagulans CCM
2658. Pied kultivacemi v bioreaktoru bylo pfipraveno 7 1 hydrolyzatu kavovych sedlin
(viz4.7.1), ktery byl piefiltrovan za snizeného tlaku na Biichnerové nalevce. Bioreaktor o
objemu 2 1 byl naplnén 1,5 1 filtratu hydrolyzatu s pidavkem 3 g-1'. Poté byl zao&kovan 10 %
18 hodinového inokula. Fermentace v bioreaktoru probihala za teploty 37 °C, michani 100
rpm. V priibéhu fermentace bylo pH upravovano na hodnotu 6,5 pomoci 5 mol-1"' NaOH.

Fermentace probihala po dobu 72 hodin.

Béhem fermentace bylo odebirano v intervalu 24 hodin 10 ml vzorku, ktery byl
zcentrifugovan. Sediment byl pouzit pro gravimetrické stanoveni mnozstvi biomasy (viz
4.5.1) a supernatant byl pouzit pro analyzu metodou HPLC (viz 4.3.2). Prub¢éh fermentace byl
monitorovan softwarem Biocommand® (Eppendorf, Némecko). Fermentace v bioreaktoru

byla provedena ve 2 opakovanich.
4.10 Produkce ethanolu

4.10.1 Produkce ethanolu na hydrolyzatech vybranych odpadii

Byly provedeny kultivace na vybranych hydrolyzatech za ucelem produkce ethanolu.
Pro produkci ethanolu na jednotlivych hydrolyzatech byly vybrany dva kmeny kvasinek

zrodu S. cerevisiae (viz 4.1.2)

Pro fermentaci bylo pfipraveno 100 ml hydrolyzatd kavovych sedlin, matolin a
pomerancovych slupek podle postupi uvedenych v kapitole 4.7. Pfed fermentaci bylo
upraveno pH hydrolyzatd na hodnotu 6,0 pomoci 5 mol-I' NaOH. Takto pfipravené
hydrolyzaty byly zakultivovany 10 % 24 hodinového inokula pfislusného mikroorganismu.
Pro fermentace jednotlivych hydrolyzati byli pouziti producenti ethanolu uvedeni v kapitole
4.1.2. Kultivace byla ponechidna po dobu 72 hodin. Po skonceni kultivace byla zmétena

koncentrace vzniklého ethanolu metodou HPLC (viz 4.3.2).
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4.10.2 Produkce ethanolu v bioreaktoru

Pro produkci ethanolu v bioreaktoru byla vybrana kvasinka Saccharomyces cerevisiae
CNCTC 6646. Jako substrat byl vybran hydrolyzat kavové sedliny s pridavkem 3 gl
kvasni¢né¢ho extraktu. Vybér kmene a substrdtu souvisel s vysledky z experimentl
provedenych v predeslé kapitole.

Byly piipraveny 4 1 hydrolyzatu kavové sedliny (viz 4.7.1), ktery byl piefiltrovan za
snizené¢ho tlaku na Biichnerové nalevce. Sterilni bioreaktor BioFlo/CelliGen 115
s fermenta¢ni naddobou o objemu 2 1 byl naplnén 1,5 1 zfiltrovaného hydrolyzatu a byl
zaoCkovan 10 % 18 hodinového inokula. Fermentace v bioreaktoru probihala za teploty
30 °C, michani 100 rpm, pH bylo upravovano na hodnotu 5,5 pomoci 5 mol-lI' NaOH.
Fermentace probihala po dobu 72 hodin.

Béhem fermentace bylo odebirano v intervalu 24 hodin 10 ml vzorku, ktery byl
zcentrifugovan. Sediment byl pouzit pro gravimetrické stanoveni mnozstvi biomasy a
supernatant byl pouzit pro analyzu metodou HPLC (viz 4.3.2). Pribéh fermentace byl
monitorovan softwarem Biocommand (Eppendorf, Germany). Fermentace v bioreaktoru byla

provedena ve 2 opakovanich.

4.11 Mikroaerobni piredupravy

Byla studovana zavislost vlivu mnozstvi kysliku na chovani mikroorganismi vyskytujicich
se vodpadnim anaerobnim kalu z Cisticky odpadnich vod. Pro ucely zkoumani byl
zkonstruovan prototyp bioreaktoru s nadobou o objemu 7 1. Postupné bylo provedeno nékolik
vsadkovych fermentaci s riiznymi rezimy vzdusnéni. Dale byly provedeny i pfitokované a
kontinualni zpiisoby fermentaci. VSechny experimenty byly z ¢asovych divoda provedeny
bez opakovani. Tato kapitola byla naméfena v ramci zahrani¢ni stdze na ZHAW (Zurich

University of Applied Sciences) ve Svycarsku.

4.11.1 Produkce organickych kyselin v bioreaktoru

Pro produkei organickych kyselin za mikroaerobnich podminek byly pouZity jako substrat
otruby z pSenice Spaldy a jako inokulum slouZzila smésna kultura mikroorganismli obsazena
v anaerobnim kalu ziskaném z &isticky odpadnich vod ve Widenswilu (Svycarsko). Byla
vytvofena 1 hm.% suspenze otrub a odpadniho kalu (60 g otrub do 6 1 kalu). Béhem vSech
fermentaci v bioreaktoru bylo stanovovdno mnoZstvi a slozeni vznikajicich plyni nad
médiem, hodnoty FOS a TAC pro zjisténi Uc¢innosti procesu acidogeneze a mnoZzstvi
vznikajicich organickych kyselin metodou HPLC. Béhem fermentace byly také snimany

hodnoty pH, kysliku a redoxniho potencidlu.
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4.11.1.1 Vsadkova fermentace

Byly provedeny 4 vsadkové kultivace s riznymi intervaly vzdu$néni. Pfed fermentacemi

' vzduchu ~

byl nastaven pritok vzduchu na 1V, coz odpovidalo mnozstvi 46,57 mL-min
0,44 mmol'min" O,. Teplota v bioreaktoru byla nastavena na 35 °C. Kultivace probihaly

za nasledujicich podminek:

— Batch 1 — michani: 500 rpm; interval vzdusnéni: 4 minuty pauza a 30 s vzdusnéni;
doba fermentace: 72 hodin

— Batch 2 - michani: 600 rpm; interval vzduS$néni: 2 minuty pauza a 120 s vzdus$néni;
doba fermentace: 72 hodin

— Batch 3 - michani: 600 rpm; interval vzdusnéni: 8§ minut pauza a 30 s vzdusnéni; doba
fermentace: 96 hodin

— Batch 4 - michani: 600 rpm; interval vzduSnéni: 81 minut pauza a 30 s vzdusnéni; doba
fermentace: 144 hodin

Béhem kazdé fermentace bylo odebirano 30 ml vzorku ve 24 hodinovém intervalu.

4.11.1.2 Pritokovana (fed-batch) fermentace

Byly provedeny 2 pfitokované kultivace s riznymi intervaly vzduSnéni. Pfed fermentaci
byl nastaven priitok vzduchu na 1V, coz odpovidalo mnozstvi 46,57 mL-min™' vzduchu ~
0,44 mmol'min”' O,. Teplota v bioreaktoru byla nastavena na 35 °C. Kultivace probihaly

za nasledujicich podminek:

— Fed-batch 5 — michani: 600 rpm; interval vzdusnéni: 2 minuty pauza a 120 s vzdusnéni;
— Fed-batch 6 - michani: 600 rpm; interval vzdus$néni: 81 minut pauza a 30 s vzdu$néni;

Ptitokovana fermentace probihala tak, ze po 65 hodinach kultivace 1 hm.% suspenze otrub
a odpadniho kalu (60 g otrub do 6 I kalu) bylo pfidano 400 ml suspenze kalu s ptidavkem
60 g otrub. Béhem kazdé fermentace bylo odebirdno 30 ml vzorku ve 24 hodinovém

intervalu.

4.11.1.3 .Semi-kontinualni a kontinualni fermentace

Byly provedeny dvé kontinudlni a jedna semi-kontinualni kultivace. Pfed fermentacemi byl
nastaven pritok vzduchu na 1V, coz odpovidalo mnozstvi 46.57 mL-min"' vzduchu ~ 0.44
mmol-min? O,. Teplota v bioreaktoru byla nastavena na 35 °C. Kultivace probihaly

za nasledujicich podminek:

— Semi-kontinudlni 7 — michani: 600 rpm; interval vzdu$néni: 81 minut pauza a 30 s
vzdusnéni; davkovani substratu: kazdych 24h 2 1 kalu s 20 g otrub
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— Kontinudlni 8§ — michani: 600 rpm; interval vzdusnéni: 81 minut pauza a 30 s
vzdusnéni; davkovani substratu: 3 x denn€ 667 ml kalu s 1 hm.% otrub

— Kontinudlni 9 - michani: 600 rpm; interval vzduSnéni: 81 minut pauza a 30 s
vzdusnéni; davkovani substratu: 6 x denn¢ 667 ml kalu s 1 hm.% otrub

Vsechny fermentace probihaly po dobu 6 dni. Béhem kazdé fermentace bylo odebirano 30
ml vzorku ve 24 hodinovém intervalu.

Semikontinualni fermentace probihala manualnim odebranim 2 1 zfermentované suspenze
v bioreaktoru a doplnénim 2 1 Cerstvé suspenze kalu s otrubami. Kontinualni fermentace jiz
probihaly pomoci systému 2 bioreaktorti. Pro pfidavani Cerstvého substratu byl pouzit reaktor
o objemu 12 1, ktery byl naplnén 1 hm.% suspenzi kalu a otrub. Tento reaktor byl michan a
umistén v lednici pfi 6 °C. Kontinualni fermentace s oznacenim 7 byla provadéna vypusténim
a naslednym napusSténim 667 ml suspenze 3krat denné, coz odpovidalo 2 1 média denné.
Kontinualni fermentace s oznacenim § byla provaddéna vypusténim a ndslednym napusténim

667 ml suspenze 6krat denn¢, coz odpovidalo 4 I média denné¢.

4.11.2 Stanoveni poméru organickych Kkyselin a pufraéni aktivity metodou
FOS/TAC

Odebrané vzorky z bioreaktoru byly zcentrifugovany pii 9000 rpm po dobu 10 minut a
supernatant byl pouzit pro stanoveni na automatickém titratoru. Do kadinky bylo
napipetovano 10 ml supernatantu a zfedéno destilovanou vodou na 60 ml. Do roztoku byla
ponotfena pH elektroda s michadlem a hadicka vychazejici ze zasobniku obsahujiciho 0,2
mol-1I"" H>SO4. Po zapnuti analyzy jiz titrator automaticky davkoval kyselinu v zavislosti na

pH roztoku a stanovil hodnoty FOS a TAC, které nasledné byly odecteny z displeje pfistroje.

Obrazek 7: automaticky titrator Metrohm Ti-touch 916
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4.11.3 Stanoveni koncentrace plynt

Béhem fermentace byla v 24 hodinovych intervalech stanovovana koncentrace plynii nad
médiem v bioreaktoru. Plyny byly stanovovany pomoci piistroje Drager X-am 7000
(Germany), ktery byl kalibrovéan pro stanoveni mnoZstvi HoS, Ha, CHa, O2 a No.

Pro zméfeni koncentrace jednotlivych plynt byl pfistroj pfipojen k hadi¢ce vychazejici
z bioreaktoru. Byl ponechan po dobu 5 minut nasavat plyny z volného prostoru v bioreaktoru

a poté byly zapsany hodnoty jednotlivych plynt z displeje ptistroje.

Obrazek 8: Drdiger X-am 7000
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Charakterizace jednotlivych substratu

Byly provedeny charakterizace jednotlivych substratl, které byly vybrany pro studium
moznosti produkce kyseliny mlééné a ethanolu. Stanoveno bylo pfedev§im mnozstvi
fermentovatelnych sacharidii a mnozstvi susiny (vlhkosti) v jednotlivych odpadech. Dale byla
provedena stanovoveni latek obsazenych v jednotlivych odpadech, jejichz pfitomnost by
mohla ovlivnit naslednou fermentaci vybranymi mikroorganismy. Pouzité metody pro tato

stanoveni jsou popsany v kapitole 4.4.

5.1.1 SlozZeni kavové sedliny

V kavové sedlin€é ziskané z univerzitniho kavovaru bylo stanovovano krom strukturnich
sacharidii 1 celkové mnozstvi polyfenolickych latek a ptipadné dalSich moznych inhibitora
jako naptiklad 5-hydroxy-methyl-furfural (HMF). Naméfené¢ hodnoty jsou vztaZzeny na

mnozstvi suSiny a shrnuty v Tabulce 1.

Tabulka 1: Slozeni kavové sedliny

Mnozstvi (g nal00 g susiny)

glukosa 10,01 £0,16
galaktosa + mannosa 39,62 + 0,66
arabinosa 3,39 +0,68
glycerol 0,27 £0,10
diacetyl 0,82+ 0,20
kyselina levulova 0,14 £0,02
2 - propanol 0,06 + 0,01
5-hydroxy-methyl-furfural 0,24 + 0,02
furfural 0,09 +£0,01
polyfenoly 5,78 £ 0,01
vlaknina 1,64 + 0,22
mnozstvi susiny 95,11 £0,14 %

Vysledky analyzy kavové sedliny jsou porovnatelné s hodnotami uvedenymi v publikacich
od Petrik a kol. 2014 a Ballesteros a kol. 2014, které se vénuji problematice slozeni kavové
sedliny [92][93]. Jedinym rozdilem je, Ze autofi uvadi ve slozeni galaktosu a manosu, zatimco
nami pouzitou metodou byla stanovena pouze galaktosa. Soucet stanovenych mnoZstvi
galaktosy a manosy uvedenych v téchto publikacich v§ak odpovidd ndmi naméfené hodnoté
pro galaktosu. Bylo zjis$téno, Ze pouZitd kolona pro HPLC nebyla schopna odseparovat tyto
dva sacharidy. Vzhledem k tomu, Ze galaktosa a manosa maji stejny retencni Cas, byla

stanovena pouze celkova koncentrace obou sacharidii v jednom piku. V tabulce je tedy
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uvedeno mnozstvi téchto sacharidi jako suma. Stanoveni jednotlivych koncentraci galakosy a

manosy vSak nebylo nutné, jelikoz oba tyto sacharidy jsou fermentovatelné [92][93].
Dulezitym faktem je, ze kdvova sedlina obsahuje, ve srovnani s jinymi lignocelulosovymi

materidly, pfevazné hexosy jakozto dominantni sacharidy. Tento fakt je dilezity z hlediska

moznosti vyuziti tohoto odpadu jakoZzto substratu pro fermentace.

5.1.2 SloZeni matolin

Pro experimenty byly pouzivany matoliny odridy Svatovaviinecké ziskané z mistniho
vinafstvi. Kromé stanoveni mnozstvi fermentovatelnych sacharidt a vldkniny, bylo stanoveno
1 mnozstvi celkovych polyfenolickych latek a anthokyanovych barviv. Nékteré publikace se
zabyvaji moznym inhibicnim efektem polyfenolickych latek na rist bakterii mlécného
kvaSeni [94][95][96][97].

Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 2. Jednotlivé hodnoty jsou vztaZzeny na mnozstvi susiny.

Tabulka 2: SlozZeni matolin

Mnozstvi (g nal00 g susiny)

glukosa 10,7+ 0,17
fruktosa 5,05+ 0,86
galaktosa 3,04 £0,36
arabinosa 0,61 £0,12
polyfenoly 7,47 £0,02
vlaknina 7,05+0,32
anthokyany 0,79 £ 0,01
mnozstvi susiny 41,39+ 0,12 %

V publikaci od Kendalla a kol. 2015 uvadi podobné slozeni matolin stanovené metodou
podle Sluitera [96]. Hodnoty se mirn¢ lii, to miize byt zplisobeno zkoumanim matolin z jiné
odridy vinné révy. V této studii zkoumali odridu Cabernet Sauvignon, dalSim faktorem
zpusobujicim rozdilnost vysledki miize byt i1 rozdilna lokalita, odkud byly matoliny ziskany.
V této studii se uvadi ve slozeni matolin glukosa, xylosa a arabinosa. Vzhledem k tomu, zZe
nami pouzitd kolona pro HPLC ma velmi blizké retencni Casy pro galaktosu a xylosu, je
pravdépodobné, ze se mohlo jednat o oba sacharidy. V dalsi publikaci od Pedrase a kol. 2017
uvadi ve slozeni hydrolyzatu glukosu, fruktosu, manosu, galaktosu a xylosu, nicmén¢
pro stanoveni a hydrolyzu byla pouzita jind metody hydrolyzy a analyzy [98]. Celkové
mnozstvi strukturnich sachariddi v matolinach v téchto publikacich se pohybuje v rozmezi
16,0 az 23,2 g na 100 g suSiny, takze nami ziskana hodnota 19,4 g na 100 g suSiny je
pravdépodobna [97][98].
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Z danych vysledkt Ize tedy predpokladat, ze pii vhodné zvoleném zptlisobu hydrolyzy je

matolina vyuzitelna jakoZzto fermentacni substrat.

5.1.3 SloZeni pomerancovych slupek

Pro experimenty byly pouZzity slupky pomeranct z odridy Navel. Byla stanovena mnoZstvi
fermentovatelnych sacharidf, vlakniny, celulosy a mnozstvi susSiny. Naméfené hodnoty jsou

vztazeny na mnozstvi susiny a shrnuty v Tabulce 3.

Tabulka 3: Slozeni pomerancovych slupek

Mnozstvi (g nal00 g susiny)

glukosa 19,48 + 0,81
galaktosa 3,97 +£0,25
fruktosa 7,54 +£2,14
arabinosa 4,50+ 0,95
vlaknina 64,46 £ 1,96
celulosa 12,64 + 0,60
mnozstvi suSiny 22,59+ 0,22 %

Bylo zjisténo, Ze kompletni hydrolyzou pomerancovych slupek lze ziskat az 35,49 g
na 100 g suSiny monosacharidi ve formé glukosy, fruktosy, arabinosy a galaktosy.
Pomerancové slupky tedy obsahuji pomérné vysoké mnozstvi sacharidl, coz je predurcuje
jako nadéjny substrat pro fermentace. V publikacich vénovanych zpracovani odpadi
z pomerancil jsou uvedeny podobné koncentrace a slozeni sacharidl, jaké byly naméfeny
[99][100][101].

