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ABSTRAKT

Tato bakalarskd prace se zabyva modifikaci porozity bakterialni celuldzy in situ pomoci
bakterie Komagataeibacter xylinus. Teoreticka Cast prace byla zaméfena na reSers§i raznych

zpusobu kultivace Komagataeibacter xylinus a produkci porézni bakterialni celulozy.

Velikost poru bakterialni celulozy zavisi hlavné od zpusobu kultivace Komagataeibacter
xylinus. Bakterialni celul6za produkovana staticky nebo dynamicky obsahuje pory velikosti
od 0,02 pum do 10 um. Experimentalné byl potvrzen rozdil v porozité ve vzorkach bakterialni
celulozy pfiipravené statickou a dynamickou kultivaci. Byly také porovnané vytézky
jednotlivych kultivaci. Porozita bakterialni celulozy byla dale in situ modifikovana ptidavkem
castic vosku. Rastrovaci elektronova mikroskopie potvrdila, ze pfidavkem cCastic vosku je

mozné vyznamné podpofit porozitu bakterialni celulozy a zaroven zvysit jeji produkci.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the production and modification of porosity of bacterial
cellulose in situ using the bacterium Komagataeibacter xylinus. The theoretical part of the
work was focused on the review of various methods of culturing Komagataeibacter xylinus

and the production of porous samples of bacterial cellulose.

The sizes of pores in bacterial cellulose depend mainly on the applied cultivation method.
Bacterial cellulose produced statically or dynamically contains pores with the dimensions of
approximately 0.02 um to 10 um. The difference in porosity in bacterial cellulose prepared by
static and dynamic cultivation was confirmed experimentally. The production yields of
bacterial cellulose were compared and discussed. Next, the porosity of the bacterial cellulose
was modified in situ by the addition of wax particles. Scanning electron microscopy
confirmed, that the accumulation of wax particles in the production medium could
significantly support the porosity of bacterial cellulose and, at the same time, increase its

production.
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1. UVOD

Dnes existuje pies 15 tisic materiald, které se nachazeji ve stovkach modifikaci. Polymery
jsou nejvice se rozvijejici skupinou novych materialt. Na jejich bazi se také vytvareji rizné

kompozity. Pravé celuloza diky svym vlastnostem dokaze vylepsit rysy riznych materiald.

Celuloza je jednim z nejrozsifenéjSich biomateriali na Zemi a jednou z jejich nejvétSich
vyhod je obnovitelny zdroj v prirodé. Obecné je syntetizovana rostlinami a pfedstavuje hlavni
slozku buni€iny, z niz se vyrabi papir. Také je produkovana nékterymi bakteriemi a syntéza

bakterialni celulozy byla nejaktivnéji studovana u Acetobacter xylinum.

Bakterialni celuloza je Cista forma celulozy (neobsahuje hemicelulézu a lignin) a diky svym
fyzikéalné-chemickym a mechanickym vlastnostem se stala vysoce funkénim biopolymerem,
ktery se ¢im dal vice aplikuje v oblastech biolékarstvi, kosmetiky a potravinafstvi. Jeji
fermentace je velmi draha, a proto se vyuziva omezené. Pii jeji produkci lze pouzit levné
zdroje uhliku, kterymi muzou byt odpady produkované naptiklad v potravinarském pramyslu,
¢imz se jeji syntéza stane ekonomicky a taky environmentalné efektivnéjsi. Na druhou stranu
relativné nizky vytézek, ktery se pohybuje v gramech na litr produkéniho média, Casova

naro¢nost a nachylnost bakterii na okolni podminky brani jeji primyslové vyrobé.

Bakterialni celuloza se dale vyznacuje velkou porozitou, ktera mize byt ovlivnéna in situ pii
kultivaci bakterie produkujici celulézu. Tato sit vzajemné propletenych pord se vyuziva

v lékarstvi, kdy se pordzni bakterialni celul6za muze aplikovat jako nahrazka odstépené kosti.

Cilem této bakalarské prace je pravé syntéza mikroporézni bakterialni celuldozy pomoci
ptidanych voskovych ¢asticek do média, a tim se predpoklada zvysSeni porozity produkované

celulozy oproti celuloze fermentované v médiu bez sférickych zabran.



2. Teoreticka cast

2.1 Celuloza

Celuloza je primarnim strukturnim materidlem bunécnych stén vysSich rostlin a je zakladni
slozkou celého rostlinného zivota. Je to nejhojnéjsi organicky biopolymer na svété s odhadem
produkce vice nez 1x10'! tun ro¢n&. Ma prakticky nevy&erpatelny zdroj obnovitelné energie.
Jeji zdroje jsou velmi rozmanité. Celuldza se nachazi v mnoha stromovych a rostlinnych
tkani. V pfirodé¢ je Casto celuléza spojena s dalSimi latkami, jako je lignin, pektin,
hemicelulozy, tuky a bilkoviny. Taky lze celul6zu najit v mnoha zivych organismech. Byla

dokazana u sinic, ur¢itych hub, fas a bakteriich [1].

Molekularni struktura celuldzy, kterd je znazornéna na Obrazku I, poukazuje na to, ze
celuloza je homopolymer monomernich jednotek P-D-glukézy spojenych pomoci B-1,4

glykosidické vazby. Tato vazba udava tyCinkovity charakter celulozy [1].
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Obrazek 1: Molekulova struktura celulézy [2]

Polymeracni stupen celulozy ovliviiuji jeji zdroje a separace. Vodikové mustky taky zabranuji
jeji taveni pii vysoké teploté. Diky vodikovym vazbam se na celulozu muze navazat voda.
Vazbu jejiho uhliku s vodou mtuzeme vidét na Obrdzku 2. Tato vazba umoziuje dalsi skvélou
vlastnost celulozy a to udrzet velké mnozstvi vody. Déle se taky celuldza vykazuje vysokym

stupném polymerace [1].



Obrazek 2: Struktura molekuly celulézy ukazujici vazbu vodiku s vodou [1]

2.1.1 Bakterialni celuléza
Celuloza mulze byt extracelularné vylucovana urCitymi bakteriemi patficimi k rodim
Acetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Pseudomonas, Rhizobium nebo Sarcina.

Nejucinnéj§im producentem bakterialni celuldzy (BC) je Acetobacter xylinum [2].

Mezi BC a naptiklad dfevénou celuldzou jsou velmi dilezité rozdily, a to hlavné ve struktufe.
Strukturu bakterialni a dfeveéné celulézy muzeme vidét na Obrdzku 3. BC je produkovana
biosyntetickymi metodami na rozdil od metod ziskavani celulézy chemo-mechanickymi
procesy. Bakterialni celuldéza je vyluCovana jako vldkno ve tvaru pasu, které je slozeno
z nanofibril, jejichz plocha fezu je okolo 2-4 nm. Tyto mikrovlakna pravé vytvaii jeji velmi
porézni sitovou strukturu, kterd se vyznacuje vysokou krystalizaci. Krystalizace piidava
celuloze dalsi vnitini vlastnosti, jako napiiklad vysoky modul pruznosti, ktery je vyssi nez
jakakoli jina pfirodni vlakna. BC je taky Cisty polymer a neobsahuje latky jako hemicelulozu
a lignin, které jsou prave pifitomny u rostlinné celulozy. Bakterialni celuléza tedy oproti

rostlinné nevyzaduje pro jeji Cisténi rizné chemické oSetfeni [2].

