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Biotechnologickd produkce butanolu a dalSich doprovodnych rozpoustédel méa vice nez stoletou historii
a v soucasnosti pfedstavuje alternativni moznost produkce zadanych chemikalii z riznych odpadnich proudt v souladu
s konceptem ob&hového hospodatstvi. Tento piehledovy ¢lanek shrnuje soucasny stav mozné pramyslové produkce,
predstavuje hlavni producenty rozpoustédel, solventogenni klostridia a jejich metabolismus spolu s hlavnimi aspekty, které
ovliviiuji fyziologické a produkéni charakteristiky. Posledni ¢ast je vénovéana substratim, které mohou byt k produkci
biobutanolu vyuzivany, zejména lignocelulose, vSudypfitomné odpadni rostlinné hmot¢, do niz jsou stale vkladany velké
nad¢je ve spojitosti s velkoobjemovou biotechnologickou produkci mnoha komodit.
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1. Priumyslova produkce butanolu —
vize a skutecnost

Historie prumyslové produkce rozpoustédel butanolu
a acetonu saha do pocatku 20. stoleti a nedavno slavila své
100. vyro¢i. Pomérné¢ malokdo vi, Ze patfila spolu
s vyrobou lihu k jedném z nejvétSich pramyslovych bio-
technologickych aplikaci na svété. Tovarna na fermentacni
produkci butanolu stala dokonce i na tizemi Ceské republi-
ky a to v Rajci nad Svitavou'. Pomémé zahy po svém
rozvoji byla ale vytlaena levnéjsi chemickou vyrobou
azazivala pouze kratkh obdobi vzrGstu hlavné
v souvislosti s valeénymi konflikty a nedostatkem surovin.
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V 70. letech 20. stoleti zbyvala ve svété jen torza vyrob-
nich tovaren, a to v Africe a Asii, pozdgji byla vyroba
ukoncena i tam.

Zacatkem 21. stoleti byla myslenka biotechnologické
produkce rozpoustédel oprasena ve snaze produkovat Cisté
zpusobem. Biotechnologicka produkce butanolu budila
opét velké nadgje, tentokrat jako alternativni biopalivo,
nebot jeho fyzikalné-chemické vlastnosti vyhovuji spalo-
vacim motoriim pouzivanym v automobilové dopraveé
dokonce vice nez dnes jiz b&zné piidavany bioethanol®.
Védecké skupiny po celém svéte zacaly hledat cesty, jak
zvysit produkci butanolu, upravovaly motory pro vyuziti
Cistého butanolu, postavily n¢kolik dobfe fungujicich pro-
totypu, vyrobci a dodavatelé pohonnych hmot si od buta-
nolu slibovali mnohé a zacali se pfipravovat na jeho im-
plementaci. V 1ét€ roku 2006 oznamili dva ropni giganti
BP a DuPont spojeni svych sil ve snaze dostat na trh toto
nové aditivum a prestavét obrovské kapacity vyroby etha-
nolu na produkci butanolu®.

Biobutanol je vyrabén ptirozené, fermentacni cestou
mikroorganismy, které patii do skupiny tzv. solventogen-
nich klostridii v procesu znamém jako ABE fermentace
(A, B a E znaci prvni pismena hlavnich produkti primar-
niho metabolismu: acetonu, butanolu a ethanolu). Rada
téchto solventogennich klostridii mé navic velmi $iroky
utiliza¢ni potencial ve vztahu k pouzitym zdrojim uhliku
i dusiku*®, coZ jesté umoctiuje jejich potencial ve vyrobé
chemikalii z obnovitelnych surovin. Bohuzel, i vycet ome-
zeni je pomérné rozsahly a mezi ty nejvetsi se fadi dvoufa-
zovost celého procesu, ve kterém dochazi nejprve k tvorbé
uréittho mnozstvi kyselin (octové a maselné), a tim ke
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ztratam vstupni suroviny na nezadouci produkty. Hlavni
problém ale spociva v nizké koncentraci produkovanych
rozpoustédel zplisobené jejich toxicitou vici producentovi.
Prirozené se koncentrace butanolu pohybuje u divokych
kmenti kolem 10 gl (vétsinou od 8 do 12 gI™)
a v piipadé ,,super-producentii maximalné okolo 20 g I''
s nejslibnéjsimi vysledky pro Clostridium acetobutylicum
JB200, ktery je schopen tvofit 19 gl butanolu’
a Clostridium beijerinckii BA101 (cit.®) s koncentraci az
21 g1, Veskeré snahy piimét mikroorganismy k vy3si
produkci konéi u jednotek ¢i desitek procent zlepSeni, coz
ale stale zlistava velmi daleko za koncentracemi dosahova-
nymi pfi produkci ethanolu a za soucasné situace je izola-
ce produktu ekonomicky nerentabilni. Teoretické hodnoty
pro rentabilni primyslovou produkci se pohybuji okolo
50 gI"' butanolu s produktivitou minimalnd 3 gl 'h™
(cit.”).

