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Stanislav Obruca se narodil v roce 1982 ve Valasském Mezifi¢i. V roce 2007 absolvoval studium
oboru Chemie potravin a biotechnologie na Fakult¢ chemické VUT v Brng. Poté nastoupil na
doktorské studium v oboru Chemie a technologie ochrany zivotniho prostfedi kde pod vedenim
prof. Ivany Mérové vypracoval a v roce 2010 obhajil disertaéni praci na téma ,,Rizena produkce a

degradace vybranych materiald.

Od roku 2010 je zaméstnan na Centru materidlového vyzkumu Fakulty chemické VUT v Brné,
nejprve jako védecky a poté také jako akademicky pracovnik. V roce 2015 se pak stava takeé
zaméstnancem Ustavu chemie potravin a biotechnologii. Je garantem a vyudujicim pifedmétd
Metody analyzy biologickych systému, Prakticky Gvod do nanotechnologii a Praktikum z
instrumentélni a strukturni analyzy. V oblasti vyzkumu se zabyva moZnosti vyuziti a zhodnoceni
odpadnich surovin piedevs§im potravinafského primyslu pomoci mikrobidlnich biotechnologii,
stresovou odpovédi mikroorganismi a studiem biodegradace polymernich materiala. Je
spoluautorem nékolika odbornych monografii, skript a fady ¢lankd v mezinarodnich védeckych
casopisech. Podilel se také na vyvoji patentované technologie pro zpracovani odpadniho

fritovaciho oleje.



1  POTRAVINARSTVI JAKO PUVODCE ODPADNICH A
VEDLEJSICH PRODUKTU

Potravinarsky priimysl a zemédélstvi (souhrnné ¢asto oznacovany jako potravinafstvi) jsou
jednou z nejvyznamnéjSich oblasti lidské Cinnosti, jejichz cilem je zajistit vyzivu obyvatelstva.
Béhem poslednich staleti prodélaly obé odvétvi, predevsim na zdpadni polokouli, obrovsky posun,
kdy doslo k jejich automatizaci, centralizaci, intenzifikaci a industrializaci. To umoznilo vyrazné
navyseni efektivity prace, takze, i pres stale se snizujici procentudlni podil obyvatel pracujicich v
obou odvétvich, je potravinarstvi schopno zajistit vyzivu pro zbyvajici populaci. Lze konstatovat,
ze prave tento fakt je jednim ze silnych motorti umoziujici vyrazny postup v dalSich odvétvich
lidské Cinnosti, ze kterych pak opét obory zabyvajici se produkei a vyrobou potravin mohou tézit.
Nicméné intenzifikace a industrializace potravinarstvi ma i své stinné stranky. Pfedevsim ne vzdy
efektivni vyuzivani surovin a z toho plynouci vznik fady vedlejSich produktii, které nemaji
vyznamné vyuZziti a Casto predstavuji spiSe odpad. Vzhledem k centralizaci potravindiskych
procesti a tedy velkym objemiim zpracovavanym v ramci jednotlivych zavodud, predstavuji
odpadni produkty potencidlni ekologickou z4téz pro Zivotni prostiedi, pfipadné spiSe ekonomickou
zatéz vyplyvajici z ndkladd nutnych na jejich eliminaci.

Na tomto misté je vhodné poznamenat, Ze ani zdanlivé jednoduchy termin ,,potravinaisky
odpad* (anglicky ,,food waste*) nema jednozna¢ny vyklad a rizné autority jej vykladaji rtizné.
Tato skutecnost mize komplikovat pfedevsim interpretaci ne¢kterych statistickych dat. Naptiklad
Organizace pro vyzivu a zemédé€lstvi pod OSN (Food and Agriculture Organisation, dale FAO)
potravinaisky odpad definuje jako: ,,jakékoliv jedl¢ substance, které misto toho aby byly vyuzity k
vyzive lidi, jsou znehodnoceny, ztraceny, degradovany nebo zkonzumovany parazity v kterékoliv
Casti potravinového Fetézce®. Casto je ale (a to i v piipadé této prace) vyuzivan §ir$i vyznam
terminu ,,potravinafsky odpad®, ktery vySe uvedenou definici rozsifuje také o jakykoliv organicky
material, ktery neni vhodny k pifimé lidské spotiebé, ale vznikd v kterékoliv fazi produkce a
distribuce potravin.

Celosvétové mnozstvi odpadli generovanych potravindiskym primyslem a zemédé€lstvim za
jeden rok ptesahuje miliardu tun (napt. pro rok 2012 hovotfil odhad FAO o 1,3-10° t)l.
Samoziejmé potravindisky pramysl a zeméd¢€lstvi neni jedinym zdrojem odpadu spojeného se
zpracovanim a vyuZzitim potravin. Podle odhadl Evropské komise je piiblizné¢ 42 % odpadu
vyprodukovano domdacnostmi, 39 % je vygenerovano v pritbéhu vyroby potravin v primyslovych
podnicich, 14 % odpadu pfipada na restauracni zatfizeni a podniky hromadného stravovani, 5 % je
pak dasledkem chyb v distribu¢nim fetézci (tato kalkulace nebrala v potaz odpady vznikajici v
zemé&d&lstvi)Z.

Vznik odpadnich a vedlejSich produkti v potravinaistvi je problémem, ktery piesahuje hranice
jednoho primyslového odvétvi. Stejné tak neexistuje jednoduché obecné fesSeni, ale je potieba
vyuzit komplexni pfistup, kdy je jednak minimalizovan vznik odpadu v pribéhu procesu a
naslednych operaci a zaroven je nutné najit a optimalizovat potencidlni moznosti valorizace
odpadti tak, aby se spiSe nez za odpad daly povazovat za vstupni surovinu dalSich procest.

2  MOZNE ZPUSOBY ELIMINACE A/NEBO VALORIZACE
POTRAVINARSKYCH ODPADU

MozZnosti odstranéni, pfipadné dalSiho zpracovani potravinaiskych odpadi, jsou samoziejmé
zavislé na plivodu a charakteru konkrétnich odpadt. Z praktickych divodi je velmi komplikovana
predevsim likvidace komunalnich odpadi. Problém piedstavuje uz samotny sbér odpadu, separace
a dalsi logistické aspekty. Odpad je vSak také velice heterogenni co do kvality i kvantity. Tyto



skutecnosti vyznamné omezuji ekonomickou viabilitu procestt vyuzivajicich komundlni
potravinaisky odpad jako vstupni surovinu®*.

Mnohem §ir§i moznosti zpracovani nabizi odpad pochézejici z primyslovych a zemédé€lskych
vyrob. Diky centralizaci téchto procest je vyrazné usnadnénd logisticka ¢ast zpracovani, odpad je
vyrazné homogenngjsi co do slozeni i1 kvality a v fad¢ ptipadi je odpad konstantné dostupny v
prabéhu celého roku (napft. syrovatka, kdvova sedlina, aj.). Navic potencialni postupy zpracovani
odpadnich produkti by bylo mozné integrovat do jiz stavajicich vyrob v radmci jednoho
industrialniho celku, coz by mohlo vyrazné snizit investi¢ni naklady.

Obecné Ize tici, Ze mikrobidlni biotechnologie jsou jednou z nejslibnéjSich odvétvi, které je
mozné vyuzit k valorizaci potravindiskych odpadi. Mikroorganismy jsou diky svému
enzymatickému vybaveni schopny utilizovat Siroké spektrum organickych latek a to v¢éetn¢ odpadt
vznikajicich v pribéhu procesu vyroby potravin. Zaroven metabolické produkty mikroorganismi
jsou v tad¢ ptipada velice zajimavé chemikélie a materidly, které nachazeji uplatnéni v celé tfade
oblasti. Jednou z nejjednodusSich metod zpracovani organickych odpadnich materiald, kterou lze
zafadit do kategorie mikrobialnich technologii, je kompostovani®. Podobné jednoduchy proces
vyuzivajici pfirozenou smésnou mikrofloru, ovSem vedeny v anaerobnim modu, je podstatou
vyroby bioplynu’.

Spektrum procestt i potencidlnich produktii, které lze vyrobit s vyuzitim potravinarskych
odpadti je mnohem §irsi, nicmén¢ ve vétsing pripadl je nutna alespon ¢astecnd prediprava odpadu
tak, aby jej bylo mozné vyuzit pro ptipravu kultivaéniho média 3

Tabulka 1. Charakteristika vybranych typu potravinarskych odpadii a hmotnostniho podilu

sacharidi, proteinii a tukii/olejii’.

VIhkost Sacharidy Proteiny Tuky/oleje

Typ odpadu (%) (%) (%) (%)
i.  Odpady bohaté na sacharidy
Melasa 23 65 6,7 -
Pivovarské mlato 80-83 9-11,6 3,2-4,6 1,5-2,4
Syrovatka 92,7 49 0,9 0,9
Jable¢na vlaknina 3,9-10,8 48-62 2,9-5,7 1,2-3,9
Odpani chleba 33-42 41-51 8.13 3
PSenicné otruby 11 64,5 15,5 42
Rajc¢atova vlaknina 35,4-50 15,4-23,7 5,4-20,5
Bramborové slupky 83,3 12,5 2,6 0,1
ii.  Odpady bohaté na proteiny a/nebo
Odpad zpracovani masa 41 - 24,6 69,9
Odpad zpracovani ryb 73,9 - 57 19,1
Odpad zpracovani s6jovych bobti 10 29,9 42 4
Pivovarnické kvasinky 5 39,5 43 15
Susené vypalky 8 45 26 9
Krev 86 - 12 0,3

2.1 KONCEPT BIORAFINERIE

Valorizace potravinaiskych odpadi pomoci mikrobidlnich biotechnologii pifi vyrobé jednoho
produktu je z fady diivodl ¢asto na pomezi finan¢ni rentability ptipadné 1 pod ni. Z toho diivodu
smétuje soucasny trend k maximalizaci vyuziti odpadnich substrat za souc¢asné generace nekolika
produkti. Tento koncept napliuji tzv. biorafinerie — tedy komplexni primyslové zafizeni, které



vstupni surovinu - biomasu - vyuzivaji k soucasné vyrobé fady produkti — paliv, chemikalii,
materialli, energie, potravin a krmiv.

Analogii jsou samoziejm¢ petrochemické rafinerie, které podobnym zpiisobem zpracovavaji
ropu. Koncept petrochemické rafinerie byl zapocat v 60 letech 19. stoleti, kdy byl vyvinut postup
atmosférické destilace petroleje vyuzivaného jako palivo do lamp. K plivodné jednoduchému
procesu se postupné pridaly dalsi technologické kroky, jako jsou napiiklad vakuova destilace,
krakovéani nebo katalytickd polymerace. Postupné se rozsifovalo spektrum produktli a v souc¢asné
dobé predstavuji petrochemické rafinerie materidlni a energeticky zéklad moderni civilizace,
nebot’ poskytuji kromé paliv také zakladni i specidlni chemikalie a materidly pro vSechna odvétvi
chemického prumyslu.

Klesajici zasoby ropy, jeji rostouci cena a Casto i politické diivody vSak vedou ke vzristajicimu
z4jmu o dalSi alternativni suroviny, jejichz vyuziti by mohlo pokryt poptavku po palivech,
chemikaliich a materidlech. Takovymto substratem by mohla byt biomasa a to tieba praveé biomasa
obsazena v odpadnich produktech zemédélskych a potravinaiskych vyrob. V roce 2011 dosahovala
denni spotieba ropy 12 milioni tun z toho cca 7 % je pouzito jako surovina pro vyrobu materialti a
chemikalii. Vzhledem k objemlim, ve kterych jsou produkovany potravinaiské odpady, je mozné
uvazovat, ze i tento typ biomasy by mohl v budoucnosti alespon ¢astecné pokryt poptavku po
chemikaliich, které jsou v soucasné dobé produkovany z fosilnich surovin. Navic se obecné
predpoklada, ze mnozstvi odpadu produkované potravinaistvim dale poroste. K dispozici je
napiiklad odhad pro Asijské zemé, kde v roce 2005 potravinaisky primysl generoval 278 miliont
tun odpadu, v roce 2025 to ma byt az 416 milioni tun®.

Z cekonomickych 1 ekologickych davodi spoléhd koncept biorafinerie (stejné jako
petrochemické rafinerie) na maximalni valorizaci vstupni suroviny. Naptiklad pokud uvazujeme
jako vstupni surovinu odpadni rostlinny materidl, mize jeji zpracovani v biorafinerii zahrnovat
extrakci latek s vysokou pridanou hodnotou (flavonoidy, katechiny, alkaloidy atd.). Tyto latky
mohou byt vyuZity k vyrobé potravinovych doplitkii nebo funkénich potravin, nachazeji také své
uplatnéni ve farmacii a kosmetice. V fad¢ piipadi se také jednd o mikrobidlni inhibitory, proto je
jejich odstranéni Zadouci i1 z pohledu dalSich technologickych krokli, které casto zahrnuji
mikrobialni kultivaci. Zbyvajici pevny podil po extrakci casto obsahuje mono-, di- a
polysacharidy, které mohou byt pfimo anebo po patfi€né predupravé (enzymatické, piipadné
chemické hydrolyze) vyuzity jako uhlikaty substrat pro biotechnologickou vyrobu celé fady
produktti. Pfed samotnou kultivaci je moZzné navysit vytéZnost fermenta¢niho procesu zatfazenim
tzv. detoxifikace, tedy cilenym odstranénim toxickych latek, které se Casto uvoliuji v prab&hu
pfedupravy komplexniho substratu na kultivaéni médium. PfedevS§im pii vyuZivani odpadnich
substratii na bazi lignocelulézy ziistavaji i po hydrolytické upravé materialu pevné podily, které 1ze
nasledné vyuzit jako palivo, pficemzZ energie a teplo generovana jeho spalovanim miiZze alespoinl
castecné pokryt energetické naklady provozu biorafinerie®®.

