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ABSTRAKT

Tato bakalarskd prace se zabyva screeningem produkce extraceluarnich hydrolytickych
enzymil u termofilnich mikroorganismt rodd Aneurinibacillus, Brevibacillus, Chelatococcus
Pseudomonas, Schlegelella, Tepidimonas a Caldimonas. U zkoumanych mikroorganismu byla
testovana sChopnost produkce vybranych enzymii, konkrétné protedz, lipaz, amylaz, xylanaz,
celuldz a pektinaz. Takové testovani dalo moznost posoudit, u kterych mikroorganismi
je mozné pozorovat produkci konkrétnich enzymi. Na zaklad¢é vysledkt screeningu bylo
zjisténo, ze Schlegelella aquatica LMG 23380, Tepidimonas fonticaldi LMG 26746
a zkoumané mikroorganismy zrodu Chelatococcus neprojevily schopnost extracelularné
produkovat zadny z testovanych enzymu. U piirodnich izolati Brevibacillus borstelensis LK
99 a Aneurinibacillus thermoaerophilus LK 102 byla detekovana pouze schopnost produkce
lipolytickych enzymu. Jako univerzalni producent vSech vybranych extremozymui vystupuje
izolat Brevibacillus borstelensis Bz. U vybranych producenti bylo provedeno stanoveni
aktivity enzymu. Bakterie Brevibacillus borstelensis Bz dokazala schopnost produkce vsech
Sesti vybranych hydrolytickych enzymt a také ma nejvyssi aktivitu lipaz, xylanaz, celulaz
a pektinaz z testovanych mikroorganismt. Nejvyssi proteolytickou aktivita byla naméfena
u bakterie Thermomonas hydrothermalis DSM 14834 pfi kultivaci na odstfedéném suSeném
mléce.

KLICOVA SLOVA

Termofilni mikroorganismy, screening, PHA, extremozymy, protedzy, lipazy, amyldzy,
xylanazy, celuldzy, pektindzy, aktivita enzymui



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the screening of the production of extracellular hydrolytic
enzymes in thermophilic microorganisms of the genera Aneurinibacillus, Brevibacillus,
Chelatococcus, Pseudomonas, Schlegelella, Tepidimonas and Caldimonas. The ability
of selected enzymes, namely proteases, lipases, amylases, xylanases, cellulases and pectinases,
was tested in the investigated microorganisms. Such testing made it possible to assess in which
microorganisms the production of specific enzymes can be observed. Based on the results
of the screening, it was found that Schlegelella aquatica LMG 23380, Tepidimonas fonticaldi
LMG 26746 and the investigated microorganisms of the genus Chelatococcus did not show
the ability to produce any of the tested enzymes extracellularly. In natural isolates
of Brevibacillus borstelensis LK 99 and Aneurinibacillus thermoaerophilus LK 102, only
the ability to produce lipolytic enzymes was detected. The isolate Brevibacillus borstelensis Bz
acts as a universal producer of all selected extremozymes. Enzyme activity was determined
for selected producers. The bacterium Brevibacillus borstelensis Bz proved the ability
to produce all six selected hydrolytic enzymes and has the highest activity of lipases, xylanases,
cellulases and pectinases from the tested microorganisms. The highest proteolytic activity was
measured in Thermomonas hydrothermalis DSM 14834 when cultured on skimmed milk
powder.

KEY WORDS

Thermophilic microorganisms, screening, PHA, extremozymes, proteases, lipases, amylases,
xylanases, cellulases, pectinases, enzyme activity
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1. UVOD

Extrémofilni mikroorganismy predstavuji jednu z nejzajimavéjsich skupin organismu
na Zemi, protoze maji vysoko funkcéni adaptivni mechanismy, diky kterym mohou Zzit
v extrémnim prostiedi, které mize byt charakterizovdno vysokou, nebo nizkou teplotou,
vysokym, nebo nizkym tlakem, obsahem soli a radiace. Takové vlastnosti prostiedi
jsou naprosto smrtelné pro vétsinu ,,béznych* organismui. Extrémofily v takovych podminkach
prostiedi nejen Ziji, ale také se rozviji [1].

V soucasnosti existuje velka rozmanitost extremofili podle podminek prostiedi. A jednou
z takovych podskupin tvoii termofilni mikroorganismy. Jejich adaptivita se projevuje
na zéklad¢ toho, Ze termofily maji optimum teploty pro rust od 50 °C a vyse. A diky teplot¢,
ristu a adaptivnim mechanismiim nalézaji své uplatnéni v mnohych odvétvich, jako
jsou mlékarensky, textilni, farmaceuticky pramysl, recyklace odpadu, vyroba biopaliv a jiné.
A k uplatnéni termofilti a jejich uc¢innych latek, jako jsou enzymy, dochazi nejen kvili tomu,
Ze proces vyroby potiebuje vysokou termostabilitu, ale také diky tomu, Ze vysoka teplota
zvysuje reakéni rychlost, snizuje néklady na udrzbu sterility a znaéné zvySuje rozpustnost
mnohych latek. A na zakladé téchto a dalSich vyhod stale probihaji métfeni aktivity riiznych
mikroorganismi za podminek vysoké teploty [2, 3].

V dnés$ni dobé probiha globalni vyroba riznych syntetickych plasti. Takova masivni
produkce polymertt v kombinaci s biologickou nerozlozitelnosti vede k celosvétovym
problémim hromadéni plastového odpadu, zneCisténi pitné vody a podobné. Jednou
ze vhodnych alternativ pro nahrazeni petrochemickych plastu je skupina polyhydroxyalkanoata
(PHA). Polyhydroxyalkonoaty jsou ve vod¢€ nerozpustné organické biopolymery, které
jsou syntezovany bakteriemi. Vyhoda takovych polymert spociva v jejich biodegrabilité,
ale soucasné jsou draz$i nez bézné petrochemické plasty. Spojenim vyroby dvou produkti
mize vést ke snizeni nakladu na biotechnologicky proces. Naptiklad pti souc¢asné produkci
polyhydroxyalkonatt a riiznych extremozymu [4].



2. TEORETICKA CAST

2.1. Extremofilni organismy

Extremofilnimi organismy nazyvame takové organismy, které mohou pfezit extrémni
podminky a vést funk¢ni Zivot pfi podminkach, jako jsou nizka, nebo vysoka teplota, nizky,
nebo vysoky tlak, pfitomnost radiace, vysoky obsah soli nebo jiné faktory. Tyto organismy
Klasifikujeme na zakladé adaptace k faktoru prostiedi [1].

Extremofilni organismy mohou byt adaptovany na vice extrémnich podminek.
U ekosystémt hydrotermalnich moiskych pruduchtt musi organismy napiiklad ptezit nejen
vysokou teplotu, ale jest¢ vysoky tlak a vy$s$i obsah rtuznych anorganickych prvku, jako
je napriklad sira [5]. V takovém piipad¢ nazyvame tyto organismy polyextremofilni.

Nasledujici tabulka 1 uvadi rozdéleni extremofild na zakladé podminek prostiedi.

Tabulka 1: Klasifikace a priklady extremofilii [1].

Parametry . v
prostiedi Typ Definice Priklady
Hypertermofily > 80 °C Pyrolobus fumarii
Teplota Termofily 60—80 °C Synechococcus lividis
Psychrofily <15°C Psychrobacter
Slanost Halofily 2_5 M NaCl Halobacteriaceae,
Dunaliella salina
Natronobacterium,
Alkalofily pH>9 Bacillus firmus OF4,
pH Spirulina spp. (pH 10,5)
Acidofily Nizké pH Cyanidium caldarium, Ferroplasmasp.
(PH 0)
Plyny C. caldarium (¢isty CO2)
Chemické ' Ferroplasma acidarmanus
, Toleruje vysoké (Cu, As, Cd, Zn);
extrémy Kovy X ;
koncentrace kovi Ralstonia sp. CH34
(Zn, Co, Cd, Hg, Pb)

2.1.1. Zakladni metody adaptace mikroorganismi na extrémni podminky
Ve svéte existuje obrovské mnozstvi prostiedi a podminek, ve kterych ziji organismy.
Existuji vSak 1 podminky, které jsou pro vétSinu typl mikroorganismd piili§ extrémni.
Mikroorganismy, jez v takovych podminkach ziji, musi zlepSovat metody, jak se jim
piizptsobit. Je tak mnoho rtiznych obrannych mechanismt, do nichz jsou zapojeny tii hlavni
skupiny biomolekul — nukleové kyseliny, proteiny a membranové lipidy. Pro kazdé prostiedi
funguji tyto biomolekuly odlisné [1].



Pti vysokych teplotach naptiklad musela bufika zménit slozeni membrany, konkrétné pak
mnozstvi a typy lipidd. Teplota také ovliviiuje proteiny, a proto zvySily pocet iontovych part,
vytvarely oligomery vyssiho fadu atd. V piipadé nukleovych kyselin musely ke své struktuie
pfipojit monovalentni a dvojmocné soli, protoZe soli zvySuji stabilizaci a chrani pfed denaturaci

[1]

V ptipad¢ zmény osmolarity buiky pouzivaji jeden z nejucinn€jSich regulacnich
mechanismt — produkci osmolitd. Tyto dilezité rozpusténé latky jako K*, glutamat, glutamin,
glycin betain, sacharéza a jiné jsou umistény vedle proteint, vytlacuji vodu a stabilizuji
proteiny [1]. Proto mizeme fict, Ze hlavni metody adaptace jsou udrzeni vnéjsiho prostiedi
venku, rychlé zbaveni se neZzadoucich latek v cytoplazmé a nékdy také zména fyziologie bunék.

2.1.2. Halofilni mikroorganismy

Halofily jsou mikroorganismy, které jsou schopné rust v koncentracich soli 2,5 M a zahrnuji
vSechny tii domény Zzivota, tj. archea, bakterie a eukaryota. VétSina z halofili patii
do bakterialni ¢eledi Halomonadaceae a kmenu Proteobacteria. Druhy, které spadaji do této
skupiny mikroorganismi, jsou aerobni, anaerobni, chemoheterotrofni, fotoheterotrofni
nebo fotoautotrofni, vyskytuji se V jezerech a pobieznich oblastech po celém svété. Na zakladé
takové rozmanitosti vyskytu a zastupct uvadi nasledujici tabulka 2 klasifikaci mikroorganismu
podle slanosti, kterou jsou schopné piezit [6].

Tabulka 2: Klasifikace mikroorganismii podle jejich tolerance k slanosti [6].

Kategorie Tolerance soli (M) Piiklady
Nehalofilni <0,2 Pseudomonas aeruginosa, Bacillus sp.
Mirny halofil 0,2-0,5 Bacillus hunanensis, Alkalibacterium gilvum
Stiedni halofil 0,5-2,5 Salinivibrio costicola, Halobacillus sediminis
Hrani¢ni extrémni 2,5-4,0 Halobacteroides halobius,
halofil Desulfovibrio retbaense
Extrémni halofil 4-59 Halococcus salifodinae, Limimonas halophila

Mikroorganismy, které nejsou adaptovany na vysoce slané prostiedi, budou ztracet vodu,
coz zpusobi ztratu bunétné struktury a funkci. Z toho dtvodu halofily musely vyvinout dvé
zékladni strategie pro zvySeni osmotické aktivity jejich cytoplazmy s vnéjSim prostiedim,
a to produkci kompatibilnich organickych latek nebo dosazeni rovnovazného stavu, ve kterém
celkova koncentrace soli v buitkach odpovida koncentraci v prostiedi [6].

Mechanismus zvySujici obsah soli neboli dosazeni rovnovazného stavu je adaptace, ktera
brani halofily pfed solnym prostfedim, v némz akumuluji anorganické ionty intracelularné,
aby doslo k vyrovnani koncentrace soli. Tento proces zatazuje CI" pumpy, které transportuji CI
z prostiedi do cytoplazmy. Pro snadné vychytavani a uvolfiovani iontti jSou na obou koncich
kanalu usazeny argininy a lysiny [6].
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Takové adaptace je kompatibilni pro skupinu stiednich halofild, které se nachéazi v prostredi
kolisavé slanosti. Vzhledem k takové situaci adaptace zahrnuje jesté vyvoj kompatibilnich
organickych rozpousténych latek (tj osmolytt), které chrani mikrobialni proteiny
ptred degradaci ve vodé s nizkou koncentraci soli a zvysuji toleranci ke zménam vnéjsiho
solného prostiedi. Jednim z piikladi osmolyt je ektoin nebo hydroxyektoin [6].

2.1.3. Alkalofilni mikroorganismy
Alkalofily jsou mikroorganismy, které rostou optimaln¢ pfi hodnotach pH 9 a vice
a nemohou projevovat, nebo projevuji jen velmi nizkou aktivitu pfi neutralni hodnoté pH.
Tato skupina organismi zahrnuje vSechny téi domény, tj. archea, bakterie a eukaryota.
Alkalofily zahrnuji dvé zakladni fyziologické skupiny, jsou to samotné alkalofily
a haloalkalofily. Haloalkafily oproti alkalofilim vyzaduji nejen siln¢ alkalické prostredi,
ale i vysokou slanost, coz je az 33 % roztoku soli [7].

