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Nalezeni prostfedkl, jak rozsifit spektrum biologicky rozloZzitelnych odpadii pro dalsi
praktické aplikace spojenych s tvorbou energie nebo biomasy, ma spoleéného jmenovatele v podobé
preklenuti piekazky spojené srozkladem lignocelulosového komplexu. Ackoliv existuje mnoho
zpusobu zaloZzenych na fyzikalné-chemickych principech, jejich nevyhodou je vysoka hodnota
provoznich nakladii. Biologické feseni predstavuje zpisob ekonomicky vyrazné vyhodnéjsi, nicméné
narazi na pomérné tzké spektrum kment, s nimiz lze potencialné pocitat pro konstrukci vhodného
technologického mezistupné, jehoZ cilem je transformovat lignocelulosovy komplex do podoby
mikroorganismy vyuzitelného substratu. Smyslem tohoto piispévku je ukazat cestu izolace, selekce a
propagace takovych mikrobiologickych €initeld, kteti spliluji vySe uvedené pozadavky na n¢ kladené.

Uvod

Lignocelulosovy komplex je dominujici strukturalni element v biomase rostlinného pivodu.
Pravé tato hmota tvoii znacny podil biologicky rozlozitelnych odpadi (BRO), na které je
Vv soucasnosti nahlizeno vyrazné jinak, zejména pod vlivem ménici se legislativy v odpadovém
hospodaistvi. Ustup od pouhé depozice na skladkovych plochach smérem k aktivnimu vyuZivani jako
substratu pro tvorbu biomasy (sorbenty), mikrobialnich produktti (bioethanol) nebo zelené energie
(anaerobni digesce) je hlavnim trendem v odpadovém managementu BRO. S ohledem na skute¢nost,
7e technologie zminénych vyrob jsou pomérné propracované, racionalizované a v rdmci moznosti
efektivni, predstavuje kriticky bod pravé jiz uvedend konverze lignocelulosového komplexu
v fragmenty, jeZ mikroorganismy, na nichz jsou tyto technologie postavené, dokazou zapojit do svych
metabolickych systémul.

Biologie rozkladu lignocelulosového komplexu

V piirozeném prostiedi sehrava biologicky rozklad ligninu, celulosy a hemicelulos dilezitou
roli v procesu kolobéhu hmoty na Zemi. Vyskyt organismi disponujicich nastroji pro enzymovy atak
vazeb piitomnych v uvedenych molekularnich strukturach lze vymezit zejména na ty lokality, kde
dlouhodoba depozice celulosovych matriali, dfevni hmoty apod. vytvorila selekéni tlak v podobé
substratu pro piritomnad mikrobidlni spoleCenstva, kterd se musela pfizpisobit této skuteCnosti
z hlediska preziti (kompostarny, skladky, trouchnivéjici dievo). Enzymy, které hydrolyticky Stépi
prislusné vazby v makromolekulach ligninu a celulosy (lignasy a celulasy) disponuje urcitd skupina
organismu, ktera timto zptsobem ziskava zdroj uhliku a energie v ramci svého metabolismu. Jedna se
o enzymy vyluCované do prosttedi vné buiky, ¢imz se makromolekuly Stépi na fragmenty, které
nasledné jsou prostiednictvim vhodnych pifenaSeCovych systémi dostdvany dovniti bunky. Zde
metabolicky systém zabudovava tyto zdroje uhliku, dusiku a dalSich biogennich prvka do procesu
tvorby bunécnych slozek a zaroven je mtize zapojovat i do metabolismu energetického (plni funkci
akceptoru elektroni).

Nejlépe popsanou oblasti této sou¢asti mikrobiologie je fyziologie hub dievokaznych, zejména
tzv. hub bilé a ¢ervené hniloby. Dale fada plisfiovych taxont, které Ziji na rostlinnéem téle, disponuje
metabolickymi néstroji, jimiZz aktivné naruduje strukturu rostlinnych pletiv s cilem ziskat substrat pro
svuj rust a reprodukci. Tito tzv. fytopatogeni v kone¢ném dusledku ptedstavuji skupinu, na niz lze
uptit zajem pii hledani vhodnych ¢initela dekompozice lignocelulosového komplexu. Podminkou
uspésného zacélenéni téchto organismi do vyvijenych biotechnologii je dostateéné poznani jejich
Zivotnich narokd, véetné poznani miry vlivu vnéjsiho prosttedi na uvedené Zivotni funkce. Standardné
voleny postup pfi rozsifovani spektra vhodnych technologickych kment je v prvé fazi vymezeni
lokality odbéru vzorku matric prostiedi. Zajem se orientuje zejména tam, kde je dfevni a jina rostlinna
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hmota piitomna v riznych stupnich rozkladu. V systémech, které jsou produktem lidského Usili tak jde
zejména o kompostarny, Glozisté biologicky rozlozitelného odpadu, skladkové systémy apod.

