| ‘ VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

‘ / BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNi CHEMIE

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

BIOTECHNOLOGICKA PRODUKCE
POLYHYDROXYALKANOATU S VYUZITIM
ODPADU KAVOVEHO PRUMYSLU

BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTION OF POLYHYDROXYALKANOATES USING WASTES
OF COFFEE PRODUCTION

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE MONIKA VASICKOVA

AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. STANISLAV OBRUCA, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2015



Vysoké uceni technické v Brné
Fakulta chemicka
Purkyriova 464/118, 61200 Brno 12

Zadani bakalarské prace

Cislo bakalarské prace: FCH-BAK0950/2014 Akademicky rok: 2014/2015
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie

Student(ka): Monika Vasi¢kova

Studijni program: Chemie a chemické technologie (B2801)

Studijni obor: Chemie pro medicinské aplikace (2808R031)

Vedouci prace Ing. Stanislav Obruca, Ph.D.

Konzultanti:

Nazev bakalarské prace:

Biotechnologicka produkce polyhydroxyalkanoatl s vyuzitim odpadt kdvového primyslu

Zadani bakalarské prace:

1. Literarni re$erSe - vyuziti odpadnich produktli potravinarského primyslu pro biotechnologickou
vyrobu PHA
2. Experimentalni ¢ast - vyuZiti hydrolyzatl kavové sedliny k biotechnologické produkci PHA

Termin odevzdani bakalarské prace: 22.5.2015

Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplait na sekretariat Gstavu a
v elektronické formé vedoucimu bakalarské prace. Toto zadani je pfilohou bakalarské prace.

Monika VaSi¢kova Ing. Stanislav Obruc¢a, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel Gstavu
V Brné, dne 30.1.2015 prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

Dékan fakulty



ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva produkei polyhydroxyalkanoati (PHA) kmeny bakterii Burkholderia
cepacia a Burkholderia sacchari. Produkce PHA byla studovana svyuzitim riznymi zpusoby
predupravené a hydrolyzované kavové sedliny. V ramci prace byla porovnana standardni metoda
hydrolyzy kavové sedliny zfedénou mineralni kyselinou a naslednou enzymatickou hydrolyzou
provedenou pouze pomoci enzymu. Vzniklé hydrolyzaty byly analyzovany se zaméfenim na obsahu
redukujicich sacharidi a vytéznost hydrolyzy. Z vysledku vyplyva, Ze nejleps$i predpoklady pro
produkci PHA mély vzorky vyprodukované bakterii Burkholderia cepacia a to v kultivacnim médiu
pfipraveném 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 dalSiho experimentu byl ovéfen alternativni
pristup hydrolyzy kavové sedliny, kde byly pouzity komeréné dostupné enzymy celulaza,
hemicelulaza a extracelulari enzymaticky koktejl vyprodukovany plisni schopnou utilizovat kavovou
sedlinu. Hemicelulaza se ukazala byt nejefektivnéj§im hydrolytickym enzymem a proto nejvyssi obsah
biomasy 5,708 g/l se také nachazel v médiu pripraveného hemicelulazou 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 zpusobeno tim, ze v prub&hu
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/1. 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, kysela hydrolyza, enzymaticka hydrolyza, Polyhydroxybutyrat, PHB,
kavova sedlina, Burkholderia cepacia, Burkholderia sacchari
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Polyhydroxyalkanoates, PHA, acid hydrolysis, enzymatic hydrolysis, Polyhydroxybutyrate, PHB,
spent coffee ground, Burkholderia cepacia, Burkholderia sacchari
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2 UVOD

Polymery nebo-li plasty jsou materialy, které jsou velmi hojné vyuzivany clovékem a to v celé tadé
odvétvi po dobu nékolika desitek let. Nylon, polyethylen a polyurethan jako syntetické polymery maji
velkou zasluhu na zlepSeni naSich Zivotu, ale také mohou i za nékolik zavaznych probléma. Jednim
z problému je to, ze syntetické polymery jsou vyrabény z neobnovitelnych zdroju. Dalsi problém je
v tom, ze¢ polymery se velmi nesnadno rozkladaji a tim siln¢ znecist'uji zivotni prostfedi. Hromadéni
téchto polymeri v Zivotnim prostfedi ma za nasledek vazny celosvétovy ekologicky problém.
V rozvinutych zemich se recykluje pouze 16 az 20% ztuhého plastového odpadu (polyethylen a
polypropylen) a vétSina z nich putuje na skladky. Témér 40% veskerych plasta se vyrabi jako obaly.
Ty maji vyborné fyzikalni vlastnosti, ale opét nastava problém s likvidaci tohoto materialu jako
odpadu [1].

V dnesni dobé je tu nékolik feseni situace, ktera se tyka likvidace odpadu typu organickych plasta.
Plasty mohou byt ukladany na skladkach, mohou byt tepelné rozkladany nebo spalovany. Tato feseni
nejsou vSak Setrna k zivotnimu prostfedi uz z toho divodu, Ze doba rozkladu polypropylenu a
polyethylenu je prili§ dlouha. Recyklace plasti je dalSim 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 plasta. Plastovy material je nadale promyvan vodou, vysusen a rozmélnén. Poté se tato
drt’ pouziva k vyrobé novych vyrobku. 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. Vét§ina z nich ma chemické slozeni, a proto odolava enzymatickému utoku. To se
ale netyka polymert biologického puvodu. Jednim dulezitym biologicky vyrobenym typem jsou
polyhydroxyalkanoaty (PHA) [2].

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

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



3 TEORETICKA CAST

3.1 Mikroorganismy a polymery

prostfedi. Podileji se na degradaci a transformaci vétSiny organickych latek, véetné syntetickych
polymernich materialu. Proces, kterym se rozklada material, se nazyva biodegradace. Tento proces by
mohl vyfesit mnoh¢ problémy Zivotniho prostedi, jako je napfiklad nahromadéni pevného odpadu
z puvodniho syntetického polymeru. Hlavnimi produkty téchto procest jsou mikroorganismy samy -
jsou bilkoviny a nukleové kyseliny, které jsou zodpovédné za hlavni ¢ast metabolickych procest v
bunice. Nicmén¢, také polymery, jako jsou polyestery, polyamidy nebo polysacharidy, které jsou
ukladany uvnitf mikroorganismu, hraji dilezitou tlohu, jak v samotnych buikach, tak i v pfirodnim
prostfedi. Kromé toho, diky svym mechanickym vlastnostem, které¢ jsou casto podobné t€m
vlastnostem syntetickym polymeram s vysSi biologickou rozlozitelnosti, by tyto bakterialni
biopolymery mohly puisobit jako ekologicky Setma alternativa k polymeriim syntetické¢ho puvodu [3].

3.2 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polyestery pfirodniho puvodu syntetizované mnoha bakteriemi.
V téchto buikach jsou shromazdéné ve formé intracelulamich zm - granuli. MuZeme také fict, Ze se
jedna o materialy podobn¢ plastu. Bakterie si ve formé PHA skladuji zasoby energie a uhliku. Svymi
mechanickymi vlastnostmi jsou PHA podobné syntetickym polymerim, jako je mnapiiklad
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 pfirozenému rozkladu.
Biokompatibilita neboli biologicka snasenlivost. Rozumi se tim vlastnost materialu byt pfi 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, muze byt PHA rozkladana za pouziti
mikrobialnich depolymeraz, stejné jako ne-enzymatickou a enzymatickou hydrolyzou v Zivocisné
tkani. Je zde mnoho faktort, které ovliviiuji biologickou rozlozitelnost PHA, jako je sterecoregularita —
pravidelné stfidani konfiguraci, molekulova hmotnost, monomemi sloZeni a krystalinita polymeru
[5,6].

Obrazek 1: Bakterie, kterd produkuje PHA [6]



Obrazek 2: Nékteré bakterie si uméji z odpadnich latek, které jim slouzi jako potrava, vytvorit zasobni polymer
PHA. Ten si ukladaji na horsi casy a v dobé hladovéni jej pak mohou vyuZit jako vnitini potravu (7]

3.2.1 Historie PHA

Prvnim objevenym polyhydroxyalkanoatem byl polyhydroxybutyrat (P3HB). V roce 1927 byl
nalezen Lemoignem, ktery ho izoloval z bakterie Bacillus megaterium. Béhem pristich 30-ti let byl
zajem P3HB velmi maly. AZ vroce 1958 prisli Macrac a Wilkinson s myslenkou, Ze bakterie si
zasobuje P3HB jen v tom pripad¢, pokud médium obsahuje nedostatek dusiku a nadbytek uhliku.
Doposud bylo rozpoznano asi 100 polyhydroxyalkanoata [5].