Vzhledem k vysoce alkalickému prostfedi musely alkalofily vyvinout rizné mechanismy
adaptace. Jeden z dulezitych procesu je udrzovani intracelularniho pH kolem hodnoty 7,5.
Takovy mechanismus regulace probiha pomoci bunécéné stény. Bunécné stény alkalofilnich
druhli obsahuji rizné kyselé polymery, které funguji jako negativné nabité ¢astice a snizuji
hodnotu pH na povrchu bunék. Tato hodnota musi byt udrzovana pod pH 9, protoze plazmaticka
membrana je nestabilni pii pH alkalického prostfedi. Déle bylo zjisténo, Ze mnozstvi kyselych
polymeri roste béhem rustu za alkalickych podminek [7].

2.1.4. Acidofilni mikroorganismy

Acidofily jsou mikroorganismy, které jsou metabolicky aktivni v extrémné kyselém
prostiedi, kde je pH nizsi nez 3. VétSina acidofilnich mikroorganismu se uplatituje v doménach
bakterie a archea. Kromé kyselého prostiedi maji acidofily jesté jiné fyziologické
a fylogenetické ptiznaky, S jejichz pomoci jsou kategorizovany. Podle teploty mohou byt
rozdéleny na mezofily, mirné termofily a termofily. Podle buné¢ného ziskévani uhliku se déli
na autotrofy, heterotrofy a mixotrofy. Také je mozné provést rozd€leni acidofili
podle solubilizace minerald. V takovém ptipadé acidofilni mikroorganismy zahrnuji skupinu
prokaryot, které urychluji rozpousténi mineral oxidacni cestou, a skupinu téch, které pouzivaji
reduk¢éni mechanismus [8].

Acidofily stejné jako ostatni mikroorganismy vyzaduji cirkumneutralni intracelularni pH.
Takovy rozdil pH pfes membranu té€sné souvisi s bunécnou bioenergetikou, protoZe rozdil pH
je hlavni ptispévatel k protonové hnaci sile. Tato sila podporuje pohyb protont pies membranu,
coz vede k preméné ADP na ATP. Piiliv protont ale zvySuje bunéénou protonaci, a pokud tento
proces neni regulovan, miize dojit k rozptyleni rozdilu pH. Kromé toho ptebytek protont muize
porusit riizné bunécné procesy, jako jsou replikace DNA, transkripce, aktivity enzymi a jiné.
A proto mikroorganismy (véetné acidofilti) maji rizné mechanismy homeostazy pH [9].

Jeden z takovych mechanismu, ktery udrzuje intracelularni pH, je nepropustnost bunééné
membrany, jezZ omezuje piitok protonli do cytoplazmy. Bylo zjisténo, ze membrany acidofila,
konkrétné jsou to archea obsahujici tetraethery lipidi, jsou velmi tolerantni ke kyselému
prostiedi. Takové tetraethery lipidi maji extrémné nizkou permeabilitu protont, coz vede
K udrzeni nutného intracelularniho pH [9].
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Druhy zplsob regulace je sniZzend velikost pori v membranovych kandlech. Vné&jsi
membrana acidofili obsahuje vnéjsi smycku, ktera je zodpovédna za velikost pord a také
za iontovou selektivitu. Tim bylo zjisténo, Ze pii pH 2,5 je smycka kladné nabita a tento naboj
muze kontrolovat piitok protond ptes vnéj$i membranu [9].

Dalsi zpisob mechanismu regulace je cytoplazmatické pufrovani. KdyZ dochazi ke vstupu
protonii do cytoplazmy, probiha pufrovani i sekvestrovani a nasledn¢ uvolnéni protonu. Bunky
obsahuji molekuly pufru, které nesou bazické aminokyseliny, jako jsou lysin, histidin a arginin,
ty pomahaji pii sekvestraci protona [9].

2.1.5. Termofilni mikroorganismy
Termofilni mikroorganismy jsou velmi rozmanitd skupina, protoze do pojmu termofily
jemozné  zaradit skupiny organismi: mirné termofily  (optimalni  teplota
50-60 °C), extrémni termofily (optimalni teplota 6080 °C) a hypertermofily (optimalni teplota
80-110 °C). Do vSech téchto t¥id patii velké mnozstvi riznych rodd bakterii a archea.
Do skupiny extrémnich termofild patii napfiklad rody Aneurinibacillus, Bacillus,
Brevibacillus, Clostridium, Thermoanaerobacter, Thermus, Fervidobacterium, Rhodothermus,
Thermotoga a Aquifex. VétSina mikroorganismui, kterd patii do tfidy hypertermofila,
jsou archea (napt. rody Sulfolobus, Acidianus, Pyrodictium, Pyrolobus, Pyrobaculum,

Desulfurococcus, Thermoproteus a jiné) [2].

Na zaklad¢ urcitych podminek pro rist a rozmnozovani a na zakladé rozmanitosti miizeme
rozlisit prostiedi nachazejici se vedle aktivnich vulkanickych oblasti, ktera také obsahuji velké
mnozstvi riznych anorganickych sloucenin a prvkl, jako jsou sira, vodik, methan, oxid
uhlicity, sirovodik atd. Kvuli takovému seznamu parametri musi byt termofily pfizptisobeny
nejen vysokym teplotam, ale také dal$im faktortim, jako jsou sloZeni mineralti, plynu, slanost,
pH a jiné [10-12].

Jednim ze zpUsobi stabilizace je odlisné slozeni lipidi v cytoplazmatické membrané
a interakce lipid-protein. Napiiklad u termofilnich archei monovrstvu membrany tvoii
tetraethery (oproti mezofilnim archeim, u kterych to jsou diethery). Interakce lipid-protein tak
zahrnuje elektrostatické a hydrofobni interakce, které mohou mit vliv na termostabilitu bunky.
Tim padem miiZeme pozorovat, Ze termofily maji nizky vynos a velky poZadavek na idrzbu,
coz vede k tomu, Ze buiiky maji zvy$enou iontovou propustnost membrany, jez zajistuje velké
mnozstvi energie a protond pro vytvoieni iontové hnaci sily, jez je vétsi nez u mezofila [13].

2.2. Biotechnologicky potencial extremofilnich mikroorganismii

Priimyslovéa biotechnologie mé za hlavni cil vyrabét hromadné mnozstvi chemikalii pomoci
biotechnologického zpracovani zeméd¢lskych produktii. Tradiéné takové bioprocesy maji
naro¢né pozadavky zahrnujici bioreaktory vyrobené z nerezové oceli, sterilizaci a dobie
vyskolenou techniku. V soucasnosti vsak dochazi k vyvoji primyslové biotechnologie nové
generace (NGIB), ktera umozZnuje provadét vSechny potiebné bioprocesy za nesterilnich
podminek pomoci bioreaktoru, a to z riznych materialt (keramika, cement a plast). Takova
technologie Setii nejen c¢as, ale také energii, vodu a substraty. Zakladem NGIB
jsou mikroorganismy, které odolavaji kontaminaci jinymi mikroorganismy, proto se ocekava,
ze extrémni acidofily v kombinaci s termofilnimi vlastnostmi budou zakladem pro chemickou
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vyrobu z biopolymernich substratt (8krob, celuldza a jiné), protoZze nizké pH a vysoka teplota
umoziuji rychlou degradaci substrati pro mikrobialni spotifebu. Na zakladé podminek prostredi
a toho, ze extremofily jsou stabilngjsi za ménicich se podminek, mulze dojit k wplné
automatizaci celého biologického zpracovani, které je zalozeno na NGIB [14].

V dnesni dobé hraje aplikace rtiznych druhii extremofilnich organismt (termofilnich,
psychrofilnich, acidofilnich, alkalofilnich a halofilnich) Vv biotechnologickém priumyslu
dalezitou roli. Kazdd z téchto mikrobidlnich skupin ma jedinené vlastnosti, jeZ miZeme
uplatnit v biotechnologickém primyslu. Hlavnim divodem pro vybér enzymu z extremofili
je jejich vysoka stabilita pfi extrémnich podminkach. Na zaklad¢ této jejich vlastnosti
se ocekava, Ze zaplni mezeru mezi biologickymi a chemickymi procesy. Komercéni vyznam
enzymu z hypertermofilti doklada Siroké uplatnéni a pouziti DNA polymeraz v polymerazové
fetézové reakci (PCR), coz je rychla a uc¢inna metoda namnozeni specifickych sekvenci DNA.
Tato reakce se celosvétové pouziva ve forenzni védé, pro analyzu potravin a v klinické
medicing. V posledni dob¢ tak probihaji metody, které vyuzivaji postup, kdy se provadi izolace
a klonovani genti extremofilnich enzymt, jez jsou nasledné exprimovéany v mezofilnich
hostitelich [15].

Dalsim ptikladem (krom& DNA polymeraz) je aplikace celulazy 103, ktera byla izolovana
z alkalofilti. Celulaza hraje vyznamnou roli v rozkladu jemnych celulézovych vlaken, ktera
zachycuji nec€istoty na povrchu bavinéného textilu. Vyhoda tohoto enzymu je v tom, ze pfi
rozkladu vldken nedochazi k poskozeni textilu. Enzymy, které degraduji polymery, jako jsou
amylazy, xylanazy, proteazy, celulazy (Tabulka 3), hraji vyznamnou roli v potravinaiském,
chemickém, farmaceutickém a dalSich odvétvich pramyslu [16, 17].

Tabulka 3: Aplikace extremozymii a jinych aktivnich lateK v primyslu [17-19].

Termoenzy,my a daléiol’léinné latky Primyslové odvétvi
pouZivané v prumyslu
Amylazy Biotechnologicky a bioprocesni pramysl
Papirensky a celulozovy primysl
o-Amylazy Peka,fsk}o'/ primysl
Praci primysl
Textilni primysl
Papirensky a celulozovy primysl
Pivovarnicky priimysl
Primysl biopaliv
Celulazy Priimysl krmeni zvitat
Textilni primysl
Vinaisky prumysl
Zemédelsky primysl
Chaperony Biotechnologicky a bioprocesni pramysl
Chitindzy Potretvifléfs}(y porﬁmysl
Zemédelsky primysl
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Termoenzymy a dalSi u¢inné latky
pouZzivané v prumyslu

Prumyslova odvétvi

DNA polymerazy Biotechnologicky a bioprocesni priimysl
Farmaceuticky pramysl
, Papirensky a celulozovy primysl
Esterazy —————
Potravinarsky primysl
Praci primysl
Feritiny Biotechnologicky a bioprocesni priamysl

B-Glukosidazy

Biotechnologicky a bioprocesni priamysl

Chemicky pramysl

Mlécny primysl

Pivovarnicky pramysl

Primysl biopaliv

Pramysl biorafinace

Inteiny

Biosenzory

Biotechnologicky a bioprocesni priamysl

Isoamylazy

Chemicky primysl

Karbamat kinazy

Biotechnologicky a bioprocesni priimysl

Laktonazy

Biotechnologicky a bioprocesni priamysl

Ligazy

Biotechnologicky a bioprocesni priamysl

Farmaceuticky primysl

Kosmeticky prumysl

Kozedé€lny primysl

MIécny primysl

Papirensky a celulézovy pramysl

Pekatsky primysl

Praci primysl

Palivové ¢lanky

Bioelektfina

Proteazy

Biotechnologicky a bioprocesni priimysl

Farmaceuticky primysl

Mlécny primysl

Pekaisky prumysl

Pivovarnicky primysl

Potravinarsky primysl

Praci primysl

Primysl krmeni zvitat

Superoxid reduktazy

Zemédelsky primysl

Transkripéni faktory

Biotechnologicky a bioprocesni priimysl

Ureazy

Automobilovy prumysl

Chemicky pramysl

Primysl biopaliv
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Termoenzymy a dalSi u¢inné latky

M o Primyslova odvétvi
pouzivané v prumyslu y

Primysl biorafinace

Zeméedelsky primysl

Biotechnologicky a bioprocesni priamysl
Konverze biomasy
Papirensky a celulozovy primysl

Xylana
yianazy Pekatsky primysl

Praci primysl

Priimysl recyklace odpadniho papiru

Je vSak tfeba fict, Ze pouziti extrémnich enzymu celi pomérné velkému problému. VéEtsinu
extrémnich enzymi piirodniho pivodu (napt. termozymy) vzhledem k jejich vysoké tepelné
stabilit¢ a jejich adaptivnim mechanismim nelze pouzit v Sirokém spektru raznych
pramyslovych odvétvi, jejich pouziti vede k dostate¢né nizkému vytézku. A proto nyni existuji
rizné chemické a genetické modifikace, coz je napiiklad fizena evoluce, poloracionalni design,
regulace exprese a jiné [20].

Jednim z téchto zpisobu zlepSeni je fizena evoluce. Tato metoda je zaloZena na nahodné
mutagenezi a nejcastéji se pouziva v pripadech, kdy chybi informace o krystalové struktuie
cileného proteinu. Tato metoda vykazuje dobré vysledky. Naptiklad Nakazawa a jeho kolektiv
dokazali mutagenizovat, aby zvysili stabilitu pH na8 a zvysili teplotni stabilitu
endo-beta-1,4-glukanazy III, ktera byla aktivni pii 55 °C po dobu 30 minut. Je tfeba také
poznamenat, Ze enzymatickd aktivita tohoto mutanta byla 1,4krat vy$$i nez aktivita enzymu
pred modifikaci [20].

