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ABSTRAKT

Predmetom tejto bakalarskej prace bolo S$tadium produkcie biopolymérov pomocou
mikroorganizmov. Polymér kyseliny jablénej bol produkovany kvasinkoidnou hubou
Aureobasidium pullulans a na biosyntézu polyméru kyseliny glutimovej bola pouzita
baktéria Bacillus licheniformis. V teoretickej casti prace sa nachadza charakteristika
jednotlivych polymérov, ich mikrobidlnych producentov a moznéa aplikécia v réznych
oblastiach. Prostrednictvom experimentov bol sledovany vplyv rozlicnych podmienok na
bunkovy rast a produkciu tychto polymérov. Boli optimalizované podmienky kultivacie
z hladiska produkcie polymérov a nasledne vyuzité odpadové substraty — srvatka a hydinové
perie. Mikrobialne produkovany polymér kyseliny jablénej bol hydrolyzovany s 2 M
kyselinou sirovou a koncentracia jablénej kyseliny bola analyzovana IEC s vodivostnym
detektorom. Koncentracia polyméru kyseliny glutdmovej bola ur¢ena spektrofotometrickou

metoddou s vyuzitim CTAB.

ABSTRACT

Subject of this bachelor thesis was study of biopolymers production using microorganisms.
Polymer of malic acid was produced by Aureobasidium pullulans, a yeast-like fungus.
Biosynthesis of polymer of glutamic acid was carried out by Bacillus licheniformis
bacterium. Particular polymers, their microbial producers and possible application in
different areas are characterised in the theoretical part of the thesis. Through experiments, the
effect of various conditions on cell growth and production of these polymers was studied.
Cultivation conditions were optimised in terms of polymers production. Subsequently, waste
substrates - whey and poultry feathers were used. Microbially-produced polymer of malic
acid was hydrolysed with 2 M sulfuric acid. Concentration of malic acid was analysed by
IEC with a conductivity detector. Concentration of polymer of glutamic acid was determined
by a spectrophotometric method using CTAB.
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1 UvVOoD

Polymér kyseliny jabl¢nej je vo vode rozpustny polyester s biologickou rozloziteI'nostou a
biokompatibilitou. Tento polymér je vyuzivany v biomedicinskych aplikaciach ako nosic
lie¢iv. Z jeho vo vode nerozpustnych derivatov su vyrdbané pevné nanocastice a filmy. Na
biotechnologicku produkciu tohto polyméru su pouzivané mikroorganizmy ako Physarum
polycephalum a tiez Aureobasidium pullulans, pri ktorom boli reportované vyssie vytazky
polyméru kyseliny jabl¢nej. Aureobasidium pullulans je kozmopolitna kvasinkoidna huba,
mdze produkovat’ rozne bioprodukty, vratane polysacharidu pullulanu, polyméru kyseliny
jabl¢nej a extracelularnych enzymov.

Polymér kyseliny glutdmovej je polyamid pozostavajici z monomérov D- a L-glutamove;j
kyseliny. Tieto monoméry st spojené amidovymi védzbami medzi a-amino a
v-karboxylovymi skupinami. Vd’aka svojim vlastnostiam, medzi ktoré patri rozpustnost’ vo
vode, biodegradabilita a netoxicita, ma poc¢etné potencialne aplikacie v medicine, kozmetike,
potravinarskom priemysle a environmentalnej oblasti. Polymér kyseliny glutamovej je
extracelularny produkt niekol’kych druhov Bacillus, hlavne Bacillus licheniformis a Bacillus
subtilis. V tejto praci vyuzivany Bacillus licheniformis je gram-pozitivna, fakultativne
anaerdbna, sporulujuca baktéria. Uz niekol'ko desatro¢i sa mimo produkcie polyméru
kyseliny glutamovej pouziva pri vyrobe priemyselnych enzymov a peptidovych antibiotik.

V poslednej dobe sa pozornost’ vedeckej obce upriamuje na vyuzitie odpadovych
substratov, ktorych narastajice mnozstvo Coraz viac zatazuje zivotné prostredie. Na
biosyntézu polymérov kyseliny jablénej a glutdmovej je mozné ako zdroj uhlika a dusika
pouzit’ srvatku a perie. Tieto alternativne materidly st navySe ekonomicky vyhodnejsie

z dévodu zniZenia nakladov na produkciu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Biopolyméry
Termin biopolymér je vSeobecne chapany ako organicky polymér, ktory je produkovany
Zivymi organizmami v prirode. Jednou z hlavnych vyhod biopolymérov je, Ze st plne
schopné biodegradacie. Rozklad prebiecha na jednoduché molekuly, ktoré mozno ndjst
Vv zivotnom prostredi, ako je napriklad oxid uhli¢ity, voda alebo metan. Podl'a metod
produkcie alebo ich zdrojov su klasifikované na:
e Polyméry priamo extrahované alebo odstranené z biomasy, ako su polysacharidy
a proteiny,
e Polyméry produkované klasickou chemickou syntézou z obnoviteI'nych
bio-monomérov, ako napriklad kyselina polymlie¢na,
e Polyméry produkované mikroorganizmami alebo geneticky modifikovanymi

baktériami, ako polyhydroxyalkanoaty ¢i bakterialna celuloza [1].

211 Poly(a-estery)

Poly(a-estery) su termoplastické polyméry s hydrolyticky labilnymi alifatickymi
esterovymi vizbami na hlavnom ret'azci. Hoci vSetky polyestery st teoreticky degradabilné —
esterifikacia je chemicky reverzibilny proces, ale len alifatické polyestery s kratkymi
alifatickymi retazcami medzi esterovymi vizbami mozu degradovat’. Poly(a-estery) zahfnaju
najskorS§iu a najviac preskimanu triedu biodegradabilnych polymérov. Jedinecnost' tejto
triedy polymérov spociva v jej nesmiernej rozmanitosti a syntetickej univerzalnosti.
Je znamych niekolko alifatickych polyesterov, ktoré slizia ako biologicky rozloziteI'né
materidly, maji dobra biokompatibilitu a ovladatelné¢ degradacné profily. Trieda
poly(a-esterov) zahfiia poly(a-hydroxykyseliny) a dal$ie esterové polyméry s a hez
kyslikového atomu susediaceho s a-uhlikom v kyselinovej Casti. Poly(a-estery) mozu byt
vytvoren¢ z rdznych monomérov cez ring-opening polymerizaciu a kondenzacnu
polymerizéciu v zavislosti od monomérnych jednotiek. Syntéza polykondenzaciou moze byt
z difunkénych monomérov, ako napriklad vlastnd kondenzécia hydroxykyselin, dikyselin s
diolmi, chloridov dikyselin s diolmi alebo reesterifikacnou reakciou diesterov a diolov.
AvSak je tazké dosiahnit’ vysoku molekulovi hmotnost polymérov polykondenzacnym

sposobom, preto sa viac pouziva ROP cyklickych laktonov, ktorej vyhodou st miernejSie



reakéné podmienky, kratSie reakéné cCasy a absencia reakcie vedlajSich produktov.
Bakterialne bioprocesné metody mozu byt taktiez pouzité na vytvorenie poly(a-esterov) —
prirodzene sa vyskytujucich, biologicky odbtrateI'nych polymérov produkovanych réznymi

mikroorganizmami [2].

2.1.2 Poly(amino kyseliny) a proteiny

Poly(aminokyseliny) — polyamidy sa liSia od proteinov Vv réznych aspektoch. Zatial’, ¢o
protein je zlozeny z roznych aminokyselin, poly(aminokyseliny) st zlozené len z jedného
druhu aminokyseliny. DNA riadi umiestnenie aminokyselin v urCitom poradi za tvorby
molekuly proteinu, kym poly(aminokyseliny) st v mikroorganizmoch biosyntetizované inou
cestou. Amidové vézby v proteinoch st vytvorené iba medzi a-amino a a-karboxylovou
skupinou (a-amidové vizby). Poly(aminokyseliny) vykazuju polydisperzitu a okrem
a-amidovych vdzieb maju aj iné typy amidovych vézieb — - a y-karboxylové skupiny, ako aj
€-amino skupiny. Proteiny, hlavné konstrukéné komponenty, su v podstate aminokyselinové
polyméry usporiadané do trojrozmernej Struktiry. Cudské telo je schopné syntetizovat’ Siroky
rad proteinov. Prvy krok je tvorba primarnej $truktary, kde je linearna sekvencia réznych
aminokyselin drzand pohromade peptidovymi vézbami. Primdrna Struktira sa usporiada do
a-skrutkovice alebo Struktury PB-skladany list pomocou vodikovych vézieb za vzniku
sekundarnej vidzby. Tieto sekundarne vizby sa potom spoja dohromady a vytvoria
trojrozmerné tercidrne Struktury, ktoré vzajomne posobia s d’al§imi proteinovymi ret'azcami

za tvorby presnejSej, trojrozmernej kvartérnej Struktary multijednotkového proteinu [2; 3].

2.1.3 Polysacharidy

Polysacharidy su polyméry monosacharidov spojené glykosidovou vézbou. Tvorba
polysacharidov je vysledkom medzimolekuldrnej dehydratacie medzi kruhovymi Struktarami
cukru. Tieto monoméry su teda cyklické Struktury, najmé s obsahom 5 alebo 6 atomov uhlika
— pentdzy a hexdzy. Prikladom pentdzy je riboza, ktora je jednym zo zakladnych kamenov
nukleovych kyselin. Mnoho polysacharidov je zloZenych z hex6z, ako je sachardza alebo
galatdza. Polysacharidy nikdy nie su tak zlozité, ako proteiny a nukleové kyseliny, pretoze
maju na rozdiel od nich nahodny stupen polymerizacie a vac¢sinou neobsahuji dva druhy

zvyskov [4].
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2.2 Odpadové substraty v biotechnologickej konverzii

Obrovské mnozstvo pol'nohospodarskych a pol'nohospodarsko-priemyselnych zvyskov je
generovanych v désledku réznych pol'nohospodarskych a priemyselnych postupov. Tieto
zvysky predstavujii jeden znajdolezitejSich energeticky bohatych zdrojov. Kazdoro¢na
akumulacia biomasy vo velkych mnozZstvach ma za nasledok nielen zhorSovanie zivotného
prostredia, ale aj stratu potencialne cenného materialu, ktory moze byt spracovany na
ziskanie rozli¢nych vyrobkov s pridanou hodnotou, ako su potraviny, palivd, krmiva
a rozne chemické latky. Ako odpadovy substrat moze byt pouzitd napriklad syrova srvatka,
citrusové Supky, pSenicné otruby, hovéddzia krv, trstinova meldza, kuracie perie, kukuri¢ny

lth [5; 6].

221 Srvatka

Mlie¢ny priemysel generuje zna¢né mnozstvo kvapalnych odpadov, z ktorych syrova
srvatka je najhojnejsi. Je to zltozelena kvapalina, ktora zostane po precipitacii mlieka pocas
vyroby syru. Syridla alebo jedlé kyseliny sa pridavaju Kk zahriatemu mlieku, ¢o ma za
nasledok koagulaciu mlicka a separaciu pevnych latok z mlieka od kvapalnej srvatky.
Chemické zloZenie srvatky sa liSi v zavislosti od typu pouzitého mlieka, rozmanitosti
vyrabanych syrov a pouzitého procesu. Zvy¢ajne je syrova srvatka pomerne zriedeny
vyrobok s celkovym obsahom 5-8 % pevnych latok, zahfniajicich proteiny (10-20 %),
laktozu (60-80 %), tuk (3 %), mineralne latky (8 %), vitaminy, kyselinu mlie¢nu a stopové
prvky. Syrova srvatka je produkovand vo vel'mi vysokom a neustale rasticom mnoZstve.
Svetova produkcia syrovej srvatky sa odhaduje na viac ako 10° ton ro¢ne, ¢o vytvara
problémy s likvidaciou a predstavuje dolezity pridavok do znecistenia zivotného prostredia.
V poslednych rokoch rastie informovanost o ekologickych problémoch spdsobenymi
srvatkou a preto sa kladie zna¢né usilie vyuzit’ syrovl srvatku pre mikrobidlny rast na vyrobu

zlicenin s pridanou hodnotou prostrednictvom fermentaénych procesov [7].

2.2.2 Perie

Kuracie perie je zlozené z viac ako 90 % bielkovin, hlavnou zlozkou je keratin — vlaknity

a nerozpustny protein, vysoko zosietovany disulfidom a ostatnymi viazbami. Keratin z peria
vykazuje zvySeny obsah aminoskyselin — glycinu, alaninu, serinu, cysteinu a valinu, ale
niz§ie mnozstvo lyzinu, metioninu a tryptofanu. Kazdoro¢ne sa generuje niekol’ko milénov
ton peria v odvetviach spracovania hydiny. V niektorych krajinach sa perie vyuziva ako
11



doplnok krmiva pre zvierata, perie moze tiez najst’ vyuzitie vo fermenta¢nom priemysle pre
vyrobu mikrobidlnych keratinaz. AvSak nie su zname Ziadne informdcie o inych oblastiach
vyuzitia kuracieho peria, napriek vysokému obsahu bielkovin a zlozeniu aminokyselin.
Konverzia kuracieho peria na pepton mdze byt jednou z odpovedi k znizeniu celkovej ceny
mikrobialneho kultivatného média, ako aj metdda Setrna k Zivotnému prostrediu pre

odstranenie tychto zvyskov [8].

