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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zamétfuje na optimalizaci produkce bakteridlni celuldozy pomoci
bakterie Komagateibacter xylinus DSM 46604. Teoreticka ¢ast diplomové prace popisuje
vlastnosti bakteridlni celuldzy, jeji produkci a aplikacni moznosti.

Experimentalni ¢ast méla za cil posoudit vliv riznych kultivaénich podminek na vytézky
bakterialni celulozy. Pro zvyseni vytézku bakterialni celuldzy za statickych nebo dynamickych
podminek bylo studovdno né¢kolik strategii, jako naptiklad: (1) ucinek acetitového pufru
pouzitého jako médium, (2) dopad oleje piidaného do média, (3) fed-batch kultivace, (4) zména
objemu kultivacni nadoby a kultivaéniho média a (5) provzdusiovani.

Kromé vyroby relativné tenkych vzorku s tloustkou okolo 100 um byla také syntetizovana
unikatni 3D strukturovana bakteridlni celuléoza ve formé cylindri s vyskou az 2 cm. Rist
bakterialni celulozy ve formé cylindri byl dosazen dynamickou kultivaci K. xylinus
v kombinaci s fed-batch pfistupem za pfitomnosti riznych aditiv.

KLICOVA SLOVA

Komagateibacter xylinus, bakterialni celul6za, hydrogel, optimalizace produkce

ABSTRACT
This diploma thesis focuses on the optimization of bacterial cellulose production

by Komagateibacter xylinus DSM 46604. The theoretical part of this thesis describes the
properties of bacterial cellulose, its production and application possibilities.

The experimental part aimed to assess the effect of different cultivation conditions on the
production yields of bacterial cellulose. The effects of several cultivation strategies have been
studied such as: (1) effect of acetate buffer used as a medium, (2) impact of oil added into the
medium, (3) fed-batch cultivation, (4) variation of the volume of cultivation vessel and
cultivation media and (5) aeration.

In addition to the production of relatively thin samples, up to 100 um was synthesized unique
3D structured bacterial cellulose in the form of cylinders, with a height up to 2 cm. The growth
of bacterial cellulose in the form of cylinders was achieved by dynamically cultivating K.
xylinus in combination with fed-batch approach.

KEY WORDS

Komagateibacter xylinus, bacterial cellulose, bacterial nanocellulose, production
optimalization
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1 UVOD

Tato prace se zaméfuje na optimalizaci produkce bakterialni celuldzy. Bakteridlni celul6za ma
velmi Siroké moznosti vyuziti, ale jejimu rozsifeni brani relativné nizkd vytéznost a vysoka
cena produk¢éniho média. Snizeni ceny média jiz bylo studovano fadou védcl po celém svéte,
nejcasteji s pouzitim potravinatského odpadu. Tohoto typu odpadu je kazdoro¢né produkovano
velké mnozstvi, ale zdrovenn je mnohymi zplsoby valorizovan. Pokud by se podafilo
optimalizovat produkci na dostateCnou vytéznost, bylo by mozné Cast odpadu pievést
I namédium pro bakterie produkujici bakterialni celulézu. Bakterialni celuldoza je navic
biodegradabilni material, takze piipadné vyuziti je do jisté miry piiznivé pro zivotni prostiedi.

Bakterialni celuloza je bakteriemi tvofena na rozhrani kapalina-vzduch a ¢astecné mize slouzit
jako ochrana pied UV zatfenim, ptipadné¢ pted prichodem kysliku. Bakterialni celuldozu tvoti
fada kmenu, napiiklad Azotobacter, Pseudomonas, Aerobacter nebo Rhodobacter.
V souasnosti se nejvice vyuzivaji kmeny bakterie Komagateibacter xylinus, ale jsou
zkoumany i moznosti vyuziti geneticky modifikovanych bakterii.

Bakterialni celuldza je vyuzivana v mnoha oblastech, at’ uz se jedna o vyuziti v medicing jako
nosi¢ 1ékd, v potravinarstvi jako obalovy material nebo ptimo soucast potravy, v posledni dobé
se téZ zkoumd moznost vyuziti bakteridlni celulézy pro vyrobu textilii za ucelem vyroby
udrzitelné mody. Kazda z téchto aplikaci vSak vyzaduje jiné vlastnosti materidlu, jde naptiklad
o absorpci, porovitost, mechanické vlastnosti, schopnost zadrzovani a uvolnovani latek.
Z tohoto diivodu je proto nutné BC modifikovat dle zaméteni aplikace. Diky velkému mnoZstvi
hydroxylovych skupin existuji §iroké moznosti modifikaci vlastnosti BC, naptiklad kovovymi
ionty a grafenem za tc¢elem ziskani novych vlastnosti jako je magnetismus, elektricka vodivost.

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci produkce bakteridlni celulézy modifikaci
produkéniho média, nasledné piipravou 3D vzorkl bakteridlni celulozy za ucelem zvySeni jeji
mechanické stability.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bakterialni celuloza

Jedna se o pfirozené se vyskytujici nanomateridl, ktery je produkovan nékterymi bakteriemi,
napiiklad druhem Komagateibacter (diive znam jako Gluconacetobacter). Pravé tento
bakterialni druh je nej€astéji vyuzivanym druhem pro vyzkum i mozné pouziti, diky své Cistoté
a vysokym vytézkiim. Riizné kmeny tohoto druhu produkuji bakteridlni celuldzu s riznymi
vlastnostmi, proto je mozné si vybrat kmen podle vyslednych vlastnosti produktu. Mezi dalsi
druhy, které¢ produkuji bakterialni celulozu, patii Azotobacter, Pseudomonas, Aerobacter nebo
Rhodobacter. Samoziejmé existuje i moznost vyuziti geneticky upravenych kment [1] [2].

Syntéza bakterialni celulozy byla poprvé pozorovana v Cing pii vyrobé ¢aje kombucha, coZ je
fermentovany népoj produkovany symbiotickymi koloniemi octovych bakterii a kvasinek, které
na povrchu vytvoii celulozovou vrstvu. Je pravdépodobné, ze ke tvorbé této ochranné vrstvy
dochazi za ucelem ochrany pfed UV svétlem nebo jako pomoc pro rist mikroorganismi
na rozhrani kapalina-vzduch a snadnéj$i dostupnosti kysliku [3] [4].

Biosyntéza je ptisné regulovany proces, ktery se sklada z n¢kolika krokd. Tyto kroky zahrnuji
vyuziti nékolika enzymi, katalytickych komplexi a regulac¢nich proteini (Obrazek 1).
Pro zjednoduseni Ize biosyntézu rozdé€lit do dvou krokli — intracelularni tvorbu 1,4-B-
glukanovych fetézcli a sestaveni a krystalizace celulozovych fetézcl. V poslednim kroku je
celul6za extrudovana na povrch a jsou tvofeny celulozové fibrily. Schematicky je tento postup
zobrazen na obrazku 2. Struktura takto vytvoifené BC je pak zobrazena na obrazku 3.
Polymerizace a krystalizace nejsou dosud dokonale popsany, ale je znamo, Ze jde o limitujici
krok samotné biosyntézy [4] [5].

Fruktoza
\l/ Fruktokinaza
Fruktoza-6-fosfat
\I/ Fosfoglukoizomeraza
Glukdza -> Glukdza-6-fosfat
Glukokinaza \I/ Fosfoglukomutaza
Glukoza-1-fosfat
\I/ UDP-glukosapyrofosforylaza
UDP-glukoza
\l/ Celuléz-syntaza
Celuldza

Obrdazek 1 - Biosyntéza bakteridlni celulozy, prevzato, upraveno [6]
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Obrdzek 2 - Schematické zobrazeni syntézy bakteridlni celulozy, prevzato, upraveno [7]

SEM HV: 5.b0 kv WD 1208 mm I B VEGAW TESCAN
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Date(m/dAy): 02/27119 PC: 12 Digital Microscopy Imaging n

Obrazek 3 - SEM snimek struktury bakteridlni celulozy [8]



Bakterialni celul6za neobsahuje lignin, hemicelulézy nebo pektin, které jsou jinak béznou
slozkou rostlinné celulézy (Obrazek 4). Diky tomu je jeji purifikace mnohem leh¢i a méné
energeticky naro¢na, protoze nevyzaduje pusobeni silnych chemikalii. Srovnani vybranych
vlastnosti téchto typa celuldéz je zobrazeno v tabulce 1. Jak je z tabulky patrno, chemické
a fyzikalni vlastnosti celuldzy ziskané z lignocelul6zového materidlu a bakterialni celuldzy se
vyrazné lisi. Divodem je odlisné slozeni pluvodniho zdroje a zplsob jejich produkce.
Prostorové uspotfadani jednotlivych fibril BC poskytuje az 95% index krystalinity. Dal§imi
vlastnostmi BC jsou vyssi stupenn polymerizace a dobra odolnost proti tahu. Navic diky své
fibrilarni struktufe vykazuje vétsi povrch a schopnost zadrzeni vody (az stondsobky vlastni
hmotnosti). Dostatek povrchovych hydroxylovych skupin umoziuje fadu moznych modifikaci,
a to nejen in situ, ale také ex situ [5] .