3.2.2 Chemicka struktura PHA

Fyzikalni a materialové vlastnosti PHA jsou zna¢n€ ovlivnény jejich slozenim monomeru a
chemickou strukturou, tj. délce bocnich skupin, které vycnivaji z hlavniho fetézce polymeru, chemické
povaze této skupiny a vzdalenost mezi esterovymi vazbami v polymerovém fetézei. Typ monomeru
zaClenény v rostoucim fetézci polymeru je zavisly na pouZitém mikroorganismu, kultivacnich
podminkach a pouzitém zdroji uhliku [6].

Obecn¢ plati, ze polyhydroxyalkanoaty miazeme 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
sttedné 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 monomemich jednotek o
délce 6 - 18 atomu uhliku [8].

H H
O~+.- C-
( (
7
. 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 fec¢eno, PHA se hromadi v buiikach ve formé intracelulamich granuli - zrn. Bylo jasné

prokazano spektroskopii nuklearni magnetické rezonance (NMR), Ze polyester v buiikach se vyskytuje
v metastabilnim amorfnim stavu. Hustota PHB granuli je asi 1,18 - 1,24 g.cm”. Izolované granule se
skladaji z polyestert, proteinu a fosfolipida. Slozeni PHB granuli byla stanovena pro granule bakterie
Bacillus megaterium, které se skladaji z 97,7% polyesteru, 1,87% bilkovin a 0,46% tukii nebo
fosfolipidu [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
predstavujici rozhrani mezi vrstvou PHA a cytoplazmou. Granule spojené s proteiny, nazyvang také
jako phasiny, jsou usazeny ve fosfolipidové dvouvrstvé. Obecné plati, Ze phasiny jsou proteiny
s nizkou molekulovou hmotnosti. Pfedpoklada se, Zze 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].

depolymerdza / syntaza

regulaéni protein

fosfolipidova
dvojvrstva
\

-~

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 potfeba 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 nahodné rozptyleny v cytoplazmé, jak by se dalo predpokladat,
ale naopak jsou umistény v tésné blizkosti membrany [3].

11



(a) (@) ® Hydroxyacyl-CoA a

O
, , D
rozpustna polyesterova . 30 ;
: : amfipaticka polyesterova . a XE
syntaza 2 Pos polvesterova Castice
. syntaza

4

Obrazek 5: Modely pro polyesterové granule samouspordadani. a) In vitro postup shromazdéni b) in vivo
shromdzdeéni a jeji dvé mozné cesty 1 a 2 [3]

3.24 Druhy PHA

Syntéza PHA je zcela realizovana intracelularn€ v rameci jedné konkrétni metabolické drahy. Je
znamo vice nez 150 variant monomeru, a proto maji velmi Siroké materialové vlastnosti.
Béznymi PHA monomery jsou 3-hydroxybutyrat (3HB), 3-hydroxyvalerat (3HV),
3-hydroxyhexanoat (3HHx), 3-hydroxyoktanoat (3HO), 3-hydroxydekanoat (3HD) a
3-hydroxydodekanoat (3HDD), stejné jako 4-hydroxybutyrat (4HB). Tyto druhy monomerii mohou
byt vyuzity k vytvoreni riznych typt polymeru, jako jsou homopolymery, nesystematické kopolymery
nebo blokové kopolymery, coz vede k rozmanitosti vlastnosti materiali [9].

3.2.4.1 PHB

Nejbéznéjsim polyhydroxyalkanoatem je homopolymer poly 3-hydroxybutyrat (P3HB), ktery patii
do homologické rady alifatickych polyesteri a je Castecné krystalicky, biologicky odbouratelny
polymer, ktery je uloZen a biosyntetizovan riznymi kmeny bakterii, jako jsou Rolstonia eutropha H16.
Vznika biologickou kondenzaci hydroxybutyryl-CoA. Ma termoplastické vlastnosti a je pouzivan v
plastikarském pramyslu. P3HB miZe byt také vyuzit jako alternativni polymer pro vyrobu nosicu
1&¢iv. Polymer je netoxicky a zda se, Ze je organismy tolerovan i v relativné vysokych koncentracich.

wrer

to zejména za anaerobnich podminek [10].

i ch, g
4+-CH—CH;—C—0

e

N

Obrazek 6: Struktura opakujici se jednotky P3H [10]
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3.2.4.2 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 polyhydroxyalkanoati se lisi
vybomymi fyzikalnimi vlastnostmi, jako je odolnost proti narazu, tuhost, pruznost a dalsi, které se
ucastni vyrobnich procesu [11, 12].

3.2.5 Vyroba PHA
Biosyntetické polymery mohou byt vyrobeny mikrobialni nebo rostlinou cestou. Tahle prace se

zamétuje na mikrobialni produkei biopolymert. Produkce bioplastii mikroorganismy je velmi narocna
a to z divodu obtizné¢ho technického uskutecnéni a proveden. Znac¢na rada PHA jsou vyrabény s
ruznymi 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 primyslovou produkci PHA z hydrolyzati hemicelulozy a
celuldzy, protoze je schopna zuzitkovat rizné hexézy a pentozy, a také dokaze snaset antimikrobialni
latku [14].
Bakterie muze byt potencialné patogenni a to hlavné viici osobam s poruchou imunitniho systému a
nebezpecna je predevsim pro pacienty trpici cystickou fibrozou [14].

-
"'\
1
"' ’.0.
=2 A

Obrazek 7: Burkholderia cepacia na cukrové titiné [15]

bl

3.2.6.2 Burkholderia sacchari

Burkholderia sacchari je gram-negativni bakterie izolovatelna z pidy cukrové titiny v Brazilii.
Bylo zjisténo, Ze dokaze se sacharozou, jako jedinym zdrojem uhliku, shromazd'ovat az 68% PHB.
Jedna 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
pfidani gama-butyrolaktonu (GBL) do média [16, 17].
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3.2.7 Vyuziti PHA

Polyhydroxyalkanoaty, jako jsou poly(3-hydroxybutyrat) (PHB), poly(4-hydroxybutyrat) (P4HB),
kopolymery 3-hydroxybutyratu a 4-hydroxybutyratu (P3HB4HB), kopolymer 3-hydroxybutyratu a
3-hydroxyvaleratu (PHBYV), stejn¢ tak jako kopolymer 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyhexanoatu
(PHBHHXx), se vyrabi ve velké mife. Krom¢ vyuziti jako biomedicinské implantaty, vSechny vyse
uvedené PHA jsou predevsim vyvinuty jako biologicky odbouratelné obalové materialu, které jsou
Setrné k zivotnimu prostfedi. PHA s velmi vysokou molekulovou hmotnosti mohou byt pouzity k
vyrob¢ ultra silnych vlaken pro rybarské vlasce a rybarske sité [9].

V posledni dobé se PHA zacaly vyuzivat nejvic v I€karstvi, napfiklad jako kardiovaskularni
produkty (perikardialni a atrialni opravy, zaplaty, leSeni pro regeneraci tkanovych tepen, cévni Stépy,
kardiovaskularni stenty - dlouha duta hadicka a srde¢ni chlopng€) [13]. Ve form¢ kapaliny nebo ve
form¢ velmi malych mikrocastecek, které jsou rozptyleny, jsou vhodné pro opravu, doplnéni a
zvétSeni mekkych tkani jak u lidi, tak i u zvifat. Dal§i publikace popisuje materialy vhodné pro
pripravu soucastek, které nam napomahaji k podavani 1éCiv. Byly charakterizovany metody pro
vyrobu téchto prostiedka. Tyhle komponenty obsahovaly propustné i nepropustné materialy, které
mohly byt pouzity kfizeni rychlosti uvoliiovani 1é¢iv a ke kontrole adhezniho tlaku. Také je
vyuzivame pro vyrobu materiali, které¢ se uplatiuji v medicinské oblasti. Jako jsou napriklad
materialy na zaSivani otevienych ran - stehy, oc¢ni implantaty, kozni a kostni nahrazky nebo také
obvazy na zjizvenou ¢i poranénou tkan [18].

3.3 Kava

Kava je jednim ze svétové nejoblibenéjsich napoju a v prub&hu poslednich 150 let neustale roste jeji
obchodni vyznam. V dnesni dob¢ je kava po ropé druhou nejvice obchodovanou komoditou na svete.
Péstuje se v asi 80 zemich po celém svéteé. V roce 2010 rocni celosvétova produkce kavovych zm
presahla 8 000 000 t [19, 14].

