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Abstrakt

Bunécna sténa rostlin je tvofena nékolika vrstvami: celulosou, hemicelulosou, ligninem a
pektinem. Tyto biopolymery jsou degradovany mnoha mikroorganismy. K biodegradaci
pomoci mikroorganismti dochazi za pomoci extracelularnich enzymt.

Tato diplomova prace byla zaméfena na studium vlivu podminek kultivace na produkci
extracelularnich enzymii na karboxymethylcelulase a pektinu pii pouziti smésné termofilni
kultury, ktera obsahuje mikroorganismy rodu Bacillus a Thermus. Kultivace byla provadéna v
baiikach na tfepacce s rychlosti tfepani 99 min™ pii teploté 60 °C.

Byla sledovana celulolyticka a polygalakturonasova aktivita, koncentrace bilkovin pomoci
Biuretovi metody, koncentrace redukujicich latek pomoci metody Somogyiho a Nelsona a

teplotni optimum.

Abstract

The plant cell wall consists of several layers: cellulose, hemicellulose, lignin and pectin.
These biopolymers are degraded by many microorganisms. Extracellular enzymes are used
for biodegradation by microorganisms.

This thesis was focused on studying the impact of cultivation conditions on the production
of extracellular enzymes at carboxymethyl cellulase and pectin when a mixed thermophilic
culture containing Bacillus and Thermus microorganisms is used. The cultivation was carried
out in flasks on a shaking machine with a shaking speed of 99 min™ at a temperature of 60°C.

The monitoring covered cellulolytic and polygalacturonase activities, protein concentration
by the Biuret method, concentration of reducing substances by the Somogyi and Nelson

methods, and the temperature optimum.
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1 Uvod

Mikroorganismy jsou rozsifené v celé biosféfe: nachdzime je na celém zemském povrchu,
v pudg, ve vodé a v ovzdusi.” Hraji v piirodg i v zivoté ¢lovéka obrovskou roli, nebot” jsou
jednim z hlavnich C¢initeld ovliviujicich tvorbu a zachovéani Zivotniho prostiedi na nasi
planeté. Spolecenstvi riznych druht mikroorganismi jsou totiz schopna rozlozit veskeré
ptfirozené organické latky az k jejich uplné mineralizaci. Tim vraceji chemické prvky, které
jsou nezbytnou slozkou bunécné hmoty, do kolobéht prvkii v pfirodé. Rozkladna Cinnost
mikroorganismi probiha nejen v piidé, ale i ve vodnich tocich, stojatych vodach a motich. Je
hlavni slozkou tzv. ,,samocisténi vodnich toki a v primyslovém méfitku se ji vyuziva
v Cistirnach méstskych a primyslovych odpadnich vod.?

Pro rst mikrobt a pro ziskavani zddanych produktii tvoti hlavni slozku zivnych ptd zdroj
uhliku. Je proto snaha pouzivat laciné vedlejsi a odpadni primyslové produkty, obsahujici
vyuzitelné zdroje uhliku (syrovatka, melasa, sulfitové vyluhy apod.). Nejcastéji pouzivanym
zdrojem uhliku a piipadné i energie jsou sacharidy.” V posledni dobé& se velkd pozornost
vénuje vyuziti celulosy jako zdroje uhliku, protoze celulosa je nejrozsifenéjsi organickou
latkou v pfirodé a jeji zdsoby se neustile obnovuji’ Lignocelulosa je nejroziifenéj$im
biopolymerem v ptirodé. Degradace lignocelulosového materidlu na monomérni sacharidy za
spoluucasti celulolytickych enzymli ma velky vyznam od té doby, co se zacal pouzivat jako
surovina pro biotechnologické procesy.”

Pouziti termofilnich mikroorganismli v primyslu neustale vzrlstd. Biotechnologické
aplikace se zabyvaji produkei Siroké skaly extracelularnich enzymu nebo velmi vyznamnym
zpracovanim ¢i odbouravanim odpadii a zneSkodnovani vedlejSich produkti vznikajicich pii

riznych primyslovych procesech.”?
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3 Soucasny stav FeSené problematiky

3.1 Rostlinna bunécna sténa

Bunééna sténa rostlin je tvofena nékolika vrstvami. Podplirny skelet tvoii vldkna celulosy
(asi 40 linearnich fetézct délky 1 az 7nm o relativni molekulové hmotnosti pies 10°,
propojenych vodikovymi mistky tvofi elementarni fibrilu). Pojivo tvoii hemicelulosy a
pektiny. Soucasti celulosového podpirného skeletu je lignin. Pojivo mezi nimi tvofi
hemiceluosy a pektin. Soucéasti bunécnych stén rostlinnych bunék jsou také strukturni

bilkoviny a fada enzyma.’
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Obr. 3.1: Rostlinnd bunécna stena’

3.1.1 Celulosa

Celulosa je nejrozsifencjsi organickou slouceninou biosféry. Je polysacharidem glukosy.
Glukan celulosy tvoii podstatnou ¢ast stén rostlin a nékterych bakterii a je hlavni soucasti
podptrnych tkani rostlin.

Je tvofena vldknitymi molekulami, které vznikaji spojovanim 1400 az 10 000 zbytkd D-
glukosy (1 - 4)glykosidovymi vazbami.
Pti Castecné hydrolyze celulésy vznika pfevazné celobiosa, ktera je povazovana za stavebni
jednotku polysacharidil.

Stavebni materidl rostlin vznika spojenim nékolika paralelné uspotadanych celulosovych
fetézcl stabilizovanych vodikovymi vazbami a tmel mezi nimi vytvareji dals$i polysacharidy

(napi. hemicelulosy).!



Celulosa je syntetizovana na vn&jSim povrchu bunky enzymovymi komplexy, které jsou
zanoteny do plazmatické membrany. Tyto komplexy transportuji sacharidové monomery ptes
membrany a zaclenuji je do sady rostoucich polymerovych fetézcii v misté, kde jsou
pfichyceny k membrané. Kazdd sada fetézci vytvaii celulosovou mikrofibrilu. Jak se
enzymové komplexy za soucasného syntetizovani pohybuji membranou, zlstavaji za nimi
orientované celulosové fibrily. Drahy, po kterych se enzymové komplexy pohybuji, urcuji

smér, ve kterém je celulosa uloZena v bunééné sténg.’

neredukujici redukujici
koncova skupina koncova skupina

Nékdy se kresli nasledovné:

Obr. 3.2: Vzorec celulosy’

V potravinich tvofi znacny podil nesSkrobovych polysacharidi a to tzv. nerozpustné
vlakniny. V ovoci a zeleniné byva podle druhii pfitomno kolem 1-2 % celulosy, v obilovinach
a lusténinach 2-4 %, v pSenicné mouce 0,2-3 % (podle stupné vymleti), ale v otrubach
30-35 %. Celulosa tvofi také 40-50 % dfevni hmoty, 80 % Inénych a 90 % bavinénych
vlaken.

Jednotlivé makromolekuly celulosy interaguji prostfednictvim vodikovych vazeb vzajemné
a tvoii ve sténach bunék tfirozmérné struktury, které se nazyvaji celulosavd vldkna nebo
ceulosové mikrofibrily. Maji tloustku ptiblizn€ 10 az 20 nm, délku nékolik um a obsahuji 30
az 100 makromolekul celulosy.’

Celulosu dovedou $tépit jen nekteré mikroorganismy (nékteré houby a bakterie) pomoci
enzymového komplexu celulas. Celulosa je odbouravdna az na glukosu extracelularnim

enzymovym komplexem celulas.’

3.1.2 Lignin
Lignin je polymer vyztuzujici a zpeviujici bunééné stény rostlinnych bunék. Chemicky jej

nelze presné definovat. Chemické sloZeni ligninu se rizni podle rostlinného druhu. Primarni
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prekurzory ligninu se tvoii z 4-hydroxyskoficové kyseliny, vznikajici z fenylalaninu nebo
tyrozinu.”

Lignin je kovalentn¢ vazadn na polysacharidy bud’ pfimo prostiednictvim cukernych
zbytki, nebo nepiimo prostiednictvim ferulové kyseliny, kterou jsou nckteré polysacharidy
esterifikovany.

Je jednou z hlavnich komponent dfevni hmoty, kde tvofi asi 25 % biomasy. Podobné
slozeni maji také skotfapky ofechli. V mensim mnozstvi je lignin soucasti vlakniny ovoce,
zeleniny a obilovin. Stény primarnich bunék lignin prakticky neobsahuji. Velky obsah je ve
sténach lignifikovanych sekundarnich buné€k, jako jsou builkky obilovin (otruby), které
obsahuji kolem 8 % ligninu.’