O tom, Ze koncept biorafinerie je velice aktudlni a vzbuzuje zdjem nejen v oblasti primyslu a
zemédé€lstvi, ale mé také vyrazné socidlni, ekologické a v neposledni fad€ politické aspekty, svédci
napiiklad zajem Evropské komise a jeji doporuceni Evropskému parlamentu datované do roku
2012 (bio-economy communication) a stejné tak fada aktualné otevienych vyzkumnych vyzev v
ramci programtt Horizont 2020 nebo Bio-Based Industries (BBI).

3  KONCEPCE A PREHLED CiLU PREDLOZENE HABILITACNI
PRACE

Ptredlozena habilitacni prace se zabyva vyuzitim vybranych potravinaiskych odpadt jako
substrati pro vyrobu produktl s vysokou ptidanou hodnotou — piedevsim polyhydroxyalkanoat,
ale také karotenoidi a nebo lignocelulozu degradujicich enzymi. V soucasné dob¢é roste
spoleCenska potieba alesponl ¢astecné snizit nasi zavislost na fosilnich surovinach a zarovei je ¢im



dal vyrazngji apelovan environmentdlni aspekt rozliénych primyslovych technologii. Proto je
valorizace odpadnich produktii potravinafskych a zemédé€lskych vyrob nejen v souladu se
soucasnymi vyzkumnymi trendy, ale ma svou oporu i v aktudlnich pottebach moderni spolecnosti.
Stejné tak v posledni dobé vystupuje do popiedi problematika tykajici akumulace pevnych odpadia
na bazi syntetickych polymerti. Tato habilitacni prace se dotykd i tohoto tématu, protoze jsou to
pravé polyhydroxyalkanoaty, které predstavuji ekologicky Setrnou alternativu syntetickym
polymerim. Zaroven je okrajovym tématem piedlozené habilitaéni prace také studium
biodegradability polyurethanovych materialt.

Habilitaéni prace je koncipovana jako komentdi k clankim, které byly publikovany v
mezinarodnich impaktovanych odbornych cCasopisech, patentim, kapitoldm v knihdch a také
konferencnim pfispévkim, které byly pfedneseny na néarodnich a mezinarodnich védeckych
konferencich ve formé prednasek anebo plakatovych sdéleni.

V ramci prace bylo vytyceno nékolik parcidlnich cild (Casto navzajem propojenych), pfi¢emz
kazdému cili je v ramci tematické struktury prace vénovano nékolik kapitol.

Vytycené cile byly ndsledujici:

- Otestovat cilené vyuziti stresovych podminek k navySeni vytézkli vyroby PHA

- Oveérit moznost vyuziti potravinarskych odpadi k biotechnologické produkci PHA

- Experimentdlné¢ otestovat moznost produkce karotenoidii s vyuzitim odpadnich
potravinatskych produkti

- Prozkoumat mikrobidlni produkci lignocelulozu degradujicich enzymu

- Otestovat biodegradaci modifikovanych polyurethanovych materialt

Vyznamna ¢ast habilitaéni prace se zabyva moznosti vyuziti exogenniho stresu jako nastroje
prace piedstavuje studium valorizace relativné Sirokého spektra potravinarskych odpadt.
Jednotlivé odpadni substraty se pochopitelné vyrazné li§i ve svém chemickém slozeni a také
zékladnich fyzikalné-chemickych vlastnostech, a proto byly v rdmci prace pouzity a vyvinuty
rizné zpusoby piedipravy odpadnich materialii. PfedloZend habilitacni prace se predev§im zabyva
valorizaci néasledujicich odpadnich substrati:

- Syrovatka — byla pouzita jako zdroj uhliku 1 komplexni zdroj dusiku pro biotechnologickou
produkci polyhydroxyalkanoat
- Odpadni fritovaci oleje — vyuzity jako uhlikaty substrat pro vyrobu polyhydroxyalkanoata.

- Olej extrahovany z kéavové sedliny — aplikovan jako substrat pii produkci
polyhydroxyalkanoata.
- Hydrolyzat kavové sedliny — byl pouzit jako zdroj wuhliku pfi produkci

polyhydroxyalkanoati, ale také karotenoida
- Otruby vybranych obilovin — byly vyuzity jako induktory pii produkci lignocelulézu
degradujicich enzyma.

4  BIOTECHNOLOGICKA PRODUKCE
POLYHYDROXYALKANOATU

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polyestery bakterialniho puvodu. Schopnost produkce a
akumulace PHA byla objevena u cel¢ fady bakterii, ale také u nckterych zastupci Archae.
Mikroorganismy syntetizuji PHA jako zasobni formu uhliku, energie a redukc¢ni sily, a to
nejCastéji pii nadbytku uhlikatého zdroje a souCasné limitaci jinym dilezitym prvkem. Po



vycerpani uhlikatého substratu v prostfedi dokazi bakterialni buiky PHA hydrolyzovat a opét
vyuzit jako zdroj uhliku a energie ke svym metabolickym pochodiim. Krom¢ své metabolické role
jsou polyhydroxyalkanoaty zajimavé jesté¢ z dal§iho a to praktictéjsiho divodu — diky svym
mechanickym vlastnostem piedstavuji alternativu syntetickym polymeriim vyrobenych z fosilnich
surovin. Navic jsou PHA pln¢ biodegradovatelné, biokompatibilni a k jejich vyrob¢€ lze vyuzit
obnovitelné nebo dokonce odpadni substrétylo.

Bakteridlni PHA jsou polyestery hydroxykyselin, pficemz hydroxylova skupina PHA
monomeru se nejcastéji nachazi v poloze 3, ale jsou zndmy i monomery s hydroxylovou skupinou
v poloze 2 az 6. Monomery PHA jsou, diky stereospecifité enzymii zapojenych do jejich syntézy,
vzdy v R-konfiguraci. V zavislosti na délce fetézce hydoxykyseliny se PHA déli do dvou
podskupin. Polyestery obsahujici monomery o délce 3-5 atomu uhliku se oznacuji jako ,,short-
chain-lenght“ (scl-PHA), zatimco PHA obsahujici hydroxykyseliny o délce 6-14 atomu uhliku se
klasifikuji jako ,,medium-chain-lenght (mcl-PHA). V soucasné dob¢ je znamo vice nez 100
hydroxykyselin, které¢ slouzi jako PHA monomeryll.

Mechanické vlastnosti PHA zavisi pfedevS§im na =zastoupeni jednotlivych monomert.
Jednoznacné nejrozsitenéj$im zastupcem skupiny PHA je homopolymer 3-hydroxybutyratu,
polyhydroxybutyrat (PHB), ktery vykazuje vysokou miru krystali¢nosti (asi 50-80 %), diky ¢emuz
je tuhy a kiehky. Teplota skelného pfechodu PHB je 5-9 °C, teplota tani 173-180 °C. Na druhou
stranu PHB pfi 200 °C degraduje, coz je z hlediska primyslového zpracovani materidlu
nepiijemné, nebot pii taveni materialu mize dochazet k jeho znehodnoceni. Pokud je vSak
biotechnologickou cestou s vyuzitim prekurzoru do struktury polymeru zabudovan 3-
hydroxyvalerat (nebo jiny monomer), mechanické i1 technologické vlastnosti se vyrazné zlepsi.
Bod tani kopolymeru klesa, v zavislosti na obsahu 3-hydroxyvaleratu, az k hodnoté¢ 130 °C. Diky
tomu miiZze byt kopolymer taven, aniz by doSlo k jeho rozkladu. Stejné tak roste i1 elasticita
materidlu a klesd Youngiv modul pruznosti, pficemz glati, 7ze oba jevy jsou vyraznéjsi se
zvySujicim se podilem 3-hydroxyvaleratu v kopolymerulo‘1 .

Jak jiZ bylo uvedeno vyse, pfedev§im diky svym mechanickym vlastnostem jsou PHA casto
povazovany za ekologickou alternativu syntetickych polymert. Mohou byt vyuzZity k vyrobé
jednordzovych plné kompostovatelnych obali, ale diky své biokompatibilit¢ maji také tadu
aplikaci v oblasti mediciny a zdravotni péce. Relativné Sirokou $kalu dalSich aplikaci PHA v
oblasti elektroniky umoziuji jejich piezoelektrické vlastnosti. A v neposledni fadé¢ se nabizi
vyuziti PHA v zemé&dé€lstvi a to pfedevsim ve formé plné€ biodegradovatelnych mulcovacich folii*?,

41 VLIV VYBRANYCH STRESOVYCH FAKTORU NA PRODUKCI PHA

Vzhledem k potencidlnimu vyuziti aplikace exogenniho stresu jako kultivacni strategie vedouci
k navySeni produk¢nich parametrti pii biotechnologické vyrobé PHA byly provedeny skriningové
studie vlivu vybranych stresovych faktorti na akumulaci PHA.

Nase dalsi studie tedy byla provedena s bakterialnim kmenem Cupriavidus necator H16, ktery
je, diky své schopnosti akumulovat vysoké mnozstvi polymeru, povazovdn za modelovy
organismus pro metabolismus scl-PHA. Jedna se o Gram-negativni bakterii schopnou utilizovat
relativng Sirokou skupinu substratii, nicméné z cukrii jsou to pouze fruktdza a kyselina glukonova.
V ramci laboratornich experimenti dosahovala bakterie vyrazné vysSSich vytézka biomasy a také
vyssich obsahtt PHA nez B. megaterium, proto se zdala byt vhodné&jsim systémem pro ovéteni
vlivu aplikace stresovych podminek na produkci PHA. Nejprve byl vybran alkohol o koncentraci 1
obj. %, aby byl ovéten vliv Casu aplikace stresu. Pokud byl stres aplikovan od pocatku kultivace,
doslo k vyraznému zpomaleni ristu kultury, coZ mélo nepfiznivy vliv na vyslednou koncentraci
biomasy po ukonceni kultivace (kultivace probihala po dobu 120 h v Erlenmeyerovych bankéach).
Pokud byl stres aplikovan pozdéji, tedy ve 30, 60 anebo 90 h kultivace, neméla jeho aplikace
vyrazny vliv na rust bakterialni kultury. Aplikace stresu v 60 h vyrazné navysila akumulaci PHB v



bunikdch oproti kontrolni kultute, kterd nebyla vystavena stresovému faktoru. Neni bez
zajimavosti, Ze v 60 h kultura také vycerpala amonné ionty, které slouzily jako zdroj dusiku. Zda
se tedy, ze aplikace vhodného stresového faktoru mulize mit spolecné se soucasné indukovanou
limitaci dusikem synergicky efekt vzhledem k akumulaci PHB.

V ramci skriningové studie byla bakteridlni kultura vystavena nasledujicim stresovym
faktorim: ethanol (testovany byly néasledujici koncentrace stresového faktoru v kultivacnim
médiu: 1; 3 a 10 obj. %), peroxid vodiku (0,5; 1 a 5 mmol/l), NaCl (0,5; 2 a 5 hm. %), NiCl; (0,02;
0,1 a 0,2 mmol/l) a CoCl;, (0,02; 0,1 a 0,02 mmol/l), které pak byly vSechny aplikovany v 60 h
kultivace. Reakce bakteridlni kultury vic¢i ptisobeni stresu podle ocekavani vyrazné zavisela jak na
pouzitém stresovém faktoru, tak na jeho koncentraci. Zatimco v fad¢ ptipadi mély nizké davky
stresovych faktord na intraceluldrni obsah PHB pozitivni vliv, vysoké koncentrace vykazovaly z
pohledu akumulace PHB spiSe inhibi¢ni charakter. Produkci PHB v porovnéni s kontrolni
kultivaci (vytézek PHB 8,50 + 0,14 g/l) nejvyznamnéji podpotila aplikace 1 obj. % etanolu (9,64
+ 0,09 g/1) a oxida¢niho stresu ve formé peroxidu vodiku o koncentraci 1 mmol/I (10,50 + 0,31 g/I)
a také 5 mmol/l (9,89 £ 0,18 g/l). Pozitivni vliv méla také aplikace mirného osmotického tlaku
pomoci II\IaCI o koncentraci 5 g/1 (9,37 + 0,29 g/1) a také CoCl; v koncentraci 0,02 mmol/l (9,18 £
0,20 g/l)".

V dalsi préaci jsme se vé€novali detailnéjsSimu studiu metabolickych konsekvenci expozice bunck
ethanolu a peroxidu vodiku — tedy dvou stresovych faktord, které navysily produkci PHB
nejvyraznéji ze vSech testovanych stresti. Nicméné je zajimavé, ze vyuziti 1 dalSich ndmi pouzitych
stresovych faktorti jako stimuldtort PHB biosyntézy bylo v neddvné dobé publikovano dal§imi
autory. Pal a kol. vyuzili aplikace niklu k navySeni syntézy PHB u bakterie Cupriavidus
pauculus™®. Passanha a kol. nedavno publikovali vyuZiti osmotického stresu k biotechnologické
produkci PHA pomoci bakterie Cupriavidus necator. Piestoze tato studie byla provedena v
bioreaktoru (zatimco nase skriningovd méfeni probihala pouze v Erlenmeyerovych bartikach),
dosahli autofi zaverih konzistentnich s naSimi. Nejvyssi produktivita systému byla dosaZena pfi
aplikaci nizsi davky NaCl (9 g/1), ktera navysila produktivitu procesu oproti kontrolni kultivaci
(bez ptidavku NaCl) o 30 %. Aplikace NaCl o koncentraci 15 g/l a vice pak méla na vytézky PHA
negativni vliv®®. Také Khare a kol. vyuzili osmotického stresu k navySeni produkce mcl-PHA u
bakterii Pseudomonas fluorescens™. Celkové lze fici, Ze aplikace stresovych podminek k
navySeni produkce PHA je v sou€asné dob¢ zajimavym tématem, pficemz spektrum vyuzitelnych
strest je Sir§i nez jsme v rdmci nasi skriningové studie mohli postihnout. K navyseni produkce
mcl-PHA u bakterie Pseudomonas putida KT2440 je naptiklad mozné jednoduse vyuzit pretlak
v bioreaktoru®’.

