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Nazev pfihlasky vynalezu:

Uplné kultivaéni médium pro mikrobidlni
produkci etanolu nebo butanolu, zpiisoby
jeho vyroby a zpiisoby vyroby etanolu a
butanolu

Anotace:

Uplné kultivaéni médium pro mikrobiélni produkci
etanolu nebo butanolu, které se sklada z hydrolyzitu
odpadu rostlinného pivodu zpracovaného celulolytickym
enzymem a hydrolyzatu odpadu Zivo¢isného pivodu

v hmotnostnim poméru 0,5 - 1 (hydrolyzat rostlinného
piivodu):0,06 — 0,25 (hydrolyzat Zivo¢iSného pavodu).
Odpadem rostlinného piivodu jsou pfednostné nedfevnaté
nadzemni &asti bylin, nepouZitelné pro lidskou vyZzivu,
jako drcend obilnd nebo kukufiénd slama a odpadem
Zivotisného piivodu jsou piednostné ZivogiSné tkan€
obsahujici keratin, jako kufeci pefi. Zpiisob vyroby média
uvedeného vy3e, pii némZ se smés odpadu rostlinného
puvodu a odpadu Zivo&isného piivodu podrobi alkalické
hydrolyze pfi pH v rozmezi 12,0 — 13,0 nasledné se pH

hydrolyzatu upravi na hodnotu v rozmezi 4,5-5,5a
celul6za obsaZend v hydrolyzatu se enzymaticky rozlozi
zpracovanim hydrolyzéitu celulolytickym enzymem.
Hydrolyza a zpracovani obou slozek hydrolyzétu se také
mohou provadét odd&lené a potom se vysledné kultivaéni
médium ziska jejich smisenim. Zpiisobu vyroby etanolu
fermentaci vy$e uvedeného kultivaéniho média, napfiklad
za pouziti kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Zpusob
vyroby butanolu fermentaci tohoto kultivaéniho média,
naptiklad za pouziti bakterie Clostridium pasteurianum.
Popsané kultivaténi médium se sklada pouze z odpadnich
surovin a zarovefi pokryva viechny nutrini naroky
mikroorganismi produkujicich etanol a butanol, takze
neni nutno pfidavat zadné dalsi pfisady.
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Uplné kultivaéni médium pro mikrobialni produkci etanolu nebo butanolu,
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zpusoby jeho vyroby a zpiisoby vyroby etanolu a butanolu

Oblast techniky

Vynalez se tyka Gplného kultivaéniho média pro mikrobialni produkci etanolu nebo butanolu,

zpusobil jeho vyroby a jeho pouziti pro mikrobidlni vyrobu etanolu a butanolu

Dosavadni stav techniky

Vyzkum mikrobialni produkce chemikalii, jako jsou alkoholy, z obnovitelnych zdroji
je v soucasnosti soustfedén na vyuZiti surovin tzv. druhé generace tj. surovin nepouZitelnych
pro lidskou vyzivu. Ktémto surovindm patii zemédélské a lesnické odpady (obilnd a
kukufi¢na slama, piliny, dfevni $tépka atd.) a dale cilené péstované tzv. energetické rostliny
jako jsou napt. ozdobnice (Miscanthus), §tovik nebo rychle rostouci dfeviny, v podminkach
CR, topol a vrba. Jako ekonomicky vyhodngjsi se jevi zejména vyuZiti zemédélskych a
lesnickych odpad® nebo piebytkd. Tyto suroviny obsahuji mikrobialné vyuzitelné sacharidy
ve vazané podobé bud’ v celuloze nebo v tzv. hemiceluloze. Celuléza je polysacharid, ve
kterém jsou gluk6ézové monomery vazany mezi sebou pievazné -1,4 vazbami, zatimco jako
hemicelul6za se oznaéuji heteropolymery sloZené z riiznych monomernich sacharidi, jak
hex6z (glukdza, mandza, galaktéza) tak pentéz (xyléza, arabinéza) i daldich latek.
V rostlinnych burikach se oba tyto polysacharidy vyskytuji vazany s ligninem v podob€ tzv.
lignocelulézového komplexu. Tento komplex je vSak velmi obtizn¢ a velmi pomalu
vyuzitelny mikroorganismy, a proto se pifi mikrobidlnim vyuziti surovin, obsahujicich
lignocelulozovy komplex, pfistupuje k riznym typtm rozkladu pomoci mechanickych,
fyzikalnich, chemickych a enzymovych zplisobll nebo jejich kombinaci, viz napfiklad patent
& US 2014273108 (Al). Vysledkem tohoto rozkladu je ziskani tzv. hydrolyzatu dane
suroviny, ktery obsahuje smés mikrobialn vyuzitelnych sacharidl, pochazejicich jak
z celulozy, tak z hemicelulozy, spolu s fadou dalSich latek.

