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Nové kmeny bakterii a zpusob produkce vodiku

Oblast techniky

Piedkladané feSeni se tyka novych kmenl bakterii Clostridium butyricum CCM 8499 a
Clostridium tyrobutyricum CCM 8498 a zplisobu vyroby vodiku vyuzivajiciho téchto bakterii.

Dosavadni stav techniky

Soucasny trend v energetické politice prosazuje vyrovnany "energeticky mix" jednotlivych
druhid zdroji. Kromé primarnich zdroji energie (klasické a jaderné elektrarny) je pozornost
vénovana alternativnim zdrojim energie, coZ je jednim z klicovych bodi energetické politiky

Evropské unie.

Vodik neni klasické palivo, ale energeticky vektor neboli nosi¢ energie (nelze jej tézit, ale

musi se vyrabét). V soucasné dobé€ je vodik vyrabén z fosilnich paliv a biomasy, elektrolyzou

vody a fermentaci biomasy. Pro produkci vodiku Ize pouzit biofotolyzu vody

cyanobakteriemi. Tento postup je zavisly na dob& osvitu sluneénim svétlem (je tedy
periodicky a v noci vyzaduje dodavani energie). Déle jsou pro produkci vodiku pouzivany
anaerobni bakterie, mezi kterymi maji duleZitou roli bakterie rodu Clostridium. V mnoha
studiich (Chen W. M., Tseng Z. J., Lee K. S., Chang, J. S. Fermentative hydrogen production
with Clostridium butyricum CGSS5 isolated from anaerobic sewage sludge. Int. J. Hydrogen
Energ. 30 (2005) 1063-1070; Wang J , Wan W. Factors influencing fermentative hydrogen
production: A review. Int. J. Hydrogen Energ. 34 (2009) 799-811; Ferchichi M., Crabbe E.,
Gwang-Hoon Gil G.H., Hintz W., Almadidy A. Influence of initial pH on hydrogen
production from cheese whey. J. Biotechnol. 120 (2005) 402-409) bylo potvrzeno, Ze n€které
druhy tohoto rodu produkuji vodik ve vy$$ich mnozstvich nez ostatni bakterie a také jsou
schopny fermentovat Sirokou S$kalu organickych materiald. Mezi vyznamné producenty
vodiku vpatéi druhy Clostridum butyricum, Clostridium acetobutylicum, Clostridium
beijerinckii,  Clostridium thermolacticum,  Clostridium  saccharoperbutylacetonicum,
Clostridium tyrobutyricum, Clostridium thermocellum a Clostridium paraputrificum. Tyto
bakterie vyuzivaji vétsinou dva zpiisoby tvorby vodiku: octové a maselné kvaSeni. Teoreticky

jsou z jednoho molu glukosy produkovany az 4 moly vodiku pii octovém kvaSeni a 2 moly
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vodiku pHi méselném kvaseni. Produkce vodiku je katalyzovédna enzymem hydrogenasou.
Bakterie rodu Clostridium obvykle vyuZzivaji obou typli fermentace a mnoZstvi vzniklého

vodiku z glukosy je ur¢eno pomérem vyslednych produktl butyrat/acetat.

Anaerobni bakterie rodu Clostridium izolované z vadnych syri produkuji vodik kontinudlné
ve fermentatnim procesu (oproti cyanobakteriim bez pkistupu svétla). Bakterie rodu
Clostridium jsou schopné utilizovat nejen sacharolytické substraty, ale i potravinaiské
odpady, odpadni vody a kaly a lignocelulozové materidly. Mezi substraty pouZivané pro
produkci vodiku patii i syrovatka. Syrovatka je odpadni produkt, ktery vznika
v mlékarenském primyslu jako vedlej$i produkt pfi vyrobé syri, kaseinu a tvarohd. Jednou
z moZnosti zpracovani syrovatky z mlékaren je biologickd produkce vodiku. Pii reakei
s kyslikem je vodik za uvolnéni energie spalovan pouze na vodu. Tato reakce neprodukuje

74dné emise, jako je tomu napfiklad v pfipad¢ spalovani uhliku.

