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Abstrakt

V této praci jsem se zaméfila na stanoveni aktivit hydrolytickych enzymi fungujicich
V hydrolytické fazi procesu produkce bioplynu. Konkrétné jsem méfila aktivity o—amylasy,
B—xylanasy a p—glukosidasy. Vzorky pro méfeni aktivit enzymi byly poskytnuty zemédélskou
bioplynovou stanici AGRI FAIR s.r.0. v Destné, ktera pouziva pro vyrobu bioplynu kravskou kejdu
a kukufi¢nou silaz. Aktivitu enzymi jsem stanovovala v péti riznych fazich vyroby — v kravském
trusu z ptilehlého kravina, v kravské kejdé¢ z homogeniza¢niho tanku pro davkovani bioplynové
stanice, v kalu z vngjsiho bioplynového fermentoru, v kalu z vnitiniho bioplynového fermentoru
a v kalu digestatu z digestaéni nadrze. Aktivita hydrolytickych enzymut pii vyrobé bioplynu je

klicova, jelikoz rozlozitelnost vstupniho materialu je jejim limitujicim faktorem.

Aktivita o-amylasy méla nejvyssi hodnoty v kravském trusu a kravské kejde¢, diky potravé
obsahujici vysoky podil Skrobu. V dalSich fazich rovnomérné klesa. Ve wvnitfim fermentoru
a digestatu je jiz substrat vycerpan a aktivita je zde nulova. Jeji aktivita je téméf trojnasobnd oproti
B-glykosidase v kravském trusu a kravské kejdé, ale v poslednich tfech fazich PB-glykosidasa
aktivitu o—amylasy prevysi a jeji hodnota je zde téméf ustalena. B-xylanasa ma nejdiive
zanedbatelné hodnoty aktivity, poté aktivita rovnomérné roste a je nejvyssi ve vnéjs$im fermentoru.
Aktivity B-glykosidasy a p-xylanasy v digestatu jsou relativné vysoké, z ¢ehoz lze usuzovat, ze

v digestatu je jesté mozné, aby dochazelo k produkci bioplynu.



Abstract

In this work, the activities of hydrolytic enzymes, functioning in the hydrolytic stage of the
production of biogas, have been determined. The activities of o-amylase, B-xylanase, and
-glucosidase have been measured in five samples collected from the following steps of biogas
production:. cow dung from the adjacent cowshed, cow manure from the homogenization tank for
dosing biogas plant, digester sludge from the outside biogas fermenter, degister sludge from the
inside biogas fermenter, and sludge of digestate from digestate tank. Samples for measurement of
enzyme activities were provided by agricultural biogas station AGRI FAIR in Destna, which uses
for biogas production cow manure and corn silage The activities of hydrolytic enzymes in the

production of biogas are crucial, because degradability of feed material is the limiting factor.

Activity of a amylase had highest value in cow dung and cow manure due to food containing
high levels of starch. In subsequent phases falls evenly. In the indoor digester and digestate is
already depleted substrate and the activity is at zero level. Its activity is almost three times higher
than B-glycosidase in cow dung and cow manure, but in the last three stages of -glycosidase
activity exceeds o — amylase and its value is nearly stable. 3-xylanase has negligible activity values
first, then activity increased consistently and is highest in the outer fermenter. Activities
B-glycosidase and B-xylanase in the digestate are relatively high, suggesting that the digestate is

still possible to result in the production of biogas.
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1. UVOD

Bioplyn ma v soucasné dob¢ nejveétsi perspektivu z oboru plynnych biopaliv. Predstavuje
vysoce hodnotné palivo. Svou vyhievnosti dosahuje okolo 70% vyhievnosti zemniho plynu, coz
zavisi na obsahu CO, a vody. Bioplyn obsahuje 45 — 75 % metanu, ktery Ize v necisténé forme
pouzit pro vyrobu elektrické energie. Zajem o tuto technologii se v poslednich letech velice zvysil,
a to hlavné v zeméd¢lstvi, kde ma vyroba bioplynu mnoho vyhod a vyuziti. Mezi hlavni vyhody
bioplynu patii jeho ekologicka nezavadnost, vyuziti biologicky rozlozitelného odpadu, kejdy nebo
kalti, nebo také snizovani emisi sklenikovych plynl. Pro zemédélce a Cistirny odpadnich vod je
hlavni vyhodou vyuzivani energie vyrobené z bioplynu pro vlastni chod zafizeni, eventudlné
i vedlejsi prijem vyrobou tzv. zeméd¢lské elektfiny. Vyroba bioplynu je proces, ktery je velice
Setrny k Zivotnimu prostfedi a jako odpadni produkt vnika tzv. digestat, ktery svymi vlastnostmi
predstavuje vysoce ucinné ptirodni hnojivo. Bioplyn se vyuziva zejménak vyrobé elektiiny pomoci
kogeneracnich zatizeni, jejichz vedlejSim produktem je tepelna energie, kterd miize byt vyrobcem
vyuzita pro vytapéni. Pro pouziti bioplynu do spalovacich motortt jako pohonnou hmotu

motorovych vozidel je nutno bioplyn pieéistit a odstranit nezadouci slozky.

