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ABSTRAKT

Bakalarska praca sa zaoberala biotransformaciou kyseliny ferulovej na senzoricky aktivne
latky. Experiment bol zalozeny na sledovani biotransformacného potencidlu vybranych
mikroorganizmov metddou vysoko ucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC) pricom
kultivacia prebiehala v dvoch paralelnych prevedeniach a vzorky s pridanou kyselinou
ferulovou boli rozdelené na 24 hodinové posobenie a 48 hodinové posobenie kyseliny ferulove;j
na bakterialne kultury. Bolo zistené, ze termofilné baktérie a halofilna baktéria Halomonas
neptunia su najvhodnejsimi kandidatmi na biotransformaciu kyseliny ferulovej na senzoricky
aktivne latky. Pri oboch vzorkach baktérii Schlegelella thermodepolymerans (DSM 15344 a
DSM 15264) doslo k vzniku 33 mg/l a 76 mg/l kyseliny vanilovej a 81 mg/l a71 mg/l
4-vinylguaiacolu po 24 hodinovom posobeni kyseliny ferulovej. U vzorky s baktériou T.
taiwanensis po 48 hodinovom posobeni kyseliny ferulovej vzniklo 61 mg/l kyseliny vanilovej
a 32 mg/l 4-vinylguaiacolu a u vzorky R. xylanophilus 56 mg/l 4-vinylguaiacolu. U vzorky
s baktériou H. neptunia po 24 hodinovom pdsobeni kyseliny ferulovej doslo k jej premene na
296 mg/l kyseliny vanilovej, o €inilo az 59% konverzie povodnej kyseliny ferulovej a u vzorky
s baktériou H. organivorans po 24 hodinovom posobeni kyseliny ferulovej vzniklo 71 mg/l
kyseliny vanilovej. AvSak po 48 hodinovom pdsobeni kyseliny ferulovej kyselina vanilova
degradovala. Okrem screeningu biotransformac¢ného potenciadlu sa vykonalo aj porovnanie
sekvencie bakteridlnych enzymov, podielajucich sa na biotransformacii, s proteinovymi
sekvenciami v databaze pomocou vyhladavacieho nastroja BLAST. Pritomnost génov
koédujucich enzymy podielajicich sa na biotransformacii bola dokazana takmer pre vSetky
pouzivané mikroorganizmy okrem baktérie H. neptunia, pre ktori nebol dokazany ani jeden
gén. Najvacsi pocet pritomnych génov u baktérii bol pri enzymoch feruloyl-CoA-syntetaza,
enoyl-CoA hydrataza/izomeraza, acetoacetyl-CoA thiolaza a vanilin dehydrogenaza.

KEUCOVE SLOVA

Kyselina ferulova, biotransformacia, metabolity, vanillylalkohol, kyselina vanilova, vanilin,
4-vinylguaiacol, Cupriavidus, Halomonas, termofilné baktérie



ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the biotransformation of ferulic acid to sensory active
substances. The experiment was based on monitoring the biotransformation potential of
selected microorganisms by high performance liquid chromatography (HPLC) method while
the cultivation was performed in two parallel runs and samples with added ferulic acid were
divided into 24-hour effect and 48-hour effect of ferulic acid on bacterial cultures. Thermophilic
bacteria and halophilic bacterium Halomonas neptunia have been found to be the most suitable
candidates for the biotransformation of ferulic acid to sensory active substances. In both
samples of Schlegelella thermodepolymerans (DSM 15344 and DSM 15264) was formed 33
mg/l and 76 mg/1 of vanillic acid and 81 mg/l and 71 mg/1 of 4-vinylguaiacol after 24 hours of
ferulic acid effect. In a sample with T. faiwanensis was formed 61 mg/I of vanillic acid and 32
mg/l of 4-vinylguaiacol after 48 hours of ferulic acid effect, and in a sample of R. xylanophilus
was formed 56 mg/l of 4-vinylguaiacol. In the sample with H. neptunia after 24 hours of ferulic
acid effect was formed 296 mg/1 of vanillic acid, which was up to 59% of the conversion of the
added ferulic acid and in a sample with H. organivorans after 24 hours of ferulic acid effect
was formed 71 mg/1 of vanillic acid. However, after 48 hours of ferulic acid effect, vanillic acid
degraded. In addition to screening of biotransformation potential, the sequence of bacterial
enzymes, involved in biotransformation, was also compared with protein sequences in the
database using the BLAST search tool. The presence of genes encoding enzymes involved in
biotransformation has been demonstrated for almost all used microorganisms except H.
neptunia, for which no gene has been identified. The highest number of genes present in bacteria
was with the enzymes feruloyl-CoA synthetase, enoyl-CoA hydratase/isomerase, acetoacetyl-
CoA thiolase and vanillin dehydrogenase.

KEYWORDS

Ferulic acid, biotransformation, metabolites, vanillylalcohol, vanillic acid, vanilin, 4-
vinylguaiacol, Cupriavidus, Halomonas, thermophilic bacteria



OPIAL, Tomas. Biotransformace kyseliny ferulové na senzoricky aktivni latky . Brno, 2021.
Dostupné také z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/131526. Bakalarska prace.
Vysoké udeni technické v Brn&, Fakulta chemicka, Ustav chemie potravin a biotechnologii.
Vedouci prace Stanislav Obruca.

PREHLASENIE

Prehlasujem, ze som bakalarsku pracu vypracoval samostatne a ze vSetky pouzité literarne
zdroje som spravne a uplne citoval. Bakalarska praca je z hl'adiska obsahu majetkom Fakulty
chemicke; VUT v Brne a mdze byt vyuzitd ku komerénym tcelom len so sthlasom veduceho
bakalarskej prace a dekana FCH VUT.

podpis Studenta

PODAKOVANIE

Na tomto mieste by som rad podakoval svojmu vedicemu bakalarskej prace panovi
doc. Ing. Stanislavovi Obrucovi, Ph.D. za jeho odborné vedenie, pomoc a cenny ¢as, ktory mi
venoval. Dalej by som sa chcel pod’akovat’ Ing. Vendule Chatrnej za jej trpezlivost, pomoc pri
praci v laboratoriu a za jej rady pri spracovani prace. Taktiez by som rad pod’akoval svojej
rodine a najblizsim, ktori ma podporovali pocas Studia.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/131526

OBSAH

L. UVOD cceeereereereereensesassssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassasssssasssesassssssesssssessassassasssesassssssssassses 9
2. TEORETICKA CAST 10
2.1. KySelina fertulOVA.......coeoueieiiiieiiiiiiiiciiie ittt 10
2.1.1. Vyskyt a biologicka funkcia kyseliny ferulovej........ccccooeeniiiiiiiinn. 10

2.1.2. Vlastnosti kyseliny ferulove]........ccoceevviviiiiiiiiiiiiiniiiiie e 12

2.1.3. Izolacia kyseliny ferulovej z rastlinnych materialov..........ccocooeeeiiiiniinnnnn, 13

2.1.4. Biosyntéza kyseliny ferulove] u rastlin ..o 15

2.2. Vieobecné cesty pre mikrobialnu transformaciu kyseliny ferulovej..........ccocoeeeninnie. 16
2.2.1. Neoxidana dekarboXylaCia.......cccuereeieruiiniiriiiiiiiiiii it 17

2.2.2. Redukcia postranného refazea.........cocoeveueiiiiiiiiiiiniiiiiieiciese et 17

2.2.3. DIACELYIACIA veuvevinieeeiieciiee ettt 18

2.2.4. DIMELYIACIA. c.vevinveetiiieiiee ettt 18

2.2.5. B-OXIAACIA cveveeneenieeenie ettt 18

2.3. Mediatory pouzivané pre biotransformaciu kyseliny ferulovej.........ccccocevenviininnnnnnnn. 19
2.3.1. Transformacia sprostredkovana tkanivovou kultirou..........ccceceevviiiniiniinnnnnne. 19

2.3.2. Transformacia sprostredkovand mikroorganizmami.........cccceceevueereenrinieieeennens 20

2.3.3. Baktérie rodu CUPTIAVIAUS ........cccceeveeeieeiiiniieniieeie ettt 20

2.3.4. Baktérie rodu HalOMONAS ...........cccueeeueeieiiiiniieeiecieeeeestie e s 20

2.3.5. Termofilng DAKLETIE .....c.eeveeuieeiieiieiieeiee et 21

2.4. Senzoricky aktivne latky ziskané biotransformaciou kyseliny ferulovej ..................... 21
2.4.1. Vanillylalkohol ..........ccoccoviiiiiiiiiiiiiiiiii i 21

2.4.2. KySelina VanIIOVA ......cc.eoeriiriririiiiiiic ittt 22

o T V£ 111 1 s PP OSSR 23

2.4.4. 4-vINYlUATACO] ...c.neiiiiiiiiiiiiiieiicici e 24

2.5, SUCASNY VYSKUIM ..cuiiiitiieeiiie ettt st st st r e ea e 24

3. EXPERIMENTALNA CAST .couuriruusccnmmmccsssssssssssmssnsssssnsssssssmsssssssssssessssssssssssssss 26



3.1.

3.2.

Pouzité baktérie, chemikalie a pristroje.......ccccecveviiiiiiiiiiiiiiiiiiccie e 26
3.1.1. POUZItE DAKLEIIE ..c.veeneeeeciieieieiee et 26
3.1.2. Pouzit€ ChemiKali€.......cceoieuiiiiieiieciie et 26
3.1.3. PouZité vybavenie a PristrOj€........ccceveerueeieiiiiiiiiiiiiiieie e 26
Postup eXperimentalne] PrACe.........cccovivuiiiiiiiiriiiiiiiii ettt 27
3.2.1. Kultivacia baktérii Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus maleysiesnis........ 27

3.2.2. Kultivacia baktérii Halomonas halophila, H. organivorans, H. elongata, H.
neptunia a H. hydrothermalis..................cccccocoeviiiiiiiiiiiniiiniiieiieiieceenee s 28

3.2.3. Kultivacia baktérii Schlegelella thermodepolymerans, Tepidimonas taiwanensis
a Rubrobacter Xylanophills ...............ccccocceeeeeveeieniiiiiiiiiiiiiiieiie et 28

3.2.4. Rozsuspendovanie buniek do Cerstvého média s obsahom kyseliny ferulovej..29

3.2.5. Meranie optickej hustoty a pH ......ccccoociiiiiiiiiiiii 29
3.2.6. Spektrofotometrické stanovenie celkovych fenolovych latok............cccccoeeeee. 29
3.2.7. Kalibracia na HPLC .......ccoooiiiiiiiiiiie e 29
3.2.8. Kvalitativna a kvantitativna analyza na HPLC ...........ccccoeoiiiiiiiiniininninnne. 31

3.2.9. Porovnanie proteinovej sekvencie enzymov baktérii podiel'ajucich sa na
biotransformacii kyseliny ferulovej pomocou vyhl'adavacieho nastroja BLAST

............................................................................................................................. 31
4. VYSLEDKY A DISKUSIA ..uucccucmmnmnsssmsnssssssnssssmsnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 32
4.1. Namerané hodnoty optickej hustoty a pH .......ccccocoeiiiiiiiiinii 32
4.2. Spektrofotometrické stanovenie celkovych fenolovych latok..........cccoceiiiiininine, 33
4 3. Kvalitativna a kvantitativna analyza na HPLC...........ccocoiiiinins 35
4.3.1. Vzorky s baktériami rodu Cupriavidus ...............ccccoueveevuineiieniicnienrinniieiinens 35
4.3.2. Vzorky s baktériami rodu HalOmONAs ...............cccccovuiviivinniiiiiiiiiieiieniieienns 36
4.3.2. Vzorky s termofilnymi bakt€riami .........ccccceceeiiiiiiiiniiiiiiiniicciee e 37

4.4. Porovnanie proteinovej sekvencie enzymov baktérii podiel’ajucich sa na
biotransformacii kyseliny ferulovej pomocou vyhl'adavacieho nastroja BLAST ........ 38
4.4.1. Feruloyl-COA SYNELAZA......ccceevvuiiriiiiiiiiiiiiiiiii ittt 38
4.4.2. Enoyl-CoA hydratdza/iZOmMeraza.............ccccevvvivuiiiiiiiiiieniieiiee e 39



4.4 3. B-ketothiolaza (acetoacetyl-CoA thiolaza) ..o 40

4.4.4. Vanilin dehydrogenaza..........ccccecueveeiiiiiiiiiiiiiiiiie e 40
4.4.5. Dekarboxylaza kyseliny ferulove]........ccccoviviiiiiiiiiininniniieci s 41
4.4.6. O-dIMELYIAZA ....voveeviieeeeieeeeeee ettt 42
5. ZAVER ..couerurernssssssssssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 43
6. ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY 45




1. UVOD

Kazdy rok vznikd velké mnozstvo lignocelul6zovych odpadov spracovanim vstupnych
surovin v potravinarskom a  biotechnologickom  priemysle av dalSich najmi
polnohospodarskych procesoch, ktoré sposobujui problémy so znecistenim zivotného prostredia
spalovanim tychto odpadov na povrchu pddy alebo ich zaclenenim do podnej matrice. Po celom
svete sa vyraba Siroka Skala zdrojov biomasy vratane celych rastlin, ¢asti rastlin (napr. semien,
korenov, stoniek) alebo zloziek rastlin (napr. Skrob, lipidy, bielkoviny a vlaknina) a vedl'ajSich
produktov spracovania (liehovarnicke vypalky).

