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Potencialni moZnosti sniZeni nakladi na produkci biosurfaktanti
R. Jezdik, J. Masak

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

V souCasné¢ dob¢ predstavuji surfaktanty nedomyslitelnou soucast chemického
primyslu 1 bézného Zivota, coz také dokazuje ro¢ni produkce, kterd v roce 2000 cinila 19
miliont tun. Z tohoto hlediska hraji surfaktanty dalezitou roli ve svétové ekonomice. Avsak
pouzivani surfaktantli pfindsi jista rizika, ptredevsSim jejich ekologicky dopad na zivotni
prostiedi, jelikoZ tyto latky jsou obecné Spatné biologicky odbouratelné a toxické pro mnoho
organismil a zaroveinl v piirod¢ pretrvavaji po mnoho let. Z téchto divodi se jako mozna
alternativa pro chemické surfaktanty do podvédomi dostavaji biosurfaktanty, které jsou
biologicky odbouratelné a tudiz nezatézuji Zivotni prostiedi.

Vynikajici vlastnosti (povrchova aktivita, antimikrobialni aktivita, nizkd toxicita a
biodegradabilita) biosurfaktanti a jejich potencial v nahrazeni chemickych surfaktantt jsou v
poslednich letech podrobné studovany, coz dokazuje i velké mnozstvi patentl a védeckych
publikaci. Navzdory vSem vyhodam, kterymi biosurfaktanty disponuji a moZnostem
potencidlni aplikace v pramyslu, je jejich rozSiteni limitovano vysokymi produkcénimi
naklady. Vysoké produkéni naklady na vyrobu biosurfaktantli jsou zptisobeny nékolika
faktory, zahrnujicimi cenu substratu (10 — 30 % celkovych nakladu), nizké vytéznosti
bioprocesu a downstream procesy, které mohou piredstavovat 60 — 80 % celkovych nakladt. Z
téchto divodii je mnoho védeckych publikaci vénovano sniZzeni ndkladt na produkci
biosurfaktantli. Vyzkum lze v tomto ohledu rozdélit na vybér levnéjSiho substratu, vedeni
bioprocesu, genetické inzenyrstvi, produkce heterolognimi producenty piipadné hledani
vykonnéjsi ptirozenych producentll a zjednoduseni separacnich procesti. Ackoli v tomto
sméru bylo dosazeno jistych Uspéchi, produkce biosurfaktantli v primyslovém méftitku stale
nedosahuje ekonomicky uspokojivych hodnot z divodu nizkych vytéznosti, které¢ vedou k

vysokym nékladi na izolaci a purifikaci produktu.

1. Biosurfaktanty

Biosurfaktanty (BS) predstavuji Sirokou $kalu povrchové aktivnich molekul
produkovanou mnoha mikroorganismy. Amfifilni molekula BS je slozena z hydrofilni Casti
zastoupené kyselinami, peptidy, mono-, di-, nebo polysacharidy a z hydrofobni ¢asti tvotené

nenasycenymi nebo nasycenymi uhlovodiky, ¢i mastnymi kyselinami. Tyto povrchové aktivni
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latky vykazuji mnoho vlastnosti zahrnujici snizovani povrchového a mezifdzového napéti
kapalin, tvorbu micel a mikroemulsi dvou nemisitelnych fazi. V nynéj$i dob¢é jsou nejvice
studovany BS z tad glykolipida, pfedevsim rhamnolipidy, soforolipidy a mannosylerythritol.
Obsahujici jednu nebo dvé molekuly sacharidu a alifatickou nebo hydroxy alifatickou
karboxylovou kyselinu. Z biotechnologického hlediska jsou nejvice studovany rhamnolipidy

produkované bakteriemi rodu Pseudomonas (Banat a kol., 2010).

1.1 Prevedeni produkce biosurfaktantii do prumyslového méritka
Ackoli zajem o ekologicky Setrna agens roste, nejsou prozatim biosurfaktanty ve srovnani s

chemickymi surfaktanty konkurence schopné kviili vysokym produk¢ni ndkladim (nékladné
suroviny, nizkd vytéznost, sofistikované purifikani procesy). Tento fakt Ize opomenout v
pripad¢ aplikaci (antibiotika, antitumorova agens), kde neni nutnosti velkoobjemova produkce
a cena neni hlavnim métitkem aplikovatelnosti. Oproti tomu v piipad¢ primyslovych aplikaci
(MEOR), kde je kladen diraz na velkoobjemové produkce a cena je vyznamnym cinitelem, je
nutné redukovat produkéni naklady na minimum (Helmy a kol., 2011).

Vysoké produkéni naklady jsou zpusobené malou efektivitou bioprocesu a pouzivani
nakladnych surovin, zdroven pouzivanim mikroorganismi s nizkou produktivitou. Nizka
efektivita bioprocesu, respektive produkce BS v nizkych koncentracich zaroven ovliviiuje
separa¢ni procesy, které mohou dosahovat az 80 % celkovych nakladd. Z téchto divodu je
produkce BS velmi podrobné studovana, predevs§im z hlediska zvyseni efektivity bioprocesu,
hledani vhodnych alternativnich substrati a levnych a ucinnych separacnich procest

pouzitelnych v primyslovém métitku (Mukherjee a kol., 2006).

1.2 Vhodny substrat
V minulosti bylo provedeno mnoho studii zabyvajici se produkci BS na béznych i

kuridznich substratech (etanol, ropné frakce, heptadekan, hexadekan) na definovanych
médiich. Jelikoz, vytéznost produkce BS dosahuje pouze 0,1-0,62 mg/g substratu (Henkel a
kol., 2012), pouziti téchto zdroji uhliku navysuje cenu finalniho produktu. Z tohoto divodu je
prvni potencidlni cestou, jak redukovat produkéni naklady, vybér vhodného alternativniho
substratu. Pro tento t¢el mohou byt pouzity odpadni nebo vedlejsi produkty ze zemédélstvi a
potravinaiskych vyrob s vysokym obsahem sacharidii, §jkrobu a piipadné tuki. Ackoli pouziti
téchto substrati mlize pfinaset do biotechnologické vyroby jisté vyhody zahrnujici predev§im
snizeni ceny produktu, mohou tyto substraty vytvaret komplikace ovliviiyjici cely
technologicky proces. Z téchto divodi je z biotechnologického hlediska vyhodnéjsi vyuziti
¢istych surovin, cozZ je podtrzeno mnozstvim patent zabyvajicich se komercni produkci BS,
ve kterych je ziidka vyuzivano alternativnich surovin (Banat a kol., 2014).
8
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Pro udrZeni kvality v produktu a ekonomiky procesu je nutné zajistit konstantni
slozeni substratu, které v ptipad¢ odpadnich surovin muze kolisat. Proto je nutné v nékterych
ptipadech nékolik odpadnich substrati kombinovat piipadné modifikovat tak aby bylo
dosazeno pozadované kvality. AvSak tyto procedury dale navysSuji ndklady, které nasledné

ovlivni cenu finalniho produktu (Helmy a kol., 2011).

1.2.1 Odpady obsahujici sacharidy a §krob
Odpady ze zeméd¢lstvi, jako otruby, pSeni¢nd a ryzova slama, slupky sojovych bob,

kukufice, titinovd a fepna melasa, zbytky cukrové titiny, mouka z manioku ptedstavuji
velkoobjemové zemédélské odpady, které je nutné likvidovat (Banat a kol., 2014; Deleu a
Paquot, 2004; Makkar a kol., 2011). Ackoli tyto odpady obsahujici vysoké koncentrace
sacharidii nebo Skrobu je velké mnozstvi, pro produkci biosurfaktantd byla v minulosti
nejvice studovana melasa. Melasa obsahuje pfiblizné 75 % suSiny, ve které vedle sacharidi
(48 -56 %) obsahuje 2,5 % bilkovin, 1,5 — 5 % drasliku, pfiblizné 1 % vapniku, manganu a
fosforu. Obsah téchto latek je vhodny pro produkci bioaktivnich mnoha mikroorganismy.
(Banat a kol., 2014).

V minulosti bylo publikovano n¢kolik studii vyuZzivajicich melasu pro produkci BS,
ptedevsim pro produkci rhamnolipidi bakteriemi rodu Pseudomonas. V téchto studiich bylo
nejlepsich vysledki dosazeno pii pouziti 5 — 7 % (w/v) melasy. Zaroven jsou publikovany
studie kombinujici roztok melasy (7 % v/v) s kukufiénym vyluhem (0,5 % v/v) (Banat a kol.,
2014).

1.2.2 Odpady obsahujici lipidy
Svétova produkce olejli a tukd dosahovala v roce 2000 2,5-3 milionli tun rocné,

z ¢ehoz 75 % je ziskavano z rostlin. VétSina olejii a tukll je vyuZivana v potravinarstvi, kde
zaroven vznika obrovské mnozstvi odpadi. Produkce odpadi v tomto mnozstvi se stava
nariistajicim problémem a ztohoto divodu roste zijem o zpracovani téchto odpada
mikrobidlni transformaci. V tomto ohledu byly provedeny studie zabyvajici se vyuzitim
odpadnich olejti z domacnosti na produkci biosurfaktanti (Makkar a Cameotra, 2002).
Vollbrecht a kol. (1999) pouzili bakterialni kmen Tsukamurella DSM 44370 na produkci
glykolipidu s vyuzitim rostlinnych oleji jako substratu. Bylo zjisténo, Ze tento
mikroorganismus produkuje vys$si mnozstvi glykolipidu (30 g/I) pfi rlstu na slune¢nicovém
oleji (110 g/l) nez na chemicky definovaném médiu s hydrofobnim zdrojem uhliku.

Abalos a kol. (2001) pouzili odpad z rafinace sojového oleje pro produkci rhamnolipida
pomoci bakterie Pseudomonas aeruginosa AT 10. Ve dvoustupniové kultivaci bylo dosazeno

produkce 9,5 g/l rhamnolipidu. (Banat a kol., 2014; Makkar a Cameotra, 2002).
9
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1.3 Vedeni bioprocesu
Efektivni a ekonomicky bioproces je kliCcovym faktorem biotechnologickych vyrob.

Zvyseni efektivity bioprocesu zahrnuje optimalni sloZzeni kultivaéniho média, volbu vhodného
produkéniho mikroorganismu a vhodné kultivaéni podminky. VSechny tyto faktory ovliviluji
nasledné separacni procesy, které v pripad¢ produkce BS tvoii majoritni podil ceny finalniho
produktu (Mukherjee a kol., 2006).

Kultiva¢ni podminky (pH, teplota, dostupnost kysliku, michani, mnozstvi CO; a dalsi)
vyznamné ovlivituji produkci BS, zaroven tyto faktory komplexné interaguji se slozenim
oznacovany poméry nékterych nutrietd (C/N, C/P, C/Fe, a C/Mg) (Amezcua-Vega a kol.,
2007). Piedev§im vhodnym pomérem C/N, lze vyznamné ovlivnit produkci BS. V tomto
ohledu vsak neni dulezity pouze pomér C/N, ale také typ pouzitych zdroji C a N (Mukherjee
a kol., 2006).

Pro optimalizaci bioprocesu a tim zvySeni produktivity a snizeni produkcnich néklada
je nutné zahrnout vliv vSech téchto faktort. V praxi lze vyuzit statistické optimalizace
zalozené na principu responce surface metodology. Tato metoda byla v minulosti Gspésné
pouzita na optimalizaci média, mnozstvi inokula a také na kultiva¢ni podminky, diky kterym
bylo dosazeno zvyseni produktivity BS. Pomoci RSM bylo u produkce surfaktinu bakterii
Bacillus subtilis dosazeno 72 nartstu vytéznosti (Sen, 1997; Sen a Swaminathan, 2004; Sen a
Swaminathan, 1997).

1.4 Vhodny produkéni mikroorganismus
Genetika produkcnich organismil je velmi dileZitym faktorem ovliviiujici produkci

biotechnologickych produkt, jelikoz maximalni produkce metabolitu je déna genetickou
vybavou organismu. JelikoZ 1 za optimalnich kultiva¢nich podminek, pouziti levnych
substratt a efektivnich separacnich procestl, neni mozné dosahnout ekonomicky vyhodného
procesu pii pouziti organisml s pfirozenou produktivitou, je vétSina biotechnologickych
vyrob zalozena na pouziti hyperproducenti. Pramyslové produkce nékterych
biotechnologickych procesti se bez pouziti rekombina¢nich nebo hyperproduktivnich mutanti
neobejdou, jelikoz produkce ptirozené vyskytujicich producentt je v témét nulova. Takovéto
mutanty mohou byt pfipraveny mnoha metodami zahrnujici genetické manipulace
(transposony), pusobeni chemickych mutagend (N-metyl-N 'nitro-N-nitrosoguanidine), zafeni
(UV, roentgenovo).

Jednim z vyznamnych uspécht je modifikace kmene Bacillus subtilis Ml 113 s vpravenym

plastidem pC112 nesouci gen Ipa-14 zodpovédnym za produkci surfaktinu. Takto upraveny

10
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kmen vykazoval vys$$i produkci surfaktinu pfi kultivaci na pevném substratu. Néslednou
nahodnou mutaci tohoto kmene pomoci N-metyl-N 'nitro-N-nitrosoguanidine, vznikl mutant
znamy jako B. subtilis SD901, ktery pii rustu na sojové mouce nebo jejim extraktu dosahoval
produkce 8- 50 g/l surfaktinu. Tento proces byl nasledné¢ patentovan (US patent no
7,011,969). Toto mutagenni ¢inidlo (N-metyl-N 'nitro-N-nitrosoguanidine) bylo v minulosti
také pouzito pro zvySeni produkce rhamnolipidi bakterii Pseudomonas aeruginosa.
Vytvofeny mutant byl schopen pfi ristu na odpadnim sojovém oleji z fritovani produkovat

10-ti nasobné mnozstvi BS (12,5 g/l).

1.5 lzolace
V soucasné dobé je komercni produkce BS velmi ndkladna z divodu vysokych nakladi na

separaci a purifikaci produktu. V piipadé BS mohou naklady na separacni procesy dosahovat
az 80% celkovych ndkladii na produkci. Ve vétSiné piipadii separace BS je nutné nejprve
odstranit biomasu, coZ je samo o sob¢ velmi ndkladnym procesem. Naslednd separace BS
zavisi na naboji molekuly, rozpustnosti ve vodé¢, a lokaci (intracelularni, extracelularni nebo
vazané na bun. obaly)(Helmy a kol., 2011).

Biosurfaktanty mohou byt ziskavany béznymi technikami jako kyseld precipitace,
precipitace (NH;),SO,, extrakce organickymi rozpoustédly nebo krystalizace. Zaroven jsou
evidovany nekonvenéni metody, zahrnujici frakcionaci pény, ultrafiltraci, adsorpci na pevné
sorbenty a chromatografii, které¢ vyuzivaji charakteru a vlastnosti BS (povrchovou aktivitu,
tvorbu micel a dalsi). (Helmy a kol., 2011).

V soucasnosti je pro izolaci BS vyuZivano extrakci organickymi rozpoustédly nebo
jejich smésmi (metanol-chloroform, metanol-dichlormetan, butanol, ethylacetat, pentan,
hexan, kyselina octova a dalsi). Pouziti téchto rozpoustédel vSak piinasi zna¢né nevyhody,
jelikoz pro priamyslovou produkci je nutné pouzit velké mnoZzstvi téchto relativné drahych
rozpoustédel a zaroven jejich toxicita pro Zivotni prostfedi a ¢lov€ka. Proto je nutné nalézt
levnéjsi extrakéni ¢inidlo, které nebude toxické. Z tohoto hlediska se jako vhodny kandidat
pro tuto aplikaci jevi ethylacetat, ktery je velmi levny a vykazuje vyrazné nizsi toxicitu nez
chloroform. Zaroven dle studie Sarubbo a kol. (2007) je pro extrakci soforolipidu pouziti
athylacetatu vhodnéjsi nez smés metanol-chloroform. V této studii byla porovnana vytéznost
soforolipidu smési metanol-chloroform v riznych pomérech (2:1, 1:1, 1:2) s ethylacetatem,
kterym bylo dosaZeno dvojnasobné vytéZnosti v porovnani s nejucinnéj$i smési metanol-
chloroform. Dale se jako vhodny kandidat pro extrakci BS jevi metyl terciarni butyl ether,

ktery je velmi levny a malo toxicky.
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Avsak pro kontinudlni separaci BS je pouziti organickych rozpoustédel nevhodné.
Jako velmi levna a zaroven velmi efektivni metoda pro izolaci BS v kontinualnim rezimu lze
pouzit adsorpci na aktivni uhli. Ve studii Dubey a kol. (2005) bylo aktivni uhli a dal$i pevné
sorbenty (silika gel, aktivni hlinik, a zeolite) pouzity pro izolaci rhamnolipidl v kontinudlnim
rezimu. Pfi aplikaci 1 % (w/v) aktivniho uhli na bezbunétné roztok rhamnolipidi za
optimalnich podminek (90 min, rozsah pH 5-10, 40 °C) bylo dosazeno 99,5 % ucinnosti

extrakce. Hlavni vyhoda aplikace aktivniho spoc¢iva v jeho mozném opakovatelném pouziti.

2. Zavér

Biosurfaktanty pfedstavuji environmentalné Setrnou alternativu pro syntetické
surfaktanty, avSak v nyn¢jsi dobé nejsou konkurence schopné z hlediska vysokych
produkénich ndklladii. Tyto néklady jsou pfedevS§im zplisobeny nizkymi vytéZznostmi
bioprocesu. Avsak tyto néklady lze snizit nékolika ptistupy, zahrnujici vyuziti odpadnich
substratl, zvysSeni efektivity bioprocesu. Zaroveil produkéni naklady zahrnuji izolacni a
puruifikaéni procesy, které mohou piedstavovat az 80 % celkovych nakladi. Nalezeni cenoveé
afektivnich postupii a jejich vhodnou kombinaci by mohlo byt v budoucnu dosazeno
konkurence schopnosti biosurfaktanti a mohly by se stat cenové dostupnou alternativou pro

chemické surfaktanty.
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Moiské aktinomycety jako zdroj biologicky aktivnich latek
Z. Jezkové, T. Branyik

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

1. Uvod do mo¥skych Aktinomycet

Mofte a ocedny se rozkladaji na vice nez 70% povrchu Zemé¢. Tyto oblasti slané vody
jsou vyjimeéné na biologickou rozmanitost (Qasim a kol. 1999). Mimo jiné jsou mistem
zivota organismu spadajicich do kmene aktinobakterie neboli aktinomycety. Jednotlivé druhy
Aktinomycet maji velky potenciadl vyuzitelny v mnoha odvétvich od farmaceutického a
potravinaiského primyslu az po moderni biotechnologie (Jensen a kol. 2005). Aktinomycety
byly izolovany z moiského sedimentu. Jednd se o gram pozitivni aerobni bakterie tvorici
vétvena vldkna (hyfy). V pfirod¢ se castni odbourdvani organickych sloucenin. Podili se
napiiklad na procesech hydrolyzy chitinu ¢i celuldzy, mineralizaci organické hmoty a fixaci
dusiku. Také jsou vyznamni producenti sekundarnich metaboliti a dilezitym zdrojem

antibiotik ¢i pigmentd (Abdelmohsen a kol. 2015).

2. Biotechnologicky zajimavé druhy morskych aktinomycet a jejich metabolity
Aktinomycety byly zpocatku povazovany pouze za jednu z hlavnich skupin
mikroorganismi ptd. Posléze zacalo dochazet k odbériim sedimentt z hlubin motského dna a
Vv blizkosti hydrotermalnich priducht. Napiiklad v Bengalském zalivu bylo ze sedimentl
izolovano celkem 49 kolonii aktinomycet, z nichz nejvice zastoupeny byly rody Streptomyces
a Micromonospora (Das a kol. 2008). Biotechnologicky zajimavé druhy fazené do téchto rodi

jsou uvedeny spolecné se sekundarnimi metabolity, které produkuji (Tab. 1).

