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ABSTRAKT

Studium produkce hydrolytickych enzymi bylo zaméfeno na produkci celulasy a polygalakt-
uronasy pomoci dvou mikrobidlnich kment — Aspergillus niger a Aureobasidium pullulans.
Enzymy byly produkovany za podminek procesu ,,solid-state fermentation®. Jako substrat
byla zvolena mletd pSenicnd sldma a fepné vylisky zvlhéené vodou, bezuhlikatym mediem
nebo glukosovym mediem. Béhem kultivace byl sledovan vliv bezuhlikatého media a glukosy
na produkci danych enzymu. Nejvyssi produkce polygalakturonasy bylo dosazeno pfi
kultivaci Aspergillus niger na fepnych vyliscich zvlhéenych bezuhlikatym mediem. NejvySssi
produkce celulasy bylo dosaZeno pfti kultivaci Aspergillus niger na mleté pSeni¢né sldme

zvlhcéené glukosovym mediem.

KLICOVA SLOVA

Aspergillus niger, Aureobasidium pullulans, celulasa, polygalakturonasa, solid-state
fermentation

ABSTRACT

The study of production of hydrolytic enzymes dealt with the production of cellulase and
polygalacturonase by two microbial strains - Aspergillus niger and Aureobasidium pullulans.
The enzymes were produced in solid-state fermentation system. The wheat straw and sugar
beet pulp were used as a substrate. The substrates were moistened by water, mineral solution
or by medium with glucose. The effect of mineral solution and glucose on production of these
enzymes were monitored during cultivation. The highest production of polygalacturonase was
achieved by Aspergillus niger during cultivation on sugar beet pulp moistened by mineral
solution. The highest production of cellulase was achieved by Aspergillus niger during
cultivation on wheat straw moistened by medium with glucose.

KEYWORDS

Aspergillus niger, Aureobasidium pullulans, cellulase, polygalacturonase, solid-state
fermentation
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1 UVOD

Celulosa je nejrozsitenéjsi biopolymer na zemi. Spolecné s hemicelulosou, pektinem a ligni-
nem je fazena mezi strukturni polysacharidy rostlin. Tato tzv. lignocelulosa je hlavni soucasti
biologicky rozloZitelného odpadu, ktery je mozné efektivné pietviret na déle vyuZitelné
produkty. Rostlinnd biomasa se vyuziva pro razné tucely jako napf. k produkci biopaliv:
bioethanolu, ktery se vyrabi z obili, pfipadné z kukufice nebo methylesterti vy$sich mastnych
kyselin ziskdvanych z fepkového oleje; bioplynu; ke kompostovani nebo ke zkrmovéni
hospodafskymi zvifaty. VyuZitelnost fytomasy je mnohdy podminéna degradaci strukturnich
polysacharidu na jednodussi latky, které podléhaji dalsim pfeménam [1, 2, 3].

Celulosa miZe byt St€épena enzymaticky tj. komplexem celulolytickych enzymi. Na degradaci
pektinu se podili pektolytické enzymy. Celulolytické i pektolytické enzymy jsou fazeny mezi
tzv. hydrolytické enzymy a mohou byt produkovdny mikrobidln€. Mezi vyznamné producenty
celulolytickych enzymu patii aerobni plisné jako je Trichoderma viride nebo Aspergillus
niger. K produkci pektolytickych enzymt se vyuZziva napi. kmen Aspergillus niger nebo
Aureobasidium pullulans. Mikrobidlni produkce danych enzymi je zaloZena na submerzn{
fermentaci nebo na procesu ,,solid-state fermentation®. PfestoZze je k priamyslové produkci
hydrolytickych enzyma vyuZivdna zejména submerzni fermentace, nedosahuje takovych
vytézku jako ,,solid-state fermentation* a navic se jedna o finan¢né naro¢ny proces. Vyhodou
procesu ,,solid-state fermentation® je vyuZiti agro-industridlniho odpadu jako substratu pro
produkci danych enzymi. Nejcastéji pouzivanymi odpadnimi materidly jsou napf. fizky
cukrové fepy nebo pSeni¢nd sldma [4, 5, 6].

Hydrolytické enzymy maji Siroké primyslové uplatnéni. Pektolytické enzymy se vyuZivaji
v potravinaiském prumyslu pfi vyrobé ovocnych §tav a pii fermentaci Caje a kavy nebo pfi
vyrob¢ krmiv. Celulolytické enzymy se uplatiiuji v potravindiském, textilnim, papirenském
nebo farmaceutickém prumyslu a vyznamnou roli hraji i v odpadovém hospodarstvi [7, 8].



2 CIL PRACE

Cilem prace bylo na zdklad€ sledovanych parametrii zhodnotit moznosti vyuZziti vybranych
odpadnich materidli pro produkci celulolytickych a pektolytickych enzymu. Jako produkéni
mikroorganismy byly pouZity Aspergillus niger (CCM-F 8189) pochézejici z Ceské sbirky
mikroorganism Masarykovy Univerzity v Bmé€ a Aureobasidium pullulans (CCY 27-1-115),
ktery pochézi ze Zbierky kultur kvasiniek Chemického ustavu SAV v Bratislave.

Byly sledovéany ndsledujici parametry:

— produkce hydrolytickych enzymu (celulasy, polygalakturonasy), redukujicich latek
a extraceluldrnich proteint;

— volba nejvhodnéjsiho odpadniho materidlu pro produkci danych enzym;

— srovnani produkce enzymil u vybranych mikroorganismi a volba nejvhodnéjsiho
mikroorganismu;

— vliv glukosy na produkci danych enzyma.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Biologicky rozlozitelny odpad

Vstupem Ceské republiky do Evropské unie se zdsadné zménil piistup stdtu k pozadavkim na
zlepSeni Zivotniho prostredi. Jednou z oblasti, kterd byla vyznamné ovlivnéna, je odpadové
hospodatstvi (OH). Z oblasti OH se vyclefiuje Cast tykajici se nakladédni s biologicky rozloZi-
telnymi odpady, které je mozné efektivné pretvaret na ddle vyuZitelné produkty [9].

Biologicky rozloZzitelny odpad (BRO) je dle Zdkona €. 185/2001 Sb. o odpadech a o zméené
nékterych dalSich zakont, ve znéni pozdé&jsich predpistu (31/2011 Sb.), jakykoli odpad, ktery
podléhd aerobnimu nebo anaerobnimu rozkladu. Pfi aerobnim rozkladu jsou sacharidy,
bilkoviny a lipidy obsazené v odpadech pfeménény pomoci mikroorganismt na mikrobidlni
biomasu a CO,. Pii anaerobnim rozkladu jsou dané slozky odpadi prevedeny pomoci
methanogennich bakterii na bioplyn (methan) nebo na organické kyseliny pfipadné pomoci
kvasinek na ethanol [10, 11].

Biologicky rozlozZitelny odpad tvoii odpady zemédélské, lesnické, odpady z potravinatského
prumyslu, papirensko-celul6zarského pramyslu, ze zpracovani dieva, kuzi, textilniho pra-
myslu, papirové a dievéné obaly, Cistirenské a vodarenské kaly a biologicky rozloZitelné
komundlni odpady (BRKO). Tato skupina odpadd piedstavuje v Ceské republice podle
statistickych vykazti 7 mil. tun biologicky rozloZitelného odpadu. Produkci a nakladani

s biodegradabilnimi odpady v roce 2003 uvadi tabulka 1 /9, 12].

Tabulka 1 Produkce, vyuZiti a odstrafiovani BRO v roce 2003 (v kg) [12]

Druh odpadu Produkce odpadu Vyuziti Odstranovani
celkem celkem celkem

020101 - Kal z prani a ¢iSténi 27004 410 17 570 550 7943 390
020102 - Zivo&isna tkan 19 108 829 0 21130
020103 - Rostlinna tkan 232 355 061 157 924 441 32354113
020107 - Odpady z lesnictvi 37 185511 8788 510 16 847 250
020203 - Surovina nevhodné ke spotfebé 13 283 894 1394 0
020204 - Kal z ¢isténi odpadnich vod 10 551 864 106 735 0
020299 - Odpady jinak bliZe neuréené 6 847 803 14 000 1200
020401 - Zemina z Cisténi fepy 75 556 730 1052 300 111 000
030101 - Kiira a/nebo korek 57 394 057 19 402 060 1371 500
030307 - Vymét z odpadniho papiru 17 341 768 0 5902 824
030308 - Odpad ze tfidéni papiru 44 414 306 2 385 0
030310 - Vymétova vlakna 46 544 205 1787 580 295 220
040221 - Odpad z nezprac. vldken 168 378 100 4 200 3000
040222 - Odpad ze zprac. vldken 22 574 596 1942 22 900




3.1.1 Zemédélské odpady

Zemédelské odpady zahrnuji odpady rostlinného a Zivocisného puvodu. Odpady rostlinného
puvodu tvoii kukufi¢nd a pSeni¢na sldma, bramborova nat, fepny chrast nebo znehodnocena
krmiva (zelend pice, seno, sildZe, sendZe). Tyto odpady mohou byt vyuzity ke zkrmovéni
hospodatskymi zvifaty, sildZovani, k pfimému hnojeni zemédélskych plodin (zaordni) nebo
ke kompostovéni [13].

Mezi odpady zivocisného puvodu patii chlévsky hntj, mocivka, kejda a hnojivka. Jsou
zdrojem latek pro tvorbu padniho humusu a zvySovani zdsoby zivin v pude, ¢imZ se
vyznamné podili na drodnosti pudy [13].

3.1.1.1 Psenicnd slama

PSenién4 sldéma vznik4 jako odpad pii sklizni penice. V CR pfichdzi na mlynské zpracovani
ptiblizn€ 1/3 vyprodukované pSenice. Zbyla ¢ast se vyuziva pro krmné tcely, jako osivo a pro
prumyslové zpracovani. Ro¢ni produkce slamy dosahuje 6,5 mil. tun. Slama ptedstavuje
jednu z nejdulezitéjSich surovin pro vyrobu energie z obnovitelnych zdroju spalovanim.
Obilnd slama se pouZziva také ve stavebnictvi. Lisovanim jejich vldken vznik4 tzv. Ekopanel.
PSeni¢nad sldma obsahuje v pruméru 30 % celulosy, 50 % hemicelulosy a 15 % ligninu. Celu-
losa ze slamy muze byt pouZita pii vyrobé papiru (napf. jemny tiskovy a dopisni papir, vlnity
karton) jako ndhrada celulosy z tvrdého dieva [14, 15, 16].

3.1.2 Odpady z potravinarského prumyslu

Potravinafsky prumysl produkuje pfevazné kapalné odpady obsahujici organické latky, které
jsou biologicky rozlozitelné. Cast odpadii tvoii potravinafské vyrobky, které nespliiuji normy
na hygienické pozadavky [13].

Dalsi cast tvoii odpady ze zpracovani obilovin (otruby), ovoce, zeleniny a jedlych oleja,
odpady z vyroby alkoholickych a nealkoholickych ndpoju, z cukrovarského pramyslu
(vyslazené tizky, melasa), z mlékarenského pramyslu (syrovatka), z produkce a zpracovani
masa, ryb a zostatnich potravin Zivocisného puavodu (krev, kosti, rohovina). Odpady
z potravinaiského pramyslu se nejcast&ji vyuzivaji ke krmeni nebo hnojeni [11].

3.1.2.1 Repné fizky

Vyslazené fepné tizky predstavuji dulezity odpad pfi zpracovani cukrovky. Kofen cukrovky
(bulva) m4 suSinu 23 — 25 %, z toho 5 % tvofii nerozpustny podil nazyvajici se dien. Dfen je
sloZzena z celulosy, pentosanu, ligninu a pektinovych latek. Zbytek suSiny tvoii rozpustné
latky fepné §tdvy, mezi nimiz prevladd sacharosa (16 — 18 %). Zbyvajicich 2,5 % piipadd na
rozpustné ,,necukry®, mezi které se fadi monosacharidy — glukosa, fruktosa; oligosacharidy —
rafinosa; organické kyseliny atd. Zpracovanim cukrovky v cukrovaru se ziskd 5,5 % suSenych
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tizk®, které primémé obsahuji 0,4 % sacharidd a dal§i latky. Rizky lze lisovat na sufinu
14 — 18 %. Repné fizky jsou dilezitym sacharidovym krmivem, které je mozno zkrmovat
piimo nebo konzervované sildZovanim ¢i suSenim. Dal$i vyuziti fepnych fizka je napf. pfi
produkci bioethanolu nebo bioplynu [11, 14, 16].

3.1.3 Papirové obaly a odpadni papir

Papirovy odpad tvoii 22 % z celkového mnoZstvi domovniho odpadu. Podil papiru na
odpadech se neustale zvySuje v disledku rozvoje obalové techniky a obald. Separovany sbér
od obyvatelstva zahrnuje sbér papiru a lepenky vSeho druhu (napt. asopisy, noviny, obaly
a balici materidly, knihy, seSity atd.). Kromé papiru ziskaného sbérem od obyvatelstva vznika
papirovy odpad také v ramci jednotlivych obchodnich siti prodejen a supermarkett, u drob-
nych Zivnostnikii a v primyslovych podnicich [17].

3.2 Struktura odpadu rostlinného puvodu

Vyznamnou slozkou odpadd rostlinného pavodu jsou polysacharidy. VétSina rostlinnych
polysacharidu je ve formé lignocelulosy, kterou tvoii celulosa, hemicelulosa, pektin a lignin.
Lignocelulosa se obecné nachdzi napt. ve stoncich, listech, slupkach a luscich rostlin nebo
v listech, vétvich a drevé stromi. Lignocelulosovymi materidly mohou byt zemédélské
odpady, odpady z lesniho hospodérstvi, komundlni odpad nebo odpadni papir. Zastoupeni
strukturnich polysacharidi v odpadech rostlinného pivodu je uvedeno v tabulce 2 [2, 18].

Tabulka 2 Zastoupeni strukturnich polysacharidi v odpadech na bazi lignocelulosy [19]

Lignocelulosovy material Celulosa (%) Hemicelulosy (%) Lignin (%)

Stépky z tvrdého dreva 40 - 55 24 - 40 18 -25
Stépky z mékkého dreva 45 -50 25-35 25-35
kukufi¢ny klas 45 35 15
trava 25 -40 35-50 10 - 30
papir 85-99 0 0-15
pSeni¢nd sldma 30 50 15
listi 15-20 80 - 85 0
novinovy papir 40 - 55 25-40 24 -29

3.2.1 Celulosa

Celulosa je nejrozsifenéjsi organickou slouceninou biosféry. Na molekuldrni drovni je celu-
losa linedrni polymer D-glukosovych jednotek vdzanych glykosidovymi vazbami B-(1—4).
Stupeti polymerace je 250 az 15000. V polymeru se nachdzi krystalické i amorfni oblasti.
Celulosa tvofi 40 — 50 % dfevni hmoty, 80 % Inénych a 90 % bavlnénych vldken.
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Celulosa je nerozpustnd ve vod¢, ziedénych kyselindch, zdsadach a ve vétSin€ rozpoustédel.
Rozpousti se v koncentrovanych kyselindch, kdy dochazi k hydrolyze na rozpustné fragmenty
s krat§im fetézcem, disacharid celobiosu, pfipadn€ az na D-glukosu. Primarni struktura celu-
losy je na obrdzku 1 [1, 20].

CH,.0OH
CH,.CH
O,
(6]
~—
OH H H
H OH

Obrézek 1 Primdrni struktura celulosy [21]

V piirode€ jsou celulosové materidly rozkladdny mikrobidlni ¢innosti. Bakterie, aktinomycety
i plisné vyuzivaji celulosu jako zdroj uhliku a energie. Specificky typ vazby a biologické
slozeni celulosovych materidla je disledkem pevnosti a tvrdosti bunécnych stén rostlin. Diky
témto vlastnostem jsou rostliny odolné&jsi vici mikrobidlnimu ataku, a tim je rozklad celulo-
sovych materidli v pfirodé pomalejsi. Rozklad celulosovych materiala se uskuteCriuje pro-
stfednictvim celulolytickych enzymd, které jsou soucasti enzymatického vybaveni nékterych
mikroorganisma. Celulosa muze byt degradovana az na glukosu, kterd je mikroorganismy
déle vyuzivana. Produkty mikrobidlnich fermentaci jsou napf. ethanol nebo jiné prumyslove
vyznamné chemické slouceniny, jako je butanol, aceton, kyselina citronovd, mlé¢na atd. Mezi
aerobni bakterie rozklddajici celulosu patii zejména Cellulomonas, Nocardia, Polyangium,
Streptomyces nebo Vibrio a plisn€ rodu Aspergillus, Fusarium a Trichoderma [2, 22, 23].

3.2.2 Hemicelulosy

Hemicelulosy jsou strukturni necelulosové polysacharidy bunéCnych stén rostlin, jez dopro-
vazi celulosu a pektin. Hemicelulosy jsou rozvétvené polysacharidy, které obsahuji nejméné
dva monosacharidy. Jejich hlavni fetézec tvoii Casto D-xylosa, D-mannosa a D-galaktosa.
Postranni fetézce jsou obvykle tvofeny L-arabinosou a D-galaktosou nebo uronovymi kyseli-
nami. Bohatym zdrojem hemicelulos jsou vedlejsi potravindiské produkty, jako jsou napf.
pSenicné otruby a fepné tizky [24].