Pii vsadkové kultivaci za anaerobnich podminek nékteré druhy rodu Clostridium béhem faze
exponencialniho riistu (acidogenni faze) vedle vodiku a oxidu uhli¢itého tvoti acetat a butyrat.
Kdyz rist bunék dosdhne stacionarni faze, jejich metabolismus se mize zménit z
produkce vodiku a kyselin na produkei organickych rozpoustédel. Tvorba kyselin zpisobuje
pokles pH kultivaéniho média, coZ vede k zahdjeni sporulace, a bufiky v tomto stadiu méni
svilj metabolismus (aceton-butanolové kvaseni, solventogenni féze). Kritickou hodnotou pH
pro riist bunék je pH 4,0 (Lipovsky J., Patdkové P., Rychtera M., Cizkova H., Melzoch M.
Perspektivy produkce butanolu ze $krobnatych a celulosovych materiali, Chem. listy 103

(2009) 479-483).

Podstata vynalezu

Piedmétem piedkladaného vynalezu jsou nové bakteridlni kmeny Clostridium butyricum
CCM 8499 a Clostridium tyrobutyricum CCM 8498 produkujici vodik. Tyto kmeny jsou

uloZeny v Ceské sbirce mikroorganismii (CCM Brno).

Vynalez zahrnuje i fragmenty bunék t&chto novych bakteridlnich kmenil, veetné sekvenci
nukleovych kyselin (tj. genti nebo jejich &asti) kodujicich enzymy zodpovedné za produkei

vodiku, a enzym zodpovédnych za produkei vodiku a jejich ¢asti.
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Identita t&chto dvou bakteridlnich kmend byla potvrzena mikroskopicky pomoci typické
morfologie bun&k, kultivatnich a molekularné biologickych metod (véetn€ rodove a druhove

specifickych PCR).

V ramci predkladaného vynalezu bylo zjisténo, Ze pfi pouziti médii obsahujicich glukosu
nebo laktosu nebo jejich smés nebo jiné substraty obsahujici vySe uvedené komponenty
dochazi ve fermentoru ¢innosti uvedenych bakteridlnich kment k vysoké produkeci vodiku.
Hodnoty produkce vodiku byly naméfeny v rozmezi 35,8 az 47,5 % (% vyjadfuje objemovy

podil vodiku ve volné odchazejicich plynech) v ¢ase 18 az 60 hodin od po¢atku inokulace.

Piedmétem piedkladaného vynalezu je dale zplisob vyroby vodiku, a popfipadé i kyseliny
octové a/nebo maselné a/nebo jejich soli, ze substratu obsahujiciho glukosu a/nebo laktosu,
jehoZ podstata spo&iva v tom, Ze se na substrat plisobi alespofi jednim bakterialnim kmenem

vybranym z Clostridium butyricum CCM 8499 a Clostridium tyrobutyricum CCM 8498.

Substraty obsahujici glukosu a/nebo laktosu zahrnuji média obsahujici glukosu a/nebo
laktosu, syrovétku, odpadni vody z vyroby syri a dalsi odpadni produkty z mlékarenského

pramyslu.

S vyhodou se vyroba vodiku provadi pii pH vrozmezi 4 aZz 7,5, svyhodou 5 az 7,
nejvyhodng&ji pro Clostridium butyricum CCM 8499 je pH 5 az 7 a pro Clostridium
tyrobutyricum CCM 8498 je pH 6 aZ 7.

S vyhodou se vyroba vodiku provadi pfi teploté v rozmezi 30 az 40 °C, vyhodné€ji 35 az

39°C.

Piedmétem piedkladaného vynélezu je rovn&Z pouziti alesponi jednoho kmene vybraného z
Clostridium butyricum CCM 8499 a Clostridium tyrobutyricum CCM 8498 k produkei vodiku

ze substratu obsahujiciho glukosu a/nebo laktosu.

Piedmétem piedkladaného vyndlezu je dale pouziti alespofi jednoho kmene vybraného z

Clostridium butyricum CCM 8499 a Clostridium tyrobutyricum CCM 8498 k fermentaci
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(zpracovani) odpadnich vod z vyroby syri, které obsahuji glukosu a/nebo laktosu, syrovétku a
dalsi odpadni produkty z mlékarenského prumyslu. Produktem fermentace jsou odpadni voda
s niz§im obsahem organického podilu; dale vodik a mastné kyseliny, které mohou byt rovnéz

vyuZity.

Pfedmétem predkladaného vynélezu je dale pouZiti alespoil jednoho kmene vybraného z
Clostridium butyricum CCM 8499 a Clostridium tyrobutyricum CCM 8498 k produkei
kyseliny octové nebo kyseliny maselné nebo jejich smési nebo jejich soli, ze substratu

obsahujiciho glukosu a/nebo laktosu.

