Moznosti mikrobialni degradace a vyuziti odpad
z potravinarskych vyrob

Prospects of microbial degradation and waste
utilization from food processing industry



ABSTRAKT

Tato prace se zabyva problematikou mikrobialnichgradaci odpadnich matefial
potravindského pimyslu. Problematika je orientovana na produkci medbgicky
vyznamnych enzyin produkovanych mikroorganismy, které jsou schopranyd odpad
vyuZzivat jako zdroj uhliku.

Prvni cast dizertani prace, zabyvajici se produkci polygalakturomg$a vypracovana v
ramci studijnich pobyit na Chemickém Uustavu SAV, o#dni Glykomiky v Bratislas.
Pouzitym odpadem a s&asré zdrojem uhliku protirst mikroorganism a produkci enzyin
byly hroznové vylisky z vinistvi. Na tomto odpadnim materidlu byla testovaradpkce
pektolytickych enzym. Na zaklad screeningu byl vybran mikrobialni kmen s nejvyssi
produkci polygalakturonasové aktivity. Produkovaeézymy byly nejprve izolovany
extraknimi metodami, purifikovany a nasletproteomicky identifikovany.

V dalSi ¢ésti dizertani prace byla pozornost zé&fena na lipasy &isteni odpadnich vod
s obsahem lipiil Davodem byla spoluprace s firmou zabyvajici se kaomsir odlwovati
tuki. Prednetem této c¢asti bylo studium vlastnosti dodaného koénéno pipravku,
prostudovani podminek mikrobialni produkce lipadentifikace mikroflory pitomné
v komegnim pipravku a testovani mikrobidlnich kmierpro vyvoj nového fipravku.
Testovani mikrobialnich kménprokehlo za @elem realizace napadu firmy vyvinout novy
piipravek do odltovate tuki.

Kli ¢éova slova:pektolytické enzymy, hroznové vylisky, lipolyticlkezymy, odpadni vody
ABSTRACT

This work deals with the problem of microbial dedaaon of the waste materials from
food industry. This work is focused on the prodoectof technological significant enzymes
producing by microorganisms, which were able totheewaste as a sole carbon source.

In the first part of this work, the attention wascdised on the production of pectolytic
enzymes. This part was made within study intershipsSlovak Academy of Sciences,
department of Glycomics in Bratislava. The grapenpoe as the waste form winegrowing
was used as a sole carbon source for microbial thraamd enzymes production. The
production of pectolytic enzymes was tested onwaste. After screening the most suitable
microorganisms was chosen with the highest prodoctf polygalacturonase activity.
Produced enzymes were isolated by extraction tgaesi purified and then identified
proteomically.

The aim of the second part of this work was thetevagter treatment containing lipids and
lipolytic enzymes. The reason was the cooperatidh the company constructing grease
traps. The characterization of supplied commenmiaparations was the subject of this work
and the other reason was the characterization odittons for lipases secreting by
microorganisms, identification of microorganismegent in the commercial preparation and
testing of new microbial cultures for the developtm&@mew preparation for the grease traps.

Keywords: pectolytic enzymes, grape pomace, lipolytic enzgmeaste water
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UvoD

Odpadni materialy potraviigkého pimyslu gedstavuji zatZ pro zivotni prosedi, a
proto je snaha o jejich ekologickou likvidaci vetikypiinosem.

Vinarské oblast Morava zahrnuje asi 96 % ploch regisimgeh vinic vCeské republice,
piicemz celkova rozloha vinohragiedstavuje 18 500 hektafonline Vina z Moravy, Vina
zCech '. zakon 321/2004 Sb., o vinohradnictvi a ¥stai a navazujici pravniigdpisy
(vyhlaSka 323/2004 Sb.) stanovuje povinnosti vytmbctykajici se odstrami vedlejSich
produkfi vznikajicich pi zpracovani nebo vyrébh spol€né s vedenim fislusné evidence v
evidertni knize. Jednim z vedlejSich prodiukisou i matoliny. Jedna se oiolbgicky
rozlozitelny odpad, ktery se trading likviduje zaoravanim na vinicictzémanek a kol

DalSim nemalym problémem jsoutizeni spoléného stravovani, ktera musi zabeipe
precisténi odpadnich vod, pro odstram tuka tak, aby splovaly poZzadavky kanalizaiho
fAdu a emisnich limit Tento proces probiha vitzenich pod nazvem lagmtuki, pricemz
pro urychleniisticiho procesu se aplikujfipravky s biologickou aktivitou.

Mikroorganismy obech disponuji Sirokym enzymovym vybavenim, maji schaino
produkovat celou Skallenzymi degradujici organicky material, jako jsou tuky, j@le
celulosa, xylan, pektin, proteiny, Skrob a dal&iodRkuji gedevsSim hydrolytické enzymy
podilejici se na degradaci polymena mensSi molekuly, které mohou byt dale vyuzity
bunkami a zélenény do dalSich biochemickych reakci. Hydrolytickeymy maji obrovsky
potencial pro vyuZiti v mnoha {myslovych aplikacich. Enzyim uskut€nujicich tyto
reakce, je vyuzivano ifedevSim v potravifatvi, papirenském pmyslu, pamyslu
detergent, pii odstraiovani toxickych odpada oleji. Tyto enzymy mohou byt produkovany
raznymi mikroorganismy v zavislosti na podminkach tikalce. Pamyslow se ¢innosti
mikroorganisni vyuziva nejen v tradnim kvasném nebo mlékarenskéntrpyslu, ale i v
dalSich od¥wtvich. Piimyslow pripravené enzymy mikrobialnihaipodu nachazeji stale SirSi
uplatreéni. Kromé téchto enzyni se jeSt pouZzivaji celé mikrobni kiky, pomoci nichz se
uskutenuji specifické reakce napoxidace steroidnich latekiipvyrob¢ Iéka. Mikrobialni
enzymové reakce probihagtginou Uzce specificky, nevyZaduji vysoké tepotytkakiy, ¢imz
se shizuji néklady na provozniizeni a energii(odrazka a kol. 1998.

Prikladem likvidace odpad mohou byt §zné mikroorganismy, které vyuZivaji dany
odpadni material jako zdroj uhliku a gasré jsou schopné svou enzymovoéumnosti tyto
odpady hydrolyzovat. Z tohoto dvodu se hlavni pozornost zafila na mikroorganismy
produkujici hydrolytické enzymy odbouravajici odpabiopolymery.



TEORETICKA CAST

1 Odpady rostlinného pivodu

Zemedelské a piimyslové odpady v dnesSni dolpredstavuji jednu z figin  zn&isteni
Zivotniho prostedi. Legislativi pravidla pro pedchéazeni vzniku odpéada pro nakladani s
nimi pii dodrZzovani ochrany zivotniho préstli, ochrany zdravilovéka a trvale udrzitelného
rozvoje stanovuje zakon o odpade&h185/2001 Sb. a jeho novelizovan&minv zakonu.
383/2008 Sb dnline Shirka zakah *. Odpady niZeme zpracovavat mnoha izpby —
fyzikélng, chemicky, fyzikald-chemicky a biologicky.

VétSina odpadl rostlinného fivodu obsahuje celulosu (30 — 40 %), hemicelulosu (x@an
— 40 %) a lignin (20 — 30 %). VyuZitichto odpad ma Siroké uplagni >:

» substrat protst mikroorganism a syntéza vhodnych metabalit
* zkrmovani hospodakymi zviaty
» kompostovani a hnojeni zédglskych plodin

Mezi odpadni materialy rostlinnéhavmdu miZe byt z&azena vylisovana cukrovétina
(bagasa)tepnértizky, ryzové slupky, pSetma slama, hliznaty material obsahujici Skrob,
odpad z hroznové révy, odpad ze semen shioe a séji, bandn jablek, odpad po
vylisovaniiepkového a palmového oleje, ale také ze zpracaltéma a jiné Mohanty a kol.
2009,Mamma a kol. 2008°,

1.1 Struktura odpadi rostlinného pivodu

Hlavni slozku odpad rostlinného pvodu p@edstavuji polysacharidy. Polysacharidy
predstavuji dlezity zdroj uhliku vyuZzitelny mikroorganismy, zaujici prokaryota a nizsi
eukaryota. Nkteré z &chto mikroorganisr jsou patogeny rostlin, zatimco jiné je vyuzZivaji
pro swij saprofyticky fist. Tyto mikroorganismy produkuji Siroké spektrunzymi schopné
Stepit vazby v polysacharidech. Mnohé&chto enzynd mé vyuziti v iznych pfimyslovych
odwétvich (Ronald a kol. 2002)

Polysacharidovy komplex jako stavebni materialliosznika spojenim &kolika paralelg
uspdéddanych celulézovychtettzci stabilizovanych vodikovymi vazbamifigemz pojivo
mezi nimi vytvaeji dalSi polysacharidy séwenou strukturou, tzv. hemicelulozybr. 1
Hemiceluldézy obsahuji jako stavebni jednotkgné monosacharidy (D-xylosu, D-galaktosu,
L-arabinosu, D-glukosu a uronové kyseliny). MatriciniZz jsou uloZena celulézova vlakna,
tvori kromg daldich pektiny a hlawrlignin (Darbyshire a Hendry 198%.
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Obr. 1: SloZeni rostlinné bu'né seny (Darbyshire a Hendry 1981

1.1.1 Celulosa

Celulosa pedstavuje v firok Siroce roz&eny organicky biopolymer, ktery je hlavni
slozkou membran rostlinnych btkn Je slozena z D-glukosovych jednotek spojenych
v dlouhé nerozstvenérettzce vazbolB(1—4). Proclovéka a pro mnoho druhobratlova je
celulosa nestravitelna, protoze nevytv@anzymy, které ji $pi; naopak fezvykavci maji v
trAvicim Ustroji mikroorganismy, které celulosu kidwaji. Celulosa se ziskava zéevh
odstraaovanim doprovodnych slozek (lignin, hemicelulosy.at takto ziskana tzv. béma
se pouziva v papirenském a textilniniimpyslu. Acetaty celulosy jsou podstatou dlémo
hedvabi, nitraty se uzivaji jako vybusniny (bezdyrstelny prach), pohonné latky pro rakety
a laky. Z celulosy se vyrabi ro¥h celuloid a celofan. Prekursorem biosynthesy oslujsou
aktivog/ané formy glukosy, UDP-glukosa nebo jeji agaGDP-glukosal(eujene a Deprez
2010 °.

1.1.2 Xylan

Xylan jako hlavni slozka hemicelulosy je linedpoiymer D-xylosovych zbytk spojenych
vazbami B(1—4) se substituovanymi postrannimetzci p-4-O-methyle-D-glukuronové
kyseliny, acetylovych a arabinosylovych zhytkazanymi vazbo@ (1—2), (Newman a kol.
1998, Joshi a kol. 2093°%



1.1.3 Galakto(gluko)mannan

Necelulosové polysacharidy galakto a glukomanmaa stlinné bu&né séné vyskytuji
v mnohem mensi @ nez ostatni hlavni slozky. Galaktomannany jsoketw siti (:-4) B-
D-mannosovych zbytk s galaktosovymi jednotkami navazanymi v poloze (G6ldberg a
kol. 199) *? zatimco glukomannan je polymer s nahbdnzloZzenymi vazbami 4)
spojqumiB-D-glukosovymi a (4) p-D-spojenymi mannosovymi zbytkyYork a kol.
1990 .

1.1.4 Xyloglukan

U dvoudtloznych rostlin se nachazi xyloglukan obsahujingdirnirettzce (1-4) B-D-
glukanu s navazanymi jednotkammD-xylosy v poloze O6 na glukosové jednotceskiéré
z xylosovych zbytk jsou dale substituovany-L-Ara nebo B-D-Gal v zavislosti na druhu
rostliny, galaktosa je dale substituovanh-fukosovymi jednotkamiKlisamatsu a kol. 1991,
Pauly a kol. 1999 Glukanova sixyloglukanu je vazana vodikovymi vazbami na povrch
celulosovych mikrofibril Schols a kol. 2009°,

1.1.5 Pektin

Pektin je jedna z hlavnich komponent &tmé stny rostlin a pravépodobr jedna
z nejkomplexgjSich makromolekul vifrodé. Je gitomny ve stedni lamele a primarni&te
rostlinnych bugk. Hraje dilezitou roli kthem zrani, uchovani a zpracovani rostlinného
materidlu. Pro svoje schopnosti Zelirovat, stabiléa a zahu®vat je Siroce pouzivan
v potravindiském ptimyslu. V jeho struktte se nachazitit zakladni skupiny pektinovych
polysacharid — homogalakturonan (HGA), rhamnogalakturonan | KRGa
rhamnogalakturonan Il (RGI)Quillotin 2005 *".

Z hlediska struktury se jednd o komplexni polysaich vznikly zesiovanim jednotek
kyseliny D-galakturonové vazbami(1—4), tzv. homogalakturonambr. 2 a segmerit
obsahujicich vazbami spojen§1—2) L-rhamnosylové aon(l—4) D-galakturonosylové
zbytky po stranach rozZtwené jednotkami arabin@n arabinogalaktah a galaktaf -
rhamnogalakturonan bgline structure of homogalakturongf?.
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Obr. 2: Struktura homogalakturonanu — HGA (onlinetsicture of pectin)*®

DalSim strukturnim elementem pektinu je xylogalathan (XGA) a rhamnogalakturonan
Il obr. 3 Rhamnogalakturonan Il je navic teo zvIdStnimi cukernymi zbytky: Api (D-
adiposa), AceA (3-karboxy-5-deoxy-L-xylosa), Dhakgto-3-deoxy-D-lyxo-heptulosarova
kyselina) a Kdo (2-keto-3-deoxy-D-manno-oktulosaaidyselina). Satasre bylo potvrzeno,
Ze relativni porér téchto tiznych strukturnich elemanse mize vyznama liSit v zavislosti
na rostlinném pletivu. Pektiny hraji vyznamnou reli konzistenci ovoce a zeleniny.
Vzhledem ke komplikované struktu pektinovych latek se na jejich odbouravani podili

nékolik skupin enzym (Guillotin 2005)%°,
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Obr. 3: Komplexni struktura xylogalakturonanu, rhanmogalakturonanu | a Il navazana na GalA
(online struktura pektinu)*

1.1.6 Lignin

Lignin je jednou z hlavnich komponentegini hmoty, kde tvid asi 25 % biomasy. V
mensSim mnoZstvi je lignin séasti viakniny ovoce, zeleniny a obilovin, v malémaastvi se
také vyskytuje i v lihovinach zrajicich v dubovyshdech, kam se dostava vyluhem reve
(Susla a Svobodova 2006). Lignin je pedstavovan heterogennim polyfenolickym
biopolymerem sloZzenym zeetch zékladnich monomernich jednotek koniferyl atkoh
sinapyl alkoholu g-kumaryl alkoholu. Jednotky jsou vzaje&nwézany etherovymi (C-O-C)
nebo uhlikovymi (C-C) vazbami. Biodegradece lignjawzaji¥ovana temi typy enzym —
ligninperoxidasou, mangan-dependentni peroxidaskakasou KHoondal a kol. 2002, Doi a
kol. 2004 2423
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1.2 Enzymova degradace polysacharidové matrix rostl

Degradace rostlinné b&mé stny hraje dlezitou roli v koloEhu uhliku. Stny
rostlinnych bugk jsou sloZeny z celulosy, hemicelulosy, pektinigainu. Tyto komponenty
jsou degradovany enzymaticky na menSi oligomergniel glukosu, pentosy a mensi
uhlikaté slodeniny metabolizujici na CO Enzymovy systém v s¢bzahrnuje celulasy,
xylanasy, xyloglukanasy, pektinasy, chitinasy aSdaledlejSi enzymy podilejici se na
degradaci $hy rostlin ¢le Vries a Visser 200%*.

1.2.1 Degradace celulosy

Biodegradaci celulosy zajigji tti tiidy enzynii: endo$-1, 4-glukanasy (endoglukanasy EC
3.2.1.4, glykosidové hydrolasy rodin 5, 6, 12, 7d&llobiohydrolasy (exoglukanasy EC
3.2.1.91, glykosidovéydrolasy rodiny 6) #-1,4-glukosidasy f{ -glukosidasy EC 3.2.1.21,
glykosidovéhydrolasy rodin 1, 2) Ronald a kol. 2002".

Obecr jsou endoglukanasy malé proteiny o molekulové mosti 20 — 40 kDa, aktivujici
hlavre amorfni oblasti celulosy a hydrolyzuji celulosu kratSi oligosacharidyGielkens a
kol. 1999 #. Dalsimi enzymy degradujici celulosu jsou cellblydrolasy msobici exo
mechanismem uvdljici cellobiosu z konceietzce celulosy. Uvdlovani D-glukosy
z cellobiosy je pak dosazendigpbenimp-glukosidas.p-glukosidasy zarast hraji roli i
degradaci xyloglukanu a galaktoglukomannalvarfova a ko. 1983, Hayashida a kol. 1988,
Teeri 1997, Komerlink a kol. 199% 7 2829

1.2.2 Degradace xylanu

Na rozdil od celulosy, biodegradace xylanu vyZzadiijokou Skalu enzyim Tyto enzymy
mohou byt rozéleny na enzymy {sobici na xylanovou $ia na ty, které jsobi na boni
rettzce. D¢ tfidy enzynii, endog-1, 4-xylanasy (EC 3.2.1.8, glykosidové hydrolasgin 10
a 11) ap -1,4-D-xylosidasy (EC 3.2.1.37, glykosidové hydsy rodiny 2) fisobi na
xylanovou sf. Endoxylanasy jsou enzymyigobici endo mechanismem a hydrolyzuji vazbu
B(1—4) na xylooligosacharidy $iznou délkou fetzce a postrannimi skupinami.
ggylooligosacharidy jsou dale degradovany na D-xylps<ylosidasou Beldman a kol. 1993

DalSi skupinou jsou enzymyugobici na béni fetzce xylanu, d¥ tiéidy zahrnujio-L-
arabinofuranosidasy (EC 3.2.1.55, glykosidové highyrodin 2, 51, 54) odstiajici a-1,2-
aa -1,3-L-arabinosovy zbytek a arabinoxylan arabinafiohydrolasy (glykosidové hydrolasy
rodiny 62). Arabinofuranosidasy uwmiji oba terminalni zbytky L-arabinosy a kratké
arabinooligosacharidy z xylanAdemark a kol. 1998™.

1.2.3 Degradace galakto(gluko) mannanu

Na 7degradaci galakto(gluko)mannanu se podili celkest itid enzynii (Ronald a kol.
2002 "

* endog-1,4-D-mannanasy (EC 3.2.1.78, glykosidové hydsotasliny 5)
* pB-1,4-D-mannosidasy (EC 3.2.1.25, glykosidoveé hyakplrodiny 1)

* 0-1,4-D-galaktosidasy (EC 3.2.1.22, glykosidové loyasy rodin 27, 36)
* pB-1,4-galaktosidasy (EC 3.2.1.23, glykosidové hyalsglrodin 1, 35)
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* pB-1,4-glukosidasy (EC 3.2.1.21, glykosidové hydrglaxdin 1,2)
» galaktomannan acetyl esterasy

Endomannanasy &i st galakto(gluko)mannanu za uveéhli manno-oligosacharid
hlavre mannobiosy a mannotriosy). Endomannasy prefegaliakto(gluko)mannany s malo
substituovanou D-galaktosoys —mannosidasy uviliji D-mannosu z neredukujiciho konce
galakto(gluko)mannan(Civas a kol. 1984, Erikson a kol. 1968, Ademakiok 1999 323334
Nasledr jsoua-D-galaktosové zbytky odstiavany z galakto(gluko)mannanuigobenino—
galaktosidasRuls a kol) *®> a hydrolyzovany koncové zbytky D-gluko$yglukosidasami a
acetylové zbytky Ppojené na D-mannosu jsou odsimaany galaktomannan acetyl
esterasamiH{asper a kol. 2002°°.

1.2.4 Degradace xyloglukanu

Paténi retézec xyloglukanu je identicky s celulosou & gegradaci jsou vyZadovany dva
typy celulolytickych enzym S€picich tentofetzec: endd®-1, 4-glukanasy (EC 3.2.1.4,
glykosidové hydrolasy rodiny 12) &1,4-glukosidasy (EC 3.2.1.21, glykosidové hydrglas
rodin 1, 2). Degradace btoich fetézci xyloglukanu vyZzaduje s@innost dalSich Sesti typ
enzymi: a-1,6-D-xylosidasg. -L-arabinofuranosidas (EC 3.2.1.58)1,2-L-fukosidasga-1,2-
I;-galaktosidasB -D-galaktosidas (3.2.1.23) a xyloglukan acetylestgRonald a kol. 200R2

1.2.5 Degradace pektinu

Pektinové polysacharidy reprezentuji velk@st primarni buktné stny a stedni lamely.
Prispivaji k mechanické pevnosti bidné sény a adhezi mezi likami; z tohoto dvodu je
pektin spojen s pevnosti ovoce a zeleniny. Strakpektinovych polysachafidmuze byt
pozmeénéna kEhem zrani ovoce nebo jeho zpracovani. Na enzymegtadaci pektith se
podili komplexni systém hydrolytickych (pektinesiey a polygalakturonasy) a lytickych
(pektat a pektinlyasy) enzym Celkem bylo identifikovano 11 typenzymi degradujicich
tetszce pektinuRonald a kol. 2002":

* polygalakturonasa (EC 3.2.1.15, glykosidova hydraleodiny 28)

» exopolygalakturonasa (EC3.2.1.67, glykosidova hiada rodiny 28)

» exopolygalakturonosidasa (EC 3.2.1.82, glykosidoydrolasa rodiny 28)
* endorhamnogalakturonasa (glykosidova hydrolasanya2is)

* rhamnogalakturonan rhamnohydrolasa

» rhamnogalakturonan galakturonohydrolasa

* o -rhamnosidasa (EC 3.2.1.40, glykosidova hydrotaday 28)

» endoxylogalakturonan hydrolasa (EC 3.2.1.- glykog&hydrolasa rodiny 28)
e pektin lyasa (EC 4.2.2.10, polysacharidova lyaskngol)

» pektat lyasa (EC 4.2.2.2, polysacharidova lyasayod)

» rhamnogalakturonan lyasa (polysacharidova lyasiayaot)

Kromé toho bylo identifikovano dalSich 11 tymenzymi piasobicich na degradaci &rdch
fetszci pektinu(Ronald a kol. 2002":
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* pektin acetyl esterasa

» pektin methyl esterasa (EC 3.1.1.11, esterasovaa@)

* rhamnogalakturonan acetyl esterasa (esterasovsar@a)

* o -L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55, glykosidoyeérblasy rodin 1, 51, 54)
* endoe-1,5-arabinasa (EC 3.2.1.99, glykosidova hydrolasiany 43)

* pB-1,4-D-galaktosidase (EC 3.2.1.23, glykosidova biata rodiny 1, 35)
* B -1,3-endogalaktanasa

* P -1,4-endogalaktanasa (EC 3.2.1.89, glykosidovadigda rodiny 53)

* B -1,6-endogalactanasa

* pB-1,3-exogalactanasa (EC 3.2.1.145, glykosidovadigda rodiny 55)

» feruloyl esterasa

Degradace homogalakturonanu

Degradace homogalakturonanu je v prviiadd zaji¥ovana polygalakturonasami
katalyzujicimi hydrolytickou reakai(1—4) glykosidickych vazeb neesterifikovaného HGA.
Pro tSinu PGas jsou prefer&mimi substraty D-galakturonany s vysokou molekulovo
hmotnosti. Rychlost &eni polymerniho substratu klesa se zkracovanimigttzce. Zgisob
Gcinku neni na polymerni substraty u vSech polygalaktas stejny, coz se projevuje rozdily
v pomsru poklesu viskozity k ptiu roz&&penych glykosidickych vazeb (Hesova 206?2)

Endopolygalakturonasa (endoPGasa) 8tejjako endoxylogalakturonan hydrolasa
(endoXGasa) imsobi na pate homogalakturonanu nebo xylogalakturonanu nahodnym
zpasobem dinku, zatimco exopolygalakturonasa (exoPGagaplpi od neredukujiciho konce
homogalakturonanu. Vysledkemugobeni &chto enzymi je uvolreni jednotek D-
galakturonové kyseliny a disacharidu D-xylosy-Dajdlironoveé kyseliny vifpacd ptisobeni
xylogalakturonan hydrolasy na D-xyloswaf der Vlugt-Bergmans a kol. 2Q0G°.
Endoxylogalakturonan hydrolasa byla popsana u $l&spergillus (Kester a kol. 1999,
Benen a kol. 1996% “° Tento enzym nehydrolyzuje nesubstituovany gataktan, ale
uvoluje xylogalakturonan oligosacharidyizné délce.

DalSimi endoenzymy uplatjicimi se pi degradaci homogalakturonanu jsou pektin a
pektat lyasy. Tyto enzymyigobi na pektin mechanismefireliminace. V podstatodSepuji
ze substratu nebo dajnvnaseji malé molekuly (#D, CQ, NHs,...) bez pomoci dalSiho
reaktantu. Jsou povahy slozenych bilkovin a naifahdfe Ize dlit dle typu S€penych nebo
syntetizovanych vazeb. Pektatlyasy a pektinlyaspisglykosidové vazby pektatu nebo
pektinu genosem vodiku (transeliminaci) z polohy C-4 do pypl&-5 aglykonovésasti
substratuPektin lyasa preferuje pektiny s vysokym stmpresterifikace, zatimco pektat lyasa
pektiny s nizkym stupm esterifikace \{odrazka a kol. 1998.