Sekani, rozvlaknéni,
— = | prani, mleti, tfideni,
| hydrolyza, béleni Purifikace

=) g

Obrazek 4 - Zjednodusené schéma izolace celulozy z lignocelulozového materialu (prevzato,
modifikovano) [9]

Celuléza

Lignocelulozovy materidl

Hemiceluldza

Tabulka 1 - Srovnani vybranych viastnosti bakteridlni a rostlinné celulozy

Vlastnost Bakterialni celuloza | Rostlinna celuloza Zdroj
Younguv modul Plat — 20 000 2,5-0,17 [10] [11]
(MPa) Vlakno — 130 000

Velikost vlaken (nm) | 20-100 mikrometry [12] [13]
Krystalinita (%) 74-96 40-85 [14]
Cistota (%) > 99 <80 [15]
Stupen polymerace 14000-16000 300-10000 [16]

2.2 Produkce bakterialni celuldzy a jeji zvySeni

Problémem pii vyuzivani BC je hlavné jeji cena. Médium, které je pro produkci BC tfeba
vyuzit, musi mit vysoky obsah glukézy, pfipadné jiného sacharidu, stejné jako dostatecnou
koncentraci dalSich latek. Z tohoto diivodu existuje fada studii, které se zabyvaji moZnosti, jak
tuto cenu snizit. Mezi zkoumané moznosti patii napiiklad vyuziti ovocnych dzusi, vyuziti
odpadu po produkci piva, vina, piipadné lze vyuzit melasu [5].

Produkce muze byt realizovana staticky, dynamicky nebo v bioreaktoru. Srovnani produkta
téchto produkci je na obrazku 5. Pii statické kultivaci vznika BC na rozhrani médium-vzduch.
Je to z dlivodu nedostatku kysliku v celkovém objemu média, proto bakterie migruji na toto
rozhrani, kde nasledné tvoii BC. Takto vznika 3D struktura, ktera vykazuje dobré mechanické
vlastnosti. Nevyhodou tohoto zptisobu piipravy je vSak potieba dlouhé doby kultivace, navic
na velkém prostoru kvili potiebé velkého povrchu pro co nejvyssi produkei [17] .



Laboratorni Produkce BC v bioreaktorech
produkce BC

Aerosolovy reaktor

Reaktor s rotujicimi disky

Obrazek 5 - Prehled produkce BC, prevzato, upraveno [18]

Pro zvySeni produkce byl vyroben reaktor s rotujicimi disky (schéma na obrazku 6). Principem
tohoto reaktoru jsou rotujici disky, které bakterii vystavuji vzduchu. Tyto disky jsou piipevnény
na htideli, kterd je spojena s motorem. Disky jsou umistény horizontaln¢€. Spodni ¢ast disku je
ponofena v médiu a pfi rotaci tak dochézi k tomu, Ze bakterie jsou postupné vystaveny médiu
a nasledné vzduchu. Timto zplsobem doslo ke zvyseni produkce BC o 86,78 %, kdy nejvyssi
vytézek byl ziskan pfi rychlosti 7 ot/min., konkrétné 139,78 g [19].
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Obrazek 6 - Reaktor s rotujicimi disky [19]

Také byl navrzen bioreaktor, ktery umoznoval pfivod média a vzduchu béhem fermentace
formou aerosolu. Schéma tohoto typu bioreaktoru je na obrazku 7. Nejprve byla nakultivovana
vrstva BC béhem 5 dni a nasledn€ byl spuStén piivod aerosolu. Piivod byl realizovan
V Sminutovych intervalech. Béhem této kultivace bylo dosazeno produkce 9 g suché celulozy
za den. Tato kultivace byla provadéna po dobu 6 tydnt, kdy po této dob& doslo ke kontaminaci
[20].

Pfivod asrosolu do reaktoru

Tryska pro
rozptyl aerosolu

| Piivod vzduchu |

+| Piivod média |

| - |Generé‘ror aerosolu

Obrdazek T - Schéma aerosolového bioreaktoru [20]

Z klasickych reaktori se vyuziva michany bioreaktor nebo air-lift reaktor. U michaného
bioreaktoru vznika viskozni kapalina, tvofend bakterialni celul6zou a bunkami bakterii, tim
vSak také dochézi ke zvySeni potfebné energie pro kultivaci a snizeni aerace. Pokud chceme
aeraci zajiStovat stabiln&ji je vhodné pouzit air-lift bioreaktor. Ten je také energeticky
vyhodngjsi [21].

Pti dynamické kultivaci pak vznika n€kolik typt produkt — kulaté nebo ovalné Castice
a vlaknité suspenze. Ve srovnani se statickou kultivaci vSak maji produkty nizs$i mechanickou
odolnost. Pfi dynamické kultivaci jsou také ziskané vytézky nizsi. To je zpiisobeno poskozenim
nékterych bunck pravé michanim média, kdy tyto poSkozené buiiky piestanou produkovat BC
a jen se mnozi [22] [23].
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Jednim z pfistupl pro zvySeni produkce bakteridlni celuldzy je hledani nejvice produkujiciho
kmene. Produkce BC je pfitomna u mnoha riznych kment bakterii — Azotobacter,
Gluconacetobacter (diive znam jako Acetobacter, nebo také Komagataeibacter),
Pseudomonas, Salmonella a Sarcina ventriculi. Nejvy$si produkce byla zaznamenana
u bakterii Gluconacetobacter xylinus, Gluconacetobacter hansenii a Gluconacetobacter
pasteurianus. V posledni dob¢ byly studovany i dalsi kmeny, které jsou slibnymi producenty,
konkrétn¢ napiiklad G. sucrofermentans B-11267 nebo Komagataeibacter rhaeticus, ktery byl
izolovan ze zeleného c¢aje. Pichled vybranych kmenti a pouzitych médii je v tabulce 2 [24].

Tabulka 2 - Prehled produkce s vyuzitim odpadnich produktu, prevzato a upraveno [24] [8]

Zdroj uhliku Bakterialni kmen Kultivaéni podminky Vytézek (g/l)
Bramborové slupky | G. xylinus ATCC 10245 35 °C, pH 9,0; staticky, 6 dni 4,70
Odpadni glycerol G. xylinus KCCM 41431 30 °C, staticky, 7 dni 6,95
Melasa K. xylinus BPR 2001 30 °C, pH 6,5; staticky, 7 dni 7,50
Repkovy olej K. xylinus DSM 46604 28 °C, staticky, 7 dni 7,00
Zbytky duziny | K. europaeus SGP37 30 °C, staticky, 16 dni 6,40
citronu

Médium s pridavkem | K. europaeus SGP37 30 °C, staticky, 16 dni 26,20
citronové duziny

Syrovatka G. sucrofermentans B-11267 | Dynamicky 5,45
Hroznové vylisky G. xylinus CCM 3611 30 °C, pH, staticky, 14 dni 13,48

2.3 Vyuziti bakterialni celulézy

BC je cCisty material bez pfimési, je biodegredabilni, biokompatibilni a nevykazuje cytotoxické
vlastnosti. Diky tomu je tu moznost jejiho vyuziti v Siroké Skale odvétvi. To znac¢i 1 pocet
podanych patentii tykajicich se BC, ktery se v roce 2020 vysSplhal na 7371. Mezi nejcastéjsi
pouziti patii vyuziti v medicinské oblasti. Diky velkému poctu hydroxylovych skupin existuji

LSV

Medicina

Nanostruktura bakterialni celulézy je velmi podobna kolagenu. Obé tyto latky jsou Casto
primarni mechanicka podpora pro tkdn€. V medicinskych aplikacich se tedy pouziva stejné jako
kolagen naptiklad na bunééné matrice. Vyhodou BC je vsak jeji biokompabilita. Kolagen je
protein, télo jej tedy poznd a imunologicky na néj reaguje. BC je vSak polysacharid.

Cvwr

Jednim z piikladi takového vyuziti BC je nahrada cév (Obrazek 8). Z BC je piipravena
trojrozmérna matrice, na které poté mohou buiiky lépe riist a vytvofit ndhradu za ucpanou cévu.
Matrice je pfipravena napiiklad rtistem BC na rozvétvené silikonové trubici, aby vznikl
pozadovany tvar. Tato moznost zatim byla testovana na zvifatech. Studie, kterd se timto
problémem zabyvala, doSla k zavéru, ze BC je mozno vyuzivat jako biomaterial, ale jsou
potieba dalsi specializované testy. Testy, které jiz byly provedeny, ale odhalily, ze BC je vysoce
odolna vici vodé nebo iontim [28].
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Obrazek 8 - Pripraveny vzorek ndahradni cévy [29]

Dale se také vyuzivaji jako kryci materidl na rany a popaleniny, piipadn¢ viedy.
Jde 0 biokompatibilni, sterilni, flexibilni a pordézni material, ktery dovoluje zranénim dychat
a zaroven blokuje tvorbu jizev. Dale také snizuje bolest, nedochazi ptes néj ke ztraté télnich
tekutin a poskytuje ochranu pied infekci [29].

Byla provedena studie, kterd porovnavala ucinnost kryti ran pomoci polyuretanové pény
a kryciho materidlu zalozeného na BC. Ukazalo se, ze kryti z BC muze vylepsit hojeni
po nehodach spojenych s popaleninami kiiZze. Ve srovnéni s polyuretanovou pénou se ukazalo
kryti ran z BC dokonce lepsi variantou, co se tyCe potfebné doby hospitalizace a poctu
potiebnych zakrokt v celkové anestezii pacientti [30].