V dfeving€ jehlicnant je obsazeno az 50 % ligninu. Pro jeho uvolnéni z dfeviny, pouziti
k vyrob¢ celulosy a papiru, se pouziva natriumbisulfit (vzniké odpad sulfidové vyluhy). Tvofi
az 20 % celkovych zne¢isténi vodnich tokd.’

Vyskytuje se také v malém mnozstvi v lihovindch zrajicich v dubovych sudech, kam se
dostava vyluhem ze dieva.

V zazivacim traktu nedochazi k rozkladu ligninu, $tépi se pouze vazby mezi ligninem a

ostatnimi polymery.’
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Obr. 3.3: Zakladni struktura ligninu®
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3.1.3 Hemicelulosa

Hemicelulosa je polysacharid, ktery tvofi tmel mezi celulosovymi fetézci.

U ovoce, vétSiny zelenin, okopanin a IuSténin jsou dualezitymi hemicelulasami
xyloglukany, wuobilovin arabinoxylany a tzv. [(-glukany, unékterych lusténin

galaktomannany.’

3.1.4 Pektin

Nachazi se v pletivech vysSich rostlin jako soucdst stén primarnich bunc¢k a
mezibunécnych prostor. Vznika a ukladéd se hlavné v rannych stadiich rastu, kdy se zvétsuje
plocha bunéénych stén.’

Pektiny plni stavebni funkci v rostlinach a nékterych mikroorganismech.” Jsou rozpustné
ve vodé a nerozpustné ve vétsing organickych rozpoustédel.’ Jsou to ¢asteéné methylované
poly-D-galakturonové kyseliny s vazbami o(1-4). Tvoifi komplexy s celulosou
(pektocelulosy) i s jinymi polysacharidy (arabinany, galaktany).’

Pektiny jsou pfitomny ve vSech druzich ovoce a zeleniny. Jejich obsah neni vysoky,
v ovocné duzing klesa okolo 1 %. Ze zeleniny nejvice pektinu obsahuji rajéata a mrkev.’
Pektinové latky se pouzivaji v konzervarenském pramyslu k pfipravé napt. dzeml nebo
marmelad. Vyrabé¢ji se extrakci vhodného materidlu, tzv. jableCny nebo citrusovy pektin.

V soucasné dobé se pektiny uplatfiuji i v prevenci cévnich onemocnéni.’

COOCH; OH COOCHj3
OH
o
COOH O-COCH; COOCH;3

Obr. 3.4: Zdakladni struktura pektinu®

3.2 Termofilni mikroorganismy

Termofilni mikroorganismy jsou mikroorganismy, které maji optimalni teplotu ristu 45 °C
nebo vyssi. Ale vétSina mikroorganismil z této skupiny ma optimalni teplotu ristu 50 az
60 °C. Neékteré mohou rist i pii teplote¢ 80 °C (napt. nckteré kmeny druhu Bacillus
stearothermophilus). *

Termofilni bakterie se vyskytuji v ptid€, horkych viidlech, kompostech, sené, obili atd. a

mohou zplisobovat vzniceni téchto materiali.” Termofilni bakterie maji své zastupce mezi
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rody Bacillus ( napt. B. stearothermophilus), Clostridium (C. thermosacccharolyticum),
Lactobacillus (L. delbrucekii subsp. delbrueckii, L.delbrucekii subsp.bulgaricus), mezi
aktinomycetami (napt. rody Thermoactinomycetes a Thermomonospora). Vyznaluji se
mimotadné vysokou metabolickou aktivitou a rychlosti riistu za optimalni teploty. Vysoka
metabolické aktivita pii téchto teplotach je vysledkem odlisného slozeni bilkovinnych slozek
jejich enzyma.?

Zékladni metabolické rysy termofilti jsou kompletni cyklus trikarboxylovych kyselin,
véetné¢ glyoxylatového cyklu, Embden-Meyerhoffova draha u vétSiny druhi a casto
modifikovany dychaci fetézec.”

Vyuziti termofilnich mikroorganismit v primyslu v poslednich letech zna¢né vzrista.
Biotechnologické aplikace se zabyvaji produkci Siroké Skaly extracelularnich enzymii nebo
velmi vyznamnym zpracovdnim ¢i odbouravanim odpadl a zneSkodnovéani vedlejSich
produktd vznikajicich pfi ridznych pramyslovych procesech.” Pouzivaji se také
k termofilnimu aerobnimu biologickému ¢isténi odpadnich vod, vyhodou této metody je
rychla biodegradace vazby, nizky vynos kalu a vyborna stabilita procesu.”®

Extrémofilni mikroorganismy jsou mikroorganismy schopné pfezit a rist v podminkéch
nepfiznivych pro ostatni mikroorganismy. Jejich nejvyznamngj$imi zastupci jsou: termofilni
mikroorganismy (extrémni teploty), osmofilni mikroorganismy (extrémni pH), halofilni
mikroorganismy (extrémni koncentrace iont) a barofilni mikroorganismy (extrémni tlak).
Extrémni mikroorganismy jsou zajimavé zejména proto, Ze v disledku adaptace na extrémni
prostiedi Casto obsahuji unikatni sekvence aminokyselin, bylo znich izolovdno mnoZzstvi
zajimavych enzymi a Casto tvoii i specidlni metabolity. Nejzajimavéjsi skupinou extrémofila
tvofi termofilni mikroorganismy, které jsou schopné rist pii teplotich ptrevysujici teploty
povazované za normdlni pro béZzny biologicky systém. Hlavnimi zastupci termofilnich

mikroorganismu jsou bakterie rodu Bacillus a Thermus."

3.3 Bakterie

Bakterie jsou prokariotické bufiky.® Tvar bunék bakterii je nejcastéji ty¢inkovity, méné
Casto kulovity.” Rozméry bunék se udavaji v um. Jejich pramér je v rozmezi 0,5 az 1 pm.
Ty¢inkovité bakterie maji tloustku 3 pm a délka dosahuje 10 az 50 pm.*

Pevnost a neohebnost bunécné stény je dana prfitomnosti peptidoglykanti (neboli

mukopeptidy nebo také mureiny). Obsahuji polysacharidova vldkna tvofend molekulami N-
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acetylglukosaminu a N-acetylmuramové kyseliny. Retdzce polysacharidi jsou vzijemné
spojeny peptidovou vazbou ptes karboxylovou skupinu muramové kyseliny. Dalsi slozky
bunécné stény jsou rozdilné u gramnegativnich a grampozitivnich bakterii.

U grampozitivnich bakterii je silnd peptidoglykanova vrstva vyplné€na teichoovou
kyselinou. Teichoova kyselina je vazdna kovalentni vazbou na muramovou kyselinu.
Gramnegativni bakterie teichoovou kyselinu neobsahuji, maji pomérné tenkou vrstvu
peptidoglykanu. Na peptidoglykan grampozitivnich bakterii jsou jesté vazany polysacharidy
(glukosy, galaktosy, mannosy). SloZeni téchto sacharidil je specifické pro jednotlivé skupiny
bakterii a je zodpovédné za imunochemické reakce.

Cytoplazmaticka membrana bakterii je sloZzena z fosfolipidi a proteini. Je sidlem
dychacich enzymd, syst¢ému oxida¢ni fosforylace, enzymu syntézy a hydrolyzy fosfolipidii a
kone¢né faze syntézy slozek bunécéné stény a pouzdrovych oball. V cytoplazmatické
membrané jsou také pfitomny bilkovinné pienaSece.

Vétsina bakterii se rozmnoZuje dé€lenim. Pti déleni, ve stfedni Casti bunky zacne
z cytoplazmatické membrany vyrlstat prstencova vychlipenina, az se vytvofi prepazka
rozdélujici buiiku na dvé stejné velké ¢asti. Pfepazka se pokryje bunéénou sténou a z ptivodni
jedné buiiky vzniknou dvé, které se od sebe bud’ oddéli nebo ziistanou spojeny v fetizku.
Jenom né&kolik druhti bakterii se rozmnozuje puc¢enim. Pii puceni mé dcefind buiika (pupen)
zpocatku velmi malé rozméry a postupné dortstd. S mateiskou buiikou je piitom stale spojena
uzkym krékem (u nekterych druhii je velmi dlouhy).

Pted rozdélenim bakteridlni buniky dochézi k replikaci chromozomalni DNA.

Celkova doba od vzniku dcetiné buniky k jejimu dalSimu rozdéleni se nazyva generacni
doba. Je to doba, za kterou dojde ke zdvojnasobeni poctu bunck a také ke zdvojnasobeni
bunécné hmoty. Generacni doba vétSiny bakterii je 15 az 30 minut.

