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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva produkci polyhydroxyalkanoata (PHA) kmeny bakterii Burkholderia
cepacia a Burkholderia sacchari. Produkce PHA byla studovana s vyuzitim rdznymi zplsoby
pfedupravené a hydrolyzované kavové sedliny. V rdmci prace byla porovnana standardni metoda
hydrolyzy kavové sedliny zfedénou mineralni kyselinou a naslednou enzymatickou hydrolyzou
provedenou pouze pomoci enzymu. Vzniklé hydrolyzaty byly analyzovany se zamétenim na obsahu
redukujicich sacharid a vytéznost hydrolyzy. Z vysledkt vyplyva, Ze nejlepsi predpoklady pro
produkci PHA mély vzorky vyprodukované bakterii Burkholderia cepacia a to v kultiva¢nim médiu
ptipraveném hydrolyzou kavové sedliny, ktera byla vystavena extrakci 60% ethanolem. Vytézek
biomasy v tomto médiu byl 3,553 g/l s procentualnim obsahem PHA 32,472% v biomase. Vznikly
PHA obsahoval 6,09% 3-hydroxyvaleratu. V ramci dal$iho experimentu byl ovéfen alternativni
pfistup hydrolyzy kavové sedliny, kde byly pouzity komerc¢né¢ dostupné enzymy celulaza,
hemicelulaza a extracelularni enzymaticky koktejl vyprodukovany plisni schopnou utilizovat kdvovou
sedlinu. Hemiceluldza se ukéazala byt nejefektivnéjsim hydrolytickym enzymem a proto nejvyssi obsah
biomasy 5,708 g/l se také nachazel v médiu pfipraveného hemiceluldzou katalyzovanou
hydrolyzou kavové sedliny, ktera byla extrahovana 60% ethanolem. Nedochazelo zde k produkci
kopolymeru P(HB-co-HV), ale jen polymeru PHB, coz bylo nejspiSe zptsobeno tim, ze v priab&éhu
enzymatické hydrolyzy nevznikala kyselina levulinova ani zadny jiny potencialni prekurzor 3HV.

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on study of production of polyhydroxyalkanoates (PHA) by bacteria
Burkholderia cepacia and Burkholderia sacchari. Production of PHA has been studied using spent
coffee grounds hydrolysates which have been prepared by different aproaches. In the thesis is
compared standard method of coffee ground hydrolysis by mineral acid followed by enzymatic
hydrolysis. Hydrolysates which have been produced were analyzed in terms of concentration of
saccharides and efficiency of hydrolysis. The best producer of PHA (based on results) was bacterium
Burkholderia cepacia, in the medium which has been prepared by hydrolysis of spent coffee grounds
extracted by 60% solution of ethanol. Biomass yield of this cultivation was 3,553 g/l with 32,472%
PHA content. This PHA contained 6,09% 3-hydroxyvalerate. In the other experiment, we verified
alternative hydrolysis of spent coffee grounds — by commercially available enzymes. We used
cellulase, hemicellulase and the enzymatic cocktail which has been produced by mould. Hemicellulase
was the most effective hydrolytic enzyme and its application resulted in production of the highest
amount of biomass — 5,708 g/I. In this cultivation, only homopolymer PHB has been which is probably
caused by the fact, that during the enzymatic hydrolysis levulinic acid or any other potential precursor
of 3HV is formed.
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Polyhydroxyalkanoaty, PHA, kyseld hydrolyza, enzymatickd hydrolyza, Polyhydroxybutyrat, PHB,
kavova sedlina, Burkholderia cepacia, Burkholderia sacchari
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Polyhydroxyalkanoates, PHA, acid hydrolysis, enzymatic hydrolysis, Polyhydroxybutyrate, PHB,
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2 UVOD

Polymery nebo-li plasty jsou materialy, které jsou velmi hojné vyuzivany ¢lovékem a to v celé fadé
odvétvi po dobu nékolika desitek let. Nylon, polyethylen a polyurethan jako syntetické polymery maji
velkou zésluhu na zlepSeni nasich Zivoti, ale také mohou i za n¢kolik zadvaznych problému. Jednim
Z problémil je to, ze syntetické polymery jsou vyrabény z neobnovitelnych zdroji. Dalsi problém je
V tom, ze polymery se velmi nesnadno rozkladaji a tim siln€¢ znecist'uji zivotni prostfedi. Hromadéni
téchto polymerti v zivotnim prosttedi ma za nasledek vazny celosvétovy ekologicky problém.
V rozvinutych zemich se recykluje pouze 16 az 20% z tuhého plastového odpadu (polyethylen a
polypropylen) a vétSina z nich putuje na skladky. Témét 40% veskerych plastl se vyrabi jako obaly.
Ty maji vyborné fyzikalni vlastnosti, ale opét nastava problém s likvidaci tohoto materialu jako
odpadu [1].

V dnes$ni dobé je tu nékolik feSeni situace, kterd se tyka likvidace odpada typu organickych plasti.
Plasty mohou byt ukladany na skladkach, mohou byt tepelné rozkladany nebo spalovany. Tato feSeni
nejsou vSak Setrnd k zivotnimu prostiedi uz ztoho divodu, ze doba rozkladu polypropylenu a
polyethylenu je ptili§ dlouha. Recyklace plasti je dal$im feSenim. Pfi tomto procesu, ktery je narocny
na praci a také na energii, jsou plasty tfidény od ostatniho odpadu. Dale jsou separovany také
jednotlivé typy plasti. Plastovy material je naddle promyvan vodou, vysusen a rozmélnén. Poté se tato
drt’ pouziva k vyrobé novych vyrobkii. Recyklace je ale pouze doCasnym feSenim, protoze
recyklovany plastovy material posléze musi byt spalen nebo umistén na skladku [1].

Nekteré syntetické polymery mohou byt rozlozitelné pomoci mikroorganismu, ale proces je obvykle
velmi zdlouhavy. VétSina z nich ma chemické slozeni, a proto odolava enzymatickému utoku. To se
ale netykd polymerd biologického ptivodu. Jednim dileZitym biologicky vyrobenym typem jsou
polyhydroxyalkanoaty (PHA) [2].

Polyhydroxyalkanoaty jsou homo- nebo heteropolyestery syntetizované mnohymi prokaryoty.
Mohou byt vyrabény ve velkych mnozstvich z obnovitelnych zdroji prostiednictvim dobie znamych
fermentacnich procesti. PHA maji vlastnosti podobné nékterym polyolefinim (jako jsou polypropylen
a polyethylen). To, Ze jsou za vhodnych podminek zcela a rychle biologicky rozlozeny, vyvolal velky
zajem pouzivat je jako nahrazky syntetickych polymert [2].

Cilem prace tedy bylo prozkoumat produkci PHA bakteriemi Burkholderia cepacia a Burkholderia
sacchari s vyuzitim odpadu kavy, tedy kavové sedliny.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Mikroorganismy a polymery

prostiedi. Podileji se na degradaci a transformaci vétSiny organickych latek, vcetné syntetickych
polymernich materialii. Proces, kterym se rozklada material, se nazyva biodegradace. Tento proces by
mohl vyfeSit mnohé problémy zivotniho prostiedi, jako je naptiklad nahromadéni pevného odpadu
z ptivodniho syntetického polymeru. Hlavnimi produkty téchto procest jsou mikroorganismy samy -
biomasa. DuleZitou soucasti biomasy tvoii polymerni materialy. Pravdépodobné nejdilezitéjsi z nich
jsou bilkoviny a nukleové kyseliny, které jsou zodpovédné za hlavni ¢ast metabolickych procest v
buiice. Nicméng, také polymery, jako jsou polyestery, polyamidy nebo polysacharidy, které jsou
ukladany uvnitf mikroorganismu, hraji dilezitou ulohu, jak v samotnych bunkach, tak i v pfirodnim
prostfedi. Kromé toho, diky svym mechanickym vlastnostem, které jsou cCasto podobné tém
vlastnostem syntetickym polymerim s vys$i biologickou rozlozitelnosti, by tyto bakteridlni
biopolymery mohly pusobit jako ekologicky Setrna alternativa k polymertm syntetického ptvodu [3].

3.2 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polyestery pfirodniho ptivodu syntetizované mnoha bakteriemi.
V téchto bunikach jsou shromazdéné ve formé intracelularnich zrn - granuli. Mizeme také fict, ze se
jedna o materidly podobné plastu. Bakterie si ve form& PHA skladuji zasoby energie a uhliku. Svymi
mechanickymi vlastnostmi jsou PHA podobné syntetickym polymerim, jako je napiiklad
polypropylen. Protoze PHA je mikrobialni produkt, existuji pfirodni enzymy, které ho dovedou
rozkladat [4].

Jejich nejdulezité;si vlastnosti jsou biodegradabilita a biokompatibilita.
Biodegradabilita, coz znamena biologicky odbouratelny - podléhaji ptirozenému rozkladu.
Biokompatibilita neboli biologicka snasenlivost. Rozumi se tim vlastnost materialu byt pii specifické
aplikaci snaSen zivym organismem. PHA jsou biologicky odbouratelné polymery, které mohou
degradovat, jak za aerobnich, tak i za anaerobnich podminek. Mohou také byt podrobeny tepelné
degradaci a enzymatické hydrolyze. V biologickych systémech, mize byt PHA rozkladéna za pouziti
mikrobidlnich depolymeraz, stejné¢ jako ne-enzymatickou a enzymatickou hydrolyzou v Zivocisné
tkani. Je zde mnoho faktord, které ovlivituji biologickou rozlozitelnost PHA, jako je sterecoregularita —
pravidelné stfidani konfiguraci, molekulovd hmotnost, monomerni slozeni a krystalinita polymeru
[5, 6].

Obrazek 1: Bakterie, ktera produkuje PHA [6]



Obrazek 2: Nekteré bakterie si uméji z odpadnich latek, které jim slouzi jako potrava, vytvorit zasobni polymer
PHA. Ten si ukladaji na horsi ¢asy a v dobé hladovéni jej pak mohou vyuzit jako vnitini potravu [T]

3.2.1 Historie PHA

Prvnim objevenym polyhydroxyalkanoatem byl polyhydroxybutyrat (P3HB). V roce 1927 byl
nalezen Lemoignem, ktery ho izoloval z bakterie Bacillus megaterium. Bé&hem pfistich 30-ti let byl
zajem P3HB velmi maly. Az vroce 1958 pfisli Macrae a Wilkinson s myslenkou, Ze bakterie si
zasobuje P3HB jen v tom pfipad¢, pokud médium obsahuje nedostatek dusiku a nadbytek uhliku.
Doposud bylo rozpoznano asi 100 polyhydroxyalkanoatt [5].