V Ceské republice je budouci vyuziti energie bioplynu jasné, a to diky Evropské smérnici
2009/28/EC, jejimz cilem je do roku 2020 zvysit v Evropé€ podil tzv.,,zelené™ elektrické energie
z obnovitelnych zdrojii na 20% z celkové produkce energie. Ceska republika se zavazala k navyseni
této energie na 13% a jednim z téchto obnovitelnych zdroji je pravé bioplyn. Jeho podil na
,»zelené® energii ¢ini pouhych 0,74%,avSak v poslednich péti letech doslo k markantnimu nartistu
elektrické energie vyprodukované bioplynovymi stanicemi z 8,3 na 634 GWh, instalovany vykon se
zdvojnasobil (z 50 MWe na 118 MWe) a m¢l by se do roku 2015 navysit na 140 — 150 MWe.
zemédé€lského provozu. Jejich pocet vzrostl za poslednich pét let 0 237 a v roce 2013 dosahl Cisla

350.

Limitujicim faktorem vyroby bioplynu je rozlozitelnost vstupniho materialu. V procesu
hydrolyzy se pomoci hydrolytickych enzymt rozkladaji polymery jako cukry, lipidy, proteiny apod.
Kazdy polymer se rozklad4d jinak obtizn¢ a nejvétsi problém zpisobuje polymerni struktura

ligninocelulozy, ktera se nachazi v rostlinnych pletivech a je nerozlozitelna anaerobnimi
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mikroorganismy pracujicimi ve fazi hydrolyzy.2 Funkce hydrolytickych enzymi a jejich aktivita je
tedy faktorem urCujicim vytéznost a zavére¢né slozeni bioplynu. Zkouménim jejich aktivit
v riznych fazich procesu produkce bioplynu zjistime jejich uc€innost pii rozkladu substratu a poté

muzeme jejich aktivitu ptipadné ovliviiovat, napt. ptidanim urcitého typu zivin.



2. TEORETICKA CAST

2.1. BIOPLYN

Terminem bioplyn se oznacuje plyn vznikajici biologickym procesem zvanym anaerobni
fermentace, uvadéna téz pod pojmy anaerobni digesce, vyhnivani, biometanizace ¢i biogasifikace.
Do kategorie bioplynu patii bahenni plyny, skladkové plyny, plyny ze stiev piezvykavcu a bioplyn

o 1
vyrabény ve fermentorech.

2.2. HISTORIE VYROBY BIOPLYNU

Uplny praptivod prvniho vyuzivani bioplynu je velice neuréity, jelikoz nebylo mozno
rozeznat bez dostate¢nych znalosti rozdil mezi bioplynem a unikajicim zemnim plynem.! Nejstarsi
zminka o bioplynu pochdzi z Asyrie z 10. stoleti pfed naSim letopoétem4,
a poté se o ném znovu dovidame az ve 2. poloving 18. stoleti, kdy holandsky fyzik Alessandro Volta

provadél pokusy se smési bahenniho plynu a vzduchu, kterou zazehnul elektrickou jiskrou.*

Zajem o bioplyn poté projevil v roce 1844 i francouzsky biolog, chemik a Iékaf Louis
Pasteur. Provadél pokusy s bioplynem a poprvé navrhl vyuzit hnlj z patizskych provozl pro

osvétleni mésta. Tento navrh se viak neujal.*

Koncem 19. stoleti byla postavena prvni bioplynova stanice v Bombaji a ve mésté Exter
v Anglii se poprvé zacal vyuzivat bioplyn vznikajici z Cistirenskych kalt k vytdpéni a sviceni

v Cistirné odpadnich vod. Tento zptsob vyuziti bioplynu se rozsifil hojné i do jinych stati.

Pocatkem 20. stoleti se zacaly pouzivat modernéjsi technologie pro vyrobu bioplynu, tzv.

vyhnivaci nadrze nebo také Imhoffovy nadrze, pojmenované podle Karla Imhoffa."



Ve 20. letech 20. stoleti se zacalo vyuZzivat bioplynu jako pohonu elektrickych
motorgeneratort a vozidel a ve 30. letech zapogal intenzivni vyzkum anaerobni fermentace. Dalsi
viny zajmu byly vzbuzeny hlavné diky zvySovani cen za fosilni paliva, environmentalnich hrozeb

a zintenzivnéni produkce organického odpadu.4

V soucasné dob¢ existuji po svété desitky miliond bioplynovych stanic. Nejvetsi zastoupeni
maji v Ciné a Indii. V Evropské Unii jsou nejvétsimi producenty bioplynu Némecko, Rakousko,

Dénsko a Svédsko.

