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Vyhledavani a charakterizace novych metaboliti
s alkylprolinovym motivem

L. Brazdova!?, Z. Kamenik?, S. Kadl¢ik?, J. Janata?, J. Masék!

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha, 2Mikrobiologicky ustav AV CR

Abstrakt

Ttida aktinobakterii, zejména pak rod Streptomyces, jsou nejvyznamngj$imi producenty
fady specializovanych biologicky aktivnich metabolitii. Mezi tyto metabolity se fadi zejména
velké skupiny polyketidd, neribozomalnich peptidi a ribozomalné syntetizovanych post-
translacné modifikovanych peptidd, ale také velké mnozstvi mensich skupin strukturné
neobvyklych metaboliti. Jednou z takovych skupin se zabyva naSe laboratof - konkrétné se
jedna o specializované metabolity s 4-alkyl-L-prolinovym motivem (APD latky). Tento
pomérné vzacny motiv prispiva k lepSim biologickym ucinkiim metabolitl, do nichz je
inkorporovan. Vyhledavani a charakterizace novych APD latek je proto slibnym piistupem
k rozsifeni latek s potencialnim vyuzitim v medicing. To je naléhavé zejména v piipadé 1écby
bakterialnich infekei, ktera se stale cCastéji komplikuje se zvySujici se rezistenci patogennich
bakterii k dosud pouzivanym antibiotikiim. Nasi laboratofi se povedlo identifikovat novou
latku, intervencin, ktera patii do skupiny linkosamidovych antibiotik, ale jeji 4-alkyl-L-
prolinova jednotka je syntetizovana ve zcela odli$né draze nez je tomu u dosud popsanych latek
vtéto skuping. Konkrétné intervencin ve své struktufe obsahuje 4-methyl-L-prolin
biosynteticky odvozeny od L-leucinu, zatimco dosud znamé linkosamidy obsahuji
proteinogenni L-prolin (napf. celesticetin), a 4-ethyl-L-prolin nebo 4-propyl-L-prolin odvozeny
od L-tyrosinu (linkomycin A a B).

4-alkyl-L-prolinové derivaty

4-alkyl-L-prolinové derivaty (APD), které jsou produkovany zejména tiidou
aktinobakterii, maji strukturu velmi podobnou biogenni aminokyseliné L-prolin, avSak jsou
biosyntetizovany ze zcela jinych aminokyselin, jako je L-tyrosin, L-leucin nebo L-isoleucin
(Hofer a kol., 2011; Hu akol., 2007; Hurley a Gariola, 1979). Nejvice a nejpodrobnéji je
popsana draha, kdy APD jednotka vznikd z L-tyrosinu. Takovato APD jednotka muze mit
na pozici C4 rtzné¢ dlouhy a saturovany postranni alkylovy fetézec. Na Obr. 1 jsou pak
zobrazeny v ¢asti A vybrané APD s dvouuhlikatym nebo tfiuhlikatym postrannim fetézcem,

které jsou biosyntetizovany z L-tyrosinu. Tyto APD jednotky mohou byt nasledné
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inkorporovany do riznych struktur, jako jsou linkosamidy, pyrrolobenzodiazepiny (PBD) nebo
hormaomycin (Gerratana, 2012; Hofer a kol., 2011; Zhao a kol., 2015; Janata a kol., 2018).
Na zaklad€ porovnani struktur se k t€émto latkam fadi také lucentamycin, ktery ve své struktuie
ma zabudovan 4-ethyliden-3-methyl-L-prolin (Cha a kol., 2012). Biosyntéza této latky vSak
nebyla dosud objasnéna a neni proto jasné, jakym zpusobem tento APD prekurzor vznika,
zejména pak nevime, zda k substituci 3-methyl skupinou dochazi jesté pted inkorporaci APD,
aZ po ni, nebo zda je lucentamycin produkovan zcela jinym zptisobem.

Biosyntézou z L-leucinu vznika APD jednotka 4-methyl-L-prolin (Obr. 1B), ktera je
inkorporovana napiiklad do struktury griselimycinu (Lukat akol., 2017). V piipadé
polyoxypeptidu A (latka Gc¢inna proti karcinomu pankreatu) je APD jednotka biosyntetizovana
z L-isoleucinu za vzniku 3-hydroxy-3-methyl-L-prolinu (Obr. 1C). Tato draha nebyla dosud
v odborné literatufe pln¢ popsédna, prestoze Umezawa a kol. (2001) se snazili biosyntézu
objasnit pomoci izotopové zna¢enych aminokyselin a Du a kol. (2014) predikovali na zakladé
analyzy genového klastru nékteré kroky.

APD jednotka poskytuje z evolu¢niho hlediska jistou vyhodou. V piipadé linkosamida
a PBD se ukazalo, ze zastupci téchto skupin s APD jednotkou vykazuji lepsi biologické
vlastnosti v porovnani s analogy, které obsahuji misto APD jednotky pouze aminokyselinu L-
prolin. To je zplsobeno 4-alkylovym fetézcem a jeho délkou, nebot’ vyznamné zesiluje
biologickou aktivitu. Biologické cile a zplsoby pusobeni linkosamidi a PBD jsou zcela
odlisné, proto lze usuzovat, ze vyhoda APD jednotky pro biologickou aktivitu je obecngjsi
amohla by tedy mit potencidl ve vyuziti v klinické praxi i v pfipad¢ jinych latek nez

linkosamidy a PBD (Janata a kol., 2018).
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Obr. 1: Struktury vybranych APD. A — APD odvozené od L-tyrosinu: EPL — 4-ethyl-L-prolin, DH-EPL
— 4-ethyliden-L-prolin, PPL — propyl-L-prolin, DH-PPL — 4-propyliden-L-prolin, DH-PPLy — 4-propen-
1-yl-L-prolin, 4-ethyliden-3-methyl-L-prolin, B — APD odvozené od L-leucinu: 4-methyl-L-prolin, C —

APD odvozené od L-isoleucinu: 3-hydroxy-3-methyl-L-prolin

Biosyntéza APD jednotky

Biosyntéza APD jednotky odvozené od L-tyrosinu je katalyzovana proteiny, které jsou
kodovany az Sesti geny apdl —apd6 (Janata a kol., 2018). Schéma biosyntézy je pak naznaceno
na Obr. 2A. Prvni dvé katalyzované reakce prevadéji L-tyrosin prostiednictvim L-3,4-
dihydroxyfenylalaninu (L-DOPA) na intermediat 1, ktery je poté neezymaticky pfeménén
na dikarboxylovou kyselinu 2 (Novotna a kol., 2004; Colabroy, 2016; Jiraskova a kol., 2016).
Tento intermediat mize byt nasledné C-methyltransferdzou Apd3 methylovan na postrannim
fetézci za vzniku intermediatu 3 (Jiraskova a kol., 2016). Z intermediatu 3 poptipadé 2 je
pomoci Apd4 odstépen oxalat a vznika tak intermediat 4, u kterého neni dosud potvrzena
struktura (Jiraskova a kol., 2016; Zhong a kol., 2017). Potadi krokt, které jsou katalyzovany
proteiny Apd3 a Apd4, je stale diskutovano (Zhong a kol., 2017; Kamenik a kol., 2018).
Predpoklada se, ze isomeraza Apd5 katalyzuje krok k vytvoreni intermediatu 5, ktery byl jiz
diive identifikovan v biosyntéze linkomycinu (Jiraskovd a kol., 2016), a je substratem
reduktazy Apd6 (Janata a kol., 2018; Steiningerova a kol., 2020). Pravé Steiningerova a kol.
(2020) se ve své studii zabyva proteiny Apd6, kdy v piipadé PBD dochazi k redukci pouze
endocyklické dvojné vazby, kdeZto u linkosamidt dochazi k redukci jak endo- tak exocyklické

dvojné vazby. Rozdilna reakéni specifita proteinit Apd6 tak zajiStuje plné saturované APD
7
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Vv pripad¢ linkomycinu a naopak APD jednotku s jednou (nebo castéji dvéma v disledku dalsi
dehydrogenacni aktivity) dvojnou vazbou v piipadé PBD.

U linkosamid®, PBD a hormaomycinu, je APD jednotka biosyntetizovana v draze z L-
tyrosinu, jak je popsano vyse, na rozdil od griselimycinu, kdy APD jednotka vznika z L-leucinu.
Tato draha (Obr. 2B) je kodovand pouze tfemi biosyntetickymi geny. Na zacatku této
biosyntetické drahy je L-leucin za pomoci GriE hydroxylovan za vzniku intermediatu 6, ktery
je vnasledné reakci katalyzované GriH oxidovan na intermediat 7. Spontanni cyklizaci
s naslednou redukci proteinem GriH vznika prekurzor 4-methyl-L-prolin (Lukat a kol., 2017).
GriH reduktaza patii mezi Apdé6 a je tak jedingym Apd proteinem z L-tyrosinové drahy, ktery je
zapojen také do APD drahy z L-leucinu. (Steiningerova a kol., 2020).
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Obr. 2: A — schéma biosyntézy APD jednotky z aminokyseliny L-tyrosin, B — schéma biosyntézy APD

jednotky z aminokyseliny L-leucin

Linkosamidy
Linkosamidy jsou malou, ale vyznamnou skupinou klinicky vyZivanych antibiotik

Pravé na této skupiné lze demonstrovat biologickou vyhodu APD jednotky. Linkosamidy se

9
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skladaji jednak z APD jednotky poptipadé z aminokyseliny L-prolin a jsou spojeny peptidovou
vazbou k neobvyklé aminosacharidové jednotce (Spizek a kol., 2004). Vybrané slouceniny
Z této skupiny jsou pak zobrazeny na Obr. 3. Linkomycin A ma ve své struktuie zabudovany 4-
propyl-L-prolin tedy APD jednotku s téiuhlikatym postrannim fetézcem, zatimco celesticetin
ma misto APD jednotky L-prolin. Bylo prokazano, Ze celesticetin je méné u€inny proti fadé
mikroorganismi nez je tomu u linkomycinu A (Spizek a Rezenka, 2017). Pfi porovnani
linkomycinu A a linkomycinu B, ktery ma APD jednotku pouze s dvouuhlikatym postrannim
fetézcem (4-ethyl-L-prolin), bylo zjisténo, ze linkomycin B dosahuje pouze 25% aktivity
linkomycinu A (Pang a kol., 2015). Lze tedy usoudit, Ze s rostouci délkou postranniho
alkylového fetézce se zvySuje biologicka aktivita (Janata a kol., 2018).

Linkosamidy se vazi na 50S podjednotku bakteridlniho ribozomu, kde zabramuji
v prodlouzeni peptidového fetézce a inhibuji tedy biosyntézu proteinti (Janata a kol., 2018).
V huménni medicin€ je vyuzivan linkomycin pii 1é¢bé infekcich zpiisobenych streptokoky,
stafylokoky a pneumokoky, poptipadé je pouzivan pro 1écbu pacientd s alergickou reakci
na penicilin (Czarniak a kol., 2016). V klinické praxi je dale pouzivan semisynteticky
chlorovany derivat klindamycin, ktery je G€inny proti nékterym anaerobnim bakteriim, ale

i proti pivodcim malérie (Greenwood, 2010).

Intervencin

V nasi laboratofi byla identifikovana nova latka intervencin (Obr. 3), ktera je
produkovana bakterialnim kmenem Rhodococcus sp. 06-235-1A. Na zakladé analyzy genového
klastru, kde byl nalezen homolog genu kddujici enzym LmbD, ktery katalyzuje tvorbu amidové
vazby mezi APD a aminosacharidovou jednotkou v biosyntéze linkomycinu. Jedna se
0 unikatni enzym pravé pro linkosamidy, ktery neodpovida zadnému proteinu v dostupnych
databazich, katalyzujici analogickou reakci u jinych skupin latek. Na zaklad¢ této analyzy
a porovnani biosyntetickych genovych shluku intervencinu s ostatnimi genovymi shluky
linkosamidt jsme usoudili, Ze by se mé&lo jednat o novy linkosamid. Nebyly v§ak nalezeny geny
odpovidajici biosyntéze APD jednotky z L-tyrosinu, ale byly objeveny geny kodujici
biosyntézu APD jednotky 4-methyl-L-prolin z aminokyseliny L-leucin, jako je tomu v ptipadé
griselimycinu, jehoz biosyntéza APD jednotky je popséana vyse. Intervencin je tedy prvnim
linkosamidem, ktery obsahuje APD jednotku syntetizovanou v draze z L-leucinu (Guzman
a kol., 2020).

