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MnozZici se zpravy o snizovani objemu dostupnych ropnych
naleziSt — prokdzané svétové zisoby ropy se ke konci roku 2007
pohybovaly kolem 1240 miliard barela (1) — spolu se stile se
zvySujici globdlni spotfebou energie vyvoldvaji nutnost Sirsiho
vyuziti alternativnich energetickych zdroji. Jednu z moZznosti
predstavuje Caste¢na ndhrada ropnych produktt kapalnymi
biopalivy, mezi kterymi zaujima pfedni misto bioetanol (2).
Ten lze vyrobit fermentaci z raznych surovin, které obsahuji
bud jednoduché cukry, jeZ mohou mikrobidlni producenti etha-
nolu pfimo vyuzit jako zdroj uhliku a energie (napf. sacharosa
obsazena v cukrové fepé nebo cukrové titiné, ovocny cukr)
nebo polysacharidy, které lze na jednoduché cukry prfeménit
(napf. skrobnaté suroviny — kukufice, obili, brambory, cassava
nebo suroviny obsahujici celulosu a hemicelulosu — zemédélské
odpady jako obilna slima nebo kukufi¢né oklasky, energetic-
ké plodiny, lesni, papirensky nebo komundlni odpad). Pravé
vyuziti lignocelulosové biomasy pro vyrobu bioetanolu k sobé
v posledni dobé poutd zna¢nou pozornost, a to zejména diky jeji
Siroké dostupnosti a rychlé obnovitelnosti (celosvétova produkce
rostlinné biomasy je zhruba 1,5.10" t za rok) (3), nizké cené
a faktu, Ze ji nelze vyuZit pro lidskou vyZzivu, ¢imz
odpadaji etické problémy spojené se zemédelsky-
mi surovinami prvni generace.

Na druhou stranu, lignocelulosové materily

pochazejici hlavné z ligninu (5). Pfitomnost furfuralu a hydroxy-
methylfurfuralu v nejveétsi mife ovliviuji aktivitu celulolytickych
enzymu a rust produkénich mikroorganismu, a tim ma vliv i na
vytéznost a rychlost produkce ethanolu a produktivitu celého
procesu (6). V kyselych hydrolyzatech pSeni¢né slamy se tyto
dvé latky vyskytuji v koncentracich 0,1-1 g.I"* (7) v zavislosti na
podminkach preddpravy.

Tato prace se zabyvad sledovdnim vlivu tif vybranych in-
hibi¢nich latek (furfuralu, hydroxymethylfurfuralu a kyseliny
4-hydroxybenzoové) na rustové schopnosti tif potencidlnich pro-
ducentt ethanolu: kvasinek Saccharomyces cerevisiae a Pichia
stipitis a bakterie Zymomonas mobilis. JelikoZ je ethanol primarni
metabolit, jehoZ tvorba je spojena s ristem biomasy, snizeni
rustové rychlosti ovlivni nejen celkovou koncentraci biomasy, ale
i vyslednou koncentraci ethanolu, a tim i produktivitu procesu.

Kvasinka S. cerevisiaeje v dnesni dobé stile nejcastéji pouziva-
nym mikroorganismem pro pramyslovou vyrobu ethanolu. Zkvasuje
vSechny hexozy ziskané hydrolyzou lignocelulosového materidlu,
vytéznost pii produkci ethanolu se blizi maximalni teoretické hod-
noté (0,51 g.g™" ethanolu z glukosy), aviak zna¢nou nevyhodou je,

Obr. 1. Prehled a ptvod hlavnich inhibicnich latek (v rdmecku) vznikajicich pfi
predupravé lignocelulézoveho materialu

patii mezi nejslozitéjsi pfirodni heteropolymery
a jejich konverzi na etanol provazi ve srovndni se
surovinami prvni generace (jednoduché cukry,
skrob) mnoho technickych problému. Aby mohla
efektivné probéhnout enzymova hydrolyza celu-
losy na jednoduché sacharidy, je nejprve potieba
rozrusit komplexni matrici tvofenou ligninem,
celulosou a hemicelulosou (4). To se dé€je vétsinou
za vysokych teplot, tlak(i a v pfitomnosti chemic-
kych c¢inidel a v prabéhu tohoto procesu muze
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Obr. 2. Vliv furfuralu na rdst vybranych mikroorganismu