Vétsina bakterii roste v neutralnim nebo slabé alkalickém prostiedi. Pti pfili§ nizkém pH se
prestavaji rozmnozovat a ustava jejich hlavni metabolicka ¢innost. U bakteridlnich spor rodu
Bacillus, Clostridium a Desulfotomaculum zabranuje kyselé pH kli¢eni spor a jejich pireméné
ve vegetativni formu.

Voda ptedstavuje 75 az 90 % hmotnosti mikrobidlnich tél. Molekuly vody mohou volné
difundovat cytoplazmatickou membranou mikroorganismi. Dostatecné mnozstvi vody musi
byt také obsazeno ve vnéjSim prostredi, aby buiika neztratila vnitrobunéénou vodu a moznost

metabolismu. Bakterie jsou schopny se rozmnozovat v zivnych prostfedich o vodni aktivité
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v rozmezi 0,99 az 0,93. Nékteré bakterie se vSak rozmnozuji pouze za nizkych vodnich aktivit
0,65 az 0,63 (tyto bakterie se nazyvaji halofilni).?
Aerobni, termofilni bakterie se nachazi v kompostech v teplotnim rozmezi 65 az 82 °C.

Optimum ristu je 65 az 75 °C."

3.3.1 Rod Bacillus

Rod Bacillus je velmi rozsahly a v piirodé velmi rozsifeny.? Jsou to sporulujici
grampozitivni, gramlabilni aZ gramnegativni sporulujici aerobni nebo fakultativné anaerobni
ty¢inky a koky.® Maji bohaté enzymové vybaveni, takze mohou rozkladat nejrizngjsi
organické slouceniny. VétSina druhli ma velmi aktivni amylolytické enzymy, které Stépi
rostlinné pektiny a vétSina druht ma také velmi aktivni proteolytické enzymy, takze se
uplatfiuji pfi anaerobnim a aerobnim rozkladu bilkovin.

Vyskytuji se v pidé¢, v potravinach, v tepelné¢ upravenych a nedostatecné chlazenych
jidlech.’

Spory téchto rodt snéseji i nékolikahodinovy var. Nékteré kmeny rodu Bacillus nejsou
schopny sporulace, a to v disledku poskozeni nékterého genu nutného pro pribéh tohoto
procesu. U rodu Bacillus bylo zjisténo kolem 50 genti, které musi byt vSechny neposkozené,
aby sporulace prob¢hla az ke zralé a dokonalé spofe. Za rastovych podminek je projev téchto
genit v bunce potlacen. Geny jsou roztrouSeny na rtznych mistech bakteridlniho
chromozomu.

Endospory se vyznacuji fadou vlastnosti, které umoziuji piezivani spor za neptiznivych
podminek. V potravinafstvi a kvasné technologii maji tyto vlastnosti (termorezistence spor,
zvysena odolnost k jedovatym latkam, mirné zvySend radiorezistence, zvySena rezistence
k vysychani, hladovéni a jinym nepfiznivym podminkdm) velmi negativni vyznam.

Spory rodu Bacillus jsou usmrceny pii teploté 120 °C nebo vyssi béhem 10 az 15 minut.
Pti teploté 100 °C by bylo k jejich usmrceni zapotiebi 4 az 20 hodin.

Kyselé pH zabranuje kliceni spor a jejich pfeméné ve vegetativni formu.

Pfislusnici rodu Bacillus tvoii amylasy, které¢ Stépi Skrob. Amylasy se primyslové
pfipravuji nejcastéji pomoci Bacillus subtilis. Uplatiiuji se v pivovarstvi a v textilnim
prumyslu. Rody Bacillus jsou také vhodnym zdrojem proteas. Z potravinaiského hlediska je
dulezita také mikrobidlni produkce nekterych nukleotidii, pfedevSim inosin-5-monofosfatu,

ktery se pouziva jako ochucovadlo, nebot’ zdliraziiuje masovou chut’.
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Nekteré druhy tvoii slizova pouzdra polysacharidové povahy, coz zptsobuje nezadouci
nitkovitost peciva a pSeni¢ného chleba. Bacillus cereus produkuje toxiny, které mohou byt
pricinou otrav, k otravam dochézi pfi pomnoZeni této bakterie v potraviné na koncentraci
bunék 10" g™ potraviny (u déti sta¢i koncentrace 10°g™" ), otrava se projevuje 12 aZz 13 hodin
po pouziti potraviny. Onemocnéni u lidi a zvitat je nazyvano antraxem nebo-li snéti slezinou.
Vyznam téchto bakterii: rozklad potravin, otravy, primyslové vyuziti, patogenni a kolob¢h

prvkl v pfirodé.

3.3.2 Rod Thermus

Jsou to gramnegativni ty¢inkovité nepohyblivé buriky, které nevytvareji spory.” Buiiky
jsou 0,5 az 0,8 mm $iroké, dlouha vlakna mohou byt také sto¢ena.”

Tento rod je vyhradné izolovan z termalnich pfirodnich oblasti, jako jsou napf. horka
viidla. Ale byl i nalezen v kompostu a v domacich ohtivac¢ich vody.

K rastu na jednoduchém uhlikatém substratu s anorganickymi solemi vyzaduji doplitkové
vitaminy. Je vSak velmi citlivy na nizké a vysoké koncentrace substratu. Pfi vystaveni
slune¢nimu zatfeni maji zastupci rodu Thermus schopnost tvofit pigmenty (Zluté, oranzové a
Cervené).’

Thermus thermophilus snaSi extrémné vysoké teploty. Tento rod byl izolovan
z ptirozen¢ho prostiedi v Japonsku. Jeho optimalni teplota ristu je 85 °C. Thermus
thermophilus se stal model organismu v strukturni biologii a nckteré zjeho enzymu se
vyuzivaji v biotechnologii.*

T. aquaticus byl izolovan ve vfidlech, ve vodovodu s horkou vodou. Jsou to gram negativni,
nesporotvorné a nepohyblivé tyCinky, které maji Casto tvar dlouhych vlaken. VsSechny
izolované rody maji potlaceny rist pfi nizké koncentraci cycloserinu, streptomycinu,
penicilinu, novobiocinu a chromfenikolu. vyzaduji pii riistu vitaminy nebo aminokyseliny.
Jako uhlikovy zdroj slouzi sacharidy a organické kyseliny a jako zdroj dusiku slouzi NH4"
glutamat. PH optimum 7,5 az 7,8, optimalni teplota rastu je 70 °C, max. 79 °C a minimum asi

40 °C. Doba k rozdéleni buriky je asi 50 minut.”
3.4 Enzymy
Enzymy nachdzime ve vSech zivych systémech a predpoklada se, ze i nejjednodussi buiky

obsahuji pfes 3000 enzymu. Patii mezi globularni bilkoviny a maji vétSinou (60 az 70 %)
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povahu slozenych bilkovin.

Enzymy patifi mezi biologické katalyzatory, které tidi fadu biologickych reakci. Enzymy
pusobi za mirnych reakénich podminek, a jejich katalytické schopnosti jsou regulovany
koncentraci jinych sloucenin nez je substrat.

Jsou to latky rizné chemické povahy, kdy jejich molekuly obsahuji vétSinou heterocyklus.
Reakce probiha v malé oblasti enzymové molekuly, v tzv. aktivni centru nebo-li aktivnim
miste.

Na ¢innost enzyml ma vliv pH prostfedi a teplota. VéEtSina enzymt je citlivd na zmény pH.
Coz je dano tim, ze velkou ¢ast molekuly tvoii bilkovina s tercidrni strukturou, ktera obsahuje
predev§sim vodikové vazby. Hodnota pH, pfi které aktivita enzymili dosahuje maxima se
nazyva pH-optimum. U vétSiny enzymu je pH-optimum mezi 5 az 7. Se vzriistajici teplotou
roste energie molekul, roste pocet jejich srazek a dochazi k urychleni chemické reakce. Vliv
teploty na molekulu je od 10 do 40 °C, kdy po piekroceni kritické teploty aktivita enzymu
rychle klesa. Pfi nizkych nebo vysokych teplotach je aktivita enzymi silné potladena.’
Mikrobialni enzymy miizeme rozdélit do &tyt skupin:*

1. Konstitutivni enzymy, které jsou pfitomny v bunice za jakychkoliv vngj$ich podminek.

2. Idukovatelné enzymy, které jsou v buifice syntetizovany jen tehdy, je-li v Zivném
prosttedi sloucenina, tzv. induktor, jejiz pfeménu tyto enzymy uskutecnuji.

