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ABSTRAKT

Celulolytické bakterie patii mezi nedilné soucasti globalniho cyklu uhliku. Spolu s ostatnimi
celulolytickymi organismy degraduji velmi odolnou celul6zu na jednoduché sacharidy.
Toho dosahuji prostfednictvim specifickych, jimi produkovanych enzymu. Celulolytické
bakterie samoziejme nenachédzi vyuziti pouze v klicovych piirodnich procesech, ale také v

pramyslu.

V této praci byl proveden screening a stanoveni celulolytické aktivity psychrofilnich a
mezofilnich celulolytickych bakterii izolovanych ze stojatych povrchovych vod. Screening
a stanoveni celulolytické aktivity probihalo na selektivnim karboxymethyl celul6zového
(CMC) agaru vkombinaci se zobrazenim projasnénych zo6n Lugolovym roztokem.
Z celkového poctu 90 izolath (50 mezofilnich a 40 psychrofilnich) bylo 40 % mezofilnich a
38 % psychrofilnich izolati celuloticky aktivnich. U celulolytickych izolatu byla néasledn¢
stanovena kvantitativni hodnota celulolytické aktivity vyjadifend jako enzymaticky index.
Enzymaticky index se u mezofilnich izolath pohyboval vrozmezi 0,31 az 3,72 a u
psychrofilnich izolath vrozmezi 0,46 az 6,23. Celulolytické izolaty byly nakonec
charkterizovany pomoci Gramova barveni a KOH testu, pficemz jak u mezofilnich, tak u

psychrofilnich celulolytickych izolath pfevazovaly gramnegativni ty¢inky.

Klic¢ova slova: celulolyticka aktivita, celul6za, udrzitelnost, rozklad



ABSTRACT

Cellulolytic bacteria belong to integral components of the global carbon cycle. They degrade
very resistant cellulose into simple carbohydrates together with other cellulotyc organisms.
This process is facilitated by specialized enzymes that they produce. Except their ecological

importance, these bacteria have also industrial utilization potential.

This study focused of screening and assessment of cellulolytic activity in psychrophilic and
mesophilic cellulolytic bacteria isolated from stagnant waters. The evaluation was conducted
using selective carboxymethylcellulose (CMC) agar, complemented by Lugol's solution to
visualize the zones of clearance. Out of 90 isolates (50 mesophilic and 40 psychrophilic),
40% of the mesophilic and 38% of the psychrophilic bacteria exhibited cellulolytically
active. The enzymatic index, reflecting the extent of cellulolytic activity, was measured for
these active isolates. It varied from 0.31 to 3.72 among mesophilic isolates and from 0.46 to
6.23 for psychrophilic isolates. The cellulolytic bacteria were further characterized using by
Gram staining and the KOH test, demonstrating a predominance of Gram-negative rods in

both temperature groups.

Key words: cellulolytic activity, cellulose, sustainability, decomposition



M¢ podékovani patii vedoucimu této bakalaiské prace, Ing. Pavlu Plevovi, Ph.D., za jeho
pomoc a vécné rady. Dale bych chtél podékovat zaméstnancim Ustavu ochrany Zivotniho
prostiedi za pomoc pii praci v laboratofi. V neposledni fad¢ bych chtél podékovat své rodiné

a pratelim za pomoc nejen pii psani této bakalaiské prace.

Prohlasuji, Ze odevzdana verze bakalatské/diplomové prace a verze elektronicka nahrané do

IS/STAG jsou totozné.



LBAYZ 6 ) ) T .10

I TEORETICKA CAST 11

1 CELULOZA. o eeerensensensenssessssassesssessssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssassses 12

1.1 STRUKTURA CELULOZY ....cetutieiteeteesiteeteesiteeteesieeeteesieesseesseesseesasesseesneesneesnnes 12

1.1.1  Krystalické modifikace celulOzy ...........ccccevviieriieiiiiniieiieieceee e, 12

2 BAKTERIALNi ROZKLAD CELULOZY 14

2.1  PREDUPRAVA LIGNOCELULOZY ...cc.eerttrteruienieaieanienieentestesieenseaneesseessessesseesseennens 14

2.2 CELULAZY ..ttt ettt ettt ettt et et e et e s et e e bt e e ateeabeesaeeeseesneeenne 14

2.2.1  Klasifikace CEIUIAZ ......cceivviiiiiiiiieiecieee et 15

2.2.2  Rozdéleni celulaz podle mista plisobeni ...........cccceeeeeiiieiiieeciiecciee e, 15

223 CelULOZOMY ..ottt ese e 16

2.3 LYTICKE POLYSACHARID MONOOXYGENAZY .....coeriiiiiiiiieeiieniieeieeniie e 17

3 CELULOLYTICKE BAKTERIE.........occieiuerrncrersscssscsessssesssssesssssssssssessssssesns 21

34  VYZNAM CELULOLYTICKYCH BAKTERII ....ccceeeiiiiiiiaiieeiieiie e 22

3.4.1  Vyuziti celulolytickych bakterii v pramyslu........ccccceeeeiieciieniieniieniieieeee. 22

II PRAKTICKA CAST .24

4 CIL PRAGCE ouueeeersersensssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 25

5 MATERIAL cccuuuuereereereeessnenssesssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 26

5.1 VZORKY ..ottt ettt ettt et et s e et e bt e bt e saae b 26

5.2 LABORATORNI PRISTROJE....c..ceiiieiieniietieniieeniie st eeiie et e siteseteesieesnteeseeeeneesnee e 26

53 CHEMIKALIE ...ttt ettt ettt ettt et sa e et e s it e bt e sateebeeeabeenbaesaseens 26

54 KULTIVACNI MEDIA.......tiiiiiiieeiteiie et eite et esite st eeitesiteesstessteesaeesnseesseesnseenneeenne 27

6 METODIKA ....ooitrnrnnniicccssssesssnssssescsssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssss 29

0.1  VZORKOVANI ..ottt sttt sttt et s 29

6.2 METODY IZOLACE MIKROORGANISMU ......coruirmiiriiaiienieaiienieeeeseiesieeeeeeeseeeae s 29

6.2.1  Mikrobiologické fedeni VZOrKu..........coevuiiriieriiiniieieceee e 29

6.2.2  Metoda KfiIZOVENO TOZIETU ....c.uveieiiieeiiieeieeceeeee e e e 29

6.3 SCREENING A STANOVENI CELULOLYTICKE AKTIVITY ...ceevvieniiieiieniieeieenneeeieenees 30
6.3.1  Volba nejvhodnéjsiho selektivniho agaru pro screening a stanoveni

CEIULOlYtICKE AKEIVILY ..eeeuiieiiieiieciie e 30

6.3.2  Screening a stanoveni celulolytické aktivity na CMC agaru 1 .................... 31

6.4  METODY CHARAKTERIZACE ....ccuttiiiiniiiiiieniieeiee sttt sine et e seee e 31

6.4.1  Gramovo DArVeN.......cccueeiiiiieiiieeciie ettt e e e e e e eaeeas 31

0.4.2  KOH ESte..iuieuieiiiiiieiieieteieteete ettt sttt ettt ettt se et s seese s eneese e 32

6.5  ZAKONZERVOVANI{ ZISKANYCH CELULOLYTICKYCH IZOLATU.......cccvererrieeennne 32



7 VYSLEDKY A DISKUZE a..ueoveeeeeeeevesesesessessssesessssssensssessssssessessassssssssesssssssnssssases 33
7.1 POCET JEDNOTEK TVORICICH KOLONIE V JEDNOTLIVYCH VZORCICH.................... 33
7.2 VOLBA NEJVHODNEJSIHO SELEKTIVNIHO AGARU PRO SCREENING A

STANOVENI CELULOLYTICKE AKTIVITY ..eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesaaseeeeaeeaaeens 34

7.3 SCREENING A STANOVENI CELULOLYTICKE AKTIVITY JEDNOTLIVYCH
TZOLATU e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e reaaaeeeeeeeeneas 35
7.3.1  Stanoveni celulolytické aktivity mezofilnich izolatd.............ccccveveeennennnee. 35
7.3.2  Stanoveni celulolytické aktivity psychrofilnich izolatl..............c.cccuveenne. 36
7.4 PROCENTUALNI ZASTOUPENI CELULOLYTICKYCH IZOLATU .. 38
7.4.1  Procentualni zastoupeni mezofilnich celulolytickych izolati...................... 38
7.4.2  Procentualni zastoupeni psychrofilnich celulolytickych izolatu.................. 39
7.5 CHARAKTERIZACE CELULOLYTICKYCH IZOLATU .. .ccetttteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 40
7.5.1  Charakterizace mezofilnich celulolytickych 1zolatl ............ccceevvvenviennnnnee. 40
7.5.2  Charakterizace psychrofilnich celulolytickych izolatl ............cccceveeennennnee. 42

ZAVER eeeeeesrsesenens 44

SEZNAM POUZITE LITERATURY .uueeeieiereseeeeeensesnssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssas 45

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ...cvveeerrereeeeresesesasnssesssssssssssssssssns 50