Tab. 1.: Vybrané moiské aktinomycet a jejich biologicky aktivni latky (Subramani a kol.
2012, Charan a kol. 2004).

Mikroorganismus Metabolit Biologicka aktivita

Streptomyces chinaensis 1-hydroxy-1-norresistomycin | antibakterialni,

antikarcinogeni
Streptomyces griseus Frigocyclinone antibakteridlni
Streptomyces sp. Streptokordin antitumoricky
Micromonospora sp. Diazepinomicin antimikrobialni
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Velmi zajimavym kmenem moiskych aktinomycet, jenz byl v laboratoii poprvé
kultivovan v roce 1989, a jehoz potencidl byl jiz ¢astecné odkryt, avSak neni zcela

prozkouman je rod Salinispora (Jensen a kol. 2005).

2.1  Rod Salinispora

Jedna se o gram pozitivni bakterie vytvarejici rozsahlé vétvené hyfy o priméru 0,25 —
0,5 um. Radi se dle NCBI do fadu Actinomycetales, podiadu Micromonosporineae a ¢eledi
Micromonosporaceae. Vyskytuji se v mofskych sedimentech tropickych a subtropickych
oblastech zejména Baham a Karibiku (Jensen a kol. 2015). Prochazi dvéma barevnymi
fazemi. Tvofi okem patrné oranzové kolonie ve vegetativnim stadiu a ¢erné spory ve stadiu
sporulace. Jsou znami tfi druhy a to Salinispora pacifica a S. arenicola a S. tropica (Ng a kol.
2012).

Obr. 1.: a) S. tropica obrazek pfevzat z  hitp://ucsdnews.ucsd.edu/archive/newsrel/science/06-

07DiseaseFightingAgentsMA-.asp, b) S. tropica kultivace v Erlenmeyerové baiice v laboratofi

optimalizace a modelovani bioprocestt VSCHT Praha.

2.1.1 Druh Salinispora tropica a jeho bioaktivni latky

Jednim ze zastupct rodu Salinispora je druh S. tropica. V moderni biotechnologii je
tento mikroorganismus vyuZitelny pievazné diky produkci sekundarnich metabolitli, které
jsou a mohou byt pfinosem pro lidské zdravi. V poslednich letech je prevazné studovana
v souvislosti s latkou Salinisporamid A, u které byl prokazany protinadorovy tc¢inek. Jedna se
o pfirozené¢ se vyskytujici inhibitor 20S proteozomu a ma vyznamny potencial pii 1écbé
hematologickych nddorovych onemocnéni. Tato latka dostala pracovni ndzev Marizomid®
V soucasné dob¢ se nachézi ve fazi II. klinického testovani na Americkém institutu pro lidské
zdravi v ramci 1é¢by mnohoc¢etného myomu (Niewerth a kol. 2014, Jensen a kol. 2015).

Vegetativni stadium kolonii S. tropica ma typické oranzové zbarveni, tim poukazuje na

pfitomnost pigmentd, presnéji feCeno karotenoidd. Karotenoidy jsou barevné v lipidech
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rozpustné slouceniny tvofené 40 uhlikovym polyenovym fetézcem. V soucasné dobé maji
velké vyuziti v kosmetice, potravinafstvi a farmacii jako pfirodni barviva a vitaminové
doplnky (Del Campo a kol. 2007). Vyznamna je také jejich antioxidacni aktivita a jejich
pusobeni proti volnym radikdlim. Maji vyuziti jako prevence proti kardiovaskularnim
organismy patii napf. astaxanthin, fucoxanthin, B-karoten, lutein ¢i myxol (Gammone a Kkol.
2015).

V minulém roce byly publikovany ¢lanky (Jensen a kol. 2015, Richter a kol. 2015),
které definovaly strukturu nové objevené latky v S. tropica, jiz je sioxanthin (Obr 1.) Jedna se
0 terpen, C-40 karotenoid, ktery ma na jednom konci fetézce glykosylovanou vazbu a na
druhém konci aryl. Timto usporadanim dostava molekula sioxanthinu amfifilni charakter a lze
ptedpokladat, Ze tato skutecnost ovlivni i jeji biologicky uc¢inek. Amfifilni povaha molekuly
je velmi neobvykld u karotenoidii produkovanych aktinomycetami. Biologicka aktivita
sioxanthinu je dosud neznama (Jensen a kol. 2015, Richter a kol. 2015). Tato skute¢nost dava
prostor pro jeji studium, kdyz se uvazi G¢inky znamych karotenoidl, jako [-karoten
(oranzovy pigment, prekurzor vitaminu A) nebo astaxanthin (Cerveny pigment, patii do tiidy
xantofylli, zabranuje peroxidaci lipida v biologickych membranach, vyznamny antioxidant)
(Berendschot a kol. 2000).

OH

HEl,r
OH 0H
HEHMHRHRHHH'DD
oM

Obr 2. Sioxanthin (Richter a kol. 2015)
(2'S)-1"-(B-D-glucopyranosyloxy)-3',4'-didehydro-1',2'-dihydro-¢,y-caroten-2'-ol

2.1.2 Kultivace S. tropica

Kultivace S. tropica mize probihat jak na Petriho miskach na pevném médiu, tak
V Erlenmeyerovych bankach ¢i bioreaktorech (Infors HT Multifors) v kapalném médiu.
Zékladni médium pro kultivaci S. tropica je 2 g/l pepton, 4 g/l kvasni¢ného extrakt, 10 g/l
glukosy a 30 g/l moiské soli (Bucarey a kol. 2012). Kultivace v kapalném médiu probihaji pfi
teplote 28°C.

2.1.3 MoZnost vyuZziti alternativniho média
S. tropica je motsky organismus, ke svému zivotu potfebuje moiskou vodu nebo

ptipadné slané médium s vyvazenym mnozstvim soli potfebnych k ristu. Vzhledem k faktu,
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7e v Ceské Republice nemame piimy piistup ke zdroji piirodni moiské vody, je zde uréita
moznost vyuziti alternativniho média v ramci snizeni vstupnich nékladt na kultivaci. Jako
levny alternativni zdklad média je mozné vyuzit slany odpadni roztok (SOR) vznikajici pfi
procesu demineralizace mlécné syrovatky. Tento roztok produkuje jako odpadni produkt napf.
mlékarna Moravia Lacto a.s. v Jihlavé. V mlékarn¢ maji znacné problémy s timto roztokem a
to prevazné¢ z diivodu zvySovani produkce odsolené syrovatky, kterd posléze vede ke
zvySovani narokll na €isténi odpadnich vod (Diblikova a kol. 2013).

2.1.4  Stanoveni celkovych karotenoidi (sioxanthinu)

Biomasa ziskana kultivaci v Erlenmeyerovych baiikach ¢i bioreaktorech v zdkladnim 1
alternativnim médiu je vyuzita na testovani a izolaci celkovych karotenoidi. Celkové
karotenoidy z S. tropica jsou izolovany extrakéni metodou. Jako ucinné extrakcni ¢inidlo byl
po testovani vybran metanol. Karotenoidy jsou citlivé na ptitomnost kysliku a svétla, pii
kterych dochdzi k jejich degradaci. Je tedy diilezité s pfipravenym extraktem pracovat ve tmé
a pod inertni atmosférou dusiku. Pro dalsi testovani naptiklad biologické aktivity, se na
vakuové odparce odpaii rozpoustédlo a ziskané barvivo se uchova pod inertni atmosférou
dusiku. SloZeni extraktu karotenoidll se charakterizuje pomoci NMR a stabilita extraktu je

kontrolovana méfenim UV-VIS spektra.

2.1.5 Testovani biologické aktivity sioxanthinu

Vyextrahované barvivo bude testovano na biologickou aktivitu, kterd neni dosud znama.
Bude se testovat zivotaschopnost/proliferace bun¢k a antioxidacni aktivita karotenoidu.
Analyzy budou provadény primarné na lidskych jaternich bunikach HepG2. Kultivace bude
probihat standardné¢ v DMEM médiu s piidavkem 10% fetalniho séra, pii 37°C v atmosféte
5% CO,, V96-jamkovém formatu. Pfislusné testy budou vyhodnocovany pomoci

multifunkéni fluorescenéni ctecky Tecan a pritokového cytometru BD FACSAria I11.
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Reakce mikroorganismii na pritomnost nanocastic kovi
M. Koukalova, A. Cejkova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

VétSina mikroorganismid ma schopnost kolonizovat povrchy a vytvafet slozité
strukturované komunity oznacované jako biofilmy, kde maji builkky odlisSny fenotyp od
planktonnich bunék. Vyznamnou komplikaci, zejména v lékaistvi, je zvySend odolnost
biofilmovych populaci vici antibiotikim. Jednu z moznych alternativ ve vyvoji novych
ucinnych antibakteridlnich latek predstavuji nanocastice kovd, diky svym unikdtnim
vlastnostem, které jsou dany jejich malymi rozméry. Na rozdil od konvencnich antibiotik
pusobi nanocastice na nékolika mistech v metabolismu, proto je nepravdépodobny rozvoj
rezistence. V této praci byl sledovan vliv nanoCastic stiibra a zlata na narust bakterie

Pseudomonas aeruginosa.

1. Uvod

Rada patogennich mikroorganismil si vyvinula mechanismus rezistence vii¢i dnes b&zné
pouzivanym antimikrobidlnim latkdm, coZ v dnesni dob& pisobi vdzné problémy zejména
v mediciné. VétSina téchto mikroorganismii ma navic schopnost kolonizovat povrchy a
vytvaret strukturované komunity, které jsou znamé jako biofilmy. Bunky v biofilmu produkuyi
smé&s extracelularnich polymernich latek (EPS), které tvoii extracelularni matrix. Matrix je
zodpovédna za adhezi bun&k k povrchu, stabilizuje trojrozmérnou strukturu biofilmu, ale také
se vyrazn¢ podili na zvysené rezistenci biofilmu vici okolnim vlivim (Markowska a kol.,
2013; Silva a kol., 2013). Infekce zptisobené biofilmovymi populacemi pisobi vazné
komplikace napiiklad v lékatstvi (kolonizace chirurgickych implantati) (Markowska a kol.,
2013). Odstranéni infikovaného implantatu je poté Casto jedinym moZnym zpiisobem léCby
z divodu nedostate¢ného pusobeni konvenénich antibiotik (Nett a Andes, 2006). Bakterie
Pseudomonas aeruginosa je jednim z hlavnich nosokomialnich patogenti a zptsobuje fadu
akutnich a chronickych infekci. Nejvice nachylni k infekci touto bakterii jsou pacienti
S popaleninami, cystickou fibrosou, chronickou obstrukéni plicni nemoci, rakovinou plic nebo

syndromem ziskaného selhani imunity (AIDS) (Dosler a Karaaslan, 2014).
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Nanocastice predstavuji jednu z moznych alternativ ve vyvoji novych uc¢innych
antimikrobialnich latek. Diky svym unikatnim fyzikélnim a chemickym vlastnostem, které
jsou dany jejich malymi rozméry (I — 100 nm), mohou nanocéstice snadno pronikat
bunéénymi membranami a interagovat s makromolekulami, coz mtze byt pro bunku letalni
(Blecher a kol., 2011). Nanocastice spojuji t¢inek nékolika antimikrobialnich latek a proto je
rozvoj rezistence velmi nepravdépodobny, protoze by bylo potfeba nékolik soucasnych
mutaci v jedné bunce. Stiibro je zndmé pro své antimikrobialni GCinky jiz dlouhou dobu.
V minulosti bylo pouzivéano pii 1é¢bé ran nebo popalenin. Antimikrobiadlni ucinky stiibra jsou
spojeny s uvolnénim stéibrnych iontl (Ag"), které interaguji s negativné nabitymi bun&énymi
membranami. Primérni mista, kde dochazi k interakci, jsou molekuly obsahujici siru a fosfor.
V bunce zplsobuji poskozeni DNA a RNA, inhibuji replikaci DNA, zptisobuji denaturaci 30S
ribozomdlni podjednotky, u gram-pozitivnich bakterii inhibuji syntézu bunécné stény a
V neposledni fad¢é indukuji tvorbu reaktivnich forem kysliku (Allaker a Memarzadeh, 2014;
Pelgrift a Friedman, 2013). Zlato samo 0 sob¢ je viceméné nereaktivni. Ve formé nanoc¢astic
vSak také vykazuje antimikrobidlni ucinky, coz bylo v n€kolika studiich prokazano.
Antimikrobidlni u¢inky jsou vSak niz§i, nez u stiibra (Allaker a Memarzadeh, 2014).

Utinek jednotlivych typti nano&astic je odlisny. Zavisi mimo jiné na velikosti a tvaru
nanocastic. Obecné plati, ze ¢im mensi nanocéstice a ¢im vice ploch a hran, tim vyssi je jejich
antimikrobialni ucinek. Také je ucinek zavisly na typu rozpoustédla, ve kterém jsou
nanoCastice suspendovany a v neposledni fadé na druhu mikroorganismu a jeho
fyziologickém stavu (Allaker a Memarzadeh, 2014; Seil a Webster, 2012).

V této praci byl sledovan vliv nanocastic stiibra a zlata na bakterii Pseudomonas

aeruginosa jak na suspenzni narist, tak na adhezi bunék a tvorbu biofilmu.

2. Material a metody

2.1.  Pouzity mikroorganismus a kultiva¢ni podminky

Pro sledovani vlivu nanocastic byla pouzita gram-negativni bakterie Pseudomonas
aeruginosa DBM 3081, ktera byla ziskana ze sbirky Ustavu biochemie a mikrobiologie,
VSCHT Praha. Bun&né populace byla uchovéavana pii teploté -70 °C ve formé kryokonzerv
(kryoprotektant glycerol). Inokulum bylo pfipraveno zaockovdnim zésobni kultury do
sterilniho Luria Bertani média (trypton 10 g/l, kvasniény extrakt 5 g/l, NaCl 10 g/l)
a kultivovano 24 hodin (150 min, 37 °C).
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2.2. Pouzité nanocastice
Stifbrné (AgNP) a zlaté (AUNP) nanogastice byly ziskany z Ustavu inZenyrstvi pevnych
latek, VSCHT Praha a byly pfipraveny doc. Ing. Petrem Slepickou, Ph.D. Oba typy

nanocastic mély velikost 20 nm a byly stabilizovany v roztoku polyethylenglykolu a vody.

2.3.  Sledovani vlivu nano€astic na suspenzni populaci

Suspenzni nartst byl sledovan turbidimetricky pomoci mikrokultivaéniho zafizeni
Bioscreen C (Oy Growth Curves Ab Ltd., Finland) v mikrotitraénich deskach o 100 jamkach
Vv rozmezi tzv. Sirokého pasma (ODwyigeband = 420-580 nm). Do kazdé jamky bylo ptidano
30 pl standartni bunééné suspenze (ODggo = 0,2), roztok nanocastic a kultivacni médium tak,
aby vysledny objem byl 300 pl. Rozmezi koncentraci nanoc¢astic bylo pro stéibro 10 mg/l az
50 mg/l a pro zlato 80 mg/l az 180 mg/l. Soucasné byl sledovan nartst bunééné populace bez
pridavku nanocéstic. Pro kazdou koncentraci byly experimenty provedeny v 5 paralelach.
Suspenzni nartst byl sledovan po dobu 24 hodin s ptlhodinovym intervalem méteni pii

teplote 37 °C.

2.4.  Sledovani vlivu nanocastic na adhezi bunék a tvorbu biofilmu

Pro sledovani vlivu nanoc¢éstic na adhezi bun¢k byly pouzity mikrotitracni desky (96
jamek). Do kazdé jamky bylo pfidano 100 ul standartni bunééné suspenze (ODgyo = 0,6),
roztok nanocastic a kultivatni médium tak, aby vysledny objem byl 250 pl. rozmezi
koncentraci nanocastic bylo stejné, jako u suspenzniho narastu. Jako kontrola byla sledovana
adheze bunck bez pridavku nanocastic. Pro kaZzdou koncentraci byly experimenty provedeny
v 16 paralelach. Deska byla kultivovdna na tiepacce (150 min'l) pii teploté 37 °C po dobu 24
hodin.

2.4.1. Kvantifikace biofilmu analyzou obrazu

Kazda jamka byla po kultivaci tfikrat promyta sterilnim fosfatovym pufrem (PBS) k
odstranéni planktonnich bun¢k a automatizovanym inverznim mikroskopem CellaVista
(Roche, Svycarsko/SynenTec, USA) bylo pofizeno ze stiedu kazdé jamky 25 fotografii
(¢tverec 5x5), které byly vyhodnoceny softwarem pro analyzu obrazu. Pro zhotoveni
fotografii byly nastaveny nasledujici parametry — zvétSeni objektivu 20x, intenzita osvétleni

100 %, Cas expozice 25 ms, svételnost kamery (gain) 20x.
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2.4.2. Stanoveni metabolické aktivity bunék v biofilmu

Po analyze obrazu byla stanovena metabolicka aktivita bun¢k v biofilmu metodou MTT,
ktera je zalozena na kolorimetrickém stanoveni enzymatické pfemény zluté tetrazoliové soli
MTT na fialovy formazan. Do vybranych jamek (8 paralel) bylo napipetovano 60 pl roztoku
glukosy v PBS a 50 ul roztoku MTT v PBS. Desti¢ka byla inkubovana ve tm¢ na tiepacce
(150 min™) pfi teploté 37° C. Inkubace probihala po dobu nezbytnd nutnou k vytvoreni
fialovych krystali formazanu. Po inkubaci bylo do kazdé jamky ptidano 100 ul vymyvaciho
roztoku pro rozpusténi vzniklych krystali formazanu a deska byla inkubovana 30 minut na
ttepacce (230 min'l). Po inkubaci byla proméfena absorbance na pristroji Reader Infinite
M200 PRO (Tecan Group Ltd., Svycarsko) pii vinové délce 570 nm. Jako kontrola byla
sledovana metabolicka aktivita bun¢k v biofilmu bez ptidavku nanocastic. Vysledny vliv

nanocastic byl vztazen ke kontrole, ktera byla brana jako 100 %.

2.4.3. Stanoveni celkového mnoZstvi biomasy v biofilmu

Do vybranych jamek (8 paralel) bylo napipetovano 250 ul 0,1% roztoku krystalové
violeti (doba piisobeni 20 minut). Tato nepifimé metoda je zaloZena na schopnosti krystalové
violeti nespecificky se vazat na polysacharidy, nukleové kyseliny, proteiny a sacharidy.
Dochézi tedy k obarveni biofilmu jako celku. Po uplynuti dvaceti minut byly vSechny jamky
mikrotitracni desky tfikrat promyty 300 pl sterilniho PBS a do kazdé jamky bylo
napipetovano 200 pl 96% roztoku ethanolu (doba piisobeni 10 minut). Absorbance 100 pl
tohoto roztoku byla zmétena na pfistroji Reader Infinite M200 PRO (Tecan Group Ltd.,
Svycarsko) pii vinové délce 580 nm. Jako kontrola bylo sledovano celkové mnozstvi biomasy
v biofilmu bez ptidavku nanoc¢éstic. Vysledny vliv nanocastic byl vztaZzen ke kontrole, ktera

byla brana jako 100 %.