Pres velké nadéje vkladané do butanolu tak ani
v dob¢ sepisovani tohoto textu neni ve svété zadny fungu-
jici primyslovy provoz. Samoziejmé s pfihlédnutim
k dostupnym pramentim. Na evropské urovni byla novo-
doba komer¢ni vyroba zastoupena firmou Green Biolo-
gics, kterou zalozil v roce 2003 v Oxfordu Edward Green
a ktera stala za konstrukci nékolika pilotnich provozi ve
Velké Britanii a Spojenych statech'’. Dle dostupnych in-
formaci ale Zadny z téchto provozl dnes nestavi své ko-
meréni aktivity na produkci butanolu. Soucasna snaha
nejen Evropské unie o udrzitelnost a ob&hové hospodai-
stvi, primarné vyuzivajici jiz existujici zdroje, dava mikro-
bialni produkci butanolu (ve smési s acetonem a ethano-
lem) jesté stale urCitou nadégji. Prukopniky obnovy pri-
myslové produkce ABE z odpadnich surovin je anglicka
firma Celtic Renewables, ktera ptedstavila moznost pro-
dukce biobutanolu ze zbytkli po vyrobé whisky a ktera
stavi v Caledon Green ve skotském Grangemouthu ko-
meréni zpracovatelsky zavod'!, ktery by mé&l zaroveti slou-
zit 1 jako demonstra¢ni jednotka.

2. Solventogenni zastupci rodu Clostridium

Rod Clostridium byl poprvé popsan vroce 1880
(cit.'”) a zahrnuje obsahlou skupinu mikroorganismi
z kmene Firmicutes (nové Bacillota"), jejichZ charakteris-
tickymi znaky jsou nizky obsah GC bazi, obligatni anaero-
biosa, tvorba tyCinek s grampozitivni stavbou bunécné
stény a produkce endospor. Taxonomické studie postavené
na analyze dostupnych genomi a 16S rRNA ale ukazuji,
ze se jedna o rod zahrnujici mnohé, jen vzdalené piibuzné
organismy'* ', které pravdépodobné &eka v dohledné
dobé reklasifikace. V soucasnosti je rod rozdélen do sedmi
hlavnich klastrii a nejvétsi z nich, klastr I, je jako jediny
oznadovan jako ,prava klostridia“'®. Do tohoto klastru
spadaji vSechna dosud popsana solventogenni klostridia
spolu s celou fadou dalSich, mnohdy znaméjsich a prostu-
dovangjsich patogennich zastupct, jako jsou Clostridium
botulinum, Clostridium tetani ¢i Clostridium perfringens.
Nicméné, jak se zda, schopnost produkovat toxiny neni
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charakteristickym taxonomickym znakem a mezi jednotli-
vymi druhy byla pfedavana pravdépodobné pomoci hori-
zontalniho prenosu geni1'®, coZ je predani genetické infor-
mace mimo standardni (vertikalni) pfenos z rodicovské
generace na jeji potomky. Primyslové uvaZované druhy
a kmeny pro produkci rozpoustédel jsou tedy sice blizky-
mi pfibuznymi klostridialnich patogend, ale geny pro pro-
dukci znamych toxinl neobsahuji.

Mezi nejvyznamngjs$i pramyslové uvazované druhy
patti Clostridium acetobutylicum, C. beijerinckii, C. sac-
charoperbutylacetonicum a C. saccharobutylicum. Do
téchto druht byly mnohé kmeny zafazeny az v roce 2001,
kdy Keis a spol.'” navrhli toto tfidéni na zékladé fenotypo-
vych projevil a s vyuzitim molekularné genetickych pfi-
stupt véetné analyzy 16S rRNA. Ve starsi literatufe jsou
tak nékteré druhy uvedeny pod jinymi nazvy a naopak,
nékterym druhtim byl navrzen ndzev novy. Fenotypova
charakteristika jednotlivych druhii je dodnes v mnohych
pfipadech matouci. Z porovnani dostupnych genomi vy-
plyva, Ze jejich evoluce neni pfimocara a pfifazeni jednot-
livych kment konkrétnim druhiim vyZzaduje spise srovnani
na celogenomové urovni nez pouze na zakladé pfitomnosti
né&kterych gent & fenotypovych znaka'®.

2.1. Centralni metabolismus solventogennich
klostridii a tvorba cilovych produkti

Hlavni intermediaty a enzymy centralniho metabolis-
mu u solventogennich klostridii jsou pomérné dobie zna-
my a popsany, nicméné nevyfeSenou otazkou zlstava, jak
je regulovan tok téchto latek a jejich redistribuce do roz-
vétveného schématu ABE fermentace. Metabolické sché-
ma vychézejici z glukosy za¢ind glykolyzou a poté se
rozdéluje do dvou hlavnich smérti, viz obr. 1. Prvnim je
tvorba kyselin a druhym je tvorba rozpoustédel. Nejedna
se ale o separatni metabolické cesty, nybrZz o propojeny
systém, do kterého vstupuje jesté dal$i proménna a tou je
regenerace ferredoxinu a redukovanych kofaktori NADH
a NADPH a efektivni vyuziti energie stim spojené.
V neposledni fadé pak podil dvou moznych transportnich
mechanismi pro glukosu, fosfoenolpyruvat-dependentni
fosfotransferasovy systém (PTS) a ATP-dependentni pte-
nos vyuzivajici enzym glukokinasu.

