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ABSTRAKT

Tato bakalatfska prace se zabyva studiem produkce 3D bakteridlni celulézy pomoci bakterie
Komagataeibacter xylinus za vyuziti bananovych slupek jako zdroje uhliku. V teoretické ¢asti se
zabyva porovnanim vlastnosti bakteridlni celulézy a rostlinné celuldézy, riznymi zplsoby
biotechnologické produkce bakteridlni celuldzy a jejim vyuzitim. Cilem bakalafské prace bylo
zjistit, zda je mozné pouzit bananové slupky jako uhlikovy zdroj pro biotechnologickou produkci
bakterialni celulozy. Bananové slupky jsou odpadnim lignocelulozévym materialem vznikajicim
napftiklad pfi vyrobé presnidavek anebo ovocnych piipadné mléénych napojlii v potravinarském
pramyslu. HPLC analyza ukazala, Zze 1 1 hydrolyzatu po enzymatické hydrolyze 100 g suchych
bananovych slupek na 1 | vody obsahoval 8,86 g glukézy a 10,46 g fruktdézy. Hydrolyzat byl
pouzity jako uhlikovy zdroj pro statickou a dynamickou kultivaci bakterie Komagataeibacter
xylinus. Vytézky bakterialni celuldzy ziskané produkci na hydrolyzatu byly porovnané s produkci
za pouziti glukézy. Zjistilo se, ze pouziti hydrolyzatu ptiznive ovlivnilo vytézky o 170 % v ptipadé
statické kultivace a 0 220 % v piipadé dynamické kultivace. Morfologicka analyza pomoci SEM
potvrdila rozdily mezi bakterialni celulézou produkovanou staticky a dynamicky. Vliv druhu

uhlikového zdroje na morfologii bakteridlni celulézy byl téz patrny.
ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the study of 3D bacterial cellulose production using
Komagataeibacter xylinus using banana peels as a carbon source. The theoretical part deals with
the comparison of the properties of bacterial cellulose and plant cellulose, different methods of
biotechnological production of bacterial cellulose and its use. The aim of the bachelor thesis was
to find out whether it is possible to use banana peel as a carbon source for biotechnological
production of bacterial cellulose. Banana peels are waste lignocellulosic material produced, for
example, in the production of snacks or fruit or dairy beverages in the food industry. HPLC
analysis showed that 1 | of hydrolyzate after enzymatic hydrolysis of 100 g of dry banana peels
per 1 | of water contained 8.86 g of glucose and 10.46 g of fructose. The hydrolyzate was used as
a carbon source for static and dynamic cultivation of Komagataeibacter xylinus. The yields of
bacterial cellulose produced by using banana peels or glucose were compared. The use of banana
peels hydrolyzate increased the yields of bacterial cellulose about 170 % in the case of static
cultivation and about 220 % in the case of dynamic cultivation. Scanning electron micrographs of
bacterial cellulose confirmed the morphological differences between bacterial cellulose produced
statically and dynamically. Moreover, the morphology of bacterial cellulose was influenced by the
kind of used carbon source.
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1 UVOD

V poslednich letech roste poptavka po levnych surovinich, obnovitelnych zdrojich
a ekologickych produktech. Je tedy potfeba vyvinout biologicky odbouratelné materialy, které
by nahradily syntetické produkty zropy. Je to dalsi krok k udrzitelnému chemickému
pramyslu, ktery respektuje zivotni prostredi.

Celuldza je rozsifeny piirodni material a nachazi se v bunéénych sténach rostlin. Pro svou
obnovitelnost méd celuléza rostlinného plvodu Siroké komercni vyuziti, a to zejména
V papirenském a textilnim pramyslu. AvSak nadmérna tézba z ptirodnich zdroji ma neblahy
dopad na Zivotni prostredi.

Bakteridlni celuldza je pfirodni biopolymer, ktery je produkovan nékolika bakteridlnimi
rody, zejména Komagataeibacter xylinus. Je produkovana ve velmi vysoké Cistoté,
nevyzaduje tak naro¢né procesy k odstranéni nezadoucich necistot, jako je lignin, pektin
a hemiceluloza. Ma pozoruhodné fyzikalni a chemické vlastnosti a lze ji kultivovat
do pozadovaného tvaru a struktury, tak aby vyhovovala potiecbam riznych aplikaci.
Je biokompatibilni, a tak je stale ¢astéji vyuzivana v medicing, potravinaistvi a kosmetice.
Také je to biologicky odbouratelny material a jeji vyroba nezatézuje zivotni prostredi, stejné
jako odpady z ni.

V souladu se soudobymi trendy, kdy se hledd dalsi vyuziti stale vice vyprodukovanych
odpadli, na vyrobu bakteridlni celuldozy lze vyuZit mnohy organicky odpadni materidl
Z potravinového primyslu jako levny zdroj uhliku. Jedna se o material bohaty na cukry, jako
jsou odpadni zbytky rtznych druhti ovoce. Takovym materiallem mohou byt i bananové
slupky. AZ jednu tfetinu hmotnosti bananu ¢ini pravé slupka, ktera je stale bohatd na Ziviny.
Tak vznika velké mnozstvi odpadu, ktery lze jeste vyuzit, tfeba na vyrobu bakterialni celuldzy.

Navzdory benefitim, se kterymi se vyuzivani bakterialni celulézy poji, ma i své limitujici
faktory. Zejména vys§i vyrobni néklady, ¢asovd naroc¢nost a nachylnost na kontaminaci
pfi vyrobnim procesu. Z téchto divodu je jeji vyuziti pro primyslovou vyrobu velmi
omezeneé.

Tato bakalafska prace se zaméfuje na studium produkce bakteridlni celulézy pomoci

bakterie Komagataeibacter xylinus za pouziti uhlikového zdroje izolovaného z bananovych
slupek a porovnani statické a dynamické produkce bakterialni celulozy.



2 TEORETICKA CAST
2.1 CELULOZA

Celuléza je nejvyznamnéj$Sim strukturdlnim polysacharidem. Jednd se 0 nejrozsifendjsi
organickou latku na Zemi, jeji piirozena produkce se odhaduje na cca 10%° kg roéné. Lze ji
nalézt v mnoha rostlinnych tkanich, ale i v nékterych zivych organismech, jako jsou sinice,
fasy, houby a bakterie. Celuldza je primarni strukturni slozkou buné¢nych stén vyssich rostlin
a je syntetizovana enzymovymi komplexy, tzv. celuldza syntazami. V primarni bunééné sténé
je zastoupena v mnozstvi kolem 20 %. Jeji zdroje jsou tedy velmi rozmanité, a predstavuji tak
prakticky nevycerpatelny zdroj obnovitelné energie [1].

Z divodu absence enzymového aparatu nutného k rozruseni (1—4) glykosidické vazby
neni ¢lovék schopen celuldzu travit, proto pro ¢lovéka nema kalorickou hodnotu. Pfesto ma
svou nenahraditelnou tlohu ve vyzivé, z dietetického hlediska se jedna o vlakninu [2].

Hydrolyzovat celul6zu jsou schopny pouze organismy produkujici enzym zvany celuldza.
Takové organismy jsou pfitomny v zazivacim traktu pfezvykavctl a termiti, diky kterym jsou
schopni celulozu travit [2].

Celuléza je nevétveny homopolymer s vysokym stupném polymerizace. Zakladni
monomerni jednotkou je B-D-gluk6za, monomery jsou vzajemné spojeny B-1,4 glykosidickou
vazbou, ktera zptisobuje ty¢inkovity charakter celulozy. Dimerem tvotici celuldzu je celobidza,
slozena ze dvou jednotek glukozy. Obecna struktura celul6zy je zobrazena na Obrazek 1 [2].
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Obrazek 1: Molekulova struktura celulozy [1]

Linearni molekuly celul6zy obsahuji kazda 12 000 monomernich jednotek, jsou vzajemné
propojeny vodikovymi mustky a vznikaji tak vldkna typu skldadaného listu, nazyvané
mikrofibrily. Svazek mikrofibril je tvofen cca Ctyficeti vlakny. Linearni fetézce vzajemné
propojené B-1,4 vazbami tvoii vlakna s mimotfadnymi vlastnostmi a vyznacujicimi se znacnou
pevnosti. Nerozpousti se ve vodg, ale jsou hydrofilni. Voda se miiZe navazat na celulozu diky
vodikovym vazbam, coz umoziuje absorbovat velké mnozstvi vody. Chemicky je velmi
stabilni a odolna vi¢i rozkladu. Pro své strukturdlni vlastnosti je celuléoza vyznamnym
ekonomickym artiklem, je soucasti komodit jako jsou dfevo, papir, bavina aj. [2].

V rostlinnych tkédnich je celul6za propojena s dalSimi slozkami, jako jsou hemicelul6za,
lignin, pektin, bilkoviny, lipidy a mineralni latky. Nejvice zastoupené slozky lignoceluldzy jsou
naznaceny na Obrazek 2 [2].
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Obrazek 2: Nejvice zastoupené slozky lignocelulozy [2]
Hemiceluldza

Jedna se o linearni polysacharid s kratkymi postrannimi fetézci, ktery se od celuldzy lisi
molekulovou hmotnosti a chemickou stavbou. Retézec je slozen z glukodzy, ale i dal3ich
monosacharidi. To mohou byt hexozy, jako mandza a galaktdza, ale i pentozy (arabindza,
xyloza), uronové kyseliny, popiipad€ i rizné cukerné derivaty. Hemiceluldza se vyskytuje
spole¢né s celuldzou v jednotlivych vrstvach bunéénych stén, tvoii tmelici vrstvu mezi
celulozovymi fetézci a vaze se na ni lignin. Ze dieva ji 1ze extrahovat pomoci zfedénych alkalii
a hydrolyzovat kyselinami za tepla [2].

