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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva problematikou mikrobialniegrddaci odpadnich matetiglotravin&ského pimyslu.
Problematika je orientovana na produkci technologieyznamnych enzyinprodukovanych mikroorganismy,
které jsou schopny dany odpad vyuzivat jako zdndiku.

Prvni ¢ast dizerténi prace, zabyvajici se produkci polygalakturogsga vypracovana v rdmci studijnich
pobytl na Chemickém Ustavu SAV, addni Glykomiky v Bratislag. Pouzitym odpadem a st&asré zdrojem
uhliku pro Bst mikroorganism a produkci enzyiin byly hroznové vylisky z vinastvi. Na tomto odpadnim
materialu byla testovana produkce pektolytickychyemi. Na zaklad screeningu byl vybran mikrobialni kmen
s nejvySSi produkci polygalakturonasové aktivityodtkované enzymy byly nejprve izolovany exthaikni
metodami, purifikovany a nasleglproteomicky identifikovany.

V dalSi¢asti dizertani prace byla pozornost zéfena na lipasy &isténi odpadnich vod s obsahem lifpid
Davodem byla spolupréace s firmou zabyvajici se kaksirodlwovati tuki. Predmétem tétocasti byla studium
vlastnosti dodaného konmseitho pipravku, prostudovani podminek mikrobialni produkipas, identifikace
mikroflory pritomné v komemim pipravku a testovani mikrobialnich kmiempro vyvoj nového fipravku.
Testovani mikrobialnich kménprobkéhlo za @&elem realizace napadu firmy vyvinout novyigravek do
odlwtovate tuk.

ABSTRACT

This work deals with the problem of microbial dadmtion of the waste materials from food indusiryis
work is focused on the production of technologisiginificant enzymes producing by microorganismsictvh
were able to use the waste as a sole carbon source.

In the first part of this work, the attention wiasused on the production of pectolytic enzymess plart was
made within study interships in Slovak Academy cieSces, department of Glycomics in Bratislava. Grape
pomace as the waste form winegrowing was used sideacarbon source for microbial growth and enzymes
production. The production of pectolytic enzymessweasted on this waste. After screening the moishlde
microorganisms was chosen with the highest prodoati polygalacturonase activity. Produced enzymese
isolated by extraction techniques, purified andtlaentified proteomically.

The aim of the second part of this work was thestevavater treatment containing lipids and lipolytic
enzymes. The reason was the cooperation with thgany constructing grease traps. The characterizati
supplied commercial preparations was the subjethisfwork and the other reason was the charaetasiz of
conditions for lipases secreting by microorganisigentification of microorganisms present in thentoercial
preparation and testing of new microbial cultui@sthe development of new preparation for the greeps.

KLi COVA SLOVA: pektolytické enzymy, hroznové vylisky, lipolytickéizymy, odpadni vody

KEYWORDS: pectolytic enzymes, grape pomace, lipolytic enggnmvaste water



UvoD

Odpadni materialy potravitgkého pimyslu gedstavuji z&Z pro Zivotni prosedi, a proto je snaha o jejich
ekologickou likvidaci velkym finosem.

Vinarska oblast Morava zahrnuje asi 96 % ploch regisingieh vinic vCeské republice, fisemz celkova
rozloha vinohratl predstavuje 18 500 hektafonline Vina z Moravy, VinaGech *. Zakon 321/2004 Sb., o
vinohradnictvi a vingstvi a navazujici pravniigdpisy (vyhlaSka 323/2004 Sb.) stanovuje povinnostbbaim
tykajici se odstrami vedlejSich produktvznikajicich @i zpracovani nebo vyrab spoléné s vedenim fislusné
evidence v evidami knize. Jednim z vedlejSich prodiufsou i matoliny. Jedna se o biologicky rozlozigeln
odpad, ktery se trati¢ likviduje zaoravanim ve vinicictzémanek a kol?)

DalSim nemalym problémem jsou fzeni spoléného stravovani, kter& musi zabedpepiedisteni
odpadnich vod, pro odstrani tuki tak, aby splovaly pozadavky kanalizaihofadu a emisnich limit Tento
proces probiha v t&zenich pod nazvem lapa tuki, piicemz pro urychleniisticiho procesu se aplikuji
piipravky s biologickou aktivitou.

Mikroorganismy obeandisponuji Sirokym enzymovym vybavenim, maji schegirprodukovat celou Skalu
enzymi degradujici organicky materidl, jako jsou tukyejel celulosa, xylan, pektin, proteiny, Skrob aSdal
Produkuji pedevSim hydrolytické enzymy podilejici se na degcadolymefi na mensi molekuly, které mohou
byt dale vyuzity bitkami a zalenény do dalSich biochemickych reakci. Hydrolytick&ymy maji obrovsky
potencial pro vyuZziti v mnoha j{myslovych aplikacich. Enzyim uskuténujicich tyto reakce, je vyuzZivano
piedevSim v potraviratvi, papirenském pmyslu, paimyslu detergert pri odstraiovani toxickych odpada
oleji. Tyto enzymy mohou byt produkovan§znymi mikroorganismy v zavislosti na podminkachtikalce.
Primyslow secinnosti mikroorganistin vyuziva nejen v tradnim kvasném nebo mlékarenskénimyslu, ale i
v dalSich odwtvich. Pamyslow pripravené enzymy mikrobidlnihoipodu nachazeji stale SirSi upléi
Kromé¢ téchto enzyni se jest pouzivaji celé mikrobni liky, pomoci nichz se uskufiuji specifické reakce
napg. oxidace steroidnich latekipvyrobé Iéka. Mikrobidlni enzymové reakce probihagt$inou Uzce specificky,
nevyig;\duji vysoké tepoty ani tlak§imZ se snizuji naklady na provozniiizeni a energii\(odrazka a kol.
1998 °.

Prikladem likvidace odpadmohou byt #zné mikroorganismy, které vyuzivaji dany odpadntemal jako
zdroj uhliku a sotasré jsou schopné svou enzymowvéinnosti tyto odpady hydrolyzovat 3. Z tohotivddu se
hlavni pozornost zaéfila na mikroorganismy produkujici hydrolytické enzy odbouravajici odpadni
biopolymery.



CiL PRACE

Cilem préace bylo sledovat vyuzitelnost potrayshéich odpadnich materiajako potencialniho zdroje uhliku
pro rist mikroorganismh a s tim souvisejici produkci hydrolytickych enZymZ tohoto dvodu byla
experimentélni¢ast rozdlena na dv poloviny, Fi¢emz v prvni¢asti bylo pojednano o produkci, izolaci a
identifikaci polygalakturonas, zatimco druhfst byla ¥novana charakterizaci kondaifho [Fipravku,
optimalizaci podminek pro produkci lipas a navrtového pipravku. V oboucastech byly popsany odpadni
zdroje, mikroorganismy a pouzité metody.

Pri feSeni experimentalrifasti byla sledovana vyuzitelnost odpadu z ¥8bd, jako zdroje uhliku protst
kvasinkovitého mikroorganismuGeotrichum candiduma produkce pektolytickych enzymdegradujicich
pektinovou slozku rostlinné b&né sEny, predevSim polygalakturonas. Cilem bylo produkované
polygalakturonasy izolovat, charakterizovat a pootky identifikovat.

V druhécasti prace byl charakterizovan korwir piipravek odbouravajici lipidyiftomné jako organické
zngisténi v potravinéskych odpadnich vodach. Tento kosmérpripravek byl pouzit pro degradaci ligids
odlwovasich neboli lapacich tuk Ukolem bylo otestovat kom&mi pripravek z hlediska jeho schopnosti
degradovat lipidy. Cilem charakterizace byla i iifd@ce piitomné smisné mikrobialni kultury a navrzeni
vhodnych mikrobiélnich druhpro gipravu nového preparéatu.



TEORETICKA CAST

1 Odpady rostlinného pivodu

Zenedélské a ptimyslové odpady v dneSni dblpredstavuji jednu ziftin zne&isSteni zivotniho prosedi.
Legislativre pravidla pro pedchazeni vzniku odpada pro nakladani s nimifpdodrzovani ochrany zivotniho
prostedi, ochrany zdraulovéka a trvale udrzitelného rozvoje stanovuje zakardpadechg. 185/2001 Sb. a
jeho novelizované zmi v zakonu. 383/2008 Shdnline Shirka zakah) *. Odpady nizeme zpracovavat mnoha
zpasoby — fyzikal#, chemicky, fyzikals-chemicky a biologicky.

VétSina odpad rostlinného fvodu obsahuje celulosu (30 — 40 %), hemicelulosu (x@@nr- 40 %) a lignin
(20 — 30 %). Vyuzitidchto odpadl ma Siroké uplagni >:

substrat protrst mikroorganisr a syntéza vhodnych metabalit
zkrmovani hospodékymi zviaty
kompostovani a hnojeni z&dglskych plodin

Mezi odpadni materidly rostlinnéhaiypdu miZze byt z&azena vylisovana cukrovidtiha (bagasa)iepné
fizky, ryzové slupky, pSetma slama, hliznaty material obsahujici Skrob, odpattoznové révy, odpad ze
semen slunmice a so6ji, bandn jablek, odpad po vylisovariepkového a palmového oleje, ale také ze
zpracovani teva a jiné llohanty a kol. 2009Ylamma a kol. 2008*°.

1.1  Produkce mikrobialnich enzymi na odpadech rostlinného fvodu

Mikrobialni enzymy pat mezi nejdilezitéjSi produkty ziskané&lovékem. Jsou vyuzivany ve velké imi
v riznych oblastech pmyslu a potravin&kych biotechnologiich. Vyvoj v biotechnologiichpedizuje novym
aplikacim &chto enzyn. Hlavnim zdrojem enzyinjsou mikroorganismy produkované za podminek ssttide
fermentace (SSF) nebo submerzni fermentace (Sié&)dey 1999’

1.1.1 Produkéni mikroorganismy

VétSina mikroorganisiiy zahrnujici bakterie, kvasinky i plisrje schopna produkovat velké mnozstvi
riznych skupin enzyfm(Pandey 199p’.

Prikladem vhodného prodakiho mikroorganismu je pligeAspergillus niger u kterého byla popséana
produkce aZ 19 typenzyni (Pandey 1999*’. Obec jsou hydrolytické enzymy, celulasy, xylanasy, jresy
a jiné, produkovany plimvymi kulturami.Trichodermasp. aAspergillussp. jsou nejrozEnsjSimi producenty
enzymi (Pandey 199p’.

1.1.1.1 Geotrichum candidum

Geotrichum candidunize taxonomicky z@dit mezi kvasinkovité mikroorganismy. Tento kv&sinity
mikroorganismus disponuje enzymy hydrolyzujicimivia celulosu a pektinGente a kol. 2006’ a je jednim z
pavodai meknuti ovoce a zeleninyHang a kol) °. Geotrichum candidurje roz&fena ubikviti, vyskytuje se v
mlé¢nych vyrobcich, na kyselém zeli a okurcichdd vodt a aktivovanych kalech z odpadnich vod z vyroby
plasti, vlaken, organickych chemikalii atd. Zije v pi@sti s omezenym mnoZzstvim dusiku i fosforuia p
pomérné nizkém pH prosgedi. Lehko oxiduje izné latky jako acetat, ethanol, izopropanol, glgteNa
agarovych fdach tvdi jemné kozovité porosty a podobné kozky vytvdna kapalnych fdach. Vyskytuje se ve
vegetativni forn rozmnoZovani arthrokonidiemiKockova-Kratochvilova 1999°

1.1.2 Degradovatelné substraty

Odpadnim materialem vyuZivanym pro produkci enzysou ¥tSinou zemddélské odpady. Tyto odpady jsou
Siroce dostupné a z ekonomického hlediskaguoérievné. Jsou vhodné pro produkci mikrobiélnich enkya
podminek solid state i submerzni fermentace. Megiastji pouzivané odpady Ize zdit fepnétizky; odpad
z cukrové ttiny; bagasa; pSefnou, ryZzovou, kukficnou slamu; pSetiné otruby; hroznové nebo jabie
vylisky; odpady ze zpracovani barfiddaje; odpad po vylisovani olivového oleje; odpadzpeacovanitepky,
$krobu a mnoho dal$ich tymdpadnich material(Pandey 199p’.