10
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Obr. 3: Struktury vybranych linkosamidt s ¢ervené€, modie nebo zelené zvyraznénou APD jednotkou

Zavér

Podatilo se rozsifit malou skupinu linkosamidil o dalsi slouceninu, intervencin, ktery je
produkovan kmenem Rhodococcus sp. 06-235-1A. K dosavadnim latkam se zbudovanym 4-
propyl-L-prolin (linkomycin A), 4-ethyl-L-prolin (linkomycin B) a L-prolinem (celesticetin)
ptibyla slou¢enina s inkorporovanym 4-methyl-L-prolinem (intervencin). Lze vSak piedvidat
na zéklade¢ struktury APD jednotky, ktera obsahuje v postrannim fetézci pouze jeden uhlik, ze
tato latka nedosédhne biologické aktivity jako linkomycin. Jedna se o dosud prvni linkosamid
obsahujici ve své struktufe APD jednotku odvozenou od jiné aminokyseliny nez je L-tyrosin.
4-methyl-L-prolin vznika v biosyntetické draze z aminokyseliny L-leucin. Roz$ifuje nam tedy

zpusoby biosyntézy APD jednotky u linkosamidi.
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Fenotypova variabilita endofytnich kmenid rodu Kocuria
izolovanych z Vitis vinifera

M. Husakova®, A. Palyzova?, M. Vrublevskayal, I. Kolouchova?

'Ustav biotechnologie, VSCHT Praha; Mikrobilogicky ustav, AV CR

Abstrakt

Endofyty jsou asymptomatické mikroorganismy, které osidluji rostlinné tkané a tvoii ptirozeny
mikrobiom vSech rostlin. Muze se jednat o viry ¢i houby, nejvyssi zastoupeni vSak maji
endofytni bakterie. Endofytni mikroorganismy pfirozené pusobi jako prvek podporujici rast
rostlin. Krom¢ toho maji i dalSi benefitni vlastnosti, mohou rostlindAm umoziovat lepsi
konkurenceschopnost a odolnost proti biotickym 1 abiotickym nepfiznivym vliviim. Jednim
z endofytnich rodd izolovanym z Vitis vinifera (révy vinné) je rod Kocuria. Bakterie rodu
Kocuria jsou grampozitivni, pfevazné¢ aerobni mikroorganismy. Zastupci rodu Kocuria
produkuji biotechnologicky potencidlné vyuzitelné sekundarni metabolity, jako naptiklad

pigmenty, antibiotika ¢i exopolysacharidy.

Endofytni mikroorganismy

Pojem endofyt pochazi z feckych slov endon a phyton, coz znamena ,,v rostliné®, jedna
se tedy o mikroorganismy, které osidluji rostlinné tkan¢ a tvoii tak prirozeny mikrobiom vsech
rostlin. Endofyty jsou asymptomatické mikroorganismy, jejich pfitomnost rostlinu totiz nijak
nepoSkozuje a nezpusobuji ji ani zadné specifické ptiznaky infekce (Lata a kol., 2019).
Vzijemny vztah mezi rostlinou a endofytnim mikroorganismem muze byt symbioticky,
mutualisticky nebo komenzalni (Ryan a kol., 2008).

Mikroorganismy se do rostlinnych pletiv dostavaji primarné skrz povrchové poskozeni
rostliny, ptipadné prostfednictvim kotenovych vlasku (Lata a kol., 2019), proto jsou zastoupeny
v nadzemnich (fylosféra) i podzemnich (rhizosféra) ¢astech rostlin (Ryan a kol., 2008). Mohou
se také vyskytovat v dusledku pfirozeného rustu rostlin (Lata a kol., 2019). Jedna se hlavné
0 endofytni mikromycety ¢i bakterie, vyjimecné se mizeme setkat také s endofytnimi viry
(Pancher a kol., 2012).

Endofytni mikroorganismy mohou slouzit jako prvek podporujici riist a dobry stav rostlin,
a to prostfednictvim biologické fixace dusiku, stimulaci a syntézou rostlinnych hormont,
enzymu a dalSich latek, produkci siderofort, ¢imz dochézi k solubilizaci a sekvestraci zeleza

z pudy, a solubilizaci dal$ich mineralnich latek, naptiklad fosforu, drasliku nebo zinku (Lata a
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kol., 2019). Dale mohou byt rostlinam prospé$né nepiimo, a to produkci nékterych
sekundarnich metaboliti naptiklad s antimikrobialni nebo antifungédlni aktivitou. Tyto
metabolity mohou nalézat uplatnéni také v zemédélstvi, mediciné a pramyslu (Ryan a kol.,
2008).

V zeméd¢lské produkei je v poslednich letech trend vysSich vynost s nizsimi dopady na
zivotni prostiedi a zdravi konzumentd, proto se nabizi vyuziti mikrobialnich prostfedkid pro
ochranu a podporu riistu jako alternativa ke konvencnim zemédélskym technologiim. Poznéni
a porozumeéni vyznamu a vlivu pfirozeného mikrobiomu rostlin, jakoZ i rodového zastoupeni
endofytnich mikroorganismt je tedy dalezitym prvkem pro lepsi, efektivnéjsi a udrzitelng;si
zem&delské a primyslové vyuziti rostlin (Compant a kol., 2019, Lata a kol., 2019).

Potencionalnimu vyuziti endofytnich mikroorganismi vSak brani obtizné kultivace mimo
rostlinné tkan¢ a to predevsim u bakterii osidlujici kofenovy systém rostlin, jez jsou z velké

Casti nekultivovatelné bez pritomnosti hostitelské rostliny (Reinhold-Hurek a Hurek, 2011).

Endofytni bakterie ve Vitis vinifera

Vitis vinifera patii mezi jednu z nejstarSich kulturnich plodin, jeji prvni péstovani je
datovano jiz do obdobi 8500 — 4000 let pied nasim letopoctem. Dnes se jedna o jednu
Z nejroz8ifenéji péstovanych rostlin. Ve Vitis vinifera jako i ve vSech rostlinach byly
identifikovany endofytni mikroorganismy. Mezi hlavni endofyty révy patii mikromycety
a bakterie. Endofytni bakterie vyskytujici se ve Vitis vinifera taxonomicky patii mezi
Actinobacteria ptipadn¢ Gammaproteobacteria. Nejvyssi zastoupeni maji rody Pseudomonas,
Bacillus a Pantoea, dale byly identifikovany naptiklad rody Streptomyces, Curtobacterium,
Micrococcus, Kocuria, Microbacterium, Staphylococcus, Paenibacillus, Brevibacterium,
Chryseomonas, Burkholderia, nalézt v pletivech révy vSak mizeme i mnohé dalsi (Andreolli a
kol., 2016, Bulgari a kol., 2009, Campisano a kol., 2014, Pancher a kol., 2012, Vitulo a kol.,
2019, West a kol., 2010).

Obecna charakteristika rodu Kocuria

Bakterie rodu Kocuria patii mezi grampozitivni bakterie (Stackebrandt a kol., 1995).
Taxonomicky se fadi do fadu Micrococcales a ¢eledi Micrococcaceae, mezi dalsi rody celedé
patii rod Micrococcus, rod Acaricomes, rod Arthrobacter, rod Citricoccus, rod Nesterenkonia,
rod Renibacterium, rod Rothia, rod Sinomonas, rod Yaniella a rod Zhihengliuella (Pribham a
kol., 2012).
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Jedna se o nezapouzdiené, nepohyblivé koky, které netvori endospory (Stackebrandt a
Schumann, 2015). Zastupci rodu Kocuria jsou pievazné aerobni (nékteré druhy mohou byt
mirné¢ fakultativné anaerobni, pfipadné mohou mit potencial Zit v striktné anaerobnich
podminkach (Takarada a kol., 2008)), mezofilni, katalaza pozitivni, obecné nehalofilni
(Stackebrandt a kol., 1995) a chemoorganotrofni mikroorganismy (Stackebrandt a Schumann,
2015).

Ochranny efekt produkovanych pigmentt proti UV zafeni a tvar kokG umozZiuje
zastupcum rodu Kocuria pieziti daleko od ptvodniho stanovisté, jako v piipadé bakterie
nalezené na Panenskych ostrovech, kterd se plvodné vyskytovala v prachu Sahary
(Stackebrandt a Schumann, 2015).

Optimalni rastové podminky se pro jednotlivé druhy lisi, vétSina roste v rozmezi teplot
20 — 37 °C (K. aegyptia az do 40 °C, K. marina do 43 °C, K. polaris a K. marina pii 5 °C,
K. polaris a K. palustris nerostou pii 37 °C). Obecné vyzaduji lehce zasadité pH. Typovym
druhem rodu Kocuria je Kocuria rosea. Rod Kocuria se sklada z vice nez 20 zatim znamych
a klasifikovanych druhi, z nichz nékteré druhy obsahuji nékolik kment. Jednotlivi zastupci
rodu Kocuria jsou si velmi blizce pfibuzni. Podle sekvence genu pro 16S rRNA lze odlisit dvé
osamocené linie a dva klastry druht. Jednotlivé druhy byly izolovany z masa, mléka, pokozky
savcl, moiského sedimentu, vody, pudy (chladné, temperované i poustni), z nadzemnich
(fylosféra) i podzemnich (rhizosféra) ¢asti rostlin (Stackebrandt a Schumann, 2015). Zastupci
rodu Kocuria patii mezi bakterie resistentni k ionizujicimu zafeni, byly izolovany
z riznych prostiedi, kde jsou vystaveny vysokému mnozstvi rentgenového zafeni a gama zateni
(Gholami a kol., 2015). Dalsimi takovymi rody jsou Deinococcus, Acinetobacter,
Chroococcidiopsis, Hymenobacter, Kineococcus a Methylobacterium (Brooks a Murray, 1981).
Resistence téchto mikroorganismil k ionizaénimu zéafeni pfedstavuje komplikaci pii sterilaci
potravin a dal$ich materialtt (Gholami a kol., 2015).

Bakterie rodu Kocuria maji peptidoglykanové uspoifadani bunéc¢né stény -Lys-Alaz.4typ
A3a, neobsahuji mykolovou a teichoovou kyselinu, hlavni zastoupenou mastnou kyselinou je
Cis:0 anteiso pentadekanova kyselina. Pfevazujici aminosacharidy tvofici bunécnou sténu jsou
galaktosamin a  glukosamin. Polarni lipidy se skladaji  z difosfatidylinositolu
a fosfatidylglycerolu (Stackebrandt a kol., 1995). Menachinony jsou hydrogenovany
(dominantni je MK-7 (H2) a MK-8 (H2) nebo MK-9 (H)), tedy menachinony s7 az
9 isoprenoidnimi jednotkami (Stackebrandt a Schumann, 2015). Obsah G+C bazi v DNA se
pohybuje mezi 66—75 mol% v zavislosti na druhu (Stackebrandt a kol., 1995).
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Pigmenty produkované rodem Kocuria

Kocuria marina produkuje B-kryptoxanthin, coz je karotenoidni barvivo. Vykazuje
pfiblizné€ stejnou antioxidacni aktivitu jako kyselina askorbova, z tohoto divodu ma Siroké
uplatnéni jako nutraceutikum, potravinaiské aditivum nebo také v dalSich oblastech (Kumar
Samanta a kol., 2016). Pigmenty produkované bakterii Kocuria sp. maji potencialni vyuziti také
ve farmaceutickém a kosmetickém primyslu, protoze vykazuji antimikrobidlni aktivitu
(testovano s pozitivnim vysledkem na Escherichia coli, Pseudomonas aerugenosa, Bacillus
subtilis (Mulik a kol., 2017), Bacillus cereus, Staphylococus aureus, Vibrio cholerae a Shigella
dysenteriae (Saxena, 2014)). Na produkci pigmentd ma vliv né¢kolik parametri. V piipadé
produkce karotenoidnich barviv kmenem Kocuria sp. BRI 36 dochazi k nejvyssi produkci pti
10 °C a pH 7,5 (Kocuria carniphila MY a Kocuria polaris MO také produkuji karotenoidy pfi
10 °C a za neutralniho pH (Yusef a kol., 2014)). Dalsim sledovanym parametrem na produkci
pigmenti byla pfitomnost tézkych kovl. Se vzristajicim obsahem tézkych kovli dochazi ke
snizeni produkce pigmentti. Tento jev by bylo mozné vyuzit k vyvoji biosensorii pro detekci
piitomnosti tézkych kovil a piipadné kontaminace prostiedi t&zkymi kovy (v pfipadé Pb?

a Cd?* byl vsak pozorovéan pozitivni vliv na produkci pigmenti) (Mulik a kol., 2017).

Exopolysacharidy produkované rodem Kocuria

Extracelularni polymerni latky (Extracellular polymeric substances (EPS)) jsou latky
vylucované mikroorganismy do svého okoli. Obvykle se jednd o polysacharidy
(exopolysacharidy) nebo peptidy. Produkce EPS je ovlivnéna okolnim prostfedim, ve kterém
se dany mikroorganismus vyskytuje, naptiklad pH, teplotou nebo koncentraci iontd kovi (Kilic
a Donmez, 2008). Mohou mit protirakovinné, antivirotické, antioxida¢ni a imunomodulaéni
vlastnosti (Lee a kol., 2009, Okutni, 1984, Sun a kol., 2004). Exopolysacharidy jsou dilezitym
prvkem pfi agregaci bun¢k, tvorbé biofilmu nebo zadrzovani vody v bunkach (Zhang a kol.,
2006). Funkeéni skupiny exopolysacharidd, jako napiiklad karboxylova nebo hydroxylova
skupina, usnadniuji chelataci iontd kovli, coz nahravéa vyuziti mikroorganismt produkujicich
EPS pii odstranovani znecisténi t€zkymi kovy z Zivotniho prostredi (Kilic a Donmez, 2008).

