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ANOTACE

Teoreticka ¢ast diplomové prace se zabyva piehledem kvasnych procesti vhodnych pro
ziskavani organickych chemikalii z obnovitelnych zdroji. Obsahuje vycet stresovych faktort,
které mohou ovlivnit pritbéh a vykonnost fermentace a porovnani separa¢nich metod vhodnych
pro extrakci alkoholll z kvasného média. Experimentalni ¢ast diplomové prace je zaméfena na
vhodné modelové rozpoustédlové systémy potencidln¢ pouzitelné pro extrakci ethanolu
z kvasného média a ovéfeni moznosti jejich pouziti pro kontinudlni extrakci kvasnych

produktd.

KLICOVA SLOVA

Ethanol, organicka rozpoustédla, extraktivni fermentace, Saccharomyces cerevisiae,

stresové faktory
TITLE
Study of fermetation process in the presence of water-immiscible organic solvents

ANNOTATION

The theoretical part of this thesis deals with the overview of suitable fermentation
processes for the production of organic chemicals from renewable sources. It contains some
stress factors that can influence the course and efficiency of the fermentation process and
separation technologies for the recovery of alcohols from fermentation broths. The
experimental part of the thesis is focused on suitable model solvent systems potentially usable
for the extraction of ethanol from fermentation medium, and also verification of possibilities of

their use for the continuous extraction.
KEYWORDS

Ethanol, organic solvents, extractive fermentation, Saccharomyces cerevisiae, stress

factors
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Seznam zKkratek

ABE aceton—butanol—ethanolové kvaSeni

ADH alkoholdehydrogenaza (Adhlp, Adh2p, Adh3p, Adh4p, Adh5p, Adhop,
Adh7p)

ALS acetolaktat syntaza

ATP adenosintrifosfat

BATI, BAT2 geny kodujici mitochondrialni aminotransferazy

([BMIM]'[CI])  1-butyl-3—methylimidazolium chlorid
([BMIM][PF6]") 1-butyl-3—metylimidazoliumhexafluorfosfat

C. Clostridium

CAB celul6za—acetat—butyrat

CO2 oxid uhlicity

CoA koenzym A

DHAD dihydroxyacid dehydrogenaza

HPS proteiny tepelného Soku

IL iontova kapalina

ILV2 gen kodujici acetolaktatsyntazu

KARI ketoacid reduktoizomeraza

KIVD ketoisovalerat dekarboxyldza

kPA kilopascal

NADH redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
NADPH redukovana forma nikotinamidadenindinukleotid fosfatu
Obj. % objemova procenta

PDMS polydimethylsiloxan

PTMSP poly(1—-trimethylsilyl-1—propyn)

ROS reaktivni formy kysliku

S. Saccharomyces

SSF simultanni sacharifikace a fermentace
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Uvod

Rychly rist celosvétove populace vede ke zvySujici se poptavce po pohonnych hmotach
a jejich nedostatek se stava vaznym globalnim problémem. Proto jsou v soucasné dobé¢ mimo
jiné pfedmétem zdjmu kapalnd biopaliva uplatiovand v dopravé, kterd jsou vyrabéna
z obnovitelnych rostlinnych surovin — fytomasy. Podle toho, jestli vychozi fytomasou pro
produkci biopaliv byly rostliny obsahujici sachardzu, Skrob ¢i celulézu jako zasobni zdroj
energie, rozdélujeme vychozi rostlinnou biomasu na energetické plodiny prvni generace
(rostliny produkujici Skrob nebo jednoduché cukry) a plodiny druhé generace (rostliny
produkujici celulézu) a tfeti generace (zelené fasy). Vychozim obnovitelnym zdrojem pro
vyrobu biopaliv prvni generace jsou predev§im potravinaiské cukernaté a Skrobnaté suroviny
jako je naptiklad obili, cukrova fepa, cukrova titina, ovoce, brambory, kukutice, ze kterych se
ziskavéa kvasnym procesem bioethanol, ale i brukev fepka, ze které se ziskavaji methylestery
fepkového oleje. Surovinou pro biopaliva druhé generace jsou tzv. nepotravinarské rostlinné
odpady, jako jsou dievéné Stépky a piliny, kukuficna a titinova slama, seno, stary papir. Velkou

nad¢ji do budoucna je vyroba biopaliv tfeti generace z motskych fas.

Bioethanol piedstavuje jednu z nejvyznamnéjSich surovin pro chemicky priimysl a také
slouzi jako alternativni obnovitelné biopalivo. Celkové néklady na jeho vyrobu vyrazné
ovliviiuje volba vychozi suroviny a jeji preduprava, produk¢éni mikroorganismus, metoda pro
separaci ethanolu z fermenta¢niho média aj. Uvadi se, ze 85 % svetové produkce bioethanolu
je soustiedéno v Brazilii a Spojenych statech (Azhar et al. 2017), avSak tento udaj se muze
kazdym rokem li$it. V soucasné dobé je pozornost také vénovana fermentacni vyrob¢ butanolu.
Butanol ma jako motorové palivo mnohem lepsi chemické vlastnosti a poskytuje vyssi

vyhievnost nez ethanol, a proto spalovaci motory dosahuji vétSiho vykonu.

Cilem teoretické casti diplomové prace je vytvoreni literarni reSerSe, ktera zahrnuje
prehled o moznostech fermenta¢ni vyroby pramyslové vyuzivaného ethanolu a butanolu a vycet
separacnich metod, které 1ze potencialné pouzit pro ziskavani téchto alkoholt z kultivacniho
média. Experimentalni ¢ast diplomové prace, je zaméfena na testovani rtiznych potencialnich
extrakénich €inidel vhodnych pro extrakci vznikajiciho ethanolu z kvasného média, pozorovani
vlivu téchto vybranych ¢inidel na riist, rozmnozovani, zZivotaschopnost a fermenta¢ni schopnost
kvasinek druhu Saccharomyces cerevisiae, ovéteni jejich pouzitelnosti pro kontinuélni proces
kvaseni a kvantitativni analyzu zbytkové glukézy a vznikajictho ethanolu dostupnymi

analytickymi metodami.
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1 Organické slouceniny ziskavané kvasnymi procesy

Biopaliva produkovand mikrobidlni fermentaci sacharidi z obnovitelnych zdroju
predstavuji velmi vyznamnou ndhradu fosilnich paliv. Nejvyznamnéjsim biopalivem je
v sou€asné dobé& ethanol. Kromé ethanolu je kvasnymi procesy produkovana i cela fada dalSich
organickych sloucenin jako jsou naptiklad vyssi alkoholy (isopropylalkohol, 1-butanol), estery
(ethylacetat) ¢i ketony (aceton). V soucasné dob¢ je vénovana pozornost také fermentacni
vyrob¢ butanolu, ktery by v budoucnu mohl kvili svym lepSim atributim nahradit ethanol

(Schadeweg, Boles 2016).

1.1 Ethanol

Ethanol miize byt vyrabén ¢ist¢ chemicky, naptiklad hydrataci ethylenu za vysokych
teplot a kyselé katalyzy kyselinou fosfore¢nou ¢i hydrogenaci acetaldehydu. V poslednich
desetiletich je 90 % ethanolu vyrdbéno z rostlinné biomasy prostfednictvim mikrobidlniho
anaerobniho fermenta¢niho procesu (alkoholovym kvasenim) (Thenmozhi, Victoria 2013, Wu
etal. 2016). Nejcastéji je ethanol vyuzivan jako biopalivo ve spalovacich motorech, ve farmacii
a medicin€ jako organické rozpoustédlo, precipitaéni Cinidlo, antiseptikum a antidotum pfi
otravé metanolem. Uplatiiyje se také pii vyrobé Cisticich prostiedkii, deodorantli, nemrznoucich
kapalin €1 rtznych druhl lihovin. V chemickém primyslu je ethanol dilezitou vychozi
surovinou pro vyrobu dalSich organickych sloucenin, jako jsou naptiklad ethylestery, diethyl

ether nebo ethylaminy, apod. (Maier et al. 2015, Kosaric et al. 2011).

Jak jiz bylo zminéno, bioethanol je jedno z ekologicky Setrnych alternativnich paliv.
V porovnani s benzinem poskytuje fadu vyhod. Jednou z nich je to, Zze potencialné snizuje
sklenikovy efekt. Ethanol obsahuje pfiblizné 35 % kysliku, coz vede k Giplnému spalovani
paliva, a proto se tvoii mnohem mén¢ Skodlivych plynt (oxidu uhli¢itého, oxidu uhelnatého
a uhlovodiktl). Obrovskou nevyhodou fermentacni vyroby bioethanolu je vysoky podil vody a
nizka koncentrace ethanolu ve fermentacnim médiu. Vodu je nutno od vzniklého ethanolu
odstranit, nebot’ by jeji vySsi koncentrace v bioethanolu pouzivaném jako motorové palivo
zpusobovala rychlejsi korozi kovovych soucasti motoru a zplsobovala nemisitelnost
s ostatnimi uhlovodiky tvoficimi souc¢ast motorového benzinu. Moznou alternativou, kterou je

mozné proces koroze zpomalit je pfidani riznych aditiv do paliva (Thenmozhi, Victoria 2013).
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1.2 Butanol

Butanol je jednim ze zakladnich alkoholli se ¢tyf uhlikatym fetézcem a ma Ctyii
izomery: n—butanol, sec—butanol, ferc—butanol a isobutanol. Tyto izomery maji kvili své
odli$né struktufe rozdilné fyzikalné—chemické vlastnosti (Huang et al. 2014). Butanol nalezl
perspektivni vyuziti jako palivo ¢i pfimeés do motorové nafty a benzinu. Je prekursorem pro
vyrobu bioplastl (akrylatti, metakrylatti), barev a maziv. V mnoha primyslovych odvétvich je
také pouzivan jako organické rozpoustédlo (Mayank, Ranjan, Moholkar 2013). Butanol oproti
ethanolu nabizi fadu vyhod. Je mnohem méné hygroskopicky (vaze vodu v malé mife), a proto
zpusobuje mnohem pomalejsi korozi nékterych soucasti motoru. Ma také vyssi oktanoveé Cislo,
mensi t€kavost a poskytuje az o 30 % vyssi vyhievnost neZ ethanol, avSak stale niz§i vyhfevnost

nez benzin (Becerra et al. 2015, Nielsen et al. 2009).

Butanol lze chemicky syntetizovat pfedev§sim hydroformylac¢ni reakei (oxosyntézou)
propylenu v pfitomnosti vhodného katalyzatoru (nejCastéji komplexy rhodia ¢i kobaltu)
a oxonacniho plynu (smés oxidu uhelnatého s vodikem). Vznikly butanal je nasledné redukovan
na 1-butanol nebo 2—butanol. Hydroformylace provadéna za snizeného tlaku s modifikovanym
rhodiovym katalyzatorem muze vést ke vzniku 95 % n—butanolu a 5 % vedlejsiho produktu
2—methyl—1-propanolu (Brito, Martins 2017). Biobutanol mize byt ve velkych koncentracich
produkovan n¢kolika druhy bakterii rodu Clostridium v aceton—butanol—ethanolovém
fermenta¢nim procesu (vice informaci kapitola ¢. 2.1.1) (Tashiro, Sonomoto 2010). Mezi
alternativni mikroorganismy, které jsou schopné svym metabolismem generovat butanol
a isobutanol, patii naptiklad Escherichia coli a Saccharomyces cerevisiae. Koncentrace
butanolu produkovaného témito dvéma druhy je v porovndni s klostridiemi zanedbatelné, proto
se pro jeho vyrobu v praxi téméf nepouzivaji. Pokud bychom chtéli tyto vytézky kvasného
butanolu zvysit, je mozné k upravé dané¢ho produkéniho druhu vyuzit genového inzenyrstvi
(Kolek, Patakova 2015). Pii vysSich koncentracich je butanol rovnéz jako ethanol pro
bakterialni 1 kvasinkové bunky siln€ toxicky. To je jeden znejvétSich problémi, které se
vyskytuji pfi jeho vyrobé, proto by separovani vzniklého butanolu ze smési mélo probihat

kontinualné (Swidah et al. 2015).
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1.3 Aceton

Aceton je polarni, bezbarvy, vysoce hoflavy, s vodou neomezené misitelny keton. Dnes
je 90 % acetonu pfednostné€ vyrabéno oxidaci kumenu. Tento zpisob zahrnuje alkylaci benzenu
s propylenem v pfitomnosti kysliku a zeolitového katalyzatoru. Vznikly isopropylbenzen je
oxidovan na aceton a fenol. MliZe byt také syntetizovan se oxidaci isopropylalkoholu vhodnym

oxida¢nim ¢inidlem nebo v procesu aceton—butanol—cthanolového kvaseni (Wu et al. 2016).

Aceton se pouziva piedevsim jako organické rozpoustédlo nebo technicka kapalina
na Cisténi pfedméta a nalezl uplatnéni jako prekursor pro riizné organické syntézy, je to vychozi

surovina pii vyrobé plexiskla ¢i gumovych materiala (Wu et al. 2016).
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2 Mikroorganismy vyuzivané pri kvasnych procesech

Mezi nejvice vyuzivané mikroorganismy, které se celosvétoveé pouzivaji pii kvasnych
procesech, patii zejména kvasinky z rodu Saccharomyces a Kluyveromyces ¢i n¢které bakterie
rodu Clostridium a Zymomonas schopné fermentace sacharidii (Rebros et al. 2005). Vldknité
patogenni houby druhu Fusarium oxysporum napadajici rostliny a jsou rovnéz schopné za
anaerobnich nebo mikroaerobnich podminek produkovat bioethanol, avSak v sou¢asné dobé
nejsou pro jeho vyrobu kvili nizké fermentacni rychlosti vyuzivany (Anasontzis,

Christakopoulos 2014).

2.1 Rod Clostridia

Nekteré druhy klostridii jsou povazovany za vyznamné piirozené producenty
n—butanolu, acetonu, ethanolu, acetitu i1 butyratu (Ghiaci et al. 2013). Pro tvorbu téchto
rozpoustédel jsou klostridie schopné pifimo konvertovat nejriiznéjs$i sacharidy, jako jsou
napiiklad glukéza, fruktoza, xyldza, sachardza, laktoza ¢i Skrob (Jones, Woods 1986). Tyto
grampozitivni, striktn€ anaerobni, tyCinkovité bakterie se vyznacuji tvorbou bakteridlnich spor.
Endospory vznikaji uvnitt matetské bunky a slouzi pfedevsim k dlouhodobému piezivani
bakterii za riiznych vnéjSich neptfiznivych podminek (Jones, Woods 1986, Tashiro, Sonomoto
2010). Nejvyznamnéjsi druhy klostridii, které jsou schopné svym metabolismem generovat ve
vySSich koncentracich zminéna organickd rozpoustédla, jsou Clostridium acetobutylicum,
C. beijerinckii, C. saccharoperbutylacetonicum, C. saccharobutylicum. Klostridie se
taxonomicky fadi do tiSe Bacteria, tiidy Clostridia, fadu Clostridiales, ¢eledé Clostridiaceae

a rodu Clostridium. (Brito, Martins 2017, Tashiro, Sonomoto 2010).

2.1.1 Aceton—butanol-ethanolové kvaseni rodem Clostridia

Butanol, ethanol a aceton lze ziskdvat mechanismem, ktery nazyvame aceton—butanol—
ethanolové kvaseni (ABE) (Laurin 2015). Klasické ABE kvaseni probiha dvoufazové cili ve
dvou krocich. Béhem prvni faze dochdzi ke sniZzeni pH v kultiva¢nim médiu kvili tvorbé
a hromadéni nedisociovanych forem organickych kyselin (kyseliny maselné a kyseliny octové)
z butyryl-CoA a acetyl-CoA. Tento krok je velmi dilezity, nebot’ dochédzi k pomnozeni
klostridii a oznacuje se jako acidogenni faze. Ve druhé fazi, kterou oznacujeme

za solventogenni, nastava reutilizace vytvorenych organickych kyselin a jejich pfeména na
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pozadovand rozpoustédla (kyselina maselnd je redukovana na n—butanol; kyselina acetooctova
je dekarboxylovana na aceton) a pH kultivaéniho média se zvySuje (podrobnéjsi popis
mechanismu ABE kvaseni kapitola ¢.2.2.2.2) (Tashiro, Sonomoto 2010, Kolek, Patakova
2015). Nov¢jsi, efektivnéjsi postupy vyuzivaji kokultivace druhtt C. acetobutylicum
a C. tyrobutyricum v médiu. Prvni mikroorganismus maximalizuje pfeménu glukézy na kyselinu
maselnou a druhy mikroorganismus poté z této kyseliny syntetizuje butanol. Pfidani kyseliny
maselné a octové do kultivaéniho média na pocatku druhé faze zvySuje vytézky butanolu 1 acetonu

(Laurin 2015).