jejich praimérnému obsahu v kyse-

lém hydrolyzitu pseni¢né slamy.
VSechny experimenty byly prova-
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Na obr. 2. je porovnan vliv
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pitis (2b) a bakterie Zymomonas

mobilis (2¢) v prabéhu 26h kul-
tivace. Lze konstatovat, Ze pfitom-

Ze nedokadze piirozené zkvasovat pentosové cukry, které se bézné
v hydrolyzitech vyskytuji (8). Naopak kvasinka Pichia stipitis je
jednim z mala mikroorganism( pfirozené schopnych vyuzivat
vedle hexos i xylosu a zkvasovat ji na ethanol. VytéZnost etanolu
z glukosy se pohybuje v rozmezi 0,31-0,48 g ethanolu na 1 g sa-
charidu (9). Zymomonas mobilis je gramnegativni bakterie, kterd
se vyznacuje vysokou vytéznosti ethanolu (az 97 % teoretického
maxima) a vysokou objemovou produktivitou (aZ 3 g.(Lh)™),
také v3ak neni schopna zkvaSovat pentosové cukry (10).

Material a metody

Mikroorganismy Saccharomyces cerevisiae 03/26, Pichia sti-
pitis DSM 3651 a Zymomonas mobilis CCM 2770 byly uchovavany
ve formé kryokonzerv pii teploté —80 °C, jako kryoprotektant
byl pouzit 30% roztok glycerolu. Kultiva¢ni médium obsahovalo
v jednom litru 20 g glukosy, 10 g kvasni¢ného extraktu, 20 g pep-
tonu, 1 g NH,Cl, 1 g KH,PO,a 0,5 g MgSO,.7H,0. Erlenmeyerova
barika obsahujici 150 ml média byla asepticky zao¢kovana vzdy
jednou kryokonzervou a poté kultivoviana aerobné pfi 30 °C po
dobu 18 h na rota¢ni tiepacce s frekvenci otacek 150 min™. 10 ml
takto pfipraveného inokula bylo poté asepticky pifevedeno do
Erlenmeyerovych banék se 150 ml média, do kterého byly pri-
dany inhibi¢ni latky furfural, hydroxymethylfurural (koncentrace
0,1;0,7; 1,3 g.I') nebo kyselina 4-hydroxybenzoova (koncentrace
0,1; 0,5; 0,9 g.1™) a kultivovano staticky po dobu 26 h pii
30 °C. Koncentrace inhibitort byla zvolena tak, aby odpovidala
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nost furfuralu ve vsech piipadech
ovlivnila rastové schopnosti téchto
mikrobidlnich producentl etanolu v porovndni s kontrolni kul-
tivaci (2d). Citlivost vSech kmenu vaci tomuto inhibitoru se
s rostouci koncentraci furfuralu zvySovala, pficemz jeho pfitom-
nost neovliviiovala délku lag faze, ale snizovala celkovy narast
bunécné biomasy, a to v pifipad¢ bakterie Zymomonas mobilis
az o 75 % v médiich obsahujici furfural v koncentracich 0,7 g.I™!
a vyssich. Z obr. 2a je patrné, ze Saccharomyces cerevisiae je
schopna se na piitomnost této inhibi¢ni litky adaptovat; ackoli
po 6 hodinach kultivace v médiu s nejvyssi koncentraci toho-
to inhibitoru bylo pozorovano 63% snizeni naristu biomasy,
po 26 hodinach kultivace byl tento pokles jiZ jen 20% (obr. 2d).
Stejny efekt byl pozorovan pro dva rizné kmeny S. cerevisi-
ae (11), pficemz k odstranéni inhibi¢niho efektu dochizelo
ziejmée diky schopnosti této kvasinky preménit furfural na méné
toxicky furfurylalkohol. Diky postupnému snizovani furfuralu
v médiu doslo stejné jako v nasem piipadé i ke zvySeni rastové
rychlosti. Ac¢koli u kvasinky Pichia stipitis doslo také ke snizeni
inhibi¢niho efektu pfitomného furfuralu, pfesto vykazovala
na konci kultivace 50% sniZeni narastu biomasy v pfitomnosti
0,9 g.I"" furfuralu v porovnani s kultivaci v médiu bez inhibito-
ru. Zymomonas mobilis nebyla schopna médium detoxifikovat
a vykazovala i nejvyssi citlivost k pfitomnosti furfuralu.
Pfitomnost hydroxymethylfurfuralu méla na testované

kmeny zasadné nizsi inhibi¢ni efekt neZ furfural (obr. 3a—c);
nejcitlivéjsi byla k tomutu inbihitoru Pichia stipitis, jejiz narast byl
pfi koncentraci 0,9 g.I" hydroxymethylfurfuralu snizen o 21 %