Ve vyhodném provedeni se k produkci vodiku pouzije kombinace obou kment Clostridium

butyricum CCM 8499 a Clostridium tyrobutyricum CCM 8498.

Kmeny bakterii, které jsou ptedmétem tohoto vynalezu, mohou byt dodavéany a pouzivany ve

formé volné, imobilizované, lyofilizované, ve formé fragmentd bunék (napt. DNA, enzym1).

Objasnéni vykresu

Obr. 1. Produkce vodiku kmenem Clostridium tyrobutyricum CCM 8498 v médiu s laktosou
(RCML) pti pH 5,6 a pH 6,9 (37 °C), priklad 1.

Obr. 2. Produkce vodiku kmenem Clostridium tyrobutyricum CCM 8498 pii pouziti
syrovatky z pokusnych vyrob syrti eidamského typu (37 °C), ptiklad 2.

Obr. 3. Produkce vodiku kmenem Clostridium butyricum CCM 8499 v médiu s laktosou
(RCML) pfi 37 °C, ptiklad 3.

Obr. 4. Produkce vodiku kmenem Clostridium butyricum CCM 8499 pti pouziti obnovené
syrovatky jako média (37 °C), ptiklad 4.

Obr. 5. Produkce vodiku smési kment Clostridium butyricum CCM 8499 a Clostridium
tyrobutyricum CCM 8498 (1:1) pfi pouziti obnovené syrovatky jako fermentatniho média (37
°C), ptiklad 5.
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Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Bakteridlni kmeny Clostridium butyricum CCM 8499 a Clostridium tyrobutyricum CCM
8498 produkujici vodik byly vybrany ze souboru kmenti bakterii rodu Clostridium, které byly
pribéZné izolovany pii sledovani kvality syrt pfi jejich vyrobé. Kmen Clostridium butyricum
CCM 8499 byl izolovan ze syru eidamského typu. Pro jeho izolaci byl pouZit RCM agar
(Oxoid CMO0151, UK) s pfidavkem 10 ml roztoku neutralni ¢erveni na 1000 ml (0,5% v 60%
ethanolu); kultivace probihala anaerobné pii 37 °C po dobu 5 dni. Kultivace izolatu byla
provedena anaerobné v tekutém RCMB médiu pii 37 °C po dobu 3 dni. Kmen Clostridium
tyrobutyricum CCM 8498 byl izolovan z mékkého zrajiciho syru (Romadur). Pro jeho izolaci
byl pouzit RCM agar (Oxoid CM0151, UK) s pfidavkem 10 ml roztoku neutralni ¢erveni na
1000 ml (0,5% v 60% ethanolu); kultivace probihala anaerobné pti 37 °C po dobu 5 dni.
Kultivace izolatu byla provedena anaerobné v tekutém RCMB médiu pii 37 °C po dobu 3 dni.
Pfi pouziti média RCML s laktosou (sloZeni je uvedeno v Tabulce 1) byla sledovana produkce
vodiku a riist bunék. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 2. Vybrany byly kmeny s vysokou
produkci vodiku a nejvy$s$im nardstem bunék.

Fermentace probihala v laboratornim fermentoru, ktery sestaval z dvouplaStové sklenéné
nadoby o obsahu 2 litry a analyzator plyni pro CO; a H,. Kultivace probihala za anaerobnich
podminek pii 37 °C. O¢kovaci davka byla 5% (obj). pH bylo udrzovéano na konstantni
hodnoté pomoci alkalické pumpy — jeji davkovani bylo fizeno podle signalu pH elektrody.

Béhem fermentace byl udrZovan konstantni objem fermentacniho média.

Tabulka 1; SloZeni médii RCM a RCML

Hmotnost (g)
Slozka
RCM? RCML’
kvasni¢ny extrakt 3,0 3,0
Lab-Lemco prések 10,0 10,0
bakteriologicky pepton 10,0 5,0
Skrob 1,0 1,0
chlorid sodny 5,0 5,0
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octan sodny 3,0 3,0
glukosa 5,0 0
laktosa 0 5,0

? standardni médium (kontrola) (Oxoid CMO01),

® pokusné médium

sees

Tabulka 2 Vybér kment v zavislosti na produkci vodiku (%) a ristu (cfu/ml)