2.3 Polymér kyseliny jabl¢nej

Polymér kyseliny jablénej (PMA) je vo vode rozpustny polyester s mnohymi atraktivnymi
vlastnostami, vratane biologickej rozlozitelnosti a biokompatibility, rovnako kvoli jeho
univerzalne zavesnej karboxylovej skupine, na ktorG je mozné zavedenie biologicky
aktivnych molekal. Polymér kyseliny jabl¢nej a jeho derivaty zvysili vedeckt a technicka
pozornost’ v priebehu niekol’kych poslednych rokov kvoli velkému potencialu v roznych
biomedicinskych aplikaciach. Je ho mozné syntetizovat’® chemickou syntézou alebo
biologickou fermentaciou myxomycét a niektorych vlaknitych hub. Na rozdiel od chemicky

syntetickych verzii, PMA biologického povodu je zvyCajne enantiomérne Cista [9].

2.3.1 Kyselina jabl¢na

Kyselina jabléna (C4HgOs) je organicka kyselina a dolezity medziprodukt v cykle
trikarboxylovych kyselin. Vyskytuje sa v relativne velkom mnozstve v roznych druhoch
ovocia a zeleniny. Kyselina jabléna ma dve stereoizomerné formy L- a D-enantioméry,
pricom len L-jabl¢na kyselina sa prirodzene vyskytuje v prirode. Ma Siroka Skalu aplikacii
V potravinarskom, farmaceutickom a kozmetickom priemysle. PouZziva sa tiez na spracovanie
kovov. Tato kyselina mdze byt pripravena roznymi spésobmi, napriklad extrakciou z rastlin,
enzymatickou konverziou alebo chemickymi syntézami. Tradi¢ny sposob produkcie —
extrakcia z ovocia nema ziadne praktické vyuzitie vzhladom k malej kapacite produkcie.
Chemicky sa syntetizuje hydrataciou kyseliny maleinovej alebo kyseliny fumarove;j.
Produkcia tejto kyseliny je mozna aj enzymatickou konverziou kyseliny fumarovej

s pouzitim fumarazy [10; 11; 12].
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OH OH
Obrézok 1 Chemickd struktira kyseliny jablcnej [11]

2.3.2 Biotechnologicka produkcia polyméru kyseliny jabl¢nej

Na bioprodukciu polyméru kyseliny jabl¢nej su pouzivané mikroorganizmy ako Physarum
polycephalum alebo Aureobasidium pullulans. Polymér kyseliny jabl¢nej z tychto dvoch
druhov méze mat’ réznu velkost’ (molekulova hmotnost’), méze sa liSit biologickymi
funkciami atiez jeho biosyntetickym mechanizmom. Pri Physarium polycephalum je
akumulovany v jadre, nasledne je uvolneny do cytoplazmy a nakoniec do kultivaéného
média. Predpoklada sa, Ze moze mat’ funkciu ako ulozisko anosi¢ molekul v Physarum
polycephalum. Avsak kvéli nizkemu vytazku (2,7 g.1™) polyjablénej kyseliny pri Physarum
polycephalum sa obmedzila jeho aplikacia vo velkovyrobe polyméru kyseliny jabl¢ne;j.
Aureobasidium pullulans produkuje ovela véac¢sie mnozstvo polyméru Kyseliny jablénej za
vhodnych podmienok. Rozmanité vytazky tohto polyméru v r6znych kmetioch st v rozmedzi
9,8 — 47 g.I"". Biosyntéza a fyziologické funkcie polyméru kyseliny jablénej v Aureobasidium

pullulans vsak stale nie st jasné [9].

2.3.2.1 Aureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulans je kozmopolitna kvasinkoidna huba znama ako Cierna kvasinka,
kvoli produkcii melaninu s charakteristickym Ciernym sfarbenim. Jeho tri charakteristické
tvary su pretiahnuté, rozvetvené a predelené vldkna, vel'ké chlamydospory a mensie eliptické
kvasinkoidné bunky. Zo zaciatku tvori zlIté, krémové, svetloruzové alebo svetlohnedé
kolonie, ktoré sa v neskorSej faze stdvaji Cernasté kvoli produkcii chlamydospor, ¢o je
charakteristicky znak tohoto mikroorganizmu. Z ekologického hladiska si kmene
Aureobasidium pullulans vsadepritomné, nachadzajuce sa hlavne v pdde, vode, dreve,
rastlinnych materialoch ¢i skalach. V poslednych desatrocCiach sa zistilo, ze kmene
Aureobasidium pullulans maji mnoho vyuziti v roznych oblastiach, kvoli ich produkcii,
ktora zahfiia prevazne pullulan. Pullulan je linearny a-D-glukan z opakujucich sa jednotiek

maltotriézy spojenych o(l—6) vizbami. Je to vode rozpustny extracelularny
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homopolysacharid. Pravidelné striedanie a-1,4 a a-1,6 vézieb sposobuje jeho Strukturalnu
flexibilitu a dobri rozpustnost. Tento polysacharid ma velky vyznam v potravinarskom,
farmaceutickom, pol'nohospodarskom a chemickom priemysle. Pullulan produkuje vysoko
viskozne roztoky pri relativne nizkej koncentracii a moéze byt pouzity pre kyslikom
nepriepustné filmy a vlakna, zhust'ovacie adhezivne a enkapsula¢né Cinidla. Napriek tomu,
ze je to a-D-glukdn, je odolny voci pdsobeniu o-D-amylézy a modze byt pouzity
Vv nizkokalorickych jedlach. Aureobasidium pullulans d’alej produkuje extracelularne enzymy
(proteaza, lipaza, amylaza), jednobunkové proteiny, vyuzivané ako Krmiva pre zvierata
a l'udsku potravu, a proteinové zdroje pre vyrobu bioaktivnych peptidov. Bolo tiez zistené, ze
niektoré kmene Aureobasidium pullulans je mozné pouzit na kontrolu rastu neziaducich

mikroorganizmov [13].

23.2.2 Navrhovana biosynteticka draha pre PMA v druhoch Aureobasidium
Vzhladom k tomu, Ze L-jabl¢na kyselina je jediny monomér PMA, jeho biosyntéza s nim
uzko suvisi. Zatial' boli identifikované 3 metabolické drahy pre produkciu L-jabl¢nej
kyseliny z gluk6zy, a to oxida¢na draha, neoxida¢na draha a glyoxylatovy cyklus.
Neoxida¢na draha je preferovand, ked’ sa 1 mol glukdézy premeni na 2 moly L-jabl¢nej
kyseliny. Rovnako ako je navrhnuta biosyntéza PMA v Physarum polycephalum, tak aj
v druhoch Aurobasidium. L-malat vyuzivany pre PMA produkciu je syntetizovany cez
karboxylaciu pyruvatu a naslednou redukciou oxalatu v pritomnosti CaCOj3 v cytosole. Avsak
stale nie je zname, ako sa L-jabl¢na kyselina polymerizuje do PMA. Su predpokladané dve
moznosti. V prvom pripade, vytvoreny L-maldt moéze reagovat s COA-SH za katalyzy
thiokinazy, ako napriklad L-malyl-CoA ligaza za vzniku L-malyl-CoA. Nasledne sa
L-malyl-CoA polymerizuje do PMA pomocou PMA syntetazy. Z tohto dévodu méze byt
pyruvatkarboxyldza, maldtdehydrogenaza, thiokindiza a PMA syntetaza zcCastnend na
biosyntéze PMA. V druhom pripade, syntéza PMA vel'mi pravdepodobne zahfiia enzymovy
komplex pozostavajuci z malyl-AMP ligazy a malyl-transferazy (polymerazy) v analogii
S NRPS (neribozomalny peptid syntetdza). Tvorba malyl-AMP je reverzibilna reakcia
s pyrofosfatom vo forme vedlajSieho produktu. Podla mechanizmu NRPS, aktivita
malyl-AMP ligazy vyzaduje ATP a Mg? iény. Po analyze genomovej DNA druhov
Aureobasidium pullulans bolo zistené, ze v ich gendémovych DNA bol vel’ky DNA fragment,
ktory kédoval NRPS, vratane ATC-ATC-TC-ATC-TC-TC domén. Doména A modze byt
zodpovedna pre rozpoznavanie L-jabl¢nej kyseliny a aktivaciu na tvorbu malyl-AMP.
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T (PCP) doména moéze viazat' kofaktor 4’-fosfopantetein, na ktory moéze byt viazany
aktivovany malyl-AMP. Doména C je potrebna pre tvorbu esterovej vizby medzi dvoma
aktivovanymi malyl-AMP. Doména TC mdze byt termina¢na doména, kde je syntetizovana
PMA uvolnend. Gény kodujice NRPS v druhoch Aureobasidium vsak eSte neboli

identifikované a charakterizované, tito navrhovana cesta nie je potvrdena [14].
2.3.3 Synteticka produkcia polyméru kyseliny jabl¢nej

2.3.3.1 Ring-opening polymerizacia

Touto metdédou sa syntetizuju linearne o a B polyméry s vysokou molekulovou
hmotnost'ou za pouzitia vhodnych laktonovych prekurzorov. Vyhody tejto metddy su nizka
reakéna teplota a kratka reakéné doba, avSak ma aj nevyhody a to postup zahriiujuci niekol’ko

krokov a medziproduktov, ktoré sa musia ¢istit’ [15].

Os_~On__CH,CODCHPh a o
C-CH—O C-CH—O
- CH - :
s’ o ? CHa

PRCHZ00CC COOCH,Ph COOH
u-PMaBe a=-PhA
o] ? 1]
—= +C-CHr CH-0 —= TE-CHrGH-0
|
COOCH,Ph COOCH P COOoH
i-PMABe f-PMA

Obrazok 2 Ring-opening polymerizdacia s medziproduktom (poly(benzylester kyseliny jabicnej)) [15]

2.3.3.2 Polykondenzacia
Na rozdiel od ring-opening polymerizacie, priama polykondenzacia zahfia iba jeden krok.
Okrem toho, Ze je menej pracnd, je tiez SetrnejSia pre zivotné prostredie, pretoze pouZiva

menej organickych ¢inidiel v porovnani S ring-opening polymerizaciou [15].

COOH 5 5
Ho-C-H _ fE-ch—o—HC-ChroHo0
GHa CHo COOH
COOH COOH
. B-PMA

Obradzok 3 a,p-PMA syntetizovand priamou polykondenzdciou z L-jablcnej kyseliny [15]
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2.3.4 Aplikacia polyméru kyseliny jabl¢nej

PMA je vSestranny material a méze byt pouzity pre navrh palety nanokonjugatovych
platforiem pre cielenti prepravu lieCiv. Synteticky a tiez biosynteticky polymér kyseliny
jabl¢nej je spontanne alebo enzymaticky degradabilny vo vodnom prostredi. Bez ohl'adu na
chiralitu, degradacia je mierna pri fyziologickom pH a rychlejsie prebieha v kyslych (pH < 5)
a zasaditych (pH > 9) roztokoch nahodnym Stiepenim esterovych vizieb hlavného retazca az
na konecny produkt degradacie, jablénu kyselinu. Chemickym blokovanim privesnych
karboxylovych skupin mézu byt’ vlastnosti polyméru kyseliny jablénej zmenené a méze sa
spomalit’ rychlost’ hydrolyzy. Modifikdcia PMA predstavuje velku vyzvu kvdli labilnej
povahe esterovych vézieb hlavného retazca, ¢0 im dava povinnost' vykonavat’ konkrétne
reakcie Vv pripade, ze je zachovana molekulova hmotnost. Chemickou modifikaciou zavesnej
postrannej karboxylovej skupiny moéze byt nastavena celkova hydrofébnost’ polyméru
riadena parcialnou esterifikaciou, mozu byt’ tiez inkorporované biologicky aktivne ligandy
vhodnym ¢inidlom. Metylacia s diazometanom sa ukazala byt ako u¢inna metdéda na
produkciu poly(a-methyl, B, L-jabl¢nej kyseliny) bez vyznamného Stiepenia polyesterového
hlavného ret'azca. Pri nizkom stupni metylacie su produkty vo vode rozpustné, priCom pri
75 % metylacii zavesnych karboxylovych skupin st produkty stabilné a Vo vode nerozpustné
nanocastice, na ktorych mézu byt’ zavedené bielkoviny, prostrednictvom ktorych sa dodavaju
latky do buniek. Rozpustné metylestery polyméru kyseliny jablénej, ktoré¢ obsahuji 25 %
a 50 % metylovanych postrannych karboxylovych skupin, st biologicky rozlozitené a ich
polcas rozpadu je obmedzeny, takZe m6Zu minimalizovat’ nepriaznivé odpovede hostitela.
Kopolyméry rozruSuju membranu a umoziuju dodavat’ lieky priamo do intracelularnych

cielov [16; 17].

