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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva vyuzitim moucného Cerva (Tenebrio molitor) k izolaci
polyhydroxyalkanoatii z bakterialnich biomas a soucasné produkci potravin. Bakterie
Cupravidus necator H16 a Schlegelella thermodepolymerans byly pouzity k piipravé
polyhydroxyalkanoaty (PHA) obsahujici bakterialni biomasy. V ramci prace byla zjistovana
schopnost mou¢nych Cervl izolovat PHA z bakterialni biomasy raznych typa. Nejprve byl
zjistén obsah PHA a hrubych bilkovin v jednotlivych typech biomasy. Nasledné byly
provedeny dva pokusy biologické izolace, v obou piipadech byly vysledky porovnany
s kontrolnim vzorkem, ktery konzumoval otruby. Sledovana byla konverze krmiva do formy
fekalnich pelet, kde nejlepsi vysledky mél vzorek moucnych Cervii krmenych susenou
biomasou C. necator H16. Déle byl hodnocen ubytek hmotnosti za dobu pokusu, procento
prezivsich, mnozstvi nezkonzumovaného krmiva a pocet zakuklenych jedinct. Fekalni pelety
ziskané biologickou izolaci mély nizky obsah PHA, a proto byly podrobeny precisténi.
Cinidlo s nejlepsimi vysledky bylo 0,1 M NaOH. Dalsi &asti této prace bylo urit obsah
hrubych bilkovin v ¢ervi mouéce vyrobené zmouCnych Cervi zpokusu dve.
Nejvyssi zastoupeni bilkovin  mél vzorek krmeny biomasou vyprodukovanou bakterii
Schlegelella thermodepolymerans.

KLIiCOVA SLOVA

Polyhydroxyalkanoaty, moucny cerv (Tenebrio molitor), biologicka izolace, fekalni pelety,
bakterialni biomasa, Cupravidus necator H16, Schlegelella thermodepolymerans



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the use of mealworms (Tenebrio molitor) to isolate
polyhydroxyalkanoates from bacterial biomass and current food production.
Cupravidus necator H16 and Schlegelella thermodepolymerans were used to prepare bacterial
biomass containing polyhydroxyalkanoates (PHA). The ability of mealworms to isolate PHA
from bacterial biomass of various types was determined. First, the content of PHA and crude
proteins in individual types of biomasses was determined. Subsequently, two biological
isolation experiments were performed, in both cases the results were compared with a control
sample that consumed bran. The conversion of feed into the form of fecal pellets was monitored,
where the best results were obtained from a sample of mealworms fed with dried biomass
C. necator HI16. Furthermore, the weight loss during the experiment, the percentage
of survivors, the amount of feed not consumed, and the number of pupae were evaluated.
The fecal pellets obtained by biological isolation had a low PHA content and were therefore
subjected to purification. The reagent with the best results was 0,1 M NaOH. Another part
of this work was to determine the crude protein content of mealworm flour made
from mealworms from experiment two. The sample fed with biomass produced
by Schlegelella thermodepolymerans had the highest protein content.

KEYWORDS

Polyhydroxyalkanoates, mealworm (Tenebrio molitor), biological isolation, fecal pellets,
bacterial biomass, Cupravidus necator H16, Schlegelella thermodepolymerans
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1 UVOD

Plasty jsou vSude kolem nas, vyuzivame je kazdy den. Jejich produkce neustdle stoupa
astim souvisi 1 zvySujici se pocet nerozlozitelného odpadu. V dnesSni dobé je trendem
recyklace téchto odpadi, anebo nahrada jinymi rozlozitelnymi materialy. Jednou z moznych
nahrad fosilnich plastd jsou polyhydroxyalkanoaty (PHA). Jedna se o biopolymery
syntetizované ruznymi typy mikroorganismu pii stresovych podminkach vyvolanych
nedostatkem zivin. Tyto polymery maji podobné vlastnosti jako fosilni plasty a jiz se vyuzivaji
v fadé primyslovych odvétvi. Produkce PHA je vSak draha a naro¢na. Ve snaze o sniZeni ceny
PHA se zacalo vyuzivat primyslovych odpadnich materiali k jeho produkci napf. pouzity
fritovaci olej. Dalsi z narocnych procesu pii produkci PHA je izolace materialu z bakterialnich
bunék. U kazdého druhu izolace PHA jsou urcité nedostatky v podobé vysoké ceny, nizkych
vytézku, vyuziti chemikalii Skodlivych pro zivotni prostiedi ¢i zmény vlastnosti polymerd.
Nejcast€ji pouzivané metody izolace vyuzivaji rozpoustédel ¢i chemického traveni bunécnych
materiald. Pomérné novou metodou je biologicka izolace, ktera vyuziva traviciho traktu
zivocichu k izolaci PHA zlyofilizované bakterialni biomasy. Poprvé byla tato metoda
vyzkouSena na laboratornich krysach. Z etickych duvoda se hledal lepsi zivocisny model
pro biologickou izolaci a bylo vybrano larvalni stadium potemnika mouéného neboli moucny
cerv. Mou¢ni Cervi patii mezi hmyz s nenaro¢nym chovem a s pomérné vysokym vyuzitim diky
vysokému obsahu proteinti. PouZzivaji se v krmivarském pramyslu a v posledni dobé se zacali
zacClenovat i do potravinaiského pramyslu napfiklad jako ¢ervi moucka [1, 2].



2 TEORETICKA CAST
2.1 Polyhydroxyalkanoaty

2.1.1 Charakterizace

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou biopolymery produkované mnohymi mikroorganismy.
Slouzi mikroorganismiim jako zasobarna energie a uhliku. Zacne se hromadit v buice
pfi stresovych podminkach, které jsou vyvolany tim, ze chybi n&jakd ze zakladnich zivin
(napt. fosfor, dusik, kyslik) a zaroven ma buiika dostatek uhliku. Slozeny jsou z monomernich
fetézct 3-hydroxy substituovanych mastnych kyselin. Velikost a struktura PHA pfimo souvisi
s druhem mikroorganismu ve kterém je syntetizovan a na dostatku zdroji pro syntézu PHA.
Kvili rozli$nosti mikroorganismi stale roste pocet rozlicnych monomernich jednotek nyni
jiz vice nez 150 typt monomeru. Tyto monomery se mohou spojovat do riznych kopolymert,
které maji odlisné vlastnosti. PHA se déli podle délky fetézce monomeru na tii skupiny.
S kratkym bo¢nim fetézcem, ktery obsahuji monomery s 3-5 uhliky, s sttedné dlouhym bocnim
fetézcem, které jsou slozeny z 6-14 uhliku a s dlouhym boc¢nim fetézcem s vice nez 14 uhliky.
V buiice je PHA ulozeno ve formé granuli. Na jejich povrchu je ulozena fada enzymu jako
je PHA syntéaza ¢i PHA depolymeraza [3, 4, 5, 6].

2.1.2 Vlastnosti

Délka fetézce monomert a jejich struktura ovliviyji vlastnosti PHA jako napt. teplotu skelného
prechodu, teplotu tani, krystalinitu. Pro porovnani, polymery s kratkym bocnim fetézcem jsou
tuzsi, kiehci a maji vyssi hodnotu krystalinity, naopak polymery se stfedné dlouhym bocnim
fetézcem jsou elastické, flexibilni a s nizkou hodnotou krystalinity. Teplota tani je od 30 °C
do 180 °C, proto se fadi mezi termoplasty. K jejich dal§$im vlastnostem patii odolnost vici
UV zafeni a nehydrolyzovatelnost v kapalném mediu. Molekulova hmotnost je v rozmezi
5-10*-2:107 Da. Mikrobialni monomery maji vzdy konfiguraci D, coz je diisledkem enzymové
stereospecifity pii syntéze. Vlastnosti PHA mohou byt zménény a to fyzikalnimi, chemickymi
nebo biologickymi metodami napf. smichanim s jinymi polymery, pouzitim anorganickych
latek ¢i enzym, tvorbou novych kopolymerti, zménou funkénich skupin ¢i povrchu polymeru.
Nejlépe popsané vlastnosti ma polymer poly-3-hydroxybutyratu (PHB). Jedna se o PHA
polymer, ktery je nejCastéji syntetizovan bakteriemi. Diky vysoké krystalinité je Spatné
zpracovatelny, kfehky a tuhy. Jeho struktura je velice podobna polypropylenu [7, 8, 9].

2.1.3 Syntéza PHA

Syntéza PHA je pfimo napojena na metabolické drahy v bakterialni burice, jako jsou glykolyza,
B-oxidace a Krebstuv cyklus. Toto propojeni je uskutecnéno pres acetyl-CoA, ktery vznika
rozkladem substratu. Substrat pro syntézu musi obsahovat velké mnozstvi uhliku, napt. §krob,
celuloza, glycerol, kyselina propionova. Diky rozmanitosti producentt a zivin, které piijimaji,
vznikaji rizné€ dlouhé fetézce monomernich jednotek, riznymi zpasoby. Nejlépe popsana
a nejCastéjsi je syntéza PHB, ktera ma tfi kroky. Jde o enzymatické reakce a v kazdém kroku
je vyuzit jiny enzym, pro ktery ma burika genetické dispozice. Geny kodujici enzymy
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jsou PhaA, PhaB, PhaC. Prvni krok je katalyzovan enzymem 3-ketothiolazou (PhaA) a dojde
ke kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA. Acetoacetyl-CoA je
dale redukovan na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA pomoci NADH-depedentni acetoacetyl-CoA
dehydrogenazy (PhaB). Poslednim krokem je polymerace (R)-3-hydroxybutyryl-CoA na PHB
enzymem PHB polymerazy (PhaC). Acetyl-CoA nutny pro tvorbu PHA mize byt zaroven
i inhibitorem této reakce, pokud dojde k uvolnéni skupiny CoA. A to, pokud je dostatek vSech
zivin 1 uhliku, v tom pfipadé se acetyl-CoA spali v TCA a vznika volny CoA, ktery inhibuje
PhaA. Pro pramyslovou syntézu PHA se vyuzivaji jak Cisté bakterialni kultury, tak i smésné.
Primyslova vyroba probiha v reaktoru ve dvou fazich. V prvni rastové fazi dochazi k zmnozeni
bakterialnich bunék pfi dostatku zivin. Omezenim pfisunu zivin (dusik) nastava druha faze,
produk¢ni. V produkéni fazi dojde k pozastaveni déleni a rastu bunék a je zahajena
syntéza PHA [5, 7, 10, 11].

2.1.4 Degradace PHA

K degradaci PHA dochazi, kdyz burika potiebuje uvolnit ulozenou energii nebo uhlik.
Proces degradace mize mit dv€ Casti, a to intracelularni a extracelularni. V intracelularni fazi
dochazi k rozkladu zasobnich polymert dle potieby buiky. Polymer se zacne pii pisobeni
enzymu PHA depolymeradzy S§tépit na monomerni jednotky D-3-hydroxybutyratu.
Tyto jednotky jsou dale oxidovany na acetoacetat 3- hydroxybutyratem dehydrogenazou.
Acetoacetyl-CoA syntetaza esterifikuje acetoacetdt na acetoacetyl-CoA, ktery je dale
hydrolyzovan 3-ketothiolazou, za vzniku acetyl-CoA. Uvolnény acetyl-CoA dale pokracuje
do Krebsova cyklu, kde je dale zpracovan. Extracelularni faze je vyuzivana, pokud se PHA
uvolni z buriky do extracelularniho prostoru. Uvolnéné PHA je rozlozeno extracelularni PHA
depolymerazou, ktera je odliSna od intracelularni PHA depolymerazy. Extracelularni degradace
ma vyuziti pfi primyslové biodegradaci PHA. Bakterialni bunka vSak nedokaze pfijmout
tento vysokomolekularni pevny polymer a musi ho rozlozit extracelularni depolymerazou
na nizkomolekularni latky. Tyto nizkomolekularni latky jsou ve vodé rozpustné a projdou
pfes membranu do vnitfniho prostfedi buiky, kde jsou déale zpracovany za uvolnéni
energie a uhliku [9, 12].

2.1.5 Vyuziti PHA

Polyhydroxyalkanoaty jsou povazovany za nahradu nékterych plastl, protoze maji podobné
fyzikalni 1 chemické vlastnosti a zarovei jsou netoxické a biodegradabilni. Nevyhodou ovSem
je vysoka produk¢ni cena. Tato cena je vysoka hlavné kvali substratu bohatému na uhlik.
V dne$ni dobé je snaha o vyuzivani substratQ, které vznikaji jako odpadni materialy
potravinaiské ¢i zeméedé€lské produkce napf. fermentovana melasa, vylisky pfi produkci
olivového oleje, pouzity kuchynsky olej [13].

PHA ma nyni vyuziti v medicingé, zemé&dé€lstvi, akvakultufe, potravinafském a textilnim
pramyslu. V medicin€é byvaji pouzity jako nosi¢e 1€k, implantaty, rozlozitelné stehy.
Vyuziva se zde jejich biokompatibility. V zemédé€lstvi se z PHA vyrabi mulCovaci folie ¢i sité
na ochranu rostlin pfed vétrem. Kromé ochrannych siti se v zemédé€lstvi vyuzivaji 1 polymery
PHA na roznaseni pesticida, které poté pusobi jen na danou Cast rostliny tudiz se snizuje
celkova intoxikace rostlin. Akvakultura vyuziva PHA na cCisténi vody od patogennich latek.
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V potravinafském pramyslu se PHA vyuziva na vyrobu obalovych materiali. Obaly vyrobené
z PHA polymeru jsou odolné viici vodé, svétlu, UV zareni, oxidacnim procesim. Tyto obaly
mohou byt pouzity pro ruzné druhy potravin napf. potraviny s vysokym obsahem tuku,
potraviny s nizkou zivotnosti ¢i pro napoje [14, 15].