4.2 VLIV APLIKACE ETHANOLU A H,0, NA BIOSYNTETICKOU DRAHU PHB

Jak bylo uvedeno vyse, ptidavek nizkych koncentraci ethanolu a peroxidu vodiku ma u bakterie
Cupriavidus necator H16 pozitivni vliv na vytézek PHB. Ze vSech testovanych stresovych faktort
se pravé ethanol a HyO, zdaly byt nejlepSimi aktivatory PHB biosyntetické drdhy. Je tedy
teoreticky mozZné, Ze piidavek levné a netoxické latky mulZe vyrazné navysit efektivitu
biotechnologického procesu. Jak ethanol, tak peroxid vodiku jsou navic zajimavé i z dalSiho
divodu — na rozdil od téZkych kovil anebo soli jako induktorti osmotického stresu, nepfedstavuji
jejich potencidlni rezidua v odpadni vodé po fermentaci a separaci bun¢k vyrazny problém. Z
téchto divodl jsme si pro podrobngjsi studium vybrali pravé ethanol a H,0, a pokusili jsme se
prozkoumat jejich vliv na metabolickou drahu biosyntézy PHB.

: OBRUCA, S.; MAROVA, I.; SVOBODA, Z.; MIKULIKOVA, R. Use of controlled exogenous stress for
improvement of poly(3-hydroxybutyrate) production in Wautersia eutropha: a preliminary study. Folia
Microbiologica, 2010, ro¢. 55, ¢. 1, s. 17-22.
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Abychom pochopili vliv ethanolu a peroxidu vodiku na metabolickou drahu PHB syntézy u
bakterie Cupriavidus necator, byly oba stresové faktory aplikovany v mnozstvi a Case
optimalizovanych v ptedchozi praci. Po aplikaci stresovych faktorti (60 hodina kultivace) pak byly
stanoveny specifické aktivity enzyml zapojenych do metabolizace stresovych faktorii a také
jednotlivych enzyma biosyntézy PHA. Pfidavek ethanolu i peroxidu vodiku v porovnani s
kontrolni kulturou vyrazné navysil aktivitu B-ketothioldzy a acetoacetyl-Co-reduktdzy. Naopak na
specifickou aktivitu PHA syntazy neméla aplikace stresu zadny vliv.

Ptitomnosti reaktivnich forem kysliku mize mit pro bunky fatalni nasledky. Proto si prakticky
vSechny zivé systémy vytvorily U¢inné obrané strategie vici oxida¢nimu stresu. Jednim z
obecnych principti je navySeni intracelularni koncentrace antioxidantti jako jsou [-karoten,
kyselina askorbova, tokoferol anebo glutathion (GSH). Pravé GSH, za oxida¢niho stresu piitomny
ve zvySenych koncentracich, je schopen eliminovat nezadouci oxidacni reaktivni formy kysliku.
Pii této reakci se sam oxiduje, regenerace je pak zprostiedkovana skrz enzym glutathion
reduktazu. Ta vyuziva k regeneraci oxidovaného GSH NADPH. Proto je jednou z dulezitych
strategii bunék vystavenych oxidaénimu stresu navyseni poméru NADPH/NADP®. NADPH je v
miizeme povazovat pentézovy cyklus, kde je NADP* redukovano na NADPH pfi oxidaci glukoza-
6-fosfatu na 6-fosfoglukonat katalyzované glukosa-6-fosfat dehydrogenazou. Dalsi reakce
pentdézového cyklu, tedy oxidativni dekarboxylace 6-fosfoglukonatu na ribozu-5-fosfat je také
zdrojem NADPH.

Proto jsme v buiikach vystavenych stresovym faktortim stanovili specifickou aktivitu glukdza-
6-fosfat dehydrogenazy. Navysena aktivita tohoto enzymu byla pozorovana pouze u bun¢k, které
byly exponovéany peroxidu vodiku. Mizeme tedy ptfedpokladat, ze stresovd odpoveéd vuci
peroxidu vodiku vede k navyseni poméru NADPH/NADP®, coz, jak bylo uvedeno vyse, ma
aktivacni vliv vici prvnim dvéma enzymim PHB syntetické drahy — B-ketothioldze a acetoacetyl-
Coa-reduktaze a tento efekt byl ovéfen i experimentalné. Pravé navyseni poméru NADPH/NADP”*
je pravdépodobné hlavnim diivodem aktivace PHB syntetické drahy a nésledného navySeni
vytézki pii aplikaci nizkych koncentraci peroxidu vodiku.

Ethanol je v bunkach metabolizovan skrz oxidaci katalyzovanou nejprve alkohol
dehydrogenédzou a nésledné aldehyd dehydrogenazou. Oba enzymy vyuzivaji jako oxida¢ni ¢inidla
NAD(P)*, takze vyslednym produktem metabolizace ethanolu jsou vedle acetatu také redukované
koenzymy NAD(P)H. V ramci naSich experimentli jsme stanovili specifickou aktivitu alkohol
dehydrogendzy u bakterii exponovanych jednotlivym stresim i u kontrolni kultury. Vyrazné vyssi
aktivita byla pozorovana, podle ofekévani, pouze u bun€k vystavenych ethanolu. Je tedy mozZné
pfedpokladat, Ze (podobné jako tomu bylo u peroxidu vodiku) metabolizace ethanolu vede k
navyseni poméru NAD(P)H/NAD(P)". Navic produkt metabolizace ethanolu — acetat, mize byt ve
formé¢ acetyl-CoA vyuzit jako substrat pro biosyntézu PHA.

Jak ethanol, tak peroxid vodiku maji tedy pravdépodobné castecné podobny efekt — navysuji
koncentraci redukovanych koenzymt a tim aktivuji PHB syntetickou drahu. Zaroven redukované
koenzymy parcialn¢ inhibuji Krebsiuv cyklus a tim i ¢aste¢né navysi tok acetyl-CoA do PHB
biosyntetické¢ drahy. Pravdépodobné pravé v disledku nizsi aktivity Krebsova cyklu jsme
koncentraci volného CoA. Ten je zndmym inhibitorem [-ketothioldzy, a proto 1 pokles
koncentrace volného CoA miize mit z pohledu PHB biosyntézy pozitivni vliv''. Celkové schéma
mozného vlivu ethanolu a H0, na metabolickou drdhu biosyntézy PHB je zndzornén na obrazku
1.

"OBRUCA, S.; MAROVA, L.; STANKOVA, M.; MRAVCOVA, L.; SVOBODA, Z. Effect of ethanol and hydrogen
peroxide on poly(3-hydroxybutyrate) biosynthetic pathway in Cupriavidus necator H16. World Journal of
Microbiology & Biotechnology, 2010, ro¢. 26, €. 7, s. 1261-1267.
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Obrazek 1. Schematické znazornéni mozného propojeni metabolismu PHB a stresové odpovédi
viici ethanolu a peroxidu vodiku.

4.3 BIOTECHNOLOGICKA PRODUKCE PHA ZE SYROVATKY

Velkou nevyhodou PHA v soutéZi se syntetickymi polymery jsou vysoké naklady na jejich
produkci. Vzhledem k tomu, ze PHA se v sou€asné dobé vyrabi pfedevSim z glukézy piipadné
hydrolyzati Skrobu, velkou ¢ast téchto nakladi pfedstavuje cena uhlikatého substratu. Podle
nekterych odhadi se tak cena vstupni suroviny podili na celkové cené¢ PHA az z 50 %%, Je proto
pochopitelné, ze je v soucasné dobé¢ intenzivné studovéna produkce PHA s vyuzZitim levnych,
ptipadné odpadnich substrati. Pouziti takovychto surovin by mélo na ekonomiku produkce PHA
vyrazné pozitivni vliv a otevielo by dvefe masovéjSimu rozsifeni téchto ekologicky Setrnych
materiald.

Jednim z odpadnich potravinaiskych substrati, ktery je Casto uvaZovan jako vstupni surovina
nejen pro produkci PHA, ale také pro dalsi biotechnologické procesy, je syrovatka. Jedna se o
vedlejsi produkt vyroby syrt, tvarohu a kaseint, kdy syrovatka ptedstavuje 80-90 obj. %
pouzitého mléka. Syrovatka je bohata na laktozu, ktera pfedstavuje dominantni organicky podil,
zanedbatelny ale neni ani obsah proteinti a anorganickych slozek. Diky tomu je syrovatka velice
atraktivnim kultivaénim médiem pro fadu mikroorganismu. To je na jedné stran¢ biotechnologicky
velice zajimavé, protoze ji lze vyuzit jako substrat k fadé procesti, na druhé strané je syrovatka
znacn¢ mikrobidln€ nestabilni, coz komplikuje jeji ischovu a transport.

Syrovatka je v souCasné dobé generovana v enormnich mnoZstvich. Odhady celosvétové
produkce syrovatky hovoii o 1,15 - 10® az 1,40 - 108 tun, kdy nejvétsimi ,,producenty* syrovétky
jsou USA a EU. V roce 2008 bylo v USA vyprodukovéano 4,0 x 107 tun a v EU pak dokonce 5,0 x
10’ tun syrovatky?’.

Proto jsme se pokusili vyuzit syrovatku ziskanou ze zadvodu Pribina Pfibyslav (jednalo se o
vedlejsi produkt vyroby syru Hermelin) jako substrat pro biotechnologickou vyrobu PHB pomoci
bakterie Bacillus megaterium. Je zajimavé, Zze i kdyz existuje fada mikroorganismi schopnych
produkce PHA na raznych cukernatych substratech, jen omezené mnozstvi bakterii je schopno
ptirozen¢ produkovat PHA na laktéze. V nasi piedchozi pracijsme si ovérili, ze Bacillus
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megaterium CCM 2037 ma schopnost utilizovat laktozu a soucasné akumulovat PHB. Zvolena
bakterialni kultura byla schopna pfimo vyuzivat samotnou syrovatku, nicméné ptidavek nékterych
mineralnich soli podpofil rist bakteridlni kultury a ptredev§im vytézek PHB byl pii piidavku soli
ptiblizné 10x vyssi.

V dal$im kroku byl tedy optimalizovan piidavek soli za u¢elem maximalizace produkce PHB.
Jako optimalizacni pfistup byl zvoleny experimentalni design dle Placket-Burmana. Tento
statisticky nastroj umoznuje identifikovat faktory, které vyznamné ovliviluji optimalizovany
proces. Pouze fedéni syrovatky se ukazalo byt faktorem, ktery statisticky vyznamné ovliviioval
vSechny sledované parametry — riist biomasy, akumulaci 1 vytézek PHB. Pii optimalizaci fedéni
syrovatky se nejlépe osvédcilo fedéni syrovatky vodou v poméru 1:1, kdy koncentrace laktozy v
kultivatnim médiu dosahla ptiblizné¢ 20 g/l. Pfi téchto podminkach bylo dosazeno vytézku
biomasy 2,51 g/l a vytézku PHB pak 0,79 g/1"".

Syrovatka je stidle povazovana za jeden z nejslibngjSich odpadnich substrati pro
biotechnologickou vyrobu PHB, proto je tomuto tématu vénovana fada publikaci. Zd4 se, Ze zZadny
z ptirozenych producenti PHB schopnych utilizovat laktézu neni idedlnim kandidatem pro
primyslovou vyrobu PHB ze syrovatky, a proto zde piichdzi ke slovu néstroje genového
inzenyrstvi. V literatuie je popsana genetickd manipulace PHB produkujicich kment, které takto
ziskaly schopnost utilizovat laktozu. Napiiklad Povolo a kol. vnesli lac-operon z bakterie
Escherichia coli do PHB produkujici bakterie Cupriavidus necator DSM 54540. Druhy mozny
ptistup pak spociva v klonovani genti PHB biosyntetické drahy do bakteridlniho kmene schopného
utilizace laktozy?'. Velice perspektivng se jevi proces popsany Ahn a kol., ktefi vyuzili
rekombinantni E. coli nesouci pha operon bakterie Azohydromonas lata k biotechnologické
produkci PHB v kultivacnim rezimu fed-batch, kdy jako pfikrm byla pouzita zkoncentrovana
syrovatka. V ramci tohoto procesu bylo dosaZeno velice vysokého vytéZku biomasy (194 g/1) 1
PHB (168 g/I)*..

4.4 VYUZITI ODPADNICH FRITOVACICH OLEJU JAKO SUBSTRATU PRO
VYROBU PHA

Dalsim perspektivnim substratem pro biotechnologickou produkci PHA jsou odpadni (pouzité)
fritovaci oleje. Ty jsou generovany v obrovskych mnoZstvich ptredevsim v restauracich, podnicich
hromadného stravovani a také nékterych dalSich segmentech potravinafského pramyslu. V
soucasnosti nejsou dostupnd zadna konkrétni data tykajici se produkce odpadnich fritovacich
oleji, ale da se predpokladat, ze se jedna o desitky miliont tun ro¢né. Jen v EU dosahuje ro¢ni
spotieba rostlinnych olejii vice nez 17 milionl tun, z ¢ehoZ velka ¢ast je vyuzita praveé ke smazeni
pokrmii nebo potravinairskych polotovarti. Pouzité fritovaci oleje jsou odpadem, ktery v soucasné
dobé nema vyrazné vyuziti. Jejich pouziti pro krmivaiské ucely je z bezpecnostniho hlediska
problematické a naptiklad v zemich EU je od roku 2001 zakazano. Proto vétSina odpadnich
fritovacich oleji kon¢i ve spalovnéch anebo je jinym zplsobem prakticky bez uzitku likvidovéana.
Velice Casto se v posledni dobé zminuje moZnost vyuziti odpadnich fritovacich oleji jako
suroviny pro vyrobu bionafty, ale v pribéhu smazZeni dochazi k ¢astenému znehodnoceni oleje,

takze odpadni fritovaci oleje jsou pro tuto technologii velice problematickou surovinou?*.