SEZNAM OBRAZKU c.ceeeeereeeeeeeseseesesusssssssssassssasssssassssasassssasssssssssssssssssssssssssssssssn 51

SEZINAM TABULEK ....uuuuiitttueceeesneccecsssecsscssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssse 52




UvVOD

Celuldza je nejhojnéjSim pifirodnim obnovitelnym polymerem na Zemi, tvofi
v pruméru 40-60 % rostlinné suSiny a podle nékterych odhada je ji na Zemi kazdorocné
vyprodukovano asi 1,5 - 10'? tun. V celuléze je tedy uloZeno obrovské mnozstvi uhliku a

energie, ktera je ale Casto obtizné dostupnd. (Heinze, 2016; Klemm et al., 2005)

Nicméné existuji mikroorganismy, které umi nerozpustny polysacharid celulozu,
preménit na jednoduché rozpustné sacharidy a vyuzit tak jeji skuteCny potencial. Tento
proces je uskutectiovan prostfednictvim skupiny specifickych extracelularnich enzymd,

které jsou témito mikroorganismy syntetizovany. (Jain et al. 2021)

Skupina téchto enzymii nenachédzi uplatnéni pouze v kliCovych pfiirodnich
procesech, kdy se spole¢né s dal§imi enzymy podili na globalnim kolob&hu uhliku, ale také
vriznych odvétvich primyslu, napiiklad v bioethanolovém, papirenském, nebo
potravinatském. (Arusha et al., 2016) V soucasné dobé jsou k priimyslové produkci enzymii
rozkladajicich celuldzu vyuzivany predevsim celulolytické houby diky své pomérné vysoké
celulolytické aktivité. Tyto bakterie v§ak navzdory své niZ$i celulolytické aktivité ptitahuji
stale vétsi pozornost. A to predevsim diky své pfirozené rozmanitosti, vysoké rychlosti rlistu
a schopnosti obyvat rtizné niky, coz umoznuje vybér celulolytickych kmend odolnych vuci
nejriznéj§im stresovym faktorim. Tyto kmeny produkuji rozmanitou Skalu enzymu

rozkladajicich celuldzu €asto i v drsnych podminkach. (Balla et al., 2022)

Cilem této prace bylo nalezeni mezofilnich a psychrofilnich bakterii schopnych
aerobniho rozkladu celulozy, které mohou byt pouZity naptiklad ke zlepSeni UcCinnosti
kompostovaciho procesu (Abdel-Rahman et al., 2016), dale také spole¢né s fermenta¢nimi
mikroorganismy k vyrobé bioethanolu, nebo k jiz zminéné primyslové vyrobé enzymi
rozkladajicich celulozu. Ty jsou podle zprav o globalnim trhu s enzymy nejzadanéjSimi

enzymy a pokryvaji ptiblizn¢€ 20 % tohoto svétového trhu. (Singh et al., 2021)



I. TEORETICKA CAST



1 CELULOZA

Celuldza je zakladnim komponentem bunécné stény rostlin, ktera je pro rostlinou
buiiku nepostradatelnd a plni mnoho rozmanitych funkci. Mé naptiklad vyznamnou tlohu
pti déleni, rastu, diferenciaci bunék a morfogenezi pletiv. Taktéz urCuje tvar bunky a

poskytuje pletiviim mechanickou pevnost. (Heinze, 2016; Klemm et al., 2005)

1.1 Struktura celulozy

Z chemického pohledu se jedna o polydisperzni nevétveny linearni homopolymer,
sestavajici se z B-D-glukopyranosovych jednotek, spojenych B-1,4-glykosidickymi vazbami.
Pocet B-D-glukopyranosovych jednotek je v kazdém fetézci celulozy proménlivy a zavisi na
zdroji, ze kterého pochazi, nicméné nejcastéji se pohybuje v rozmezi od dvou do patnacti

tisic. (Heinze, 2016; Klemm et al., 2005)
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Obrazek 1 Struktura celuldzy (Kumar Dey a Dey, 2021)

Jelikoz jsou jednotlivé fetézce nevétvené, mohou se k sobé&, naptiklad v bunécéné
sténé rostlin, pikladat a tvofit mezi sebou vodikové mustky, které se neuplatituji pouze mezi
témito fetézci, ale 1 uvnitt fetézci samotnych. Nikdy tak nenajdeme samostatné vldkno
celulozy, nybrz shluky celul6zovych vldken oznafované jako mikrofibrily, které déle
vytvareji vys$i strukturalni jednotky, makrofibrily. Diky pravidelnému uspotadéni
celulozovych vldken ma celuloza pomérné vysoky stupen krystalinity, nejcastéji v rozsahu

od 40 do 60 %, z&visly na pivodu celuldzy. (Heinze, 2016)

1.1.1 Krystalické modifikace celulozy

Podobné jako nékteré atomy prvkti maji schopnost vyskytovat se v riaznych
krystalografickych soustavach a tvofit takzvané alotropické modifikace, i1 krystalické oblasti
celulézy disponuji analogickou vlastnosti a tvoii takzvané krystalické modifikace. Pfitomna

krystalickd modifikace do znaéné miry ovliviiuje spektrum syntetizovanych enzymu



podilejicich se na rozkladu celuldzy. Jednotlivé modifikace se mezi sebou 1isi vzajemnou
orientaci fetézcl a blizkosti jejich pfilnuti. OdliSnosti v téchto parametrech zptsobuji
rozdilné fyzikaln¢ chemické vlastnosti u jednotlivych modifikaci. Pro ndzornost budou
zbézné popsany dve v piirode se piirozené vyskytujici krystalické modifikace, z celkovych
Sesti doposud objevenych, a to celuléza [ a II. Zbylé ¢tyii, vznikajici pro primyslové ucely
fyzikalné chemickymi pfeménami celulozy I a II, se v pfirod¢ piirozen¢ nevyskytuji.

(Maleki et al., 2016)

Ptevazna vétSina celuldézy syntetizované v pifirodé se vyskytuje v krystalické
modifikaci zvané celuldza 1. Na zacatek je zapotiebi zminit, Ze celuloza I je tvofena dvéma
riznymi koexistujicimi krystalickymi strukturami, konkrétné I, a Ig, jejichz pomér ovliviuje
jeji fyzikalni vlastnosti. Obecnou vlastnosti obou krystalickych forem je, ze jednotlivé
fetézce celulozy jsou vii€i sobé orientovany paralelné, coz umoznuje jejich velmi tésné

ptilnuti. (Heinze, 2016; Atalla a Vanderhart, 1984)

Na rozdil od celuldzy I je celuldza 11 v ptirode€ jen velmi malo zastoupena a pouze par
organismil je schopno jeji syntézy. Mezi jeji producenty patii bakterie druhu
Gluconoacetobacter xylinum, nebo zelené tasy rodu Halycistis. Jednotlivé fetézce celulozy

jsou v této modifikaci uspotadany antiparaleln¢. (Heinze, 2016)
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Obrazek 2 Vzajemné uspotadani fetézcii a) celuldza I, b) celuldza II (upraveno dle
Pelegrini et al., 2019)



2 BAKTERIALNI ROZKLAD CELULOZY

Bakterialni rozklad celulozy, jakozto kliCcovy proces podilejici se na globalnim
kolobéhu uhliku, je uskute¢iiovan prostiednictvim celulolytickych bakterii produkujicich
specifické enzymy. Kromé skupiny synergickych hydrolytickych extracelularnich enzymu
znamych jako celulazy, je katalyzovan také oxidacnimi extracelularnimi enzymy zvanymi
lytické polysacharid monooxygenazy (LPMOs). LPMOs piisobi béhem rozkladu celulozy
synergicky s celulazami. Kromé celulolytickych bakterii disponuji schopnosti rozkladat

celulézu také specifické druhy hub a prvoku. (Barbosa et al., 2020; Horn et al., 2012)

2.1 Preduprava lignocelulozy

Na zacatek je zapotiebi zminit, Ze celuldza se ptirozené vyskytuje témét vyhradné ve
formé¢ lignocelul6zy. Lignoceluléza je slozena pievazné ze tii strukturnich polymerd,
celulézy, hemiceluldézy a ligninu, jejichz pomérné mnozstvi se v zdvislosti na pivodu
lignocelulozy 1isi. Ty to tfi hlavni strukturni komponenty jsou navzajem spojeny
chemickymi vazbami, coz d€la z lignocelul6zy komplexni matrici, ktera je $patné dostupna
pro celulazy a LPMOs. Ta tak musi byt pred zapocetim rozkladu celulézy modifikovéana
nékterym z predupravnych procesi, které zabezpeci lepsi ptistupnost rozkladnych enzymi
k povrchu celuldzy. Proces ptedupravy lignocelulézy vyznamné ovliviiuje efektivitu

nasledného rozkladu celulozy. (Andlar et al., 2018)

V ptirozenych pfirodnich podminkich je tento proces uskute¢hovan za pomoci
organismul produkujicich specifické enzymy. V prumyslovych podminkach je k predaprave
celuldzy nejvice vyuzivano nejriiznéjSich fyzikalné-chemickych metod, jejichZ prfednostmi
jsou relativné nizké néklady a vysoka Gc¢innost. Mezi hlavni nevyhodu patii pouziti silnych
chemikalii a tim padem drsné reakéni podminky v reakénich smésich. Primyslové méné
vyuZzivana je biologicka preduprava, pii které silné chemikalie pouZivany nejsou. Navzdory
své environmentalni ptivétivosti je v§ak tato metoda pfedipravy velmi pomald a malo ¢inna

v porovnani s fyzikdlné-chemickymi metodami. (Abolore et al.,2024; Andlar et al., 2018)

2.2 Celulazy

Celulolytické¢ bakterie produkuji komplexni skupinu extraceluldrnich enzymd,
takzvanych celulaz, které katalyzuji hydrolytické Stépeni B-1,4-glykosidickych vazeb
spojujicich B-D-glukopyranosové jednotky v fetézcich celuldézy za soucasného uvolnéni

jednoduchych sacharidi.