2.1.6 Substraty pro syntézu PHA

Jednim z moznych zplisobu snizeni produkéni ceny PHA, je vyuzivani odpadnich materialti
z jinych primyslovych odvétvi jakozto substratu. Tyto materialy jsou celosvétoveé rozsifené
alevné. Vyuzivaji se odpadni latky bohaté na uhlik napf. melasa, mlé¢né produkty, glycerol.
Jako jeden ztéchto zdroji se da vyuzit odpadni potravinaisky olej. Zde je vSak problém,
kvuli vystaveni oleje vysoké teploté, vzduchu a jidlu po delsi ¢asovy usek. Tim muze dojit
k zméné konzistence a heterogenity oleje. Dokonce pii smazeni mize dojit ke vzniku latek
toxickych pro PHA producenty. I pfes to je slozeni pouzitych oleji optimalni pro syntézu PHA.
Obsahuji mastné kyseliny, které svym rozlozenim uvolni vice energie nez sacharidy.
Bakterie Cupriavidus necator H16 je schopna efektivné vyuzivat triacylglyceroly a ma vysoké
vytézky PHA. Naptiklad pii pouziti oleje z kavové sedliny jakozto substratu byl
obsah PHB az 89,1 % [16, 17].

2.1.7 Metody izolace PHA z bakterialnich bunék

Izolace PHA je slozity vicekrokovy proces. Vybér vhodné metody je ovlivnén pozadavky
na kvalitu polymeru. Typ metody muze ovlivnit zménu fyzikalnich a mechanickych
vlastnosti PHA napt. molekulovou hmotnost ¢i zménu formy PHA z amorfni na krystalickou.
Dalsi faktory ovliviiyjici tento proces jsou typ a obsah PHA v buiice, pozadovana cCistota
ziskaného polymeru ¢i druh mikroorganismu a jeho kultivaéni podminky. K izolaci PHA
z bakterialnich bunék se vyuziva fady rozpoustédel i enzyma.

Extrakce rozpoustédlem je ovlivnéna dvéma zasadnimi faktory, a to typem rozpoustédla
a teplotou procesu. Pro zlepSeni extrak¢niho procesu muze dojit k predapravé a to chemicky
(ptidanim oxidantd, alkalickych sloucenin) & fyzikalné (zménou teploty). Upravou dochazi
k naruseni bunék tudiz k leps§imu priniku rozpoustédla k PHA granulim. K extrakci se mohou
vyizolovaného PHA. Halogenova rozpoustédla jsou nebezpecnd zivotnimu prostiedi,
a tak se zacCala hledat jina vhodna rozpoustédla napt. alkoholy, estery, ketony [18, 19, 20].

Studie Aramvash et. al zroku 2018 se zabyvala moznosti izolace PHB =z buné¢k
C. necator H16 nehalogenovymi Cinidly [21]. Pouzitd Cinidla byla kyselina octova, hexan,
propanol, methanol, ethylenkarbonat, dimethylformamid a dimethylsulfoxid. Kazdé
rozpoustédlo bylo podrobeno tiem pokusim se tfemi rozdilnymi teplotami vzdy po dobu
60 min. NejlepSich vysledkti bylo dosazeno Cinidlem ethylenkarbonat pii teploté¢ 150 °C
zvlhké biomasy. Vytézek této extrakce byl 98,6 % a Cistota ziskaného PHB 98 %.
Tyto vysledky jsou porovnatelné s chloroformovou extrakci PHB. Ethylenkarbonat
je slouCenina s nizkou toxicitou a vysokym bodem varu diky némuz muze byt ethylenkarbonat
opakovatelné pouzit bez dalSiho precisténi. PHB ziskané touto extrakci ma stejnou
molekulovou hmotnost a tepelnou stabilitu jako komercni PHB [21].
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Druhou metodou izolace PHA je rozpusténi ¢i straveni bunéného materialu. Pouzivané latky
zde jsou oxidanty, enzymy, kyseliny, zasady, nebo povrchove aktivni latky. Siln€ oxidacni
latkou je napfiklad chlornan sodny, ktery rozklad4 bunécné struktury. Pfi pouziti tohoto ¢inidla
muzeme ziskat pomémeé Cisty produkt. AvSak jeho pouzitim zredukujeme molekulovou
hmotnost polymeru. Toto Cinidlo neni vhodné také proto, ze obsahuje chlor [1].

Zasady jako je NaOH ¢i KOH jsou latky, diky nimz dojde k zmydelnéni bunéénych membran
a tim se zvysi jejich propustnost. Ziskany produkt ma vysokou cCistotu a diky nizké teploté
se ani jeho molekulova hmotnost vyrazné¢ nemeéni. Pouzitim kyselin napt. kyseliny sirové,
je také dosazeno vysoké Cistoty produktu, ale je pozménéna molekulova hmotnost [18, 20].

Enzymy (proteazy, glykosidazy) umoziuji extrakci PHA s vysokou Cistotou, protoze lyzacni
ucinek enzymu je selektivni. Po rozpu$téni bunéCnych struktur, je PHA extrahovano
centrifugaci ¢i pouzitim organickych solventii. Centrifugaci vSak docilime vyssi vytéznosti.
Pouziti enzyma pro primyslovou vyrobu je vSak nevhodné kvuli jejich vysoké cené a slozitosti
procesu extrakce [18, 19].

Dalsi variantou je pouziti povrchové aktivnich latek, které se zacleni do fosfolipidové
membrany buriky az dojde k jeji lyzi, a nasledné se uvolni PHA. Povrchové aktivni latky se déli
na aniontové (dodecylsulfat sodny, alkylbenzensulfonaty) a kationtové (palmitoylkarnitin,
benzalkoniumchlorid). Pouzitim aniontovych latek casto dostaneme nahodné vysledky
z pohledu cCistoty ¢i molekulové hmotnosti. I pfes tuto skuteCnost jsou aniontové latky
pouzivany vice nez kationtové. Kationtové latky totiz snizuji molekulovou
hmotnost polymeru [22].

2.2 Biologicka izolace PHA

Biologicka izolace byla poprvé objevena nahodné, ale nasledné studie prokazali, ze PHA projde
travicim traktem bez poSkozeni, a i zvifata mohou byt krmena mikrobidlnimi proteiny
neboli SCP. Tyto jednobunécné proteiny obsahuji 50-80 % bilkovin, 8-10 % tukd a dalsi
dulezité latky jako naptiklad vitaminy ¢i mineraly. Celkové sloZeni zalezi na pouzitém substratu
a bakterialni kultufe pro kultivaci. Zajem o vyuziti SCP jako krmiva pro zvitata vzrostl hlavné
po pouziti C. neactor H16 pro kultivaci biomasy. Tento kmen ma vysoky obsah kvalitniho
proteinu. Analyzou této biomasy bylo zjisténo, ze koncentrace urcitych aminokyselin
z biomasy je mozné porovnat s koncentracemi aminokyselin v kaseinu. Av§ak byla vznesena
otazka, jestli PHA ma pro krmena zvifata néjaky pfinos, protoze vétSina PHA byla zvitaty
vyloucena. Proto bylo navrhnuto, ze by se syntéza PHA v bakterii C. neactor H16 méla potlacit.
Avsak v poslednich letech se navratilo k myslence krmeni zvirat SCP, a to proto ze by se mohlo
vyuzit obsazeného PHA k navySeni metabolizované energie, slouZi totiz jako zasobarna uhliku
a energie. Nasledné studie prokazali, ze PHA muze slouzit jako prebiotikum. Napomaha
zlepSeni stfevni mikroflory, dodavanim mastnych kyselin s kratkymi fetézci jako je
kyselina 3-hydroxymaselna. Pro lep$i straveni je pfed krmenim biomasa s PHA upravovano
macenim v NaOH. Vyhodou biologické izolace je nizsi potieba chemickych latek, oproti jinym
metodam, a také moznost dalSiho vyuziti zivoCichli pouzitych na izolaci PHA. Vyuziti
takto ziskaného PHA zalezi na tom, jakou bude mit ¢istotu [2, 23, 24].
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Pti biologické izolaci PHA je kladen veliky diraz na etickou stranku, jelikoz se pracuje
szivymi tvory. CoZz znamena, Ze jim nesmi byt nijak ublizeno v prubéhu pokusu.
Bylo prokazano ze bakterialni biomasa obsahujici PHA neni pro zivocichy toxicka, dokonce
muize mit i pfiznivy efekt na jejich vyvoj. Dalsim z dulezitych aspektd je nasledné vyuziti
pouzitych zivocichii a také jejich cena. Vybéru Zivocicha je také ovlivnén naroky na jeho
vyzivu, zivotni prostor a na tom, aby PHA granule prosly travicim traktem co nejméné
poskozeny. Jednim z aspekti pro vybér spravného zivocicha je i to, ze ne vSechny mohou
konzumovat SCP, kvili vysokému obsahu RNA v rostoucich buikach. Také jsou nevhodni
zivoCichové ze skupiny prezvykavcu, jelikoz maji slozity travici systém, ktery muze
poskodit PHA [2, 25].

2.2.1 Biologicka izolace pomoci laboratornich krys

Poprvé byla izolace PHA pomoci zivoCichi pouzita ve studii Kunasundari et al.
vroce 2013 [26]. Jako izolacni systém byly pouzity Sprague-Dawley krysy, druh pfimo
pro laboratorni pokusy, staré 8-12 tydni o vaze 150-200 g. V této studii izolovali PHB,
syntetizovany bakterii C. neactor H16. Tato bakterie byla pouzita z divodu schopnosti
syntetizovat velké mnozstvi PHB a také byla dfive pouzita ke krmnym ucelim, jelikoz ma
dobré slozeni SCP. Bylo extrahovano 90 % PHB z fekalnich pelet. Vylouceni PHB travicim
traktem krys trvalo 9-15 hodin, pelety mély bilou barvu a jejich rozméry byly 1 cm.
Pii normalni stravé trva travici proces 12-35 hodin. Cas traveni zalezi na sloZeni a velikosti
krmiva ¢i dostatku vody. PHB bylo ziskano ve formé granuli, pfipominajicich jeho nativni
formu v bakterialni burice. Takto ziskané PHB vSak mélo niz$i Cistotu nez to ziskané
chloroformovou extrakci. Obsah necistot byl zjistén porovnanim hmotnosti fekalnich pelet
s hmotnostnim obsahem PHB ve lyofilizované bakterialni biomase. Bakterialni biomasa
celkové obsahovala 39 % PHB, avSak pomér fekalnich pelet ku zkonzumované biomase
byl 40-44 %, coz ptevysuje obsah polymeru o 1-5 %. Molarni hmotnost takto izolovaného PHB
jsou srovnatelné s chloroformovou izolaci, travici trakt krys tedy neposkozuje PHB.
Pro zvySeni Cistoty, byly fekalni pelety precistény vodou, 2% dodecylsulfatem sodnym (SDS)
a 2% dodecylbenzensulfonatem (SDBS). Po pieciSténi se snizila molekulova hmotnost,
coz mohlo byt zptisobeno 24 h hydrolyzou vzorku, pfi které mohlo dojit k reakci povrchovych
latek na peletach s Cinidlem. Toto snizeni molekulové hmotnosti by vSak nemélo zasadné
ovlivnit vlastnosti polymeru. Dynamicka viskozita u vodou precisténého vzorku zdstala
nezménéna, tedy vysoka. Po precisténi zbylymi dvéma cCinidly byly vlastnosti porovnatelné
s polymerem ziskanym chloroformovou metodou. Ptecisténi vodou tedy neni dostacujici.
Vysledny material by mohl byt pouzit v zeméd¢lstvi pro vyrobu hnojiv [26].

Biologicky stav krys po krmeni bakterialni biomasou byl porovnan s krysami krmenymi
komercnim krmivem. Krysy krmené biomasou meély niz§i hmotnosti priristek oproti
kontrolnimu vzorku a potiebovali dvakrat vice vody. Nizsi pfirastek hmotnosti, i pfes stejné
mnozstvi potravy 12-25 g/den pro obé€ skupiny, byl zptsoben obsahem PHB v bakterialni
biomase. Biomasa obsahovala znatelné vice proteinli, a to ovlivnilo metabolismus krys.
Vyssi piijem vody byl zdiavodu odvodu vétsiho mnozstvi mocoviny ztéla, a i vyssi
koncentrace Cervenych krvinek byla zptsobena vys§im pfijmem aminokyselin [26, 27].
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Laboratorni krysy maji ov§em vys§i naroky na chov, jsou to prenaseci riznych nemoci
ajejich dalsi vyuziti je také malé. Také potrava pouze ve formé bakteridlni biomasy je
pro vyzivu krys nedostateCna. Tento nedostatek se projevil niz§imi hmotnostnimi prirastky
oproti kontrolnimu vzorku a také vyssim vyskytem ledvinovych kament [26].