Kmen Druh H; (%) CFU/ml
S29 C. tyrobutyricum 0,0 2.10E+03
CCM 8498 | C. tyrobutyricum 47,5 2.60E+06
CCM 8499 C. butyricum 35,8 1.40E+05
L3 C. tyrobutyricum 30,9 nestanoveno
1030 C. butyricum 274 1.10E+04
12-15-1A | C .tyrobutyricum 45,8 2.00E+02
V51-RCM-3C | C. tyrobutyricum 1,3 1.26E+05
SMR 184 | C. tyrobutyricum 0,0 2.28E+03
SP 112 C. tyrobutyricum 54,5 >1,00E+03

Ptiklad produkce vodiku kmenem Clostridium tyrobutyricum CCM 8498 pii pouZiti média
obsahujiciho laktosu (RCML, viz Tabulka 1) pfi teploté 37 °C je uveden na Obr. 1. Pfi pouziti
média obsahujiciho laktosu dochazelo v laboratornim fermentoru k produkci vodiku pii

hodnoté pH 6,9; podil vodiku ve volné odchazejicich plynech ¢inil 47,5 % pfi pH 6,9.

Ptiklad 2

Ptiklad produkce vodiku kmenem Clostridium tyrobutyricum CCM 8498 pii pouziti syrovatky
z pokusnych vyrob syri eidamského typu pii teploté 37 °C je uveden na Obr. 2. Pfi pouziti
uvedeného média dochazelo v laboratornim fermentoru k produkei vodiku pfi hodnoté pH
6,9 jako v pfipadé pouziti média s laktosou (RCML).

Pfi kultivaci za laboratorni teploty (20 °C) kmen neprodukoval vyznamnéj$i mnozstvi vodiku.

Ptiklad 3

Piiklad produkce vodiku kmenem Clostridium butyricum CCM 8499 pii pouZziti média
obsahujiciho laktosu (RCML, viz Ptiloha 1) je pti teploté 37 °C uveden na Obr. 3. Pii pouziti
média obsahujiciho laktosu dochazelo v laboratornim fermentoru k produkci vodiku pfi
hodnotach pH 5,6 a 6,9. U fermentace pfi pouZiti pH 5,6 doSlo k vyraznému Casovému

posunu produkce vodiku.



Priklad 4

Ptiklad produkce vodiku kmenem Clostridium butyricum CCM 8499 pii pouziti obnovené
syrovatky jako média (byla pouzita suSend syrovatka; hmotnost pouZzité syrovatky byla
piepoctena na stejny obsah laktosy jako u média RCML) pri teploté 37 °C je uveden na Obr.
plynech ¢&inil az 28 % pti pH 5,6; zatimco pii pH 6,9 nepfesahl hodnotu 15 %. Pti kultivaci za

laboratorni teploty (20 °C) kmen neprodukoval vyznamnéjsi mnozstvi vodiku.

Piiklad 5

Vzhledem k tomu Ze sladka syrovatka ma pH v rozmezi hodnot 6,5 az 6,9, pfitomnost kmene
Clostridium tyrobutyricum CCM 8498 umoziuje produkovat vodik i pfi vysSich hodnotach
pH. Tvorba kyselin zptsobuje pokles pH kultivaéniho média, coz umoziuje vyuZiti kmene
Clostridium butyricum CCM 8499. Pii fermentaci je kmen Clostridium tyrobutyricum CCM
8498 po 42 hodinach nedetekovatelny a pfi produkei vodiku se uplatiiuje kmen Clostridium
butyricum CCM 8499.

Pfi fermentaci syrovatky smési klostridii pfi teploté¢ 37 °C byl podil kmene C. butyricum
CCM 8499 u obou smési pro produkci vodiku rozhodujici. Pfi poméru kment (1:1) metodou
denaturaéni gradientové gelové elektroforézy (DGGE) nebyla prokéazéana pfitomnost kmene C.

tyrobutyricum CCM 8498 po vice nez 18 hodinach fermentace.

