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ABSTRAKT

Tato bakalafskéa prace se vénuje izolaci a charakterizaci celulolytickych mikroorganismu
zraznych ptirodnich vodnich ekosystémt. Pomoci selektivnich kultiva¢nich technik
a specifickych biochemickych testii byly identifikovany kmeny schopné rozkladat celul6zu.
Byla stanovena jejich enzymatické aktivita vyjadiena celulolytickym indexem a provedeno
srovnani zastoupeni téchto mikroorganismi mezi sladkovodnimi a slanymi vodami.
Vysledky ukazuji vyraznou diverzitu izolovanych bakterii i rozdily v jejich degradacnim
potencidlu. Prace pifinasi poznatky o ekologické roli celulolytickych mikroorganismu
a zdlraziuje jejich vyznam pro biotechnologické aplikace, jako je kompostovani nebo

vyroba bioenergie.

Kli¢ova slova: celuldza, ekosystém, mikroorganismy, degradace, biotechnologie

ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on the isolation and characterization of cellulolytic
microorganisms from various natural aquatic ecosystems. Using selective culture techniques
and specific biochemical assays, strains capable of degrading cellulose were identified. Their
enzymatic activity, expressed as a cellulolytic index, was determined and the abundance
of these microorganisms was compared between freshwater and saltwater. The results show
a significant diversity of the isolated bacteria and differences in their degradation potential.
The work provides insights into the ecological role of cellulolytic microorganisms
and highlights their importance for biotechnological applications such as composting

or bioenergy production.

Keywords: cellulose, ecosystem, microorganisms, degradation, biotechnology
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UvVOD

Celuldza je jednim z nejrozsifenéjSich biopolymert na Zemi a tvofti hlavni slozku rostlinné
biomasy. Pfestoze je jeji rozklad klicovym procesem v globalnim kolob¢hu uhliku, je tento
proces diky strukturni odolnosti celuldozy pomérné slozity. Celulolytické mikroorganismy,
mezi néz patii rizné druhy bakterii a hub, hraji v tomto rozkladu zésadni roli.
Tyto mikroorganismy produkuji enzymy, které umoziuji degradaci celulozy na jednodussi

sacharidy, ¢cimZ podporuji rozklad organické hmoty v ptirodnich ekosystémech.

Z ekologického hlediska tedy mikroorganismy vyrazné pfispivaji k recyklaci organické
hmoty, uvoliuji ziviny zpét do pidy a podporuji riist rostlin. Tento pfirozeny proces
degradace rostlinného materidlu ovliviluje slozeni plidnich spoleCenstev a stabilitu
ekosystému. Diky schopnosti adaptace na extrémni podminky lze tyto mikroorganismy

nalézt v riiznorodych prostiedich, od lesnich ptid az po pramyslové odpady.

V  biotechnologiich nachazeji celulolytické mikroorganismy Siroké uplatnéni.
Jejich enzymy, celuldzy, jsou klicové pro vyrobu bioethanolu jakozto udrZitelné alternativy
fosilnich paliv. Déle se vyuzivaji v papirenském pramyslu, pii vyrobé textilii nebo
v potravinafstvi. Diky rostoucimu zajmu o udrzitelnd feSeni se vyzkum téchto

mikroorganismu stale rozviji s cilem optimalizovat jejich vyuziti v primyslovych procesech.

Tato bakalafska prace se vénuje skriningu a izolaci celulolyticky pozitivnich
mikroorganismii z vybranych ekosystémi, charakterizace jejich enzymatické aktivity
a posuzuje jejich potencialni aplikace. Vysledky mohou pfispét k hlubSimu pochopeni
ekologickych funkci téchto mikroorganismi i1 k jejich efektivnimu vyuziti

v biotechnologiich.
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1 CELULOLYTICKA AKTIVITA

Celuldza, ktera je nejroz§irenéjSim piirodnim biopolymerem tvoftici ptiblizné€ 50 % biomasy,
ma zésadni vyznam. Jeji vyuzivani saha az k pocatkiim lidské civilizace, avSak v poslednich
dekadach pritahuje zvySenou pozornost diky moznostem tpravy jejich vlastnosti
na nanometrické urovni. ZmenSenim materidlu na nanouroven (Obrazek 1) dochazi

k odhaleni zcela novych vlastnosti, coz plati pravé i pro celulozu (Dufresne, 2023).

Obrazek 1 Struktura nanoceluldzy

(upraveno dle: DISPOSABLE-TABLEWARE.COM, 2024)

Nekteré  bakterie dokazi nejen celulézu rozkladat, ale i syntetizovat.
Bakteridlni celuloza hraje roli pfi ochrané¢ mikroorganismi pfed nepfiznivymi vlivy
prostiedi a poméha jim pfizplsobit se proménlivym podminkdm. Zaroveit mize poskytovat
ochranu proti ptisobeni antibiotik, coz souvisi s procesy patogeneze — bakterie by mohly

vyuzivat celulazy ke zruseni vazby na biofilm (Mon et al., 2024).

1.1 Celul6za

Celuldza je polymer tvoreny glukézovymi jednotkami propojenymi B-1,4-glykosidickymi
vazbami a ptedstavuje nejrozsifenéjsi formu fotosynteticky fixovaného uhliku na Zemi.
Bakterie hraji kli¢ovou roli v kolobéhu uhliku diky své schopnosti pieméinovat celulézu
na jednodussi substraty. Nicméné jeji enzymaticka hydrolyza je narocna kvuli pruznosti
glykosidickych vazeb. Struktura celulézy zahrnuje jak krystalické, tak amorfni oblasti

aje pevné propojena s dalSimi polymery, jako jsou hemiceluldzy, pektiny a lignin.
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Nejvyssi uroven rozkladu celulézy byla zaznamenana u specializovanych celulolytickych
mikroorganismli, které produkuji komplexni smés enzyml pulisobicich synergicky

pii rozkladu celulozy i pridruzenych slozek bunécné stény (Mon et al., 2024).

1.1.1 Amorfni celuloza

Amorfni celuléza pifedstavuje neuspofddanou formu celuldozy s nizsi krystalinitou
a nepravidelnym usporadanim molekuldrnich fetézcl. Na rozdil od krystalické celuldzy,
ktera je tvofena vysoce organizovanymi doménami s pevnymi vodikovymi vazbami,
amorfni celul6za obsahuje nepravideln¢ orientované segmenty s niz§im stupném polymerace
a vys$i dostupnosti hydroxylovych skupin. Tento neusporadany charakter ji propijcuje
odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti, vcetné vySS$i rozpustnosti a reaktivity,
coz ji ¢ini vhodnou pro chemické modifikace a biotechnologické aplikace. Amorfni celuloza
se ziskavad riznymi metodami, napiiklad mechanickym zpracovanim (napt. kryogennim
mletim), chemickymi Upravami (napf. regenera¢nimi procesy) nebo enzymatickou
degradaci. V ramci experimentalnich studii byla izolovana amorfni celuléza z plasténct
pomoci kryogenniho mleti a regeneracnich strategii, pfi¢emZz byla analyzovéana
jeji luminiscenéni aktivita. Tento materidl vykazuje odlisSné optické vlastnosti, které
souviseji s nepravidelnym uspofadddnim celul6zovych fetézcl a pritomnosti kyslikovych

atomi v molekularni struktute (Jin ef al., 2023).

1.1.2 Krystalicka celuléza

Krystalickd celuléza je vysoce organizovana forma celulézy slozend z krystalickych
a amorfnich oblasti. Krystalické zény, tvofené pravidelné usporadanymi fetézci glukozy
spojenymi [B-1,4-glykosidickymi vazbami, ji proplj¢uji vysokou pevnost, stabilitu a nizkou
rozpustnost ve vodé. Diky témto vlastnostem nachazi Siroké vyuZiti v biotechnologiich,
vyrobé biodegradovatelnych materialii a medicin€. Ziskava pfedevsim z rostlinné biomasy,
jako je dfevo, zemédélské odpady (slama, slupky, stonky) a specializované energetické
plodiny. Alternativnim zdrojem jsou bakterie, které syntetizuji celulézu prostfednictvim
enzymového komplexu celulozové syntdzy. Oproti rostlinnym zdrojim umoZnuje
zpusob vyroby. V zavislosti na pouzitém zdroji se mohou vlastnosti krystalické celulézy
liSit — naptiklad dfevni celuléza ma vyS§Si mechanickou pevnost, zatimco celuldza
ze zemedélskych odpadt je ekonomicky vyhodnéjsi. Vybér vhodného zdroje a metody

extrakce tak hraje klicovou roli v jeji primyslové aplikaci (Emenike et al., 2023).
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1.2 Hydrolyza celulozy

Hydrolyza sacharidii je klicovym procesem, pii kterém dochazi k rozkladu polysacharida
na jednodussi cukry, jako jsou oligosacharidy, disacharidy a nakonec monosacharidy.
Tento proces je katalyzovan hydrolytickymi enzymy, pfedev§im amyldzami, celuldzami
a glukosiddzami, které¢ $tépi glykosidické vazby mezi jednotlivymi cukernymi jednotkami.
Sacharidy, zejména celuldéza a hemiceluldoza, mohou byt obtizn¢ hydrolyzovatelné kvuli
své slozité struktuie a pfitomnosti ligninu. K efektivni hydrolyze téchto polymeri je proto
zapotiebi specifickych enzymi (viz Obrazek 2) nebo dalSich chemickych a fyzikalnich
uprav. Rychlost a ti¢innost hydrolyzy zavisi na n¢kolika faktorech, vcetné typu sacharidu,
ptitomnosti inhibitorti a podminek prostiedi, jako je pH a teplota. Tento proces je klicovy
pro Dbiologické a priamyslové aplikace, napiiklad pii vyrobé bioethanolu

nebo potravinatskych produkti (Bioenergy Engineering, 2023).