Vybér vhodného substratu a kultisich podminek hraje ttezitou roli @i produkci enzyri. Uginnost
hydrolyzy odpadu je pak ovitovana gkolika faktory, gedevSim hodnotou pH, teplotou nebo praghikn
mikroorganismem. Roli hraji zaroveena a dostupnost voleného substrandey 199i’.

1.1.3 Podminky produkce enzyra

Az 90 % pfimyslow pouzivanych mikrobialnich enzymje produkovano pro&dnictvim submerzni
kultivace. Ri submerzni kultivaci se velmiasto vyuzivaji fedem optimalizované podminky a geneticky
modifikované mikroorganismy, které&guistavuji vyhody &i solid state kultivaci Randey 199p*. VétSina
enzymi produkovanych za podminek submerzni kultivadeenbyt produkovéana i za podminek solid-state
kultivace. V gfipad solid state kultivace vySSimi wky. Vyprodukované enzymy jsou stabilni v Sirokém
rozm%zisteplot i pH. Nevyhodou je menSi isirbiomasy oproti SmFManpret a kol. 2005, Holker a kol.
2004

Hlavnim aspektem solid state procesutjg mikroorganism na zvilteném pevném odpadnim materialu za
absence volné vody. Nizky obsah vlhkostii péto fermentaci znamend omezeny limit pro &vyb
mikroorganismu. Solid state proces je proto vhodajména pro produkci enzynpomoci viaknitych hub,
jelikoz simuluje jejich zivotni podminky. Vyhodoa produkce enzytns vysokou aktivitouQouto a kol. 200p
14 Zemedslskym odpadem vyuZivanyniipsolid state fermentaci jsou napomeratiové vylisky nebo cukrova
titina. Tyto zemdélské odpadni substraty jsou efektivnim substratesnppodukci depolymerizujicich enzym
degradujicich pektinovou slozku rostlinné tstmé seny, za podminek SSE6uto a kol. 2006,

1.1.4 Faktory ovliviiujici solid state fermentaci

Hlavni faktory ovliviujici mikrobialni syntézu enzyiimv SSF systému zahrnuji Wibvhodného substratu a
mikroorganismu, fedtisténi substratu, velikostastic substratu, obsah vody a vodni aktivitu saélstrelativni
vlhkost, typ inokula, kontrolu teploty fermentadgbu fermentace, miru rozp&sého kysliku a obsah GO
(Pandey 199p’.

1.2  Mikrobialni produkce polygalakturonas

Polygalakturonasy pidtmezi pektolytické enzymyipdstavujici heterogenni skupinu eniyhydrolyzujici

pektinové substance. Tyto enzymy jsou Siroce femsijak u vySSich rostlin, tak i mikroorganismZarovei
hraji dileZitou roli gi meknuti ovoce a zeleninyshem zrani a uchovavarMértin a kol. 2004 ™.

Je znamo, ze mikrobiélni pektolytické enzymyitveb % prodeje ze vSech prodavanych enzymé&tsina
z nich je plisového givodu. NejznargSim primyslovym producentem polygalakturonas je migepergillus
niger (Martin a kol. 200%°.

NejrozstergjSimi enzymy jsou endoPGasy, které jsou produkowaits§inou plisni, bakteriemi, ale i mnoha
kvasinkami. Znamymi producenty jsoAureobasidium pullulang’ , Fusarium moniliforme'®, Neurospora
crass'®, Rhizopus stolonifet’, Aspergillus sp?, Thermomyces lanuginosés Peacilomyces clavisporifs.
ExoPGasy maji v porovnani s endoPGasami menSidtadioky vyznam. Producenty exoPGas jsoutfidgd
Erwinia carotovora®, Agrobacterium tumefacieris, Bacteroides thetaiotamicrdfi, Erwinia chrysanthent’,
Alternaria mali ?®, Fusarium oxysporiunt’, Ralstonia solanacearur’, Bacillus sp. ** . ExoPGasy jsou
vyzna&né d¥ma produkovanymi typy: plievé exoPGasy, kde hlavnim a kongm produktem je
monogalakturonova kyselina (MGA) a bakterialni exggalakturonosidasa, kde hlavnim produktem je kyae
digalakturonové\ijesundera a kol. 1984

1.3  Matoliny jako zdroj uhliku

Matoliny jsou hroznové vylisky po ziskamioStu z rmutu, jinak odpadova hmota. Matoliny s@ dguzit
k dalSimu zpracovéni. Vylisnost moStu se pohybugzir0 — 75 %, v zavislosti na ddi a vyzralosti hrozi
Za predpokladu, Ze z 1 ha seCRR dosahne @mérného vynosu 6 tun hroéinbude odpad matoliny cca 20 —
45 tis. tun 6nline Vinasky slovnik®,



Napiklad v Italii se z vylisk modrych hrozf vyrabi v parnich destiéaich kotlich grappa, ze seminek se
lisuje hroznovy olej, od®vany zejména labuzniky. Ko¥ey zbytek se bdi suSi odpadnim teplem z destilace
grappy a vyuZziva jako palivo pro vyvig pary, nebo se susi na pokrutiny pro skot. Maggkou v zahrari
vyuzivané i jinymi specialnimi technologiemi. Drihé zpracovanim odpadu po lisovani rmutu Ize tedy
optimalre vyuzit @i tzv. bezodpadovych technologiich. Maceraci matek vod Ize ziskat vyluh pro dalSi
zpracovani, nap nealkoholickych napéjnebo tzv. druhak(online Vinasky slovnik®,

Slozeni a struktura primarniéay bobuli hrozih je velmi zajimava zi/odu jejich dilezitosti v technologii
vyroby vina. Vylisovana duzina obsahuje celulosemlitelulosu, pektinové polysacharidy homogalaktarmn
rhamnogalakturonanu | a IV{dal a kol. 2001 *. Jejich chemické sloZeni je bohaté na zakladninyiv
vyzadované protst Siroké Skaly mikroorganisin Tento odpadni produkt obsahuje vysoky podil hgni
celulosy a vysoké procento vyzivnych mineralnichkpr zvliaSt dusik a draslik vhodnych pro mikrobialist.
Hroznové vylisky mohou byt vyuzity pro zata jako potrava, speci&ln suchych obdobich, kdyz je nedostatek
cerstvého krmiva. Jejich pouzivani je limitovano 3@ % celkové potravy ipzvykavd diky velmi nizké
vyZzivové hodnat. Odpad z hroznové révyiibe byt pouzit naifiklad jako substrat pro produkci celulas, pektinas
a xylanas. Vhodnymi producentychto enzyni mohou byt nafiklad plisié Aspergillus awamori, Aspergillus
niger, Monascus purpureBottela a kol. 2007, Bertran a kol. 2004, Bottelaah 2005 037

2 Odpadni vody

Odpady z potravingkych vyrob zahrnuji igdevSim tuhé odpady a odpadni vody. Zpravidla &t&Emw
problémem je oblast odpadnich vod, nepotravin&ské vyroby v sob zahrnujiradu jednotlivych postupjako
je prani, extrakce, odpavani, filtrace atd. Odpadni vodgané obsahuji vysoké koncentrace suspendovanych
gastic a rozpustnych organickych latek jako jsotnasdy, bilkoviny a lipidy Bitton 2005 .

Lipidy jsou pgitomné bud' jako volné, adsorbované nebo emulgovaoi@é lipidy pati mezi latky plovouci.
Volne a adsorbované lipidy jsou odsioaany v mechanickém stuptistirny odpadnich vod. Dal8ast lipidi je
ve splagkovych vodachipmna v neusaditelné emulgované férfonline skripta VSCHT , MargR®.

2.1  Cisténi odpadnich vod

Cisténi odpadnich vod zahrnuje celtadu technologickych procisV prvni fazi procesu, tzv.ip&isténi se
odcEluji hrubé mechanické distoty jako je pisek, &tk, a podoba. DalSi primarni Gpravou se v sedimeimtian
tanku odstrauji z vody nerozpustné latky. Dale navazuji proce®jogické oxidace, oddbvani a stabilizace
kalu, desinfekce a kotiea Upravadnline Zpisobycisteni odpadnich vod™.

2.2  Lapaky tuki

Z divodu své nemisitelnosti s vodou, flokérid a usazovaci schopnosti, lipidyitpmné v pamyslovych
odpadnich vodach, zejméndi pracovani masa, a masnych vyrbblpii zpracovani mléka a miéych
vyrobki, a také lipidy ze #Zézeni spoléného stravovani, jsou schopnytspbit fadu problém v provozu
Cisticek odpadnich vod. Lipidy zahmaji procesu difaze kysliku, vyskytuji se jako us@mg v tancich az na
hladirg tekutiny, ucpavaji potrubi a @pobujifadu dalSich probléin(Cammarota a kol. 2006, Wakelin a kol.
1997 “**2 Proto je nutné v provozech, kde vznika odpadmiavobsahuijici tuky, zabudovadiucovate tuki.
Zarazuji se také ied cisticky odpadnich vod neborgd vyls¢nim do kanalizace. Ostatni komunalni odpad,
ropné latky, minerdlni oleje, splaskové, balastde&ové vody se nesmi do odhwate tuki vpoustt (online
skripta VSCHT, Marek®.

Princip odlgovatu tuki a oleji je op&ny k sedimenténim nadrzim. Odpadni voda séividdi ke dnu
separani nadrze, po zmenseniupscné rychlosti dojde k oddeni tuki a oleji z vody. Hromadi se u hladiny,
kde jsou stirany. Proces Ize urychlit zavedenirkotlého vzduchu. Tukovéastice se nabaluji na vzduchové
bubliny a jsou vynaSeny na povrch v podqginy. Pokud jsou tuky a oleje v emulgované f&rre nutno
nejprve emulze chemicky narusit. Poté je vhodnquassni operaci tlakovéa flotaceoifline Zpisoby cisteni
odpadnich voy°.

Lapéky tuk neboli odlgovate slouzi k zachyceni a odléeni odpadnich tuk a oleji rostlinného a
ZivogiSného fivodu ze zn&Sténych vod v oblasti potravitiskych sluzeb a v pmyslovych provozech. Schéma
odlwovase je uvedeno nabr. 2.2 Pitter 2009 **. Separovanim tukse Uspsns zabrauje usazovanisthto
latek v kanalizanichiadech a tim se zamezuje jejich ucpavani.