Lignin

V nejvétSim zastoupeni se vyskytuje v sekundarni bunééné sténé rostlin, plni zde hydrofobni
funkci. Spojuje mezibunééna vlakna a zpeviiuje celuldzova vlakna v bunééné sténé. Jedna se
0 vysokomolekularni polyfenolickou amorfni latku, jejiz zakladni stavebni jednotkou jsou
derivaty fenylpropanu (p-kumarylalkohol, koniferylalkohol a sinapylalkohol), které jsou
vazany do trojrozmérnych struktur. Na rozdil od jinych pfirodnich biopolymer postrada
pravidelnou strukturu s opakujicimi se jednotkami. Nejedna se tedy o samostatnou slou¢eninu,
ale o smés fyzikalné a chemicky heterogennich latek. Tepelné je malo staly, rozklada se jiz
pti cca 140 °C, disledkem jeho rozkladu je hnédnuti dieva [2].



2.2 BAKTERIALNI CELULOZA

Bakterialni celul6za je vysoce krystalickd extraceluldrni nanoceluldéza produkovand typem
bakterii patiicich do rodi Acetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Pseudomonas, Rhizobium
nebo Sarcina, pricemz nejprozkoumanéj$i a nejvySSich vytézka dosahuje bakterie
Komagataeibacter xylinus (diive Acetobacter xylinus). Nicméné lze pouzit i geneticky
modifikované kmeny bakterii k lepsim vytézkum BC [3].

BC vzbudila zajem diky vysoké Cistoteé, nepfitomnosti ligninu a hemicelulézy. Z tohoto
divodu nevyzaduje ndro¢né chemické cisténi. Jinak je po chemické strance identicka
s rostlinnou celuldzou. Dal§imi vyhodami BC oproti RC jsou velky povrch na jednotku, vysoky
stupenn krystalinity, biologicka rozlozitelnost, obnovitelnost, biokompatibilita, velké mnozstvi
zadrZené vody a pevnost v tahu [4,5].
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Obrazek 3: Porovnani mikroskopické struktury bakterialni a rostlinné celulozy [7]

Vlastnosti i struktura celuldzy vyrobené bakterialn€ a ziskané z lignocelulozového materialu
se znacné lisi. Rozdilnost v mikroskopické struktufe je patrna na Obrazek 3. Fyzikalni
vlastnosti bakteridlni celulézy v mnoha ohledech ptevysuji celulézu rostlinného ptivodu. BC
ma vyss$i pevnost v tahu, vyssi stupen krytalinity, ma schopnost zadrzovat vét§i mnozstvi vody

vvvvv

je uvedeno v Tabulka 1 [4].

Tabulka 1: Srovnani viastnosti bakteridlni a rostlinné celulozy [4]

Vlastnosti Bakterialni celuloza Rostlinna celuléza
Pevnost v tahu (MPa) 20-30 000 25-200
Youngtiv modul (MPa) Pelikulum: 20 000 2,5-0,17
Jedno vldkno: 130 000
Kapacita zadrzovani vody (%) >95 25-35
Velikost vldken (nm) 20-100 Nékolik mikrometrti
Krystalinita (%) 74-96 40-85
Relativni hydrofilita (%) 40-45 20-30
Cistota (%) >99 <80
Stupen krystalizace 14 000-16 000 300-10 000
Pérovitost (%) >85 <75
Celkova plocha (m?/g) >150 <10




Pti produkci BC se uplatiiuje fada enzymatickych drah. Celuléza vznika diky enzymu zvany
celuloz-syntdaza a vychozi latkou je uridindifosfat-glukoza. Ta vznikd postupné z gluk6za-6-
fosfatu. Pokud se v substratu nachazi glukoéza, je fosforylovana enzymem hexokindza
(glukokinaza) na glukozu-6-fosfat. V ptipad¢€, ze se v substratu nachézi jiny monosacharid, je
fosfat je vlivem fosfoglukomutdzy konvertovan na glukoza-1-fosfat, a n&j se vlivem enzymu
UDP-glukéza pyrofosforyldza vznikne UDP-gluk6za. Schéma téchto metabolickych drah je
znazornéno na Obrazek 4 [6].
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Obrazek 4: Metabolismus cukrit a vznik celulozy, prevzato, upraveno [6]

Zakladni struktura B-1,4-glukanovych fetézct je vzajemné propojena vodikovymi mustky
adojde k vytvofeni 3D struktury. Vlakna vytvofi vysoce porézni sitovou strukturu. Diky
velkému povrchu a vysoké koncentraci hydrofilnich hydroxylovych skupin ma bakterialni
celuloza schopnost vazat velké mnozstvi vody a poskytuje materidl podobny hydrogelu [7].

Je biodegradabilni, ma vysokou krystalinitu, kterd ma vliv na vysoky modul pruznosti, ktery
je vyssi nez u jakékoli jiné prirodni latky, a tim se stava slibnym materialem pro ekologické
nano-vyztuhy [7].

Pro dosazeni lepsich vlastnosti se BC rizné¢ modifikuje. Pro antibakterialni ucinek se
pouzivaji stiibrné nano castice, aminoalkylace, modifikace chitosanem oxidem grafenu
a oxidem titani¢itym. Modifikovana BC se vyuziva jako obalovy material nebo ke kryti ran [8].
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2.2.1 Komagataeibacter xylinus

Bakterie Komagataeibacter xylinus je znama také pod nazvy Gluconacetobacter xylinus
a Acetobacter xylinus. Jde o producenta BC s nejvys$imi vytézky, je vyuzivan ve vyzkumu
i komer¢ni vyrobé, a to zejména diky své nepatogenité. Tento typ bakterii je gram negativni,
aerobni, mezofilni, nefotosyntetizujici a dokaze pfemeénit glukozu a dalsi organické substraty
na celulézu béhem nékolika dnii. Bylo pozorovano, Ze jedna bakterie dokaze pfeménit 108
molekul glukézy za hodinu na celuldézu. Syntéza bakterialni celuldozy probiha v plazmatické
membrang na povrchu bun¢k bakterii [4].

Bakterie vytvari biofilm jako ochranu pfed germicidnim G¢inkem UV zafeni. Celuldza je
sekundarni metabolit, Kyselina octova, kterda je primarnim metabolitem, vytvaii optimalni
podminky pro bakterialni rist. Bakterie je schopna kyselinu octovou oxidovat na oxid uhli¢ity
a vodu, pokud by byl sacharid ve fermentaénim médiu zcela metabolizovan. Idealni podminky
pro kultivaci je mirn¢ kyselé pH, teplota 28 az 30°C a médium se zdrojem uhliku (sacharidy).

[9]
Bakterie Komagataeibacter xylinus je zobrazena pomoci elektronové mikroskopie
na Obrazek 5.

Obrdzek 5 - Komagataeibacter xylinus pod elektronovym mikroskopem [9]

Zdrojem uhliku pro kultivaci BC jsou sacharidy. Avsak nékteré typy cukrii maji za nasledek
vy$$i produkci celulézy nez jiné. Nejvhodnéjsi, a tedy 1 nejvytéznéjsi, se ukdzaly
monosacharidy glukoéza, fruktéza a mannitol. OvSem vyssiho vytézku obecné dosahuji hexozy.
BC miize byt kultivovana na jakékoli suroviné obsahujici jednoduché cukry, mezi nejbézné;si
suroviny pouzité pii produkci jsou kokosova voda, cukrova titina nebo ovocné §t'avy jako je
ananasova $tava, meloun, grapefruit, guava a bananova nebo hroznova slupka [9].

Disacharidy, jako jsou laktdza, sachar6za a maltoza, vedou také k tvorbé celuldzy, avSak
v mnohem mensi mife a doba syntézy je delsi, nebot’ je nutny predchézejici metabolicky krok,
kdy se disacharidy stépi na monosacharidy [10].
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Zdrojem uhliku muaze byt i glycerol, ten také poskytuje vysoké vyte€zky polysacharidu.
Glycerol je vlivem bakterie Komagataeibacter xylinus oxidovan na B-uhliku a vznikne
dihydroxyaceton, z kterého spojenim dvou molekul vznikne monosacharid fruktéza [10].

V ramci soucasnych trendt cirkularni ekonomiky se zkouma vyuziti odpadnich zdroji
zZ potravinatského primyslu pro produkci bakteridlni celulozy. Tim se vyrazn€ snizuji vyrobni
naklady. Muze se jednat o shnilé ovoce nebo odpady z vyroby potravin a napoju [11].

2.2.2 Produkce bakterialni celul6zy

Pro vysoké vytézky je podstatny vybér produktivni bakterie. Nejucinnéjsi bakterie se v tomto
ohledu jevi K. xylinus, K. hansenii, K. pasterianus. Pro komeréni vyrobu je pouzivan K. xylinus
kvili jeho vysoké produktivité [4].