Diky své schopnosti nasat az 100nasobky své vahy ve vodé, dochazi k pouzivani BC jako
nosie 1ékl. Jde hlavné o pfenos pres pokozku, kde se vyuzivd moZnosti ji vytvarovat
na zéklad¢é cilového mista. Také dochdzi k pozvolnému uvoliiovani, coz umoziuje piesné
davkovani. Nicmén¢ testy ukazaly, ze vyuziti BC je vhodné hlavné pro postupné uvoliiované
léky. V testech bylo zjisténo, Ze pro kratkodoby ucinek jsou na stejné Girovni jako v soucasné
dobé pouzivané metody. Pro toto vyuziti byly testovany benzalkoniumchlorid, antibiotikum
amoxicilin, dale také ampicilin a gentamycin [31] [32] [33] [34] [35].

V medicing je také pouzivan kompozit BC a hydroxyapatitu. Tento kompozit byl studovan jako
pomocny prvek pro rychlejsi obnovu kosti, naptiklad po zlomenin€. Pomér vapniku a fosforu
V pfipravenych membranach BC-HA se témét shoduje s pomérem v kostech. Navic se ukazalo,
7e tento kompozit zistava v postizeném misté déle. Jeho reabsorpce je velmi pomala [36].

Pro ftizenou obnovu kosti byla také BC modifikovana nejen hydroxyapatitem, ale také
stronciumapatitem. Bakteridlni celul6za byla nejdiive zoxidovana, nasledné¢ modifikovana
chloridem vapenatym a fosforeCnanem sodnym. Takto vznikly produkt byl nasledné ponoten
do roztoku chloridu strontnatého. Béhem tohoto kroku dochazelo k vyméné vapenatych
a strontnatych iontd, ¢imz vznikl kompozit obsahujici BC, hydroxyapatit a stronciumapatit.
Béhem testii pak bylo prokazano uvoliiovani iontl stroncia a dochazelo ke kalcifikaci tohoto
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kompozitu. Také dochazelo k uklddani dalSich pottebnych ionti, napiiklad draselnych
a hofe¢natych. Da se tedy fict, Zze tato membrana byla postupné télem vstiecbavana a lze ji tedy
pouzit pro implantaci a fizenou regeneraci poskozenych kosti [37].

Dalsi vyuziti je ve formé tablet, kdy se vyuziva vlastnosti celuldzy jako vlakniny. Tim padem
dochazi ke stimulaci stfeva, posileni jeho peristaltik, stabilizace aktivity stfevni mikroflory,
podpora uvoliiovani cholesterolu nebo zabranéni absorpce sterolu. Navic je mozné ji vyuzit
jako dietni prostredek, kdy do sebe vsakne ziviny, které postupné uvolni do téla [29].

Kosmetika

Nekteii védei studovali vyuziti BC v kosmetice. Dosli k zavéru, ze pouzivanim obli¢ejové
masky z BC je mozné dosahnout zpevnéni obli¢eje. To bylo zplisobeno pravé vysokym
obsahem vody a jejim piestupem do obli¢eje. Navic nezapacha a dobfte piiléha k obliceji [38].

Dalsi moznosti vyuziti poté poskytuje modifikace BC kyselinou hyaluronovou nebo sericinem
[39].

Papirensky primysl

Diky kompatibilité s rostlinnou celulézou a schopnosti bakterii vyprodukovat BC na povrchu
papiru byl proveden experiment, zda je mozné posilit papir pomoci BC. Povedlo se vytvofit
ochrannou vrstvu na povrchu papiru, ktery byl pouzit jako podklad pro riist. Proto se uvazuje
0 moZnosti vyuZzit BC pro prodlouZeni Zivotnosti papiru a moZnosti timto zpiisobem zachranit
staré¢ dokumenty z davnych dob [40].

BC je mozné téz vyuzit jako aditivum pro vyrobu pevného papiru. Diky své struktufe s mnoha
vodikovymi mustky se Younglv modul pohybuje na hodnotach kolem 15 GPa. Pravé tato
vlastnost pak vede ke zpevnéni papiru. Ve vyrobé papiru je BC vyuzivana uz od 80. let
20. stoleti. Dalsi modifikace BC pak vedou k vyrobé ohnivzdorného papiru, piipadné
i magnetickych papirti nebo membran jako opatieni proti kradezi [41] [42].

Potravindisky priomysl

Bakterialni celuléza je diky svym vlastnostem zajimavym materidlem i pro vyuZiti
V potravinarstvi. Také je fazena mezi GRAS (,,generaly recognizes as safe‘) produkty od roku
1992. kdy byla schvalena americkou FDA (Food and Drug Administration) [32].

V tomto odvétvi nachdzi velké uplatnéni hlavné diky svym vlastnostem jako je napftiklad
schopnost zadrzovani vody, déle ji Ize vyuzit také jako zahuStovadlo nebo stabilizator. Z téchto
duvodu se hodi do produktt jako jsou jogurty nebo salaty, dresinky. Pokud je BC piidana do jiz
zpracovanych jidel, je schopna del§i dobu udrZet senzorické a ptivodni vlastnosti. Za ticelem
pridavani BC do jidel je vSak BC vétsinou modifikovana pomoci alginatu a chloridu
vapenatého, které vedou ke zmékéeni struktury [43].

Velmi rozsitené vyuziti je zejména v jihovychodni Asii. Pomoci Komagataeibacter xylinus je
pfipravena hmota z kokosové vody, kterd se dale pouziva jako ztuzovag, ptipadné se samotna
konzumuje diky své nasladlé chuti v dezertech nebo saldtech. Na Filipindch se pouziva
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do pudinku nebo Zelé. Dale se vyuziva v Japonsku v ¢aji kombucha [32]. I u nas lze zakoupit
tyto produkty, napiiklad ve formé napoje (Obrazek 9).

1
"

€OCO coco - €Oco coco

Obrazek 9 - Napoje s Nata de coco dostupné i v CR [44]

Byla také provedena studie s pouzitim BC v riznych potravinach. Naptiklad u ¢okolddového
napoje doslo pridavkem BC ke zvySeni viskozity. BC také diky své porézni struktuie
zabranovala sraZeni kakaa na dné kelimku. Navic si tuto vlastnost zachovala 1 pfi zahtivani,
na rozdil od xanthanu. Pfi jeho pouziti se velka ¢ast kakaa vysrazela na dné [43].

Zajimava studie byla provedena i se zmrzlinou. BC byla pouZita misto jinych stabilizatori.
U stabilizatori doSlo k rozpuSténi po 60 minutich, zatimco pii pouziti BC zmrzlina
I po 60 minutach stale drzela svij tvar [43].

Dal$im vyuzitim je nahrada masa. Pokud BC absorbuje roztok s hovézim extraktem, 1ze vznikly
material ptidat naptiklad do parki nebo hamburgert. Tim dojde ke sniZeni energetické hodnoty
az 0 25 %. Tento produkt poté splituje klasifikaci pro nizkokalorické jidlo. Tato vlastnost BC
je tedy spise vyuzita pro rizné vegetarianské nahrazky [43].

BC je také slibnym materidlem pro enkapsulaci probiotik. K tomuto vyuziti se nejlépe jevi
kombinace BC s pektinem. Studie provedena s Lactobacillus acidophilus 016 ukazala,
ze enkapsulace do BC vedla ke zvySeni Sance pieziti az o 71,1 %, zatimco u B. coagulans az
na 99,43 % [45] [46].

Nejde vSak jen o samotnou celuldzu, ale 1 jeji producenti mohou nalézt vyuziti. Napiiklad je
zkoumana moznost vyuziti K. xylinus jako probiotickych bakterii. Nejpouzivanéjsimi
probiotiky Vv soucasné dob¢ jsou bakterie rodu Lactobacillus nebo Bifidobacterium, které
se nachazeji v mnoha produktech jako jsou jogurty, zakysana mléka apod. Kazdy kmen téchto
bakterii m& konkrétni ucinky na zdravi hostitelského organismu. Z tohoto divodu jsou
Vv posledni dob¢ hledany dal$i kmeny bakterii, které by mély vliv na prevenci pied dalSimi
nemocemi. Nékteré studie ukazuji, ze ¢aj kombucha nebo tradicni jablecny ocet mohou byt
vyuzity pro boj s cukrovkou nebo snizovani vahy. Jednou z moznosti tohoto uc¢inku je prave
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piitomnost mikroorganismi v¢etné K. xylinus. Jeden z jeho kmenti se ukazal byt vhodnym
kandidatem pro mozné pouziti jako probiotikum [47].

Obalovy materidal

Jednou z moznosti vyuziti bakterialni celuldzy je pouziti jako obalovy material. Je potvrzeno,
ze pti jejim vyuziti dojde k prodlouzeni vydrznosti a zvyseni bezpecnosti potraviny. Je vSak
nutné BC modifikovat antimikrobidlnimi slozkami, kyslik a ethylen zachytavajicimi slozkami
a absorbenty vlhkosti. BC, kterd byla esterifikovdna hexanoylchloridem, vykazuje zvysenou
hydrofobicitu pifi zachovani struktury nemodifikované BC. Pfi této modifikaci také doslo
ke snizeni permeability plyni (dusik, kyslik, oxid uhli¢ity) a vody [32] [48].

Bakterialni celuldéza také byla pouzita spolu s kurkuminem pro zlepSeni vlastnosti filma
Z bramborovych slupek. Tyto filmy byly pfipraveny namletim ociSténych a usuSenych
bramborovych slupek a jejich rozpusténim ve vodé¢ s pridavkem 30 % glycerolu jako
zmé&kcovadla. Po ptidavku BC a kurkuminu byla tato smés promichéna, odplynéna a vylita
na Petriho misky pro vytvofeni aktivniho filmu. Kurkumin byl do této smési pfidan za ucelem
ziskani antioxida¢nich vlastnosti, zatimco piridavek BC vedl ke zlepSeni mechanickych
vlastnosti, snizeni propustnosti materidlu pro svétlo, kyslik a vodni paru. Tyto filmy poté byly
pouzity jako obaly pro veptfové maso. Bylo prokdzano, Ze tyto filmy brani oxidaci lipidii v mase
a prodluzuji trvanlivost potravin, hlavné tedy potravin s vysokym obsahem tuku [49].