Odlwova tuki je plastova nebo kovova naddbr. 4), kterou je nutno umistit v pmyslovych objektech za
U¢elem separace tikz odpadnich vod. Separace vodné od organické ke jako horni vrstvaistava v
nadrzi, probihd na zakladasové prodlevy. TaktorpdiiSttné vody Ize vypoust do kanalizace. Na zaklad
konstrukce mohou byt odiovaie tukii urceny pro vnitni instalaci neb@ro instalaci do ze#na instalace mimo
budovy. Podle systému derpani obsahu rozliduji sBifter 2009 **:

+ odlovae s Uplnym oderpanim obsahu
« odlwovaie s¢ast&nym odterpanim obsahu

Primyslovi producenti odpadnich vod se musi vhodnypatenimi postarat o to, aby vody, které obsahuji
znany podil tuki, nepronikly do viejné kanalizéni si€. V podnicich, kde vznikaji odpadni vody Zi&ené
tuky, musi byt podigeské technické normySN EN 1825 instalovany odlavase tukii, které zarti zadrZzovani
tuki a olefi organického fivodu ze splaSkové vody. To plati magpro zdizeni spoléného stravovani a
masozpracujici provozy. Na ochranu budovyigba instalovaterpaci zé&zeni s rezervninterpadlem. Proto
musi byt za kazdym odiovatem tuki, ktery je nainstalovan zpravidla v Grovni pozenkaimunikace,
nainstalovangerpaci z&izeni nebo feterpavaci stanicePftter 2009 **.

vsiup odpadni vody

wisiup opdadni vedy zbavend
Epidové casi

pidova ¢ast odpadu

uzadieing nefisioty (pisek, &8rk 3j)

Obr. 1: Schéma odlova’e tuki (online Odluwfovate tuki a ropnych latek*

2.3  Mikrobialni degradace lipidii v odpadnich vodach

Restaurace a #iaeni rychlého okerstveni produkuji odpadni vody s obsahem lipiyto odpadni vody jsou
v technologii ¢isténi odpadnich vod neakceptovatelné. Z tohaigodu v poslednich &kolika letech nastava
vyvoj mikrobialnich kultur pro pouziti v bioreaktrh ¢isticek odpadnich vod. V séasnosti existuje dkolik
studii zabyvajicich seustem mikroorganisin na lipidovych substratech z odwvasi tuki pouzivanych
v restauracich a #enich rychlého stravovaniMakelin a kol. 1997¥.

Fast-foodovy prmysl predstavuje jeden z nejrozsahlejSich proliiégpojeny <isténim odpadnich vod
s obsahem tuk Slozeni mastnych kyselin tiilodchéazejicich do odpadnich vod je zcela zavisléheau, typu
pouzivanych tuk a oleji daného fast-foodu. Navzdory existenci rozmanitgobdukti, jako jsou odltovate
tukt a biologické dopiky, které jsou schopny pomocitipteSeni &chto problém, nejsou tyto dopiky
povaZzovany manazery restauraci za dostateykonné. Tento problém pak vede vyrobce biologitkglophiki
a odlwovast tuka k vétSimu zamysleni v oblasti vyvoje novych mikrobigmkultur pro pouziti v bioreaktorech
uréenych E)zrcg%téni odpadnich vod pochéazejicich z fast-foodovychargaci (Wakelin a kol.1997 Chipasa a
kol. 2006 "~ ™

Mikrobialni degradaci lipil v odpadnich vodach lze praktikovat jak za podmirakobnich, tak i
anaerobnich. Za anaerobnich podminek je produkéekiadu organické hmoty methan a oxid &ityi. Tento
proces probiha v tzvUASB (Upflow Anaerobic Sludge Bed) a EGSB (Expandethnular Sludge Bed)
reaktorech, zatimco za aerobnich podminek jsowethfigimi produkty oxidace voda a oxid ity (Singh 2005
“5. Pritomnost lipidi v aerobnim systémuistini odpadnich vod je povaZzovana za neZzadouci. Vysiisah
lipidd mé& negativni vliv naienos kysliku k mikroorganisim a vede k redukci mikrobiélni aktivity. Z tohoto
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divodu se mikroorganismy pouzivaji dw imobilizované formy, nebo ve forré aktivovaného kalu Singh
2008 “°. Aerobnicistni odpadnich vod isobenim mikroorganisinbylo dokumentovano vekolika studiich
(Nunn, 1986; Ratledge 1992"“% Z hlediska mikrobialni degradace liiid/ odpadnich vodach jsou nejvice
studovanymi mikrobialnimi druhy bakterie rodicinetobacter Bacillus rod Pseudomonas déale wkteré
termofilni druhy Thermus Tyto druhy byly testovany jak za laboratornictdpdnek, tak v provozectisticek
odpadnich vod. Z dostupnych vyslédje potvrzena schopnosichto bakterii degradovat lipidy v odpadnich
vodach. VysSi &innosti je vSak dosahovandi pouziti smésnych kultur &chto bakterii Bhumibbamon a kol.
2002a, Bhumibbamon 200215>°

VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledkova a diskuzntast je rozdlena do dvou okruh PrvniieSi produkci technologicky vyznamnych
enzymi, polygalakturonas, mikroorganismy kultivovanymi heoznovych vyliscich tvdcich jeden z odpdid
potravingského pimyslu. V druhém okruhu jsou uvedeny a diskutovaysiadky vyplyvajici z charakterizace
komegniho gipravku a ndvrhu nového produktu pro efekti&igténi odpadnich vod.

3 Produkce polygalakturonas

3.1  Vybér kmene a vliv typu fermentatniho média na produkci polygalakturonas

Produkni kmen byl vybran na zaklad provedeného screeningu 83 kvasinek a kvasinkdvityc
mikroorganisni ze Slovenské sbirky kvasinek a kvasinkovitych omkganisni (Culture Collection of Yeasts,
CCY) a jejich schopnosti produkovat polygalakturenaa pektinu jako jediném zdroji uhliku v kultérdm
médiu. NejvySSi produkci vykazovaly kmen@eotrichum candidumCCY 16-1-29 (teleomorfni forma
Galactomyces geotrichymGeotrichum candidurje kvasinkovity mikroorganizmus znamy hl&jako Sowast
piirozené mikrofléry gkterych francouzskych s§r(Larpin a kol. 2005 **, kde hraji dleZitou Glohu jeho
proteasy Boutrou a kol. 2006°% Dal$imi zkoumanymi enzymyG. candidumbyly lichenasa a laminarinasa
jako enzymy degradujigB-glukan Piegza a ka) > Nejvice praci oviem bylo z&keno na optimalizaci
produkce a charakterizaci lipolytickych enziyrfVernet a kol. 1993, Mladenoska a kol. 2001, de éited
Burket a kol. 200>+

Prvni prace, kterd4 se zabyvala moZnou produkciopgickych enzynid timto mikroorganismem, pochazi
z roku 1969 Barash a kol 196p°>". Autoii v ni popsali izolaci a vlastnosti polygalaktuasn Pozégi byly
identifikovany viceré formy polygalakturonasjgemz se pedpokladalo, Zedkteré formy enzymu jsou typické
pro fytopatogenni kmeny, zatimco jiné formy jsoadukovany i nepatogenfakanuta a kol.2002, 20037%°°
Ani v jednom giipack nebyla zkouSena produkce enZyma podminek solid state kultivace, i kdyz jeji oglly
byly jiz znamy Gowthaman a kol. 2001, Pandey a kol. 206%°% Celkem byly testovany 4 typy kultisaich
médii liSici sev obsahu soli, ifdavku kvasniného autolyzatu a ve zweni nebo zaliti hroznovych vyligk
roztokem soli nebo vody. Testovala se kultivaceistarni a kultivace nadpace. Nejvyhodgji se jevila solid
state (SSF) kultivace na vyliscich z&#mych roztokem soli a kvagniym autolyzatem. Vyhodou SSF kultivace
bylo také sniZzeni naklacha provozni zézeni Pandey a kol. 1999.

Jak jiz naznéovaly vysledky ziskanéipoptimalizaci produkce lipasMladenoska a kol. 2001, de Medeiros
Burket a kol. 2006 °*>*® G. candidumje na jedné strancitivé na michani prawgodobr v disledku
poskozovéani myceliiArends a kol. 1975%, na druhé stranv3ak potebuje dostatay prisun kysliku (e
Medeiros Burket a kol. 2008°. Stejrt jako v gipadt lipas, Kist kmene a produkce polygalakturonas byla nizsi,
kdyz se kultivovalo bdi za michani anebo byl kmen zalit Zidlwacim roztokem.

Mikroorganismy vytvéejici mycelia byly schopny pokryt cely povrch suléisi a produkovat velké mnozstvi
extracelularnich hydrolytickych enzyimMimo typukultivace nélo na produkci polygalakturonas vliv i slozeni
zvihéovaciho roztoku, protozerippmnost stopovych prikspolu s kvasgnym autolyzatem ji vyraznzvysilo.
Podobny efekt byl pozorovany i u produkce polygalednas houboi. foetidusnarepnychiizcich a pSegnich
otrubéch Taskin a Stratilova 2008”. Kromg produkce polygalakturonas, sloZeni kultiwtho média rdlo vliv
i na produkci barviva a morfologii testovaného kmen
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3.2  Produkce polygalakturonas

Solid state kultivac&. candidurma hroznovych vyliscich probihala po dobu 1@.dvzorky byly odebirany
3., 4., 5., 6., 7.a10. den. Nejvyssi produkceaeriularni polygalakturonasové aktivity byla pargina khem
3. a 7. dne SSF kultivacBodobny piibe¢h, vyzadujici alespocasté&nou inaktivaci enzyrin byl pozorovan taky
u tf kmeri A. pullulans kultivovanych stacionatnna pektinové pdé (Stratilova a kol. 2006°%*. V tomto
pfipadu byly na ptatku produkované hla¥¢nendoPGasy, které se pak inaktivovaly. ExoPGasyimezzivni
funkce byly produkovény v pbehu celé kultivace a nést aktivity v pozdjSi fazi kultivace byl fipsan ¢mto
enzymam. Autdi predpokladali, Ze endoPGasy jsou nevyhnutelné pronizdci média v prvnich faziclistu a
v pripadu nepatogennich mikroorganisnpak ztraceji vyznam. Patogenni mikroorganismy,0ja& nap.
Aspergillus niger produkuji endoPGasy viiighu celého svéhoistu Stratilova a kol. 1996°% . Pro uteni
typu enzyni v 3. a 7. dni kultivac&. candidunbyly tyto enzymy izolovany a charakterizovaiiang a kol
potvrdili produkci endoPGasy druhe@. candidumna nalevu z kysaného zeli. NejvysSi polygalaktasoné
aktivity na tomto uhlikatém zdroji bylo dosazenoMa % pektat v 0,1M octanovém pufru v rozmezi pbl 4
5,0.