3. Reprimovatelné enzymy, které jsou v buiice syntetizovany jen tehdy, neni-li ve
vnéjSim prostiedi pfitomna sloucenina produkovand metabolickym fetézcem, jehoz
soucasti jsou tyto enzymy.

4. Indukovatelné enzymy, které podléhaji jesté represi.’

Podle mista pisobeni mizeme enzymy rozd¢lit na intracelularni a extracelularni.
Intracelularni enzymy, kterych je vétSina, ziistdvaji uvnitf bunky, ve které vznikly, a tam
vykonavaji své specifické funkce. Funguji bud’ v rozpusténé forme, nebo vazané v rtiznych
biologickych strukturach a tvofi vétSinou organisované funkcéni komplexy, multienzymové
jednotky nebo multifunkéni enzymy.’

Extracelularni enzymy produkuji hlavné bakterie a jsou obecné lokalizovany vné
cytoplazmatické membrany.”” V mensi mife mohou také vzniknout z autolytickych procest a
dalsich organismi.” Jsou bufikami, které je vyrobily, vyludovany a nachdzime je tedy
v Cetnych tkanovych kapalindch, napt. u zivoc€ichii v travicich stavach, krvi, mozkomisnim

moku. Neékteré mikroorganismy uvoliiuji do kultivacniho prostiedi extracelularni enzymy,
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které katalyzuji hydrolasu zivin.” Extracelularni enzymy musi byt k dispozici pro bakterialni
rist a vyzivové cykly. Zivné pudy pro hydrolyzu jsou obecné protein, sacharidy, tuky a
organicky fosfor.”?
3.4.1 Celulolytické enzymy

Celulasy jsou komplexem enzymu s rozdilnou specifitou hydrolyzovat glykosidické vazby.
P Enzymaticka hydrolyza celulasy je uskute¢fiovana celulasami, které jsou vysoce specifické.
Produktem hydrolyzy jsou obyéejné redukujici cukry jako je glukosa.”’

Bakteridlni celulasy jsou enzymy konstitutivni, produkované bakteriemi napt. Clostridium
thermocellum a Pseudomonas fluorescens var. celulasa.”’

Celulolytické mikroorganismy produkuji celulolytické systémy, které se skladaji z riznych

druhtt celulas, které jsou rozdilné pro rizné druhy.?

Cetnost a rozmanitost enzymil
vylu€ovanych mikroorganismy odrdazi komplexni chemické slozeni z polysacharidi
obklopujici celulosova vldkna v rostlinné bunécné sténé. Cely celulosovy enzymovy komplex
je nutny pro degradaci bunééné stény.’

Do aplikace celulolytickych enzymt se vkladaji velké nad¢je, protoze celulosové suroviny
(dfevo a dfevni odpady, slama, bagasa, odpadni papir, odpad pii zpracovani baviny aj.) nejsou

dosud pln¢ vyuzivany jako suroviny pro biotechnologie a navic patii mezi obnovitelné zdroje.
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3.4.2 Endo- a exo- polygalakturonasy

Tyto enzymy jsou soucasti enzymovych systémt, které se podileji na metabolismu
pektinovych latek, coz jsou komplikované strukturni heteropolysacharidy, které jsou obsazeny
ve vSech bunkéch vyssich rostlin (zejména ve stiedni lamele a bunécné sténg). Pektinové
latky, ackoli se vyskytuji v pomérné malém mnozstvi (okolo 1 %), hraji vyznamnou ulohu
v konzistenci ovoce a zeleniny i jinych rostlinnych materidlti. V technologii hraji tlohu
positivni (napf. pt1 vyrob& dzemi) 1 negativni (napft. pfi filtraci ovocnych §t'av). Vzhledem ke
komplikované struktufe pektinovych latek se na jejich odbouravani podileji tii skupiny
enzymu (fazené podle enzymové klasifikace do dvou tfid), a to hydrolasy glykosidasy a
esterasy a lyasy.

Z technologického hlediska se dé€li pektolytické enzymy na deesterifikacni enzymy (tj.
pektinesterasy) a depolymerasy (tj. enzymy Stépici polysacharidovy fetézec). Polysacharidovy

fetézec muze byt St€pen jednak hydrolysou glykosidovych vazeb nebo B-eliminaci (lyasy).
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Depolymeracni glykosidasy byvaji déleny na:

a) polymethylgalakturonasy (PMG, tj. enzym plisobici predev§im na pektin)

b) polygalakturonasy (PG, tj. enzymy pisobici pfedevS§im na pektinovou kyselinu cili
deesterifikovany pektin).

Daleko vyznamnéjsi a zcela opodstatnéné je déleni na endo- a exo-typ, pficemz vyskyt
endopolygalakturonas je CetnéjSi. "Endo-typ (pektindepolymerasa ¢i polygalakturonasa) je
zafazen pod nomenklaturnim ¢islem EC 3.2.1.15 (poly 1,4-0-D-galakturonid-
galakturonohydrolasa). Polygalakturonasy se vyskytuji u vysSich rostlin, mikroorganismd,
protozoi i u hmyzu.

Z rostlinnych materiadlt byly charakterisovany polygalakturonasy piedevSim urajcat a
avocada (endo-typ) a karotky (exo-typ).

Rychlost hydrolysy substratu je znacné zavisla na stupni esterifikace a polymerace (tj.
velikosti molekuly).

U nékterych mikroorganismi (Bacillus sp.) byly prokazdny enzymy, které Stépi
oligogalakturonasy na monomerni jednotky (tj. galakturonové kyseliny). Maji charakter
exoenzymu, Stépi substraty od redukujiciho i od neredukujiciho konce, ale s vysokou

preferenci pro kratké fetézce.”

3.4.3 Ligninasy

Ligninasa je jméno pro skupinu izoenzymu, které katalyzuji oxidac¢ni depolymerizaci
ligninu. Ligninasy jsou extracelularni a jsou vyprodukované béhem sekundarniho
metabolismu.”’

Molekula ligninu je oxidovana a degradovana lignindsovym systémem, ktery je slozen ze
tii enzymi: lignin peroxidasa, manganese dependent peroxidasa a laccasa. Lignin peroxidasa,

vvvvvv

Vsechny ligninasy jsou citlivé na inaktivaci peroxidem vodiku.”
3.4.4 Hemicelulasy

Jedna se o enzymy hydrolyzujici glykosidické vazby (tzv. glykosidické hydrolazy) a

enzymy hydrolyzujici esterové vazby acetatu a ferulové kyseliny (tzv. uhlovodikové estery).”
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3.5 Submerzni kultivace

Pti submerzni (hloubkové, hlubinné) kultivaci rostou mikroorganismy v kapalném médiu.
Submerzni technikou se provadéji vSechny vyznamné primyslové velkoobjemové procesy
(napt. vyroba biomasy a bilkovin, rizné fermentacni vyroby, produkce antibiotik a enzymu a
zpracovani odpadu).

MiiZzeme ji realizovat bud’ kontinudln€ nebo diskontinudlnég (staticky, vsadkovy zptsob).
Pti vsadkovém zpusobu se bioreaktor naplni a zaockuje mikrobni kulturou. Buniky se mnozi a
soucasné se spotiebovavaji zZiviny v médiu. Podminky kultivace se plynule méni s ¢asem a po
urc¢ité dobé se namnozena kultura vypusti a zpracuje. Pouziva se pfi vyrob¢ antibiotik, dalSich
sekundarnich metaboliti a aminokyselin.

Pii kontinualni kultivaci se mikroorganismy plynule dopliiuji s novym médiem a staré
médium se suspendovanymi mikroorganismy se odstranuji odtokem, ktery miize byt
kontinudln¢ zpracovavan. Pracuje se s otevienym systémem, ktery smétfuje k ustalenému
stavu. Systém je stabilizovan limitaci jednoho zakladniho (rGstového) substratu. Buiiky rostou
za konstatnich podminek okoli. Jsou dva typy kontinudlni kultivace 1,homokontinualni
kultivace (kultura je v celém objemu v disledku intenzivniho michani homogenni, kultivace
muize byt jednostupiiova nebo vicestupniova). A 2 heteregenni kultivace (slozeni kultury je
prostorové ruznorodé¢). Pouziva se pro vyrobu, kdy zddanym produktem jsou samostatné
bunky (pekaiskédrozdi, krmna biomasa) nebo metabolity, které se tvoii plynule pfi ristu

bunék (fermenta¢ni produkty).’
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie a pristroje

4.1.1 Pouzité chemikalie

- karboxymethylcelulosa — CMC, Feinbiochemica-Heidelberg, Germany

- D-galakturonova kyselina, Fluka AG, Chemische Fabrik, CH-9470 Buchs SG
- glukosa — C¢H 1,06, Spofa