2.3. Polyhydroxyalkanoaty

Vzhledem Kk rostoucim problémim pfitomnosti petrochemického plastového odpadu
V zivotnim prostfedi probihd studium pouziti novych odbouratelnych plasti, jako jsou
polyhydroxyalkanoaty (PHA), které vykazuji materialové vlastnosti podobné polypropylenu.
Jedna se o polymery ve vodé nerozpustné, jez jsou syntetizovany mnoha zivymi organismy
a mikroorganismy. Hlavnimi producenty jsou bakterie, jez produkuji az 90 % hmotnosti suché
hmoty. Bakterii vyuzivaji PHA jako zdroje uhliku a energie a ukladaji polymery ve formé
intracelularnich granuli. Takové polyestery vznikaji v bunkach, kdy je rust bakterii omezen
vycerpanim dusiku, fosforu ¢i kysliku a také je pfitomno nadmérné mnozstvi zdroji uhliku [4].

Bylo identifikovano vice nez 100 rGznych monomernich jednotek, jako jsou komponenty
PHA (Obrazek 1). Takové rozsahlé rozmezi dava moznost vyroby riznych druhi biologicky
odbouratelnych polymert s odlisnymi vlastnostmi. Podle poc¢tu uhliku v jednotce je mozné
rozdélit polyhydroxyalkanoaty do dvou skupin: PHA s kratkym fetézcem (scl-PHA) tvotfené
monomery z 3-5 uhlikt, PHA se stiednim fetézcem (mcl-PHA), které je slozené z 616 uhliki
v fetézci [21, 22].
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Obrazek 1: Monomerni jednotka PHA [21]

2.3.1. Biosyntéza
Struktura polyhydroxyalkanoati je zavisla na dodavanych zdrojich uhliku a drahach
syntézy, které dodavaji monomerni jednotky do PHA syntazy. V dnesni dobé jsou popsany
tii hlavni mechanismy syntézy PHA. VSechny tyto cesty jsou spojeny s jinymi metabolickymi
cestami a umoziuji tvorbu jinych latek [23].

Prvni synteticka draha ilustruje syntézu scl-PHA. V daném ptipad¢é jsou dvé molekuly
acetyl-CoA ziskany ze sacharidt, mastnych kyselin nebo aminokyselin a prevedeny do tvaru
hydroxybutyryl-CoA pomoci enzymii, jako jsou beta-ketothiolaza a acetoacetyl-CoA
reduktaza. Nakonec hydroxybutyryl-CoA je polymerovan na kone¢ny produkt pomoci scl-PHA
syntazy. Takovou cestu produkce polyhydroxyalkanodti miizeme pozorovat naptiklad
u Cupriavidus necator [23].

Druha cesta je spojena s beta-oxidacni cestou a vyuziva meziprodukty této oxidacni cesty.
Prvni krok je pfeména mastnych kyselin na enoyl-COA v beta-oxidaci. Dale nasleduje
transformace enoyl-CoA do tvaru R-3-hydroxyacyl-CoA pomoci R-3-hydroxyacyl-CoA
hydratazy. A posledni krok je polymera¢ni reakce R-3-hydroxyacyl-CoA na mcl-PHA, ktera
je katalyzovana mcl-PHA syntazou. Takovou syntetickou cestu muizeme pozorovat
u mikroorganismi jako Pseudomonas putida, Pseudomonas oleovorans a jiné [23].

Posledni mechanismus zahrnuje cyklus syntézy mastnych kyselin in situ. Tento cyklus vede
ke vzniku 3-hydroxyacyl-CoA pro syntézu PHA. Tehdy probiha pifeména
3-hydroxyacyl-ACP na 3-hydroxyacyl-CoA prostfednictvim enzymu hydroxyacyl-ACP-CoA
transferdza. Ziskany produkt je prekurzorem pro polymeracéni reakce, kde se také vyuziva
mcl-PHA syntaza [23].

2.3.2. Vyuziti
V soucasné dobé¢ jsou polyhydroxyalkanoaty a jiné alternativni zdroje plasti mnohem drazsi
nez plasty petrochemického pivodu. A proto jsou PHA pouzivany v aplikacich, kde neni mozné
vyuzit bézné plasty. Jedna z oblasti, ktera vyuziva PHA, je 1ékafstvi. Hlavni vyhoda biologicky
rozlozitelnych plasti, a predev§im biokompatibilnich latek, je v tom, ze je mozné je pouzit
jako vstiebatelné chirurgické nité, nosiva léCiv, opravné naplasti, ortopedické Spendliky
¢i adhezni bariéry. Lze je ale také vyuzit jako obalové materialy ¢i jako single-use plasty [4].

16



2.4. Vybrani extremofilni zastupci
2.4.1. Rod Caldimonas
Celed Comamonadacea zahrnuje nékolik desitek riiznych rodi, mezi nimi je i termofilni rod
Caldimonas. Vyznamnost tohoto rodu spodiva v tom, ze Clenové vykazuji schopnost
degradovat polyhydroxyalkanoty (PHA). Jednim z ptedstavitelt rodu je druh Caldimonas
hydrothermale [24].

Tento kmen byl izolovan ze vzorku vody odebraného z termalniho pramene na jihu Tuniska
(v Tozeur). Buiiky jsou gramnegativni, aecrobni, termofilni a pfimé ty¢e o délce 0,51 um a $itce
1,5-3 pm, které jsou uspotfadané jednotlivé nebo do tvaru kratkych fetézct se tfemi az péti
bunkami. Pohybuji se pomoci jednopolového bi¢iku. Rust je umoznén v pfitomnosti méné nez
3 % NaCl a pii teplotach v rozmezi 30—60 °C (s optimem pii 55 °C a pH 7). Pfi udrzovani téchto
podminek mikroorganismus tvoii nepigmentované a kulaté kolonie s celymi okraji. Béhem
svého Zivota a v pritomnosti pfislusnych sloucenin, jako jsou D-glukoza, maltéza, L-arabinoza,
D-rib6za, D-galaktdza, D-fruktoza, sacharéza a jinych, Caldimonas hydrothermale muze
produkovat rizné enzymy (leucin, alkalicka fosfataza, arylamidaza, chymotrypsin, glukosidaza
a jiné) [24].

2.4.2. Rod Bacillus
V soucasné dobé¢ rod Bacillus a jiné souvisejici rody, jako jsou Aneurinibacillus
a Brevibacillus, predstavuji v sob& jednu z nejrozmanitéjsich skupin z hlediska taxonomie.
Jejich znaky jsou grampozitivni, acrobni nebo fakultativné anaerobni, ty¢inkovité buriky, které
tvofi endospory. Na zakladé této obrovské rozmanitosti rod Bacillus zahrnuje jak mezofilni,

tak i1 extremofilni druhy [25].

Jeden z nejstarsich izolati a nomenklaturni druh pro rod Bacillus je Bacillus substilis. Podle
studia B. substilis je mezofil rostouci pii teplotach 5-10 °C a 45-55 °C a slanosti az 7 % NaCl.
Bunky jsou stfedné velké tyCinky o rozmérech 0,7-0,8 pm na 2-3 pm a mohou tvofit
endospory, které maji tvar elipsoidu a nachazeji se blizko konce matei'ské bunky [26].

2.4.3. Rod Schlegelella
Rod Schlegelella mizeme zafadit k podtiidé Proteobakteri a k rodiné Comamonadacea.
Hlavnim zastupcem rodu je Schlegelella thermodepolymerans [27].

Tento mikroorganismus byl izolovan z aktivovaného kalu po obohaceni na poly
(3HB-c0-3MP) a ma gramnegativni, nesporotvorné aerobni bunky o délce 1-2,8 pum a Sifce
0,5-0,6 um. Jejich pohyb je umoznén pomoci monotrich6zniho bi¢iku. Podminkami pro rist
je teplota v rozmezi 37-60 °C (s optimem pii 50 °C) a pH v rozmezi 6 az 9 (S optimem
pii pH 7). Kmen dobfe roste na komplexnich médiich a tvofi bilé a hladké kolonie s celymi
okraji s butyrovitou strukturou. Buiiky vyuzivaji kyselinu dehydroabietovou, glukonat, laktat,
3-hydroxybutyrat, valerat a poly(3-HB) jako potravu a jsou odolné ke streptomycinu
a ampicilinu [27].
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2.4.5. Rod Tepidimonas

Bakterialni kmen nejprve oznaceny jako 11-17 byl izolovan z horkého pramene v oblasti
jizniho Tchaj-wanu, v Pingtunge. Buiiky tohoto mikroorganismu ptedstavuji gramnegativni
ty¢inky 0 priméru 0,4-0,5 Im a délce 0,8-2,0 Im s jednim jednopolovym bic¢ikem. Tento kmen
dobfie roste v médiich s niz§imi zivinami, jako je 5—-10% bujon Luria-Bertrani (LB médium),
jeho extracelularni produkty vyjadiovaly aktivitu alkalické proteazy. Kmen I1-17 tvoii viditelné
kolonie krémové bil¢, kruhového tvaru se zvinénymi okraji. Ristové podminky jsou
pii teplotach v rozmezi 35-60 °C a pH mezi 6 a 8. Optimalni podminky pro rlist a rozmnozovani
jsou pii teplot¢ 55 °C a pH 7,0. Pomoci rtznych analytickych metod a procest, jako
jsou analyzy sekvence genu 16S rRNA, celobunécnych proteinti, podobnosti DNA-DNA,
slozeni mastnych kyselin a jinych biochemickych a fyziologickych charakteristik, bylo zjisténo,
7e kmen I1-17 patfi do rodu Tepidimonas. Po ukonéeni viech analytickych procesti bylo
navrzeno nové oznaceni tohoto kmenu, a to jako Tepidimonas taiwanensis [28].

2.5. Enzymy
Enzymy jsou proteinové katalyzatory usnadnujici pfeménu substratti na produkty. Tabulka
4 (podle Mezinarodni unie biochemie a molekularni biologie — NC-ITUBMB) ukazuje rozdéleni
enzymi do skupin na zaklad¢ reakci, které katalyzuji: oxidoreduktazy, transferazy, hydrolazy,
lyazy, izomerazy a ligazy [29].

Tabulka 4. Nékolik znamych prikladit enzymii [30].

Systé- el
i Doporuceny trivialni ,
mové , Katalyzovana reakce
iy nazev
Cislo

1. Oxidoreduktasy
1.1.1.1 alkoholdehydrogenasa | ethanol + NAD" = acetaldehyd + (NADH + H™)
1.1.2.27 | laktatdehydrogenasa L-laktat + NAD" = pyruvat + (NADH + HY)

1.11.1.6 | katalasa H202 + H202 = 02 + 2 H20
1.11.1.7 | peroxidasa donor + H202 = oxid. donor + 2 H20
2. Transferasy
2.7.1.1 hexokinasa D-hexosa + ATP = D-hexosa-6-fosfat + ADP
2.7.7.6 RNA-polymerasa RNAn + m nukleosidtrifosfat = RNAn+m + m PP;
n TS .
2777 DNA-polymerasa E;IAn m deoxynukleosidtrifosfat = DNAn+m + m
I
3. Hydrolasy
3.1.1.3 lipasa hydrolyza esterovych vazeb lipida

. h Iy fosfodi ych itf
31275 | ribonukleasa ydrq yza os' odle,stervovyc o vazeb uvnitf
polyribonukloeotidovych fetézcii

hydrolyza 1,4-a-D-glykosidovych vazeb
v polysacharidech
hydrolyza peptidovych vazeb uvnitt polypeptidovych

3.2.11 o—amyasa

3.4.21 .4 | trypsin

fetézcu

18



Systé-

, Doporuceny trivialni
mové

, Katalyzovana reakce
nazev

Cislo

hydrolyza peptidovych vazeb uvnitt polypeptidovych

3.4.23.1 epsin
Pep fetézcu

adenosintrifosfatasa
6.1. ATP + H20 = ADP + Pi + 2 H*
3613 (ATPasa) 20 '

4. Lyasy

D-fruktosa-1,6-bisfosfat = dihydroxyacetonfosfat +
D-glyceraldehyd-3-fosfat

421.1 karbonathydrolyasa H* + HCO3 = CO2 + H20

5. Isomerasy
53.1.1 triosafosfatisomerasa D-glyceraldehyd-3-fosfat = dihydroxyacetonfosfat
5.3.1.9 glukosafosfatisomerasa | D-glukosa-6-fosfat = D-fruktosa-6-fosfat

6. Ligasy
6.4.1.1 pyruvatkarboxylasa pyruvat + CO2 + ATP + H20 = oxalacetat + ADP + Pj

41.2.13 | aldolasa

2.5.1. Extrémni enzymy
Jednim z hlavnich metabolickych produkti mikroorganismii jsou enzymy, pfi¢emz
ani extremofilové nejsou  vyjimkou. Takové mikroorganismy produkuji enzymy
nebo extremozymy, které stejné jako samotny organismus ¢eli potiebé piizpusobit se tomuto
extrémnimu prostfedi. Pro kazdy typ extremofilnich mikroorganismil jsou charakteristické
enzymy, jez maji ur¢ité ochranné mechanismy.