Problémem pii ABE kvaseni pomoci klostridii maze byt produkce dalSich vedlejsich
produktli a organickych kyselin (kyselina octova, maselna, jantarovad). Tyto nezadouci produkty
je nutné oddestilovat. Musi se pracovat s velkym mnoZstvim vstupniho substratu (zdrojem
sacharidll) a velkym objemem fermenta¢niho média, coz neni ekonomicky vyhodné (Tashiro,
Sonomoto 2010). Dalsi problém miize byt pomaly rist klostridii, jejich sporulace, bakterialni
kontaminace média a nedodrzeni striktné anaerobnich podminek pfi kultivaci klostridii

(Schadeweg, Boles 2016).

2.2 Rod Saccharomyces

Jednim z nejznaméjsich a nejvyuZzivanéjSich producentli kvasného ethanolu na svété je
nepatogenni kvasinka druhu Saccharomyces cerevisiae. Mimo ethanol a CO> je tento druh
schopny pfi lihovém kvaSeni v malém mnoZzstvi ptirozen¢ produkovat i vedlejsi produkty, jako
jsou organické kyseliny (mlé¢na, octova, mravenci, jantarova), estery a sulfidy (Hazelwood et
al. 2008). S. cerevisiae taxonomicky fadime do fise Fungi, dale do kmene Ascomycota (houby
vieckovytrusné), tiidy Saccharomycetes, tadu Saccharomycetales, Celedé Saccharomycetaceae
a rodu Saccharomyces (Reece et al. 2014). S. cerevisiae je prvnim eukaryotickym

mikroorganismem, jehoz genom byl roku 1996 kompletné¢ osekvenovan (Dujon 2006).

2.2.1 Alkoholové kvaSeni

Alkoholové kvaseni je mikrobidlni fermentacni proces, pomoci kterého lze ziskavat
alkoholy. Kvasinky, které ziji v anaerobnim prostiedi jsou schopné dekarboxylovat pyruvat
a nasledné¢ ho redukovat az na ethanol. Tento proces je charakterizovan vysokou rychlosti

fermentace, pomérné dobrou toleranci mikroorganismii vici zvySené koncentraci kvasného
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ethanolu a vedlejSich produktd v médiu i1 vysokymi vytézky ethanolu (Kosaric et al. 2011).
Obecné Ize alkoholové kvaSeni popsat chemickou rovnici, kdy podle stechiometrie z jedné
Sestiuhlikaté molekuly, jako je naptfiklad glukéza vznikaji dvé molekuly ethanolu a dvé

molekuly oxidu uhli¢itého:
Ce¢H1206 — 2 C;HsOH + 2 CO,

Kvasny proces probihd bez piistupu vzduchu plisobenim specifickych enzymu
a navazuje na glykolyzu. Glykolyza je vicekrokovy metabolicky proces slouzici k enzymatické
pfeméné sacharidi na dvé molekuly pyruvatu za €istého vytézku dvou adenosintrifosfati, jez
jsou dulezitym energetickym zdrojem pro aktivitu bunék. Samotnd fermentace zacina
dekarboxylaci pyruvatu (anion kyseliny pyrohroznové), kdy vznikd acetaldehyd
a oxid uhli¢ity. Tento krok je katalyzovan enzymem pyruvatdekarboxyldzou. Acetaldehyd je
redukovan alkoholdehydrogendzou v reverzibilni reakci az na ethanol. U S. cerevisiae bylo
sekvenovano 7 typi alkoholdehydrogendz. V mitochondridlni matrix jsou lokalizovany
alkoholdehydrogenazy Adh3p, Adh4p a Adhlp, Adh2p, AdhSp jsou v cytosolu. V soucasné
dobé zatim neni zndmo, kde se nachédzeji Adh6p a Adh7p. Kazda tato alkoholdehydrogenaza
ma v procesu alkoholového kvaSeni jinou funkci. Nejvyznamnéjsi je Adhlp, kterd spolecné
s Adh5p katalyzuje redukci acetaldehydu na ethanol. Adh2p je schopna katalyzovat reverzni
pieménu ethanolu na acetaldehyd. Adh3p se podili na pienosu a reoxidaci mitochondridlniho
NADH do cytosolu. Adh6p a Adh7p jsou NADPH alkoholdehydrogenazy s podobnou
substratovou specifitou podilejici se na NADPH homeostaze (De Smidt et al. 2008, Azhar et al.

2017, dostupné prostiednictvim elektronické databaze Saccharomyces Genome Database).

2.2.1.1 Vhodné substraty pro alkoholové kvaSeni

Saccharomyces cerevisiae mé schopnost pfirozené¢ zkvaSovat rizné monosacharidy,
a to predevsim hexdzy (hlavné glukozu, fruktéozu, mandzu, méné galaktdozu) a disacharidy
(sachar6za, maltosa, méné laktoza). Glukoza a fruktdza je pro tyto ucely ziskavana hydrolyzou
sachar6zy obsazené ve vysokém mnozstvi predev§im v cukrové titin€ a cukrové fepé (Kumar,
Shankar, Anandapandian 2011). Za normalnich podminek jsou pentdzy (cukry s péti uhliky —
xyldza, ribdza, aj.) druhem S. cerevisiae nezkvasitelné. Neschopnost jejich fermentace souvisi
nejen s nedostatkem potiebnych enzymii pro tento proces, ale i s nizkou UCinnosti
metabolickych drah (Li et al. 2015, Singh et al. 2014). Xyl6za mtze byt utilizovana hybridnimi

kmeny kvasinek druhu S. cerevisiae schopnymi soucasné fermentovat jak pentozy, tak hexozy
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nebo geneticky modifikovanymi kmeny, které jsou schopné exprimovat geny kédujici enzymy
NAD(P)H—dependentni xylozoreduktazu, xylitol-dehydrogendzu ¢i xylozoizomerazu. Tyto
enzymy jsou nezbytné dulezité pro konverzi xyldézy pomoci oxidacné—redukéni drahy (vznik
xylitolu z xylozy a nasledna pfeména na xylulozu jez fosforyluje enzymem xylulokindzou na
xylulozu—5—fosfat, ktery je soucasti pentdzového cyklu) nebo izomeraci (Zhang et al. 2016,
Azhar et al. 2017, Kosaric et al. 2011). Oligosacharidy a polysacharidy (naptiklad skrob, inulin,
celuloza) l1ze fermentovat po vhodné preduprave, kterd je rozlozi na jednoduché cukry (Kumar,
Shankar, Anandapandian 2011). Ethanol lze také produkovat z kyseliny mlécné, avsak tento
substrat je pro primyslovou vyrobu tohoto alkoholu velmi drahy (Tesfaw, Assefa 2014).

Lignocelul6zové hydrolyzaty mohou byt vyznamny levny a obnovitelny zdroj cukri pro
vyrobu bioethanolu a biobutanolu (Jouzani, Taherzadeh 2015). Jedna se v podstaté
o nevyuzitelnou zemédélskou odpadni biomasu — zbytky cukrové titiny, kukuficna slama,
bramborové a ryzové slupky, piliny, dfevéné Stépky, ale i stary odpadni papir (Tesfaw a Assefa
2014). Lignoceluldza je polymer, ktery vytvati zdkladni stavebni jednotku rostlin. Skladé se
z celulozy, hemicelulozy a ligninu. Xyloza je druhym nejvice zastoupenym cukrem
v lignoceluléze a jeho fermentace by zefektivnila cely proces vyroby bioethanolu. Nevyhodou
je, ze xyloza neni kvasinkami druhu S. cerevisiae ptirozené utilizovana (Li et al. 2015, Singh

et al. 2014).

Pro ziskani monosacharid je nutné tyto lignocelul6zové materidly vhodné predupravit.
Prvni kroky ptedupravy spocivaji v naruseni vazeb a rozlozeni komplexni struktury
lignoceluldzy na jednotlivé, oddélené slozky (celuldézu, hemiceluldzu a lignin). Metody, které
se pro tuto predipravu pouzivaji, Ize rozdé€lit na fyzikdlni, chemické a fyzikalné—chemické
(Singh et al. 2014). Fyzikalni pfediprava mletim napoméaha ke zmensSeni a rozmélnéni ¢astic
lignocelul6zového materidlu, ktery je poté pristupnéjsi dalSim chemickym nebo chemicko —
fyzikalnim zdsahtim. Chemicka pieduprava spociva v kyselé nebo zasadité hydrolyze. Kysela
hydrolyza probihé za zvySené teploty ziedénymi mineralnimi kyselinami naptiklad kyselinou
sirovou, chlorovodikovou. K alkalické hydrolyze se pouZivaji vhodné alkalické roztoky
napiiklad amoniak, hydroxid sodny, hydroxid vapenaty (Gongalves et al. 2016). Fyzikaln¢
chemicka preduprava zahrnuje naptiklad parni explozi, ozonolyzu, explozi za pritomnosti
amoniaku ¢i SO». Zvoleni vhodné metody je zavislé na jeji efektivité, cené ¢inidla, mnozstvi
a typu vychozi suroviny a dalSich parametrech. Podle typu lignocelul6zového materidlu je

vhodné optimalizovat vychozi navazku a koncentraci pouzitych hydrolytickych ¢inidel. Bez
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této predupravy neni mozné rozlozit celulézu a hemicelulézu specifickymi celulolytickymi
enzymy (exo—P—(1,4)—glukandzou, endo—p—(1,4)-glukanazou a B—(1,4)-glukosiddzou) na
pozadované redukujici cukry, které jsou poté pfemeénény kvasenim na pozadovany alkohol (Xue

et al. 2016, Jouzani, Taherzadeh 2015, Singh et al. 2014).

Piedtipravy vSak generuji fadu inhibitorQ, které maji vliv na vlastni kvasny proces,
hydrolyzu a rist kvasinek. Tyto inhibitory jsou obvykle déleny do tii skupin. Zafazujeme sem
slabé organické kyseliny (kyselina octova, kyselina levulova, kyselina mravenci), derivaty
furanu (furfural, 5—hydroxymethylfurfural) a fenolické slouceniny (fenol, vanilin, kyselina
4-hydroxybenzoova, 1,2—dihydroxybenzen) (Tesfaw, Assefa 2014, Huang et al. 2008). Slabé
kyseliny mohou difundovat ptes plasmatickou membranu kvasinek druhu S. cerevisiae a narusit
iontové prostiedi uvnitt buiiky, coz negativné ovlivituje metabolické procesy uvniti bunky.
Derivaty furanu ovliviuji rychlost ristu bunék, jejich velikost a snizuji vytézky ethanolu pfi
kvaseni. Jsou uvoltiovany pii degradaci redukujicich cukrt za nizkého pH média. Fenolické
slou€eniny jsou pravdépodobné uvoliiovany kyselou hydrolyzou z ligninu a narusuji celistvost
plasmatické membrany kvasinkovych bunék (Li et al. 2015, Cardona, Sanchez 2007).
Strategie, kterou lze zlepsit odolnost kvasinek vic¢i témto inhibitorim je kultivace kvasinek
v ptitomnosti té€chto ¢inidel (Narayanan et al. 2016, Wohlbach et al. 2014). Dalsi moznosti je
odstranéni nezddoucich inhibitorti z média sorpci na aktivni uhli nebo jiné sorpéni latky
(Jouzani, Taherzadeh 2015). Pro detoxikaci derivati furanu a fenolickych slou¢enin se také
vyuzivaji metody membranové extrakce a kapalinové extrakce pomoci organickych
rozpoustédel. Odstranéni organickych kyselin se ¢asto provadi iontovou vyménou, neutralizaci
¢i evaporaci (Huang et al. 2008). Kokultivace kvasinek s vhodnym mikroorganismem, ktery je
schopny metabolizovat nezddouci inhibitory, je jednou z vyuzitelnych biologickych metod.
Jako ptiklad je mozZné uvést termofilni bakterii druhu Thermoanaerobacter pentosaceus
a kvasinky druhu Pichia stipitis, které mohou efektivné metabolizovat furfural

a 5-hydroxymethylfurfural (Tesfaw, Assefa 2014).

V soucasné dobé¢ se uplatituje spojeni procesu sacharifikace (enzymatické hydrolyzy)
a fermentace (z angl. ,,simultaneous saccharification and fermentation® — SSF). Maximalni
mnozstvi glukozy vzniklé enzymatickou hydrolyzou je okamZité spotiebovano na fermentaci
alkoholu dfive, nez dojde k inhibici celulolytickych enzymti. SSF také zrychluje celkovou

konverzi celulézy na bioethanol. Velkou nevyhodou SSF metody je, Ze optimalni teplota pro
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aktivitu hydrolytickych enzymi je vyssi (45-60 °C), neZ optimalni teplota pro vlastni kvasny
proces (25-30 °C) (Jouzani, Taherzadeh 2015, Cardona, Sanchez 2007).

2.2.1.2 Zivna média pro alkoholové kvaSeni

Pro uspésnou intenzivni propagaci a rast kvasinek je nutné volit vhodna kultivaéni
média. Substrat musi byt bohaty na aminokyseliny, vitaminy i dalsi potiebné slozky, jako jsou
naptiklad sirany, fosfore¢nany a chloridy (Kosaric et al. 2011). Velmi casto pouZivanym
médiem pro kultivaci S. cerevisiae a dalSich druhii kvasinek je YPD bujon (z angl. ,,yeast
extract—peptone—dextrose®). Pepton je hydrolyzat proteinti a slouzi jako dilezity exogenni zdroj
uhliku, dusiku, vitamin®i a mineralt. Kvasni¢ny extrakt je ziskavan vysusenim autolyzovanych
kvasnic a poskytuje zejména vitaminy skupiny B (B—komplex), které stimuluji riist kvasinek.
Kvasinky dokazou riist i na minimalnich ptidach, které obsahuji pouze soli a dextrozu, avSak
pfidanim proteinit a kvasnicného extraktu dochdzi k rychlejSimu rastu kvasinek (dostupné

prostfednictvim BD Diagnostics © 2018, Kumar, Shankar, Anandapandian 2011).

2.2.1.3 Podminky pro kultivaci kvasinek a vlastni kvasny proces

Pro maximalni vytézky ethanolu je nezbytné dilezité kvasinkdm zajistit nejen vhodné
slozeni kultivacniho média, ale také optimalni podminky, za kterych bude rist mikroorganismu
a vlastni kvasny proces probihat. Optimalni teplota pro kultivaci kvasinek a spravnou
enzymovou aktivitu se pohybuje v rozmezi 25-30 °C v zavislosti na kmeni druhu S. cerevisiae
(Silhdnkova 2002, Azhar et al. 2017). Qun et al. také prokazali, ze kvasinky jsou obecn&
schopné lépe tolerovat piisobeni organickych chemikalii pti teploté, ktera je optimalni pro jejich
rust (tzn. pti 30 °C) (Qun, Shanjing, Lehe, 2002). Ptilis vysoka teplota miize denaturovat celou
fadu enzymi a ovlivnit tak jejich funkci nebo je inaktivovat. Reprodukéni schopnost a rtst
bunck prudce klesd se zvySujici se teplotou, nez je teplotni optimum, coz souvisi s vlivem
teploty na enzymy kvasinek (Silhankova 2002, Azhar et al. 2017). Vyjimku tvoii termostabilni,
geneticky upravené kmeny a kmeny, které byly vystaveny teplotnimu Soku, a proto jsou
schopné snaset 1 vyssi teploty (vice jak 40 °C) (Kitichantaropas et al.2016). VySsim teplotdm
také odolavaji imobilizované buiiky, protoze mohou nadbytek tepla regulovat pfendsenim tepla
mezi povrchem na kterém jsou imobilizovany a kvasinkovou buiikku (Azhar et al. 2017).
Alkoholové kvaSeni za vysSich teplot pfinasi fadu vyhod. Slouzi jako prevence proti bakterialni

kontaminaci média a umoziuje metodu SSF (Kitichantaropas et al.2016).
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Produkce ethanolu je rovnéZz ovliviiovdna hodnotou pH kvasného média. Idedlni
hodnota pH pro konverzi sacharidii na ethanol druhem S. cerevisiae se pohybuje v rozmezi pH
4,0-5,0. V prostiedi, kde je pH nizsi nez 4 dochazi k prodluzovani doby potiebné
k ethanolovému kvaseni. Pfi naopak vyS$im pH nez 5 je vyrazné redukovana koncentrace

vzniklého kvasného ethanolu (Silhankova 2002, Azhar et al. 2017).

V posledni dobé se v priimyslové vyrobé vyuzivaji technologie pro imobilizaci bunék,
pii kterych je omezen pohyb bunék, avSak jejich metabolickd aktivita zlstavd nezménéna.
Imobilizované buiiky jsou v porovnani s volnymi buiikami schopné 1épe preménovat substrat
na ethanol, dochézi k niZ$i inhibici bunék produktem a vys$si produktivité, snizuje se reakéni
C¢as konverze a ethanol je snadnéji separovan od kultivacniho média. Produktivita
imobilizovanych bunék je ovliviiovana nékolika faktory, jako je naptiklad povrchovy charakter
nosice, porozita, hydrofilnost ¢i hydrofobnost povrchu. Buiikky mohou byt imobilizovany
riznymi zpusoby — naptiklad adsorpci, mikroenkapsulaci ¢i zachycovanim (entrapment)

kvasinkovych bun€k v polymeru (obr. 1).

