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A B S T R A K T 
Tato diplomová práce se zaměřuje na optimalizaci produkce bakteriálni celulózy pomocí 
bakterie Komagateibacter xylinus D S M 46604. Teoretická část diplomové práce popisuje 
vlastnosti bakteriální celulózy, její produkci a aplikační možnosti. 

Experimentální část měla za cíl posoudit vliv různých kultivačních podmínek na výtěžky 
bakteriální celulózy. Pro zvýšení výtěžků bakteriální celulózy za statických nebo dynamických 
podmínek bylo studováno několik strategií, jako například: (1) účinek acetátového pufru 
použitého jako médium, (2) dopad oleje přidaného do média, (3) fed-batch kultivace, (4) změna 
objemu kultivační nádoby a kultivačního média a (5) prevzdušňovaní. 

Kromě výroby relativně tenkých vzorků s tloušťkou okolo 100 um byla také syntetizována 
unikátní 3D strukturovaná bakteriální celulóza ve formě cylindrů s výškou až 2 cm. Růst 
bakteriální celulózy ve formě cylindrů byl dosažen dynamickou kultivací K. xylinus 
v kombinaci s fed-batch přístupem za přítomnosti různých aditiv. 

KLÍČOVÁ SLOVA 

Komagateibacter xylinus, bakteriální celulóza, hydrogel, optimalizace produkce 

A B S T R A C T 

This diploma thesis focuses on the optimization of bacterial cellulose production 
by Komagateibacter xylinus D S M 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 ÚVOD 
Tato práce se zaměřuje na optimalizaci produkce bakteriální celulózy. Bakteriální celulóza má 
velmi široké možnosti využití, ale jejímu rozšíření brání relativně nízká výtěžnost a vysoká 
cena produkčního média. Snížení ceny média již bylo studováno řadou vědců po celém světě, 
nejčastěji s použitím potravinářského odpadu. Tohoto typu odpadu je každoročně produkováno 
velké množství, ale zároveň je mnohými způsoby valorizován. Pokud by se podařilo 
optimalizovat produkci na dostatečnou výtěžnost, bylo by možné část odpadu převést 
i na médium pro bakterie produkující bakteriální celulózu. Bakteriální celulóza je navíc 
biodegradabilní materiál, takže případné využití je do jisté míry příznivé pro životní prostředí. 

Bakteriální celulóza je bakteriemi tvořena na rozhraní kapalina-vzduch a částečně může sloužit 
jako ochrana před U V zářením, případně před průchodem kyslíku. Bakteriální celulózu tvoří 
řada kmenů, například Azotobacter, Pseudomonas, Aerobacter nebo Rhodobacter. 
V současnosti se nejvíce využívají kmeny bakterie Komagateibacter xylinus, ale jsou 
zkoumány i možnosti využití geneticky modifikovaných bakterií. 

Bakteriální celulóza je využívána v mnoha oblastech, ať už se jedná o využití v medicíně jako 
nosič léků, v potravinářství jako obalový materiál nebo přímo součást potravy, v poslední době 
se též zkoumá možnost využití bakteriální celulózy pro výrobu textilií za účelem výroby 
udržitelné módy. Každá z těchto aplikací však vyžaduje jiné vlastnosti materiálu, jde například 
o absorpci, pórovitost, mechanické vlastnosti, schopnost zadržování a uvolňování látek. 
Z tohoto důvodu je proto nutné BC modifikovat dle zaměření aplikace. Díky velkému množství 
hydroxylových skupin existují široké možnosti modifikací vlastností BC, například kovovými 
ionty a grafenem za účelem získaní nových vlastností jako je magnetismus, elektrická vodivost. 

Tato diplomová práce se zabývá optimalizací produkce bakteriální celulózy modifikací 
produkčního média, následně přípravou 3D vzorků bakteriální celulózy za účelem zvýšení její 
mechanické stability. 
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2.1 Bakteriální celulóza 
Jedná se o přirozeně se vyskytující nanomateriál, který je produkován některými bakteriemi, 
například druhem Komagateibacter (dříve znám jako Gluconacetobacter). Právě tento 
bakteriální druh je nejčastěji využívaným druhem pro výzkum i možné použití, díky své čistotě 
a vysokým výtěžkům. Různé kmeny tohoto druhu produkují bakteriální celulózu s různými 
vlastnostmi, proto je možné si vybrat kmen podle výsledných vlastností produktu. Mezi další 
druhy, které produkují bakteriální celulózu, patří Azotobacter, Pseudomonas, Aerobacter nebo 
Rhodobacter. Samozřejmě existuje i možnost využití geneticky upravených kmenů [1] [2]. 

Syntéza bakteriální celulózy byla poprvé pozorována v Číně při výrobě čaje kombucha, což je 
fermentovaný nápoj produkovaný symbiotickými koloniemi octových bakterií a kvasinek, které 
na povrchu vytvoří celulózovou vrstvu. Je pravděpodobné, že ke tvorbě této ochranné vrstvy 
dochází za účelem ochrany před U V světlem nebo jako pomoc pro růst mikroorganismů 
na rozhraní kapalina-vzduch a snadnější dostupnosti kyslíku [3] [4]. 

Biosyntéza je přísně regulovaný proces, který se skládá z několika kroků. Tyto kroky zahrnují 
využití několika enzymů, katalytických komplexů a regulačních proteinů (Obrázek 1). 
Pro zjednodušení lze biosyntézu rozdělit do dvou kroků - intracelulární tvorbu l,4-(3-
glukanových řetězců a sestavení a krystalizace celulózových řetězců. V posledním krokuje 
celulóza extrudována na povrch a jsou tvořeny celulózové fibrily. Schematicky je tento postup 
zobrazen na obrázku 2. Struktura takto vytvořené B C je pak zobrazena na obrázku 3. 
Polymerizace a krystalizace nejsou dosud dokonale popsány, aleje známo, že jde o limitující 
krok samotné biosyntézy [4] [5]. 

Fruktóza 

Fruktokináza 

Fruktóza-6-fosfát 

Fosfoglukoizomeráza 

Glukóza Glukóza-6-fosfát 

Glukokináza Fosfoglukomutáza 

Glukóza-l-fosfát 

UDP-glukosapyrofosforyláza 

UDP-glukóza 

Celulóz-syntáza 

Celulóza 

Obrázek 1 - Biosyntéza bakteriální celulózy, převzato, upraveno [6] 
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Bakter iálni celulóza 

Obrázek 2 - Schematické zobrazení syntézy bakteriálni celulózy, převzato, upraveno [7] 

SEM HV: 5.00 kV WD: 12.08 mm 

SEM MAG; 5,00 lot Del: SE Detector 

Da1e(m/d/y); 02/27/19 PC: 12 

10 [Jrn 
VEGAW TESCAN 

W 

U Digital Microscopy Imaging 

Obrázek 3 - SEM snímek struktury bakteriální celulózy [8] 
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Bakteriální celulóza neobsahuje lignin, hemicelulózy nebo pektin, které jsou jinak běžnou 
složkou rostlinné celulózy (Obrázek 4). Díky tomu je její purifikace mnohem lehčí a méně 
energeticky náročná, protože nevyžaduje působení silných chemikálií. Srovnání vybraných 
vlastností těchto typů celulóz je zobrazeno v tabulce 1. Jak je z tabulky patrno, chemické 
a fyzikální vlastnosti celulózy získané z lignocelulózového materiálu a bakteriální celulózy se 
výrazně liší. Důvodem je odlišné složení původního zdroje a způsob jejich produkce. 
Prostorové uspořádání jednotlivých fibril BC poskytuje až 95% index krystalinity. Dalšími 
vlastnostmi BC jsou vyšší stupeň polymerizace a dobrá odolnost proti tahu. Navíc díky své 
fibrilární struktuře vykazuje větší povrch a schopnost zadržení vody (až stonásobky vlastní 
hmotnosti). Dostatek povrchových hydroxylových skupin umožňuje řadu možných modifikací, 
a to nejen in situ, ale také ex situ [5] . 

Obrázek 4 - Zjednodušené schéma izolace celulózy z lignocelulózového materiálu (převzato, 
modifikováno) [9] 

Tabulka 1 - Srovnání vybraných vlastností bakteriální a rostlinné celulózy 

Vlastnost Bakteriální celulóza Rostlinná celulóza Zdroj 
Youngův modul 
(MPa) 

Plát-20 000 
Vlákno - 130 000 

2,5-0,17 [10] [11] 

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

2.2 Produkce bakteriální celulózy a její zvýšení 
Problémem při využívání B C je hlavně její cena. Médium, které je pro produkci BC třeba 
využít, musí mít vysoký obsah glukózy, případně jiného sacharidu, stejně jako dostatečnou 
koncentraci dalších látek. Z tohoto důvodu existuje řada studií, které se zabývají možností, jak 
tuto cenu snížit. Mezi zkoumané možnosti patří například využití ovocných džusů, využití 
odpadu po produkci piva, vína, případně lze využít melasu [5]. 