]
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Obrazek 2 Schéma enzymatické hydrolyzy celulozy celuldzovym komplexem

(zdroj: Hiirkova, 2012)
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1.2.1 Enzymovy systém celulazy

Enzymy celuldzy jsou produkovany riznymi organismy, vcetné bakterii, hub a nékterych
bezobratlych. Patti do rtiznych rodin glykosidovych hydrolaz a hraji zasadni roli v degradaci
celulozy. Celulézovy enzymovy systém se skladd ze tii hlavnich tfid rozpustnych
extracelularnich enzymi, které spole¢n¢ zajist'uji efektivni rozklad celuldzy na jednodussi

sacharidy (Mon et al., 2024).

Endoglukanaza je zodpovédna za ndhodné Stépeni B-1,4-glykosidickych vazeb podél
celul6zového fetézce, ¢imz vytvaii nové koncové skupiny. Exoglukandza nasledné pasobi
na neredukujici konce celul6zového fetézce a odstépuje celobiézové jednotky nebo
elementarni fibrily z krystalické celulézy. Poslednim krokem rozkladu je pusobeni
B—glukosiddzy, kterd hydrolyzuje celobiézu a rozpustné celulodextriny na glukdzu.
Tato glukéza mize byt dale vyuzita v metabolickych procesech nebo mineralizovdna
na vodu a oxid uhli¢ity. Vzajemnd synergie vSech tfi enzymi je nezbytnd pro efektivni
degradaci celuldzy, at’ uz v ptirodnich ekosystémech nebo v priamyslovych aplikacich

zamé&fenych na vyuZiti obnovitelnych zdroji (Gupta et al., 2012).

1.3 Enviromentalni vyznam celulozy

Enzymaticka pfeména obnovitelné celul6zové biomasy na biopaliva tvoii klicovy zaklad pro
moderni vyrobu bioethanolu. Pfi této vyrobé¢ z celulézové biomasy piedstavuje enzymaticka
hydrolyza celulozy na zkvasitelné cukry pfiblizné 30 % celkovych nékladi.
Proto je nezbytné dikladné porozumét procesu enzymatické hydrolyzy, aby bylo mozZné
vyvinout efektivni model, ktery umoZni optimalizaci podminek a vytvofeni ekonomicky
vyhodného systému. Tento proces je vSak znacné slozity, protoze celuldéza je velmi
komplexni substrat a jeji hydrolyza probihd heterogennim zplsobem. Pieména celuldzy
na glukozu tak zahrnuje vice kroki, nez by odpovidalo klasickym kinetickym modeliim

enzymovych reakci (Olkiewicz et al., 2022).

V poslednich letech také vyrazné vzrostl zdjem o materidly z biologickych zdrojd,
ato diky jejich vysokému potencidlu pro vyrobu hodnotnych produkti s minimalnim
dopadem na Zivotni prostiedi. Upravou celulézy na nanometrické méfitko se oteviraji dvete
k unikatnim vlastnostem, které slibuji Siroké uplatnéni v mnoha primyslovych odvétvich

(Dufresne, 2023).
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1.3.1 YV ekosystému

V ptirodé se celuléza bézné se ziskava predevSim z rostlin a rostlinného odpadu.
Rostliny jsou hlavnim zdrojem celul6zy (Obrazek 3), avSak jejich péstovani vyzaduje dlouhé
produkéni cykly arozsdhlé plochy, coZz mize byt z hlediska efektivity i udrzitelnosti
omezenim. Proto se stdle vice pozornosti zaméfuje na alternativni zdroje celuldzy,

mezi néz patii nékteré mikroorganismy a fasy (Katyal et al., 2023).

Struktura bunééne stény
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Obrazek 3 Struktura rostlinné bunky
(upraveno dle: Salimi et al., 2024)

Fotosyntéza rostlin fixuje CO: a kazdy rok produkuje piiblizn¢ 1011 tun suSiny,
pfi¢emz celuléza tvoii vice neZ polovinu této hmoty. Tato biomasa je dlleZitym
obnovitelnym bio zdrojem, ktery lze vyuzit k vyrobé paliv, chemikalii a dalSich materiald.
Nicméné nevhodné nakladani s témito biomasami muze poskodit ekosystémy a zdravi lidi.
V ptirod¢ jde hlavné o biodegradaci lignocelulézové biomasy. Mikroorganismy produkuji
celuldzové enzymy, které efektivné rozkladaji celulozu, ¢imz ptispivaji k recyklaci Zivin
a cyklu uhliku. I kdyZ bakterie rychleji rostou, houby jsou silngj$imi producenty celuldzy
a hraji tak vétsi roli v tomto procesu. Enzymy vyluCované témito organismy (napf.
celobio—hydrolaza, endoglukanaza a P—glukosidazy) umoziuji u¢inny rozklad celuldzy

a podporuji udrzitelnost ptirodnich ekosystému (Roy et al., 2024).
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1.3.2 Pro technologie a biotechnologie

Krom¢ bakterii jsou producenty celulozy také nékteré druhy tas, naptiklad Gelidium elegans,
Posidonia oceanica a Nannochloropsis oceanica. Produkce celulozy u fas je zajimavym
vyzkumnym tématem, které nabyva na vyznamu z hlediska udrzitelnosti,
nebot’ tyto organismy mohou predstavovat udrzitelnéjsi alternativu k rostlinnym zdrojim.
Rasy navic rostou rychleji neZ vyssi rostliny, nevyzaduji zemédélskou ptidu a mohou
byt kultivovany ve sladkovodnich i moiskych prostiedich, coz z nich ¢ini atraktivni surovinu

pro biotechnologické aplikace (Katyal et al., 2023).

Celuloza ziskana ze dfeva a jinych rostlinnych zdroji miize byt upravena do podoby
nanoceluldzy, ktera diky své malé velikosti vzhledem k velkému povrchu nabizi jedine¢né
vlastnosti. V environmentélnich technologiich se nanocelul6za uplatiiuje jako vysoce u¢inny
biosorbent pro odstrafiovani tézkych kovl a dalSich Skodlivych latek z vody a odpadnich
vod. Jeji biodegradabilita a obnovitelnost z ni ¢ini ekologicky Setrnou alternativu
k vlastnosti. V environmentalnich technologiich se nanocelul6za uplatituje jako vysoce
ucinny biosorbent pro odstranovani tézkych kovl a dalSich Skodlivych latek z vody
a odpadnich vod. Jeji biodegradabilita a obnovitelnost z ni ¢ini ekologicky Setrnou
alternativu k syntetickym sorbentim. Vyvoj efektivnich a udrzitelnych metod syntézy
nanosorbentli s vysokou adsorp¢ni kapacitou proto predstavuje klicovy krok k Sir§imu
vyuziti celulozovych materidli v modernich technologiich a biotechnologiich

(Rocky et al., 2023).
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2 MIKROORGANISMY V ZIVOTNIM PROSTREDI
ROZKLADAJICI CELULOZU

Mikroorganismy z zivotniho prostfedi hraji klicovou roli v rozkladu celulozy
ajsou vyznamnym zdrojem enzymu celulazového systému. Nejefektivnéjsi mikrobialni
systémy se nachazeji ve stfevech organismd, které se zivi celul6zovou biomasou, jako jsou
termiti nebo larvy nékterych motylt. V ptirodé vSak bylo popsdno mnoho mikroorganismu
s celulolytickymi aktivitami, a to jak mezi houbami, tak mezi bakteriemi.
Tyto mikroorganismy produkuji Siroké spektrum enzymu, které umoziuji efektivni
degradaci celulozové biomasy. Z bakterialnich druhii se na hydrolyze celuldzy podileji jak
aerobni, tak anaerobni mikroorganismy. Celulolytické mikroorganismy jsou klicovymi hraci
v prirozenych procesech rozkladu rostlinné biomasy a mohou byt vyuzity
1 v biotechnologickych aplikacich zaméfenych na udrzitelnou produkci bioenergie a dalSich

produktl zaloZenych na obnovitelnych zdrojich (Gupta et al., 2012).

2.1 Bakterie rozkladajici celulozu

Celul6zu mohou rozkladat rizné druhy bakterii, které hraji klicovou roli v cyklu uhliku
a prirozené degradaci celul6zové biomasy v pfirodnich ekosystémech. Mezi nejvyznamné;jsi
bakterie zodpovédné za degradaci celulozy patii rody Clostridium, Trichonympha,
Ruminococcus, Bacteroides a Butyrivibrio, které se vyskytuji v travicim traktu herbivornich
zivocichll a hmyzu, kde napomahaji traveni celulézy. Tyto bakterie produkuji specifické
celulolytické enzymy, které jsou schopné efektivné stépit celulézova vladkna na jednodussi
cukry, kter¢ mohou nasledné vyuzit pro svou energetickou potiebu. Bakterie tedy nejen
ze rozkladaji celuldozu na jednoduché cukry, ale také prispivaji k obnové ekosystému tim,
ze umoznuji recyklaci organické hmoty. Diky jejich schopnosti rozkladat celulézu a jiné
lignoceluléozové materialy, jsou nepostradatelnymi uc€astniky biogeochemickych cykld
a predstavuji klicové mikroorganismy pro udrzitelnost ptirodnich ekosystémt. Tento proces
je rovnéz vyuzivan v prumyslovych aplikacich, kde bakterie a jejich enzymy pomahaji
v recyklaci odpadu a vyrobé biopaliv, coz ma pozitivni dopad na Zivotni prostiedi

(Katyal et al., 2023).

