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ABSTRAKT

Tato bakalatska prace se zabyva studiem moznosti produkce extracelularnich hydrolytickych
enzymu mikroorganismy, a to bakteriemi a plisnémi, které byly kultivovany na kavové
sedliné. Teoreticka Cast je zaméfena na charakterizaci kavy jako rostliny a vyuzitim
vedlejsich produkty, které vznikaji pii jejim zpracovani. V teoretické Casti jsou také popsany
vybrané mikroorganismy a enzymy, jejichz produkce byla sledovana.

V experimentalni Casti byla jako substrat pro produkci extracelularnich enzymua pouzita
kavova sedlina. Nasledné byla sledovana produkce protedz, celulaz, mannaz a lipaz.
Zvybranych  mikroorganismii byl nejvhodnéjsim  producentem zvolen  dosud
neidentifikovatelny isolat plisn€, pro n€jz byly nasledné optimalizovany podminky kultivace.
Vytézky enzymu a také sloZeni extracelularniho hydrolytického koktejlu jsou predevsim
zavislé na obsahu vody a modu kultivace — staticka vs. s ttepanim. Obecné plati, ze staticka
kultivace podporuje spise produkci extracelularnich enzyma hydrolyzujicich substraty na bazi
sacharidq, tfepani pak navysi vytézek lipaz a proteaz. Soucasti prace byla CasteCna purifikace
a prekoncentrace enzymatického preparatu pomoci ultrafiltrace, ultradialyzy a charakterizace
s vyuzitim PAGE-SDS.

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on study of potential production of extracellular hydrolytic
enzymes by microorganisms — bacterium and moulds, which have been cultivated on spent
coffee grounds. The theoretical part deals with characterization of coffee and utilization of
coffee by-products. There are also subscribed microorganisms and enzymes which have been
noticed.

In experimental part coffee ground was used as the sole substrate for production of
extracellular hydrolytic enzymes. Productions of protease, cellulase, mannase and lipase
enzymes were observed. None-identified isolate of mould spontaneously contaminating spent
coffee grounds was identified as the best producer of these enzymes. Subsequently the
conditions of cultivation such as water content and shaking vs. static cultivation of this
moulds were optimized. Further, we performed partial purification and pre-concentration of
the enzyme cocktail by ultrafiltration, ultradialysis and PAGE-SDS characterization of
extracellular enzymes was performed as well.

KLICOVA SLOVA: extracelularni enzymy, kavova sedlina, plisng, Aureobasidium
pulluans, Phanerochaete chrysosporium, Fusarium solani, 1isolat plisn¢, bakterie,
Burkholderia cepacia

KEYWORDS: extracellular enzymes, coffee ground, moulds, Aureobasidium pulluans,
Phanerochaete chrysosporium, Fusarium solani, isolate of mould, bakterium, Burkholderia
cepacia
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1. UVOD

Kava se ziskava z kavovych bobu z rostliny zvané kavovnik. Tyto boby jsou zpracovavany
pro vyrobu napoje, ktery je jednim z nejoblibenéjSich napoju na svété. Lze ji ziskat nékolika
zpusoby Upravy, a to bud’ zpracovanim mokrou, nebo suchou metodou. Diky kazdé z téchto
metod, jejichz narocnost se 1isi, 1ze ziskat produkt o odlisné kvalité a chuti. Nasledné je kava
zpracovavana dal§imi postupy, jako je prazeni nebo mleti, a tak je ziskdvan produkt
o pozadované kvalité. Béhem prazeni a nasledného vafeni dochazi k reakcim, diky nimz
vznikaji stovky sloucenin, které ovliviyji chut’ a vuni kavy.

Kromé pozadovaného produktu, ale pii zpracovani kavovych bobu vznikaji také vedlejsi
produkty, které nepfiznivé ovliviiuji zivotni prostiedi. To, kolik vedlejsich produkti je
ziskano, zavisi také na tom, jakou metodou jsou kavové boby zpracovavany. Nejdulezit€jSimi
z téchto vedlejsich produkta jsou duzina a slupky kavy. Ty tvori témér 45% hmotnosti bobu.
Takto ziskané vedlejsi produkty maji mnoho aplikaci, do kterych patii naptiklad extrakce
kofeinu a polyfenolt, produkce enzymu, vyroba paliv a barviv.

Témér polovina veskeré svétové produkce kavy je zpracovana na kavu rozpustnou a piitom
z kazdé tuny zelené kavy vznikne 650 kg kavové sedliny. Kavova sedlina mé vysoky obsah
bilkovin a také obsahuje velké mnozstvi hemicelul6z, a to na bazi manosy a galaktosy.
Lepsim vyuzivanim vedlejsi produktt, které vznikaji pii vyrobé kavy, dojde ke snizeni
zneCiSténi zivotniho prostfedi. Pokud jsou ze slupek kavy a kavové sedliny odstranény
toxické latky, Ize je vyuzit jako substraty pro biologické procesy.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Kava

Kava je jednim z nejoblibenéjsich napoji a druhym nejobchodovateln€jsim produktem na
svété. Slovo kava pochazi z arabstiny z pivodniho slova Quahweh. V prabéhu 13. stoleti
ptinesli Arabové semena kavy Coffea arabica z Etiopie do Jemenu, kde zalozili prvni
plantaz. Jako ptvodni misto vyskytu kavy Arabica je povazovana provincie Kaffa v Etiopii.
Odrada Robusta je puvodnim druhem ve stfedni Africe. Kava se péstuje na celém svéte, ale
v soucasné dobé¢ je jejim nejvét§im producentem a vyvozcem Brazilie. [1]

2.1.1. Kavovnik — taxonomie a rust

Kava patii do Celedi morenovitych a rodu kavovnik. Mofenovité Citaji téméf 400 rodl a az
5000 druht. Je to vytrvala rostlina, ma vyrazné vieteno s mélkym kofenovym systémem.
Koteny kavy Arabica pronikaji pomérné hluboko do pudy, naopak kofeny kavy robusta maji
kofeny koncentrované velmi blizko u povrchu pady. Jeji listy jsou tmavé zelené, lesklé, vInité
s vyraznymi zilkami. Opyleni probiha béhem 6 hodin po odkveteni. Kava Arabica je
autogamni, na rozdil od kavy robusta, ktera je allogamni. Proces oplozeni je dokoncen béhem

Obrazek 1: Kavovnik [1]

Dulezitym taxonomickym znakem v rozeznavani mezi druhy kavy je velikost, tloustka a
pocet boxu ve sténach sklereidu. Kliceni trva asi 45 dni. [1]

Jsou to prevazné tropické a subtropické rostliny. Kavovniky rostou mezi obratnikem Raka a
Kozoroha, v oblastech, ve kterych je priméma celoro¢ni teplota kolem 21°C s velkym
mnozstvim srazek. Rostou v nadmotskych vyskach od 200 m.n.m. Je to kratkodenni rostlina -
potiebuje asi 8 - 11 hodin svétla. Podrod kavovnik obsahuje asi 80 druht, které jsou rozsirené
v Africe a na Madagaskaru. [1]

Trva asi pét let nez ma kavovnik prvni urodu a je trodny az 15 let. Zralé, nezralé a prezralé
ovoce se susi oddélené, protoze kazdé ma jiny vliv na konecnou kvalitu kavy a jeji chut. [1]



2.1.2. Plod

Kéavovy bob se sklada z hladké, ale tvrdé vnéjsi slupky nebo oplodi, které ma zelenou barvu,
dokud je plod nezraly, ale kdyz dozraje, zméni se na Cerveno-fialovy nebo cCerveny
(viz Obrazek 2). Slupka pokryva jemné nazloutlou, vlaknitou a sladkou duzinu. Poté nasledu;i
prusvitné, bezbarvé, viskozni a vysoce hydratované vrstvy slizu (pektinova vrstva). Nasleduje
tenka vrstva, ktera ma nazloutlou barvu - také nazyvana pergamen. [1]

Slizova vrstva Stfibrna slupka (=silver skin)

Obrazek 2: Slozeni plodu kavy [5]

2.1.3. Zpracovani kavy

Kavové boby jsou zpracovavany za ucelem zisku vSem znamého napoje. Existuji dva zpusoby
jejich upravy, ty se lisi v narocnosti a také v kvalité ziskané kavy. Je to mokrd a sucha
metoda. [3]

2.1.3.1. Mokra metoda

Zpracovani kavy mokrou cestou se nazyva prani kavy. U mokré metody se pokryti semen
odstrani rozvlakinovacem jesté predtim, nez se zacne se suSenim. Mokrd metoda vyzaduje
dobré rozvlakinovaci zafizeni a ptisun Cisté vody, proto se pouziva v mistech s dostatkem
sladké vody. Uelem fermentace je rozlozit slizovou vrstvu na jednoduché nelepivé latky, tak
se ziska vysoce kvalitni kava. Optimalni teplota pro kvaseni je 30 - 35 °C a kavova hmota je
béhem n¢j 2 - 3krat promichavana hrabémi. To, jestli byla kava dobfe promyta, se zjisti
pocitové, a to tak, ze se ,,pergamen” nelepi na ruce. Po myti se ,,pergamen” po dobu 12 hodin
namaci do Cisté vody. Namaceni zlepSuje vzhled fazole a odstrani se jim nechténé latky,
napf. diterpeny a polyfenolické latky. Nasledn€ se kéava susi tak, ze se rovhomérmne rozprostie
do vrstvy vysoké asi 5 cm. Aby bylo zajisténo dikladné a rovnomémé vysuseni, je smes
promichavana. Susi se tak dlouho, dokud se vlhkost nesnizi na cca 10 %. Pokud se susi
$patné, muze dojit ke zmensSovani bobu anebo také k tomu, Ze jsou boby strakaté. [1, 3]

2.1.3.2. Sucha metoda

V této metodé se Cerstvé sklizené plody rovnomeérne rozprostfou na asi 8 cm vysokou vrstvu
na tzv. susici dviur. Promichavany jsou jednou za hodinu a jsou povazovany za suché, pokud
pii zatfepani vydavaji chrastivy zvuk. Toto vysuSovani trva 12 - 15 dnl, zalezi také na
povétrnostnich podminkéach. Suché boby ale nesméji byt vystavovany vlhku, nebo by mohlo
dojit k jejich plesnivéni. SuSeni ma velky vliv na kvalitu kavy - jeji barvu, tvar a vuni.
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Pomoci této metody, ale neziskdvame tak kvalitni kavu, jako mokrou metodou, ktera je ale
narocnéjsi. [1, 3]

2.1.3.3. Zelena kava

Hlavni slozky zelené kavy jsou sacharidy, proteiny, lipidy, mineraly, kofein, kyselina
chlorogenova, voda atd. Konzumovatelna forma zelené kavy se ziskd az po prazeni.
Hodnoceni kvality zelené kavy je zaloZeno na testu viiné a chuti, ale také na velikosti, tvaru
a barvé bobu. [1]

2.1.3.4. Technologie zpracovani kavy

Po suché nebo mokré metodé zpracovani jesté nasleduji dalsi kroky, diky nimz se ziskava
konecny produkt pozadované kvality (viz Obrazek 3). Charakteristicka chut a viiné kavy jsou
kombinaci nekolika stovek sloucenin, které byly ziskany reakcemi, k nimz dochazi béhem
prazeni a vareni. [1]

— odstranéni slupky

Suseni ——— hlazeni a leitini
tiidéni
s odstranéni zavadnych zrn

—— 1. fize: praZeni

Prazeni

2. fize: mlati

ik

Varteni
= extrakce

Obrazek 3: Technologie zpracovani kivy

Tento proces je mozné rozdélit do tfi po sobé nasledujicich fazi: 1. suSeni, 2. prazeni neboli
pyrolyza, 3. vafeni. Prvni faze se vyznacuje pomalym uvoliiovanim vody a tékavych latek,
ke kterému dochazi v prvni poloviné roku zpracovani. Dochazi zde ke zméné€ barvy slupky,
ato ze zelené na zlutou. Pfi suseni se snizuje vlhkost kdvovych zrm z 50 % na zhruba 11 %.
Pokud ale zrna kavy obsahuji méné vody, dochazi ke ztraté kvality kavy. Pfi suSeni se musi
zrna pravidelné promichavat a obracet, aby bylo suSeni rovnomérné. Po suSeni se je§té ze zrn
odstraiuje slupka. K tomu uz se v dneSni dobé& vyuzivaji specialni stroje. DalSim krokem
upravy kavovych zrn je jejich hlazeni a leSténi tak, aby byla odstranéna stfibrna blanka
a jejich povrch byl hladky. V neposledni fad¢ je tfeba zrna roztiidit podle jejich velikosti nebo
podle hmotnosti, na coz jsou vyuzivany specialni gravimetrické separatory. DalSim krokem je
odstranéni zavadnych zrn, které vétSinou probiha rucné. [1, 2]

V prubéhu druhé faze probihaji pyrolyzni reakce, coz ma za nasledek zmeénu jak fyzikalnich,
tak i chemickych vlastnosti bobti. Teprve diky praZzeni ziskava kava aroma a chut. Pomoci
vysokych teplot dochazi ke vzniku kyselin, uvoliiuji se cukry, oleje a také dochazi
k rozvolnéni bunécné stény. Také dochazi k transformaci pfirozené se vyskytujicich
polyfenolickych slozek do smési Maillardovych produktl reakce. Po prazeni, které ma
nékolik stupnt (svétlé, stiedni, silné, dvojité, italské) se kavova zrma melou. Mletim se
ovlivilyje vysledna chut’ kavy a dle stupné€ mleti se vyuziva k pfipravé riznych typa kavovych
napoju. [1, 2]
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Posledni fazi je vareni kavy, coz je heterofazni proces vedouci k ziskani pozadované emulze
kavy (norské vareni kavy, turecky styl vafeni kavy, piekapavana kéava, espresso). Zpracovani
kavy ma nékolik etap, z nichz kazda ma svij ucel. K vyrobe vysoce kvalitni kavy je nezbytné,
aby vSechny faze byly dodrzovany v souladu s doporucenymi postupy. [1, 2]

2.1.3.5. Produkce a export

Kava je dulezitym zbozim a také oblibenym napojem na celém svété. Vice nez 90 %
produkce je v rozvojovych zemich, zatimco nejvétsi spotieba je v prumysloveé vyspélych
ekonomikach. [1, 3]

Ostatni Pra.m:t:% Némecko
producenti 1gq,

Ostatni
i zemé EU
Brazthle7% 18%
Ostatni
importéfi 2% Japonsko

7%

USA
19%

Obrizek 4: Produkce kiavy [13]

Globalné je 25 miliond malych vyrobci zavislych na produkci kavy. Nejvétsi podil
na svétové produkci maji Brazilie, Vietnam a Kolumbie. Priméma produkce kavy je rocné
7,0 miliontl tun a mezinarodni organizace pro kavu (ICO) odhaduje, Ze v letech 2011-2012 se
vyprodukovalo 130 miliont pytld kavy. Denné se na celém svété vypije vice nez 2,25 miliard
salka kavy. [1, 3]

2.1.3.6. Instantni kdva

Zelena kavova zrna jsou nejprve podrobena procesu prazeni. Poté se prazend zrna namaceji
ve vode pfi teplotach 100 a 180 °C. Vodny roztok, ktery obsahuje rozpusténé latky, se odpari
a nasledné se susi pro ziskani rozpustné kavy. Jen polovina celkové hmotnosti prazenych
kavovych bobt je pouzita jako instantni kava. Zbytek, nerozpustny material, se odstrani jako
odpad. Tento zbytek je znam pod nazvem kavova sedlina. Odvoz tohoto odpadu zvysuje
naklady na vyrobu instantni kavy. Také to lze povazovat za plytvani surovinou, ktera by se
dala dale vyuzit. [22]
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2.1.4. Vedlejsi produkty pri zpracovani kavy

A. Duzina kavy B. Slupka kavy C. Stiibma shupka D. Kavova sedlina

Obrazek 5: Vedlejsi produkty pri zpracovani kavy [1]

Pti zpracovani kavy vznika velké mnozstvi vedlejsich produkta (viz Obrazek 5). Pramyslové
zpracovani kavovych bobu je dokonceno odd€lenim kavového prasku, slupky a slizové Casti
bobu. Ziskavani vedlejSich produkti je zavislé na tom, jak je kava zpracovavana, tzn. suchou
nebo mokrou metodou. Kavové slupky, kiry a duzina tvori téméf 45 % bobu, coz znamena,
ze jsou hlavnimi vedlej§imi produkty kavového pramyslu. Ty se pouzivaji pro rizné ucely,
veetné extrakce kofeinu a polyfenola. [1, 3, 4]