Produkce může být realizována staticky, dynamicky nebo v bioreaktoru. Srovnání produktů 
těchto produkcí je na obrázku 5. Při statické kultivaci vzniká BC na rozhraní médium-vzduch. 
Je to z důvodu nedostatku kyslíku v celkovém objemu média, proto bakterie migrují na toto 
rozhraní, kde následně tvoří BC. Takto vzniká 3D struktura, která vykazuje dobré mechanické 
vlastnosti. Nevýhodou tohoto způsobu přípravy je však potřeba dlouhé doby kultivace, navíc 
na velkém prostoru kvůli potřebě velkého povrchu pro co nejvyšší produkci [17] . 
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Laboratorní Produkce BC v bioreaktorech 
produkce BC 

Aerosolový reaktor 

Obrázek 5 - Přehled produkce BC, převzato, upraveno [18] 

Pro zvýšení produkce byl vyroben reaktor s rotujícími disky (schéma na obrázku 6). Principem 
tohoto reaktoru jsou rotující disky, které bakterii vystavují vzduchu. Tyto disky jsou připevněny 
na hřídeli, která je spojena s motorem. Disky jsou umístěny horizontálně. Spodní část disku je 
ponořena v médiu a při rotaci tak dochází k tomu, že bakterie jsou postupně vystaveny médiu 
a následně vzduchu. Tímto způsobem došlo ke zvýšení produkce BC o 86,78 %, kdy nejvyšší 
výtěžek byl získán při rychlosti 7 ot/min., konkrétně 139,78 g [19]. 
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Obrázek 6 - Reaktor s rotujícími disky [19] 

Také byl navržen bioreaktor, který umožňoval přívod média a vzduchu během fermentace 
formou aerosolu. Schéma tohoto typu bioreaktoru je na obrázku 7. Nejprve byla nakultivována 
vrstva BC během 5 dní a následně byl spuštěn přívod aerosolu. Přívod byl realizován 
v 5minutových intervalech. Během této kultivace bylo dosaženo produkce 9 g suché celulózy 
za den. Tato kultivace byla prováděna po dobu 6 týdnů, kdy po této době došlo ke kontaminaci 
[20]. 

Tryska pro 
rozptyl aerosolu 

Přívod aerosolu do reaktoru 

i < 

Bakteriální kultura 

| Přívod vzduchu 

| Přívod média 

Generátor aerosolu 

Obrázek 7 - Schéma aerosolového bioreaktoru [20] 

Z klasických reaktorů se využívá míchaný bioreaktor nebo air-lift reaktor. U míchaného 
bioreaktoru vzniká viskózni kapalina, tvořená bakteriální celulózou a buňkami bakterií, tím 
však také dochází ke zvýšení potřebné energie pro kultivaci a snížení aerace. Pokud chceme 
aeraci zajišťovat stabilněji je vhodné použít air-lift bioreaktor. Ten je také energeticky 
výhodnější [21]. 

Při dynamické kultivaci pak vzniká několik typů produktů - kulaté nebo oválné částice 
a vláknité suspenze. Ve srovnání se statickou kultivací však mají produkty nižší mechanickou 
odolnost. Při dynamické kultivaci j sou také získané výtěžky nižší. To je způsobeno poškozením 
některých buněk právě mícháním média, kdy tyto poškozené buňky přestanou produkovat BC 
a jen se množí [22] [23]. 
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Jedním z přístupů pro zvýšení produkce bakteriální celulózy je hledání nejvíce produkujícího 
kmene. Produkce BC je přítomna u mnoha různých kmenů bakterií - Azotobacter, 
Gluconacetobacter (dříve znám jako Acetobacter, nebo také Komagataeibacter), 
Pseudomonas, Salmonella a Sarcina ventriculi. Nejvyšší produkce byla zaznamenána 
u bakterií Gluconacetobacter xylinus, Gluconacetobacter hansenii a Gluconacetobacter 
pasteurianus. V poslední době byly studovány i další kmeny, které jsou slibnými producenty, 
konkrétně například G. sucrofermentans B-11267 nebo Komagataeibacter rhaeticus, který byl 
izolován ze zeleného čaje. Přehled vybraných kmenů a použitých médií je v tabulce 2 [24]. 

Tabulka 2 - Přehled produkce s využitím odpadních produktů, převzato a upraveno [24] [8] 

Zdroj uhlíku Bakteriální kmen Kultivační podmínky Výtěžek (g/l) 
Bramborové slupky G. xylinus A T C C 10245 35 °C, pH 9,0; staticky, 6 dní 4,70 
Odpadní glycerol G. xylinus K C C M 41431 30 °C, staticky, 7 dní 6,95 
Melasa K. xylinus BPR 2001 30 °C, pH 6,5; staticky, 7 dní 7,50 
Řepkový olej K. xylinus D S M 46604 28 °C, staticky, 7 dní 7,00 
Zbytky dužiny 
citronu 

K. europaeus SGP37 30 °C, staticky, 16 dní 6,40 

Médium s přídavkem 
citrónové dužiny 

K. europaeus SGP37 30 °C, staticky, 16 dní 26,20 

Syrovátka G. sucrofermentans B-11267 Dynamicky 5,45 
Hroznové výlisky G. xylinus C C M 3611 30 °C, pH , staticky, 14 dní 13,48 

2.3 Využití bakteriálni celulózy 
BC je čistý materiál bez příměsí, je biodegredabilní, biokompatibilní a nevykazuje cytotoxické 
vlastnosti. Díky tomu je tu možnost jejího využití v široké škále odvětví. To značí i počet 
podaných patentů týkajících se BC, který se v roce 2020 vyšplhal na 7371. Mezi nejčastější 
použití patří využití v medicínské oblasti. Díky velkému počtu hydroxylových skupin existují 
navíc široké možnosti modifikací BC, které rozšiřují možnosti využití [25] [26]. 

Medicína 

Nanostruktura bakteriální celulózy je velmi podobná kolagenu. Obě tyto látky jsou často 
primární mechanická podpora pro tkáně. V medicínských aplikacích se tedy používá stejně jako 
kolagen například na buněčné matrice. Výhodou BC je však její biokompabilita. Kolagen je 
protein, tělo jej tedy pozná a imunologicky na něj reaguje. BC je však polysacharid. 
Polysacharidy mají výrazně nižší imunologickou odpověď [27]. 

Jedním z příkladů takového využití BC je náhrada cév (Obrázek 8). Z B C je připravena 
trojrozměrná matrice, na které poté mohou buňky lépe růst a vytvořit náhradu za ucpanou cévu. 
Matrice je připravena například růstem BC na rozvětvené silikonové trubici, aby vznikl 
požadovaný tvar. Tato možnost zatím byla testována na zvířatech. Studie, která se tímto 
problémem zabývala, došla k závěru, že B C je možno využívat jako biomateriál, ale jsou 
potřeba další specializované testy. Testy, které již byly provedeny, ale odhalily, že BC je vysoce 
odolná vůči vodě nebo iontům [28]. 
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Obrázek 8 - Připravený vzorek náhradní cévy [29] 

Dále se také využívají jako krycí materiál na rány a popáleniny, případně vředy. 
Jde o biokompatibilní, sterilní, flexibilní a porózní materiál, který dovoluje zraněním dýchat 
a zároveň blokuje tvorbu jizev. Dále také snižuje bolest, nedochází přes něj ke ztrátě tělních 
tekutin a poskytuje ochranu před infekcí [29]. 

Byla provedena studie, která porovnávala účinnost krytí ran pomocí polyuretanové pěny 
a krycího materiálu založeného na BC. Ukázalo se, že krytí z B C může vylepšit hojení 
po nehodách spojených s popáleninami kůže. Ve srovnání s polyuretanovou pěnou se ukázalo 
krytí ran z B C dokonce lepší variantou, co se týče potřebné doby hospitalizace a počtu 
potřebných zákroků v celkové anestézii pacientů [30]. 

Díky své schopnosti nasát až lOOnásobky své váhy ve vodě, dochází k používání BC jako 
nosiče léků. Jde hlavně o přenos přes pokožku, kde se využívá možnosti j i vytvarovat 
na základě cílového místa. Také dochází k pozvolnému uvolňování, což umožňuje přesné 
dávkování. Nicméně testy ukázaly, že využití B C je vhodné hlavně pro postupně uvolňované 
léky. V testech bylo zjištěno, že pro krátkodobý účinek jsou na stejné úrovni jako v současné 
době používané metody. Pro toto využití byly testovány benzalkoniumchlorid, antibiotikum 
amoxicilin, dále také ampicilin a gentamycin [31] [32] [33] [34] [35]. 