Bakterie se schopnosti rozkladu celulozy muizeme rozdélit podle né&kolika riiznych
vlastnosti jako je naptiklad potieba kysliku, podle ekosystému, ve kterém se vyskytuji

nebo podle teplotnich preferenci. V této praci jsem si vybrala déleni podle bunécné stény.
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2.1.1 Grampozitivni bakterie

Pritomnost celulolytickych enzymi byla zjisténa u grampozitivni bakterie Clostridium

thermocellum (Lamed et al., 1987).

Mezi nejvyznamnéjsi grampozitivni bakterie degradujici celulézu patii zastupci rodu
Bacillus, ktefi se vyskytuji v rtiznych ekosystémech a jsou ¢asto studovani pro svou
schopnost produkovat celulazu. Byl izolovan kmen Bacillus subtilis, ktery byl jiz diive
identifikovan jako vyznamny zdroj genii pro celulazu, pii¢emz rizné studie uvadéji, ze velka
cast celulolytickych bakteridlnich izolatii pochazi pravé z tohoto rodu. Nekteré studie
potvrdily, ze druhy jako Bacillus amyloliquefaciens, B. subtilis a B. megaterium produkuji
enzymy schopné efektivn¢ degradovat celulézu. Produkce enzymti u téchto bakterii zavisi
na podminkach kultivace, jako je pH, teplota a koncentrace inokula, pficemz optimalni
podminky vedou k vyraznému zvySeni enzymatické aktivity. Kromé rodu Bacillus se mezi
gram-pozitivni celulolytické bakterie fadi také aktinomycety, napiiklad zastupci rodu
Paenarthrobacter nebo Mycobacterium, kteti rovnéz vykazuji schopnost produkovat

celuldzu stépici enzymy (Li et al., 2023).

2.1.2 Gramnegativni bakterie

Vedle grampozitivnich bakterii se na rozkladu celuldzy podili i fada gramnegativnich
bakterii, mezi které patii naptiklad zastupci roddt Pseudomonas, Stenotrophomonas nebo
Chryseobacterium. Nékteré studie identifikovaly gramnegativni bakterie s celulolytickou
aktivitou v riznych prostiedich, v€etné piidnich ekosystému a sedimentl. Napiiklad druh
Stenotrophomonas sp. izolovany z pudy vykéazal schopnost rozkladat celulozu
za optimalnich rustovych podminek. Dalsi gramnegativni bakterie,
Thermoanaerobacterium sp., byla izolovana z tropické suché plidy a prokéazala schopnost
degradovat celuldzu i pti vysSSich teplotach. Studie zaméfené na optimalizaci kultivacnich
podminek téchto bakterii ukdzaly, Ze enzymaticka aktivita celulézy produkované
gramnegativnimi bakteriemi zavisi na pH, teploté¢ a dobé inkubace. Naptiklad druhy
Acinetobacter a Branhamella vykazovaly rizné hladiny celuldzové aktivity v zavislosti
na téchto faktorech. Prestoze gramnegativni bakterie obecné nejsou tak casto spojovany
s produkci celulozy Stépicich enzymil jako grampozitivni bakterie, jejich adaptabilita
a enzymaticka aktivita naznacuji jejich potencidl pro biotechnologické aplikace

(Lietal., 2023).
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2.2 Archea

Archaea hraji neptimou, ale klicovou roli v celulolytické aktivité¢ v bachoru prezvykavci,
predevSim prostiednictvim  syntrofni spoluprace s celulolytickymi bakteriemi.
Celulozu v bachoru rozkladaji hlavné bakterie, jako jsou Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus albus a Ruminococcus flavefaciens, které ji preménuji na mastné kyseliny
s kratkym fetézcem, vodik a oxid uhlicity. Pfitomnost metanogennich archei, které vyuzivaji
H> k produkci metanu, pomaha snizovat koncentraci vodiku, ¢imz zabranuji zpétné inhibici

celulolytickych enzymi a umoziluji efektivnéjsi fermentaci celulozy (Abubakr ef al., 2014).

2.2.1 Thermofilni archea

Termofilni archaea se vyskytuji v extrémnich prostiedich s vysokymi teplotami, jako jsou
hydrotermalni prameny, hlubokomoftské sedimenty nebo primyslové anaerobni fermentory.
Neékteré druhy se podileji na degradaci celulézy v anaerobnich podminkach, kde casto
spolupracuji s celulolytickymi bakteriemi. Pfestoze neprodukuji klasické celulazy, vyuzivaji
syntrofni metabolismus k rozkladu fermentacnich produktd, jako jsou acetat, vodik
a metanogenni substraty. Diky své odolnosti vii€i vysokym teplotdm jsou termofilni archaea
perspektivni pro biotechnologické aplikace, zejména pii produkci bioplynu a bioethanolu.
Jejich pfitomnost v anaerobnich fermentorech umoziuje stabilngjsi a efektivnéjsi degradaci
lignocelulézové biomasy, coZ z nich ¢ini kli¢ové pomocniky v rozkladu organickych

materiali v primyslovém méftitku (Tsavkelova et al., 2018).

2.2.2 Halofilni archea

Extrémné halofilni archaea tvofi vyznamnou soucast mikrobialnich komunit v prostfedich
s vysokym obsahem soli, pficemz vétSina kultivovanych druhti vyuZiva jednoduché cukry
nebo peptidy jako zdroj uhliku. Nedavné studie odhalily, Ze nékteré halofilni archaea jsou
schopny ristu na nerozpustnych polysacharidech, vcetné celulézy. Tyto mikroorganismy
vyuzivaji dva rozdilné piistupy k rozkladu celuldozy. Nekteré druhy se specializuji
na efektivni degradaci celuldzy diky vysoké enzymatické aktivité, zatimco jiné jsou
metabolicky flexibiln¢j$i a vyuzivaji S$ir§$i spektrum Zivin. Transport glukdzy
a celooligosacharidli probihd prostfednictvim ABC transportéri a portert, pfi€emZ
intracelularni metabolismus glukoézy je regulovan bud’ glykolyzou, nebo semifosforylacni

Entner—Doudoroffovou drahou, v zavislosti na konkrétnim kmeni. (Elcheninov et al., 2023).
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2.2.3 Methanogenni archea

Methanogenni archaea hraji dilezitou roli v anaerobnim rozkladu celulozy, predevsim
jako soucast komplexniho mikrobialniho spolecenstva, které se podili na degradaci
lignocelul6ozové biomasy. Samotné methanogeny sice neprodukuji celulazy, ale spoléhaji
na fermentativni mikroorganismy, jako jsou stievni protisté a bakterie, které¢ celulozu
rozkladaji na jednodussi cukry a fermentacni produkty, zejména acetat, vodik a oxid uhlicity.
Jsou klicovym c¢lankem anaerobniho potravniho fetézce, ve kterém uzaviraji cyklus uhliku
pieménou celul6zové biomasy na methan, jenz mize byt dale vyuzit jako zdroj energie.
Tento proces je nejen dulezity pro ptirodni uhlikovy cyklus, ale také ma praktické vyuziti

v biotechnologiich, naptiklad pfi vyrobé bioplynu z rostlinné biomasy (Kaneko et al., 2024).

2.3 Plisné a houby

Také plisn€ maji vyznamnou roli v pfirozeném rozkladu celulé6zové biomasy diky produkci
celulazovych enzymti. Mezi dominantni rody patii Trichoderma, Aspergillus, Neurospora,
Myceliopthora a Penicillium, které efektivné degraduji celulézu a pftispivaji k recyklaci
organické hmoty v ekosystémech. Nicméné optimalizace jejich enzymatické aktivity
a sacharifikacni uc¢innosti zlstava vyzvou. Bylo prokazano, ze tispé$na degradace celulozy
vyzaduje spolupraci n¢kolika enzymi v ramci celulazového konsorcia. Proto se zamétuje
vyzkum na genetické modifikace téchto hub s cilem zvysit produkci vysoce ucinnych celulaz
s lepsi stabilitou (pH, teplota), vyssi vytéznosti a snizenou inhibici substratem. K dosazeni
téchto vylepSeni se vyuzivaji pokrocCilé strategie genetické manipulace, které umoznuji
cilenou upravu enzymatickych mechanismt a zvysuji efektivitu ptirozené biodegradace

celulozy (Mondal et al., 2022).

