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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva studiem produkce bakteridlni celulozy pomoci bakterie
Gluconacetobacter xylinus. Obsahem teoretické Casti je struéna charakterizace G. xylinus, vlastnosti
a vyuziti bakterialni celulozy v soucasnosti.

V experimentalni Casti byla provedena optimalizace produkce bakterialni celulézy pomoci G. xylinus
CCM 3611. Tato optimalizace se tykala hlavné pH, typu kultivace a pouzitého cukru jako zdroje
uhliku pro produkci. Touto optimalizaci byly stanoveny nejlepsi podminky pro produkci bakterialni
celulozy, konkrétné se jedna o pH 6,5. Jako nejlepsi sacharid pro dynamickou produkci byla zjisténa
mano6za, hmotnost tohoto produktu byla 1156 mg na 100 ml produkéniho média pti koncentraci
manozy 20 g/l. Molekulova hmotnost tohoto produktu pak byla 426,1 kg/mol. Pro statickou kultivaci
byla jako nejlepsi sacharid uréena sacharoza. Nejvyssi vytézek ¢inil 1555 mg na 100 ml produkéniho
média pii koncentraci sachar6zy 20 g/l. Molekulova hmotnost tohoto produktu byla 441,9 kg/mol.

Dale bylo provedeno srovnani dvou metod pro stanoveni redukujicich sacharidii — konkrétné metod
dle Somogyi-Nelsona a metody s vyuzitim dinitrosalicylové kyseliny. Z tohoto srovnani bylo zjisténo,
ze lepsi pro stanoveni je metoda Somogyi-Nelsona, ktera poskytovala sice nadhodnocené vysledky,
ale oproti metod¢ DNS se jednalo o mensi nadhodnoceni. Nejlepsi metodou je stale pouziti HPLC, ale
pokud je tfeba rychlého stanoveni Ize vyuzit metodu SN.

U vybranych vzorkd byla zjisténa molekulova hmotnost. Ta se liSila v zavislosti na pouzitém zdroji
uhliku.

Zavérem mozno konstatovat, ze v moravském regionu je velka produkce vinaiské biomasy. Proto se
vyuziti extraktu z hroznovych vyliski jako zdroje uhliku pro produkci bakterialni celulozy jevi
zajimave, hlavné z hlediska recirkula¢ni ekonomiky. Vysledky ukézaly, ze tento extrakt mize byt

pouzit, a dokonce ziskame vyssi vytézek nez v pripad€ smesi industrialnich cukrti.

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on the production of bacterial cellulose by Gluconacetobacter xylinus.
The theoretical part consists of a brief description of G. xylinus, properties and uses of bacterial
cellulose.

Firstly, the experimental part focuses on optimization of production of bacterial cellulose by G. xylinus
CCM 4611. This optimization was focused on pH value, a cultivation type, and used carbon source
for production. The optimal pH was 6.5. The carbon source showing the highest production of
bacterial cellulose was mannose for the dynamic production and saccharose for the static production of
bacterial cellulose.

The second part of the experimental part focuses on a comparison of two methods for assaying
reducing sugars — Somogyi-Nelson (SN) assay and dinitrosalicylic acid (DNS) assay. The comparison
of two above mentioned methods showed that the results obtained by the SN method were very close
to High performance liquid chromatography (HPLC) data. It can be concluded that HPLC method is
the best method if we need to know the type of sugars but if we need only the quick determination of
the sum of the reduction sugars, SN method is very suitable.



It can be concluded that the Moravian region produces a large amount of winery biomass. Therefore,
the use of the pomace extract as a carbon source for the production of bacterial cellulose seems to be
interesting mainly from the point of the recirculation economy. The obtained results showed that the
grape sugar extract could be used, and from the production values, it is even more suitable for the
production of bacterial cellulose than industrial sugars.

KLICOVA SLOVA

Gluconacetobacter xylinus, bakterialni celul6za, metoda Somogyi-Nelsona, metoda dinitrosalicylové
kyseliny, optimalizace produkce
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1 UVOD

Biotechnologie je oblast védy, ktera vyuziva praci mikroorganismil misto lidi. Tato oblast je velmi
roz§ifena a zahrnuje potravindi'sky, farmaceuticky nebo tézebni primysl, ale také zemé&délstvi.

Ve farmaceutickém pramyslu jsou tedy nékteré 1éky a ucinné latky syntetizovany pomoci vhodnych
mikroorganismtl. Tato syntéza je Casto diky optimalizaci produkénich podminek levnéjsi nez klasicka
chemickd syntéza. Déle také Casto zanechava mensi odpadovou stopu. Nevyhodou biotechnologickych
metod je vysoka cena vstupnich surovin, produkce a izolace produktii.

Jednim ze zpisobl, kterymi doslo ke snizeni nakladl takovéto produkce, je také vyuziti
potravinaiskych odpada jako napt. uhlikovych nebo dusikatych zdroji pro produkci riznych latek
mikroorganismy. Kazdy mikroorganismus je vybaven Sirokou $kalou enzymu, diky kterym muizou
tento odpad vyuzivat jako zdroj uhliku, dusiku nebo jinych potiebnych latek pro rdst. Béhem ristu
mikroorganismy zaroven produkuji metabolity, které mizeme dale vyuzit. Mezi tyto metabolity patii
napfiklad polyhydroxyalkanoaty nebo bakterialni celuloza.

Napiiklad oblast jizni Moravy je znama svymi vinicemi. Celkova plocha vinic ve Vinaiské oblasti
Morava je asi 18 500 hektarti. Pro vyrobu vina je vSak potfeba jen duzina. Zbylé ¢asti plodu hroznid
jsou tedy nevyuzity a zdstavaji jako odpad, zvany matoliny. Pfitom slupka a vylisovana duzina jsou
tvofeny hlavné polysacharidy, které mohou byt hydrolyzovany a dale vyuzity jako zdroj uhliku
pro mikroorganismy. Dal$im zbylym materialem jsou zrnicka, ze kterych je mozné vylisovat olej
(ptiblizné 50 kg oleje z 2 tun hrozni), a ze zbylého materidlu se daji vyizolovat polyfenoly, lignin
a také cukry. Bohuzel jen malo vinait lisuje olej a velka ¢ast matolin je zaoravana na vinicich jako
hnojivo.