V medicíně je také používán kompozit B C a hydroxyapatitu. Tento kompozit byl studován jako 
pomocný prvek pro rychlejší obnovu kostí, například po zlomenině. Poměr vápníku a fosforu 
v připravených membránách B C - H A se téměř shoduje s poměrem v kostech. Navíc se ukázalo, 
že tento kompozit zůstává v postiženém místě déle. Jeho reabsorpce je velmi pomalá [36]. 

Pro řízenou obnovu kostí byla také BC modifikována nejen hydroxyapatitem, ale také 
stronciumapatitem. Bakteriální celulóza byla nejdříve zoxidovaná, následně modifikována 
chloridem vápenatým a fosforečnanem sodným. Takto vzniklý produkt byl následně ponořen 
do roztoku chloridu strontnatého. Během tohoto kroku docházelo k výměně vápenatých 
a strontnatých iontů, čímž vznikl kompozit obsahující BC, hydroxyapatit a stronciumapatit. 
Během testů pak bylo prokázáno uvolňování iontů stroncia a docházelo ke kalcifikaci tohoto 
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kompozitu. Také docházelo k ukládání dalších potřebných iontů, například draselných 
a horečnatých. Dá se tedy říct, že tato membrána byla postupně tělem vstřebávána a lze j i tedy 
použít pro implantaci a řízenou regeneraci poškozených kostí [37]. 

Další využití je ve formě tablet, kdy se využívá vlastnosti celulózy jako vlákniny. Tím pádem 
dochází ke stimulaci střeva, posílení jeho peristaltik, stabilizace aktivity střevní mikroflóry, 
podpora uvolňování cholesterolu nebo zabránění absorpce sterolu. Navíc je možné jí využít 
jako dietní prostředek, kdy do sebe vsákne živiny, které postupně uvolní do těla [29]. 

Kosmetika 

Někteří vědci studovali využití BC v kosmetice. Došli k závěru, že používáním obličejové 
masky z B C je možné dosáhnout zpevnění obličeje. To bylo způsobeno právě vysokým 
obsahem vody a jejím přestupem do obličeje. Navíc nezapáchá a dobře přiléhá k obličeji [38]. 

Další možnosti využití poté poskytuje modifikace BC kyselinou hyaluronovou nebo sericinem 
[39]. 

Papírenský průmysl 

Díky kompatibilitě s rostlinnou celulózou a schopnosti bakterií vyprodukovat B C na povrchu 
papíru byl proveden experiment, zdaje možné posílit papír pomocí BC. Povedlo se vytvořit 
ochrannou vrstvu na povrchu papíru, který byl použit jako podklad pro růst. Proto se uvažuje 
0 možnosti využít BC pro prodloužení životnosti papíru a možnosti tímto způsobem zachránit 
staré dokumenty z dávných dob [40]. 

BC je možné též využít jako aditivum pro výrobu pevného papíru. Díky své struktuře s mnoha 
vodíkovými můstky se Youngův modul pohybuje na hodnotách kolem 15 GPa. Právě tato 
vlastnost pak vede ke zpevnění papíru. Ve výrobě papíru je BC využívána už od 80. let 
20. století. Další modifikace B C pak vedou k výrobě ohnivzdorného papíru, případně 
1 magnetických papírů nebo membrán jako opatření proti krádeži [41] [42]. 

Potravinářský průmysl 

Bakteriální celulóza je díky svým vlastnostem zajímavým materiálem i pro využití 
v potravinářství. Také je řazena mezi GRAS („generály recognizes as safe") produkty od roku 
1992. kdy byla schválena americkou F D A (Food and Drug Administration) [32]. 

V tomto odvětví nachází velké uplatnění hlavně díky svým vlastnostem jako je například 
schopnost zadržování vody, dále j i lze využít také jako zahušťovadlo nebo stabilizátor. Z těchto 
důvodů se hodí do produktů j ako jsou jogurty nebo saláty, dresinky. Pokud je B C přidána do již 
zpracovaných jídel, je schopna delší dobu udržet senzorické a původní vlastnosti. Za účelem 
přidávání BC do jídel je však B C většinou modifikována pomocí alginátu a chloridu 
vápenatého, které vedou ke změkčení struktury [43]. 

Velmi rozšířené využití je zejména v jihovýchodní Asii. Pomocí Komagataeibacter xylinus je 
připravena hmota z kokosové vody, která se dále používá jako ztužovač, případně se samotná 
konzumuje díky své nasládlé chuti v dezertech nebo salátech. Na Filipínách se používá 
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do pudinku nebo želé. Dále se využívá v Japonsku v čaji kombucha [32]. I u nás lze zakoupit 
tyto produkty, například ve formě nápoje (Obrázek 9). 

Obrázek 9 - Nápoje s Nata de coco dostupné i v ČR [44] 

Byla také provedena studie s použitím B C v různých potravinách. Například u čokoládového 
nápoje došlo přídavkem B C ke zvýšení viskozity. BC také díky své porézní struktuře 
zabraňovala srážení kakaa na dně kelímku. Navíc si tuto vlastnost zachovala i při zahřívání, 
na rozdíl od xanthanu. Při jeho použití se velká část kakaa vy srážela na dně [43]. 

Zajímavá studie byla provedena i se zmrzlinou. B C byla použita místo jiných stabilizátorů. 
U stabilizátorů došlo k rozpuštění po 60 minutách, zatímco při použití B C zmrzlina 
i po 60 minutách stále držela svůj tvar [43]. 

Dalším využitím je náhrada masa. Pokud BC absorbuje roztok s hovězím extraktem, lze vzniklý 
materiál přidat například do párků nebo hamburgerů. Tím dojde ke snížení energetické hodnoty 
až o 25 %. Tento produkt poté splňuje klasifikaci pro nízkokalorické jídlo. Tato vlastnost BC 
je tedy spíše využita pro různé vegetariánské náhražky [43]. 

BC je také slibným materiálem pro enkapsulaci probiotik. K tomuto využití se nejlépe jeví 
kombinace BC s pektinem. Studie provedená s Lactobacillus acidophilus 016 ukázala, 
že enkapsulace do B C vedla ke zvýšení šance přežití až o 71,1 %, zatímco u B. coagulans až 
na 99,43 % [45] [46]. 

Nejde však jen o samotnou celulózu, ale i její producenti mohou nalézt využití. Například je 
zkoumána možnost využití K. xylinus jako probiotických bakterií. Nej používanějšími 
probiotiky v současné době jsou bakterie rodu Lactobacillus nebo Bifidobacterium, které 
se nacházejí v mnoha produktech jako jsou jogurty, zakysaná mléka apod. Každý kmen těchto 
bakterií má konkrétní účinky na zdraví hostitelského organismu. Z tohoto důvodu jsou 
v poslední době hledány další kmeny bakterií, které by měly vliv na prevenci před dalšími 
nemocemi. Některé studie ukazují, že čaj kombucha nebo tradiční jablečný ocet mohou být 
využity pro boj s cukrovkou nebo snižování váhy. Jednou z možností tohoto účinku je právě 
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přítomnost mikroorganismů včetně K. xylinus. Jeden z jeho kmenů se ukázal být vhodným 
kandidátem pro možné použití jako probiotikum [47]. 

Obalový materiál 

Jednou z možností využití bakteriální celulózy je použití jako obalový materiál. Je potvrzeno, 
že při jejím využití dojde k prodloužení výdržnosti a zvýšení bezpečnosti potraviny. Je však 
nutné BC modifikovat antimikrobiálními složkami, kyslík a ethylen zachytávajícími složkami 
a absorbenty vlhkosti. BC, která byla esterifikována hexanoylchloridem, vykazuje zvýšenou 
hydrofobicitu při zachování struktury nemodifikované BC. Při této modifikaci také došlo 
ke snížení permeability plynů (dusík, kyslík, oxid uhličitý) a vody [32] [48]. 

Bakteriální celulóza také byla použita spolu s kurkuminem pro zlepšení vlastností filmů 
z bramborových slupek. Tyto filmy byly připraveny namletím očištěných a usušených 
bramborových slupek a jejich rozpuštěním ve vodě s přídavkem 30 % glycerolu jako 
změkčovadla. Po přídavku B C a kurkuminu byla tato směs promíchána, odplyněna a vylita 
na Petriho misky pro vytvoření aktivního filmu. Kurkumin byl do této směsi přidán za účelem 
získání antioxidačních vlastností, zatímco přídavek B C vedl ke zlepšení mechanických 
vlastností, snížení propustnosti materiálu pro světlo, kyslík a vodní páru. Tyto filmy poté byly 
použity jako obaly pro vepřové maso. Bylo prokázáno, že tyto filmy brání oxidací lipidů v mase 
a prodlužují trvanlivost potravin, hlavně tedy potravin s vysokým obsahem tuku [49]. 