2.3. ANAEROBNI FERMENTACE

Anaerobni fermentace je proces, pfi kterém smésnd kultura mikroorganisml rozklada
organické latky za tvorby metanu, to vie bez piistupu kysliku.! Zdrojem t&chto organickych latek
jsou prevazné Cistirenské kaly, odpady zivocisné a rostlinné vyroby, odpady ze stravovani
a biologicky rozlozitelné komunélni odpady.” Anaerobni digesce probiha ve &tyfech na sebe
navazujicich fazich. Kone¢nym produktem je stabilizovand organickd hmota nazyvand digestat

a plynna smés oxidu uhli¢itého a metanu - bioplyn.

2.3.1. Faze anaerobni fermentace

Anaerobni rozklad organickych latek je proces, pifi kterém je vyZadovand koordinovana
metabolicka sou¢innost mnoha rtiznych mikrobialnich skupin, podle kterych ho rozdélujeme na fazi
hydrolyzy, acidogeneze, acetogeneze a metanogeneze." Prvni skupina zahrnuje bakterie
hydrolyzac¢ni a fermentacni, druhou skupinou jsou obligatni autogenni bakterie a tieti skupinu tvori
metanogeny.® Nejzastoupen&j§imi bakteriemi v bioplynovych fermentorech jsou Clostridia,

Bacteroidetes a Bacilli.’

Primarné se pomoci obvyklych hydrolytickych enzyml vysokomolekularni latky Sté€pi na
jednoduché monomery a oligomery. Monomerni a oligomerni struktury slouzi jako substrat pro tzv.
syntrofni mikroorganismy, které je zpracovavaji na jednoduché kyseliny, alkoholy a plyny,

zastoupené hlavné oxidem uhli¢itym a vodikem. Tyto mikroorganismy jsou schopné vytvaiet plné
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anaerobni podminky pro rozvoj metanogeni a zaroven produkuji hlavni substraty pro tvorbu
metanu. Substraty pro tvorbu metanu jsou kyselina octova, ze které je metan vytvafen pomoci
acetotrofnich metanogent a dale smés oxidu uhli¢itého a vodiku, ktera je pfetvafena metanogeny

hydrogenotrofnimi, viz obr. 1.

Vytvareni metanu z oxidu uhli¢itého a vodiku zaroven snizuje obsah oxidu uhli¢itého ve
vysledné smeési a obsah vodiku redukuje na Gplné minimum. Zvyseny obsah vodiku v kone¢ném

slozeni bioplynu tedy indikuje naruseni rovnovahy faze acidogenni a metamogenni.1

Komplex erganickych komponenti

| Sacharidy, tuky, bilkoviny |

Hydrolytické bakterie Hydrelyza
Y

Jednoduché organické komponenty
Cukry, mastné kyseliny, aminokyseliny

Acidogenni bakterie Acidogeneze (tvorba kyselin)
Y

Organické kyseliny a alkoholy

Acetogenni bakterie Acetogeneze
{tvorba kyseliny octové)

L
—- H, CO, Kyselina octova | -——

Metanogenni bakterie Metanogeneze

Y

A

Bioplyn

Obr. 1. Stru¢né schéma fazi anaerobni fermentace®’

2.3.1.1. Hydrolyza

V této fazi dochazi k hydrolytickému rozkladu makromolekuldrnich organickych latek,
rozpustnych i nerozpustnych ve vodg. Jsou jimi hlavné polysacharidy, lipidy a proteiny.® Tyto latky
se rozkladaji na nizkomolekularni latky rozpustné ve vodé, jako jsou jednoduché cukry,
aminokyseliny a alifatické karbonové kyseliny.® Tento rozklad zajistuji extracelularni hydrolytické

enzymy produkované prevazné fermenta¢nimi bakteriemi.’



Diulezitou podminkou pro tuto fazi je dostate€na vlhkost, alespoii nad 50% hmotnosti. Déle
je hydrolyza velice ovlivnéna povahou rozkladaného materidlu, jelikoz kazdy substrat se rozklada
rizné rychle a obtiznég, viz kapitola 1. Napiiklad cukry a $krob se pfeménuji rychle, tuky pomalu
a nekteré soucasti rostlinnych pletiv, naptiklad lignin, se nerozkladaji vibec.? Z toho vyplyva, ze
slozeni vstupniho materialu a aktivita ptislusnych rozkladnych enzymu ovliviiuji dynamiku celkové

produkce bioplynu a jsou i jejim limitujicim faktorem.

Ve vstupnim materidlu jsou z téchto makromolekuldrnich latek nejvice obsazeny
polysacharidy, které maji majoritni podil na vyrobé bioplynu. Lipidy a proteiny maji vysokou
vytéznost, ale nejsou zde tolik zastoupeny. Proteiny zaroven pii rozkladu produkuji dusik a siru,

. y : , , L . : fno 1
zejména ve form¢ amoniaku, amonnych soli a sulfanu, které¢ jsou hlavnim zdrojem problémii.