Mikrobidlni vyuziti téchto hydrolyzatd k produkci etanolu nebo butanolu je zndmé, viz
napiiklad patent ¢ US 2014134692 (Al). Ve vétsiné piipadli je v3ak k hydrolyzdtu potfeba

pridavat dalsi latky, slouZici jako zdroj dusiku (amoniak, amonné sole, dusi¢nany, mocovina),



fosforu (fosfore¢nany), mineralnich latek (hofecnaté sole a sole daldich prvkd) a také
komplexni zdroje esencidlnich aminokyselin a vitamint (kvasni¢ny extrakt, pepton), protozZe
samotny hydrolyzat nekryje dostate¢né naroky mikroorganismd na vyZivu. AvSak nutnost
piidavat k hydrolyzatu jak cisté chemikalie, tak komplexni latky mikrobidlni produkci
jakéhokoliv produktu zdraZuje.

Nejdrazsi slozkou kultivaéniho média, kterou je casto nutné k lignocelulozovému
hydrolyzatu ptidavat, je komplexni zdroj dusiku, ktery je potiebny pro tzv. auxotrofni
mikroorganismy. Auxotrofhi mikroorganismy, ke kterym patfi i technologicky vyznamni
producenti butanolu, vybrané bakteridlni druhy rodu Clostridium, nemaji schopnost
syntetizovat si nékteré aminokyseliny nebo vitaminy. Jako komplexni zdroje dusiku pro rist
téchto mikroorganisml se nejéastéji pouzivaji hydrolyzaty nebo extrakty z kvasinek nebo
rtizné typy tzv. peptond, coZ jsou enzymové hydrolyzaty bilkovin, obsahujici smés peptidl a
aminokyselin. Takto je mozné pouzit jako slozku kultiva¢niho média pro mikroorganismy 1
pepton z odpadniho kufeciho peti, jehoZ vyhodou je jak vysoky obsah proteinu, keratinu, tak
vysoky obsah mineralnich latek, viz naptiklad Taskin M., Kurbanoglu E.B. (2011) Evaluation
of waste chicken feathers as peptone source for bacterial growth. J. Appl. Microbiol. 111 (4):
826-834, .

Pepton zkufeciho pefi, pouzivany jako slozka kultivatniho média pro
mikroorganismy, byl vSak dosud ve vSech ptipadech pfipravovan jako enzymovy hydrolyzat
tj. k jeho vyrobé bylo nutné pouZit enzym s proteolytickou aktivitou. Neexistuje Zadna
zminka o tom, Ze by byl nékdy tento pepton ptipravovan pouze alkalickou hydrolyzou ani, Ze
by byl pouzivan spolecné s hydrolyzatem materidlu, obsahujiciho celulozu. Rovné€Z neni
znamo, Ze by bylo nékdy pefi hydrolyzovano spoleéné s rostlinnym materialem pro piipravu

uplného kultiva¢niho média.

Podstata vynalezu

Podstatou vynélezu je spoleéné zpracovani a/nebo vyuziti odpadl zrostlinné a zivoCiSné
vyroby, které je vyhodné&jsi nez jejich zpracovani a vyuZiti oddé€lené. Oba typy odpadi,
zpracované bud jednotlivé, nebo spoleéné, se pouziji jako substrat pro vhodné
mikroorganismy, produkujici alkoholy. Hlavni vyhodou tohoto feSeni je skuteCnost, Ze
odpady zrostlinné a Zivo&i§né vyroby se vzdjemné dopliiji z hlediska nutri¢nich narokd
mikroorganism@ a k jejich smési neni nutné pro rist mikroorganismi a produkci Zddanych

metabolitd pfidavat Zadné dalsi ¢isté chemikalie.