Další modifikací pro obalový materiál byla příprava vrstev BC obsahující kyselinu sorbovou. 
Tato kyselina byla využita i při přípravě obalového materiálu z polyvinylalkoholu s přídavkem 
namleté B C [32] [50]. 

Oděvní průmysl 

Většina v současnosti používaných vláken jsou syntetického původu a tedy nebiodegredabilní. 
BC byla již studována i s ohledem na využití v této oblasti. Bylo však nutné BC modifikovat 
změkčovadlem - polydimethylsiloxanem. BC pak byla umístěna do roztoku s barvivem, kde 
byla po určitou dobu ponechána. Firmou ScobyTec byly například vyrobeny i kabelky (na 
obrázku 10) nebo pouzdra na notebooky [51]. 
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Obrázek 10 - Kabelka z bakteriální celulózy [52] 

Elektronika 

Využití B C v této oblasti vede k lepší recyklovatelnosti a udržitelnosti. Pro vylepšení vodivosti 
byl použit redukovaný oxid grafenu. Také se touto modifikací zvýšila celková odolnost 
materiálu. Vodivost se pohybovala v rozmezí od 140 do 150 S.cm"1 při koncentraci RGO, což 
značí možnost tohoto využití například pro ohybnou elektroniku [53]. Dále bylo zjištěno, že 
BC po modifikaci křemičitanovými nanočásticemi a polyanilinem tvoří vodivé materiály, které 
jsou ohebné a lze je použít pro lithiové baterie [54]. Z bakteriální celulózy lze též vytvořit 
stabilní piezoelektrický materiál [55]. 

Biotechnologie 

Díky svým dobrým absorpčním vlastnostem a vysoké čistotě lze BC využít ve formě vloček 
jako nosiče enzymů. Bylo zjištěno, že dynamickou kultivací je možné připravit B C ve formě 
kuliček o rozměrech 0,5-1,5 mm, na které je možné imobilizovat enzymy. Takto vzniklé nosiče 
enzymů jsou odolné i při nízké teplotě a nízkém pH. Pro imobilizaci je však nutné nejprve 
využít síťovací činidlo, například glutaraldehyd pro imobilizaci glukoamylázy [56]. Toto 
využití B C je významné například při biokatalytických procesech. 

3D tisk 

Pro 3D tisk je bakteriální celulóza nejčastěji využívána v kombinaci s alginátem. Alginát vede 
ke zlepšení mechanických vlastností hydrogelu a zvyšuje tisknutelnost takovéto směsi. Pomocí 
gelové extruze BC oxidované pomocí 2,2,6,6-tetramethylpiperidinyl-l-oxylového radikálu 
(TEMPO), alginátu a nanočástic z minerálního kremičitanu byly připraveny skafoldy, na 
kterých bylo pozorováno uvolňování hovězího sérového albuminu in vitro. Vzorky připravené 
tímto způsobem jsou zobrazeny na obrázku 11 [57]. 
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Obrázek 11 - Vzorky připravené 3D tiskem; (a) válec, (b) nos, (c) ucho [57] 

Další metodou 3D tisku bakteriální celulózy je zakomponování BC produkujících bakterií 
do takzvaného živého inkoustu. Tento živý inkoust se skládá z kyseliny hyaluronové, 
karagenanu, pyrogenního oxidu křemičitého a buněk Acetobacter xylinum. Na 3D tiskárně je 
tedy vytvořen požadovaný tvar, na kterém je poté produkovaná BC. Výsledný produkt je pak 
možné použít například pro bioremediaci nebo medicínské aplikace [58]. 

Podobně byly připraveny i vzorky obsahující polytetrafluorethylenové mikročástice 
a celulózová nanovlákna. Na místech s vysokým obsahem kyslíku byl podpořen růst bakterie 
Acetobacter xylinum. Takto se podařilo vytvořit trubice, které by mohly sloužit jako náhradní 
cévy. Pro toto použití byly tyto trubice ještě stabilizovány kolagenem [59]. 

Další aplikace 

Díky vysoké porozitě bakteriální celulózy j i lze využít jako filtrační materiál. Modifikací BC 
grafenem nebo kovovými ionty lze zvýšit selektivitu této membrány na těžké kovy nebo 
organická barviva, což má velký význam při čištění vody [60]. 

2.4 Modifikace bakteriální celulózy 
Jde o její využití buď jako matrice nebo plniva. Stručný přehled modifikací z posledních let je 
zpracován v tabulce 3. Zatím byla B C využita spolu s anorganickými látkami, kdy došlo 
k zachování nejlepších vlastností B C a jejich kombinaci s anorganickými látkami. Vlastnosti, 
kterých bylo docíleno, se využívají při optických, magneticky senzitivních disků, zkapalnění 
toxického odpadu nebo flexibilního materiálu pro ukládání dat [29] [61] [62]. 

První využití v audiotechnice byly sluchátka od firmy Sony. Celulóza vyprodukovaná za tímto 
účelem je přibližně stejně pevná jako hliník, ale zároveň dostatečně lehká pro minimalizaci 
zkreslení zvuku [29]. 

BC byla také studována z hlediska možnosti modifikace pomocí kovových nanočástic, 
konkrétně mědi a niklu. Takto připravená BC ve formě aerogelu je schopna katalyzovat redukci 
nitrofenolu a nalézá tedy uplatnění v bioremediaci [63]. 

Bakteriální celulózu je též modifikovat pro získání antimikrobiální aktivity. Za tímto účelem 
byly využity nanočástice stříbra, aminoalkylace, modifikace chitosanem nebo modifikace 
oxidem grafenu a oxidem titaničitým. Tato modifikace by pak v případě nezávadnosti a stálosti 
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takto upravené BC mohla nalézt uplatnění například jako obalový materiál, případně krytí ran 
[64] [65] [66] [67]. 

Dále je zkoumána možnost využití biokompozitu BC s kopolymerem P(3HB/4HB). Tyto 
membrány byly následně použity pro absorpci léčivých látek nebo jako podpora pro růst 
kmenových buněk z mezenchymu nebo fibroblastů [68]. 

BC je též možno modifikovat za cílem jejího využití jako superabsorbentu. V současnosti není 
většina superabsorbentu vyráběna z obnovitelných nebo biodegreabilních zdrojů. Tyto látky se 
však vyskytují v široce používaných produktech jako pleny, ženských hygienických potřebách 
nebo produktech používaných při inkontinenci. Tyto superabsorbenty jsou však využívány 
i v zemědělství pro kontrolované uvolňování hnojiv. Proto je tu tlak právě na udržitelnost 
a biodegradabilitu. BC lze za tímto účelem modifikovat esterifikací hydroxylových skupin, což 
vede k lepší rozpustnosti ve vodě. Dalším krokem této modifikace je crosslinking, kdy se 
vytvoří 3D struktura. Jako crosslinking agenty se používají například kyselina citrónová 
v kombinaci s hydrogenfosforečnanem sodným. Posledním krokem je pak vysušení produktu. 
Sušení produktu je však důležitým krokem, jelikož sušení lyofilizací narušuje vytvořenou 3D 
strukturu. Z tohoto důvodu se pro tyto aplikace využívá superkritického oxidu uhličitého [69] 
[70] [71]. 

Tabulka 3 - Přehled modifikací bakteriální celulózy za posledních 5 let, převzato a upraveno [60] 

Modifikace Aplikace Zdroj 
Vystavení rotujícímu magnetickému Zvýšená schopnost zadržení vody [72] 
poli 
Ultrazvuk Snížení průměru vláken na polovinu [73] 
Aminoalkylace Vykazuje antimikrobiální aktivitu [64] 
Acetylace Zvýšená hydrofobicita [74] 
TEMPO oxidace na karboxyl Změna náboje povrchu a možnost 

vazby jiných látek 
[75] 

Kyselina hyaluronová Vyšší hydrofobicita [76] 
Chitosan Vykazuje antimikrobiální aktivitu [66] 
Alginát Vyšší růst chondrocytů [77] 
Hydroxyapatit Vyšší růst osteoblastů [78] 
Keratin Vyšší růst fibroblastů [79] 
Stříbrné nanočástice Vykazuje antimikrobiální aktivitu; 

SERS 
[65] 

Zlaté nanočástice SERS [80] 
Křemíkové nanočástice Vodivé materiály [54] 
F e 3 0 4 Vykazuje antimikrobiální aktivitu [81] 
Oxid grafenu Selektivní iontová membrána, nosič [67] 
Oxid grafenu/Ti02 Vykazuje antimikrobiální aktivitu [67] 
Léky Léčení zranění, nosič léků [35] [67] 
PHA/PHB Nosič léků, vyšší růst fibroblastů [68] 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Použité chemikálie, přístroje a mikroorganismy 
Chemikálie použité pro přípravu média 