Kyselina ferulova, jedna z vyznamnych fenolovych kyselin, je sti¢ast'ou vacsiny rastlin a vo
vacSe] miere zastupuje zlozenie lignocelulozovych materidlov. Kyselina ferulova vykazuje
silné antioxida¢né vlastnosti, ktoré uplatiiuje v bunkovych stendch rastlin najmé ako ochranu
pred volnymi radikalmi, ktoré sposobuju oxidaciu, starnutie a mutaciu buniek. Okrem tychto
vynimoc¢nych vlastnosti patri kyselina ferulova k vhodnym kandidatom na jej biotransforméciu
na iné cenné molekuly. Jedna sa najma o senzoricky aktivne latky, ktoré sa pouzivaji hlavne v
potravinarskom a kozmetickom priemysle. Z chemického hladiska st to napriklad alkoholy
(nenasytené, aromatické, heterocyklické, terpénové), karbonylové zluceniny a karboxylové
kyseliny. Senzoricky aktivne latky nest organoleptické vlastnosti a delia sa na latky vonné,
chutové, farebné (farbiva) alatky ovplyviujuce texturu. Clovek ich teda vnima svojimi
zmyslami ako chut, voru a farbu. Senzoricky aktivne latky su preto vel'mi dolezitou sucast'ou
potravin a kozmetickych pripravkov, ktorym dodéavaji pozadované vlastnosti.

Vzhl'adom na velky dopyt po senzoricky aktivne latky v potravinarskom a aj kozmetickom
priemysle dochadza k snahe ziskavat tieto latky ¢o najvyhodnejsim spdsobom a to z hl'adiska
ekologického aj ekonomického. Velmi dobrym potencialnym zdrojom kyseliny ferulovej st
spominané lignocelulozové materidly, ktoré s vo svete dostupné v hojnom mnozstve
a obsahuju dostato¢né mnozstvo kyseliny ferulovej na jej biotransformaciu. Vd’aka podobnej
chemickej §trukture kyseliny ferulovej ku karbonylovym senzoricky aktivnym zlucenindm
(napriklad vanilin) je tato biotransformacia mozna. Na transformaciu kyseliny ferulovej sa
pouzivaju hlavne mikroorganizmy, ktoré vyuzivaju kyselinu ferulova ako jediny zdroj uhlika
a energie.

Tato praca je zalozend na screeningu biotransformaéného potencialu baktérii Cupriavidus
necator H16, Cupriavidus malaysiensis, baktérii rodu Halomonas: H. halophila, H.
organivorans, H. elongata, H. neptunia, H. hydrothermalis a termofilnich baktérii Schlegelella
thermodepolymerans, Tepidimonas taiwanensis, Rubrobacter xylanophilus a tym posudit’, aké
vyhody by mohli priniest’ tieto mikroorganizmy v priemysle pri vyrobe senzoricky aktivnych
latok.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Kyselina ferulova

Kyselina ferulova (kyselina 4-hydroxy-3-metoxyskoricova) je silny antioxidant pritomny v
bunkovych stendch zfn, ovocia a zeleniny, kde je konjugovana s polysacharidmi a inymi
zlu€eninami. Kyselina ferulova, ako taktiez napriklad kyselina kavova, p-kumarova, synapin,
syryt, a vanilova kyselina je najbeznej§im derivatom kyseliny hydroxyskoricovej [1].

V rastlinach dochadza k tvorbe kyseliny ferulove; pomocou tzv. Sikimatovej drahy, ktora
zacina aminokyselinami fenylalaninom a tyrozinom. Chemicka Struktara kyseliny ferulove;j
podobne ako Struktura fenylalaninu a tyrozinu pozostava z devat’ uhlikovych skeletov (CsC3) s
dvojnou vézbou s postrannym ret'azcom (s cis alebo trans konfiguraciou), ktoré predstavuju
fenylpropanoidnu Struktaru. Hydroxylové funkéné skupiny na benzénovom kruhu a nenasytena
vizba jeho etylénového postranného retazca su dolezitymi miestami pre reakcie s reaktivnymi
druhmi kyslika (ROS), ktoré znazorfiujii vztah medzi Struktarou a aktivitou. Jej biologicka
aktivita teda zavisi od spdsobu substitiicie aromatickej skupiny [2].
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Obrazok 1: Struktiirny vzorec kyseliny ferulovej [3]

2.1.1. Vyskyt a biologicka funkcia kyseliny ferulove;j

Kyselina ferulova sa nachadza prakticky vo vsetkych rastlinach (ovocie, zelenina, obilie).
Vicsina tychto derivatov je viazana cez esterovu, etherovu alebo acetatova vézbu k urcitej Casti
rastliny, napriklad k oligosacharidom. Vel'mi dobrym zdrojom kyseliny ferulovej si napriklad
pSenicné otruby (Obrazok 2). Jedna sa o lignocelul6zovy material zlozeny z ligninu, celulozy
a hemicelulozy. Kedze je kyselina ferulova bifunk¢éna, je schopna tvorit’ esterové alebo éterové
vazby na tieto komponenty rastlin reakciou svojich karboxylovych alebo fenolovych skupin.
Kyselina ferulova, ako zlozka primarnej a sekundarnej bunkovej steny, sa v sekundarnej
bunkovej stene viaze esterovymi vdzbami na Strukturne polysacharidy, zatial ¢o diméry
kyseliny ferulovej mozu sluzit’ na zosietovanie hemicelulozy [4, 5].
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Obrazok 2: PSenicné otruby [6]

Kyselina ferulova bola po prvykrat identifikovana ako zlozka rastliny Ferula foetida (¢el'ad’
Umbelliferae) (Obrazok 3), od ktorej je odvodeny jej nazov. Funguje pri zosietovani
bunkovych stien rastlin a je tiez prekurzorom rdznych antimikrobialnych zlucenin, signalnych
molekul a fytoalexinov, ktoré hraju doleziti ulohu v obrannych reakciach rastlin. Je tiez jednou
z bezne uvadzanych antioxidac¢nych zlacenin [7, 8].

Obrazok 3: Ferula foetida [9]

Kyselina ferulova je pritomna v relativne vysokych koncentraciach v bunkovych stenach
niekol'kych rastlin vratane Graminaceae medzi jednokli¢nolistovymi rastlinami a Solanaceae
a Chenopodiaceae medzi dvojklicnolistovymi rastlinami. Kyselina ferulova sa nachadza
kovalentne spojena s polysacharidmi esterovymi vdzbami a so zlozkami ligninu éterovymi
alebo esterovymi viazbami (Obrazok 4). Zistilo sa, ze dodava Struktarnu rigiditu a posililuje
architekturu bunkovych stien zosietovanim pentosanovych retfazcov, arabinoxylanov a
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hemiceluloz, ¢im sa tieto komponenty pocas kliCenia stavaji menej nachylnymi na Stiepenie
hydrolytickymi enzymami [7, 8].

Arabinoxylan
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0O

\OH

Esterova vazba

Eterova vazba

bl

0

Kyselina ferulova
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Obrazok 4: Viizba kyseliny ferulovej na lignin a arabinoxylan ako hlavna zlozka hemicelulozy

[10]
2.1.2. Vlastnosti kyseliny ferulovej

Kyselina ferulova ma nizku toxicitu a ma mnoho fyziologickych funkcii (protizapalova,
antioxidaCna, antimikrobidlna aktivita; protinadorovy a antidiabeticky ucinok) a preto su jej
vlastnosti vyuzivané vo farmaceutickom, potravinarskom a kozmetickom priemysle. Kyselina
ferulova je lapacom volnych radikélov, ale je tiez inhibitor enzymov, ktoré katalyzuju tvorbu
volnych radikalov. Kyselina ferulovd mé ochranna tlohu pre hlavné kozné Struktary ako su
keratinocyty, fibroblasty, kolagén, elastin. Inhibuje melanogenézu, zvySuje angiogenézu a
urychl'uje hojenie ran. Ochranné vlastnosti kyseliny ferulovej sa aplikuju v kozmetickom
priemysle ako fotoprotektivne €inidlo, na oneskorenie procesov starnutia pokozky a tiez ako
zosvetlujuca zlozka. Jej pouzitie je napriek tomu obmedzené jej tendenciou k rychlej oxidacii
[11].

2.1.2.1. Antioxida¢né vlastnosti kyseliny ferulovej

Antioxida¢ny mechanizmus posobenia kyseliny ferulovej je komplexny, zaloZzeny hlavne na
inhibicii tvorby reaktivnych foriem kyslika (ROS) alebo dusika, ale aj na neutralizacii vol'nych
radikdlov — viazanim prechodnych kovov, ako je Zelezo a med. Kyselina ferulova ma
antioxidacné vlastnosti vdaka svojej Strukture, konkrétne fenolovej hydroxylovej skupine.
Elektrony donorovej skupiny na benzénovom kruhu kyseliny ferulovej zabezpecuji ukoncenie
retazovych reakcii radikalov a pritomnost karboxylovej skupiny susednou nenasytenou
dvojnou vizbou C-C moéze poskytnut’ dal§ie miesto na napadnutie volnymi radikalmi
a zabranit im tak napadnutiu bunkovej membrany. Okrem toho, karboxylové skupiny kyseliny
ferulovej poskytuje urcitu ochranu pred peroxidaciou lipidov a preto sa niekedy kyselina
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ferulova pouziva ako aditivum do potravin. Ztoho je zrejmé, ze pritomnostou elektron
donorovych substituentov sa zvysSuju antioxida¢né vlastnosti kyseliny ferulovej [11, 12].

2.1.2.2. Antioxidant proti nepriaznivému vplyvu UV ziarenia

Nadmernym vystavenim pokozky ultrafialovému (UV) ziareniu vedie k tvorbe reaktivnych
foriem kyslika/dusika, ¢o vedie k oxidacnému poSkodeniu buniek. ROS poskodzuji bunky
procesom peroxidacie lipidov, nitracie aminokyselin a dokonca sposobuju zmeny DNA, ktoré
vedu k bunkovej smrti. Kyselina ferulova vykazuje ochranné antioxida¢né vlastnosti vo vzt'ahu
k roznym koznym Struktiram a ku koznym bunkam. Bolo dokazané, ze l'udské endotelové
bunky a keratinocyty st ovel'a menej nachylné na poskodenie vol'nymi radikalmi vyvolanymi
UV ziarenim, ked’ su pred oziarenim vystavené posobenim kyseliny ferulovej a preto sa pouziva
v antiagingovych kozmetickych pripravkoch [11, 12].

2.1.2.3. Antioxidant proti Skodlivym ucinkom radioterapie

Réadioterapia je forma liecby rakoviny pri ktorej posobenim ionizujuceho ziarenia dochadza
k usmrteni rakovinovych buniek a zmenSeniu nadorov. Nevyhodou tejto lieCby je to, ze
dochéadza aj k poSkodeniu alebo zniCeni normélnych buniek, ¢o znemoznuje ich d’al§i rast
a delenie. Skodlivé uinky ionizujuceho Ziarenia v biologickych systémoch st sprostredkované
hlavne generaciou ROS vratane superoxidového anionu, hydroxylového radikalu a peroxidu
vodika. Je zname, ze tieto ROS spdsobuju oxidacny stres v niekol'kych kritickych bunkovych
molekulach, ako st DNA, proteiny a lipidové membrany. Bolo zaznamenané, ze predbeznym
pouzitim kyseliny ferulovej na y-oziarené lymfocyty viedlo k znizeniu peroxidacie lipidov a
zlepSeniu antioxida¢ného stavu zabranujucemu poskodeniu lymfocytov. Aplikaciou kyseliny
ferulovej sa zabrariuje tvorbe ROS a taktiez vychytava anionovy radikal superoxidu a inhibuje
peroxidaciu lipidov indukovanu superoxidom [12].