- kvasni¢ny extrakt, HiMedia Lab. Limited, Mumbai — 40086, India

Vsechny ostatni chemikalie byly pouzity od vyrobce: Lachema, Brno:
- laktosa

- pepton

- kyselina octova - CH;COOH

- octan sodny - CH;COONa

- kyselina syrové - H,SO4

- dihydrogenfosfore¢nan draselny - KH,PO4

- hydrogenfosforecnan draselny - K,.HPO,

- siran hofecnaty — MgSO,

- hepta hydrat siranu hotecnatého - MgSO, . 7TH,O
- siran amonny — (NH4),SO4

- uhlic¢itan sodny — Na,COs

- hydrogenuhli¢itan sodny - NaHCO;

- chlorid sodny - NaCl

- siran sodny - Na,SO,

- siran méd’'naty — CuSO,

- hydrogenarzeni¢nan sodny p.a. - Na,HAsO,

molybdenan amonny p.a. - (NH4)sM0;0,4 . 4H,O

4.1.2 Pouzité pristroje
- pHmetr MH 171
- spektrofotometr UV/VIS HELIOS DELTA — Thermospectronic, England



- suSarna Memmert, model 100-800 - Schwabach
- tfepacka Heidolph — Fischer Scientific, Germany
- ultracentrifuga Eppendorf centrifuge 5417R

- vahy Scaltec, SAS 50 - USA

- vodni lazen, polystat ccl

4.2 Pouzity software
- Microsoft Word XP
- Microsoft Excel XP

4.3 Kultura a jeji uchovani

- ke stanoveni byla pouZzita smésné kultura rodu Thermus a Bacillus. Kultura byla izolovana
z odpadnich vod Bystfice pod Hostynem (V & K Krométiz a.s.). Odstfedénd a promyta
biomasa se uchovava v mrazicim boxu pii teploté -30 °C v Eppendorfovych kyvetach

s glycerolem v poméru 1:2.

4.4 Pouzity substrat

- karboxymethylcelulosa
- pektin

- polygalakturonasa

- D-glukosa

4.5 Priprava roztoku

4.5.1 Priprava Somogyiho ¢inidel
Somogyi I

12 g C,H4/OKNa . 4H,0, 16 g NaHCO; a 18 g NaCO; bylo rozpusténo ve 200 ml
destilované vody. 144 g Na,SO4 byl pomalu ptidavan do 600 ml teplé destilované vody. Po

rozpus$téni vSech latek byly oba roztoky nasledné smichéany.

Somogyi I1
4 g CuSOs, 36 g Na,SO4 byly rozpustény ve 200 ml destilované vody.
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4.5.2 Ptiprava Nelsonova roztoku III

25 g (NH4)¢M07024 . 4H,O bylo rozpusténo ve 460 ml destilované vody, 3 g Na,HAsO;, .
7H,0 byly rozpustény ve 25 ml destilované vody a pomalu bylo pfidano 21 ml konc. H,SOy,
oba roztoky byly smichany. Takto pfipraveny roztok byl temperovan 48 hodin v termostatu
pfi teploté 38 °C.

4.5.3 Priprava substratu karboxymethylcelulosy

Pro ptipravu 1% roztoku CMC v octanovém pufru o pH 5,4 bylo ke 40 ml destilované
vody postupné ptiddvan 1 g CMC za intenzivniho michéni. Poté bylo pfidano 41,2 ml
zékladniho roztoku octanu sodného a pH bylo upraveno kyselinou octovou na 5,4. Roztok byl

nasledn¢ doplnén destilovanou vodou v odmérné baiice o objemu 100 ml.

4.5.4 Priprava substratu pektanu sodného

Pro ptipravu 0,5% roztoku pektanu sodného v octanovém pufru o pH 4,2 bylo k 50 ml
destilované vody postupné ptisypano 0,5 g polygalakturonasy za intenzivniho michani. Poté
bylo pfiddno 13,2 ml zékladniho roztoku octanu sodného a pH bylo upraveno kyselinou

octovou na 4,2. Roztok byl nasledné doplnén v odmérné baiice destilovanou vodou na 100 ml.

4.5.5 Priprava kultiva¢niho laktosového média
1 g laktésy, 0,25g MgSO, . 7H,O, 0,1 g (NH4).SOs 1,5g KH,POs- cisty, 0,5¢g
kvasni¢ného extraktu a 1,5 g peptonu. Roztok byl rozpustén a doplnén destilovanou vodou na

objem 250 ml.

4.5.6 Priprava kultiva¢niho glukosového média
1,6 g D-glukésy, 0,4 g MgSO4 . 7 H,O, 0,16 g (NH4),SOs, 2,4 g KH,PO4- Cisty, 0,8 g
kvasnicného extraktu a 2,4 g peptonu. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem

400 ml.

4.5.7 Ptiprava kultiva¢niho 1% CMC média
4g 1% CMC, 4 g (NH4),SO4, 0,4 g K,HPOs-primarni, 0,2 g MgSO,, na Spicku noze
kvasni¢ného extraktu. Roztok byl doplnén na objem 400 ml a pH roztoku bylo upraveno

nasycenym roztokem Na,CO; na hodnotu 6,5.
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4.5.8 Priprava kultiva¢niho média — pektin
2 g pektinu, 4 g (NH4).SO4, 0,4 g K,HPOu-primérni, 0,2 g MgSO,, na Spicku noze
kvasnicného extraktu. Roztok byl doplnén na objem 400 ml a pH roztoku bylo upraveno

nasycenym roztokem Na,COs na hodnotu 6,5.

4.6 Pracovni postupy jednotlivych metod

4.6.1 Stanoveni redukujicich latek podle Somogyiho a Nelsona

Do zkumavek bylo napipetovano 0,5 ml Somogyiho ¢inidla (I + II v poméru 4:1) a bylo
pfidano 0,5 ml supernatantu. Zkumavka s blankem obsahovala misto kultivaéniho média
0,5 ml destilované vody. Zkumavky byly 10 minut provafeny ve vodni ldzni a nasledné
ochlazeny na laboratorni teplotu. Poté k nim bylo pfidano 0,5 ml Nelsonova roztoku (¢inidlo
IIT). Nakonec bylo pfidano ke kazdé zkumavce 3,5 ml destilované vody. Zkumavky byly
dobie promichany a byla proméfena absorbance na spektrofotometru proti blanku pfi

530 nm.

4.6.2 Stanoveni rozpustnych bilkovin — Biuretovou metodou

Do zkumavek byl napipetovan 1 ml supernatantu z kultivaéni suspenze a objem byl
doplnén na 3 ml fyziologickym roztokem. Jako slepy vzorek byly pouzity 3 ml
fyziologického roztoku. Do vSech zkumavek bylo pfidano po 0,3 ml biuretova ¢inidla a po
20-30 minutach inkubace byla zmétfena absorbance na spektrofotometru pfi 550 nm proti

slepému vzorku.

4.6.3 Stanoveni specifické celulolytické aktivity

Stanoveni celulolytické saktivity bylo provedeno v supernatantu a v suspenzi pii teploté
5°C. Jako substrat byl pouzit 1% roztok karboxylmethylcelulosy (CMC) v octanovém
tlumivém roztoku (pH = 5,4).

Aktivita celulas byla stanovena spektrofotometricky méfenim piirtistku redukujicich
skupin metodou podle Somogyiho a Nelsona pii laboratorni teploté. Aktivita enzyma byla
vypocitana podle vztahu:
a=(As.f) /(t.V).

o - aktivita stanovovaného enzymu
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As3 - absorbance naméfend po jednohodinové inkubaci enzym-substrat

f - ptepocitavaci faktor koncentrace redukujicich skupin pro absorbanci rovnou 1 (mmol /1)
t - Cas (min)

V - objem odebrany z reakce

Vypocitané aktivity byly vyjadieny v relativnich hodnotach [%].

Stanoveni celulolytické aktivity v supernatantu

Do zkumavky umisténé ve vodni ldzni temperované na 50 °C byl odpipetovan 1 ml
substratu a k nému byl pfidan 1 ml supernatantu z kultiva¢ni suspenze. Thned po smichani
bylo odpipetovano 0,5 ml do pfedem pfipravenych zkumavek s 0,5 ml smési Shomogyiho
¢inidla (I + II v poméru 4:1). Tato zkumavka byla pouzita jako slepy vzorek. Zbytek smési
substratu a supernatantu byl ponechdn 1 hodinu ve vodni ldzni a poté bylo odpipetovano
0,5 ml do zkumavky se Shomogyiho ¢inidlem. vS§echny zkumavky byly povateny 10 minut a
nasledné ochlazeny na laboratorni teplotu. Po ochlazeni bylo ptfidano 0,5 ml Nelsonova
roztoku a 3,5 ml destilované vody, po promichéni a centrifugovani (30 s pti 10000 rpm) byla

zmeétena absorbance na spektrofotometru pti 530 nm proti slepému vzorku.