2.1.4.1. DuZina

Duzina kavy je vedlejsi produkt ziskany pfi zpracovani a predstavuje 29 % hmotnosti suchého
kéavového bobu. Ziskava se pfi mokrém zpracovani. Z kazdych dvou tun kavy se ziska jedna
tuna duziny. Je bohatd na karbohydraty, proteiny a mineralni latky (zejména draslik) a také
obsahuje zna¢né mnozstvi tiislovin, polyfenolt a kofein. Organické slozky v duziné kavy jsou
tiisloviny 1,80 — 8,56 %, pektinové latky 6,5 %, redukujici cukry 12,4 %, neredukujici
cukry 2 %, kofein 1,3 %, kyselina chlorogenova 2,6 % a kyselina kavova 1,6 %. [1, 5]

2.1.4.2. Slupka

Pokud je kava zpracovavana mokrou cestou, ziskavaji se kavové slupky. Ty obvykle obsahuji
kavova zrna a predstavuji asi 12 % hmotnosti bobu. Z 1 tuny plodi kavy se ziska asi
0,18 tuny slupek. Slupky se skladaji z 15 % vody, 5,4 % popele, 7 % bilkovin, 0,3 % tuka
aze 72,3 % ze sacharidi. Obsahuje 24,5 % celulozy, 29,7 % hemicelulézy a také 23,7 %
ligninu. [1, 5]

2.1.4.3. Stiibrna blanka

Stiibrna blanka kavy je povlak kavovych bobu, ktery se ziska jako vedlejsi produkt pfi
prazeni. Ma vysokou koncentraci rozpustné dietni vladkniny (86 % z celkové hmotnosti
vlakniny). Pravdépodobné v dusledku koncentrace fenolickych sloucenin, maji tyto slupky
velkou antioxidacni schopnost (také v duasledku pfitomnosti jinych slouCenin, napf.
melanoidiny, které se tvoti béhem procesu prazeni). [1, 4]

2.1.4.4. Kavova sedlina

Celosvétove je témer 50 % kavy zpracovavano na kavu rozpustnou. V prameéru se z jedné
tuny zelené kavy vytvoii 650 kg kavové sedliny. Ta je bohata na hemicelulozy, pfedev§im na
bazi manosy, galaktosy a také ma vysoky obsah bilkovin. Chemické slozeni se lisi od rostliny
k rostling (viz Tabulka 1, Tabulka 2). To je také zavislé na tom, z jaké zemépisné oblasti kava
je, nebo na stafi rostliny, klimatu a padnich podminkach. [1, 6]
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Tabulka 1: Chemické slozeni kavové sedliny [21]

slozeni Y slouceniny Y
dichlormethan 19,67
e riww ethanol 5,36
celkové vytézky 51,43 voda 1.20

1% NaOH 25,10

klason lignin 22,71

lignin 26,51 rozpustny lignin | 3,80
] glukoza 59,20
polysacharidy 22,00 manoza 40,80

Tabulka 2: Prvky obsazené v kavové sedlin€ [21]

prvky | slozeni [g/kg]
Ca 0,771
Mg 0,178
K 0,253
Na 0,329
Fe 0,326
Cu 0,046
Zn 0,012
Mn 0,033

[ '[:Erava lcavy
Molra metoda

| i

Duzina kﬁV‘.’ [29 5 %] Sh]pka z bobu {12 +5 %}

Shipka pergamemn (12 £ 2 %)
S —

Prazeni kavy

Stiibrna slupka (silverskin) (1 £ 2),

[ Vafeni kavy |

Kavova sedlina (45 £ 10 %)

Obrazek 6: Zisk vedlejSich produkti pri vyrobé kavy [1]
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2.1.5. Vliv na zivotni prostiedi

V zemich, ve kterych se produkuje kava, predstavuji vedlej§i produkty a odpady kavy zdroj
velkého zneciSténi a vazny problém pro zivotni prostiedi. Vedlejsi produkty (napf. duzina
a slupka) se mohou dostat do odpadnich vod, coz vede k znecisténi vody a pudy v okoli
zpracovatelskych jednotek. Kavova duzina je hlavni vedlejs§i produkt, ktery obsahuje hodné
vlhkosti, coz pfinasi problémy s likvidaci, a to hlavné kvuli hnilobé. Kavova duzina je
zemédelsky odpadni produkt, ktery ma negativni vliv na zivotni prostredi. [1, 5]

Vyuziti téchto vedlejsich produkti zistava vyzvou vzhledem k jejich obsahu kofeinu, volnych
fenolt a tanini (polyfenoly), o nichz je znamo, ze jsou velmi toxické. Piedchozi studie
potvrdily, ze toxické latky mohou byt Castecné eliminovany pomoci upravy teplou vodou,
mikrobialni biodegradaci a aerobnim kvasenim. [1, 5]

Taniny jsou obecné povazovany za antinutricni latky a omezuji pouziti kavy na vice nez 10 %
v krmivech pro zvifata. Informace o duziné kavy jsou rozporuplné a je slozité je interpretovat.
Obsah taninu se lisi v zavislosti na typu kultivace. [1, 5]

Duzina a slupka kavy naSly uplatnéni jako hnojivo, krmivo pro dobytek a kompost pouze
v malé mife. Techniky zpracovéani, ale nejsou velmi efektivni. Vzhledem k vysokému
mnozstvi odpadu je stale snaha najit pro tyto dva odpadni produkty alternativni vyuziti. [1, 5]

2.2. Vyuziti vedlejSich produkti kavy

Vyuzivani vedlejSich produkti kavy je tfeba maximalizovat a naopak je potfeba snizit
zneCi§téni zivotniho prostiedi. Proto se vymysleji nové metody pro nakladani s odpady kavy.
Nové vyvinuté metody pro biochemickou analyzu pomohou identifikovat osvédcené
a potencionalné prospésné latky. Tim se zvysi hodnota né€kolika vedlejSich produktd kavy,
protoze v dnesni dobé maji jen malé vyuziti. [1]

Duzina a slupka kavy nejsou, vzhledem k pfitomnosti nékterych anti-fyziologickych a anti-
nutricnich faktorti, vhodnymi substraty pro biokonverzi. V dusledku toho zistava vétsina
duziny a slupky, které vznikly pii zpracovani kavy, nevyuzita nebo nedostateCné vyuzita.
Pokud se odstrani toxické slozky, pak se oteviraji nové moznosti pro jejich vyuziti jako
substraty pro biologické procesy. Na detoxikaci kavy pracovalo hodné védcti pomoci riznych
prostfedkt. [1] Pro detoxikaci slupky kavy byly provedeny studie za pouziti tfi rdznych
kment plisni, a to Rhizopus, Phanerochaete, a Aspergillus. Vysledky pak ukazaly, Ze tyto
plisiové kmeny lze vyuzivat, zejména kmen Aspergillus. Valorizaci kavovych slupek
aduziny je mozno provést pomoci procesu SSF (Simultaneous saccharification and
fermentation = soucasné zcukernaténi a fermentace) pomoci plisné Aspergillus niger.
Raimbault a kol. se ve své praci vénovali optimalizaci riznych bioprocesnich parametra jako
je napriklad pH, vlhkost a provzdusiovani slupek kavy. [1]

Zmeény u duziny kavy pomoci bakterii rodu Streptomyces prostiednictvim aplikace analytické
pyrolyzy ukazaly, ze ji bakterie mohou meénit na uzitecnou uroveni a zbytek znecistujicich
latek 1ze pouzit ke krmnym acelim. [1]

Vyuziti slupky a duziny kavy neni velké. Pati sem napiiklad vyroba krmiva pro dobytek a
vyroba hnojiv. Tyto aplikace, ale nejsou technicky velmi efektivni, takze se védci zaméfili na
to, aby je bylo mozno pouzit jako substrat pro biotechnologické procesy
a vermikompostovani (viz Obrazek 7). Tyto odpadni produkty obsahuji znacné mnozstvi
zkvasitelnych cukrt, takze predstavuji vhodny substrat pro péstovani plisni a kvasinek. [1]
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i::::;i“ Chemikilie: Pc}ﬂra}tinéfské vyrobky
' Biodiesel/ethanol Napoje

= Ib Y Palivové pelety Aromatické slouCeniny

Houby Glycerin

Obrazek 7: Ziskané produkty z kivové sedliny [1]

2.2.1. Produkce hub

Houby maji dobré nutri¢ni a organoleptické vlastnosti. Jako substraty pro péstovani jedlych
hub 1ze vyuzit slupku kavy 1 kavovou sedlinu (Obrazek 8). Védeckymi pokusy bylo ovéfeno,
ze se produkce hub zvySuje, a to pravé pii jejich péstovani na odpadnich produktech
kavového prumyslu. [7]

2.2.2. Kompostovani a vermikompostovani

Jsou to dvé ucinné technologie, které mohou byt pouzity pro recyklaci primyslovych odpadi
na prumyslové trovni. Takto recyklované produkty zvySuji mnozstvi pudnich Zivin a tim se
zlepsuje rust rostlin (Obrazek 8). Pro kompostovani a vermikompostovani je vhodna slupka
kavy. [8]

Obrazek 8: Péstovani hub na zbytcich kivového priumyslu (vlevo) a produktu vermikompostovani
(vpravo) [1]

2.2.3. Enzymy a sekundarni metabolity

Nedavné studie ukazaly, ze odpadni produkty kavového prumyslu lze pouZzit pro vyrobu
enzymu, aromatickych sloucenin, hub, atd. Prvni moznosti k pouziti duziny a slupky bylo
pro produkci enzymu jako je pektinaza, tannaza a caffeinaza. Produkce enzyma pomoci SSF
nejen snizuje naklady na vyrobu (jak z kvaSeni, tak i nésledného zpracovani), ale také
poskytuje alternativni cestu pro efektivni vyuziti téchto na ziviny bohatych zbytkad.
V nedéavné studii se ukazalo, ze stfibrna blanka kévy je vyborny material pro zdroj zivin pfi
produkci fruktofuranosidazy pomoci plisné Aspergillus japonicus (pii SSF podminkach). [9]
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2.2.4. Citronova a giberelova kyselina

Slupka kavy byla pouzita jako substrat pro levnou vyrobu kyseliny citronové. K této vyrobé
byla pouzita houba Fusarium moniliforme a produkce giberelové kyseliny dosahla
1100 mg/kg. [10]

2.2.5. Ethanol

Vyuziti zbytkl kavy ma také velky potencial ve vyrobé bio-ethanolu. Kromé toho se
odhaduje, ze produkce ethanolu ze zemédélskych zbytki by mohla byt zvysena 16 krat oproti
aktualnimu mnozstvi vyroby. Pouzité zbytky kéavy byly podrobeny kyselé hydrolyze
a hydrolyzat byl pouzivan jako fermentaéni médium ze Saccharomyces cerevisce. Vytézek
produkce ethanolu pak dosahl 50,1 %. Kava se také vyuziva pro vyrobu destilovanych napoja,
a to proto, ze kavové slupky jsou vybornou surovinou pro vyrobu ethanolu. Nejlepsi vysledky
byly ziskany, kdyz se pouzivaly celé kavové slupky s kvasinkovym substratem (3 g/l) pfi
teplot¢ 30 °C. Za téchto podminek bylo dosazeno produkce ethanolu 8,49 + 0,29 g/100 g
(vztazeno na susSinu), (13,6 £0,5 g ethanol/l), coz je hodnota, kterd je srovnatelnd s udaji
v literatufe 1 pro jiné zbytky jako jsou kukufi¢né stonky, jeCmen, slama a hydrolyzované
pSenicné vypalky. [11]

2.2.6. Paliva

Vyroba energie z obnovitelnych zdroji a odpadnich materialti je atraktivni alternativou
béznych zemédélskych produkti. Zbytky kavy se pouzivaji jako palivo v pramyslovych
kotlich, a to diky jejich vysoké vyhtevnosti - cca 5000 kcal/kg, coz je srovnatelné s jinymi
zemédélsko - pramyslovymi zbytky. [1]

Bioplyn - Slupku ka&vy je mozno podrobit biomethanaci. Voda, ktera vytékd z extraktu
kavového plodu, je zdrojem pro vyrobu bioplynu. Ten muze byt nejlépe vyuzit napiiklad k
vyrobé elektriny. [12, 13]

Biodiesel - V posledni dobé se zvysil zajem o bionaftu jako o ekologicky Setrné palivo.
Bionafta je netoxicka, biologicky odbouratelna. Sklada se predevsim z methylester mastnych
kyselin, které jsou odvozené od rostlinnych oleji nebo zivocCisnych tukii. Ve srovnani
s obyCejnou naftou ma nekolik vyhod - ma vySsi cetanové Cislo nez klasickd nafta
aneobsahuje témer zadné aromatické latky a siru. Také produkuje méné CO, CO;
a uhlovodikd. Na druhou stranu ale mize zvysit emise oxidu dusiku. Nicméné cena bionafty
je velmi vysoka. Da snizit tak, ze se minimalizuji naklady na vyrobu, a to pouzitim levné&jSich
surovin. Pro vyrobu bionafty se tedy daji pouzit napiiklad odpady z jedlych oleju, zivocisné
tuky a jiné zbytky biomasy. Tim je napfiklad kavova sedlina, ktera obsahuje vysoké procento
oleje. Olej, ktery je extrahovany ze sedliny kavy, je totiz vysoce kvalitni a ndkladové efektivni
surovinou pro vyrobu bionafty ve srovnani s jinymi druhy odpadu. Je levnéjsi, ma vyssi
stabilitu a také piijemn¢jsi vini. Za piedpokladu, Ze je kavova sedlina obsahuje 14 hm. %, by
se produkce bionafty zvysila pfiblizn€ na 1123 miliont tun ro¢né.[13]

Kavova sedlina se nejdiive vysusi pii teploté¢ 102 °C. K extrakci se vyuzivaji rozpoustédla
jako napf. isopropanol, ethanol, aceton, toluen, chloroform a hexan. Olej se z kavy extrahuje v
Soxhletoveé extraktoru a mnozstvi oleje se urcuji z pavodni hmotnosti vzorku a zvazenim
extrahovaného oleje. [13]
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2.2.7. Kompost

Slupky kavy jsou dobrym zdrojem humusu a organického uhliku. Kompost z ni vznikne asi za
tfi tydny. Vedlejsi produkty z vyroby instantni kavy jsou pevné odpady s vysokym obsahem
organickych latek. Studie o pouzitelnosti kompostovaciho procesu provzdusinovani smési
odpadu kavy a zemédélskych odpadi byly uspokojivé a experimenty vedly k vyrob€ vysoce
kvalitniho kompostu, ktery mél pomér uhliku k dusiku fadoveé 13 : 1 az 15 : 1. Konverze 350
tisic tun slupky kavy by tedy pfinesla pfiblizné 87 tisic tun organického hnoje. [14]

2.2.8. Barviva

Odpady po zpracovani kavy jsou také levnym a snadno dostupnym absorbentem
pro odstranéni kationovych barviv. Slupka muze byt také vyuzita jako prekurzor pro vyrobu
aktivniho uhli a pfispiva ke snizeni primyslovych zbytkd v kavovém pramyslu. Uhlikaté
materialy byly vyrobeny z kavové sedliny pomoci mikrovinného zafeni a jsou uzite¢né pro
Setfeni energie pii karbonizaci organickych odpadu. [15]

2.2.9. Bioaktivni latky

Bioaktivni latky jsou vyzivové prvky, které se obvykle vyskytuji v malém mnozstvi
v potravinach a jsou intenzivné studovany pro vyhodnoceni jejich vlivu na zdravi.
Zemédélsko - primyslové vedlejsi produkty jsou dobrym zdrojem fenolickych sloucenin
abyly zkoumany jako zdroj pfirodnich antioxidanti. Také byla prozkoumana extrakce
polyfenolt z duziny kavy. Pro pouziti vedlejsi produkti kavy, jako je napfiklad stfibrna
blanka se vyuziva sedm ruznych kmend hub z rodu Aspergillus, Mucor, Penicillium
a Neurospora. Dochazi k uvolnéni fenolické skupiny a cilem je biologicka detoxikace tohoto
zbytku. Z vedlejSich produkti pfi zpracovani kavy ve zpracovatelského pramyslu byly
ziskany produkty s 65 — 70 % antioxidacni aktivitou. [16]

2.2.10. Vlaknina

Zemédelské odpady jsou také velkymi zdroji vlaknin, jako je celuldza, hemiceluloza, lignin,
pektin a polysacharidy. O rozpustnych a nerozpustnych frakcich vlakniny je znamo, ze maji
celou fad pfiznivych Gcinku na zdravi, vCetné snizeni rizika onemocnéni zazivaciho ustroji,
kardiovaskularnich onemocnéni a obezity. Napiiklad stfibrna blanka obsahuje az 80 %
vlakniny. Tato vlaknina mé antioxidacni u¢inky. Vezmeme-li v ivahu, ze vedlejsi produkty
byly v zemich produkujicich kévu ziskany v milionech tun, tak funkéni latky extrahované
z téchto vedlejSich produktl, jako je duzina, slupka, stfibrna slupka a kavova sedlina, 1ze
pouzit jako pftirodni zdroj antioxidanti a konzervacnich latek v potravinaiskych pfipravcich.
[17]