Kocuran je exopolysacahrid produkovany Kocuria rosea BS-1. Sklada se ze sacharidii
(91 %) a z uronové kyseliny (9 %), sacharidicka ¢ast je tvofena glukozou, galaktézou, mandzou
a glukuronovou kyselinou (Kumar a Sujitha, 2014). Ma antioxida¢ni a imunosupresivni
vlastnosti. Inhibuje sekreci komponenty C3 makrofagti, ¢imz reguluje imunitni odpoveéd’, miize

proto byt vyuzit pfi 1é¢b¢ autoimunitnich onemocnéni (Carroll, 1998).
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Dalsim druhem produkujicim EPS je K. turfanensis, ktera produkuje EPS s ptisobenim
jako biosurfaktant. Biosurfaktanty jsou povrchovée aktivni latky, které maji proti syntetickym
tenzidm vyhodu v snazsi biologické odbouratelnosti a niZsi toxicité. V piipad€ biosurfaktantu
produkovaného K. turfanensis se jedna o latku, ktera je schopna emulgovat pesticidy

za extrémnich podminek (Dubey a kol., 2012).

Antibiotika produkované rodem Kocuria

Vzhledem K rozvijejici se resistenci nekterych patogennich kmend k antibiotikim
dochazi k vyzkumu a vyvoji novych efektivnich druhti antibiotik. Jednim z vhodnych prostiedi
k vyzkumu je také moie, které piedstavuje bohaty zdroj nedefinovanych bakterii a hub
produkujicich biologicky aktivni sekundarni metabolity vyuzitelné k produkci antibiotik (Uzair
a kol., 2018).

Jednim z mikroorganismi vyuzitelnych k produkci antibiotik je Kocuria marina. Jedna
se 0 kmen Kocuria marina CMG S2 izolovany z hnédé rasy Pelvetia canaliculata. Tento kmen
produkuje latku kocumarin, coz je derivat benzoové kyseliny (Uzair a kol., 2018).
Heterocyklické slouceniny maji vyznamny vliv na regulaci biologické aktivity. Benzoova
kyselina, jako nejjednodussi aromatickd kyselina je zndmé svymi antimikrobidlnimi ucinky
(Uzair a kol., 2018). Proto se také pouziva jako konzervant v potravinatstvi (VeliSek a Hajslova,
2009). Kocumarin ma potencial Sirokospektralniho antibiotika, ma dobry inhibi¢ni efekt pro
vice nez 15 druhti bakterii ¢i mikromycet, véetné klinicky relevantnich kment G+ i G— bakterii
a sporulujicich mikromycet (Uzair a kol., 2018).

Kocurin je peptid odvozeny od thiazolu. Thiazolové peptidy vznikaji pii kaskadé
posttransla¢nich modifikaci z rezidui pre-peptidovych prekurzoria (Walsh a kol., 2010).
Kocurin byl izolovan z mikroorganismu Kocuria palustris, ktery se vyskytuje v mofi. Byl
nalezen v izolatech nezavisle na jejich geografickém pivodu, coz nahrava Siroké distribuci této
slouceniny (Palomo a kol., 2013). Biologicka aktivita této latky byla testovana na grampozitivnich
i gramnegativnich bakteriich a mikromycetach. Bylo zjisténo, ze kocurin inhibuje rast MRSA
(meticilin resistentni Staphylococcus aureus) (Martin a kol., 2013), které maji nejvétsi podil na
infekcich vedouci k tmrti pacienta (Klevens a kol., 2007). Kocurin vykazuje také antibakterialni
aktivitu k patogennim mikroorganismim Bacillus subtilis a Enterococcus faecium (Martin a kol.,
2013).

Kocuria varians izolovana z fermentovanych salami produkuje lantibiotikum variacin
(O’Mahony a kol., 2001). Jedna se o peptid s antimikrobidlnimi ucinky, jehoZ plsobeni je
podobné znaméjsimu nisinu (Beuchat a kol., 1997, Scott a Taylor, 1981). Inhibuje patogenni
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organismy vyskytujici se v kojenecké vyzivé a v dalSich susenych mlé¢nych vyrobcich, jakymi
jsou naprtiklad Staphylococcus aureus, Bacillus cereus nebo Clostridium botulinum (Pridmore
a kol., 1996). Jeho mozné vyuziti je jako konzervant v mlé¢nych vyrobcich. Je totiz stabilni pii
vysokych teplotach, takze nedochazi k jeho degradaci béhem pasterace potravin (O’Mahony a
kol., 2001), a také pfi Sirokém rozmezi pH (pfi hodnotach 2—10 (Pridmore a kol., 1996)), coz
nahrava vyuziti v syratském pramyslu (O’Mahony a kol., 2001).

Zavér

Mikroorganismy jsou vSudypiitomné, nevyskytuji se pouze v Zivotnim prosttedi, ale jsou
také soucasti vnitiniho prostiedi riznych typl organismii. Mezi takové mikroorganismy patii
endofyty, jez jsou zastoupeny v nadzemnich (fylosféra) i podzemnich (rhizosféra) castech
rostlin (Ryan a kol., 2008). Endofytni mikroorganismy mohou podporovat rist rostlin. Dale
mohou byt rostlindm prospé$né neptimo, a to produkci nékterych sekundarnich metaboliti
napiiklad s antimikrobialni nebo antifungalni aktivitou (Ryan a kol., 2008).

Jednim ze znamych endofytnich rodu je rod Kocuria (Andreolli a kol., 2016). Aktualné
je popsano vice nez 20 druhi, které se vzajemné 1isi na zaklad¢ sekvence genti pro 16S rRNA
a nékterych chemotaxonomickych vlastnosti (Stackebrandt a Schumann, 2015). Neékteti
zastupci rodu Kocuria produkuji vyuzitelné sekundarni metabolity, napiiklad pigmenty (Kumar
Samanta a kol., 2016), exopolysacharidy (Carroll, 1998, Dubey a kol., 2012) nebo latky
s antibakterialnimi uc¢inky (Palomo a kol., 2013, Pridmore a kol., 1996, Uzair a kol., 2018).

Podékovani za podporou GACR v ramci projektu 18-26463S.
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Identifikace, produkce a zakladni charakteristika endofyti révy
vinné

M. KuliSova, M. Vrublevskaya, I. Kolouchova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Réva vinna (Vitis vinifera) patii jiz od sttedovéku mezi hospodaisky nejvyznamnéjsi plodiny.
Vyuziti nachéazi zejména ve vyrob¢ vina, na kterou je spottebovan nejvyssi podil sklizenych
hroznti. Stejné jako u jinych rostlin, jsou rostlinna pletiva révy vinné osidlena riznymi typy
mikroorganismi. Tyto organismy mohou byt epifytni, tedy povrchové, nebo osidlujici vnitini
pletiva, tedy endofytni. Endofytni mikroorganismy jsou pro svého hostitele prospésné v mnoha
ohledech, zejména jako obrana vici cizim fytopatogenim prostiednictvim produkce
rozmanitych metabolitd. Tyto latky mohou slouzit jako slibné zdroje novych piirodnich

produktl pro 1écebné, zemédélské a prumyslové vyuziti.

Endofyty

Pojem endofyt byl poprvé pouzit vroce 1866 némeckym mykologem Antonem
de Barym, ktery popsal endofytni houby jako parazitické druhy zijici uvnitt rostlinnych pletiv
(Bary, 1866). V soucasnosti je endofyt definovan jako asymptomaticky mikroorganismus, ktery
kolonizuje vnitini pletiva rostlin. Vztah mezi endofytem a rostlinou mlze byt patogenni,
ale ptredev§im se vyskytuje vztah neutrdlni, oboustranné¢ prospéSny (mutualismus) nebo
jednostranné prospésny (komensalismus) (Strobel a kol., 2004).

Molekuldrni podstata endofytnich interakci je na rozdil od patogennich velmi malo
prozkoumana. Zatim neni prokdzano, zda tyto interakce maji spole¢ny ptivod, ackoliv existuji
dikazy o pritomnosti fady ptiznivych vlivii endofytl na Zivot rostliny. Podpora ristu miize byt
dosazena mikrobidlni produkci regulatorti rdstu rostlin, jako jsou auxiny, cytokininy
a gibereliny. Endofyty mohou potlacit syntézu ethylenu ve stresovych podminkach
1-aminocyklopropan-1-karboxylat (ACC) deaminasovou aktivitou, dusikaté a jiné Ziviny
mohou byt ¢innosti endofytti dostupné pro rostlinu ve vy$si mife pomoci biologické fixace

dusiku. Déle mohou endofyty zajisStovat rostliné ochranu vii¢i patogenim indukci fady

obrannych mechanismti (Hurek a Hurek, 2011). ZlepSeni fyziologického stavu rostliny
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a konkurenceschopnosti vii¢i ostatnim rostlinam podporuji endofyty zvySenim kli¢ivosti nebo
zlepSenim absorpce nutri¢nich prvka hostitelem. Navic diky pfitomnosti endofyti s vhodnymi
systémy degradace, chelatace nebo sekvestrace kovii, maji rostliny vyssi toleranci K pfitomnosti
tézkych kovl a Iépe piezivaji v kontaminovanych pudach (Aly a kol., 2011).
Endofytni diverzita

Pritomnost asymptomatickych endofytnich mikroorganismii v rostlinach je znama jiz
témeét dveé stoleti. Svého vyznamu vSak dosdhly az v nedavné minulost pro své komeréni
a prumyslové vyuziti. Nejvice zastoupenou skupinou endofytnich mikroorganismt jsou
bakterie, ze kterych nejvyznamnéjsi zastupci spadaji do tfech hlavnich kmend (Actinobacteria,
Proteobacteria a Firmicutes) a zahrnuji ¢leny rodt Azoarcus, Acetobacter, Bacillus,
Enterobacter, Burkholderia, Herbaspirillum, Pseudomonas, Serratia, Stenotrophomonas
a Streptomyces. Dalsi zastupce endofytii mizeme hledat mezi mikroskopickymi houbami.
Spojeni fungalnich endofytl a hostitelskych rostlin je povazovano za nevyhnutelné a unikatni.
Mnoho védcli se domniva, Ze houby kolonizujici zdravé listy, stonky, kotfeny a reprodukéni
organy hostitele vyznamné ovlivituji fyziologii, ekologii a reprodukéni biologii hostitelskych
rostlin. Existuji dostate¢né dikazy, které¢ dokazuji, ze endofytni houby poskytuji hostitelim
ochranu ptfed hmyzem, Skidci, byloZravci, stresovym pisobenim a dal§imi neptiznivymi vlivy.
Na oplatku dostavaji vyzivu, optimalni prostiedi a propagacni ptilezitosti uvniti hostitelského
organismu (Maheshwari, 2017).
Sekundarni metabolity produkované endofyty

Zivé organismy produkuji obrovské mnozstvi nejriizngjsich metaboliti. Vétsina z nich
pochazi zrostlin, ale bohatym zdrojem jsou také mikroorganismy. Endofyty vykazuji
vyznamnou chemickou rozmanitost tvorby sekundarnich metabolitii, coz je pficinou jejich
zna¢ného biotechnologického potencialu. Predstavuji relativné slab& prozkoumany a atraktivni
zdroj ptirodnich produktii vhodnych k vyuziti v I€katstvi, zemé&délstvi a primyslu (Gonzales
a Tello, 2011). Endofyty syntetizuji metabolity pro souziti s hostitelem, dalsimi endofyty
a patogeny za ucelem kolonizace hostitele a zajisténi vyzivy (Clay, 1988). Pasobi jako hlavni
zdroje strukturné jedinecnych, biologicky aktivnich pfirodnich metabolitt jako jsou alkaloidy,
benzopyranony, benzochinony, flavonoidy, fenoly, steroidy, terpenoidy, tetralony a xanthony.
Funkce téchto slouc¢enin mohou byt antibakterialni, antifungalni, antivirové, cytotoxické
a imunosupresivni. Tyto bioaktivni metabolity maji Siroky potencial vyzkumu novych vyuziti

a mohou hrat klicovou roli pti 1é¢bé fady zavaznych chorob. Endofyty také produkuji zna¢né
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mnozstvi antioxidanti, které zabranuji oxidacnimu poskozeni bunéénych slozek (Wiyakrutta
a kol., 2004).