Degradace Rhamnogalakturonanu |
Rhamnogalakturonan hydrolasy a rhamnogalakturohzsy SEpi paténi rettzce
rhamnogalakturonanu I. Aktivita rhamnogalakturonagg ovliviiovana pitomnosti

acetylovych zbytk, a proto je tento enzym zavisly naspbeni rhamnogalakturonan acetyl
esterasyGielkens a kol. 1999°.
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DalSimi enzymy fisobicimi na RGI exo mechanismem jsou rhamnogalaiéur
rhamnohydrolasa a rhamnogalakturonan galakturorolgsh. Prvni z enzyimje specificky
pro koncovy zbytek rhamnosy, zatimco druhy pro kegyzbytek rhamnosyManzares a kol.
2001) “*. Arabinova slozka pektinové postranbasti je Spena za satinnosti o-L-
arabinofuranosidas a endoarabinanas. Arabinofuida®s jsou specifické pro terminalni
koneca-1,3 vazaného L-arabinosového zbytku a endoarabipesa-1,2 aa-1,5 vazané L-
arabinosového zbytky. Praiou hydrolyzu arabinanu jeilbzita endoarabinas&éneko a
kol. 1993, Dunkel a kol. 1995** Endogalaktanasy, exogalaktanasyp-galaktosidasy
Slsegradujl’ galaktan. Tytdgittypy enzymi jsou vyZzadovany pro kompletni degradaci galaktanu

Acetylové zbytky HGA a RGI jsou &teny pektin acetylesterasami a rhamnogalakturonan
acetylesterasamiChristgau a kol. 1996 **. Pektin methylesterasy (PME) hydrolyzuiji
methylestery z HGA, ktery je methylesterifikovampezici 6 a acetylovan v pozici 2 nebo 3
¢ Feruloyl esterasy uviliji zbytky kyseliny ferulové navazané na L-arabinasD-galaktosu
od konce postrannihetzce Khanh a kol. 1991, Jayani a kol. 2Qd8 *°

1.3 Produkce mikrobialnich enzymi na odpadech rostlinného ggvodu

ve velké mie v iiznych oblastech pmyslu a potravingkych biotechnologiich. Vyvoj

v biotechnologiich se p#iduje novym aplikaciméchto enzyni. Hlavnim zdrojem enzytn
jsou mikroorganismy produkované za podminek sdaitesfermentace (SSF) nebo submerzni
fermentace (SmF)Pandey 199p*’.

1.3.1 Produkéni mikroorganismy

V¢étSina mikroorganisiin zahrnujici bakterie, kvasinky i plisrje schopna produkovat
velké mnoZstviiznych skupin enzyipro giklad uvedenych wabulce ¥Pandey 199p*".

Tab. 1: Mikroorganismy schopné produkovat Sirokéesrum enzyni (Pandey 19995

mikroorganismus enzym
Trichoderma reesei celulasa
Aspergillus niger celulasa, xylanasa
Aspergillus oryzae celulasaB-glukosidasa
Penicillium chrysosporium xylanasap-xylosidasa
Pleurotus ostreatus lakasa, Mn-peroxidasa
Trametes versicolor lakasa, Mn-peroxidasa
Bacillus licheniformis xylanasa
Streptomyces sp. proteasa
Candida rugosa lipasa
Aspergillus foetidus polygalakturonasa
Bacillus megaterium B-amylasa
Bacillus subtilis a-amylasa
Rhizopus sp. glukoamylasa
Aspergillus sp glukoamylasa
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Ptikladem vhodného prodakiho mikroorganismu je pligeAspergillus niger u kterého
byla popsana produkce aZ 19 dypnzymi (Pandey 199p*'. Obect jsou hydrolytické
enzymy, celulasy, xylanasy, pektinasy a jiné, pkoddny pligiovymi kulturami.

e

1.3.2 Degradovatelné substraty

Odpadnim materialem vyuzivanym pro produkci enkyjsou WtSinou zemidélské
odpady. Tyto odpady jsou Siroce dostupné a z ekai@mo hlediska poginé levné. Jsou
vhodné pro produkci mikrobialnich enzymaa podminek solid state i submerzni fermentace.
Mezi nefastji pouzivané odpady lze it fepnétizky; odpad z cukrovéitiny; bagasu;
pSenénou, ryZzovou, kukiichou slamu; pSetiné otruby; hroznové nebo jabie vylisky;
odpady ze zpracovani bariadaje; odpad po vylisovani olivového oleje; odpaadpecovani
tepky, skrobu a mnoho dal$ich typdpadnich materi&l(Pandey 1999*'.

Vybér vhodného substratu a kultdr@ich podminek hraje utezitou roli @i produkci
enzymi. Uginnost hydrolyzy odpadu je pak ouiovana wikolika faktory, gedevsim
hodnotou pH, teplotou nebo prodmkm mikroorganismem. Roli hraje zaréveena a
dostupnost zvoleného substraRaadey 199¢".

1.3.3 Podminky produkce enzym

AZ 90 % ptimyslow pouZzivanych mikrobialnich enzyime produkovano prosdnictvim
submerzni kultivace.iPsubmerzni kultivaci se velndasto vyuZzivaji pedem optimalizované
podminky a geneticky modifikované mikroorganismpdminky SmF pedstavuji vyhody
viii solid state kultivaci Pandey 1992 VétSina enzym produkovanych za podminek
submerzni kultivace fize byt produkovana i za podminek solid state kadtty V gipad
solid state kultivace s vySSimi ¥yky. Vyprodukované enzymy jsou stabilni v Sirokém
rozmezi teplot i pH. Nevyhodou je menSitusirbiomasy oproti SmAanpret a kol. 2005,
Holker a kol. 2004490

Hlavnim aspektem solid state procesu gst rmikroorganism na zvilteném pevném
odpadnim materiélu za absence volné vody. Nizkgalob#kosti pi této fermentaci znamena
omezeny limit pro vy&r mikroorganismu. Solid state proces je proto viyodejména pro
produkci enzym pomoci vlaknitych hub, jelikoZ simuluje jejich ditni podminky. Vyhodou
je produkce enzyins vysokou aktivitou Gouto a kol. 200p°%. Zenedslskym odpadem
vyuzivanym pi solid state fermentaci jsou nagpomeratové vylisky nebo cukrovétina.
Tyto zenddélské odpadni substraty jsou efektivnim substratemo pprodukci
depolymerizujicich enzyin degradujicich pektinovou sloZzku rostlinné &né sény, za
podminek SSFCGouto a kol. 2006°2

1.3.4 Faktory ovliviiujici solid state fermentaci

Hlavni faktory ovlivaujici mikrobiélni produkci enzyihv SSF systému zahrnuji Wb
vhodného substratu a mikroorganismieisténi substratu, velikostastic substratu, obsah
vody a vodni aktivitu substratu, relativni vihkostp inokula, kontrolu teploty fermentace,
dobu fermentace, miru rozp&sého kysliku a obsah GQPandey 1999*'.
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1.4 Produkce pektolytickych enzyni

Pektolytické enzymy iedstavuji heterogenni skupinu enzyrhydrolyzujici pektinoveé
substance. Tyto enzymy jsou Siroce f@8€é jak u vysSich rostlin, tak i mikroorganism
Zarown hraji dilezitou roli g meéknuti ovoce a zeleninyhem zrani a uchovavarirtin a
kol. 2004 >3

Je znamo, Ze mikrobialni pektolytické enzymyiiv@b % prodeje ze vSech prodavanych
enzymi a WtSina z nich je plisového mivodu. Nejznar§Sim prfimyslovym producentem
pektolytickych enzyr je plisei Aspergillus niger (Martin a kol. 20043

NejrozsfergjSimi enzymy jsou endoPGasy, které jsou produkovastginou plisni,
bakteriemi, ale i mnoha kvasinkami. Zndmymi produggsou: Aureobasidium pullulang’,
Fusarium moniliforme™, Neurospora crass®, Rhizopus stolonifer’, Aspergillus sp®,
Thermomyces lanuginosds, Peacilomyces clavisport®. ExoPGasy maji v porovnani
s endoPGasami mensi technologicky vyznam. ProdyeaaPGas jsou néilad Erwinia
carotovora ®, Agrobacterium tumefacien&’, Bacteroides thetaiotamicrofi®, Erwinia
chrysanthemi®®, Alternaria mali ®>, Fusarium oxysporiuni®, Ralstonia solanacearurfY,
Bacillus sp. ®®. ExoPGasy jsou vyziaé dwma produkovanymi typy: pli®vé exoPGasy,
kde hlavnim a kormym produktem je monogalakturonova kyselina (MGAbakterialni
exopolygalakturonosidasa, kde hlavnim produktekygelina digalakturonové/Nijesundera
a kol. 1983 °°.

Pektat lyasy jsou dalSimi enzymy produkovanymi hmobakteriemi a dkterymi
patogennimi plistmi. Producenty jsouColletotrichum lindemuthionun{®, Bacteroides
thetaiotaomicron’*, Erwinia carotovora’®, Amucala sp.”’, Pseudomonas syringae pv.
Glycinea’®, Colletotrichum magn&’, Erwinia chrysanthemi®’’, Bacillus sp.”®"® Bacillus
sp. DT-7%, Colletotrichum gloeosporioidés®

Producenty pektin lyas jsouAspergillus japonicu&®, Penicillium paxilli®* 2> Penicillium
sp. %5878 pythium splenden ®, Pichia pinus °, Aspergillus sp.®!, Thermoascus
auratniacy?.

Pektin esterasova aktivita je poderia metabolismem bgtné stny zahrnujici st
burgk, zrani ovoce, starnutim a patogeni@affe a kol. 1997, Dorokhov a kol. 199§
Komerni pektinasy se pouzivaji pro ochranu a Upravuutgxgzpracovavaného ovoce a
zeleniny, steji jako pro extrakci &ffeni ovocnych dZzus(Fayaz a kol. 1998%. Produkce
pektin esteras je potvrzena u rostlin, bakteriigtogennich pro rostliny a plisrRhodotorula
sp. %, Erwinia chrysanthemi’, Saccharomyces cereviside Pseudomonas solanaceardi
Aspergillus niger'®, Lactobacillus lactis subsp. Cremon&', Penicillium frequentand®,
Penicillium occitanis®® Aspergillus japonicu®*a mnoho dalsich.
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1.5 Matoliny (hroznové vylisky)

Matoliny jsou hroznové vylisky po ziskamoStu z rmutu, jinak odpadova hmota. Matoliny
se daji vyuzit k dalSimu zpracovani. Vylisnost ma& pohybuje mezi 60 — 75 %, v zavislosti
na odidé a vyzralosti hrozin Za pgedpokladu, Zze z 1 ha seCR dosahne p@mérnéeho

vynosu 6 tun hrozih bude odpad matoliny cca 20 — 45 tis. tanlifie Vinaisky slovnik'®.

Napiklad v Itélii se z vylisk modrych hrozfi vyrabi v parnich destiéaich kotlich grappa,
ze seminek se lisuje hroznovy olej, d@eany zejména labuzniky. Kotrey zbytek se hdi
susi odpadnim teplem z destilace grappy a vyudvako palivo pro vyvijge pary, nebo se
susi na pokrutiny pro skot. Matoliny jsou v zahéanvyuzivané i jinymi specialnimi
technologiemi. Druhotné zpracovanim odpadu po &sdévmutu Ize tedy optimainvyuzit g
tzv. bezodpadovych technologiich. Maceraci mateknvod Ize ziskat vyluh pro dalSi

zpracovani, nap nealkoholickych napéjnebo tzv. druhak(online Vinasky slovnik®.

SloZeni a struktura primarniéay bobuli hrozd je velmi zajimava zivodu jejich
dulezitosti v technologii vyroby vina. Vylisovana dod obsahuje celulosu, hemicelulosu,
pektinové polysacharidy homogalakturonanu, rhamiaggaronanu | a Il Yidal a kol. 200}
196 Jejich chemické sloZeni je bohaté na zékladrihyivyzadované protst Siroké Skaly
mikroorganisni. Tento odpadni produkt obsahuje vysoky podil hignicelulosy a vysoké
procento vyzivnych mineralnich prirkzvlast dusik a draslik vhodnych pro mikrobialdst.
Hroznové vylisky mohou byt vyuzity pro zeta jako potrava, speci&ln suchych obdobich,
kdyZ je nedostatekerstvého krmiva. Jejich pouzivani je limitovano3a% celkové potravy
piezvykavd@ diky velmi nizké vyzivové hodnét Odpad z hroznové révyibe byt pouzit
nagiklad jako substrat pro produkci celulas, pektiaag/lanas. Vhodnymi producentchto
enzymi mohou byt nafiklad plis Aspergillus awamori, Aspergillus niger, Monascus
purpureus(Bottela a kol. 2007, Bertran akol. 2004, Botteleah 2005 07108109
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2 Odpadni vody

Odpady z potraviri@kych vyrob zahrnuji i@devSim tuhé odpady a odpadni vody.
Zpravidla nej¢tSim problémem je oblast odpadnich vod, webatravingské vyroby v sob
zahrnujitadu jednotlivych postupjako je prani, extrakce, odfmvani, filtrace atd. Odpadni
vody kEZzré obsahuji vysoké koncentrace suspendovargsiic a rozpustnych organickych
latek jako jsou sacharidy, bilkoviny a lipidgitton 2005 **°.

Lipidy jsou gitomné bud' jako volné, adsorbované nebo emulgovdolné lipidy pati
mezi latky plovouci. Volné a adsorbované lipidyysadstraovany v mechanickém stupni
Cistirny odpadnich vod. Dalgast lipidi je ve splaskovych vodachifpmna v neusaditelné
emulgované forr (online skripta VSCHT, Margk™.

2.1 Cisténi odpadnich vod

Cisténi odpadnich vod zahrnuje celtadu technologickych procisV prvni fazi procesu,
tzv. preisteni se oddluji hrubé mechanické distoty jako je pisek, &tk, a podobn. DalSi
primarni Upravou se v sedimetndm tanku odstiguji z vody nerozpustné latky. Dale
navazuji procesy biologické oxidace, élidvani a stabilizace kalu, desinfekce a korée
aprava 6nline Zpisobycisteni odpadnich vod-*2

2.1.1 Zpisoby¢isténi odpadnich vod

Mezi zakladni zfisoby ¢isténi odpadnich vod fZeme zahrnout jak postupy mechanicke,
tak i zpisoby chemické nebo biologickéti RSech postupechisténi odpadnich vod vznika
kal, ktery se dale zpracovawn{ine Zpisobycisteni odpadnich vod-*4

* mechanickymi postupy Ize docilit usazeni hrubyctistet v sedimentaich nadrzich
a lapéacich pisku

» chemické postupy vyuZivaji srdZecich reakci, d&etralizaci kyselin a zasad,
extrakci a adsotmich proces. Téchto postuf) se hlavé vyuziva tam, kde je pigba
upravit odpadni voduipd vypu&nim do tokKi.

» biologické postupy vyuZivaji rozkladu organické Hynpomoci mikroorganisin Tyto
biologické postupy pak mohou byt vyuzity za aerobmiebo anaerobnich podminek

Mechanické ¢isténi

Mechanickécisténi je proces, f némz jsou zachycovanyastice na fepazce nebo ve
vrstve¢ materialu. Tento proces se nazyilfiace. Filtraci Ize odstranit emulgovari@stice.
Dle velikosti ¢astic se rozliSujcesle, sita, mikrosita a mikrofilmy (onlingxisoby cisteni
odpadnich vop**?
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Usazovani

Usazovani pét k nejrozstengjSim separénim proce8m, kde separace tuhydlastic je
dana gravitaci zavisejici na velikosti a tvaéstice a hustétkapaliny. Z hlediska usazovani
je dalezity i charakter suspenze. V technologii Uprawdy se rozliSuji suspenze teme
z ¢astic zrnitych a vigkovitych. K vlatkovitym suspenzim p#tbiologicky aktivovany kal,
hydroxidy €Zkych kowi. Proces usazovani probiha v usazovacich nadrziobegem
sedimentaceofline Zpisobycisteni odpadnich vod-*2

Lapéky tuka a plovoucich néistot, flotace

Pokud je koncentrace tala olefi v odpadni vod takova, Ze k jejich zachyceni nepdésia
usazovaci nadrz, je nutnoradit lapaky tuk a oleji. Tyto latky sniZuji dinnost biologického
Cisteni, zejména zhorSenimigstupu kysliku do vody a do kultury mikroorganisigonline
Zpusobygistsni odpadnich vody

Flotace

Flotace je sepatai proces, pouzivany pro o#ldni dispergovanyckiastic z kapaliny, i
kterem se tytaastice spojuji s mikrobublinami plynu za vznikuténich komplex, kteri
jsou vynaseny k hladén(online Zpisoby¢isteni odpadnich vod™2

Biologické ¢isténi

Pri biologickémc¢isténi se uziva degradaich schopnosti stené kultury mikroorganisin
Tato kultura je tveena smisi heterotrofnich aerobnich i fakultatévanaerobnich bakterii,
autotrofnich bakterii, fitomny jsou plisé a kvasinky. Kvalitativni i kvantitativni slozeni
smisné kultury je dano sloZzenim odpadni vody i pargmetocesu (doba zdrZeni, zatiZzeni
biomasy a st kalu). Tato smssna kultura se nazyva aktivovany kal. Cilem biatkgho
¢isteni odpadnich vod je koagulovat, odbourat neusauditddoloidni latky a stabilizovat
organické latky. Organické latkyrippmné ve vodach jsou pak mikroorganismy schopny
vyuZivat jako substrat, ktery je ¢Asti oxidovan na COa vodu,éasténé je preveden na
novou biomasudnline Zpisobycisteni odpadnich vod-2

Pri cisténi odpadnich vod se iheme setkat sekolika typy kali, které vznikaji Bhem
jednotlivychgisticich proces (online Zpisobycisteni odpadnich vod-'2

» primarni kal - kal z usazovacich nadrzi

» biologicky kal - pebyt&na biomasa z biologickych: reaklor zachycena v
dosazovacich nadrzich

* smiSeny surovy kal - sta primarniho a biologického kalu a v tomttipadt jde o
vlastni odpad Zisténi kalu

» chemicky kal - z koagulace, srazeni - neutralizgued.

Zpracovani kali
Zpracovani kdl se sklada z prvotniho zahért kalu, které je nasledované jeho stabilizaci
a odvodgnim. Takto zpracovany kal jiz nepodléha dale biotlckym rozkladim a gi

skladovanic¢i aplikaci jako hnojivo nezjsobuje hygienick&i senzorické zavadyofline
Zpisobycisteni odpadnich vod™<
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Zahu&’ovani kaluje zavislé na druhu kalu, primarni kal j@3inou zahuvan sedimentaci,
zatimco ostatni druhy kaflotaci ©Enline Zpisobycisteni odpadnich vod-*2

Stabilizaci kalu Ize zajistit aerobni, anaerobni nebo chemickouilstabi. i anaerobni
stabilizaci (methanizace, vyhnivamipchazi mikrobialnimi procesy v anaerobnim et

k rozkladu biologicky rozloziteIné organické hmopyovazené produkci bioplynu neboli
kalového plynu. B aerobni stabilizacikalu dochazi k rozkladu organické hmoty biomasy
autooxid&nim procesem takzvaného endogenniho metabolizrmoutase je oxida&nimi
procesy rozkladana organicka hmota exogenniho rédbsktera nebyla rozloZena v procesu
¢isteni. Vyhodou aerobni stabilizace je srovnatelny atupozkladu organické hmoty
s anaerobni stabilizaci, nizké koncentrace biokegspoteby kysliku (BSK) v kalové vag
pieména amoniakalniho dusiku na direny, jednoduchy provoz a nizké invéstinaklady.
Nevyhodou je vysoka speba elektrické energie, s celkownorSi energetickou bilanci,
vyplyvajici iz toho, Ze neni produkovan bioply@hemicka stabilizacé&alu se provadi
piidavkem zasady do odvogheho kalu, obvykle oxidu nebo hydroxidu vapenatéimz se
zvySi pH smisi na cca 12 nebo iviceriPomto pH dochazi k usmrceni patogerale
organicka hmotaiistava nerozloZenaitline Zpisobycisteni odpadnich vod™2

Odvodiovani kalu

Pfi odvodiovani kalu dochazi k dalSimu ods&anvody ze suspenze, ato na Utgvgr
niZ je konsistence kalu tuha a lze s nim manipul@ako se zeminouofline Zpisobycisteni
odpadnich vop**?

Mezi konefné etapy zpracovani kalwse radi skladkovani kalu, déle jeho spalovani,
zakomponovani do stavebnich matérigeho kompostace nebo sdife pouzivat také jako
hnojivo (nline Zpisobycisteni odpadnich vod-*2

2.1.1.1 Anaerobnéisténi odpadnich vod

Proces anaerobni stabilizace odpadnichi ke¢ vyuzit i ¢iSténi odpadnich vod, a to
zejména vysoce ztisténych pamyslovych vod. Spodni hranice pro ekonomicky provoz
byva udavana hodnotou chemické $pby kysliku (CHSK) kolem 2000 m.|
Rozklad slozitych organickych sléenin na jednodu$Si sléeniny probihd fedevsim
pusobenim extracelularnich enzg§mlejich hydrolytickym dinkem jsou Sipeny proteiny na
aminokyseliny, polysacharidy (Skrob, celulosa) nanosacharidy (glukosa) a lipidy na
mastné kyseliny (obvykle t§im patem uhlikovych atori) a dalSi slozky, n&pu tuki na
glycerol. Kon€nymi produkty anaerobniho rozkladu organické hnjetynethan a C¢) které
jsou uvohovany jako bioplynCast CQ v3ak Zstava rozpusha gip. chemicky vazana ve
vodném prosedi. Produktem rozkladu dusikatych latek je amagnikrici s oxidem
uhlicitym hydrogenuhtiitan amonny. Produktem rozkladu organickych &min s obsahem
siry je sirovodik HS (online Zpisobycisteni odpadnich vod™2

2.1.1.2 Aerobn#isténi odpadnich vod

Anaerobniisteni predstavuje prvni stugiebiologickéhocisteni, za kterym musi nasledovat
aerobni deisteni, nag. aktivatnim procesem. Jeho Ukolem je odstranit zbytkove€igtai,
meziprodukty anaerobniho rozkladu #ey#st vodu do kyslikatého stavu, aby mohla byt
vypoustna do toki (online Zpisobycisteni odpadnich vod-2
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2.1.2 Organického zné&sténi odpadnich vod

Miru organického zr@sténi odpadnich vod Ize posuzovat na zaklayou zakladnich
stanoveni. Prvni z nich tzuBiologicka spokeba kysliku (BSK)nam utuje mnoZzstvi
biologicky odbouratelnych latek ve zfi&eénych odpadnich vodach. Je vyéda jako
mnozstvi kysliku, které se spebuje na rozklad organickych latek &sovy interval (g/r).
Druhym ukazatelem organického Zreni je tzv. Chemicka spatba kysliku (CHSK)
kterou lze posoudit miru zdtigteni, je vyjadena jako mnozstvi kysliku odpovidajiciho
spofek® oxidatniho ¢inidla pii Uplné oxidaci organickych latek ve vodCHSK |ze stanovit
standardni dichromanovou metodaml{ne Zpisobycisteni odpadnich vod*2.

2.2 Lapaky tuku

Z davodu své nemisitelnosti s vodou, flokérid a usazovaci schopnosti, lipidiitpmné v
pramyslovych odpadnich vodach, zejména ppracovani masa, a masnych vyrdplri
zpracovani mléka a migych vyrobki, a také lipidy ze zé@zeni spoléného stravovani, jsou
schopny zpsobitifadu problém v provozucisticek odpadnich vod. Lipidy zabmaji procesu
difuze kysliku, vyskytuji se jako usazeniny v tancaz na hladihtekutiny, ucpavaji potrubi
a zpisobujitadu dalich probléin(Cammarota a kol. 2006, Wakelin a kol. 1987 Proto
je nutné v provozech, kde vznika odpadni voda aljgahuky, zabudovabdlucovace tuki.
Zarazuji se také ied cisticky odpadnich vod neborgd vyusEénim do kanalizace. Ostatni
komunalni odpad, ropné latky, mineralni oleje, Sktw€, balastni a désvé vody se nesmi
do odluwovate tuki vpoustt (online skripta VSCHT, Margk™,

Princip odldovatt tuki a olefi je op&ny k sediment&nim nadrzim. Odpadni voda se
privadi ke dnu sepa&ai nadrze, po zmenSeniupoéné rychlosti dojde k oddeni tuki a oleji
z vody. Hromadi se u hladiny, kde jsou stirany.cBsolze urychlit zavedenim tlakového
vzduchu. Tukové&astice se nabaluji na vzduchové bubliny a jsou $§mg na povrch v
podol# pény. Pokud jsou tuky a oleje v emulgované f&rnje nutno nejprve emulze
chemicky narusit. Poté je vhodnou separaperaci tlakova flotaceifline Zpisobycisteni

odpadnich vop*?

Lapaky tuk neboli odlg¢ovate slouzi k zachyceni a odldeni odpadnich tuka oleji
rostlinného a ziv&isného fivodu ze zné&stenych vod v oblasti potravidigkych sluzeb a
v praimyslovych provozech. Schéma ottlvate je uvedeno nabr. 2.2 Pitter 2009 >
Separovanim tukse Uspsre zabradiuje usazovanicthto latek v kanalizaich fadech a tim
se zamezuje jejich ucpavani.