2.2.11. Antokyany

Antokyany jsou flavonidové slouceniny odpovédné za Cervené nebo modré zbarvené mnoha
druhd ovoce. Pfi mokrém zpracovani kavy se barva kavy ptsobenim enzyma rychle degraduje
a dostava se na povrch vnéjsi slupky a duziny. Tak velké mnozstvi barviv je pro tento proces
zbyteCné. Proto byla jak Cerstva kava, tak i jeji odpady zkoumany jako potencialni zdroje
antokyand, které by se vyuzivaly jako pfirodni potravinaiska barviva. O antokyanech kavy
pak bylo zjisténo, ze maji velké mnozstvi biologickych ucinkti a je mozno je vyuzit jako
barvivo a taky jako bioaktivni slozku pro vyvijeni potravin. [18]
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2.2.12. Potravinarské vyrobky, napoje a aromatické slouceniny

Zemédélsko-prumyslové zbytky lze pouzit jako substraty v biotechnologickych procesech.
Cerstva duzina kavy se snadno zpracuje do rtiznych potravinaiskych komodit, jako jsou
marmelady, Stavy, koncentraty, zelé a také latky uréené k aromatizaci. Kévova sedlina se po
odmasténi extrahuje a poté se z ni ziskd prasek, ktery ma vysokou antioxida¢ni kapacitu
a muze byt pouzit jako pfisada v potravinaiském primyslu pro zachovani funk¢nich vlastnosti
a ovocné chuti. Vysledky sledovani potvrdily, ze béhem kvaSeni vznika silné ananasové
a bananové aroma. [19]

2.2.13. Vyroba drevotriskovych desek

Nedavny zajem o vyrobu materialti Setrnych k Zivotnimu prostiedi vedl k vyuziti vedlejSich
produkti ze zemédélstvi jako suroviny k vyrobé dievotiiskovych desek. Vedlejsi produkty
zpracovani kavy jako napf. slupka kavy obsahuji velké mnozstvi celulozy a hemicelulozy, coz
je tedy ¢ini srovnatelnymi se dievem. Slupku kavy je mozné pouzit v konstrukcénich
a nenosnych panelovych produktech, protoze je velmi pevna a méa dobrou ohebnost. Proto 1ze
pii vyrobé drevotiiskovych desek nahradit dfevo slupkami kavy (cca do 50 %). [1]

2.2.14. Krmivo pro zvirata

Slupky a duzinu kavy je také mozno pouzit ke krmeni hospodatskych zvitat. Bylo prokazano,
ze je mozno pouzit i kdvovou sedlinu. Limitujicim faktorem je vysoky obsah ligninu (=25 %).
Duzina obsahuje 12 % bilkovin a v krmivu pro skot tvofi asi 20 %, u dribeze 5 %, u ptactva
3 % a v krmivu pro prasata asi 16 %. [20]

2.2.15. Aktivni uhli a biosorbenty

Pyrolyza duziny kavy (impregnovana s kyselinou fosforeCnou) vytvaii materidly s dobie
vyvinutou strukturou port s vysokou adsorpéni schopnosti. Pomér impregnace ma silny vliv
na strukturu porta. Pravé namaceni duziny s kyselinou fosforeCnou umoziiuje vysokou
adsorpéni kapacitu. Mozné je také alternativni vyuziti slupky kavy jako sorbent pro
odstrariovani iontll tézkych kovii z vodnych roztokd. Zbytky kavy z vyroby bionafty (vadné
zbytky kavy) byly vyhodnoceny jako vhodna surovina pro vyrobu sorbentd, kterymi lze
odstranit methylenovou modf z vodného roztoku. Studie, které byly provedeny, prokazaly, ze
tyto zbytky jsou vhodné pro odstranéni kationovych barviv. Aktivni uhli bylo vyrobeno
reakci odpadi kavy sroztokem ZnCl,. Elektrody pfipravené z uhliki kavové sedliny
vykazovaly wvynikajici stabilitu pfi 1 vysokych rychlostech nabijeni - vybijeni. Dobré
elektrochemickeé vlastnosti uhlikli kavové sedliny jsou pricitany jejich porovitosti. [1]

2.3. Hydrolyza kavové sedliny

Kavova zrna se skladaji pfevazné€ z polysacharidu (43 — 50 %), ale také obsahuji bilkoviny,
lipidy, anorganicky material a nerozpustny lignin. Kévovéa sedlina je hlavnim zbytkem, ktery
vznika pii vyrobé€ instantni kavy. Tento odpad se vétSinou sklada z polysacharidd, jako je
napfiklad celuldza. Tyto cukry nejsou rozpustény pii extrakci a tak zastavaji pravé v sedling.
Technologie, ktera by zvysila mnozstvi rozpustnych latek z prazenych kavovych zm,
by vyrazné vylepsila efektivitu procesu extrakce. [22, 23]
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Obrizek 9: Uprava zelenych kivovych bobii na instantni kivu - vyuZiti enzymatické hydrolyzy [22]

2.3.1. Chemicka hydrolyza

Je mozno pouzit chemickou hydrolyzu odpadi kavy. Sem patii naptiklad hydrolyza pomoci
kyseliny, vysoké teploty a tlaku. Materidl se podrobi hydrolyze pomoci zfedéné kyseliny
(napt. H,SO,). Jak uz bylo feCeno, kavova sedlina je bohatd na cukry a pravé pomoci
hydrolyzy s kyselinou se tyto cukry extrahuji. Na zaklad¢ provedenych pokust byla tc¢innost
hydrolyzy diky pouziti kyseliny (100 mg/g suSiny) za 163 °C vysoka. Hemiceluloza se
rozlozila na mannézu (100 %), galaktozu (77,4 %) a arabinozu (89,5 %). Uinnost hydrolyzy
hemicelulozy tedy dosahla asi 87,4 %. [24]

2.3.2. Enzymaticka hydrolyza

Pouzitim enzymi, které se podileji na degradaci stén rostlinnych bunék, se zvysi rozpustnost
pevnych latek pfi vyrobé instantni kavy (viz Obrazek 9). Hlavnim cilem studii bylo
identifikovat potencionalni enzymy (mannazy, celuldzy a xylanazy) pro pouziti pti hydrolyze
kavové sedliny. Pro vyrobu téchto enzymu se vyuzivaji také plisné€ jako napt. Aspergillus
niger. Jejich pouzitim se zméni aktivita a tepelna stabilita enzyma. Pokud pouzijeme
mannazové enzymy, ziskame veét§i mnozstvi rozpusténych latek nez pfi pouziti jinych enzymu
jako jsou napf. celulazy a pektinazy. Nejvétsi vytézek rozpustnych latek, kterého bylo diky
mannaze dosazeno, byl 17 %. [22, 23]

2.4. Hydrolytické enzymy

Za nejvhodngjsi zdroj enzymu lze povazovat rizné mikroorganismy. Z rostlinnych materialt
se pripravuje nekolik druhll proteaz. Z zivociSnych materiali maji vétsi vyznam chymozin,
trypsin, pepsin amylasy a lipasy. Ostatni primyslové vyuzivané enzymy jsou mikrobniho
pavodu. [25]

Protedzy jsou prvnimi enzymy, které byly pouzity ve vét§im rozsahu a dodnes si zachovaly
prim. Z celosvétového hlediska je asi 25-30% produkce enzymi spotiebovano
v potravinaiském pramyslu, pak nasleduji enzymy pro analytické ucely. Vyrabéné enzymové
preparaty se lisi podle predpokladaného pouziti, a to v deklarované aktivité, Cistoteé, forme
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a stabilité. Isolace enzymu je nakladna zalezitost. Drahé Cisté enzymy jsou pfijatelné jen pro
védecké ucely a nékteré védecké aplikace. [25]

Vhodnost enzymového preparatu k té které aplikaci musi byt posuzovana z riznych aspekta -
legislativni, zdravotni, technologické a ekonomické. V posledni dobé je mozno sledovat
snahu o vétsi vyuzivani tekutych enzymovych preparatd, a to z toho divodu, Zze se u nich
snadno upravuje jejich aktivita (nafedéni inertnim, piipadné stabilizaénim Ccinidlem).
Vysledny technologicky efekt pouzitého preparatu je zavisly na aktivité jednotlivych enzymu.
Nizké koncentrace enzymu ve finalnim vyrobku se velmi Casto téZzce prokazuji, a proto byly
vyvinuty metody, které maji vysokou citlivost. [25]

Lze konstatovat, Zze nejvétsi vyznam ma zatim asi 10 typd enzymovych preparatd, a to:
bakterialni a plisnové proteazy, rostlinné protedzy, zivociSna a mikrobni syfidla, plisiové
a bakterialni amylasy, glukoamylaza, invertasa, glukosaisomeraza, pektolytické enzymy
a celulazy. [25]

24.1. Celulazy

Celuloza je nejhojnéji se vyskytujici organicky zdroj potravy, paliva a chemikalii, je slozena
z glukézovych jednotek spojenych pomoci 1, 4 - glykosidickych vazeb. Typ vazby a vysoce
usporadana krystalova forma této slouCeniny déla celulosu vice odolnou vaéi traveni
a hydrolyze, nez napfiklad Skrob. Mezi enzymy potiebné pro hydrolyzu celulosy patii
endoglukanasy, exoglukanasy a 3 - glukosidasy. [25, 26]

Kdyz je celuléza hydrolyzovana endoglukanosou, dochazi k produkci oligosacharidi,
cellobiosy a glukosy. Exoglukanaza hydrolyzuje B - 1, 4- D- glykosidické vazby v celuloze,
a tak se uvolnuje cellobiosa z neredukujiciho konce fetézce. Glykosidazy termofilniho pavodu
se vyuzivaji ve farmaceutickém pramyslu pro hydrolyzu cellobiosy na glukosu.
B- glykosidazy se povazuji jako soucast systému celuldz, jelikoz stimuluji hydrolyzu celulosy,
a to 1 pfesto, ze na celul6zu nemaji pfimy ucinek. [25, 26]

Degradace celuldzy (jeji rychlost) je zavisla na obsahu vody v prostiedi, ale také na hodnoté
pH a teploté, pii které degradace probiha. Uvadi se, ze pH optimum celulaz je pH 5-6
a optimalni teplota je 30 — 50 °C. [26]

Tyto enzymy piedstavuji slozity enzymovy systém katalyzujici hydrolyzu nativni celulozy.
Patii do enzymového vybaveni nékterych mikroorganismt, prvokd a vysSich hub.
Primyslovy vyznam, ale maji pouze celulazy mikrobni. Je tfeba si uvédomit, Zze
u mikroorganismt musi byt degradace celulozy spojena se schopnosti odbouravat slozitéjsi
systémy lignocelulosovych a hemicelulosovych komplexti. Celulazové komplexy jsou
vyrabény predevSim za pomoci kment Trichoderma viride a Aspergillus niger. Dale byly
studovany celulézové systémy Fusarium solani, Trichoderma koningii a nebo napiiklad
bakterie rodu Sporocythophaga a Cytophaga. [25]

2.4.1.1. Pramyslové aplikace celulaz

Aktualné se celulotické enzymy v pramyslovych procesech vyuzivaji k extrakci ovocnych
§tav, v pracich prostiedcich (v detergentech) jako zmékCovace a také k zesvétleni barvy.
Dulezité je jejich vyuziti pii predbézné tiprave biomasy, ktera obsahuje celulozu (pro zlepSeni
nutri¢ni kvality), nebo pii predbézné tpraveé primyslovych odpadi. [26]
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Isolované celulazy se zatim pouzivaji k riznym aplikacim také v zemédélstvi. Vyuzivaji se
pro zvySeni extraktivnosti ¢i rozpustnosti materidlu nebo k pozménéni jeho konzistence,
cehoz l1ze docilit Castecnou hydrolyzou celulosové slozky. Jedna se o aplikace pfi instantizaci
raznych produkti, a to naptiklad kavy a caje. V laboratorni praxi jsou tyto enzymy vyuzivany
k izolaci raznych latek z rostlinnych materiala. [25]

Produkce celulazy je také jednim z nejdrazsich kroki béhem produkce ethanolu z celulozové
biomasy (pfedstavuje piiblizné 40 % z celkovych nakladd). V potravinarském primyslu se
vyuzivaji k degradaci celulosy kyseliny. Také je znamo mnoho celulotickych enzymu
termofilniho pivodu, jejichz funkce ale zistava nejasna. [26]

Do aplikace celulotickych enzymu se vkladaji velké nadéje. V posledni dobé€ lze pozorovat
snahu o vyvinuti vhodnych systémt enzymové hydrolyzy pro vyuziti vzniklych produkti
k vyrob€ sacharidu, bilkovin a mnoha dalSich latek. Kromé vyuziti izolovanych celulotickych
enzymu se zdaji byt nadéjné technologie, které piimo vyuzivaji celulotické mikroorganismy.
[25]

2.4.2. Mannazy

Mannan je druhou nejhongjsi slozkou hemicelulozy. Jsou obsazeny napiiklad ve dieve,
hlizach, rostlinnych semenech a zrnech. Skladaji se ze zbytki D- manodzy (tzv. linearni
mannan) nebo jsou kombinaci zbytki D- mandzy a D-glukézy (tzv. glukomannan), které jsou
spojeny 1,4 vazbami. Mannan také muze byt spojen 1, 6- vazbami s D- galaktézou
(tzv. galaktomannan nebo glukogalaktomannan). [27]

Galaktoglukomannan je hlavni slozkou hemicelulozy v mékkém dievé jehlicnatych stromu
atvori asi 15-25% hmotnosti suchého dieva. Jelikoz galaktomannan neni komeréné
dostupny, tak se pro vyzkum vyuziva galaktoglukomannan. Zdrojem galaktomannanu jsou
slupky akatu nebo rohovniku (Ceretonia siliqua).

Tyto enzymy jsou rozdéleny do nékolika glykosid - hydrolazovych (GH) skupin, a to
na zakladé sekvence aminokyselin, strukturalni a mechanické podobnosti. Patii k nim enzym
endo- 1, 4- D- mannaza, coz je stézejni enzym, ktery inicuje degradaci od§tépenim mannanu
na 1, 4- manno- oligomery. [27]

Galaktomannan je heterogenni polysacharid, ktery je slozeny z mannanového jadra
a laktofuranosylového postranniho fetézce. Nachazi se v bunécné sténé zejmeéna plisni, hub,
a to hlavné rodu Aspergilus a Penicillium, ale je mozné ho nalézt také u jinych druht hub.
(28]
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Obrazek 10: Chemicka struktura galaktomannanu [28]
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2.4.3. Proteazy

Tyto enzymy jsou schopné hydrolyzovat peptidovou vazbu bilkovin. Vykazuji esterovou,
koagulacni a také napf. transpeptidasovou aktivitu. LiSit se ale miZou riznymi vlastnostmi —
fyzikalné chemické vlastnosti, puvod, pusobeni (mechanismus) a jejich specifitou
a praktickym vyuzitim. Jejich funkci je hydrolyza proteini na peptidy a oligopetidy
hydrolyzuji na aminokyseliny. [26]

Proteazy se obecné déli do dvou kategorii: exopeptidazy, které §tépi aminokyseliny z konct
proteinového fetézce a endopeptidazy, které $tépi peptidové vazby uvnitf proteinu. Proto se
stavaji hlavnimi primyslovymi enzymy - pfedstavuji vice nez 65 % svétového trhu. [26]
Proteazy muzou byt zivoCisného, rostlinného nebo mikrobniho pavodu. Mikrobni
proteolytické enzymy maji Siroké uplatnéni v praxi. Proteazy, které jsou mikrobialniho
puvodu lze délit do dvou skupin — prvni skupina jsou enzymy bakterialni a druha plisinové.
Mezi nejpouzivanéjsi patii alkalické proteazy. Neutralni proteazy maji optimum ptsobeni pii
pH 7 - 8, jsou bakterialniho (rod Bacillis) a plisnového puvodu (rod Aspergillus). Kyselé
proteazy maji pH optimum mezi 3 - 5 a jsou vesmes zivoci§ného pavodu. [25]

2.4.3.1. Prumyslové aplikace proteaz

Tyto enzymy jsou ve velké mife pouzivany v potravinarském, farmaceutickém a textilnim
prumyslu. Jsou vyuzivany pii vyrobé biodetergentl, v mlékarenském, kozed€lném,
pekarenském a masném pramyslu. Bilkovinné hydrolyzaty jsou pfipravovany
pro farmaceutické preparaty nebo pro krmivarské ucely. Podle toho k jakému tucelu tento
hydrolyzat potifebujeme, se vybira surovina, enzym 1 technologie. Naptiklad pro
farmaceutické ucely jsou vétSinou vyrabény trypsinové hydrolysaty kaseinu, nebo pro
potravinaiské prumysl ma nejvétsi vyznam hydrolyza soje. Bakterialni proteazy maji vétsi
praktické vyuziti, a proto jsou vyrabény ve velké mife. Plisiové proteazy maji uplatnéni
v pekarenském pramyslu. [25, 26]

