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1.Seznam zkratek

AA — a-amylaza

AAG — amyloglucosidasAspergillus niger amyloglukosidazaspergillus niger
AAU- Alpha-Amylase Units — jednotky-amylazy

AFAU - Acid Fungal Amylase Units — jednotky acidigi@ntni funganni amylazy
AGU — Glucoamylase Unit — jednotky glukoamylazy

BAA — Bacillus sp.amylase -e-amylazaBacillus sp.

DS- Dry Solid — suSina pevné latky

PPA — Pork Pancreatic Amylase — amylazar@eg slinivky

SDS - Sodium Dodecyl Sulphat — dodecylsulfat sodny

LAM - lipid-complexed amylose — amylolipidovy kongx

FAM - lipid-free amylose — lipid prosta amyléza

% w/v - % hmotnostni vztazena na objem

SSF - Simultaneous Saccharification and Fermemtatio



2.Uvod

S rozvojem a stoupajici Zivotni Urovni stoupaji nemyetické naroky.
Uchovani energie je vSak jednou z mala oblastitelerlky, ktera za posledni roky
vysloveré preSlapuje na mist Rostliny ukladaji disponibilni energii efektigjn
do nar@énych vazeb najklad ve forng krystali celul6zy,¢i raiznych struktur Skrobu.
O uvolreni této energie se lidstvo snazi dlouhé roky, avdahokdy je vloZena
energie unarna energii ziskané.

Energii ziskanou prosdnictvim fotosyntézy transformuji  rostliny
na komplexgjSi sloweniny, které prochazejfadou proces a v rostlinach jsou
ukladany ve forrd makroergickych zasobnich latek. U rostlin je jidzeznavano
n¢kolik druhi. Ze zakladnich jsou to lipidy a polysacharidy. I& Ize vyralgt
jejich estery, které Ize vyuzit v dieselovych metdr. Sacharidy je moZnégvéest na
etanol, ktery je pouzitelny v motorech zazehovyémoces vyroby etanolu je lidstvu
znamy jiz cela staleti, ale pro jeho masové vyygitfeba tento proces zdokonalovat
v sowtasnosti intenzivé studovany postupy pro vyrobu etanolu z lignocedaigrch
i Skrobnatych surovin.

Skrob pstovanych hospodsgkych plodin pedstavuje jeden z nejsnaze
dostupnych zdrdj energie. V sotasnosti je jednim z nejtSich zdroj Skrobu
kukufice (zejména v USA), ale zvySuje se i zajem o ostplodiny, jako je nap
pSenice nebo {enen a dalSi (Crabb a Mitchinson, 1997).

Etanol mize mit potencial do tité miry zmirnit rychlost ndistu spateby
fosilnich paliv, ale jejich Uplné nahrazeainito produkty je z komplexniho hlediska
narané. Vyvstava cela fada otazek technologickych, ekonomickych,
ale v souvislosti sistem populace i otazek moralnich, na kteréigba hledat
odpowdi.



3.Cil

Cilem této prace je porovnat provézaplikovatelnymi testy alkoholovou
vytéZznost hydrolyzat obilovin (pSenice, jmene a ovsa) ipravenych uzitim
termotlaké pipravy.

Pro hydrolyzu byla pouzita iznd hydrolyticka ¢inidla v riznych
koncentracich — kyselina sirova &0,), hydroxid sodny (NaOH) a amylolytické
enzymatické preparaty



4.ReSersSe problematiky

4.1. Alkohol
Jako alkoholy jsou ozgavany nearomatické hydroxylové derivaty

uhlovodiki. Zakladnimi hledisky &eni jsou:

pocet hydroxylovych skupin

* jednosytné alkoholy

« dioly
e trioly
e polyoly

uhlovodikovy zbytek

» alifatické (acyklické)

« alicyklické (cyklické)

Etanol — GHsOH sertadi mezi jednosytné, acyklické alkoholy. Jeftéro
etylovym uhlikatymietézcem, na ktery je navazana hydroxylova skupinandttpe
bezbarva tekunina s hustotou 0,789 §.Mot tani -114,4 °C a bod voru 78,3°C. Je
neomeze# rozpustny ve vo#l Etanol je sedrgé polarni rozpougtlo. Pro zivé
organismy je toxicky, coz ma&wyznam i (i jeho vyrok®. LD50 i oralnim poziti
je 7060 mg.kd.

4.2. Historie vyroby a uzivani
Ethanol je bezesporu nejzng8im a nejdéle znAmym alkoholem. Vyrébi se

kvasnou cestou Ziznych produki, jako jsou obiloviny, cukry, ovoce. Vyroba
etanolu z rostlinnych surovin je proces, ktéhyvek objevil jiz ve starovku. Byly
nalezeny dkazy o vyrol piva v egypi, vRecku i jinde bylo vyrééno vino.
V sowasné dob jsou intenzivid zkoumany moznosti jak efektigreziskat ethanol
z celulozy.

DalSi surovinou pro vyrobu mohou byt zbytky mligiého pimyslu, které
tvoii asi 26 % pvodniho zrna (Neves et al., 2006). Diky vykgv paiasi je
kazdor@ne pro potraviné&ské vyuziti znehodnoceno velké mnoZzstvi obiloviteré
tak ztraci na hodnét ale jsou pouzitelné jako surovina pro vyrobu etanTyto

e v

Pfi obsahu Skrobu 25 % je z takto poSkozenych zrmip8emozno ziskat 4,4%o0bj
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oproti 5,6 %obj u Skrobu dobré kvality o stejné &etnaci (Suresh et al., 1999). Také
Schenberg, Pinto da Costa a Oliver (1987) évadoZnost vyuZziti zrna obsahujiciho

mykotoxiny pro vyrobu etanolu.

4.3. Alkoholova paliva
Paliva na bazi alkohdllze pouzit jako zdroj energie pro spalovaci motory

nebo ,palivovéslanky”. B&zne jsou pro tyto Gely vyuzZivany prvnttyii sloweniny
z alkoholové&ady. Jsou to methanol, ethanol, propanol a but&tejliice roz&enym
alkoholovym palivem je ethanol. Lze t@igst jeho snadné dostupnosti a také jeho
niZsi toxicit.

Vyuzivani fiznych alkohai jako paliv z&alo @iblizné nékdy na gelomu
18. a 19. stoleti. Jedny z prvnich dolozenyéipgxli pouziti ethanolu jako paliva
jsou z roku 1894 z Francie a&iecka, kde byl ethanol vyuzivan pro pohon $troj
DalSi podpory se ethanolu dostalo ve dvacatycltheB®. stoleti od osobnosti jako
Henry Ford, Alexandr Graham Bell nebo Thomas Edig&wié pouZziti alkoholovych
paliv ustoupilo do pozadiied palivy ziskavanymi z ropy. K dalSimu vyuzivani
alkoholi jako paliv dochazelo spiSe naragolze zminit nap 2. s¥tovou valku,
nebo krizi v 70. letech 20. stoleti. Dosud se vifuEdkoholovych paliv az nagkolik
zemi
ve s\t prilis neujalo.

Ackoli je v sowasné dob viadk zemi zvySovan obsah obnovitelné slozky
v palivech se zé&#mem snizit produkci emisi a udrzitelnosti jejichrotya a tudiz
snizeni zavislosti na fosilnich palivech, htivekteré skuténosti proti jejich
vyuziti. Niven (2005) uvadi, Zze u paliva E10 (10 cdemovych alkoholu) bylo
prokdzano snizeni celkovych vyfukovych emisi uhtiikd a oxidu uhelnatého.
Zarover vSak bylo pozorovano zvySentkterych jinych slozek. Vipads pouZziti
paliva E10 byl prokadzan signifikantni &t produkce emisi acetaldehydu o 100 —
200 % (v rkterych gipadech a Z 700 %). Podabse rovieZz projevovala paliva E15
a E20. RovaZz produkce oxid dusiku je sporna. Byl pozorovan zajimavy efekt
mirného sniZzeni produkce NOx o 0,5 % u vozidelSgtar 1986 a naopak ridt
0 5 % mladSich 1986. Produkce NOx je vSakésiavisla na nastaveni motoru.
Naopak dochazi k vyraznému snizeni produkce pracimo¢astic. Rovez pri
pouZiti paliva E85 dochazi ke zvySeni produkceadehydu a formaldehydu. Paliva
obohacena
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o etanol (zejména paliva s vy$Sim obsahem) mohoazithpadni prostedi. Diky své
reaktivnosti s materialy pouzivanymi v objektecho gejich skladovani mohou
zpasobit uniky. Takovato sts vykazuje odliSnosti od paliv bezigavku etanolu.
Smes je elektricky vodiva, snaze pronika kapilarnimrya Iépe prochazi hladinou
podzemni vody. RowZ dochazi ke zvySeni rozpustnostkierych slozek benzinu
jako benzenu, toulenu, etylbenzenu a dalSich. Roeelkova energeticka bilance
téchto paliv je diskutabilni. Také udrzitelna prodeke problematicka. V s¢asne
doke jsou ve vSech zemich tato paliva subvencovatiaSovani podilu biopaliv
budou kladeny vysSi naroky na plochy zestiské pidy, na které budouégtovany
suroviny pro jejich vyrobu. To povede k ovlimi biodiverzity.

4.4. Slozeni zrna
Chemické slozeni zrnaiznych odid je vyrazgji ovlivnéno hnojenim nez

genetickymi rozdily mezi oddami. RoviZ tak i alkoholova vyZnost je ovlivina
aplikaci hnojiv. S i davkou dusikatych hnojiv klesa alkoholovasifiost. Skrob
je prirozena zasobni latka obilovin, ktera je zdrojemaréypro fermentaci. Odidy
s vy8Sim obsahem Skrobu a nizkym obsahem dusikédifek by tedy raly mely
poskytovat vysSi vyfek etanolu. ¥tSina dnes ¢gstovanych odrd je ale gstovana
pro potravinéské pouziti, kde je naopak klagdhodnocen vysoky obsah bilkovin.
Nicmére obsah dusikatych latek je velmi dobry fiepy ukazatel alkoholové
vytéznosti. Predikovani v§¥ku alkoholu na zakladobsahu bilkovin v zrnu pSenice
Skrobova makromolekula je sloZzenar-D-glukézy. V @ipad obilovin se
vyskytuje ve fornd nerozpustnych zrn, ve kterych se vyskytuji 2 S&x@bpolymery
— amyléza a amylopektin. Typicky pémtéchto frakci je u obilovin 70 %
amylopektinu a 30 % amylézy. Amyléza se vyskytug forme fetézce, kde je
glukéza spojena-1-4 vazbami. Tato molekula vyttiav prostoru strukturu dvojité
Sroubovice. Sroubovice obsahuje 6 molekul D-glukdayjeden zavit. Amylopektin
je naproti tomu silé vétvena molekula. \fettzci amylopektinu se kroénvazeb 1-4
vyskytuji i a-1-6 vazby. Ty tvéi asi 4 — 6 % vazeb. Délka jednotlivysbiezch se
pohybuje mezi 20 - 25 gluk6zovymi jednotkami. Anpaitin je se svou vysokou
molekulovou hmotnosti jednou z né&jgich molekul v firodé (Nigam a Singh,
1995). Byly vygstovany zvlastni oddy (tzv. waxy oditdy) hospodeéskych plodin,
véetnd obilovin, které neobsahuji amylézu. Tyto ody vykazuji @i zpracovani
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nékteré specifické vlastnosti, namizsi viskozitu (Frigard, Andersson, Aman, 2002).
U waxy odnfd, které obsahuji jen asi 1 % hm. amylézy, bylagpovana typicka
vrstevnata struktura Skrobovych zrn (Reddy, Re@&adgappa, 2009).

Skroby z fiznych zdroj se lisi slozenim Skrobovych zrn. Rozliduji se Bkro
s bimodalnim sloZzenim Skrobovych zrn, které jsquickeé pro pSenici, jamen nebo
Zito. U takovychto Skrob se rozliSuje frakce&Si nez 1Qum, ozn&ovana také jako
frakce A. Druhou skupinu pak téiomala Skrobova zrna typu B menSi fifh.
Vzajemny pondr téchto frakci se liSi podle genotypu. Yipadt pSenice je rowg
nékdy uvadano trimodalni rozéleni Skrobovych zrn (Raeker et al., 1998).

Jiné zdroje Ao a Jane (2007) u¥adZe pSenice obsahujétginou pouze dv
frakce, gicemz frakce A obsahujestSinu Skrobu, ale tud asi jen 10 % p&u vSech
Skrobovych zrn. Pr& pomeér a velikost jednotlivych frakci ovliwiji vlastnosti
Skrobu jako bobtnéni, gelatinizaci, krystalbst nebo fistupnost pro enzymy.
Intenzita bobtnani je vSak podle jinych spojend@essivnitni strukturou Skrobovych
zrn, nez s jejich velikosti (Bogracheva et al., 20@ebet a Gidley (2006) uv&d
Ze lipidové a proteinové povrchové slozky Skrobdwvyern pisobi redukné
na bobtnavost Skrobu pSenice a kiide. Povrchové struktury se vyraznisi
od vnitnich. Povrchové proteinové struktury majegevsim charakter zdsobnich
latek. Roviz byly nalezeny struktury, které se nachazeji jakpavrchu, tak uvnit
Skrobovych zrn. Soudi se, Zet$ina €chto neutralnich struktur je na povrch
Skrobovych zrn pouze adsorbovana. Rdvobsah lipid Skrobu hraje vyznamnou
roli. Ten je u obilovin vySsi (0,6 — 1 %) neZz hap brambor (0,05 %). Bylo
prokazano, Zeizny obsah fosfolipidl pfi zachovani ostatnich vlastnosti ma vyrazny
vliv na snizeni bobtnavosti (Lin a Czuchjowska, 89%AM tukova frakce koreluje
s bobtnaosti pozitivf) zatimco LAM ma silny inhiléni efekt. Neierle et al. (1990)
prokézali, Ze 0(pravou s dodecylsulfatem sodnym (SD¥ vyrazg zvysit
bobtnavost pSe&mého Skrobu i niZzSich teplotach. Podobny jev, ale v menSiemi
byl pozorovan fi pouZiti roztoku etanolu. Debet a Gidley (2006)e apozofiuji
na to, Ze viskozita dosazena po extrakci pomoci DSlIné zavisla na fvodu
Skrobu. Pomoci SDS extrakce tak Ize vygazaySit bobtnavost pSefmého Skrobu,
ale nap. u Skrobu brambor je efekt minimalni.

Pritomnost amylo-lipidovych kompléxve Skrobovych zrnech hraje édivou
roli v redukci pronikani vody do viitich struktur, bobtnavosti a rozpotrst
ve studené vad(Becker, Hill a Mitchell, 2001).
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Autori dale zmiwuji 3 zpisoby vzniku &chto komplex:

1. amyl6za tvei komplexy s endogennimi lipidy
2. amylo-lipidové komplexy jsou jizitomny,

3. vznikaji za @asti vrejSich lipida.

Debet a Gidley (2007) uvad béhem procesu gelatinizace vzniéstic
(jakési obdoby Skrobovych zrn), které se nerozpob&izyvaji je ,ghosts”. Integrita
téchto ¢astic je pravépodobré spojena sisobenim povrchovych protdira lipida,
protoZe ¥tSi mnoZstvi dchto ¢astic s vySSi integritou e byt gipraveno nap
z je&mene nebo pSenice, u kterych Ize pozorovat rekatiwelky podil proteid
a lipida. Naproti tomu u brambor, jejichz obsah tuku a @rét je nizky, gevlada

gelatinizace s rozpadem struktur Skrobového zrna.

4.4.1. Stavba Skrobovych zrn
Skrobova zrnatiznych velikostnich kategorii se lisi nejen velikpstarem

a obsahem amylézy, ale i vimt strukturou. Tato rozdilna struktura vznika jako
dusledek tizné syntézy Skrobu. Ao a Jane (2007) ve své préudkiji, Ze diskovitq
Skrobova zrna typu A u pSenice, tritikale &nmene maji jednotlivé molekuly
amylopektinu orientované paralélnkolmo na ekvatorialni rovinu. Paralelni
uspdadani je dano ptem jednotlivychiettzai, které tvdi molekulu amylopektinu.
Skrobova zrna typu A jsou tak ttema ¥tSim pa@tem dlouhychietszcl. Naproti
tomu zrna, kde je molekula amylopektinuitmoa ¥tSim pa@tem kratkychretzca, je
rozeznavan cylindricky tvar.

Uspaadani molekul amylopektinu takipvorb¢ Skrobového zrna vytvariastove

vrstvy.
Krome téchto struktur a pdirjsou uvnit zrna gitomny jes¢ kanalky. Ty jsou

bud’ prazdné, neboé&tSinou vyplréné proteiny (Han et al., 2005).

4.5. Vliv druhu, odr ady na sloZeni zrna a vyt éZek ethanolu
Uprava zrna fed vyrobou etanolu sestava zejména z mleti. Hlavnim

poZzadavkem na vzniklou sije vysoky obsah Skrobu (Wang et al., 2007).