2.2.1 Klasifikace celulaz

Enzymy jsou klasifikovany do rodin podle jejich substratové specifity a
aminokyselinové sekvence. Celulazy patii do velké skupiny glykosid hydrolaz (GHs). Podle
pravideln¢ aktualizované databaze CAZy, kterd sdruzuje takzvané karbohydrat aktivni
enzymy (CAZymy), tedy enzymy degradujici, syntetizujici ¢i modifikujici komplexni
uhlovodiky, jsou GHs rozdéleny do 189 rodin. Celulazy lze najit v téchto rodinach: GHS,
GH6, GH7, GHS8, GH9, GH10, GH12, GH26, GH44, GH45, GH48, GH51, GH61, GH74,
GHI124. (Barbosa et al., 2020)

2.2.2 Rozdéleni celulaz podle mista pisobeni

Celulazy jsou smési riznych celulolytickych enzymu, které jsou rozdéleny do skupin
podle mista piisobeni na endoglukandzy, exoglukandzy a B-glukosiddzy. Pro vSechny
jmenované skupiny celuldz plati, Ze jednotlivé druhy bakterii Casto syntetizuji vice typi
funkéné stejnych celuldz nélezicich do stejné skupiny. (Andlar et al. 2018; Barbosa et al.,
2020) Je nutné zminit, Ze ne vSechny celulolytické bakterie disponuji pfitomnosti geni
kodujicich vSechny niZe popsané skupiny enzymi. Zvlast’ geny pro exoglukanazy, které maji
afinitu ke krystalickym oblastem celul6zy, jsou v genomu celulolytickych bakterii pomérné
malo casté. To znamend, Ze velky pocet druhl celulolytickych bakterii je schopen
degradovat amorfni oblasti celuldzy, nicméné schopnost degradace krystalickych oblasti

celuldzy neni u celulolytickych bakterii ptilis ¢asta. (Melo et al., 2014)

Endoglukanazy (EGs) maji afinitu k amorfnim oblastem celul6dzy a hydrolyzuji vnitini
B-glykosidické vazby, pficemzZ uvoliuji oligomery riznych délek, naptiklad celobidézu nebo
nartst poctu redukujicich koncovych skupin. (Barbosa et al., 2020) EG tedy naruSuje
celulézu v amorfni oblasti za souc¢asného uvolnéni oligosacharidi do doby, nez se dostane

k oblasti krystalické, kde je jeji funkce nahrazena exoglukanazou. (Henrissat et al. 1985)

Exoglukandzy (celobiohydroldzy, CBHs) jsou procesni enzymy s afinitou ke
krystalickym oblastem celul6zy. Tato skupina ptisobi na redukujici konce (CBHs I) nebo na
neredukujici konce vladken celuléozy (CBHs II), pfi¢emz dochazi k uvolnéni celobidzy.
CBHs maji aktivni mista podobna tunelim, kterd se nejprve pfipojuji ke koncim
celul6zovych mikrofibril a poté procesné klouzaji po celulozovych vlaknech, ktera naviéka;ji

skrz aktivni mista za soucasného odstépeni celobiozy. Pro efektivni rozklad celulézy musi



byt ptitomny oba typy CBHs. O rozklad celobidézy vzniklé pisobenim CBHs se staraji [3-
glukosidazy. (Barbosa et al., 2020; Henrissat et al. 1985)

B-glukosidazy (B-Gs) hydrolyzuji disacharid celobidozu nebo cello-oligomery na dvé
molekuly glukézy. Tuto skupinu enzymi, umi na rozdil od pifedchozich dvou skupin
enzymu, syntetizovat i celd fada mikroorganismi, které nedisponuji schopnosti rozkladat
celulézu. Celobiazy jsou nezbytné pro uplnou degradaci celuldzy na glukézu. Navic hraji
dulezitou roli pfi regulaci celkové rychlosti celulolyzy, jelikoz celobidza, jakozto substrat -
Gs, plisobi jako inhibitor na EGs a CBHs. B-Gs jsou zase inhibovany gluk6zou (Barbosa et
al. 2020). Z toho vyplyva, Ze k dosazeni maximalni u¢innosti celulolyzy musi byt vznikla
glukéza spotiebovavana bud’ to samotnymi celulolytickymi bakteriemi, nebo také
pfitomnymi necelulolytickymi bakteriemi. V primyslovych podminkach je moZzno
ptistoupit k simultanni sacharifikaci a fermentaci (SSF), ptipadné je glukdza z reakéni smési

odstranovana. (Chungopast et al. 2021; Zabed et al. 2017)

2.2.3 Celulozomy

Celulazy byvaji u vétSiny anaerobnich celulolytickych organismii seskupovany do
multienzymovych komplexii zvanych celulozomy, které zlepSuji efektivitu celulolyzy tim,
ze poskytuji zvySenou synergickou aktivitu mezi rezidentnimi celuldzami. V 80. letech
minulého stoleti, Lamed a Bayer (1985) poprvé objevili tento komplexni systém
v celulolytické termofilni anaerobni bakterii Clostridium thermocellum. V navaznosti na
tento objev byla pfitomnost celulozOml popsdna u mnoha dal§ich celulolytickych

anaerobnich bakterii. (Datta, 2024)

Celulozomy obsahuji dvé hlavni podjednotky, kotvici a enzymovou. Kotvici
podjednotka na jedné strané ptiléhé k povrchu bunky. Na druhé stran€ kotevni podjednotky
se nachazi kohezin typu II tvofici nekovalentni vazbu s dockerinem typu II, ¢imzZ pfichycuji
neenzymaticky scaffold enzymové podjednotky ke kotvici podjednotce. Kostru enzymové
podjednotky tvofi centralni neenzymaticky scaffold. Ten obsahuje nékolik kohezint typu I,
karbohydrat vazajici modul (CBM) zajist'ujici navazani celulozomu k substratu, modul X se
zatim neznamou funkei a katalytické podjednotky, které jsou spojeny s dockeriny typu L.
Nekovalentni vazba mezi kohezinem typu I a dockerinem typu I zajistuje ptichyceni
katalytickych podjednotek k centralnimu neenzymatickému scaffoldu. (Smith a Bayer,

2013)



Celulozoémy je mozno nalézt i u n€kterych aerobnich celulolytickych mikroorganismi.
U téchto mikroorganismi vSak ptevladd zpisob, kdy se jednotlivé celulazy uvolnuji

samostatné do okolniho prostiedi. (Datta, 2024)
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Obrézek 3 Zjednodusené schéma celulozomu bakterie Clostridium thermocellum
(upraveno dle Smith a Bayer, 2013)

2.3 Lytické polysacharid monooxygenazy

Dlouhou dobu byly celulazy jedinou znamou skupinou enzymu schopnou katalyzovat
bakterialni rozklad celulozy. JiZ v roce 1950 vSak Reese et al. navrhli, Ze degradace celulozy
by mohla byt fizena dvéma po sob& jdoucimi fazemi, fizenymi rozdilnymi skupinami
enzymu. Konkrétné poc¢atecni nehydrolytickou fazi zptistupniujici celulozu pro hydrolytické

enzymy, nasledovanou vlastni fazi hydrolyzy.

Vaaje-Kolstad et al. v roce 2005 zjistili, ze bakterie Serratia marcescens, kteréa
disponuje schopnosti rozkladat krystalicky analog celuldzy, chitin, produkuje protein

CBP21, ktery zvysuje dostupnost chitinu pro hydrolytické enzymy.