K ziskani proteaz se vyuziva kultivace s plisni Phanerochaete chrysosporium. V zéavislosti
na vybéru plisné€ dochazi k produkci enzymd, které maji riznou substratovou specifitu. [26]
Jejich aplikace se ale bude v budoucnosti stale navysovat, a tak bude potreba stabilnich
biokatalyzatort, které budou schopné odolat tvrdym podminkam téchto pramyslovych
provozu. [26]

2.4.4. Lipasy

Lipazy jsou enzymy, které katalyzuji hydrolyzu triacylglycerolti. Mezi jednotlivymi lipazami
ale existuji rozdily, které urcuji specifitu vzhledem k poloze hydrolyzované esterové vazby,
vazané mastné kyseliny 1 v rychlosti Stépeni. Lipazou katalyzovana reakce probiha
v heterogennim systému (olej - voda), a proto je komplikovana. [25]

Lipazy mikrobialniho piivodu jsou nejvice univerzalni enzymy a jsou znamy tim, ze zajist'uji
biokonverzni reakce, mezi které patfi hydrolyza, interesterifikace, esterifikace, alkoholyza,
acidolyza a aminolyza. Jejich jedinecné vlastnosti zahrnuji substratovou specifitu,
stereospeficitu a schopnost katalyzy heterogenni reakce na rozhrani ve vodé rozpustnych a ve
vod€ nerozpustnych systému. [26]
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Lipazy jsou roz§ifeny celosvétoveé, jsou soucasti fauny i flory. Nejhojnéji se nachazeji
v bakteriich, houbach a kvasinkach. VétSina téchto enzymu je aktivni pfi teploteé 60 °C
apH 7,0. [26]

2.4.4.1. Prumyslove vyuZiti lipaz

Produkované estery hraji velkou roli v potravinaiském prumyslu jako slozky chuti a viné.
Vzhledem k dlouhému fetézci methyl a ethyl esterd karboxylovych skupin poskytuji cenné
oleo - chemické slozky, které mohou fungovat jako palivo pro vznétové motory.
Estery karboxylovych kyselin s dlouhym fetézcem a alkoholovych skupin (napt. voskil) maji
vyuziti jako maziva a aditiva v kosmetickych ptipravcich. [26]

Tyto enzymy jsou pouzivany k ovlivnéni chuti a viiné v riznych potravinaiskych vyrobcich,
téz se pouzivaji k rychlému zrani a vytvofeni charakteristické chuti ¢okoladové hmoty.
Dale byly pouzity jako soucast digestivnich prostiedkt a perspektivni je také jejich pouziti
pfi syntéze triacylglyceroli pozadovanych vlastnosti. Mezi dalsi aplikace patfi hydrolyza
mlééného tuku v mlékarenském prumyslu nebo odstranéni necelulosovych necistot ze surové
baviny. Také se pouziva pii vyrob€ buniCiny v papirenském pramyslu, 1éki ve
farmaceutickém pramyslu a v kozedélném pramyslu k odstranéni tuku. S vyuzitim
imobilizované lipazy Candida antarctica se vyrabi bionafta z rostlinnych oleju. [25, 26]
Zadoucimi vlastnostmi lipaz pii jejich vyrobé jsou tepelna a alkalicka tolerance. Ke splnéni
tohoto cile je neustale hledan zdroj vysoce ucinnych lipolytickych enzymi se zvlastni
stabilitou vici pH, teploté, iontové sile a organickym rozpoustédlim. Nékteré lipasy jsou
schopny pracovat 1 pii teploté 100 °C, ale jejich polocCasy zivota jsou kratké. Ve vétSiné
prumyslovych procest byly lipazy pouzity pii teplotach vyssich nez 45 °C. Tyto enzymy tudiz
vyzaduji optimalni teplotu 50 °C. [26]

2.5. Vybrané mikroorganismy

2.5.1. Plisné

Jako plisné jsou oznaCovany mikroskopické vladknité mikroorganismy, které nalezi mezi
houby (Fungi). Podle pfitomnosti a typu pohlavniho rozmnozovani se technicky dualezité
plisné déli do nasledujicich taxonomickych jednotek:

1. Do ttidy Zygomycetes, ta patfi mezi Zygomycotina a pro plisn¢, které sem nalezi je
charakteristické jednobunécné (nepiehradkové) mycelium a pohlavnim rozmnozovanim a
tvorbou tzv. zygospor; k nepohlavnimu rozmnozovani tvoti endospory. [29]

2. Do podkmenu Ascomycotina, ktery je charakteristicky piehradkovanym myceliem a
pohlavnim rozmnozovanim za tvorby askospor, které jsou tvoreny v asku; pro nepohlavni
rozmnozovani tvoii exospory. [29]

3. Do podkmenu Deuteromycotina (Fungi imperfecti, tj. houby nedokonalé, piesnéji
nedokonale znamé) s prehradkovanym myceliem, avSak pouze s nepohlavnim
rozmnozovanim (pomoci exospor). [29]

2.5.1.1. Fusarium solani

Rod Fusarium zahrnuje Sirokou a ruznorodou skupinu hub, které jsou dulezité pro
potravinaisky a farmaceuticky pramysl, lékafstvi a zemédélstvi. Fusarium solani je
fytopatogenni houba a je dulezitym ptivodcem nékolika chorob plodin. Tento druh byl poprvé
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popsan C. F.P. Von Martiniusem v roce 1842 jako Fusisporium solani ze shnilych hliz
bramboru. [30]

Hostitelé Fusarium solani jsou brambory, hrach, fazole, nebo napiiklad meloun, okurky
a dyné. Nekteré kmeny také muzou pusobit nemoci u lidi. [30]

Kolonie se rychle rozrustaji, jsou vlnité se smetanové bilym vzdusnych myceliem. Hyfy jsou
prepazkovité a hyalinni. Makroskopicka morfologie se mize vyznamné meénit v zavislosti na
médiu. Makrokonidie jsou mirn€ zakiivené, pomérné Siroké, silnosténné a obvykle maji 3 - 5
prepazeni. Mikrokonidie vyristaji z dlouhych monofialid, maji jeden az tii pory, jsou ovalné,
nepravidelného tvaru a Vyskyg se v h'ojném poctu. [30, 31]

K. Nishimura

Obrazek 11: Mikroskpicky obraz plisné Fusarium solani [32], Obriazek 12: Fusarium solani na Petriho
misce [33]

2.5.1.2. Aureobasidium pulluans

Tento mikroorganismus patii do tiidy Deuteromycetes. Je to tzv. cerny kvasinkovy
organismus. Rod Aureobasidium projevuje mnohé znamky bazidiomycet, ale i askomycet.
[34]

Je to prevazné saprofyticky organismus, ale vyskytuje se i jako parazit na rostlinach a maze
zpusobit i choroby u zvifat. V mostu pfi kvaseni muze vytvafet nevzhlednou syt€ Cernou
masu. Aureobasidium je bohaté na rizné hydrolytické enzymy, ¢ehoz se vyuziva v praxi.
Rozklada celul6zu, hemicelul6zu, xylany, lignin nebo naptiklad Skrob. [34]

Kolonie jsou rychle rostouci, hladké, pokryté slizkymi konidiemi, které jsou smetanové,
razové az hnédé nebo Cerné barvy. Tento druh ma dvé varianty. U jedné kolonie zlstavaji
razove, svetle hnédé nebo zluté, a to po dobu nejméné tii tydnt. Druhy typ brzy meéni barvu
na Cernou nebo zeleno - Cernou kvuli temnym hyfam, které se Casto rozpadnou na jednotlivé
buriky. [35]

Konidie vznikaji synchronné v hustych skupinach, jsou hyalinni, maji hladké stény a jsou
jednobunééné a elipsoidniho tvaru. Rozmnozuje se pomoci blastokonidii, které puci po
stranach hyf. Tato konidie puc¢i v dal§i sekundarni konidii, kterd je mensSi nez primarni.
Jednotlivé bunécné Clanky starSich hyf se mohou rozpadat v arthrospory. V zivotnim cyklu se
vyskytuji téz chlamydospory, které v dob€ zralosti uvoliuji prezivajici buriku, kterd potom
vyklic¢i. Stfidani riznych fazi asexualniho vyvoje byva cyklické. [35]
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Obrazek 13: Aureobasidium pulluans - mikroskopicky obraz plisné [36], Obrazek 14: Plisen
Aureb.pulluans na Petriho misce [37]

2.5.1.3. Phanerochaete chrysosporium

Phanerochaete chrysosporium je jednou z plisni, ktera rozklada dievo. Tato pliseni tvori velmi
tenké plodnice, které zpusobuji bily povlak dieva. [38]

Je to bila plisen, jez produkuje unikéatni extracelularni oxidacni enzymy. Tyto enzymy
degraduji lignin stejné jako jemu ptfibuzné slouceniny, které se nachéazeji ve vybusnych
kontaminovanych materialech, pesticidech a toxickém odpadu. Souhrnné jsou plisné rodu
Phanerochaete oznaovany jako bilé, protoze degraduji hnédy lignin a zanechavaji po sobé
bilou celulozu. Patfi mezi Bazidiomyceta, coz je skupina hub, do které patfi i jedlé houby
stejné jako rostlinné patogeny jako jsou snéti a rzi. [39]

Vylucuji fadu peroxidaz a oxidaz, které pusobi nespecificky prostfednictvim generovani
volnych radikali ligninu. Tyto volné radikaly nasledné prochazeji spontannim stépenim. Tato
plisen je velmi uzitecna, a to z nékolika divodu. Za prvé, na rozdil od né€kterych bilych plisni
ponechava celulozu dieva prakticky beze zmény. Za druhé, ma velmi vysokou optimalni
teplotu, a to asi 40°C. Nespecificka povaha a oxidacni potencial enzymt zplsobili znacny
zajem o uplatnéni plisné Phanerochaete chrysosporium v bioprocesech. [39]

Obrazek 15: Mikroskopicky obraz plisné Phaneroch.chrys. [40], Obrazek 16: Pliseni Phaneroch. chrys. na
Petriho misce [40]

2.5.2. Bakterie

Prestoze jsou bakterie po fyziologické strance velmi rozmanité, po morfologické strance jsou
mezi jednotlivymi rody velké rozdily. Tvar bun€k bakterii je nejCastéji tyCinkovity, méne
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Casto kulovity. Vlaknity tvar se vyskytuje u pomeérné rozsahlé skupiny pudnich bakterii
patficich do rodu Aktinomycetales a u n€kolika dalSich roda. [25]

Vétsina bakterii se rozmnozuje délenim. Déleni je charakterizovano tim, ze ve stfedni Casti
bunky zafne zcytoplazmatické membrany vyriastat prstencovita vychlipenina sméfujici
dovnitt buiky, az vytvori prepazku. Bakterie obsahuji v bunééné hmoté vodu, bilkoviny,
sacharidy, lipidy a popel, jehoz hlavnimi slozkami jsou fosfaty. [25]

2.5.2.1. Burkholderia cepacia

Tyto bakterie jsou gramnegativni a aerobni, ve tvaru tyCinek a jsou pohyblivé. Jsou bézné
rozsitené v piirod€, lze je nalézt v piirodni stojaté nebo tekouci vodé a v pade€, v niz jsou
vétsinou v symbiodze s kofeny rostlin. [42]

Bakterie Burkholderia cepacia produkuji katalazu, ale nefermentuji laktozu. Jsou to
oportunitni patogeny, coz znamena, ze tyto mikroorganismy vyvolavaji onemocnéni pouze
u hostitele, ktery ma poruchu imunity. U lidi mize zptsobit onemocnéni plic jako je naptiklad
zapal plic. Je u ni znamo, ze zpusobuje plicni pneumonii, a to zejména u pacientl s cystickou
fibrozou. [42]

Obrazek 17: Mikroskopicky obraz bakterie Burkholderia cepacia [43]

2.5.3. Purifikace enzymu

Zpusoby purifikace proteini muzou byt ruzné, lisi od jednoduchych jednostupiovych
srazecich postupt az po velké vyrobni procesy. Nejcasté€ji je k dosazeni pozadované Cistoty
potieba vice nez jeden stupeti procCisténi. [44]

Klicem k uspé$nému a efektivni purifikaci proteini je vybér nejvhodnéjsi techniky,
optimalizace jejich podminek podle pozadavkia. Také je potfeba kombinovat je tak, aby bylo
dosahnuto co nejvétsiho vytézku a zaroven byl minimalizovan pocet potiebnych kroka. [44]

2.5.3.1. Ultrafiltrace

Technika oddéleni molekul v roztoku na =zakladé jejich velikosti, prichodem pres
polopropustné membrany s pory o znamych rozmeérech. Od bézné filtrace se lisi pouze
velikosti cCastic, které jsou separovany. Filtrace se pouziva pro Castice vétsi nez 1 um,
ultrafiltrace pro castice 2 az 1000 nm. Membranovy filtr zadrzi vétSinu makromolekularnich
latek, zatimco vétSina malych molekul projde membranou do filtratu. Velmi malé molekuly
jako soli, aminokyseliny a cukry obvykle prochdzeji membranou kvantitativné.
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Protoze membranou prochazeji i molekuly rozpoustédla (vody), snizuje se objem roztoku nad
membranou a koncentrace molekul, které membranou neprochézeji, se zvysuje. [45, 46]
Membranovou filtraci lze tedy pouzit k odstranéni rozpoustédla a soli zroztoku
makromolekul, k vyméné pufri a ke zkoncentrovani roztoku makromolekularnich latek.
Membrany jsou vyrabény s riznymi velikostmi pora a pro rizné typy filtracnich zafizeni,
ktera jsou konstruovana pro objemy od nékolika mililitrG do nékolika litrGi. Ultrafiltrace se
obvykle provadi za mirn€ zvySeného tlaku (0,1 — 1 MPa), ¢imz se zvysi pratokova rychlost
a cely proces probéhne pomérné rychle. [46]

2.5.3.2. Dialyza

Tato separacni technika vyuziva difuze nizkomolekularnich latek membranou, nepropustnou
pro velké molekuly a Castice, z roztoku o vyssi koncentraci do roztoku o koncentraci nizsi.
V okamziku, kdy se koncentrace latek prochazejicich membranou na obou stranach
membrany vyrovnaji, proces se zastavi. Latka sniz§i relativni molekulovou hmotnosti
prechazi rychleji, nez latka s vys$i hodnotou M. Dialyza umoziiuje v biochemii napf. snadné
oddéleni soli od roztoku bilkovin, uplatiiuje se pii krystalizaci bilkovin. Dialyzou oddélujeme
objemnéjsi organické molekuly od rozpousténych nizkomolekularnich anorganickych soli.
[45, 46]

Proces je pomaly a urychluje se kontinualnim nebo periodickym odvodem roztoku, do kterého
latky rychle difunduji. Vzdy se snazime, aby dialyza byla co nejrychlejsi. Rychlost dialyzy
zavisi na koncentraénim spadu (zpocatku je nejrychlejsi, postupné se zpomaluyje), ktery
je predevsim ovlivnén pomérem objemu vné a uvniti membrany. Dale rychlost tohoto procesu
zavisi na teploté, na poctu a velikosti pord v membrané, na sile membrany, na elektrickych
vztazich mezi membranou a difundujicimi ¢asticemi a na velikosti plochy membrany. [45, 46]

2.5.3.3. Elektroforéza

Tato metoda je zalozena na migraci elektricky nabitych Ccastic v elektrickém poli,
ve stejnosmeérném pohybu. Diky témto podminkam dochazi k separaci latek. Elektrické pole
je vytvoreno tak, ze se mezi elektrody vlozi stejnosmérné napéti, které je konstantni. Nasledne
dochazi k migraci elektricky nabitych Castic — anionty migruji ke kladnému polu, kationty
naopak k zapornému. Ionty, které nejsou nabité (jsou neutralni) nemigruji. Kazda slozka
vzorku migruje jinou rychlosti, a tak béhem separace vznikaji zony, které piislusi danym
slozkam vzorku. [47, 48]

Jestlize pouzijeme standardy, jejichz molekulové hmotnosti zname, tak lze pomoci
elektroforézy ziskat informaci o molekulové hmotnosti proteinu, ktery byl isolovan.
Ke stanoveni molekulové hmotnosti je vhodné pouzit PAGE-SDS elektroforézu. [48]

2.5.3.4. PAGE-SDS

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu je elektroforéza, kterd probiha bud’ v trubickach,
nebo na tenké vrstvé, v tomto piidé mezi dvéma sklenénymi deskami. Je to velmi prakticka
metoda, kterd se Casto vyuziva pro déleni makromolekul. Separace je zavisla na velikosti
molekul, protoze velké molekuly jsou gelem vice zachytavany, a tak se vice zpozduji.
Také zavisi na elektroforetické pohyblivosti latek, které jsou elektroforézou déleny.
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Polyakrylamidovy gel je tedy jednim znejCastéji pouzivanym, protoze ma vyhodné
vlastnosti — je pevny, inertni a bezbarvy. [47, 48]