4.5.1. PSenice
P3enice je 'R a Wt3ind evropskych zemi plodinou, kterda je nejvice

zastoupena ve &t8iné osevnich postup Diky vysoké proslechBhosti poskytuje
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vysoké vynosy. Pro vyrobu etanolu jsou vhodné zegmgdfidy s vySSim obsahem
Skrobu. Jako ifklad Ize uvést odidy Rapsodia nebo Florett. Snobl et al. (2005)
uvadi sloZzeni zrna pSenice: voda 13,5 %, bezdésikatraktivni latky 68 %,
dusikaté latky 12,5 %, vlaknina 2,2 %, lipidy 2 gépeloviny 1,8%.

PSenény endosperm obsahuje dva typy Skrobovych gram#isSi typ A o
velikosti 10 — 30um a mensi formu — typ B s velikosti 1 — 1®. Velka Skrobova
zrna tvdi u pSenice asi 3 — 5 % z celkovéhatpoSkrobovych zrn. Obsah Skrobu
v nich ale pedstavuje az 70 % veSkerého Skrobu. Zbytek jgetv@krobovymi zrny
typu B, kterAd maji tendenci se shlukovat (ChiotelliLe Meste, 2002). Rovh
u pSenice lze rozeznavat waxy a non-waxyudgr U waxy odiid pSenice uvadi
Sasaki, Yasui a Matsuki (2000) obsah amylézy 0,8,9-%, u non-waxy odd
potom 18,3 — 20,3 %. UikZendi F1 potom 7,5 % respektive 14,5 %. Kim a Huber
(2008) uvadi velikost A-zrn pro normalni 22,8 + @t a waxy 22,5 = 0,4m
pSenény Skrob. Pro B-typ Skrobovych zrn 6,8 + @b a 6,4 + 0,Jum. Dale uvadi
na povrchu zrreetné poéry a ryhy, které jsatetrgjSi u waxy Skrob, nez u Skrob
normalnich. Také u zrn typu B Ize pozorovat porkdyZz jejich p@et je oproti
zrnam typu A vyrazg menSi. Po oSini Skrobu pomoci proteolytickych enziyhae
pozorovat ¥tSi paet €chto povrchovych struktur (obr. 1). Také u Skrokgvyrn
byly pozorovany vnini struktury podobné kandlkn zrn typu A. Tyto vnini
struktury Skrobovych zrn {gobi jako cesty pronikani chemickych reagedb
Skrobové matrice. Bylo prokazano, Ze totsgbeni je vyrazhvétSi v podminkach
bobtnani Skrobovych zrn. Pokud Skrobova zrna ndptojbobtnanim, dochéazi
k priniku reagent pouze do povrchovych vrstev Skrobovych zrn (KinHaber,
2008).

Obr. 1: Zrna typu B a — neogené, b- oSéené protedzou

Frotease tresied WS Btype

Zdroj: Kim a Huber, 2008
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4.5.2. Je€men
Jeimen se jevi jako dalSi vhodna surovina pro vyrdiam@u. Se zpracovani

jeémene jsou jiz znaé zkusenosti s oblasti pivovarnictvi. Jehas@ligy etanolu jsou
porovnatelné s vygnosti z pSenice aviak jsou nizsi oprotBikt z kukdice. Snobl
et al. (2005) uvadi sloZeni zrna jarnihénpene 13,7 % voda, bezdusikaté extraktivni
latky 67,8 %, dusikaté latky 10,2 %, vlaknina 4tuky 2,1 % a popeloviny 2,2 %.
V piipact vyuziti celulolytickych enzyrin maze byt pro vyrobu lihu vyuZita i plucha
obilky. Vznikaji rovrez vedlejSi produkty, jako jsou: bilkoviny, vlidknjnmastné
kyseliny a tokoferoly (Gibreel et al., 2009). Zaginé je chemicke sloZenéchto
Skrobovych zrn. U Skrobovych zrn typu B je az d@akrySSi obsah bilkovin oproti
velkym Skrobovym zram. Tento jev Ize vysitlit dvéma zpisoby. Bilkoviny mohou
u téchto zrn tvait vétsi podil vnitnich struktur. Jejich vySSi obsahibe byt roviz
zpiasoben velkym specifickym povrchem, na ktery sedviilky adsorbuji(MacGregor
a Ballance, 1980).

4.6. Distribuce Skrobovych zrn
Byl prokazan #izny pongr velikostnich kategorii Skrobu wznych ¢astech

obilky je¢mene. Skrobova zrna lze ra#itl do 3 velikostnich kategorii podle
pramérné velikosti: mala 2um, stedni 10um a velka 12 — 1@m. Podil velkych zrn
se smrem od povrchu (72 %) snizuje na 19 % viedt obilky. Naopak podil
malych a stednich zrn se zvySuje z 24 a 4 % na okraji obilky’ a 11 % ve idu.
RovreZz byl v tomto smiru pozorovan pokles fpmérné velikosti velkych zrn z 19 na
11,2um. U malych a $ednich Skrobovych zrn se projevuje &pa tendence (Tang
et al., 2000).

4.6.1. Oves
Obilka ovsa vykazuje vySSi obsah tuku oproti os$tatrobilovinam. Na

chemické sloZzeni ma vyrazny vliv pluchatostimhr. Zatimco u pluchatych ot je
zakladni slozeni N-latky 12,4 %, Skrob 39,6 %, lrablul6za 11,8 %, tuk 3,5 %, tak
u nahych odid Ize pozorovat vyraznvyssSi obsah sloZzek: N-latky 16,5 %, Skrob
56,3 %, hruba celul6zal,4 % a tuk 8,3 % (Snobllet2805). Tester a Karkalas
(1996) poukazuji na fakt, Zzeiané formy vyskytu tuku maji vliv na bobtnani
Skrobovych zrn. Zejména se zabyvaji komplexy lipa amylozy - LAM (lipid-
complexed amylose) a volné amyléozy — FAM (lipideframylose). Kdy LAM
potlaiuje bobtnavost, zatimco FAM ji podporuje. DalSii&absti Skrobovych zrn je,
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Ze i teplot 80°C se uvaiuje predevsim amylopektin, zatimco u ostatnich obilovin
je to pedevsim amyléza. Tento velky podil amylopektinovidkei icitaji vetsi
nachylnosti gelatinizovanych skrobovych zrn ovsdekintegraci. Doublier, Paton a
Llamas (1987) poukazuji na to, z& préitych podminkach Ize u ovesného Skrobu
pozorovat ¥tSi bobtnavost ¢ u Skrobu jinych obilovin. To potvrzuji i Hoover a
Vasanthan (1992), kiie pozorovali ¥tSi bobtnavost u Skrobu ovsa neZz u Skrobu
pSenice. ROWY zminuji vétsi citlivost ovesného Skrobu ke kyselé hydrolyee ka-
amylaze. Tester a Karkalas (1996) uwyjadi nahého ovsa nizsi obsah lipi@,66
mg.100mg Skrobu oproti vy$§imu obsahu &bych pluchatych odd 0,75 — 0,78
mg.100mg-. Jini autdi se ¢asto lisi v obsahu lipid Tyto rozdily Ize ale vysilit

i variabilitou jednotlivych odid a prostedi. U nahého ovsa lze pozorovatsv
bobtnavost oproti pluchatym adfam. Tester a Karkalas (1996) tento jéisymu;ji
vySSimu obsahu amylopektinu a nizS§imu obsahu tuku.

Oves obsahuje oproti pSenici nebo kii&uveétsSi podil tuku v komplexu
s amylézou (Zhou et al., 1999). Ra&énbyla pozorovana pozitivni korelace mezi
obsahem lipid a amylozy v izolovaném ovesném Skrobu. MorisorB{}9ozliSuje
lipidy, které se uvnitSkrobovych zrn vyskytuji uvriitSroubovice amylézy a lipidy
vyskytujici se mezi amylézou a amylopektinem. Bii@to uloZeni uvnitSroubovice
brani autooxidaci tét@asti lipida. Vnitini lipidy Skrobu jsou tvieny vyhrads
monoacyl lipidy (volné mastné kyseliny nebo lysdbdipidy). Pomer
lysofosfolipidi viaci volnym mastnym kyselindm se [iSi podle druhu, alevsa je
tvofeno 30 % volnymi mastnymi kyselinami.

Wang a White (1994) uvéf, Ze obsah lipid v obilce ovsa jeizny (6,2 —
11,2 %) a 1,08 — 1,18 % ve Skrobu ovsa. To je mEzu Skrobu kukice (0,56 —
0,66). Obsah amylézy je uv&d v rozsahu 16 — 29 %. Dale u¥fid Ze velikost
Skrobovych zrn ovsa negat&rkoreluje s obsahem amyldézy a amylo-lipidovych
komplexi. S nafistem obsahu amyldézy zaravedochazi ke zkracovanietzci
Skrobu u ovsa. Sowa a White (1992) wjadze k rozkladu amylo-lipidovych
komplexi dochazi zhrubaipteplo& 100 °C.

Copeland et al. (2009) uv&d ze povrchové lipidové struktury Skrobovych
zrn jsou tveeny pedevsim tri-acyl-glyceroly, zatimco tuky obsaZemiti jsou
mono-acyl-lipidy.

Wang a White (1994) uvéf, Ze Skrobova zrna ovsa maji nepravidelny tvar

s rozméry 2,7 — 9,5um. Srobova zrna ovsa jsou tedy velmi podobna Sknaio
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zrnam ryze, a to jak ve tvaru, tak i velikosti. Molekuf hmotnost Skrobu ovsa je

mensi nez kukliice nebo pSenice.

4.7. Metody zpracovani zrna
Proces vyroby etanolu sestava v prvnim kroku z meichkého zpracovani

surové organické hmoty. Jsou rozeznavany @sapy: mokré a suché zpracovani.
Suché metody jsou ¢t8inou zaloZzeny na mechanické dezintegraci surového
materialu. Mokré metody zahrnuiadu kroki, které maji za cil z#kéeni zrna

a separace jeho jednotlivych sloZek pro nasledn&itiy Suché procesy jsou pro
vyrobu etanolu vyuzivanycasgji (Forrester et al., US 2011/0033907 Al).
Pri  klasickém zjisobu vyroby etanolu jsou dnes podle Adhikari et al.
(US2010/0099156A1) suroviny nejprve mechanickipraveny, dale je smisenim
svodou vytvéena kaSovitAd s#is. Nekdy je sn&s upravena jeSt zatbfivanim,
aby doslo ke gelatinizaci Skrobovych zrn.

4.7.1. Mleti za sucha
Prvni fazi je odstranit od obilek plevy. Poté jaa@mleto na hrubou mouku.

Spravné umleti je iezité pro z¥tSeni kontaktniho povrchu, na kterémiza
dochéazet k hydrolytickéemu &teni Skrobovych molekul (obr. 3). Poté je mouka
smichana s vodou a upravuje se reakce na hodiiblizme pH = 6. Poté je sis
zahrivana na 110°C. Za#ti zpisobuje dezintegraci Skrobovych zrn, coZz ma
za nasledek dalsi &&eni plochy, na které ke nasledé pasobit enzym. Do takto
upravené sisi se pidava termostabilni alfa-amylaza (E.C.3.2.1.1). Xiim
termostabilnich enzyin pro hydrolyzu Skrobu se zabyval uz Krebs et al.,
(US3185633). Zniiuje vyuziti enzymd pii teplotdch 60 — 90 °C, fgemz
bakterialnim enzyrim prisuzuje vyssi termostabilitu. Nigam a Singh, (1908adi
enzymatickou hydrolyzu Skrobu jako prvni krok vyyoketanolu. Vyhodou
amylolytickych enzym stabilnich i pi teplotach vysSich 60 °C je minimalizace
mikrobialni kontaminace, dochazi ke zkraceni ¢aétho casu a zaroveje omezena

polymerace D-glukdzy na iso-maltozu (Nigam a Sirkfif5).
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Obr. 2: Schéma klasickéhotgmbu vyroby etanolu
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Zdroj: Otto et al., US2005/0026261A1

Smes je nasleddvudrzovana  atmosférickém tlakuipteplot 80 — 90 °C. Gibreel
et al., (2009) uvadi teploty 100 — 120°CiBnym olrevem parou (jet-cooking).
V téchto podminkach dochazi k hydrolyze Skrobovych kdlena kratSi partikule -
dextriny. Jejich délka je mezi 5 az 10 glukbézovymolekulami. Tato si&s je poté
ochlazena asi na 32°C a reakce je upravena na toghb= 4,5 — 5. Pro Upravu
reakce lze vyuzit kyselinu fosfamou (HPO,;) nebo kaly z destitanich nadrzi.
DalSi fazi je zcukeni a samotny kvasny proces. Kvasinky jsotevpdeny
do kapalného stavu a spolu s gluko-amylazou jsmapy do smisi. Gluko-amylaza
puasobi na 1-4 glykosidické vazby dexitina uvohuje tak molekuly glukdzy
a maltézy. Ty mohou byt nasletlayuzity kvasinkami pro vlastni tvorbu lihu. Tento
soulEzny proces zculeni a kvaSeni - SSF (Simultaneous Saccharificasind
Fermentation) je wezity ze dvou dvodi. Prvnim je, Ze vznikajici monosacharidy
jsou téngi ihned spatbovany kvasinkami. Takto Ize redukovat riziko rolkélni
kontaminace. Druhymitvodem je osmotickégsobeni jednoduchych cukrTim, ze
jsou rychle spdtbovany je udrzovano vhodné presli pro fist kvasinkové kultury.
V procesu SSF jsou pouzity enzymy pro&f&d sacharifikaci v podminkéach
fermentace tedy 30 °C oproti 40 — 60 °C. AvSakiii §SF jsou stale vysoké
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energetické naroky na likvifikaci (95 °C) a destild75 — 78 °C). Adhikari et al.
(US2010/0099156A1) proto fighdzi s metodou ziskavani etanolu pomoci
termofilnich mikroorganisiin Konkrétre Geobacillus sp. (MTCC 5319) a
Kluyoveromyces sgMTCC 5314). Pouziti termofilnich organidmede k vypusni

1 procesu zchlazovani ad&pvného zakevu snési.

Cely proces vyroby lihu metodou suchého mieti toeh48 do 72 hodin.
Vytezek ethanolu ) tomto zpisobu zpracovani je asi 0,281 Ipii obsahu ethanolu
ve snesi kolem 10 %.

Pro metodu SSF mohou byt ramvyuzity pSeniné mlyndské zbytky. Ty
vykazuji @i obsahu Skrobu cca 25 % vySSi produkci etanoRi6(3y/l) oproti
produkci z poskozené pséné mouky (34,1 g/l). DosaZzeny ¥yek tak pedstavuje
87 % vyezku z kvalitni pSerné mouky. Zajimave je ro¥a srovnani s vgZnosti
cukrové ttiny, kdy vy€Zznost z mlyngskych zbytki (0,49 L-etanolu / kg — mouky) je
skoro steji vysoka jako vydZnost z cukrovéitiny (0,5 I|.kg' — suché biomasy)
(Neves et al., 2006).

Yoshizumi et al. (US4514496) vyvinul postup zalofena starych
japonskych postupech vyroby alkoholickych ndipdfi uréité koncentraci zapary
lze ziskat bez vyrazného zakani a opakovanych Uprav pH fipact pouziti
vhodnych enzyrm vysoky fermenténi vyttZzek a asi o 40 % vySSi koncentraci
alkoholu ve fermentované $si. Autai uvadji pomer fedéni surového Skrobnatého
materialu :fedidlu 1:3,4 — 1:1,8. Jakiedidlo Ize vyuZit vodu nebo vodu ve &h
s tekutinou vypalik. Jako velmi vhodné oztiaje vypalky ziskané ip vakuovém
ziskavani etanolu. Vyhodou nizkého sttigaliivani sngsi je kron€ uspory energie
i nizka viskozita. Ta umdaitije vyuZziti vypalk i v podilu wtSim nez 50 % &i vode.
Lewis et al. (US2010/0041116A1) uvadi, Ze pokudijse snEsi vyuzity vypalky,
dochazi k dotaci média volnym amino dusikem (FAKery je vyznamnym
faktorem ovliviujicim rozvoj kvasinkové kultury. Podobmako Yoshizumi uvadi i
Lewis (US2005/0239181A1) nizké teploty pro procashsrifikace. Rvodem jsou
Mailardovy reakce, které probihajiipvysSich teplotach &aste&né tak dochazi
k vyvazani vyuzitelného dusiku ze zapary.

Autofi Youshizumi et al. (US4514496) uv@idvhodnost preparatu ziskaného
Z rodu Rhizopus. Jednim #wbdi je optimalni reaéni pH tohoto enzymu 4,6, které
je shodné s podminkami této metody (pH 4 — 5)édWitb podminkach vykazuji
enzymy Rhizopus sp.ét&i Einnost nez enzymy Aspergillus sp. Po 90 — 120 hod
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fermentace § teplo& 25 — 35 °C, davce zciljiciho enzymu 3,5 jednotky na gram
pavodni suroviny a davce kvasinek 2%lBunsk.ml* uvadi auté obsah alkoholu
12,2 -17,1 % obj. Naproti tomu Lewis et al. (US2@D231116A1) uvadi moznost
vyuziti i jinych zdroji amylaz stabilnich v kyselém présdi. Jako fiklady uvadi
dalSi rody jako Mucor, Candida, Coriolus, Endothiamnohé dalSi. Davkovani
enzymu je uvatho v mnoZstvi 0,1 — 10 acidostabilni amylazy (AFAH gram
vstupni suroviny. Dale uvadi, Ze je mozné pddpsacharifikaci pidanim
glukoamylazy v mnozstvi 0,1 — 6 jednotek glukoammylAGU) na gram suché
vstupni suroviny. Lewis uvaditippodobnych podminkach jako Youshizumi obsah
etanolu 18 — 23 % obj. po 45 — 96 hod. Dale uv&eligtSina tohoto alkoholu (az 80
%) je vyprodukovano v prvnich 45 hodinach. Bylon&k porovnano jaké zémy ve
vytéZnosti vyvola zmina davky enzymu v konvénim procesu a procesuimého
zcukiovani Skrobu. Pro porovnani byla pouzita acidosoigri fungani amylaza
SP288. Jsou uvédy hodnoty 21,3 % obj. etanolu @ifmého zcukovani oproti 20,6
% obj. u klasického procesu.

