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Vyzkumny ustav kvasného prfimvsiu — skupina pimysiu bramboraiského v Praze

Butanol a aceton nadly uplatnéni v fadé priamys-
lovych odvétvi jiz pied prvni svétovou valkou a
jejich vyznam pravé ve vdlce jesté znacné stoupl.
Kdyz roku 1912 Weizman isoloval mikroorganismus
schopny produkovat aceton a butanol na nejriiz-
néjsich cukernych substratech, byl vyuzit tento jev
prakticky a nahrazovédna ndakladnd a =zdlouhava
syntheticka vyroba butanolu a acetonu jejich kvas-
nou produkci. Prvni takovy zédvod byl postaven
v letech 1913 az 1914 v USA, pozdéji pak dalsi
v Anglii, Kanadé a Indii. Postup ziskavani téchto
rozpoustédel kvasnoy cestou vypracoval Weizman.
Vychozim substrdtem byla kukufi¢na nebo obilnd
Aapara. Tim se vSak cely proces zna¢né zdrazoval;
primyslovi mikrobiologové a kvasni chemici se
tedy snazili nahradit -tyto drahé suroviny nejraz-
néjsimi odpady nebo surovinami méné hodnotnymi.

Jejich prace vSak zatim nepfesdahly ramec labora-
tornich pokusi.

Peterson, Fred a Verhulst [12] se pokouSeli vy-
robit aceton, butylalkohol a tékavé kyseliny z ku-
kufi¢nych palic, Stejné zaméieni mély i pokusy
Langlykkovy, van Lanenovy a Fraserovy [7]. Tito
zjistili, ze roztoky xvlosy, ziskané z tohoto mate-
ridlu v prvnim stupni dvoustupfiové hydrolysy, mo-
hou. byt zkvasovany vybranym kmenem butylogen-
nich klostridii. Medium ov3em vyZadovalo pied-
chozi dpravy praSkovanym Zelezem nebo aktivnim
uhlim. Produkce rozpoustédel a jejich pomér byl
stejny jako pii zkvaSovani glukosy nebo melasy.
Fred, Peterson a Anderson [4] pokusné zkvaSovali
hydrolysaty ovesnych slupek a slupek z burskych
ofigkdl. Hydrolysované ovesné slupky se timto
zpisobem pokouseli zpracovat rovnéz Underkofler,
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Fulmer a Rayman [15]. Po zjisténi, Ze butylogenni
klosiridia mohou metabolisovat pentosy, pfikrocili
Sjolander, Langlykke a Peterson [14] a pozdéji Leo-
nard, Peterson a Ritter [8] k pokusim o zkvaSovani
dievnich hydrolysatl na butanol a aceton. Sjolander,
Langiykke a Peterson hydrolysovali dievo zfedé-
nou kyselinou sirovou a po neutralisaci uhli¢itanem
vapenatym naockovali hydrolysat Cl. felsineum a
Cl. butylicum. Na tékavé produkty bylo pfeménéno
30 az 40 % cukri. Pomér produktd byl u CL fel-
sineum tyz jako na glukose, Cl. butylicum produ-
koval mald mnozstvi isopropanolu. Leonard, Peler-
son a Ritler ockovali dievni hydrolysaty pfimo
kmenem Cl. acetobutylicum ¢&. 39. Vytézky neutral-
nich produkti byly 24 az 38 % na zkvaSeny cukr.

Wendland, Fulmer a Underkofler [17] vyuZivali
levulani z topinamburd (Jerusalem Artichokes),
které mirnou kyselou hydrolysou pfevedli na levu-
losu a po neutralisaci hydroxydem sodnym ocko-
vali Cl. acetobutylicum. K zajisténi maximdlnich
vytézki ptidavali Ziviny ve formé obilné drti. Auto-
i dosahli stejnych vytézka i poméru rozpoustédel
jako na obilné zapafe.

