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Na vyuZitie lignocelulézov§ch materidlov ukézali sa
vhodné i kombinované anaer6bne a aerdbne mikrobiolo-
gické procesy. Henry et al. [1] zistili, Ze je moZné pre-
konat efektivitu preZidvavcov z hladiska tvorby protei-
nov. Otestovali dvojfdzovy spdsob vyuZitia fytomasy.
V prvej fdze sa trdva po zriedeni vodou naotkuje bacho-
rovou mikroflérou; pri vhodnej teplote prebehne zmesna
anaer6bna fermentécia. Jej hlavnymi produktami sd niZ-
Sie mastné kyseliny (prevdZne Kyseliny octovd, ale aj
propionovd a maslovd a men$ie mnoZstvo vy33ich kyse-
lin). V druhej fdze na pddach ziskanych takymto kvase-
nim je moZné Kkultivovat kvasinkové mikroorganizmy,
ktoré sd schopné vyuZivat niZSie mastné kyseliny ako
zdroj uhlika a energie. Ich biomasa je tvorend bielkovi-
nami, ktoré st bliZsie Zivo&iSnym ako rastlinnym.

Overili sme pouZiteInost tejto metédy a roz3irili jej
aplikdciu na lignocelul6zové materidly so zanedbateInou
nutri¥nou hodnotou (drevné Stiepky, kukuriéné okléasky,
slama). Inokulum z bachorového obsahu sme nahradili
zmesnou termofilnou bakteridlnou kultdrou [2]. Sa&asne
sme preskdmali moZnost recyklizdcie tekutej fazy, vy-
sledkom &oho bola navrhnutd bezodpadovad technolégia
vyuZitia lignocelul6zovych materidlov mikrobiologickou
cestou ([3], obr. 1).

PouZité termofilné anaer6by rozkladaji lignocelul6zové
materidly zrejme inak ako mezifilnd bachorovd mikro-
fléra [4]. ZvySok po termofilnej dprave sa ifiou hlb3ie
rozklad4. Sledujeme moZnosti vyuZitia aj takychto kom-
biné4cii procesov.

Zamerali sme sa preto na hlb3ie preskimanie procesu
odbtirania lignocelul6zového materidlu, a to: 1. sledova-
nim odbidrania hemicelul6z chemickou analyzou, 2. po-
uZitim GPC (gélovd permea&nad chromatografia) analyzy
pri &tddiu zmien distribicie molekulov§ch hmotnosti po-
lysacharidového zbytku po fermentédcii drte kukurignych
oklaskov.

Doposial nie je uzavretd otdzka spdsobu odbirania ce-
lul6zového podielu v priebehu enzg¢movej hydrolyzy, €i
celuldzy utilizujd prednostne alebo vylu&ne amorfn¢ po-
diel alebo aj kry3talicky podiel, & odbtranie polysacha-
ridov prebieha $tatisticky. Mnohi autori povaZujd za li-

mitujici faktor hydrolyzy velkost kry$talického podielu
v celul6zovom materidli, merand ako index kry3talinity
[5]. Z vysledkov rontgenografického 3tddia kryStalickeé-
ho podielu a zmien molekulovej hmotnosti urfenej vis-
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Obr. 1. Bezodpadové spracovanie fytomasy
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kozimetricky dospel Schurz [6] k uzédveru, Ze pri enzy-
movej hydrolyze celulézy dochadza k rovnomernému
odlupovaniu jednotlivfch makromolekil celulozy tak
z povrchu amorfnych ako aj krystalickych elementarnych
atvarov celulézy. Viskozimetrické Stidium umoZiuje
ziskat len priemerné hodnoty molekulovej hmotnosti po-
lymérneho materidlu. Komplexny obraz o distribdcii mo-
lekulov§ch hmotnosti poskytuje gélovopermealnd chro-
matografickd analyza polydisperzného systému.

Materidl a metody

Mikroorganizmy: Termofilné zmesné bakteridlne kulta-
ry sa ziskali postupnym nahromadovanim (pdvodné ino-
kulum: exkrementy, bahno, voda z teplovodného potru-
bia) na 4% suspenzii lignocelul6zovych substrdtov v mi-
nerdlnej DMA pdde podla Pirta [7] pri 60°C a pH 6,8. Su
udrZiavané v tekutej pdde pri izbovej teplote. Kultivacia
je statickd za nie striktne anaerébnych podmienok. Can-
dida tropicalis CCY 29-7-33 bola izolovana nahromadova-
nim na hydrolyzdtoch odpadov Zivoc€isnej vyroby. Pre
kultivadné pokusy sa pouZila tekutd fadza po anaerdbnej
fermentacii lignocelulézovych materidlov. Kultivacia pri
30 °C, pH 6 na rotac¢nej trepacke.