4.4.1  Vyuziti odpadnich fritovacich oleji a propanolu k produkci PHA

V nasi dalsi praci jsme se vénovali biotechnologické konverzi odpadnich fritovacich oleji na
PHA. Jako produkéni kmen jsme zvolili jiz zminénou bakterii Cupriavidus necator H16. Podle

i OBRUCA, S.; MAROVA, 1.; MELUSOVA, S.; MRAVCOVA, L. Production of polyhydroxyalkanoates from
cheese whey employing Bacillus megaterium CCM 2037. Annals of Microbiology, 2011, ro¢. 61, ¢. 4, s. 947-953.
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naSich skriningovych experimentl byla tato bakterie schopna efektivné vyuzivat rostlinné oleje. V
ramci prvnich experimentli jsme porovnali n¢kolik oleji — do studie byly zahrnuty jednak
nepouzité rostlinné oleje, ale také odpadni fritovaci oleje z riznych zdroji (z restaurace,
univerzitni menzy, domacnosti i podniku vyrabé&jici bramborové lupinky). Je zajimavé, ze
prakticky ve vSech ptipadech bylo vysSich vytézki biomasy i PHB dosazeno pfti kultivaci na
odpadnich fritovacich olejich. Zda se tedy pro biotechnologickou produkci PHA jsou zmény, ke
kterym dochazi v pribchu smazeni, spiSe zadouci. Je mozné, ze pfitomnost volnych mastnych
kyselin usnadnuje bakterialni kultufe utilizaci oleje. S ohledem na nase predchozi experimenty
zamétené na vyuziti exogenniho stresu pii produkci PHB jsme i v této praci otestovali moznost
aplikace alkoholu jako stresovych faktoru. Celkové byly otestovany tii alkoholy — methanol,
ethanol a propanol. Ptridavek propanolu nejvyrazngji navysil vytézky mél i dalsi pozitivni dopad.
V jeho piitomnosti bakteridlni kultura produkovala kopolymer 3-hydroxybutyratu (3HB) a 3-
hydroxyvaleratu (3HV) — poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) [P(HB-co-HV)]. Mozna
metabolicka cesta inkorporace propanolu do struktury polymeru je piedstavena na obrazku 2.

Jelikoz se moznost biotechnologické produkce PHA z odpadniho fritovaciho oleje a vyuziti
propanolu jako prekurzoru 3HV zdaly byt zajimavé, pokusili jsme se otestovat tuto strategii v
laboratornim bioreaktoru s vyuziti fed-batch kultivaéniho modu. Na konci kultivace bylo docileno
koncentrace suSiny bun€k 138 g/, intracelularni obsah PHA byl 76 %. Celkovy vytézek PHA tak
doséhl 105 g/1, podil 3HV v polymeru piedstavoval 8 mol. %. V ramci procesu bylo dosazeno
produkéniho koeficientu Ypua/S 0,83 g PHA na 1 g oleje a objemového produkéniho koeficientu
1,46 g/(Ih). Tyto hodnoty pattily mezi nejvyssi dosazené v ramci biotechnologické konverze
rostlinnych oleji na PHA. Kahar a kol. dospéli pfi fed-batch kultivaci na sdjovém oleji s vyuzitim
stejné¢ho bakteridlniho kmene k vytéznostnimu koeficientu 0,76 g PHA na 1 g oleje a objemovému
produkénimu koeficientu 1 g /(lh)24. Néami otestovany koncept ma vedle lepSich produkcnich
parametrd také dal§i vyhody — i. jako surovina byl pouzit substrat, ktery zddnym zpiisobem
nekonkuruje lidskému potravinovému fetézci; 1ii. technologie nabizi moZnost odbourani
problematického odpadu a jeho konverzi na produkt s vysokou ptidanou hodnotou'”.

Na zaklad¢ prace popsané vyse byla v roce 2012 zahdjena spoluprace se spoleCnosti
NAFIGATE Corporation, a.s. V ramci této spoluprace jsme vypracovali patent tykajici se
koprodukce PHA a lipolytickych enzymt s vyuZitim odpadnich fritovacich olejii jako substratu,
ktery je jiz v soucasné dobé piijaty Utadem pramyslového vlastnictvi a spole¢nost NAFIGATE
Corporation, a.s. odkoupila licenci k nami patentovanému postupu’. Odpadni fritovaci oleje
pfedstavuji vyznamny ekologicky problém piedeviim v Cing, proto se pozornost spoleénosti
NAFIGATE obraci pravé zde. Diky spolupraci s firmou Jiangsu Clean Environment Technology
Co., Ltd., ktera se zabyva sbérem a zpracovadnim odpadniho fritovaciho oleje, bude brzy v
provincii Suzhou oteviena poloprovozni linka pro biotechnologickou konverzi odpadniho
fritovaciho oleje na PHA.

V" OBRUCA, S.; MAROVA, I.; SNAJDAR, O.; MRAVCOVA, L., SVOBODA, Z. Production of poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) by Cupriavidus necator from waste rapeseed oil using propanol as a precursor
of 3- hydroxyvalerate. Biotechnology Letters, 2010, ro¢. 32, ¢. 12, s. 1925-1932.

V' MAROVA, L; OBRUCA, S.; PRIKRYL, R. Zpisob produkce polyhydroxyalkanoati (PHA) na olejovém substratu.
Cesky patent CZ 304183 B6, ptidélen 30.10.2013.
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Obrazek 2. Pravdépodobny mechanismus inkorporace propanolu do struktury polymeru.

4.4.2  Aplikace nahodné mutageneze k vylepSeni biotechnologické konverze odpadnich
fritovacich oleji na PHA

Cest k navySeni ekonomické rentability produkce PHA existuje n¢kolik. Jak jiz bylo né€kolikrat
uvedeno, ta nejcastéji zminovand spo€iva ve vyuziti cenové nendrocnych (v idealnim piipadé
odpadnich) substrati. Dal§i moznosti je pak vylepSeni kultivacnich strategii a také je mozné zlepsit
biotechnologicky proces pomoci vybéru vhodného produkéniho kmene. Samoziejmé je mozné jit
cestou isolace novych produkénich kmend, ale nabizi se také Giprava kmeni, které jiz k produkci
PHA pouZzivany jsou. Jejich produkéni potencial mize byt navySen pomoci cilenych genetickych
manipulaci anebo také prostfednictvim nidhodné mutageneze. Obecné lze fici, Zze nahodna
mutageneze je v soucasné dob¢ ve stinu cilenych genetickych manipulaci, nicméné i tato metoda
nabizi nékteré vyhody. Pomoci nahodné mutageneze je mozné odhalit a vyuzit nové a
neocekavané metabolické konsekvence a propojeni.
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V ramci nasi prace jsme se pokusili vyuzit ndhodné mutageneze k pfipravé mutantniho kmene
bakterie Cupriavidus necator H16, ktery by mél lepsi produk¢ni vlastnosti pii kultivaci na
odpadnim fritovacim oleji nez divoky kmen. Pii ndhodné mutagenezi miize dojit k fadé¢ zmén v
rdmci genomu, pfiCemz ne vSechny jsou samoziejmé zadouci nebo pozitivni. Proto je obvykle
experimentalni problém selekce zajimavych mutantii v pfitomnosti vyrazného nadbytku bunék s
niz§im nebo zaddnym produkénim potencidlem. V nasem piipadé jsme proto pro skrinink
zajimavych mutantnich kment vyuzili barveni PHA granuli pomoci Nilské cervené, ktera byla
piidana do pevného kultivacniho média (viz. obrazek 3).

PHB4

Obrazek 3. Princip barveni Nilskou cerveni na pevném kultivacnim médiu. 4a kmen schopny
produkce PHA 4b) PHA neprodukujicim kmenem, 4c Kolonie oznacena Sipkou byla vybrdna k
dalsimu testovani.

Pro nasledujici kultivaéni testy bylo vybrano 54 mutantnich kment, jejichz PHB produkéni
potencial byl v ramci kultivacnich experimenti porovnan s divokym typem. Bohuzel fada mutanti
ztratila schopnost ristu v mineralnim médiu s odpadnim fritovacim olejem jako jedinym
uhlikatym zdrojem. Nicméné 4 mutantni kmeny se ukazaly byt vyznamné lepSimi producenty
PHB neZ divoky kmen a viibec k nejvys$simu navySeni produkce PHB doslo u mutantniho kmene
oznacencho jako EO1, ktery byl na odpadnim fritovacim oleji schopen dosahnout o 35 % vyssiho
vytézku nez divoky typ.

V dalSim experimentu jsme pak stanovili specifické enzymové aktivity nékterych klicovych
intracelularnich enzyml jak u mutantniho kmene, tak u divokého kmene. Mutantni kmen
vykazoval vyznamné vysSi aktivitu NADP-dependentni isocitrdt dehydrogenazy, NADP-
dependentni malat dehydrogenazy, gluk6za-6-fosfat dehydrogendzy a glutamat dehydrogenazy.
Tyto enzymy jsou vyznamné tim, Ze kromé svych specifickych roli v ramci jednotlivych
metabolickych drah, poskytuji redukovany koenzym NADPH. Proto jsou povazovany za jedny z
kli¢ovych enzymi zapojenych do odezvy viigi oxidaénimu stresu®. Pravd&podobné v diisledku
zvySené aktivity vySe uvedenych enzymu pak vykazoval mutantni kmen EO1 vys§i pomér
NADPH/NADP" nez divoky typ. Jak bylo uvedeno diive, pravé tento faktor je jednim z kli¢ovych
parametrl ovliviiujicich tok acetyl-CoA metabolizmem a aktivitu enzymti PHA syntetické drahy..

Zda se tedy, ze mutantni kmen vykazoval znamky adaptace vii€i oxida¢nimu stresu, piicemz
posileni PHA biosyntetické drahy bylo vedlejsim efektem tohoto jevu. Abychom ovéfili tuto
hypotézu, vystavili jsme jak mutantni kmen, tak divoky typ piisobeni silnému oxidaéniho stresu a
stanovili viabilitu obou bakterialnich kultur. Viabilita byla vyrazn€ vyssi u mutantniho kmene, coz
nasvédcuje, ze naSe hypotéza tykajici se zmény metabolismu mutantniho kmene byla spravna.

V dalSim experimentu jsme otestovali potencial mutantniho kmene produkovat kopolymer
P(BH-co-HV), jako prekurzory byly pouzity propanol a propionat. Oba prekurzory jsou postupné
pfeménény na propionyl-CoA, ktery miiZze byt nédsledné metabolizovan dvéma zplsoby. Prvni
spoc¢iva v jeho kondenzaci s acetyl-CoA a nasledné inkorporaci do struktury polymeru. Timto
zpusobem je vSak v buiice metabolizovano jen cca 15 % propionyl-CoA, zbytek vstupuje jako
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substrat do 2-methylcitratového cyklu®. Metabolizace propionatu ve 2-methylcitratovém cyklu je
z pohledu produkce P(HB-co-HV) nezadouci, protoze vyrazné snizuje efektivitu inkorporace
prekurzoru do struktury kopolymeru, coz ve svém dusledku ma nezadouci efekt na ekonomickou
bilanci biotechnologického procesu.

Pfi pouziti propanolu jako prekurzoru byl obsah 3HV v kopolymeru u mutantniho i divokého
kmene piiblizné stejny, efektivita inkorporace prekurzoru do struktury polymeru (Y spv/prec) pak
byla o néco vyssi u divokého kmene. Situace se vSak vyrazné zménila pii aplikaci propionatu. V
tomto ptipadé byl obsah 3HV v kopolymeru (19,5 mol. %) i efektivita inkorporace prekurzoru do
struktury polymeru (Ysnv/prec = 0,29) vyrazné vyssi u mutantniho nez u divokého kmene. Je
otazkou, co muze byt pfi¢inou vyrazné vyssi efektivity inkorporace propionatu do struktury
polymeru u mutantniho kmene EOI. Obecné je za klicovy bod C3/C4 metabolismu povazovan
malat®. Podle nasi hypotézy, je mozné uvazovat, ze vyssi aktivita NADP-dependentni malat
dehydrogendzy, kterd katalyzuje oxidativni dekarboxylaci maldtu za vzniku pyruvatu, snizi u
mutantniho kmene intracelularni hladinu oxalacetatu, coz nasledné¢ parcidln¢ inhibuje 2-
methylcitratovy cyklus. NADP-dependentni malat dehydrogenazu je proto podle naseho nazoru
mozné povazovat za zajimavy cil pro genetické inzenyrstvi" .

2-methylcitrate

V\QMCS

Propionyl-CoA  Acetyl-CoA
+ +

Oxalacetate  TCA cycle

H,

2-methyl-
citrate

cycle (]

NADI
NAD*
Malate Isocitrate

~_ _—

Glyoxalate cycle

Pyruvate

Obr. 4 Vyznam maldtu jako klicového bodu nékolika metabolickych drah.