Syntéza celulozy bakterii Acetobacter xylinum probiha v plazmatické membrané na povrchu
bunék. Pii syntéze je bakterii vyuzivan uhlik, ktery se ziska z zivného média. Syntetizovana
celuloza se polymeruje se do linearnich B-1,4-glukanovych fetézct. Tyto fetézce se navzajem

spojuji za vzniku zelatinové membrany, tedy celul6zového vlakna [3, 4].
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Obrazek 3: Porovnani mikrofibril celulézy: a) celuléza syntetizovana bakterii Acetobacter

xylinum; b) celuldza ziskana ze di‘eva [5]

Bakterialni celuléza diky svym vlastnostem je velmi prospésna mnoha odvétvim. Vyuziva se

napfiklad v 1ékafském, v potravinaiském a papirovém prumyslu.

Bakterialni celuloza v mediciné

V mediciné diky své jedinecné struktufe a vlastnostem je mikrobidlni celuloza vyuzita pro
fadu lékarskych aplikaci a aplikaci tkafiového inzenyrstvi. Mize byt pouzita jak pro péci o
rany, tak pro regeneraci poskozenych nebo nemocnych organd. Napiiklad mikrobialni
celulézova membrana byla uspéSné pouzita jako zafizeni pro hojeni ran vazné poskozené
pokozky a jako nahrada cév malého priméru. Dale diky jeji vlastnosti zadrzovat veliké

mnozstvi vody je BC idealni pro vysoce kvalitni obvazy na rany [5, 6].

Urcita 1ékarska aplikace si urCuje konkrétni struktury celulozy. Naptiklad pro umeélou
pokozku by celuloza méla vykazovat vysokou porovitost a to pro lepsi integraci koznich
bunék. Celul6za pouzita jako obvaz, by méla byt co nejméné porézni a méla by ranu udrzovat

vlhkou béhem procesu hojeni [6].

Stale nejdulezitéjsi pozadavek biomedicinského materialu je biokompatibilita, co znamena, ze
celuloza by méla zustat v kontaktu s zivou tkani bez toho, aby zptisobovala jakékoli toxickeé
nebo alergické vedlejsi ucinky. Existuje ne€kolik studii kompatibility in vivo, které pouzivaly
mikrobialni celulézu na zvifatech. Naptiklad v nedavnych studiich byly kousky mikrobialni
celulozy implantovany krysam. Implantaty nevykazovaly zadné znamky zanétu. Misto toho

byla pozorovéana tvorba novych krevnich cév kolem a uvnitt implantované celulozy. Taky




bylo zjisténo, ze fibroblasty byly schopny proniknout poréznéj§i stranou celuldozové

membrany a noveé vytvorena tkan obsahovala fibroblasty a nové syntetizovany kolagen [6].

Jak uz bylo vySe zminéno tak mikrobialni celuldza se pouziva jako vysoce ucinny obvazovy
material vhodny pro hojeni popalenin a chronickych ran. Diky riznym studiim bylo
prokazano, ze popalenina léCena pomoci membran celuldzy se hojila daleko rychleji nez
popaleniny, které byly 1éCeny konvenéni cestou, jako napiiklad pomoci vlhké gazy a raznych
masti. Taky je velka vyhoda mikrobialni celulozy ve tvarovani a prizpusobeni raznych kontur,

napftiklad obliceje, co mizeme vidét na Obrdzku 4 [5,6].

V praxi BC hlavné vyuzivaji plasticti chirurgové k 1écbé jizev, otoku, ale taky ke zmirnéni

bolesti po operaci [5].

Obrazek 4: Bakterialni celuléza pouzita pri lécbé oblicejové popaleniny [6]

Bakterialni celulé6za v kosmetice

Jak uz bylo zminéno v medicinskych aplikacich mikrobialni celuldzy, tak celuloza je vysoce
kompatibilni material. Velmi dobré vysledky pfi 1éCeni popalenin pomoci mikrobialni
celulozy tak dalo za vznik mySlenky pouzit celulézu i v kosmetickém odvétvi. Skvélé
vlastnosti celulozy jako jeji vynikajici pfilnavost k pokozce, dale je tvorena hustou siti vlaken
spojenych velkym mnozstvim vodikovych vazeb, diky kterym je obsah vody v membrané

velmi vysoky a muze puasobit jako zvlhéujici prvek, ji davaji velmi dobry piedpoklad
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k aplikaci v kosmetickém odvétvi. Napriklad podle riznych vyzkuma zvysilo vyuziti
mikrobiélni celulozy k hydrataci pokozky az o 28 % vice nez tradi¢ni mokry obklad. Taky

bylo zaznamenano snizeni kozniho mazu a rozjasnéni pokozky [7].

Bakterialni celuléza v potravinarském primysiu
Chemicky cista celuloza mize byt pouzita ve zpracovanych potravinach jako zahustovadlo a
stabilizator. Gelové vlastnosti mikrobialni celuldzy a jeji nestalost v zazivacim traktu ¢lovéka

vytvorily jeji potravni zakladnu [8].

Prvni pouziti mikrobiélni celulozy bylo na Filipinach, kde bylo pfidavano naptiklad do zelé, a
od té doby je oblibenym obcerstvenim. Je pouzivana taky diky své vyrazné mekké strukture a
vysokému obsahu vlakniny. Acetobaktery byly péstovany spolu s kvasinkami v Cajovém
extraktu. To se pije v Japonsku jako kombucha neboli mandzusky ¢aj pro zlepSeni

zdravotnich problémt. Ma svou charakterni nasladlou chut [8].

V potravinaiském svété je taky velky zajem o pridatné latky, které neobsahuji tuky a tim zacal
velky zajem o celulozu. Napiiklad pfidani 10 % bakterialni celulézy k masové kouli ptidalo
masu na Stavnatosti a to proto, ze BC maji vynikajici schopnost drzet vodu. Celuloza se tak

povazuje za potencialni nahradu tuku v emulgovanych masnych vyrobcich [9].

Bakterialni celuléza v papirenském priamysiu

BC se v papirenském pramyslu zacala pouzivat pro zlepSeni jeho vlastnosti. Bakterialni
celuloza poskytuje hladsi povrchy s vyssim leskem bez nijakého vlivu na fyzikalni vlastnosti.
Taky vyssi odolnost proti adsorpci vody. VSechny studie, které se timto zabyvaly, potvrzuji
zlepSeni vlastnosti vysledného papiru, co dava potencial vzhledu novych papirenskych

vyrobki [10].