Entrapment se provadi polymeraci roztoku monomerd, ve kterém jsou suspendovany
zivé buiiky a dochazi tak k uzavieni bun¢k do pevnych polymernich siti. Tato metoda je velmi
jednoducha a levna. NejCastéji se pro entrapment vyuzivaji vhodné pfirodni i syntetické
polymery s dobrou mechanickou odolnosti, jako je naptiklad algindt, polyakrylamid ¢i
polyvinylalkohol (Azhar et al. 2017, Zhu 2007). Vznikajici ethanol i CO, se mohou béhem
fermentace v polymerni siti hromadit a kvili zvySujicimu se tlaku uvnitf nosice maze dojit

k jeho mechanickému poskozeni (Rebros et al. 2005).

Adsorpcni metody spocivaji ve spontanni interakci velkého mnozstvi bunék z roztoku
s aktivnim povrchem nerozpustnych materialii pomoci Van der Waalsovych, iontovych,
vodikovych nebo kovalentnich vazeb. Mikroenkapsulace se provadi zachycenim nebo
obalenim bun€k pfirodni ¢i syntetickou, tenkou, semipermeabilni, polymerni membranou

(Azhar et al. 2017, Kuncova, Trogl 2011, Zhu 2007).
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Obr. 1 Priklady technik imobilizace bunék. Na obrazku (A), (B) jsou zobrazeny metody, kde dochazi
k vazbé bunek fyzikalni adsorpci nebo iontovymi a kovalentnimi vazbami na ve vodé nerozpustné nosice. (C)
Entrapment zahrnuje uzavieni bunék v polymerni matrici. (D) Mikroenkapsulace bunék membranou. Pevzato a
upraveno z (Zhu 2007)

2.2.2 Alternativni cesty produkce alkoholil

2.2.2.1 Pireména aminokyselin na isobutanol, 1-butanol

Aminokyseliny jsou dulezitym zdrojem dusiku a uhliku, jeZ podporuji rast kvasinek
v anaerobnim prostfedi (Dickinson et al. 1998). Je zndmo, ze S. cerevisiae je schopna premenit
aminokyseliny nejen na isobutanol, ale i pentanol, fenylalkohol ¢i isopentanol. Tyto alkoholy
vznikaji deaminaci aromatickych aminokyselin (tryptofan, tyrosin, fenylalanin) nebo
aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (valin, leucin, izoleucin). Tento tiikrokovy
mechanismus se nazyva Ehrlichova draha (z angl. ,,Ehrlich pathway*). Na obr. 2 je popsana

syntéza valinu a nésledna pfeména valinu na isobutanol.

Ehrlichova draha zahrnuje 3 dil¢i kroky — transaminaci, dekarboxylaci a dehydrogenaci.
V prvnim  kroku této reakce probihd transaminace L-valinu na 2-ketoisovalerat
(2-methyl-2—oxo—butanoat), ktera je katalyzovana enzymem aminotransferazou (Nielsen et al.
2009). Nasleduje dekarboxylace 2—ketoisovaleratu na isobutanal (2-methylpropanal) enzymem
2—ketoisovalerat dekarboxyldzou. V poslednim kroku Ehrlichovy drahy probihd redukce
isobutanalu na isobutanol enzymem alkoholdehydrogen4zou. Dekarboxylace 1 dehydrogenace
probiha v cytosolu bunék (Nazem—Bokaee, Senger 2015, Chen et al. 2011). Obdobn¢ probiha
1 degradace isoleucinu na n—propanol (Dickinson et al. 1998). Bylo prok4zano, Ze zvySena
exprese nekterych gent, které koduji enzymy potiebné pii biosyntéze valinu a jeho nasledné
preméné na isobutanol, mize vést ke zvysSeni produkce isobutanolu. Mezi tyto vyznamné geny
patii naptiklad BAT1, BAT? kédujici aminotransferazy ¢i ILV2 kodujici acetolaktatsyntazu

(katalyzuje prvni krok biosyntézy valinu a isoleucinu v mitochondriich). ZvySenou expresi
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téchto gentll bylo ziskdno o 80 % vice isobutanolu, nez byla jeho piivodni koncentrace (Chen et

al. 2011, Nielsen et al. 2009).
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0,
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ﬁochondria: Pyruvate / \

coy| as

2-aceto-lactate
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2,3-dihydroxy-isovalerate
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\ L-Valine / L-Valine <= 2-keto-isovalerate ~——> ischutanal ——<— isobutanol

2-oxoglutarate L-glutamate €0, NADH NAD

Obr. 2 Biosyntéza valinu a Ehrlichova draha. Biosyntéza valinu probihd v mitochondriich ($edé pole)
a dekarboxylace 2—ketoisovaleratu na isobutanal a redukce na isobutanol probiha v cytosolu. ALS — acetolaktat
syntaza; KARI — ketoacid reduktoizomeraza; DHAD — dihydroxyacid dehydrogenaza; KIVD — ketoisovalerat
dekarboxylaza; ADH — alkoholdehydrogenaza. Pievzato a upraveno z (Chen et al. 2011)

Branduardi et al. navrhli alternativni cestu souc¢asné produkce n—butanolu a isobutanolu
pfidanim 15 g/l glycinu do kultivacniho média s geneticky upravenym druhem S. cerevisiae.
Glycin muze byt po transportu do cytosolu katabolizovan riznymi cestami v zavislosti na

nutri¢nich pozadavcich bunky (Branduardi et al. 2013).

2.2.2.2 Aceton—butanol-ethanolové kvaseni u Saccharomyces cerevisiae

Geneticky upravené kmeny S. cerevisiae jsou schopné produkovat n—butanol cestou
aceton—butanol—ethanolové kvaSeni, avSak vytézky n—butanolu ziskané touto cestou jsou
v porovnani s vytéZky koncentraci produkovanych druhem C. acetobutylicum velmi malé.
Dtivodem by mohla byt vzajemna kompetice enzymi, které se podileji na ABE kvaseni s jinymi
bunéénymi enzymy zajiStujicich hlavni metabolismus bunky S. cerevisiae ¢i nepfitomnost
transportnich drah pro butanol (Matsuda et al. 2011). Pokud t€émto kmentim chybi gen ADH I

kodujici alkoholdehydrogendzu, zacne se hromadit acetaldehyd, protoze nemulze byt
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metabolizovan na ethanol. Proto se acetaldehyd oxiduje na acetét, ktery je ndsledné pfeménén
na acetyl-CoA (Swidah et al. 2015). Prvni krok samotné ABE reakce katalyzovany thiolazou
zac¢ina kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA na acetoacetyl-CoA, ktery je redukovan na
3—hydroxybutyryl-CoA a dale dehydratovan na krotonyl-CoA. Na pieméné se podileji enzymy
3-hydroxybutyryl-CoA—dehydrogenaza a krotonaza. V poslednich krocich probihd redukce
krotonylu—CoA na butyryl-CoA, butyraldehyd a n—butanol. Reakci se ucastni enzymy butyryl—
CoA—dehydrogenéza, aldehyddehydrogendza a alkoholdehydrogenaza (obr. 3). ABE kvaseni je

mimo poslednich dvou krokti totozné s kvasenim maselnym (Schadeweg, Boles 2016).

2 Acetyl- COA ACE"V[{DA

)k Ma\onyl-CoA
SCohA
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E f : ! o +C0,
Butanal Butyraldehyde Butyryl-CoA *
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Trans-A2-enoyl-CoA
o
/\)'k
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Obr. 3 ABE kvasSeni u S. cerevisiae. Oxidativni dekarboxylaci pyruvatu vznika acetyl-CoA. Nasleduje
konjugace dvou molekul acetyl-CoA a vznika acetoacetyl-CoA. Acetoacetyl-CoA je enzymem hydroxybutyryl—
CoA dehydrogendza redukovan na 3-hydroxybutyryl-CoA. Poté nastdva dehydratace enzymem krotonasa
na krotonyl-CoA a redukce butyryl-CoA dehydrogenazou na butyryl-CoA. Aldehyddehydrogenazou
a alkoholdehydrogenazou vznika butyraldehyd a nésledné butanol. Prevzato a upraveno z (Schadeweg, Boles
2016).

Vyhodou ABE kvaSeni druhem S. cerevisiae je, Ze pii reakci nemusi byt dodrzeny
striktné anaerobni podminky jako u klostridii (Kolek, Patakova 2015). Uvadi se, Ze nejvyssi
dosaZené koncentrace butanolu ziskané cestou ABE kvaseni se pohybuji okolo 240 mg/l

a isobutanolu 1,5 g/l (Schadeweg, Boles 2016).

Nejvétsim problémem reakce je vysoka toxicita n—butanolu vii¢i kvasinkovym bunkém,

kdy maximalni tolerovatelnd koncentrace je piiblizn¢ 2 % obj. Tolerovatelnd koncentrace
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2-butanolu je v porovnani s 1-butanolem vyssi a pohybuje se okolo 3 % obj. Divodem vyssi
toxicity l1-butanolu oproti ostatnim izomerim je hydrofobicita molekuly, ktera souvisi se
siln€j$i schopnosti interakce tohoto alkoholu s membranou kvasinkovych bunék (Knoshaug,

Zhang 2009, Ghiaci et al. 2013).

2.3 Stresové faktory ovliviiujici produkci alkoholi

Zivotaschopnost a metabolismus kvasinek mohou byt v primyslovych fermentaénich
procesech ovlivnény fadou stresovych faktora, které narusuji specifické vnitini prostedi bunék,
spravnou funkci bunéénych systémii i rist kvasinek (Gasch 2003). Ptikladem téchto faktort
mohou byt zmény teploty, pH, osmotického tlaku, pfechodii z aerobniho do anaerobniho
prostiedi ¢i chemicky stres zpiisobeny vysokou koncentraci alkohold a hromadénim vedlejsich
produktt fermentacniho procesu v médiu (Ramos et al. 2013). Kvasinky jsou schopné pomérné
snadné a rychlé adaptace na nepfiznivé podminky prosttedi. Zékladnim obrannym
mechanismem buiky viici témto faktorim je odpovéd’ organismu zvySenim genové exprese
specifickych stresovych proteinli nebo naopak potlaceni transkripce nékterych proteind.
U kvasinky druhu S. cerevisiae je znamo okolo 900 genii kodujicich tyto stresové proteiny
(Gasch 2003). Teplotni Sok je dalsi mozny zplsob, jak lze u kvasinkovych bunék druhu S.
cerevisiae efektivné zvysit odolnost k teplotnim zménam (Cavicchioli, Watson 1986). Zvyseni
odolnosti kvasinek vi¢i nezaddoucim organickym rozpoustédlim mize byt provedeno
snizovanim koncentrace téchto rozpoustédel v kultivaénim médiu. Toho lze dosdhnout vhodnou
separacni technikou. Timto zplsobem dochazi k omezeni piimého toxického piisobeni
rozpoustédel na buniky a tento postup by mohl vést ke zlepSeni produktivity celého procesu
(Lee et al. 2008). Mechanismy toxicity organickych rozpoustédel spocivaji naptiklad ve zméné
gradientu pH builky a nésledného naruSeni jak membranovych, tak transportnich procesi
v bunce. Hydrofobni vlastnosti butanolu maji vliv na funkci enzymu ATPazy a také rozrusuji
fosfolipidovou dvojvrstvu cytoplazmatické membrany a ovliviuji tak jeji fluiditu. Fluidita je
tekutost membrany, diky které se mohou latky ve vrstvé membrany relativné pohybovat (Millat

et al. 2013, Fribert et al. 2013, Ghiaci et al. 2013).

2.3.1 Teplotni stres

Rada experimentll prokazala, Ze kvasinky jsou schopné pomérné rychlé adaptace na

zmény teplot vnéjSiho prostiedi. Teplotni stres je vyvolan v ptipadé, jestlize se kvasinkova
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bunka nachdzi v prostfedi s teplotou vys$si, neZ je schopna tolerovat. Stresovou odpovédi na
teplotni stres je tvorba specifickych proteint teplotniho Soku (z angl. ,,heat shock proteins* —
HSP). HSP je skupina proteintl, které¢ chrani ostatni proteiny pied denaturaci, zajist'uji jejich
spravnou prostorovou strukturu a pomahaji tak bunce v nepfiznivém prostiedi prezit (Stanley

et al. 2010, Estruch 2000).

Bylo prokazano, ze ethanolové kvaSeni pii vyssi teploté zabrafiuje mikrobidlni
kontaminaci kvasného média, ale na druhou stranu to mize byt podnét pro vznik teplotniho

stresu (Cavicchioli, Watson 1986).

2.3.2 Vliv ethanolu

Nizké tolerance kvasinek k ethanolu a extrakénim cinidlim pfedstavuje v soucasné
dob¢ nejvetsi problém fermentacnich procesi. I pfes to, ze ndm doba nabizi ¢im dal vétsi
moznosti genového inzenyrstvi, stale se védcim nepodafilo tento problém pro efektivni
primyslovou vyrobu alkoholl spolehlivé vytesit. UdrZzeni podminek pro kultivaci producentt
a fermentaci alkoholli témito geneticky upravenymi kmeny kvasinek jsou vétSinou velmi
naro¢né. Proto je vyzkum zaméfen na jiné metody, kterymi by byly nezadouci ucinky ethanolu

na kvasinky potlaceny (Ivanova et al. 1989).

Nadmeérna koncentrace ethanolu v médiu mize inhibovat bunécné dé€leni kvasinek, ale
1 rtst a samotnou zivotaschopnost kvasinkovych bunék. Nejvice je postizena cytoplazmaticka
membrana a endoplasmatické retikulum. Cytoplazmatickd membrana ztraci svoji integritu
v dasledku poruseni hydrofobnich a Van der Waalsovych vazeb lipidovych slozek membrany a
stava se tak vice fluidni. ZvySuje se jeji celkova permeabilita a dochazi k poruseni transportu
sacharidl a dusikatych latek do buiiky. V endoplazmatickém retikulu je ovlivnéna biosyntéza
dalezitych proteinli, zvySuje se denaturace intracelularnich proteini a vyskytuji se razné
mutace. Dochazi k inhibici glykolytickych enzyml v cytosolu a utlumeni aktivity ATPasy
(Stanley et al. 2010). V poslednich letech se porovnavaly letalni davky ethanolu u druha
Escherichia coli, Clostridium acetobutylicum a Saccharomyces cerevisiae. Druh S. cerevisiae
je v porovnani s ostatnimi druhy kvasinek a nékterych bakterii schopen tolerovat mnohem vyssi
koncentrace ethanolu, letalni davka ptfedstavuje zhruba 12—-14 % obj. alkoholu (Chen et al.

2011, Branduardi et al. 2013).
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Ukézalo se, ze aktivace genll kodujicich HSP nastdva nejen pfi teplotnim stresu, ale
nekteré HSP jsou tvotfeny jako odpovéd’ i1 na jiné stresové faktory, jako je pravé plsobeni
stresu jsou Hsp104 a Hspl2. Hsp104 pomahd opétovné skladdat a reaktivovat denaturované
proteiny a Hspl2 je protein chranici cytoplazmatickou membranu kvasinek pfed vysuSenim

a poruSenim v dusledku pusobeni ethanolu (Stanley et al. 2010, Estruch 2000).

2.3.3 Vliv pH

Pii kultivaci kvasinek nebo béhem celého fermenta¢niho procesu muze byt kvasné
médium kontaminovano bakteriemi. Bakterie vyuzivaji cukry k tvorbé kyseliny octové
a mlécné. Pokles cukri v médiu vyuzivanych bakteriemi vede k poklesu produkce ethanolu
kvasinkami. K zabranéni kontaminace miizeme provést fermentaci za nizkého pH (méné nez
pH 4). Pfi tomto pH mohou rist jen nékteré¢ druhy bakterii, avSak nizké pH miize negativné
ovlivnit i kvasinky. Dal§i moznosti je pfidani antibiotik nebo bakteriofaghh do média, ale tato
opatfeni se v dasledku vysoké ceny vyuzivaji pouze pii velkovyrob¢ ethanolu piedevsim
z lignocelulozové biomasy (Kadar et al. 2007, Narayanan et al. 2016). V pramyslové vyrobé
jsou do kultivacniho média pfidavany organické i anorganické kyseliny, které zabramuji
vyskytu kontaminace. Nizkym pH je negativné ovlivnéna jak vytéznost ethanolu, tak
i zivotaschopnost kvasinek. Proto je snahou védcu objeveni vhodnych kment S. cerevisiae,
které by tolerovaly nizké pH a zaroven produkovaly takové mnozstvi ethanolu, jako za

optimalnich podminek (Narayanan et al. 2016).