Existuji zde odchylky, které vSak mohou zaviset od zralosti a mista piivodu pomeranct,
znichz byly ziskdny zkoumané slupky. V uvedenych publikacich byly vyuzivany i jiné
metody pro zjiSténi danych parametrii, coz mize také zpiisobovat rozdilnost namétenych
hodnot.

5.2 Optimalizace hydrolyz vybranych substrati

Nazeleni vhodného zptlisobu hydrolyzy je dualezité¢ z hlediska zptistupnéni jednoduchych
fermentovatelnych sacharidii pro naslednou fermentaci vybranymi mikroorganismy. Existuje
mnoho zplisobi hydrolyzy lignocelulosovych materidlti. Nevyhodou nékterych zplisobii jsou
vSak vysSi naklady na pouzit¢ chemikdlie ¢i moZnost vzniku inhibi¢nich latek
v hydrolazatech. Z toho diivodu byly provedeny optimalizace hydrolyz jednotlivych substrati.
Bylo provedeno nékolik zptsobt hydrolyz kombinujicich fyzikalni, chemické a enzymatické
zpusoby. Postupy optimalizaci hydrolyz jednotlivych substratii jsou uvedeny v kapitole 4.6
[102].
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5.2.1 Hydrolyzy kavové sedliny

Jednotlivé zpisoby optimalizace hydrolyz kavové sedliny byly provedeny podle postupti

uvedenych v kapitole 4.6.1. Byly porovnany koncentrace ziskanych monosacharidii béhem

jednotlivych zpisobl hydrolyz (Tabulka 4).

Tabulka 4: Celkova mnozstvi fermentovatelnych sacharidit hydrolyzami kavové sedliny

zpusob hydrolyzy c (gl
NaOH 5 % (70 °C, 3 h) 0,23 £0,03
HCI 2 % (121 °C, 15 min) 15,88 £ 0,29
H2S04 2,7 % (121 °C, 15 min) 27,12+ 0,25
121 °C, 15 minut 0,12 +0,001
NaOH 5 % + Celluclast + B-glukosidasa 10,30 £ 0,27
HCI 2 % + Celluclast + B-glukosidasa 29,02 + 0,53
Enzymy (Celluclast, B-glukosidasa, Viscozyme L) 4,90 £ 0,02
H>SO04 1,3 % + enzymy (Celluclast, B-glukosidasa, Viscozyme L) 28,09 £ 0,28
H>SO04 2,7 % + enzymy (Celluclast, B-glukosidasa, Viscozyme L) 36,09 + 0,09
H>SO04 2,7 % + Celluclast 34,47 £0,17
H2SO04 2,7 % + Viscozyme L 28,21 +£0,36
H2S04 2,7 % + B-glukosidasa 27,79 £ 0,26

Na hydrolyzu kavové sedliny byly vyuzity rizné zpusoby chemické, fyzikdlni a

enzymatické hydrolyzy. Jakozto nejucinnéjsi zptsob hydrolyzy kavové sedliny byla

kombinace kyselé hydrolyzy pomoci 2,7% kyseliny sirové pii 121 °C po dobu 15 minut

s naslednou enzymatickou hydrolyzou smési enzymii (Celluclast, B-glukosidasa, Viscozyme

L). Tento zpusob hydrolyzy byl také nasledn¢ zvolen pro ptredipravu kavové sedliny pred

fermentaci. Byla zjiStovana 1 mnoZstvi jednotlivych sacharidl ziskanych pifi riznych

zpusobech hydrolyzy kdvové sedliny (Graf 1).
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arabinosa

W galaktosa
+ manosa

m glukosa

koncentrace jednotlivych sacharidi (g-17)

Graf 1: Koncentrace jednotlivych sacharidit pri riznych zpisobech hydrolyzy kdavoveé

sedliny

Z vysledkii je patrné, Ze jiz po samotné kyselé hydrolyze 2,7% kyselinou sirovou
v kombinaci s vysokou teplotou byla zhydrolyzovéna vétSina hemicelulos, coz umoziuje
pfi enzymatické hydrolyze celulosy ziskani vyS$iho vytézku glukosy. Z toho divodu bylo
ziskano vyssi mnozstvi glukosy pii pouziti vyssi koncentrace kyseliny sirové.

V porovnani s hodnotami uvedenymi v Tabulce 1 (kapitola 5.1.1), kde jsou uvedeny
hodnoty ziskany metodou zaloZenou na kompletni hydrolyze daného materidlu nejucinngjsi
hydrolyzou bylo ziskédno 7,46 g na 100 g susSiny glukosy, 21,07 g na 100 g susiny galaktosy +
manosy a 2,4 g na 100 g suSiny arabinosy, coz percentuelné odpovida vytéznosti hydrolyzy:
74,5 % glukosy, 53,2 % galaktosy + manosy a 70,8 % arabinosy.

5.2.2 Hydrolyzy matolin

Byly provedeny optimalizace hydrolyz matolin riznymi zptsoby, které jsou blize popsany
v kapitole 4.6.2. Jednotlivé hydrolyzy byly porovnany z hlediska kone¢nych koncentraci
fermentovatelnych sacharidii (Tabulka 5).
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Tabulka 5: Celkova mnozstvi ziskanych fermentovatelnych sacharidi hydrolyzami

matolin

zpusob hydrolyzy c (gl
NaOH 5 % (70 °C, 3 h) 3,69 + 0,04
HCI12 % (121 °C, 15 min) 6,01 +0,17
H2S04 2,7 % (121 °C, 15 min) 6,19+0,19
NaOH 5 % + Celluclast + B-glukosidasa 6,31 £0,13
HCI 2 % + Celluclast + B-glukosidasa 9,87 +0,33
HCI 2 % + Celluclast 10,44 £0,19
HCI 2 % + Viscozyme L 8,97 +£0,25
HC1 2 % + Pectinex 6,23 +0,21
HCI 2 % + enzymy (Celluclast, Pectinex, Viscozyme L) 8,36 0,11
H2S04 2,7 % + Celluclast 9,18+0,17
H2S04 2,7 % + Viscozyme L 6,91 £ 0,20
H>SO4 2,7 % + Pectinex 6,45 +0,14
H>SO04 2,7 % + enzymy (Celluclast, Pectinex, Viscozyme L) 10,91 £ 0,11

Matoliny byly podrobeny riznym zpusobtim fyzikalni, chemické a enzymatické hydrolyzy.
I v pfipadé matolin byla nejucinnéj$im zplisobem hydrolyzy dvoustupiiova hydrolyza 2,7%
kyselinou sirovou pii 121 °C po dobu 15 minut s naslednou enzymatickou hydrolyzou smési
enzymi (Celluclast, B-glukosidasa, Viscozyme L). Tento zplsob hydrolyzy byl nésledné
zvolen pro predupravu matolin pied fermentaci. Mnozstvi jednotlivych sacharidli ziskané

pfi riznych typech hydrolyzy matolin a jejich celkové porovnani je zobrazeno v Grafu 2.

Z vysledkt lze usuzovat, ze jiz po samotné kyselé hydrolyze 2,7% kyselinou sirovou
v kombinaci s vysokou teplotou byla zhydrolyzovéna vétSina hemicelulos, coz umoziuje
pfi enzymatické hydrolyze celulosy ziskani vyS$iho vytézku glukosy. Podobné mnoZzstvi
monosacharidii bylo dosazeno i pomoci 2% kyseliny chlorovodikové. Pro hydrolyzu matolin
pfed fermentaci vSak byla upfednosténa piediprava 2,7% kyselinou sirovou vzhledem

k tomu, ze béhem nasledné eznymatické hydrolyzy vzniklo vys$§i mnoZstvi fruktosy na tkor

vvvvv
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W glukosa

koncentrace jednotlivych sacharidt (g-1)

Graf 2: Koncentrace jednotlivych sacharidu pri ruznych zpiisobech hydrolyzy matoliny

Porovnanim hodnot uvedenych v Tabulce 2 (kapitola 5.1.2) ziskanych metodou zaloZenou
na kompletni hydrolyze daného materidlu. Nejucinngj$i hydrolyzou bylo ziskdno 3,17 g
na 100 g susSiny glukosy, 2,07 g na 100 g suSiny galaktosy, 2,01 g na 100 g suSiny fruktosy a
0,02 g na 100 g suSiny arabinosy. To percentuelné odpovida vytéznosti hydrolyzy: 29,66 %
glukosy, 67,98 % galaktosy, 39,74 % fruktosy a 3,28 % arabinosy.

5.2.3 Pomerancové slupky

Tak jako u matolin a kdvové sedliny, bylo i v pfipadé pomerancovych slupek provedeno
nékolik zptsobi chemickych, fyzikalnich a enzymatickych hydrolyz. Postupy optimalizaci
hydrolyz pomerancovych slupek jsou uvedeny v kapitole 4.6.3. Porovnani celkovych
koncentraci ziskanych monosacharidii z jednotlivych zplsobli hydrolyz je uvedeno
v Tabulce 6.
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Tabulka 6: Celkova mnozstvi ziskanych fermentovatelnych sacharidi hydrolyzami

pomerancovych slupek

zpusob hydrolyzy c (gl

NaOH 5% (70 °C, 3 h) 16,21 £ 0,25
HCI 2% (121 °C, 15 min) 18,02 + 0,34
121 °C, 15 min 16,26 + 0,44
H2S042,7% (121 °C, 15 min) 25,65+ 0,37
H2S04 2,7% 17,62 + 0,42
NaOH 5% + Celluclast + B-glukosidasa 18,90 £ 0,24
HCI 2% + Celluclast + B-glukosidasa 20,76 + 0,20
H>SO4 2,7% + Celluclast 52,62 +0,42
H2SO04 2,7% + Viscozyme L 54,75+ 0,18
H2S04 2,7% + Pectinex 54,32 +0,38
E;SCC;; ;,Z;%L’vtpzr;fi}lf::z) (Celluclast, B-glukosidasa, 60.61 + 0,26

vvvvvv

kyseliny sirové pii 121 °C po dobu 15 minut v kombinaci s néaslednou enzymatickou
hydrolyzou. Zde byly pouzity také jako u piedeSlych substratl enzymové preparaty
Celluclast, B-glukosidasa a Viscozyme L, navic vSak byl piiddn enzym pektinasa (Pectinex).
Tento zpisob dvoustupiiové hydrolyzy byl nejuc¢innéjsim a byl dale pouzivan pro predapravu
pomerancovych slupek pred fermentacemi. V grafu 3 je blize zndzornéno mnozstvi

jednotlivych monosacharidii ziskanych pti riznych zptisobech hydrolyz.
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arabinosa
fruktosa

W glukosa

koncentrace jednotlivych sacharidt (g-1)

Graf 3: Koncentrace jednotlivych sacharidi pri  riznych zpiusobech hydrolyzy

pomerancovych slupek

Z porovnani jednotlivych hydrolyz lze pozorovat, ze pfi neenzymatickych hydrolyzach
bylo nejvyssich koncentraci monosacharidii dosazeno pravé pii pouziti 2,7% kyseliny sirové.
Ptidavek enzymu v pfipadé prvniho kroku hydrolyzy za pouziti hydroxidu sodného ci
kyseliny chlorovodikové nedoslo k takovému nartistu monosacharidt jako v piipad¢é pouziti
kyseliny sirové. Lze tedy usuzovat, ze kyselina sirova byla nejvhodnéjsi pro hydrolyzu
hemicelulos obsazenych v pomerancovych slupkach, coz umoznilo G¢inngj$i enzymatickou
hydrolyzu.

Opét porovnanim hodnot ziskanych metodou kompletni hydrolyzy daného materialu, které
jsou uvedeny v Tabulce 3 (kapitola 5.1.3) zjistime, Ze nejucinnéjsi hydrolyzou bylo ziskéno
14,44 g na 100 g suSiny glukosy, 6,09 g na 100 g suSiny fruktosy a 3,72 g na 100 g suSiny
arabinosy. CoZ percentuelné odpovida vytéznosti hydrolyzy: 74,11 % glukosy, 80,74 %
fruktosy a 82,58 % arabinosy. Pfi stanoveni slozeni pomerancovych slupek byl zjistén 1 obsah
galaktosy, kterd se vSak pfi méfeni vzorkil z optimalizaci hydrolyz nezobrazovala. Mohlo
dojit k neodseparovani fruktosy a galaktosy, jelikoz jejich retencni Casy se v naSem piipadé
lisily pouze o 0,1 minuty. Vzhledem k pomérné vysoké koncentraci fruktosy je tedy mozné,
ze se jednd o smés fruktosy a galaktosy spojenych do jednoho piku, coz vSak neni nutné zcela
feSit vzhledem ktomu, Ze oba sacharidy jsou pomérn¢ dobie utilizovatelné vybranymi

mikroorganismy.
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5.2.4 Shrnuti

U vybranych odpadi z potravinarskych vyrob byly provedeny optimalizace hydrolyzy
pomoci kombinace riznych typtt hydrolyz. Jednotlivé odpadni substraty byly pted
hydrolyzami rozemlety (kromé& kavové sedliny), aby byly naruSeny struktury pfitomnych
polysacharidi. Néasledné¢ byly zkouSeny rtzné kombinace fyzikalnich (vysokd teplota),
chemickych (kysel4, bazickd) a enzymatickych typi hydrolyz.

Existuje mnoho zptsobt hydrolyz lignocelulosovych materialti. V této praci byly vybrany
kysel¢ hydrolyzy zifedénymi kyselinami (sirovou a chlorovodikovou) za vysoké teploty
(121 °C). Dalsi moznosti kyselé hydrolyzy je pouziti silné kyseliny v kombinaci s nizkou
teplotou, nicméné behem tohoto zplsobu hydrolyzy dochédzi k tvorbé inhibi¢nich latek
pro mikroorganismy (kyselina octova, furfural a 5-hydroxymethylfurfural). Déle pak byla
zkousSena alkalicka hydrolyza pomoci 5 hm. % hydroxidu sodného pti 70 °C po dobu 3 hodin.
Byla také vyzkousena hydrolyza pouze autoklavovanim suspenze substratu s vodou, aby byl
porovnan efekt ptidavku kyseliny a hydroxidu na hydrolyzu [102][103][104][105].

Po chemickych hydrolyzach byly provedeny enzymatické hydrolyzy, kde byly pouzity
rizné druhy enzymd, a to celulasa (Celluclast 1.5L), hemicelulasa (B-glukosidasa), pektinasa
(Pectinex) a enzymaticky preparat se smési celulolytickych enzyml (Viscozyme L).
Enzymovy preparat Viscozyme L je tvofen enzymy: arabinasou, celulasou, B-glukanasou,
hemicelulasou a xylanasou. Jednotlivé enzymy byly v riznych kombinacich aplikovany
na vybrané substraty, které byly ptfedupraveny hydrolyzou 2,7% kyselinou sirovou pii 121 °C.
Bylo vyzkouseno i pisobeni enzymtl na substraty predupravené kyselinou chlorovodikovou a
hydroxidem sodnym. [106]

Bylo zjisténo, ze u vybranych substratii byl nejuccingj$im zpisobem hydrolyzy kombinace
zfedéné kyseliny sirové (2,7 hm.%) za vysoké teploty v kombinaci s naslednou enzymatickou
hydrolyzou. Tato dvoustupiiovéd hydrolyza byla nejucinngjsi i vzhledem k tomu, ze ptisobeni
kyseliny za vysoké teploty zpisobi rozruSeni lignocelulosové struktury a zpfistupnéni
celulosy a hemicelulosy pro enzymy. Ackoliv hydroxid sodny pisobi také na rozruseni
struktury ligninu a celulosy, dochazi ke vzniku mensiho mnoZstvi fermentovatelnych
sacharidd, k ¢emuz doslo 1 v naSem pfipadé. V literatufe se uvadi, Ze v nékterych ptipadech
JiZ neni nutno po kyselé hydrolyze ptidavat enzymy, nicméné v piipadé¢ odpadl vybranych

pro tuto praci doslo jesté k navySeni fermentovatelnych sacharidt [107][108][109].

5.3 Produkce kyseliny mlécné

Pro produkci kyseliny mlééné na odpadnich substratech je nutné ptredevSim nalézt
vhodného produkcenta, ktery je schopen utilizace jednotlivych sacharidi obsazenych

v hydrolyzatu odpadniho substratu. Byla tedy sledovana schopnost rustu a produkce kyseliny
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mlécné vybranymi producenty nejprve na syntetickych médiich s obsahem jednotlivych

sacharidil a nasledné na jednotlivych hydrolyzatech odpadnich substratu.

5.3.1 Screening ristu na vybranych sacharidech

Bylo vybrano 7 producentli kyseliny mlécné pro testovani schopnosti ristu a produkce
kyseliny mlé¢né na riznych sacharidech. Konkrétné byli vybrani: Lactobacillus casei CCM
4798, Bacillus coagulans CCM 2013, Bacillus coagulans CCM 2658, Lactobacillus
rhamnosus CCM 18257, Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus CCM 7190, Lactobacillus
plantarum CCM 7039 a Streptococcus thermophilus CCM 4757. Vsechny tyto kmeny byly
ziskany z Ceské sbirky mikroorganismi Piirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity
v Brné.

Tyto kmeny byly vybrany jako reprezentativni kmeny bézné pouzivané pro bioprodukci
kyseliny mlécné. Producenti byli vybrani i tak, aby byly vyprodukovany rtizné formy kyseliny
mlécné, a to samostatné optické izomery i racemickd smés. Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus casei a Streptococcus thermophilus maji schopnost produkce L (+) izomeru.
Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus produkuje D (-) izomer a Lactobacillus plantarum
tvoti racemickou smés kyseliny mlécné. B. coagulans byl vybran z diivodu schopnosti riistu a
produkce za vysokych teplot. Dal$i vyhodou jsou nizké pozadavky na Ziviny a moznost
produkce opticky ¢isté L (+) kyseliny mlécné [14][54][110][{111][112].

Jako médium bylo pfipraveno MRS médium, kde glukosa byla nahrazena jinymi
sacharidy, které se mohou vyskytovat v odpadech z potravinaiskych vyrob. Konkrétné se
jednalo o: glukosu, xylosu, manosu, arabinosu, celobiosu, galaktosu, pektin a laktosu. Postup
ptipravy jednotlivych médii a experimentu je blize popsan v kapitole 4.9.1.