2.4 Symbioticky vztah mezi houbami a bakteriemi

Béhem aerobniho kompostovani je celuléza nepfetrzité Stépena enzymy celuldzami,
které uvolnuji celulolytické mikroorganismy, zejména bakterie a houby. V pocatecnich
fazich kompostovani rozklad celuldzy zajist'uji predev§im aerobni bakterie, které¢ produkuji
extracelularni celulazy a zahajuji degradaci celulézovych vldken. V pozdéjSich fazich
kompostovani piebiraji dominantni roli houby, které stabilizuji proces rozkladu a zaroven
podporuji pfeménu ligninu . Tento synergicky systém bakterie-houby umoziuje efektivni
degradaci lignoceluldzy a zajistuje optimalni kolob¢h Zivin potfebny pro zrani kompostu

(Lietal., 2023).
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3 FAKTORY OVLIVNUJICIi CELULOLYTICKOU AKTIVITU

Pro pochopeni mechanismu degradace celuldozy v Zivotnim prostiedi je dulezité zaméfit
sena faktory ovliviljici jeji rozklad. Celuldéza je biologicky odbouratelny material,
ktery se v ptirod¢ rozklada plisobenim enzymi, jako jsou celuldzy produkované
mikroorganismy. Tento proces je kliCovy pro pfirozeny kolobéh uhliku a pfispiva
k udrzitelnosti ekosystému. Rychlost a i¢innost degradace celuldzy v§ak mohou ovliviiovat
rizné environmentalni faktory, napiiklad dostupnost rozkladnych mikroorganismii, vlhkost,
teplota a pH prostiedi, ale pfedevSim i vlastnosti substratu a enzymatické. Schopnost
celulézy podléhat prirozené biodegradaci je vyhodna pro snizeni odpadu a zatéze Zivotniho
prosttedi, coz z n&j €ini perspektivni material pro udrzitelna feSeni v riznych primyslovych

a ekologickych aplikacich (Torgbo a Sukyai, 2020).

Kli¢ové aspekty jsou popsany nize.

3.1 Strukturni vlastnosti substratu

Dostupnost celul6zy pro enzymaticky rozklad je primarné¢ urcena jeji krystalinitou, stupném
polymerace a pfitomnosti dalSich slozek bunécné stény, jako jsou lignin a hemiceluldza.
maji omezeny ptistup ke glykosidickym vazbam. Naproti tomu amorfni celul6za je mnohem
snadngji St€pitelna. Pritomnost ligninu a hemicelulézy muze branit piistupu celulaz
k celulozovym vldkntim a zaroven zplsobovat nespecifickou adsorpci enzymd, ¢imz snizuje

jejich ucinnost (Fang a Qu, 2018).

3.2 Inhibice enzymii a vedlejsi produkty hydrolyzy

Behem enzymatického rozkladu celuldzy vznikaji vedlejsi produkty, které mohou plisobit
jako inhibitory enzymatické aktivity. Glukdza a celobidza, jako hlavni produkty celul6zové
hydrolyzy, mohou zpétn¢ inhibovat exoglukanazy a B—glukosidazy, ¢imz snizuji celkovou
rychlost rozkladu. Kromé toho miize inhibici zptisobovat i lignin, ktery vaze enzymy na svij

povrch a brani jejich interakci se substratem (Fang a Qu, 2018).

DalSim mechanismem je katabolicka represe, pfi které pfitomnost snadno vyuzitelnych
cukrii (napt. glukdzy) inhibuje expresi gent pro celulazy. Tento jev byl pozorovan naptiklad
u Trichoderma reesei 1 dalSich mikroorganismli, kde dochazi ke sniZeni syntézy
celobiohydrolazy (CBH 1), zatimco jiné enzymy se jeSt¢ urCitou dobu produkuji.
(Bhat a Bhat, 1997)
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3.3 Synergismus mezi enzymy

Celulolyticky proces vyzaduje synergickou spolupraci nékolika typll enzymad.
Endoglukanazy ndhodné stépi P—1,4-glykosidické vazby v celulézovém fetézci,
¢imz vytvareji nové koncové skupiny, které jsou nasledné¢ degradovany exoglukanazy.
B—glukosiddzy pak preménuji celobiozu a krat$i oligomery na glukézu. Kromé téchto
klicovych enzymi mohou degradaci celulézy podporovat i pomocné enzymy,
jako jsou xylanazy nebo lytické polysacharid monooxygenazy, které usnadiiuji piistup

celulaz k substratu (Fang a Qu, 2018).

Vyzkumy také ukazuji, Zze razné enzymy rozpoznavaji riizné sterecochemie
neredukujicich koncii celuléozy, ¢imz se jejich aktivity navzajem dopliuji.

(Bhat a Bhat, 1997)

3.4 Fyzikalné-chemické faktory

Optimalizace pH a teploty je zasadni pro efektivni hydrolyzu celul6ézy. Celuldzy maji
obvykle optimalni aktivitu pfi mirné kyselém pH (kolem 5,0-6,0) a teplotach v rozmezi
50-55 °C. Pfti nizsich teplotach dochézi k snizeni kinetiky enzymatickych reakcei, zatimco
vyssi teploty mohou vést k denaturaci enzymi. Také ptitomnost iontd kovil a jinych
chemickych latek méize mit pozitivni nebo negativni vliv na aktivitu celulaz. Naptiklad Ca**

a Mg”" mohou stabilizovat enzymy, zatimco t&7ké kovy jako Cu®" nebo Hg?" mohou

enzymatickou aktivitu inhibovat (Fang a Qu, 2018).

3.5 Vliv sloZeni enzymového koktejlu

Efektivni rozklad celuldozy zavisi na vhodném pomeéru jednotlivych enzymil. Vyzkumy
ukazuji, Ze kombinace endoglukanaz, exoglukanazy a f—glukosidaz ve spravném poméru
vyrazné zvysuje U€innost hydrolyzy. Kromé toho miiZze byt produkce enzymi zvySena
pomoci genetického inzenyrstvi nebo fermentacnich technologii, které umoziuji selektivni
zvySeni produkce celuldzovych enzymii a jejich adaptaci na specifické substraty

(Fang a Qu, 2018).

Dosavadni poznatky ukazuji, Ze optimalni aktivitu vykazuje smés, ve které jsou CBH I
a Il v poméru 1:1, a je doplnéna malym mnozstvim specifické endoglukanazy.
Prokézalo se také, Ze pfitomnost vazebné domény vyrazn€ zvySuje U€innost enzymdi tim,

ze umoziuje jejich pevné uchyceni k celuldze a efektivnéjsi hydrolyzu. (Bhat a Bhat, 1997)
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II PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem této bakalaiské prace byl skrinink ekosystému a izolace mikroorganismui degradujici
celulézu v povrchovych tekoucich i stojatych vodach. Nasledné bylo provedeno sledovani
a stanoveni jejich celulolytického potencialu. Vysledkii bylo dosazeno vyuzitim literarni

reSerse a mikrobiologickych a biochemickych metod.
Jednotlivé ¢asti prace zahrnovaly:
¢ izolovani mikroorganismu s celulolytickym potencialem,
e optimalizace metody pro stanoveni celulolytické aktivity,
e stanoveni poméru celulolytickych a necelulolytickych mikroorganismi,
e stanoveni celulolytické kapacity,

¢ identifikace vybranych celulolytickych bakterii.
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5 MATERIAL

Nasledujici kapitoly obsahuji vypis pouzit¢ho materialu, vzorkii a kultivacnich médii

pro tuto bakalaiskou praci.

5.1 Vzorky

V praktické ¢asti bylo zkoumano celkem 9 vzorkt, které zahrnovaly tekouci i stojaté vody
v riiznych lokalitach Ceské republiky. Nejvice vzorki bylo odebrano v lokalité Luhagovic

a okoli Zlina. Zkouman byl i vzorek z Baltského mofte.

Tabulka 1 Lokality zkoumanych vzork

Znadeni | Oznadeni vzorkl Lokalita Souradnice
A+B J2-J14 Baltské moie 54.7317078N, 17.2482139E
C A9-A17 Vodni nadrz Nové Mlyny — horni 48.8948264N, 16.5607719E
D A40-A42 Sterka¢ Otrokovice 49.2232728N, 17.5140036E
E A35-A39 Hruby rybnik Kromé#iz 49.2913278N, 17.4090511E
F F1-F7 Piehrada Luhacovice 49.1219269N, 17.7773264E
G GI1-G2 Rybnik Luhacovice 49.1003956N, 17.7659383E
H H1-H4 Podhradsky rybnik 49.1409831N, 17.7805439E
I 15 Pramen Aloiska 49.1021250N, 17.7646964E
J N4-N6 Pramen Siréena 49.1446228N, 17.7702678E

(zdroj: vlastni)
5.2 Nastroje a vybaveni

Autoklav Tuttnauer, Nizozemsko

B¢ézné laboratorni pomtcky a laboratorni sklo

Biohazard box Merci, Ceska republika
Digestot Aura PCR BioAir, Italie

Mikropipety Eppendorf, Némecko

Plynovy kahan gasprofi 1 micro WLD-TEC, Némecko
Pocitadlo kolonii Schiitt Labortechnik, Némecko
Svételny mikroskop Intarco Micro, Ceska republika

Vortex Genie 2 Scientific Industries, USA



28 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

5.3 Chemikalie

Aceton Penta, Ceska republika

Destilovana voda

Ethanol Penta, Ceska republika
Fyziologicky roztok
Imerzni olej Sigma-Aldrich, USA

Krystalova violet Penta, Ceska republika

Lugoltv roztok Lachema, Ceska republika

Safranin Himedia, Indie

5.4 Kultiva¢ni média

Byla navrzena kultivaéni média pro vzorky tak, aby byla zajistén optimalni rust
mikroorganismll  z jednotlivych vzorkli. Médium MBA (Tabulka 6) bylo pouzito
pro mikroorganismy z Baltského mote, pravé pro vyssi obsah chloridu sodného.
Avicel a CMC agar (Tabulky 2 a 3) byly pouzity pro optimalizaci stanovovani
celulolytického potencidlu pti barveni. Jako selektivni médium pro zjisténi poméru
celulolytickych mikroorganismii ve vzorku bylo pouZzito mineralni médium s pfidavkem

karboxymetyl celulozy (Tabulka 5) a univerzélni pida BHI (Tabulka 4).