Kvasničný extrakt - Himedia, Indie 
Pepton - Himedia, Indie 
D-glukosa monohydrát, Lach-Ner, s. r. o., Česká republika 
Uhličitan vápenatý srážený, čistý, Lach-Ner, s. r. o., Česká republika 
Síran horečnatý heptahydrát, p.a., Lach-Ner, s. r. o., Česká republika 
Hydrogenfosforečnan disodný dodekahydrát, Lach-Ner, s. r. o., Česká republika 
Kyselina citrónová, Lach-Ner, s. r. o., Česká republika 
Kyselina octová, Lach-Ner, s. r. o., Česká republika 
Octan sodný, Lach-Ner, s. r. o., Česká republika 
Glycerol, Lach-Ner, s. r. o., Česká republika 
Hydroxid sodný, mikroperle, Lach-Ner, s. r. o., Česká republika 

Laboratorní přístroje a pomůcky 
Třepačka, Orbital shaker - Incubator ES 20, Biosan 
Temperovaná třepačka, Unimax 1010 
Laminární box s U V lampou, Aura mini 
Elektronické váhy, Kern 440 
Analytické váhy, Pioneer 
Magnetická míchačka, Benchmark 
pH metr, pH Test 30, Thermo Scientific 
Papírové filtry, Buchnerova nálevka, laboratorní sklo 
Zavařovací sklenice 
Lahve Simax 

Mikroorganismus 
Komagateibacter xylinus, D S M 46604, Německá sbírka Liebnitz Institut DSMZ-German 
Collestion 

3.2 Kultivace mikroorganismu 
Příprava kryozkumavek 

Pro dlouhodobé uchovávání bakteriálního kmene byly připraveny kryozkumavky. 
Do zkumavky bylo nejdříve pipetováno 0,5 ml 30% glycerolu a následně byly kryozkumavky 
vy sterilovány. Po sterilaci byly ochlazeny na pokojovou teplotu a následně byl do každé 
kryozkumavky napipetován 1 ml bakteriální suspenze. Takto připravené kryozkumavky byly 
uchovávány při -80 °C v mrazícím boxu. 

Příprava inokula 

Startovní kultura byla připravována do 250 ml Erlenmeyerových baněk v množství 100 ml 
média a jedné kryozkumavky (2,5 ml) s kulturou. Po smíchání všech komponent (Tabulka 4) 
bylo nejprve médium vysterilováno a po ochlazení bylo zaočkováno z kryozkumavky. Startovní 
kultura byla následně kultivována na třepačce při 30 °C a 150 rpm po dobu 72 hodin a označena 
jako inokulum. 
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Tabulka 4 - Složení produkčního Hestrin-Schrammova média 

Chemikálie Hmotnost (g) 
Glukóza 20 
Pepton 5 
Kvasničný extrakt 5 
Kyselina citrónová 0,115 
N a 2 H P 0 4 . 1 2 H 2 0 0,27 
Destilovaná voda 1000 

Použité módy kultivace 

1. Statická kultivace: Tento typ kultivace probíhal ve 2 stupních. První stupeň spočíval 
v přípravě startovací kultury, tato fáze trvala 3 dny. Poté probíhala po dobu 14 dní samotná 
statická kultivace v produkčním médiu při teplotě 30 °C. Pro statickou kultivaci byly použity 
skleněné nádoby s různým objemem od 50 ml do 1000 ml za účelem vyhodnotit vliv poměru 
objemu nádoby a média na výtěžek bakteriální celulózy. 

Modifikace statické kultivace přídavkem oleje 

Byl proveden experiment, při kterém bylo cílem zjistit, zda přídavek oleje do produkčního 
média zvýší produkci bakteriální celulózy. Do produkčního média bylo přidáno 1 % řepkového 
oleje a byl pozorován jeho vliv na produkci. Kultivace probíhala při 30 °C po dobu 14 dní. 
Následovalo přečištění produktu ajeho zvážení. Dle dostupné literatury (Žywicka a spol., 2018) 
by přídavek oleje do média měl zvýšit produkci až o 500 %. Takto získaný vzorek by měl také 
vykazovat vyšší mechanickou odolnost a stupeň botnání než BC produkovaná standartním 
způsobem [82]. 

Modifikace produkce - Využití acetátového pujřu 

Další z ověřovaných možností zvýšení produkce bakteriální celulózy byla modifikace média 
pomocí acetátového pufru. Produkční médium použité pro kultivaci bylo obdobné jako 
v tabulce 4 s jednou změnou, a to sice výměnou vody za acetátový pufr o daném pH. Byl použit 
pufr o pH=4,8. Následně byla provedena 14denní kultivace při teplotě 30 °C 
a po jejím ukončení byl produkt byl vyčištěn a zvážen [83]. 

2. Dynamická kultivace: V případě sledovaní vlivu provzdušňovaní produkčního média 
na výslednou produkci BC byly použité lahve Simax s přívodem kyslíku pod hladinu média. 
V tomto případě se nejednalo o klasickou statickou kultivaci, protože vlivem provzdušňovaní 
docházelo také k jemnému míchaní média, šlo tedy o určitý typ dynamické kultivace. 

3. Fed-batch statická kultivace: Pro zvýšení výtěžků produkce bakteriální celulózy byla použita 
fed-batch kultivace, kdy se po 7denní kultivaci přidalo nové produkční médium. Tento postup 
byl opakován třikrát. Byly tak vytvořeny tři BC membrány v jedné láhvi. Postup byl aplikován 
podle Dubey et al. 2008 [84]. 
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4. Produkce 3D BC s modifikovanou mechanickou stabilitou 

Posledním typem produkce BC byla modifikace média přídavkem emulgačního činidla 3 hm.% 
Cremodan Super M B a 2 hm.% Xanthanem [85]. Médium bylo po sterilaci napěněno 
a zaočkováno 10 obj.% inokula. Kultivace pak byla prováděna při 30 °C po dobu 14 dní. 

Další způsob přípravy 3D vzorků spočíval v přidání 20 % inokula do média. Takto byly vzorky 
kultivovány 7 dní a následně bylo přidáno 20 ml čerstvého média s obsahem poly viny lalkoholu. 
Tato kultivace také probíhala při 30 °C. 

Posledním způsobem přípravy 3D vzorků byl přídavek CaCCb do kultivačního média 
v kombinaci s 20% inokulací. Takto upravené médium bylo poté umístěno na třepačku 
na 150ot/min při 30 °C. Tímto pohybem média docházelo k rozptylu částic CaCCb v jeho 
objemu. BC potom během růstu obalovala tyto částice. 

5. Vliv poměru povrchu média ku objemu média na celkový výtěžek produkci bakteriální  
celulózy 

Byla provedena série kultivací v různých nádobách - malá (200 ml), střední (450 ml) a velká 
(650 ml) zavařovací sklenice, kádinka o objemu 100 ml a Erlenmayerova baňka o objemu 
250 ml s různým objemem kultivačního média. Následně byl spočítán povrch média v nádobě 
dle vzorce: 

S = n • r2 [cm2], (1) 

kde S je povrch média (cm2) a r je poloměr nádoby (cm). 

Objem nádoby a objem média byl stanoven odměrným válcem. Poměr povrchu ku objemu 
média byl spočten dle vzorce: 

Poměr = ^ [ cm - 1 ] , (2) 

kde S je povrch média (cm2) a V je objem média (cm3). 

Produkční křivka 

Byla provedena série kultivací, která měla za účel stanovit produkční křivku použitého 
mikroorganismu. Produkční médium bylo zaočkováno 10 % inokula a ve dvoudenních 
intervalech byla kultivace přerušena. Odběry byly provedeny po 4, 7, 9, 11 a 14 dnech. Takto 
získaný produkt byl poté vyčištěn, vysušen lyofilizací a zvážen. 

Absorpční kapacita 

Z vysušeného plátu bakteriální celulózy byl vystřihnut čtverec o straně 1 cm, který byl zvážen. 
Tento vzorek byl poté umístěn do vodní lázně na dobu 7 dní. Poté byl vzorek vyjmut a následně 
zvážen [66]. Výpočet pro zadržování vody na hmotnost BC je následující: 

Absorpční kapacita = ( m " ^ ^ B c - m s l t ^ ě B C ) _ 1 Q Q % [ 0 / ^ ( 3 ) 

msuché BC 
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Čištění bakteriální celulózy 

Čištění bakteriální celulózy probíhalo v několika krocích. Nej drive byla bakteriální celulóza 
louhována 15 minut v ethanolu. Poté byla čištěna 15 minut v horké vodě a následně byla 
přečištěna v horkém roztoku 0,1M NaOH po dobu 20 minut. Posledním krokem bylo promytí 
destilovanou vodu do neutrálního pH. 