Lantero et al. (US2007/0281344A1) také uvadi methgdrolyzy granuli
Skrobu @i nizké teplot. Do Skrobové suspenze jéedanac-amylaza pi teplotach
pod bodem gelatinizace. Nejvhagii pH pro tuto fazi dopotiované autory je 4,5 —
5,5. Teploty, p kterych by smis nela byt udrZzovana seizni. Rozmezi teplot je
siln¢ zavislé na druh Skrobu, ale obéclze uvést rozmezi teplot 45 — 80 °C.
Pro jednotlivé druhy Skrobu uvadi atittato rozmezi teplot: janen 52 — 59 °C,
pSenice 58 — 64 °C, ale vysokoobsahova kicku67 — 80 °C. Doba trvani této prvni
faze s exogennimi amylazami je uvad mezi 15 min — 48 hod. Rathdavkaa-
amylazy se izni podle druhu Skrobu a podminek. Pohybuje seok&m rozmeni
0,001 — 50 AAU.gDS Tyto teploty umot#uji endogennim hydrolytickym enzymn
Stepeni oligosacharid Cilem tohoto procesu je ziskat suspenzi obsdhalgspa 10
% glukdzy. Jako navazujici proces autor uvadi fetae (i teplotdch 10 — 40 °C
po dobu 10 — 250 hod. Pro takovéto zpracovani ypmané zejména bakterialai
amylazy stabilni v kyselém préeti. Zejména se jedna @amylazy ziskavané
z druhi Bacillus subtilis, B. stearothermophilus, B. lexntuB. licheniformis,
B. coagulans a B. amyloliquefaciens.

V roce 1976 zavedl Ehnstrom (US3940492) do pro&SkE opateni, ktera
eliminovala nutnost fermentaciigruSovat. Problém jeeSen centrifugaci |iz

fermentované zapary.fiPcentrifugami jsou ziskavany 3 podilyisty zékvas,
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kvasinky a néistoty. Ziskané kvasinky jsou poté vraceny do fertori. Rebytek
kvasinek je z okruhu odebiran. Vznikly etanol pz& $nadno ziskdvat destilaci, aniz
by dochazelo k usmrceni kvasinek.

Lewis et al., (US2005/0239181A1) uvadi proces Sitbkeplotach v rozmezi
25 — 40 °C nebo 30 — 35 °C. Proces ale ¢hgd do dvou fazi, kdy v prvni fazi je
smes zaltdna a pak se necha poklesnout na spodni hraniti, 28 resp. 30 °C.
Pri této teplot je pak smis udrZzovana v ib¢hu druhé faze sacharifikace. Toto
rozc&leni je zdivodnéno v navaznosti na obsah alkoholu vessinNa zgatku SSF,
kdy je ve snisi jen malo alkoholu mohou vyS$Si teploty potipeznik zkvasitelnych
cukni a naopak v 2. fazi, kdy je inhilni pisobeni etanolu vysoké nejsou kvasinky
stresovany dalSi faktorem. Takovéto diferenciovaodminek v pibéhu procesu
SSF miize zvysit vygZek etanolu. Inhiknim pisobenim etanolu a jeho omezenim se
zabyval jiz Boeckeler et al., (US2440925), kteryadivjako jednu z moZzZnostitip
dosaZeni wité koncentrace etanolu uvhitermentoru odejmoutést tekutiny. Z ni
potom odstranit etanol pomoci snizeného tlaku anéhiv oltevu, tak aby
teplotni faze sacharifikace, tak v p&gi praci (US2010/0041116A1) uvadi 2 faze
s iznymi hodnotami pH. V prvni fazi, kdy dochéazi k @ih z&izeni, jsou uvathy
nizké hodnoty pH (3 — 4,5), které omezuji rizikkktieaialni kontaminace. V druhé
polovir¢ sacharifikace Ize zvySit hodnotu pH (4,5 — 6).0l'lgbdnoty jsou vhodijsi
pro rist kvasinkové kultury.

Otto et al.,. (US2005/0026261A1) prokazali, Zze prmoho kvasnych
piipravki pouzitelnych pro vyrobu etanolu jéiprocesu SSF optimalni teplota 32
°C. S naiistem teploty roste podil zbytkové glukozy a klegtEzek alkoholu.

Adhikari et al. (US2010/0099156A1) fiphazi s odliSnym zjsobem
hydrolyzy a fermentace Skrobu. Uvadi obausgby ziskavani etanolu, tedy
odcElenou hydrolyzu a fermentaci, ale i proces SSF. faZdvého zpisobu uvadi
sacharifikaci a likvifikaci Skrobu s pouzitim extedularnich enzyiin bakterii
Geobacillus sp. (MTCC 5319)tipteplotach v intervalu 40 — 80 °C a pH 5 — 7.
Naslednym procesem je fermentace termofilnimi drulijyoveromyces sp.
(MTCC 5314) pi 40 — 100 °C a pH 4,5 — 5,5 s naslednou kotmémestilaci.
Ve variané SSF uvadi pouziti stejnych mikroorganisniisi se vSak podminky
prostedi: teplota 40 — 60 °C a pH 4,5 — 5,5. Nppd oddtlenych proces

sacharifikace a fermentace byla koncentrace etardoBu % v zapge ziskana
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nejrychleji (Bhem 30 hod) $ teplot 55 °C. V gipad SSF Ize stejné koncentrace
dosahnout ¢hem 22 hodin # teplo& 60 °C. Pro k dosazeni stejné koncentrace
béhem 30 hodin jefeba teplota pouze 50 °C.

Enzymy pouzivané ve &8iné provoZi jsou vysoce nakladnou polozkou
vyroby. Systémy do kterych jéeba dodavat velkd mnoZstvi nového enzymu jsou
ekonomicky neefektivni. Zivotnost enzym procesech SSF jestginou delsi neZ je
doba zdrZeni sési v reaktoru. H zpracovani Skrobu metodou SSF je tedy vyhodné
na konci procesu zre&ki snesi odstréaovat enzymy. Toho lze dosahnout
prostednictvim magneticky citlivych nadéstic. Tyto ¢astice musi mit takové
vlastnosti, aby se na jejich povrch byighuSny enzym schopny adsorbovat. Enzym
je prichycen k povrchu no&e tak, aby byla zaji§ha moznost spravné orientadeiv
substratu. HRslusny enzym je pak zreak snesi odstréaovan prostdnictvim
magnetického pole (Ingraham et al., US 2011/0020€B4

4.7.1.1. GSHE Granular starch hydrolyzing enzymes — Enzymy
hydrolyzujici granularni Skrob

Konvertni metody suchého zpracovani zrna vyZzadujitizahi sngsi
souwasre s gidanim termostabilni-amylazy nad teplotu gelatinizace, ktera je asi 60
°C a liSi se podle jednotlivych tygkrobu. Sodhi et al., (2005) uvadi teplotuiedi
az na 100 °C,ipniz dojde v procesu gelatinizace ke zvySeni vdggoProces je pak
nutno spojit pidanim termostabilnti-amylazy s procesem likvifikace a snizit tak
viskozitu.

Déle jsou pidany glukoamylazy pro tvorbu glukézy. GSHE je ésmu-
amylazy a glukoamylazy, ktera je schopna hydrolgt@urovy Skrob ib teplotach
nizsich nez 60°C.1iikladem niize byt enzymatickyifpravek Startem 001, ktery je
schopny hydrolyzovat Skrob na fermentovatelné cykiryeplotach do 48 °C. Tento
piipravek tak dok&ze nahradit procesy likvifikaceaaharifikace a fimo uvohuje
zkvasitelné cukry. DalSi vyhodou je, Ze nedochéaakkvelkému posSkozeni protéin
které jsou Iépe zhodnotitelé jako vedlejSi produl@ybreel et al., 2009). To ma za
nasledek nejen zjednoduSeni celého procesu (vynetikdfikace), ale i podstatné
snizeni naklail DalSim pinosem tohoto Zjsobu zpracovani je kramsnizeni
nakladi na oltev nizsi viskozita zapary, takZe je mozné i sgadierpat a zvysit tak
kapacitu z#izeni (Robertson et al.,, 2006). NizSi viskozita nédv umozuje

efektivrejSi hydrolyzu gluk6zovych polymérNeves et al., 2006)
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GSHE Ize vyuzit i B takzvaném ,enzymatickém mleti“. To sfjea v 2 — 3
hodinové inkubaci zrn s GSHEMem niz dojde k uvolimi fermentovatelnych cuir
z klicku a vlakninové frakce. &em tohoto procesu dojde k fistu specifické
hmotnosti Skrobovych latek, takzeddk a vlakninova frakce mohou byt odstrian

na zaklad rozdilné hmotnosti (Vidal et al., 2009).

4.7.2. Mleti za mokra
Tato metoda zpracovani zrna je zaloZzena na mysledsearni ¢asti zrna,

které obsahuji latky, které nejsou vhodné pro wrethanolu a jejich nasledném
zpracovani pro jiné dely (obr. 3). Do odd&ovanych ¢asti pati zejména kikiek
a osemeni. Tytéasti zrna maji nizky obsah Skrobovych latek, napootu vykazuji
vysoky obsah bilkovin, tuka vlakniny. Prvnim krokemipzpracovani zrna touto
cestou je maceracetifi se zrno po 30 — 36 hodin Mdii teplog 52°C viedkné
kyselire fosfore&né. Ve snisi dochazi k rozvoji bakterii rodu_actobacillus Tyto
bakterie produkuji zejména kyselinu kréu, coz vede k dalSimu okyseleniésm
(Nichols et al. 2006), Béhem tohoto procesu dochéazi vlivem kyselého pedst
k zméknuti a bobtnani zrna, fgruseni disulfidickych vazeb mezi bilkovinami
a Skrobem v endospermu a uwsin Skrobovych zrng¢imz je zrno pipraveno
rozcleni na jednotlivé frakce (Johnson a May, 2003).

Po procesu ni&ni je nejprve ze zrna vydlan klicek. Z klicku jsou nasledh
odstraiovany jednotlivé frakce. Nejprve je odstéan olej, nasled& Skrob
a bilkovina. Bilkovina je od Skrobu odsimvana centrifugaci a nasledne

vysusena. Vlaknina je opakovapromyvana tak, aby byl odstianvSechen Skrob.
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Obr. 3. Schéma suchého a mokrého zpracovani abiwo vyrobu etanolu
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4.7.2.1. Zpracovani Skrobu
Takto ziskany Skrob je jeStnékolikrat promyvan, aby byly odstrany

vSechny bilkoviny. Nasledrje Skrob pevadn na zkvasitelné cukry. DalSi postup je
podobny mleti za sucha. Do ziskaného Skrobu, keenyroztoku je fidana alfa-
amylaza a s&s je zaliata na 90°C. Tato metoda se lisi tim, Ze vSecHaeaatylaza
je priddna uz ped zaltivanim. Po dekompozici Skrobu na dextriny jgd@ana
glukoamylaza a pulanasa (Nichols et al.2006fulanaza je filavana pro dobré
odcklovani isomaltosy, ktera se nachazi na misteétheni Skrobovych molekul. Po
zcukieni jsou monosacharidy vyuzity pro vlastni tvorthaeolu. Produkce ethanolu
je piiblizng 0,260 LI,

4.7.2.2. VedlejSi produkty
Procesem mleti za mokra je ziskavéada vedlejSich produkt Extrahovany

olej miZe byt vyuZzit nafiklad do kuchyiskych olefi. Vznikajici oxid uhléity maze
byt jiman, stldovan a naslednprodavan k dalSimu vyuziti. Ziskanou bilkovinu je
mozné vyuzit jako komponent krmnych &hpro hospodédka zvtata. Lze ziskavat

i n¢které dalSi produkty jako enzymy nebo barviva. Dgdéodukty Ize ziskat
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prevedenimcasti ziskaného Skrobu na jiné zpracovani. Zejméngedna o vyrobu
biologicky odbouratelnych polymir Proces mleti za mokra je tak prai

a dokaze Iépe reagovat na pozadavky trhu.

4.7.3. Solid state fermentation
Tato metoda fedstavuje dalSi moznost vyroby alkoholu. Bylo jibyedeno

mnoho pokus, které odhalily vhodné druhy mikroorganismreakenich podminek.
Tento zfisob zpracovani, ktery se v sagné dob pouziva pedevsim pro ziskavani
mikrobialnich produkt, zejména enzyin ale Ize ho pouZit i pro vyrobu etanolu,
Pandey (2003) definuje jako fermentaci bez (neb@itébez) volné vody. Substrat
ale musi obsahovat dostatek vody pést rmikroorganism. Jako hlavni vyhody
procesu autio uvadji mensi energetickou naneost, még vyprodukované odpadni
vody, takZze nedochazi k vysokému zatiZzeni Zivotrphustedi. DalSi podstatnou
vyhodou je, Ze diky nizké akti¢itvody neni substrat infikovan nezadoucimi
mikroorganismy, které se vyskytuji ¥inych technologiich. Aktivita vody je tedy
jednim ze z&kladnich kritérii vgtu vhodného mikroorganismu. Pokud jsou
zajiseny vhodné podminky, tak jsou ziskavany i vysok&iky produkfi (Pandey,
Soccol a Mitchell, 2000).Sree et al. (1999) uvéd rozdily ve vyE€Zzku etanolu fi
pouziti termotolerantnich kmérs. cerevisiaes procesu Solid State Fermentation a
klasickém procesu ziskavani etanolii. (focesu Solid State Fermentation ujad
vytéZzek 6 g ze 100g substratéi 87 °C a 96 hod. inkubacetiklasickém zgsobu
uvadsji vytezek pouze 3,5 g.100g F¥i zvySeni teploty na 42 °C pak dochazi

k poklesu vy&zku na 3,2 g, respektive 1,5 g u klasického procesu

4.8. Vlivy na hydrolyzu
ZlepSovani strukturalni stability enzynma velky vyznam pro jejich pouZiti

v riznych od¥tvich pimyslu (Yadav a Prakash, 2009).

Prvni metodou hydrolyzy Skrobu byla kyseld hydralyzktera byla
v pramyslovém mdtitku pouzita jiz 19. stoleti a preferovana byladay 70. let 20.
stoleti. Jeji roz&éni bylo zmisobeno pedevSim jednoduchosti a univerzalnosti.
V roce 1940 fichazi Fetzer et al. (US2210659) s vylepSenim metakl, aby bylo
dosahovano takového wku dextrozy, ktery by se bliZil teoretickému &&Ku.
DalSi vylepSeni kyselé hydrolyzy zavadi Stephen8d83607395). Ten fava
Skrob do okyseleného a zakeho média. Pro okyseleni vyuziva 1 — 5 % hm.

kyseliny chlorovodikové (HCIl) z hmotnosti hydrolyamého Skrobu. Uvadi, Ze
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dochazi k omezeni sgeby 0 8 — 12 % oproti klasické kyselé hydrolyzea Ryselou
hydrolyzu jsou vyuzZivanyredné roztoky kyselin. Proces probih&i geplot
102 - 150 °C. Tyto podminky vedou ke korozitizani, vzniku nezadoucich
produkti, omezeni vyiZku a v neposledniact jsou vysoce ekonomicky nanwe
(Robertson et al., 2006). Metody chemické hydmplygou v sodasnosti
nahrazovany metodami enzymatickymi. Jsou hleddkgvta podminky, aby proces

byl energeticky nenatoy, ale sotasre efektivni.

4.8.1. Teplota
Jednim z hlavnich vliyy které ovliviuji prabéh hydrolyzy je teplota.

Optimalni teplota se &mi s pouzitym enzymem, viz. obr. 4 (Nigam a Sirnt$n5).

