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ABSTRAKT

Bakalaiska prace se zabyva studiem pieduprav polysacharidickych odpadnich materiala za
ucelem maximalizace produktd hydrolyzy. Jako odpadni material bylo zvoleno pecivo, konkrétné
chléb a rohliky. Pecivo bylo piredupraveno mletim a nasledné z néj byla pfipravena 15% w/v
suspenze, ktera byla podrobena n¢kolika druhim hydrolyz. Vytézky jednotlivych hydrolyz byly
stanoveny spektrofotometricky metodou podle Somogyi-Nelsona a ucinnost hydrolyz byla
porovnana. Pro chemickou hydrolyzu byly pouzity kyseliny (H,SO,; HNO; HCI) a zasady
(NaOH, KOH) o 3 rbznych koncentracich. Pro fyzikalni hydrolyzu byla pouzita mikrovinna
trouba a ultrazvuk.

ABSTRACT

This thesis deals with study of the polysacharidic waste material pretreatment in order to
maximize the hydrolysis products. It has been chosen a pastry as a waste material, specifically
rolls and bread. Pastry was pretreated by milling and 15% w/v suspension of pastry in the water
was prepared. Then several types of hydrolysis were performed with suspensions. Products of
hydrolysis were characterized by spectrophotometric method of Somogyi-Nelson and efficiency
of hydrolysis was compared. Three acids (H,SO4, HNO3, HCI) and two alkalis (NaOH, KOH) in
three various concentration were used for the chemical hydrolysis. Microwave and ultrasound
were chosen for the physical hydrolysis.
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odpadni pecivo, chléb, hydrolyza, bioethanol, amylasy
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UvVoD

Biotechnologické procesy jsou v soucasné dob¢ zdrojem pievazné vétSiny vyrobeného ethanolu.
Stale castéji probirand otdzka globalniho oteplovani vede ke snaze snizovat produkci
sklenikovych plynil, kterd je zplisobena pievazné spalovanim fosilnich paliv. Nahrada téchto
paliv za biopaliva mé& velky potencial ve sniZzeni emise oxidu uhli¢itého. Hledanim
nejvhodnéjSich zdroji a technologickych postupli pro vyrobu biopaliv se zabyva velkd cast
svétové vyzkumné kapacity [1, 2].

Pro vyrobu bioethanolu lze pouzit biomasu obsahujici jednoduché piimo zkvasitelné cukry
nebo biomasu obsahujici polysacharidické latky, které lze pfeménit na jednoduché cukry.
Usporadani a slozitost vyrobniho procesu zavisi na vychozim materidlu, tudiz navrzené a
realizované technologie sahaji od jednoduché pfemény sacharidi fermentaci po vicestupiiovou
konverzi biomasy na ethanol [2, 3].

V soucasné dobé je bioethanol vyrdbén ptevazné z cukernatych nebo Skrobnatych surovin,
jelikoz tprava lignocelulosové biomasy je zatim ekonomicky méné€ vyhodna. V Evropé a Severni
Americe je nejrozsitenéjsi vstupni surovinu pro vyrobu bioethanolu Skrob [2, 4].

Vzhledem k tomu, ze produkce bioethanolu ze skrobnatych surovin se mize negativné projevit
na cen¢ potravinovych produkti z nich vyrabénych, vyuziti potravinového odpadu se jevi jako
vhodné teseni. Jednou z nejslibnéjSich potravin, které bézné konci v odpadu, by mohlo byt
odpadni pecivo. Pecivo totiz obsahuje zna¢né mnozstvi skrobu, ktery lze rozstépit na zkvasitelné
cukry [5].

Snahou obchodnich fetézcl je nabidnout zakaznikiim stale Cerstvé pecivo a je bézné, Ze se
urcité procento neproda. Zbylé pecivo je vétSinou vraceno zpét do pekaren, kde se
nekontaminované pecivo dd vyuzit na vyrobu strouhanky, nebo je poskytnuto zemédelciim jako
krmivo pro zvifata. Odpadnim pecivem se také rozumi nespotiebované pecivo z domacnosti,
jehoz mnozstvi roste diky nakupovani v supermarketech. Lidé dnes nakupuji pod tlakem cenové
vyhodnych akci vice jidla, nez spotiebuji. Primérné plytvani pekaiskymi produkty se odhaduje
na 7-10 % svétové produkce [6, 7].

Prace se tedy zaméfuje na vyuziti odpadniho peciva jako mozného substratu pro vyrobu
bioethanolu. Hlavnim cilem prace bylo srovnani chemickych a fyzikalnich hydrolyz za ti¢elem
zisku co nejvétsiho mnozstvi jednoduchych sacharidi, které vznikaji Stépenim Skrobu.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Skrob

Skrob je hlavni zasobni polysacharid rostlin. JakoZto pohotovy zdroj energie je uloZen
v plastidech bun¢k, v malém mnozstvi v chloroplastech rostlinnych pletiv a ve velkém
mnozstvi v amyloplastech hliz, kofenti ¢i semen. Nachdzi se ve formé& nerozpustnych micel
oznacovanych jako skrobova zrna, ktera jsou charakteristicka pro rizné druhy rostlin [8, 9].

1.1.1 SlozZeni a struktura $krobu

Skrob se sklada ze dvou frakci, z homopolysacharidii amylosy a amylopektinu, obvykle
V hmotnostnim poméru 1:3 [8].

1.1.1.1 Amylosa

Linearni fetézec amylosy se sklada z molekul glukosy vzajemné vazanych o-D-(1->4)
vazbami. Mohou se vSak vyskytovat i vazby a-D-(1->6), jejichz existence byla dokazana pii
Stépeni amylosy enzymem [-amylasou. Pfi degradaci vznikala maltosa a B-limitni dextrin,
jelikoz B-amylasa stépi pouze vazby a-D-(1->4) od neredukujiciho konce fetézce. Primérny
pocet vedlejsich fetézct vzniklych vétvenim je 4—18 [10].

Diky linearnim vazbam je molekula amylosy ve vodé a neutralnich roztocich nahodné
svinuta, zatimco v alkalickych roztocich prevlada globularni struktura. Nejsnadnéji vytvari
levotocivou Sroubovici se 6 glukosovymi jednotkami pfipadajicimi na jeden zavit. Jako
polysacharid je amylosa smési polymerl o rizném stupni polymerace (u obilnych Skrobil
1 000-2 000) a molekulova hmotnost se pohybuje od 180 do 1 000 kDa [8, 11].

V obilnych skrobech se vyskytuje v komplexu s lipidy, jelikoz duty prostor Sroubovicové
struktury muze byt vyplnén nepolarnim fetézcem mastné kyseliny, ktera je v lipidech
navazana pies karboxylovou skupinu na glycerol [12].

CH,OH

s CH:0H ¢ CHOH

Obrazek 1: Amylosa [13]

1.1.1.2 Amylopektin

Vétvena struktura amylopektinu je tvofena hlavnim fetézcem glukosovych jednotek vazanych
a-D-(1-4) vazbami, na n€¢hoz jsou po 10-100 jednotkach navazany vazbou a-D-(1->6)
postranni fetézce glukosy spojené opét vazbou a-D-(1->4). Vyjimecné se objevuji i vazby
a-(1->3) [8].

Polymeracni stupeii je vys§i nez u amylosy (pfiblizné¢ 50 000—1 000 000) a molekulova
hmotnost se pohybuje mezi 10-200 MDa. Vétveny charakter ma vliv na vnitini viskozitu,
ktera je tak i pfes velkou molekulovou hmotnost nizka [8, 10].



Byly vytvofeny rtizné modely struktury amylopektinu, které ukazuji, ze amylopektin je
nestejnomérné vétvena molekula. Retézce amylopektinu lze rozdélit na tfi druhy podle
vazbou a-D-(1->6) na vnitini fetézce typu B. Jediny fetézec typu C je nosnym fetézcem
molekuly a nachézi se na ném redukujici konec rozvétveného fetézce. Podle délky fetézce lze
rozliSovat vné&jsi kratké fetézce typu S a vnitini dlouhé fetézce typu L [10, 14].

CH;OH

CH.OH
0

H /;l_ \H

H  H/Lo—

H OH

Obrazek 2: Amylopektin [13]

1.1.1.3 Skrobovd zrna

Skrob se v obilném zrnu a v mouce nachézi ve formé skrobovych zrn. Béhem zrani obilky se
zvétSuji makromolekuly amylosy a amylopektinu, dotvaii se jejich struktura a tvori se
Skrobové granule. Velikost Skrobovych zrn pSenice je 5 000—40 000 nm a elektronovym
mikroskopem lze pozorovat jejich porovity povrch [10, 12].

Zéakladnim strukturnim modelem jsou molekuly amylopektinu uspotadané radialné od
stfedu zrna k obvodu, pfic¢emz neredukujici konce sméfuji ven z granuli a tvofi jejich povrch.
Postupnym vétvenim amylopektinu se tvoii ¢im dal tim Sir8i keticky vytvarejici ristové kruhy
o tloustce 120-400 nm [9, 12].

Zatimco v oblastech neredukujicich konct a stfedni Casti fetézcl se vytvari antiparalelni
dvojité Sroubovice s tfirozmérnou strukturou, v mistech vétveni fetézcli je amylopektin 1
amylosa v neuspofadané amorfni formé. To ma za nasledek pravidelné stfidani krystalickych
a amorfnich oblasti [8, 12].

LevotoCivé Sroubovice amylosy se vyskytuji obzvlasté v amorfnich oblastech spolu
s molekulami lipidii. Retdzce jsou orientovany tak, e neredukujici konce sméfuji na povrch
Skrobovych granuli. V povrchovych vrstvach Skrobovych zrn se vyskytuje 1 malé mnozstvi
proteint o relativni molekulové hmotnosti 5-97 kDa [8].

Skrob se vyskytuje ve 4 polymorfnich forméach rozliovanych podle stupné krystalinity.
Forma A je nejstabilnéjsi a vyskytuje se u ceredlnich Skrobt, oproti tomu forma B je nejméné
stabilni a vyskytuje se naptiklad u Skrobi brambor a obilovin s obsahem amylosy vy$$im
nez 40 %. U lusténin se nachazi forma C a forma V se vyskytuje v Zelatinovanych Skrobech,
kde dochazi k interakci amylosy s mastnymi kyselinami [8, 9].

U cerealnich Skrobi pak rozlisSujeme dvé velikosti zrn, kterd se od sebe 1isi chemickym
slozenim a rozloZenim amylosy a amylopektinu. Vétsi zrna €oCkovitého tvaru, ktera se

10



oznacuji jako A-Skrob, maji velikost 20—30 um. Mensi kulovitd zrna B-Skrobu maji pramér
2-8 um [15].

Obrazek 3: Fotografie Skrobovych zrn z riiznych zdrojii porizené rastrovacim elektronovym

mikroskopem: a) ryZe, b) pSenice, c)brambory, d)kukurice [16].

1.1.2 Vlastnosti a zmény Skrobu

Skrob je hygroskopicka latka, obilné $kroby obsahuji za normalnich podminek 14 % relativni
vlhkosti. Pevné vazana krystalicka voda ¢ini 811 % z celkové vlhkosti a zbytek fyzikalné
adsorbovana a meziprostorova voda [9].

vvvvvv

[12].

1.1.2.1 Mazovaténi (Zelatinace)

Skrobova zrna jsou ve vodé nerozpustna, adsorbuji jen omezené mnoZstvi vody a tvoii
suspenzi. Se zvySujici se teplotou piijima $krob vice vody, zrna bobtnaji, roste viskozita
suspenze a snizuje se krystalinita. D¢&j je stale reverzibilni, dokud teplota nedosdhne
zelatinacni teploty a zmény jsou nevratné. Pocatecni teplota zelatinace lezi mezi 50—70 °C.
Vsechen s$krob nezmazovati najednou, ale uplné zmazovaténi je dokonceno v intervalu
10-15°C [8, 12].

K mazovaténi dochazi nejprve v amorfnich oblastech zrna, protoze jsou zde oslabeny
vodikové miustky, odkud pokracuje do krystalickych oblasti. Behem mazovaténi pronikaji
molekuly vody do zrn, ktera ztraci svou integritu, hydratované fetézce polymeru se rozpadaji
a organizovana struktura ptechazi v amorfni. Do vody se uvoliiuji molekuly amylosy, které
jsou zde pln¢ hydratovany [8, 16].
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Viskozita suspenze roste v dusledku uvoliiovani amylosy a nasledné¢ malého mnoZstvi
amylopektinu do prostfedi a pfi koncentraci Skrobu alespoit 1 % vznikd Skrobovy maz
obsahujici rozruSena zrna. DalSim zvySovanim teploty pokracuje dezintegrace az po ustaveni
rovnovahy mezi koncentraci makromolekul Skrobu ve zbytcich Skrobovych granuli a ve
vodném prostiedi [9].