Dalsi modifikaci pro obalovy material byla ptiprava vrstev BC obsahujici kyselinu sorbovou.
Tato kyselina byla vyuzita i pfi pfipravé obalového materialu z polyvinylalkoholu s pfidavkem
namleté BC [32] [50].

Odévni priimysl

VétSina v soucasnosti pouzivanych vldken jsou syntetického plivodu a tedy nebiodegredabilni.
BC byla jiz studovana i s ohledem na vyuziti v této oblasti. Bylo vSak nutné BC modifikovat
zm&kcéovadlem — polydimethylsiloxanem. BC pak byla umisténa do roztoku s barvivem, kde
byla po ur¢itou dobu ponechana. Firmou ScobyTec byly naptiklad vyrobeny i kabelky (na
obrazku 10) nebo pouzdra na notebooky [51].
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Obrazek 10 - Kabelka z bakterialni celulozy [52]

Elektronika

Vyuziti BC v této oblasti vede k lepsi recyklovatelnosti a udrzitelnosti. Pro vylepseni vodivosti
byl pouzit redukovany oxid grafenu. Také se touto modifikaci zvySila celkova odolnost
materidlu. Vodivost se pohybovala v rozmezi od 140 do 150 S.cm™ p#i koncentraci RGO, coz
zna¢i moznost tohoto vyuziti napfiklad pro ohybnou elektroniku [53]. Dale bylo zjisténo, Ze
BC po modifikaci kfemi¢itanovymi nano¢asticemi a polyanilinem tvoii vodivé materialy, které
jsou ohebné a lze je pouzit pro lithiové baterie [54]. Z bakterialni celulozy lze téZz vytvofit
stabilni piezoelektricky material [55].

Biotechnologie

Diky svym dobrym absorpénim vlastnostem a vysoké Cistoté 1ze BC vyuzit ve formé vloc¢ek
jako nosi¢e enzymil. Bylo zjiSténo, Ze dynamickou kultivaci je mozné ptipravit BC ve formé
kulicek o rozmérech 0,5-1,5 mm, na které je mozné imobilizovat enzymy. Takto vzniklé nosice
enzymil jsou odolné 1 pfi nizké teploté¢ a nizkém pH. Pro imobilizaci je vSak nutné nejprve
vyuzit sitovaci Cinidlo, napfiklad glutaraldehyd pro imobilizaci glukoamylazy [56]. Toto
vyuziti BC je vyznamné naptiklad pii biokatalytickych procesech.

3D tisk

Pro 3D tisk je bakterialni celuldza nejcastéji vyuzivana v kombinaci s alginatem. Alginat vede
ke zlepSeni mechanickych vlastnosti hydrogelu a zvysuje tisknutelnost takovéto smési. Pomoci
gelové extruze BC oxidované pomoci 2,2,6,6-tetramethylpiperidinyl-1-oxylového radikalu
(TEMPO), alginatu a nanocastic z minerdlniho kfemicitanii byly pfipraveny skafoldy, na
kterych bylo pozorovano uvoliiovani hovéziho sérového albuminu in vitro. Vzorky pfipravené
timto zptisobem jsou zobrazeny na obrazku 11 [57].
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Obrdzek 11 - Vzorky pripravené 3D tiskem, (a) vilec, (b) nos, (c) ucho [57]

Dalsi metodou 3D tisku bakterialni celulozy je zakomponovani BC produkujicich bakterii
do takzvaného zivého inkoustu. Tento zivy inkoust se sklada zkyseliny hyaluronové,
karagenanu, pyrogenniho oxidu kiemicitého a bunék Acetobacter xylinum. Na 3D tiskarné je
tedy vytvotfen pozadovany tvar, na kterém je poté produkovana BC. Vysledny produkt je pak
mozné pouzit naptiklad pro bioremediaci nebo medicinské aplikace [58].

Podobn¢ byly pfipraveny i vzorky obsahujici polytetrafluorethylenové mikrocastice
a celulozova nanovlakna. Na mistech s vysokym obsahem kysliku byl podpoien rtst bakterie
Acetobacter xylinum. Takto se podafilo vytvofit trubice, které by mohly slouzit jako nahradni
cévy. Pro toto pouziti byly tyto trubice jesté stabilizovany kolagenem [59].

Dalsi aplikace

Diky vysoké porozité bakterialni celuldzy ji 1ze vyuzit jako filtra¢ni materiadl. Modifikaci BC
grafenem nebo kovovymi ionty lze zvysit selektivitu této membrany na téZké kovy nebo
organicka barviva, coz ma velky vyznam pii ¢isténi vody [60].

2.4 Modifikace bakterialni celulézy

Jde 0 jeji vyuziti bud’ jako matrice nebo plniva. Struény piehled modifikaci z poslednich let je
zpracovan V tabulce 3. Zatim byla BC vyuzita spolu s anorganickymi latkami, kdy doslo
k zachovani nejlepsich vlastnosti BC a jejich kombinaci s anorganickymi latkami. Vlastnosti,
kterych bylo docileno, se vyuzivaji pfi optickych, magneticky senzitivnich diskt, zkapalnéni
toxického odpadu nebo flexibilniho materialu pro ukladani dat [29] [61] [62].

Prvni vyuziti v audiotechnice byly sluchatka od firmy Sony. Celul6za vyprodukovana za timto
ucelem je piiblizné stejné pevnd jako hlinik, ale zaroven dostate¢né lehka pro minimalizaci
zkresleni zvuku [29].

BC byla také studovéna z hlediska moznosti modifikace pomoci kovovych nanocastic,
konkrétné médi a niklu. Takto pfipravena BC ve formé aerogelu je schopna katalyzovat redukci
nitrofenolu a naléza tedy uplatnéni v bioremediaci [63].

Bakterialni celulozu je téz modifikovat pro ziskani antimikrobialni aktivity. Za timto ucelem
byly vyuzity nanocéstice stiibra, aminoalkylace, modifikace chitosanem nebo modifikace
oxidem grafenu a oxidem titani¢itym. Tato modifikace by pak v ptipad¢ nezdvadnosti a stalosti
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takto upravené BC mohla nalézt uplatnéni naptiklad jako obalovy material, pfipadné kryti ran
[64] [65] [66] [67].

Dale je zkoumana moznost vyuziti biokompozitu BC s kopolymerem P(3HB/4HB). Tyto
membrany byly nasledné pouzity pro absorpci 1éCivych latek nebo jako podpora pro rist
kmenovych bunék z mezenchymu nebo fibroblastu [68].

BC je t¢Z mozno modifikovat za cilem jejiho vyuziti jako superabsorbentu. V soucasnosti neni
vétSina superabsorbentil vyrabéna z obnovitelnych nebo biodegreabilnich zdrojt. Tyto latky se
vsak vyskytuji v Siroce pouzivanych produktech jako pleny, zenskych hygienickych potfebach
nebo produktech pouzivanych pfi inkontinenci. Tyto superabsorbenty jsou vsak vyuzivany
i v zeméd¢€lstvi pro kontrolované uvoliovani hnojiv. Proto je tu tlak pravé na udrzitelnost
a biodegradabilitu. BC lze za timto G¢elem modifikovat esterifikaci hydroxylovych skupin, coz
vede K lepsi rozpustnosti ve vodé. Dalsim krokem této modifikace je crosslinking, kdy se
vytvoii 3D struktura. Jako crosslinking agenty se pouzivaji napiiklad kyselina citronova
v kombinaci s hydrogenfosfore¢nanem sodnym. Poslednim krokem je pak vysuSeni produktu.
Suseni produktu je vSak diileZitym krokem, jelikoZ suSeni lyofilizaci naruSuje vytvotrenou 3D
strukturu. Z tohoto divodu se pro tyto aplikace vyuziva superkritického oxidu uhli¢itého [69]
[70] [71].