V prelomoveé studii bylo roku 2010 prokazano, ze CBP21 je enzym, ktery S$tépi
glykosidické vazby v chitinu oxidativnim zptisobem za vzniku normalniho redukujiciho a
oxidovaného konce. (Vaaje-Kolstad et al., 2010) V navaznosti na toto a nekterd dalsi zjisténi
se pak védci zabyvali moznosti, Ze by proteiny spadajici do stejné skupiny, jako protein

CBP21, mohli obdobné¢ ptisobit i na celulozu. (Moser et al., 2008)



Tuto domnénku pak v roce 2011 Forsberg et al. potvrdili zjisténim, Zze CelS2, protein ze
Streptomyces coelicolor spadajici do stejné skupiny jako CBP21, skutecné §tépi celulézu
obdobnym oxidativnim zptisobem v synergii s hydrolytickymi enzymy. Dnes uZ je tak dobte
znamo, ze spolu s celulazami se na aerobnim bakterialnim rozkladu celuldzy podili také
enzymy s oxidaénim ucinkem, v souCasné dobé nazyvané lytické polysacharid
monooxygendzy (LPMOs). Je samoziejmé nutné zminit, ze stejné jako u celuldz, se
pritomnost genti pro LPMOs 1isi napti¢ celulolytickymi bakterialnimi druhy. (Beeson et al.,

2015)

2.3.1 Kiasifikace lytickych polysacharid monooxygenaz

LPMOs se podle databaze CAZy tadi do velké skupiny takzvanych enzymuti s pomocnou
aktivitou (AAs). Tato skupina v soucasné dobé seskupuje 9 rodin ligninolytickych enzymu
a 7 rodin LPMOs. Ligninolytické enzymy sice plsobi na zcela odliSny typ substratu, ale
stejn¢ jako LPMOs rozkladaji sviij substrat oxidativnim zptsobem, navic se s LPMOs a
dalsimi enzymy podili na rozkladu lignocelulézy. Z téchto divodu jsou do této skupiny
fazeny spolecné. Bakteridlni LPMO se konkrétné fadi do rodiny AA10. (Horn et al., 2012;
Levasseur et al., 2013)

2.3.2 Oxidacni pisobeni lytickych polysacharid monooxygenaz

LPMOs piisobi konkrétn¢ ptisobi prostfednictvim oxida¢niho mechanismu. Iont médi
pritomny ve struktute LPMOs redukuje molekularni kyslik v pfitomnosti externitho donoru
elektront. Jako donor elektronii slouzi napfiklad kyselina askorbovd nebo gallova.
Redukovany kyslik nasledné unasi jeden vodik ze substratu a stépi B-1,4 glykosidickou
vazbu za vzniku konce fetézce obsahujiciho cukr oxidovany na pozici C1 nebo C4. Oxidaci
na pozici C1 vznikaji rozpustné oligosacharidy s kyselinou aldonovou na jejich redukujicim
konci, oxidaci na pozici C4 vznikaji rozpustné oligosacharidy s ketoaldézou na jejich
neredukujicim konci. Nekteré LPMOs oxiduji vyhradn€ na pozici C1, jiné vyhradné na
pozici C4 a tfeti skupina mize oxidovat bud’ na pozici C1 nebo C4. Oxidaci glykosidické
vazby vytvareji LPMOs vstupni bod pro celulazy, ¢imz zlepSuji degradaci celulozy. (Horn

etal., 2012)
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Obrazek 4 Zjednodusené schéma bakteridlniho rozkladu celuldzy prostfednictvim
synergického plisobeni celulaz a LPMO (upraveno dle Andlar et al., 2018)

2.4 Faktory ovliviiujici bakteridlni rozklad celulozy

Bakteridlni degradace celuldozy je pomérmné pomaly proces. Mnoho faktord ovliviiuje
nejenom rychlost degradace celuldzy, ale také pouZité enzymy. Mezi tyto faktory se fadi

naptiklad povaha celulozy, teplota, obsah kysliku nebo pH. (Datta, 2024)

Povaha celulézy je jednim z nejdilezitéjSich faktord ovliviiujicich bakteridlni rozklad
celuldzy. Z téchto povahovych rysi lze zdiraznit predevSim pomér krystalické a amorfni
faze. Tento parametr ovliviiuje rychlost rozkladného procesu a to tak, Ze s nartistajicim
podilem krystalické faze klesa rychlost degradace. DalSim podstatnym povahovym rysem je
krystalicka modifikace celulozy, ktera ovlivituje spektrum syntetizovanych rozkladnych

enzymdu. (Andlar et al., 2018; Barbosa et al., 2020)

Dal8imi diilezitymi faktory jsou teplota a pH. Bakterialni rozklad celul6zy probihd v rozmezi
teplot 0 az 65 °C a v rozmezi pH 5 aZz 11. Pfesnou optimalni teplotu a pH pro degradaci
celuldzy nicméné urcit nelze, jelikoZ se tyto parametry lisi naptic¢ bakteridlnimi druhy. (Shah

a Mishra, 2020)



Obsah kysliku ovliviiuje jak rychlost, tak enzymy pouzité¢ pifi bakteridlnim rozkladu
celulozy. V ptitomnosti kysliku se snoubi hydrolyticky a oxida¢ni mechanismus rozkladu
celulozy. Hydrolyza celuldzy je uskutecnovana pomoci volné se vyskytujicich celulaz,
oxida¢ni Stépeni prostfednictvim LPMOs. V anaerobnich podminkach probihd pouze
hydrolyticky rozklad celulézy piisobenim celulozomi. Anaerobni zplsob bakteridlniho

rozkladu celuldzy je v porovnani s aerobnim rozkladem pomalejsi. (Andlar et al., 2018)



3 CELULOLYTICKE BAKTERIE

Bakterie schopné rozkladu celulozy, a tedy majici celulolytickou aktivitu, jsou
oznacovany jako celulolytické. Vyznacuji se pomérné kratkou generacni dobou, obrovskou
rozmanitosti a schopnosti obyvat i extrémni prostfedi. (Balla et al., 2022) Vycet
bakteridlnich rodd, do nichz nalezi celulolytické bakterie, je opravdu nepieberny. Pro
nazornost jen par z nich, napiiklad rody Acetivibrio, Azotobacter, Bacillus, Bacteroides,
Cellulomonas, Clostridium, Paenibacillus, Pseudomonas, Ruminococcus, Streptomyces.

nebo Thermomonospora. (Harindintwali et al. 2020)

3.1 Celulolyticka aktivita

Celulolyticka aktivita je vlastnosti bakterii, ktera je vazana druhové a vyjadiuje
schopnost celulolytickych bakterii rozkladat celulézu. Kvantitativni hodnota celulolytické
aktivity, tedy mira schopnosti celulolytickych bakterii rozkladat celulozu, je vyjadfovana
jako enzymaticky index. Hodnota celulolytické aktivita stoupd srostouci hodnotou
enzymatického indexu. Screening a stanoveni celulolytické aktivity probiha prostiednictvim
selektivnich agarii obsahujicich celulézu. (Balla et al., 2022; Kasana et al., 2008) Postup

screeningu a stanoveni celulolytické aktivity je podrobné popséan v kapitole 6.3.

Toto stanoveni a vyjadieni schopnosti rozkladu celulozy je nicméné vhodné pouze pro
kultivovatelné celulolytické bakterie. Pro dosud nekultivovatelné celulolytické bakterie se
vyuZziva jiné metody, kterd urcuje, zda je dand bakterie schopna rozlozit celulozu na zékladé
genl nalezenych v jejim genomu pii metagenomovém sekvenovani. Sekvence nalezenych
genl jsou porovnavany se sekvencemi jiz znamych gent kodujicich enzymy zodpovédné za

rozklad celulézy. (Yang et al., 2016)

Na zavér této kapitoly je jesté nutné dodat, Ze misto terminu celulolytickd aktivita byva
Casto pouzivan termin celulolyticky potencial, ktery vyjadiuje totéz, tedy schopnost

celulolytickych bakterii rozkladat celulézu. (Gupta et al., 2012)

3.2 Vyskyt celulolytickych bakterii

Bakteridlni druhy, u nichZ byla doposud zjisténa celulolyticka aktivita, byly nalezeny
v mnoha rozmanitych prosttedich, naptiklad ve vode, v pidé€ nebo travicim traktu zivocicht.
Vyjimkou nejsou ani prosttedi, ktera se vyznacuji extrémnimi podminkami, ve kterych by

ostatni celulolytické organismy ptezili jen tézko. (Balla et al., 2022)



Soares et al. (2012) popsali ptitomnost celulolytickych bakterii v pidach nachazejicich
se ve dvou lokalitach, které jsou vystaveny dvéma rozdilnym extrémnim podnebim.
Prvni lokalitou byla Brazilska semiaridni caatinga, druhou lokalitou Antarktida.

Celulolytické bakterie tak 1ze najit mezi psychrofily, mezofily i1 termofily.