2.2  Bakterie rodu Acetobacter

Acetobacter xylinum - dalSim nadzvem Komagataeibacter xylinus, je nejvice studovanym a
nejucinngj§im producentem bakterialni celulozy. Sviij metabolismus dokaze pftizpasobit
raznym cukrim a vyuzit je pfiCemz produkuje jako extracelularni produkt bakterialni celulozu
do kapalného média. Tento rod tvoii aerobni, gram-negativni bakterie, které ke své fermentaci
potiebuji prostiedi pii pH 3 az 7 a teploté mezi 25 a 30°C a za pouziti sacharida jako zdroje

uhliku [11].
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2.3  Produkce bakterialni celulozy
Optimalizaci produkce BC se zaobira velké mnozstvi védct. Hledaji urcité rastové podminky
k maximalizovani vytézku bakterialni celulézy, aby se mohla vyuzivat v pramyslu.
Porovnavaji rizné metody kultivace a rizné typy sacharida, které jsou dulezité jako zdroj
uhliku pro tvorbu celulézy. Kromé zdroje uhliku je pro optimalni produkci BC taky dilezity
typ a objem média, pH, objem inokula, povrchova plocha kadinky, ve které dochazi

k inkubaci, inkuba¢ni doba a mnoho dalSich aspektt [12].

2.3.1 Zdroje uhliku
Rust pelikul s riznymi zdroji uhliku studovali napfiklad Tarr a Hibbert (1931). Pouzili 25
vzorkd, ze kterych ziskali nejproduktivnéjsi cukry k produkci celulozy. Staly se jimi fruktoza,
glukéza a mannitol. Z tohoto poznatku lze vyvodit, ze sacharidy, které poskytuji nejvyssi
vytézek syntetickych polysacharidi, jsou hexozy. Disacharidy, jako laktoza, sacharoza a
maltdza taky zplisobuji tvorbu polysacharidd, ale jejich vytézek je daleko mensi nez u vyse
zminénych monosacharidi. I doba syntézy je delsi, protoze se predpoklada dalsi metabolicky
krok, kterym je katalyza disacharidu na monosacharidy. Z vysledka taky vyslo, ze i glycerol
poskytuje vysoky vytézek polysacharidu, protoze A. xylinus oxiduje glycerol na B-uhliku za
tvorby dihydroxyacetonu. Dvé molekuly dihydroxyacetonu polymerizuji za vzniku fruktozy,

ktera se nasledné syntetizuje na polysacharid [13].

Pti primyslové tvorbé BC je taky velmi dilezity aspekt financni stranka vyroby. Pro snizeni
nakladu se daji vyuzit odpadni produkty, které obsahuji vhodny uhlikovy zdroj pro biosyntézu
bakterialni celulozy. Piikladem muze byt napiiklad shnilé ovoce nebo vedlejsi odpady

potravinaiského a pivovarského prumyslu, odpady z vyroby bionafty, cukrovinek [14, 15].

2.3.2 Rezimy pri kultivaci bakterii
K optimalizaci bakterialni celuldzy patfi i jeji produkce — statickd, dynamické a kontinualni.
Ve vSech metodach je potfeba naockovani suspenze mikroorganismi do média — inokulum,

které se nasledné€ da kultivovat vétSinou po dobu jednoho az tii tydnt [16].

Staticka kultivace

Staticky rezim kultivace probiha v klidu v plochych nadobach, kdy je inokulum ponechano ve
statickych podminkach. Pti statickych podminkach se vytvari BC jako zelatinova membrana,
ktera se vytvari na rozhrani vzduch - povrch kultiva¢niho média. Tvofi se jako biofilm kolem
okraje banky a §ifi se smérem ke stfedu. Celuloza vytvorena statickou metodou ma velmi

husté 3D sité s vysokou porovitosti. Diky témto skvélym vlastnostem vysledné celulozy se
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staticka kultivace v laboratornim meéfitku pouziva nejcastéji. I kdyz je produkce bakterialni
celulozy pfi statické metodé celkem vysoka, jeji Casova narocnost a vysoké naklady na

fermentaci zabrariuji k jejimu pouziti v pramyslu [16, 18].

Dynamicka kultivace

Dynamicky rezim kultivace bakterii mize byt provadén jak v Erlenmeyerovych barkach pfi
michani v tfepacce, tak taky muaze byt v bioreaktorech pii mechanickém michani a michani
pomoci vzduchu. Druhy zptsob je vyhodnéjsi pro vyssi produkci celulozy a to diky kysliku,
ktery hraje kliCovou roli b&hem jeji biosyntézy. Bylo zjisténo, ze pfivod vzduchu
obohaceného kyslikem zvysi rychlost a produkci BC v agitované kultufe az o 50%. Avsak
nadmérné michani mize zplsobit tvorbu nepravidelnych vlaken celulozy a zvyseni viskozity
fermentacniho média, co by dale ovlivnilo difuzi vzduchu do média. Michaci kultivace
v Erlenmeyerovych barikach muze probihat v tfepacim inkubatoru, ve kterém se da nastavit
teplota a rizné hodnoty otacek za minutu, pfi kterych je inokulum michano po urcity pocet
dni. Inkubovanou tfepacku, ktera byla pouzivana v experimentalni ¢asti této bakalarské prace,
muzeme vidét na Obrazku 5. BC ziskana dynamicky, je vlaknita nebo ve formé pelet. Tato
kultivace ma vSak negativum a to, Ze takto produkovana celuloza vykazuje zmény
v mikrostrukture a vlastnostech, jako je nizkd mechanicka pevnost celuldzy, nizky index
krystalinity, nizkd molekulovda hmotnost a nizky stupenl polymerizace. Navzdory témto
vlastnostem nékteré vyzkumy naznaCuji, Ze agitovana kultura v bioreaktoru muze byt

nejvhodnéjsi technikou pro vyrobu BC v ekonomickém meéfitku [16-19].
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Obrazek 5: Vlastni fotografie inkubované tiepacky pouzité k dynamické kultivaci bakterialni
celulézy

Produkce BC kultivované staticky a dynamicky

Ve své studii Wang, Tavakoli a Tang (2019) zkoumali pravé statickou a dynamickou metodu
kultivace a predpokladali, ze pfi michané kultivaci bude bakterie produkovat vyssi mnozstvi
celulozy, protoze obsahuje vétsi mnozstvi rozpusténého kysliku. Zjistili ale, ze nadmérny
pfisun kysliku vede ke snizeni tvorby BC, protoze v kone¢ném vysledku pii zvySeni rychlosti
dodavky kysliku do kultivacniho média, bylo produkovano skoro stejné mnozstvi BC staticky
i dynamicky. Dal§im faktorem, ktery mohl pfispét ke snizeni produktivity, je geneticka
nestabilita bakterie, co znamend, ze ne vsSechny bakteridlni kmeny jsou vhodné pouzit
dynamickou cestou za ucelem zvysSeni vytézku BC. Jejich vysledek kultivace celulozy pomoci
Gluconacetobacter xylinum pii pouziti 50 g/l glukézy jako zdroj uhliku za statickych a za

dynamickych podminek mtizeme vidét na Obrdzku 6 [20].