Tabulka 3 - Prehled modifikaci bakteridalni celulozy za poslednich 5 let, prevzato a upraveno [60]

Modifikace Aplikace Zdroj

Vystaveni rotujicimu magnetickému | ZvySena schopnost zadrzeni vody [72]
poli

Ultrazvuk Snizeni priméru vlaken na polovinu [73]
Aminoalkylace Vykazuje antimikrobialni aktivitu [64]
Acetylace ZvySena hydrofobicita [74]
TEMPO oxidace na karboxyl Zména naboje povrchu a moznost | [75]

vazby jinych latek
Kyselina hyaluronova Vyssi hydrofobicita [76]
Chitosan Vykazuje antimikrobialni aktivitu [66]
Alginat Vyssi rist chondrocytl [77]
Hydroxyapatit Vyssi rust osteoblastil [78]
Keratin Vyssi rust fibroblasti [79]
Stiibrné nanocastice Vykazuje antimikrobialni aktivitu; | [65]
SERS

Zlaté nanocastice SERS [80]
Kiemikové nanocastice Vodivé materialy [54]
FesO4 Vykazuje antimikrobidlni aktivitu [81]
Oxid grafenu Selektivni iontovd membrana, nosic¢ [67]
Oxid grafenu/TiO> Vykazuje antimikrobialni aktivitu [67]
Léky Léceni zranéni, nosi¢ 1éku [35] [67]
PHA/PHB Nosi¢ 1€k, vyssi rast fibroblastl [68]
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité chemikalie, pFistroje a mikroorganismy
Chemikalie pouzité pro pfipravu média

Kvasni¢ny extrakt — Himedia, Indie

Pepton — Himedia, Indie

D-glukosa monohydrat, Lach-Ner, s. r. 0., Ceské republika
Uhli¢itan vapenaty srazeny, Cisty, Lach-Ner, s. r. 0., Ceska republika
Siran hofe&naty heptahydrat, p.a., Lach-Ner, s. r. 0., Ceska republika
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, Lach-Ner, s. r. 0., Ceska republika
Kyselina citronova, Lach-Ner, s. r. 0., Ceska republika

Kyselina octova, Lach-Ner, s. r. 0., Ceska republika

Octan sodny, Lach-Ner, s. 1. 0., Ceska republika

Glycerol, Lach-Ner, s. r. 0., Ceska republika

Hydroxid sodny, mikroperle, Lach-Ner, s. r. 0., Ceska republika

Laboratorni pfistroje a pomucky

Trepacka, Orbital shaker — Incubator ES 20, Biosan
Temperovana tfepacka, Unimax 1010

Laminarni box s UV lampou, Aura mini
Elektronické vahy, Kern 440

Analytické vahy, Pioneer

Magneticka michacka, Benchmark

pH metr, pH Test 30, Thermo Scientific

Papirové filtry, Buchnerova nalevka, laboratorni sklo
Zavatovaci sklenice

Lahve Simax

Mikroorganismus
Komagateibacter xylinus, DSM 46604, Némecka sbirka Liebnitz Institut DSMZ-German
Collestion

3.2 Kultivace mikroorganismu
Ptiprava kryozkumavek

Pro dlouhodobé wuchovavani bakteridlntho kmene byly pfipraveny kryozkumavky.
Do zkumavky bylo nejdiive pipetovano 0,5 ml 30% glycerolu a nasledné byly kryozkumavky
vysterilovany. Po sterilaci byly ochlazeny na pokojovou teplotu a nasledné byl do kazdé
kryozkumavky napipetovan 1 ml bakteridlni suspenze. Takto pfipravené kryozkumavky byly
uchovévany pii -80 °C v mrazicim boxu.

Pfiprava inokula

Startovni kultura byla ptipravovana do 250 ml Erlenmeyerovych ban¢k v mnozstvi 100 ml
média a jedné kryozkumavky (2,5 ml) s kulturou. Po smichani v§ech komponent (Tabulka 4)
bylo nejprve médium vysterilovano a po ochlazeni bylo zaockovano z kryozkumavky. Startovni
kultura byla nasledné kultivovana na tfepacce pii 30 °C a 150 rpm po dobu 72 hodin a oznacena
jako inokulum.
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Tabulka 4 - Slozeni produkcniho Hestrin-Schrammova média

Chemikalie Hmotnost ()
Glukoza 20
Pepton S

Kvasni¢ny extrakt | 5

Kyselina citronova | 0,115
Na2HPO4.12 H2,O | 0,27
Destilovana voda | 1000

Pouzité mddy kultivace

1. Statickd kultivace: Tento typ Kultivace probihal ve 2 stupnich. Prvni stupen spocival
Vv piipravé startovaci kultury, tato faze trvala 3 dny. Poté probihala po dobu 14 dni samotna
staticka kultivace v produkénim médiu pfi teploté 30 °C. Pro statickou kultivaci byly pouzity
sklenéné nadoby s riznym objemem od 50 ml do 1000 ml za uc¢elem vyhodnotit vliv poméru
objemu nadoby a média na vytézek bakterialni celuldzy.

Modifikace statické kultivace pridavkem oleje

Byl proveden experiment, pii kterém bylo cilem zjistit, zda ptidavek oleje do produkéniho
média zvysi produkcei bakteridlni celul6zy. Do produkéniho média bylo ptidano 1 % tfepkového
oleje a byl pozorovan jeho vliv na produkci. Kultivace probihala pti 30 °C po dobu 14 dni.
Nasledovalo pie¢isténi produktu a jeho zvazeni. Dle dostupné literatury (Zywicka a spol., 2018)
by ptidavek oleje do média mél zvysit produkcei az o 500 %. Takto ziskany vzorek by mél také
vykazovat vys§i mechanickou odolnost a stupéin botnani nezZ BC produkovanad standartnim
zpusobem [82].

Modifikace produkce — Vyuziti acetatového pufiu

Dalsi z ovéfovanych moznosti zvySeni produkce bakteridlni celulézy byla modifikace média
pomoci acetatového pufru. Produkéni médium pouzité pro kultivaci bylo obdobné jako
v tabulce 4 s jednou zménou, a to sice vyménou vody za acetatovy pufr o daném pH. Byl pouzit
pufr o pH=4,8. Nasledné¢ byla provedena 14denni kultivace pii teplot¢ 30 °C
a po jejim ukonceni byl produkt byl vycistén a zvazen [83].

2. Dynamicka kultivace: V ptipadé sledovani vlivu provzdusinovani produkéniho média
na vyslednou produkci BC byly pouzité lahve Simax s pfivodem kysliku pod hladinu média.
V tomto piipadé se nejednalo o klasickou statickou kultivaci, protoze vlivem provzdusiovani
dochazelo také k jemnému michani média, §lo tedy o urcity typ dynamické kultivace.

3. Fed-batch statickd kultivace: Pro zvyseni vytézka produkce bakterialni celulozy byla pouzita
fed-batch kultivace, kdy se po 7denni kultivaci pridalo nové produkéni médium. Tento postup
byl opakovan tiikrat. Byly tak vytvoteny tfti BC membrany v jedné 1ahvi. Postup byl aplikovan
podle Dubey et al. 2008 [84].
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4. Produkce 3D BC s modifikovanou mechanickou stabilitou

Poslednim typem produkce BC byla modifikace média pfidavkem emulgacniho ¢inidla 3 hm.%
Cremodan Super MB a 2 hm.% Xanthanem [85]. Médium bylo po sterilaci napénéno
a zaockovano 10 obj.% inokula. Kultivace pak byla provadéna pii 30 °C po dobu 14 dni.

Dalsi zptsob ptipravy 3D vzork spocival v piidani 20 % inokula do média. Takto byly vzorky
kultivovany 7 dni a nasledné bylo pfidano 20 ml ¢erstvého média s obsahem polyvinylalkoholu.
Tato kultivace také probihala pti 30 °C.

Poslednim zptsobem piipravy 3D vzorkti byl pfidavek CaCOsz do kultivacniho média
v kombinaci s20% inokulaci. Takto upravené médium bylo poté umisténo na tfepacku
na 150 ot/min pii 30 °C. Timto pohybem média dochazelo k rozptylu ¢astic CaCOs Vv jeho
objemu. BC potom béhem riistu obalovala tyto ¢astice.

5. Vliv poméru povrchu média ku objemu média na celkovy wtézek produkci bakteridini
celulozy

Byla provedena série kultivaci v riznych nadobach — mala (200 ml), stfedni (450 ml) a velka
(650 ml) zavaiovaci sklenice, kadinka o objemu 100 ml a Erlenmayerova baika o objemu
250 ml s riznym objemem kultiva¢niho média. Nasledné byl spoc¢itan povrch média v nadobé
dle vzorce:

S = m-r?[cm?], (1)
kde S je povrch média (cm?) a r je polomér nadoby (cm).

Objem nadoby a objem média byl stanoven odmérnym valcem. Pomér povrchu ku objemu
média byl spocten dle vzorce:

Pomér = % [em™1], (2
kde S je povrch média (cm?) a V je objem média (cm?3).

Produk¢éni kiivka

Byla provedena série kultivaci, ktera méla za 0cel stanovit produkéni kiivku pouzitého
mikroorganismu. Produkéni médium bylo zaockovano 10 % inokula a ve dvoudennich
intervalech byla kultivace pferusena. Odbéry byly provedeny po 4, 7, 9, 11 a 14 dnech. Takto
ziskany produkt byl poté vyc¢istén, vysusen lyofilizaci a zvazen.

Absorpéni kapacita

Z vysuseného platu bakteridlni celuldzy byl vystiihnut ctverec o stran¢ 1 cm, ktery byl zvazen.
Tento vzorek byl poté umistén do vodni 14zn€ na dobu 7 dni. Poté byl vzorek vyjmut a nasledné
zvazen [66]. Vypocet pro zadrzovani vody na hmotnost BC je nasledujici:

Absorpéni kapacita = Znasité B¢ Msuché 5) . 9 o5 [04], 3

Msuché BC
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Cisténi bakterilni celulozy

Cisténi bakterialni celuldzy probihalo v nékolika krocich. Nejdiive byla bakterialni celuléza
louhovana 15 minut v ethanolu. Poté byla ¢isténa 15 minut v horké vodé a nasledné byla
precisténa v horkém roztoku 0,1M NaOH po dobu 20 minut. Poslednim krokem bylo promyti
destilovanou vodu do neutralniho pH.

Morfologické vlastnosti BC

Morfologie byla stanovena rastrovacim elektronovym mikroskopem pii pouziti vzdalenosti 6-
7 mm a pti 3 kV. Jako detektor byl pouzit SE detektor (MAIA3, Tescan). Z morfologie je mozné
pozorovat rozdilnou strukturu v zavislosti na pouzité¢ metod¢ ptipravy.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Vliv pridavku oleje do média

Mezi nejefektivnéjsi média pro produkei BC patii Hestrin-Schrammovo (HS) médium. Jednim
z dulezitych faktort pro kultivaci K. xylinus je pfistup kysliku. Pfedpokladem bylo, Ze piidavek
oleje zvysi dostupnost kysliku vmédiu a tim padem dojde ke zvySeni produkci BC.
Na obrazku 12 je srovnani produkce BC v HS médiu a ve stejném médiu s ptidavkem 1 % oleje.