Mezi hemicelulosy se fadi dvé hlavni skupiny polysacharidi — heteroglukany a heteroxylany.
Mezi heteroglukany patii xyloglukany a B-glukany. Xyloglukany jsou dominantnimi hemice-
lulosami ovoce, zeleniny, okopanin a luSt€nin. V menSim mnoZstvi se nachdzi také

v obilovinéach. B-glukany se nachdzi v bunécnych sténach vyssich rostlin a ve vétsim mnozstvi
v semenech nekterych obilovin [1].

Heteroxylany jsou vyznamnymi polysacharidy primédrnich bunécnych stén jednodéloZnych

rostlin. Jsou zastoupeny v lodyhach rostlin, v kukufi¢nych klasech (20 — 30 %) a dfevni hmoté
(20 = 30 % susiny) [1].
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3.2.3 Lignin

Lignin je spolu s celulosou nejroz$ifen€jSim polymerem v piirod€. VyztuZuje a zpeviiuje
bunécné stény rostlin, zodpovida za jejich nepropustnost, odolnost vi¢i mikrobidlnimu ataku
a oxidaCnimu stresu. Strukturdlng je lignin amorfni heteropolymer nerozpustny ve vod¢ a je
opticky inaktivni. Lignin je kopolymerem fenylpropanovych jednotek odvozenych od konife-
rylalkoholu, p-kumarylalkoholu a sinapylalkoholu. Tyto fenylpropanové jednotky jsou
nepravidelné vdzany do trojrozmérnych struktur etherovymi vazbami (C-O-C) nebo vazbami
mezi dvéma atomy uhliku (C-C). Zakladni struktura ligninu je na obrdzku 2 [1, 25].
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Obrézek 2 Zékladni struktura ligninu /26]

Lignin je jednou z hlavnich komponent dfevni hmoty, kde tvofi asi 25 % biomasy. Zdkladni
jednotkou mékkého dieva je koniferylalkohol. Tvrdé dievo se sklddd z koniferylalkoholu
a sinapylalkoholu. Ligniny travin obsahuji koniferyl-, sinapyl- i p-kumarylalkohol. Vysoky
obsah je ve sténdch lignifikovanych sekunddrnich bunék, jako jsou aleuronové a sub-
aleuronové buiiky obilovin (otruby), které obsahuji kolem 8 % ligninu. V menSim mnoZstvi je
lignin soucasti vlakniny ovoce, zelenin a obilovin [1, 27].
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3.2.4 Pektiny

Pektiny jsou skupinou znacn€ polydisperznich polysacharidi o proménném slozZeni. Pektiny
jsou jedny z nejslozit&jSich biomakromolekul v piirodé. Mohou byt slozeny az ze 17 riznych
monosacharidt. Pektiny jsou obecné rozpustné ve vodé a nerozpustné ve vétsin€ organickych
rozpoustédel [4].

Zakladni struktura pektina je tvofena linearnim fetézcem 25 — 100 jednotek D-galakturonové
kyseliny spojenych vazbami a-(1—4), kterd se nazyva polygalakturonova kyselina. Jednotky
galakturonové kyseliny mohou byt v poloze C-6 esterifikovdny methanolem a nékteré
z hydroxylovych skupin v poloze C-2 nebo C-3 mohou byt acetylovdny. Linearni sekvence
jednotek a-D-galakturonové kyseliny jsou ukonceny jednotkou a-L-rhamnopyranosy vdzané
glykosidovou vazbou a-(1 — 2). Primarn{ struktura pektina je na obrdzku 3 [1].

OH COOCH; OH
0 0 ! O----

OH OH OH

0 0 o

COOCH; OH COOH

Obrazek 3 Zakladni struktura pektina [28]

Terminem pektinové latky se oznacuji polygalakturondty s vétSim poctem methylovych
skupin, tzv. pektinové kyseliny a jejich soli pektinany nebo neesterifikované poly-
galakturondty, tzv. pektové kyseliny a jejich soli pektaty a také doprovodné neutrdlni polysa-
charidy (arabinany a arabinogalaktany). Protopektiny jsou nerozpustné nativni pektiny
bunécnych stén asociované s celulosou [1].

Pektiny se nachdzi v pletivech vysSich rostlin jako soucést stén primarnich bun€k a mezibu-
neéénych prostor. Podili se na integrit€ a pevnosti rostlinnych pletiv. Nachézi se ve vSech
druzich ovoce a zeleniny. VySsi obsah pektinu je napi. v cukrové fep€. U fepného pektinu
jsou na hlavni fetézec navdzdny postranni fetézce arabinosy, xylosy a galaktosy.
V pravidelnych usecich se vyskytuje L-rhamnosa. Repny pektin navic obsahuje kyselinu
ferulovou [24].

3.3 Enzymy degradujici rostlinnou biomasu

Enzymy jsou bilkovinné makromolekuly, které se podili na fizeni souboru biologickych
reakci a s nim spojenych energetickych zmeén. Jsou u¢innymi biokatalyzdtory, které urychluji
chemické pfemény. Enzymy jsou slozeny z jednoho nebo n€kolika peptida prostorove uspo-
fadanych do terciarni struktury [5].
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Enzymy vykazuji vysokou substritovou specifitu a t&innost. Uginnost enzymatické aktivity je
meéfena rychlosti pfemény substrdtu. Enzymatické reakce probihaji v izkém teplotnim roz-
mezi a pfi optimdlni hodnoté pH. Jakakoliv zména teploty nebo pH muze vést k naruSeni
strukturni integrity, coZ muzZe byt pfi¢inou sniZzeni nebo ztraty enzymatické aktivity [5].

Enzymy se d€li do Sesti hlavnich tfid podle typu katalyzované reakce:

- Oxidoreduktasy, které katalyzuji intermolekulové oxidacné-redukéni pifemény.
Oxidoreduk¢ni dé€je realizuji bud’ pfenosem atomu vodiku nebo elektront, piipadné
vestavénim atomu kysliku do substratu.

— Transferasy, které realizuji pfenos skupin (-CHj3, -NH>, zbytek glukosy apod.).

- Hydrolasy, které sté€pi hydrolyticky vazby, které vznikly kondenzaci, napt. peptidové
(ajiné amidové), glykosidové, esterové.

- Lyasy, které katalyzuji nehydrolytické St€peni a vznik, pokud neni energeticky
ndro¢ny, vazeb C-C, C-O, C-N.

— Isomerasy, které realizuji vnitromolekulové presuny atomt a jejich skupin, tedy
vzajemné piemeény isomeru.

— Ligasy, které katalyzuji vznik energeticky ndrocnych vazeb za soucasného rozkladu
latky uvolnujici energii, napt. ATP.

Enzymy, které degraduji rostlinnou biomasu se fadi do tfidy hydrolas a lyas. Hydrolasy
Stépici glykosidovou vazbu se nazyvaji glykosidasy. Glykosidasy reprezentuji Sirokou
skupinu enzymt podilejicich se na odbourdavani homo- i heteroglykosidu. Katalyzuji hydro-
lysu glykosidovych vazeb mezi cukernymi jednotkami i mezi sacharidy a aglykony. Mezi
glykosidasy se fadi amylasy, invertasa, [-galaktosidasa, celulasy, endo- a exo-
polygalakturonasy. Hydrolasy katalyzujici hydrolysu esterovych vazeb se nazyvaji esterasy.
Esterasy katalyzuji hydrolysu esteri na kyselinu a alkohol. Mezi esterasy se fadi napf.
pektinesterasy [7, 20].

Lyasy katalyzuji nehydrolytické Stépeni a vznik vazeb C-C, C-O, C-N. Odstépuji ze substratu
nebo do négj vnasi malé molekuly (napt. H,O, CO,, NH3) bez pomoci dal$iho reaktantu. Na
podtiidy se rozd€luji podle typu Stépenych nebo syntetizovanych vazeb. Mezi lyasy se tadi
napt. pektatlyasy a pektinlyasy [7].

3.3.1 Celulolytické enzymy

Celulolytické enzymy se fadi mezi glykosidasy. Katalyzuji hydrolysu nativni celulosy.
Celulolytické enzymy tvoii komplex C¢tyf enzyma sloZeny z endo-1,4-B-D-glukanasy,
exo-1,4-B-D-glukanas a B-glukosidasy, které pusobi synergicky. Celulasa neboli endo-1,4-f3-
celulosy za vzniku glukooligosacharidi a celobiosy. Celobiohydrolasa neboli exo-1,4--D-
glukanasa je exogenni enzym, ktery odStépuje celobiosu z redukujiciho nebo neredukujiciho
konce fetézce. Exoglukanasa neboli exo-1,4-B-D-glukanasa odStépuje glukosu z neredu-
kujiciho konce fetézce. Poslednim enzymem celulolytického komplexu je celobiasa neboli
B-glukosidasa, Stépici celobiosu a glukooligosacharidy na -D-glukosu [1].
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3.3.1.1 Mikrobidlni zdroje

Intenzivni vyzkum v oblasti mikrobidlni produkce enzymu vedl k identifikaci a isolaci
riznych mikroorganismt schopnych produkce celulolytickych enzymut zahrnujici aktino-
mycety, eubakterie a plisné. Mikrobidlné produkované celulolytické enzymy tvoii smés
riznych enzymu se specifickou funkci. Vétsina bakterii neni schopnd degradace krystalické
celulosy, protoZe jejich celulasovy systém neni kompletni. Celulasovy systém produkovany
plisnémi zahrnuje vSechny 4 typy enzymi a je velmi uZitecny v procesu sacharifikace celulo-
sovych materidlt /2].

Nejvice studii bylo provedeno na celulasovych systémech pochdzejicich z aerobnich plisni
jako Trichoderma viride, Trichoderma reesei, Trichoderma koningii, Sporotrichum pulverul-
lentum, Fusarium solani, Penicillium pinophilum a Aspergillus niger. Z termofilnich
aerobnich plisni produkujicich celulasy lze zminit napf. Sporotrichum thermophile, Chaeto-
mium thermophile, Humicola insolens nebo Talaromyces emersonii [5].

Mezi mezofilni a termofilni aerobni bakterie produkujici celulasy patii napt. rod Bacillus sp.,
Cellulomonas fimi, Cellvibrio sp. a Pseudomonas fluorescens. Z mezofilnich a termofilnich
anaerobnich bakterii produkuje celulasy napt. Bacteroides cellulosolvens, Fibrobacter succi-
nogenes, Clostridium thermocellum nebo Rumminococcus albus [29].

Vysoce aktivni celulasovy a hemicelulasovy systém produkuji aktinomycety jako napf.
Microbispora bispora, Streptomyces flavogriseus , Thermomonospora fusca a hypertermofilni
mikroorganismy jako Thermotoga maritema, T. neapolitana, Pyrococcus furiosus a Anaero-
cellum thermophilum, které rostou pfii teplotich od 85 °C do 110 °C [5].

3.3.1.2 Substrdty

Pro produkci celulolytickych enzymi se obecné pouziva agro-industrialni odpad, mezi ktery
se tadi sldma, ryZové a pSenicné otruby, ryZzova a pSeni¢nd sldma nebo vylisovand cukrova
titina. Ddle je mozné vyuzit prumyslové zbytky sojovych bobi, zbytky kukufi¢nych klasu,
odpad papirenského prumyslu atd. [30].

3.3.1.3 Biotechnologické aplikace

Celulasy jsou prumyslové vyznamné enzymy, které se pouZzivaji napf. pfi izolaci Skrobu
z kukufice a sladkych brambor, pfi produkci krmiv, alkoholové fermentaci obili, ve slado-
vnictvi a pivovarstvi. Ddle se aplikuji pfi extrakci ovocnych a zeleninovych Stav,
v papirenském a textilnim primyslu, v odpadovém hospodafstvi nebo farmaceutickém
pramyslu. Jejich ¢innost spociva ve zvyseni extrahovatelnosti a rozpustnosti materialu a mo-
difikaci konzistence [7].
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V potravinafském pramyslu se celulasy pouzivaji pii extrakci ovocnych §tav a oleje ze semen
olejnatych rostlin, pro odstranéni vné&js$i slupky sojového bobu pfi produkci sojové omacky
a fermentované sojové pasty miso, pii izolaci proteini ze sojového bobu, kokosového
ofechu nebo pfi extrakci agaru z morskych fas. Celulasy mohou byt také pouZity pro zlepSeni
nutricni hodnoty fermentovanych potravin ¢i zlepSeni rehydratace suSenych zeleninovych
a polévkovych smési a pro produkci oligosacharidu a glukosy z celulosového odpadu /29, 31].

V pivovarstvi se pouzivaji beéhem sladovani jeCmene, fermentace a filtrace piva. Ve vinafstvi
zlepSuji maceraci hroznd, filtraci, extrakci barviv a aroma vina. Celkové prispivaji k vyssi
kvalité a stabilité téchto napoji. V textilnim prumyslu maji uplatnéni pti modifikaci celuloso-
vych vldken a pfi odstranéni nadbyte¢ného indigo barviva béhem vyroby dzin [29, 32].

3.3.2 Pektolytické enzymy

Na degradaci pektinovych latek se podili tfi skupiny enzymii — protopektinasy, esterasy
a depolymerasy. Protopektinasy degraduji nerozpustny protopektin, ¢imZ vznikd vysoce
polymerovany rozpustny pektin. Dalsi skupinu tvoii esterasy, které katalyzuji deesterifikaci
pektinu odstranénim methylesterti a posledni skupinu pfedstavuji depolymerasy, které kataly-
zuji hydrolytické Stépeni a-(1—4)-glykosidovych vazeb D-galakturonové kyseliny [4].

Protopektinasy jsou na zdklade jejich reakcniho mechanismu klasifikovany do dvou typu:
A-typ protopektinas reaguje endo-mechanismem, tj. v misté polygalakturonové kyseliny pro-
topektinu. B-typ reaguje exo-mechanismem, tj. v misté rhamnogalakturonanu a na neutrdlnich
sacharidovych fetézcich. B-typ protopektinas je povazovan za glykandepolymerasu [4].

Pektinesterasy neboli pektinmethylesterasy katalyzuji hydrolyzu methylesteri na nizkoeste-
rifikované pektiny (pektové kyseliny). Pasobeni pektinesteras se lisi podle jejich ptavodu.
Pektinesterasy plisni plsobi multifetézcovym mechanismem odstraiujicim methylové
skupiny namdatkove, na rozdil od rostlinnych pektinesteras, které ptisobi bud’ na neredukujici
konec nebo v blizkosti volné karboxylové skupiny a postupuji podél molekuly jedno-
fetézcovym mechanismem [1, 33].

Mezi pektindepolymerasy patii glykosidasy a lyasy. Glykosidasy neboli polygalakturonasy
hydrolyzuji a-(1—4) glykosidovou vazbu. RozliSuji se podle mista, kde atakuji molekulu
pektinu. Exopolygalakturonasa odStépuje monomery od konce fetézce a exopoly-
galakturonan-digalakturonohydrolasa odstépuje dimery. Endopolygalakturonasa puasobi uvnitf
fetézce a produktem jsou oligomery sruzné dlouhym fetézcem. Polymethylgalakturonasy
Stépi vysokoesterifikované pektiny. Polygalakturonasy Stépi pektiny tpln€ nebo témeéf dplne
deesterifikované [1, 4].

Pektétlyasy a pektinlyasy Sté€pi glykosidové vazby pektatu nebo pektinu prenosem vodiku
(B-eliminaci) z polohy C-4 do polohy C-5 aglykonové ¢ésti substratu. Pektatlyasy degraduji
esterifikované nebo neesterifikované pektiny p-eliminaci. Pektinlyasy Stépi B-eliminaci
glykosidové vazby mezi esterifikovanymi galakturonovymi kyselinami. Pektéitlyasy jsou
typické bakteridlni enzymy. Pektinlyasy jsou produkovany pouze plisnémi [1, 7].
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3.3.2.1 Mikrobidlni zdroje

Vétsina komeréné dostupnych pektolytickych preparati je produkovana pomoci plisni. Bézné
pouzivanymi kmeny pro pramyslovou produkci pektolytickych enzymu jsou Aspergillus
niger, A. carbonarius, A. sojae a druhy Rhizopus sp. [7].

A-typ protopektinas je produkovan kvasinkami a kvasinkovitymi mikroorganismy. Byl
izolovan z Kluyveromyces fragilis, Galactomyces reesei a Trichosporon penicillatum. B-typ
produkuje Bacillus subtilis a Trametes sp. [4].

Pektinesterasy se nachdzi v rostlindch, rostlinnych patogennich bakteriich a plisnich. Jsou
produkovany zejména druhy Rhodotorula sp. a kmeny Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus
niger, Phytophthora infestans, Pseudomonas solanacearum atd. [34].

Endopolygalakturonasy se nachdzi u plisni, bakterii, kvasinek a u vysSich rostlin. Produkuji je
Aureobasidium pullulans, Rhizoctonia solani, Fusarium moniliforme, Neurospora crassa,
Rhizopus stolonifer, Aspergillus sp., Thermomyces lanuginosus atd. Exopolygalakturonasy se
vyskytuji méné Casto. Byly detekoviany u Erwinia carotovora, Agrobacterium tumefaciens,
Bacteroides thetaiotamicron, Alternaria mali, Fusarium oxysporum a Bacillus sp. [4, 35].