COOH
=]
+  HC=N=N ~ ——— * Nz

Poly(B-malic acid) Poly|a-methyl-B-malate)

Obrazok 4 PMA metylova esterifikdcia diazometanom [17]
Polymér kyseliny jablénej a jeho derivaty boli pouzité ako platforma pri syntéze
nanocastic pre dodavku lie¢iv alebo ako hlavny retazec v makromolekuldrnych konjugatoch

nesucich niekol’ko funkcionalit na liecbu I'udského mozgu a nadorov prsnika v modeloch

16



mysi. Dospelo sa k zaveru, ze polymér kyseliny jabl¢nej je vel'mi vhodny pre budovanie
efektivnych systémov podévania liekov. Bolo tiez zistené, Ze metylované nanocastice
polyjablénej kyseliny uvolfiuju metanol a zvySuji bunkovu toxicitu po dlh§om casovom
obdobi inkubacie, preto sa za¢inaji skamat’ iné estery s mensou toxicitou [17].

Cielena dodavka lie¢iv je novy impulz v lieCeni nadorov liekmi, umoziuje zvySenu
ucinnost’ a znizuje systémovu toxicitu. Nanokonjugity — kovalentné¢ komplexy, ponukaju
vynikajicu kontrolu riadneho dorucenia lieckov do nadorov s minimdlnymi vedl'aj$imi
ucinkami. Na syntézu konjugatov sa zaviedlol polymér kyseliny jabl¢nej. Nanokonjugat
Polycefin bol syntetizovany pre cielené dodavanie oligonukleotidov a protilatok do urcitych
nadorov a pozostava z nieckolkych funkénych jednotiek, chemicky konjugovanych do
karboxylovych skupin PMA platformy. Ich funkcie dovol'uju Polycefinu prechod krvnou
bariérou nadoru, spojenie sbunkovym povrchom nadoru, rozrusenie endozomalnej
membrany a ochranenie pred enzymatickou degradaciou v cievnom systéme. Nanokonjugat
je volite'ne spojeny s fluorescenénym farbivom kvoli sledovaniu jeho drahy pri lieCbe
nadoru. Polycefin bol navrhnuty na prepravu viac ako jedného lieku, ¢o umoziuje synergické
ucinky na naddorové bunky. Tato stratégia vedie k i€¢innému blokovaniu syntézy nadorovych

buniek z proteinovych komplexov zloZenych z odlisnych polypeptidovych ret'azcov [18].
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Obrazok 5: Polycefin [18]

2.4 Polymér kyseliny glutimovej

Polymér kyseliny glutamovej (PGA) je biologicky odburatelny, neimunogeneticky
a neobvykly anionovy polyamid, ktory je vyrobeny z D- alebo L- jednotick glutamovej
kyseliny. Biopolyméry vytvorené spojenim aminokyselin si vel'mi podobné proteinom,
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nemaji vsak $pecifickGi sekvenciu. Struktdra je tvorend aminokyselinami, ktoré tvoria
polyméry s molekulovymi hmostnostami tak rozmanitymi, ako maju aj polysacharidy. PGA
modze byt diferencovand do dvoch izoforiem, a-PGA ay-PGA, Vv zévislosti na pripojeni
karboxylovej skupiny. a-PGA moéze byt ziskana chemickou syntézou a y-PGA je

produkovana iba mikrobialnou fermentaciou [19].
24.1 Glutamova kyselina

2411 L-glutamova kyselina

Kyselina glutamova (Glu) je jedna z dvadsiatich proteogennych aminokyselin. Hra
vyznamnu ulohu pri intra- a intermolekuldrnych interakciach proteinov, peptidov a enzymov.
Glutamova kyselina je dolezitym mediadtorom v centralnom nervovom systéme. Jej najvyssia
koncentracia (10-15 umol/g tkaniva) je v Sedej mozgovej kore. VSetky mozgové bunky maju
kyselinu glutamovli v cytosole a mitochondriach. ZabezpecCuje zmyslové informacie,
motoricki koordindciu, emocie a poznavanie. Jej schopnost je tvorit zaporne nabity
postranny retazec — glutamat. Glutamat sa vyskytuje vo velkom mnoZstve vo volnych aj
viazanych formach v potravindch — v mise, rybach, syroch, mlieku, paradajkdch, hubach, tiez
Vv zelenine, napriklad v hrasku a brokolici. Viazané formy glutamatu, spojené s inymi
aminokyselinami sa vyskytuju v svaloch, vlasoch a pokozke. Glutamat v 'udskom tele je
nevyhnutny na reparaciu bielkovin, regeneraciu a rast. Syntetizuje sa v tele cez transaminaciu
a-ketoglutaratu prijimanim aminoskupin z aminokyselin. Prvotne bol produkovany
hydrolyzou pSenice, lepku alebo zo so6jovych bobov. Velké mnozZstvo je vyrobené
fermentdciou meldzy z cukrovej repy alebo cukrovej trstiny. Nepatogénne druhy baktérii
Coryneform bacterium, Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium, Arithobacter

a Microbacterium su schopné produkovat’ L-glutamat [20; 21].

24.1.2 D-glutamova kyselina

D-glutamova kyselina nie je endogénne produkovana vo vyssich cicavcoch, vyskytuje sa
prirodzene hlavne v bunkovych stenach niektorych baktérii. D-glutamat je pritomny
Vv potravinach, napr. V sojovych boboch a vznika tiez premenou v mikroflore traviaceho
traktu, ktorého bunkové steny obsahuju vyznamné mnozstvo D-glutamatu. Na rozdiel od
inych D-aminokyselin nie je oxidovany pomocou oxiddz D-aminokyselin a preto tato
detoxikacnd metoda nie je dostupnd pre D-glutamat. Volny D-glutamat sa nachadza

Vv tkanivach cicavcoch v prekvapivo vysokom mnozstve, pricom 9 % z celkového glutamatu
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pritomného v peceni je tato izomerna forma. Jeho zna¢na akumulacia v telesnych tekutinach
by znizovala cely rad doélezitych fyziologickych procesov — je to najucinnejsi prirodny
inhibitor syntézy glutationu [22].
0
HN— CH—C——OH
CHs

CHy
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Obrazok 6 Neutrdlna forma kyseliny glutamovej [20]

2.4.2 a-PGA

a-PGA je unikatna Vtom, ze je zlozena zprirodzene sa vyskytujicej
L-glutimovej kyseliny spojenej dohromady prostrednictvom amidovych vizieb a nie
nerozloziteInymi uhlikovymi vézbami hlavného retazca. Volne visiace y-karboxylové
skupiny v kazdej opakujucej sa jednotke L-glutdmovej kyseliny st negativne nabité pri
neutralnej hodnote pH, vd’aka ¢omu je polymér rozpustny vo vode. Karboxylové skupiny tiez
poskytuju funkcie na pripevnenie liekov. Tento polymér je kvdli biologickej rozlozite'nosti
anetoxickym  vlastnostiam  vhodny pre biomedicinske  vyuzitie. = Vykonnost’
moze byt zlepsSena upravou architektonickej Struktiry pri zachovani jej uzito¢nych vlastnosti

— rozpustnosti vo vode, karboxylovej funkcionality, biokompatibility a biodegradability [23].

2.4.3 v-PGA

v-PGA je prirodzene sa vyskytujici biopolymér syntetizovany réznymi mikrobidlnymi
kmenmi, obzvlast rodu Bacillus. Je to homopolyamid, zloZzeny z monomérov Kkyseliny
glutamovej spojenych amidovymi vidzbami medzi a-amino a y-karboxylovymi skupinami.
Polymér moéze byt ziskany bud’ v L- alebo D- alebo oboch izomerickych formach,
Vv zavislosti na bakteridlnom kmeni alebo na produkénom médiu pouzivanom pri jeho
produkcii. y-PGA je vo vode rozpustna, anionova, biologicky rozloziteIna a netoxicka.
v-PGA a jej derivaty st preto zaujimavé pre Sirokd Skalu priemyselnych odvetvi, ako su
potraviny, kozmetika, medicina a Cistenie vod. y-PGA méa vysoka relativnu molekulova
hmotnost (Mr=100 000 az 1000 000). Amidova védzba medzi tymito jednotkami je

vytvorend medzi a-amino skupinou a y-karboxylovou skupinou. y-PGA je preto odolna voci
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rozpadu proteazami, ktoré rozpoznavaji iba a-amidovi viazbu. Dal3i rozdiel oproti proteinom
je, ze y-PGA nie je tvorena sekvenénymi procesmi transkripcie a translacie, ale membranovo
viazanym y-PGA-syntaza komplexom katalyzujicim polymerizaciu L-glutamovej kyseliny

do y-PGA sp6sobom nezavislym od ribozomu [24; 25; 26].
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Obrdzok 7 Struktiira y-PGA [27]

2.4.4 Biotechnologicka produkcia polyméru glutamovej kyseliny

v-PGA je syntetizovana grampozitivnymi baktériami a je produkovana ako extracelularny
polymér niekolkymi bakterialnymi druhmi, napr. Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis,
Bacillus megaterium, Bacillus amyloliquefaciens a dal§imi organizmami. Syntéza y-PGA ma
rozne fyziologické funkcie. Pre patogénne kmene, ako su Bacillus antracis alebo
Staphylococcus epidermis, je syntéza povrchovo asociovanej y-PGA esencialna pre
virulenciu, pretoze tvorba y-PGA kapsule zabrafiuje pristupu protilatok do baktérii. Bacile
Zijuce v pdde, ako je napriklad Bacillus licheniformis a Bacillus subtilis, produkuju
extracelularnu aniénovi y-PGA, ako viskoznu slizka vrstvu, do ktorej moézu byt
imobilizované toxické iony kovov. y-PGA produkovana baktériami v skorej stacionarnej faze
rastu moze byt pouzita ako zdroj uhlika a dusika v neskorSej stacionarnej faze. y-PGA je
potom degradovana depolymerazou alebo hydrolazou. Halofilné Archea vylu¢uju vysoko
hygroskopicku y-PGA na zvysenie dostupnosti vody v slanom mikro-prostredi bunky [3; 19;
28].

Mikrobidlna produkcia a-PGA je narocna apolymér modze byt produkovany len
rekombinantnou technoldgiou. Kratky a-PGA polypeptid bol vyrobeny ribozomalnou
syntézou pomocou umelého génu ako Sablony v rekombinantnom kmeni Echerichia coli
[19].
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2441 Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis je gram-pozitivna, sporulujuca baktéria, Siroko distribuovana ako
saprofyticky organizmus v Zivotnom prostredi. Na rozdiel od vicSiny ostatnych baktérii,
ktoré su prevazne aerdbne, Bacillus licheniformis je fakultativne anaerobna. Urcité izolaty
Bacillus licheniformis st schopné denitrifikacie. Bacillus licheniformis tvori kolonie
stredného priemeru (2-4 mm), nepravidelného tvaru, pricom mozu byt vlhké a maslovité
alebo slizovité. Okraje kolonii sa menia od vlnitych, vlaknitych, cez membranové,
s podkladovou hlienovitou matricou. Tieto kolonie maji tendenciu byt adherentné. Existuje
mnoho komerénych a polnohospodarskych vyuziti pre tento mikroorganizmus a jeho
mimobunkové produkty. Tento druh sa pouziva uz niekolko desatro¢i pri vyrobe
priemyselnych enzymov, vratane niekol’kych protedz, a-amylaz, penicillinaz, pentozanaz,
cykloglukosyltransferaz, p-manazy a niekolko pektolytickych enzymov. Specifické kmene
Bacillus licheniformis sa tiez pouzivaju na vyrobu peptidovych antibiotik, ako je bacitracin
a proticin, spolu s mnozstvom Specialnych chemikalii, ako je kyselina citrobnova, inozin,
kyselina inozinova a polymér kyseliny glutamovej. Ako baktérie tvoriace endospéry maja
schopnost’ prezit’ za nepriaznivych podmienok okolitého prostredia. Bacillus licheniformis je
mozné odliSit’ od inych baktérii na zaklade metabolickych a fyziologickych testov. AvSak
biochemické a fenotypové charakteristiky nemusia byt jednoznacné medzi pribuznymi
druhmi. Taxonomické studie ukazuju, ze Bacillus licheniformis je tizko spojena s Bacillus
subtilis a Bacillus amyloliquefaciens na zaklade porovnania 16 S rDNA a 16S-23S vnutorne
transkribovaného spaceru nukleotidovej sekvencie. y-PGA pochadzajuca z tohto
mikroorganizmu ma flexibilni konformaciu, ktora je zavisla na pH a koncentricii
v-PGA. Pod pH 7 existuje struktara y-PGA hlavne z a-skrutkovice. Nad pH 7 su tvorené

B-skladané listy, v tejto komformacii st negativne naboje efektivnejsie vol'né [29; 30; 31].