Zasadni vliv na kultivaci mé sloZzeni média. Médium musi obsahovat Ziviny (zdroj uhliku,
dusiku, mikroelement atd.) a mit optimalni pH. Rizné typy sacharidi, pouzivané jako zdroj
uhliku, vedou k rozdilnym vytézkim celulozy, pti¢emz nejvyssich vytézku dosahuji hexozy.
Na produkci ma také vliv objem média, objem inokula a plocha hladiny média, ve které
kultivace probihd. Optimalizace riistu je nezbytna pro zavedeni vyroby v primyslovém métitku

[4].

Logaritmicky pocet bunék

Obrazek 6: Prubeh kultivace bakterialni celulozy, A — Lag faze, B — Exponencidlni riist,
C — Stacionarni faze, D — Faze poklesu populace a smrti bunék [4]

Obrazek 6 popisuje prubéh rastu bakterii, kde v lag fazi dochazi k adaptaci bunék na
prostfedi, nasleduje exponencidlni rist, poté se nastavd staciondrni faze, b&hem nichz je
piirGstek novych bun€k v rovnovaze s thynem, v zavérecné fazi dochazi k exponencidlnimu
thynu bunék. Doba jednotlivych fazi je zavisla na druhu bakterii a na podminkéch. VytéZnost
BC stacionarni a dynamické kultivace v Case je znazornéna na Obrazek 7 [4].
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Obrazek 7: Casovy priibéh riistu koncentrace celulézy [4]

Proces produkce BC zahrnuje piipravu inokula, poté se inokulum naockuje do pfedem
ptipravené¢ho média obsahujici sacharid. Kultivaci trvajici az tii tydny lze provést ve statickém
nebo dynamickém rezimu, piipadné v bioreaktoru. Vyprodukovana celuldza se 1isi z pohledu
makroskopické morfologie, mikrostruktury i vlastnosti. Principidln€ existuji tfi zdkladni druhy
kultivace: 1. staticka, 2. dynamicka a 3. kultivace v bioreaktoru. Staticka kultivace vede
k akumulaci Zzelatinové membrany celulézy na povrchu kultivaéniho média, zatimco
dynamicka kultivace vede k produkci kulovité, peletovité nebo nepravidelné hmoty [5].
Struktury rostlinné celulézy a bakterialni celulézy ve statické a dynamické kultivaci uvadi
Obrazek 8. Vybér metody zavisi na konecné aplikace bakterialni celuldzy, tj. na pozadovanych
fyzikalnich, morfologickych a mechanickych vlastnostech [4,12].

Pohyb bakterii souvisi s produkci BC. Tradi¢ni kultivacni metody nemohou piesné
predpoveédét pohyb bakteridlnich kmend, a proto bylo aplikovano nékolik metod pii pokusech
0 manipulaci s pohybem bakterii béhem kultivace. Elektrické nebo elektromagnetické pole
vyvola usmérnény pohyb bakterii. A tak Ize celou 3D strukturu BC regulovat fizenim pohybu
bakterii. BC tak lze pfipravit s orientovanou strukturou, strukturou tkani, vice vldknovou
vrstvou nebo gradientni strukturou pro konkrétni aplikace. Tato metoda ma mnoho vyhod, jako
je jednoduchost, vysoké uroveil produkce a snadna realizace [4].
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Obrazek 8: Mikrografie rostlinné celulozy (a) a bakteridalni celulozy kultivované v bioreaktoru (b, c)

a ve statickem rezimu (d) [4]

2.2.2.1 Staticka kultivace

Metoda statické kultivace je tradi¢ni zptisob k produkci BC a v laboratornim méfitku se tato
metoda vyuziva nejcastéji, protoze metoda je jednoducha a produkuje celulézu pozadovanych
vlastnosti i v relativné vysokych vytézcich [4].

Pti statické kultivaci je inokulum a ¢erstvé médium naplnéno do plochych nadob, inkubace
probiha po dobu 1-14 dnti pii teploté 20-30 °C a pH v rozmezi 4—7. Na rozhrani kultiva¢niho
média a vzduchu se vytvaii bakteridlni celuléza v podobé Zelatinové membrany. Vznik4 biofilm
a roste od okraje baniky smérem ke stiedu [4].

Fibrila ve tvaru pasu je méné nez 100 nm Siroka a sklada se ze svazku mikrofibril o praiméru
cca 4 nm [3].

Produktem vyrobenym touto metodou je hydrogelovd folie s vynikajicimi vlastnostmi
a strukturou. Cerstvé sklizena celuléza je Zluta, ktera se &isti horkou vodou a roztokem
hydroxidu sodného. Vysledny produkt je bezbarvy a ¢iry. Celuléza produkovana statickym
rezimem Kultivace je tvofena velmi hustou 3D siti vlaken s vysokou porovitosti [13].

Avsak tento typ kultivace ma zasadni nevyhody. Piivod kysliku do média je omezeny, to
vede k pomalejSimu pribéhu kultivace, a tim se zvySuji naklady. Proto tento rezim kultivace
neni vhodny pro primyslovou vyrobu BC [14].
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2.2.2.2 Dynamicka kultivace

Zasadni vliv na produkci BC ma piistup kysliku do kultivacniho média. Vyssi ptisun vzduchu
tedy vede k vétsim vytézki. Toho lze docilit mechanickym michanim média nebo michanim
vzduchem. VysSich vytézki dosahuje michani vzduchem. Pfivod vzduchu do média zvysi
produkei i rychlost kultivace. Avsak je tu i vyssi riziko kontaminace [4].

V laboratornich podminkach je dynamickd kultivace provadéna v Erlenmeyerovych
bankach, pfiCemz michani zajiStuje tfepaci inkubator. V inkubatoru Ize nastavit pozadované
parametry, jako jsou teplota a rychlost michani [5].

Pti agitovaném rezimu dochazi ke vzniku vlaknité celuldozy ve formé pelet. Tento zplisob
kultivace ma vSak negativni vliv na mikrostrukturu a fyzikalni vlastnosti. Takto produkovana
celuléza vykazuje nizkou molekulovou hmotnost, malou mechanickou pevnost, nizky index
krystalinity a nizky stupen polymerizace [5].

Dodavka kysliku je pfimo spojena s produkci celulozy a je znama jako hlavni nevyhoda
statické kultivace. Na druhou stranu bylo také prokézano, ze nadmérny pfisun kysliku vede k
poklesu produkce [15].

Celuléza vyprodukovana kultivaci ve statickém a dynamickém reZimu je pro srovnani
uvedena na Obrazek 9 [9].

Obrdzek 9: Srovndni struktur BC pii statické (a, b) a dynamické (c, d) kultivaci [9]
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2.2.2.3 Kultivace v bioreaktoru

Produkce bakterialni celulozy je ndkladny a zdlouhavy proces, zejména v laboratornim meétitku
pii kultivaci v Erlenmeyerovych bankach a michani na tfepacce. Pouzitim bioreaktoru lze
vyrobu zefektivnit; vyrazné se zvysi vytézek, zkrati se doba produkce a znacné€ klesnou vyrobni
naklady. Celul6za kultivovana pomoci bioreaktoru je vldknita a shlukuje se do pelet. Avsak
takto ziskana celuloza ma své uskali. Vlaknita BC ma horsi fyzikalni, chemické 1 strukturalni
vlastnosti ve srovnani s pelikularni celul6zou ziskanou statickou kultivaci. Vznikla vldkna jsou
nepravidelna, celuléza se vyznacuje nizkou pevnosti, malou molekulovou hmotnosti, nizkym
indexem krystality a stupném polymerizace. Takovou celuldézu nelze tedy vyuzit pro vSechny
mozné aplikace, zejména pro medicinské ucely, kde jsou vyssi naroky na pozadované vlastnosti
[15].

Pti produkci BC je klicovym faktorem ptivod kysliku do média. PouZitim bioreaktoru
pfi kultivaci je pfisun kysliku do média zajistén, a to bud’ mechanickym michdnim pouzitim
michaciho reaktoru, nebo michanim pomoci vzduchu v Air-lift bioreaktoru. V michacich
reaktorech je distribuce kysliku dostatecnd, avSak za cenu vyssi spotfeby energie. Nicméné
a narust viskozity média, které je tvotfeno rozptylenou celul6zou a buiitkami bakterii. To by
vedlo ke zvyseni potiebné energie a snizeni prostupu kysliku do média, a tim rist BC inhibovan.
Mechanickym michanim se také poskozuji buiky bakterii, ty poté neprodukuji BC, pouze
se mnozi [16,17].

Michani vzduchem obohacenym o kyslik je pfi biosyntéze BC mnohem vyhodnéjsi, nebot’
se rychlost produkce i vytézek znac¢né zvysi. Bioreaktory jsou vybaveny sondami, tudiz dalSimi
vyhodami, oproti kultivaci v Erlenmeyerovych batikach, je lepsi monitoring a regulace teploty
a pH média [15].