Konetné Wiley, Johnson, Mc Coy a Pelerson [18]
se snazili zkvaSenim na butanol a aceton zhodnotit
odpadni sulfitové vyluhy. K upravenému vyluhu
piidali anorganické soli a Ziviny ve formé melasy.
Nejvhodnéjsim mikroorganismem pro toto kvaseni
byl Cl. butylicum. V neutrdlni produkty bylo pie-
ménéno 25 az 30 % cukrd v poméru 75 dila buta-
nolu, 20 dild acetonu a 5 dild etanolu. U nas se
podobnym problémem zabyvala Malivdnkovad.

V roce 1952 vypracoval Dyr [3] zplisob vyroby
rezpoustédel, piizpisobeny nasim podminkam. Vy-
chozi surovinou byly brambory, substrdtem bram-
borova zapara v koncentraci asi 4 %. Tento zplisob
je jiz v provozu.

Vhodnou odpadni surovinou pro butanol-aceto-
nové kvaseni u nas se zdaji byt vyrobni zbytky
pii skrobarenské vyrobé. Az dosud byly tyto latky
zuzitkovany pii kombinované vyrobé skrobarensko-
lihovarské. Jistym nedostatkem je tu ponékud vy3si
spotfeba uhli na vyrobeny 1 hl lihu vlivem slabé
koncentrace zapar. Proto se zdd byt vhodnéjsi
zuzitkovani Skrobéarenskych odpadi kvasnym pro-
cesem butanol-acetonovym, kde, jak znamo, obsah
zkvasitelnych uhlohydrati v zapafe se pohybuje
kolem 5 az 6 %, Pii vyrobé skrobu pfichazeji pro
toto zhodnocovéni v uvahu koncentrovana hlizova
voda, zadni Skroby a Skrobarenské zdrtky. Jednot-
livé slozky se v uvedené zapafe podileji obsahem
zkvasitelnych uhlohydrati takto: hlizova voda
23 %, zadni Skroby 27,5% a Skrobarenské zdrtky
49,5 %,

Zuzitkovani téchto latek na rozpoustédla v polo-
provoznim méfitku provadime’jiz ¢tvrtou kampan
s pomérné dobrym vysledkem. Smés vyse uvede-
nych latek se pafi kontinudlnim zpiisobem a na za-
kvasnou teplotu se chladi povrchovymg zplsobem
v lezatych kvasnych kadich. K zakvasovani se po-
uzivd kultury ze Zavodu 25. unora v Rajci, a to
Vv poméru 2000 ml zakvasu na 70 hl dila. Obsah
skrobu v zdpafe se pohybuje od 4,5 do 5,5 %. Kon-

centrace rozpoustédel v zdpafe se pohybuje od 1,55
do 1,96 %, pomeér rozpoustédel v praméru 60,53 %
butanolu, 29,31 % acetonu a 10,17 % etanolu. Obsah
nezkvaseného ikrobu ¢ini 0 az 0,26 %, kvasna doba
je 48 az<55 hodin.

Takto dosazené slibné vysledky z poloprovoznich
zkousek, jakoz i vyznam kombinované vyroby $kro-
barensko-kvasné pro likvidaci odpadnich vod Skro-
bérenskych nas pifimély k dikladnéjsimu studiu
problému zuzitkovani tohoto odpadu na rozpous-
tédla. Slo hlavné o to, zjistit vliv koncentrované
hlizové vody na cely kvasny proces. Ve srovnani
s normdlni vyrobou rozpoustédel z brambor, kde
dochazi ke ziedovéni bramborové substance v po-
méru 1:3, je pii kombinované vyrobé az dosud fe-
déna bramborovda hmota po znac¢ném odstranéni
skrobu v poméru 1:0,75 provozni vodou. Je dan
tudiz predpoklad, Ze pievaina Cast rozpustnych
latek bramborové substance, obsazena v hlizoveé
vodé, miiZze ovliviiovat téméf v pivodni koncen-
traci cely kvasny proces. Krénner uvadi toto slo-
zeni bramborové hmoty: 76,50 % wvody, 17,50 %
$krobu, 1,92 % dusikatych latek, az 5,51 % sacha-
rosy, 1,55 % pentos, 0,12 % tuku a 0,5 % fosfatida.
Podrobnym rozborem susiny bylo zjisténo, Ze bram-
bory obsahuji téméf vSechny béiné aminokyseliny
a fadu organickych kyselin (kyselinu jablecnou,
jantarovou, dioxymaleinovou, vinnou, citronovou,
stavelovou, mlécnou).