24472 Mechanizmus biosyntézy

Biosyntéza v y-PGA baktériach sa vykonava v dvoch krokoch. V prvom kroku st
syntetizované L- a D-glutamové kyseliny. Tieto jednotky glutdmovej kyseliny st spojené
dohromady v druhom kroku amidovymi vézbami medzi o-amino a y-karboxylovou
kyselinou. Jednotky L-glutamovej kyseliny, ktoré tvoria y-PGA mozu byt ziskané endogénne
alebo exogénne. Endogénna produkcia L-glutdmovej produkcie vyzaduje konverziu zdrojov
uhlika cez acetyl-COA a medziproduktov Citratového cyklu. o-ketoglutarové kyseliny

z Citratového cyklu sluzia ako priamy prekurzor syntézy kyseliny glutimovej. Pri exogénnej
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produkcii moéze byt L-glutamova kyselina prevedena na L-glutamin pomocou enzymu
glutaminsyntetaza. L-glutamin je taktiez prekurzom y-PGA. Proces y-PGA syntézy je
zlozeny zo 4 roznych faz: y-PGA racemizécia, y-PGA polymerizacia, y-PGA regulicia a
v-PGA degradacia [27].

v-PGA racemizacia - Ako uz bolo uvedené v sekcii 2.4.4.2, yv-PGA mdze mat’ L a D alebo
oba L, D enantioméry kyseliny glutamovej vroznych mnozstvach. Na zaclenenie
D-glutamovej kyseliny do retazca y-PGA je potrebné jej ziskanie z L-glutdmovej kyseliny
racemizaciou. Bacillus subtilis ma dva homology génu glutamatracemazy — racE/glr a yrpC.
Funkcia tychto génov nie je stale ista, pretoze sa liSia spravy o dolezitosti kazdého génu.
RacE je cytosolicky enzym s vysokou selektivitou na kyselinu glutamovu a preferenciou na
L-glutamovu kyselinu. RacE je dolezity len pre rast v komplexnom médiu, zatial’ ¢o yrpC je
aktivny, len ak su bunky pestované v minimalnom médiu. Ani jednému z tychto dvoch génov
glutamatracemdazy nebola zistend zodpovednost’ za syntézu y-PGA, aj ked’ sa oboje zdali byt’
nevyhnutné pre katabolizmus D-glutamatu. Naopak, ini vedci zistili, ze glr gény st
nevyhnutné pre konverziu L-glutamatu na D-glutamat pre syntézu y-PGA a peptidoglykanu,
ako aj rast v Bacillus subtilis. Vyskumy ukazali, ze Mn** ovplyviiuje enantiomérne zloZenie
v-PGA zmenou expresie glr génu. Pomer medzi L- a D-glutamatom v y-PGA Bacillus
licheniformis tiez zavisi od koncentracie Co** aZn?*. Vedci tiez potvrdili zéavislost
enantiomernej kompozicie y-PGA na Mn?* v Bacillus licheniformis a tiez Bacillus subtilis
[27].

v-PGA polymerizacia - Polyglutamat syntaza (Pgs) je kddovana pomocou Styroch génov
(pgsB, C, A a E) a ich homology v rode Bacillus st ywsC, ywtAB a capBCA. Nedavno bolo
zistené, ze pgsBCA je zodpovedny za y-PGA polymerizaciu na aktivne miesto komplexu
syntazy (PgsBCA) v ATP dependentnej reakcii. PgsB a pgsC tvoria hlavné casti
katalytického miesta, zatial’ o pgsA odstraiiuje prediZzeny retazec z aktivneho miesta, ktoré
je potrebné pre pridanie d’alSicho monoméru a transportu y-PGA cez kompaktni bunkovi
membranu. Bolo zistené, Ze rola pgsE Vv produkcii y-PGA je postradatelna a pri vysokych
koncentraciach pgsB, pgsC a pgsA prebieha tvorba y-PGA v nepritomnosti pgsE. Avsak, ini
vedci zistili, ze gén pgsE je nevyhnutny pre produkciu y-PGA Vv pritomnosti Zn?* [32].

v-PGA regulacia - y-PGA syntéza je regulovana dvoma signal-transkdukénymi
systémami: ComP-ComA regulatorom, dvojdielnym DegS-DegU, DegQ a SwrA systémom.
Uloha DegQ bola dokladne preskiimana a striedanie degQ zabraiiuje syntéze y-PGA a u¢inne

znizuje expresiu produkcie degrada¢nych enzymov. Vztah medzi SwrA a DegU zostava
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slabo pochopeny. Pritomnost SwrA a fosforylovaného DegU (DegU-P) by mohla plne
aktivovat’ pgs operon pre y-PGA produkciu, ale u¢inok kazdého génu na pgs transkripciu a
v-PGA produkciu bol zanedbatel'ny. Naopak, ini vedci zistili, ze vysoka uroven DegU-P
moze priamo aktivovat’ pgs expresiu pre y-PGA produkciu namiesto SwrA. Vo vSeobecnosti,
DegS-DegU, DegQ a ComP-ComA st zapojené do regulacie transkripcie, zatial ¢o SwrA
posobi v post-transkripénej urovni [32].

v-PGA degradacia - Mnozstvo enzymov bolo spojenych s degradaciou y-PGA.
v-glutamyl-transpeptidazy (GMT) st enzymy, ktoré prevadzaju y-glutamyl skupinu od
donora k akceptoru (peptidy a aminokyseliny) prostrednictvom vytvorenia medziproduktu
y-glutamyl enzymu v reakcii transpeptiddcie. Enzym ma schopnost vykondvat
exohydrolazovi aktivitu vo¢i y-PGA a uvol'nena glutamova kyselina je pouzita baktériou ako

zdroj uhlika a dusika [27].

245 Synteticka produkcia polyméru glutimovej kyseliny

a-PGA sa syntetizuje chemicky nukleofilne iniciovanou polymerizaciou y chrdneného
N-karboxyanhydridu L-glutamovej kyseliny za vhodného iniciatoru. N-karboxyanhydrid
moéze byt pripraveny vo vysokych vytazkoch. Mézu byt pouzité rozne chraniace skupiny
esteru (R), napriklad benzyl, fenyl, t-butyl, isopropyl, ethyl, methyl, propionyl. Chraniace
skupiny sa odstrania pridanim HBr a kyseliny trifluéroctovej v danom poradi. Polymerizacna
reakcia sa uskutociiuje v aprotickom rozpustadle, ako je toluén alebo chlorované alkany a je
iniciovand pridavkom primarneho aminu. Touto reakciou vznik4 vychodiskova kyselina —
ester polyméru glutamovej kyseliny. Vychodiskova kyselina méze hydrolyzovat’ za vzniku
polyglutdmovej kyseliny pri hydrolyzaénych podmienkach (Cas, teplota, rozpustadla,
hydrolyzujuce ¢inidla) [19; 33].

HN

Obrdzok 8 Nukleofilna polymerizacia monoméru esteru glutamovej kyseliny N-karboxyanhydridu v pritomnosti inicidtora
[33]
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Obrézok 9 Hydrolyza pri hydrolyzacnych podmienkach za vzniku a-PGA [33]
2.4.6 Aplikacia polyméru glutamovej kyseliny

v-PGA sa pouziva v potravindrskom priemysle, konkrétne v prirodzene sa vyskytujicom
slize natto (fermentovanych séjovych boboch), ale aj ako doplnok stravy, Ccinidlo
S prevenciou proti osteopordze ¢i kryoprotektant. Ako kryoprotektant y-PGA zvysuje
zivotaschopnost’ probiotickych baktérii v priebehu susenia vymrazovanim. Bolo zistené, ze
v-PGA chrani Lactobacillus paracasei efektivnejsie ako sachar6za, trehaldza alebo sorbitol.
v-PGA by ako doplnok stravy mohla t¢inne zvysit’ biologicku dostupnost’ vapnika zvySenim
jeho rozpustnosti a vstrebavania v éreve, ¢o znizi stratu kostnej hmoty u I'udi [32].

PGA je potencialny biosorbent pre odstranenie a obnovu t'azkych kovov z priemyselnych
a odpadovych vod, vd’aka svojej schopnosti viazat’ niekol’ko iénov kovov (Ni%*, Cu?*, Mn%",
AI*"). Ako aplikacie boli vyvinuté mikrofiltrané membrany s kovalentne pripojenou PGA,
ktoré maji extrémne vysoku kapacitu pre absorpciu tazkych kovov. y-PGA z Bacillus
licheniformis bola pouzita k absorpcii Cu** a bolo zistené, Ze y-PGA vykazuje velk afinitu
k Cu®* i6nom a ma vysoku vizbovu kapacitu [3].

Poly(aminokyseliny) st zaujimavé ako platformy na dodéavanie lie€iv, kvoli ich
biokompatibilite a biodegradacii k prirodzene sa vyskytujicim biologickym produktom. PGA
(o- alebo y-forma) je tieZ vo vode rozpustna a netoxickd. Ma karboxylové skupiny na
postrannych retazcoch, ktoré ponukaji uchyty na konjugaciu chemoterapeutickych ¢inidiel,
¢im sa toto lie€ivo stdva viac rozpustné a spravovatel'né. Konjugat a- alebo y-PGA-liecivo
moze vstipit’ do oblasti s nadorom a liek je uvolfiovany v priebehu ¢asu, ako polymér
biodegraduje. Kyselina glutdmovd potom moze vstupit do normalneho bunkového
metabolizmu a nie je vyludovana oblickami. Siroka $kala protirakovinovych &inidiel bola
konjugovana do 7y-PGA avysledné konjugaty boli testované. Napriklad pouZzitim
v-PGA-paclitaxel konjugatu (PG-TXL) bola u zvierat zaznamenana {iplna regresia nadoru

v rakovine vaje¢nikov 1 pfs po vpichnuti jedinej intraven6znej injekcie s vysokym obsahom
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PG-TXL. Paclitaxel (Taxol, TXL) je prirodné¢ antimikrotubula¢né cinidlo extrahované
z ihli¢ia a kory Taxis brevidolia a je chemoterapeutické Cinidlo so silnym protinddorovym
ucinkom. Hlavnym problémom pri klinickom pouziti paclitaxelu bola jeho nerozpustnost’ vo
vode, ktory sa prekonal konjugovanim s a- alebo y-PGA [27; 34].

Syntetické alebo semisyntetické chirugické lepidla trpia roznymi nedostatkami — nizkou
rychlostou degradacie a indukciou chronického zapalu. Lepidla zalozené na fibrine su
Vv sucasnosti najCastejSie pouzivané, avSak pokial bude fibrin vyrdbany z l'udskej krvi,
pretrvava riziko virusovej infekcie. Tieto lepidla sa pouzivaji na lepenie tkaniv, hemostazu
ana tesnenie vzduchu auniku telovych tekutin pocas operacii. Chemické zosietovanie
zelatiny a y-PGA alebo a-PGA sa preukézalo ako sl'ubné chirurgické lepidlo a hemostatické
¢inidlo a moZze byt potencidlnou nahradou fibrinu. Stidie na zvieratich ukazali, Ze takéto
hydrogély st v tele pomaly degradované bez naznaku ziadnych zavaznejSich zapalovych
reakcii. Bolo dokézané, ze takéto lepidlo stuhne rovnako rychlo ako fibrin a je efektivnejSie

Vv zabranovani uniku vzduchu z plac [19; 27].
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3.1

3.11

EXPERIMENTALNA CAST

Pouzité mikrobialne kmene, chemikalie a pristrojové vybavenie

Produkéné mikroorganizmy

K experimentalnej produkcii polyméru kyseliny jabl¢nej bola pouzitd kultira kvasinky

Aureobasidium pullulans CCM 8182 ziskand z Ceskej

zbierky mikroorganizmov

Prirodovedeckej fakulty Masarykovej univerzity v Brne a Aureobasidium pullulans

DSM 3497, pochadzajici z Leibniz Institatu DSZM - Nemeckej zbierky mikroorganizmov a

bunkovych kultar GmbH. Na produkciu polyméru glutdmovej kyseliny bola vyuzivana

baktéria Bacillus licheniformis CCM 2206 zadovazen4 z Ceskej zbierky mikroorganizmov

Prirodovedeckej fakulty Masarykovej univerzity v Brne.