3.2.2 Chemicka struktura PHA

Fyzikdlni a materidlové vlastnosti PHA jsou znacné ovlivnény jejich slozenim monomerti a
chemickou strukturou, tj. délce bo¢nich skupin, které vy¢nivaji z hlavniho fetézce polymeru, chemické
povaze této skupiny a vzdalenost mezi esterovymi vazbami v polymerovém fetézci. Typ monomeru
zaflenény v rostoucim fetézci polymeru je zavisly na pouzitém mikroorganismu, kultiva¢nich
podminkach a pouzitém zdroji uhliku [6].

Obecné plati, Ze polyhydroxyalkanoaty mtizeme rozdélit do dvou hlavnich skupin podle délky jejich
fetézce. PHA s kratkym fetézcem, které miizeme oznacit jako short-chain-lenght (scl-PHA) a PHA se
stfedné dlouhym fetézcem oznacované jako medium-chain-lenght (mcl-PHA). Scl-PHA obsahuji
monomerni jednotky s 3 - 5 atomy uhliku, kdezto mcl-PHA se skladaji z monomernich jednotek o
délce 6 - 18 atomi uhliku [8].

H. _H
DS BT
C &
. R H O]
n
R = CH;-C,H; PHA s kratkym fetézcem

-

= C,H;-C,;H,, PHA se stfedné dlouhym fetézcem

)
|

Obrazek 3: Obecna struktura PHA [3]
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3.2.3 Struktura intracelularnich granuli PHA
Jak uz bylo fe¢eno, PHA se hromadi v buiikach ve form¢ intracelularnich granuli - zrn. Bylo jasné

prokazano spektroskopii nuklearni magnetické rezonance (NMR), ze polyester v bunikach se vyskytuje
v metastabilnim amorfnim stavu. Hustota PHB granuli je asi 1,18 - 1,24 g.cm™. Izolované granule se
skladaji z polyestert, proteinil a fosfolipidl. Slozeni PHB granuli byla stanovena pro granule bakterie
Bacillus megaterium, které se skladaji z 97,7% polyesteru, 1,87% bilkovin a 0,46% tukd nebo
fosfolipida [3].

Material polyesteru je v PHA granulich obklopen fosfolipidovou dvouvrstvou, ve které jsou
obsazeny proteiny. Kviili silnému hydrofobnimu charakteru PHA jsou pfitomny fosfolipidy s proteiny
ptedstavujici rozhrani mezi vrstvou PHA a cytoplazmou. Granule spojené s proteiny, nazyvané také
jako phasiny, jsou usazeny ve fosfolipidové dvouvrstvé. Obecné plati, Ze phasiny jsou proteiny
s nizkou molekulovou hmotnosti. Pfedpoklada se, Ze tyto molekuly umi vytvofit na povrchu granuli
velmi tenkou proteinovou vrstvu. Kromé toho, phasiny se pravdépodobné podileji na regulaci PHA
syntézy, ale mechanismus nebyl doposud jasné vysvétlen [3].

Sullktura’h]i protein polyesterové
depolymerdza ’ / syntaza

regulaéni protein

fosfolipidova
dvojvrstva

’
.....
oty

——
300 - 500 nm
Obrazek 4: Struktura PHA granule [3]

Panové Gerngross a Martin v pokusech in vitro prokazaly, ze pro syntézu PHB a samouspotadani
granuli jsou potieba pouze PHA syntazy a substrat. Biosyntéza PHA granuli in vivo je popsana dvéma
modely. Prvni z nich - tzv. micelarni model - je zalozen na pozorovani PHA syntézy in vitro, zatimco
druhy - tzv. rodici se, nebo také pucici model - je podporovan pozorovanim membrany jako materialu
obklopujici PHA granule. Ty nejsou ndhodné rozptyleny v cytoplazmé, jak by se dalo pfedpokladat,
ale naopak jsou umistény v té€sné blizkosti membrany [3].
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Obrazek 5: Modely pro polyesterové granule samousporadani. a) In vitro postup shromdzdeni b) in vivo
shromdzdeéni a jeji dve mozné cesty 1 a 2 [3]

3.24 Druhy PHA

Syntéza PHA je zcela realizovana intracelularné v ramci jedné konkrétni metabolické drahy. Je
znamo vice nez 150 variant monomert, a proto maji velmi Siroké materialové vlastnosti.
Béznymi PHA monomery jsou 3-hydroxybutyrat (3HB), 3-hydroxyvalerat (3HV),
3-hydroxyhexanoat (3HHXx), 3-hydroxyoktanoat (3HO), 3-hydroxydekanoat (3HD) a
3-hydroxydodekanoat (3HDD), stejné jako 4-hydroxybutyrat (4HB). Tyto druhy monomerti mohou
byt vyuzity k vytvoreni riznych typli polymert, jako jsou homopolymery, nesystematické kopolymery
nebo blokové kopolymery, coZ vede k rozmanitosti vlastnosti materialt [9].

3.24.1 PHB

Nejbeznéjsim polyhydroxyalkanodtem je homopolymer poly 3-hydroxybutyrat (P3HB), ktery patii
do homologické tady alifatickych polyesterti a je Castecné krystalicky, biologicky odbouratelny
polymer, ktery je ulozen a biosyntetizovan rtiznymi kmeny bakterii, jako jsou Rolstonia eutropha H16.
Vznika biologickou kondenzaci hydroxybutyryl-CoA. Ma termoplastické vlastnosti a je pouzivan v
plastikarském prumyslu. P3HB muiZze byt také vyuzit jako alternativni polymer pro vyrobu nosi¢t
1é¢iv. Polymer je netoxicky a zda se, Ze je organismy tolerovan i v relativné vysokych koncentracich.

Bakterie zijici v ptid€ nebo odpadnich vodach umi pomalu rozkladat P3HB na vodu a oxid uhlicity, a
to zejména za anaerobnich podminek [10].

H, {I:lil
CH—CH;/C—0

N

Obrazek 6: Struktura opakujici se jednotky P3H [10]
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3.24.2 PHB-PHV

Kopolymer poly(-3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) [P(3HB-co-3HV)] neobsahuje jen
kyselinu hydroxymaselnou, ale také 3- hydroxyvalerat. A to z tohoto diivodu musi byt diikladné
testovany toxikologické vlastnosti tohoto materialu. Od ostatnich polyhydroxyalkanoath se 1isi
vybornymi fyzikalnimi vlastnostmi, jako je odolnost proti narazu, tuhost, pruznost a dalsi, které se
ucastni vyrobnich procest [11, 12].

3.2.5 Vyroba PHA

Biosyntetické polymery mohou byt vyrobeny mikrobialni nebo rostlinou cestou. Tahle prace se
zaméfuje na mikrobialni produkci biopolymert. Produkce bioplastii mikroorganismy je velmi naro¢na
a to z diivodu obtizného technického uskuteénéni a proveden. Zna¢na fada PHA jsou vyrabény s
riznymi vlastnostmi, nizkou produktivitou a vysokymi naklady ve srovnani s béznymi plasty a to byva
problémem Sirokého primyslového vyuziti [13].

3.2.6 Mikroorganismy produkujici PHA

3.2.6.1 Burkholderia cepacia
Burkholderia cepacia je gram-negativni bakterie, ktera je obecné povazovana za jednoho z
nejperspektivnéjsich kandidati pro priamyslovou produkci PHA z hydrolyzati hemicelulozy a
celuldzy, protoze je schopna zuzitkovat riizné hexdzy a pentdzy, a také dokaze snaSet antimikrobidlni
latku [14].
Bakterie mliZze byt potencialné patogenni a to hlavné vic¢i osobam s poruchou imunitniho systému a
nebezpecna je predev§im pro pacienty trpici cystickou fibrozou [14].

v ) i i
, ‘ .

» (:% -

AT |

Obrazek T: Burkholderia cepacia na cukrové titiné [15]

3.2.6.2 Burkholderia sacchari

Burkholderia sacchari je gram-negativni bakterie izolovatelna z pidy cukrové titiny v Brazilii.
Bylo zjisténo, ze dokaze se sachardzou, jako jedinym zdrojem uhliku, shromazdovat az 68% PHB.
Jednd se o kmen, ktery je schopen produkovat biopolymery z xyléz. Ty jsou zaloZené na
lignocelulozovych hydrolyzatech. B. sacchari je schopna produkovat kopolymer P(3HB-co-4HB) po
pridani gama-butyrolaktonu (GBL) do média [16, 17].
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3.2.7 Vyuziti PHA

Polyhydroxyalkanoéaty, jako jsou poly(3-hydroxybutyrat) (PHB), poly(4-hydroxybutyrat) (P4HB),
kopolymery 3-hydroxybutyratu a 4-hydroxybutyratu (P3HB4HB), kopolymer 3-hydroxybutyratu a
3-hydroxyvaleratu (PHBV), stejné tak jako kopolymer 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyhexanoatu
(PHBHHXx), se vyrdbi ve velké mife. Kromé vyuziti jako biomedicinské implantaty, vSechny vyse
uvedené PHA jsou piedevsim vyvinuty jako biologicky odbouratelné obalové materialti, které jsou
Setrné k Zivotnimu prosttedi. PHA s velmi vysokou molekulovou hmotnosti mohou byt pouzity k
vyrob¢ ultra silnych vlaken pro rybaiské vlasce a rybaiské sité [9].

V posledni dobé se PHA zacaly vyuzivat nejvic v I€kafstvi, naptiklad jako kardiovaskularni
produkty (perikardialni a atridlni opravy, zaplaty, leSeni pro regeneraci tkaiiovych tepen, cévni §tépy,
kardiovaskularni stenty - dlouha duta hadi¢ka a srde¢ni chlopn¢) [13]. Ve formé kapaliny nebo ve
formé velmi malych mikroCastecek, které jsou rozptyleny, jsou vhodné pro opravu, doplnéni a
zvétSeni mékkych tkani jak u lidi, tak i u zvifat. Dalsi publikace popisuje materialy vhodné pro
pfipravu soucastek, které nam napomdhaji k podavani léciv. Byly charakterizovany metody pro
vyrobu téchto prostiedkd. Tyhle komponenty obsahovaly propustné i nepropustné materialy, které
mohly byt pouzity kfizeni rychlosti uvoliovani 1éCiv a ke kontrole adhezniho tlaku. Také je
vyuzivame pro vyrobu materiali, které se uplatiiuji v medicinské oblasti. Jako jsou napiiklad
materialy na zaSivani otevfenych ran - stehy, o¢ni implantaty, kozni a kostni nahrazky nebo také
obvazy na zjizvenou ¢i poranénou tkan [18].