Prvnim aspektem pfedmétu vynalezu v hlavnim provedeni i) je Uplné kultivaéni médium pro
mikrobialni produkci etanolu nebo butanolu, které se sklada z hydrolyzatu odpadu rostlinného
puvodu zpracovaného celulolytickym enzymem a alkalického hydrolyzatu odpadu
Zivo¢isného plhvodu v hmotnostnim poméru suSiny obou hydrolyzatd 0,5-1 (rostlinny
hydrolyzat) : 0,06-0,25 (Zivo¢iSny hydrolyzat).

Ptednostni provedeni tohoto aspektu vynalezu zahrnuji zejména

i) médium podle provedeni 1), kde odpadem rostlinného ptvodu jsou nedfevnaté nadzemni

¢asti bylin;

iii) médium podle provedeni i), kde nedfevnaté nadzemni ¢asti bylin zahrnuji drcenou obilnou

nebo kukufi¢nou slamu;

iv) médium podle kteréhokoliv z provedeni i) az iii), kde odpadem Zivocisného plivodu jsou

Zivo¢i§né tkané obsahujici keratin; a

v) médium podle kteréhokoliv z provedeni i) az iii), kde Zivo¢i$nou tkani obsahujici keratin je
kufeci pefi. Druhym aspektem pfedmétu vynalezu (provedeni vynalezu vi)) je zplsob vyroby
média podle kteréhokoliv z provedeni 1) az v), pfi némz se smés odpadu rostlinného piivodu a
odpadu Zivodisného plivodu podrobi alkalické hydrolyze pii pH v rozmezil2,0-13,0,
nasledné se pH hydrolyzatu upravi na hodnotu v rozmezi 4,5-5,5 a celuléza obsaZend v

hydrolyzatu se enzymaticky rozlozi zpracovanim hydrolyzatu celulolytickym enzymem.

Tietim aspektem predmétu vynalezu (provedeni vynalezu vii)) je zplisob vyroby média podle
kteréhokoliv z provedeni i) aZ v), pfi némz se v kroku

a) odpad rostlinného pivodu podrobi alkalické hydrolyze pii pH vrozmezi 12,0-13,0,
nasledné se pH hydrolyzatu upravi na hodnotu rozmezi 4,5-5,5 a celuléza obsaZena v
hydrolyzatu se enzymaticky rozlozi zpracovanim hydrolyzitu celulolytickym enzymem;
oddélen¢ se v kroku

b) odpad Zivo¢isného plivodu podrobi alkalické hydrolyze za analogickych podminek jako pii
postupu podle a) a po upravé jeho pH na hodnotu v rozmezi 4,5-5,5 se

¢) produkty ziskané v krocich a) a b) smisi.
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Pfednostni provedeni zplsobui ptedstavujicich druhy a tfeti aspekt pfedmétu vyndlezu
(provedeni vynalezu viii)) ptedstavuje zplsob podle provedeni vi) nebo vii), pfi némz se
alkalickd hydrolyza provadi pii pH 12,0-13,0 pfi teplot¢ 60-80°C po dobu 12-24h za

soucasného tfepani nebo michani.

Jiné ptednostni provedeni zpusobt ptedstavujicich druhy a tfeti aspekt pfedmétu vynalezu
(provedeni vynalezu ix)) pfedstavuje zpisob podle kteréhokoliv z provedeni vi) az viii), pii
némz se rozklad celulézy provadi pfidanim 1-2% hmotn. celulolytického enzymu, ktery se

nechd plsobit 12-24h, pii teploté 45-55°C, za soucasného tfepani nebo michani.

Ctvrtym aspektem piedmétu vynalezu (provedeni vynédlezu X) je zplsob vyroby etanolu
fermentaci kultivaéniho média mikroorganismem produkujicim etanol jako kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, pii némz se jako kultivaéniho média pouzije uplného kultivacniho

média podle kteréhokoliv z provedeni i) aZ ix), prosté¢ho jakychkoliv dalSich pfisad.

Kone¢ng, patym aspektem pfedmétu vynalezu (provedeni vynalezu xi)) je zplsob vyroby
butanolu fermentaci kultivadniho média mikroorganismem produkujicim butanol jako
bakterie Clostridium pasteurianum, pii némz se jako kultivacniho média pouzije Uplného
kultivaéniho média podle kteréhokoliv z provedeni i) az xi), prost¢ho jakychkoliv dalSich

pfisad.