3.3  Charakterizace extracelularnich polygalakturona

Polygalakturonasy se liSEkterymi svymi vlastnostmi, na zakladterych se da dit, jestli jde o endoPGasu
nebo exoPGasuRgxova-Benkova a Markayi 197§ °°. Zakladnim rozliSovacim znakem je neschopnost
endoPGasy &pit digalakturonovou kyselinu. ProtoZze tento enzydpi polymerni substrat (PGA)
endomechanismem, fip korelovani poklesu viskozity a fipastku redukujicich skupin v fioéhu reakce
zodpovida poklesu viskozity na 50% niémez 3% rozspenych vazeb substratu. Produkty reakce jsou delSi
fragmenty PGA, v pozfSich fazich reakce oligogalakturonové kyselinypiipad exoPGas viskozita klesa
extrémr pomalu, protoZze se ze substratu &pidie vylwiné kyselina galaktopyranuronova. Mimo typické
exoPGasy, ktera preferuje polymerni substraty jakmdoPGasa, existuji exoPGasy preferujici
oligogalakturonové kyseliny. Tyto se¢kuly pro rozliSeni nazyvaji i oligogalakturonat hgidisy a byly
identifikované jak u rostlin, tak i u mikroorganignfStratilova a kol., 2005a; 2005b; 2006; Flodrova al.k
2007, 200967,68,64,69,7'0

Izolované extracelularni polygalakturonasy prodws@ G. candidumbyly charakterizovany z hlediska pH
optima, substratové preference, teplotniho optieeelné stability, kinetickych paramitizoelektrického bodu
a molekulové hmotnosti. Na zaklkadsubstratové preference se stanovené pH optima piidgdit €mto
enzymim:

e pH optimum 4,2 a 4,8 — endoPGasa (preference gyongo, dimer negpi)

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

* pH optimum 5,4 — pravghodobr typick&d exoPGasa s preferenci pro polymer

Ostatni pH optima, ndpv oblasti pH 3,8 — 4,0 a pH 5,0 se bez dalSirsegaforem spolehlivprifadit nedaji.
| kdyz byly pozorovany uité rozdily v minoritnich forméach, endoPGasa s ptimem 4,8 a exoPGasa s pH
optimem 4,6 se nachazely jako majoritni enzymy zereich odebranych 3. i 7. den kultivace. Vyrazogdil
v substratové preferenci umoznil charakterizachto enzymi ve sngsném preparatu, i kdyz byly blizké
hodnoty pH optim. Zd&chto divodi se v dalSi praci na stanoveni aktivity endoPGasyjvala 0,5% PGA pH
4,8 a exoPGasyl mM (GAnebo (GA) pH 4,6. Barash a kol. 1969° popsalimechanismus sobeni
polygalakturonasRetszec polygalakturonatu je&ten nahod& na mensi oligogalakturonové jednotky, zatimco
tetramer galakturonové kyseliny je¢@n v pomdru 3 + 1 nebo 2 + 2. Vifpad pentameru kyseliny
galakturonové #pi jednotky v porsru 3 +2. Hang a kol.? potvrdili produkci endoPGasy druhe@n candidum
na nalevu z kysaného zeli, nejvySsi polygalaktisoné@ aktivity bylo dosazeno na 0,5 % pektat v 0,1M
octanovém pufru v rozmezi pH 4,5 — 5,0, coz jewlaau s nasimi vysledky.

Rozdil v teplotnich optimech endoPGas a exoPGhgubfikovany i pro jiné mikrobialni polygalakturasy,
nag. A. pullulansCCY 27-1-111 produkoval endoPGasu s teplotnimnogrin 50 °C a exoPGasu s teplotnim
optimem 60 °C $tratilova a kol., 2005&°”. Optimalni teplota okolo 60 - 70 °C byla pozorc&amro exoPGasy
z rostlin Gtratilova a kol. 2005b; Flodrova a kol. 2007; 20687

Tepelna stabilita jako vyznamny parametiimyslow dilezitych enzyni byla stanovena i pro vzorek ze 3.
dne i ze 7. dne kultivace. Vzorky byly 2 hodiny itdovany pi teplotach v rozsahu 25 — 60 °C a pak v nich byla
stanovena polygalakturonasova aktivita3®d °C. V obou pipadech se pozorovala inaktivace ve dvou stupnich,
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které by mohly zodpovidat majoritni foErendoPGasy a exoPGasye@pokladame, ze endoPGasa byla stabilni
jen do 35°C, nad 55 °C byla také pozorovana vyramafitivace exoPGasy. Pro endoPGasu purifikovanou
Hangem a kol? indikovala teplota 40 °C 50 % ztratu aktivity enmy, coZ znamena, Ze tento enzym vykazoval
podobnou tepelnou stabilitu jakou jsme zjistilondoPGasu studovanou v této praci. VysSi tepsthidilita
exoPGasy v porovnani s endoPGasou byla zaznaméadéa enzyrin produkovanych A. pullulansSratilova

a kol. 20053°".

3.3.1 Stanoveni zfisobu &inku polygalakturonas

Mechanismus dinku polygalakturonas na polymerni substrat se elfednoduseji stanovit korelaci poklesu
viskozity polymerniho substratu na stiipgho degradace. Protof#edchazejici vysledky nazfmvaly na
produkci endoPGasy ne jen v prvnich fazich kultvajak tomu bylo v fipad trech kmed A. pullulans
kultivovanych na pektinovéipé (Stratilova a kol. 2006°%, testoval se vzorek odebrany ze 7. dne kultivace
(Obr. 2. Pokles viskozity 0,5 % polygalakturonanu v 0,1d¢tanovém pufru pH 4,8 byl ¢fen v pibehu
reakce v Ubbelohdeho viskozimetru. V stejny@sovych intervalech byly odebirany vzorky na stambv
stupré degradace polymerniho substratii 50 % poklesu viskozity doslo ke 2,2 % degradaalymerniho
substratu (0,5% PGA) a zaravke S&peni glykosidickych vazeb, coz naZngalo nahodny zjsob &inku.

P (%]

D [%]

Obr. 2: Mechanismus éinku endoPGasy: zavislost poklesu viskozity na stuplegradace polymerniho
substratu (p@tu rozS&penych vazeb polymerniho substratu)

ProtoZze poklesu viskozity na 50% odpoviddibizné jen 2,2 % roz&penych vazeb , fpvazujici
mechanizmus dinku byl ndhodny (endomechanismus). Znamena tomagoritnim enzymem byla typicka
polygalakturonasa, EC 3.2.1.15 (endoPGas#&pidt nahodnym mechanismem. ¥ gadi, Ze pFedpoklad
(Stratilova a kol. 2006 o produkci endoPGas patogennimi a nepatogenninginknv pozdjSich fazich
kultivace je spravny, tento vysledek by naanal, zeG. candidunCCY 16-1-29 je fytopatogenni kmen, i kdyz
byl izolovany jako prozena mikrofl6ra list broskve. Shodny mechanismusspbeni endoPGagy. candidum
byl jiz popsan Barashem a kol. 19J0°". V piipadt pentameru kyseliny galakturonovépgit tento enzym
jednotky v porgru 3 + 2.

3.3.2  Stanoveni izoelektrického bodu polygalakturces

Izoelektrické body (pl) polygalakturonas byly stsany pomoci IEF-PAGE. lzoelektrické body byly
identifikovany pomoci IEF standard(pH 3 — 10) s detekci izolovanych forem polygalakhas na
dekagalakturonanovy substrat (DP 10).0k%. 3 je Zejmé, Ze byly nalezeny d&vmajoritni formy
polygalakturonas s izoelektrickym bodem v oblasth3 - 6,0 produkovanych ve 3. i 7. dni kultivaZérovei
bylo potvrzeno #kolik minoritnich forem polygalakturonas s izoelegkym bodem v oblasti pl 3,4; 4,3
v piipact polygalakturonas izolovanych 3. den a pl 4,Zipact polygalakturonas izolovanych 7. den solid state
kultivace. Minoritni formy se postuprninaktivovaly.
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Obr. 3: IEF-PAGE purifikovanych majoritnich a mioritnich forem polygalakturonas produkovanych 3. a
7. den kultivace G. candidum

Z uvedeného experimentu vyplyva, & candidumCCY 16-1-29 produkovalo na hroznovych wvyliscich
vyluéng kyselé PGasy.Nakamura a kol2002 2 sledovali produkci PGas patogennim druh@mcandiduma
zZjistili, Ze tento druh je schopen produkovat thkegické PGasy (pl 8,3). Protoze znamym regulatansiukce
jednotlivych forem PGas je pH prostli Stratilova a kol. 1996°%, miZe byt produkce forem §znym pl
ovlivnéna pra¥ timto faktorem.

3.3.3 (Castana purifikace polygalakturonas

Casteéna purifikace polygalakturonas byla provedena na-83phadex C-50 kolénekvilibrované 0,05 M
octanovym pufremip pH 4,4. Proteiny byly postugreluovany kolonou pouzitim 0,05 M octanového pyft
4,4; 0,1 M octanového pufru pH 5,2; 0,15 M octarmvéufru pH 5,6 a 0,15 M octanového pufru pH 5,6
s pridavkem 1 M NacCl. Eleni rychlost 0,25 ml/min. V eluovanych frakcich bglmnovena polygalakturonasovéa
aktivita spektrofotometricky ip 530 nm a obsah proteirpti 280 nm. Naobr. 4 jsou znazorény proteinové
frakce postup eluované CM-Sephadex C-50 kolonou. Pro charalerjaurifikainich kroki po CM Sephadex
C-50 kolor¢ byly vzaty frakce | (1 — 23), lll (75 — 100), VLZ0 — 168), VII (169 — 203), VIII (204 -235) a
frakce 1X (250 — 261). V jednotlivych frakcich bylanovena polygalakturonasova aktivita vztazendnga
lyofilizatu, specificka aktivita na mg proteinu kel’y protein. So&asré byl spaitan vytzek eluovanych frakci
po CM-Sephadex C-50 koldnEluéni profily proteinu a aktivity pro vzorky z 3. a @ne kultivace byly tégt
shodné, proto uvadime jen ten pro 3. dzbr.(4).
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Obr. 4: CM-Sephadex C-50 kolona: vzorek eluovanyasmvym pufrem o &zném pH a molarig

Efektivitu purifikaéniho kroku na CM-Sephadex C-50 pro vzorek z 3. @n@.kultivace zobrazufabulka 1
V tabulce jsou uvedeny vypiiané aktivity polygalakturonas wgpaitu na 1,0 mg lyofilizatu (frakce po G25:
lyofilizat ziskany 3. den 31,4 mg, 7. den 28,3 rfngkce po CM: I. 130 mg, IIl. 60 mg, VI. 6,1 mg, IVB6,9
mg, VIII. 344 mg a IX. 119 mgq), jejich specifick&tivita v prepaitu na mg proteinu a hodnoty celkového
proteinu ziskanych poéteni na Sephadex G25 kokbra CM-Sephadex C-50 kédn NejvysSi vygzek byl
stanoven u frakci | (1 — 23) a lll (75 — 100) po C8kphadex C-50 kolénVytézek v procentech reprezentuje
podil bilkovin ve frakci z celkového proteinu naeeého na kolonu. Aktivita lyofilizatu je navi¢gpaitena na

navazku pouzitych hroznovych vyliskako zdroje uhliku (navazka 70 g).

Tab. 1: Vy¥Znost a efektivita jednotlivych purifikénich kroki (3. den & 7. den)

Purifikagni krok Ayofilizat celk. protein (Mg) e Vytézek (%)
(umol/min.mg) (Lmol/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 ,B& 50

frakce Il (75 — 100) 3,2&2,6 0,2 & 0,04 14, 8 & 65 25 & 10

frakce VI (120 — 168) 16&0,3 0,08 & 0,03 20,718 10&7,5

frakce VII (169 — 203) 11&1,7 0,05 & 0,01 22 & 170 6,3&2,5

frakce VIII (204 —235) 16&1,3 0,05&0,3 32 &3, 6,3& 75

frakce IX (250 — 261) 25&25 0,09 & 0,06 27,7 & 41,6 11,3 &15

Vzhledem ke zji$ni vyrazného poklesu aktivity vigsehu praistovani, nebyl uskuteeén dalsi purifik&ni
krok. (z nanesené aktivity vzorku z 3. dne kultivace 55ifhol/min se z kolony ziskalo 13,45mol/min a z
nanesené aktivity vzorku ze 7. dne kultivace 32i8®I/min se z kolony ziskalo 12,7Bnol/min).

