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ABSTRAKT

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou pfirodni polymery, které se staly zajimavou alternativou
k petrochemickym polymerim pfedevSim diky svym vlastnostem, jako je schopnost
biodegradace a biokompatibilita. Tyto biopolymery jsou vytvafeny mikroorganismy
za nutricné nevyvazenych podminek a mohou vznikat ze Siroké $kaly substrat. Celuloza,
jako nejrozsifenéjSi biopolymer a zaroven nejvétsi zdroj organického uhliku na svété,
pfedstavuje atraktivni moznost pro syntézu PHA. Vyuziti celulézy jako zdroje uhliku
pro vyrobu PHA ma potencial oteviit nové cesty pro rozvoj biotechnologii a udrzitelné

vyroby polymerd.

V této praci byla zkoumana celulolyticka schopnost bakteridlnich izolatl z potravin vyuzivat
rizné formy celulézy pro biosyntézu polyhydroxyalkanoati. Celulolyticka aktivita byla
prokédzéana u Acinetobacter calcoaceticus (D171), Bacillus sp. (D31), Bacillus velezensis
(D11), Lysinibacillus fusiformis (D117), Priestia megaterium (D32, D199, D201)
a Pseudomonas oryzihabitans (D37). Tvorba PHA z glukézy, karboxymethylceluldézy
a mikrokrystalické celulézy byla pak pozorovdna pouze u bakteridlnich kment
P. megaterium (D32, D199, D201) a L. fusiformis (D117). Tyto bakterie se tak jevi jako

vhodni adepti pro biotechnologickou syntézu PHA z celulozy.

Kli¢ova slova: celulolytické bakterie, karboxymethylcelul6za, mikrokrystalicka celuléza,

polyhydroxyalkanoaty
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ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are natural polymers that have become an interesting
alternative to petrochemical polymers, mainly due to their properties such
as biodegradability and biocompatibility. These biopolymers are produced by
microorganisms under nutritionally imbalanced conditions and can be formed from a wide
range of substrates. Cellulose, as the most widely used biopolymer and the largest source of
organic carbon in the world, represents an attractive option for the synthesis of PHAs.
The use of cellulose as a carbon source for PHA production has the potential to open new

avenues for the development of biotechnology and sustainable polymer production.

In this work, the cellulolytic ability of bacterial isolates from food was investigated to utilize
different forms of cellulose for the biosynthesis of polyhydroxyalkanoates. Cellulolytic
activity was demonstrated in Acinetobacter calcoaceticus (D171), Bacillus sp. (D31),
Bacillus velezensis (D11), Lysinibacillus fusiformis (D117), Priestia megaterium
(D32, D199, D201) and Pseudomonas oryzihabitans (D37). The formation of PHA from
carboxymethylcellulose, glucose and microcrystalline cellulose was then observed only in
the bacterial strains P. megaterium (D32, D199, D201) and L. fusiformis (D117). These
bacteria thus appear to be suitable candidates for the biotechnological synthesis of PHA

from cellulose.

Keywords: cellulolytic bacteria, carboxymethylcellulose, microcrystalline cellulose,

polyhydroxyalkanoates
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UvVOD

Podle udaju Statistického tfadu Evropské unie (EU, Eurostat, 2023) v roce 2021 bylo v EU
vyprodukovano 84,3 milionu tun odpadu z obalovych materiald, z nichz 19 % tvoftily plasty.
Vyuziti biologicky odbouratelnych polymert, jako jsou polyhydroxyalkanoaty (PHA),
ma potencial snizit ekologickou zatéz. Tyto materialy se jevi jako vhodna alternativa k bézn¢
pouzivanym polymerim petrochemického piivodu, zejména pro vyrobu jednordzovych

plastovych obali.

Hlavni piekédzkou pro zaclenéni do primyslu je vSak jejich vysokd cena. PHA jsou
produkovany mikroorganismy jako zasobni latka z riiznych substratti (napft. glukéza, mastné
kyseliny) za nevyvéazenych nutri¢nich podminek. Vstupni suroviny vSak piedstavuji vice
nez 50 % vyrobnich nakladd, proto je nutné hledat dostupnéjsi zdroje. Jednou z moznosti je
vyuziti celulozy. Jako nejrozsifencj$i biopolymer na svété, je prirozenou soucasti také
hospodaiského nebo potravinaiského odpadu, jejichz cena je v porovnani s jinymi

zemed@lskymi surovinami velmi nizka.

Nezbytnym krokem pfi zpracovani lignocelul6zové biomasy je jeji hydrolyza na zkvasitelné
cukry, za coz jsou zodpovédné celulolytick¢é enzymy. Pfipadné vyuziti celulolyticky
aktivnich kmend pro produkci PHA, by mohlo cenu biopolymeru zna¢né redukovat

(Zytner et al., 2023).

V této praci bude zkoumana celulolytickd schopnost bakteridlnich izolath z potravin
s naslednym screeningem PHA producentil za vyuziti riznych forem celul6zy jako jediného

zdroje uhliku
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

1 CELULOZA

Celuléza je nejrozsifenéjSim biopolymerem a zaroven nejvétSim zdrojem organického
uhliku na svété. Je syntetizovana piedevSim vysSimi rostlinami, u kterych tvofi hlavni
stavebni latku jejich bunécnych stén, spolecné¢ s hemicelulozou a ligninem
(Rudin a Choi, 2013). Poskytuje rostlinam mechanickou podporu proti okolnim fyzikalnim
vliviim a umoziluje jim rist proti gravitaci (Brett, 2000). Produkce celuldzy jsou schopné

také fasy, houby a nékteré bakterie (McNamara et al., 2015).

Celuléza je povazovana obnovitelny zdroj biomasy. Proto je dilezita pro produkci
biodegradabilnich produktti, obzvlast’ v dnesni dobé, kdy je kladen diraz na vyuzivani

materialli nezatézujici zivotni prostfedi (Klemm et al., 2005).

1.1 Struktura celuldozy

Celuloza (Obrazek 1) je linearni homopolymer skladajici se z D-anhydroglukézovych
opakujicich se jednotek, které jsou spojeny B-1,4 glykosidickou vazbou. Jako monomerni
jednotku lze povazovat monosacharid glukézu (Rudin a Choi, 2013). Polymerac¢ni stupeni
fetézce celulézy muize dosahovat hodnot 500 az 15 000 (Brett, 2000). Kazda glukézova
jednotka je pootocena o 180°. Hydroxylové skupiny interaguji mezi sebou v fetézci nebo
sjinym celulozovym fetézcem tvorbou vodikovych mustkd, ¢imZz je formovana

nadmolekularni struktura polymeru (Heinze, 2015).

OH OH

OH OH

HO Lo 0 HO L0 0

OH OH
OH OH

Obrazek 1 Struktura celul6zy; upraveno dle Heinze (2015)

Intramolekularni vodikové mistky jsou spole¢né s kovalentni glykosidickou vazbou
zodpovedné za rigiditu a pevnost celuldzy. To také vede k tendenci polymeru krystalizovat,
pfipadné tvofit fibrilarni struktury. Heinze (2015) rozliSuje né€kolik typl celulézy podle

usporadani intermolekularnich vodikovych mustki:
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a) Celuléza I je nejrozsifenéjSi krystalickou formou vyskytujici se pfirozené
v rostlinach, kdy jsou fetézce vysoce paralelné organizované. Tento typ celulozy

je metastabilni.

b) Celuldéza II je usporadana antiparalelné a je termodynamicky stabilnéjsi. Toto

usporadani vznika procesem mercerace z celulozy 1.

c) Celuléza III je krystalicka struktura, kterd se pfipravuje zpracovanim typu I nebo

II v kapalném amoniaku, tato zména je reverzibilni.
d) Celuléza IV vznika z celuldzy III v glycerolu za vysokych teplot.

Celul6za se vyskytuje v nekolika formach a rozmérech, které mohou byt klasifikovany jako
celulozova vladkna, mikro a nanovlakna, a jako krystalicka celuldza. Celul6zova vlakna jsou
morfologii, kterd je syntetizovana pfirozen¢ rostlinami. Mikrovldkna jsou organizovana
do vlaken o délce od 1 mm aZ do 100 cm. Nanovldkna vznikaji mechanickou desintegraci
vlaken. Jejich sitka se pohybuje v rozmezi 2 az 100 nm, délka je typicky vyssi nez 1 um.
Krystalicka celuldza se ziskdva z mikrovlaken extrakci regionll s vysokou krystalinitou.
Mikrokrystalickd celuléza (MCC) a nanokrystalickd celul6za (CNC) jsou tuhé tycinkovité
Castice (Seddiqi et al., 2021).