Odlwova: tuka je plastova nebo kovova nadfbbr. 4) kterou je nutno umistit v
pramyslovych objektech zacélem separace tikz odpadnich vod. Separace vodné od
organicke faze, ktera jako horni vrstMgstava v nadrzi, probiha na zakiathsové prodlevy.
Takto pedisttné vody Ize vypoust do kanalizace. Na zakladkonstrukce mohou byt
odlutovate tuki uréeny pro vnitni instalaci neb@ro instalaci do zetna instalace mimo
budovy. Podle systému &efpani obsahu rozlisuji skitter 2009 **>

» odlwovaie s Uplnym oderpanim obsahu
* odlovaie scast&énym odterpanim obsahu
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Praimyslovi producenti odpadnich vod se musi vhodnypatenimi postarat o to, aby
vody, které obsahuji ztay podil tuki, nepronikly do viejné kanalizéni si€. V podnicich,
kde vznikaji odpadni vody z#i§téné tuky, musi byt podléeské technické normgSN EN
1825 instalovany odtiovate tukii, které zarti zadrzovani tuk a oleji organického fivodu
ze splasSkové vody. To plati mappro z&izeni spoléného stravovani a masozpracujici
provozy. Na ochranu budovy jgeba instalovaterpaci z&zeni s rezervnimierpadlem. Proto
musi byt za kazdym odiovatem tuki, ktery je nainstalovan zpravidla v Urovni pozemni
komunikace, nainstalovarierpaci ztizeni nebo fecerpavaci stanicePftter 2009 *°.

vetup cdpadni vody

nahromadény uk vysiup opdadni vody zhavené

lipidové ¢asi

lipidova Casf odpadu

usadiein nedisioty (pissk, S8k 5

Obr. 4: Schéma odiébvace tuki (online Odlufovace tukiz a ropnych latek)*®
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2.3 Odbouravani lipidi

Z organického hlediska lipidyfadime mezi triacylglyceroly. Zakladem je glycerol
s esteroy navazanymi vy$simi mastnymi kyselinamBe¢g a kol. 200p**".

2.3.1 Odbouravani triacylglycerolu

V prvni fazi je triacylglycerol TAG postugn odbouravdn za soéunosti rekolika
lipolytickych enzymii na glycerol a mastné kyseliny. Iniciaci pro odldwani TAG je
zvySena hladina cAMP, ktery stimuluje protein kmasA. Tato kinasa aktivuje
triacylgycerollipasu fosforylaci, ktera atakujeatrylglycerol za jeho postupného odbouravani
(obr. 5), (Berg a kol. 200p**".

7T
receptor Hormone Aderylate

Free fatty acids

ATP AMP % Glycerol
Protein Protein
kinass kinase Cither lipases
/\ Diacylglycerol
Triacylglycerol Triacylglycero
lipase lipase
@ Triacylglyceral

Obr. 5: Aktivace kinasy A pomoci cAMP a odbouravafAG (Berg a kol. 2002}

2.3.2 Odbouravani glycerolu

Glycerol vytvaeny lipolyzou je v dalSim cyklu fosforylovan glyoékinasou a oxidovan na
dihydroxyaceton fosfat. Dihydroxyaceton fosfat Jemerizovan na glyceraldehyd-3-fosfat a
je vyuliligjako meziprodukt v metabolismu glukosyaelukoneogenezepr. 6,(Berg a kol.
2002 .

ATP ADP MADF  MADH + H* o
CH,0OH \ / -|:|-|20H \ / CH,OH %TIH
/
HO—C—H - HO—C—H D:C\ —_ H—T—DH
Ghyeeral
CH;OH EE CH;0PO5* e CHzOPO5" CHROPOD;*
Glyceral 1-Glycerol For % Dihydroxyacetone p-Glyceraldehyde
3-phosphate phosphate 3-phosphate

Obr. 6: Pren¥na glycerolu na glyceraldehyd-3-fosféBerg a kol. 2002’
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2.3.3 Odbouravani mastnych kyselin

Mastné kyseliny jsou oxidovany mechanism@mxidace, jehoz vysledkem je acetyl-CoA,
ktery dale vstupuje do Krebsova cykpioxidace je proces probihajici v mitochondri(obr.
7). Predpokladem je aktivace mastnych kyselin a jejidgenpseni fes mitochondrialni
membranu eukaryotni Bky. Mastna kyselina (acyl-CoA) je nejprve aktivoadacetyl-CoA-
synthasou za dasti ATP a pes mitochondridlni membranu je transportovana &astil
karnitin palmitoyltransferasy (v obrazku ozeaa CTP1). Poigneseni fes membranu dojde
za asti karnitin palmitoyl transferasy 2 (CTP2) k uwaii acyl-CoA a jeho vstupu do cyklu
B-oxidace a zkraceni acyl-Coa o dva atomy uhlBerg a kol. 200p*’

Fatty acid
f--ma‘--\ Outside Cell
w Inside Cell
Fatt;'{ acid

Fatty acyl CmﬂL?—--T) Acyl carnitine Carnitine
CPT1 1
\______-.,-’
/ CAT
/’ CPT2 b _\
Fatty acyl CoA = Carnitine

=—Acyl carnitine

B Oxidation

Acetyl CoA Mitochondrial Matrix
TCA Cvr,lel
NADH/FADH: ATP

\ S Electron Transport Chain

Obr. 7: Schéma transportu aktivovaného acyl-Cofep mitochondrialni membranyBerg a kol.
2002)*

Vlastni mechanismug-oxidace mastnych kyselin je ragen doctyt kroka (obr. 8), (Berg a
kol. 2003 **".

z aktivovaného acyl-CoA jsoutupobenim acyl-CoA-dehydrogenasy cg&ny dva

atomy vodiku z uhliku C2 a C3. Naslednou oxidachgoi flavinadenindinukleotidu

FAD vznikaa, B nenasyceny acyl-CoA

vznikly a, B nenasyceny acyl-CoA je hydratovan z&asti enzymu enoyl-CoA-

hydratasy a vznikf-hydroxyacyl-CoA

» vnasledujici reakci jep-hydroxyacyl-CoA oxidovan nap-ketoacyl-CoA, je
vyZadovana tast B-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasy a koenzymu
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD

* v poslednic¢asti dochazi pomoci Claisenovy reakce kipeii p-ketoacyl-CoA za

vzniku dvou slodgenin, acetyl-CoA, ktery vstupuje do Krebsova cykliacyl-CoA
kratSiho o dva atomy uhliku.
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Obr. 8: Schéma odbouravani mastnych kyselBerg a kol. 2002}

2.4 Lipolytické enzymy

Lipolytické enzymyradime mezi esterové hydrolasy, katalyzujici ve thmavém systému
voda — lipid, rozklad mono-, di- a triacylglycelioha vySSi mastné kyseliny, alkohol a
glycerol komplexnim mechanizmem zavislym na mnohaktdrech (online
www.lipidlibrary.aocs.org/animbio/faoxid/index.htm) %, Jako lipolytické  enzymy
ozn&ujeme lipasu (EC 3.1.1.3 triacylglycerolacylhydrolasa) a esterasu(EC 3.1.1.1
karboxylesterhydrolasa) Jsou charakteristické svoji schopnosti hydrolgzowydrofobni
dlouhé (EC 3.1.1.3) i kratké (EC 3.1.1ikkzce estar karboxylovych kyselin Jaeger a kol.
1994 '*° Jsou znamy Ziwisné, rostlinné i mikrobiélni lipolytické enzymy.rdho z nich
vykazuje Sirokou substratovou specifitu. Vykazujsokou regio- a stereospecifitu, ktera je
déld atraktivnimi biokatalyzatory pro produkci optickistych slodenin v chemickych
syntézach. Vyznaméehto enzynd spaiiva ve skuténosti, Ze nevyzaduji kofaktory, jsou
obvykllgoponérné dosti stabilni a dokonce aktivni v organickych rmzg§gdlech(Singh a kol.
2009 .

2.4.1 Struktura lipas

Lipolytické enzymyradime mezi tzv. serinové hydrolasy. Trojr@ézné 3D strukturagchto
enzymi vykazuje charakteristick@/B-ohyby — a-helixy a p-listy. Katalyticka triada je
sloZzena zeft aminokyselinovych zbytk a to serinu-asparaginu-histidinu; ékterych lipas
se vyskytuje glutamin namisto asparagidmeger a kol. 1994*°.
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2.4.2 Mechanismus ginku lipas a kinetika enzymove reakce

Lipolytick& reakce probiha pouze na rozhrani 1§gad — voda, z¢ehoz je retelné, Ze
koncentrace substratu na rozhrani fazi (Mgad v mol/m) pfimo ovliviiuje rychlost reakce.
Z tohoto divodu je molarni koncentrace a stav (kapalny, tubybstratu dlezity, pokud
ovliviiuje fazovou rovnovahu. Proto mohou v jedné fazistexiat molekuly substratu v
rozdilném stavu bez{mého vlivu na reatni rychlost Jaeger a kol. 1994"*°.

Aktivita esteras je funkci koncentrace substratidase kinetikou Michaelis-Mentenove,
maximalni reak&ni rychlost je dosazenaripkoncentraci substratu, kterd je mnohonasobn
mensi nez je bod nasycenfiggmz stav emulze substrat — voda neandje tuto rychlost. Na
rozdil od toho, lipasy nevykazuji zadnou aktivitdokud je substrat (lipid) ve stavu
jednotlivych molekul ve vo#l Kdyz koncentrace substratiepysi bod rozpustnosti, &aa se
formovat emulze, a reaki rychlost vyrazé nariista. Zobr. 9 je patrné, Ze aktivita lipas
piimo zavisi na ftomnosti rozhrani fazi. Z toho vyplyva definicelipasy jsou

karboxylesterasyisobici pouze na emulze substrat — rozgailst (Jaeger a kol. 1994,

aktivita enzyr {Ufml}

tomeentrace substran

Obr. 9: Mezifazova aktivace lipasy a esterasyistou substratovou koncentraciigsahujici
satura‘ni bod: A — klasicky aktivitni profil pankreatickéipasy a B — aktivitni profil kaiské jaterni
esterasyJaeger a kol. 1994}

Tato vlastnost lipas nasla vyheni, kdyZ byla poprvé objevena prostorova striktBylo
zjisténo, Ze aktivni centrum enzymu je ch¥aa polypeptidovymiettzcem ve form
poklicky, znemo#ujici napojeni samotné molekuly lipidu na enzym &slednou tvorbu
aktivniho komplexu. Naproti tomu, pokud lipas@échazi do pimého styku s lipidovou fazi,
z&inaji konform&ni zmeny, které posunou chranici polypeptidaegzec a umozniifstup
lipidu do aktivniho centra enzymu. Vusledku hydrofobnicasti pokleky dochazi
k hydrofébni interakci s lipidovou fazi, a tim seyZuje sila vazby enzym-substrat. Tato
skute&nost vys¥tluje fenomén aktivace lipas viippmnosti fazoveho rozhraniigpobenim

poklicky polypeptidové povahyim Ize rozliSit esterazy od lipas. Pokud enzyisgbici na
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triacylglyceroly nevykazuje fenomén aktivace, m& pgvaZzovany za esterasu. Kinetika
lipolytické reakce se i rovnici Michaelis-Mentenové i@stoze tento model plati jen pro
homogenni jednofazovy systém, ve ¥adzpustny ma byt enzym i substrat. Proto se uvadi
novy predpokladany modebbr. 10) ktery se sklada ze dvou kioklaeger a kol. 1994

» fyzikalni adsorpce lipazy na povrch lipidové fazmulEzné s aktivaci enzymu a
posunem ochranné polypeptidové pokyi

» vytvoreni komplexu enzym-substrat, ktery je nastethydrolyzovan na produkt a
regenerovany enzym, tento krok sézm popsat jako povrchovy model Michaelis-
Mentenové, ve kterém se koncentrace substratu twy@ds molech na jednotky
mezifazového povrchu, namisto v molech na jednoétového objemu

voda

Obr. 10: Model pro popsani kinetiky enzymové reakw® povrchu rozhrani faziJaeger a kol.
1994)™°
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2.4.3 Mechanismus hydrolyzy mikrobialnich lipas

Mechanismus esterové hydrolyzy je v podststejny jak pro lipasu, tak i esterasu, je
sloZenze ¢ty kroka obr. 11(Bornscheuer a kol. 2002

» substrat se vaze na aktivovany serin za tvorbgedtalniho intermediatu. Intemediat
je stabilizovan katalyzou His a Asp zbftk

» nasleds dochazi k uvoléni alkoholu a tvor® komplexu acyl-enzym

» v dalSim kroku nastava nukleofilni atak za stahde tetraedralniho intermediatu

» tento intermediat se &ni na produkt (kyselina nebo ester) a volny enzym
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Obr. 11: Mechanismus hydrolyzy esterové vagBprnscheuer a kol. 2002

Porovnanim aminokyselinovych sekvenci a 3D stryklipas a esteras bylo navrzeno, aby
jejich rozliSeni bylo provedeno na zakdapH; aktivni misto lipasy disponuje negativnim
potencialem v rozmezi pH spojenym s maximem lipéasaktivity (typicky gi pH 8,0),
zatimco aktivni misto esterasy vykazuje podobné/a@hiop ale i hodnotach pH 6,0, které

souvisi s obvyklym niZz&im aktivitnim pH optimeffigu 2006 2
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2.5 Mikrobialni degradace lipidi v odpadnich vodach

Restaurace a #iaeni rychlého oferstveni produkuji odpadni vody s obsahem iipiyto
odpadni vody jsou v technologiisténi odpadnich vod neakceptovatelné. Z tohaivodu
v poslednich &olika letech nastava vyzkum mikroorganismro pouZziti v bioreaktorech
Cisticek odpadnich vod. V soéasnosti existuje dkolik studii zabyvajicich seustem
mikroorganisni na lipidovych substratech z odavatu tuki pouZivanych v restauracich a
zarizenich rychlého stravovaniMakelin a kol. 1997y

Fast-foodovy pimysl predstavuje jeden z nejrozsahlejSich proliiéspojeny <isténim
odpadnich vod s obsahem tulSloZzeni mastnych kyselin tilodchazejicich do odpadnich
vod je zcela zavislé na menu, typu pouZivanychi @lolefi daného fast-foodu. Navzdory
existenci rozmanitych produktjako jsou odlgovate tuki a biologické dopiky, které jsou
schopny pomaoci ip feSeni &hto probléni, nejsou tyto doplky povazovany manazery
restauraci za dost&m®@ vykonné. Tento problém pak vede vyrobce biologitky@lophka a
odluwCovata tuka k vétSimu zamysleni v oblasti vyvoje novych mikrobigmikultur pro
pouZiti v bioreaktorech tenych procisténi odpadnich vod pochazejicich z fast-foodovych
restauraci\(Vakelin a kol1997 Chipasa a kol. 2006%*?3

Mikrobialni degradaci lipil v odpadnich vodach lze praktikovat jak za podminek
aerobnich, tak i anaerobnich. Za anaerobnich pakmj produktem rozkladu organické
hmoty methan a oxid uldity. Tento proces probiha v tz’WASB (Upflow Anaerobic Sludge
Bed) a EGSB (Expanded Granular Sludge Bed) reattiprmatimco za aerobnich podminek
jsou vyslednymi produkty oxidace voda a oxid &hyi (Singh 2005 **°. Pritomnost lipidi
v aerobnim systémiisténi odpadnich vod je povaZzovana za nezadouci. Vysbkgh lipid
ma negativni vliv na i@nos kysliku k mikroorganisim a vede k redukci mikrobialni
aktivity. Z tohoto dvodu se mikroorganismy pouZivaji dw imobilizované form, nebo ve
formé aktivovaného kalu Singh 2005 *?°. Aerobni ¢isténi odpanich vod {sobenim

[gfi)lirztgoragnisrﬁ bylo dokumentovano véhkolika studiich Nunn, 1986; Ratledge 1992

Z hlediska mikrobialni degradace lifids odpadnich vodach jsou nejvice studovanymi
mikrobialnimi druhy bakterie rodAcinetobacterBacillus, rod Pseudomonaa dale gkteré
termofilni druhy Thermus Tyto druhy byly testovany jak za laboratornichdmonek, tak
v provozechéisticek odpadnich vod. Z dostupnych vyslédk potvrzena schopnosichto
bakterii degradovat lipidy v odpadnich vodach. Vy&#osti je vSak dosahovandipouziti
smesnych kultur &chto bakterii Bhumibbamon a kol. 2002a, Bhumibbamon 20824’
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CiL PRACE

Cilem prace bylo sledovat vyuZitelnost potravshsich odpadnich materiél jako
potencialniho zdroje uhliku proast mikroorganismm a s tim souvisejici produkci
hydrolytickych enzym. Z tohoto divodu byla experimentaliast rozdlena na d¥ poloviny,
piicemZ v prvnicasti bylo pojednano o produkci, izolaci a idenafik polygalakturonas,
zatimco druhacast byla ¥novana charakterizaci kondeiho pipravku, optimalizaci
podminek pro produkci lipas a navrhu novéhdpmavku. V oboucastech byly popsany
odpadni zdroje, mikroorganismy a pouZité metody.

Pri feSeni experimentéliasti byla sledovana vyuzitelnost odpadu z ¥8hd, jako zdroje
uhliku pro st kvasinkovitého mikroorganismuGeotrichum candiduma produkce
pektolytickych enzym degradujicich pektinovou slozku rostlinné &tmé sény, predevsim
polygalakturonas. Cilem bylo produkované polygalaebtasy izolovat, charakterizovat a
proteomicky identifikovat.

V druhécésti prace byl charakterizovan kordeir piipravek odbouravajici lipidyiftomné
jako organickeé zn#steéni v potravinéskych odpadnich vodach. Tento kosrermpripravek byl
pouzit pro degradaci lipid v odlwovaiich neboli lapacich tuk Ukolem bylo otestovat
komekni pripravek z hlediska jeho schopnosti degradovatyipiilem charakterizace byla i
identifikace pitomné smisné mikrobialni kultury a navrzeni vhodnych mik@hbich druli
pro piipravu noveho preparatu.
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EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalnicast byla rozélena. V prvni ¢asti bylo pojednano o metodach a
postupech pouzitychipsledovani produkce polygalakturonas. Zatimco drpblovina byla
zameétena na charakterizaci kontetho pipravku, degradaci lipid a navrhu nového
pripravku.

3 Polygalakturonasy

Cilem této experimentélriidsti bylo vyuZziti odpadniho rostlinného materialwireistvi
askomycetouGeotrichum candidunCCY 16-1-29 pro produkci pektolytickych enzgm
Produkované enzymy byly purifikovany a identifikoya

3.1 Odpadni material

Zdroj uhliku pro #@st mikroorganism a produkci polygalakturonagqustavovaly hroznové
vylisky (matolina) ziskané po vylisovani bilych hnd vinné révy gstovanych v oblasti jizni
Moravy.

3.2 Mikroorganismy

83 mikroorganism, poskytnutych slovenskou Zbierkou kvasinek (Cdt@ollection of
Yeasts, CCY) bylo testovano na produkci PGas. Jddamini kandidéati vykazujici vysokou
extracelularni polygalakturonasovou aktivitu bylbvani zastupci ztdy kvasinkovitych
Geotrichum candidumCCY 16-1-29 (teleomorfni formaGalactomyces geotrichym
Aureobasidium pullulan€CY 27-1-115 a plise Aspergillus foetiduEGEK635 z turecke
sbirkylzglisni P univerzi€ Ege, Ustav BioinZenyrstvi, lzmir, Tureck®askin a Stratilova
2008 .

3.2.1 Geotrichum candidum

Geotrichum candidunize taxonomicky z@dit mezi kvasinkovité mikroorganismy. Tento
kvasinkovity mikroorganismus disponuje enzymy hygirajicimi nativni celulosu a pektin
(Gente a kol. 2006'% a je jednim z fivodai meknuti ovoce a zeleninyHang a kol) **°.
Geotrichum candidurje rozsfena ubikviti, vyskytuje se v mignych vyrobcich, na kyselém
zeli a okurcich, {dé, vo a aktivovanych kalech z odpadnich vod z vyrobytpladaken,
organickych chemikalii atd. Zije v praésti s omezenym mnozstvim dusiku i fosforutia p
ponmerné nizkém pH prosedi. Lehko oxidujetzné latky jako acetét, ethanol, izopropanol,
glycerol. Na agarovychugach tvdéi jemné kozZovité porosty a podobné kozky vyivana
kapalnych pgdach. Vyskytuje se ve vegetativni farnrozmnoZovani arthrokonidiemi
(Kockovéa-Kratochvilova 1999°
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3.3 Pouzita kultivaéni média a typy kultivaci

Poskytnuté druhy mikroorganisnioyly nejprve zatkovany na tekuté sladinové médium a
nasledg preatkovany na pektinové médium zaelem sledovani produkce extracelularnich
PGas. Vybrané druhy s vysokou polygalakturonasaktivitou byly pouzity ke sledovani
produkce PGas na hroznovych vyliscich. Hroznovéskylinavazka 70 g) slouzily jako zdroj
uhliku. Celkem byly testovany 4 typy kultim@ich médii(obr. 12) liSici se v obsahu soli,
piidavku kvasniného autolyzatu (KA) a ve zwbni nebo zaliti hroznovych vyligkL00 ml
roztoku soli nebo vody. Testovala se kultivaceista@ni a kultivace nadpace probihajici
po dobu 10 dniip teplo& 28 °C. Roztok soli obsahoval 10 g (NbB®,, 1 g MgSQ, 1 g
K,HPO, a 0,01 g FeSO7H,O byl doplrén na 1000 ml vody s 3 ml nebo bez kvasgho
autolyzatu a autoklavovan. Qglg probihaly wasovych intervalech (3., 4., 5., 6., 7. a 10.
den).

Hroznové wylisky [ ——» zvlhéeni wliski roztokem soli + KA

-~

\ zaliti vyliské 100 ml roztoku soli + K2

zvlhéeni wyliska sterilni H-O bez KA

zaliti vyliskd 100 ml sterilni H,O bez KA

Obr. 12: PouZzité typy kultivénich médii za podminek SSF kultivace

3.4 Metody

Pro extrakci a purifikaci extracelularnich polyajtiuronas bylo pouzitockolik typt metod
vedoucich k jejich usgné izolaci o poZzadovaiéstot a stabili€ téchto enzyn.

3.4.1 Extrakéni metody

3.4.1.1 Extrakce proteifa z ferment@&niho média

Po uplynuti pislusné kultivani doby byly hroznoveé vylisky za podminek SSF kate
zality 50 ml 0,1 M octanového pufru pH 4,8 a po d@® minut tepany narepace @i 160
rev/min. Buiky a zbytek hroznovych vylisk byly odstragny filtraci. Surovy proteinovy
extrakt byl ziskan srazenim proteinu (N¥$0O, (24 h, 4 °C), filtraci, rozpu&him precipitatu
v malém mnozZstvi destilované vody,étp/nym srdZzenim v ethanolu v pdm 1:4, 24 h, 4
°C, dialyzou v destilované ved lyofilizaci(obr. 13)
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S5 médium a suspenze hunek
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Ivofilizace —_— surov ¥ proieinovy exirala

Obr. 13: Postup izolace surového proteinového ektta

3.4.2 Separd@ni metody

Izolovany proteinovy extrakt byl dale purifikovam separovan na zakkdnolekulove
hmotnosti pomoci gelové pernted chromatografie (GPC), iontéwyménné chromatografie
(FPLC).

3.4.2.1 Gelova perméni chromatografie na nogii Sephadex G-25 Medium

Gelova permemi chromatografie na gelovych néish predstavuje &inny systém
separace molekul §znou molekulovou hmotnost{obr. 14) Prostedim je hydrofilni
dextranovy (Sephadex), agarosovy (Sepharose) nietytamidovy (Biogel P) gel dnline
navod Sephadex G p5~.

/2

porézni Eastice — |

kolona

M CHP

malé velké
malekuly malekuly

Obr. 14: Princip gelové permeai chromatografie (online navod Spehadex G 25§
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Sephadex G-25 Medium

Separace proteinprobihala na no&i Sephadex G-25 Medium (Pharmacia) keéldm,5 x
90 cm). Proteinovy extrakt byl rozptastv malém mnozstvi redestilované vody a nanesen na
kolonu. Objem frakce byl 5 ml, tokova rychlost 0,3 ml/min. Ve frakcich byla stapoa
polygalakturonasova aktivita, obsah proteispektrofotometricky f 280 nm) a obsah soli
(méfenim vodivosti). Frakce vykazujici polygalakturomesu aktivitu byly lyofilizovany.

3.4.2.2 lonto¥ vym¢énna chromatografie

lontovd vyngna je nejpouZzivaiSi chromatografickou technikou pro separaci nebo
purifikaci proteiri a dalSich nabitych biomolekul. Princip iondovyménné chromatografie
zavisi na reverzibilni adsorpci nabitého roztokuekol na imobilizované skupiny opaého
naboje 6nline navod CM-Sephadex C)58°

CM-Sephadex C-50

CM-Sephadex C-50 jetpraveny sfovanim dextranu epichlorhydrinem. Hlavni fdnk
skupinu pedstavuje karboxymethyl. C-50 je typ Sephadexu mkiquro &tSi biomolekuly,
proteiny s molekulovou hmotnosti v rozmezi 30 00A.G0 000 ¢nline Superdex 35
Separace proteinprobihala v rozmezi hodnot pH 3,6 — 5,6.¢@mZ molarni koncentrace
pouzitého octanového pufru jsou uvedertgllce 2

Tab. 2: Molarni koncentrace octanoveho pufru pouZip# separaci proteist na CM Sephadex C-
50; A — optimalizace separace, B-podminky pouZitg gpakovanou separaci

A B
0,05 M pH 3,6 0,05 M pH 4,4
0,10 M pH 4,2 0,10 M pH 5,2
0,15 M pH 4,8 0,15 M pH 5,6
0,20 M pH 5,2 0,15 M pH 5,6 + 1 M NaCl
0,20 M pH 5,6

0,20 M pH 5,6 + 1 M NaCl

Objem frakceginil 5 ml/20 min, eléni rychlost 0,25 ml/min. Ve frakcich byla stanovena
opét polygalakturonasova aktivita a obsah proiespektrofotometricky f vinové délce 280
nm. Vybrané frakce byly lyofilizovany.