Latky produkované endofyty Casto souvisi s podporou rostlinného riistu. Mechanismy,
které mikroorganismy pouzivaji k podpoie rastu rostlin, Ize obecné¢ rozdélit do dvou kategorii
— ptimé a nepifimé. Pfimé mechanismy jsou ty, kde endofyty aktivné a pfimo poskytuji ziviny
a dalsi latky, které jsou nezbytné pro rast rostlin nebo modulaci hladiny rostlinnych hormont.
V piipad¢ nepifimych mechanisml endofyty zabrafiuji inhibici rlstu zptsobenou riznymi
patogennimi ptivodci. Nepiimé mechanismy zahrnuji produkci lytickych enzymi, antibiotik,
sideroforli, indukci systémové rezistence, zménu hladin ethylenu a pfimou konkurenci
s fytopatogeny (Glick, 2012).

Sekundarni metabolity s antibakterialni aktivitou

V posledni dobé se postupné zvysuje rezistence lidskych patogennich bakterii vici
znamym antibakterialnim 1ékiim, tudiz vyvoj novych alternativ k aktudlné¢ dostupnym
Sirokospektrym terapeutikim je jasnou prioritou. Objev existence velké, zvelké casti
neprozkoumané skupiny endofytnich mikroorganismt, vedl k cilenému vyzkumu
v primyslovych i akademickych laboratofich (Rice, 2008). Mikroorganismy s antibakterialni
aktivitou jsou jiz vétSinou dobie prozkoumané v laboratornim méftitku, ale jsou potieba dalsi
studie o izolaci a ptrecisténi, aby se presn¢ stanovila jejich struktura a mechanismus ptisobeni.
V piipadech, kdy byly pfirodni produkty identifikovany biologickymi testy, by mély byt
povazovany za ,,leads®, které se stanou kandidaty pro vyvoj 1é¢iv (Molinari, 2009).

Antibakterialni aktivita je nejCastéji detekovana pti testovani kultur druhi Fusarium,
Phomopsis a Phoma. Bohuzel toto zji$téni nelze pficitat jejich vysoké antibakterialni aktivité,
ale spiSe vyssi frekvenci izolace téchto mikroorganismil ve srovnani se zbytkem izolovanych
hub. Pocet antibakteridlnich latek ziskanych z endofytnich hub neni tak velky jako pocet
ziskany 7z bakteridlnich kment, nejproduktivnéjSim fungalnim endofytem se zda byt
Streptomyces sp. Existuje cela fada studii, které se zabyvaji strukturné novymi metabolity
produkovanymi endofyty, jejichz antibakterialni potencial nebyl dosud testovan. Z toho
vyplyva cil do budoucna — provedeni komplexniho screeningu antibakterialni aktivity téchto
metabolitii proti kmentim rezistentnich bakterii (Radic a Srukelj, 2012).

Sekundarni metabolity s protirakovinnou aktivitou

Endofytim jako potencidlnim zdrojim pfirodnich latek se zacala vénovat intenzivnéjsi

pozornost ve chvili, kdy byla u nékterych hub izolovanych z tisu pacifického (Taxus brevifolia)

zjisténa schopnost produkce taxolu. Taxol, diterpenoid ze skupiny taxanil, je u¢inny proti
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lidskym nddorovym bunécnym liniim prsu a vajecnikii a vyuziva se v klinické chemoterapii
(Schiff a Horwitz, 1980). Prvnim dikazem, Ze i jiné organismy nez rostlinné bunky dokazi
produkovat taxany, bylo objeveni mikroorganismu Taxomyces andreanae z tiidy
Hyphomycetes. Endofytni houba byla izolovana z Taxus brevifolia a byla schopna produkce
taxanovych metabolitli kultivaci na semisyntetickém kapalném médiu (Stierle a kol., 1993).
V soucCasnosti je nejvyznamnéjSim producentem taxani kmen Pestalotiopsis microspora
izolovany z Taxus wallichiana. Produkce je 1000x vyssi nez u endofytu Taxomyces andreanae.
Mimo produkce taxolu je u Pestalotiopsis microspora zaznamenana i produkce dalSich
cytotoxickych latek. Piikladem je cytotoxicka kyselina torreyanova, izolovana z Pestalotiopsis
microspora, endofytu jehli¢nanu Torreya taxifolia (Lee a kol., 1996).

Produkce siderofori

Ziskavani Zeleza je jednim z klicovych krokt pro podporu mikrobidlniho ristu. Ackoli je
zelezo hojné€ zastoupeno v zemské kufe, v aerobnim prostiedi existuje v podobé nerozpustnych
Fe¥* komplexti, které jsou pro mikroorganismy nepiistupné (Szebesczyk a kol., 2016).
K ziskdni Zeleza vyvinuly mikroorganismy komplexni a slozité systémy. V podminkach
S nedostatkem Zeleza mikroorganismy produkuji siderofory, molekuly s nizkou molekulovou
hmotnosti (pod 1500 Da) a vysokou vazebnou afinitou pro Zelezo. Tyto metabolity jsou
schopné solubilizovat Fe®* komplexy a nasledné znich sekvestrovat Zelezo
(Lankford a Byers, 1973).

Jednim z kli¢ovych mechanismi bakteridlni rezistence na antibiotika je sniZzena
permeabilita vn&j§i membrany bakterie. ReSenim této rezistence miize byt transport molekuly
antibiotika do bakteridlni buiiky pfipojenim na molekulu sideroforu, ktera bézn¢ slouzi jako
chelator zeleza (Gorska a kol., 2014).

Produkce antioxidanti

V Zivych organismech probiha za b&znych podminek neustild produkce reaktivnich
forem kysliku. Tyto reaktivni ¢astice jsou puivodci fetézovych radikalovych reakci, které mohou
zpusobovat poskozeni DNA a bunéénou smrt. Antioxidanty napomahaji obrané€ organismii proti
témto reaktivnim formam kysliku, protoze diky své struktuie reaguji s radikaly a tim pterusuji
fetézovou radikdlovou reakci za vzniku stabilnich a netoxickych sloucenin
(Oldham a Bowen, 1998). Tradi¢ni 1éCivé rostliny jsou slibnym zdrojem endofyta
produkujicich metabolity s antioxidac¢ni aktivitou. Tyto slouCeniny patii veétSinou mezi
fenolické latky, které jsou rozSifenymi antioxidanty a maji vysokou reduk¢ni schopnost

(Theantana a kol., 2011). Za zminku stoji kaemferol, polyfenolova slou¢enina produkovana
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napiiklad endofytem Mucor fragilis, ktera snizuje nachylnost k chorobam jako diabetes
mellitus a riznym typtim rakoviny (Gehlot a Singh, 2018).
Produkce rostlinnych hormoni

Rostliny jsou vystaveny raznym abiotickym stresim, jako je sucho, extrémni teplota,
salinita a pfitomnost tézkych kovil. Abiotické stresy maji negativni vliv na fyziologii
a morfologii rostlin prostfednictvim defektl v genetické regulaci bunécnych drah.
upravuji esencialni hladiny fytohormonti, véetné auxinu, cytokininu, ethylenu, giberelinu nebo
poskytuji rostlindm ziviny jako fosfat, dusik ¢1 zelezo (Doty, 2017).

Endofyty Vitis vinifera

Kontrola onemocnéni a napadeni révy je nezbytnou soucasti kvalitni produkce hrozn.
Pesticidy a fungicidy jsou aplikovany od ¢asného jara do doby sklizn¢ pro ochranu révy pied
nejruznéjSimi fytopatogeny. V poslednich desetiletich se pouzivani syntetickych fungicida
k ochrané rostlin zvysilo, coz vedlo k rozsiteni povédomi vetejnosti o Skodach na Zivotnim
prostiedi zptisobenych témito latkami (Goldammer, 2015). Tyto obavy zvysily poptavku po
alternativnich ptipravcich pro ochranu rostlin, mezi néz patii moznost vyuziti mikrobidlnich
endofytl jako kontrolnich ¢inidel k vyvolani rezistence vii¢i fytopatogeniim u plodin jako je
réva vinna (Compant a Mathieu, 2016). Vyvolani reakci pro ochranu rostlin je Zadouci
vlastnosti v boji proti hnilob¢ dfeva a chorob kmend. Kromé toho mohou endofyty ucinit
rostliny révy vinné odolnéjsi vii€i nepfiznivym environmentilnim a edafickym podminkam
jako je dehydratace, salinita nebo omezena dostupnost zivin (Maheshwari, 2017).

Réva vinna je hostitelem velmi rozmanitych druhti endofytnich mikroorganisma. SloZeni
endofytnich komunit ovlivituje mnoho faktorG jako je misto odbéru, v&k pletiva
¢i bioklimatické faktory (Gonzales a Tello, 2011). Z bakterii jsou vyznamnymi endofyty
vyskytujicimi se ve Vitis vinifera zastupci rodi Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia,
Pseudomonas ¢i Rhizobium. Co se ty¢e mikromycetnich endofytt, Alternaria alternata,
Fusarium proliferatum, Epicoccum nigrum byly identifikovany jako slibna biokontrolni ¢inidla
proti specifickym patologickym staviim révy vinné, jako je plisen révova zplisobend houbou
Plasmopara viticola. Vitis vinifera je znamym producentem resveratrolu, slou¢eniny znamé pro
prevenci a zpomaleni vyskytu fady onemocnéni vcetné rakoviny, kardiovaskuldrnich a
ischemickych chorob. Mnoho endofyti vykazuje schopnost produkovat stejné funkcni

slouceniny jako jejich hostitelé a pfitom Zzit asymptomaticky v rostlinnych pletivech. Mezi
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mikromycety schopné produkce resveratrolu patii zastupci Botryosphaeria, Penicillium,
Cephalosporium, Aspergillus, Geotrichum, Mucor a Alternaria (Shi a kol., 2012).
Zavér

Endofytni mikroorganismy disponuji rozsahlou schopnosti produkce unikatnich
prirodnich metabolitd. Jako producenti téchto latek jsou velmi perspektivni diky snadné
mikrobidlni kultivaci. Populace endofytti Vitis vinifera zahrnuje celou fadu rozmanitych
bakterialnich i mikromycetnich zastupcti jejichz metabolity mohou byt vyuzitelné v tadé
pramyslovych a zemédélskych odvétvi. Do budoucna by bylo zajimavé zaméfit se

na metabolity s antifungalni aktivitou a potencial jejich vyuziti pfi tvorbé biopesticidi, které by

R 4

mohly byt Setingjsi variantou jak k rostling, tak k Zivotnimu prostiedi.
Podékovani

Tento vystup vznikl v ramci projektu GACR 18-26463S.
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Produktivita biomasy Arthrospira maxima ve tirech typech
kultiva¢nich zafizeni — tubularni, deskovy a gas-lift fotobioreaktor
S. Lucakoval?, T. Branyik?, I. Branyikova?

'Ustav biotechnologie VSCHT Praha

?Ustav chemickych procestt AV CR v.v.i.

Abstrakt

Biomasa sinic rodu Arthrospira (komeréné oznacované jako spirulina) obsahuje velké mnozstvi
nutraceuticky vyznamnych komponent — az 70% suSiny tvoii proteiny, dal§imi vyznamnymi
slozkami jsou barviva (chlorofyl, fykocyanin), esencialni mastné kyseliny, vitaminy a mineralni
latky. I ptes velky potencidl a Siroké moznosti vyuziti ¢eli velkoobjemové produkce spiruliny
stale problému vysoké ceny biomasy spojené s pomérné nizkou produktivitou v bézné
pouzivanych kultivacnich zafizenich. Tato prace je zaméfena na sledovani vlivu intenzity a
vinové délky zareni na produktivitu biomasy Arthrospira platensis pii kultivaci v tubularnich
fotobioreaktorech. Zaroven byl testovan vliv typu kultivaéniho zafizeni a porovnana
produktivita pfi kultivaci v tubularnim, deskovém a gas-lift reaktoru. Cilem pokusu je vybrat
vhodnou geometrii a typ osvétleni pro kultivaci tohoto rodu cyanobakterii za ucelem

maximalizace produktivity biomasy a zlepseni celkové ekonomické bilance produkce.

Uvod

Cyanobakterie (sinice) a mikrotfasy jsou fazeny mezi fototrofni mikroorganismy. Zatimco
jednobunécné mikroskopické tasy (,,mikrofasy) patii mezi organismy s eukaryotnim typem
bunky (napft. rod Chlorella), cyanobakterie jsou fazeny do kategorie organismu prokaryotnich
(napf. rod Arthrospira). Stejn¢ jako vys$si rostliny jsou sinice a mikrofasy schopny
fotosyntetické konverze anorganicky vazané¢ho uhliku ve formé¢ CO2 do organicky vazané
formy (biomasa). V porovnani s agronomicky vyuzivanymi plodinami vynikd biomasa
mikrofas a sinic celou fadou benefitd, napiiklad podstatné vyssi plosnou produktivitou nebo
moznosti kultivace na zeméd¢€lsky neobdélavatelné pideé. Diky unikatnim nutriénim hodnotam
a pozitivnimu efektu jejich konzumace na lidské zdravi se produkty obsahujici fototrofni

mikroorganismy (Chlorella, spirulina) staly vyhledavanymi dopliiky stravy. Celosvétova ro¢ni
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produkce mikrotfas a cyanobakterii se v soucasné dobé pohybuje okolo 5000 tun, z ¢ehoz
spirulina tvofi zhruba 60% (Ali a Saleh, 2012).