Pektatlyasy jsou produkovdny mnoha bakteriemi a nékterymi patogennimi plisnémi. Byly
izolovany z kmene Erwinia carotovora, Amucala sp., Colletotrichum magna, Bacillus sp. atd.
Pektinlyasy byly zaznamendny u Aspergillus sp., Penicillium sp., Pichia pinus, Thermoascus
auratniacus, Pythium splendens aj. [4].

3.3.2.2 Substrdty

Pro produkci mikrobidlnich pektolytickych enzymu se vyuziva agro-industridlni odpad, ktery
je Siroce dostupny a z ekonomického hlediska povazovany za levnou surovinu. Mezi nej-
Castéji pouzivané odpadni materidly patii fizky cukrové fepy, vylisované citrusové plody
(pomerancové vylisky), jablecné a hroznové vylisky, pSeni¢né otruby, kdvové slupky a duZina
atd. [30].

3.3.2.3 Biotechnologické aplikace

Pektolytické enzymy maji Siroké pramyslové uplatnéni. Vyznamnou roli hraji pfi zpracovani
novych protlakt. Dals{ pouziti je pfi Gpraveé odpadnich vod, v textilnim pramyslu, pfi extrakci
oleje, fermentaci Caje a kdvy atd. [8].

Nejveétsi pramyslova aplikace pektinas je pfi extrakci a Cifeni ovocnych §tdv. Ve smési s amy-
lasami sniZuji dobu filtrace azZ o 50 %. V kombinaci s celulasami, arabinasami a xylanasami
zvySuji ucinnost lisovani ovoce pfiextrakci §tdv. Dalsi pouZziti je pfi vyrobé krmiv, kde
sniZuji viskozitu krmiva a umoZziuji tak vyssi vstiebavani Zivin [4, 36].
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Pektinasy se uplatiiuji také pti fermentaci ¢aje a kdvy. Urychluji fermentaci a odstranuji péno-
tvorné latky granulovaného instantniho Caje degradaci pektind. V procesu fermentace kavy
odstranuji slizovity obal kdvového zrna. Dalsi uplatnéni pektinas je pti vylepSeni barvy a sta-
bility Cerveného vina. Pektolytické enzymy pfidané k macerovanému ovoci, pred piidavkem
vinnych kvasinek, pfi vyrob& erveného vina zlepsuji jeho vzhled (barvu, zékal) [4].

3.4 Produkcéni mikroorganismy

Mnoho mikroorganismi jako bakterie, kvasinky a plisn€, produkuje rizné enzymy. Pocet
a diverzita enzymu je imérna poctu a diverzit€é mikroorganismu. Obecné jsou hydrolytické
enzymy tj. celulasy, xylanasy, pektinasy atd., produkovény pfedev§im plisnémi [37].

Nejvice prozkoumané a v praxi pouzivané mikroorganismy pro produkci enzymu na degra-
daci rostlinné biomasy jsou vldknité houby rodu Trichoderma a Aspergillus. Celulasovy kom-
plex produkovany T. reesei ma ale nedostateCnou aktivitu B-glukosidasy, coz vede k netplné
hydrolyse celobiosy. Uginnost enzymatické hydrolyzy ovliviiuje nékolik faktor jako volba
vhodného substratu, optimdlni hodnota pH, teplota nebo volba produkéniho mikroorganismu.
Cilem je najit takové produkcni mikroorganismy, které nemaji pfili§ ndrocné podminky na
kultivaci, disponuji d€innym enzymatickym systémem a jsou vysoce produktivni. Mezi noveé
izolované kmeny s tc¢innou celulasovou aktivitou patii napt. plisenn Agaricus arvensis nebo
bakterie Acinetobacter junii F6-02. V oblasti zvySeni GCinnosti enzymatické hydrolysy se
uplatiuji také techniky rekombinantni DNA, které umoziuji modifikaci enzym( zndmych
mikrobidlnich kmena /38, 39, 40, 41].

3.4.1 Aspergillus niger

Aspergillus niger se fadi mezi vlaknité houby tfidy Ascomycetes. Pro optimalni rust vyZaduje
aerobni podminky a organicky materidl jako substrat. V piirodé se nachazi v pudé, humusu,
kompostu a na odumfelém rostlinném materidlu. Sviij ndzev dostal podle tmavé az Cerné
zbarvenych kolonii. Je schopen rast v Sirokém teplotnim rozmezi 6 - 47 °C, pficemZ jeho
teplotni optimum se pohybuje okolo 35 — 37 °C. Hodnota vodni aktivity limitujici rust je 0,88;
coz je ve srovndni s ostatnimi druhy rodu Aspergillus pomérné vysokd hodnota. Zaroven je
schopen rust v §irokém rozmezi pH 1,9 — 9,8 [42].

A. niger ma znacny biotechnologicky vyznam. PouZivd se pfi vyrobé kyseliny citronové,
gallové, glukonové, fumarové a Stavelové. Produkuje také extracelularni enzymy — amylo-
lytické, proteolytické, lipolytické, pektolytické a celulolytické [22].

A. niger se stal primyslové vyuzivanym organismem jiz v roce 1919, kdy byla poprvé pomo-
ci fermentace vyprodukovédna kyselina citronovd. Kyselina citronovd mé Siroké uplatnéni
v potravinaiském prumyslu jako latka upravujici kyselost. Pridava se do ovocnych dzusu,
dezertu, dZemu, Zelé, cukrovinek a vina [42].
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Pektolytické enzymy produkované pomoci A. niger se vyuZivaji pti vyrob€ vina a ovocnych
dzust ke sniZeni jejich viskozity a pro zlepSeni Cifeni. Hemicelulasy ziskané z A. niger
zlepSuji reologické vlastnosti tésta, zvE&tSuji objem bochniku a vylepSuji strukturu stfidky
chleba. Glukosaoxidasa a katalasa z A. niger slouzi ke stanoveni glukosy hlavné v diagno-
stickych enzymovych kitech. Pouzivaji se pro odstranéni glukosy nebo kysliku z potravin
a napoju a pro produkci kyseliny glukonové z glukosy [42].

3.4.2 Aureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulans je taxonomicky zatazen do tiidy Basidiomycetes. Jednd se o tzv.
cerny kvasinkovy mikroorganismus. V roce 1866 byl tento rod popsan H. D. Barym jako De-
matium pullulans saprofytujici na povrchu vysSich rostlin. A. pullulans bylo zndmé i1 pod
dal§Simi jmény jako Pullularia pullulans, Aureobasidium vitis, Torula schoenii, Pullularia
fermentans, Dematoideum nigrescens, Candida malicola, Hormonema pullulans, Hormonema
oleae nebo Podium pullulans. A. pullulans roste pfi teplotich mezi 2 — 35 °C a jeho

teplotni optimum je 25 °C. Nekteré druhy snasi teplotu kolem -5 °C. Optimdlni hodnota pH
pro jeho rast je 5,5 [22, 43, 44].

A. pullulans produkuje polysacharid pullulan, ktery je polymerem o-D-glukanu. Pullulan se
komer¢né vyuziva v potravinaiském prumyslu a medicin€. Vytvaii tenky film, ktery je
transparentni a nepropustny pro kyslik. Proto se pouZivd jako obalovy materidl nebo
k potahovani tablet dopliiku stravy [45].

A. pullulans produkuje také extraceluldarni enzymy. Mezi nejvice prostudované enzymy patii
fruktofuranosidasa neboli invertasa, xylanasa a glukoamylasa. Invertasa se pouziva pfi vyrobé&
invertniho cukru pro konzerviarenské a cukrovinkdrské ucely. Glukoamylasa se vyuZziva pfti
zpracovani Skrobu na Skrobové sirupy. Ddle produkuje pektolytické enzymy, celulasy a la-
kasu. Celulasy se pouZivaji v konzervarenstvi pfi zpracovani ovoce a zeleniny, jsou soucdsti
pracich prostfedkt a pridavaji se do krmnych smési. Lakasa slouzi k biodegradaci ligninu
a vyuziva se v papirenském a textilnim pramyslu [7, 45, 46].

A. pullulans slouzi jako modelovy mikroorganismus pro testovani toxickych G¢inkd raznych
kovi. Jeho odolnost vaci danym toxickym latkam se vysveétluje detoxikaci. Rozklada barvy

a rozruSuje elektrické kabely. Pfi ziskdvani biomasy Casto pfekdzi ¢erné barvivo melanin nebo
je nezadouci nadprodukce pullulanového slizu [44].

3.5 Zpusoby produkce mikrobialnich enzymu

Produkce mikrobidlnich enzymi se provadi pomoci procesu submerzni fermentace (SmF)
nebo procesu ,,solid-state fermentation* (SSF). Ptiblizné 90 % vsech industridlnich enzymu je
produkovano pomoci SmF, Casto pouZivajici specidlné optimalizované, geneticky modifiko-
vané mikroorganismy. Z tohoto hlediska nabizi SmF velké vyhody oproti SSF [47].
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Vétsina enzymi produkovanych submerzni fermentaci mize byt produkovana i za podminek
procesu SSF, ktery vyuzivd divoké kmeny mikroorganismu. Srovnavaci studie SSF a SmF
prokazaly, ze vySSich enzymovych vytézka 1ze dosdhnout pomoci SSF. Takto vyprodukované
enzymy jsou stabilni v Sirokém rozmezi teplot i pH. Naopak pfi submerzni fermentaci se
dosahuje vyssiho konecného ndristu bunééné biomasy. Pritomné mikroorganismy efektivnéji
vyuZzivaji dostupné Ziviny a mohou se intenzivnéji mnozit. Proto se SmF pramyslové vyuziva
k ziskdvani vétStho mnozZstvi biomasy pii vyrobé krmného drozdi nebo k produkci uZite¢nych
metabolitl, napf. antibiotik [21, 48].

3.5.1 Solid-state fermentation

Historie procesu SSF sahd az do starovéku. Poprvé byl pouZit v Asii pfi vyrobé& syra pomoci
plisn€ Penicillium roqueforti. Pomoci plisn€ rodu Rhizopus byl SSF proces aplikovén pfi vy-
rob¢ fermentovanych potravin jako napf. sojové omacky, sojového syra tempeh nebo pasty
miso. V 19. stoleti se zaCal SSF proces vyuZivat pii nakladini s odpady a pocitkem 20. stoleti
byl poprvé pouzit pro produkci enzymil a organickych kyselin. Dalsi uplatnéni tohoto procesu
se objevilo s rozvojem bioprocesu bioremediace a biodegradace rizikovych sloucenin, pfi
biologické detoxikaci agro-industridlnich zbytkd, biotransformaci plodin a zbytkl plodin pro
obohaceni vyZivy, biopasirovani a pfi produkci biologicky aktivnich sekundarnich metabolitt
napf. antibiotik, alkaloidd, rostlinnych rastovych faktort, biopesticidu, biopaliv, aromatickych
slouCenin atd. [49, 50].

Proces ,,solid-state fermentation* je definovan jako rast mikroorganisma na zvlhéeném pev-
ném materidlu za nepiitomnosti volné vody. U fermenta¢nich procest tohoto typu mnoZstvi
vody nepfevySuje saturacni kapacitu pevného substratu, na kterém mikroorganismy rostou.
Voda je pro mikrobidlni rast nezbytna a v procesu SSF je pfitomna pouze uvniti substratu

[51].

Hlavni faktory, které ovliviiuji mikrobidlni rust a aktivitu v procesu SSF, zahrnuji vybér
vhodného mikroorganismu a substritu, jeho ptredipravu, velikost Castic substratu, vodni akti-
vitu, relativni vlhkost a mnozstvi inokula. Dal§imi faktory jsou teplota fermentacniho procesu,
potieba odstranéni metabolického tepla generovaného b&€hem respirace, doba kultivace nebo
rychlost spotfeby kysliku a produkce oxidu uhlicitého [50].

3.5.1.1 Mikrobidlni kultury

Veskeré faktory v procesu SSF zavisi na mnozstvi vody pfitomné v substratu. Z divodu nedo-
statku volné vody jsou ve vétsin€ SSF procest upfednostiiovany plisn€. Bakterie se ucastni
procest, jako je kompostovani nebo sildzovani, kvasinky se pouzivaji pro produkci ethanolu
a krmiv nebo pro potravindiské vyuziti. Kvasinky rostou na pevnych substritech jen ziidka.
Napt. Saccharomyces cerevisiae byla pouZita pfi kultivaci na cukrové fepé nebo na hroz-
novych vyliscich. Z bakteridlnich roda lze zminit Lactobacillus sp., ktery se pouZivaji pro
sildZovani, pti kompostovéani pfevladaji termofilni bakterie. Bacillus subtilis se uplatiiuje pfi
produkci japonské fermentované s6ji Natto [47].
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Dominantni skupinou mikroorganismi, kterd je obecné€ vyuzivdna v procesu SSF jsou
vldknité houby. Mezi nejvice pouZivané plisné patii rod Aspergillus, Rhizopus, Alternaria,
Fusarium, Monilia, Mucor, Trichoderma a nékteré druhy Penicillium. V14knité houby jsou
schopné ucelné pokryt cely povrch substrdtu a proniknout dovnitf. Vyhodou jejich pouZiti je
syntéza mycelia a produkce velkého mnozZstvi extracelularnich hydrolytickych enzymu. Mezi
vyznamné producenty mikrobidlnich enzymu patii rod Aspergillus, ktery produkuje az
21 rGznych enzymu (viz tabulka 3) [47].

Tabulka 3 Enzymy ziskané z kmene Aspergillus niger [50]

Nazev enzymu
o-Amylasa Xylanasa
B-Amylasa Polygalakturonasa
Glukoamylasa Pektinesterasa
Lakasa Celulasa
Katalasa Glukosaoxidasa
Proteasa Glukosadehydrogenasa
Trehalasa Ureasa
Tannasa Inulinasa
Melibasa Amidasa
Lipasa Zymasa
Fosfolipasa

3.5.1.2 Substrat

Substraty pouzivané v procesu SSF jsou nerozpustné ve vodé€. Ve skuteCnosti je voda
absorbovana na Casticich substrdtu a tak miize byt mikroorganismy vyuzita pro rust a ¢innosti
metabolismu. Substriaty Ize rozdélit na Skrobnaté, celulosové nebo lignocelulosové
a substrity s jednoduchymi cukry. Mezi Skrobnaté substrity se fadi ryze, kasava, pSeni¢né
otruby, ryZové otruby, semena pohanky, kukufi¢nd mouka, odpad ze sladkych brambor a ba-
nanovd mouka. Lignocelulosové substrity zahrnuji pSenicnou sldmu, kukufici, pSenicné
otruby, vylisovanou cukrovou fepu, odpad z ananasu a odpad z vyroby kdvy. Substraty
obsahujici jednoduché cukry jsou napf. hroznové vylisky, odpad z ananasu, cukrové fepa
nebo odpad z vyroby kdvy. Mikroorganismy a pfirodni substrity pouZivané k produkci
enzymu jsou uvedeny v tabulce 4 [47, 49, 52].

Ptirodni substraty jsou snadno dostupné a levné&jsi nez syntetické. Pro lepsi dostupnost Zivin
a penetraci mycelia je nutnd jejich prediprava. Na stimulaci rastu, indukci syntézy enzymu
nebo prodlouZeni produkce sekundarnich metaboliti se aplikuje pfidavek 0,5 % glukosy nebo
celobiosy; 0,5 % peptonu, asparaginu nebo kvasni¢ného extraktu [47].
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Tabulka 4 Mikroorganismy a substraty pouzivané k produkci enzymu v SSF [52]

Substrat

Mikroorganismus

Enzym

pSeniéné otruby

A. niger

celulasa, polygalakturonasa,

celulosa, Skrob

T. viride, A. niger

celulasa, amylasa

celulosa T. reesei celulasa

agro-odpady A. niger celulasa, B-glukosidasa
agro-odpady T. reesei celulasa

vylisovana cukrovd titina Polyporus sp. celulasa, ligninasa

pSenicnd sldma

Neurospora crassa

CMCasa, B-glukosidasa

pSeni¢né a ryZové otruby Aspergillus sp. celulasa, B-glukosidasa
lignino-celulosové substrity | Streptomyces sp. celulasa

hroznové vylisky C. unicolor celulasy, xylanasa, lakasa
¢irok Gliocladium sp. celulasy, xylanasa
pSenicnd sldma T. reesei celulasy

vylisovana cukrova tftina

A. fumigatus

celulasa, B-glukosidasa

pSenicné otruby

Bacillus licheniformis

xylanasa

pSenicné otruby

P. chrysosporium

xylanasa, B-glukosidasa

odpad z vyroby kdvy A. niger polygalakturonasa
citrusovy odpad A. foetidus polygalakturonasa
jable¢né vylisky A. foetidus polygalakturonasa
pSenicné otruby A. niger polygalakturonasa
pSenicéné otruby Humicola sp. xylanasa
vylisovana cukrova titina T. reesei, A. niger xylanasa

dfevéné piliny P. chrysosporium lakasa

ryZov4 sldma T. reesei celulasy

¢irok

T. reesei, A. niger

celulasy, xylanasa

ryZova sldma

Botritis sp.