Ze ziskanych dat vyplyva, ze kultivace na médiu s olejem mé pomalejsi nastup produkce, kdy
si bakterie zvykaji na nové prostfedi (lag faze). Také mizeme vidét, Ze oba zplisoby kultivace
doséhly stejné hodnoty po piiblizné 11 dnech. Zatimco vsak standartni kultivace zacala
zpomalovat, kultivace s olejem pokracovala o néco vyssi rychlosti. Predpoklad, ze dojde
ke zvyseni produkce BC, byl tedy potvrzen. Tyto vysledky jsou v souladu s praci Zywické
a spol. (2018) [82], ktefi dosahli zvyseni produkce BC az o 500 % pii 7denni produkei v 1 litru
HS média v 31 lahvi. Tato jejich vysoka produkce téz mohla byt ovlivnéna pouzitim vétsich
nadob a poméru média k objemu nadoby 1:3. Dal§im rozdilem oproti této studii je pouziti jiného
kmene bakterie Komagateibacter xylinus DSM 46602.

0,8

0,7

——HS
03 Olej

2 4 6 8 10 12 14 16
Cas (den)

Obrazek 12 — Srovnani produkce BC ve 100 ml HS médiu a ve 100 ml HS média s pridavkem 1 %
oleje

4.2 Zvyseni produkce bakterialni celulozy

4.2.1 Vliv poméru povrchu ku objemu nadoby

Za ucelem zkoumani vlivu poméru mezi plochou a objemem média byly v této praci pouzity
poméry 0,23; 0,28; 0,35; 0,38; 0,57 a 0,68 cm™. Piedpokladem bylo, e se vzrlistajicim
povrchem bude stoupat 1 produkce BC. Mélo se tak dit z divodu lepSiho ptistupu ke kysliku
nad hladinou média. Experimenty bylo zjisténo, Ze vS§ak mlzZe dochazet k opacnému efektu.
Z vysledku statickych kultivaci bylo zjisténo, Ze z pouzitych poméri byl nejvynosnéjsi pomér
0,347 cm%, konkrétné pak bylo ziskano 0,459 g BC/I. Tento pomér odpovida kultivaci v 50 ml
média ve 100 ml kadince. Druhym nejvytéznéjsim pomérem byl pomér, ktery odpovidal
kultivaci ve 100 ml média v Erlenmayerové bance o objemu 250 ml (Tabulka 5, Obrazek 13).
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Zajimavé srovnani z hlediska vysledki poskytuje srovnani malé zavatrovaci sklenice o objemu
200 ml a 100ml kadinky. Pti pouziti 50 ml kultiva¢niho média jsou mezi t€émito nadobami
rozdily, a to v pomérech objemu média ku objemu nadoby a poméru povrchu média ku jeho
objemu. Ve vytézcich téchto kultivaci je vSak podstatny rozdil. Zatimco v kadince bylo
vyprodukovano 0,459 g BC/I, v malé zavaiovaci sklenici to bylo 0,261 g BC/1. Ne vzdy je tedy
Vhodnéjsi kombinace vét§iho poméru S/V a V/V.

Povrch média hraje roli hlavné z hlediska dostupnosti kysliku. Velky povrch média vede k vyssi
dostupnosti kysliku a tim 1 ke zvyseni produkce BC. Celkovy objem nadoby hraje také roli
Vv dostupnosti kysliku. Proto je tedy pro kultivaci BC pii pouziti ur€itého objemu média
vyhodnéjsi pouzivat nadoby s velkym povrchem a vys$§imi sténami, tedy i vétSim objemem.
Pokud by v8ak byla pouzita nadoba s pfili§ malym objemem média mohlo by dojit k jeho
vyschnuti. Z tohoto divodu je tedy nutné vybirat vhodné nadoby pro kultivaci tak, ze se
zahrnou vSechny faktory jako je objem nadoby, objem média a velikost povrchu nadoby.

Tabulka 5 — Srovndni pomérit Sm/Nm a VmlVi pouzitych kultivacnich nadob

Povrch | Objem média | Objem nadoby |Pomér S/V | Pomér Vytézek

Poméry (cm?) (cm?) (cm?®) (cm™?) Vi/Vn (g/L)
Mala sklenice 28,28 50 200 0,57 1:4 0,261
Stredni sklenice 38,49 100 450 0,38 1:45 0,130
Velka sklenice 27,93 100 650 0,68 1.6,5 0,374
17,35 50 100 0,35 1:2 0,459
Kadinka 100ml 75 100 0,23 1:13 0,346
Er|enmayerova 56,75 100 250 0,57 1:25 0,421
batika 250 ml 150 250 0,38 1:16 0,194
200 250 0,28 1:1,25 0,255
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Obrdazek 13 — Zavislost vytezku BC na poméru povrchu ku objemu pouzitého média
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4.2.2 Vliv aerace

Bakterialni celuloza je produkovana na rozhrani vzduch-kapalina. Pii statické kultivaci je vSak
velikost tohoto rozhrani zna¢n€ omezena, vzhledem k nevyuzitému objemu média v nddob¢.
Jasnym fesenim by bylo vyuziti mél¢ich nadob, kdy médium zaujme co nejvétsi povrch. Toto
feSeni vSak sebou nese komplikace, které spocivaji v moznosti vyschnuti mélké nadoby.

Dalsim feSenim je tedy aerace média vnéjSim zdrojem. I zde vSak hrozi nebezpeci vyschnuti
média, obzvlasté pak pii vysokém priutoku vzduchu nebo také pii umisténi ptivodu vzduchu
nad hladinu média v kombinaci s vydechovym otvorem, ktery je nutnosti. Z tohoto divodu se
jako nejlepsi mozné feseni jevi umisténi ptivodu pod hladinu média.

Toto usporadani bylo vyuzito 1 v této praci. Pfivodni hadice vzduchu byla umisténa pod hladinu
média a prutok byl regulovan na co nejmensi hodnoty. Pti vysSich hodnotach by dochazelo
k miseni média. Produktem takové kultivace by nebyl plat BC, ale jednotlivé pelikuly.

Jak je vidét na obrazku 14, pii aeraci vnéj$im zdrojem doslo ke zvySeni produkce v priméru
0234,5% oproti statické kultivaci na HS médiu. Z hlediska vytézki doslo ke zvyseni
20,4208 g BC/I na 0,9867 g BC/I. Pii této kultivaci vrstva BC také silila nerovnomérng, sila
vrstvy se nejvice zvétSila v misté ptivodu vzduchu, zatimco se vzristajici vzdalenosti od ni
klesala. Toto bylo pii dalSich kultivacich ¢astecné eliminovdno pouzitim piivodni hadice
s otvory, které propoustély malé mnozstvi vzduchu v riznych mistech média. Ziskany produkt
je zobrazen na obrazku 15.
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Obrazek 14 — Porovnani vyteznosti Kultivace BC dle zpusobu kultivace
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Obrazek 15 - Aerovana kultivace

4.2.3 Srovnani kultivace na produkénim médiu, acetatovém pufru a s pridavkem oleje
Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda a ptipadné do jaké miry se lisi vytézky kultivace BC
zaruznych podminek. Byl proveden srovnatelny pocet jednotlivych zpisobi kultivace
za vyuziti kultiva¢niho média, které je uvedeno v tabulce 4. Po kultivaci byly ziskané vzorky
vyCistény stejnym zptisobem jako v kapitole 3.2. Vzorky byly nasledné lyofilizovany a zvazeny
(Obrazek 14). Vycisténé vzorky BC piipravené dle srovnavanych zptisobu kultivace jsou
zobrazeny na obrazku 16. Vzorky ziskané z kultivace na HS médiu byly vyuzity jako kontrolni
a standartni vzorky.

Recentni literatura (Zywicka a spol., 2018) udavé, Ze by piidavek oleje do média mél zvysit
produkci az o 500 %. Takto ziskany vzorek by mél také vykazovat vyssi mechanickou odolnost
a stupén botnani nez BC produkovana standartnim zptisobem. Jak je vidét na grafech s vytézky
(Obrazek 14), vzorky pripravené v této praci dosahly zvyseni produkce o 19,4 % a rozdil
Vv absorp¢ni kapacité je diskutovan v dané kapitole 4.4. U vzorki ptipravenych touto cestou se
vSak ukazal olej jako problém. Vzhledem k tomu, Ze olej pfi kultivaci zistaval na povrchu
média, vznikly v pfipravovanych vzorcich otvory, které jsou vidét napiiklad na obrazku 16.
Dosazené zvyseni produkce BC timto zpiisobem vS§ak umoziiuje vyuziti této metody, obzvlast
pokud si uvédomime, ze v souc¢asné dob¢ se BC vyuziva hlavné v nanotechnologii. Neni tedy
mutné mit platy BC nepoSkozené, protoze v piipad¢ tohoto vyuziti Casto ndsleduji kroky
zpracovani, které zahrnuji jeji hydrolyzu [86].