Piiklady provedeni vynalezu

P#iklad 1 Spole¢na hydrolyza slamy a kufeciho pefi a vyuziti hydrolyzatu k produkci etanolu

Spolecnd hydrolyza: Mnozstvi 7,5 g pSeniéné slamy o susiné 94 % hm. se namele na
stfizném mlynku (GRINDOMIX GM 200, Retsch, USA) (podminky mleti: 10 000 ot./s, 20 s)
na &astice, které propadnou sitem o velikosti ok 3 mm. Mnozstvi 1 g vysuSen¢ho a
odmasténého pefi se také namele na stfizném mlynku (podminky mleti: 10 000 ot./s, 20 s).
Uvedena mnoZstvi namleté slimy a namletého pefi se smichaji a preliji se 100 ml 0,6%-
roztoku hydroxidu draselného v Erlenmeyerové baiice o objemu 250 ml. Barka se uzavie
vatovou zatkou a ta se prekryje alobalem. Nasledné probiha spolecnd alkalicka hydrolyza
obou materialt na rota¢ni tfepaccee (otacky 150 min™) pfi teploté 70°C po dobu 24 h. Dale se

upravi pH na hodnotu 5,0 + 0,2 pfidavkem 4 ml 10% roztoku H3PO4 a pfidd se 1,5 ml
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celulolytického enzymu Cellic CTec2 (Novozymes A/S, Dansko). Enzymova hydrolyza
celulozy probiha 24 h, pti teploté 50°C, na rotacni tfepacce (otacky 150 min™).

Pfiprava inokula: Kvasinka Saccharomyces cerevisiae se skladuje v podobé tzv.
kryokonzerv v Ependorfovych mikrozkumavkach pfi teploté -70°C. Jedna kryokonzerva o
objemu 1 ml se pouZije na pfipravu inokula tim zpisobem, Ze se po rozmraZeni pielije
v o¢kovacim boxu do 100 ml sterilniho YPD média (sloZeni média v g/l: kvasni¢ny extrakt
10, pepton 20, glukdza 20) v Erlenmeyerové baiice o objemu 250 ml. Inokulum se kultivuje
v termostatu pii teplot€ 30°C po dobu 24 h.

Fermentace: Hodnota pH hydrolyzatu se upravi na 6,0 + 0,2 pomoci 20% roztoku
NaOH. Obsah barky se zaoc¢kuje 10 ml inokula kvasinky Saccharomyces cerevisiae a
inkubuje se v termostatu pfi teploté 30°C, po dobu 48 h. Po skonceni kultivace se odebere
vzorek, ve kterém se po odstfedéni a filtraci, stanovi koncentrace etanolu jako produktu
fermentace a glukdzy jako zbytkového substratu. Stanoveni se provadi pomoci HPLC
(podminky HPLC analyzy: H" kolona temperovana na 60°C, mobilni faze SmM H,SO4 o
pritoku 0,5 ml/min, refraktometricky detektor). Koncentrace etanolu po fermentaci je 10 g/l,

koncentrace zbytkové glukozy 0 g/l.

Piiklad 2 Spole¢né hydrolyza slamy a kufeciho pefi a vyuziti hydrolyzatu k produkci butanolu

Spolecnd hydrolyza: MnoZstvi 7,5 g pSeniéné slamy o susiné 94 % hm. se namele na
stfizném mlynku (GRINDOMIX GM 200, Retsch, USA) (podminky mleti: 10 000 ot./s, 20 s)
na Castice, které propadnou sitem o velikosti ok 3 mm. MnoZstvi 1 g vysuSen¢ho a
odmasténého peii se také namele na stfizném mlynku (podminky mleti: 10 000 ot./s, 20 s).
Uvedena mnoZstvi namleté slamy a namletého pefi se smichaji a preliji se 100 ml 0,6%
roztoku hydroxidu draselné¢ho v Erlenmeyerové batice o objemu 250 ml. Bafika se uzavie
vatovou zatkou a ta se piekryje alobalem. Nésledné probiha spole¢na alkalicka hydrolyza
obou materialti na rota¢ni ttepacce (otacky 150 rpm) pti teploté 70°C po dobu 24 h. Dale se
upravi pH na hodnotu 5,0 + 0,2 pfidavkem 4 ml 10% roztoku H3POs4 a pfidd se 1,5 ml
celulolytického enzymu Cellic CTec2 (Novozymes A/S, Dansko). Enzymova hydrolyza
celuldzy probiha 24 h, pfi teploté 50°C, na rotaéni tiepacce (otacky 150 rpm).