2.1.3. Izolacia kyseliny ferulovej z rastlinnych materialov

Existuji dve metody, ktoré mozu preruSit zosietovanie pentosanovych retazcov,
arabinoxylanov a hemicelul6z, atak uvolnit kyselinu ferulovi z bunkovych stien rastlin.
Kyselina ferulova moze byt uvolnena bud enzymaticky za pouzitia feruloylesteraz, alebo
chemickou hydrolyzou za pouzitia zasad alebo kyselin pri zvySenej teplote [13].

2.1.3.1. 1zolacia chemickou hydrolyzou

Chemicka hydrolyza je dobre znama technika pouzivana na ziskanie celul6zovej frakcie
lignocelulozovych materidlov v tuhej faze. Touto hydrolyzou je mozné modifikovat
konzistenciu celul6zovej Struktury, a tym ju spristupnit’ pre enzymy, ktoré st schopné d’alej
rozlozit celulozu. Sucasne sa rozpustaju fenolové zluceniny pritomné v ligninovej frakcii
lignocelul6z. Rastlinné bunkové steny mozu byt vystavené extrémnym hodnotam pH, aby boli
prerusené urCité vazby v bunkovej stene. Alkalickym spracovanim sa prerusi esterova vézba
spajajuca fenolové kyseliny s bunkovou stenou. Pouzitim kyseliny sa rozbiju glykozidické
vazby a rozpusti sa cukor, zatial’ ¢o esterové vizby spravidla zostanu neporusené [8, 15].

Ako katalyzatory pre alkalicki hydrolyzu sa pouzivaju zasady ako napriklad NaOH,
Ca(OH)2, NH40OH a H20,. Hydroxid sodny je v porovnani s ostatnymi ¢inidlami selektivnejsi
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pri uvolniovani kyseliny ferulovej vdaka nizkemu delignifikaénému vynosu. Alkalickymi
predupravami dochadza k rozpusteniu ligninu pomocou rozruSenia esterovych vizieb z
komplexu lignin-polysacharid. Zarovei dochadza k uvol'neniu fenolovych kyselin [5, 13].

Najbeznej§imi kyselinami pre kyslu hydrolyzu je kyselina chlorovodikova a kyselina sirova.
Po pouziti kyselin a naslednej premene celulozy a hemicelulozy na monosacharidy zostava
lignin ako zvyskovy produkt. Nasledne sa tieto monosacharidy daju d’alej vyuzit na produkciu
biopaliv, PHA a podobnych uzito¢nych produktov [14].

Tieto chemické upravy si vSak niekedy vyzaduju vysoké koncentracie kyseliny alebo zasady
avysoku teplotu na povznesenie celulozy ato vedie k degradacii vyznamnej Casti tychto
zluCenin. Chemicka hydrolyza navySe =zahriiuje aplikdciu kyseliny alebo zasady
v koncentrovanej forme, o spdsobuje problémy s koréziou a vysoké naklady na zariadenie
spojené s tymito procesmi, ¢im sa obmedzuje jej Siroka pouzitelnost. ESte va¢Sim neziadiicim
ucinkom je fakt, ze kyselina ferulova a d’alSie fenolové kyseliny patria medzi mikrobialne
inhibitory, ktoré znizuju efektivitu fermentaéného procesu. Dalfou nevyhodou chemickej
hydrolyza je moznost’ vzniku toxickych produktov (polyfenoly, octova kyselina, furfural), ktoré
taktiez znizuju efektivitu fermentacie. Preto je niekedy potrebné pouzit’ miernejSie podmienky
na optimalizaciu uvolfiovania esterovo viazanych fenolovych kyselin pre moznu
biotransformaciu na senzoricky aktivne latky ako napriklad wvanilin. VhodnejSou a
SpecifickejSou metddou je enzymaticka hydrolyza [5, 8].

2.1.3.2. 1zolacia enzymatickou hydrolyzou

Enzymaticka hydrolyza materialov prebieha vdaka synergickému spojeniu enzymov, ktoré
degraduju arabinoxylany, konkrétne xylanazy. Tie degraduju linearny polysacharid xylan na
xylozu, a tym rozkladaju hemicelulézu. Spolu s tymito synergickymi enzymami pracuju
esterazy kyseliny ferulovej [15].

Feruloylesterazy su podtriedou esteraz karboxylovych kyselin a st schopné hydrolyzovat
esterifikované fenolové kyseliny z bunkovych stien rastlin. Feruloylesterazy st enzymy
zodpovedné za §tiepenie esterovej vazby medzi polysacharidmi a monomérnou alebo dimérnou
kyselinou ferulovou. Tato enzymova aktivita uvolfiuje kyselinu ferulovu a jej diméry z
prirodzene sa vyskytujucich hemicelul6z a pektinov [16, 17].

Feruloylesterazy tvoria heterogénnu skupinu enzymov priCom distribucia roznych
podskupin feruloylesterazy vo svete hub sa vyrazne li§i. Ako priklad moézu byt feruloylesterazy
z Aspergillus niger. Posobia synergicky s xylanazami, aby uvoltiovali kyselinu ferulovu z
bunkovej steny a mozno ich rozdelit’ do §tyroch skupin, a to A — D. Hlavnym rozdielom medzi
skupinami A a D je ich substratova Specifickost’ voci syntetickym substratom a ich schopnost’
uvoltiovat’ diferuloylové mostiky. Aj ked oba enzymy typu A a B pdsobia na xylan a pektin,
aktivita feroloylesterazy A je najvyssia na xylane a aktivita feroloylesterazy B je najvyssia na
pektine. LiSia sa tiez vzhladom na zvySok, z ktorého mdzu uvoltiovat kyselinu ferulovu.
Pouzitim metylesterov aromatickych kyselin sa ukazalo, ze pritomnost metoxyskupiny na
aromatickom kruhu uprednostiiuje aktivitu feroloylesterazy A, zatial ¢o pritomnost
hydroxylovych skupin uprednostiiuje aktivitu feroloylesterazy B. Feruloylesterazy typu B
taktiez vykazuju vysoka sekvencnu identitu s acetylovo xylanovymi esterazami. Na zaklade
tohto by sa feruloylesterazy dali klasifikovat’ do siedmich skupin v zavislosti od fylogeneticke;
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analyzy genomov hub, a vSak experimentalne je mozné dokazat' aj iny pocet podceladi [18,
19].

2.1.4. Biosyntéza kyseliny ferulovej u rastlin

K tvorbe kyseliny ferulovej v rastlinach dochadza metabolickou drahou tzv. Sikimatovho
drahou, ktord zacina kli¢ovymi zluceninami, ktorymi su aromatické aminokyseliny, L-
fenylalanin a L-tyrozin. Spociatku sa fenylalanin premiena na kyselinu §koricovii pomocou
fenylalanin amonnej lyazy. Nasledne sa tyrozin premiefia na kyselinu p-kumaroviu pomocou
tyrozin amonnej lyazy. Kyselina p-kumarovéa sa premeni na kyselinu ferulova hydroxylaciou a
metylaciou. Oxidaciou a metylaciou kyseliny ferulovej a d’alSich aromatickych zlucenin sa
ziskaju di- a tri-hydroxyderivaty kyseliny Skoricovej, ktoré sa spolu s kyselinou ferulovou
zG&astiiuji na tvorbe ligninu. Dalsie konverzné reakcie sa vyskytuju podas tvorby kyseliny
ferulovej a d’al§ich aromatickych zlucenin, ktoré su schematicky znazornené na Obrazku 5 [20].
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Obrazok 5: Schematické zndzornenie syntézy kyseliny ferulovej a inych aromatickych
zlicenin cez Sikimateho drdhu (PAL: fenylalanin amonna lydza; TAL: tyrozin amdnna lydza;

SAM: S-adenosylmetionin (pésobi ako metylovy donor)) [20]
2.2. VSeobecné cesty pre mikrobidlnu transformaciu kyseliny ferulovej

Pokial’ ide o pociato¢nu reakciu pri konverzii kyseliny ferulovej, je znamych pét hlavnych
ciest, a to neoxidacna dekarboxylacia, redukcia postranného ret'azca, diacetylacia, dimetylacia
a B-oxidacia [7].
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2.2.1. Neoxida¢na dekarboxylacia

Pri neoxidacnej dekarboxylacii katalyzovanej enzymom dekarboxylazy sa kyselina ferulova
konvertuje na 4-vinylguaiakol (4-VG) a na vanilin cez chinoidovy medziprodukt (Obrazok 6).
Tento typ drahy bol pozorovany v mnohych hubéch a kvasinkach a tiez v niektorych baktériach
[7, 21].

COOH COOH [ CHO
x>
-CO,
— —_— b
OCH,4 OCHg
OH
OCH, OCH, OH

OH O 4-VG Vanilin

K. ferulova Chinoid

Obrazok 6: Konverzia kyseliny ferulovej na vanilin neoxidacnou dekarboxylacnou cestou
[21]

2.2.2. Redukcia postranného ret’azca

Druhy mechanizmus spociva v prvom rade v redukcii bocného ret'azca kyseliny ferulovej za
vzniku kyseliny 4-hydroxy-3-metoxyfenylpropionovej (dihydroferulova kyselina, DHFK).
Tato reakcia je typickd pre anaerdbnu degradaciu a jeho zodpovedajuci mechanizmus by
prebiehal prostrednictvom hydridového utoku na chinoidovy medziprodukt iniciovany
izomerizaciou analogickou k dekarboxylacnej reakcii (Obrazok 7) [21].

Je zaujimavé, ze pre niektoré huby, ako napriklad Trametes sp., Sporotrichum pulverulentum
a Pycnoporus cinnabarinus sa uvadza odliSny redukény mechanizmus, v ktorom je
produkovany prvy koniferylalkohol, ktory je nasledne biotransformovany na kyselinu vanilova
a d’alSie derivaty. To stoji brat' na vedomie, ze v mikroorganizmoch, ktoré su tiez schopné
dekarboxylacie kyseliny ferulovej, sa zda, ze reduktivna draha je potlaCenad pritomnost'ou
akceptorov vodika, ako je dusi¢nan, fumarat alebo kyslik [21].
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Obrazok 7: Konverzia kyseliny ferulovej na vanilin cestou redukcie bocného retazca [21]
2.2.3. Diacetylacia

Eliminacia acetatovej skupiny z nenasyteného skoricového postranného ret'azca je jednou z
najbeznejsich metabolickych ciest kyseliny ferulovej v baktériach a hubach. Navrhovana cesta
Stiepenia acetatu z kyseliny ferulovej zahfila pridanie vody k dvojitej vdzbe za vzniku
hydroxyderivatu, ktory nasledne podstipi oxidacii na ketonovt formu a nakoniec dochadza k
odstraneni acetatovej skupiny za vzniku vanilinu [7].

2.2.4. Dimetylacia

Anaerobne baktérie Clostridium metoxybenzovorans a fakultativne aerdbne baktérie
Enterobacter cloacae preukazali, ze rasti na kyseline ferulovej a transformuju ju na kyselinu
kavova. Tieto kmene pravdepodobne pouzili rozne enzymatické drahy pre O-dimetylaciu
kyseliny ferulovej na kyselinu kavovu. Zakladnou enzymatickou drahou pre O-dimetylaciu
kyseliny ferulove] je konverzia kyseliny kavovej na kyselinu protokatechovu, po ktorej
nasleduje dalSie Stiepenie aromatického kruhu. Pri anaerobnom metabolizme dochadza
k premene kyseliny kavovej dehydroxylaciou aromatického kruhu na kyselinu Skoricovu.
Kyselina skoricova je potom redukovana na kyselinu fenylpropionovu, ktora je nasledne
metabolizovand na kyselinu fenyloctovu. Pri aerobnom metabolizme je kyselina kévova
oxidovana na kyselinu protokatechovu. V kultivaénom médiu sa objavila kyselina kdvova ako
medziprodukt alebo ako konecny produkt. Kyselina kavova ziskana mikrobialnou dimetylaciou
kyseliny ferulovej by sa mohla pouzivat’ na produkciu vel'mi dobrych prirodnych antioxidantov
[7, 17].