Produkce BC také zalezi na vybraném médiu, tedy roztoku chemickych sloucenin, diky
kterym celuloza roste. Védci Atykyan et. al (2020) zjistili, ze urcité pridané latky do média
maji za nasledek vyssi produkci BC za ur€itych podminek. Naptiklad pfidanim 1,5% ethanolu
a melasy do roztoku média se daleko vice zvysi produkce celulozy pfi statickych podminkach.
Naopak, kdyz se ptidal roztok melasy a 0,5% kyseliny askorbové, byl zaznamenan daleko
vyssi vytézek pii dynamické kultivaci. Tyhle d€je mize mit za nasledek zména konformace

bakterialni celulozy béhem kultivace bakterii v médiu rizné slouceniny [22].
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Obrazek 6: Graf v zavislosti vyprodukovaného mnozstvi celulozy staticky a dynamicky za
urCitou dobu [20]

Strukturu vyprodukované bakterialni celulozy dynamickou a statickou kultivaci muzeme

nasledné porovnat na Obrdzku 7 .

Obrazek 7: Rozdil struktury bakterialni celulozy kultivované staticky a dynamicky [20]

2.3.3 Bioreaktory pro fermentaci bakterialni celulézy
Fermentace BC v bioreaktorech muze vyznamné zvysit jeji vytézek a zkratit dobu produkce i
snizkymi vyrobnimi naklady. Bioreaktory pak tedy muzou zajistit jeji produkci
v prumyslovém méfitku. Jejich jedina nevyhoda je ve struktufe ziskané celulozy. Je podobna
jako u agitované kultury, kdy ma Spatné strukturni vlastnosti, a proto takto ziskana celul6za

nelze pouzit ve vSech odvétvich. Napriklad v 1€katstvi, kdy je potieba, aby celuloza méla
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ur¢ité vlastnosti vhodné k typu jejimu pouziti, nelze pouzit syntetizovanou bakterialni

celulozu z bioreaktoru [20].

Bioreaktory zajistuji pfisun kysliku a zivin do kultivaéniho média. Ke zvySeni dodavky
kysliku mize byt pouzit bioreaktor s michanou nadrzi, ale tato metoda ma velmi vysokou
spotiebu energie. Dal§im moznym typem fermentaéniho reaktoru je naptiklad Airlift
bioreaktor. Je to vézovy reaktor, ktery micha kultivatni médium pomoci vytlaovaného
vzduchu Cerpadlem. Tento reaktor je energeticky vyhodnéjsi a jeho produkce celulézy je az o
50% vy$si nez pii jeji produkcei v tfepacim inkubatoru. Dalsi reaktor mozny k pouziti produkci
BC je bioreaktor s rotujicim diskem. Jeho schématickou podobu mizeme vidét na Obrdzku 8.
Rotuyjici disk se ponofi do média a na jeho drsny povrch se pfichytnou bakterie. Po odbéru
celulozy reaktor muze dale diky pfichycenym bakteriim produkovat BC bez opétovného
otkovani a to az po dobu péti cyklim. Tento reaktor tedy muze kultivovat bakterii
polokontinualnim zptusobem a diky tomu se mize vyuzivat ke komeréni produkci BC [20,

21].

Obrazek 8: Nakres bioreaktoru s rotujicim diskem ponoifenym v kultivaénim médiu [23]

2.3.4 Produkce porozni bakterialni celulozy pomoci sférickych zabran
Jak uz bylo uvedeno BC se mize pouzit v mnoha odvétvi. V lékarském napiiklad jako
skafoldy kostnich tkani. Teda jako nahrazka odstépené kosti. Takové skafoldy, ale musi
odpovidat dilezitym pozadavkim. Musi mit sit vzajemné propojenych poérd, ktera by
umoziiovala migraci bunék a transport zivin do bunek. Pro kazdy tkanovy typ je specificka
velikost port, ale vzdy vhodna velikost pori by méla byt vétsi nez 300 um a mensi nez

500 pwm [24].
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Bakterialni celuloza ale tvoii hustou sit a velikost jejich pord je Spatné piizpuisobena
fyzickym rozméram savc¢ich bunék. Jejich velikost se pohybuje okolo 0,02 um - 10 um a to
vyuziti celulézy v tomhle odvétvi velmi omezuje. Ke zlepSeni této vlastnosti se muze do
materialu zavést porovitost zaclenénim aditiv modifikujicich porozitu pii procesu fermentace
bakterie. Po fermentaci se tyto aditiva odstrani a po sobé zanechaji imyslnou sit’ vzajemné

propojenych port. Jako aditivum je mozné tedy pouzit vosk, ale i napfiklad Skrob [24, 25].
Vosk lze nasledné lehce rozpustit ve vhodné povrchové aktivni latce [26].

Pro kontrolu uplného odstranéni vosku ze skafoldu celulézy muze byt pouzita Infraervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR). Je to metoda, ktera se vyuziva pfi analyze
vzorkl a zavisi na interakci molekul ve vzorku a jejich absorpci prochazejiciho
infracerveného zafeni. Material zbaveny parafinového vosku by mél vyzafovat zafeni

v intervalu vlnovych délek od 400 do 4000 cm™ [24, 27].

Védci Andersson et al. (2010) pouzili pravé mikrokulicky parafinového vosku ve velikosti
150-300 um jako aditivum pro syntézu mikroporézni BC za ucelem vyvoje optimalnich
skafoldd pro pouziti v tkafiovém inzenyrstvi chrupavky. Na tyto vyprodukované skafoldy
pomoci riznych technik naockovali kloubni chondrocyty a pozorovali jejich ulpivani. Po 24
hodinach kultivace buriky pfilnuly k leSeni a zacaly vypliovat pory, co mizeme vidét na
Obrazku 9. Po 7 dnech vsak plno bunék odumfelo nebo se oddélilo od skafoldu a zistalo jen
okolo 10% zivych a pfilnutych chondrocyti. 1 tak ale zacaly proliferovat a produkovat

extracelularni matrix a diky tomu by mohly dale zacit budovat tkan chrupavky [28].

