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1. Uvod

Aceton-butanol-ethanolové kvaseni (ABE fermenta-
ce) je proces, ktery byl objeven patrné jiz v poloviné
19. stoleti Louisem Pasteurem a dale detailn&ji popsan na
zacatku 20. stoleti Dr. Chaimem Weizmannem. ABE bylo
velmi vyuZivanou technologii pfedevS§im v obdobi svéto-
vych valek, kdy vyrazné stoupla poptavka po acetonu,
ktery byl v té¢ dob¢ zékladni surovinou pro vyrobu korditu
a dalSich produkti zbrojniho primyslu. Po skonceni
2. svétové valky se stal nejvice cenénym produktem ABE
fermentace butanol. Je to jednoduchy, ¢tyfuhlikaty alko-
hol, ktery je vyuZitelny v surovém stavu, jako rozpouste-
dlo nebo desinfekeni prostiedek. Butanol je také dulezitou
surovinou pro vyrobu dalSich chemikalii ¢i bioplastd a je
velmi Casto diskutovanym biopalivem ¢i moznou primési
pohonnych hmot. Pfidavek butanolu do pohonnych hmot
poskytuje mnoho vyhod oproti dnes bézné pouzivanému
bezvodému ethanolu. Je to pfedevS§im vySSi obsah vyuzi-
telné energie vztazeny na jednotku objemu, mensi koroziv-
ni plisobeni na kovové soucésti, mensi t€kavost a vyrazné
niz$i schopnost vazat vodu', ktera je hlavni nevyhodou
ethanolu. Piestoze se butanol v soucasnosti
v primyslovém méftitku nevyrabi, americka legislativa
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predjima a povoluje jeho pouziti, jako pfidavku do benzi-
novych paliv az do 16 hm.% obsahu (Renewable Fuel
Standard 2 — http:/www.epa.gov/otag/fuels/renewablefuels,
stazeno 9. tinora 2015).

Ve druhé poloviné 20. stoleti se zacCaly vyuZzivat pro
vyrobu butanolu nové technologie, pfedev§im tzv. ,,0xo-
proces®, ktery vyuziva jako surovinu propylen, kdy je
nejprve ziskavan butaraldehyd, ktery je dale hydratovan na
butanol. Hlavni vyhodou chemickych procesti vyroby je
mnohem mensi cena vyrobeného butanolu. Diky tomu se
stala vyroba pomoci ABE fermentace nekonkurenceschop-
nym procesem a do konce 20. stoleti doSlo k postupné-
mu uzavieni témér vSech primyslovych provozii zaméte-
nych na tento proces. V souasnosti jsou provozovany
mensi fermentatni poloprovozni jednotky v USA, Cing
a Brazilii.

V souvislosti s neustdle se zvysujici poptavkou po
vyuziti alternativnich paliv z obnovitelnych zdroji spolu
se ztenCovanim svétovych zasob ropy se v poslednich
letech dostdva vyroba butanolu pomoci ABE fermentace
opét do popredi zajmu svétového vyzkumu. Ten se zamé-
fuje predevs§im na mozné vyuziti alternativnich substrati
ana genové a metabolické inzenyrstvi produkénich kme-
nu, které by mohly vést k vyraznému zlepSeni jejich vlast-
nosti. Zminéné modifikace by mohly v budoucnu umoznit
zasadni zlevnéni celého procesu a tim i jeho opétovné
vyuziti v praxi.

2. Aceton-butanol-ethanolové kvaSeni

ABE fermentace je Zivotni strategii nékterych bakterii
rodu Clostridium, konkrétné tzv. solventogennich druhi.
Klostridia jsou obecn¢ striktné anaerobni, gram-pozitivni,
sporotvorné bakterie vyskytujici se predevsim v pade,
travicim traktu Zivoc¢ichl, sladkovodnich sedimentech
a dalSich anaerobnich lokalitach. NejznaméjsSimi zastupci
solventogennich klostridii jsou druhy Clostridium aceto-
butylicum, C. beijerinckii a C. saccharoperbutyl-
acetonicum. Kromé téchto tii tradi¢né zkoumanych druhti
vSak existuje jest¢ mnoho dalSich popsanych producenti
ruznych organickych rozpoustédel, jako jsou napf.
C. pasteurianum, C. saccharobutylicum, C. tetano-
morphum a dalsi.