Byly porovnany hodnoty optickych hustot naméfeny po 48 hodinach kultivace
jednotlivych kment na vybranych sacharidech, aby byla vyhodnocena schopnost riistu na
téchto sacharidech (Graf 4). Dale byly porovnany dosazené koncentrace kyseliny mlécné po
48 hodinach kultivace, aby byla zjisténa schopnost utilizace jednotlivych sacharida

vybranymi kmeny (Graf 5).
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Graf 4: Rist mikroorganismii na jednotlivych sacharidech

Rast jednotlivych kment byl sledovan metodou méfeni optické hustoty. Z vysledkl je

patrné, ze mikroorganismy na jednotlivych sacharidech byly schopny rustu. U nékterych

cv v

kmeni byly naméfeny nizsi hodnoty optické hustoty, coz vSak miize byt ovlivnéno i velikosti
bun¢k jednotlivych kmenti [113].
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Graf' 5: Produkce kyseliny mlécné na jednotlivych sacharidech
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Bylo ovéfeno, ze vybrané bakteridlni kmeny jsou schopny utilizovat v syntetickém médiu
jednotlivé sacharidy, které se mohou vyskytovat i v odpadech z potravinaiskych vyrob.

Porovnanim lze pozorovat, ze utilizace né¢kterych sacharid (konkrétné xylosy a arabinosy) je

vvvvvv

5.3.2 Screening ristu na jednotlivych hydrolyzatech

Po provedeni kultivaci vybranymi mikroorganismy na syntetickém médiu byla testovana
schopnost produkce kyseliny mlééné 1 pfimo na hydrolyzatech vybranych odpadnich
materidlti. Za timto ucelem byly pfipraveny hydrolyzaty jednotlivych odpadi podle postupti
uvedenych v kapitole 4.7. Nasledn¢ na jednotlivych hydrolyzatech byly provedeny kultivace
vybranymi mikroorganismy (kapitola 4.1.2), aby byl nalezen nejvhodnéjsi producent kyseliny
mlécné pro konkrétni odpad. Jednotlivé kultivace byly provadény podle postupu uvedeného
v kapitole 4.9.2.

5.3.2.1 Fermentace na hydrolyzatu pomerancovych slupek

Byly provedeny kultivace vybranymi producenty na hydrolyzatu pomerancovych slupek
pfipraveném podle postupu uvedeném v kapitole 4.7.2. Byly zvoleny dvé podminky
kultivace, a to s upravenym pH na hodnotu 7 a bez upravy pH hydrolyzatu. Na upravu pH byl
pouzit 5 mol-lI"! hydroxid sodny. Hodnota pH v hydrolyzatu bez upravy ¢inila 4,05. Kone¢né
vysledky kultivaci na hydrolyzatu pomerancovych slupek jsou shrnuty v Grafu 6.
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Graf 6: Produkce kyseliny mlécné vybranymi producenty na hydrolyzatu pomerancovych

slupek
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Z vysledkl je patrné, ze produkce kyseliny mlééné byla vyssi u hydrolyzatu s upravenym
pH 7. Nejvyssiho vytézku kyseliny mlééné bylo dosaZeno pouZzitim kmene Lbc. rhamnosus
CCM 1825. Tento kmen je vyhodnym producentem 1 z hlediska schopnosti produkce
vyhradné L(+) izomeru kyseliny mlé¢né. Vzhledem k této skutecnosti je Lbc. rhamnosus
vhodnéjsim producentem oproti kmeni Lbc. plantarum, ktery produkuje racemickou smeés
kyseliny mlééné. Vybér producenta se ovsem odviji i od pozadavku na vysledny produkt a
pozadovanou optickou Cistotu [54][112][114].

V Tabulce 7 jsou uvedena mnozstvi kyseliny mlécné vznikld v hydrolyzatu s upravenym
pH. Jsou zde uvedeny i hodnoty produktivit a vytéZnostni koeficienty vzniklé¢ kyseliny
mlécné pii pouziti jedenotlivych kment.

Tabulka 7: Produktivita a koncentrace kyseliny mlécné jednotlivymi producenty na

hydrolyzatu pomerancovych slupek pri pH 7

mozstvikyseling g Rl Yos  produktivi
Mikroorganismus miéené (g1) sacharidt (g'1'") (gg?) (g1™h7)
L. plantarum CCM 7039 9,68 +0,74 18,50 0,52 0,20
L. rhamnosus CCM 1825 9,97 +1,25 18,67 0,53 0,21
B. coagulans CCM 2013 4,16 £0,42 9,42 0,44 0,09
L. delbruckii CCM 7190 4,25+0,16 9,57 0,44 0,09
S. thermophilus CCM 4757 3,47+0,25 7,83 0,44 0,07
L. casei CCM 4798 8,81 £ 0,63 17,20 0,51 0,18
B. coagulans CCM 2658 5,51 +1,02 11,04 0,50 0,11

Z uvedenych dat je patrné, Ze nejvyssi produktivity a vytéznostniho koeficientu bylo
dosazeno v ptipad¢ kmene L. rhamnosus CCM 1825. Nicméné¢ kmen L. plantarum CCM
7039 nemél hodnoty téchto parametrii vyrazné nizsi. V pfipad¢ dalSich optimalizaci a
produkci kyseliny mlééné na hydrolyzatu pomerancovych slupek by §lo uvaZovat o obou
téchto kmenech jako o moZnych producentech v zavislosti na poZadavku na vysledny
produkt.

V Tabulce 8 jsou uvedena mnozstvi kyseliny mlééné vznikla kultivaci na hydrolyzatu bez
upraveného pH. Jsou zde uvedeny i hodnoty jednotlivych produktivit a vytéZnostnich

koeficientu.
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Tabulka 8: Produktivita a koncentrace kyseliny mlécné jednotlivymi producenty na

hydrolyzatu pomerancovych slupek bez upravy pH

mnoirsvtvi’ kysc?lliny spolt\g;ll;):\?:rlli}?ch Yors produ_llkti_\lzita
Mikroorganismus miécné (g17) sacharidi (g1 (gl7h7)
L. plantarum CCM 7039 1,49 +0,18 3,64 0,41 0,03
L. rhamnosus CCM 1825 1,57 £ 0,68 3,72 0,42 0,03
B. coagulans CCM 2013 1,24 + 0,35 2,98 0,42 0,03
L. delbruckii CCM 7190 0,74 £0,11 1,67 0,44 0,02
S. thermophilus CCM 4757 1,06 £0,62 2,92 0,36 0,02
L. casei CCM 4798 3,61 £0,14 7,89 0,46 0,08
B. coagulans CCM 2658 2,19+0,28 5,06 0,44 0,05

V ptipad¢ hydrolyzatu bez Gpravy pH byly produktivity a vytéznostni koeficienty vyrazné
niz§i oproti hydrolyzatu s pH 7. V tomto pfipadé¢ bylo nejvyssi produktivity a vytézku
kyseliny mlé¢né dosazeno kmenem L. casei CCM 4798.

5.3.2.2 Fermentace hydrolyzatu matolin

Byly provedeny kultivace vybranymi producenty na hydrolyzatu matolin pfipraveném
podle postupu uvedeném v kapitole 4.7.3. Kultivace probihala za dvou podminek, a to
v hydrolyzatu bez upraveného pH a v hydrolyzatu s pH 7. Na apravu pH byl pouzit 5 mol-1"!
hydroxid sodny. Hodnota pH v hydrolyzatu bez upravy ¢inila 3,75. Vytézky kyseliny mlé¢né
z jednotlivych kultivaci byly graficky porovnany (Graf 7).
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Graf'7: Produkce kyseliny mlécné vybranymi producenty na hydrolyzdatu matolin

Tak jako u hydrolyzatu pomerancovych slupek, i v ptipadé hydrolyzatu matolin bylo
dosazeno vysSich koncentraci kyseliny mlééné v médiu s pH upravenym na hodnotu 7.
vysokych koncentraci kyseliny mlé¢né bylo dosazeno i kmeny L. plantarum CCM 7039 a L.
casei CCM 4798.

V Tabulce 9 jsou shrnuta jednotlivd mnozstvi kyseliny mlécné produkovana
na hydrolyzatu supravenym pH. Byly také vypocteny hodnoty produktivit a vytéZnostni
koeficienty vzniklé kyseliny mlé¢né pti pouziti jedenotlivych kmend.

Tabulka 9: Produktivita a koncentrace kyseliny mlecné jednotlivymi producenty na

hydrolyzatu matolin pri pH 7

. . mnozstvi kyseliny MHOZSWl, produktivita
Mikroorganismus T spotiebovanych Yris .
mlééné (g1 ; (g1
sacharidd (g-1'")

L. rhamnosus CCM 1825 6,07 £0,38 6,73 0,90 0,13
L. plantarum CCM 7039 5,83 +0,97 6,58 0,89 0,12
L. delbruckii CCM 7190 1,69 £ 0,56 3,32 0,51 0,04
L. casei CCM 4798 5,51 +0,09 6,19 0,89 0,11
S. thermophilus CCM 4757 1,45+0,27 3,99 0,36 0,03
B. coagulans CCM 2658 4,55+0,12 6,19 0,74 0,09
B. coagulans CCM 2013 4,02 +1,06 6,69 0,60 0,08
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Nejvyssi produktivity a vytéznostniho koeficientu bylo dosazeno kmenem L. rhamnosus
CCM 1825. Pomérné vysoké vytéznosti bylo dosazeno i1 kmeny L. casei CCM 2798 a
L. plantarum CCM 7039.

V Tabulce 10 jsou shrnuty koncentrace, hodnoty vytéZnostnich koeficienti a produktivit

kyseliny mlé¢né dosazené jednotlivymi kmeny na hydrolyzatu matolin bez upraveného pH.

Tabulka 10: Produktivita a koncentrace kyseliny mlécné jednotlivymi producenty na

hydrolyzatu matolin bez upravy pH

.o . Mnozstvi .
Mikroorganismus mnozs :[Vl, kyse_lhny spotfebovanych Yess pmdl_llk tl_\ll ita

miéné (g'17) sacharidii (g1") (gl™h7)
L. rhamnosus CCM 1825 1,20 £ 0,05 2,76 0,43 0,02
L. plantarum CCM 7039 0,81 +0,54 2,75 0,29 0,02
L. delbruckii CCM 7190 1,23 £0,84 3,08 0,40 0,03
L. casei CCM 4798 0,47 £ 0,09 4,07 0,12 0,01
S. thermophilus CCM 4757 1,06 + 0,43 3,99 0,27 0,02
B. coagulans CCM 2658 1,61 £0,97 2,87 0,56 0,03
B. coagulans CCM 2013 0,89 +£0,21 3,69 0,24 0,02

V piipad¢ kultivaci na hydrolyzatu matolin bez upraveného pH bylo dosazeno nejvysSich

koncentraci kyseliny mlééné kmenem B. coagulans CCM 2658.

5.3.2.3 Fermentace na hydrolyzatu kavové sedliny

Byly provedeny kultivace vybranymi producenty na hydrolyzatu kévové sedliny
piipraveném podle postupu uvedeném v kapitole 4.7.1. Kultivace probihala za dvou
podminek, a to v hydrolyzatu bez upraveného pH a v hydrolyzatu s pH 7. Na Gpravu pH byl
pouzit 5 mol-I'" hydroxid sodny. Hodnota pH v hydrolyzatu bez tpravy ¢inila 4,30. Porovnani
vyslednych koncentraci kyseliny mlécné dosazenych kultivacemi vybranych producent

na hydrolyzatu kdvové sedliny jsou shrnuty v Grafu 8.
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Graf 8: Porovnani vytézku kyseliny mlécné vybranymi producenty na hydrolyzatu kavové

sedliny

Jako u predeslych substrati, bylo i u kavové sedliny dosazeno vysSich koncentraci

produktu v hydrolyzatu s pH 7. Nejvyssiho vytézku kyseliny mlééné bylo dosazeno kmenem

L. rhamnosus CCM 1825. Nicméné rozdil koncentraci kyseliny mlééné s kmenem L.

plantarum CCM 7039 je nepatrny. Byly porovnany koncentryce, vytéznostni koeficienty a

produktivita kyseliny mlééné v hydrolyzatu s pH 7 (Tabulka 11), kde je patrné, Ze v ptipadé

kmene L. rhamnosus CCM 1825 bylo dosazeno vyssiho vytéznostniho koeficientu, nicméné

produktivita obou kmenti byla prakticky stejna.

Tabulka 11: Produktivita a koncentrace kyseliny mlécné jednotlivymi producenty na

hydrolyzatu kavové sedliny pri pH 7

. . Mnozstvi .
Mikroorganismus mnozs :m, kyse_lhny spotiebovanych Yrss prOdl_llk t1_\1/1ta

miéené (g 1) sacharidii (g1") (g1™h7)
L. plantarum CCM 7039 10,75+ 1,17 12,30 0,87 0,22
L. rhamnosus CCM 1825 10,79 £ 0,80 12,05 0,90 0,22
L. delbruckii CCM 7190 4,52 +£0,01 5,42 0,83 0,09
L. casei CCM 4798 10,71+ 0,92 16,02 0,67 0,22
S. thermophilus CCM 4757 5,90 £ 0,17 10,02 0,59 0,12
B. coagulans CCM 2658 6,77 £ 0,37 11,09 0,61 0,14
B. coagulans CCM 2013 6,09 £0,36 9,15 0,67 0,13
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Hodnoty produktivit, vytéznostnich koeficientli a koncentrace kyseliny mlécné ziskané

kultivacemi na hydrolyzatu kavové sedliny bez upravy pH jsou shrnuty v Tabulce 12.

Tabulka 12: Produktivita a koncentrace kyseliny mlécné jednotlivymi producenty na

hydrolyzatu kdavové sedliny bez upravy pH

MnozZstvi

Mikroorganismus mn02§ :[Vi, kyse»lliny spotiebovanych  Yps prodlikti_\lzita
miééné (g17) sacharidii (g-1") (g17h7)
L. rhamnosus CCM 1825 3,61 +£0,03 13,45 0,27 0,08
L. plantarum CCM 7039 6,06 = 0,02 12,22 0,50 0,13
L. delbruckii CCM 7190 2,25+0,03 7,69 0,29 0,05
L. casei CCM 4798 2,91 +£0,15 9,83 0,30 0,06
S. thermophilus CCM 4757 0,12 +0,01 2,13 0,06 0,00
B. coagulans CCM 2658 3,05+0,14 7,20 0,42 0,06
B. coagulans CCM 2013 2,5+0,07 6,30 0,40 0,05

Na hydrolyzatu kavové sedliny bez upraveného pH bylo nejvyssi koncentrace kyseliny
mlécné dosazeno kmenem L. plantarum CCM 7039.

Obruca a kol. (2014) ve své publikaci uvadi, Zze vhodnym fedénim hydrolyzatu kavoveé
sedliny Ize podstatné zvysit vytézky polyhydrolyalkanoati produkované pomoci Burkholderia
cepacia z divodu snizeni koncentrace inhibi¢nich latek [23]. Proto byly provedeny
experimenty, kdy byl kmen L. rhamnosus kultivovan na médiu s riznym obsahem
hydrolyzatu kavové sedliny po dobu 48 hodin (Tabulka 13). Nejvyssi koncentrace kyseliny
mlééné (11,18 £ 0,04 g1 viak bylo dosazeno na médiu obsahujicim 100 % hydrolyzatu
kavové sedliny. Zda se, ze L. rhamonosus je mén¢ citlivy na mikrobialni inhibitory nez B.
cepacia a ztedény hydrolyzat kavové sedliny pravdépodobné neposkytuje dostatecné
mnozstvi uhlikovych substratt. [23]

Tabulka 13: Kultivace L. rhamnosus na hydrolyzatu kavové sedliny o rizné koncentraci

hmy%(ﬁ;‘ga o kdvoye Kyselinamléend  spoticbované Yoss produktivita
sediny (0bj.%) (1) sacharidy (¢ ") (@)
25 3.00 £0.05 4.02 0.75 0,06
50 3.98 £0.27 5.24 0.76 0,08
75 6.59+£0.12 8.21 0.80 0,14
100 11.18 + 0.04 12.27 0.91 0,23

5.3.2.4 Fermentace hydrolyzatu odpadniho chleba

Byly provedeny kultivace vybranymi producenty na hydrolyzatu kéavové sedliny
pfipraveném podle postupu uvedeném v kapitole 4.7.4. Kultivace probihala pouze
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na hydrolyzatu bez upravy pH, jelikoz hodnota pH hydrolyzatu byla 6,5. Porovnani
vyslednych koncentraci kyseliny mlééné dosazenych kultivacemi vybranych producent
na hydrolyzatu kavové sedliny jsou shrnuty v Grafu 9.
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Graf 9: Porovnani produkce kyseliny mlécné vybranymi producenty na hydrolyzatu
odpadniho chleba

V ptipadé hydrolyzatu odpadniho chleba bylo nejvy$si koncentrace kyseliny mlécné
dosazeno kmenem B. coagulans CCM 2658. V Tabulce 14 jsou uvedeny vypoctené
vytéznostni koeficienty a produktivity. Zuvedenych dat je patrné, Ze ackoliv kmen
B. coagulans CCM 2658 dosahl nejvyssi produktivity, kmeny L. rhamnosus CCM 1825 a
L. casei CCM 4798 mély vyssi hodnoty vytéZnostnich koeficienti. Vysledné koncentrace
kyseliny mlé¢né u téchto producentl vSak nejsou vyrazné rozdilné, 1ze tedy uvazovat o téchto

ttech producentech pro dalsi vyzkum produkce kyseliny mlééné na hydrolyzatu odpadniho
chleba.
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Tabulka 14: Produktivita a koncentrace kyseliny mlécné jednotlivymi producenty na

hydrolyzatu odpadniho chleba

o . Mnozstvi .
Mikroorganismus mnncilzesétzfllelaslell ;ny spotfel?ovan}'fch Yers pr((:gd;lFEY ;ta
sacharidd (g1
L. rhamnosus CCM 1825 12,90 + 0,51 15,04 0,86 0,27
L. plantarum CCM 7039 12,70 + 0,05 16,60 0,77 0,26
L. delbruckii CCM 7190 8,69+ 0,19 12,45 0,70 0,18
B. coagulans CCM 2658 14,95 £ 0,94 18,22 0,82 0,31
L. casei CCM 4798 13,97 1,02 16,90 0,83 0,29
S. thermophilus CCM 4757 2,81 +0,81 3,99 0,70 0,06
B. coagulans CCM 2013 6,21 £0,27 9,33 0,67 0,13

5.3.2.5 Porovnani hydrolyzatii odpadnich substratii z hlediska produkci

Z vysledkli jednotlivych fermentaci je patrné, ze vybrané odpadni substraty jsou
po hydrolyze vyuzitelné pro produkci kyseliny mlééné. Experimenty bylo potvrzeno, ze
v jednotlivych hydrolyzatech ptfed fermentaci byla nutna tprava pH. Pozitivnim faktem je, Ze
jednotlivé hydrolyzaty slouzily jako substrat pro produkci kyseliny mlécné, ackoliv nebyly
pfidany zadné dalsi ziviny. Tento fakt je velmi podstatny vzhledem k tomu, ze bakterie
mlécného kvaseni jsou zndmy pomérné vysokymi naroky na aminokyseliny, vitaminy a dalsi
komplexni ziviny vyskytujici se ve fermentacnim médiu [48][115].