Tento  gel vznikd tak, ze  dojde  kpolymeraci  akrylamidu  spolecné
s N,N’- methylenbisakrylamidem). Pii pfipravé gelu se ptfidava TEMED, ktery stabilizuje
volné radikaly, které vznikaji na zacatku polymerace pii rozkladu persiranu amonného.
TEMED je zkratka pro N, N, N, N* - tetramethylendiamin. V zavislosti na podilu akrylamidu
v gelu jsou dany fyzikalni vlastnosti a velikost pord. Zasadni je, zda elektroforéza probiha
v kontinualn€ nebo diskontinualné — riizné koncentrované gely, nebo gely o rizném pH a
iontové sile. Pii diskontinualni elektroforéze se pro ziskani velmi ostrych zon vyuzivaji pufry
o razném pH a gely o rizném sloZeni. [46, 48]

Jelikoz je proud konstantni, tudiz dochazi k rovnomé€mému pohybu jednotlivych zon iontu.
Ty jsou ostfe ohrani¢eny. Jako indikéator pro pohyb Cela se pouziva naptf. bromofenolova
modf, ktera se pfida ke vzorku. Bromofenolova modf je nizkomolekularni barvivo. [46, 48]
V pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS) dochazi k dé€leni proteina elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu, a to podle jejich molekulové hmotnosti. Proteiny jsou obklopeny
kladné nabitymi molekulami SDS, které tak davaji proteinim opacny (zaporny) naboj. Poté
jsou jednotlivé molekuly separovany. Gel je obvykle slozen z déliciho gelu a vrstveného gelu,
ve kterém jsou proteiny zachycovany. [49]
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3. CIL PRACE

e Zpracovani reSerSe na téma extracelularni hydrolytické enzymy a jejich produkce plisnémi
a bakteriemi, kava a vedlejsi produkty, které vznikaji pfi jeji vyrobé

e Analyza produkce extracelularnich enzymu vybranymi mikroorganismy.

e Optimalizace podminek enzymatické reakce a kultivace, purifikace enzymu.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Mikrobialni kmeny, chemikalie a pristrojové vybaveni

4.1.1. Pouzité mikroorganismy

Plisné Fusarium solani CCM F-552, Phanerochaete chrysporium CCM 8074 a
Aureobasidium pulluans CCM F-148 1 bakterie Burkholderia cepacia CCM 2656 byly
zakoupeny z Ceské sbirky mikroorganismti, Brno. Dale byl v praci pouzit doposud
neidentifikovany isolat plisné€, ktera spontanné kontaminovala kavovou sedlinu.

4.1.2. Pouzité chemikalie

Albumine, bovin, AMRESCO (USA)

Azokasein, Serva (SRN)

Azo — galactomannan from carob, Sigma Aldrich (SRN)
Bakteriologicky agar, HiMedia, Indie

Bromofenolova modf, Serva (SRN)

Cellulase from Aspergillus niger; Sigma Aldrich (SRN)
Cellulase from Trichoderma reesei; Sigma Aldrich (SRN)
Cellulase Ozonuka PS (Trichoderma viridie); Serva (SRN)
Citronan sodny p.a., Lachema (CR)

Coomassie Brilliant Blue, Serva (SRN)

D- glukdza monohydrat, Lach-Ner (CR)
Dihydrogenfosforeénan draselny p.a., Lach-Ner (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, NaH,PO4-2H>0, Lach-Ner
Dodecylsiran sodny (SDS), TCI CO (Japan)

Ethanol (96%) p.a., Merci (CR)

Fosfore¢nan sodny dihydrat p.a., Lach-Ner (CR)

Glycerin, Lachema (CR)

Glycine, Sigma Aldrich (SRN)

Hemicellulase from Aspergillus niger; Sigma Aldrich (SRN)
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, Lach-Ner
Hydrogenarseni¢nan sodny heptahydrat p.a., Lachema (CR)
Hydrogenuhligitan sodny p.a., Lachema (CR)

Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner (CR)

Chlorid sodny p.a., Lachema (CR)

Chlorid vapenaty p.a., Lachema (CR)
Karboxymethylcelulosa, Sigma Aldrich (SRN)

Kongo &erveti, Lachema (CR)

Kyselina citronova p.a., Lach-Ner (CR)

Kyselina chlorovodikova (35%) p.a., Lach-Ner (CR)
Kyselina octova, Lach-Ner (CR)

Kyselina sirova (96%) p.a., Lach-Ner (CR)

Kyselina trichloroctova p.a., Lach-Ner (CR)

Molybdenan amonny tetrahydrat p.a., Lachema (CR)
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Methanol, CH30H, Lach-Ner (CR)

N, N, N, N*-tetramethylendiamin (TEMED), Sigma Aldrich (SRN)
p-nitrofenol, Sigma Aldrich (SRN)

p-nitrofenyl palmitate, Sigma Aldrich (SRN)

Pectinase from Aspergillus niger; Sigma Aldrich (SRN)
Persiran amonny (APS), Serva (SRN)

Siran amonny p.a., Lach-Ner (CR)

Siran hofe¢naty heptahydrat p.a., Lach-Ner (CR)

Siran m&d'naty pentahydrat p.a., Lach-Ner (CR)

Siran sodny p.a., Lach-Ner (CR)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Lach-Ner (CR)
Triton X-100, Sigma Aldrich (SRN)

Uhligitan sodny p.a., Lachema (CR)

Vinan sodno-draselny p.a., Lachema (CR)
3,5-dinitrosalicylova kyselina, Sigma Aldrich (SRN)

4.1.3. Pristroje a pomucky

Ockovaci box Aura Mini (Bioair Instruments, UK)

Trepacka UNIMAX 1010

Nanofotometr PEARL IMPLEN

Inkubator, LTE SCIENTIFIC

Vortex Real Top, Heidolph

Centrifuga U-32-R, Boeco (Némecko)

Centrifuga Sigma 1-14 (Némecko)

Mikrocentrifuga Hemle Z-100

Analytické vahy Boeco (Némecko)

Fluorescencni mikroskop pro biotechnologii, LABOMED
Filtra¢ni zafizeni pro biotechnologii KrosFlo, Spectrum laboratories
Analytické vahy, OHAUS

Sada pro elektroforézu MINI PROTEAN Tetra System, BIO-RAD
Elektroforeticky zdroj SH-300X, E-C Apparatus Corporation
pH-metr SENSODIRECT PH 200

Systém pro dokumentaci geld PC, ULTRALUM

4.2. Pouzité odpadni substraty

Kavova sedlina

4.3. Kultivace

Kultivace plisn€é Fusarium solani, Phanerochaete chrysporium, Aureobasidium pulluans,

bakterie Burkholderia cepacia a Isolatu. Tyto mikroorganismy byly kultivovany na tuhém a

tekutém médiu.
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4.3.1. Tuhé kultivaéni médium

Tabulka 3: Slozeni pevného média Fusarium solani, Phanerochaete chrysporium, Aureobasidium pulluans,
Burkholderia cepacia a Isoldtu

slozky mnozstvi
Bakteriologicky agar 20¢g
(NH4)2304 3 g
KH2PO4 1,02 g
Na,HPO, 11,1 g
MgSOq 02¢g
kavova sedlina 20g
voda 1000 ml

Toto médium bylo pouzito na uchovani plisni Phanerochaete chrysosporium, Fusarium
solani, Aureobasidium pulluans, Isoldt a bakterie Burkholderia cepacia. Kultury byly
sterilovany po dobu 40 minut v tlakovém hrnci a nasledné byly uchovavany pii 4°C
na Petriho miskach.

4.3.2. Tekuté kultivacni médium
Tabulka 4: Slozeni mineralniho média vybranych plisni a bakterie

slozky mnozstvi
(NH4)2804 3 g
KH2PO4 1,02 g
Na,HPO, 11,1 g
MgSO4 02¢g
kavova sedlina 20g
voda 1000 ml

Kultury jednotlivych plisni - Phanerochaete chrysosporium, Fusarium solani, Aureobasidium
pulluans, Isolat a bakterie Burkholderia cepacia byly zo€kovany z Petriho misky do 100 ml
sterilntho média ve 200 ml Erlenmeyerové bance. Sterilni médium bylo pasterovano
v autoklavu po dobu 40 minut. Nasledna kultivace probihala pfi teploté 30 °C, a to bez
tfepani — staticky.

4.4. Postupy pri stanoveni enzymovych aktivit

4.4.1. Stanoveni proteolytické aktivity

Jako substrat byl pouzit roztok azokaseinu (5 mg/ml). Azokasein je chemicky modifikovany
mlécny protein kasein s navazanou oranzovou sulfanilamidovou skupinou. Enzymatickou
hydrolyzou (37°C, 60 min) se uvolfiuji barevné peptidy rozpustné v trichloroctové kyseling,
které jsou nasledné¢ detekovany pii A = 440 nm. Rozdil mezi absorbanci blanku a supernatantu
je nasledné prepocten na enzymovou aktivitu proteolytickych enzyma. Jednotka aktivity je
pak definovana jako mnozstvi enzymu katalyzujici pfeménu substratu doprovazenou nartistem
absorbance 0 0,001 za 1 minutu pii podminkach testu.
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4.4.2. Stanoveni lipolytické aktivity

Stanoveni lipolytické aktivity s vyuzitim p-nitrofenylpalmitatu je zalozeno na schopnosti
lipolytickych enzymu §tépit tento substrat za vzniku zluté zbarveného produktu p-nitrofenolu,
ktery je stanoven spektrofotometricky pii 410 nm.

4.4.2.1. Stanoveni kalibracni kfivky p-nitrofenolu

Kalibra¢ni ktfivka byla nemeéfena a nasledné sestrojena pomoci zakladniho roztoku
p-nitrofenolu, jehoz koncentrace byla 0,5 mmol/l. Z roztoku p-nitrofenolu byla nasledné
pfipravena kalibracni fada p-nitrofenolu, a to nafedénim zakladniho roztoku pomoci 0,1 M
Tris-HCI pufru o pH 8,2. Koncentrace roztokt kalibracni fady byly v rozmezi od 0,005
do 0,05 mmol/l. Takto pfipravené roztoky byly dobfe promichany a jejich absorbance byla
proméfena na spektrofotometru pii A =410 nm.

4.4.2.2. Priprava substrdtu

Do odmérné bainky bylo odvazeno 0,00695 g p-nitrofenylpalmitatu a nasledn€¢ doplnén
destilovanou vodou na 100 ml. Tento roztok byl poté uchovan pfi teploté 4 °C.

4.4.2.3. Stanoveni lipolytické aktivity

Do zkumavek bylo napipetovano 0,1 ml supernatantu, 2,5 ml substratu a 2,5 ml pufru pH 8.
Vzorky byly po dobu 30 minut inkubovany pii laboratorni teploté. Blank byl pfipraven
stejnym zpusobem jako vzorky, ale nebyl inkubovan. Nasledné byla proméfena absorbance
roztokt vzorku proti roztoku blanku a to pii vinové délce 410 nm.

4.4.3. Stanoveni celulazové aktivity — stanoveni pomoci karboxymethyl celulozy

Aktivita celulaz byla stanovena spektrofotometricky méfenim priristku redukujicich skupin
metodou podle Somogyiho a Nelsona, jako substrat byl pouzit 1 % roztok CMC.

Vzorky byly pfipraveny tak, ze 0,5 ml 1 % CMC bylo smichano s 4 ml citratového pufru pH 5
a s 0,5 ml supernatantu. Nasledn¢ byly vzorky inkubovany pii teploté 30 °C po dobu 60
minut.

Poté bylo k 1 ml takto piipraveného vzorku pfidani 0,5 ml roztoku I a 0,5 ml roztoku IL
Zkumavky s témito roztoky byly ponofeny na dobu 10 minut do vrouci lazn€. Po uplynuti 10
minut byly zkumavky ochlazeny a bylo do nich pfidano 0,5 ml roztoku III a kazdy roztok byl
dobfe promichan tak, aby se rozpustila srazenina. Nakonec byl obsah zkumavky doplnén
destilovanou vodou na 10 ml (7,5 ml vody). Absorbance byla proméfena pii vinové délce
720 nm proti blanku, jehoz pfiprava byla stejna jako piiprava ostatnich vzorka, ale 0.5 ml 1 %
roztoku CMC bylo nahrazeno 0,5 ml citratovym pufrem pH 5. Jednotka aktivity pak byla
definovana jako mnozstvi enzymu, ktery katalyzuje rozklad CMC (substrat) doprovazeny
nardstem absorbance v Case.

4.4.3.1. Priprava c¢inidel

Cinidlo I: 24 g uhliGitanu sodného, 16 g hydrogenuhli&itanu sodného a 12 g vinanu sodno-
draselného bylo rozpusténo ve 200 ml destilované vody. Tento roztok byl nasledné smichan
se 600 ml roztoku siranu sodného, ktery byl pfipraven tak, ze v 600 ml vody bylo rozpusténo
144 g siranu sodného.
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Cinidlo II: Ve 200 ml destilované vody bylo rozpuiténo 24 g siranu sodného a 4 g
pentahydratu siranu méd'natého.

Cinidlo IIT: toto ¢inidlo bylo piipraveno tak, e ve 450 ml vody bylo rozpusténo 25 g
molybdenanu amonného a nasledné byla pfidana koncentrovana kyselina sirova o objemu
21 ml a 3 g heptahydratu hydrogenarseni¢nanu sodného. Tento roztok byl uchovan po dobu
48 hodin pii 37 °C.

4.4.3.2. Sestrojeni kalibracni krivky

Pro sestrojeni kalibraéni kiivky pro zméteni celulazové aktivity byl vyuzit zakladni roztok
glukézy, jehoz koncentrace byla 3 g/l. Nasledné byla z tohoto roztoku naredénim pfipravena
kalibracni tfada o koncentraci od 0,3 g/l do 1,5 g/l. Z kazdého roztoku byl odebran 1 ml a
k nému bylo pfidano 0,5 ml Somogyiho ¢inidla I a Il. Zkumavky s témito roztoky byly na 10
minut ponofeny do vrouci 1azn€, nasledné ochlazeny a bylo do nich pfidano 0,5 ml Cinidla III.
Blah ve zkumavkach byl dobfe promichan, a to az do rozpusténi vzniklého Cu,O.
Destilovanou vodou (7,5 ml) byl obsah zkumavky doplnén na 10 ml. Roztoky byly dobfe
promichany a poté byla pii 720 nm proméfena jejich absorbance proti blanku. Blank byl
ptipraven tak, ze do roztoku byl misto 1 ml roztoku glukézy pfidan 1 ml destilované vody.

4.4.4. Stanoveni mannazové aktivity

Aktivita mannaz byla stanovena spektrofotometricky méfenim piirastku redukujicich skupin.
Vyuziva se schopnosti Sté€pit galaktomanan na mannoézu a redukujici cukry. Vzorky byly
ptipraveny z 0,5 ml supernatantu a 0,5 ml galaktomannanu. Tyto roztoky byly nasledné
inkubovany pti 30°C po dobu 10 minut. Nasledn€ byl ke kazdému roztoku ptidano 2,5 ml
ethanolu a takto pfipravené roztoky byly po promichani 10 minut ponechany pfi laboratorni
teploté. Po uplynuti této doby byly centrifugovany pii 3000 otackach po dobu 10 minut.
Absorbance byla promeétena pii vinové délce 590 nm proti blanku. Blank byl tak, ze bylo
nejdiive smichano 2,5 ml ethanolu s 0,5 ml galaktomannanu a az po 10 minutové inkubaci pfi
30 °C bylo do roztoku ptfidano 0,5 ml supernatantu. Jednotka aktivity pak byla definovana
jako mnozstvi enzymu, ktery katalyzuje rozklad galaktomannanu (substrat) doprovazeny
nardstem absorbance.

4.4.4.1. Priprava substrdtu

1 g ptipravku praskového enzymu azo-carob galaktomannan byl pifidan do 100 ml 0,2 M
pufru octanu sodného (pH 4) a poté byl tento roztok opatrn€ 15 minut michan. Jen pokud je to
nutné, je tieba tento roztok zfiltrovat a dale zfedit 0,2 M pufrem octanu sodného (pH 4), podle
potieby pro dosazeni spravné koncentrace.

4.5. Vybér vhodného mikrobiilniho kmene

Dle testi enzymovych aktivit byly zjistény celulazové, mannazové, lipazové a proteazoveé
aktivity pro zvolené kmeny. K t€émto testim byly pouzity mineralni média, na nichz byly
kultivovany plisn€¢ Phanerochaete chrysosporium, Fusarium solani, Aureobasidium pulluans,
Isolat a bakterie Burkholderia cepacia (viz tekuté kultivaéni médium).

34



4.5.1. Optimalizace kultiva¢nich podminek

Byly optimalizovany kultivaéni podminky pro plisei Isoldt, coz byl dle stanovenych
enzymovych aktivit nejvhodnéj§i mikroorganismus.