3.12

Pouzité chemikalie, material, Standardy

V experimentalnej Casti tejto prace boli pouzivané tieto chemikalie, materil a Standardy:

3,5-dinitrosalicylova kyselina, Sigma-Aldrich, Nemecko

Agar powder, Himedia, India

Beef extract, Himedia, India

Cetylmetylaméonium bromid (CTAB), Sigma-Aldrich, Nemecko
Citrénan sodny p.a., Lachema, CR

Dihydrogenfosfore¢nan draselny, p.a., LachNer, CR

Glukoza monohydrat p.a., Lach-Ner, CR

Glutamat sodny-L-glutamova kyselina, Sigma-Aldrich, Nemecko
Glycerol bezvody, Lach-Ner, CR

Hydrogenfosfore¢nan didraselny, Lach-Ner, CR
Hydrogénfosfore¢nan disodny dihydrat, Penta, CR

Hydroxid sodny perli¢kovy, p.a., Lach-Ner, CR

Chlorid amoénny, Lach-Ner, CR

Chlorid draselny p.a., Lachema, CR

Chlorid manganaty hexahydrat, Lachema, CR

Chlorid sodny p.a., Lachema, CR

Chlorid véapenaty p.a., Lachema, CR
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3.1.3

Chlorid Zelezity heptahydrat, Lach-Ner, CR
Kyselina L-jablecna, Sigma-Aldrich, Nemecko
Kyselina sirova, 96%., Lach-Ner, CR

Laktéza p.a, Lach-Ner, CR

Nutrient Broth, Himedia, India

Pepton, Himedia, India

Perie hydinové

Siran amonny p.a., Lach-Ner, CR

Siran horeénaty heptahydrat p.a., Lachema, CR
Siran manganaty monohydrat

Srvatka, mliekarefi Pribina a.s., CR

Standard kyseliny polyglutamovej, Sigma-Aldrich, Nemecko
Uhli¢itan vapenaty, Lachema, CR

Vinan draselno-sodny tetrahydrat, Penta, CR
Yeast Autolysate, Himedia, India

Yeast Extract, Himedia, India

Pristroje a pomocky

V experimentalnej Casti tejto prace boli pouzivané tieto pristroje a pomocky:

Analytické vahy BAS 31, Boeco, Nemecko

Centrifuiga Hettich Zentrifugen, Nemecko

Centriftga U-32R, Boeco, Nemecko

ELISA ReaderBio Tek ELx808

Inkubator IP60 UF 60L, Scientific laboratory supplies, UK

Tonoy chromatograf 850 Professional IC Anion, Metrohm, Svaj&iarsko
Koléna Metrosep Organic Acids - 250/7.8, Metrohm, Svajéiarsko
Laboratérne sklo

Laminarny box Aura mini, Bioair Instruments, UK

pH meter Sensodirect 200, Lovibond, USA

Spektrofotometr UV-VIS Helios a, Unicam, UK

Temperovana trepacka ES-20, Biosan, LotySsko

Temperovana trepatka Heidolph Unimax 1010, Labicom, CR
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e Ultrazvuk PS02000 ultrasonic compact cleaner 1,25L, PowerSonic, SR
e Vahy Kern EW 620-3NM, Nemecko

e Vodny ktapel’ TW2, Julabo, Nemecko

e Vortex TK3S, Kartel spa, USA

3.2 Hydrolyza odpadovych substratov

3.2.1 Enzymaticka hydrolyza srvatky
Srvatka bola hydrolyzovana 0,5 obj. % proteazou po dobu 24 hodin na trepacke s 180 rpm,

temperovanej na 50 °C.

3.2.2 Chemicka hydrolyza peria

Hydinové perie bolo hydrolyzované v Erlenmayerovej banke o objeme 250 ml. Do tejto
banky bolo prevedenych 100 ml 0,5 M roztoku hydroxidu sodného (2 g NaOH v 100 ml
destilovanej vody) a 6 g nastrihaného hydinového peria. Zmes bola premieSana, banka bola
uzavretd zatkou a umiestnend do mikrovlnnej rary po dobu 7 mintt. Po skonceni hydrolyzy
bol obsah banky o vyslednej koncentracii 60 g/l peria prefiltrovany za znizeného tlaku cez

Biichnerov lievik a filtrat zneutralizovany kyselinou sirovou.

3.3 Kultivacia kmenov Aureobasidium pullulans

3.31 Tuhé uchovavacie médium

K dlhodobému uchovaniu kmenov Aureobasidium pullulans bolo pouzit¢ YPD médium
s obsahom agaru 0 koncentracii 20 g/l. Na vopred pripravené, stuhnuté médium na Petriho
miskach bola asepticky ockovanad bakteridlna kultira. Tieto zaockované misky boli
ponechané¢ po dobu 24 hodin pri teplote 30 °C a nésledne prenesené do chladnicky a

uchované pri teplote 4 °C.

3.3.2 Priprava inokula

Prvym krokom kultivacie mikroorganizmov bolo jeho prenesenie z uchovavacieho média do
inokula. Kultivacia inokula prebiehala na trepacke temperovanej na teplotu 30 °C pri
180 rpm, v priebehu 24 hodin. K priprave inokula bolo pouzit¢ YPD médium o objeme 50 ml
v 100 ml Erlenmayerovych bankach, sterilizované pri 121 °C po dobu 20 minut, S0 zloZenim

uvedenym v nasledujucej tabulke:
28



Tabulka 1 Zlozenie YPD média

zluc¢enina koncentracia (g/1)
yeast bateriology 10
glukéza 20
pepton 20
3.3.3 Priprava produkéného média

Kultivacia mikroorganizmu Aureobasidium pullulans prebiehala v réznych produkénych
médiach v zavislosti od sledovanych efektov rozli¢nych uhlikatych a dusikatych zdrojov na
rast buniek a produkciu polyméru kyseliny jabl¢nej. Boli pouzivané 100 ml Erlenmayerové
banky obsahujuce 50 ml produkéného média (Tabulka 2), do ktorého bolo v laminarnom
boxe pridané inokulum o objeme 10 obj. %. Zaockované produkéné médium bolo
inkubované pri 30 °C na trepacke (180 rpm) po dobu 72 hodin, nasledne bol experiment

ukonceny. Zlozenia produkénych médii st uvedené v tabulkéch:

Tabulka 2 Produkcné médium I

zlucenina koncentracia (g/1)
NaNO3 2
KH,PO, 0,1
MgSQ,.7 H,O 0,1
KCI 0,5
glukoza 90

Tabulka 3 Produkcné médium 11

Zlucenina koncentracia (g/l)
(NH4)2SO04 0,50
KH,PO, 0,50
MgSO,.7 H,O 0,34
yeast autolysate 0,70
glukoza 60
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3.34 Stadium efektov pociato¢nej koncentracie glukézy na produkciu PMA

Pre tento experiment boli vyuzivané kmene Aurobasidium pullulans DSM 3497,
Aurobasidium pullulans CCM 8182. Rozne pociatoéné koncentracie glukozy (60, 90, 120 a
150 g/l) boli aplikované pre Aureobasidium pullulans CCM 8182. Vplyv tychto koncentracii
bol sledovany pri dvoch nezavislych kultivaciach, ked” pri prvom experimente bol navyse do
produkéného média pridany uhlic¢itan vapenaty o koncentracii 30 g/l. Koncentracie glukézy
120 a 150 g/l boli uz pomerne vysoké, preto sa pri Kkultivacii Aureobasidium
pullulans DSM 3497 pracovalo len s glukézou o koncentracii 60, 80 a 90 g/l. Produkéné
médium | (Tabulka 2) bolo vysterilizované najskor bez pridavku glukézy. Téa sa pridavala vo
vypocCitanom mnozstve az v laminarnom boxe z aseptického zasobného roztoku o
koncentracii 60 g/100 ml glukozy a objem produkéného média bol doplneny sterilizovanou
destilovanou vodou na objem 50 ml. Nasledne bolo toto produkéné médium ockované
10 obj. % inokula. Kultivacie prebiechali na temperovanej trepacke pri teplote 30 °C a
rychlosti 180 rpm v 100 ml Erlenmayerovych bankach obsahujiucich 50 ml produkéného
média a bola ukonéena po 72 hodinach. Boli vykonané Sstanovenia koncentracie biomasy,
extracelularnych produktov a zvyskovej koncentracie glukozy. Postupy pre tieto stanovenia

st uvedené v kapitolach 3.3.7, 3.3.8 a 3.3.9.

3.35 Stidium efektu réznych suplementov na bunkovy rast a produkciu PMA

Bolo vykonané testovanie roznych zdrojov uhlika, dusika a d’alSich prekurzorov tvorby
polyméru kyseliny jabl¢nej za stalej koncentracie glukdzy. V tejto $tadii boli pouzité dve
inokula. 24 hodinové inokulum | bolo zaockované do média s takym istym zlozenim —
inokulum I1. Na experiment bolo pouzité produkéné médium I (Tabul'ka 2) s gluk6zou 60 g/l
a yeast extraktom o koncentracii 3 g/l. V prvom experimente bola gluk6za nahradena
laktozou o koncentracii 60 g/l. Dalej sa skamal vplyv pridavku uli¢itanu vapenatého o
koncentracii 30 g/l a kyseliny fumarovej o koncentracii 3 g/l za stalej koncentracie glukozy
60 g/l. V dalSom experimente bol dusi¢nan sodny nahradeny dusi¢nanom aménnym a
posledna banka obsahovala produkéné médium II (Tabulka 3). Experiment prebiehal
72 hodin pri 30 °C na temperovanej trepacke pri 180 rpm. SuSina bola stanovena
gravimetricky. Supernatant ziskany po centrifugacii bol pouzity pre stanovenie koncentracie

extracelularnych produktov a zvyskovych koncentracii redukujucich sacharidov.
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3.3.6 Pouzitie srvatky a peria — odpadovych substratov v produkcii PMA

Na tento ucel bola vyuzivana hydrolyzovana aj nehydrolyzovana srvatka, ktora mohla
slizit’ ako zdroj uhlika a dusika. Experiment bol vykonavany na kmenoch mikroorganizmu
Aureobasidium pullulans DSM 3497 a Aureobasidium pullulans CCM 8182. Pre kultivaciu
bolo vyuzivané produkéné médium I (Tabul'ka 2). Pri nehydrolyzovanej srvatke s kmenom
Aureobasidium pullulans DSM 3497 bolo vyuzivané produkéné médium I s pridavkom yeast
extraktu o koncentracii 3 g/l. Bola prichystana séria 5 Erlenmayerovych baniek, do ktorych
bolo navazené mnozstvo zloziek produkéného média na celkovy objem 50 ml. V prvej
Erlenmayerovej banke boli tieto komponenty zaliate 100 obj. % srvatky, v druhej banke bol
pridavok 50 obj. % srvatky, zvySok predstavovala destilovana voda a glukéza s celkovou
koncentraciou 40 g/l. Tretia Erlenmayerova banka obsahovala 10 obj. % srvatky a ostatok
tvorila destilovana voda a glukéza s vyslednou koncentraciou 90 g/l v 50 ml roztoku. Vo
Stvrtej banke sa nachadzalo také isté zloZenie ako v tretej, avSak bez pridavku yeast extraktu.
Piata Elenmayerova banka bola kontrolna, bez srvatky, s koncentraciou glukozy 90 g/1.

Hydrolyzovana srvatka bola pouzita pre kmen Aureobasidium pullulans CCM 8182
s vyuzitim produk¢ného média I (Tabulka 2). Komponenty produkéného média boli zvazené
do 4 Erlenmayerovych baniek. Pokus bol v prvych troch bankach vykonavany rovnako, ako
pri nehydrolyzovanej srvatke, a teda aplikacia 100 obj. % srvatky, 50 obj. % srvatky s 40 g/l
glukdzy a 10 obj. % srvatky s 90 g/l glukozy. Stvrtd banka bola kontrolna s koncentraciou
glukézy 90 g/l.

Chemicky hydrolyzované hydinové perie sluzilo ako zdroj dusika. Do komponentov
produkéného média | bolo pridanych 10 obj. % hydrolyzatu peria, ostatok tvorila destilovana
voda a glukoza s koncentraciou 90 g/l. Experiment bol uskuto¢neny S pouzitim a bez pouZitia
yeast extraktu (3 g/l). U vSetkych experimentov prebiehala kultivacia po dobu 72 hodin na

temperovane;j trepacke s 30 °C a 180 rpm.

3.3.7 Analyza biomasy

Po 72 hodinovej kultivacii mikroorganizmu bolo z Erlenmayerovych baniek odobratych
10 ml vzorku k stanoveniu koncentracie biomasy gravimetrickou metodou. Vzorky boli
scentrifugované pri 10 000 rpm po dobu 5 mintt, supernatant bol uchovany na analyzu
zvyskovych sacharidov a extracelularnych produktov. Precipitant — bunkova biomasa bola
vysusena pri 75 °C v suSiarni do konStantnej hmotnosti a zvazenad na analytickych vahach.

Obsah bol prepocitany na jednotku g/1.
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3.3.8 Stanovenie koncentracie extracelularnych produktov gravimetricky

Mikroorganizmus Aureobasidium pullulans produkuje polymér kyseliny jablénej a tiez
extracelularny polysacharid pullulan. Koncentracia extracelularnych produktov bola ur¢ena
ako zmes tychto dvoch polymérov. Polyméry boli separované zo supernatantu etanolovou
precipiticiou a ndslednym Scentrifugovanim. Dva objemy vychladeného etanolu boli
zmie$ané s jednym objemom vzorku a inkubované pri 4 °C v chladni¢ke na 30-60 minnt.
Vyzrazané polyméry boli scentrifugované pri 6 000 rpm po dobu 10 minut. Precipitant bol
umiestneny do susiarne steplotou 75 °C a suSeny do konStatnej hmotnosti. MnoZstvo
extracelularnych produktov bolo uréené zvazenim suchého precipitantu na analytickych

vahach a naslednym prepoctom na jednotku g/1.