Ochlazovanim Skrobového mazu viskozita opét roste diky zpétné tvorbé vodikovych
mistki mezi makromolekulami amylosy a amylopektinu. Dochazi k tvorbé pevné
trojrozmérné sité s velkym mnozstvim vody uvnitt, ktera se oznacuje jako skrobovy gel [9].

Na zelatinaci ma vliv obsah amylosy, jelikoz jeji pfitomnost snizuje teplotu tani
krystalickych oblasti Skrobu a tak i energii potfebnou pro zacatek zelatinace [16].

1.1.2.2 Retrogradace

Opakem zelatinace je retrodegradace, kterd je zpisobend zménami ve struktuie amylosy. Pii
ochlazeni zmazovatélého Skrobového gelu se postupné vytvaii semi-krystalicka podoba
Skrobu lisici se svymi vlastnostmi od pivodniho nativniho Skrobu. Zmazovatély Skrob neni
v termodynamické rovnovaze, coz vede ke tvorbé intermolekularnich vodikovych vazeb
mezi fetézci amylosy a amylopektinu. Tim roste viskozita a uvoliiuje se piivodné vazana voda
a vytvari se dvoufazovy systém latka-kapalina [8, 17].

Retrogradace je d¢j trvajici delSi dobu. Amylosa podléha retrogradaci v ¢asovém rozmezi
nékolika minut az hodin, zatimco amylopektin v rozmezi hodin aZz dni v zdvislosti na
schopnosti vétvenych fetézct sdruzovat se [17].

Proces retrogradace lze ovlivnit fadou faktor, jako je obsah a polymerac¢ni stupen amylosy,
teplota, pH nebo obsah vody. Nejsnaze podléhaji retrodegradaci gely s 45-50 % vody.
Naopak ptitomnost soli, jednoduchych cukru a lipidi snizuje stupen retrogradace [9].

1.1.3 Vyroba Skrobu

Skrob neni vyrabén v pravém slova smyslu, jelikoZ je syntetizovan rostlinami ze sacharosy,
ktera vzniké v zelenych ¢astech rostlin fotosyntézou. Technologie vyroby skrobu tak spoc¢iva
Vv jeho izolaci z ¢asti zemédélskych plodin, které jsou bohaté na skrob [18, 19].

Prvnim krokem vyroby bramborového Skrobu je rozmélnéni hliz strouhanim. Tato takzvana
trenka se vypiranim rozd¢li na hlizovou vodu a Skrobové mléko, které je nasledné rafinaci
zbaveno necistot, zahusténo a nakonec je ziskany vlhky skrob dosusen [20].

Pti pouziti pSenice jako vychozi suroviny je produktem vedle skrobu i pSenicny lepek, coz
vyrabi, jsou granule A-Skrobu, naopak drobnozrnny B-$krob je v pfipadé potravinaiského
vyuziti Skrobu odd€lovan. Klasicka technologie je zalozena na vypirani Skrobu z hustého
tésta. Vyprany lepek je poté suSen a pouzivan pro zlepSeni vlastnosti pekatrskych mouk.
Surové Skrobové mléko je zbaveno vldkniny a B-Skrobu, zahuSténo a suseno. Moderni
technologie izolace Skrobu z pSenicné mouky vyuzivaji specidlnich dekantacnich odstfedivek
a lze s nimi dosahnout az 100% vyuziti susiny [20].
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1.1.4 Pouziti Skrobu

Kaloricky pfijem clovéka je tvofen pifinejmensim z 35 % praveé ze skrobu. Celosvétove je
ro¢né¢ extrahovano pfiblizn¢ 60 miliond tun Skrobu z rtiznych obilovin, hliz a okopanin.
Z toho je zhruba 60 % vyuZito v potravinaiském primyslu a zbylych 40 % Vv prumyslu
farmaceutickém a v mnoha dalsich nepotravinatskych primyslovych odvétvich [17, 21].

Vyrobky ze skrobu lze rozdélit na zakladé chemickych, fyzikalnich a biochemickych reakci
aplikovanych v molekule skrobu do péti skupin. Prvni skupinu tvoii produkty frakcionace
Skrobu, tedy amylosa a amylopektin. Zastupcem dalsi skupiny jsou technické dextriny, které
se vyrab¢ji prazenim suchého Skrobu za vyuziti kyselin nebo soli jako katalyzatora.
Nasledujici skupinou jsou modifikované Skroby. To jsou vyrobky ziskané bud’ strukturni
upravou Skrobového zrna €1 mazu, nebo chemickymi reakcemi funkénich skupin ptitomnych
v molekule skrobu. K dal§im vyrobkiim patfi substituované skroby, coz jsou derivaty skrobu
vzniklé¢ chemickymi reakcemi s riznymi slou¢eninami. Posledni skupinou jsou hydrolyzaty
Skrobu ziskané hlubokou az tiplnou hydrolyzou Skrobu [19].

V potravinaiském primyslu maji nejvétsi vyznam hydrolyzaty Skrobu a Skroby
modifikované a substituované. Skroby se pouzivaji jako zahuitovadla a stabilizatory
mlécnych vyrobki, jako zlepSujici pifisada pekaiskych mouk pro lepsi elasticitu lepkové
slozky, piti vyrobé cukrovinek jako nahrazka zelatiny nebo v konzervarenském prumyslu jako
zahustovadla keCupt a marmelad, kdy je nutna tepelna odolnost a chemicka stabilita [19].

Nepotravinaiské vyuziti $krobu také neni zanedbatelné. Skrob je vyuZzivan jako piisada
cementu pro zkraceni doby tuhnuti, v papirenském prumyslu jako plnivo pro zvySeni pevnosti
nebo jako lepidlo pii vyrobé papirovych tasek. Déle se uplatiuje naptiklad pii vyrobé hnojiv,
textilii nebo bioplasta [17, 21].

1.2 Enzymaticky aparat

Vétsina kvasinek neni schopna pfimo zkvaSovat polysacharidy, ale pouze monosacharidy a
n¢které disacharidy. Pro produkci bioethanolu ze Skrobu je tedy nutné rozstépit glykosidové
vazby v fetézci polysacharidu za ucelem zisku jednoduchych cukrii [22, 23].

Hydrolyza Skrobu muze byt provedena kyselinami nebo enzymy. Pfi kyselé hydrolyze je
Stépeni polysacharidického fetézce Skrobu nepravidelné, vznikd smés produktl o rizném
polymera¢nim stupni a dochdzi k vedlejSim reakcim glukosy. Vice vyuzivand je tedy
enzymaticka hydrolyza za pouziti amylolytickych enzymu [9].

1.2.1 Rozdéleni amylas

Amylasy jsou enzymy katalyzujici hydrolyzu a-1,4-glykosidovych vazeb ve Skrobu,
glykogenu a dalSich polysacharidech. Podle mista ptsobeni a vznikajicich produktl je lze
rozdélit do 3 skupin: a-amylasy, p-amylasy a glukoamylasy [24].

Amylasy predstavuji skupinu velmi vyznamnych enzymi produkovanych komercné,
pti¢emz pokryvaji ptiblizné 25 % trhu s enzymy. Mohou byt ziskdvany z riznych zdroja, ale
upfednostiiovany jsou mikrobidlni amylasy diky svym vlastnostem, znichz je vyhodna
napiiklad vétsi stabilita oproti amylasam z rostlinnych a Zivo¢i$nych zdroji [25].
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Amylasy hraji zdsadni roli ve Skrobarenském, potravinaiském ¢i textilnim primyslu a
v biotechnologiich. Pfi zpracovani skrobu se vyuziva dvoukrokové hydrolyzy, kdy je Skrob
nejprve ztekucen a-amylasou a poté zcukien glukoamylasou [24, 26].
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Obrdazek 4: Druhy enzymii vyuzivané pro degradaci skrobu. Sestitihelnik bez vypiné symbolizuje

redukujici konec sacharidového retézce [27].

122 o-Amylasy

a-Amylasy jsou extracelularni enzymy hydrolyzujici a-1,4-D-glykosidové vazby uvniti
polymerniho fetézce. Stépeni je charakteristické pro a-amylasy rizného ptivodu, které maji
rozdilné fyzikalni a chemické vlastnosti [24].

Prostudovany jsou hlavné a-amylasy ziskané ze sladu, slin, vepfového pankreatu a bakterii.
Hlavni vyhodou vyuzivani mikroorganismi pro produkci a-amylas je snadnd manipulace
s enzymy za ucelem ziskani enzymi odpovidajicich vlastnosti [24, 28].

a-Amylasy jsou endoglykosidasy systematicky oznaCované jako 1,4-a-D-glukan-
glukanohydrolasa (EC 3.2.1.1). Hydrolytickym $tépenim amylosy vznikd smés glukosy a
maltosy. Pfi S§tépeni amylopektinu vznikaji vétvené i nevétvené oligosacharidy, pfiCemZz
a-1,6-D-glykosidové vazby zistavaji zachovany [29].

1.2.2.1 Molekulové vlastnosti a-amylasy

Lidskd oa-amylasa je glykoprotein skladajici se ze 496 aminokyselin v jednom
polypeptidovém fetézci. Pocet sacharidil v glykoproteinu mé vliv na vyslednou molekulovou
hmotnost, ktera je pro pankreatickou amylasu 50 kDa a pro slinnou 51 kDa. Molekularni
hmotnost mikrobidlni amylasy je pak obvykle 50-60 kDa. Optimalni pH pro aktivitu
komerén¢ produkovanych enzymii se pohybuje v oblasti mezi pH 6-7 [28, 29].

Trojrozmérné struktura je diky vysoce katalytické skupiné schopna véazat se na substrat a
Stépit glykosidové vazby. Dvojrozmérnd struktura amylosového modelu je tvofena tfemi
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doménami A, B a C. Nejvétsi doména A piedstavuje katalytické jadro z osmi B-barelych
vldken. Na karboxylovém konci B-barelu se nachazi prohlubenn ve tvaru V slouZici jako
aktivni misto pro vazbu substratu. Nejmensi doména B je tvofena smycCkou vychazejici
z domény A. Doména C ma globuldrni charakter a je volné spojena s doménami A a B. Mezi
doménami A a B se kromé¢ aktivniho mista nachazi i vazebna mista pro vapenaté a chloridové
ionty. VétSina enzymovych molekul vyZzaduje pfitomnost vapenatého iontu Ca® pro svou
enzymovou aktivitu, strukturni soudrznost a teplotni stabilitu. lonty totiz zabezpecuji
spravnou konformaci aktivniho mista [29, 30].

Obrdzek 5: Struktura a-amylasy [31]

1.2.3 Glukoamylasy

Glukoamylasy, nékdy oznacované jako amyloglukosidasy ¢i y-amylasy, jsou enzymy
katalyzujici hydrolyzu glykosidovych vazeb od neredukujiciho konce molekuly
polysacharidu. Tyto exoproteiny tak postupné odStépuji samostatné glukosové jednotky
z fetézce amylosy nebo amylopektinu. Na rozdil od a-amylas $tépi i a-1,6-D-glykosidové
vazby vétvenych polysacharidii, i kdyz oproti 0-1,4-D vazbam s niz$i uc¢innosti a mensi
rychlosti. Produkty hydrolytického $tépeni jsou B-D-glukosa, maltosa a limitni dextriny.
Systematicky nazev exoenzymu glukoamylasy je o-1,4-D-glukan-glukohydrolasa
(EC 3.2.1.3) [24, 29].

Je zndmo nejméné 23 primarnich struktur glukoamylas liSicich se svou velikosti, které
mohou byt ziskavany z ruznych zdrojl, ptredevSim z plisni, kvasinek, eubacterii a archae.
Primyslové vyznamné jsou predevsim vlaknité houby rodu Aspergillus a Rhizopus [32, 33,
34].
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1.2.3.1 Molekulové viastnosti glukoamylasy
Komer¢né vyrabéna glukoamylasa je znacné termostabilni a vykazuje zvySenou aktivitu pfi
ptiblizné neutralnim pH. Molekularni hmotnost se pohybuje od 48 do 90 kDa podle zdroje
enzymu, vyjma glukoamylasy ziskané z plisné rodu Aspergillus, ktera ma 125 kDa [32, 35].

Molekula plisnové glukoamylasy se sklada ze dvou oblasti, z katalytické domény a domény
vazajici se na Skrob. Katalytickd doména je tvofena a-helixy sto¢enymi do tvaru vélce, ktery
obklopuje aktivni misto ve tvaru trychtyfe. Zdklad domény vazajici se na Skrob tvoii
B-hiebeny sto¢ené do valce. Na opacnych koncich domény jsou dvé aktivni mista o zcela
rozdilné struktufe interagujici se Skrobem a p-cyklodextriny. Domény jsou spojeny
glykosylovanym polypeptidem [33].