3. Vysledky

Obr. 1 a 2 ilustruji u€inky nanocastic stiibra a zlata na modelovy mikroorganismus
Pseudomonas aeruginosa. Hodnoty jsou vyjadieny v relativnich procentech vztazené ke
kontrolnimu nérastu (100 %). U suspenzniho nérastu byl zaznamenan vyrazny inhibi¢ni vliv u
obou typll nanocastic, ale z obrazka je ztejmé, ze pro stejny inhibicni u€inek je potieba vyssi
koncentrace AuNP, coZ potvrzuje jejich niz8i antimikrobidlni aktivitu (Pelgrift a Friedman,
2013). Z hlediska osidlené plochy v biofilmu byl opét zaznamenan inhibi¢ni vliv u obou typt
nanocastic a opét pro srovnatelny inhibi¢ni G€inek bylo tfeba vyssi koncentrace AuNP. AgNP

vykazovaly vyrazny inhibi€ni vliv na celkové mnoZstvi biomasy v biofilmu, coz je
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pravdépodobné zpiisobeno inhibici produkce EPS. AuNP mély na celkovou biomasu opacny
efekt. Do koncentrace 140 mg/l byly zaznamenany vyss$i hodnoty ve srovnani s kontrolnim
naristem, pii nejvyssi pouzité koncentraci byl zaznamenan pouze maly pokles celkové
biomasy oproti kontrole. Tento jev bude nadale sledovan. Ani jeden typ nanocastic nemél
vyrazny inhibi¢ni vliv na metabolickou aktivitu bunck. Nejniz§i zaznamenand hodnota pfi
pouziti AgNP byla 77 % pii koncentraci 40 mg/l, u AuNP 64 % pfi nejvy$si pouzité

koncentraci 180 mg/I.
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Obr. 1 Vliv riznych koncentraci AgNP na narist Pseudomonas aeruginosa. Vysledky

vyjadieny v relativnich procentech vztaZzenych ke kontrole.
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Obr. 2 Vliv ruznych koncentraci AuNP na nartst Pseudomonas aeruginosa. Vysledky

vyjadfeny v relativnich procentech vztazenych ke kontrole.

4. Zavér

Byl prokézan inhibi¢ni vliv stiibrnych a zlatych nanocéastic na nartst bakterie
Pseudomonas aeruginosa na nartst v suspenzi a v biofilmu z hlediska osidlené plochy. Bylo
také prokazdno, Ze zlaté nanocastice maji niz§i antimikrobidlni aktivitu v porovnani se
stfibrnymi nanocasticemi a je potieba vyssi koncentrace k dosazeni srovnatelné¢ho inhibi¢niho
ucinku. Ani jeden typ nanocastic nemél vyrazny inhibi¢ni vliv na metabolickou aktivitu
bunék. Ziskané vysledky budou vyuzity pro planovani dalSich experimenti, kdy bude
sledovan vliv nano¢astic kovli na mezibunéénou komunikaci v biofilmu. Také bude sledovan

vliv dal$ich typl nanocastic (platina, paladium).
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Biologické metody vyuzivané k detekci N-acyl-homoserinovych
laktont

M. Paldrychova, J. Masak
Ustav Biotechnologie, VSCHT Praha

1. Uvod
Velky pocet oportunné patogennich gramnegativnich bakterii vyuzivd k mezibunécéné
komunikaci N-acyl-homoserinové laktony (AHL), ,,fe¢*, ktera fidi chovani celé mikrobialni
populace béhem invaze a kolonizace vySSich organismi (Hentzer a kol., 2002).
K produkci AHL dochazi v zavislosti na populacni densit¢ bunck, proto se v literatuie
setkavame také s terminem quorum sensing (QS), nasledna detekce téchto komunikaénich
molekul bunkami vede ke zméné jejich genové exprese (Atkinson a Williams, 2009).
Potencialné patogenni bakterie Pseudomonas aeruginosa, Burgholderia capacia, Serratia
liquefaciens, Erwinia carotovora a Yersinia enterocolitica reguluji expresi faktorti virulence,
jako je napf. tvorba biofilmu, produkce antibiotik, pigmentt ¢i enzymi, prave prostiednictvim
AHL (Miller a Bassler, 2001).

Bioyntéza AHL vyzaduje dva regulacni proteiny: N-acylhomoserin lakton syntdzu

(I protein) a transkripéni faktor (R-protein), ktery svou aktivitou zavisi na AHL (Suga a
Smith, 2003).

cilové geny
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Obr. 1: QS systtm LuxI/LuxR gramnegativni bakterie: AHL volné difunduji
cytoplasmatickou membranou a pii vysoké koncentraci aktivuji vazbou na promotory

cilovych gent jejich transkripci (Schauder a Bassler, 2001)

1.1 QS systém bakterie Pseudomonas aeruginosa

Vice nez 600 genu P. aeruginosa je kontrolovano systémem QS. QS systém této bakterie
disponuje dvéma sadami QS proteint: LasR/I a RhIR/I a vytvaii tedy dva AHL: N-(3-0xo-
dodekanoyl)homoserin lakton (3-oxo-C12-AHL) a N-butanoylhomoserin lakton (C4-AHL).
Obé¢ tyto molekuly aktivuji geny, kterymi jsou kodovany faktory virulence a dalsi proteiny
potiebné pro preziti v lidském hostiteli a pro destrukci hostitelské tkan¢ béhem infekéniho
procesu. Mezi tyto faktory patii napt. elastdza, protedza, dale exotoxin A nebo alkalicka

fosfataza (Suga a Smith, 2003).
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Obr. 2: Struktura molekul AHL vyuzivanych QS systémem P. aeruginosa (Kaufmann a kol.,
2008)

P. aeruginosa produkuje kromé dvou hlavnich signalnich molekul, které maji
strukturu AHL, také 2-heptyl-3-hydroxy-4(1H)-chinolon, neboli Pseudomonas chinolon
signal (PQS). PQS se podili napf. na biosyntéze a sekreci pyocyaninu a vyznamnym
zpisobem ovliviiuje patogenitu této bakterie b&hem infekci mocovych cest. Je nutné
podotknout, Ze vSechny tfi zminéné systémy jsou navzajem propojeny (Bala a kol., 2013).
Kromé dfive zminénych faktorli virulence hraje QS zasadni roli pfi tvorbé biofilmu P.
aeruginosa, jedné z pric¢in vzniku antibiotické rezistence. Pokud bychom nalezli latky, které
disponuji schopnosti interference se systémem QS — quorum sensing inhibitory (QSI) a
zabranili tak timto zpiisobem tvorb¢é biofilmu, mohli bychom zmirnit onemocnéni, jejichz
prib&h piitomnost této bakterie vyznamnym zplisobem zhorSuje. Mezi tato onemocnéni
fadime piedevsim cystickou fibrozu a dale infekce popalenin a dychacich cest (Suga a Smith,
2003).
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1.2 Inhibitory systému QS Pseudomonas aeruginosa
V zelening a ovoci je obsazena fada zajimavych latek, které maji potencial fidit patogenezi
bakterii, jelikoz u nich byla prokdzana interference se systémy QS a to bez ovlivnéni
zivotaschopnosti mikroorganismt. Mechanismus anti-patogenni aktivity byl popsdn pomérné
nedavno, od té doby bylo identifikovano nepieberné mnozstvi QSI, ty mohou byt strukturné
podobné komunikacnim molekuldm (v pfitomnosti pfislusnych receptori se chovaji jako
antagonist¢) nebo urychluji degradaci téchto molekul (Suga a Smith, 2003; Rasmussen a
Givskov, 2006).

QS systém bakterie P. aeruginosa ovlivituje napf. ajoene, sirna sloucenina obsazena
v ¢esneku (Jakobsen a kol., 2012) nebo kyselina salicylova, ktera timto mechanismem snizuje
produkci faktorti virulence, proteazy IV a elastazy (Bandara a kol., 2006). Monoterpenické
latky obsazené v esencialnim oleji Citrus reticulata (mandarinka) redukuji produkci AHL u
P. aeruginosa 0 33 % a sni spojenou tvorbu biofilmu (Luciardi a kol., 2016), zatimco
furanokumariny obsazené v grapefruitu ovliviiuji vice tvorbu biofilmu bakterii E. coli a

S. typhimurium ve srovnani s P. aeruginosa (Girennavar a kol., 2008).

1.3 Metody pro sledovani mezibunééné komunikace P. aeruginosa a jejich vyuziti pro
identifikaci potencidlnich QSI

Identifikace QS systéml gramnegativnich bakterii prostfednictvim bakteridlnich biosenzort,

které jsou schopny detekovat piitomnost AHL je v soufasné dobé hojné vyuzivanym

piistupem.

Pro detekci AHL skratkymi az stiedné dlouhymi fetézci se nejbéznéji vyuziva
produkce violaceinu bakterii Chromobacterium violaceum, ktera je regulovana
prostfednictvim QS. Biosenzor C. violaceum (CV026) neprodukuje zadné vlastni AHL, to je
zapii¢inéno dvéma transposony vlozenymi do tohoto biosenzoru. Je-li, ale vystaven
ptitomnosti exogennich AHL produkuje fialovy pigment. Pro detekci C10 - C12 AHL a jejich
3-0x0-derivatl je vyuzivano bakterie E. coli, ktera vlastni AHL neprodukuje. Je-li do ni
vlozen plasmid z bakterie
P. aeruginosa, ktera produkuje a reaguje na C12-3-0x0-AHL, dochazi pii vystaveni
biosenzoru AHL k luminiscenci (Steindler a Venturi, 2007).

Biosenzor Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium radiobacter) NT1 (pZLR4), ktery
je vyuzivan pro detekci Sirokého spektra AHL, se sklada z kmene piipraveného o Ti plasmid,
ktery zodpovidd za produkci vlastnich AHL a vloZeného plasmidu pZLR4. V ptfitomnosti

AHL dochazi k expresi intracelularniho enzymu p-galaktosidazy. MnoZstvi vytvoreného
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enzymu je zavislé na mnozstvi AHL pfitomnych ve vzorku a muze byt detekovano
prostiednictvim X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-galaktopyranosid). Tento substrat je
bezbarvy, ale jeho Stépenim vznikd modry produkt (Obr. 3). Zménu tohoto zbarveni je mozné

méfit spektrofotometricky (Singh a Greenstein, 2006).

EH;UH
H

CH ;.GH
B Ealalctoﬁdaza o spontamu
dimerizace

Br a oxidace
X-Gal

5.5 -Dibromo-4 4 -dichloro-indigo

Obr. 3: Mechanismus piemény X-Gal na modry produkt (Berg a kol., 2002)

Konkrétni laboratorni postup mize vypadat ndsledovné (upraveno dle Singh a
Greenstein  2006): Nejprve je biosenzor kultivovan v minimalnim médiu s obsahem
gentamicinu. Po 24 hodinové kultivaci je upravena optickd denzita inokula a dale probiha
jeho kultivace v mikrotitraéni desti¢ce v pfitomnosti vzorkd, pochazejicich z kultivace
biofilmu
P. aeruginosa, ktery je jiz ovlivnén pfirodni latkou, jejiz efekt na QS sledujeme. Po dobu 16 —
18 dochazi v zavislosti na mnozstvi pritomnych AHL ve vzorku k vytvafeni beta-
galaktosidazy. Poté jsou bunky lyzovany pifidavkem lyza¢niho pufru, za Gcelem uvolnéni
enzymu, ktery $tépi pfidanou X-Gal na modry produkt. Lyzacni pufr obsahuje azid sodny a
kationtovy tenzid cetyl trimethylammonium bromid (CTAB), ktery je vhodny k izolaci
makromolekul nachazejicich se uvnitf bunky. Slozeni lyza¢niho pufru musi byt
optimalizovdno, tak aby dochazelo klyzi bungk, ale zdrovenl nedochazelo k poskozeni
enzymu. Na Obr. 4 je vidét aplikace lyzaniho pufru o nevhodném sloZeni (sloupce 1, 4, 7, 9
a 10).

Aktivita B-galaktosidazy je ke sledovani genové exprese v molekularni biologii
vyuzivana velice Casto. NejCastéji pouzivanym chromogennim substratem pro monitorovani
této aktivity je o-nitro-fenyl-p-p-galaktosid (ONPG). Mnozstvi ONP vytvoreného z ONPG
zéavisi na aktivité¢ enzymu, ktera se vyjadiuje v Millerovych jednotkéch. Pro vstup ONPG do
bunék je ovSem vyzadovana permeabilizace k niZ se standardné vyuziva toluen nebo

chloroform v kombinaci s SDS, z tohoto diivodu neni pro testovani mozné vyuziti klasickych
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plastovych mikrotitranich desti¢ek, které umoziuji analyzu fady vzorka najednou (Griffith a

Wolf, 2002).

Obr. 4: Plisobeni lyza¢nich pufri o riznych koncentracich jednotlivych slozek
2. Zavér

AHL molekuly hraji vyznamnou roli béhem nastupu virulence P. aeruginosa in vitro a stejné
tak in vivo. Tato skute¢nost poukazuje na to, Ze je dulezité vyvijet metody pro detekci téchto
molekul. Diky t€émto metoddm je nam totiz umoznéno nejen monitorovat pribéh onemocnéni
spojenych s vyskytem tohoto mikroorganismu, ale zaroven také identifikace potencialnich
inhibitord QS pochazejicich nejen z pfirodnich zdroji. V této souvislosti byly jiz popsany
biologické metody vyuzivajici ke stanoveni AHL biosenzort, ale také ptesnéjsi analytické

metody, které nam umozni komunikaéni molekuly ve vzorcich piesnéji kvantifikovat.
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Vliv zdroje dusiku na tvorbu pigmenti houbou Monascus

purpureus
M. Patrovsky, B. Branska, P. Patdkova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Houba Monascus purpureus produkuje sekundarni metabolity, mezi které patii cervené,
oranzové a zluté pigmenty. Zluté pigmenty tvoii pfedeviim monascin a ankaflavin a lze je
povazovat za biologicky aktivni latky. NasSe prace byla zaméfena na produkci Zlutych
pigment sbirkovym CBS 109.07 a izolovanym, priimyslové vyuzivanym kmenem Monascus
purpureus v submerzni kultivaci. Bylo testovano Sest zdrojii dusiku (pepton, dusi¢nan sodny,
kvasni¢ny extrakt, glutaman sodny, siran amonny, mocovina) s poc¢ate¢nim pH média 5.5.
Vysledky byly ziskany pomoci analytickych metod spektrofotometrie a HPLC. Nejvyssi
koncentrace Zlutych pigmentd 23,22 g/l byla ziskdna sbirkovym kmenem pfti pouziti siranu
amonného. Mykotoxin citrinin nebyl v etanolovych extraktech detekovan. Vysledky ukazuji,
7ze vhodné zvolenym zdrojem dusiku a nastavenim urcitych kultivacnich podminek lze

produkovat prevazné¢ zluté pigmenty vybranym druhem Monascus purpureus.

1. Uvod

Vlaknita houba Monascus purpureus je pouzivana jiz po staleti pro vyrobu tradi¢nich
pokrmii a své uplatnéni naléza i fermentacnich procesech. Nejznaméj$im produktem houby je
cervena fermentovana ryze, kterd se pouziva piedev§im Vv Jihovychodni Asii jako
potravinaiské barvivo ¢i jako ochucujici slozka potravin (Patakova, 2013). Houba tvofi
biologicky aktivni latky, mezi néz lze zafadit pigmenty; Gervené, oranzové a zluté. Zluté
pigmenty tvoifi monascin a ankaflavin a mohly by vykazovat jisté uCinky v 1é€bé rakoviny,
obezity, zanétim ¢i cukrovky (Feng a kol., 2012). Houba produkuje také nezadouci
mykotoxin citrinin (Lin a kol., 2008).

Vyzkum byl zaméten na produkci Zlutych pigment v submerzni kultivaci dvéma kmeny
Monacus purpureus, sbirkovym a izolovanym, primyslové vyuzivanym kmenem. Bylo
testovano Sest zdroji dusiku (pepton, dusi¢nan sodny, kvasni¢ny extrakt, glutamat sodny,

siran amonny, mocovina) a jejich vliv na tvorbu monascinu a ankaflavinu. Po kultivaci houby
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se mycelium extrahovalo etanolem a extrakty byly podrobeny spektrofotometrickému
a HPLC meéfeni. Byla také sledovana tvorba nezddouciho mykotoxinu citrininu.
Pro stanoveni pigmenti a mykotoxinu byla zavedena vhodnéd analytickd metoda

pomoci HPLC a zhodnocen vliv dusiku na tvorbu zlutych pigmentt.

Nasledujici obrazky (1. - 5.) znazoriuji strukturni vzorce stanovenych latek: zIuté (monascin,

ankaflavin), oranzové (monaskorubrin, rubropunktatin) pigmenty a mykotoxin citrinin.
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x Ty, S
D_( g\\é/\’ Dzbm\/
o e o 0
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Obr. 1. Monascin Obr. 2. Ankaflavin

Obr. 3. Monaskorubrin Obr. 4. Rubropunktatin

Obr. 5. Citrinin

2. Material a metody

2.1.  Mikroorganismus

V ramci experimentdlni prace byly pouzity dva kmeny houby Monascus purpureus:
Sbirkovy kmen CBS 109.07 a primyslovy kmen izolovany ze vzorku nesterilni ¢ervené
fermentované ryze. Houby byly uchovavany na Sabouraudové agaru (Roth) ve zkumavkéach

se Sikmym agarem pii teploté 7 °C.

2.2. Kultivaéni média
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Slozeni pre-kultiva¢niho média: glukosa 20 g, pepton 10 g, kvasni¢ny extrakt 3 g, KCI 0,5
g, KH,PO4 4 g, ZnS0,4.7H,0 0,01 g a FeS0O,4.7H,0 0,01 g v 1 | destilované vody. Slozeni
kultivaéniho média: glukosa 40 g, jeden ze zkoumanych zdroji dusiku - pepton 8,84
g/dusi¢nan sodny 6,44 g/kvasni¢ny extrakt 10,6 g/glutaman sodny 14,17 g/siran amonny 5 ¢
nebo mocovina 2,27 g, KCI 0,5 g, KH,PO4 4 g, ZnS0O4.7H,0 0,01 g, MgS04.7H,0 0,5 g
a FeS04.7H,0 0,01 g v 1 | destilované vody. Hodnota pH kultivacnich médii byla upravena
na 5,5 pouzitim 1M HCI nebo 1M NaOH. V kazdém kultiva¢nim médiu byl stejny obsah
dusiku: 1,06 g/1.

2.3.  Kultivace

Pro pre-kultivaci, ze Sikmého agaru byly sterilni vodou smyty spory mycelia houby
a nasledna suspenze ptrevedena do pre-kultivaéniho média o objemu 50 ml ve 250 ml
Erlenmeyerové baiice. Oba dva kmeny byly pre-kultivovany pti 30 °C, na tiepacce (180 rpm)
po dobu 30 h. (New-Brunswick-Scientific).

Po pre-kultivaci bylo 5 ml pre-kultiva¢niho média pfevedeno do kultivaéniho o objemu 50
ml v 250 ml Erlenmeyerové¢ bance. Produkéni kultivace probihala pro sbirkovy kmen 109.07
pti 30 °C, na tfepacce (180 rpm) po dobu 7 dni. Kultivace pro priimyslovy izolat probihala pii
30 °C, na tfepacce (100 rpm) po dobu 14ti dni.

2.4.  Filtrace
K oddéleni fermentovaného tekutého média a vzrostlého houbového mycelia byla

kultiva¢ni média byla prefiltrovana ptes filtraéni papir Whatman ¢.1.

2.5.  Extrakce
K ziskani intracelularnich pigmentii bylo mycelium houby extrahovano ve 20 ml 70%

etanolu o pH2 po dobu 1 hod., na tfepacce pii 100 rpm.
2.6.  Analytické metody

2.6.1. Spektroskopie
K ziskani orientacni znalosti o pfitomnosti a mnozstvi pimentd byly jednotlivé filtraty
(fermentovana média) a etanolové extrakty proméfeny na spektrofotometru (Varian Cary 50

UV/Vis) pro ziskani absorp¢nich spekter v rozmezi vinovych délek od 350 nm do 550 nm.

2.6.2. Vysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC)
Pro stanoveni pigmentii a mykotoxinu byla pouzita metoda HPLC. Zluté a oranzové

pigmenty byly stanoveny na HPLC Agilent 1100 s fotodiodovym detektorem pii vinovych
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délkach 390 nm pro zluté a pii 470 nm pro Cervené pigmenty (Obrazek 7., Obrazek 8.).
Mykotoxin citrinin byl stanoven na HPLC Waters Alliance 2695 s fluorescen¢nim detektorem
s emisni vlnovou délkou 331 nm a excitacni vinovou délkou 500 nm (Obrazek 9.). Pro
stanoveni pigmentu a citrininu byla pouZita kolona Watrex SN7632, 250x4 mm, Reprosil 100
Cis 5 um. Mobilni faze byla slozena z 360 ml demi vody a 640 ml acetonitrilu + 0,5 ml

H3PO,4 na 1 litr. Pritok byl nastaven na 1ml/min.