3.4.2.3 Vysoko&inné proteinova kapalinova chromatografie

FPLC (Fast protein liquid chromatography) j&izeni pro rychlou a efektivni purifikaci
proteini. Mobilni fazi je kapalina, stacionarni fazi gelowaph, kde mira rychlosti ettniho
roztoku je kontrolovana pumpou. Existujékalik typa naplini kolon v zavislosti na typu
preferované separace.

V této praci byla pouzita kolona typu GBDperdex 75(1,0 x 30 cm)separujici v rozmezi

3000 — 70000 Da. Matrici byl kovaledtnspojeny dextran s vysocez&sianymi
agarosovymtasticemi(obr. 15)
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Obr. 15: Superdex 75: gimer ¢astic 13 - 15um, sloZeni matrice dextran/z&siana agardzy (online
navod Superdex 75%*

Samotny sepatai proces metodou FPLC probihal za podminek:
> 1 h kalibrace kolony v etunim pufru s pittokovou rychlosti 0,5 ml/min
» rozpuSEni nasyceného roztoku vzorku a aplikace na koletuge 0,05 M fosfatovym
pufrem, pH 7,0 obsahuijici 0,15 M NaCl
» vyhodnoceni frakci na obsah protieia enzymové aktivity na zaklagpH optima a
preferenci wci polymeru a oligomem kyseliny galakturonové (0,5 % PGA a 1 mM
(GA)s 0 pH 4,6)

Vysledkem tohoto ®&feni bylo stanoveni molekulové hmotnosti proieina zaklad

charakterizovanych standardPro kalibréni kiivku byl pouzit MW-GF-1000 Molecular
Weight Marker kit (Sigma)tab. 3)

Tab 3: Molecular Weight Marker kit pro standardiza&uperdex 75 kolony

standard molekulova hmotnost (Da)

cytochrom C 12 400

uhli¢itd anhydrasa 29 000
albumin bovine 66 000

alkoholicka dehydrogenasa 150 000

B-amylasa 200 000

apoferritin 443 000
thyroglobulin 669 000
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3.4.3 Analytické metody

3.4.3.1 Isoelektricka fokusace na polyakrylamidavéelu

Elektromigr&ni technika pouZivana pro separaci pratepodle jejich izoelektrickych
bodi. Predpokladem je vytvi@ni gradientu pH. Jednotlivé molekuly amfibrge pohybuji
podle svého okamzitého naboje aZz do mista, kde ki odpovida jejich isoelektrickému
bodu Radola 198p***

Pro isoelektrickou fokusaci byly pouzity dva tyggli: separani polyakrylamidovy gel a
detekéni agarézovy gel.

Separani polyakrylamidovy gel (13,5 x 17 x 0,1 cm)

3,6 ml 30 % akrylamid AA

3,0 ml Bis-akrylamid Bis-AA (2 %)
1,0 ml glycerol

1,5 ml amfolyty pH 3-10 (SERVA)
7,0 ml destilovana voda

odsati bublinek
5,0 ul TEMED
0,8 ml persiran amonny (APS)

Detekéni agardzovy gel

150 mg dekagalakturonové kyseliny (DP 10)/5 mtitiesné vody
100 mg agardzy (Top-Bio)/7,5 ml destilované vopifrava rozviéenim)
2,5 ml 0,5 M octanového pufru pH 5,0

Uvedené roztoky byly smichany a vlityi peplo& 75 °C do pedem pipravené matrice,
nasledovalo ztuhnuti geldigaboratorni teplat a uchovani i 4 °C. Samotna izoelektricka
fokusace probihala naslednymigpbem sestavajicim z naneseni nasycenych roximki,
prefokusace a fokusace.

Podminky isoelektrické fokusace:

Prefokusace Zatek 120V
30 min 220V

Fokusace 30 min 220V
30 min 400V
30 min 600V
45 min 800V
45 min 1 000 V
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Detekce polygalakturonas na agar6zovém gelu

Detekce probihala fipoZenim dete&niho agar6zoveho gelu na polyakrylamidovy gel
s inkub&ni dobou do druhého dne, tzv. zymogram meto@alafi a kol. 2009 **°,

Detekni gel byl po uplynuti inkuk@mi doby obarven po dobu 60 min Rutheniovou
cervenou. Zony byly vyhodnoceny na zaKlastandardu IEF Marker 3 — 10 Liquid mix

(Serva).

3.4.3.2 Polyakrylamidovéa gelova elektroforézaft@mnosti SDS

Elektroforetickd metoda wftomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS) pro charaktei
bilkovin. Separace bilkovin probiha na zakladzdilné molekulové hmotnosti, kdy se SDS
vaze na bilkovinnyettzec molekuly v poréru 1,4 g SDS/g proteinu.

Pro SDS-PAGE byl pouzitO % separa&ni polyakrylamidovy gel o nasledujicim sloZeni:

destilovana voda 2,05 ml
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 s 0,4 % SDS 1,25 ml
AA/Bis-AA (30 % / 0,8 % (w/V) 1,65 ml
10 % APS 0,025 ml
TEMED 0,0025 ml

Pro stanoveni molekulové hmotnosti proteibyl pouzit Unstained Protein Molecular
Weight Marker kit (Serva) o velikosti 14,4 — 116&B Broad Range standard 6,5 — 200 kDa.
Proteiny byly detekovany jednak barvenim na Coomaaskie a také barvenim natibto
(Fermentas).

3.4.3.3 MALDI — TOF/TOF hmotnostni spektrometrie

MALDI — TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lamation/Time of Flight), metoda
analyzy proteifi zalozena na pofru hmotnosti a nabojen/z Predpokladem je igvedeni
molekul vzorku do plynné faze za vzniku charaktek®ho naboje (ionu). Schéma
hmotnostniho spektrometru je zobrazena na obr. 16 (online
http://bimikro.vscht.cz/maldiman/cz/theory/basibg)p>".

regulace
Intenzity -«

hesndl o lasery . - baser
P e rafiekiorovy refiektor fimeami
i “" .* :‘z:_“"”m‘,. detekios fiontové Zroadio) de!lektnr
se vrorkem i , |
| : ‘ - _aw =t = oo
L T — |
- o |'1\' 3
‘ | aeflaktor
ontova I |
wrychiovaci brana -
oo elekiricks vakugvé
otky pumpy
Obr. 16: Schéma hmotnostniho  spektrometru MALDI - OF/TOF  (online

http://bimikro.vscht.cz/maldiman/cz/theory/basichpp **’
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Po SDS-PAGE byly vizualizované proteinové zényppoveni na Coomassie bluefrggany
z gelu a peneseny do mikrocentrifugaich zkumavek a podrobeny nasledujicim proceduram
spolu s analyzou MALDI-TOF/TOF:

Promyti gela

Vyiezan&asti gelu byly promyty destilovanou vodou a dvalsratsi voda/acetonitril (1:1)
po dobu 15 min. Po odstram snesi byl gridan acetonitril (ACN pro dehydrataci a odbarveni
gelu). Acetonitril byl odstraim a kousky gelu byly rehydratovangiganim 0,1 M NHHCOs.
Po 5 min byl pidan stejny objem acetonitrilu, po 15 min inkubagtroztok odstra#gn a gel
vysusen ve vakuové centrifuze (Eppendorf).

Redukce a alkylace

Vyieznécgasti gelu byly promyty roztokem s 10 mM dithiothoéém v 0,1 M NHHCGO; a
inkubovany 45 min 56 °C. Po uplynuti inkumi doby byl roztok pepipetovan do
zkumavky s pedem pipravenym 55 mM iodoacetamidem v 0,1 M MHCO;. Snes byla
inkubovana ve ti pri laboratorni teplat po dobu 30 min. lodoacetamidovy roztok byl
odstrarn a gel byl promyt 0,1 M NHHCO; po dobu 5 min a potom acetonitrilem po dobu 15
min. Promyvaci cyklus byl opakovan dokud Coomakkie nebylo vymyto.

Stépeni trypsinem

Po odstragni Coomassie blue byly wgzané&asti gelu vysuseny a rehydratovangpstim
pufrem obsahujicim 50 mM NHCO;, 5 mM CaC} a 12,5 ng/ul trypsinu (Promega). Po 45
min inkubace byl supernatant odstrara gremistn do zkumavky s 20 pl stejného pufru (bez
enzymu). Enzymova reakce probihata3y °C do druhého dne.

Extrakce peptidi

Peptidy byly extrahovanyiganim 25 mM NHHCO; a inkubovany po dobu 15 min. Poté
byl pfidan stejny objem ACN a inkubovany&@pdl5 min. Extrakce byla opakovana 2x s 5 %
kyselinou mraveti a ACN (1:1); extrakt byl zakoncentrovan ve vak&ogentrifuze
(Ependorf).

Purifikace a zakoncentrovani peptidi

Pro odsoleni a zakoncentrovani peptidovych exirakgla pouZita chromatograficka
kolonka ““ZipTip pipette tips™ s C18 reverzni fagMillipore, USA). VysuSenéa
zakoncentrované&zorky byly rozpudtny v 20 ul 0,5 % kyseliny trifluoroctové (TFA) a
purifikovany podle ZipTip protokolu.

ZipTip C18 purifika¢ni protokol

Zvlh¢eni: 2 x 10 ul 100 % ACN

Ekvilibrace: 2x 10 ul ACN: 0,1 % TFA &&)
Navazani: 10 x 10 pl vzorku rozputho v 0,5 % TFA
Promyti: 2x10 pl 0,1 % TFA

Eluce: 5x 10 ul ACN: 0,1 % TFA (60:40)
Regenerace 3hy: 2x 10 ul ACN : 0,1 % TFA (60:40)
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MALDI-TOF/TOF analyza

MALDI-TOF/TOF mgfeni probihalo v pozitivnim reflektronovém maodiegstavovaném
Applied Biosystem 4700 Proteomics Analyzer (AppliBbsystems, Framingham, MA).
TOF/TOF gistroj byl vybaven Nd:YAG laserem (355 nm), 3 —ulsp a 200 Hz. Ob spektra
MS i MS/MS vyzadovaly dvoustupve reflektronové zrcadlo. Pouzité byly volty 20 k\8
kV. Data byly vyhodnoceny v Explorer 4.5 softwaApplied Biosystems, Framingham, MA,
USA) s vyuzitim databadze Mascot (www.matrixscieaom). Vyhledavani probihalo podle
parametii: database — NCBInr a SwissProt; taxonomy — Fuaiggyme — trypsin; allowed
missed cleavage — 1; fixed modification — carbammdthyl (C); variable modifications —
none; peptide tolerance — +1,2 Da; MS/MS tolerance0,6 Da; peptide charge — (+1);
monoisotopic masses; instrument — MALDI-TOF/TOF.

Vyhodnoceni spekter
Spektra byla vyhodnocena s vyuZzitim databaze Unhigaplikace BLAST, ALIGN a
CLUSTALW?2 porovnavaciho programu).

3.4.3.4 Bioanalyzator

Tato metoda byla vyuzita s nbvyvinutou technologilab-on-chip pro analyzu proteina
nukleovych kyselin (DNA, RNA). V fipad analyzy proteii metodou SDS-PAGE jde o
miniaturizaci jeji analytické instrumentace, ktersaol® spojuje u¢eni molekulové hmotnosti,
kvality i kvantity. Riblizna doba analyzy se pohybuje kolem 30 — 40 anure vysledku jsou
poskytnuta vysoce kvalitni data v digitalni podokonline navod Bioanalyzer 2010:
www.agilent.com/chem/labonachip®

Pro analyzu proteinbyl pouzit Agilent Protein 230 Kit, ktery je vhogipro analyzu protein
od velikosti 14 — 230 kDa. Vzorky pro analyzu bykypraveny dle navodu Agilent Protein
230 Assay Protocobfiline navod Bioanalyzer 2010: www.agilent.com/chedmonachip **2

Vystupem byla SDS-PAGE v digitalni podob vyuzitim elektroforegratn

3.4.4 Biochemické metody

3.4.4.1 Stanoveni obsahu prot@n

Obsah proteiin v jednotlivych vzorcich byl vyhodnocen spektrofoketricky netenim
absorbanceipvinové délce 280 nm v UV oblasti (Jennway 6302&mphotometer), dalSi
metodou pouZzitou pro stanoveni profeibyla metoda dle LowryhoObsah proteiin byl
vyhodnocen na zakladalibrani kiivky albuminu (1 mg/ml).

3.4.4.2 Stanoveni enzymovych aktivit
Enzymové aktivita vyS&vanych proteih byla stanovena na polymer kyseliny

galakturonové (PGA) a na oligosubstraty kyselinkakfaronove; dimer (GA) trimer (GA),
tetramer (GA) a pentamer (GA)
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Stanoveni aktivity probihalo ¥ asovém intervalu gitenim girastku redukujicich skupin
pii 30 °C pomoci Somogyinidel. Reakni snes obsahovala jednotlivé substraty (0,5 %
PGA; 1 mM oligosubstraty v 0,1 M octanovém pufiugH optimu zjiséném v rozmezi pH
3,6 — 5,6) a enzymovy roztok v pérm 1:1. Aktivita byla néfena spektrofotometrickyip
vinové délce 530 nm. Celkova aktivita byla vyj@ia vumol redukujicich skupin za minutu
vztazené na mg extracelularnino proteinu pomociibiaghi kiivky kyseliny D-
galakturonové.

3.4.4.3 Stanoveni Zgobu winku

Stanoveni zfisobu @&inku bylo provedeno viskozimetricky dfenim degradace 0,5 %
roztoku pektanu sodného v 0,1 M octanovém pufru, $8 pomoci Ubbelohdeho
viskozimetru pi 30 °C (roztok obsahoval 18 ml substratu + 2 nayenu). Tento parametr byl
vztazen na pokles viskozitydasovych intervalech.

3.4.4.4 Stanoveni hodnoty Michaelisovy konstanty K

Michaelisova konstatnt&,, je zakladni charakteristikou dvojice enzym — sidtstleji
hodnota zavisi na typu substratu a podminkach jakeplota, pH a iontova sila roztoku.
Michaelisova konstanta purifikovanych enzaynbyla stanovena #ienim p@atenich
rychlosti enzymu na oligosubstraty ( 0,1 - 0,5&folymer kyseliny galakturonové (0,5 %).
Enzymova reakce probihaldi 80 °C v prostedi octanového pufru o hodggbH dané pH
optimem.Redni substrét 4:1, 3:2, 2:3, 1:4. Hodnota Michaelisovy konstamyla vyjadena
metodou podle Lineweaver-Burk (1/S = f (1/v)).

3.4.4.5 Stanoveni tepelné stability

Tepelna stabilita neboli mira tepelné inaktivaceyenu byla vyhodnocena na zakiad
dvouhodinové inkubace enzymii peplotach v rozmezi 25 — 60°C a naslednym stamiove
enzymoveé aktivity fi 30 °C.

3.4.4.6 Stanoveni teplotniho optima

Teplotni optimum purifikovaného enzymu bylo stamoe néfenim gFirastku redukujicich
skupin spektrofotometrickyip530 nm v rozmezi teplot 25 — 70 °C. Substrathyl% roztok
pektanu sodného.
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4 Produkce lipas

Cilem tétocasti bylo charakterizovat komai péipravek uéeny pro rozklad tuk a olefi
v odlwtovaiich tuki pomoci analytickych a molekulariiologickych metod. Nasledrpak
navrhnout vhodny mikrobialni kmen a optimalizovatiminky aplikace novéhaipravku do
odluCovati tuka.

4.1 Material

Komeréni pripravek — SanyDuo Spezial

Komegni preparat SanyDuo Spezial (Sanytura GmbH), Keeidle dostupnych informaci
smesi bakterii, enzyiin (lipas, amylas, proteas aj.) a povrcloaktivnich latek ¢nline
Odluwovace tuki a ropnych latek *'° Jednalo se offpravek uteny k degradaci lipil
do odlovaie tuki.

Bakterialni kmeny pouzité pfi identifikaci a optimalizaci 5
V experimentech byly pouZzity bakterialni kmenykzisé zCeské sbirky mikrorganisim
Brno, CR (Czech Collection of Microorganisms, CCM):

Bacillus cereusCCM 2010
Bacillus subtilisCCM 1999
Bacillus licheniformisCCM 2145
Bacillus circulansCCM 1611
Bacillus megateriun€CM 2037
Bacillus mycoide€CM 915
Bacillus thuringensi€€CM 19

Bacillus subtilisCCM 1999

Geobacillus therocatenulatuCM 2809

Geobacillus thermodenitrificarlGCM 2566

Smesna termofilni kultura bakterii rodithermusaBacillus z ¢isticky odpadnich vod

Média pro submerzni a povrchovou kultivaci
> 1,12 g KHPO,

0,48 g KHPO,

5,00 g NaCl

0,10 g MgS£7H,O

2,00 g (NE)2SOy

0,10 mg ethylentetradiamin kyselirtgowvé (EDTA)

2 % lipidovy substrat jako uhlikatyraj (olivovy, palmovy, slungnicovy,tepkovy

olej)

> Brain Heart Infusion Broth (HiMedi@adersky Envitek, Brno)

> Spirit Blue Agar + lipidovy substrat (HiMedi@adersky Envitek, Brno)
> Nutrient Broth No. 2 (HiMedi& adersky Envitek, Brno)
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Magnetické noste pouzité pi izolaci DNA

Magnetické polymerni nas poly (2-hydroxyethyl methacrylats-glycidyl methacrylate)
P(HEMA-co-GMA) byly pouzity @i izolaci bakterialni DNA. Tyto magnetické nosibyly
vytvoreny kombinaci organické polymerni matrice a anadgjemo jadra zajidijiciho
magnetické vlastnosfobr. 17) Noske byly gipraveny Ing. D. Hordkem, CSc. na Ustavu
makromolekularni chemie Akademieidv CR v Praze kopolymerizaci 2-hydroxyethyl a
glycidyl methakrylatu ve susi toluen/2-methylpropan-1-ol a vifpmnosti magnetickych
nanadstic ziskanych koprecipitaci Fe (I1) a Fe(lll)isoNH,OH (Rittich a kol. 2009***.

magneticke jidro

polymerni vrstva

organické raménko /

funkéni molekula (ligand)

Obr. 17: Fiklad magnetické&*astice pouZitelné pro izolaci DNA (Ritticha kol. @9) **

4.2 Metody

4.2.1 Biochemické metody

4.2.1.1 Dikaz mikrofléry s lipolytickou aktivitou

Pro dikaz lipolytické aktivity mikroorganisin piitomnych v komemim pipravku byl
pouzit Spirit Blue Agar. Spirit Blue Agaripdstavuje lipidové emulzni médium pro rychlé
stanoveni lipolytické aktivity vySagvanych mikroorganist Indikatorem lipolyzy je barvivo
Spirit blue. Lipolytické mikroorganismy metabolizujpidy v médiu a kolem kolonii se
vytvéfLOsvétlé prstence indikujici lipolyzwbr. 18 (online navod pro fipravu Spirit Blue
agar) ~.
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A) nezaockovany agar B) Staphylococcus aureus

C) Staphylococcus epidermis

Obr. 18: Spirit Blue Agar s koloniemi indikujicimliipolyzu: A) nezadkovany agar; C) kolonie
bakterie Staphylococcus aureus indikujici lipolyz@) kolonie bakterie Staphylococcus epidermis
indikujici lipolyyzu (online navod pro fipravu Spirit Blue agar)'*

Komegni piipravek tedni 1:100) byl zatkovan na Spirit Blue, jako lipidovy substrat byl
pouzit tributyrin (glyceroltributyrat). Inkubacevala 72 h p 30 °C. Po tech dnech byl
vyhodnocen dkaz lipolytické aktivity.

4.2.1.2 Stanoveni lipolytické aktivity

Lipolyticka aktivita byla stanovena spektrofotoney pii 420 nm khem 10 denni
submerzni kultivace. Re&ki snes obsahovala 500 ul kultury, 650 pl 0,05 M fosfétow
pufru pH 7,2 a 100 ul 2,5 mM p-nitrophenyllaurapNPL) v ethanolu jako substratu.
Hydrolyticka reakce praihla pi 37 °C po dobu 30 min. Po uplynuti inkéibé doby, bylo
piidano 100 ul NgCOs;, smes byla promichana a zifena absorbancetfipvinové délce 420
nm. Standardizace byla provedena pomoci kalitir&tivky p-nitrophenolu, p-NP (pg/ml),
kdy jedna jednotka lipasové aktivity byla definoadjako mnoZstvi p-nitrofenolu, které se
lljzt\ioml, z 1 pg p-nitrophenyllauratu po 30 min zamének metody igurgisladottir a ka)

4.2.1.3 Stanoveni teplotniho optima extracelulatipasy
Teplotni optimum lipasy produkované do kultimého média bylo stanoveno v rozmezi

teplot 20 — 65 °C spektrofotometrickyi @20 nm. Substratem byl 2,5 mM p-nitrophenyllauréat
v ethanolu.
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4.2.1.4 Stanoveni pH optima extracelularni lipasy

pH optimum bylo stanoveno v rozmezi hodnot pH B-spektrofotometrickyip 420 nm,
substratem byl 2,5 mM p-nitrophenyllaurét fgeplot 37 °C.

4.2.1.5 Barvenidle Grama

Gramovo barveni umozilo rozliSit grampozitivni eampnegativni bakterie v kontgim
piipravku. Toto barveni se &lo pouzivat jako jeden z diagnostickych a taxoménth
ukazatel. Principem procedury je barveni usmrcené baktérialltury roztokem krystalové
violeti a Lugolova roztoku a nasledné odbarveiggbenim organického rozpoédta, nap.
ethanolu. Grampozitivni bakterieistanou filao¢ obarvené i po {sobeni organického
rozpoustdla, zatimco gramnegativni se odbarvi. Aby byly dbarvené gramnegativni
bakterie |épe pozorovatelné pod mikroskopem, ddbaes kultura tjakym swtlejSim
barvivem, nejastji safraninem na&erveno Silhankova 200242

4.2.2 Analytické metody

4.2.2.1 Stanoveni degradace a utilizace mastnygsekn

Schopnost koméniho @ipravku degradovatizné lipidové substraty (olivovy, palmovy,
iepkovy a slunénicovy olej, vepové sadlo, haszi lij) byla stanovena dnem 10 denni
submerzni kultivace. Jako modelova odpadni vodauzgb tekuté meédium s obsahem
mineralnich soli dopbné 2 % lipidovym substratem.