2.1.1. Klasicka teorie ABE fermentace a jeji regulace
Obecné prijimana klasicka teorie vychazi ze studia
nejprostudovanéjsiho kmene solventogennich klostridii
C. acetobutylicum ATCC 824. Uvadi, ze v prvni, expo-
nencialni fazi rlstu, dochazi k tvorbé kyselin octové
a maselné (v mens$im mnozstvi se mize tvofit i kyselina
mlécna z pyruvatu, ta ale nepatii mezi hlavni metabolity).
Tim dochazi k rychlému okyselovani ristového média,
coz vur¢itém bodé¢ znamena pro builky znacnou zatéz,
nebot’ se vlivem nizkého pH zvySuje koncentrace nediso-
ciovanych kyselin, které mohou pfechazet pfes membrany,
kde v intracelularnim prostoru s vy$§im pH opét disociuji
atim okyseluji intracelularni kompartment. K udrzeni
vitalni hodnoty intracelularniho pH pak bunky musi proto-
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Obr. 1. Obecné metabolické schéma Aceton-Butanol-Ethanolové fermentace

ny za vynaloZeni velkého mnozstvi energie pumpovat
ven'’ a hrozi nedostatek ATP i kolaps protonmotivni sily.
Aby se buiky vyrovnaly stouto nezadouci situaci,
»zapinaji“ druhou ¢&ast svého centralniho metabolismu,
kterou je tvorba rozpoustédel a reutilizace vzniklych kyse-
lin, &imz dochazi k op&tovnému ristu pH (cit.”’). Produko-
vana rozpoustédla predstavuji ale jen docasné feSeni, ne-
bot’ jejich toxicita vici produkénim bunkam je vysoka
a s dosazenim pomérné nizké koncentrace buniky odumira-
ji. Z toho diivodu v tom samém okamziku, kdy ptfechazi
kultura z tzv. acidogeneze do solventogeneze je nastarto-
van dalsi zachranny mechanismus, kterym je tvorba endo-
spor, které predchazi akumulace polysacharidu granulosy.
Akumulace granulosy vede k viditelnému rozsifovani bu-
nek, jejichz tvar, typicky pro klostridia, pak pfipomina
»doutnicky* (angl. cigar shape). Endospory jsou zpravidla
Sir$i nez vegetativni bunky a je pozorovan tvar podobny
vietenu (angl. spindle like), viz obr. 2. Ob¢ kli¢ové udalos-
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ti v zivotnim cyklu klostridii, tedy pfepnuti z acidogeneze
do solventogeneze a nastartovani sporulacniho cyklu by
mél Fidit globalni transkrip&ni regulator SpoOA (cit.?)).
Pravdou ale je, ze skute¢ny impuls a regulaéni mechanis-
mus jak ptrechodu z acidogeneze do solventogeneze, tak
zahdjeni sporulace nebyl zatim odhalen a jejich vzajemné
propojeni je otazkou nazoru té ¢i oné védecké skupiny.
Posledni vyzkumy poukazuji na roli malych nekddujicich
RNA (cit.**) & mezibunééné komunikace pomoci quorum
sensing (QS)*.

Vétsina dostupnych experimentalnich dat je pro kme-
ny Clostridium acetobutylicum ATCC 824 a Clostridium
beijerinckii NCIMB 8052. Oba druhy C. acetobutylicum
i C. beijerinckii patii do prvniho klastru klostridii, tj.
Clostridium sensu stricto, a uvedené metabolické schéma
(obr. 1) je pro oba zastupce viceméné spolecné, nicméné
u obou druhtt mohou byt do metabolismu glukosy zapoje-
ny jiné geny, alternativni drdhy a jejich regulace je
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Obr. 2. Zobrazeni ruznych morfologickych forem bakterie
C. beijerinckii v riznych stadiich Zivotniho cyklu

vmnoha piipadech také odlisna®*. Zasadni rozdil je
ivlokalizaci genl pro solventogenezi. C. beijerinckii
i vétSina primyslové uvazovanych producentd ma celou
drdhu  pro produkci  rozpousStédel koédovanu
v chromosomalni DNA, zatimco u C. acetobutylicum se
tato draha nachazi na megaplasmidu. Toto je pravdépo-
dobné také divod, pro¢ si mnohé studie neodpovidaji
ajedna vyvraci tvrzeni druhé. Mnohé poznatky ziskané
pro kmen ATCC 824 jsou brany jako obecné platné, ale ve
skuteCnosti se ukazuje, ze jde o kmen, ktery stoji ponékud
stranou® a svymi fenotypovymi projevy se odlisuje od
ostatnich druh@i uvazovanych pro primyslovou vyrobu
rozpoustédel. V genomech obou druht je ¢asto kédovano
nékolik izoenzymu pro vybrané reakce fermentacni drahy,
ptficemz se aktivné zapojuje jen jeden, pfipadné dochazi
k jejich vyméné béhem riiznych fazi Zivotniho cyklu®.