3. Vysledky a diskuse

V ramci provedenych pokust, sledujici vliv Sesti zdroji dusiku na produkci vybranych
sekundarnich metaboliti produkovanych dvéma kmeny houby Monascus purpureus, byly
zjistény zietelné rozdily jak v mnozstvi vytvorenych pigmentd, tak v zastoupeni jednotlivych
zastupci pigment. Kang a kol. (2014) a Shi a kol. (2015) uvadéji, ze vliv zdroje dusiku
vyrazn€ ovliviluje slozeni pigmenti houby. Ze spektrofotometrického métfeni vyplyva, ze
Vv ptipadé¢ pouziti siranu amonného doslo ke dvojnasobné¢ vyssi produkci Zlutych pigmenti nez
oranzovych a 0 25 % vyssi produkci zlutych pigmentt nez Cervenych. Za pouziti peptonu jako
zdroje dusiku doslo ke sniZeni produkce o 50 % jak ¢ervenych, tak oranZovych pigmentt (Shi
a kol., 2015).

Systém HPLC umoznil rychlé a u€inné stanoveni jak pigmenti, tak mykotoxinu (Tabulka
1., Tabulka 2.) VSechny Ctyfi ndmi sledované pigmenty byly stanoveny v rdmci jedné analyzy
s izokratickou eluci do 15 min. Mykotoxin citrinin byl stanoven pomoci citlivéjsiho
fluorescenéniho detektoru za pouziti stejné kolony i mobilni faze. Wu a kol. (2011) jiz
uspesné provedl stanoveni pigmentd a citrininu pomoci HPLC, kdy byla vyuzita kombinace
fotodiodové a fluorescen¢niho detektoru za pouziti kolony LUNA Cig S izokratickou eluci
a mobilni fazi slozenou z demi voda:acetonitril (37,5:62,5) + 0,05 TFA. Pratok byl nastaven
na 1 ml/min (Wu a kol., 2011).

Nami stanovované zlut¢ ani oranzové pigmenty nebyly stanoveny ve filtratu
(fermentované médium) u obou dvou kment, pfestoze médium bylo viditeln€ zbarvené.
Mykotoxin citrinin vSak byl nalezen ve filtratech kultiva¢niho média obou kmen.

Zheng a kol. (2009) uvadi, ze mykotoxin citrinin je produkovan ve stopovém mnozstvi
(0,1 - 500 mgl/l), zatimco pigmenty jsou tvoieny v fadoveé vyssich koncentracich (10 - 100
g/l), coz potvrzuji i nase vysledky.

Etanolové extrakty ziskané z kultivace sbirkového kmene vykazaly nejvyssi produkei jak
zlutych (23,2 g/l), tak oranzovych pigmentd (174 mg/l) za pouziti siranu amonného jako

zdroje dusiku. Zatimco v pritomnosti glutamanu sodného jako zdroje dusiku nedoslo k zadné
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produkci nami sledovanych pigmentd. Mykotoxin citrinin nebyl detekovan v zadném
etanolovém extraktu.

Etanolové extrakty ziskané z kultivace primyslového izolovaného kmene (Obrazek 6.)

v

ukazaly nejvyssi vytéZnost jak Zlutych (13,34 g/l), tak oranzovych pigmentd (1,67 g/l)
Vv ptipad¢ pouziti dusi¢nanu sodného jako zdroje dusiku. Mykotoxin citrinin byl pfitomen ve

v

vSech etanolovych extraktech, ale jeho nejnizs$i koncentrace (1,95 mg/l) byla nalezena

Vv pfipadé pouziti siranu amonného jako zdroje dusiku.

Obrazek 6. Etanolové extrakty z narostlého mycelia houby Monascus purpureus ziskané
z kultivaci lisicich se pouzitym zdrojem dusiku (A-pepton, B-dusi¢nan sodny, C-kvasni¢ny

extrakt, D-glutaman sodny, E-siran amonny, F-moc¢ovina)

Tabulka 1.
Stanoveni pigmentu a citrininu produkovanych M. purpureus - sbirkovy kmen 109.07; (mg/l)

extrakt
Zluté pigmenty oranzové pigmenty
monascin ankaflavin rubropunktatin | monaskorubrin

pepton 243,93 £ 78,31 1217,63 + 174,30 / / / 1,31 +0.88
dusi¢nan sodny 1843,32 +257,90| 10222,72 + 1308,66 / / / 1,73 +£0.51
kvasni¢ny extrakt 83,92 + 14,01 485,53 + 61,67 / / / 6,40 £2.93
glutaman sodny / / / / / 1,34 +£0.09
siran amonny 5841,68 +22,47 | 17374,78 + 10,72 31,22 + 1,36 142,74 £ 11,24 / 1,39
mocovina 164,65 +£42,54 | 657,16 + 109,94 / / / 0,83 +1,93
Tabulka 2.

Stanoveni pigmentd a citrininu produkovanych M. purpureus - pramyslovy izolat; (mg/l)

extrakt
Zluté pigmenty oranzové pgmenty
monascin ankaflavin rubropunctatin | monascorubrin
pepton 2107,27 +193,12| 5409,10 + 227.94 251,57 £ 15,02 336,65 +24,86 | 6,92 +3,82 | 41,64 +17,05
dusi¢an sodny 2623,32 + 10,63 | 10712,13 +390.18 | 640,23 +33,61 | 1025,47 +222,15 | 9,00 £2,00 | 9,85 +4,21
kvasni¢ny extrakt 961,56 + 25,86 2136,11 + 44,24 104,36 +9,07 147,38 £0,78 29,08 £4,51| 45,83 £4,54
glutaman sodny 1151,55 + 348,78 | 5517,71 +2192,27 21,29 83,07 57,05 £ 17,45 97,92 + 11,47
siran amonny 1724,64 +42,54 | 3388,45 + 891,65 354,02 + 82,35 482,12 + 90,92 195+0,04 | 3,38+0,44
mocovina 1276,99 + 171,61 | 5788,56 + 947,97 31,45 +£9,95 94,31 + 8,46 3,44 +3,35 | 47,41 + 19,06
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monascin ankaflavin

Obrazek 7. Detekce Zlutych pigmentd pii 390 nm

rubropunctatin monascorubrin

l
Obrézek 8. Detekce or'aniovych' pigmentﬁ pti 470 nm
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Obrazek 9. Detekce citrininu

4. Zavér

Byla zavedena vhodna analytickd metoda pro stanoveni vybranych sekundarnich
metabolitl (monascin, ankaflavin, rubropunktatin, monaskorubrin, citrinin) produkovanych
houbou Monascus purpureus pomoci HPLC. Citrinin byl uvoliovan obéma dvéma kmeny do
média. Pro sbirkovy kmen byl pro produkci pigmenti vyhodnocen jako nejvhodnéjsi zdroj
dusiku siran amonny. Pfitomnost citrininu v extraktu nebyla zaznamenana. Pro pramyslovy

kmen Vykézal nejvyééi koncentraci dusi¢nan sodny pro zluté i oranzové pigmenty, zatimco

cv v

5. Podékovani
Financovéno z Gi¢elové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT &. SVV/2016).
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Intenzita gushingu v zavislosti na tlaku
'D.Bandy, “*M. Postulkova, 'K.Zitkové, °M. Riizicka, 'T. Branyik

1 Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
2 Ustav chemickych procesit AV CR

Abstrakt

Gushing (pfepénovani) je spontdnni a intenzivni Unik pény z ldhve ¢i plechovky.
Obecné se gushing déli na dva typy. Primarni gushing souvisi s plisnovou kontaminaci
jeémene, piesnéji feCeno s hydrofobiny, coz jsou malé hydrofobni proteiny produkované
plisnémi. Hydrofobiny, spole¢né s nezbytnou podminkou vzniku gushingu — oxidem
uhli¢itym — jsou zodpovédné za primarni prepénovani. Sekundarni gushing je zplsoben
jinymi prekurzory - napiiklad ionty kovi, krystaly §tavelanu vapenatého nebo chmelovymi
iso-extrakty.

Cilem této prace bylo zjiSténi vlivu tlaku oxidu uhli¢itého na intenzitu gushingu. Jako
zastupce méteni primarniho gushingu byl pfipraven extrakt hydrofobintit HFBII a pro méteni
sekundarniho gushingu byl pouzit roztok hovéziho sérového albuminu (BSA) v koncentraci
0,5g/L. Experimenty byly provedeny pomoci prototypu desaturacni cely na méfeni
pfepénovani sycenych napojl, ktera je schopna ptfesné¢ simulovat chovani ldhve po jejim
otevieni za poZadovanych podminek.

V piipadé méfeni s BSA bylo zjisténo, Ze dochazi ke zvyseni intenzity gushingu do
tlaku o hodnot€ pfiblizné 5 bar, poté dochazi k jejimu poklesu. Pfi experimentech s extraktem
hydrofobini HFBII vysledky potvrzuji, Ze s rostoucim tlakem se zvySuje intenzita
prepénovani, ale na rozdil od méfeni s BSA nebylo zjisténo maximum. Tento rozdil mize byt

dikazem rozdilnych mechanismi primarniho a sekundarniho gushingu.
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Urychleni scezovani sladiny pomoci polyfenolovych extraktu
V. Hanko, L. Jelinek, M. Karabin

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Vzhledem k tomu, Ze scezovani je jednim z nejdelSich kroka teplého useku vyroby
piva, je snaha o jeho zkraceni, které mtze vést ke snizeni Casovych prodlev mezi jednotlivymi
varkami a tim i k finanénim usporam. V minulosti bylo zjisténo, ze dobu scezovani sladiny
lze zkrétit naptiklad ptidavkem gallotaninu izolovaného z ¢inského ofechu béhem rmutovani.

Odhoicené chmelové materidly obsahuji vysoké mnozstvi aktivnich polyfenolovych
latek, a proto lze ptedpokladat, ze chmelové zbytky maji potencidl nahradit kontroverzni
gallotanin, jehoZ ucinek byl v této praci také testovan. K témto ucelim byl do varni vody
pridavan gallotanin a laboratorné pfipraveny taninovy extrakt pfipraveny z mechanicky
odhoi¢eného Zateckého poloraného Gervenidku (zbytek po vyrobé pelet T45). Bylo zjisténo, Ze
taninovy extrakt i gallotanin mohou zrychlit scezovani o 20 — 25 rel.%, pficemZ taninovy
extrakt chmele dosahovat téchto vysledka jiz pfi davce 0,5 ml/l (zhruba poloviéni davka
Vv porovnani s gallotaninem). Oba dva preparaty musi navic byt Cerstvé, jelikoz, jak bylo
V této praci prokazano, jejich oxidaci dochézi k rapidnimu snizeni i€innosti.

V dalsi casti prace byl ptidavky latek vykazujicich rtizné aktivity (antioxidacni a
zakalotvornou) poodhalen mechanismus piisobeni gallotaninii a taninového preparatu chmele
v problematice rychlosti scezovani, kdy antioxidac¢ni aktivita méla oproti zdkalotvorné
aktivité na tento d€j vyznamnéjsi vliv. Bylo také zjiSténo, ze vyznamnou roli hraji dalsi, dosud
neznamé vlivy, které se zatim nepodafilo urcit. Pravdépodobné se jednd zejména o profil

fenolovych latek a stupen jejich polymerace.
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Moznosti potlacovani primarniho prepénovani
K. Zitkova', M. Postulkova *?, M. Rizicka, 2 T. Branyik®

! Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

2 Ustav chemickych procestt AV CR

Abstrakt

Prepénovani neboli gushing je spontanni nezadouci jev, jez se miize vyskytovat
Vv pivu. V piipadé rychlého poklesu tlaku v 1ahvi obsahujici pivo s tendenci k prepénovani, tj.
po jejim otevieni, dochazi k velmi rychlému uniku pény z ldhve. V nékterych ptipadech
dochéazi ke ztrat¢ velkého mnozstvi népoje, protoZze péna s sebou strhavd i1 znacnou Cast
kapaliny.

Jednou z hlavnich pfi¢in prepénovani je ptitomnost amfifilnich proteini -
hydrofobinil, jez jsou syntetizovany plisnémi kontaminujicimi jeémen nebo slad uréeny pro
vyrobu piva. Hydrofobiny jsou schopny béhem kvaSeni piva stabilizovat nové vznikajici
bublinky oxidu uhli¢itého a brani tak v jejich rozpousténi v kapaliné. Takto stabilizované
bublinky CO; jsou ptivodci primarniho piepénovani piva.

Jednou z moznosti jak potlacit primarni prepéiiovani je ptidavek chmelovych silic.
V tomto konkrétnim piipadé se jednalo o myrcen nebo ocimen, které reaguji s hydrofobiny
prostiednictvim hydrofobnich interakci a ty dale nemohou interagovat s bublinkami CO; a
stabilizovat je. Jejich schopnost potlacovat pfepéiovani byla vyhodnocena modifikovanym
Carslberg testem (MCT), kdy je tendence k piepénovani vyhodnocena na zakladé vahového
ubytku vypénéného mnozstvi tekutiny. Timto testem bylo potvrzeno, Ze pfidavky téchto
chmelovych silic byly schopny potlacit prepénovani zpiisobené hydrofobiny v rtiznych
koncentracich v zavislosti na kontaminaci hydrofobinii. Dle tohoto testu vykazoval myrcen
silngjsi potlacujici ucinek nez ocimen. Nicméné, pouzita koncentrace myrcenu i ocimenu by
byla dle tabulek (ASBC, Methods of Analysis) vzdy vyssi nez prahova hodnota senzorického

vnimani v kone¢ném produktu.
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Studium profilu tékavych latek v ciderech a obdobnych napojich
J. NeSpor, M. Karabin

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Ackoliv cider jako alkoholicky ndpoj =zatim nepatii na ceském trhu k
nejpopularnéj$im, jeho obliba kazdym rokem stoupa. Se zvySujici se poptavkou se rozsituje i
mnozstvi producentti. Odlisné ,tradi¢ni ¢&i ,,intenzifikované® technologické pfistupy
k vyrobé, spoleéné s volbou konkrétnich smési odrud jablek, tvoii jadro vyslednych
organoleptickych vlastnosti hotového produktu. Spole¢né s vyvojem novych technologii
vzrista potfeba vyvijet i nové kontrolni metody. Kromé senzorické analyzy, ktera svymi
vysledky podéava stézejni informace o kvalit¢ vyrobku, je nezbytné pokraovat i ve
zdokonalovani metod analytickych.

Cilem této studie byla optimalizace extrakéniho kroku SPME, kombinovaného s
GC-MS, prostfednictvim centralné¢ kompozi¢niho navrhu experimentu, pro studium profilu
tékavych latek cidrd. Touto metodou byl nésledné¢ proveden screening 33 ceskych i
zahrani¢nich cidrl a cidrovych ndpojti. Ve vzorcich byly stanovany obsahy 23 tékavych latek,
které se vyznamné podili na celkovém senzorickém profilu hotovych vyrobki.

Metodou faktorové analyzy byla prokazana odliSnost v analytickych profilech
souvisejici zejména s rozdily v obsazich vysSich vétvenych alkoholl a esterii. Ze ziskanych
dat byla prokazéana statisticky prikazna odliSnost vyrobkd malo a velkoproducentt

vychazejici z pouzivanych surovin i konkrétnich technologii.
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Moznosti vyuziti odpadnich surovin ze zpracovani vinnych
hrozni

P. Cviner, K. Padrova, 1. Kolouchova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Vitis vinifera (réva vinna) je jednou z nejpéstovanéjsich plodin svéta. Pti vyrobé vina
tvoii odpad az 20 hm. % celkového mnoZstvi vstupnich surovin. Vedlejsi odpadni produkty
vznikaji také béhem praci na vinohradu, pii oseCkovani vinohradu v pribéhu vegetace a pii
fezu révy v zimnich mésicich. Vinaisky prumysl se tak stava jednim z hlavnich producenti
bioodpadu. SkuteCnost, ze tyto odpadni suroviny disponuji vysokym obsahem
polyfenolickych latek (resveratrol, polydatin) s antioxidacni aktivitou, které mohou byt
vyuzit¢ nejen ve form¢ potravinovych doplnkl, ale také jako ucCinnd smés latek
s antimikrobidlni aktivitou, zlstava Casto opomijena.

Predlozena prace se zabyva moznosti vyuziti odpadnich latek z vinafského primyslu
jako potencidlniho zdroje antioxidanti. Byly analyzovany vzorky odpadi ze zpracovani
modrych a bilych odrud Vitis vinifera poskytnuté Vinici sv. Klary v Tréji a Vinici Grébovka
Vv Praze. Jednalo se o vzorky tfapin, matolin a letorostii. Zvolend jednoduché extrakéni metoda
je vhodna pro nasledné vyuziti fenolickych latek jak pro potravinatské tak medicinské ucely.
Byl sledovan antimikrobialni G¢inek vybranych extrakti Vitis vinifera na mikrobidlni rast

gram negativni bakterie Escherichia coli.
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Vliv nanocastic kovii na biochemické vlastnosti modelovych
mikroorganismii
J. Novotna, K. Padrova, A. Cejkové

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Vzristajici pocCet mikroorganismui rezistentnich vici konvencnim antimikrobidlnim
latkdm pfinasi problémy jak z medicinského, tak spolecenského hlediska, a je proto nutné
vyvijet stale nové preparaty. V této souvislosti je pfedmétem soucasného vyzkumu studium
aplikace nanocastic na bazi kovl, jako alternativy b&znych antibiotik. Jejich jedine¢nost
spo¢iva predev§Sim ve specifické velikosti a reaktivité, diky ¢emuz mohou ovlivnit
zivotaschopnost exponované buiiky na nékolika klicovych mistech soucasné. Vzhledem ke
skute¢nosti, ze mikrobidlni rezistence predstavuje proces vyvoje a adaptace mikroorganismi v
reakci na selektivni tlak urcité latky, aplikace nanocéastic by mohla toto riziko vyznamné
snizit. Cilem vyzkumu bylo studium antimikrobialnich G¢inkii nanoc¢éstic zlata a stfibra a viici
modelovym prokaryotnim a eukaryotnim mikroorganismim. Kromé studia viability
exponovanych bunék byla prace zamétena na sledovani pfitomnosti oxidativniho stresu, ktery
je pravdépodobné jednim z klicovych mechanismi piisobeni kovovych nanocastic. Vybranym
parametrem popisyjicim miru oxidativniho poskozenim byla peroxidace lipidd. U
studovanych nanocastic byl prokazan toxicky ucinek. Vznik oxidativniho stresu byl vsak
pozorovan pouze v piipad€é nanocastic stfibra, a to po expozici koncentracim vy$$Sim nez

stanovené minimalné inhibi¢ni koncentrace.
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Studium exprese a charakterizace proteinu CotJC ze sporového
plasté Clostridium pasteurianum
F. Kaufman

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Mikroorganismus C. pasteurianum je vyuzivan pro biotechnologickou produkci
organickych rozpoustédel, ktera probihd soubézné se sporulaci. Z tohoto divodu je dilezité
pouziti jednoduchého a presného zptisobu detekce a kvantifikace spor.

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit moznost vyuziti proteinu CotJC, ptfitomného
pouze ve sporach C. pasteurianum, pro detekci a kvantifikaci spor.

Béhem meéteni této diplomové prace byly testovany a optimalizovany tfi metody:
ELISA test, imunochemické fluorescenéni barveni preparatu pro pritokovou cytometrii
a semikvantitativni Western blot. Tyto metody vyzadovaly ptipravu dvou konjugath protilatky
proti proteinu CotJC. Pro ELISA test byla pfipravena protilatka s konjugovanou kienovou
peroxidasou a pro fluorescencni barveni byl pripraven konjugat s Atto 565. Z divodu Spatné
dostupnosti proteinu CotJC ve sporach, jehoz ptredpokladana lokalizace na povrchu spor
se bohuzel nepotvrdila, nebylo stanoveni ELISA testem ani fluorescen¢ni barveni
pro stanoveni pomoci pritokové cytometrie pritkazné.