443  Pouziti hydrolyzatu syrovatky jako komplexniho zdroje dusiku

Pii produkci PHA s pouzitim rozlicnych substrati, ptredevs§im pak rostlinnych olejii jsou
pouzivana mineralni kultivacni média, kdy jako zdroj dusiku slouZi nejCastéji amonné ionty ve
formé (NH4)>SO4 nebo NH.Cl, ptipadné je dusik aplikovan ve form¢é mocoviny. Na druhou stranu
je znamo, zZe pouziti komplexnich dusikatych zdroji bohatych na aminokyseliny, oligopeptidy a
dals$i organické formy dusiku mé pozitivni vliv na rychlost rlstu bakteridlni kultury i vytéZzek PHB
a také zkracuje délku lag-faze. Problém predstavuje cena tradicné pouzivanych komplexnich
dusikatych zdroju, jako jsou kvasnicny autolyzat, kvasni€ny extrakt nebo rozli€né peptony.
ZlepSeni procesu, které tyto komplexni dusikaté zdroje poskytuji, obvykle nekompenzuje zvysSené
ekonomické naroky na kultivacni médium. Proto jsme se v nasi praci pokusili vylepSit proces
vyroby PHA z odpadniho fritovaciho oleje pomoci bakteridlniho kmene Cupriavidus necator

Vi OBRUCA, S.: SNAJDAR, O.; SVOBODA, Z.; MAROVA, 1. Application of random mutagenesis to enhance the
production of polyhydroxyalkanoates by Cupriavidus necator H16 on waste frying oil. World Journal of Microbiology
& Biotechnology, 2013, ro¢. 29, ¢. 12, s. 2417-2428.
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aplikaci finan¢né nenaro¢ného komplexniho dusikatého zdroje — hydrolyzatu syrovatkovych
proteint.

V ramci prvniho experimentu byl proteolyticky hydrolyzat syrovatky (PHS) porovnan s dal$imi
komplexnimi dusikatymi zdroji jako jsou sojovy pepton, kvasni¢ny extrakt nebo hydrolyzat
kaseini. Koncentrace komeréné dostupnych dusikatych zdroji byla 3 g/I, PHS byl pouzit v
mnozstvi predstavujicim 10 obj. % kultivaéniho média. Podle ocekavani aplikace vSech
komplexnich dusikatych zdroji navysila rGst biomasy v porovnani s kultivaci pouze na
mineralnim médiu. Tento efekt vSak byl jednoznacné nejvyraznéjsi pravé u PHS, ktery podpofil
rust kultury o vice nez 250 %. Protoze PHB je intracelularnim metabolitem a vytézek biomasy je
tedy jednim z kliCcovych parametrii ovlivitujicich vytézek PHB, je takto silna podpora ristu
bakterialni kultury z biotechnologického hlediska velice zajimava. Intracelularni obsah PHB se v
rdmci experimentu pohyboval v rozmezi 50 — 69 %, nejvyssi pak byl praveé u kultivace s pouzitim
PHS. Celkové¢ tedy aplikace PHS navysila vytézek PHB oproti kultuie kultivované pouze na
mineralnim médiu piiblizné 3,3x.

Hydrolyza proteini syrovatky pomoci proteolytickych enzymii vede ke vzniku volnych
aminokyselin a oligopeptidl, které mohou byt bakteridlni kulturou snadno vyuzity. Biosyntéza
aminokyselin je pro bakterii kultivovanou v mineralnim médiu energeticky velice naro¢ny proces,
proto ptidavek PHS (ale i dalSich komplexnich zdroji dusiku) do minerdlniho média vyznamné
podpofil rust bakterialni kultury. Pozitivni vliv mohly mit i dal$i latky pfitomné v syrovatce, jako
jsou naptiklad puriny a vitaminy. Déale je mozné ptedpoklédat, Ze aplikace PHS také napomohla
emulgaci odpadniho fritovaciho oleje a tim usnadnila jeho utilizaci bakterialni kulturou. Na druhou
stranu nami pouzivana bakterie C. necator neni schopna vyuzivat cukry pfitomné v syrovatce —
laktozu a glukdzu, takze tyto podily syrovatky zlistanou nevyuzity.

Je zajimavé, ze ptidavek PHS nejen navysi rlst biomasy (coz se dalo predpokladat), ale také
akumulaci PHB v bunkach. Zda se, ze tento efekt je disledkem profilu aminokyselin obsazenych v
PHS. V literatufe je popséan pozitivni efekt n€kterych aminokyselin na PHB biosyntetickou drahu.
Cystein, metionin, izoleucin a prolin mély pozitivni vliv na akumulaci PHB u transgenni bakterie
Escherichia coli %°, aplikace leucinu pak navySovala intracelularni pomér NADPH/NADP" a tedy i
akumulaci PHB u bakterie C. necator?’. Podle nasich analyz je PHS bohaty na leucin a izoleucin a
obsahuje také vyznamné mnoZstvi prolinu a metioninu. Suma téchto aminokyselin, které maji
podle literatury pozitivni vliv na akumulaci PHB, aplikovana v ramci prvniho experimentu byla u
PHS nejvyssi ze vSech testovanych komplexnich dusikatych zdroji. Zda se tedy, Ze profil
aminokyselin déla z PHS idealni komplexni dusikaty zdroj pro biotechnologickou produkci PHA.

V dal$im kroku jsme optimalizovali koncentraci (NH4),SO4 a PHS v kultiva¢nim médiu. PHS
muze pii aplikaci v mnozstvi 10 obj. % slouzit jako jediny zdroj dusiku pro bakterialni kulturu,
pfi¢emZ intracelularni obsah PHB v tomto ptfipadé dosahl velice vysoké hodnoty 95 hm. %.
Celkovée nejvyssich vytézku ale bylo dosazeno pti pouziti (NH4)2SO4 0 koncentraci 1 g/l a PHS v
mnozstvi odpovidajicim 10 obj. % kultivaéniho média. V tomto piipadé doséhl vytézek PHB pii
kultivaci v Erlenmeyerovych baikach 16,3 g/l. Pro porovnani — v kontrolni kultivaci s mineralnim
médiem bez ptidavku PHS byl vytézek PHB 3,4 g/l.

JelikoZz se aplikace PHS zdala byt velice efektivni strategii pro produkci PHB s vyuZitim
odpadniho fritovaciho oleje jako substratu, byly provedeny ovétfovaci experimenty v laboratornim
bioreaktoru. Oba zdroje dusiku — (NH4);SO4 i PHS byly aplikovany v mnozstvi, které bylo
zoptimalizovano v pfedchozich experimentech. I v rdmci téchto kultivaci byl potvrzen pozitivni
vliv. PHS na vytéZnost procesu. Pfidavek relativné malého mnoZstvi cenov€ nendro¢ného
dusikatého zdroje navysil vytézek PHB o pfiblizné 40 % a mél také vyrazné pozitivni vliv na
efektivitu pfemény odpadniho oleje na PHB, kdy produkcni koeficient Yppgs dosahl vysoké
hodnoty 0,93 g PHB na 1 g oleje. Také intracelularni obsah PHB byl pfi kultivaci s pouzitim PHS
vysoky — 90 hm. %. Obsah PHB v biomase je dilezity faktor, ktery ovliviiuje cenu isolace a
purifikace PHB. Lze tedy konstatovat, Ze pouziti PHS jako komplexniho zdroje dusiku je velice
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slibnou strategii, ktera ma pozitivni dopad nejen na samotnou biotechnologickou vyrobu PHB z
odpadniho fritovaciho oleje, ale také usnadni dalsi kritickou ¢ast procesu — isolaci polymeru z
bakterialnich bungk """

45 KAVOVA SEDLINA JAKO SUROVINA PRO BIOTECHNOLOGICKOU
VYROBU PHA

Kéva je jednim z nejpopularnéjSich napoji soucasnosti. Objem produkce kavovych bobi v
prabéhu poslednich 150 let konstantné roste, pticemz v roce 2010 ptrekonal 8 miliéni tun za rok.
Neni bez zajimavosti, ze kdva je na burzach po ropé druhou nejvice obchodovanou komoditou a
mezi zemédelskymi produkty ji tedy pochopitelné patii prvni misto. Zeméd¢elska produkce kavy je
samoziejmé lokalizovana v oblastech s ptihodnym. Na druhou stranu nejvyssi spotfeba kavy je v
evropskych zemich (pfedevSsim Skandinavii), v USA a Australii. Nicméné prumyslové zpracovani
kavy neni omezeno jen na producentské zemé, ale napiiklad i Evropska unie je regionem se silnym
segmentem zabyvajicim se zpracovanim kavy — napf. v roce 2012 bgllo do Evropské unie
dovezeno 3,12 miliond tun kavy, tedy piiblizng 40 % celosvétové produkce?.

Stinnou stranku zpracovani kavy ptedstavuje vznik odpadnich produktl (pevnych i1 kapalnych),
kter¢ ve svém dusledku ptedstavuji ekologicky problém. Mezi nejvyznamnéjsi odpady patii
kavové sedlina — pevny podil po ptipravé kavy. Tento odpadni produkt vzniké pfi piipravé napoje,
ale také pii vyrob¢ instantni kavy, kdy na 1 kg vyrobené instantni kavy pfipada cca 0,91 — 1,2 kg
kavové sedliny. Uvazime-li, Ze pfiblizn¢ 50 % svétové produkce kavy je zpracovano praveé na
vyrobu instantni kavy, je ziejmé, Ze tento odpadni produkt kavového prumyslu je generovan v
enormnich mnoZstvich a zaroveil z velké ¢asti lokalizovan v kdvu zpracujicich zéavodech®,

V soucasné dob¢ je v literatufe popsano n¢kolik moznych piistupi k valorizaci kavové sedliny.
PtedevSim se uvazuje o extrakcei oleje a jeho vyuziti pro vyrobu bionaftyzg’go. Dalsi moznosti je
vyuziti kivové sedliny k produkei ethanolu®**2, zajimavym produktem jsou i biologicky aktivni
kavové polyfenoly, které mohou byt z kavové sedliny relativné snadno vyextrahovany vhodnym
rozpou§tédlem33’34 a pouzity pro vyrobu funk¢nich potravin anebo potravinovych doplnki. V
ramci nasi prace jsme se pokusili vyvinout postup vyuZziti kdvové sedliny k biotechnologické
produkci polyhydroxyalkanoati.

451  Vyuziti kivového oleje k produkci PHA

Nejprve jsme se rozhodli ovéfit moznost extrakce oleje z kavové sedliny a jeho nasledného
vyuziti pro biotechnologickou produkci PHA. Olej jsme extrahovali pomoci Soxhletova extraktoru
a n-hexanu jako rozpoustédla, kdy obsah oleje v kavové sedlingé byl piiblizné¢ 15 hm. %.
Vyextrahovany olej jsme néasledné charakterizovali co do profilu mastnych kyselin i zdkladnich
charakteristik. V souladu s literdrnimi zdroji obsahoval olej vyextrahovany z kavové sedliny
relativné vysoké mnoZzstvi volnych mastnych kyselin, ¢emuz odpovidalo vysoké ¢islo kyselosti.

Kévovy olej byl nasledné otestovan jako substrat pro biotechnologickou produkci PHA s
vyuzitim bakterie Cupriavidus necator H16 a porovnan s dal§imi odpadnimi a/nebo levnymi
rostlinnymi oleji. Olej vyextrahovany z kavové sedliny se ukazal byt ze vSech testovanych oleji
nejvhodnéj$im substratem pro biotechnologickou produkci PHA — bakteridlni kultura na ném
dosahla nejvyssiho vytézku biomasy i1 polymeru. Je zajimavé, Zze vytézek PHB koreloval ¢islem
kyselosti oleje (korelatni koeficient R* = 0,9058). Pravé pritomnost volnych mastnych kyselin je
jednim z faktort, které vyrazné komplikuji vyuziti oleje z kavové sedliny pro vyrobu bionafty. Na

VI OBRUCA, S.; BENESOVA, P.; OBORNA, J.; MAROVA, 1. Application of protease-hydrolyzed whey as a
complex nitrogen source to increase poly(3-hydroxybutyrate) production from oils by Cupriavidus necator.
Biotechnology Letters, 2014, ro¢. 36, ¢. 4, s. 775-781.
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druhou stranu pfi vyuziti oleje k biotechnologické produkci PHA maji volné mastné kyseliny
naopak pozitivni vliv. Zatimco metabolizace triacylglyceroli (TAG) bakterii C. necator vyzaduje
jejich predchozi hydrolyzu pomoci extracelularni lipdzy, volné mastné kyseliny mohou byt
utilizovany pfimo, coz muze byt dilezité¢ predevSim v pocatecni fazi kultivace. Zaroven volné
mastné kyseliny mohou, diky svému emulga¢nimu potencialu, zpfistupnit TAG hydrolytickému
pusobeni lipazy. A v neposledni fadé¢ volné mastné kyseliny pravdépodobné slouzi i jako
induktory exprese gent kodujicich extracelularni lipazy.

V dalSich experimentech byl olej extrahovany z kavové sedliny vyuzit jako substrat pii
kultivaci bakteridlni kultury v laboratornim bioreaktoru. Kultivace byly provedeny v rezimu batch
i fed-batch. Intracelularni obsah PHB byl podobny pro oba kultivaéni méody, batch kultivace pak
poskytla vyssi vytéznostni koeficient. Nicméné celkové se lepsi a efektivnéjsi zda byt kultivace ve
fed-batch modu, kdy bylo dosazeno vysSich vytézkti PHB i biomasy a také vyrazné narostl
objemovy produkéni koeficient.

Produkéni parametry dosazené v rdmci laboratornich experimentl byly pouzity k odhadu
produkénich objemi PHB v modelovém primyslovém bioreaktoru o celkovém objemu 100 m®.
Pokud by bylo dosazeno stejnych parametrti jako pii laboratornich experimentech, bylo by v
pomoci fed-batch kultivace mozno ro¢né vyrobit 668,8 tun PHB, k ¢emuz (za ptedpokladu obsahu
oleje 15 hm. %) by bylo zapotiebi 5 573,3 tun kavové sedliny.