U acidofilnich a acidotermofilnich mikroorganismi bylo stanoveno, ze hlavnimi skupinami
enzymt jsou amylazy, proteazy, celulazy, xylanazy, alfa-glukosidazy, endonukleazy a esterazy.
Tyto enzymy zlistavaji stabilni pfi nizkém pH a pti vysokych teplotach, 1ze je pouzit za drsnych
podminek priimyslu. Proto musely enzymy vyvinout riizné adaptacni mechanismy. VétSina
Z téchto ochrannych zmén nastavd na molekularni urovni, naptiklad u xylanaz je zavislost na
hladinach pH zptisobena ionizujicim stavem dvou kyselin glutamovych (konkrétné Glul102
a Glul192). Béhem katalyzy se Glul02 chova jako nukleofil a Glul92 jako obecna kyselina
nebo baze. Také kolem téchto zbytku je sit’ vodikovych vazeb, jez ovliviiuje i katalytickou
schopnost kyselin [9].

Tabulka 5 uvadi nékteré z hlavnich enzyma produkovanych halofilnimi mikroorganismy.
Velmi €asto jsou halofilni enzymy relativné tolerantni nejen k vysokému obsahu soli, ale také
k teploté a zasaditému prostiedi, a proto se tyto enzymy velmi ¢asto pouzivaji v potravinarském
a textilnim primyslu. Stejné¢ jako samotné organismy musi mit enzymy zpusoby,
jak se ptizpusobit prostiedi bohatému na soli. Jednim z téchto mechanismti je modulace jejich
naboje. Z toho duvodu (na rozdil od mezofilnich enzymii) obsahuji enzymy z halofilii na svém
povrchu vice aspartatu a glutamatu [6].
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Tabulka 5: Nékteré priklady enzymii produkované halofily [6].

Enzym Mikroorganismus NaCl (% w/v)
Amylaza Halobacillus sp. 5
Xylanaza Chromohalobacter sp. 20

Dnaza Halobacillus sp 23
Celulaza Gracilibacillus sp. 7,5-17,5
Esteraza Bacillus cereus AGP-03 3-11
Proteaza Alkalibacillus sp. NM-Fa4 6

Amylopullulandza Halorubrum sp. Ha25 34
Alkohol dehydrogenéza Haloferax volcanii H1895 12

Stejn¢ jako ostatni skupiny mohou také alkafilni mikroorganismy produkovat enzymy.
Na rozdil od vnéjsiho prostiedi buiiky, jeZ je udrZovano v neutralnim pH, jsou jejich enzymy
aktivni v alkalickém prostfedi. Mezi tyto enzymy patii protedzy, amylazy, celuldzy,
pullulandzy, lipazy, pektinazy, xylanazy a chitindzy. Optimalni podminky prostredi
pro chitinazy jsou napiiklad: pH 7-9 a teplota 44-55 °C. Za téchto podminek je chitinaza
stabilni déle nez 2 hodiny. Latky a prvky, jako jsou Ag*, Hg*, dithiothreitol,
beta-merkaptoethanol, glutathion a kyselina jodooctova, mohou inhibovat aktivitu enzymu
az 0 50 % [7].

2.5.2. Termoenzymy

Vétsina dostupnych komercnich enzymii je mezofilniho piivodu, to znamend, ze enzymy
jsou ziskany z mikroorganismu, které rostou v prostiedi, kde je teplota mezi 20 °C a 45 °C,
proto maji tyto enzymy optimalni aktivitu v tzkém rozmezi podminek a nizkou stabilitu
pfi vysokych teplotach. Enzymy s takovymi charakteristikami nemizeme vyuzivat v pramyslu,
protoze nemohou piejit hranice v biokatalyze. V soucasné dobé tak existuje velky pozadavek
na termofilni enzymy neboli termozymy. Tato skupina biokatalyzatorti je termostabilni
a termoaktivni pfi teplotach mezi 50 °C a 80 °C. Také jsou cCasto prizplsobeny vysokym
hodnotam tlaku a denaturujicim rozpoustédlim i jinym podminkam, jez muzeme najit
V libovolném primyslu. Je tfeba zminit, Ze pouziti takovych enzymi nese jesté ekonomickou
vyhodu. Pomoci termoenzymi miizeme zvysit rozpustnost substratu a produktu, tim tak zkratit
dobu katalyzy [31].

Termoenzymy vznikly v procesu adaptace termofilnich mikroorganismii na vysoké teploty.
Mezi nejrizngjSimi faktory adaptace mizeme vyclenit zvySeny pocet vodikovych vazeb,
optimalizované hydrofobni interakce, zvySenou kompaktnost, zvySeni hydrofobicity jadra,
vy$$i pocet povrchovych polarnich oblasti ve srovnani s nepolarnimi, zvySenou stabilitu
a-helixu, vazbu kovovych iontt, lepsi fixaci konce polypeptidového fetézce k jadru proteinu,
nahrazeni zbytki s energeticky nevyhodnymi konformacemi glycinu, zkraceni smycek
vystavenych rozpoustédlu, vy$si pocet molekul prolinu
a B-vazanych aminokyselin ve smyckéch, spojovani v oligomery a snizeni obsahu teplotné¢
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labilnich aminokyselin. Na zadklad¢ vySe uvedenych faktori mizeme vidét, Ze se pfizptisobeni
bunky k extrémnim podminkam vyskytuje na vSech trovnich [32].

Jednim ze z4sadnich zpiisobl termostabilizace proteinti je specificka skladba aminokyselin.
Ptikladem miiZe byt porovnani sloZeni aminokyselin mezofilnich a hypertermofilnich proteinti.
Béhem srovnani sekvence 115 proteini z hypertermofilniho Methanococus janaschii, ktery
ma optimalni ristovou teplotu okolo 85 °C, s homolognimi proteiny mezofilli bylo zjisténo,
ze hypertermofily oproti mezofilim maji nizky obsah nenabitych polarnich zbytkd, jako jsou
Gln, Asn, Thr a Ser. Naproti tomu hypertermofilni proteiny vykazuji zvySeny obsah nabitych
aminokyselinovych zbytkd, konkrétn¢ jde o Glu, Arg a Lys. Takze bylo zjisténo,
ze hypertermofilni protein ma asi 268 aminokyselinovych zbytki, co je mensi neZ mezofilni,
ktery ma okolo 310 zbytkll. Takové malé mnozstvi miize ukazovat na kompaktnost termofilnich
proteinil a na to, Ze proteiny vykazuji niz$i zménu tepelné kapacity, coz vede ke zvySeni
termostability [32].

Druhy zptisob stabilizace enzymtl je stabilizace solemi. Anorganické soli mohou stabilizovat
proteiny dvéma zpusoby: specifickym wU¢inkem, kdy kovovy ion interaguje s proteinem,
a prostym solnym efektem, ktery ovliviiuje hlavné vodni aktivitu. Ze vSech iontli miizeme
vyélenit K*, NH4*, SO4% a HPO4?, protoze maji nejefektivnési stabilizujici ucinky [33].

Tteti zpusob stabilizace je solnymi mistky. Z experimentalnich dat miiZzeme zjistit, Ze béZné
interakce solnych mustkd vedou ke stabilizaci sekundarni struktury proteinu, coz muze vést
ke zvySovani pevnosti struktury nebo rigidité [33].

2.6. Screening a detekce enzymu

Uz davno bylo zjisténo, ze termofilni mikroorganismy maji velky potencial ve vétSine
prumyslovych aplikaci. Jejich termostabilni enzymy hraji velkou roli ve vyrobé potravin,
krmiv, buni¢in, farmaceutickych vyrobka atd. Diky fyzikalni a chemické stabilité enzymu
ziskanych z termofili muzeme zvysit provozni teplotu procesu, cozZ ma obrovsky vliv
na biologickou dostupnost a rozpustnost organickych sloucenin, takze sniZzuje riziko
kontaminace. V sou¢asné dobé proto probiha izolace termofild a screening jejich enzymii, to ma
za cil zjistit, jaké enzymy muze poskytnout mikroorganismus a které z enzymul maji nejvyssi
aktivitu a stabilitu [34].

Mimo jiné ma pH obrovsky vliv také na hodnotu katalytické aktivity. Hodnota optimalniho
pH zavisi na druhu tlumivého roztoku a jeho iontové sile i jinych parametrech, jako jsou teplota
a koncentrace substratu. Pfi rizné teploté mize mit optimalni pH odlisné hodnoty, tudiz rizné
typy tlumivych roztokti mohou vést jak k rustu katalytické aktivity, tak i ke snizeni aktivity
[35].

Nejcastéji jsou pouzivany takové substraty, které mohou byt pfeménhovany enzymem.
Substraty mohou byt pfirozené, ale i syntetické. Casto dochazi k pouziti syntetickych substrati,
protoZe pro optimalni stanoveni katalytické aktivity musi byt sloucenina levna, stabilni, dobie
rozpustnd a musi mit uréitou molekulovou hmotnost. Piikladem takovych substrath
pro protedzu jsou azoproteiny, nitroanilidy, fluorescen¢ni substraty a jiné. Mezi piirozenymi
slouceninami jsou kasein, hemoglobin, Zelatina, susené mléko a tak dale [35, 36].
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Posledni podminkou pro stanoveni aktivity jsou efektory. Vyznam riiznych efektorii spociva
VvV tom, ze piidavkem aktivatord a inhibitord do smési je mozné dosahnout urychleni procesu
a maximalni hodnoty enzymatické aktivity [35, 37].

V soucasné dobé¢ existuje velké mnozstvi metod pro pomérné rychlé stanoveni katalytické
aktivity. Metody jejiho stanoveni Ize rozdélit podle principu detekce substratu
nebo produktu na:

— optické metody (spektrofotometrie, polarometrie, fluorimetrie aj.),

— manometrické metody,

— elektrochemické metody (potenciometrie, polarografie, ampérometrie aj.),
— radiometrické metody,

— ostatni metody (titrace, viskosimetrie aj.) [35].

Do optickych metod je mozné zafadit rizné metody jako spektrofotometrické
a fluorescencni. Spektrofotometrické metody maji kupiikladu ve svém zékladu pozorovani
zmén koncentrace substratu nebo produktd za jednotku Casu. Tato zména je piimo imérna
zmén¢ absorbance za stejny ¢as. Tyto zmény mizeme sledovat pfimo pomoci absorbance, ktera
se projevuje ve viditelné nebo ultrafialové casti spektra, nebo pomoci chemickych uprav,
aby m¢l vysledny produkt zbarveni. Existuje nékolik dulezitych podminek k tomu, aby tato
metoda byla vhodna. Prvni podminka je platnost Lambert-Beerova zakona. Druhd podminka
je spravné nastaveni vinové délky. Na vybér vinovych délek ma obrovsky vliv zdroj svétla
a kyvety. Pro sklenéné kyvety pouzivaji vinovou délku od 340 do 700 nm a pro kyvety
z kiemenného skla vinové délky do 340 nm [35, 38].

Manometrické metody jsou pouzivany v nasledujicich piipadech.

— Bé&hem reakce probihéd spotifeba nebo uvolnéni kysliku. To znamend, Ze je to reakce
enzymu ze skupiny oxidoreduktéz.

— Bé&hem reakce probiha uvolnéni nebo spotieba oxidu uhli¢itého nebo amoniaku. Takova
situace je charakterizovana nejcastéji pro enzymy z tfidy lyaz.

— Vysledek enzymové reakce je tvorba protonu, ktera probihd pii odstépeni zbytku
kyseliny fosfore¢né. KdyZ je reakce méfena v prostiedi bikarbonatového tlumivého
roztoku, lze pozorovat uvolnéni uréitého mnozstvi oxidu uhli¢itého. Takovy ptipad
je vhodny pro transferazy.

Manometrické metody jsou velmi pracné a pro méteni katalytické aktivity vétSiho mnoZstvi
vzorkll nevhodné. V dne$ni dobé jsou proto tyto metody nahrazovany spektrofotometrickymi
a elektrochemickymi metodami [39].

Elektrochemické metody, jako jsou potenciometrie, polarografie, konduktometrie a jiné,
jsou zaloZeny na skute€nosti, Ze zména koncentrace substratu nebo produktu je pfimo tmérna
zmeéné elektrické veliCiny (napft. elektricky proud, celkovy ndboj, vodivost a oxidoredukéni
potencial). Takze je mozné pouzit tyto metody pro stanoveni enzymti i toho, zda jejich ¢innost
ptivadi k vyvoji kysliku, oxidu uhli¢itého, amoniaku, NH4*, H [35].
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V piipadé radioaktivnich metod se provadi méfeni aktivity enzymu pomoci radionuklidu.
Po ukonceni reakce se radioaktivni produkt od substratu odd¢li a poté se jejich koncentrace
stanovi pomoci zméteni radioaktivity. Pro takové metody musime pouzit syntetické substraty.
To je divodem, Ze je radioaktivni stanoveni velmi citlivé a ma vyhodu v tom, Ze smés nema
do zacatku reakce radioaktivni produkt, ¢ehoz u pfirozenych substrati nelze dosahnout.
Ale na opac¢né strané téchto metod je vysoka cena substratt, jejich relativni nedostupnost
a nutnost separace produktu od substratu. Pro tuto separaci mizeme pouzit nékolik postup.