Slovo KAVA pochazi zarabského slova Quahweh, kdy v prabshu 13. stoleti Arabové piinesli
kavové seminka z Etiopie do Jemenu (Arabsky poloostrov), a zalozili prvni plantaz. Provincie Kaffa v
Etiopii je povazovana za puvodni stanovist¢ kavy Arabica. Pii vyrob¢é kavového napoje nebo instantni
kavy vznikd na jednu tunu kavy piiblizné¢ 650 kg kavové sedliny. Navzdory skutecnosti, Ze tyto
odpady z kavy jsou povaZzovany jako vychozi substrat pro vyrobu riznych sloucenin, jako jsou
polyfenoly, bioetanol, bionafta nebo manooligosacharidy-vétSina tohoto zbytku zdstava nevyuzita, je
vypousténa do Zivotniho prostfedi nebo spalena, coz nelze povaZovat ani za Setrné k Zivotnimu
prostredi, ale ani za ekonomicky rentabilni. V soucasné dob¢ je Brazilie diky rozsahlému a Sirokému
Sifeni péstovani kavy nejvéts§im producentem a vyvozcem kavy na svéte [19, 14].
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Obrazek 8: Rostlina kavy [19]
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3.3.1 Kavovnik

Kavovnik je vytrvala a stalezelena rostlina, ktera patii do celedi Rubiaceae (Motenovité), podceledi
Cinchonoideae a kmene Coffeae, ktery obsahuje vice nez 80 druhu prevladajici prevazné v Africe a na
Madagaskaru [19].

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

shxpl;a

N
.

duzina
2

/
/
¥

% N
kavové zrno

pergamenova éﬁmka / o= z
slizova vrstva stiibrna blanka

Obrazek 9: Jednotlivé vrstvy kdavového zrna [20]

3.3.2 Techniky na zpracovani kavy

V kavovém priumyslu je zpracovani hlavni ¢innosti, které pfeménuje surovou kavu do tekuté formy.
Zpracovani kavy ma dv¢ zakladni metody, které se 1isi sloZitosti a kvalitou nezpracované kavy od té
tekuté formy. Sucha metoda a metoda mokra [19].

3.3.2.1 Mokra metoda

Kava zpracovana mokrou metodou se nazyva umyta nebo pergamenovitd kava. Pfi mokrém
zpusobu, ovocna duzina pokryta semeny je odstranéna rozméliiovacem pred tim, nez jsou ususeny.
Metoda vyzaduje spolehlivé rozméliiovaci zafizeni a dostatecny privod Cisté vody. Pro zisk vysoce
kvalitni kavy je koneénym cilem zajistit iiplné¢ odstranéni slizovité vrstvy z obalu pergamenu [19].

3.3.2.2 Suchad metoda

V této metodg, jsou Cerstvé sklizené plody rovnomérné rozprostieny na Cisté prostranstvi k suseni.
Dale se promichavaji asi hodinu. Zrnka kavy jsou povazovany za vysusen¢, kdyz jejim zatfesenim
vydavaji chrastivy zvuk. Sucha 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

Kava je druhym nejvice obchodovanym zbozim na svété a vytvari velké mnozstvi vedlejSich
produkti béhem jejiho zpracovani. Prumyslové zpracovani kavovych zrn se provadi oddélenim
kavového prasku tak, Ze je odstranén plast’ a slizovita cast. Kavové slupky / kura / duZzina tvofi témér
45% zrna. Jsou také hlavnimi vedlejSimi produkty z kavového primyslu. PouZzivaji se pro rizné ucely,
jako je napriklad zisk kofeinu a polyfenolu, protoze jsou bohaté na ziviny. Hlavni chemické slozeni
vedlejsich produktu shrnuje Tabulka 1 [19].

Tabulka 1: Chemické sloZeni vedlejsich produktii kavy [19]

Slozeni (%) duzina slupka stfibrna kavova sedlina
blanka
Celuléza 63.0+25 43,0 = 8.0 17.8 6.0 86+ 18
Hemiceluléza 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+2.6 0,5+5.0 22+19 neuréeno
Celkova vlaknina 60.5+29 24+59 624+25 neurceno
Celkové polyfenoly 15+ 15 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 1,612 0,02+0,1 0,01 £ 0,005
Lignin 17,5+2.2 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 24+£1,0 2,5+0,6 3,0+ 0,5 23+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 pifi zpracovani a predstavuje asi 29% suché hmotnosti z celé
bobule. Duzina je bohata na sacharidy, bilkoviny a mineraly (obzvlast draslik) a také obsahuje
vyznamné mnozstvi tfislovin, polyfenolii a kofeinu [19].

3.3.3.2 Kavovd 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% celulézy, 29,7%
hemicelulézy, 23,7% ligninu [19].

3.3.3.3 Kavovy stiibrny povilak

Je to povlak z kavovych zm, ktery je ziskan jako vedlejsi produkt pii procesu prazeni. Hlavnimi
slozkami této vlaknité¢ tkan¢ jsou celuléza a hemiceluloza. Glukoza, xyloza, galaktdéza, manoza,
arabindza a jsou monosacharidy pfitomné v kavovém stfibrném povlaku spolu s proteiny [19].
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3.3.3.4 Kavova sedlina

Temer 50% celosvétové produkce kavy je vyuzito pro pripravu rozpustné kavy. 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
galaktozu spolu s vyznamnym podilem bilkovin. Chemické slozeni se u kazd¢ rostliny odliSuje
dokonce i v ramci rizné Casti téze rostliny a také zalezi, na kterém misté se rostlina nachazi, na jejim
veku, podnebi a pudnich podminkach [19].

3.3.4 Jejich likvidace a nedostatky

V zemich produkujicich kavu, odpady z kavy a kavové vedlejsi produkty predstavuji zdroj silného
zneciSténi a znamenaji vazny ekologicky problém. Je nebezpecna likvidace kavovych duzin, lusku a
tekutého odpadu, protoze vedou ke znecisténi vody a pudy. Kavova duzina je hlavnim vedlejsim
produktem s vysokym obsahem vlhkosti zapficinujici problémy likvidace kvuli hnilobé. To zpusobuje
vazné zneCisténi Zivotniho prostiedi, pokud neni zlikvidovana s nalezitym predzpracovanim. 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 zakladé toho, Ze existuji metody pro nakladani s odpady kavy, mizeme fict, ze je sniZeno
zneciStovani Zivotniho prostfedi. Odpady muzeme néjakym zpusobem vyuZzivat, zpracovavat a
recyklovat. Tradi¢né, duziny z kavy a slupky nasli pouze omezené vyuziti, jako jsou hnojiva,
krmivo pro hospodarska zvirata, kompost, atd. Vzhledem k tomu, Ze tyto odpadni produkty obsahuji
znaén¢ mnozstvi zkvasitelnych cukri, znamena to, ze jsou vhodnymi substraty pro péstovani 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. Pieména z 350 tisic tun
kavové duziny by pfinesla pfiblizné 87 tisic tun organického hnojiva [19].

3.3.5.2 Vidknina

Agro odpady jsou velkymi zdroji vlakniny, jako je celuldza, hemiceluloza, ligninu, pektinu, pryze a
dalsi polysacharidu. Rozpustné a nerozpustné frakce vlakniny (SDF a IDF) jsou znam¢ tim, Ze
uznavaji Sirokou Skalu zdravotnich vyhod, vcetné sniZeni rizika onemocnéni zazivaciho ustroji,
kardiovaskularnich onemocnéni a obezity [19].

3.3.5.3 Pohonné litky

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

3.3.5.4 Vyroba dievotiiskovych desek

Nedavny zajem o materialy Setrné k Zivotnimu prostiedi vedl k vyuziti zeméd€lskych vedlejsich
produkti jako surovina pro vyrobu dievotfiskovych desek. Kavova slupka je zbytkem pii zpracovani
kavy obsahujici velké mnozstvi celulozy a hemicelulozy. O té€chto dvou polysacharidech muzeme fict,
Ze jsou téméf srovnatelné se dievem [19].
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3.3.6 Celuloza a hemiceluléza, jako dulezité slozky kavy

3.3.6.1 Celuloza

Je to linearni polymer, ktery se sklada az z nckolika tisic jednotek D-glukozy. Ty jsou mezi sebou
vazany P(1.4)-glykosidovymi vazbami. Zakladni strukturalni opakujici se jednotka se nazyva
celobioza. Vyskytuje se hlavné v pfirodé jako stavebni slozka rostlin. Celuléza ma amorfni a
krystalick¢ oblasti. Krystalinita je méfitelna vlastnost, ktera udava relativni podil hmotnosti
krystalickych oblasti v polymeru. Pfedevs§im ovliviiuje jeho enzymatické zpracovani. Pokud ma
celuléza neusporadanou formu, probiha u ni hydrolyza znac¢né€ rychleji, nez kdyZz se nachazi ve formé
krystalicke [21].