I ptes pretrvavajici drobné nezndmé v zapojeni jed-
notlivych enzymi do ABE fermentace je proces pomérné
dobfe popsan a poznan. Je tedy s podivem, Ze se pies
vSechny pokrocilé nastroje a poznatky zatim nikomu ne-
podafilo odhalit, co skute¢né lezi za zminiovanym piepnu-
tim metabolismu. Klasicka teorie nizkého pH (cit.”’) spolu
s akumulaci kyselin stavi na jednom z potencialnich regu-
la¢nich pilift, ale ten sdm o sob& urcité nestaci. Jednak
prosté pridani kyselin do média a sniZzeni pH nestaci pro
iniciaci solventogeneze a za druhé vedeni kultivace za
neutralniho pH vede taktéz k nezanedbatelné produkci
rozpoustédel**. Dalsimi kandidaty na regulaéni funkeci jsou
v tomto pfipadé redoxni potencidl a mnozstvi ¢i pomeér
NAD(P) /NAD(P)H, ADP/ATP, ptipadné dalsi.
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2.1.2. Uloha redoxniho potencidlu v regulaci
solventogeneze, tvorba H,

Redukeni potencial ve formé redukovanych pyridino-
vych kofaktort NADH a NADPH spolu s ur¢itou hladinou
ATP hraje roli nejen v regulaci metabolické zmény, ale
i v fadé dalsich zivotnich fazi vegetativniho i sporula¢niho
cyklu klostridii. Z hlediska produkce zZadanych metabolit
se ukazalo, Ze zvyseni intracelularni hladiny NADH zlep-
silo rast a produkci rozpoustédel”. Podobng tomu bylo
i vmnoha dalSich studiich, kde bylo zvyseni redukéniho
potencialu dosazeno s vyuzitim ptidavku aditivnich slo-
7ek™, ptimou dodavkou elektront®' nebo piidavkem elek-
tronovych medidtord (typicky neutralni Cerven, benzyl ¢i
metyl viologen)’'™, jejichz piitomnost vede k odlisné
redistribuci elektronii mezi redukované kofaktory, ferre-
doxin a vodik.

Jednim z primarnich akceptord elektronti v centralni
metabolické draze je ferredoxin. Typickou cestou jeho
regenerace je tvorba vodiku, ktery patii (vedle CO,)
k hlavnim plynnym produktim ABE fermentace. Vzhle-
dem k soucasné vizi budouci energetické udrzitelnosti
a bezemisnich biopaliv je vodik sklonovan jako jedna
z majoritnich komodit uvazovanych jako alternativni bio-
palivo. Fermentacné vyrabény vodik se proto dostava do
popfedi zajmu mnohych vyzkumnych skupin. Piestoze
takto vyrobeny H; skyta fadu nevyhod a omezeni pro vyu-
ziti ve stavajicich palivovych ¢lancich (zejména vzhledem
k pozadavku na jeho Cistotu), je dnes dalsi zadanou komo-
ditou. Diky tomu je zvySena i pozornost na regulaci jeho
produkce, identifikaci a charakterizaci vybranych hydro-
genas, pfi¢emz pravé zastupci rodu Clostridium patii mezi
mikroorganismy se Sirokym spektrem té&chto enzymi®*.
Podobné jako vregulaci centrdlni metabolické drahy,
ivregeneraci ferredoxinu a produkci vodiku existuji po-
mérmneé zasadni rozdily mezi druhy C. acetobutylicum
a C. beijerinckii. Tim nejzasadnéj$im je pfitomnost mem-
branoveé vazaného komplexu Rnf u druhu C. beijerinckii,
ktery u C. acetobutylicum zcela chybi.

Rnf komplex je proteinova struktura, jejiz nazev vy-
chazi z prvni popsané podobné struktury u Rhodobacter —
Rhodobacter nitrogen fixation®. Jde o elektronovy trans-
portni systém asociovany s membranou, ktery neslouzi
pouze k fixaci plynného dusiku, jak by se z nazvu mohlo
zdat, ale je pfitomen i v genomech bakterii, které nejsou
schopny dusik fixovat. Rnf je Na* (pfipadné H") transloka-
sa, kterd vyuziva zbylou energii ziskanou z oxidace ferre-
doxinu pfi redukci NAD" na pienos iontu pies cyto-
plasmatickou membranu proti jeho koncentraénimu gradi-
entu’®?. C. beijerinckii atada daliich solventogennich
klostridii*® takto vyuziva energie uvolnéné pii regeneraci
ferredoxinu k tvorbé elektrochemického gradientu na cy-
toplasmatické membrané. Tento gradient je pak mozné
vyuZit na tvorbu ATP za G¢asti H' nebo Na'-dependentni
FoF,-ATPsynthasy. Cely proces mtize probihat i opacnym
smérem, kdy je naopak endergonicka redukce ferredoxinu
pomoci NADH pohanéna energii ziskanou transportem
protont®®. Naopak u C. acetobutylicum, ktery Rnf kom-
plex nema, existuji jen dvé hlavni cesty regenerace ferre-
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doxinu a redukovanych kofaktori, a to ptes produkci vodi-
ku a redukovanych produkti metabolismu.