Hydrolytické enzymy, tzv. hydrolasy, jsou proteiny, které katalyzuji rozklad vazeb pomoci
vody. Jejich podtiidy jsou tvofeny podle typu vazby, kterou piisluiny enzym $§t&pi.° Mohou
rozkladat napf. esterové vazby (esterasy), glykosidické vazby (glykosidasy), amidové vazby
(amidasy), aminové vazby (aminohydrolasy), vazby peptidické (peptidasy, proteinasy) apod.™

Enzymy, jejichz aktivita je pfedmétem této bakalarské prace, patii do tfidy glykosidas.
Mechanismus hydrolyzy téchto tii enzymu je v zasad¢ stejny, viz obr. 2. Nejprve je protonovan
kyslik glykosidické vazby, poté karboxylova skupina atakuje substrat za vzniku kovalentniho
intermediatu, ktery by se dal popsat jako adukt glykosyl-enzym a glykosidicka vazba se timto
rozstépi. Vznikly glykosyl- enzym se hydrolyzuje pomoci molekuly vody, takze zavére¢ny produkt

L . . , 1ot 12
ma stejnou stereoisomerii jako vychozi latka.
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Obr. 2. Mechanismus enzymatické hydrolyzy*?
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a-amylasa (EC 3.2.1.1), produkovana bakterii Aspergillusoryzae,*? katalyzuje hydrolyzu
a-1,4-glykosidické vazby. Tato vazba byla nalezena v polysacharidech, amylose a amylopektinu,

tvoricich hlavni stavebni slozku gkrobu.*®

Obr. 3. : Struktura enzymu a—amylasy. Zelena — ion CI', Zluta — ion Mg?** 18

B—xylanasa (EC 3.2.1.8), produkovana bakterii Bacillus circulans,? katalyzuje hydrolyzu
B-1,4-xylosidické vazby uvnitt molekuly xylanu. Xylan je polysacharid, nalezeny v bunikach

bun&&nych stén rostlin a jeho rozkladem vznikaji p-1,4-xylosil residua.™

2+ 20

Obr. 4. : Schéma p—xylanasy. Modra — ionty Na



B—glukosidaza (EC 3.2.1.21), katalyzuje hydrolyzu aryl a alkyl-B-glykosidickych residui.
Tento enzym byl nalezen v mnoha organismech a jeho hlavni funkci je $tépeni cellobiosy, cozZ je

meziprodukt vznikajici p¥i rozkladu biomasy.*

Obr. 5. : Struktura p—glukosidasy.*®

2.3.1.2. Acidogeneze

Béhem faze acidogeneze jsou produkty hydrolyzy rozkladany na jednodussi organické latky,

kterymi jsou hlavné teékavé organické kyseliny, alkoholy, oxid uhli¢ity a molekularni vodik.

Mikroorganismy, které pracuji ve fazi acidogeneze, patii do stejné skupiny mikroorganismi
jako ve fazi hydrolyzy a jsou to tzv. mikroorganismy fermentacni. Fermentaci vySe zminénych latek
dostavame tadu vyslednych redukovanych produktd, jejichz pomér je zavisly na parcidlnim tlaku
vodiku ve smési. Pfi vysSim tlaku se tvofi vyssi organické kyseliny, jako kyseliny propionova,

valerova, maselna a etanol, a pfi niz§im tlaku hlavné kyselina octova, oxid uhli¢ity a vodik.

Prevazna Cast toku uhliku probiha piimo od fermentac¢nich mikroorganismu

k metanogenim. Pouze 20 az 30 % uhliku je transformovano na meziprodukty, jako jsou zminéné

organické kyseliny s vy$§im poctem uhlikli, nez ma kyselina octova, a j iné.°


http://cs.wikipedia.org/wiki/Tok_%28ekologie%29
http://cs.wikipedia.org/wiki/Uhl%C3%ADk
http://cs.wikipedia.org/wiki/Mikroorganismus
http://cs.wikipedia.org/wiki/Uhl%C3%ADk

2.3.1.3. Acetogeneze

Ve fazi acetogeneze se meziprodukty z acidogenni faze, jako jsou tékavé organické kyseliny
a alkoholy, pfeménuji na kyselinu octovou a vodik. Dilezitou podminkou pro tuto fazi je nizka
koncentrace vodiku, kterd je piirozenou cestou zajiSt€éna metanogennimi bakteriemi. Tyto
bakterie, pracujici ve fazi metanogeneze, vodik ze systému odcerpavaji na vyrobu metanu.

Z této dulezité podminky vyplyva, ze se tyto faze musi prekryvat.

Mikroorganismy, které funguji ve fazi acetogeneze, se nazyvaji obligatni acetogenni
bakterie. Jejich produktivita je zavisla na bakteriich metanogennich a ziji ve striktné anaerobnim

prostredi.®

2.3.1.4. Metanogeneze

Metanogeneze je zavérecna faze anaerobni fermentace. Pomoci metanogennich bakterii
se zde vytvaii metan z kyseliny octové, vodiku a oxidu uhlic¢itého, diky cemuz se vytvaii

finalni slozeni bioplynu.

