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Vyuziti cukrovky pro vyrobu biobutanolu
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Pé&stovini cukrové fepy md v Ceské republice dlouhou
tradici; v roce 1918 byl v tehdejsim Ceskoslovensku vyroben
cukr v mnozstvi, které odpovidalo 15 % celosvétové spotie-
by. V soucasnosti dosahuje vynos cukru z cukrové fepy vice
nez desetindsobku ve srovnani s pocatky péstovani v poloviné
19. stoleti. Pfi porovnani s obilovinami a bramborami ma cuk-
rovka vyssi vytéznost fotosyntézy a z 1 ha plochy lze ziskat 2-3x
vice vyuzitelnych sacharid. Vzhledem k dopadum tzv. cukerni
reformy Evropské unie, kterd vedla v CR ke poklesu péstovan{
cukrové fepy o cca 25 %, je vhodné uvazovat o cukrovce jako
o mozném zdroji sacharosy pro nepotravinafské vyuziti, mezi
jinymi také jako o substritu pro vyrobu biobutanolu (1). Jiz
nyni se nad rimec potravinaiského vyuziti péstuje cukrova fepa
pro vyrobu etanolu — Agroetanol TTD (2); v roce 2010 koncil
ambiciézni projekt EU ,Hyvolution®, jehoz cilem bylo vyuziti
fepy a dalsich plodin pro fermenta¢ni vyrobu vodiku (3).

Na biobutanol, tj. 1-butanol, ziskavany bakteridlni fermentaci
sacharidickych surovin, je v soucasnosti soustiedéna pozornost
mensich (napi. Gevo, Green Biologics, Cobalt Biofuels) i velkych
spolecnosti jako jsou DuPont nebo British Petrol, kvuli jeho
vyhodnym fyzikalnim vlastnostem, umoZzriujicim pfimichavani do
kapalnych palivovych smési. Ve srovnani s jiz takto vyuZivanym

etanolem ma 1-butanol vySsi energeticky obsah, omezenou
misitelnost s vodou, nizsi tlak par a niz$i korozivitu, coz ho
jako potencialni palivovou bioslozku zvyhodiuje. Proces vyroby
1-butanolu, znamy také jako aceton-butanol-etanolové (ABE)
kvaSeni byl objeven téméf pied 150 lety a po prvni svétové
valce se stal po vyrobé etanolu druhou fermentacni techno-
logii, vyuzivanou v prumyslovém méfitku. Mensi pramyslova
vyroba byla realizovana v druhé poloviné 50. let v lihovaru
Rajec nad Svitavou a byla v provozu 13 let. 1-butanol je tvofen
anaerobnimi bakteriemi rodu Clostridium (nejznaméjsimi druhy
jsou C.acetobutylicum a C.beijerinckii) jako hlavni produkt
heterofermentativniho kvaSeni. Nejprve se pii ristu a mnoZeni
bakterii tvoii kyseliny octovd a maselnd spolu s oxidem uhli-
¢itym a vodikem. V navazujici fazi, po nahromadéni kyselin
v kultivaénim médiu, kdy bakterie zacnou sporulovat, se pak
tvorfi rozpoustédla, zejména butanol a aceton, pficemz produkce
fermentacnich plyna klesne zhruba na polovinu. V malé mife
je po celou dobu fermentace tvofen také etanol, piipadné dalsi
produkty jako kyselina mlé¢na nebo acetoin (4).

Melasa z cukrové titiny byla poprvé pouZita pfi primyslovém
fermentacnim procesu vyroby butanolu v roce 1936. Do té doby
byly pro ABE fermentaci vyuziviny Skrobnaté substrity a produk¢-
ni bakteridlni kmeny, zejména druhu Clostridium acetobutylicum,
byly selektovany z piirodniho materialu s ohledem na tvorbu
rozpoustédel ze skrobu. Pii prvnich pokusech se proto sacharosa
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v melase musela nejprve rozkladat (invertovat) na glukosu
a fruktosu, jinak ji bakterie nedokazaly vyuzit. Pozdéji vSak byly
izolovany klostrididlni kmeny schopné vyuZzivat sacharosu bez
nutnosti pfedchozi inverze.

Melasa, titinova i fepna, nabidla nové moZznosti usporadani
a vedeni kultiva¢niho procesu ABE fermentace ve srovnani s pu-
vodnim procesem, vedenym na Skrobnatych zdparich — s me-
lasovou zaparou (fermenta¢nim médiem) se dalo lépe pracovat
diky nizsi viskozité, ndklady na surovinu a isténi vyrobniho
zafizeni klesly, bylo mozné vyuZit vyssi koncentraci substratu (5).
Pravdépodobné nejdéle vyuzival titinovou melasu jako substrit
zavod v Jihoafrické republice, ktery pracoval bez problému az do
roku 1981, kdy v3ak postihlo jizni Afriku nezvyklé sucho a melasa
zdrazila natolik, Ze se vyroba prestala vyplacet. V roce 1982 byl
sice zavod na kratkou dobu znovu otevien, ale kombinace stile
drahé melasy a problému s fermentaci zpusobila jeho definitivni
uzavieni (4).