2.2.5. B-oxidacia

Jednou z d'al§ich ciest zapojenych do premeny kyseliny ferulovej na kyselinu vanilovu alebo
vanilin v mikroorganizmoch je proces B-oxidacie, ku ktorému dochddza mechanizmom
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analogickym s B-oxidaciou mastnych kyselin. Kyselina ferulova sa aktivuje reakciou s CoA
thioesterom pomocou feruloyl-CoA syntetazy (kodovanej génmi fcs) na feruloyl-CoA, ktory je
nasledne hydratovany na nestabilny produkt 4-hydroxy-3-metoxyfenyl-f-hydroxypropionyl-
CoA pomocou enoyl-CoA hydratazy/aldolazy (kdédovanej génmi ech). Prva cesta zahria
thioklastické Stiepenie 4-hydroxy-3-metoxyfenyl-p-ketopropionyl-CoA na acetyl-CoA a
vanillyl-CoA, katalyzované B-ketotiolazou (kddovanou aat génmi) (Obrazok 8, cesta (i)).
Druhou cestou degradacie kyseliny ferulovej v mikroorganizmoch je mechanizmus, pri ktorom
sa po hydratacii feruloyl-CoA 4-hydroxy-3-metoxyfenyl-B-hydroxypropionyl-CoA S§tiepi na
vanilin a acetyl-CoA (Obrazok 8, cesta (i1)). Obe reakcie su teda katalyzované jednym
enzymom enoyl-CoA hydrataza/aldolaza (kodovana génmi ech) [22].

A-hwyd rosey-3-metoscyTenyl-
p-ketopropiomyl-Cod ) o
NAD® NADHH Lw
o ,;_
A-hydroey-3-methooyfenyl- HO
kyselina ferulova feruloyl-coa p-trydrovcypropionyl-Coa -keto
o 0 OH 1; o —5 | (aat)
CoA-5H
T CH3-CO-5CoA
W”H S0 - 0
/'-\:_) CoA-SH
HOY ': 5 HO SCoA
f” feruloyl-Coa A2 (ii})
cuntatsra [frch HO
:'.-ft-.t:::,f::_ enoyl-CoA
. . (4]
hydrataza/aldoliza ug CHCO-SCoA . L
[ech) hrydrotyza
| thipesterovej vazhy
) ¥ = CoA-SH
LOH EH
L] Wainin Hd '|/©/ z
il , dehydrogendza vandova
W ainann -"'_l: et .“rl_l |'l'||l'5EiI'la
daliia degradada daliia degradada

Obrazok 8: Enzymatickd premena kyseliny ferulovej na vanilin a kyselinu vanilovii. Tenké
Sipky oznacuju p-oxidacnu drdhu. Tucné Sipky oznacuju p-neoxidacni degradaciu [22].

2.3. Mediatory pouzivané pre biotransformaciu kyseliny ferulovej

Na biotransformaciu kyseliny ferulovej su nutné urcité organizmy alebo ich bunky.
Transformacia kyseliny ferulovej moze prebiehat prostrednictvom rastlinnej tkanivovej kultury
alebo mikrobialnou cestou [7].

2.3.1. Transformacia sprostredkovana tkanivovou kultiarou

Dovodom vyroby senzoricky aktivnych zlucenin pomocou kultivovanych rastlinnych buniek
je ich Specificky biochemicky charakter, geneticka kapacita a totipotencia rastlinnych buniek.
Nevyhodou je ale to, ze rastlinné systémy produkuji obmedzenejsi rozsah enzymov a
nediferencované rastlinné bunky vyzaduji v porovnani s mikrobialnymi bunkami dlhsiu dobu
zdvojnasobenia buniek [7, 23].



2.3.2. Transformacia sprostredkovana mikroorganizmami

Mikroorganizmy st oproti rastlindm vhodnej§imi kandidatmi na vykonavanie
biotransformacie, pretoze mézu vyuzivat fenolové zluceniny ako jediny zdroj uhlika a energie.
Imobilizacia mikrobialnych buniek ma vo vyskume vel'ky potencial a to z hl'adiska viacerych
faktorov ako napriklad ich vynikajuca biologicka kompatibilita, vysoka koncentracia buniek,
skladovacia a prevadzkova stabilita a tolerancia voci nepriaznivym podmienkam (vysoka alebo
nizka teplota, suché prostredie, UV ziarenie, nizke pH, toxické latky). Hlavnymi
mikroorganizmami schopnymi degradovat’ zluceniny spojené s ligninom su vlaknité huby.
Mikroriasy sa tiez ¢oraz viac pouzivaju v biotransformaciach, ktoré vedu k vzniku vonnych
latok. Napriek vyhodnym vlastnostiam mikroorganizmov sa ale moze stat” aj to, ze vytazok
produktu mo6ze byt nizky kvoli inhibiénému ucinku produktu na vol'né mikrobidlne bunky
alebo kvoli genetickej nestabilite rekombinantnych kmenov pocas transformacie. Taktiez,
samotna mikrobialna kultira a narocnd manipulacia s mikroorganizmami moéze viest k
vysokym nakladom na samotny proces biotransformacie za pouzitia volnych
mikroorganizmov. Na druhu stranu napriklad vyuzitie termofilnych mikroorganizmov prinasa
vyrazne menej nachylné procesy na kontaminaciu a tym padom nizsie naroky [7, 24, 25].

2.3.3. Baktérie rodu Cupriavidus

V tejto bakalarskej praci boli na biotransforméciu kyseliny ferulovej pouzité baktérie
Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus malaysiensis. Baktérie rodu Cupriavidus sa
charakterizované ako gramnegativne, pohyblivé organizmy v tvare tyCinky s oxidacnym
metabolizmom. Maju peritrichalne biCiky, su obligatne aerdbne organizmy a su
chemoorganotrofné alebo chemolitotrofné. U baktérii rodu Cupriavidus bola opisana odolnost
voci medi, od ¢oho bol odvodeny nazov tychto baktérii. Tieto baktérie sa nasli v pdde ale aj v
klinickych izolatoch po zdravotnickych vySetreni. Baktérie rodu Cupriavidus rasti na rutinnych
médiach, aj ked’ rast moze byt pomaly a na vizualizaciu kolonii sa vyzaduje viac ako 72 hodin
inkubacie. Rod baktérii Cupriavidus je schopny vyuzit Siroku Skéalu aromatickych zlucenin,
ktoré su produkty degradacie ligninu ako jediny zdroj uhlika a energie, vratane guaiakolu,
kyseliny vanilovej, kyseliny Skoricovej, kyseliny p-kumarovej a kyseliny ferulovej [26, 27, 28].

2.3.4. Baktérie rodu Halomonas

Dalsimi baktériami pouZitymi na transformaciu kyseliny ferulovej boli baktérie rodu
Halomonas a konkrétne to boli: H. halophila, H. organivorans, H. elongata, H. neptunia a H.
hydrothermalis. Baktérie rodu Halomonas si halofilné baktérie, ktoré pre svoj rast vyzaduju
vysoké koncentracie NaCl. Maju vel'mi univerzalne pouzitie, pokial' ide o ich schopnost’
uspesne rast’ v prostredi o réznom pH. Baktérie rodu Halomonas si gramnegativne baktérie v
tvare tyCinky, ktoré su zvycajne nepigmentované alebo maju zltd farbu. S to extrémne
halofilné baktérie s plnou pohyblivostou, ktori zabezpecuju biCiky. Tieto baktérie sa teda
vzhl'adom na svoje halofilné vlastnosti vyskytuju vo vodnych zdrojoch s vysokou uroviiou
slanosti, ako napriklad v Mftvom mori, a dokonca aj v chladnych vodach Antarktidy. Bez
pritomnosti dusi¢nanov si schopné anaerobneho rastu pomocou glukézy. Okrem toho bolo
zdokumentovanych niekol’ko druhov rodu Halomonas, ktoré su schopné vykonavat
denitrifikaciu s cielom ziskat’ energiu spracovanim dusi¢nanov na dusik [29, 30, 31, 32].
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2.3.5. Termofilné baktérie

Ako poslednym druhom baktérii boli v tejto bakalarskej praci pouzité termofilné baktérie
Schlegelella thermodepolymerans, Tepidimonas taiwanensis a Rubrobacter xylanophilus.
Termofilné baktérie alebo termofily st mikroorganizmy schopné rastu pri teplotach vyssich ako
40°C a maju optimalne podmienky na rast pri teplotach 50°C-55°C. Tieto baktérie sa vyskytuju
v termalnych pramerioch (Obrazok 9), sope¢nych naleziskach a taktiez v rozkladajucich sa
latkach ako napriklad kompost. Termofily sa mézu dalej delit na extrémne termofily
s optimalnou teplotou rastu 60-80°C a hypertermofily s optimalnou teplotou rastu 80-110°C.
Dalej sa delia na gram-pozitivne a gram-negativne termofily, mozu rast’ za anaerobnych alebo
aerobnych podmienok a niektoré mézu tvorit’ spory. Vyznamnou sucast'ou tychto baktérii su
ich enzymy pomocou ktorych je mozné katalyzovat' reakcie v priemysle pri zvysenych
teplotach (napriklad pri vyrobe paliv a inych chemikalii). Vyhodou reakcii pri zvySenej teplote
je nizka kontaminacia, vacSia rozpustnost’ substratov a tym nizsie naklady na vyrobu [33, 34,
35, 36].

Obrazok 9: Termdlne pramene na Novom Zélande ako nalezisko termofilnych
mikroorganizmov [37]

2.4. Senzoricky aktivne latky ziskané biotransformaciou kyseliny ferulovej

Kyselinu ferulovii je mozné biotransformovat pomocou mikroorganizmov na rdzne
vyznamné senzoricky aktivne latky pouzivané v priemysle. Moze to byt napriklad
vanillylalkohol, kyselina vanilova, vanilin a 4-vinylguaiacol, ktoré boli sledované v tejto
bakalarskej praci [7, 38, 40, 42, 44].

2.4.1. Vanillylalkohol

Vanillylalkohol (4-hydroxy-3-metoxybenzylalkohol) je monometoxybenzén, ktory je 2-
metoxyfenolom substituovanym hydroxymetylovou skupinou v polohe 4 (Obrazok 10).
Vanillylalkohol, Siroko pouzivany aromaticky pripravok, je prirodna fenolova zlucenina, ktora
existuje v niekol'kych rozmanitych rastlinach, ako je napriklad Gastrodia elata a Vanilla
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planifolia. Vanillylalkohol nesie rozne biologické aktivity ako napriklad antioxidacné,
antiangiogénne, protizapalové a antiastmatické aktivity. Okrem toho ma wvanillylalkohol
antikonvulzivnu aktivitu a vychytava vol'né radikaly. Hlavny pristup k vyrobe vanillylalkoholu
je priamou extrakciou z rastlin Gastrodia elata a Vanilla planifolia. Tieto pristupy st vSak
obmedzené prisunom surovin, nepriaznivymi reakénymi podmienkami a nizkymi vynosmi.
RieSenim tychto obmedzeni mdze byt prave spominana alternativna cesta - mikrobialna
biosyntéza ako vyhodnejsi pristup k vyrobe vanillylalkoholu [38].

Obrazok 10: Strukmrny vzorec vanillylalkoholu [39]
2.4.2. Kyselina vanilova

Kyselina vanilova je derivat kyseliny benzoovej, ktory sa pouziva ako ochucovadlo,
konzervacna latka a aditivum v potravinarskom priemysle. Kyselina vanilova je fenolova
molekula, ktora je oxidovanou molekulou vanilinu. Ziskava sa z celozrmnych obilnin, byliniek,
ovocia, zeleného ¢aju, dzusov, piv a vin. Je zname, ze ma rozne farmakologické vlastnosti ako
napriklad antioxidacné, protizapalové, imunostimulacné, neuroprotektivne, hepatoprotektivne,
kardioprotektivne a antiapoptotické. Kyselina vanilova je taktiez sl'ubné neuroprotektivne
¢inidlo pri liecbe vaskularnej demencie. Zohrava tiez vyznamnu ulohu pri lieCbe zapalov a
neurologickych chordb. Vd'aka svojim priaznivym vlastnostiam sa kyselina vanilovda moze
pouzit’ ako zlozka funkénych potravin a ako doplnok vyzivy na prevenciu neurologickych
portch [40].
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Obrazok 11: Struktiirny vzorec kyseliny vanilovej [41]
2.4.3. Vanilin

Vanilin je hlavnou organoleptickou zltic¢eninou prirodnej vanilky ziskanej z plodu orchidey
Vanilla planifolia. Vanilin je jedna najziadanejSich potravinarskych prisad pouzivanych aj v
napojoch, parfumoch a lieCivach. Prirodzena vyroba z vanilkového zrna, okrem vysokych
nakladov, nemdze uspokojit’ celkovy dopyt po vaniline na svete. Ro¢ne sa vyraba viac ako 12
000 ton vanilinu, z ktorého pochéadza iba 1% z V. planifolia. Vzhl'adom na zvySeny zaujem o
prirodné produkty, vyroba arom prostrednictvom biotransformacénych procesov ponuka vhodnu
alternativu k prirodnym a chemickym zdrojom [42].