V soucasné dobé je nejvétsi ¢ast vyprodukované biomasy mikrofas a cyanobakterii
vyuzita jako doplnék stravy nebo krmivo (Chlorella, Spirulina, Nannochloropsis, Tetraselmis,
Isochytris), dale pro produkci betakarotenu (Dunaliella) a dalsich barviv, napiiklad
astaxanthinu (Haematococcus). Velky potencial ma vyuziti i v dalSich praimyslovych odvétvich
jako jsou napiiklad vyroba kosmetiky, farmaceuticky primysl, ¢isténi odpadnich vod a
zemé&d¢lstvi (produkce biostimulanti nebo biohnojiv) (Singh a Sharma, 2012).

Arthrospira

Nejznamnéj$im zastupcem cyanobakterii je rod Arthrospira (Spirulina), komeréné oznacovana
jako spirulina. Vyuziti spiruliny jako soucasti vyzivy bylo popséano jiz v 9. stoleti v okoli jezera
Cad. V této oblasti Zeny i v soucasnosti sklizeji biomasu spiruliny z p¥irodnich alkalickych jezer
filtraci pfes pisek nebo jemné textilie, sklizenou biomasu nasledné susi na slunci, ususené
filtratni kolace zvané “dihé” jsou prodavany na mistnich trzich a po kuchynské uprave
konzumovany naptiklad ve formé omacek. Zdravotni stav jedinct konzumujicich dihé je i pies
jinak velice chudou stravu piekvapivé dobry, coz bylo potvrzeno studiemi WHO. Zhruba od 16.
stoleti 1ze nalézt zminky o sklizeni a konzumaci spiruliny podobnym zptsobem i v nékterych
Aztéckych civilizacich ve stfedni Americe, kde je spirulina dodnes péstovana napiiklad
v oblasti jezera Texcoco. Spirulina roste v teplych jezircich se zasaditym pH (8,5), coz ji pfi
kultivaci ve fotobioreaktorech poskytuje znac¢nou selektivni vyhodu oproti jinym
mikroorganismiim a je tak méné nachylnd ke kontaminaci jinymi kmeny mikrofas nebo
bakteriemi (Batello a kol., 2004).

Prvni primyslova velkoobjemova produkce spiruliny zacala zhruba v 60. letech
minulého stoleti. Roku 2003 dostala spirulina status GRAS (Generally Recognised As Safe)
od organizace FDA (Food and Drug Administration of the United States). Celosvétova
produkce spiruliny je v soucasné dobé odhadovana na zhruba 3000 tun, mezi nejvétsi
producenty patii Cina, Indie, USA, Myanmar a Japonsko. Primérné cena biomasy se pohybuje
okolo 36 EUR/kg (Brennan a Owende, 2010).

Vyzkumné centrum IIMSAM (International Institution for the Use of Micro-Algae
Spirulina Against Malnutrition) spadajici pod OSN oznacilo spirulinu roku 1974 za potravinu
budoucnosti, predevsim kviili vysokému obsahu proteinti a dalSich nutri¢né vyznamnych slozek
a nenarocnym podminkam kultivace. Kosmické spolecnosti NASA a ESA se intenzivné vénuji

vyzkumu biologickych podplrnych systéma na kultivaci spiruliny, které by b&hem letd
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do vesmiru umoznovaly regeneraci vzduchu a pfipravu plnohodnotnych potravin pro posadku
letu (Tikhomirov a kol., 2007).

Spirulina tvoti vlakna dlouhd zhruba 0,1-0,2 mm s primérem pfiblizn€ 0,01 mm, ktera
umoziuji separaci biomasy od kultivacniho média pomoci bézné filtrace a nédklady na down-
stream procesy tak nejsou prili§ vysoké. Dalsi vyhodou je stravitelnost bunééné stény, diky
které neni nutnad jeji dezintegrace. Tyto faktory umoznuji sklizeni spiruliny i ve velmi
primitivnich podminkach (Vonshak, 1997). Kromé typického sklizeni z alkalickych jezer
Vv oblastech subtropti Ize trend kultivace spiruliny v jednoduchych podminkéch sledovat
napiiklad v jizni Francii, kde se ¢ast farmafi (Fédération des Spiruliniers de France,
http://www.spiruliniersdefrance.fr) picorientovala na kultivaci spiruliny misto péstovani
konven¢nich zeméd¢lskych plodin.

Typy zarizeni ke kultivaci mikroias

V zavislosti na typu organismu (morfologie bunky, ristova rychlost a produktivita, nachylnost
ke kontaminaci, cena finalniho produktu) mohou byt ke kultivaci mikrofas a sinic vyuZzity riizné
typy kultivacnich zafizeni. Kultivaéni zatizeni Ize obecné rozd¢lit do dvou typt, a to zatizeni
oteviend (oteviené nadrze typu ,oraceway ponds®) a uzaviend (fotobioreaktory). Klicovymi
faktory pro uspé$nou kultivaci vybraného fotoautotrofniho mikroorganismu v uréitém typu
zafizeni je zajiSténi dostateCné intenzity osvétleni, dostate€né dodavky oxidu uhlicitého a
mineralnich latek, zajisténi odpovidajici intenzity michani, vhodny konstrukéni materidl
zafizeni, efektivni zplisob odvodu kysliku vznikajiciho pfi fotosyntéze a moznost regulace
parametri jako jsou teplota a pH.

V soucasné dob¢ je spirulina vétSinou kultivovana v otevienych nadrzich hlubokych
15-35 cm (Shimamatsu, 2004), jejichz hlavni nevyhodou je nizkd produktivita biomasy
zpusobend predev§im obtiznou regulaci teploty a nizkym primérnych osvétlenim kultury
kultivaéni sezona, ktera ve vétSiné oblasti trva pouze nékolik mésict v roce (Converti a kol.,
2006). Kultivace v uzavienych systémech je kvili vysokym investi¢nim i provoznim nakladim
neekonomicka, presto je cast védecké komunity presvédcend, Ze optimalizace uzavienych
systémit a kultivacnich podminek v nich v budoucnosti umozni ekonomicky vyhodnou
produkci biomasy spiruliny v piesné kontrolovanych podminkach. Vhodné navrzené uzaviené
systémy mohou vést k podstatnému snizeni plochy, kterd je fotobioreaktorem zabrana (a tim
k podstatnému zvySeni plo§né produktivity). Dalsi vyhodou vertikalné umisténych uzavienych

fotobioreaktort, napiiklad tubularniho typu, je zvysSeni doby zdrzeni molekul oxidu uhli¢itého
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Vv zafizeni vedouci ke zvySeni u€innosti jeho vyuziti. DalSi moZnosti zvySeni efektivity vyuziti
CO:z je zatazeni tubularnich reaktorti do série (de Morais a Costa, 2007).

Pii konstrukci fotobioreaktoru pro kultivaci spiruliny je potfeba brat ohled na jeji
vlaknitou strukturu a vysokou citlivost vldken ke stfiznym silam. V pfipad¢ tubularnich
fotobioreaktorti hraje roli primér a délka trubek, intenzita a typ michani kultury a typ zatizeni
zpusobujiciho cirkulaci kultury v reaktoru. Pramér trubek je hlavni parametr, pomoci kterého
je regulovan pomér plochy ku objemu zatizeni, ktery ma zésadni vliv na intenzitu osvétleni
kultury. Délka trubek a geometrie jejich uspofddani ovliviluji charakter cirkulace kultury
Vv zafizeni. Parametry kultivace (intenzita osvétleni, koncentrace biomasy, teplota, typ
fotobioreaktoru) ovliviuji rychlost vzniku kysliku, jehoz pfilisSné akumulaci je potteba
vhodnym nastavenim zabranit, jinak by dochazelo ke snizovani rychlosti riistu a tim
produktivity zafizeni. Michani je nezbytné pro zajiSténi rovnomérného osvétleni vSech bunék
Vv zafizeni a distribuci nutrientti a plyna (Converti a kol., 2006).

Produktivita biomasy zastupcii rodu Spirulina v riznych typech zafizeni

V zéavislosti na pouzitém typu zafizeni se produktivita biomasy pohybuje v rozmezi
od 0,1 do 0,8 g/l/den. Pii kultivaci v otevienych zafizenich typu raceway ponds je obvykla
produktivita biomasy zhruba 0,05-0,18 g/l/den v zavislosti pfedev§im na ro¢nim obdobi a
klimatickém pasu (Vonshak, 1997), napt. Venkateraman (1997) ve své studii uvadi hodnotu
0,15 g/l/den . V uzavienych zafizenich je obecné dosahovano vyssi objemové produktivity,
napt. Converti a kol. (2006) uvadéji produktivitu 0,62 g/l/den pii kultivaci Spirulina platensis
Vv tubularnim fotobioreaktoru o objemu 5,5 litru , de Morais a Costa (2007) dosahli produktivity
Spirulina sp. 0,22 g/l/den pii kultivaci v tubularnim fotobioreaktoru o objemu 1,8 litru . Rozdil
v produktivitdich je zplsoben nejen typem kultivaéniho zatizeni, ale pfedevSim pouzitym
zdrojem (solarni vs. umély) a intenzitou osvétleni.

Vliv intenzity a vinové délky osvétleni

Stejné jako ostatni fotoautotrofni mikrotfasy a cyanobakterie vyuziva i spirulina svétlo jako
zdroj energie. Pro ekonomicky vyhodnou kultivaci je nezbytné zvolit takovou intenzitu
osvétleni, aby byla konverze svételné energie co nejvySsi. Mnozstvi energie dostupné
pro jednotlivé bunky zdvisi nejen na intenzité osvétleni, ale i na koncentraci bun¢k a mife
homogenizace kultury v kultiva¢nim zafizeni. Pti velmi nizké koncentraci bunék rostou bunky
vysSi rychlosti (exponencialng), ale pii ptiliS nizké koncentraci bunék v zatizeni dochazi
pii vysoké intenzité osvétleni k jevu zvanému fotoinhibice a buiky jsou velkym mnozstvim

svétla nevratné poskozeny. V ptipadé spiruliny byl fotoinhibi¢ni efekt pii osvétleni slune¢nim
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zafenim pozorovan pii koncentraci bunék nizs§i nez 0,1 g/l (Shimamatsu, 2004). Pri
technologicky béznych koncentacich biomasy (0,1-3 g/1) dochazi ve vsadkovych kultivacnich
zafizenich typicky k linedrnimu riistu, kdy je veskeré dopadajici svétlo absorbovano kulturou a
produktivita je konstantni. Pii ptili§ vysoké koncentraci bun¢k v zatfizeni dochazi ke snizovani
produktivity biomasy.

Pii kultivaci ve valcovych reaktorech v laboratornim métitku byl testovan vliv vinové
délky a chromati¢nosti osvétleni. Byla provedena série kultivaci ve valcovych
fotobioreaktorech s pracovnim objemem 350 ml, které byly osvétleny LED pasky o stejné
intenzité svétla (300 pmol/m?/s) lisici se ve vlnové délce (v ptipadé polychromatickych paski
v chromati¢nosti svétla). Fototrofni mikroorganismy vyuzivaji energii zafeni v rozmezi
vinovych délek 400-700 nm tj. tzv. fotosynteticky aktivni zafeni. Vzhledem k tomu,
ze absorp¢ni maximum chlorofylu je 676 nm a absorpcni maximum fykocyaninu je 620 nm,
nejvetSiho nartstu spiruliny by teoreticky mélo byt dosazeno pii osvétleni s vinovymi délkami
blizkymi témto hodnotam (napiiklad ¢ervena — 630 nm, oranzova — 610 nm, zluta — 595 nm).
Testovany byly monochromatické LED pasky o nasledujicich vlnovych délkéach: cervena
(630 nm), zluta (592 nm), zelena (530 nm), modra (470 nm) a UV (400 nm) a polychromatické
LED pasky o nésledujici chromati¢nosti: studena bila (6000 K) a denni bild (4500 K). Srovnéani
produktivit vypoctenych z gravimetricky urené koncentrace biomasy po jednom tydnu

kultivace je pro jednotlivé pasky uvedeno v Obr. 1.
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Obr. 1: Srovnani produktivity biomasy pro jednotlivé typy LED pasku

Produktivita v deskovém fotobioreatoru
V dalsi fazi byla spirulina kultivovana v pneumaticky michaném deskovém fotobioreaktoru
S pracovnim objemem 40 litr. Béhem kultivace byl sledovan vliv intenzity zafeni, a to

pii hodnotach 150 a 300 umol/m?/s. Kultivace probihala po dobu jednoho tydne, byla méfena
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ristova kfivka a vypoctena produktivita biomasy v zavislosti na intenzité svétla. Ostatni
podminky kultivace byly konstantni (teplota 30 °C, prutok aeracniho plynu 10 I/min, obsah CO-
v aeracnim plynu 2 %obj., pH 8,5-9,5, Zarroukovo médium, zdroj zaifeni LED panel).