3.3 Kava

Kéva je jednim ze svétoveé nejoblibenéjsich napoji a v prubéhu poslednich 150 let neustale roste jeji
obchodni vyznam. V dnesni dobé je kava po ropé druhou nejvice obchodovanou komoditou na svéte.
Péstuje se v asi 80 zemich po celém svéte. V roce 2010 rocni celosvétova produkce kavovych zrn
piesahla 8 000 000 t [19, 14].

Slovo KAVA pochazi z arabského slova Quahweh, kdy v priib&hu 13. stoleti Arabové piinesli
kavové seminka z Etiopie do Jemenu (Arabsky poloostrov), a zalozili prvni plantaz. Provincie Kaffa v
Etiopii je povazovana za piivodni stanovisté kavy Arabica. Pfi vyrobé kavového napoje nebo instantni
kavy vznikd na jednu tunu kavy pfiblizné 650 kg kavové sedliny. Navzdory skute¢nosti, Ze tyto
odpady z kavy jsou povazovany jako vychozi substrat pro vyrobu riznych sloucenin, jako jsou
polyfenoly, bioetanol, bionafta nebo manooligosacharidy-vétsina tohoto zbytku zlstava nevyuzita, je
vypousténa do Zivotniho prostfedi nebo spalena, coz nelze povazovat ani za Setrné k zivotnimu
prostiedi, ale ani za ekonomicky rentabilni. V soucasné dob¢ je Brazilie diky rozsdhlému a Sirokému
Sifeni péstovani kavy nejvétsim producentem a vyvozcem kavy na svété [19, 14].

N SR A
gy, . 40 Qsz, - :..'

Obrazek 8: Rostlina kavy [19]
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3.3.1 Kavovnik

Kavovnik je vytrvala a stalezelena rostlina, ktera patii do ¢eledi Rubiaceae (Motenovité), podéeledi
Cinchonoideae a kmene Coffeae, ktery obsahuje vice nez 80 druhii pievladajici prevazné v Africe a na
Madagaskaru [19].

Kavovy plod (také nazyvany bobule nebo téeSen) se sklada z hladké, tvrdé vn&jsi slupky nebo-li
perikarp-oplodi. Obvykle ma u nezralych plodi zelenou barvu, ale béhem dozravani se méni na
¢erveno-fialovou nebo tmaveé Cervenou barvu. Pod oplodim se nachazi mékka, nazloutla, vlaknita
duzina nebo-li zevni mesokarp. Poté nasleduje prusvitna, tenka, vysoce viskozni a hydratovana vrstva
slizu, nazyvana pektin. Dale se nachazi tenky endokarp nazloutlé barvy téz nazyvany jako pergamen.
A nakonec, stiibrna blanka pokryva kazdou polokouli kavového zrna (endospermu) [20].

duZina

/

¥

sl'upl\ca
Ny

~ - »
kavové zrno

pergamenova shipka R o

slizova vrstva

Obrazek 9: Jednotlivé vrstvy kavového zrna [20]

3.3.2 Techniky na zpracovani kavy

V kavovém prumyslu je zpracovani hlavni ¢innosti, které pfeméiuje surovou kavu do tekuté formy.
Zpracovani kavy ma dvé zékladni metody, které se 1isi slozitosti a kvalitou nezpracované kavy od té
tekuté formy. Sucha metoda a metoda mokra [19].

3.3.2.1 Mokrd metoda

Kava zpracovana mokrou metodou se nazyva umyta nebo pergamenovita kava. Pfi mokrém
zpusobu, ovocna duzina pokrytd semeny je odstranéna rozmélnovacem pied tim, neZ jsou usuSeny.
Metoda vyzaduje spolehlivé rozmélinovaci zafizeni a dostate¢ny piivod ¢isté vody. Pro zisk vysoce
kvalitni kavy je kone¢nym cilem zajistit iplné odstranéni slizovité vrstvy z obalu pergamenu [19].

3.3.2.2 Suchd metoda

V této metodé, jsou Cerstve sklizené plody rovnomérné rozprostieny na Cisté prostranstvi k suseni.
Dale se promichavaji asi hodinu. Zrnka kavy jsou povazovany za vysuSené, kdyz jejim zatfesenim
vydavaji chrastivy zvuk. Suchd zrnka nejsou vystavena vlhkému stavu, to proto, aby se zabranilo
vzniku plisni, které mohou nepfiznivé ovlivnit kvalitu kavy [19].
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3.3.3 Vedlejsi produkty kavy

Kéva je druhym nejvice obchodovanym zbozim na svété a vytvaii velké mnozstvi vedlejSich
produktd béhem jejiho zpracovani. Primyslové zpracovani kavovych zrn se provadi oddélenim
kavového prasku tak, Ze je odstranén plast’ a slizovita ¢ast. Kévové slupky / ktira / duzina tvofi témét
45% zrna. Jsou také hlavnimi vedlej$imi produkty z kavového prumyslu. Pouzivaji se pro rizné ucely,
jako je naptiklad zisk kofeinu a polyfenolti, protoZze jsou bohaté na ziviny. Hlavni chemické slozeni
vedlejsich produktd shrnuje Tabulka 1 [19].

Tabulka 1: Chemické slozeni vedlejsich produktii kavy [19]

SlozZeni (%) duZina slupka stfibrna kavova sedlina
blanka
Celuléza 63,0+2.5 43,0+ 8,0 17,8 £ 6,0 8,6+1,8
Hemicelul6za 23+1,0 7,0£3,0 13,1+£9,0 36,7+5,0
Proteiny 11,5+2,0 8,0+ 5,0 18,6 £ 4,0 13,6 £ 3,8
Tuky 2,0£26 0,5+5,0 22+19 neurcéeno
Celkova vlaknina 60,5+2,9 24+59 62,4+2,5 neurceno
Celkové polyfenoly 1,5+1,5 0,8+£5,0 1,0£2,0 1,5+1,0
Celkové cukry 14,4+ 0,9 58,0 £ 20,0 6,65 £10,0 85+1,2
Pektiny 6,5+1,0 1,6 £ 1,2 0,02+0,1 0,01 £0,005
Lignin 17,5+22 9,0+1,6 1,0+ 2,0 0,05 £ 0,05
Taniny 3,0£5,0 5,0£2,0 0,02+0,1 0,02+0,1
Chlorogenova 2,4+1,0 2,5+0,6 3,0+0,5 2,3+1,0
kyselina
Kofein 1,5+1,0 1,0+ 0,5 0,03+0,6 0,02+0,1

3.3.3.1 Kavova duZina

Je prvni vedlejsi produkt ziskany pii zpracovani a predstavuje asi 29% suché hmotnosti z celé
bobule. Duzina je bohata na sacharidy, bilkoviny a minerdly (obzvlast draslik) a také obsahuje
vyznamné mnozstvi tfislovin, polyfenoll a kofeinu [19].

3.3.3.2 Kavova slupka

Jsou ziskavany, kdyz se kavové plody zpracovavaji suchou metodou. Kavova slupka obklopuje
kavova zrna a predstavuje asi 12% z bobule jeji suché hmotnosti. Obsahuji 24,5% celuldzy, 29,7%
hemicelulézy, 23,7% ligninu [19].

3.3.3.3 Kavovy stiibrny povlak

Je to povlak z kavovych zrn, ktery je ziskan jako vedlejsi produkt pfi procesu prazeni. Hlavnimi
slozkami této vlaknité tkané jsou celuldéza a hemiceluldza. Glukoza, xyloza, galaktdéza, manodza,
arabinodza a jsou monosacharidy pfitomné v kavovém stfibrném povlaku spolu s proteiny [19].
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3.3.3.4 Kadvova sedlina

Témet 50% celosvétové produkce kavy je vyuzito pro pfipravu rozpustné kdvy. Asi 1 tuna zelené
kavy vyprodukuje 650 kg kavové sedliny a zhruba 2 kg vlhké kavové sedliny jsou ziskany z kazdého
vyrobeného kilogramu rozpustné kavy. Kavova sedlina je bohatsi na cukry, které obsahuji manozu a
galaktézu spolu s vyznamnym podilem bilkovin. Chemické slozeni se u kazdé rostliny odliSuje
dokonce i v ramci rizné Casti téze rostliny a také zalezi, na kterém misté se rostlina nachazi, na jejim
véku, podnebi a ptidnich podminkach [19].

3.3.4 Jejich likvidace a nedostatky

V zemich produkujicich kédvu, odpady z kavy a kdvové vedlejsi produkty predstavuji zdroj silného
znec€isténi a znamenaji vazny ekologicky problém. Je nebezpecna likvidace kavovych duzin, luskd a
tekutého odpadu, protoze vedou ke znecisténi vody a pidy. Kavova duzina je hlavnim vedlej$im
produktem s vysokym obsahem vlhkosti zapficinujici problémy likvidace kvtili hnilob€. To zpiisobuje
vazné znec€isténi zivotniho prostiedi, pokud neni zlikvidovana s nalezitym ptredzpracovanim. Tradi¢né,
kavové duziny a slupky nasly jen omezené vyuZiti jako hnojiva, krmiva pro dobytek, kompost, atd.
Tyto aplikace vyuzivaji pouze zlomek dostupného mnozstvi, které nejsou technicky velmi efektivni
[19].

3.3.5 Jejich vyuziti

Na zékladé toho, Ze existuji metody pro nakladani s odpady kavy, mizeme fict, Ze je sniZeno
zneciStovani zivotniho prostfedi. Odpady mlzeme néjakym zpilisobem vyuZzivat, zpracovavat a
recyklovat. Tradi¢n€, duziny z kavy a slupky nasSli pouze omezené vyuziti, jako jsou hnojiva,
krmivo pro hospodatska zvitata, kompost, atd. Vzhledem k tomu, Ze tyto odpadni produkty obsahuji
znacné mnozstvi zkvasitelnych cukri, znamena to, ze jsou vhodnymi substraty pro pe€stovani riznych
plisni a kvasinek [20].

3.3.5.1 Kompost

Kavové duziny jsou dobrym zdrojem humusu a organického uhliku. Vedlejsi produkty z vyroby
instantni kavy jsou pevné odpady s vysokym obsahem organickych latek. Pfeména z 350 tisic tun
kavové duziny by pfinesla pfiblizné 87 tisic tun organického hnojiva [19].

3.3.5.2 Vliknina

Agro odpady jsou velkymi zdroji vlakniny, jako je celuldza, hemicelul6za, ligninu, pektinu, pryze a
dals$i polysacharidi. Rozpustné a nerozpustné frakce vldkniny (SDF a IDF) jsou znamé tim, Ze
uznavaji Sirokou S$kalu zdravotnich vyhod, vcetné snizeni rizika onemocnéni zazivaciho Ustroji,
kardiovaskularnich onemocnéni a obezity [19].