Hlavnou nevyhodou mikrobialnej vyroby vanilinu je vysoka cena jej prvotnej suroviny, tj.
kyseliny ferulovej. Alternativna produkcia vanilinu zelenou cestou z drevnej Stiepky a bambusu
prostrednictvom bakterialneho konzorcia je taktiez moznost produkcie vanilinu
prostrednictvom biodegradécie ligninu. Hl'adanie mozného ekologického jednostuptiového
systému vyroby vanilinu pomocou roznych mechanizmov (biotransformacia/bionkonverzia) a
roznych biologickych latok (mikroorganizmy/rastlinné bunky/izolované enzymy) stale
pokracuje [42].

PSeni¢né otruby je lacny lignocelul6zovy odpad a obsahuju estery kyseliny ferulovej, ktoré
sa mozu priamo pouzit ako substrat na istejSiu vyrobu vanilinu. Vyuzivanie otrub ako surovinu
pre vyrobu vanilinu preto predstavuje zaujimavy sposob likvidacie odpadov a zarover ich
vyuzitie [42].
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Obrazok 12: Struktiirny vzorec vanilinu [43]
2.4.4. 4-vinylguaiacol

ZlucCenina 4-vinylguaiacol (4-VG) je obzvlast cennym produktom v potravinarskom
priemysle; napriklad vznika pri metabolickej aktivite kvasieniek pri vyrobe piva (belgické
pSeni¢né pivo a nemecky Rauch). Pouziva sa aj ako vychodiskovy material na vyrobu
chemickych komodit ako je vanilin a v oftalmickej oblasti na pripravu roztokov obsahujucich
aromatické latky. 4-VG je navySe kl'uCovym vychodiskovym materidlom pre biokatalyticku
vyrobu d’alSich dolezitych chemikalii, ako je acetovanilon a etylguaiakol, ako aj predchodca
chemickej syntézy biologicky odburatelnych vysoko pevnych okyslicenych polystyrénov [44].

V sacasnosti sa komerény 4-VG ziskava chemickou dekarboxylaciou kyseliny ferulove;
pomocou kovovych katalyzatorov za drsnych podmienok (vysoké pH), ¢o vyvolava obavy o
bezpecnost’ produktu a nebezpecné odpady. Preto je pouzitie mikroorganizmov alebo enzymov
ako biokatalyzatorov za miernych podmienok spracovania sI'ubnou metédou na vyrobu 4-VG.
Najbeznejsie testovanymi mikroorganizmami si baktérie, vratane Streptomyces setonii,
Cupriavidus sp., Enterobacter sp., Lactobacillus farciminis a Bacillus spp. [45].
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Obrazok 13: Struktirny vzorec 4-vinylguaiacolu [46]
2.5. Sucasny vyskum

Lignocelulozovy material je velmi zaujimavym vychodiskovym materidlom pre rozne
vedecké aplikacie vdaka svojej celorocnej dostupnosti ako obnovitelného zdroja pre
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priemyselnu spotrebu. Kedze ide o alternativu ekonomického substratu, vedci skiumaju rdzne
procesy pri ktorych sa vyuzivaji odvodené zliceniny z tychto materidlov. Odrody hub a baktérii
syntetizuji  urCité degradujice enzymy, ktoré maji schopnost depolymerizovat
lignocelul6zovt biomasu. Lignocelulolytické enzymy derivované z hub a baktérii maju vd’aka
stabilnej katalytickej aktivite a vysokym vytazkom premeny v suCasnosti vysoké spektrum
priemyselnych aplikacii. Okrem toho st tieto materialy nakladovo efektivne, ekologické a
netoxické pri nizkom prikone energie reakéného systému. Technicko-ekonomicka analyza
sucasnych technologii naznacuje, Ze vyroba enzymov nie je komercne zivotaschopna. Namiesto
toho je sl'ubna ekonomicka projekcia pouzitia prirodzene produkovanych ligninolytickych
enzymov. Tento pristup mdze zlepsit’ vyrobu z ekonomického hl'adiska znizenim vydavkov na
substrat a zvySenim pridanej hodnoty lignocelul6zového vedl'ajsieho produktu [47].

Biotransformacia kyseliny ferulovej na senzoricky aktivne latky z lignocelulézovych
materialov bola uskutocnend uz mnohokrat a nad’alej sa pokracuje v hl'adani najvyhodnejsieho
sposobu transformacie ato z hl'adiska ekonomického a ekologického. Medzi najnovsie
vyskumy patri bionkonverzia kyseliny ferulovej, ziskanej z ananasovych Supiek a ananasovych
korunnych listov, na kyselinu vanilovt a vanilin pomocou Aspergillus niger 1-1472 od Pei Ling
Tanga a Osmana Hassana z Malajzie. V tomto vyzkume na rozdiel od stredoeurdpskych
pSeniénych otrab boli pouzité ananasové komponenty ktoré si v Malajzii dostupné vo velkom
mnozstve pretoze pri vyrobe konzerv na ananas sa takmer 75% ovocia vyhodi ako odpad.
Zvysky ananasu sa bezne likviduju spalenim alebo rozlozenim kvoli zastaranej technologii a
neznalosti farmarov a miestnych podnikatelov ohladne existencie komercného vyuzitia
zvySkov ananasu. Tato Studia navrhuje nové pouzitie fenolovych extraktov z ananasovych
Supiek a korunnych listov na vyrobu kyseliny vanilovej a vanilinu. V porovnani s vyluhom
ananasovych korunnych listov, méa vyluh ananasovych Supiek najvyssi obsah kyseliny ferulove;
a fenolové zluCeniny sa ukazali ako najlepsi substrat na vyrobu kyseliny vanilovej a vanilinu.
Zistilo sa, ze faktorom ovplyviiujicim ucinnost biokonverzie kyseliny ferulovej na kyselinu
vanilovu a vanilin je obsah kyseliny ferulovej a neferulatovych fenolovych zla¢enin. Iné
zluCeniny ako napriklad aldehyd alebo fenolové zluceniny, ktoré su pritomné v surovom
hydrolyzate, ovplyviiuju vykonnost mikroorganizmov pri fermentacii, znizenie molarneho
vytazku a produkcie konecnych produktov. Vysledky tohto vyskumu vSak ukazali, ze priame
kfmenie vyluh z biomasy ma svoje kladné aj zaporné stranky. Aj ked sa vytazok kyseliny
vanilovej znizil, kfmenim surovym extraktom bol vytazok vanilinu si¢asne zvySeny. A teda
dalsie Studie analyzy fenolovej zlucCeniny v roztoku zvysku ananasu by mali byt vedené tak,
aby doslo k ovplyvneniu chranenej zluceniny na metabolickej drahe daného mikrooganizmu
[48].
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3. EXPERIMENTALNA CAST

V ramci experimentalnej Casti tejto bakalarskej prace sa pracovalo s baktériami rodu
Cupriavidus, s baktériami rodu Halomonas a s vybranymi termofilnymi baktériami. Do kultury
tychto baktérii bola pridana kyselina ferulova za ucelom jej transformacie na iné vyznamné
produkty. Ubytok kyseliny ferulovej a narast koncentricie novych produktov bol
zaznamenavany pristrojom separa¢nej metody HPLC. Okrem screeningu biotransformacného
potencialu sa vykonalo aj porovnanie sekvencie bakteridlnych enzymov podiel'ajucich sa na
biotransformacii s proteinovymi sekvenciami v databaze pomocou vyhladavacieho nastroja
BLAST.

3.1. Pouzité baktérie, chemikalie a pristroje

3.1.1. Pouzité baktérie

V experimentalnej Casti prace boli pouzité baktérie rodu Cupriavidus: Cupriavidus necator
H16 (CCM 3726), Cupriavidus sp. (DSM 19379), Cupriavidus sp. (DSM 19416), Cupriavidus
sp. (DSM 25816) spolu s baktériami rodu Halomonas: H. halophila (CCM 3662), H.
organivorans (CCM 7142T), H. elongata (CCM3756), H. neptunia (CCM 7107), H.
hydrothermalis (CCM 7104) a s termofilnymi baktériami: Schlegelella thermodepolymerans
(DSM 15344), Schlegelella thermodepolymerans (DSM 15264), Tepidimonas taiwanensis
(LMG 22826), Rubrobacter xylanophilus (DSM 9941).

3.1.2. Pouzité chemikalie

e Bromid sodny, NaBr, Lachema (CR)

e Chlorid draselny, KCI, Onex (CR)

e Chlorid hofe¢naty hexahydrat, MgCla-6H20, Penta (CR)
e Chlorid sodny, NaCl, Lachema (CR)

e Chlorid vapenaty dihydrat, CaCl,-2H20, Lachema (CR)
e Folin-Ciocalteu's reagent, VWR Chemicals (F)

e Glukoza monohydrat, C¢H1206-H20, Lach-Ner (CR)

e HydrogenuhliGitan sodny, NaHCO3, Lach-Ner (CR)

e Kyselina ferulova (trans), Sigma-Aldrich (DE)

e Nutrient Broth w/1% peptone (HiMedia, IND)

e Peptone, Bacteriological (HiMedia, IND)

e Siran hofe¢naty heptahydrat, MgSO4-7H,0 , Lach-Ner (CR)
e Tryptone Soya Broth, Oxoid (CR)

e Yeast Extract Powder (HiMedia, IND)

3.1.3. Pouzité vybavenie a pristroje

e Analytické vahy ew 620-3NM, (KERN)
e Centrifuga Hettich EBA20 (MANEKO)
e Kryoskumavky
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e Kvapalinovy chromatograf Shimadzu

e Mikrostriekacka Hamilton

e Laminarny box Aura mini, (Bio air instruments)

e LUT Syringe Filters PES (30mm, 0,45um, pk/100)

e Magneticka mieSacka bez ohrevu technoKartell, (MERCI s.r.0.)
e Magneticka mieSacka Magnetic stirrer, (BIOSAN)

e Magneticka mieSacka bez ohrevu technoKartell, (MERCI s.r.0.)
e Nanofotometr P 300, (Implen)

e Tlakovy hrniec

e Vortex BENCHMIXER, (Benchmark Scientific Inc.)

e Bezné laboratorne sklo a vybavenie

3.2. Postup experimentalnej prace

3.2.1. Kultivacia baktérii Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus maleysiesnis

Kultivacia baktérii Cupriavidus necator H16 (CCM 3726), Cupriavidus sp. (DSM 19379),
Cupriavidus sp. (DSM 19416) a Cupriavidus sp. (DSM 25816) prebiehala v zivnom médiu,
tzv. inokulu, ktoré bolo pripravené z Nutrient Brothu (NB) a dest. vody o koncentracii 25 g/l.
Celkovy objem média bol 50 ml. Pripravené inokul4 boli sterilizované v tlakovom hrnci cca 30
min a nasledne do tychto médii boli zaoCkované vybrané bakteridlne kmene z kryoskimaviek
po 750 ul. Ockovanie prebiehalo sterilne v laminarnom boxe, v dvoch paralelnych
prevedeniach. Zaockované zivné média s baktériami sa dali na trepacku nastavent na optimalnu
teplotu rastu baktérii (30°C, 180 rpm) na 24 hodin.

Obrazok 14: Kultivdcia baktérii Cupravidus necator H16 a C. maleysiensis na zaciatku
(vlavo) a po 24 hodindch na trepacke (vpravo)
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3.2.2. Kultivacia baktérii Halomonas halophila, H. organivorans, H. elongata, H.
neptunia a H. hydrothermalis

Na kultivaciu boli pouzité komplexné média K2 pre H. halophila (CCM 3662), K3 (B82)
pre H. organivorans (CCM 7142T), H. neptunia (CCM 7107), H. hydrothermalis (CCM 7104)
a K4 (B54) pre H. elongata (CCM 3756). Sterilizacia, oCkovanie a kultivacia prebehla rovnako
ako pri predoslych baktériach (30°C, 180 rpm).