Krom¢ oleje obsahuje kavova sedlina také hemicelulézy (37 hm. %), celulozu (9 hm. %),
proteiny (13 hm. %) a lignin (29 hm. %). Nabizi se tedy otazka dalSiho vyuziti pevného podilu
kavové sedliny po extrakci kdvového oleje. Je znamo, ze kavova sedlina mize byt pouzita jako
palivo v primyslovych kotlich, kde produktem spalovaciho procesu je energie a teplo. Podle
nasich experimentli snizi vyextrahovani oleje spalovaci teplo kavové sedliny o cca 9 %, kdy pevny
podil po extrakci kdvy vykazoval spalné teplo 18,86 MJ/kg. Tato hodnota je porovnatelnd s
dal$imi odpady zeméd¢€lskych vyrob. Je tedy mozné uvazovat o vyuziti pevného podilu kavové
sedliny jako paliva. Podle naSich vypocti by spaleni pevného podilu kavové sedliny pouZité pro
vyrobu PHB v modelovém 100 m® bioreaktoru v rezimu fed-batch poskytlo pfiblizné 85 TJ (2,3 -
10" kWh) energie. Realny vytézek energie by samoziejmé byl niZdi, protoZe je potieba pocitat s
poklesem spalného tepla v disledku nedokonalého vysuSeni pevného podilu kavové sedliny a takeé
je potieba vzit v potaz efektivitu spalovacich kotli pro biomasu, kterd se obvykle pohybuje v
rozmezi 65 — 85 %. Kazdopadné je ale mozné uvazovat, Ze spaleni pevného podilu kdvové sedliny
po extrakci kavového oleje miiZze poskytnout energii a teplo, které¢ alespont ¢astecné pokryje
energetické naklady spojené s extrakci oleje, ptipravou a sterilaci fermenta¢niho média, samotnou
kultivaci a pfipadné také isolaci polymeru z bakterialni biomasy. V idedlnim ptipadé¢ by tak mohla

byt kavova sedlina kompletng vyuZita pro vyrobu produktu s vysokou pfidanou hodnotou¥""".

45.2  Vyuziti hydrolyzatu kavové sedliny k produkci PHA

Pevny podil kavové sedliny po extrakci kavového oleje tedy mize byt jednoduse vyuzit jako
zdroj energie. Na druhou stranu jeho chemické slozeni umoznuje i alternativni cestu jeho
valorizace, kdy polysacharidy pevného podilu mohou byt chemicky a/nebo enzymaticky
hydrolyzovany, pfi¢emz hydrolyzat obsahuje fermentovatelné sacharidy, coz otevird jeho mozné
vyuziti jako kultivaéniho média pro fadu biotechnologickych procest. My jsme se nejprve pokusili
vyuzit hydrolyzat kavové sedliny (HKS) jako substrat pro produkci PHA.

Hydrolyzat delipidizované kavové sedliny byl pfipraven pomoci kombinace chemické a
enzymatické hydrolyzy. Hydrolyzat kavové sedliny obsahoval pfiblizné 50 g/l sacharidd. Kavova

VI OBRUCA, S.; PETRIK, S.; BENESOVA, P.; SVOBODA, Z.; EREMKA, L.; MAROVA, 1. Utilization of oil
extracted from spent coffee grounds for sustainable production of polyhydroxyalkanoates. Applied Microbiology and
Biotechnology, 2014, ro¢. 98, ¢. 13, s. 5883-5890.
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sedlina je velice zajimava slozenim hemicelul6z. Na rozdil od jinych lignocelul6zovych materiala
jsou jeji hemicelulozy tvoteny predevsim hexd6zami a to mandzou a galaktézou. Diky tomu byly
tyto dva sacharidy nejvice zastoupenymi cukry hydrolyzatu, ktery také obsahoval glukozu,
arabindzu a celobiozu.

Krom¢ sacharidi obsahoval hydrolyzat kdvové sedliny také nékteré latky, které mohou mit na
biotechnologicky proces nezadouci vliv. Vysoky obsah soli miize indukovat osmoticky Sok a tim
inhibovat rist bakteridlni kultury. Dal$imi vyznamnymi antimikrobidlnimi latkami v kultivacnim
médiu jsou pak produkty degradace hex6z — kyselina levulinova a 5-hydroxymethyl furfural
(SHMF). A nakonec hydrolyzat kavové sedliny obsahoval relativné vysoké mnozstvi polyfenold,
které také mohou negativné ovlivnit riist a metabolickou aktivitu mikroorganismti.

Jako produk¢ni kmen jsme vybrali bakterii Burkholderia cepacia, ktera dokaze utilizovat Siroké
spektrum sacharidl a zaroven je schopna tolerovat relativné vysoké koncentrace antimikrobialnich
latek pfitomnych v hydrolyzatech lignoceluléz. Tato bakterie byla, podle naSich ptfedpokladu,
schopna vyuzivat hydrolyzat kdvové sedliny a zarovent produkovat PHA. V prvnim experimentu
jsme optimalizovali fedéni hydrolyzatu kavové sedliny. Nejvyssich vytézkth PHA bylo dosazeno,
kdyz hydrolyzat piedstavoval 30 obj. % kultivaéniho média. Niz§i davka hydrolyzatu
pravdépodobné neposkytovala dostatek zivin, pii pouziti vyssi davky meéla pravdépodobné
koncentrace mikrobialnich inhibitort jiz negativni vliv.

Zajimavé je, Ze bakteridlni kultura pii pouziti hydrolyzatu kavové sedliny produkovala
kopolymer P(HB-co-HV) bez nutnosti ptidavku prekurzoru 3HV. Je velice pravdépodobné, Ze roli
prekurzoru v tomto ptipadé sehrala kyselina levulinova.

V dalS§im experimentu byla prométena riistova a produkéni kiivka pii kultivaci bakterie B.
cepacia na hydrolyzatu kavové sedliny v Erlenmeyerovych bankach. Kyselina levulinova byla
kompletné vyuzita v pribchu prvnich 48 h kultivace, podil 3HV v kopolymeru pak s rostoucim
Casem klesal. Lze tedy ptredpokladat, Ze bakterie nejdiive akumulovala kopolymer P(HB-co-HV),
poté co vSak vycerpala prekurzor 3HV, dochazelo jiz k akumulaci pouze PHB, ¢emuz nasvédcuje 1
klesajici obsah 3HV v kopolymeru. Vysledny material je tedy pravdépodobné blendem dvou
polymert — kopolymeru P(HB-co-HV), ktery byl syntetizovan v prvni fazi kultivace, a
homopolymeru PHB, ktery byl akumulovan po vycerpani prekurzoru. Tuto nasi teorii potvrdily i
vysledky termické analyzy, které odhalily dvé teploty tani materidlu: 162,3°C a 170,2°C. Nizsi
teplota pravdépodobné odpovida kopolymeru, vyssi pak homopolymeru PHB.

V prib¢hu kultivace byly soucasné utilizovany vSechny pfitomné sacharidy, glukéza a
arabinoza (které byly pfitomny v nejnizsi koncentraci) byly spotfebovany nejdiive. Je tedy mozné
predpokladat, Ze pfi pouziti fed-batch kultivacni strategie nehrozi akutni problém s hromadénim
pent6z anebo jinych sacharidtl v kultivacnim médiu a nésledné katabolické represi substratem.

Jak jiz bylo uvedeno, hydrolyzat kavové sedliny (stejné¢ jako dalSi hydrolyzaty
lignocelul6zovych materiall) obsahuje fadu antimikrobialnich latek, které maji negativni vliv na
kultivacni proces. V ramci dalSich experimentli jsme se pokusili vyuZzit n€které detoxifikacni
postupy, abychom snizili obsah téchto latek v hydrolyzatu a tim jej zptistupnili bakterialni kultute.
Jednak byla otestovana sorpce inhibitorti z hydrolyzatu na aktivni uhli a také procedura zvana
»overliming®. Obé¢ tyto detoxifika¢ni metody vykazovaly vysokou ucinnost odstranéni polyfenoli,
levulinové kyseliny i SHMF, nicméné v prabéhu detoxifikacniho procesu doSlo také k
nezddoucimu snizeni koncentrace redukujicich sacharidii. Dalsi testovanou detoxifikacni metodou
byla extrakce polyfenolii (podle naseho ptedpokladu nejvyznamnéjsich inhibitorti hydrolyzatu) z
kavové sedliny pomoci ethanolu pied samotnou hydrolyzou. Tento postup snizil obsah polyfenoli
v hydrolyzatu kévové sedliny o piiblizné 30 % bez negativniho dopadu na koncentraci
redukujicich cukrii. Tato skute¢nost se pozitivné projevila pii nasledné kultivaci, kdy pfi kultivaci
na hydrolyzatu kévové sedliny, z niZ byly pfed hydrolyzou extrahovany polyfenoly pomoci
ethanolu, bylo dosaZzeno o ptiblizn€ 30 % vysSich vytézkt neZ u kontrolni kultivace. Zaroven
vedlej$i produkt detoxifikacniho procesu (kdvové polyfenoly) jsou velice zajimavou skupinou
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latek. Jednd se predevsim o kyselinu chlorogenovou a jeji derivaty, které dokaze lidsky
organismus snadno vstiebat a nasledn€ maji velice pozitivni dopad na lidské zdravi — jedné se o
antioxidanty, u kterych byl popsan napfiklad neuroprotektivni efekt®. Proto by mohly byt pouzity
jako slozka funk¢nich potravin nebo potravinovych doplikd.

Kévova sedlina je tedy velice zajimavym substratem, ktery mize byt pfeveden na PHA ve dvou
na sebe navazujicich krocich. Prvnim krokem je biotechnologicka konverze oleje extrahovaného z
kavové sedliny na PHB s vyuzitim bakterie Cupriavidus necator. Pevny podil kavové sedliny po
extrakci oleje muze byt hydrolyzovan a kapalny hydrolyzat pak mize byt vyuzit jako substrat pro
biotechnologickou vyrobu P(HB-co-HV) pomoci bakterie Burkholderia cepacia. Vytéznostni
koeficient prvniho kroku pii kalkulaci kdvové sedliny jako substratu byl Ypnasce = 0,13, pfi
utilizaci hydrolyzatu kavové sedliny pak bylo dosazeno vytéznostniho koeficientu Y pyassce = 0,07.
Pfi kombinaci obou pfistupt je tedy mozné dosahnout piiblizné 20 % konverze kavové sedliny na
PHA. Pevné podily po extrakci anebo i po hydrolyze vykazuji relativné vysoké spalné teplo, takze
by je bylo mozné vyuzit k pokryti Casti energetickych naklad spojenych s jednotlivymi kroky
procesu. Zaroven jeden z vedlejSich produktt, ethanolovy extrakt kavové sedliny obsahujici
hodnotné kavové polyfenoly, 1ze také povazovat za produkt s vysokou piidanou hodnotou".

46 PRODUKCE KAROTENOIDU

Karotenoidy jsou zluté, oranzové a Cervené, vyjimecné také zlutozelené, prevazné lipofilni
barviva, které se nachazi v rostlinach, houbdch, fasich mikroorganismech, ale téz zivocisich.
Chemicky se karotenoidy fadi mezi terpenoidy, obsahuji celkem osm izoprenovych jednotek,
pfiCemz za barevnost jsou zodpovédné fetézce konjugovanych dvojnych vazeb. Karotenoidy se
déli na dvé hlavni skupiny: karoteny a jejich kyslikaté derivaty oznacované jako xantofyly.
Karotenoidy jsou soucasti fotosyntetickych systémi rostlin, fas a fototrofnich bakterii. V
organismech neschopnych fotosyntézy jsou dileZitou slozkou ochrany vuci foto-oxidativnim
procestim a zaroven slouzi jako antioxidanty chranici bunééné membrany vici reaktivnim formam
kysliku®.

Karotenoidy nachazeji uplatnéni v fad¢ oblasti — v potravinafstvi se jich vyuZziva jako barviv,
jsou casto pfidavany do krmnych smési pro zemédélska zvifata, pouzivaji se pochopitelné v
kosmetice a roste jejich vyznam také ve farmaceutickém primyslu. V soufasné dob¢ je
karotenoidiim pfipisovana schopnost preventivné branit rozvoji rakoviny a také nc¢kterych dalsich
chorob. Z téchto divodu lze ocekdvat, Ze poptavka trhu po karotenoidech v pfistich letech
vyznamn¢ poroste. Biotechnologicka vyroba karotenoidii tedy mtize byt feSenim rostoucich naroki
trhu, nicméné aby mohla byt tato cesta ekonomicky rentabilni, je nutné sniZit vyrobni cenu
produktu napiiklad vyuZitim levné vstupni suroviny"".

4.6.1  Vyuziti hydrolyzatu kavové sedliny k produkci karotenoidii

V ramci nasi prace jsme se rozhodli otestovat moznost vyuziti hydrolyzatu kavové sedliny také
jako vstupni suroviny pro biotechnologickou produkci karotenoidii pomoci vybranych kment
karotenogennich kvasinek — Sporobolomyces roseus, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula
glutinis a Cystofilobasidium capitatum. VSechny testované karotenogenni kvasinky dokazaly
vyuzivat hydrolyzaty kavové sedliny jako rGstové médium, nicméné suverénné nejvyssich vytézki
biomasy i karotenoidti bylo dosazeno u kvasinky Sp. roseus. Tato kvasinka dokazala dokonce

" OBRUCA, S.; BENESOVA, P.; PETRIK, S.; OBORNA, J.; PRIKRYL, R.; MAROVA, 1. Production of
polyhydroxyalkanoates using hydrolysate of spent coffee grounds. Process Biochemistry, 2014, ro¢. 49, ¢. 9, s. 1409-
1414,
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vyuzivat hydrolyzaty kavové sedliny efektivnéji nez bazalni minerdlni médium s glukoézou.
Kvasinka vykazoval pfi kultivaci na hydrolyzatu kavové sedliny nejvyssi vytézky biomasy a
karotenoidd, profil karotenoidii u tohoto kmene obsahoval nejvyssi mnozstvi (62 %) B-karotenu,
ktery je povazovan za vysoce hodnotny karotenoid s nejvyssi aktivitou vitaminu A.