2.2.2 Biologicka izolace moucnymi cervy

V soucasné dobé¢ se studie zaméfili na mensi zivo€ichy, a to zejména na hmyz. Tento zdmér ma
hned nékolik divodu. Hmyz mizZe byt dobry bilkovinny zdroj pro zvifata i clovéka. A také bylo
prokazano, ze po konzumaci lyofilizované bakterialni biomasy vyluc€uji né€které¢ druhy hmyzu
bile fekalni pelety obsahujici PHA. Toto bylo vyzkouseno s mouénymi Cervy, cvrcky ¢i §vaby.
Dalsi zvyhod pouziti hmyzu jakozto izolacniho systému, je jeho nenarocny chov a nizké
naroky na vyzivu a zivotni prostor. A také je dale vyuzitelny jako krmivo [2].

Mouc¢ni Cervi byli vyuziti pro izolaci PHA ve studii od Murugan et al. v roce 2016 [28].
V této studii bylo pouzito 50 g moucnych Cervt starych 30-35 dni. Byli krmeni po dobu 16 dni
5% své hmotnosti. Jako krmivo slouzila lyofilizovana biomasa Cupriavidus necator
Re2058/pCB113 a pro kontrolni vzorek oves. Tato bakterie byla kultivovana v mineralnim
médiu s palmovym olejem jakozto uhlikovym substratem. Biomasa obsahovala 54 %
kopolymeru poly(3-hydroxybutyratu-co-3-hydroxyhexanoatu), 3-hydroxyhexanoat tvoril
25 mol. %. Fekalni pelety mély bilou barvu a jejich velikost byla v rozmezi 0,05-0,02 mm.
Byly ziskany presivanim pfes 0,5 mm sito, tim byly ziskany nejen pelety, ale i zbytky biomasy
a Cervich svlecek. Na precisténi byla pouzita voda a SDS. Vodou precistény kopolymer mél
Cistotu 89 %. To dokazuje, Ze travici systém moucnych Cervi dokaze rozlozit bakterialni
biomasu, a pfitom vyloucit PHA. Necistoty byly pfevazné proteiny, které byly detekovany
pomoci SDS-PAGE a FTIR metody a analyzovany LC-MS/MS. Pomoci LC-MS/MS bylo
zjisténo, ze obsazené proteiny jsou enzymy z travicitho traktu moucného Cerva, proteiny
potiebné k syntéze PHA a zbytky proteina z bakterialni buriky. Velké mnozstvi té€chto necistot
bylo odstranéno precisténim roztokem SDS. Po tomto procesu byla opét provedena plynova
chromatografie a Cistota kopolymeru byla 100 %. V diivéjSich studiich bylo zjisténo, ze granule
PHA v bakterialni buiice mohou obsahovat molekuly vody navazané vodikovymi mustky.
To by mohlo mit za nasledek jiné vlastnosti PHA ve formé& granuli a po chloroformové extrakci.
Molekulova hmotnost kopolymeru byla v§ak u obou typd porovnatelna. DalSim z poznatku
bylo, ze moucni Cervi krmeni bakterialni biomasou mohou dokoncit zivotni cyklus a maji vyssi
obsah proteinu oproti kontrolnimu vzorku [28, 29].

Druha studie na toto téma z roku 2018 od Ong et al. se zabyva metodou izolace kopolymeru
P(3HB-co-3HHx) z bunék C. necator Re2058/pCB113 a také zmeénou mikrobiomu v travicim
traktu moucného Cerva v zavislosti na potravé [30]. Biosyntéza kopolymeru byla realizovana
bakterii C. necator Re2058/pCB113 a bylo vyuzito dvou substratu, a to palmového oleje
a odpadniho zivoci§ného tuku. Kopolymer zde mél 55-60 % zastoupeni. Studie vychazela
z vySe popsané prace Murugan et al. z roce 2016. Pokus mél tfi skupiny Cervi, rozdélenych
dle typu krmiva. Prvni skupina byla Zzivena bakterialni biomasou, vyprodukovanou
na palmovém oleji, druha biomasou, vyprodukovanou na odpadnim zivociSném tuku a treti
skupina slouzila jako kontrolni vzorek, krmeny pSeni¢nymi otrubami. Cervi byli kazdy den
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krmeni 2,5 g potravy a pfed dalsim krmenim byli vzdy pfesivani sity o velikosti ok 0,5 mm
a 0,2 mm. Presivani kazdy den a dvéma typy sit, bylo z divodu zvyseni Cistoty izolovaného
materidlu. Ziskany material mél hmotnost okolo 2 g. Takto izolovany kopolymer byl dale
precistén destilovanou vodou a roztokem NaOH bud’ 0,05 M nebo 0,1 M. Vysledna ¢istota byla
vyssi nez 90 %. Nejlepsi zpusob precisténi byl vodou a poté 0,1 M NaOH, kde Cistota byla
az 94 %. Tato Cistota je porovnatelna s tou po chloroformové extrakei, a i vlastnosti jsou
srovnatelné. Metoda alkalického Cisténi se projevila jako G¢inna a také méné nebezpecna.
Z pohledu krmiva pro Cervy nebyl zadny rozdil v konzumaci bakterialni biomasy z palmového
oleje a odpadniho zivocisného tuku. Pro zlepSeni biologické izolace je nutné snizit hodnotu
obsazenych necistot, aby precisténi nebylo nutné [30].

Zkoumanim mikrobiomu v téle moucného Cerva bylo zjisténo, ze jeho slozeni a diverzita
zavisi na druhu potravy, ktery pfijima. Dfivéjsi studie prokazali, ze tato diverzita neni nijak
vyznamna a tento vyzkum to potvrdil. V mikrobiomu moucného Cerva se nachazeji tfi hlavni
kmeny a to Tenericutes, Firmicutes a Proteobacteria. Analyzou Cerva krmenych otrubami
a biomasou kultivovanou na zivo€isném tuku bylo zji§t€no, ze maji stejné a nejvyssi zastoupeni
kmenu Firmicutes. Tento kmen se vyskytuje ve zdravém travicim traktu, tudiz otruby a zminéna
biomasa maji dostacujici nutri¢ni hodnotu. Zvyseny vyskyt tohoto kmene mohl byt zpasoben
vys§im kalorickym pfijmem. U Cervi krmenych biomasou kultivovanou na palmovém oleji
ptevladal kmen Proteobacteria, do kterého se fadi bakterie Cupriavidus necator [30, 31, 32].

Nedavna studie z roku 2019 od Zainab-L et. al. se zaméfila nejen na zlepSeni procesu
biologické izolace PHA, ale i na analyzu nutri¢nich hodnot mouénych cervlii po konci
experimentu [33]. Bakterie C. necator H16 byla kultivovana na palmovém oleji s vyS$§im
obsahem mocoviny. Obsah PHB byl 68 %. Pied zacCatkem krmeni, byla média zméfena
pro obsah soli, jelikoz vys$si obsah soli mize mit Spatny vliv na rist hmyzich larev a nasledny
vyvoj. Proto byla ¢ast kultur zfedéna vodou 1:1, to vyrazné snizilo obsah soli. Nasledny
experiment byl uskutecnén ve tfech paralelnich skupinach. Obsah ¢ervii byl 200 g a byli krmeni
12,5 % své vahy, a to nepromytou biomasou, promytou biomasou a pSeni¢nymi otrubami.
Celkove bylo za den zkonzumovano 125 g promyté biomasy a pouze 63 g nepromyté biomasy,
a to 1 kg Cervli. Divodem téchto vysledki maze byt vyssi obsah soli v nepromyté biomase.
Také obsah PHA byl vy$si u promytych bunék, cervi vyloucili 87 g fekalnich pelet z nichz byl
obsah PHB 82 % a u nepromyté biomasy vyloucené pelety o hmotnosti 43 g obsahovali 72 %.
V této studii bylo dosazeno vyssiho vytézku nez v predchozich studiich. Ani promyti bunék
nijak neovlivnilo vlastnosti izolovaného PHB, jako v pfedchozich studiich. [33]

Béhem experimentu byl také porovnavan ubytek larev v jednotlivych experimentech
a také jejich hmotnostni prirastky. Celkoveé bylo prezivsich larev nad 90 % a lisilo se podle
stravy. Nejvétsi ubytek larev byl u nepromyté biomasy pouhych 90 %, je mozné, Ze vyssi obsah
soli vedl ke kanibalismu. Nejvétsi hmotnostni piiristky mély larvy krmené otrubami, a to diky
vysSimu piijmu sacharidy, které si ukladaly ve formé lipidi. Larvy krmené nepromytymi
burikami byly z dalSich analyz vyfazeny kvili malym pfirGstkim. Je zde tedy velice patrny vliv
soli na vyvoj mouénych Cervi. U vSech typtu krmiva byly stanoveny jejich nutri¢ni hodnoty.
Obsah suSiny a bilkovin v bakterialni biomase byl 95 % a 24 % na rozdil od otrub,
kde byl 88 % a 17 %. Bakterialni biomasa meéla nizsi obsah lipidd a vlakniny. Je zjevné,
ze krmivo ovlivni nutriéni hodnotu mouéného Cerva. Larvy krmené bakterialnimi butikami
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mély vyssi nutricni hodnoty nez ty krmené otrubami, jediny rozdil byl v mensim obsahu tuku
u téchto jedinca. Obsah proteint zde byl od 68 % do 79 % a obsah lipida od 6,3 % do 17,8 %.
Larvy krmené otrubami mély nutri¢ni hodnoty od 61 % do 68 % proteinti a od 17,8 % do 30 %
lipida. Tyto vysledky odpovidaji predchozi studii o krmeni moucnych Cervi pSenicnymi
otrubami [33, 34].

Biologicka izolace s pouzitim moucného Cerva Tenebrio molitor je momentalné nejlepsi
moznost pro tento typ izolace. Bylo prokazano, ze Cervi mohou konzumovat bakterialni
biomasu a dokoncit pfi této potravé svij vyvojovy cyklus bez problému. Takto ziskané PHA
ma sice nizsi Cistotu nez u chloroformové extrakce, avSak tato Cistota zalezi na mnoha
nebo precisténim ruznymi Cinidly, kde nejlepsi vysledky ma pouziti vody a 0,1 M NaOH.
Také bylo zjisténo, ze obsah soli ma velky vliv jak na izolaci PHA, tak i1 na nutri¢ni hodnoty
Cervi. Promyté krmivo ma lepsi vysledky v obojim. Vyhodou pro dalsi vyuziti je, ze moucni
Cervi krmeni touto biomasou maji vysoky obsah proteind. Maji vy§si nutri¢ni hodnotu a slouzi
jako dobré krmivo pro dalsi zivocichy [28, 30, 33].

2.3 Potemnik moucny (Tenebrio molitor)

2.3.1 Charakteristika

Potemnik moucny je dospé€lec od larvy mou¢ného Cerva. Jedna se o potravinaiského sktdce,
misté. Patii do rodu Tenebrio, u tohoto rodu je pohlavni dimorfismus, samci se od samic lisi
se zahnutim pfedni holené. Tento druh je celosvetove rozsifen a fadi se mezi vSezravy hmyz
s proménou dokonalou. Jeho Zivotni cyklus trva 4-5 mésict v zavislosti na podminkach rastu,
zvlast na teploté. Dospélec je 1,5 cm veliky, tmavy brouk. Samice klade az 500 kusu vajicek.
Z vajicek bile barvy se po dvou tydnech lihnou bilé larvy. Z bilé larvy se stava zluto-hnéda,
pokryva ji chitinova pokozka (exoskelet), kterou nékolikrat svlékne a to 9-20x, v zavislosti
na podminkach ristu. Larva se vysvléka, kvuli svému rustu, exoskelet totiz neroste s larvou.
Po kazdém svléknuti je larva bila, dokud se ji opét nevytvori chitinovy exoskelet.
Tento exoskelet je velice pevny, protoze chitinové jednotky jsou k sobé poutany vodikovymi
mustky. Larvalni stadium je nejdel$i stadium zivota u potemnikd. Larva dosahuje 2-2,5 cm
pii poslednim svléknuti se z ni stava kukla. Kukla je nepohyblivé vyvojové stadium, z které¢ho
se vylihne jiz dospély brouk cca po 6 dnech. Pareni probihé par dni po vylihnuti a po cely zivot
dospélce. Stati dospélce pii pafeni ovliviiuje larvalni stadium potemnika. Cim je dospélec starsi
pii kladeni vajec tim ma larva kratsi vyvojové stadium. Pro chov moucnych Cervu je dilezita
prumérna teplota mezi 20-30 °C a vlhkost vzduchu okolo 65-70 %. Také je pro chov Cerva
dulezité mit dostatek prostoru. Chov je snadny, protoZze moucni Cervi jsou velmi nenarocni.
Mohou byt chovani v plastovych nadobach s prody$nym vikem [2, 35, 36].