Po jednom tydnu kultivace bylo pfi niZzsi intenzité osvétleni (150 pmol/m?/s) dosazeno
produktivity biomasy 0,09 g/l/den. Pfi zvyseni intenzity osvétleni na 300 pmol/m?/s bylo
dosazeno zvyseni produktivity na 0,14 g/l/den.

Produktivita v gas-lift fotobioreaktoru

Dalsim typem zafizeni, ve kterém byla spirulina kultivovana, byl gas-lift fotobioreaktor
S pracovnim objemem 1,1 litru. V tomto modelovém zafizeni byl sledovan vliv intenzity zaieni
v rozsahu 300-1500 pmol/m?%/s na produktivitu biomasy. Spirulina byla kultivovana v gas-lift
fotobioreaktoru temperovaném pomoci duplikétoru na 30 °C po dobu jednoho tydne pro kazdou
ze zvolenych hodnot intenzity (300, 1000 a 1500 pmol/m?/s). Méfenim absorbance a
gravimetrickym stanovenim koncentrace biomasy byla stanovena rstova kiivka a vypoctena
produktivita biomasy. Hlavnimi cili téchto experimentti bylo i) zhodnotit zavislost produktivity
na intenzité zafeni ii) pokusit se o nalezeni meze fotoinhibice, tedy takové kombinace hodnoty
intenzity zafeni a koncentrace biomasy, pfi které dojde k nevratnému poSkozeni bunck pftili§
vysokym osvétlenim.

Béhem kultivace byly méfeny ristové kiivky a po jednom tydnu kultivace byla
gravimetricky urcena finalni koncentrace biomasy, ze které byla dopoctena objemova
produktivita. V testovaném rozsahu intenzit svételného zateni byl sledovan rostouci trend
produktivity biomasy pii zvySujici se intenzité zareni, ani u nejvyssi pouzité hodnoty intenzity
zateni (1500 pmol/m?/s) nebyl pozorovan efekt fotoinhibice. V Tab. I jsou uvedeny objemové

produktivity biomasy vypoctené pro jednotlivé hodnoty intenzity zafeni.

Intenzita zafeni PX,7 dni
[nmol/m?/s] [g/l/den]
300 0,30
1000 0,34
1500 0,40

Tab. I: Kultivace v gas-lift reaktoru - zdvislost produktivity na intenzité zareni

Z vysledkt je patrna sniZujici se uc¢innost konverze svételné energie na biomasu pii zvySeni
intenzity zéfeni, z tohoto pohledu je nejvyssi t€innost vyuziti svétla pfi pouziti intenzity zafeni

300 pmol/m?/s.
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Porovnani produktivity v tubularnim, deskovém a gas-lift fotobioreaktoru

Na zavér byla porovnana objemova produktivita biomasy v tubularnim, deskovém a gas-lift
fotobioreaktoru pii kultivaci za stejnych podminek (teplota 30 °C, Zarroukovo médium, pH
9,5-10, intenzita svételného zafeni 300 pmol/m?/s). Kromé geometrie se zafizeni lisi i
V pracovnim objemu — tubularni reaktor 0,35 1, gas-lift reaktor 1,1 1 a deskovy reaktor 40 1.
Objemové produktivity biomasy vypoctené pro jednotliva zafizeni z gravimetricky

stanovenych hodnot koncentrace biomasy jsou uvedené v Tab. I1.

Typ zatizeni PX,7 dni
[g/l/den]
Tubularni reaktor 0,26
Deskovy reaktor 0,14
Gas-lift 0,30

Tab. Il: Srovndni objemové produktivity biomasy dosazené za stejnych podminek v riiznych typech fotobioreaktorii

Zavér

V prvni ¢asti experimentl byl sledovan vliv vinové délky osvétleni na produktivitu biomasy
pti kultivaci v tubularnich ~ fotobioreaktorech ~ osvétlenych ~ monochromatickymi  a
polychromatickymi LED pasky rtznych barev a chromati¢nosti. Nejvyssi produktivity bylo
dosazeno pfi pouziti cerveného LED pasku (vinova délka 630 nm) a LED pasku s denni bilou
barvou — produktivita 0,13 g/l/den a 0,12 g/l/den, naopak nejnizsi produktivita biomasy byla
pii pouziti LED paski s kratkou vinovou délkou — UV (vlnové délka 400 nm), modra (vinova
délka 470 nm), studend bila (produktivity 0,00; 0,02 a 0,07 g/l/den). Z vysledkl je zfejmy trend
rostouci produktivity s rostouci vinovou délkou pouzitého svétla, coz odpovida ptedpokladu
vysoké produktivity ve vlnovych délkach blizici se absorpénimu maximu zelenych

fotosyntetickych barviv fykocyaninu a chlorofylu, ktera jsou 676 a 620 nm.

Pii kultivaci v deskovém a gas-lift fotobioreaktoru byl sledovan vliv intenzity zareni
na produktivitu biomasy. U deskového fotobioreaktoru byly testovany hodnoty 150 a
300 umol/m?/s, zatimco u gas-lift fotobioreaktoru hodnoty 300, 1000 a 1500 pmol/m?/s. U obou
typt zatizeni byl potvrzen trend zvySeni ristové rychlosti a produktivity zvySenim intenzity
osvétleni. Pfi kultivaci v gas-lift reaktoru nebyl ani pfi pomérné vysoké intenzité osvétleni
1500 umol/m?/s pozorovan jev fotoinhibice (poskozeni bun&k vysokou davkou svétla).

Nejvyssi ucinnost konverze dopadajiciho zafeni na biomasu byla v pfipad¢é nejnizsi intenzity
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zafeni, v ptipadé intenzity 1000 pmol/m?/s byla i¢innost konverze snizena o 66% a v p¥ipadé

intenzity 1500 pmol/m?/s 0 73%.

Pro srovnani vlivu geometrie zatizeni na produktivitu biomasy byla provedena série
kultivaci v tubularnim, deskovém a gas-lift fotobioreaktoru za stejnych podminek (teplota, pH,
pratok a sloZeni aera¢niho plynu, sloZzeni média, intenzita osvétleni). Jako nejvhodnéjsi typ
zatizeni byl na zadklad¢ nejvyssi produktivity vyhodnocen gas-lift reaktor (produktivita
0,30 g/l/den), nejnizsi produktivity bylo dosazeno v deskovém fotobioreaktoru (0,14 g/l/den).
Kromé geometrie se tato zatizeni 1isi predevsim v typu michani a cirkulace kultury v zatizeni
(probubublévana kolona vs. gas-lift) a poméru osvétlené plochy k objemu. Z vysledki je patrné,
ze gas-lift reaktor je pro kultivace vlaknité spiruliny vhodny typ uzavieného fotobioreaktoru a
V navazujicich experimentech bude provedena optimalizace parametrti kultivace v tomto

zafizeni s cilem maximalizace produktivity biomasy a snizeni celkovych produkénich nékladi.
Podékovani za podporou Ministerstva zemédélstvi CR v ramci projektu QK1910300.
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Antifungalni aktivita kombinace pterostilbenu a amfotericinu B
vuci biofilmu kvasinek rodu Candida

K. Lokocova, J. Masak
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Mikrobiélni biofilm 1ze definovat jako spolecenstvi mikroorganismi obklopenych ochrannou
matrici exopolymernich latek, kterd jsou schopna kolonizovat rizné biotické a abiotické
povrchy. K nejbéznéjsim druhiim kvasinek zptisobujicich nozokomialni infekce patii naptiklad
Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida glabrata a Candida albicans. Lécba infekci
spjatych s biofilmem je velmi obtizna kvili vysoké rezistenci biofilmovych bun¢k vici
Sirokému spektru antimikrobialnich latek. V soucasné dob¢ je proto potieba neustdle vyvijet
nové antimikrobidlni ¢i antibiofilmové latky.

Tato studie je zaméfena na testovani kombinace biologicky aktivnich latek s antibiofilmovym
uc¢inkem. Za timto ucelem byla vybrana ptirodni latka pterostilben a antibiotikum amfotericin
B a byl studovan jejich potencial inhibovat tvorbu biofilmu oportunné patogennich kvasinek
Candida albicans ATCC 2091, Candida parapsilosis CCM 8260 a Candida krusei CCM 8271.
Metabolicka aktivita bun€k biofilmu byla stanovend pomoci MTT testu a celkovy obsah
biomasy biofilmu byl kvantifikovan barvenim krystalovou violeti. Biofilm byl nésledné
vizualizovan fluorescenénim mikroskopem. Nejvyssi inhibi¢ni uinek byl potvrzen u
kombinace 40 mg/l pterostilbenu s 2 mg/l amfotericinu B v piipadé Candida albicans ATCC
2091. Na zakladé ziskanych vysledkll jsme dospéli k zaveéru, ze kombinace téchto latek ma

slibny potencial pro 1écbu infekci zpisobenych riznymi druhy kvasinek rodu Candida.
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Lidské monoaminooxidasy jako terapeuticky cil
D. Marsik

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Lidské monoaminooxidasy (hMAOs) jsou intracelularni enzymy vazané na vné&jsi
mitochondridlni membranu, kde katalyzuji oxidativni deaminaci biogennich monoamini.
Produkty oxidativni deaminace jsou pak peroxid vodiku, pfislusny aldehyd a v ptipadé
primarnich amini amoniak nebo u sekundarnich amind substituovany amin (Weyler a kol.,
1990; Youdim a kol., 2006). Na zakladé odlisné afinity k pfirozenym substratim byly popsany
dvé isoformy hMAOs. Isoforma katalyzujici oxidaci serotoninu je ozna¢ovana jako hMAO A,
zatimco isoforma se substratovou specifitou k benzylaminu nebo 2-fenylethylaminu nese
oznaceni hMAO B. Vzijemné jsou si ale velmi podobné, a proto nckteré substraty jako
katecholaminy degraduji s podobnou uc¢innosti (Geha a kol., 2001; Youdim a kol., 2006).
Jejich inhibitory nasly uplatnéni v terapii deprese a Parkinsonovy nebo Alzheimerovy choroby.
V soucasnosti se stale testuji nové latky, které by rozsitily moznosti indikace inhibitordt hMAOs
a naplnily tak terapeuticky potencial této skupiny 1éc¢iv.

Funkce hMAQOs

Primarni funkci hMAOs je ochrana organismu pied nadmérnym mnozstvim biogennich
amint a nékterych xenobiotik. Degradace probiha bud’ pfimou oxidaci z krve nebo preventivné
pfed vstupem amini do krevniho feciSté. Stejny vyznam méd i hMAO B obsaZena
v hematoencefalické bariéte (Tipton a kol., 2004; Youdim a kol., 2006).

V perifernim a centrdlnim nervovém systému jsou hlavnimi funkcemi hMAOs ochrana
nervové tkané pred poSkozenim vlivem exogennich amind, regulace skladovani aminovych
neurotransmiterd a ukonceni jejich ptisobeni. Po uvolnéni do synaptické Stérbiny je cast
neurotransmitert  vychytdvana gliovymi bunikami a astrocyty, kde probiha degradace
extraneurondlné. Zbylé neurotransmitery jsou po pienosu signalu zpétné vychytavany
do presynaptického neuronu, kde mohou byt degradovany intraneuronalné. Nedegradované
neurotransmitery jsou nakonec uskladnény v synaptickém vacku, ve kterém jsou pied dalSim
pisobenim hMAOs chranény. Pii naruSeni zpétného vychytdvani maé extraneuronalni

degradace zastupitelnou funkci (Tipton a kol., 2004; Youdim a kol., 2006).
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Nerovnomérna distribuce v nervovém systému a rozdily v substratové specifité¢ umoziuji
hMAOs vykonavat odlisné funkce. Serotoninergni neurony obsahuji paradoxn¢ vyrazné vyssi
mnozstvi hMAO B. Ulohou hMAO B v serotoninergnich neuronech je pravdépodobné
eliminace cizich aminti a zabranéni jejich vstupu do synaptickych vacka. Diky tomu se zvySuje
Cistota serotoninu putyjiciho do synaptické S$térbiny. V degradaci serotoninu hraje
pravdépodobné dulezitou roli extraneuronalné umisténd hMAO A v gliovych bunkach.
Toto zjisténi je v rozporu s ptivodni myslenkou, Ze metabolismu neurotransmitert se vyhradné
ucastni hMAOs umisténé v nervovych zakoncenich, kdeZto extraneuronalné umisténé hMAOs
se degradace ucastni az po jeho nadmémém vyplaveni. VSe potvrzuji inhibicni studie, kdy
po podani selektivnich inhibitorit hMAO A dochézi ke zvySeni koncentrace serotinu, zatimco
u inhibitort hMAO B ne (Tipton a kol., 2004; Youdim a kol., 2006).