Byl sledovan rust biomasy a enzymova aktivita v zavislosti na pH, pouZiti rizného mnozstvi
vody, na zpusobu kultivace — staticka nebo na tfepacce a také Casova zavislost kultivace
(optimalni pocet dni kultivace plisn¢).

4.5.1.1. MnoZstvi vody a zpisob kultivace

V tomto meéfeni bylo stanoveno optimalni mnozstvi vody, ve které je plisenn Isolat
kultivovana. Kultivace probihala ve tfech zvolenych mnozstvi minerdlniho média, a to
40,60 a 100 ml. Toto mineralni médium bylo pfipraveno stejné jako v kapitole 4.3.2.
Jako dalsi kritérium pro optimalni kultivaci vybrané plisné bylo tfeba zjistit, zda je vhodné&jsi
kultivace staticka nebo kultivace, ktera probihala pfi tfepani.

Byly piipraveny 2 sady roztokl, které obsahovaly 40, 60a 100 ml vody. Prvni byla
kultivovana staticky a druha na tfepacce. Kultivace probihala pfi 30 °C. Pro obé dvé sady
roztokil byly proméfeny enzymové aktivity.

4.5.1.2. pH optimum

V tomto méfeni bylo stanoveno optimalni pH pro kultivaci plisné Isolat. Zvolené hodnoty pH
byly: 4,0; 4,8, 5,4; 5,8; 6,6; 7,0; 7,6; 8,0.

Aktivita celulaz byla stanovena spektrofotometricky méfenim pfirtstku redukujicich skupin
metodou podle Somogyiho a Nelsona, jako substrat byl pouzit 1 % roztok CMC.
Vzorky pro méfeni této aktivity byly pfipraveny smichanim 0,5 ml 1% roztoku
karboxymethyl celulazy s 0,5 ml supernatantu, kterym byl v tomto pfipadé roztok, ktery mél
ve stanoveni optimalniho mnoZzstvi vody a optimalnim zptisobu kultivace nejvyssi aktivity, a
to roztok se 100 ml vody a byl kultivovan staticky. Nasledné byly ke vzorkim pfidany 4 ml
citratového pufru. Pufr byl pfipraven dle zvolené hodnoty pH, a to smichanim kyseliny
citronové s Na,HPO, v riznych pomérech.

Inkubace téchto vzorkd probihala pfi 30 °C po dobu 60 minut. Po uplynuti této doby byl
z kazdého vzorku odebran 1 ml a k nému pfidano 0,5 ml roztoku I a 0,5 ml roztoku II. Po
desetiminutovém povareni ve vrouci lazni byly zkumavky se vzorky ochlazeny a d kazdého
z nich bylo napipetovano 0,5 ml roztoku III. Nakonec byly vzorky promichany a kazdy byl
doplnén destilovanou vodou na 10 ml.

Absorbance byla proméfena pii vinové délce 720 nm proti blanku, jehoz ptiprava byla stejna
jako pfiprava ostatnich vzorkd, ale 0,5ml 1% roztoku CMC bylo nahrazeno 0,5 ml
citratovym pufrem. Jednotka aktivity pak byla definovana jako mnozstvi enzymu, ktery
katalyzuje rozklad CMC (substrat) doprovazeny naristem absorbance v Case.

4.5.1.3. Pocet dni kultivace

Pro zjisténi Casové zavislosti produkce enzymu isolovanou plisni bylo pfipraveno mineralni
médium, a to stejnym zpusobem jako v kapitole 4.3.2. Po jeho sterilizaci byla do roztoku
mineralniho média o¢kovana vybrana pliseil a nasledné byla kultivovana v termostatu pfi
30°C. Enzymova aktivita byla sledovana v 1., 3., 5., 7. a 9. dni kultivace.
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4.6. Izolace a purifikace enzymu

4.6.1. Vertikalni PAGE SDS elektroforéza

K této elektroforetické separaci proteini byla pouzita aparatura Mini-PROTEAN 3 cell.
Jako nosi¢ byl pouzit polyakrylamidovy gel a k nasledné detekci enzymu byl vyuzito barveni
pomoci Coomassie brilliant blue. Jako standardy byly pouzity smési: Bio-Rad Dual color
standard (obsahuje deset rekombinacnich proteinti o presné znamé molekulové hmotnosti od
10 do 250 kDa, vcetné osmi modrych pasem danych skupin a dvou rtizovych — referencni
pasma).

4.6.1.1. Roztoky

Elektrodovy puft: 3,03 g Tris + 14,4 g glycin + 1,0 g SDS do 1000 ml redestilované vody
Inicia¢ni ¢inidlo: 100 mg APS (persiran amonny) do 1 ml redestilované vody

Separacni (délici) pufr pH 8,8: 18,2 g Tris + 2,8 ml 32% HCI do 100 ml redestilované vody
Zaostiovaci pufr: 6,0 g Tris + 6 M HCI + 60 ml redestilovana voda

Vzorkovaci pufr: 3,0 ml glycerol + 0,2 ml 0,5 % bromofenolova modf + 1,25 ml zaostfovaci
pufr pH 6,8 (0,5 M Tris) + 5,55 ml redestilovana voda — doplnéni na objem 10 ml

Zasobni roztok: AA/BIS

4.6.1.2. Priprava polyakrylamidového gelu

Pro elektroforézu vzorkti enzyma byl pouzit 12 % polyakrylamidovy gel. Ten byl pfipraven
tak, ze bylo napipetovano 2,5 ml separacniho (dé€liciho) pufru o pH 8,8; 4,0 ml akrylamidu;
TEMED a 60 ul APS. Tato smés byla opatrné zamichana v kadince, tak aby se do ni
nedostaly bublinky vzduchu a nasledné byla pipetovana do prostoru mezi dvé skla ve stojanu
na elektroforézu. Po napipetovani byl mezi tato skla vlozen platovy hiebinek, jehoz pomoci
byly vytvoreny jamky pro nanaseni vzorkt. Gel byl poté dvé hodiny nechan polymerovat.

4.6.1.3. Priprava vzorki

Vzorky enzymd, které byly pfipraveny kultivaci na kavové sedling, byly smichany se
vzorkovacim pufrem, a to v poméru 1:1 a nasledné byly po dobu 4 minut vlozeny do vrouci
vody.

Vzorky komerénich enzyma (Hemicellulase from Aspergillus niger; Albumin, bovin;
Cellulase from Trichoderma reesei; Cellulase Onozuka PS; Cellulase from Aspergillus niger;
Pectinase from Aspergillus niger) byly smichany se vzorkovacim pufrem a pfipraveny stejné
jako vzorky piipravené na kavové sedliné. Tyto vzorky byly nésledné uchovany pro dalsi
pouziti pii -15 °C.

4.6.1.4. Provedeni elektroforézy

Poté, co gel mezi skly zpolymeroval a ztuhnul, z néj byl vyjmut plastovy hiebinek. Skla, ve
kterych byl gel, byla pfenesena do aparatury a upevnéna tak, aby elektrodovy pufr, ktery byl
v elektorodovém prostoru, nevytékal. Poté byl do aparatury nalit elektrodovy pufr a vzorky

enzyml byly naneseny do jamek, a to v mnozstvi 10 - 15 ul. Poté byla aparatura prikryta
vikem a pfipojena ke zdroji napéti. Byl nastaven prud 300 mA, napéti 180 V po dobu 2 hodin.
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4.6.1.5. Barveni gelu

Odbarvovaci roztok: 500 ml ethanol + 100 ml kyselina octova + 400 ml redestilovana voda
Barvici roztok: 200 ml odbarvovaci roztok + 0,5 g Coomassie brilliant blue.

Poté, co byla elektroforéza ukoncena, byl gel opatrné pomoci stficky s destilovanou vodou
prenesen do misky, ve které byl barvici roztok. Gel byl poté ponechan v barvicim roztoku
minimalné€ po dobu 5 hodin. Miska s gelem byla pfemisténa na tfepacku, kde byl gel béhem
barveni protfepavan. Po barveni byl gel promyvan odbarvovacim roztokem, a to minimalné
o6krat po dobu 30 minut. Na konci procesu barveni a odbarvovani byl gel opatrné, tak aby se
nepfetrhnul, pfenesen mezi dvé folie a naskenovan. Pomoci standardd, jez mély znamou
molekulovou hmotnost, byly uréeny velikosti fragmentt proteint, které byly separovany.

4.6.2. Zymografie

Tento typ elektroforézy byl proveden stejnym zptusobem jako prvni typ elektroforézy. Byla
pouzita aparatura Mini — PROTEAN 3 cell a 12 % polyakrylamidovy gel, do kterého byl
pfidan roztok polysacharidi, a to 0,2 % karboxymethyl celulazy. Po provedeni elektroforézy
a promyti gelu v 2,5 % roztoku Triton X — 100 a v citratovém pufru pH 4,5 byl gel barven
0,1 % roztokem Kongo cCervené. Jako standard byla pouzita smeés: Bio-Rad Dual color
standard.

4.6.2.1. Roztoky

Elektrodovy puft: 3,03 g Tris + 14,4 g glycin + 1,0 g SDS do 1000 ml redestilované vody
Inicia¢ni ¢inidlo: 100 mg APS (persiran amonny) do 1 ml redestilované vody

Separacni (délici) pufr pH 8,8: 18,2 g Tris + 2,8 ml 32% HCI do 100 ml redestilované vody
Zaostiovaci pufr: 3,0 ml 0,5 M Tris pH 6,8 (pfiprava viz kap 4.6.1.1) + 47,0 ml redestilované
vody

Vzorkovaci pufr: 1,0 ml glycerol + 0,3 g SDS + 8,7 ml zaostrovaci pufr pH 6,8 (30 mM Tris)
Zasobni roztok: AA/BIS

4.6.2.2. Priprava polyakrylamidového gelu

12 % polyakrylamidovy gel: 1,0 ml 0,2 % CMC; 2,5 ml separacniho (déliciho) pufru o
pH8.,8; 4,0ml AA/BIS; 2,4ml redestilované vody; 0,1 ml 10% SDS; 6 Wl TEMED
a 60 pl APS (iniciacni Cinidla). Postup ptipravy gelu byl poté stejny jako v kapitole 4.6.1.2.

4.6.2.3. Priprava vzorki

Vzorky byly piipraveny smichanim supernatantli pripravenych na kavové sedliné nebo
roztokt enzymu (viz kap 4.6.1.3) se vzorkovacim pufrem v poméru 1 : 1. Poté byly po dobu
1 minuty povafeny ve vrouci vode.

4.6.2.4. Provedeni elektroforézy
Elektroforéza byla provedena za stejnych podminek jako v kapitole 4.6.1.4.

4.6.2.5. Barveni gelu

Po ukonceni elektroforézy byl gel pomoci stiicky opatrné prenesen do misky, ve které byla
redestilovana voda. V té byl gel vymyvan po dobu 30 minut a nasledné byl vymyvan 60 minut
v 2,5 % roztoku Triton X - 100. K dalsimu promyti byl pouzit citratovy pufr pH 4,5. Toto
promyvani trvalo 12 hodin a bylo provedeno pfi laboratorni teploté. K barveni gelu byla
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pozita 0,1 % Kongo Cerven, ve které byl gel ponechan na jednu hodinu a nasledné byl gel
hodinu ponechan v roztoku 1 M NaCl. Nakonec byl gel opatrné prenesen mezi dvé folie a
naskenovan. Pomoci standardu, ktery mél znamou molekulovou hmotnost, byly urCeny
velikosti fragmentt proteint, které byly separovany.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Vybér mikroorganismu na zakladé schopnosti rist na médiu s kavovou
sedlinou

5.1.1. Kultivace na tuhém médiu

Nejdiive bylo pomoci kultivace na tuhém médiu, které obsahovalo kavovou sedlinu jako
jediny uhlikaty substrat, vybrany ty mikroorganismy, které se nejlépe rozrostly (viz Obrazek
18, Obrazek 19).

".;

Obrazek 19: Kultivace MO - vlevo plisen Fusarium solani, vpravo plisei Phanerochaete chrysosporium

Z tohoto pozorovani bylo zjisténo, ze plisné Phanerochaete chrysosporium, Fusarium solani,
isolovana plisen a bakterie Burkholderia cepacia se na médiu s kavovou sedlinou rozrustaji
dobte. Naopak plisent Aureobasidium pulluans se na tomto médiu vibec nerozrostla, a tak
nebyla pro dal$i méteni pouzita.

5.1.2. Kultivace na tekutém médiu

Kultivaci jednotlivych mikrobialnich kment v tekutém médiu, které obsahovalo kavovou
sedlinu jako jediny substrat, byla zjisténa stejné jako v predchozi kapitole schopnost téchto
mikroorganismu rist médiu s kavovou sedlinou.

Nasledné bylo pomoci mikroskopu, na kterém bylo nastaveno 40x pfiblizeni, pozorovano,
jak se jednotlivé kmeny rozrostly (Obrazek 20). V pfiloze 1 jsou obrazky Erlenmeyerovych
banék, ve kterych probihala tato kultivace.
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Obrizek 20: Kultivace MO na tekutém médiu s kivovou sedlinou: Mikroskop 40x - vlevo Fusaium solani;
uprostied isolovana pliseni; vpravo Burholderia cepacia

Ze snimku pofizenych z mikroskopu lze vidét, ze dobfe se rozrostla pliseni Fusarium solani a
isolovana pliseni. Také bylo mozné pozorovat kolonie bakterie Burkholderia cepacia.
Plisn€ Aureobasidium pulluans a Phanerochaete chrysosporium se rozrostly malo, a tak
nebylo mozné na mikroskopu poftidit snimek jejich hyf.

5.2. Stanoveni enzymovych aktivit vybranych plisni a bakterii

Dle postupt, které byly uvedeny v kapitole 4.4, byly u plisni Phanerochaete chrysosporium,
Fusarium solani, Isolat a bakterie Burkholderia cepacia stanoveny enzymové aktivity.
Produkce danych enzymii byla u téchto vybranych druhtG plisni a bakterie sledovana
po 7 dnech kultivace.

5.2.1. Stanoveni proteolytické aktivity
Jako substrat se pfi tomto stanoveni vyuziva roztoku azokaseinu. Aktivita proteazy se
vyjadiuje jako nartst absorbance pii rozkladu azokaseinu. Mnozstvi substratu, jez byl
rozlozen pusobenim enzymu, se vyjadiuje v podobé vysledné aktivity — absorbance, ktera
je vztazena na Cas inkubace. V grafu ¢. 1 jsou uvedeny zavislosti aktivit proteaz na tom,
jakou plisni byly produkovany v 7. dni kultivace.
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Graf 1: Stanoveni proteolytické aktivity pro vybrané mikrobiilni kmeny
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Pii kultivaci Phanerochaete chrysosporium na mineralnim médiu s kavovou sedlinou jako
jedinym substratem byla naméfena nejvyssi proteazova aktivita.

Protedzova aktivita pii kultivaci Fusarium solani na mineralnim médiu se ukazala byt druhou
nejvyssi.

Pfi kultivaci isolované plisné byla aktivita protedz spiSe nizkd a u bakterie Bukholderia
cepacia nebyla detekovana zadna proteazova aktivita.

5.2.2. Stanoveni celulazové aktivity

Pro stanoveni této aktivity byla sestavena kalibracni kiivka — zavislost, dle které lze stanovit
redukujici cukry metodou Somogyi-Nelsona. K tomu, aby bylo mozné odecist mnozstvi
glukozy v pripraveném médiu od mnozstvi vSech redukujicich cukrii a nasledovné mozné
provést korekci na mnozstvi glukozy (uvolnéné ze substratu), byla tato kalibracni zavislost
stanovena na glukozu, data pro sestaveni kalibrace stejné tak i1 kalibracni pfimka samotna jsou
obsahem pfilohy 2.

5.2.2.1. Stanoveni celulazové aktivity na CMC

V tomto méfeni byla aktivity celulazy stanovena mnozstvim redukujicich cukrii — glukozy,
ktera byla uvolnéna ze substratu piipraveného z celulozy, pisobenim enzymu. Aktivita byla
vztazena na €as [nmol/min]. Pro stanoveni této aktivity byl pouzit 1% roztok karboxymethyl
celulozy.

V grafu €. 2 jsou uvedeny zavislosti aktivit celulaz na tom, jakou plisni byly produkovany
v 7. dni kultivace.
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Graf 2: Stanoveni celuldzové aktivity pro vybrané mikrobidlni kmeny

Pti kultivaci na kavové sedlin€ byla nejvyssi hydrolyticka aktivita viici CMC detekovana u
isolované plisné a prekvapive také u bakterie B. cepacia.

Produkce celulaz plisni Phanerochaete chrysosporium na kavové sedliné méla pfi tomto
meéfeni tieti nejvyssi hodnotu.