2.3.2 Travici systém Tenebrio molitor

Pfijem potravy probiha ustnim ustrojim, potrava je drcena kusadly a poté Ccelistmi,
které posunuji potravu dale do traviciho traktu. Zaludek je sloZen ze tii &asti a to piedni,
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prostfedni a zadni. Pfedni zaludek slouzi jako zasobni Cast a potrava je v ni také drcena.
V prostiednim Zaludku dochazi k vyluc¢ovani travicich enzyma (lipazy, proteazy) a vstiebavani
zivin. Prostfedni zaludek je rozdélen dle hodnoty pH na dvé Casti kysely a alkalicky. Prvni ¢ast
je kysela s pH okolo 5,6, kde probiha traveni sacharidi. Druha ¢ast je mirné alkalicka s pH 7,9
a rozkladaji se zde bilkoviny. Nejdiive dojde k rozstépeni peptidi exopeptidazou
na oligopeptidy, poté ke St€peni na dipeptidy pomoci endopeptidaz. V zadnim zaludku dochazi
k absorpci vody a soli z natraveniny. K vylucovani slouzi Malpighiova trubice, vyluovany
jsou nestravitelné zbytky a kone¢né metabolity [2, 36].

2.3.3 Dulezité ziviny pro Tenerbio molitor

Potemnik moucny je vSezravy brouk. V pfirodé se jeho larvy zivy na substratech rostlinného
puvodu, zejména na jejich tlejicich Ci plesnivéjicich Castech, ale i na ostatnich tlejicich
organismech napt. hmyz, zvifata. U domacich chovl jsou larvy Casto krmeny pSeni¢nymi
otrubami, ovesnymi vlo¢kami, moukou obohacenou o kasein ¢i zeleninou. Ke krmnym téelim
muzou slouzit i odpadni latky jako jsou vySe zminéné otruby nebo zbytky pekarenskych
vyrobku, pivovarské kvasnice, a dokonce i polystyren. Idealni slozkové zastoupeni v potrave
by mélo obsahovat 80-85 % sacharidi a lipida. Lipidy jsou pro larvy podstatné z hlediska
obsahu linolové a linolenové kyseliny. Pro rast larev je nejdulezitéjsi dostatek proteind,
ale i vitaminy, a to zejména vitamin B a C. Voda je pfijimana z potravy, dualezita je tedy
ijeji vlhkost [2, 35].

2.3.4 Degradace plastu pomoci Tenerbio molitor

Larvy potemnika moucného byly pouzity k degradaci a mineralizaci polystyrenu, a to v praci
od Yang et. al z roku 2015 [37]. V travicim traktu mouc¢ného Cerva dojde k rozstépeni dlouhych
fetézcl polystyrenu (PS) na nizkomolekularni metabolity vyloucené z téla. Proces zacina
rozzvykanim PS Celistmi Cervi. Dojde k zvétSeni povrchu a tim klepSimu piistupu
extracelularich travicich enzymut a mikroflory k rozkladané latce. Rozzvykany PS dale projde
do zaludku, kde dochazi k samotnému rozSt€épeni na nizkomolekularni fragmenty,
diky enzymim bakterialni mikroflory zde pfitomnym. PS byl degradovan a zkonzumovan
za méné nez 24 hodin. Za 16 dni byl uhlik z molekuly PS pfeménén az z 47,7 % na oxid uhlicity,
ale pouze z 0,5 % byl zaclenén do syntetizovanych molekul mastnych kyselin. Takto krmené
larvy ztratily 24,9 % ze své puvodni hmotnosti. Z pohledu prezivsich larev nebyl zadny rozdil
mezi kontrolnim vzorkem krmenym otrubami a vzorkem krmenym PS [37].

Spravné slozeni bakterialni mikroflory v travicim traktu moucného Cerva je velice dulezité
pro schopnost degradovat PS. Je vSak nutné poznamenat, ze dosud neni jisté, zda degradacni
schopnost je pouze zapficinéna mikroflorou a namahanim pii konzumaci, nebo je zde jesté
néjaky jiny faktor. Podavanim antibiotik Cerviim byla zjisténa snizena schopnost degradace
a mineralizace PS. Z travicitho traktu c¢erva krmeného PS byla izolovana bakterie
Exiguobacterium sp. YT2 schopna degradace PS. Tento izolovany kmen za dobu 60 dni rozlozil
7,4 % PS, coz je mensi Gcinnost degradace nez u moucnych Cervii. Z téchto vysledka je patrné,
ze souziti mezi mikroflorou traviciho traktu a mou¢nym Cervem je dilezita pro rozklad PS.
Degradacni  schopnost larev byla dale vyzkouSena sjinymi druhy plasta.
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Pozitivni vysledky byly pifi  konzumaci polyethylenu snizkou hustotou (LDPE),
ne vsak u polyvinylchloridu (PVC). Zajimavé je, ze mikroflora u larev krmenych PS je jina
nez ta u larev krmenych LDPE. Z toho plyne, ze slozeni potravy vyrazné ovliviiuje bakterialni
zastoupeni v travicim traktu, jako to bylo i u biologické izolace PHA. Pro zlepSeni vlastnosti
plasti jsou pouzivana rizna aditiva. Tato aditiva Casto prispivaji k vyssi kontaminaci prostiedi.
Byl zkouman vliv pfimési hexabromcyklododekanu, nej¢astéjsi primesi u PS, na moucné ervy
a jejich konzumenty krevety. Avsak toxicita ani akumulace tohoto aditiva nebyla zaznamenana
v tomto potravnim fetézci. Ani pii analyze moucnych Cervli po sedmidennim krmeni, nebyly
nalezeny zadné zavadné latky, pouze monomery a oligomery PS, které jesté nebyly
degradovany na CO2 [37].

Jednim z dalSich problémt by se mohl zdat nedostateCny pfijem zivin nutnych pro vyvoj
larev. U larev krmenych PS byl zpozorovan ubytek hmotnosti stejny jako u larev,
které hladovély. Pfimichanim soji nebo jiného krmiva bohatého na Ziviny, miize byt dosazeno
lepsiho rastu, a dokonce 1 vy$si schopnosti rozkladu PS. Pii optimalnim pomeéru PS a otrub bylo
dosazeno kompletniho zivotniho cyklu potemnika mouéného. Pfidanim otrub bylo také snizeno
pozirani larev mezi sebou. Pouzivani moucnych Cervii pro degradaci plasti neni udrzitelny
zpusob. AvsSak dualezité je dale studovat jejich mikrofloru po konzumaci plasta.
Izolace a nasledné pouziti bakterii schopnych rozkladat plasty, by mohlo mit veliky pfinos
pro ekologicky rozklad plasti [37, 38].

24 Jedly hmyz

Se zvySujici se svétovou populaci, bude nutné zajistit dostatek potravy pro vSechny.
Hmyz je jednou z moznosti, jak toto zajistit. Ma dobré nutriéni hodnoty a jde chovat na malé
ploSe ve velkém mnozstvi. Ne veskery hmyz je vSak vhodny pro tyto ucely a také ne v§echna
vyvojova stadia jsou stejn€ vyzivna. Nékteré druhy jsou i jedovaté. Hmyz je dobry zdroj nejen
proteinli, lipidi a sacharidi, ale i vitaminu a minerald. Dulezity je také i obsah
polynenasycenych a mononenasycenych mastnych kyselin, které jsou dulezité pro prevenci
kardiovaskularnich onemocnénich. Dokonce slouzi 1 jako dobry =zdroj esencialnich
aminokyselin nejen pro zvirata, ale i pro lidskou populaci. Obsah téchto latek je vSak zavisly
na krmivu, které hmyz pfijima. Jedly hmyz je také zdroj rtznych stopovych prvka
jako je zelezo, hoi¢ik, méd’ ¢i zinek. Nutricni sloZzeni nékterych druhi bylo porovnano
s typickymi zdroji zivin jako je hovézi, veprové a dribezi maso. Zkouman byl obsah vapniku
azeleza ularev potemnika moucného, dale u cvrcki a sarancat v dospélém stadiu.
Obsah vapniku u vyjmenovanych druhit hmyzu byl 40, 130 a 70 mg na 100 g suSiny.
V porovnani zastoupeni vapniku u hovéziho je 4-27 mg, veptového 5-28 mg a u driabeziho
5-14 mg na 100 g susSiny. Z moucnych Cervi a cvrcki se vyrabi tzv. hmyzi moucka.
Obsah zeleza v této moucce je u moucnych Cervii 4,82 mgna 100 g a u cvrckt 6,66 mgna 100 g
susiny [39].

Kromé nutriénich hodnot je také dulezité, jakou texturu dodava hmyz ¢i vyrobky
z n¢j pokrmu. Pro velkovyrobu hmyzich produktu je dalezity vybér druhu hmyzu. Tento druh
by mél mit dobry pomér biomasy a proteinu a také by mél byt vhodny pro dalsi zpracovani
napiiklad na hmyzi moucku. Jak bylo zminéno, krmivo pro tyto druhy velice ovliviiuje jejich
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vysledné slozeni. Trend je vyuzivani nizkonakladového krmiva, jako jsou organické odpadni
materialy a vedlejsi produkty napt. otruby. Vlastnosti krmiva jsou takové, aby maximalizovali
rast a reprodukci hmyzu, nehledé na nutri¢ni hodnotu. Pro zlepSeni nutri¢ni hodnoty se mohou
do krmné slozky pridavat latky zvysSujici tuto hodnotu jako je ovoce, susené mléko atd.
to vSak zvySuje cenu vysledného produktu. Proto je dulezité najit vhodny odpadni produkt,
popfiipadé ho upravit tak, aby mel v§echny vlastnosti pro efektivni chov [39, 40].

Vyuziti hmyzu jakozto potravy nejen pro zvifata, ale 1 pro lidskou populaci se jevi
ekologiCtéjsi nez chov hospodarskych zvirat. A to nejen diky nizs§i produkci sklenikovych
plyna, ale i niz§imi naroky na spotiebu vody, chovné pudy a vyuziti odpadnich organickych
latek k jejich vyzivé. Jedly hmyz neni lidmi vniman nejlépe, je nutné tento pohled zménit
a zdaraznit vSechny vyhody konzumace hmyzu. Pro primyslovou produkci hmyzu je také
nutné zajistit normy, které budou muset plnit hmyzi vyrobky. Dulezitym aspektem je
i zabranéni kontaminace, jak v pribéhu chovu, tak i konecného vyrobku. Velice dilezita je
inaktivace stfevni mikroflory [40].

24.1 Vyuziti mouc¢ného cerva v potravé

Moucni Cervi jsou bohati na protein a oproti jinym druhim hmyzu jsou velci. Vyhodou je,
ze se jedna o larvalni stadium tohoto brouka, sklizeni tedy probiha diive ve vyvojovém cyklu
nez napiiklad u cvrcka, kde se ¢eka az jsou plné€ vyvinuti. Nejlepsi doba pro sklize téchto larev
je predtim, nez zaCne preména v kuklu. Pfed touto pfemeénou zacnou larvy ztracet Cast
své hmotnosti, omezi se pfijem potravy. Ranné stadium larvy je tedy nejlepsi pro sklizei.
Larvy rychle pfibyvaji na vaze. Vaha by méla byt mezi 100-120 mg. Problémem u péstovani
moucnych Cervii muze byt zvySeny obsah vlhkosti. Dospéli brouci potiebuji vihkost, aby mohli
prospivat a poté naklast vejce, ale u larev vyssi vlhkost zptisobuje mikrobialni kontaminaci.
Nutricni slozeni mouc¢ného cerva se lisi podle typu krmiva. Ve studii zroku 2004
od Ghaly et. al. byli Cervi krmeni moukou s pfidavkem brambor jako zdrojem vody [35].
Takto krmeni moucni Cervi méli zastoupeni proteint 24,3-27.6 %, tukd 12-12,5 % obsah
vlhkosti byl 58,1-65,1 %, také zde byl zaznamenan obsah vitamini E a B2. Moucni Cervi
mohou byt kmeni fadou riznych krmiv. Jejich pfizpisobivost pro razné typy krmiva
se da vyuzit napt. na zpracovani organickych odpadu nebo vedlejsich produktt potravinaiského
pramyslu. Jedna se naptfiklad o otruby, pivovarské mlato, hroznové ¢i jablecné vylisky.
Larvy maji exoskelet slozeny z chitinu, ktery muze byt pii vyssi konzumaci Cervich produkta
problematicky [35, 41, 42].