Jsou znamy dvé izoformy enzymu, oznacované jako G1 a G2. Izoformy vznikaji ze stejné
z 640 aminokyselin a je tvofena katalytickou doménou, doménou vazajici se na Skrob a
spojovaci oblasti. Izoforma G2 na rozdil od G1 postrada doménu vazajici se na Skrob [32].

Doména vazajici se na Skrob ma zasadni tlohu pfi hydrolyze skrobu, jelikoz podporuje

Asnd19(395)
Obrazek 6: Struktura glukoamylasy [32]

1.2.4 Inhibitory amylas

Aktivita amylas mtize byt negativné ovlivnéna slouc¢eninami oznacovanymi jako inhibitory.
Razné druhy inhibitordi vykazuji rdznou specifitu vii¢i amylasam z riznych zdrojl.
Amylasové inhibitory jsou pfevazné ziskavany z rostlin ¢i mikroorganismu a lze je rozdé¢lit na
proteinové a neproteinové. Amylasy inhibuji napiiklad nejriznéj$i anorganické ionty,
2-deoxyglukosa, maltosa a kyselina citronova [29].

Vazba inhibitoru na enzym je pfimo vodikovymi vazbami nebo pies vodikové vazby
zprostiedkované molekulami vody. Vazba neproteinovych inhibitori, jako je naptiklad
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sacharid akarbosa nebo cyklodextriny, je mozna diky jejich cyklické struktute, kterd je
podobna spravnému substratu [36].

Pro medicinské aplikace jsou vyznamné hlavné proteinové inhibitory, které funguji jako
Skrobové blokatory v lidském téle, ¢ehoz mlze byt vyuzito pro pacienty trpici diabetem.
Dalsim vyuzitim je ochrana zemé&délskych plodin proti skidctim a patogenim [29, 36].

1.2.5 Produkce amylas

Komer¢ni a-amylasy jsou produkovany z ptislusnych mikroorganismi submerzni fermentaci
(SmF) nebo simultdnni sacharifikaci s fermentaci (SSF). SmF je snadnd na kontrolu pH,
teploty, aerace a vlhkosti, ale oproti SSF se tolik nepodoba pfirozenému prostiedi
mikroorganismu. Pfi produkci enzymi je dualezitd optimalizace podminek fermentace,
pii¢emz musi byt zohlednény vlastnosti produkovanych enzymu [25].

Komer¢ni a-amylasa ziskavana zbakterii Bacillus amyloliquifaciens a Bacillus
licheniforms je produkovana fermentaci pti 30-40 °C a pH 7 za vyuziti s6jové moucky a
laktosy v médiu. a-Amylasa muze byt produkovana také plisnémi Aspergillus oryzae a
Aspergillus niger rostoucimi na pSeniénych otrubach. Glukoamylasa je pramysloveé
produkovana plisnémi rodu Aspergillus, Rhizopus a Endomyces. Optimalni teplota fermentace
je 30-35°C. Plisn¢ rodu Aspergillus jsou kultivovany na médiu s vysokou koncentraci
Skrobu, ktery je ztekucen termostabilni a-amylasou sterilaci. Hodnota pH klesne pfii
fermentaci na hodnotu 3-4 [37].

1.2.6 Primyslové vyuziti amylas

Jakozto enzymy hydrolyzujici Skrob jsou amylasy vyuZivané v mnoha pramyslovych
odvétvich. K dispozici je na trhu nékolik enzymatickych ptipravkl od riznych vyrobcil pro
specifické vyuziti [28].

Sladové a mikrobidlni a-amylasy nachazi Siroké uplatnéni v pekarenském primyslu. Pro
moderni zpusob peceni je bézné obohacovani mouky o a-amylasy. Vysledkem je vyssi
rychlost fermentace a sniZeni viskozity tésta, coz se projevi na objemu a struktufe vyrobku,
ale 1 dodate¢na tvorba cukrti, které zlepSuji chut’ a barvu kirky chleba. Dodanim enzymu do
tésta lze potlacit zvétravani, které snizuje zivotnost pekaiskych vyrobka [28].

Nejvetsi vyuziti amylas spociva v produkei glukosy a fruktosy. Sirupy téchto hydrolyzati
Skrobu jsou pro svou vysokou sladivost nezbytnou piisadou pti vyrobé riznych sladkych
napoji. Sladivost sirupi Skrobového plivodu zavisi na stupni hydrolyzy. Pro kompletni
konverzi Skrobu na glukosu je prvnim krokem jeho ztekuceni na rozpustné dextriny pii pH 6 a
teploté¢ 95-105 °C. Pro tuto ¢ast se pouzivaji a-amylasy ziskané z bakterii rodu Bacillus.
Dalsim krokem je zcukteni dextrinového sirupu na sirup o koncentraci glukosy vice nez 95 %.
Tento krok je provadén pii pH 4,5 a teplot¢ 60—62 °C za pouziti glukoamylas ziskanych
zplisni rodu Aspergillus. Tietim krokem muze byt pfeména glukosového sirupu na
fruktosovy enzymem izomerasou [27].
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1.3 Vyroba bioethanolu

1.3.1 Biopaliva

Biopaliva jsou obecné kapalné nebo plynné pohonné hmoty vyrobené z rostlinné hmoty, jako
jsou zeméd¢lské plodiny, komunalni odpad nebo lesnicky odpad. Studie prokazaly, Ze snizuji
emise uhliku a mohly by pfispét ke zvySeni energetické bezpecnosti. Biopaliva lze hrubé
rozd¢lit na bionaftu a bioethanol [38].

Podle vychozi suroviny pro vyrobu lze biopaliva rozdélit do tii generaci. Biopaliva prvni
generace, pro néz je vychozi surovinou biomasa, jsou primarné ze skrobnatych, cukernatych a
olejnatych surovin. Biomasa pro paliva prvni generace je Casto produkovana v tropickych
oblastech, kde vlivem nizkého ocenéni Zivotniho prostfedi muze dochazet k nahrazeni
piirozenych ekosystémi bioenergetickymi plodinami. Biopaliva druhé generace se lisi
druhem biomasy a svym vlivem na Zzivotni prostiedi. Surovinou pro vyrobu biopaliv druhé
generace je lignocelulosova biomasa, kterd nema potravinaiské vyuziti. Tato biopaliva maji
vV porovnani s fosilnimi biopalivy az 90% potencidl snizeni oxidu uhli¢ité¢ho. Jako biopaliva
tieti generace jsou oznaCovana biopaliva, ktera maji zaklad v biomase produkované fasami
[39, 40].

Biomasa: z =
= syntézni atalyticka
[ zplyfiovani J-’ plyn - syntéza -+ | FT nafta
Lignincelulosova biomasa
\ enzymaticke/ Technologie 2. generace

/hydrolyticke

Stépeni \‘ i fermentace _'

Obili/cukrova repa —» [mlenahydrolyza ]/

Technologie 1. generace

Olejniny/zivocisne tuky —» Ihsovamaextrakcel > I transesterifikace ] — I bionafta [

Obrazek 7: Technologicky postup vyroby biopaliv prvni a druhé generace [39].

V souvislosti s problematikou globalniho oteplovani je snaha o snizeni produkce
sklenikovych plynd, kterd je zplsobena pievazné spalovanim fosilnich paliv. Vhodnou
alternativou jsou paliva ziskana z obnovitelnych zdrojl energie, z nichz je nejperspektivné;si
pravé ethanol produkovany z biomasy [2, 3].

Bioethanol ma SirS§i meze hoflavosti a vys$si vyparné teplo nez benzin. Oktanové c¢islo
bioethanolu, veli¢ina vyjadfujici odolnost paliva proti samozapalu pii kompresi, je pfiblizné
108. Nevyhodou je oproti benzinu o 40 % nizs$i vyhfevnost, coZ zvySuje spotiebu paliva.
Nejcastéji je bioethanol vyuzivan ve smési s automobilovym benzinem [41].

Hlavnim zdrojem bioethanolu jsou plodiny obsahujici §krob ¢i rovnou piimo jednoduché
cukry nebo lignocelulosova biomasa. Nejvétsim producentem bioethanolu jsou Spojené staty
americké, vyuzivajici jako vychozi surovinu pfevazné¢ kukufici. NejvétSim vyvozcem
bioethanolu je Brazilie, jejiz vyroba je zamétena vyhradné€ na cukrovou titinu [2, 42].
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1.3.2 Bioethanol ze $krobnatych surovin

Pro vyrobu ethanolu mé z4sadni vyznam navrh vyhodného procesu, vybér surovin a jim
odpovidajici pfemény na findlni produkty. Bioethanol 1ze produkovat ze surovin piimo
obsahujicich zkvasitelné cukry nebo z polysacharidl, které je tfeba nejprve hydrolyzovat.
Mezi nejvice vyuzivané polysacharidy patii pravé skrob obsazeny v obilnych zrnech [23].

Nejvice vyuzivanymi surovinami pro vyrobu bioethanolu jsou v Evrop¢ kukufice a pSenice.
Nejprve musi byt obiloviny mechanicky upraveny mletim nebo drcenim. Dojde tak
k odstranéni slupek zrn a stébla a surovina se zpiistupni pro naslednou aplikaci enzymu.
Druhym krokem je pfiprava zapar, kdy dochazi k bobtndni a mazovaténi Skrobovych zrn.
Skrob je ptisobenim enzymii hydrolyzovan za vzniku glukosového sirupu. Nasleduje kvaseni
ve fermentoru, kdy je nutné dodrzet pH a teplotu vhodné pro pouzité mikroorganismy. DalSim
krokem je oddestilovani bioethanolu a jeho precisténi [2, 43].

1.3.3 Bioethanol z lignocelulosovych surovin

Jednim z hlavnich problému vyroby ethanolu je dostupnost surovin, ktera se lisi dle ro¢niho
obdobi a klimatickych podminek. Vyrobni cenu také ovliviluje cena danych surovin.
Lignocelulosova biomasa je atraktivni material pro vyrobu bioethanolu z dtvodu jeji hojnosti,
vysokych vynost, nizkych nakladi a nizké zatéze pro zivotni prostiedi. Je to zajimavy
obnovitelny zdroj energie, ktery nekonkuruje potravinaiskému vyuziti zemédélskych plodin
[2, 44, 45].

Do lignocelulosové biomasy lze zahrnout naptiklad zemédélsky odpadni materidl, dfevo a
dfevni odpad a papirovy odpad. Lignocelulosa zaujima zhruba 50 % svétové biomasy a
teoreticky by mohla produkovat az 492 miliard litri bioethanolu ro¢né€, coz je Sestnactkrat
vice, nez je soucasna sveétova produkce. Nejveétsi potencial pro vyrobu bioethanolu ma ryzova
slama, kterd je svétové nejhojnéjsim lignocelulosovym odpadnim materidlem, a borovice,
ktera ma nejvyssi obsah celulosy a hemicelulosy [2, 3].

Vyroba bioethanolu =z lignocelulosové biomasy zahrnuje hydrolyzu celulosy a
hemicelulosy, fermentaci, oddé&leni ligninovych zbytkli a nakonec pfecisténi ethanolu.
Hydrolyza celulosy je narocna vzhledem k fyzikalné-chemickym a strukturnim vlastnostem
materialu. Kvili tomu je nezbytna piediprava materialu sestavajici z degradace struktury
ligninu a naruSeni krystalické struktury celulosy za uc¢elem lepsi dostupnosti pro hydrolyzujici
enzymy [45].

1.3.4 Mikroorganismy produkujici bioethanol

Rozvoj primyslové vyroby bioethanolu se potyka s nedostatkem mikroogranismt vhodnych
pro konverzi biomasy na bioethanol. Jelikoz zddny z mikroorganismi neni schopen
fermentovat smé&s hexosy a pentosy, ktera je ziskdavana hydrolyzou lignocelulosového
materidlu, genové inzenyrstvi se zabyva feSenim tohoto problému. Rekombinanty schopné
konvertovat lignocelulosové hydrolyzaty lze pripravit dvéma zplsoby. Prvni zplsob je
vloZeni genli pro konverzi pentos do organismu, ktery je pfirozené schopen fermentovat
pouze hexosy. K takovym mikroorganismim patii naptiklad Zymomonas mobilis nebo
Saccharomyces cerevisiae. Druhym zpusobem je vneseni gen pro produkci ethanolu do
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organismil, které jsou schopny fermentovat velké mnozstvi sacharidd. K témto
mikroorganismum se fadi napiiklad Escherichia coli [46].