Tabulka 2 AVICEL médium

Latka MnoZstvi [g/]]
NaNO; 6,0
KH,PO4 1,5

KCl 0,5
MgSO4 x 7TH,O 0,5

FeSO,4 stopové mnozstvi
ZnSOq4 stopové mnoZstvi
Avicel 5,0

Agar 15,0

(zdroj: viastni)
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Tabulka 3 CMC médium

Latka MnoZstvi [g/l]
NaNO; 2,0
K,HPO, 0,1
MgSO4 0,5

KCl1 0,5
Karboxymetyl celuldza 2,0
Pepton 0,2
Agar 15,0

(zdroj: vlastni)
Tabulka 4 BHI médium
Latka MnoZstvi [g/]]

Teleci mozek, infuzni forma 200
Hovézi srdce, infuzni forma 250
Proteazovy peptid 10
Dextroza 2
NaCl
Na3;PO4 2,5
Agar 15
(zdroj: vlastni)

Tabulka 5 MM + CMC médium
Latka MnoZstvi [ml]
Roztok Na,HPO4 x 12H,0 239
Roztok KH,PO4 9,078
Destilovana vody 850
Roztok NH4Cl 30
Roztok MgSO4 x 7H,0 10
Roztok Fe(NH4): x (SO4)2 x 6H> 3
Roztok CaCl, x 2H,O 1
Roztok stopovych prvki 1
Karboxymetyl celuloza 2
Agar 15

(zdroj: vlastni)
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Tabulka 6 MBA médium

Latka MnoZstvi [g/l]
Pepton 5,00
Kvasni¢ny extrakt 1,00
Citrat zelezity 0,10
Chlorid sodny 19,45
Chlorid hotec¢naty 8,80
Siran sodny 3,24
Chlorid vapenaty 1,80
Chlorid draselny 0,55
HydrogenuhliCitan sodny 0,16
Bromid draselny 0,08
Chlorid strontnaty 0,034
Kyselina borita 0,022
Kiemicitan sodny 0,004
Dusi¢nan amonny 0,0016
Hydrogenfosfore¢nan sodny 0,008
Fluorat sodny 0,0024
Agar 15,00

(zdroj: vlastni)
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6 METODIKA

Nasledujici kapitola se podrobné vénuje metodickému postupu, ktery byl zvolen
pro zpracovani této prace. Popisuje jednotlivé kroky, pouzité materidly (viz kapitola 5

Material) a metody, objasiiuje zptisob sbéru, zpracovani a vyhodnoceni dat.

6.1 Odbér vzorku

Testované vzorky povrchovych vod byly asepticky odebrany z dostupnych piirodnich
zdrojii, jako jsou rybniky, prameny nebo jezera, do 15ml sterilnich zkumavek.
Odbér byl proveden za pouziti sterilnich pomtcek, aby se minimalizovala moznost
kontaminace vzorku vnéj$imi mikroorganismy. Ihned po odbéru byly zkumavky uzavieny,
oznaceny auchovavany pii nizké teplot¢ az do dalSitho zpracovani v laboratofi.
Z takto ptipravenych vzorkl byla poté odebrana pozadovana mnozstvi vody, ktera slouzila
jako vychozi materidl pro naslednou izolaci mikroorganismi pomoci kultivacnich metod

na specifickych zivnych ptadach.

6.2 Izolace mikroorganismii

Pro ziskani jednotlivych kolonii dil¢ich vzorkl bylo zapotiebi ziskat jednotliva inokula,

aby bylo mozné je nadale zkoumat.

6.2.1 Desitkové redéni

Prvotni izolace mikroorganismi probéhla pomoci desitkového fedéni dil¢ich vzorku.
Podstatou desitkového fedéni je dostat koncentraci plivodniho vzorku na takovou, abychom
byli schopni ziskat pocitatelné mnoZstvi kolonii mikroorganismii na Zivném médiu,

které se pohybuje v rozmezi 20-200 kolonii na Petriho misce.

V naSem ptipad¢ se jednalo o aseptické ptrevedeni 300 pl vzorku do 2 700 pl
fyziologického roztoku. Obsah zkumavky byl promicham a z promichané zkumavky se opét
prevedlo 300 pl vzorku do 2 700 pl fyziologického roztoku. Tento postup byl opakovan,
dokud nebylo k dispozici fedici fada od 10° az po 10~. Princip je dale popsan na Obrazku 4.
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Obrazek 4 Princip desitkového fedéni
(zdroj: vlastni)

Po vytvoteni fedici fady byly vzorky asepticky pievedeny na selektivni pidu MM + CMC
auniverzalni pidu BHI (viz Tabulka 4 a 5) byl zjistétn pomér celulolytickych
mikroorganismi k jejich celkovému poctu. Objem dil¢ich vzorku pfenesenych na pidu

byl 500 pul a nésledné byly rozetieny laboratorni hokejkou.

6.2.2 KFiZovy roztér

Dale bylo zapotfebi izolovat samostatné kolonie. Samostatné kolonie byly vybrany
dle vizualni odliSnosti, kterd zahrnovala: barvu, okraje, profil a tvar kolonie.
KfiZovym roztérem byly dale jednotlivé kolonie opakované CiStény, aby byla ziskana Cista
kultura. V principu jde o metodu, kdy pomoci sterilni bakteriologické klicky byla nejprve
odebrana kolonie z ptedchozi kultury a inokulovana na povrch agaru ve formé 4 tahti pobliz
okraje Petriho misky. Pro dosazeni separace jednotlivych kolonii byla nasledné pouzita nova
sterilni kli¢ka, kterou byly vzdy provedeny dalsi 4 paralelni tahy podél obvodu misky.
Poté byla dalsi sterilni klickou vytvofena druha série tahii, kolmo protinajicich ptedchozi
linii inokulace, ¢imZ doSlo k nafedéni inokula. Zavérem byla zbyvajici plocha agaru
rovnomérné inokulovdna formou klikatého tahu pomoci dal$i nové sterilni klicky
(viz Obrazek 5). Tento postup zajistil postupné roziedéni inokula a umoznil riist izolovanych

kolonii, vhodnych pro dalsi identifikaci nebo testovani.

Kultivace mikroorganismu byla dale provedena na pevném zivném médiu typu BHI.
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Obrézek 5 Princip kiizového roztéru

(zdroj: vlastni)
6.3 Optimalizace metody stanoveni celulolytického potencialu

Pro vybrani spravné metody bylo testovano nékolik selektivnich médii a jejich barveni.

Bylo vyuZito modelovych mikroorganismil.

6.3.1 Vybér vhodného selektivniho agaru a zptlisobu barveni

Principem optimalizace metody bylo zjistit jakd kombinace selektivniho zivého média
a barveni je nejvhodnéjsi pro stanoveni celulolytického potencidlu. Bylo zkoumano nékolik
variant selektivnich pad (viz Tabulky 2, 3, 4 a 6) a barveni Kongo ¢erveni pied i po kultivaci.
Jako optiméalni médium bylo vybrano zivné médium CMC v kombinaci s barvenim
Lugolovym roztokem. Tato kombinace vykazovala nejlepSi podminky pro stanoveni
celulolytického potencidlu, protoZze zony kolonii byly dostate¢né projasnény — zobrazeno

na Obrazku 4.

Kongo Cervei nevykazovala dostateénych vizualnich vlastnosti pro odeéet vysledki
u testovanych vzorkd, jak mizeme vidét na Obrazku 3. Déle byl testovan i pfidavek zelatiny
misto agaru, ktery se ale nejevil jako optimalni, protoze testované mikroorganismy Zelatinu

ztekucovaly.
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Obrazek 6 Barveni Kongo ¢erveni Obrazek 7 Barveni Lugolovym roztokem

(zdroj: vlastni) (zdroj: vlastni)

Pti vybéru vhodné metody byly vyuzity mikroorganismy Escherichia coli

a Saccharophagus degradans.

Saccharophagus degradans je mikroorganismus schopny efektivné rozkladat hlavni
sloZky rostlinnych bunécnych stén, ptedevsim celulozu. Dokéze se ptipojit k celulézovym
vlaknlim a vyuzivat je jako zdroj uhliku, coz potvrzuje jeho vyraznou celulolytickou aktivitu.
Diky této vlastnosti je idealnim kontrolnim mikroorganismem pfi testovani celulolytického
potencialu, protoze jeho rlst na celuldze je spolehlivym dikazem pfitomnosti a u¢innosti

celulolytickych enzymu (Alva Munoz a Riley, 2008).

Escherichia coli je gramnegativni bakterie a S§iroce pouzivany modelovy
mikroorganismus diky své dobie prozkoumané genetice, rychlému ristu a dostupnosti
mnoha expresnich a regulacnich nastrojii. Prestoze dokaze fermentovat jednoduché cukry,
jako je xyloza, neni schopna pfirozené degradovat polymery celuldzy. Jeji omezena
schopnost sekrece proteinti navic snizuje jeji vyuzitelnost pii extracelularni produkei celulaz.