Analytické metddy: Hemicelulézy sa stanovili po kyslej
hydrolyze pevného zvy3ku ako redukujice latky podla
Schoorla. Hydrolyza sa robila s 1% HCI pri 100 °C v 10na-
sobnom nadbytku; kukuriéné okl4dsky 1 hodinu a drevné
stiepky 2 hodiny. Sledovali sme % utilizdcie takto sta-
noviteInych sacharidov.

Distribtcia molekulovych hmotnosti a kukuri¢nych
oklaskov sa sledovala GPC analyzou na pristroji ALC/GPC
firmy Watters, model R-401. Styri nerezocelové kol6ny
o vniatornom priemere 0,775 cm a diZke 60 cm boli napl-
nené Styragelom s vylufovacim limitom 10-°m a zrni-
tosti 3,7—7,5nm. Rychlost prietoku bola 1ml.min-L
Vzorky sa nitrovali a rozpustili v eluente - tetrahydrofu-
rane, resp. sa pevny podiel pred nitraciou delignifikoval.

Vysledky a diskusia

Typicky priebeh utilizacie hemicelul6z, ktory sme urco-
vali z bilancie redukujicich latok po Ciasto¢nej hydroly-
ze, je zndzorneny na obr. 2 a 3. V prvej Casti anaerébnej
fermentédcie mnoZstvo redukujicich 1atok klesa a po urci-
tom Gase fermentdcie sa jeho mnoZstvo zvySuje. Z toho
sa d4 usuddit, Ze pofas anaerdbnej fermentdcie lignoce-
lul6zového materidlu sa meni nadmolekulovd S$truktira
celulézového podielu. PresnejSiu analyzu mala poskytnuat
GPC analyza.

GPC analyzou roztokov nitrdtov vzoriek kukuri¢nych
oklaskov pred a po fermentdcii sme =ziskali prisluiné
eluéné krivky (obr. 4), ktoré reprezentuji distribdciu
molekulovych hmotnosti v sledovanych vzorkéch. Z prie-
behu eluénych kriviek je zrejmé, Ze u vSetkych skima-
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Obr. 2. Redukujiice ldtky [po hydroljze] v priebehu
anaerébnej termofilnej fermentdcie lignoceluls-
zovjch materidlov zmesnou bakteridlnou kultirou

drevné Stiepky (40 g .1-1) fosfatovy tlmivy roztok o pH
6,8 + NH,Cl + % tekutej fazy po aerébnej fermentacii
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Obr. 3. Redukujiice ldtky (po hydroljze) v priebehu
anaerdbnej termofilnej fermentdcie lignoceluld-
zovijch materidlov zmesnou bakteridlnou kultirou

kukuriéné oklasky (40g.1-1), fosfatovy tlmivy roztok
+ NH,Cl + % tekutej fazy po aerdbnej fermentacii, pH 6,8
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Obr. 4. Eluéné krivky ziskané GPC analjzou kukurinijch
okldskov
Fermentdcia: Kkukuriéné oklasky (40g.1-1), fosfatovy

tlmiv§ roztok + NH,Cl, pH 6,8, teplota 60°C, 6 dni

A — pred fermentaciou delignifikované, po nitracii roz-
pustné v tetrahydrofurane na 100 %

B — po fermentacii nesporulujicou kultirou, po nitrécii
rozpustené v tetrahydrofurane na 60 %

C — po fermentacii sporulujicou kultirou, po nitracii
rozpustené v tetrahydrofurdne na 48 %

nych vzoriek sa jedna o polydisperzny systém so Sirokou
distribiciou molekulovych hmotnosti. Krivka A reprezen-
tujica pdvodné kukuritné oklasky ma vyrazny bimodal-
ny charakter s vysokomolekulov§m podielom v oblasti
40—75 ml elu¢ného objemu, s maximom priemerného po-
lymerizatného stupifia (PPS) v oblasti hodnét 370 a s niz-
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komolekulovym podielom tvorenym oligomernymi zloz-
kami v oblasti 85—110 ml elu¢ného objemu. U oboch
vzoriek (krivka B a C) po fermentdcii sa v oblasti naj-
vyssich molekulovych hmotnosti, resp. PPS vysokomole-
kulového podielu objavilo maximum M,, resp. M,, pricom
sifasne doslo k posunu maxima vysokomolekulového
podielu k niZ§im hodnotam PPS.

Z vysledkov GPC analyzy skimanych vzoriek mozZno
usudzovat, Ze doslo k degradacii oligomernych zloZiek,
Co vyplyva z posunu prislusného maxima elu¢nych kri-
viek B a C k niz8im hodnotdm PPS ako aj k celkovému
abytku oligomernych sacharidov v pevnom zbytku. V pro-
cese termofilnej anaerdbnej fermentdcie drte Kkukuric-
nych okldaskov sa degradoval aj vysokomolekulovy poly-
sacharidicky podiel, pricom jeho mala Cast reprezento-
vana pikmi M,, resp. M, sa nemenila.
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Longauerova, D., Luzakova, V., Halama, D.: Stanovenie
stupiia hydrolyzy lignocelul6zovyich materidlov termofil-
nymi baktériami. Kvas. prim. 32, 1986, ¢. 4, s. 84—86.