Obr. 4: Optimalni teplotg-amylaz a glukoamylaz

Optimum
Molecular temp.
Microbial sources weight (*C)
a-Amylases {endoenzymes hy-
drolyzing o-1,4 linkages)
Bacillus subtilis var. amylosac-
charificus 41,000
Bacillus amyloliquefaciens 49,000 70
Bacillus licheniformis 62,000 20
B-amylases (hydrolyzing 1.4-
glucosidic bonds)
Bacillus cereus var. mycoids 35,000 50
Bacillus circulans 53-63,000 60
Bacillus megaterium NCIB 9323 35,000 50
Bacillus megaterium NCIB 9376 32,000 50
Bacillus polymyxa 59,000 37
Bacillus polymyxa 44,000 45
Baciflus sp. IMD 198 58,000 &5
Bacillus sp. BQ 10 160,000 45-55
Pseudomaonas sp. BQ 6 37,000 A5-55
Optimum
Molecular temp.
Microbial sources weight (°C})
Aspergillus awamori 83,700-88,000 60
Aspergifius niger | 99,000
Aspergillus niger || 112,000
Aspergillus oryzae | 76,000 60
Aspergilius oryzae || 38,000 50
Aspergillus oryzae |ll 38,000 40
Aspergillus saitof 90,000
Cephalosporiurm eichhormonie 26,850 45-62
Lipemyces kononenkoae 811,500 50
Mucor rouxianus | 59,000 55
Mucor rouxianus |l 49,000 55
Penicillium oxalicum | 84,000 5560
Penicillium oxalicum | 86,000 60
Rhizopus delemar 100,000 40

Zdroj: Nigam a Singh, 1995
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P pouZziti a-amylazy zAspergillus awamora protedzy Aspergillus oryzae
jsou optimalni teploty 60 °C a 55 °C (Wang et a007). Naproti tomu proao-
amylazu 1l (A6380) ziskavaneéBacillus sp.je optimalni teplota 50 £ 2 °C.{iP
zvySovani teploty nad 55 °C jiz dochazi k ireveitnibteplotni inaktivaci enzymu.
Pridavek kosolventu do roztoku enzymu prokazatsimzuje inaktivaci. Stabilizai
efekt je vyraz@ zavisly na pouZzité koncentraci kosolventu, kdysiy&oncentrace
maji vySSi stabilizéni efekt. Jako kosolventy lze vyuZzit trehalozu, cghyl,
sachardzu, sorbitol.FfRemz jejich stabilizéni efekt klesa v tomto padi trehal6za >
glycerol > sachar6za > sorbitol. Bod tepelné dewaawl pro a-amyldzu byla
stanovena na 61 +1°C. Pédani 40 % trehal6zy tato teplota stoupla az naBL
(Yadav a Prakash, 2009).

Byl prokazan vliv objemu za&fvané smisi na dobu pdebnou pro jeji otati
na potebnou teplotu. # dlouhém zakivani dochazi k vyraznému snizeni aktivity
glukoamylazy. Nasledn pri nizké aktivie glukoamyldzy dochézi ke zvySovani
viskozity. Zejména u s#si svysSSim obsahem surového materialu, tj. asi
300 g-t(Wang et al., 2007). Zoby jak tomuto zabranit jsou dva. Jednimijeat
do sn&si takové mnoZzstvi glukoamylazy, které zaru po zaltivani dostaténou
aktivitu enzymu. Druhym Zsobem je jak dosahnout simultanni gelatinizace je
zmenseni reakiho objemu. Simultanni hydrolyza Skrobu sniZujeéigdanou dobu
pro téngt plnou hydrolyzu asi na 24 hodin. Wang et al. (900vadi, ze fi pouziti
enzymu z Aspergilus awamori byl Skrob hydrolyzowza®o, 2 %, ale bylo uvoémo
jen 11,2 % z dusiku vazaného v mouce. Také Wal@4QA35965) popisuje postup,
jak tomuto jevu pedejit a zarouve vytvorit vysoce koncentrovanou suspenzi
pii podminkach pro vyuZiti termostabilnich enZynPaatenim materiadlem je
zapara (DE = 1 — 25 a az 40 % hm. suspendovanyek).& této zapae je poté
pifidavan Skrob P podmnikédch, které nevedou k jeho gelatinizaciuc8@erg je
mozné pidavat a-amylazy. V této fazi je teplota volena podle oginFislusného
enzymu. Zejmeéna je dopamvana amylaza Bacillus licheniformis. Poté co dojde
k likvifikaci je mozné zvysit teplotu az na 90 —510C, aniz by dochazelo ke
gelatinizaci
a zvysovani viskozity. Timto postupem je mozné atisuspenzi s obsahetastic
vétSim nez 70 % hm.

Bobtnavost Skrobovych zrn davdeppoklad dobrému fpbéhu hydrolyzy.
Bobtnavost je ovlivéinatadou faktoii: sloZeni obilného zrnagipomnosti komples
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lipid-amyléza, ale takéréba ptibchem teplot Bhem pstovani, kdy vySSi teploty
podporuji vznik krystalickych struktur uvhitSskrobovych zrn. Ty pak nasletin
zpasobuji zvySeni teploty gelatinizace (Tester a Kiaikal996).

4.8.2. Enzymy degradujici Skrob
Primyslové zpracovani Skrobu na jednodusSi cukry (@eanglukozu) je

klicova operace vyroby etanolu, ale i jinych &V (Labeille et al., 1997). Metody
enzymatické hydrolyzy se vyragrrozviji od poloviny 20. stoleti. V roce 1940
patentovali Dale a Langlois (US2201609) vyuZziti Ixawych amylaz pro hydrolyzu
Skrobu. V roce 1946 patentovali Dale a Langlois zitdukomegné dostupnych
enzym.

Hydrolyzy Skrobu se dastni rkolik enzymi. Jsou to: a-amylazy
(E.C.3.2.1.1), glukoamylazy (E.C.3.2.1.8)glukosidazy (E.C.3.2.1.20), isoamylazy
(E.C.3.2.1.68) ap-amylazy (E.C.3.2.1.2).a-amylazy &pi vazby 1-4 uvnit
glukbzovychietzca (obr. 5). Jejich fisobenim vznikaji dextriny. Isoamylazyggt
vazby 1-6 a rozruSuji takétweni amylopektinuB-amylazy pak &pi vazby 1-4
postup od neredukujiciho konce glukézového polymeru adpkaji maltozu.
Glukoamylazy jsobi gedevsSim na vazby 1-4 a produkjglukézu. Glukosidazy
pusobi vyhrada na vazby 1-4 a produkuji-glukézu (Robertson et al., 2006). Jako
zdroj glukoamylaz uvadi Nigam a Singh (199%gpergilus nigera rod Rhizopus.
Jako zdroj pulandz (E.C.3.2.1.41) potom zejménKlebsialla pneumoniae

aBacillus acidopullulyticus

4.8.2.1. - amylaza

Mrivriw s

odwtvich pimyslu. Vhodnym zdrojenax-amylaz jsou skteré druhy rodwBacillus.
Zejména jsou to druhyBacillus subtilis, Bacillus amyloliquefacines Bacillus
licheniformis (Sarikaya et al., 2000). Dettori-Campus et al.9¢)9uvadi, Ze
pouziti a-amyldzy B. stearothermophiludlNCA 26 a teploty 60 °C je nejlépe
hydrolyzovan Skrob jamene. Nigam a Singh (1995) uvadi jako zdwegmylazy
rovneéz Aspergillus oryzae

Sarikaya et al., (2000) upozmie, Ze B-amyldzy misobi na surovy Skrob
mére neZa-amylazy. Zarovie vSak uvadi, Ze bakteriadlftamylazy jsou efektivjsi

nezp-amylazy rostlinnéhotgyvodu.
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Obr. 5: Jednoduché schéme&p&ni amylopektinu
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Zdroj: Wageningen UR, 2011

Enzymaticka hydrolyza se sklada ze 3 Krolgelatinizace, likvifikace
a sacharifikace. V gmyslovém ngiitku se pro gelatinizaci vyuZiva v tryskou
(jet-cooker), kterou se Skrobova kase misi s pgafoteplot 100 — 175 °C (Van der
Maarel at al., 2002). Crabb a Mitchinson (1997) d#jiav procesu likvifikace
nahrazeni AABacillus amyloliquefaciensermostabilgjSimi a-amylazamiBacillus
stearothermophilusebo B. licheniformis Uvadi se, Ze ip pouZziti dvou @iznych
skupina-amylaz v procesu likvifikace dojde ke zvySeni priocke etanolu (Forrester
et al., US 2011/0033907 Al). Tento proces probihaysire Skrobové kase asi 30 —
35 %. ZvysSeni koncentrace&tiem enzymatické hydrolyzy e poskytnout vyssSi
produktivitu a vysSi enzymovou stabilifDeCordt et al.,1994). ZvySeni koncentrace
Skrobu vSak vyZaduje zvySeni teploty fietiné pro Uplnou gelatinizaci. Naviéi p
zvySeni koncentrace dojde ke zvySeni viskozity@mtiry, Ze je vyloteno pouziti
klasického ,jet-cookeru®. Eliminaci tohoto problémektefi feSi vyuZzitim extrudéru
(Blanche a Sun, 2004). Doba setrvangsinv extrudéru je vSak omezena a tak neni
mozné dosédhnout vysokého dextr6zového ekvivaldptkud je vyZzadovan &tsi
DE, lze za extrudér tadit ,komorovy reaktor’. DalSi moznosti je vyuziti
likvifika ¢nich prepardi Pro Uplnou gelatinizaci 50, 60 a 70 %¢siskrobu a vody
jsou potebné tyto teploty: 85, 105, 130 (Baks et al., 20(upa& gelatinizace
rovnéz stoupda s otkami extrudéru. Pokud jsou tyto extrudovan&sinvyuzity pro
naslednou hydrolyzu, vykazujiizné vysledky. B nizkém pondru enzymu Wi
substratu dochazitipzvySovani koncentrace substratu ke snizovani ykoel Ri
vysokém pordru enzymu ic¢i substratu vykazuje nejt8i produkci 60% sis (1,4

mmol/g po 24 hodinach). Hodnota DE po enzymaticikérdlyze neni zavisla na
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stupni gelatinizace. Dextr6zovy ekvivalent vykazyjémou zavislost na po#nu
enzymu wci substratu. Déle je také zavisly na ddiydrolyzy. DE ziskany po 3
hodinach hydrolyzy je nizSi nez po 24 hodnach (Batkal., 2008). Hodnota Kpro
a-amylazu zBacilus licheniformisje 1,2 g/l a je nezavisla na tegaiDobreva,
Ivanova a Emanuilova, 1994yankov et al. (1986) upoziwje na to, ze koncentrace
Skrobu nad 300 g/l #obuji zpomalovani hydrolyzy préstnictvim a-amylazy
zBacilus licheniformis Rovréz tak pidavek glukézy vyvolava zpomaleni
hydrolyzy. Baks et al. (2008) zjistil pmérnou zbytkovou aktivitw-amylazy po 1 a
24 hodinach 84 % a 67 %iiPouZziti 20 % Skrobové sfai byla tato aktivita po 1 a
24 hodinach 63 % a 2 %. Z tohotdvddu se pouziti koncentrovgii Skrobové
smesi jevi vyhodrjsi.

Pro a-amylazu ziskanou Bacillus licheniformisuvadi Richardson et al.
(2002) optimalni podminky 90 °GipH 6. To vyZaduje fidavek C&" pro zajigni
dostaténé termostability. Tyto podminky se vsSak liSi oddpdnek ve wtSing
pramyslovych zavodl, kde je enzym vyuzivan.tiPhydrolyze Skrobu se &sSinou
pouziva a-amylaza spokn¢ s glukosidazou. Nejoptim&ij$i reakce prosedi
pro pisobeni glukosidaz nabyvdilplizné hodnoty pH = 5. Problémem je, Z&Sina
a-amylaz vyzaduje vySSi pH-amylaza ziskana z drulgacillus sp.PS-7 vykazuje
optimum g pH = 6,5 a vykazuje vysokou aktivitdigppH 6 a 5, coZ je rowi oblast
vysoké aktivity glukosidaz. Rezidudlni aktivitadétamylazy je pi pH 5 —-5,5 96 —
98 % po 90 minutach inkubace (Sodhi et al., 20@3tes et al. (US7727726B2)
uvadi variantu likvifikace bez pi@by Upravy pH a za relatigmizkych teplot.

Pokud je jako surovina pouZzita fietna pSenind mouka, jsou ied
zapa@etim sacharifikace nutné miniméIin2 hodiny likvifikace. To sice vede
ke zvySeni dextr6zového ekvivalentu, atezikraceni procesu likvifikace je viskozita
mladiny tak vysoka, Ze nedovoluje efektivni hydmiyglukézovych polymeér Pro
aplnou hydrolyzu surového pSéného Skrobu jsou uvédy hodnoty 16 hodin
likvifikace a sacharifikace oproti 6 hodinam peasteny Skrob (Montesinos a
Navarro, 2000).

Elektronova mikroskopie (Planchot, Colonna a Bnleb997) odhalili, Ze
puasobeni alfa-amylazy probiha ¥kolika krocich. Enzym nejprve v povrchu
Skrobovych zrn vytvid dalky. Pak pronika fes dilky do vnittnich kanalk zrn

a teprve potom rozklada Skrobova zrna zé\mit obr.: 6) .
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Rovrez dalSi vyzkumy dznych druli a-amyldz prokazaly vysoky stupe
hydrolyzy pSeniného Skrobu i) 60 °C: a-amylaza Bacillus sp.96,2 %,Bacillus
licheniformis 99,02 %,Aspergillus oryza®1,14 % po 90 min procesu-amylaza
z Bacillus licheniformisrovrez vykazuje pi teplotach do 60 °C nejvySSi zbytkovou
aktivitu. Stup@ hydrolyzy i zbytkové aktivita se liSily v zavislbsiejen na pouzitém
enzymu, ale i na druhu Skrobu. Z toho vyplyva, &dg¢ba optimalizovat podminky

pro specifické kombinace Skrobu a enzymu (Crablctison, 1997).

Obr. 6: Hydrolyza Skrobovych zrn typu A

Zdroj: Li et al., 2004

4.8.2.2. Glukoamylaza
Glukoamylazy pouzivané v lihovarnickémuapryslu se obvykle ziskavaji

z Aspergillus nigemebo drufi rodu Rhizopus AvSak je preferovana glukoamylaza
Aspergillus niger, jelikoZ vykazujestsi odolnost vysokym teplotdm (60 °C proti 55
°C). Jejich nevyhodou je, Ze samowblwykazuji utitou transglukosidazovou
aktivitu. To vede k produkci nezkvasitelnych oligobaridi, jako je isomaltéza. To
ma za nasledek nizsi wek glukézy. Vyhodou prepatatziskanych Aspergillus
niger jsou jejich proteolytické a celulolytické ¢iaky, pii kterych vznikaji
kvasinkami vyuZzitelné Ziviny a zarovelochazi i k poklesu viskozity (Labeille et al.,
1997)

Byly pozorovany synergické ¢inky mezi o-amyldzou jémene
a glukoamylazou_entinula edodes V kombinaci zvySuji miru hydrolyzy asi 3x
oproti sung individualniho fisobeni. Zminy pongru enzynii za gedpokladu, Ze
celkové mnozstvi istava stejné, nemaji vyrazny vliv intenzitu hydmyly AvSak
pokud je mnoZstvi jednoho enzymu zachovano a ag/$hnozstvi druhéhodmi se
intenzita hydrolyzy. V fipact zachovani mnozstui-amylazy a zvySeni mnozstvi

glukoamylazy nebylo zvySeni intenzity hydrolyzy wgmné. AvSak ip zachovani

32



glukoamylazy a zvySeng-amyldzy byl naist zn&ny. Lze to picist tomu, Ze
pusobenimu-amylazy vznika vysSi get neredukujicich koriicglukézovychietzal,

ne kterych fisobi glukoamylaza (Wong et al., 2007).

4.8.2.3. Enzymy je¢ného sladu
MacGregor a Ballance, (1980) rozliSuji ¥fjém sladu 2 typyi-amylaz.a-

amylaza | vykazuje vysokou afinita® Skrobovym zriim typu A waxy Skrob, po

5 hod g 35 °C bylo hydrolyzovano 72,5 %dadhto zrn. U zrn typu B waxy Skrékio
bylo jen 38 %. U normalnich Skrolprobshla hydrolyza z 40 — 45 % zrn obou typ

U zrn typu B probihala hydrolyza zgaiku silré progresive, kdy po asi 2 hodinach
se rychlost hydrolyzy vyraznsnizila, zatimco u zrn typu A probihala hydrolyza
témet linearre (viz. obr. 7). a- amylaza Il vykazuje ip stejnych podminkéach
podobné vysledky. Velkd i mala zrna waxy Skrobu aarzrna normélniho Skrobu
byla hydrolyzovana z 42 — 45 %. Velk& zrna norni@ngkrobu, ktera tud hlavni
slozku j&néeho Skrobu, byla po 5 hod hydrolyzovana pouzeza&si%, i kdyZa-

amylaza Il tvéi hlavni slozku amylaz sladu (viz. obr. 7).

Obr. 7: Rozpousghi jecného Skrobu i 35 °C

G0

O SMALL, MORMAL
» SMALL, WAKY
I~ O LABGL HORMAL
B LARGE, WAXY

STARCH SOLUBILISED, %

TIME OF INCUBATION, hours

Zdroj: MacGregor a Ballance, 1980

V prvnich asi 5 — 10 minutach byla intenzita hygiegl velmi vysoka, poté
intenzita poklesla. To jef@itano rychlejSi hydrolyze poskozenych Skrobovya, zr
ktera maji ¥tSi specificky povrch. Rowi u tchto enzymi byla pozorovana
hydrolyza Skrobovych zrn typu A zewhiten a u Skrobovych zrn typu B povrchova
hydrolyza.