B-glukosidasa, xylanasa

celulosové odpady A. oryzae celulasa, B-glukosidasa
agro-odpady Pestalotiopsis versicolor celulasa
pSenicnd sldma Lentinus edodus celulasy
pfedupravend vrba T. reesei celulasy

odpad z kasavy

T. harzianum

celulasy, xylanasa

agro-odpady

Spiecellum roseum

CMCasa

pSenicnd sldma

Phlebia radiata, P. eryngii

xylanasa, lakasa

Na vyuziti substratu mikroorganismy ma vliv velikost jeho Cdstic. Malé Castice substratu
poskytuji vétsi povrchovou plochu pro mikrobidlni atak, coz je Zddoucim faktorem. Naopak
piili§ malé Castice maji za nasledek shlukovani substritu, které ovliviiuje mikrobidlni respiraci
resp. aeraci a vede ke Spatnému rustu bunék. Velké Castice umoziluji efektivni respiraci resp.
aeraci, ale poskytuji mensi povrch pro mikrobidlni atak. BéZné se pouZzivaji Castice o velikosti
I mm az 1 cm. NejvySsi produktivity se dosahuje s ¢asticemi o velikosti od 180 pum do
1,4 mm /50, 53].
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3.5.1.3 Vodni aktivita

Vlhkost substrdtu a vodni aktivita (ay) jsou vyznamnymi faktory v procesu SSF. Mikro-
organismy jsou voleny podle hodnot vodni aktivity, optimalnich pro jejich rast. Bakterie
rostou pii vyS$Sich hodnotich vodni aktivity, zatimco vldknité houby a ne€které druhy kvasinek
mohou rast jiz pfi relativné€ nizkych hodnotach a, (0,6 — 0,7). Vlivem nizkého obsahu vody
v substratu jsou jako producenti mikrobidlnich enzymua upfednostiiovany vlaknité houby.
Vysokd vodni aktivita vede u plisni ke sporulaci, naopak nizk4 vodni aktivita ma za nésledek
kliceni spor a narust mycelia. Vodni aktivita ma vliv na samotné utvafeni produktu i na
spektrum kone¢nych produktt /53, 54].

3.5.1.4 Teplota

Mikrobidlni rust a produkce zddoucich metaboliti probiha v tzkém teplotnim rozmezi.
Teplota limitujici prubéh biologickych procest se pohybuje v rozmezi 60 — 80 °C, u nékterych
kment az 120 °C. Vyssi teploty maji vliv na denaturaci proteint, inhibici enzymd, stimulaci
nebo inhibici tvorby specifického produktu a mohou mit i letdlni G€inky na mikroorganismus.
Podle vztahu k teploté rozd€lujeme mikroorganismy na psychrofilni, jejichZ optimalni teplota
je nizsi nez 20 °C a pomérn¢ intenzivné rostou pii teploté 0 °C az 5 °C. Dalsi skupinu tvori
mezofilni mikroorganismy, které maji optimalni teplotu pro rist niz$i nez 45 °C a minimdln{
teplotu vyssi nez 5 °C. U bakterii se optimdlni teplota pohybuje kolem 37 °C, u kvasinek
a plisni kolem 30 °C. Posledni skupinu tvoii termofilni mikroorganismy, rostouci pfti teploté
45 °C a vyss§i. Pro vétSinu z nich se optimdlni teplota pohybuje v rozmezi od 50 do 60 °C.
Nékteré druhy mohou rast pii teplot€ 80 °C. Extrémni termofily z archacobakterii rostou i pfi
teplotich nad 100 °C. V procesech SSF se ve vétSin€ piipadt vyuZivaji mezofilni mikro-

organismy [50, 55].

3.5.1.5 Hodnota pH

Na rast mikroorganismu ma vliv pH prostiedi, ve kterém se nachdzi. Béhem SSF procesu se
hodnota pH substratu méni. Vlivem produkce kyselin pfi netdplné oxidaci substratu nebo zvy-
Senim obsahu amonnych iontd se pH sniZuje, zatimco amoniak uvolnény pii deaminaci
mocoviny nebo jiné aminy hodnotu pH zvySuji. Vzhledem k tomu, Ze nelze v procesu SSF
monitorovat pH, je samotnd kontrola optimdlni hodnoty pH obtizna. Proto je vhodné pouZivat
mikroorganismy, které jsou schopny rust v Sirokém rozmezi pH. Vldknité houby jsou schopné
rust pii hodnotach pH mezi 2 — 9, kvasinky v rozmezi 2,5 — 8,5. Zaroven niz$i hodnota pH ma
pfiznivy vliv na minimalizaci bakteridlni kontaminace [53, 54].

3.5.2 Srovnani procesu ,,solid-state fermentation‘‘ se submerzni fermentaci

Submerzni fermentace je proces, ktery se v pramyslovém méfitku vyuziva k produkci raznych
mikrobidlnich metabolit, véetné enzymu. Z technického hlediska je SmF snazsi proces nez
SSF a jeji rozvoj nastal v disledku potifeby prumyslové produkce antibiotik jiz v roce 1940.
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Prestoze je submerzni fermentace pramyslové vyuzivdna k produkci enzymu, nedosahuje
takovych enzymovych vytézku jako ,,solid-state fermentation”. SSF je rovnéZz vyhodnéjsi
z ekonomického hlediska [6].

Hlavni rozdil mezi SSF a SmF je v ndrocich na vodu a Ziviny, v zajiSténi teplotniho gradientu,
ve sporulacnich mechanismech a v produkci sekundarnich metabolitd. SSF proces je méné
finan¢n€ naro¢ny ve srovnani se SmF, vzhledem k moznosti vyuziti odpadnich materidlt ze
zemédelstvi jako substratti pro mikrobidlni produkci pozadovanych metaboliti. Napodobuje
zivotni podminky vldknitych hub a vyuzivd jednoduchd kultivaéni média, kdy jsou substraty
pouzity pfimo nebo jsou obohaceny o urcité nutrienty. Vysledny produkt, ktery je pfedmétem
kultivace, je koncentrovany, coZ usnadfiuje jeho purifikaci. V procesu SSF se aplikuje

ptirozena mikrofléra substratt - vyuzivaji se jejich spory nebo buiiky. Niz§i obsah vlhkosti
a pouzitd mikrofléra snizuje moznost mikrobidlni kontaminace /6, 48].

Dalsi pozitiva SSF jsou niZ8i ndroky na sterilitu, energii a nizZ§{ mnoZstvi vyprodukovaného
odpadu. Submerzni fermentace vyzaduje objemné fermentacni tanky, systémy zajistujici
michdni a aeraci a chladici systémy pro odstranéni reak¢niho tepla. V procesu ,,solid-state
fermentation® se neaplikuji chemické latky proti pénéni tak jako u submerzni fermentace
a enzymy vyprodukované pomoci SSF jsou méné citlivé ke katabolické represi [51, 56].

Nevyhodou procesu ,,solid-state fermentation® je uz§i vybér produkéniho kmene, ktery je
limitovan schopnosti mikroorganismu rust pfi nizkém stupni vlhkosti. Sledovani parametra
jako vlhkost, pH, volny kyslik a oxid uhli¢ity je v procesu SSF obtizné. Velkotondzni
produkce enzymua pomoci SSF zatim neni dostatecné prostudovana a predstavuje urcitd ome-
zeni [51].

3.5.2.1 Produkce celulolytickych enzymi

Celulasy jsou komercné produkovany pomoci submerzni fermentace. Technologie produkce
zavisi na ucelu pouziti celulolytickych preparatd. Pro textilni a papirensky primysl a pro
nékteré aplikace v potravinaiském pramyslu jsou vyzadovany Castecné nebo vysoce purifi-
kované celulasy nebo specifické komponenty celulolytickych enzymovych komplexii. Pro
agro-biotechnologické aplikace jsou vhodné surové enzymové komplexy obsahujici celulasy,
hemicelulasy, ligninasy a pektinasy [5].

Produkce celulas submerzni fermentaci je vyrazné ovlivnéna nékolika parametry zahrnujici
druh celulosového substrdtu, hodnotu pH média, dostupnost Zivin, obohaceni o induktor,
teplotni rezim fermentace atd. Slozeni fermentacniho média ma vliv na optimalni riist mikro-
organismu a produkci enzymu. Pouzivand média jsou slozitd a vétSinou specifickd pro dany
produk¢éni mikroorganismus. Mikrobidlni celulasy podléhaji mechanismu indukce a represe
a za jediny ekonomicky pfijatelny induktor v primyslové fermentaci je vétSinou povazovana
laktosa. NejcastéjSim rezimem SmF je vsadkové (batch) fermentace, kterd je vhodnd pro vy-
soce viskdzni lignocelulosové materidly, ddle se vyuzivd piitokovd (fed-batch) fermentace,
ktera zvySuje vytézek a produktivitu oproti vsadkové fermentaci anebo kontinudlni zplsob
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fermentace, ktery pravdépodobné potlaCuje katabolickou represi zptisobenou hromadénim
redukujicich cukra. Celulasy jsou nejcasté&ji reprimovany glukosou nebo celobiosou [5, 57].

Vyhodou procesu SmF je relativné vysoky vytéZzek enzymu a zkuSenosti s pouzivanymi bio-
reaktory. Kontrola procesu je srovnatelna s farmaceutickym pramyslem. Produkce celuloly-
tickych enzymu a jejich biosyntéza muze byt fizena a regulovana, coz vede k vylepSeni poza-
dovanych enzymovych komponent. Nevyhodou je jejich vysokd produkéni cena a obtizné
nastaveni produkce optimalniho multienzymového komplexu, ktery by degradoval specificky
substrat [5].

»Solid-state fermentation* je jednoduchd technologie a z ekonomického hlediska vyhodnd pro
produkci surovych enzymovych komplext. SSF proces je alternativou k SmF, jehoZ enzym-
movy produkt miZe byt pfimo pouzit pro biokonverzi piirodniho substratu napft. pfi produkci
biopaliv a obohacovani krmiv. ZvySeny zdjem o SSF proces je ddn vysokou vyté€Znosti
enzymu. Chahal [58] zaznamenal vys$$i vytézek celulas z 7. reesei v procesu SSF nez pfi
submerzni fermentaci. Tengerdy [59] srovndnim produkce celulas pomoci SSF a SmF zjistil,
Ze pii pouziti ,solid-state fermentation® se sniZi produkéni cena asi desetkrat. Nigam
a Singh [60] zhodnotili pouZiti agro-industridlniho odpadu jako substritu pro produkci celulo-
lytickych enzymt a domnivaji se, Ze ndlezitd technologie, zlepSeni konstrukce bioreaktora
a kontrolni ¢innosti, umoZni SSF procesu stét se konkurencni metodou pro komercni produkci

celulas [57].

Pandey a kol. [52] popsali aplikaci SSF technologie na produkci celulolytickych enzymu. SSF
je povazovana za technologii budoucnosti z hlediska komer¢ni produkce celulas vzhledem
k nizké vstupni cené a schopnosti vyuzivat pfirozené€ dostupné zdroje celulosovych substrati.
JelikoZ pfi biokonverzi neni striktné pozadovana Cistota enzymovych preparati, je SSF proces
efektivni technologii pro produkci téchto preparatd. Mezi vyhody SSF procesu ve srovnani se
SmF patii také vyss$i objemova produktivita a vyS$i koncentrace produktu, niz§i tvorba

cvv s

odpadu a nizs8i katabolickd represe [57].

Srovnanim vyhod a nevyhod procesu SmF a SSF pii produkci celulolytickych enzymi
vyplyvd, Ze SmF je preferovdna pfi procesech, které vyzaduji purifikované enzymy nebo
specifické enzymové komponenty a v ptipadech, kdy pozadovany proces neni zdvisly na cené
enzymu. SSF je na druhou stranu upfednostiiovana pfi pifimych fermentacnich procesech jako
je sildZovani, produkce biopaliv atd. [57].

3.5.2.2 Produkce pektolytickych enzymii

Pramyslovd produkce pektolytickych enzymua se provadi predev§im pomoci submerzni
fermentace. Submerzni fermentace probihd v bioreaktorech za aerobnich podminek
a s vyuzitim ,batch” nebo ,fed-batch® fermenta¢niho rezimu. Z davodu vysoké financni
a energetické narocCnosti neni submerzni fermentace piili§ praktickd, a proto se také vyuZivaji
techniky ,,solid-state fermentation* /5, 61].
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Neékolik studii prokédzalo, Ze produkce pektinas je mnohem vysSi u SSF neZ u SmF. Pektinasy
jsou pramyslové produkovany pomoci A. niger, ktery je schopen rust a produkovat pekto-
lytické enzymy za podminek SSF i SmF. Acuna-Arguelles a kol. [62] zaznamenali nejvyssi
produktivitu endo- a exopektinasy a pektinlyasy z A. niger za podminek SSF. Kinetika
a fyzikalné-chemické vlastnosti téchto enzymu byly ovlivnény fermentacni technikou. Pfi
pouziti SSF byly enzymy stabilni i pfi extrémnich hodnotich pH a teploty. Pomoci procesu
SSF byly také ziskany vyssi vytézky pektinesteras, navic za kratSi fermentacni dobu [63].

Na produkci pektolytickych enzymt ma vliv hodnota vodni aktivity, pH a zdroj uhliku. Vodni
aktivita a pH se fadi mezi kritické faktory u obou fermentacnich procest. Ovliviuji
mikrobidlni rast, sporulaci, produkci i stabilitu enzymu. Produkce pektatlyasy z Erwinia
chrysanthemi se v podminkiach SmF zvysila, kdyZ aktivita vody piidavkem NaCl poklesla
z hodnoty 0,998 na hodnotu 0,990. Naopak sniZeni aktivity vody z hodnoty 0,98 na 0,90
pomoci ethylenglykolu mélo za nasledek sniZeni aktivity exopektinasy z A. niger, stejné tak
aktivity polygalakturonasy z Geotrichum candidum nebo Trichoderma viride [63].

Vétsina pektinas se fadi mezi indukovatelné enzymy, které pro biosyntézu vyzaduji pfitom-
nost induktora. Pfirozenym induktorem pro produkci pektolytickych enzymu je pektin. Pri
pouziti pektinu jako jediného zdroje uhliku byla v procesu SSF zjiSt€éna Sestkrat vySsi
produkce polygalakturonasy neZ u SmF. Pridavek sacharosy v SmF vyvolal katabolickou
represi polygalakturonasy, zatimco v SSF bylo po pfidavku sacharosy pozorovano vice nez
desetindsobné zvyseni produkce [5, 64].

Solis-Pereira a kol. [65] zjistili, Ze ptidavek glukosy do fermentaniho media v podminkéch
SSF stimuluje produkci pektinas, zatimco v procesu SmF je produkce inhibovana, pravde-
podobné katabolickou represi. Vliv glukosy na produkci pektolytickych enzymu pozorovali
také Maldonado a Strasser [66], kteii zjistili, Ze piidavek glukosy o koncentraci 10 g. 1"
zvySuje produkci pektolytickych enzymu v procesu SSF o 30 %, zatimco v procesu SmF
doslo nésledkem ptfidavku glukosy ke sniZzeni produkce. Pro minimalizaci katabolické
represe zpusobené glukosou nebo produkty degradace pektinu se vyuziva ,fed-batch®
kultivace nebo proces ,,solid-state fermentation®.

Ackoliv je vétSina pektinas fazena mezi indukovatelné enzymy, Aguilar a Huitrén [67] se

zabyvali také studiem konstitutivnich exopektinas produkovanych pomoci Aspergillus sp.
CH-Y-1043, ktery roste na glukose, sacharose, fruktose, glycerolu atd.

3.6 Stanoveni katalytické aktivity enzymu

Z hlediska kinetiky jsou enzymy biokatalyzatory, které zvySuji rychlost pfemény substritu na
produkt. JelikoZ je reak¢ni rychlost bez ptfidavku enzymu zanedbatelnd, je stanoveni enzyma-
tické aktivity zaloZeno na méfeni reakcni rychlosti [5].
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3.6.1 Vyjadrovani katalytické aktivity

V poslednich desetiletich se nékolikrat ménily zpusoby vyjadfovani katalytické aktivity
enzymu. V roce 1961 navrhla enzymovd komise IUB standardni (mezinarodni) jednotku
aktivity, kdy 1 U pfedstavuje mnozstvi enzymu katalyzujiciho za standardnich podminek
(30 °C a optimdlni hodnota pH) pfi saturaci substratem, pfeménu 1 umol substratu za minutu.
Po zavedeni jednotek SI byla v roce 1972 definovdna nova jednotka pro katalytickou aktivitu
(katal): 1 kat pfedstavuje mnoZstvi katalyzatoru, které preméni za standardnich podminek za
1 sekundu 1 mol substratu. Vztah staré (U) a nové jednotky (kat) je: 1 U = 16,67 nkat [20].

V roce 1981 zavedl IUPAC pro katalytickou aktivitu vyjddfenou v katalech ndzev - rychlost
pfemény substritu. V praxi, napf. pii fotometrickych stanovenich enzymatickych aktivit, je
obvykle méfena zména koncentrace v Case (reakéni rychlost). Ma-li byt vysledek vyjadfen
jako rychlost pfemény substritu, je nutné nameétenou hodnotu vztdhnout na celkovy objem.
PouZivaji se i dal§i veliiny. Seznam veli¢in pouZivanych v enzymové kinetice je uveden
v tabulce 5 [20].