3.4  Charakterizace polygalakturonas z hlediska M

3.4.1 Stanoveni molekulovych hmotnosti polygalaktonas gelovou filtraci

Stanoveni molekulovych hmotnosti polygalakturdmgse provedeno gelovou filtraci na Superdex 75 k&lo
Mobilni fazi byl 0,05 M fosfatovy pufr pH 7,0 obsafti 0,15 M NaCl. Polygalakturonasova aktivitafiekcich
byla stanovena na 0,5 % pektan sodny pH 4,8 am® bentagalakturonan pH 4,6. Molekulové hmotnogly b
vztazeny na kalibrani kiivku ziskanou pomoci Molecular Weight Marker Kiid®a) v rozsahu M12,5 — 700
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kDA. Pomoci Molecular weight mnarker kitu byla maldova hmotnost endoPGasy 29 kDa a exoPGasy 50
kDA.

17 5OKDA 29 kDz r 004
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Obr. 5: Gelové filtrace na Superdex 75 column: e®Basa 29 kDa, exoPGasa 50 kDa

Naobr. 5je znazortno stanoveni molekulovych hmotnosti purifikovanyehygalakturonas. Frakei 24 u
kiivky pro endoPGasu odpovidala molekulova hmotn8dt2a, frakcic. 22 u Kivky pro exoPGasu molekulova
hmotnost 50 kDa. Vyhodou tohoto stanoveni bylo, detekce probihala na zaktadstanoveni
polygalakturonasové aktivity, coz SDS-PAGE d&chto enzynmi neumoiovala. Nevyhodou byla naopak
pomernd nepesnost, protoze toto stanoveni polygalakturonasaktéiity zaviselo i na tercialni strukiel
(sbaleni) enzymu.

3.4.2 Analyzacastané purifikovanych proteini na Bioanalyzatoru 2010

Molekulové hmotnosttasté&né purifikovanych proteift byly na z&er stanoveny s vyuzitim elektroforézy
v miniaturnim provedeni (n&pu). Vysledkem bylo stanoveni molekulovych hmothesirifikovanych proteifi
spolu s elektroforegramy. Yab. 2jsou uvedeny stanovené molekulové hmotnosti elwsta frakci po CM-
Sephadex C-50 kolérs vyuzitim elektroforézy né&ipu. Touto metodou byly analyzovany eluované pruteé
frakce po CM — Sephadex C 50 kalowzorek 7. den kultivace. Pro vyhodnoceni byl pop#ogram Protein
230 BioAnalyzer 2100 a standard 4,5 — 240 kDahledem na molekulové hmotnosti polygalakturonas
stanovené gelovou filtraci (29 a 50 kDa), se naidadperimenty pouzily pouze frakce I, Ill, VI - I1X

Vzhledem na molekulové hmotnosti majoritnich palgdsturonas stanovené gelovou filtraci (29 a 50)kba
jejich izoelektrické body, se na dalSi experimeptuzily pouze frakce VI — IX, ve kterych se detehiyv
proteiny s molekulovymi hmotnostmi v oblasti 27,66;0 kD

Tab. 2: Molekulové hmotnosti eluovanych proteinoWwdérakci po CM Sephadex C-50 kolénstanovené
pomoci proteinovéhdipu 230 na bioanalyzatoru 2100

Frakce | Frakce Il Frakce Ill 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 VIIpH5,6 VI pH pH 56 +
(kDa) (kDa) (kDa) (kDa) (kDa) (kDa) (kDa) 5,6 NacCl
(kDa) (kDa)
5,2 6,1 5,0 54 51 5,5 27,6 50,0 5,6
6,5 24,5 6,1 17,1 7,2 6,6 206, 133,5 7,0
45,0 131,8 8,3 109,3 8,8 36,4 182,5 9,4
81,3 13,4 123,0 9,6 87,8 31,6
144,2 44,1 11,2 111,8 44,4
172,6 55,1 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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3.4.3 Identifikace pektolytickych enzynt na zaklad primarnich struktur

Casteng precistené proteiny (frakce VI — IX, uvolmé z kolony s napini CM Sephadex C-50pgH 5.2 —
5.6 s NaCl) byly separovany pomoci SDS-PAGE a def@ky barvenim na Coomassie blue. V oblasti
molekulovych hmotnosti 36 — 50 kDa byly vizualizagati vyrazrgjSi zony (obr. 6). Proteiny v jednotlivych
zbénach byly chemicky modifikovany apeny trypsinem podle postupu uvedenym v kapitdel33.

Purifikované polygalakturonasy byly separovany pohSDS-PAGE elektroforézy, rudr. 6 v zo6rg 36 kDa
byla detekovana endoPGasa, v&ob0 kDa exoPGasa. Navic identifikovanym enzymem abyl
pektinmethylesterasa o molekulové hmotnosti 44 WPradukce pektinmethylesterasy nebyla doposud budru
G. candidunpopsana, ale jejiffiomnost se darpdpokladat.

200 kDa

116 kDa
97 kDa

66 kDa

45 kDa

—
31 kDA ‘

—

=

21,5 kDa

14,5 kDa
6,5 kDa

standard Broad Range

Obr. 6: SDS-PAGE*aste’né purifikovanych proteini G. Candidum (frakce VI — IX z CM Sephadex C-50): 1
—endoPGasa, 2 — PME, 3 - exoPGasa

MALDI — TOF/TOF analyza

Po extrakci a prasténi S€pt se hmotnosti spektrometrii MALDI — TOF/TOF starpv naméienych MS
spekter jejich molekulové hmotnostinf a nasled& bylo ukeno pdadi aminokyselin jejich vybranych
fragmenti (MS/MS spektrum). Pro prvotni vyhledavani podolthaminokyselinovych sekvenci se znamymi
strukturami proteith se pouzil program Mascot (www.matrixscience.coMB/MS spektrum peptidu s m/z
2416,2813 pochazejicim z proteinadbr. 6) je znazorano naobr. 7. Nalezena sekvence aminokyselin tohoto
tryptického &tpu byla ,SNNVVSNVNILSSQVVNSDNGVR". Tato sekvence byla podle podobnostniho
vyhledavani totoZna se sekvenci endoPGasyandidumAp2PG1 Nakamura a kol. 2092%.

Pomoci Uniprot databaze a vyuzitim jejich predki jako Blast a Aligment, jako i programu Clustal W2,
bylo nalezeno umishi dané sekvence v molekule Ap2P@1lbylo provedeno porovnani struktury Ap2PG1
(Q8NK97) se strukturami nejpodobiSich proteii s databazi. NejvySSi podobnost se zjistila
s polygalakturonasami (endoPGasami, EC. 3.2.1.16) zandidumS31PG1 Ijakamura a kol. 2003
(Q96WQ1), Penicillium expansunf059925 a Fusarium oxysporuniQ53UBQ). Posledni aminokyselina nov
nalezené sekvence ,SNNVVSNVNILSSQVVNSDNGVRY obrazku ozngna mode), arginin, je satasti
jednoho z vazebnich mist PGas, stidltonzervované sekvence RI/VKIarkovic a Janeek 200} .

Porovnani nalezené sekvence endoPGasy Ap2PGL1 seveekemi endoPGas

Nalezend sekvence endoPGasy (¢ena motke) byla identicka se sekvenci Ap2PG3alactomyces
geotrichum Ap2PG1 byla porovnana se znamymi sekvencemi eBd@B. Sekvence podobného
aminokyselinového slozeni day: Geotrichum candidumS31PG1 Penicillium expansuma Fusarium
oxysporiumobr. 7.
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Obr. 7: Porovnani primarnich struktur polygalaktumas Ap2PG1 z G. candidum_(Q8NKRP7P. expansum
(059925 a F. oxysporum (Q53UBD se zdlenenim no¢ identifikované  sekvence
»SNNVVSNVNILSSQVVNSDNGVR* z peptidu s m/z 2416,28&na’ena modte)

Na zaklad téchto vysledk Ize usoudit, Ze protein {obr. 6) je endoPGasa EC. 3.2.1.15. Molekulova
hmotnost tohoto proteinu odpovida podle SDS-PAG&l®mB6 kDa. Podobna molekulova hmotnost, 36,4 kDa,
byla potvrzena f analyze vzorlk na Bioanalyzatoru 2010 ve frakci \(tab. 2) EndoPGasa Ap2PG1
produkovana té%. candidum(Nakamura a kol. 2002® se kterou @ protein 1 shodnou 23 aminokyselin
dlouhou sekvenci, &l molekulovou hmotnost 38 kDa (366 AK). Toto nefgdiny rozdil mezidmito dwma
endoPGasami. LiSily se i izolektrickym bodem; zatinmalezena forma #a izoelektricky bod v kyselé oblasti
(pl 5,2 — 6,0), Ap2PG1 #ha zasadity (pl 8,3} (Barash a kol. 1984"%izolovali endoPGasu produkovan@u
candidum s vyuzitim afinitni chromatografie. Tento enzymél nmolekulovou hmotnost 38 kDa identickou
s molekulovou hmotnosti Ap2PG1, ale izoelektrickyl brgl hodnotu 7,8. Da se‘pdpokladat, Ze se jedna jen o
podobné formy endoPGasy, eviald sprizréné, gicemz na zaklatiziskanych addj nelze rozlisit, zda se jedna
0 projev kmenové variability anebo jinych podmiteiktivace (vliv pH).

Ap2PG1 byla ozn#na jako typickd endoPGasa patogenniho km@nweandidum®®. Daldi endoPGasou
produkovanou patogennim druhe@ candidumje polygalakturonasa S31P¥%1 Vzhledem na zjighou
podobnost primarnich struktur endoPGas se iddpokladat, Z&5. candidumCCY 16-1-29 bude p#t mezi
patogenni kmeny, i kdyz byl tento izolovany jakitirqgzend mikrofléra list broskve. EndoPGasa popsané
Barassré%mza kol”? byla steji jako Ap2PG1 a S31PG1 produkovana patogennim drutagradajicim citrusové
plody %<
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Podob# jak byla vyhodnocena analyza hmotnostni spektmohpbteinu 1, byla vyhodnocena i pro protein
2 (obr. 6) Nalezena sekvence aminokyselin tohoto tryptickétypu byla ANASLSIR" . Tato sekvence byla
podle podobnostniho vyhledavani totozna se sekveekiin methylesterasy (PMH)eptoshaeria maculans
(E42JT9). Obr. 8 znazotuje umitni dané sekvence v molekule PMEptoshaeria maculangE4ZJT9) a
porovnani struktunfg4ZJT9 se strukturami nejpodobjSich proteiri z databazi, PME z toho samého zdroje
(E4ZHH5) a PME produkované&mericella nidulans,syn Aspergillus nidulandQ5B7UQ. Now nalezena
sekvence ,ANASLSIR"“(na obrazku ozr#na modte), se nachazi v bezpriedni blizkosti ,regionu V*
(Markovic a Janéek 2004 *™ ktery obsahuje striktnkonzervovany arginin a tryptofan, které jsou cgmti
aktivniho mista enzymuénkins a kol. 2001; Eklund a kol. 2032
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Obr. 8: Porovnani primarnich struktur pektinmethysteras z L. maculangE4ZJT9 a E4ZHHY a E.
nidulans (Q5B7UQ se zdlenénim now identifikované sekvence ,ANASLSIR" z peptidu s m/832,3676
(oznaena modre)