Klasickd ABE fermentace probiha ve dvou hlavnich
fazich. V prvni fazi dochézi ke zpracovani zdroje uhliku,
kterym muzou byt rizné hexosy, pentosy, disacharidy,
Skroby nebo napf. glycerol, na organické kyseliny.
S tvorbou kyselin samoziejmé dochazi k vyraznému po-
klesu pH kultivacniho média a celd faze se tudiz Casto
nazyva acidogenni. Ve druhé, solventogenni fazi, ktera je
Casto doprovazena pocatkem sporulace, dochézi k premeé-
né Casti vytvofenych organickych kyselin na organicka
rozpoustédla (pfedevsim aceton, butanol a ethanol). To



Chem. Listy 109, 830-835 (2015)

souvisi s opétovnym mirnym vzestupem pH v kultivacnim
médiu, ¢imz je také umoznéno kratkodobé pokracovani
ristu kultivovaného mikroorganismu. Na konci ABE fer-
mentace dochazi k akumulaci organickych rozpoustédel,
na coZ producent reaguje zpravidla posilenim tvorby odol-
nych endospor a zastavenim rustu i produkce metabolitii.
Krome tvorby kapalnych metabolit se tvoii i plyny, oxid
uhli¢ity a vodik. Podrobnéjsi popis metabolickych drah
ABE fermentace, viz Lipovsky a spol..

Vyuzitelnymi produkty ABE fermentace jsou obecné
vytvarené organické kyseliny (maselna a octova) a aceton,
butanol, ethanol v poméru zhruba 3:6:1. Nékteré solvento-
genni druhy se vSak mohou v proporcich produkovanych
metabolitli i prib&éhu samotné fermentace vyrazné odliso-
vat. C. tetanomorphum naptiklad neprodukuje viibec ace-
ton a produkuje pouze ethanol a butanol v poméru cca 1:2
(cit.®). N&které kmeny C. beijerinckii zase mohou produ-
kovat namisto acetonu isopropanol®.

3. Hlavni problémy vyuZiti aceton-butanol-
ethanolového kvaSeni

Hlavnim problémem efektivniho vyuziti ABE fer-
mentace je nizk4 dosaZitelnd findlni koncentrace butanolu.
To zpisobuje jeho narocnou a drahou izolaci a nutnost
pracovat s velkym objemem fermenta¢niho média. Problé-
mem je také skuteénost, Ze solventogenni klostridia produ-
kuji butanol spolecné s dal$imi rozpoustédly a t€kavymi
organickymi kyselinami. To vede knizSim vytézkam
vzhledem k mnozstvi vloZzeného substratu a opét znesnad-
fluje jeho izolaci a purifikaci pomoci nejcastéji vyuzivané
metody, a sice destilace. Druhym vyznamnym problémem
ABE fermentace je vysokd cena vstupniho substratu, kte-
rym jsou nejcastéji rizné monosacharidy, polysacharidy
nebo glycerol, tedy obecné pomérné drahé substraty, které
procesech (napf. vyroba lihu z melasy nebo kukuftice, vy-
roba kosmetickych vyrobki z glycerolu atd.).

Tabulka I
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Butanol je alkohol s kratkym uhlikatym fetézcem,
atudiz je stejn¢ jako jiné alkoholy (napf. ethanol) silng
toxicky pro bakterialni buiiky. Alkoholy a uhlovodiky
s kratkym fetézcem zplsobuji destabilizaci a naruSovani
cytoplasmatickych membran, degradaci ¢i precipitaci ex-
tracelularnich i intracelulérnich proteinti, naruSeni enzy-
movych aktivit uvnitt buiiky atd. Butanol je pro bakterialni
butiky toxicky znatelné vice nez ethanol a zptisobuje zasta-
veni rustu a smrt bakterialnich bunék jiz v koncentraci
okolo 0,51 obj.%. Tato toxicita samozfejmé uzce souvisi
s nizkou dosazitelnou finalni koncentraci, jelikoz jiz pfi
malém mnozstvi butanolu jsou buiiky producenta znacné
inhibovany.