Stanoveni celulolytické aktivity v supenzi

Do zkumavky umisténé ve vodni ldzni temperované na 50 °C byl odpipetovan 1 ml
substratu a k nému byl pfidan 1 ml supernatantu z kultiva¢ni suspenze. IThned po smichani
bylo odpipetovano 0,5 ml do ptedem ptipravenych zkumavek s 0,5 ml smési Shomogyiho
¢inidla (I + II v poméru 4:1). Tato zkumavka byla pouzita jako slepy vzorek. Zbytek smési
substratu a supernatantu byl ponechdn 1 hodinu ve vodni lazni a poté bylo odpipetovano
0,5 ml do zkumavky se Shomogyiho ¢inidlem. v§echny zkumavky byly povareny 10 minut a
nasledn¢ ochlazeny na laboratorni teplotu. Po ochlazeni bylo pifidano 0,5 ml Nelsonova
roztoku a 3,5ml destilované vody, po promichdni byla zméfena absorbance na

spektrofotometru pii 530 nm proti slepému vzorku.

4.6.4 Stanoveni specifické aktivity polygalakturonas
Stanoveni polygalakturonasové aktivity bylo provedeno v supernatantu i v suspenzi pii
laboratorni teploté. Jako substrat byl pouzit 0,5% roztok pektanu sodného v octanovém

tlumivém roztoku (pH = 4,2).
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Aktivita polygalakturonas byla stanovena spektrofotometricky méfenim pfirtstku
redukujicich skupin metodou podle Somogyiho a Nelsona pii laboratorni teploté. Aktivita
enzymu byla vypocitana podle vztahu:

a=(As.0H/(t.V)
a - aktivita stanovované¢ho enzymu
As3 - absorbance naméifena po jednohodinové inkubaci enzym - substrat
f - ptepocitavaci faktor koncentrace redukujicich skupin pro absorbanci rovnou 1 (pmol/I)
t - Cas (min)
V - objem odebrany z reakce

Vypocitana aktivita byla vyjadiena v relativnich hodnotach [%].

Stanoveni specifické aktivity polygalakturonas v supernatantu

K 1 ml roztoku substratu byl pfidan 1 ml supernatantu. Z reak¢ni smési byly v ¢asovych
intervalech 0 a 60 minut odebrany alikvoty (0,5 ml) do pfedem pfipravenych zkumavek
s 0,5 ml Somogyiho ¢inidla (I + II v poméru 1:4). Po 10 minutach varu a nasledném ochlazeni
na laboratorni teplotu bylo pfiddno 0,5 ml Nelsonova ¢inidla a 3,5 ml destilované vody.

Obsah zkumavek byl spektrofotometricky méten proti blanku pii 530 nm.

Stanoveni specifické aktivity polygalakturonas v suspenzi

K 1 ml roztoku substratu byl pfidan 1 ml suspenze. Z reakéni smési byly v ¢asovych
intervalech 0 a 60 minut odebrany alikvoty (0,5 ml) do pifedem pfipravenych zkumavek
s 0,5 ml Somogyiho ¢inidla (I + II v poméru 1:4). Po 10 minutach varu a nasledném ochlazeni
na laboratorni teplotu bylo pifiddno 0,5 ml Nelsonova cinidla a 3,5 ml destilované vody.

Obsah zkumavek byl spektrofotometricky métfen proti blanku pii 530 nm.

4.6.5 Stanoveni teplotniho optima

Stanoveni teplotniho optima bylo provedeno v supernatantu a v sedimentu. Jako substrat
byl pouzit 0,5% roztok pektanu sodného v octanovém pufru o pH 4,2.

Stanoveni bylo provedeno pii teplotach 25 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C a 80 °C.
Do zkumavek byl napipetovan 1 ml supernatantu nebo sedimentu a k nému byl pfidan 1 ml
substratu. Z reakéni smési byly v ¢asovych intervalech 0 a 60 minut odebrany alikvoty

(0,5 ml) do pfedem pfiipravenych zkumavek s 0,5 ml se smési Somogyiho ¢inidla (I + II
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v poméru 4:1). Po 10 minutach varu ve vodni lazni a néasledném ochlazeni na laboratorni
teplotu bylo pfidano 0,5 ml Nelsonova roztoku a 3,5 ml destilované vody. Po promichani byla

zmeétena absorbance na spektrofotometru proti banku pii 530 nm.

4.6.6 Stanoveni kalibraé¢ni krivky glukosy

Prosestaveni kalibra¢ni kiivky byl pouzit zdkladni roztok glukosy o koncentraci 1 mmol/I.
Z tohoto roztoku byla piipravena kalibra¢ni fada glukosy s koncentracemi v jednotlivych
vzorcich 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1,0 mmol/l. Ke kazdé zkumavce bylo pfidano 1 ml Somogyiho
¢inidla ( I+ II v poméru 1:4). Zkumavka s blankem obsahovala misto vzorku 1 ml destilované
vody. Zkumavky byly 10 minut provafeny ve vodni lazni a nasledné ochlazeny na laboratorni
teplotu. Poté k nim bylo pfidano 1 ml Nelsonova roztoku (Cinidlo III) a 7 ml destilované

vody. Zkumavky byly dobie promichény a byla zméfena absorbance proti blanku pfi 530 nm.

T
!
|
* |
0.8 - I
|
0,6 -
< 04
y=0,8612x
0,2 - 2
| R” = 0,9982
|
0 - , l N
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 12

¢ [mmol/1]

Graf ¢. 4.1: Kalibracni krivka glukosy

4.6.7 Stanoveni kalibrac¢ni krivky albuminu — Biuretovou metodou
Biuretova metoda je zaloZena na tvorbé fialové zbarvenych chelati médi s bilkovinou.
Riizné bilkoviny davaji tuto reakci se stejnou intenzitou. Pii stanoveni nerusi amonné soli.

Zbarveni vSak musi byt standartizovano bud’ na cistou bilkovinu, nebo se musi mnozstvi
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bilkoviny stanovit jinou metodou.

Pro sestrojeni kalibrani kiivky byl pouZit zakladni roztok albuminu o koncentraci
3 mg/ml. Ztohoto roztoku byla pfipravena kalibra¢ni fada albuminu s koncentracemi
v jednotlivych vzorcich 0,1; 0,2; 0,4; 0,5; 0,7; 0,8 a 1,0 mg/ml podle tabulky €. 3.1. Ke v§em
zkumavkam bylo pfidano po 0,3 ml biuretova ¢inidla a po 20 az 30 minutach byla zméfena
absorbance pti 550 nm proti slepému vzorku.

Tab. ¢. 1: Sestrojeni kalibracni krivky albuminu pri 550 nm

Zkumavka 1 2 3 4 5 6 7 blank
Roztok 0,1 0,2 0,4 0,5 0,7 0,8 1,0 0
albuminu [ml]
Fyziologicky 2.9 2,8 2,6 2,5 2,3 2,2 2,0 3,0
toztok [ml]
¢ (albuminu) 0,1 0,2 0,4 0,5 0,7 0,8 1,0 0
[mg/ml]

0,16 7
g
0,14 -

0,12 -

0,1 -

0,08 -

Al

0,06 -

0,04 -
y=0,1367x

R*=10,9941

0 0,2 0.4 0,6 0.8 1 L2
¢ [mg/ml]

Graf'¢. 4.2: Kalibracni kiivka albuminu
4.6.8 Stanoveni kalibracni krivky kyseliny D-galaktopyranuronové

Pro sestrojeni kalibracni kiivky byl pouzit zakladni roztok kyseliny D-

galaktopyranuronové s koncentracemi v jednotlivych vzorcich 0,2; 0.4; 0,6; 0,8 a
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1,0 pmol/ml. Ke kazdé zkumavce bylo pfidano po 1 ml Somogyiho ¢inidla (I + II v poméru
1:4). Zkumavky byly 10 minut provateny ve vodni lazni a nasledné ochlazeny na laboratorni
teplotu. Poté k nim bylo pfidano 1 ml Nelsonova roztoku (¢inidlo III) a 7 ml destilované
vody. Zkumavky byly dobie promichany. Absorbance byla méfena na spektrofotometru proti

blanku pfi 530 nm. Blank obsahoval misto vzorku 1 ml destilované vody.

y=0,7383x
R =0,9996

1

0 0,2 0.4 0,6 0,8 1 1.2
koncentrace [pmol/ml]

Graf ¢. 4.3: Kalibracni krivka kyseliny D-galaktopyranuronové
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5 Vysledky a diskuze
V soucasnosti je vénovana nemald pozornost studiu termofilnich mikroorganismi
z pohledu moznosti jejich vyuziti pro produkci primyslové vyznamnych enzymi.”