Jena a-amylaza se jevi jako velmi vhodna pro hydrolyzuerp&ého
Skrobu(Lim, Macdonald a Hill, 2003). Vyraznym prébiem i jejim vyuziti je jeji
znand deaktivace. Ta dosahujg #5 °C az 1 % &em 1 hodiny (Hill, Macdonald
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a Lang, 1997). Stabilizace enzymu vyr&azmezi spatbu enzymu, coz se vyrazn
stability je pouziti imobilizovaného enzymu. Imobdvana jéna a-amylaza je
schopna hydrolyzovat pS€na Skrobova zrnaip teplo€ nizsi, nez je teplota
gelatinizace. Idedlni podminky pro takovyto enzyntgplota 40 °C, pH 4,5; obsah
iontu vapniku 0,002 M a tofpdavce enzymu 30 mg.fhl Imobilizovana amylaza je
schopna hydrolyzovat Skrobova zrna az do 100 mgb$ktych zrn na ml s finalni
konverzi 90 % &hem 24 h. Bhem prvnich 8 h dojde k hydrolyze vice nez 60 %
Skrobu. | u imobilizovaného enzymu vSak dochazihibici produkty, tedy maltézou
a glukézou. Vysledny hydrolyzatippouZziti imobilizované jgné amylazy vykazuje
obsah maltozy asi 60 % a 40 % vysSich @ukdbsah glukozy je ale velmi nizky
(Lim, Macdonald a Lang, 1997). Velmi nizky obsabkglizy v hydrolyzatu zniuje

i Z&tkova a Kvasrika (1994) pi hydrolyze pSeriného Skrobu pomoci p$éného
sladu.

4.8.2.4. Enzymaticka aktivita semen obilovin
V suchych semenech obilovin (pSeniceinjenu, ryze) nebyla registrovana

aktivita a-amylazy. Ta ovSem velmi prudce ugtd se z&tkem procesu kieni.
V anoxickém prosedi je schopna indukovat-amylazu pouze ryze. Aktivitf-
amylazy v suchych semenech ryZze je prakticky nuldvaproti tomu u pSenice
a je&mene je tato aktivita v suchych semenech vysok@gcMeni je B-amyladza
piitomna jak ve volné forg tak vazana na Skrobova zrna. U pSenicetmgae je
aktivita B-amylazy vysoka v anoxickém préstli. S aeraci jeji aktivita klesa.
Nicmére samotn@3-amylaza neni schopna degradace Skrobu (Gugliettniteal.,
1995).

4.9. Hydrolyza a ultrastruktura je  éného Skrobu
(Li et al.,, 2004) ve své praci dokladaji vliv zdroalfa-amylazy a pouziti

raiznych odtd jeémene na efektivnost enzymatické hydrolyzy Skrobbvyarn
a nasleda vytéZzek alkoholu.

Vnimavost éznych druli Skrobu byla zaznamenana jizive (Colonna,
Leloup a Buléon, 1992).

Skrob bezpluchého Jeene je v mnoha vlastnostech podobny 3$krobu
kukutice (Li et al., 2001). Gérard at al. (2001) updizge na to, Ze nejzazSi mira
hydrolyzy je ovliviena obsahem krystalittypu B. Li et al. (2004) ve své préaci
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dokladaji, Ze hydrolyza Skrobovych zrn probihd damaw. Dale upozatuji
na rychly ptibéh hydrolyzy v péateni fazi a nasledny progresivni pokles. Rychlost
hydrolyzy je v Gvodni fazi sikhzavisla na druhu Skrobu a druhu pouzitého enzymu.
Waxy Skrob byl naruSenébem pokusu nejvice a to bez ohledu na pouzity enzym
Pii pouZziti a-amylazy z prasg slinivky byly zrna waxy Skrobu rozruSena po 72
hodinach z 97 %. U Skrobu s vysokym obsahem amylarybylo jen 91 %.
Pri pouziti amylézy AAG Aspergilus Niger bylo pozorovano mnohem mensSi
rozruseni povrchu skrobovych zrn. U waxy Skrob@&733 % u vysokoobsahového
Skrobu a 30 % u normalniho Skrobu. Za kritické kol€ parametry hydrolyzy
Skrobu je povaZzovana dostupnda plocha povrchu Skyahozrn a dinnost vazani se
enzymu k povrchu zrn. Huber a BeMiller (2000) tyrt# otvory a vninhi kanalky se
v zrnech vyskytuji prozeré a tvai tak vhodna mista pro navazani enzymu.
A vyswtluji tak rychlejSi piibéh hydrolyzy waxy Skrobovych zrn bezpluchého
jeémene. IntenzivgSi hydrolyzu u bezpluchého gmene zmiuje i Gibreel et al.
(2009). Skrobova zrna u gmene s normalnim a vysokym obsahem amylézy
vykazuji podobnou velikost mezi 6,7 — @B v praméru. Nicméré Skrobova zrna
s vysokym obsahem amyl6zy vykazuji vysi stupedrolyzy v p@ateeni fazi nez
zrna s normalnim obsahem. Li at al. (2001) to wisgji tim, Ze vzhledem kd&Simu
mnoZzstvi (az 38 % hmotnostnich) zrn 8mérem do 10um u j&mene s vysokym
obsahem amyldzy. To ma za nasledeitS®ni reakni plochy.

.Elektronovou mikroskopii bylo prokadzano, Ze&i goouZziti a-amylazy
z veffové slinivky dochéazi k naruSeni povrchu Skrobovyeh uz po 1 hodi
Na povrchu zrn byl ujigh vyskyt kruhovych az elipsovitych otwoi(0,3 — 3um
v praméru), které pronikaly do zrn skrzkolik rastovych vrstev zrna. RozruSeni
bylo nizSi u Skrobovych zrn s normalnim a vysokymsahem amylézy. Ugkterych
Skrobovych zrn dochazi kijstivému“ oteweni Skrobového zrn&imz se odhalili
jejich vnitini struktura (viz. obr. 8). To Li at al., (2004) swtluji tim, Ze dochéazi
k strukturalnimu zeslabeni v oblasti ekvatorialovimy v procesu hydrolyzy, nebo
poSkozenim Skrobového zrna v procesu izolovani bgkroloto roztistni bylo
¢astji pozorovano u waxy zrn nez u zrn s normalgineysokym obsahem amylézy.
Podobna struktura rozruSeni Skrobovych zrn byleoppAna i u pSenice (Evers a
McDermott, 1970) agkterych jinych druli. Li at al. (2004) prokazali po 3 hodinach
hydrolyzy prostednictvim PPA, Ze v dalSi fazi hydrolyzy dochazokruSovani zrn

v mistech pvodniho naruSeni z@dchozi faze a ne k tvarmovych reaknich mist.
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Dale po tech hodinach pozorovali, Ze u mnohych zrn waxy Ekrdoslo k jejich
fragmentaci, zatimco u Skrobova zrna s normalnivgsakym obsahem amylézy si
udrzovaly swj tvar. U €chto nefragmentovanych zrn prokazali vyskyt jakési
skaapky o fzné tlousce. Po 6 hodinach Li at al. (2004) prokazali silnou
fragmentaci a deformaci Skrobovych zrn waxy Skrabtaké u Skrob s normalnim
obsahem amyldzy. U Skrots vysokym obsahem amyl6zy byl mezi 6 a 21 hodinou
hydrolyzy pozorovan silny vyskyt zrn, kter&la slabou skiapku a hluboké otvory
zasahujici hluboko do zrna, takZze vybila jakousi houbovitou strukturu. Naproti
tomu u waxy Skrob byl po 21 hodinach podil houbovitych zb§tknaly. Ri vétSim
zwvétSeni se jevi jako seskupené sférické struktumamgrem 100 nm a vrstevnatou
strukturou (Li at al., 2004).Tenk& diépkovita struktura u Skrdbs normalnim

a vysokym obsahem amyl6zy vykazala vysokou odolpdsbbenio-amylazy. Li at

al. (2004) to vys#tluji silnymi vazbami mezi molekulami amylopektinRBouZiti
BAA vykazalo podobné {sobeni jako PPA, ale pouziti AAG vykézalo jisté
odliSnosti. Bi pouziti AAG byly po 21 hodinach pozorovany Sirokelké

a kruhové prohlubeniny s vrstevnatou strukturowpaarchu vSech tyjp Skrohi. Fi
pouziti fiznych druli enzyni a Skroli se takeé liSi vznikajici produkty @&s jejich
vzniku. Ri pouZziti PPA nebo BAA vznik4 na patku hydrolyzy glukéza, maltéza
a maltotridza. Zatimcoippouziti AAG vznika pouze glukézariouziti AAG byla
produkce glukézy z waxy Skrobu vzdy nejraén8 vyssi nez ze Skrobu s normalnim
obsahem amylézy a 3,3 krat vySSi oproti Skrobu sekym obsahem amylézy.
Po jedné hodighydrolyzy prostednictvim PPA uvadi Li et al., 2004 obsah maltézy
0,23 — 0,31 mg/mg Skrobu, zatimco obsah glukézy 3;00,03 mg/mg. Po 72
hodinach byl obsah maltézy 0,52 — 0,54 mg/mg alolghakozy 0,12 — 0,23 mg/mg
(Li et al., 2004).

36



Obr. 8: Hydrolyzované jmé Skrobové zrno
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Zdroj: Li et al., 2004

Skrobova zrna typu A jsou mnohem vice citliva k foyfize prostednictvim
alfa-amylazy nez zrna typu B. ,Waxy“ Skroby jsouispbenim alfa-amylazy
rozkladany rychleji nez ,non-waxy* (MacGregor a Balce, 1980). &innost
hydrolyzy pro uéity druh Skrobu je dana typem enzymu (Planchoilgt1997),
podminkami hydrolyzy (zejména teplotou, pH, koncaeit a tlakem), fyzikalni
a chemickou upravou Skroburepl vlastni hydrolyzou. #&né citlivost obilnich
Skrohi k (inkam amyloglukosidazy rive byt zéasti vyswétlena ultrastrukturou
jejich Skrobovych zrn. Na ultrastrukturni arovniajirroli zejména vztahy uvrfit
fettzce Skrobu (Vasanthan a  Bhatty,1996), stupeystalizace, vninim
uspdadanim jednotlivych ustovych kruti (Li et al., 2003) a v neposlediad
amylo-lipidické vazby. Bylo prokazano, Ze v uvoddi hydrolyzy Skrobovych zrn
jeémene je nejprve rozruSena \nit amorfni a polokrystalicka oblast. Amylo-
lipidovy komplex je hydrolyzovan asi az od polovirgakce. DalSim vlivem, ktery
silné ovliviiuje rychlost hydrolyzy je sloZzeni a koncentracedpidi hydrolyzy.
Vznikajici oligosacharidy mohou vyvolat postupnézemani aktivity alfa-amylazy
(Colonna, Leloup a Buleon, 1992). Colonna, Lelowguéeon, (1992) dale poukazuji
na to, Ze hydrolyza na maltotriéz&i maltézu vyvolava $tSi zpomaleni nez
hydrolyza na maltotetraosu. Dale vSak poukazujitmjaze kdyz se spolu s alfa-
amylazou pouzije amyloglukosidaza, tak dochazi tkpefhi maltdézy a maltotridzy

jakozto produki a-amylazy na glukozu.

4.9.1. Skrobova zrna
Li at al. (2004) ve své praci prokazali, Ze Skrabawma bezpluchéhogmene

s vysokym obsahem amylozy jsou mensSi nez zrngmsyin nebo Zadnym obsahem
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amylézy. Poukazuji i na to, Ze se liSi stupgaruSeni povrchu Skrobovych zrn.
Nejvétsi dilky byly pozorovany u waxy fameni, zatimco u jémeni s vysokym
obsahem amyl6zy bylo toto rozruSeni povrchu pozamovjen ¥idka. Vasanthan
a Bhatty, (1996) uvagi rozdilné misobenia-amylazy na Skrobova zrnd@iznych
odrid. U rekterych odtid uvadji predevsSim viSi povrchové naruSeni, zatimco
u jinych odid vnitini hydrolyzu. Bicemz zmihuji i rozdil mezi Skrobovymi zrny
typu A a B. Podobné vysledky uvadi i MacGregor diddae, (1980). U malych
Skrobovych zrn norméalniho nebo waxy Skrobu nezaemah vyskyt hluboké
hydrolyzy. Naproti tomu u velkych Skrobovych zrn &dv hydrolyzu zevnit
Skrobovych zrn.

Jeiny Skrob obsahuje velka Skrobova zrna typu A okesli 12 -26um (viz.
obr. 10). Ta tvé asi jen 10 — 20 % gtu Skrobovych zrna, ale@dstavuji 85 — 95 %
hmotnosti vS8ech Skrobovych zrn. DalSi sloZzkou jsoala Skrobova zrna typu B
s piimérem 2 — 10um (viz. obr. 9). Bobtnavost Skrobovych zrn se &njene [isi
v zavislosti na odidé. Nekteré odiidy vykazuji tSi bobtnavost menSich
Skrobovych zrn, u jinych je situace @pa. Rozdily v bobtnavosti se &suji
s rostouci teplotou, zejména nad 80 °GtSV bobtnavost malych Skrobovych zrn
typu A je dana jejich &Sim specifickym povrchem na jednotku Skrobimz je

umozreéna rychlejSi hydratace (Vasanthan a Bhatty, 1996).

Colonna, Leloup a Buleon (1992) ztji, Ze filiS intenzivnim zpracovanim

gelatinizovaného Skrobutie dojit k dezintegraci granularni struktury.
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4.10. Fermentace
Ackoli laboratorni  pokusy vykazuji z&& rozdilné vysledky,

tak v pfimyslovych podminkach je dosahovano&yiosti res 90 %. To znamena,
Ze zvySeni efektivity je mozné dosahnout zrychlefémmentace nebo zvySenim
koncentrace sisi(Casey a Ingledev, 1986).

Muller et al. (US4243750) uvadi, Ze pro dosazersokgho fermentaiho
vytéZku je vhodné pro fermentaci vyuZzit alesplva tizné kmeny kvasinek.iRemz
prvni druh (Saccharomyses bayanus) je vhodny pi@tgmi fazi, ve které je
v zapde vysoky obsah zkvasitelnych cukeale jen nizky obsah etanolu. Pro druhou
cast fermentace pak Saccharomyces cerevisiae.

Bylo zjistsno, Ze néist vytzku alkoholu o 1 % tj. 2,9 mlY| piinese rens
pro etanolovy pimysl navic 100 mil. dolar (pti cens 0,06 $.I'.) Kmeny kvasinek
Saccharomyces cerevisiae YE1358 a YE1615 vykamggenou toleranci k vySSim
teplotam fermentace a vySSim koncentracim glukoatamolu. Tyto kmeny jsou
schopny vyuzivat koncentraci glukézy az 60 % , dnyidyl limitovan hst kultury.
Pramyslow vyuzZivané kvasnice maji tuto hranidilpizn¢é na Urovni 20 %. Zarove
byla u kmeih Saccharomyces cerevisiae YE1358 a YE1615 prokdzgrezna
tolerance uci vysokym koncentracim etanolu az 25 % oproti 105-%. Akoli
kmen YE1615 fi 30 °C nema nejvysSi produkci, vykazuje nejnizadmy glycerolu
a zbytkové glukézy. Navic uZipvySeni teploty na 35 °C jeho produktivita vyrazn
stoupa a to ip zachovani nizké hladiny glycerolu a glukdézy. (ester et al., US
2011/0033907 Al).

4.10.1. Vlivy na kvasny proces
Kvasny proces, jakozto proces biologicky, je podmirozvojem kvasinkové

kultury. Proto zaji&ini optimalnich podminek pro dany druh, ale i kmeadinek je
zakladnim pedpokladem vysokého Witku etanolu. Za zakladginitele, kt&i maji
na pfbeh fermentace nefiSi vliv, sefadi teplota, reakce prasti, koncentrace

smesi, koncentrace vznikajicich produkidroje vyzivy.