Tato bakalafska prace se zabyva optimalizaci podminek pro produkci bakterialni celulozy bakterii
Gluconacetobacter xylinus s vyuzitim odpadniho materialu, konkrétné hroznovych vyliskti jako zdroje
uhliku.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Rod Acetobacter

Tento rod tvofi Gram-negativni, acrobni bakterie, které jsou schopny produkovat kyselinu octovou. [1]

Produkce celulozy, za kterou je zodpovédny Gluconacetobacter xylinus (dalsi pouzivané nazvy:
Komagataeibacter xylinum, Acetobacter xylinus), byva vyuzivana jako modelovy systém pro studium
biochemické a genetické podstaty této syntézy. Rychlost produkce celulozy je piimo imérna rychlosti
bunécéného ristu a jeji podil zavisi na pouzitém zdroji uhliku. Vyprodukovana celul6za je velmi Cista
a bez piimési. Diky tomu je jeji vyuziti velmi rozsifené v mnoha odvétvich. Pro izolaci jsou pouzivany
dvé metody — mechanickd separace nebo izolace s pouzitim alkalického prostiedi, kdy dochazi
k odstranéni bakterialnich bunék. [1]

Gluconacetobacter xylinus vyluéuje dlouhé B-1,4-glukanové fetézce o praméru 1,5 nanometru z port
umisténych podél podélné osy bunky. Tyto fetézce se poté agreguji na 3-4 nm silné mikrofibrily
krystalizaci s dalSimi vlakny v médiu. Za syntézu téchto glukanti zodpovida membranové vazany
protein — cellulose-syntaza. [2]

2.2 Celuloza

Jedna se o nejrozsifenéjsi a levny uhlovodikovy polymer na svété, ktery se tradiéné ziskava z rostlin
nebo jejich zbytka. Standardné se vétvi a tato vétveni jsou tvofena hemiceluld6zami a ligninem. Obecna
struktura celulozy se nachdzi na obrdzku 1. To zplsobuje vysoké pozadavky na Cisténi a velmi vysoké
ceny cCisténi. Jedna se vSak o material, jehoz vyuziti se dostava do poptedi jako nahrada plastl.
V ptirod¢ existuji bakterie, které jsou schopny tento material rozlozit narozdil od dlouhé rozkladaci
doby plastd. Proto se hledaji cesty, jak tento proces ¢isténi zlevnit nebo se mu vyhnout. [2]

Resenim tohoto problému je pravé vyuziti bakterialni celulozy (BC), kterd se sklada pouze
z gluk6zového monomeru. Tim padem odpadavaji drahé a naro¢né procesy na Cisténi a odstranéni
postrannich fetézci. Tato nanostruktura je naprosto unikatni (je schopna zadrZet velka mnozstvi vody)
a vykazuje velkou mechanickou odolnost a vysoky stupeii polymerace. Diky témto vlastnostem se
jedna o velky piislib do budoucna. [2]

Pro produkci bakterialni celulzy vyuzivaji oxidativni fermentaci. Jsou schopny ristu na syntetickych
i mineralnich mediich. Acetobacter xylinum je pozorovan jako neju¢innéjsi producent BC, ktery je
schopen utilizaci rGznych monosacharidi v médiu a pomérné vysokych vytézkt BC. Tato bakterie
aktivné fermentovala v rozmezi pH 3-7 a rozmezi teplot 25-30 °C. BohuZzel vysoka cena a nizka

produkce brani pouZiti ve vét§im prumyslovém méfitku. [2]
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Obrazek 1 — Struktura celulozy [2]

2.2.1 Bakterialni celuléza (BC)

Zakladni vlaknita struktura je tvofena B-1,4-glukanovymi fetézci. Tyto fetézce jsou spojeny pomoci
vodikovych mustkti. Tak dojde k vytvofeni 3D struktury, ktera je pii spravné zvoleném zplsobu
produkce ve formé hydrogelové vrstvy. Béhem syntézy jsou produkovany protofibrily, které spolu
agreguji a tvofi nanofibrilova vldkna. Tato vldkna poté utvoii sitovou strukturu, ktera je vysoce
porozni. Na povrchu se nachazi velké mnozstvi hydroxylovych skupin. Tim lze vysvétlit jeji vysokou
hydrofilitu, biodegredabilitu a moznosti chemickych modifikaci. [2]

BC je produkovana pomoci celulézu syntetizujicich enzymi. Tato draha je naznaCena na obrazku 2.
Ty pouzivaji jako vychozi latku UDP-glukézu. Ta je syntetizovana postupné z glukdza-6-fosfatu. Ten
je pomoci fosfoglukomutazy pieveden na glukdza-1-fosfat, ktery je nasledné pomoci UDP-
glukopyrofosforylazy pteveden pravé na UDP-glukézu. Pokud je jako substrat pouzita glukoza,
bakterie ji pfeméni na glukdzu-6-fosfat s vyuzitim enzymu zvaném hexokinaza. [3]
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J Celuléz-syntaza
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Obrazek 2 — Biochemicka syntetickd drdha celulozy [4]

2.2.2 Vyuziti bakterilni celulozy

Diky svym vlastnostem je vyuziti BC mozné v Siroké Skdle odvétvi, napf. v oblasti chirurgické
mediciny, farmacie, kosmetiky, papirenského, potravinatského a také odévniho primyslu.
V soucCasnosti je produkce studovana i na jinych mikroorganismech, konkrétné Gluconobacter
hansenii na vyluhu z kukufice. [5] Produkce s vyuzitim G. xylinus je zkoumana s odpadni vodou jako

zdrojem zivin. [6]
Medicina a farmacie

Nanostruktura bakterialni celuldzy je velmi podobna kolagenu. Obé tyto latky jsou €asto primarni
mechanickou podporou pro tkané. V medicinskych aplikacich se tedy pouZziva stejné jako kolagen
napfiklad na bunécné matrice. Vyhodou BC je vSak jeji biokompabilita. Kolagen je protein, t¢lo jej
tedy pozna a imunologicky na néj reaguje. BC je vSak polysacharid. Polysacharidy maji vyrazné nizsi

imunologickou odpovéd'. [7]

Jednim z priklad takového vyuziti BC je nahrada cév. Z BC je pfipravena trojrozmérnd matrice,
na které poté mohou bunky Iépe riist a vytvofit nahradu za ucpanou cévu. Matrice je pfipravena
napfiklad rastem BC na rozvétvené silikonové trubici, aby vznikl pozadovany tvar (Obrazek 3). Tato
moznost zatim byla testovana na zviratech. Studie, ktera se timto problémem zabyvala, dosla k zavéru,
ze BC je mozno vyuzivat jako biomateridl, ale jsou potfeba dalsi specializované testy. Testy, které jiz
byly provedeny, ale odhalily, ze BC je vysoce odolna vii¢i vodé nebo ionttim. [8]
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Obrazek 3 — Pripravend nahrada cévy [9]

Dale se také vyuziva jako kryci material na rany a popaleniny, piipadné viedy. Jde o biokompatibilni,
sterilni, flexibilni a pordézni materidl, ktery dovoluje zranénim dychat a zaroveii blokuje tvorbu jizev.
Dale také snizuje bolest, nedochazi pres né¢j ke ztrat¢ télnich tekutin a poskytuji ochranu pied infekei.
[10]

Diky své schopnosti nasat az 100nasobek své vahy ve vod¢, dochazi k pouzivani BC jako nosice 1éka.
Jde hlavné o prenos pies pokozku, kde se vyuziva moznosti ji vytvarovat na zdklad¢ cilového mista.
Také dochazi k pozvolnému uvolnovani uc¢inné latky, coz umoziuje piesné davkovani. Nicmén¢ testy
ukazaly, ze vyuziti BC je vhodné hlavné pro postupné uvoliiované 1éky. V testech bylo zjisténo, ze pro
kratkodoby t¢inek jsou na stejné trovni jako V sou¢asné dobé pouZzivané metody. [11]

V mediciné je také pouzivan kompozit BC a hydroxyapatitu. Tento kompozit byl studovan jako
pomocny prvek pro rychlejsi obnovu kosti, napfiklad po zlomeniné. Pomér vapniku a fosforu
Vv pfipravenych membranach BC-HA se téméf shoduje s pomérem v kostech. Navic se ukazalo, Ze
tento kompozit ziistava v postizeném misté déle. Jeho reabsorpce je velmi pomala. [12]