Priprava inokula: Bakterie Clostridium pasteurianum se skladuje v podob€ tzv.
sporovych konzerv v Ependorfovych mikrozkumavkach, v lednici, pfi teplot¢ 4°C. Jedna
sporova konzerva o objemu 1 ml se pouZije na piipravu inokula tim zpisobem, Ze se po

tepelném $oku (80°C, 30s) pielije v ockovacim boxu do 100 ml sterilnfho TYA media
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(sloZzeni média v g/1: kvasniény extrakt 2, trypton 6, gluk6za 20, KH,PO4 0,5, octan amonny
3; MgS04.7H,0 0,3; FeS04.7H,0 0,01) v Erlenmeyeroveé batice o objemu 250 ml. Inokulum
se kultivuje v anaerobni komofe pii teploté 37°C po dobu 24 h.

Fermentace: Hodnota pH hydrolyzatu se upravi na 6,0 £ 0,2 pomoci 20% roztoku
NaOH. Obsah bariky se zao¢kuje 10 ml inokula bakterie Clostridium pasteurianum a inkubuje
se v anaerobni komofte pfi teploté 37°C, po dobu 48 h. Po skonceni kultivace se odebere
vzorek, ve kterém se po odstfedéni a filtraci, stanovi koncentrace butanolu a acetonu jako
produktd fermentace a glukdézy jako zbytkového substratu. Stanoveni se provadi pomoci
HPLC (podminky HPLC analyzy: H' kolona temperovana na 60°C, mobilni faize SmM H,SOy4
o prutoku 0,5 ml/min, refraktometricky detektor). Koncentrace butanolu a acetonu po

fermentaci jsou 5,0 a 3,8 g/l, koncentrace zbytkove glukozy 2 g/l.

Priklad 3 Oddélend hvydrolyza slamy a kufeciho pefi a vyuzZiti smésného hydrolyzatu

k produkci etanolu

Hydrolyza pSenicné slamy: Mnozstvi 10 g pSeni¢né slamy o suSin¢ 94 % hm. se
namele na stfizném mlynku (GRINDOMIX GM 200, Retsch, USA) (podminky mleti: 10 000
ot./s, 20 s) na &astice, které propadnou sitem o velikosti ok 1 mm. K uvedenému mnoZstvi
slamy se piida 1,8 g NaOH a 0,6 g Ca(OH), a 100 ml vody v Erlenmeyerové batice o objemu
250 ml. Barka se uzavie vatovou zitkou a ta se prekryje alobalem. Nasledn¢ probiha
alkalicka hydrolyza na rotacni tfepacce (otacky 150 rpm) pfi teploté 80°C po dobu 39 min. Po
hydrolyze se kapalny podil oddéli filtraci, k pevnému podilu se pfida 100 ml vody, upravi se
pH na hodnotu 5,0 + 0,2 pomoci 10% roztoku H3;POy a pfida se 2 ml celulolytického enzymu
Cellic CTec2 (Novozymes A/S, Dansko). Enzymova hydrolyza celulosy probihd 24 h, pfi
teploté 50°C, na rotacni tiepacce (otacky 150 rpm).

Hydrolyza kurectho pefi: Mnozstvi 1,25 g vysuSeného a odmasténého peti se namele
na stfizném mlynku (GRINDOMIX GM 200, Retsch, USA, podminky mleti 10 000 ot./s,
20 s). Namleté pefi se pielije se 100 ml 0,6% roztoku hydroxidu draselného v Erlenmeyerové
baiice o objemu 250 ml. Barika se uzavie vatovou zatkou a ta se piekryje alobalem. Nésledné
probiha alkalicka hydrolyza na rota¢ni tfepacce (otacky 150 rpm) pfi teploté€ 70°C po dobu 24
h.

Priprava inokula: Kvasinka Saccharomyces cerevisiae se skladuje v podob€ tzv.

kryokonzerv v Ependorfovych mikrozkumavkach pii teploté -70°C. Jedna kryokonzerva o
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objemu 1 ml se pouzije na pfipravu inokula tim zpiisobem, Ze se po rozmraZeni pielije
v o¢kovacim boxu do 100 ml sterilniho YPD média (sloZzeni média v g/l: kvasnic¢ny extrakt
10, pepton 20, glukdza 20) v Erlenmeyerové barice o objemu 250 ml. Inokulum se kultivuje
v termostatu pii teploté 30°C po dobu 24 h.