V Tabulce 15 byly porovnany jednotlivé odpadni substraty z hlediska mnozstvi vzniklé
kyseliny mlécné, vytéznostnich koeficienti a produktivit. Vzhledem k tomu, ze u vétSiny
odpadnich substratti bylo nejvyssich koncentraci kyseliny mlé¢né dosazeno s pouzitim kmene
L. rhamnosus CCM 1825, byly pro vysledné srovnani vybrany vysledky z kultivaci prave

tohoto kmene.

Tabulka 15: Porovnani vytéznosti a produktivit kyseliny mlécné na jednotlivych

odpadnich substratech

substrat mnozstvi l?éslelliny mlécné Yors pr(c:gc?ﬁ}fg_vl;ta
kavova sedlina 10,79 + 0,80 0,90 0,22
matolina 6,07 +£0,38 0,90 0,13
odpadni pecivo 12,90 £ 0,51 0,86 0,27
pomerancové slupky 9,97 £ 1,25 0,53 0,21

Nejvyssi koncentrace a produktivity kyseliny mlécné bylo dosazeno na hydrolyzatu

odpadniho peciva. Hlavnim divodem bude pravdépodobné to, Ze odpadni chléb obsahuje
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predev§im glukosu. Ostatni vybrané substraty obsahuji vedle glukosy 1 dalSi sacharidy
(galaktosu, manosu, arabinosu ¢i fruktosu). Hlavni vyhodou hydrolyzatu odpadniho chleba je
1 obsah mineralnich latek a zivin, které mohou mit pozitivni vliv na rist a produkci vybranych

mikroorganismi [35][117].

Ackoliv byla produktivita nejvétsi na hydrolyzatu odpadniho chleba, vytéznostni
koeficienty byly nejvyssi v ptipadé¢ hydrolyzatu kavové sedliny a matolin. Ackoliv tyto
substraty obsahuji latky, které mohou inhibovat rist bakterii mlééného kvaseni, zdaji se byt

také nadéjnymi odpadnimi zdroji pro produkci kyseliny mlécné [94][95][97].

5.3.3 Produkce kyseliny mlé¢né v bioreaktoru

Z divodu optimalizace a zvySeni mnozstvi vyprodukované kyseliny mlééné byly
provedeny také kultivace v bioreaktoru. Pro produkci kyseliny mlécné v bioreaktoru byl
zvolen jako producent kmen L. rhamnosus CCM 1825. Jak jiz bylo zminéno v ptedeslé
kapitole, tento kmen se jevil jako nejvhodné&jsi producent z hlediska mnozstvi produktu
vzniklého na jednotlivych hydrolyzatech odpadnich substrati, ale také z hlediska schopnosti

produkovat ¢istou L(+) formu kyseliny mlécné.

Byly provedeny kultivace na hydrolyzatech pomerancovych slupek, matolin, odpadniho
chleba a kavové sedliny. K jednotlivym hydrolyzatim (kromé& odpadniho chleba) byl pfidan
kvasni¢ny extrakt o koncentraci 3 g-1"!. V piipadé hydrozatu odpadniho chleba nebyl pridavek
nutny vzhledem k jeho slozeni. Béhem kultivaci bylo udrzovano pH na hodnoté 6,5
postupnym ptidavkem 5 mol-1I"" NaOH. Postup kultivaci v bioreaktoru je popsan v kapitole
4.9.3.

Soucasti této kapitoly jsou i data namétfena v rdmci zahrani¢ni staze v Rakousku, kde byla
zkoumana produkce kyseliny mlécné v bioreaktorech na hydrolyzatu kavové sedliny.
V navaznosti na to byly provedeny kultivace v bioreaktoru i pomoci dalSich producenti (B.
coagulans CCM 2658, L. plantarum CCM 7039).

5.3.3.1 Fermentace na hydrolyzatu pomerancovych slupek

Byla provedena kultivace L. rhamnosus CCM 1825 na hydrolyzatu pomerancovych slupek
v bioreaktoru. Pro fermentace v bioreaktoru byl pouzit ptefiltrovany hydrolyzat s pfidavkem
kvasni¢ného extraktu o koncentraci 3 g-I''. Bioreaktor byl naplnén médiem aZ po sterilizaci
z diivodu eliminace vzniku inhibi¢nich latek vzniklych zahfivanim hydrolyzatu a ubytku
sacharidii. Postup kultivace je blize popsan v kapitole 4.9.3.2. Casovy priibéh pH a piidavku

neutraliza¢niho ¢inidla v bioreaktoru béhem kultivace je uveden v Ptiloze I graf 1.

V grafu 10 je zndzornén Casovy pribéh nartistu biomasy, koncentrace kyseliny mlé¢né a
spotieby jednotlivych sacharidi stanovenych v jednotlivych odbérech. Je patrné, ze mezi 24.

az 48. hodinou jiz dochazelo k zpomaleni rlstu a produkce kyseliny mlééné. Od 48. hodiny
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jiz byla koncentrace biomasy a kyseliny mlé¢né ustalena. Lze tedy usuzovat, Ze produkce

kyseliny mlé¢né v bioreaktoru probihala po dobu 48 hodin.
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Graf 10: Casovy pribéh mnozstvi spotiebovanych sacharidii, vyprodukované kyseliny

mlécné a biomasy v bioreaktoru na hydrolyzatu pomerancovych slupek

Pomoci L. rhamnosus kultivovaného v bioreaktoru na hydrolyzatu pomerancovych slupek

bylo dosazeno 27,39 + 0,19 gl! kyseliny mlééné a vytéZznostni koeficient (Yps) byl

0,52 g-g’l. Produktivita procesu v 48. hoding byla 0,57 gl'h'. Porovnanim s produkci

v Erlenmeyerovych baiikach byla koncentrace kyseliny vyssi o 17,42 g-1'! a produktivita se

zvysila 20,21 g1'"-h! na 0,57 gl'h!. Pro sledovani ¢asového priib&hu produktivity a

vytéznostniho koeficientu byl sestaven Graf 11.
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Graf 11: Casovy priitbéh produktivity a vytéznostniho koeficientu fermentace hydrolyzatu

pomerancovych slupek v bioreaktoru

Z tohoto grafu lze vy¢ist, ze vytéznostni koeficient tvorby produktu ze substratu byl jiz od

24. hodiny prakticky konstantni a produktivita dokonce od tohoto Casu zacala klesat. Nejvyssi
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produktivity tedy bylo dosazeno v 24. hoding, a to 1,03 g:1'h"'. Lze tedy skutecné usuzovat,
7e v rozmezi 24. az 48. hodiny jiZ dochéazelo k poklesu, a tedy i1 ukon€eni produkce kyseliny

mlécné v bioreaktoru.

5.3.3.2 Fermentace na hydrolyzatu matolin

Byla provedena kultivace L. rhamnosus CCM 1825 na hydrolyzatu matolin v bioreaktoru.
Hydrolyzat byl prefiltrovan a byl pfiddn kvasniény extrakt o koncentraci 3 g-1"!. Takto
piipravenym médiem byl naplnén sterilni bioreaktor. Médium nebylo znova sterilizovano, aby
nedochazelo k pfipadnym zméndm ve slozeni hydrolyzatu. Postup kultivace je blize popsan
v kapitole 4.9.3.1. Casovy pribéh pH a pridavku neutraliza¢niho ¢inidla v bioreaktoru béhem

kultivace je uveden v Ptiloze I graf 2.

Znéazornéni Casového prubehu nariistu biomasy, koncentrace kyseliny mlé¢né a spotieby
jednotlivych sacharidli stanovenych v jednotlivych odbérech je shrnuto v Grafu 12. Také
v pfipadé¢ hydrolyzatu matolin dochédzelo k postupnému zpomaleni ristu buné¢k a produkce
kyseliny mlécné. Od 48. hodiny jiz byla koncentrace kyseliny mlééné konstantni a kiivka
znazoriiujici mnoZzstvi biomasy se dokonce zac¢inala snizovat. K tomuto jevu doslo s nejvetsi
pravdépodobnosti vlivem lyze umirajicich bun¢k. Z dat uvedenych v tomto grafu lze tedy
usuzovat, ze fermentace na hydrolyzdtu matolin probihala po dobu 48 hodin, kdy bylo

dosazeno 1 maximalniho vytézku kyseliny mlééné [57][116].
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Graf 12: Mnozstvi spotiebovanych sacharidii, vyprodukované kyseliny mlécné a biomasy

v bioreaktoru na hydrolyzdatu matolin

Fermentaci hydrolyzatu matolin pomoci kmene L. rhamnosus v bioreaktoru bylo dosazeno
5,69 + 0,66 g1"! kyseliny mlééné. Vytéznostni koeficient (Yp/s) kyseliny mlééné v 48. hoding
byl 0,54 g-g’! a produktivita 0,12 g-1""-h!. Nejvyssi produktivity vsak bylo dosazeno ve 24.
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hoding, coz lze pozorovat i v Grafu 13, kde je znazornén trend zavislosti produktivity a
vytéznostniho koeficientu na Case.

o 0,6 -
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

Y /s, Produktivita (g-1""-h

0 20 40 60 80
cas (h)

—>—Y P/S —e—produktivita

Graf 13: Casovy pritbéh produktivity a vytéznostniho koeficientu fermentace hydrolyzdtu

matolin v bioreaktoru

Maximdlni produktivity tedy bylo dosazeno v 24. hoding, a to konkrétng 0,20 g1'-h'.
Porovnanim vytézkli dosaZenych pfi kultivaci v Erlenmeyerovych bailkach bylo dosazeno
6,07 £ 0,38 g1, coz znamena, Ze kultivacemi v bioreaktoru bylo ziskano o 0,38 g-1"! kyseliny
mlécné méné. Nicméné tento rozdil je srovnatelny s odchylkou meétfeni u kultivaci
v Erlenmeyerovych bankach. Lze tedy usuzovat, Zze bylo dosazeno piiblizné stejné
koncentrace kyseliny kultivacemi v bioreaktoru jako pfi kultivacich v bankéach. Produktivita
v batikach ¢inila 0,13 g1h'!, coz se od produktivity dosazené v bioreaktoru li§i pouze
00,01 gI'h'!. V piipadé vytéznostnich koeficientii bylo v bafikach dosazeno hodnoty
0,90 g-g’!, zatimco v bioreaktoru to bylo pouze 0,54 g-g’'. Dosazeny vysledek lze zdivodnit
pritomnosti pomérné nizkého mnozstvi fermentovatelnych sacharidii v hydrolyzatu matolin.
Zvyseni vytézku kyseliny mlécné v bioreaktoru by Slo pravdépodobné dosahnout zménou

typu fermentace z vsadkové na ptitokovanou (fed-batch) ¢i kontinuélni.

5.3.3.3 Fermentace na hydrolyzatu odpadniho chleba

Na hydrolyzatu z odpadniho chleba byla provedena vsadkové kultivace L. rhamnosus
CCM 1825 v bioreaktoru. Hydrolyzat byl pfefiltrovan a pieveden do piedem
vysterilizovaného bioreaktoru. Médium nebylo sterilizovano, aby nedochézelo k ptipadnym
zménam ve slozeni hydrolyzatu. Podrobny postup kultivace je uveden v kapitole 4.9.3.3.
Casovy pribéh pH a ptidavku neutralizaéniho ¢inidla v bioreaktoru béhem kultivace je
uveden v Ptiloze I graf 3.

Casovy pribéh naristu biomasy, koncentrace kyseliny mlééné a spotieby jednotlivych

sacharidii je zobrazen v Grafu 14. Na hydrolyzatu odpadniho chleba byla koncentrace
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biomasy jiz od 24. hodiny konstantni. Nicméné koncentrace kyseliny mlécné se stale

zvySovala az do 72. hodiny, kdy pravdépodobné i doslo k ukonceni produkce.
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Graf 14: Casovy pribéh mnozstvi spotiebovanych sacharidii, vyprodukované kyseliny

mlécné a biomasy v bioreaktoru na hydrolyzatu odpadniho chleba

Fermentaci hydrolyzatu odpadniho chleba v bioreaktoru pomoci kmene L. rhamnosus bylo
dosazeno 48,97 + 1,83 g1 kyseliny mlééné. Vyt&znostni koeficient (Ypss) kyseliny mléené
v 72. hoding byl 0,66 g-g!'. Produktivita vtomto &ase byla 0,68 gl'-h'. V Grafu 15 je

znazornén trend zavislosti produktivity a vytéznostniho koeficientu na Case.
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Graf 15: Casovy pritbéh produktivity a vytéznostniho koeficientu fermentace hydrolyzdtu

odpadniho chleba v bioreaktoru

Maximalni produktivity bylo dosazeno v 72. hodiné. Porovnanim vytézkli ziskanych

kultivacemi v Erlenmeyerovych batikach bylo ziskdno v bioreaktoru o 36,07 gl vice
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kyseliny mlé¢né. Produktivita v bioreaktoru se zvysila z0,21 g1"-h' na 0,68 gl!h'.
Vytéznostni koeficient v bioreaktoru byl také vyssi, ato 0 0,13 g-gl.

Lze usuzovat, ze v ptfipadé¢ hydrolyzatu odpadniho chleba byla vsadkova kultivace
v bioreaktoru s kontrolovanym pH uspéSnd z hlediska optimalizace a navySeni produkce.
Vyhodou tohoto substratu byla ptedevSim pomérné vysokd koncentrace pocatecnich
sacharidfl. V piipadé tohoto odpadu se jednalo o 74,73 + 2,53 g-1"! glukosy, coz ¢&ini tento

odpad jako velmi vhodny pro bioprodukci surovin s ptidanou hodnotou.

5.3.3.4 Fermentace na hydrolyzatu kavové sedliny

V piipadé¢ hydrolyzatu kavové sedliny bylo provedeno kromé& kultivaci kmene
L. rhamnosus CCM 1825 i kultivace dalSich kmeni, a to L. plantarum CCM 7039 a
B. coagulans CCM 2658. Vsechny tyto kmeny byly kultivovany na hydrolyzatu kévové
sedliny obohaceném o kvasni¢ny extrakt (3 g-1"!). Pied kultivacemi bylo médium pievedeno
do sterilniho bioreaktoru. Hydrolyzat kavové sedliny nebyl autoklavovan s bioreaktorem
vzhledem k moznym zméndm ve sloZeni hydrolyzatu. Kmen L. rhamnosus byl déle
kultivovan také na hydrolyzatu kavové sedliny bez pfidavku kvasni¢ného extraktu a na MRS
médiu se sacharidickym slozenim podobnym hydrolyzatu kavové sedliny (6,75 g 1! glukosy,
19,5 g 1! galaktosy a 2,25 g 1" arabinosy), aby byl zjistén efekt inhibi¢nich latek vyskytujicich
se vkavové sedliné. Postupy jednotlivych kultivaci v bioreaktorech jsou blize popsany
v kapitole 4.9.3.4.

V nasledujicich grafech (Grafy 16 az 18) jsou znazornény Casové prib¢hy jednotlivych
kultivaci L. rhamnosus na hydrolyzatu s pifidavkem a bez pridavku kvasni¢ného extraktu a
na syntetickém médiu. Casové prabéhy pH a piidavku neutraliza¢niho ¢inidla v bioreaktoru

behem kultivace jsou uvedeny v Ptiloze I grafy 6 az 8.
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Graf 16:Casovy pribéh spotieby sacharidii, biomasy a koncentrace kyseliny mlécné

béhem kultivace L. rhamnosus na hydrolyzdtu kavoveé sedliny v bioreaktoru
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Graf 17: Casovy pribéh spotieby sacharidii, biomasy a koncentrace kyseliny mlécné

béhem kultivace L. rhamnosus na hydrolyzatu kavové sedliny s pridavkem kvasnicného

extraktu v bioreaktoru
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Graf 18: Casovy priitbéh spotieby sacharidii, biomasy a koncentrace kyseliny mlécné

béehem kultivace L. rhamnosus na MRS v bioreaktoru

Porovnanim dynamiky produkce kyseliny mlé¢né je evidentni, ze piidavek kvasnicného
extraktu k hydrolyzatu kavové sedliny urychlil pribéh fermentace. V tomto piipadé Ize
pozorovat, ze maximalni koncentrace kyseliny mlééné bylo v pfipad¢ suplementovaného
hydrolyzatu dosazeno asi po 48. hodiné¢ (Graf 17), zatimco v hydrolyzatu bez piidavku
kvasni¢ného extraktu bylo maximalni koncentrace kyseliny mlé¢né dosazeno po 72. hodiné
(Graf 16). Je také velmi pravdépodobné, Ze inhibitory v hydrolyzatu kavové sedliny castecné
inhibuji vybrany bakterialni kmen, protoze fermentace v syntetickém médiu byla nejrychlejsi
a maximalni koncentrace kyseliny mlééné bylo dosazeno jiz po 24 hodinach kultivace. Rist
bakterialniho kmene na syntetickém médiu byl po tomto Case prakticky ukoncen (Graf 18).
Od 24. hodiny byly také spotiebovany piitomné fermentovatelné sacharidy a vzhledem
k postupnému snizovani koncentrace biomasy lze usuzovat, ze od tohoto ¢asu zacly buiky
postupné lyzovat. Z fermentace syntetického média bylo také evidentni, ze nebyla utilizovana
arabinosa. Diivodem byla neschopnost vybraného kmene L. rhamnosus arabinosu utilizovat
[118].