2.2. Sporulace jako stresova odpoveéd?

Produkce rozpoustédel je tradicné spojovana se spo-
rulaci. Bunky, které tvofi spory, vzdy tvoii i rozpoustédla,
pficemz ale rozpoustédla mohou byt tvofena i buikami,
které nesporuluji*. Co viak piesné lezi za spusténim
i dokon¢enim sporulacniho cyklu u solventogennich
klostridii je prozatim neznamo.

Sporulace je program asymetrického bunécného déle-
ni, ktery je spuStén v reakci na signaly z vnéjSiho prostiedi
a jeho vysledkem je vznik diferencované podoby bakteri-
alni bunky — spory. Spora je vét§inou vysoce rezistentnim,
dormantnim stadiem, schopnym pfezivat desitky let
a mozna i mnohonasobné vice. Bunka pivodni, materska,
po ukonceni své role ve sporulacnim cyklu zanika.
U bakterii se spory tvofi uvnitf buiikky a spravné se tedy
oznacuji jako endospory, nicméné bézné jsou oznaCovany
jen jako spory. Morfologické znaky sporulace jsou podob-
né vSem znamym sporulujicim bakteriim a z pohledu po-
zorovatelnych a odlisitelnych znakd je lze rozdélit do
7 stadii, jejichz popis je soucasti mnohych mikrobiologic-
kych ucebnic a pohled na tuto Cast se jiz desitky let neme-
ni. To, co je zajimavé a je pfedmétem vyzkumu, je gene-
tické zazemi sporulace, jeji regulace a iniciace. Modelo-
vym organismem pro studium sporulace je Bacillus subti-
lis a tudiz se vétSina poznatkd o bakterialni sporulaci opira
o studium tohoto druhu a i v pfipadé studia klostridialni
sporulace se vychazi z nastaveného modelu. Soubor genti
souvisejicich se sporulaci se mezi rody lisi, pficemz ve
veétsing sporotvornych rodd je pritomno jen nékolik desi-
tek hlavnich gent. I v pfipad¢, kdy se jedna o homology,
nemusi mit u zastupct klostridii a bacilti jejich produkty
stejnou funkci*®*. U obou druhti se pak nachézi fada gent
souvisejicich se sporulaci, ale postradajici homology
v jinych rodech ¢i druzich, u téchto se predpoklada, ze zasta-
vaji prevazné funkci regula¢ni®’. Z dostupnych materiali je
ziejmé, ze zejména regulace iniciace sporulace se diametral-
né lidi mezi zastupci rodu Bacillus a Clostridium™**,

Pochopeni mechanismu iniciace sporulace by jisté
napomohlo i odhaleni spoustécich mechanismt tohoto
dgje. Rada védct akceptuje dlouho zndmou teorii, Ze spo-
rulace je stresova odpovéd’ vyvolana zejména nedostatkem
zivin, kterda bunkam pomaha piekonat obdobi nepfizné az
do znovunalezeni vhodného, na Ziviny bohatého prostiedi.
V piipad¢ klostridii je pak tim stresujicim faktorem stou-
pajici koncentrace rozpoustédel, ktera, byt jsou buice
vlastni, piisobi na ni toxicky® a v zavéreénych fazich le-
taln€. Pravdivost téchto teorii je minimalné diskutabilni
a ukazuje se, Ze stres miize naopak sporulaci potlacit*® a ze
jednu z klicovych regulacnich roli by mohla mit mezibu-
néénd komunikace vpodobé quorum  sensing®”*.
Klostridia jsou pleomorfni organismy a reaguji na zmény
prostiedi mnoha morfologickymi projevy, kdy sporulace
je jednim z limitnich projevil a dalsi vizualné pozorovatel-
nou reakeci na stres je napftiklad prodluzovani bungk*’.
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3. Vyutziti alternativnich surovin k produkeci
rozpoustédel

Puvodni biotechnologické vyroby ABE stavély na
snadno utilizovatelnych substratech, jako jsou bramborovy
skrob, fepna melasa & §tava z cukrové titiny®’. Zadny
z téchto substratli uz ale nelze v dnes$ni dob€ povaZovat za
pfijatelny, nebot’ jejich zpracovani na nepotravinaiské
komodity pfimo konkuruje vyrobé potravinaiské a piesto,
ze se jednd o zdroj obnovitelny, jen té¢Zko lze jeho masivni
zpracovani na rozpoustédla povazovat za udrzitelné. V bio
-palivaiské terminologii se jedna o suroviny tzv. prvni
generace a presto, Ze za né stale nemame zadnou adekvat-
ni nadhradu, vetejna i politickd vile jasné vyjadiuje odklon
od jejich vyuzivani a budouci technologie musi stavét na
surovinach jinych. Zde se sice nabizi cela fada moznosti,
ale vSechny maji sva omezeni.