V oblasti vyvoje vhodnych rekombinantnich kment kvasinek 1 bakterii stale probiha
intenzivni vyzkum. Nej¢astéjsim mikroorganismem vyuzivanym pro produkci bioethanolu tak
zustavaji kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Mnoha studiim byly podrobeny i bakterie
Zymomonas mobilis, které by mohly zminénym kvasinkam konkurovat [4, 46].

Kromé vyse zminénych kvasinek a bakterii je i fada dalSich mikroorganismt schopna
produkovat ethanol ze sacharidovych substratii. Z kvasinek a vlaknitych hub to jsou naptiklad
rody Kluyveromyces, Rhizopus, Aspergillus a Zygosaccharomyces, z bakterii pak naptiklad
Clostridium, Streptomyces, Pseudomonas a Lactobacillus [47].

1.3.4.1 Saccharomyces cerevisiae

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae patii taxonomicky do fadu Endomycetales. Tvar bun¢k je
kulovity nebo ovalny. Rozmnozuji se vegetativné¢ multilateralnim pucenim a nevytvaii pravé
mycelium. Askospory jsou kulovité az elipsoidni po 1 az 4 v asku a spajeni je izogamni.
Kvasinky zkvasSuji glukosu, sacharosu, maltosu, galaktosu a nékteré kmeny i trisacharid
rafinosu [22, 46].

Saccharomyces cerevisiae jsou pro fermenta¢ni primysl vyhodné diky vysoké vytéznosti
ethanolu a vysoké toleranci vici ethanolu a inhibitoram. Jakozto eukaryota s diferencovanymi
organelami vSak pomaleji rostou, coz snizuje produkéni rychlost a konverzi substratu na
ethanol [4, 46].

Rozhodujici metabolickou drahou pti alkoholovém kvaseni je glykolyza, v niz je jedna
molekula glukosy pievedena pies fruktosu-1,6-bifosfadt na glyceraldehyd-3-fosfat a
dihydroxyaceton. Po izomeraci dihydroxyacetonu jsou dvé molekuly pyruvatu v ptipadé
anaerobnich podminek redukovany na ethanol za uvolnéni oxidu uhli¢itého. Pti glykolyze
vznikaji dvé molekuly ATP, které jsou vyuzity pro fadu energii vyzadujicich reakci, které
jsou dulezit¢ pro biosyntézu bunék. Produkce ethanolu je tudiz spojena s rastem
kvasinkovych bunék. Krom¢ ethanolu a oxidu uhli¢itého dochazi 1 ke vzniku nékterych
vedlejsich produktl, jako je glycerol, organické kyseliny a vyssi alkoholy, avSak v mensim
mnozstvi nez zminéné hlavni produkty [4, 48].

Teoreticky vytézek je 0,51 litru ethanolu a 0,489 litru oxidu uhli¢itého, ale prakticky
vytézek se zanedbanim zbytkového cukru ¢ini 90 az 93 % teoretické hodnoty [4].
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Obrdazek 8: Metabolismus alkoholového kvaseni kvasinky Saccharomyces cerevisiae [4].

1.3.4.2 Zymomonas mobilis

Zastupci rodu Zymomonas jsou gramnegativni fakultativné anaerobni tyCinkovité bakterie.
Casto jsou opatieny 1 az 4 bigiky a nevytvaii spory ani neukladaji zadny rezervni material.
Bakterie Zymomonas mobilis zkvasuji glukosu, fruktosu a sacharosu za vzniku ethanolu,
oxidu uhli¢itého a malého mnozstvi laktatu [4, 22].

Oproti kvasinkdm jsou bakterie prokaryotické organismy, které nemaji diferencované
organely, diky ¢emuz rostou rychleji a vyzaduji méné Zivin pro produkci vlastni biomasy.
Také rychlost produkce ethanolu vyteznost bakteriemi Zymomonas mobilis je v porovnani s
kvasinkami Saccharomyces cerevisiae az pétinasobné vyssi. Vytéznost ethanolu dosahuje az
97 % teoreticky vypoctené hodnoty, coz je také vice nez u kvasinek [46].

Bakterie Zymomonas mobilis vyuzivaji pro alkoholové kvaseni Entner-Doudoroffovu
drahu, kdy wvznika glyceraldehyd-3-fosfat a pyruvat rozst€épenim 2-keto-3-deoxy-6-
fosfoglukonatu. Na jednu molekulu glukosy ptipadé vytézek pouze jedné molekuly ATP, coz
ma za nasledek mensi vznik biomasy oproti kvasinkam [4, 48].
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1.4 Soucasny stav védy v oblasti

Na zéklad¢ stile se zvySujici industrializace a narustu populace celi svét vyCerpani
energetickych zdroju ziskavanych z fosilnich paliv. Té€Zba ropy je rychlejsi, nez je pfirozena
regenerace na$i planety pfes kolob&h uhliku a vétSina nalezi$t' ropy a zemniho plynu se
nachazi pouze v malé skupiné zemi svéta. Spalovanim fosilnich paliv dochazi k emisi
sklenikovych plynt, jako je oxid uhli¢ity, methan a oxid dusny, které maji neptiznivy vliv na
klima planety Zemé¢. Vychodiskem jsou obnovitelné zdroje energie, které jsou rovnhomeérnéji
rozlozené nez neobnovitelné zdroje a jsou Setrnéjsi k zivotnimu prostiedi. Jednou z moznosti
je vyuziti sluneéni energie ve formé biomasy [49].

Nejvice vyuzivanym materialem pro vyrobu bioethanolu jsou v Evropé stale Skrobnaté
suroviny. Jejich spotieba za timto ucelem se vSak projevuje v cené potravin, které by mohly
byt z t€chto surovin vyrobeny. Moznosti je 1 vyuziti potravinarsky nehodnotnych ¢asti rostlin
oznacovanych jako lignocelulosovy material. Jelikoz pfediprava lignocelulosového materialu
neni Gpln¢ jednoducha, hledaji se i jina feseni. Jednim z nich je zuzitkovani potravinového
odpadu [5].
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1.4.1 Potravinovy odpad

Potravinovy odpad je organicky odpad produkovany potravinaitskym priamyslem,
restauracemi ¢i domacnostmi. Podle organizace pro vyzivu a zemédélstvi je rocné vyhozeno
1,3 milionu tun jidla, coz piedstavuje jednu tietinu celosvétové produkce potravin uréenych
jako zdroj energie a zivin [50].

Chemické sloZeni potravinového odpadu zavisi na procentudlnim zastoupeni riznych druhti
potravin. V odpadu jsou zastoupeny polysacharidy, mezi néz patii $krob, celulosa a
hemicelulosa, dale lignin, proteiny, lipidy, organické kyseliny a menSi mnoZstvi
anorganickych slouc¢enin. Celkovy obsah sacharidu je 35,5-69 % [51].

Je fada mozZnosti, jak vyuzit energii z potravinového odpadu. Jednim pfistupem je
zkrmovani zbylych potravin hospodaiskymi zvifaty pro uzavieni smycky Zzivin. Dalsi
moznosti je vyuziti potravinového substratu pro mikroorganismy a produkci napiiklad
methanu, vodiku, ethanolu a enzymil. V tomto pfipad¢ je potieba obnovit takové slozky
bioodpadu, které budou schopny kultivované mikroorganismy vyuzit a produkovat tak
primarni a sekundarni metabolity [51, 52].

Pti konverzi potravinového odpadu na bioethanol pomoci enzymatické hydrolyzy nemusi
byt vzdy zapotiebi radikalni pfediprava materialu, ale Casto je doporucovana sterilizace. Je
vsak potfeba vzit v potaz, ze tepelnd uprava miize vést k Castecné degradaci nékterych
nutrinich komponent a vedlej$im reakcim jako je napfiklad Maillardova reakce. Bylo
zjisténo, ze pouziti Cerstvého a mokrého potravinového odpadu je efektivnéjsi oproti
usuSenému, jelikoz pfi suseni se zmensuje specificky povrch, se kterym mohou interagovat
enzymy. Pokud tedy neni materidl mikrobialn€ kontaminovan, je preferovano vypustit suseni.
Mikrobialni kontaminaci a hniti se da zabranit kyselymi podminkami [51].

1.4.2 Odpadni pecivo

Jednim z nejslibnéjSich potravinovych odpadi je odpadni pecivo, respektive chléb. Jelikoz
jsou pekaiské vyrobky produkovany v ptebytku pro uspokojeni poptavky zakaznikii, cast
peciva ziistane na pultech obchodii neprodana a vraci ze zpét do pekarny. Pekarny maji jen
omezené mnoZstvi moznosti, jak naloZit s odpadnim pe¢ivem. Cast miZe byt zpracovana na
strouhanku a ¢ast pouzita jako krmivo pro hospodaiskd zvirata. Nicmén¢ vzhledem k Casté
mikrobialni kontaminaci je vyuziti odpadniho peciva jako slozky potravy pro lidi i zvifata
nemozné. Odpadni pecivo tak vétSinou konCi na skladkach. LepSim feSenim je vyuziti
odpadniho peciva pro vyrobu bioethanolu. Studie dokazuji, Ze vyteznost fermentace neni
zanedbatelna [5].

Chléb, jakozto vyrobek z pseni¢né a zitné mouky, obsahuje znacné mnozstvi Skrobu, ktery
1ze hydrolyzovat a nasledné vyuzit k fermentaci na ethanol. Celkovy obsah skrobu v chlebu je
pfiblizné 500—750 g na jeden kilogram hmoty, jednoduchych cukrii pak 3—50 g. Chléb také
obsahuje v jednom kilogramu hmoty 100-150 g proteint, které po hydrolyze na
aminokyseliny predstavuji zdroj zivin pro rist a metabolismus mikroorganismu [5].

I presto, ze chemické slozeni chleba je téméf stejné jako slozeni mouky, ze které je upecen,
proces hydrolyzy a fermentace téchto dvou surovin se miize lisit. Je to dano tim, ze béhem
peceni chleba dojde k urditym strukturnim zménam v molekule Skrobu. Cast krobu
zmazovati a ¢ast je depolymerovana nativnimi enzymy z mouky, coz usnadiiuje naslednou
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hydrolyzu. Na druhou stranu nékteré ¢asti polysacharidového fetézce mohou byt chranény siti
lepku, kterd se v tésté vytvoii. Béhem peceni také dochazi k Maillardové reakei redukujicich
sacharida s aminokyselinami [53, 54].

Vytéznost ethanolu z odpadniho chleba, ktery nevykazuje zndmky napadeni plisni, byla
Vv zavislosti na uspotfadani experimentu 350-370 g na kilogram suSiny. Byla zkoumana i
produkce ethanolu z plisni kontaminovaného chleba, pticemz vytéznost byla 230-250 g na
kilogram susiny [5].

Byly provedeny i studie na vyuZiti odpadniho peciva jakozto vychoziho materidlu pro
produkci mlééné kyseliny, amylas a proteas pomoci plisné¢ Aspergillus awamori, biovodiku
pomoci bakterie Arctinobacillus succinogenes nebo aromatickych slou¢enin za pomoci plisné
Geotrichum candidum [5, 54].

1.4.3 Netradicni $Skrobnaté suroviny

Kromé tradi¢nich Skrobnatych surovin, jako je pSenice a kukufice, mize byt ethanol vyrabén i
ze 7ita, je¢mene, ¢iroku nebo triticale, coz je plodina vznikld zkiizenim pSenice a zita. Velice
slibnou surovinou je cirok, ktery mé zrna s vysokym obsahem Skrobu, stonky s vysokym
obsahem sacharosy a na lignocelulosu bohaté listy. Tato plodina miZze byt péstovana
V mirném 1 tropickém podnebném pasu a je tolerantni vii¢i suchu a zaplavam. Vyzkumu bylo
podrobeno i vyuziti sigovniku, banant a odpadu z nich [3].

V tropickych zemich se t&$i velkému zdjmu maniok. Tato hliznatd plodina je snadno
dostupna, a proto je vyuzivana nejen pro vyrobu bioethanolu, ale 1 glukosového sirupu. Pfi
vyrob¢ lze vyuzit celé hlizy nebo z nich extrahovany skrob. Maniok obsahuje 85-90 % Skrobu
Vv suSin¢ a malé mnozstvi proteini a mineralnich latek. Maniokovy Skrob ma niZsi teplotu
zelatinace a vykazuje vysS§i rozpustnost amylasami v porovnani s kukufi¢nym Skrobem [3].

1.4.4 Trendy ve vyuziti lignocelulosového odpadu

Hydrolyza lignocelulosového komplexu na zkvasitelné sacharidy je stdle technicky
problematickd kvuli nepfistupnosti celulosy, a proto je nezbytna ptrediprava materidlu.
Soucasny vyzkum se zametuje na hledani zplsobu, jak sniZit mnoZstvi enzymi pii nasledné
enzymatické hydrolyze celulosy a snizit jeji Cas. Pro Sirokou Skalu materidlii byla navrzena
fada pfistupti zahrnujicich fyzikalni, fyzikalné-chemické, chemické i biologické procesy [45].