Nejlepsich vysledkti bylo dosazeno pii pouziti semikvantitativniho Western blotu.
Ke kalibraci metody byl pouZit rekombinantn¢ ptipraveny protein CotJC. Touto metodou bylo
v péti nezavislych pokusech stanoveno, ze 10° spor C. pasteurianum obsahuje pfiblizné
100 ng proteinu CotJC.

Dalsi cast diplomové prace byla zaméfena na biochemickou charakterizaci proteinu
CotlC, jehoz funkce ve sporach neni znama. VyuZitim imunochemické transmisni
elektronové mikroskopie bylo zjisténo, ze protein CotJC se, oproti ocekavani, nachazi uvnitt
spor. Protein CotJC je na zakladé¢ aminokyselinové podobnosti a pfitomnosti vazebnych
domén predikovan jako ¢len rodiny mangan obsahujicich katalas, ndmi naméfend data jasné
ukazuji, Ze rekombinantné pfipraveny protein a protein izolovany ze spor nevykazuji

katalasovou aktivitu.
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Sledovani pribéhu ABE fermentace pomoci mikroskopie a

fluorescen¢ni mikroskopie
M. Drahokoupil, J. Kolek, B. Branska

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Tato prace se zabyva sledovanim pribéhu ABE fermentace a stanovenim viability u
rodu Clostridium pasteurianum pomoci fluorescenéniho znaceni a prutokové cytometrie
v zavislosti na vlivu fyziologického a morfologického stadia inokula. K inokulaci byla pouzita
kultura s bunikami ze zafatku exponencialni faze ristu - tedy v pohyblivém stadiu, kultura
s maximalni intenzitou fluorescence po hydrolyze karboxyfluorescein diacetdtu a nakonec
kultura z pozdni exponencialni faze ristu ve stadiu dufeni. Viabilita spolu s fyziologickymi
zménami obou populaci byly sledovany pomoci propidium jodidu v kombinaci s
karboxyfluorescein diacetatem. Proces ABE fermentace nebyl danymi typy inokula vyrazné
ovlivnén a celkova produkce rozpoustédel byla ve vSech piipadech obdobnd, nicméné kromé
inokulace pohyblivym stadiem klostridii byl u ostatnich inokulaci pozorovan pozdé¢jsi nastup

solventogenni faze.

1. Uvod

Aceton-butanol-etanolova (ABE) fermentace je proces, ktery vyuziva bakterialni
kultivace k produkci rozpoustédel acetonu, butanolu a etanolu. Nejcast&jSimi bakteriemi
vyuzivanymi k tomuto procesu jsou bakterie rodu Clostridium, ptedevsim C. acetobutylicum,
C. pasteurianum a C. beijerinckii (Patakova a kol., 2013).

Zajem o ABE fermentaci v poslednich letech stoupa a to predev§im z hlediska
alternativni mozZnosti vyroby biopaliv. Vyzkumu solventogennich klostridii se proto vénuje
cela fada pracovist, at’ uz v podobé genetickych manipulaci nebo optimalizaci kultiva¢nich
podminek. Pro oba pfistupy je ovSem kliCové znit podrobné metabolismus téchto
mikroorganismil, jeho regulace a mit U¢inny nastroj ke sledovéani fyziologického stavu
kultury. K tomu slouzi mnoho metod, mezi néz patii napiiklad fluorescencni techniky
vyuzivajici mikroskopii nebo pritokovou cytometrii.

V poslednich letech ma priatokova cytometrie, jakozto metoda pro rychlé stanoveni poctu

bun¢k, stale SirSi vyuziti. Na optimalizaci metody pro kultivaci solventogennich klostridii je
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zaméieno nékolik vyzkumi. Nejvetsi problém pii této metod€ je najit vhodnou kombinaci
fluorescenc¢nich sond, které by kvalitné odrézely zivotaschopnost a fyziologicky stav dané
kultury jak v exponencialni, tak ve stacionarni fazi rustu.

Linhova a kol. (2012) testovali Sest nejbéznéjSich fluorescen¢nich sond (propidium jodid-
P, ethidium bromid - EtBr, fluorescein diacetat - FDA, karboxyfluorescein diacetat - CFDA,
bis-oxonol a Rhodamin123) s cilem posoudit, zdali jsou tyto sondy vhodné pro identifikaci
zivotaschopnych a mrtvych bun¢k C. pasteurianum a C. beijerinckii v suspenzi. Bylo zjisténo,
ze nejvhodnéjsi pro hodnoceni viability se jevi fluorescencnich sondy PI, BOX a CFDA, tedy
sondy k detekci membranové integrity, membranového potencialu a intracelularni esterazové
aktivity, resp. (Linhova a kol., 2012).

Na zaklad¢€ dostupné literatury a piedchozich zkuSenosti byla k hodnoceni fyziologickych
zmén v populaci klostridii zvolena kombinace PI a CFDA, pomoci niZ byly sledovany zmény
viability v pribéhu ABE fermentaci vedenych za stejnych podminek, inokulovanych raznymi
morfologickymi stadii exponencialné rostouci kultury C. pasteurianum.

2. Material a metody

Pro jednotlivé experimenty byly sestaveny bioreaktory INFORS HT Multifors, které byly
opatfeny pH elektrodou, teplomérem, vzduchovymi filtry s porozitou 0,2 um, pumpou pro
ptivod baze, ptivadécimi lahvemi s 200 ml 10% roztoku NaOH pro upravu pH, pfivodem
oxidu uhli¢itého, aeratnim véncem, michadlem a vzorkovacim zafizenim (samplerem) pro
odebirani vzorki béhem kultivace. Byly nakalibrovany pH elektrody pomoci dvoubodové
kalibrace, a to v rozmezi pH od pH 4,01 do pH 7.

Nakonec byly reaktory naplnény TYA zivnym médiem o objemu 630 ml, a poté spolu
se vSemi soucastmi vysterilovany v autoklavu pfi teplot¢ 121 °C po dobu 20 min. Po
zchladnuti reaktoru bylo médium probubldno CO, pro vytvofeni anaerobniho prostiedi,
pomoci 10% roztoku NaOH bylo upraveno pH na hodnotu 6,3. Médium bylo zaockovano
pFipravenou kulturou Clostridium pasteurianum NRRL B-598 o koncentraci 8*10° bungk/l
Vv nasledujicich stadiich: pohyblivém stadiu, kultura s maximalni intenzitou fluorescence po
hydrolyze karboxyfluorescein diacetatu a nakonec kultura z pozdni exponecidlni faze ristu ve
stadiu dufeni. Kultivace byla provadéna v anaerobnim prostiedi za teploty 37 °C, bez regulace

pH a za stalého michani.

2.1 Analyza pomoci pritokové cytometrie
Analyza byla provadéna na pratokovém cytometru Accuri C6 (BD Biosciences, USA),

jako nosnd kapalina byla pouzita odplynénd demineralizovana voda, rychlost analyzy byla

47



Konference — Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2016, 31. 3. - 1. 4. 2016, VSCHT Praha

nastavena na prutok 5 pl/min. Pritokovy cytometr Accuri C6 byl vybaven laserem o vinové
délce 488 nm, FSC detektorem pro doptedny rozptyl, SSC detektorem pro boc¢ni rozptyl a
detektory FL 1 - 4, prométeni fluorescence v celé oblasti viditelného spektra.

Jako fluorescen¢ni barvivo byl zvolen propidium jodid (Pl) o koncentraci 1 mg/ml
rozpu$tény v H,O, v kombinaci s karboxyfluorescein diacetaitem (CFDA), kdy CFDA m¢lo
koncentraci 1 mg/ml v DMSO.

Z kazdého odebraného vzorku pro dany cas a reaktor byl odebran 1 ml narostlé biomasy.
Biomasa byla odstiedéna pii 2000 x g, 3 min a dvakrat promyta fyziologickym roztokem.
Vzorek byl natedén filtrovanym (0,22 pum) fyziologickym roztokem, o koncentraci 9 g/l
NaCl, na hodnotu ODggonm= 0,5 £ 0,1. Nasledné bylo z kazdého vzorku pipetovano 0,2 ml pro
analyzu pomoci prutokového cytometru. Ke vzorku bylo pfidano 2 pl PI a 2 ul CFDA.

Vzorky byly promichdny a ulozeny do temna na 10 min. Takto pfipraveny vzorek byl
nasledné natedén 100 x filtrovanou (0,2 pum) demineralizovanou H,0, zanalyzovan pomoci

pratokového cytometru a vyhodnocen.

2.2. Analyza pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie HPLC

Analyza obsahu glukézy a metabolitli byla provadéna na pfistroji HPLC Agilent Series
1200. Podminky HPLC jsou shrnuty v Tab. I.
Tab. | - Podminky HPLC

Kolona Watrex 250%8 mm polymer [EX H+
Priitok 0,5 ml.min™

Mobilni faze 5 mM H,SO, v demiH,0

Teplota kolony 60 °C

Detektor Refraktometricky

Velikost nastiiku 20 pl

Doba analyzy 50 min

3. Vysledky a diskuze

3.2. Fluorescen¢ni znaceni prostiednictvim PI a CFDA
Karboxyfluorescein diacetat je nefluorescentni latka schopna piechazet do bunck
volnou difuzi, v buiikach je hydrolytickou aktivitou esterdz Stépen na zelen¢ fluorescencni
karboxyfluorescein, ktery na rozdil od ptivodni molekuly nese negativni naboj a nemtize
pfechdzet volné pies membrany. Aktivni builky s neporuSenymi membranami jsou tak
znaceny zelené¢ (Branska a kol., 2011). Karboxyfluorescein byl pouzivan v kombinaci
S propidium jodidem. Propidium jodid neprochazi neporusenymi membranami zivych bunck;

pokud maji buniky poskozenou cytoplazmatickou membranu, mize volné proudit do bunék.
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Po vazbé na nukleové kyseliny se jeho fluorescence zvysi az 40x a fluorescencni excitacni
maximum je posunuto 0 30-40 nm do Cervené oblasti. Toho se vyuziva k detekci mrtvych
bun¢k, kde barvivo uvniti poskozené bunky po excitaci vhodnym zafenim emituje intenzivné
cervené svétlo (Nieminen a kol., 1992).

Vyhodnoceni bylo provedeno graficky formou dvouparametrovych ,,dotploti®, kdy
bunky byly od nebuné¢énych ¢astic oddéleny na zakladé parametrti dopiedného (FSC-forward
scatter) a bo¢niho (SSC-side scatter) rozptylu. Pro stanoveni fluorescencnich charakteristik

byly proti sobé vyneseny intenzity ¢ervené (FL3) a zelené (FL1) fluorescence viz. Obr. 1.
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Obr. 1 - Vyhodnoceni vysledki analyzy pomoci pratokové cytometrie pro kmen C.
pasteurianum v 6-té, 24-t¢ a 43-ti hodiné kultivace. Barveni bunék bylo provedeno kombinaci

fluorescenénich barviv PI a CFDA.

Na Obr. 1 jsou uvedeny ,,dot-ploty* pro buniky znacené PI/CFDA v exponencidlni,
pocatku stacionarni a pozdni stacionarni fazi. Je ziejmé, Ze dana populace miize byt rozdélena
nejméné do Ctyf subpopulaci, které jsou podle intenzit danych fluorescenci vyhodnoceny
jako: 1) bunky ,mrtvé* — bunky s nejvyssi intenzitou Cervené fluorescence PI (levy horni
kvadrant); i1) bunky ,,zivé* — buiiky s nejvyssi intenzitou zelené fluorescence CFDA (pravy
dolni kvadrant); iii) bunky znacené jak cCervené, tak zelené (pravy horni kvadrant) —
predstavujici dvojice, ¢astice s presporou nebo butiky, jez nejsou plné permeabilizované; iv)

buiiky s nizkou intenzitou fluorescence (dolni levy kvadrant) - nebunécné Castice a spory.

3.3. Testovani vlivu ristové faze inokula na produkci rozpoustédel
Vyse uvedené fluorescenéni znaceni v kombinaci sanalyzou na pratokovém
cytomteru bylo v dalsi ¢asti prace vyuzito ke sledovani zmén ABE fermentace, kde byl

testovan vliv stadia inokula na viabilitu populace a produkci rozpoustédel. K inokulaci byla
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pouzita: kultura v pohyblivém stadiu, kultura ve stadiu dufeni a kultura v exponencialni fazi
ristu s maximalni metabolickou aktivitou.

Jednotlivé grafy (Obr. 2) jsou setazeny podle zplisobu ockovani média.

Kultura s maximalni intenzitou Kultura z pozdni exponeciilni fize ve
fluorescence po hydrolyze CFDA stidiu dufeni
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Kultura v pohvblivém stadiu

Obr. 2 — Grafy zobrazujici rozdéleni bun¢k kmene C. pasteurianum, pro jednotlivé
kultivace ockované kulturou v daném fyziologickém a morfologickém stadiu do jednotlivych
subpopulaci po znaceni PI a CFDA, v zavislosti na ¢ase ve srovnani s produkénimi grafy pro

dany typ inokulace.

Z grafl je patrné, Ze pro vSechny tii typy inokula bylo maximalni produkce butanolu
dosazeno v 16 — 18 h. Tomuto odpovida i spotieba glukozy a grafy viability. V pripadé
inokulace jiz duficimi buitkami byla vstupni koncentrace Zivotaschopnych bunék pomérné
nizka, ale pfenesenim kultury do ¢erstvého média doslo rychle k obnové kultury a v dalsich
métenich byla viabilita srovnatelna se zbyvajicimi typy inokula.

Z vypocti plyne, Ze nejvyssi produktivity butanolu 0,15 g/l/h bylo dosazeno pii
inokulaci kulturou ve stddiu dufeni, ovSem nejvyssi koncentrace celkovych rozpoustédel bylo
ziskano kulturou v exponencidlni fazi ristu s maximalni intenzitou fluorescence CFDA, coz

plati také pro specifickou rychlost ristu biomasy, viz. Tab. II.
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Tab. Il — Porovnani produk¢nich a ristovych parametri podle typu inokula

Kultura ButOH Celk. rozp. Celk. kys. p
(g/l/h) (g/l/h) (g/l/h) (hY

Pohyblivé st. 0,13 0,18 0,02 0,19

Zdurelé st. 0,15 0,21 0,02 0,18

Exponencialni rist 0,14 0,22 0,08 0,23

Zvysledki plyne, Ze rustova faze nemd v testovaném rozsahu na produkci
rozpoustédel vyznamny vliv, jelikoz celkovad koncentrace produkovanych rozpoustédel byla
téméf shodna viz. Tab. 1l.

4. Zavér

Byly provedeny experimenty, pfi kterych byl sledovan vlivy rstové faze inokula na
celkovou produkci acetonu, butanolu a etanolu a viabilitu bakterii rodu Clostridium
pasteurianum. Ke sledovani viability kultury byla Gspé$né vyuzita metoda fluorescen¢niho
znaceni pomoci karboxyfluorescein diacetatu v kombinaci s propidium jodidem a nasledna
analyza prutokovou cytometrii. Ziskand data odpovidala produkénim charakteristikdm. Na
zékladé porovnani dat bylo zjisténo, ze ristova faze inokula v testovaném rozsahu neméla

vyznamny vliv na vyslednou produkei rozpoustédel.

5. Literatura

Branska B., Linhova M., Patakova P., Paulova L., Melzoch K. (2011) Stanoveni viability mikroorganismi
pomoci fluorescencni analyzy. Chemické listy, 105, str. 586-593.

Linhova M., Branska B., Patakova P., Lipovsky J., Fribert P., Rychtera M., Melzoch K. (2012) Rapid flow
cytometric method for viability determination of solventogenic clostridia. Folia Microbiologica, 57, str.
307 - 311.

Patakova P., Linhova M., Rychtera M., Paulova L., Melzoch K. (2013) Novel and neglected issues of acetone—
butanol-ethanol (ABE) fermentation by clostridia: Clostridium metabolic diversity, tools for process
mapping and continuous fermentation systems. Biotechnology Advances, 31, str. 58—67.

Nieminen, A. L., Gores, G. J., et al. (1992) A novel cytotoxicity Screening assay using a multiwell fluorescence
scanner. Toxicology and Applied Pharmatology. 115, str. 147-155.

51



Konference — Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2016, 31. 3. - 1. 4. 2016, VSCHT Praha

Vyuziti zemédélskych a pramyslovych odpadnich surovin jako
substratu pro vyrobu kyseliny mlécné
L. Gharwalova, L. Paulova, B. Branska

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Pfredmétem prace bylo vyuzit odpadni a zemédélské suroviny jako zaklad médii pro
produkci kyseliny mlééné pomoci mléénych baktérii. Nejprve byl proveden screening
moznych producentii kyseliny mlécné, béhem kterého byla sledovana Skala vyuZzivanych
zdroji uhliku a energie na modifikovanych MRS médiich, narGst biomasy a produkce
kyseliny mlé¢né. Kmen Lactobacillus casei CCDM 198 dosahl nejlepsi produkei kyseliny
mlécné na glukoze, laktoze a xyldéze s hodnotami vytéznosti 116,6%, 77,7%, 43,0%. Kmen
Lactobacillus reuteri LHR14 dosahl nejlepsi produkci kyseliny mlééné na sachardze,
arabindze a celobidze. Vytéznosti na téchto substratech byly 111,0%, 49,3%, 81,3%. Tyto
kmeny byly dale pouzity pro sledovani produkce kyseliny mlééné na nasledujicich odpadnich
a zeméedélskych surovinach, které slouzily jako zdroj uhliku, pfipadné dalSich zivin: pSenicna
sldma, pivovarské mlato, pSeni¢né lihovarské vypalky, cassava a melasa. Byla téZ testovana
moznost nahrady zdroje dusiku odpadnimi surovinami a vedlejSimi produkty z potravinarské
vyroby. Konkrétné¢ byl pouzit alkalicky hydrolyzat kuteciho pefi, syrovatkovy protein a
melasové lihovarské vypalky. Suroviny vybrané na zaklad€ bankovych experimenti byly poté
vyuzity pro produkci kyseliny mlééné v laboratornim bioreaktoru v rezimu vsadkové a
ptitokované kultivace. Nejlepsi vytéznost ve vsadkové kultivaci dosahl kmen L. reuteri
LHR14 na médiu z cassavy (79,1%). Jako vhodna nahrada dusiku v médiu se osvédcil

hydrolyzat kuteciho peti a syrovatkovy protein.

1. Uvod

Kyselina mlécna je organické kyselina s jednim chirdlnim uhlikem. Jedna se o stfedné
silnou kyselinu vyuzivanou v potravinaiském a farmaceutickém primyslu. Casto se pii
fermentacni vyrobé kyseliny mlécné jako zdroj uhliku vyuzivaji rafinované cukry jako
glukoéza Ci sacharoza, kromé toho se do média musi pfidavat komplexni zdroje dusiku jako
kvasni¢ny extrakt, pepton nebo hovézi extrakt. Tento postup je ekonomicky nevyhodny,

protoZze Cisty cukr a komplexni zdroje dusiku jsou drahé, zatimco kyselina mlécna je relativné

levny produkt (Auras a kol., 2011).
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Svétovy trh kyseliny mlécné se v roce 2015 odhadoval na 330 000 tun (Holger a
Czermak, 2014). Existuje fada vyrobcu kyseliny mlécné fermenta¢nim zpisobem, mezi
nejvetSich patii firma Purac (Nizozemsko), Galactic (Belgie), Cargill (USA) a nékolik
¢inskych producentii. Komercni ceny potravinaiské kyseliny mlécné se pohybuji v rozmezi
1,38 US $/kg (50% ¢cistota) a 1,54 US $/kg (88% cistota) (Wee a kol., 2006). Tradi¢ni vyuziti
je v potravinafském primyslu na okyseleni, konzervovani potravin nebo vyrobu emulgatort.
Médium obsahujici kyselinu mléénou, miize po obohaceni dusikem byt pouzito jako
doplikové krmivo pro ptezvykavce. V neposledni fad¢ je vSak kyselina mlécna pouzivana pti
vyrobé kyseliny polymlééné (Zhang a kol., 2007). Polymlé¢na Kyselina je linearni, alifaticky,
termoplasticky polyester, ktery je odbouratelny enzymatickymi cestami. Komeréné pouzivané
PLA jsou vétsinou kopolymery kyseliny poly-L-mlééné (PLLA) a kyseliny poly-D, L- mlé¢né
(PDLLA) (Martin a Avérous, 2001).