— Vysrazeni pomoci silné kyseliny nebo organického rozpoustédla. Takovy zptsob je
vhodny pro substrat, ktery je makromolekula. Nejcastéjsi je pii stanoveni aktivity
protedz, polymeraz a podobnych enzymd.

— Pouziti chromatografickych nebo elektroforetickych metod.

— Extrakce organickym rozpoustédlem.

— Absorbance substratu nebo produktu na vhodny absorbent [35].

Pro kazdy typ enzymu existuji jednotlivé metody stanoveni a jsou pro n&j také optimalni
podminky prostiedi pro provadéni metod. Napiiklad stanoveni aktivity amyldzy probiha
podle popisu Bernfelda. Absorbance roztokd se méii pii 540 nm vinové délky. Tim ziskavame
hodnotu aktivity, jez je definovana jako mnozstvi enzymi, které uvolnilo jeden mikromol
redukujiciho cukru za minutu. Za normalnich testovacich podminek amylaza vykazuje
maximalni aktivitu pfi teploté 60 °C, pii pH 5av 5 % i 7,5 % roztoku NaCl [40].

V soucasné dob¢ probiha vyvoj metod detekce za pomoci riznych piistroji (napf.
glukometr). Pomoci slouc¢enin obsahujicich paracetamol nebo katechol lze detekovat rizné
analyty jako naptiklad enzymy, konkrétn¢ jsou to beta-galaktosiddza a alfa-mannosidaza,
ale také patogeny. Proto je mozné toto stanoveni provést i v prostiedi glukozy a bez pouziti
prouzku s glukézooxidazami nebo dehydrogenazami, a to diky tomu, Ze paracetamol se oxiduje
pfimo na povrchu elektrody glukometru. Existuje nékolik vyhod téchto derivath
(oproti glukoze) pro detekce enzymii, virti a bakterii. Prvni vyhoda spoc¢iva ve snadné syntéze
derivatl. Druhd se nachazi v tom, Ze paracetamol a katechol maji vyssi citlivost nez glukdza.
Napiiklad limit detekce paracetomolu je 0,5 mM oproti limitu detekce glukozy, ktery je 2 mM
(méfené glukometrem OneTouch). Tieti vyhoda je snizeni nakladt na vyrobu prouzki, protoze
paracetamol a katechol potiebuji jen aktivni elektrody [41].
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1. Pouzité mikroorganismy, chemikalie a pristroje

3.1.1. Pouzité mikroorganismy
V experimentalni ¢asti bakalaiské prace pro screening a stanoveni enzymil bylo pouZzito

15 sbirkovych kmeni a 5 izolatl bakterii, které jsou uvedené v tabulce 6.

Tabulka 6: Pouzité bakteridalni sbirkové kmeny a izolaty

Mikroorganismus

Sbirkové kmeny

Chelatococcus daeguensis DSM 22069
Chelatococcus thermostellatus DSM 28244
Chelatococcus composti DSM 101465
Chelatococcus sambhunathii DSM 18167
Caldimonas hydrothermale DSM 18497
Caldimonas taiwanensis LMG 22827
Caldimonas manganoxidans JCM 10698
Caldimonas meghalayensis JCM 18786
Thermomonas hydrothermalis DSM 14834
Tepidimonas taiwanensis LMG 22826
Tepidimonas fonticaldi LMG 26746
Schlegelella aquatica LMG 23380
Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344
Pseudomonas thermotolerans DSM 14292
Aneurinibacillus sp. CCM 8960
Izolaty
Brevibacillus borstelensis LK 99
Aneurinibacillus thermoaerophilus LK 102
Chelatococcus composti 34
Aneurinibacillus thermoaerophilus LK 7
Brevibacillus borstelensis Bz

3.1.2. Pouzité chemikalie

3.1.2.1. Chemikalie pro kultivace
— Nutrient Broth (NB) (HiMedia, Indie)

— Trypton soya (HiMedia, Indie)
— Pepton (HiMedia, Indie)
— Beef extract (HiMedia, Indie)

—  Chlorid sodny (LachNer, Ceska republika)
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3.1.2.2. Chemikalie pro screening enzymui
— Nutrient Broth (NB) (HiMedia, Indie)
—  Susené odstfedéné mléko (Bohemilk, Ceské republika)
— Agar powder (HiMedia, Indie)
— Spirit Blue Agar (HiMedia, Indie)
— Slunecnicovy olej
— Tprypton soya (HiMedia, Indie)
— Kvasni¢ny extrakt (HiMedia, Indie)
— Rozpustny $krob (Penta, Ceska republika)
—  Xylan (VWR Chemicals, Spojené staty americké)
— Karboxymethylcelulaza (Sigma-Aldrich, Némecko)
— Kongo &erveti (LachNer, Ceska republika)
— Jodid draselny (LachNer, Ceska republika)
— Elementarni jod (Lachema, Ceska republika)
—  Chlorid sodny (LachNer, Ceska republika)
—  Siran amonny (LachNer, Ceska republika)
— Hydrogenfosforeénan sodny (LachNer, Ceska republika)
— Dihydrogenfosforeénan draselny (LachNer, Ceska republika)
— Pektin (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.1.2.3. Chemikalie pro stanoveni enzymatické aktivity
— Nutrient Broth (NB) (HiMedia, Indie)
— SuSené¢ odstfedéné mléko
— Kaseinat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)
— Uhligitan sodny (LachNer, Ceska republika)
— Kiyselina trichloroctova (LachNer, Ceska republika)
— Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Sigma-Aldrich, Némecko)
— Azokasein (Sigma-Aldrich, Némecko)
— Hydroxid sodny (LachNer, Ceské republika)
— D-glukéza monohydrat, p.a. (LachNer, Ceské republika)

3.2. Kultivace mikroorganismi

Bakterie byly uchovavany v kryozkumavkach v 10 % glycerolu pii —80 °C. Vsechna
pripravena média byla vysterilovana a mikroorganismy byly zaockovany ve sterilnim boxu
za sterilnich podminek. Kultivace mikroorganismti probihala pti 50 °C po dobu 24 hodin
a nasledna produkce po dobu 48 az 72 hodin pti 50 °C.

3.2.1. Inokula¢ni média
Inokulaéni média byla pfipravovana ve 100 ml Erlenmeyerovych bankéch o objemu média
50 ml. Kultivace probihala 24 hodin pfi 50 °C a 170 rpm. Pouzité médium zaviselo na daném
mikroorganismu (Tabulka 7).
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Tabulka 7: Pouzité mikroorganismy a jejich inokulacni média

Mikroorganismus

Inokulum

Chelatococcus daeguensis DSM 22069 Trypton soya
Chelatococcus thermostellatus DSM 28244 K6(B10) + 5 g/l NaCl
Chelatococcus composti DSM 101465 NB
Chelatococcus sambhunathii DSM 18167 NB
Caldimonas hydrothermale DSM 18497 NB
Caldimonas taiwanensis LMG 22827 NB
Caldimonas manganoxidans JCM 10698 NB
Caldimonas meghalayensis JCM 18786 NB
Thermomonas hydrothermalis DSM 14834 NB
Tepidimonas taiwanensis LMG 22826 NB
Tepidimonas fonticaldi LMG 26746 NB
Schlegelella aquatica LMG 23380 NB
Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 NB
Brevibacillus borstelensis LK 99 Trypton soya (ziedény)
Aneurinibacillus thermoaerophilus LK 102 Trypton soya (ziedény)
Pseudomonas thermotolerans DSM 14292 NB
Aneurinibacillus sp. CCM 8960 NB
Chelatococcus composti 34 NB
Aneurinibacillus thermoaerophilus LK7 NB
Brevibacillus borstelensis Bz NB

Piesna sloZzeni inokula¢nich médii pro kultivace mikroorganismti jSOU znazornéna

Vv nasledujicich tabulkach.

Tabulka 8: Inokulacni médium NB

Latka

Koncentrace (g/l)

Nutrient Broth
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Tabulka 9: Inokulacni médium Trypton soya

Latka Koncentrace (g/l)
Trypton soya 30
Tabulka 10: Inokulacni médim Trypton soya (ziredény)

Latka Koncentrace (g/l)
Trypton soya 6
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Tabulka 11: Inokulacni médim K6(B10) + 5 g/l NaCl

Latka Koncentrace (g/l)
Pepton 5
Beef extract 3
Chlorid sodny (NaCl) 5

3.2.2. Produkéni média
Kultivace v produkénim médiu probihala po dobu 48 az 72 hodin po inokulaci. V piipadé
prvotniho screeningu enzymi probihala kultivace na pevném médiu. Produkce enzymu
se uskute¢nila ve 100 ml média v Erlenmayerovych baiikkdch o objemu 250 ml. Produkéni
médium bylo pro kazdy enzym rozdilné. Médium pro kultivaci na miskach navic obsahovalo
vzdy agar.

Tabulka 12: Slozeni média pro screening protedz (pro médium NB a K6 (B10))

Latka Koncentrace (g/l)
Nutrient Broth 8
Odstredéné mléko 10
Agar 17

Tabulka 13: Slozeni média pro screening protedz (pro médium Trypton soya (ziedény))

Latka Koncentrace (g/l)
Trypton soya 2
Odstredéné mléko 10
Agar 17

Tabulka 14: Slozeni média pro screening protedz (pro médium Trypton soya)

Latka Koncentrace (g/l)
Trypton soya 8
Odstiedéné mléko 10
Agar 17

Tabulka 15:Slozeni média pro Screening lipdz

Latka Koncentrace (g/l)
Spirit Blue Agar 32,15
Olej 30
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Tabulka 16: Slozeni média pro screening amyldz

Latka Koncentrace (g/l)
Kvasni¢ny extrakt 1
Rozpustny Skrob 5
Agar 17

Tabulka 17: Slozeni média pro screening xylandz

Latka Koncentrace (g/l)
Kvasni¢ny extrakt 1
Xylan 5
Agar 17

Tabulka 18: Slozeni média pro screening celuldz

Latka Koncentrace (g/l)
Kvasni¢ny extrakt 1
Karboxymethylceluldza 5
Agar 17

Tabulka 19: Slozeni média pro screening pektindz

Latka Koncentrace (g/l)
Kvasni¢ny extrakt 1
Siran amonny 2
Hydrogenfosfore¢nan sodny 6
Dihydrogenfosfore¢nan draselny 3
Pektin 5
Agar 17

V piipadé stanoveni lipolytické aktivity bylo misto Spirit Blue Agar pouzito produkéni

médium, které bylo pfipraveno podle slozeni Spirit Blue Agaru. Médium obsahovalo kvasni¢ny
extrakt (5 g/1) a hydrolyzat kaseinu (10 g/I) a 30 ml/I oleje.
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3.3. Stanoveni obsahu biomasy
Z tekutého produkéniho média bylo pomoci pipety odpipetovano 10 ml do centrifugacnich
zkumavek, jez byly zcentrifugovany pii 6000 rpm po dobu 5 minut. Ziskany supernatant, ktery
byl dale pouzit pro stanoveni enzymatické aktivity, byl odlit a zmrazen. Zbyvajici biomasa byla
promyta 5 ml destilované vody, zvortexovana a opét zcentrifugovana pii 6000 rpm po dobu
5 minut. Po centrifugaci byla nadbyte¢na voda odlita a vzorky biomasy byly vysuSeny
do konstantni hmotnosti.

3.4.Screening produkce riznych enzymi

Kultivace v produkénim médiu probihala na Petriho miskach pii 50 °C po dobu 48 hodin.
Produkce proteaz byla analyzovana na pevném médiu, jehoz slozeni bylo uvedeno v tabulkach
12-14. Pfitomnost t€chto enzymu byla potvrzena vznikem dostatecné prihlednych hal6é zon
kolem kolonie bakterii.

Produkce amylaz probihala na pevném médiu, jeho slozeni bylo uvedeno v tabulce 16. Pro
detekci enzymi byly do misky po kultivaci napipetovany 3 ml Lugolova roztoku (100 g/l jodidu
draselného a 50 g/l elementarniho jodu) po dobu par minut. Poté byl roztok slit do odpadu
a obsah misky byl opatrn¢ promyt destilovanou vodou. Vznik svétlej$ich halé zon oproti svétlu
potvrzoval pfitomnost enzymu.

Produkce lipaz probihala na pevném médiu, jehoz slozeni bylo uvedeno v tabulce 15.
Pritomnost téchto enzymt byla potvrzena vznikem odbarvenych hal6 zon.