Dalsi vyuziti ve farmacii je pfi vyrob¢ tablet, kdy se BC vyuziva jako pojivo s vlastnostmi vlakniny.
Tim padem dochazi ke stimulaci stfeva, posileni jeho peristaltik, stabilizaci aktivity stfevni
mikroflory, podpofe uvoliiovani cholesterolu nebo zabranéni absorpce sterolu. Navic je mozné ji
vyuzit jako vyZzivovy prostfedek, kdy do sebe vsakne Ziviny, které postupné uvolni do téla. [10]

Kosmetika

Nékteti védcei studovali vyuziti BC v kosmetice. Dosli k z&véru, Ze pouzivanim obli¢ejové masky
z BC je mozné dosahnout zpevnéni obli¢eje. To bylo zplisobeno pravé vysokym obsahem vody a jejim
prestupem do oblic¢eje. Navic nezapacha a dobre priléha k obliceji. [13]

Papirensky primysl

Diky kompatibilité s rostlinnou celuldézou a schopnosti bakterii vyprodukovat BC na povrchu papiru
byl proveden experiment, zda je mozné posilit papir pomoci BC. Povedlo se jim vytvofit ochrannou
vrstvu na povrchu papiru, ktery byl pouzit jako podklad pro rust. Proto se uvazuje o moznosti vyuzit
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BC pro prodlouzeni Zivotnosti papiru a moznosti timto zpusobem zachranit staré dokumenty
z davnych dob. Navic by se povrch papiru stal hydrofobnim. [14]

Potravindisky priimysl

Velmi rozsifené vyuziti ma zejména v jihovychodni Asii. Pomoci Komagataeibacter xylinus (jiny
nazev pro Gluconacetobacter xylinus) je pfipravena hmota z kokosové vody, ktera se dale pouziva
jako ztuzovag, ptipadné se samotna konzumuje diky své nasladlé chuti v dezertech nebo salatech.
Na Filipinach se pouziva do pudinku nebo zelé. Dale se vyuziva v Japonsku v ¢aji kombucha.

Byla také provedena studie s pouzitim BC v riiznych potravinach. Napiiklad u ¢okolddového népoje
doslo pridavkem BC ke zvySeni viskozity. BC také diky své porézni struktufe zabranovala srazeni
kakaa na dné¢ kelimku. Navic si tuto vlastnost zachovala i pfi zahtivani, na rozdil od xanthanu. Pfi jeho
pouziti se velka Cast kakaa vysrazela na dné. [15]

Zajimava studie byla provedena i se zmrzlinou. BC byla pouzita misto jinych stabilizatori.
U stabilizatori doslo k rozpusténi po 60 minutach, zatimco pii pouziti BC zmrzlina i po 60 minutach
stale drzela svij tvar. [15]

Dal$im vyuzitim je nahrada masa. Pokud BC absorbuje roztok s hovézim extraktem, lze vznikly
material pridat naptiklad do parkti nebo hamburgerii. Tim dojde ke sniZeni energetické hodnoty az
0 25 %. Tento produkt poté spliuje klasifikaci pro nizkokalorické jidlo. Je ovSem otazkou, zda je tato
cesta spravna. Pokud se jednd o klasického zakaznika, ten sniZzeni obsahu masa pfili§ neoceni. Tato
vlastnost BC bude spiSe vyuzita pro riizné vegetarianské nahrazky. [15]

Odévni priomysl

Pracuje se také na vyrobé odévu z BC. Jedna se naptiklad o Saty, boty a tricka. Touto oblasti se zabyva
napiiklad Slovenka Zuzana GombosSova, ktera zije v Indii. Vystudovala obor modni navrhafstvi,
ale pii ptipravé kolekci si zacala vSimat, kolik latky viibec nevyuZije a zahodi. Z toho diivodu zacala
hledat material, ktery by byl snadno udrzovatelny a biodegreabilni. Pfi své cesté do Indie narazila
pravé na BC. Se svym manzelem poté navrhla a sestavila pfistroj, ktery dokaze BC preménit piimo
na pozadovanou latku. Diky savé schopnosti BC je mozné ji obarvit a nasledné vyuzit pravé na rizné
kusy odévil. Zatim se soustfedi na vyrobu odévi, které nejsou ve styku s kiizi, naptiklad kabaty. Také
v8ak jiz vyrobila kabelky. [16]

Kompozity obsahujici BC

Jde o vyuziti bud’ jako matrixu nebo vyplng. Zatim byla BC vyuZita spolu s anorganickymi latkami,
kdy doSlo k zachovani nejlepSich vlastnosti BC a jejich kombinaci s anorganickymi latkami.
Vlastnosti, kterych bylo docileno, se vyuzivaji ptfi vyrobé optickych, magneticky senzitivnich diskd,
zkapalnéni toxického odpadu nebo flexibilniho materialu pro ukladani dat. [10], [17], [18]

Prvni vyuziti v audiotechnice byla sluchatka od firmy Sony. Takto vyprodukovana celuldza je
ptiblizné stejné pevna jako hlinik, ale zaroven dostateéné lehka pro minimalizaci zkresleni zvuku. [10]
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2.3 Pouzité analytické metody

2.3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je chromatografickd separa¢ni metoda zalozend na rozdilné
distribuci slozek mezi stacionarni a kapalnou mobilni fazi [19]. Tato separace mize byt zaloZena
na adsorpci (adsorpéni chromatografie), rozdéleni (rozdélovaci chromatografie), sitovém efektu
(gelova permeacni chromatografie), vymeéné iontld (iontoméniCovd chromatografie), specifické
interakci (afinitni chromatografie) nebo na interakci hydrofilnich skupin. Mobilni fazi je kapalina,
stacionarni fazi tvofi velmi malé ¢astice (3-10 um) s tizkou distribuci velikosti. Nejéastéji je tvorena
modifikovanym silikagelem, organickymi polymery nebo oxidy kovi. [19] Vyuzitim této metody lze
dosahnout rychlé separace slozitych smési latek s vysokym rozlisenim zon. [20]

Zakladnimi komponentami HPLC systému jsou:
e Cerpadlo zajistujici staly pritok mobilni faze,
e SméSovaci zafizeni slouzici k iprave sloZzeni mobilni faze,
e Davkovaci zafizeni umoziujici vneseni vzorku do toku mobilni faze,
o Piedkolona a kolona, kde dochazi k vlastnimu dé¢leni slozek smési na zakladg€ jejich rozdilné
afinity ke stacionarni a mobilni fazi,
e Detektor slouzici k pfevodu analyzované vlastnosti dané latky na elektricky signal,

e Vyhodnocovaci zafizeni zpracovavajici informace z detektoru a vykresluje chromatogram.
[19]

Vystupem této metody je chromatogram, ktery zobrazuje zavislost intenzity signalu z detektoru
na case. Identitu analyzovanych latek lze urcit pomoci hodnoty reten¢niho Casu (Cas od néstfiku
po dosazeni maxima piku) a srovnanim této hodnoty se standardem. MnozZstvi analytu je poté ur¢eno
s pomoci kalibra¢nich kiivek tvofenych z ploch pikd. [19]