Vysoky obsah vlhkosti by mohl znamenat problém pfti skladovani. Proto je lepsi larvy ususit
arozemlit na tzv. dervi moucku. Cervi moucka ma lehkou piipravu. Jednou z moznosti je nechat
larvy dva dny vyhladovét, aby se vycistil jejich travici trakt. Poté jsou zaziva zmrazeni po dobu
48 hodin pfi -20 °C a zlyofilizovany. Nakonec se mrazem usu$ené larvy rozemelou na moucku
a ta je presivana. Tato moucka miize Castecné nahradit normalni obilnou mouku pii peceni
kolact, muffind. Vysledny produkt ma vyssi obsah proteinu a je v prijateln€jsi formé
pro konzumenta. Pfidani ¢ervi moucky také zvySuje antioxidacni kapacitu vyrobku a dopomaha
k niz§imu glykemickému indexu. Tato informace je dilezita z davodu vyroby produktu
pro osoby trpici cukrovkou, obezitou ¢i inzulinovou rezistenci [35, 43].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1.1 Pouzité chemikilie

e Citronan amonno-Zzelezity (Fluka, CHE)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, CZE)

e Dodecylsiran sodny (Tokyo Kasei Kogyo Co., Ltd., JPN)

e Hydrogenfosforecnan sodny dodekahydrat (Lach-Ner, CZE)
e Hydroxid sodny (Lach-Ner, CZE)

e Chlorid amonny (Lach-Ner, CZE)

e Chlorid vapenaty (Lach-Ner, CZE)

e Chloroform, stabilizovany v 2-methyl-2-butene (VWR Chemicals, USA)
e [zopropylalkohol (PENTA, CZE)

e Kvasnic¢ny extrakt (HiMedia, IND)

e Kyselina sirova (Lach-Ner, CZE)

e Nutrien broth (HiMedia, IND)

e Siran amonny (Lachema, CZE)

e Siran hofeCnaty heptahydrat (Lach-Ner, CZE)

e Wieningertv katalyzator (VWR Chemicals, USA)

e Xylan (VWR Chemicals, USA)

3.1.2 Pouzité pristroje

e Analytické vahy, OHAUS Pioneer model PA224C

e ATR-FTIR, Thermo Scientific, Waltham iS50

e (Centrifuga, Hettich EBA 200

e (Centrifuga, Hettich ROTINA 420R

e Destilacni piistroj, VAPODEST 200

e Vahy, Kern EW 620-3NM

e Laminarni box, Euroclone BioAir Auro mini

e Magneticka michacka, Biosan MMS-3000

e Mineraliza¢ni jednotka, KT-8s

e Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific Trace 1300
e SEC-MALS-dRI, Wyat Technology

e Stereomikroskop, Zeiss Stemi 2000-C s pfipojenou kamerou Zeiss AxioCam ERc 5 s
e Soustava sit VUSTAH

e Termoblok, Bibby Scientific Stuart SBH 200D

e Termoblok, Bibby Scientific Stuart SBH 130D

e Termostat, LTE IP100U

e Temperovana tiepacka, LABWIT ZWYR-D2401

e Temperovana tiepacka, IKA KS4000 i control

e Vortex, Benchmark BenchMixer

e Laboratorni vybaveni
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3.1.3 Pouzité organismy

Vtéto praci byly pouzity mikroorganismy ziskané z Ceské sbirky mikroorganismi
Masarykovy univerzity vBmé (CCM) a némecké sbirky Leibniz Institut — German
Collection of Microorgamisms and Cell Cultures (DSMZ). Jednalose o bakterie
Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 a Cupravidus necator H16 CCM 3726.
Mimo jiné bylo také vyuzito larvalni stddium potemnika moucného — moucny Ccerv
zakoupeného v chovatelskych potiebach Akva-Exo.

3.2 Priprava médii

3.2.1 Priprava produkéniho média

Na pfipravu produkcéniho neboli mineralniho média bylo navazeno dané mnozstvi latek,
které udava tabulka 1 ¢i tabulka 2. Byla pfidana destilovana voda, a roztok byl michan
do uplného rozpusténi. Poté byl rozlit po 200 ml do pallitrovych Erlenmeyerovych banék
a vysterilizovan v autoklavu. U bakterie Cupriavidus necator H16 byl pted sterilaci do média
pfidan zdroj uhliku, a to pouzity fritovaci olej v koncentraci 20 g/l. V piipadé bakterie
Schlegelella thermodepolymerans ptedstavovala zdroj uhliku xyloéza, také o koncentraci 20 g/1,
ktera byla do média pfidana az po sterilizaci. Do médii byly dale ptidany roztoky stopovych
prvka (MES, TES 1I) jejichz slozeni je uvedeno v tabulce 3 a tabulce 4. Kultivace byla
ukoncena po 72 hodinach.

Tabulka 1, sloZeni produkcniho média pro bakterii Schlegelella thermodepolymerans

latka koncentrace [g/l]
Na,HPO. - 12 HO 9

KH,PO 1,5

NH.4Cl 1

MgSOs - 7 H:0O 0,2

CaCl, 0,015

NH4Fe' citrat 0,0012
Kvasniény extrakt 0,5

TES I 1 ml/l
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Tabulka 2, slozeni produkcniho media pro bakterii Cupriavidus necator H16

latka koncentrace [g/l]
KH>PO, 1,02

(NH4)2SO4 3

Na,HPO. - 12 HO 11,1

MgSOs - 7 H:0O 0,2

MES 1 ml/l

Tabulka 3, sloZeni roztoku MES

latka koncentrace [g/l]
FeCls - 6 H,O 9,7

CaCl, - 2 H:0 7,8

CuSO;4 - 5 HO0 0,156

CoCl - 6 H,O 0,119

NiCl; - 6 H,O 0,118

ZnSO4 - 7 H:0O 0,1

0,1 M HC1 1000 ml

Tabulka 4, sloZeni roztoku TES 11

latka koncentrace [g/l]
EDTA 50

FeCl3 8,3

ZnCl, 0,84

CuCly - 2 H,O 0,13

CoCl - 6 H,O 0,1

MnCl; - 6 H,O 0,016

H3;BO; 0,1
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3.2.2 Priprava inokula

Bylo navéazeno komplexni médium v koncentraci 25 g/l a rozpusténo v destilované vode.
Po rozpusténi byl roztok rozlit do 100 ml Erlenmeyerovych banék po 50 ml. Barky
byly poté vysterilizovany. Nasledn€¢ byla média pro Schlegelella thermodepolymerans
vyhtatana 50 °C a pro C. necator H16 ochlazena. Poté byla média zaoCkovana
v laminarnim ockovacim boxu bakterialni kulturou z kryozkumavky. Kultura byla
pted pouzitim rozmrazena. Po zao¢kovani byly bariky umistény na 24 h na tfepacku vyhtatou
na optimalni teplotu pro danou bakterii. U bakterie Cupriavidus necator H16 30 °C a 50 °C
u Schlegelella thermodepolymerans. Kultivace probihaly za konstantniho michani 180 rpm.
Po 24 hodinach bylo inokulum pfeo¢kovano do produkéniho média.

Tabulka 5, slozZeni komplexniho média nutrien broth pouzitého na pripravu inukola

latka koncentrace [g/l]
Pepton 10

Hovézi extrakt 10

Chlorid sodny 5

3.3 Stanoveni obsahu PHB v bakterialni biomase

Po ukonceni kultivace byly z Erlenmeyerovych banék odebrany dva vzorky po 10 ml.
Tyto vzorky byly zcentrifugovany po dobu 5 minut pii 6000 rpm. Poté byl odlit supernatant
a k usazené biomase bylo pfidano 10 ml vody. Biomasa byla rozsuspendovana za pomoci
vortexu a opét zcentrifugovana. Po odliti promyvaci vody byly vzorky suSeny pii 70 °C
do konstantni hmotnosti. UsuSena biomasa byla zvazena a byly zni pfipraveny vzorky
pro plynovou chromatografii s FID detekci.

3.4 Plynova chromatografie s FID detekci

Pro urceni obsahu PHB v pribéhu celé prace byl pouzit nasledujici postup. Ze vzorku bylo
navazeno 8-11 mg do 2 ml krimpovacich vialek. Dale byla do vialek pfidana esterifika¢ni smé&s
o slozeni 1 ml chloroformu a 0,8 ml vnitiniho standartu, jedna se o smés 15% kyseliny sirové
v methanolu a 5 mg/l kyseliny benzoové. Vialky byly zakrimpovany a zahfivany 3 h na 94 °C
v termobloku. Po tfech hodinéch byla esterifikace ukoncena a vzorky vyjmuty. Po zchladnuti
byl cely obsah pfielit do 4 ml vialek, které obsahovaly 0,5 ml 0,05 M NaOH, a protfepany.
Doslo k oddéleni fazi na horni vodnou a spodni organickou. Ze spodni faze bylo napipetovano
50 pl do 2 ml Sroubovacich vialek obsahujicich 0,9 ml izopropylalkoholu. Takto pfipravené
vzorky byly hotovy pro analyzu.
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3.5 Priprava krmiva pro moucné Cervy

Naprodukované biomasy predstavovaly krmiva pro moucné Cervy. Déle jsou oznaCeny dle
druhu bakterie a zptsobu suseni.

Tabulka 6, prehled jednotlivych typii krmiv

typ krmiva oznaceni
Lyofilizovana biomasa Cupriavidus necator H16 H16L
Susena biomasa Cupriavidus necator H16 H16S

Lyofilizovana biomasa Schlegelella thermodepolymerans | STL

Otruby otruby

Po ukonceni kultivace byly odebrany dva vzorky pro urceni obsahu PHB a zbyly objem byl
slit do kadinky. Nasledny postup se lisil dle typu pfipravovaného krmiva. Pro H16L byl cely
objem rozdélen do dvou kadinek a zahiivan na 60 °C po dobu 1 h. Poté byl cely objem
zcentrifugovan pii 4800 rpm, promyt vodou a nasledné zlyofilizovan. U H16S byl pocatecni
postup totozny s H16L. Nicmén¢ ziskana biomasa byla premisténa na Petriho misku a suSena
pifi 70 °C do konstantni hmotnosti a poté rozemleta na mensi Castice. Krmivo pfipravené
zbakterialni biomasy STL bylo zcentrifugovano a promyto jako u predchoziho typu
a poté zlyofilizovano. Pro krmeni kontrolniho vzorku byly pouzity otruby.

3.6 Biologicka izolace moucnymi Cervy

Moucni cCervi byli zakoupeni v chovatelskych potiebach, jejichz stafi se pohybovalo
v rozmezi 1-3 mé&sici. Byli chovani v plastové nadobé o rozmérech 21x14x6 cm zakryté gazou
na okennim parapetu. Priméma teplota po dobu chovu moucnych cerva byla 24 °C.
Pred zahajenim pokusu byli moucni Cervi ponechani 24 h bez krmiva, aby se vyprazdnil jejich
travici trakt. Pokus byl veden podle studie od Murugan et al. z roku 2016 [28].

3.6.1 Prvni experiment s moucnymi ¢ervy

Prvni experiment byl proveden s dvéma typy krmiva, HI6L a otrubami. Cervi byli navazeni
do dvou nadob po 50 g a krmeni po deset dni davkami odpovidajicimi 5 % své hmotnosti.
Kazdy den probihalo pozorovani a krmeni ve stejny Cas. Také byli kazdy den odstranéni mrtvi
¢i zakukleni jedinci. Po uplynuti 10 dni byl pokus ukoncen. Bylo odstranéno zbylé krmivo
a zvazeno. Cervi byli vybrani a zvazeni. Dale byl cely obsah nadoby piesivan pies soustavu sit
VUSTAH o velikosti ok 0,5-0,1 mm. Kazda frakce byla zvazena a poté susena 24 h pii 50 °C.
Cervi byli 48 h krmeni otrubami, pro pro&isténi jejich traviciho traktu od bakterialni biomasy
s PHB. Po této dobé byli opét vybrani a zlikvidovani. Po usuSeni byly frakce zvazeny
auchovany pro dalsi analyzy. U fekalnich pelet ¢ervii krmenych biomasou byl uréen obsah
PHB v kazdé frakci, dle postupu 3.4.
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Obrazek 1, chovné nadoby s moucnymi cCervy v priibéhu pokusu

3.6.2 Precistovani fekalnich pelet

Kvili nizkému obsahu PHB ve fekalnich peletach byla frakce s nejvyssim obsahem PHB
podrobena precisténi. K tomuto ucelu byly pouzity dva roztoky, a to roztok NaOH
o koncentraci 0,05 a 0,1 mol/l a SDS 1% a 2%. Navazené mnozstvi frakce 2 bylo prevedeno
do Erlenmeyerovy baiky a byl pfidan dany roztok, aby wvysledny pomér byl 1:100.
Takto pfipravené bainky byly hodinu michany pfi 50 °C. Po hodiné byly barky ochlazeny
a jejich obsah zcentrifugovan pii 6000 rpm po dobu 5 minut. Poté bylo do kazdé zkumavky
pfidano 10ml vody a usazenda suspenze byla rozmichana na vortexu a nasledné
zcentrifugovana. Vzorky byly poté dany do suSarny na 70 °C a suseny do konstantni hmotnosti.
Nasledne byly precisténé pelety zvazeny a byly pfipraveny vzorky na plynovou
chromatografii viz 3.4.

3.6.3 Druhy experiment s moucnymi cervy

Druhy experiment probihal se ¢tyfmi typy krmiva, jako krmivo pro kontrolni vzorek byly opét
pouzity otruby. Ostatni krmiva byla H16L, H16S a STL. Cervi byli chovani po dobu deseti dni
a krmeni 5 % své vahy. Pro kazdé krmivo bylo navazeno primérné 28 g moucnych Cerva.
Denné probihalo pozorovani a krmeni ve stejny Cas. Kazdy den byla vybrana zbyla biomasa,
zvazena a vracena zpét, stejn¢ tak i Cervi. Také byl cely obsah plastové nadoby piesivan
pres sito s velikosti ok 0,5 mm. Takto ziskané fekalni pelety byly zvazeny a nasledné vraceny
do chovné nadoby. Mrtvi ¢i zakukleni jedinci byli zvazeni a zlikvidovani.
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Po deseti dnech byl pokus ukoncen. Po vybrani zbylé biomasy a moucnych Cervii z chovné
nadoby, byl jeji obsah piesivan pfes soustavu sit o velikosti ok 0,5-0,1 mm. Jednotlivé frakce
byli zvazeny a dale suSeny na Petriho miskach pti 50 °C do konstantni hmotnosti. Zbyla krmna
biomasa a mouéni ervi byli zvazeni. Cervi byli poté nechani 24 h bez potravy. Nasledng byli
rozdéleni na dvé stejné ¢asti. Prvni ¢ast byla zamrazena na teplotu -20 °C, a ponechéana
v mrazaku do dalsi analyzy. Druha ¢ast byla usuSena a rozemleta na ¢ervi moucku.