Vysledky pfedbéznych pokust s fepnou melasou (6) nazna-
cily, Ze melasa je vedle skrobnatych surovin dalsi vhodnou suro-
vinou pro produkci biobutanolu. Cilem této prace bylo testovat
vybrané rozpoustédlotvorné druhy bakterii rodu Clostridium na
produkci rozpoustédel, zejména 1-butanolu, nejen v kultiva¢nim
médiu s melasou, ale i v médiu s fepnou stavou (bilym sirobem).
Pokud je autorim zndmo, vysledky ABE fermentace s vyuZzitim
fepné §tavy jako substratu dosud publikovany nebyly.

Materidl a metody

Mikroorganismy: Clostridium acetobutylicum LMG 5710,
C. beijerinckiiDSM 6422, C. beijerinckii CCM 6218, C.beijerinckii
NRRL B-466, C. beijerinckii NCIMB 8052, C. pasteurianunm NRRL
B-598 byly uchoviaviny ve formé sporovych suspenzi ve sterilni
destilované vodé¢, v Eppendorfovych mikrozkumavkich, pfi 4 °C.
Modifikované kultiva¢ni médium (7), obsahovalo tyto slozky
(v g.I'): melasu 80 nebo bily sirob (Cukrovary a lihovary TTD,
a. s.) 61,7, kvasni¢ny autolyzit 10, siran amonny 2, dihydrogen-
fosfore¢nan draselny 1; v pfipadé pouziti bilého sirobu jesté siran
Zeleznaty 0,01. Kultiva¢ni médium bylo sterilovano v autoklavu
pii teploté 121 °C po dobu 20 min. Pfed ockovanim byly spory
vystaveny teplotnimu Soku — Eppendorfovy mikrozkumavky
se sporovou kulturou byly inkuboviny po dobu 30 s pii 80 °C
a ndsledné chlazeny 2 min v ledové tiisti. Ockovani kultiva¢nich
médii bylo provadéno za aseptickych podminek, v ockovacim
boxu (Trigon Jouan, Francie). Kultivace probihala bud v Er-
lenmeyerovych barnkach (objem kultivaéniho média 200 mb),
uzavienych vatovymi zitkami, pfi teploté 37 °C, po dobu 72 h,
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v anaerobni komofe (Concept 400, UK), nebo v bioreaktoru
Biostat B (B. Braun Biotech International, Némecko) — pracovni
objem bioreaktoru 3 1, teplota 37 °C, michani 200 ot.min™, bez
pH regulace, doba kultivace 48 h. Bioreaktor byl zaockovan
inokulem ve vegetativnim stadiu rastu (pohyblivé, nesporulujici
buriky), jehoZz stav byl kontrolovin pod mikroskopem.

Koncentrace substratu (sacharosy) a produkti (butanolu,
acetonu, ethanolu, kyseliny octové a maselné) byla stanovova-
na pomoci HPLC. Podminky stanoveni HPLC: analyzitor (Agi-
lent 1200 Series, USA), kolona Watrex Polymer IEX H" form
(8 pm, 250 X 8 mm, Watrex CR), mobilni fize kyselina sirova
(c = 5 mmol.I) v demineralizované vodé&, pratok 0,5 ml.min™,
teplota kolony 60 °C, refraktometrickd detekce. Plynné produkty
(vodik a oxid uhlic¢ity), byly pfi kultivaci v bioreaktoru jimany
do Tedlarového vzorkovaciho vaku (SKC). Po kultivaci byl
zjistén objem vytvofeného plynu a stanoveny koncentrace obou
plynnych slozek pomoci GC. Podminky stanoveni GC: analyzator
Hewlett Packard 6890, kolona CHROMPACK CP-Carbonbond
(50 m x 0,53 mm; tloustka filmu 15 pm), mobilni fize dusik,
tlak 60 kPa, pratok 7,8 ml.min™, teplota kolony 30 °C, teplota
nastfiku 150 °C, teplotné vodivostni detekce. Sudina biomasy
byla stanovena vazkové.