2.3.2 Absorp¢ni spektrofotometrie

Absorpcni spektrofotometrie je zalozena na schopnosti molekul vzorku pohlcovat Cast zafeni. Jako
zdroj byvaji vyuzivany deuteriové a vodikové vybojky pro UV a wolframové a halogenové zarovky
pro VIS oblast [19]. Paprsek svétla o znamé intenzité a vinové délce prochazi kyvetou se vzorkem,

kde se ¢ast zafeni pohlti. Mnozstvi absorbovaného zateni vyhodnoti detektor. [20]
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité chemikalie, pFistroje a mikroorganismy

Pouzité chemikdlie pro pfipravu médii

Kvasni¢ny extrakt, HiMedia Laboratories, Indie

Agar, HiMedia Laboratories, Indie

Pepton bakterialni, HiMedia Laboratories, Indie

D-glukosa monohydrat, p.a., Lach-Ner, s.r.0., Ceska republika
D-fruktosa, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika

D-galaktosa, DAB G, Lachema Ceska republika

D-mannosa, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika

D-sacharosa, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika

Uhlic¢itan vapenaty srazeny, &isty, Lach-Ner, s.r.0., Ceska republika
Siran hoteénaty heptahydrat, p.a., Lach-Ner, s.r.0., Ceska republika
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Kyselina citronova, p.a., Lach-Ner, s.r.0., Ceska republika
Kyselina octova, 98%, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika

Pouzité chemikélie pro stanoveni obsahu redukujicich cukrii
Dinitrosalicylova kyselina, Sigma Aldrich, SRN

Uhligitan sodny bezvody, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Hydrogenuhliitan sodny, p.a., Lach-Ner, s.r.0., Ceska republika
Siran sodny bezvody, Lach-Ner s.r.o, Ceska republika

Vinan sodno-draselny, Lachema, Ceska republika

Siran méd’naty heptahydrat, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceské republika
Molybdenan amonny, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Hydrogenarseni¢nan sodny heptahydrat, Lachema, Ceska republika

Pouzité chemikalie pro stanoveni polyfenold a flavonoidi
Folin-Ciocaltevovo ¢inidlo, p.a., Penta, Ceské republika
Uhligitan sodny, p.a., Lach-Ner, s.r.o0., Ceské republika
Kyselina gallova, Sigma Aldrich, SRN

Chlorid hlinity, Lach-Ner, s.r.0., Ceska republika

Dusitan sodny, Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Hydroxid sodny, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Katechin, Sigma Aldrich, SRN

Pouzité chemikalie pro stanoveni kyselosti a vitaminu C
Kyselina askorbova

2,6-dichlorfenolindofenol

Monohydrogenfosforecna kyselina

Hydroxid sodny, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Kyselina stavelova dihydrat

Formaldehyd

Laboratorni pfistroje a pomicky

Sestava pro HPLC (pumpa LCP 4020, termostat LCO 101, odplynova¢ DG-1210, refraktometricky
detektor RIDK 102, Ecom, Ceské Republika

Kolona pro HPLC: Rezex ROA — organic acid H 300x7,8 mm LC-column

UV/VIS Spektrofotometr Helios (Thermo Spectronic, USA)

Trepacka, Orbital shaker — Incubator ES 20 (Biosan, Litva)

Papirové filtry, Buchnerova nalevka, oGkovaci box, vodni vyvéva, laboratorni sklo




Mikroorganismus

Gluconacetobacter xylinum CCM 3611 — Ceska sbirka mikroorganismi, Masarykova univerzita,
Brno, Ceska republika.

3.2 Pouzité metody

Piiprava extraktu z hroznovych vylisku

Extrakt ze zamraZenych hroznovych vylisktl (zbavenych jadérek a tfapin, Obrazek P 1) byl pfipraven
enzymatickou hydrolyzou pomoci enzymu Viscozyme. Zmrazené vylisky byly po rozmrazeni
vysuSeny na lyofilizatoru (Obrazek P 2), a poté luhovany 4 hodiny ve vodé pfi laboratorni teploté,
nasledné byly rozmixovany. Vznikla kaSovitd hmota byla po ptidani 1 % Viscozymu (piepocitano
na hmotnost vyliskll) ponechana 24 hodin na téepacce za uvedenych podminek: 37 °C a 150 rpm. Poté
byla tato hmota prefiltrovana ptes Buchnerovu nalevku (Obrazek P 4). Vysledny extrakt (Obrazek P 3)
mél pH 4,2, a pied stanovenim obsahu redukujicich cukri bylo pH upraveno na hodnotu 7,0.

Stanoveni celkového obsahu redukujicich cukra

Pro stanoveni redukujicich cukr byly pouzity 3 metody — 1) metoda podle Somogyi-Nelsona (NS),
2) metoda pomoci 3,5-dinitrosalicylové kyseliny (DNS) a 3) HPLC stanoveni pomoci standardu.
Ziskané hodnoty koncentrace redukujicich cukrti byly poté vyhodnoceny pomoci statistické metody
ANOVA za vyuziti programu Origin 8.

1) Metoda podle Somogyi-Nelsona

Principem této metody je redukce médnatych iontd (Cu?) na méd’né ionty (Cu’). Tato zména
se stanovuje kolorimetricky, pivodné svétle modra barva se zméni na tmavé modrou barvu. Pro toto
stanoveni byly pfipraveny vychozi roztoky I, Il a Ill podle nasledujici tabulky (Tabulka 1). K1 ml
vzorku bylo ptfidano 0,5 ml roztokul a 0,5 ml roztoku II. Roztok ve zkumavkach byl promichan
a 10 minut povafen. Po ochlazeni bylo pfidano 0,5 ml roztoku III a vznikla srazenina Cu,O byla
promichanim rozpusténa. Nasledné byl roztok doplnén na 10 ml destilovanou vodou. Po promichani
byla zméfena absorbance pii 720 nm na UV/VIS spektrofotometru Helios. Jako slepy vzorek byla
misto vzorku pouzita destilovana voda a postup byl zcela totozny. Pomoci tohoto postupu byla
zméfena kalibra¢ni kiivka (Tabulka P 1, Obrazek P 5), kde jako redukujici cukr vystupovala glukédza
0 koncentracich 0,1 — 1 mg/ml.
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Tabulka 1 — Roztoky pro metodu podle Nelsona a Somogyiho

Roztok |
Chemikalie Mnozstvi [g]
Na,COs bezvody 12
NaHCO;3; 8
Na,SO4 bezvody 72
Vinan sodno-draselny 6
Dest. voda 400
Roztok 11
Chemikalie MnoZstvi [g]
CuSQO4. 5 H,0O 4
Na2804 24
Dest. voda 200
Roztok Il
Chemikalie Mnozstvi [g]
Molybdenan amonny 25
konc. H,SO4 21
Na;HAsO4 . 7 H.0 3
Dest. voda 475

2) Metoda DNS

Principem DNS metody je redukce 3,5-dinytrosalicylové kyseliny vlivem D-gluk6zy na 3-amino-5-
nitrosalicylat. Zména se projevi kolorimetricky, ptivodné Zzluta barva se zméni na tmavé oranzovou
barvu. Postup byl nasledovny. Do zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml vzorku a bylo k nému ptidano
0,5 ml DNS ¢inidla. Vzorky byly nasledné 10 minut inkubovany pii 70°C. Po ochlazeni bylo piidano
10 ml destilované vody, roztok byl promichan a byla zméfena absorbance pii 540 nm. Jako slepy
vzorek byla pouzita destilovana voda. Pomoci tohoto postupu byla zméfena kalibra¢ni kiivka (Tabulka

P 2, Obrazek P 6), kde jako redukujici cukr vystupovala gluk6za o koncentracich 0,1 —1 g/l.