Obrazek 2, chovné nadoby s moucnymi cervy prvni den pokusu

3.6.4 Obsah vody v ¢ervi moucce

Obsah vody v Cervi moucce byl stanoven susenim Cervll a jejich naslednym rozemletim.
Primérné 5 g Cervl bylo suSeno 72 h pii 70 °C, poté pomleto a dale suseno 72 h pii 50 °C.
Obsah vody byl urCen z rozdilu ptivodni navazky a ususené cervi moucky.

3.7 1Izolace PHB

K izolaci PHB byli pouzity krmné bakterialni biomasy H16L, H16S, STL, dale fekalni pelety
z frakce 2 a precisténé fekalni pelety z pokusu 2. Z kazdého vzorku bylo navazeno dvakrat
200 mg do uzaviratelnych zkumavek. Poté bylo pifidano 10 ml chloroformu a zkumavky byly
uzavieny. Takto pfipravené vzorky byly dany na 12 h do termobloku vyhtatého na teplotu
70 °C. Po uplynuti této doby byl cely objem zfiltrovan ptes filtraéni papir do Petriho misky.
Po odpareni rozpoustédla byla vznikla folie pfemisténa do sterilni Petriho misky, zalepena
auchovana ve tmé pro naslednou analyzu.
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3.7.1 Stanoveni molekulové hmotnosti

Z ptipravenych folii byly poté pfipraveny vzorky na SEC-MALS. Vzorky byly pfipraveny
v koncentraci 2 mg/ml. Objem rozpoustédla byl 1,5 ml. Vzorky byly nachystany do vialek
a poté zahtaty na 70 °C. Po rozpusténi folie byl vzorek prefiltrovan pomoci stfikackového filtru
do cisté vialky a pfipraven na analyzu. Molekulovd hmotnost byla méfena pfistrojem
SEC-MALS. Pro kazdy vzorek bylo méfeni provedeno tiikrat, metodou 0,6 ml/min chloroform,
nastfik 50 ml, kolona: PL gel mixed-C.

3.8 Pozorovani vzorku fekalnich pelet stereomikroskopem

Vzorky fekalnich pelet zprvniho i druhého pokusu byly pozorovany stereomikroskopem
Zeiss Stemi 2000-C s pfipojenou kamerou Zeiss AxioCam ERc 5 s. Vzorky byly vybrany
z druhé frakce, kvuli nejvyss§imu obsahu PHB. Jedna se o Castice velikosti pfiblizné 0,4 mm.
Po naneseni na podlozni sklicko byly €astice pozorovany s piiblizenim 500 um. Byly potizeny
snimky jednotlivych vzorki.

3.9 Kjeldahlova metoda
3.9.1 Mineralizace vzorku

Bylo navazeno 0,5 g vzorku. Navazka byla zabalena do filtra¢niho papiru, aby bylo zabranéno
ulpéni vzorku na sténach trubice. Takto pfipraveny vzorek byl vlozen do mineraliza¢ni trubice.
Poté byly pfidany 2 g katalyzatoru a 10 ml koncentrované kyseliny sirové. Nasledné byly
mineralizacni trubice vlozeny do mineraliza¢ni jednotky KT-8s. Mineralizace trvala 3 h.
Nejprve doslo k zahtati na teplotu 460 °C, tato teplotu byla udrzovana po dobu jedné hodiny,
a poté nasledovalo pulhodinové chlazeni. V pribéhu mineralizace byl veskery pfitomny dusik
pfeveden na siran amonny.

3.9.2 Standardizace roztoku

Byl pfipraven 0,1 M roztok NaOH. Pro stanoveni jeho presné koncentrace byla provedena
standardizace tohoto odmérného roztoku. Byl ptipraven roztok dihydratu kyseliny §tavelanové
o koncentraci 0,5 M. Navazka 0,6306 g byla kvantitativné prevedena do odmérné barky
na 100 ml. Z tohoto roztoki bylo odpipetovano 10 ml do titracni bariky, pfidany tfi kapky
1% fenolftaleinu a titrovano NaOH do slabé razového =zbarveni. Standardizace byla
provedena tfikrat.

Roztok kyseliny sirové byl pfipraven o koncentraci 0,05 M. Tento roztok byl
standardizovan NaOH. Do titracni baiky bylo napipetovano 10 ml 0,05 M roztoku
kyseliny sirové a byl pfidan Tashiruv indikator. Titrovano bylo do zeleného zbarveni.
Standardizace byla provedena tfikrat.
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3.9.3 Stanoveni celkového dusiku

Mineralizat byl z mineralizacni trubice kvantitativné pfeveden do odmérné baiky na 100 ml
a doplnén destilovanou vodou po rysku. Barika byla dobfe promichana, a poté zni bylo
odebrano 10 ml do destilacni trubice. Dale bylo ptidano par kapek 1% fenolftaleinu a trubice
byla vlozena do destilaéniho pfistroje VAPODEST 200. K mineralizatu bylo automaticky
pfidano 80 ml 33% hydroxidu sodného. Po pfidani doSlo kuvolnéni amoniaku,
ktery byl predestilovan s vodni parou do predlohy, ktera obsahovala 25 ml standardizovaného
roztoku kyseliny sirové. Po ukonceni destilace byl k destilatu piidan TashirGv indikator
a destilat byl titrovan standardizovanym roztokem hydroxidu sodného do zeleného zbarveni.
Obsah celkového dusiku byl stanoven dle rovnice 1. Tato hodnota v§ak zahrnuje 1 dusikaté latky
nebilkovinné povahy. Obsah hrubych bilkovin byl stanoven pomoci univerzalniho
prepoctového koeficientu 6,25.

V ‘C
2+ My (Vuzso4 * Cuzsos — w 1
wy = 100 % (D)

Myzorek

3.10 FTIR analyza krmiv a fekalnich pelet

Analyza byla provedena se vSemi typy krmiv a fekalnich pelet z obou pokusi metodou
zeslabeného uplného odrazu infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci.
Vzorek byl nanesen na zabudovany krystal a proméfen spektrometrem iS50 FTIR.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Obsah PHB v bakterialni biomase

Po kazdé kultivaci byl stanoven obsah PHB v bakterialni biomase, a to dle postupu popsaného
v kapitole 3.3 a 3.4. Kultivace probé&hly v celkovém objemu 8 1. Pro néasledné vyuziti biomasy
jakoZzto krmiva bylo nutné, aby obsah PHB byl v rozmezi 50-70 % a to z davodu potieby zivin
pro rast Cervi. Nami vyprodukovana biomasa do tohoto rozpéti spada, je tedy pro tento ucel
vhodna. Obsah PHB v krmivech je uveden v tabulce 7.

Tabulka 7, hmotnost pripravené biomasy, obsah PHB v biomase, koncentrace biomasy v g/l bez PHB

kultivace celkova hmotnost [g] PHB [ %] biomasa [g/1]
H16L 31 22,404 61,35+ 10,30 2,69 + 0,96
H16L 51 42,717 62,68 + 5,30 3,85+0,70
H16S 51 44,386 51,36 + 11,30 4,64 + 1,30
STL 51 15,226 68,25 + 2,06 1,41£0,09

4.2 Prvni experiment s moucnymi Cervy

Prvni experiment s moucnymi Cervy byl popsan v kapitole 3.6.1. V prubéhu deseti dni byli
moucni Cervi pozorovani a krmeni otrubami a biomasou H16L. Divodem tohoto pokusu bylo
zjistit, zda a jak bude probihat biologicka izolace PHB pomoci mou¢nych Cervi starSich 30 dnti.
V predchozich studiich byli vzdy pouziti Cervi stafi 30-35 dni [28, 30, 33]. Stafi Cervu je
dulezity faktor, ¢im starsi jsou tim mén¢ piijimaji krmiva a zacinaji se chystat na dalsi fazi
svého vyvoje, a to na zakukleni. Nami zakoupeni Cervi byli stafi 1-3 mésice. Po dobu pokusu
jsme sledovali hlavné proces pietvoreni krmiva ve fekalni pelety. U pozorovani cervi
jsme se zamé&fili na zakukleni ¢i umrti jedinch, nebo na mozné znamky kanibalismu.
V této Casti jsme Cervy pouze sledovali, ale nedo§lo k zddnému piesnému vyhodnoceni zmén
v jejich slozeni ¢i hmotnosti, k tomuto doslo az u druhého pokusu.

Po dobu trvani prvniho pokusu bylo zaznamenano zakukleni celkem 4 jedinct z kontrolniho
vzorku. Také doslo k umrti n€kolika jedinci, ale nebyly pozorovany zadné znamky
kanibalismu. Je zajimavé, ze k zakukleni doslo pouze u Cervii krmenych otrubami, to mohlo
byt zptsobeno pouze nahodnym pierozdélenim Cervi pied zaCatkem pokusu, nebo typem
krmiva. Vyvoj moucného Cerva jde ovlivnit zvySenim teploty a krmenim potravou s vyssim
obsahem vody. Oba vzorky byly chovany pii stejnych podminkach, tudiz by davodem mohl
byt vyssi obsah vody v otrubach. Avsak prvni kukla se vyskytla jiz ¢tvrty den pokusu a je velmi
nepravdépodobné, Ze by za tuto dobu typ krmiva ovlivnil vyvoj Cervi do takové miry.
Pravdépodobnéjsi je, ze mezi zakoupenymi jedinci byli jiz Cervi v pozdni fazi larvalniho
vyvoje, a ndhodnym rozdélenim se vyskytli ve stejné chovné nadobe.
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Po deseti dnech byli Cervi zvazeni a také bylo zvazeno zbylé krmivo. U kontrolniho vzorku
bylo ¢ervy zkrmeno veskeré krmivo u H16L zbylo 13,63 % celkové navazky. Za dobu naseho
pokusu doslo také k ubytku hmotnosti u ¢ervii krmenych H16L o 13,62 % a u kontrolniho
vzorku o 15,11 %.

Pfi pozorovani jsme se zaméfili 1 na vznik fekalnich pelet, a to hlavné u vzorku krmeného
H16L. U tohoto vzorku byl tfetiho dne zaznamenam vyskyt bilych pelet. Barva krmné biomasy
byla rizovoseda, na Obrazek 3 muzeme vidét vedle rizovoSedych pelet i pelety Cisté bile.
Barva krystalického PHB je bila, je tedy mozné ze Cisté bilé pelety by mohly obsahovat
predev§im PHB. Po uplynuti deseti dni byly fekalni pelety pfesivany pfes soustavu sit
s velikosti ok 0,5-0,1 mm. Vzniklo tak pét frakci podle velikosti pelet. V tabulce 8 jsou
uvedeny hmotnosti jednotlivych frakci, nejvyssi zastoupeni u krmiva H16L ma frakce 3
o velikosti pelet 0,3 mm u otrub frakce 4 s velikosti 0,4 mm.

Obrazek 3, fekalni pelety v pribéhu prvniho pokusu

Tabulka 8, hmotnosti jednotlivych frakci po presivani soustavou sit s velikosti ok 0,5-0,1 mm, obsah
PHB ve frakcich ziskanych od vzorku krmeného HI16L

frakce Motruby [E] muier [g] PHBumivo 16, [ %] | PHB petety n161 [ %]
Frakce 1 1,474 0,8904 4385+1,9
Frakce 2 4,448 4,8806 54,02+ 0,8
Frakce 3 6,041 5,7577 62,01 £0,95 48,06 = 0,4
Frakce 4 6,942 4,9573 4227+ 74
Frakce 5 0,065 2,5329 44,18 £0,2
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4.2.1 Precisténi fekalnich pelet

Tabulce 8 ukazuje obsah PHB v jednotlivych frakcich fekalnich pelet. Tento obsah je nizsi
nez puvodni obsah PHB v krmivu HI16L. Ztohoto divodu bylo provedeno precisténi,
ato u frakce 2, ktera ma nejvyssi obsah PHB. Jako ¢inidla byly pouzity NaOH 0,5 M,
NaOH 1 M a SDS 1% a SDS 2%, a to na zakladé jejich pouziti ve studiich Kunasundari et al.
vroce 2013 [26], Murugan et al. vroce 2016 [28] a Ong et al. v roce 2018 [30].
Postup precisténi byl dle kapitoly 3.6.2. V tabulce 9 muzeme vidét vysledky precisténi

vvvvv

Tabulka 9, schopnost jednotlivych cinidel odstranit necistoty z fekdlnich pelet.