I ptes sva uskali je produkt vyrobeny v bioreaktorech nejvhodné;jsi metodou pro biosyntézu
VvV primyslovém méfitku. Ukéazka primyslové vyroby je uvedena na Obrazek 10.
V bioreaktorech vyrobena BC lze pouZzit pro mnoho primyslovych aplikaci, jako je vysoce
kvalitni papir, obvazy na rany, dezertni jidla, kozni implantét aj. Porovnani kultivace v riznych
typech reaktori je popsano v Tabulka 2 [15].
Tabulka 2: Porovndni vyhod a nevyhod riiznych typii reaktorii [18]

Typ reaktoru Vyhody Nevyhody Pro(cgll lljlljrtll)wta Pr(zg/llj)k ce

Michany Vysoka koncentrace | Smykové napéti bunék; 0,058-0,23 |4,57-13,0

reaktor bunck a produktivita; | vétsi mixovaci vykon;

dlouhodoba vyroba spotieba
Air-lift Vysokd koncentrace | Vyssi spotfeba energie; | 0,056-0,116 3,8-8,7
reaktor bunék a produktivita; dlouha doba na
nizké smykové napéti vytvofeni biofilmu
Reaktor s Vysoké koncentrace Vyssi riziko 0,015 5,35
rotujicimi bunék; dobré pro kontaminace
disky aerobni kmeny;
polokontinudlni provoz
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Obrdzek 10. Priimyslovad vyroba BC prostirednictvim statické (a, b) a michané fermentace (c, d) [9]

Kultivace v Air-lift reaktoru

Vzhledem k vysoké spotiebé energie a nezadoucimu vlivu na médium v michaném reaktoru je
vhodnéjsi alternativou pouziti Air-lift bioreaktoru. Ten je energeticky uspornéjs$i a nevede
ke zvySovani viskozity média. Také se pti pouziti Air-lift bioreaktoru dosahuje vyssi produkcee,
ato az o 50 % ve srovnani s kultivaci v tfepacim inkubatoru [15].

Jedna se o vézovy bioreaktor, do kterého je pomoci ¢erpadla vhanén vzduch, a tim dochazi
k michani kultivaéniho média. Produkovana BC je ve form¢ pelet eliptické morfologie [15].

Dalsi vyhodou Air-lift bioreaktoru, oproti michanému reaktoru, je lepsi regulace pritoku
okysli¢eného vzduchu. A to nastavenim vykonu cerpadla, ale i monitoringem pO2 pomoci
zabudované sondy. Schéma Air-Lift reaktoru je zobrazeno na Obrazek 11 [16].

Nedostatkem Air-lift bioreaktorii je omezené mnozstvi dodavaného kysliku, proto bylo
pro lepsi vytézky nutné bioreaktory modifikovat. Modifikovany Air-Lift bioreaktor je v zasadé
stejny jako bézny typ, ale je vybaven obdélnikovou draténou saci trubkou namisto jednoduché.
Tim se zvysi ptisun vzduchu a zmirnuji se tak dopady omezené podavky kysliku, jako je tomu
u bézného typu [17].
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Obrdazek 11: Schéma modifikovaného Air-lift bioreaktoru, prevzato, upraveno [15]
Bioreaktor s rotacnimi disky

Pokrocilejsim typem je kultivace v bioreaktoru s rotujicimi disky. Nékolik kruhovych disku je
upevnéno na oto¢né centralni hiideli se vstupem pro inokulum. Rotujici disky jsou ¢astecné
ponofeny do média, pfi¢emz jsou na jejich drsném povrchu pfichytavany bakterie. Povrch diska
stiidavé interaguje s kultivaénim médiem a se vzduchem. Tento typ bioreaktoru je schopen
produkovat BC 1 po odbéru celulozy, a to bez nutnosti opetovného naockovani média, diky
pfichycenym bakteriim na povrchu diskd. Cyklus Ize timto zplisobem opakovat az pétkrat.
Ptiklad reaktoru s rotaénimi disky je zachycen na Obrazek 12 [4].

BC pfipravena pomoci rotacnich diskili je homogenni, avSak vytéZzek neni vyrazné vyssi nez
pii statické kultivaci. Nicméné tento zpusob kultivace je nachyInéjsi na kontaminaci [4].

Tento typ reaktoru je tedy schopen kultivovat polokontinudlng, a proto je vyuzitelny
pro komeréni produkei bakteridlni celulozy [4].
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Obrdazek 12: Bioreaktor s rotacnimi disky (a). disky (b), BC (c),; prevzato, upraveno [4]

2.2.3 Vyuziti bakteridlni celulozy

Bakterialni celuléza ma Siroké vyuziti v mnoha odvétvich, predev§sim v oblasti mediciny,
ale také v potravinatském, papirenském a odévnim pramyslu [19].

MEDICINSKE APLIKACE

Pro své jedine¢né vlastnosti ma v mediciné BC Siroké uplatnéni, zejména ve farmacii, chirurgii
a tkanovém inzenyrstvi. BC ma fadu benefitd, je to sterilni material, velmi flexibilni, je vysoce
porézni a zadrzuje zna¢né mnozstvi vody, a to az stonasobek své vahy. Avsak nejvétsi prednosti
je jeji biokompatibilita, nezplisobuje tedy zadné toxické ¢i alergické vedlejsi i€inky. Implantaty
z BC jsou tedy organismem dobie pfijimany a nevykazuji zndmky zanétu. Kazdé aplikace ma
jiné pozadavky na strukturni vlastnosti celulozy [20].

Obvazovy material tvofeny bakteridlni celul6zou s nizsi porovitosti se jevi jako vysoce
kvalitni k oSetfeni povrchového zranéni, a to zejména diky své schopnosti zadrzovat vodu.
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Je velmi vhodny pro hojeni popalenin, chronickych ran a otokli. Material je dostatecné porézni
na to, aby byla zajiSténa prodySnost a nebyl tak rdné¢ zamezen piistup vzduchu, zajistuje
hydrataci a poskytuje ochranu pfed infekci. Ma chladivy efekt, snizuje bolest a vyborn¢ piilne
k pokozce. Rany oSetieny timto materialem se hoji rychleji a snizi se tvorba jizev [13].
Celulozové pelikulum s vyssi porozitou se ukazuje jako vhodny materidl pfi do¢asném
nahrazovani kiize. Takova celuldza zajist'uje lepsi integraci bun¢k. Vyuziti ma i pii regeneraci
poskozenych a nemocnych organt, mize slouzit i jako nahrada cév malého praméru [13].

Pacient vyuzivajici chladivych a hydratacnich vlastnosti BC pfi 1é€bé popélenin je zachycen
na Obrazek 13 [10].

<NaT S48/ 2009067 3 11:06A0

Obrazek 13: Pouziti bakterialni celulozy k lécbe popalenin a ke kosmetickym uceliim [10]

Diky své pruhlednosti, prostupu svétla, propustnosti pro kapaliny se ukazuje BC jako
vhodny materidl pro vyrobu kontaktnich ¢oc¢ek. Vyrabi se nalitim viskdzniho roztoku BC
do formy. Takové kontaktni ¢ocky si zachovavaji tvar az 8 tydnu [6].

Nanovladkna BC jsou strukturdln¢ podobna se slozkami extracelularni matrice, zejména
s kolagenem. Celuldza i kolagen jsou ¢asto mechanickou podporou tkéni. Oba materialy mohou
byt vyuzity jako bun&cné matrice. AvSak BC ma vys$si biokompatibilitu, a mé tedy vyhodu
oproti kolagenu v imunologické nereaktivité. Proteiny, jako je kolagen, jsou nachylné
ke spousténi imunitnich reakci, zatimco celuldza je polysacharid, a proto nevykazuje imunitni
odpoveéd’ [21].

Muze byt pouzita jako skafold kostnim tkdnim, tedy jako nahrazka odsStépené kosti. Takto
pouzita celuléza musi spliovat urcité pozadavky. Musi umoZnovat migraci bunék a transport
zivin do bunék, coz zajist'uje sit’ vzajemne propojenych porid. Vhodna velikost pori se pohybuje
v rozmezi 300 um az 500 um, pticemz kazdy tkanovy typ vyzaduje specifickou velikost pora
[22].

Ve farmacii ji lze pouzit jako 1ékovy nosi¢. Medikament se pozvolna vstiebava pres
pokozku, coz umoznuje presnéjsi davkovani a piesnéjsi zacileni na postizené misto. Nebo je
vyuzita vyrobé tablet coby pojivo [21].
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KOSMETIKA

Vlastnosti jako je vyborna pfilnavost k pokozce a zadrZeni vody vyuziva i kosmeticky primysl.
Ptednosti BC v kosmetologii je, ze nevyvolava zadnou alergickou reakci. Celuldza je bez
zapachu a je tedy vhodna vyuziti jako oblicejové masky. Pokozka je po aplikaci rozjasnéna,
hydratovana a dojde ke sniZzeni kozniho mazu. Vysledny efekt pouzivani masky z BC je
zpevnéni obli¢eje a mladistveéjsi vzhled [23].

Pro dosazeni lepSich u¢inkit BC pro kosmetické ucely lze pouzit modifikaci kyselinou
hyaluronovou nebo sericinem [23].

POTRAVINARSTVI

V potravinafstvi je mozno vyuzit BC pro svou schopnost zadrzovat vodu jako zahustovadlo
a stabilizator, proto se hodi do potravin jako jsou jogurty, pudinky, Zelé, dresinky aj. Kaloricka
hodnota je velmi nizka, jelikoZ se jednd defacto o vldkninu, kterou ¢lov€k neni schopen trévit
[24].