Nahromadené zmesné Kkultary termofilnych anaerob-
nych baktérii boli kultivované pri 60 °C na kukuri¢nych
oklaskoch vo fosfatovom tlmivom roztoku o pH 6,8. Gé-
lovou permeacnou chromatografiou sa zistilo, Ze po 6
diioch kultivacie bola véc¢Sina oligomernych sacharidov
utilizovand a ciasto¢ne doSlo aj k degradacii vysokomo-
lekulového sacharidického podielu. Hemicelulézy (stano-
vené ako redukujuce sacharidy po ¢iastoc¢nej hydrolyze)
boli z vacSej Casti utilizované. Pevny zvySok po termo-
filnej fermentdcii ma v&acSiu akcesibilitu (v porovnani
pred fermentaciou) voci zmesnej bachorovej mikroflore.

Jlonrayeposa, JI., Jlyxkakosa, B., 'anama, J.: Onpegene-
HHe CTeNeHH THAPOJNH3A JMFHOUEILIIOJNO3HBIX MaTepHaJIo0B
TepMOGHIbHBIMH GakTepHsaMH. Ksac. nmpym. 32, 1986, Ne 4,
crp. 84—86.

Ha xyKypysubix kouepnizkkax (Ges npejsapiredbHoit 06-

paGorki 3a HCKJIOYeHHeM TrpyGoro pasmenbueHHst) Obliau
KyJbTHBHPOBAHbl HAKOMHTEJIbHbE KYyJAbTYPbl aHa3pOOHBIX
Oakrepuii; Temnepatypa: 60°. Cpexa: ¢ocdarubiit Gydep,
pH 6,8. Ilocnie 6 naueit OOJBIIHHCTBO OJIHIOMEPOB ObLIO
OaKTepHsAMy HCHOJb30BaHO, a BLICOKONMOJHMEPHas (ppakiius
110JIHCaXapua0B Gbl1a YaCTHYHO THAPOJH3HPOBAHA O OJIH-
roMepoB, Kak NokKasala resaosas xpomatorpadusi. Iemu-
UEATV103bl GBIIH TIPAKTHYECKH HCIOJIb30BAHBl [OJHOCTBIO
(yMepeHHBIl KHCAOTHBI THApoaH3). B cpaBHenuu ¢ Haua/b-
HBIM COCTOSIHHEM MaTepHaJ Tnoc/e 00paGoOTKH TepMO(pH/Ib-
HpiMH  OakTepuamu ObicTpee pasjarajicsi Me30(HALHBIMH
opraHHaMaMmu pyoiia.

Longauerova, D., LuZzikova, V., Halama, D.: Estimation
of hydrolysis of lignocellulosics by thermophilic bacte-
ria. Kvas. prim. 32, 1986. No. 4, pp. 84—86.

Corncobs coarsely cut without other pretreatment was
suspended in pH 6.8 phosphate buffer, and inoculated by
10% volume of mixed thermophiles under (semi-) anae-
robic conditions at 60 °C. After 6 days cultivation the
most part of oligomers was utilized by bacteria, and
polysaccharides partially decomposed to oligomers, as
shown by gel permeation analysis (GPC). The most part
of hemicellulose (as estimated by mild hydrolysis as
reducing sugars) was utilized. The residual material
after thermophilic treatment was more accesible (in
comparision with original one) to mesophilic mixed
rumen flora.

Longauerova, D. - Luzdkova, V. - Halama, D.: Bestimmung
des Grades der Hydrolyse von Lignozellulose-Materialen
durch thermophile Bakterien. Kvas. pram. 32, 1986, Nr.
4, S. 84—86. ’

Angeh#dufte Mischkulturen thermophiler anaerober
Bakterien wurden bei 60 °C auf Maiskleien in hemmender
Phosphatlésung mit pH 6,8 kultiviert. Mittels Gel-
-Permeationschromatographie wurde festgestellt, daf
nach 6 Tagen Kultivation der iiberwiegende Teil der
oligomeren Sacharide utilisiert war und es verlief teil-
weise auch die Degradation des hochmolekularen
saccharidischen Anteils. Die Hemicellulosen (die als
reduzierende Saccharide nach teilweiser Hydrolyse be-
stimmt wurden) waren grosstenteils utilisiert. Der feste
Riickstand nach der thermophilen Fermentation weist
eine hohere Akzessibilitdt (im Vergleich vor der Fermen-
tation weist eine hohere Akzessibilitdt (im Vergleich vor
der Fermentation) gegeniiber der Pansen- Mischmikro-
flora auf.