Ptiklad 6

Produkce kyselin

Pti vsadkové kultivaci pii pouziti glukosy, laktosy, nebo jejich smési jako substratu, testované
druhy rodu Clostridium za anaerobnich podminek b&¢hem faze exponencialniho ristu vedle
vodiku a oxidu uhli¢itého tvofily acetat a butyrat. Produkce te¢kavych mastnych kyselin

testovanymi bakterialnimi kmeny v RCM médiu (s glukosou) je uvedena v Tabulce 3.
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Tabulka 3 Produkce tékavych mastnych kyselin testovanymi bakteridlnimi kmeny - plynova
chromatografie (RCM médium)

Druh Kmen Kyselina/(koncentrace (mg/L)

octova propionova | i-maselna | n-maselnd | n-valerova

C .tyrobutyricum | CCM 8498 828 0 0 2123 0

C. butyricum CCM 8499 1557 0 0 0 0

Pramyslova vyuzitelnost

V Ceské republice se zpracovava ro¢né asi 2,5 miliardy litrd mléka a z vyroby syrd je
produkovano asi 900 miliont litrG syrovatky jako vedlejsiho produktu. Lze odhadovat, Ze dvé
tietiny produkované syrovatky jsou s nulovym ziskem proddvany ke krmnym ucelim nebo
nezadoucim zpisobem unikaji do Zivotniho prostfedi. V Evropé se vétSina syrovatky
velkokapacitné zpracovava ve specializovanych podnicich, kam se syrovatka svazi v
zahu$téném stavu i z velkych vzdalenosti. Tento zplisob zpracovani syrovatky je energeticky
Navrhovany zplisob zpracovani syrovatky z mlékaren umoziiuje biologickou produkei
vodiku. Vodik lze vyuzit jako nizkotlaky lokalni zdroj energie. Pti fermentaci vznikaji t€kavé
mastné kyseliny (kyselina octova a maselna), které lze po vhodném zpracovéani dale vyuzit
jako biologicky nezavadna konzervaéni cinidla v potravinafstvi, farmaceutickém a

kosmetickém pramyslu.




PATENTOVE NAROKY

1. Bakterialni kmeny Clostridium butyricum CCM 8499 a Clostridium tyrobutyricum CCM
8498 produkujici vodik, a fragmenty bunék téchto bakterialnich kmenti, zejména vybrané ze
sekvenci nukleovych kyselin, které koduji enzymy zodpovédné za produkei vodiku, a jejich

Casti, a enzymu zodpoveédnych za produkei vodiku a jejich €asti.

2. Zpusob produkce vodiku, a popfipadé i kyseliny octové a/nebo maselné a/nebo jejich soli,
ze substratu obsahujiciho glukosu a/nebo laktosu, vyznaceny tim, Ze se na substrat plisobi
alespont jednim bakteridlnim kmenem vybranym z Clostridium butyricum CCM 8499 a

Clostridium tyrobutyricum CCM 8498.

3. Zpisob podle naroku 2, vyznafeny tim, Ze se na substrdt plsobi alespon jednim

bakterialnim kmenem pii pH v rozmezi 4 az 7,5, s vyhodou 5 az 7.

4, Zpusob podle naroku 2 nebo 3, vyznaceny tim, Ze se na substrat pisobi alespoii jednim

bakterialnim kmenem pii teploté v rozmezi 30 az 40 °C, vyhodnéji 35 az 39 °C.

5. Zpusob podle kteréhokoliv z narokt 2 az 4, vyznaceny tim, Ze substrat obsahujici glukosu
a/nebo laktosu je vybran ze skupiny zahrnujici média obsahujici glukosu a/nebo laktosu,

syrovatku, odpadni vody z vyroby syrti a odpadni produkty z mlékarenského primyslu.

6. Pouziti alespol jednoho kmene vybraného z Clostridium butyricum CCM 8499 a
Clostridium tyrobutyricum CCM 8498 a/nebo fragmentl bungk téchto kmeni k produkci

vodiku ze substratu obsahujiciho glukosu a/nebo laktosu.

7. Pouziti alespoii jednoho kmene vybraného z Clostridium butyricum CCM 8499 a
Clostridium tyrobutyricum CCM 8498 a/nebo fragmentd bunék téchto kmenl k fermentaci

odpadnich vod vznikajicich pfi vyrobé syrt, které obsahuji glukosu a/nebo laktosu.

8. Pouziti alespoii jednoho kmene vybraného z Clostridium butyricum CCM 8499 a
Clostridium tyrobutyricum CCM 8498 a/nebo fragmentti bun€k téchto kmend k produkei
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kyseliny octové a/nebo kyseliny méselné a/ nebo jejich soli, ze substrétu obsahujiciho glukosu

a/nebo laktosu.

9. PouZiti podle kteréhokoliv z narok® 6 aZ 8, vyznagené tim, ze se pouZije smés obou kment
Clostridium butyricum CCM 8499 a Clostridium tyrobutyricum CCM 8498 a/nebo fragmenti
bunék téchto kmend.
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