¢inidlo obsah PHB pied precisténim [ %] obsah PHB po precisténi [%]
NaOH 0,5 M 88,98 + 0,30
NaOH 1 M 91,06 + 0,30
54,02+ 0,8
SDS 1% 84,46 + 0,80
SDS 2% 82,07 £ 1,95

4.3 Druhy experiment s mou¢nymi Cervy

V tomto pokusu byli moucni Cervi krmeni ¢tyfmi typy krmiva a to H16L, H16S, STL
a otrubami. Pocate¢ni navazka Cerva byla primémé 28 g a byli krmeni 5 % své hmotnosti.
Kazdy den byli Cervi zvazeni stejné tak fekalni pelety a zbylé krmivo. I v prabéhu
tohoto pokusu doslo k zakukleni celkem 17 jedinci. V tabulce 10 je uveden pocet kukel
v jednotlivych vzorcich, nejvyssi pocet zakukleni byl u vzorku krmeného otrubami a nejmensi
u vzorku H16S. Procento prezivsich bylo ve vSech ptipadech nad 96 %, ale riznilo se dle typu
krmiva. K mrtvym jedincim byli pfidani i jedinci zakukleni, protoze ti byli také odstranéni
z chovné nadoby. U kontrolniho vzorku byl zaznamenén kanibalismus, ale pouze sedmého dne
a u dvou jedinca. V prubéhu pokusu byl pozorovan ubytek hmotnosti krmenych Cervi stejné
jako u pokusu jedna. Tento ubytek byl vyjadien v procentech a je uveden v tabulce 10.

Ve predchozich studiich byl vzdy zaznamenam nartst v hmotnosti cervi, je zde tedy jasny
vliv stafi Cervi, jelikoz nami pouziti byli 1-3 mésice stafi [30, 33]. Jak bylo jiz zminéno Cervi,
ktefi se chystaji na zakukleni pfijimaji méné potravy a v disledku toho ztraci cast své hmotnost.
Také by divodem snizeni hmotnosti mohl byt nedostatecny pfisun krmiva ¢i jeho slozeni.
Avsak oba tyto duvody vyvraci fakt, ze u vSech vzorkd zbylo krmivo u H16L 41,63 %,
H16S 44,20 %, STL 23,00 % a u otrub 0,94 %.
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Tabulka 10, ziskana data z pritbéhu experimentu dvé s moucnymi cervy

vzorek | pocet kukel | procento piezivSich [%] | ubytek hmotnosti [%] | zbylé krmivo [%o]
otruby 7 96,07 8,14 0,94
H16L 5 97,84 13,38 41,63
H16S 1 98,62 12,54 44,20
STL 4 98,28 10,37 23,00

Dale byla pozorovana konverze krmiva na fekalni pelety. Tabulka 11 udava praimérné
mnozstvi pelet vyprodukovanych kazdy den, celkovy zisk pelet a také kazdodenni vstiebanou
Cast krmiva neboli pfiristek hmotnosti Cerva. Z dat vyplyva, ze nejvice pelet bylo ziskano
uvzorku STL ato 7,267 g poté u otrub 6,389 g, HI16L 5,3 g a nejméné u H16S 4,906 g.
I kdyz vzorek STL vyprodukoval nejvice pelet nemél nejvyssi priristek hmotnosti za den,
ten mél kontrolni vzorek. To souvisi se slozenim krmiva. Zasadni slozkou krmiva, které muze
zasadné ovlivnit vyslednou vyzivovou hodnotu, jsou u bakterialni biomasy PHB, jehoz obsah
v biomase je u STL nejvyssi, a to 68,25 %. U dalSich typa krmiv obsah PHB tvofil
62,01 % H16L a 51,36 % u HI16S. Dal§im faktorem ovliviiujicim krmivo jsou bilkoviny
viz tabulka 14. U otrub jsou dilezitou slozkou bilkoviny a polysacharidy. Nami stanoveny
obsah bilkovin byl 17,29 % dle tabulky 14 a obsah polysacharidi byl prevzat ze studie
Beaugrand et al. z roku 2004, kde byl stanoven na 56,8 % [44]. Jedinci konzumujici biomasu
méli vyssi piijem proteinti nez jedinci krmeni otrubami. A pres to byl pfirastek hmotnosti
u otrubového vzorku vySSi. Z toho lze usuzovat, ze pouziti moucni Cervi preferuji stravu
bohatou na polysacharidy. Dalsim dikazem tohoto tvrzeni je také fakt, ze vzorek krmeny
otrubami mé nejméné zbylého krmiva. Po dobu trvani experimentu byl zaznamenan stoupajici
trend ve zbylém krmivu u vSech vzorka. U otrub a STL zacalo krmivo zistavat az od sedmého
dne u HI6L a HI16S jiz od prvniho. K produkci bakterialni biomasy STL byla pouzita
jako uhlikovy zdroj xyléza. Pravé pouziti sacharidu k produkci biomasy je mozny divod,
proc toto krmivo bylo Cervy preferovano.

Tabulka 11, mnozZstvi poskymutého krmiva, ziskanych fekdlnich pelet a zbylého krmiva. Paty sloupec
uddava prumeérnou kazdodenni konverzi krmiva ve fekalni pelety a Sesty kaZzdodermi priimérné mnoZstvi

vstirebaného krmiva, vztazeno na hodnotu zkonzumovaného krmiva

vzorek | Mirmivo [E] | Mpelety [g] Myhyi¢ kemivol€] | Konverze v pelety [g] | prirastek meeri [g]

otruby 14,045 6,389 0,146 0,788 + 0,09 0,601 + 0,102
H16L 14,032 5,300 5,842 0,589 + 0,20 0,172 + 0,500
H16S 14,028 4,906 6,201 0,545+ 0,30 0,169 + 0,130
STL 14,046 7,267 3,231 0,807 +£ 0,30 0,238 + 0,200
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Ziskané fekalni pelety byly pfesivany pies soustavu sit. Vzniklo tak pét frakci o velikosti
castic 0,5-0,1 mm. Velikost pelet zalezi na velikosti Cervi, a ta na jejich stafi. U vzorku H16L,
H16S a otrub je nejvice Castic o velikosti 0,3 mm u STL o velikosti 0,4 mm. Z toho vyplyva,
ze Cervi krmeni STL byli star§i. Dale byl u jednotlivych frakci stanoven obsah PHB dle postupu
v kapitole 3.4. Nejvy$si obsah byl stanoven u vSech typt ve frakci 2. U krmiva H16L a STL
byl u pelet stanoven nizsi obsah PHB nez v ptivodni biomase viz Tabulka 12. U frakce 2 byl
rozdil mezi plivodni biomasou a peletami pouze 1,12% u HI16L a u STL 0,46 %.
Nejlepsiho vysledku dosahl vzorek H16S, u kterého byl ve vSech frakcich stanoven obsah PHB
vyssi nez v krmivu (51,36 %) u frakce 2 az 63,73 %. Rozdil mezi krmivy je ve zptisobu suseni
a také obsahu PHB. H16S byl jako jediny typ krmiva suSen nikoli lyofilizovan a také obsah
PHB v tomto krmivu je o vice nez 10 % nizsi. Ve studii od Ong et. al zroku 2018 byl
zaznamenan vysS$i obsah PHA po biologické izolaci, a to z 55 % na 59 % a ve studii
od Zainab-L et. al z roku 2019 také [30, 33]. V této praci byly pouzity dva typy biomasy,
ato promyta a nepromyta. U nepromyté byl obsah PHA 68 % a u fekalnich pelet 72 %.
Promyta biomasa meéla lepsi vysledky, z puavodnich 70 % bylo dosazeno 82 % PHA
po biologické izolaci [33]. V obou studiich byla pouzita biomasa lyofilizovana.

Tabulka 12, hmotnosti ziskanych frakci a obsah PHB po biologické izolaci

krmivo PHB [%] frakce Mirakee [g] PHB [ %]
F2 1,3836 60,89 + 1,9
F3 2,6805 59,68 + 0,0
H16L 62,01 £ 0,95 F4 0,8042 59,11+29
F5 0,4833 56,66 + 2.9
F2 po 24 h 0,0650 37,87+ 19
F2 2,4083 63,73 + 0,04
F3 2,7733 59,19 + 0,95
H16S 51,36+ 11,30
F4 +F5 0,4203 58,47 + 0,60
F2 po 24 h 0,0891 46,41+ 1,70
F1 0,2561 58,22+ 0,0
F2 4,6781 67,79 + 0,0
STL 68,25 + 2,06
F3+F4 2,9182 66,96 = 1.8
F2 po 24 h 0,112 48,73 +9.7
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Po ukonceni pokusu byli ¢ervi ponechani 24 h bez krmiva. Po uplynuti této doby byli Cervi
dale zpracovani dle kapitoly 3.6.3 a 3.6.4. Obsah chovné nadoby byl pfesivan pies sito
s velikosti ok 0,5 mm, u takto ziskanych pelet byl uréen obsah PHB dle postupu v kapitole 3.4.
Obsah PHB byl stanovovan z divodu bilého zbarveni téchto pelet. Divodem tohoto stanoveni
bylo zjistit, zda bile zbarvené pelety maji vyssi obsah PHB nez pelety razové. Predpoklad
pro toto tvrzeni byl, ze barva krystalického PHB je bila. To vSak bylo vyvraceno, obsah PHB
byl stanoven u H16L 37,87 %, H16S 46,41 %, STL 48,73 %. Bilé zbarveni pelet nemusi
znamenat, ze se jedna o pelety s vyss§im obsahem PHB.

4.3.1 Precisténi

V prvnim pokusu s cervy bylo uréeno jako nejlepsi ¢inidlo k precisténi 0,1 M NaOH.
Timto roztokem bylo provedeno precisténi dle postupu v kapitole 3.6.2 také u dalSich
bakterialnich biomas. Tabulka 13 ukazuje obsah PHB pted a po precisténi. U prvniho pokusu
bylo timto procesem dosazeno Cistoty 91,06 % z ptuvodnich 54,02 %. V tomto stanoveni jsme
ziskali ¢istotu u H16L 82,12 %, H16S 78,66 % a STL 87,61 %. Ziskana Cistota je nizsi
nez u prvniho pokusu, to mohlo byt zptsobeno Spatnym zhomogenizovanim ziskaného
material® pied piipravou vzorku na plynovou chromatografii. Cistota PHB pii pouZiti
0,1 M NaOH byla 92-93 % ve studii zroku 2018 od Ong et. al. Proces precisténi byl
vSak komplikovan€j§i a pro uplatnéni ve vétSiim méfitku Spatné realizovatelny.
V nasem postupu byly pelety michany 1h v NaOH ptfi 50 °C. V porovnani bylo naSim
postupem docileno stejného vysledku jako u Ong et. Al zroku 2018, alesponi u prvniho
pokusu [30]. Nizka Cistota pelet je zptisobena zbytky biomasy, kusy Cervich svlecek a obsahem
proteint ve fekalnich peletach.

Tabulka 13, precistént fekalnich pelet roztokem NaOH 0,1 M

frakce 2 obsah PHB pred precisténim [ %] obsah PHB po pre¢isténi [%]
HI16L 60,89 + 1,90 82,1227
H16S 63,73 £ 0,04 78,66 + 1.5
STL 67,79 +£ 0,00 87,61 0,4

4.4 Obsah hrubych bilkovin

4.4.1 Obsah hrubych bilkovin v krmivu

Obsah hrubych bilkovin byl urcen dle postupu v kapitole 3.9. Jako prepoctovy koeficient byla
pro obé& stanoveni pouzita univerzalni hodnota 6,25. Tabulka 14 ukazuje procentualni obsah
hrubych bilkovin v jednotlivych typech krmiva. H16L a H16S maji zastoupeni bilkovin
totozné a to 27,99 %. Nizs§i obsah ma STL 21,87 %, zde se vSak jedna o jiny druh bakterie,
ato Schlegelella thermodepolymerans. Divodem rozdilného obsahu bilkovin by mohl byt
i obsah PHB, v nasem piipad¢ je vSak zastoupeni bilkovin ve vzorcich H16L a H16S stejné
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a obsah PHB se rizni o 10,56 %. Z vysledkii vyplyva, ze obsah bilkovin zalezi na druhu
bakterie 1 na obsahu PHB, ale pouze u vétSich rozdilti v obsahu PHB. Zalezi tedy na syntéze
a produkci biomasy. Obsah hrubych bilkovin v otrubach byl stanoven na 17,29 % coz spada
do rozmezi 13,2-18,4 % [45].

4.4.2 Obsah hrubych bilkovin v ¢ervi moucce

V kapitola 3.9 je popsan postup mineralizace a nasledné stanoveni obsahu hrubych bilkovin
ve vzorcich ¢ervi moucky vyrobené ususenim a rozemletim Cervi z pokusu dva. V tabulce 14
muizeme nalézt procentualni zastoupeni bilkovin v ¢ervi moucce. Nejvyssi obsah bilkovin byl
stanoven u vzorku STL 65,47 %, dale u vzorka H16S 57,53 %, HI16L 56,66 % a nejnizsi
u kontrolniho vzorku 52,27 %. Obsah hrubych bilkovin v moucce je dan sloZzenim a mnozstvim
ptijatého krmiva. Vzorek STL ma nizsi zastoupeni bilkovin v krmivu, ale cervy bylo
pozieno 73,00 % krmiva v porovnani s HI6L a H16S, které maji obsah bilkovin 27,99 %,
ale Cervi pozreli pouze 58,37 % H16L a 55,80 % H16S.

U kontrolniho vzorku bylo zkrmeno 99,06 %, obsah bilkovin byl u otrub stanoven
na 17,29 % a v cervi moucce na 52,27 %. Nizsi obsah bilkovin je zpisoben vy$sim obsahem
lipidd, kvili straveé bohaté na polysacharidy napt. ve studii od Hong et al. z roku 2020 byl obsah
stanoven na 53,22 % [46] ¢i u Cho et al. z roku 2021 na 54,88 % [47]. Slozeni se rizni i stafim
jedinct, ve studii od Zainab-L et al. z roku 2019, kde byli pouziti jedinci stafi 30 dni a bylo
dosazeno 79,00 % proteini u Cervi krmenych promytou biomasou C. necator HI16
a 62,00 % u Cervi krmenych otrubami [33].