2.3.4 Oxidaéni stres

Kyslik je jeden z vyznamnéjSich biogennich prvki, ale zarovenn ma nékolik reaktivnich
forem (z angl. ,,reactive oxygen species‘“‘— ROS), které mohou byt ve vyssich koncentracich pro
kvasinkové buiiky toxické a mohou poskozovat n€které bunécné struktury, jako jsou proteiny,
lipidy ¢i nukleové kyseliny. V mnoha buiikéch jsou tyto aktivni reaktivni formy kysliku tvofeny
v disledku metabolickych pochodl (bunécna respirace, imunitni reakce, aj.), ale 1 po expozici
bunék ioniza¢nimu zateni ¢i specifickym chemikaliim a téZkym koviim. ROS zahrnuji jak volné
radikaly — hydroxylovy radikal, superoxid, peroxyl, hydroperoxyl, tak peroxid vodiku.
(Farrugia, Balzan 2012, Jamieson 1998). K vychytavani a eliminaci ROS maji bunky

specifické, ochranné, enzymové a neenzymové antioxidaéni mechanismy. Mezi dualezité
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antioxida¢ni enzymy patii naptiklad superoxid dismutaza, glutathion peroxidaza ¢i katalaza.
Superoxid dismutaza katalyzuje pfeménu superoxidového radikalu na kyslik a peroxid vodiku.
Glutathion peroxidaza je enzym, ktery pfeménuje peroxid vodiku na vodu. Katalaza rozklada
peroxid vodiku na kyslik a vodu. S. cerevisiae ma dva typy tohoto dilezitého enzymu — katalazu
A akatalazu T (Jamieson 1998).
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3 Metody separace organickych rozpoustédel

z fermentaé¢niho média

3.1 Destilace

Destilace je velmi Casto vyuZivand metoda pro oddéleni dvou a vice slozek roztoku
zalozena na odlisnych bodech varu slozek — rozdilech t€kavosti (Huang et al. 2008). Roztok ve
slozeni 55,5 % butanolu a 44,5 % vody tvofi azeotrop, jehoz teplota varu 93 °C je nizsi nez
teplota varu kazdé jednotlivé slozky (117 °C butanol; 100 °C voda) a proto je témétf nemozné
uplné oddélit obé slozky prostou destilaci a je nutné zvolit jinou, efektivnéjsi metodu destilace
¢i kombinaci dvou separa¢nich metod. Azeotrop je smés dvou kapalin, ktera je za urcitého tlaku
a teploty v rovnovaze s parami stejné¢ho sloZzeni. Obdobnym ptipadem je smés ethanol—voda,
ktera za tlaku 101,3 kPa tvoti azeotrop s 96 % ethanolu a bodem varu 78 °C (Offeman et al.
2006, Huang et al. 2014, Outram et al. 2017). Casto se prosta destilace kombinuje s n&jakou
dalsi separac¢ni metodou. V prvnim kroku je ze smési prostou destilaci obvykle oddélena vétsi
¢ast ethanolu a poté se pro separaci zbylého mnozstvi vyuziva naptiklad extraktivni destilace,
azeotropni destilace, kapalinova extrakce, membranova pervaporace ¢i adsorpce (Ramey, Yang
2004). Azeotropni destilace zahrnuje ptidani specifické latky do smési. Tato latka je schopna
ovlivnit molekularni interakce a eliminovat azeotrop zménou relativni t€kavosti a distribu¢niho
koeficientu nékteré ze slozek smeési. Nejcastéji se pro smes ethanol-voda vyuziva benzen,
toluen nebo cyklohexan. Benzen je také tradi¢ni ptidavanou latkou pii odvodiovani ethanolu.
Dalsim druhem destilace je extraktivni destilace, kde jsou vyuzivany extrakéni cinidla
s vysokou selektivitou pro danou latku a vysoky bodem varu. Jednim z nejpouzivanéjSich
extraktantl pro ethanol v extrakéni destilaci je ethylen glykol (Kosaric et al. 2011, Huang et al.
2008). Potencialnimi solventy pro extrak¢ni destilaci mohou byt i nejriiznéjsi iontové kapaliny
(vice v kapitole 3.4.1) (Neves et al. 2011). Do extrakéni kolony je pfivadéna smés ethanol—voda
v podobé pary a do horni ¢asti kolony extrakéni ¢inidlo. Ethanol je ze smési extrahovan

a odvadén do spodni ¢asti kolony a rafinat prochazi dal kolonou (obr. 4). (Huang et al. 2008).
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Obr. 4 Princip extraktivni destilace. Do prvni kolony (C1) je pfivadéna smés ethanol-voda a zarovei
extrakéni ¢inidlo. Rozpoustédlo s ethanolem je piivadéno do druhé destilacni kolony (C2), kde dochazi k oddéleni
slozek a recyklaci extrahovadla. Pievzato a upraveno z (Huang et al. 2008).

Destilace je metoda pomérné energeticky naro¢nd a oddéleni jednotlivych komponent
podobnych bodl varu sloZzek ve smési, nizkych koncentraci produkti, aj.). Proto se hledaji
vhodnéjsi separacni metody, které by byly levné a také efektivni. Pro provadéni kontinudlni
fermentace je potfebné najit takovou metodu, ktera nijak negativné neovlivni vitalitu

produkénich mikroorganismu (Marszalek et al. 2012).

3.2 Stripovani plynem

Stripovani plynem je jednoduchd separacni technika, kterou miizeme v pribchu
kvasného procesu odstraniovat tékavé produkty =z kultivaéniho média prostiednictvim
stripovaciho plynu. Stripovani lze provadét in situ za bézné fermentacni teploty, nevyzaduje
zadné drahé chemikalie ani membrany a diky kontinudlnimu odstraiiovani ethanolu mtzeme
pracovat s vysokou koncentraci cukrii (Ponce et al. 2015, Cardona, Sanchez 2007, Outram et
al. 2017). Proces je zalozen na probublavani stripovaciho (inertniho) plynu kvasnym médiem,
kterym jsou zachycovany té¢kavé produkty (ethanol, butanol, aceton) a odvadény z fermentoru
do kondenzatoru. Zde dochézi ke kondenzaci a naslednému rozdéleni smési na jednotlivé
slozky. Stripovaci plyn miize byt recyklovan a vyuzit pro dal§i separac¢ni cyklus (Lodi,
Pellegrini 2016, Ponce et al. 2015). Jako stripovaci plyn se nejcastéji pouziva dusik. Jako dalsi
plyny je mozno vyuzit i oxid uhli€ity ¢i vodik, které jsou produkovany ptfimo mikrobidlnimi
producenty béhem kvaSeni. Tyto plyny nazyvame jako tzv. fermentacni plyny. Oxid uhlicity

pomaha pii ethanolovém kvaseni sniZzovat koncentraci ethanolu v kultivaénim médiu.
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Stripovaci plyn neposkozuje buiiky, ale zpisobovat napénéni média. Dalsi parametry, které
mohou ovliviiovat G¢innost stripovaci techniky, jsou naptiklad teplota v pribéhu procesu,
velikost vytvarenych bublin, rychlost pritoku stripovaciho plynu médiem ¢i koncentrace
jednotlivych slozek smési (Lee et al. 2008, Ponce et al. 2015). Nejlepsi selektivity procesu je
dosazeno pii teploté 67 °C (Qureshi, Maddox 1991). Tato technika neni vhodna pro separaci
butanolu, protoze odstranuje ze smesi velké mnozstvi jak vody, tak butanolu a kviili snizené

selektivité vyzaduje vyssi spotfebu energie (Lodi, Pellegrini 2016).

3.3 Pervaporace

Pervaporace je jednou z membrdnovych separacnich technik, pti které dochazi
k molekuldrni interakci mezi selektivni membranou a slozkami kapalné organické smési.
Hybnou silou pro déleni smési je tlakovy, resp. koncentrani gradient na obou stranach
membrany. Nejprve probiha piedehiati smési na 60 °C a sorpce latky na povrch membrany
a diftzi pres vstupni stranu polymerni/anorganické membrany. Na opacné strané membrany je
permedt odpafovan a odsavan za vyuziti vakua proudem nosného plynu. Ziskana rozpoustédla
poté v chladici ¢asti zatizeni kondenzuji. Zbylé fermentujici buiiky, které ziistaly zachycené na
vstupni stran€¢ membrany jsou recyklovany zpét do fermentoru pro dalsi fermenta¢ni a nasledné
separacni proces (Huang et al. 2014, Garcia—Rios et al. 2016). Pervaporace se vyuziva nejen
pii separaci dvou a vice organickych komponent ze smési, ale i pti dehydrataci organickych

kapalin, a naopak jejich odstranéni z vody (Marszalek et al. 2012, Outram et al. 2017).

Ethanol i1 butanol jsou pomérné snadno misitelné s vodou, a proto je obtizné najit
takovou membranu, jez by byla pro specifickou slozku vysoce selektivni a nepropoustéla velké
mnozstvi vody. Pro tyto Gcely jsou vhodné hydrofobni typy membran. Selektivita membrany je
déana jejim slozenim a koncentraci rozpoustédla v médiu. VéEtsina publikovanych studii vyuziva
ploché nebo tubularni organické polymerni  polydimethylsiloxanové (PDMS)
a celuloza—acetat—butyratové (CAB) membrany. PDMS membrany jsou vysoce permeabilni,
selektivni a vhodnou modifikaci miZzeme ménit jejich separaéni vlastnosti.
Polyvinylidenfluoridové a polypropylenové membrany jsou v porovani s poly(l-
trimethylsilyl-1-propyn) (PTMSP) a PDMS membranami mnohem méné selektivni
a mechanicky odolné (Huang et al. 2014, Garcia—Rios et al. 2016, Outram et al. 2017). DalSim
hojné pouzivanym typem membran pro separaci butanolu jsou kapalné membrany. Vyhodou

kapalnych membran je nizka toxicita vii¢i produkénim mikroorganismiim, nebot’ je extrakéni
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¢inidlo (naptiklad vysoce selektivni trioktylamin) zakotveno v pérech nosné piepazky
a nedochazi tak k pfimému kontaktu ¢inidla s mikroorganismem (Hasal et al. 2007, Garcia—
Rios et al. 2016). V posledni fadé nesmime zapomenout na anorganické termostabilni
a mechanicky odolné zeolitové tubuldrni membrany, které vykazuji nejlepsi separacni faktor

(Huang et al. 2008).

3.4 Kapalinova extrakce

Kapalinova extrakce je vysoce selektivni, separacni proces, kdy mizeme pozadovanym
solventem extrahovat jednu nebo vice rozpusténych latek ze smési. Je zalozena na rozdilech
distribu¢nich koeficientli vzajemné€ nemisitelné vodné a organické faze. V naSem ptipadé¢ tvori
vodnou f4zi kultivaéni médium a organickou fazi extrakéni €inidlo s organickymi rozpoustédly.
Distribu¢ni (rozd€lovaci) koeficient je pomér rovnovaznych koncentraci rozpusténé latky ve
dvoufdzovém systému dvou omezené misitelnych kapalin. (Huang et al. 2014, Outram et al.

2017).

3.4.1 Extrakéni ¢inidla

Kritéria pro vybér extrakéniho solventu, kterd jsou nutnd brat v potaz, jsou napiiklad
cena, chemickd stabilita, viskozita, rozpustnost ve vod¢, separacni faktor ¢i distribuéni
koeficient, misitelnost s jednotlivymi fazemi, biokompatibilita s produkénimi mikroorganismy,
toxicita, bod varu &i zdravotni rizika a rizika pro Zivotni prostiedi (Huang et al. 2008). Zadné
z dostupnych ¢inidel nesplituje vSechny pozadavky dle predstav, a proto je nutné jednotlivé
solventy porovnat a nalézt vhodny kompromis. Munson a King sefadili jednotlivé ttfidy
organickych sloucenin podle rostouciho distribu¢niho koeficientu pro ethanol: uhlovodiky <
ethery < ketony < aminy < estery < alkoholy < karboxylové kyseliny (Offeman et al. 2006,
Munson, King 1984). Velikost distribu¢niho koeficientu rozpoustédel pro ethanol vyjadiuje
separacni ucinnost. Jestlize mame c¢inidlo s nizkym distribu¢nim koeficientem pro ethanol,
koncentrace vyextrahovaného ethanolu z fermentacniho média bude v extraktantu nizka,
a proto bude nutné pouzit mnohem vé&tsi objemy daného extrakéniho cinidla. DalSim
problémem pii vybéru extrakéniho ¢inidla je jeho toxicita vici kvasinkdm. Moznym feSenim
tohoto problému je pouziti netoxickych, ptirodnich organickych sloucenin, jako jsou mastné
kyseliny ziskané z rostlinnych a Zivoc¢iSnych tuki, avSak mastné kyseliny maji pro ethanol

nizky distribu¢ni koeficient (Boudreau, Hill 2006).
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Qun et al. prokazali, Ze metabolicka aktivita kvasinek souvisi i s poctem uhlikd
v fetézci dané extrakéni organické slouceniny ¢ili s jeji molekulovou hmotnosti. Testovali
n¢kolik uhlovodikovych rozpoustédel a zjistili, ze kvasinky jsou schopné mnohem Iépe
tolerovat dodekan oproti hexanu. Déle zjistili, ze kvasinky jsou vice odolné vii¢i hydrofobnim
rozpoustédlim. Hydrofilni organicka rozpoustédla mnohem vice vdzou vodu z kvasinkovych
bungk, ktera je pro spravnou funkci enzymii nezbytnd. Pti nedostatku vody dochazi k inhibici

enzymu a dehydrataci buiiky (Qun, Shanjing, Lehe 2002, Huang et al. 2014).

Potencialnimi extrakénimi €inidly pro butanol jsou naptiklad, n—dodekanol, chemicky
modifikované rostlinné oleje, glyceryl tributyrat, isopropylmyristat a ethylstearat. Tyto latky
maji vyrazn¢ vyssi body varu nez butanol, coz pfiznivé ovliviiuje separaci butanolu pomoci
destilace (Groot et al. 1990, Huang et al. 2014). Vhodnym extraktantem je rovnéz oleyl alkohol
(oktadec—9—en—1—ol), protoze ma skvely distribucni koeficient pro butanol a vuci

mikroorganismim vykazuje velmi nizkou toxicitu (Outram et al. 2017).

3.4.2 Pertrakce

Nejvétsim problémem extrakce kapalina—kapalina je inhibi¢ni az letdlni charakter
jednotlivych pouzitych extrakénich ¢inidel vici produkénimu mikroorganismu (viz kapitola
2.3) ¢i tvorba emulzi. Tyto problémy mohou byt odstranény pouZitim membrany, kterou
umistime mezi kultivacni médium a organickou fazi. Toto ,,vylepSeni* extrakce se oznacuje
jako pertrakce. Extrakéni €inidlo je oddéleno od fermenta¢niho média, butanol difunduje skrz
membranu a poté dochdzi k extrakci. Pertrakce zabranuje piimému toxickému plsobeni
extraktantu na bunky, a proto mize byt pouzito i toxické €inidlo s vysokym distribu¢nim
koeficientem a selektivitou pro pozadovany alkohol (Huang et al. 2014). Podminkou Gspésné
separace je pouziti takového typu membrany, ktery by byl vysoce selektivni pro ethanol nebo
n-butanol (musi dochazet k diftzi téchto alkoholi membranou piednostné v porovnanim
s ostatnimi slozkami). Jednim z nejvhodnéjSich typt membran pro separaci jsou silikatové ¢i

polypropylenové membrany (Lee et al. 2008, Fribert et al. 2013, Outram et al. 2017).

3.4.3 Extraktivni fermentace

Kombinace extrakce kapalina—kapalina a fermentacniho procesu je tzv. extraktivni

fermentace. Principem extraktivni fermentace je ¢astecné odstraiiovani vzniklého kvasného
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ethanolu nebo butanolu vhodnym s vodou omezené misitelnym organickym rozpoustédlem
in situ béhem fermentace. Inhibice bun€k produktem kvaseni je zde vyrazné snizena a tim se

zvySuje produktivita daného mikroorganismu (Huang et al. 2014).

3.4.4 Kapalinova extrakce iontovymi kapalinami

V soucasn¢ dobé je pfedmétem zdjmu také kapalinova extrakce pomoci iontovych
kapalin (z angl. ,,ionic liquids* ILs). ILs jsou slou€eniny organickych kationtl a anorganickych
¢i organickych aniontil s ¢asto nizSim bodem tani, nez je 100 °C. Podle struktury je délime do
nékolika skupin. Jsou to pfedevsim slouceniny, které obsahuji kvartérni dusik, fosfor nebo siru
¢ili kvartérni amoniové, imidazoliové, pyridiniové, kvartérni fosfoniové a sulfoniové soli (obr.
5). Existuji 1 specialni ILs s teplotu tani nizsi, nez je laboratorni teplota (pod 25 °C). Obecné
ILs disponuji celou fadou fyzikalné—chemickych vyhod — jsou vysoce termostabilni, relativné
malo toxické a tékavé, nehoflavé, maji skvélé solvatacni vlastnosti, vysokou separacni
schopnost a vyssi hustotu nez néktera organicka rozpoustédla a voda. Fosfoniové soli jsou
v porovnani s imidazoliovymi solemi levné&j$i a stabilnéjsi, ale vykazuji nizsi hustotu, nez ma
voda. Vi¢i mikroorganismiim jsou také méné toxické, protoze imidazoliové soli maji mimo
jiné ve farmaceutickém pramyslu Siroké antibiotické u¢inky (Neves et al. 2011). Konkrétnim
ptikladem nejcastéji testovanych a zaroven komeréné dostupnych ILs jsou naptiklad 1-butyl—
3-methylimidazolium chlorid ((BMIM]‘[CI]"),1-butyl-3-methylimidazoliumhexafluorofosfat
([BMIM]'[PF6]"), Aliquat 336 (trioktylmethylammoniumchlorid). ILs lze kromé& separa¢nich
metod vyuzit i ve farmaceutickém primyslu, jako reakéni prostiedi pro rozpousténi plynd,

katalyzatory v syntetickych reakcich ¢i elektrolyty (Wang et al. 2010, Huang et al. 2014).