(Gao et al., 2015)
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6.3.2 Celulolyticky index

Stanoveni celulolytického indexu bylo provedeno pomoci Rovnice 1, kdy byl zvazovan
pramér kolonie di a primér zoény, kterou kolonie tvofila d,. Priméry byly meétfeny
v milimetrech. Celulolyticky index je bezrozmémé Ccislo wudavajici schopnost
mikroorganismu degradovat celulozu.

d, — dy [1]
dy

celulolyticky index =

Kde:
d, — primér zény vytvorené kolonii [mm],

dix — primér kolonie [mm].

6.4 Mikrobiologicka identifikace

Po prodisténi jednotlivych kultur péti kiizovymi roztéry a stanoveni jejich celulolytického
potencidlu, byly provedeny testy pro bliz8i identifikaci. Mezi identifikacni testy patfil KOH

test a Gramovo barveni a dal§ich biochemickych testli popsanych v nésledujicich kapitolach.

6.4.1 KOH test

KOH test je jednoducha a rychla metoda pro odliSeni grampozitivnich a gramnegativnich
bakterii. Pusobenim hydroxidu draselného (KOH) dochazi k naruseni tenké
peptidoglykanové vrstvy bunééné stény gramnegativnich bakterii, coz vede k uvolnéni
bunééného lyzatu. Vysledna viskdzni hmota se pfi manipulaci tdhne za o¢kovaci klickou.
Tento test neni vhodné provadét u bakterii tvoficich sliz, protoZe ptitomny polysacharidovy

materidl mize zkreslit vysledky (Kopecka a Rotkova, 2017).

6.4.2 Gramovo barveni

Gramovo barveni slouZi k rozdéleni bakterialnich druhti do dvou hlavnich skupin na zakladé
rozdili ve struktufe bunécné stény — gram-pozitivni nebo gram-negativni. Kli¢ovou roli

pfi tomto procesu hraji tloustka peptidoglykanové vrstvy a obsah lipidii (Zhou et al., 2024).

Pohledem pies imerzni objektiv svételného mikroskopu byly pozorovany a stanoveny tvary

bunc¢k izolovanych mikroorganismi.
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6.4.3 Biochemické testy

Pro identifikaci izolovanych gramnegativnich ty¢inek byly vyuzity standardni biochemické
testy zalozené na metabolickych vlastnostech bakterii. Tyto testy byly provedeny kultivacné

v mikroméftitku, inkubaci pii teploté 36 + 1 °C po dobu 24 hodin.

Ze spektra enzymovych aktivit byla sledovdna pfedev§im schopnost hydrolyzovat
mocovinu (uredza), $tépit f—galaktosidové vazby (f—galaktosiddza) a produkovat sirovodik
z redukce sirnych sloucenin. Déle byly testovany dekarboxylazové aktivity pro ornitin
a lysin a schopnost bakterii metabolizovat arginin pomoci arginindihydrolazy. U nékterych

kment byla také hodnocena ptitomnost f—glukuroniddzy a B—xylosidazy.

V ramci hodnoceni fermentac¢nich schopnosti byly testovany rtizné sacharidy a jejich
derivaty, a to jak bé&zné fermentované (napi. glukéza, laktéza, sachardza, mannitol,
trehaldza), tak 1 méné Casté substraty jako arabitol, adonitol, dulcitol nebo melibidza.

Pozitivni fermentace byla indikovana zménou barvy média v dusledku acidifikace.

Dale byla sledovana schopnost vyuzivat organické kyseliny jako citrat nebo malonat
jako jediny zdroj uhliku. Schopnost Stépit glykosid esculin byla hodnocena na zakladé

vzniku tmavého komplexu s ionty Zeleza.

Vysledné biochemické profily jednotlivych izolati byly zaznamendny a porovnany
s referenénimi udaji dostupnymi v odborné literatufe, coZ umoznilo jejich predbéZnou
druhovou identifikaci. Vysledky byly hodnoceny na zidkladé¢ zmény barvy indikatord
v jednotlivych substratovych systémech po inkubaci za optimalnich podminek
(24 h pti 35-37 °C). Na zaklad¢ kombinace pozitivnich a negativnich reakci bylo mozné
ptifadit izolované kmeny k odpovidajicim rodim, ptfipadné¢ druhiim, pomoci porovnéni

s dostupnymi diagnostickymi tabulkami.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Izolace mikroorganismi

Izolovany byly mikroorganismy, které dle vybrané metodiky prokazatelné¢ rozkladaji
celulozu. Jednotlivé mikroorganismy byly izolovany pomoci kiizového roztéru,
dokud nebyly patrné jednotlivé kolonie. Izolovano a popsano bylo celkem 35 kolonii

celulolytickych mikroorganismi viz Tabulka 7.

Tabulka 7 Makroskopicky vzhled izolovanych mikroorganismt

Izolat Profil Barva Tvar Okraje
12 plochy nartizoveéla okrouhly hladké
J3 plochy nahnédla zvinény prstovité
J5 vypoukly bila/mlé¢éna okrouhly zubaté
J6 zvyseny bila, mlécny okraj okrouhly koncentrické
J7 vypoukly bila zvInény zubaté
J9 zvyseny mlécnd, bily okraj okrouhly koncentrické
J10 plochy bila, mlécna zona zvinény vroubkované
J13 vypoukly bila zvlnény zubaté
J14 vypoukly bila okrouhly hladké
A0 plochy bila okrouhly hladké
Al plochy mlécna okrouhly hladké
A4 plochy oranzova okrouhly hladké
A9 plochy mlécna zvinény zvrasnélé
Al0 zvySeny mlécna okrouhly hladké
Al2 plochy prihledna zvinény zubaté
Al4 vypoukly oranzova zvinény vlaknité
AlS vypoukly bila zvinény prstovité
Al7 vypoukly bila zvinény prstovité
A35 zvyseny ruzova okrouhly hladké
A37 plochy bila zvrasnély rizoidni
A38 plochy zluta okrouhly hladké
A39 vypoukly bila okrouhly hladké
A40 vypoukly oranzova okrouhly hladké
A41 plochy mlécnd okrouhly vroubkované
A42 vypoukly bila okrouhly hladké
Fé6 plochy oranzovobila lalo¢naty zubaté
Gl vypoukly bila zvinény vroubkované
G2 vypoukly nariizovéla okrouhly hladké
I5 plochy mlécna okrouhly zubaté
H1 vypoukly oranzova okrouhly hladké
H2 plochy bila zvinény zvrasnélé
H4 plochy bila zvinény vlaknité
N4 zvyseny bila okrouhly vroubkované
N5 plochy mlécna zvinény prstovité
N6 zvySeny mlécna zvinény prstovité

(zdroj: vlastni)
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Morfologie kolonii byla hodnocena podle zékladnich charakteristik: profil kolonie, barva,
tvar a okraje. Vysledky ukazuji na vysokou morfologickou diverzitu, kterd mize odrazet
jak druhovou rozmanitost izolovanych mikroorganisma, tak i jejich rastové vlastnosti

na pouzitém kultivaénim médiu.

Z hlediska profilu byla vétSina kolonii plochych nebo vypouklych, coz je bézné
umnoha druhti bakterii. Kolonie se zvySenym profilem byly pozorovany méné casto,

naptiklad u izolati A35 nebo N4, a piedevsim tedy u izolati z mote J6, J9, A10.

Barva kolonii se nejcastéji pohybovala v odstinech bilé, mlécné a nartzovéleé,
coz je typické pro bézné saprofytické bakterie. Zajimavosti je vyskyt barevné vyraznéjsich
kolonii — oranzové (A4, A40, H1), rizové (A35, G2) a zluté (A38) —které mohou naznacovat
pfitomnost  pigmentovanych  druhii, pfipadné¢ bakterii s  fotoprotektivnimi

nebo antioxidacnimi metabolity.

Z hlediska tvaru kolonii dominovaly okrouhlé a zvinéné formy, pti¢emz lalocnaté (F6),
zvrasnélé (A9, A37, H2) ¢i lalo¢naté vldknité okraje (A14, H4) byly pozorovany pouze
u n¢kolika malo izolath prevazné ze sladkovodniho stojatého prostredi. Okraje kolonii byly
nejcasteji hladké nebo zubaté, pticemz u nékterych kment (napt. A14, H4) se vyskytly
vyrazngjsi struktury jako vlaknité ¢i prstovité vybézky.

Celkové Ize tici, Ze morfologie kolonii poskytla dilezity pfedbéZny nahled na diverzitu
1zol4ti a jejich ptipadné zatazeni do SirSich fylogenetickych skupin. Pfitomnost riiznorodych
barevnych a strukturalnich znakl poukazuje na mikrobialni bohatstvi vSech dil¢ich vzorki

a podporuje dalsi fyziologickou ¢i molekularni identifikaci izolovanych kmend.
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7.2 Stanoveni celulolytického potencialu izolati

Primeéry kolonii a jejich zén byly proméfeny geometrickym pravitkem, zapsany

a dle Rovnice 1 zminéné v kapitole 6.3.2 vypocitany dil¢i celulolytické indexy.