Produkce pektinaz probihala na pevném médiu, jehoz slozeni bylo uvedeno v tabulce 19. Po
kultivaci byly do misek napipetovany 3 ml Lugolova roztoku (100 g/l jodidu draselného
a 50 g/l elementéarniho jodu), ktery byl ihned slit. Obsah misky byl opatrn€ promyt destilovanou
vodou a oproti svétlu byly zaznamenany svétlejsi hald zony.

Produkce xylanaz probihala na pevném médiu, jehoz sloZeni bylo uvedeno v tabulce 17. Po
kultivaci byly do misek odpipetovany 3 ml vodného roztoku kongo ¢erven (0,1 % hm./obj.)
a barveni probihalo po dobu 30 minut. Poté bylo barvivo slito a obsah byl odbarven 3 ml 1 M
NaCl po dobu 15 minut. Po uplynuti tohoto ¢asu byl chlorid sodny slit a produkce enzymu byla
potvrzena vznikem jasnych hal6 zon.

Produkce celulaz byla testovana na pevném médiu, jehoz slozeni bylo uvedeno v tabulce 18.
Po kultivaci do misek byly ptidany 3 ml vodného roztoku kongo cerven (0,1 % hm./obj.)
po dobu 30 minut. Poté byl roztok slit a do misky byly piidany 3 ml 1 M NaCl po dobu
15 minut. Po ukonéeni ¢asového intervalu byl roztok chloridu slit a produkce enzymu byla
potvrzena vznikem jasnych hal6 zén kolem kolonie bakterii.
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3.5. Stanoveni enzymatické aktivity

3.5.1. Stanoveni aktivity proteiz
Pro stanoveni proteolytické aktivity byly pouzity supernatanty ziskané z produk¢éniho média.
Celkem byly pouzity dvé metody: metoda podle Ladd a Butler a azokaseinova metoda.

Pfi stanoveni aktivity metodou podle Ladd a Butler se do zkumavek pipetovaly 1 ml vzorku
a5 ml 0,65 % vodného roztoku kaseinatu sodného. Roztoky byly ponechané ve vodni lazni po
dobu 30 a 60 minut pii 50 °C. Po uplynuti prvniho ¢asového intervalu doslo k zastaveni reakce
pfidavkem 5 ml 110 mM roztoku kyseliny trichloroctové a poté doslo k 10minutové
centrifugaci pti 6000 rpm. Po centrifugaci byly ze supernatantu odpipetovany 2 ml
do zkumavky, poté bylo piidano 5 ml 0,5 M roztoku uhli¢itanu sodného a 1 ml Folin-
Ciocalteuova ¢inidla. Po 30 minutach stani za laboratorni teploty byly vzorky promichany
a poté probihalo spektrofotometrické méfeni absorbance pii 660 nm oproti blanku, ktery
obsahoval misto vzorku stejné mnozstvi destilované vody. Stejnym zptisobem probihalo méieni
vzorku s delsi dobou inkubace.

Pii stanoveni proteolytické aktivity podle azokaseinové metody bylo do zkumavek
odpipetovano 100 pl roztoku azokaseinu o koncentraci 5 mg/ml a 100 pl vzorku. Zkumavky
byly inkubovany pfti 50 °C po dobu 30 a 60 minut. Po uplynuti prvniho ¢asového intervalu byla
reakce zastavena piidavkem 410 pl 10 % kyseliny trichloroctové. Déle nasledovala centrifugace
vzorku po dobu 2 minut pfi 14000 rpm. Pfed samotnym spektrofotometrickym méfenim
pii 440 nm bylo do kyvety pipetovano 500 ul supernatantu po centrifugaci a 700 ul 1 M NaOH.
M¢éfteni probihalo proti blanku, ktery misto vzorku obsahoval stejné mnozstvi destilované vody.
Stejnym zptisobem bylo provedeno méteni pro vzorky druhého ¢asového intervalu.

3.5.2. Stanoveni aktivity lipaz

Pro stanoveni lipolytické aktivity byly pouzity supernatanty ziskany z produk¢éniho média.
Jako substrat byl pouzit 4-nitrofenylacetat a 4-nitrofenylpalmitat. Byla vyzkouSena dvé
rozpoustédla pro substraty, a to 96% ethanol a dodecylsiran sodny (SDS). Substrat byl
piipraven o koncentraci 15 mg na 10 ml rozpoustédla. Také byly testovany dva pufry,
ato PBS pufr (8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, 0,24 g/l KH2PO4 a 1,44 g/l Na:HPOs -2H:0)
a (Tris-, H20 a HCI, pH 7,5). Samotné méfeni probihalo v 96jamkové mikrotitra¢ni desticce a
absorbance byla méfena pomoci ELISA readeru. Do jednotlivych jamek bylo napipetovano
230 pl pufru 25 pl vzorku. Poté probihala inkubace celé desti¢ky v readeru po dobu 5 minut
pii 50 °C. Po inkubaci byl do jamek pfidan substrat o objemu 25 pl. Po pfidani substratu byla
zmétena absorbance a poté byla méfena po 2 minutach po dobu 20 minut. Vysledna hodnota
absorbance byla ziskand ode¢tem hodnot absorbance v ¢ase 0 a dan¢ho Casu.

3.5.3. Stanoveni aktivity amylaz, xylanaz, celuliaz a pektinaz
Pro stanoveni aktivity amylaz, xylanaz, celulaz a pektinaz byly pouzity supernatanty jejich
produk¢nich médii. Pro stanoveni aktivity enzymi bylo vyuzito méfeni redukujicich cukrt.
Cukry byly stanoveny pomoci metody DNS. Byla optimalizovana doba inkubace enzymu
a substratu. Doba inkubace byla 1, 4 a 24 hodin. Testovano bylo také prostiedi, a to rozpusténim
ptislusného substratu ve vodé ¢i v pufru. Piehled je znazornén v tabulce 20.
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Tabulka 20: Slozenti roztokii substratii pro stanoveni prislusnych enzymii

Rozpoustédlo ,
Enzym — . Substrat
PBS pufr | Citratovy pufr Voda
amylaz + + Skrob 10 g/l
xylanaz + xylan 10 g/l
celulaz + karboxymethylcelulloza | 10 g/l
pektinaz + pektin 10 g/l

Pro stanoveni jednotlivych enzymatickych aktivit bylo nutné také stanovit zbytkové cukry
v médiu. Pro kazdy vzorek byl zméfen zbytkovy cukr v supernatantu, a to takovym zptisobem,
ze bylo napipetovano 0,5 ml supernatantu do zkumavky. Poté bylo pfidano 0,5 ml DNS a roztok
byl zahtivan na 70 °C po dobu 10 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo pfidano 9 ml
vody a byla zmétena absorbance pii 540 nm oproti blanku. Kazdy vzorek byl ptipraven ve tfech
provedenich. Blank obsahoval misto vzorku vodu. Pfi stanoveni aktivity enzymu pro
optimalizaci doby inkubace byl vybran jeden vzorek supernatantu a komeréni enzym.
Do zkumavky bylo napipetovano 250 ul vzorku nebo komeréniho enzymu a 250 pl piislusného
substratu v rozpoustédle (voda nebo dany pufr). Blank obsahoval pouze vodu a substrat.
Vsechny vzorky byly pfipraveny ve dvou provedenich. Sady vzorka byly inkubovéany po dobu
1, 4 a 24 hodin pti 50 °C. Poté byl ve vzorcich zméten redukujici cukr pomoci metody DNS.

Po vybéru vhodné doby inkubace a rozpoustédla pro substrat byly doméfeny ostatni vzorky
stejnym zplsoben.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1.Screening a stanoveni extremozymu u vybranych producenti PHA

V této praci byly stanovovany zvolené extremozymy (proteazy, lipazy, amylazy, xylanazy,
celulazy, pektinazy) u vybranych mikroorganismi. Vsechny testové mikroorganismy jsou také
producenti polyhydroxyalkanoati. Jednd se o ve vod¢ nerozpustné polyestery, které jsou plné
odbouravatelné v piirodé. Jejich materialové vlastnosti jsou velmi podobné polypropylenu.
U vybranych mikroorganismti byl ud€lan screening na agarovych plotnach pro stanoveni
extremozymu. Pomoci vytvofenych halozén je mozné posoudit, které mikroorganismy
produkuji konkrétni enzym. U slibnych producentti extremozymu byla stanovena enzymaticka
aktivita. Takovy piehledny seznam a koneéné vysledky aktivit bude mozné aplikovat pro riizné
ucely, protoze v soucasné dob¢ vyuziti extrémofilnich bakterii a jejich enzymu v pramyslu roste
ama obrovskou vyhodu ve srovnani s mezofily. Vyhoda extremofilnich mikroorganismu
spo¢iva VvV tom, ze pii pouziti takovych skupin mikroorganismi dochéazi ke snizeni narokt
na celkovou sterilitu procesu a tim ike sniZeni finan¢nich nakladl, zvySeni rozpustnosti
riznych chemikalii a zvySeni reakéni rychlosti. VSechny tyto vyhody jsou zaloZeny na pouziti
Vyssi teploty, kterd je zakladnd podminkou pro vétSinu primyslovych procest.

4.2.Screening produkce vybranych extremozymii

Screening produkce enzymii byl proveden proto, aby byla predstava o tom, jaké
mikroorganismy projevuji schopnost produkovat konkrétni extremozymy. Samotné méfeni
probihalo na pevném médiu na Petriho miskdch a slozeni tohoto média bylo zavislé
na pozadavcich enzymu. V nékterych pripadech bylo pro vyhodnocovani produkce nutné
pouzit barvivo jako dopliujici ¢inidlo. Méfeni a vyhodnocovani bylo provedeno podle postupt
uvedenych v kapitole 3.4.
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Schopnost produkovat proteazy byla prokazana vytvofenim halo zony okolo narostlé kolonie
(Obrazek 2). Tutu produkci projevily takové mikroorganismy, jako jsou Thermomonas
hydrothermalis DSM 14834, Tepidimonas taiwanensis LMG 22826, Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15344 a Brevibacillus borstelensis Bz. Tato schopnost ukazuje
nato, ze tyto mikroorganismy maji schopnost hydrolyzovat rlizné proteinové substraty.
Naptiklad Thermomonas hyddrothermalis DSM 14834 podle literatury projevuje schopnost
hydrolyzovat takové proteinové substraty, jako jsou kasein, fibrin a zelatin [42]. A proto Ize
tyto mikroorganismy vyuzit v takovych primyslovych odvétvich, jako jsou mlékarensky
a pekaisky pramysl ¢i krmeni zvitat [17-19].

Obrazek 2: Screening produkce protedz — Tepidimonas taiwanensis LMG 22826
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Lipolytické enzymy byly detekovany na zakladé¢ toho, ze doslo k odbarveni obsahu misky
u Caldimonas meghalayensis JCM 18786, Brevibacillus borstelensis LK 99, Aneurinibacillus
thermoaerophilis LK 102, Aneurinibacillus sp. CCM 8960, Aneurinibacillus thermoaerophilus
LK 7 (Obrazek 3) a Brevibacillus borstelensis Bz. Producenty lipolytickych enzymi jsou
vyuzivany napiiklad ve farmaceutickém nebo pracim pramyslu [17-19].

Obrdazek 3: Screening produkce lipaz — Aneurinibacillus thermoaerophilus LK 7
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Schopnost produkovat xylanazy projevily jen takové mikroorganismy, jako jsou
Aneurinibacillus sp. CCM 8960 a Brevibacillus borstelensis Bz na obrazku 4. Xylanazy maji
obrovskou vyhodu v konverze biomasy, papirenském priamyslu a recyklaci odpadu na bazi
papiru a celulozy [17-19].

- : ';\‘:’f:t' .

2

Obrizek 4: Screening produkce xylandz — Brevibacillus borstelensis BZ
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Celulazy byly prokazany u Thermomonas hydrothermalis DSM 14834, Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15344, Pseudomonas thermotolerans DSM 14292,
Aneurinibacillus sp. CCM 8960, Aneurinibacillus thermoaerophilus LK 7 a Brevibacillus
borstelensis Bz na obrazku 5. Celuldzy maji velmi podobné aplikace jako xylanazy, ale také
mohou byt jesté vyuzity v pivovarnickém prumyslu a ve vyrobé biopaliv [17-19].

Obrdzek 5: Screening produkce celuldz — Brevibacillus borstelensis BZ
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Schopnost produkce amylaz byla detekovana u Caldimonas hydrothermale DSM 18497,
Caldimonas taiwanensis LMG 22827, Caldimonas manganoxidans JCM 10698 na obrazku 6
a Brevibacillus borstelensis Bz. V ptipadé produkce amylaz je mozné fict, Ze mikroorganismy
rodu Caldimonas vystupuji jako piikladové, protoze zivot téchto bakterii je zavisly
na piitomnosti takovych latek, jako jsou D-glukoza, maltdza, D-fruktoza a podobné [24].
Mikroorganismy, které projevuji schopnost produkce amylaz, mohou byt pouzity Vv textilnim,
pekarském a jiném pramyslu [17-19].