Proto jsme se v praci zabyvali testovanim termofilni smésné kultury rodu Thermus a
Bacillus. Tato smésnd kultura byla ziskana z Cisticky odpadnich vod Bystfice pod Hostynem
(V & K Kroméfiz a.s.) a ztéchto davodi jsme predpokladali moznost produkce
pektolytickych a celulolytickych enzymt, které se podileji na odbouravani odpadniho
materidlu rostlinného pivodu. Dikaz produkce vyse uvedenych enzymi byl provadén

submerzni kultivaci na pektinu a karboxymethylcelulose.

5.1 Submerzni kultivace na pektinu

Kultivace byla provedena na tiepadce s rychlosti tiepani 99 min” pii teploté 60 °C. Pii
zaoCkovani 2 ml kultury (rod Thermus a Bacillus) byla kultivace monitorovana 73 dnt.
Celkovy objem inokula byl 400 ml a pH bylo na zacatku kultivace upraveno na 6,5.
U testovanych vzorkl byla sledovana koncentrace redukujicich latek, bilkovin a aktivita

polygalakturonds. Stanoveni byla provedena v suspenzi a v supernatanté.

5.1.1 Vysledky produkce redukujicich latek

Pro stanoveni redukujicich latek byla pouzita metoda Somogyiho a Nelsona.
Zména koncentrace redukujicich latek v zavislosti na Case byla sledovana v suspenzi a
supernatanté pii zaockovani 2 ml kultury. Vysledky méteni jsou uvedeny v grafu ¢. 5.1. Pii
zaoCkovani 2 ml kultury dojde k maximalnimu nartstu redukujicich latek 73 den. U vzorki

dochazi k vétsimu nartstu redukujicich latek v suspenzi.

5.1.2 Vysledky produkce rozpustnych bilkovin

Mnozstvi rozpustnych bilkovin bylo stanoveno Biuretovou metodou. Rozpustné bilkoviny
se do roztoku uvolni alkalickou hydrolyzou. Reakce je zaloZena na tvorb& komplexu Cu**
s bilkovinami.

Zmeéna koncentrace rozpustnych bilkovin v zavislosti na Case byla sledovana v suspenzi a
supernatanté¢. Vysledky méfeni jsou uvedeny v grafu €. 5.2. Nejvyssi koncentrace bilkovin

bylo dosazeno v suspenzi 73 den a v supernatant¢ 10 den. Pii zaockovani 2 ml kultury se

mnozstvi bilkovin pohybovalo v intervalu 0,878 — 3,285 mg/ml v suspenzi a v supernatanté

30



v intervalu 0 — 1,068 mg/ml.

5.1.3 Vysledky produkce enzymu polygalakturonasy
Produkce polygalakturonasy v zavislosti na ¢ase byla sledovana v suspenzi a supernatanté
pfi zaockovani 2 ml kultury. Vysledky métfeni jsou uvedeny v grafu ¢. 5.3. Maximalni

hodnoty produkce polygalakturonasy byly dosazeny v suspenzi i v supernatanté 66 den.
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Graf ¢.5.1: Zmena koncentrace redukujicich latek behem kultivace na pektinu zaockované 2 ml smésné kultury rodu Thermus a Bacillus
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Graf ¢. 5.2: Zména koncentrace rozpustnych bilkovin béhem kultivace na pektinu zaockované 2 ml smésné kultury rodu Thermus a Bacillus
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Graf ¢. 5.3: Sledovani aktivity polygalakturonasy behem kultivace na pektinu zaockované 2 ml smésné kultury rodu Thermus a Bacillus



5.2 Submerzni kultivace na karboxymethylcelulose (1% CMC)

Kultivace byla provedena na tfepacce s rychlosti tfepani 99 min™ pfi teploté 60 °C a trvala
73 dnli. Objem kapalného média byl 400 ml a pH bylo na zacatku kultivace upraveno na 6,5.
U vzorkl byly sledovany redukujici cukry, bilkoviny a celulolyticka aktivita. Stanoveni byla

provedena v suspenzi a v supernatante.

5.2.1 Vysledky produkce redukujicich latek

Pro stanoveni redukujicich latek byla pouzita metoda Somogyiho a Nelsona. Enzymaticka
hydrolyza celulosy je uskute¢iiovana celulasami, které jsou vysoce specifické. Produktem
hydrolyzy jsou oby¢ejné redukujici cukry jako je glukosa.”’

Zmeéna koncentrace redukujicich latek v zavislosti na ¢ase byla sledovéna v suspenzi a
supernatanté¢ pifi zaockovani 2 ml kultury. Vysledky méfeni jsou uvedeny v grafu ¢. 5.4.
K maximalnimu nartstu redukujicich latek dojde 73 den v suspenzi, v supernatanté dochazi
k produkci redukujicich latek od 27 dne. U vzorkd dochdzelo k minimalnimu nardstu
v supernatanté. Redukujici latky byly vyluCovany do prostiedi, proto byla jejich koncentrace

vyrazng vyssi v suspenzi.

5.2.2 Vysledky produkce rozpustnych bilkovin

Mnozstvi rozpustnych bilkovin bylo stanoveno Biuretovou metodou. Rozpustné bilkoviny
se do roztoku uvolni alkalickou hydrolyzou. Reakce je zaloZena na tvorbé komplexu Cu*
s bilkovinami.

Zmeéna koncentrace rozpustnych bilkovin v zavislosti na ¢ase byla sledovana v suspenzi a
supernatanté. Vysledky méfeni jsou uvedeny v grafu ¢. 5.5. Pti zaoCkovani 2 ml kultury bylo
dosazeno nejvys$si koncentrace bilkovin v suspenzi 73 den a v supernatanté 71 den. MnoZstvi

bilkovin se pohybovalo v intervalu 0,293 — 5,684 mg/ml v suspenzi a v supernatanté

v intervalu 0 — 0,944 mg/ml.

5.2.3 Vysledky produkce celulolytické aktivity

Produkce celulasy v zévislosti na Case byla sledovana v suspenzi a supernatanté. Vysledky
meéfeni jsou uvedeny v grafu €. 5.6. Produkce extracelularnich celulolytickych enzymi byla
zaznamenana 8 a 10 den v supernatanté, pficemz 10 den byla produkce maximalni.

V suspenzi bylo dosazeno maxima 66 den.

35



3,500

U suspenze
B supernatant

3,000

2,500 —

2,000 I —

c[mmol/1]

1,500 — A

1,000

0,500 m

I I I I I I I I l lllll
1 3 6 8 10 13 1517 20 23 27 29 31 34 36 38 41 43 45 48 50 52 55 57 59 62 64 66 69 71 73
dny

0,000

Graf ¢. 5.4: Zmena koncentrace redukujicich latek behem kultivace na 1% CMC zaockované 2 ml smésné kultury rodu Thermus a Bacillus
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5.3 Vliv koncentrace inokula na produkci sledovanych enzymii

Na zakladé vysledkl z pfedchozich pokusii byla smésna termofilni kultura rodu Thermus a
Bacillus pomnozena na glukosovém médiu a pak nasledné pouzita v mnozstvi 18 ml na
zaoCkovani kultivaéniho média pektinu a karboxymethylcelulosy. Kultivace byla provedena
shodné jako 5.1 a 5.2. Byla sledovana aktivita enzymt, koncentrace rozpustnych bilkovin a

redukujicich latek.

5.3.1 Vysledky polygalakturonasové a celulolytické aktivity

Produkce polygalakturonds a celuldsy v zévislosti na Case byla sledovana v suspenzi a
v supernatanté. Vysledky méfeni jsou uvedeny v grafu ¢. 5.7 a €. 5.8. Nejvyssi hodnoty
polygalakturonasy bylo dosazeno v suspenzi i v supernatanté 17 den kultivace (graf ¢. 5.7). A
maximalni hodnoty celulolytické aktivity bylo dosazeno 14 den v suspenzi a 17 den
v supernatanté. Z grafi vyplyva, ze pii zaockovani 18 ml kultury dosdhneme maxima

v polovi¢nim ¢ase kultivace.
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Graf ¢. 5.8: Sledovani celulolytické aktivity béhem kultivace na 1% CMC zaockované

18 ml smésné kultury rodu Thermus a Bacillus

5.3.2 Vysledky produkce rozpustnych bilkovin

Mnozstvi rozpustnych bilkovin bylo stanoveno Bibretovou metodou.