Tabulka 8 Celulolytické indexy mikroorganismt

Vzorek Izolat Celulolyticky index [-]
J2 3,00
I3 2,00
J5 1,83
J6 2,00
J7 2,00
A J9 0,56
J10 2,77
A0 3,80
Al 6,33
A4 2,40
J13 3,58
B
J14 1,40
A9 8,33
A10 3,92
C Al12 4,20
Al4 4,78
Al7 4,36
A35 4,14
E A37 -0,38
A39 1,33
A40 1,18
F A4l 2,47
A42 2,36
Gl 1,64
G G2 4,82
H1 1,57
H H2 1,23
H4 3,29
N4 4,70
J N5 4,00
N6 4,00

(zdroj: vlastni)

Celulolyticka aktivita jednotlivych izolati byla hodnocena pomoci celulolytického indexu,
ktery umozniuje porovnat schopnost bakterii rozkladat celulozu. Vysledky v Tabulce 8
ukazuji zna¢né rozdily mezi jednotlivymi vzorky, jak v ramci jednoho vzorku, tak mezi

vzorky navzajem.
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Nejvyssi primérny celulolyticky index byl zaznamenan ve vzorku C (vodni nadrz),
kde vétSina izolati vykazovala nadprimeérnou aktivitu (napf. A9 s indexem 8§,33).
Vysoké hodnoty byly rovnéz naméieny u vzorkti J (pramen) a A (mofe), které vykazovaly

jak pocetné zastoupeni izolati, tak i jejich schopnost efektivné rozkladat celulozu.

Naopak nejnizsi primérny index byl zjistén u vzorku E (rybnik), a to zejména kviili
vyskytu izoldtu A37, ktery vykdzal zépornou hodnotu celulolytického indexu.
To mutize indikovat bud’ technickou chybu pii méfeni, nebo pfitomnost bakterie s inhibi¢nim

efektem na rozklad celuldzy.

Vzorky z rybnikt a piehrady F, G a H vykazovaly celkové niz§i az stfedni aktivitu,
pficemz zadny z izolath z téchto vzorkli nevycénival vyrazn€¢ nad primér.
Ptesto l1ze i zde predpokladat ptitomnost mikroorganismi se zakladnimi celulolytickymi

schopnostmi.

Rozdily v celulolytické aktivit¢ mohou byt ovlivnény riznym sloZzenim mikrobidlnich
komunit, pivodem vzorku nebo stavem organické hmoty, ze které byly bakterie izolovany.
Vysledky naznacuji, ze nckteré vzorky obsahuji vysoce aktivni celulolytické bakterie,

které by mohly mit potencidl pro aplikaci pfi biodegradaci lignocelulézovych materiali.
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7.3 Identifikace vybranych mikroorganismii

7.3.1 KOH test a Gramovo barveni

Tabulka 9 Identifikace mikroorganismii pomoci KOH testu a Gramova barveni

Izolat KOH test Gramovo barveni Tvar

12 + - tyCinky

J3 + - ty¢inky

J5 + - kokoty€inky

J6 + - tyCinky

J7 + - tyCinky

J9 + - tyCinka
J10 + - tyCinka
J13 + - tyCinka — spory
J14 + - tyCinka
A0 + - tyCinky
Al + - tyCinka
A4 + - tyCinka
A9 + - tyCinka
Al0 + - kokotyCinky
Al2 - + tyCinky
Al4 - + koky
AlS - + tyCinky — spory
Al7 + - tyCinky
A35 + - tycinky
A37 - + tycinky
A38 - + koky
A39 - + tyCinky
A40 - + kokotycCinky
A41 - + koky
A42 + - kokoty€inky
Fé6 + - tyCinky
Gl + - tyCinky
G2 + - tyCinky

I5 - + koky

H1 + - tycinky
H2 + - kokotycinky
H4 + - kokotycinka
N4 + - tyCinka
N5 + - tyCinka
N6 + - tyCinka

(zdroj: vlastni)

Na zaklad¢ vysledkt KOH testu a Gramova barveni lze pozorovat pfevahu gramnegativnich

bakterii, které tvofily ptiblizn€ tii Ctvrtiny vSech izolath. Tento vysledek odpovida
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predpokladiim, protoze gramnegativni bakterie Casto dominuji v prostiedich s vys$im

obsahem rozlozitelnych organickych latek.

Z morfologického hlediska pievazovaly tyCinkovité formy, a to napfic vétSinou vzorkd.
Koky a kokotyCinky se vyskytly v mensi mife, nejcastéji ve vzorcich s grampozitivnimi
bakteriemi. U né¢kolika izolatd (napt. J13, A15) byla pozorovéana sporulace, coz naznacuje

ptitomnost sporulujicich grampozitivnich druhti, jako jsou Bacillus spp.
Rozd¢€leni izolatl podle vzorkli ukazuje na riznou mikrobialni rozmanitost:

e Vzorek A poskytl nejvyssi pocet izolati (10), z nichz vétSina byla

gramnegativnich ty¢inek.

e Vzorek B (J13, J14) zahrnoval izoldty s moznou sporulaci a rovnéz

gramnegativni morfotypy.

e Vzorek C obsahoval kombinaci gramnegativnich (A9, A10, Al7)
1 grampozitivnich (A12, A14) bakterii, v€etn¢ koki.

e Vzorek E (A35, A37, A39) byl rovnéz pestry, s prevahou tyCinek, vcetné

grampozitivnich.

e Vzorek F obsahoval koky i kokotyCinky (A40-A42), pricemz pievazovaly

grampozitivni formy.
e Vzorky G, H a J vykézaly vyhradné gramnegativni ty€inky a kokoty€inky.

Z téchto vysledkil je patrné, Ze nejveétsi rozmanitost mikroorganismii (jak z hlediska
gram reakce, tak morfologie) byla pozorovéana ve vzorcich A, C, E a F, zatimco vzorky G,
H a J byly mikrobidlné méné rtznorodé. Tato rGznorodost milize souviset s odliSnym

sloZzenim substratu, ptivodem materialu nebo fazi rozkladu, v niz byl vzorek odebran.

Clanek (Balmonte et al., 2020) naznaduje, Ze ve sladkovodnich prostiedich pievazuji
mezi celulolytickymi bakteriemi gram-pozitivni druhy, zatimco v motskych prosttedich
je zastoupeni gram-pozitivnich a gram-negativnich celulolytickych bakterii vyrovnangjsi.
Tento rozdil mize byt ovlivnén specifickymi podminkami prostfedi, jako je dostupnost
substratl, pH, salinita a interakce s jinymi organismy, coz by vysvétlovalo riznorodost

jednotlivych vzorkd.

Soucasné byla potvrzena spolehlivost KOH testu jako orienta¢ni metody, nebot’ jeho

vysledky dobfte korespondovaly s klasickym Gramovym barvenim.
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7.3.2 Biochemické testy

K ptesn¢jsimu druhovému urceni by bylo vhodné vyuzit doplnujici molekuldrné-biologické

metody, napiiklad polymerazovou fetézovou reakci (PCR) nebo sekvenaci genu 16S rRNA.

Tabulka 10 Vysledky biochemickych testt

Test

J10

J14

H1

G2

N5

URE

SAL

DUL

ARG

SOR

ADO

ORN

MLB

ART

LYS

CEL

SUC

H2S

LAC

INO

SCI

TRE

RAF

MAL

MAN

ESL

ONP

GLR

bXY

Druhové zarazeni

Yersinia

Aeromonas

(zdroj: vlastni)

Pro charakterizaci izolovanych bakteridlnich kmenii byly provedeny biochemické testy

zaméfené na schopnost metabolizovat rtizné sacharidy, vyuZivat alternativni substraty

a produkovat specifické enzymy. Testovano bylo celkem sedm kmenii oznacenych jako J14,

J10, H1, G2, N5, N6 a J6. Vysledky testli byly zaznamenany v Tabulce 10 ve forme

pozitivnich (+) nebo negativnich (—) reakci. Biochemickéd charakterizace izolovanych

bakterialnich kment pfinesla dilezit¢ poznatky tykajici se jejich metabolickych vlastnosti

a mozného zatfazeni do taxonomickych skupin. Ze zminénych sedmi testovanych izolatl

byla zaznamenana rGznorodost ve vysledcich, pfi¢emz nékteré metabolické znaky

byly spole¢né, jiné naopak vysoce variabilni.
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Test uredzy (URE), ktery slouzi k detekci schopnosti produkovat enzym uredzu
rozkladajici mocovinu, byl u vSech kment negativni. To vyluCuje pfitomnost nékterych
typickych ureazu-pozitivnich rod, jako je Proteus nebo Helicobacter (Mobley et al., 1995).
Naopak pozitivni reakce na arginin-dihydrolazu (ARG) byla pozorovana u vétSiny kment,
s vyjimkou J10 (mote), coz poukazuje na schopnost vyuzivat arginin jako alternativni

dusikaty substrat.

Z hlediska vztahu k celulolytické aktivité je dulezité zminit, ze vétSina testovanych
kmenti vykézala pozitivni reakci na celobiozu (CEL), coz je disacharid vznikajici
jako meziprodukt pii enzymatickém $tépeni celuldzy. Tato schopnost fermentovat celobidzu
naznacuje, ze bakterie mohou efektivné vyuzivat produkty rozkladu celuldzy, i kdyz ji samy
pfimo nestépi. Nami ziskané izolaty tak pravdépodobné funguji jako sekundarni degradatoti
v mikrobialnich spoleCenstvech — nepfimo pfispivaji k rozkladu celul6zové biomasy tim,
ze zpracovavaji produkty uvolnéné jinymi mikroorganismy, naptiklad houbami rodu

Trichoderma (Mondal et al., 2022).