Mikroorganismy, které produkuji metan, se nazyvaji metanogeny. Podle substratu je

délime na metanogeny acetotrofni a hydrogenotrofni, viz kapitola 2.1.4.

Produkce metanu zkyseliny octové, nebo také v mensi mife ze zbytkovych
meziproduktli, jakymi jsou metanol, metylamin nebo dimetylsulfid, probiha diky metanogeniim
acetotrofnim. Mechanismus této premény zalind aktivaci acetyl skupiny. Poté
dehydrogenaza/acetyl-CoAcomplex (Cdh) stépi aktivovanou kyselinu octovou na metylovou
a karbonylovou skupinu. Metylova skupina je pfenesena na koenzym M (HS-CoM) za vzniku
metylkoenzymu M (CH3-S-CoM), ze kterého je nasledné odstépen metan diky elektrontim,
predanym koenzymem B (HS-CoB) za vzniku heterodisulfidu CoB-S-S-CoM. Tato slou¢enina
je nasledné $tépena zpét na hydrogensulfid kofaktory pomoci heterodisulfid reduktazy (Hdr).
Mechanismus pfemény metahnolu, metylaminu a dimetylsulfidu probiha na stejném principu,

jako u kyseliny octové. '



Druhé cesta produkce metanu je prostiednictvim hydrogenotrofnich metanogenti, ktera je
ve skuteCnosti jednou z moznosti anaerobni respirace mikroorganismu. Jde tedy o redukci
oxidu uhli¢itého na metan.®> Nejprve dojde k aktivaci CO, pomoci metanofuranu (MFR)
a vznikne formyl MFR. Poté dojde kreakci formylu s tetrahydrometanopterinem (FAF)
za vzniku metylen-FAF. Pomoci molekuly vodiku je metylen-FAF redukovan na metyl-FAF
a metyl je poté prenesen na CoM za vzniku metyl-CoM. Metyl-CoM je redukovan pomoci

metylreduktdz na metan a CoM.®
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Materialy

Vzorky pro méfeni aktivit enzymu byly poskytnuty zemédé€lskou bioplynovou stanice AGRI
FAIR s.r.o. v Destné, ktera pouziva pro vyrobu bioplynu kravskou kejdu a kukufi¢nou silaz. Proces
vyroby bioplynu probihd ve dvouplastovém fermentoru, jehoz ¢asti jsou oznaceny jako vné&jsi
a vnitini fermentor. Z bioplynové stanice bylo odebrano 5 nasledujicich vzorkl: kravsky trus
z ptilehlého kravina, kravska kejda z homogeniza¢niho tanku pro davkovani BPS, kal z vnéjSiho

fermentoru, kal z vnitiniho fermentoru a kal digestatu z digestacni nadrze.

3.2.  Piistroje a vybaveni

1) Vodni lazen —Y 28 grant, TW 12 jalebo, ML W W 10
2) Spektrofotometr - ThermospectronicBiomate

3) Centrifuga - MLW K 23D, MLW K 23, MLW K 24
4) Termostat - TCH 100 Laboratorni pfistroje Praha

5) Mikropipety - Nichipet EX Nichiryo

6) Spicky - Neptune

3.3. Stanoveni a—amylasové a f—xylanasové aktivity
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3.3.1. Pouzité chemikdlie a roztoky

Bézné chemikalie byly ziskany od firem Lachema Neratovice, P-LAB, s.r.o. Praha, Pliva-
Lachema a.s. Brno, Sigma (USA) a TopBio (CR).

1)
2)
3)

4)
5)
6)

7)

Hydrazid 4-hydroxybenzoové kyseliny byl zakoupen u firmy AcrosOrganics (Belgie).

fosfatovy pufr 100 mM (pH 7,0)

0,5 % zasobni roztok substratu (sonifikovany xylan — pro xylanasu, Skrob — pro amylasu)
PAHBAH ¢inidlo — rozpusténo 5 g hydrazidu 4-hydroxybenzoové kyseliny ve 100 ml 0,5 M
HCI - ¢inidlo POHBAH, které je nutné skladovat pii 4°C v tmavé 1ahvi. Pfed kazdym
pokusem byl vzdy pfipraven Cerstvy pracovni roztok PAHBAHu smichdnim 1 objemu
POHBAMH se 4 objemy 0,5 M NaOH.

0,3 M ZnSO4

0,3 M Ba(OH);

Roztok xylosy (c=100 pg/ml) — pfipraven desetinasobnym ziedénim zasobniho roztoku
xylosy o koncentraci c=100 mg/100 ml

Zasobni roztok glukosy (¢c=100 pg/ml)

3.3.2. Piiprava vzorku

Z kazdého z vyse zminénychpéti vzorki, viz kapitola 3.1., jsou navazeny 3 g kalu, které se

nasledné ziedi 3 ml deionizované vody. Takto pfipravené vzorky se sto¢i na centrifuze po dobu 10

minut pi1 6000 ot/min.