Zlozenie K2:
e Pepton 3g
e Kvasni¢ny extrakt 0,6 g
e Na(Cl 132 ¢
o Glukéza 0,2g

Zlozenie K3 (B82):

e Yeast extract 2¢g
e Pepton lg
e Glukoza 02¢g
e Na(Cl 162 ¢
e MgSO4 7H20 192 ¢
e MgCl-6H20 l4g
e CaCla':2H20 0,072 ¢
e KCI 04¢g
e NaHCO; 0,012 ¢
e NaBr 0,0052 ¢
e ph72
Zlozenie K4 (B54):

e Nutrient Broth 5¢g

e NaCl 6g

e MgCl6H20 lg

e pH72

3.2.3. Kultivacia baktérii Schlegelella thermodepolymerans, Tepidimonas
taiwanensis a Rubrobacter xylanophilus

Na kultivaciu boli pouzité komplexné média: Nutrient broth pre Schlegelella
thermodepolymerans (DSM 15344), §. thermodepolymerans (DSM 15264), Tepidimonas
taiwanensis (LMG 22826) o koncentracii 25 g/ a trypton o koncentracii 6 g/l pre Rubrobacter
xylanophilus (DSM 9941). Sterilizacia, oCkovanie a kultivacia prebehla pri teplote 50°C a
180 rpm.
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3.2.4. Rozsuspendovanie buniek do ¢erstvého média s obsahom kyseliny ferulovej

Po 24 hodinach boli kultury sterilne zcentrifugované pri 10000 otackach a trvani 10 minut.
Nasledne boli rozsuspendované v ¢erstvom zivnom médiu o objeme 50 ml s obsahom kyseliny
ferulovej o koncentracii 0,5 g/l. Takto pripravené média boli ponechané d’al§ich 24 hodin na
trepacke. Po 24 hodinach bolo z baniek odobratych 10 ml média, ktoré sa uchovali do
kryoskimaviek na analyzu a banky boli ponechané na trepacke d’alSich 24 hodin, ¢im boli
vzorky rozdelené na 24 hodinové a 48 hodinové.

3.2.5. Meranie optickej hustoty a pH

Na konci kultivacie s kyselinou ferulovou bola zmerana opticka hustota pomocou merania
médii pri 630 nm na nanofotometri oproti destilovanej vode (blank). Vzorky boli 20krat
nariedené destilovanou vodou priamo v kyvete na objem 1 ml. Meranie prebiehalo v troch
paralelnych prevedeniach. Dalej bolo zistené pH médii pomocou pH papierikov. Tento isty
postup sa taktiez opakoval pre 48 hodinové vzorky.

3.2.6. Spektrofotometrické stanovenie celkovych fenolovych latok

Na stanovenie celkovych fenolovych latok v pripravenych kulturach vietkych spomenutych
baktérii s kyselinou ferulovou bola pouzita Folin-Ciocalteuova metoda. Postup tejto metody
spocival v tom, Ze najskor bol pripraveny Standard kyseliny gallovej na kalibraciu potrebnu pre
vypocet koncentracie fenolovych latok vo vzorkach: na analytickych vahach bolo zvazenych
0,0250 g kyseliny gallovej, ktora bola kvantitativne prevedena do 25 ml odmernej banky a bola
doliata vodou po znacku. Potom boli vzorky nariedené podla potreby. V digestore bolo do
skumaviek 10krat nariedené Folin-Ciocalteuovo cinidlo. Do tychto skumaviek bolo
napipetovanych 50 ul zriedenych vzoriek, bol pridany 1 ml destilovanej vody a 1 ml Na2COs.
Takto pripravené roztoky boli zamieSané na Vortexe a boli ponechané 15 minut stat. Po 15
minutach bola zmerana absorbancia oproti destilovanej vode s F-C ¢inidlom a Na;CO3 pri
vlnovej dizke 750 nm.

3.2.7. Kalibracia na HPLC

Na kalibraciu kvapalinového chromatografu Shimadzu pri stanoveni cieleného ubytku
kyseliny ferulovej a mozného narastu koncentracie sledovanych latok (vanillylalkohol, k.
vanilova, vanilin, 4-vinyl guaiacol) bola pouzita gradientova elucia. Bola pouzitd mobilna faza
acetonitril: 1% kyselina octovda v pomere 15:85, ktora sa zaCala po 4. minite mieSat
s acetonitrilom v pomere 30:70. Metdda prebiehala gradientovou eluciou a celkova doba
analyzy trvala 20 minut. PodrobnejSie parametre si uvedené v Tabulke 1. V Tabulke 2 su
uvedené koncentracie pouzitych Standardov pri metéde HPLC a d’alej je na Obrazku 15
znazorneny ukazkovy chromatogram kalibracie HPLC s pouzitim Standardov o koncentracii
100 mg/1.
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Tabulka 1: Pouzité parametre metody HPLC

Kolona Kinetex® 2,6 um EVO C18 100 A (LC Column 150 x 4,6 mm)
Mobilna faza Acetonitril: 1% kyselina octova (15:85)
Prietok mobilnej faze 0,5 ml/min

Teplota 35°C

Tlak 250 bar
Gradientova eliucia Acetonitril:mobilna faza (70:30) (nastup po 4. mintte)
Detekcia 230-450 nm (prebiehala pri 280 nm a 330 nm)
Detektor UV/Vis

Tabulka 2: Koncentrdcie pouzitych Standardov

Standard Koncentracia [mg/1]
Vanillylalkohol 110
Kyselina vanilova 120
Vanilin 150
Kyselina ferulova 150
4-vinyl guaiacol 110
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Obrazok 15: Chromatogram pouZzitych Standardov o koncentrdcii 100 mg/l pri zmienenych
podmienkach

3.2.8. Kvalitativna a kvantitativna analyza na HPLC

Prebehla analyza nakultivovanych kmertiov s kyselinou ferulovou na HPLC — bol sledovany
pripadny ubytok kyseliny ferulovej a jej biokonverzia na iné senzoricky aktivne latky. Analyza
bola uskuto€nena tak, ze najskor boli baktérie v kulturach prefiltrované pomocou filtrov LUT
Syringe Filters PES (30mm, 0,45um, pk/100) a az potom bol prefiltrovany roztok pomocou
mikrostriekatky Hamilton vloZeny do chromatografu. Analyza bola predizen4 na 25 minat
z dévodu posunu retencného Casu kyseliny ferulovej a aby doslo k premyti mobilnej fazy.

3.2.9. Porovnanie proteinovej sekvencie enzymov baktérii podiel’ajucich sa na
biotransformacii kyseliny ferulovej pomocou vyhl’adavacieho nastroja BLAST

Biotransformécia kyseliny ferulovej na senzoricky aktivne latky prebieha vdaka
bakteridlnym enzymom, ktorych sekvencia bola vyhladand anésledne porovnand so
sekvenciami proteinov v databaze abola zistena Statistickd vyznamnost pomocou
vyhl'adavacieho nastroja BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Délezitym parametrom
je hodnota E, ktora udava podet zasahov danej sekvencie, ktory sa da ,,o¢akavat™. Cim je
hodnota E menSia, tym st zhody v databaze kvalitnejsie.

Boli analyzované enzymy B-oxidacie kyseliny ferulovej: feruloyl-CoA syntetaza, enoyl-
CoA hydrataza/izomeraza, 3-ketothiolaza, vanilin dehydrogenaza; enzym dekarboxylaza a O-
dimetylaza.
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4. VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1. Namerané hodnoty optickej hustoty a pH

Vsetky vzorky boli nariedené 20krat destilovanou vodou priamo v kyvete na objem 1 ml
a bola meran4 opticka hustota (optical density=0D) oproti destilovanej vode pri vinovej dizke
630 nm. Bolo zmerané pH vzoriek pricom hodnota pH sa pohybovala v zdsaditom rozmedzi
7-9, ¢o bolo spdsobené pravdepodobne zlozenim komplexnych médii. Vysledky nameranej
optickej hustoty vzoriek su zobrazené na Obrazku 16 a 17.
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Obrazok 16: Namerané OD pre vzorky po 24 hodinovom posobent kyseliny ferulovej
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Obrazok 17: Namerané OD pre vzorky po 48 hodinovom pésobent kyseliny ferulovej
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Optické hustoty vzoriek baktérii Cupriavidus maleysensis, H. halophila a H. neptunia po
48 hodinovom posobeni kyseliny ferulovej st o nieCo vysSie v porovnani s 24 hodinovym
posobenim kyseliny ferulovej, Co znamena Ze tieto baktérie boli po pridani kyseliny ferulovej
nad’alej schopné rastu. Zvys$né vzorky po 48 hodinovom posobeni kyseliny ferulovej mali OD
niz§iu v porovnani s 24 hodinovym posobenim kyseliny ferulovej, ¢o naznacuje to, Ze tieto
baktérie mali svoj rast inhibovany premenou kyseliny ferulovej na jej metabolity. Najvyssia
OD je uvzorky baktérie Cupriavidus necator H16 a najnizsia OD je u vzorky baktérie T.
taiwanensis.

4.2. Spektrofotometrické stanovenie celkovych fenolovych latok

Bola prevedena kalibracia meranim optickej hustoty Standardného roztoku kyseliny gallove;j
s koncentraciami 100, 200, 500, 750 mg/1 pri vinovej dizke 750 nm a bola zmerana absorbancia
vzoriek s Folin-Ciocalteuovym c¢inidlom a NaxCOs tiez pri 750 nm. Z nameranych hodnot
absorbancie Standardného roztoku kyseliny gallovej bola zostrojena kalibra¢na krivka a bola
vyjadrend rovnica linearnej trendovej spojnice (Obrazok 18). Dosadenim nameranych hodnét
absorbancie vzoriek do rovnice linearnej trendovej spojnice bola vypocitana koncentracia
celkovych fenolovych latok vo vzorkach, ktora bola zaokruhlena na celé isla (Obrazok 19, 20).
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Obrazok 18: Kalibracna krivka stanovenia celkovych fenolovych latok
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Obrazok 19: Koncentrdcie celkovych fenolovych ldatok v 24 hodinovych vzorkdch
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Obrazok 20: Koncentrdcie celkovych fenolovych ldatok v 48 hodinovych vzorkdch
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Koncentracia celkovych fenolovych latok vo vzorkach po 48 hodinovom posobeni kyseliny
ferulovej su nizsie ako u vzoriek po 24 hodinovom posobeni kyseliny ferulovej, Co je spdsobené
postupnou degradaciou tychto fenolovych latok po Case. Najvyssia koncentracia celkovych
fenolovych latok bola zaznamena pri vzorke baktérie Cupriavidus sp. (DSM 25816) a najnizsia
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koncentracia pri vzorke po 24 hodinovom posobeni kyseliny ferulovej baktérie R. xylanophilus
au vzorky po 48 hodinovom posobeni kyseliny ferulovej baktérie H. organivorans. Tieto
vysledky su ale pravdepodobne vyrazne skreslené komplexnou povahou pouzitych médii, ktoré
st bohaté na aromatické aminokyseliny alebo taktiez tym, ze kalibracia prebiehala na kyseline
gallovej a nie kyseline ferulove;.

4.3. Kvalitativna a kvantitativna analyza na HPLC

Vysledky kvalitativnej a kvantitativnej analyzy vzoriek na HPLC st rozdelené na vzorky
s baktériami rodu Cupriavidus, vzorky s baktériami rodu Halomonas a vzorky s termofilnymi
baktériami. Uvedené vysledky boli spracované integraciou plochy pikov v chromatogramoch
a naslednym vypoctom koncentracie z kalibracnej krivky Standardov prislusnych latok. Pri
kyseline ferulovej bol pouzivany chromatogram nastaveny na vinova dizku 330 nm a pri
senzoricky aktivnych latkach to bola vinova dizka 280 nm.

4.3.1. Vzorky s baktériami rodu Cupriavidus

Vysledky kvalitativnej a kvantitativnej analyzy vzoriek s baktériami rodu Cupriavidus na
HPLC su wuvedené vtabulkdch 3-4. Pouzité skratky: FA=kyselina ferulova,
4-VG=4-vinylguaiacol.