4.10.1.1 Koncentrace etanolu
Etanol je dobe znadmy jako inhibitor ustu mikroorganisrin Nici

mitochondrialni DNA kvasinek a inaktivuje ¢které enzymy, nicmeén byly
pozorovany kmenySaccharomyces cerevisja&teré se byly schopné vysokym

koncentracim etanolu figpasobit (You, Rosenfield a Knipple, 2003). | kdyz
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S. cerevisiaema oproti jinym druBim kvasinek por&rné vysokou toleranci &i
etanolu, tak ma svou limitni hranici. Tento faktvigznamny zejménaipvyrobé
diskontinualnim zppisobem (Piper et al., 1994). Minimalni koncentraemelu, ktera
absolut’d omezuje st kvasinek je vyraznovlivnéna slozenim zapary a kmenem
kvasinek (Rose, 1993). Inhibictistu kvasinkové kultury Zisobuji v zavislosti
na podminkach a konkrétnim kmenu uz koncentraceSimeev 5 %. Dombek a
Ingram (1987) uvafji, Ze nejvysSi fermentativni aktivita u S. ceress byla
pozorovana &hem prvnich 12 hodin.iPnanistu koncentrace etanolu na 6,5 % obj.
(po 24 h) uvadi pokles fermentativni aktivity na 50 % & parnistu na 10 % obj. uz
jen 40 %. Vysoce aktivni kvasinky po 12 h jsou wittivé k piidanému alkoholu,
nez kvasinky ziskané po 24 h fermentace. Jako rakiwvySujici toleranci
kvasinkové kultury k etanolu jsou uviy ergosterol, nenasycené mastné kyseliny,
palmityl koenzym A, inositol adkteré dalSi faktory (Nevoigt, 2008). Vyrazny vliv
maji prd¥ mono-nenasycené mastné kyseliny, které jsowéstiu bugcnych
membran. Jedna sdeplevSim o kyselinu palmitoolejovou a kyselinu olej. U
kvasinek gstovanych v progedi s5 % etanolu byl pozorovan dvojnasobny obsah
kyseliny olejové oproti kvasinkam z média bez alioh U kyseliny palmitoolejové
naopak doSlo k poklesu (You, Rosenfield a Knip@03). V procesu gmyslové
vyroby je proto vhodné etanol ze zkvasSované suyopnibézrné odstraovat a tim
eliminovat jeho inhikini efekt (Cardona a Sanchez, 2007). UZ v roce Fi88rd a
Guinot (US1912010) =zavad inovuji proces ziskavanicistého alkoholu
prostednictvim pouziti 8kolika destil&nich kolon. Jednou z moZnosti je separovat
etanol pomoci vakua (viz. obr. 11a ). K fermentorusi byt gipojeno zaizeni na
odluovani par

a do smisi musi byt pidavancisty kyslik. Tato porérné velka slozitost zfisobuje,

Ze se metoda neujala. Nicnééato metoda rive @i vhodném uspkadani vykazovat
lepSi vytZzky nez extraktivni fermentace (Da Silva et al.999 DalSi moznosti je
vypuzovani etanolu proudem vzduchu (plynu) (vizr. ddb). Taylor et al. (1998)
uvadi, Ze pro tento proces je mozné vyuzit @@hikajici Ehem fermentace. DalSi
moznosti je vyuZiti semipermeabilnich membran. dakdebrany etanol je mozné
piedestilovat a vypalky vratit 2p do fermentoru. Takto Ize dosahnout vyrazného
snizeni produkce odpadnich vod (Cardona a San2B87). Nomura, Bin a Nakao,
(2002) pozorovali vyssSidginnost u zeolitovych membran. Vy&iuji to piitomnosti

soli v roztoku, kterd4 zvySuje selektivituid etanolu. Tuto metodu Ize vyuZit i pro
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piimé ziskdvani etanolu. Mori a Inaba (1990) takteskai pi pouZiti
C. thermohydrosulfuricunkoncentrace 27 — 32 % obj. Gryta, (2001). Cardona a
Sanchez, 200Zminuji, Ze kdyZ je spojen tubularni reaktor pracujig@raibézném
rezimu s membranovym destildm modulem, dochazi ke zvySeni produkce etanolu
aZz na 5,5 gl.h™.

Obr. 11: Schémata ziskavani etanolu

a Come, EvOH b CONDENSER
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a- ziskavani etanolu pomoci vakua; b — ziskavamiged plynu; ¢ — fermentace spojena s ddpaci
jednotkou; d — extraktivni fermentace
Zdroj: Cardona a Sanchez, 2007

Klasickou a dosud hofnvyuzivanou metodou ziskavani etanolu je destilace.
Energetické néklady tohoto procesu ffveyraznou slozku sptgbované energie.
Z tohoto divodu byly vyvinuty tizné alternativni metody (viz. vySe), jejich vyuZéi
vhodné zejména pro proces SSF.i#ippck, Ze je vyuzivana destilace a destia
souprava je pouze jednoducha, tedy vyparnik a hlge ze systému odebirano
velké mnozstvi tepla a vyroba se tak stava zejnpénatrance energetické bilance
silné¢ neefektivni. Proto vr. 1980 zavedl Seader (US323) takové uspadani
destil&niho za&izeni, ktera zajtduje z@tné vyuziti casti vlozené energie. Systém
vychazi z oddeni rektifikatni ¢asti a vlastniho vyparniku. V rektifikai ¢asti je
vyuzivdna vySSi teplota nez ve vyparniku. Teplogrét vystupuje na konci

rektifikacni sekce je poté vyuzivano proreta vyparniku.

41



4.10.1.2.SloZeni vstupujici snisi a vyZiva
Jednim ze zakladnich privkvyZivy, ktery ovliviuje (&Einnost kvasného

procesu je dostupnostigtupnych zdraj dusiku. Touto problematikou se zabyva
mnoho ¥deckych praci, ve kterych jsou zpracovavahana reSeni. Zakladnim
principem, ktery musi v8ak byt respektovan vzdy,Zg omezeni dusikaté vyzivy
byva hlavnim dvodem pro zpomaleni, nebo dokonce Uplné zastawezniehtace
(Arifeen et al., 2009). Spidba FAN (Free Amino Nitrogen) se také&mnhv niznych
fazich Zivota kultury. V pibéhu nistu kultury mé spaéeba FAN rostouci tendenci,
zatimco po dosazeni vrcholu je sgetta zanedbatelna a obsah FAN se uz vyrazn
nentni az do doby, kdy kultura zmae odumirat. V této fazi dochazi k mirnému
zvySeni obsahu FAN, coz jésledkem lyzy bu&k (Arifeen et al., 2009). Novo et al.
(2006) toto dopluje tim, Ze nej¥tSi spoteba dusiku je dhem prvnich 24 hodin
fermentace a vyuZziti dusiku kvasinkami po dalem exponenciélni fazeistu jiz
neni efektivni.

DalSim dilezitym prvkem je koncentrace glukézy. Thatipamdkmhani a
Hill, (1992) zmiuji pokles produkce z 0,45 na 0,3 po zvySeni komaea glukdzy
ze 150 na 280 g' Arifeen et al. (2009) uvadi nejvy3si produkci etano
pfi pocateni koncentraci glukézy 143 a 164 4.IBylo prokézano, Ze vysoké
koncentrace glukozy vedou k akumulaci glyceroluojl ochrany fed vysokym
osmotickym tlakem (Mendes-Ferreira, Mendes-Faiaeaol. 2004). Albers et al.
(1996) vSak upozduiji na to, Ze FAN efektivhbrani tvork glycerolu.

AvSak [ilis vysoké koncentrace FAN stasré s vysokymi koncentracemi
glukézy mohou zfisobit vysSi tvorbu ékavych mastnych kyselin v pogdi fazi
fermentace (Bely, Rinaldi a Dubourdieu, 2003). Wé&doncentrace FAN mohou
rovnéZ inhibovat fist kvasinek i koncentracich glukézy nad 164 §.ITento stav
negastji zpusobuji rkkteré aminokyseliny. Jsou to zejména glycin, lygiarginin
(Thomas a Ingledew, 1990). Arifeen et al. (2009uwkali vliv extrakce gluteinu
na produkci etanolu. Ve své praci prokazali pomitivliv tohoto opateni. Ve svém
pokusu uvadi § pouZiti vstupni srsi 0 parametrech 121 g.glukézy a 1,76 g
FAN produkci etanolu 0,92 ¢Ih™. Naproti tomu i pouZiti sn#si 121 g.I* glukézy
a 0,73 g FAN uvadi produkci etanolu 1,16 g.h. Dalsim zajimavym aspektem
je, Ze pi pouziti sn¥si s 205 gt glukézy nebylo spaebovano asi 10 §'lglukézy
v ptipad® pokusu bez odstrani gluteinu, zatimco i jeho odstragni se

nespatebovalo jen 1,5 gi glukézy. Tyto vysledky prokazuji i dalsi studiehfinas
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a Ingledew, 1990; Bely, Rinaldi a Dubourdieu, 200Bpto prokazuje vhodnost
odstrarni gluteinu z endospermu jétied jeho hydrolyzou. Takto ziskany glutein
by mohl byt ceanym vedlejSim produktem. Jeho dalSi vyuZziti by bylozné nap

v krmivaistvi.

Thomas a Ingledew, (1990) uvadigpo kvasinek 1.5 x fog' zkvasované sisi,
ve které nepraodhla hydrolyza proteiin béhem prvnich 24 hodin. Tento &t rostl
do 48 hodin po inokulaci aZ na 2,18 X243 a dale se uZ vyrazmenenil Naproti
tomu i hydrolyze proteif dosahl petu kvasinek 4.1 x fog! bshem 48 hodin.
Thomas a Ingledew (1990) dale uvadi, Ze dodavanemdiii nendlo na pfib¢h
fermentace vliv.

Vyznamnym zfisobem, jak dosahnout vysSi &mosti je vyrazné omezeni
tvorby vedlejSich produlit pri kvasném procesu a tim lepSi vyuziti zkvasitelnych
cukni (Nevoigt, 2008). V Hpack vyuziti S. cerevisiaese jedna zejména o glycerol.
U anaerobnich kultur skterych kmeid Sacharomyces cerevisiage pi produkci
etanolu hlavnim vedlejSim produktem glycerol. Tewyuzivan pro zgnou oxidaci
NADH. Bylo zjisttno, Ze na glycerol jsourgvadna az 4 % cukerného substratu
pro vyrobu etanolu (Nissen et al., 2000). MnoZsixtivoireného glycerolu je zavislé
na kmenu vyuZivanych mikroorgani8m podminkach fermentace. Velmi
vyznamnymcinitelem je také zdroj dusiku pro mikroorganismgddim z moznych
feSeni je vyuzittizené aeracechem kvasného procesu (Alfenore et al., 2004). Dalsi
moznosti je vyuZziti strikthaerobnich kvasinek. Produkci tak Ize zvysit a2dA.
AvSak fast kultury je znan¢ limitovan kapacitou w§Sich enzyni pro reoxidaci
NADH (Nissen et al., 2000). DalSim vyraznym faktarge zdroj dusiku proust
kvasinkové kultury. ¥tSina dusikatych latek, které jsou obsazeny v zjaupro
vyZivu kvasinekS. cerevisiaepii suchém zfisobu mleti nedostupna aeghazi
do vypalki. Tento problém jetastoreSen pidavky anorganickych zdnbjdusiku
(Bothast a Schlicher, 2005), nebo $elfva amino dusik z autolyzovanych kvasinek
(Jones a Ingledew, 1994a). Tento problém by bylozmaovyesSit gidanim
exogennich proteaz, které by hydrolyzovaly protaina na volné aminokyseliny,
nebo kratké peptidy. Ty by pak slouZily jako zddogiku (Jones a Ingledew, 1994b)
Jen pokud budou vSechny podminky v optimalnim radmdze dosahnout
maximalni produkce. Pro tuto optimalizaci podminekvhodné vyuzit statistické
modely (Wang et al., 2007).
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4.10.1.3Pomér glukézy a FAN.
Velmi nizké, nebo velmi vysoké koncentrace FANisgbuji zpomaluji tst

kvasinkové kultury a nasledriak omezuji produkci etanolu.

NejvysSi produkce etanolu byla po 72 hodinach &jet @i téchto
podminkéach: koncentrace glukézy 150%gFAN 310 mgT a teplota 34 °C. Niz&i
teplota soutasre s vySSi koncentraci FAN #pobuji nafist produkce vysSich
alkoholi (Wang et al. 2007). V pivovarnictvi jsou dopé&ouany tato mnozstvi FAN:
pro klasické srsi, tj. 10 — 12 °P 140 — 150 md,lpro vysokoobsahové ssi pak
200 mg.I* pro 16 °P a az 240 mg.pro 20 °RDragone et al., 2004).

4.10.1.4Teplota
Pro kvasné procesy jsou preferovany nizsi teplota (35 °C), kdy jsou

metabolické pochody kvasinek podeny a fermentace tak probiha rychleji (Thomas
a Ingledew, 1990). DalSi moznosti je vyuZiti spedc termo-resistentnich kmén
kvasinek umotiujicich fermentacif 42 °C (Sree et al., 1999).

Odolnost wi¢i teplo€ je také ovlivena odolnosti @i etanolu. VySsi
odolnost Wi¢i etanolu zvySuje senzitivitu bek vici teplog (Piper et al., 1994).
Tento efekt ma dalekoétsi vyznam u etanolu nez u metanolu. Na poklesotepl
ktera zmsobi teplotni Sok je takdba 4 — 6 % metanolu, ale stejného efektu lze

dosahnout jen 2,6 % etanolu (Neves a Francois,)1992

4.11. Prima produkce etanolu
Etanol je dnes vyr&@m ze Skrobovych materialpredevsim enzymatickou

hydrolyzou s naslednou fermentaci. Tento processidada z gkolika stupid,
ve kterych secasto liSi optimalni podminky pro jejich tieh. To ¢ini vyrobu
organiz&né i ekonomicky narénou. Existuje ale i moznostimé produkce pomoci
kvasinek.

Nekteré druhy kvasinek z réd Aerobasidium, Brattanomyces, Candida,
Saccharomycesa dalSich jsou schopné produkovat extracetuasramylazu
a glukoamylazu. Coz jsou enzymy, které vitém pongru sta&i pro kompletni
hydrolyzu amyl6zy i amylopektinu (DeMot a Veraclitet985) V Brazilskych
tovarnach byl izolovan druh kvasinekaccharomyces cerevisiae var diastatjcus
ktery silne fermentuje Skrob a produkuje 5x vice enzymu Sehwanniomyces

alluvius(Laluce at al., 1988).

44



Bylo prokazano, Ze tyto druhy se liSi jak v sekrexiraceluarnich enzyim
tak vrozsahu jejich hydrolyzy. (Rné kmenyFilobasidium capsuligenunjsou
schopné porrné silné hydrolyzy a velké produkce amylolytickych zgmi.
U Filobasidium capsuligenunbyla zjiS€na gitomnost jak a-amylazy, ale i 2
glukoamylaz. AA F. capsuligenumvykazuje nejvyssi aktivitu ip pH = 5,6
a optimalni teplat 50 °C. ZvySovanim teploty dochazi k jeji vyrazméktivaci.
Prvni glukoamylaza ma optimuntipH 5,0 — 5,6 a teplét55°C. Druha GA ma
optimum @i pH 4,8 — 5,3 a i teplo& 50 °C. Prvni GA vykazuje roe# vySSi
termostabilitu (De Mot a Verachtert, 1985). NejMysgodukce a-amylazy byla

prokdzana v korimé fazi exponencialnihastu kultury.
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5. Metodika

V praktickeé ¢asti byl zji¥ovan obsah redukujicich cukiv hydrolyzatech
Skrobnatého materialu ziskanych termotlakovéiprpvou s naslednou hydrolyzou.
Pro hydrolyzu byla pouzitaizna hydrolytickac¢inidla v miznych koncentracich —
kyselina sirova (bBQ,), hydroxid sodny (NaOH) a amylolytické enzymatické
preparaty. Hloubka hydrolyzy byla posuzovana deétgkakozovych ekvivalerit a
vytézkem alkoholu. Nasleduji dilbody metodiky.

5.1. Uprava surovin
Jako vstupni surovina bylo pouzito zrno pSenicé setriticum aestivum,

jeémene setého Hordeum vulgarea ovsa setého Avena sativaZrno bylo na
externim pracovisti rozemleto a extrudovano ffaku 0,3 a 1MPaPti dosazeni
pozadovaného tlaku byla suspenzé g@ané Urovni tlaku udrzovana 30 min.
Nasledovala prudka dekomprese.

5.2. Hydrolyza
Disponibilni extrudaty byly nasledmpodrobovany hydrolyze dizném stupni

intenzity. Extrudovany material byl nasleédma pokojovych teplot podroben kyselé
a alkalické hydrolyze v rozpi 3 az 12%. Metodika enzymatickych hydrolyz se
provadtla za optimalnich teplot a pH dle specifik uzityemzymi. Extrudaty

podrobuijici se hydrolyze &y vstupni susinu 5 % wi/v.

5.2.1. Kysela hydrolyza
Pro kyselou hydrolyzu byla pouzita koncentrovanéekina sirova (bF5Qy)

v koncentracich 3, 6, 9 a 12 %. &mebyla zativana.

5.2.2. Zasadita hydrolyza
Zasadita hydrolyza byla prov&th prostednictvim hydroxidu sodného

(NaOH) v koncentracich 3, 6, 9 a 12 %. Vlastni pamni bylo shodné s kyselou
hydrolyzou.

5.2.3. Enzymaticka hydrolyza
Enzymaticka hydrolyza byla prové&th tiznymi enzymatickymi fipravky.

a-amyldza ASD, tj. termostabilni amyldzatspdcemBacillus licheniformis byla
poskytnuta spolaosti INOTEX spol. sr. o. DalSimitipravky byly pouZitya-
amylazy AO Aspergillus oryzaea BS Bacillus subtiliy. Tyto pipravky byly
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zakoupeny u spoteosti Fisher Scientific, spol. sr. o. Posledni adet byla
hydrolyza progednictvim sladového mléka. To bylo vlastni vyrobiz( metodika
6.4).

Obr. 12: Pavodni list enzymatickéhorfpravku
INOSAMPLE ASD

_\_/f - ol"’@ a
Charakteristika : Enzymaticky prostfedek ve stadiu vyvoje produkovany kmenem

Bacillus licheniformis.

Katalyzuje rozklad 3krobu na dextriny aZ disacharidy.
Vlastnosti ; Zlutohnéda kapalina

Rozpustny v teplé i studené vodé

Neionogenni

pHrozsah=5-10

OptimalnipH =6-8

Teplotni rozsah = 20 — 85°C

Optimalni teplota = 50 = 75°C
Instrukce k pou#iti :

Enzym se davkuje do vyhiateé 1azne€, nebo se ohiiva elektricky &i
nepfimou parou. Je tieba vyvarovat se kontaktu enzymu s pfimou
parou.