Dalsimi, z hlediska ekonomiky a vedeni procesu dule-
zitymi negativnimi aspekty, jsou také napf. tvorba endo-
spor spotfebovavajici velkou cast energie ziskané
z vlozeného substratu nebo anaerobni metabolismus
klostridii a jejich vysoka citlivost k pfitomnosti kysliku
kladouci specidlni pozadavky na vedeni procesu. Kompli-
kaci zcela specifickou pro solventogenni klostridia je tzv.
degenerace produkénich kmend. Jedna se o stav, kdy pro-
ducent pfestdvd znezndmych divodl tvofit endospory
a rozpoustédla a produkuje dale pouze organické kyseliny.

4. Metody pro genovou manipulaci klostridii

Na vyieseni vSech vySe zminénych hlavnich problé-
mi ABE fermentace by se teoreticky mohly vyraznou
meérou podilet cilené Upravy produkénich kment pomoci
metod genového inzenyrstvi, které zazivaji u klostridii
v poslednich letech velmi vyrazny pokrok. Shrnuti moz-
nych zlepseni produk¢nich kmend, které reflektuji soucas-
né celosvétove fesené pristupy a jejich potencialni piinosy
jsou uvedeny v tab. 1.

Metody genového inzenyrstvi jsou dnes bézné vyuzi-
vany ke zlepSeni vlastnosti produkénich kment
v biotechnologii. Efektivni vyuziti metod genového inZe-
nyrstvi vSak predpokladd vzdy dvé hlavni skuteCnosti:

Shrnuti moznych zlepseni produkénich kmenti a jejich potencialni pfinos pro vyuziti aceton-butanol-ethanolové fermentace

v praxi

Cile vylepseni produkénich kment

Teoreticky pfinos

Vyssi tolerance producenta k butanolu

moznost vyssi finalni koncentrace butanolu, delsi rustové faze a vyssi

bunééna denzita

Vyssi finalni koncentrace butanolu

Asporogenni produkéni kmen

efektivnéjsi izolace a purifikace

efektivnéjsi vyuziti zdroje energie, jednodussi ustanoveni kontinualniho

usporadani procesu, vys$si produktivita procesu

Navazani na aerobni metabolismus, tolerance
kysliku

zjednoduseni celého procesu vzhledem k moznosti tolerance malych
mnozstvi kysliku, efektivnéjsi vyuziti zdroje energie, niz8i produkce

kyselin v aerobnim metabolismu

Kmen nepodléhajici degeneraci

odstranéni nahodilych ekonomickych ztrat, moznost provedeni

v dlouhodobém uspotadani (pfitokovana a kontinualni kultivace)

Selektivni produkce butanolu a snizeni
produkce vedlejSich produkti

lepsi vytéZnost butanolu vztaZend na jednotku vloZeného
substratu, zjednoduseni izolace a purifikace
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vyvoj efektivnich metod pro genovou manipulaci daného
organismu a dokonalou znalost produkéniho organismu,
jeho metabolickych drah i genetického pozadi. V piipade
klostridii, bohuzel prozatim neni zcela splnéna ani jedna
z téchto podminek. Na druhou stranu, v poslednich patnac-
ti letech doslo k velkému posunu ve vyzkumu solvento-
gennich klostridii i vyvoji nastrojii pro jejich genové mani-
pulace. Mezi hlavni objevy poslednich let patfi napt. vyvoj
univerzalniho systému modularnich kyvadlovych plasmida
pMTL80000 vyuzitelnych pro Sirokou skalu druhti bakterii
rodu Clostridium®, nové unikétni systémy pro provedeni
mistng specifické mutageneze ClosTron a TargeTron®’ &
napf. postupy genového ,knock-downu* (vyrazné snizeni
prepisu daného genu) na zakladé vyuziti ,,antisense-RNA“
molekul (asRNA) u klostridii®’.