Kuo a spol. uvadeéji, ze pro produkci BC lze vyuzit i acetatovy pufr o pH=4,8. Vyuziti tohoto
pufru umoziuje udrzeni optimalniho pH po delsi dobu kultivace, tento pufr schopen po néjakou
dobu branit poklesu pH, ktery je zplsoben tvorbou vedlejSich produktii, hlavné kyseliny
glukonové. V praci Kua a spol. se podafilo zvysit produkci BC az na 7,23 g/l, coz piedstavuje
znatelny rozdil oproti kultivaci na HS médiu (1,23 g BC/1) [83].
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Pii pokusech v této diplomové praci bylo pii tomto typu kultivace dosazeno zvyseni produkce
BC 0 4,6 %, jak je patrné na obrazku 14. Z hlediska vytézku doslo ke zvyseni z 0,4208 g BC/I
na 0,4401 g BC/I. Tento rozdil je vSak zanedbatelny. Nepodafilo se tak dosahnout vyraznych
rozdilti ve vytéZnosti jako ve studii Kua a spol. Rozdil mohl byt zpsoben hlavné vyuZitim
jinych kultivaénich nadob, kdy Kuo a spol. tuto teorii ovétovali za pouziti 3 ml média
ve sklenénych zkumavkach, a také vyuziti rozdilného média, kdy Kuo a spol. vyuzili YPD
médium. Poslednim rozdilem bylo také pouziti jiné bakterialni kultury [83].

Obrdzek 16 - Srovndni produktii Kultivace BC dle zpusobu kultivace; acetdtovy pufi nahore, olej vievo
dole, HS médium vpravo dole

4.2.4 Fed-batch kultivace

Dubey a spol. 2008 stanovil rozestupy mezi piidavky na 4 dny. V téchto rozestupech bylo
pfidavano 5 ml média. Jejich ptedpokladem bylo, Ze pokud jsou bakterie aktivni na rozhrani
médium-vzduch, tak ptidavkem dalsiho média na toto rozhrani bakterie zacnou utilizovat
pfidané médium pro svij rist a produkci BC. Tim dojde k vytvofeni nékolika vrstev BC
nad sebou a ve srovnani se statickou kultivaci bude ziskano vy$$i mnozstvi BC. Tyto
experimenty vedly ke zvySeni produkce BC z 6,3 g/l na 38 g/l [84].

Diky poznatkiim z kapitoly 3.1 bylo ur¢eno, ze idedlni dobou k pfidani substratu pro kultivaci
je 11 dni. Byl tedy proveden pokus dle protokolu Dubey a spol., jen s jinymi rozestupy
pfidavku kultury. Tento experiment vedl ke zvySeni produkce BC az na 0,5144 g/l
V porovnani se statickou kultivaci, ktera dosahla vytéznosti pouze 0,4208 g BC/I jde o zvySeni
produkce 0 22,2 %. Tento zpisob kultivace je zobrazen na obrazku 17. Tak vyrazného rozdilu
jako ve studii Dubeyho a spol. nebylo dosazeno z divodu vyuZiti riznych médii a kment
Komagateibacter.
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Obrazek 17 — Produkt fedbatch kultivace, sipky zvyraziuji jednotlivé platy

4.2.5 Kombinace v§ech poznatku

Vsechny tyto uvedené experimenty byly provedeny s cilem vytvofeni idedlni kombinace
pro produkci BC. ProtoZze vSechny diive zminé€né postupy vedly ke zvySeni produkce, byl
nasledné proveden experiment, pii kterém doslo ke kombinaci vSech téchto postupli produkce.

Bylo tedy pouzito médium jako v tabulce 4, ale voda byla nahrazena acetitovym pufrem
a do média bylo ptidano 1 % fepkového oleje. Vysledek kultivace je zobrazen na obrazku 14.
Tato kombinace méla vést ke zvySeni produkce, bohuzZel vSak pii experimentech doslo ke
snizeni produkce na 0,1620 g BC/I z 0,4208 g BC/I.

4.3 Produkce 3D vzorku z bakterialni celulézy
3D vzorky bakterialni celulézy byly v této praci ptipravovany nékolika zpisoby.

Prvni zpiisob vyuzival zaoc¢kovani produkéniho media dvojnasobnym mnozstvim inokula
(20 % misto 10 %) s ptidavkem uhli¢itanu vapenatého. Nejprve byla piipravena startovaci
kultura, z které bylo ziskano 3denni inokulum, které bylo vyuzito k zao¢kovani dalsich kultur.
Zbylé inokulum bylo doplnéno dalsimi 100 ml ¢erstvého inokula¢niho média. Takto ziskané
médium bylo kultivovano pii 30 °C a 150 otackdch za minutu. Inokulum tak bylo ¢astecné
aerovano a zaroven v ném dochazelo k rozptylu ¢astic CaCOz. Aplikaci tohoto postupu doslo
k vytvoteni 3D vzorku BC. Takto pfipravené vzorky mély po vy¢isténi hmotnost 1,1563 g/I.
Struktura téchto vzorku zjisténa pomoci SEM je pak zobrazena v kapitole 4.5 na obrazku 22b.

Druhy zpisob piipravy 3D vzorki spocival v kultivaci bakterie K. xylinus v napénéném
produkénim mediu. Tento postup pak opét vyuziva aerace média, kdy médium s ptidavkem
Cremodanu a xanthanu vytvoti pénu. Cremodan je povrchové aktivni latka, ktera se standartné
pouziva ke stabilizaci zmrzlin a sklada se z nasycenych mastnych kyselin. Xanthan slouzi jako
zahus$tovadlo a slouzi i k zpomaleni oddéleni vody z pény. Jednd se o pfirodni vétveny
polysacharid produkovany kmenem Xantomonas campestris [85] [87].
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Diky vytvotfené péné bakterie pfichazi do styku se zakomponovanymi bublinami vzduchu
Vv celém objemu média, mohou tedy produkovat BC v kterémkoli misté média, nejen na hlading.
Produkce BC v celém objemu pény vede k jeji stabilizaci. Pouzity kmen K. xylinus vsak
vykazuje pomalou produkci Vv prvnich dnech kultivace, coz vtomto piipadé vede
k nedostate¢né stabilizaci pény, jak je vidét na obrazku 18.

Nepodatilo se tedy dosahnout vysledkd jako Ruhsovi a spol., ktefi vSak ve své studii pouzili
jiny druh bakterie produkujici BC, konkrétné pak Gluconacetobacter xylinus ATCC-700178
[85].

Obrdzek 18 - Ukoncend produkce 3D BC Vv napénéném médiu po 14 dnech

Dalsim zptsobem produkce 3D vzorkd bylo pouziti metody fed-batch v kombinaci s 20%
inokulaci, kdy do kultiva¢niho média bylo po tydnu piidano 20 ml cerstvého média.
V ptfidavaném médiu byl téz rozpustén polyvinylalkohol, ktery vedl ke stabilizaci vzniklého 3D
produktu, ktery je zobrazen na oObrazku 20. Takto pfipravené vzorky mély hmotnost
po lyofilizaci 0,2857 g/l.

Na obrazku 19 je mozné vidét srovnani vzorku statické produkce s tloustkou 80 um a vzorku
bakterialni celulozy vyprodukované metodou fed-batch za ptitomnosti polyvinylalkoholu
S tloustkou 2 cm. Dosazené vysledky ptedstavuji vyznamny posun v produkci BC, jelikoz se
bézné statickou kultivaci dafi ptipravit platy bakterialni celul6zy o tloust'ce kolem 100-300 um.
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Obrazek 19 - Srovnani statické kultivace (a) na HS médiu a (b) fedbatch kultivace 3D vzorku
s polyvinylalkoholem

Obrazek 20 - Vysledek fedbatch produkce 3D vzorku v médiu s pridavkem polyvinylalkoholu

4.4 Absorpéni schopnost bakterialni celulozy

Absorpéni schopnost BC byla zjistovana u casti vzorkll z kazdého zpiisobu produkce.
Ze vzorkl bakteridlni celulozy byl vystiihnut ¢tverec o hran€ 1 cm, ktery byl zvazen a ponoien
do roztoku na 7 dni. Po uplynuti této doby byl analyzovany ¢tverec vyjmut a znovu zvazen.
Nameétené vysledky shrnuje tabulka 6.

Vzorky ptipravené standartni kultivaci v HS médiu vykazovali schopnost zadrzet 1445 % své
hmotnosti ve vodé a 742 % v ethanolu. Vzorky, které byly ptipravovany v acetatovém pufru
vykazovali zadrzovani 2525 % své hmotnosti ve vodé a 1082 % v ethanolu. Co se tyce vzorkl
pfipravenych v médiu s olejem, ty vykazovali schopnost zadrzet 1288 % své hmotnosti ve vodé
a 495 % v ethanolu. Nejlepsi schopnost rehydratace tedy jasné vykazuji vzorky piipravené
Vv acetatovém pufru, jak je vidét na grafu na obrazku 21.
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Pokud vSak srovname hmotnosti vzorki po vycisténi a osuseni buni¢inou s hmotnosti vzorka
po vysuseni, jsou ziskané hodnoty jesté¢ vyraznéjsi. Rozdil mezi vzorky ziskanymi standartni
kultivaci jsou 6970 % a pro kultivaci s olejem 5543 %.

Tato schopnost absorpce velkého mnozstvi kapaliny naléza uplatnéni pii vyuziti BC jako nosice
1€kt nebo v kosmetice na vyrobu hydrata¢nich masek.