Byly také sestaveny grafy zavislosti produktivit a vytéZnostnich koeficientli na case,
ze kterych je evidentni, Ze pii fermentaci kavové sedliny byla maximalni produktivita kolem
48. hodiny a vytéznostni koeficient byl na maximalni hodnoté okolo 24. hodiny (Graf 19).
V ptipad¢ hydrolyzatu s ptidavkem kvasni¢ného extraktu (Graf 20) byl trend podobny jako
u hydrolyzatu bez suplementace. V ptipadé¢ syntetického média dosahoval vytéZnostni

koeficient i produktivita maxima ve 24. hodiné (Graf 21).
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Graf 19: Casovy pribéh produktivity a vytéznostniho koeficientu na hydrolyzatu kavové

sedliny pomoci L. rhamnosus
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Graf 20:Casovy pribéh produktivity a vytéZnostniho koeficientu na hydrolyzditu kavové

sedliny s pridavkem kvasnicného extraktu pomoci L. rhamnosus
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Graf 21: Casovy pribéh produktivity a vytéZnostniho koeficientu na syntetickém médiu

pomoci L. rhamnosus
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Pti porovnani ziskanych vytézki z jednotlivych kultivaci (Tabulka 16) bylo zjisténo, ze
jsou si velmi podobné a rozdily mezi nimi nejsou statisticky vyznamné. Lze tedy konstatovat,
ze suplementace kultivaéniho média kvasniénym extraktem neni nutnd k dosazeni vysSiho
mnozstvi kyseliny mlécné. V ramci celkového ekonomického vyhodnoceni procesu bude
nutné rozhodnout, zda néklady vzniklé piidanim kvasni¢ného extraktu mohou byt
kompenzovany zkracenim doby fermentace. Lze také usuzovat, ze pfitomnost inhibitori
v hydrolyzatu kdvové sedliny nemd negativni vliv na vytéznost kyseliny mlécné, jelikoz
dosazené koncentrace kyseliny mlécné a stejné tak i vytéznostni koeficienty jsou srovnatelné.
Nicméné lze predpokladat, ze pouzitim vhodnych detoxifikacnich metod pro odstranéni
inhibi¢nich latek z hydrolyzatu kavové sedliny, by se mohla zkratit doba fermentace.
Naptiklad Obruca a kol. 2014 detoxikoval kédvovou sedlinu pfed hydrolyzou ethanolovou
extrakci polyfenolit [23]. Timto zplsobem byly upraveny vytézky biotechnologického
procesu produkce polyhydrolyalkanoatii o 30 %, navic vSak i byl ziskdn extrakt polyfenoli

jako vedlej$i produkt s moznym dalS$im vyuzitim [23].

Tabulka 16: Produkce kyseliny mlécné pomoci L. rhamnosus v bioreaktoru

kyselina mlé¢na spotfebované roduktivita Cas dosaZeni
substrat Y (@) sacharidy Yes P (@1 b maximalniho
& (@) & vitezku (h)
hydrolyzat 25,69 + 1,45 26,22 0,98 0,34 76
hydrolyzat + 26,26 + 0,65 30,22 0,85 0,38 70
kvasni¢ny extrakt
syntetické médium 27,29 + 0,64 30,02 0,91 0,57 48

Z vysledki je patrné, ze hydrolyzat kavové sedliny je vhodnym substratem pro produkci
kyseliny mlééné kmenem L. rhamnosus CCM 1825. Koncentrace kyseliny mlééné a zejména
vytéznostni koeficienty jsou vice nez srovnatelné s vysledky publikovanymi jinymi autory,
kteti pouzivali kmen L. rhamnosus a substraty na bazi lignocelulosy pro produkci kyseliny
mlécné. Srovnani dosazenych vytézka s vysledky jinych publikaci je uvedeno v Tabulce 17.
Je tfeba predevSim zdlraznit, Ze hydrolyzat kavové sedliny neni tfeba dale dopliovat
napiiklad kvasnicnym extraktem ¢i jinymi drahymi substratovymi komplexy, protoze rozdil

mezi suplementovanym a nesuplementovanym hydrolyzatem nebyl tak vyznamny.

85



Tabulka 17: Srovndni produkce kyseliny mlécné na rizné lignocelulosové biomase

[119][120][121][122]
. . , proces kys,evllr’la Yess
Microorganismus  substrat suplementace ~mlécna ] reference
fermentace (1) (ggh)
o
Lbc. casei subsp. o
h mekké , , ) B 0,74 —  Iyeretal.
; ;zrcngolsg;@ drevo vsadkova 21,1 -23,75 0.83 (2000)
Lbc. rh 4 {

c. rhamnosus papirovy kal vsadkova N 73,0 0.97 Marques et
ATCC 7469 SSF al. (2008)
Lbc rh iable¢né
ATCCFC“;Z_’; ‘;S”S I ?;tﬁzl‘?;e vsadkové * 32,5 0,88 S“Pz%%g
Lbc rhamnosus 1l ) R .

celulosova " omani et
ATCC 9595 Kal SSF 39.4 0,36 al. (2008)
(CECT288)
Lbc. Rhamnosus Kivovd
ATCC 7469 avova vsadkové - 25,69 0,98  tato prace
sedlina
(CCM 1825)

* obohaceno latkami obsazenymi v MRS médiu mimo glukosu

V nasledujicich grafech (Grafy 22 a 23) jsou prubéhy kultivaci B. coagulans CCM 2658 a
L. plantarum CCM 7039 na hydrolyzatu kavové sedliny obohaceném o kvasni¢ny extrakt

(3 gI'). Casovy pribsh vytéznostnich koeficientts a produktivit bdhem kultivaci B. coagulans

a L. plantarum v bioreaktorech jsou zndzornény v Grafech 24 a 25. Casové pribéhy pH a

pridavku neutraliza¢niho ¢inidla v bioreaktoru béhem kultivace jsou uvedeny v Ptiloze I grafy

4als.
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Graf 22: Casovy pritbéh spotieby sacharidii, biomasy a koncentrace kyseliny mlécné

béhem kultivace B. coagulans na hydrolyzatu kavové sedliny v bioreaktoru
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Graf 23: Casovy pribéh spotieby sacharidii, biomasy a koncentrace kyseliny mlécné

béhem kultivace L. plantarum na hydrolyzatu kavové sedliny v bioreaktoru
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Graf 24: Casovy pribéh produktivity a vytéznostniho koeficientu na hydrolyzatu kavové

sedliny pomoci B. coagulans
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Graf 25: Casovy pribéh produktivity a vytéznostniho koeficientu na hydrolyzatu kavové

sedliny pomoci L. plantarum

V obou piipadech po 24. hodin¢ dochazelo ke zpomaleni rastu biomasy a produkce
kyseliny mlééné. Okolo 48. hodiny jiZ bylo dosaZzeno maximalni koncentrace kyseliny mlé¢né
a mnozstvi biomasy se jiz také neménilo. Miizeme zde pozorovat podobny trend prabéhu
fermentace jako u kmene L. rhamnosus. Lze tedy ptedpokladat, Ze 1 u téchto kmenti bychom
pozorovali podobny trend na hydrolyzatu bez suplementace kvasnicnym extraktem, ktery byl
pridan do média pravé z diivodu urychleni procesu produkce kyseliny mlééné a utilizace
sacharidi ptfitomnych v hydrolyzatu kavové sedliny. Porovnani vytézki kyseliny mlécné,
vytéznostnich koeficientli a produktivity u jednotlivych kmenti (Tabulka 18) bylo zjisténo, ze
nejvyssi  vytéznosti bylo dosazeno kmenem L. rhamnosus. Nejvyssi produktivity a
koncentrace kyseliny mlé¢né vSak bylo dosazeno kmenem B. coagulans. Nicméné rozdily
mezi koncentracemi kyseliny mlééné ziskanymi jednotlivymi kmeny nejsou pfili§ statisticky
vyznamné.

Tabulka 18: Porovndni produkci kyseliny mlécné na hydrolyzatu kdavové sedliny

kultivacemi riiznych producentu v bioreaktou

Mnozstvi mnoZzstvi produktivita
mikroorganismus spotiebovanych  kyseliny mlééné Yeris (g1t
sacharidi (g1 (g1
B. coagulans CCM 2658 31,60 27,57 +2,24 0,88 0,57
Lbc. rhamnosus CCM 1825 26,14 26,26 + 0,65 0,98 0,55
Lbc. plantarum CCM 7039 33,91 26,08 + 0,34 0,77 0,54

Z vysledkt Ize tedy usuzovat, Ze hydrolyzat kavové sedliny je utilizovatelny vybranymi
bakterialnimi kmeny produkujicimi kyselinu mlécnou. Jednotlivé kmeny vyprodukovaly
prakticky srovnatelné koncentrace kyseliny mlécné, vybér producenta pro piipadné dalsi

aplikace je tedy zavisly na pozadavku na konecny produkt, pfedevsim tedy na optickou
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Cistotu a druh izomeru kyseliny mlécné. Z vybranych kmend jsou L. rhamnosus a B.
coagulans schopny produkce velice Cistych L(+) optickych izomeri kyseliny mlécné, které
dale neni nutno po izolaci z média precistovat ¢i oddélovat. Zatimco kmen L. plantarum
produkuje racemickou smés L(+) a D(-) izomert kyseliny mlécné [54][110][112].

Takovéa valorizace kavové sedliny dokonale vyhovuje tzv. koncenpci biorafinérii, ktera je
zaloZena na efektivnim a Uplném vyuziti biomasy, v tomto ptipad€¢ kdvovych zrn. Ty mohou
byt pouzity pro pfipravu rozpustné kavy a zbytkovy pevny odpad (kédvova sedlina) Ize dale
pouzit ve stejném zavod¢ pro vyrobu riiznych cennych latek, materiala a paliv. Experimenty
bylo prokazano, Ze produkce kyseliny mlécné z hydrolyzatu kavové sedliny mize byt
povazovana za velmi nadéjny a vhodny proces, ktery miize byt dale zac¢lenén do konceptu
biorafinérie kavy. [17][123][124]

5.3.3.5 Porovnani produkci kyseliny mlécné pomoci L. rhamnosus na jednotlivych
odpadech v bioreaktoru
Na zavér této kapitoly byly porovnany (Tabulka 19) vytézky, vytéznostni koeficienty a
produktivita kyseliny mlécné ziskané kultivacemi kmene L. rhamnosus v bioreaktorech
na hydrolyzatech vybranych odpadl z potravinatskych vyrob. Nejvyssi vytézek a produktivita
kyseliny mlécné byla ziskdna fermentaci hydrolyzatu odpadniho chleba. Tento vysledek je
predevsim z divodu vysokého obsahu fermentovatelnych sacharidd (74,73 + 2,53 gl
glukosy) v tomto hydrolyzatu. Nejvyssiho vytéznostniho koeficientu vSak bylo dosazeno
byla dosazena fermentaci hydrolyzatu matolin, coZz vychazi pfedev§im z nizkého obsahu

fermentovatelnych sacharidii v tomto substratu.

Tabulka 19: Produkce kyseliny mlécné na riznych substratech v bioreaktoru pomoci
L. rhamnosus CCM 1825

pocatecni mnozstvi ~ mnozstvi kyseliny % produktivita
druh substratu sacharidti (g1") mlééné (g1 s (g1"h™")
matoliny 10,91 + 0,11 5,69 = 0,66 0,54 0,12
porherancove 58,30 + 1,08 27,20+ 1,72 0,52 0,57
slupky
kévova sedlina 36,09 £ 0,09 26,26 = 0,65 0,98 0,55
odpadni chléb 74,73 £2,53 48,97 + 1,83 0,66 0,68

Z vysledku je patrné, ze vSechny testované vybrané odpady z potravinaiskych vyrob jsou
utilizovatelné kmenem L. rhamnosus.

Ziskané vytézky z vsadkovych kultivaci v bioreaktoru by mohly byt déale navySeny
pouzitim pfitokovaného (fed-batch) ¢i kontinualniho procesu fermentace. Nicméné

nejucinngj§im pii produkci kyseliny mlécné by bylo vyuziti membranové-recykla¢niho
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bioreaktoru, ktery by umoznil sou€asné ziskavani kyseliny mlé¢né a recyklaci bakteridlnich
bunék, coz by zvysilo kapacitu a vytézek pti vyssich koncentracich biomasy a zabranilo by se

inhibici procesu produktem [14][125].

5.4 Produkce ethanolu

Tato kapitola se zabyva moznosti produkce ethanolu na hydrolyzatech vybranych odpada
z potravinatskych vyrob, které byly vybrany i pro experimenty zaméiené na utilizaci téchto
odpadt na kyselinu mlécnou. Prvni Cast experimentd se vénovala kultivacim dvou vybranych
kmenii rodu Saccharomyces v Erlenmeyerovych baitkkach na jednotlivych hydrolyzatech.
Druhd cast experimenti byla vénovdna produkci ethanolu v bioreaktoru s pouzitim té
kombinace producenta a substratu, se kterymi v pfedchazejicich experimentech bylo dosazeno

nejvyssi koncentrace ethanolu.

5.4.1 Produkce ethanolu v baiikach

Pro produkci ethanolu na vybranych odpadech byly testovany 2 kmeny Saccharomyces
cerevisiae, a to CNCTC 6646 a CNCTC 6651. Jako substrat byly pouzity hydrolyzaty
matolin, pomerancovych slupek a kavové sedliny. Postup pfipravy jednotlivych hydrolyzati
je uveden v kapitole 4.7. Postup kultivaci je blize popsan v kapitole 4.10.1.

Porovnanim dosazenych koncentraci ethanolu na jednotlivych hydrolyzatech (Graf 26)
bylo zjisténo, ze nejvyssi koncentrace ethanolu vyprodukoval kmen S. cerevisiae CNCTC

6646 na hydrolyzatu kdvové sedliny.
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Graf 26: Porovnani produkce ethanolu vybranymi producenty na jednotlivych
hydrolyzatech
Pti srovnani pouzitych kment na jednotlivych hydrolyzatech lze pozorovat, ze vyssi
vytézky ethanolu byly ziskany u kmene S. cerevisiae CNCTC 6646. Nicméné rozdily

v ptipadé hydrolyzati kavové sedliny a matolin nejsou pfili§ vyznamné. V Tabulce 20 jsou
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kromé konkrétnich hodnot dosaZzenych koncentraci ethanolu uvedeny 1 vytéZnostni

koeficienty a produktivity jednotlivych procest.

Tabulka 20: Produktivita a koncentrace ethanolu na jednotlivych hydrolyzatech

Mikroorganismus/ substrat mnoistv? _elthanolu spol‘c\;[;l;)()z\fz;\rlll}'lch Yoss prO('hfllf ti_‘llita
(el sacharidii (g-17) (g17-h7)

S. cerevisiae CNCTC 6646
pomerancové slupky 5,69 + 0,02 46,30 0,12 0,12
kavova sedlina 5,98 +0,11 28,81 0,21 0,12
matolina 1,94 £ 0,05 5,77 0,34 0,04

S. cerevisiae CNCTC 6651
pomerancoveé slupky 4,66 £0,14 48,15 0,10 0,10
kavova sedlina 5,54 £ 0,07 28,64 0,19 0,12
matolina 1,61 + 0,03 6,20 0,26 0,03

Je patrné, Ze nejvyssi koncentrace ethanolu bylo dosazeno kmenem S. cerevisiae CNCTC
6646 na hydrolyzatu kavové sedliny. Tento substrat a producent byli proto dale vybrani pro
kultivace v bioreaktoru. Nicméné nejvysSiho vytéznostniho koeficientu bylo dosazeno
stejnym kmenem na hydrolyzatu matolin. Podobny jev, tedy nejvyssi vytéznostni koeficient,
byl pozorovan také u druhého kmene na hydrolyzatu matolin. Divod tohoto jevu neni zcela
jasny, nicméné vypocet vytéznostniho koeficientu nezohlednuje spotiebu sacharidii na rist
mikroorganismu. U dalSich substrati, které obsahovaly vyssi pocatecni koncentrace
fermentovatelnych sacharidii dochazelo 1 k vyS$si spotiebé, avSak dosazend koncentrace
ethanolu nedosahovala vyrazné¢ vysSich koncentraci. Lze tedy usuzovat, Ze v téchto

substratech byla vyuzita Cast spotiebovanych sacharidii i na rust.

5.4.2 Produkce ethanolu v bioreaktoru

V zavistlosti na vysledcich uvedenych v predeslé kapitole, byla provedena kultivace S.
cerevisiae CNCTC 6646 v bioreaktoru na hydrolyzatu kavové sedliny. Postup kultivace

v bioreaktoru je uveden v kapitole 4.10.2.

V Grafu 27 je znazornén pribch produkce ethanolu kmenem S. cerevisiae CNCTC 6646

v bioreaktoru na hydrolyzatu kavoveé sedliny.
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Graf 27: Casovy pribéh sacharidii, ethanolu a biomasy v bioreaktoru

Z Casového trendu kultivace je patrné, ze po 24. hoding se jiz narlst ethanolu a spotiteba
sacharidii pfili§ razantn¢ nemeénila a od 48. hodiny koncentrace biomasy a produktu
stagnovala. Fermentaci na hydrolyzatu kavové sedliny v bioreaktoru bylo dosazeno vytézku
7,64 £ 0,39 g1 ethanolu. VytéZnostni koeficient ¢inil 0,35 g-g! a produktivita v 48. hoding
byla 0,16 g'1'"-h!. Porovnanim s vysledky dosazenymi kultivacemi v baiikach, byla
koncentrace ethanolu zvysena o 1,66 g'I!. Vytéznostni koeficient se navysil o 0,14 g-g' a
produktivita o 0,04 g-1"-h’!. Z gasového priibéhu vytéznostniho koeficientu a produktivity
(Graf 28) lze pozorovat, ze vytéznostni koeficient rostl do 48. hodiny a produktivita byla

nejvyssi ve 24. hodiné a nasledn¢ zacla klesat.
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Graf 28: Casovy pribéh vytéznostnich koeficientii a produktivity ethanolu v bioreaktoru

Mussatto a kol. uvadi vytézek 11,7 g-1"! ethanolu a vytéznostni koeficient 0,26 [20]. Nami

ziskané mnozstvi ethanolu bylo sice nizsi, nicméné vytéznostni koeficient byl vyssi. Rozdil
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vzniklych koncentraci ethanolu mize byt zpisoben 1 pouZitim rozdilného kmene S. cerevisiae
[20][126].