V noradrenergnich neuronech obsahujicich hMAO A i hMAO B je noradrenalin
piiblizné stejné dobrym substratem pro oba enzymy. V synaptosomu je noradrenalin
preferenéné vychytavan do synaptickych vacki, takze v této casti neni témeét degradovan
(Tipton a kol., 2004; Youdim a kol., 2006).

Vyuziti hMAOs jako terapeutického cile

hMAOs ovliviluyji  hladinu  neurotransmitert v centrdlni nervové soustave.
Jejich nerovnovaha je spojena s pathobiochemii fady neurogennich poruch véetné deprese,
Alzheimerovy choroby a Parkinsonovy choroby. Nadmérna aktivita enzymu v mozku hraje
zasadni roli u rlznych psychiatrickych poruch. Ztrata kognitivnich funkci u pacient
S Alzheimerovou chorobou je spojovana s vysokou hladinou hMAO B, zatimco nizké
koncentrace neurotransmiter stanovené u pacientl trpicich tézkymi depresemi jsou
pfisuzovany zvySené hladiné hMAO A. Dnes se klinicky vyuzivéa inhibice hMAOs pfi 1écbé
deprese, Parkinsonovy choroby nebo demence. Dal§i mozZnosti indikaci jsou ve fazi klinickych
studii nebo vyzkumu (Kumar a kol., 2017).

Deprese

Deprese je chronické onemocnéni spojené s nizkymi hladinami serotoninu, noradrenalinu
a dopaminu Vv centralni nervové soustavé. Obecné dochazi k poruse pfenosu na neuronalnim
zakonCeni v dusledku nizké koncentrace neurotransmiteru v synaptické Stérbin€. Tento stav
mize mit hned nékolik pfi¢in. Mezi nejpravdépodobnéj§i patii snizend produkce
neurotransmiteru v presynaptickém zakonceni, zvySené zpétné vychytavani neurotransmiteru
ze synapse (Anders a Roth, 2000) nebo nadmérna exprese hMAO A a tim zvySena degradace

neurotransmiteru. Cilem terapie je zvySeni koncentrace neurotransmiterii v synaptické oblasti.
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Tohoto efektu 1ze docilit inhibici hMAOs, ktera je jednim z nejstarSich pfistupi vyuZivanych
V terapii deprese. Inhibitor se vaze piimo s enzymem a zastavuje tak jeho katalyticky ucinek.
Potlacenim degradace vzriistd koncentrace neurotransmiteri v nervovych zakoncenich (Kumar
a kol., 2017; Yamada a Yasuhara, 2004).

Fenotypové studie pacientd se vzdcnym vrozenym onemocnénim Norrieho choroba,
u kterych byla diagnostikovana delece gent pro hMAO A, hMAO B nebo pro oba enzymy
Vv jeho neurofyziologickém vyvoji a funkci (Lenders a kol., 1996). Studie na mysich, u kterych
byl proveden knockout genid pro mMAOs prokazala, Ze dominantni vliv na degradaci
neurotransmiterd, a tedy i1 potencidlné na vznik deprese ma forma A. Po knockoutu genti pro
mMAO A doslo v mozku ke zvysSeni hladiny serotoninu, noradrenalinu a v malém mnoZzstvi
1 dopaminu, zatimco po vyfazeni geni pro mMAO B byla zvySena pouze koncentrace
2-fenylethylaminu. Knockout obou enzymu vedl ke zvySené odolnosti vici stresu (Youdim
a kol., 2006). Tyto skute¢nosti naznacuji, ze k navozeni antidepresivniho t¢inku sta¢i vyuzit
inhibice hMAO A, proto vznikla podskupina IMAOs oznacovana jako RIMA, které
reversibilné inhibuje isoformu A. Tato skupina mé podobné terapeutické ptisobeni i indikace
jako inhibitory zpétného vychytavani neurotransmitertt (Anders a Roth, 2000). Jeji zastupci
jsou velice ucinni pii 1écbeé atypickych depresi a tzkostnych poruch. RIMA jsou vhodné
zejména pro star$i pacienty, u kterych miize dojit k poklesu noradrenergni neurotransmise
v mozku, a také protoZe s rostoucim vékem roste 1 aktivita hMAOs (Yamada a Yasahura, 2004).

Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba je chronické neurodegenerativni onemocnéni spojené se zvysenou
aktivitou hMAO B v bazalnich gangliich, ktera odpovida za metabolismus dopaminu. Aktivita
hMAO B se zvySuje v dusledku gliosy neboli zmnozeni gliovych bunék (Youdim a kol., 2006),
ve kterych se s rostoucim vékem muze zvysit exprese hMAO B az Ctyiikrat. Protoze je v této
oblasti mozku dominantni aktivita hMAO B, k terapii se vyuziva jeji inhibice (Kumar a kol.,
2017).

Pfinos inhibitort hMAO B v terapii Parkinsonovy choroby byl studovan na zakladé
identifikace = dopaminergniho  neurotoxinu 1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridinu
(MPTP), ktery je metabolizovan hMAO B na neurotoxin 1-methyl-4-fenylpyridinium (MPP™).
MPP* navozuje degradaci nigrostriatalnich dopaminergnich neuronti a zpisobuje

parkinsonismus u lidi a primatt. Sou€asné bylo zji§téno, Ze mMAO B knockout mysi jsou proti
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ucinkiim toxinu rezistentni. Podanim inhibitort hMAO B bylo zabranéno neurodegeneraci
a s tim spojenému ubytku dopaminu (Youdim a kol., 2006).

Neuroprotektivni efekt ziskany po inhibici hMAO B naznacuje, Zze produkty reakci
katalyzované hMAQOs mohou pfispivat k neurotoxicité¢. V ptipadé¢ Parkinsonovy choroby
je obzvlast’ dulezity cytotoxicky aldehyd odvozeny od dopaminu. Pacienti s touto nemoci maji
vsubstantia  nigra  vyrazn¢  niz§i ~ mnozstvi  aldehyddehydrogenasy,  ktera
3,4-dihydroxyfenylacetaldenyd (DOPAL) fyziologicky degraduje (Galter a kol., 2003;
Lamensdorf a kol., 2000). Kumulujici se DOPAL muze kondenzovat s neoxidovanym
dopaminem a vytvofit tak tetrahydropapaverolin (THP). Ve struktufe THP je aminova skupina
soucasti tetrahydroisochinolového kruhu. Takové struktury degraduji dopaminergni neurony
a mohou se tak podilet na vzniku parkinsonismus (Shin a kol., 2004).

Dalsimi neurotoxickymi produkty oxidativni deaminace jsou amoniak a peroxid vodiku
(Halliwell, 1992; Klann a Thiels, 1999; Norenberg a kol., 2004; Yang a kol., 2004). Peroxid
vodiku a dalsi reaktivni volné radikdly generované hMAO B mohou zapfti€init zhorSeni
neuronalnich funkci nebo smrt neuronid a amplifikuji tak G¢inek THP (Yamada a Yasahura,
2004). Inhibici hMAO B dochazi k jejich poklesu, diky kterému by mohlo dojit ke zpomaleni
neurodegenerativnich procest spojenych s Parkinsonovou chorobou (Kumar a kol., 2017).
Na druhou stranu, celkovy mechanismus cytoprotektivniho G¢inku inhibitori hMAO B neni
znamy a jejich vyznam v terapii Parkinsonovy choroby je sporny. Zatim se nepodafil
presvédciveé prokazat piinos ve zmirnéni progrese onemocnéni. Neuroprotektivni uc¢inek nebyl
prokéazan u vSech inhibitort hMAO B a inhibice hMAOs nemusi byt hlavnim mechanismem
jeho vzniku (Youdim a kol., 2006). Inhibitor hAMAO B ucinny v neuroprotekci totiz ochranil
pred toxicitou MPP" také bun&¢né linie MAO B postradajici (Sharma a kol., 2003).

V soucasné dob¢ je pro lécbu Parkinsonovy choroby dostupna pouze symptomaticka
terapie. Pro zvySeni mnoZstvi dopaminu se podava jeho prekursor levodopa, ktery mize
na rozdil od dopaminu prostoupit hematoencefalickou bariérou a v mozku se na dopamin
pusobenim DDC pteménit (Youdim a kol., 2006). Inhibitory hMAO B pfimo mnozstvi
dopaminu nezvysuji. Tohoto efektu lze dosdhnout pouze inhibici obou forem enzymu (Green
a kol., 1977). Inihibice h(MAO B posiluje G€inky levodopy a napomahé udrzet koncentraci
dopaminu v terapeutické hladiné. Jeji vyuziti mize vést ke snizeni davek levodopy potiebné
pro navozeni u¢inku (Kumar a kol., 2017).

Alzheimerova choroba
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Alzheimerova choroba je progresivni onemocnéni zplisobujici degenerativni zanik
neuronll. Onemocnéni doprovazi postizeni kognitivnich funkci, zejména se projevuje
syndromem demence. Pfesna pfiina degenerace neuronll neni zndma. Etiologie onemocnéni
je vsak spojend se zvySenym oxida¢nim stresem a nadmérnou aktivitou hMAO B pfi gliose,
kterd zvySuje koncentraci H20, a mmnozstvi reaktivnich volnych radikali. U pacientt
s Alzheimerovou chorobou byly ve specifickych oblastech mozku stanoveny nizké hladiny
acetylcholinu, ktery zajiituje pienos informaci mezi mozkovymi buiikami. Ubytek bungk
a naruSeni pienosu signalu vyznamné poSkozuje mozkové funkce jako uceni a tvorba paméti
(Kumar a kol., 2017).

Alzheimerova choroba je dodnes nevylécitelné onemocnéni. Soucasné dostupna
farmakoterapie méa za cil zpomalit proces postizeni kognitivnich funkci a zkvalitnit Zivot
pacientim. Priibéh demence lze zmirnit inhibitory cholinesteras, které potlacuji degradaci
acetylcholinu (Salomone a kol., 2011). Lze je podavat v kombinaci s prekursory acetylcholinu
jako lecitin (Higgins a Flicker, 2009).

Od inhibitori hMAO B se na ziklad¢ etiologie ocCekava neuroprotektivni ucinek
a zpomaleni progrese onemocnéni. Na jejich vyznam v terapii Alzheimerovy choroby vSak
nepanuje jednotny nazor (Bortolato a kol., 2008). V soucasné dob¢ se testuji latky s dudlnim
mechanismem Uc¢inku. Do klinickych studii se dostal Ladostigil inhibujici acetylcholinesterasu,
butyrylcholinesterasu a obé MAOs. Inhibice MAOs je ireversibilni a probiha vyhradné
v mozku. V preklinickych studiich prokézal silné antiapoptické a neuroprotektivni Gc¢inky
a vysledky nasvédcuji, Ze by mohl vyznamné podpofit aktivitu cholinergniho systému (Weinreb
a kol., 2012).

Srdeéni a mozkova ischemie

Ke zvySené mitochondrialni produkci peroxidu vodiku a reaktivnich volnych radikali
dochazi také v situacich, kdy bunky nejsou dostate¢né zasobeny v krvi rozpusténym kyslikem.
Do stavu hypoxie se tkan¢€ dostavaji pii srdecni nebo mozkové ischémii. Hromadici se reaktivni
formy kysliku po opétovném uvolnéni krevniho priitoku neboli reperfuzi poskozuji ptilehlé
tkan¢ a zplsobuji zanét. IMAOs by svym G¢inkem mohly zablokovat vyznamny zdroj volnych
radikalt, snizit periferni poSkozeni tkané€ a zrychlit zotaveni po ischémii (Kaludercic a kol.,
2014; Simon a kol., 2001; Slezak a kol., 1995)

Rizika spojena s uZivainim IMAOs
Puvodni generace IMAOs inhibujici enzym ireversibilné a neselektivné byla pro vysokou

toxicitu a nezadouci interakce s potravinami a dal$imi 1é¢ivy postupné nahrazena selektivnimi
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inhibitory nebo inhibitory zpétného vychytavani. Zasadni nebezpeci spociva v ireversibilité
vazby inhibitoru, jehoz u¢inek miize byt zvracen pouze obnovou enzymu a zvysSuje tak riziko
pfi pfedavkovani (Yamada a Yasahura, 2004).