H  OH CH,~OH

Obrazek 10: Vzorec glukozy [21]

3.3.6.2 Hemiceluloza

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

3.4 Hydrolyza

Jedna se o chemickou reakei, pfi které dochazi ke st€peni molekul za pfitomnosti molekuly vody a
vhodného katalyzatoru. Katalyza maze byt kysela nebo také zasadita. Kazdy krok zahmuje spotfebu
jedné molekuly vody. Jeden fragment puvodni 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 vysokomolekulami bilkoviny, které¢ v biochemické reakci plisobi 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 glykosidazy, které¢ se zucastiuji
polysacharidové hydrolyzy, zvySuji reakéni rychlost a méni tak dobu reakce z milioni let na
milisekundy [22].

Na rozdil od jinych katalyzatori jsou enzymy vysoce specifické. To znamena, ze katalyzuji pouze
jednu reakei jedné slouceniny. Sloucenina se nazyva substrat pro urity enzym. Enzym se sklada
z bilkovinné ¢asti - apoenzym a nebilkovinné ¢éasti - 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 tfid. Hydrolasy - katalyza hydrolytické
reakce, isomerasy - katalyza isomerace, ligasy - katalyza vzajemné spojovani dvou molekul za
pritomnosti adenosin-trofosfatu (ATP), lyasy - katalyzuji ods$t€peni malych molekul ze substratu,
oxidoreduktasy - katalyza redoxnich reakci a transferasy - katalyzuji pfenaseni skupin zjednoho
substratu na jiny [22].

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

XY+H-OH<~ H-X+Y-O0OH

Hydrolasy jsou c¢lenény do jednotlivych podtfid podle charakteru hydrolyzované vazby
(glykosidové, etherove, esterove, peptidove atd.) [23].

Enzymy jsou ziskavany prostfednictvim techniky frakcionace a izolace bilkovin pfirodnim
zpusobem. Pro zisk enzyma se pouzivaly rostlinné a ZivociSné tkané jako vychozi material.
V soucasnosti prevladaji mikrobialni zdroje a to hlavné kvili velkému vybéru riznych enzymii. Diky
rychlému mnoZeni a ristu mikroorganismii je produkce rychlejsi a vyssi [21].

3.4.1.2 Enzymatickad hydrolyza celulézy

Enzym, ktery je potfebny pro §tépeni vazeb v celulozovém fetézci se nazyva celulaza. Mize se
ziskavat z enzymatického systému bakterii (napt. C. thermocellum) nebo celulolytickych hub (napft. T.
reesei). Do katabolismu celulozy se u hub a bakterii zapojuje celulazovy komplex. Celuldoza tvori
v dnesni dob¢ nejvetsi cast odpadu lidské civilizace [21].
Jedna se vlastn¢ o enzym, ktery obsahuje tfi enzymy pracujici soucasné. Je tvoren endoglukanazou,
B-D-glukosidazou a exoglukanazou [21].

Endoglukanaza (endo-1,4-f-glukanaza) ovliviiuje rozpustnost i nerozpustnost 1,4-B-D-glukanovych
substratu. 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 uvoliiuje z 1,4-B-D-glukanu D-glukézu a
pomalu hydrolyzuje D-celobidzu. 1,4-B-D-glukancelobiohydrolaza uvoliuje z 1,4-B- D-glukana D-
celobidzu. Tyto enzymy jsou vyznamné uvoliiovanim cukri z neredukujicich nebo redukujicich koncui
celuldézového fetézee [21].

B-D-glukozidaza (B-D-glukosidglukohydrolaza) je schopna uvoliovat D-glukozové jednotky
z celobidzy a nerozpustnych celodextrinu [21].

3.4.1.3 Enzymaticka hydrolyza hemicelulozy

Hemicelulazy jsou enzymy, které jsou potieba pro $tépeni hemicelulozy. Nékteré houby, bakterie i
rostliny jsou schopné produkovat tyto enzymy. V dnesni dobé se vétSina hemicelulaz produkuje
prostrednictvim geneticky modifikovanych kmenti Aspergillus a Trichoderma [21].

3.4.2 Hydrolyza polysacharidu kavové sedliny

Kavova sedlina tvofi dva polysacharidy - celulézu a hemicelulozu. Nejvyznamnéjsi hemicelulozou
kavové sedliny je galaktomanan. V sedliné je zastoupeno malé mnozstvi xylani, arabinani a
galaktani. Hydrolyza kavové sedliny probiha zfedénymi kyselinami nebo enzymy celulazou,
manazami (hlavn¢ galaktomanaza), xylanazami a endoglukanazami. V hlavnim fetézci mananu a jeho
derivatu (galaktomanany a glukomanany) dochazi k rozstépeni -1,4-manopyranosylovych vazeb. Za
tuhle katalyzu jsou zodpovédné endomananazy. Celuloza je St€pena tiemi enzymy endoglukanazou,
exoglukanazou a 3-D-glukozidazou [21].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie, material a pristroje

4.1.1 Pouzité chemikalie

Glukoza monohydrat, CsH;,Og, lach-ner

Pyruvat sodny, Lachema

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

Siran hofe¢naty heptahydrat, MgSO,-7H,O lach-ner

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

Hydogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, Na,HPO,4:12H,0, lach-ner
Chlorid vapenaty dihydrat, CaCl,-2H,0, Lachema

Citronan amonno-Zelezity, Fluka

Hydroxid sodny, NaOH, lach-ner

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

Methanol, CH;0H, VWR Prolabo Chemicals

Chloroform, CHCl;, VWR Prolabo Chemicals

Hexan, CH;(CH,),CHs;, lach-ner

Ethanol, CH;CH,OH, lach-ner

Kyselina citronova, C¢HgO-, lach-ner

Citronan sodny, CsHsO;Na;, Lachema

Chlorid sodny, NaCl, Lachema

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

Kvasnicovy extrakt, HIMEDIA

Prote6zovy pepton, HIMEDIA

Hov¢zi 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), ktera byla zakoupena
z Ceské sbirky mikroorganismi, Bmo a Burkholderia sacchari DSM 17165 (Busa), ktera byla
porizena ze Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH.

4.1.3 Chemikalie pro kultivaci mikroorganismu
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

4.1.5.1 Celulaza z Aspergillus niger, Sigma-Aldrich

Celulaza z Aspergillus niger katalyzuje hydrolyzu endo-1,4-B-D-glykosidické vazby v celuldze,
licheninu - mechovy sSkrob, 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].

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

, CH,OH
celilaza o OH
[ T CH,OH OH
o 0
s OH
CH,O0H A
Q ¢ OH
CHyOH OH
o0
OH
OH
CH,CH o
0 Y OH
CH,OH OH
o O = - &
) 5 Celuloza
OH
OH

Obrazek 10: Celulaza z Aspergillus a Trichoderma [26]

4.1.5.3 Hemicelulaza 7 Aspergillus niger, Sigma-Aldrich
Hemicelulaza je smés glykolytickych enzymu obsahujicich aktivitu xylanazy, mannanazy a dalsi.
Pro ¢innost enzymu je optimalni teplota 40°C a pH 4.5 [27].

0
xylanaza - 0
o O
OH
o O

o OH
o ©O

H
OH
\o OH
d K OH

Hemicelulo6za xylanu

Obrazek 11: Specifita xylanazy [28]
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4.2 Priiprava roztoku

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 pfipravé 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 odvazeno 19,3 g kyseliny citronové a 29,57 g citronanu sodného. Navazky byly prevedeny do
odmémeé bariky 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 draseln¢ho, 1,44 g hydrogen fosfore¢nanu
sodného a 0,24 g dihydrogen fosforeénanu 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 sodné¢ho 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 druhii 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 pridano 1,3 ml celulazy.
Vzorky byly inkubovany po dobu 24 h pii teplot¢ 50°C a nasledn¢ zfiltrovany pod sniZzenym tlakem a
byla stanovena koncentrace celkovych sacharidi.