5. Pristupy pro zvySeni odolnosti bunék

Nejvyssi popsané dosazené koncentrace butanolu
béhem ABE fermentace se pohybuji okolo 20 g1, pii-
¢emz samotna tvorba butanolu je hlavni piekazkou
v dosaZeni vys8ich koncentraci. Pfiblizné hodnoty nejvyssi
tolerovatelné koncentrace butanolu u riiznych mikroorga-
nismi jsou uvedeny v tab.Il. Dosud nejvétsi tolerance
vuci butanolu byla popsana u uméle selektovaného kmene
bakterie Pseudomonas putida, ktery byl del§i dobu udrzo-
van na médiu s pridavkem butanolu (literatura uvadi tole-
ranci k butanolu o koncentraci az 6 0bj.%). V této koncen-
traci v§ak dokazal kmen rast rychlosti odpovidajici pouze
necelému jednomu procentu standardni riistové rychlosti'®.
Vedle butanolu nelze zcela opomenout vliv ethanolu
a acetonu (popf. dalSich minoritnich rozpoustédel) ani vliv
organickych kyselin, které jsou schopny ve vyssich kon-
centracich vyrazn¢ inhibovat rust bakteridlnich bungk,
popf. ménit pomér vyslednych produkti'’.

Obecné mohou bakteridlni buniky odolavat stresu
zpusobenému organickymi rozpoustédly nékolika zpiso-
by. Patii mezi né predev§im systémy efluxovych pump
(membranové proteiny zajist'ujici aktivni export uréitého
metabolitu), produkce proteinli teplotniho Soku (skupina
proteini napomahajicich napf. sbaleni proteinti do nativni

Tabulka II
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konformace, jejimu udrzeni a degradaci poskozenych pro-
teinll), remodelace cytoplasmatické membrany a dalSi
slozky obecné stresové odpovédi'®.

5.1. Efluxové systémy

Doposud nebyla bohuzel uspokojivé zodpovézena
zakladni otazka, a sice jak se butanol dostava béhem ABE
fermentace z bunc¢k do extraceluldrniho prostfedi. Kon-
krétné, zda se jedna o volnou difuzi cytoplasmatickou
membranou, nebo zda existuje specificky efluxovy protein
zajistujici odCerpavani butanolu do extracelularniho pro-
stiedi, popfipadé se jedna o kombinaci obou systémii. Ge-
na kodujicich efluxové pumpy zajist'ujici toleranci mikro-
organismu vuc¢i organickym rozpoustédlim bylo popsano
v poslednich letech hned nékolik. Piikladem muze byt
napt. efluxova pumpa srpABC (Solvent-Resistance-Pump
ABC) u bakterie Pseudomonas putida S12, ktera je schop-
na ucinné exportovat hexan, oktanol a dalsi organicka roz-
poustédla”. U Pseudomonas putida DOT-TIE byl zase
popsan systém pump zajist'ujicich buitkam vysokou rezis-
tenci viii toluenu'®. Dalii pumpy se schopnosti exportu
organickych rozpoustédel a uhlovodiki byly zkoumany
u Escherichia coli nebo Pseudomonas aeruginosa®. Pro-
zatim nejlépe popsanym typem pump pro eflux organic-
kych rozpoustédel jsou pumpy patfici do rodiny RND
(Resistance-Nodulation-Division), které se fadi mezi tzv.
,multidrug® transportéry u gram-negativnich bakterii'®.
Z celé fady popsanych genli pro tyto efluxové pumpy se
nikdy nepodafilo  docilit pomoci jejich ,over-
exprese” (vyrazné navySeni piepisu genu) zvySeni toleran-
ce mikroorganismu (vétSinou E. coli) viaci butanolu.
V mnoha ptipadech dokonce byla zvySenim exprese dané
pumpy tato tolerance snizena. Prozatim se tedy zda, Ze
popsané efluxové pumpy nejsou prili§ G¢inné pro exkreci
alkoholli a uhlovodikd s kratkym uhlikatym fetézcem.
Jelikoz tedy prozatim nebyl objeven systém aktivniho
transportu butanolu z bakterialnich bunék, prevlada nazor,
ze jeho exkrece probiha vyhradné na zaklad¢€ prostupu
butanolu  pfimo  cytoplasmatickou  membranou'>"?
a genetické modifikace zalozené na zvySeni efluxu butano-

Tolerovatelné koncentrace butanolu (nedochazi k uplnému zastaveni rustu a metabolismu) pro nékteré mikroorganismy

Mikroorganismus Zaznamenana tolerance vuci butanolu Lit.
Escherichia coli 1,5 obj.% 31
Clostridium acetobutylicum 1,6 0bj.% 32
Saccharomyces cerevisisae 2,0 0bj.% 33
Lactobacillus spp. 3,0 0bj.% 33
Enterococcus faecalis 3,5 0bj.% 34
(izolat z pudy zasazené org. rozpoustédly)

Pseudomonas putida 1,5 0bj.% 10
(ptirodni izolat)

Pseudomonas putida 6 0bj.% 10

(kmen selektovany v pfitomnosti butanolu)
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lu tedy nejsou, alespoil prozatim, pouZzitelné pro vylepSeni
produk¢éniho kmene.