Z hlediska vyuziti celulolytickych bakterii v priimyslu je jejich schopnost obyvat riizna,
Casto 1 extrémni prostfedi velmi uzitecnd, jelikoz umozituje vybér celulolytickych kment

odolnych vici nejriznéjsim podminkam. (Balla et al., 2022)

3.3 Vztah celulolytickych bakterii ke kysliku

Z predchozi kapitoly je jasné, ze celulolytické bakterie 1ze v pfirodé€ najit jako volné
se vyskytujici mikroorganismy, ale také jako mikroorganismy zijici uvnitt traviciho traktu
nejruznéjsich organismi. U volné se vyskytujicich celulolytickych bakterii probiha rozklad
celuldzy ve vétsing pripadi za pristupu kysliku, zatimco v travicim traktu zivoc¢icht probiha
bez jeho ptitomnosti. Z toho vyplyva, ze zastupce celulolytickych bakterii 1ze nalézt jak mezi
aerobnimi, tak mezi anaerobnimi bakteriemi. Ackoli maji anaerobni bakterie

nezastupitelnou roli, v pfirodé¢ nicmén€ dominuji bakterie aerobni, ktery jsou zodpovédné

priblizné za 90-95 % celkového rozkladu celuldzy. (Peréz et al., 2002)

3.4 Vyznam celulolytickych bakterii

Vyznam celulolytickych bakterii tkvi pfedevs§im v jejich zapojeni do globalniho cyklu
uhliku, kdy jsou spolecné s dalsimi celulolytickymi organismy schopny uvoliiovat obrovské
mnozstvi uhliku a energie ulozené v celuléze. Zivot na nasi planeté je tak at’ uz p¥imo ¢&i
nepiimo vazan na ¢innost téchto organismi. Kromé klicovych piirodnich procesii v§ak

nachazi své uplatnéni také v nejriznéjsich odvétvich primyslu. (Arusha et al., 2016)

3.4.1 Vyuziti celulolytickych bakterii v primyslu

Celulolytické bakterie nachazi uplatnéni piedevSim pii primyslové vyrobé celulaz,
které jsou podle zprav o globalnim trhu s enzymy nejzadanéj$imi enzymy a pokryvaji
pfiblizné 20 % tohoto svétového trhu. (Singh et al., 2021) Takto syntetizované enzymy jsou
nasledné vyuzivany napiiklad v bioethnalovém, potravinadiském nebo papirnickém

pramyslu. (Arusha et al., 2016; Guder et al., 2019)

Kromé primyslové vyroby celuldz je mozno celulolytické bakterie také neptimo vyuzit

k vyrobé bioethanolu z rostlinné biomasy procesem zvanym simultanni sacharifikace a



fermentace (SSF). Pfitomto procesu se vyuzivd smésnych mikrobialnich konsorcii
slozenych z celulolytickych bakterii a fermentujicich mikroorganismu. Celuldza je nejprve
prostiednictvim celulolytickych bakterii rozloZzena na redukujici sacharidy, které jsou poté
nasledné¢ mikrobidlni fermentaci preménény na ethanol. Mikroorganismy nejcastéji
pouzivané pro fermentaci redukujicich sacharida pii SSF jsou Saccharomyces cerevisiae a
Zymomonas mobilis. (Limayem a Ricke, 2012) K vyrob¢ bioethanolu je namisto samotnych
mikroorganismii mozno vyuzit pfimo i enzymy jimi syntetizované. To s sebou nicméné
pfind$i nutnost syntetizované enzymy izolovat a purifikovat, coz znamend vys$i cenu

vyrobeného bioethanolu. (Barbosa et al., 2020)

Dalsi z mnoha moznych vyuziti celulolytickych bakterii je napfiklad jejich inokulace
do kompostu za ucelem zvySeni poctu prospeSnych bakterii, které pfispivaji k jeho kvalité.
Chungopast et al. (2021) zjistili, Ze inokulace celulolytickych bakterii do kompostu zvySuje
celkové mnozstvi bakterii, zejména bakterii fixujicich dusik. V ekosystému kompostu
dochazi k synergickym vztahim celulolytickych, dusik fixujicich a dalSich bakterii.
Metabolity celulolytickych bakterii vyuzivaji ostatni bakterie pfitomné v kompostu, véetné
bakterii fixujicich dusik, které zase doddvaji amoniak jako zdroj dusiku pro ostatni bakterie.
Nekteré celulolytické bakterie jsou dokonce sami schopné fixace molekularniho dusiku,
napiiklad zastupci rodt Bacillus, Paenibacillus nebo Pseudomonas. (Harindintwali et al.

2020)



II. PRAKTICKA CAST



4 CILPRACE

Cilem praktické c¢asti této bakalafské prace bylo provést screening a stanoveni
celulolytické aktivity u psychrofilnich a mezofilnich bakterii izolovanych z povrchovych

stojatych vod. Toho bylo docileno pomoci literarni reserSe a mikrobiologickych metod.
Jednotlivé ¢asti prace zahrnovaly:

e izolace bakterii

¢ volbu nejvhodnéjsiho zplisobu screeningu a stanoveni celulolytické aktivity

e screening a stanoveni celulolytické aktivity na selektivnim CMC agaru

e identifikaci celulolytickych izolati pomoci Gramova barveni a KOH testu



5 MATERIAL

5.1 Vzorky

Pro screening celulolytické aktivity mezofilnich a psychrofilnich bakterii bylo pouzito
10 vzorka stojatych povrchovych vod z riznych lokalit v okoli Zlina. VSechny lokality jsou

uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1 Seznam lokalit

Teplota
Lokalita Datum 1 54 sdberu
odbéru o
[°C]
1 Slepé rameno Moravy (PR Kanada) 21,1
2 Piehradni nadrz Frystak 20,3
3 Moktad — Rusava 18,5
4 Zatopeny lom Chvaléov 19,1
5 Slepé rame,no M(?ravy (PP Na letisti) 3102023 23,2
6 Machovsky rybnik 20,7
7 Mokiad — HostiSova 18,6
8 Reten¢ni nadrz Lechotice 15,6
9 Zbozensky rybnik 14,3
10 Chlumsky rybnik 14,8
5.2 Laboratorni pristroje
Bézné laboratorni pomtcky a laboratorni sklo
Digestot Aura PCR BioAir, Italie
Mikropipety Eppendorf, Némecko
Mikroskop Olympus CX41 Intarco Micro, Ceska republika
Vortex Genie 2 Scientific Industries, USA
5.3 Chemikalie
Aceton Penta, Ceska republika
Agar Himedia, Indie
Etanol Penta, Ceska republika
Hydroxid sodny Penta, Ceska republika
Imerzni olej Sigma-Aldrich, USA
K>HPO4 Penta, Ceska republika
KCl Penta, Ceska republika
Kongo Cerven Himedia, Indie
Krystalova violet’ Sigma-Aldrich, USA
Lugoltv roztok Lachema, Ceska republika

MgSOq4 Penta, Ceska republika



MgSO4- 7 H,O Penta, Ceska republika

NaNO3 Penta, Ceska republika
(NH4)2S04 Penta, Ceska republika
Pepton Himedia, Indie
Safranin Himedia, Indie
Sodna stl karboxymethylcelulozy Himedia, Indie
Zelatina Himedia, Indie

5.4 Kultiva¢ni média

Tabulka 2 Slozeni: mozko-srdcové infuze (BHI): Himedia Indie

Latka Mnozstvi [%]
Teleci mozek, infuzni forma 20,0
Hovézi srdce, infuzni forma 25,0
Proteazovy peptid 1,0
Dextroza 0,2
NaCl 0,5
Na3;PO4 2.5
Agar 1,5

Tabulka 3 Slozeni: CMC agar 1

Latka Mnozstvi [%]
NaNOs3 0,3
KoHPOg4 0,1
MgSO4 0,05
KCl 0,05
Sodna stl karboxymethylcelulozy 0,2
Pepton 0,02
Agar 1,7

Tabulka 4 Slozeni: CMC agar 2

Latka Mnozstvi [%]
MgSO4- 7 H>O 0,03
KoHPOg4 0,2
(NH4)2SO4 0,25
Zelatina 0,2
Sodna stil karboxymethylcelulozy 1,0
Pepton 1,0
Agar 1,5




Tabulka 5 Slozeni: CMC agar s Kongo ¢erveni

Latka Mnozstvi [%]
KoHPO4 0,05
MgSOg4 0,025
Zelatina 0,2
Sodna sill karboxymethylceluldzy 0,2
Kongo cerven 0,02
Agar 1,5




6 METODIKA

6.1 Vzorkovani

Do sterilnich plastovych 50 ml centrifugac¢nich zkumavek byly asepticky odebrany
vzorky povrchovych stojatych vod v blizkosti bfehu, vzdy s trochou tlejici rostlinné
biomasy. Pfepravni teplota byla stejna jako venkovni teplota pifi odbéru vzorkul, tedy
20 + 1 °C. Vzorky byly inokulovany na BHI agar v tentyz den, ve ktery probihal i jejich
odbér.

6.2 Metody izolace mikroorganismii

Vzorky byly po nafedéni inokulovany na BHI agar a ponechany ke kultivaci. U
mezofilnich bakterii kultivace probihala pii teploté 30 + 1 °C po dobu 3 dni. Psychrofilni
bakterie byly kultivovany pii teploté 4 + 1 °C po dobu 7 dni. Vyrostlé kolonie mezofilnich 1
psychrofilnich bakterii byly spocteny a vybrané znich byly nasledné izolovany a

purifikovany pomoci metody kiizového roztéru.

6.2.1 Mikrobiologické redéni vzorku

VétSinu vzorkl pro mikrobiologické stanoveni je potfeba pied naockovanim na tekuta
¢1 ztuZena Zivnd média natedit tak, aby na Petriho miskach vyrostlo pocitatelné mnozZstvi
kolonii. Redéni se provadi desetinnou fadou, kdy se ptivodni vzorek fedi postupné nasobky

desiti.