Tabulka 14, obsah hrubych bilkovin v krmivu a cervi moucce

vzorek | obsah hrubych bilkovin v krmivu [%)] | obsah hrubych bilkovin v ¢ervi moucce [%o]
STL 21,87+ 1,20 65,47 + 1,20

H16L 27,99 + 2,50 56,66 + 1,30

H16S 27,99 + 2,50 57,53 £ 0,02

Otruby 17,29 + 0,07 52,27 + 0,00

4.5 Obsah vody v mouénych ¢ervech

Obsah vody v Cervi moucce byl stanoven suSenim Cerva a jejich naslednym rozemletim.
Primérné 5 g Cervl bylo suSeno 72 h pii 70 °C, poté pomleto a dale suseno 72 h pii 50 °C.
Obsah vody byl ur€en z rozdilu ptivodni navazky a ususené ¢ervi moucky. Obsah vody u Cervi
krmenych bakterialni biomasou STL, H16S, H16L je podobny a vy§si nez u kontrolniho vzorku.
Moucni Cervi piijimaji vodu z potravy, rozdil v obsahu vody zptusobuje tedy typ krmiva.
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Tabulka 15, obsah vody v cervi moucce po 72 h sueni pri 70 °C a 72 h suSeni p#i 50 °C

vzorek Myed susenim [E] My suseni [E] obsah vody [%]
5,007 1,8264
H16L 64,21 +£0,97
5,005 1,7575
5,004 1,7899
H16S 64,71 +£ 0,70
4,999 1,7413
5,006 1,7885
STL 63,91+ 0,50
5,000 1,8225
5,000 2,0239
Otruby 59,33 £ 0,30
5,003 2,0440

4.6 Mikroskopické pozorovani

Bylo provedeno mikroskopické pozorovani fekalnich pelet moucnych Cervi krmenych vSemi
typy krmiva, jedna se o vzorky H16S, otruby, STL a HI16L z obou pokusut. Fekalni pelety byly
u vSech vzorki z frakce 2 tedy velikosti 0,4 mm. Tato metoda byla provedena zdavodu
porovnani fekalnich pelet ziskanych od cervli konzumujicich otruby a biomasu, zjisténi jejich
tvaru a piipadné pritomnosti jinych Ccastic, pofizené snimky jsou na obrazcich 4-8.
Fekalni pelety vSech typt maji nepravidelny tvar podobny ovalu se ¢lenitym povrchem.
Zbarveni pelet se odviji od barvy krmiva, také misty muzeme najit hnédo-oranzové lesklé kusy
svleCek. Rozdilem mezi peletami Cervi krmenych biomasou a téch krmenych otrubami
je zejména v barvé a v mensi Clenitosti u pelet od otrubového vzorku, avsak tento rozdil muze
byt zpisoben prave tmavsi barvou, na které nejde ¢lenéni dobie rozpoznat. U obrazka 4, 5, 6, 7
muzeme pozorovat vyskyt Castic s hladkym povrchem. Jedna se o Castice zbylé biomasy
o stejné velikosti jako pelety.

Na obrazku 4 muzeme vidét fekalni pelety vzorku H16S, také se zde nachazi hladka leskla
Castice oranzové barvy, jedna se o zbylé krmivo. Na samotnych fekalnich peletach si mtzeme
povsimnou rizného zbarveni. Toto zbarveni nam muze pomoci rozdélit jednotlivé slozky
fekalnich pelet. Bila barva je PHB, oranzova nestrdvena biomasa, oranzovo-hnédé lesklé
kousky jsou c¢asti Cervich svlecek.
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Obrazek 5, snimek fekdalnich pelet vzorku HIG6L z prvniho pokusu
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Obrazek 7, snimek fekalnich pelet vzorku STL.
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Obrazek 8, snimek fekalnich pelet kontrolniho vzorku

4.7 Stanoveni molekulové hmotnosti

Molekulova hmotnost byla zméfena dle postupu v kapitole 3.7.1, kazdy vzorek byl promeéten
tfikrat a zprimérovan. Molekulovd hmotnost PHB by méla byt v rozmezi 10*-3-10° Da,
stanovené hodnoty spadaji do tohoto rozmezi [48]. U vzorki H16S a STL se molekulova
hmotnost snizuje s procesem biologicke izolace a pfecisténim. AvSak u HI6L dojde k zvySeni
Mw po biologicke izolaci a poté k snizeni po precisténi. Z dat vyplyva, ze po preciSténi dochazi
k vyrazngjsi ztrat€ molekulové hmotnosti nez po samotné biologické izolaci PHB.
To je zpusobeno procesem Cisténi, ktery zahrnuje ztratu puivodni granulové formy pelet
a také vystaveni teploté 50 °C.
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Tabulka 16, molekulové hmotnosti (Mw) PHB v biomase, fekalnich peletdch a precisténych fekdalnich

peletdach., hodnota indexu polydisperzity D

vzorek Mw [kDa] b

H16L biomasa 193,3+4,9 1,19+ 0,04
H16L1 fekalni pelety 451,87+ 1,3 1,22 +0,04
H162 pelety druhy pokus 278,17+ 11,6 1,26 £ 0,02
H16L1 precisténé pelety 232,63 +7,5 1,44 £0,11
H16S biomasa 343,67+9,4 1,29 £ 0,06
H16S fekalni pelety 33547+5,8 1,29 £ 0,05
H16S precisténé pelety 227,63 +5,8 1,44 £0,03
STL biomasa 1327,07 £ 24,4 1,13£0,01
STL fekalni pelety 1136,00 + 24,9 1,26 £ 0,08
STL precisténe pelety 750,43 £ 10,1 1,33 £ 0,07

4.8 FTIR analyza

FTIR analyza byla provedena pro zjisténi miry uspé€snosti biologické izolace. V prubehu
biologické izolace by meélo dojit ke snizeni obsahu proteini. U FTIR spekter odpovidaji
proteinim tii piky. Prvni pik je okolo hodnoty 3300 cm (A) zaznamenava absorpci
amidové A vazby, k absorpci amidové I vazby dochazi u hodnoty 1640 cm™ (B) a hodnota
1540 cm™ (C) odpovida amidové vazbé II [49]. Obrazky 9-13 znazortiuji FTIR spektra
pouzitého krmiva a ziskanych fekalnich pelet a jsou zde zaznaCeny i vySe popsané piky
proteind. U vSech druht spekter doslo ke snizeni piku A, B a C. Obsah proteint je po pruchodu
travicim traktem moucného Cerva nizsi nez v jeho krmivu.
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5 ZAVER

Tato prace se zabyva metodou biologické izolace PHA moucnymi Cervy. Jedna se o metodu,
kde dochazi k oddéleni PHA od zbytku bunécnych struktur prichodem travicim traktem
moucného Cerva. V této praci byly pouzity dvé bakterie pro produkci bakterialni biomasy
s obsahem PHA, a to Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 a Cupravidus necator H16
CCM 3726.

Nejprve byly pfipraveny jednotlivé typy krmiva pro moucné Cervi. Kultivace bakterialni
biomasy se liSila dle druhu bakterie. Vyprodukovand biomasa byla nasledné analyzovana
pro zjisténi obsahu PHB a zpracovana na krmivo lyofilizaci ¢i suSenim. Obsah PHB
v jednotlivych typech krmiva byl uren v rozmezi 50-70 %. Experiment s mou¢nymi Cervy
probéhl dvakrat za stejnych podminek a trval deseti dni. V prvnim pokusu byla jako krmivo
pouzita lyofilizovana biomasa H16L a pro kontrolni vzorek otruby. V pribéhu deseti dni byla
pozorovana konverze krmiva do formy fekalnich pelet. Ziskané fekalni pelety byli po ukonceni
pokusu presivany pies soustavu sit pro urceni jejich velikosti a nasledné byl urcen obsah PHB
v kazdé frakci. Obsah PHB v ziskanych frakcich byl niZ§i nez v ptvodni bakterialni biomase.
Po dobu trvani pokusu také doslo k zakukleni 4 jedinct, ubytku hmotnosti moucnych Cervu
au vzorku krmeného H16L nebylo zkonzumovano 13,63 % krmiva. V druhém experimentu
s moucnymi Cervy bylo pouzito stejné krmivo H16L a otruby jako v pfedchozim pokusu
a také susend biomasa HI16S a lyofilizovana biomasa STL. Fekalni pelety ziskané
v tomto pokusu od vzorku krmeného H16L a STL mély nizsi obsah PHB neZ ptivodni biomasa.
Vzorek Cervii krmenych H16S mél jako jediny vyssi obsah PHB ve fekalnich peletach,
atoazo 12,37 %. Procento ptezivsich bylo u vSech vzorki vyssi nez 96 %, a odvijelo
se predevsim od poctu zakuklenych jedinct. Také u tohoto pokusu byl pozorovan ubytek
hmotnosti a u vSech vzorki nebylo zkonzumovano veskeré krmivo u H16S 44,20 %,
H16L 41,63 %, STL 23,00 %, otrub 0,94 %.

Moucni Cervi v obou pokusech byli staii 1-3 mésice. Stafi Cervi a slozeni krmiva jsou
divody, pro¢ nebylo zkonzumovano veskeré krmivo. Moucni Cervi ve fazi pred zakuklenim
pfijimaji méné potravy. Z pohledu pouzitého krmiva a jeho slozeni preferovali ¢ervi krmivo
s niz§im obsahem proteind. Mikroskopickym pozorovanim fekalnich pelet bylo zjisténo,
ze u vzorkl krmenych biomasou se mezi fekalnimi peletami vyskytuji i Castice zbylé biomasy.
Pozorovanim bylo také zjisténo, ze ziskané pelety maji riizné barvy, které znaci rizné slozeni
fekalnich pelet. Pelety obsahuji PHB i proteiny, v nékterych pfipadech i1 kusy Cervich svlecek.
Obsah proteina v peletach byl prokazan i FTIR analyzou. Necistoty v biologicky izolovaném
PHB jsou zplsobeny zbylou biomasou, Cervimi svleckami a obsahem bilkovin v peletach.
vice Cinidel, ale nejlepsi vysledky mél 0,1 M NaOH a to az 91,06 % u prvniho pokusu.

Po ukonceni pokusu dvé byla z moucnych Cervii vyrobena Cervi moucka. Moucka byla
analyzovana na obsah hrubych bilkovin Kjeldahlovou metodou. Nejvyssi zastoupeni hrubych
bilkovin bylo stanoveno u vzorku STL nejniz§i u kontrolniho vzorku. Obsah bilkovin je
ovlivnén mnozstvim zkonzumovaného krmiva a ptivodnim obsahem bilkovin.
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Zaver této prace je, ze biologicka izolace je vhodna pro izolaci PHB, ale ziskané fekalni
pelety vyzaduji pfecisténi napiiklad 0,1 M NaOH. Hlavni faktor, ktery ovliviiuje vysledek
izolace je stafi Cervu. Zajimave je, Ze nejlepsiho vysledku z pohledu izolace PHB dosahl vzorek
H16S, kde pii ptipraveé krmiva doslo k suseni nikoli k lyofilizaci. Jednim z cilu této prace méla
byt také charakterizace pouzitych Cervu pro dal§i vyuziti. Vyrobena ¢ervi moucka obsahovala
vyss§i mnozstvi bilkovin u vzorkd krmenych biomasou nez u kontrolniho vzorku krmeného
otrubami. Také nebyl v &ervi mouGce uréen zadny obsah PHB. Cervi moucka ziskana
z moucnych Cervl pouzitych k biologické izolaci ma dobré vyzivové hodnoty pro dalsi vyuziti
v krmivaiském ¢i potravinarském pramyslu. Bakterie Schlegelella thermodepolymerans byla
v této praci poprvé pouzita jako krmivo pro moucné Cervy a z vysledkd je patrné, ze moucni
cervi tuto biomasu preferuji pred bakteridlni biomasou C. necator H16. Pii produkci
C. necator H16 byl pouzit fritovaci olej, coz je levnéj§i zdroj uhliku nez xyléza pouzivana
u kultivace bakterie Schlegelella thermodepolymerans. Pro dal8i praci na toto téma by bylo
vhodné, kdyby stafi pouzitych moucénych Cervii bylo maximalné€ jeden mésic, nebo by piipadné
byla snizena krmné davka. Déle by bylo vhodné zaméfit se na suSeni biomasy misto lyofilizace,
a tim snizit cenu procesu. Cenu procesu také snizuje pouzity fritovaci olej vyuzivany
pro kultivaci C. necator H16.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A
b
FTIR
H16L
H16S

LDPE

PHA
PHB
PS

PVC
SCP
SDS

STL

absorbance

index polydisperzity

infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
lyofilizovana biomasa Cupravidus necator H16
suSena biomasa Cupravidus necator H16
polyethylen s nizkou hustotou

molekulova hmotnost

polyhydroxyalkanoaty

poly(3-hydroxybutyrat)

polystyren

polyvinylchlorid

mikrobiélni protein

dodecylsiran sodny

lyofilizovana biomasa Schlegelella thermodepolymerans
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