3.3.9 Stanovenie redukujicich sacharidov pomocou 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny

Tato metoda je zaloZzena na reakcii 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny s redukujacimi
sacharidmi za vzniku 3-amino-5-nitrosalicylovej kyseliny, ktora silne absorbuje svetlo pri
540 nm [35].

3.39.1 Priprava roztokov a vzoriek

Na pripravu roztoku 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny boli navazené 2 g tejto kyseliny, ktora
bola rozpustena v 100 ml destilovanej vody a 40 ml 2 M NaOH. Po rozpusteni kyseliny
3,5-dinitrosalicylovej bolo do roztoku pridané 60 g vinanu sodnodraselného a objem bol
doplneny destilovanou vodou na 200 ml.

Supernatanty boli po centrifugacii pouzité ako vzorky pre stanovenie koncentracie
redukujucich sacharidov pomocou 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny. Pri stanoveni bolo pouzité
0,5 ml vhodne nariedenej vzorky a0,5 ml pripraveného Ccinidla 3,5-dinitrosalicylovej
kyseliny. Vzorky boli zahrievané vo vodnom kupeli o teplote 70 °C po dobu 10 mindt.
Vzorky boli ponechané v tme az do vychladnutia. Po vychladnuti boli doplnené destilovanou
vodou na objem 10 ml apremiesané vortexom. Tieto vzorky boli zanalyzované na
spektrofotometri pri vinovej dizke 540 nm. Kazda vzorka bola trikrat premerand a zo
ziskanych hodndt absorbancii bol pomocou softvéru Microsoft Excel vypocitany ich priemer

a nésledne aj koncentracia z rovnice kalibracnej krivky.
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3.3.9.2 Priprava kalibracnej krivky

Pre stanovenie kalibra¢nej krivky bol pripraveny roztok glukézy o koncentracii 4 g/l a do
skiamaviek bolo napipetované 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 a 3,5 ml tohto roztoku a doplnené na
objem 4 ml destilovanou vodou. Bolo odpipetované 0,5 ml tychto roztokov a k nim pridané
0,5 ml ¢inidla 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny. Skiimavky boli inkubované v 70 °C vodnom
kapeli po dobu 10 minat, vychladnuté vtme, doplnené na objem 10 ml a premieSané

vortexom. Absorbancia bola trikrat premerana pri vlnovej dizke 540 nm.

3.3.10 Urdenie koncentracie PMA iénovo vymennou chromatografiou IEC

U vzoriek supernatantov ziskanych zjednotlivych kultivacii bola po hydrolyze
analyzovana koncentracia kyseliny jablénej pomocou IEC za pouzitia vodivostného
detektoru a kolony na organické kyseliny. Na kalibraciu bol pouzity standard kyseliny
jablénej o koncentracii 100 ppm. Mobilnou fazou bola 0,25 mM HCIO4 s prietokom
0,5 ml/min. Analyza prebiehala 32 mintt pri teplote termostatu 30 °C. PMA produkcia bola
reportovana ako jabléna kyselina ziskana po hydrolyze PMA s 2 M H,SO..

3.3.10.1  Priprava hydrolyzovanych vzoriek

Do sklenenych vialiek bolo pipetované 2 ml supernatantu a pridané 2 ml 2 M kyseliny
sirovej. Vialky boli uzavreté, premieSané a obsah bol hydrolyzovany 24 hodin pri teplote
90 °C. Po hydrolyze bolo upravované pH na hodnotu 3-8 prostrednictvom 2 M roztoku
hydroxidu sodného. Neutralizované vzorky boli doplnené na objem 10 ml destilovanou
vodou, nasledne boli centrifugované. Po odstraneni neZiaducich zrazenin z roztokov boli

vzorky 10x zriedené. Takto pripravené vzorky boli pouzité na analyzu koncentracie PMA.

3.4 Kultivacia mikroorganizmu Bacillus licheniformis

34.1 Tuhé uchovavacie médium

Na dlhodobé uchovanie kultiry bolo pouzZité vopred vysterilizované NB médium 0
koncentracii 25 g/l destilovanej vody a agaru o koncentracii 20 g/l a médium uvedené
v Tabul’ka 4. Kultira mikroorganizmu Bacillus licheniformis bola kultivovana 24 hodin na
temperovanej trepacke o teplote 37 °C a nasledne uchovana na agarovych platniach v tme pri
4 °C.
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Tabulka 4 Tuhé uchovavacie médium

zlacenina koncentracia (g/1)
pepton 5
beef extract 3
MnSQO,.2 H,O 0,01
agar 20
3.4.2 Priprava inokula

Zlozenie inokula bolo rovnaké ako pri priprave tuhych uchovavacich médii (Tabulka 4),
avsak bez pridavku agaru. Kultura Bacillus licheniformis bola zaockovana z Petriho misky
do 100 ml Erlenmayerovej banky s 50 ml objemom sterilného média. Kultivacia inokula
prebichala za staleho trepania pri teplote 37 °C, 180 rpm v priebehu 16 hodin. Toto inokulum

bolo na d’alsi defl pouzité na zaoCkovanie produkéného média.

343 Priprava produkéného média

Na zaklade $tadia literatary boli pre kultivaciu baktérie Bacillus licheniformis vybrané dve
produkéné média. Experimentalne sa neosvedcilo E médium (Tabulka 6), ktoré je v odbornej
literature [25; 36] velmi Casto vyuzivané na produkciu polyméru kyseliny glutimove;.
Po sterilizacii 50 ml produkéného média v 100 ml Erlenmayerovych bankach pri 121 °C po
dobu 20 minat bolo toto médium zaockované v laminarnom boxe inokulom o objeme
10 obj. %. Banka bola umiestnena na temperovanu trepacku s teplotou 37 °C a rychlostou
180 rpm na 72 hodin.

Tabulka 5 Produkcné médium

zlucenina koncentracia (g/1)
glutamat sodny 20
glukoza 20
(NH4)2SO04 10
Na;HPO4 1
KH,PO, 1
MgS0O,.7 H,O 0,50
MnCl;,.4 H,0 0,02
FeCls.7 H,O 0,05
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Tabulka 6 E médium

Zlu¢enina koncentracia (g/l)

glutamat sodny 20
kyselina citrénova 12
glycerol 80
NH,CI 7
KH,PO, 0,5
MgS0O,.7H,0 0,5

MnSO4.H20 0,104

CaCl,.H,0 0,15

FeCl3.7H,0 0,04

344 Stidium vplyvu pH na biosyntézu PGA

Bol uskuto¢neny experiment s cielom preskiimat’ vplyv réznych koncentracii (NH4)2SO4
na produkciu polyméru kyseliny glutamovej. Produkéné médium (Tabulka 5) bolo
pripravené s roznymi koncentraciami siranu amoénneho (1, 3, 5 a 10 g/l), nasledne
zaoCkované inokulom a vlozené do temperovanej trepacky s 180 rpm a teplotou 37 °C.
Kultivacia bola ukonena po 72 hodinach. Bola stanovena biomasa a tiez obsah

polyglutamovej kyseliny, gravimetricky a spektrofotometricky.

3.4.5 Pouzitie odpadovych substratov v produkcii PGA

Prebehla Stidia produkcie polyméru kyseliny glutdmovej S pouZzitim odpadovych
substratov, konkrétne nehydrolyzovanej srvatky a hydrolyzovaného peria. Do
Erlenmayerovych baniek boli navazené zlozky produkéného média (Tabul'ka 5). Do prvej
banky bolo pridané 10 obj. % srvatky, do druhej 10 obj. % peria a tretia banka bola kontrolna
— bez pridavku odpadového substratu. Objem baniek bol doplneny na 50 ml, zaockovany
inokulom pripravenym predchadzajici den. Experiment prebichal 72 hodin na temperovanej
trepacke s 37 °C a 180 rpm. Bola stanovena koncentracia biomasy a polyméru kyseliny

glutamove;.

3.4.6 Analyza biomasy

Biomasa bola analyzovand gravimetricky hned’ po ukonceni kultivacie. Postup bol

uskuto¢neny rovnakym spdsobom, aky je popisany v bode 3.3.7.
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3.4.7 Stanovenie koncentracie PGA gravimetricky

Ziskany supernatant po Scentrifugovani kultury po inkubécii bol pouzity na gravimetrické
stanovenie koncentracie polyméru glutamovej kyseliny. 3 objemy vychladeného etanolu boli
pridané K jednému objemu supernatantu. lhned’ po pridavku etanolu bol viditeny vlaknity
precipitat polyglutamovej kyseliny. Zmes bola uchovand 24 hodin pri 4 °C v chladnicke a
nasledne centrifugovana pri 6 000 rpm po dobu 10 minat. Etanol bol odliaty a zrazenina

ususena v susiarni pri teplote 75 °C, zvazena a prepocitana na jednotku koncentracie g/1.

3.4.8 Stanovenie koncentracie PGA spektrofotometricky

Koncentracia polyméru kyseliny glutimovej bola merand pomocou spektrofotometricke;j
metody s vyuzitim zluceniny cetyltrimetylamonium bromid (CTAB). V tejto metdde sa
CTAB viaze Specificky ku y-PGA za tvorby vo vode nerozpustného, vysoko dispergovaného

micelarneho komplexu, ¢o vedie k zakaleniu suspenzie [37].

3.4.8.1 Priprava roztokov a vzoriek

Na analyzu bol pouZzivany 0,07 M roztok CTAB v 2 % hydroxide sodnom. Na pripravu
tohto roztoku bolo navazené 0,51 g CTAB a 0,4 g NaOH zmiesaného s 20 ml destilovanej
vody. Po pridavku hydroxidu sodného k CTAB sa zmes podrobila ultrazvuku na dispergéaciu
gélovitych molekul CTAB.

Supernatant bol pouzity ako vzorka na urCenie koncentracie polyméru kyseliny
glutamovej. y-PGA bola vyzrazana pridanim dostato¢ne chladeného bezvodého etanolu.
K jednému objemu supernatantu boli pridané tri objemy etanolu. Zmes bola drzana pri
teplote 4 °C 24 hodin. y-PGA bola oddelena centrifigou pri 12 000 rpm po dobu 20 minut.
Etanol bol odliaty, polymér zmieSany s 2 ml vody a rozpusteny vortexom. Na mikrotitrant
dosti¢ku bolo odpipetovanych 100 pl vzorky a zmiesanych so 100 ul CTAB roztoku. Po
uplynuti troch mint bola koncentracia polyméru kyseliny glutamovej stanovena meranim
zékalu pri 405 nm oproti slepému vzorku (100 pl destilovanej vody a 100 pl roztoku CTAB)
a porovnana s kalibraénou krivkou pripravenou pouzitim ¢istého polyméru kyseliny

glutamovej v softvéri Microsoft Excel.

3.4.8.2 Priprava kalibra¢nej krivky
Kalibra¢na krivka bola zostrojena premeranim roztokov Standardu polyméru Kkyseliny

glutdmovej o koncentracii 10-100 pg/ml. Na jej ziskanie bol pripraveny zasobny roztok
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polyméru kyseliny glutimovej o koncentracii 1 mg/ml. Z tohto zasobného roztoku bolo do
2 ml Eppendorf skiimaviek napipetované 10, 20, 50, 75, 100 ul a doplnené na objem 1 ml
destilovanou vodou. Eppendorf skimavky boli zvortexované na vytvorenie homogénnych
roztokov. Z tychto skamaviek bolo d’alej pipetované 100 pl na mikrotitraéni dosti¢ku a
pridany ten isty objem CTAB roztoku. Po 3 minutach reakcie pri laboratérnej teplote bola

zmerana absorbancia pomocou pristroja ELISA pri 405 nm.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Kalibracia metod

4.1.1 Stanovenie redukujucich sacharidov pomocou 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny

Hodnoty pre kalibracnd krivku vyjadrujicu linedrnu zavislost medzi absorbanciou a

znamymi koncentraciami glukozy boli ziskané podl'a postupu v kapitole 3.3.9.2.
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Graf 1 Kalibracna krivka na stanovenie redukujicich sacharidov pri 540 nm

Z tejto kalibracnej krivky bola urcena kalibraéna zavislost y = 0,297 3x S regresnym

koeficientom R? = 0,994 4, z ktorej bola uréovana koncentracia zvyskovej glukozy vo

vzorkach.

4.1.2 Urcenie koncentracie PMA ionovo vymennou chromatografiou IEC

Pomocou i6novo vymennej chromatografie bol analyzovany Standard kyseliny jablénej o
koncentracii 100 ppm. Chromatogram vyjadruje zavislost’ medzi retenénym ¢asom na 0Si X a

vyskou pikov na osi Y.
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Graf 2 Chromatogram kyseliny jablcnej o koncentrdcii 100 ppm

Vrchol piku na vizudlnom vystupe z chromatografu s retenénym casom 9,280 minut
zodpoveda kyseline jabl¢nej. VySka tohto piku je 12,725 upS/cm. Integraciou piku bola
zistena jeho plocha s hodnotou 4,738 5 (uS/cm) x min, pomocou ktorej bola vypocitana
koncentracia jabl¢nej kyseliny vo vzorkdch, a to porovndvanim ploch pikov vzorkov

(priamou umerou), S prihliadnutim na riedenie vzorkov.