V neskrobnaté ¢asti bramborové substance tvofi
rozpustny podil asi 65 %, z ¢ehoz 45 % jsou latky
dusikaté, 25 % cukry a 30 % popeloviny. Pii labo-
ratornich zkouskach jsme tedy sledovali vliv hli-
zové vody na proces butanol-acetonového kvageni.

Material a metodika

Pracovali jsme s kmenem Cl. acetobutylicum Z 4,
isolovanym na pracovisti v Rdajci nad Svitavou.
Kmen byl vypéstovan z odisolovanych zdravych
bunék, zbylych po autolyse kultury v degenerova-
ném kvasném procesu v provozu. Kulturu jsme
uchovavali v lednici na bramborové zapate a pre-
ockovavali pravidelné 1krat za 2 mésice. Pro dalsi
prace jsme ji pouZivali aZ po urcité dobé klidu
v lednici (Rejméné 3 tydny). Vegetativni inokulum
jsme pfipravovali o¢kovanim 4%, bramborové za-
pary (z Cerstvych brambor) Sokovanym sbirkovym
materidlem. K ockovani pokusli jsme pouzivali
vyhradné 22hodinového vegetativniho inokula
v mnozstvi 4"0. Pro vlastni pokusy bylo poutito
bramborové zapary piipravené z bramborové mou-
ky a hlizové vody v koncentraci 5 a 7 %. Za-
husténa hlizovad voda (60 % susiny) byla rovnéz
uchovavana v lednici a pro piipravu zapar fedéna
vodovodni vodou na 2 % susiny. Kontrolou pokusii
byly banky pripravené stejnym zplisobem z bram-
borové mouky a vodovodni vody. Kvasna teplota
byla 37 °C, kvasna doba 72 hodin, objem kultivaéni
tekutiny byl 500 ml.

Stanoveni kvasnych produkti

Kvasné produkty jsme stanovili podle Rosenfelda
a Simona (1950): 100 ml kvasného media jsme zal-
kalisovali 10 ml 1 N NaOH, zfedili 20 ml destilo-
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vané vody a oddestilovali 100 ml. Zalkalisovanim
se zvy$si disociatni konstanta kyselin a protoze té-
kaji pouze nedisociované kyseliny, pfechéazeji do
destilatu neutrdlni produkty, zatim co kyseliny
zastavaji v destilatnim zbytku. -

V destildtu jsme stanovili butanol a etanol postu-
pem, uvadénym Johnsonem [6], Stanoveni acetonu
jsme provadéli metodou Goodwinovou [5], kterd je
modifikaci Messingerovy [10] metody.

Cukry jsme uréili metodou Shafera a Hartmana
[13]. Pfed stanovenim jsme 10 ml kvasného media
podrobili 3hodinové hydrolyse se 4 ml 10 N H>SO,
na vodni lazni a potom zneutralisovali 4 ml 10 N
NaOH, Pii tomto stanoveni byly.zjisténé hodnoty
pfepoéteny na glukosu. Titraéni aciditu jsme sledo-
vali titraci 10 ml media 0,1 N NaOH na fenolftalein.
~ Pro biometrické hodnoceni dosaZzenych vysledka
'jsme pouzili jednak #-testu, jednak y® (Macek, Po-
korny) [9]. T-test ukdazal, do jaké miry je prukazny
rozdil mezi vysledky v pokuse a v kontrole, po-
moci ¥ jsme zjistili pravdépodobnost, s jakou se
budou opakovat vysledky v pokusech i v kontro-
lach ve vztahu k vytézkim theoretickym.

Pro i-test jsme pouiZivali hodnot:

s, =V 8.2 — standardni deviace .(‘smé-roda-tné
odchylka)
o si
Sx 7—3_— — sifedni chyba

Zpusob uvadéni vysledkli: x ==3 55

Xy X,

t(n,tn,—2)- f 2
Vsoz+sse

Pfislusnou hodnotu pro t (1 + ny-2) vyhledame
v tabulce.