3) Stanoveni redukujicich cukri pomoci HPLC

Pripraveny extrakt z hroznovych vyliskli byl neutralizovan a 100krat zifedén, poté byl analyzovan
pomoci HPLC. Koncentrace jednotlivych cukrti v extraktu byla ur€ena spomoci pfipravenych
kalibra¢nich zavislosti glukozy (Tabulka P 3,0Obrazek P 7) a fruktozy (Tabulka P 3, Obrazek P 8).

Stanoveni celkovych polyfenola

Principem metody je reakce polyfenolt s Folin-Ciocalteovym ¢inidlem, kde je aktivita reakce tmérna
koncentraci hydroxylovych skupin pfitomnych na aromatickém jadre, které ovliviiuji redukéni
potencial na molekule latky. Do zkumavky byl napipetovan 1 ml zfedéného Folin-Ciocalteova ¢inidla
(1:9 destilovana voda) a 1 ml destilované vody. K tomuto roztoku bylo pfidano 100 pul vzorku a roztok
byl promichan. Roztok se nechal 5 minut stat pfi laboratorni teploté. Poté k nému byl ptidan 1 ml
nasycené¢ho roztoku Na,COs a roztok byl opét promichan. Vznikly roztok se nechal stat 15 minut
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pii laboratorni teploté. Poté byla zméfena absorbance pii 750 nm. Jako slepy vzorek bylo pouZito
100 pl destilované vody. [21] Kalibra¢ni zavislost byla sestrojena s pomoci kyseliny gallové (Obrazek
P 9) o koncentracich 0,1-0,35 g/I.

Stanoveni celkovych flavonoida

Principem metody je tvorba komplexii C-4 keto skupiny a C-3 anebo C-5 hydroxylové skupiny
flavonti a flavonolti po pifidani chloridu hlinitého, stabilnich v kyselém prostfedi. Pfi¢emz chlorid
hlinity tvoii komplexy s ortho-dihydroxylovymi skupinami v a- anebo B- kruhu flavonoidi a tyto
komplexy jsou labilni v kyselém prostiedi. [22] Postup byl nasledovny: do zkumavky bylo
napipetovano 0,5 ml vzorku, 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml NaNO,. Takto vznikly roztok byl
promichan a ponechan 5 minut pii laboratorni teploté. Nasledné bylo ptidano 0,2 ml AICls a roztok
byl znovu promichan a ponechan 5 minut pfi laboratorni teploté. Poté bylo pfidano 1,5 ml NaOH
alml destilované vody. Po promichani byl vzorek ponechan 15 minut pii laboratorni teploté.
Po uplynuti této doby byla zmétfena absorbance pii 510 nm. Jako slepy vzorek bylo pouzito 0,5 ml
destilované vody. Kalibraéni zavislost byla sestrojena pomoci katechinu (Obrazek P 10)
0 koncentracich 0,05-0,3 g/I.

Stanoveni titraéni kyselosti hroznového extraktu

Mnozstvi organickych kyselin v hroznovém extraktu bylo stanoveno pomoci titrace standardnim
roztokem hydroxidu sodného (pH = 8,1). Nejdifive byla provedena standardizace roztoku NaOH
pomoci roztoku dihydratu kyseliny Stavelové. Standardizace byla provedena titraéné s vizualni
indikaci pomoci barviva fenolftalein.

Pii samotném stanoveni bylo do kadinky napipetovano 25 ml vzorku a nasledné byla za stalého
michani provedena titrace NaOH do hodnoty pH rovné 8,1. Byl ode¢ten prvni objem. K roztoku bylo
nasledné ptfidano 10 ml roztoku formaldehydu a nechal se 1 minutu odstat. Poté byla opét provedena
titrace NaOH do stejného pH a byl odecten druhy objem. [23]

Stanoveni obsahu vitaminu C

Nejdtive byla provedena standardizace roztoku 2,6-dichlorfenolindofenolu. K1 ml standardniho
roztoku kyseliny askorbové (100 mg rozpuSténo ve 100 ml odmémé bance v kyseliné
monohydrogenfosforecné) bylo ptidano 10 ml 2% roztoku kyseliny monohydrogenfosfore¢né a titruje

se odmérnym roztokem 2,6-dichlorfenolindofenolu do rtizového zbarveni.

Pii stanoveni bylo 10 ml vzorku napipetovano do titracni banky a bylo k nému pfidano 10 ml
2% kyseliny monohydrogenfosforecné. Nasledn¢ byla tiikrat provedena titrace a vysledek byl
zpramérovan. [23]

Kultivace bakterii a optimalizace podminek

Kultivace probihala v 500 ml Erlenmeyerovych bainkach a objem média byl 100 ml. Bakterie byla
kultivovana submerzné na sacharidovém médiu 0 koncentraci 20 g/l (Tabulka 3) za stalého tiepani
(130 rpm) a paralelné staticky pfi teploté 30°C. Kultivace zahrnovala 2 stupné: nejprve kultivaci
na pevném médiu na agarovych miskach, poté byly bunky pieockovany do produkéniho média.
Dynamicka kultivace probihala vzdy 7 dnu a staticka (Obrazek P 11) 15 dni.
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Tabulka 2 — Slozeni pevného média na agarové misky (podle doporuceni Ceské sbirky mikroorganizmii)

Chemikalie Hmotnost (g)
Glukoza 100
Uhlic¢itan vapenaty | 20
Kvasni¢ny extrakt | 10

Agar 17
Destilovana voda | 1000

Tabulka 3 — Slozeni produkcniho média [6]

Chemikalie Hmotnost (g)
Sacharid* 20

Pepton 5

Kvasni¢ny extrakt | 5

Kyselina citronova | 0,115
Na;HPO..12 H,O | 0,27

Destilovana voda 1000

*Glukoza, fruktdza, sachardza, mandza, galaktdza, kombinace glukoza-fruktoza

Produkce bakterialni celulézy se optimalizovala z hlediska pouzitého uhlikového zdroje (glukéza,
frukt6za, sacharoza, mandza, galaktdza a kombinace glukédza-fruktdza a cukr z extraktu), pouzitého
pH média (6,6; 5,6; 5,1) a typu kultivace (dynamicka, staticka).

Cisténi vyprodukované bakterilni celuldzy

Bakterialni celuléza byla Cisténa nejdiive 15minutovym luhovanim v ethanolu. Poté byla Cisténa
15 minut v horké vod¢. Neékteré vzorky byly pro dalsi analyzu ¢istény povarenim v 0,1 M NaOH
po dobu 20 minut.

Morfologie stanovend rastrovacim elektronovym mikroskopem (REM)

Morfologie byla stanovena rastrovacim elektronovym mikroskopem pfi pouziti vzdalenosti 6-7 mm
apti 2 kV. Jako detektor byl pouzit SE detektor (VEGA, Tescan). Z morfologie je mozné pozorovat
rozdilnou strukturu v zavislosti na pouzitém sacharidu, a to hlavné zpohledu C¢isténi vzorku.