Muze byt vyuZita také pro vyrobu vegetarianskych nahrazek masa. Nebo ji 1ze pouzit jako
plnivo do zpracovanych masovych produktii, kdy nasédknutd celul6za roztokem hovéziho
extraktu se pfidava do hamburgeri nebo parki. Celuléza ptida masu na $tavnatosti a snizi
kalorickou hodnotu az o 25 %. To vede ovSem ke sniZzeni obsahu masa, a to pro mnohé
spotiebitele neni zadouci [24].

Také ma schopnost udrzovat senzorické vlastnosti zpracovanych potravin po delsi dobu.
Jako stabilizator teploty lze BC vyuzit naptiklad u zmrzliny, kdy bylo zjiSténo, Ze u takto
adované zmrzliny dochazelo k rozpousténi pomaleji a déle si zachovala svij tvar [20].

V Asii se z celuldzy ptipravené pomoci mikroorganismu piipravuji zelé dezerty, zvané Nata
de coco vyobrazeny na Obrazek 14. Vyrabéji se z kokosového mléka ¢i ananasové §tavy [20].

Bakterie K. xylinus je nejzastoupenéjsi soucasti mikrobiologického slozeni jable¢ného octa
a ndpoje kombucha, které je uvedena na Obrazek 15. Konzumace ma vliv na hladinu krevniho
cukru a vede k redukci hmotnosti. Vzhledem k pozitivnim u¢inkiim téchto napoji na lidsky
organismus se fadi K. xylinus K potencialnim probiotickym kulturam, a to zejména diky
schopnosti zistat nazivu pii prichodu zazivacim traktem, hlavné v Zaludku, kde je nizkd uroven
kysliku a jsou pfitomny kyseliny a zlu¢ové soli [25].

B

Obrazek 14: Nata de Coco [24] Obrazek 15: Kombucha s celulozou [24]
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PAPIRENSTVI

Také v papirenském priamyslu najde BC své uplatnéni. Je Kompatibilni s rostlinnou celul6zou,
papir Ize pouzit jako podklad pro rust BC, ta nasledné slouzi jako ochranna vrstva. ZvySuje se
tak Zivotnost papiru, ¢ehoZ lze vyuZit pii zachrané starych dokumenti. Vysledny ,,vylepSeny*
papir je tak odolngjsi vici absorpci vody, dosahuje vyssiho lesku a hladSiho povrchu bez
negativniho dopadu na fyzikalni vlastnosti. Funguje jako zpomalova¢ hoteni [21].

Jak vypada papir vyrobeny z BC uvadim na Obrazek 16.

Obrazek 16: Papir z bakterialni celulozy [21]
ODEVNICTVI

Vlastnosti jako jsou snadna udrzitelnost, tvarovatelnost a barvitelnost délaji z BC zajimavy
material i pro odévni pramysl. Je biodegradabilni a odpovida i sou¢asnym trendiim s ohledem
na zivotni prostfedi. Takovou celulozu je ovSem modifikovat zmékcovadlem. Vyrabi se zni
vyrabi cela fada odévi ¢i doplikd, jako jsou bundy, kabaty, tricka, kabelky nebo boty [26].

Zpisoby vyuziti BC v odévnictvi jsou uvedeny na Obrazek 17.

Obrazek 17: Vyuziti BC jako textilniho materialu [26]
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DALSI VYUZTI
Obalovy material

Déle mtze byt BC vyuzita jako obalovy materil. Je nutné ji ale modifikovat antibakterialnimi
slozkami, slozkami zachytavajicimi kyslik a ethylen a absorbenty vlhkosti. Vznika tak aktivni,
hydrofobni a bakterialni obal na potraviny. Mozné takové pouziti je vyobrazeno na Obrazek
18, kde si Ize v§imnout riznych barevnych modifikaci [21].

Elektronika

BC se uplatiiuje v elektronice jako elektrické vodice, pro zlepseni vodivosti a odolnosti se
modifikuje oxidem grafenu. Také se z ni vyrabi membrany pro reproduktory nebo sluchatka.
Takto aplikovana celuldza je ptfiblizné stejné pevna jako hlinik, ale zaroven dostate¢né lehka,
aby nedochazelo ke zkresleni zvuku. Sluchatko od firmy Aiaiai S membranou z bakterialni
celuldzy je na Obrazek 19 [27].

Filtrace

Diky své vysokeé porozité 1ze BC vyuzit jako filtraéni material. Modifikuje se polymery jako je
polyethylenglykol a karboxymethylcelul6za. Takto modifikovana BC se uplatituje pii uprave
vody jako absorbent, pii¢emz rozpusténé latky ve vod¢ se absorbuji [4].

Obrazek 18: Vyuziti BC jako obalového materialu [17] Obrdzek 19: BC pouzitd jako membrdna [27]
2.3 POTRAVINARSKY ODPAD

Potravinovym odpadem se rozumi predevsim odpady ze supermarketd, potravinaiského
primyslu a odpady z domadcnosti. Do potravinaiského pramyslu patii mlékarensky,
driibezatsky, cukrovarnicky, masny primysl, Skrobarny, ¢okoladovny, pekarny, lihovary,
pivovary, vinaiské zavody a jiné. Ceska republika vyprodukovala v roce 2019 pies 37 miliont
tun veskerych odpadi, tedy vice nez 3,5 tuny na kazdého obyvatele. A produkce odpadu
kazdoro¢né stoupa [28].

Odpady z potravinaiskych vyrob jsou zdrojem problému se znecisténim zivotniho prostiedi.
Ato jak jejich skladkovani, tak nevhodné spalovani. Naopak vhodnéj$im zptisobem nakladani
s odpady je kompostovani, nebo opétovné vyuziti, a to jako krmivo, surovina pro dalsi
zpracovani nebo jako zdroj energie [28].
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Pti zpracovani ovoce a zeleniny vznika velké mnozstvi vedlejSich produktt a odpadii, jako
jsou rtizné vylisky, slupky, dien¢, jadra, pecky a dalsi. Napft. jable¢né vylisky z mosth 1ze pouzit
k vyrobé pektinu, nebo zjader pecek lze vylisovat oleje pro kosmetické ucely.
Z lignocelul6zového odpadu ovoce a zeleniny lze izolovat rizné sacharidy. Slozky jako jsou
celuloza, hemicelul6za a lignin jsou rozkladany bud’ tepelnou hydrolyzou v kyselém prostiedi
nebo enzymaticky na jednoduché sacharidy. Celuloza se $tépi na glukoézu a hemiceluldza
na pentdzy (xyléza), které se nadale vyuzivaji v dalSich biotechnologickych procesech jako
substrat. S ohledem na pozadovany produkt se vyuziva aerobni nebo anaerobni technologie za
pouziti vhodného mikroorganismu. Kone¢nymi produkty poté jsou bioethanol, kyselina
mlécna, kyselina octova aj. Lignin pro svou vysokou vyhfevnost je pouzivan jako biopalivo,
nebo k vyrobé bioplastu [28].

Timto typem odpadu obsahujicich dostatek vyuzitelnych cukrii pro biotechnologické
zpracovani, jsou také slupky od bananu, u kterych se skyta zna¢ny potencial [3].

2.4 BANANY

Ro¢ni produkce bandnti roste dramatickym tempem, v roce 2017 dosahla 114 mil. tun, a to je o
3,2% vice nez v roce 2000, pfi¢emz nejvétsimi producenty jsou Indie a Cina, ale péstuji se také
Vv jinych zemi Asie, v Africe a Latinské Americe. Svétova organizace pro vyzivu a zemédélstvi
(FAO) uvadi, Ze v roce 2017 bananové plantadze rozprostiraly na pfiblizné 5,6 mil. ha pidy,
pticemz v roce 1993 se jednalo jen o 3,6 mil. ha. Banany jsou vyznamnou ekonomickou
komoditou celosvétového vyznamu [29].

Banany obsahuji zejména vodu, ale prestavuji také vyzivné ovoce bohaté hlavné na cukry,
mineralni latky, kde majoritni podil zaujima draslik, a vitaminy, pfi¢emz s ohledem
na doporuc¢enou denni davku jsou banany vyznamnym zdrojem vitaminu B6. Podrobnéjsi
slozeni bananti je rozepsano v Tabulka 3 [30].

Tabulka 3: Nutricni slozeni bananii [30]

Slozka Obsan Prvek Obsan Vitamin Obsan
(9/1009) (mg/100g) (mg/100g)
voda 75,1 K 400 vitamin A 0,021
cukry 20,9 Mg 34 vitamin B1 0,04
bilkoviny 1,2 P 28 vitamin B2 0,06
vlaknina 1,1 Ca 6 vitamin B3 0,7
celkovy dusik 0,19 Na 1 vitamin B6 0,29
tuky 0,1 Mn 0,4 vitamin B12 0
cholesterol 0 Fe 0,3 vitamin C 11
- (KJ/100g) Zn 0,2 vitamin D 0
energie 403 Cu 0,1 vitamin E 0,27

Pro své nutriéni a charakteristické senzorické vlastnosti jsou tedy banany vyznamnou
slozkou potravy lidské populace. Vysokd produkce a spotieba bananu vede také ke znacné
produkci odpadu, az tfetinu vahy tvoii slupka. [3]
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Vyuziti bandanovych slupek

Bananova slupka je organicky odpad obsahujici ziviny, které 1ze jesté vyuzit. Tento odpadovy
material tvofi tfetinu hmotnosti bananu. Hlavni vyuzitelnou slozkou jsou sacharidy. Obsah
monosacharidii ve slupce je vysoky, dosahuje az 18,5 %. Dale obsahuje vlékninu, lipidy,
bilkoviny, vitaminy, stopové prvky s nejvice zastoupenym draslikem, antioxidacni a
enzymatické latky. Vyzivova hodnota bananové slupky zavisi na fazi zralosti a kultivaru.
Zranim sluply se obsah cukru a ligninu zvySuje, zelené ho obsahuji nejméné [3].