1.2 Vlastnosti celulozy

Celuléza disponuje fadou vlastnosti, které z ni tvoii univerzalni material. Mezi né€ patii jeji
biokompatibilita, vysokd tepelnd stabilita, moznost chemické modifikace, vysoka
hygroskopicita, dobrd mechanickd pevnost a vysoky modul pruznosti. Typické hodnoty
Youngova modulu rostlinnych celul6zovych vlaken se pohybuji v rozmezi 20-30 GPa, ale
u vysoce krystalické celul6zy dosahuji az 138 GPa (Quesada Cabrera ef al., 2011). Vlivem
tésnosti usporadani mezi jednotlivymi propletenymi fetézci je celuldza ve vode a ve vétsing
béznych rozpoustédel nerozpustnd, je ovSem dobfe rozpustnd v nékterych iontovych

roztocich jako je naptiklad 1-ethyl-3-methylimidazolium diethylfosfat (Vitz et al., 2009).

1.3 Vyuziti celulozy

Celuloza tvoti hlavni stavebni slozku bunécné stény u rostlin, nékterych tas, hub a bakterii.
Je také dilezitou sloZku potravy u mnohych Zivoc¢icht, zejména piezvykavct a termitd, ti ji
mohou travit pomoci symbiotickych mikroorganismti pfitomnych v jejich stfevech

(Niwiska, 2012). Jelikoz monomerni jednotkou celulézy je glukoza, lze ji vyuzivat
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k produkci ethanolu (Aunina et al., 2010). Jako neaktivni plnivo se také ptidava do 1€k
(Kumar Gupta et al., 2019). Nejcastéji se vSak pouziva celuléza pro produkci lepenky
a papiru. Primyslové dilezitd je 1 vyroba textilnich vlaken. Bavlna je skvélym zdrojem
celuldzy, jeji vlakna ji obsahuji pfiblizné z 94 %, obsah celulézy ve Inénych vlaknech je

mezi 70—84 % a v konopnych vldknech v rozsahu 64-70 % (Zommere et al., 2013).

Hojné€ jsou vyuzivany také derivaty celulézy. Regenerace celuldzy je proces, pii kterém je
rozpustény celulozovy derivat znovu preveden do pevné formy (vlakna, folie) a jsou tak
tvofeny nové funk¢ni materialy. Prikladem muze byt viskoza, kterd je pro svou mékkost,
absorp¢ni schopnosti, dobrou propustnost a leskly vzhled oblibenym materidlem v textilnim
primyslu pro vyrobu odévii (Niaounakis, 2017). Z regenerované celulozy je vyrabén
soucasn¢ i celofan, ktery nachéazi diky nizké permeabilité vici vzduchu, tukim a vodé,

transparentnosti a flexibilité vyuziti jako obalovy material (Jewkes et al., 1969).

Pritomné hydroxylové skupiny z celulézy de€laji atraktivni materidl pro rizné chemické
modifikace. Nitraci celuldézy je vyrabéna nitroceluldza, kterd se se pouZziva pii vyrobé
vybusnin nebo lakd. Reakei skyselinou choroctovou je  syntetizovana
karboxymethylceluloza (CMC), ktera je uZivana jako zahuStovadlo a stabilizitor
v potravinaistvi, kosmetice a farmacii. Siroce primyslové vyrabénym derivatem celulézy je

také acetatceluldza, jejiz vlastnosti jsou podobné pfirodnimu hedvabi (Seddiqi et al., 2021).

1.4 Celulolytické mikroorganismy

Schopnost mikroorganismii  §tépit celulézu je obvykle podminéna pfitomnosti
celulolytickych enzymd, tzv. celulaz. Ty souhrnné oznacuji skupinu tfi enzymt, které
se spolecné podileji na hydrolyze celuldézy na glukozu, celobidzu a dalsi oligosacharidy

(Singhania, 2009):

a) Endoglukanaza ndhodné Sté€pi vnitini vazby v amorfni celuléze. To vede

k odhaleni redukujicich a neredukujicich konct polymeru.

b) Celobiohydrolaza je exoceluldza, ktera odstépuje celobidzu z koncl celulozy
hydrolyzou 1,4-B-D-glykosidické vazby.
c) B-glukosidaza hydrolyzuje vznikly disacharid na monosacharidy.
Utinnost rozkladu struktury je silng ovlivnéna synergickym pilisobenim jednotlivych

enzymi (Datta, 2024). Mechanismus enzymatické hydrolyzy celuldézy je pak zobrazen

na Obrazku 2.
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Obrazek 2 Enzymaticka hydrolyza celulozy; upraveno dle Xie et al. (2007)

Celulolyza miZe probihat n¢kolika riiznymi mechanismy:

a)

b)

Nekomplexni celulolyza je pozorovana vétSinou u aerobnich organismi, které
vylucuji rozpustné extracelularni celulolytické enzymy. To vede k uvoliiovani
jednoduchych sacharidi, které jsou eventuelné organismem pfijimany
a metabolizovany. Systém enzymu se sklddd ze Sesti az deseti celuldz a tvofi

nestabilni komplexy (Lakhundi et al., 2015).

Komplexni celulolyza je obvykle vyuzivand anaerobnimi mikroorganismy a jeji
systém je slozen z velkych bilkovinnych komplext (tzv. celulosomil), které jsou
nejcastéji pfipojeny k povrchu organismu. Celulosomy obsahuji velké mnoZstvi
celulolytickych enzymti a umoziuji organismu ukotveni na celuléze. Produkty
hydrolyzy jsou tedy uvoliovany v blizkosti buné€k, takZe je mohou okamzité

pfijmout a metabolizovat (Lakhundi ef al., 2015).
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c) Celulolyza bez procesivnich celulaz je zpiisob hydrolytické ortogonalni degradace
jejiz mechanismus stale nebyl zcela objasnén. Naptiklad u bakterie Fibrobacter
succinogenes S85 nebyla objevena zaddna procesivni celulaza a ptitomné celulazy
vykazuji nizkou enzymatickou aktivitu, pfesto byl na celuléze pozorovan rapidni
rust. Dle Raut ef al. (2019) se na bunécném obalu F. succinogenes béhem rlstu na
celuléze tvoii celulolytické multiproteinové komplexy, které usnadnuji synergickeé

pusobeni degradacnich enzymi, coz zptisobuje degradaci lignocelulozy.

d) Nehydrolyticka celulolyza byla pozorovana pievazné¢ u hub. Na rozdil
od predchozich zplisobli se na degradaci podili oxidoreduktazy, nikoliv hydrolazy.
Ty oxiduji redukujici konce celobidzy a/nebo dextriny na odpovidajici laktony, které

jsou pak vyuzivany jako zdroj uhliku (Lakhundi et al., 2015).

1.4.1 Eukaryota

Mezi nejvice prozkoumané celulolytické mikroorganismy patfi vieckovytrusnd vlaknita
houba Trichoderma reesei. Jeji celulazovy systém se skladd z 5 endoglukanaz, dvou
exoglukanaz a dvou B-glukosidaz. Celuldza je degradovdna nekomplexnim mechanismem
(Lakhundi et al., 2015). T. reesei dokaze produkovat enzymy s vysokymi vytézky, je tedy
Siroce pramyslové vyuzivana napfiklad v textilnim a papirenském pramyslu, nebo
pfi syntéze ethanolu z celulozy (Martzy et al., 2021). Produkce celuladz byla pozorovana také
u dalSich mikroskopickych hub naptiklad z rodu Aspergillus. U A. terrus jako zdroj uhliku
byl pouzity Avicel, CMC, filtra¢ni papir, Salicin a Sigmacell (Sohail et al., 2016).