Obrdzek 6. Screening produkce amyldz — Caldimonas manganoxidans JCM 10698
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Schopnost produkovat pektinazy projevily takové mikroorganismy, jako jsou Caldimonas
hydrothermale DSM 18497, Caldimonas taiwanensis LMG 22827 na obrazku 7, Caldimonas
manganoxidans JCM 10698, Thermomonas hydrothermalis DSM 14834, Pseudomonas
thermotolerans DSM 14292 a Brevibacillus borstelensis Bz. Pektinazy ma vyznamnou roli
ve vyrobé rtiznych ovocnych §tav. Mohou vystupovat jak samostatné enzymy, které snizuji
zakal a viskozitu $tav, nebo jak slozky enzymatickych smési. Naptiklad smés z pektinaz
a amylaz se vyuzivé ke zvySeni extrakci a zkraceni doby filtrace §t’av z banand, hroznti a jinych
ovoce a plodu [43]

Obrazek 7: Screéningpmdukce pektindz — Caldimonas taiwanensis LMG 22827

V tabulce 21 je souhrnny ptredhled schopnosti produkovat hydrolytické enzymy, konkrétné
protedzy, lipazy, amylazy, xylandzy, celulazy a pektindzy u zkoumanych mikroorganismd.
Podle dosavadnich vysledku lze fict, ze Schlegelella aquatica LMG 23380, Tepidimonas
fonticaldi LMG 26746 a zkoumané mikroorganismy zrodu Chelatococcus neprojevily
schopnost extracelularné produkovat zadny zkoumany enzym. Testované izolaty Brevibacillus
borstelensis LK 99 a Aneurinibacillus thermoaerophilus LK 102 projevily schopnost produkce
jen lipolytickych enzymi. Jako univerzdlni producent vSech vybranych extremozymi
vystupuje Brevibacillus borstelensis Bz.
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Tabulka 21: Screening produkce vybranych extremozymui ( ++ narostla kolonie a Sirokd halé zona, + narostla kolonie a haloé zéna , - narostla kolonie, bez halo zony, --

nenarostla kolonie, bez halo zony )

Mikroorganismus Proteazy Lipazy Xylanazy Celulazy | Amylazy | Pektinazy
Chelatococcus daeguensis DSM 22069 - - -/- -/- -/- -/-
Chelatococcus thermostellatus DSM 28244 - - --/-- --/-- -/- -/-
Chelatococcus composti DSM 101465 - - -/- --/-- -/- -/-
Chelatococcus sambhunathii DSM 18167 - - -/- --/-- -/- -/-
Caldimonas hydrothermale DSM 18497 - -/-- -/- -/- ++/++ +/+
Caldimonas taiwanensis LMG 22827 - - -/- -/- ++/++ ++/++
Caldimonas manganoxidans JCM 10698 - - -/- -/- ++/++ ++/++
Caldimonas meghalayensis JCM 18786 - ++ -/- -/- -/- -/-
Thermomonas hydrothermalis DSM 14834 ++ - -/- +/+ -/- +/+
Tepidimonas taiwanensis LMG 22826 + - --/-- --/-- -/- -/-
Tepidimonas fonticaldi LMG 26746 - - -/- -/- -/- -/-
Schlegelella aquatica LMG 23380 - - --/-- -/- -/- --/--
Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 + - -/- +/+ -/- -/-
Brevibacillus borstelensis LK 99 - ++ -/- --/-- -/- -/-
Aneurinibacillus thermoaerophilus LK 102 - ++ -/- --/-- -/- -/-
Pseudomonas thermotolerans DSM 14292 - - -/- +/+ -/- +/+
Aneurinibacillus sp. CCM 8960 - ++ +/+ ++/++ -/- -/-
Chelatococcus composti 34 - - -/- --/-- -/- -/-
Aneurinibacillus thermoaerophilus LK 7 - ++ -/- +/+ -/- --/--
Brevibacillus borstelensis Bz ++ ++ ++/+ ++/++ +/+ +/+
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4.3. Stanoveni amylolytické aktivity

Stanoveni amylolytické aktivity vybranych mikroorganismu, které ukazaly schopnost
produkovat amylazy, obsahovalo dv¢ etapy: optimalizace a samotné stanoveni. Optimalizace
byla provedena podle postupu v kapitole 3.5.3 pro vzorek supernatantu Caldimonas
hydrothermale DSM 18497 se Skrobem, ktery byl rozpoustén v PBS pufru nebo ve vodé,
po dobu inkubace 1, 4 a 24 hodin pii 50 °C. Poté byly stanoveny zbytkové redukujici cukry,
které vznikly pisobenim amylaz, ve vzorku pii vinové délce 540 nm. Spolu se vzorkem
superntatantu byl zméfen vzorek komer¢ni amylazy. Na obrazku 8 je mozné pozorovat
absorbance testované¢ho vzorku po odeCtu absorbance naméfené u Cistého média, protoze
inkubace je 24 hodin a vyssich hodnot dosahoval substrat (Skrob) rozpustény ve vod¢. V takové
kombinaci vzorek projevuje nejvétsi hodnoty absorbance, tudiz i nejvySSi enzymatické
aktiviity. Také komer¢ni amylaza za téchto podminek dosahuje nejvyssi aktivity.

Optimalizace stanoveni amylaz
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Obrazek 8: Optimalizace stanoveni amylaz

Po provedeni optimalizace bylo udélano samotné stanoveni podle postupu v kapitole 3.5.3
pro vzorky supernatantu vSech mikroorganismdi, u kterych byla detekovana produkce amylaz
na plotnach, tj Caldimonas hydrothermale DSM 18497, Caldimonas taiwanensis LMG 22827,
Caldimonas manganoxidans JCM 10698 a Brevibacillus borstelensis Bz. Aktivita byla
zméfena 1 pro vzorek komeréni amylazy. AvSak pfi stanoveni aktivity, nebyla namétena téméf
74dna absorbance. Tudiz i aktivita enzymu byla nulova.

Stanoveni aktivity a nejoptimalnéjsich producenti enzymt hraje obrovskou roli v soucasné
dobg, protoze potieba vyuziti extremofild a jejich extremozymt, jako jsou amylazy, roste kazdy
rok kvuli snizenym néakladim, zvysSené stabilité, zvySené reakéni rychlosti a jinych aspekti,
které mohou zjednodusit cely primyslovy proces. Naptiklad glukozooxiddza v poslednich
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letech ma obrovskou skalu pramyslovych odvétvich, kde je vyuzivana. Tento enzym
je pouzivan v potravinaiském primyslu jako konzervacni prostfedek a antimikrobialni latka,
pro farmaucetické a diagnostické ucely ke stanoveni hladiny glukézy v raznych télnich
tekutinach, jako je krev. Glukdzooxidaza ma natolik vysokou komeréni vyhodu, ze predstavuje
asi 30 % svétové produkce vSech enzymu [44].

4.4, Stanoveni pektinolytické aktivity

Pektinolyticka aktivita byla stanovena podle postupu uvedenym v kapitole 3.5.3. Nejprve
byla udé¢lana optimalizace pro to, aby mozné bylo vybrat nejvhodnejsi roztok pektinu a Cas
inkubace. M¢feni probihalo pro vzorek supernatantu Caldimonas taiwanensis LMG 22827
v pektinu rozpousténém v citratovém pufru nebo ve vod¢€. Inkubace vzorkt probihala po dobu
1, 4 a 24 hodin pii teplot€¢ 50 °C a pro srovnani byl pfipraven stejnym zplsobem vzorek
komer¢ni pektinazy. Po provedené inkubace byly stanoveny redukujici cukry pomoci DNS
pii vinové délce 540 nm. Na obrazku 9 je mozné pozorovat absorbanci testovaného vzorku
po odeCtu absorbance naméfené u Cisttho média. Z naméfenych dat lze usuzovat,
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Optimalizace stanoveni pektinaz
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Obrazek 9: Optimalizace stanoveni pektindz

Podle prabéznych vyslekdi optimalizace bylo provedené¢ samotné stanoveni aktivity
pektindz u vSech vybranych mikroorganismi (Caldimonas hydrothermale DSM 18497,
Caldimonas taiwanensis LMG 22827, Caldimonas manganoxidans JCM 10698, Thermomonas
hydrothermalis DSM 14834, Pseudomonas thermotolerans DSM 14292 a Brevibacillus
borstelensis Bz). Pro srovnani vSech aktivit byl také stanoven vzorek komer¢ni pektinazy.
Po provedeni spektrofotometrického méteni a po odectu hodnot absorbance u Cistého média
byly ziskany vysledné hodnoty absorbance. Tyto hodnoty absorbance spolu s kalibra¢ni
ktivkou byly pouziti ve vypoctech hodnot aktivit kazdého vzorku. Aktivita byla uvedena
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Vv jednotkach g/l gluk6zy/4 hodiny kviili tomu, Ze stanoveni probihalo pro vzorky po 4 hodinach
inkubace. Na Obrazek 10 je mozné pozorovat, ktery z mikroorganismii ma nejaktivnéjsi
pektinazy v ramci tohoto stanoveni. Jen vzorky dvou mikroorganismu projevili aktivitu vyssi
nez nula. Aktivita pektinaz bakterie Caldimonas manganoxidans JCM 10698 m¢la nizkou
aktivitu a to pouze 0,094 + 0,097 g/l gluk6zy/4 hodiny. Zato aktivita enzymu bakterie
Brevibacillus borstelensis Bz dosahovala mnohem vétsi aktivity na urovni 0,688 + 0,140 g/l
glukézy/4 hodiny. Ale tyto hodnoty je velmi malé ve srovnanni se vzorkem komerc¢niho
enzymu, ktery ukazal hodnotu aktivitu 3,060 + 0,097 g/1 gluk6zy/4 hodiny. Pro zvySeni aktivity
by bylo vhodné enzymy purifikovat a zjistit jejich optimalni podminky.

Stanoveni pektinaz
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Obrazek 10: Stanoveni pektindz

Stanoveni aktivity a ndslednad charakterizace producentli enzymi ma vyznamnou roli,
protoZe pektinazy a jiné extremozymy ndchazi své uplatnéné v mnohych odvétvich pramyslu.
Napftiklad pektindazy jsou vyuzivany nejCastéji jako enzymatické doplinky pro xylanazy
a celulazy pro degradaci riiznych typid odpadu, které se skladaji z celulézy a podobnych
materiald. Takovy koktejl je pouzivan ve vyrobé bioethanolu, kde proces vyzaduje, aby enzym
mél nékolik riznych vlastnosti jako je rychla a dostate¢né levna vyroba na surovém materialu,
rozmanita Skala specifity s riznymi optimy teploty a pH a endoptisobici zptsob interakce [45].
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4.5. Stanoveni celulolytické aktivity

Stanoveni celulolytické aktivity probihalo podle postupu v kapitole 3.5.3 pro vzorky
supernatantd Thermomonas hydrothermalis DSM 14834, Schlegelella thermodepolymerans
DSM 15344, Pseudomonas thermotolerans DSM 14292, Aneurinibacillus sp. CCM 8960,
Aneurinibacillus thermoaerophilus LK 7 a Brevibacillus borstelensis Bz a pro vzorek komer¢ni
celulazy. Nejprvé byla udélana optimalizace stanoveni u vzorku superntatantu Brevibacillus
borstelensis Bz. Inkubace vzrokl probihala po dobu 1, 4 a 24 hodin pii 50 °C v roztoku
karboxymethylceluldzy rozpousténé v citratovém pufru nebo ve vodé. Na obrazku 11 je mozné
pozorovat, ze testovany vzorek neukazal zadnou absorbanci po ode¢tu absorbance namétené
u ¢istého média. A proto vyhodnocovéani vhodnych podminek pro dalsi stanoveni enzymu bylo
udélano na zakladé hodnot absorbance komeréni celulazy. Podle tohoto grafu vzorek komeréni
celulazy mél nejvétsi absorbanci v ¢ase 4 hodiny a v roztoku karboxymethylceluldzy, ktera byla
rozpousténa Vv citratovém pufru.

Optimalizace stanoveni celulaz
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Obrazek 11: Optimalizace stanoveni celulaz

Podle vyhodnocovanych vysledkii optimalizace bylo provedeno samotné stanoveni
celulolytické aktivity. Kone¢né byly udélany vypocty aktivit u jednotlivych vzorki pomoci
hodnot absorbanci a kalibracni ptimky na glukézu. Na obrazku 12 je mozné pozorovat piehled
aktivit celulaz u konkrétnich mikroorganismil. Nejvyssi celulolytickou aktivitu projevil vzorek
bakterie Brevibacillus borstelensis Bz, ktery ukazal aktivitu 0,053 + 0,078 g/l
gluko6zy/4 hodiny, ale ve srovnani se vzorkem komeréniho enzymu hodnota aktivity je bfiblizné
Skrat nizsi.
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Obrazek 12: Stanoveni celuldaz

Posouzeni o aktivit¢ enzymli ma dostateCné vysokou vyznamnost v prumysla. Velké
hodnoty aktivity mohou vest k tomu, Zze pramyslovy proces bude probihat rychlej a tim padem
bude nutné méné¢ zdroji pro udrzbu sterility a jinych podminek procesu. Takové vyhody mohou
velmi siln¢ zjednodusit celkovy proces vyroby riznych materiald. Celulazy mohou byt
vyuzivany jako slozka enzymatické smési ve vyrobé bioethanolu [45] a také v krmivech
pro zvifata pro uspésné vyuziti vSech slozek rostlinného ptavodu. Bylo dokazéano,
ze enzymatickd smés obsahujici xylandzy, celuldzy a beta-glukandzy snizuje antinutri¢ni
ucinek nesSkrobovych polysacharida tim, ze degraduje struktury polysacharidi okolo bilkovin
a také snizuje viskozitu stievniho obsahu dobytka [46].