Morfologické vlastnosti BC 

Morfologie byla stanovena rastrovacím elektronovým mikroskopem při použití vzdálenosti 6-
7 mm a při 3 kV. Jako detektor byl použit SE detektor (MAIA3, Tescan). Z morfologie j e možné 
pozorovat rozdílnou strukturu v závislosti na použité metodě přípravy. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSE 
4.1 Vliv přídavku oleje do média 
Mezi nej efektivnější média pro produkci B C patří Hestrin-Schrammovo (HS) médium. Jedním 
z důležitých faktorů pro kultivaci K. xylinusje přístup kyslíku. Předpokladem bylo, že přídavek 
oleje zvýší dostupnost kyslíku v médiu a tím pádem dojde ke zvýšení produkci BC. 
Na obrázku 12 je srovnání produkce B C v HS médiu ave stejném médiu s přídavkem 1 % oleje. 

Ze získaných dat vyplývá, že kultivace na médiu s olejem má pomalejší nástup produkce, kdy 
si bakterie zvykají na nové prostředí (lag fáze). Také můžeme vidět, že oba způsoby kultivace 
dosáhly stejné hodnoty po přibližně 11 dnech. Zatímco však štandartní kultivace začala 
zpomalovat, kultivace s olejem pokračovala o něco vyšší rychlostí. Předpoklad, že dojde 
ke zvýšení produkce BC, byl tedy potvrzen. Tyto výsledky jsou v souladu s prací Zywické 
a spol. (2018) [82], kteří dosáhli zvýšení produkce B C až o 500 % při 7denní produkci v 1 litru 
HS média v 31 láhvi. Tato jejich vysoká produkce též mohla být ovlivněná použitím větších 
nádob a poměru média k objemu nádoby 1:3. Dalším rozdílem oproti této studii je použití jiného 
kmene bakterie Komagateibacter xylinus DSM 46602. 

2 4 6 8 10 12 14 16 

Čas (den) 

Obrázek 12 - Srovnání produkce BC ve 100 mlHS médiu a ve 100 mlHS média s přídavkem 1 % 
oleje 

4.2 Zvýšení produkce bakteriální celulózy 
4.2.1 Vliv poměru povrchu ku objemu nádoby 
Za účelem zkoumání vlivu poměru mezi plochou a objemem média byly v této práci použity 
poměry 0,23; 0,28; 0,35; 0,38; 0,57 a 0,68 cm"1. Předpokladem bylo, že se vzrůstajícím 
povrchem bude stoupat i produkce BC. Mělo se tak dít z důvodu lepšího přístupu ke kyslíku 
nad hladinou média. Experimenty bylo zjištěno, že však může docházet k opačnému efektu. 
Z výsledků statických kultivací bylo zjištěno, že z použitých poměrů byl nejvýnosnější poměr 
0,347 cm"1, konkrétně pak bylo získáno 0,459 g BC/1. Tento poměr odpovídá kultivaci v 50 ml 
média ve 100 ml kádince. Druhým nejvýtěžnějším poměrem byl poměr, který odpovídal 
kultivaci ve 100 ml média v Erlenmayerově baňce o objemu 250 ml (Tabulka 5, Obrázek 13). 
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Zajímavé srovnání z hlediska výsledků poskytuje srovnání malé zavařovací sklenice o objemu 
200 ml a 100mi kádinky. Při použití 50 ml kultivačního média jsou mezi těmito nádobami 
rozdíly, a to v poměrech objemu média ku objemu nádoby a poměru povrchu média ku jeho 
objemu. Ve výtěžcích těchto kultivací je však podstatný rozdíl. Zatímco v kádince bylo 
vyprodukováno 0,459 g BC/1, v malé zavařovací sklenici to bylo 0,261 g BC/1. Ne vždy je tedy 
vhodnej ší kombinace většího poměru S/V a V / V . 

Povrch média hraje roli hlavně z hlediska dostupnosti kyslíku. Velký povrch média vede k vyšší 
dostupnosti kyslíku a tím i ke zvýšení produkce BC. Celkový objem nádoby hraje také roli 
v dostupnosti kyslíku. Proto je tedy pro kultivaci BC při použití určitého objemu média 
výhodnější používat nádoby s velkým povrchem a vyššími stěnami, tedy i větším objemem. 
Pokud by však byla použita nádoba s příliš malým objemem média mohlo by dojít k jeho 
vyschnutí. Z tohoto důvodu je tedy nutné vybírat vhodné nádoby pro kultivaci tak, že se 
zahrnou všechny faktory j ako j e obj em nádoby, obj em média a velikost povrchu nádoby. 

Tabulka 5 - Srovnání poměrů S,JVm a VVVr„ použitých kultivačních nádob 

Poměry 
Povrch 
(cm2) 

Objem média 
(cm3) 

Objem nádoby 
(cm3) 

Poměr S/V 
(cm1) 

Poměr 
v,fyvn 

Výtěžek 
(g/L) 

Malá sklenice 28,28 50 200 0,57 i 4 0,261 
Střední sklenice 38,49 100 450 0,38 i 4,5 0,130 
Velká sklenice 27,93 100 650 0,68 i 6,5 0,374 

Kádinka lOOml 
17,35 50 100 0,35 i 2 0,459 

Kádinka lOOml 75 100 0,23 i 1,3 0,346 
Erlenmayerova 
baňka 250 ml 

56,75 100 250 0,57 i 2,5 0,421 Erlenmayerova 
baňka 250 ml 150 250 0,38 i 1,6 0,194 
Erlenmayerova 
baňka 250 ml 

200 250 0,28 i 1,25 0,255 
0,60 

0,231 0,284 0,347 0,378 0,385 0,565 0,567 0,679 
Poměr S/V (cm1) 

Obrázek 13 - Závislost výtěžku BC na poměru povrchu ku objemu použitého média 
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4.2.2 Vliv aerace 
Bakteriální celulóza je produkována na rozhraní vzduch-kapalina. Při statické kultivaci je však 
velikost tohoto rozhraní značně omezena, vzhledem k nevyužitému objemu média v nádobě. 
Jasným řešením by bylo využití mělčích nádob, kdy médium zaujme co nej větší povrch. Toto 
řešení však sebou nese komplikace, které spočívají v možností vyschnutí mělké nádoby. 

Dalším řešením je tedy aerace média vnějším zdrojem. I zde však hrozí nebezpečí vyschnutí 
média, obzvláště pak při vysokém průtoku vzduchu nebo také při umístění přívodu vzduchu 
nad hladinu média v kombinaci s výdechovým otvorem, který je nutností. Z tohoto důvodu se 
jako nejlepší možné řešení jeví umístění přívodu pod hladinu média. 

Toto uspořádání bylo využito i v této práci. Přívodní hadice vzduchu byla umístěna pod hladinu 
média a průtok byl regulován na co nejmenší hodnoty. Při vyšších hodnotách by docházelo 
k míšení média. Produktem takové kultivace by nebyl plát BC, ale jednotlivé pelikuly. 

Jak je vidět na obrázku 14, při aeraci vnějším zdrojem došlo ke zvýšení produkce v průměru 
o 234,5 % oproti statické kultivaci na HS médiu. Z hlediska výtěžků došlo ke zvýšení 
z 0,4208 g BC/1 na 0,9867 g BC/1. Při této kultivaci vrstva BC také sílila nerovnoměrně, síla 
vrstvy se nejvíce zvětšila v místě přívodu vzduchu, zatímco se vzrůstající vzdáleností od ní 
klesala. Toto bylo při dalších kultivacích částečně eliminováno použitím přívodní hadice 
s otvory, které propouštěly malé množství vzduchu v různých místech média. Získaný produkt 
je zobrazen na obrázku 15. 

1,4 

1,2 

HS Olej Pufr Olej+pufr Aerace PVA CaC03 

Obrázek 14 - Porovnání výtěžnosti kultivace BC dle způsobu kultivace 
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Obrázek 15 - Aerovaná kultivace 

4.2.3 Srovnání kultivace na produkčním médiu, acetátovém pufru a s přídavkem oleje 
Cílem tohoto pokusu bylo zjistit, zda a případně do jaké míry se liší výtěžky kultivace BC 
za různých podmínek. Byl proveden srovnatelný počet jednotlivých způsobů kultivace 
za využití kultivačního média, které je uvedeno v tabulce 4. Po kultivaci byly získané vzorky 
vyčištěny stejným způsobem jako v kapitole 3.2. Vzorky byly následně lyofilizovány a zváženy 
(Obrázek 14). Vyčištěné vzorky B C připravené dle srovnávaných způsobů kultivace jsou 
zobrazeny na obrázku 16. Vzorky získané z kultivace na HS médiu byly využity jako kontrolní 
a štandartní vzorky. 