4.3.2 Vzorky pro enzymatickou hydrolyzu

Vzorky byly pfipraveny tak, Ze bylo smichano 100 g kavy s 500 ml hexanu, 500 ml destilované
vody a 500 ml 60% ethanolu. Nasledovalo tfepani pri 50°C po dobu 30 minut. To se opakovalo jeste
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 pfipraveného pomoci isolatu plisn¢ schopné utilizovat kavovou sedlinu
(enzyM) (pfipravou tohoto enzymového preparatu se v ramci své bakalarské prace zabyvala Markéta
Kovarova) s pufrem o pH = 7,4 a vzorkem.

4.4 Pouzité pristroje

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

Ostatni pristroje:

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
Trepacka Helidolphunimax 1000, inkubator Helidolphunimax 1010, Labcom s.r.o.
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. Kapalna ¢ast byla odebrana pro stanoveni cukri na spektrofotometru.
Biomasa byla promyta 5 ml destilované vody a spolu s ni rozsuspendovana. Vzorky byly znovu
centrifugovany pfi 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 pfipravovano 100 ml inokula Nutrient Broth do Erlenmayerovych banék o objemu 250 ml.
Dale bylo inokulum tfikrat zaockovano bakteriologickou klickou nebo 2 ml z tekuté¢ho média.
Kultivace trvala 24 hodin a nasledovalo dal$i zao¢kovani 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 S5¢g
Destilovana voda 1000 ml
R2A:

Yeast extract 05¢g
Proteose peptone 05¢g
Casamino acids 05¢g
Glukoza 10g
Soluble starch 05¢g
Pyruvat sodny 03¢g
KH,PO, 03¢g
MgSO,-7TH,O 0,05¢g
Destilovana voda 1000 ml
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Jako produkéni médium bylo pouzito nasledujici mineralni medium (MM)

(NHy),SO4 lg
Na,HPO, 12H,O 6,8 ¢g
KH,PO, 15¢
CaCl,2H,0 0,1g
NH,Fe(IIl) citrat 0,06 g
MgSO04-7TH,O 02¢g
Roztok stopovych prvku* 1 ml

*Roztok stopovych prvki 1 ml/1000 ml

ZnSO,-TH,0 0,1 g/l
MnCl,-4H,0 0,03 g/l
H;BO, 0,3 g/l

CoCl,-6H,0 0,2 g/l

CuSO,-5H,0 0,02 g/l
NiCl,-6H,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. Kava v 60% ethanolu

4.8 Stanoveni koncentrace pocatecnich a kone¢nych redukujicich sacharidu
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 ¢inidla 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. Nasledné¢ byly vsechny
zkumavky doplnény destilovanou vodou na objem 10 ml a vS§e bylo dikladn¢ promichano. Vzorky
byly analyzovany pomoci spektrofotometru pfi vlnové délce 540 nm. Slepy vzorek byl soucasné
pfipravovan s ostatnimi vzorky, kde bylo pipetovano 0,5 ml ¢inidla. Po vyjmuti z vodni 1azn¢ (70°C
po dobu 10 minut) a nasledném vychladnuti bylo doplnéno na objem 10 ml, tedy 9,5 ml destilované
vody. Pomoci rovnice kalibrac¢ni kfivky sestrojené pro dané koncentrace glukozy bylo vypocitano
mnozstvi celkovych sacharidu ve vzorku.
Kazdy vzorek byl analyzovan ctyfikrat, byl vypocitan primér a smérodatna odchylka z namérenych
dat pomoci software Microsoft Office Excel.

4.8.1 Stanoveni kalibra¢ni krivky

Pro stanoveni kalibraéni kfivky byl pfipraven roztok glukdzy 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. Dale bylo odpipetovano 0,5 ml téchto
pfipravenych roztokd a k nim pfidano 0,5 ml ¢inidla 3,5-dinitrosalicylové kyseliny. Zkumavky byly
umistény na 10 minut do vodni lazné pii 70°C. Poté¢ byly ponechany ve tm¢ zchladnout a doplnény
destilovanou vodou na 10 ml. Byla zméfena absorbance spektrofotometricky pii 540 nm.

4.9 Stanoveni PHA pomoci plynové chromatografie

Princip metody zavisi na prfevedeni PHA na t¢kavé methylester-f-hydroxykarboxylové kyseliny
pomoci esterifikace, ktera je kysele katalyzovana.
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4.9.1 Stanoveni kalibraéni krivky 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 pridano 0,8 ml 15% kyseliny sirové v methanolu. Pfed vloZzenim vialek do
termostatu pii 100°C na 3 hodiny byly uzavieny vickem. Po vychladnuti byl cely objem vialek
smichan s0,5 ml roztoku NaOH. Po protiepani a oddé¢leni 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 pfeveden 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 prevedena 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 pfiblizn¢ 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 oddéleni fazi
bylo odpipetovano 0,05 ml spodni vrstvy, ktera byla nasledné prevedena 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 sacharidu pomoci 3,5-dinitrosalicylové kyseliny
Data pro stanoveni kalibracni zavislosti glukézy byla ziskana spektrofotometrickym métfenim
roztoki o riznych koncentracich pii 540 nm.

Tabulka 2: Zavislost absorbance pri A = 540 nm na koncentraci glukozy
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Graf 1: Kalibracni zavislost glukozy pro stanoveni redukujicich sacharidii pri 540 nm.

Ze zavislosti absorbance na koncentraci byla stanovena kalibracni zavislost y = 0,3656 x, ktera byla
pouZita pro stanoveni koncentrace redukujicich sacharidi. 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 poméru plochy piku analytu a interniho standardu

standardu

lochy piku analytu a interniho
\S) w EN 9] (@) 3 (o] O

pomér p
—_

(=)

0 0
0,458 0,265
1,830 1,226
3,538 2,748
5,368 4212
7,198 5,837
9,152 7,754
3HB
| y = 0,8183x
R = 0,9959

¢ [mg/ml]

10

Graf 2: Kalibracni zavislost poméru plochy piku analytu a interniho standardu na koncentraci 3HB

Byla stanovena kalibragni zavislost y = 0,8183 x, regresni koeficient je R* = 0,9959.
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5.1.2.2 Kalibracni kiivka 3HV

Kalibraéni 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
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Graf'3: Kalibracni zavislost poméru plochy piku analytu a interniho standardu na koncentraci 3HV

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

Tento experiment se zabyval stanovenim nejvhodnéjsiho produkcéniho kmene bakterii ve tfech
ruznych 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 sirova o koncentraci 1%, jejimz cilem bylo
hydrolytické stépeni hemiceluloz a nasledné byla kavova sedlina vystavena pusobeni celulazy, ktera
me¢la za cil katalyzovat hydrolyzu rezistentni celulézy. Tento pracovni postup se nam osvédcil
v predchozi praci [[14]]. Pfed samotnou hydrolyzou byla kavova sedlina vystavena pusobeni
3 extrakénich Cinidel: hexanu (odstranéni lipid), 60 % roztoku ethanolu (odstranéni polyfenold) a
vody (odstranéni ve vod€ rozpustnych polyfenolt a dalSich podilu kavové sedliny). Lipidy kavové
sedliny a stejné tak 1 polyfenoly jsou velice zajimavé latky, které nachazeji uplatnéni ve farmacii,
potravinarském prumyslu anebo kosmetice. Jejich separace z kavové sedliny pfed hydrolyzou muze
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 pocdatecnich redukujicich sacharidii po procesu hydrolyzy

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

koncentrace (g/1)

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

Poznamka: vyt¢znost hydrolyzy je udavana v mnozstvi redukujicich sacharida (g) ziskanych z 1 g
kavové sedliny.

kavova sedlina + hexan
hydrolyzat kavové sedliny

podle piedupravy m kavov4 sedlina + voda

m kavova sedlina + 60%
EtOH

34,036,038,040,042,044,046,048,0
c[gl]

Graf 4: Obsah pocatecnich redukujicich sacharidii po procesu hydrolyzy
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Z grafu je ziejmé, Ze nejnizsi koncentraci pocatecnich redukujicich cukri mélo médium piipravené
hydrolyzou kavové sedliny, ktera byla vystavena pusobeni hexanu (38,567 g/l), dale to bylo
pripravené hydrolyzou kavové sedliny upravené vodou (42,943 g/l) a nejvyssi zastoupeni pocatecnich
redukujicich sacharidi se nachazi v médiu pripraveném hydrolyzou kavové sedliny predupravené
60% ethanolem (45,610 g/1).

7bytkov¢é redukujici sacharidy po
kultivaci - Busa

7bytkov¢é redukujici sacharidy po

kultivaci - Buce kavova sedlina + hexan

m kavova sedlina + voda
B kavova sedlina + 60% EtOH

pocatecni redukujici sacharidy

0,0 20,0 40,0 60,0
c[gl]

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

V grafu 5 jsou zvyraznény dva druhy bakterii se tfemi druhy média. Po zaoCkovani téchto médii
bakteriemi se koncentrace sacharidu snizila a to proto, ze kazda bakterie spotfebovala uréité mnozstvi
sacharid.