Experimentem potvrdili, ze skafoldy na bazi porézni BC jsou skutecné vhodnymi kandidaty
pro aplikace regenerativni chrupavky. Material je ale stale potifeba 1épe modifikovat, aby

mohl umoznit rovnomérnou proliferaci bunék [28].
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Obrazek 9: Na obrazku lze vidét chondrocyty vypliiujici por ve skafoldu bakterialni celulozy
[28]
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzité chemikalie, pFistroje, pomucky a mikroorganismy
Chemikalie pro pripravu médii
Pepton bakterialni — HiMedia Laboratories, Indie
Kwvasni¢ni extrakt — HiMedia Laboratories, Indie
Kyselina citronova p.a. — Lach-Ner, s.r.0., Ceska Republika
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného p.a. — Lach-Ner, s.r.o., Ceska Republika

D-glukosa monohydrat p.a. — Lach-Ner, s.r.o., Ceska Republika

Chemikalie pro pripravu mikrocdstic véeliho vosku
Polyvinylalkohol Airvol 523 — Chemicals Incorporated, USA

Aceton — Lach-Ner, s.r.o., Ceska Republika

Chemikalie pro pripravu celulozy
Hydroxid sodny, p.a. — Lach-Ner, s.r.0., Ceska Republika

Triton X-100 — Sigma-Aldrich s.r.o., USA

Mikroorganismus

Komagataeibacter xylinus (DSM 46604, DSMZ — Némecko) byl pouzit jako mikroorganismus

produkujici bakterialni celulézu v této studii.

Poutité pristroje

Magneticka michacka s ohfevem US 152 — Stuart Equipment, Anglie
Inkubovana tfepacka UNIMAX 1010 — Heidolph Instruments, Némecko
Inkubovana tfepacka Orbital Shaker-Incubator ES-20 — Biosan, Litva
Sterilni laminarni box AURA MINI — BioAir, Italie

pH metr InoLab pH 720 — WTW, Cesk4 Republika
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Analytické vahy Pioneer PX Semi-Micro — OHAUS Corporation, USA
Lyofilizator Freezone Freeze Dry Systém — Labconco Corporation, USA

Rastrovaci elektronovy mikroskop Nova NanoSem 450 (FEI)

PouZité pomucky

Bézné laboratorni sklo

Automaticka mikropipeta — Fisher Scientific s.r.o., USA
Injekeni stiikacka

Tlakovy hrnec

pH indikatorové papirky

3.2  Metody pripravy

3.2.1 Kultivace bakterii
Bakterie byly uchovavany v kryozkumavkach s 30% sterilnim glycerolem v chladicim boxu
pii -80°C. Jejich kultivace probihala nejdiive ve startovacim (pouzito jako sedmi denni

inokulum) a néasledn€ v produk¢énim médiu.

Pro pfipravu inokula byly jeho komponenty (Tabulka 1) rozpustény v destilované vodé a
50 ml tohoto roztoku zivného média bylo sterilovano v Erlenmeyerové batfice o objemu
100 ml se zatkou a hlinikovou folii pti 100°C po dobu 30 minut. Po sterilizaci bylo médium
ochlazeno na pokojovou teplotu. Pomoci 1,5 ml zasobniho roztoku bakterie z kryozkumavky
bylo naockovano 50 ml zivného média ve sterilnim laminarnim boxu. Kultivace takhle
ptipraveného inokula probihala na temperované pii teploté¢ 30°C a pfi 150 rpm po dobu

jednoho tydne.

Po uplynuti potiebné doby pro rast bakterie v zivném médiu byla bakterie pfeockovana z
inokula do produkéniho média pojmenované Hestrin a Schramm (HS). HS médium bylo
ptipraveno podle Tabulky 2, pti Cemz vSechny komponenty byly znovu rozpustény
v destilované vod¢. Sterilizace probihala stejné jako u inokulacniho média a to tak, ze 100 ml
ptipraveného roztoku bylo sterilovano v Erlenmeyerové barice o objemu 250 ml se zatkou a
hlinkovou folii. Sterilace probihala v tlakovém hrnci pii 100°C po dobu 30 minut. Médium

bylo nasledné ochlazeno na pokojovou teplotu. Z inokula bylo ve sterilnim laminarnim boxu
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odpipetovano 10 ml a jim pfeockovano 100 ml sterilovaného produkéniho média. Takto bylo
pfipraveno Sest Erlenmeyerovych banék, pfi ¢emz tfi z nich byly ponechany statické kultivaci

a dalsi tfi dynamické kultivaci. Optimalni podminky téchto kultivaci jsou popsany nize.

Tab. 1: SloZeni pro tvorbu inokula¢niho média

Chemicka latka | Hmotnost [g]
Kwvasniéni extrakt 1
Glukosa 10
Destilovana voda 100

Tab. 2: Slozeni produkéniho HS média [29]

Chemicka latka Hmotnost [g]
Glukoéza 2
Pepton 0,5
Kvasni¢ny extrakt 0,5
Kyselina citronova 0,115
NazHPO4 : 12H20 0,68
Destilovana voda 100

3.2.2 Optimalizace podminek kultivace
Podminky pro optimalizaci rustu bakterialni celuldzy v produkénim médiu byly vytvoreny
pouzitim monohydratu D-glukozy jako zdroje uhliku a pH média se rovnalo hodnoté 5. pH
bylo upravovano pfidavkem 1 M kyseliny chlorovodikové nebo 1 M hydroxidem sodnym

a bylo uréeno pomoci digitalniho pH metru.
Staticka kultivace probihala 14 dna pii teploteé 30°C v klidovych podminkach.

Dynamicka kultivace probihala 14 dnt pii teploté 30°C na inkubované tfepacce za stalého

trepani 150 rpm.

3.2.3 Cisténi vyprodukované bakteridlni celulozy
Membrany BC byly po kultivaci nékolikrat oplachnuty destilovanou vodou a nasledné
namoceny do vrouciho 0,1 M roztoku NaOH dokud se celul6za neodbarvila z hnédé na bilou
(Obrazek 10), ¢imz se odstranily bakterialni buriky, které se do mikrovlaken BC zachytily.
Poté byly membrany znovu nékolikrat promyty destilovanou vodou, aby se dosahlo
neutralniho pH, které se zkontrolovalo pomoci pH indikatorovych papirki. Precisténa

celuléza byla uchovavana v chladicim boxu a nasledné suSena pomoci lyofilizatoru.
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Lyofilizace je proces dehydratace, kdy nejdiive dojde ke zmrazeni materialu a nésledné se

snizi okolni tlak, co m4 za nasledek sublimaci vody z pevné faze na plynnou [30].

Obrazek 10: BC po dynamické kultivaci A) pied Cisténim; B) po ¢iSténi pomoci NaOH

3.2.4 Priprava aditiva vceliho vosku
Rozpusténim castic polyvinylalkoholu (PVA) ve vrouci destilované vodé byl piipraven jeho
0,5 hm % roztok, ktery byl nasledné ochlazen na okolni teplotu a michan michadlem na
magnetické michacce.
Dale byl pfipraven 1% roztok rozpusténého vceliho vosku v acetonu. Roztok byl nasledné
nastfikan pomoci injek¢ni stiikacky do roztoku PVA, ¢imz se vosk srazil a vytvoril viditelné
mikroc¢astice. Roztok byl michan michadlem pfes noc (tedy alespoii 16 hodin), aby doslo

k vypafeni acetonu.