Podobné jako u produkce kyseliny mlééné by mohly byt ziskané vytézky ethanolu z
vsadkovych kultivaci v bioreaktoru dale navySeny pouzitim pfitokovan¢ho (fed-batch) ¢i
kontinualniho procesu fermentace. [126][127][128]

5.5 Mikroaera¢ni podminky pro zvySeni produkce organickych kyselin

Tato Cast prace byla namétfena v ramci zahranicni stdze na ZHAW (Zurich University of
Applied Sciences) ve Svycarsku. V ramci této staze byl zkouman vliv rtizného mnoZstvi
pfidaného kysliku na zvySeni produkce organickych kyselin béhem acidogenni faze anaerobni
digesce. Nalezenim vhodného rezimu vzdu$néni vytvarejicim mikroaerobni podminky by
meélo dochazet k inhibici nezddoucich mikroorganismi ve fazi acidogeneze a acetogeneze.
Zaroven také dochdzi k inhibi¢nimu u¢inku na metanogenni mikroorganismy a zvyseni
mnozstvi organickych kyselin s kratkym fetézcem, predevSim kyseliny octové. Piidanim
menstho mnozstvi kysliku do média mlze dojit ke zvySeni mnozstvi vyprodukovaného
methanu béhem anaerobni digesce. Gerritse a kol. dokonce uvadi navyseni produkce methanu
az 020 % [65][129][130][131][132].

. ; Fermentace
Desintegrace |:> Hydrolyza |:> (Acidegeneze) |:> Acetogeneze |:> Metanogeneze

Obrazek 9: Faze procesu anaerobni digesce lignocelulosovych materialui [65]

Bylo zkouseno n¢kolik reziml vzdusnéni a ptidaného kysliku béhem vsadkové (batch)
kultivace a mnasledné s nejucinnéjSim rezimem vzduSnéni bylo provedeno nékolik
pritokovanych (fed-batch) a kontinualnich fermentaci v modelovém bioreaktoru. Postupy

jednotlivych experimenti jsou blize popsany v kapitole 4.11.1.

5.5.1 Vsadkové kultivace

Byla vytvotena 1% suspenze otrub (substrat) a anaerobniho kalu z ¢isticky odpadnich vod
(inokulum). Tato suspenze byla vyuZivdna pro jednotlivé experimenty zkoumajici vliv
kysliku na produkci organickych kyselin. Celkem byly provedeny 4 druhy vsadkovych
(batch) fermentaci v bioreaktoru za riiznych rezimi vzdusnéni (viz kapitola 4.11.1.1). Casové
priabéhy pH, redoxniho potencidlu a rozpusténé¢ho kysliku vsadkovych fermentacich jsou

zobrazeny v Ptiloze II grafy 1 az 4.
Z jednotlivych fermentaci byly porovnany hodnoty FOS (,,Fliichtige organische Séuren* —

mnozstvi organickych kyselin) naméfené v 72. hodin¢€ fermentace. Tento Cas byl zvolen pro
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porovnani ucinnosti jednotlivych fermentaci v jednom c¢ase, nicméné c¢asy dosazeni
maximalnich hodnot se mezi jednotlivymi vsadkovymi kultivacemi liSily. V pfipadé
fermentace s oznac¢enim ,,batch 1° bylo maximalni hodnoty FOS dosazeno v 72. hoding, a to
1479 mg-1'l. U , batch 2 to bylo jiz ve 24. hoding (1173 mg-1'") a s pfibyvajicim ¢asem tato
hodnota klesala. Béhem fermentace ,,batch 3* byla maximalni hodnota (2400 mg-1"") dosazena
po 96. hodinach. Posledni ,,batch 4 fermentace dosahovala maximalni hodnoty FOS (3470
mg-1") po 144. hoding. Jednotlivé hodnoty FOS a TAC naméfeny v priibéhu vsadkovych
fermentaci jsou uvedeny v Ptiloze II tabulky 3, 6, 9 a 12.
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Graf 29: Porovnani obsahu organickych kyselin (FOS) béhem jednotlivych vsadkovych
(batch) kultivaci

Ackoliv nebyly porovnavany maximalni dosazené vytézky organickych kyselin, podle
hodnot namétfenych v 72. hodin€ 1zou konstatovat stejné poznatky. Porovnanim jednotlivych
hodnot FOS dosazenych v 72. hodiné (Graf 29) lze pozorovat, Ze nejucingjs$i z hlediska
produkce organickych kyselin byla kultivace ,,batch 4“. Béhem této fermentace byl zvolen
rezim 81 minut pauza a 30 s vzdusnéni.

Byly porovnavéany i koncentrace jednotlivych organickych kyselin namétenych pomoci
HPLC (Graf 30). Bylo zjisténo, ze namétené hodnoty FOS odpovidaly souctu jednotlivych
organickych kyselin, coZ je pozitivnim poznatkem z hlediska pouzivani titracni metody

pro rychlou kontrolu u€innosti procesu a také z hlediska ekonomického.
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Graf 30: Porovnani mnozstvi a slozeni organickych kyselin vzniklych béhem vsadkovych

(batch) kultivaci

Z analyzy organickych kyselin je nejdilezitéjsi kyselinou pro naslednou f4zi metanogeneze
kyselina octova. Z porovnani jednotlivych fermentaci je patrné, Ze nejvySsi mnozstvi kyseliny
octové bylo vyprodukovano béhem ,batch 4. Vyssiho mnozstvi organickych kyselin vSak
bylo dosazeno po 144 hodinach kultivace, a to 2,15 g-1"! kyseliny octové, 0,99 g-1"! kyseliny
propionové, 0,23 g1 kyseliny maselné a 0,05 g1 kyseliny valerové. Jednotlivé hodnoty
organickych kyselin naméfeny v pribéhu vsadkovych fermentaci jsou uvedeny v Priloze 11
tabulky 1, 4, 7 a 10.

Béhem jednotlivych fermentaci bylo méfeno 1 mnozstvi plyni vznikajicich v bioreaktoru
nad médiem. Porovnanim jednotlivych fermentaci v 72. hodin¢ (Graf 31) bylo zjisténo, ze
koncentrace kysliku nad médiem byla u vSech fermentaci skoro stejnd. Koncentrace oxidu
uhli¢itétho se mezi fermentacemi pfili§ neliSila, nicméné v pfipad¢ ,,batch 4“ byla skoro
trojnasobna oproti ostatnim fermentacim. Pravdépodobné je to zplisobeno respiraci bunck
pritomnych v anaerobnim kalu, které tento plyn produkovaly. V ptipadé¢ této fermentace také
dochazelo ke vzniku metanu, coz signalizovalo pravdépodobné vhodné zvolené mnozstvi
piidaného vzduchu a aktivitu metanogennich mikroorganismu. Jednotlivé hodnoty mnozstvi
vznikajicich plyni naméteny v prubéhu vsadkovych fermentaci jsou uvedeny v Piiloze II
tabulky 2, 5,8 a 11.
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Graf 31: Porovnani slozeni plynii vznikajicich béhem vsadkovych (batch) kultivaci v

bioreaktoru nad médiem

5.5.2 Pritokované (fed-batch) kultivace

Tak jako u vsddkovych kultivaci byla vytvofena 1% suspenze otrub (substrat) a
anaerobniho kalu z Cisticky odpadnich vod (inokulum). Tato suspenze byla vyuzivana pro
jednotlivé experimenty zkoumajici vliv kysliku na produkci organickych kyselin. Po 65
hodinach kultivace byl do suspenze pridan substrat, takze konecna koncentrace substratu
v médiu ¢inila 2 %. Celkem byly provedeny 2 druhy pfitokovanych (fed-batch) fermentaci
v bioreaktoru za rtiznych rezimt vzduSnéni. Postup a rezimy vzdu$néni jsou blize popsany
v kapitole 4.11.1.2. Casové pribshy pH, redoxniho potencidlu a rozpusténého kysliku

ptitokovanych fermentacich jsou zobrazeny v Ptiloze II grafy 5 a 6.

Stejné jako u vsadkovych fermentaci, byl 1 u pfitokovanych fermentaci zvolen
pro porovnani jednotlivych méfeni délka kultivace okolo 70 hodin. Také v piipadé
pritokovanych fermentaci bylo dosazeno maximalnich hodnot FOS v jinych ¢asech. V piipadée
fermentace s oznaenim ,,fed-batch 5 bylo dosazeno maximalni koncentrace organickych
kyseliny ve 24. hodiné kultivace, a to 872 mg-1"!. Béhem fermentace ,,fed-batch 6* bylo

maximélni koncentrace (4675 mg-1'") dosazeno okolo 213. hodiny.
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Graf 32: Porovnani obsahu organickych kyselin (FOS) béhem pritokovanych (fed-batch)

kultivaci

Porovnanim jednotlivych hodnot FOS dosazenych okolo 70. hodiny (Graf 32) lze
pozorovat, Ze nejucingjsi z hlediska produkce organickych kyselin byla kultivace ,,fed-batch
6. Béhem této fermentace byl zvolen rezim 81 minut pauza a 30 s vzdusnéni, ktery byl
neju¢inn&j$im i v piipadé vsadkovych kultivaci. Pfi pritoku vzduchu 1V (46,57 ml-min’!
vzduchu ~ 0,44 mmol-min"! O2) takové mnozstvi odpovidalo 30 ml kysliku na 1 g biomasy.
Jednotlivé hodnoty FOS a TAC naméteny v pribéhu ptfitokovanych fermentaci jsou uvedeny
v Priloze II tabulky 15 a 18.

Byly porovnavany i koncentrace jednotlivych organickych kyselin naméfenych pomoci

vvvvvv

metanogeneze kyselina octova. Z porovnani jednotlivych fermentaci je patrné, ze nejvyssi

mnozstvi kyseliny octové bylo vyprodukovano béhem ,,fed-batch 6.
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Graf 33: Porovnani mnozstvi a slozeni organickych kyselin vzniklych behem

pritokovanych (fed-batch) kultivaci

Porovnanim mnoZstvi organickych kyselin ziskanych ptfi vsadkové kultivaci ve stejném
case bylo zjiSténo, Ze ziskana mnozstvi jednotlivych organickych kyselin byla pfiblizné
stejna. V ptipadé kyseliny propionové bylo pii piitokované fermentaci ziskano o 0,1 g1
méné a kyseliny octové o 0,31 gI"' méng&. Nicméné& po deldi dobé& kultivace (okolo 213.
hodiny) byly jiz koncentrace téchto kyseliny vyssi. Po 213 hodinach pfitokované fermentace
bylo dosazeno 2,15 g-1"" kyseliny octové, 1,59 g-1"! kyseliny propionové, 0,50 g-1"' kyseliny
maselné a 0,06 g1 kyseliny valerové. Jednotlivé hodnoty organickych kyselin namé&feny

v prubéhu pritokovanych fermentaci jsou uvedeny v Ptiloze II tabulky 13 a 16.

Béhem pritokovanych fermentaci bylo také meéfeno mnozstvi plynit vznikajicich
v bioreaktoru nad médiem. Porovnanim nameéfenych plynt vznikajicich béhem fermentaci
okolo 70. hodiny kultivace (Graf 34) bylo zjisténo, ze koncentrace jednotlivych plynt se
lisily. V ptipadé¢ ,.,fed-batch 5 dochazelo ke vzniku skoro dvojnasobného mnozstvi sulfanu,
nicméné oxidu uhli¢itého bylo naopak skoro polovicni mnozstvi oproti ,,fed-batch 6%
fermentaci. V ptipad€ kysliku byla mnozstvi skoro srovnatelna. V ptipadé¢ ,,fed-batch 5
musela byt pro porovnani vznikajicich plymi nad médiem pouZity hodnoty naméteny v 67.
hoding, jelikoz nasledné dochéazelo k pénéni média, coz bylo zplsobeno pravdépodobné
Spatné€ zvolenym reZimem vzduSnéni. Lze predpokladat, Ze vzusnénim 120 s kazdé 2 minuty
dochazelo k presyceni média vzduchem a tim bylo i zpisobeno nasledné péneni. Jak jiz bylo
konstatovano, béhem procesu ,,fed-batch 5 vznikalo pomérné vysoké mnozstvi sulfanu, coz

je nezadouci v procesu anaerobni digesce z hlediska moznost koroze jednotlivych komponent
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bioreaktoru a zhlediska inhibice ristu samotnych metanogennich mikroorganismil
[133][134]. Jednotlivé hodnoty mnozstvi vznikajicich plyni naméfeny v prabehu
pritokovanych fermentaci jsou uvedeny v Ptiloze II tabulky 14 a 17.

Porovnanim piikotovaného procesu se vsadkovym lze pozorovat, Ze mnoZzstvi kysliku,
oxidu uhli¢ittho a metanu jsou srovnatelnd. V pfipadé piitokovaného procesu byl
v bioreaktoru pfitomen i sulfan, coz vSak mohlo byt zplisobeno kontaminacemi v pouzitém

anaerobnim kalu. Nicméné oproti fermentaci ,,fed-batch 5 zde bylo poloviéni mnozstvi
tohoto plynu.
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Graf 34: Porovnani slozZeni plynu vznikajicich béehem pritokovanych (fed-batch) kultivaci

v bioreaktoru nad meédiem

5.5.3 Kontinualni kultivace

Jako v ptedeslych procesech byla vytvotfena 1% suspenze otrub (substrat) a anaerobniho
kalu z ¢istiCky odpadnich vod (inokulum). V ptipadé kontinudlnich fermentaci byl pouzit uz
jen jeden rezim vzdus$néni, a to 81 minut pauza a 30 s vzduSnéni. Tento rezim byl zvolen
vzhledem k tomu, Ze béhem vsadkovych a pfitokovanych fermentaci byl nejucinné;si
z hlediska produkce organickych kyselin. Celkem byly provedeny 1 semi-kontinualni a 2
kontinualni fermentace v bioreaktoru za rtznych rezimli vzdu$néni. Postupy jednotlivych
fermentaci jsou bliZze popsany v kapitole 4.11.1.3.

Jako u predeslych procesii, byl i u kontinudlnich fermentaci zvolen pro porovnani
jednotlivych méfeni celkovy ¢as kultivace okolo 70 hodin. Casy dosaZeni maximalnich
koncentraci organickych kyselin v ptipad¢ kontinudlnich procesti byly opét rozdilné. Béhem

semi-kontinualni fermentace bylo maximalni hodnoty FOS dosazeno ve 49. hodin¢ (2140
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mg-1"). U kontinualni fermentace s oznadenim ,kontinualni 8“ bylo maximalni hodnoty
dosazeno po 125 hodinach kultivace, a to 2301 mg-1"'. V piipadé fermentace ,,kontinudlni 9

byla maximalni koncentrace organickcych kyselin dosazena jiz v 45. hoding (1880 mg-1").

2,2 1
2,1 1
2,0 A
1,9 -

FOS (g1')

1,8 -
1,7 -

1,6 -
semi-kontinualni 7 kontinualni 8 kontinuailni 9

Graf 35: Porovnadni obsahu organickcyh kyselin (FOS) béhem kontinualnich kultivaci

Porovnanim namétenych hodnot FOS okolo 70. hodiny (Graf 35) je evidentni, Ze
nejvysSich vytézk organickych kyselin bylo dosazeno béhem fermentace znacené jako
»kontinudlni 8. Tato fermentace byla provadéna v rezimu vypusténi a nasledného napusténi
667 ml 1 hm.% suspenze kalu a otrub 3krat denné, coz odpovidalo vyméné 2 1 média za den.
Jednotlivé hodnoty FOS a TAC naméfeny v pribéhu kontinudlnich fermentaci jsou uvedeny
v Ptiloze II tabulky 21, 24 a 27.

Z porovnani koncentraci jednotlivych organickych kyselin z analyzy metodou HPLC
(Graf 36) je patrné, ze i z hlediska koncentrace kyseliny octové bylo nejvyssi koncentrace

dosazeno u procesu ,,.kontinualni 8.
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Graf 36: Porovnani mnozstvi a slozeni organickych kyselin vzniklych behem

kontinualnich kultivaci

Porovnanim mnozstvi organickych kyselin ziskanych ziskanych béhem kontinudlniho
procesu ,.kontinudlni 8 s ptitokovanym ,,fed-batch 6 a vsadkovym ,,batch 4% v ¢ase kolem
70. hodiny lze pozorovat, Ze koncentrace jednotlivych kyselin jsou opét velmi podobné. Po
125 hodinach kontinualni fermentace bylo dosazeno maximdalnich hodnot organickych
kyselin, a to 1,36 g'I'" kyseliny octové, 0,64 g-1! kyseliny propionové a 0,16 g-1I'! kyseliny
maselné. Jednotlivé hodnoty organickych kyselin naméfeny v pribéhu kontinualnich

fermentaci jsou uvedeny v Ptiloze II tabulky 19, 22 a 25.

Taktéz u kontinualnich fermentaci bylo soubézné méfeno mnozstvi plynti vznikajicich
v bioreaktoru nad médiem. Porovndnim slozeni namétfenych plyni vznikajicich b&hem
fermentaci okolo 70. hodiny kultivace (Graf 36) bylo zjisténo, Ze koncentrace jednotlivych
plynt se piili§ neliSily. Béhem fermentace ,.kontinudlni 8 bylo nad médiem asi o 10 % nizsi
mnozstvi oxidu uhli¢itétho nez u ,,semi-kontinualni 7“ a ,kontinualni 9 fermentace.
Jednotlivé hodnoty mnozstvi vznikajicich plynit naméfeny v prib¢hu kontinudlnich
fermentaci jsou uvedeny v Ptiloze II tabulky 20, 23 a 26.