Recentní literatura (Žywicka a spol., 2018) udává, že by přídavek oleje do média měl zvýšit 
produkci až o 500 %. Takto získaný vzorek by měl také vykazovat vyšší mechanickou odolnost 
a stupeň botnání než B C produkovaná standartním způsobem. Jak je vidět na grafech s výtěžky 
(Obrázek 14), vzorky připravené v této práci dosáhly zvýšení produkce o 19,4 % a rozdíl 
v absorpční kapacitě je diskutován v dané kapitole 4.4. U vzorků připravených touto cestou se 
však ukázal olej jako problém. Vzhledem k tomu, že olej při kultivaci zůstával na povrchu 
média, vznikly v připravovaných vzorcích otvory, které jsou vidět například na obrázku 16. 
Dosažené zvýšení produkce BC tímto způsobem však umožňuje využití této metody, obzvlášť 
pokud si uvědomíme, že v současné době se B C využívá hlavně v nanotechnologii. Není tedy 
mutné mít pláty BC nepoškozené, protože v případě tohoto využití často následují kroky 
zpracování, které zahrnují její hydrolýzu [86]. 

Kuo a spol. uvádějí, že pro produkci BC lze využít i acetátový pufr o pH=4,8. Využití tohoto 
pufru umožňuje udržení optimálního pH po delší dobu kultivace, tento pufr schopen po nějakou 
dobu bránit poklesu pH, který je způsoben tvorbou vedlejších produktů, hlavně kyseliny 
glukonové. V práci Kua a spol. se podařilo zvýšit produkci BC až na 7,23 g/l, což představuje 
znatelný rozdíl oproti kultivaci na HS médiu (1,23 g BC/1) [83]. 
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Při pokusech v této diplomové práci bylo při tomto typu kultivace dosaženo zvýšení produkce 
BC o 4,6 %, jak je patrné na obrázku 14. Z hlediska výtěžků došlo ke zvýšení z 0,4208 g BC/1 
na 0,4401 g BC/1. Tento rozdíl je však zanedbatelný. Nepodařilo se tak dosáhnout výrazných 
rozdílů ve výtěžnosti jako ve studii Kua a spol. Rozdíl mohl být způsoben hlavně využitím 
jiných kultivačních nádob, kdy Kuo a spol. tuto teorii ověřovali za použití 3 ml média 
ve skleněných zkumavkách, a také využití rozdílného média, kdy Kuo a spol. využili Y P D 
médium. Posledním rozdílem bylo také použití jiné bakteriální kultury [83]. 

Obrázek 16 - Srovnání produktů kultivace BC dle způsobu kultivace; acetátový pufr nahoře, olej vlevo 
dole, HS médium vpravo dole 

4.2.4 Fed-batch kultivace 
Dubey a spol. 2008 stanovil rozestupy mezi přídavky na 4 dny. V těchto rozestupech bylo 
přidáváno 5 ml média. Jejich předpokladem bylo, že pokud jsou bakterie aktivní na rozhraní 
médium-vzduch, tak přídavkem dalšího média na toto rozhraní bakterie začnou utilizovat 
přidané médium pro svůj růst a produkci BC. Tím dojde k vytvoření několika vrstev BC 
nad sebou a ve srovnání se statickou kultivací bude získáno vyšší množství BC. Tyto 
experimenty vedly ke zvýšení produkce B C z 6,3 g/l na 38 g/l [84]. 

Díky poznatkům z kapitoly 3.1 bylo určeno, že ideální dobou k přidání substrátu pro kultivaci 
je 11 dní. Byl tedy proveden pokus dle protokolu Dubey a spol., jen s jinými rozestupy 
přídavku kultury. Tento experiment vedl ke zvýšení produkce B C až na 0,5144 g/l. 
V porovnání se statickou kultivací, která dosáhla výtěžnosti pouze 0,4208 g BC/1 jde o zvýšení 
produkce o 22,2 %. Tento způsob kultivace je zobrazen na obrázku 17. Tak výrazného rozdílu 
jako ve studii Dubey ho a spol. nebylo dosaženo z důvodu využití různých médií a kmenů 
Komagateibacter. 
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Obrázek 17' - Produkt fedbatch kultivace, šipky zvýrazňují jednotlivé pláty 

4.2.5 Kombinace všech poznatků 
Všechny tyto uvedené experimenty byly provedeny s cílem vytvoření ideální kombinace 
pro produkci BC. Protože všechny dříve zmíněné postupy vedly ke zvýšení produkce, byl 
následně proveden experiment, při kterém došlo ke kombinaci všech těchto postupů produkce. 

Bylo tedy použito médium jako v tabulce 4, ale voda byla nahrazena acetátovým pufrem 
a do média bylo přidáno 1 % řepkového oleje. Výsledek kultivace je zobrazen na obrázku 14. 
Tato kombinace měla vést ke zvýšení produkce, bohužel však při experimentech došlo ke 
snížení produkce na 0,1620 g BC/1 z 0,4208 g BC/1. 

4.3 Produkce 3D vzorků z bakteriální celulózy 
3D vzorky bakteriální celulózy byly v této práci připravovány několika způsoby. 

První způsob využíval zaočkovaní produkčního media dvojnásobným množstvím inokula 
(20% místo 10%) s přídavkem uhličitanu vápenatého. Nejprve byla připravena startovací 
kultura, z které bylo získáno 3denní inokulum, které bylo využito k zaočkovaní dalších kultur. 
Zbylé inokulum bylo doplněno dalšími 100 ml čerstvého inokulačního média. Takto získané 
médium bylo kultivováno při 30 °C a 150 otáčkách za minutu. Inokulum tak bylo částečně 
aerováno a zároveň v něm docházelo k rozptylu částic CaCCb. Aplikací tohoto postupu došlo 
k vytvoření 3D vzorku BC. Takto připravené vzorky měly po vyčištění hmotnost 1,1563 g/l. 
Struktura těchto vzorků zjištěná pomocí SEM je pak zobrazena v kapitole 4.5 na obrázku 22b. 

Druhý způsob přípravy 3D vzorků spočíval v kultivaci bakterie K. xylinus v napěněném 
produkčním mediu. Tento postup pak opět využívá aerace média, kdy médium s přídavkem 
Cremodanu a xanthanu vytvoří pěnu. Cremodan je povrchově aktivní látka, která se štandartne 
používá ke stabilizaci zmrzlin a skládá se z nasycených mastných kyselin. Xanthan slouží jako 
zahušťovadlo a slouží i k zpomalení oddělení vody z pěny. Jedná se o přírodní větvený 
polysacharid produkovaný kmenem Xantomonas campestris [85] [87]. 
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Díky vytvořené pěně bakterie přichází do styku se zakomponovanými bublinami vzduchu 
v celém obj emu média, mohou tedy produkovat B C v kterémkoli místě média, nej en na hladině. 
Produkce BC v celém objemu pěny vede k jej i stabilizaci. Použitý kmen K. xylinus však 
vykazuje pomalou produkci v prvních dnech kultivace, což v tomto případě vede 
k nedostatečné stabilizaci pěny, jak je vidět na obrázku 18. 

Nepodařilo se tedy dosáhnout výsledků jako Ruhsovi a spol., kteří však ve své studii použili 
jiný druh bakterie produkující BC, konkrétně pak Gluconacetobacter xylinus ATCC-700178 
[85]. 

Obrázek 18 - Ukončená produkce 3D BC v napěněném médiu po 14 dnech 

Dalším způsobem produkce 3D vzorků bylo použití metody fed-batch v kombinaci s 20% 
inokulací, kdy do kultivačního média bylo po týdnu přidáno 20 ml čerstvého média. 
V přidávaném médiu byl též rozpuštěn polyvinylalkohol, který vedl ke stabilizaci vzniklého 3D 
produktu, který je zobrazen na obrázku 20. Takto připravené vzorky měly hmotnost 
po lyofilizaci 0,2857 g/l. 

Na obrázku 19 je možné vidět srovnání vzorku statické produkce s tloušťkou 80 um a vzorku 
bakteriální celulózy vyprodukované metodou fed-batch za přítomnosti polyvinylalkoholu 
s tloušťkou 2 cm. Dosažené výsledky představují významný posun v produkci BC, jelikož se 
běžně statickou kultivací daří připravit pláty bakteriální celulózy o tloušťce kolem 100-300 um. 

30 



a) b) 

Obrázek 19 - Srovnání statické kultivace (a) na HS médiu a (b) fedbatch kultivace 3D vzorku 
s polyvinylalkoholem 

Obrázek 20 - Výsledek fedbatch produkce 3D vzorku v médiu s přídavkem polyvinylalkoholu 

4.4 Absorpční schopnost bakteriální celulózy 
Absorpční schopnost BC byla zjišťována u části vzorků z každého způsobu produkce. 
Ze vzorků bakteriální celulózy byl vystřihnut čtverec o hraně 1 cm, který byl zvážen a ponořen 
do roztoku na 7 dnů. Po uplynutí této doby byl analyzovaný čtverec vyjmut a znovu zvážen. 
Naměřené výsledky shrnuje tabulka 6. 