Porovnavané strukturydly 57 identickych pozic, podobnych bylo 105. Uvederysledky nazraji, ze
protein 2(obr. 6) by mohl byt PME, EC. 3.1.1.11. Molekulova hmotnimstoto proteinu odpovidala podle SDS-
PAGE okolo 44 kDa. Podobna molekulova hmotnost44kDa, byla stanovenéaiipanalyze vzork na
Bioanalyzatoru 2010 ve frakci I¥ab. 2) Proteiny frakce IX byly uvdilované z kolony s naplni CM Sephadexu
C-50 az 1 M NaCl, coz naztige bazicky charakter izoelektrického bodu tohatmiginu. Z dostupné literatury
neni produkce PME u druhB. candidunpotvrzena, avSak vzhledem na funkci tohoto enzgmda ¢ekavat.
Pektinmetylesterasa totiz demethyluje v pektinu dgatakturonanu a timfipravuje substrat pro PGasy.
Protein 3(obr. 6) se pomoci hmotnostni spektrometrie analyzovat repodi kdyZz molekulova hmotnost 50
kDa stanovena SDS-PAGE nazawala, Ze by se mohlo jednat 0 exoPGasu. Protesteggou molekulovou
hmotnosti byl identifikovanyif analyze vzork na Bioanalyzatoru 2010 i ve frakci VIII. Kdyby Sékut&né o

18



tento enzym, na zakladuvoliovani z kolony s CM Sephadexem C-50 by se daloawsizZe jde o majoritni
PGasu s ménkyselym izoelektrickym bodem, protoZze endoPGasaveéiovala ve frakci VI.

4 Produkce lipas

Tato¢ast dizertani prace byla zasiiena na studium vlastnosti korsetho gipravku SanyDuo degradovat
lipidy v odpadnich vodach. Nejprve byl provedefikalz gitomnosti mikroorganisin v pripravku, dikaz
lipolytické aktivity, stanoveni lipolytické aktiwita porovnani schopnosti degradoviang lipidové substraty.
Byla provedena identifikace mikrofloryfipomné v komemim gripravku a nakonec testovani a sledovani
podminek produkce lipas u vybranych mikrobialniateki pro vyvoj nového produktu.

4.1  Studium vlastnosti kome€niho pripravku

411 Oikaz lipolytické aktivity mikroflory p ¥itomné v komernim p¥ipravku

Spirit blue agar byl pouzit kittazu lipolytické aktivity mikrofléry pitomné v komemim pipravku (KP).
KP naediny v pongru 1:100 byl nagkovan na spirit blue agar a po uplynuti 72 h inkubaloby (30 °C) byla
vyhodnocena ifitomnost mikrofléry s lipolytickou aktivitou. @ikaz lipolytické aktivity se projevil sslymi
prstenci v okoli mikrobialnich kolondbr. 9.

Obr. 9: Spirit blue agar indikujici dkaz lipolytické aktivity komeamiho pFipravku

4.1.2 Sledovani lipolytické aktivity a uvol&nych mastnych kyselin

Lipolyticka aktivita byla stanovena spektrofotonieky pii vinové délce 420 nm. Jako substrat byl vyuzit 2,5
mM p-nitrophenyllaurat v ethanolu. Hydrolyticka kea probihala ) 37 °C po dobu 30 minut. Jako modelova
odpadni voda bylo pouzito kulti¥ai médium o slozeni: 1,12 g,KPQy; 0,48 g KHPQ,; 5,00 g NaCl; 0,10 g
MgSQ,.7H,0; 2,00 g (NH),SO;; 0,10 mg EDTA a 2 % lipidovy substrat jako uhlikatroj (olivovy, palmovy,
slun&nicovy, fepkovy olej). Lipolytickd aktivita KP byla stanovema fizné lipidové substratpbr. 1Q
NejvysSich hodnot lipolytické aktivity KP bylo ddsmo prvni a druhy den wipad, kdy substratem byl
palmovy atepkovy olej. VySSi aktivita u ostatnich substrédlivovy a slunénicovy olej) se projevila az ve
druhém afetim dni kultivace. Zawem lzefici, ze lipolyticka aktivita byla ovlivéna slozenim lipidovych
substrat (odliSné slozeni a obsah mastnych kyselin). Tq&éni by bylo teba zohlednit § aplikaci KP na
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odpadni vody, kdy Ize g@tat s pomalejSim néstem biomasy KP v souvislosti s typem uhlikatéhooped
v odpadnich vodach.
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Obr. 10: Lipolyticka aktivita komafmiho pfipravku s pouzitim &znych substrat

Stanoveni uvoknych mastnych kyselin bylo provedeno z&elém zjiSéni schopnosti KP degradovat
lipidové substraty a vyuzivat produkty této degradgako zdroj uhliku. Olivovy, palmovyiepkovy a
slun&nicovy olej byly pouzity jako lipidovy substrat prmodelové odpadni vody. Nejlépe degradovatelnym
substratem byl palmovy olej (60 % FFA) pkedh dnech kultivace, pak nasledowapkovy (50 % FFA)

a olivovy olej (47 % FFA). Slurmicovy olej (52 % FFA) dosahl nejlepsi degradovaisti az po i dnech
obr. 11 Z tohoto experimentu lIze &pposoudit vliv sloZeni substratu na odpadni vodu.
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Obr. 11: % uvol@nych mastnych kyselin sledovandipmlegradaci olejnatych substrat
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4.1.3  Vliv pH a teploty na produkci lipas komegniho pripravku

Lipasy produkované v fibchu kultivace do progedi ferment&niho média byly charakterizovany z hlediska
teploty a pH. Teplotni rozmezi, ve kterém byla sigtha teplota produkovanych lipas byla v rozmealbte20 —
65 °C. Na zaklagltohoto sledovani byly zji&hy dw optimalni teploty vhodné pro produkci lipas. Prieplota

produkce lipas ) 25 °C a druha teplotaip50 °C (obr. 12) Sowasrg byl sledovan i vliv pH na produkci lipas.

pH bylo sledovano v rozmezi pH 3,0 — 10,0. Prvrtino@lni pH bylo stanovenoiphodnot pH 6,0; druhé pH
pii hodnot pH 8,0(obr. 13)
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Obr. 12: Vliv teploty na produkci extracelularniclipas komeeniho péipravku
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Obr. 13: Vliv pH na produkci extracelularnich lippkometniho pFipravk

4.1.4 Organické znéisténi odpadnich vod

Chemické spdeba kysliku, jako ukazatel obsahu oxidovatelnyamnickych latek a zaroieorganického
zngisténi odpadnich vod, byla stanovena dichromanovou aeetoCHSK na modelové odpadni vody
(kultivaéni médium dopléné tiznymi lipidovymi substraty a aplikace konietho gipravku). Jako kontrola
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byla pouzita vodovodni voda. Nzbr. 14 a tabulce 3je znazorin obsah oxidovatelnych organickych latek
v jednotlivych modelovych odpadnich vodach.
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Obr. 14: Obsah oxidovatelnych organickych latek wdelovych odpadnich vodach (mg/l)

Tab. 3: Obsah oxidovatelnych organickych latekmodelovych odpadnich vodach (mg/l)

substrat olivovy palmovy fepkovy slunénicovy kontrola

mg/I 3020 4040 3920 3130 1930

Timto stanovenim byla zji&ta mira organického z#i§téni modelovych odpadnich vod. Bylo zjigb, Ze
nejvice znéisttnou odpadni vodou byla modelova odpadni vod&idapkem palmového oleje (koncentrace
organickych latek 4040 mg/l). Tento lipidovy suBstbyl zarové vyhodnocen jako nejlépe degradovatelny

“ry 2

substrat s nejvysSi produkci lipabr. 13 V dalSicasti byla sledovana zavislost koncentrace organithaitek
na case (mndteni probihalo po dobu dvou i)n Ukazatel obsahu oxidovatelnych latek byl sleaoy@o
modelovou odpadni vodiyobr. 15) s gidavkem palmového oleje, ktery byl vyhodnocen jakejlépe
degradovatelny substrat.
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Obr. 15: Zavislost koncentrace organickych latek tiase

Z uvedenéhmbr. 15je mozno rozeznatitfaze pibéhu poklesu organickych latek. V prvni fazi doSlo k
poklesu oxidovatelnych latek, zatimco v druhé fégejich zvySeni. Toto Ize vystlit postupnym nékstem
biomasy, kdy fitomna mikrofléra z&ala vyuzivat organické latky ke svému rozmnozov¥ei feti a zarovie
posledni fazi poklesu dochazelo k metabolizaci nide/ch latek na jednoduché skaminy a jejich vyldovani
do prostedi. Za¥rem lzeftici, ze Bhem dvou df doSlo k vyraznému snizeni obsahu organickych latek
v modelové odpadni veéd(o 74 %, vychozi koncentrace 4040 mg/l na Rowe koncentraci 1038 mg/l) a
zarovai degradaci lipidového substratu pomoci mikrofl6iigggmné v komemim piipravku na nizsi metabolity.
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4.1.5 Identifikace mikrofléry p¥itomné v komernim pripravku

Identifikace mikrofléry v kome@mnim pipravku SanyDuo (Sanytura GmbH) byla provedena mdmo
molekular# genetickych metod.iBdpokladem bylaiftomnost bakterii rodBacillus (online Odluovace tuki
a ropnych latek *'® Jednim z prvnich testbylo rozliSeni grampozitivnich a gramnegativnicakterii a
potvrzeni doményBacteria Zastupci roduBacillus byli identifikovani v rodo¢ specifické PCR. Identifikace
jednotlivych druli Bacillus byla provedena pomoci amplifikované ribozomalni ADNestrikéni analyzy
(ARDRA). Identifikace mikroflory komemiho pipravku prokhla za @elem identifikace druhového
mikrobiélniho zastoupeni pro navrh nového prodakiwdlovase tuki.

4.1.5.1 Gramovo barveni
Gramovo barveni bylo vyuzito k rozliSeni grampivzifch (G+) a gramnegativnich (G-) bakterii kogmeho
pripravku. Rozdil v barevnosti je dan odliSnym sldeburécné sény bakterii, G+ se barvi modrofialgvG-

do rizova. Bakterie fitomné v KP byly G+ typupbr. 16 (zvétSeno s¥telnym mikroskopem 15 x 100, imersni
objektiv, tyinkovité bakterie G+).

o\ SR T - -
5 .J‘c’;‘,{ -
I f 7/ N

—_— o .

. d ”~ *a .4

Obr. 16: G+ tyinkovité bakterie komamiho pFipravku SanyDuo (Sanytura GmbH), Z8eno s¥telnym
mikroskopem 15 x 100, pozorovano imerznim objektiye

4.1.5.2 Doména¥ specificka polymerazovéetézova reakce

Predpokladem pro potvrzenkippmnosti doményBacteriabyla izolace DNA.Izolace DNA byla provedena
pomoci fenolové extrakce. Koncentrace d&stota izolované a purifikované DNA byla &ena
spektrofotometricky.