Fermentace: Hydrolyzat slamy a kufeciho pefi se smichaji v poméru 1:1 a hodnota pH
vzniklého smésného hydrolyzatu se upravi na 6,0 + 0,2 pomoci 20% roztoku NaOH. Smésny
hydrolyzat o objemu 100 ml se zao¢kuje 10 ml inokula kvasinky Saccharomyces cerevisiae a
inkubuje se v termostatu pfi teploté 30°C, po dobu 48 h. Po skonceni kultivace se odebere
vzorek, ve kterém se po odstiedéni a filtraci, stanovi koncentrace etanolu jako produktu
fermentace a glukozy jako zbytkového substratu. Stanoveni se provadi pomoci HPLC
(podminky HPLC analyzy: H" kolona temperovana na 60°C, mobilni faze SmM H,SO4 o
pratoku 0,5 ml/min, refraktometricky detektor). Koncentrace etanolu po fermentaci je 13 g/l,

koncentrace zbytkové glukozy 0 g/l.

Piiklad 4 Oddélena hydrolyza slamy a kufeciho pefi a vyuZiti smésného hydrolyzatu

k produkci butanolu

Hydrolyza psSeniéné slamy: Mnozstvi 10 g pSenicné slamy o suSin€¢ 94 % hm. se
namele na stfizném mlynku (GRINDOMIX GM 200, Retsch, USA) (podminky mleti: 10 000
ot./s, 20 s) na &astice, které propadnou sitem o velikosti ok 1 mm. K uvedenému mnoZzstvi
slamy se prida 1,8 g NaOH a 0,6 g Ca(OH), a 100 ml vody v Erlenmeyerové batice o objemu
250 ml. Baika se uzavie vatovou zitkou a ta se piekryje alobalem. Nasledné probihd
alkalick4 hydrolyza na rota¢ni tiepacce (otacky 150 rpm) pfi teploté 80°C po dobu 39 min. Po
hydrolyze se kapalny podil oddéli filtraci, k pevnému podilu se ptida 100 ml vody, upravi se
pH na hodnotu 5,0 + 0,2 pomoci 10% roztoku H3POj a ptida se 2 ml celulolytického enzymu
Cellic CTec2 (Novozymes A/S, Déansko). Enzymova hydrolyza celulosy probihd 24 h, pfi
teploté 50°C, na rotacni tfepacce (otacky 150 rpm).

Hydrolyza kureciho pefi: MnozZstvi 1,25 g vysuSen¢ho a odmasténého pefi se namele
na stiizném mlynku (GRINDOMIX GM 200, Retsch, USA; podminky mleti 10 000 ot./s,
20 s). Namleté peii se pielije se 100 ml 0,6% roztoku hydroxidu draselného v Erlenmeyerove
bafice 0 objemu 250 ml. Bafika se uzavie vatovou zatkou a ta se pfekryje alobalem. Nasledn¢
probiha alkalicka hydrolyza na rotacni tiepacee (otacky 150 rpm) pfi teploté 70°C po dobu 24
h.
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Priprava inokula: Bakterie Clostridium pasteurianum se skladuje v podobé tzv.
sporovych konzerv v Ependorfovych mikrozkumavkach, v lednici, pfi teploté 4°C. Jedna
sporova konzerva o objemu 1 ml se pouZije na pfipravu inokula tim zplsobem, Ze se po
tepelném Soku (80°C, 30s) pielije v ockovacim boxu do 100 ml sterilnho TYA média
(sloZeni média v g/l: kvasni¢ny extrakt 2, trypton 6, glukoza 20, KH,PO4 0,5, octan amonny
3; MgS04.7H,0 0,3; FeSO4.7H,0 0,01) v Erlenmeyerové baiice o objemu 250 ml. Inokulum
se kultivuje v anaerobni komote pfi teploté 37°C po dobu 24 h.