2. Materialy

V praci byly pouzity kmeny, které byly laskavé poskytnuty Ing. Sarkou Horaékovou z
Ustavu mléka a tuki VSCHT Praha (Lactobacillus casei ssp. rhamnosus CCM 1828,
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 617, Lactobacillus casei CCDM 198) a kmeny, které
byly dodany pramyslovym partnerem - TVL vyzkumné centrum Pardubice (Lactobacillus
salivarius LBM 9, Lactobacillus acidophilus Ru, Lactobacillus plantarum VT2 Lactobacillus
reuteri LHR14. Lactobacillus salivarius 10A).

Jako inokula¢ni média byla pouzita standardni MRS média. Pro produkci kyseliny
mlécné byla pouzita modifikovana MRS média, ve kterych byla gluk6za a/anebo komplexni
zdroje dusiku nahrazeny odpadni nebo zemédé€lskou surovinou. Pro prvotni screening
vyuzitelnosti riznych zdroji uhliku a energie bylo pfipraveno MRS médium, ve kterém byla
gluk6za nahrazena jinym sacharidem (laktéza, sachardza, glycerol, arabindza, xyloza,
celobidza).

Pro hodnoceni vyuzitelnosti zdroje uhliku a energie pro produkci kyseliny mlécné byla
vyuzita statickd kultivace v Erlenmayerovych bafnikach a v mikrotitraénim zatizeni. Vsadkova

a ptitokovana kultivace byla provedena v laboratornim bioreaktoru Multifors.

3. Analytické metody

Pro stanoveni koncentrace produkovanych metaboliti a zdroji uhliku byla pouzita metoda
vysokotlakové kapalinové chromatografie (HPLC). Stanoveni koncentrace kyseliny mlécné,
glukozy a dalSich zdroji uhliku, etanolu a kyseliny octové probihalo na pfistroji HPLC
Agilent 1200 Series s refraktometrickym detektorem a polymerni kolonou IEX H+ (Watrex
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250x8 mm). Jako mobilni faze pro analyzu byla pouzita 5 mM H;SO,. Pratok mobilni faze
byl 0,5 ml/min, doba analyzy vzorku byla 30 minut, teplota a objem nastfiku byly 80°C a 20
pl. Stanoveni nariistu biomasy probihalo gravimetrickym stanovenim suché biomasy a

spektrofotometrickym stanovenim koncentrace biomasy pii 600 nm.

4. Vysledky a diskuze

4.1 Vybér produkénich kmeni

Z testovanych kment byly jako nejvhodnéjsi producenti kyseliny mlécné na odpadnich
a zeme&delskych materialech vybrany nasledujici kmeny. Kmen Lactobacillus reuteri LHR14
doséhl nejlepsi produkce kyseliny mlééné na sachardze (vytéznost 100%) , arabindze
(vytéznost 49%) a celobidze (vytéznost 81%). Testovany kmen Lactobacillus reuteri LHR14
se jevil vhodny pro produkci kyseliny mlééné na lignocelulézovych materidlech, které po
enzymové hydrolyze obsahuji glukozu, pentdzy (xyloza, arabindza) a celobidzu a na melase.
Kmen Lactobacillus casei CCDM 198 dosahl nejlepsi produkci kyseliny mlééné na xyloze
(vytéznost 43%) a laktoze (vytéznost 78%) a glukdze (vytéznost 100%), proto je vhodné jej
pouzit pro produkci kyseliny mlééné na Skrobnatych nebo lignocelul6zovych materidlech
nebo syrovatce. Zadny z testovanych kment nebyl schopen utilizovat glycerol ani z ného

produkovat kyselinu mlécnou.

4.2 Produkce kyseliny mlééné na odpadnich a zemédélskych surovinach
Vybrané kmeny byly poté pouzity k produkci kyseliny mlééné na odpadnich a
zemédélskych surovinach. VSechny testované lignocelulozové materidly (pSeni¢néd slama,
mlato, pSeni¢né lihovarské vypalky) obsahovaly po enzymové hydrolyze glukozu, pentdzy a
malé mnozstvi celobidzy, proto byly pro jejich fermentaci pouzity oba testované kmeny.
Kmen Lactobacillus reuteri LHR14 dosahoval na pSeni¢nych lihovarskych vypalcich po

pfidavku Zivin z MRS média vytéZznost kyseliny mlééné az 76%.

Melasa je vedlejsi surovinou z vyroby cukru. Lactobacillus casei CCDM 198 mél na
médiu pfipraveném z melasy produkoval kyselinu mlécnou s 83 %. Cassava, Skrobnatd
plodina hojné péstovana v Asii a Africe, byla po zcukieni pouZita pro ptipravu médii pro
produkci kyseliny mlééné. Lactobacillus casei CCDM 198 a Lactobacillus reuteri LHR14
dosahovaly na cassavé vytéznosti 64% a 82% vzhledem na spotiebovanou glukozu.
Porovnani koncentraci a vytéznosti vyprodukované kyseliny mlééné na odpadnich a

zémédelskych surovindch jsou uvedeny na Obr. 1 a 2.
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Obr. 1 Kone¢né koncentrace kyseliny mlééné na mediich, v nichz glukéza (20 g/1)
byla nahrazena odpadnou nebo zemédé€lskou surovinou
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Obr. 2 Vytéznosti kyseliny mlécné na mediich, v nichz glukéza byla nahrazena
odpadnou nebo zeméd¢€lskou surovinou

Cena média se da snizit i nahrazenim komplexnich zdroji dusiku potifebnych pro
kultivaci. Oba vybrané produkéni kmeny byly schopné riist a produkovat kyselinu mlé€nou na
modifikovanych MRS médiich s nahrazenymi komplexnimi zdroji dusiku hydrolyzatem pefi.
Testované kmeny Lactobacillus casei CCDM 198 a Lactobacillus reuteri LHR14
produkovaly kyseliny mlé¢nou i na médiich slozenych pouze z hydrolyzatu pefti a glukdzy s
ptidavkem fosforu, vytéznost byla 41% a 44% (vztaZzené na poc€atecni koncentraci glukozy v
médiu).

Syrovatkovy protein byl pouzit pii kultivaci v baiikkach jako ndhrada komplexnich
zdroji dusiku. Na modifikovanych MRS médiich s gluk6zou a syrovatkovym proteinem bylo
dosazeno vytéznosti kyseliny mlécné 87% pro L. casei CCDM 198 a 99% pro L. reuteri
LHR14. Lihovarské melasové vypalky ziskané po destilaci nebo z odparky neobsahovaly
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z4ddny zdroj uhliku a energie pro produkci kyseliny mlécné, proto byly vyuzity jako fedici
kapalina pro pfipravu média. Po pfidani glukozy byly testované kmeny schopné produkce na
lihovarskych vypalcich z destilace, zatimco vypalky z odparky neobsahovaly dostatek Zivina.
Kmen Lactobacillus casei CCDM 198 dosahl na vypalcich z destilace vytéznost kyseliny
mlécné 98%, kmen Lactobacillus reuteri LHR14 dosahl na tomtéz médiu vytéznost 56%.
Cena MRS média je tvofena zhruba z 50% cenou komplexnich zdroji dusiku a ze 7%
cenou glukoézy. Pfi vypoctu byly pouzity ceny uvedené na strance dodavatele chemikalii
(Sigma Aldrich, 2016). Nejlepsi efekt na snizeni ceny substratu ma nahrada jak zdroje uhliku,
tak 1 dusiku v produkénim médiu levnéj$i surovinou. Kromé jiz zminénych pSenicnych
vypalkl, byly testované i spole¢né hydrolyzaty slamy a pefti, které sdileji spole¢ny krok
alkalické hydrolyzy. Oba kmeny byly schopné produkce kyseliny mlééné na tomto typu
média. Kmen L. casei CCDM 198 dosahl nejlepsi vytéznost kyseliny mlécné 73% na
hydrolyzatu pefi s pocate¢ni koncentraci peti 17,5 g/l, pti¢emz spotieboval téméf vSechnu
glukozu pritomnou v médiu. Kmen L. reuteri LH14 produkoval 1épe na hydrolyzatu s
pocatecni koncentraci peti 10,25 g/l a dosahl vytéznost 98%, pricemz spotieboval 44%

glukézy v médiu.

4.3 Produkce kyseliny mlé¢né v laboratornim bioreaktoru

Pro produkci v bioreaktoru byly vybrany jako suroviny cassava, melasa, hydrolyzat
pSenicné slamy, kuteci pefi a syrovatka. Pfed vsadkovou kultivaci na cassavé probehlo
nejprve zcukieni Skrobu, poté byly doplnény ziviny MRS média. N&$ kmen Lactobacillus
reuteri LHR14 dosahl ve vsadkové kultivaci vytéznost 79 %, kone¢na koncentrace kyseliny
mlécné byla 15 g/l. Po skoneni vsadkové kultivace byl do bioreaktoru pftitokovan
koncentrovany hydrolyzat cassavy s obsahem glukozy 80 g/l. Béhem pfitokovani média byla
glukéza v médiu akumulovana az do koncentrace 20 g/l. Po ukonceni pfitoku byla béhem 4
hodin vSechna glukéza v médiu spotifebovana. Rychlost spotieby glukdzy byla trojnasobna po
ukonceni pfitoku nez béhem piitokovani. Rychlost produkce kyseliny mlécné ve vsadkoveé
kultivaci byla 1,2 g/h, béhem piitokovani klesla na 1,1 g/h a po ukonceni pfitokovani se
rychlost produkce zvysila na 1,85 g/h.

Dale byla produkovana kyselina mlééna na melasovém médiu. Kmen Lactobacillus
casei CCDM 198 dosahl ve vsadkové kultivaci 77% vytéznost kyseliny mlécné a spotieboval
vSechnu sacharézu piitomnou v médiu. Poté bylo pfitokovano koncentrované melasové
médium s obsahem sachardzy 250 g/l, po spusténi ptfitokovani byla sachar6za prvnich 6

hodin spotfebovavana rychlosti 3,8 g/h, nasledné byla rychlost spotteby snizend na 0,6 g/h z
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davodu akumulace sacharozy. Rovnéz i rychlost tvorby produktu rapidné poklesla z 2,9 g/h
na 0,5 g/h. Konecné koncentrace kyseliny mlééné byla 46 g/1.

Vsadkovou kultivaci na hydrolyzatu sldmy se syrovatkovym proteinem, jako zdrojem
dusiku, byla dosazena 67% vytéZznost. Rychlost spotfeby glukozy ve vsadkové kultivaci byla
1,7 g/h, rychlost spotieby xylozy byla 0,64 g/h. Na konci kultivace bylo v médiu pfitomnych
53 g/l kyseliny mlécné.

Vsadkovou kultivaci hydrolyzatu slamy a pefi pfipraveném separatni hydrolyzou obou
surovin byla dosazena vytéznost 59% vzhledem na spotfebovanou glukozu, xyloézu, arabindézu
a celobidzu. Hydrolyzat slamy byl do reaktoru pfivadén rychlosti 53 ml/h. B€hem piitokovani
hydrolyzatu sldmy byla glukéza v médiu akumulovdna do koncentrace 1,6 g/l.
Nespotiebovana glukoza z média byla kompletné vycerpdna do 4 hodin po ukonceni
ptitokovani. Rychlost spotieby substratu byla 0,72 g/h, coZz je o 2- ndsobné¢ méné nez v
ptipad¢é pfitokovani Ccistého roztoku glukézy u spoleéného hydrolyzatu sldmy a pefi.
Vytéznost pritokované kultivace na spolecném hydrolyzatu slamy a peti byla 63% a na konci
kultivace bylo v médiu 39 g/l kyseliny mlécné.

Rychlost spotfeby glukozy resp. sachardzy, rychlost produkce kyseliny mlécné,
produktivita a vytéznost vsadkové a pfitokované kultivace na jednotlivych surovinach
(hydrolyzat cassavy, melasové médium, hydrolyzat slamy se syrovatkovym proteinem a

hydrolyzat slamy a pefii pfipraven zvlast) jsou uvedené na obr. 3 a 4.
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Obr. 3 Vsadkova kultivace na odpadnich surovinach- vypoctené parametry
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slama se syrovatkovym proteinem (pfitok 6 ml/h), 6- slama se syrovatkovym proteinem (pfitok 1,8 ml/h), 7- hydrolyzat
slamy a pefi ptipraven zvlast (pfitok - hydrolyzat pefi), 8- spoleény hydrolyzat slamy a pefi (p¥itok- koncentrovany roztok
glukozy)

Obr. 4 Pritokovana kultivace na odpadnich surovinach- vypoctené parametry

5. Zavér
Na zdaklad¢ screeningovych experimentii byly jako nejvhodnéjsi kmeny mléénych

bakterii pro produkci kyseliny mlééné z odpadnich materialt vybrany Lactobacillus casei
CCDM 198, ktery dosahl nejlepsi produkcei kyseliny mlé¢né na glukoze, laktoze a xyloze a
kmen Lactobacillus reuteri LHR14, ktery je vhodny pro produkci kyseliny mlécné ze
sachardzy, arabindzy a celobidzy. Jako vhodna nahrada zdroje dusiku v MRS médiu byly
vyhodnoceny hydrolyzat kutfeciho pefi a syrovatkovy protein. Jako vhodny zdroj uhliku a
energie se po vyhodnoceni produkce kyseliny mlééné ukazal hydrolyzat pSeni¢né slamy,
hydrolyzat cassavy a melasa.

Nejlepsich vysledkli bylo dosaZeno kultivaci v bioreaktoru na hydrolyzatu cassavy.
Kmen L. reuteri LHR14 vyprodukoval pii vsadkové kultivaci 14,5 g/l kyseliny mlécné s
vytéznosti 79,1 %. Béhem piitokované kultivace byla koncentrace kyseliny mlééné zvySena

na 30 g/l.
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Produkce kyseliny mlé¢né jako prekurzor pro vyrobu bioplasti
J. Chmelik, S. Vil¢kova, L. Paulova

vvvvv

V hornim indexu)

Abstrakt

Efektivita procesu produkce kyseliny mlé¢né je zavisla na mnoha faktorech, od slozeni
médii pres produkcni mikroorganismus az po rezim vedeni kultivace. Cilem prace bylo pro
vybrany bakterialni kmen nalézt nejvhodnéjsi zpusob kultivace, ktery by umoziioval produkci
kyseliny mlééné jako prekurzoru pro vyrobu polymlécnanu — biodegradovatelného bioplastu.
Po screeningu 16 bakteridlnich kmeni a stanoveni vlivu kultiva¢nich podminek na produkéni
vlastnosti kmene byl pro dal$i experimenty vybran Lactobacillus casei CCM 198. Pro
nalezeni vhodného zplsobu kultivace byla porovndna produkce kyseliny mlécné ve
vsadkovém, pfitokovaném a kontinudlnimu spofddéni. Pro vsadkovou kultivaci byla
stanovena nejvhodngjsi pocate¢ni koncentrace zdroje uhliku a energie (glukosy) 60 g/l, za
téchto podminek bylo vyprodukovano 59 g/l kyseliny mlécné (91% tvotila L-forma),
vytéznost byla 97 % vztazeno na spotfebovanou glukosu a produktivita 4,86 g/l/h. Pro
ptitokovanou kultivaci byl urcen jako nejvhodnéjsi zpiisob konstantni pfitokovani
koncentrovaného roztoku glukosy, za téchto podminek bylo vyprodukovano 91 g/l kys.
mlécné s vyteéznosti 93 % a produktivitou 5,41 g/lI/h. V rezimu kontinudlni kultivace byly
porovnany kultivace suspenzni populace a populace imobilizované na casticich kukufi¢ného
oklasku v intervalu zfed’'ovacich rychlosti 0,05 az 0,3 1/h. Nejvyssi vyprodukované
koncentrace(20,54 g/1) kys. mlécné bylo dosaZeno imobilizovanou populaci pii zied'ovaci
rychlosti 0,1 1/h. Nejvyssi produktivity 4,36 g/l/h bylo dosazeno pii zfed'ovaci rychlosti 0,2

1/h a to opét pro imobilizovanou populaci.
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Vliv N-acetylcysteinu a cinnamaldehydu na stabilitu biofilmu
oportunné patogennich mikroorganismu
Lokocova K., Masék J., Paldrychova M.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

1. Uvod
Zachyceni bunky v biofilmu ji poskytuje ochranu pfed neptizni okolniho prostiedi.

Mikroorganismy Vv biofilmu maji schopnost kolonizovat tkan a vyznaCuji se zvySenou
odolnosti vii¢i béznym lékim (Rezanka a kol., 2012). Literatura uvadi, Zze vice nez 80 %
mikrobialnich infekci v lidském téle je vyvolano biofilmy patogennich mikroorganismt
(Costerton a kol., 1999). K medicinsky vyznamnym bakteriim vytvafejicim biofilmové
uspofadani patii Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa a obecné ¢eled” Enterobacteriaceae (kam patii napt. Escherichia coli) (Bryers,
2008; Costerton a kol., 1999), k oportunn¢ patogennim kvasinkam nalezi rod Candida,
Trichosporon, Aspergillus, Pneumocystis a Cryptococcus (Fanning a Mitchell 2012).

Z dtvodu vlivu tvorby biofilmu na patogenitu a rezistenci mikroorganismi je zdjem o
aplikaci pfirodnich latek, které¢ disponuji antibiofilmovou aktivitou. Moznym feSenim této
problematiky je modulace systému quorum sensing, jenz je ¢astym cilem pro vyvoj novych
protiinfek¢nich ptipravku (Jha a kol., 2013).

Je znamo mnoho inhibitori quorum sensing, jenz dokazi inhibovat produkci
respektive zplsobovat degradaci signalnich molekul. Pouziti téchto inhibitori mlZe byt
klicové pro lécbu perzistentnich infekci zplisobenych biofilmy a pfedstavovat novy smér

Vv feseni problémt rezistence biofilmti vii¢i antibiotikiim (Norizan a kol., 2013).

2. Biofilm

Biofilm muzeme definovat jako spolecenstvi mikroorganismi pfisedlych k riznym
povrchiim (Worthington a kol., 2012). Existuje fada mechanismi, kterymi mikroorganismy
ptichazi do tésného kontaktu s povrchem a pevné se k nému vazi. Tvorba biofilmu zahrnuje
n¢kolik fazi zahdjenych adhezi prvnich bunék na povrch. Zraly biofilm je pak
tiidimenzionalni struktura, jejiz slozeni se méni v zavislosti na druhu mikroorganismu a
podminek vnéjsiho prostiedi. Formace biofilmu zavisi vyznamné na produkci extracelularnich

latek, které pak tvoii extracelularni matrix. Extracelularni matrix je typicky tvofena proteiny,
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exopolysacharidy a obvykle téz DNA a udrzuje buitky pohromadé v mnohobunééné komunité

(Wilkins a kol., 2014).
2.1 Ovlivnéni stability biofilmu

Ve snaze nalézt vhodna cinidla ptisobici proti biofilmu, byly extrahovany a analyzovany
piirodni produkty z nescetného mnozstvi rostlin a motskych Zzivocichii. Mnohé z téchto
sloucenin jsou sekundarnimi metabolity, generované produk¢énim organismem jako odpoved’
na vnéjsi vlivy, jako je konkurenéni boj o prostor a potencialni predatofi (Stowe a kol., 2011).
Ptirodni produkty mohou mit vliv na tvorbu biofilmu ve vSech fazich a rovnéz mohou
interagovat se zralym biofilmem. Mohou ovliviiovat fyzikalné-chemické vlastnosti prostiedi
(napft. povrchové napéti) a také strukturu vrstev bunék adherujicich k povrchu. Ptirodni latky
jsou schopny velmi u¢inné modulovat tvorbu biofilmu na urovni regulacnich systémi

(Rezanka a kol., 2012).