4.6. Stanoveni proteolytické aktivity

Stanoveni proteolytické aktivity vzorkidl supernatantu vybranych mikroorganismi, tj.
Thermomonas hydrothermalis DSM 14834, Tepidimonas taiwanensis LMG 22826,
Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 a Brevibacillus borstelensis Bz, probihalo
pomoci dvou riznych metod postup, kterych byl popsan v kapitole 3.5.1. Stanoveni probihalo
v obou ptipadech po dobu 30 a 60 minut pii teploté 50 °C a pak prob&hlo spektrofotometrické
stanoveni tyrosinu pii vinové délce 660 nm (Ladd a Butler metoda) a 440 nm (azokaseinova
metoda). Na obrazku 13 je znazornéna optimalizace stanoveni proteolytické aktivity
podle metody Ladd a Butler. Stanovena absorbance dle dané metody ve srovnani
s azokaseinovou metodou je asi 3 az 6krat vyssi, co vede k tomu, Ze stanoveni bude
nejoptimalne;jsi, kdyz bude provedeno podle postupu metody Ladd a Butler.
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Optimalizace stanoveni proteaz

0,700
0.600 B Thermomonas
’ hydrothermalis DSM 14834
0,500
0.400 B Tepidimonas taiwanensis
= LMG 22826
< 0,300
0,200 H Schlegelella
' thermodepolymerans DSM
0,100 15344
0,000 3 . : Brevibacillus borstelensis Bz
30 60
¢as (min)

Obrazek 13: Optimalizace stanoveni protedz

Podle vysledkii absorbance bylo vyhodnoceno, ze metoda Ladd a Butler je nejoptimalné;si
pro stanoveni aktivity proteaz. Proto byla nasledn¢ udélana kalibrace na tyrosin pomoci metody
Ladd a Butler. Podle vyslednych hodnot absorbance a pfislusné kalibra¢ni piimky byla
vypocitana aktivita pro kazdy vzorek, ktera znazornéna na obrazku 14. Tento graf ukazuje,
ze proteazy produkovany Thermomonas hydrothermalis DSM 14834, které projevili aktivitu
na urovni 0,054 + 0,009 mg/ml tyrosinu/60 minut, budou pfiblizn¢ o pulu aktivnejsi
nez proteazy ~ u Tepidimonas  taiwanensis LMG 22826  ohodnoté¢  aktivity
0,034 + 0,001 mg/ml tyrosinu/60 minut.
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Obrazek 14: Stanoveni protedz

Diivé uz byla studovana proteolyticka aktivita u bakterii rodu Thermomonas. A bylo
zjisténo, Ze proteazy produkovany témito bakteriemi udrzuji 100 % své aktivity a stability
pii teploté 55 °C a pti pH 8 az 10. Takovém proteazy puvodniho stavu soucasné s detergenty
mohou byt pouziti v primyslovém odstranéni riznych skrvn z baviného textilu [47]. Také
proteazy a jejich abnormalni exprese naznacuji rizné nemoci od virové infekce po rakovinu
a Alzheimerovu chorobu. Také pomoci puisobeni inhibitorti na proteazy je mozné vyuzit fadu
enzymil, jako jsou antiviriotika, v 1é¢b¢é naptiklad HIV a rakoviny [48].

4.7.Stanoveni xylanolytické aktivity

Stanoveni aktivity xylanaz u Aneurinibacillus sp. CCM 8960 a Brevibacillus borstelensis
Bz, které projevily schopnost produkce xylanaz, a u vzorku komer¢ni xylanazy probihalo
podle postupu uvedenym v kapitole 3.5.3 a postupné. Za prvé byla provedena optimalizace
metody pro vzorek Brevibacillus borstelensis Bz v xylanu rozpousténym v citratovém pufru
nebo ve vodé po dobu 1, 4 a 24 hodin inkubace pii 50 °C. Na obrazku 15 je mozné pozorovat,
ze testovany vzorek ukazal nejvétsi absorbanci v ¢ase 24 hodin pro substrat rozpoustény
ve vodé.
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Obrazek 15: Optimalizace stanoveni xylandz

Vysledné hodnoty absorbance byly pomoci kalibrace piepocitany na mnozstvi uvolnéné
glukozy a byla vypocitana aktivita xylanazy u vybranych mikroorganismi v jednotkach
o/l glukézy/24 hodin. Na obrazku 16 je mozné vidét piehled aktivit xylanaz ve srovnani
s aktivitou komer¢niho enzymu. Vzorek enzymu bakterie Brevibacillus borstelensis Bz projevil
nejvyssi xylanolytickou aktivitu 0 hodnoté 2,396 + 0,201 g/l glukdzy/24 hodin ze vsech
zkoumanycch mikroorganismu a také byla jeho aktivita vyssi nez vzorek komeréniho enzymu,
u kterého byla namétena aktivita 2,151 + 0,042 g/l gluk6zy/24 hodin. Bakterie Brevibacillus
borstelensis Bz se jevi jako vhodny producent xylanaz. Aktivita enzymu je vysoka i pti 50 °C.
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Obrazek 16: Stanoveni xylanaz

4.8. Stanoveni lipolytické aktivity

Stanoveni lipolytické aktivity vybranych mikroorganismi, které projevovaly schopnost
produkce lipaz, probihalo podle postupu uvedenym v kapitole 3.5.2. Optimalizace byla
provedena pro vzorek supernatantu Aneurinibacillus sp. CCM 8960 po dobu 20 minut
v 2minutovych krocich. A spolu se vzorkem mikroorganismu byl méfen vzorek komeréni
lipazy. A na obrazku 17 mizeme vidét, ze vybrany vzorek mikroorganismu a vzorek enzymu
ukazuji nejvysi hodnoty v roztoku PBS pufru a ethanolu, kde substrat je p-nitrofenolacetat,
a Vv ¢ase 20 minut.
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Obrazek 17: Optimalizace stanoveni lipdz
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Podle vysledku optimalizace, kde bylo zjisténo, ze nejvétsi absorbance byla namétena
u p-nitrofenolacetatu, bylo provedeno samotné stanoveni pro v§echny vzorky mikroorganismi
a nasledné byla pomoci zmétené kalibrace na p-nitrofenolu a vyslednych hodnot absorbance
vypocitana aktivita, ktera znazornéna na obrazku 18. Podle grafu mozné fict, ze pii srovnani
vSech hodnot bylo zjisténo, ze vzorky izolati maji vyssi aktivitu nez vzorky sbirkovych kmeni.
Také vzorek Brevibacillus borstelensis Bz, ktery vystupuje jako universalni producent
a ma aktivitu 0,399 + 0,036 mg/ml p-nitrofenolu/20 minut, ma pfiblizné stejnou aktivitu jako
komer¢ni enzym, u kterého aktivita o hodnoté 0,425 + 0,038 mg/ml p-nitrofenolu/20 minut.
Takze nutné zminit, Ze stanoveni Se substratem p-nitrofenolacetadlem vyslo vice efektivnejs$i nez
S subtratem  p-nitrofenolpalmitatem diky tomu, Ze pii lypolytickém pilisobeni
na p-nitrofenolacetal bude pouzito meéné energie diky tomu, Ze esterova vazba nachazi mezi
fenolovym zbytkem a zbytkem acetalové mastné kyseliny, ktery je krat§i nez zbytek
palmitalové mastné kyseliny v ptipadé p-nitrofenoloalmitatu [49].
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Obrazek 18: Stanoveni lipaz na substratu p-nitrofenolacetal

Stanoveni aktivity a vybér nejoptimdln€jSich producenti ma vyznamnou roli, protoze
potieba ve vyuziti extremofild a jejich extremozymi, jako jsou lipazy, roste kazdy rok kvili
snizenym nakladim, zvySené stabilité, zvySené reakéni rychlosti a jinym aspektim, které
mohou zjednodusit cely priimyslovy proces. Také vyuziti takovych primyslovych enzymt
umoziuje vytvoftit procesy, které budou trochu blize k efektivnim piirodnim procestim. Obecné
enzymy, konkrétné lipazy bakterialniho ptivodu jsou stabilnéjsi a aktivnéjsi nez stejné enzymy
zivocisného nebo rostlinného puvodu. Lipazy a jejich lipolyticka aktivita jsou vyuzivany
nejCastéji v syntéze bionafty a jinych biopolymerti, ve vyrobé agrochemikalii, aromatickych
latek a 1é¢iv [50].
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5. ZAVER

Termofilni mikroorganismy maji v souc¢asné dob¢ obrovské zastoupeni v riznych odvétvich
pramyslu od vyroby papiru po farmaceutické procesy. Jejich vyhoda spociva predevsim v tom,
ze produkuji termostabilni enzymy. Kvuli vysokym teplotdm, pfi nichz se kultivuji takové
mikroorganismy, dochazi k inaktivaci riznych kontaminantt, vétsi rozpustnosti chemikalii,
zvyseni reakcni rychlosti, snizeni finan¢nich ndklada a nakladt na celkovou sterilitu.

Cilem této bakalaiské prace byl screening produkce extremozymu (proteaz, lipaz, amylaz,
xylanaz, celulaz a pektinaz) u vybranych termofilnach mikroorganismd, ktefi jsou schopni
produkce polyhydroxyalkanoati.

Nejprve byl udélan celkovy screening produkce enzymi u vSech vybranych
mikroorganismi. Takové testovani je nutné pro to, aby bylo mozné stanovit predispozice
K produkci extracelularnich enzymu u kazdého mikroorganismu. Screening byl proveden
na produkci takovych enzymu, jako jsou protedzy, lipdzy, amyldzy, xylanazy, celulazy
a pektinazy. Podle vysledku bylo zjisténo, ze Schlegelella aquatica LMG 23380, Tepidimonas
fonticaldi LMG 26746 a zkoumané mikroorganismy zrodu Chelatococcus neprojevily
schopnost extracelularné produkovat Zadny zkoumany enzym. Zkoumané mikroorganismy,
jako jsou Brevibacillus borstelensis LK 99 a Aneurinibacillus thermoaerophilus LK 102,
projevily schopnost produkce jen lipolytickych enzymu. 1zolatBrevibacillus borstelensis Bz
vystupuje jako univerzalni producent vSech testovanych extracelularnich enzyma.

Dale byly tyto enzymy produkovany a byla stanovena jejich aktivita. Aktivita enzymu
u ur¢itych mikroorganismi hraje velkou roli ve vybéru vhodného producenta pro prumyslovy
proces. V této praci byly pro stanoveni aktivity pouzity celkem ¢tyti metody: metoda podle
Ladd a Butlera i azokaseinova metoda pro proteazy, metoda pomoci Elisa readeru
s p-nitrofenolem pro lipazy a metoda stanoveni redukujicich cukru pomoci DNS pro amylazy,
xylanazy, celulazy a pektindzy. V piipadé stanoveni aktivity proteaz bylo stanoveno,
ze Thermomonas hydrothermalis DSM 14834 ma vétsi proteolytickou aktivitu z vybranych
mikroorganismi, které projevily schopnost produkce proteaz. U stanoveni aktivity amylaz
nebyla stanovena zadna aktivita u zkoumanych mikroorganismu. Pfi stanoveni aktivity lipaz,
xylanaz, celulaz a pektinaz izolat Brevibacillus borstelensis Bz vykazoval nejvyssi aktivity
z testovanych mikroorganismu. Izolat Brevibacillus borstelensis Bz se jevi jako universalni
producent vybranych hydrolytickych enzymu. Potencial vyuziti izolatu Brevibacillus
borstelensis Bz tkvi piedev§im v produkci xylanaz, kdy aktivita enzymu v médium dosahovala
2,396 £ 0,201 g/l gluk6zy/24 hodin pti 50 °C a tim prevysila i aktivitu komer¢ni xylanazy.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ADP
ATP
CCM
DNA
DNS
DSM
HIV
JCM
LMG
NAD
NAD+
NADH
NB
NGIB

PCR
pH
PHA
RNA
rRNA

Adenosindifosfat

Adenosintrifosfat

Czech Collection of Microorganisms

Deoxyribonukleova kyselina

Metoda s vyuzitim dinitrosalicylové kyseliny

Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
Human Immunodeficiency Virus

Japan Collection of Microorganisms - RIKEN BioResource Center

Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms - Bacteria collection
Nikotinamidadenindinukleotid

Oxidovana forma NAD

Redukovana forma NAD

Nutrient Broth

Next generation industrial biotechnology (pramyslova biotechnologie nové
generace)

Polymerazova fetézova reakce

Vodikovy exponent

Polyhydroxyalkanoaty

Ribonukleova kyselina

Ribosomalni RNA
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