1.4.2 Prokaryota

Saccharophagus degradans kmen 2-40 je zastupcem motskych bakterii degradujicich
komplexni sacharidy. Jednd se o pleomorfni, gramnegativni, aerobni, pohyblivou
y-proteobakterii, kterd je jedine¢nd svou metabolickou variabilitou (Ekborg et al., 2005).
S. degradans je schopen rozkladat nejméné 10 rtiznych komplexnich sacharida, véetné
celulozy a dalSich slozek bunétné stény rostlin jako jsou arabinany, glukany, mananny,
pektin a xylany. VétSina slozek celuldzového systému je volné vylucovana do prostredi,
nekteré celulazy se vSak zadaji byt ukotvené na povrchu bunky. To znaci vyuziti jak
komplexniho, tak nekomplexniho mechanismu celulolyzy. Miize rist za vyuziti Avicelu,
CMC, filtra¢niho papiru a rostlinné biomasy jako jediného zdroje uhliku a energie, pfi¢emz

rust probiha soucasné s viditelnou degradaci substrati (Taylor et al., 2006).
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Celulolytickou aktivitou se vyznacuji také nckteré bakterie z rodu Bacillus. Chen et al.
(2018) izoloval grampozitivni bakterii B. velezensis, u které byly objeveny geny kodujici
enzymy extracelularni a-amyldzu, celulazu, pektinazu a xylandzu. U B. subtilis byla
pozorovana produkce aviceldzy, CMCazy, xylanazy a B-glukosidazy. Zatim co prvni tfi
zminéné enzymy jsou sekretovany extracelularnég, tak B-glukosidaza je vazana na buné¢nou
sténu (Kim et al., 2012). Produkce extraceluldrni celuldzy byla zkoumana i1 u bakterie
Priestia megaterium, kterd degradovala stélku tasy Sargassum (Shobharani et al., 2013).
Shakoor et al. (2013) uvadi, ze P. megaterium je schopna produkce jak extracelularnich, tak
intraceluldrnich celulolytickych enzymi, ovSem nekomplexni mechanismus celulolyzy se
prokdzal jako dominantni. Lysinibacillus sp. jsou dalSim celulolyticky aktivnimi zastupci

z rodu Bacillus, kteti dokazi utilizovat celobidzu a skrob, jak popisuje Mahalik et al. (2018).

Ptitomnost celulolytickych bakterii rodt Fibrobacter a Ruminococcus byla detekovana
v travicim traktu nékolika bylozravych (konoviti, slonoviti, zajicoviti) a vSezravych
(mySoviti, hominid¢) ¢eledi (Froidurot a Julliand, 2022). Celuldza tvoti také potravu termitd,
proto i z jejich traviciho ustroji byly izolovany nékteré celulolytické bakterie jako naptiklad

Bacillus cereus (Cibichakravarthy et al., 2017).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

2 POLYHYDROXYALKANOATY

Biopolymery ptedstavuji atraktivni alternativu k polymernim materidliim petrochemického
ptvodu, protoze nékteré¢ vykazuji podobné chemicko-fyzikdlni vlastnosti jako
nckteré konvencné pouzivané plasty. Oproti nim vynikaji predev§im svou dobrou
biodegradabilitou a biokompatibilitou (Anjum et al., 2016). Mezi tyto biopolymery patii
1 polyhydroxyalkanoaty (PHA), které jsou pfirozené syntetizovany mnohymi bakteriemi
a nékterymi druhy archei, jako intracelularni zasobni latka (Goswami et al., 2021).
Bacillus megaterium), ktera produkuje poly-(R)-3-hydroxybutyrat (PHB), polyester
kyseliny B-hydroxymaselné (Lemoigne, 1926).

Jejich vyuziti je v soucasné dobé omezeno vysokymi pofizovacimi naklady, které zavisi na
mnoha faktorech jako je pouzity produkéni mikroorganismus, substrat ¢i extrakéni postup.

Pro srovnani, ke dni 22.4.2024 lze potidit 100 g PHB (Merck, Darmstadt, Némecko)
za 29 700 K¢ a 1 kg polypropylenu (Merck, Darmstadt, Némecko) za 3 710 K¢.

2.1 Struktura polyhydroxyalkanoati

Polyhydroxyalkanoéaty jsou polyestery (R)-3-hydroxy mastnych kyselin, obecna struktura je
vyobrazena na Obrazku 3. Bocni skupina (R) mize byt nasycend, nenasycena, alifaticka,

rozvetvend, substituovana (Bugnicourt ef al., 2014).

R O

0 N

— n

Obrazek 3 Struktura polyhydroxyalkanoatu; upraveno dle Emaimo ez al. (2022)

Molekularni hmotnost polymeru miize dosahovat hodnot od 50 000 az po miliony kg/mol
(Bugnicourt et al., 2014). V dnes$ni dob¢ je znamo pies 150 druhit monomernich jednotek.
Podle poctu wuhliki v monomeru lze pak PHA rozdélit do nasledujicich

tii skupin (Visakh., 2014):

a) PHAGsa s kratkym fetézcem, obsahujici 3-5 atomt uhliku,
b) PHAma se sttedné dlouhym fetézcem, které obsahujici 6-14 atomil uhliku,

c) PHAia s dlouhym fetézcem, které obsahuji vice nez 14 atomu uhliku.
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Jako zastupce nékterych znamych a bézné€ vyuzivanych lze jmenovat, kromé jiz zminéného
PHB, také poly(3-hydroxyvalerat) (PHV), jehoz postranni fetézec je tvofen etylovou
skupinou, nebo také jeho kopolymer s PHB, poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
(PHBYV). Chemicka struktura zminénych polymert je na Obrazku 4.

m

Obrazek 4 Struktura nékterych polyhydroxyalkanoat; upraveno dle Emaimo et al. (2022):
a) poly(3-hydroxybutyrat), b) poly(3-hydroxyvalerat),
¢) poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)

2.2 Vlastnosti polyhydroxyalkanoati

Polyhydroxyalkanoaty 1ze charakterizovat jako polymery nerozpustné ve vodé, odolné vici
UV zafeni, pom&rné rezistentni vii¢i hydrolytické degradaci, zaroven jsou biokompatibilni
a nepusobi toxicky. Vlastnosti jednotlivych biopolymert jsou vsak ovlivnény chemickou
strukturou. PHA se stfedné dlouhym fetézcem se fadi mezi elastomery, PHA s kratkym

fetézcem jsou krystalické a chovaji se jako termoplasty (Bugnicourt et al., 2014).

Polyhydroxybutyrat je ¢asto porovnavan s polypropylenem (PP), kviili vlastnostem jako je
vysoka teplota tani nebo relativné vysoka pevnost v tahu. Nevyhodou je vSak to, Ze pfi
teploté blizké jeho teploté tani zacind degradovat, a oproti PP je PHB kiehky. Pro dosazeni
pozadovanych vlastnosti jsou casto syntetizovany rtzné kopolymery s dalSimi
3-hydroxyalkanoatovymi jednotkami jako je PHBV (Bugnicourt et al., 2014). Dalsi
modifikaci miZe byt pfidavek plastifikator, kde 1ze jmenovat napiiklad estery kyseliny
citronové, polyetylenglykol, glycerol, 4-nonylfenol, estery kyseliny acetylsalicylové nebo
mastné alkoholy (Emaimo et al., 2022). V Tabulce 1 je uvedeno porovnani vybranych

mechanickych vlastnosti PHA s polypropylenem.
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Tabulka 1 Porovnani vlastnosti vybranych polyhydroxyalkanoatti s polypropylenem;
upraveno dle Rodriguez-Contreras (2019)

PHBV PHB4HB
PHB PP

3%)* (16%)**
Teplota tani [°C] 177 145 152 176
Teplota skelného prechodu [°C] 4 -1 -8 -10
Pevnost v tahu [MPa] 40 32 26 38
Modul pruznosti v tahu [GPa] 3,5 1,2 - 1,7
Prodlouzeni pfi pretrzeni [%] 6 50 444 400

* procentualni zastoupeni 3-hydroxyvaleratu v kopolymeru; ** procentuélni zastoupeni 4-hydroxybutyratu v kopolymeru
Zkratky: poly(3-hydroxybutyrat) (PHB), poly(hydroxy-3-butyrat-co-4-hydroxybutyrat) (PHB4HB),
poly(3-hydroxy-co-3-hydroxyvalerat) (PHBV), polypropylen (PP)

2.3 Vyuziti polyhydroxyalkanoati

Polyhydroxyalkanodaty jsou diky svym dobrym mechanickym vlastnostem, biokompatibilité
a biodegradabilit¢ povazovany za atraktivni materidl pro mnohd odvétvi, mezi néz patii

predevsim potravinaisky pramysl nebo rizné biomedicinské aplikace.

2.3.1 Potravinarsky primysl

Dle Statistického ufadu Evropské unie (Eurostat, 2023) bylo v roce 2021 v EU generovano
celkové 84,3 milionu tun odpadu tvofeného obaly. Ty jsou vSak nezbytnou soucasti
potravinatského primyslu, bez kterych by nebylo mozné bezpecné a efektivné s potravinami
manipulovat a distribuovat je (Clark et al., 2014). Proto jsou biodegradabilni PHA pokladany
za atraktivni alternativu k bézn¢€ uzivanym polymerim petrochemického ptivodu v oblasti

jednorazovych obalovych materialu.