Tabulka 5 Seznam veli€in pouZivanych v enzymové kinetice [7]

Veli¢ina Jednotky
Rychlost pfem¢ny substratu mol.s™ (kat)
(katalyticka aktivita)

Reakéni rychlost mol.dm™.s™
Koncentrace katalytické aktivity kat.dm™
Specifickd katalytickd aktivita katkg
(aktivita vztaZend na kg enzymu)

Molérni katalytickd aktivita kat.mol
(aktivita vztaZzend na mol enzymu)

3.6.2 Metody stanoveni katalytické aktivity enzymu

Metody stanoveni katalytické aktivity enzymu se dé€li podle principu detekce substritu nebo
produktu na:

— optické (spektrofotometrie, fluorimetrie, polarimetrie, luminiscence);

— manometrické;

- elektrochemické (potenciometre, ampérometrie, polarografie, konduktometrie);
— radiometrické;

— ostatni (viskosimetre, mikrokalorimetrie, titrace, technologické testy).

[7]
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3.6.2.1 Optické metody

NejrozsitenéjSimi metodami stanoveni katalytické aktivity enzyma jsou fotometrické metody.
Jsou zaloZeny na skuteCnosti, Ze zména koncentrace substrdtu nebo produktu za Casovou
jednotku je pfimo Umeérnd zmén€ absorbance za dany Casovy interval. Tato podminka je
splnéna za predpokladu, Ze plati Lambertiv-Beeriv zakon. Zménu koncentrace substratu
nebo produktu 1ze sledovat ptimo, vykazuje-li absorbanci ve viditelné nebo ultrafialové Casti
spektra. Jestlize substrdt nebo produkt enzymové reakce neabsorbuje elektromagnetické
zéfeni, je mozné vyuZzit chemické reakce, kterd jej pozmeéni natolik, Ze vysledny produkt bude
barevny nebo bude absorbovat v ultrafialové Casti spektra. Vztah absorbance a stanovované
koncentrace je definovdn Lambertovym-Beerovym zdkonem [7]:

A=¢.cd, ey

kde A je absorbance, ¢ molarni absorp¢ni koeficient (cmz.mmol'l), ¢ koncentrace (mol.l'l)
a d tloust’ka absorbujici vrstvy (cm) [5, 7].

Reak¢ni rychlost je vyjadiena Casovou zmeénou absorbance AA/At. Vlastni méfeni aktivity
enzymu je zahdjeno piidavkem substritu. Ubytek nebo piirastek absorbance se méii
v urCitych Casovych intervalech, obvykle v intervalu 5, 10 nebo 20 minut. ZjednoduSené
meéfeni se provadi pouze jedinym méfenim a to po dosazeni urcitého fixniho ¢asu [7].

Ke sledovani enzymatické hydrolyzy oligo- nebo polysacharida se v praxi pouzivaji metody
zaloZzené na méfeni pfirtstku redukujicich skupin sacharidi. Mezi spektrometrické metody
zaloZené na redukcnich vlastnostech sacharidi patii metoda Nelson-Somogyiho nebo metoda
s kyselinou 3,5-dinitrosalicylovou. Kyselina 3,5-dinitrosalicylovd je v zdsaditém prostredi
redukovéna na kyselinu 3-amino-5-nitrosalicylovou, kterd vytvéii oranzové Zluté zabarveni.
Metoda Nelson-Somogyiho vyuZivd schopnosti vyredukovaného Cu,O vytvafet modro-
zelenou komplexni slou€eninu s arsenmolybdenovym cinidlem, jejiZ absorpni maximum je
pti 500 nm. K oxido-reduk¢ni reakci se pouziva smés Somogyiho roztokt I a II. Barevna re-
akce je pak vyvoldna smichdnim reakcniho roztoku s Nelsonovym c¢inidlem. Koncentrace
redukujicich skupin se zjiStuje odectenim =z kalibra¢ni pfimky, kterd je pfipravena
s prisluSnym standardem /24].

3.6.2.2 Stanoveni bilkovin

Stanoveni bilkovin, resp. analytické koncentrace enzymu v reakéni smési je potiebné
k vypoctu specifické a molarni katalytické aktivity enzymu. Nejvice pouZivanymi metodami
stanoveni bilkovin jsou spektrofotometrické metody. Piimé meéfeni nezakalenych roztokt
bilkovin se provadi v ultrafialové casti spektra. Vhodnd absorpéni maxima jsou pfi
275 — 280 nm. Pii méteni v UV oblasti jsou mozné interference nukleovych kyselin. Ve vidi-
telné oblasti spektra se pouzivd Biuretovd metoda, zaloZzend na reakci peptidové vazby
s méd'natymi ionty v alkalickém prostfedi v pfitomnosti vinanu. Metoda je vhodnd pro
koncentrace bilkovin 0,2 — 2,5 mg.ml'1 [7].
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NejpouZivangj$i metodou stanoveni bilkovin je Lowryho metoda, kterd kombinuje biuretovou
reakci s redukci fosfomolybdenové a fosfowolframové kyseliny (Folin- Ciocalteuova cinidla)
pusobenim Tyr a Trp zbytkt peptidového fetézce. Citlivost stanoveni se tak zvysi na
10 - 100 pg.mlI™. Redukované Folin-Ciocalteuovo &inidlo mé modré zabarveni a je detekova-
telné spektrofotometrem v rozmezi vinovych délek od 500 do 750 nm. Biuretova reakce sama
o sobé neni velmi citlivd. Pouzitim Folin-Ciocalteuova ¢inidla pro detekci médi se citlivost
Lowryho metody aZ stondsobné& zvysi oproti Biuretové. Lowryho metoda je relativné citliva,
ale ve srovndni s jinymi metodami je mnohem nachylnéjsi k interferujicim sloucenindm. Mezi
slouceniny, které pti Lowryho metod¢ interferuji patii napf. detergenty, sacharidy, glycerol,
Tricine, EDTA, guanin, xanthin, hot¢ik, vapnik atd. [68].

Oblibenou metodou stanoveni bilkovin je Bradfordova metoda, kterd je zaloZena na principu
piimé vazby barviva Coomassie brilliant blue G-250 na Arg, Trp, Tyr, His, Phe zbytky
proteini. Absorpéni maximum je pii 595 nm. Metoda je jednoducha, rychla, levna a citliva
[68].

Spolecnym nedostatkem vysSe uvedenych metod je, Ze neumoZiiuji stanovit urcitou bilkovinu

(enzym) ve smeési s jinymi. Pro vysokou specifitu stanoveni se vyuZivaji imunochemické
. vy s e, . 1wz -1
metody, které umozZnuji stanovit bilkoviny v koncentracich fadu ng.ml™ [7].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristroje

o Analytické vahy: AND GR-202-EC; Japonsko

. Ockovaci box: BIOAIR EuroClone; Itdlie

° pH metr: inoLab pH 720, Merci s.r.0.; Brno

° Spektrofotometr: UV/VIS Helios Delta; Velkd Britanie

o Termostat: BINDER, USA

. Termostat: LTE Scientific LTD IP 100-U, Velka Britanie
° Ttepacka: KS 130 B-IKA; Némecko

] Viéhy: Scaltec SAS 50; USA

° Vari¢: ETA; Milovice nad Be¢vou

° Vodni lazen: Polystat cc1, Merci s.r.o.; Brno

° Wortex: Heidolph, REAX top; Némecko

4.2 Pouzité chemikalie

o Agar: HiMedia; Indie

° Albumin: Serva; Némecko

. Destilovana voda: H,O - Fakulta chemickd VUT; Brno

. Ethanol: C,Hs0OH - Merci, s.r.o.; Brno

° Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo: fa RNDr. Jan Kulich; Hradec Kralové

° Glukosa: C¢H1,0¢ - Lachema; Brno

o Hydrogenarseni¢nan sodny heptahydrat: Na,HAsO4 . 7 H,O - Lachema; Brno
o Hydrogenfosfore¢nan draselny: Ko;HPO, - Lachema; Brno

o Hydrogenuhli¢itan sodny: NaHCOs - Lachema; Brno

° Hydroxid sodny: NaOH - Lach-Ner, s.r.o.; Neratovice

o Karboxymethylcelulosa: Serva; Némecko

° Kyselina D-galaktopyranuronova: C¢H9Na,O10S; - Fluka; gvycarsko
° Kyselina octova: CH3COOH - Penta; Chrudim

° Kyselina sirovd: H,SO4 - Merci, s.r.0.; Brno

o Molybdenan amonny tetrahydrat: (NH4)6M07024 . 4 H>O - Lachema; Brno
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] Octan sodny: CH3;COONa . 3 H,O - Lachema; Brno

° Pivovarska sladina: pivovar Starobrno

° Siran amonny: (NH4)2SO4 - Lachema; Brno

° Siran hofecnaty heptahydrat: MgSO, . 7 H,O - Lach-Ner, s.r.o0.; Neratovice
° Siran méd’naty pentahydrat: CuSO, . 5 H>O - ML chemica; Troubsko

° Siran sodny: Na,SO, - Lachema; Brno

° Siran Zeleznaty heptahydrat: FeSO4 . 7 H,0 - Lachema; Brno

° Uhli¢itan sodny: Na,COs3 - Lachema; Brno

° Vinan draselno-sodny tetrahydrat: C4H4O¢KNa . 4 H,O - Lachema; Brno

4.3 Pouzité substraty

° 1% roztok karboxymethylcelulosy v 0,1 M octanovém pufru o pH 5,4

o 0,5% roztok pektanu sodného v 0,1 M octanovém pufru o pH 4,2

4.4 Pouzity odpadni material na kultivaci

° PSeni¢né sldma mletd (velikost €astic: 0,3 — 0,5 mm): SAV, Chemicky ustav; Bratislava

o Repné vylisky (velikost &istic < 4 mm): SAV, Chemicky tstav; Bratislava

4.5 Pouzité mikroorganismy

Aspergillus niger (CCM-F 8189)

Vybrany kmen pochdzi z Ceské sbirky mikroorganismi Masarykovy Univerzity v Brné.
Priprava inokula byla provedena na Sikmych sladinovych agarech. Mikroorganismus se
inkuboval 3 dny v termostatu pii 37 °C. Poté byl uchovavén v lednici.

Aureobasidium pullulans (CCY 27-1-115)

Vybrany kmen pochdzi ze Zbierky kultur kvasiniek Chemického tstavu SAV v Bratislavé.

Priprava inokula byla provedena na Sikmych sladinovych agarech. Mikroorganismus se
inkuboval 5 dni v termostatu pfi 26 °C. Poté byl uchovévan v lednici.
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4.6 Priprava roztoku

4.6.1 Priprava Somogyiho ¢inidel

Somogyi I: 12 g C4H4O¢KNa . 4 H,O, 16 g NaHCO3 a 18 g Na,CO; bylo rozpusténo v 200 ml
destilované vody. Poté bylo za stdlého michédni a zahfivani rozpusténo 144 g Na;SO4 v 600 ml
destilované vody. Nasledné€ byly oba pfipravené roztoky smichdny.

Somogyi II: 4 g CuSOy . 5 H,O a 36 g Na,SO4 bylo rozpusténo v 200 ml destilované vody.
Nelson: 25 g (NH4)sM070,4 . 4 H,0O bylo rozpusténo v 450 ml destilované vody. Poté bylo
pozvolna pfiddno 21 ml koncentrované H,SO4 3 g NaoHAsO4 . 7 H,O byly rozpuStény

v 25 ml destilované vody. Oba roztoky byly nisledn€ smichdny. Vysledny roztok byl poté
umistén na 48 hodin do termostatu pfi teploté 37 °C.

4.6.2 Priprava roztoku na stanoveni bilkovin Lowryho metodou

Roztok A byl pfipraven rozpusténim 20 g Na,COs; 0,5 g C4H4O6KNa . 4 H,O a 4 g NaOH
v 1000 ml destilované vody.

Roztok B byl pripraven rozpuSténim 1g CuSOj4 . 5 H>O v 1000 ml destilované vody.
Roztok C byl pfipraven smichdnim 45 ml roztoku A s 5 ml roztoku B.

Roztok D byl pripraven smichdnim 1 ml Folin-Ciocalteuova cinidla (smeés fosfowolframové
a fosfomolybdenové kyseliny) s 1,6 ml vody.

4.6.3 Priprava 0,2 M roztoku octanu sodného

Roztok byl pfipraven rozpusSténim 2,72 g CH3COONa . 3 H,O v destilované vod¢. Takto
pfipraveny roztok byl v odmérné bance doplnén destilovanou vodou na objem 100 ml.

4.6.4 Priprava 0,5% roztoku pektanu sodného v 0,1 M octanovém pufru o pH 4,2

Roztok byl pfipraven postupnym rozpusténim 0,25 g polygalakturonové kyseliny za inten-
zivniho michdni v 25 ml destilované vody. Poté bylo pfiddno 6,6 ml 0,2 M roztoku octanu
sodného a pH bylo upraveno 99% kyselinou octovou na hodnotu 4,2. Takto pfipraveny roztok
byl v odmérné barice doplnén destilovanou vodou na objem 50 ml.
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4.6.5 Priprava 1% roztoku karboxymethylcelulosy v 0,1 M octanovém pufru o pH 5,4

Roztok byl pfipraven postupnym rozpusSténim 0,5 g karboxymethylcelulosy za intenzivniho
michani v 20 ml destilované vody. Poté bylo ptfiddno 20,6 ml 0,2 M roztoku octanu sodného
a pH bylo upraveno 99% kyselinou octovou na hodnotu 5,4. Takto pfipraveny roztok byl
v odmeérné barice doplnén destilovanou vodou na objem 50 ml.

4.6.6 Priprava bezuhlikatého media

Roztok byl pfipraven rozpusténim 5 g (NH4),SO4; 0,5 g KoHPOy4; 0,5 g MgSO4 . 7 H,O
a 0,005 g FeSO,4 . 7 H,0 v 250 ml destilované vody.

4.6.7 Priprava zakladniho roztoku glukosy o koncentraci 1 pmol.ml™

Roztok byl pfipraven rozpusténim 0,018 g CegH;20¢ v destilované vode¢. Ziskany roztok byl
v odmérné bance doplnén na objem 100 ml.

4.6.8 Priprava zakladniho roztoku Kkyseliny D-galaktopyranuronové o koncentraci
1 umol.ml'1

Roztok byl ptipraven rozpusténim 0,002 g C¢H;oNayO,0S; v destilované vodé. Ziskany roztok
byl v odmérné barice doplnén na objem 10 ml.

4.6.9 Priprava zakladniho roztoku albuminu o koncentraci 1 mg.ml™

Roztok byl pfipraven rozpusSténim 0,01 g albuminu v destilované vod€. Ziskany roztok byl
v odmérné bance doplnén na objem 10 ml.
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4.7 Pracovni postupy

Ke kultivaci mikroorganismt Aspergillus niger a Aureobasidium pullulans byla zvolena
metoda ,,solid-state fermentation®. Jako odpadni materidly byly ke kultivaci pouZity fepné
vylisky a mletd pSeni¢nd sldma. Pro zvlhéeni materiala byla nejprve pouzita voda. Néasledné
byly provedeny 2 optimalizaéni kroky — zvlhCeni bezuhlikatym mediem a zvlh&eni glukoso-
vym mediem. Zastoupeni minerdlnich latek v glukosovém mediu bylo identické
s bezuhlikatym mediem a koncentrace glukosy byla 20 g.l'l.

Do 250 ml Erlenmeyerovy bariky byly navdzeny 2 g fepnych vyliskl. Materidl byl zvlhcen
20 ml vody nebo 20 ml bezuhlikatého media (1. optimalizacni krok). Takto pfipraveny sub-
strat byl vysterilizovéan. Po vysterilizovani bylo provedeno zaockovéani 2 ml suspenze daného
mikroorganismu (A. niger nebo A. pullulans). Kultivace probihala staciondrné v termostatu
pii 37 °C (A. niger) nebo pii 26 °C (A. pullulans).

Do 250 ml Erlenmeyerovy baiky bylo navdzeno 1,5 g mleté pSeni¢né sldmy. Materiél byl
zvlh¢en 15 ml vody, 15 ml bezuhlikatého media (1. optimalizacni krok) nebo 15 ml glukoso-
vého media (2. optimaliza¢ni krok). Takto pfipraveny substrat byl vysterilizovan. Po vysteri-
lizovéani bylo provedeno zaockovani 2 ml suspenze daného mikroorganismu (A. niger nebo
A. pullulans). Kultivace probihala staciondrné v termostatu pii 37 °C (A. niger) nebo pfti
26 °C (A. pullulans).

Celkové bylo provedeno 10 kultivaci:

— sedmidenni kultivace A. niger na fepnych vyliscich zvlh¢enych vodou;

— sedmidenni kultivace A. niger na fepnych vyliscich zvlh¢enych bezuhlikatym m.;

— Sestidenni kultivace A. niger na mleté pSenicné slame zvlh¢ené vodou;

— Sestidenni kultivace A. niger na mleté pSenicné slame zvlh¢ené bezuhlikatym m.;

— Ctrnéctidenni kultivace A. niger na mleté pSeni¢né slame zvlhéené glukosovym m.;

— Sestidenni kultivace A. pullulans na fepnych vyliscich zvlh¢enych vodou;

— Sestidenni kultivace A. pullulans na fepnych vyliscich zvlh¢enych bezuhlikatym m.;

— Sestidenni kultivace A. pullulans na mleté pSenicné slame zvlhéené vodou;

— Sestidenni kultivace A. pullulans na mleté pSenic¢né sldme zvlh¢ené bezuhlikatym m.;
- Ctrndctidenni kultivace A. pullulans na mleté pSeni¢né slameé zvlhéené glukosovym m.