Zmeéna koncentrace rozpustnych bilkovin v zavislosti na ¢ase byla sledovana v suspenzi a
v supernatanté na pektinu a karboxymethylcelulose. Vysledky méfeni jsou uvedeny v grafu €.
59ac.5.10.

Pti zaockovani 18 ml na pektinu bylo dosazeno nejvyssi koncentrace bilkovin v suspenzi
24 den a v supernatant¢ 27 den. Mnozstvi bilkovin se pohybovalo v suspenzi v intervalu
0,827 — 3,321 mg/ml a v supernatanté v intervalu 0,073 — 0,673 mg/ml (graf ¢. 5.9).

Na 1% CMC bylo dosazeno nejvyssi koncentrace bilkovin v suspenzi 23 den a
v supernatant¢ 18 den. Mnozstvi bilkovin se pohybovalo v suspenzi v intervalu 0,636 —
0,805 mg/ml a v supernatanté v intervalu 0,015 — 0,315 mg/ml (graf €. 5.10).

Z vysledkt vyplyva, Zze mnozstvi kultury nemélo vliv na mnozstvi rozpustnych bilkovin,

ale mélo vliv na dobu kultivace, ktera se zkratila na polovicni dobu.
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Graf ¢. 5.9: Zmeéna koncentrace rozpustnych bilkovin béhem kultivace na pektinu zaockované 18 ml smésné kultury rodu Thermus a

Bacillus
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Graf ¢ 5.10: Zmeéna koncentrace rozpustnych bilkovin béhem kultivace na 1% CMC

zaockované 18 ml smésné kultury rodu Thermus a Bacillus

5.3.3 Vysledky produkce redukujicich latek

Pro stanoveni redukujicich latek byla pouzita metoda Somogyiho a Nelsona.

Zmeéna koncentrace redukujicich latek v zavislosti na Case byla sledovana v suspenzi a
v supernatant¢ na pektinu a 1% CMC. Vysledky méfeni jsou uvedeny v grafu ¢. 5.11 a ¢.
5.12. K maximélnimu nértstu redukujicich latek na pektinu dochéazelo 38 den (graf ¢. 5.11).
U 1% CMC dochazelo k maximalnimu nérstu 23 den v suspenzi, zatimco v supernatanté
nedochdzelo téméi k zddnému nariistu redukujicich latek za celou dobu kultivace (graf ¢.
5.12). Redukujici latky byly vylu¢ovany do prostfedi, proto byla jejich koncentrace vyrazné

vys$i v suspenzi.
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Graf ¢. 5.11: Zména koncentrace redukujicich latek behem kultivace na pektinu zaockované 18 ml smésné kultury rodu Thermus a Bacillus
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Graf ¢. 5.12: Zmeéna koncentrace redukujicich latek behem kultivace na 1% CMC zaockované

18 ml smésné kultury rodu Thermus a Bacillus

5.4 Stanoveni teplotniho optima polygalakturonasy

Teplotnim optimem rozumime teplotu, pfi které méa enzym nejvyssi aktivitu.

Méteni bylo provedeno v supernatanté a v sedimentu pfi teploté 25, 30, 40, 50, 60, 70 a
80 °C. K zaockovani bylo pouzito 2 ml smésné termofilni kultury rodu Thermus a Bacillus.
Vysledky jsou uvedeny v grafu ¢. 5.13. Polygalakturonasa dosahovala 100% relativni aktivity
pii teploté 50 °C v supernatanté. Pti niz§ich teplotach jak 50 °C byla aktivita nizsi a pii 50 °C
dosahovala maximalnich hodnot a pak dochazelo opét k poklesu aktivit v supernatanté i
v sedimentu. 100% relativni aktivita odpovida specifické aktivit¢ 0,585 mmol/protein

v supernatanté. Nejvyssi relativni aktivita v sedimentu odpovida 0,189 mmol/protein.
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Graf ¢. 5.13: Stanoveni teplotniho optima polygalakturonasy

5.5 Vysledky zmény pH béhem kultivace

Vétsina bakterii roste v neutralnim nebo slabé alkalickém prostiedi.”

Zmény pH béhem kultivace byly sledovany na karboxymethylcelulose a na pektinu.
K zaockovani bylo pouzito 18 ml smésné termofilni kultury rodu Thermus a Bacillus.
Vysledky méfeni jsou uvedeny v grafu €. 5.14 a €. 5.15. Na zacatku kultivace bylo pH u obou
vzorkd upraveno na hodnotu 6,5 a v pribéhu kultivace dochéazelo k poklesu pH. K poklesu

pH dochézi pravdépodobné v diisledku tvorby kyselin béhem kultivace.
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6 Zavér

Predkladana diplomova prace se zabyvala kultivaci termofilnich mikroorganismli (smésna
kultura rodu Thermus a Bacillus) na pektinu nebo na karboxylmethylcelulose.

Byla sledovana produkce -celulolytické aktivity a polygalakturonds, pficemz byly
stanoveny 1 redukujici latky a rozpustné bilkoviny. Ddle bylo stanoveno i teplotni optimum
pro polygalakturonasu a taktéz bylo monitorovano pH v pribéhu kultivace v produk¢énim
médiu.

Na zakladé stanoveni teplotniho optima polygalakturonas, bylo stanoveni aktivity
polygalakturonas provadéno pii teplot¢ 50 °C. Stanoveni celulolytické aktivity bylo
provadéno rovnéz pii teploté 50 °C.

Na karboxylmethylcelulose a pektinu smésné termofilni kultura rodu Thermus a Bacillus
produkovala oba extraceluldrni enzymy. Mikroorganismy vykazovaly tedy aktivitu
polygalakturonasy a celulolytickou aktivitu. Z grafického vyjadieni lze pozorovat vztah mezi
produkci celulolytické aktivity a koncentraci redukujicich latek nebo aktivity
polygalakturonas a koncentraci redukujicich latek. Pii narastu aktivit dochazelo k poklesu
koncentrace redukujicich latek a naopak.

Produkce enzymu byla sledovana v zdvislosti na koncentraci inokula. Ze ziskanych
vysledka vyplyva, Ze koncentrace inokula méla vliv na produkci enzymi. ZaoCkovani se
provadélo 2 ml nebo 18 ml kultury. Zaockovani 18 ml kultury zptasobilo urychleni produkce
enzymdu a to v polovi¢nim ¢ase kultivace.

Béhem kultivace na pektinu i karboxymethylcelulose dochazelo k poklesu pH v zivném
médiu pravdépodobné v disledku tvorby kyselin.

Rozdil mezi pocatecnimi a koncovymi daty byl statisticky vyznamny, na zaklad¢
statistické vyznamnosti 0,05, tudiz lze konstatovat narast redukujicich latek a rozpustnych
bilkovin pfi zaockovani 2 ml kultury na pektinu i na karboxymethylcelulose. Pfi zaockovani

18 ml na pektinu a karboxymethylcelulose dochéazelo k nartstu redukujicich latek.
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8 Seznam pouZzitych zkratek a symboli

CMC karboxymethylcelulosa
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Graf ¢. 9.1: Statistické zndazornéni koncentrace redukujicich latek béhem kultivace na pektinu

zaockované 2 ml smeésné kultury rodu Thermus a Bacillus
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Graf ¢. 9.2: Statistické znazornéni koncentrace rozpustnych bilkovin béhem kultivace na

pektinu zaockované 2 ml smesné kultury rodu Thermus a Bacillus
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Graf ¢. 9.3: Statistické zndazorneni koncentrace redukujicich latek béhem kultivace na 1%

CMC zaockované 2 ml smésné kultury rodu Thermus a Bacillus
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Graf ¢. 9.4: Statistické zndzornéni koncentrace rozpustnych bilkovin behem kultivace na 1%

CMC zaockované 2 ml smésné kultury rodu Thermus a Bacillus
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Graf¢. 9.5: Statistickeé znazorneni koncentrace redukujicich latek behem kultivace na pektinu

zaockované 18 ml smésné kultury rodu Thermus a Bacillus
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Graf ¢. 9.6: Statistické zndzornéni koncentrace redukujicich ldatek behem kultivace na 1%

CMC zaockované 18 ml smésné kultury rodu Thermus a Bacillus
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Graf ¢. 9.7: Statistické znazornéni koncentrace rozpustnych bilkovin béhem kultivace na

pektinu zaockované 18 ml smésné kultury rodu Thermus a Bacillus
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Graf ¢. 9.8: Statistické znazorneni koncentrace rozpustnych bilkovin béhem kultivace na 1%

CMC zaockované 18 ml smésné kultury rodu Thermus a Bacillus
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