3.3.5.3 Pohonné latky

Upotiebena kavova sedlina se pouziva jako palivo v primyslovych kotlich stejného odvétvi diky
své vysoké vyhfevnosti, ktera se pfiblizné pohybuje kolem 5000 kcal / kg, coz je srovnatelné s jinymi
zemédélsko-praumyslovymi zbytky [19].

3.3.5.4 Vyroba dievotiiskovych desek

Nedavny zdjem o materialy Setrné k Zivotnimu prostiedi vedl k vyuZziti zemédé€lskych vedlejSich
produktt jako surovina pro vyrobu drfevotiiskovych desek. Kavova slupka je zbytkem pfi zpracovani
kavy obsahujici velké mnozstvi celuldzy a hemiceluldzy. O téchto dvou polysacharidech mizeme fict,
Ze jsou témef srovnatelné se dievem [19].
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3.3.6 Celuléza a hemiceluloza, jako diilezité sloZky kavy

3.3.6.1 Celuloza

Je to linearni polymer, ktery se sklada az z nékolika tisic jednotek D-glukézy. Ty jsou mezi sebou
vazany f(1,4)-glykosidovymi vazbami. Zakladni strukturdlni opakujici se jednotka se nazyva
celobioza. Vyskytuje se hlavné v pfirod¢ jako stavebni slozka rostlin. Celuléza ma amorfni a
krystalické oblasti. Krystalinita je méfitelna vlastnost, kterda udava relativni podil hmotnosti
krystalickych oblasti v polymeru. PfedevS§im ovliviluje jeho enzymatické zpracovani. Pokud ma
celuldza neusporadanou formu, probihd u ni hydrolyza znac¢né rychleji, nez kdyz se nachéazi ve forme
krystalické [21].

H OH CH,~OH

Obrazek 10: Vzorec glukézy [21]

3.3.6.2 Hemiceluloza

Hemiceluloza s pektiny vypliiuje prostory mezi vldknami celulézy. Sacharidy jako jsou napf.
xylany, glukany a mannany obsahuji tzv. cukerny zbytek podle kterého jsou hemicelulozy obvykle
charakterizovany. Mame nékolik druhti hemicelulézy, které se daji rozdélit do dvou skupin. Ty jsou
zalozeny na hydrataci vldken. Arabinoxylany, glukuronoxylany, xyloglukany a linearni mannany patfi
do skupiny s nizkou hydrata¢ni schopnosti. Tato skupina dokaze ustalit pomoci vodikového atomu
bunééné stény. Ve druhé skupiné s vysokou hydrata¢ni schopnosti vlaken, mohou byt zatazeny
galaktoglukomannany, glukomannany, galaktomannany, které patii mezi zakladni hemicelulozy
kavové sedliny [21].

3.4 Hydrolyza

Jedna se o chemickou reakci, pfi které dochazi ke §tépeni molekul za ptitomnosti molekuly vody a
vhodného katalyzatoru. Katalyza mize byt kyseld nebo také zasadita. Kazdy krok zahrnuje spottebu
jedné molekuly vody. Jeden fragment ptivodni molekuly béhem hydrolyzy ziska vodikovy iont vody a
druhy fragment hydroxylovy iont vody [21].

3.4.1 Enzymaticka hydrolyza

3.4.1.1 Enzymy

Jsou to vysokomolekularni bilkoviny, které v biochemické reakci ptisobi jako katalyzatory. Nemaji
vliv na polohu rovnovahy a nevyvolavaji reakci, ktera je jinak nevyhodna. Dokazi urychlovat
chemickou reakci tak, Ze snizuji jeji aktivacni energii. Enzymy glykosiddzy, které se zucastiiuji
polysacharidové hydrolyzy, zvySuji reakéni rychlost a méni tak dobu reakce z milionti let na
milisekundy [22].

Na rozdil od jinych katalyzatort jsou enzymy vysoce specifické. To znamen4, ze katalyzuji pouze
jednu reakci jedné slouCeniny. SlouCenina se nazyva substrat pro urcity enzym. Enzym se sklada
z bilkovinné ¢asti - apoenzym a nebilkovinné ¢asti - kofaktor. Kombinaci apoenzymu s kofaktorem
vznika holoenzym, ktery je biologicky aktivni [22].
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Podle druhu katalyzované reakce se enzymy rozdéluji do Sesti téid. Hydrolasy - katalyza hydrolytické
reakce, isomerasy - katalyza isomerace, ligasy - katalyza vzajemné spojovani dvou molekul za
ptitomnosti adenosin-trofosfatu (ATP), lyasy - katalyzuji odstépeni malych molekul ze substratu,
oxidoreduktasy - katalyza redoxnich reakci a transferasy - katalyzuji pfenaseni skupin z jednoho
substratu na jiny [22].

Mechanismus ptisobeni hydrolas probiha tak, Ze ¢ast hydrolyzovaného substratu (XY) je pfenasena
na molekulu vody.

XY+H-OH—H-X+Y-0OH

Hydrolasy jsou clenény do jednotlivych podtiid podle charakteru hydrolyzované vazby
(glykosidové, etherové, esterové, peptidové atd.) [23].

Enzymy jsou ziskdvany prostfednictvim techniky frakcionace a izolace bilkovin pfirodnim
zpusobem. Pro zisk enzymi se pouzivaly rostlinné a zivoéisné tkané jako vychozi material.
V soucasnosti prevladaji mikrobiélni zdroje a to hlavné kvili velkému vybéru riznych enzymi. Diky
rychlému mnozZeni a ristu mikroorganismi je produkce rychlejsi a vyssi [21].

3.4.1.2 Enzymaticka hydrolyza celulozy

Enzym, ktery je potfebny pro Sté€peni vazeb v celulézovém fetézci se nazyva celulaza. Miize se
ziskavat z enzymatického systému bakterii (napf. C. thermocellum) nebo celulolytickych hub (napt. T.
reesei). Do katabolismu celulézy se u hub a bakterii zapojuje celulazovy komplex. Celuléza tvoii
v dnesni dobé nejvetsi ¢ast odpadu lidské civilizace [21].
Jedné se vlastn€ o enzym, ktery obsahuje tfi enzymy pracujici soucasné. Je tvoren endoglukanazou,
B-D-glukosidazou a exoglukanazou [21].

Endoglukanaza (endo-1,4-B-glukanaza) ovliviiuje rozpustnost i nerozpustnost 1,4-B-D-glukanovych
substrati. Ty jsou zpravidla detekovany snizenim viskozity nebo redukujicich skupin, které jsou
uvolnény z karboxymethylcelulozy [21].

Exoglukanaza (exo-1,4-B-glukanaza) obsahuje 1,4-B-D-glukanglukohydrolazu a 1,4-B-D-
glukancelobiohydrolazu. 1,4-B-D-glukanglukohydrolaza uvoliuje z 1,4-B-D-glukanu D-glukozu a
pomalu hydrolyzuje D-celobiézu. 1,4-fB-D-glukancelobiohydrolaza uvolfiuje z 1,4-p- D-glukani D-
celobiozu. Tyto enzymy jsou vyznamné uvolnovanim cukrl z neredukujicich nebo redukujicich koncti
celulozového fetézce [21].

B-D-glukozidaza (P-D-glukosidglukohydroliza) je schopnd uvolnovat D-glukézové jednotky
z celobidzy a nerozpustnych celodextrint [21].

3.4.1.3 Enzymaticka hydrolyza hemicelulozy

Hemicelulazy jsou enzymy, které jsou potieba pro $t€peni hemicelulozy. Nékteré houby, bakterie i
rostliny jsou schopné produkovat tyto enzymy. V dne$ni dobé se vétSina hemicelulaz produkuje
prostednictvim geneticky modifikovanych kmenti Aspergillus a Trichoderma [21].

3.4.2 Hydrolyza polysacharidi kavové sedliny

Kavova sedlina tvofi dva polysacharidy - celulozu a hemicelulozu. Nejvyznamnéjsi hemicelul6zou
kavove sedliny je galaktomanan. V sedliné je zastoupeno malé mnoZzstvi xylantli, arabinanli a
galaktand. Hydrolyza kavové sedliny probiha zfedénymi kyselinami nebo enzymy celulazou,
manazami (hlavné galaktomandza), xylanazami a endoglukandzami. V hlavnim fetézci manant a jeho
derivath (galaktomanany a glukomanany) dochdzi k rozstépeni -1,4-manopyranosylovych vazeb. Za
tuhle katalyzu jsou zodpovédné endomananazy. Celuldza je Stépena tfemi enzymy endoglukandzou,
exoglukanazou a p-D-glukozidazou [21].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie, material a pristroje

4.1.1 Pouzité chemikalie

Glukdza monohydrat, C¢H1,0s, lach-ner

Pyruvat sodny, Lachema

Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH,PO,, lach-ner

Siran hote¢naty heptahydrat, MgSO,-7H,0 lach-ner

Siran amonny, (NH,4),SOy, lach-ner

Hydogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, Na,HPO,-12H,0, lach-ner
Chlorid vapenaty dihydrat, CaCl,-2H,0, Lachema

Citronan amonno-zelezity, Fluka

Hydroxid sodny, NaOH, lach-ner

Kyselina sirova 96%, H,SOy, lach ner
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, NaH,PO,4-2H,0, lach-ner
Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, Na,HPO,-2H,0, Penta
3,5-dinitrosalicylova kyselina, SIGMA

Methanol, CH;OH, VWR Prolabo Chemicals

Chloroform, CHCI;, VWR Prolabo Chemicals

Hexan, CH3(CH,)4CHjs, lach-ner

Ethanol, CH;CH,0OH, lach-ner

Kyselina citronova, CgHgO-, lach-ner

Citronan sodny, C¢HsO;Nas, Lachema

Chlorid sodny, NaCl, Lachema

Vinan sodno-draselny, C;H;KNaOg, Lachema

Kvasnicovy extrakt, HIMEDIA

Protedzovy pepton, HIMEDIA

Hovézi extrakt, HIMEDIA

Kas aminové kyseliny, SIGMA

Rozpustny skrob, SIGMA

Nutrient Broth w/1% Pepton, HIMEDIA

4.1.2 Bakterialni kmeny

V praci byla pouzita bakterie Burkholderia cepacia CCM 2656 (Buce), kterd byla zakoupena
z Ceské sbirky mikroorganismi, Brno a Burkholderia sacchari DSM 17165 (Busa), ktera byla
pofizena ze Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH.