Burkholderia cepacia spotiebovala nejvice sacharidu v médiu pfipraveném hydrolyzou kavové
sedliny extrahovan¢ 60 % cthanolem, kde koncentrace redukujicich cukri po ukonceni kultivace
dosahla 2,930 g/l z celkové hodnoty koncentrace 45,610 g/l. V médiu
kavova sedlina extrahovana vodou spotfebovala bakterie o trochu mén¢ sacharidi nez v predchozim
pripad¢, kde jeji koncentrace celkovych sacharidi 42,943 g/l klesla na koncentraci 3,183 g/l. Nejmensi
spotifeba byla v médiu pfipraveném hydrolyzou kavové sedliny extrahované hexanem, kde
koncentrace sacharidu klesla z 38,567 g/l na 3,768 g/1.

Burkholderia sacchari spotifebovala nejvice sacharida v médiu pfipraveném hydrolyzou kavové
sedliny extrahované 60% ethanolem, kde koncentrace redukujicich cukri po ukoncéeni kultivace
dosahla 5,320 g/1 z celkové hodnoty koncentrace 45,610 g/l. V médiu kavova sedlina extrahovana
vodou spotiebovala jen o velmi malé mnozstvi sacharidi nez v pfipadé¢ predchozim, kde jeji
koncentrace celkovych sacharidi 42,943 g/l klesla na koncentraci 4,664 g/l. Nejmensi mnozstvi
sacharidu spotfebovala v médiu pripraveném hydrolyzou kavové sedliny extrahované hexanem, kde
jeji koncentrace sacharidu klesla z 38,567 g/l na 6,318 g/1.
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5.2.1.2 VyteéZky biomasy a PHA

Tabulka 6: Stanoveni obsahu PHA v biomase a obsah biomasy

o s [ s o [
36?(5)(3); 321%? 6,09 légfsi 0,107
e [ O | oo
364,‘331i 262’,%317:;: 6,95 O(’)?(())g; 0,093
s 2 o[ 51 | om
Busa 262,;gc())1i zﬁ’ﬁii 6,12 O(’)?(())ioi 0,133

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

redukujicich sacharidi po kultivaci

Busa

Buce

m kavova sedlina + 60%

EtOH

m kavova sedlina + voda

mkavova sedlina + hexan

0,0 1,0 2,0 3,0
c[g/]

4,0

Graf 6: Obsah biomasy u riiznych producentii 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% ecthanol se znacné neliSil. Naopak nejnizsi 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 riist biomasy.

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

Z grafu 6 je zfejmé, 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

mkavova sedlina + hexan

m kavova sedlina + 60%

Buce EtOH

0,0 0,5 1,0 1,5
c[gl]

Graf 7: Koncentrace PHA

Burkholderia cepacia vyprodukovala nejvy$§i obsah PHA vbiomase vmédiu kavova
sedlina + 60% ethanol o koncentraci 1,154 g/1. O trochu mén¢ to bylo v médiu kavova sedlina + voda
o koncentraci 0,904 g/1 a v médiu kava + hexan vyprodukovala nejnizs§i obsah PHA v biomase o
hodnot¢ 0,630 g/1.

Burkholderia sacchari byla nejlep§im 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/1) se od
média kavova sedlina + 60% ecthanol piili§ neliSila. Nejnizsi obsah PHA méla v médiu kavova
sedlina + voda o koncentraci 0,581 g/l1.

Graf 7 tedy znazoriiuje, ze nejlepSim producentem PHA je kmen Burkholderia cepacia v médiu
kavova sedlina + 60% ethanol.

Busa

m kivova sedlina + voda

u kavova sedlina + hexan

® kivova 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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Obecn¢ lze fici, ze nejvysSich vytézka biomasy bylo dosazeno v kultivaénim médiu pfipraveném
hydrolyzou kavové sedliny, ktera byla vystavena extrakci 60 % ethanolem. Tato prediprava odstrani
vétsSinu fenolickych latek, které maji vyrazn€ antimikrobialni charakter. Proto méla pravdépodobné
pozitivni vliv na vytézky biotechnologického procesu. Navic ethanolovy extrakt kavové sedliny muze
byt vyuzit napiiklad pfi vyrobé potravinovych dopliiki, funkénich potravin anebo kosmetickych.
Naopak extrakce lipidii pomoci hexanu méla na vytézky kultivaci negativni vliv, je mozné Ze lipidicke
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%

kava + 60% EtOH

kava + hexan

kava + voda

m3HB %
3HV %

Graf 9: SloZeni PHA produkovanych bakterii Burkholderia cepacia ve trech riiznych druzich média

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

0%

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

kava + 60% EtOH

kava + hexan

kava + voda

m3HB %
3HV %

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 pii kultivaci
v médiu pripraveném z kavové 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 kmenu stejné.

Je zajimavé, Ze ob¢ bakterie byly pfi 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, ze kopolymer ma vyrazné¢ lep§i mechanické i
technologické vlastnosti nez homopolymer PHB. Z toho duvodu je schopnost akumulace kopolymeru
bez pridavku prekurzoru nutné vnimat vyrazné pozitivng.

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 dalsiho experimentu byl ovéfen alternativni pristup k hydrolyze kavové sedliny — nebyla
provedena hydrolyza zfedénou mineralni kyselinou, ale byly pouzity komeréné dostupné enzymy
celulaza a hemicelulaza. Navic byl pouzit enzymaticky koktejl, jehoz pfipravé se ve své praci
vénovala studentka Markéta Kovarova (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 pocatecnich redukujicich sacharidi
Nejprve byly v jednotlivych hydrolyzatech stanoveny koncentrace redukujicich sacharidi.

Tabulka 7: Vysledky pocatecnich redukujicich sacharidii enzymatické hydrolyzy

Pocatecni 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

kavova sedlina + hexan

kévova sedlina + 60% ethanol EenzyM
u celuldza

hemicelulaza

kavova sedlina + voda

1|

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
c[gl]

Graf 11: Koncentrace pocdtecnich redukujicich sacharidii enzymatické hydrolyzy v riiznych druzich média
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P1i pohledu na graf 11 je zfejmé, ze hemicelulaza vyprodukovala nejvice redukujicich sacharidi 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 sacharidit 4,089 g/l, s médiem kavova sedlina + 60 % ecthanol 3,852 g/l a nejnizsi
koncentrace celkovych sacharidii mélo médium kavova sedlina + voda 3,337 g/1.

Celulaza se kombinovala s médiem kavova sedlina + hexan, kde byl nejvyssi obsah celkovych
sacharidu 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/1.

EnzyM s médiem kavova sedlina + hexan, kde vyprodukoval nejvice sacharidi o koncentraci
2,124 g/1, v médiu kavova sedlina + 60 % ethanol vyprodukoval 1,787 g/l a nejnizsi obsah celkovych
sacharidu byl v médiu kavova sedlina + voda 1,472 g/l.

Protoze hemicelulaza vytvofrila nejvice sacharidu, byla média vybrana pro produkci PHA.

5.2.2.2 Stanoveni PHA v biomase a obsah biomasy

Mc¢dia pripravené hydrolyzou kavové sedliny pomoci hemicelulazy byly pouZity pro kultivaci obou
bakterialnich kultur - Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari.

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

_ biomasa (g/1) 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
mkavova sedlina + hexan

m kavova sedlina + voda

Buce

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
c[g/]

Graf 12: Obsah biomasy v riiznych 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/1).

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

V médiu kavova sedlina + voda byl obsah biomasy u kmene Burkholderia cepacia (3,728 g/1) skoro
sedmkrat vys$i nez u kmene Burkholderia sacchari (0,430 g/1).

Celkové lze ftici, Ze ob¢ bakterie byly schopny utilizovat média pripravené enzymatickou
hydrolyzou kavové sedliny, nicméné B. cepacia vykazovala vyrazné vysSi 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 témi, kterych bylo dosaZeno pii kultivaci na
hydrolyzatu kavové sedliny pfipraveného pomoci kombinace chemické a enzymatické hydrolyzy
(kapitola 5.2.1 Hydrolyza zfedénou mineralni kyselinou a nasledna enzymaticka hydrolyza). Na druhé
stran¢ pfi vyuziti hydrolyzati pfipravenych pouze pomoci enzymatické hydrolyzy neprodukovala
bakterialni kultura kopolymer P(HB-co-HV). To je pravdépodobné zpusobeno tim, ze v prubéhu
enzymatické hydrolyzy nevznika kyselina levulinova ani zadny jiny potencialni prekurzor 3HV.