K fyzikdlni predipravé patii sekani, brouseni a mleti snizujici krystalinitu celulosy a
zvétSujici povrch materialu. Vice efektivni jsou fyzikalné-chemické metody, z nichz je
nejvice prostudovana exploze nasycenou vodni parou za vysokého tlaku vedouci
k autohydrolyze ¢asti hemicelulosy a ligninu na oligomery. Dal$imi fyzikalné-chemickymi
metodami jsou exploze amoniakem nebo oxidem uhli¢itym. Chemické metody vyuzivaji
rizna chemickd Ccinidla, pro ptedipravu biomasy je preferovana kyselina sirova a
chlorovodikova. Alkalicka prediprava je zalozena na pridani zfedéné baze k biomase,
pricemz efektivnost zavisi na obsahu ligninu a tato metoda neni piili§ vyuzivana ve velkém
meéfitku. Biologickd preduprava mé nizké energetické ndroky a je Setrna k Zivotnimu
prostiedi, ale vétS§ina moznych procesi je pfili§ pomald na vyuziti v primyslu. Degradace
ligninu v biomase byla zkoumana za vyuziti plisné Phanerochaete chrysosporium [3].
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Jednim znejvétSich probléml pti predupravé biomasy je rozdilny obsah ligninu a
hemicelulosy, coz vede k nutnosti aplikace riznych metod pteduprav pro rtizné suroviny.
Vyvoj] metod pro piedapravu zdvisi na rozSifovani produkce geneticky modifikovanych
rostlinnych materiali s vy$§im podilem sacharidické slozky nebo modifikovanou strukturou
usnadnujici pfedupravu za mirngjsich podminek [3].

Hydrolyza lignocelulosového materialu je v souCasné dobé¢ provadéna mikrobidlnimi
celulolytickymi enzymy namisto ziedénych kyselin. Kysela hydrolyza vyzaduje vysoké
teploty a zaroven vznika degradaci xylosy furfural a dalsi slouc¢eniny. Jednou z variant kyselé
hydrolyzy je pouziti velmi slabé kyseliny a vysokych teplot, coz bylo vyzkouSeno pfi
ziskavani ethanolu z pilin. Nicméné enzymatickd hydrolyza je vyhodnéjsi pro naslednou
fermentaci, protoZze nedochazi k degradaci glukosy. VétSina komerc¢nich celulas je ziskdvana
z plisné Trichoderma reesei, popiipadn¢ z Aspergillus niger [3].

Fermentace cukri ziskanych po hydrolyze biomasy je dal§im dualezitym krokem, kde je
zapotifebi mnozstvi technickych vylepSeni. Idedlni fermentujici mikroorganismus by mél
vykazovat vysokou vytéznost ethanolu, vyuzivat Sirokou Skdlu substrat, tady hexosy i
pentosy, a byt resistentni vi€i inhibitortim vznikajicich béhem hydrolyzy a fermentace, snaset
vysoké koncentrace cukru a alkoholu, vysoké teploty a nizké hodnoty pH. Bohuzel zadny ze
znamych mikroorganismi nespliiuje vSechny tyto pozadavky, vyvinuti takového
mikrorganismu by tedy bylo velmi vyhodné [55].

1.45 Geneticky modifikované mikroorganismy

Pro bioethanolovy primysl by se potencialné kromé tradi¢nich bakterii Zymomonas mobilis
daly vyuzivat i gramnegativni bakterie Escherichia coli, Klebsiella oxytoca a nékteré druhy
rodu Erwinia, které maji piirozenou schopnost zkvaSovat Siroké spektrum sacharidl, byt
nemaji vlastni enzymy pro syntézu ethanolu. Kmeny téchto druhi se upravuji metodami
genového inZenyrstvi vloZenim takzvaného PET operonu. Na piipravou rekombinatniho
kmene termofilnich bakterii Bacillus megaterium se zaméfily experimenty metabolického
inZzenyrstvi, kdy tyto bakterie obohatily o geny kodujici pyruvatdekarboxylyzu z bakterii
Sarcina ventriculi a alkoholdehydrogenazu z Geobacillus stearothermophilus, coz jsou
enzymy nezbytné pro produkci ethanolu. DalSim z perspektivnich mikroorganismil
upravenych pomoci metod genového inZenyrstvi je obligatné anaerobni bakterie
Thermoanaerobacterium saccharolyticum [46].

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae neumi zkvasovat pentdzy xylosu a arabinosu, které
vznikaji hydrolyzou hemicelulosy, proto se genové inzenyrstvi zabyva ptipravou kmenili
majicich tuto vlatnost. Mezi kvasinky fermentujici xylosu patii Pichia stipitis, Candida
shehatae a Pachysolen tannophilus, které vsak nejsou dostate¢né tolerantni viéi ethanolu a
inhibitorm vznikajicich pfi predapravé lignocelulosového materidlu. Proto byly pfi
nedavnych experimentech pfipraveny rekombinantni kmeny kvasinek Saccharomyces
cerevisiae vlozenim genetického materialu z anaerobnich hub rodu Piromyces, bakteri
Thermus thermophillus nebo kvasinek Pichia stipitis [46].
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1.4.6 Fermentace glycerolu

Vedle experimentd zabyvajicimi se produkci bioethanolu ze Skrobnatého, sacharosového
a lignocelulosového materidlu byl navrzen 1 zptisob produkce bioethanolu z glycerolu, jakozto
odpadniho produktu pii vyrob& bionafty esterifikaci a transesterifikaci rostlinnych oleja.
Vzhledem k soucasné rostouci produkci a komercializaci bionafty roste i mnozstvi glycerolu,
ktery je produkovan v mnozstvi 10 hm. % na celkové mnozstvi bionafty. Cisty glycerol je
vyuzivan ve farmaceutickém, potravinaiském ¢i kosmetickém primyslu, ale rafinace
surového glycerolu ziskaného pii vyrobé bionafty je drahd, a proto jsou hledany alternativni
zpisoby jeho vyuziti. Jednou z moznosti je jeho biokonverze na latky s pfidanou hodnotou
pomoci mikrobidlni fermentace jako je naptiklad ethanol, butanol a mlé¢nd, octova, maselna
¢i propionova kyselina [56].

Ackoliv je zndma tada mikroorganismii, kterd je schopna metabolizovat glycerol, jen malo
je schopnych ho fermentovat. K takovym patii napiiklad enterobakterie rodu Klebsiella,
Citrobacter, Enterobacter ¢i Clostridium. Fermentace glycerolu enterobakteriemi ma obvykle
za nasledek akumulaci dvou hlavnich produkti, acetatu a 1,3-propandiolu, a fady vedlejSich
produktii, mezi nimiz je i ethanol, v zavislosti na kultivacnich podminkach. Bylo vSak
prokazano, Ze pii fermentaci glycerolu bakteriemi Klebsiella planticola izolovanymi
z jeleniho bachoru jsou hlavnimi produkty formiat a ethanol. Vysokych vynosi ethanolu bylo
dosazeno také pii fermentaci za anaerobnich podminek bakteriemi Escherichia coli nebo za
pouziti geneticky upravenych bakterii Enterobacter aerogenes [56].

1.4.7 Biopaliva tfeti generace

Rasy jsou vodni fotosyntetizujici mikroorganismy Zijici jak ve slané, tak i ve sladké vodé.
Svételnou energii vyuzivaji k syntéze bun€k zoxidu uhli¢itého a vodiku zvody, patii
Kk nejvétsim producentim kysliku na Zemi. Za neptitomnosti sluneéniho zafeni jsou schopny
ziskavat energii oxidaci organickych sloucenin [22].

Slouceniny produkované fasami preménou svétla a oxidu uhli¢itého nachézeji fadu
uplatnéni v chemickém a farmaceutickém primyslu, kosmetice a vyzivovych doplicich.
Mikroskopické jednobunécné tasy, napiiklad druhy Botryococcus a Chlorella, ve svych
bunkdch akumuluji hlavné lipidy, coz je vhodné pro produkci bionafty. Makroskopické
mnohobunécné fasy a kyanobakterie, napiiklad rody Chlamydomonas nebo Spirula, oproti
tomu akumuluji pfevazné sacharidy, ze kterych muze byt fermentaci vyrabén bioethanol.
Kromé bionafty a bioethanolu mohou byt fasy vyuzity i pro vyrobu biovodiku, coz je dalsi
zZ obnovitelnych zdrojii energie vyuzivany jako palivo [40].

Rasy jsou schopny zdvojnasobit béhem 2—5 dni sviij objem, coZ je vyhodna vlastnost
V porovnani s ostatnimi surovinami vyuzivanymi pro vyrobu bioethanolu. Omezujicim
faktorem komeréniho vyuziti je jejich kultivace. Podminky kultivace musi byt uzpiisobeny
naroktim jednotlivych druhti a kmenti, které se liSi v rychlosti riistu, produktivité, efektivité
fotosyntézy, pozadavkiim na Ziviny a schopnosti reagovat na nepfiznivé podminky. Rasy lze
kultivovat v otevienych nadrzich, které nevyzaduji vysoké vstupni néklady, ale vytéznost
biomasy je nizky. Druhou moznosti je kultivace v uzavienych bioreaktorech nebo hybridnich
systétmech o vysokych vstupnich nakladech, ale i vysoké vytéznosti. Je tedy tieba najit
kompromis mezi témito dvéma veli¢inami [40].
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Mechanismus fotosyntézy je podobny mechanismu vysSich rostlin, ale mikrofasy jsou
efektivnéjsi z dlivodu jejich jednodussi struktury. Navic z divodu mikroskopické velikosti a
rustu v kapalném médiu, ziviny mohou byt udrzovany co nejbliz optimalnich podminek pro
vysokou produktivitu. Nékteré druhy mikrotas maji schopnost produkovat velké mnozstvi
sacharidi misto lipidii jakoZto zasobnich polymeri. Tyto druhy jsou idealnimi kandidaty pro
produkci bioethanolu. Odhaduje se, ze produkce bioethanolu z jednoho hektaru mikrotas za
rok by mohla byt piblizné¢ 46—140 litrQ, coZ je o dost vice oproti ostatnim béznym surovinam.
Slibnou mikrofasou je Chlorella vulgaris, ktera mtze akumulovat az 37 % Skrobu v susiné
[1].

Prvnim krokem produkce bioethanolu za vyuziti mikrotas je jejich kultivace za vyuziti
slunecni energie v otevienych nadrzich nebo fotobioreaktorech. Dal§im krokem je
zakoncentrovani biomasy a po sklizni extrakce Skrobu zbunék mikrofas pomoci
mechanického zatfizeni nebo enzymu. Nasleduje Sté€peni Skrobu amylolytickymi enzymy na
zkvasitelné cukry a fermentace za vyuziti kvasinek Saccharomyces cerevisiae [57].

1.4.8 Perspektivy trhu ethanolu

Nejvétsi rozsiteni ethanolového trhu se da ocekéavat od Spojenych statii americkych, jelikoz za
posledni roky investovaly znacné mnozstvi Gsili a finan¢nich prostiedkii do vyzkumu a
rozvoje v dané oblasti. Vedle Spojenych stati americkych se da ocekavat expanze od
Japonska, Evropy a Brazilie. O¢ekava se, ze produkce ethanolu z celulosy bude v roce 2020
Cinit vice nez 62 miliard litrti. Na zaklad¢ aktudlné navrhované a podepsané legislativy budou
pies 63,9 % ethanolového obchodu zajimat Spojené staty americké, Evropa 10,4 % a Cina
11,5 % [1].

V soucasné dob¢ se nejvice bioethanolu vyprodukuje z obilovin a cukrové titiny, ale
celosvétoveé jsou hleddna nova feSeni a technologie, které by méli pfiznivéjsi energetickou
bilanci a dopad na Zivotni prostfedi. Jednou z nejvyznaméjSich alternativ je bioethanol
Z lignocelulosové biomasy, o kterém se uvazuje jako o hlavni suroviné vyuzivané v blizké
budoucnosti ve velkém métitku. Technologie na zpracovani lignocelulosy jsou vsak stale
jesté, na rozdil od technologii na vyrobu bioethanolu ze Skrobu a sacharosy, ve fazi
zdokonalovani a navzdory znaénému pokroku je tteba odstranit nékteré problémy. Za zminku
stoji napfiklad vysoké naklady na pfedupravu biomasy, rychlost konverze a vytéznost
premény hemicelulosy na zkvasitelné cukry nebo otdzka pievodu technologie z vyvoje do
méfitek primyslové vyroby [1].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni casti této bakalaiské prace bylo srovnani vlivu preduprav a riznych

zpusobl hydrolyz za ucelem ziskani co nejvyssiho vytéZku fermentovatelnych sacharidd.
Jakozto vychozi materidl bylo pouzito odpadni pecivo obsahujici zna¢ny podil Skrobu, ktery
byl rozstépen na jednoduché sacharidy.