Samotny proces stanoveni probihal nasledujiciisaipem: z kazdé Erlenmayerovynkg
bylo asepticky odebrano 20 ml kultdrdho média a if@neseno do dici nalevky s 20 ml
hexanu. Sis byla tepana 2 min a po roZieéni vrstev, byla horni vrstva oéldna do pedem
zvazené nadobky. Spodni vrstva byla reextrahovat&indi 20 ml hexanu a opakovan byl
stejny postup. Extrakt byl odfen a odparek zvazen a rozpmst 50 ml neutralniho alkoholu
v pritomnosti indikatoru fenolftaleinu. Roztok byl ttran 0,1 M KOH do staleho skab
razového zbarveni. Stejny postup byl aplikovan nak8g pouzité substraty vigseehu celé
kultivace El-Bestawy a kol. 2005**,

Lipidovou degradaci indikovaly volné mastné kysgl(% FFA) vyjadené z rovniceEl-
Bestawy a kol. 20054

Vior<Croyg-M-100
(1)
1000-m

Kde, Vkon je spotebovany objem 0,1 M KOH v kotieem (inflexnim) bod titrace,ckon je
piesna koncentrace KOH vzat4 ze standardizace KOkyseinu $avelovou,M molekulova
hmotnost dané mastni kyselinymahmotnost extraktu vznikla z rozdildgul a po odpani
(El-Bestawy a kol. 2005*,
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4.2.2.2 Stanoveni chemické speby kysliku

Stanoveni chemické spgeby kysliku (CHSK) se pouzivA k posouzeni orgarioké
zneisteni vod. Je definovana jako mnozstvi kysliku odpejadho spaths oxidatniho
¢inidla pri aplné oxidaci organickych latek ve wbhdChemicka spaeba kysliku byla
stanovena standardni dichromanovou metodu popsamnbeithods for the Examination of
Waters and Associated Materials 1976-26%1

4.2.3 Molekularné biologické metody

Charakteristika komeéniho gipravku SanyDuo (Sanytura GmbH) pomoci molekwarn
biologickych metod spovala v identifikaci bakterii ftomnych vtomto fpravku.
Predpokladem bylaiftomnost bakterii rodBacillus

Kultivace bakterii z pripravku SanyDuo Spezial

Bakterialni biiky izolované z komeéniho gipravku SanyDuo Spezial byly kultivovany za
aerobnich podminekipteplo€ 30 °C na Brain Heart Infusion Broth mediu po da@uhodin.
Po kultivaci a pecisténi bakterialnich kolonii pomocifiZového roziru bylo mozno
pistoupit k samotné izolaci DNARjttich a kol. 2009, Sambrook 2904>*4¢

Kultivace sbirkovych kmeni bakterii rodu Bacillus

Shirkové kmeny bakterii rodBacillus byly zaagkovany do Zivného média 2 (Nutrient
Broth No. 2), kultivace probihala po dobu 72 hogin 30 °C. Po kultivaci bylo mozno
pristoupit k gipraw hrubych lyzat burek a izolaci bakteridlni DNARittich a kol. 2009,
Sambrook 2001M4° 4@

Izolace bakterialni DNA byla provedena pomoci rdgtfenol-chloroformové extrakce a
srazeni DNA ethanolemRittich a kol. 2009, Sambrook 2001*> % a dale pomoci
magnetickych ¢astic poly (2-hydroxyethyl methacrylate-glycidyl methacrylate), P
(HEMA-co-GMA), (Kubisz 201p**’

4.2.3.1 FRiprava hrubého lyzatu bugk rodu Bacillus

Hrubé lyzaty busk byly pripraveny po centrifugaci bakterialnich (15000 ot. po dobu
3 min. Vznikly sediment byl resuspendovan v rozt@k{10 mM Tris-HCI, pH 7.8; 5 mM
EDTA, pH 8.0) a centrifugovan. Supernatant byl catsh a sediment byl resuspendovan
v 500 pul lyz&niho roztoku B (lysozym 3 mg/ml, 10 mM Tris-HCI, pi8; 5 mM EDTA; pH
8,0). Vzorky byly ponechanyiplaboratorni teplat po dobu 1 hodiny, poté bylaigano 25
ul 10 % SDS a 4l proteinasy K (1Qug/ml) a vzorky bny inkubovanyipteplog 55 °C do
druhého dneRittich a kol. 2009, Sambrook 204> *4¢
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4.2.3.2 Riprava hrubého lyzatu buék piFipravku SanyDuo Spezial

Hruby lyzat bugk izolovanych z komeéniho pgipravku SanyDuo Spezial bylkipraven
z bakterialnich butk narostlych na Zivném médiu Brain Heart InfusiorotB (Cadersky
Envitek) s pidavkem agaru (15 g/l). PostupnyrreStenim byly izolovany 3 odlisSné typy
bakterialnich kolonii. Jednotlivé bakterialni kakrbyly resuspendovany v roztoku A (10
mM Tris-HCI, pH 7.8; 5 mM EDTA, pH 8.0) a sim byla centrifugovana. Supernatant byl slit
a sediment byl resuspendovan v 500 pldyiao roztoku B (lysozym 3 mg/ml, 10 mM Tris-
HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA; pH 8,0). Vzorky byly pone&hy (¥ laboratorni teplat po dobu 1
hodiny, poté bylo pdano 25ul 10 % SDS a ful proteinasy K (10ug/ml) a vzorky byly
inkubovany pi teplot 55 °C do druhého dn&ittich a kol. 2009, Sambrook 20904>%°

4.2.3.3 lzolace DNA metodou fenol-chloroformovémkce

K ziskanému lyzatu béhk byl prfidan stejny objem fenolu a $ms byla opatré
promichavana po dobu 4 min. Nasledovala centrdegé 15 000 ot. po dobu 3 min, poté
byla odebrana vodna faze s DNA ¢lsté mikrozkumavky. K vodné fazi s DNA byldigano
700 pl CIZ (chloroform : izoamylalkohol) st (opt promichano po dobu 4 min s
naslednou centrifugaci), vodna faze byl&topdebrana daisté mikrozkumavky Rittich a
kol. 2009, Sambrook 20p1* 146

Ke vzorku DNA byla pidana 1/10 objemu 3 M octanu sodného, poté bgap 1 ml 96 %
ethanolu a obsah byl promichan. DNA se nechalaaigsrgi — 20 °C po dobu 15 min,
nasledovala centrifugacetipl5 000 ot. po dobu 15 min. Supernatant byl slidde se
pracovalo pouze se sedimentem. Sediment DNA byrsuiermostata DNA byla nasledh

rozpuséna v100 pl TE pufru (10 mM Tris/HCI pH 8,0 a 1 mMDEA) do druhého dne
(Rittich a kol. 2009, Sambrook 2qd4>14¢

4.2.3.4 lzolace DNA pomoci magnetickyéastic P (HEMA-co-GMA)

Separani snEs s magnetickymi no&i pro izolaci bakterialni DNA byla fpravena
v eppendorfovych zkumavkéach (1,5 — 2,0 mlznych objemech dléabulky 4. Vysledna
optimalni koncentrace polyethylenglykolu jednotlity sloZzek reaini snesi je uvedena
modre.

Tab. 4: Optimalni koncentrace a slozeni jednotlifwsloZzek separini smési

Komponentaf Vysfl;g/(:na koncentrace PE(?%GOOO

1. H.O 50 100 0 0 0

2. NacCl (5M) 100 | 200 160 | 200| 400

3. PEG (40%) 50 100 190 | 200| 400

4, mag.castice | 5 | g 25 | 50| 100

(2mg/ml)
vzorek (DNA
5. nebo hruby 25 50 25 50 100
lyzat)
vysledny objem (1) 250 | 500 250 | 500|{ 1000
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Smes pipravena dletabulky 4 byla promichana a inkubovana 15 mifi faboratorni
teplo€. Magnetickécastice s navazanou DNA byly odseparovany pommoagnetickeého
separatoru (15 miniplaboratorni teplaf). Supernatant byl slit &astice s navazanou DNA
byly promyty 70% EtOH v zéavislosti na objemu vzo(®@50—-100Qul). Castice byly optovrg
odseparovany magnetickym separatorem (2 nfinlgboratorni teplat) a kratce ususeny
v termostatu (do vygrani ethanolu) i teplo& 55°C (Kubisz 201p**".

DNA byla eluovana do 5QI TE pufru (10 mM Tris/HCI pH 8,0 a 1 mM EDTA) 1 i
laboratorni tepl@t nasleds byly magneticke¢astice odseparovany 2 miri paboratorni
teplo€ a eluovanad DNA ifepipetovana daisté zkumavky. Takto ifpravena DNA byla
pouZzita na spektrofotometrické stanoveistoty a koncentrace, gelovou elektroforézu a do
PCR Kubisz 201p**".

4.2.3.5 Polymerazovigetézova reakce

Pro polymerazovoietzovou reakci (PCR) byly pouzity dva typy primiedva univerzalni
bakterialni primery DG74 (5"-AGGAGGTGATCCAACCGCAY:A RWOL1 (5'-
AACTGGAGGAAGGTGGGGAT-3"), Greisen a kol. 2004 **® (Generi-Biotech) pro
doménu Bacteria a dva rodov specifické primery proBacillus sp. BK1/F (5'-
TCACCAAGGCAACGATGCG-3") a BK1/R (5-CGTATTCACCGCGROG-3"), (Xi-
Yang a kol. 2006'*° (Generi-Biotech). Podminky a parametry PCR reakoe juvedeny
v nasledujicim fehledu.

PRC smés pro primery pro doménuBacteriaDG74 a RW01

13 ul PCRvoda

50ul  PCR pufr

1,0l 10 mM dNTP

1,0 ul 10 pmol/ul primer DG74
1,0 ul 10 pmol/pl primer RW01
2,0 4l Taqg 1.1 Polymerasa (1U/ul)
2,0 oI DNA matrice (10 ng/ul)

25 ul  celkovy objem

PCR smeés pro rodow specifické primery BK1/F a BK1/R

32,7 ul PCR voda

50ul  PCR pufr

1,0l 10 mM dNTP

0,5 ul 10 pmol/ul primer BK1/F
0,5l 10 pmol/ul primer BK1/R
0,3ul Tag 1.1 Polymerasa (1U/ul)
80ul 1,6 mM MgG

2,0 ul  DNA matrice (10 ng/ul)

50 ul  celkovy objem
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Parametry PCR amplifikace

DG74 a RWO01 (370 bp) BK1/F a BK1/R (1095 bp)
95 °C/5 min 95 °C/5 min

95 °C/1 min 95 °C/1 min

57 °C/1 min 63 °C/1 min

72 °C/1 min 72 °C/1 min

72 °C/10 min 72 °C/10 min

Celkovy p@et PCR cykh byl v obou pipadech 30.

Pii PCR byla pouzita DNA izolovana z kulturfipravenych z jednotlivych kolonii
komekniho gipravku SanyDuo. DNA bakterii shirkovych knéerodu Bacillus byla pouzita
jako pozitivni kontrola v PCR. Z této DNA byly anfjfovany PCR produkty, které byly
dale S¢peny restriktasami a slouZily fip porovnani s restrinimi fragmenty bakterii
komekniho gipravku v dalStasti této prace.

4.2.3.6 Polymerazovigetézova reakce v realnérase

Polymerazovdetizova reakce v realnétase (RT-PCR) je varianta PCR umuojici piimé
sledovani PCR produkt v pribéhu polymerazové reakce priednictvim detekce
fluorescexiniho signalu v termocykleru. Pro detekci produlguugivaji interkaléni barviva
vazici se na DNA, fluoresceém: znaené sondy nebo fluorescew znaené primery
(Gilberte a kol. 2005>°.

RT-PCR reakce byla provedena s rofigpecifickymi primery BK1/F a BK1/R. Bfeni
probihlo na termocykleru Corbett Rotor-Gene 6000 s vyloedvacim softwarem Rotor-
Gene 6000 Software 1.7. Podminky RT-PCR jsou uwedéte v gehledu.

RT-PCR smés pro rodow specifické primery

12,5 pl SYTO-9 gPCR 2x Master Mix (Top-Bio s.).o.
1,0 pl 10 pmol/ul primer BK1/F
1,0 pl 10 pmol/ul primer BK1/R
9,5 ul PCR voda
1,0 pl DNA (10 ng/ul)
25,0 pul celkovy objem

Parametry RT-PCR amplifikace

95 °C/5 min
95 °C/1 min
60 °C/1 min
72 °C/1 min
72 °C/10 min

Celkovy p@et PCR cyki byl 30.
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Uvedeny SYTO-9 gPCR 2x Master Mix (Top-Bio s.r.obsahoval fluoresceéni barvivo 3.
generace SYTO-9, interkalujici mezi baze DNA bezgatignich viivi na apmlifikaci.
Vyhodou byla také iitomnost hot-start polymerasy.

4.2.3.7 Amplifikovana ribosomalni DNA restréki analyza

Metoda amplifikované ribozomalni DNA restik analyzy (ARDRA) je zaloZena na
polymorfismu délky restriénich fragment gerni kédujici malou (16S) podjednotku ribozomu
bakterii. Plati zde jednoduché pravidlo: frekven@hodného vzniku mista restitkho
iﬁpenl’ (4 bp sekvence) seife vyskytovat 1 x kazdych 256 bKubarachew a kol. 2003

Predpokladem pro provedeni restrilk analyzy byla amplifikace PCR prodtlkd pouzitim
rodow specifickych primar BK1/F a BK1/R a peisteni vzniklého PCR produktu. Tento
precisttny PCR produkt byl naslednsS€pen za pomoci restitkich endonukleasAlul
(AG'CT) a Tad (T'CGA), (Fermentas) s naslednou detekci na ageé@m gelu.
Digitalizované fingerprinty byly pouzity pro poro&ni experimentalnich a teoretickych
ARDRA fragment (Xi-Yang a kol. 2006*°. K pregistsni PCR produkt byly pouZity
magnetick&astice P (HEMA-co-GMA) pouzitérppurifikaci DNA.

Precisténi PCR produkta s vyuZzitim magnetickychéastic P (HEMA-co-GMA)
PCR produkty byly fipraveny postupem uvedenym v kapitole 4.3.2.5

Piiprava smési pro pietisténi PCR produkti

50 ul  PCR voda
100 uI 5 M NaCl
50 ul  PEG 6000 (40 %)
25 ul P (HEMAco-GMA) Fkol 135B ox
25 ul  PCR produkt

200 pl celkovy objem

Pripravena sms byla promichana a inkubovana 15 mif lpboratorni teplat Castice
s navazanymi PCR produkty byly odseparovany pommagjnetického separatoru po dobu 15
min pri laboratorni teplat Supernatant byl slit a byl uv@n magnet z magnetického pasu.
Zkumavky obsahujici nag& s navazanymi PCR produkty byly promyty 70% EtOH v
zéavislosti na objemu vzorkiastice P (HEMAco-GMA) byly odseparovany magnetem 2
min pi laboratorni teplat a mikrozkumavky kratce usuSeny v termostatu (dpatgni
ethanolu) i teplo& 55 °C Kubisz 201p**".

PCR produkty byly eluovany do 25 pl TE pufru (1Mrfris/HCI pH 8,0 a 1 mM EDTA) 1
h pri laboratorni teplat Po uplynuti doby bylgastice odseparovany 2 miti paboratorni
teplo€ a eluované PCR produktygpipetovany daisté zkumavky.Takto pecisttné PCR
produkty byly S&peny restriknimi endonukleasaniilul a Tag (Fermentas).
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Piriprava smési pro S€peni pomoci restrikénich endonukleasAlul a Taq|

1,0 ul  restrik &ni endonukleasaAlul

1,5ul 10 x NEBuffer 2

7,5ul  PCR voda

50ul pgeisttny PCR produkt
15,0 ul  celkovy objem

1,0 pl  restrik ¢ni endonukleasaragl

1,5ul 10 x NEBuffer 2

7,5ul  PCRvoda

50ul pgecisttny PCR produkt
15,0 ul  celkovy objem

Reakéni podminky: Alul (4 h inkubace # 37 °C) aTad (4 h inkubace f 65 °C)

Po nadtpeni byly restrigkni fragmenty vyhodnoceny pomoci agarozové gelové
elektroforézy v 2 % agarozovém gelu v pfedi 0,5 x TBE pufru (45 mM Tris, 45 mM
kyselina boritd, 1 mM EDTA, pH 8,0), agarozovy gg&l barven roztokem ethidium bromidu
po dobu 20 min a vizualizovan UV iedim. Velikost restriénich fragment byla odétena
s pouzitim standardu 100 bp DNA (100, 200, 300, 400, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a
1500 bp).
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VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledkova a diskuzriast je rozélena do dvou okruh PrvniieSi produkci technologicky
vyznamnych enzyfy polygalakturonas, mikroorganismy kultivovanymi imoznovych
vyliscich tvaicich jeden z odpadpotravindského piimyslu. V druhém okruhu jsou uvedeny
a diskutovany vysledky vyplyvajici z charakteriz&menegniho gipravku a navrhu nového
produktu pro efektivnéisteni odpadnich vod.

5 Produkce polygalakturonas

5.1 Vybér kmene

Produkni kmen byl vybran na zéaklad provedeného screeningu 83 kvasinek a
kvasinkovitych mikroorganistn ze Slovenské sbirky kvasinek a kvasinkovitych
mikroorganisni (Culture Collection of Yeasts, CCY) na jejich sphost produkovat
polygalakturonasy na pektinu jako jediném zdrojiikun v kultivatnim médiu. NejvysSi
produkci vykazovaly kmenyGeotrichum candidumCCY 16-1-29 (teleomorfni forma
Galactomyces geotrichym Aureobasidium pullulansCCY 27-1-115, ktery byl jako
producent popsan uZifde (Stratilova a kol. 2008°? Kromg téchto dvou kmed byl na
zaklad Gdaji (Taskin a Stratilova 2008 testovan i kmen plignAspergillus foetidus
EGEKG635 z turecké sbirky plisnfipuniverzi€ Ege, Ustav BioinZenyrstvi, 1zmir, Turecko.

VSechny i vySe zmigné mikroorganismy byly schopnyist na hroznovych vyliscich,
piicemz byla zaznamenana produkce extracelularnichgalalkturonas. Polygalakturonasy
produkovanéAureobasidium pullulanStratilova a kol 2006°% a Aspergillus foetidu'$® se
po izolaci projevily jako extrénminnestabilni. Z tohoto ivodu byly zmigné dva kmeny
vylou¢eny z dalSiho testovani. Nestabilita produkovanyditygalakturonas mohla byt
zpasobena zvySenym mnozstvinirpzenych sloZzek hroznovych vylisk nag. rostlinnych
ochranych proteiin jako PGIP Jorbet a kol. 20063, anebo zbytky poski, které mohly
zpasobovat nestabilitu polygalakturonas. V jinych seh (Stratilova a kol 2008°% Taskin a
Stratilova '?® byla prokazana vysoka produkce polygalakturonamqeiA. pullulansa A.
foetidus ale i jejich stabilita. V&chto gipadech byly ale jako zdroje uhliku pouzigpné
tizky, pSeniné otruby a citrusovy pektitf® 12

Stabilni polygalakturonasy produkoval na hroznévygliscich kmenG. candidumCCY
16-1-29. Z¥chto divodi se prace dale omezila na charakterizaci polygalakts
produkovanych pravtimto kmenem.

Geotrichum candidumjie kvasinkovity mikroorganizmus znamy hl&njako sowast
piirozené mikrofléry ®kterych francouzskych s§r(Larpin a kol. 2005 * kde hraji
daleZitou Ulohu jeho proteasBéutrou a kol. 2006 Dal§imi zkoumanymi enzymyG.
candidumbyly lichenasa a laminarinasa jako enzymy degreid@-glukan Piegza a ka)
1% Nejvice praci ovsem bylo za&teno na optimalizaci produkce a charakterizaci
lipolytickych enzymii (Vernet a kol. 1993, Mladenoska a kol. 2001, de éted Burket a
kOl. 2005 157, 158,15?

Prvni prace, ktera se zabyvala moznou produkcitopgickych enzyni timto
mikroorganizmem, pochazi z roku 19@a(ash a kol 1969, Autoii v ni popsali izolaci a
vlastnosti polygalakturonas.
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Pozdji byly identifikovany viceré formy polygalakturosagi¢emz se pedpokladalo, ze
nekteré formy enzymu jsou typické pro fytopatogenmieky, zatimco jiné formy jsou
produkovany i nepatogenilékamura et al2002, 2003¥*%? Ani v jednom pipads nebyla
zkouSena produkce enzynza podminek solid state kultivace, i kdyz jeji oglly byly jiz
znamy Gowthaman a kol. 2001, Pandey a kol. 2066

5.2 Vliv typu kultivace a slozeni ferment&niho meédia na produkci
polygalakturonas, rist a morfologii G. candidum

Celkem byly testovany 4 typy kultibmich médii liSici sev obsahu soli, idavku
kvasntného autolyzatu a ve zvéni nebo zaliti hroznovych vyligkroztokem soli nebo
vody. Testovala se kultivace stacionarni a kulttvae tepace. Nejvyhoduji se jevila solid
state (SSF) kultivace na vyliscich zé#fmych roztokem soli a kvagnym autolyzatem.
}1/7yhodou SSF kultivace bylo také snizeni nalklaa provozni zdzeni Pandey a kol. 1999

Jak jiz nazn&ovaly vysledky ziskanérpoptimalizaci produkce lipasvladenoska a kol.
2001, de Medeiros Burket a kol. 2008% **° G. candidumje na jedné strancitlivé na
michani pravépodobr v disledku poskozovani mycelidtends a kol. 1975, na druhé
straré v3ak potebuje dostatmy prisun kysliku e Medeiros Burket a kol. 2005°. Stejrg
jako v gipack lipas, fist kmene a produkce polygalakturonas byla niz§iz ks kultivovalo
bud’ za michani anebo byl kmen zalit zZsdwacim roztokem.

Mikroorganismy vytvéejici mycelia byly schopny pokryt cely povrch sulégt a
produkovat velké mnoZstvi extracelularnich hydiokjtch enzyni. Mimo typu kultivace
melo na produkci polygalakturonas vliv i sloZeni zZidkaciho roztoku, protozZeripomnost
stopovych prvi spolu s kvasgnim autolyzatem ji vyrazn zvySilo. Podobny efekt byl
pozorovany i u produkce polygalakturonas pli&nfoetidusnafepnychiizcich a pSeknich
otrubach Taskin a Stratilova 20082

Kromé produkce polygalakturonas, slozeni kultivetno média o vliv i na produkci
barviva a morfologii testovaného kmeftbr. 19)
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A) S5F kultivace s pridavkem mineralnich soli

- B @.“i

B) S5F kultivace bez pridavku mineralnich soli

B 2.

£ o,

Obr. 19: Vliv piidavku mineralnich soli na vzhled a zbarveni kolors. candidum: A) SSF
kultivace s gidavkem mineralnich soli; B) SSF kultivace be#¥igavku mineralnich soli (z#Seno
swtelnym mikroskopem, pouzité &geni 15 x 60)

Askomycetas. candidumnje znama tvorbou kozovitého povrchu svych koloviiiv sloZzeni
kultivaéniho média se projevil ve zbarveni koZovitych ptirkolonii burgk G. candiduma
pak také v morfologii butk obr. 19 A,B Obr. 19 A znazotiuje buiky, které rostly
v podminkach SSF kultivace gigavkem mineralnich soli. Kolonie méZovou barvu, je
kozZovita a biky maji prevazi elipsoidni tvar. V podminkach befigavku soliobr. 19 Bje
kolonie bild a uz jeji povrch nazhge prednostni vytvéeni hyf. Rozdil v morfologii busk
G. candidunmebyl dosud v literate popsan.

V nasledujicich experimentech se pro kultivacc@didum na  hroznovych  vyliscich
pouzivala solid state kultivace Egavkem mineralnich soli a kvagného autolyzatu

5.3 Produkce extracelularnich polygalakturonas

Produkce polygalakturonas (PGas) byla sledovameiibéhu 10 denni kultivaceG.
candidum Aktivita byla stanovena spektrofotometrickyéimnim girastku redukujicich
skupin podle SomogyihaSemogyi 1952*%" pii vinové délce 530 nm s vyuZitim Kalitsre
kiivky kyseliny galaktopyranuronové. Takto stanoveaidivita je sodtem aktivit vSech
produkovanych polygalakturonan hydrolas, to je galgkturonas (EC. 3.2.1.15, zvana taky
endopolygalakturonasa, dale endoPGasa) a exopaktgebnas (EC 3.2.1.67, dale
exoPGasa).
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Obr. 20: Produkce polygalakturonaséhem 10 denni SSF kultivace G. candidum

Na obr. 20 je znazoran pribéh solid state kultivace v fipchu 10 dri. Vzorky byly
odebirany 3., 4., 5., 6., 7. a 10. den solid skalévace. Zobr. 20 je Zejmé, Ze nejvysSi
produkce extracelularni polygalakturonasové aktiligla pozorovanadhem 3. a 7. dne SSF
kultivace. Podobny pitbéh, vyZadujici alespocasté&nou inaktivaci enzyrin, byl pozorovan
taky u ¥i kmeri A. pullulanskultivovanych stacionagnna pektinové fdé (Stratilova a kol.
2006 2 Vtomto gipadu byly na p&tku produkované hla¥nendoPGasy, které se pak
inaktivovaly. ExoPGasy bez invazivni funkce byhogukovany v pibéhu celé kultivace a
narast aktivity v pozdjsi fazi kultivace byl fipsan ¢mto enzynim. Autai predpokladali, Ze
endoPGasy jsou nevyhnutelné pro kolonizaci méd@mvmich fazich dstu a v pipact
nepatogennich mikroorganisinpak ztraceji vyznam. Patogenni mikroorganismyp jgé&
nag. Aspergillus niger produkuji endoPGasy vichu celého svéhaistu Stratilova a kol.
1996 % Pro uteni typu enzym v 3. a 7. dni kultivaces. candidumbyly tyto enzymy
izolovany a charakterizovany.

Hang a kol.** potvrdili produkci endoPGasy druhe® candidumna nélevu z kysaného
zeli. NejvysSi polygalakturonasové aktivity na taonahlikatém zdroji bylo dosazeno na 0,5
% pektat v 0,1M octanovém pufru v rozmezi pH 4,50- 5

5.4 1zolace polygalakturonas

Izolace surového proteinového extraktu z kutthiho média byla provedena podle
schématu nabr. 13v kapitole 3.4.1.1.