Materialem tzv. druhé generace, do kterého je vkla-
dana velka nadéje, je odpadni lignocelulosova biomasa.
Jeji vyuziti v biotechnologiich ale neni zdaleka trivialni,
stejné jako vyuZiti surovin dalSich.

3.1. Vyuziti lignocelulosy

Lignocelulosova biomasa, jak nazev sam napovida, je
slozena ptevazné z celulosy a ligninu. Dal$i vyznamnou
slozkou jsou tzv. hemicelulosy, coz jsou heteropolysacha-
ridy sestavajici z riznych druhfi monomernich jednotek
a jejich slozeni i zastoupeni je zavislé na zdrojovém orga-
nismu. VSechny tyto komponenty jsou spolu vzajemné
velmi uzce provazany a vytvareji strukturu, kterd je za-
kladni slozkou sekundarni bunééné stény rostlin®'. Jako
takova je tedy téméf neomezenym obnovitelnym zdrojem,
ktery v sob& navic nese zaporny piispévek k bilanci oxidu
uhlic¢itého spotiebovaného pro vlastni tvorbu rostlinné
hmoty. V souctu se tedy pravé lignocelulosa jevi jako
jasny kli¢ k uhlikové neutralité, ale... sekundarni bunéc¢na
sténa slouzi rostlindm nejen jako strukturni komponenta,
ale také jako funkéni struktura k ochrané pied pisobenim
vngjSich vlivi, a to jak biotickych, tak i abiotickych. Kom-
plex téchto tii polymeri je natolik odolny, Ze je nejprve
nutné cely komplex rozvolnit za podminek, se kterymi
rostlina béhem svého dlouhého vyvoje nepocitala — tj. za
vysoké teploty, tlaku, ptisobeni alkalického ¢i kyselého
prostiedi, ozonu, rozpoustédel, iontovych kapalin a dal-
§ich®®. Tento, teprve prvni krok, je Gasto natolik energetic-
ky naro¢ny, ze vyznamné posouva dosud neutralni bilanci
CO, a neobnovitelnych zdrojii, smérem ke kladnym hod-
notdm. Téchto fyzikdlnich a fyzikdlné¢ chemickych
preduprav je dnes znama a popsana cela fada a jejich vol-
ba ovliviiuje vlastnosti vystupniho materidlu, ktery je pak
dale zpracovavan.

Jsou-li formy predupravy Setrné, je vysledkem tako-
vého oSetfeni vétSinou pevna slozka bohatd na celulosu
sniz§im obsahem hemicelulosy a ligninu, pficemz
v kapalném podilu jsou pfitomny rozpustné frakce hemi-
celulos, pfipadné ligninu. V naprosté vétsiné vSech védec-
kych praci se setkdvame s tim, Ze je kapalna faze v tomto
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kroku odfiltrovana, pevna ¢éast promyta a prelita vhodnym
pufrem, ktery ma optimalni pH pro ptsobeni nasledné
aplikované smési celulolytickych enzyma®.

Pridavek celulolytickych enzymi je vniman negativ-
né, protoze jako jedna z nejdrazSich polozek, zna¢né¢ zne-
vyhodiiuje ekonomickou bilanci. Enzymovy krok 1ze obe-
jit chemickym rozkladem a nejlevnéjsi a soucasné asi
inejvice pouzivanou metodou je rozklad kyselinou siro-
vou’>. Nesetrny piistup oviem vede ke vzniku mnoha roz-
kladnych produktii, které maji inhibi¢ni charakter ve vzta-
hu k produkénim organismiim.

Ve skute¢nosti se ani Setrné metody neobejdou bez
tvorby tzv. inhibitori, ale samoziejmé v mensi mite. I tak
se jedna o koncentrace, které zhorSuji kultivaéni podmin-
ky, a tim i celkové vytéznosti, produktivity apod.’* Nespo-
¢et védeckych publikaci je tedy zaméfen na moznosti, jak
se s témito inhibitory v biotechnologiich vyporadat.

3.1.1. Inhibitory z lignocelulosy a jejich piisobent
na produkcni organismy

Inhibitory vznikajici béhem zpracovani lignocelulosy
je mozné rozdélit na zaklade jejich chemické struktury do
tfi skupin, jsou to jednak alifatické organické kyseliny,
dale fenolové slouceniny a nakonec furanové derivaty.
Furanové derivaty vznikaji dehydrataci pentos a hexos,
pficemz z pentos vznikd 2-furaldehyd (furfural) a z hexos
5-hydroxymethyl-2-furaldehyd (HMF)>"°. Jejich koncen-
trace v hydrolyzatech mize byt pomémé vysoka
a v mnohych studiich jsou pravé tyto latky oznaovany za
puvodce zhorSenych rdstovych a produkénich parame-
tra®”*®. Pasobeni furfuralu a jeho derivatd na buiku je
komplexni, vyvolava stresovou odpovéd v podobé synté-
zy proteint teplotniho Soku (HSP), zmény v syntéze pro-
teinll mnoha klicovych drah véetné centralniho metabolis-
mu, ovlivnéni intraceluldrni hladiny NADH a NAD(P)H
(cit.>*%%), motility a dalsich®. Béhem zpracovani lignoce-
lulosy mohou byt furfural i HMF dale degradovany na
kyselinu mraven¢i a HMF pak také na kyselinu levulovou.
Jedna se o alifatické organické kyseliny, které
v hydrolyzatech doprovazi jesté kyselina octova, ktera
ovSem nevznikd jako degradacni produkt, ale hydrolyzou
acetylovych skupin pfitomnych v hemicelulose®>.