4.1.3 Stanovenie koncentracie PGA spektrofotometricky

Data pre stanovenie kalibracnej krivky boli ziskané spektrofotometrickym meranim

koncentracii §tandardu polyméru kyseliny glutamovej pri vinovej dizke 405 nm.

0,40 -~

0,35 -

0,30 -
y = 0,0035x

0,25 i R2 = 0,9962

< 0,20 -
0,15 -
0,10 -

0,05 ~

0,00 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
¢ [pg/ml]

Graf 3 Kalibracnd krivka na stanovenie koncentracie PGA pri 405 nm
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Z kalibra¢nej krivky bola zistend rovnica regresnej priamky y = 0,003 5x S regresnym
koeficientom R? = 0,996 2. Tato kalibratna zavislost nésledne posluZila na urcenie

polyméru glutamovej kyseliny vo vzorkach.

4.2 Kultivacia kmenov Aureobasidium pullulans

421 Stidium efektov pociato&nej koncentricie glukézy na produkciu PMA

Bol Studovany efekt poc¢iato¢nej koncentracie glukozy v kultivatnom médiu na produkciu
PMA a rast buniek. Jabl¢na kyselina je intermediat v Krebsovom cykle a jej produkcia, ktora
je predpokladom biosyntézy PMA, vyzaduje nadmerné zasobovanie gluk6ézou. Vysoka
koncentracia glukozy preto napomaha PMA produkeii [38].

Boli stanovované koncentracie biomasy a extracelularnych produktov ako zmes polyméru
kyseliny jablénej a pullulanu. Daldim stanovenim bola koncentracia zvyskovej glukozy, resp.
nevyuzitej pociatocnej glukozy pri fermentacnom procese. Poslednou hodnotou je mnozstvo
hydrolyzovaného PMA.

V prvom experimente boli $tudované koncentracie 60, 90, 120 a 150 g/l glukozy a
pridavku CaCO3; 0 koncentracii 30 g/l na udrzanie neutralneho pH. Ako je z uvedenych
vysledkov (Tabulka 7) zjavné, PMA produkcia sa zretelne navysila po navySeni
koncentracie glukozy z 60 na 90 g/l vo fermentacnom médiu. AvSak po d’alSich pridavkoch
glukézy sa uz vyrazne koncentracia PMA nemenila. Najvyssia koncentracia MA s hodnotou
3,487 g/l bola namerana pomocou IC pri 150 g/l glukdzy. Pri tejto koncentracii glukézy bol
vidite'ny narast bunkovej biomasy, avsak nizsie mnozstvo extracelularnych produktov oproti
120 g/1, glukoéza bola teda vyuZzita hlavne na rast buniek.

Za optimalnu koncentraciu glukézy pre produkciu PMA bola zvolend koncentracia 90 g/1,

kedy bola v porovani s poc¢iato¢nou gluk6zou produkcia PMA najvyssia.

Tabulka 7 Vysledky stanoveni pre kmen A. pullulans CCM 8182, experiment 1

pociatoéna extracelularne| zvySkova jabléna
glukoza biomasa produkty glukoza kyselina
9/ 9/ 9/ 9/ 9/
60 1,835+0,332 | 0,730+ 0,195 | 22,783+ 0,651 | 1,5892
90 1,660 + 0,608 | 1,815+ 0,415 |53,235+ 0,252 | 3,1358
120 3,135+ 0,021 | 2,300+ 0,430 |60,197 +0,398 | 3,2430
150 4,015+ 0,629 | 2,170+ 0,566 |55,466 + 0,846 | 3,4870
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Graf 4 Vysledky stanoveni pre kmeri A. pullulans CCM 8182, experiment 1

Pri druhom experimente sa vynechalo pouzitie CaCOj3 vV produkénom médiu a boli pouzité
rovnaké koncentracie glukézy a ten isty kmen Aureobasidium pullulans CCM 8182, tak ako
pri prvom experimente. Vysledky st vSak rozdielne. Pri 90 g/l glukozy bola namerana
najvyssia koncentracia bunkovej biomasy, ktord sa so zvysSujucou koncentraciou glukdzy
znizovala. Koncentracia extracelularnych polymérov narastala takmer linearne so zvySujtiicou
sa koncentraciou glukozy. Pri tomto experimente bola pozorovana vysSia koncentricia
extracelularnych polymérov, avSak nepodarilo sa zanalyzovat’ kKyselinu jablénti. To mohlo
byt zapri¢inené nepouzitim neutralizujiceho uhli¢itanu vapenatého. Niz§ie pH mohlo
sposobit’ hydrolyzu PMA (pri pH <5) a indukovat’ produkciu extracelularneho polysacharidu,
pullulanu (pH 4,5) a chlamydospor (pH 3) [38].
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Tabulka 8 Vysledky stanoveni pre kmern A. pullulans CCM 8182, experiment 2

pociatoéna extracelulirne| zvyskova jabléna
glukoza biomasa produkty glukoza kyselina
(g/l) (g/l) g/l (g/l) (g/)
60 1,230+ 0,167 | 2,300 + 0,282 | 20,153 + 0,582
90 4,520+ 0,373 | 2,700+ 0,064 | 39,713 &+ 2,965
120 4,100 +£0,110 | 3,233+0,047 | 60,410 = 6,992
150 3,930+ 0,313 | 4,366 + 0,346 | 73,540 + 0,857
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Graf 5 Vysledky stanoveni pre kmeri A. pullulans CCM 8182, experiment 2

Treti experiment S$tudia efektu pociatonej koncentracie glukézy na rast buniek
a biosyntézu PMA bol realizovany s kmenom Aureobasidium pullulans DSM 3497. Boli
zvolené koncentracie 60, 80 a 90 g/l glukdzy v produkénom médiu | (Tabulka 2). S vys§imi
koncentraciami sa nepracovalo kvoli vysledkom zexperimentu 1 (Tabulka 7), kedy sa
koncentracia PMA pri 120 a 150 g/l oproti 90 ¢/l uz vyrazne nemenila. Aj napriek
nepouzivaniu neutraliza¢nej zluceniny CaCO;z; sa podarilo vyprodukovat polyjablénu
kyselinu. Najvyhodnejsia koncentracia zdroja uhlika sa moze 1iSit’ v zavislosti od kmena
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mikroorganizmu Aureobasidium pullulans. Aureobasidium pullulans DSM 3497 poskytoval
najvyssie hodnoty jablénej kyseliny pri 80 g/l glukdézy, hodnoty koncentracie biomasy
a extracelularnych produktov boli takmer zhodné s vysledkami ziskanymi kultivaciou

s koncentraciou glukozy 90 g/l. Pri vSetkych troch experimentoch boli pri pouziti 60 g/l

v

kyseliny.
Tabulka 9 Vysledky stanoveni pre kmeii A. pullulans DSM 3497, experiment 3
pociatocna extraceluliarne zvySkova jabléna
glukoza biomasa produkty glukoza kyselina
D) @9/ D) @/ C1D)
60 1,060 + 0,156 | 1,650=+0,189 | 31,174 + 0,127 | 0,812
80 1,655+ 0,120 | 2,450+ 0,101 | 39,586 + 0,235 | 2,651
90 1,655+0,229 | 2,350+0,283 | 31,111+ 0,019 | 1,812
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Graf 6 Vysledky stanoveni pre kmeii A. pullulans DSM 3497, experiment 3
4.2.2 Stadium efektu réznych suplementov na bunkovy rast a produkciu PMA

Tento experiment bol uskutoéneny pri konstantnej koncentracii glukozy 60 g/l
s mikroorganizmom Aureobasidium pullulans DSM 3497. V prvej Erlenmayerovej banke

bola testovana laktéza ako zdroj uhlika. Bol sledovany vplyv na rast a produkciu PMA
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pridavkom CaCOsz s30 g/l a kyseliny fumarovej o koncentracii 3 g/l, a tiez zamena
dusikatého zdroja NaNOg3 za dusi¢nan aménny [9]. V poslednej Erlenmayerovej banke bolo
pouzit¢ produkéné médium Il (Tabulka 3) sinym zlozenim ako klasicky pouzivané
produk¢né médium.

Boli urcené a tiez graficky spracované obsahy bunkovej biomasy, extracelularnych
produktov, zvyskovej glukozy a jabl¢nej kyseliny.

Pouzitie dvoch inokul malo vyrazne pozitivny efekt na rast biomasy, boli dosiahnuté jej
niekol’kondsobne vysSie vytazky. Zvysila sa tiez koncentracia extracelularnych produktov
oproti predchadzajicim experimentom so 60 g/l glukézy v produkénom médiu. Produkéné
médium S uhli¢itanom véapenatym malo pozitivny efekt na produkciu polyméru kyseliny
koncentraciu biomasy. Niektoré kmene mikroorganizmu Aureobasidium pullulans nemajt
schopnost’ utilizovat’" laktéozu ako zdroj uhlika pre produkciu ECP [39]. Na experiment
pouzity kmen Aureobasidium pullulans DSM 3497 asimiloval laktozu a vyuzil ju
pravdepodobne len na produkciu pullulanu. Pridavok kyseliny fumarovej, prekurzor kyseliny
jabl¢nej, ukazal zniZeni hodnotu biomasy. Na rozdiel od vysledkov prezentovanych vo
vedeckom ¢lanku, nepodporil tento suplement tvorbu PMA [9]. Pouzitim dusi¢nanu
amoénneho ako nahrady za dusi¢nan sodny doslo k produkcii biomasy a PMA o vel'mi
podobnych vytazkoch ako v experimente s uhli¢itanom vapenatym. NajvysSich vytazkov
ECP bolo dosiahnutych pouzitim produkéného média Il. Z vysledkov (Tabul'ka 10) vyplyva,
ze pouzité médium stimulovalo pravdepodobne len syntézu pullulanu, pretoZe sa nepodarilo
analyzovat’ jablénu kyselinu. Porovnanim vysledkov s Tabulka 9 pri koncentracii 60 g/l
glukézy bola po pridani uhliitanu vapenatého a zdmene dusicnanu sodného za dusi¢nan
amonny zistena vysSia koncentracia jabl¢nej kyseliny. Tymto pridavkom mozZno priradit

pozitivny vplyv na PMA produkciu.

Tabulka 10 Vysledky stanoveni pre kmern A. pullulans DSM 3497

extraceluliarne zvySkova jabléna
podmienky biomasa produkty glukéza kyselina
kultivacie (a/h) (a/h (a/h (a/)
A |laktéza 1,260 + 0,822 | 2,550 + 0,241
B | uhli¢itan vapenaty 12,790 + 0,322 | 2,100+ 0,204 | 19,105+ 0,299 | 1,418
C |kyselina fumarova 8,780+0,415 | 3,550+0,291 | 32,134 + 0,108 0,990
D |dusi¢nan aménny 12,460 + 0,258 | 3,600 +£0,312 | 19,442 + 0,101 1,306
E |produkéné médium Il | 12,460 + 0,824 | 5,350 + 0,412 | 26,135+ 0,154
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Graf 7 Vysledky stanoveni pre kmeii A. pullulans DSM 3497
4.2.3 Pouzitie srvatky a peria — odpadovych substratov v produkcii PMA

V tejto Studii boli vyuzivané odpadové substraty, ktoré by mohli znizit’ ndklady na produkciu
PMA. Bola vyuzivana srvatka, ktorej hlavnym komponentom je sacharid laktéza. Srvatka je
tiez pomerne dobrym zdrojom bielkovin, ako bolo uvedené v kapitole 2.2.1. Hydrolyzované
perie poskytovalo zdroj dusika vo forme aminokyselin (kapitola 2.2.2). Po ukonceni
experimentu boli analyzované koncentracie biomasy, extracelularnych produktov a jabl¢nej
kyseliny. Zvyskové sacharidy nebolo mozné urcit pomocou spektrofotometrie, nakol’ko sa
touto metddou nedal stanovit’ pomer laktozy a glukozy v produkénom médiu.

V experimente 1 sa vyuZzivala proteazou hydrolyzovana srvatka a kmen Aureobasidium
pullulans CCM 8182. Boli pripravené produkéné média obsahujuce 100 obj. % srvatky,
50 obj. % srvatky spridavkom 40 g/l glukézy a 10 obj. % srvatky s90 g/l glukdzy.
Kontrolna Erlenmayerovda banka obsahovala 90 g/l glukézy. Kultivacia s vyuZzitim
100 obj. % srvatky nebola z hl'adiska produkcie PMA tspesna, avSak doslo k zisku relativne
vysokych kocentracii biomasy (Tabulka 11). Koncentracia biomasy dosahovala vel'mi
podobnych hodnét ako v pripade kontrolnej kultivacie s glukozou (90 g/l). V produkénom
médiu obsahujucom 50 obj. % srvatky bola namerana vysSia koncentracia MA a

extracelularnych polymérov, ale nizSia bunkova biomasa ako pri 100 obj. % srvatke. Pri
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pridavku 10 obj. % srvatky k 90 g/l glukdzy nebol zaznameny narast koncentracie PMA a
biomasy, len narast extracelularnych polymérov v porovnani s kontrolnou bankou. Najvyssia

koncentracia MA a biomasy bola zaznamena v kontrolnej banke.