Ve studii Haugaard et al. (2003) byly porovnavany obalové materialy z vysoko hustotniho
polyethylenu (HDPE) a PHB pro majonézu a pro simulant pomeran¢ového dzusu, kdy byl
zkouman vliv obalu na kvalitu vyrobku. Vysledky ukazaly, Ze v obou ptipadech vykazovalo
PHB chovani srovnatelné s HDPE. PHB je tedy vhodnym kandidatem pro vyzkum
pfi pouziti jako obalu pro pasterizované i nepasterizované kyselé¢ napoje a potraviny
s vysokym obsahem tuku. Obdobné mechanické vlastnosti vykazoval PHB vuci
polypropylenu i v praci Bucci et al. (2005). Zde byl zkouman i vliv na organoleptické
kontaminace materidlem u margarinu, majonézy a tavené¢ho syru. U potravin s vysS§im
obsahem vody bylo pii senzorické analyze pozorovano zhorSeni organoleptickych vlastnosti.
Ovsem jak vypliva i z pfedchozi studie, jedna se o material vhodny pro potraviny s vysokym

obsahem tuku. V dalsi studii bylo zjisténo, ze PHB a PHBV disponuje srovnatelnymi
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bariérovymi vlastnostmi (propustnost vlhkosti, oxid uhli¢ity, organické rozpoustédla) jako
polyethylentereftalat (PET) (Mishra, 2018). Xavier et al. (2015) sledovali antimikrobni
vlastnosti vanilinu, ktery byl inkorporovany do PHB filmu. Bylo zjisténo, ze vanilin byl
efektivni vici plisnim a bakteriim, které se bézn¢ vyskytuji v konzervovanych potravinach.
Pridavkem vanilinu vSak doslo ke zhorSeni mechanickych vlastnosti a sniZeni teploty tani
filmu. Tento materidl tak miize byt pouzit jako sekundarni folie pfes primarni polymerni

obalovou vrstvu.

2.3.2 Biomedicinské aplikace

Pro biomedicinské aplikace je nutné, aby byl material biokompatibilni. Technickd norma
o biologickém hodnoceni zdravotnich prostiedkii (CSN EN ISO 10993-1) definuje
biokompatibilitu jako schopnost materidlu byt pii specifické aplikaci snaSen Zzivym
systémem, piicemZz musi dojit k odpovidajici reakci piijemce. Tento piedpoklad PHA
splituji, coz znich déla vhodny material pro tkanové inzenyrstvi a pro farmaceutické
aplikace. Monomery PHB a PHBV jsou pfirozenym metabolitem lidského organismu
a mohou byt St€peny az na oxid uhli¢ity. Po implantaci in vivo u nich nebyla pozorovana
zanétliva reakce, kalcifikace, nekroza okolni tkdn€ ani tvorba abscesi ¢i tumorigeneze
(Pulingam et al., 2022). Na rozdil od jinych polymera vyuzivanych v tkanovém inzenyrstvi,
jako je naptiklad poly(e-kaprolakton) nebo poly(mlécna kyselina), si PHA udrzuji lokalné

konstantni pH 1 pti degradaci, ktera probiha kontrolovan¢ (Rodriguez-Contreras, 2019).

PHA mohou byt pouzity k tvorbé scaffoldii a dalSich medicinskych prostiedkti, mezi které
patii implantaty pojivové, srde¢ni, cévni i nervové tkané, ale také sutury, stenty, naplasti,
chirurgické sité nebo biosenzory (Pulingam et al., 2022). V soucasné dob¢ je také zkouman

jejich ucinek pfti 1écbé rakoviny, viru HIV nebo Alzheimerové chorobé (Ray a Kalia, 2017).
2.4 Biosyntetické drahy produkce polyhydroxyalkanoati

Polyhydroxyalkanoaty jsou v prokaryotickych buiikach ukladany ve formé nerozpustnych
intracelularnich inkluzi, o velikosti mezi 100 az 500 nm. Ty jsou slozené z polymerniho
jadra a povrchové vrstvy strukturnich a funkénich proteind, které jsou oznacovéany jako

tzv. Granule-Associated proteins (GAPs) (Bresan et al., 2016). Mezi GAPs patii naptiklad:
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a) PHA syntaza (PhaC) je enzym, ktery katalyzuje polymeraci PHA. Podle primarni
sekvence, substratové specifity a kompozice jsou syntazy rozdéleny do Ctyr trid.
Tridy I, III a IV syntetizuji PHAsq a tfida II je asociovana s produkci PHAmcl
(Zher Neoh et al., 2022).

b) PHA depolymeriaza (PhaZ) je enzym, ktery je zodpovédny za degradaci inkluzi
(Zher Neoh et al., 2022).

c) Phasiny (PhaP) jsou amfifilni strukturni proteiny, které stabilizuji jednotlivé granule
a brani tak jejich koalescenci (Grage et al., 2009).

d) Regulaéni proteiny (PhaR) piimo ovliviiuji produkci phasind a syntézu PHA
(Maestro a Sanz, 2017).

Jejich biosyntéza piedstavuje komplexni proces, jehoz prubéh tzce souvisi s dalSimi
metabolickymi drahami, a je vyrazné ovlivnén nutriénimi podminkami. V prostfedi, které je
bohaté na ziviny, je produkovano velké mnozstvi koenzymu A (CoA), ¢imz dochazi
k inhibici enzymu 3-ketothioldzy (PhaA). Diky tomu je acetyl-CoA pfednostné smérovan do
Krebsova cyklu, kde je vyuzivan k produkci energie a rastu buiiky. Naopak, pfi nadbytku
uhliku a nedostatku Zivin, jako jsou dusik a fosfor, k inhibici PhaA nedochazi, coz umoziuje

vyuziti acetyl-CoA k tvorbé PHA (Tan et al., 2014).

Dréahy pro syntézu prekurzoru (R)-3-hydroxyacyl-CoA lze rozdélit dle vychoziho substratu

nasledovné:

a) Biosyntéza ze souvisejicich zdroji, kde vychozi substrat je prekurzorem

monomeru (napf. mastna kyselina).

b) Biosyntéza z nesouvisejicich zdroji, kde vychozi substrat neni prekurzorem

monomeru (napf. gluk6za).

Jeden ze zpisobl syntézy PHA z mastnych kyselin je schematicky znazornéna
na Obrazku 5. Mastnd kyselina je aktivovdna acyl-CoA syntazou za spotieby
adenosintrifosfatu (ATP) a CoA. Acyl-CoA vstupuje do metabolické drahy B-oxidace,
vzniklé meziprodukty mohou byt smétovany do syntézy PHA. V piipad¢ cesty A dochazi
k redukci 3-ketoacyl-CoA na (R)-3-hydroxyacyl-CoA za pomoci 3-ketoacyl reduktazy
(FabG) (Nomura et al., 2008). Cesta B popisuje hydrataci enoyl-CoA opét
na (R)-3-hydroxyacyl-CoA za ptitomnosti R-specifické enoyl hydratazy (Phal). PhaC poté
katalyzuje polymeraci a vznika ptislusny polyhydroxyalkanoat (Tsuge et al., 2000).
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Obrazek 5 Biosyntéza ze souvisejicich zdroji; upraveno dle Macalové et al. (2023).
Zkratky: adenosinmonofosfat (AMP), adenosintrifosfat (ATP), difosfat (PP;), koenzym A (CoA),

3-ketoacyl reduktaza (FabG), nikotinamidadenindinukleotid (NAD"), redukovany nikotinamidadenindinukleotid
(NADH), nikotinamidadenindinukleotidfostat (NADPH), PHA syntaza (PhaC), R-specificka enoyl hydrataza (Phal)

Dalsi mozna synteticka drédha je popsdna na Obrazku 6. Zdrojem uhliku je glukdza, ktera
je procesem glykolyzy preménéna na acetyl-CoA. Cesta C zobrazuje preménu
na acetoacetyl-CoA pusobenim enzymu 3-ketothiolazou (PhaA). Nasleduje jeho redukce
za pritomnosti NADPH (redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat) acetoacetyl-CoA
reduktdzou (PhaB) na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. PhaC katalyzuje polymeraci na PHB.
Cesta D zahrnuje meziprodukty syntézy disociované kyseliny. Pied vstupem do této
metabolické cesty je acetyl-CoA aktivovan acetyl-CoA karboxyldzou za spotfeby ATP na
malonyl-CoA. Biosyntézy PHA se pak ucastni meziprodukt (R)-3-hydroxyacyl-ACP
(acyl carrier protein, acyl pienésejici protein), a pisobenim hydroxyacyl-ACP specifické
thioesterazy =~ (PhaG) dochazi ke  vzniku  (R)-3-hydroxylkanové  kyseliny.
Kondenzaci s acyl-CoA vznikd (R)-3-hydroxyacyl-CoA, ktery nasledné vlivem PhaC
polymeruje na vysledny produkt (Nomura et al., 2008).
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Obrazek 6 Biosyntéza PHA z nesouvisejicich zdrojui; upraveno dle Macalové et al. (2023)
Zkratky: acyl-carrier protein (ACP), koenzym A (CoA), redukovany nikotinamidadenindinukleotid (NADH),
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH), 3-ketothiolaza (PhaA), acetoacetyl-CoA reduktaza (PhaB), PHA syntaza
(PhaC), hydroxyacyl-ACP specificka thioesteraza (PhaG)

2.5 Organismy schopné produkce polyhydroxyalkanoata

Syntéza PHA byla pozorovana u vice jak 300 druhii mikroorganismu pii nadbytku zdroje
uhliku a nedostatku ostatnich prvki jako jsou dusik ¢i fosfor. Nejvice znamych producentti
patfi mezi gramnegativni bakterie. Kromé nich PHA utilizuji i nékteré grampozitivni

bakterie nebo halofilni Archaea (Anjum et al., 2016).