Inhibi¢ni efekt kyselin je ptipisovan schopnosti nedi-
sociovanych kyselin prochazet cytoplasmatickou membra-
nou, kde v intracelularnim prostoru vlivem vys$iho pH
opét disociuji a prispivaji k okyselovani intracelularniho
kompartmentu, coz pak klade vyssi energetické naroky na
pumpovani H™ ionti opét ven z buiiky ve snaze udret si
optimalni vnitini pH (cit.>’). Efekt je tedy stejny, jaky je
pfipisovan kyselindm maselné a octové, které jsou produ-
kovany v acidogenni fazi primarniho metabolismu
klostridii a vtomto spojeni mize byt tedy pomérmné vy-
znamny aditivni efekt.

Posledni skupinou inhibitortt vznikajicich pfimo
z lignocelulosy jsou latky na bazi fenolu, které vznikaji
z ligninu. Na rozdil od ptedchozich, pomémé uzkych sku-
pin, se zde jedna o velmi Sirokou $kalu aromatickych ky-
selin, aldehydi a ketond. Prozatim nejpodrobnéjsi vycet je
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dostupny v publikaci Klinke a spol. z roku 2004 (cit.*?).

Lignin je heteropolymer jehoz zakladnimi stavebnimi
jednotkami jsou p-kumarylalkohol, koniferylalkohol
a sinapylalkohol, jejichZ pomér, mnozstvi i mira polyme-
race jsou zavislé na druhu rostlinného materialu. Béhem
zpracovani lignocelulosy dochdzi v zavislosti na zvole-
nych podminkach k rozkladu ligninu, jeho pfevodu do
kapalné frakce a vzniku fady degradacnich produkti, pfi-
¢emz nejcastéjsi jsou 4-hydroxybenzaldehyd, 4-hydroxy-
benzoova kyselina, vanilin, dihydrokoniferylalkohol,
koniferylaldehyd, syringaldehyd a syringova kyselina®.
U bylinné biomasy, a to zejména obilovin a trav, je pii-
tomno zna¢né mnozstvi kyseliny ferulové a p-kumarové.

Jak presné skupina fenolickych inhibitorti na bunku
pusobi, neni uspokojivé popsano, ale na zaklad¢ jejich
vys$$i hydrofobity se pfedpoklada zejména naruSeni biolo-
gickych membran, destabilizace a tim i ovlivnéni funk¢-
nosti®. Studie postavené na transkriptomice a proteomice
ukazuji, ze kazd4 skupina latek ovliviiuje trochu jinou
sadu genti a jejich produktii®®, i tak se ale podobné jako
u ptedchozich typt inhibitord ukazuje, Ze odpoveéd’ bunky
na jejich ptitomnost je komplexni.

Zajimavé je, Ze pritomnost vySe zminénych inhibito-
ri v subletalnich koncentracich Casto nevede k ovlivnéni
rastu klostridialni populace jako takové®, ale zasadng
ovliviiuje produkéni profil, a to bohuzel Casto pravé sme-
rem k nechténému efektu, kterym je zvySena produkce
kyselin a snizena produkce rozpoustédel. Limitni situaci je
pak Uplna absence solventogeneze, pficemz vlastni pro-
dukce kyselin vede v zavéru k prekyseleni extracelularni-
ho prostiedi a bunééné smrti.

3.2. Nelignocelulosové substraty

Generace tfeti pocitd s produkci a zpracovanim bio-
masy zfas: jednobun&énych ivelkych mofskych®®®.
(Poznamka: Od druhé generace dale je oficialné pouzivan
souhrnny nazev — ,,Advanced biofuels®, tj. pokrocila bio-
paliva. V evropské legislativé je tato skupina definovana
jako ...“biopaliva vyrobena ze surovin uvedenych v priloze
IX casti A*... ve Smérnici Evropského parlamentu a rady
EU 2018/2001 — RED I, cit.”".)