V neprecisténych vzorcich je vidét velké mnozstvi bakterii, které navic obsahuji i proteiny.
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Stanoveni molekulové hmotnosti bakterialni celuldézy

Vzorky pro tuto analyzu byly pfipraveny nasledujicim zpiisobem. Nejprve bylo 50 mg vzorku
bakteridlni celul6zy 24 hodin tfepano ve 2 ml ethanolu. Nasledovala vyména rozpoustédla, kdy byl
ethanol vyménén za dimethylacetamid. V tomto roztoku byl vzorek opét protfepavan a tento krok byl
dvakrat opakovan. Poté byly vzorky umistény do vialky s 1,5 ml 9% roztoku dimethylacetamidu
a chloridu lithného. V tomto roztoku byly vzorky po dobu 72 hodin rozpoustény. Pied zavedenim
vzorku do kolony byly vzorky nafedény 1:10 a prefiltrovany pftes filtr s velikostni péra 0,2 pm. Jako

eluent byl pouZit vySe zminény roztok 9% dimethylacetamidu a chloridu lithného.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Porovnani dvou spektrofotometrickych metod pro detekci redukujicich cukri
ve vzorku extraktu z hroznovych vyliski

Spektrofotometrické stanoveni redukujicich cukri patii k rychlejsim a jednodussim stanovenim
z ¢asového a piistrojového hlediska nez naptiklad HPLC. Hlavnim principem spektrofotometrickych
metod je stanoveni obsahu barevnych komplexi, které vznikaji pfi reakci redukujicich cukri.
Mnozstvi téchto cukrti se pak stanovuje s vyuzitim kalibracnich kiivek. V této bakalatské praci byla
pro kalibracni ktivky pouzita D-glukéza. Cilem této prace bylo zjistit, ktera z téchto dvou metod (SN,
DNS) je vhodngjsi pro ur¢eni koncentrace redukujicich cukr pfitomnych v extraktu z hroznovych
vyliskli. Nejpiesnéjsi je samoziejmeé metoda HPLC, ale ta je Casové a pfistrojové naro¢na, proto byla
pouzita spise pro upfesnéni a potvrzeni vysledkl ziskanych pomoci SN a DNS.

Pomoci zjisténych kalibraénich zavislosti byla koncentrace redukujicich cukrit v extraktu
Z hroznovych vyliskl stanovena pomoci metody Somogyi-Nelsona na 38,04 g/l (Tabulka 4) a pomoci
DNS na 41,56 g/l (Tabulka 5). Ve viné se obsah sacharidi dle literatury uvadi ve velmi velkém
rozptylu z divodu rozli$nosti druhd.

UZ na pohled je patrny rozdil mezi vysledky téchto metod. Tento vysledek byl ocekavany, jelikoz byl
pozorovan uz diive. V diivéjsich studiich [24] bylo zjisténo, Ze DNS metoda ma az desetkrat mensi
citlivost nez metoda Somogyi-Nelsona a zaroven neni schopna detekovat oligosacharidy. Dale také
vykazuje vys§i koncentrace redukujicich sacharidd, nez je skuteény pocet hemiacetalovych skupin
ve studovaném vzorku. Tato metoda je také rychlejsi diky pouziti jediného ¢inidla.

Pii ptipravé kalibraénich kiivek, které byly pifipraveny ve stejném rozsahu 0,1-1,0 g/l glukézy, bylo
pozorovano, ze metoda Somogyi-Nelsona u koncentrace 0,8 g/l dosahla svého detekéniho limitu.
To znamena, Ze pokud by byla koncentrace ve studovaném vzorku 0,8 g/l a vyssi, nebylo by mozné
stanovit pfesnou koncentraci redukujicich sacharidi. Metoda DNS ve stejném rozsahu byla schopna
urcit koncentrace az na maximalni ptipravenou hranici 1,0 g/l. Metoda Somogyi-Nelsona se tedy hodi
pro niz$i koncentrace stanovovanych sacharidi. Pokud tedy vzorek obsahuje vyssi koncentraci

sacharidd, je nutné vzorek adekvatné natedit.

Nameétené hodnoty pro ptipravu kalibracnich kiivek byly podrobeny analyze statistickou metodou
ANOVA, ktera ur¢ila hodnoty, které byly pftili§ vzdalené. Tim padem tyto hodnoty nebyly dale

pouzivany pro sestrojeni kalibracnich zavislosti.

Ve stanovovaném vzorku extraktu z hroznovych vyliski (100 g) byl pomoci DNS stanoven 1,09krat
vy$$i obsah redukujicich sacharid nez pomoci SN. Ob¢ tyto metody poskytly vétsi hodnoty obsahu
redukujicich cukrii nez HPLC. Pomoci HPLC byl obsah cukrti stanoven na 31,64 g/l (Tabulka 6),
pomoci SN na 38,04 g/l (Tabulka 4) a pomoci DNS na 41,56 g/l (Tabulka 5). Metoda SN tedy obsah
redukujicich cukri nadhodnocuje 1,2krat, zatimco metoda DNS 1,3krat. Pokud neni potieba pouziti
téchto vysledkii pro piesné stanoveni, lze pouzit obé tyto metody, které poskytnou srovnatelny
vysledek. Pokud by vsak bylo nutné pro dalsi praci potiebné znat piesny obsah redukujicich sacharidd,
je lepsi pouzit metodu SN, jejiz hodnoty jsou blizsi skutecnému obsahu cukra ve vzorku, ale stale je
nutné mit na védomi nadhodnoceni obsahu cukri. Toto nadhodnoceni je dano vétsi citlivosti HPLC
a odchylky také vzniknou pfi fedéni.
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Tabulka 4 — Namérené hodnoty absorbanci metodou SN pro ziedény extrakt z vyliskii (100 g) a vypoctené
koncentrace redukujicich cukrii

Vzorek SN A() Primér naméfenych absorbanci (-) | ¢ (g/l)
1. série 0,757 | 0,761 - 0,759 0,7028
2. série 0,720 | 0,716 | 0,720 0,719 0,6627
3. série 0,733 ] 0,736 | 0,740 0,736 0,6802

Tabulka 5 — Nameérené hodnoty absorbanci metodou DNS pro ziedény extrakt z vyliskii (100 g) a vypoctené
koncentrace redukujicich cukrii

Vzorek DNS A(-) Primér naméfenych absorbanci (-) | ¢ (g/l)
1. série 0,138 | 0,141 | 0,140 0,140 0,7137
2. série 0,149 | 0,152 | 0,152 0,151 0,7708

4.2 Charakterizace extraktu z hroznovych vyliski

Extrakt z hroznovych vyliskii (100 grami) obsahoval smés redukujicich cukrti. Extrakt mél tmavé
zlutou barvu. Toto zabarveni bylo zplisobeno hlavné ptfitomnymi polyfenoly a flavonoidy. Obsah
polyfenolt byl stanoven na 1,448 g/l a obsah flavonoidi na 0,0313 g/l. Co se cukru tyce, typ a jejich
koncentrace byly stanoveny pomoci metody HPLC. Obsah gluk6zy byl stanoven na 13,64 g/l a obsah
fruktozy na 18,004 g/1 (Tabulka 6).