2.5.1 Prokaryota

Vnéj§i membrana bunécné stény gramnegativnich bakterii obsahuje lipopolysacharidy

(LPS), které se mohou béhem extrakce dostat i do polymeru. LPS mohou vyvolat zanétlivé



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

reakce, proto je pro aplikace v tkanovém inzenyrstvi nutné PHA nésledné purifikovat.
Naopak bunécné sténa grampozitivnich bakterii LPS, coz je pro tyto aplikace vyhodné

(Raetz a Whitfield, 2002).

Produkce PHAs byla pozorovana u rodid Azohydeomonas, Burkholderia a Cupriavidus.
C. necator muze jako substrat pro PHB lze vyuzit naptiklad glukézu, fruktézu nebo rtizné
oleje s vytézkem PHB 67 az 88,9 %CDM (cell dry mass = hmotnost bunééné susiny)
(Tan et al., 2014). U Burkholderia sp. byla sledovana produkce az PHB 69 %CDM pfi
metabolismu mastnych kyselin (Chee et al., 2010). Bakterie rodu Pseudomonas jsou typicti
producenti PHAmq. U P. putida byla detekovana syntéza PHAwa z kyseliny kaprylové
s vyt¢zkem PHA 83 %CDM (Fontaine et al., 2017). Produkce PHB je schopny
1 Saccharophagus degradans, kdy jako zdroje uhliku byl pouzity Avicel, celuloza, CMC
a Sigmacell s vytézky PHB 11,8-14,6 %CDM (Sawant et al., 2017). Degradaci celulozy byla
syntéza PHA zjisténa také u Bacillus cereus (Cibichakravarthy et al., 2017b).

Mezi znamé producenty PHA patii 1 zastupci z domény Archaea, vyhradné se jedna
o halofily. U vétSiny haloarchei je dosaZeno velmi nizkych vytézki, ovSem primyslové
zajimavou je Haloferax mediterranei, ktera je pii koncentraci 2 az 5 M NaCl schopna

utilizace PHA 50 az 76 %CDM (Bhattacharyya et al., 2012).

Metodami genového inZenyrstvi byl zvySeny vytézek PHB naptiklad u Cupriavidus neactor
deleci genu kodujici enzymy degradujici PHA (Povolo et al., 2010). Vyznamnym
rekombinantnim producentem PHA je také Escherichia coli, u které bylo dosazeno

az 95 %CDM PHB a také produkce PHBV (Fidler, 1992).

2.5.2 [Eukaryota

Pro produkci PHA byly geneticky modifikovany také nékteré kvasinky ¢i rostliny.
Z kvasinek lze zminit rekombinantni Saccharomyces cerevisiae, u které byla detekovana
akumulace 2,68 %CDM PHB (Abd-El-haleem et al., 2007). Husenicek rolni (4rabidopsis
thaliana) byl upraven pomoci genti ziskanych z Pseudomonas sp., a produkoval kopolymery

z PHB, PHV a poly(3-hydroxyhexanoatu) (PHHx) (Matsumoto et al., 2006).

2.6 Metody detekce polyhydroxyalkanoati

Pro primarni screening je casto vyuzivdna jednoducha fenotypovd metoda — barveni
lipofilnimi barvivy. Jak jiZ bylo diive zminéno, PHA jsou produkovany bakteriemi za

nevyvazenych nutri¢nich podminek, proto jsou typicky kolonie barveny na Petriho miskach
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s médiem bohatym na zdroj uhliku a deficitni na prvky jako fosfor, dusik ¢i sira
(Higuchi-Takeuchi et al., 2016). Pro tyto ucely jsou vyuzivany barviva Nile Blue a Sudan
Black. Granule PHA barvivo zadrzuji a po promyti pfebytecného barviva z misky je lze
vizualné identifikovat. Po barveni Nile Blue jsou pozorované PHA inkluze pod UV zafenim
rizové. Pfi pouziti Sudan Black ziistavaji kolonie producentli po opladchnuti ethanolem
zbarvené Cerné (Solaiman a Ashby, 2005). Barevni bakterii mize byt provedeno také na
podloznim sklicku a vysledek muze byt pozorovan pod optickym mikroskopem

(Mesquita et al., 2015).

Pfi hledani novych potencidlni producentii polyhydroxyalkanoati jsou vyuzivané
1 genotypové metody jako je polymerdzova fetézova reakce (PCR). Obvykle jsou primery
designovany specificky pro amplifikaci genu PhaC, ktery byl popsan v kapitole 2.4
(Solaiman a Ashby, 2005). Vyhodou barveni a PCR je, Ze umoziuji analyzu velkého poctu
vzorkll v kratkém cCasovém intervalu s relativné snadnou ptfipravou vzorkd. Pokrocilejsi
metodou je transmisni elektronovd mikroskopie, kterda pifimo vizualizuje granule PHA.
Avsak tato technika vyzaduje ¢asov€é narocnou piipravu vzorkll a pouziti radioaktivnich

latek (Tan et al., 2014).

Zminéné metody vSak neposkytuji detailni informace o mnozstvi ani o kvalitativnim slozeni
PHA. Pro tyto ucely se vyuzivaji moderni analytické techniky, jako je infraCervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR), kapalinova chromatografie a plynova

chromatografie (Tan et al., 2014).
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILPRACE

Cilem této prace byl provést screening celulolytické aktivity u bakteridlnich izolath
z potravin, a nasledné¢ u celulolytickych bakterii otestovat schopnost produkce
polyhydroxyalkanoatli z glukozy, karboxymethylcelulézy (CMC) a mikrokrystalické
celulézy (Avicel, MCC).

Jednotlivé ¢asti prace zahrnovaly:
e literarni resSersi;
e screening celulolytické aktivity;

¢ mikroskopickou detekci produkce PHA pomoci lipofilniho barviva Sudan Black.
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4 MATERIAL

4.1 Laboratorni pristroje

Bézné laboratorni pomucky a laboratorni sklo

Biohazard box EUROFLOW
Fotoaparat Canon EOS 1100D
Opticky mikroskop Olympus CX41
Software QuickPHOTO Micro 3.2

4.2 Chemikalie

Aceton

Agar

Avicel

Bacto Marine Broth
Brain Heart Infusion Broth
CMC

Sudan Black
Ethanol

Glukoza

K>HPO4

KCI

KH>PO4
Krystalova violet’
Lugoltv roztok
M-17 Broth
MgSO4

MgSO47 H2O
Na,HPO4'12 H20
NaNO;
(NH4)2SO4
Pepton

Safranin

Xylen

Schoeller, Brno, Ceska republika
Canon, Tokio, Japonsko
Olympus, Tokio, Japonsko

Promicra, Praha, Ceska republika

Penta, Chrudim, Ceska republika
Himedia, Mumbai, Indie

Merck, Darmstadt, Némecko

Merck, Darmstadt, Némecko

Merck, Darmstadt, Némecko

Merck, Darmstadt, Némecko

Penta, Chrudim, Ceska republika
Penta, Chrudim, Ceska republika
Merck, Darmstadt, Némecko
Lach:ner, Neratovice, Ceské republika
Lach:ner, Neratovice, Ceska republika
Lach:ner, Neratovice, Ceska republika
Penta, Chrudim, Ceska republika
Lach:ner, Neratovice, Ceska republika
Merck, Darmstadt, Némecko
Lach:ner, Neratovice, Ceska republika
Lach:ner, Neratovice, Ceska republika
Lach:ner, Neratovice, Ceska republika
Lach:ner, Neratovice, Ceska republika
Lach:ner, Neratovice, Ceska republika
Merck, Darmstadt, Némecko
Himedia, Mumbai, Indie

Penta, Chrudim, Ceska republika
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4.3 Kultivaé¢ni média

Zamrazené bakteridlni kultury byly inokulovany do bujonu mozkovo-srdeéné infuze
(Brain Heart Infusion, BHI), respektive do bujonu M-17, dle kultiva¢nich podminek pro
dany kmen, které jsou uvedeny v Tabulce 8. SloZzeni médii je uvedeno v Tabulkéch 2 a 3.