Nejprve bylo 0,5 ml vzorku asepticky pfeneseno do zkumavky se 4,5 ml sterilniho
fysiologického roztoku. Obsah ve zkumavce byl opatrné, ale dikladn€ promichan. Poté bylo
odebrano 0,5 ml a pfeneseno do nasledujici zkumavky opét se 4,5 ml sterilniho
fysiologického roztoku. Timto postupem bylo dosaZeno ziedéni 10! a 102. Z obou
zkumavek bylo nasledné vyockovano 0,1 ml zfedéného vzorku na pfedem pfipravena Zivna

média.
6.2.2 Metoda kiizového roztéru

Ktizovy roztér se pouziva predevsim ke kontrole Cistoty kultur, ale také k ziskavani
¢istych kultur ze smésnych vzorkl. K jeho provedeni je zapotiebi pouze spravné vybrana

zivna puda v Petriho misce a sterilni bakteriologicka klicka.



Do ocka sterilni bakteriologické klicky byla nabrana kultura a dobfe rozetfena na
povrchu BHI agaru do tvaru ovalu u okraje Petriho misky. Déle byla novou sterilni
bakteriologickou klickou rozetfena série ¢ar po obvodu misky. Dalsi série Car byla rozetiena
op¢t novou sterilni bakteriologickou klickou tak, aby protinaly prvni ¢ary do kiize. Nakonec
byla dalsi novou sterilni bakteriologickou kli¢kou nao¢kovana i zbyvajici plocha BHI agaru

formou klikaté ¢ary.

6.3 Screening a stanoveni celulolytické aktivity

Purifikované izolaty byly nasledné testovany na schopnost rozkladat celulozu.
V ptipadé, ze dany izolat touto schopnosti disponoval, byla u n¢j zaroven stanovena
celulolytické aktivita. Testy byly provadény na selektivnim CMC agaru 1 v kombinaci se
zvyraznénim projasnénych zon pomoci Lugolova roztoku. Tento selektivni agar byl vybran

jako nejvhodnéjsi ze tii celkove testovanych médii.

6.3.1 Volba nejvhodnéjsiho selektivniho agaru pro screening a stanoveni

celulolytické aktivity

Volba nejvhodnéjSiho selektivniho agaru pro screeningu a stanoveni celulolytické
aktivity probihala pomoci dvou vzorovych bakteridlnich kultur. Jako ukazka pozitivniho
vysledku slouzila neidentifikovana celulozu degradujici bakteridlni kultura. Pro ukéazku
negativniho vysledku byla pouzita celulozu nedegradujici bakteridlni kultura Escherichia

coli.

Potencialné vhodna selektivni média v Petriho miskach (CMC agar 1 a 2, CMC agar
s Kongo cerveni) byla naoCkovéana vzorovymi bakterialnimi kulturami. O¢kovani probihalo
tak, Ze do ocka bakteriologické klicky byla nabrana vybrand kultura a dobfe rozetfena na
povrchu vybraného média do tvaru ovalu o rozmérech ptiblizn€ 5 x 3 mm. Po naockovani
byla média kultivovana pfi teploté 30 + 1 °C po dobu 3 dnii. Po prob&hnuti kultivace bylo
zapottebi u médii CMC agar 1 a 2 zobrazit projasnéné zony, které vznikaji okolo celulozu

degradujicich bakterii. (Balla et al., 2022; Kasana et al., 2008)

U CMC agart 1 a 2 byla pro zobrazeni projasnénych z6n média prevrstvena pievrstvena
Lugolovym roztokem po dobu 3 minut. U CMC agaru s Kongo ¢erveni se projasnéné zony
u celulozu degradujicich bakterii zobrazi i bez prevrstveni specifickym ¢inidlem. Nakonec
probéhlo vizudlni vyhodnoceni a volba nejvhodnéjsiho selektivniho agaru pro screening a

stanoveni celulolytické aktivity. (Balla et al. 2022; Kasana et al., 2008)



6.3.2 Screening a stanoveni celulolytické aktivity na CMC agaru 1

Purifikované izoldty byly naockovany na CMC agar 1 v Petriho miskach.
Bakteriologickou klickou byly izolaty na povrchu CMC agaru 1 rozetieny do tvaru kruhu o
poloméru asi 10 mm. Po naockovani byla média ponechéna ke kultivaci. V ptipadée
mezofilnich izolath kultivace probihala po dobu 3 dni pfi teploté 30 °C. Psychrofilni izolaty
byly kultivovany po dobu 7 dni pfi teploté 4 °C.

Po probéhnuti kultivace byla média prevrstvena Lugolovym roztokem po dobu 3 minut,
aby doslo k zobrazeni projasnénych zén. U izolatl, které vykazaly schopnost rozkladat

celulozu, byl za pomoci pravitka zméfen primeér narostlé kolonie a zobrazené projasnéné

-----

hodnot byla na zdkladé vztahu (1) stanovena kvantitativni hodnota celulolytické aktivity

vyjadiena jako enzymaticky index. (Balla et al., 2022)

dz—dy

El = (1)

Kde:
El — enzymaticky index [-]
d, — pramér hydrolytické zény [mm]

dj, — pramér kolonie [mm].

6.4 Metody charakterizace

Izolaty, u nichz byla detekovana celulolytickd aktivita, byly charakterizovany pomoci

Gramova barveni a KOH testu.

6.4.1 Gramovo barveni

Gramovo barveni je jednou z diagnostickych metod pouzivanych pti identifikaci
bakterii. RozliSuje skupinu grampozitivnich (barvi se modrofialov€) a gramnegativnich

bakterii (barvi se ¢ervenortizove) na zéklade€ rozdill ve slozeni jejich bunécné stény.

Fixovany preparat na podloznim skli¢ku byl nejprve na 60 sekund ponoien do roztoku
krystalové violeti. Poté byl roztok krystalové violeti bez oplachovani slit a ponofen na 60
sekund do Lugolova roztoku. Lugoltiv roztok byl opatrné oplachnut destilovanou vodou a

odbarvovan po dobu pfiblizné 2 sekund. Nasledné byl preparat znovu opatrné oplachnut



destilovanou vodou a dobarven roztokem safraninu. Po dalSim dikladném oplachnuti
destilovanou vodou se preparat ponechal uschnout. Uschly preparat byl mikroskopovan

pomoci imersniho objektivu.

6.4.2 KOH test

KOH test je dalsi z diagnostickych metod pouzivanych pfi identifikaci bakterii a stejné
jako Gramovo barveni rozliSuje skupinu grampozitivnich a gramnegativnich bakterii na
zaklad€ rozdilii ve sloZeni jejich bunéfné stény. U grampozitivnich bakterii nedochazi
k proniknuti roztoku hydroxidu draselného pomérné tlustou vrstvou peptidoglykanu a tedy
ani k lyze bun¢k. Naopak u bakterii gramnegativnich dochazi vlivem roztoku hydroxidu
draselného k naruseni tenké vrstvy peptidoglykanu a tedy i1 k 1yze bunék. Bunécny lyzat tvoii

viskdzni suspenzi, které se tdhne za bakteriologickou klickou.

Na sterilni podlozni sklicko byla nejprve nanesena kapka 3% roztoku KOH. Nasledné
bylo v této kapce rozmichano malé mnozstvi narostlé bakterialni biomasy za pomoci sterilni

bakteriologické klicky. KOH test byl nakonec vizudlnim pozorovanim vyhodnocen.

6.5 Zakonzervovani ziskanych celulolytickych izolatii

Pro dlouhodobé uchovavani bakteridlnich kultur je vhodné jejich zakonzervovani
v roztoku glycerolu pfi teploté — 80 °C. Celulolytické izolaty ziskané v ramci této bakalarské
prace byly zakonzervovany v roztoku glycerolu pfi teplot€ — 80 °C a jsou soucasti sbirky

ustavu UIOZP FT UTB ve Zliné&.

Do malé¢ sterilni centrifuga¢ni mikrozkumavky bylo napipetovano 500 pl 30% roztoku
glycerolu. Nasledn¢ bylo do takto pfipravené mikrozkumavky za pomoci bakteriologické
klicky pfeneseno vétsi mnozstvi vybrané bakteridlni kultury z Petriho misky a rozmichano.
Takto pfipravené mikrozkumavky byly nakonec umistény do mrazaku, kde jsou uchovavany

pfi teploté — 80 °C.



7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Pocet jednotek tvoricich kolonie v jednotlivych vzorcich

Ve vzorcich z jednotlivych lokalit byly po kultivaci na BHI agaru jak u mezofild, tak u
psychrofilli stanoveny pocty jednotek tvoficich kolonie a jsou uvedeny v Tabulce 6.
Vzhledem k ro¢nimu obdobi a klimatickym podminkdm bylo pfedpokladano, ze pocet

jednotek tvoticich kolonie bude vétsi u mezofila.