Je tfeba dbat na to, aby pfi manipulaci enzym nepfidel do
kontaktu s agresivnimi chemikaliemi (kyseliny, hydroxidy,
organicka rozpoustédla, kationické tenzidy).

Skladovatelnost : Doporuéuje se skladovat v chladu a suchu. Skladovani pii
teplotach okclo 25°C po dobu 3 mésicl nesnizuje aktivitu
produktu. Je nutno chranit pfed vihkosti a teplotami nad 30°C.

Zdroj: Ing. V. Antonov, INOTEX spol. sr. o.

5.3. Davkovani SEA (Marousek, 2009)
Enzymy rozkladajici Skrob jsou davkovany v starclzyene activity (mg

Skrobu, které za sekundu hydrolyzuje 1 gram enzy8{mQ)/t(s)/E(g), dale jen
SEA):

Do zkumavek navazit po 1,000g SkrobugficeOs)n)

2. Pridat po 0,1g testovaného enzymu (0,19 = 2 kapkyiipact slepych
vzorki tento krok vynechat)

3. Vstiiknout 10g destilované @ tak, aby smylaifjpadné zachycené zbytky
po sénach zkumavky a promisila enzym se Skrobem

4. Dle charakteristiky enzymu upravit pufrem pH
Zkumavky temperovat v optimalni tepdalle charakteristiky enzymu po 30
minut

6. Obsah zkumavekiplit do 200ml Erlenovych bk
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7. Pridat 15ml destilované #0 a 10ml ¢d’natého roztoku (na 1000ml
méd’natého roztoku: 388g krystalického = 143 g bezvodégCO; ve
350ml destilované D + 50g GHgO; ve 100ml destilované j@ + 25g
krystalického CuS@ Destilovanou KO doplnit do 1000ml a Wkat na
rozpuséni (za studena 24h)).

8. 10minut varu, nasledrrychlé ochlazeni

9. pridat 5ml 30% roztoku KJ (na 200 ml 30% roztoku BQJ:g KJ + kapka 10
% NaOH (na 100ml 10% NaOH: 10 g NaOH + destilovaHgD doplnit do
200ml) destilovanou $O doplnit do 200ml) a 5ml 25%J80, (na 1000 ml
25% HSO,: 250 ml 96% HSO,+ 750ml destilovanBl,O). Ri pouZziti
bezvodého N&LO;v médnatém roztoku stapridat jen 2,5 ml 25% E5Oy)

10.K titracim gripravit zasobu 0,05 M N&,03;. 5 H,O (dale jen sirnatan), (na
2000ml sirnatanu: 25 g M&03. 5 H,O + 2000ml destilované J0).

11.titrem X" (kde X>0,02¢<0,03g) KIQ;+ 1,5 g KI v 50 ml 0,1 M HCI (na
1000 ml 0,1 M HCI: 8,8 ml HCI + 991,2 ml destilovah,O), se na titratoru
(pro DL 50 metodou J-titr) stanovi faktargsnosti 0,05 M sirnatanu (dale
jen,Y"

12.Rozdil mezi pimérnou hodnotou spiby sirnatanu a slepym vzorkem se
nasobi koeficientem ,Y* a konstantou 1,745. Tatdimta je jednotkou
Skrob—enzymatické aktivity (SEA) a uvadi, kolik 18 je za optimalnich
podminek schopen dany enzym (m = 0,1g) &uiSz 1g Skrobu za 30 minut.
Pro podminky pokusu byly pouzivany davky enzymatitkpreparat 50 a
100 SEA na 1 litr suspenze.

5.4. Sladové mléko
Rovrez byla testovana metoda sladového mléka, kdy jsouhydrolyzu

vyuzivany enzymy fitomné v zrnu obilnin. # piipraw sladového mléka se vyttia
podminky vhodné pro Kiéni zrna. Za&hto podminek dochazi k aktivaci enaym
které rozkladaji zasobni Skrob na jednodu$si cukyypak za Bznych podminek
slouzi k vyzi klicku.

Sladové mléko je nejvhodjsi piipravovat ze zadniho §enene, pofipact z

doke hnojeného krmnéhogmene.

1. Jémen se nejprve da do nadoby a zalijebytkem vody o teplét20 az 25
°C. Zamiché se a kaZzdou hodinu se vodainVoda se réni alespa trikrét.
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4.

Poté se jgmen zalije uz vodou o teplofl0 az 15 °C a néase, dokud neni

m&eni ukorkeno. To se projevuije:

. Zrno se musi nechat ohnouep nehet, aniz by se zlomilo,
. zm&kne-li se zrno mezi prsty, nesmi pichat,
. pri silngjSim stisknuti u ucha musi byt slySet prasknuty, el oddli

plucha od zrna,

. stted roziznutého zrna ma byt bily a Skrtne liilsgem po prké,
nechava bilou stopu,

. optimalni obsah vody v zrnu po tehi je 45 az 50 %.

Jémen se rozprost do vrstvy 5 — 8 cm silné a kazdé 2 az 3 hodiny po
nasledujici 3 dnyisypa, aby se provzdusniki Replot 16 az 20 °C by #i
jeémen zgit klicit béhem 3 dni. Poziji se zrno provzdutije jen jedenkrat
denrg pii optimalni teplog do 18 °C.

Kdyz ze zrna vyrazi 3 az 4ikaky, jecmen zé&ne vorgt po oloupanych
okurkach. Po 7 az 8 dnech se okurkoiédvztrati. Klicek se necha dost do
¥, délky zrna a kidnky do 1 az 1,5 nasobku délky zrna.

Takovyto slad se rozmixuje s vodou v goml : 5 na ,sladové mléko”.

5.5. Stanoveni glukézovéhe ekvivalentu (GE)

Po prokthnuti hydrolyzy byl stanovovovan obsah zkvasiteingokiti. Ten

byl vyjadien jako glukézovy ekvivalent. Ten byl poté porovavs alkoholovou

vytéZznosti. Metoda stanoveni GE je zaloZzena na schtpmekterych cuki

v alkalickém prosedi za varu redukovat dinatou §l na CyO. Nezreagovany

piebytek méd’naté soli se stanovi jodometricky (2@u+ 4 — 2 Cul + }).

Uvolnény jod (b) se titruje sirnatanemy( 2505 — 21 + $0¢%).

. Do 200 ml Erlenovych bak odebrat 1 g hydrolyzatu

pridat 10 ml roztoku siranu &’natého (CuSg) + 24 ml destilované O

1
2
3. vatit 10 minut
4,
5
6

pridat 5 ml 30 % roztoku Kl a 5 ml 25,80,

.k titraci pripravit zasobu 0,05 M N&,03. 5 H,O

. ha titratoru zjistit pesnou koncentraci zasobniho #méo roztoku a stanovit

koef. presnosti
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7.

Rozdil mezi piimérnou hodnotou spigby sirnatanu a slepym vzorkem se
nasobi koeficientem ,Y* a konstantou 1,746n7 ziskame mgGE gsusiny

materialu.

GE = (spoteba vzorek — spttba slepy vzorek) - 1,754 - koafegnosti [mg.d]

5.6. Stanoveni alkoholové vyt éznosti

. Stanovit suSinu hydrolyzatu,
. do 3 bagk odebrat 100 g hydrolyzazu,

varianta A — n&edit,

varianta B — ngedit destilovanou vodou 1:1,

varianta C — niaedit destilovanou vodou 1:5,

1 balitek drozdi (40 g) rozmichat v 90 ml vodyifidkou kaStku,

do kazdé variantyifdat 1/3 kasiky,

promichat a nechat probihat fermentaci2® — 30 °C po 72 hodin,

po zkvaseni opatémeutralizovat 0,1 M roztokem NaOH na fenolftaledo
slake ruizova,

pievest do destitaiho gistroje a oddestilovat do 200 ml o&mé baiky

témef dany objem,

8. destilat vytemperovat na 20 °C a doplnit destilaxamodou po rysku,

destilat pevést do od@rného valce a alkoholmetrem zjistit obsah alkoholu.

Jako vysledek se pouZzije ta varianta, jejiZ¥gk je nejetsi.
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6.Vysledky

6.1. PSenice

U vzorka pSenice byl zjigin nejvyssi stupehydrolyzy ze vSech sledovanych
vzorka (viz. obr. 15) Pestoze nej§tSi vyzek GE byl pi kyselé hydrolyze ziskan
pii nejvyssim tlaku a nejvyssi koncentraci, tak #&§ivrozdil nalistu vyg€zku lIze
pozorovat u vzork s koncentracemi 3 a 6 %iplaku 0,3 MPa (viz. obr. 13).
Nejvyssiho vyEzku GE 216 mg.g bylo u pSenice dosaZendi pouZiti a-amylazy
Bacillus subtilispii pouZziti nejvyssi davky a nejvyssiho tlaku. TemjteZzek GE byl
rovreéZz absolutnim maximem vSech vzorkZa povSimnuti stoji rowZ vyuZiti
sladového mléka. To se projevilo jak@inny pripravek zejména za podminek
atmosférického tlaku, kdy tato metoda poskytovalgssv vyezky nez jiné
enzymatické preparaty. U pSenice bylo dosazenoyg&ij\alkoholové vZnosti 6 %
obj. (viz. obr. 16). P&et vzorki, ve kterych nebyl po fermentaci z§igtalkohol byl
u pSenice nejmensi. Alkohol nebyl z§iStu vzorki s pouzitim BS P davkovani
50 a 100 SEA i nejnizSim tlaku a u vzorku ACOrpdavce 50 SEA a nejnizSim tlaku
(viz. tab. 3, 4).

Tab. 1. Obsah GE a alkoholova &&most zrna pSenicdigkyselé hydrolyze (3
opakovani)

Obsah redukujicich latek GE Alkoholova vytéZnost (%)
Koncentrace H,SO4 (%) Koncentrace H,SO,4 (%)
tlak
(Mpa) 3 6 9 12 3 6 9 12
0 77 104 113 124 0,5 1,5 2 2
0,3 85 136 160 185 1 2,5 3 3,5
1| 109 145 172 188 2 2,5 3 3,5

Tab. 2: Obsah GE a alkoholova &3most zrna pSeniceiplkalické hydrolyze (3

opakovani)
Obsah redukujicich latek GE Alkoholova vytéZnost (%)
Koncentrace NaOH (%) Koncentrace NaOH (%)

tlak

(Mpa) 3 6 9 12 3 6 9 12
0| 62 65 70 86 0,5 0,5 0,5 0,5

03| 73 86 91 101 0,5 0,5 0,5 1

1| 84 96 109 113 0,5 1 1 15
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Tab. 3: Obsah GE a alkoholova &most zrna pSenicdipenzymatické hydrolyze

BS (3 opakovani)

Alkoholova
Obsah redukuijicich latek GE vytéznost (%)
SEA BS SEA BS
tlak
(Mpa) 50 100 50 100
0 44 49 0 0
0,3 167 211 4,5 55
1 190 216 55 6

Tab. 4: Obsah GE a alkoholovéa &Zmost zrna pSenicdignzymatické hydrolyze

AO (3 opakovani)

Alkoholova
Obsah redukujicich latek GE vytéznost (%)
SEA AO SEA AO
tlak
(Mpa) 50 100 50 100
0 36 68 0 0,5
0,3 50 82 0,5 1
1 116 123 15 15

Tab. 5: Obsah GE a alkoholova &&most zrna pSenicgigenzymatické hydrolyze

ASD (3 opakovani)

Alkoholova
Obsah redukujicich latek GE vytéznost (%)
SEA ASD SEA ASD
tlak
(Mpa) 50 100 50 100
0 45 49 0,5 0,5
0,3 72 88 0,5 1
1 91 100 1 1

Tab. 6: Obsah GE a alkoholovéa &Zmost zrna pSenicdignzymatické hydrolyze

SLAD (3 opakovani)

Alkoholova
Obsah redukujicich latek GE vytéznost (%)
SEA SLAD SEA SLAD
tlak
(Mpa) 50 100 50 100
0 53 77 0,5 0,5
0,3 91 125 1 15
1 139 153 15 2
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Obr.

13: Zavislost kyselé hydrolyzy pSenice naulak
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Obr.

14: Maximalni alkoholové wiZnosti - pSenice
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Obr. 16: Maximalni alkoholové wgZnosti

Maximalni alkoholova vyt éZnost (%)
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6.2. Oves
V piipact vzorki ovsa bylo dosahovano nejnizSich hodnot GE. Rbyako

u ostatnich vzork se i u ovsa pozitivhprojevilo zvySeni tlaku. U ovsa bylo mozné
pozorovat pogkud mensi rozdily mezi kyselou a alkalickou hydraly oproti
vzorkim pSenice. NejvysSich wiki GE v @gipad ovsa bylo dosaZzeno rodn
enzymatickou hydrolyzou. Nejvho&g8im preparatem pro hydrolyzu ovsa byl
piipravek ASD. V pipact ovsa se jgné sladové mléko projevilo jako hydrolyticky
malo &inné. Alkoholové vyZzky ziskané z hydrolyzatu ovsa byly niZ8i oproti
vytéZkam z ostatnich surovin.iPnizkém obsahu redukujicich cikv hydrolyzatu
nebyl obsah alkoholu &itelny. Nejvyssi alkoholovy vyg#ek (viz. obr. 17) odpovida
nejvysSimu obsahu zkvasitelnych aukiv hydrolyzatu ziskaném hydrolyzou
piipravkem ASD.

Tab. 7: Obsah GE a alkoholova &Xmost zrna ovsarpkyselé hydrolyze (3
opakovani)

Obsah redukuijicich latek GE Alkoholova vytéZnost (%)
Koncentrace H,SO, (%) Koncentrace H,SO,4 (%)
tlak
(Mpa) 3 6 9 12 3 6 9 12
0 33 53 68 70 0 0,5 0,5 0,5
0,3 56 79 85 92 0,5 0,5 1 1
1 93 118 121 130 1 1 1,5 1,5
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Tab. 8: Obsah GE a alkoholova &3most rna ovsarpalkalické hydrolyze (3
opakovani)

Obsah redukujicich latek GE Alkoholova vytéZnost (%)
Koncentrace NaOH (%) Koncentrace NaOH (%)
tlak
(Mpa) 3 6 9 12 3 6 9 12
0| 19 26 33 51 0 0 0 0,5
03| 22 36 47 55 0 0 0 0,5
1] 34 37 50 59 0 0 0 0,5

Tab. 9: Obsah GE a alkoholova &3most zrna ovsarpenzymatické hydrolyze BS (3
opakovani)

Alkoholova
Obsah redukuijicich latek GE vytéznost (%)
SEA BS SEA BS
tlak
(Mpa) 50 100 50 100
0 31 34 0 0
0,3 45 49 0 0
1 48 62 0 0,5

Tab. 10: Obsah GE a alkoholova &&ost zrna ovsarpenzymatické hydrolyze AO
(3 opakovani)

Alkoholova
Obsah redukujicich latek GE vytéznost (%)
SEA AO SEA AO
tlak
(Mpa) 50 100 50 100
0 45 61 0 0
0,3 56 79 0 0,5
1 70 95 0,5 1

Tab. 11: Obsah GE a alkoholova&&ost zrna ovsaipenzymatické hydrolyze
ASD (3 opakovani)

Alkoholova
Obsah redukujicich latek GE vytéznost (%)
SEA ASD SEA ASD
tlak
(Mpa) 50 100 50 100
0 57 73 0 0,5
0,3 86 124 1 15
1 117 148 15 2,5
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Tab. 12: Obsah GE a alkoholova&&most zrna ovsaipenzymatické hydrolyze
SLAD (3 opakovani)

Alkoholova
Obsah redukujicich latek GE vytéznost (%)
SEA SLAD SEA SLAD
tlak
(Mpa) 50 100 50 100
0 22 46 0 0,5
0,3 40 82 0,5 1
1 75 96 1 1

Obr. 17: Maximalni alkoholové wZnosti - oves
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6.3. Jeémen
Jeémen se projevil jako potenci&@whodna plodina. Maximalniho obsahu GE

162 mg.g" bylo dosaZeno ip kyselé hydrolyze. Hodnoty ziskanéi pkyselé
hydrolyze se blizily hodnotam pSenice. Enzymatigk@éparaty vykazaly nizsi
G¢innost. Maximalni obsah GE 148 mg.y piipadt enzymatické hydrolyzy byl
ziskan v pipact pouziti gipravku ASD. RoviZz sladové mléko vykazalo dobré
hodnoty: maximum 137 mgly Svoji vhodnost ale potvrdilo &p pri pouZiti
za atmosférického tlaku, kdy dosazené hodnoty bySgi nez u ostatnich pouzitych
hydrolytickych gipraviki. Maximalni alkoholové vy¥ky je¢cmene (obr. 18)
nedosahovaly takovych hodnot jako ipacE pSenice, ale byly vysSi nez iipad
ovsa. Roviz u j@mene byly pozorovany nulové yky alkoholu pi nizkych

hladinach redukujicich cukiv hydrolyzatu.
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Tab. 13: Obsah GE a alkoholova&&iost zrna jgmene pi kyselé hydrolyze (3

opakovani)

Obsah redukuijicich latek GE

Alkoholova vytéZnost (%)

Koncentrace H,SO,4 (%) Koncentrace H,SO4 (%)
tlak
(Mpa) 3 6 9 12 3 6 9 12
0 48 68 83 80 0,5 0,5 0,5 1
0,3 73 95 143 154 0,5 1 2,5 2,5
1 93 114 147 162 1 1,5 2,5 3