Finalni pH pro BHI odpovida 7,4 + 0,2 a pro M-17 je 7,1 + 0,2.

Po 48 h kultivace byly mikroorganismy zaockovany na pfisluSnou pevnou plidu

(s ptidavkem agaru 15 g/l) na které byly po celou dobu experimentu uchovavany.

Tabulka 2 Slozeni BHI bujonu

SloZeni Mnozstvi [g/1]
Pepton 10
Vytazek z hovéziho srdce 10
Vytazek z teleciho mozku 7,5
NaCl 5
Na,HPO4 12 H,O 2,5
Glukoéza 2
Destilovana voda do 1000 ml

Tabulka 3 Slozeni M-17 bujonu

SloZeni Mnozstvi [g/l]
Glycerofosfat sodny 19
Laktoza 5
Masovy extrakt 5
Sojovy pepton 5
Pepton 2,5
Trypton 2,5
Kvasnicovy extrakt 2,5
Kyselina askorbova 0,5
MgSO4 0,25
Destilovana voda do 1000 ml

Saccharophagus degradans byl po celou dobu uchovavan na ptide polovi¢ni Bacto Marine
(Half strength Bacto Marine, 2 MB) uréené pro kultivaci heterotrofnich motskych bakterii.
Jeji slozeni je popsané v Tabulce 4 a vysledné pH bylo 7,6 £ 0,2.
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Tabulka 4 Slozeni Half strength Bacto Marine (2 MB) agar

SloZeni Mnozstvi [g/l]
NaCl 9,725
Bacto pepton 2,5
MgCl, 2,95
Na,SOq4 1,62
CaCl, 0,9
Kvasnicovy extrakt 0,5
KC1 0,275
NaHCO; 0,08
Citronan zelezity 0,05
KBr 0,04
SrCl, 0,017
H;BOs 0,011
Na,HPO, 0,004
Na,SiO3 0,002
NaF 0,0012
(NH4)NO; 0,0008
Agar 15
Destilovana voda do 1000 ml

Pro screening celulolytické aktivity potravinovych izolati byl pfipraven agar s obsahem

CMC, jehoz slozeni je uvedeno v Tabulce 5. Vysledné pH piidy bylo 7,4 = 0,2.

Tabulka 5 Slozeni CMC agaru

SloZeni MnoZstvi [g/l]

CMC 2
NaNO; 2
K>HPO, 1

KCl 0,5
MgSO4 0,5
Pepton 0,2

Agar 17

Destilovana voda

do 1000 ml
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Mineralni CN agar byl vyuzivan pro screening PHA produkujicich bakterii. Jako zdroje
uhliku byl testovan Avicel, CMC a glukoza, slozeni je popsané v Tabulce 6, finalni pH
odpovidalo 7,2 = 0,2. Soucasti CN agaru byl také roztok stopovych prvka (Tabulka 7).

Tabulka 6 Slozeni mineralniho CN agaru

SloZeni Mnozstvi [g/l]
Avicel/CMC/glukoza 20
Na,HPO4 12 H,O 11,1
(NH4)2S04 3
KH,PO, 1,05
MgSO47 H,O 0,2
Roztok stopovych prvka (MES) 1 ml/1
Agar 15
Destilovana voda do 1000 ml

Tabulka 7 Slozeni roztoku stopovych prvka (MES)

SloZeni MnoZstvi [g/l]
FeCls'6 H,O 9,7
CaCly2 H,O 7,8
CuSOs'5 H2O 0,156
CoClz'6 H,0O 0,119
NiCl>'6 H.O 0,118
ZnSO047 H,O 0,1

0,1 M HCI do 1000 ml

4.4 Mikroorganismy

Pro praktickou ¢ast bakalarské prace byly pouzity izolaty z potravin poskytnuté
Ing. Danielou Mécalovou. Ty byly identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci za Gi€asti matrice s priletovym analyzatorem (MALDI-TOF).
Kmeny, jejichz skore z MALDI-TOF odpovidalo <2, byly identifikovany pomoci sekvence
ribozomalni ribonukleové kyseliny, ktera je soucéasti malé podjednotky prokaryotického
ribozomu (16S rRNA) a porovnanim s knihovnou (Macalova et al., 2023). Saccharophagus
degradas slouzil jako pozitivni kontrola a jako negativni kontrola byl pouzit transgenni
kmen Escherichia coli DH5a. Testované mikroorganismy, véetné jejich oznaceni, ptivodu,

zpusobu kultivace, skore z MALDI a BLAST shody, jsou uvedeny v Tabulce 8.
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5 METODIKA

5.1 Celulolyticka aktivita

Metodou dle Kasana et al. (2008) byl proveden screening celulolytické aktivity

u mikroorganismu izolovanych z potravin.

Bylo pfipraveno kultivacni médium s obsahem karboxymethylceluldozy o slozeni podle
Tabulky 5. Mikroorganismy byly kultivovany po dobu 7 dni pfi podminkach uvedenych
v Tabulce 8.

Plotna s CMC agarem byla zalita Lugolovym roztokem, ktery tvoii fialovo-Cerny komplex
s celuldzou, nikoliv vSak s hydrolyzovanou celul6zou. Po 5 minutach plisobeni byl prebytek
barviva splachnuty destilovanou vodou. Nésledné byla odectena velikost (prumér) vysledné
zony a velikost nartstu inokulovaného mikroorganismu. Poté byl stanoven enzymaticky

index (E;) podle Ferbiyanto et al. (2015) dle Rovnice 1:

_ prtimér zOny — priimér biomasy (1)

! primér zoény

Test byl proveden celkem ve ¢tyfech opakovanich.

5.2 Detekce polyhydroxyalkanoatii metodou barveni

Celulolyticky aktivni mikroorganismy byly kultivovany 72h na minerdlnim CN agaru
se zdrojem uhliku Avicelem, CMC nebo glukézou (Tabulka 6) za podminek uvedenych
v Tabulce 8. Metodou dle (Mesquita et al., 2015) byla sledovana produkce inkluzi PHA

pomoci lipofilniho barviva Sudan Black.

Na podloznim sklicku byla v kapce destilované vody rozsuspendovana a rozetiena
bakterialni biomasa, ta se nechala na vzduchu vysusit a poté byla protazenim kahanem
zafixovana. Preparat byl zakdpnuty 3% roztokem Sudan Black v 96% ethanolu, barvivo
se nechalo ptisobit po dobu 10 minut, nasledné bylo proplachnuto xylenem a opét se nechalo
na vzduchu oschnout. Dale byl preparat barven 5% roztokem safraninu ve 42% vodném
roztoku ethanolu. Pfebyte¢né barvivo bylo smyto destilovanou vodou. Vysuseny vzorek byl
poté pozorovan pii pouziti 100x objektivu s imerznim olejem pomoci optického mikroskopu
Olympus CX41 a kamery Canon EOS 1100D. Obrazova analyza byla provedena v programu
QuickPHOTO Micro 3.2.

Test byl proveden ve dvou opakovéanich.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 Celulolyticka aktivita

Z celkem 21 testovanych bakteridlnich izolatii byla celulolyticka aktivita pozorovana
u 8 z nich. Konkrétné se jedna o nasledujici kmeny: Acinetobacter calcoaceticus (D171),
Bacillus sp. (D31), Bacillus velezensis (D11), Lysinibacillus fusiformis (D117), Priestia
megaterium (D32, D199, D201) a Pseudomonas oryzihabitans (D37).

Na Obrazku 7 je zobrazeny pozitivni vysledek zkousky u bakterie Bacillus velezensis (D11),
kde je patrnd zona, kterd znaci hydrolyzu celulozy. Dale je na obrazku také negativni

vysledek pozorovany u Escherichia coli DH5a.

= . c .\\-\“‘

Obrazek 7 Vysledky méteni celulolytické aktivity na CMC agaru pro
a) Bacillus velezensis D11 (+), b) Escherichia coli DH5a (-)

Vyse zminéné bakterie produkuji celulazy schopné rozkladat karboxymethylcelulozu.
Ptitomné enzymy se tak fadi mezi endoglukanazy a B-glukosidazy, které jsou aktivni vici
ve vodé rozpustnym formam celul6zy, jako je pravé CMC (Sharma et al., 2016). Je také
patrné, ze enzymy jsou sekretovany extracelularné a jsou zodpovédné za hydrolyzu celuldzy
na monosacharidy, které jiz s Lugolovym roztokem netvofi fialovo-Cerveny komplex

(Kasana et al., 2008).