Tabulka 3: Koncentrdcia kyseliny ferulovej pred a po biotransformdcii na stopové mnozstvo 4-
vinylguaicolu a vanilinu pre vzorky s baktériami rodu Cupriavidus po 24 hodinovom posobeni
kyseliny ferulovej

24h c (FA) ¢ (FA) potom | ubytok | ¢ (4-VG) | c (vanilin)
povodna [mg/l] [mg/l] FA [%] | [mg/] [mg/1]
Cupravidus necator H16 525 97 £ 31 82 6+2 1
C. sp. (DSM 19379) 491 142 + 36 71 2+1 -
C. sp. (DSM 19416) 509 143 + 36 72 2+1 -
C. sp. (DSM 25816) 497 108 + 30 78 4+£3 -

Tabulka 4: Koncentrdcia kyseliny ferulovej pred a po biotransformdcii na stopové mnozstvo 4-
vinylguaicolu a vanilinu pre vzorky s baktériami rodu Cupriavidus po 48 hodinovom posobeni

kyseliny ferulovej
48h c (FA) ¢ (FA) potom | ubytok | ¢ (4-VG) | c (vanilin)
povodna [mg/l] [mg/l] FA [%] | [mg/] [mg/1]
Cupravidus necator H16 525 209 + 56 60 9+£5 -
C. sp. (DSM 19379) 491 284 + 26 49 3+1 -
C. sp. (DSM 19416) 509 282+ 10 49 4+1 -
C. sp. (DSM 25816) 497 327+42 34 4+1 2
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Po kvalitativnej a kvantitativnej analyze HPLC vzoriek kyseliny ferulovej s baktériami
Cupriavidus necator H16, C. sp. (DSM 19379), C. sp. (DSM 19416), C. sp. (DSM 25816) je
zrejmé, ze doslo k vyraznému poklesu koncentracie kyseliny ferulovej. Pri vzorkach po 24 hod.
posobeni kyseliny ferulovej doslo k priemernému poklesu koncentracie kyseliny ferulovej o 76
% hm. au 48 hodinovych vzorkach bol pokles koncentracie kyseliny ferulovej o 48 % hm.
K tomuto poklesu dosSlo zrejme preto, ze vybrané bakterialne kmene spotrebovali kyselinu
ferulovu v niektorej zo svojich metabolickych drah. K biotransformacii na cielené senzoricky
aktivne latky doslo, ale jednalo sa iba o stopové mnozstva 4-vinylguaiacolu a mizivé mnozstvo

vanilinu.

4.3.2. Vzorky s baktériami rodu Halomonas

Vysledky kvalitativne] a kvantitativnej analyzy vzoriek s baktériami rodu Halomonas na

HPLC su

uvedené

v tabul’kach

5-6.

Pouzité

skratky:

4-VG=4-vinylguaiacol, VA=kyselina vanilova, konv.=konverzia.

FA=kyselina

ferulova,

Tabulka 5: Koncentrdcia kyseliny ferulovej pred a po biotransformdcii na kyselinu vanilovu,
4-vinylguaiacol a stopové mnozstvo vanilinu pre vzorky s baktériami rodu Halomonas po 24
hodinovom posobenti kyseliny ferulovej

24 h FA povod | FA potom | tibytok VA konv. FA | 4-VG | konv. FA na
[mg/1] [mg/l] | FA[%]| [mg/l] naVA([%]|[mgl] | 4-VG[%]
H. halophila 505 504 + 41 0 - - - -
H. organivorans 483 8+ 1 98 71+ 14 15 - -
H. elongata 498 492 £ 57 1 - - 7+3 1
H. neptunia 506 27+ 20 95 296 + 80 59 11+1 2
H. hydrothermalis 510 492 4 - - - -

Tabulka 6: Koncentrdcia kyseliny ferulovej pred a po biotransformdcii na kyselinu vanilovu,
4-vinylguaiacol a stopové mnozstvo vanilinu pre vzorky s baktériami rodu Halomonas po 48
hodinovom posobenti kyseliny ferulovej

48 h FA povod | FA potom | tibytok VA konv. FA | 4-VG | konv. FA na
[mg/1] [mg/l] |FA[%]| [mg/l] naVA[%]|[mgl] | 4-VG[%]
H. halophila 505 497 £26 2 - - - -
H. organivorans 483 10+3 98 11+1 2 - -
H. elongata 498 210+ 26 58 - - - -
H. neptunia 506 - 100 - - 10 2
H. hydrothermalis 510 202 + 28 60 - - - -

Po analyze vzoriek s baktériami rodu Halomonas bol pozorovany rapidny pokles

koncentracie kyseliny ferulovej pri vzorkach baktérii H. organivorans a H. neptunia vz po 24
hod. pdsobeni kyseliny ferulovej takmer na nulu. Pri vzorkach baktérii H. elongata a H.
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hydrothermalis doSlo k vyraznejS§iemu poklesu koncentracie kyseliny ferulovej az po 48
hodinovom pdsobeni kyseliny. Vzorky s baktériou H. halomonas na rozdiel od ostatnych
vzoriek nepreukazali ziaden pokles koncentracie kyseliny ferulovej atym padom ani
neprebehla jej biotransformécia.

K biotransformacii kyseliny ferulovej na 71 mg/l kyseliny vanilovej doslo pri vzorke s H.
organivorans ana 296 mg/l kyseliny vanilovej pri vzorke s H. neptunia po 24 hod. pdsobeni
kyseliny ferulovej, €o Cinilo az 59% konverzie povodnej kyseliny ferulovej. Pri vzorkach s H.
organivorans a H. neptunia po 48 hod. posobeni kyseliny ferulovej uz ale doslo k degradacii
kyseliny vanilovej. Dalej boli este zachytené stopové mnozstva 4-vinylguaiacolu pri vzorkach
s H. elongata a H. neptunia po 24 hod. pdsobeni kyseliny ferulovej a mizivé mnozstvo vanilinu.

4.3.2. Vzorky s termofilnymi baktériami

Vysledky kvalitativnej a kvantitativne] analyzy vzoriek s termofilnymi baktériami
Schlegelella thermodepolymerans (DSM 15344), S. thermodepolymerans (DSM 15264),
Tepidimonas taiwanensis a Rubrobacter xylanophilus na HPLC su uvedené v tabul’kach 7-8.
Pouzité skratky: FA=kyselina ferulovd, 4-VG=4-vinylguaiacol, VA=kyselina vanilova,
konv.=konverzia.

Tabulka 7: Koncentrdcia kyseliny ferulovej pred a po biotransformdcii na kyselinu vanilovu,
4-vinylguaiacol a stopové mnozstvo vanilinu pre vzorky s termofilnymi baktériami po 24
hodinovom posobenti kyseliny ferulovej

. FA povod | FA potom | Ubytok | VA | konv.FA | 4-VG |konv. FA na
[mg/1] [mg/l] | FA[%] | [mg/l] |na VA [%]| [mg/l] | 4-VG [%]
S. thermodepolymerans
S. thermodepolymerans
(DSM 15264) 491 10+1 98 76 £1 16 71+4 15
T. taiwanensis 506 185+8 63 - - - -
R. xylanophilus 486 224 + 55 54 - - - -
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Tabulka 8: Koncentracia kyseliny ferulovej pred a po biotransformdcii na kyselinu vanilovii,
4-vinylguaiacol a stopové mmnozstvo vanilinu pre vzorky s termofilnymi baktériami po 48
hodinovom posobenti kyseliny ferulovej

ASh FA povod | FA potom | Ubytok | VA | konv.FA | 4-VG |konv. FA na
[mg/1] [mg/l] | FA[%] | [mg/l] naVA([%]|[mgl]| 4-VG [%]

S. thermodepolymerans

(DSM 15344) 510 2 100 100+ 6 20 - -
S. thermodepolymerans

(DSM 15264) 491 2 100 88+ 4 18 - -
T. taiwanensis 506 125 75 61 12 32 6
R. xylanophilus 486 158 + 36 67 - - 56 £2 12

Doslo k vyraznému poklesu koncentracie kyseliny ferulovej pri vSetkych vzorkach ale najma
pri vzorkach S. thermodepolymerans (DSM 15344) a S. thermodepolymerans (DSM 15264),
kde koncentracia kyseliny ferulovej klesla na nulu.

Biotransformacia prebehla u vzorkdch S. thermodepolymerans (DSM 15344) a S.
thermodepolymerans (DSM 15264) po 24 hodinovom pdsobeni kyseliny ferulovej a u vsetkych
vzorkach po 48 hodinovom posobeni kyseliny ferulovej. Pri oboch vzorkach S.
thermodepolymerans doslo k vzniku 33 mg/l a 76 mg/1 kyseliny vanilovej a 81 mg/l a 71 mg/1
4-vinylguaiacolu, ktory uz ale degradoval pri vzorkéach po 48 hod. posobeni kyseliny ferulovej.
U vzorky s baktériou 7. taiwanensis po 48 hod. pdsobeni kyseliny ferulovej vzniklo 61 mg/l
kyseliny vanilovej a 32 mg/l 4-vinylguaiacolu a u vzorky R. xylanophilus vzniklo 56 mg/l 4-
vinylguaiacolu a stopové mnozstvo vanilinu.

4.4. Porovnanie proteinovej sekvencie enzymov baktérii podiel’ajicich sa na
biotransformacii kyseliny ferulovej pomocou vyhl’adavacieho nastroja BLAST

Porovnané proteinové sekvencie enzymov B-oxidacie kyseliny ferulovej: feruloyl-CoA
syntetaza, enoyl-CoA hydrataza/izomeraza, B-ketothioldza, vanilin dehydrogenaza; enzymu
dekarboxylaza, O-dimetylaza a referenénych sekvencii NCBI (National Center for
Biotechnology Information) st uvedené v tabul'kach 9-14. Pozn.: Pri baktérii H. neptunia
nebola najdena ziadna podobna sekvencia enzymov, ¢o je pravdepodobne spdsobené tym, ze
nema osekvenovany cely genom.

4.4.1. Feruloyl-CoA syntetiaza

Proteinova sekvencia feruloyl-CoA syntetazy bola porovnand sreferenénym enzymom
feruloyl-CoA syntetazy (kddovany génom fcs) mikroorganizmu Pseudomonas putida s €islom
Q88HKO (Q88HKO_PSEPK).
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Tabulka 9: Porovnané proteinové sekvencie feruloyl-CoA syntetdzy

Baktéria E Referencna sekvencia NCBI
Cupriavidus necator 0,0 WP_153948271.1
Cupriavidus maleysiensis - -
Halomonas halophila - -
Halomonas organivorans 0,0 WP_183386034.1
Halomonas elongata 0,0 WP_013333709.1
Halomonas neptunia - -
Halomonas hydrothermalis 7,0-10°% WP_039175079.1
Schlegelella thermodepolymerans 0,0 WP_104356478.1
Tepidimonas taiwanensis - -
Rubrobacter xylanophilus - -

Feruloyl-CoA syntetaza je inicianym enzymom [-oxidacie kyseliny ferulovej a tym

zohréava dolezitu ulohu v procese biotransformécie. Boli tu zistené najnizsie hodnoty E rovné
nule a tym padom najkvalitnejSie zhody v databaze (s vynimkou H. hydrothermalis), pricom
ale boli najdené len pre baktérie Cupriavidus necator, Halomonas organivorans, Halomonas
elongata, Halomonas hydrothermalis a Schlegelella thermodepolymerans. Tieto hodnoty
vyjadruju fakt, ze pri vacsine mikroorganizmov doslo k vyznamnému poklesu koncentracie
kyseliny ferulove;.

4.4.2. Enoyl-CoA hydrataza/izomeraza

Proteinova sekvencia enoyl-CoA hydratazy/izomerazy bola porovnana s referenénym
enzymom enoyl-CoA hydrataza (koédovany génom ech) mikroorganizmu Thermus
thermophilus s ¢islom P83702 (P83702 THETH).