Bananové slupky lze vyuzit jako levny zdroj uhliku v rdmci zisku produktl s pfidanou
hodnotou kvili vysokému obsahu cukri, 1ze je vyuzit pro produkci BC, PHA apod. Celulézu
lze snadno ziskat z bananové slupky relativné levnym a ekologickym procesem pomoci
fermentace Komagataeibacter xylinus [9].

Hlavni slozku bananovych slupek jsou sacharidy (59,1%) a hruba vlaknina (31,7%), pticemz
se minoritné v bananové slupce vyskytuji také bilkoviny (0,9 %), lipidy (1,7 %) a ostatni latky
[3].

Surova bananova vlaknina obsahuje cca. 60—65 % celuldzy, 6-9 % hemicelulozy, 5-10 %
ligninu, 3-5 % pektinu, 1-3 % popelu a extraktivni latky tvoti 3—6 % [3].

Bananové slupky se také pouzivaji k ¢isténi vody, k vyrobé etanolu, celulozy, jako hnojivo

a pii kompostovani. [3]
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 POUZITE CHEMIKALIE A MIKROORGANISMY

Pouzité chemikalie

Kvasni¢ny extrakt, HiMedia Laboratories, Indie

Pepton bakterialni, HiMedia Laboratories, Indie

D-glukosa monohydrat, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceské republika
Kyselina citronova, p.a., Lach-Ner, s.r.0., Ceska republika
Viscozyme, Sigma Aldrich., Némecko

Kyselina chlorovodikova 35%, p.a., Lach-Ner, s.r.o, Ceska republika
Hydroxid sodny, p.a. — Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Folin-Ciocaltevovo ¢&inidlo, p.a., Penta, Ceska republika

Uhli¢itan sodny, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika

Kyselina gallova, Sigma Aldrich, Némecko

3,5-dinitrosalicylova kyselina, Sigma Aldrich, Némecko

Vinan sodno-draselny, p.a, Lachema, Ceska republika

Katechin, p.a., Sigma Aldrich, Némecko

Chlorid hlinity, bezvody, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Dusitan sodny, Penta, Ceska republika

Pouzity mikroorganismus

Komagataeibacter xylinum DSM 46604, Némecka sbirka Liebnitz Institute DSMZ-German
Collestion

3.2 POUZITE PRiISTROJE

Analytické vahy Pioneer PX Semi-Micro — OHAUS Corporation, USA
Jednopaprskovy UV-VIS Spektrofotometr SPEKOL 1300 — Analytik Jena AG, Némecko
Laboratorni vahy EK-300i — Helago, Ceska republika

Laboratorni vahy Kern 440 — KERN, Némecko

Laminarni box Aura Mini — BioAir, Italie

Lyofilizator Freezone Freeze Dry Systém — Labconco Corporation, USA
Magneticka michacka s ohfevem H370-HS-E — Benchmark Scientific, USA
Magneticka michacka s ohfevem US 152 — Stuart Equipment, Velka Britanie
pH metr pH Test 30 — Thermo Scientific, USA

Rastrovaci elektronovy mikroskop Nova NanoSEM 450 — PEI, Nizozemi
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Temperovana tiepacka ES-20 — Biosan, LotySsko

Temperovana tfepatka UNIMAX 1010 — Heidolph Instruments, Némecko
3.3 KULTIVACE A PRODUKCE BAKTERIALNI CELULOZY

Uchovani kultury v kryozkumavkdch

K dlouhodobému uchovavani bakteridlniho kmene byly pouzity kryozkumavky. Do kazdé
kryozkumavky bylo napipetovano 0,5 ml 30 % glycerolu, poté se provedla sterilizace.
Po ochlazeni na laboratorni teplotu byl nasledné do kryozkumavek napipetovan 1 ml bakterialni
suspenze. Poté byly kryozkumavky uchovavany pfi teploté -80 °C v mrazicim boxu.

Priprava inokula

Bylo pfipraveno kultivaéni médium se slozenim uvedenym v Tabulka 4 a 50 ml bylo pfevedeno
do 100 ml Erlenmeyerovy batiky. Nasledné bylo kultivaéni médium sterilizovano. Po ochlazeni
na laboratorni teplotu bylo médium ve sterilnim lamindrnim boxu zaockovano
z kryozkumavky. Kultivace probihala na tiepacce pii teploté 30 °C a 150 rpm po dobu jednoho
tydne.

Tabulka 4: Slozeni pevného média pro inokulum

Kultivace

Chemikalie Hmotnost (g)
Glukoza 100
Uhli¢itan vapenaty 20
Kvasni¢ny extrakt 10
Agar 17
Destilovana voda 1000

Nejprve bylo pfipraveno kultivaéni médium, jehoz sloZeni uvadi Tabulka 5. Poté bylo upraveno

pH na hodnotu 5,2 pomoci 1M kyseliny chlorovodikové.

Tabulka 5: Slozeni produkcniho média

Chemikalie Hmotnost (g)
Glukoza 20
Pepton 5

Kvasni¢ny extrakt 5

Kyselina citronova 1,15
Na;HPO4.12 H20 6,8
Destilovana voda 1000

Pro statickou kultivaci byly pouzity 250 ml Erlenmeyerovy banky. Do kazdé bylo ptivedeno
kultivacni médium o objemu 100 ml a nasledné vysterilizovano. Po vychladnuti bylo do kazdé
banky ke sterilnimu médiu napipetovano 10 ml inokula ve sterilnim laminarnim boxu.
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Kultivace nasledné probihala staticky nebo dynamicky na inkubované tiepacce pfi teploté 30°C
po dobu 14 dnii. Dynamicka kultivace probihala pii 150 rpm.

V piipadé vyuziti hydrolyzatu z bananovych slupek byl hydrolyzat pouzit jako ndhrada
zdroje uhliku a kvili jeho kapalné formée i1 jako ndhrada destilované vody.

Pokud byla provadéna kultivace se sférickou zabranou bylo médium piipraveno dle Tabulka
5. Jedinym rozdilem bylo potom pfidani voskovych pelet pro vytvoreni sférické zabrany.

Cisténi bakteridlni celulozy a uchovani vzorkii

Cisténi bakterialni celuldzy probihalo ve tiech krocich. Prvné byla BC ponofena na 15 minut
do ethanolu, poté se promyvala 15 minut v horké vod¢. Nasledné byla vy¢isténa v horkém
roztoku 0,1M NaOH po dobu 20 minut, dokud nedoslo K odstranéni zbytkd bakterii a média.
Nakonec byla promyta horkou vodou, aby se dosahlo neutralniho pH. Kontrola byla provedena
pH papirky. Celul6za byla umisténa do zkumavek a byla uchovavana v chladicim boxu. Poté
byla pomoci lyofilizatoru vysusena.

Metodika pouZita pro piipravu hydrolyzdatu 7 bandnovych slupek

Vysusené bananové slupky se nejprve najemno pomlely. 100 g mletych slupek bylo
macerovano po dobu 4 hodin v 1000 ml vody. Po &tyfech hodinach bylo pH upraveno
na hodnotu 4,5-5 pomoci 1M kyseliny sirové. Nasledné byl na 100 g slupek piidan 1% roztok
Viscozymu L. Poté se vznikla suspenze ponechala 24 hodin na téepacce pti 37 °C, 150 rpm.
Na zavér se vznikly hydrolyzat zfiltroval.

SUROVINA
Bandnové slupky

l /" BAKTERE
L | Komagateibacter |
Extrakee Zivin Chemikalie pro \ xylinus

pripravu média

Inokulum «—— Pfiprava inokula

r

Pfiprava média

, l

Sterilizace média

Separce
produktufitrace

QDPAD Ill; CISTY PRODUKT
biomasa/médium \ celulbza J

N 4

L 4

h 4

Kultivace Purifikace

 J

Obrdzek 20: Schéma navaznosti pract
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3.4 ANALYTICKE METODY
Spektrofotometrické stanoveni cukrit pomoci metody DNS

Pro pfipravu ¢inidla DNS je nutné rozpustit 2 g kyseliny 3,5-dinitrosalicylové ve 100 ml
destilované vody a 40 ml 2M NaOH. V tomto roztoku bylo rozpusténo 60 g vinanu sodno-
draselného. Vznikly roztok byl doplnén vodou tak, aby celkovy objem ¢inil 200 ml. Pii analyze
je ve zkumavce vzdy smichédno 0,5 ml DNS c¢inidla a 0,5 ml roztoku obsahujici redukujici
sacharidy. Pot¢é je vzorek 10 minut inkubovan ve vodni 14zni o teploté 70 °C. Po ochlazeni na
laboratorni teplotu je do zkumavky napipetovano 10 ml destilované vody a vzorek je proméien
na spektrofotometru pii 540 nm proti slepému vzorku. Pro ziskani kalibra¢ni kiivky je nutné
0,5 ml DNS ¢inidla smisit vzdy s 0,5 ml roztokem glukdzy o koncentraci 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0;
2,5 a 3,0 g/l. Pracovni postup je nadale shodny s pracovnim postupem analyzy vzorku.

o
oo

y = 0,2254x
R?=0,9934

Absorbance (-)
o o 9o o o o ©
(= N w SN (6} [e} ~

o

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5
c (g/l)

Obrazek 21: Kalibracni primka pro redukujici cukry

Stanoveni polyfenolii

Po natedéni Folin-Ciocalteuova ¢inidla v poméru 1:9 (v/v) s vodou je 1 ml tohoto roztoku
napipetovan do zkumavky k 1 ml destilované vody a 50 pl vhodné nafedéného vzorku. Po péti
minutach je napipetovan 1 ml nasycen¢ho roztoku uhli¢itanu sodného. Po 15 minutach
je vzorek zméten pii 750 nm proti slepému vzorku.