Celulazy se fadi mezi induktivni enzymy, coz znamena, ze jejich aktivita se zvysuje, kdyz
je organismus vystaven prostfedi bohatému na celul6zu, jako je naptiklad rostlinny material
(Kasana et al., 2008). Produkci celulaz lze tedy vysvétlit adaptaci bakterii na biotop, kdy

v tomto piipadé jde o izolaty ze zeleniny, a to konkrétné z cibule, ¢esneku, fedkve a salatu.
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Reddy a Rhim (2018) uvadi obsah celuldzy ve slupce cibule jako 45 % a ve slupce ¢esneku
jako 50 %. Dle prace Sanchez-Salvador et al. (2022) bylo procentuélni zastoupeni celulozy
v salatu urceno jako 17,7 %. Ptesné sloZeni zeleniny je vSak siln€ ovlivnéno odridou

a podminkami péstovani.

Primérné velikosti biomasy a zdén pro vSechny testované bakterie s prokazanou
celulolytickou aktivitou jsou uvedeny v Tabulce 9. Pro vyjadieni celulolytické aktivity byl
vypocten enzymaticky index (Rovnice 1), jehoz vysledky jsou také zaznamendny
v Tabulce 9. VSechny hodnoty jsou psany jako primér + smérodatnd odchylka priméru

ze vSech Ctyt méfeni.

Tabulka 9 Vysledky méteni celulolytické aktivity, enzymaticky index

Mikrobislni druh Omateni Prumér Primér zony Enzymaticky

biomasy [mm] [mml] index [-]

B. velezensis D11 6,0£0,7 90,0 £0,1 14,6 £1,6

Bacillus sp. D31 8+1 14 +£2 0,73 +0,14
P. megaterium D32 8,004 303 2,8+04
P. oryzihabitans D37 5,7+1,0 203+1,6 2,8+0,5
L. fusiformis D117 10,0 £0,7 345+0,7 2,5+0,3
A. calcoaceticus D171 41+6 59,0+£2,0 0,5+0,2
P. megaterium D199 8,0£1,1 31,5+2,0 32+0,8
P. megaterium D201 8.8+1,6 30,3 +1,7 2,7+0,5
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Na Obrazku 8 je graficky zndzornéna hodnota enzymatického indexu pro vSechny testované
mikroorganismy s celulolytickou aktivitou, kter¢ budou dale v textu podrobnéji

diskutovany.
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Obrazek 8 Enzymaticky index celulolytickych bakterii

6.1.1 Celed Bacillaceae

Bacillaceae jsou cCeled” grampozitivnich, aerobnich nebo fakultativné anaerobnich.
heterotrofnich, tyCinkovitych bakterii, které mohou tvofit endospory. Aby se piizpusobily
riznym ekologickym nikdm, produkuji Siroké spektrum enzymi, vcetné téch, které jsou
zodpovédné za hydrolyzu celulozy (Arsov et al., 2021). Do této celedi spadaji izolaty
Bacillus sp. (D31), Bacillus velezensis (D11), Lysinibacillus fusiformis (D117) a Priestia
megaterium (D32, D199, D201).

Nejvyssi celulolytickou aktivitu (E;i = 14,6) vykazoval Bacillus velezensis (D11), ktery je
Siroce rozsifeny v zivotnim prostfedi. Bylo pozorovano, ze podporuje rust rostlin, dale také
fada kmenl potlacuje rist rostlinné patogenni mikroflory, diky produkci biologicky
aktivnich sekundarnich metabolitd (Rabbee et al., 2019). Zhang et al. (2023) izoloval

z traviciho Ustroji termitl B. velezensis a podrobil jej analyze genomu. Byly objeveny geny,
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které se podileji na degradaci celuldzy, které zahrnuji 6-fosfo-p-glukosidazu, B-glukosidazu,
6-fosfo-a-glukosidazu, endo-1,4-B-glukanazu a B-1,3(4)-glukanazu. Sekvenaci genomu byly
identifikovany u B. velezensis enzymy 6-fosfo-f-glukosiddza, 6-fosfo-a-glukosidaza,
endo-1,4-B-glukanaza a B-1,3(4)-glukanaza také v praci Chen et al. (2023). U izolatu
ziskaného z termalniho pramene sledoval Sarangthem et al. (2023) na CMC agaru s kongo

¢erveni tvorbu zon o velikosti 15-22 mm.

Srovnatelny enzymaticky index v rozmezi 2,5-3,2 maji bakterie Lysinibacillus fusiformis
(D117), Priestia megaterium (D32, D199, D201) a Pseudomonas oryzihabitans (D37).
Posledni zminény vSak nepatii do celedi Bacillaceae, proto bude diskutovan az

v nasledujici podkapitole.

Lysinibacillus fusiformis je povazovéna za ptirozen¢ se vyskytujici bakterii, izolovana byla
naptiklad z odpadnich vod, zemé&d¢lské pltidy nebo rostlin. Patii také mezi podminéné
patogenni mikroorganismy (Sulaiman et al., 2018). Pfitomnost gent kédujici celulolytické
enzymy u L. fusiformis popisuje Pudova et al. (2018). Mahalik et al. (2018) uvadi tvorbu
zon na CMC agaru Lysinibacillus sp. po barveni Kongo cerveni. Ve studii skupiny
Safika et al. (2018) byla sledovana zoéna 20 mm u izolatu L. fusiformis z hovéziho bachoru.
Celulolytickou aktivitu popisuje také Silva et al. (2015), ktera uvadi u ovocného izolatu
L. fusiformis zonu o velikosti 1,3—2,1 mm. Tentokrat byl vSak pro screening pouzity Lugoliiv

roztok, tedy stejnd metoda ktera byla testovana v této préci.

Priestia megaterium je ubikvitni bakterie, typicky je izolovéna z pidy, vody a rostlin
(Biedendieck et al., 2021). V disledku toho je jeji metabolismus pfizplisoben rtiznym
zdrojim uhliku, vcetné cellobiosy a lignocelulézy (Youngster et al., 2017).
U P. megaterium pochézejici z odpadnich vod byla pozorovana tvorba projasnéné zony
vrozmezi 10—15 mm pii pouziti plotnové metody s CMC (Al-Gheethi, 2015). Stejnym
zpusobem byla sekrece celulolytickych enzymt u P. megaterium pozorovana i v praci
Shakoor et al. (2013). Ti také provedli kvantitativni analyzu aktivity enzym, ktera je
definovana jako mnoZzstvi enzymu potiebného na uvolnéni 1 um glukdézy za minutu.

Vysledna aktivita celulolytickych enzymii odpovidala 216 U/ml.

cv v

a Bacillus sp (D11). A. calcoaceticus bude bliZe diskutovan v kapitole 6.1.3.

V ptipad¢ rodu Bacillus byla pifitomnost celulaz, kromé jiz zminéné¢ho B. velezensis,

pozorovana také u B. cereus. Pfi pouziti CMC byla aktivita vyhodnocena jako 1,8 U/ml,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

z Avicelu jako 0,048 U/ml. Z tohoto srovnani vyplyva, Ze B. cereus produkuje
endoglukanazu, ale sekrece exoglukanazy a B-glukosiddzu je minimalni, jinak feceno,

enzymy témet nerozkladaly krystalické formy celuldzy (Chantarasiri, 2015).

6.1.2 Rod Pseudomonas

Jak jiz bylo zminéno vyse, enzymaticky index Pseudomonas oryzihabitans (D37) byl
srovnatelny s L. fusiformis (D117) a P. megaterium (D32, D199, D201), konkrétn¢
s hodnotou 2,8. P. oryzihabitans je gramnegativni, aerobni, ptidni a saprofyticka tycinka,
ktera je vzacnou pric¢inou lidskych infekci (Panagopoulos et al., 2016). Qin et al. (2013)
z P. oryzihabitans purifikoval synergicky nehydrolyticky protein POEP1, ktery podporuje
rozklad celul6zy. Dle databaze UniProt (2016) také produkuje endoglukanéazu.

Barvenim Kongo <¢erveni byla hydrolyza celulézy pozorovana u P. medocina
(Zhang et al., 2016). Stejn¢ tak byla pozitivné testovana i P. stutzeri, u které byly také
identifikovany geny kodujici endoglukanazu a glykosidazu (Al Makishah a Elfarash, 2022).