Z ekologického hlediska je tato schopnost velmi vyznamnd, protoze tito mikrobi
se podileji na efektivni recyklaci rostlinné biomasy, ¢imz podporuji kolobéh zivin v pfirod¢.
V prirozenych ekosystémech mohou tyto sekundarni degradatofi vyrazné urychlit proces
mineralizace organického materidlu. Z Dbiotechnologického pohledu pak tyto
mikroorganismy ptedstavuji dulezity néstroj naptiklad pii bioaugmentaci kompostu nebo

zpracovani zeméd¢€lského odpadu (Li ef al., 2023).

Nase vysledky potvrzuji 1 studie (Kudo et al., 1987), ze bakterie, kter¢ samy
nerozkladaji celulé6zu, mohou mit vyznamny podil na celkovém procesu jeji degradace
a to prostfednictvim vyuzivani vzniklych jednodussich cukri. Tyto mikroorganismy proto
nelze pii studiu celulolytickych procesti opomijet a jejich role v ekologii a biotechnologiich

je zéasadni.

U vsech kmenl kromé& J14 (mofe), byla pozorovana pozitivni fermentace trehaldzy
(TRE), sacharozy (SUC) nebo mannitolu (MAN), coz jsou znaky b&zné u enterobakterii.
Naopak vétSina kmenti nevykazovala aktivitu v testech na sorbitol (SOR), rafinézu (RAF),
inositol (INO) a dal$i méné béZzné substraty, coz miize slouzit k pfesnéjSimu zatrazeni
jednotlivych izolatlh pomoci diagnostickych tabulek. Celkové 1ze konstatovat, ze testované
izolaty pfedstavuji riznorodou skupinu fakultativné anaerobnich bakterii s caste€né
konzervovanymi biochemickymi vlastnostmi. Zkoumané znaky, zejména schopnost

vyuzivat celobidézu a trehaldzu, naznacuji ekologicky vyznam téchto mikroorganismi
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v procesech rozkladu celulozového materidlu a jejich potencidl pro vyuziti
v biotechnologickych aplikacich, naptiklad pfi kompostovani biomasy bohaté na celulozu
(Lietal., 2023), coz se shoduje s nasSimi vysledky.

Pomoci téchto testi byla vétSina testovanych mikroorganismli zafazena
do bakterialniho rodu Aeromonas. Tento vysledek se shoduje se studii (Chantarasiri, 2021),
kde sledovali biochemické a exoenzymatické vlastnosti tohoto rodu. Zadna dostupna

odborna studie nepotvrdila celulolyticky potencial bakterii rodu Yersinia.

7.4 Procentualni zastoupeni celulolytickych a necelulolytickych

mikroorganismii

Tabulka 11 Zastoupeni celulolytickym mikroorganismt v dil¢ich vzorcich

Vzorek | Celulolytické [CFU/ml] | Celkovy po¢et [CFU/ml] | Zastoupeni celulolytickych [%]
A 1140 5700 20,0
B 1560 7540 21,6
C 2000 4760 42,0
D 2240 8200 27,3
E 1600 2120 75,5
F 5600 188000 3,0
G 2400 9200 26,1
H 356 3820 9,3

1 20 500 16,0
J 58 2240 2,6

(zdroj: vlastni)

Pomoci kvantitativni kultivace (viz Tabulka 11 a Obrazek 8) bylo stanoveno relativni
zastoupeni celulolytickych mikroorganismti ve vzorcich z rtiznych vodnich prostiedi.
Vysledky ukazuji vyraznou variabilitu v zévislosti na charakteru jednotlivych lokalit,

zejména pokud jde o salinitu a typ prostiedi (slanéd voda, sladkovodni stojata voda, pramen).

Vzorky A, B a I pochézejici ze zdroji vod s vys$i salinitou vykazovaly relativné nizky
podil celulolytickych mikroorganismii — konkrétné 20,0 %, 21,6 % a 16,0 %. Tyto hodnoty
naznacuji, ze halofilni mikroorganismy jsou bud’ méné efektivni pfi degradaci celulozy,
nebo Ze samotné prostiedi neposkytuje dostatek vhodného substratu pro rozvoj celulolytické
aktivity. Tento trend je v souladu s niZze uvedenou literaturou, kterd uvadi, ze moiské
nebo slanéjsi vody obecné obsahuji nizsi zastoupeni mikroorganismi schopnych efektivné

rozkladat celulozu, ackoliv mohou mit specifické enzymy s halostabilni aktivitou.
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Dostupné studie ukazuji, ze ackoli se cellulolytické mikroorganismy vyskytuji
jak ve sladkovodnich, tak motskych prostiedich, jejich pomér je ve slanych vodach obecné
niz§i. Napiiklad vyzkum provedeny v pobiezni zoné sladkovodniho jezera Tonle Sap
v Kambodzi prokazal ve studii (Chantarasiri, 2021), Ze ze 83 izolovanych bakterii bylo 17
% schopnych produkovat celulolytické enzymy. Coz se shoduje s nami izolovanymi
bakteriemi, které vykazovaly vysokou aktivitu celulaz. Naproti tomu, podle ¢lanku (Intriago,
2012) se v moiském prostiedi sice také vyskytuji celulolytické druhy, avSak jejich
zastoupeni je oproti sladkovodnim bakteriim vyrazné nizsi a ¢asto se specializuji na rozklad
specifickych motskych polysacharidii. Tyto rozdily pravdépodobné souvisi s odliSnymi

fyzikalné-chemickymi podminkami a dostupnosti substratl v jednotlivych ekosystémech.

Naopak vzorky C, D, E, F, G a H ze sladkovodnich stojatych vod vykazovaly vyssi
zastoupeni celulolytickych mikroorganismd, a to az do hodnoty 75,5 % u vzorku E (rybnik).
Primérné zastoupeni v této skupiné presahuje 35 %, coz poukazuje na to, Ze sladkovodni
prostfedi obecné podporuje vyssi aktivitu mikroorganismii rozkladajicich rostlinnou

biomasu.

Zvlastni pozornost si zaslouzi vzorek J, ktery pochazi z pramene Sircena v Podhradi.
Tento vzorek vykazoval velmi nizké zastoupeni celulolytickych mikroorganismi (2,6 %),
prestoze byl odebran ze zdanlivé piirodniho zdroje. Moznym vysvétlenim je specifické
chemické slozeni pramene nebo nizky piisun organického materidlu, ktery by podporoval
rast celulolytickych bakterii. Toto zjiSténi se shoduje s odbornou literaturou
od (Fang a Qu, 2018) pouzitou v teoretick¢ casti (Faktory ovliviiujici celulolytickou

aktivitu).

Z ekologického hlediska vysledky ukazuji, Ze prostfedi bohatd na rostlinnou
organickou hmotu a s niZsi salinitou vyznamné podporuji vyskyt a aktivitu mikroorganismu
schopnych degradovat celulézu. Tato data potvrzuji vyznam sladkovodnich mikrobialnich
spolecenstev v kolobéhu uhliku a podtrhuji rozdily mezi halofilnimi a sladkovodnimi
celulolytickymi mikroorganismy. Toto naSe tvrzeni se shoduje jiz s vySe uvedenou

literaturou (Intriago, 2012).
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ZAVER

Cilem této bakaléaiské prace bylo provést skrining a izolaci celulolyticky pozitivnich
mikroorganismii z riznych typi vodnich ekosystémii, pfedevSim s dirazem na jejich
ekologicky a biotechnologicky vyznam. Pomoci optimalizované kultivacni metodiky

a nasledné identifikace vybranych izolatl bylo potvrzeno, ze ptirodni vodni zdroje, véetné

sladkovodnich a slanych lokalit, jsou bohatym rezervoarem celulolytickych bakterii.

Bylo izolovano celkem 35 celulolytickych kmeni, pficemz jejich Cetnost a aktivita se liSily
v zavislosti na typu prostiedi. Nejvyssi procentudlni zastoupeni celulolytickych
ve vzorku J (2,6 %), pochazejicim z pramene SirCena. Zdroje se zvySenou salinitou,
jako napftiklad vzorky A, B a I (mofe a pramen s vys$i salinitou), vykazovaly nizsi celkové
zastoupeni celulolytickych bakterii, coz poukazuje na mozné rozdily v adaptabilité

mikrobidlnich spolecenstev na osmotické podminky.

Pomoci biochemické charakterizace byly identifikovany izolaty vykazujici silnou
enzymatickou aktivitu v rozkladu celulozy. Pfitomnost klicovych enzymd, jako je trehaldza,
B-galaktosidaza a schopnost metabolizovat celulézu, byla potvrzena u nadmi izolovanych
kment. Identifikace izolath ukézala, ze nékteré z nich mohou pattit k rodu Aeromonas,
jezjsou znadmy svou schopnosti rozkladat lignocelul6zové materialy, jak bylo popsano

v teoretické ¢asti a diskuzi.

Ziskané vysledky pfispivaji k hlubSimu pochopeni ekologické role celulolytickych
mikroorganismti ve vodnich ekosystémech. Zaroven také potvrzuji jejich potencial
pro vyuziti v biotechnologickych procesech, napiiklad pfi kompostovani biomasy, Gpravé
odpadnich vod nebo vyrobé bioenergie. Izolované mikroorganismy mohou v budoucnu

slouzit jako zaklad pro vyvoj efektivnich a ekologicky Setrnych producentt v biotechnologii.
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