Vzorky připravené štandartní kultivací v HS médiu vykazovali schopnost zadržet 1445 % své 
hmotnosti ve vodě a 742 % v ethanolu. Vzorky, které byly připravovány v acetátovém pufru 
vykazovali zadržování 2525 % své hmotnosti ve vodě a 1082 % v ethanolu. Co se týče vzorků 
připravených v médiu s olejem, ty vykazovali schopnost zadržet 1288 % své hmotnosti ve vodě 
a 495 % v ethanolu. Nej lepší schopnost rehydratace tedy jasně vykazují vzorky připravené 
v acetátovém pufru, jak je vidět na grafu na obrázku 21. 
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Pokud však srovnáme hmotnosti vzorků po vyčištění a osušení buničinou s hmotností vzorků 
po vysušení, jsou získané hodnoty ještě výraznější. Rozdíl mezi vzorky získanými štandartní 
kultivací jsou 6970 % a pro kultivaci s olejem 5543 %. 

Tato schopnost absorpce velkého množství kapaliny nalézá uplatnění při využití BC jako nosiče 
léků nebo v kosmetice na výrobu hydratačních masek. 

Tabulka 6 - Absorpční schopnost BC; HS - kultivace na HS médiu; AP - na acetátovém pufru; O 
s přídavkem oleje 

Ethanol mpřcd (g) mp o (g) Kapacita (%) Voda mpřcd (g) mp o (g) 
Absorpční 
kapacita (%) 

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 5543,43 
HS8 2,6762 0,0435 6052,18 

API 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 
O l 0,0048 0,0276 475,00 04 0,0027 0,0385 1325,93 
02 0,0048 0,032 566,67 05 0,0025 0,0347 1288,00 
03 0,0018 0,0098 444,44 06 0,0022 0,0364 1554,55 

07 4,0786 0,0724 5533,43 
08 2,6887 0,0493 5353,76 
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Obrázek 21 - Absorpční kapacita vzorků připravených různým způsobem; HS médium, AP - acetátový 
pufr a O s přídavkem oleje 
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4.5 Analýza pomocí elektronové mikroskopie 
Analýza pomocí elektronové mikroskopie je nezbytnou součástí při zkoumání výsledné 
struktury BC. Ve své práci jsem použil metodu elektronové mikroskopie pro určení strukturních 
rozdílů mezi vzorky, které byly připraveny rozdílnými postupy, jak je popsáno v kapitole 3.2. 

Co se týče srovnání statické kultivace s využitím HS média, pufrovaného média a média 
s přídavkem oleje, nebyly pozorovány velké rozdíly mezi jednotlivými vzorky. Všechny vzorky 
vykazovaly vláknitou strukturu podobnou netkané textilii. Tato struktura je zobrazena 
na obrázku 22a. 

Nej zajímavější z tohoto hlediska bylo srovnání připravených 3D vzorků. Na výsledných 
obrázcích ze SEM byly znatelné rozdíly mezi jednotlivými vzorky. Vzorky, které byly 
připraveny na médiu s CaCCb, byly částice této chemikálie rozeznatelné v celé struktuře, jak je 
vidět na obrázku 22b. Tyto částice však znemožnily určení velikosti pórů ve vzorku. 

Vzorky, které byly stabilizovány přídavkem polyvinylalkoholu, vykazovaly ve srovnání se 
vzorky připravenými inokulací s fed-batchovaným médiem vyšší výskyt menších pórů. 
Na S E M snímku, který je na obrázku 23, jsou též vidět částice P V A . Pórovitost 3D vzorku 
s přídavkem P V A je zobrazena na obrázku 23d. Distribuce pórů je vyhodnocena na obrázku 25. 
Analyzovaný vzorek s P V A vykazoval průměrnou velikost pórů 0,25 um, medián byl stanoven 
na 0,22 um. 

Co se týče vzorku připraveného inokulací byla velikost pórů 0,70 um a medián 0,63 um. 
Distribuce těchto póruje zobrazena na obrázku 24f a jejich histogram na obrázku 26. 

Pórovitost je z hlediska možností využití BC významná hlavně pro transport léčiv. Větší póry 
umožňují zabudování větších struktur složitějších látek. Menší póry by pak mohly být 
významné pro využití v oblasti filtrace, v případě modifikací pak také budou menší póry 
vykazovat větší specifický povrch pro případné další reakce. 
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Obrázek 25 - Rozložení velikosti pórů ve 3D vzorku připraveného s přídavkem polyvinylalkoholu 
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Obrázek 26 - Rozložení velikosti pórů ve 3D vzorku připraveného 20% inokulací 
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5 ZÁVĚR 
Bakteriální celulóza je v současné době díky široké škále modifikací perspektivním materiálem 
se širokým využitím. Hlavním omezením je však nízká produkce B C jednotlivými kmeny a 
základními metodami. Tato diplomová práce byla cílená právě na zvýšení produkce a možnost 
produkce 3D vzorků bakteriální celulózy. 

Zvýšení produkce bylo dosaženo hned několika způsoby. Prvním způsobem byla kultivace 
s využitím acetátového pufru. Tato metoda přinesla zvýšení o 4,6 %. Druhou metodou byl 
přídavek 1 % oleje na povrch média, který zvýšil produkci o 19,4 %. Další metodou bylo využití 
aerace média. Aktivní aerace vnějším zdrojem vedla ke zvýšení o 234,5 %. Byl také zkoumán 
způsob kultivace ze statické vsádkové na statickou fed-batch kultivaci. Tento krok vedl 
ke zvýšení produkce o 22,2 %. 

Všechny zmíněné způsoby poté byly kombinovány pro co nejvyšší produkci BC. Produkcí BC 
v acetátovém pufru o pH=4,8 s přídavkem oleje bohužel nebylo dosaženo zvýšení produkce, 
naopak došlo kjejímu snížení. Další zvýšení této produkce je stále možné, jde například 
0 využití jiného sacharidického zdroje jako jsou potravinářské odpady. Tím by došlo 
1 ke snížení ceny produkce BC a zvýší se její konkurenceschopnost k dalším materiálům. 

Další část této práce se poté věnovala produkci 3D vzorků bakteriální celulózy. Opakovaně 
bylo připraveno několik 3D vzorků se stálými vlastnostmi. Bohužel zvolený kmen K. xylinus 
za zvolených podmínek neměl dostatečnou rychlost růstu pro zpevnění zpěněného média. 
Opakovaně však byly úspěšně připraveny vzorky s využitím fed-batch kultivace v kombinaci 
s přídavkem P V A do média. Vzorky připravené s CaC03 naopak měly při čištění tendenci jej 
uvolňovat, což vedlo k postupné ztrátě pevnosti a tvaru. Byly však také připraveny vzorky 3D 
gelů B C o výšce několika centimetrů, které se doposud nepodařilo připravit. 

Připravené vzorky byly následně analyzovány z hlediska schopnosti absorbovat vodu. Tato 
schopnost má největší uplatnění v medicíně. Nej lepší schopnost v tomto ohledu vykazovaly 
vzorky připravené metodou modifikace média pomocí acetátového pufru, kdy vzorky 
absorbovaly 2525 % své hmotnosti. Ostatní vzorky byly stále schopny zadržovat stonásobky 
své hmotnosti. Vzorky připravené v médiu přídavkem oleje zadržovaly 1228 % a vzorky 
připravené kultivací v klasickém Hestrin-Schrammově médiu byly schopny absorbovat 1445 % 
své hmotnosti. Tyto výsledky tedy ukazují jasné možnosti uplatnění bakteriální celulózy 
v medicíně jako nosič léků. 

Tato práce přinesla zajímavé výsledky, hlavně co se týče produkce 3D vzorků. V této práci byly 
připraveny 3D vzorky o různé pórovitosti, tedy i s různým využitím jako například nosiče léků 
nebo jako filtračního materiálu. Tyto vzorky také vykazují výšku až 2 cm, což je výrazný posun 
oproti statické kultivaci, kdy tato výška dosahuje přibližně 100-300 um. Do budoucna je 
u těchto vzorků jistě potřeba stanovit reologické a mechanické vlastnosti. Tyto vzorky by pak 
mohly nalézt využití právě pro transport léků nebo imobilizaci enzymů. 

Výsledky této práce tedy ukazují, že bakteriální celulóza je zajímavým materiálem a její další 
výzkum rozhodně má budoucnost. Pokud se její cena bude snižovat, což souvisí i se 
zvyšováním její produkce, její dostupnost bude nadále vzrůstat a její využití je opravdu široké. 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
U V ultrafialový 

BC bakteriální celulóza 

B C - H A kompozit bakteriální celulózy a hydroxyapatitu 

P(3HB/4HB) Poly(3-hydroxybutyrát-ko-4-hydroxybutyrát) 

TEMPO 2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyloxylový radikál 

RGO redukovaný oxid grafenu 

SERS Surface-enhance Raman spectroscopy 

P V A polyvinylalkohol 

HS Hestrin-Schrammovo médium 

AP acetátový pufr 