Obrovsky potencial fas spociva v jejich schopnosti
tvofit organickou hmotu zoxidu uhli¢itého a sluneéni
energie s minimalnimi poZadavky na ziviny, tj. zdanlivé
ideélni volba. Ta se ale komplikuje tim, zZe schopnost vyu-
zitelného zareni prochéazet vodnim prostfedim je znacné
omezena. Jednobunécné tasy tak lze efektivné produkovat
jen ve velmi tenké vrstvé nebo specializovanych reakto-
rech, coz zasadné zvysuje pozadavky na kultivaéni plochu
a venkovni péstovani je zase omezeno jen na urcité klima-
tické podminky. Tyto fasy navic dorlstaji do pomérné
nizkych bunéénych koncentraci® a jejich efektivni sklizeti
je piedmétem intenzivniho vyzkumu’. Nékteré slibné
projekty na péstovani tzv. makrofas, které nabizi vétsi
koncentraci biomasy, probihaji i u evropskych bieht’', ale
snaha o jejich vyuziti k vyrob& biobutanolu ¢i biolihu za-
tim nardzi na problémy s vysokym zasolenim a ponékud
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atypickym sloZzenim biopolymera’. V neposledni fadé je
pak zasadni otdzkou, spoleCnou vSem témto substratim
ilignocelulose, jak z komplexni biomasy uvolnit a zpfi-
stupnit jednotlivé slozky vyuzitelné v biotechnologiich,
aniz by naklady na vstupy a energie n€kolikrat nepfevysily
vysledny zisk.

Dal§im alternativnim substratem je glycerol”, které-
ho je zatim nadbytek diky tomu, Ze se jedna o vedlejsi
vystupni proud z produkce bionafty. Kvili této uzké spoji-
tosti s diskutabilni oblasti produkce biopaliv na bazi esteri
mastnych kyselin z rostlinné vyroby (v CR zejména fep-
ky) je i dostupnost glycerolu v budoucnu nejistd. Nicmé-
né€, mezi solventogennimi klostridiemi existuji druhy, kte-
ré glycerol pomérné dobie utilizuji a hlavnimi primarnimi
produkty jsou v zavislosti na kultivacnich podminkach
hlavn& butanol a 1,3-propandiol’*”’. Nejznamé&j$im kme-
nem schopnym utilizace glycerolu je Clostridium pasteu-
rianum DSM 525 (cit.”®). Daldim typickym zistupcem
solventogennich klostridii vyuzivajicim glycerol je druh
Clostridium diolis”’, ktery dostal své jméno pravé podle
schopnosti produkovat vyse uvedeny diol”®.

Dalsi variantou, ktera zaziva velky rozmach, je vyuzi-
ti tzv. syntézniho plynu neboli syngasu acetogeny — mi-
kroorganismy schopnymi vyuzivat H, spolu s CO, ¢i CO
na tvorbu acetatu. Takovych mikroorganismu je cela fada
a ma zastoupeni v obou doménach prokaryotnich organis-
mi. Prvnim objevenym a popsanym acetogenem byla
pravé bakterie rodu Clostridium, konkrétn¢ Clostridium
aceticum’. Né&které acetogeny tvoii vyhradné acetat, ale
jiné jsou schopné vedle acetatu produkovat také ethanol,
napt. Clostridium ljungdahlii®® a Clostridium autoethano-
genum®', & pii vhodné transformaci kmene také butyrat
a butanol®,

Biotechnologii na podobné bazi vyuziva firma Lanza-
Tech a jeji provozy jiz bézi v Cing, kde jsou jako zdroj
uhliku vyuzivany vystupni plyny z provozu ocelaren. No-
v¢ byl v kvétnu 2023 zahajen provoz i na evropské pudé
v belgickém Ghentu, projekt Steelanol®.

4. Zavér

Biotechnologicka produkce butanolu, pfipadné dal-
Sich zminovanych rozpoustédel, predstavuje historicky
provéfenou pramyslovou velkovyrobu chemikalii, které
jsou dnes ziskavany vyhradné z neobnovitelnych zdrojut.
Hlavni ptekazka lezi zejména v ekonomice procesu vyuzi-
vajiciho biologického Cinitele, ktery zlstava i pres obrov-
ské pokroky v naSich znalostech a dovednostech obtizné
ovladatelnym prvkem. Lep$i pochopeni regulacnich me-
chanismu a fyziologickych disledkii vnéjSich zasahi by
mohlo vést ke zlepSeni rentability biotechnologické vyro-
by, kde solventogenni klostridia pfedstavuji velmi slibné
zpracovatele alternativnich substratli na béazi rtiznych od-
padnich proudd. Timto by mohly pfispét k soucasnym
snaham o ekologi¢téjsi, dlouhodobé udrzitelné technologie
v ramci ob&hového hospodarstvi v souladu s plnénim cili
Zelené dohody pro Evropu.
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B. Branska (Department of Biotechnology, Universi-
ty of Chemistry and Technology, Prague, Czech Repub-
lic): Biotechnological Production of Butanol

The biotechnological production of butanol and other
accompanying solvents has a history of more than a centu-
ry and currently represents an alternative to produce desir-
able chemicals from various waste streams, in accordance
with the concept of the circular economy. This review
article summarizes the current state of potential industrial
production, introduces the main solvent producers, solven-
togenic clostridia and their metabolism, together with the
main aspects that influence physiological and production
characteristics. The last part is devoted to substrates that
can be used for biobutanol production, in particular ligno-
cellulose, a ubiquitous waste plant matter, with great po-
tential in connection with the large-scale biotechnological
production of many commodities.

Keywords: butanol, ABE fermentation, Clostridium,
lignocellulose, alternative substrates
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