Jelikoz se Sp. roseus zdal byt vyrazné nejlepSim produkénim kmenem pfi pouziti hydrolyzatu
kavové sedliny jako kultivacniho média, v dalSich experimentech jsme ovéfili potencidl této
kvasinky v sérii kultivaci v laboratornim fermentoru. Nejprve byla provedena kultivace v batch
kultivacnim modu, nejvyssich vytézki biomasy 1 karotenoidii bylo dosazeno v ¢ase 48 h, kdy
koncentrace biomasy dosahla 14,2 g/l a celkovy vytézek karotenoidti 15,7 mg/l. Nasledné byla
aplikovana fed-batch kultivacni strategie, kdy jako ptikrm byl pouzit hydrolyzat kavové sedliny,
ktery byl Setrnym odpatfenim zakoncertovan na celkovou koncentraci sacharidii 370 g/l (ptivodni
objem 1 1, kone¢ny objem 180 ml). V ramci piedchozi kultivace jsme si experimentalné overili, Ze
vycerpani cukra z kultivaéniho média je doprovazeno nartstem pH. Kultura pravdépodobné zac¢ne
vyuzivat aminokyseliny, peptidy a proteiny jako zdroj uhliku, coz je doprovazeno sekreci
zasaditych dusikatych metaboliti. Této skuteCnosti jsme vyuzili pii fed-batch kultivaci, kdy byl
ptidavek substratu realizovan ve tfech davkach pii nartstu pH. Nejvyssi produktivity systému bylo
dosazeno v 72 h kultivace, kdy koncentrace biomasy v reaktoru byla 36,8 g/l a koncentrace
karotenoidi pak 29,9 mg/l. S pouzitim fed-batch kultivace tedy bylo dosazeno ptiblizné
dvojnasobnych vyt&zki oproti jednoduchému vsadkovému rezimu”™.

4.6.2 Koncepce ,,Coffee —BioRaf*

Celéd studie tykajici se vyuziti kdvové sedliny k biotechnologické produkci PHA a/nebo
karotenoidd je v souladu s modernim trendem maximalni valorizace potravinaiskych odpadi
prostiednictvim principu oznacovaného jako biorafinerie. Kavovd sedlina je vyznamny
potravinaisky odpad, jehoz velka ¢ast t je vedlejSim produktem vyroby instantni kavy, takze odpad
je pak lokalizovan ve vyrobnich zavodech. To vyznamné¢ usnadiiuje logistickou ¢ast potencialniho
zpracovani kavové sedliny — provoz zabyvajici se jeji valorizaci by mohl byt pfimo soucésti
zavodu pro vyrobu a zpracovani instantni kavy. Dalsi velké mnoZstvi kdvové sedliny pak vznika
pii pfipravé ndpoje at’ uz v restauracich, kavarnach, podnicich hromadného stravovani anebo v
domécnostech. Problematikou sbéru kavové sedliny z téchto zdroji se zabyvali Zuorro a
Lavecchia, ktefi odhadug'i, 7e jen v oblasti Rima je redlné mozné nashromazdit roéné vice nez 10
000 tun kavové sedliny3 .

Nami uvazovana technologie je pak schematicky znazornéna na obrazku 5. Kavova sedlina je
nejprve vyuzita jako zdroj oleje, ktery je nasledné vyuzit jako substrat pro biotechnologickou
produkci PHA s vyuzitim bakterie C. necator H16. Pevny podil kavové sedliny po extrakci kavové
sedliny je pak podroben druhému extrakénimu kroku, kdy jsou pomoci vodného roztoku etanolu
(30 obj. %) extrahovany kavové polyfenoly. Motivaci k tomuto kroku jsou nejen zajimavé
vlastnosti kavovych polyfenolil, ale také snaha o odstranéni téchto antimikrobialnich latek a s tim
souvisejici navySeni vytéZnosti dalSich biotechnologickych krokli zamyslené technologie. Pevny
podil kdvové sedliny je dale mozno hydrolyzovat, jako optimalni se jevi kombinace chemické a
enzymatické hydrolyzy, kdy kapalny hydrolyzdt miZze byt wvyuzit jako substrat pro
biotechnologickou vyrobu PHA pomoci bakterie B. cepacia, anebo pro produkci karotenoidt
pomoci basidiomycetni kvasinky Sp. roseus. Pevny podil po hydrolyze, ptipadné i pevny podil po
prvni nebo druhé extrakcei, je pak diky vysokému spalnému teplu mozné vyuzit jako palivo, které
muze ¢asteCné pokryt energetické a tepelné naroky uvazovanych procest.

X PETRIK, S.; OBRUCA, S.; BENESOVA, P.; MAROVA, 1. Bioconversion of spent coffee grounds into carotenoids
and other valuable metabolites by selected red yeast strains. Biochemical Engineering Journal, 2014, ro¢. 90, s. 307-
315. ISSN: 1369- 703X.
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Obrdzek 5. Schéma biorafinerie zabyvajici se zpracovanim kavové sedliny

Vyse popsand komplexni technologie pracovné nazvana ,,Coffee Bio-Raf* byla formou zvané
prednasky piedstavena na mezinarodni konferenci BioTech 2014 & 6th Czech-Swiss Symposium
(Praha) a také formou ptednasky presentovana na mezinarodni konferenci 16th European Congress
on Biotechnology (Edinburgh, Velk4 Britanie). Nase plvodni mysSlenka je také pfedmétem
patentové piihlasky, ktera byla podana Utadu pramyslového vlastnictvi (&islo patentové piihlasky
2013-1002). Zaroven byla komplexni technologie publikovana v mezinarodnim impaktovaném
Gasopise™'. Problematice  biotechnologické konverze lignocelulézovych materiali na
polyhydroxyalkanoaty, ale také dalsi hodnotné produkty, se v sou€asné dob¢ intenzivné vénujeme.
Ditkazem je nedavno publikovany piehledovy clanek, ktery shrnuje soucasny stav poznani

v oblasti vyroby polyhydroxyalkanoéti z lignoceluloz™"".

4.7 PRODUKCE ENZYMU DEGRADUJICICH LIGNOCELULOZU

Jak jiz bylo uvedeno vyse, lignocelulézové materialy, a to vcetné¢ odpadli potravinaiského
pramyslu, predstavuji perspektivni substraty pro fadu nejen biotechnologickych vyrob. V soucasné
dobé& neni ani zdaleka vyuzit potencial, ktery se v téchto snadno dostupnych materialech ukryva.
Nejcastéji uvazovana strategie valorizace téchto odpadt zahrnuje krok sacharifikace — tedy
pfevedeni celuldzy a pfipadné hemiceluléz na snadno utilizovatelné cukry. V fadé¢ piipadi se k
tomuto ucelu vyuziva enzymaticka hydrolyza glykosidickych vazeb polysacharidl, které obvykle
predchazi mechanickd a chemicka Uprava materialu, ktera ma za cil usnadnit enzymatickou
hydrolyzu a navysit jeji efektivitu zvySenim dostupnosti polysacharidi. Z ekonomického hlediska
pfedstavuji nejvetsi problém enzymy, jejichZ cena je stdle vysokd. Proto je v soucasné dobé
vénovana velka pozornost biotechnologické piipravé enzymi schopnych hydrolyzy a/nebo
degradace lignoceluldz — jsou stéle isolovany a charakterizovany nové mikrobidlni kmeny schopné

Xl OBRUCA, S.; BENESOVA, P.; KUCERA, D.; PETRIK, S.; MAROVA, |. Biotechnological conversion of spent
coffee grounds into polyhydroxyalkanoates and carotenoids. New Biotechnology. DOI: 10.1016/j.nbt.2015.02.008

“' OBRUCA, S.; BENESOVA, P.; MARSALEK, L.; MAROVA, I. Use of lignocellulosic materials for PHA
production. Chemical and Biochemical Engineering Quarterly, ro¢. 29, €. 2. 135-144 s.
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exkrece téchto enzymd, stegné tak jsou 1 testovany nejriznéjS$i kultivacni strategie pro
maximalizaci vytézkl enzymu °

Mikroorganismy schopné utilizace lignocelulézovych materiali obvykle extracelularné
produkuji komplexni enzymové koktejly, které¢ se skladaji z hydrolytickych enzyma schopnych
katalyzovat hydrolyzu rostlinnych polysacharidii (celulézy a hemicelul6z), proteini a casto i
lipidi. PredevsSim nékteré mikroskopické houby jsou ale schopné produkovat také enzymy
katalyzujici degradaci ligninu. VSechny tyto enzymy maji fadu aplikaci v riznych odvétvich
pramyslu. Samoziejmé se ve formé komplexnich nepurifikovanych nebo jen castecné
purifikovanych enzymovych preparatii pouzivaji pii valorizaci lignocelul6z. Ale napiiklad lakaza
se ta‘tllgé vyuziva k bioremediaci odpadnich vod, stabilizaci vina a piva nebo vyrobé ovocnych
stav™.

48 VYUZITI PLISNE FUSARIUM SOLANI PRO PRODUKCI ENzZYMU
DEGRADUJICICH LIGNOCELULOZU

V ramci naSich experimentli zaméfenych na vyuziti rozliénych odpadnich potravinaiskych
substratii jsme se vénovali 1 biotechnologické vyrobé enzymu schopnych hydrolyzy lignocelul6z
pomoci vybranych hub. Podle vysledkii nasich experimentl je v tomto kontextu zajimava plisen
Fusarium solani F-552, ktera je doposud ponékud stranou zajmu biotechnologli vénujicim se
produkci enzymt pro hydrolyzu lignoceluldz. Nicméné ndmi testovany kmen je schopny produkce
nejen hydrolytickych enzymi — celuldz, xylanaz, protedz i lipaz, ale také tfi z nejvyznamnéjSich
enzymu zapojenych do degradace ligninu — mangan dependentni peroxidazy, lignin peroxidazy a
extracelularni lakazy. Je zajimavé, Ze soucasna produkce vSech tech lignin degradujicich enzymi
byla u F. solani pozorovana pouze nami u a to u kmene F-552. Saparrat a kolektiv pozorovali u
péti isolatd F. solani produkci mangan dependentni peroxidazy a lakazy*', naopak F. solani f. sp.
glycines bylo schopno exkrece lakdzy a lignin peroxidazy, produkce mangan dependentni
peroxidadzy nebyla pozorovéna42. Zd4 se tedy, ze schopnost extraceluldrni produkce oxidaz
podilejicich se na degradaci ligninu je vyznamné kmenové specifickd a jednotlivé kmeny téhoz
druhu se mohou lisit nejen co do mnozstvi exkretovanych enzymi, ale existuji i vyznamné rozdily
ve slozeni enzymovych koktejlti i u relativné blizce ptibuznych kment.

K nafemu piekvapeni kmen F. solani produkoval nékteré nami sledované extracelularni
enzymy (celulazy, xylanazy, protedzy, mangan dependentni peroxidazy a lignin peroxidazy) i pfi
kultivaci v mineralnim médiu s gluk6zou jako jedinym zdrojem uhliku. Nicméné vyrazné vysSich
vytézki bylo dosazeno, pokud byl do kultivaéniho média ptidan lignocelulézovy odpadni produkt
potravinafskych vyrob. U hydrolytickych enzymii (celulazy, xylanadzy a proteazy) bylo vyrazné
nejvysSich vytézkli dosazeno pii aplikaci kukufiénych otrub. Vytézky enzymii byly v tomto
ptipadé 10x az 20x vyssi nez v samotném mineralnim médiu.

Ptridavek odpadnich materiali dle ocekavani navysil také produkci lignin degradujicich
enzymu. Je zajimavé, Ze typ pouzitého odpadniho materidlu nemél dopad jen na vytézek téchto
enzymil, ale 1 na sloZeni enzymového koktejlu. Naptiklad pti kultivaci s pouzitim kukufi¢nych
otrub byla v kultivaénim médiu detekovana vysoka aktivita nejen hydrolytickych enzymi, ale také
mangan dependentni peroxidazy a lignin peroxidazy, nicméné 7adnéd aktivita lakdzy. Naopak
pouziti pSeni¢nych otrub vedlo ke spiSe niz8i produkci hydrolytickych enzymi i obou sledovanych
peroxidaz, ale zaroven nejvyraznéji ze vSech testovanych odpadnich materidlii navysilo vytézek
lakazy.

Efektivita procesu produkce enzymii schopnych hydrolyzy a degradace lignocelul6z mtze byt
tedy vyrazn€ navySena pouzitim potravinaiskych odpadii, kdy typ pouzitého odpadu mé vyrazny
vliv nejen na vytéZky jednotlivych enzymi, ale ovliviluje také sloZzeni enzymového koktejlu.
Kromé lignocelulézovych materidlti byly jako induktory lignin degradujicich enzymii otestovany
také vybrané chemikalie, konkrétné¢ pak rostlinné polyfenoly (kyseliny ferulova, gallova a p-
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hydroxybenzoova, (+)-katechin) a také chemikalie, které se obvykle pouzivaji jako substraty pii
stanoveni enzymovych aktivit peroxidaz a lakazy (fenolicka Cerven, veratrylalkohol a 2,2'-azino-
bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina (ABTS)).