Tab. 14: Obsah GE a alkoholova&&ost zrna jgmene pi alkalické hydrolyze (3

opakovani)

Obsah redukujicich latek GE

Alkoholova vytéZnost (%)

Koncentrace NaOH (%) Koncentrace NaOH (%)
tlak
(Mpa) 3 6 9 12 3 6 9 12
0| 26 46 57 56 0 0 0 0,5
0,3| 36 59 68 80 0 0 0,5 0,5
1] 64 73 75 84 0 0,5 0,5 0,5

Tab. 15: Obsah GE a alkoholova&&ost zrna jgmene pi enzymatické hydrolyze

BS (3 opakovani)

Alkoholova
Obsah redukuijicich latek GE vytéznost (%)
SEA BS SEA BS
tlak
(Mpa) 50 100 50 100
0 45 59 0,5 5
0,3 97 122 1 15
1 100 135 1 15

Tab. 16: Obsah GE a alkoholova &&ost zrna jgmene pi enzymatické hydrolyze

AO (3 opakovani)

Alkoholova
Obsah redukujicich latek GE vytéznost (%)
SEA AO SEA AO
tlak
(Mpa) 50 100 50 100
0 31 36 0 0
0,3 46 49 0 0
1 49 56 0 0,5
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Tab. 17: Obsah GE a alkoholova&Ziost zrna jgmene i enzymatické hydrolyze
ASD (3 opakovani)

Alkoholova
Obsah redukujicich latek GE vytéznost (%)
SEA ASD SEA ASD
tlak
(Mpa) 50 100 50 100
0 57 73 0 0,5
0,3 86 124 1 1,5
1 117 148 15 2,5

Tab. 18: Obsah GE a alkoholova &#ost zrna jgmene pi enzymatické hydrolyze
SLAD (3 opakovani)

Alkoholova
Obsah redukuijicich latek GE vytéznost (%)
SEA SLAD SEA SLAD
tlak
(Mpa) 50 100 50 100
0 57 86 0,5 1
0,3 92 113 1 1
1 126 137 15 2

Obr. 18: Maximalni alkoholové wZnosti - jmen

Alkoholova vyt éznost je émen (%)
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Obr. 19: Pitbéh maximalnich alkoholovych w§iki v zavislosti na tlaku
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& pSenice
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Ajecmen

pro jednotlivé suroviny zjighy tlaky pro ziskani maximalniho alkoholového
vytéZku: pSenice 0,67 MPa, oves 1,02 MP&men 0,73 MPa. Vysledky jeeba
povazovat spiSe za orietitd. Pro pesrgjSi stanoveni by bylo nutné provést vice

pokusi pii raiznych variantach tlaku, které by umoznilkeprejSi stanoveni gibehu

Z regresnich rovnic maximalnich alkoholovych&atosti (viz. obr. 19) byly

alkoholové vy&zZnosti.
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7. Diskuse

Prvnim faktorem, ktery vyraznovliviiuje alkoholovou vyiznost je stupe
dezintegrace vstupniho materialu. Dohanyos (200&diu ,ZmensSenim velikosti
castic mechanickou nebo jinou dezintegraci dochgmdstatnému 2tseni povrchu
a tim i k tSi dostupnosti enzymovému rozkladliénto jev je¢asto pozorovan a je
to dlouhodoB uznavany faktor. K tomuto dodava Khaw et al., @0@e ,produkce
etanolu roste, kdyz velikostni distribuce Skrobbwvygranuli je podobna jako
kvasinek®. Pro vlastni praci byla vyuZivana zrna obilovin, rliateprosla utitym
stuprem mechanické dezintegrace.

Nigam a Singh (1995) uvéd Ze: ,Skrob je dosud hydrolyzovan
na jednoduché dextriny a glukézu presinictvim kyselin, ale enzymy majkaolik
vyhod. Hlavni vyhodou je, Ze specifita enzymu aapezprodukci cukerného roztoku
s dobre definovatelnymi vlastnostmi“.Tento faktor je vyznamny zejména
v ptipadech, Ze produkt hydrolyzy je dale zpracovaEmzymatickou hydrolyzou
tak Ize zajistit witou standardizaci jejich produktAckoli ve vlastni praci nebyl
sledovan podil jednotlivych sloZzek vzniklych hydmbdu Skrobnatého materialu,
tak zastoupeni sloZzek osmoticky aktivnich owlile proces alkoholové fermentace
hydrolyzatu.

Hydrolyza byla provagha chemickymi i enzymatickymitfpravky. Kysela
hydrolyza (zmiovana vysSe) se projevila jako universaltippavek. Jeji efektivita
stoupa stistem extrémnich podminek. Enzymatickd hydrolyzak véackterych
piipadech vykazuje lepSi vysledky. Enzymatickou aedbglo lepSich vysledk
dosahovanoiedevsim za ménextrémnich podminek.

Bylo zjiSttno, Ze nejvysSich wiki GE a nasledn vytéZku alkoholu je
dosahovano ip vySSim tlaku. Rové&Z Selmi, (2000) uvadi, Ze;vysoky tlak
pri priprave zrna pSenice méa pozitivni vliv na &gk glukozy. Vysoky tlak nevede
jen ke zvySeni hydrolyzy molekul amylopektinu, zglissobuje i ¥¢tSi bobtnavost
Skrobovych zrn!* Selmi (2000) dale uvadi, Ze termickym zpracovamiiiie dojit ke
snizeni vyzku glukézy. Tento jev Zd/odiuje vazbami mezi amyl6zou a lipidy,
které vznikaji pi zalrivani. Hill, Macdonald a Lang (1997) rodn uvadiji, ze
acinnost amylolytickych enzyfna tyto komplexy amyl6zy a lipidje niZSi. Debet a
Gidley (2006) uvadi, ze lipidové a proteinové povrchové slozky Skrobovych

pusobi redukné na bobtnavost Skrobu pSenice a kitigel. Je uznavano, Ze tuky
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obsaZzené ve Skrobu Ize réfitina FAM a LAM, picemz kazd4 ze slozek ma jiny
vliv na bobtnavost Skrobovych zrn. LAMugobi inhibéng, zatimco FAM
stimulané. Pozitivni vliv tlaku na vznik redukujicich cukruvadi i Lee (2006),
avSak zarovie uvadi vysSi produkci redukujicich cidkpro pouziti HCI oproti
H.SQO,, ktera byla pouzita v pokusu. Z hlediska ekonomwyoby etanolu uvadi
Nigam a Singh (2005), Zga ckoli jsou dnes pro hydrolyzu Skrobnatych material
vyuzivany enzymatické preparaty, vyraznych udsporbylyp mozné dosahnout
pouzitim kvasinek, které produkuji viastramylazy a glukoamylazy a jsou zarove
schopné produkovat etanolTakovymto slodenim proces Ize Setit energetické
vstupy vyroby etanolu. Pro podfmi hydrolyzy takovymito organizmy by bylo
mozné vyuzit sladového mléka, které v pokusech zalka dobré vysledky
pii nizkém tlaku. Liao et al. (2010) uvgd Ze j&na a-amylaza je odolna Wi
nizkému pH a proto je vhodné zejména pro systémyiaalni fermentace.

Enzymatickym pipravkem, ktery vykazal nejvy3Si vyek GE,
resp. alkoholu bylaa-amylaza BS pouzita k hydrolyze pSenice. Konsula a
Liakopoulou-Kyriakides (2004) uvéf pro a-amylazuBacillus subtilis optimalni
podminky: teplota 135 °C,iigemz dalSiho zvySeni termostability I1ze dosahnout
ptidanim C&'. Fridavkem C& (8 mM) Ize i 60 °C a 2 hod inkubaci zvysit
rezidualni aktivitu z84,6 % na 96 %. Optimalni uv& pH je 6,5.

Optimalni teplota 135 °C se jevi jako velmi vysdké. obr. 4). V gipad
Konsula a Liakopoulou-Kyriakides se tediepré jedna o vysoce termotoleratnti
kmen tohoto druhu. Provéd hydrolyzu @i 135 °C je vysoce energeticky
i ekonomicky naréné, avSak za takovychto podminek jéebln uvaZovat
i hydrolytické pisobeni tlaku, které ovlivni vysledny stuigeydrolyzy.

Pokus prokazal vysokou afinitu enzymatickéhtpravku BS wic¢i Skrobu
pSenice. Podobné vysledky uvadi i Konsula a LiaképeKyriakides (2004), ki@
zminuji vysokou afinitu enzymu k bramborovému Skroda,jen nizkou uci Skrobu
ovsa. Nizka afinita tohotoripravku vici Skrobu ovsa je ddk patrna z tab. 9. Tyto
rozdily v afini€¢ jsou zdivodiovany obsahem tuk Ten je u ovsa vysSSi nez
u ostatnich obilovin. Tento jev potvrdily i vysledgokusu.

V praxi jsou i vyrob¢ etanolu pouzivany jako vstupni surovina suspenze
s vysokym obsahem susiny (2007'gd vy$&i). Tato metoda je vhodna r&¥rpro
vyrobu etanolu z jamene a ovs§Sanchez a Cardona, 2008). Bayrock a Ingledev

(2001) uvadi, Ze systém vicestopé kontinuélni fermentace v kombinaci s vysokou
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vstupni suSinou je vhodny zejména pro vyrobu etanpbSenice. Pokus byl
provadn v podminkach nizké vstupni susiny (50%)y.IBylo by vhodné osfit
pribéh hydrolyzy suroviny s vysokou susSinou v podmink&gsokotlaké pipravy
zapary.

Wang et al. (1999) uvadi, Zevysledna koncentrace etanolu je primérn
zavisla na pomrru susiny a vody ve g8i.“ Dale uvadi linearnitst koncentrace
etanolu z 9 % na 15 % objtiniZzovani pordéru voda : susSina z pairu 3,2 na 1,8.
Vysokych koncentraci etanolu je sice mozné dos&hmoySenim susiny, ale to
zéarover vede k prodluzovani doby fermentace. ProdlouZeddfoy fermentace ale
vzrasta riziko mikrobialni kontaminace. Faktorem, ktemgjvyraz®iji ovliviiuje
rychlost fermentace je teplota. Pro zavislost rgstil fermentace a teploty uvadi
Wang et al. (1999) v rozmezi teplot 17,9 — 32,1lit@arni vztah. B zvySovani
teploty roste lineamrychlost fermentace z 1 na 2,7 Miit. Wang et al. (1999)
dale uvadi, Ze optimalni podminky jsou: pomoda : susSina 2 a teplota 30 °C.

Ackoli je alkoholova fermentace povaZzovana za anawrphboces, Alfenore
et al. (2004) poukazuji na fakt, Zze aeraci lze tennivniho vsadkoveho systému
(147 g.I* bshem 45 hod) dos&hnout vy3Sich &#k etanolu pi redukci produkce
vedlejSich produkt zejména glycerolu.,,Plna aerace vedla ke zvySeni Zzivé
kvasinkové kultury o 23 % a koncentrace etanola 4@ %. Produkce alkoholu byla
vySsi pi plné aeraci oproti limitované (2,2 vs. 1,5 g.g%).“ Sanchez a Cardona
(2008) uvadi, Ze aerace hraje vyznamnou tolzjpisobu kontinualni fermentace.

DalSi z moznosti jak zvySit alkoholovou ¥¥host je pouZiti specialnich
kmeni kvasinek. Nissen et al. (2000jepklada, Ze;kmen TN19 S. cerevisiae ma
pri vsadkovéem systému o 10 %SV vyeZzek etanolu a az o 38 % niZSi vznik glycerolu
v porovnani s gwodnimi kmeny .“

Jednim z faktar, ktery mohl ovlivnit vysi alkoholového witku bylo pouZiti
béZzneé dostupnych pekakych kvasnic. Jako alternativu by bylo mozné&iiv
kvasnice pouZzivané ve Vifsvi.

Nagodawithana a Steikraus (1975) uvgetanol pr/idany do média je mén
letalni nez ten, ktery vznik&ipntenzivni fermentaci. # velmi rychlé fermentaci
vznik& v biikach tolik etanolu, Ze nesiadifundovat do extracelularniho pra@sti.”
Tento efekt ztraty Zivotaschopnosti pivovarskychasmic lze odvodnit ztratou
aktivity alkohol dehydrogenazy. Inaktivaci alkohdéhydrogenazy lze pozorovat

od koncentrace 2x1b molekul etanolu/bitku. Cot et al. (2007) vystuiji letalni
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acinky etanolu ve vsadkovém, aerovaném systémisolpenim na fosfolipidovée
struktury bugénych membran.

Inhibi¢ni a letalni vlastnosti etanolu né&imbéhem pokusu izjm¢ vyrazny
vliv. Dosahované koncentrace etanolu nebyly vysokevrez tak teploty fermentace
nedosahovaly hodnot, kdy by vyrazmvySily takovéto psobeni etanolu. Inhitmi
pusobeni etanolu se mohlocétaprojevovat v pipad pSenice, kdy obsah alkoholu
dosahl 6 % obj. Dombek a Ingram (1987) uygdze inhibtni vliv etanolu Ize

pozorovat od 5 % obj.
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8.Zaveér

Poddilo se prokazat, Ze extruze (termotlaképpava) pi piipraw suroviny se
pozitivne projevila jak na obsahu GE, tak i na vyslednéngzkua alkoholu. Rovéz
zvySovanim davky enzymu doslo ke zvySeni obsahui Gkoholového vyzku.
Pro ugeni podminek maximélniho Wiku alkoholu je vSak zap@tbi jinych tesi.
Predklddana metodika ma za laboratornich podminekeauovnavaci schopnost.
Pro gesné uteni pfibéhu alkoholového vy¢Zku by bylo nutné provést vice pokis
ale zejména na provoznindi alespa poloprovoznim zdzeni s vice variantami
tlaku. Tak by se dalipsrEji urcit prabéh vyteZku a nasledhi regresni rovnice této
zavislosti. Zajimavym jevem je, Zeftip,nizkych* hodnotdch obsahu GE byla
alkoholova vy#Zznost rovna nule.iPpouziti BATCH systému (vsadkovy systém),
ktery byl vyuzit i v tomto pokusu, Ize tento jevswgtlit tim, Ze redukujici latky,
které jsou tveéeny gredevsim jednoduchymi cukry, byly vyuzity kvasinkgmo rist.

Pri rastu kvasinkové kultury tak doSlo k &grpani &chto jednoduchych cuir

a zbylé cukry, prawpodobré tvorené nezkvasitelnymi cukry, uz kvasinky nebyly
schopné vyuzit pro tvorbu etanolu. DalSim faktordtery vyrazg ovliviuje
pocateini fazi fermentace a lze jim vy&lit nizky alkoholovy vygzek, je pitomnost
kysliku. Dokud je v suspenzifipmen Kkyslik, dochazi k aerobnimu rozkladu
glukdzy. V této poateni fazi nemusi tedyidbec dochazet k alkoholové fermentaci,
glukdza je vyuzita aerolna zbylé cukry jiz nemusi byt zkvasitelné a tuddz |
alkoholovy vytzek rovréz nulovy.

Tvorba etanolu byla zji&ha u vSechiech plodin od obsahu GE mezi 50 a 65
mg.g*. U pSenice se tato hranice niposouvala nahoru v rozmezi 50 — 70 rifg.g
Podle vysledk se Ize domnivat, Ze pro namnozZeni kultury a grd vhodnych
podminek pro tvorbu etanolu, jéeba obsah GE nizSi nez 50 mg.g-1, aby zbylé
cukry mohly projit fermentaci.

Lze tedy tici, Ze hodnoceni hydrolyzy pomoci alkoholové &éyiosti
u pouzitého vsadkoveho systému a podminek pokusumiés vhodnou metodou,
protoZze zvysSovani obsahu GE v substratu se az divé ufimitni® hodnoty
neprojevilo na alkoholové w§£nosti a podle alkoholové W#nosti by tedy nebylo

mozné ukit, kolik cukni se uvolnilo ze Skrobovych zrn.
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9. Souhrn

Vétsina produkce etanolu pro donyslové vyuZiti je v CR vyrékena
z obilovin. Byl zkouman vliv kyselé, alkalické azymatické hydrolyzy na v§Znost
po termotlakoveé fiprav surovin. Jako metoda s n&Sim potencidlem se jevi
jednotlivych enzym k raznym drutim obilovin. Jako surovina byly pouZity oves,
jeémen a pSenice z mistnich farem. Ty byly zpracowéanyotlakovou gipravou i
raiznych variantach tlaku. Po provedeni hydrolyzy Isthnoven obsah GE

a po ukogeni fermentace byl zjigvan vytzek alkoholu.

Kli¢ova slova: enzymaticka hydrolyza; etanol; ove&njen; pSenice

10. Abstract

Major part of ethanol production for industrial useCzech Republic is made
from cereals. Effect of acid, alkali and enzymdiydrolysis after thermopressure
preparation takes part in the paper. The most miogialternative is enzymatic
hydrolysis. Especially efficiency of different hydytic enzymes towards different
species of cereals takes the main part of the aimounk. Local farm products, oats,
barley and wheat were prepaired by steam explosiodifferent pressure. After
hydrolysis were detected the GE and after fermemavas observed the production

of alcohol.

Key words: enzymatic hydrolysis; ethanol; oat; bgriwheat
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