Roztok s ¢asticemi vosku byl v centrifuga¢nich zkumavkach uchovan v chladicim boxu a

nasledné lyofilizovan. VysuS§ené mikroc¢astice vosku byly skladovany pii pokojové teplote.

3.2.5 Fermentace mikroporézni bakterialni celulozy
Pro fermentaci porézni BC za pfitomnosti Castic vosku byly vyzkouSeny dva zpusoby
bakterialni kultivace. Jeden staticky, ale s ovlivnéni aerace (vzduch byl dodavan pres hadicku
do zkumavky s kultivaénim médiem a bakterii) a druhy byl kultivovan dynamicky na

trepacce.
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Fermentace porézni bakteridlni celulozy se viduchem

U prvniho zpusobu fermentace porozni BC byly pouzity sklenéné zkumavky, které byly
7 50 % naplnény mikrocasticemi vceliho vosku. Do kazdé zkumavky bylo pfidano 0,5 ml
inokula na 2 ml kultiva¢niho média (Tabulka 2), které bylo vytlateno doli do mikroc¢astic
vosku. Schéma lze vidét na Obrazku 11. Zkumavky byly vlozeny do inkubatoru a pfipojeny
ke vzduchu, aby byla zabezpeCena aerace. Bakterie byly ponechany rustu po dobu 14 dna pfi
teplot¢ 30°C. Béhem fermentace bakterie extracelularné produkovaly celulézu okolo

mikrosfér véeliho vosku.

Zkumavky, trubicky, hadicky a zatky byly pfedem vSechny sterilovany v hlinikovém alobalu
v tlakovém hrnci pti 100°C po dobu 30 minut. Voskové cCastice byly sterilovany pod UV

zafenim v laminarnim boxu.

Trubice k naotkovani bakterie
Silikonova zatka

Sklené&na zkumavka
Silikonové hadice

Mikrokulicky vosku

Obrazek 11: Schéma aparatury pro vyrobu porézni bakterialni celulozy [24]

Fermentace porozni bakterialni celulozy dynamickou kultivaci

Sklenéné lahvicky byly naplnény 20 ml kultivaéniho média (Tabulka 2) a sterilovany
v hlinikovém alobalu pii 100°C po dobu 30 minut. Po ochlazeni na okolni teplotu byly
v laminarnim boxu do média vlozeny asepticky sterilni castice vosku. Pomoci ru¢niho

elektrického mixéru, ktery byl nejprve postiikan ethanolem a vysuSen v laminarnim boxu pod
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UV svétlem po dobu 30 min, byl vosk v médiu rozmélnén (schéma muazeme vidét na Obrazku
12). Nasledné bylo médium naockovano pomoci 4 ml inokula. Kultivace bakterie probihala
dynamicky na inkubované tiepacce pii 150 rpm a teploté 30°C po dobu 14 dni, pfiCemz

bakterie produkovala celuldzu, ktera rostla okolo mikrocastic vosku.

Rutni mixér —jw

Sklenitka —j» —

| )
I{ultivaEnfmédiums—'g = L olos o

casticemi vosku C? G o on
E 8 0%
I

“ o
D e o O

Obrazek 12: Vlastni schéma pripravy veskovych ¢astic v médiu prred naofkovanim bakterii pro
produkci poroézni bakterialni celulézy

3.2.6 Ci$téni mikroporézni bakteridlni celulézy
Vyprodukovana vladkna celuldzy po fermentaci obsahovaly zbytky ptichycené bakterie a taky
castecky vosku. Pro odstranéni bakterie byl pouzit stejny postup jako u pfipravy neporézni
BC, kdy membrany celulozy byly louhovany ve vroucim roztoku 0,1 M hydroxidu sodného

do odbarveni a nasledné byly oplachovany do neutralniho pH destilovanou vodou.

K vycisténi vlaken od voskovych castic byla pouzita neionogenni povrchové aktivni latka
Triton X-100. V této latce byla celuloza vyciSténa od bakterie Setrné michana, aby se jeji
vlakna neprotrhly, na magnetické michacce, dokud nedo$lo k uplnému odstranéni vosku.
Nasledné byla Cista celuloza oplachnuta destilovanou vodou, uchovana v chladicim boxu a

vysusena pomoci lyofilizatoru.
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3.2.7 Rastrovaci elektronovy mikroskop

Morfologie vyprodukovanych bakterialnich celuloz byla stanovena rastrovacim elektronovym

mikroskopem (REM) pii pouziti vzdalenosti 6 az 7 mm, pod vakuem a pii 5 kV.
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4. Vysledky méreni a diskuze

Cilem experimentalni Casti bakalatrské prace bylo vyprodukovat celulézu s riznou porozitou

pomoci bakterialniho kmene Komagataeibacter xylinus.

4.1 Produkce bakterialni celulozy
Bakterialni celuloza byla kultivovana staticky a dynamicky. Jako zdroj uhliku byla pouzita D-
glukosa a pH se rovnalo 5. Obé kultivace probihaly 14 dna pfi teploté 30°C. Dynamicka
kultivace byla uskute¢néna pomoci inkubované tiepacky pii 150 rpm. Vytéznost bakterialni
celulozy po lyofilizaci a za téchto podminek muzeme vidét na Obrazku 13. ZnaCeni SK1 az

SK3 znamena zkratku statické kultivace tfech vzorkti a DK1 az DK3 dynamické kultivace

tfech vzorka.

250 -
200 -
£
& 150 -
g 50
3
o] W staticky
g
100 -+ B dynamicky
50 -
O -
SK1 DK1 SK2 DK2 SK3 DK3

Obrazek 13: Vytéznost BC pri statické a dynamické kultivaci v mg na litr média
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Vytézek pii kultivaci za statickych podminek je u prvnich dvou vzorki daleko vys$si nez pii
kultivaci agitované. U trfetiho vysledku se dynamicky vyprodukovana celul6za srovnava
s vysledky staticky produkované celulozy. Vysledek dokazuje nevyzpytatelné chovani
bakterie, kdy bakterie muze byt kultivovana za stejnych podminek ve tfech bankach a i tak
jeji rast a produkce celulozy muze byt odlisna. Taky jsme se presvédcili, ze staticka kultivace
je spolehlivéjsi metoda pro produkci celulozy nez dynamicka kultivace pomoci inkubované

trepacky.

Rozdily mezi jejich strukturou BC produkovanou staticky a dynamicky byly velmi znatelné.
Staticky kultivovana celul6za byla vyprodukovana jako pevna husta membrana a dynamicky
kultivovana celuloza obsahovala kiehka vlakna, ktera se vzajemné proplétala. Jejich formu po

vycisténi 1ze srovnat na Obrdzku 14.