Ry

(a) (b) (e) (d)

Obr. 5 Priklady struktur vybranych iontovych kapalin. (a) imidazolové, (b) pyridinové, (c) kvartérni
amoniové, (d) kvartérni fosfoniové soli. Pfevzato a upraveno z (Wang et al. 2010).
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3.5 Adsorpce

Adsorpce je metoda, kterou Ize G€inné odstranit ethanol ¢i butanol z média za vyrazné
mensi spotfeby energie. Adsorbce je charakterizovdna tzv. adsorpéni rovnovahou, kterd
vyjadiuje zdvislost koncentrace adsorbovanné latky na teploté a tlaku. Principem metody
je nekovalentni vazba slozek plynné nebo kapalné smési na povrch pevné latky (adsorbentu)

(Huang et al. 2014).

Vhodnymi anorganickymi adsorbenty jsou napfiklad hlinitokiemicitd — zeolitova
molekularni sita s velikosti pord 0,30 nm, kterd jsou vhodnd pro zachyceni poldrnich
rozpoustédel. Velikost molekul ethanolu se pohybuje okolo 0,44 nm, zatimco molekuly vody
jsou mensi, nez je samotna velikost port. Pii vyssich teplotach dochéazi k velmi silné adsorbci
vody na zeolit, coz je jeden z problému pti pouziti t€chto adsorbentii (Huang et al. 2008). Dalsi
hojné vyuzivané adsorbenty jsou silikalit, chlorid lithny, polyvinylpyridin ¢i aktivni uhli.
Silikalit (molekulové sito na bazi kiemicitanli) 1ze snadno zregenerovat zahiatim na teplotu 200

°C (Qureshi et al. 2005, Outram et al. 2017).

Qureshi et al. experimentalné prokazali, ze adsorpcni technika vyzaduje k separaci
butanolu energii okolo 8,1524 kJ/kg butanolu, coz je ptiblizn¢ 3x méné energie nez u metody
stripovani plynem (24,2270 kJ/kg butanolu) a cca 2x mén¢ energie neZ u pervaporace (13,7896
kJ/kg butanolu) (Qureshi et al. 2005).
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie a pristroje

4.1.1 Pouzité chemikalie

D—gluk6za monohydrat — p.a, Pentas. r. 0., CeH1206.H20

Tris(2—ethylhexyl)amin >93 % — Tokyo Chemical Industry Co., C2sHs1N
Tri—n—oktylamin 95 % — ThermoFisher Scientific s. r. 0., [CH3(CH2)7]sN
Tritolylfosfat 90 % — Sigma—Aldrich Co., C21H2104P

Tributylfosfat >99 % — Lach—Ner s. r. 0., C12H2704P

Rostlinny olej Sunol (sluneénicovy) — Gold—Plus Company s. r. 0

Methylester rostlinného oleje — produkt reesterifikace rostlinného oleje Slunol
methanolem ziskany pii provadéni tlohy ,,ZISKAVANI ESTERU MASTNYCH
KYSELIN A GLYCEROLU Z ODPADNIHO FRITOVACIHO OLEJE* v rémci
laboratornich cvieni z pfedmétu Laboratof z chemickych technologii C090, UEnviChl,
UPa

Tricaprylylmethylammonium chlorid (Aliquat 336) — Sigma—Aldrich Co., C2sH48CIN
Rewoquat WE 18 — Brenntag CR spol. s. r. 0.

Kyselina olejova 90 % — Sigma—Aldrich Co., C17H33COOH

Parafinovy olej — Sigma—Aldrich Co., CnH2n+2 n=16~24

Cyklooktan >99 % — Sigma—Aldrich Co., CgHis

1-oktanol — >99 % — Sigma—Aldrich Co., CgH10

Hydroxid sodny — PENTA s. r. 0., NaOH

Jodid draselny — PENTASs. r. 0., Kl

Siran méd’naty pentahydrat — LACHEMA a. s., CuS0O4.5H20

Vinan sodno—draselny — Lach—Ner s. r. 0., C4Hs06KNa.4H20

Skrob (rozpustny) — LACHEMA s. s., (CgH100s)n

Kyselina sirova 96 % — Lach—Ner s. r. 0., H2SO4

Demineralizovana voda — H.O

Ovocné vino Moje biele/bilé — Wajda a. s.

Fyziologicky roztok — 0,9 % vodny roztok chloridu sodného (ptipraveno v laboratotich
KBBYV, UPa) — Pentas. r. 0., NaCl

Karbolfuchsin — Sigma— Aldrich co.
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e Lugoluv roztok — fedény roztok jodu a jodidu draselného (pripraveno v laboratotich
KBBV, UPa)
e Violet krystalova — PENTA s. 1. 0.

4.1.2 YPD bujén

e Pekaiské drozdi (Saccharomyces cerevisiae) — Uniferm GmbH & Co. KG
e Yeast extract — HiMedia Laboratories

e Pepton — HiMedia Laboratories

YPD bujén obsahuje 10 g kvasni¢ného extraktu, 20 g peptonu, 20 g gluk6ézy na 1 litr
destilované vody. Pro ptipravu pevné pidy se obvykle pridava 15 g agaru. Pro zabranéni
kontaminace je nutné pfipravené médium sterilizovat v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu

minimalné 20 minut.

4.1.3 Methylenova modi ve fosfatovém pufru pH 4,6
e Praskova modi methylenova — Lach—Ner s. r. 0.; C16H1sCIN3S.aq
¢ 0,2 M Dihydrogenfosfore¢nan draselny — Penta s. r. 0., KH2POg4
e 1 M kyselina chlorovodikova — Lach—Ner s. r. 0., HCI

Pro ptipravu 200 ml vodného roztoku methylenové modii 1:5000 bylo 0,02 g praskové
methylenové modii rozpusténo ve 100 ml destilované vody. Déle bylo navazeno 2,72 g 0,2 M
KH2POy4 a rozpusténo v 100 ml destilované vody. Takto ptipraveny roztok KH2PO4 byl upraven
1 M HCl na pH 4,6 a smichén s vodnym roztokem pfipravené methylenové modii (Demnerova

2001).

4.1.4 Pristroje

e FElektromagnetické michadlo se StarFish nastavcem Heidolph — Fisher Scientific s.r.o.
e Plynovy chromatograf GC-2025, Shimadzu

e Laboratorni vahy — Kern & Sohn GmbH

e Mikropipeta 220 pl — Fisher Scientific s.r.o.

e Svételny mikroskop Nikon Eclipse E200-LED — Nikon Instruments Europe B.V.
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e Autoklav — BMT Medical Technology s.r.o.

e B¢zné laboratorni sklo a plastové pomucky

4.2 Testovani toxicity extrak¢nich Cinidel

Cilem test bylo experimentalni ovéfeni toxicity vybranych extrakénich Ccinidel
omezen¢ misitelnych s vodou vici kvasinkovym buitkdm. Tento krok je dilezity pro zizeni
vybéru extrak¢nich Cinidel, které by bylo mozné vyuzit k extrakci produkovaného bioethanolu
z fermentacniho média. V ptipravenych vzorcich byl ur¢en pomoci tzv. vitalniho barveni pomér
zivych a mrtvych bun€k v procentech (Trogl 2008). Jestlize budou kvasinkové buiiky schopné

veer

experimenty.

4.2.1 Priprava kultiva¢niho média

Do 5 sterilnich ban¢k umisténych na elektromagnetickém michadle se StarFish bylo
pridano vzdy 2 g ¢erstvych pekatskych kvasnic (Saccharomyces cerevisiae), 4 g monohydratu
D—glukézy a 200 ml destilované vody. Kultivace kvasinek a alkoholové kvaSeni probihaly 24
h za teploty 25 °C a otackach 280 rpm.

4.2.2 Pridavky jednotlivych ¢inidel

Do 4 piipravenych ban¢k s Zivnou pidou a kvasinkami bylo po 24 h pfidiano 4 g
monohydratu D—glukézy a vytdrovanym odmérnym véleCkem piesné 10 ml kapalnych
extrak¢énich ¢inidel s velmi malou viskozitou (tris(2—ethylhexyl)amin, tri—n—oktylamin,
tritolylfostat, tributylfosfat). Po kazdém ptidavku pozadovaného ¢inidla byl odmérny valecek
vyplachnut ethanolem. Do paté banky bylo ptidano pouze odpovidajici mnozstvi glukdzy a tato
baiika slouZzila jako blank ¢. 1 (tzn. Ze banika neobsahovala Zadné extrakéni €inidlo). Z kazdé

banky byly po 72 h odebrany vzorky pro vitalni barveni.

Nasledujici tyden probehla série pokust s dal§imi vybranymi organickymi
rozpoustédly. Zacatek experimentu probihal stejné jako u ptedchozich. Prvni dvé Cinidla —

rostlinny olej a methylester rostlinného oleje byly do ban€k piidany po 10 ml vytarovanym
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odmérnym valeckem. Do tieti baniky bylo pfidano 10,08 g Aliquatu 336 a do c¢tvrté 10,03 g
Rewoquatu WE 18. Oproti pfedchozim ¢inidliim nebylo mozné tyto dvé pfidavat odmérnym
valeckem, protoze Aliquat 336 je velmi viskozni kapalina a Rewoquat WE 18 je viskozni tuha
latka, a proto byly pro pfesné zméteni hmotnosti ptidavkil vyuzity laboratorni vahy. Z kazdé

baiiky byly po 72 h opét odebrany vzorky pro vitalni barveni.

Tteti tyden byla testovana posledni ¢tvetice extrakénich ¢inidel a blank €. 2. Po piidavku
4 g glukozy bylo do jednotlivych ban€k pfidano 10 ml kyseliny olejové, parafinového oleje,
cyklooktanu a 1—oktanolu. Posledni baiika byl blank ¢. 2, ktery obsahoval optimalni mnozstvi
glukozy, vitamint a dalSich zivin potfebnych pro fermentacni proces (batika s YPD bujonem)

(Demnerova 2001).

4.2.3 Vitalni barveni kvasinek

Vitélni barveni je pouzivano pro urceni poctu zivych a mrtvych bunék. Zvolené barvivo
obarvi pouze mrtvé bunky, protoZe jejich cytoplazmatickda membrana je po smrti pro barvivo
vice propustna. K barveni se nej¢astéji vyuziva methylenova modi ve vhodném pufru o pH 4,6

(fostatovy pufr) (Trogl 2008).

Kazdy vzorek byl pred vlastnim barvenim 5x zfedén fyziologickym roztokem. Na
podlozni mikroskopické sklicko byla nanesena kapka suspenze kvasinek. K tomu byla
piikapnuta kapka piredem piipravené methylenové modii ve fosfaitovém pufru o pH 4,6
a suspenze se priklopila krycim sklickem. Roztok methylenové modii je sdm o sob& pro
kvasinky toxicky, a proto je nutné pocitani bun¢k provést ihned. Kvasinky byly pozorovany
pod optickym mikroskopem pii zvétSeni 400x ve svétlém poli. V 10 zornych polich se spocitaly
zivé (neobarvené) a mrtvé (obarvené) bunky a déle byl vypocitan jejich primérny procentualni

obsah (tab. 3).

4.2.4 Barveni dle Grama

Gramovo barveni je vyuzivano pro odliSeni grampozitivnich a gramnegativnich
bakterii. Tyto bakterie se lisi strukturou bunécéné stény. Bunécna sténa grampozitivnich bakterii
obsahuje velké mnozstvi peptidoglykanu a kyseliny teichoové a proto je zabranéno vymyvani
roztoku krystalové violeti a jodu, které prochazeji do butiky a uvnitt spolu tvoii modry komplex.

Proto se grampozitivni bakterie zbarvi dle Grama modie. Bunécnéd sténa gramnegativnich
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bakterii obsahuje pouze malé mnozstvi peptidoglykanu a také postrada kyselinu teichoovou.
Pti promyvani preparatu alkoholem dochdzi k vymyti komplexu krystalové violeti s jodem
a odbarveni gramnegativnich bakterii. Pro vizualizaci se tyto bakterie dobarvuji

karbolfuchsinem. Gramnegativni bakterie maji cervené zbarveni.

Na podlozni mikroskopické sklicko byla nanesena kapka fyziologického roztoku, ve
kterém byla rozetiena kvasinkova suspenze. Po vysuSeni byl vzorek fixovan protazenim
v plameni. Na fixovany preparat bylo naneseno nékolik kapek krystalové violeti a barvivo se
nechalo ptisobit 30 sekund. Poté byl na 30 sekund ptidan Lugoliiv roztok. Po odliti smési
roztoki byl preparat oplachnut alkoholem, vodou, a nakonec byl dobarven nékolika kapkami
karbolfuchsinu po dobu 1 minuty. Preparat byl pozorovan pro imerznim olejem pii zvétSeni

1000x (Trogl 2008).

4.3 Extraktivni fermentace

Principem extraktivni fermentace je Castecné odstraitovani vzniklého kvasného ethanolu
vhodnym s vodou omezené misitelnym organickym rozpoustédlem béhem kvaseni.
Produktivitu procesu Zivotaschopnost kvasinek 1ze ovlivnit kontinudlnim ptidavanim glukozy
a zivin do média v pribéhu kvaSeni. Velkou nevyhodou extraktivni fermentace je riziko
bakterialni kontaminace média. Tyto bakterie mohou negativné ovlivitovat vitalitu kvasinek

a cely fermentaéni proces. (Kadlec 2002, Kosaric et al. 2011).

4.3.1 Extraktivni fermentace tritolylfosfatem s recyklaci kvasinek

Na zaklad¢ vysledkt z vitdlniho barveni (tab. 3) byla pro tento pokus vyuzita batika
s tritolylfosfatem. Kvasinky, které byly pouzity v pivodnim kvasném procesu, kde byla
testovana toxicita ¢inidel, byly odseparovany a spole¢né s vodnou fazi znovu pouzity pro
extraktivni fermentaci tritolylfosfatem. Vodna vrstva s kvasinkami byla pienesena do nové
banky, do které bylo soucasn¢ piidano 8 g glukdézy. Bylo sledovdno, zda fermentacni proces

bude s recyklovanymi kvasinkami opét probihat.
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4.3.2 Extraktivni fermentace pomoci smési

Do 5 ban¢k bylo piipraveno 200 ml sterilntho YPD bujéonu. Do kazdé banky byly
ptidany 2 g pekaiskych kvasnic a kultivace probihala za laboratorni teploty po dobu 24 h pfti
otackach 160 rpm. Po 24 h bylo do ctyfech banék piidano 56 g glukdzy, 2 g pekaiského drozdi
a 50 ml smési €inidel v poméru 1:1 (tritolylfosfat/ slune¢nicovy olej; tritolylfosfat/ methylester
rostlinného oleje; tritolylfosfat/ kyselina olejova; tritolylfosfat/ parafinovy olej). Posledni baika
slouZzila jako blank. Po 48 h byla v délicce v prvnich dvou bankéach oddélena vodna faze od
organické faze. Vodna faze byla pouZita pro stanoveni zbytkového mnozstvi glukozy dle

Schoorla (kap 4.7).

V bankéach, kter¢  obsahovaly smés tritolylfosfat/kyselina  olejova a
tritolylfosfat/parafinovy olej byla provedena opakovana extrakce s pfidavkem 10 g glukézy
a 50 ml smési ¢inidel do vodné faze. Po 96 h byla v d€licce znovu oddélena vodna faze pro
stanoveni zbylého mnozstvi glukézy dle Schoorla. Zaroven bylo provedeno i vitalni barveni

kvasinkovych bun¢k pro zhodnoceni jejich mortality.

4.4 Produkce maximalniho mnozstvi ethanolu

Cilem testu bylo dosazeni maximalni mozné koncentrace kvasného ethanolu v médiu
a separace vzniklého kvasného ethanolu smési extrakénich ¢inidel. Je vSak nutno uvazit fakt,
ze s vysSim obsahem glukézy v médiu vzristaji i objemova procenta ethanolu. Kone¢na
koncentrace ethanolu, kterda miize byt maximalné okolo 13 % obj., je pro cely kvasny proces

limitujicim faktorem. Zaroven byla sledovana mortalita kvasinkovych bunék.