4.1.3 Chemikalie pro kultivaci mikroorganismii
Nutrient Broth, Himedia
Agar powder, Himedia

4.1.4 Standardni chemikalie

Poly[(R)-3-hydroxybutyric acid], Fluka
Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) (12% 3HV), Fluka
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4.1.5 Pouzité enzymy

4.15.1 Celulaza z Aspergillus niger, Sigma-Aldrich

Celulaza z Aspergillus niger katalyzuje hydrolyzu endo-1,4-B-D-glykosidické vazby v celuldze,
licheninu - mechovy S$krob, jeémennych glukanech, a celooligosacharidech (celotrioza na
cellohexozu).
Stépi neporusené glykosylaminoglykany z jadra peptidu hydrolyzou xylosyl-serinové vazby, ale
nestépi celobidzu a p-nitrofenyl-B-D-glukosidy [24].

4.15.2 Celuliza z Trichoderma reesei ATCC 26921, Sigma-Aldrich
Celulaza z Trichoderma reesei katalyzuje rozklad celulozy na glukozu, celobidzu a vyssi polymery
glukozy [25].
CH,OH

celulaza o OH
W B CH,OH OH
o 0
OH
oH
CHZOH A
Q 9 OH
CH0H OH
(o N @)
OH
OH
CH,OH o
o ¥ OH
CH.0H OH
o O A
5 Celuloza
OH
OH

OH
Obrazek 10: Celuldza z Aspergillus a Trichoderma [26]
4.1.5.3 Hemiceluldza 7 Aspergillus niger, Sigma-Aldrich

Hemiceluldza je smés glykolytickych enzymti obsahujicich aktivitu xylanazy, mannanazy a dalsi.
Pro ¢innost enzymu je optimalni teplota 40°C a pH 4,5 [27].

O
xylanaza “h o
o O
OH
o, O

OH o
o ©
OH
\o OH
J N oH
Hemicelul6za xylanu
- OH w

Obrazek 11: Specifita xylandzy [28]
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4.2 Priprava roztoki

4.2.1 Cinidlo 3,5-dinitrosalicylova kyselina

Bylo navazeno 0,2 g 3,5-dinitrosalicylové kyseliny, 60 g vinanu sodno-draselného a 40 ml 2M
hydroxidu sodného. K ptipravé 2M NaOH bylo odvazeno 8 g. VSechny tyhle slozky byly doplnény
destilovanou vodou na 200 ml.

4.2.2 Priprava tlumivych roztoki

4.2.2.1 Citratovy pufr o pH = 4,5
Bylo odvézeno 19,3 g kyseliny citronové a 29,57 g citronanu sodného. Navazky byly pfevedeny do
odmérné banky na 1000 ml a doplnény destilovanou vodou.

4.2.2.2 Fosfatovy pufr o pH = 7,4

Bylo odvazeno 8 g chloridu sodného, 0,2 g chloridu draselného, 1,44 g hydrogen fosfore¢nanu
sodného a 0,24 g dihydrogen fosfore¢nanu draselného. Navazky byly rozpustény v 1000 ml
destilované vody. Fosfatovy pufr mél hodnotu pH 7.4.

4.2.2.3 Fosfatovy pufr o pH = 6,5
Bylo navazeno 13,72 g dihydratu dihydrogenfosforecnanu sodného a 2,12 g dihydratu
hydrogenfosfore¢nanu sodného a doplnéno destilovanou vodou na 1000 ml.

4.3 Priprava vzorki

4.3.1 Vzorky pro chemickou hydrolyzu

Bylo navazeno 50 g kavy a smichano s 250 ml hexanu, 250 ml destilovanou vodou a 250 ml 60%
ethanolu. Tyhle tfi roztoky byly tfepany pii 50°C po dobu 30 minut. Tenhle postup byl proveden jesté
jedenkrat a dale byla kava suSena v digestofi.
Po vysuseni bylo odvazeno 37,5 g téchto druhti kavy, smichano s 300 ml 1% roztoku kyseliny sirové
(50 g kavové sedliny na 1 1 roztoku kyseliny sirové) a umisténo do autoklavu na 130°C po dobu 90
minut. Dale bylo upraveno pH na hodnotu 4 - 5 a do kazdého vzorku bylo ptfidano 1,3 ml celulazy.
Vzorky byly inkubovany po dobu 24 h pfi teploté 50°C a nasledné zfiltrovany pod snizenym tlakem a
byla stanovena koncentrace celkovych sacharida.

4.3.2 Vzorky pro enzymatickou hydrolyzu

Vzorky byly pfipraveny tak, ze bylo smichano 100 g kdvy s 500 ml hexanu, 500 ml destilované
vody a 500 ml 60% ethanolu. Nasledovalo tfepani pti 50°C po dobu 30 minut. To se opakovalo jesté
jedenkrat a dale byla kava susena v digestofi. Dale bylo odvazeno 25 g z kazdého druhu kavy. To bylo
zalito 170 ml pufru o hodnoté 4,5 a 7,4 a byly pfidany tfi enzymy do kazdého vzorku kavy. Byly
smichany 4 ml celulazy a 0,5 g hemicelulazy se vzorkem a pufrem o pH = 4,5 a 10 ml extracelularniho
enzymatického preparatu ptipraveného pomoci isolatu plisné schopné utilizovat kavovou sedlinu
(enzyM) (ptipravou tohoto enzymového preparatu se v ramci své bakalaiské prace zabyvala Markéta
Kovarova) s pufrem o pH = 7,4 a vzorkem.

4.4 PouZzité pristroje
Plynovy chromatograf:

Trace GC Ultra FID detector, Finnigan, Thermo
Kolona — DB-WAX 30 m by 0,25 mm pro stanoveni

Ostatni piistroje:

Nanfotometr Pearl, Implen
Centrifuga U-32R, Boeco Germany
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Analytické vahy BAS 31, Boeco Germany
Vodni lazen TW2, Julabo

Vodni lazen G7, Transmit

Biologicky inkubator IP100-U, Scientific
Termostat blokovy SBH-200D, Stuart
Ttepacka Helidolphunimax 1000, inkubator Helidolphunimax 1010, Labcom s.r.0.
Vortex TK3S, techno Kartell

pH metr Sensodirect 200, Lovibond
Predvazky EW 620, Kern

Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments
Bézné laboratorni sklo a vybaveni

4.5 Gravimetrické stanoveni biomasy v jednotlivych kultivacich

Byly odebrany vzorky (10 ml) do pfedem zvazenych zkumavek a nasledné centrifugovany pti 8000
ot/min po dobu 5 minut. Kapalnd ¢ast byla odebrana pro stanoveni cukri na spektrofotometru.
Biomasa byla promyta 5 ml destilované vody a spolu s ni rozsuspendovana. Vzorky byly znovu
centrifugovany pti 8000 ot/min po dobu 5 minut. Kapalna ¢ast byla odlita a biomasa byla susena pfi
70°C.

4.6 Kultivace bakterie Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari

4.6.1 Priprava inokula a uchovani kultury

Bakterie Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari byly uchovavany na Petriho miskach
obsahujici pevné médium Nutrient Broth.

Bylo ptipravovano 100 ml inokula Nutrient Broth do Erlenmayerovych ban¢k o objemu 250 ml.
Déle bylo inokulum tfikrat zaockovano bakteriologickou klickou nebo 2 ml z tekutého média.
Kultivace trvala 24 hodin a nasledovalo dalsi zaockovani produkéniho média timto médiem.

4.6.2 Zivna média
Jako kultiva¢ni medium byl pouzit Nutrient Broth a R2A:
Nutrient Broth:

Beef extract 10¢g
Pepton 10g
NaCl 50
Destilovana voda 1000 ml
R2A:

Yeast extract 0549
Proteose peptone 054
Casamino acids 05¢g
Glukoza 10g
Soluble starch 05¢g
Pyruvat sodny 0,39
KH,PO, 0,3g
MgSO,-7H,0 0,05¢
Destilovana voda 1000 ml
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Jako produk¢ni médium bylo pouzito nasledujici mineralni medium (MM)

(NH4)2SO4 lg
Na,HPO,-12H,0 6,89
KH,PO, 159
CaCl,-2H,0 01g
NH Fe(III) citrat 0,06 g
MgSO,-7H,0 0,2g
Roztok stopovych prvk* 1ml

*Roztok stopovych prvki 1 mi/1000 ml

ZnS0, 7TH,0 0,19/l
MnC|24H20 0,03 g/l
HsBO; 03¢/l
CoCl,-6H,0 0,2 g/l
CuSQ,4-5H,0 0,02 g/l
Na,MoO, 2H,0 0,03 g/l

4.7 Vzorky kavové sedliny
1. Kava v hexanu

2. Kava v destilované vodé
3. Kéava v 60% ethanolu

4.8 Stanoveni koncentrace po¢atecnich a kone¢nych redukujicich sacharidi
pomoci 3,5-dinitrosalicylové kyseliny

Do zkumavek byl pipetovan 0,1 ml vzorku kavy, 0,4 ml destilované vody (vzorek tak byl zfedén
Skrat) a 0,5 ml cinidla 3,5-dinitrosalicylové kyseliny. Poté byly vzorky zahfivany na vodni lazni pfi
70°C po dobu 10 minut. Dale byly vzorky ponechany ve tmé zchladnout. Nésledné byly vSechny
zkumavky doplnény destilovanou vodou na objem 10 ml a v8e bylo dikladné promichano. Vzorky
byly analyzovany pomoci spektrofotometru pii vinové délce 540 nm. Slepy vzorek byl soucasné
pfipravovan s ostatnimi vzorky, kde bylo pipetovano 0,5 ml ¢inidla. Po vyjmuti z vodni 1azné¢ (70°C
po dobu 10 minut) a nasledném vychladnuti bylo doplnéno na objem 10 ml, tedy 9,5 ml destilované
vody. Pomoci rovnice kalibracni kfivky sestrojené pro dané koncentrace glukdzy bylo vypocitano
mnozstvi celkovych sacharidl ve vzorku.
Kazdy vzorek byl analyzovan Ctyfikrat, byl vypocitan primér a smérodatna odchylka z namétenych
dat pomoci software Microsoft Office Excel.

4.8.1 Stanoveni kalibracni kiivky

Pro stanoveni kalibra¢ni kfivky byl pfipraven roztok glukézy o koncentraci 5g/l. Do pfipravenych
zkumavek bylo poté odpipetovano 3,0; 2,7; 2,4; 2,1; 1,8; 1,5; 1,2; 0,9; 0,6; 0,3; 0,1 ml tohoto roztoku.
Zkumavky byly doplnény na objem 3 ml destilovanou vodou. Déle bylo odpipetovano 0,5 ml téchto
ptipravenych roztokd a k nim pfidano 0,5 ml ¢inidla 3,5-dinitrosalicylové kyseliny. Zkumavky byly
umistény na 10 minut do vodni lazné pti 70°C. Poté byly ponechany ve tmé zchladnout a doplnény
destilovanou vodou na 10 ml. Byla zmétena absorbance spektrofotometricky pti 540 nm.