Porovnanim kontinudlniho, pfikotovaného procesu a vsadkového procesu lze pozorovat, ze
mnozstvi kysliku, oxidu uhli¢itého a metanu jsou skoro srovnatelnd. V ptipad€ kontinualniho

procesu bylo nad médiem o 2 % vice metanu a o 6 % mén¢ oxidu uhli¢itého.
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Graf 37: Porovnani sloZeni plynii vzmnikajicich béhem kontinualnich kultivaci v

bioreaktoru nad médiem

Béhem jednotlivych fermentaci (vsaddkovych, pfitokovanych a kontinudlnich) bylo
v bioreaktoru méfeno 1 mnozstvi rozpusténého kysliku pomoci kyslikové sondy a pH
s redoxnim potencialem. Nicméné bylo zjisténo, ze tyto parametry neni mozno méfit piesné.
V ptipadé kyslikové elektrody dochéazelo k ovlivnéni méteni konzumaci kysliku pfitomnymi
mikroorganismy, ¢imz nebylo mozné stanovit piesn¢ koncentrace ptidan¢ho kysliku, proto
bylo zvoleno kontrolovat mnozstvi pifidané¢ho kysliku vypoctem vstupniho mnoZstvi.
V ptipadé pH/redoxni sondy dochazelo k ovliviiovani meéfeni pufrovaci kapacitou
anaerobniho kalu. Casové pribéhy pH, redoxniho potencidlu a rozpusténého kysliku

v kontinudlnich fermentacich jsou zobrazeny v Ptiloze II grafy 7 az 9.

5.5.4 Porovnani jednotlivych procesu

Porovnanim vyprodukovanych maximalnich koncentraci organickych kyselin b&hem
jednotlivych procesii (Tabulka 22) bylo zjisténo, Ze nejucinnéjSim procesem byl piitokovany
,»fed-batch 6.

102



Tabulka 21: Celkové srovndani maximalnich koncentraci organickych kyselin dosazenych

béhem jednotlivych fermentaci

kyselina kyselina kyselina  kyselina kyselina  kyselina
proces cas(h) mléénd mravenéi octovd propionova maselnd  valerova
(g1 (gl (glh (g1 (g1 (g1
Batch 1 72 0,00 - 1,19 0,27 0,11 0,02
Batch 2 24 - - 0,98 - - -
Batch 3 96 - - 1,63 0,58 0,03 -
Batch 4 144 - - 2,15 0,99 0,23 0,05
Fed-batch 5 24 0,01 - 0,51 0,04 0,11 -
Fed-batch 6 213 - - 2,21 1,59 0,5 0,06
o iy 49 - - 0,99 0,69 0,10 0,03
kontinualni 8 125 - - 1,36 0,64 0,16 -
kontinualni9 45 - - 1,05 0,51 0,19 -

Vysokd vytéznost tohoto procesu muze byt zplisobena predevSim dvojnasobnou

koncentraci substratu v médiu. Déle bylo zjiSténo, Ze pro produkci organickych kyselin byl

nejvhodnéjsi rezim vzdusnéni 81 minut pauza a 30 s vzdusnéni. Pfi pritoku vzduchu 1V

(46,57 ml'min’! vzduchu ~ 0,44 mmol-min™! O,) takové mnozstvi vzduchu by mélo odpovidat

30 ml kysliku na 1 g biomasy. Takové mnozstvi kysliku bylo definovdno jako mikroaerobni i

v publikaci od Sawatdeenarunat a kol. [67].
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6 Zavér
PredloZena disertacni prace se zabyva pfedev§im mikrobidlni produkci kyseliny mlé¢né a
ethanolu s vyuzitim odpadil z potravinatskych vyrob jako zdroje uhliku. Pro experimenty byly

vybrany odpady z produkce kavy (kavova sedlina), odpady z produkce vina (matoliny) a

odpady ze zpracovani citrusovych plodl (pomerancové slupky).

Prvni Cast prace je vénovana charakterizaci vybranych substratl, které byly podrobeny
metodé NREL. Tato metoda je zalozena na principu kompletni hydrolyzy materialu za ucelem
stanoveni mnozstvi utilizovatelnych sacharidii v daném materidlu. Dale byly stanovovany
latky (naptiklad polyfenoly, anthokyanova barviva, furfural), které mohou pulisobit inhibi¢né

na rst mikroorganismu.

Po charakterizaci vybrané odpadni biomasy nasledovaly optimalizace hydrolyz. Jednotlivé
odpadni substraty byly pfed hydrolyzami rozemlety (kromé& kavové sedliny), aby byly
naruseny struktury pfitomnych polysacharidi. Nasledné byly zkouSeny ruzné kombinace
fyzikélnich (vysoka teplota), chemickych (kysel4, bazickd) a enzymatickych typi hydrolyz.
Bylo zjisténo, ze u vybranych substratii byl nejucinéjSim zptisobem hydrolyzy ucinek zredéné
kyseliny sirové (2,7 hm.%) za vysoké teploty v kombinaci s naslednou enzymatickou
hydrolyzou. Tato dvoustupiiovd hydrolyza byla nejacinnéjsi i vzhledem k tomu, ze ptisobeni
kyseliny za vysoké teploty zpusobi rozruseni lignocelulosové struktury a zpfistupnéni
celulosy a hemicelulosy enzymiim. Nejvys$siho mnozstvi utilizovatelnych sacharidii bylo
dosazeno hydrolyzou v piipadé pomerancovych slupek (60,61 + 0,26 g-1''). Hydrolyzou
kdvové sedliny bylo ziskiano 36,09 = 0,09 gl! a vpiipadé matolin bylo ziskano
10,91 0,11 g1,

Druha ¢ast této prace byla vénovana produkci kyseliny mlécné. Nejprve byly provedeny
kultivace vybranych producentii kyseliny mlééné na syntetickém médiu (MRS) obsahujicim
rizné druhy sacharidii (glukosa, xylosa, manosa, arabinosa, celobiosa, galaktosa, pektin a
laktosa), které se mohou vyskytovat v odpadni biomase. Pro produkci kyseliny mlécné bylo
vybrano 7 bakterialnich kment (Lactobacillus casei CCM 4798, Bacillus coagulans CCM
2013, Bacillus coagulans CCM 2658, Lactobacillus rhamnosus CCM 18257, Lactobacillus
delbruckii  subsp. bulgaricus CCM 7190, Lactobacillus plantarum CCM 70397 a
Streptococcus thermophilus CCM 4757). Béhem téchto kultivaci byla zkoumana predevsim

schopnost ristu a utilizace jednotlivych zdrojh uhliku.

Bylo ovéfeno, Ze vybrané bakteridlni kmeny byly schopny rhstu a utilizace vSech

testovanych jednoduchych sacharidii. Z vysledki vSak bylo také patrné, Ze utilizace nékterych

vvvvvv

syntetickych médiich nasledovaly kultivace vybranych kmenii na jednotlivych hydrolyzatech

odpadnich substrati. Pro produkci kyseliny mlécné byl kromé hydrolyzati kavové sedliny,
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pomerancovych slupek a matolin pouzit i hydrolyzat odpadniho chleba. Byly provedeny
kultivace za dvou podminek, a to pii pH 7 a na hydrolyzatu bez upravy pH. Hodnoty pH
u hydrolyzatt byly: kavova sedlina 4,30; matoliny 3,75; pomerancové slupky 4,05 a odpadni
chléb 6,50. Vzhledem k hodnoté pH hydrolyzatu odpadniho chleba byly provedeny pouze
kultivace bez Gpravy pH.

Bylo zjisténo, ze hydrolyzaty vybrané odpadni biomasy jsou utilizovatelné mléénymi
bakteriemi a pievedeny na kyselinu mlé¢nou. Vyssich vytézki bylo dosazeno v hydrolyzatech
s upravenym pH. Bylo dosazeno pomérné dobrych vytéznosti, ackoliv hydrolyzaty nebyly
obohaceny o dalsi ziviny. Tento fakt je velmi podstatny vzhledem k tomu, ze bakterie
mlécného kvaSeni jsou znamy pomérné vysokymi naroky na aminokyseliny, vitaminy a dalsi
komplexni ziviny vyskytujicimi se ve fermentacnim médiu. NejvysSich koncentraci kyseliny
mlécné bylo skoro u vSech hydrolyzati dosazeno kmenem L. rhamnosus CCM 1825. Pouze
v ptipad¢ hydrolyzatu odpadniho chleba bylo nejvyssiho vytézku dosazeno kmenem
B. coagulans CCM 2658.

Porovnanim vytézkl kyseliny mlééné ziskanych kmenem L. rhamnosus na jednotlivych
substratech bylo zjiSténo, Ze nejvysSi koncentrace a produktivity kyseliny mlécné bylo
dosazeno na hydrolyzatu odpadniho chleba (12,90 + 0,51 g1!). Hlavnim diivodem bude
pravdépodobné to, Ze hydrolyzat odpadniho chleba obsahuje piedev§im glukosu. Ostatni
vybrané substraty obsahuji vedle glukosy i1 dalsi sacharidy (galaktosu, manosu, arabinosu c¢i
fruktosu). Hlavni vyhodou hydrolyzatu odpadniho chleba je i obsah mineralnich latek a Zivin,
které mohou mit pozitivni vliv na rlst a produkci vybranych mikroorganismi. Nicméné
vysSich vytéznostnich koeficientli bylo dosazeno v pfipadé hydrolyzatu kavové sedliny a
matolin. Ackoliv tyto substraty obsahuji latky, které mohou inhibovat rtst bakterii mlécného
kvaseni, zdaji se byt také nadéjnymi pro produkci kyseliny mlécné.

Z divodu optimalizace a zvySeni mnozstvi vyprodukované kyseliny mlécné byly
provedeny také kultivace v bioreaktoru. Pro produkci kyseliny mlécné v bioreaktoru byl
zvolen jako produkéni kmen L. rhamnosus CCM 1825. Ten byl vybran s ohledem na
skutecnost, Ze na jednotlivych hydrolyzatech produkoval nejvys$si mnoZzstvi kyseliny mlécné,
ale také z diivodu jeho schopnosti produkovat Cistou L(+) formu kyseliny mlécné. Byly
provedeny kultivace na hydrolyzatech pomerancovych slupek, matolin, odpadniho chleba a
kévové sedliny, které byly obohaceny (kromé& odpadniho chleba) o 3 gl! kvasni¢ného
extraktu. V pfipadé¢ hydrozatu odpadniho chleba nebyl pfidavek nutny vzhledem k jeho

slozeni.

Vice pozornosti bylo vénovano zkoumani utilizace hydrolyzatu kavové sedliny, kde bylo
provedeno vice experimentll v bioreaktorech. Byl fermentovan jednak hydrolyzat bez

suplementace kvasni¢nym extraktem, poté hydrolyzat obohacen o 3 g-1"! kvasni¢ného extraktu
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a syntetick¢é médium s obsahem sacharid podobnym hydrolyzatu kavové sedliny, aby byl
zjistén efekt inhibitori na pouzity produkéni kmen. Byly také provedeny kultivace
v bioreaktoru 1 s pomoci dalSich producenti (B. coagulans CCM 2658, L. plantarum CCM
7039).

Porovnanim vytézk kyseliny mlécné ziskané kmenem L. rhamnosus na jednotlivych
hydrolyzatech odpadni biomasy bylo zjiSténo, Ze nejvyssi vytézek a produktivita kyseliny
mlécné byla ziskana fermentaci hydrolyzatu odpadniho chleba. Hlavnim divodem je
piedeviim pomérné vysoky obsah fermentovatelnych sacharidt (74,73 + 2,53 g1 glukosy)
v tomto hydrolyzatu. Nejvyssiho vytéznostniho koeficientu (0,98 g-g™!) vsak bylo dosaZeno
v ptipad¢ hydrolyzatu kavové sedliny. Nejnizsi produktivita a koncentrace kyseliny mlécné
byla dosazena fermentaci hydrolyzatu matolin (5,69 + 0,66 g1™), coz vychazi piedevsim
z nizkého obsahu fermentovatelnych sacharidé (10,91 = 0,11 g-1'") v tomto substratu.

Srovnanim produkce kyseliny mlééné na hydrolyzatu kédvové sedliny se suplementaci
kvasnicnym extraktem a bez ni bylo dosazeno velmi podobnych vytézkii. Lze tedy
konstatovat, Ze suplementace kultivaéniho média kvasnicnym extraktem neni nutna
k dosazeni vys§iho mnozstvi kyseliny mlééné. V ramci celkového ekonomického
vyhodnoceni procesu by se tedy muselo zvazit, zda naklady vzniklé pfiddnim kvasni¢ného
extraktu mohou byt kompenzovany zkracenim doby fermentace. Porovnanim s kultivaci
na syntetickém médiu s podobnym sacharidickym slozenim jako hydrolyzat kavové sedliny
lze usuzovat, ze pifitomnost inhibitorti v hydrolyzatu kavové sedliny nemé negativni vliv
na vytéznost kyseliny mlécné, jelikoz dosazené koncentrace kyseliny mlécné a stejné tak i
vytéznostni koeficienty jsou srovnatelné. Nicmén¢ lze predpokladat, Ze pouzitim vhodnych
detoxifikacnich metod pro odstranéni inhibi¢nich latek z hydrolyzatu kavové sedliny, by se

mohla zkratit doba fermentace.

Treti Cast této prace se zabyva moznosti produkce ethanolu na hydrolyzatech vybranych
odpadi z potravinafskych vyrob. Nejprve byly provedeny kultivace 2 vybranych kment
(S. cerevisiae CNCTC 6646 a S cerevisiae CNCTC 6651) v Erlenmeyerovych bankach
na jednotlivych hydrolyzatech. Néasledné byla provedena produkce ethanolu na hydrolyzatu
kavové sedliny v bioreaktoru pomoci S. cerevisiae CNCTC 6646.

Kultivacemi v bankach bylo zjiSténo, ze nejvyssi koncentrace ethanolu bylo dosazeno
u kmene S. cerevisiae CNCTC 6646 na hydrolyzatu kavové sedliny (5,98 + 0,11 g-1""). Tento
substrat a producent byli proto déale vybrani pro kultivace v bioreaktoru. Fermentaci
hydrolyzatu kavové sedliny v bioreaktoru bylo dosaZeno vytézku 7,64 = 0,39 g-1"! ethanolu.

Zavérecna Cast predlozené prace se vénuje zkoumdni vlivu pfidaného kysliku na zvysSeni
produkce organickych kyselin béhem acidogenni faze anaerobni digesce. Nalezenim

vhodného rezimu vzdusnéni vytvarejicim mikroaerobni podminky by mélo dochézet
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k navySeni produkce organickych kyselin s kratkym ftetézcem (pfedev§im kyseliny octové)
béhem acidogenni faze anaerobni digesce. Bylo provedeno né¢kolik experimenti
v modelovém bioreaktoru s rlznymi rezimy vzduSnéni a rliznymi procesy fermentace
(vsadkove, ptitokované a kontinualni).

Bylo zjisténo, Ze nejucinngjSim procesem byl ptitokovany zplsob fermentace s rezimem
vzdugnéni 30 sa 81 minut pauza, kdy bylo ziskdno 4,36 g-1! organickych kyselin, z toho
2,21 g'I'! tvotila kyselina octova. Vysoka vytéznost tohoto procesu byla pravdépodobné
zpisobena dvojndsobnou koncentraci substratu v médiu (2 hm. %). Béhém tohoto rezimu
vzdusnéni bylo pfidano cca 30 ml kysliku na 1 g biomasy, coz lze pokladat za anaerobni

podminky.
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SEZNAM ZKRATEK

D pravotociva forma optického izomeru
L levotociva forma optického izomeru

DL racemicka smés optickych izomert

H oo vodikovy kation

NAD o nikotinamidadenindinukleotid
LDH..oiiiiiiiieieeeeee e laktatdehydrogenasa

PKP ..o fosfoketolasova drédha

GAP .o glyceraldehyd-3-fosfat

P o fosfat

ATP i adenosintrifosfat

LdhA e, NAD"-dependentni laktatdehydrogenasa A
LdhB ..o NAD"-dependentni laktatdehydrogenasa B
BMK ..o bakterie mlé¢ného kvaseni

CO2 e oxid uhlicity

PLA .ot polylactic acid (kyselina polymlécna)
Ko Kelvin

MPa.....oooiiiiiiieeeeeee e megaPascal

EMP ..o, Embden-Meyerhofova draha

AD o anaerobni digesce (,,Anaerobic Digestion®)
OD oo optické hustota (,,optical density*)

HPLC ..o vysoce u¢inna kapalinovd chromatografie (,,High

Performance Liquid Chromatography*)

FOS .o obsah organickych kyselin (,,Fliichtige Organische
Sauren®)

TAC .o celkovy anorganicky uhlik (,,Totales Anorganisches
Carbonat*)

Lbe., L. o Lactobacillus

B. o Bacillus

RID .o refraktometricky detektor (,,Refractive index detector®)

DAD oo detektor diodového pole (,,Diode array detector)
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Prilohy

Priloha I: pH profily a pridavky neutralizac¢nich ¢inidel béhem produkce
kyseliny mlééné v bioreaktoru
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Priloha I - graf 1: pH profil fermentace hydrolyzatu pomerancovych slupek v bioreaktoru
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Priloha I - graf 2: pH profil fermentace hydrolyzatu matolin v bioreaktoru
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Priloha I - graf 3: pH profil fermentace hydrolyzatu odpadniho peciva v bioreaktoru
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Priloha I - graf 4: pH profil fermentace hydrolyzatu kavoveé sedliny pomoci B. coagulans

v bioreaktoru
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Priloha I - graf 5: pH profil fermentace hydrolyzatu kavové sedliny pomoci Lbc.

plantarum v bioreaktoru
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Priloha I - graf 6: pH profil fermentace hydrolyzatu kavové sedliny pomoci L. rhamnosus

v bioreaktoru
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Priloha I - graf 7: pH profil fermentace hydrolyzatu kavové sedliny s pridavkem

kvasnicneho extraktu pomoci L. rhamnosus v bioreaktoru
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extraktu pomoci L. rhamnosus v bioreaktoru
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Priloha II: Mikroaerobni predipravy