Experimentalni prace byla inspirovana praci W. Pietrzaka a J. Kawa-Rygielske a
diplomovou praci Ing. Heleny Hudeckové [5, 58].

2.1 Pouzité chemikalie

2.1.1 Stanoveni redukujicich cukri

kyselina sirova 96% - p.a., Lach-Ner s.r.o., H,SO4

uhli¢itan sodny bezvody - PENTA, Na,COs

hydrogenuhli¢itan sodny - PENTA, NaHCO3

Seignettova sul - p.a., Lach-Ner s.r.0.,C4H;KNaOg - 4 H,0O

siran sodny - p.a., Lach-Ner s.r.o., Na;SO4

pentahydrat siranu méd’natého - p.a., Lach-Ner s.r.0.,CuSO45 H,O

molybdenan amonny tetrahydrat - MACH Chemikalie s.r.0., (NHz)sM07024-4 H,0O
heptahydrat hydrogenarseni¢nanu sodného - Sigma-Aldrich Co., Na,HAsO,4-7 H,0O
D-maltosa monohydrat - Carl Roth, C1,H,,06

D-glukéza bezvoda - p.a., PENTA, CsH1206

destilovana voda, H,O

2.1.2 Stanoveni Skrobu podle Ewerse

kyselina chlorovodikova 35% - p.a., PENTA, HCI
hexakyanozeleznatan draselny- p.a., Lachema,
Siran zine¢naty - PENTA,

2.1.3 Chemicka hydrolyza

kyselina chlorovodikova 35% - p.a., PENTA, HCI
kyselina sirova 96% - p.a., Lach-Ner s.r.0., H,SO4
kyselina dusi¢na 65% - p.a., Lach-Ner s.r.0., HNO3
hydroxid sodny - ¢isty, PENTA, NaOH

hydroxid draselny - Cisty, Lachema, KOH

2.2 Material na hydrolyzu
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2.3 Pristroje a pomiicky
— analytické vahy Pioneer™ OHAUS
— centrifuga Micro 120 Hettich
— elektricky vafic ETA dvouplotynkovy
— minitfepacka lab dancer vario IKA
— Spektrofotometr Helios €
— SuSarna UM 500 Memmert
— temperovana vodni lazen
— sekacek potravin Hyundai CHO110, 300 W
— ultrazvukova ¢isti¢ka Ultrasound
— Vahy elektronické Helago EK-300
— vahy elektronické OHAUS

2.4 Software
— Microsoft Word 2010, Microsoft Excel 2010

2.5 Priprava roztoki a vzorku

2.5.1 Priprava roztoki pro stanoveni redukujicich cukri metodou Somogyi-Nelsona

Pro stanoveni redukujicich cukri metodou Somogyi-Nelsona byly piipraveny 3 reakéni
roztoky. Somogyiho roztok I byl pfichystan navazenim 24 g bezvodého Na,COs, 16 g
NaHCOs, 12 g Seignettovy soli (C4H4sKNaOg - 4 H,O) a 144 g Na,SO4. Navazky byly
kvantitativné pievedeny do kadinky, doplnény destilovanou vodou na 800 ml afadné
rozpustény. Somogyiho roztok II byl pfipraven navdzenim 4 g CuSO, - 5 H,O a 369
bezvodého Na,SO,. Jednotlivé navazky byly opét kvantitativné pievedeny do kadinky,
doplnény destilovanou vodou na 200 ml a rozpustény. Nelsonovo ¢inidlo bylo nachystano
rozpuSténim 25 g molybdenanu amonného ((NH4)sM070,4 - 4 H,0O) ve 450 ml destilované
vody. K roztoku bylo pfidano 21 ml H,SO, a roztok vznikly rozpusténim 2,09
Na,HAsO, - 7 H,O ve 25 ml destilované vody. VSechny navazky byly provedeny s piesnosti
na 0,01 g. Nelsontv roztok byl pifed pouzitim ponechan v termostatu 48 hodin pii 37 °C.
Béhem méfeni byly roztoky uchovavany v hnédych lahvich se zabrousenym hrdlem
za nepristupu svétla [59].

2.5.2 Priprava roztoki pro stanoveni Skrobu podle Ewerse

Pro stanoveni Skrobt byl pfipraven roztok kyseliny chlorovodikové o koncentraci 1,124 %.
Dale byla namichéana 2 ¢inidla pro ¢ifeni podle Carezze. Jako Carezzovo c¢inidlo I se pouZiva
30% roztok siranu zinecnatého a jako Carezzovo c¢inidlo II 15% hexakyanoZeleznatan
draselny. Pfi této metodé¢ je vyuzito Cificiho u¢inku tvorbou srazeniny hexakyanozeleznatanu
draselného v cukerném roztoku. Kyselé prostiedi zvySuje ucinnost ¢ifeni [60].

2.5.3 Mleti peciva

Kusy suchého peciva rozkrajeného pred susenim byly rozemlety pomoci elektrického sekacku
na malé ¢astice. Pecivo bylo poté uchovavano v zasobni déze pti laboratorni teploté.
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2.5.4 Priprava vzorku

Zakladnim vzorkem pro vSechny provadéné experimenty byla 15% w/v suspenze rozemletého
peciva a vody. Do baniky o objemu 250 ml bylo navazeno 15 g namletého peciva a pfidano
85 ml destilované vody.

2.6 Stanoveni obsahu §krobu a vlhkosti vzorku

2.6.1 Stanoveni obsahu Skrobu podle Ewerse

Do odmérné banky o objemu 100 ml bylo navazeno s piesnosti na ¢tyfi desetinna mista 5 g
pomletého peciva. Po pridani 50 ml roztoku kyseliny chlorovodikové o koncentraci 1,124 %
byla barka zahtivana na vrouci vodni lazni po dobu 15 minut. Poté bylo pfidano dalsich 20 ml
ziedéné kyseliny chlorovodikové a obsah banky byl vyceten 5 ml Carezzova ¢inidla I a 5 ml
Carezzova c¢inidla II. Po doplnéni baiiky destilovanou vodou po znacku a promichani byl
obsah zfiltrovan. Opticka rotace filtratu byla zmétena polarimetrem [60].

2.6.2 Stanoveni vlhkosti vzorku

Do vysusené hlinikové misky byly navazeny s pfesnosti na Ctyfi desetinnd mista 3 g
pomletého peciva. Vzorky byly suseny 90 minut vsusarné pii 130 °C. Po vychladnuti
v exsikatoru byl zvazenim urcen rozdil hmotnosti [60].

2.7 Hydrolyzy

2.7.1 Kysela hydrolyza

Na kyselou hydrolyzu Skrobu byla pouzita kyselina sirova, kyselina chlorovodikovd a
kyselina dusi¢na. S kazdou Kkyselinou byla provedena meéteni pii koncentracich 1, 5 a
10 % w/v. Zakladni uspofadani experimentu tedy sestavalo z 9 ban€k 15% w/v suspenze
peciva ve vode€. Experiment byl v tomto usporadani proveden pro 100 °C, 50 °C a laboratorni
teplotu.

Do ptipravené 15% w/v suspenze peciva ve vodé bylo po odebrani vzorku, ve kterém byla
stanovena pocate¢ni koncentrace redukujicich cukri metodou podle Somogyi-Nelsona,
pridano odpovidajici mnozstvi zdsobni kyseliny tak, aby bylo dosazeno pozadované
koncentrace v celé suspenzi. Nasledné byly baiky se suspenzi vlozeny na 60 minut do vodni
lazné¢ vytemperované na pozadovanou teplotu. Po skonceni hydrolyzy byl opét odebran
vzorek suspenze, ve kterém byla stanovena kone¢na koncentrace redukujicich cukrii metodou
podle Somogyi-Nelsona (viz kapitola 2.8.1).

2.7.2 Alkalicka hydrolyza

Na alkalickou hydrolyzu Skrobu byl pouZit hydroxid sodny a hydroxid draselny. Pro kazdy
hydroxid byly vybrany koncentrace 5, 10 a 15 % w/v. Zakladni uspofadani experimentu tedy
stejn¢ jako u kyselé hydrolyzy sestavalo z 9 banck 15% w/v suspenze peciva ve vode.
Experiment byl v tomto uspofadani proveden taktéz pro 100 °C, 50 °C a laboratorni teplotu.
Do ptipravené 15% w/v suspenze peciva ve vodé bylo po odebrani vzorku, ve kterém se
stanovila poc¢atecni koncentrace redukujicich cukrit metodou podle Somogyi-Nelsona, ptidano
odpovidajici mnozZstvi zdsobniho hydroxidu tak, aby bylo dosaZeno pozadované koncentrace
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Vv celé suspenzi. Nasledné byly banky se suspenzi vlozeny na 60 minut do vodni lazné
vytemperované na pozadovanou teplotu. Po skonceni hydrolyzy byl opét odebran vzorek
suspenze, ve kterém byla stanovena kone¢na koncentrace redukujicich cukri metodou
podle Somogyi-Nelsona (viz kapitola 2.8.1).

2.7.3 Hydrolyza ultrazvukem

Pro hydrolyzu ultrazvukem bylo vyuzito ultrazvukové lazné. Z piipravené 15% w/v suspenze
peciva ve vodé byl odebran vzorek, ve kterém se stanovila pocatecni koncentrace redukujicich
cukri metodou podle Somogyi-Nelsona, a bafika se suspenzi se ponechala v ultrazvuku
po dobu 15 minut. Po skon¢eni hydrolyzy byl opét odebran vzorek suspenze, ve kterém byla
stanovena kone¢na koncentrace redukujicich cukri metodou podle Somogyi-Nelsona (viz
kapitola 2.8.1).

2.7.4 Hydrolyza mikrovlnami

Pro hydrolyzu mikrovlnami bylo pouzito 3 stupiiit vykonu mikrovinné trouby odpovidajicim
385, 540 a 700 W. Pro kazdy stupen vykonu byla pouzita doba hydrolyzy 2, 4 a 6 minut.
Z ptipravené 15% w/v suspenze peciva ve vodé byl odebran vzorek, ve kterém se stanovila
pocatecni koncentrace redukujicich cukri metodou podle Somogyi-Nelsona, a barka se
vlozila do mikrovinné trouby na dany ¢as pfi daném vykonu. Po skonceni hydrolyzy byl opét
odebran vzorek suspenze, ve kterém byla stanovena konecna koncentrace redukujicich cukra
metodou podle Somogyi-Nelsona (viz kapitola 2.8.1).

2.8 Stanoveni vytézki hydrolyz

Vytézky jednotlivych hydrolyz byly stanoveny metodou stanoveni redukujicich cukrti podle
Somogyi-Nelsona.

2.8.1 Analyza metodou podle Somogyi-Nelsona

Do zkumavky byl vzdy napipetovan 1 ml standardniho roztoku glukosy pro kalibraci nebo
1 ml vzorku po centrifugaci a zfedéni. Poté byl pfidan 1 ml piipravené smesi Somogyiho
roztokti I a II (viz kapitola 2.5.1) smichanych té€sné ptfed stanovenim v poméru 4:1. Do
zkumavky pro slepy vzorek byla pipetovana destilovana voda. Po ditkladném promichani byly
zkumavky vlozeny do vrouci vodni 1lazn¢ na 15 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu
byly pfidany 2 ml Nelsonova ¢inidla. Obsah zkumavek byl znovu promichan a po 2 minutach
doplnén destilovanou vodou na objem 10 ml. Roztok byl dokonale promichdn pomoci vortexu
a pomoci spektrofotometru byla proméfena intenzita modrozeleného zbarveni proti slepému
vzorku pti 540 nm [59].

Pro standardni roztok glukosy byla sestrojena kalibracni kiivka. Koncentrace redukujicich
sacharidi v odebranych vzorcich byly stanoveny vypoctem z rovnice linearni regrese. Kazdé
méteni bylo provedeno tfikrat.

2.9 Statistické zpracovani vysledki

Vsechny ziskané hodnoty byly stanoveny tfikrat. U téchto hodnot byl vypocitan pramér
pomoci funkce PRUMER, vzdy pro tfi méfeni, a hodnota intervalu spolehlivosti pomoci
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funkce CONFIDENCE v programu Microsoft Excel 2010. Byla zvolena hladina statistické
vyznamnosti o = 0,05.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Stanoveni obsahu S$krobu a vlhkosti ve vzorku

Ve zkoumanych vzorcich peciva byl stanoven obsah skrobu a vlhkost. Pro stanoveni obsahu
Skrobu byla vyuzita metoda stanoveni obsahu $krobu podle Ewerse (viz kapitola 2.6.1). Obsah
Skrobu ve vzorku chleba byl urc¢en na 64,58 + 0,06 % a ve vzorku rohlikti na 72,0 = 0,3 %.