Surovy proteinovy extrakt byl peast&ném odsoleni dialyzou nanesen na kolonu s naplini

Sephadex G-25 Mediuffobr. 21)s cilem odstranit nizkomolekularni st@miny od protei.
Ve frakcich byla monitorovana polygalakturonasokivéa, obsah soli a protein
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Na zaklad stanoveni enzymové aktivity a soli ve frakcichddeusuzovat, zéast enzymu
interagovala s no&m a tim doSlo k jeho zdrZzovani na kalod tohoto divodu byly sbirané
frakce rozdleny nacésti I. (frakce 18 — 30), Il. (frakce 31 — 35) & Ilffrakce 36 — 54)
s nanmgtenou polygalakturonan hydrolasovou aktivitou. Pzetse vzorky I. - IIl. liSily jen
stuprém kontaminace, co se projevilo v jejich aktdyifsou dale uvedeny jen vysledky pro
vzorek |. Odsolené vzorky z3. a 7. dne kultivacevykazovaly vyrazné rozdily
v bilkovinném, aktivitnim, nebo solném profiMajoritni frakci byla frakceislo I.
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Obr. 21: Sephadex G-25 Medium: odsoleni proteinouéxtraktu ze 3. dne kultivace

5.5 Charakterizace extracelularnich polygalakturonas

Polygalakturonasy se ligékterymi svymi vlastnostmi, na zakla#tterych se da dit, jestli
jde o endoPGasu nebo exoPGafexova-Benkova a Markayi 1976 °° zakladnim
rozliSovacim znakem je neschopnost endoPGagjt &tigalakturonovou kyselinu. Protoze
tento enzym $&pi polymerni substrat (PGA) endomechanismetitin, kprelovani poklesu
viskozity a girastku redukujicich skupin v fib¢hu reakce odpovida poklesu viskozity na
50% mér nez 3% rozgpenych vazeb substratu. Produkty reakce jsou fiatiinenty PGA,

v pozdjSich fazich reakce oligogalakturonové kyselinypiipad exoPGas viskozita klesa
extrémri pomalu, protoZe se ze substratu &pidfe vylwné kyselina galaktopyranuronova.
Mimo typické exoPGasy, ktera preferuje polymernbsitaty jako endoPGasa, existuji
exoPGasy preferujici oligogalakturonové kyselinytolse kkdy pro rozliSeni nazyvaji i
oligogalakturonat hydrolasy a byly identifikovangkju rostlin, tak i u mikroorganisin
(Stratilova a kol., 2005a; 2005b; 2006; Flodrova@.k2007; 2009 70 151 171,172,173

Izolované extracelularni  polygalakturonasy prodwdey G. candidum byly
charakterizovany z hlediska pH optima, substratpreference, teplotniho optima, tepelné
stability, kinetickych paramatr izoelektrického bodu a molekulové hmotnosti.
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5.5.1 Stanoveni pH optim na substraty siizznym stupném polymerizace

pH optimum polygalakturonas v izolovanémésmém preparatu extracelularnich protein
G. candidumz 3. a 7. dne kultivace bylo stanoveno v rozmedi $i6 — 5,6 nsfenim
enzymové aktivity na 1 mM oligosubstraty — digala&han (GA), tetragalakturonan (GAp
0,5 % pektan siznymi hodnotami pHobr. 22 (A, B, C)
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Obr. 22: pH optima polygalakturonas izolovanych3yv a 7. dni kultivace. Substrat: A — dimer
(GA),, B — tetramer (GA), C — polymer PGA

Na zéklad substratové preference se stanovené pH optimaitigdit €mto enzynim:

pHoptimum 4,2 a 4,8 — endoPGasa (preference gyongo, dimer negpi)

pH optimum 4,6 — exoPGasa s preferenci pro oligdgatonové kyseliny (preference
pro tetramer, §pi dimer, polymer &pi pomalu)

pH optimum 5,4 — pravgodobr typicka exoPGasa s preferenci pro polymer

Ostatni pH optima, n#pv oblasti pH 3,8 — 4,0 a pH 5,0 se bez dalSi reggaforem
spolehliv prifadit nedaji. | kdyZz byly pozorovany diwé rozdily v minoritnich forméch,
endoPGasa s pH optimem 4,8 a exoPGasa s pH optdy@ree nachazely jako majoritni
enzymy ve vzorcich odebranych 3. i 7. den kultivAbgazny rozdil v substratové preferenci
(obr. 22 B, G umoznil charakterizaci¢thto enzynmi ve snésném preparatu, i kdyz byly
blizké hodnoty pH optim. Zthto divoda se v dalSi praci na stanoveni aktivity endoPGasy
pouzivala 0,5% PGA pH 4,8 a exoPGasyl mM (§&a4¢bo (GA) pH 4,6.

(Barash a kol. 1969 **° popsali mechanismus {sobeni polygalakturonasketszec
polygalakturonatu je &en ndhod& na mensi oligogalakturonoveé jednotky, zatimcoatat
galakturonové kyseliny je &en v pondru 3 + 1 nebo 2 + 2. Vifpad pentameru kyseliny
galakturonové #pi jednotky v ponsru 3 +2.Hang a kol.™*° potvrdili produkci endoPGasy
druhemG. candidumna nélevu z kysaného zeli, nejvyssi polygalaktasone aktivity bylo
dosazeno na 0,5 % pektat v 0,1M octanovém pufazmezi pH 4,5 — 5,0, coz je v souladu
s nasSimi vysledky.
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5.5.2 Teplotni optimum a tepelna stabilita polygaleturonas

Teplotni optimum polygalakturonas bylo stanovensiemim aktivity na 0,5 % PGA
v rozmezi teplot 30 — 70 °C. EndoPGasdanteplotni optimum 45 °C (stanoven# jejim
pH optimu 4,8) a exoPGasa optimum 60 °C (stanovérjéjm pH optimu 4,6pbr. 23

120
100
20

G0

aktivita (%)

I:l 1 1 1 1 1 1 1 1 1
25 a0 245 <0 45 a0 &5 G0 55 FiAl 5

—— endoPGasa —e— exoPGasa
[
Obr. 23: Teplotni optimum endoPGasyipH 4,8 a exoPGasyippH 4,6

Rozdil v teplotnich optimech endoPGas a exoPGhpuhtikovany i pro jiné mikrobialni
polygalakturonasy, ndpA. pullulans CCY 27-1-111 produkoval endoPGasu s teplotnim
optimem 50 °C a exoPGasu s teplotnim optimem 60(S@atilova a kol., 2005a'"°.
Optimalni teplota okolo 60 - 70 °C byla pozorovapé exoPGasy z rostlirSfratilova a kol.
2005b; Flodrova a kol. 2007; 20p&’* 172173

Tepelné stabilita jako vyznamny parametirpyslow dulezitych enzyni byla stanovena i
pro vzorek ze 3. dne i ze 7. dne kultivace. Vzooky 2 hodiny inkubovany i teplotach
v rozsahu 25 — 60 °C a pak v nich byla stanoverggptakturonasova aktivitaip30 °C.
V obou gipadech byla pozorovana inaktivace ve dvou stup(abin. 24, které by mohly
odpovidat majoritni forth endoPGasy a exoPGasyie®pokladame, Ze endoPGasa byla
stabilni jen do 35°C, nad 55 °C byla také pozorevw&yrazna inaktivace exoPGasy.
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Obr. 24: Tepelna stabilita produkovanych polygalakbnan hydrolas

Pro endoPGasu purifikovanddangem a kol.»*° indikovala teplota 40 °C 50 % ztratu
aktivity enzymu, coz znamena, Ze tento enzym vykalzpodobnou tepelnou stabilitu jakou
jsme zjistili pro endoPGasu studovanou v této pragiSsSi tepelna stabilita exoPGasy v
porovnani s endoPGasou byla zaznamenana také uménapdukovanychA. pullulans
(Stratilova a kol. 20054

5.5.3 Stanoveni kinetickych parameti, Ky,

Michaelisovy konstanty izolovanych polygalakturenabyly stanoveny gfenim
pocateenich rychlosti g raiznych koncentracich substiatd 0,05 — 0,25 % PGA a od 0,05 —
0,5 mM (GA). Reakce probihalafipteplot 30 °C. Hodnoty Michaelisovych konstant byly
vypccitany linearni regresgbr. 25 A, B HodnotaKm pro endoPGasu stanovena na substrat
PGA pH 4,8 byla 6,6 . T0mol.I"* a pro exoPGasu stanovena na substrat{@H)4,6 11,4 .
10° mol.I". Tyto hodnoty byly zatizeny chybou tgmbenou zbytkovymi aktivitami druhého
enzymu, ktoré se projevily nappri stanoveni teplotniho optim@br. 23) ale i takiadow
odpovidaji hodnotam ik béZné nantrenym pro tyto enzymyStratilova a kol. 2005a; Taskin
a Stratilova, 200g'7% 128
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A) 7,00

6,00 y=0,245x+ 1,484
ri

5,00 R*=0,997

4,00

3,00

1/v

-15

’

-2,00
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——ex0oPGasa

B) 7,00
y=0,270x+ 1,141
R2=0,979

1/v

-15 -10 -5 21,00 5 10 15 20 25

1/s

——endoPGasa

Obr. 25: Zavislost p&ate‘nich rychlosti na koncentraci substratu (1/S x 1A\ — exoPGasa; B —
endoPGasa
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5.5.4 Stanoveni zfisobu Winku polygalakturonan hydrolas

Mechanismus d¢inku polygalakturonas na polymerni substrat seajganoduseji stanovit
korelaci poklesu viskozity polymerniho substratu siapeé jeho degradace. Protoze
piedchazejici vysledky naztmvaly na produkci endoPGasy ne jen v prvnich fazich
kultivace, jak tomu bylo vifjpadt titech kmei A. pullulanskultivovanych na pektinovéiplé
(Stratilova a kol. 20062 testoval se vzorek odebrany ze 7. dne kultivée.(26. Pokles
viskozity 0,5 % polygalakturonanu v 0,1 M octanov@ofru pH 4,8 byl miten v pabéhu
reakce v Ubbelohdeho viskozimetru. V stejnyesovych intervalech byly odebirany vzorky
na stanoveni stuprdegradace polymerniho substratti.3® % poklesu viskozity doslo ke 2,2
% degradaci polymerniho substratu (0,5% PGA) avairke Stpeni glykosidickych vazeb,
coz nazné&ovalo nahodny zjsob &inku.

120

P [%]

D [%)

Obr. 26: Mechanismus &nku endoPGasy: zavislost poklesu viskozity na stumlegradace
polymerniho substratu (p#iu rozS¢penych vazeb polymerniho substratu)

Protoze poklesu viskozity na 50% odpovidabi@né¢ jen 2,2 % roz&penych vazebdbr.
26), prevazujici mechanizmusc¢idlku byl ndhodny (endomechanismus). Znamena to, Ze
majoritnim enzymem byla typicka polygalakturonags; 3.2.1.15 (endoPGasa)eci
nadhodnym mechanismem. Vipads, 7e gredpoklad Gtratilové a kol. 2008 o produkci
endoPGas patogennimi a nepatogennimi kmeny ek fazich kultivace je spravny,
tento vysledek by naztaval, ZeG. candidumCCY 16-1-29 je fytopatogenni kmen, i kdyz
byl izolovany jako pirozena mikrofléra list broskve.

Shodny mechanismugigpbeni endoPGagg. candidumbyl jiZ popsén Barashem a kol.
1970 **°. v piipadt pentameru kyseliny galakturonovégit tento enzym jednotky v pafru
3+2.
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5.5.5 Stanoveni izoelektrického bodu polygalakturces

Izoelektrické body (pl) polygalaktruronas bylyrst&eny pomoci IEF-PAGE. Izoelektrické
body byly identifikovany pomoci IEF standéardpH 3 — 10) s detekci izolovanych forem
polygalakturonas na dekagalakturonanovy substr& {D). Zobr. 27 je Zejmé, Ze byly
nalezeny d¥ majoritni formy polagalakturonas s izoelektrickfpmdem v oblasti pl 5,3 - 6,0
produkovanych ve 3. i 7. dni kultivace. Zarévieylo potvrzeno &olik minoritnich forem
polygalakturonas s izolektrickym bodem v oblasti j#t; 4,3 v pipact polygalakturonas
izolovanych 3. den a pl 4,2 vipact polygalakturonas izolovanych 7. den solid state
kultivace. Minoritni formy se postupnnaktivovaly.

J.den 7.den

6,0
5.3
5,2
4,5
4,2
3,5

Obr. 27: IEF-PAGE purifikovanych majoritnich a nmoritnich  forem polygalakturonas
produkovanych 3. a 7. den kultivace G. candidum

Z uvedeného experimentu vyplyva, %8 candidum CCY 16-1-29 produkovalo na
hroznovych vyliscich vylens kyselé PGasy.Nakamura a kol2002)®* sledovali produkci
PGas patogennim druhe@ candiduma zjistili, Ze tento druh je schopen produkov&ita
bazické PGasy (pl 8,3). ProtoZze znamym regulatonelmkce jednotlivych forem PGas je pH
prostedi Stratilova a kol. 1996 miZe byt produkce forem §znym pl ovlivréna prae

timto faktorem.
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5.5.6 Castana purifikace polygalakturonas

Casteéna purifikace polygalakturonas byla provedena na-S#hadex C-50 kolén
ekvilibrované 0,05 M octanovym pufreniipopH 4,4. Proteiny byly postugneluovany
kolonou pouzitim 0,05 M octanového pufru pH 4,4; M octanového pufru pH 5,2; 0,15 M
octanoveho pufru pH 5,6 a 0,15 M octanového pufiusgs s pidavkem 1 M NaCl. Eleni
rychlost 0,25 ml/min. V eluovanych frakcich bylaasbvena polygalakturonasova aktivita
spektrofotometricky 530 nm a obsah proteinpti 280 nm. Naobr. 28 jsou znazorény
proteinové frakce postupneluované CM-Sephadex C-50 kolonou. Pro charaldeiriz
purifikacnich kroki po CM Sephadex C-50 kolémyly vzaty frakce | (1 — 23), lll (75 — 100),
VI (120 — 168), VII (169 — 203), VIII (204 -235) faakce IX (250 — 261). V jednotlivych
frakcich byla stanovena polagalakturonasova aktividtazena na mg lyofilizatu, specificka
aktivita na mg proteinu celkovy protein. Sasré byl sp@itan vytzek eluovanych frakci po
CM-Sepahdec C-50 kolen Elu¢ni profily proteinu a aktivity pro vzorky z 3. a dne
kultivace byly témdt zhodné, proto uvadime jen ten pro 3. dwr,(28)

0,9 - 0,45
0,8 * " 0,15 M pH 5,6 04
0,7 - 0,35
0,1 M pH
5o 0,15 M pH 5,6 - 0,3
0,6 ' +
0,05 M pH 1 M NaCl
| 44 - 0.25E
0,5 o
£ 02 B
3 04 <
& | 0,15
0,3 o1
0.2 0,05
0,1 -0
0 POV VRes . o [ - -0,05
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
—— 280 nm ——530 nm
éislo frakce

Obr. 28: CM-Sephadex C-50 column: vzorek eluovarmfamovym pufrem odzném pH a molari

Efektivitu purifikatniho kroku na CM-Sephadex C-50 pro vzorek z 3. dné kultivace
zobrazujetabulka 5 V tabulce jsou uvedeny vypibané aktivity polygalakturonas ‘gpaitu
na 1,0 mg lyofilizatu (frakce po G25: lyofilizatskiany 3. den 31,4 mg, 7. den 28,3 mg; frakce
po CM: I. 130 mg, Ill. 60 mg, VI. 6,1 mg, VII. 86/8g, VIIl. 344 mg a IX. 119 mg), jejich
specificka aktivita v fepaitu na mg proteinu a hodnoty celkového proteinu aigkh po
déleni na Sephadex G25 kotba CM-Sephadex C-50 kén Nejvyssi vygzek byl stanoven u
frakci | (1 — 23) a Ill (75 — 100) po CM- SepadexsC koloré. VytéZzek v procentech
reprezentuje podil bilkovin ve frakci z celkovéhmtpinu naneseného na kolonu. Aktivita
lyofilizatu je navic pepaitena na navazku pouzitych hroznovych vyiigéko zdroje uhliku
(navézka 70 g).
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Tab. 5: Vy#Znost a efektivita jednotlivych purifikénich kroki (3. den& 7. den)

Purifika éni krok Ayofilizat celk. protein Aspec. Vytezek (%)
(umol/min.mg) (mg) (umol/min.mg)
Sephadex G-25
frakce | (18 — 30)* 55,1& 32,9 0,8&0,4 67,7 & 80,2 100 & 100
CM Sephadex C-50
frakce | (1 — 23) 3,8&3,9 0,7&0,2 5,2&21,8 87,5 &50
frakce Il (75 — 100) 3,2&2,6 0,2&0,04 14, 8 & 65 25 & 10
frakce VI (120-168) 1,6 &0,3 0,08 & 0,03 20,7 & 10 10&7,5
frakce VII (169 -203) 1,1&1,7 0,05 & 0,01 22 & 170 6,3&25
frakce VIII (204 —-235) 1,6 &1,3 0,05&0,3 32&4,3 6,3&75
frakce IX (250 - 261) 2,5&2,5 0,09 & 0,06 27,7 & 41,6 11,3 &15

e viz.obr. 21

Vzhledem ke zji$ni vyrazného poklesu aktivity vignehu praistovani, nebyl uskutamén
dalSi purifik&ni krok. (z nanesené aktivity vzorku z 3. dne kultivace 55nol/min se
z kolony ziskalo 13,4%umol/min a z nanesené aktivity vzorku ze 7. dne kultivace 32,9
pmol/min se z kolony ziskalo 12, {#nol/min).

5.6 Charakterizace polygalakturonas z hlediska W

5.6.1 Stanoveni molekulovych hmotnosti polygalaktumas gelovou filtraci

Stanoveni molekulovych hmotnosti polygalakturobg® provedeno gelovou filtraci na
Superdex 75 kolan Mobilni fazi byl 0,05 M fosfatovy pufr pH 7,0 ddisujici 0,15 M NacCl.
Polygalakturonasova aktivita ve frakcich byla starma na 0,5 % pektan sodny pH 4,8 ana 1l
mM pentagalakturonan pH 4,6. Molekulové hmotnogly bvztaZzeny na kalibkani kiivku
ziskanou pomoci Molecular Weight Marker Kit (Sigmajozsahu M 12,5 — 700 kDA.
Pomoci Molecular weight mnarker kitu byla molekiolimotnost endoPGasy 29 kDa a
exoPGasy 50 kDA.
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Obr. 29: Gelové filtrace na Superdex 75 column: eRGasa 29 kDa, exoPGasa 50 kDa

Na obr. 29 je znézorano stanoveni molekulovych hmotnosti purifikovanych
polygalakturonas. Frakeéi 24 u Kivky pro endoPGasu odpovidala molekulova hmosta8st
kDa, frakci¢. 22 u Kivky pro exoPGasu molekulovd hmotnost 50 kDa. Vyhodohoto
stanoveni bylo, Ze detekce probihala na z&ktdnoveni polygalakturonasové aktivity, coz
SDS-PAGE u &chto enzynd neumo#ovala. Nevyhodou byla naopak p&ma nepesnost,
protoze toto stanoveni polygalakturonasové aktizdyiselo i na terialni strukie (sbaleni)
enzymu.

5.6.2 Analyzacastané purikovanych proteina na Bioanalyzatoru 2010

Molekulové hmotnosti¢ast&éné purifikovanych proteii byly na zaér stanoveny
s vyuzitim elektroforézy v miniaturnim provedenia(tipu). Vysledkem bylo stanoveni
molekulovych hmotnosti purifikovanych protéirspolu s elektroforegramy. Yab. 6 jsou
uvedeny stanovené molekulové hmotnosti eluovanyakct po CM-Sephadex C-50 kokon
s vyuzitim elektroforézy n&ipu, naobr. 30pak elektroforegramy eluovanych frakci po CM-
Sephadex C-50 kolén Touto metodou byly analyzovany eluované proteéinfsrakce po CM
— Sephadex C 50 koldnvzorek 7. den kultivace. Pro vyhodnoceni byl pogtogram
Protein 230 BioAnalyzer 2100 a standard 4,5 — 228.Kzhledem na molekulové hmotnosti
polygalakturonas stanovené gelovou filtraci (290akba), se na dalSi experimenty pouzily
pouze frakce I, Ill, VI - IX.
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Vzhledem na molekulové hmotnosti majoritnich PG@movené gelovou filtraci (29 a 50
kDa) a jejich isoelektrické body, se na dalSi expenty pouzily pouze frakce VI — IX,
ve kterych se detekovaly proteiny s molekulovymiotimostmi v oblasti 27,6 — 50,0 kDa.

Tab. 6: Molekulové hmotnosti eluovanych proteinoWwdrakci po CM Sephadex C-50 kolén
stanovené pomaoci proteinovéldpu 230 na bioanalyzatoru 2100

Frakce | Frakce Il Frakce Il  Frakce IV  Frakce V  Frakce VI Frakce Frakce Frakce IX
pH 4,4 pH 4,4 pH 4,4 pH 4,4 pH 5,2 pH 5,2 VIl pH VIl pH pH 5,6 +
(kDa) (kDa) (kDa) (kDa) (kDa) (kDa) 5,6 5,6 NaCl

(kDa) (kDa) (kDa)
52 6,1 5,0 54 5,1 55 27,6 50,0 5,6
6,5 24,5 6,1 17,1 7,2 6,6 206, 133,5 7,0
450 131,8 8,3 109,3 8,8 36,4 182,5 9,4
81,3 13,4 123,0 9,6 87,8 31,6

1442 44,1 11,2 111,8 44 4
172,6 551 80,6 158,5 115,8
200,8 75,0 98,0 189,6 141,7
2249 88,2 168,6 236,4 227,1
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Obr. 30: Elektroforegramy frakci | — IX vyhodnocegf softwarem Protein 230 BioAnalyzer
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5.6.3 ldentifikace pektolytickych enzymi na zaklad€ primarnich struktrur

Castens precisténé proteiny (frakce VI — IX, uvolmé z kolony s naplni CM Sephadex C-
50 @i pH 5.2 — 5.6 s NaCl) byly separovany pomoci SD¥&E a detekovany barvenim na
Coomassie blue. V oblasti molekulovych hmotnosti -3®0 kDa byly vizualizovanérit
vyrazrejSi zony (obr. 31) Proteiny v jednotlivych zénach byly chemicky middivany a
St&peny trypsinem podle postupu uvedenym v kapitddel33.

Purifikované polygalakturonasy byly separovany pohSDS-PAGE elektroforézy, rdor.
31 vzore 36 kDa bhyla detekovana endoPGasa, wz&® kDa exoPGasa. Navic
identifikovanym enzymem byla pektinmethylesterasamolekulové hmotnosti 44 kDa.
Produkce pektinmethylesterasy nebyla doposud uud@h candidumpopsana, ale jeji
piitomnost se daipdpokladat.

2000 ka

16 kDa
97 kDa

i kDa

45 kDa

31 kDA
21,5 kDa

14,5 kDa
6.5 kDa

standard Broad Range

Obr. 31: SDS-PAGECd¢astené purifikovanych proteini G. Candidum (frakce VI — IX zCM
Sephadex C-50): 1 —endoPGasa, 2 — PME, 3 - exoRGas

MALDI — TOF/TOF analyza

Po extrakci a prdsténi S€pa se hmotnosti spektrometrii MALDI — TOF/TOF stargvi
z nangienych MS spekter jejich molekulové hmotnosti’d a nasledé bylo ukeno pdadi
aminokyselin jejich vybranych fragmeént(MS/MS spektrum). Pro prvotni vyhledavani
podobnosti aminokyselinovych sekvenci se znamyrak&trami proteif se pouzil program
Mascot (www.matrixscience.com). Vyhledavani prolihgodle paramelr uvedenych
v kapitole 3.5.1.3.

MS/MS spektrum peptidu s m/z 2416,2813 pochazejid proteinu 1 (obr. 31) je
znazorgno naobr. 32 Nalezena sekvence aminokyselin tohoto tryptick8kpu byla
»SNNVVSNVNILSSQVVNSDNGVR". Tato sekvence byla podle podobnostniho
Y%hledévéni totozna se sekvenci endoPGasgandidumAp2PG1 Nakamura a kol. 2002
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Peptid po tryptickém Stépeni 2416,2813n/z
- nalezena sekvence: SNNVVSNVNILSSQVVNSDNGVR

=

-

el

78.3, 464
LY

ey

15

4700 M5 5 Precursor 2416.28 Spec #1 MC[BP
Mass(mi'y

s 2411

Laa

1 ]

%in

Obr. 32: MS/MS spektrum peptidu m/z 2416,2813

Pomoci Uniprot databaze a vyuzitim jejich pfedki jako Blast a Aligment, jako i
programu Clustal W2, bylo nalezeno uréiistdané sekvence v molekule Ap2P@ilbylo
provedeno porovnani struktury Ap2PGR8NK97) se strukturami nejpodobyich proteir
s databazfobr. 33) NejvysSi podobnost se zjistila s polygalakturamais(endoPGasami, EC.
3.2.1.15) #G. candidumS31PG1 Nakamura a kol. 2003'%? (Q96WQ1), Penicillium

expansunf059925 a Fusarium oxysporur@Q53UB0).
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Posledni aminokyselina néwnalezené sekvence ,SNNVVSNVNILSSQVVNSDNGVR/
obrdzku oznéena mode), arginin, je satasti jednoho z vazebnich mist PGas, stéikin
konzervované sekvence RI/VKiarkovic a Janeek 200) 7.