Samotné odteni probihalo metodou polymerazoué®zové reakce za pouziti dvou univerzalnich
bakterialnich primer DG74 (5"-AGGAGGTGATCCAACCGCA-3) a RwWO01 (5-
AACTGGAGGAAGGTGGGGAT-3'), Greisen a kol 2004”°. PCR snis a podminky PCR cyklu jsou uvedeny
v kapitole 3.2.4.3. Specificita univerzalnich balékmich primefi pro doménuBacteria byla potvrzena
polymerazovouetzovou reakci izolované genomové DNA bakterii koinéro gipravku s detekci amplikdn
agarozovou gelovou elektroforézou. Velikost ampiik¢370 bp) odpovidala velikosti PCR prodiultiskanych
po amplifikaci DNA s univerzalnimi bakterialnimiiprery obr. 17. Pro vyloweni faleSg pozitivnich vysledk
byla jako kontrola pouzita genomova DNA sbirkovdineeneBacillus subtilisCCM 1999 (Czech Collection of
Microorganisms, Masarykova Univerzita).
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Obr. 17: Agarozova gelova elektroforéza amplifike¥a DNA s vyuzitim doméndévspecifickych prime#
DG74 a RWO01 (370 bp): M — DNA standard; 1, 2 — beti¢t izolované z komeéniho pFipravku; 3 — kontrola
B. subtilis CCM 1999

4.1.5.3 Rodo# specificka polymerazovéetézova reakce

Pro izolaci DNA bakterii byly pouzity dvmetody. Standardni metoda fenolové extrakce analfieni
metoda zvySujici citlivost PCR a vedouci ke sniZaldSr negativnich vysledk plynouci z pitomnosti PCR
inhibitord v redlném vzorku (KP). Izolace DNA byla provedgmamoci magnetickych P (HEMAo-GMA)
¢astic pokrytych karboxylovymi skupinami. Stejny pgs byl pouzit s Usfrhem pi izolaci bakterialni DNA
z ml&nych vyrobki (Kubisz 201D7°.

Pro polymerazovouettzovou reakci byly pouZity specifické primery prodr®acillus sp. BK1/F (5-
TCACCAAGGCAACGATGCG-3") a BK1/R (5"-CGTATTCACCGCGRUG-3"), byly amplifikovany PCR
produkty o velikosti 1095 bpX{-Yang a kol. 2006"". Specificita rodo¥ specifickych primer Bacillus byla
potvrzena polymerazovaetzovou reakci s detekci agarozovou gelovou elektéafiu. Naobr. 18je uvedena
rodow specifickd PCR s DNA izolovanou metodou fenoloxtakce, naobr. 19rodow specifickh PCR DNA
izolovana pomoci magnetickyctastic P (HEMAco-GMA). Izolace DNA pomoci magnetickyctastic P
(HEMA-co-GMA) se ukéazala efektivjsi. Vyhodou izolace DNA pomoci magneticky&hastic P (HEMAco-
GMA) byla rychlost izolace DNA, lepSi kvalitatéstota izolované DNA. Kvalita izolované DNA se pevila i
amplifikaci PCR produki. Tento rozdil je pozorovatelny na uvedenych obdzcZarova také doslo ke snizeni
inhibitori PCR reakce.

1500 bp
1095 bp
1000 bp

500 bp

100 bp
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Obr. 18: Detekce PCR produkt pomoci agar6zové gelové elektroforézy. S vyuzittdow specifickych
primeri BK1/F a BK1/R byla amplifikovana DNA izolovanaiielovou extrakci: M — DNA standard; 1, 2 —
bakterie kometniho pripravku; 3 — B. subtilis CCM 1999, 4 - B. lichenifmis CCM 2143 ; 5 - B.
megaterium CCM 2037; 6 - B. cereus CCM 2010
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Obr. 19: Detekce PCR produktpomoci agardézové gelové elektroforézy. S vyuzithmiow specifickych

primeri BK1/F a BK1/R byla amplifikovana DNA izolovana paui magnetickychéastic P ( HEMA-co-

GMA): M — DNA standard; 1, 2 — bakterie komériho pFipravku; 3 — B. subtilis CCM 1999, 4 - B.
licheniformis CCM 2148 : 5 - B. megaterium CCM 2037; 6 - B. cereus CCM120)

4.1.5.4 Rodo¥ specificka polymerazoviéetézova reakce v realnérfase

RT-PCR reakce byla provedena s ratispecifickymi primery BK1/F a BK1/R specifickymigrodBacillus
(Xi-Yang a kol. 2006”". Kvalita izolované DNA pomoci magnetickyafastic P (HEMAco-GMA) byla
owtena PCR v realnériase. Touto metodou doslo k vytmni nespecifickych PCR produktRT-PCR byla
provedena s pouzitim SYTO-gPCR 2x Master Mix (Tdp;BCeska Republika). Bteni prokhlo na
termocycleru Corbett Rotor-Gene 6000 pomoci vyhadraciho softwaru Rotor-Gene 6000 Software 1.7. Na
obr. 20jsou uvedeny ikvky tani, které se pouzivaji k &teni specifity amplifikovanych produkt Specifické
produkty se odliSuji od nespecifickych jinou teplotani.
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Obr. 20: Kivky tani - o¥¥feni specifity RT-PCR produkit
Specifita rodo¥ specifickych primef BK1/F a BK1/R pro rod Bacillus byla ékena PCR v redlnénsase
s DNA izolovanou pomoci magneticky¢istic P (HEMA-co-GMA) bakterii z komémiho gipravku a DNA

extrahovanou z referénich vzorki Bacillus sp. Zarove byla vylowena nespecifnost PCR produkt
Dikazem byly Kivky tani se shodnou teplotou tani (92 °C) ve viggiadech amplifikace produkt

4.1.5.5 Amplifikovana ribozomalni DNA restréki analyza
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Bacillussp. izolované z komeéniho @ipravku byly identifikovany po kultivaci na Brainddrt Infusion Broth
s pidavkem agaru. Na agarovych plotnach byly pozorgvra typy morfologicky odliSnych kolonii. Kolonie
byly precistény 3x pomoci kKizového roztru. Identifikace drufh byla provedena metodou ARDRA. Amplikony
byly S€peny restriknimi endonukleasami typ#lul a Tad. Amplikony byly pred S&penim geciSteny
magnetickymicasticemi P (HEMAco-GMA). Pfi ARDRA analyze byly &peny i referetini druhyBacillus pro
srovnani &penych produkt komegniho gipravku. Zarovaé byly vyhledany teoretické pozice ARDRA
Bacillus sp. digest dostupné na internetovych strankach http://wwwi.nbi.nih.gov. ARDRA metodou
s pouzitimTad restrikini endonukleasy byly v komarim pripravku identifikovany bakterialni druhfacillus
cereus(400, 700 bp fragmenty) Bacillus licheniformig200, 350, 500 bp fragmenty; s pouzithul restrikéni
endonukleasyBacillus subtilis (200, 200, 250, 400 bp fragmenty)Bacillus licheniformis(250, 800 bp
fragmenty) —obr. 21

Taql Alul
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- 13500 kg 1002 bp
1095 b AR — 800 bo
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S00bp 4
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Obr. 21: 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 restfik analyzy byla pouzita pro taxonomickou studii tesik
roduBacillus Pro tuto techniku byly zvoleny rod&epecifické primery BK1/F a BK1/R a spolu s resagami
Alul a Tad byly pouzity kidentifikaci bakterii v komeénim pipravku. V kometnim pipravku byly
identifikovany bakterie rodBacillus, konkrétrg druhyB. cereus, B. subtilia B.licheniformis Bakterialni DNA
izolovana now¥ syntetizovanymi magnetickymiasticemi poly (2-hydroxyethyl methacrylate-glycidyl
methacrylate), P (HEMA0-GMA) byla vysoké kvality a vhodna pro PCR. Ve sramhs izolaci DNA metodou
fenolové extrakce, byla tato technika jednoduggchlejsi.

4.2  Testovani vybranych bakterialnich kme# pro vyvoj nového pripravku

Cilem tétotasti bylo otestovat vybrané mikrobialni kmeny pyoej nového pipravku do odltovase tuki.
Testované mikrobialni kmeny:

» Bacillus subtilisCCM 1999

«  Geobacillus thermodenitrificar@CM 2566
« Geobacillus thermocatenulat@CM 2809

» smesna kultura bakterBacillusaThermus

Z kapitoly s ndzvem Stanoveni vlivu pH a teplotyprodukci lipas komeéniho gipravku vizobr. 12a 13
vyplynulo, Ze bakterie z komariho gFipravku produkovaly lipasy v optimalnim rozsahu $/8 — 8,0. Ficemz
optimalni teplota pro produkci lipas bakteriemi lewmiho gipravku byla stanovenaipteplotach 25 °C a 50
°C. Tyto stanovené hodnoty pH a teplot byly porawna hodnotami naéienymi u vySe zmimych kmeri. Na
zakladt vysledki pak byl navrzen vhodny kmen pro nowviigzavek do odltiovate tuki. Byl sledovan vliv pH,
vliv teploty a vliv tenzidu na produkci lipas.

421 Vliv pH na produkci lipas
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Stanoveni optimalniho pH pro produkci lipaggstavovalo dlezity faktor pro nakst mikrobialni biomasy.
pH bylo stanoveno v rozmezi hodnot pH 3,0 — 10@v@echny uvedené druhy mikroorganisraptimalni pH
jsou uvedena tab. 4a naobr. 22 U vSech bakterialnich dratbyly stanoveny dvformy produkovanych lipas.
Shodna pH vykazoval komar piipravek spolu s kulturoB. subtilis a to g pH 6,0 a 8,0Bora a kol. 2008°
sledovali produkci lipas termofilnim kmeneBn subtilisDH4 a zjistili maximalni produkciip pH 9,0 po 36
hodinach kultivace. Tento enzym byl stabilni v rezinpH 6,0 -10,0. Toto rozmezi pH bylo % i u
termofilnich druli Geobacillus thermodenitrificans, Geobacillus thematenulatusa sngsné kulturyBacillus a
Thermus Alkalicka lipasa nachazi vyuZiti vignyslu detergerit(Bora a kol. 2008".

Tab. 4: Hodnoty pH stanovené pro produkci lipasedpotlivych kmeu

KP B. subtilis G. thermodenitrificans  G. thermocatewulatus  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. 22: Vliv pH na produkci lipas bakterialnimi dihy G. thermodenitricans; G. Thermocatenulatu,
smé¢snou termofilni kulturou Bacillus a Thermus a Badils subtilis

4.2.2  Vliv teploty na produkci lipas

Vliv teploty predstavoval dalSitdezity faktor pro éist, mnozeni a produkci lipas. U vSech bakterialmlict
byly stanoveny d¥ optimalni teploty, i kterych jsou lipasy uvébvany do prosedi, a fejme se jedna o dv
formy produkovanych lipagab. 5 Produkce lipas byla zaznamenatiat@plotach 25 °C a 50 °C pro koniaf
piipravek a bakterialni kmeB. subtilisCCM 1999. V rozmezi teplot 30 — 70 °C pak pro tefimbdruhy a
smesnou kulturu,obr. 23 Teploty stanovené u termofilnich dfulpak optimalni teploty, ip kterych byly
produkovany lipasy 45 °C a 60 °C a teploty produlkgcas u smisné kultury teploty 37 °C a 60 °Bora a kol.
2008 " izolovali alkalickou lipasu produkovanou termofilmikmenemB. subtilis DH4 v pozdi stacionarni
ristové fazi s teplotnim optimem 50 °C na rostlinngddjich, které byly pouzity jako zdroj uhliku. Msfdni
druh Bacillus (Mohan a kol. 2008™ produkoval extracelularni lipastipH 7,0 s optimalnimi teplotami 27°C,
37 °C a 47 °C. Tato publikovana teplotni optimaabylsouladu s vysledky ziskanynti pledovani vlivu teploty
na produkci lipas u koméniho gipravku a kmen®. subtilisCCM 1999.