Tabulka 6 — Namérené hodnoty metodou HPLC pro extrakt z vyliskii (100 g) a vypoctené koncentrace
redukujicich cukru

Glukoza
Max. piku | Plocha | Koncentrace
(min) piku (a/l)
Vzorek | 11,472 | 2,0686 13,64
Fruktéza
Vzorek | 1243 | 20243 | 18004

Hodnota pH extraktu byla stanovena na 4,2 a kyselost byla titra¢ni metodou stanovena na 1,525 g/l.

Pomoci standardizace odmérného roztoku a nasledného vypoctu z titraéniho stanoveni byl stanoven
obsah vitaminu C na 435 mg/I.

4.3 Optimalizace produkce bakterialni celulézy

Pfi optimalizaci produkéniho média bylo zjisténo, ze nejvice bakterialni celuldézy se produkuje
pti vychozim pH média, coZ je okolo hodnoty 6,6. Pii niz§Sim pH dochdzelo k jasnému sniZovani
produkce bakterialni celulézy (Tabulka 7). Teplota produkce nebyla ménéna, bylo pouzité teplotni
optimum 30 °C.
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Tabulka 7 — Optimalizace produkce bakteridlni celulozy z hlediska pH (pouZita glukéza 20 g/l)

Vzorek | Protokolové | Hmostnost BC (mg) | pH | Typ kultivace
¢islo ze 100 ml média

BC1 RS9 34,6 6,6 | Dynamicka
BC2 RS 10 16,1 5,6 | Dynamicka
BC3 RS 11 15,3 5,2 | Dynamicka
BC4 RS 12 555 6,6 | Staticka

BC5 RS 13 448 5,6 | Staticka

BC6 RS 14 410 5,2 | Staticka

Po optimalizovaném pH bylo zjistovano, ktery sacharid vyhovuje bakterii nejvice. Bylo zjisténo, Ze
pro dynamickou produkci je nejvhodnéjsi mandza (Tabulka 8, Obrazek P 12) a pro statickou sachardza
(Tabulka 9, Obrazek P 13).

Tabulka 8 — Vytezky dynamické produkce bakterialni celuldzy

Vzorek | Protokolové | Hmostnost BC (mg) | Zdroj uhliku (20 g/1)
Cislo ze 100 ml média

BC7 RS 5 31,8 Glukéza

BC8 RS 6 42,8 Glukoza

BC9 RS7 51,2 Glukoza

BC10 | RS16 3,2 Galakt6za

BC11 | RS17 2,6 Glukéza

BC12 | RS 18 5,8 Mandza

BC13 | RS 19 2,3 Fruktéza

BC14 | RS20 41,8 Glukéza

BC15 | RS24 9,2 Fruktéza

BC16 | RS 25 2,3 Glukoéza+Fruktéza (1:1)

BC17 | RS 26 18,1 Glukéza

BC18 | RS 29 350 Glukéza

BC19 | RS 30 157 Glukéza

BC20 | RS33 640 Sacharo6za

BC21 | RS 36 74 Galakt6za

BC22 | RS 37 1156 Mandéza

BC23 | RS 38 1029 Glukéza

BC24 | RS40 264 Glukoéza+Fruktoza (1:1)

BC25 | RS41 236 Fruktéza

BC26 | RS 46 836 Glukdza

BC27 | RS48 313 Extrakt

BC28 | RS49 253 Extrakt

BC29 | RS50 474 Glukéza
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Tabulka 9 — Vytezky statické produkce bakteridalni celulézy

Vzorek | Protokolové | Hmostnost BC (mg) | Zdroj uhliku (20 g/1)
¢islo ze 100 ml média

BC30 |RS21 15,6 Sachar6za

BC31 | RS22 1,6 Galaktdza

BC32 | RS23 352 Mannéza

BC33 | RS27 74,5 Glukoézat+Fruktoza (1:1)

BC34 | RS 28 1477 Fruktoza

BC35 | RS32 1450 Manoza

BC36 | RS34 1075 Glukéza

BC37 | RS42 1555 Sachar6za

BC38 | RS43 591 Galaktoza

BC39 | RS44 1077 Fruktoza

BC40 | RS45 1133 Glukéza+Fruktoza (1:1)

BC41 | RS52 267 Extrakt

BC42 | RS53 1348 Extrakt

VEtsi vytéznosti bylo dosazeno pii produkei statické (Obrazek 4).
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Obrazek 4 — Srovnani vytezkii kultivace bakterialni celulozy dle uzitého zdroje uhliku

Produkce na industrialnich sacharidech, co se ty¢e smesi glukozy a fruktdzy a na hroznovém extraktu
se od sebe pfilis liSily jen nepatrné v ptipadé dynamické produkce. V ptipadé statické produkce byl
rozdil vétsi. O néco vyssi vytézky byly dosazeny za pouziti hroznového extraktu. V piipadé
dynamické produkce byl tento rozdil priblizné¢ o 50 miligram@ vys$si, v pfipadé statické produkce se
jednalo o rozdil 200 mg ve prospéch extraktu z hroznovych vylisku.
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4.4 Charakterizace morfologie vybranych vzorki bakterialni celulézy

Morfologie vyprodukovanych vzorkd bakterialni celulozy (¢isténé roztokem NaOH nebo necisténych
vzorki) je zobrazena na Obrazek 5. Na ¢astech obrazku A a B jsou jasn¢ identifikovatelné jednotlivé
buiiky bakterie Gluconacetobacter xylinus. Cast C zobrazuje samotnou strukturu bakterialni celulézy.

- o 3

SEM HV: 5.00 kV WD: 12.09 mm VEGAW TESCAN‘
SEMMAG: 10.00 kx  Det: SE Delector ;
Date(m/idiy): 02/2719 PC: 13

SEM HV: 5.00 kv WD: 12.12 mm VEGAW TESCAN
SEM MAG: 10.01 kx  Del: SE Deteclor 7
Date(middy): 02/27119 PC: 14

Digital Microscopy Imaging n Digital Microscopy Imaging u

3 /s e »
SEMHV:-500kvV  WD: 12.08 mm VEGAW TESCAN
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE Deteclor 10 um i
Date(middy): 02/27119 PC: 12

Digital Microscopy Imaging n

Obrazek 5 — Morfologie vybranych vzorkit bakterialni celulozy A) RS29 — necistény vzorek, glukéza; B) RS33 —
necistény vzorek, sacharéza; C) RS34 — cisteny vzorek pomoci NaOH, glukéza
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4.5 Charakterizace produktu zjiSténim molekulové hmotnosti bakterialni celulézy
Pro tuto analyzu byly vzorky vybrané tak, aby kazdy zdroj uhliku mél své zastoupeni. Tim padem je
moznost porovnat molekulovou hmotnost téchto produkti (Tabulka 10, Obrazek 6).