6.1.3 Rod Acinetobacter

Acinetobacter patii do skupiny gramnegativnich, striktné aerobnich bakterii ty¢inkového
tvaru. V Zivotnim prostfedi je Siroce rozSifeny, izolovan byl naptiklad z pidy, vody,
odpadnich vod, zivych organismi a z potravin (Poduch a Kotra, 2007; Bergogne-Bérézin,
2014; Barbe, 2004). A. calcoaceticus je podminéné patogenni a je pivodce nozokomialnich

nakaz u hostitell s citeln€ oslabenym organismem (Libich et al., 1990).

Enzymaticky index 4. calcoaceticus (D171) odpovidal 0,5 a jeho aktivita byla porovnatelna
s tou, kterou vykazoval Bacillus sp. (D11). V literatuife nebyla u tohoto kmenu doposud
pritomnost celuldz popsana. Proto se pravdépodobné jednd o prvni praci dokazujici jeho
celulolytickou aktivitu. OvSem Karthika ef al. (2020) pozorovali celuldzovou aktivitu
u A. baumannii, ktery byl izolovan z kompostovatelného papirového kelimku. Na CMC
agaru uvadi tvorbu zony o velikosti 13 mm, pii pouziti barviva Kongo ¢erven. Produkce
celulaz byla v této praci také popséana kvantitativn€. Hodnoty byly nésledujici: exoglukanazu
2,14 U/ml, pro endoglukanazu 1,68 U/ml a pro B-glukosiddzu 1,72 U/ml. Pozitivné
testovanym druhem byl také A. anitratus, jehoz B-glukosidazova aktivita nabyvala hodnot

0,48 U/ml (Epkerigin, 2007).
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6.2 Detekce biosyntézy polyhydroxyalkanoatu

Mikroorganismy s prokazanou celulolytickou aktivitu, byly kultivovany na mineralnich
pudach s glukozou, karboxymethylcelul6zou a mikrokrystalickou celul6zou jako jedinymi
zdroji uhliku. Po 72 h inkubace byly pozorovany kolonie na vSech typech pid
u Acinetobacter calcoaceticus (D171), Bacillus velezensis (D11), Lysinibacillus fusiformis
(D117) a Priestia megaterium (D32, D199, D201). Bakterie Pseudomonas oryzihabitans
(D37) rostla pouze v pfitomnosti glukézy a MCC, nikoliv v§ak CMC. Bacillus sp. (D31)
nerostl na zadném ze zvolenych substratt. Pravdépodobné tedy Bacillus sp. (D31)

a P. oryzihabitans (D37) tyto substraty nedokazi vyuzivat jako jediny zdroj uhliku.

Intracelularni inkluze PHA obarvené Sudan Black byly sledovany u vsech tii izolath Priestia
megaterium (D32, D199, D201) a u Lysinibacillus fusiformis (D117). Tyto bakterie jako
zdroj uhliku pro syntézu PHA  utilizyji  glukoézu, karboxymethylcelulozu

1 mikrokrystalickou celul6zu a budou vice diskutovany v nésledujicich podkapitoléach.

Je také dilezité zminit, ze hlavni vyhodou celedi Bacillaceae je neptfitomnost endotoxini
ve vnéjs§i membrang, diky cemuz je takto ziskand PHA vhodna pro lékatské aplikace

(Tan et al., 2014).

Maécalova et al. (2023) popisuje vhodnou genetickou vybavenost A. calcoaceticus pro
syntézu PHAq jak ze souvisejicich, tak z nesouvisejicich zdroji. To bylo také v praci
ovéteno fenotypovym testem, kde se jako vhodny zdroj uhliku prokazala fruktdza, kyselina
propionova a slune¢nicovy olej. Déle byl také testovan substrat z glukézy, kdy produkce

PHA nebyla pozorovana, coz odpovida i vysledkiim v této praci.

Pro PHA produkujici zastupce Celedi Pseudomonadaceae je typickd ptitomnost PHA
syntazy II tfidy, kterd je spojovana s metabolismem PHAn obvykle z mastnych kyselin
(Sikkema et al., 2023). Na zaklad¢ vysledkti naseho méfeni a srovnanim s literaturou se vSak

kmen P. oryzihabitans (D37) patrné¢ fadi do skupiny PHA neprodukujicich psudomonad.

6.2.1 Rod Lysinibacillus

Cerné obarvené granule polyhydroxyalkanoatt u Lysinibacillus fusiformis (D117) jsou
vyobrazené na Obrazku 9, Sipkami jsou nékteré znich zvyraznéné. Za nepfiznivych
podminek mtze dochazet k tvorbeé endospor, které jsou pozorovatelné u L. fusiformis (D117)

ze substratu s CMC (b) a MCC (c) (Sulaiman ef al., 2018). Endospory velmi Spatné pfijimaji


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10358918/
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barviva, proto je na nasledujicich snimcich patrny rozdil mezi safraninem obarvenou

bunécnou sténou a sporou (Kopecka a Rotkova, 2017).

Syntéza PHB u L. fusiformis z glukdzy byla zaznamenéna jiz v praci Edilane et al. (2016).
Utilizace glukozy, a dalsich sacharid jako je celobidza, laktdza a sachardza, byla popsana
1 Shokr et al. (2023). Adebajo et al. (2021) potvrdil u Lysinibacillus sp. ptitomnost PHA
syntdzy a genotypové pozoroval produkci kopolymeru PHA zcukrové titiny

(Saratale et al., 2021).

6.2.2 Priestia megaterium

Priestia megaterium patii mezi znamé producenty polyhydroxyalkanoatt. U P. megaterium
byl kromé klicové PHA syntazy, objeven také gen PhaB, ktery se podili na metabolismu
PHA z nesouvisejicich zdroji (Obrazek 6) (Lee et al., 2004; McCool a Cannon, 2001).
To koresponduje s vysledky méteni v této praci, kdy u vsech tii izolath P. megaterium
(D32, D199, D201) byly pod mikroskopem pozorovany intraceluldrni granule PHA
syntetizované z glukézy, CMC 1 MCC (Obrazek 10). Nekteré inkluze jsou na obrazku
zvyraznéné Sipkami. Utilizace CMC a MCC byla moZna diky schopnosti bakterie tyto
substraty hydrolyzovat az na glukdzu, jak jiz bylo popsano v podkapitole 6.1.1.

Literatura uvadi, ze P. megaterium produkuje PHB ze sacharidi a PHBV napiiklad
z kyseliny propionové a valerové (Tsuge et al., 2015). Zaroven byla pozorovana syntéza
PHB z lignocelul6zové biomasy (Khomlaem et al., 2023). Kumar et al. (2023) popisuji
vyuziti rtiznych polysacharidii, vcetné¢ celulézy konsorciem P. megaterium

a Streptomyces sp., na tvorbu PHA.
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Obrazek 9 Intracelularni inkluze PHA obarvené Sudan Black u Lysinibacillus fusiformis
(D117) se zdrojem uhliku: a) glukéza, b) CMC, ¢) MCC. Vybrané granule PHA jsou
zvyraznény Sipkou.
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Obrazek 10 Intracelularni inkluze PHA obarvené Sudan Black u Priestia megaterium
(D32) se zdrojem uhliku a) glukoza, b) CMC, ¢) MCC. Vybrané granule PHA jsou
zvyraznény Sipkou.
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ZAVER
Cilem této bakalaiské prace bylo z 21 potravinovych izolatl vybrat bakterie s celulolytickou

aktivitou, a u téchto mikroorganismi testovat, zda jsou schopné biosyntézy

polyhydroxyalkanoatl z glukézy, karboxymethylcelul6zy a mikrokrystalické celulozy.

Celkem u 8 izolatd byla pozorovana produkce celulolytickych enzymt. Nejvyssi aktivitou
(Ei = 14,6) se vyznacCoval Bacillus velzensis (D11). Vyrazné nizs§i sekreci celulaz
(Ei = 2,5-3,2) se prokazaly Lysinibacillus fusiformis (D117), Priestia megaterium
(D32, D199, D201) a Pseudomonas oryzihabitans (D37). Nejnizs$i aktivita pak byla
sledovana u Acinetobacter calcoaceticus (D171) a Bacillus sp. (D37) (Ei = 0,73-0,5).

U bakterii Lysinibacillus fusiformis (D117) a Priestia megaterium (D32, D199, D201) byla
metodou barveni Sudan Black potvrzena schopnost produkovat polyhydroxyalkanoaty

z glukozy, CMC 1 MCC.

Pro budouci zkoumani by bylo vhodné utilizaci PHA v mikroorganismech ovéfit 1 dal§imi
metodami, jako je naptiklad infracervend spektroskopie, a nasledné¢ se zaméfit na izolaci
inkluzi, optimalizaci kultiva¢nich podminek pro dosazeni vys§iho vytéZku a charakterizaci

materidlovych vlastnosti produkovaného biopolymeru.
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