Obrazek 14: Struktura vyprodukované BC po kultivaci A) statickou metodou; B) dynamickou
metodou

Dale pory, které se vytvorily ve skafoldu celulézy byly u dynamické kultivace vétsi a jejich
velikost se pohybovala od 0,36 um do 6,16 um. Pory celulozy produkované staticky byly

veliké okolo 0,05 um az 0,3 um. Porovitost celuldz mizeme vidét na Obrazku 15 .
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Obrazek 15: Struktura bakterialni celulozy kultivované A) staticky; B) dynamicky

Podle literatury by produkce BC pomoci dynamické kultivace méla byt vyssi nez pomoci
statické kultivace. Je to diky neustalé aeraci média, kdy prenos kysliku v kapaliné pomaha
k lepsimu rustu a produkci BC [31]. Existuje ale mnoho experimentd, které praveé srovnavaji
statickou a agitovanou kultivaci bakterialni celulozy a shoduji se, ze vytézek obou typu
kultivace je téméf shodny, nebo dokonce staticka produkce celulozy je vys§i nez jeji
dynamicka produkce. Jak uz bylo uvedeno v teoretické Casti prace tak naptiklad védci Wang,
Tavakoli a Tang (2019) zistili, ze pii kultivaci bakterie Gluconacetobacter xylinus
dynamicky a staticky po dobu 120 hodin byla vytéznost u obou druhli kultivace téméf stejna.
Vyprodukovali 1,8 g/l pfi statické kultivaci a 2 g/l pfi dynamické kultivaci za pouziti HS
produkéniho média [20]. Je teda mozné konstatovat, ze vysledky pfedlozené bakalarské prace

jsou v souladu s poznatkem publikovanym v literatufe.

4.1.1 Produkce bakterialni celulozy se sférickou zabranou
Déle byl proveden experiment za uCelem zvySeni vytézku pii produkci celuldézy pomoci
bakterie se sférickou zébranou. Do produkéniho média s nao¢kovanou bakterii byly pfidany
kousky koupeného syntetického vosku o primeérné velikosti 0,5 cm. Bakterie byla kultivovana
dynamicky pomoci inkubované tfepaCky o teplot¢ 30°C, 150 rpm a po dobu 14 dnu.

Vyprodukovanou celulozu s voskem muzeme vidét na Obrdzku 16.
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Obrazek 16: Vyprodukovany hydrogel BC v médiu s ¢asticemi vosku

Tvarem pripomind celulozu produkovanou za statickych podminek. Forma vzniklého
hydrogelu muze byt nasledkem malému objemu a plochy média, ve kterém probihala
fermentace bakterie v celuloze. I tak ale vytézek BC je vysoky. Pro porovnani nejvyssi
vytézek pii této kultivaci s ptfidatkem koupeného vosku je skoro az 10x vétsi nez nejvyssi
vysledek produkce BC pii dynamické kultivaci bakterie bez jakychkoli pridavkd. Jejich
srovnani lze pozorovat na Obrdzku 17, pfiCemz nejvySsi hodnota vyprodukované celulozy
byla 1540 mg na jeden litr produkéniho média. Zkratka DK+V1 az DK+V 3 znamena
dynamicka kultivace s pfidanym voskem pro tfi vzorky a DK1 az DK3 znamena cista
dynamicka kultivace bakterie pro tfi vzorky. Dale taky bylo zpozorovano, ze produkce

celulozy roste s vy§§im mnozstvim pouzitych ¢astic vosku.
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Obrazek 17: Srovnani vytézkia vyprodukované BC Cistou dynamickou cestou a dynamicky s
pomoci kouskii vosku

Jak je vSeobecné znamo, tak vosk je nerozpustny v polarnich rozpoustédlech, jako je voda, ale
pii zvySené teploté vosk podléha stavovym zménam, ve kterych se preménuje z pevné latky
na piechodovou plastickou formu a nasledné na kapalnou. Vosk je tedy fazen mezi plastické
latky [32]. Pfi kultivaci o teplot¢ 30°C a neustalého tfepani vosk ztracel svoji tvrdost a
pomalu se ménil ve svou plastickou formu. Hypoteticky je mozné predpokladat, ze pridavek

castic vosku podpofilo aeraci média a tak 1 zivotaschopnost bakterie.

4.2  Priprava mikrocastic v€eliho vosku
Bylo vyzkouSeno nékolik metod k pfipraveé ideédlnich aditiv pro pfipravu mikroporézni

bakterialni celulozy.

Prvni metoda, kterd byla vyzkouSena, zahrnovala rozpusténi vosku ve vodni lazni a jeho
nasledné roztfisténi v roztoku PVA. Tato metoda nebyla G¢inna kvili rychlému tuhnuti vosku,
ktery v roztoku vytvoril veliké Castice. Dalsi metodou bylo pouziti homogenizatoru Ultra
Turrrax, ktery pasobil tlakem na roztok PVA a pfi tom do n¢j byl ptikapavan roztopeny vosk.
Proces probihal pii otackach 6200 rpm v pribéhu 10 minut. Vysledny vzorek byl
centrifugovan, zmrazen a nasledné lyofilizovan. VysuSeny vzorek, ale neodpovidal predstave

struktury mikrocastic, a proto se takova metoda dale taky nepouzila.

Posledni a G€innou metodou bylo rozpusténi vceliho vosku ve vhodné organické latce. Byly

pouzity dvé latky — aceton a isopropylalkohol, do kterych byl pfidan vosk v poméru
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vysledného 1 % roztoku. V obou ptipadech se v¢eli vosk roztopil, a proto pro nas vyhodné&jsi
bylo nadale pouzivat roztok s acetonem, protoze isopropylalkohol je toxiCtéjsi latka a
acetonem lze lehce odpafit. Rozpustény vosk v acetonu byl nésledné pomoci injekcni
stiikacky nastiikdn do roztoku PVA, byl lyofilizovan a koneénym vysledkem byly Castice
vosku ve formé pripominajici netkanou textilii, co mizeme vidét spolecné s jeho strukturou

zachycenou pomoci SEM snimku na Obrdzku 18. Vytvorené Castice vosku mély tvar shluku

vlaken.

Obrazek 18: A) vysledna forma p¥ipraveného vosku; B) jeho SEM snimek

Roztok polyvinylalkoholu byl pouzivan proto, aby podpoftil syntézu Castic vosku a zabranil
jejich opétovného slepeni. Jako roztok byl pouzit pifi dvou koncentracich, ve kterych se
vytvorily mikrocastice vosku. Mikrocastice vytvorené v 5 hm % roztoku PVA byly na pohled
tvrdsi a drzely vice u sebe nez cCastice vosku pfipravené pouzitim 0,5 hm % roztoku PVA. Ke
kultivaci bakterie pro produkci porézni celulozy byly tedy pouzity Castice vosku, piipravené

pomoci 0,5 hm % roztoku PVA, se kterymi se 1épe pracovalo.
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4.3 Mikroporézni bakterialni celuléza
Mikroporézni bakterialni celuldza byla vytvorena pomoci pfidani vytvorenych ¢astic vceliho
vosku do kultivaéniho média. Byly vyzkousSeny dva druhy kultivaci s cilem produkce porézni

celulozy.