4.9 Stanoveni PHA pomoci plynové chromatografie

Princip metody zavisi na prevedeni PHA na tékavé methylester-B-hydroxykarboxylové kyseliny
pomoci esterifikace, ktera je kysele katalyzovana.
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4.9.1 Stanoveni kalibraé¢ni kirivky PHA

Roztok dostupného PHA (standard P3HB nebo P(3HB-co-3HV) o koncentraci 10 mg/ml byl
napipetovan do vialek v mnozstvich 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1,0 ml. Byl doplnén chloroform na vysledny
objem 1 ml a dale bylo pfidano 0,8 ml 15% kyseliny sirové v methanolu. Pfed vlozenim vialek do
termostatu pii 100°C na 3 hodiny byly uzavieny vickem. Po vychladnuti byl cely objem vialek
smichan s 0,5 ml roztoku NaOH. Po protiepani a oddéleni fazi byla odpipetovana spodni
chloroformova vrstva a nasledné pfevedena do pfedem pfipravenych vialek, které byly opét uzavieny
vickem. Poté az byly vialky zchladnuty, byl celkovy objem pieveden do vétSich vialek s 0,5 ml 0,05
mol/l NaOH. Po protfepani a odd€leni fazi bylo odpipetovano 0,05 ml spodni vrstvy, ktera byla
nasledné pievedena spolu s 0,950 ml chloroformu do vialek. Vialky byly uzavieny a analyzovany
pomoci GC.

4.9.2 Stanoveni PHA v biomase

Do vialek bylo pfiblizné navazeno 10 mg biomasy, ktera byla stanovena. K biomase byl pfidan 1 ml
chloroformu a 0,8 ml 15% roztoku kyseliny sirové v methanolu. Nez byly vialky umistény do
termostatu pii 100°C po dobu 3 h, byly peclivé uzavieny vickem. Poté az byly vialky zchladnuty, byl
celkovy objem preveden do vétSich vialek s 0,5 ml 0,05 mol/l NaOH. Po protiepani a odd¢leni fazi
bylo odpipetovano 0,05 ml spodni vrstvy, ktera byla nasledné pievedena spolu s 0,950 ml chloroformu
do vialek. Vialky byly uzavieny a analyzovany pomoci GC.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Kalibrace metod

5.1.1 Kalibrace stanoveni redukujicich sacharidi pomoci 3,5-dinitrosalicylové kyseliny
Data pro stanoveni kalibracni zavislosti glukozy byla ziskdna spektrofotometrickym méfenim
roztokll o riznych koncentracich pii 540 nm.

Tabulka 2: Zavislost absorbance pri A = 540 nm na koncentraci glukozy

0,17 0,062

0,5 0,137

1 0,317

1,5 0,524

2 0,712

2,5 0,932

3 1,122

35 1,296

4 1,521

4,5 1,621

5 1,797
2,0
1,8

y = 0,3656x
1,6 R? = 0,9969
1,4
1,2
< 1,0
08
0,6
0,4
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0,0
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c(g/)

Graf 1: Kalibracni zavislost glukozy pro stanoveni redukujicich sacharidii pii 540 nm.

Ze zavislosti absorbance na koncentraci byla stanovena kalibracni zavislost y = 0,3656 X, ktera byla
pouZita pro stanoveni koncentrace redukujicich sacharida. Regresni koeficient R? =0,9969.
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5.1.2 Stanoveni PHA plynovou chromatografii

5.1.2.1 Kalibracni kiivka 3SHB
Pro kvantitativni stanoveni PHB byla stanovena kalibra¢ni pfimka. Jedna se o zavislost poméru
plochy piku analytu a interniho standardu na koncentraci 3HB.

Tabulka 3: Zavislost koncentrace 3HB na pomeéru plochy piku analytu a interniho standardu

0 0
0,458 0,265
1,830 1,226
3,538 2,748
5,368 4,212
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Graf 2: Kalibracni zavislost poméru plochy piku analytu a interniho standardu na koncentraci 3HB

Byla stanovena kalibraéni zavislost y = 0,8183 X, regresni koeficient je R* = 0,9959.
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5.1.2.2 Kalibracni kitvka 3HV

Kalibra¢ni pfimka je zavislost poméru plochy piku analytu a interniho standardu na koncentraci

3HV.

Tabulka 4: Zavislost koncentrace 3HV na ploSe piku analytu a interniho standardu

0,062 0,034
0,250 0,170
0,482 0,393
0,732 0,653
0,982 0,896
1,248 1,202
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Graf 3: Kalibracni zavislost poméru plochy piku analytu a interniho standardu na koncentraci 3HV

Byla stanovena kalibraéni zavislost y = 0,9212 x, regresni koeficient je R* = 0,992.
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5.2 Srovnani produkce PHA u dvou druhii bakterii a riiznych druhii média
pripravenych z kavové sedliny

Tento experiment se zabyval stanovenim nejvhodnéj$iho produkcéniho kmene bakterii ve tiech
riznych médiich. Byly porovnavany dva kmeny bakterii: Burkholderia cepacia a Burkholderia
sacchari. Byla provedena kysela a enzymaticka hydrolyza.

5.2.1 Hydrolyza ziedénou mineralni kyselinou a nasledna enzymaticka hydrolyza

Pro kyselou hydrolyzu byla pouzita kyselina sirovd o koncentraci 1%, jejimz cilem bylo
hydrolytické Stépeni hemiceluloz a nasledné byla kavova sedlina vystavena puisobeni celulazy, ktera
meéla za cil katalyzovat hydrolyzu rezistentni celulézy. Tento pracovni postup se ndm osveédcil
v pfedchozi praci [[14]]. Pfed samotnou hydrolyzou byla kavova sedlina vystavena pisobeni
vody (odstranéni ve vode rozpustnych polyfenolt a dalSich podilit kavové sedliny). Lipidy kévove
sedliny a stejné tak i polyfenoly jsou velice zajimavé latky, které nachdzeji uplatnéni ve farmacii,
potravinaiském prumyslu anebo kosmetice. Jejich separace z kavové sedliny pred hydrolyzou mize
tedy mit pozitivni ekonomicky vliv. Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit vliv takovéto predupravy
kavové sedliny na vytéznost biotechnologického procesu. Byla stanovena koncentrace redukujicich
sacharidu, vytézek hydrolyzy, obsah biomasy a obsah PHA v biomase.

5.2.1.1 Stanoveni koncentrace pocdtecnich redukujicich sacharidii po procesu hydrolyzy

Tabulka 5:Vysledky koncentrace pocatecnich redukujicich sacharidii po procesu hydrolyzy a jeji vytéznost

koncentrace (g/l)

pocatecni redukujici sacharidy po vytéznost hydrolyzy
procesu hydrolyzy (9/9)
42,943 + 2,128 0,344
45,610 + 7,446 0,365
kavova sedlina + hexan 38,567 + 3,288 0,309

Poznamka: vytéznost hydrolyzy je udavana v mnozstvi redukujicich sacharidi (g) ziskanych z1 g
kavové sedliny.

kéavova sedlina + hexan
hydrolyzat kavové sedliny

podle pediipravy ® kévové sedlina + voda

B kavova sedlina + 60%
EtOH

34,036,038,040,042,044,046,048,0
c [o/l]

Graf 4: Obsah pocdtecnich redukujicich sacharidii po procesu hydrolyzy
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Z grafu je ziejmé, ze nejnizsi koncentraci poc¢atecnich redukujicich cukrit mélo médium pfipravené
hydrolyzou kavové sedliny, ktera byla vystavena pusobeni hexanu (38,567 g/1), dale to bylo
pripravené hydrolyzou kavové sedliny upravené vodou (42,943 g/1) a nejvyssi zastoupeni pocatecnich
redukujicich sacharidd se nachazi v médiu pfipraveném hydrolyzou kavové sedliny ptedupravené
60% ethanolem (45,610 g/l).

zbytkové redukujici sacharidy po
kultivaci - Busa

zbytkové redukujici sacharidy po o )
kultivaci - Buce kavova sedlina + hexan

B kavova sedlina + voda

B kavova sedlina + 60% EtOH

pocatecni redukujici sacharidy

0,0 20,0 40,0 60,0
¢ [o/]

Graf 5: Obsah redukujicich sacharidii v riiznych druzich média po kyselé hydrolyze

V grafu 5 jsou zvyraznény dva druhy bakterii se ttemi druhy média. Po zao¢kovani téchto médii
bakteriemi se koncentrace sacharidl snizila a to proto, ze kazda bakterie spotiebovala ur¢ité mnozstvi
sacharida.

Burkholderia cepacia spotiebovala nejvice sacharidi v médiu ptipraveném hydrolyzou kavové
sedliny extrahované 60 % ethanolem, kde koncentrace redukujicich cukrit po ukonceni kultivace
dosahla 2,930 g/l z celkové hodnoty  koncentrace 45,610 a/l. V médiu
kavova sedlina extrahovana vodou spotfebovala bakterie o trochu méné sacharidii nez v predchozim
ptipadé, kde jeji koncentrace celkovych sacharidt 42,943 g/l klesla na koncentraci 3,183 g/l. Nejmensi
spotieba byla v médiu pripraveném hydrolyzou kéavové sedliny extrahované hexanem, kde
koncentrace sacharidu klesla z 38,567 g/l na 3,768 g/l.