Fermentace zacinala s pomérné vysokou koncentraci sacharidii v médiu. Do dvou ban¢k
bylo ptiddno po 100 ml YPD bujonu, 48 g glukdzy, 3 g pekatského drozdi, 25 ml tritolylfosfatu
a 25 ml daného cinidla (parafinovy olej, kyselina olejova). Tteti barika slouzila jako blank. Do
¢tvrté baiky bylo misto kultivaéniho média pfidano 100 ml neutralizovaného hydrolyzatu
papiroviny, 50 g glukézy a 3 g kvasnic. Po 48 hodinach bylo do kazdé¢ baiky ptidano 25 g
glukézy 1 odpovidajici mnozstvi zivin a provedlo se vitalni barveni pro priibéznou kontrolu
mortality kvasinek. Po tydnu bylo pfidano dalSich 25 g gluk6zy a fermentace probihala dalSich
nekolik dni az do doby, kdy doslo k vymfieni celé populace kvasinek. Poté byla oddélena
organicka faze obsahujici smés pouzitych organickych rozpoustédel od vodné faze. Titraéné

byl vyhodnocen zbytek nezreagované glukdzy.
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Experiment byl rovnéz proveden v baiice, ktera jako extrak¢ni ¢inidlo obsahovala ¢isty
tritolylfosfat. Do batiky bylo pfidano 100 ml YPD bujonu, 25 g glukézy, 3 g pekatskych kvasnic
a 20 ml tritolylfosfatu. Stejné¢ jako u predchozich experimenti bylo do banky ptidavano

pozadované mnozstvi glukozy a zivin a sledovala se maximalni mozna doba fermentace.

4.5 Kontinualni proces

Kontinuélni proces fermentace je zaloZen na kontinudlnim ptfiddvani glukézy, peptonu
a kvasni¢ného extraktu do kultivaéniho média a zaroven sniZovani obsahu kvasného ethanolu
extrakci pomoci vybranych rozpoustédel. Pfizivovani média by mohlo umoznit snadnéjsi
propagaci kvasinek a prodlouzeni doby fermentace a ¢astecna separace ethanolu by pomohla
zlepSit jejich vitalitu a eventudlné sniZit negativni efekt pisobicich vzniklych vedlejSich

produktt i ethanolového stresu na kvasinky.

Do specialni baiiky s bo¢nim vyvodem bylo ptidano 250 ml YPD bujonu, 100 g glukozy,
6 g kvasinek a 60 ml pfedem pfipravené smési tritolylfosfatu s parafinovym olejem v poméru
1:1. Kontinudlné byla pfiddvana glukéza, kvasni¢ny extrakt a pepton. Po nékolika dnech
fermentace byla také oddélovana organickd faze smési extrak¢nich ¢inidel a pfidana nova. Byla
stanovena objemova procenta kvasného ethanolu ve vzorku a zaroveii byla sledovana celkova

doba kvaseni a zivotaschopnost kvasinek v porovnani s blankem.

4.6 Extrakce ethanolu z vina

Byla provedena extrakce ethanolu z ovocného vina €istym tritolylfosfatem, a také smési
tritolylfosfatu s parafinovym olejem. Do délici nalevky bylo pfidano 100 ml vina a 30 ml smési
tritolylfosfatu s parafinovym olejem. Tiepanim byl po dobu 5 minut extrahovan ethanol. Stejny
pokus byl proveden s 30 ml tritolylfosfatu. Poté byly organické a vodné faze oddéleny pro
kvantitativni analyzu extrahovaného ethanolu. Pro ovéfeni uvedeného mnozstvi ethanolu ve

ving, které bylo cca 10 %, byl rovnéz analyzovan vzorek Cistého ovocného vina pred extrakci.

4.7 Stanoveni glukozy dle Schoorla

Pomoci aldehydickych skupin redukujicich sacharidii je redukovana dvojmocnd méd’

obsazena ve Fehlingove roztoku na oxid méd’'ny. Jestlize je roztok okyselen kyselinou sirovou,
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jsou z komplexu uvolnény nadbytecné méd’naté ionty, které mlzeme stanovit jodometricky

podle rovnice:
2 CuSO4+4 Kl < 2 Cul +2 K»SO4 + 12
Uvolnény elementarni jod je titrovan roztokem thiosiranu sodného:
I + 2 NaxS203 <= 2 Nal + NaxS40¢

Nejdiive byl rozpusténim 6,93 g krystalického pentahydratu siranu méd’natého ve 100
ml destilované vody pfipraven Fehlinglv roztok I a Fehlingliv roztok II rozpuSténim 36,4 g
vinanu sodno-draselného a 10 g hydroxidu sodného ve 100 ml vody. Do titracni banky bylo
napipetovano 10 ml Fehlingova roztoku I, II, 5 ml pfesné¢ odméfeného vzorku vodné faze se
sacharidem a sm¢s byla doplnéna na celkovy objem 50 ml odpovidajicim mnozstvim vody.
Roztok byl kratce povatren ve vodni 1azni a poté byl ochlazen pod tekouci vodou na laboratorni
teplotu. K ochlazenému roztoku bylo ptidano 3 g jodidu draselného rozpusténého v 10 ml vody,
10 ml zfedéné kyseliny sirové (1:4) a vznikly tmaveé hnédozeleny roztok byl titrovan 0,05 M
thiosiranem sodnym do svétlejsiho odstinu. Poté bylo pfidano n¢kolik kapek 1 % roztoku
Skrobu v nasyceném roztoku NaCl a smés byla dotitrovana dal§im pifidavkem thiosiranu
sodného do svétle razového az mlécného zbarveni. Za stejnych podminek se provedl slepy
pokus, kdy misto vzorku byla do titra¢ni baiiky ptidana voda a zjistovalo se celkové mnozstvi
medi. Titrace byly pro kazdy vzorek i slepy pokus provedeny dvakrat. Podle rozdild spotieb
odmérného roztoku thiosiranu sodného u slepého pokusu a vzorku byl stanoven objem
spotfebované¢ho thiosiranu sodného, ktery odpovida koncentraci daného sacharidu dle

Schoorlovy tab. 1 (Kas et al. 2005).

Tab. 1: Mnozstvi glukozy ve vzorku v zavislosti na rozdilu spotieb odmérného roztoku
thiosiranu sodného pfi slepém pokusu a stanovenim vzorku podle Schoorlovy metody

0,05 M 0,05 M 0,05M
N Glukosa N2:S,01 Glukosa N Glukosa
[ml] [mg] [ml] [mg] (ml] [mg]
1 3,2 8 25,6 15 49,3
2 6,3 9 28.9 16 52,8
3 9,4 10 32,3 17 56,3
4 12,6 11 35,7 18 59,8
5 15,9 12 39,0 19 63,3
6 19,2 13 42.4 20 66,9
7 22,4 14 45,8 21 70,25
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4.8 Kvantitativni analyza ethanolu

Pro kvantitativni stanoveni ethanolu v organické fazi byla vyuzita plynova
chromatografie s pfimym nastfikem vzorkti a pro analyzu vodnych fazi metoda statické
headspace. Obecné je plynova chromatografie jednou ze separa¢nich metod, které se pouzivaji
k separaci slozek vzorku mezi dvé vzajemné nemisitelné faze — staciondrni a mobilni. Vzorek
je unaSen mobilni fazi a jeho slozky interaguji se stacionarni fazi a rozdé€luji se na zdkladé
rozdilné afinity ke staciondrni fazi. Metoda headspace je zalozena na rozdilné t€kavosti
jednotlivych slozek vzorku. Vzorek je naddvkovan do vialek, které jsou uzavieny kovovym
vickem s pryzovym septem. Lahvicka je temperovana a po ustdleni rovnovahy mezi kapalnou
a plynou fazi, kterd se nachazi v tzv. ,hlavovém® prostoru, je pro analyzu na plynovém

chromatografu pomoci autosampleru odebrano presné definované mnozstvi plynné faze.

Pro stanoveni obsahu ethanolu ve vodnych a organickych fazich byly do odmérnych
ban¢k pripraveny série kalibranich roztokl ethanolu ve vodé a ethanolu v tritolylfosfatu.
Analyza vzorkt byla provedena na plynovém chromatografu GC-2025 s autosamplerem AOC-
5000 plus. Z naméfenych hodnot pro standardy byla sestavena kalibra¢ni pfimka a dopocitaly

se hmotnostni procenta ethanolu obsazené¢ho ve vzorcich (tab. 2).

Tab. 2: Namétené plochy pikll jednotlivych vzorka a standardl potfebné pro vyhodnoceni
obsahu ethanolu

V;‘;{Sk Primér | 1. méfeni | 2. méfeni | 3. m&feni | 1. m&feni | 2. m&feni | 3. méfeni
1 15,01 15 13,68 1634 | 5262945 4762681 5767 111

2 1682 | 17.86 1552 1709 | 6337353 5455761 6047788

3 1492 | 1512 1475 1488 | 5308401 5165827 5214684

4 9,61 9,66 9,42 9,74 | 3249760 | 3157500 3280303

5 1054 975 1051 1135 | 3282600 3571004 | 3887077

6 1688 | 1842 1571 165 | 6549259 5527554 5827585

7 1874 | 18,12 19,27 1884 | 6436173 6870485 | 6708319
Ovocné vino | 1043 | 1141 9,36 1051 | 3909558 3134363 3570 666
Standard 1 | 2,66 i 2.8 252 | 1538843 664270 | 559677
Standard2 = 5,62 5,53 6,13 52 | 1692589 1920189 1567715
Standard3 = 8,92 8,5 9,51 877 | 2812021 | 3192642 2912028
Standard 4 = 11,28 | 10,68 12,06 111 | 3632961 4153132 3792335
Standard 5 = 16,07 | 16,07 16,31 1582 | 5666061 5756168 @ 5570019

2 Cervena hodnota je odlehla a pro vyhodnoceni obsahu ethanolu nebyla pouzita
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Toxicita extrakénich ¢inidel

Zvoleni vhodného rozpoustédla s minimalni toxicitou a maximalni extrakéni kapacitou
(vysokym distribu¢nim koeficientem) je kliCovym krokem pro provedeni extraktivni
fermentace. Distribu¢ni koeficienty ziskané z literatury riznych solventt pro vybrané produkty
fermentacnich procest jsou uvedeny Vv ptilohach (piiloha 1). Pomoci vitalniho barveni byla
urCena toxicita vybranych extrakénich ¢inidel vii¢i kvasinkovym bunkam (obr. 6). Vysledky
jsou shrnuty v tab. 3. Veskeré vysledky je nutno brat pouze orientacné€, protoze urcita ¢ast
mrtvych bunék ve vzorcich je ddna absenci potfebnych zivin a vitaminl v kultivacnim médiu
(ptikladem jsou vysledky v blank ¢. 1). Pfesné poéty veskerych mrtvych a zivych bunék ve

vzorcich napocitanych v 10 zornych polich jsou uvedeny v ptilohach.

Obr. 6 Ukazka vitalniho barveni bunék S. cerevisiae. Modie jsou obarveny mrtvé kvasinkové burtiky,
zivé zustavaji neobarveny. Pozorovano optickym mikroskopem pfi zvétSeni 400x ve svétlém poli. Laboratote
KBBV, UPa.

Jako prvni skupina rozpoustédel byly vybrany latky, které se vyuzivaji pii vyrob¢ plastu,
natér, laka, barev. Tributylfosfat a tritolylfosfat slouzi jako plastifikatory v nitroceluloze
a akrylatovych lacich. Tris(2—ethylhexyl)amin a trioktylamin jsou vyznamné aditiva
natérovych barviv a lakl. S vyjimkou tris(2—ethylhexyl)aminu maji vSechny vysoky bod varu
(tributylfosfat b. v. 289 °C; tritolylfosfat b. v. 265 °C; trioktylamin b. v. 365 °C; tris(2—
ethylhexyl)amin b. v. 163 °C). Spole¢nou vlastnosti t€chto ¢inidel je velmi mala rozpustnost ve

vodé. Jsou také vysoce toxické a zdravi Skodlivé pii poziti (veskeré informace dostupné
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prostiednictvim elektronickych databazi ChemicalBook © 2016, Sigma—Aldrich Co. © 2017).
Vysoka toxicita tii ¢inidel byla potvrzena, avsak prekvapivy vysledek poskytl tritolylfosfat, kdy
podil mrtvych bun¢k ve vzorku byl 68,4 %. Tritolylfosfat je tedy prvnim vybranym extrakénim

¢inidlem, které bylo v dalSich experimentech vyuZivano.

I—oktanol je omezen¢ misitelny s vodou a ma vysoky distribu¢ni koeficient pro ethanol,
avsak stejné jako tfi z vySe uvedenych ¢inidel je pro kvasinky vysoce toxicky (Kim et al. 1999).
Je obecné znamym rozpoustédlem vyuZzivanym predevsim jako modelovy systém pro urceni
chovani organickych sloucenin ve dvoufazovém systému — stanovovani rozd€lovaciho
koeficientu oktanol/voda chemické latky. Bod varu tohoto alkoholu je 196 °C (dostupné
prostiednictvim elektronické databdze PubChem). Tanaka et al. testovali odolnost
imobilizovanych kvasinek na algindt vapenatém gelu v kombinaci s ricinovym oleje vici
oktanolu. Ve svém pokusu prokazali, ze kombinace vhodného oleje a adsorbentu ma v malé
mife nejen protektivni charakter vii¢i nejen toxickému piisobeni oktanolu, ale 1 antimikrobialni
aktivitu (Tanaka et al. 1987). Cyklooktan je opé€t s vodou témét nemisitelna kapalina s bodem
varu 151 °C. Vyuziva se predevSim v syntetické chemii (dostupné prostfednictvim
ChemicalBook © 2016). Pro extraktivni fermentaci se jevi jako nejméné vhodné ¢inidlo ze
vSech testovanych, a to nejen kviili svému letalnimu ucinku na kvasinkové buiiky, ale také kvali

nejvyssi schopnosti tvofit s fermentaénim médiem emulze.

Dalsi dvé testované latky byly iontového charakteru. Prvni z nich je kvartérni amoniova
stl tricaprylylmethylammonium chlorid (Aliquat 336) s b. p. 225 °C. Aliquat 336 se pouZziva
predevsim jako adsorbent a katalyzator fazovych prenost. Playne a Smith ve svém vyzkumu
uvedli, Ze Aliquat 336 neni toxicky pro nckteré anaerobni bakterie (Playne a Smith 1983).
Tolerance Aliquatu kvasinkami byla velmi mala a ve fermentacnim médiu bylo nalezeno 79,2
% mrtvych bunck. Druha latka vazelinového charakteru byl Rewoquat WE 18, ktery se mimo
jiné pouzivd jako moderni, biologicky odbouratelny avivdzni prostiedek (dostupné
prostiednictvim Evonik Industries AG, © 2017). Kvili svému vyuziti nebyla piredpokladana
vysoka toxicita vici kvasinkam. Tento pfedpoklad byl vyvracen a kvasinky nebyly schopné

v prostfedi Rewoquatu WE 18 pftezit.

Rostlinné oleje a methylester rostlinného oleje jsou zdravi neSkodné, netoxické
kapaliny, avSak jejich nevyhodou je v porovnani s ostatnimi rozpoustédly horSi schopnost
extrakce ethanolu z kvasného meédia (Offeman et al. 2006, Kim et al. 1999). Tolerance

rostlinného oleje je velmi podobnd s methylesterem rostlinného oleje. Procentudlni podil
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mrtvych bunék ve vzorku s rostlinnym olejem byl 33,2 % mrtvych bun€k a ve vzorku
s methylesterem rostlinného oleje byl 31,5 % mrtvych bunék. Kyselina olejova je ve vodé
nerozpustnd, vyS$i nenasycenda karboxylovd kyselina, kterd je soucésti zivociSnych
a rostlinnych tukt i olejii. Bod varu této kyseliny je 194-195 °C (dostupné prostfednictvim
PubChem). Ctvrtym testovanym ¢&inidlem ze skupiny olejii byl parafinovy olej vyuzivany pro
farmaceutické a kosmetické tcely. Stejné jako fepkovy olej a jeho methylester mély kyselina
olejova 1 parafinovy olej podobné procentualni zastoupeni mrtvych bunck (kyselina olejova
34,6 %; 31,9 % parafinovy olej). Kyselina olejova i parafinovy olej tvotily s kultivaénim
médiem emulze, které byly pod mikroskopem viditelné ve formé olejovych kapicek, kolem

kterych byl viditelny shluk kvasinkovych bunék.