5.2. Proteiny teplotniho Soku

Stres zpusobeny alkoholy a uhlovodiky s kratkym
uhlikatym fetézcem se obecné velmi podoba teplotnimu
Soku. V obou piipadech dochazi k destabilizaci buné&cné
membrany a zérovenl k poskozeni funkce proteini. To
souvisi predevsim se ztratou nativni konformace a Spat-
nym sbalovanim nové¢ syntetizovanych proteint. Tzv. pro-
teiny teplotniho Soku zpravidla usnadiuji sbalovani protei-
nd, udrzovani jejich spravné konformace a urychluji de-
gradaci Spatné sbalenych proteindi. Za normalnich podmi-
nek jsou tyto proteiny neustdle produkovany v minimalni
hlading. ,,Over-exprese* gent pro proteiny teplotniho Soku
muze byt obecné vyuzito ke zvySeni odolnosti bakterii
vuci rozpoustédlim. Nejvice praci bylo provedeno opét
s modelovou bakterii E. coli, u které bylo uspé$n¢ dosaze-
no zvySeni tolerance viaci butanolu pifi zvySeni exprese
genl pro ruzné proteiny z této skupiny (napt. dnaJ, dnak,
hipG, ibpAB)"". Vyrazného zvyseni bylo také dosaZzeno
,over-expresi‘ genu pro stresovy sigma-faktor RNA poly-
merasy RpoH, ktery aktivuje celou sit’ genti zapojenych do
stresové odpoveédi zptisobené vysokou teplotou nebo orga-
nickymi rozpoustadly'®.

Podstatného zvyseni tolerance vici butanolu bylo
pomoci ,,over-exprese* proteint teplotniho Soku dosazeno
také u klostridii. Bylo popsano n¢kolik proteint (GroESL,
DnaKJ, Hsp18, Hsp90), jejichz zvySena kontinualni expre-
se vedla ke zvy3eni tolerance vii¢i butanolu'®. V piipade
»over-exprese” proteinu GroESL byl navic vzestup tole-
rance doprovazen také prodlouzenim doby aktivniho meta-
bolismu a tedy i zvySenim findlni koncentrace rozpousté-
del v kultiva¢nim mediu™.

Z téchto experimentll jasn€ vyplyva, Ze proteiny
teplotniho Soku jsou jednim z hlavnich obrannych mecha-
nismi bunky pii obrané€ proti pisobeni butanolu. Dalsi
zakladni vyzkum pusobeni téchto proteint v klostridiich
spolecné s dal§im posunem v metodach genového inzenyr-
stvi (pfedevsim piesné regulovatelnych promotor vyuzi-
telnych pro presné definovatelnou hladinu exprese protei-
nu) by mohly spoleéné zasadné pomoci vylepsit toleranci
produkénich kmenti viic¢i produkovanému butanolu.

5.3. Zmény v cytoplasmatické membrané

Schopnost aktivné transformovat cytoplasmatickou
membranu je jednou ze zékladnich schopnosti mikroorga-
nismi, které vykazuji vysokou odolnost vici organickym
rozpoustédlim. Hlavnim mechanismem pro zvyseni odol-
nosti membrany je predev§im zména ve slozeni obsaze-
nych mastnych kyselin. Klasickou reakci na pfitomnost
rozpoustédla je zvySeni podilu nasycenych mastnych kyse-
lin oproti nenasycenym a zménou v podilu cis/trans nena-
sycenych mastnych kyselin. Oba tyto mechanismy vedou
ke sniZeni fluidity membrany a tim k jeji stabilizaci. Vedle
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mastnych kyselin mize byt stabilizace membran zajisténa
také zménou v molekulach fosfolipidi (polarni hlavicky,
délky fetdzct, atd.)*'.