3.3.3. Pracovni postup

Do zkumavek se napipetuje 0,2 ml pufru, 0,1 ml substratu a 0,1 ml vzorku a smés se

diikladné zamicha na vortexu. Pro kazdy enzym se pfipravi 3 experimentalni replikaty a 2 slepé

vzorky. Poté jsou vzorky, kromé slepych, inkubovany 60 min pfi teploté 40°C. Aktivita enzymu ve
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slepych vzorcich se ihned po piidani experimentalniho vzorku zastavi ptidavkem 0,3 M ZnSO4a
0,3 M Ba(OH),. Po inkubaci jsou vSechny vzorky zastaveny stejn¢ jako vzorky slepé a stoceny na

centrifuze po dobu 10 minut pii 4000 ot/min.

V takto ziskaném supernatantu je stanovovana koncentrace redukujicich zbytku
polysacharidti. Do pfipravenych zkumavek se napipetuje 0,1 ml supernatantu, k nému se piida 0,2
ml destilované vody a 0,9 ml pracovniho roztoku PAHBAHu a takto pfipravené vzorky se zahtivaji

10 minut pii teploté 100°C.

3.3.4. PouZita metoda

Aktivita a—amylasy a B—xylanasy je méfena metodou podle M. Levera (1977). Pii této
metod¢ je méfen piirtistek koncentrace redukujicich skupin polysacharidd, ktery je ptimo umérny
aktivit¢  prislusnych  enzymd. Redukujici zbytky polysacharidi reaguji s kyselinou
4-hydroxybenzoovou za tvorby barevného produktu, jehoz koncentrace je umérna intenzité
zbarveni a proto je métena spektrofotometricky pii vinové délce A=410nm. Nasledné z naméfené

absorbance spocitame koncentraci pomoci smérnice kalibra¢ni ptimky.

3.3.5. Kalibrace

Pro oba enzymy se ptipravi Sest roztokt cukri o riznych koncentracich. K vypoctu aktivity
amylasy pouzivame ke kalibraci standardni roztok glukosy a pro xylanasu pouzivame standardni

roztok xylosy. Do zkumavek se ptipravi roztoky dle tabulky 1.
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Tabulka 1. : Ptiprava standardnich roztokt cukr

I U AU N
1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 0,0

_ 0’0 0’2 0’4 016 0'8 1'0

Takto pfipravené standardni roztoky se zahtivaji po dobu 10 min pfi teploté¢ 100°C na vodni

lazni. Poté se zméfi jejich absorbance pii vinové délce A=410 nm v 0,5 cm kyvetach. Pro kazdy

roztok méfime absorbanci ve tfech replikatech.

3.3.6. Vypocet aktivity

Aktivita enzymd, a [ug.hod™.ml], byla vypoctena dle rovnice:

CfeAmel
B t

a

1)

f ... korela¢ni faktor, reciprokd hodnota smérnice kalibraéni piimky k
A ... absorbance vzorku

n ... fedéni vzorku

1 ... sitka kyvety, [cm]

t ... doba inkubace, [hod]
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3.4. Stanoveni P —glukosidasové aktivity

3.4.1. Pouiité chemikdlie a roztoky

fosfatovy pufr 100 mM (pH 6)
0,2 % substrat (PNP-B-D-glukopyranosid)
2 % Na,CO3

Roztok p-nitrofenolu (c=30 pg/ml) - ptipraven desetinasobnym zfedénim zasobniho roztoku

N

p-nitrofenolu o koncentraci c=30 mg/100 ml

3.4.2. Priprava vzorku

Z kazdého z vySe zminénych péti vzorku, viz kapitola 3.1., se navazi 3 g kalu, ktery se
nasledné zfedi 3 ml dionizované vody. Takto ptipravené vzorky se sto¢i na centrifuze po dobu 10

minut pti 6000 ot/min. Po stoceni se odebere 0,2 ml supenatantu a ptida 0,6 ml destilované vody.

3.4.3. Pracovni postup

Do zkumavek se pfipravi smés napipetovanim 0,1 ml vzorku, 0,2 ml pufru a 0,1 ml substratu
PNP-B-D-glukopyranosidu a zkumavky se promichaji na vortexu. Pro kazdy z péti typl vzorki si
pfipravime 3 experimentalni replikdty a 2 slepé vzorky. Vzorky, kromé& slepych, jsou poté
inkubovany 60 min pii 40°C. Slepé vzorky se ihned po ptidani substratu zastavi reakci s 0,8 ml 2 %
Na2CO3. Po inkubaci se experimentalni vzorky zastavi stejné jako u vzorkd slepych, a to
ptidavkem 0,8 ml 2 % NayCOs. VSechny vzorky se nasledné sto¢i na centrifuze po dobu 10 minut

pi1 4000 ot/min.