Posledni testovanou strategii pro navyseni vytézku lignin degradujicich enzymu byl piidavek
peroxidu vodiku. Ten pochopitelné¢ hraje klicovou roli pfi enzymatické oxidaci ligninu
katalyzovanou mangan dependentni peroxiddzou a lignin peroxidazou, proto by jeho ptidavek
mohl mit pozitivni vliv i na produkci téchto enzymi. Role H,0, pii oxidativni degradaci ligninu je
degradujici enzymy ucinné penetrovat resistentni material. Pravdépodobné je to pravé H,O,, ktery
narusuje povrchové struktury ligninu a zpfistupni material enzymtm s lignin degradac¢ni aktivitou.
Proto fada lignin degradujicich plisni produkuje enzymy schopné generovat H,0,*. Peroxid
vodiku vyrazné navysil produkci predev§im obou peroxidaz i v samotném minerdlnim médiu, je
tedy mozné predpokladat, ze extracelularni peroxidazy jsou né&jakym zpiisobem zapojeny do
stresové odpovedi vici peroxidu vodiku. Vyraznéjsi navyseni produkce peroxidaz i lakazy bylo
pozorovano pii pouziti peroxidu vodiku a gallové kyseliny a jesté vice pak pii aplikaci H,O, a
kukufi¢nych otrub. Pfidavek peroxidu vodiku je tedy zajimavou a origindlni kultivacni strategii,
kterda ma pozitivni dopad nejen na produkci PHB, ale lze ji také vyuzit pii biotechnologické

produkci enzymii schopnych degradace lignocelulézovych materiala™'"'.

49 BIODEGRADACE POLYURETHANOVYCH MATERIALU

Biodegradace polymernich materialii je procesem, pfi kterém dochazi k postupnému rozkladu
polymerti ptisobenim zivych organismu, pfedevsim mikroorganismi, a to jak bakterii, tak i plisni a
kvasinek. Ve své podstaté se jedna o pfirozeny a ekologicky Setrny zplisob eliminace materialu.
Proces biodegradace ovlivituje fada faktorti. Pfedevsim jsou to fyzikdlni a chemické parametry
degradovaného materidlu, které jsou klicovym faktorem ovliviiujicim kinetiku biodegrada¢niho
procesu. Proces biodegradace ale ovliviiuji 1 dalsi Cinitelé - pfitomnost mikrobialni populace s
pfislusnym degradacnim potencidlem a v neposledni fadé abiotické ale i biotické parametry
ovlivitujici riist mikroorganisma™.

Obecny mechanismus biodegradace jakéhokoliv polymerniho materidlu ptedpoklada, Ze
extracelularni depolymerazy mikroorganismu $tépi polymer na mensi jednotky (oligomery, dimery
a monomery), jejichz velikost jiZ umozni jejich transport do buiiky, kde jsou poté vyuzity jako
zdroj uhliku (ale i dalsich prvkii) a energie®.

Ne vSechny procesy, kterym je polymer v pfirodé¢ vystaven, jsou spojeny s cinnosti
mikroorganismil. Casto dochazi k tzv. rozpousténi polymeru, piipadné k jeho fragmentaci (tj. k
rozpadu na mensi ¢astice), pfi¢emz tyto procesy jsou Gisté abiotické povahy™.

Polyurethany (PUR) jsou Sirokou skupinou syntetickych polymernich materidlli, které
nachéazeji uplatnéni v mnoha oblastech zivota moderni spotiebni spolecnosti. PUR se vyrabéji
polyadici vicefunk¢nich izokyanati a vhodnych vicefunkénich alkoholti (tzv. polyold. . Obecné
lze fici, Ze PUR materialy jsou pfistupné mikrobidlni degradaci. Biodegradacni aktivita byla
pozorovana u fady mikroorganismi, nicméné velkd vétSina téchto studii byla vedena potiebou
zamezit biodegradaci PUR materiald a tim zabranit zméné jejich vlastnosti v pribehu pouzivéani. V
dnes$ni dobé€, kdy se bere vice na zfetel environmentdlni hledisko produkce PUR, se fada
vyzkumnych praci zabyva studiem biodegradace z pohledu zvySeni biodegradability materidlu.
Pfedmétem studia fady vyzkumniki jsou také enzymatické a biochemické pochody doprovazejici
proces biodegradace®.

X" OBRUCA, S.; MAROVA, 1, MATOUSKOVA, P.; HARONIKOVA, A.; LICHNOVA, A. Production of
lignocellulose-degrading enzymes employing Fusarium solani F- 552. Folia Microbiologica, 2012, ro¢. 57, €. 3, s.
221-227. ISSN: 0015- 5632.
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4.9.1 Studium biodegradability modifikovanych polyurethanovych elastomeri

V ramci naSi prace jsme studovali biodegradabilitu modifikovanych polyurethanovych
elastomerti, které byly pfipraveny z polyolu na bazi polyetheru (Slovaprop G48, Gumotex,
Bfeclav) a aromatického diizokyanatu (smés toluen-2,4-diisokyanatu a toluen-2,6-diisokyanatu v
poméru 4:1, Gumotex, Bfeclav). Modifikace spocivala v parcidlnim (10 hm. %) nahrazeni polyolu
modifikovanymi biopolymery na bazi rostlinnych polysacharidi. PUR materialy byly pfipraveny
zaméstnanci Ustavu chemie material, jejich syntéza a vlastnosti jsou podrobn& popsany v praci
Vojtova a kol.*®. Biodegradabilita vySe popsanych materiali byla testovana s pouZitim smésné
termofilni bakteridlni kultury, kterd nachazi své uplatnéni pfti €isténi odpadnich vod.

Biodegradacni test spocival v submerzni kultivaci bakterialni kultury v pfitomnosti
testovanych PUR materiald. Pouzito bylo mineralni syntetické médium obsahujici glukozu jako
jediny organicky zdroj uhliku. V pribéhu experimentu byl monitorovan riist bakteridlni kultury, po
ukonceni kultivace pak byl stanoven hmotnostni ubytek materidlu a provedena analyza povrchu
materidlu pomoci optické mikroskopie. V prvnim experimentu byl porovnan referencni
(nemodifikovany) PUR elastomer s referenéni PUR pénou, ktera byla pfipravena z totoznych
surovin, napénéni bylo realizovdno pfidavkem malého mnoZstvi vody v pribéhu syntetického
procesu. Bylo zajimavé, ze v pfitomnosti PUR elastomeru vykazovala bakteridlni kultura
neobvykle dlouhou lag-fazi (150 h), ktera vSak u PUR pény nebyla pozorovana. Zda se, ze PUR
elastomer obsahoval toxické latky, které se z n¢j v pribéhu expozice vodnimu prostedi uvolnily a
nasledn¢ inhibovaly rast bakterialni kultury. V dal$im experimentu jsme se pokusili identifikovat
suroviny pouzité pro syntézu PUR elastomert, které mohly byt zodpovédné za neobvykle dlouhou
lag-fazi pti kultivaci bakterialni kultury. Otestovany byly jak jednotlivé chemikalie, tak také jejich
kombinace. Pokud byly v kultivacnim médiu pfitomné jednotlivé suroviny, rist bakterialni kultury
byl pomalejsi, nicméné nebyla pozorovdna vyrazna lag-faze. Tento efekt se dostavil, az kdyz v
médiu byla pfitomna kombinace polyolu a pouZzitého katalyzatoru (dibutylcindilaurat). Je to tedy
praveé kombinace obou chemikalii, které je zodpovédna za neobvykle dlouhou lag-fazi.

Dale jsme se zaméfili na studium biodegradability modifikovanych PUR elastomert, u
kterych bylo 10 hm. % potencidlné toxického polyolu nahrazeno biopolymerem na bazi
rostlinnych polysacharidt. Tato modifikace ve vétSin€ piipadt vyrazné zkratila lag-fazi, ktera byla
typickym jevem doprovazejici kultivace smésné termofilni bakteridlni kultury v pfitomnosti PUR
elastomert. Nejvyraznéjsi zkraceni lag-faze (vice nez 3x oproti referenénimu materialu) bylo
pozorovano u materialu, ktery byl modifikovan acetylovanym Skrobem. Modifikace materialu
zaroven vyrazné¢ napomohla ristu kultury, takze obsah biomasy byl pfi kultivaci v pfitomnosti
vSech modifikovanych materiald vyssi nez u kontrolni kultivace (bez PUR) anebo v ptitomnosti
referencniho nemodifikovaného materialu.

Lze tedy konstatovat, Ze modifikace PUR materialii spocivajici v parcidlnim nahrazeni
polyolu, jsou perspektivni strategii s nékolika pozitivnimi ekologickymi dopady. Dochazi k
¢astecnému nahrazeni petrochemické neobnovitelné suroviny za surovinu obnovitelnou, substituce
redukuju toxicitu materidli a zaroven vhodnd substituce také navySuje biodegradabilitu jinak
velice rezistentnich PUR materialti na bazi polyetherovych polyola™'.

™V OBRUCA, S.; MAROVA, L.; VOITOVA, L. Biodegradation of polyether polyol based polyurethane elastomeric
films influence of partial replacement of polyether polyol by biopolymers of renewable origin. Environmental
Technology, 2011, ro¢. 31, €. 9, s. 1043-1052.
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5

NEJVYZNAMNEJSI ZAVERY PRACE

Pivodni vysledky piedlozené habilitacni prace je mozné shrnout do nékolika zavéru.

Aplikace peroxidu vodiku a ethanolu jako stresovych ¢inidel je zajimavou inovativni
strategii, kterd muze navysit akumulaci PHA v bunkich a diky tomu i zlepSit
vytéznostni parametry biotechnologické produkce PHA. Nicméné c¢as pridavku
stresového faktoru a také jeho koncentrace musi byt optimalizovany tak, aby nepisobil
na bakteridlni bunky vyrazné toxicky. Soucasti habilitacni prace byli i objasnéni
metabolickych souvislosti navySeni akumulace PHA v bakteridlnich bunkach a
konkrétni stresové odpovédi viici obou vybranym stresovym faktortim.

Syrovatka byla v rdmci prace vyuzita jako cenové nenarocny uhlikaty substrat pfi
biotechnologické produkci PHB pfi pouziti bakterie Bacillus megaterium CCM 2037
jako produkéniho kmene.

Odpadni fritovaci oleje byly v ramci prace identifikovany jako velice perspektivni
substrat pro biotechnologickou produkci PHA s vyuziti bakteridlniho kmene
Cupriavidus necator H16. Propanol pak muze byt pouzit jako prekurzor 3-
hydroxyvaleratu, coz ve svém dusledku vede k akumulaci kopolymeru P(HB-co-HV),
ktery vykazuje lepsi mechanické a procesni charakteristiky, nez homopolymer PHB.
Nahodna mutageneze je zajimavy nastroj k navySeni produk¢niho potencidlu PHA
akumulujiciho kmene. Nami pfipraveny mutant bakterie C. necator H16 vykazoval
znaky adaptace vici oxidacnimu stresu, coz pravdépodobné bylo pficinou posileni
PHA biosyntetické drahy a vyrazné vylepSeného produkcéniho potencidlu tohoto
mutantniho kmene pii kultivaci na odpadnim fritovacim oleji.

V rédmci prace byla vyvinuta originalni kultivacni strategie, kdy syrovatka
hydrolyzovanéa komercni protedzou slouzi jako cenové nenarony komplexni dusikaty
zdroj, jehoZz aplikace vyrazné navySuje vytézky pfi biotechnologické vyrobé PHB na
odpadnim fritovacim oleji.

Kavova sedlina je zajimavym odpadnim substratem, ktery miize byt kompletné vyuZit
jako substrat pro biotechnologickou produkci PHA. Némi navrZena strategie
valorizace kdvové sedliny spociva v extrakci oleje z kavové sedliny a jeho pouZiti jako
substratu pro biotechnologickou vyrobu PHA obdobné, jako tomu bylo u odpadnich
fritovacich olejii. Pevny podil po extrakei oleje mize byt hydrolyzovan a kapalny podil
po hydrolyze pak miliZe byt vyuZit jako substrat pro biotechnologickou vyrobu PHA
pomoci bakterie Burkholderia cepacia CCM 2656. Pevny podil po hydrolyze (ale i po
extrakci oleje) miize byt vyuzit jako palivo, jehoZ spalenim mlZe byt alespon ¢aste¢né
pokryta energeticka naroky vyse popsaného procesu.

Zaroven byl vyvinut alternativni zpsob vyuziti hydrolyzatu kdvové sedliny. Ten miiZe
byt pouzit jako substrat pro produkci karotenoidii pomoci karotenogenni kvasinky
Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4.

Byla vypracovdna komplexni strategie valorizace kavové sedliny, ktera byla pod
pracovnim nazvem ,,Coffee- BioRaf* presentovana na vyznamnych védeckych
konferencich a zaroven je obsahem podané patentove piihlasky.

Plisen Fusarium solani F-552 je zajimavym producentem hydrolytickych enzymi pro
sacharifikaci rostlinné biomasy (celulaz, xylanaz, proteaz i lipaz) a stejné tak je
schopna exkrece lignin degradujicich enzymil. Enzymatické aktivity téchto
vyznamnych enzymu v kultivaénim médiu mohou byt navySeny soucasnou aplikaci
dvou induktorii - kukufi¢nych otrub a peroxidu vodiku.
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7 ABSTRACT

Proposed work deals with characterization and utilization of selected wastes of food industry and
agriculture — cheese whey, waste frying oils and spent coffee grounds. All these waste materials
can be used as substrates for production of polyhydroxyalkanoates, biodegradable and
biocompatible alternatives to petrochemical synthetic polymers. Furthermore, we investigated
several novel strategies to enhance yields of the process of the PHA production — application of
optimized dose of selected stress factor, random mutagenesis and utilization of complex nitrogen
source. Carotenoids can be also considered as a very promising product which can be generated
from waste substrates. In this work, carotenoids were produced employing carotenogenic yeasts
using hydrolysate of spent coffee grounds. Furthermore, also lignocellulose degrading enzymes are
very valuable product which can be gained utilizing food wastes. Fusarium solani F-552 was
identified as a candidate for production of several hydrolases as well as lignin degrading enzymes.
The activity of the enzymes in cultivation media can be increased by addition of selected food
wastes, in particular corn bran. Finally, also biodegradability of the modified PUR elastomers was
tested; partial replacement of polyether polyol by biopolymers reduced negative environmental

impact of the materials and slightly increased their biodegradability.
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