Burkholderia sacchari spotfebovala nejvice sacharidii v médiu ptipraveném hydrolyzou kavové
sedliny extrahované 60% ethanolem, kde koncentrace redukujicich cukri po ukonceni kultivace
dosahla 5,320 g/l z celkové hodnoty koncentrace 45,610 g/l. V médiu kavova sedlina extrahovana
vodou spotfebovala jen o velmi malé mnozstvi sacharidi nez v pripadé¢ predchozim, kde jeji
koncentrace celkovych sacharidi 42,943 g/l klesla na koncentraci 4,664 g/l. Nejmensi mnozstvi
sacharidt spotfebovala v médiu pfipraveném hydrolyzou kavové sedliny extrahované hexanem, kde
jeji koncentrace sacharidu klesla z 38,567 g/l na 6,318 g/l.
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5.2.1.2 VytéZky biomasy a PHA

Tabulka 6: Stanoveni obsahu PHA v biomase a obsah biomasy

Buce

Busa

Bi‘(’é"”‘;‘sa PHA (%) 32",*/0\)’ PHA (g/l) Vggg,?“és/g)“
s [T Jow] s | ow
e e | o
R o o
e T e S | o
AR o Y | o

Poznamka: vytéznostni koeficient (g/g) je dan podilem koncentrace PHA (g/l) ku rozdilu koncentraci
pocatecnich redukujicich sacharidii (pfed kultivaci bylo kavové médium fedéno na 30%) a zbytkovych

redukujicich sacharida po kultivaci

Busa

Buce

® kavova sedlina + 60%
EtOH

B kavova sedlina + voda

m kavova sedlina + hexan

0,0 1,0

3,0

4,0

Graf 6: Obsah biomasy u riiznych producentit PHA v riiznych druzich média

Burkholderia cepacia méla nejvyssi obsah biomasy v médiu kavova sedlina + 60% ethanol o
koncentraci 3,553 g/l. V médiu kavova sedlina + voda byl obsah biomasy 3,448 g/l a od média kavova
sedlina + 60% ethanol se zna¢né nelisil. Naopak nejniz§i obsah biomasy 2,545 g/l mélo médium
kavova sedlina + hexan. U tohoto média bylo dosazeno nejnizsi efektivity hydrolyzy a navic je mozné,

ze lipidy, které byly extrahovany pomoci hexanu, mohou pozitivné ovliviiovat rist biomasy.

Burkholderia sacchari méla nejvyssi obsah biomasy jak v médiu kavova sedlina + 60% ethanol
(2,885 g/1), tak v médiu kavova sedlina + hexan (2,870 g/l), kde jejich hodnoty byly témét stejné.
Nejnizsi obsah méla v médiu kavova sedlina + voda s koncentraci biomasy 1,980 g/1.

Z grafu 6 je ziejmé, Ze nejvetsi obsah biomasy mél kmen Burkholderia cepacia a to v médiu

kavova sedlina + 60% ethanol.
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Busa

m kavova sedlina + voda

m kavova sedlina + hexan

B kavova sedlina + 60%

Buce EtOH

0,0 0,5 1,0 15
c [o/1]

Graf 7: Koncentrace PHA

Burkholderia cepacia vyprodukovala nejvyssi obsah PHA vbiomase v médiu kavova
sedlina + 60% ethanol o koncentraci 1,154 g/l. O trochu mén¢ to bylo v médiu kavova sedlina + voda
0 koncentraci 0,904 g/l a v médiu kava + hexan vyprodukovala nejnizsi obsah PHA v biomase o
hodnotg 0,630 g/1.

Burkholderia sacchari byla nejlepsim producentem v médiu kavova sedlina + 60% ethanol, kde
obsah PHA byl 0,784 g/l. Obsah PHA v biomase v médiu kavova sedlina + hexan (0,701 g/l) se od
média kavova sedlina + 60% ethanol pfili§ neliila. Nejniz§i obsah PHA méla v médiu kavova
sedlina + voda o koncentraci 0,581 g/I.

Graf 7 tedy znazornuje, ze nejlep$im producentem PHA je kmen Burkholderia cepacia v médiu
kavova sedlina + 60% ethanol.

Busa

B kavova sedlina + voda
m kavova sedlina + hexan

B kavova sedlina + 60% EtOH
Buce

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0
%

Graf 8:Procentudlni zastoupeni PHA v biomase
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Obecné lze fici, Ze nejvyssich vytézki biomasy bylo dosazeno v kultivaénim médiu pfipraveném
hydrolyzou kavové sedliny, kterd byla vystavena extrakci 60 % ethanolem. Tato pfeduprava odstrani
vétSinu fenolickych latek, které maji vyrazn¢€ antimikrobialni charakter. Proto méla pravdépodobné
pozitivni vliv na vytézky biotechnologického procesu. Navic ethanolovy extrakt kavové sedliny mize
byt vyuzit napiiklad pfi vyrobé potravinovych dopliki, funkénich potravin anebo kosmetickych.
Naopak extrakce lipidii pomoci hexanu méla na vytézky kultivaci negativni vliv, je mozné Ze lipidické
latky jsou bakterie schopny vyuzit jako alternativni substrat, jejich odstranéni tedy spiSe redukovalo
sledované vytéznostni parametry.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

m3HB %
3HV %

kava + 60% EtOH kéva + hexan kava + voda

Graf 9: Slozeni PHA produkovanych bakterii Burkholderia cepacia ve tiech riiznych druzich média

kava + 60% EtOH kava + hexan kava + voda

100%
90%
80%
70%
60%

m3HB %

3HV %

50%
40%
30%
20%
10%

0%

Graf 10: Slozeni PHA produkovanych bakterii Burkholderia sacchari ve tiech riiznych druzich média

Nejvyssi obsah PHA v biomase byl u bakterie B. cepacia dosazen v kultivaénim médiu s kavovou
sedlinou extrahovanou 60% ethanolem o 32,472%. U bakterie B. sacchari to pak bylo pti kultivaci
v médiu piipraveném z kadvové sedliny extrahované vodou 29,325% méla nejvyssi zastoupeni PHA
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v médiu kavova sedlina + voda. Na druhé strané procentualni zastoupeni PHA v médiu kavova
sedlina + hexan je u obou kment stejné.

Je zajimavé, Ze ob¢ bakterie byly pii kultivaci na vSech médiich testovanych v tomto experimentu
schopné produkovat kopolymer 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu. Je pravdépodobné, ze jako
prekurzor 3-hydroxyvaleratu slouzila levulinova kyselina, ktera vznika degradaci hex6z za podminek
kyselé hydrolyzy [[14]]. Je nutné poznamenat, Zze kopolymer ma vyrazné lepSi mechanické i
technologické vlastnosti nez homopolymer PHB. Z toho diivodu je schopnost akumulace kopolymeru
bez ptidavku prekurzoru nutné vnimat vyrazné pozitivné.

Pro produkci P(H3B-co-3HV) byl vhodnym mediem kavova sedlina + hexan v kombinaci
s kmenem Burkholderia cepacia, protoze bylo dosahovano nejvyssiho obsahu 3HV (7,23%) v
kopolymeru.

5.2.2 Enzymaticka hydrolyza

V ramci dal§iho experimentu byl ovéfen alternativni pfistup k hydrolyze kavové sedliny — nebyla
provedena hydrolyza zfedénou mineralni kyselinou, ale byly pouzity komeréné¢ dostupné enzymy
celulaza a hemiceluldza. Navic byl pouzit enzymaticky koktejl, jehoz ptipravé se ve své praci
vénovala studentka Markéta Kovafova (enzyM). Byly pouzity opét tfi vzorky kavové sedliny -
extrahovana hexanem, 60% ethanolem a vodou. Hydrolyza byla provedena postupem, ktery je popsan
v kapitole 3.4.1. Enzymaticka hydrolyza.

5.2.2.1 Stanoveni pocdtecnich redukujicich sacharidii
Nejprve byly v jednotlivych hydrolyzatech stanoveny koncentrace redukujicich sacharida.

Tabulka 7: Vysledky pocatecnich redukujicich sacharidii enzymatické hydrolyzy

Pocate¢ni redukujici sacharidy
koncentrace (g/l)

hemicelulaza
2,667 +0,012 |4,089+0,012 2,124 + 0,010
1,796 +0,015 3,852 + 0,006 1,787 + 0,013
1,956 + 0,018 | 3,337 + 0,008 1,472 + 0,006

kivord sedlna + hoxan ‘

kavova sedlina + 60% ethanol

menzyM
B celulaza

hemicelulaza

kavova sedlina + voda

[=)
=
o
N

0 ,0 3,0 4,0 50

¢ [9/1]

Graf 11: Koncentrace pocdtecnich redukujicich sacharidii enzymatické hydrolyzy v riiznych druzich média
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Pii pohledu na graf 11 je ziejmé, Ze hemicelulaza vyprodukovala nejvice redukujicich sacharidt na
vsech tfech vzorcich kavové sedliny, dale to byl enzym celulaza a v posledni fadé enzyM.

V kombinaci hemicelulazy a média kavova sedlina + hexan bylo obsazeno nejvyssi koncentrace
celkovych sacharidi 4,089 g/l, s médiem kavova sedlina + 60 % ethanol 3,852 g/l a nejnizsi
koncentrace celkovych sacharid mélo médium kavova sedlina + voda 3,337 g/l.

Celulaza se kombinovala s médiem kavova sedlina + hexan, kde byl nejvyssi obsah celkovych
sacharidl 2,667 g/l, v médiu kavova sedlina + voda 1,956 g/l a nejnizsi koncentrace byla v médiu
kavova sedlina + 60 % ethanol s hodnotou 1,796 g/l.

EnzyM s médiem kavova sedlina + hexan, kde vyprodukoval nejvice sacharidt o koncentraci
sacharidt byl v médiu kavova sedlina + voda 1,472 g/l.

Protoze hemicelulaza vytvotila nejvice sacharidi, byla média vybrana pro produkci PHA.

5.2.2.2 Stanoveni PHA v biomase a obsah biomasy

Meédia pripravené hydrolyzou kavové sedliny pomoci hemicelulazy byly pouzity pro kultivaci obou
bakterialnich kultur - Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari.

Tabulka 8: Obsah biomasy Vv riiznych druzich média s hemiceluldzou a stanoveni PHB v biomase

L biomasa (g/l) PHB (%) | PHB(g/l)
Hemicelulaza
Buce Busa Buce
4,040 + 0,003 | 1,140 + 0,005 | 23,819 + 2,356 | 0,962 + 0,020
5,708 +0,006 | 2,125+ 0,001 | 26,066 + 2,781 | 1,488 + 0,085
3,728 + 0,004 | 0,430+ 0,006 | 26,554 + 0,361 | 0,990 + 0,074

Busa

m kavova sedlina + 60% ethanol
m kavova sedlina + hexan

m kavova sedlina + voda

Buce

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
¢ [o/]

Graf 12: Obsah biomasy Vv riznych druzich média s hemiceluldzou
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V médiu kavova sedlina + 60 % ethanol byl obsah biomasy u kmene Burkholderia cepacia
(5,708 g/1) asi trikrat vyssi nez u kmene Burkholderia sacchari (2,125 g/l).

V médiu kavova sedlina + hexan byl obsah biomasy u kmene Burkholderia cepacia (4,040 g/l)
téméf Ctytikrat vyssi nez u kmene Burkholderia sacchari (1,140g/1).

V médiu kavova sedlina + voda byl obsah biomasy u kmene Burkholderia cepacia (3,728 g/l) skoro
sedmkrat vyssi nez u kmene Burkholderia sacchari (0,430 g/l).