(obr. 3d). Nizsi inhibi¢ni ptisobeni hydroxymethylfurfuralu maze
byt vysvétleno tim, Ze diky hydroxylové skupiné ma tato latka
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v porovnani s furfuralem vyssi po-

Obr. 3. Vliv hydroxymethylfurfuralu na rdst vybranych mikroorganismd

laritu, a tim niZsi schopnost difuze
do cytoplasmy (12). Také v piipadé
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Inhibi¢ni efekt degradacnich
produkt ligninu, hemicelulosy

a celulosy, které vznikaji pfi pred-

Upraveé pdenicné slamy, zavisi nejen

na jejich koncentraci, ale i na typu a na vlastnostech produkéniho
mikroorganismu. Toxicky efekt jednotlivych inhibitort na testo-
vané kmeny klesal v poradi furfural — hydroxymethylfurfural —
kyselina hydroxybenzoovi, pficemz viechny testované inhibitory
ovliviiovaly celkovy ndrast biomasy, nikoli délku lag faze. Bylo
zjisténo, ze kvasinky Saccharomyces cerevisiae a Pichia stipitis
jsou v prabéhu kultivace schopny eliminovat pfitomnost furfuralu
a hydroxymethylfurfuralu a tim sniZovat jejich inhibi¢ni efekt.
Saccharomyces cerevisiae vykazovala nejvétsi odolnost vaci
puasobeni testovanych inhibi¢nich litek, bakterie Zymomonas
mobilis byla silné citliva k pfitomnosti furfuralu. Pichia stipitis
jako jedina z testovanych mikroorganismu reagovala na piitom-
nost hydroxybenzoové kyseliny. Protoze testované inhibi¢ni
latky ve vsech piipadech negativné ovlivnily kultivacni proces
(zpomalily narust biomasy), je potieba bud lignocelulosové
hydrolyzity pred fermentaci detoxifikovat, coZ vyZzaduje dalsi
investice a tak zvysSuje cenu findlniho produktu (bioetanolu)
nebo peclivé vybrat mikroorganismus, ktery je k piitomnosti
inhibitort méné citlivy.

Podékovdni- Tato studie vznikla s financni podporou MSMT CR
vramci programového projektu vyzkumu a vyvoje Kontakt ME10146
a vyzkumného zaméru MSM6046137305.

Souhrn

Vyroba etanolu z lignocelulosové biomasy k sobé v poslednich
desetiletich pouta velkou pozornost. Pfes jeji nesporné vyhody (cena

LCaR 128, &. 7-8, dervenec—srpen 2012

suroviny, obnovitelnost) ji stile provizeji i problémy, jednim z nich
je i vznik inhibi¢nich latek pfi nutné pfeddapravé biomasy. Tyto
latky mohou ovliviiovat jak efektivitu enzymové hydrolyzy celulosy,
tak i metabolismus mikrobidlnich producentii ethanolu. Toxicky
efekt testovanych inhibi¢nich latek na kvasinky Saccharomyces
cerevisiae a Pichia stipitis a bakterii Zymonas mobilis klesal v poradi
furfural — hydroxymethylfurfural — kyselina 4-hydroxybenzoova.
S. cerevisiae vykazovala nejvétsi odolnost vici puisobeni testovanych
inhibi¢nich latek, Z. mobilis byla silné citliva k pfitomnosti furfuralu.
P. stipitis jako jedind z testovanych mikroorganismua reagovala na
pfitomnost 4-hydroxybenzoové kyseliny. Tyto vysledky ukazuji,
Ze pfi vyrobé ethanolu z lignocelulosy je nutné peclivé vybrat
produk¢ni mikroorganismus, ktery je k pfitomnosti inhibitort
méné citlivy.

Kli€ova slova: ethanol, lignocelulosa, inhibice rdstu, furfural, hydroxyme-
thylfurfural, kyselina 4-hydroxybenzoova.
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Obr. 4. Vliv kyseliny hydroxybenzoové na rust vybranych mikroorganismui

oD A — Saccharomyces cerevisiae - kyselina hydroxybenzoova

oD B — Pichia stipitis — kyselina hydroxybenzoova
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