Tabulka 11 Vysledky stanoveni pre kmern A. pullulans CCM 8182, experiment 1

extracelulirne | jabléna
podmienky biomasa produkty | kyselina
kultivacie (a/l) (a/l) (g

A| 100 % srvatka | 7,590 +0,328 | 3,400+ 0,122 | 1,6722
50 % srvatka
B |+ 40 g/l glukéza | 5,770 £ 0,501 | 5,670 + 0,156 | 1,8600
10 % srvatka
C|+90 g/l glukéza | 6,690 = 0,281 | 5,900 + 0,043 | 4,5985
kontrola
D| 90 g/l glukéza | 7,970 +0,220 | 4,270+0,131 | 5,2636

biomasa, ECP, MA (g/l)

®mbiomasa mECP mMA

Graf 8 Vysledky stanoveni pre kmeri A. pullulans CCM 8182, experiment 1
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Druhy experiment s odpadovymi substratmi bol vykonany s Aureobasidium pullulans
DSM 3497. Bolo pouzité produkéné médium I s pridavkom yeast extraktu 0 koncentracii
3g/l. Aplikovana bola nehydrolyzovana srvatka a chemicky hydrolyzované perie.
Koncentracie srvatky a glukézy boli rovnaké ako pri experimente 1. Pri pridavku dusikatého
odpadového zdroja sa pouzivalo 10 obj. % peria s 90 g/l glukozy bez a s pouzitim yeast
extraktu.

Bola stanovend koncentracia biomasy a extracelularnych polymérov, koncentraciu MA
nebolo pomocou idnovo vymennej chromatografie mozné urcit'.

Najvys$sia hodnota biomasy bola opit” zaznamenana pri kontrole s 90 g/l glukézy bez
vyuzitia odpadového substratu, za nou nasledovalo produkéné médium s 10 obj. % peria
s yeast extraktom a 100 obj. % srvatky. Pri pouziti 10 obj. % srvatky s yeast extraktom bola
ziskana niz8ia koncentracia biomasy, avSak vyssia koncentracia extracelularnych produktov
v porovnani s 10 obj. % srvatky bez yeast extraktu. Pri aplikacii peria bola evidovana vyssia
biosyntéza extracelularnych polymérov a rast buniek pri pridavku yeast extraktu, pretoze
koncentracia biomasy bola pozorovana pri 10 obj. % srvatky a najnizSie extracelularne

polyméry vyzrazané etanolom boli ziskané pri 10 obj. % peria bez pouzitia yeast extraktu.

Tabulka 12 Vysledky stanoveni pre kmeri A. pullulans DSM 3497, experiment 2

extracelulirne| jabléna

biomasa produkty kyselina
podmienky kultivacie (a/l) (a/l) (a/l)
A 100% srvatka 3,970+ 0,127 | 2,550 + 0,187
50% srvatka
B + 40g/1 glukdza 2,310+ 0,189 | 2,150+ 0,174

10% srvatka
C | + 90 g/l glukézy; bez yeast extrakt | 2,960 0,118 | 3,550 + 0,301
10% srvatka

D +90 g/l gluk6za 2,100 + 0,201 | 3,950 + 0,322
kontrola
E 90 g/l gluk6za 4,710+ 0,388 | 2,850 + 0,202
10% perie
F + 90 g/ glukoza 4,190 + 0,204 | 2,050 + 0,107
10% perie

G | + 90 g/l glukdzy; bez yeast extrakt | 2,990 + 0,133 | 1,800 + 0,098
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Graf 9 Vysledky stanoveni pre kmeii A. pullulans DSM 3497, experiment 2

4.3 Kultivacia mikroorganizmu Bacillus licheniformis

431 Stidium vplyvu pH na biosyntézu PGA

Bol studovany efekt koncentracie siranu améonneho na syntézu PGA mikroorganizmom
Bacillus licheniformis. Boli aplikované rozne koncentracie (NH4)2SO4 (1, 3, 5 a 10 g/l). Po
ukonceni experimentu bola zistovana koncentracia biomasy a PGA pomocou gravimetrie a
spektrofotometrie.

Vysledky ukazali, Ze pridavok (NH4),SO, nemal vplyv nabunkovy rast, hodnoty
bunkovej biomasy s u vSetkych koncentracii siranu aménneho priblizne zhodné. ZvySovanie
koncentracie (NH4)2SO4 ovplyvnilo zvySovanie koncentracie PGA produktu. Pridavkom
siranu amonneho doslo k znizeniu pH produkéného média, bol nim poskytnuty tiez zdroj
dusika vo forme amoénneho kationu. V pripade, kedy bolo do kultivaéného média pridanych

10 g/l siranu amonneho, bola namerand najvyssSia koncentracia PGA gravimetricky a tiez
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spektrofotometricky (Tabulka 13). Tato koncentracia je teda povaZovana ako optimalna

z hladiska produkcie PGA, preto bola pouzitd aj v d’alSom experimente.

Tabulka 13 Vysiedky stanoveni pre kmer B. licheniformis CCM 2206

polymér polymér
kyseliny kyseliny
glutamovej glutamovej
(NH4),SO4| biomasa (o) (a/l)
(/) (g/) gravimetricky | spektrofotometricky
1 1,640 £ 0,124 | 0,067 + 0,004 0,070 + 0,002
3 1,660 +0,117| 2,450 + 0,310 3,046 +£ 0,201
5 1,560 + 0,218 | 3,500 + 0,281 3,286 = 0,241
10 1,680 + 0,134 | 3,850 + 0,410 3,371+ 0,298
4,5 -
4,0 -
3,5 -
SEXR
S 2,5
o
$ 2,0 -
©
5
21,5 A
1,0
0,5 -
0,0 -
1

(NH,),SO, (/1)

mbiomasa mgravimetria - spektrofotometria

Graf 10 Vysledky stanoveni pre kmeri B.licheniformis CCM 2206

4.3.2 Pouzitie odpadovych substratov v produkcii PGA

V tomto experimente bola PGA produkovana V kultivatnom médiu obsahujucom
pridavok 10 obj. % nehydrolyzovanej srvatky a 10 obj. % alkalicky hydrolyzovaného peria.
Po ukonceni kultivacie boli zistované koncentracie bunkovej biomasy. Koncentracie PGA

boli ur¢ené vyzrazanim etanolom a tiez spektrofotometrickou metddou.
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Podla uvedenych vysledkov (Tabulka 14) je mozné pouzitic odpadovych substratov
zhodnotit’ pozitivne z hladiska vytazkov biomasy a PGA. Po pridavku odpadovych
substratov bol zaznamenany narast koncentracie biomasy a tiez PGA oproti kontrole.
Najvyssia koncentrdcia PGA bola zmerand po pridavku hydrolyzovaného peria, ktoré
poskytlo zdroj dusika vo forme aminokyselin, ktory je dolezity pre syntézu PGA, dusik
obsahujiceho biopolyméru [40]. Ako bolo spominané v 2.4.4.1, mikroorganizmus Bacillus
licheniformis produkuje proteazy, ktoré mohli spdsobit’ Stiepenie peptidickej vazby proteinov
vV nehydrolyzovanej srvatke na aminokyseliny. Tie mohli byt vyuZité na produkciu PGA a
tiez rast buniek. Biomasa pri pouziti nehydrolyzovanej srvatky bola dvakrat vysSia

V porovnani s kontrolou.

Tabulka 14 Vysledky stanoveni pre kmen B. licheniformis CCM 2206

biomasa, PGA (g/l)

polymér polymér
kyseliny kyseliny
glutamovej glutamovej
podmienky biomasa (a/l) (a/l)
kultivacie (g/l) gravimetricky | spektrofotometricky
A | 10% srvatka | 3,120+ 0,214 | 5,150 + 0,311 5,429 + 0,241
B | 10% perie | 2,510+0,151 | 5,550 + 0,224 5,571 +0,187
kontrola 1,520 £ 0,201 | 4,050+ 0,125 3,783 £ 0,255
7

m biomasa

B

mgravimetria m spektrofotometria

Graf 11 Vysledky stanoveni pre kmeri B.licheniformis CCM 2206
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5 ZAVER

V teoretickej Casti tejto bakalarskej prace boli spisané vlastnosti polymérov kyseliny
jabl¢énej a glutamovej, charakteristika ich producentov a potencialne aplikacie v réznych
odvetviach priemyslu.

V experimentalnej Casti  bol sledovany rast bunkovej biomasy a produkcia
extracelularnych polymérov pri odliSnych podmienkach kultivacie. Boli vyuZzivané
jednoduché zdroje dusika a uhlika — sacharidy, ale tiez komplexné zdroje tychto prvkov
nachadzajucich sa v odpadovych substratoch (srvatke a hydinovom pert).

Pri produkcii polyméru kyseliny jablénej boli kultivované dva kmene mikroorganizmu
Aureobasidium pullulans, a to Aureobasidium pullulans CCM 8182 a Aureobasidium
pullulans DSM 3497. V ramci kultivacie tohto mikroorganizmu bol sledovany vplyv
meniacich sa pociatoénych koncentracii glukodzy, zdrojov uhlika a dusika, ako aj prekurzorov
na rast buniek a produkciu extracelularnych polymérov.

Pri aplikacii réznych koncentracii glukézy do produkéného média s Aureobasidium
pullulans CCM 8182 bola produkcia polyméru kyseliny jablénej uspesna len pri pridavku
uhli¢itanu vapenatého. Najvyssia koncentracia hydrolyzovaného polyméru kyseliny jabl¢nej
bola zaznamenana pri pouziti 150 g/l glukézy o hodnote 3,4870 g/l. Za optimalnu
koncentraciu glukozy pre produkciu polyméru Kyseliny jablénej bola u kmena
Aureobasidium pullulans CCM 8182 zvolena 90 g/1, pretoze pri d’alsich pridavkoch glukozy
sa uz koncentracia polyméru kyseliny jablénej vyrazne nemenila. U kmenia Aureobasidium
pullulans DSM 3497 bol polymér kyseliny jablénej syntetizovany aj bez pouzitia uhli¢itanu
vapenatého a najvysSSie hodnoty jablénej kyseliny (2,651 g/l) boli dosiahnuté pri 80 g/
glukozy.

Pri stadiu efektov rozliénych suplementov na produkciu polyméru kyseliny jablénej
kmeniom Aureobasidium pullulans DSM 3497 boli lepsie vysledky dosiahnuté po pridani
uhli¢itanu vapenatého a zdmene dusi¢nanu sodného za dusi€nan amoénny V produkénom
médiu. Pri tomto experimente boli pouZité dve inokuld, ¢o zapricinilo niekol’kondsobné
navysenie koncentracie biomasy.

Kultivacia mikroorganizmu uskuto¢nena s pouzitim enzymaticky hydrolyzovanej srvatky
bola z hl'adiska produkcie polyméru kyseliny jabl¢nej uspesna pri kmeni Aureobasidium
pullulans CCM 8182, i ked najvédcsia koncentracia jablCnej kyseliny bola namerana
v kontrolnej banke — len pri pouziti glukozy.
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Na biosyntézu polyméru kyseliny glutamovej bol vyuzity kmen Bacillus licheniformis
CCM 2206. Bol sledovany efekt pH na produkciu tohto polyméru. Na tento el boli pouzité
rozne koncentracie siranu amoénneho, ktory znizoval pH a tiez poskytol zdroj dusika.
Najvyssie koncentracie polyméru kyseliny glutimovej boli gravimetricky (3,850 + 0,410 g/l)
a spektrofotometricky (3,371 + 0,298 g/l) namerané pri pouziti 10 g/l siranu amoénneho
v produkénom médiu, tato koncentracia bola povazovana za optimalnu.

V pripade kultivacie s odpadovymi substratmi — nehydrolyzovanej srvatky a chemicky
hydrolyzovaného peria boli pozorované zvysené koncentracie biomasy a polyméru kyseliny
glutamovej oproti kontrole. Najvy$$ia koncentracia polyméru kyseliny glutimovej
(5,571 + 0,187 g/l) bola spektrofotometrickou metédou zmerana pri pridavku 10 obj. % peria

do produkéného média.
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adenozintrifosfat

koenzym A

cetyltrimetylaménium bromid

extracelularne polyméry
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kyselina jabl¢na

polymér kyseliny glutimovej

polymér kyseliny jabl¢nej

parts per milion, pocet ¢astic na 1 milién ostatnych ¢astic; 1 ppm =1 mg/I

revolution per minute, pocet otacok za minutu
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