Jako blank bylo pouzito Cisté fermentacni médium bez pridavku ¢inidla. Blank €. 1
obsahoval optimalni mnozstvi gluk6zy. Blank €. 2 obsahoval nejen optimalni mnozstvi glukozy
pro fermentacni proces, ale i pepton a kvasni¢ny extrakt. V porovnani s blankem ¢. 1 bylo
prokazano, ze vitalitu kvasinek 1ze zlepsit obohacenim média o potiebné slozky, které poskytuji
potfebny uhlik, dusik, vitaminy a minerdlii. V blanku €. 1 bylo nalezeno 9,8 % mrtvych bunék,

kdezto blank ¢. 2 obsahoval pouze 9,1 % mrtvych bun¢k.

Tab. 3: Toxicita vybranych extrak¢énich €inidel vici kvasinkovym buiikam po 72 h

Vzorek ¢. Cinidlo ARl Toxicita
mrtvych bunék
1. Blank ¢. 1 9,8 % N
2. Tris(2—ethylhexyl)amin 100 % +++
3. Trioktylamin 100 % +++
4. Tritolylfosfat 68,4 % ++
S. Tributylfosfat 100 % +++
6. Rostlinny olej Sunol 31,5% +
7. Methylester rostlinného oleje 33,2% +
8. Aliquat 336 79,2 % +++
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9. Rewoquat we 18 100 % +++
10. Blank ¢. 2 9,1% N
11. Kyselina olejova 34,6 % +
12. Parafinovy olej 31,9 % +
13. Cyklooktan 100 % +++
14, 1-oktanol 100 % +++

+++ Vysoka toxicita (< 100 %), ++ Stiedni toxicita (< 70 %), + Mala toxicita (< 35 %),
— Netoxické (< 5 %), N bez ¢inidla

5.2 Vysledky extraktivni fermentace

Pii extraktivni fermentaci byl z média ethanol extrahovan pomoci Cistého tritolylfosfatu
tak, aby bylo zabranéno letdlnim Uc€inkliim ethanolu na kvasinkové bunky. Tritolylfosfat
s vyextrahovanym ethanolem byl odd€len od vodné vrstvy, kterd obsahovala zbylé zivé
kvasinky. Po ptidavku glukézy do vodné faze fermentacni proces opét probihal a podil mrtvych
bunék z celkového poctu zbylych zivych buncék byl 59,6 %. Predpoklada se, ze by zbylé
kvasinky mohly byt odolnéjsi vii¢i toxickému plsobeni tritolylfosfatu a geny pro rezistenci na

toto Cinidlo by mohly byt po ptidavku Cerstvych kvasinek pieneseny na dalsi generace.

Pti separaci organickych fazi smési tritolylfosfatu s rostlinnym olejem a tritolylfosfatu
s methylesterem rostlinného oleje od vodné faze byly tvofeny emulze a odd€leni fazi bylo velmi
obtizné. Nejsnazsi separace obou fazi byla u smési tritolylfosfatu s parafinovym olejem.
Oddéleni smési tritolylfosfatu s kyselinou olejovou od vodné faze byla také pomérné snadna
a kvili tomu byly pro opakovanou extrakci vyuzity zbylé vodné faze pouze téchto dvou
extrak¢nich smési. Celkovy objem piidanych extrakénich Cinidel byl 50 ml (1:1) na 200 ml

kultiva¢niho média.

Vitalnim barvenim kvasinkovych bunék, které se nachazely ve vodné fazi, bylo zjist€no
procentudlni zastoupeni mrtvych bunék ve vzorcich. Vysledky jsou shrnuty v tab. 4. Nejlepsi
vysledek poskytly batiky se smési tritolylfosfatu s fepkovym olejem a s methylesterem
rostlinného oleje, kdy pocet mrtvych bunék ve vzorcich byl 14,4 % a 19,7 %. Pocet mrtvych

bunék ve vzorcich tritolylfosfatu s kyselinou olejovou a s parafinovym olejem byl témét shodny
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—24,6 % a 24,4 %. Po druhé a tfeti opakované extrakci pomoci vybranych smési byly kvasinky

schopné stale pomérné dobie v prostredi ¢inidel piezit. Z hodnot pro blank vyplyva, ze letalni

koncentrace ethanolu ani po dalSich pridavcich glukdzy nebylo dosazeno a smrt kvasinek byla

pravdépodobné zplsobena vycerpanim zivin v médiu. Proto je nutné v dalSich experimentech

tyto Ziviny spole¢né s gluk6zou dodavat.

Tab. 4: Porovnani po¢tu mrtvych a zivych bunék pomoci vitalniho barveni v baiikach se smési
organickych rozpoustédel a blanku

Pocet mrtvych bunék ve vzorku v procentech
1. EXTRAKCE 2. EXTRAKCE 3. EXTRAKCE
Cinidlo Celkovy obsah Celkovy obsah glukozy Celkovy obsah
glukézy 60 g /200 ml 70 g /200 ml glukozy 80 g /200 ml
kultiva¢niho média kultivacniho média kultivacniho média
Tritolylfosfat
+ 14,4 % - -
fepkovy olej
Tritolylfosfat
+
Methylester 19.7% B -
rostlinného oleje
Tritolylfosfat
+ 24,6 % 39,5 % 45,7 %
Kyselina olejova
Tritolylfosfat
+ 24,4 % 32% 39,8 %
Parafinovy olej

Pocet mrtvych bun¢k Vv blanku po piidavku glukozy

Blank s celkovym obsahem
glukozy 60 g /200 ml
kultivacniho média

12,1 %

Blank s celkovym obsahem
glukézy 70 g /200 mi
kultivaéniho média

54,3 %

Blank s celkovym obsahem
glukozy 80 g /200 ml
kultivacniho média

62,5 %
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5.2.1 Stanoveni glukozy dle Schoorla

Ve vodné fazi jednotlivych vzorkli bylo titraéni metodou dle Schoorla stanoveno

zbytkové mnozstvi glukozy, kterd nebyla pii fermentaci spotfebovana pro pfeménu na

bioethanol. Pomoci Schoorlovy tabulky bylo z rozdili spotieb odmérného roztoku thiosiranu

sodného pii slepém pokusu a vzorka po zaokrouhleni ur¢eno mnozstvi glukozy v 5 ml vzorku.

Vysledky jsou shrnuty v tab. 5.

Tab. 5: Vyhodnoceni obsahu nezreagované glukézy ve vzorcich dle Schoorla

1. EXTRAKCE
(Celkovy obsah glukézy 60 g / 200 ml kultivaéniho média)
Rozdil spotieb
Spotteba thiosiranu sodného | Mnozstvi glukézy | Mnozstvi glukdzy
Cinidlo thiosiranu sodného | vzorku a slepého v 5 ml vzorku v 200 ml vzorku
[ml] pokusu [ma] [a]
[ml]
Tritolylfosfat
+ 44,2 44,6 8,45 28,9 1,156
fepkovy olej
Tritolylfosfat
* 33,9 34,6 18,6 63,3 2,532
methylester
rostlinného oleje
Tritolylfosfat
+ 48,5 48,8 4,2 12,6 0,504
kyselina olejova
Tritolylfosfat
+ 51 50,4 2,15 6,3 0,252
parafinovy olej
Blank 51,5 50,9 1,65 6,3 0,252
Slepy pokus 52,5 53,2

51



2. EXTRAKCE

+ piidavek 10 g glukdzy (celkovy obsah glukdzy 70 g / 200 ml kultivaéniho média)

Rozdil spotieb
Spotteba thiosiranu sodného | Mnozstvi glukézy | Mnozstvi glukozy
Cinidlo thiosiranu sodného | vzorku a slepého v 5 ml vzorku v 200 ml vzorku
[ml] pokusu [ma] [a]
[ml]
Tritolylfosfat
+ 42,8 43,6 9,65 32,3 1,292
kyselina olejova
Tritolylfosfat
+ 44,1 47,8 6,9 22,4 0,896
parafinovy olej
Blank 48,6 49,1 3,9 12,6 0,504
3. EXTRAKCE

+ pridavek 10 g glukézy (celkovy obsah glukézy 80 g / 200 ml kultivaéniho média)

Rozdil spotieb
Spotteba thiosiranu sodného | Mnozstvi glukézy | Mnozstvi glukdzy
Cinidlo thiosiranu sodného | vzorku a slepého v 5 ml vzorku v 200 ml vzorku
[ml] pokusu [ma] [a]
[ml]
Tritolylfosfat
+ 39,2 37,3 14,6 49,3 1,972
kyselina olejova
Tritolylfosfat
+ 43,9 39,5 11,15 35,7 1,428
parafinovy olej
Blank 42,5 40,8 11,2 35,7 1,428

5.3 Vysledky produkce maximalniho mnozstvi ethanolu

Byl proveden experiment pro zjisténi maximalniho mnozstvi vyprodukovaného

kvasného ethanolu. Kvasny proces probihal u blanku celkem 18 dni, coZ je o 4 dny déle nez

u banky, kterda misto YPD zivného média obsahovala pouze vodny filtrat po hydrolyze celuldzy.

Dtivodem zkraceni doby fermentace u vzorku hydrolyzatu byla pravdépodobné absence

peptonu a kvasniéného extraktu, které jsou dilezitym exogennim zdrojem uhliku, dusiku,

vitamind a mineralti. Kvasinky se zarovenl nachdzely ve stresovém prostiedi zpiisobeném

zvysenou koncentraci ethanolu v médiu, a to mélo za nasledek rychlejsi inhibici propagace,

zastaveni riistu a ovlivnéni Zivotaschopnosti kvasinkovych bunék neZ ve vzorcich s extrakénimi
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¢inidly. Celkové mnoZstvi pfidaného cukru u vzorku hydrolyzatu bylo 100 g na 100 ml média,
coz dle kvantitativni analyzy odpovidalo 15,01 % obsahu ethanolu a 25,57 % vypoc¢itaného
teoretického hmotnostniho mnozstvi ethanolu. Celkové pfidané mnozstvi glukézy u blanku
bylo 125 g/100 ml média a to odpovida 28,41 % teoretického hmotnostniho obsahu ethanolu
ve vzorku. V tab. 6 jsou uvedeny obsahy zbylé nezreagované glukozy v obou vzorcich. Na obr.
7 (A);(B) je rovnéz na zéklad¢ vitalniho barveni vyobrazeno srovnani obou vzorkl po 14 dnech
kvaseni. V blanku jsou viditelné zivé kvasinkové bunky v porovnani se vzorkem hydrolyzatu,
kde doslo k uplnému vymfteni populace kvasinek. Na obr. 7 (C) je zachycena ukazka bakterialni
kontaminace, jez byla pfitomna v obou vzorcich. Gramnegativni kontaminujici bakterie jsou
obarveny cervené, kvasinky jsou grampozitivni — fialové. Kontaminace média je jednim
z faktort, které mohou mirné ovlivitovat vysledky celé experimentalni ¢asti diplomové prace.

Za danych laboratornich podminek nebylo mozné této bakterialni kontaminaci zabranit.

Tab. 6: Vyhodnoceni zbytkového obsahu gluk6zy v blanku a ve vzorku s neutralizovanym
hydrolyzatem papiroviny

. Rozdil spotieb thiosiranu MnozZstvi MnoZstvi
Spotieba . . ,
. . sodného vzorku a glukozy v 5Sml | glukézy v 200
thiosiranu sodné¢ho .
slepého pokusu vzorku ml vzorku
[ml]
[ml] [mg] [g]
4Blank 43,1 42.4 10,1 0,0323 1,292
b z
Hydrolyzdt | 396 405 12,7 0,0424 1,696
papiroviny

2 Obsah glukdzy v blanku — 125 g glukdzy na 100 ml kultivaéniho média
b Obsah glukézy v hydrolyzatu — 100 g glukézy na 100 ml kultivaéniho média
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C.

Obr. 7 Vitalni barveni kvasinkovych bunék a barveni dle Grama. Srovnani mrtvych (modré) a Zivych
(neobarvé) kvasinkovych bun¢k v blanku (A) a hydrolyzatu papiroviny (B) po 14 dnech kvaseni obarvenych
vitalnim barvenim. Pozorovano optickym mikroskopem pii zvétSeni 400x ve svétlém poli. Laboratoie KBBV,
UPa. Ukazka bakterialni kontaminace v blanku (C) po 14 dnech kva$eni. V médiu jsou pfitomné gramnegativni
(Cervené) tyCinkovité bakterie. Pozorovano optickym mikroskopem pod imerznim olejem pfi zvétseni 1000 X.
Laboratofe KBBV, UPa.

Fermentace v baiice obsahujici 130 g glukézy na 100 ml kultivaéniho média a 20 ml
samotného tritolylfosfatu probihala celkem 15. dni. Celkova doba kvaSeni v banikéach, které
obsahovaly 50 ml smési extrak¢nich cinidel (tritolylfosfatu s parafinovym olejem;
tritolylfosfatu s kyselinou olejovou) v poméru 1:1 byla 25 a 22 dni. Mira toxicity parafinového
oleje a kyseliny olejové viici kvasinkovym bunikdm je téméf shodnd. Obé banky se smési
extrak&nich ¢inidel obsahovaly 150 g gluk6zy na 100 ml kultivacniho média. Z tohoto mnoZstvi
glukdzy bylo teoreticky fermentovano 30,68 % vypocitaného hmotnostniho obsahu ethanolu.
Kwvili nejsnazs§imu oddéleni fazi byla pro kvantitativni analyzu vyuzita banika se smési
tritolylfosfatu a parafinového oleje. Veskera analytickd meéfeni pomoci plynového

chromatografu pro zjisténi obsahu ethanolu byla provadéna externé na katedie KALCH a
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neodpovidaji predpokladané skutecnosti, vysledky je proto nutno brat pouze orientacné.
Naméieny obsah ethanolu ve vodné fazi byl 16,88 % ethanolu a do tritolylfosfatové organické
faze bylo vyextrahovano 0,5 % ethanolu. Parafinovy olej a tritolylfosfat jsou vzajemné
omezen¢ misitelné kapaliny. Bylo zjisténo, ze parafinovy olej slouZil jako jakasi kapalna
membrana, kterda ochranila kvasinky pfed pfimym toxickym plsobenim tritolylfosfatu, ale
zaroven snizoval separacni ucinnost tritolylfosfatu. V porovnani se samotnym tritolylfosfatem
byly kvasinky schopné prezit del$i dobu a také, nez doslo k vymfeni celé jejich populace,
utilizovat vétsi mnozstvi ptidané glukozy. Predpoklada se, ze prodlouzeni doby kvaseni a
zlepSeni separace ethanolu by mohlo byt realizovdano pomoci kontinudlniho procesu. V tab. 7

jsou uvedeny obsahy nezreagovaného mnozstvi glukozy ve vzorcich.

Tab. 7: Vyhodnoceni zbytkového obsahu gluk6zy ve vzorcich se smési extraktantt

Celkovy obsah glukézy 150 g/ 100 ml kultivacniho média
y ., ROZ(.hl §p0treb Mnozstvi Mnozstvi
5 Spotteba thiosiranu thiosiranu 1ukd 5 ml lukd 200
Cinidlo sodného sodného vzorkua = EUKOZY VoML SUKOZY Y
] e ek vzorku ml vzorku
[ml] [mg] [g]
Tritolylfosfat
+ 40,9 42 11,4 0,0357 1,428
kyselina olejova
Tritolylfosfat
+ 45,7 47,1 6,45 0,0224 0,896
parafinovy olej

5.4 Vysledky kontinualniho procesu

Kontinuélni proces kvaseni byl realizovan se smési tritolylfosfatu a parafinového oleje.
Do specidlni banky s bo¢nim vyvodem bylo na 250 ml kultivacniho média ptidavano vzdy 40
ml smési extrakénich ¢inidel (1:1). Celkova doba kvaSeni byla 62 dni a celkovy obsah ptidané
glukozy byl 630 g na 250 ml kultivacniho média. V porovnani s experimentem ,,Produkce
maximalniho mnozstvi ethanolu®“ doslo pomoci kontinudlniho kvaseni kvice nez
dvojnasobnému prodlouzeni doby fermentace a kvasinky byly schopné konvertovat vétsi
mnozstvi pfidané glukozy na ethanol. Bylo prokazano, ze kontinudlni separaci ethanolu dochazi
ke zmenSeni ethanolového stresu plsobiciho na kvasinky a zaroven jsou z média Castecné

odstraniovany i vedlejsi produkty vznikajici pii kvaseni (naptiklad isoamylalkohol, propanol,
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methanol, acetoin, ethylacetat, aj.), které mohou mit rovnéz negativni vliv na zivotaschopnost
kvasinek. Blank pro kontinualni proces musel byt znovu zopakovan kvili chybnému davkovani
glukdzy. Celkova doba fermentace blanku neni dobrou vypovédni hodnotou pro porovnani
doby kvaseni vzorku obsahujicim smés €inidel, protoZze opakovani neprobéhlo za striktné
stejnych laboratornich podminek. Na konci méfeni blank obsahoval shodné mnozstvi pfidané
glukozy a zivin, a proto bylo mozné porovnat zivotaschopnost kvasinek pomoci vitalniho
barveni. Ob¢ banky obsahovaly teoreticky stejné mnozstvi kvasného ethanolu. Vitdlnim
barvenim byly provedeny dvé kontroly mortality kvasinek. Procentudlni podil mrtvych bun¢k
ve vzorku, ktery obsahoval smés extraktant a 490 g gluk6zy na 250 ml bujéonu byl 30,8 %.
Podil mrtvych bunék v blanku (245 g glukézy na 125 ml média) ¢inil 37,9 %. Obsah glukozy
ve vzorku na konci méfeni odpovidal 630 g na 250 ml média a v blanku 315 gna 125 ml média.
Ve vzorku bylo z celkového poctu kvasinkovych bunék nalezeno 31,94 % a v blanku 40,2 %
mrtvych bunék.