Pro kalibracni kiivku je jako standard vyuzit roztok kyseliny gallové o koncentraci
0,2—0,5 mg/ml.
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Obrazek 22: Kalibracni primka pro polyfenoly
Stanoveni flavonoidit

Do zkumavky je k 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5% NaNO2 napipetovano 0,5 ml vhodné
nafedéného vzorku. Po péti minutach se do zkumavky ptida 0,2 ml 10% AIClz a po dalSich péti
minutach 1,5 ml 1M NaOH a 1 ml destilované vody. Patnact minut se smés necha stat a poté je
prométena na spektrofotometru pti 510 nm proti destilované vod¢. Pro kalibra¢ni kiivku je jako
standard vyuzit roztok katechinu o koncentraci 0,1—0,3 mg/ml.
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Obrdzek 23: Kalibracni primka pro flavonoidy

Rastrovaci elektronova mikroskopie

SEM byla vyuzZita k zobrazeni struktury ptipravenych hydrogelii. Vzorky byly pied analyzou
lyofilizovéany a néasledné popraseny zlatem. Samotné méteni probihalo pfi urychlovacim napéti
3 kV ave vzdalenosti 3,78-5,54 mm. Vzorky byly prométeny v riiznych ptibliZenich na prifezu
a na povrchu.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 ANALYZA HYDROLYZATU Z BANANOVYCH SLUPEK

Hydrolyzat z bananovych slupek byl podroben analyze pomoci techniky HPLC
a spektrofotometrickému stanoveni na cukry, polyfenoly a flavonoidy.

4.1.1 Stanoveni cukru

Hydrolyzat vyrobeny ze 100 g vysusenych a rozemletych slupek od bananii byl podroben
enzymatické hydrolyze a nasledné analyze pomoci metody HPLC, kde byla identifikovana
smes redukujicich cukrii o celkové koncentraci 19,44g/1, piicemz nejvice zastoupenymi byly
fruktoza (10,46g/1) a glukoza (8,86g/1), minoritné xyldza (0,11g/1). Dle literatury by ve vzorku
mély byt pfitomny i arabin6za, manoza, sachar6za, rhamnoza a galaktoza, ty se vSak nepodafilo
ve vzorku identifikovat [31]. Soucasné¢ byla vylou¢ena jejich ptitomnost. Pfi
spektrofotometrickém stanoveni pomoci metody DNS byl obsah redukujicich cukrt
vyhodnocen na 21,18g/I.

Tabulka 6: HPLC analyza cukrit v hydrolyzatu z bananovych slupek

vzorek glukoza [g/1] | fruktéza [g/l] | xyloza [g/l] | suma [g/I]
bandnovy extrakt 8,86 10,46 0,11 19,44

Tabulka 7: Namérené absorbance pro 100x ziedény hydrolyzat z bandnovych slupek a vypoctené

koncentrace cukri

Méreni A c (g/l)
1. 0,048 21,2955
2. 0,048 21,2955
3. 0,049 21,7391
4. 0,046 20,4082

Primér 0,04775 21,1846

Pro metodu DNS byly vytvofeny kalibra¢ni kiivky pro redukujici cukry, pficemz pro
kalibraci byla pouzita D-glukéza, podle kterych je stanovena koncentrace cukrii z absorbance
vzorku. Spektrofotometrické stanoveni redukujicich cukrti je jednodussi metoda a méné casové
naro¢na ve srovnani s metodou HPLC, avsak HPLC poskytuje mnohem piesnéjsi vysledky.
Metoda DNS obsah cukru nadhodnocuje, vysledek tohoto stanoveni je 1,09krat vyssi oproti
metodé HPLC.

Bananové slupky o hmotnosti 100g, ze kterych byl pfipraven hydrolyzat, dle stanoveni
HPLC, obsahuji 19,44g cukru. Literatura uvadi obsah cukri ve slupkach 1,76 — 4,09%
Vv zavislosti na staii slupek. Avsak obsah cukrt se v zavislosti na Case a fazi rozkladu zvysuje,
muize dosahnout az 18,5 g/100g susiny [32].

Vyssi obsah je zplisoben tim, Ze celul6za obsazend v bandnovych slupkach byla podrobena
enzymatické hydrolyze za vzniku glukozy, a tim ke zvySeni obsahu redukujiciho cukru.
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4.1.2 Stanoveni polyfenoli a flavonoida

Pro stanoveni polyfenolt byla kalibrace provedena na kyselinu gallovou, z absorbanci vzorku
pomoci spektrofotometrie byl stanoven obsah polyfenolti v hydrolyzatu na 230,9 mg/100g
suSiny. Pomoci katechinu byla sestrojena kalibracni kiivka pro flavonoidy, z niz byla stanovena
koncentrace flavonoidi na 128,2 mg/100g susiny. Literatura uvadi v ¢erstvych bananovych
slupkach obsah polyfenolti v rozmezi 1567,84 mg/100g suSiny a obsah flavonoida 1100
mg/100g susiny. AvSak koncentrace Vv zavislosti na Case rychle klesa. Nizsi obsah polyfenoll a
flavonoida v hydrolyzatu byl zptisoben staiim slupek [32].

Tabulka 8: Nameérené absorbance pro 10x ziedény macerdt bandnovych slupek a vypoctené

koncentrace polyfenolii

Méreni A c (a/l)
1. 0,056 0,2155
2. 0,064 0,2463
3. 0,060 0,2309
Primér 0,060 0,2309

Tabulka 9: Namerené absorbance pro nezredény macerdt z bananovych slupek a vypoctené

koncentrace flavonoidii

Méreni A c (a/l)
1. 0,411 0,1277
2. 0,412 0,1280
3. 0,412 0,1280
4. 0,415 0,1290
Pramér 0,4125 0,1282

4.2 PRODUKCE BAKTERIALNI CELULOZY

Na kultivaci bakterialni celuldézy bylo pouzito kultiva¢ni médium, kde jako zdroj uhliku byla
pouzita D-gluké6za, nebo hydrolyzat z bananovych slupek. Kultivace probihala ve statickém
i dynamickém rezimu. Dynamicka kultivace byla také experimentalné modifikovana ptidanim
voskovych sférickych zdbran. VSechny kultivace probihaly za stejnych podminek. pfi teploté
30 °C po dobu 14 dnl. Pribéh kultivace se statickém reZimu je zachycen na Obrazek 24
a Obrazek 25, vytézky celuloz pro jednotlivé kultivace jsou uvedeny v Tabulka 10.

Tabulka 10: Priimérné vytezky celulézy ve statickém a dynamickém reZimu za pouZiti glukdzy a

hydrolyzatu ze slupek
- A Hmotnost | Vytézek

Typ kultivace Zdroj uhliku BC (mg) (ma/) Odchylka
_— glukdza 36,3 363,1 81,8
Statickd bannovy hydrolyzat | 97,8 977.8 | 5064
Dvnamické glukdza 3,1 30,7 15,5
Y bananovy hydrolyzat | 9,8 98,5 58,7
Dynamicka se glukdza 6,7 335,0 36,1
sférickou zdbranou | bananovy hydrolyzat 11,4 568,3 103,7
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Obrazek 24: Pribeh statické na inkubované trepacce s médiem obsahujici glukozu (svétle zbarvené) a
médiem z bananovych slupek (tmavé zbarvené)

el

Obrazek 25: Kultivace BC na médiu obsahujici glukozu s narostlou celulozou
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Vliv typu kultivace na produkci BC

Ve statickém rezimu bylo dosazeno mnohem vyssich vytézka oproti dynamické kultivaci, a to
radoveé az o desetinasobek. Také byly patrné rozdily ve struktute celuldzy, staticka kultivace
produkovala pevnou, hustou a soudrznou celulézu, kdezto kultivace v dynamickém rezimu
tvotila jemna vldkna shluklé do chomackt. Z dat tedy vyplyva, ze pro kultivaci bakterialni
celulozy je vhodngjsi volit staticky rezim pied dynamickou kultivaci. Ukéazka vycisténé
celuldzy kultivované ve statickém rezimu, ktera jesté nebyla vysusena, je na Obrazek 26.