Tab. 5: Vliv teploty na lipasy produkované do priedi

KP B. subtilis G. thermodenitrificans G. thermocatenulatus 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. 23: Vliv teploty na lipasy produkované druhy. @ermodenitricans; G. Thermocatenulatus; #snou
termofilni kulturou Bacillus a Thermus a Bacillusubtilis

4.2.3  Vliv tenzidi na produkci lipas

Produkce lipas fize byt ovlivréna gitomnosti tenzid v odpadnich vodach. Tyto tenidiigsou sodasti
odpadnich vod vitsledku aplikacgisticich prostedki a mohou tedy ovliiovat ist a mnozeni bk a s tim
souvisejici produkci lipagAnjalci a kol. 2019 ”. Vliv vy3Sich koncentraci tenzidv odpadni vod ma
v nékterych gipadech antimikrobialnidinek, avSak fi nizkych koncentracich #ize byt jejich vliv stimulani
(Anjalci a kol. 201p 7" Stanoveni vlivu tenzid na produkci lipas probihalotiganim Tweenu 20 do
fermenté&niho média o koncentracich 0, 1 a 2 % Tweenu 20 tanosenim lipolytické aktivity
spektrofotometricky f 420 nm.

U komeeniho gipravku a bakterialni kulturd. subtilis, mél pridavek Tweenu 20 do fermentdho média
negativni vliv na produkci lipas v koncentracichzielu 1 a 2 %. Produkce lipas byla v tomiidppd silné

potladena a byl ¥ejmy antimikrobialni vliv tohoto tenzidwbr. 24 A, B Extracelularni lipasy byly produkovany
az po 100 hodinach kultivace.
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Obr. 24: Vliv piidavku Tweenu 20 na produkci lipas: A) kom@&r pifipravek; B) Bacillus subtilis

V piipac obou termofilnich druln a smésné kulturyBacillus a Thermusbyla gitomnost tenzidu v médiu
vyzadovéana. B 2 % koncentraci Tweenu 20 se projevil vliv tohdenzidu pozitivl jiz po dvou dnech
kultivace,obr. 25 A, B, C) Pozitivni &inek spa&ival ve zvySeni produkce lipas, nébgi nulové koncentraci
Tweenu 20 nebyla pozorovana takova produkce j&kd % koncentraci Tweenu 20.
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Obr. 25: Vliv giidavku Tweenu 20 na produkci lipas: A) G.thermodgeitgans; B) G. thermocatenulatus; C)
sm¢sna kultura Bacillus a Thermus

Z vyplyvajicich vysledk Ize konstatovat vliv tenzidu na produkci lipagqiipads mezofilnich drufi doslo gi
vySSich koncentracich Tweenu 20 kinhibici lipatie aktivity a tim sotasré k nizSi produkci lipas. U
termofilnich druti byl naopak @inek Tweenu 20 pozitivni, & vliv na produkci lipas a doSlo ke zvySeni
lipolytické aktivity. Vliv Tweenu 20 na produkcipas byl potvrzemAnjalci a kol. 20107, ktei sledovali
antimikrobialni @éinek Tweenu 20 na produkci lipas na emulzi stumgového oleje jako uhlikatého zdroje.

Produkce mikrobialnich lipas byla stanovena spétometricky i 420 nm na p-nitrophenyl laurat.
Z nangienych vysledk byla potvrzena produkce lipas v pozdixponencialni &asré stacionarniistové fazi.
Tyto poznatky byly potvrzeny i v odbornyaféncichGhosh a kol. 1996, Korsten a kol. 1988° potvrdili
produkci lipas v pozdh exponencialni aasré stacionarni irstové fazi. Vysledky z posledni kapitoly této
dizert&ni prace Testovani vybranych bakteridlnich knigoro vyvoj nového ifpravkd” byly nangreny ve
spolupréci s Ing. Janou Artyszkovou, a proto uvéddkaz na citaci jeji diplomové prackr{yszkova 2011
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ZAVER

Tato dizertani prace byla orientovana na problematiku vyuzitbadnich materiéljako zdroje uhliku pro
produkci dalSich vyznamnych latek a zefekdivh¢iSténi odpadnich vod. Cilem bylo sledovat moznosti
mikrobiélni degradace odpadnich matériglotravindského pémyslu a vyuziti hydrolytickych enzyim pfi
tomto procesu. Dizertai prace byla rozlena na di ¢éasti.

Prvni ¢ast pojednavala o mikrobialni degradaci rostlinnédpadu vznikajicihoip vyrobé vina a produkci
pektolytickych enzyri na tomto odpadnim materidlufi Btudiu gchto pektolytickych enzyinse pozornost
zangfila na identifikaci jednotli¢ produkovanych polygalakturonas. Na hroznovychsejtih byla sledovana
produkce polygalakturonagemi kmeny:Geotrichum candidunCCY 16-1-29,Aureobasidium pullulan€CY
27-1-115 aAspergillus foetidusEGEK 635. VSechnyiit uvedené mikroorganismy byly schopnyst na
hroznovych wvyliscich, fi¢emz byla zaznamenana produkce extracelularnich gplaligturonas. AvSak
polygalakturonasy produkovanBureobasidiuma plisni Aspergillus foetidusse po izolaci projevily jako
extrémr nestabilni. Z tohoto odu byly zmigné dva kmeny vylateny z dalSiho testovani. Produkce
polygalakturonas byla dale studovana u kme@e candidum CCY 16-1-29, nejvysSich hodnot
polygalakturonasové aktivity bylo dosazeno ve 3.7.adni kultivace. Uvedené polygalakturonasy byly
purifikovany a charakterizovany pouzitirtkolika metod.

Na z&klad sledovani pH optima produkovanych polygalakturobgls v [Fipads 3. dne zji&tna produkce
exopolygalakturonasy s pH optimem 4,6. Npad 7. dne produkce endopolygalakturonasy s pH optimiein
Navic byla zji&na exopolygalakturonasa produkovana ve 3. i 7.kditivace, tato forma vSak bylargnmg
inaktivovana. B studiu mechanismu ¢inku purifikovanych polygalakturonas bylo zfigb, Ze forma
produkovana v 7. dni kultivace vykazovala nahodpyspb &inku a jednalo se o endopolygalakturonasu.
Endopolygalakturonasu se pdilla potvrdit i dalSimi metodami. Metodou izoelekké fokusace byl stanoven
jeji izoelektricky bod v kyselé oblasti pl a jedmade tedy o kyselou formu polygalakturonasy progakou
kmenemG. candidumCCY 16-1-29. DalSi metodou, ktera potvrdildtpmnost endopolygalakturonasy, byla
SDS-PAGE (36 kDa) s naslednou proteomickou iddetifi MALDI-TOF/TOF o molekulové hmotnosti 38
kDa.

Nahodr identifikovanym enzymem byl enzym podobny pektitimpesterase druhu_eptospaheria
maculans ktery byl zdéazen jako EC 3.1.1.11 o molekulové hmotnosti 43.KDento enzym byl potvrzen jak
metodou SDS-PAGE (44 kDa), tak i tryptickyndggnim s naslednou analyzou MALDI-TOF/TOF. Z dostupn
literatury neni produkce pektinmethylesterasy thdi@. candidunpotvrzena, avSak se déeppokladat.

Z uvedenych vysledkvyplynulo, Zze kmerG. candidumCCY 16-1-29 i samotny dru@. candidunby bylo
vhodné na produkci polygalakturonas dale testdvaposud ziskané vysledky potvrdily, Ze hroznovésky
bylo mozno pouzit jako odpadni material pro prodiyektolytickych enzym, zvlasé polygalakturonas, které
by bylo mozné vyuzit jako technologicky vyznamneyeny i zpracovani ovoce a zeleniny, magieni $av,
vyrob¢ ovocnych napdi.

Druhé&cést dizertani prace byla za#iena na studium vlastnosti korteiho ipravku do odltovase tuki.
Komerni ptipravek byl analyzovan z hlediska své funkce. Talitarakterizaci byly zji§hy vhodné podminky
pro produkci extracelularnich lipolytickych enz§mA sowasré zjiStny podminky pro novy produkt do
odlwovate tulkh.

Mikroorganismy pitomné v gipravku byly kultivovany za aerobnich i anaerobrpckiminek a bylo zjigho,
Ze tyto mikroorganismy péAtmezi fakultativni anaerobi. Bylo zjito, Ze pipravek je pouZitelny v oblasti pH
6,0 - 8,0. Teplotni optimum produkovanych lipasabgjiStno @i teplog 25 °C a 50 °C. Byla také potvrzena
schopnost koméniho pipravku degradovatizné lipidové substraty. Nejlépe degradovatelnynssabem byl
palmovy olej.

Mikrofléra pripravku byla mikroskopicky Zazena mezi bakterie a na zaklaGramova barveni mezi
bakterie G+. Bylo zji#no, Ze peviadajici mikroflérou v kome&nim pipravku je rodBacillus Bakterie rodu
Bacillus byly nejprve potvrzeny metodou polymerazae®zové reakce s pouzitim domérospecifickych
primeri a pak s vyuzitim rodavspecifickych primel. Metodou amplifikované ribosomalni DNA restiik
analyzy byly bakterie zazeny do druln konkrét Bacillus subtilis a Bacillus licheniformiss pouzitim
restriktasyAlul a Bacillus cereusa Bacillus licheniformiss pouZzitim restriktasyfad. Specificita tohoto druin
byla jeS¥ navic potvrzena metodou RT-PCR s vyuzitifiwdk tani.

Na zéklad téchto vysledk byly pro novy produkt do odémvaie tuki navrzeny druhyBacillus subtilis,
Geobacillus themocatenulatus, Geobacillus thermidiicans a sngsna kultura pouzivana disticce
odpadnich vodrhermusa Bacillus Nejlépe vyuZitelnd byla sésna kultura termofilnich bakterithermusa
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Bacillus z ¢isticky odpadnich vod. Do novéhdipravku Ize tedy dopotit tuto smésnou bakteridlni kulturu,
protoZze byl potvrzen pozitivni vliviffomnosti Tweenu 20 v kulti¢aim médiu, picemz povrcho¥ G¢inné

latky jsou souiasti odpadnich vod a vyskytuji se v nich jako zpydksticich prostedki. U testovanych
mezofilnich druli doslo i vySSich koncentracich Tweenu 20 k inhibici ligadié aktivity. U termofilnich
druhi byl naopak dinek Tweenu 20 pozitivni.iRlavek Tweenu 20 zvySoval lipolytickou aktivitu.

Smesna termofilni kultur@acillusa Thermugpouzivand ¥istickdch odpadnich vod bude zakladem pro novy
produkt do odlgovaie tuki. Problematika degradace ligids odpadnich vodach a pouzitéigravki do
odlwovash tuka by nela byt déale studovana. Odpadni vody obsahuiji lipidgré jsouiizného ivodu, a proto
by bylo vhodné problematiagSténi odpadnich vod&novat dale pozornost.
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