Kultivace probihala po dobu Sesti (sedmi) nebo Ctrndcti dni. Analyza redukujicich létek,
bilkovin, polygalakturonasové a celulolytické aktivity byla provddéna v pravidelnych 24h
(48h) intervalech od pocate€niho zaockovédni mikroorganismem. Pred samotnou analyzou
byla provedena extrakce 20 ml vody na tfepacce pii 80 rpm po dobu 2 hodin. Po skonceni
extrakce byla kultivaéni suspenze piefiltrovdna a extrakt byl pouzit k analyze.
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4.7.1 Sestrojeni kalibracnich krivek

4.7.1.1 Sestrojeni kalibracni kiivky glukosy

K sestrojeni kalibracni kiivky byl pouZzit zakladni roztok glukosy o koncentraci 1 pmol.ml'l.
Ze zdkladniho roztoku byla pfipravena kalibrani fada o koncentraci 0,2; 0,4; 0,6; 0,8
a 1 umol.ml™. Nésledn& byl do kazdé zkumavky pfidén 1 ml Somogyiho &inidla (I + II smi-
chany v poméru 4:1). Zkumavky byly 10 minut povafeny na vodni 14zni. Po ochlazeni na
laboratorni teplotu byl pfidan 1 ml Nelsonova ¢inidla a 7 ml destilované vody. Obsah zkuma-
vek byl promichdn a poté byla na spektrofotometru zmefena absorbance pii vlnové délce
530 nm proti blanku, ktery misto zdkladniho roztoku obsahoval 1 ml destilované vody.
Prehled jednotlivych objema pipetovanych do zkumavek je uveden v tabulce 6 [69].

Tabulka 6 Kalibrac¢ni kiivka glukosy

Koncentrace glukosy 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
[Mmol.ml]

objem glukosy [ml] 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
objem vody [ml] 1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 0,0
objem Somogyiho ¢inidla [ml] 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
objem Nelsonova Cinidla [ml] 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
objem vody [ml] 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0

Graf 1 Kalibra¢ni kifivka glukosy
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4.7.1.2 Sestrojeni kalibracni kiivky D-galaktopyranuronové kyseliny

K sestrojeni kalibracni kiivky byl pouZit zdkladni roztok D-galaktopyranuronové kyseliny
o koncentraci 1 pmol.ml”. Ze zdkladniho roztoku byla pfipravena kalibraéni fada o kon-
centraci 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 umol.ml'l. Nésledné byl do kazdé zkumavky pfiddn 1 ml Somo-
gyiho €inidla (I + II smichdny v poméru 4:1). Zkumavky byly 10 minut povareny na vodni
lazni. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byl pfiddn 1 ml Nelsonova ¢inidla a 7 ml desti-
lované vody. Obsah zkumavek byl promichdn a poté byla na spektrofotometru zmeéfena
absorbance pfi vinové délce 530 nm proti blanku, ktery misto zdkladniho roztoku obsahoval

1 ml destilované vody. Prehled jednotlivych objemu pipetovanych do zkumavek je uveden
v tabulce 7 [69].

Tabulka 7 Kalibra¢ni kfivka D-galaktopyranuronové kyseliny

Koncentrace 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
D-galaktopyranuronové

kyseliny [pmol.ml™]

objem D-galakt. kys. [ml] 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
objem vody [ml] 1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 0,0
objem Somogyiho ¢inidla [ml] 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
objem Nelsonova Cinidla [ml] 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
objem vody [ml] 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0

Graf 2 Kalibracni kfivka D-galaktopyranuronové kyseliny
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4.7.1.3 Sestrojeni kalibracni kiivky albuminu

K sestrojeni kalibracni kfivky byl pouZit zakladni roztok albuminu o koncentraci 1 mg.ml'l.
Zékladni roztok byl nafedén v pomeéru 1:1 destilovanou vodou a poté byla pfipravena
kalibra¢ni rada o koncentraci 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5 mg.ml'l. Nésledné bylo do kazdé
zkumavky pfiddno 2,5 ml roztoku C. Obsah zkumavek se nechal stat pfi laboratorni teploté
10 min. Poté bylo pfiddno 250 pl roztoku D, obsah zkumavek byl promichdn a nechal se
inkubovat pfi laboratorni teploté 30 min. Po uplynuti dané doby byla na spektrofotometru
zméfena absorbance pfi vinové délce 750 nm proti blanku, ktery misto roztoku albuminu
obsahoval 500 pl destilované vody. Prehled jednotlivych objemi pipetovanych do zkumavek
je uveden v tabulce 8 [68].

Tabulka 8 Kalibracni kiivka albuminu

Koncentrace albuminu 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
[mg.ml'l]

objem albuminu [ml] 0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
objem vody [ml] 0,50 0,40 0,30 0,20 0,10 0,00
objem roztoku C [ml] 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
objem roztoku D [ml] 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

Graf 3 Kalibracni kiivka albuminu
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4.7.2 Stanoveni celulolytické aktivity

Ke stanoveni celulolytické aktivity byla pouZita metoda Nelson-Somogyiho, coZ je metoda
stanoveni pfirastku redukujicich skupin v prubéhu enzymové degradace substratu, zaloZena
na vzniku barevného arzeni¢nano-médnatého komplexu.

Do zkumavek umisténych ve vodni ldzni vytemperované na 50 °C byl napipetovan 1 ml
1% roztoku karboxymethylcelulosy, poté byl pfidin 1 ml extraktu z kultivacni suspenze.
Ihned po promichéni bylo z dané smési odpipetovano 500 pl do pfedem pfipravenych zkuma-
vek s 500 pl Somogyiho ¢inidla (I + II smichdny v pomé&ru 4:1). Takto pfipravené vzorky byly
pii stanoveni pouzity jako slepy vzorek. Zbytek reakéni smeési byl ponechdan 30 minut ve
vodni 14zni. Poté z ni bylo odpipetovdno 500 pl do pfedem pripravenych zkumavek s 500 pl
Somogyiho Cinidla (I + II smichdny v poméru 4:1). VSechny zkumavky byly 10 minut pova-
feny na vodni ldzni. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo pfiddno 500 pl Nelsonova
Cinidla a 3,5 ml destilované vody. Obsah zkumavek byl promichdn a poté byla na spektrofo-
tometru zméfena absorbance pfi vlnové délce 530 nm proti blanku [69].

Aktivita enzymu byla vypoctena ze vztahu:

g=tu @)
t-V

kde a je aktivita enzymu, As3 naméfend absorbance, f prepocitavaci faktor koncentrace redu-

kujicich skupin pro As3p =1 (pmol.ml'l), t Cas (min) a V objem odebrany z reakce (ml).

Prepocitavaci faktor mezi absorbanci a koncentraci redukujicich skupin (f) byl vypocten
z rovnice regresni pfimky kalibracni kiivky glukosy: y =0,3986x+0,0014 (viz graf 1), kde

y=1. Vypocltena hodnota celulolytické aktivity v extraktu byla vztazena na 1 g substrétu.

4.7.3 Stanoveni polygalakturonasové aktivity

Ke stanoveni polygalakturonasové aktivity byla pouZita metoda Nelson-Somogyiho.

Do zkumavek byl napipetovdn 1 ml 0,5% roztoku pektanu sodného, poté byl pfiddn 1 ml
extraktu z kultivacni suspenze. Thned po promichédni bylo z dané smési odpipetovano 500 pl
do predem ptipravenych zkumavek s 500 pul Somogyiho €inidla (I + II smichdny v poméru
4:1). Takto pripravené vzorky byly pfi stanoveni pouZity jako slepy vzorek. Zbytek reakcni
smési se ponechal stat 20 minut pfi laboratorni teploté. Poté z ni bylo odpipetovano 500 ul do
pfedem pripravenych zkumavek s 500 pl Somogyiho €inidla (I + II smichdny v poméru 4:1).
VSechny zkumavky byly 10 minut povafeny na vodni 14zni. Po ochlazeni na laboratorni
teplotu bylo pfiddno 500 pl Nelsonova ¢inidla a 3,5 ml destilované vody. Obsah zkumavek
byl promichan a poté byla na spektrofotometru zmeétena absorbance pfi vinové délce 530 nm
proti blanku /69].
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Aktivita enzymu byla vypoctena ze vztahu:

:A530'f o)
T @

kde a je aktivita enzymu, As3 namétrend absorbance, f prepocitdvaci faktor koncentrace redu-
kujicich skupin pro As3p =1 (pmol.ml'l), t Cas (min) a V objem odebrany z reakce (ml).

Prepocitavaci faktor mezi absorbanci a koncentraci redukujicich skupin (f) byl vypocten
zrovnice regresni pfimky kalibracni kiivky  D-galaktopyranuronové kyseliny:
y=0,2711x+0,0011 (viz graf 2), kde y=1. Vypoctend hodnota polygalakturonasové

aktivity v extraktu byla vztaZena na 1 g substritu.

4.7.4 Stanoveni redukujicich latek

Ke stanoveni redukujicich latek byla pouZita metoda Nelson-Somogyiho.

Do zkumavek s 500 pl Somogyiho ¢inidla (I + II smichdny v poméru 4:1) bylo ptiddno 500 ul
extraktu z kultivacni suspenze. Zkumavky byly 10 minut povateny na vodni ldzni. Po ochla-
zeni na laboratorni teplotu bylo pfiddno 500 pl Nelsonova cinidla a 3,5 ml destilované vody.
Obsah zkumavek byl promichdn a poté byla na spektrofotometru zméfena absorbance pfi
vlnové délce 530 nm proti blanku, ktery misto extraktu z kultiva¢ni suspenze obsahoval 1 ml
destilované vody [69].

Mnozstvi redukujicich ldtek bylo vypocteno zrovnice regresni piimky kalibracni kfivky
glukosy: y=0,3986 x+0,0014 (viz graf 1). Vypoctend hodnota mnoZstvi redukujicich latek

byla vztaZzena na 1 g substrétu.

4.7.5 Stanoveni extracelularnich bilkovin

Ke stanoveni extraceluldrnich bilkovin byla pouZita Lowryho metoda. Folin-Ciocalteuovo
Cinidlo poskytuje v alkalickém prostfedi v pfitomnosti Cu?* s bilkovinami modfe zbarveny
produkt. Cinidlo reaguje se zbytky aromatickych aminokyselin (Tyr nebo Trp).

Do zkumavek bylo napipetovdno 500 pl extraktu z kultivacni suspenze. Ndasledné bylo do
kazdé zkumavky ptiddano 2,5 ml roztoku C. Obsah zkumavek se nechal stat pfi laboratorni
teploté 10 min. Poté bylo ptiddno 250 pl roztoku D, obsah zkumavek byl promichén a nechal
se inkubovat pfi laboratorni teplot€ 30 min. Po uplynuti dané doby byla na spektrofotometru
zméfena absorbance pfi vinové délce 750 nm proti blanku, ktery misto extraktu z kultivacni
suspenze obsahoval 500 ul destilované vody [68].

Mnozstvi extraceluldrnich bilkovin bylo vypocteno zrovnice regresni piimky kalibracni

kfivky albuminu: y=0,8209x+0,014 (viz graf 3). VypoCtend hodnota mnoZstvi extra-
celuldrnich bilkovin byla vztaZena na 1 g substritu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Ke studiu produkce hydrolytickych enzymu byly pouzity dva produkéni mikroorganismy, a to
kmen Aspergillus niger (CCM-F 8189) ttidy Ascomycetes a kmen Aureobasidium pullulans
(CCY 27-1-115) tiidy Basidiomycetes zndamé produkci celulolytickych a pektolytickych
enzymu. Jako substraty byly pouzity fepné vylisky nebo mletda pSenicnd slama. Ke kultivaci
byla zvolena metoda ,,solid-state fermentation®. SSF dosahuje vyssich enzymovych vytézku
ve srovnani se submerzni fermentaci, neklade zvySené ndroky na sterilitu a energii a modeluje
zivotni podminky vldknitych hub [51].

Kultivace probihala v Erlenmeyerovych barikdch v termostatu pti 37 °C (u kultivace A. niger)
nebo pii 26 °C (u kultivace A. pullulans) po dobu Sesti (sedmi) nebo Ctrnicti dni. Jednotlivé
vzorky byly zpracovdvany v pravidelnych 24h (48h) intervalech od pocate¢niho zaoCkovani
mikroorganismem. V extraktech bylo stanoveno mnoZstvi redukujicich latek a extracelulér-
nich bilkovin a byla sledovdna polygalakturonasova a celulolytick4 aktivita.

5.1 Kaultivace A. niger a A. pullulans na fepnych vyliscich

Susina cukrové fepy obsahuje celulosu, pentosany, lignin, pektinové latky, monosacharidy -
glukosu, fruktosu a oligosacharidy — sacharosu, rafinosu nebo organické kyseliny. Celulo-
lytické i pektolytické enzymy jsou ptevdzné indukovatelné enzymy, proto byly fepné vylisky
obsahujici celulosu a pektin zvoleny jako substrat ke kultivaci. Navic obsahuji urcity podil
sacharosy a glukosy, které mohou mit pfiznivy vliv na rdast mikrobidlni biomasy
a produkci extracelularnich enzymu [14, 66].

Kultivace A. niger resp. A. pullulans na fepnych vyliscich probihala po dobu sedmi (Sesti) dni.
V prvni fazi experimentu byl dany substrat zvlhéen vodou. V druhé fazi byla provedena
optimalizace metody zvlh¢enim substratu bezuhlikatym mediem. Z literatury je zndmo [70],
ze zejména (NH4)>SO4 pfitomny v bezuhlikatém mediu jako zdroj dusiku m4 pfiznivy vliv na
produkci enzymd.

5.1.1 Produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity pomoci A. niger na
repnych vyliscich zvlhéenych vodou

Zivotni innost mikroorganisma zdvisi na dostateéném mnozstvi litek potiebnych pro syntézu
buné&éné hmoty a na mnoZstvi zdroje vyuZitelné energie. Zivné prostiedi musi obsahovat také
dostate¢né mnozstvi vody, protoZe veskeré chemické reakce v Zivé buiice probihaji pouze ve
vodném prostiedi [55].
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V prubéhu sedmidenni kultivace byl sledovan vliv podminek vnéjSiho prostiedi (tj. latek
obsaZzenych v fepnych vyliscich a vody) na produkci celulolytické a polygalakturonasové
aktivity. Ziskané vysledky jsou uvedeny v grafu 4.

Graf 4 Zavislost produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity na dobé kultivace
A. niger
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Z grafu 4 vyplyva, Ze vysSich hodnot polygalakturonasové aktivity bylo dosazeno v druhé
poloving kultivaéniho obdobi. Celulolyticka aktivita se objevila jiz po 48 h kultivace a nej-
vy$3$i hodnoty dosédhla po 168 h kultivace (a = 3,118 + 0,047 pmol.min".g"). Polygalakturo-
nasovd aktivita se také objevila po 48 h kultivace a maxima dosdhla po 168 h kultivace
(a = 6,436 + 0,151 pmol.min".g™). Po 96 h kultivace bylo ke zbylym vzorkiim piiddno 5 ml
vody, aby se zabranilo vysychani substratu. Voda je pro pribéh veskerych chemickych reakci
nezbytnd a proto piidavek vody mohl ovlivnit produkci danych enzyma.

Koncentrace redukujicich latek v extraktech je uvedena v grafu 5. Zuvedeného grafu
vyplyva, Ze koncentrace redukujicich latek byla vySsi v prvni poloviné kultivaéniho obdobi.
Celulolyticka i polygalakturonasovéa aktivita uvedena v grafu 4 dosahovala vysSich hodnot az
v druhé poloving kultivace, z cehoZ vyplyva, Ze mikroorganismus z po¢atku produkoval i jiné
nez sledované enzymy, které se podilely na degradaci rostlinné biomasy. Vyssi hodnoty redu-
kujicich latek v prvni polovin€ kultivace mohou také souviset s obsahem jednoduchych sacha-
ridd v substratu, které mikroorganismus mohl pfednostné vyuzivat.
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Graf 5 Zavislost koncentrace redukujicich latek na dobé kultivace A. niger
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Graf 6 Zavislost koncentrace extracelularnich bilkovin na dobé& kultivace A. niger
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Koncentrace extracelularnich bilkovin je uvedena v grafu 6. V prubéhu degradace rostlinného
materidlu mohou byt kromé celulasy a polygalakturonasy produkovany i jiné enzymy, které se
podili na degradaci rostlinnych pletiv. Proto mnoZstvi extracelularnich bilkovin nemusi vzdy
odpovidat jen danému enzymu, jehoZ aktivita byla sledovdna. Z grafu 6 vyplyvd, Ze vySssi
koncentrace extraceluldrnich bilkovin byla zaznamenédna v prvni poloviné kultivacniho
obdobi. Celulolytickd a polygalakturonasova aktivita (viz graf 4) dosahovala vysSich hodnot
aZ v druhé poloviné kultivace, z ¢ehoZ 1ze usoudit, Ze mikroorganismus zfejme z pocatku pro-
dukoval i jiné nez sledované enzymy [71].
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5.1.2 Produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity pomoci A. niger na
repnych vyliscich zvlhéenych bezuhlikatym mediem

Mikroorganismy vyzaduji ke svému rustu a produkci pozadovanych metabolitii nejen zdroj
uhliku a dusiku, ale i dal§i prvky ve formé organickych nebo anorganickych sloucenin.
Z literatury je zndmo [70], Ze siran amonny pifitomny v bezuhlikatém mediu jako zdroj dusiku
ptiznive ovliviiuje produkci enzymd.