Klostridia se stavbou svoji membrany v mnoha bo-
dech zésadné 1isi od dobfe popsanych aerobnich bakterii.
Hlavni rozdily spoc¢ivaji ve vysokém zastoupeni cyklopro-
panovych mastnych kyselin, rozdilném zastoupeni polar-
nich lipidd (napf. vyS8i obsah kardiolipinll) nebo
v pritomnosti vysokého podilu fosfolipidi s etherové vaza-
nymi mastnymi kyselinami (tzv. plasmalogent)®. Stabili-
zace membrany muze byt tedy teoreticky docileno napf.
zvySenim exprese pro nasycené mastné kyseliny, urcité
formy fosfolipidi, atd. Hlavnim problémem v tomto ptipa-
dé je vsak skutecnost, ze snizenim fluidity membrany do-
jde také k poklesu exkrece butanolu z bunék (za predpo-
kladu, ze butanol prochazi volnou difuzi, viz vyse). Teore-
tickou moznosti by bylo napf. spojeni zvySeni stability
membrany spolecné s aktivnim efluxem butanolu nebo
presné naCasovani zmén v membrané reagujici rychleji na
pfitomnost organickych rozpoustédel.

5.4. Dalsi stresové odpovédi a genomova analyza

Kromé vyse uvedenych hlavnich systému pro pieko-
navéani butanolového stresu se na odolnosti vii¢i butanolu
podili mnoho dalsich, nékdy i zdanlivé nesouvisejicich
systémi. Pfi pokusu zmapovat pomoci rozsahlé analyzy
zalozené na metodé DNA-mikrocipl celkové zmény geno-
vé exprese u modelového kmene C. acetobutylicum ATCC
824 bylo prokazéano, ze béhem piechodu z acidogenni do
solventogenni faze dochdzi k mnoha zménam v mnoha
oblastech genomu® a nejedna se tedy o odpovéd’ na urovni
jedné nebo né€kolika genovych drah. Komplexni analyza
zmén genové exprese napii¢ genomem byla sledovana
u C. acetobutylicum ATCC 824 také za umélého ptidavku
butanolu'® a podobnym zpiisobem (metodou zalozenou na
sekvenaci mRNA molekul) byla analyzovéna genova ex-
prese také u dals$tho modelového producenta butanolu,
C. beijerinckii NCIMB 8052 (cit.*). Zmény v expresi
v bod¢, kdy zacal byt pfitomen v systému butanol, zahrno-
valy jak vzestup, tak pokles exprese riznych skupin genu.
Zvyseni exprese bylo popsano jak u tradi¢nich, vyse po-
psanych stresovych markerd, jako jsou proteiny obecné
stresové odpovédi ¢i proteiny teplotniho Soku (DnakK,
Dnal, GroESL, Hsp80 atd.), tak i mnoha proteint s dosud
nepopsanou funkei ¢i proteind s odolnosti vii¢i butanolu
zdéanlivé nesouvisejici (napf. geny kodujici proteiny ne-
funkéniho celulosomu u C. acetobutylicum ATCC 824,
geny pro piekondvani kyslikového stresu atd.). Celkove
analyza ukazala, Ze neexistuje protein nebo regulacni gen,
ktery by se sam o sobé& zasadné podilel na zvySeni odol-
nosti bun¢k vici butanolu v solventogenni fazi, ale jedna
se o velice komplexni déj, na kterém se podili mnoho geni
z mnoha riznych oblasti genomu. Zmapovani exprese dale
potvrdilo fakt, ze pfidavek butanolu ¢i ethanolu aktivuje
expresi gent kodujicich proteiny homologni s popsanymi
efluxovymi pumpami.



Chem. Listy 109, 830-835 (2015)

6. ZvySeni produkce butanolu

Klasické finalni dosazitelnd koncentrace butanolu ve
fermentaénim médiu se pohybuje okolo 8-15 g I™'. Proza-
tim vibec nejvyssi dosazené koncentrace butanolu se po-
hybuji kolem hodnoty 25 g1I™". Metody pro zvy3eni pro-
nému omezeni. K tomu, aby bylo mozno zvysit uméle
produkci butanolu, je také nutné zvysit vyrazné odolnost
producenta, jelikoz bez tohoto kroku by se syntéza butano-
lu opét nutné zastavila na koncentraci, kterd zacind byt pro
jeho buriky letalni (viz vyse). Podle dosavadnich praci se na-
vic bohuzel zd4, ze produkce butanolu a tolerance vici nému
nejsou propojené procesy, a tudiZ s vyraznym vzestupem tole-
rance vétSinou nedochazi automaticky také k vzestupu pro-
dukce. Nekdy dokonce dochazi k jejimu znacnému poklesu.