Prvnim typem byla statické4 kultivace bakterie pfi obasném probublani vzduchem. Kultivace
probihala ve zkumavkach, pfi¢emz jedna zkumavka byla z poloviny zaplnéna voskem a druha
z jedné Ctvrtiny. Na Obrdzku 19 mlUzeme vidét nasi aparaturu pro kultivaci se vzduchem.
Vzduchem bylo médium probublavano ctyfikrat denné. Vzduch nebylo mozno nastavit tak,
aby bylo médium aerovano neustale, protoze i nejmensi tlak vzduchu putsobil na malé
mnozstvi média prili§ siln€. Pravé proto bylo nuceno pfijit s jinym typem kultivace porézni
BC. Mnozstvi vyprodukované a vycisténé BC timto zpisobem je zaznaCeno v Tabulce 3. Na
Obrazku 20 lze vidét, Ze timto zpisobem byla vytvofena BC s velmi vysokou porovitou

strukturou.

Obrazek 19: Aparatura pro kultivaci BC ve zkumavkach pfipojenych ke vzduchu

Tab. 3: Tabulka s hodnotami vytézku BC pro porézni kultivaci pomoci vzduchu

kultivace kultivacni médium [ml] | inokulum [ml] | vytézek [mg] voskové cCastice
staticka se 2 0,5 0,6 jedna ¢tvrtina zkumavky
vzduchem 2 0,5 2 jedna polovina zkumavky
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Obrazek 20: Struktura porézni celulozy piipravené pomoci kultivace se vzduchem

Dalsim zpusobem fermentace bakterie s cilem produkce porézni bakterialni celulozy byla
dynamicka kultivace bakteridlniho média, ve kterém se nachadzely rozmixované voskové
Castice/vlakna. Kultivace byla provadéna v lahvickdch s médiem o objemu 20 ml pomoci
inkubované trepacky pii 30°C, 150 rpm a po dobu dvou tydni. Na Obrdzku 21 lze vidét

vyprodukovanou celul6zu v médiu pred ocisténim.

Obrazek 21: A) vyprodukovana BC v bakterialnim médiu; B) BC s ulpénymi ¢astmi vosku ve
vlaknech
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Dale 1ze na Obrazku 21 vidét ocCisténé vlakna celuldzy od zachycenych bakterii, ve kterych
jsou zachyceny castice vosku. Piidavek vosku do kultivaéniho média zménil v procesu

fermentace BC jeji kompaktni strukturu na porovitou.

Dynamickou kultivaci bylo taky zji§tovano, zdali mnozstvi pfidanych castic vosku v médiu
ma vliv na poérovitost konecného produktu celulézy. Na Obrdzku 22 lze vidét struktury

porovitych vldken BC.

Obrazek 22: SEM snimky BC kultivované dynamicky s A) 0,115 g vosku na 20 ml média; B)
0,193 g vosku na 20 ml média; C) 0,253 g vosku na 20 ml média
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Bylo zjisténo, ze koncentrace pouzitého vosku na urcity objem meédia ma zasadni vliv na

morfologii bakterialni celulozy. Podle téchto SEM snimkua Ize vidét, ze nejpravidelnéjsi

struktura port a taky nejvyssi porovitost byla u vzorku C. Vzorek byl kultivovan s pouzitim

nejvetstho mnozstvi €astic vosku, tedy 0,253 g na 20 ml média. Se snizovanim koncentrace

vosku v médiu porovitost vyprodukované celulozy se snizovala. Dale je taky ze vSech snimka

zietelné, ze vosk byl peclivé odstranén. Tyto struktury celuldzy jsou bez pfitomnosti ¢astic

vosku. Mnozstvi vyprodukované porézni celuldzy je zobrazeno v Tabulce 4 .

Tab. 4: Tabulka s hodnotami vyprodukované porézni BC dynamickou kultivaci

kultivacni inokulum | vytéZek | hmotnost voskovych
znaceni kultivace médium [ml] [ml] [mg] Castic [g]

dynamicka s vytvorenymi

1 voskovymi Casticemi 20 4 6,3 0,253
dynamicka s vytvorenymi

2 voskovymi Casticemi 20 4 6,3 0,226
dynamicka s vytvorenymi

3 voskovymi Casticemi 20 4 8,3 0,193
dynamicka s vytvorenymi

4 voskovymi Casticemi 20 4 6,7 0,115
dynamicka s vytvorenymi

5 voskovymi Casticemi 20 4 4,9 0,095
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5. Zavér

Bakalarska prace obsahuje literarni reSersi na téma bakterialni celulozy, jeji produkce, typy
kultivace a jeji porozitu. Bakterialni celul6za je velmi kompatibilni material a da se aplikovat
ve veliké Skare odvétvi od primyslu po 1ékarstvi. V Iékarstvi se pravé zkousi rizné pokusy,
ve kterych by mohla pordzni bakterialni celul6za nahradit pojivové tkané. Pravé jeji pory jsou
dilezitym aspektem. Diky nim by byly umoznény dualezité zivotni pochody jako naptiklad

transport zivin do bunék nebo pfima migrace bunék.

Cilem experimentalni Casti této prace bylo zvysit porozitu skafoldu bakterialni celuldzy.
Tomuto pokusu bylo docileno pfidanim vytvorenych voskovych ¢astic do média s bakterii,
kdy v procesu fermentace bakterie produkovala celulozu, ktera rostla okolo ¢astic vosku. Po
vycisténi vyprodukované celulozy bylo pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu vidét
pory ve vlaknu celuldzy, které tam zanechaly Castice vosku. Experimentem bylo dokazano, ze
lze ovlivnit porozitu BC pomoci pouziti urCitych sférickych zabran pfi jeji fermentaci. Pro
navazani a vylepSeni tohoto experimentu by bylo vhodné pfipravit aditiva o jednotném

rozméru, pficemz by vysledné pory ve vlaknu celulozy mély stejny tvar a velikost.

Dale byl proveden experiment, pfi kterém byly pouzity vétsi ¢astice syntetického vosku pifi
dynamické kultivaci bakterialni celulozy s cilem vyuziti sférické zabrany a tak podpofit aeraci
média s kultivovanou bakterii. Bylo zjisténo, ze Castice vosku ve formé kuli¢ek o priméru
0,5 cm zvysi viskozitu kultivaéniho média a produkce BC je az 10x vétsi nez jeji produkce
pomoci dynamické kultivace bez pfidani jakychkoli aditiv. Navazujici experimenty by se

mohly zaméfit prave na zvyseni produkce BC pomoci riznych sférickych zabran.
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7. Seznam pouzitych zkratek

BC — bakterialni celuloza

FTIR — infradervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
PVA — polyvinylalkohol

REM - rastrovaci elektronovy mikroskop

HS médium — Hestrin a Schramm médium
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