Pribéznd kvantitativni analyza produkovaného ethanolu byla ve vzorku s danymi
¢inidly provedena 34. den kvaseni a u blanku 18. den kvaSeni. Vzorek s extrakénimi ¢inidly
obsahoval 490 g glukdzy na 250 ml bujonu a blank 245 g gluk6zy na 125 ml média. Vysledky
meéfeni jsou shrnuty v graf 1. Modfe jsou vyznacend naméiend objemova procenta ethanolu
a oranzov¢ teoreticky vytézek ethanolu vypocteny z nasady glukosy ve vzorcich. Jak jiz bylo
zminéno, parafinovy olej zabraiuje piimému toxickému piisobeni tritolylfosfatu na kvasinky,
ale zaroven je sniZzena separacni u€innost tritolylfosfatu, protoze byly smési Cinidel pfidavany
vzdy vpoméru 1:1. Proto je nutné objemy piridavanych jednotlivych extrakénich c¢inidel
optimalizovat tak, aby parafinovd faze byla pouze tenkd vrstva a ethanol se tak mohl lépe
extrahovat az do tritolylfosfatové faze. Parafinova fize neni Cisty parafin, ale tato vrstva je

zaroven nasycenad tritolylfosfatem z tritolylfosfatové faze, vodou a extrahovanym ethanolem.
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Graf 1: Procentualni obsah ethanolu ve vzorcich

Kontinualni kvasenti - tritolylfosfatova faze

Kontinualni kvaSeni - parafinova faze

ST “ . or 33,87
Kontinualni kvas$eni - vodna faze

Blank
0 5 10 15 20 25 30 35
%
= Teoreticky hmotnostni vytézek ethanolu = Nameétena objemova procenta ethanolu

5.5 Vysledky extrakce ethanolu z vina

Z ovocného vina byl Cistym tritolylfosfatem, ale i smési tritolylfosfatu s parafinovym
olejem extrahovan ethanol. Cistého tritolylfosfatu bylo piiddno 30 ml na 100 ml krabicového
vina. Ve druhé délici nalevce byl ze stejného mnozstvi vina 30 ml (1:1) smési extrak¢nich
¢inidel separovan ethanol. Pomoci plynového chromatografu byly analyzovany jednotlivé faze.

Vysledky procentualniho obsahu ethanolu jsou zobrazeny na graf 2 a graf 3.

Graf 2: Analyza organickych fazi po extrakci ethanolu z vina

Extrakce ethanolu smési -

tritolylfosfatova faze 13

Extrakce ethanolu smési -

parafinova faze 0.1

Extrakce ethanolu

tritolylfosfatem 12

0 05 1 15
%

B Obsah ethanolu v organické fazi
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Graf 3: Analyza €istého ovocného vina a vodnych fazi po extrakci ethanolu z vina

Vodna faze po extrakci ethanolu
tritolylfosfatem

Vodna faze po extrakci ethanolu smési — 9,61

® Obsah ethanolu ve vodné fazi

12
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6 Zaveér

V poslednich nékolika desetiletich je efektivni vyroba biopaliv predevSim kviili
ubyvajicim zdsobam fosilnich paliv pfedmétem zajmu. Hledaji se alternativni obnovitelné
zdroje pouZzitelné pro jejich vyrobu. Zkoumaji a rozviji se vhodné separacni metody, které
by mohly nahradit tradi¢né vyuzivanou destilaci, byly by méné energeticky ndkladné, zajistily
by vyssi produktivitu celého procesu a ptipadné odstranily nékteré nezadouci problémy (jako
je predevsim toxicita produkti, rozpoustédel, ...) a technologické stresy ptisobici na kvasinky
v prabéhu fermentace. Teoreticka ¢ast diplomové prace zahrnuje literarni reSersi, kterd popisuje
soucasny stav vyuZziti kvasinek rodu Saccharomyces ve fermentacnich procesech. Obsahuje
také prehled a vzajemné srovnani dostupnych separac¢nich metod pouzivanych pro ziskavani

organickych chemikalii.

Experimentalni ¢ast diplomové prace je zamétfena na ovéieni pouzitelnosti vybranych
modelovych rozpoustédlovych systémt v kontinudlnim procesu kvaseni. Vhodnych se jevilo
nekolik extrakénich rozpoustédel omezené misitelnych s vodou ze skupiny oleji — methylester
rostlinného oleje, rostlinny olej, parafinovy olej a kyselina olejova. Tyto oleje nejevily vici
kvasinkdm vysokou toxicitu, avSak v porovnani s ostatnimi testovanymi rozpoustédly byly
kromé parafinového oleje a kyseliny olejové Spatné oddelitelné od vodné faze, a proto byly
v dalSich experimentech vyfazeny. Kvasinky byly ve velmi omezené mife schopné piezit
v prostiedi kvartérni amoniové soli Aliquatu 336, vSak diky jeho vysoké toxicité byl rovnéz
z dalSich experimentl vyrazen. Piekvapivy vysledek poskytnul tritolylfosfat, jez je vyuzivan
pii vyrobé plasti a primyslovych barev a je znamy svou vysokou toxicitou a negativnimi

ucinky na zivé organismy. Kvasinkové buiiky byly schopné toto ¢inidlo do ur¢ité miry tolerovat.

Vybrana extrak¢ni Cinidla byla vyuzita pro extraktivni fermentaci, coZ je metoda, jejiz
principem je Castecné odstranovani kvasného ethanolu z kultivaéniho média. Bylo sledovano,
jaky vliv na Zivotaschopnost kvasinek bude mit ¢isty tritolylfosfat a dale smési tritolylfostatu
s piislusSnymi oleji. Nejlépe se jevila smés tritolylfosfatu s parafinovym olejem. Smés byla
pouzita pro zjisténi maximalni mozné dosazitelné koncentrace ethanolu a také pro kontinualni
proces kvasSeni. Bylo zjisténo, Ze smés tritolylfosfatu s parafinovym olejem ma vic¢i kvasinkam
protektivni charakter. Parafinovy olej chranil kvasinky pfed pfimym toxickym plsobenim
tritolylfosfatu. Nevyhodou vyuziti této smési je snizeni separacni Ucinnosti tritolylfosfatu
parafinovym olejem, a proto musi byt v dalSich experimentech ptfiddvané objemy téchto

jednotlivych extrak¢nich ¢inidel optimalizovany. Zaroveni se musi pracovat za takovych
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podminek, pfi kterych by bylo zabranéno bakteridlni kontaminaci vzorkd. Bakteridlni
kontaminace, ktera byla pfitomna ve vSech vzorcich se podilela na mirném ovlivnéni vSech

dosazenych hodnot.

Klicovou ¢asti experimentalni prace bylo ovéfeni pouZzitelnosti a sledovani efektivity
vybranych extrakénich rozpoustédel pro kontinudlni proces kvaSeni. Pribéznym piidavanim
potiebnych zivin i glukézy do kultivacniho média a kontinualni extrakci vzniklého kvasného
ethanolu doslo ke dvojnasobnému prodlouzeni celkové doby fermentace a zlepSeni vitality
kvasinek. Separovan byl nejen kvasny ethanol, ale i vedlejsi produkty vznikajici pfi kvaSeni.
Tritolylfosfat je v kombinaci s dal§imi méné toxickymi rozpoustédly vhodnym kandidatem pro

vyzkum v oblasti extrakce bioethanolu.
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7 Prilohy

Priloha 1: Distribucni koeficienty riiznych solventii pro ethanol a butanol
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Product Solvent ks
Ethanol Methyl acetate 0.91
Ethyl acetate 0.50
Vinyl acetate 0.21
Butyl acetate 0.26-0.34
[=obutyl acetate 0.21
tert-Butyl acetate 0.24
n-Propyl acetate 0.30
Ethyl formate 0.23
Ethyl butyrate 0.39
Ethyl propionate 2.53
n-Butyl phthalate 0.110
Dibutyl phthalate 0.651
n-Hexyl ether 0.037
Ethanol Methylene chloride 0.10
Carbon tetra-chloride 0.021
Dichloromethane 0.23
Tettrachloro-methane 0.038
1.2-Dichioro-ethane 0.074-0.12
1,1,1-Trichlorp-ethane 0.09-0.12
Freon 11 0.011-0.21
Freon B 021
Freon 113 0.084
Freon 214 0.0087
n-Decylbromide 0.0089
Chloroform 012
Ethanol Castor oil 0.08-0.22
Olive oil 0.04
Tung oil 0.01
.............. Tempuraoil 002
Bthanel FPGP-1200 0.58
FPG 1000 0.51
Ethanol 1,2,4-Trichloro benzene 0.06
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Triisobutyl phosphate 0.65
Tris{2-methylbutyl) phosphate 0.44
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Disrmyl amyl phosphate .56
Ethanol Amberlite XLAS 0,0044
Adogen 364 0.017
Adogen 368 0.04
Ethanol 52% Toluene (wiw) + 48% 0.39
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toluene (wiw)
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Butanol Phenol 240
Butanol 2-Butanone 3.50
4-methyl-2-pentanone 4.02
3-Pentanone 4.50
Butanol Oleic acid 1.61- 3.0
Izostearic acid 22
Butanol Methyl acetate 3.37
Ethyl acetate 4.62
Vinyl acetate 2.40
Butyl acetate 3.58
n-Propyl acetate 4.34
Ethyl formate 1.75
Ethyl butyrate 2.86
Ethyl propianate 348
n-Butyl phthalate 1.36
Butanol Castor oil 26
Corn il 0.653
Butanol 1,2,4-Trichlorobenzene 0.46
Nitrobenzens 0.93
Butanol Dichloromethane 214
Tetrachloromethane 0.40

1,2-Dichloroethane 107
1,1,1.Trichlprg- methane  0.61
Monoflucrotri<chloromethane 0.23
Freon E 0.31
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Priloha 2: Vitalni barveni kvasinkovych bunék — Testovani toxicity vybranych cinidel

Blank €. 1 Tritolylfosfat Rostlinny olej
Zorné Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet
pole ¢. mrtvych zivych mrtvych zivych mrtvych zivych
bunck bunck bunck bunck bunck bunck
1. 10 52 40 10 16 28
2. 5 36 42 15 19 35
3. 6 48 33 22 31 21
4. 8 55 31 6 18 46
5. 2 65 54 8 2 22
6. 8 57 15 24 6 16
1. 3 81 39 4 10 18
8. 3 61 25 18 7 20
9. 10 79 31 21 8 27
10. 0 57 18 15 17 31
’ Methylestoelre}gstllnneho Aliquat 336 Blank ¢. 2
pZ o(ilc;,ng. Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet
mrtvych zivych mrtvych zivych mrtvych zivych
bun¢k bun¢k bun¢k bun¢k bun¢k bun¢k
1. 15 33 7 20 14 160
2. 14 34 40 2 28 98
3. 8 35 15 3 9 97
4. 10 18 27 5 16 134
5. 12 20 21 3 13 125
6. 27 17 32 9 4 103
7. 5 26 20 0 19 128
8. 17 20 36 11 6 127
9. 12 40 18 5 18 138
10. 20 39 39 8 0 180
. ., . Tritolylfosfat
o Kyselina olejova Parafinovy olej T
pole ¢&. Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet
mrtvych zivych mrtvych zivych mrtvych zivych
bun¢k bun¢k bun¢k bunck bun¢k bun¢k
1. 41 53 14 17 23 12
2. 39 68 8 19 19 20
3. 23 45 6 24 28 18
4, 11 23 14 31 14 20
5. 43 50 5 15 11 22
6. 4 13 9 17 48 6
1. 38 63 28 37 12 8
8. 12 75 26 48 35 13
9. 39 49 35 62 31 21
10. 41 53 12 51 23 12
39 68 14 17 19 20
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Priloha 3: Vitalni barveni kvasinkovych bunék — Extraktivni fermentace pomoci smeési

1. EXTRAKCE
Tritolylfosfit + fepkovy | __ tl?;f;’gifr";gl;eho Tritolylfosft + kyselina
’ olej oleje olejova
pZOolgng (celkovy obsah glukézy 60 g /200 ml kultiva¢niho média)
Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet
mrtvych zivych mrtvych zivych mrtvych zivych
bunck bunck bun¢k bunck bunck bunck
1. 11 61 8 21 20 32
2. 2 58 2 18 10 45
3. 9 65 17 39 19 67
4, 17 70 10 57 3 19
5. 3 42 7 40 18 27
6. 5 29 12 29 16 59
7. 2 31 3 46 2 23
8. 13 83 19 48 29 62
9. 8 54 11 51 14 34
10. 15 23 5 23 27 89
1. EXTRAKCE
Tritolylfosfat + parafinovy olej
(celkovy obsah glukézy 60 g /200
Zorne ml kultivaéniho média)
pole ¢.
Pocet
mrtvych Pocet zivych bun¢k
bun¢k
1. 14 27
2. 5 35
3. 4 61
4. 28 37
5. 9 22
6. 26 58
7. 11 43
8. 12 64
9. 24 78
10. 31 79

72



2. EXTRAKCE

Tritolylfosfat + parafinovy olej ‘ Tritolylfosfat + kyselina olejova

Zorne pole ¢. (celkovy obsah glukézy 70 g/200 ml kultivaéniho média)
Pocet mrtvych Pocet zivych Pocet mrtvych Pocet zivych

bun¢k bunék bunék bun¢k
1. 58 84 23 57
2. 34 91 57 42
3. 60 67 35 76
4. 52 102 21 25
S. 24 76 31 83
6. 17 28 20 59
7. 12 36 42 61
8. 28 42 49 77
0. 31 79 27 65
10. 11 59 39 17

3. EXTRAKCE

Zorné pole €.

Tritolylfosfat + parafinovy olej | Tritolylfosfat + kyselina olejova

(celkovy obsah glukézy 80 g/200 ml kultiva¢niho média)

Pocet mrtvych Pocet zivych Pocet mrtvych Pocet zivych
bunck bun¢k bun¢k bun¢k
1. 57 64 55 97
2. 36 12 53 56
3. 67 91 39 75
4. 29 34 54 61
S. 19 41 69 92
6. 9 27 61 59
7. 36 44 69 67
8. 21 40 41 62
9. 15 31 46 71
10. 9 38 43 21
Blank (celkovy obsah | Blank (celkovy obsah Blank (celkovy obsah
glukozy 60 g /200 ml glukozy 70 g /200 ml glukozy 80 g /200 ml
Zornépole | kultivaéniho média) kultiva¢niho média) kultiva¢niho média)
¢. Pocet Pocet Podet Pocet Podet Pocet Zivych
mrtvych zivych mrtvych zivych mrtvych bunck
bun¢k bun¢k bunék bunék bunék
10 78 64 32 16 52
1. 18 49 5 17 25 18
2. 4 61 14 34 29 42
3. 9 32 29 42 14 36
4. 10 47 20 26 21 16
S. 2 40 31 40 11 43
6. 5 43 54 23 8 24
7. 1 22 33 18 61 53
0. 1 17 40 39 23 54
10. 5 38 13 39 11 16
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Priloha 4: Vitalni barveni kvasinkovych bunék — Kontinudlni proces kvaseni

Parafinovy olej
Blank +
Tritolylfosfat
Zorné 245 g gluk6zy/125 ml 490 g gluk6zy/250 ml
pole €. kultivaéniho média kultivaéniho média
Pocet Pocet Pocet Pocet
mrtvych zivych mrtvych zivych
bunck bunck bunck bunck
1. 20 14 30 87
2. 16 12 15 26
3. 10 35 17 23
4. 19 48 12 19
5. 15 23 13 22
6. 12 17 20 68
7. 7 30 25 64
8. 23 43 12 37
9. 27 52 8 26
10. 21 28 34 85
Parafinovy olej
Blank +
Tritolylfosfat
Zorné 315 g glukdzy/125 ml 630 g glukdzy/250 ml
pole €. kultivaéniho média kultivaéniho média
Pocet Pocet Pocet Pocet
mrtvych zivych mrtvych zivych
bunck bunck bunck bunck
1. 20 61 41 77
2. 34 12 24 37
3. 37 20 13 23
4. 21 51 17 31
5. 7 27 10 22
6. 24 33 7 32
7. 32 47 28 60
8. 17 36 23 44
9. 19 29 30 87
10. 20 38 19 39
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Priloha 5: Aparatura pro extraktivni fermentaci
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Priloha 6: Aparatura pro kontinualni proces kvaseni
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