Velmi dulezitym nastrojem pro vyvoj pramyslovych
produkénich kmend jsou vzdy regulacni zdsahy do meta-
bolickych  drah. Takovym zasahem mize byt
u solventogennich klostridii napt. naruSeni drah pro synté-
zu nékterych organickych kyselin nebo odklonéni drah
vedouci k ostatnim rozpoustédlim. Tim lze docilit stavu,
kdy je takika veskery metabolizovany uhlik, ktery neni
pouzit pro nutnou tdrzbu buiiky, zpracovén pravé na buta-
nol. Podobné puisobicim zasahem muze byt také napt. od-
stranéni regulacnich geni spousté&jicich sporulaci, jelikoz
sporulace sama o sob¢ spotfebovava velmi podstatnou cast
veskeré bunécné energie.

Konecna koncentrace butanolu mize byt zvySena
napf. narusenim biosyntetické drahy pro aceton. Pomoci
knock-outu® (naprosté vyfazeni piepisu) genu pro ace-
toacetat dekarboxylasu (adc) u kmene C. acetobutylicum
EA 2018 stouplo zastoupeni butanolu mezi produkovany-
mi rozpoustédly ze 70 % na 81 %, zatimco produkce ace-
tonu klesla zkonedné koncetrace 2,8 gl na 0,2 gl™
(cit.”). Podobn& byla exprese adc narusena pomoci asR-
NA u C. acetobutylicum ATCC 824, kdy doslo taktéz ke
snizeni produkce acetonu, avSak produkce butanolu zfistala
oproti o¢ekavani zachovana’. Zvyseni finalni koncentrace
butanolu bylo dosazeno také pomoci ,,knock-outu® genu
pro butyrat kinasu (buk). Doslo ke znatelnému snizeni
produkce kyseliny maselné a acetonu, zatimco produkce
butanolu stoupla cca o 10 % (cit.®).

Pristupem k samotnému zvysSeni produkce butanolu
muze byt typicky zvySeni mnoztvi kopii gend pro jeho
biosyntézu. A to jak samotnych gent sol/ operonu, tak né-
kterych dalsich, které sol draze predchazi (napt. hexokina-
sa a nékteré dalsi enzymy glykolyzy). Moznosti je také
klonovéani novych genti pro transportni proteiny, zajist'ujici
opé€t rychlejsi metabolismus glukosy a tim i rychlejsi
a celkove vyssi produkci butanolu.

7. Produkce butanolu pomoci alternativniho
mikroorganismu

Dalsi, v poslednich letech ¢asto uvazovanou moznos-
ti, ktera by mohla vyrazné pfispét k vylepSeni procesu
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produkce butanolu, je jeho produkce pomoci alternativniho
mikroorganismu. UvaZuje se napf. o vyuziti bakterie
E. coli, Pseudomonas putida nebo kvasinky Saccharomy-
ces cerevisiae. Hlavni vyhodou téchto mikroorganismi je
fakt, ze vyuzivaji aerobni metabolismus a tudiz jsou
schopny vyuZzivat vlozeny substrat s mnohem vétsi ucin-
nosti a neni nutné dodrzovat pfi manipulaci s nimi striktné
anaerobni podminky. Dale jsou také vSechny asporogenni,
nepatogenni, nepodléhaji degeneraci a je pro né k dispozici
velké mnozstvi sekvenacnich dat a zavedenych technik pro
genové manipulace a sledovani exprese.