Porovnani nalezené sekvence endoPGasy Ap2PG1 se sekemi endoPGas

Nalezena sekvence endoPGasy (¢6ena mode) byla identickd se sekvenci Ap2PGl1
Galactomyces geotrichumAp2PG1 byla porovnana se znamymi sekvencemi €BdaB.
Sekvence podobného aminokyselinového slozedly:mGeotrichum candidumS31PG1
Penicillium expansura Fusarium oxysporiupobr. 33

tr| QBNK97| QBNK97_GECCN
tr| QQ6WQL| QO6WQL_GECCN
sp| 069925| PGLR_PENEN

tr| Q3U80| Q63UB0_FUSOX

tr| QBNK97| QBNK97_GECCN
tr| QQ6VQL| QO6WQL_GECCN
sp| 069925| PGLR_PENEN

tr| Q3U80| Q63UB0_FUSOX

tr| QBNK97| QBNK97_GECCN
tr| QQ6WQL| QO6WQL_GECCN
sp| 069925| PGLR_PENEN

tr| Q3U80| Q63UB0_FUSOX

tr| GBNK97| QBNK97_GEOCN
tr| QU6WQL| Q96WQL_GEOCN
sp| 069925| PGLR_PENEN

tr| Q63UB0| Q63USO_FUSOX

tr| QBNK97| QBNK97_GEOCN
tr| QQ6WQL| QO6WQL_GEOCN
sp| 069925| PGLR_PENEN

tr| Q63UB0| Q63US0_FUSOX

tr| QBNK97| QBNK97_GEOCN
tr| QQ6WQL| Q96WQL_GEOCN
sp| 069925| PGLR_PENEN

tr| Q63UB0| Q63USO_FUSOX

tr| QBNK97| QBNK97_GEOCN
tr| QQ6WQL| QO6WQL_GEOCN
sp| 069925| PGLR_PENEN

tr| Q63UB0| Q63USO_FUSOX

tr| QBNK97| QBNK97_GEOCN
tr| QQ6WQL| QO6WQL_GEOCN
sp| 069925| PGLR_PENEN

tr| Q63UB0| Q63US0_FUSOX

MLFSTTAI L- - - AVAAMWVAAAP- - - - ADG- DLHAR- ASCTFK- - - DAKSA 38

MLFSKSAI F- - - AVAAI AVAAP- - - - TEG- DLQARGGACVFR- - - DAHSA 39

M LTRSVVLGFLGSASLALASPVAEL AEGSRL TPRGSACSYSGTSGAAAA 50

- MVRNI Al A- - - ALLPAAFAST---------- LPKRDPCSVTDYSGLATA 36
. . * . . * - %

| AGKKSCSNI VLQDI AVPAGETLDLTGLNKGTWTFAGTTTFG YKEWG 87
I AGKKSCSSI TLENI AVPAGOTLDLTGLAKGTWTFAGITTFG YKEVEEG 88
I AGKAGCSSI TLNNVVWPAGTITLDLTGLASGTKVI FEGTTTFG YKQWAG 99
VS- - - SCTNI VLNGFQVPTGKAL DL SKLKDGATVTFKGKT TFATTADNDF 83

* - * * ** * -*** * * - * % * ***

PLI SVSGDSI TVNQASGGKI QCDGARWADGKGSNDG- KI KPKFFYAHKMQ 136
PLI SVSGDSI TVNQASGGEKI DCGGSRWADGKGSNSGGKTKPKFFAAHKLQ 138
PLI SI SGTNI QVSGASGHL | DGQGSRWADGEGSNSKTNI KPKFFFAHSLK 149
DPI VI SGNG T1 TGASGHVI DGNGPAYWDGEGSNNKDNPKPDHFI VWVKKT 133

* - k% * . * k% * . * s kk ks kkk . * % *

- - NSNI NGLQVYNTPVQGFSI L- SDHLTLSNI LI DNRAGDKTNG- - - - - - 177
- - NSNI QGLQVYNTPVQAFSI L- SDHLTLSNI LI DNRAGDKPNG - - - - - 179
G- SSTI TGN KDSPVQVFSI SGSSCGLTI SGVTI DNKNGDTNSL- - - - - - 192
TGNSKI TNLNI Q\IV\AVI-N\FDI TGSSQLTI SGLI LDNRLGDKPNAKSGSLP 183

* * * * * * * ** * . -** * *

- GHNTDAFDVGSSTYI T1 DHATI YNQDDCLAI NSGDHI TFONGYCSGGHG 226
- GHANTDAFDVGSSTFI TI DHATVYNQDDCLAI NSGDH!I | FONGFCSGGHG 228
- GHNTDGFDI GDSDSI TI TGATVYNQDDCLAI NSGTNI VFSGGYCSGGEHG 241
AAHNSDGFDI SSSDHVTLDNI HVYNQDDCVAVTSGTINI | VSNMYCSGGHG 233

** * ** * -****** * *k % s kkkk kK

LSl GSVGGRSNNVVSNVNI LSSQVWNSDNGVRI KTVSGATGSVTGVKFQD 276
LSl GSVGGRSDNSVTNVQ | NNQVVNSDNGVRI KSVSGTTGNI SGVKFQD 278
LSI GSVGGRSNNVWETVHI SSTQVVWNSONGVRVKAVSGATGT I KGVTFQD 291
LS GSVGGKSNN\/VNC—NQ:LDSQ VNSENGCRI KSNSGTTGTI ANVTYQ\I 283

******** * * % * * *** * * * * ** ** .

I TLSNI AKYG DVQQRDYKNGGPDGKPTNGVKI SG TFSNI HGSI KSSGTK 326
| TLSNI AKYG DVQQDYRNGGPTGNPTNGVKI TA EFI NVHGTVKSSGIN 328
I TLSGE TSQA Tl RQEYTNSGYTGSPTTGVPI TGLTLNNVHGTVTSKGID 341
I PLTNI SKYC-NDVQI)YLNGGPTGKPTNGVKI SG KFI KVTGT VASSAQD 333

* * * . . --* * * * * ** * % * *

AYLLCGS- GSCSNFTWAKI NLTGGKTSGACKNVPSPATCNI 366
AY| LCGS- GSCSNWI'WsQ NVKGGKDSGACKNVPAGATCRL 368
| TI ECGSSASCSGM W KVAVSGGEK- ADVCKNAPS- GTC- - 378
W(I LCED- GSCSGFTFSGNAI TGGGKTSSCNYPTN— TCPS 371

* * *** sk * * * %

Obr. 33: Porovnani primérnich struktur polygalaktonas Ap2PG1 z G. candidum_(Q8NKP 7.
expansum (059925a F. oxysporum (Q53UBp se zd&lenenim no¥ identifikované sekvence
+SNNVVSNVNILSSQVVNSDNGVR® z peptidu s m/z 2416,280&na’ena modre)
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Porovnavané struktury ¢ty 129 identickych pozic, podobnych bylo 131. Clkéeastika
porovnavanych enzyin

Q8NK97 (Galactomyces geotrichummyn. Geotrichum candidumAp2PG1)
- polygalakturonasa Ap2PG1l (366 AA; 38 026 Da), radiGH 28 vykazujici
polygalakturonasovou aktivitu
- primarni struktura vykazuje sekvenci shodnou seesedi S¢pu sm/z2416,2813 ziskanou
Z proteinu X(obr. 31)

Q96WO0O1 (Geotrichum candidumS31PG1)
- polygalakturonasa S31PG1 (368 AA; 38 133 Da), radiGH 28 vykazujici
polygalakturonasovou aktivitu

059925 Penicillium expansumPEPG1)
- polygalakturonasa PEPG1 (378 AA; 38 028 Da), rodiGdl 28 vykazujici
polygalakturonasovou aktivitu s ndhodnynmigpbem dinku hydrolyzujici vazby(1—4)-
D-galaktosiduronovéhtetzce pektinu a dalSich galakturoian

Q53UBO0 Fusarium oxysporumPG1)
- polygalakturonasa PG1 (371 AA; 38 519 Da), rodinaH @8 vykazujici
polygalakturonasovou aktivitu

Na zaklad téchto vysledk Ize usoudit, Ze protein (bbr. 31)je endoPGasa EC. 3.2.1.15.
Molekulovd hmotnost tohoto proteinu odpovida po8[@S-PAGE okolo 36 kDa. Podobna
molekulova hmotnost, 36,4 kDa, byla potvrzeiiagmalyze vzorik na Bioanalyzatoru 2010
ve frakci VI (tab. 4) EndoPGasa Ap2PG1 produkovana &Zcandidum®, se kterou r#
protein 1 shodnou 23 aminokyselin dlouhou sekveméia molekulovou hmotnost 38 kDa
(366 AK). Toto nebyl jediny rozdil meziémito dwma endoPGasami. LiSily se i
izolektrickym bodem; zatimco nalezena formé&arizoelektricky bod v kyselé oblasti (pl 5,2
— 6,0), Ap2PG1 rila zasadity (pl 8,3)°. (Barash a kol. 1984 izolovali endoPGasu
produkovanou G. candidum s vyuzitim afinitni chromatografie. Tento enzymélm
molekulovou hmotnost 38 kDa identickou s molekulovdhmotnosti Ap2PG1, ale
isoelektricky bod il hodnotu 7,8. Da set@dpokladat, Ze se jedna jen o podobné formy
endoPGasy, evoln¢ spiiznéné, gicemz na zaklad ziskanych uddj nelze rozlisit, zda se
jedna o projev kmenoveé variability anebo jinych padek kultivace (vliv pH).

Ap2PG1 byla ozn#ena jako typicka endoPGasa patogenniho kn@&mnzandidumt®, Dalsi
endoPGasou produkovanou patogennim druh@&n candidum je polygalakturonasa
S31PG1% Vvzhledem na zji¥hou podobnost primarnich struktur endoPGas se da
predpokladat, Z&. candidumCCY 16-1-29 bude pat mezi patogenni kmeny, i kdyz byl
tento izolovany jako ifirozena mikroflora list broskve. EndoPGasa pops@&ashem a kol.

1% hyla stejt jako Ap2PG1 a S31PG1 produkovand patogennim druhapadajicim
citrusové plody®t: 162 1

Podob® jak byla vyhodnocena analyza hmotnostni spektroimeroteinu 1, byla
vyhodnocena i pro protein gbr. 31) MS/MS spektrum peptidu ra/z 832,3676, ktery
pochazel z tohoto proteinu, je znazsrmaobr. 34 Nalezena sekvence aminokyselin tohoto
tryptického Stpu byla ANASLSIR" . Tato sekvence byla podle podobnostniho vyhledavan
totoZzna se sekvenci pektinmethylesterasy (PMiptoshaeria maculan&42JT9).
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Peptid po tryptickém Stépenim/z832,3676
- nalezena sekvencANASLSIR
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Obr. 34: MS/MS spektrum peptidu 832,3676
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Obr. 35 znézotiuje umitni dané sekvence v molekule PMEeptoshaeria maculans
(E4ZJT9) a porovnani strukturig4ZJT9 se strukturami nejpodobjSich proteitd z databazi,
PME ztoho samého zdrojee4ZHH5) a PME produkované&mericella nidulans,syn
Aspergillus nidulans(Q5B7U0). Now nalezena sekvence ,ANASLSIR{na obrazku
ozna&ena motke), se nachazi v bezpriedni blizkosti ,regionu V* Markovic a Janéek

2004 ’° ktery obsahuje striktnkonzervovany arginin a tryptofan, které jsou cgti
aktivniho mista enzymuénkins a kol. 2001; Eklund a kol. 2032 17

tr| EAZHH5| E4ZHHS_LEPMJ
sp| G5B7U0| PVEA_EMENI

- - - MHPSLGFI LSLAVAAVATPSHPERRTAR- - HSSPDGCL TVGKGGKFH
- - MRVQSYL SLFSLVGAAL CAPREHFKRTAR- - TSAPAGCLTVGGSGTYS

45

tr| E4ZIT9| E4ZIT9_LEPMI MRLAI | VAGLLQACLAKSSVSRKAOQ\IHSAKPLDGCPKGTLLVGPGQ—FT 50
* * * * %
t r | E4ZHH5| E4ZHH5_LEPM) KVQDAVDAL DKSNPKSQC! YI AKGKYQEQVTI EKI ASPLI | YGETSDTSD 95
sp| @B7W0| PVEA_EMENI TI GAAFAAL GSSSSE- AC! Yl SAGTYKEQLTFQ YAGPLTLYGETTDTSS 94
tr| E4ZIT9| E4ZIT9_LEPMI SVQSA| | SLPKDTSP- HHl LVLAGNYTEQ! NVT- RPGPVYL YGETDNPDD 98
. * * * * . sk kk Kk .
tr | EAZHH5| E4ZHH5_LEPMJ YNSNAVTI TQGRSQ - - - - - - - - DNFKNENDKTATLRAHTPN- - - - - - - - 128
sp| @B7W0| PMEA_EMENI YKKNTVTI THTI SS- - - - - - - - - PEAG- SLVASATVNAANVDN - - - - - - - 126
tr| E4ZJIT9| E4ZIT9_LEPMJ QKKNTVNI | WRNATGSAANSTL DNAYTSVLTVAPTFNASATGSGPNGSPV 148
. * * *
tr| E4ZHHS| EAZHHS _LEPMJ - --------- LKVYNI NLVNTRG- - AGSQALAVSASGDKQAYYACQLI GY 166
sp| @®B7W| PMEA EMENl  —--eeeeo-- FTMYNI NVWNGYG- - KGAQAVALAASGERQGYYGCQFLGY 164
tr| E4ZIT9| E4ZIT9_LEPMJ AKDTPFGNTDFRAYNLNFI NDYRPYVSGPSLAVSVSYANSSFYYCGFYSY 198
. * * * -k * .. * . % * .
tr | EAZHH5| E4ZHH5_LEPM) QDTVLA- QTGKQLYAKCY! EGATDFI FGEEAFALFHGCTI GVLPKEKGKG 215
sp| @B7W0| PMEA_EMENI QDTLYA- RVGVQYYSNCY! EGAVDY! FG- DASAWFGECD! - - - - VSNGAG 208
tr| E4ZIT9| E4ZIJT9_LEPMI QDTVYVGKLGNAYFYRNEI AGI TDFLYG FGTAW QSSLLTLRGOGGG T 247
* % * * * * ..
tr | EAZHH5| E4ZHH5_LEPMJ HI TANGADDESNKSI FVI ENSSI AAARDKSVKDGSYTLGRPWGHHARTVF 265
sp| @B7W0| PMEA_EMENI YI TAVBRETASDPAWYCFDHCNI YGKSGLDL TGDVY- LGRPWRVLARVI Y 257
tr| E4ZIT9| E4ZIT9_LEPMI AVKGTNTTFANKYGVYI HNSNI VKANASLSIRGKCA- LGRPV\NEQHRSLF 296
* k k k%
t r | E4ZHH5| E4ZHH5_LEPM) QNCDLSAVI NEVGASTWNDNDPRN- DYAFFGEYGNTGKGAL GKRPKW - - 311
sp| @B7W0| PVEA_EMENI QNSELSDI | NAAGAMTTMAEG: - - - - ATPLYYEI GNTGDGADTSKRLY- - - 299
tr| E4Z3IT9| E4ZIT9_LEPMJ ANCYNDDS QPGGYl RUSTTDPR! NANTTMAEYKSYGPGADEKARVAGNT 346
* *
tr| EAZHHS| EAZHH5_LEPM) - ---- VKQLKKPI Al TEVLDK- - - - - - DYKSWIDASYLG - - - - = = = - - - 339
sp| ®B7W| PMEA EMENl  ----- LSEl SAAVTKATVLGS- - - - - - DWIDW.DWBY- - - - - == === - - - 325
tr| E4ZJT9| E4ZIT9_LEPMI 396

tr| EAZHHS| E4ZHHS_LEPMJ
sp| G6B7U0| PVEA_EMENI
tr| EAZJT9| E4ZIT9_LEPMI

TAVWGEKEMEGARGVCGDVFQFPGEGRGGNVGW DKEVL VEGAWGFKGGY
.. * - * %

EGCGE 400

Obr. 35: Porovnani primarnich struktur pektinmethgsteras z L. maculan@E4ZJT9 a E4ZHHY a

E. nidulans (Q5B7UQ se z&lenénim now identifikované sekvence ,ANASLSIR" z peptidu s m/z
832,3676 (oznéena modke)

Porovnavané struktury ¢ty 57 identickych pozic, podobnych bylo 105. Chaeaistika
porovnavanych enzyim
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E4ZJT9 (Leptosphaeria maculans)

- pektinmethylesterasa (400 AA; 43 167 Da), roddia8, pektinesterasova rodina vykazujici
aspartylesterasovou a pektinesterasovou aktivitu

- primarni struktura vykazuje sekvenci zhodnou skvenci fpu sm/z 832,3676 ziskanou
Z proteinu Aobr. 31)

E4ZHH5 (Leptosphaeria maculans)
- pektinesterasa (339 AA; 36 927 Da), rodina CEp8ktinesterasova rodina s pektin
esterasovou aktivitou

Q5B7U0QEmericella nidulans,syn. Aspergillus nidulans
- pektinmethylesterasa A, pmeA (325 AA; 34 859 Dajlina CE 8, pektinesterasova rodina
s pektinesterasovou aktivitou

Uvedené vysledky naz#igi, Ze protein 2(obr. 31) by mohl byt PME, EC. 3.1.1.11.
Molekulovd hmotnost tohoto proteinu odpovidala po8DS-PAGE okolo 44 kDa. Podobna
molekulova hmotnost, 44,4 kDa, byla stanovetidapalyze vzork na Bioanalyzatoru 2010
ve frakci IX (tab. 5) Proteiny frakce IX byly uvalované z kolony s napini CM Sephadexu C-
50 az 1 M NacCl, coz nazéigje bazicky charakter izoelektrického bodu tohatatginu.

Z dostupné literatury neni produkce PME u dr@icandidunpotvrzena, avsak vzhledem
na funkci tohoto enzymu se d&ekavat. Pektinmetylesterasa totiz demetyluje v ipakt
homogalakturonan a tintipravuje substrat pro PGasy.

Protein 3(obr. 31) se pomoci hmotnostni spektrometrie analyzovat repodi kdyz
molekulova hmotnost 50 kDa stanovena SDS-PAGE raxata, Ze by se mohlo jednat o
exoPGasu. Protein se stejnou molekulovou hmotrystidentifikovany i analyze vzork
na Bioanalyzatoru 2010 i ve frakci VIII. Kdyby Skkute&né o tento enzym, na zaklad
uvolovani z kolony s CM Sephadexem C-5fast 5.6) by se dalo usuzovat, Ze jde o
majoritni PGasu s ménkyselym izoelektrickym bodemokr. 27, protoZze endoPGasa se
uvolovala ve frakci VI.
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6 Produkce lipas

Tato ¢ast dizerténi prace byla zastena na studium vlastnosti korteiho gipravku
SanyDuo degradovat lipidy v odpadnich vodach. Nejpoyl proveden itkaz gitomnosti
mikroorganisnd v pripravku, dikaz lipolytické aktivity, stanoveni lipolytické akity a
porovnani schopnosti degradovatzmé lipidové substraty. Byla provedena identifikace
mikroflory piitomné v komemim pipravku a nakonec testovani a sledovani podminek
produkce lipas u vybranych mikrobialnich knigsro vyvoj nového produktu.

6.1 Studium vlastnosti komeé&niho piripravku

6.1.1 Dikaz lipolytické aktivity mikroflory p ¥itomné v komernim p¥ipravku

Spirit blue agar byl pouzit kittazu lipolytické aktivity mikrofléry pitomné v komeamim
piipravku (KP). KP n&ediny v pongru 1:100 byl zatkovan na spirit blue agar a po uplynuti
72 h inkubani doby (30 °C) byla vyhodnocenatitpmnost mikroflory s lipolytickou
aktivitou. Dikaz lipolytické aktivity se projevil stlymi prstenci v okoli mikrobialnich
kolonii obr. 36

Obr. 36: Spirit blue agar indikujici dkaz lipolytické aktivity komamiho pFipravku
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6.1.2 Sledovani lipolytické aktivity a uvolnych mastnych kyselin

Lipolytick& aktivita byla stanovena spektrofotoney pii vinové délce 420 nm. Jako
substrat byl vyuzit 2,5 mM p-nitrophenyllaurat habolu. Hydrolyticka reakce probihaléi p
37 °C po dobu 30 minut. Jako modelova odpadni umda pouZzito kultiv&ni médium o
slozeni: 1,12 g KHPOy; 0,48 g KHPO,; 5,00 g NaCl; 0,10 g MgSYH,O; 2,00 g
(NH4)2SOy; 0,10 mg EDTA a 2 % lipidovy substrat jako uhlikadroj (olivovy, palmovy,
slunenicovy, repkovy olej). Lipolytickd aktivita KP byla stanovema ftizné lipidové
substratyobr. 37. NejvySSich hodnot lipolytické aktivity KP bylo s@Zeno prvni a druhy den
v piipact, kdy substratem byl palmovy i@pkovy olej. VysSi aktivita u ostatnich substrat
(olivovy a slunénicovy olej) se projeila az ve druhémiratim dni kultivace. Zasrem lzefici,
Ze lipolyticka aktivita byla ovlivéina slozenim lipidovych substtéfodliSné slozeni a obsah
mastnych kyselin). Toto zji&hi by bylo teba zohlednit ip aplikaci KP na odpadni vody, kdy
Ize paitat s pomalejSim néstem biomasy KP v souvislosti s typem uhlikatéhoojedr
v odpadnich vodéach.
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Boliwowy ®palmowy P fephonny @ dunednicoag

Obr. 37: Lipolyticka aktivita koméniho pfipravku s pouZzitim &znych substrat

Stanoveni uvoknych mastnych kyselin bylo provedeno z&lém zjiSéni schopnosti KP
degradovat lipidové substraty a vyuzivat produkty tdegradace jako zdroj uhliku. Olivovy,
palmovy, fepkovy a slunénicovy olej byly pouzity jako lipidovy substrat pnmodelové
odpadni vody. Nejlépe degradovatelnym substratehpéiynovy olej (60 % FFA) poréch
dnech kultivace, pak nasledovaéepkovy (50 % FFA) aolivovy olej (47 % FFA).
Slune&nicovy olej (52 % FFA) dosahl nejlepsi degradovaisti az po i dnechobr. 38
Z tohoto experimentu Ize épposoudit vliv sloZeni substratu na odpadni vodu.
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Obr. 38: % uvol@nych mastnych kyselin sledovandimglegradaci olejnatych substrat

6.1.3 Vliv pH a teploty na produkci lipas komegniho piipravku

Lipasy produkované v fibéhu kultivace do progedi ferment&gniho média byly
charakterizovany z hlediska teploty a pH. Teplotzimezi, ve kterém byla sledovana teplota
produkovanych lipas byla v rozmezi teplot 20 — € RNa zaklad tohoto sledovani byly
zjiSteny dw optimalni teploty vhodné pro produkci lipas. Prigplota produkce lipasip25
°C a druhd teplotaip50 °C (obr. 39) Sowasr¢ byl sledovan i vliv pH na produkci lipas. pH
bylo sledovano v rozmezi pH 3,0 — 10,0. Prvni optithpH bylo stanovenoiphodnog pH
6,0; druhé pH $ hodnot pH 8,0(obr. 40)
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Obr. 39: Vliv teploty na produkci extracelularniclipas kometniho péipravku
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Obr. 40: Vliv pH na produkci extracelularnich lipmkomerniho pfipravku

79



6.1.4 Organické znéisténi odpadnich vod

Chemick& spaeba kysliku, jako ukazatel obsahu oxidovatelnycbaoickych latek a
zarovai organického zn#@Steni odpadnich vod, byla stanovena dichromanovou doeto
CHSK na modelové odpadni vody (kulttvea médium dopléné iiznymi lipidovymi
substraty a aplikace komdiho @ipravku). Jako kontrola byla pouZzita vodovodni voda
obr. 41 a tabulce 7je znazortin obsah oxidovatelnych organickych latek v jedmgth
modelovych odpadnich vodach.
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Obr. 41: Obsah oxidovatelnych organickych latek wdelovych odpadnich vodach (mg/l)

Tab. 7: Obsah oxidovatelnych organickych latek v dedovych odpadnich vodach (mg/l)

substrat olivovy palmovy Frepkovy sluné&nicovy  kontrola

mg/l 3020 4040 3920 3130 1930

Timto stanovenim byla zji&ta mira organického z&iéténi modelovych odpadnich vod.
Bylo zjiSttno, Ze nejvice zr&tenou odpadni vodou byla modelova odpadni voda
s pidavkem palmového oleje (koncentrace organickydtbkla#040 mg/l). Tento lipidovy
substrat byl zarowevyhodnocen jako nejlépe degradovatelny substrégj\g/SSi produkci
lipas obr. 38 V dalSicasti byla sledovana zavislost koncentrace orgacitkgtek nacase
(méieni probihalo po dobu dvou i Ukazatel obsahu oxidovatelnych latek byl sledopéo
modelovou odpadni vodiobr. 42)s gidavkem palmového oleje, ktery byl vyhodnocen jako
nejlépe degradovatelny substrat.
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Obr. 42: Zavislost koncentrace organickych latek tase

Z uvedenéhabr. 42je mozno rozeznatitfaze pabéhu poklesu organickych latek. V prvni
fazi doSlo k poklesu oxidovatelnych latek, zatimcdruhé fazi k jejich zvySeni. Toto Ize
vyswtlit postupnym naistem biomasy, kdyiftomna mikroflora zéala vyuzivat organicke
latky ke svému rozmnozovani. Veaeti a zarove posledni fazi poklesu dochazelo
k metabolizaci organickych latek na jednoduché &ainy a jejich vyldovani do prosedi.
Zawerem lzefici, Ze Bhem dvou df dosSlo k vyraznému sniZeni obsahu organickych latek
v modelové odpadni veédo 74 %, vychozi koncentrace 4040 mg/l na kowe koncentraci
1038 mg/l) a zarowe degradaci lipidového substratu pomoci mikrofléryitgmné
v komegnim pipravku na nizsi metabolity.
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6.1.5 Identifikace mikroflory p¥itomné v komernim pripravku

Identifikace mikroflory v komemim gipravku SanyDuo (Sanytura GmbH) byla provedena
pomoci molekular®r genetickych metod. rBdpokladem byla fitomnost bakterii rodu
Bacillus (online Odluovace tuki a ropnych latek®. Jednim z prvnich tesbylo rozliseni
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii a pawaizdoményBacteria Zastupci rodu
Bacillus byli identifikovani v rodo¥ specifické PCR. Identifikace jednotlivych dfuBacillus
byla provedena pomoci amplifikované ribozomalni DNéstrikkni analyzy (ARDRA).
Identifikace mikroflory komemiho gipravku proBhla za @elem identifikace druhového
mikrobialniho zastoupeni pro navrh nového produkiwdiovate tuk.

6.1.5.1 Gramovo barveni

Gramovo barveni bylo vyuzito k rozliSeni grampivnich (G+) a gramnegativnich (G-)
bakterii kometniho gipravku. Rozdil v barevnosti je dan odliSnym sldaeburécné sény
bakterii, G+ se barvi modrofialéyG- do fizova. Bakterie fitomné v KP byly G+ typugbr.
43 (zvétSeno swtelnym mikroskopem 15 x 100, imerzni objektiwibkovité bakterie G+).
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Obr. 43: G+ tyinkovité bakterie komamiho pfipravku SanyDuo (Sanytura GmbH), #&eno
swtelnym mikroskopem 15 x 100, pozorovano imerzninekbvem)

;
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6.1.5.2 Doména¥specificka polymerazovigetézova reakce

Predpokladem pro potvrzenfippmnosti doményacteriabyla izolace DNAIzolace DNA
byla provedena pomoci fenolové extrakce. Konceati@acistota izolované a purifikované
DNA byla owiena spektrofotometricky.