Nejmensi produkce celulazy byla zjisténa u plisné Fusarium solani.
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5.2.3. Stanoveni lipazové aktivity
Pro stanoveni tohoto enzymu bylo potieba stanovit kalibra¢ni kifivku. Zavislost byla
stanovena pro p-nitrofenol a je obsahem pfilohy ¢. 3. Nasledné byla stanovena aktivita lipazy,
a to jako mnozstvi p-nitrofenolu, které byl uvolnéno ze substratu ptsobenim enzymu. Toto
mnozstvi bylo vztazeno na ¢as [nmol/min]. Substritem pro toto stanoveni byl
p-nitrofenylpalmitat.
V grafu €. 3 je uvedena zavislost aktivity lipazy na tom, jakou plisni byla produkovana
v 7. dni kultivace.
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Graf 3: Lipazova aktivita pro vybrané mikrobidlni kmeny

U isolované plisné kultivované na mineralnim médiu za s kavovou sedlinou byla zjisténa
nejvyssi lipazova aktivita.

Bakterie Burkholderia cepacia, plisn€é Fusarium solani a Phanerochaete chrysosporium
nejevily zadnou lipolytickou aktivitu.

5.2.4. Stanoveni aktivity mannazy

Aktivita mannazy byla vyjadrena jako nartst absorbance pii rozkladu substratu. Substrat se
Stépi a merti se kratké fragmenty, které se etanolem nesrazi. Vysledna aktivita byla vyjadiena
jako mnozstvi absorbance vztazena na Cas.

V grafu €. 4 je uvedena zavislost aktivity mannazy produkované vybranymi mikroorganismy.
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Graf 4: Mannizova aktivita pro vybrané mikrobidlni kmeny

Isolovana pliseri na mineralnim médiu produkovala nejvetsi mnozstvi mannazy.
V ptipad€ plisni Phanerochaete chrysosporium, Fusarium solani a bakterie Burkholderia

cepacia byly aktivity velmi nizké, dokonce nulové.
Tabulka 5: Vysledné enzymové aktivity pro vybrané mikroorganismy

T proteaza celulaza . lipaza . mannaza
Alt a [nmol - min "] a [nmol - min "] Alt
isolovana plisen 0,000117 0,2627 0,090455 0,088
Phanerochaete chrysosporium | 0,004350 0,1700 0 0
Fusarium solani 0,003133 0,1179 0 0
Burkholderia cepacia 0 0,2627 0 0

Na zaklade stanoveni jednotlivych aktivit byl z téchto mikroorganismi vybran jeden, pro
ktery byly v dalSim meéfeni stanoveny optimalni podminky kultivace. Timto vybranym
mikroorganismem byla isolovana pliseil. Ta méla nejvyssi celulazovou aktivitu a zaroveni
jako jedina jevila aktivitu v§ech stanovovanych enzymu.

5.3. Optimalizace podminek

Z predeslych meéfeni aktivit byla zjisténa vysoka aktivita enzymu, které produkovala
isolovana plisefi. V nasledujicich analyzach byly optimalizovany podminky jeji kultivace.
Bylo vybrano idealni mnozstvi vody, které plisenn k produkci enzymt potiebuje. Dal§im
kritériem pro optimalizaci byl zpisob kultivace, a to zda je staticka nebo probihala pfi tfepani
na tfepacce. Také bylo stanoveno pH optimum enzymatické reakce a idealni doba kultivace.
Pliseri byla kultivovana na mineralnim médiu a nasledn€¢ u nich byla zjisténa enzymova
aktivita pro proteazu, celulazu, lipazu a mannazu.

5.3.1. Optimalizace mnozstvi vody a zpasobu kultivace

Pro isolovanou plisefi byly optimalizovano mnozstvi vody (resp. mineralniho média),
ve kterém je tato plisenl kultivovana. Kultivace probihala v Erlenmeyerovych baikach
a do kazdé z nich bylo pridan 10 g kavové sedliny. Nasledné bylo pfidano zvolené mnozstvi
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mineralniho média, a to vrozmezi od 40 ml do 100 ml. Nakonec byla do tohoto média
naockovana isolovana plisen. Takto pfipravené roztoky byly poté kultivovany pii 30°C. Prvni
fada roztokt byla kultivovana na tfepacce a druha staticky, tj. bez tfepani v termostatu.

Po sedmidenni kultivaci byly roztoky zfiltrovany za snizeného tlaku a nésledné u nich byly
proméfeny enzymové aktivity. Stanovena byla proteolyticka, celulazova, lipolytickd a
mannazova aktivita, a to stejnymi zpusoby jako v piedchozich kapitolach.

5.3.1.1. Stanoveni proteolytické aktivity

Substratem je v tomto stanoveni enzymové aktivity azokasein, jehoz rozkladu se vyuziva ke
stanoveni aktivity proteazy. Aktivita proteazy se vyjadiuje jako nartst absorbance pfi
rozkladu azokaseinu.

V grafu ¢. 5 jsou uvedeny zavislosti aktivit protedz na tom, jaké mnozstvi vody bylo pfi
kultivaci pouzito a zda byla kultivace staticka nebo probihala na tfepacce.
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Graf 5: Proteolyticka aktivita - optimalni mnoZstvi vody a zpusob kultivace

Z grafu lze pozorovat, ze nejvyssi aktivitu mél roztok, ktery obsahoval nejvice mnozstvi vody
a jeho kultivace probihala na tfepacce pii 30°C.

Pti kultivaci, kterd probihala staticky, byly aktivity protedz mnohem nizsi, pficemz nejvyssi
aktivitu mél roztok s nejvétsim mnozstvim vody, stejné jako u druhého zpusobu kultivace.
Celkové z tohoto méfeni lze pozorovat, ze nejvétsi proteazové aktivity mely vzorky, které
obsahovaly 100 ml vody, coz znamena, ze ¢im vétsi mnozstvi kultivacniho média je pouzito,
tim vyS$8i hodnoty proteazovych aktivit ziskdme. Také byl zji§t€no, ze isolovana plisei
produkuje vétsi mnozstvi enzymu pfi kultivaci, ktera probiha pfi tfepani na tfepacce.

5.3.1.2. Stanoveni celuldazové aktivity

Substratem pii stanoveni této enzymové aktivity byl 1 % roztok karboxymethyl celulozy.
Aktivita celulazy byla stanovena naristem mnozstvi redukujicich cukrii a glukozy, které byly
uvolnény pfi rozkladu celul6zového substratu. Aktivita byla vztazena na ¢as [nmol/min].

V grafu €. 6 jsou uvedeny zavislosti aktivit celulaz na tom, jaké mnozstvi vody bylo pfi
kultivaci isolované plisné pouzito a zda byla tato kultivace staticka nebo probihala na
trepacce.
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Graf 6: Celulazova aktivita - optimalni mnozstvi vody a zpusob kultivace

Celulazova aktivita produkovana isolovanou plisni byla vypocitana pomoci rovnice kalibracni
kiivky, ktera je uvedena v pfiloze €. 2.

Ze sestrojené¢ho grafu lze konstatovat, ze isolovana plisefi produkuje celulazy pouze pfi
kultivaci, ktera je statickd. PfiCemz nejvyssi aktivitu jevi celulazy, kdyz je v kultivacnim
médiu vice vody. Nejvyssi aktivitu mél roztok, jez obsahoval 100 ml vody a jeho kultivace
byla staticka.

V ptipadé, kdy kultivace vybrané plisné¢ probihala na tfepacce, nebyla zjisténa zadna
celulazova aktivita.

5.3.1.3. Stanoveni lipolytické aktivity

V tomto méfeni byla stanovena aktivita lipazy, kterou produkovala isolovana pliseri, aby byly
vybrany optimalni podminky. Substratem pro toto stanoveni byl p-nitrofenylpalmitat. Aktivita
byla stanovena jako mnozstvi p - nitrofenolu, které bylo uvolnéno ze substratu pusobenim
enzymu. Toto mnozstvi bylo vztazeno na ¢as [nmol/min].

V grafu €. 7 jsou uvedeny zavislosti aktivit lipdz na tom, jaké mnozstvi vody bylo pfi
kultivaci isolované plisn€ pouzito a zda kultivace probihala na tfepacce nebo staticky.
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Graf 7: Lipazova aktivita - optimalni mnozstvi vody a zpisob kultivace

Lipazova aktivita produkovana isolovanou plisni byla vypocitana pomoci rovnice kalibracni
kiivky, ktera je uvedena v pfiloze €. 3.

Isolovana plisen produkuje pii kultivaci na tfepacce nejvétsi mnozstvi lipolytickych enzymu
v ptipadé, kdy je v kultivaénim médiu velké mnozstvi vody. Také pfi statické kultivaci
vykazuje tato plisen nejvétsi produkci lipaz v roztoku, ktery obsahoval vody nejvice.

5.3.1.4. Stanoveni manndzové aktivity

Jako substrat byl v tomto stanovena aktivity pouzit galaktomannan.
V grafu €. 8 jsou uvedeny zavislosti aktivit mannaz na tom, jaké mnozstvi vody bylo pfi
kultivaci vybrané plisn€ pouzito a zda byla tato kultivace staticka nebo probihala na tfepacce.
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Graf 8: Mannazova aktivita - optimalni mnozstvi vody a zpusob kultivace
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Produkce mannazy isolovanou plisni kultivované na kavové sedliné byla nejvyssi u kultivace
s nejveétsim pouzitym mnozstvi vody. To plati jak v pfipadé statické kultivace 1 kultivace,
ktera probihala na trepacce.

Z grafu lze pozorovat, ze pii kultivaci na tfepacce byly u nizSich mnozstvi pouzité vody
aktivity nulové, ale az u 100 ml vody vykazovaly mannazové enzymy aktivitu. VEtsi aktivitu
ale mély roztoky, u kterych probihala staticka kultivace pti 30°C.

Nejvyssi produkci mannaz méla isolovana plisen pfi kultivaci statické za pouziti 100 ml vody.

5.3.2. Optimalizace podminek — pH optimum enzymatické reakce

V ptedchozi kapitole bylo stanoveno optimalni mnozstvi vody a zpisob kultivace isolované
plisn€. Ve vétsiné meétenich aktivit bylo zjisténo, ze nejvétsi enzymovou aktivitu mél roztok,
ktery obsahoval 100 ml vody a byl kultivovan staticky. Proto bylo pH optimum enzymu
stanoveno prave pro tento vzorek.

Optimalni pH enzymu produkované vybranou plisni bylo zjisténo stanovenim celulazové
aktivity. Ta byla stanovena metodou podle Somogyiho a Nelsona, spektrofotometricky
meéfenim prirtstku redukujicich skupin. Substratem pii stanoveni této enzymové aktivity byl
1% roztok CMC. JelikoZz je znamo, Ze plisn€ maji nejvyssi produkci enzyma pii pH 6-7, tak
v nasledujicim méfeno bylo vybrano pro méteni pH v rozmezi od 4,0 do 8,0.

5.3.2.1. Stanoveni celuldazové aktivity
Substratem pfii stanoveni této enzymové aktivity byl 1 % roztok CMC. Aktivita celulazy byla
stanovena narustem mnozstvi redukujicich cukra a glukozy, které byly uvolnény pii rozkladu

celulozového substratu. Aktivita byla vztazena na ¢as [nmol/min].
Tabulka 6: Stanoveni pH optima — p¥iprava citratového pufru

vzorek ¢islo pH VCH3COOH [ml] VN32HPO4 [ml] skutecné pH
1 4,0 2,60 1,40 3,88
2 4.8 2,00 2,00 4,73
3 5,4 1,75 2,25 5,30
4 5,8 1,60 2,40 5,67
5 6,6 1,10 2,90 6,50
6 7,0 0,70 3,30 6,92
7 7,6 0,25 3,75 7,54
8 8,0 0,10 3,90 7,95

V grafu €. 9 jsou uvedeny zavislosti aktivit celulazy na pH citratového pufru, ze kterého byly
vzorky supernatantti isolované plisné piipraveny.
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Graf 9: Stanoveni pH optima

Dle grafu, ktery byl pro tuto enzymovou aktivitu sestrojen, 1ze soudit, ze v kyselé oblasti pH
je celulazova aktivit nizkd. Se zvySujicim se pH se ale zvySuje i aktivita celulaz. Nejvyssi
produkci celuldzy ma isolovanad plisen asi pii pH 6,6. Po zméfeni presné hodnoty pH
ptidavaného pufru pomoci pH metru bylo zji§téno, ze dany pufr mél pH 6,46. V alkalické
oblasti byly hodnoty celulazové aktivity nizké stejn€ jako u oblasti kyselé.

5.3.3. Optimalizace podminek — pocet dni kultivace

V ptedchozich kapitolach bylo stanoveno optimalni mnozstvi vody, zpusob kultivace
isolované plisné€ a také pH optimum enzymatické reakce.

Dalsim cilem prace bylo stanovit vliv doby kultivace na profil extracelularnich enzymu
produkovanych pfi kultivaci na kavové sedlin€. Jednotlivé enzymatické aktivity byly métreny
v pravidelnych intervalech stejnym zptsobem jako v pfedchozich experimentech.

5.3.3.1. Stanoveni proteolytické aktivity
V grafu ¢. 10 jsou uvedeny zavislosti aktivit proteaz na poctu dni, béhem kterych byla

isolovana pliseii kultivovana.
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Graf 10: Proteolyticka aktivita - pocet dni kultivace
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Z grafu sestrojen¢ho pro produkci protedz isolovanou plisni lze vycist, ze nejvét§i produkci
téchto enzymu méla plisen ve 3. dni kultivace. Poté se aktivita proteaz snizovala.
Nejvyssi hodnota proteolytické aktivity tedy byla vypocitana na a = 0,0381.

5.3.3.2. Stanoveni celuldzové aktivity
V grafu €. 11 je znazornéna zavislost aktivity celulaz na poctu dni, béhem kterych byla

isolovana pliseii kultivovana.
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Graf 11: Celulizova aktivita - pocet dni kultivace

Pii méfeni Casové zavislosti kultivace vybrané plisné bylo zjis§téno, ze se produkce celulaz
s casem zvySuje. To znamena, ze ¢im déle je plisen kultivovana, tim vyssi je aktivita téchto
enzymul.

Nejvyssi aktivitu mél vzorek, ktery byl kultivovan po dobu 9 dni, a to a = 1,3576 nmol-min™.

5.3.3.3. Stanoveni lipolytické aktivity

V tomto méteni byla sledovana produkce lipaz plisni Isoldt béhem 9 dni. Substratem pro toto
stanoveni byl p-nitrofenylpalmitat. Aktivita byla stanovena jako mnozstvi p-nitrofenolu, které
bylo uvolnéno ze substratu pusobenim enzymu. Toto mnozstvi bylo vztazeno na
cas [nmol-min'l].

V grafu €. 12 je zobrazena zavislost aktivit lipazy na poc¢tu dni, béhem kterych byla isolovana
plisen kultivovana.
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Graf 12: Lipolyticka aktivita - pocet dni kultivace

Z grafu Casové zavislosti kultivace isolované plisné lze vycist, ze se produkce lipaz s Casem
zvy§uje. Cim del3i je jeji kultivace v termostatu pii 30 °C, tim vysii je lipolytické aktivita.

Nejvyssi aktivitu lipdz mél roztok, ktery byl kultivovan po dobu 9 dni, a to
a= 0,1894 nmol-min™'. Roztok, ktery byl kultivovan 7 dni, m& enzymovou aktivitu jen

nepatrné niz§i a = 0, 1885 nmol-min’’.

5.3.3.4. Stanoveni manndzové aktivity

V grafu €. 13 je uveden pribéeh aktivity mannaz béhem kultivace isolované plisné na kavové

sedling jako jediném substratu.
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Graf 13: Mannazova aktivita - pocet dni kultivace

V tomto méfeni zavislosti manndzové aktivity na poctu dni kultivace plisné Isolat, bylo
zjisténo, ze se dana aktivita s Casem zvySuje az do 5. dne kultivace. Po 5. dni uz ale aktivita
manndz klesd. V prvnim a tfetim dnu byla produkce mannaz velmi nizkd, oproti tomu
v sedmém dni m¢la plisen jesté relativne€ vysokou mannazovou aktivitu.

Hodnota, ktera byla zjisténa jako maximalni je A/t = 0,0189.
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5.4. Purifikace a identifikace enzymu

5.4.1. Ultrafiltrace

Cilem dalsich experimenti bylo oveéfit rizné techniky pro zkoncentrovani a cCasteCnou
purifikaci extracelularnich hydrolytickych enzymovych koktejl, které produkovala vybrana
plisent pfi kultivaci na kavové sedlin€é. Prvni testovanou technikou byla ultrafiltrace za po
moci ultrafiltracniho zafizeni KrosFlo. Toto zafizeni umoziiuje ultrafiltraci relativné velkych
objemi kapalin a dobrou kontrolu procesu ultrafiltrace. V nasem pfipadé bylo
ke zkoncentrovani vzorkii pouzita ultrafiltracni kolona na bazi technologie hollow-fibre o
hodnoté cut-off 30 kDa.