Pfi prvnim pokusu o heterologni produkci butanolu
bylo pfeneseno 6 genti kédujicich nutné enzymy drahy
produkce butanolu do E. coli na dvou rtiznych plasmidech
pod regulaci indukovatelného lac promotoru. Za anaerobni
kultivace bylo takto sice Uispesné dosazeno produkce buta-
nolu, aviak pouze v koncentraci 13 mg 1. Za aerobnich
podminek doslo k vyraznému poklesu produkce, jelikoz
skoro veskery vznikly acetyl-CoA a NADH byly spotiebo-
vany v citratovém cyklu. Nejvyssi koncentrace butanolu
bylo dosazeno piekvapivé s pouze malym ptidavkem kys-
liku do systému. Tento jev je patrné zplsoben tim, Ze
NADH vznikajici za striktné anaerobnich podminek neni
dostatecny k tvorbé butanolu. Nejvyssi dosazend koncen-
trace butanolu produkovaného v tomto experimentu byla
asi 70 mg 1" (cit.”").

Dal$im mikroorganismem, ktery je zkoumdan pro po-
tencialni produkci butanolu, je kvasinka Saccharomyces
cerevisiae. Nejvys§i dosazené koncentrace se v pripade
produkce butanolu pomoci S. cerevisiae prozatim pohybuji
kolem 240 mg 1" 1-butanolu®™ a 1,5 g I'' v ptipadé isobuta-
nolu”. Dalsi mikroorganismy, které byly testovany pro
produkci butanolu, jsou napt. Pseudomonas putida, Lacto-
coceus lactis, Bacillus subtilis a dal$i*®. Hlavnim problé-
mem produkce butanolu v alternativnim producentovi je
prozatim velice mala produkce butanolu. To muize byt
zpusobeno kompetici vlozené drahy s jinymi bunécnymi
enzymy, snizenim aktivity enzymi v prostfedi cizi bunky
¢i nepfitomnosti systému pro export butanolu nebo ochra-
nu bunécnych proteinl pied ztratou nativni konformace.

8. Zavér

ABE fermentace v soucasném stavu poznani rozhod-
n¢ nemlze konkurovat vyrobé butanolu zropy a nelze
zatim uvazovat o jeho primyslové vyrobé, at’ uz jako alter-
nativniho paliva ¢i jako zékladni chemikalie. Jelikoz se
vSak ropa fadi mezi fosilni paliva, spolu s jeji neustile se
zvySujici spotifebou a obecné piedpokladanym neustalym
ztenCovanim svétovych zasob ropy, které se navic casto
nalézaji v politicky nestabilnich regionech, lze ocekavat
neustalé zvySovani jeji ceny. Na druhou stranu Ize oceka-
vat dalsi pokrok v metodach metabolického a genového
inzenyrstvi, které milize vést k vytvofeni novych, lepSich
kment pro ABE fermentaci.

Rozvoj genovych modifikaci bakterii druhu Clostridi-
um zaznamenal v poslednich patnacti letech velmi rychly
vyvoj a bylo vyvinuto mnoho novych metodik zamérenych
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vyhradné na genovou manipulaci pravé klostridii. Nové
metody také umoznily zasadné urychlit a usnadnit zakladni
vyzkum v této oblasti. S pokracujicim vyzkumem se bohu-
zel ukazuje, ze problematika produkce butanolu a bunécné
odolnosti k nému neni viibec snadna a neni mozné ji vyfte-
Sit jednoduchymi genetickymi zasahy (na trovni jednoho
¢i n€kolika gentl), jak bylo v nékterych starSich pracich
predpokladano. Pro lep$i a racionalngjsi planovani dalSich
krokt vedoucich ke skute¢nému zlepSeni vlastnosti produ-
centt butanolu je také nutno neopomijet dileZitost zaklad-
niho vyzkumu riznych druhti solventogennich klostridif,
vedouciho ke komplexnimu pochopeni téchto mikroorga-
nismul.

Financovano z ucelové podpory na specificky vysoko-
Skolsky vyzkum (MSMT ¢.20/2015) a projektu MSMT:
MSM No. 6046137305.
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J. Kolek and P. Patakova (Department of Biotech-

nology, University of Chemistry and Technology, Prague):
Use of Genetic Engineering for Improvement of the
Fermentative Production of Butanol

The acetone-butanol-ethanol fermentation (ABE) is

a process suitable for butan-1-ol production from some
renewable resources. Unfortunately, ABE fermentation
according to the current state of knowledge cannot com-
pete with standard butanol production from oil. Methods
of metabolic and genetic engineering could be used for
improvement of some properties of solventogenic Clos-
tridium strains like their resistance to butanol or final bu-
tanol concentration in media.