Samotné osteni probihalo metodou polymerazovétzové reakce za pouziti dvou
univerzalnich bakterialnich primeDG74 (5"-AGGAGGTGATCCAACCGCA-3") a RW01
(5"-AACTGGAGGAAGGTGGGGAT-3"), Greisen a kol 2004**%. PCR snis a podminky
PCR cyklu jsou uvedeny v kapitole 3.2.4.3. Speit#iainiverzalnich bakterialnich printer
pro doménuBacteria byla potrzena polymerazovagtzovou reakci izolované genomové
DNA bakterii komegniho gipravku s detekci amplikdragarozovou gelovou elektroforézou.
Velikost amplikorii (370 bp) odpovidala velikosti PCR prodiuktiskanych po amplifikaci
DNA s univerzalnimi bakterialnimi primerpbr. 44 Pro vylokeni faleSg pozitivnich
vysledika byla jako kontrola pouzita genomova DNA sbirkovétraene Bacillus subtilis
CCM 1999 (Czech Collection of Microorganisms, Mg&kawa Univerzita).

hl 1 2 3

1500 b

1000 bp

A BR .30 bp

100 bp

Obr. 44: Agarozova gelova elektroforéza amplifikeda DNA s vyuZitim doméndvspecifickych
primeri DG74 a RWO01 (370 bp): M — DNA standard; 1, 2 — bale izolované z komeéniho
pFipravku; 3 — kontrola B. subtilis CCM 1999
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6.1.5.3 Roda¥specificka polymerazovigetézova reakce

Pro izolaci DNA bakterii byly pouzity @dvmetody. Standardni metoda fenolové extrakce a
alternativni metoda zvysujici citlivost PCR a vedidke snizeni falegmegativnich vysledk
plynouci z pitomnosti PCR inhibitar v realném vzorku (KP). Izolace DNA byla provedena
pomoci magnetickych P (HEMA0-GMA) c¢astic pokrytych karboxylovymi skupinami.
Stejn)'/1 Bostup byl pouZzit s G&ghem i izolaci bakteridlni DNA z mkénych vyrobki (Kubisz
2010 .

Pro polymerazovoietézovou reakci byly pouzity specifické primery pradrBacillus sp.
BK1/F (5"-TCACCAAGGCAACGATGCG-3") a BK1/R (5-CGTANCACCGCGGCATG-
3), byly amplifikovany PCR produkty o velikosti 99 bp &i-Yang a kol. 2006 **°.
Specificita rodo¥ specifickych primear Bacillus byla potvrzena polymerazovaetzovou
reakci s detekci agarozovou gelovou elektroforékt@obr. 45je uvedna roday specificka
PCR s DNA izolovanou metodou fenolové extrakceolbia 46 rodow specifickd PCR DNA
izolovana pomoci magnetickycltastic P (HEMAco-GMA). lzolace DNA pomoci
magnetickych¢astic P (HEMAco-GMA) se ukazala efektiwjsi. Vyhodou izolace DNA
pomoci magnetickychiastic P (HEMAco-GMA) byla rychlost izolace DNA, lepSi kvalita a
Cistota izolované DNA. Kvalita izolované DNA se pruila @i amplifikaci PCR produki.
Tento rozdil je pozorovatelny na uvedenych obrdmcicarové také doSlo ke snizeni
inhibitord PCR reakce.

1500 bp
1095 bp
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Obr. 45: Detekce PCR produkt pomoci agar6zové gelové elektroforézy. S vyuZitimdow

specifickych primefi BK1/F a BK1/R byla amplifikovana DNA izolovanarielovou extrakci: M —
DNA standard; 1, 2 — bakterie komémiho pfipravku; 3 — B. subtilis CCM 1999, 4 - B.
licheniformis CCM 21435 ; 5 - B. megaterium CCM 2037; 6 - B. cereus CCMI120
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Obr. 46: Detekce PCR produkt pomoci agar6zové gelové elektroforézy. S vyuzZitobdow
specifickych primefi BK1/F a BK1/R byla amplifikovdna DNA izolovana parai magnetickych
castic P ( HEMA-co-GMA): M — DNA standard; 1, 2 — keerie komeeniho pfipravku; 3 — B.
subtilis CCM 1999, 4 - B. licheniformis CCM 2145 5 - B. megaterium CCM 2037; 6 - B. cereus
CCM 2010

6.1.5.4 Roda¥specificka polymerazovigetézova reakce v realnémase

RT-PCR reakce byla provedena s ratlospecifickymi primery BK1/F a BKI1/R
specifickymi pro rodBacillus (Xi-Yang a kol. 2006**°. Kuvalita izolované DNA pomoci
magnetickychtastic P (HEMAco-GMA) byla owiena PCR v realnéase. Touto metodou
doSlo k vylogeni nespecifickych PCR prodiktRT-PCR byla provedena s pouzitim SYTO-
gPCR 2x Master Mix (Top-BidCeska Republika) za podminek uvedenych v kapit@e33t.
M¢treni prokhlo na termocycleru Corbett Rotor-Gene 6000 ponaglsodnocovaciho
softwaru Rotor-Gene 6000 Software 1.7. blar. 47 jsou uvedeny kvky tani, které se
pouZzivaji k o¥reni specifity amplifikovanych produkt Specifické produkty se odliSuji od
nespecifickych jinou teplotou tani.
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Obr. 47: Keivky tani - oieni specifity RT-PCR produkit

Specifita rodow specifickych primear BK1/F a BK1/R pro rodBacillus byla owiena PCR
v redlnémcase s DNA izolovanou pomoci magnetickyé@stic P (HEMAco-GMA) bakterii
z komeeniho gipravku a DNA extrahovanou z refetmich vzorki Bacillus sp. Zarove
byla vylowtena nespecifnost PCR produkit Dikazem byly kivky tani se shodnou teplotou
tani (92 °C) ve vSechripadech amplifikace produkt

6.1.5.5 Amplifikovana ribozomalni DNA restréki analyza

Bacillus sp. izolované z komeéniho g@ipravku byly identifikovany po kultivaci na Brain
Heart Infusion Broth sijfidavkem agaru. Na agarovych plotnach byly pozorgvé@ra typy
morfologicky odliSnych kolonii. Kolonie byly igcisteny 3x pomoci kizového roziru.
Identifikace druli byla provedena metodou ARDRA. Amplifikony byly¥geny restriknimi
endonukleasami typAlul a Tad. Amplikony byly pred Sépenim pecisteny magnetickymi
casticemi P (HEMAco-GMA). Pii ARDRA analyze byly &peny i refereténi druhyBacillus
pro srovnani gpenych produkt komegniho gipravku. Zarova byly vyhledany teoretické
pozice ARDRA Bacillus sp. digest dostupné na internetovych strdnkach
http://www.ncbi.nim.nih.gov. ARDRA metodou s pottitTag restrikini endonukleasy byly
v komegnim pipravku identifikovany bakterialni druhyBacillus cereus(400, 700 bp
fragmenty) aBacillus licheniformis(200, 350, 500 bp fragmenty; s pouzithktul restrikeni
endonukleasyBacillus subtilis(200, 200, 250, 400 bp fragmenty)Bacillus licheniformis
(250, 800 bp fragmenty) ebr. 48
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Obr. 48: Taql: 1 — B. cereus, 2 — B. licheniformi8,— ne&peny PCR produkt, M — DNA standard;
Alul: 1 — neS#peny PCR produkt, M — DNA standard, 2 — B. subtil&— B. licheniformis

Technika amplifikované ribozomalni DNA restik analyzy byla pouzZita pro
taxonomickou studii bakterii rodBacillus. Pro tuto techniku byly zvoleny rod&specifické
primery BK1/F a BK1/R a spolu s restriktasafiul a Tad byly pouzity k identifikaci
bakterii v kometnim pipravku. V kometnim pipravku byly identifikovany bakterie rodu
Bacillus konkrét druhyB. cereus, B. subtilia B.licheniformis Bakterialni DNA izolovana
now syntetizovanymi magnetickymiasticemi poly (2-hydroxyethyl methacrylate-
glycidyl methacrylate), P (HEMAo-GMA) byla vysoké kvality a vhodna pro PCR. Ve
srovnani s izolaci DNA metodou fenolové extrakagda lvato technika jednodussi a rychlejsi.
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6.2 Testovani vybranych bakterialnich kme# pro vyvoj nového pripravku

Cilem této¢asti bylo otestovat vybrané mikrobialni kmeny p§waej nového pipravku do
odluovate tuki.

Testované mikrobialni kmeny:
» Bacillus subtilisCCM 1999
« Geobacillus thermodenitrificanGCM 2566
« Geobacillus thermocatenulat@CM 2809
» smesna kultura bakterBacillusaThermus

Z kapitoly 6.1.3 s nazvem Stanoveni vlivu pH aldgpna produkci lipas komeéniho
piipravku viz obr. 39 a 40 vyplynulo, Ze identifikované bakterie z komietho gipravku
produkovaly lipasy v optimalnim rozsahu pH 6,0 -©.8Fi¢emZ optimalni teplota pro
produkci lipas bakteriemi kom@&riho gipravku byla stanovenaipeplotach 25 °C a 50 °C.
Tyto stanovené hodnoty pH a teplot byly porovnanyodnotami namienymi u vyse
zmingnych kmeri. Na zaklad vysledki pak byl navrzen vhodny kmen pro novwygravek do
odiwwovate tuki. Byl sledovan vliv pH, vliv teploty a vliv tenzidoa produkci lipas.

6.2.1 Vliv pH na produkci lipas

Stanoveni optimalniho pH pro produkci lipagegstavovalo dlezZity faktor pro naist
mikrobialni biomasy. pH bylo stanoveno vrozmezidiat pH 3,0 — 10,0 pro vSechny
uvedené druhy mikroorganismoptimalni pH jsou uvedenatab. 8a naobr. 49 U vSech
bakterialnich drut byly stanoveny d¥ formy produkovanych lipas. Shodna pH vykazoval
komegni piipravek spolu s kulturoB. subtilis a to g pH 6,0 a 8,0Bora a kol. 2008
sledovali produkci lipas temofilnim kmendsnsubtilisDH4 a zjistili maximalni produkciip
pH 9,0 po 36 hodindch kultivace. Tento enzym bgb#hi v rozmezi pH 6,0 -10,0. Toto
rozmezi pH bylo zji&no i u termofilnich druth Geobacillus thermodenitrificans, Geobacillus
thermocatenulatus sngsné kulturyBacillus a Thermus Alkalicka lipasa nachazi vyuZziti

v primyslu detergerit(Bora a kol. 20088

Tab. 8: Hodnoty pH stanovené pro produkci lipasedpotlivych kmew

KP B. subtilis G. thermodenitrificans G. thermocaterailis Bacillus + Thermus
pH 6,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 7,0 pH 6,0
pH 8,0 pH 8,0 pH 10,0 pH 10,0 pH 10,0
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Obr. 49: Viiv pH na produkci lipas bakterialnimi dhy G. thermodenitricans; G.
Thermocatenulatu, sfsnou termofilni kulturou Bacillus a Thermus a Badils subtilis

6.2.2 Vliv teploty na produkci lipas

Vliv teploty predstavoval dalSitdezity faktor pro fist, mnoZeni a produkci lipas. U vSech
bakterialnich drut byly stanoveny dv optimalni teploty, fi kterych jsou lipasy uvdbvany
do prostedi, a zejme¢ se jedna o dvformy produkovanych lipasab. 9 Produkce lipas byla
zaznamenanaipteplotach 25 °C a 50 °C pro komief pripravek a bakterialni kmeB.
subtilisCCM 1999. V rozmezi teplot 30 — 70 °C pak pro teimbdruhy a smésnou kulturu,
obr. 5Q Teploty stanovené u termofilnich dfulpak optimalni teploty, ip kterych byly
produkovany lipasy 45 °C a 60 °C a teploty produljgas u smisné kultury teploty 37 °C a
60 °C.Bora a kol. 2008 ®izolovali alkalickou lipasu produkovanou termofiimkmenenB.
subtilis DH4 v pozd® stacionarni istové fazi s teplotnim optimem 50 °C na rostlinnych
olejich, které byly pouZity jako zdroj uhliku. Mditoi druh Bacillus (Mohan a kol. 2008'"°
produkoval extracelularni lipasuigpH 7,0 s optimalnimi teplotami 27°C, 37 °C a 43.°
Tato publikovana teplotni optima byla v souladuysle@dky ziskanymi b sledovani vlivu
teploty na produkci lipas u koréreiho gipravku a kmen®. subtilisCCM 1999.

Tab. 9: Vliv teploty na lipasy produkované do préedi

KP B. subtilis G. thermodenitrificans G. thermocaterailis Bacillus + Thermus
25 °C 25°C 45 °C 45 °C 37 °C
50 °C 50 °C 60 °C 60 °C 60 °C
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Obr. 50: Vliv teploty na lipasy produkované druhy. &ermodenitricans; G. Thermocatenulatus;
sm¢snou termofilni kulturou Bacillus a Thermus a Badils subtilis

6.2.3 Vliv tenzidi na produkci lipas

Produkce lipas fize byt ovliviena gitomnosti tenzid v odpadnich vodach. Tyto tenzidy
jsou souasti odpadnich vod wadledku aplikacedisticich prostedki a mohou tedy
ovliviiovat 1ist a mnoZeni buk a s tim souvisejici produkci lipganjalci a kol. 2019 *2°
Vliv vysSich koncentraci tenzidv odpadni vod ma v rékterych gipadech antimikrobialni
(cinek, avSak p nizkych koncentracich @ze byt jejich vliv stimulani (Anjalci a kol.
2010 Stanoveni vlivu tenzid na produkci lipas probihalofiganim Tweenu 20 do
ferment&niho média o koncentracich 0, 1 a 2 % Tweenu 2@reogenim lipolytické aktivity
spektrofotometricky f 420 nm.

U komeeniho gipravku a bakterialni kulturg. subtilis, mél piidavek Tweenu 20 do
ferment&niho média negativni vliv na produkci lipas v komizacich tenzidu 1 a 2 %.
Produkce lipas byla v tomtaiipact silné potlatena a byl #ejmy antimikrobialni vliv tohoto
tenzidu,obr.51 A, B Extracelularni lipasy byly produkovany az po Ha@linach kultivace.
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Obr. 51: Vliv péidavku Tweenu 20 na produkci lipas: A) kom#ri piFipravek; B) Bacillus
subtilis

V piipadt obou termofilnich druln a sngésné kulturyBacillus a Thermusbyla gitomnost
tenzidu v médiu vyZadovanaiiR % koncentraci Tweenu 20 se projevil vliv tohéémzidu
pozitivre jiz po dvou dnech kultivacebr. 52 A, B, C) Pozitivni &inek spa&ival ve zvyseni
produkce lipas, nelbqopii nulové koncentraci Tweenu 20 nebyla pozorovakava produkce

jako @i 2 % koncentraci Tweenu 20.
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Obr. 52: Vliv pfidavku Tweenu 20 na produkci lipas: A) G.thermodsitans;, B) G.
thermocatenulatus; C) s#sné kultura Bacillus a Thermus
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Z vyplyvajicich vysledi 1ze konstatovat vliv tenzidu na produkci lipaspripac
mezofilnich druld doslo g vysSich koncentracich Tweenu 20 k inhibici ligatiké aktivity a
tim sowasre k nizSi produkci lipas. U termofilnich drabbyl naopak tinek Tweenu 20
pozitivni, nEl vliv na produkci lipas a doslo ke zvysSeni lipatye aktivity. Viiv Tweenu 20
na produkci lipas byl potvrzefnjalci a kol. 2010°, kteii sledovali antimikrobialni &inek
Tweenu 20 na produkci lipas na emulzi skmeového oleje jako uhlikatého zdroje.

Produkce mikrobialnich lipas byla stanovena spétometricky @i 420 nm na p-
nitrophenyl laurat. Z nasienych vysledk byla potvrzena produkce lipas v pozdn
exponencialni &asré stacionarniistoveé fazi. Tyto poznatky byly potvrzeny i v odbgech
&lancich Ghosh a kol. 1996, Korsten a kol. 1988 82 potvrdili produkci lipas v pozdn
exponencialni dasré stacionarniistove fazi.

Vysledky z posledni kapitoly této dizefta prace Testovani vybranych bakterialnich

kmen: pro vyvoj novéhosfipravku” byly nangreny ve spolupraci s Ing. Janou Artyszkovou,
a proto uvadim odkaz na citaci jeji diplomové préayszkova 20118,
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ZAV ER

Tato dizertani prace byla orientovana na problematiku vyuZipadnich materiéljako
zdroje uhliku pro produkci dalSich vyznamnych lagekefektiveni ¢isténi odpadnich vod.
Cilem bylo sledovat moZnosti mikrobialni produkeehnologicky vyznamnych enzymma
odpadnich materiadlech potraviského piimyslu Dizerténi prace byla roztena na d¥
césti.

Prvnicast pojednavala o mikrobialni degradaci rostlinnétipadu vznikajicihoipvyrobé
vina a produkci pektolytickych enzyimna tomto odpadnim materialu. Na hroznovych
vyliscich byla sledovana produkce polygalakturoti@sni kmeny: Geotrichum candidum
CCY 16-1-29,Aureobasidium pullulan€€CY 27-1-115 aAspergillus foetidu£GEK 635.
VSechny #i uvedené mikroorganismy byly schopnjst na hroznovych vyliscich,figemz
byla zaznamenana produkce extracelularnich efizavSak polygalakturonasy produkované
A. pullulansa plisniA. foetidusse po izolaci projevily jako extrémamestabilni. Z tohoto
divodu byla produkce polygalakturonas dale studoy@mai kmenes. candidumCCY 16-1-
29. NejefektivijSi byla kultivace SSF s vylisky zdnymi roztokem soli affdlavkem
kvasniéného autolyzatu. NejvysSich enzymovych aktivit bylosazeno ve 3. a 7. dni
kultivace. Ri studiu €chto pektolytickych enzyin se pozornost zattila na identifikaci
jednotliv¢ produkovanych polygalakturonas. Ty byly dale pko¥any a charakterizovany
pouzitim rékolika metod.

Na zaklad pH optima, substratové preference, isoelektrickdimdu, molekulové
hmotnosti, teplotniho optima, tepelné stabilityfigmbu @inku a kinetickych konstant byly
charakterizovany dv majoritni formy polygalakturonas, polygalakturoaaEC 3.2.1.15)
Stepici pektat ndhodna exopolygalakturonasa (EC 3.2.1.67) preferufigomerni substréty.
Krom¢ téchto dvou enzyrin byly produkovani dalSi, minoritni formy polygalakonas.
Majoritni enzymy byly produkovany v fioéhu celé kultivace, spektrum minoritnich forem se
meénilo. Polygalakturonasa byla lehce identifikovarfariotnostni spektrometrii, protoZela
identickou sekvencii s publikovanou polygalakturema G. candidum Ap2PG1. Rozdil
v enzymech byl ovSem v izoelektrickych bodech arrgataké v molekulové hmotnosti.
Nahodrg identifikovanym enzymem hmotnostni spektrometriyl benzym podobny
pektinmethylesterase drulueptospaheria maculan$eC 3.1.1.11) Z dostupné literatury neni
produkce pektinmethylesterasy u dru@u candidumpopsana, avSak se déeg@pokladat
zZ jeho funkce.

Z charakterizace enzyim vyplynulo, Zze kmen G. candidum CCY 16-1-29 pat
pravdpodobré mezi fytopatogenni kmenyG. candidum Doposud ziskané vysledky
potvrdily, Ze odpadni material jako hroznové vyidky bylo mozno vyuzit pro produkci
pektolytickych enzym, zvlast pektinmethylesteras, polygalakturonas a exopoakgatonas,
které jsou technologicky vyznamné enzymy hrajitiipti zpracovani ovoce a zeleniny, iap
pii vyrobé ovocnych napd .

Druh&cast dizertani prace byla zastena na studium vlastnosti kortyietho gipravku do
odlwCovate tuki. Komekni pripravek byl analyzovan z hlediska své funkce. Touto
charakterizaci byly zji8hy vhodné podminky pro produkci extracelularnigbolytickych
enzymi. A souwasre byly zjistny podminky pro novy produkt do odlwate tukd.
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Mikroorganismy pitomné v pipravku byly kultivovany za aerobnich i anaerobnich
podminek a bylo zjigho, Ze tyto mikroorganismy gatmezi fakultativni anaerobi. Bylo
zjisteno, Ze pipravek je pouzitelny v oblasti pH 6,0 - 8,0. Teplcoptimum produkovanych
lipas bylo zjiS¢éno pi teplog 25 °C a 50 °C. Byla také potvrzena schopnost komileo
piipravku degradovatuezné lipidové substraty. Nejlépe degradovatelnymssabem byl
palmovy olej.

Mikroflora pripravku byla mikroskopicky Zazeny mezi bakterie a na zaklaGramova
barveni mezi bakterie G+. Bylo zj#b, Ze pevladajici mikroflorou v komeénim pripravku
je rod Bacillus Bakterie roduBacillus byly nejprve potvrzeny metodou polymerazové
ietézové reakce s pouzitim domérowspecifickych primer a pak s vyuZzitim rodav
specifickych primak. Metodou amplifikované ribosomalni DNA restiid analyzy byly
bakterie zgazeny do druln, konkrétrg Bacillus subtilisa Bacillus licheniformiss pouZzitim
restriktasy Alul a Bacillus cereusa Bacillus licheniformiss pouzitim restriktasyTag.
Specificita tohoto drulnbyla jeS¢ navic potvrzena metodou RT-PCR s vyuZitifiwdk tani.

Na zaklad téchto vysledk byly pro novy produkt do odiovate tuki navrzeny druhy
Bacillus subtilis, Geobacillus themocatenulatus,ofcillus thermodenitrificang snésna
kultura pouzivana visticce odpadnich vod hermusa Bacillus Nejlépe vyuZitelna byla
smesna kultura termofilnich bakterlihermusaBacillus z ¢isticky odpadnich vod. Do nového
piipravku Ize tedy dopotit tuto snésnou bakterialni kulturu, protoze byl potvrzen ifeai
vliv ptitomnosti Tweenu 20 v kultivaim meédiu, picemz povrcho¥ u¢inné latky jsou
souwasti odpadnich vod a vyskytuji se v nich jako zyikticich prostedki. U testovanych
mezofilnich druli doSlo g vysSich koncentracich Tweenu 20 k inhibici Iygadké aktivity.

U termofilnich druli byl naopak tGinek Tweenu 20 pozitivni.iitlavek Tweenu 20 zvySoval
lipolytickou aktivitu.

Smesna termofilni kulturdBacillus a Thermuspouzivana \istickach odpadnich vod bude
zékladem pro novy produkt do odavate tuki. Problematika degradace ligi¢ odpadnich
vodach a pouziti fiipravki do odlovatn tuki by mela byt dale studovana. Odpadni vody
obashuji lipidy, které jsoutizného fivodu, a proto by bylo vhodné problemati&iéteni
odpadnich vod&novat dale pozornost.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

UbDP
GDP
HGA

RGI

RGII
XGA
GalA
PME
endoPGa
exoPGa
MGA
BSK
CHSK
CSN EN 1825
cAMP
TAG

ATP

FAD
NAD"

His

Asp
UASB
EGSB
CCyY
CCM
SSF

KA

GPC
FPLC
PGA
IEF-PAGE
AA
bis-AA
TEMED
APS
DP10
SDS
SDS-PAGE

MALDI-TOF/TOF

ACN
TFA

DNA
RNA
GA2

GA3

GA4

GAs

KP

uridindifosfat

guanosindifosfat

homogalakkturonan

rhamnogalakturonan |

rhamnogalakturonan II

xylogalakturonan

galacturonic acid

pektin methylesterasa

polygalakturonasa fesobici endo mechanismem

polygalakturonasajosobici exo mechanismem
monogalacturonic acid

biologicka spateba kysliku

chemicka spateba kysliku
Ceska technicka norma/Evropska norma
cyklicky adenosinmonofosfat

triacylglycerol

adenosintrifosfat

flavinadenindinukleotid

nikotinamiddinukleotid

histidin

asparagin

Upflow Anaerobic Sludge Bed

Expanded Granular Sludge Bed

Culture Collection of Yeasts

Czech Collection of mMicroorganisms

Solid State Fermentation

kvasniny autolyzat

Gel Permeation Chromatography

Fast Protein Liquid Chromatography
Polygalacturonic acid

Izoelektricka fokusace na polyakrylanidovém gelu
akrylamid

bis-akrylamid
tetramethylethylendiamin

amonium per sulfat

dekagalacturonic acid

dodecyl sulfat

polyakrylamidovéa gelova elektroforéz v pritomnosti SDS

Matrix Assisted Laser Desorption/I onization — Time of Light

acetonitril

trifluoroacetic acid
deoxyribonukleova kyselina
ribonukleova kyselina

dimer galakturonové kyseliny
trimer galakturonové kyseliny
tetramer galakturonoveé kyseliny
pentamer galakturonoveé kyseliny
komegni pripravek
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EDTA
P(HEMA-co-GMA)
p-NPL
p-NP

MK

FFA

Clz

EtOH
PEG 6000
PCR
RT-PCR
ARDRA
AA

G+

G-

ethylendiamin tetraoctova kyselina

poly(2-hydroxyethylmethacrylate-co-glycidylmethacrylate)

p-nitrophenyllaurét

p-nitrophenol
mastna kyselina

free fatty acids
chloroformizoamylalkohol
ethanol

polyethylenglykol 6000
polymerazové&etézova reakce
polymerdzovaretézova reakce v redlnéntase
amplifikovana ribosomalni DNA restrikéni analyza
amino acid

grampozitivni

gramnegativni
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