Tabulka 10: Porovnané proteinové sekvencie enoyl-CoA hydratdzy/izomerdzy

Baktéria E Referencna sekvencia NCBI
Cupriavidus necator 3,0-107 WP_043349911.1
Cupriavidus maleysiensis 7,0-107* WP_071071829.1
Halomonas halophila 3,0-107° WP_146909194.1
Halomonas organivorans 1,0-1072 WP_183387663.1
Halomonas elongata - -
Halomonas neptunia - -
Halomonas hydrothermalis 3,0:107? WP_096922526.1
Schlegelella thermodepolymerans 4,0-10°! WP_170067429.1
Tepidimonas taiwanensis 1,010 WP_043702763.1
Rubrobacter xylanophilus 2,0-107 WP_011565309.1

Vyznamnym zistenim boli hodnoty E pri enoyl-CoA hydratazy/izomerazy, ktoré boli

najdené pre vSetky baktérie az na H. elongata a H. neptunia, priCom hodnoty E tohto enzymu
baktérii dosiahli ,,vel'mi dobri* hodnota E vzhl'adom na to, Ze najkvalitnejSie zhody v databaze
st pri hodnote E<1-10. Enoyl-CoA hydratdza/izomeraza je druhym klIi¢ovym enzymom -
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oxidacie kyseliny ferulovej, ktory rozdeluje tito metabolicki drahu na B-oxida¢nu a -
neooxidacnu degradaciu. Vzhl'adom na nizke hodnoty parametru E sa taktiez da povedat, ze
sa tento enzym podielal na poklese koncentracie kyseliny ferulovej pri jej biotransformacii, o
potrvdzuju aj vysledky zo screeningu.

4.4.3. B-ketothiolaza (acetoacetyl-CoA thiolaza)

Proteinova sekvencia [-ketothiolazy (acetoacetyl-CoA thiolazy) bola porovnana
s referenénym enzymom [-ketothioldza BktB (kodovany génom aat) mikroorganizmu
Cupriavidus necator s ¢islom QOKBP1 (BKTB CUPNH).

Tabulka 11: Porovnané proteinové sekvencie f-ketothioldzy

Baktéria E Referen¢na sekvencia NCBI
Cupriavidus necator 0,0 WP_171514676.1
Cupriavidus maleysiensis 3,0-1072 WP_071068787.1

Halomonas halophila - -
Halomonas organivorans - -
Halomonas elongata - -
Halomonas neptunia -
Halomonas hydrothermalis 2.0-10°143 WP_172420434.1
Schlegelella thermodepolymerans - -

Tepidimonas taiwanensis - -
Rubrobacter xylanophilus 3,0-101% WP_011565330.1

B-ketothiolaza je sucCastou P-neoxidacnej drahy ktorou dochadza k vzniku kyseliny
vanilovej. Hodnoty E u B-ketothiolazy st vel'mi nizke, ¢o naznacuje vysoku kvalitu zhdd
v databaze, lenze tieto hodnoty boli najdené len pre baktérie Cupriavidus necator, Cupriavidus
maleysiensis, Halomonas hydrothermalis a Rubrobacter xylanophilus. Tieto hodnoty by mohli
vysvetlovat’ pri¢inu vzniku kyseliny vanilovej pri vybranych mikroorganizmoch. Hodnoty
parametru E mikroorganizmov pri ktorych doslo k narastu koncentracie kyseliny vanilovej boli
vSak vyhl'adané len pre Halomonas hydrothermalis.

4.4.4. Vanilin dehydrogenaza

Proteinova sekvencia vanilin dehydrogendzy bola porovnanéd s referenénym enzymom
vanilin dehydrogenaza (kodovany génmi vdh) mikroorganizmu Pseudomonas sp. s ¢islom
005619 (VDH_PSEUH).
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Tabulka 12: Porovnané proteinové sekvencie vanilin dehydrogendzy

Baktéria E Referencna sekvencia NCBI
Cupriavidus necator 3,0-1071¢7 SCU91471.1
Cupriavidus maleysiensis 0,0 WP_071071421.1

Halomonas halophila - -
Halomonas organivorans - -

Halomonas elongata 0,0 WP_041602199.1
Halomonas neptunia - -

Halomonas hydrothermalis 0,0 WP_096921932.1
Schlegelella thermodepolymerans 5,0-10777 WP_132764455.1

Tepidimonas taiwanensis
Rubrobacter xylanophilus

1,0-10% WP_041328212.1

Hodnoty E u vanilin dehydrogenazy su tiez nizke, ¢o znamena taktiez vel'mi vysoku kvalitu
zhdd v databaze pri¢om hodnoty E boli najdené pre baktérie Cupriavidus necator, Cupriavidus
maleysiensis, = Halomonas  elongata, = Halomonas  hydrothermalis,  Schlegelella
thermodepolymerans, Rubrobacter xylanophilus. Tieto hodnoty tiez m6zu naznacovat’ to, ze
pri screeningu nebol pozorovany narast koncentracie vanilinu pretoze ho vanilin
dehydrogenaza zdegradovala.

4.4.5. Dekarboxyldza kyseliny ferulovej

Proteinova sekvencia dekarboxylaza bola porovnand sreferenénym enzymom
dekarboxylaza kyseliny ferulovej 1 (kodovany génmi fdc1) mikroorganizmu Aspergillus niger
s ¢islom A2QHES (FDC1_ASPNC).

Tabulka 13: Porovnané proteinové sekvencie dekarboxyldzy

Baktéria E Referencna sekvencia NCBI
Cupriavidus necator 2,0-1073¢ WP_078198060.1
Cupriavidus maleysiensis - -
Halomonas halophila - -
Halomonas organivorans - -
Halomonas elongata - -
Halomonas neptunia - -
Halomonas hydrothermalis 1,0-10 WP_172419875.1
Schlegella thermodepolymerans 6,0-10° WP_132763668.1
Tepidimonas taiwanensis 5,0-1038 WP_043703213.1
Rubrobacter xylanophilus - -

Hodnoty E u dekarboxylazy kyseliny ferulovej s vicsie ako 1-10°° (az na Halomonas
hydrothermalis), Co uz nenaznacuje vysoku kvalitu zhdd v databaze. Hodnota parametru E bola
vyhl'adana iba pre baktérie Cupriavidus necator, Halomonas hydrothermalis, Schlegella
thermodepolymerans a Tepidimonas taiwanensis.
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4.4.6. O-dimetylaza

Proteinova sekvencia O-dimetylaza bola porovnana s referenénym enzymom aromaticka
O-dimetylaza (kddovany génom gcoB) mikroorganizmu Amycolatopsis sp. s ¢islom PODPQ8

(GCOB_AMYS7).

Tabulka 14: Porovnané proteinové sekvencie O-dimetylazy

Baktéria

Referencéna sekvencia NCBI

Cupriavidus necator

Cupriavidus maleysiensis

Halomonas halophila

Halomonas organivorans

WP_183387422.1

Halomonas elongata

Halomonas neptunia

Halomonas hydrothermalis

Schlegelella thermodepolymerans

3,0-107

TCP08327.1

Tepidimonas taiwanensis

2,0-107

WP_043700105.1

Rubrobacter xylanophilus

Hodnoty E u O-dimetylazy su uz zd’aleka vicsie ako 1-10°

2

¢o znamena, ze pri tomto

enzyme bakterialnych rodov nie su kvalitné zhody sekvencii v databaze. Tato hodnota bola
taktiez vyhladand iba pre Halomonas organivorans, Schlegelella thermodepolymerans a

Tepidimonas taiwanensis.
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5.ZAVER

Cielom bakalarskej prace bola priprava kultivaénych médii s kyselinou ferulovou,
zavedenie HPLC metodiky pre stanovenie kyseliny ferulovej a jej metabolitov a
nasledny screening biotransformaéného potencialu u vybranych mikroorganizmov.
Okrem toho bolo prevedené meranie optickej hustoty a pH pripravenych médii. pH sa
pohybovalo v zasaditom prostredi 7-9 a bolo to spdsobené pravdepodobne zlozenim
komplexnych médii. Optické hustoty vzoriek baktérii Cupriavidus maleysensis, H.
halophila a H. neptunia po 48 hodinovom posobeni kyseliny ferulovej boli o nie¢o
vySSie v porovnani s 24 hod. posobeni kyseliny ferulovej, co znamena ze tieto baktérie
boli po pridani kyseliny ferulovej nad’alej schopné rastu. Zvysné vzorky po 48
hodinovom posobeni kyseliny ferulovej mali OD niz§iu v porovnani s?24 hod.
hodinovom pdsobeni kyseliny ferulovej, o naznacuje to, Ze tieto baktérie mali svoj rast
inhibovany premenou kyseliny ferulovej na jej metabolity.

Dalej bolo prevedené spektrofotometrické stanovenie celkovych fenolovych latok
priCom bol pozorovany vacsi pokles absorbancie vzoriek po 48 hodinovom posobenti
kyseliny ferulovej pretoze po Case dochadzalo k degradacii fenolovych latok. Tieto
vysledky boli ale pravdepodobne vyrazne skreslené komplexnou povahou pouzitych
médii, ktoré su bohaté na aromatické aminokyseliny alebo taktiez tym, ze kalibracia
prebiehala na kyseline gallovej a nie kyseline ferulove;.

Porovnanim vysledkov screeningu biotransformacného potencialu vzoriek jednotlivych
rodov baktérii sa dospelo k zaveru, ze termofilné baktérie a halofilna baktéria
Halomonas neptunia su najvhodnej§imi kandidatmi na biotransforméciu kyseliny
ferulovej na senzoricky aktivne latky. Pri oboch vzorkach S. thermodepolymerans doslo
k vzniku doslo k vzniku 33 mg/l a 76 mg/l kyseliny vanilovej a 81 mg/l a 71 mg/1 4-
vinylguaiacolu po 24 hodinovom posobeni kyseliny ferulovej. Avsak po 48 hodinovom
posobeni kyseliny ferulovej uz 4-vinylguaiacol degradoval. U vzorky s baktériou T.
taiwanensis po 48 hodinovom pdsobeni kyseliny ferulovej vzniklo 61 mg/l kyseliny
vanilovej a 32 mg/l 4-vinylguaiacolu a u vzorky R. xylanophilus vzniklo 56 mg/l 4-
vinylguaiacolu. U vzorky s baktériou H. neptunia po 24 hodinovom pdsobeni kyseliny
ferulovej doslo k jej premene na 296 mg/1 kyseliny vanilovej ¢o Cinilo az 59% konverzie
povodnej kyseliny ferulovej a u vzorky s baktériou H. organivorans po 24 hodinovom
posobeni kyseliny ferulovej vzniklo 71 mg/l kyseliny vanilovej. AvSak po 48
hodinovom posobeni kyseliny ferulovej kyselina vanilova degradovala.

Poslednou tlohou bolo porovnanie sekvencii bakterialnych enzymov podielajucich sa
na biotransformacii kyseliny ferulovej so sekvenciami proteinov v databaze pomocou
vyhl'addvacieho nastroja BLAST. Vzladom na to, ze sekvencia enoyl-CoA
hydratazy/izomeréazy bola vyhl'adana a porovnana pre vSetky pouzité mikroorganizmy
okrem dvoch a ich hodnota parametru E bola nizsia ako 1-107, ¢o vykazuje vysoku
kvalitu zhod sekvencii v databaze, sa da povedat, ze tento enzym je vel'mi vyznamnym
faktorom pri biotransformacii kyseliny ferulovej na senzoricky aktivne latky. Naproti
tomu sekvencia feruloyl-CoA syntetaza vykazuje najnizsiu hodnotu parametra E a tym
padom najkvalitnejSie zhody sekvencii v databaze ale len pre polovicu pouzitych
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baktérii. Kazdopadne, feruloyl-CoA syntetaza je vzhl'adom na kvalitnu zhodu sekvencii
v databaze klticovym enzymom v premene kyseliny ferulovej na jej metabolity. Tuto
skutocnost’ potvrdzuju aj namerané koncentracie kyseliny ferulovej a jej metabolizmov.
Dalsie dva sledované enzymy s nizkou hodnotou parametra E, ktoré su sucastou p-
oxidacie kyseliny ferulovej boli acetoacetyl-CoA thiol4aza a vanilin dehydrogenaza ale
ich sekvencia bola znova vyhl'adana iba zhruba pre polovicu pouzitych baktérii. Napriek
tomu, vanilin dehydrogenaza moze byt jednym z dévodov preco pri screeningu nebol
pozorovany narast koncentracie vanilinu. Naproti tomu nizke hodnoty parametru E
acetoacetyl-CoA thiolazy mozu naznaCovat’ narast koncentracie kyseliny vanilovej pri
vybranych  mikroorganizmoch.  Poslednymi  sledovanymi  a porovnavanymi
sekvenciami bola dekarboxylaza a O-dimetylaza pricom ich sekvencie nemali kvalitné
zhody v databaze a tym padom nezohravali zasadnu rolu pri biotransformacii kyseliny
ferulove;.
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