Pro stanoveni vlhkosti vzorku byla pouZita metoda stanoveni vlhkosti ve vzorku (viz
kapitola 2.6.2). Obsah vihkosti ve vzorku chleba byl stanoven na 10,2 + 0,8 % a ve vzorku
rohlikti na 9,19 + 0,95 %.

3.2 Stanoveni redukujicich cukri metodou podle Somogyi-Nelsona

Stanoveni redukujicich cukrti bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 2.8.1. Ze
standardniho roztoku glukosy byly nafedény vzorky pro kalibraci a analyzovany
spektrofotometricky. Nasledn¢ byly stanoveny jednotlivé vzorky odebrané na pocatku a
na konci hydrolyzy. Stanovované vzorky byly pfed analyzou ziedény tak, aby odpovidaly
rozsahu kalibraéni kiivky.

3.2.1 Kalibra¢ni kiivky
Tabulka 1: Kalibracni kiivka glukosy

c[gl] Asso
0 0
0,01 0,0700 + 0,0009
0,02 0,1350 +0,0009
0,03 0,2177 £ 0,0005
0,04 0,2827 +£0,0014
0,05 0,3610 +0,0019
0,06 0,4137 +0,0005
0,07 0,5030 + 0,0040
0,08 0,5583 +0,0005
0,09 0,6017 £0,0014
0,10 0,7393 +£0,0019
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Graf 1: Kalibracni krivka glukosy
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3.3 Chemické hydrolyzy

Byly provedeny hydrolyzy pomoci kyselin a hydroxidd za podminek uvedenych
v kapitole 2.7.1 a 2.7.2. Pro stanoveni stupné hydrolyzy byla pouzita analyza metodou
podle Somogyi-Nelsona (viz kapitola 2.8.1), pomoci které bylo ve vzorcich odebranych pied
a po hydrolyze stanoveno mnozstvi redukujicich cukrii. Pro vypocet koncentrace redukujicich
cukri byla pouzita kalibracni kiivka glukosy. Vysledky s intervaly spolehlivosti jsou
znazomény v tabulkach 2 az 9. U¢innost hydrolyz je vyjadiena jako zména koncentrace
redukujicich cukrii pfed a po hydrolyze v grafech 2 az 13. Vzhledem k tomu, ze intervaly
spolehlivosti nabyvaly malé hodnoty, nebylo mozné je znazornit v grafech jako chybové

usecky.

0,00 0,01

0,03 0,04

3.3.1 Chemicka hydrolyza rohliki
Tabulka 2: Hodnoty koncentraci redukujicich cukrii [g-I'"] ve vzorcich rohlikii pied hydrolyzou za

pouziti riuznych koncentraci kyselin a teplot

0,06 0,07

¢ [g-ml]

0,09 0,10

teplota koncentrace H,S0O, HNO; HCI

1% 2,950+ 0,015 4,37 +0,01 3,942 +£ 0,013

100 5% 3,49 + 0,03 5,41 +0,02 4,14 £ 0,02

10% 4,42 +0,03 4,97 +0,01 3,90 + 0,05
1% 2,752 £ 0,008 3,61 £0,01 2,879 + 0,008
50 5% 3,100 + 0,008 3,756 £ 0,007 2,620 = 0,007
10% 2,418 +£0,013 2,623 £ 0,008 3,735+ 0,007
laboratorni 1% 4,283 + 0,004 4,116 £ 0,007 3,297 +£ 0,007
teplota 5% 5,167 £ 0,004 3,886 + 0,013 4,238+0,013
10% 3,57 +0,01 2,02 +£0,02 4,737 + 0,007
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Tabulka 3: Hodnoty koncentraci redukujicich cukrii [g-I'"] ve vzorcich rohlikii pied hydrolyzou za

poucziti riiznych koncentraci hydroxidii a teplot

teplota koncentrace NaOH KOH
5% 2,63+ 0,01 3,52+ 0,03
100 10% 2,53 +£0,02 2,87 +0,02
15% 2,71 £0,02 2,48 £ 0,03
5% 4,424 + 0,004 4,47 +0,01
50 10% 4,67+0,01 2,303 £ 0,007
15% 2,909 £ 0,007 4,21+0,01
laboratormi 5% 3,66 +£0,02 4,126 £ 0,013
teplota 10% 4,156 + 0,008 4,083 +0,013
15% 4,08 = 0,02 2,916 + 0,007

Tabulka 4: Hodnoty koncentraci redukujicich cukrii [g-I''] ve vzorcich rohlikii po hydrolyze za pouZiti

ruznych koncentraci kyselin a teplot

teplota koncentrace H,SO, HNO; HCI

1% 5,22 £0,06 4,793 + 0,007 4,53 +£0,03

100 5% 6,517+ 0,016 6,543 + 0,007 6,11 +£0,02
10% 10,27 £ 0,04 8,519 £ 0,008 6,162+ 0,013
1% 2,968 + 0,004 4,05+ 0,02 3,328 £ 0,014

50 5% 4,024 + 0,007 4,681 + 0,008 3,23 + 0,02

10% 3,949 + 0,004 4215+ 0,008 4,42 + 0,03
) 1% 4,56 + 0,02 4,48 0,03 3,533 +£0,013
latt’:ri‘é‘t’;m 5% 5,56 % 0,02 4,400+ 0,014 4,567 = 0,007
P 10% 4,224 +0,013 4,363 £ 0,007 5,123 +£ 0,008

Tabulka 5: Hodnoty koncentraci redukujicich cukrii [g-I'"] ve vzorcich rohlikii po hydrolyze za pouziti

riuznych koncentraci hydroxidii a teplot

teplota koncentrace

5% 3,110+ 0,013 5,118 £ 0,007

100 10% 3,759 £ 0,013 5,48 £ 0,02
15% 4,40 £ 0,03 5,216 £ 0,007
5% 4,991 £+ 0,008 4,718+ 0,013
50 10% 5,687 + 0,008 2,856 +0,013
15% 4,093 + 0,008 4,770 + 0,008

) 5% 4,45+ 0,01 4238 +0,014
faboratormi | 10% 498 % 0,02 5,097 + 0,007
P 15% 4,951 + 0,004 4,257 £ 0,008
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Graf 2: Ucinnost kyselé hydrolyzy rohlikii pFi teploté 100 °C
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Graf 3: Ucinnost kyselé hydrolyzy rohlikii pFi teploté 50 °C
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Graf 4: Ucinnost kyselé hydrolyzy rohlikii pri laboratorni teploté
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V grafech 2 az 4 je zndzornéna Ucinnost hydrolyzy rohlikii za pouziti riznych koncentraci
kyselin pti 3 rtznych teplotach. Z grafu je patrné, Ze nejvétSiho efektu hydrolyzy Skrobu
v rohlicich bylo dosazeno pfi teplot¢ 100 °C za pouziti 10% kyseliny sirové. 1 zbylé
koncentrace kyseliny sirové byly za této teploty efektivnéjs$i oproti ostatnim pouzitym
kyselinam. Piiteploté¢ 50 °C byla nejucinnéjsi kyselina dusi¢na, ale hydrolyza pomoci
kyseliny sirové byla téméf srovnatelna. Pi laboratorni teploté byla nejefektivnéjsi hydrolyza
kyselinou dusi¢nou pfi vSech pouzitych koncentracich.
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Graf 5: Ucinnost alkalické hydrolyzy rohlikii pFi teploté 100 °C
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Graf 6: Ucinnost alkalické hydrolyzy rohlikii pFi teploté 50 °C
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Graf 7: Ucinnost alkalické hydrolyzy rohlikii pFi laboratorni teploté
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V grafech 5 az 7 je zobrazena ucinnost hydrolyzy rohlikii za pouziti riznych koncentraci
hydroxidt pii 3 riznych teplotach. Z grafi je ziejmé, Ze nejvétsSiho efektu hydrolyzy Skrobu
v rohlicich bylo dosazeno pii teplot¢ 100 °C za pouziti 15% hydroxidu draselného. I pii
dalsich koncentracich byl za této teploty hydroxid draselny efektivnéj$i oproti hydroxidu

sodnému. Pfi teploté 50 °C byl naopak u¢inné;si hydroxid sodny. Pfi laboratorni teploté byl za

pouziti hydroxidu sodného stupenn hydrolyzy témér stejny u vSech koncentraci. NejlepSiho
vysledku bylo u laboratorni teploty dosaZzeno pouZitim 15% hydroxidu draselného.

3.3.2 Chemicka hydrolyza chleba

Tabulka 6: Hodnoty koncentraci redukujicich cukrii [g-I''] ve vzorcich chleba pred hydrolyzou za

pouziti ruznych koncentraci kyselin a teplot

teplota koncentrace H,SO, HNO; HCI

1% 4,520 + 0,004 4,494 + 0,004 4,158 £ 0,007
100 5% 3,413 + 0,004 3,669 + 0,004 3,794 £ 0,004
10% 4,045 + 0,007 4,09 + 0,02 4,066 + 0,007

1% 2,84 + 0,02 3,29 + 0,01 2,87 +0,02

50 5% 2,4+0,7 3,747 + 0,004 3,70 + 0,03
10% 3,775 + 0,004 3,935+0,014 3,062 £ 0,004
laboratorni 1% 4,116 + 0,007 5,273 £0,013 3,535 +£0,004
teplota 5% 3,46 +£ 0,01 5,62 +0,01 3,467 £ 0,007
10% 3,803 £ 0,004 5,468 £0,014 3,443 £ 0,004
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Tabulka 7: Hodnoty koncentraci redukujicich cukrii [g-I'"] ve vzorcich chleba pied hydrolyzou za

poucziti riiznych koncentraci hydroxidii a teplot

teplota koncentrace NaOH KOH

5% 2,691 + 0,008 4,17 £ 0,01

100 10% 3,956 +£0,013 4,40 £ 0,01
15% 4,339 + 0,004 4,118 = 0,008
5% 3,003 + 0,004 3,778 £ 0,015

50 10% 2,84+ 0,02 2,90 £ 0,02
15% 4,161 £0,014 3,152+0,013

laboratorni 5% 2,691 + 0,008 4,17+ 0,01

teplota 10% 3,815+0,013 4,23+ 0,01
15% 4,339 + 0,004 4,118 + 0,008

Tabulka 8: Hodnoty koncentraci redukujicich cukrii [g-I'"] ve vzorcich chleba po hydrolyze za pouziti

riiznych koncentraci kyselin a teplot

teplota koncentrace H,S0, HNO; HCI

1% 5,42 +£0,03 5,24 +£ 0,02 5,113 +£0,013
100 5% 5,123 £ 0,008 5,720 £ 0,013 4,982 + 0,008
10% 7,018 £0,013 9,008 £0,013 5,607 £0,013
1% 3,777 £ 0,007 4,812 + 0,008 3,968 +£ 0,017
50 5% 3,328 + 0,004 5,6£0 4,935 + 0,008

10% 5,41+ 0,08 6,64 + 0,03 4,60 + 0,02
laboratorni 1% 4,304 + 0,008 5,40+ 0,03 3,606 + 0,004
teplota 5% 4,01 £0,03 5,79 £ 0,03 3,798 £ 0,013
10% 4,535+0,013 5,72+ 0,02 3,843 + 0,004

Tabulka 9: Hodnoty koncentraci redukujicich cukrii [g-I'"] ve vzorcich chleba po hydrolyze za pouziti

riiznych koncentraci hydroxidii a teplot

teplota koncentrace NaOH KOH
5% 3,170 + 0,007 4,286+ 0,015
100 10% 4,523 + 0,004 4,74 £ 0,02
15% 5,03 + 0,02 4,47 £ 0,03
5% 4,140+ 0,013 5,20+ 0,01
50 10% 4,412 +0,013 4,391 £ 0,007
15% 5,48 +£0,02 5,63 £0,03
Ieboratomni 5% 3,170 £ 0,007 4,286 £ 0,015
teplota 10% 4,41 +0,03 4,507 +£0,013
15% 5,03 +0,02 4,47 +£0,03
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Graf 8: Ucinnost kyselé hydrolyzy chleba pri teploté 100 °C
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Graf 9: Ucinnost kyselé hydrolyzy chleba pri teploté 50 °C
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Graf 10: Ucinnost kyselé hydrolyzy chleba p¥i laboratorni teploté
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V grafech 8 az 10 je znazornéna G¢innost hydrolyzy chleba za pouziti riznych koncentraci
kyselin pfi 3 riznych teplotach. Z grafii je patrné, ze nejvétSiho efektu hydrolyzy Skrobu
Vv chlebu bylo dosazeno pii teplote¢ 100 °C pouzitim 10% kyseliny dusi¢né. Pii teploté 50 °C
byla nejucinnéjsi kyselina dusi¢na. Pfi pouZiti nejniZsi koncentrace kyseliny dusi¢né byl efekt
hydrolyzy podobny, jako pfi pouziti nejvysSich koncentraci zbylych kyselin. Za laboratorni
teploty byla pii vSech pouzitych koncentracich nejefektivné;si kyselina sirova.
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Graf 11: Ucinnost alkalické hydrolyzy chleba pii teploté 100 °C
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Graf 13: Ucinnost alkalické hydrolyzy chleba pii laboratorni teploté
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V grafech 11 az 13 je zobrazena ucinnost hydrolyzy chleba za pouziti riiznych koncentraci
hydroxidt pii 3 riznych teplotach. Z grafi je ziejmé, Ze nejvétsSiho efektu hydrolyzy Skrobu
vchlebu bylo dosazeno pfi teplot¢ 50°C za pouziti 15% hydroxidu draselného.
Pii teploté 100 °C byl G¢inngjsi hydroxid sodny. Pfi srovnani hydrolyz chleba za laboratorni
teploty a teploty 100 °C bylo zjisténo, ze se konec¢né vytézky redukujicich cukrd pfilis
neliSily. Za laboratorni teploty bylo takové efektivnéj$i pouziti hydroxidu sodného
V porovnani s hydroxidem draselnym.