Pfi ultrafiltraci bylo pouzito 200 ml vzorku. Tento roztok byl zkoncentrovan na 50 ml, coz
znamena, ze byl 4 x koncentrovanéjsi nez pavodni roztok. Tak bylo ziskano 50 ml retentatu a
150 ml permeatu. Nasledné byl vzorek retentatu doplnén destilovanou vodou a jesté jednou
ultrafiltrovan, a tak byl ziskan dalsi vzorek, ktery byl 8 krat koncentrovangjsi nez ptivodni
roztok. Ten byl ale pouzit pouze pro PAGE-SDS elektroforézu.

Pro roztoky, které byly ziskany ultrafiltraci vCetné piivodniho supernatantu vybrané plisné,
byla stanovena celulazova a mannazova aktivita.

5.4.1.1. Stanoveni enzymovych aktivit

Pro vzorky ziskané ultrafiltraci, bylo provedeno stanoveni mannazové a celulazové aktivity.
Jejich vysledky jsou uvedeny v grafu ¢. 14.
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Graf 14: Celulazova a mannizova aktivita - pavodni supernatant, permeit, retentat

Ultrafiltrace s pouzitim membranového filtru o hodnoté cut-off 30 kDa se ukézala byt
vhodnou technikou pro zkoncentrovani vzorku extracelularnich enzymu produkovanych nami
testovanou plisni. V obou piipadech byly enzymy zadrzovany v retentatu, v permeatu byla
jejich aktivita nulova nebo zanedbatelna. Narast aktivity enzymu v retentatu dosahl u celulaz
3 nasobku a u mannaz pak pfiblizné 6 nasobku piivodni hodnoty. Vzhledem k tomu, Zze faktor
zkoncentrovani vzorku byl 4, je mozné konstatovat, ze u celuldz doslo béhem ultrafiltrace ke
ztraté cca 25% aktivity. Naopak u mannaz doslo k vyraznému navySeni aktivity o cca 50%
nad teoreticky maximalni vytézek. Je mozné, Zze v prub&hu ultrafiltrace a nasledné
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ultradialyzy doslo k odstranéni nékterych nizkomolekularnich latek (polyfenolt, peptida,
atd.), které v pivodni vzorku Castecné inhibovaly mannazovou aktivitu.

Tabulka 7: Vysledna celulizova aktivita - puvodni supernatant, permeat, retentait

celulaz mannaz
VIS a [nmol-m}i,n'l] A/t '
puvodni supernatant 0,3052 0,0307
retentat 0,8999 0,1712
permeat 0,0 0,0009

5.4.2. FElektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE - SDS)

5.4.2.1. Prvni elektroforéza

ZavéreCnym cilem prace bylo stanovit distribuci molekularni hmotnosti extracelularnich
enzymu nami testované plisné a to pomoci metody PAGE-SDS. Zaroven byly proméfeny
molekulové hmotnosti komerc¢nich enzymatickych preparati pouzivanych pfi hydrolyze
komplexnich lignocelul6zovych materiali.

Jako standard byla pouzita proteinova smés Bio-Rad Dual color standard.

Na prvni gel byly nanaseny vzorky komercnich enzymatickych preparatu, jejichz vzorky byly
pfipraveny rozpusténim 100 mg (pfipadné 100 ul) dané¢ho enzymu v 1 ml redestilované vody.
Na druhy gel byly nanaseny vzorky supernatantti isolované plisné: ptuvodni roztok, retentat a
permeat, které byly ziskany predeslou ultrafiltraci.

Na gel byl standard nanasen v mnozstvi 6 pl, vzorky byly nanaseny po 15 pl.
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Obriazek 21: PAGE-SDS elektroforéza (1): vlevo obrazek gelu s enzymovymi preparaty, uprostied gel se
vzorky supernatanti isolované plisné; napravo obrizek standardu Bio-Rad Dual color standard [50]

Tabulka 8: NanaSeni vzorku - gel ¢. 1

Cislo jamky | vzorek — komercni enzymatické preparaty | velikosti bendu [kDa]
1 Hemicellulase from Aspergillus niger 75

2 Albumin, bovine 75; 50

3 Cellulase from Trichoderma reesei -

4 Cellulase Ozonuka PS (Trichoderma viridie) -

5 Cellulase from Aspergillus niger -

6 Pectinase from Aspergillus niger 75; 50

7 Bio-Rad Dual color standard -
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Tabulka 9: NanaSeni vzorki - gel ¢. 2

Cislo jamky | vzorek — supernatanty isolované plisné velikosti bendu [kDa]

permeat -

retentat (8krat koncentrovanéjsi) -

retentat (4krat koncentrovanéjsi) -

puvodni supernatant -

N |||

Bio-Rad Dual color standard -

U komercnich enzyml je mozné vidét separatni zony piislusejici jednotlivym enzymim,
ptipadné v nékterych pfipadech je v jednotlivych bézcich mozné vidét 1 vice zon,
coz naznaCuje ne prili§ dokonalou purifikaci té€chto komercnich enzymatickych preparata.
Vzorek 5 byl bohuzel pfili§ koncentrovany a v gelu pak vznikla skvrna, ktera znemoznila
odecist molekulovou hmotnost. U vzorka extracelularnich enzym plisné bohuzel nebylo i
pres pouziti ultrafiltrace dosazeno dostateCné koncentrace proteinu, takze v jednotlivych
bézcich nejsou vidét zony odpovidajici jednotlivym enzymtm.

5.4.2.2. Druha elektroforéza

Elektroforéza byla jesté jednou provedena se stejnymi vzorky, ale ty byly pfipraveny jinak
koncentrované, aby doSlo k pfehledn€j§imu rozdéleni proteind dle jejich molekulové
hmotnosti. Stejné jako v predeslé elektroforéze, byla elektroforéza provedena ve 12 %
polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS. Standardem vyuzitym v této metod€ byla
proteinova smeés Bio-Rad Dual color standard.

Na prvni gel byly nanaseny vzorky komercnich enzymatickych preparati. Vzorek Albumin,
bovine byl pripraven rozpusténim 30 mg v 1 ml redestilované vody. Ostatni vzorky enzymu
byly pfipraveny rozpusténim 50 mg enzymu v 1ml redestilované vody.

Na druhy gel byly nanaseny vzorky supernatantti isolované plisné: ptuvodni roztok, retentat a
permeat, které byly ziskany predeslou ultrafiltraci.

Na gel byl standard nanasen v mnozstvi 6 ul, vzorky byly nanaseny po 15 pl.

B 1 / / 6 = B y
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Obrazek 22: PAGE-SDS elektroforéza(2): vlevo obrazek gelu s enzymovymi preparaty, uprostied gel se
vzorky supernatantu plisné Isolit, napravo obrazek standardu Bio-Rad Dual color standard [50]
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Tabulka 10: Nanaseni vzorku - gel ¢. 1

c¢islo jamky | vzorek velikosti bendu [kDa]
1 Hemicellulase from Aspergillus niger 100

2 Albumin, bovine -

3 Cellulase from Trichoderma reesei -

4 Cellulase Ozonuka PS (Trichoderma viridie) 75

5 Cellulase from Aspergillus niger 75

6 Pectinase from Aspergillus niger -

7 Bio-Rad Dual color standard -

Tabulka 11: Naniseni vzorku - gel ¢. 2

slo jamky | vzorek velikosti bendu [kDa]

permeat -

retentat (8krat koncentrované;jsi) -

puvodni supernatant -

&
1
2
3 retentat (4krat koncentrovanéjsi) -
4
5

Bio-Rad Dual color standard -

Pfi pouziti nizSich koncentraci komercnich enzyml bylo mozné vidét separatni zony
ptislusejici jednotlivym enzymam jen v piipadé vzorku 1, 4 a 5. U ostatnich vzorkl neni vidét
jednotlivé zony v bézcich, jelikoz jejich koncentrace byla pfili§ nizka, coz znamena, ze u nich
nelze odecist molekulovou hmotnost.

Elektroforéza vzorka extracelularnich enzymt byla stejna jako v predeslém piipadé€. I pres
pouziti ultrafiltrace nebylo dosazeno dostatecné koncentrace proteind. Nejsou tedy vidét zony
odpovidajici jednotlivym enzymim.

5.4.3. Zymografie

50 kD

Obriazek 23: Zymogram - vlevo obrizek gelu s enzymovymi preparaity, uprostied gel se vzorky
supernatantu plisné Isolit, vpravo obrazek standardu Bio-Rad Dual color standard

Na gel byly vzorky nanéasSeny stejné jako v predeslych elektroforézach. U zadného vzorku, a
to u komer¢né dostupnych enzymu ani u vzorka extracelularnich enzymu plisné, nelze vidét
jednotlivé zony v bézich. Je mozné, ze i pies pouzité ultrafiltrace byla koncentrace proteina
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ve vzorcich nizkd, nebo nebyla elektroforéza provedena spravné, a tak nebyl ziskan
zymogram, ze kterého by bylo mozno rozeznat jednotlivé zony.

5.5. Priprava enzymu

Poslednim ukolem bylo vtéto praci zjiSténi enzymovych aktivit v minerdlnim médiu
isolované plisné. To bylo pripraveno stejné¢ jako v kapitole 4.3.2. Nasledné u né&j byla
provedena ultrafiltrace, aby byl vzorek zkoncentrovan. Nakonec byly proméfeny enzymové
aktivity supernatantu i retentatu.

Vzorek, ktery byl ziskan ultrafiltraci, nasledné€ pouzila Monika VaSickova pro analyzy ve své
experimentalni Casti prace, jez ma nazev Biotechnologicka produkce polyhydroxyalkanodtii
s vyuzitim odpadii kavového priimysiu.

5.5.1. Ultrafiltrace

Tato metoda byla pouzita pro purifikaci roztoku, a to pomoci ultrafiltratniho zafizeni
KrosFlo. Ke zkoncentrovani vzorki byla pouzita ultrafiltraéni kolona na bazi technologie
hollow-fibre o hodnot¢ cut-off 30 kDa.

Ke zkoncentrovani bylo pouzito 200 ml ptvodniho supernatantu. Tento vzorek byl
zkoncentrovan na 30 ml, coz znamena, Ze retentat byl pfiblizné 6,5x koncentrovanéjsi nez
pavodni roztok.

5.5.2. Stanoveni enzymovych aktivit

5.5.2.1. Celulazova a lipazova aktivita
V grafu ¢. 15 jsou uvedeny aktivity celulaz a lipaz, a to pro roztok ptivodniho supernatantu
a retentatu, ktery byl ziskan ultrafiltraci.

M celuldza Mlipaza
0,9 - 0,8497

0,8 -
0,7 A

0,2675

0,0110 0,0259

pavodni sup. retentat

Graf 15: Priprava enzymu - celulazova a lipazova aktivita

Z grafu lze pozorovat, ze aktivita celuldz v retentatu byla mnohem vyssi nez aktivita lipaz.
Narust aktivity enzyml v retentatu dosahl u celulaz 3 nasobku a u lipaz pak 2 nasobku
puvodni hodnoty. V prabéhu ultrafiltrace tedy doslo k odstranéni latek, které v pavodni
vzorku ¢aste¢né inhibovaly celuldzovou a lipazovou aktivitu.
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5.5.2.2. Mannazovda a protedzova aktivita

V grafu ¢. 16 jsou uvedeny aktivity mannaz a proteaz, a to pro roztok ptivodniho supernatantu

a retentatu, ktery byl ziskéan ultrafiltraci.
0,12 -
B mannaza M protedza

01 - 0,0970

0,08
< 0,06
0,04

0,02

pavodni sup.

retentat

Graf 16: Priprava enzymu - mannizova a proteazova aktivita

V grafu lze pozorovat, ze u mannaz doslo diky ultrafiltraci k navySeni aktivity, a to pfiblizné
6 nasobné oproti puvodnimu roztoku. U proteaz pak doslo k 4 nasobnému navyseni aktivity.
Lze tedy konstatovat, ze pomoci ultrafiltrace byly odstranény latky, které v pivodnim vzorku
aktivity t€chto enzymu inhibovaly.

Tabulka 12: Priprava enzymu - vysledné enzymové aktivity

vzorek proteaza celulaza ) lipaza ) mannaza
A/t a [nmol°-min "] a [nmol - min"’] A/t

puvodni sup. 0,0052 0,2675 0,0110 0,0174

retentat 0,0226 0,8497 0,0259 0,0970
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6. ZAVER

e V teoretické Casti této prace byla vypracovana reSerSe, ktery se zabyva kavou, vedlej§imi
produkty pii jeji vyrobé€, extracelularnimi hydrolytickymi enzymy a vybranymi druhy
mikroorganismi.

e Nejdiiv e byl sledovan rist vybranych mikroorganismu na pevném mineralnim médiu,
které obsahovalo kavovou sedlinu jako jediny substrat. Kultivace probihala pii 30 °C
v termostatu. Mikroorganismy Phanerochaete chrysosporium, Fusarium solani, isolovana
pliseni a bakterie Burkholderia cepacia byly vybrany pro dal§i méfeni, protoze se na rozdil od
plisné Aureobasidium pulluans na tomto médiu rozrostly.

e U kment, které byly vybrany, byly stanoveny enzymové aktivity — proteazova, celulazova
manazova a lipolyticka aktivia. Ze ziskanych dat byla pro dalsi méfeni vybrana isolovana
plisefi, jejiz aktivity byly: proteolytickda a=0,000117; celulazova a=0,2627 nmol-min’;
manazova a = 0,090455; lipolyticka a = 0,00012 nmol-min™".

e Pro isolovanou pliseil byly optimalizovany podminky jeji kultivace, a to zda probihala
kultivace staticky nebo na tfepacce a také obsah vody v kultivatnim médiu. Obecné lze fici,
ze enzymaticka aktivita vSech sledovanych enzymu rostla srostoucim obsahem vody
v kultivaénim médiu. Dale plati, ze statickd kultivace podporuje spiSe produkci
extracelularnich enzyma hydrolyzujicich substraty na bazi sacharidd, tfepani pak navysi
vytézek lipaz a proteaz. Dalsi optimalizovanou podminkou byla doba, po kterou tato kultivace
probihala.

e Jako posledni bylo stanoveno pH optimum enzymové, a to celulazové reakce této plisné.

e Pii stanoveni optimalni doby kultivace byla pouzita staticka kultivace, a tak bylo zji§téno,
ze nejvyssi enzymoveé aktivity ma tato plisen pii kultivaci, ktera trvala 7 dni.

e Nakonec byla provedena purifikace enzymi pomoci ultrafiltrace a elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu. Diky ultrafiltraci byl ziskan vzorek supernatantu isolované plisné,
ktery byl vyrazné koncentrovanéjsi. Pii nasledné elektroforéze PAGE-SDS byly separovany
vzorky supernantanti plisn€, které byly kultivovany na kavové sedliné a vzorky komercné
dostupnych enzymu. U komercnich enzymu bylo mozno rozeznat jednotlivé separované zony,
které pfislusi jednotlivym enzymim. Naopak u vzorkd extracelularnich enzymu plisné bylo
zjisténo, ze 1 pres pouziti ultrafiltrace nebyla koncentrace proteind ve vzorku dostatecné
vysoka, a tak nebylo mozné rozeznat jednotlivé zony, které prislusi enzymim.

e Také byla provedena zymografie. U té ale nedoslo k rozliSeni jednotlivych extracelularnich
enzymiul.
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9. PRILOHY
Priloha 1

Obrizek 24: Kultivace na tekutém médiu - vlevo plisenn Fusarium solani, vpravo plisei Phanerochaete
chrysosporium

|

Obraizek 25: Kultivace na tekutém médiu - vlevo bakterie Burkholderia cepacia, vpravo isolovana plisen



Priloha 2

Celuldzova aktivita — kalibra¢éni kiivka

Tabulka 13: Data pro sestrojeni kalibracni kiivky

C [mol/dm3 1 | absorbance (720nm)
9,13104:107 0,293
1,82621-10 0,621
2,73931-10" 0,815
3,65242-10™ 1,142
4,56552-10 1,346
1,6 -
1,4 -
1,2 -
1 .

y =2877x + 0,0553

A (720nm)
o
(0]

R2=0,993
06 -
04 -
02 -
O T T T T T 1
0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005

¢ [dm3/mol]

Graf 17: Kalibra¢ni kiivka celulazy
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Priloha 3

Lipolitycka aktivita — kalibracni kiivka

Tabulka 14: Data pro sestrojeni kalibracni kiivky

C [mol/dm3 ] absorbance (410 nm)
1-10° 0,347
2-107 0,589
4-107 1,178
6-107 1,607
8107 2,084
1-10™ 2,279
3

A (410 nm)

2,5

1,5

y =22313x +0,1945
R?=0,9825

0,00002

Graf 18: Kalibra¢ni kiivka lipazy

0,00004

0,00006
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