V prabéhu sedmidenni kultivace byla sledovana celulolyticka a polygalakturonasova aktivita.
Namétené a vypoctené hodnoty jsou uvedeny v grafu 7. Z grafu 7 vyplyva, Ze celulolytickd
i polygalakturonasovd aktivita nabyvala vy$Sich hodnot po 120 h kultivace. Celulolyticka
aktivita se objevila jiZ po 48 h kultivace a nejvyssi hodnoty dosdhla po 168 h kultivace
(a=38,523 £ 0,125 umol.min'l.g'l). Maxima bylo dosaZeno ve stejném casovém useku jako
u predeSlé kultivace s tim rozdilem, Ze aktivita enzymu byla témeét 3krat vySSi neZ pii
kultivaci na fepnych vyliscich zvlhéenych vodou (viz graf 4). Polygalakturonasova aktivita se
objevila jiz po 48 h kultivace a maxima dosdhla po 168 h kultivace (a = 74,182 +
2,383 umol.min'l.g'l), coz je fddoveé vyssi hodnota ve srovndni s kultivaci na fepnych vylis-
cich zvlhéenych vodou (viz graf 4). Z uvedenych hodnot vyplyva, Ze zvlhéeni bezuhlikatym
mediem pozitivn€ ovlivnilo produkci celulasy i polygalakturonasy.

Graf 7 Zavislost produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity na dobé kultivace
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Koncentrace redukujicich latek uvedend v grafu 8 byla vyssi v prvni poloviné kultivacniho
obdobi a poté se snizovala. Vy$§i koncentrace redukujicich latek by mohla souviset s pro-
dukei jinych nez sledovanych enzymi, které se také podilely na degradaci rostlinné bio-
masy. V druhé poloviné kultivace mikroorganismus zfejmé zacal vyuZivat jako zdroj uhliku
jednoduché sacharidy, coz mélo za ndsledek pokles koncentrace redukujicich latek. Trend

koncentrace redukujicich latek byl podobny jako u ptedeslé kultivace (viz graf 5).

Graf 8 Zavislost koncentrace redukujicich latek na dobé& kultivace A. niger
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Graf 9 Zavislost koncentrace extracelularnich bilkovin na dobé¢ kultivace A. niger
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Koncentrace extraceluldrnich bilkovin je uvedena v grafu 9. Z uvedeného grafu vyplyva, ze
vysSi koncentrace bilkovin byla zaznamendna v prvni poloviné kultivacniho obdobi, coZ by
mohlo souviset s produkci jinych neZ sledovanych enzymua. Hodnoty koncentrace bilkovin se
ptilis neliSily od hodnot stanovenych pfi kultivaci na fepnych vyliscich zvlhéenych vodou (viz
graf 6).

5.1.3 Produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity pomoci A. pullulans na
repnych vyliscich zvlhéenych vodou

Vypoctené hodnoty celulolytické a polygalakturonasové aktivity ze Sestidenni kultivace jsou
uvedeny v grafu 10. Z grafu 10 vyplyvd, Ze celulolytickd i polygalakturonasova aktivita se
v prubéhu kultivace stiidaveé zvySovala a sniZzovala. Kolisavy trend aktivity enzyml ziejmé
souvisi s nestabilitou produkovanych enzymil. Soubézné s méfenim celulolytické a polygalak-
turonasové aktivity byly v laboratofi provedeny stabilitni testy pro polygalakturonasu, které
prokdzaly pokles aktivity daného enzymu ve velmi kratkém casovém useku. Celulolyticka
aktivita se objevila jiZ po 24 h kultivace a nejvyssi hodnoty dosdhla po 120 h kultivace
(a =5,448 £ 0,843 umol.min'l.g'l). Polygalakturonasova aktivita se objevila také po 24 h
kultivace a maxima dosédhla po 120 h kultivace (a = 5,778 + 0,381 umol.min'l.g'l). Produkce
polygalakturonasy se vyrazné neliSila od produkce celulasy. Vyrazny rozdil v produkci
danych enzymi nebyl pozorovan ani ve srovnani s kultivaci A. niger na fepnych vyliscich
zvlh¢enych vodou (viz graf 4). Po 48 h kultivace bylo ke zbylym vzorkiim pfidiano 5 ml
vody. Ptidavek vody mohl ovlivnit produkci danych enzyma.

Graf 10 Zavislost produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity na dobé kultivace
A. pullulans
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Koncentrace redukujicich latek v extraktech je uvedena v grafu 11. Z grafu 11 vyplyva, Ze
koncentrace redukujicich latek se v prubéhu kultivace sniZzovala, tak jak tomu bylo u piede-
Slych kultivaci (viz graf 5 a graf 8). Koncentrace redukujicich latek nabyvala vysSich hodnot
nez pii kultivaci A. niger na daném substratu. A. pullulans zfejmé tolik nevyuzival volné do-
stupné sacharidy jako zdroj uhliku.

Graf 11 Zavislost koncentrace redukujicich latek na dobé¢ kultivace A. pullulans
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Graf 12 Zavislost koncentrace extracelularnich bilkovin na dobé kultivace A. pullulans

Koncentrace bilkovin
[mg.ml”.g"]

48

72

120 144

Doba kultivace [h]

47



Koncentrace extraceluldrnich bilkovin je uvedena v grafu 12. MnoZstvi bilkovin se neliSilo od
hodnot dosaZzenych u pfedeSlych kultivaci (viz graf 6 a graf 9). Celulolyticka
a polygalakturonasova aktivita (viz graf 10) nabyvala vyS$S§ich hodnot po 72 h a 120 h
kultivace, ¢emuZz by odpovidala i zvySend koncentrace bilkovin.

5.1.4 Produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity pomoci A. pullulans na
repnych vyliscich zvlhéenych bezuhlikatym mediem

V prabéhu Sestidenni kultivace byla sledovana celulolytickd a polygalakturonasova aktivita.
Naméfené a vypoctené hodnoty aktivity enzymu jsou uvedeny v grafu 13. Z grafu 13 vyplyva,
Ze vysSich hodnot polygalakturonasové aktivity bylo dosaZzeno v druhé poloviné kultivace.
Celulolyticka aktivita se objevila jiZ po 24 h kultivace a maxima dosdhla po 96 h kultivace
(a = 6,689 £+ 0,347 umol.min'l.g'l). Polygalakturonasova aktivita se objevila také po 24 h
kultivace a nejvyssi hodnoty dosédhla po 144 h kultivace (a = 51,899 + 2,553 umol.min'l.g'l).
Po 48 h kultivace bylo ke zbylym vzorkim pfidano 5 ml bezuhlikatého media, aby se
zabrénilo vysychani substrdtu. Pfidavek media mohl ovlivnit produkci danych
enzymu. Zvlh¢eni bezuhlikatym mediem mélo vyrazny vliv na produkci polygalakturonasy,
jejiz maximum bylo fadové vysSi neZ pii kultivaci na substrdtu zvlhéeném vodou (viz
graf 10). Maximadlni hodnota celulolytické aktivity se pfiliS neliSila od maxima dosazeného pfti
kultivaci na fepnych vyliscich zvlhéenych vodou. Podobny vliv bezuhlikatého media na pro-
dukci danych enzyma byl zaznamendn i pfi kultivaci A. niger (viz graf 7). Bezuhlikaté
medium pravdépodobné ovlivnilo i stabilitu enzym.

Graf 13 Zavislost produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity na dobé kultivace
A. pullulans
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Z grafu 14 vyplyva, Ze koncentrace redukujicich litek byla vyS8i v prvni poloviné kulti-
va¢niho obdobi. Mikroorganismus ziejmé z pocatku produkoval i jiné enzymy. Uvedené hod-
noty jsou nizsi nez hodnoty dosazené pfi kultivaci na daném substratu zvlhéeném vodou (viz
graf 11). Niz8i koncentrace redukujicich latek by mohla souviset se spotfebou jednoduchych

sacharidii mikroorganismem.

Graf 14 Zavislost koncentrace redukujicich latek na dobé kultivace A. pullulans
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Graf 15 Z4vislost koncentrace extraceluldrnich bilkovin na dobé kultivace A. pullulans
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Koncentrace extraceluldrnich bilkovin (viz graf 15) se v prubéhu kultivace vyrazné neménila
a méla podobny trend jako u predeslé kultivace (viz graf 12).
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5.2 Kultivace A. niger a A. pullulans na mleté pSeni¢né slamé

PSeni¢nad sldma obsahuje v pruméru 30 % celulosy, 50 % hemicelulosy a 15 % ligninu. Celu-
lolytické enzymy jsou prevazné indukovatelné enzymy, proto byla pSenic¢nd sldma obsahujici
celulosu zvolena jako substrat ke kultivaci. Kromé celulolytické aktivity byla sledovana také
polygalakturonasovad aktivita [19].

Kultivace A. niger resp. A. pullulans na mleté pSeni¢né slamé probihala obdobnym zptsobem
jako kultivace danych mikroorganismu na fepnych vyliscich. Kromé zvlh¢eni bezuhlikatym
mediem byl proveden dal§i optimalizacni krok - zvlhCeni substratu glukosovym mediem.
Z literatury je znamo [66], Ze piidavek glukosy stimuluje rust biomasy predev$im u kmene
A. niger a ma pfiznivy vliv na produkci polygalakturonasy. Kultivace mikroorganismu na
mleté pSenicné sldmé zvlhCené glukosovym mediem probihala po dobu ¢&trnicti dni.

V prabéhu kultivace byl testovan vliv glukosy na produkci polygalakturonasové a celulo-
lytické aktivity.

5.2.1 Produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity pomoci A. niger na mleté
pSeni¢né slamé zvlhéené vodou

Béhem Sestidenni kultivace byla sledovdna celulolytickd a polygalakturonasova aktivita.
Naméfené a vypoctené hodnoty aktivit enzymu jsou uvedeny v grafu 16.

Graf 16 Zavislost produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity na dobé& kultivace
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Kolisavy trend celulolytické aktivity zaznamenany v grafu 16 miZe souviset s nestabilitou
enzymu v daném prostiedi. Celulolytickd aktivita se objevila jiz po 24 h kultivace a maxima
dosahla po 120 h kultivace (a = 1,361 £ 0,129 umol.min'l.g'l). Polygalakturonasova aktivita
se také objevila po 24 h kultivace a nejvyssi hodnoty dosdhla po 96 h kultivace (a = 0,316 +
0,046 pmol.min".g™"). Po 96 h kultivace byly ke zbylym vzorkéim pfiddny 2 ml vody. Piida-
vek vody mohl mit vliv na produkci danych enzymu. Pfi kultivaci na fepnych vyliscich (viz
graf 4) byla vzhledem k obsahu pektinu vys$si polygalakturonasova aktivita, zatimco pii dané
kultivaci na pSeni¢né slamg, kterd je bohatd na celulosu, dosdhla vys$si hodnoty celulolyticka
aktivita. Hodnoty celulolytické i polygalakturonasové aktivity byly niz8i ve srovndni s kulti-
vaci na fepnych vyliscich (viz graf 4).

Graf 17 Zavislost koncentrace redukujicich latek na dobé kultivace A. niger
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Koncentrace redukujicich latek v extraktech je uvedena v grafu 17. Vys§i koncentrace
redukujicich latek byla zaznamendna aZ v druhé poloviné€ kultivacniho obdobi. PSeni¢na
sldma neobsahuje volné dostupné sacharidy, které by mohl mikroorganismus pfednostné vy-

uzivat, tak jak tomu bylo pfi kultivacich na fepnych vyliscich. Vy3§i koncentrace redukujicich
latek by mohly souviset s hydrolytickou Cinnosti sledovanych enzymu.

Koncentrace extraceluldrnich bilkovin je uvedena v grafu 18. Z uvedeného grafu vyplyva, Ze
vyS$si koncentrace extracelularnich bilkovin byla zaznamenéna v prvni poloviné kultivaéniho
obdobi, z ¢ehoz lze usoudit, Ze mikroorganismus mohl produkovat také jiné enzymy podilejici
se na degradaci rostlinné biomasy nebo produkoval pozadované enzymy, které nebyly tak
aktivni.
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Graf 18 Zdvislost koncentrace extraceluldrnich bilkovin na dobé kultivace A. niger
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5.2.2  Produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity pomoci A. niger na mleté
pSeni¢né slamé zvlh¢éené bezuhlikatym mediem

V pribéhu Sestidenni kultivace byla sledovéna celulolytickd a polygalakturonasovd aktivita.
Vypoctené hodnoty aktivit enzymu jsou uvedeny v grafu 19.

Graf 19 Zavislost produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity na dobé kultivace
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Polygalakturonasova aktivita uvedend v grafu 19 nabyvala vys$Sich hodnot v prvni poloviné
kultivacniho obdobi. Celulolytickd aktivita se objevila jiZ po 24 h kultivace a maxima dosédhla
po 144 h kultivace (a = 0,895 + 0,054 pmol.min".g"). Polygalakturonasovd aktivita se
objevila také po 24 h kultivace a nejvySsi hodnota byla zaznamendna po 96 h kultivace
(a = 3,943 + 0,089 pmol.min".g™). Po 96 h kultivace byly ke zbylym vzorkiim piidany 2 ml
bezuhlikatého media. Ptidavek bezuhlikatého media mohl mit vliv na produkci danych
enzymu. Bezuhlikaté medium stimulovalo produkci polygalakturonasy (viz graf 19). Celulasa
i polygalakturonasa produkovand na daném substrdtu vykazovala nizsi aktivitu neZ tomu bylo
u kultivace na fepnych vyliscich (viz graf 7).

Graf 20 Zavislost koncentrace redukujicich latek na dobé kultivace A. niger
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Koncentrace redukujicich litek (viz graf 20) nedosahovala vysokych hodnot ve srovnédni
s ostatnimi kultivacemi, zfejmé v dusledku sloZeni pSeni¢né slamy [10].

Koncentrace extracelularnich bilkovin je uvedena v grafu 21. Z grafu 21 vyplyva, Ze
koncentrace bilkovin se v prubéhu kultivace nemeénila. Neménnd koncentrace bilkovin
v porovndani s hodnotami enzymatické aktivity (viz graf 19) svéd¢i o produkci méné aktivnich
enzymu nebo soub&zné produkci také jinych nez sledovanych enzymu.
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Graf 21 Zavislost koncentrace extracelularnich bilkovin na dob¢ kultivace A. niger
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5.2.3 Produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity pomoci A. niger na mleté
pSenicné slamé zvlhcené glukosovym mediem

Z literatury je znamo [66], Ze piidavek glukosy stimuluje rust biomasy predev§im u A. niger
a ma piiznivy vliv i na produkci pektolytickych enzymi. Samotnd pSeni¢na sldma volné do-
stupnou glukosu neobsahuje, proto byla zvlh¢ena glukosovym mediem. V prubéhu Ctrnacti-
denni kultivace byla sledovédna celulolytickd i polygalakturonasova aktivita a byl testovan vliv
glukosy na produkci danych enzymt. Naméfené a vypoctené hodnoty aktivit enzymu jsou
uvedeny v grafu 22.

Z grafu 22 vyplyv4, Ze celulolyticka aktivita dosahovala vysSich hodnot az v druhé poloviné
kultivace, zatimco polygalakturonasovad jiz v prvni poloving. Celulolytickd aktivita se objevila
po 24 h kultivace a nejvyS$si hodnoty dosdhla po 264 h kultivace (a = 11,625 =+
0,783 umol.min'l.g'l). Polygalakturonasova aktivita se objevila také po 24 h kultivace
a maximum bylo zaznamendno po 72 h kultivace (a = 12,921 + 0,363 umol.min'l.g'l).
Po 240 h kultivace byly ke zbylym vzorkiim pfidany 3 ml vody. Pfidavek vody mohl ovlivnit
produkci danych enzyma. Celulolytickd i polygalakturonasova aktivita se fadoveé zvysila
oproti kultivaci na pSeni¢né slamé zvlhCené bezuhlikatym mediem (viz graf 19). Hodnoty
celulolytické aktivity byly dokonce vyssi nez u kultivace na fepnych vyliscich (viz graf 7).
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Graf 22 Zavislost produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity na dobé kultivace
A. niger
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Graf 23 Zavislost koncentrace redukujicich latek na dobé€ kultivace A. niger
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Koncentrace redukujicich latek je uvedena v grafu 23. Z uvedenych vysledka vyplyvd, Ze po
24 h a 48 h kultivace bylo v extraktech pfitomno jesté velké mnoZstvi pridané glukosy, proto
byly hodnoty redukujicich skupin tak vysoké. Od 72 h kultivace ziejmé mikroorganismus
zalal produkovat sledované enzymy a proto by hodnoty koncentrace redukujicich létek rela-
tivné mohly odpovidat redukujicim latkdm vzniklym hydrolytickou ¢innosti danych enzymtl.
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Koncentrace extraceluldrnich bilkovin je uvedena v grafu 24. Z grafu 24 vyplyvd, Ze

koncentrace bilkovin se v pribéhu kultivace vyrazné neménila a nabyvala podobnych hodnot
jako u predeslych kultivaci.