Je zajimavé, Ze i pres vyrazné¢ niz§i uéinnost hydrolyzy (max. 4 g/l redukujicich sacharidi)
dosahovala pfedevsim kultura B. cepacia relativné vysokych vytézka biomasy i PHA. V pfipad¢
média pripraveného pomoci extrakce 60 % ethanolem a hydrolyzou pomoci hemicelulazy byl vytézek
biomasy (5,708 g/1) dokonce vyssi nez pocatecni koncentrace sacharidii (3,852 g/l). To naznacuje, Ze
redukujici sacharidy nejsou jedinym substratem, ktery se v pribéhu hydrolyzy uvoliiuje z kavoveé
sedliny. DuleZitou roli mohou hrat také proteiny a pripadné lipidy.

mkavova sedlina + voda

m kavova sedlina + 60% cthanol

Buce

mkavova sedlina + hexan

T T T T 1

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
c[g/]

Graf 13:Koncentrace PHB
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mkavova sedlina + voda

Buce
mkavova sedlina + 60%
ethanol

mkavova 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 enzymu pripadné jejich
kombinace a nasledna kultivace

5.3.1 Stanoveni redukujicich sacharidu v hydrolyzatech

V dal$im experimentu jsme se pokusili zlepsit proces hydrolyzy kavové sedliny tim, Ze jsme pouzili
kombinaci hemicelulazy a celulazy, v dal§Sim vzorku jsme navySili koncentraci hemicelulazy na
dvojnasobek a také jsme pouzili enzymaticky preparat produkovany isolatem plisn¢ na kavoveé sedling
o vyssi celulazové a manazové aktivité (viz. Bakalafska prace Markéty Kovarové). Hydrolyzovana
byla opét kavova sedlina, ktera byla pred 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: vytéZznost koeficient je udavan v mnozstvi redukujicich sacharida (g) ziskanych z 1 g
kavové sedliny.
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Graf 15: Koncentrace redukujicich sacharidii

Pouziti kombinace enzymu anebo navySeni davky hydrolytického enzymu navysilo koncentraci
redukujicich sacharidi, coz dokazuje vyssi efektivitu hydrolytického procesu, nez bylo v predchozim
experimentu. Nicméné ani presto se pii pouziti pouze enzymatické hydrolyzy nedosahlo koncentrace
sacharidu, kterou umoznila kombinace chemické hydrolyzy (zfedénou mineralni kyselinou) a
enzymatické hydrolyzy.

5.3.1.1 Obsah biomasy a stanoveni PHA v biomase

Meédia pfipravena pomoci vyssi davky enzymu anebo kombinaci enzymil byla vyuzita ke kultivaci

bakterie B. cepacia.

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

enzyM

biomasa (g/1) PHB (%) PHB (g/1)

1,797+0,004 16,72+ 1,66 |0.301 0,072
2,368 0,003 |1682+340 |0.403+0,121
1,743+ 0,001 3,686+ 0,354 |0.064 = 0,005

koncentrace biomasy (g/1)

0.0 0,5 1,0 L5 2,0
clefl

enzyM  Mceluldza + hemiceluldza ~ ® hemiceluldza

Graf 16: Koncentrace biomasy s pouZitim t7i riiznych enzymii

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

koncentrace PHB (g/1)

00 01 01 02 02 03 03 04 04 05
c[gl]

enzyM M®hemiceluldza ®celuldza + hemiceluldza

Graf 17: VytéZek PHB na hydrolyzatu kavové sedliny pripraveném pomoci vyssi davky pripadné kombinace
enzymii

procentudlni zastoupeni PHB

00 20 40 60 80 100 12,0 14,0 16,0 18,0
%

enzyM ®hemiceluldza ®celuldza + hemiceluldza

Graf 18: Obsah PHB v biomase dosazeny pFi kultivaci na hydrolyzatu kavové sedliny pripraveném pomoci vyssi
davky pripadné kombinace enzymii
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Nejvyssi produkee polymeru PHB, ktery vyprodukoval kmen Burkholderia cepacia pii kultivaci na
hydrolyzatu pfipraveném pomoci vyssi davky enzymu hemicelulaza — 0,403 g/l PHB s procentualnim
zastoupenim v biomase 16,82%. Pii pouziti kombinace enzymu 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 vytézka pak bylo dosazeno pfi pouziti enzymu enzyM, kde byla koncentrace PHB 0,064 g/1
s obsahem v biomase 3,686 %.
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6 ZAVER

>

Bakalarska prace byla zaméfena na studium produkce biopolymeru PHA bakteriemi
Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari s vyuZzitim riznych typt substratii na bazi
kavové sedliny.

V teoretické cCasti 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 kavy a
jejich dulezitych slozkach celuldza a hemiceluldza.

Kavova sedlina byla pred hydrolyzou extrahovana hexanem, 60% ethanolem a vodou-
tyto predupravy méli za cil odstranit potencialn¢ predevsim polyfenoly a lipidy. Zaroveri
tyto extrakty nachazeji fadu potencialnich aplikaci v potravinarském pramyslu, kosmetice
nebo i1 farmacii. Hydrolyza byla provedena dvéma riiznymi zpusoby: prvni jiz pfedem
ovéteny zpusob se skladal z hydrolyzy hemiceluléz pomoci zfedéné mineralni kyseliny a
nasledn¢ enzymatické hydrolyzy celulozy. Alternativni pfistup spocival ve vynechani
chemického kroku a kavova sedlina byla hydrolyzovana pouze enzymaticky. U
piipravenych hydrolyzati byl spektrofotometricky méfen obsah redukujicich sacharida 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 pred hydrolyzou
se pak osvédcila extrakce 60 % ethanolem. Vytézek biomasy B. cepacia v tomto médiu
byl velmi vysoky 3,553 g/l. Obsah PHA vyprodukovany touto bakterii ¢inil 1,154 g/l
s procentualnim zastoupenim 32,472%. Bakterie byla schopna produkovat kopolymer
3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu (6,09 %), bylo to zptisobeno nejspis tim, ze jako
prekurzor 3-hydroxyvaleratu slouzila levulinova kyselina, ktera vznikla degradaci hexoz
za podminek kyselé hydrolyzy.

Druha ¢ast prace se zabyvala Cist¢ enzymatickou hydrolyzou kavové sedliny, kde byl
ovéfen postup hydrolyzy kavové sedliny s pouzitim komeréné dostupnych enzymu
celulaza, hemicelulaza a enzymatického preparatu produkovaného isolatem plisné na
kavové sedlin€ o vysSSi celulazové a manazové aktivité. Byly stanoveny koncentrace
redukujicich sacharidi v jednotlivych hydrolyzatech, kde nejvice sacharidu vytvofila
hemicelulaza, ktera byla vybrana pro produkci PHB. Burkholderia cepacia byla
vhodnéjsim producentem tohoto polymeru s vytéZzkem biomasy 5,708 g/l v médiu
piipraven¢ho z kavové sedliny extrahované 60% ethanolem. Koncentrace PHB v biomase
byla 1,488 g/l s procentudlnim 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 pred hydrolyzou extrahovana 60 % ethanolem. Nejvyssi
vytézek biomasy byl dosazen v médiich pripravenych pomoci vyssi davky enzymu
(1,797 g/1) a enzymu enzyM (1,743 g/), ale vyssi obsah PHB v biomase byl pozorovan u
meédia pfipraveného pomoci hemicelulazy (0,403 g/l). Procentudlni zastoupeni PHB m¢l
v tomto médiu 16.82%.

41



7 POUZITA LITERATURA

(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

[6]

(7]

(8]

[9]

SNAJDAR, O. Regulovana produkce polyhydroxyalkanoatd bakterii Ralstonia
eutropha svyuzitim rtznych typt substrati. Brno, 2010. Bakalarska prace. Vysoké
uCeni technické v Brné, Fakulta chemicka

BRAUNEGG, Gerhart, Gilles LEFEBVRE a Klaus F GENSER.
Polyhydroxyalkanoates, biopolyesters from renewable resources: Physiological
and engineering aspects. Journal of Biotechnology. 1998, vol. 65, 2-3, s. 127-161.
DOLI: 10.1016/S0168-1656(98)00126-6. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168165698001266

OBRUCA, S.: Controlled production and degradation of selected biomaterials.
Brno: Vysoké uceni technické v Brné¢, Fakulta chemicka, 2010. 169 s. Vedouci
dizerta¢ni prace doc. RNDr. Ivana Marova, CSc.