Pii vypo&ty y¥* jsme postupovali fakto:
E = hodnoty ocekdvané (v naSem piipadé

" 60 : 10 : 30)
D = hodnoty dosazené
., _ (B—DP (E—D)* (E—D)*
%~ 7 E (pro but) = E (pro et) E (pro acet.)
N=n—1

n = v naSem piipadé 3 (butanol, etanol, aceton).
Pro vypocteny xz a nase N opét najdeme odpo-
vidajici hodnotu v tabulce.
Zhodnoceni experimentalni &asti
Varianta s 5 % Skrobu

n = pocet piipadla Pokus Kontrola
Yo S () stfedni chyba: butanol 3,86 579
X ] .
X == 3t arithm. primér etanol 2,17 1,88
aceton 1,81 1,11
1 % b 1 Ty
2 9 9 0 butanolu v zapare:
s =—"——— (8 {x)° —nx*)— rozptyl : !
ke grwe gl Lol ) ; 52,55 % + 11,58 % * 48,10 % + 17,37 %
! Experimentalni ¢ast
Tabulka 1 POKUS
i . o 3 Ita | Cukry
= Bajka | Koncentrace Rozpouitédla v mg/ml Vizdjemiy PO?PI}; réspoustEdel Titr. | Cukry na pot.
men 5 rozpoustédel . bl ——| ac. | mg/ml pokusu
v zapaze butanol etanol f aceton butanol 1 etanol aceton | v %
I ] 3 |
1. 1,733 ! 9,42 1,92 5,99 54,35 11,08 34,56 ‘ 3,7 8,10 |
2. " 1,776 i 6,69 4,40 6,67 37,66 24,77 w55 0 40 | 772 '
Z: (Raj.) LR 1,780 | 7.30 4,12 6.38 41,00 23,14 358 | 36 | 772 |
| & | 1.818 9,96 2,33 5,89 54,78 1281 | 32,39 ‘ 50 | 810
| 1 o
tos | 2,059 12,10 2,69 5,80 58,77 13,06 | 28,17 ‘ 37 | 822 50 %
{ 6 | 1,832 9,10 3,09 6,13 49,67 16,86 33,45 | 39 | 8,02
b 1,644 9,83 1,39 5,22 59,79 8,46 31,95 | 48 ;4.?7
[ | |
| s 1,738 11,20 1,74 4,46 64,44 10,01 2555 | 40 | 477
|
| | | l
1 1 1 ]
Primer | 5285 | 1500 | 340 | \
KONTROLA
1. 1,710 9,50 2,29 5,31 55,55 13,39 31,05 3,1 | 3.83
| 2 1,477 6,82 3,70 8,25 46,17 25,05 28,77 3,0 | a0t
i . 1,554 8,05 3,51 . 3,98 45,47 19,82 22,48 29 | 392
5. 1,677 9,50 2,29 £,98 56,64 13,65 29,69 3,2 | 370
5. 1,626 10,10 3,21 4,85 55,30 17,57 26,55 33 | 3,58
5. 1,776 9,93 3,15 4,68 55,91 17,73 - 26,35 3,0 | 372 .
0
7. 1,780 9,80 3,20 4,80 55,05 17,97 26,96 3.2 | 369 |
|
8. 1,641 9,50 2,29 a2 | 5788 13,95 28,14 31 30 |
9. 1,567 8,32 3,87 348 | 53,00 24,69 22,20 29 | 381 |
10. 1,704 7,09 5,47 4,48 41,61 32,10 26,29 33 | 3.57
11. 1,374 7,50 5,94 5,30 42,27 27,84 29,87 3,0 | 3.42 ‘
12. 1,771 7.50 4,94 5,27 42,34 27,89 29,75 31 {345
Primér | | | |/ as,10 20,92 29,09 : j
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Tabulka 2 POKUS
Kmen | Dadka 5‘;‘;5,?};&;‘;‘; Rozpoustédla v mg/ml Vzéjemny possly yorpouitbanl - | o ey ;“‘;1;!&
v zdpafe butanol | etanol | aceton Butangitill letaniol.l by cacaton ) il s | p?rk?;u
Zs (R4j.) 1: 1,011 11,61 2,67 4,80 60,75 13,97 25,27 a5 | am