Pro hodnoceni kultivaci byly pouzity nasledujici parametry,
vypoctené podle vztah:

Capp = Cq+ Cp+ ¢ celkova koncentrace rozpoustédel (g.I™),

_ ABE, total

ABE
S

X 100 vyt&Znost rozpoustédel (g.I™),

Obr. 1. Porovnani vytéZnosti a koncentraci rozpoustédel v mela-
sovem kultivacnim médiu po 72 h kultivace v barikach
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Obr. 2. Porovnani vytéznosti a koncentraci rozpoustédel v kulti-
vacnim médiu z bilého sirobu po 72 h kultivace v barikach
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Py = VX1 produktivita tvorby butanolu (g.I™.h™),
kde:

Casp, Cay Ci, Cr, — celkova koncentrace rozpoustédel, koncentrace
acetonu, butanolu, ethanolu (g.I™,

ABE o4, Bir — celkové mnozstvi rozpoustédel, celkové mnozstvi
butanolu (g),

S — celkové mnozstvi spotiebovaného substritu (g),
V' — pracovni objem bioreaktoru (1),
t — doba produkce rozpoustédel (h).

Vysledky a diskuse

Obr. 1. ukazuje srovndni dosazenych koncentraci buta-
nolu a celkovych rozpoustédel spolu s vytéZnostmi v dobé
maximdlni produkce rozpoustédel, tj. po 72 h kultivace, pro
Sest vySe uvedenych, rozpoustédlotvornych kmenu. Kultivace
byla proviadéna v barkich, v melasovém kultivaénim médiu,
obsahujicim 40 g.I"" sacharosy. Nejvy$si koncentrace butanolu
(9,3 g.I'M, celkové koncentrace rozpoustédel (11,0 g1 a vy-
téznosti (28 %) bylo dosazeno s kmenem C. beijerinckii CCM
6218. Ve srovndni s maximalni vytéZnosti rozpoustédel, zjisténou
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Obr. 3. Prubéh kultivace kmene Clostridium beijerinckii CCM 6218

v bioreaktoru, v médiu z bilého sirobu
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pii testovani 38 prumyslovych rozpoustédlotvornych kment na
melase z cukrové titiny (7), ktera Cinila 32 %, to neni Spatny
vysledek. Melasa ve vys§i koncentraci, obsahujici 60 g.I™" sa-
charosy, bohuZzel nebyla pro dané kmeny dobie zkvasitelna,
a proto celkové koncentrace rozpoustédel kolem 20 g.I™', coz
je uddvano jako obvykld maximalni koncentrace, nemohlo byt
v daném kultivaénim uspofddani dosaZeno. Spatné vyuZzivani
melasy pfi vyssi koncentraci nemuselo byt zpiisobeno jen inhibici
produktem (1-butanolem), ale i pfitomnosti liatek inhibujicich
kvaseni, jako jsou zbytky herbicidii nebo pesticidu, které jsou
obecné znamou pficinou $patné zkvasitelnosti nékterych melas.
Shodné se zaveéry SHaHEEN ET AL. (7) bylo zjisténo, Ze nejlepsimi
producenty rozpoustédel na melasovém substratu jsou bakterie
druhu C. beijerinckii.

Na zidkladé pokust v melasovém médiu byly vybrany tfi
kmeny C. beijerinckii CCM 6218, C. beijerinckii DSM 6422
a C. beijerinckii NRRL B-4006 s nejvyssi produkci rozpoustédel,
které byly kultivovany za stejnych podminek jako v pfechozim
piipadé, v médiu s fepnou Stavou (obr. 2.). Dosazené koncentra-

ce rozpoustédel a vytéZnosti byly srovnatelné jako v pfedchozim
piipadé tj. pii pouZiti melasového média. PouZiti fepné Stivy
pro vyrobu butanolu je sice v odbornych textech zmifiovano
spolu se stavou z cukrové titiny (8), ale vysledky pokusu s touto
surovinou publikovany nebyly.

Jak v melasovém médiu, tak v médiu s fepnou $tavou bylo
nejlepsich vysledki dosazeno s kmenem C. beijerinckii CCM