Polyhydroxyalkanoates from palm oil: biodegradable plastics. New York: Springer
Berlin Heidelberg, 2012, p. cm. ISBN 978-364-2335-389.

VOLOVA, T. Polyhydroxyalkanoates--plastic materials of the 2Ist century:
production, properties, applications. Hauppauge, N.Y.: Nova Science Publishers,
c2004, xix, 282 p. ISBN 15-903-3992-4.

RAIL R., T. KESHAVARZ, J.A. ROETHER, A.R. BOCCACCINI a I. ROY.
Medium chain length polyhydroxyalkanoates, promising new biomedical materials
for the future. Materials Science and Engineering: R: Reports. 2011, vol. 72, issue
3, . 29-47. DOI 10.1016/j.mser.2010.11.002. Dostupné z
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0927796X10001671

Bakterie a olej od hranolek zachraruji svét. Bakterie a olej od hranolek zachraruji
svet [online]. 2015 [cit. 2015-04-23]. Dostupné z:
http://www.mmspektrum.com/clanek/bakterie-a-olej-od-hranolek-zachranuji-
svet.html

LAYCOCK, Bronwyn, Peter HALLEY, Steven PRATT, Alan WERKER a Paul
LANT. The chemomechanical properties of microbial polyhydroxyalkanoates.
Progress in Polymer Science. 2014, vol. 39, issue 2, s. 397-442. DOI:
10.1016/}.progpolymsci.2013.06.008. Dostupné z
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0079670013000798

WANG, Ying, Jin YIN a Guo-Qiang CHEN. Polyhydroxyalkanoates, challenges
and opportunities. Current Opinion in Biotechnology. 2014, vol. 30, December, s.
59-65. DOI 10.1016/j.copb10.2014.06.001. Dostupné z
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0958166914001037

42


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168165698001266
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0927796X
http://www.mmspektrum.com/clanek/bakterie-a-olej-od-hranolek-zachranuji-
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0079670013000798
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0958166914001037

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

CZERNIECKA, A., A. MAGON, J. SCHLIESSER, B.F. WOODFIELD a M.
PYDA. Heat capacity of poly(3-hydroxybutyrate). The Journal of Chemical
Thermodynamics. 2014, vol. 73, June, s. 76-84. DOIL: 10.1016/].jct.2013.10.020.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S002196141300387X

VOLOVA, Tatiana, Ekaterina SHISHATSKAYA, Viktor SEVASTIANOV,
Sergei EFREMOYV a Olga MOGILNAYA. Results of biomedical investigations of
PHB and PHB/PHYV fibers. Biochemical Engineering Journal. 2003, vol. 16, issue
2, s. 125-133. DOIL  10.1016/S1369-703X(03)00038-X.  Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1369703X0300038X

WANG, Yuanpeng, Jiyuan CAI, Jianghuang LAN, Zhenggui LIU, Ning HE,
Liang SHEN a Qingbiao LI. Biosynthesis of poly(hydroxybutyrate-
hydroxyvalerate) from the acclimated activated sludge and microbial
characterization in this process. Bioresource Technology. 2013, vol. 148, issue 2,
. 61-609. DOLI: 10.1016/j.biortech.2013.08.102. Dostupné zZ:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0960852413013539

KESHAVARZ, Tajalli a Ipsita ROY. Polyhydroxyalkanoates: bioplastics with a
green agenda. Current Opinion in Microbiology. 2010, vol. 13, issue 3, s. 321-326.
DOI: 10.1016/;.mib.2010.02.006. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1369527410000275

OBRUCA, Stanislav, Pavla BENESOVA, Sinisa PETRIK, Jana OBORNA, Radek
PRIKRYL a Ivana MAROVA. Production of polyhydroxyalkanoates using
hydrolysate of spent coffee grounds. Process Biochemistry. 2014, vol. 49, issue 9,
. 1409-1414.  DOI: 10.1016/j.procbio.2014.05.013.  Dostupné¢  z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1359511314003158

PLANGKLANG, Pensri a Alissara REUNGSANG. Bioaugmentation of
carbofuran residues in soil using Burkholderia cepacia PCL3 adsorbed on
agricultural residues. International Biodeterioration [online]. 2009, vol. 63, issue 4,
S. 515-522 [cit. 2015-04-16]. DOI: 10.1016/j.ibiod.2009.02.003. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0964830509000407

CESARIO, M. Teresa, Rodrigo S. RAPOSO, M. Catarina M.D. de ALMEIDA,
Frederik VAN KEULEN, Bruno S. FERREIRA, Jodao P. TELO a M. Manuela R.
da FONSECA. Production of poly(3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate) by
Burkholderia sacchari using wheat straw hydrolysates and gamma-butyrolactone.
International Journal of Biological Macromolecules. 2014, vol. 71, November, s.
59-67. DOL 10.1016/}.1ijbiomac.2014.04.054. Dostupné z
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0141813014002815

43


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S002196141300387X
http://linkinghub.elsevier.eom/retrieve/pii/S
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0960852413013539
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1369527410000275
http://linkinghub.elsevier.eom/retrieve/pii/S
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0964830509000407
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0141813014002815

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

RODRiGUEZ—CONTRERAS, Alejandra, Martin KOLLER, Miguel MIRANDA-
DE SOUSA DIAS, Margarita CALAFELL-MONFORT, Gehart BRAUNEGG a
Maria Soledad MARQUES-CALVO. Influence of glycerol on poly(3-
hydroxybutyrate) production by Cupriavidus necator and Burkholderia sacchari.
Biochemical Engineering Journal. 2015, vol. 94, February, s. 50-57. DOI:
10.1016/j.bej.2014.11.007. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1369703X1400312X

EDITED BY ABRAHAM J. DOMB, Edited by Abraham J.Neeraj Kumar.
Biodegradable polymers in clinical use and clinical development. Hoboken, N.J:
Wiley, 2011. ISBN 978-111-8015-810.

MURTHY, Pushpa S. a M. MADHAVA NAIDU. Sustainable management of
coffee industry by-products and value addition—A review. Resources,
Conservation and Recycling. 2012, vol. 66, ¢ 66, s. 45-58. DOL

10.1016/}.resconrec.2012.06.005. Dostupné z
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0921344912000894

ESQUIVEL, Patricia a Victor M. JIMENEZ. Functional properties of coffee and
coffee by-products. Food Research International. 2012, vol. 46, issue 2, s. 488-
495. DOL 10.1016/j.foodres.2011.05.028. Dostupné z
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0963996911003449

SKRIVANOVA, Veronika. Hydrolytické §t&peni odpaddi po zpracovani kavy.
Brno, 2014. Bakalatska prace. Vysoké u€eni technické v Brné, Fakulta chemicka.

MCMURRY, John. Organickd chemie. Vyd. 1. V Brné: VUTIUM, 2007, xxv,
1176, 61, 31 s. Pieklady vysokoSkolskych ucebnic. ISBN 978-80-214-3291-8.

VODRAZKA, Zdengk, Jan KAS a Pavel RAUCH. Enzymologie. 3. pfeprac. vyd.
Praha: VSCHT, 1998, 171 s. ISBN 80-708-0330-4.

SIGMA-ALDRICH. SIGMA-ALDRICH [online]. 2015 [cit. 2015-04-08].
Dostupné zZ:
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/22178?lang=en&region=US

SIGMA-ALDRICH. SIGMA-ALDRICH [online]. 2015 [cit. 2015-04-08].

Dostupné zZ:
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c2730?lang=en&region=US

44


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1369703X1400312X
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S092
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0963996911003449
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/22178?lang=en&region=US
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c2730?lang=en&region=US

[27]

[28]

SIGMA-ALDRICH. SIGMA-ALDRICH [online]. 2015 [cit. 2015-04-08].
Dostupné z:
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c2605?lang=en&region=US

SIGMA-ALDRICH. SIGMA-ALDRICH [online]. 2015 [cit. 2015-04-08].
Dostupné zZ:
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/h2125?lang=en&region=US

SIGMA-ALDRICH. SIGMA-ALDRICH [online]. 2015 [cit. 2015-04-08].

Dostupné z:
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/x2629?lang=en&region=US

45


http://www.sigmaaldrichxoni/catalog/product/sigma/c2605?lang=en&region=US
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/produc�sigma/h2125?lang=en&region=US
http://www.sigmaaldrich.coni/catalog/product/sigma/x2629?lang=en&region=US