Obrazek 26: Bakterialni celuloza kultivovana ve statickem rezimu

Ale vytéZky se rlzni i vramci jednoho kultiva¢niho reZimu, ¢emuz tak je v disledku
neptedvidatelného chovéani bakterie. Primérny vytézek pii pouziti glukézy jako substratu
ve 100 ml média ¢inil pfi statické kultivaci 36,1 mg, nicméné v né¢kterych ptipadech celuldza
doriistala do hmotnosti az 52,8 mg. AvSak vytéZek z dynamické kultivace pii stejném
kultivaénim objemu neptevysoval hmotnost 4,5 mg.

Je to zptsobeno tim, ze celulézova vlakna se pii statické kultivaci seskupuji do struktur,
zpravidla do jednoho souvislého platu na hlading kultivacniho média.

U dynamické kultivace jsou celulézova vlakna tvofena po celém objemu média, jsou
pfevazné rozptylend a shlukuji se jen omezené. Vytézky dynamického rezimu jsou tedy
vyznamné niz8i z divodu, Ze zna¢na ¢ast celulozy zlistava ve filtratu.
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Vliv hydrolyzdtu z bandnovych slupek na produkci BC

Vyrazny rozdil ve vytézku byl pozorovan pfi srovnani kultivace, kde byl zdroj uhliku pouzita
glukoéza, a kultivace, kde byl pouzit hydrolyzat z bandnovych slupek jako médium.

ZvySena produkce celuldzy pifi pouzitim hydrolyzatu z bananovych slupek byla patrné jiz
béhem kultivace. Vyslednym produktem ve statickém rezimu byla silnéjsi a hustéjsi celuldza,
kterd byla vyprodukovana v priméru ve 3krat vétsim mnozstvi nez pii kultivaci na glukoze.
AvSak vytézky pii statické kultivaci za pouziti hydrolyzatu se zna¢né liSily, v né€kterych
ptipadech az o trojnasobek. To deklaruje neptedvidatelné chovani bakterii.

V dynamickém reZimu bylo vyprodukovéno za pouziti hydrolyzatu 10krat méné celulozy

oproti statickému rezimu, avSak 3krat vice ve srovndni s dynamickou kultivaci za pouziti
glukozy.

BC byla zbarvena do hnéda vlivem kultiva¢niho hydrolyzatu, které obsahovalo polyfenoly
a flavonoidy. Celuléza se hife Ccistila, i v koneéném produktu bylo znatelné zbarveni
signalizujici pfitomnost zbytkovych barvicich latek pochazejicich z bananovych slupek.

Zabarveni média vcetn¢ na hladin¢ vyprodukované celulozy je k vidéni na Obrazek 27.

Obrazek 27: Kultivacni médium z bandanovych slupek s vyprodukovanou celulozou
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Vliv sférickych zdbran pii dynamické Kultivaci

Za ucelem zvySeni vytézku byla experimentalné provedena kultivace se sférickou zdbranou
V dynamickém rezimu. Jednd se kousky syntetického vosku o priméru 5 mm, které jsou
vpraveny do kultivaéniho média se zao¢kovanou kulturou. Kultivace s voskovymi sférickymi
zabranami véetn¢ vyprodukované celulozy je vyobrazena na Obrazek 28.

Obrazek 28: Dynamicka kultivace za pritomnosti voskovych sférickych zabran s vyprodukovanou

celulézou, ktera byla kultivoviana v médiu z glukézy (vlevo) a v macerdtu ze slupek (vpravo).

Experiment dokazal, Ze kultivace bakteridlni celuldzy v dynamickém reZimu za pfitomnosti
voskovych kousku s funkci sférické zabrany vykazuje vyssi vytézek ve srovnani s dynamickou
kultivaci prostou, a to asi 10x vice na glukoze a 6X na hydrolyzatu. Také méla soudrznéjsi
strukturu, vlakna byla do sebe mnohem vice propletend, vysledna celuloza méla houbovity
charakter. Béhem kultivace se celuloza tvotila v celém objemu média a obrtistala voskové
kousky.

Kultivace za pouziti glukézy produkovala témétf srovnatelné ve statickém rezimu
a v dynamickém rezimu za pouziti sférickych zabran. OvSem kultivace za pouziti bandnovych
slupek v dynamickém rezimu za pouziti sférickych zabran vyprodukovala o0 42% méné celulozy
oproti statickému rezimu, nicméné vytézek je téméef dvojnasobny oproti dynamické kultivaci
na glukoze za pouziti sférickych zabran.
Srovnani kultivaci
Pti porovnani vytézkt riaznych kultivaci jasn€ vyplyva, Ze nejvynosnéj§im zptisobem je staticka
kultivace, pficemz substratem je hydrolyzat z bananovych slupek. Hydrolyzat ze slupek
vykazoval vys$si vynosy BC ve vSech kultivacich, je srovnani s glukézovym médiem. Také byla
patrnd vyssi kvalita celuldozy. Vzhledem k dostupnosti a nizkym potizovacim nakladim,

pfedstavuji bananové slupky velmi vhodny substrat pro kultivaci a nic nebrani SirSimu
vyuzivani k tomuto ucelu.
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Obrazek 29: Vyteznost bakterialni celulozy z kultivace staticke, dynamické a dynamické s pouzitim
voskovych zabran
Na Obrazek 29 jsou patrné rozdily ve vytézcich pii kultivaci na gluk6zovém médiu a
kultivaci na bandnovém hydrolyzatu, také pii srovnani statického a dynamického rezimu,
véetné¢ demonstrace piinosu sférickych zdbran pfi dynamické kultivaci. Zajimavé je, Ze
hydrolyzat poskytuje vyssi vytézky celuldzy i pii dynamické kultivaci s voskovymi zdbranami
nez statickd kultivace na glukodze.

43 MORFOLOGIE VZORKU BAKTERIALNI CELULOZY

Pomoci analyzy SEM byly vzorky porovnavany s ohledem na rozdil mezi typem produkce —
statickd a dynamickad. Struktura vzorki byla také srovnavéana s ohledem na pouzity uhlikovy
zdroj.

Byl potvrzen rozdil mezi statickou a dynamickou produkci, kdy u statické produkce je
viditelnd sit’ vldken, zatimco u kultivace dynamické jsou viditelné pory.

U statické kultivace na glukozovém médiu vypada povrch celulézy soudrzné, celistvé,
s hladkym povrchem. Situace u BC z bananovych slupek je obdobna, ov§em povrch se jevi
drsnéjsi. Dynamicka kultivace produkuje BC s pravidelnymi pory, u produkce na bananovych
slupkach doslo ke ztraté pravidelnosti pori.

Struktury BC jednotlivych kultivaci jsou pomoci elektronové mikroskopie vyobrazeny na
Obrazek 30-33.
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5 ZAVER

Bakterialni celul6za ma pro své jedinecné vlastnosti potencial Sirokého vyuziti, své uplatnéni
nachazi v mnoha odvétvi, zejména v medicin€. Je tedy nutné optimalizovat produkci a nalézt
levné a ucinné suroviny pro jeji vyrobu. Vhodny kandidat na takovou surovinu miize pochazet
z potravinaiského odpadu, jako jsou bandnové slupky. Bananové slupky obsahuji znacné
mnozstvi riznych sacharida a dalSich latek podporujici rist celuldzy, které jsou pro kultivaci
vhodné. Vhledem tomu, Ze jedna defacto o odpad, ma tedy tento typ substratu nizké potizovaci
naklady, rozhodli jsme se experimentalné kultivovat bakterialni celulozu pomoci hydrolyzatu
piipraveného z bandnovych slupek.

Z bananovych slupek, které by za béznych okolnosti skoncily v odpadkovém kosi, byl
piipraven hydrolyzat, ktery obsahoval znacné mnozstvi zivin. Pro kultivaci BC vSak bylo
potieba ziskat jednoduché cukry, které bakterie zvladne vyuzit. Toho bylo dosazeno
enzymatickou hydrolyzou bananovych slupek. Kromé vysokého podilu cukri v médiu byl také
stanoven obsah polyfenoli a flavonoidi, u kterych jiz bylo dokdzano, Ze maji pozitivni vliv na
kultivaci. Bylo dosazeno 0 170% vétsiho vytézku bakterialni celuldozy ve srovnani s kultivaci
na glukdze ve statické kultivaci a 0 220% v dynamické kultivaci. Také kvalita vyprodukované
celuldzy byla vyssi, ktera byla hustéjsi a pevnéjsi.

Bakalarska prace doklada, ze bananové slupky jsou velmi vhodnym substratem s vysokym
potencidlem pro kultivaci bakteridlni celuldzy, poskytuje vyssi vytézky ve srovnani se
standartnimi kultivacemi a ve vyssi kvalité€.

Budouci prace by se mohla zaméfit na vliv polyfenold a flavonoidi na kultivaci bakterialni

celulozy detailnéji. Nabizi se experimentovat s pfipravou hydrolyzatu z bananovych slupek
Vv riiznych stadiich zralosti ¢i rozkladu.
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7. Seznam pouzitych zkratek

BC — bakteridlni celuloza

RC — rostlinna celul6za

PHA — polyhydroxyalkanolaty

UV — ultrafialovy

DNS — metoda s vyuzitim dinitrosalicylové kyseliny
HPLC — vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

pO2 — parcidlni tlak kysliku
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