6218, a proto byl tento kmen vybrin pro fermentacni testy

v bioreaktoru (obr. 3.). Maximalni koncentrace rozpoustédel
14,2 g.I"" (z toho 10,0 g.I"" butanolu) bylo dosazeno po 36 h kul-
tivace, piicemz produktivita tvorby rozpoustédel byla 0,40 g.I"'h™
(produktivita tvorby butanolu 0,28 g.I"h™) a vyt&Znost na spotie-
bovanou sacharosu vztazena k celkové produkci rozpoustédel
37 % (vytéznost produkce butanolu 26 %). Dosazené hodnoty
vytéznosti a produktivity jsou dobfe porovnatelné s hodnotami
uvadénymi v odborné literatute (9). Pfi kultivaci bylo ze 114 g
sacharosy vytvoreno 17 1 plynu o koncentraci 35 % obj. vodiku
(zbytek CO,) a bylo dosazeno maximalni koncentrace susiny
biomasy 3,0 g.I"". Cely fermentacni proces v bioreaktoru lze po-
psat sumarni rovnici (rov. 1), kde C,,H,,0,, je sacharosa, C;H,,O
butanol, C;HsO aceton, C,HsO etanol, C,H,O, kyselina octova
a CHgO, kyselina mdselnd. Koeficienty pro jednotlivé latky
byly ziskdny po piepoctu skutecné stanovenych koncentraci
na molarni koncentrace a celd rovnice byla vztazena k 1 molu
substratu, sacharosy.

1,00 C,H,,0, — 1,22 C,H,,0 + 0,60 C,;HO + 0,04 C,HO +
+ 0,25 C,H,O, + 0,20 C,;H,0, + 1,60 CO, + 0,80 H, (rov. 1.

JonEes A Woobs (4) sumarizuji vysledky fady kultivaci s razny-
mi kmeny C. acetobutylicum a C. beijerinckii, které lze prepsat
do podoby obdobné sumarni rovnice (rov. 2), kde je vSak
vznik stejnych produktl vztazen k 1 mol glukosy. Obé rovnice
zanedbavaji tvorbu biomasy a minoritnich vedlejsich produkta
(napf. acetoinu a kyseliny mlécné). Ze srovnini obou rovnic
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(je tfeba vzit v tvahu, Zze glukosa je monosacharid a sacharosa
disacharid) vyplyva, Ze:

1,00 CH,,0 — 0,56 C,H,,O + 0,22 C;HO + 0,07 C,HO +
+ 0,14 C,H,O, + 0,04 C,;H;O, + 2,21 CO, + 1,35 H, (rouv. 2),

v nasem piipad¢ bylo dosaZeno srovnatelné produkce butano-
lu, o trochu vyssi produkce acetonu, nizsi produkce ethanolu
a vodiku a horsiho zpétného vyuziti kyseliny maselné a octové.

Zavérem lze konstatovat, Ze fepna $tiva se jevi jako velmi
perspektivni substrat pro vyrobu biobutanolu zejména s ohledem
na dosazené hodnoty produktivity a vytéznosti. Je vsak tieba
zvysit vyslednou koncentraci Zidaného produktu, 1-butanolu,
coz bude predmétem dalsSich experimentt, kdy bude kultivace
spojena s prubéznym odstraniovinim vytvofeného 1-butanolu
pomoci stripovani plynem.

Tato prdce vznikla s financni podporou projekiu TIP ¢. FR-T11/218,
NAZV ¢. QH81323/2008 a vyzkumného zameéru MSM6046137305.
Dékujeme také firmé Cukrovary a libovary TID, a. s., za poskytnuti
vzorku fepné Stavy.

Souhrn

Ze 3esti testovanych klostrididlnich kment dosahoval v kultiva¢nim
médiu s fepnou melasou i fepnou $tivou nejlepsich vysledkt kmen
Clostridium beijerinckii CCM 6218. Po kultivaci v bioreaktoru bylo
s vyuzitim tohoto kmene a média, obsahujicitho fepnou stavu,
dosazeno vyt&znosti butanolu 26 % a produktivity tvorby butanolu
0,28 g.I".h™, coZ jsou hodnoty plné srovnatelné s bézné publiko-
vanymi udaji pii vyuziti jinych sacharidickych substrat. Bylo tedy
jednoznacné potvrzeno, Ze fepna $tiva je velmi vhodnym substratem
pro produkci biobutanolu.

Kli¢ova slova: biobutanol, fepna $tava, fepna melasa, Clostridum beije-
rinckii, ABE fermentace.
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Patakova P., Toure S. S. M., Simaéek P., Cizkova H., Li-
povsky J., Linhova M., Fribert P., Rychtera M., Melzoch K.:
Exploitation of Sugar Beet for Biobutanol Production

The strain Clostridium beijerinckii CCM 6218 has been selected as
the best solvent producer from a group of six tested clostridial strains
with respect to the results achieved using sugar beet molasses and
juice cultivation media. The bioreactor cultivation with this strain
and cultivation medium containing sugar beet juice lead to butanol
yield 26 % and productivity 0.28 g.I™".h™ what were values completely
comparable with published data summarizing results obtained with
use of different saccharidic substrates. Thus, sugar beet juice proved
to be a superior substrate for biobutanol production.

Key words: biobutanol, sugar beet juice, sugar beet molasses, Clostridum
beijerinckii, ABE fermentation
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