Celkoveé lze fici, ze ob¢ bakterie byly schopny utilizovat média pfipravené enzymatickou
hydrolyzou kavové sedliny, nicméné B. cepacia vykazovala vyrazné vyss$i vytézky biomasy a na
rozdil od B. sacchari byla na testovanych médiich schopna produkovat PHA, pficemz vytézky
dosazené v ramci tohoto experimentu jsou srovnatelné s t€mi, kterych bylo dosazeno pfi kultivaci na
hydrolyzatu kavové sedliny piipraveného pomoci kombinace chemické a enzymatické hydrolyzy
(kapitola 5.2.1 Hydrolyza zfedénou mineralni kyselinou a nasledna enzymaticka hydrolyza). Na druhé
strané pii vyuziti hydrolyzatd pfipravenych pouze pomoci enzymatické hydrolyzy neprodukovala
bakterialni kultura kopolymer P(HB-co-HV). To je pravdépodobné zpisobeno tim, Ze v prabchu
enzymatické hydrolyzy nevznika kyselina levulinova ani zadny jiny potencialni prekurzor 3HV.

Je zajimavé, Zze 1 pres vyrazn€ niz$i ucinnost hydrolyzy (max. 4 g/l redukujicich sacharidit)
dosahovala pfedevsim kultura B. cepacia relativné vysokych vytézkd biomasy i PHA. V piipadé
média pfipraveného pomoci extrakce 60 % ethanolem a hydrolyzou pomoci hemicelulazy byl vytézek
biomasy (5,708 g/l) dokonce vy$si nez pocatecni koncentrace sacharida (3,852 g/1). To naznacuje, ze
redukujici sacharidy nejsou jedinym substratem, ktery se v prubéhu hydrolyzy uvoliiuje z kavové
sedliny. Dulezitou roli mohou hrat také proteiny a pripadné lipidy.

Buce m kavova sedlina + voda
H kavova sedlina + 60% ethanol

mkavova sedlina + hexan

0,0 0,5 1,0 15 2,0
c o/

Graf 13:Koncentrace PHB
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m kavova sedlina + voda

Buce
H kavova sedlina + 60%
ethanol

m kavova sedlina + hexan

22,0 23,0 24,0 25,0 26,0 27,0
%

Graf 14: Obsah PHB v biomase
5.3 Hydrolyza kavové sedliny pomoci vyssi davky enzymii piipadné jejich
kombinace a nasledna kultivace

5.3.1 Stanoveni redukujicich sacharidi v hydrolyzatech

V dal$im experimentu jsme se pokusili zlepSit proces hydrolyzy kdvové sedliny tim, Ze jsme pouzili
kombinaci hemiceluldzy a celulazy, v dal§im vzorku jsme navysili koncentraci hemicelulazy na
dvojnasobek a také jsme pouzili enzymaticky preparat produkovany isolatem plisné na kavové sedliné
o vyssi celuldzové a mandzové aktivité (viz. Bakalarskd prace Markéty Kovarové). Hydrolyzovana
byla opét kavova sedlina, ktera byla pfed hydrolyzou extrahovana 60 % ethanolem.

Tabulka 9: Zastoupeni redukujicich sacharidii

vytézek sacharidi vytéZnostni
(/) koeficient (g/g)
7,175 + 0,241 0,024
6,277 £ 0,212 0,126
enzym M 2,637 £ 0,007 0,053

Poznamka: vytéznost koeficient je udavan v mnozstvi redukujicich sacharidii (g) ziskanych z1 g
kavové sedliny.
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Graf 15: Koncentrace redukujicich sacharidii

Pouziti kombinace enzymut anebo navysSeni davky hydrolytického enzymu navysilo koncentraci
redukujicich sacharidt, coz dokazuje vyssi efektivitu hydrolytického procesu, nez bylo v piedchozim
experimentu. Nicméngé ani piesto se pfi pouziti pouze enzymatické hydrolyzy nedosahlo koncentrace
sacharidd, kterou umoznila kombinace chemické hydrolyzy (zfedénou mineralni kyselinou) a
enzymatické hydrolyzy.

5.3.1.1 Obsah biomasy a stanoveni PHA v biomase

Meédia pfipravend pomoci vy$si davky enzymu anebo kombinaci enzymu byla vyuzita ke kultivaci
bakterie B. cepacia.

Tabulka 10: Obsah biomasy s riiznymi druhy enzymii a stanoveni PHB v biomase

enzyM

biomasa (g/l) PHB (%) PHB (g/l)

1,797+ 0,004 |16,72 + 1,66 0,301 £ 0,072
2,368+ 0,003 |16,82+3,40 |0,403+0,121
1,743 £ 0,001 |3,686+0,354 |0,064 = 0,005

koncentrace biomasy (g/l)

0,0 0,5 1,0 15 2,0
clg/l]

enzyM  mcelulaza + hemicelulaza ~ ®hemicelulaza

Graf 16: Koncentrace biomasy s pouzZitim tii riiznych enzymai

2,5
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Nejvyssi vytézek biomasy 2,368 g/l se nachazel v médiu pfipraveném pomoci vyssi davky enzymu
(hemiceluldza). Podobné vytézky biomasy mély média piipravené kombinaci enzymi
(hemicelulaza + celulaza) o koncentraci 1,797 g/l a enzymatickym preparatem (enzyM) o hodnoté
1,743 g/l.

koncentrace PHB (g/l)

0,0 0,1 0,1 0,2 0,2 0,3 0,3 0,4 0,4 0,5
¢ [o/]

enzyM  mhemicelulaza ®celulaza + hemicelulaza

Graf 17: Vytezek PHB na hydrolyzdtu kavové sedliny pripraveném pomoci vys$s$i davky piipadné kombinace
enzymii

procentualni zastoupeni PHB

00 20 40 60 80 100 120 140 160 18,0
%

enzyM  ®hemicelulaza ™ celuldza + hemicelulaza

Graf 18: Obsah PHB v biomase dosaZeny pii kultivaci na hydrolyzatu kavové sedliny pripraveném pomoci vys$si
davky pripadnée kombinace enzymii
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Nejvyssi produkce polymeru PHB, ktery vyprodukoval kmen Burkholderia cepacia pii kultivaci na
hydrolyzatu pfipraveném pomoci vy$si davky enzymu hemicelulaza — 0,403 g/l PHB s procentualnim
zastoupenim v biomase 16,82%. Pfi pouziti kombinace enzymi hemicelulaza a celulaza se produkce
polymeru liSila jen velmi malo. Koncentrace PHB byla 0,301 g/l s obsah PHB v biomase 16,72%.
Nejnizsich vytézkia pak bylo dosazeno pii pouziti enzymu enzyM, kde byla koncentrace PHB 0,064 g/l
s obsahem v biomase 3,686 %.
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6 ZAVER

>

Bakalarskd prace byla zaméfend na studium produkce biopolymeru PHA bakteriemi
Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari s vyuzitim riznych typt substratii na bazi
kavové sedliny.

V teoretické casti byly shrnuty zakladni informace o polyhydroxyalkanoatech (PHA),
jednotlivych typech PHA, o mikroorganismech produkujici tento polymer a vyuziti PHA.
Také zde byly uvedeny informace o kavé, o technikach jejiho zpracovani, vyuziti kdvy a
jejich dulezitych slozkach celuldza a hemiceluléza.

Kavova sedlina byla pfed hydrolyzou extrahovand hexanem, 60% ethanolem a vodou-
tyto predupravy méli za cil odstranit potencialné predevsim polyfenoly a lipidy. Zaroven
tyto extrakty nachazeji fadu potencialnich aplikaci v potravinaiském primyslu, kosmetice
nebo i farmacii. Hydrolyza byla provedena dvéma riznymi zplsoby: prvni jiz pfedem
overeny zpusob se skladal z hydrolyzy hemiceluldz pomoci ziedéné mineralni kyseliny a
nasledné enzymatické hydrolyzy celulozy. Alternativni pfistup spocival ve vynechani
chemického kroku a ké&vova sedlina byla hydrolyzovana pouze enzymaticky. U
pripravenych hydrolyzati byl spektrofotometricky méfen obsah redukujicich sacharidi a
byla posouzena vytéznost hydrolyzy.

Pokud byl jako substrat pro biotechnologickou produkci PHA vyuzit hydrolyzat kavové
sedliny pfipraveny kombinaci chemické a enzymatické metody, lepSich vytézki bylo
dosazeno u bakterie B. cepacia. Jako nejlepsi preduprava kavové sedliny pied hydrolyzou
se pak osvédéila extrakce 60 % ethanolem. VytéZzek biomasy B. cepacia v tomto médiu
byl velmi vysoky 3,553 g/l. Obsah PHA vyprodukovany touto bakterii ¢inil 1,154 g/1
S procentualnim zastoupenim 32,472%. Bakterie byla schopna produkovat kopolymer
3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu (6,09 %), bylo to zpusobeno nejspi§ tim, ze jako
prekurzor 3-hydroxyvaleratu slouzila levulinova kyselina, ktera vznikla degradaci hexo6z
za podminek kyselé hydrolyzy.

Druha cast prace se zabyvala Cisté enzymatickou hydrolyzou kavové sedliny, kde byl
oveéfen postup hydrolyzy kavové sedliny s pouzitim komercné dostupnych enzymu
celulaza, hemicelulaza a enzymatického preparatu produkovaného isolatem plisné na
kavové sedlin€é o vysSi celulazové a manazové aktivité. Byly stanoveny koncentrace
redukujicich sacharidii v jednotlivych hydrolyzatech, kde nejvice sacharidii vytvoftila
hemicelulaza, ktera byla vybrana pro produkci PHB. Burkholderia cepacia byla
vhodnéj§im producentem tohoto polymeru s vytézkem biomasy 5,708 g/l v médiu
ptipraveného z kavové sedliny extrahované 60% ethanolem. Koncentrace PHB v biomase
byla 1,488 g/l s procentualnim zastoupenim 26,066% v tomto médiu.

Treti a také posledni Cast se zabyva zlepSenim procesu hydrolyzy kavové sedliny s
pouzitim kombinaci hemicelulazy a celulazy, navySeni koncentrace hemicelulazy na
dvojnasobek a také pouziti enzymatického preparatu (enzyM). Hydrolyzovana byla opét
kavova sedlina, ktera byla pfed hydrolyzou extrahovana 60 % ethanolem. Nejvyssi
vytézek biomasy byl dosazen v médiich pfipravenych pomoci vyssi davky enzymu
(1,797 g/1) a enzymu enzyM (1,743 g/1), ale vy$si obsah PHB v biomase byl pozorovan u
média pfipraveného pomoci hemicelulazy (0,403 g/l). Procentudlni zastoupeni PHB m¢l
Vv tomto médiu 16,82%.
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