2.2 Quorum sensing
Tvorba biofilmu je ¢asto fizena procesem zvanym quorum sensing (QS). QS umoziuje
bakteriim zménit genovou expresi na zaklad¢é hustoty populace (Worthington a kol., 2012).
Komunikace mezi bakteriemi je zprostifedkovana produkci, difuzi, detekci a odpovédi na
chemické signalni molekuly znamé jako autoinduktory. Chemické signaly v prostfedi bun¢k
fidi regulacni mechanismy tvorby biofilmu a vyvoje nového fenotypu mikroorganismi
(Rezanka a kol., 2012). Regulace exprese genti pro virulenci je u mnoha patogennich bakterii
rovnéz zavisla na systému QS (Jha a kol., 2013).  Bakterie vyuZzivaji nékolik QS systému.
QS systém je u gramnegativnich bakterii realizovano sadou dvou proteind. Prvni protein je
zodpovédny za produkci signalni molekuly, obvykle oznaCovédna jako autoinduktor (Al),
zatimco druhy protein reaguje s autoinduktorem. Autoinduktory jsou fazeny do nékolika ttid
podle sdilenych molekularné biologickych vlastnosti. Tyto skupiny zahrnuji N-acyl-
homoserinové laktony (AHL), autoindukujci peptidy (AIP) a autoinduktor-2 (Al-2)
(Worthington a kol., 2012). Gramnegativni bakterie pouzivaji zejména LuxR/I-typ QS
systému, zatimco grampozitivni bakterie vyuzivaji primarné oligopeptidové signalizacni

systémy (Chong-Lek Koh a kol., 2013).

2.3 N-acyl-homoserinové laktony (AHL)
N-acyl-homoserin laktony (AHL) jsou béznymi signalnimi molekulami (autoinduktory)

gramnegativnich bakterii (Rezanka a kol., 2012). Postranni fetézec je tvofen &tyfmi aZ
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osmnéacti atomy uhliku (Rezanka a kol., 2012). Jedna se o biologicky aktivni L-izomery
(Worthington a kol., 2012).

AHL molekuly reguluji tvorbu EPS a podileji se na regulacnich mechanismech faktora
virulence a syntéze rhamnolipidi (povrchové aktivnich latek). Dale tyto AHL molekuly
reguluji tvorbu struktur - pilti a bicika, které maji pfimy vliv na tvorbu biofilmu. Molekuly
AHL byly pfedmétem fady studii pro navrh moznych inhibitort biofilmt za poslednich tficet

let (Worthington a kol., 2012).

2.4 Pseudomonas aeruginosa

Rod Pseudomonas zahrnuje velké mnozstvi druhi, se kterymi se muzeme setkat jak
V biotechnologickych procesech, tak v roli vaznych lidskych nebo rostlinnych patogend.
Pseudomonas snadno vytvari biofilm na rizném typu povrchu (Masak a kol., 2014). Samotny
vyvoj biofilmu P. aeruginosa je zavisly na zdoji uhliku. (Klausen a kol., 2003). Biofilm P.
aeruginosa Vv tekouci vod¢ se vyznacuje heterogenni strukturou s houbovymi mikrokoloniemi
pii vyuziti glukozy jako zdroje uhliku (Stewart a kol., 1993). Pokud byl pouzit jako zdroj
uhliku citrat, biofilmy byly hladké, jednotné a hustsi (Heydorn a kol., 2002).

Bakterie P. aureginosa patii k nejlépe prostudovanym zrodu Pseudomonas. Jsou u ni
znamy tfi vzajemné propojené¢ QS systémy. Dva systémy vyuZivaji acyl-homoserinové
laktony a tieti vyuziva signaliza¢ni molekulu, ktera ma charakter chinolonu (Jakobsen a kol.,
2013). U P. aeruginosa existuji systémy proteini LuxI a LuxR (Lasl a LasR) pro syntézu a
odpovéd’ na ptitomnost AHL. N-butanoyl-homoserin lakton (C4-AHL, pro rhl systém) a 3-
0x0-C12-AHL (pro systém las) patii k nejdilezitéjsim molekulam AHL zodpovédnych za QS
(Worthington a kol., 2012). Oddé&leni jednotlivych bun€k nebo celych bloki biofilmu miize
byt zblisobeno podminkami prostredi (stfiznymi silami, chemickymi podminkami atd.) nebo
je fizeno regulaénimi mechanismy mikrobidlnich populaci. Biofilmy P. aureginosa tvotrené
mukoidnimi kmeny mohou byt fatalni pro pacienty s cystickou fibrozou. DileZitou slozkou
biofilmové matrix je alginat. Také jiné druhy rodu Pseudomonas vyuzivaji biofilmovy rust,
ktery jim umoziuje kolonizovat riznd prostedi a ptidni matrice, rostliny, tkané atd. (Masék a

kol., 2014).
2.5 Latky s anti-biofilmovou aktivitou

2.5.2 Cinnamaldehyd
Esencialni olej z Cinnamonum cassia, ktery se ziskava z rostlinnych druht také

znamych jako China cinnamon, je jednim z nejuéinngjsich esencialnich oleji ve smyslu
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inhibice rustu mikroorganismi (Oussalah a kol., 2007). Zajimavym rysem esencidlniho
oleje zkury tohoto druhu je zvySeny obsah cinnamaldehydu (viz Obr. 1), coz je
fenylpropanoid s vysokou biologickou aktivitou (Ooi a kol., 2006; Gill a kol., 2006).

S

o)

Obr. 1 Cinnamaldehyd

Cinnamaldehyd ma antipatogenni potencidl a plsobi proti fadé grampozitivnich a
gramnegativnich bakterii (Bowles a kol., 1995). Cilem mnoha antibakterialnich latek je
narusit cytoplazmatickou membranu. Interakce bakteridlnich membran s biocidy casto
zpusobuji zasadni zmény ve struktufe a funkci membrany (Dennyer, 1990). Pokud dojde
k poskozeni membrany, uvolni se intracelularni enzymy ven z buniky. Hamera a Heel (2012)
sledovali zmény membranové polarity a propustnosti u S. aureus, S. epidermidis a E. faecalis
po expozici cinnamaldehydem. Vysledky této studie ukazuji, Ze cinnamaldehyd méni
vlastnosti membrany sniZenim polarity a zvySenim propustnosti v zavislosti na case a
koncentraci. Moznost, ze cinnamaldehyd pronikd do bunék prostfednictvim porinovych
proteinti prochéazejicich vnéjsi membranou, byla navrzena tymem Helander a kol. (1998).
Nékteré dalsi zpravy naznacuji, Ze cinnamaldehyd inhibuje ATPasovou aktivitu membrany
(Bhatia a kol., 2012). Inhibice enzymu muize hrat vyznamnou roli pfi sniZeni miry ristu pfi
subletalnich koncentracich (Gill a Holly, 2006). Cinnamaldehyd jako pfirodni 1€k ma nizkou
toxicitu a mikroorganismy nejsou tak nachylné k tvorbé rezistenci vici této ptirodni latce. Je
také efektivni z hlediska nékladf, a proto byl navrhnut jako antimikrobialni ¢inidlo pro

osetfeni biofilmové infekce (Jia a kol., 2011).

2.5.3. N-acetylcystein

N-acetylcystein (Obr. 2) je zchemického hlediska thiol a je antioxidacnim a
mukolytickym ¢inidlem (Stey a kol., 2000). N-acetylcystein je Siroce vyuzivan k 1é€be
cystické fibrozy, kdy naruSuje intramolekuldrni vazby polymeru hlenu a tim sniZuje
viskozitu a elasticitu hlenu. (Smyth a kol., 2013). Diky pfitomnosti sulthydrylové skupiny
dochazi k redukei disulfidickych muistki proteint hlenu (Spi¢ak a kol., 2008).
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Obr. 4 N-acetylcystein

N-acetylcystein je prirodni latka, kterd ma antimikrobialni vlastnosti a ¢inné redukuje
biofilmové seskupeni lékafsky vyznamnych grampozitivnich a gramnegativnich bakterii
véetn¢ Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus a Escherichia coli (Perez-Giraldo a kol., 1997). Je schopen zvysit
terapeutickou aktivitu nékterych antimikrobialnich latek, jako jsou ciprofloxacin a tigecyklin
proti tvorbé bakterialnich biofilma (El-Feky a kol., 2009). Bylo zjisténo, ze N-acetylcystein
ucinné narusuje zralé biofilmy. N-acetylcystein je schopen narusit biofilm pravdépodobné
vzhledem K jeho u¢inku na produkci exopolysacharida (EPS). Sulfhydrylova skupina N-
acetylcysteinu je schopna rozrusit disulfidové vazby bakteridlnich enzymu, které se podileji
na produkci EPS nebo na reakci thiol-disulfidové vymény. NAC muze v dasledku své

antioxidacéni aktivity nepfimo ovlivnit metabolismus bunék bakterii a produkci EPS (Perez-

Giraldo a kol., 1997).
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Vliv chitosanu na tvorbu a stabilitu biofilmu
Markova L., Kvasni¢kova E., Cejkové A.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

1. Uved

Kvasinky Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis a Trichosporon
cutaneum, schopné rastu ve form¢ biofilmu, jsou vice mechanicky odolné a rezistentni viici
bézné pouzivanym antibiotikiim, a proto jsou v poslednich letech povazovany za stale vice
virulentni. Nejvétsi riziko biofilmu kvasinek predstavuje jeho schopnost kolonizovat povrchy
I¢kafskych zafizeni, jako jsou napiiklad umélé srdecni chlopné, kloubni nédhrady a
dlouhodobé zavedené nitrozilni katétry pro umélou vyzivu. V piipad¢ vzniku kandidéz na
téchto 1¢ékaiskych zafizeni je mnohdy jedinou moznosti vyjmuti implantitu z téla pacienta.
Lécba se tak mnohdy mnohonasobné prodluzuje, prohlubuje se trauma pacienta a cely proces
je finan¢né nakladnéjsi (Schindler, 2008; Kuhn a kol., 2002; Silva-Dias a kol., 2014,
Samaranayake a kol., 1994a,b).

Kromé bézné dostupnych antibiotik jsou jednou z moznosti ovlivnéni tvorby a stability
biofilmu ptirodni latky, mezi které fadime 1 chitosan. Jako pfirodni biopolymer je zajimavy
pro své antimikrobidlni vlastnosti, netoxi¢nost a biologickou odbouratelnost v téle pacienta

(Sinha a kol., 2004; Silva-Dias a kol., 2014).

2. Biofilm

Strukturu biofilmu tvofi bunky jednoho ¢i vice druhtt jednobunécnych
mikroorganisml tvoficich komunitu pfipojenou k pevnému podkladu. Mohou rlst v
hiibovitych nebo kuZelovitych mikrokoloniich, jenZ jsou uzavieny v exopolysacharidové
matrici (EPS) a jsou navzajem propojeny siti kanalka (Thien-Fah a George, 2001; Flemming
a Wingender, 2010; Schindler, 2008).

Biofilm vznikd ndhodnym pfisednutim planktonni buiiky na pevny povrch pomoci
adhezintl, dochézi ke zméné fenotypu burky a buiika za¢ne produkovat EPS (Obr. 1). Kromé
polysacharidli je matrice tvofena proteiny, nukleovymi kyselinami a lipidy, které poskytuji
buitkdm v biofilmu vétsi mechanickou stabilitu a tvofi soudrZznou polymerni sit’ (Watnick a

Kolter, 2000; Schindler, 2008). Pti dlouhodobé nevyhovujicim Zzivotnim podminkam se

mohou buiiky v horni vrstvé biofilmu oddélit a kolonizovat jiny povrch (Watnick a Kolter,
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2000). Rust ve form¢ biofilmu je pro bunky vyhodny zejména pro vétsi odolnost bunék. U
ptirodnich biofilmii exopolysacharidy zabraiuji vysychani bunc¢k a chrani tak kolonii pted

zménami vlhkosti (Sutherland, 2001).

Planktonni bunky Biofilm

- (Oddd&leni a navrat k ristu
fytoplanktonu =

Pilnavost k » Tvorba jedné F‘ormace 5 .S.tarii bi?fllm 5 charaktevl:istﬁf:kjmi
povrchu vrstyy bunék a vicesrstemne. houbami". Buiiky se zacinaji
vznik "slizu" mikrokolonie odd&lovat a vraci se k planktonnimu
bunék stavu.

Obr. 1: Vznik biofilmu (BioTuesday: BiofilmDevelopment. [online]. [cit. 2014-11-14].
Dostupné z:http://biotuesdays.com/2010/10/19/innovotech-targets-personalized-medicine-for-

bacteria/biofilm-development-4/ - upraveno)

3. Mikroorganismy zpisobujici kandidézy

Do rodu Candida je zahrnuta rtiznoroda skupina jednobunéénych eukaryot ¢itajici
témét 150 asporogennich kvasinek. Casto jsou to neskodni komenzalové savci, ale nékteré
druhy mohou byt patogenni pro lidi s oslabenou imunitou (Samaranayake a kol., 1994b, Silva
a kol., 2012). V laboratornich podminkach se pro rtst kolonii rodu Candida pouziva okroveé
zluty SDA agar (Sabourauddextrose agar). Narostlé kolonie kvasinek mohou byt v zavislosti
na druhu hladke, lesklé, suché, matné a pfi standardnich podminkach mohou vytvaret hyty
nebo pseudohyfy (Silva a kol., 2012).

C. albicans je typickym zastupcem kvasinky zpUsobujicim nozokomialni infekce u
imunodeficientnich pacienti a je v pofadi Ctvrtou nejcastéjsi pri¢inou téchto infekci v
nemocnicich. Roste jako typicka kvasinka kulatého az vejcitého tvaru o velikosti 4 — 6 um a
tvofi mikrokolonie o velikosti 2 — 4 mm. Je schopna se pfizplsobit fadé fyziologicky
extrémnich podminek a kolonizovat Sirokou §kalu anatomicky odli$nych tkani. Radi se proto
mezi vyznamné lidské patogeny zpisobujici zavazné kandidézy. Nejvice jsou ohrozeni
pacienti s oslabenou imunitou, jako naptiklad pacienti s onemocnénim AIDS a novorozenci,

ktefi jeSt€ nemaji pln€ vyvinuty imunitni systém (Calderone a Fonzi, 2001, Ryan a kol., 2004,
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Haynes, 2001). Rozvoj kandidézy je obvykle spojen se zavedenim zdravotnického materialu
do téla pacienta, ktery slouzi jako nosi¢ pro tvorbu a rust biofilmu kvasinek (Chandra, 2001).

Dalsi oportunné patogenni kvasinkou je C. krusei. Jedna se o kvasinku vej¢itého tvaru,
polodlouhé, proménlivé velikosti od 2 do 15 pm, pfipominajici tvar ryzového zrnka
(Samaranayake a kol., 1994b). Diive byla tato kvasinka povazovana za druh s nizkou
virulenci, ale s rostoucim vyskytem infekci byla zafazena mezi oportunné patogenni
mikroorganismy. Oproti C. albicans ma tato kvasinka az 4x vyssi afinitu k akrylovym
povrchiim, k epitelialnim bunkam, a zarovenn ma vyssi potencial k tvorb¢ biofilmu na katétru z
polyvinylchloridu (Samaranayake a kol., 1994a).

C. parapsilosis je typicky vej¢itého tvaru o velikosti bunky 2,5 — 4 pm. Obdobné¢ jako
u predchoziho druhu kvasinky, se zvysil vyskyt infekci zptisobenych C. parapsilosis, ktera
diive nebyla povazovdna za virulentni druh. Také se projevuje vysokou schopnosti
kolonizovat povrch lékarskych nastroji, na kterych snadno vytvaii biofilm (Silva a kol.,
2012).

T. cutaneum je vlaknita kvasinka fadici se do rodu Trichosporon, ktery je fenotypové
charakterizovan tvorbou hyf, pseudohyf, blastokonidii, arthrokonidii a pfitomnosti
multilameldrnich bunéénych stén (Colombo a kol., 2011; Sugita a kol., 1994). U
imunodeficientnich pacientll zplsobuje kvasinka visceralni trichosporézu a proto byl T.
cutaneum zafazen mezi oportunné patogenni mikroorganismy. U lidi je pfedev§im plivodcem
lidského bilého piedra, povrchni mykézy ve vlasech (Colombo a kol., 2011, Evans a kol.,
1980; Sugita a kol., 1994).

4.  Chitosan (poly-D-glukosamin)

Jedna se o pfirodni polymer polysacharidového typu, odvozeny od chitinu (v pfirodé
druhy nejrozsitfenéjsi polysacharid po celulose), ktery je hlavni soucésti schranek korysu.
Pfirozené se chitosan vyskytuje jen u par druhti hub rodu Aspergilus a Mucor, jako soucast
jejich bunééné stény. Primyslové se ziskava alkalickou deacetylaci chitinu (Obr. 2) nebo
enzymatickou hydrolyzou v pfitomnosti chitinové deacetylazy (Vaviinkovéa a Vinsova, 2009;
Sinha a kol., 2004).

Chitin se vyznaCuje predev§im svou biologickou aktivitou, netoxicnosti,
biokompatabilitou, a dale svou schopnosti cileného podavani 1éciva, kde figuruje jako
biodegradabilni nosi¢ u¢inné latky. Mezi jeho dalSi pfinosy patii obecné posileni imunity,
kancerostaticka a hypocholesterolemicka aktivita (podpora absorpce vapenatych a zelezitych

iontll) a v zazivacim traktu ptisobi obdobn¢ jako vldknina. Z tohoto diivodu mu jsou mimo
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jiné pfisuzovany 1 vyznamné ucinky na redukci vahy, které ovSem nebyly dosud védecky

prokézany (Vaviinkova a Vinsova, 2009).

CHj
o} CH3

il OH o=<
HO NH
Q H »
o 0 o o---  Chitin
0 HO g
- NH
0
CHa OH
Deacetylace

CHs

NH; OH o=<
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Obr. 2: Vznik chitosanu alkalickou deacetylaci chitinu (IOP  Science:
Somebiomedicalapplicationsofchitosan-based hybrid nanomaterials. [online]. [cit. 2014-012-
13]. Dostupné z: http://iopscience.iop.org/2043-6262/2/4/045004/fulltext/)

Po chemické strance je chitosan (1—4)-2-amino-deoxy-B-D-glukan N-deacetylovany
derivat chitinu. Tento kopolymer je slozeny z glukosaminovych a N-acetylglukosaminovych
jednotek a jeho molekula obsahuje tfi typy reaktivnich funkénich skupin: primarni
aminoskupinyu na poloze C — 2, primarni hydroxyskupinu na poloze C — 3 a jednu sekundarni
hydroxyskupinu na poloze C — 6. Diky volnym aminoskupinam a jejich snadné dostupnosti
nese cela molekula chitosanu kladny naboj, zaroven je slabé zasadita, nerozpustnd ve vode i v
organickych rozpoustédlech. Je v§ak rozpustna ve ztedénych vodnych roztocich pti pH <6,5,
ve kterych dochazi ke konverzi glukosaminovych jednotek na rozpustné R-NH3*
(Vavtinkova a VinSova, 2009; Sinha a kol., 2004; Xia a kol., 2011).