Tabulka 10 — Molekulova hmotnost jednotlivych vzorkii

Vzorek | M (kg/mol) | Zdroj uhliku (20 g/1)

RS32 426,1 Manoza
RS42 4419 Sachardza
RS43 4825 Galaktoza
RS44 377,6 Fruktoza
RS45 396.0 Glukoza + Fruktoza
(1:1)
RS50 922,6 Glukoza
RS53 4129 Extrakt
Molekulova hmotnost vzorku
1000
~ 900
§ 800
on
< 700
S 600
é 500
=
= 400
E 300
£
< 200
= 100
0

RS32 RS42 RS43 RS44 RS45 RS47 RS50 RS53
Obrazek 6 — Molekulova hmotnost vybranych vzorkii

Vsechny zkoumané vzorky mély molekulovou hmotnost mezi 377,6-482,5 kg/mol. Jedinou vyjimkou
je vzorek produkovany na glukéze. Tento vzorek mél molekulovou hmotnost 922,6 kg/mol. Tato
molekulova hmotnost je pfiblizn€ o 129 % vyssi neZ praimérna hmotnost ostatnich vzorki.
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5 ZAVER
Hlavnim cilem této prace je zjistit, jak dobfe dokaze bakterie Gluconacetobacter xylinus — CCM 3611,

ziskana z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity v Brng, utilizovat extrakt
z hroznovych vyliskil pro produkci bakterialni celulozy.

Pfi pozorovani produkce byl jasné pozorovatelny rozdil mezi dynamickou a statickou produkei. Typ
produkce zavisi na pozadovanych vlastnostech produktu. Pfi statické se produkuji filmy bakterialni
celulozy, které by mohly mit vyuziti jako kryci material ran. Pii produkci dynamické dochazi
k produkci vlaken celulozy.

Produkce také byla zkoumdna z hlediska pouzitého zdroje uhliku. Pro statickou produkci byla
pozorovana sachar6za jako nejlep$i uhlikovy zdroj. Co se ty¢e dynamické produkce, pro tu je

nejvhodnéj$im substratem manoza.

Dalsim cilem bylo porovnadni citlivosti a vyuzitelnosti metod stanoveni redukujicich cukri.
Z provedenych pokust vychazi, ze u€innéjsi je metoda DNS, ktera pii vyssich koncentracich do 1 g/l
nema svij limit detekce, zatimco metoda Somogyi-Nelson jiz pti koncentraci 0,8 g/l dosahuje meze
detekce. Piesnost téchto metod také byla srovndvana se stanovenim pomoci HPLC. Porovnanim bylo
zjisténo, Ze bliz§i hodnoty ke skute¢né koncentraci poskytuje metoda Somogyi-Nelsona. U metody

DNS byl tento rozdil vetsi.

Pro vyprodukovanou bakterialni celulézu byla také stanovena molekulova hmotnost. Ta ukazala, ze
zavisi na pouzitém zdroji uhliku. Nejvyssi molekulovou hmotnost mél vzorek, ktery byl produkovan
za vyuziti glukézy. Naopak nejmensi molekulovou hmotnost mél vzorek, ktery byl vyprodukovan
na fruktéze. Pomoci metody SEM byla potvrzena typicka struktura bakterialni celulozy.

Tato prace tedy zjistila, ze vyuziti hroznovych vyliskt jako zdroje pro produkci bakterialni celulozy je

mozné. Dokonce v porovnani se smési industrialnich sacharidd dosahuje vyssich vytézki.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BC Bakterialni celuloza

BC-HA Kompozit bakterialni celulozy a hydroxyapatitu
SN Metoda Somogyi-Nelsona

DNS Metoda s vyuzitim dinitrosalicylové kyseliny
HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
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7 PRILOHY

Tabulka P 1 — Kalibracni zavislost pro SN

Glukéza 1. série 2. série 3.série
c(@gL) | A1(-) | A2(-) | A3(-) | A1(-) | A2(-) | A3() | A1() | A2() | pramer A(-)
0,1 0,170 0,163 0,166 0,175 0,179 0,176 0,165 0,164 0,170
0,2 0,281 0,282 0,281 0,285 0,279 0,281 0,279 0,281 0,281
0,3 0,376 0,366 0,372 0,359 0,363 0,361 0,369 0,375 0,368
0,4 0,461 0,472 0,470 0,460 0,454 0,454 0,453 0,462 0,461
0,5 0,557 0,559 0,557 0,559 0,561 0,560 0,564 0,559 0,560
0,6 0,693 0,676 0,687 0,674 0,655 0,661 0,655 0,658 0,670
0,7 0,732 0,739 0,734 0,755 0,772 0,771 0,716 0,725 0,743
0,8 0,852 0,840 0,840 0,849 0,853 0,850 0,805 0,808 0,837
0,9 0,864 0,868 0,868 0,857 0,869 0,858 0,836 0,827 0,856
1,0 0,864 0,868 0,864 0,889 0,878 0,880 0,831 0,823 0,862
Tabulka P 2 — Kalibracni zavislost pro DNS
Glukoza 1. série 2. série 3.série
c(glL) | AL1(-) | A2(-) | A3() | AL(-) | A2(-) | A3() | AL() | A2() | pramer A(-)
0,1 0,022 0,019 0,022 0,015 0,016 0,015 0,019 0,020 0,019
0,2 0,033 0,044 0,036 0,042 0,040 0,042 0,032 0,041 0,039
0,3 0,062 0,062 0,062 0,064 0,071 0,068 0,055 0,059 0,063
0,4 0,077 0,083 0,080 0,073 0,074 0,073 0,075 0,078 0,077
0,5 0,093 0,098 0,094 0,106 0,106 0,011 0,093 0,097 0,087
0,6 0,116 0,109 0,109 0,119 0,114 0,117 0,109 0,109 0,113
0,7 0,133 0,137 0,136 0,138 0,148 0,140 0,124 0,138 0,137
0,8 0,154 0,152 0,152 0,161 0,159 0,161 0,151 0,145 0,154
0,9 0,180 0,183 0,181 0,182 0,184 0,183 0,173 0,174 0,180
1,0 0,192 0,189 0,190 0,195 0,199 0,198 0,221 0,226 0,201
Tabulka P 3 — Kalibracni zavislost pro HPLC
Glukéza Fruktoza
Max. piku Max. piku
c(g/l)| t(min) |Plochapiku|c (g/l)| t(min) |Plocha piku
0,5 11,478 3,502 0,1 12,425 0,6496
1 11,478 6,1779 0,2 12,428 1,2626
15 | 11,478 | 104158 | 0,3 | 12,430 1,8603
25 | 11,472 | 157911 | 04 | 12,428 2,5034
5 11,492 | 30,8642 | 05 | 12,430 3,1705
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Obrazek P 1 — Hroznové vylisky

Obrazek P 2 — SuSeni hroznovych vyliskit na lyofilizatoru
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Obrdzek P 3 — Extrakt z hroznovych vyliskii

Obrazek P 4 — Filtracni aparatura
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Obrazek P 5 — Kalibracni zavislost pro metodu SN

Kalibraéni zavislost - DNS
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Obrazek P 6 — Kalibracni zavislost pro metodu DNS
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Kalibrac¢ni zavislost pro HPLC - glukdza
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Obrazek P 7 — Kalibracni zavislost pro HPLC — glukoza
Kalibra¢ni zavislost pro HPLC - fruktéza
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Obrazek P 8 — Kalibracni zavislost pro HPLC — fruktoza
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Kalibrac¢ni zavislost - polyfenoly
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Obrazek P 9 — Kalibracni zavislost pro polyfenoly
Kalibra¢ni zavislost - flavonoidy
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Obrazek P 11 — Statickad produkce
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Obrazek P 13 — Produkt ze statické produkce
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