Graf 24 Zavislost koncentrace extracelularnich bilkovin na dobé kultivace A. niger
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5.2.4 Produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity pomoci A. pullulans na
mleté pseni¢né slamé zvlhcené vodou

V prubéhu Sestidenni kultivace byla sledovana celulolytickd a polygalakturonasové aktivita.
Naméiené a vypocltené hodnoty aktivit enzyml jsou uvedeny v Grafu 25. Polygalakt-
uronasova aktivita se pohybovala v intervalu od 0,01 do 0,07 umol.min".g‘l nebo nebyla za-
znamendna vubec. Celulolytickd aktivita se pohybovala vrozmezi od 0,01 do
0,05 pmol.min™.g”. V porovnani s kultivaci daného mikroorganismu na fepnych vyliscich
nebyl na substrdatu vizudln€ pozorovan narust biomasy. Polygalakturonasovd i celulolyticka
aktivita dosahovala ve srovnani s pfedeSlymi kultivacemi velmi nizkych hodnot, z ¢ehoz

vyplyvd, Ze kultivace mikroorganismu za danych podminek neni piili§ vhodnd k produkci
sledovanych enzymu.
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Graf 25 Zavislost produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity na dobé& kultivace
A. pullulans
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Graf 26 Zavislost koncentrace redukujicich latek na dobé kultivace A. pullulans
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Koncentrace redukujicich latek v extraktech uvedend v grafu 26 nedosahovala vysokych hod-
not ve srovndni s ostatnimi kultivacemi. Velmi nizkd celulolytickd i polygalakturonasova
aktivita (viz graf 25) svéd¢i o tom, Ze mikroorganismus zfejmé produkoval i jiné enzymy
podilejici se na degradaci rostlinné biomasy.
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Koncentrace extraceluldrnich bilkovin (viz graf 27) dosahovala podobnych hodnot jako
u predeslych kultivaci. Z uvedenych vysledkd 1ze usoudit, Zze kromé sledovanych enzym,
které vykazovaly velmi nizkou aktivitu, byly produkovény také jiné enzymy podilejici se na
degradaci rostlinné biomasy.

Graf 27 Zavislost koncentrace extracelularnich bilkovin na dobé kultivace A. pullulans
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5.2.5 Produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity pomoci A. pullulans na
mleté pSenicné slamé zvlhcené bezuhlikatym mediem

V prabéhu Sestidenni kultivace byla sledovana celulolytickd a polygalakturonasova aktivita.
Naméfené a vypoctené hodnoty aktivit enzymi jsou uvedeny v grafu 28. Z uvedeného grafu
vyplyvd, Ze polygalakturonasova i celulolytickd dosahovala velmi nizkych hodnot. Bez-
uhlikaté medium nemélo vliv na produkci danych enzymu. Polygalakturonasova aktivita se
pohybovala v rozmezi od 0,02 do 0,06 umol.min'l.g'1 nebo nebyla zaznamenana vibec. Celu-
lolytickd aktivita se pohybovala v intervalu od 0,01 do 0,05 umol.min'l.g'l. V porovnini
s kultivaci daného mikroorganismu na fepnych vyliscich nebyl na substritu vizudlné pozoro-
van narust biomasy. Polygalakturonasova i celulolytickd aktivita dosahovala velmi nizkych
hodnot, srovnatelnych s predeSlou kultivaci (viz graf 25). Kultivace mikroorganismu za
danych podminek neni pfili§ vhodna pro produkci sledovanych enzymu.
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Graf 28 Zavislost produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity na dobé& kultivace
A. pullulans
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Graf 29 Zavislost koncentrace redukujicich latek na dobé kultivace A. pullulans
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Koncentrace redukujicich latek uvedend v grafu 29 se v prabéhu kultivace téméf neménila
a dosahovala nejnizsich hodnot ve srovndni s ostatnimi kultivacemi.
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Koncentrace extraceluldrnich bilkovin je uvedena v grafu 30. Z uvedeného grafu vyplyva, Ze
koncentrace bilkovin se v pribéhu kultivace neménila. Z vysledkd lze usoudit, Ze kromé
sledovanych enzymi, které vykazovaly velmi nizkou aktivitu, byly produkovény také jiné
enzymy podilejici se na degradaci rostlinné biomasy.

Graf 30 Zavislost koncentrace extraceluldrnich bilkovin na dob¢ kultivace A. pullulans
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5.2.6 Produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity pomoci A. pullulans na
mleté psenicné slamé zvlhcené glukosovym mediem

V prabéhu ¢trnactidenni kultivace byla sledovana celulolytickd a polygalakturonasova
aktivita. Naméfené a vypoctené hodnoty aktivit enzymu jsou uvedeny v grafu 31. Celulo-
lytickd aktivita se v pribéhu kultivace vyrazné nemeénila. Nejvyssi hodnota byla zaznamenana
jiz po 24 h (a = 0,396 £ 0,145 umol.min'l.g'l). Polygalakturonasova aktivita se objevila po
48 h kultivace a vysSich hodnot dosahovala v druhé poloving kultivacniho obdobi. Maximalni
hodnota polygalakturonasové aktivity byla zaznamendna po 288 h kultivace (a = 4,218 +
0,104 pmol.min'l.g'l). Po 120 h a nésledné po 264 h kultivace byly ke zbylym vzorkiim
pridany 2 ml vody. Pfidavek vody mohl mit vliv na produkci danych enzymi. Zvlhéeni
glukosovym mediem stimulovalo produkci sledovanych enzymu. Vyrazny vliv glukosy byl
pozorovan u produkce polygalakturonasové aktivity, kterd oproti kultivaci na daném substratu
zvlh¢eném vodou nebo bezuhlikatym mediem vzrostla az n€kolikandsobné.
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Graf 31 Zavislost produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity na dobé kultivace
A. pullulans
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Graf 32 Zavislost koncentrace redukujicich latek na dobé kultivace A. pullulans
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Koncentrace redukujicich latek v extraktech je uvedena v grafu 32. Z uvedenych vysledkd
vyplyvd, Ze po 24 h kultivace bylo v extraktu pfitomno jesté velké mnoZstvi pridané glukosy,
proto byla koncentrace redukujicich skupin tak vysokd. Od 48 h kultivace do 336 h kultivace
se koncentrace vyrazné neménila a nabyvala podobnych hodnot jako pfi kultivaci A. niger za
stejnych podminek (viz graf 23).
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Graf 33 Zavislost koncentrace extraceluldarnich bilkovin na dobé¢ kultivace A. pullulans
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Koncentrace extraceluldrnich bilkovin je uvedena v grafu 33. Koncentrace bilkovin nabyvala
podobnych hodnot jako u kultivace A. niger za danych podminek (viz graf 24). Z pocatku
kultivace mohl mikroorganismus produkovat i jiné neZ sledované enzymy.

5.3 Shrnuti vysledku

Aspergillus niger patii mezi vyznamné mikroorganismy pouZzivané v biotechnologii.
Je schopen rust v §irokém rozmezi teplot a hodnot pH. NevyZaduje narocné podminky ke
kultivaci, a proto je vyuzivan pro prumyslovou produkci celulolytickych a pektolytickych
enzymu. Pro pramyslové aplikace se pouziva také Aureobasidium pullulans, ktery
kromé polysacharidu pullulanu produkuje potravindisky vyznamné extraceluldrni enzymy.
Oba mikroorganismy je mozné kultivovat za podminek submerzni fermentace i ,,solid-state
fermentation“. Z hlediska vys$Sich enzymovych vytézka je upfednostiiovan proces SSF.
Literatura uvadi kultivace danych mikroorganismt za podminek SSF na raznych odpadnich
materidlech [42, 43, 52].

Pro studium produkce hydrolytickych enzymu byly z odpadnich materidld vybrany fepné
vylisky a mletd pSeni¢nd sldama. U fepnych vyliski se z hlediska obsahu pektinu
predpokladala vyssi produkce pektolytickych enzymu, zatimco u pSeni¢né slamy obsahujici
znacény podil celulosy byla piedpokladana vyssi produkce celulolytickych enzymu.

Pro srovnani jednotlivych kultivaci byly pouzity hodnoty aktivit enzymui v intervalu od 24 h
do 144 h (168 h) kultivace.
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Graf 34 Zavislost relativni polygalakturonasové aktivity na dobé kultivace A. niger
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Graf 35 Zavislost relativni polygalakturonasové aktivity na dob€ kultivace A. pullulans
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Graf 36 Zavislost relativni celulolytické aktivity na dobé kultivace A. niger
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Graf 37 Zavislost relativni celulolytické aktivity na dobé¢ kultivace A. pullulans
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Polygalakturonasova aktivita produkovana pomoci A. niger za riznych podminek je uvedena
v grafu 34. Relativni polygalakturonasova aktivita se sniZovala v zdvislosti na pouZitém
substratu v tomto potadi: fepné vylisky zvlhéené bezuhlikatym m. > pSeni¢nd sldma zvlh¢ena
glukosovym m. > fepné vylisky zvlh¢ené vodou > pSeni¢nd sldma zvlh¢end bezuhlikatym m.
> pSenic¢nd sldma zvlhCend vodou. Nejvyssi polygalakturonasova aktivita a = 74,182 +
2,383 pumol.min™.g"' byla zaznamenéna po 168 h kultivace na fepnych vyliscich zvlh&enych
bezuhlikatym mediem a odpovida relativni aktivité 100 %.

Polygalakturonasova aktivita produkovand pomoci A. pullulans za riznych podminek je
uvedena v grafu 35. Relativni polygalakturonasova aktivita se snizovala v zdvislosti na
pouzitém substritu v tomto pofadi: fepné vylisky zvlhéené bezuhlikatym m. > fepné vylisky
zvlh¢ené vodou > pSenicnd sldma zvlh¢end glukosovym m. > pSeni¢nd sldma zvlhCend bez-
uhlikatym m. > pSenicnd sldma zvlh¢end vodou. Nejvys$si polygalakturonasova aktivita
a=51,899 + 2,553 umol.min"".g”" byla zaznamenana po 144 h kultivace na fepnych vyliscich
zvlhCenych bezuhlikatym mediem a odpovida relativni aktivité 100 %.

Celulolyticka aktivita produkovana pomoci A. niger za ruznych podminek je uvedena
v grafu 36. Relativni celulolytickd aktivita se sniZzovala v zdvislosti na pouZitém substritu
v tomto pofadi: pSeni¢nd sldma zvlhéend glukosovym m. > fepné vylisky zvlhéené bez-
uhlikatym m. > fepné vylisky zvlhéené vodou > pSeni¢nd slama zvlh¢end vodou > pSenicné
sldma zvlhCend bezuhlikatym m. Maximdlni hodnota celulolytické aktivity a = 9,933 +
0,432 umol.mjn'l.g'1 byla zaznamendna po 120 h kultivace na pSenic¢né slame zvlhcené gluko-
sovym mediem a odpovida relativni aktivité 100 %.

Celulolyticka aktivita produkovand pomoci A. pullulans za riznych podminek je uvedena
v grafu 37. Relativni celulolytickd aktivita se sniZovala v zdvislosti na pouZitém substritu
v tomto pofadi: fepné vylisky zvlh¢ené bezuhlikatym m. > fepné vylisky zvlhcené vodou >
pSenicna sldma zvlh¢end glukosovym m. > pSeni¢nd sldma zvlhCend bezuhlikatym m. > pSe-
ni¢nd sldma zvlh¢end vodou. Nejvyssi celulolytickd aktivita a = 6,689 + 0,347 umol.min'l.g'1
byla zaznamendna po 96 h kultivace na fepnych vyliscich zvlhéenych bezuhlikatym mediem
a odpovida relativni aktivité 100 %.

Z vySe uvedenych hodnot vyplyvé, Ze nejvyssi polygalakturonasova i celulolytickd aktivita
byla zaznamenana pfi kultivaci A. niger, ¢imz se potvrdilo tvrzeni Leite a kol. [72], Ze rustové
podminky v procesu SSF vyhovuji spiSe vldknitym houbdm nez kvasinkdm. Vhodné&jSim
substratem ke kultivaci daného mikroorganismu a produkci polygalakturonasové aktivity byly
vzhledem k obsahu pektinu fepné vylisky. Vhodnym substrdtem k produkci celulolytické
aktivity byla vzhledem k obsahu celulosy pSeni¢na sldma. Pri kultivaci A. niger a A. pullulans
na danych substratech byl potvrzen pozitivni vliv bezuhlikatého media na produkci celulasy
i polygalakturonasy. Stimulaéni efekt na produkci danych enzymut vykazovala také glukosa
pridand do media pfi kultivaci mikroorganismi na psSenicné slame zvlhcené glukosovym
mediem /65, 66, 70].

65



4

6 ZAVER

Cilem prace bylo ovéfit produkci celulasy a polygalakturonasy na zvolenych odpadnich
materialech, porovnat produkci enzymu u vybranych mikroorganismu a zvolit nejvhodnéjsi
substrat a mikroorganismus k produkci pozadovanych enzymu. Pfi kultivaci na pSenicné
slame byl otestovan vliv piidavku glukosy na produkci celulasy a polygalakturonasy.

Mikroorganismy byly kultivovdany na fepnych vyliscich a pSenicné slamé za rtznych
podminek. Pti kultivaci A. niger bylo nejvyssi celulolytické aktivity (a = 11,625 =+
0,783 pumol.min".g") dosaZeno na pSeni¢né slamé& zvlhéené glukosovym mediem. Nejvyssi
polygalakturonasové aktivity (a = 74,182 + 2,383 umol.min'l.g'l) bylo dosaZeno pii kultivaci
daného mikroorganismu na fepnych vyliscich zvlh¢enych bezuhlikatym mediem. Pfi kultivaci
A. pullulans bylo nejvyssi celulolytické aktivity (a = 6,689 + 0,347 umol.min'l.g'l) dosaZeno
na fepnych vyliscich zvlhCenych bezuhlikatym mediem. NejvyS$i polygalakturonasové
aktivity (a = 51,899 + 2,553 umol.min'l.g'l) bylo dosazeno pfi kultivaci daného mikro-
organismu také na fepnych vyliscich zvlhéenych bezuhlikatym mediem.

Z vyse uvedenych vysledkd vyplyva, Ze nejvyssi hodnoty polygalakturonasové aktivity
(a = 74,182 + 2,383 umol.min™.g") bylo dosaZeno pii kultivaci Aspergillus niger na fepnych
vyliscich zvlhéenych bezuhlikatym mediem. Jako zdroj uhliku slouZzil pfi dané kultivaci
pektin a maly podil glukosy nebo sacharosy obsaZeny v fepnych vyliscich. Maximéalni
hodnota polygalakturonasové aktivity byla fddové vyssi ve srovndni s kultivaci na fepnych
vyliscich zvlhCenych vodou. Nejvy$§i hodnoty celulolytické aktivity (a = 11,625 +
0,783 umol.min'l.g'l) bylo dosaZeno pfi kultivaci Aspergillus niger na pSeni¢né slamé
zvlhéené glukosovym mediem. Jako zdroj uhliku slouzila pifi dané kultivaci celulosa
a glukosa. Maximalni hodnota celulolytické aktivity byla fddové vyssi v porovnani s kultivaci
na pSeni¢né slame zvlhcené bezuhlikatym mediem.

Pozitivni vliv bezuhlikatého media na produkci celulasy i polygalakturonasy byl pozorovdn
témé&f u vSech kultivaci. Minerdlni latky obsazené v bezuhlikatém mediu jsou proto nezbytné
pro rust mikroorganismu a produkci danych enzymu. Vliv piidavku glukosy na produkci
celulasy a polygalakturonasy byl pozorovan pfti kultivaci A. niger resp. A. pullulans na pSe-
ni¢né slameé zvlhcené glukosovym mediem. Celulolytickd i polygalakturonasova aktivita se
u obou mikroorganismu fadové zvysila oproti kultivaci na pSeni¢né slamé zvlhéené bezuhli-
katym mediem. Tim se potvrdilo tvrzeni autord Maldonado a Strasser [66], Ze piidavek glu-
kosy (c = 20 g.l'l) do media v procesu SSF ma za nasledek rychlej$i a vetsi nartst biomasy
a stimuluje predevsim produkci polygalakturonasy.

Z dosazenych vysledka vyplyva, ze produkce celulasy a polygalakturonasy zavisi na volbé
vhodného mikroorganismu, substrdtu a kultivaCnich podminek. Vyznamnou roli hraje také
zdroj uhliku a pfitomnost mineréalnich latek nezbytnych pro rust mikroorganismu a produkci
pozadovanych metabolit.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Arg

aW
BRKO
BRO

EDTA
glu

His
IUB
IUPAC

kat
Phe
rpm
SI
SmF
SSF
Trp
Tyr

uv

aktivita

arginin

aktivita vody

biologicky rozlozitelny komunélni odpad

biologicky rozlozitelny odpad

koncentrace

ethylendiamintetraoctové kyselina

glukosa

histidin

International Union of Biochemistry — mezindrodni biochemickd unie
International Union of Pure and Applied Chemistry — Mezindrodn{ unie
pro Cistou a uZitou chemii

jednotka katalytické aktivity

fenylalanin

revolutions per minute — otacky za minutu

Le Systeme international d“unités — mezindrodni soustava jednotek
submerzni fermentace

solid-state fermentation

tryptofan

tyrosin

standardni jednotka aktivity

ultrafialové ¢ast spektra
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