Chitosan je pro své vyznamné vlastnosti vhodny jako ptidavek do biomedicinskych a
farmaceutickych ptipravkil, naptiklad s hypobilirubinémickymi a hypocholesterolemickymi
ucinky, dale jako antacida a antiulcerika, na hojeni popalenin, pro imobilizaci enzyml a
zivych bunék a v oftalmologii (Sinha a kol., 2004). Kromé toho mé chitosan dalsi biologické
ucinky, kdy napoméha vylucovani toxinii ze stiev, snizuje otravu tézkymi kovy, vykazuje
radioprotektivni vlastnosti a reguluje mikrobidlni metabolismus ve stfevech (Xia a kol.,
2011).

Mechanismus antimikrobidlni aktivity chitosanu spociva v jeho mukoadhezivni

vlastnosti, kdy v disledku molekularni ptitazlivé sily vznikajici elektrostatickou interakci se
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pozitivné nabit¢ molekuly chitosanu vazi na negativné nabité sliznicni povrchy
mikroorganisma (Sinha a kol., 2004). Pfedpoklada se, ze kladn¢ nabité chitosanové Castice
interaguji s negativné nabitymi bunécnymi membranami kvasinek. Snizeni bunécného
metabolismu kvasinek vede k rozruseni bunécné stény, tvorbé poért, uniku intracelularnich
iontll a v kone¢ném disledku k bunééné smrti. Druhd teorie mozného mechanismu ovlivnéni
biofilmu chitosanem zahrnuje jeho pronikdni do jadra kvasinky, jeho vazbu na DNA a
inhibici RNA-syntézy se zjevnymi nasledky na bunéény metabolismus (Silva-Dias a kol.,
2014). Dale je antimikrobialni aktivita zavisld na molekulové hmotnosti chitosanu a
rozpoustédle. Je nepfimo ovlivnéna hodnotou pH, kdy pii niz§im pH vykazuje chitosan vyssi
antimikrobialni aktivitu, tudiz nejlepSich antimikrobidlnich U¢inkti dosahuje v kyselém

prostredi (Qi a kol., 2004; Xia a kol., 2011).

5. Amfotericin B

Poprvé bylo toto polyenové makrolidové antibiotikum izolovano v roce 1995 z
mikroorganismu Streptomyces nodosus (Volmer, 2009). Je to silné antimykotické
antibiotikum s Sirokym spektrem plisobeni. Jeho mechanismus ucinku spociva ve vysoké
afinité¢ k ergosterolu vyskytujicim se pfevazné¢ v bunééné sténé hub. Amtofericin B s
ergosterolem vytvaii komplex polyenil a steroll a tvoii kanalky v bunééné membrang, jimiz
dochézi ke ztraté malych molekul a iontli. Kromé ergosterolu ma amfotericin B v mensi miie
afinitu 1 k cholesterolu, ktery je obsazen v sav€ich bunécnych membranach. Proto se u
amfotericinu B vyskytuji zdvazné nezadouci GC€inky na organismus pacienta (piedevSim
nefrotoxicita) pfi jeho dlouhodobém uzivani. Pii 1é€bé muze byt amfotericin B podavan
systétmové 1 lokalné, ale jeho systémové vyuziti je omezeno jeho toxicitou souvisejici s
terapeutickou davkou a nizkou rozpustnosti antibiotika ve vodé (Caffrey a kol., 2001;
Gauwerky a kol., 2009). U 1écby kandidézy zpisobené kvasinkou C. krusei je antibiotikum
amfotericin B dodnes Iékem prvni volby a jednd se o obecné nejdéle pouzivané

antimykotikum. U ostatnich kandid6z se d¢€li o prioritu v 1écbé s flukonazolem (Zazula a kol.,
2005).

6. Zavér

Na zaklad¢€ téchto poznatkil lze konstatovat, ze chitosan je potencidlné alternativni
latkou pro lécbu rozsahlych kandidoz, a dalSich infekei zpisobenych biofilmy mikrobialnich
hub, kterd by mohla nahradit zna¢né nefrotoxické, komerén¢ dostupné a dlouho pouzivané
antibiotikum amfotericin B. Dalsi variantou je vyuziti vzdjemného synergistického plisobeni

obou latek za ucelem potenciondlniho sniZzeni terapeutickych davek amfotericinu B v
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kombinaci s chitosanem, ¢imz by bylo docileno vyrazného snizeni nezadoucich ucinki

amfotericinu B na lidsky organismus.
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Vliv rhamnolipidii na tvorbu a stabilitu biofilmu na titanovych

materialech
T. Vuckova, R. Jezdik, J. Masak

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Hlavnim problémem v oblasti transplantacni mediciny jsou infekce, které zpomaluji
hojeni ran a prodluzuji tak rekonvalescenci pacientl. Jednim z patogeni, které zptisobuji tyto
infekce je mimo jinych Staphylococcus epidermidis. K 1é¢bé téchto infekci se v soucasnosti
nejcastéji pouzivaji antibiotika. Jejich alternativou nebo aditivni slozkou lé¢iva mohou byt
v budoucnu biosurfaktanty.

Tato prace se vénuje vlivu rhamnolipidd na tvorbu a stabilitu biofilmu S. epidermidis
na titanovych materialech. Byly pouZzity rhamnolipidy produkované dvéma kmeny bakterie
Pseudomonas aeruginosa (DBM 3777 a DBM 3775). Byly provadény kultivace na titanovych
materidlech a nasledna kvantifikce adherovanych bunék probihala spektrofotometrickymi

metodami s MTT a krystalovou violeti.

1. Uvod

S. epidermidis je G* kokovita bakterie osidlujici pfevazné aerobni prostiedi. V hojné
mife ji nalezneme na kizi a sliznicich ¢lovéka (oblicej, koncCetiny, vlasové folikuly), kde je
puvodcem tady infekei predevsim u imunosuprimovanych pacientl (infekce katetri, umélych
chlopni, kloubnich nahrad) (Ziebuhr et al., 2006). K 1é¢bé téchto infekci jsou pouzivany
antimikrobialni latky, pfevazné antibiotika. Jejich alternativou mohou byt biosurfaktanty,
jejichZ potencial a vyuziti v poslednim desetileti zna¢né vzrostl.

Rhamnolipidy jsou biosurfaktanty bakterialniho pivodu s vyznamnou antimikrobialni
aktivitou. Jejich struktura ma amfifilni charakter. Obsahuje hydrofobni cast nejcastéji
slozenou z 1 nebo 2 molekul rhamnosy a hydrofobni ¢ast obsahujici 1 nebo 2 molekuly -
hydroxymastnych kyselin. Jsou produkovany vzdy jako smés kongenerti a jejich hlavnim
producentem je bakterie Pseudomonas aeruginosa. Jsou schopné puisobit na lipidové slozky
bunééné membrany nebo na vngjsi proteiny, ¢imz zpusobuji strukturni zmény v membrané

vedouci k inhibici riistu. Piisobi pfedev§im proti G* bakteriim a n&kterym kvasinkam a jejich
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hlavni vyhodou je jejich nizka akutni toxicita (Lovaglioa et al., 2015).

Prace navazuje na pfedeSlou studii vénovanou adhezi rhamnolipidli na titanové
materialy, kde byly sledovany zavislosti koncentrace a ¢asu na adhezi rhamnolipidl na povrch
materidlu. Testovan je vliv rhamnolipidu na tvorbu a stabilitu biofilmu oportunné patogenniho
mikroorganismu Staphylococcus epidermidis DBM 3179. Byly pouzity rhamnolipidy
produkované bakterialnimi kmeny P. aeruginosa DBM 3777 a P. aeruginosa DBM 3775.
Byly stanoveny hodnoty jejich MIC a provedeny kultivace v koncentracni zavislosti
rhamnolipidi. Vytvofeny biofilm byl kvantifikovan spektrofotometrickymi metodami

zalozenymi na barvivech MTT a krystalova violet’.
2. Material a metody

2.1 Biosurfaktant
Rhamnolipidy pouzité v této praci byly pfipraveny pomoci bakterii P. aeruginosa DBM
3777 (RL A) a P. aeruginosa DBM 3775 (RL B) v laboratofi Biotechnologie, Ustav
Biotechnologie, VSCHT Praha.

2.2 Pouzité roztoky
Roztok MTT byl piipraven rozpusténim MTT ve sterilnim PBS v koncentraci 1 mg/ml.

Ptipraveny roztok byl filtrovan membranovou filtraci (porozita 0,2um).

Roztok glukézy byl pfipraven rozpusténim bezvodné glukézy ve sterilni PBS v koncentraci
57,4 g/l.

Vymyvaci roztok pro MTT byl piipraven smichanim ¢ist¢ého DMF s 2% kyselinou octovou
v PBS (v poméru 4 dily DMF a 6 dilt 2% kyseliny octové). Nasledné bylo v tomto roztoku
rozpusténo SDS, aby koncentrace vysledného roztoku byla 160 g/l. Nakonec bylo upraveno

pH roztoku na hodnotu 4,7 pomoci kyseliny octové, resp. hydroxidu sodného.

2.3 Mikroorganismy
V této praci byl pii kultivacich pouzit mikroorganismus Staphylococcus epidermidis
DBM 3179 (Sbirka mikroorganismii Ustavu biochemie a mikrobiologie VSCHT Praha).

Kultura je uchovavéna ve formé kryokonzerv pfi teploté -70 °C.

2.4 Riistové médium a podminky ristu
Bunky S. epidermidis byly kultivovany v TSB médiu. Inokulum bylo pfipraveno
zaoCkovanim kryokonzervy do 100 ml TSB média v 250 ml Erlenmeyerové batice a

kultivovano 24 hodin pii teploté 37 °C a 100 min™.
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Kultivace na titanovych materialech byly provadény ve 3 ml inokula o koncentraci

ODggo = 0,6 za stejnych kultivacnich podminek, po dobu 72 hodin.

2.5 Titanové materialy
Pro simulaci povrchu kloubnich néhrad byly pouzity titanové zetony vyrobené ze slitiny
TisAl4V. Stejna slitina se bézné pouziva pii vyrobé titanovych kloubnich nahrad. Zetony maji

pramér 16 mm a tloustku 1,75 mm (firma ProSpon).

2.6 Metody kultivaci

Kultivace na titanovych materialech byly provadény 3 metodami (viz. Obr. 1) — inhibice
adheze bunék, prekondicionace titanového materidlu rhamnolipidy a eradikace adherovanych
bun¢k. Pfi inhibici adheze bylo do buné¢ného inokula piidano dané mnozstvi rhamnolipidu a
dale probihala kultivace dle podminek vyse.

U prekondicionace byly nejprve titanové Zetony ponofeny na 24 hodin do roztoku
rhamnolipidu o koncentraci 200 mg/l. Zetony byly poté suseny v susarné pii 40 °C po dobu
30 minut. Takto upravené zetony byly vlozeny do 3 ml inokula. Déle probihala kultivace dle
podminek vyse.

Pti eradikaci adherovanych bun¢k byly titanové Zetony vlozeny do 3 ml inokula a po 72
hodinach rustu S. epidermidis byly zetony Setrné oplachnuty roztokem PBS tak, aby nedoslo
k odstranéni adherovanych bunék. Oplachnuté Zetony byly nasledné vlozeny na 24 hodin do

roztokli RL o danych koncentracich.

_ ) 72 hodin, 37 °C
1. fitanovy material + S. epidermidis + RL ————————— KV, MTT

_ _ 24 hodin, 25 °C o T2hodin,37 °C
2. titanovy material + RL ————— titanovy material , + S. epidermidis ———————= KV, MTT

- . ) . 72 hodin, 37 °C ) . 24 hodin, 37 °C
3. fitanovy material + S. epidermidis — = fitanovy material g, + RL ——————— KV, MTT

Obr. 1: Metodiky kultivaci na titanovych materialech

2.7 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
MIC je nejnizsi koncentrace biologicky aktivni latky, ktera prokazatelné inhibuje rist
mikroorganismu po 24hodinové inkubaci. Toto stanoveni se pouzivd k urceni citlivosti

mikroorganismu k antimikrobialnim latkdm.

Inokulum bylo ptipraveno zaockovanim kryokonzervy S. epidermidis do 100 ml média
v 250ml Erlenmeyerové batnice. Kultivace probihala ptfi 37 °C a 100 otackach za minutu po
dobu 24 hodin. Po této dobé byly bunky odstfedény a bylo pfipraveno inokulum tak, aby

v kazdé jamce mikrotitraéni desti¢ky byla koncentrace biomasy odpovidajici ODg4g = 0,2.
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MIC byla stanovena v pfistroji Bioscreen C na mikrotitrani desti¢ce. Do kazdé jamky bylo
pipetovano médium, inokulum a rhamnolipid o dané koncentraci. Stanoveni bylo provedeno v
5 paralelach pro kazdou koncentraci. Kultivace probihala pii 37 °C po dobu 24 hodin.
Absorbance v bilém svétle (420 — 580 nm) byla méfena kazdych 30 minut.

2.8 Metoda barveni pomoci krystalové violeti

Pro stanoveni obsahu celkové biomasy bun¢k adherovanych na povrch titanového
materidlu byla pouZzita metoda barveni pomoci krystalové violeti.

Vazbou na negativné nabité molekuly dochazi k obarveni. Toto zabarveni se nasledné
kolorimetricky stanovuje méfenim absorbance pii 580 nm.

Do distych plastovych vzorkovnic byl pipetovan 1 ml roztoku PBS a 250 ul roztoku
krystalové violeti (0,1% (hm.)). Zeton s biofilmem byl opatrné oplachnut 1 ml roztoku PBS.
Nasledné byl vlozen do vzorkovnice S piipravenym roztokem krystalové violeti a inkubace
probihala 20 min p#i laboratorni teplot&. Zeton byl poté oplachnut 1 ml roztoku PBS a vlozen
do Cisté vzorkovnice s 2 ml ethanolu (96%) pro uvolnéni barviva a opét ponechan 10 minut
inkubovat pfi laboratorni teplot¢.

Po této dobé bylo 100 ul roztoku pipetovano na mikrotitraéni desticku pomoci

automatického readru byla stanovena koncentrace barviva (580 nm).

2.9 Metoda MTT

Ke stanoveni mnoZstvi Zivotaschopnych adherovanych bun€k byla pouzZita metoda
MTT. MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid) je Zluta sil, ktera je
metabolicky aktivnimi buikami redukovana na fialovy produkt — formazan, ktery lze stanovit
spektrofotometricky (570 nm).

Do vzorkovnic bylo pipetovano 275 ul roztoku glukézy a 225 pl roztoku MTT.
Opléchnuté Zetony (1 ml roztoku PBS) byly vloZeny do vzorkovnic. Vzorkovnice byly
ttepany ve tmé po dobu 2 hodin na rotacni tiepacku (37 °C pii 150 min'l). Po této dob¢ bylo
do vzorkovnic pfiddno 500 upl vymyvaciho roztoku, ¢imz dosSlo k rozpusténi krystalkt
formazanu. Vzorkovnice byly opét inkubovany 30 minut pii 37 °C a 150 min™. Po inkubaci

byla v roztoku stanovena koncentrace barviva.
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3. Vysledky

3.1 Stanoveni MIC
Byla stanovena MIC u rhamnolipidi produkovanych pomoci P. aeruginosa DBM 3777
(RL A) a P. aeruginosa DBM 3775 (RL B). Vysledky jsou znazornény na obrazcich 1 a 2.
Pro oba pouzité rhamnolipidy byla stanovena MIC na 50 mg/1.

1.2
* kontrola
m5mg/l
A 10 mg/l
8 20 mg/l
] %50 mg/l
5 © 100 mg/l
= 150 mg/I
i 200 mg/l
= 250 mg/l
2 300 mg/l
=)
O T T T T 1
0 5 20 25
Cas (h)
Obr. 1: Stanoveni MIC RL P. aeruginosa DBM 3777 pro S. epidermidis
14
1.2 .
< ”0. 200 # kontrola
= 1 =5 mg/l
E 410 mg/l
& 0.8 - 20 mg/l
e A x50 mg/l
= 0.6 - ©100 mg/l
= o A 150 mg/l
204 - A 200 mg/l
o ' - L NN s A A AAIAIALATATALALAIAIAY s A ALAIAIALALALATLATLALALALA A ALA LAY 250 mg/l
0.2 Mo RIS AAAAARAAAAAAAA NARARARANS 300 mg/l
O T T T T 1

Obr. 2: Stanoveni MIC RL P. aeruginosa DBM 3775 pro S. epidermidis

3.2 Inhibice adheze bunék na titanové materialy
Mnozstvi adherované biomasy a metabolickd aktivita bunc¢k byly stanoveny oproti
kontrolnimu vzorku bez ptfidavku RL. Vysledky jsou uvedeny na Obr. 3 a 4. Pii ptidavku
danych koncentraci RL A nedochazelo k vyrazné zméné mnozstvi biomasy, ale doslo
k vyraznému sniZeni metabolické aktivity pii koncentrace 500 mg/l. U RL B se opét vyrazné
neménilo mnozstvi adherované biomasy, ale zaroven pii koncentracich vysSich nez MIC

vyrazné neklesala metabolickd aktivita.
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Obr. 3: Vliv koncentrace RL P. aeruginosa DBM 3777 na obsah adherované biomasy a
metabolickou aktivitu S. epidermidis.
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Obr 4: Vliv koncentrace RL P. aeruginosa DBM 3775 na obsah adherované biomasy a

metabolickou aktivitu S. epidermidis.

3.3 Prekondicionace povrchu titanového materiilu
Prekondicionace Zetonti probihala v roztocich RL o koncentraci 200 mg/l po dobu 24
hodin (koncentrace i doba adheze byla zvolena na zadklad¢ piedeslych méfeni, za téchto
podminek jsou na zetonu adherovany cca 4 ug RL). Nésledn€ byly na vysusenych Zetonech

provadény kultivace a stanovovano mnozstvi adherované biomasy a metabolicka aktivita
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bun¢k. Vysledky jsou uvedeny na Obr. 5. Mnozstvi adherované biomasy bylo po

prekondicionaci pomoci dvou RL témét identické, niz§i metabolickd aktivita bunék vSak byla

nameétena u zetonl prekondicionovanych RL A.
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Obr. 5: Vliv prekondicionace titanovych zetoni RL P. aeruginosa na obsah adherované

biomasy a metabolickou aktivitu bunék S. epidermidis.

3.4 Eradikace adherovanych bunék pomoci RL A

K eradikaci adherovanych bunék byl pouzit RL A. Eradikace probihala v plastovych

vzorkovnicich s roztoky o danych koncentraci RL po dobu 24 hodin. Vysledky jsou uvedeny

na Obr. 6. Mnozstvi adherované biomasy se v rozmezi koncentraci vyrazn€ neménilo, oproti

tomu metabolicka aktivita vyrazné poklesla pii koncentracich RL 250 a 500 mg/1.
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Obr. 6: Vliv koncentrace RL P. aeruginosa DBM 3777 na eradikaci biofilmu a

metabolickou aktivitu bun¢k S. epidermidis.

78




Konference — Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2016, 31. 3. - 1. 4. 2016, VSCHT Praha

4. Zavér

V praci je dokumentovan vliv mnozstvi a druhu pfidaného RL na mnozstvi adherované
biomasy na titanové materidly a metabolickou aktivitu adherovanych bunc¢k za rlznych
experimentalnich podminek. Vysledky ukazaly, ze pfi pfidavku RL do rastového média
dochazi k vyraznému poklesu adherované biomasy i metabolické aktivity ve vSech pouzitych
koncentracich. Pii inhibici adheze bun€k na titanové materidly se ukdzalo jako efektivnéjsi
pouziti RL P. aeruginosa DBM 3777 (RL A) Vv koncentraci 500 mg/l, pii které doslo
Kk nejvyraznéjSimu poklesu metabolické aktivity. Stejn¢ tak u prekondicionace titanovych
zetona RL, byl ucinnéjsi RL P. aeruginosa DBM 3777 (RL A) s poklesem metabolické
aktivity pfiblizné na 25 % aktivity ptivodni (bez ptidavku RL). Pro eradikaci adherovanych
bun¢k byla jako nejefektivnéjsi stanovena koncentrace 250 mg/l u RL P. aeruginosa DBM
3777 (RL A).
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