Vsadkové (batch) fermentace

Priloha 1l - tabulka 1: mnozstvi organickych kyseliny v pritbéhu fermentace batch 1

kyselina kyselina kyselina  kyselina kyselina  kyselina
cas(h) mlétna mravenci octova propionova maselnda  valerova

(g1 (glh  (g1h (g1 (g1 (g1

5 - 0,04 - - -
24 0,03 0,07 0,66 0,20 0,22 -
48 - - 0,97 0,27 0,11 0,02
72 0,00 - 1,19 0,27 0,11 0,02

Priloha Il - tabulka 2: mnozstvi vznikajicich plynu nad médiem v priitbéehu fermentace
batch 1

substance/Cas (h) 0 5 24 48 72
CH4 (obj. %) 0,1 0 0 0 0
CO2 (obj. %) 10,6 8,4 39 11,4 8,8

O2 (obj. %) 11,6 11,9 0 9.8 10,1
H>S (ppm) 0 0 0 0 0
H: (obj. %) 0 0,02 4 0 0
Priloha Il - tabulka 3: hodnoty FOS a TAC v prubéehu fermentace batch 1
¢as (h) TAC (mg1™) FOS (mg1™) FOS/TAC
2105 259 0,123
5 2309 380 0,165
24 1751 1307 0,746
48 1720 1473 0,856
72 1655 1479 0,894
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Priloha II - graf 1: Casovy prithéh pH, DO a ORP v bioreaktoru béhem fermentace batch 1

Priloha Il - tabulka 4: mnozstvi organickych kyseliny v pribéhu fermentace batch 2

kyselina kyselina kyselina  kyselina kyselina  kyselina
cas (h) mlétna mravenci octovd propionova maselnd  valerova

(g1 (gl (g1 (g1 (g1 (g1
0 ] ] 0,01 - ] ]
24 - - 0,98 - - ]
48 - - - - - -
72 ; ; ; - - ;

Priloha Il - tabulka 5: mnozstvi vznikajicich plyni nad médiem v priubéhu fermentace
batch 2

substance/cas (h) 0 24 48 72
CHa4 (obj. %) 0,7 0 0 0
CO: (obj. %) 10,8 12,2 10,4 8,2

Oz (obj. %) 14,6 7,5 8,6 10,8
H>S (ppm) 0 0 0 0
Ha (obj. %) 0 0 0 0

Priloha 1l - tabulka 6: hodnoty FOS a TAC v pritbéhu fermentace batch 2

cas (h) TAC (mg1™h) FOS (mg1!') FOS/TAC

0 2095 304 0,117
24 1756 1173 0,668
48 2163 276 0,128
72 2339 310 0,133
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P#iloha II - graf 2: Casovy pritbéh pH, DO a ORP v bioreaktoru béhem fermentace batch 2

Priloha Il - tabulka 7: mnozstvi organickych kyseliny v prubéhu fermentace batch 3

kyselina  kyselina kyselina kyselina  kyselina  kyselina
cas(h) mlécnd mravenci octovd propionovd maselnd  valerova

(g1 el  (glh (g (g1 (g1

0 ] ] 0,04 - ] ]
24 : 0,08 1,08 0,49 0,13 .
48 : . 1,36 0,59 0,12 .
7 ; - 1,49 0,59 0,08 -
96 ; ; 1,63 0,58 0,03 ;

Priloha 1l - tabulka 8: mnozstvi vznikajicich plynit nad médiem v prubéhu fermentace
batch 3

substance/cas (h) 0 24 48 72 96
CHa4 (obj. %) 4 0,5 0,4 0,4 0,5
COz (obj. %) 15,5 25 15 11,6 12,4

Oz (obj. %) 15,3 8,9 10,7 8,1 7,7
H>S (ppm) 0 0 0 0 0
H: (obj. %) 0 0 0 0 0
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Priloha Il - tabulka 9: hodnoty FOS a TAC v prubéhu fermentace batch 3

cas (h)

TAC (mg1™h)

FOS (mg1™)

FOS/TAC

0
24
48
72

2687
1987
2024
2022

365
1865
2201
2303

0,136
0,939
1,087
1,139

96

2089

2400

1,149

1200
1000
800
600
400
200

DO (ppk), ORP {mV)

-200
-400
-600

- 7.4
- 7.3
- 7,2
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P#iloha II - graf 3: Casovy pritbéh pH, DO a ORP v bioreaktoru béhem fermentace batch 3

Priloha Il - tabulka 10: mnozstvi organickych kyseliny v priubéhu fermentace batch 4

kyselina  kyselina  kyselina  kyselina kyselina  kyselina
cas (h) mlécnd  mravenéi  octovd propionova maselnd  valerova
(1) (1) (g1 (g1 (g1 (g1
0 - - 0,03 - - -
24 - - 1,01 0,58 0,19 -
48 - - 1,35 0,75 0,24 0,04
72 - - 1,59 0,83 0,25 0,05
120 - - 2,03 0,98 0,25 0,05
144 - - 2,15 0,99 0,23 0,05
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Priloha Il - tabulka 11: mnozstvi vznikajicich plynit nad médiem v priubéhu fermentace

batch 4
substance/cas (h) 0 24 48 72 120 144
CHs4 (obj. %) 1,7 4,8 4 2,4 1,8 1,8
CO: (obj. %) 10 4 31 26 21 18,5
O2 (obj. %) 14,3 10,6 9,5 10 9,6 9,2
H>S (ppm) 0 0 0 0 0 0
Ha (obj. %) 0 0 0 0 0 0

Priloha Il - tabulka 12: hodnoty FOS a TAC v pritbéhu fermentace batch 4

cas(h) TAC (mg1h) FOS (mg-1) FOS/TAC

0 2543 353 0,139
24 2293 1944 0,848
48 2210 2423 1,096
72 2104 2646 1,246
120 2162 3331 1,541
144 2125 3470 1,633
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Priloha II - graf 4: Casovy prithéh pH, DO a ORP v bioreaktoru béhem fermentace batch 4
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Pritokované (fed-batch) fermentace

Priloha Il - tabulka 13: mnozstvi organickych kyseliny v prubéhu fermentace fed-batch 5

kyselina  kyselina kyselina  kyselina  kyselina  kyselina
cas (h) mléénda  mravenci octova propionova maselna  valerova
(g1 (g1 (g1 (g1 (g1 (g1
0 - - - - - -
13 - - 0,22 - - -
15 - - 0,28 - - -
17 - - 0,351 - - -
21 0,09 - 0,49 0,05 0,11 -
24 0,01 - 0,51 0,04 0,11 -
44 - - - - 0,10 -
62 - - - - 0,11 -
65 - - - - 0,12 -
67 0,07 - 0,09 - 0,11 -
70 - - 0,18 - 0,12 -
88 - - 0,27 - 0,12 -
110 - - - - 0,12 -
134 - - - - 0,12 -
163 - - - - 0,12 -
182 - - - - 0,12 -
189 - - - - 0,1 -
206 - - - - 0,12 -
Priloha Il - tabulka 14: mnozstvi vznikajicich plynii nad médiem v pribéhu fermentace
fed-batch 5
substance/Cas (h) 0 13 15 17 21 24 44 62 *65
CH4 (obj. %) 0,8 0,2 0,1 02 02 02 02 0 0
COz (obj. %) 14,5 16 8 17,5 23 18 13,5 15,5 17,5
02 (obj. %) 13 82 159 85 84 7 6,8 12,5 9,6
H>S (ppm) 4 8 8 9 7 8 14 20 24
substance/Cas (h) 67 70 88 110 134 163 182 189 206
CHa4 (obj. %) 0,1 0 0 0 0 0
COz (obj. %) 15 y Lo 122 135 0 122 92 6,2
05 (obj. %) 97 PN P 0o 60 P a7 16 173
H>S (ppm) 23 10 18 55 63 77

*ptidavek substratu
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Priloha Il - tabulka 15: hodnoty FOS a TAC v prubéhu fermentace fed-batch 5

¢as (h) TAC (mg1h) FOS (mg1!) FOS/TAC

0 2410 301 0,125
13 2314 514 0,222
15 2142 537 0,251
17 2144 643 0,300
21 1821 847 0,465
24 1915 872 0,455
44 2113 270 0,128
62 1944 267 0,137
*65 1882 265 0,141
67 1932 424 0,219
70 1887 513 0,273
88 1536 526 0,342
110 1556 243 0,156
134 1455 223 0,153
163 951 216 0,227
182 208 166 0,798
189 135 151 1,119
206 82 135 1,646
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Piiloha II - graf 5: Casovy pribéh pH, DO a ORP v bioreaktoru béhem fermentace fed-

batch 5
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Priloha Il - tabulka 16: mnozstvi organickych kyseliny v pribehu fermentace fed-batch 6

kyselina kyselina  kyselina kyselina kyselina kyselina
¢as (h) mlécna mraven¢i  octova propionova maselna valerova
(g1 (g1 (g1 (g1 (g1 (1)

0 - - 0,02 - 0,11 -

14 0,01 0,26 0,6 0,23 0,11 -

16 0,16 0,23 0,66 0,33 0,11 -

20 - 0,14 0,72 0,46 0,12 -

24 - 0,08 0,76 0,49 0,13 -

39 - - 0,97 0,72 0,17 0,02

45 - - 1,03 0,75 0,18 0,03

62 - - 1,14 0,8 0,19 0,04

66 - - 1,16 0,81 0,19 0,04

68 0,01 - 1,2 0,84 0,2 0,04

71 - - 1,28 0,93 0,22 0,04

87 - - 1,68 1,35 0,43 0,08

113 - - 1,83 1,45 0,46 0,02

141 - - 1,94 1,52 0,49 0,04

164 - - 2,01 1,55 0,5 0,05

188 - - 2,09 1,58 0,51 0,05

213 - - 2,21 1,59 0,5 0,06

235 - - 2,15 1,61 0,5 0,06

Priloha Il - tabulka 17: mnozstvi vznikajicich plynit nad médiem v pribéhu fermentace

fed-batch 6

substance/Cas (h) 0 14 16 20 24 39 45 62 *66
CHz4 (obj. %) 4 7,8 3.4 3,2 3,1 3,1 2 1,9 1,3
CO2 (obj. %) 14,5 54 26 30 16 26 23,5 235 205
Oz (obj. %) 14,7 4,3 15 11,1 16,8 10 11,5 9,85 11,5
H>S (ppm) 0 12 5 6 0 0 0 0 0
H> (obj. %) 0 1,75 0,19 0,5 0,04 0 0 0 0
substance/Cas (h) 68 71 87 113 141 164 188 213 235
CH4 (obj. %) 1,6 2,1 3,1 2,4 2,4 2,4 23 2,7 33
COz (obj. %) 24 26 43 28 24,5 20 18 17 14,5
Oz (obj. %) 12,3 13,1 9,2 9,3 10 10,5 11,5 10,2 9.6
H>S (ppm) 18 14 29 5 9 6 4 2 0
H: (obj. %) 0,14 0,12 0,68 0,03 0,05 0,03 0 0 0

*ptidavek substratu
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Priloha Il - tabulka 18: hodnoty FOS a TAC v prubéhu fermentace fed-batch 6

as(h) TAC (mgl')  FOS (mgl') FOS/TAC

0 2654 380 0,143
14 2019 1561 0,77
16 1821 1504 0,526
20 2105 1687 0,801
24 2140 1756 0,821
39 2089 2181 1,044
45 2101 2278 1,084
62 2075 2491 1,200
66 2066 2548 1,233
68 2013 2573 1,278
71 2005 2798 1,396
87 1659 3680 2218
113 1664 4008 2,409
141 1718 4269 2,485
164 1718 4489 2,613
188 1707 4434 2,598
213 1832 4675 2,552
235 2073 4547 2,193

800 1 r 7.6

600 4 - 7.4

400 A [

200
68 &
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-600 T T T T 6
0 50 100 150 200
tas (h)
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Priloha II - graf 6: Casovy prithéh pH, DO a ORP v bioreaktoru béhem fermentace fed-
batch 6
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Kontinualni fermentace

Priloha Il - tabulka 19: mnozstvi organickych kyseliny v pribéhu fermentace semi-

kontinualni 7

kyselina kyselina kyselina  kyselina ~ kyselina  kyselina
cas(h) mlétna mravenci octova propionova maselnd  valerova
(g1 (gl (g1 (g1 (g1 (g1
0 - - - - 0,10 -
6 0,01 - 0,67 0,36 0,08 -
24 - - 0,95 0,66 0,12 0,03
31 - - 0,82 0,61 0,09 0,02
49 - - 0,99 0,69 0,10 0,03
55 - - 0,78 0,60 0,08 0,02
72 - - 0,91 0,68 0,08 0,03
96 - - 0,88 0,72 0,07 0,03
120 - - 0,84 0,74 0,06 0,02
127 - - 0,70 0,64 0,04 0,02
145 - - 0,82 0,74 0,04 0,02
169 - - 0,82 0,72 0,04 0,02

Priloha 1I - tabulka 20:

semi-kontinualni 7

mnozstvi vznikajicich plyni nad médiem v pribéhu fermentace

substance/¢as (h) 0 6 24 31 49 55
CHj (obj. %) 5,6 9,2 11,8 4,1 43 2,8
CO:xz (obj. %) 19,5 42 42 31 30 18
0 (obj. %) 13,5 9 83 9,9 9.4 14,4
HaS (ppm) 0 0 0 0 0 0
H (obj. %) 0 0 0 0 0 0
substance/¢as (h) 72 96 120 127 145 169
CHa (obj. %) 53 8.4 9.4 8 9.4 9,2
CO:xz (obj. %) 26 26 27 29 28 28
0> (obj. %) 10,9 9,8 10,2 10 8,7 9,1
HaS (ppm) 0 0 0 0 0 0
Hs (obj. %) 0 0 0 0 0 0
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Priloha Il - tabulka 21: hodnoty FOS a TAC v prubéhu fermentace semi-kontinualni 7

cas(h)  TAC (mgl) FOS (mgl")  FOS/TAC
0 2650 309 0,117
6 2158 1598 0,741
24 2044 2107 1,031
31 1996 1847 0,925
49 1976 2140 1,083
55 1983 1705 0,86
72 1977 1989 1,006
96 2039 1989 0,975
120 2059 1948 0,946
127 2156 1724 0,8
145 2069 1938 0,937
169 2108 1908 0,905
1200 - - 7.5
1000 - L
LT
800 -
L 7.2
E 600 - |
o 400 L7
© 200 4 t\ H%K‘ﬁ 69 =
E o] L 6.8
9 I 67
200 4 -
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Piiloha II - graf 7: Casovy pritbéh pH, DO a ORP v bioreaktoru béhem fermentace semi-

kontinualni 7
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Priloha Il - tabulka 22: mnozstvi organickych kyseliny v pribehu fermentace kontinualni 8

kyselina kyselina kyselina kyselina  kyselina  kyselina
Cas (h) mlétna mravenéi octovd propionovd maselnda  valerova
e (@ (@ (g1 (g1 (g1
0 - - 0,01 - - -
26 - - 0,90 0,53 0,16 0,05
50 - - 1,09 0,64 0,18 -
74 - - 1,22 0,67 0,19 -
93 - - 1,29 0,66 0,18 -
125 - - 1,36 0,64 0,16 -
141 - - 1,37 0,60 0,15 -
192 - - 1,16 0,52 0,15 -

Priloha II - tabulka 23:

kontinualni 8

mnozstvi vznikajicich plynit nad médiem v prubéhu fermentace

substance/Cas (h) 0 26 50 74 93 125 141 192
CHa4 (obj. %) 5,6 12 8 4,3 3.4 2,8 2,6 3.9
CO: (obj. %) 19,5 35 23,5 18 17 15 16,5 22

O2 (obj. %) 13,5 8,5 10,5 11,8 11,3 10,4 10,5 11,3
H>S (ppm) 0 0 0 0 0 0 0 2
Ha (obj. %) 0 0,03 0 0 0 0 0 0

Priloha Il - tabulka 24: hodnoty FOS a TAC v pritbéhu fermentace kontinudlni §

¢as (h)  TAC (mglh) FOS (mg1") FOS/TAC

0 2565 329 0,128
26 1864 1524 0,818
50 1961 2015 1,028
74 1934 2144 1,109
93 1868 2219 1,188
125 1929 2301 1,193
141 1955 2265 1,159
192 1934 1990 1,029
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Priloha II - graf 8: Casovy pritbéh pH, DO a ORP v bioreaktoru béhem fermentace

kontinualni 8

Priloha II - tabulka 25: mnozstvi organickych kyseliny v pritbehu fermentace kontinualni

9
kyselina kyselina kyselina kyselina kyselina  kyselina
cas(h) mléénd mraven¢i octova propionova maselna  valerova
e (@ (@ (elh)  (glh (gl
0 - - 0,03 - - -
21 - - 0,97 0,37 0,22 -
45 - - 1,05 0,51 0,19 -
65 - - 1,03 0,50 0,15 -
97 - - 1,01 0,46 0,09 -
120 - - 1,12 0,45 0,07 -
144 - - 1,13 0,43 0,01 -
169 - - 1,16 0,44 0,005 -
192 - - 1,11 0,39 0,002 -

Priloha II - tabulka 26:

kontinualni 9

mnozstvi vznikajicich plynit nad médiem v prubéhu fermentace

substance/Cas (h) 0 21 45 65 97 120 144 169 192
CHa (obj. %) 0,7 3,0 5,7 6,3 4,9 6,4 7,7 8,6 6,5
COz (obj. %) 6,6 34,0 30 30,0 21,0 27,0 27,0 33,0 29,0

O2 (obj. %) 19,4 12,3 11,1 11,0 14,2 10,7 9,1 8,7 9,0
HaS (ppm) 0,0 3,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
H: (obj. %) 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Priloha Il - tabulka 27: hodnoty FOS a TAC v priubéhu fermentace kontinudlni 9

cas(h) TAC (mgl')  FOS (mgl') FOS/TAC
0 2491 349 0,140
21 1941 1743 0,898
45 1875 1880 1,003
65 1900 1826 0,961
97 1918 1739 0,907
120 1853 1796 0,969
144 1840 1742 0,947
169 1861 1848 0,993
192 1867 1738 0,931
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Priloha II - graf 9: Casovy pritbéh pH, DO a ORP v bioreaktoru béhem fermentace
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