z. 1,890 11,81 2,07 5,02 62,49 10,95 26,56 86 | 3,70
3 2,085 10,79 3,97 6,09 51,75 19,04 29,21 a5 | 357
4 1,809 7,16 6,43 45 39,58 35,54 24,88 45 | 279 7.0 %
5. 1,420 9,55 0,59 406 | 67,25 415 28,59 36 | 344
6. 1,397 8.87 2,11 2,99 63.49 15,10 21,40 84 | 3,70 :
7 1,691 10,36 1,33 5,22 61,27 7,87 30,87 54 | 448
8. 1,696 9.69 2,63 4,64 57,13 15,51 27,36 43 | a3
3 1,736 9,42 3.50 4,44 54,26 20,16 25,58 42 | 395
10. 1,513 8,87 2,11 4,15 58,63 13,95 27,43 55 | a0z
1. 1,683 9,58 2,25 5.02 56,80 13,37 29,83 57 | 493
12. 1,533 8,87 2,11 4,35 57,86 13,76 28,38 49 | 510
13. 1,571 8,87 211 473 56,46 13,43 30,11 85 | 457
14. 1,816 11,03 2,89 4,64 60,74 13,71 25,55 51 | 487
15. 1,783 9,83 2,98 5,02 55,13 16,71 28,15 46 | am
16. 1,838 10,07 2,67 4,64 54,79 14,53 25,24 52 | 4,98 7.0 %
17 1,555 10,38 1,21 3,86 66,75 7.78 24,82 aF | 520
18. 1,303 9,28 0.79 3,86 66,62 5,67 27,1 33 | 479
19. 1,513 8,87 2,11 8,15 58,63 13,95 27,43 a6 | 495
20. 1,478 8.05 2,38 4,35 55,47 16,10 29,43 %5 | a7
21. 1,552 8,87 211 4,58 57,15 13,59 29,25 45 | 484
22. 1.550 9.28 1,58 &,64 59,87 10,19 20,94 46 | aa2
Promér | ] ' ! sam o wm 273 | |
KONTROLA
1. 1,686 10,49 3,28 3,09 62,22 19,45 18,33 30 | 08
2! 1,548 7,61 4,97 2,90 49,08 32,06 18,71 28 | 400
3. ) 1,562 7.50 4,93 3,19 47,83 31,44 20,34 a1 | 465
& 1,768 9,96 4,92 2.80 56,32 27,82 15,83 28 | am
5. 1,484 7,50 4,93 2,41 50,54 3321 16,23 2,8 4,98 =7 %
6. 1,902 11,60 4,91 2,51 60,98 25,81 13,19 2.9 4,54
7 1,753 10,51 3.16 38 |, 59,95, 18,02 22,02 28 | 442
8. 1.497 7,50 5,93 258 | 49,63 32,62 16.81 3.0 | 505
9. 1,547 10,66 191 2,9 68,90 12,35 18,75 29 | &2
10. 1,692 9,28 4,74 2,90 54,84 28,01 17,14 2,9 4,07
1. 1.682 9,28 4,74 2,80 55,17 28,18 16,65 30 | %o
12. 1,457 6,68 441 3.48 45,84 30,27 23,88 2.9 ' 4,87
\ 1
Primér | | | ! | s | 2860 1819 | f '
=
% etanolu v zapafte: U acetonu v zapare:
1500 % + 6,51 % 2092% + 565% 2734 % + 237% 18,19 % + 4,89 %
% acetonu v zépafe: tazy pro butanol = 11,0 %
3240 % * 543% 2734% + 333% ¢ :
32y Pro etanol < 1%o
‘ug) pro butanol = 5392 % t33 pro aceton < 1%
tys pro etanol = 502% w2 = 283 0% < 1%
tyg pro aceton = 11,53 %
w2 =127 % <1% Disknse
Varianta se 7 % skrobu ) V laboratornich pokusech jsme sledovali moznost
Pokus Kontrola  zkva3eni skrobarenskych zbytkil na butanol a ace-
stfedni chyba: butanol 2,54 1,97 ton, a to jednak pii koncentraci 5% cukry,
etanol 1,65 1,82 jednak koncentraci 7 % cukru. Pii pokusech byla
aceton 0,79 1,63 zajisfovana konstantni produkce rozpoustédel za-