Fermentace: Hydrolyzat slamy a kufeciho pefi se smichaji v poméru 1:1 a hodnota pH
vzniklého smésného hydrolyzatu se upravi na 6,0 + 0,2 pomoci 20% roztoku NaOH. Smésny
hydrolyzat o objemu 100 ml se zaockuje 10 ml inokula bakterie Clostridium pasteurianum a
inkubuje se v anaerobni komofe pfi teploté¢ 37°C, po dobu 48 h. Po skonCeni kultivace se
odebere vzorek, ve kterém se po odstiedéni a filtraci, stanovi koncentrace butanolu a acetonu
jako produktli fermentace a glukdzy jako zbytkového substratu. Stanoveni se provadi pomoci
HPLC (podminky HPLC analyzy: H" kolona temperovana na 60°C, mobilni fize 5mM H,SO;4
o pritoku 0,5 ml/min, refraktometricky detektor). Koncentrace butanolu, acetonu a etanolu

po fermentaci jsou po fadé 6,7; 3,8 a 1,3 g/, koncentrace zbytkové glukozy 0 g/1.
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PATENTOVE NAROKY

1. Uplné kultivaéni médium pro mikrobialni produkci ethanolu nebo butanolu vyznadujici se
tim, Ze se skladd z hydrolyzatu odpadu rostlinného puvodu zpracovan¢ho celulolytickym
enzymem a hydrolyzatu odpadu Zivoc¢isného piivodu v hmotnostnim pomeéru suSiny obou

hydrolyzatd 0,5-1 (rostlinny hydrolyzat) : 0,06-0,25 (Zivocisny hydrolyzat).

2. Médium podle naroku 1 vyznalujici se tim, Ze odpadem rostlinného plvodu jsou

nedfevnaté nadzemni ¢4sti bylin, nepouzitelné pro lidskou vyZivu.

3. Médium podle naroku 1 vyznaéujici se tim, Ze nedfevnaté nadzemni ¢asti bylin zahrnuji

drcenou obilnou nebo kukufi¢nou slamu.

4. Médium podle kteréhokoliv z narokt 1 az 3, vyznaédujici se tim, Ze odpadem ZivociSného

puvodu jsou zivo¢isné tkané obsahujici keratin.

5. Médium podle kteréhokoliv z narokd 1 az 3, vyznadujici se tim, Ze Zivoc¢iSnou tkani

obsahujici keratin je kufeci pefi.

6. Zplsob vyroby média podle kteréhokoliv z narokd 1 aZ 5, vyznadujici se tim, Ze se smes
odpadu rostlinného ptvodu a odpadu Zivo¢isného pivodu podrobi alkalické hydrolyze pfi pH
v rozmezi 12,0-13,0, nasledné se pH hydrolyzatu upravi na hodnotu v rozmezi 4,5-5,5 a
celuloza obsazena v hydrolyzatu se enzymaticky rozlozi zpracovanim hydrolyzatu

celulolytickym enzymem.

7. Zptsob vyroby média podle kteréhokoliv z narokii 1 az 5, vyznadujici se tim, Ze se v
kroku

a) odpad rostlinného plivodu podrobi alkalické hydrolyze pii pH v rozmezi 12,0-13,0,
nasledné se pH hydrolyzatu upravi na hodnotu rozmezi 4,5-5,5 a celuléza obsaZena v
hydrolyzatu se enzymaticky rozloZi zpracovanim hydrolyzatu celulolytickym enzymem;
oddélené se v kroku

b) odpad Zivo&isného piivodu podrobi alkalické hydrolyze za analogickych podminek jako pfi
postupu podle a) a po upravé jeho pH na hodnotu v rozmezi 4,5-5,5 se

¢) produkty ziskané v krocich a) a b) smisi.
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8. Zplsob podle naroku 6 nebo 7, vyznacujici se tim, se alkalicka hydrolyza provadi pfi pH
12,0-13,0, pii teploté 60-80°C, po dobu 12-24h za soucasného ttepani nebo michani.

9. Zpisob podle kteréhokoliv z narokl 6 az 8, vyznadujici se tim, Ze se rozklad celulozy
provadi pridanim 1-2% hmotn. celulolytického enzymu, ktery se necha plisobit 12-24h, pii

teploté 45-55°C, za soucasného tfepani nebo michani.

10. Zptisob vyroby etanolu fermentaci kultivaéniho média mikroorganismem produkujicim
etanol jako kvasinky Saccharomyces cerevisiae, vyznalujici se tim, Ze se jako kultiva¢niho
média pouZije Uplného kultivaéniho média podle kteréhokoliv z narokld 1 az 9, prostého

jakychkoliv dalsich ptisad.

11. Zplisob vyroby butanolu fermentaci kultivaéniho média mikroorganismem produkujicim
butanol jako bakterie Clostridium pasteurianum, vyznacujici se tim, Ze se jako kultivacniho
média pouZije Gplného kultivacniho média podle kteréhokoliv z narok 1 az 9, prostého

jakychkoliv dalSich ptisad.
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