3.4 Fyzikalni hydrolyzy

Byly provedeny hydrolyzy pomoci ultrazvuku a mikrovin za podminek uvedenych v kapitole
2.7.3 a 2.7.4. Pro stanoveni stupné hydrolyzy byla pouzita analyza metodou podle Somogyi-
Nelsona (viz kapitola 2.8.1), pomoci které bylo ve vzorcich odebranych pited a po
hydrolyze stanoveno mnozstvi redukujicich cukrii. Pro vypocet koncentrace redukujicich
cukri byla pouzita kalibracni kiivka glukosy. Vysledky s intervaly spolehlivosti jsou
znazornény v tabulkach 10 a 11. Stejné jako u chemické hydrolyzy je ucinnost hydrolyz
vyjadiena jako zmeéna koncentrace redukujicich cukri pted a po hydrolyze. Vysledky jsou
znazornény Vv grafech 14 a 15. Vzhledem k tomu, Ze intervaly spolehlivosti nabyvaly malé
hodnoty, nebylo mozné je znazornit v grafech jako chybové tsecky.

Pii vySSich vykonech mikrovinného zahtevu dochézelo k Zelatinaci, absorbovani veSkeré
vody a po vychladnuti k ztuhnuti suspenze. Z banck se suspenzi peciva se potom nepodaftilo
odebrat vzorek pro stanoveni obsahu redukujicich cukrti. Proto byly rohliky proméfeny jen
pfi prvnim stupni vykonu mikrovinné trouby. U chleba byla proméfena jen 2 minutova
hydrolyza pro vSechny stupné vykonu a 4 minutova hydrolyza jen pro prvni a druhy stupen
vykonu mikrovinné trouby.

44



3.4.1 Fyzikalni hydrolyza rohliki

Tabulka 10: Hodnoty koncentraci redukujicich cukrii [g-I'"] ve vzorcich rohlikii pied a po hydrolyze
za ruznych druhii fyzikalnich hydrolyz

hydrolyza ¢as [min] pted hydrolyzou po hydrolyze
ultrazvuk 15 2,78 £ 0,02 3,53 +£0,04
mikroviny 2 2,8394+0,013 2,96 £0,02
1. stupett 4 3,26 £ 0,01 3,434+ 0,013
6 3,685£0,013 3,86 £ 0,03

Graf 14: Ucinnost fyzikalni hydrolyzy rohliki
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V grafu 14 je zndzornéna Ucinnost hydrolyzy rohlikti za pouziti mikrovinné trouby a
ultrazvukové lazné. Z grafu je patrné, Ze nejvétSiho ucinku hydrolyzy bylo dosazeno pii
pouziti ultrazvuku. Uéinnost hydrolyz pomoci mikrovin byla podstatné nizsi, rozna doba
zahievu vSak neméla zasadni efekt.
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3.4.2 Fyzikalni hydrolyza chleba

Tabulka 11: Hodnoty koncentraci redukujicich cukrii [g-I"'] ve vzorcich chleba pred a po hydrolyze
za ruznych druhii fyzikalnich hydrolyz

hydrolyza ¢as [min] pied hydrolyzou po hydrolyze
ultrazvuk 15 4,04 £ 0,01 4,23 £0,02

mikroviny 2 2,945 + 0,007 3,270 £ 0,007
1. stupen 4 2,98 £ 0,01 4,06 +0,01

mikroviny 2 2,94 £ 0,01 2,99 +0,01
2. stupeii 4 1,908 + 0,008 3,646 + 0,007

mikroviny 2 3,28+ 0,01 4,03 +0,01
3. stupenl

Graf 15: U¢innost fyzikalni hydrolyzy chleba
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V grafu 15 je znazornéna ucinnost hydrolyzy chleba za pouziti mikrovinné trouby a
ultrazvukové lazné. Z grafu je patrné, Ze nejvétSiho ucinku hydrolyzy bylo dosaZeno pii
pouziti 2. stupné vykonu mikrovinné trouby po dobu 4 minuty. I prvni stupeit vykonu byl
efektivnéjsi pii pouZiti delSi doby zahtevu. Hydrolyza chleba ultrazvukem byla v porovnani
S mikrovlnami podstatné méné ucinna.

3.5 Srovnani u¢innosti hydrolyz

Pii celkovém srovnani chemickych hydrolyz bez ohledu na druh peciva lze obecné
konstatovat, ze se zvysujici se teplotou rostla u¢innost hydrolyzy. Tomuto trendu neodpovida
pouze alkalicka hydrolyza chleba, pfi které bylo dosazeno nejvétsiho uéinku pii teploté 50 °C.
Bylo také zjiSténo, Ze se zvySujici se koncentraci kyseliny ¢i zdsady rostla efektivita
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hydrolyzy. Zéaroven je patrné, ze pouziti kyselin mélo vétsi efekt na zvySeni koncentrace
redukujicich cukrl v porovnani s pouZitim hydroxidu.

Porovnani chemické a fyzikalni hydrolyzy nelze zobecnit, jelikoz se 1isi v zavislosti na
druhu peciva. Lze fict, ze fyzikdlni hydrolyza rohlikli byla méné ucinnd nez chemicka
hydrolyza. Zarovenn hydrolyza rohlikli mikrovlnami byla nejméné efektivni v absolutnim
srovndni pouzitych zplsobl hydrolyz rohlikii. U fyzikadlni hydrolyzy chleba se naopak
v celkovém srovnani jevi nejméné efektivné hydrolyza ultrazvukem. Hydrolyzu chleba
mikrovinami Ize srovnat s nékterymi chemickymi hydrolyzami.

Absolutné nejvyssiho hydrolytického ucinku bylo dosazeno u rohlikd pisobenim 10%
kyseliny sirové pii teploté 100 °C, kdy koncentrace redukujicich cukri ve vzorku vzrostla
05,85¢9-1". U chleba bylo nejvyssiho hydrolytického w&inku dosazeno piisobenim 10%
kyseliny dusi¢né, kdy koncentrace redukujicich cukri ve vzorku vzrostla o 4,92 g- I,

Obecné lze tvrdit, ze druh peciva nemél zasadni vliv na pribéh hydrolyzy. I pfesto, ze byl
stanoven rozdilny obsah Skrobu ve vzorku chleba (64,58 + 0,06 %) a ve vzorku rohlika
(72,0 £ 0,3 %), hydrolyza obou druhti peéiva vykazovala fadové podobné vysledky.

Vysledky z provedenych chemickych a fyzikalnich hydrolyz je moZno porovnat s vysledky
ziskané enzymatickou hydrolyzou, kterou se zabyvala Ing. Helena Hudeckovd ve své
diplomové préci. Pii enzymatické hydrolyze v optimalnim usporadani bylo dosazeno zvyseni
koncentrace redukujicich cukri ve vzorku chleba o 70,75g-1". Je tedy zfejmé, Ze
enzymatickd hydrolyza je jasné nejucinnéj§i v porovnani Schemickymi a fyzikdlnimi
hydrolyzami. Nevyhodou je relativné¢ vysokd cena enzymt. Pro primyslové vyuziti je tak
zadouci nalézt levnéjsi variantu hydrolyzy [58].
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ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo studium pteduprav polysacharidickych odpadnich materiali za
ucelem zisku maximalniho produktu hydrolyzy. Odpadnim materidlem byly zvoleny dva
druhy peciva (rohlik a pSeni¢no-zitny chléb). Hlavni naplni experimentalni ¢asti prace bylo
srovndni ucinnosti raznych typd hydrolyz, jejichz smyslem bylo rozstépeni Skrobu
obsazeného Vv pecivu na jednoduché sacharidy.

Byly provedeny hydrolyzy fyzikalni a chemické, které byly jesté rozdéleny na kyselé a
alkalické. Pro kyselé hydrolyzy byly vyuzity kyselina sirova, dusi¢na a chlorovodikova
o ttech rlznych koncentracich a pro alkalické hydrolyzy byly pouzity hydroxid sodny a
draselny taktéz o tfech rtiznych koncentracich. Plisobeni chemikalii byly vzorky vystaveny
1 hodinu pfi 100 °C, 50 °C a laboratorni teploté. Pro fyzikalni hydrolyzy byl vyuzit ultrazvuk
a mikrovlnna trouba.

Suché pecivo bylo pfedupraveno mletim na malé Céstice a nasledn¢ byla vytvorena
15% w/v suspenze chleba a vody. Poté byla provedena hydrolyza a byla vyhodnocena jeji
efektivita. Vyhodnoceni w¢innosti hydrolyz spocivalo ve stanoveni rozdilu koncentrace
redukujicich cukri v suspenzi pted a po hydrolyze. Ze suspenze peciva byl vzdy odebran
vzorek, ktery byl podroben spektrofotometrickému stanoveni obsahu redukujicich cukri
metodou podle Somogyi-Nelsona.

Pouzité pecivo bylo charakterizovano obsahem Skrobu a vlhkosti. Obsah skrobu ve vzorku
chleba byl ur¢en na 64,58 + 0,06 % a ve vzorku rohliki na 72,0 = 0,3 %. Obsah vlhkosti ve
vzorku chleba byl stanoven na 10,2 + 0,8 % a ve vzorku rohlikti na 9,19 + 0,95 %.

Utinnost hydrolyz byla porovnana s ohledem na pouzité chemikélie a jejich koncentrace,
teplotu a druh peciva. Z celkového srovnani bylo zjisténo, Ze se zvySujici se teplotou a i
koncentraci kyseliny ¢i zasady rostla u¢innost hydrolyzy. I pfesto, ze byl stanoven rozdilny
obsah skrobu ve vzorku chleba a ve vzorku rohliki, druh peciva nemél na prabéh hydrolyzy
zasadni vliv a bylo dosazeno fadové podobnych vysledk.

Absolutné nejvyssiho hydrolytického ucinku bylo dosazeno u rohliki pisobenim 10%
kyseliny sirové pfi teplot¢ 100 °C, kdy koncentrace redukujicich cukrii ve vzorku vzrostla
05,85 g~|'1. U chleba bylo nejvyssiho hydrolytického ucinku dosazeno plsobenim 10%
kyseliny dusi¢né, kdy koncentrace redukujicich cukrii ve vzorku vzrostla o 4,92 g-1™.

Utinnost provedenych chemickych a fyzikalnich hydrolyz byla porovnana s enzymatickou
hydrolyzou a bylo zjiSténo, Ze enzymaticka hydrolyza je vyrazné efektivnéjsi. Jeji nevyhodou
je vSak relativné vysoka cena enzymu a pro piipadné pramyslové vyuziti je tak zadouci nalézt
levnéjsi variantu hydrolyzy.
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HCI...............................kyselina chlorovodikova
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HNO;3 .......................... kyselina dusi¢na

HoSO4 oo, kyselina sirova

KOH ... hydroxid draselny

NaOH ..., hydroxid sodny

SMF ... submerzni fermentace

SSF simultanni sacharifikace s fermentaci

SEZNAM POUZITYCH VELICIN

A absorbance
C ottt hmotnostni koncentrace [g-1] nebo [g-mI™]
| SRR Cas [min]
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