3.4.4. PouZita metoda

Aktivita B—glukosidasy se stanovuje metodou podle Biodochky a kol. (1992). Je zalozena na
principu méfeni pftirGstku volného p-nitrofenolu (PNP). Tento pfirtistek koncentrace je pfimo

15



umérny aktivité enzymu. PNP ma Zluté zbarveni, diky ¢emuz mizeme méfit absorbanci vzorka pii

vinové délce A=410 nm. Pro vypocet aktivity enzymu pouzijeme porovnani s kalibra¢ni kiivkou.

3.4.5. Kalibrace

Do Sesti zkumavek se piipravi standardni roztoky p-nitrofenolu o riznych koncentracich

podle tabulky 2.

Tabulka 2.: pfiprava standardnich roztokt p-nitrofenolu

I L D N
0,8 0,6 0,4 0,2 0,0

_ 1’0
_ 0’0 0’2 0’4 0'6 0’8 1’0

Z téchto roztokl se odebere 0,4 ml a ptida 0,8 ml 2% NayCOs a poté se zméti absorbance pii

vlnové délce A=410 nm v 0,5 cm kyveté. Pro kazdy roztok métime absorbanci ve tfech replikatech.

3.4.6. Vypocet aktivity

Aktivita enzymu, a[pg.hod ™ .ml], byla vypoctena podle rovnice (1).

Pii kalibraci byl pouzit PNP, ale pii enzymatické reakci se uvoliuje glukosa (GLU), proto
bylo nutno piepocitat vznikly faktor z kalibrace f (PNP) na f (GLU) podle rovnice:
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f (PNP) - M, (GLU)
M, (PNP)

f (GLU) =

)

f ... korelacni faktor, reciproka hodnota smérnice kalibracni piimky k
M, ... relativni molekulova hmostnost

M, (PNP) =139,11 M, (GLU) = 180,16
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

V odebranych vzorcich byla stanovena aktivita hydrolytickych enzyma o—amylasy,
B—xylanasy a p—glukosidasy.
Vysledky a namétené hodnoty absorbanci jsou zpracovany Vv tabulkach, aktivity enzymi

jsou znazornény graficky.

4.1. Aktivita a—amylasy

Vv v

Tabulka 3.: Naméténé hodnoty absorbanci vzorki ke stanoveni amylasové aktivity

Slepy vzorek Vzorek
1 2 1 2 3
0,217 0,320 1,778 1,730 1,929
0,324 0,376 1,032 1,427 1,304
0,124 0,125 0,294 0,225 0,270
0,213 0,174 0,169 0,135 0,113
0,174 0,153 0,138 0,153 0,180

Tabulka 4. : Vysledna aktivita a—amylasy

0,268 1,812 663,188 61353,175
0,350 1,254 388,477 35938,932
0,124 0,263 59,496 5504,101
0,193 0,139 -23,412 -2165,874
0,163 0,157 -2,7192 -258,315
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Obr. 6: Zmény amylasové aktivity ve fazich procesu produkce bioplynu

Aktivita o-amylasy byla méfena na principu pfimé iimérnosti mezi aktivitou enzymu
a prirustkem koncetrace redukujicich skupin polysacharidt. Tyto redukujici skupiny vznikaji

enzymatickym rozkladem $krobu, ktery je vhodny substrat pro enzym o - amylasu.

Aktivita a-amylasy je nejvyssi v kravském trusu, coz svéd¢i o tom, Ze dobytek byl v dobé
odbéru vzorkli krmen koncentrovanym krmivem s vysokym obsahem skrobu. Aktivita enzymu
postupné klesa, vysoké hodnoty byly naméieny logicky 1 v kravské kejde€, ale v dalSich fazich
procesu vyroby bioplynuje aktivita amylasy nizka. Vzhledem k vysokému obsahu skrobu
v kukuti¢né silazi je tento udaj piekvapujici, nebo by se dalo ocekavat, Ze na pocatku fermentace ve

vngjsim fermentoru budou aktivity amylasy jesté vysoké.

Ve vnitinim fermentoru a digestatu je aktivita v zapornych hodnotach, coz znaci, Ze aktivita

a-amylasy je nulova. Absorbance v téchto vzorcich da po zprimérovani nizsi hodnotu nez je
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priumérna hodnota slepého vzorku a z toho divodu je vysledna aktivita zaporna. Znamena to, ze
koncetrace ptislusnych oligosacharidii je ve vzorcich nulova a jde tedy jen o kolisdni naméfenych

hodnot absorbance samotné matrice.

4.2. Aktivita g—glykosidasy

Tabulka 5.: Namétené hodnoty absorbanci vzorki ke stanoveni glykosidasoveé aktivity

I = <
_ Slepy vzorek Vzorek

_ 0,100 0,112 0,322 0,319 0,325
_ 0,105 0,070 0,146 0,153 0,146
_ 0,168 0,184 0,273 0,273 0,285
_ 0,158 0,166 0,246 0,259 0,248
_ 0,123 0,126 0,141 0,150 0,155

Tabulka 6.: Vysledna aktivita p—glukosidasy

0,106 0,322 239,792 369,729
_ 0,087 0,148 67,534 104,129
_ 0,176 0,277 112,125 172,882
_ 0,162 0,251 98,803 152,342
_ 0,124 0,149 26,829 41,366

20



Aktivita —glukosidasy
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Obr. 7: Zmény glukosidasové aktivity ve fazich procesu produkce bioplynu

Aktivita B-glykosidasy je méfena na stejném principu jako aktivita o - amylasy.