Tabulka 6 Pocet jednotek tvoricich kolonie

Pocet jednotek Pocet jednotek

Lokalita tvoficich kolonie | tvoficich kolonie

(mezofilové) (psychrofilové)
[CFU/ml] [CFU/ml]
| Slepé rameno Moravy (PR Kanada) 2,9-10° 2,910
2 Ptehradni nadrz Frystak 1,5-10° 9,2-10?
3 Moktad — Rusava 1,6 - 10° 2.4-10°
4 Zatopeny lom — ChvalCov 5,6 - 10* 3,7-10°
5 Slepé rameno Moravy (PP Na letisti) 3,0-10° 1,910
6 Machovsky rybnik 7,3 - 10* 42-10°
7 Mokiad — HostiSova 2,4-10° 1,1-10°
8 Retenéni nadrz Lechotice 3,0 10° 7,4+ 10?
9 Zbozensky rybnik 5,210 6,7 - 10°
10 Chlumsky rybnik 2,310 2,6 10°

Nejvyssi pocty jednotek tvoticich kolonie u mezofilt byly zjiStény ve vzorku z lokality
Retenéni nadrz Lechotice a to 3,0 -+ 10° CFU/ml, u psychrofilii byly zjistény ve vzorku
z lokality Machovsky rybnik a to 4,2 - 10 CFU/ml. Naopak nejniz$i pocty jednotek tvoiicich
kolonie u mezofilti byly nalezeny ve vzorku z lokality ZboZensky rybnik a to 5,2 - 10*
CFU/ml. U psychrofilti byly nejnizsi pocty jednotek tvoficich kolonie nalezeny taktéz ve

vzorku z lokality Zbozensky rybnik a to 6,7 - 10> CFU/ml.

Co se tyce porovnani Cetnosti mezofili a psychrofilii, pocet jednotek tvoticich kolonie
byl u mezofild tfadove vyssi. Toto zjisténi je v souladu sna zacatku formulovanym

predpokladem.

Ze vzorku vody kazdé lokality bylo nésledné prostfednictvim BHI agaru izolovéano a
purifikovano 5 mezofilnich a 4 psychrofilni izolaty, jez se navzajem liSily svymi
makroskopickymi morfologickymi znaky. U téchto izolati byl nasledné proveden screening

a stanoveni celulolytické aktivity.



7.2 Volba nejvhodnéjsiho selektivniho agaru pro screening a stanoveni

celulolytické aktivity

Jelikoz existuje vice médii pouzivanych ke screeningu celulolytické aktivity, byly
vybrany a otestovany tfi vhodné selektivni agary. Z téchto tii selektivnich agart byl na
zaklade¢ jejich otestovani vybran nejvhodnéjsi selektivni agar. Data uvedena v Tabulce 7 jsou

vysledkem ze tif paralelné probihajicich testu.

Tabulka 7 Zobrazeni projasnénych zon na jednotlivych selektivnich agarech

neidentifikovany necelulolyticky
celulolyticky kmen
Escherichia
kmen .
coli
selektivni agar prevrstveni projasnéna zona

CMC agar 1 Lugoltv roztok + —
CMC agar 2 Lugoltiv roztok + +
CMC agar s Kongo Cerveni bez pievrstveni + —

+ projasnéna zona se zobrazila, — projasnéna zona se nezobrazila

Z Tabulky 7 je patrné, ze se projasnénd zona zobrazila u vSech selektivnich agari
naockovanych nezndmym celulolytickym kmenem. Projasnénd zoéna se nicméné
z neznamého dlivodu zobrazila také u CMC agaru 2 nao¢kovaného necelulotickym kmenem
Escherichia coli. V Gvaha tak dale pfipadala jen dvé zbyvajici selektivni média. Jako
nejvhodnéjsi selektivni médium byl nakonec vybran CMC agar 1, jelikoz CMC agar
s Kongo Cerveni neni moZzno sterilizovat autokldvovanim a je u né& tak vyssi riziko

kontaminace.

90 mm

Obrazek 5 Escherichia coli (EC) a neidentifikovany celulolyticky kmen (NK)
na CMC agaru 1 (vlevo) a CMC agaru s Kongo ¢erveni (vpravo)



7.3 Screening a stanoveni celulolytické aktivity jednotlivych izolati

Pomoci CMC agaru 1 byl proveden screening celulolytické aktivity. Celkem bylo
nalezeno 20 celulolyticky aktivnich mezofilnich izolati a 15 celulolyticky aktivnich
psychrofilnich izolatd. U celulolyticky aktivnich izolati byla stanovena i kvantitativni

hodnota celulolytické aktivity vyjadiena jako enzymaticky index.

7.3.1 Stanoveni celulolytické aktivity mezofilnich izolatd

Stanoveni celulolytické aktivity mezofilnich izolath probihalo ve tfech paralelnich
testech a vysledky jsou vyjadfeny jako pramér tii naméfenych hodnot + smérodatna

odchylka tfi naméfenych hodnot.
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Obrazek 6 Priméry projasnénych zoén, kolonii a hodnoty enzymatickych indexi
mezofilnich izolath

Hodnoty enzymatického indexu se u mezofilnich izolati pohybovaly v rozmezi 0,31 az
3,72. Nejveétsi enzymaticky index byl stanoven u izolatu 4C z lokality Zatopeny lom —
Chvalcov, a to 3,72 + 0,37. Naopak nejnizsi enzymaticky index byl stanoven u izolatu 3A
z lokality Mokiad — Rusava, a to 0,31 = 0,19. Tyto hodnoty enzymatickych indexd jsou
srovnatelné¢ s hodnotami, které stanovili Balla et al. (2022) u bakterialnich mezofilnich

celulolytickych izoléath ziskanych z riznych prostiedi v Alzirsku.



60 mm

Obrazek 7 Mezofilni izolaty 4C (vlevo) a 2D (vpravo) se zobrazenymi
projasnénymi zénami na CMC agaru 1

7.3.2 Stanoveni celulolytické aktivity psychrofilnich izolatu

Stanoveni celulolytické aktivity psychrofilnich izolati probihalo ve tfech paralelnich
testech a vysledky jsou vyjadfeny jako primér tfi naméfenych hodnot + smérodatna

odchylka tfi naméfenych hodnot.
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Obrazek 8 Priméry projasnénych zon, kolonii a hodnoty enzymatickych indexti
psychrofilnich izolata



Hodnoty enzymatického indexu se u psychrofilnich izolati pohybovaly v rozmezi 0,46 az
6,23. Nejveétsi enzymaticky index byl stanoven u izolatu 4AP z lokality Zatopeny lom —
z lokality Mokiad — Rusava, a to 0,46 = 0,24. Zjisténé enzymatické indexy jsou vetsi
v porovnadni s enzymatickymi indexy psychrofilnich celulolytickych bakterii izolovanych
Soaresem et al. (2012) z Antarktického permafrostu. Naopak jsou srovnatelné s hodnotami
enzymatickych indexa stanovenych Ballou et al. (2022), tato prace byla nicméné zaméiena
na mezofilni celulolytické bakterie. Simbolon et al. (2023) zjistili, ze celulolytické izolaty
ziskané prostfednictvim CMC agaru pii kultivacni teploté 28 °C z ekosystému motské travy,

nevykazuji na CMC agaru pii kultivacni teploté 4 °C zadnou celulolytickou aktivitu.

60 mm

Obrazek 9 Mezofilni izolaty 1AP (vlevo) a 4AP (vpravo) se zobrazenymi
projasnénymi zénami na CMC agaru 1



7.4 Procentuilni zastoupeni celulolytickych izolati

Bylo stanoveno procentualni zastoupeni celulolytickych izolatd. Procentudlni
zastoupeni celulolytickych izolati bylo stanoveno na zakladé celkového poctu izolati a

poctu celulolytickych izolati ve vzorku dané lokality.

7.4.1 Procentuilni zastoupeni mezofilnich celulolytickych izolatu

Procentudlni zastoupeni mezofilnich celulolytickych izolath bylo stanoveno na zakladé
celkového poctu mezofilnich izolath a poctu mezofilnich celulolytickych izolath ve vzorku

dané lokality a je uvedeno v Tabulce 8.

Tabulka 8 Procentudlni zastoupeni mezofilnich celulolytickych izolath

y Procentualni
Pocet zastoupeni
Lokalita Pocet izolath celul.olyt}cokych celulolytickych

[-] izolatl T

] izolath
[70]
1 [Slepé rameno Moravy (PR Kanada) 5 2 40,0
2 | Piehradni nddrz FryS§tak 5 2 40,0
3 | Moktad — Rusava 5 3 60,0
4 |Zatopeny lom — Chvalcov 5 3 60,0
5 [Slepé rameno Moravy (PP Na letisti) 5 2 40,0
6 | Machovsky rybnik 5 1 20,0
7 | Mokfad — HostiSova 5 2 40,0
8 | Reten¢ni nadrz Lechotice 5 2 40,0
9 |Zbozensky rybnik 5 2 40,0
10 | Chlumsky rybnik 5 1 20,0
Celkem 50 20 40,0

Z dat uvedenych v Tabulce 8 je dobfe patrné, Ze nejvyS$si procentualni zastoupeni
mezofilnich celulolytickych izolatl bylo ve vzorcich z lokalit Moktad — Rusava a Zatopeny
naopak ve vzorku z lokality Machovsky rybnik. Z celkového poctu 50 mezofilnich izolath
byla celulolyticka aktivita zjist€éna u 20 znich. Pro srovnéani, Simbolon et al. (2023)
zaznamenal celulolytickou aktivitu u 8 z celkovych 33 izolath ziskanych z ekosystému

motské travy pii kultivacni teplot¢ 28 °C. Procentualni zastoupeni mezofilnich



celulolytickych izolath zjisténé ve studii, kterd zkoumala izolaty ziskané z rGznych prostiedi

v Alzirsku, bylo 6,5 %, coz odpovida 26 celulolytickym izolatim z celkového poctu 398
izolatl. (Balla et al., 2022)

7.4.2 Procentualni zastoupeni psychrofilnich celulolytickych izolati

Procentudlni zastoupeni psychrofilnich celulolytickych izolati bylo stanoveno na

zakladé celkového poctu psychrofilnich izolath a poctu psychrofilnich celulolytickych

izolatl ve vzorku dané lokality a je uvedeno v Tabulce 9.