Strategie hledani biologického Cinitele

Vlastnimu praktickému bloku piedchazelo podrobné zmapovani publikovanych vystupt
v odbornych periodikdch, které se tykaji problematiky produkce enzymi Stépicich vazby
v lignocelulosovém komplexu. Obecné je za nejvice prostudovany druh povazovana Kvasinka
Trichoderma reesei (disponuje velmi Géinnymi enzymy Stépeni celulosy a hemicelulos). JiZ od 50. let
minulého stoleti se podafilo shromazdit mnoho vysledkii a zejména je efektivné pievést do
primyslové podoby ve vyrobé piislusnych enzymt (Nieves 1998). Jeji nevyhodou je neschopnost
Stépit lignin. V této roviné se vSak velmi osvédcil jeden ze zastupcti hub bilé hniloby, konkrétné plisen
Penicillium chrysosporum, jez produkuje unikatni sadu enzymui s vysokou uCinnosti rozkladu
komplexni struktury ligninovych molekul (Akin 1995). Také mezi bakteriemi existuje uréita skupina
mikroorganismti vybavena schopnosti rozkladat lignin a celulosu. Vedle mechanismu, kdy enzym je
vylucovan mimo buiku, se zde lze setkat i s pfislusnymi enzymy ukotvenymi v bunééné sténé téchto
bakterii. Né&které u¢inné taxony byly nalezeny v zaZivacim traktu hospodaiskych piezvykavca.
Konkrétné se jedna v ptipadé bakterialnich zastupci §tépicich lignin a celulosu o rody Cellulomonas a
Ruminococcus.

Hledani vhodnych biologickych Ciniteld bylo postaveno na dvou smérech, jak prislusné
mikroorganismy ziskat. V prvé tadé se vytipovaly lokality, na nichz lze ptedpokladat piitomnost
mikrobialni aktivity vedouci k rozkladu materialti s obsahem celulosy, hemicelulos a ligninu. Matrice
pro izolace vhodnych kment pochazely z kompostaren, skladek biologického odpadu, odpadnich
proudtl potravinaiskych zavodt apod. Druhou moznosti je zkouSeni sbirkovych kment, u nichz lze
tuto enzymovou aktivitu predpokladat nebo je dokonce znama. Proces ziskani kmeni z pfirozeného
prostfedi se sestava z izolace, selekce a propagace biologickych ¢initeld. K uvolnéni mikroorganismu
zpevnych matric (zejména pida a horninové prostiedi) byl pouzit standardni izola¢ni roztok
pyrofosfatu sodného. Izolace dale pokracovala formou kultivaénich vysetteni (komplexni agar) s cilem
ziskat prehled o ptitomnych kmenech ve vytipovanych vzorcich a vytvofit z nich biologicky Cisté
kultury pro dal§i experimentalni praci. Tou byla pasaz selekcni, jejiz hlavni smysl spociva v oddéleni
kmenti disponujicich biodegrada¢nim potencialem od téch, které tuto vlastnost postradaji. Tyto pokusy
byly provedeny v reZzimu submersni kultivace, tzn. v banikach s minerdlnim médiem a definovanym
obsahem modelového substratu, jenz byl zvolen v podobé rozpustné celulosy (CMC). Nartst biomasy
se sledoval méfenim hodnot absorbance v zavislosti na Case. Ziskané hodnoty jsou znazornény na
obrazku 1.
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Obr. 1 Kinetika rastu vybranych mikrobialnich kment po provedené selekci; Trichosporon
(kvasinka) RAB2, Mi2-1, Mi2-2, Tur 3 (bakterie), FUSAR (pliseii)

Z téchto vystupt je ziejmé, ze velice dobrych vysledkl Ize dosahovat aplikaci eukaryotnich
kmend. Predpoklady pro tuto schopnost 1ze spatfovat zejména ve vyS§im stupni metabolické regulace
a schopnosti vytvaret vhodné typy enzymu pro rozklad lignocelulosové hmoty. Uvedené bakteridlni
kmeny (RAB2, Mi2-1, Mi2-2, Tur 3) mohou sehrat svou dilezitou roli pfi konstrukci mikrobialnich
konsorcii, tedy spoleCenstev, v nichz figuruji 2 a vice mikrobialnich druht, které si vzajemné
nekonkuruji.

Zaveér

Smyslem tohoto prispévku je ukazat smér vyzkumu a vyvoje vedouciho k rozsifeni moznosti
ve vyuzivani lignocelulosovych materialti pro zavedené biotechnologie (mezi které produkce bioplynu
bezesporu patii). Na tuto praci bude navazovat dal$i zpfesiiovani souboru informaci o zivotnich
projevech ziskanych mikroorganismii za uc¢elem efektivniho nasazeni v prumyslové praxi. Nalezi sem
vedle optimaliza¢nich krokli technologického charakteru, také legislativni aspekt spojeny se
stanovenim miry zdravotnich rizik a s tim souvisejici identifikace.
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