B-glykosidasa je vyrazné nejaktivnéjsi v kravském trusu. Jeji aktivita je zde vSak téméf
tiikrat mensi nez aktivita a - amylasy. V dalSich fazich je jiz aktivita o mnoho niz$i. Ve vn&jSim
fermentoru byl zaznamenan nariist aktivity, coz lze vysvétlit tim, Ze fermentaénim bakteriim byl
poskytnut Cerstvy substrat ve form¢ kukuti¢né silaZze. Pomérné vysoka aktivita byla namétena i ve
vnitinim fermentoru, coz svéd¢i o tom, ze substrat jeSt€ nebyl vycerpan. V digestatu pak byly
naméfeny nejnizsi, nikoli vSak nulové hodnoty. Lze z toho usuzovat, Ze digestat ma jesté potencial

k produkci bioplynu.
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4.3. Aktivita pg—xylanasy

Tabulka 7.: Namétené hodnoty absorbanci vzorki pro vypocet xylanasové aktivity

I I -
_ Slepy vzorek Vzorek

_ 187 160 199 187 150
_ 146 168 289 308 306
_ 178 209 574 434 661
_ 339 288 395 425 348
_ 234 224 499 409 461

Tabulka 8.: Vysledna aktivita p—xylanasy

0,173 0,178 2,619 290,822
_ 0,157 0,301 73,013 8105,488
_ 0,193 0,556 183,968 20423,203
_ 0,313 0,389 38,450 4268,515
_ 0,229 0,456 115,265 12796,164
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Aktivita f—xylanasy
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Obr. 8: Zmény xylanasové aktivity ve fazich procesu produkce bioplynu

U enzymu xylanasy byly naméfeny nejvyssi hodnoty ve vnéjsim bioplynovém fermentoru,
coz svéd¢i o tom, ze mikroorganismy se schopnosti rozkladat xylan, které jsou vzhledem
k naméfenym aktivitam zfetelné pfitomny v kravské kejdé, po pfisunu cCerstvého substratu
(kukuticné silaze) zvySuji aktivitu ¢i mnozstvi bun€k. Z grafu by se dalo usuzovat, Ze k hlavni
degradaci xylanu dochazi jiz ve vnéj$im fermentoru, nebot’ aktivita Xylanas ve vnitinim fermentoru
vyrazné klesa. Vysoky narlst hodnoty xylanasy v digestatu nedokazu logicky zdivodnit, ale opét
tato naméfend hodnota svéd¢i o tom, ze digestat neni pln¢ vycerpan, zlstava v ném ziejme vysoky
obsah nedegradovanych polysacharidl a digestat ma tedy jesté potencial produkovat bioplyn. Tento
zaveér je v souladu se soucasnymi technologickymi trendy zastfeSovat i nadoby, kde se uskladnuje

digestat a vyuzivat i zbytkové produkce bioplynu z jiz fermentovaného kalu.
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5. ZAVER

Byly zjistény aktivity tfi hydrolytickych enzymi, o-amylasy, B-glykosidasy a p-xylanasy,
V péti rtiznych vzorcich odebranych z riiznych fazi vyroby bioplynu. Témito vzorky byly: kravsky
trus z prilehlého kravina, kravskd kejda z homogenizacniho tanku pro davkovéani BPS, kal

z vnéjsiho fermentoru, kal z vnitiniho fermentoru a kal digestatu z digestacni nadrze.

Aktivita o - amylasy klesa rovnomérné.Jeji hodnoty jsou nejvyssi v kravském trusu, diky
potravé obsahujici vysoky podil Skrobu, a vysoké jsou i v kravské kejdé. V dalsich fazich procesu
vyroby bioplynu je aktivita amylasy jiz nizka. Oproti - glykosidase ma aktivitu vyrazné vyssi
v kravském trusu a kravské kejdé. B - glykosidasa je tedy mnohem mén¢ aktivni, ale v poslednich
tiech fazich aktivitu o - amylasy pivysi. V téchto fazich je jeji hodnota velice podobna a témét
ustalend. P - xylanasa mé v kravské kejd¢ zanedbatelné hodnoty aktivity, jeji aktivita rovhomérné
roste a nejvyssi hodnotu ma ve vnéjs§im fermentoru, coz je zpusobené pfisunem substratu
obsazeném V kukufi¢né silazi. Z vysledkt aktivit xylanasy a glukosidasy, je zfejmé Ze digestat ma
jesté potencidl k produkci bioplynu. Je tedy vhodné zastifeSovat 1 nadoby, kde se uskladiiuje digestat

a vyuzivat i zbytkové produkce bioplynu z jiz fermentovaného kalu.
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