Tabulka 9 Procentudlni zastoupeni psychrofilnich celulolytickych izolati

y Procentuélni
Pocet zastoupeni
Lokalita Pocet izolath celul.olyt’lcokych celulolytickych

[-] izolatl R

] izolath
[70]
1 | Slepé rameno Moravy (PR Kanada) 4 1 25,0
2 | Piehradni nddrz FryS§tak 4 1 25,0
3 | Moktad — Rusava 4 1 25,0
4 | Zatopeny lom — Chval¢ov 4 2 50,0
5 [Slepé rameno Moravy (PP Na letisti) 4 1 25,0
6 | Machovsky rybnik 4 1 25,0
7 | Moktad — HostiSova 4 2 50,0
8 | Reten¢ni nadrz Lechotice 4 3 75,0
9 | ZboZensky rybnik 4 2 50,0
10 | Chlumsky rybnik 4 1 25,0
Celkem 40 15 37,5

Z dat uvedenych v Tabulce 9 je dobfe patrné, ze nejvyssi procentudlni zastoupeni

psychrofilnich celulolytickych izolati bylo ve vzorku z lokality Reten¢ni nadrz Lechotice.

V péti lokalitach byl shodné nalezeno po jednom celulolytickém izolatu. Z celkového poctu

40 psychrofilnich izolath byla celulolyticka aktivita zjiSténa u 15 z nich.




7.5 Charakterizace celulolytickych izolatu

Jak u mezofilnich, tak u psychrofilnich celulolytickych izolati byla provedena
charakterizace prostfednictvim Gramova barveni a KOH testu.
7.5.1 Charakterizace mezofilnich celulolytickych izolati

Bylo charakterizovano vSech 20 mezofilnich celulolytickych izolati. Vysledky

identifikace jsou uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10 Charakterizace — mezofilni celulolytické izolaty

izolat tvar Gramovro KOH test
barveni
1B koky + —
1C tyCinky + —
2A tyCinky + —
2D tyCinky — +
3A tyCinky — +
3C tyCinky + —
3D tyCinky — +
4A tyCinky — +
4B tyCinky — +
4C tyCinky — +
SA tyCinky — +
5B tyCinky — +
6A tyCinky + —
7C tyCinky — +
7D tyCinky + —
8A tyCinky + —
8D tyCinky — +
9C tyCinky — +
9D tyCinky — +
10A koky + —

Bylo charakterizovdno 8 grampozitivnich a 12 gramnegativnich mezofilnich
celulolytickych izolatd. Co se tyce tvaru, kromé izolatu 1B a 10A, byly vSechny mezofilni
celulolytické izolaty byly tyc¢inkovité. Celulolyticky nejaktivnéjsi izolaty 4C a 2D byly
charakterizovany jako gramnegativni tyCinky. V kontrastu s t€émito vysledky, Balla et al.
(2022) analyzou genu pro 16S rRNA zjistili, Ze vSech 26 jimi identifikovanych mezofilnich
celulolytickych izolath izolovanych zrGznych prostiedi v Alzirsku nalezelo do rodu

grampozitivnich tyCinkovitych bakterii Bacillus.



Obrazek 10 Izolat 1B obarveny Gramovym barvenim

Obrazek 11 Izolat 4C obarveny Gramovym barvenim




7.5.2 Charakterizace psychrofilnich celulolytickych izolati

Bylo charakterizovano vSech 15 psychrofilnich celulolytickych izolati. Vysledky

identifikace jsou uvedeny v Tabulce 11.

Tabulka 11 Charakterizace — psychrofilni celulolytické izolaty

izolat tvar Gramovro KOH test
barveni
1AP tyCinky — +
4AP tyCinky — +
4BP tyCinky + —
5CP tyCinky — +
6CP tyCinky + —
7BP tyCinky + —
7DP tyCinky — +
8AP tyCinky — +
8BP tyCinky + —
8CP tyCinky — +
9BP tyCinky — +
9CP tyCinky + —
10AP tyCinky — +
10BP tyCinky — +
10CP tyCinky - +

Bylo charakterizovano 5 grampozitivni a 10 gramnegativnich psychrofilnich
celulolytickych izolath. VSechny izolaty byly tyCinkovitého tvaru. Celulolyticky
nejaktivnéjsi izolaty 4AP a 5CP byly charakterizovany jako gramnegativni tycinky.
Vysledky charakterizace jsou srovnatelné se zjisténim Soarese et al. (2012), ktefi zkoumali
psychrofilni celulolytické bakterie izolované z Antarktického permafrostu. U jimi
izolovanych  psychrofilnich  celulolytickych izolath taktéz prevladaly izolaty
charakterizované jako gramnegativni tyCinky. V této studii bylo dale pfistoupeno
k identifikaci celulolytickych izolath a konkrétné se jednalo o zastupce rodi
Flavobacterium, Chryseobacterium, Pedobacter, Acinetobacter a Pseudomonas. Nicméng

byla také zaznamenana piitomnost grampozitivnich tyCinek, konkrétné spadajicich mezi

rody Microbacterium a Arthrobacter.



Obrazek 12 Izolat 4AP obarveny Gramovym barvenim

Obrazek 13 1zolat 9CP obarveny Gramovym barvenim




ZAVER

V praktické cCasti této bakalarské prace byla zkoumdna celulolytickd aktivita
mezofilnich a psychrofilnich bakterii vyskytujicich se v povrchovych stojatych vodach,
prostiednictvim selektivniho CMC agaru 1. Celulolyticka aktivita byla zaznamenana u 20
z celkovych 50 mezofilnich izolath a u 15 zcelkovych 40 psychrofilnich izolati.

Enzymaticky index, jakozto kvantitativni vyjadieni celulolytické aktivity, se u mezofilnich

izolatl pohyboval v rozmezi 0,31 az 3,72 a u psychrofilnich izolat v rozmezi 0,46 az 6,23.

Identifikace ziskanych celulolytickych izolath ukézala, ze mezi nimi ptevladaly izolaty

4

ty¢inkovitého tvaru. Dva mezofilni celulolyticky nejaktivnéjsi izolaty byly identifikovany
jako gramnegativni tyC€inky, dva psychrofilni celulolyticky nejaktivngjsi izolaty byly
identifikovany také jako gramnegativni ty¢inky. Nicméné mezi celulolytickymi mezofilnimi
izolaty byly nalezeny ve dvou pfipadech také grampozitivni koky. Co do celkového poctu
gramnegativnich a grampozitivnich napfi¢ mezofilnimi a psychrofilnimi izolaty, bylo

identifikovano 22 gramnegativnich 13 grampozitivnich izolati.

Ziskané celulolytické izolaty byly zakonzervovany v roztoku glycerolu pii teploté
— 80 °C a jsou soudasti sbirky ustavu UIOZP FT UTB ve Zlin&. Celulolytické izolaty by
mohly byt vyuzity napiiklad k primyslové vyrobe enzymu rozkladajicich celuldzu, k vyrobe
bioethanolu simultanni sacharifikaci a fermentaci (SSF), pfipadné ke zlepSeni ucinnosti

kompostovaciho procesu.

Dalsi studium by mélo byt zamétfeno na bliZsi identifikaci ziskanych celulolytickych
izolatd pomoci molekularné-biologickych metod. Dale by také mohlo byt pfistoupeno ke
stanoveni aktivity celulozu degradujicich enzymd, pfipadné k detekci genti, které tyto
enzymy koduji. Za G¢elem zvySeni celulolytické aktivity by mohly byt identifikované izolaty

geneticky modifikovany nebo vyuzity k tvorbé konsorcii celulolytickych bakterii.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA

BHI

CAZy
CBH
CBM
CFU
CMC
EG
EI
GH

LPMO

Enzym s pomocnou aktivitou
Srdce-mozkové infuze
B-glukosidaza

Karbohydrat aktivni enzymy
Celobiohydrolaza
Karbohydrat vazajici modul
Kolonie tvortici jednotky
Karboxymethyl celuléza
Endoglukanaza
Enzymaticky index
Glykosid hydrolaza

Lyticka polysacharid monooxygenaza
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