Tabulka 6 - Absorpéni schopnost BC; HS — kultivace na HS médiu, AP — na acetdtovém pufiru, O-
S pridavkem oleje

Absorp¢ni
Ethanol | mprea (9) | Mpo (@) | Kapacita (%) | Voda | Mprea (9) | Mpo (Q) kapacita (%0)
HS1 0,0031| 0,0332 970,97 | HS4 0,0033 0,0507 1436,36
HS2 0,0022| 0,0174 690,91 | HS5 0,0041 0,0791 1829,27
HS3 0,002| 0,0133 565,00 | HS6 0,0027 0,0316 1070,37
HS7 2,1050 0,0373 9543,43
HS8 2,6762 0,0435 6052,18
AP1 0,0021| 0,0213 914,29 | AP4 0,0017 0,0527 3000,00
AP2 0,002| 0,0257 1185,00 | AP5 0,0022 0,0424 1827,27
AP3 0,0017| 0,0212 1149,06 | AP6 0,0018 0,0513 2750,00
AP7 2,4461 0,0430 5588,61
01 0,0048| 0,0276 475,00 | O4 0,0027 0,0385 1325,93
02 0,0048 0,032 566,67 | O5 0,0025 0,0347 1288,00
03 0,0018| 0,0098 444,441 06 0,0022 0,0364 1554,55
o7 4,0786 0,0724 5533,43
08 2,6887 0,0493 5353,76

7000
6000

(62
o
o
o

4000
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2000

1000 I I I

HS AP Olej

Absorpéni kapacita (%)

mVoda = Ethanol Pied su$enim

Obrazek 21 - Absorpcni kapacita vzorkii pripravenych riiznym zpiisobem,; HS médium, AP — acetatovy
pufr a O — s pridavkem oleje
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4.5 Analyza pomoci elektronové mikroskopie

Analyza pomoci elektronové mikroskopie je nezbytnou soucasti pifi zkoumani vysledné
struktury BC. Ve své praci jsem pouzil metodu elektronové mikroskopie pro uréeni strukturnich
rozdili mezi vzorky, které byly pfipraveny rozdilnymi postupy, jak je popsano v kapitole 3.2.

Co se tyCe srovnani statické kultivace s vyuzitim HS média, pufrovaného média a média
s pridavkem oleje, nebyly pozorovany velké rozdily mezi jednotlivymi vzorky. VSechny vzorky
vykazovaly vlaknitou strukturu podobnou netkané textilii. Tato struktura je zobrazena
na obrazku 22a.

Nejzajimaveéjsi z tohoto hlediska bylo srovnani pfipravenych 3D vzorkii. Na vyslednych
obrazcich ze SEM byly znatelné rozdily mezi jednotlivymi vzorky. Vzorky, které byly
piipraveny na médiu s CaCOg, byly Castice této chemikalie rozeznatelné v celé struktuie, jak je
vidét na obrazku 22b. Tyto ¢astice vSak znemoznily uréeni velikosti pora ve vzorku.

Vzorky, které byly stabilizovany ptidavkem polyvinylalkoholu, vykazovaly ve srovnani se
vzorky pftipravenymi inokulaci s fed-batchovanym médiem vys$i vyskyt menSich port.
Na SEM snimku, ktery je na obrazku 23, jsou téz vidét ¢astice PVA. Porovitost 3D vzorku
s pfidavkem PV A je zobrazena na obrazku 23d. Distribuce p6r je vyhodnocena na obrazku 25.
Analyzovany vzorek s PVA vykazoval praimérnou velikost pori 0,25 um, median byl stanoven
na 0,22 um.

Co se tyce vzorku piipravené¢ho inokulaci byla velikost port 0,70 pm a median 0,63 um.
Distribuce téchto port je zobrazena na obrazku 24f a jejich histogram na obrazku 26.

Porovitost je z hlediska moZnosti vyuziti BC vyznamna hlavné pro transport 1éciv. VEtsi pory

vvvvvv

vyznamné pro vyuziti v oblasti filtrace, v pfipadé modifikaci pak také budou mens$i pory
vykazovat vétsi specificky povrch pro pripadné dalsi reakce.
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View field: 41.5 pm |
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Obrazek 22 - Struktura (a) HS vzorku a (b) 3D vzorku s CaCO3

UMCH
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Obrdzek 23 - Struktura 3D vzorku s PVA pri riizném priblizeni SEM
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Obrdazek 24 - Struktura 3D vzorku pripraveného 20% inokulact pri riizném priblizeni SEM
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Cetnost

[0,07,0,14]  (0,14,0,21] (0,21,0,28] (0,28,0,34] (0,34,0,41] (0,41,048] (0.48,0,55] (0,55,0,62]
Pory (um)
Obrazek 25 - Rozlozeni velikosti porii ve 3D vzorku pripraveného s pridavkem polyvinylalkoholu
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Obrdazek 26 - RozlozZeni velikosti porii ve 3D vzorku pripraveného 20% inokulact

(0,62, 0,68]
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5 ZAVER

Bakteridlni celul6za je v soucasné dobé diky Siroké skale modifikaci perspektivnim materidlem
se Sirokym vyuzitim. Hlavnim omezenim je vSak nizka produkce BC jednotlivymi kmeny a
zékladnimi metodami. Tato diplomova prace byla cilena pravé na zvyseni produkce a moznost
produkce 3D vzorki bakteridlni celulozy.

Zvyseni produkce bylo dosazeno hned nékolika zplisoby. Prvnim zpisobem byla kultivace
S vyuzitim acetatového pufru. Tato metoda ptinesla zvyseni o 4,6 %. Druhou metodou byl
ptidavek 1 % oleje na povrch média, ktery zvysil produkei o 19,4 %. Dalsi metodou bylo vyuziti
aerace média. Aktivni aerace vnéjSim zdrojem vedla ke zvySeni o 234,5 %. Byl také zkouman
zpusob kultivace ze statické vsadkové na statickou fed-batch kultivaci. Tento krok vedl
ke zvyseni produkce 0 22,2 %.

Vsechny zminéné zplsoby poté byly kombinovany pro co nejvyssi produkei BC. Produkei BC
V acetatovém pufru o pH=4,8 s pridavkem oleje bohuzel nebylo dosazeno zvyseni produkce,
naopak doslo k jejimu snizeni. Dalsi zvySeni této produkce je stadle mozné, jde napiiklad
0 vyuziti jiného sacharidického zdroje jako jsou potravinaiské odpady. Tim by doSlo
I ke snizeni ceny produkce BC a zvysi se jeji konkurenceschopnost k dal§im materialim.

Dalsi ¢ast této prace se poté vénovala produkci 3D vzorkl bakteridlni celuldézy. Opakované
bylo ptipraveno n¢kolik 3D vzorkl se stalymi vlastnostmi. Bohuzel zvoleny kmen K. xylinus
za zvolenych podminek nemél dostateCnou rychlost ristu pro zpevnéni zpénéného média.
Opakované vsak byly Gspésné pripraveny vzorky s vyuzitim fed-batch kultivace v kombinaci
s ptidavkem PVA do média. Vzorky ptipravené s CaCOz naopak mély pii ¢isténi tendenci jej
uvoliovat, coZ vedlo k postupné ztraté pevnosti a tvaru. Byly vSak také ptipraveny vzorky 3D
geli BC o vysce nékolika centimetrd, které se doposud nepodafilo pripravit.

Pripravené vzorky byly nasledn¢ analyzovany z hlediska schopnosti absorbovat vodu. Tato
schopnost ma nejvétsi uplatnéni v mediciné. Nejlepsi schopnost v tomto ohledu vykazovaly
vzorky pfipravené metodou modifikace média pomoci acetitového pufru, kdy vzorky
absorbovaly 2525 % své hmotnosti. Ostatni vzorky byly stale schopny zadrzovat stonasobky
své hmotnosti. Vzorky pfipravené v médiu pridavkem oleje zadrzovaly 1228 % a vzorky
pfipravené kultivaci v klasickém Hestrin-Schrammové médiu byly schopny absorbovat 1445 %
své hmotnosti. Tyto vysledky tedy ukazuji jasné moznosti uplatnéni bakteridlni celulozy
Vv medicin€ jako nosi¢ 1ék.

Tato prace ptinesla zajimavé vysledky, hlavné co se tyce produkce 3D vzorkt. V této praci byly
ptipraveny 3D vzorky o rizné porovitosti, tedy 1 s riznym vyuzitim jako naptiklad nosice 1€kt
nebo jako filtraéniho materialu. Tyto vzorky také vykazuji vySku az 2 cm, coZ je vyrazny posun
oproti statické kultivaci, kdy tato vySka dosahuje piiblizn¢ 100-300 um. Do budoucna je
u téchto vzorki jisté potieba stanovit reologické a mechanické vlastnosti. Tyto vzorky by pak
mohly nalézt vyuziti pravé pro transport 1€k nebo imobilizaci enzym1.

Vysledky této prace tedy ukazuji, ze bakteridlni celuloza je zajimavym materialem a jeji dalsi
vyzkum rozhodné¢ ma budoucnost. Pokud se jeji cena bude snizovat, coZ souvisi 1 se
zvySovanim jeji produkce, jeji dostupnost bude nadéle vzristat a jeji vyuziti je opravdu Siroké.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

uv ultrafialovy
BC bakteridlni celul6za
BC-HA kompozit bakterialni celulézy a hydroxyapatitu

P(3HB/4HB) Poly(3-hydroxybutyrat-ko-4-hydroxybutyrat)
TEMPO 2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyloxylovy radikal

RGO redukovany oxid grafenu

SERS Surface-enhance Raman spectroscopy
PVA polyvinylalkohol

HS Hestrin-Schrammovo médium

AP acetatovy pufr
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