* % butanolu v zdpafe: y
B 59,71 % + 7,62 % 5511 % =+ 591 %
‘0 etanolu v zapafe:

14,72 % + 4,95 % 26,60 % + 5,46 %

L} .

chovavanim stdle stejnych podminek (kvasna doba,
kvasnd teplota, objem kultivaéni tekutiny, tvar kul-
tivacénich nadob, sloZzeni substratu, staii a mnozstvi
inokula). Pfesto vsak byl v nékterych, zejména
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kontrolnich bankdch, zjistén napadné nepiiznivy
pomér neutralnich produktd. Protoze, jak je svrchu
uvedeno, byly pii pokusech zachovévany konstant-
ni podminky a protoze béznymi konirolnimi meto-
dami, zavedenymi v provoze (mikroskopicka kon-
trola stavu bakterii, titracni acidita, tvorba plynu),
nebyly zjistény Zadné abnormality v prabéhu kva-
Seni, nebyly tyto ,Spatné” banky vyfazeny, nybrz
jsme obratili pozornost ke statistickym metodam,

Ve srovnani s kontrolou byla v pokusech stfedni
chyba mensi téméf u vsech hodnot. Rozdil v pro-
centualnim poméru rozpoustédel je viak podle vy-
sledkt i-testu statisticky dostate¢né prikazny pouze
u etanolu a acetonu ve varianté pokusu se 7 %
Skrobu (za prikaznou se pokladad pravdépodobnost
mensi nez 5 %). Naproti tomu druhé biometrické
métitko (%%), kdy vytézky v pokusech i v kontro-
lach byly vztahovény k theoretickému poméru roz-
pousiédel ukazalo, Ze ve varianté s 5 % &krobu je
pravdépodobnost 17,7 % a ve varianté se 7 % &kro-
bu dokonce 28,3 %, zatim co v kontrole je v obou
piipadech mensi nez 1 %.

Podle vysledkil biometrického hodnoceni 1ze tedy
$krobarenské zbytky pouzivat ke kvasné wvyrobé
butanolu a acetonu dokonce s ponékud lepsimi vy-
sledky neZ brambory, Zejména dilezité viak je, Ze
kvaSeni s pfiddnim hlizové vody vykazuje daleko
mensi vykyvy v procentudlnim poméru rezpousté-
del mezi jednotlivymi batikami, Pribéh kvasného
procesu s hlizovou vodou je tedy, podle vysledku
%2 mnohem pravidelnéjsi; vysledky se vice pfibli-
zZuji vysledktim theoretickym nez pfi kvageni kon-
trolnim.

Nami pouzitych statistickych metod lze pouZivat
i v provozech. ¥2 miZe slouzit jako méfitko na pf.
pro posuzovani vyhod nového technologického po-
stupu, t-testu lze pouZit pro hodnoceni nové zava-
déné suroviny.

Nepfiznivym zjevem v nasi praci je vysoky ob-
sah zbytkového cukru na konci kvaseni.

Zaveér

1. Byly provedeny laboratorni pokusy se zkvaso-
vanim Skrobarenskych zbytkid na butanol a aceton
jednak pii koncentraci 5 % cukru, jednak pfi kon-
centraci 7 % cukru.

2. Podle vysledkil analys je moZno tuto surovinu
zpracovavat s ponékud lep3imi vysledky neZ bram-
borovou zaparu. Kvaseni s hlizovou vodou probiha
pravidelnéji a s mensimi vykyvy nez kvaseni kon-
trolni. ;

3. Pro posuzovani piednosti nové sureviny bylo
pouzito biometrickych metod.
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