Pii uzivani ireversibilnich IMAOs je nutné dodrzovat tyraminovou dietu. Exogenné
pfijimany tyramin je ve stfevech fyziologicky metabolizovain hMAO A. Po inhibici roste
koncentrace tyraminu, ktery pfechdzi ze stfev do krve a ve vysokém mnozstvi navozuje
uvolnéni noradrenalinu. Sympatomimeticky uc€inkujici tyramin s noradrenalinem aktivuji
kardiovaskularni systém, dochdzi k masivnimu zvySeni krevniho tlaku, pfi kterém hrozi
poskozeni az selhani nékterych organt. Tento zivot ohrozujici stav oznacujeme jako
hypertenzni krize (Kumar a kol., 2017; Youdim a kol., 2006). Popsané interakce léciva
S potravinou se nazyva ,,cheese reaction®, protoze prvni zaznamenany piipad interakce byl po
poziti syra. Tyramin je ale béznou slozkou fermentovanych potravin (Rao a Yeragani, 2009).

Toxicitu a nezadouci interakce s potravinami se podafilo zmirnit vyvojem RIMA
a selektivnich inhibitori hMAO B. RIMA ,cheese reaction” nezplisobuji, protoze tyramin
je schopny v travicim systému vytlacit reversibiln€ vazany inhibitor z aktivniho misto enzymu
a vmozku navodit antidepresivni ucinek. U ireversibilnich, ale selektivnich inhibitort
hMAO B problém s interakci neni, protoZe tyramin je stale u¢inn€ metabolizovan pomoci
hMAO A. Vyjimkou je pouziti téchto latek ve vysokych davkach, protoze selektivita je
podminéna koncentraci (Youdim a kol., 2006). Klinicky testovany Ladostigil by potencovat
aktivitu kardiovaskularniho systému nemél, protoze inhibuje MAOs specificky v mozku
(Weinreb
a kol., 2012).

IMAO mohou nebezpecné interagovat s Iéky, které zesiluji jejich G€inek a bezprostiedné
tak ohrozit pacienta na zivoté. V kombinaci s pfipravky aktivujicimi adrenergni receptory
zvySuji krevni tlak az do stavu hypertenzni krize. Stejné riziko hrozi pfi vzajemném uZzivani
s inhibitory zpétného vychytavani noradrenalinu. Kontraindikovany jsou také s antibiotiky,
které¢ inhibuji hMAOs (Kumar a kol., 2017).

Pii tézkych depresich je mozné kombinovat Ucinek IMAOs s SSRI. Tato terapie
je spojena s rizikem vzniku serotoninového syndromu, coz je toxicky stav, pii kterém dochazi
k nadmérné stimulaci serotoninovych receptori. Klinicky se projevuje fadou zavaznych
piiznakil, mezi néz patii 1 zivot ohrozujici hypertemie (Anders a Roth, 2000; Kumar a kol.,
2017). O tomto riziku musi byt pacient informovéan, protoze nadmérna davka kombinace

IMAOs a SSRI zptisobi serotoninovy syndrom az u 50 % lécenych. U fadn¢ informovaného
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pacienta je vys$$i Sance na v€asnou diagndzu a naslednou 1é¢bu. Serotoninovy syndrom mize
byt vyvolan 1 vkombinaci svolné prodejnymi léCivymi pfipravky, naptiklad
s dextrometorfanem, ktery je slozkou sirupu proti kasli (SUKL, 2015, on-line).
Zavér

Lidské monoaminooxidasy jsou dodnes vyuzivany jako terapeuticky cil pii 1é¢be deprese.
Zavedenim skupiny RIMA, ktera cili pouze na isoformu A, se podafilo vyrazné zlepsit
bezpecnostni profil této skupiny antidepresiv. Stejné tomu je i u selektivné uc¢inkujicich
inhibitort hMAO B, které mohou byt vyuzity v terapii Parkinsonovy choroby nebo demence.
U téchto onemocnéni se vyuzivaji pro neuroprotektivni ucinky, které se nepodafiilo prokazat
u vSech inhibitort hMAO B a jejichZ rozsah se mezi jednotlivymi latkami 1i§i. Dodnes neni
puvod neuroprotektivniho uc¢inku jednoznac¢né objasnény. Nove nalezené inhibitory hMAO B
by mohly pfispét k feSeni tohoto problému nebo by mohly byt i€¢inng;si v neuroprotekci nez
soucasn¢ pouzivana terapeutika. Mechanismus vzniku neuroprotekce nemusi byt spojen pouze
s inhibici hMAO B a nové¢ latky by tak mohly vést k vyvoji 1éCiv s odliSnym mechanismem
ucinku. Pro 1é¢bu Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby neméame stale v soucasné dobé
dostatecné ucinnou farmakoterapii, tudiz je vyvoj dalSich 1é¢iv inhibujicich isoformu B stéle
aktudlni.
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Antimikrobialni aktivita stfibrnych nanocastic syntetizovanych
pomoci odpadii ze zpracovani technického konopi

J. Michailidu, A. Cejkova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Velkym tématem soucasnosti je rostouci vyznam vyuziti nanoc¢astic kovi; jejich udrzitelné a
nakladové efektivni produkce je vSak stale predmétem vyzkumu. Nejvyznamnéjsi podil studii
v tomto kontextu se zabyva takzvanou biologickou syntézou nanocéstic, tedy pouzitim
biologickych Ciniteld, které zde plsobi jako redukéni a stabilizaéni €inidla. V této studii byla
sledovédna biologickd produkce nanocastic stiibra za vyuziti rostlinného extraktu, konkrétné
byly vyuzity odpady ze zpracovani technického konopi. Nasledn¢ byla sledovana
antimikrobidlni aktivita produkovanych nanocastic proti suspenznim buiitkdm gramnegativni
bakterie Pseudomonas aeruginosa. Bylo zjisténo, Zze konopny odpad lze pouzit k produkci
nanoCastic stiibra, které vykazuji silnou inhibi¢ni aktivitu vi¢i suspenznim bunkam P.

aeruginosa jiz pti pouziti nizkych koncentraci.

Uvod

Nanocastice kovil jsou definovany jako objekty se vS§emi rozméry v rozmezi 1 az 100 nm. Praveé
malé méfitko nanocasticim proptjcuje jejich vyjimeéné optoelektrické, katalytické C¢i
antimikrobidlni vlastnosti vlastnosti. Nanocastice stiibra hraji v kontextu antimikrobidlni
aktivity prim, i diky své efektivit€¢ proti patogeniim rezistentnim k tradicnim antibiotikiim
(Siddiqi a kol., 2018).

Vyuzitelnost sttibrnych nanocastic v riznych kontextech, od 1ékatskych pomticek az po domaci
spotiebice, je dnes jiz zndamym faktem. S jejich vzristajici aplikaci se vSak zvySuji také naroky
na jejich produkci. V soucasnosti vyuzivané metody syntézy jsou ekologicky ¢i ekonomicky
nevyhodné, a proto je zkoumani alternativnich pfistupti v soucasnosti vénovana zvysena

pozornost (Schrofel a kol., 2014; Syafiuddin a kol., 2017).

46



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2020

Material a metody

Material pro biosyntézu
Odpad ze zpracovani technického konopi, dusi¢nan stiibrny (Sigma aldrich), ethanol (40%),

destilovana voda.

Priprava extraktu

150 mg konopného odpadu bylo homogenizovano za pouziti kuchyiniského mixéru a nasledné
macerovano po dobu 24 h spole¢né s 600 ml 40% ethanolu. Smés byla posléze filtrovana ptes
laboratorni filtracni papir (8 um) a nésledné pftes filtr s porozitou 0.2 um. Vysledny extrakt byl

uchovavan v temnu a chladu.

Biosyntéza nanocastic
Konopny extrakt byl smichan s roztokem dusi¢nanu stfibrného tak, aby vyslednd smés
obsahovala 10 % extraktu a 1 mM dusi¢nanu stfibrného. Tato smés byla ponechana reagovat

po dobu 24 h a nasledné byla provedena detekce nanocastic pomoci UV-VIS spektrofotometru.

Mikrobialni kmen a kultiva¢ni médium

Antimikrobidlni G¢inky vytvofenych nanocastic byly sledovany na gramnegativni oportunné
patogenni bakterii Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145, DBM 3081, DBM 3777).
Mikroorganismy byly prekultivovany po dobu 24 h v Luria Bertani (LB) médiu pii 37 °C.

Sledovani antimikrobialni aktivity proti suspenznim buiikam

Inhibice suspenznich bunék v pfitomnosti nanocéstic stiibra byla uréena pomoci
mikrokultiva¢niho zatizeni Bioscreen C. Buiky P. aeruginosa byly kultivovany po dobu 24 h
v pfitomnosti riznych koncentraci stfibrnych nanocastic (0,31; 0,63; 1,25; 1,88; 2,50; 3,13;
4,69 obj. %), pticemz kazdy experiment byl proveden v 10 paralelach.

Vysledky a diskuze

Biosyntéza nanocastic kovii za pomoci ethanolového extraktu z konopného odpadu byla
potvrzena pomoci UV-VIS spektrofotometrie. Spektra ziskana z méfeni smési po 24 h

obsahovala charakteristicky peak pii vlnové délce 450 nm. Tento absorpéni pds, jenz je
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zpusoben jevem zvanym lokalizovana povrchova plasmonova resonance, je zminovan také v
dalsich studiich sledujicich moznosti biologické syntézy stiibrnych nanocastic (Sadeghi a
Gholamhoseinpoor, 2015; Khan a kol., 2014).

V této studii byla sledovana i antimikrobialni aktivita pfipravenych nanocastic proti suspenznim
bunkam tii kmend gramnegativni oportunné patogenni bakterie P. aeruginosa (ATCC 10145,
DBM 3081, DBM 3777) (Tab. I). U vSech sledovanych kmend P. aeruginosa byla pozorovana
vice nez 90% inhibice jiZ pti pouziti 0.63 obj. % nanocastic stiibra. Ve studii Arokiyaraj a kol.
(2017) byla studovdna antimikrobidlni aktivita stfibrnych nanocastic ptipravenych pomoci
kofenového extraktu Rheum palmatum a bylo zjisténo, ze pro dosazeni 90% inhibice bylo

zapotiebi 15 mg/l nanocastic stiibra.

Tab. |
Mikroorganismus Inhibice p¥i 0.63 obj. % nanocastic (%)
P. aeruginosa (ATCC 10145) > 90
P. aeruginosa (DBM 3081) > 90
P. aeruginosa (DBM 3777) > 90
Zavér

Z vysledkl této studie vyplyva, Ze konopny extrakt ze zemédélského odpadu je efektivnim
prostfedkem pro produkci nanocastic stiibra. Produkované nanocastice navic vykazovaly vice

nez 90% inhibici proti suspenznim bunkam vsech studovanych kmenti bakterie P. aeruginosa.
Podékovani

Tento vystup vznikl v ramci projektu Specifického vysokoskolského vyzkumu — projekt
A2_FPBT_2020_319882002.
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Antibakterialni aktivita zlatych nanocastic pripravenych pomoci
extraktu z Vitis vinifera

A. Miskovskd, A. Cejkova
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Medicina v poslednich letech ¢eli problémtim, které jsou spojeny s hojnym vyskytem bakterii
rezistentnich k dostupnym antibiotikiim. Mozné vychodisko by mohly nabizet pfistupy
vyuZzivajici nanocastice kovll. Nanocastice obvykle definujeme jako mikroskopické objekty,
jejichz vSechny tfi vnéjsi rozméry spadaji do intervalu 1-100 nm. Pravé miniaturizace udéluje
nanocasticim velmi zajimavé vlastnosti, mezi které patii také antimikrobidlni aktivita.
V soucasné dob&é mohou byt kovové nanocastice ptipravovany pomoci fyzikalnich, chemickych
¢i biotechnologickych metod. Biotechnologické pfistupy byvaji na rozdil od ostatnich
zminénych rychlé, Setrné k Zivotnimu prostiedi a ekonomicky nendro¢né. Cilem studie byla
biologicka syntéza nanocastic zlata pomoci extraktu z vinné révy a nasledné stanoveni jejich
antibakterialni  aktivity —proti gramnegativni  bakterii Pseudomonas aeruginosa.
V experimentech byl sledovan vliv pfipravenych nanocastic na rist suspenznich bun€k dvou
kmeni této bakterie a to P. aeruginosa ATCC 10145 a 15442. Vysledky ukazaly, ze nanocastice
zlata piipravené pomoci extraktu z V. vinifera vykazuji antibakterialni G¢inky proti obéma

kmenam P. aeruginosa.

Uvod
Nanotechnologie vyuzivajici kovové nanocastice se v poslednich letech stavaji nedilnou

soucasti lidské ¢innosti. S velkym rozmachem tohoto odvétvi souvisi soucasné moznosti
pramyslové produkce nanocastic. Existuje mnoho ptistupt k tomu, jak nanocastice ptipravovat.
Je vSak nutné brat v ivahu udrzitelnost t€chto metod, a proto jsou hledany metody Setrné, rychlé
a ekonomicky nenaro¢né. Mezi takové muzeme zaradit také metody biotechnologické, které
vyuzivaji pro syntézu nanocastic kovl biologické cCinitele (rostliny, rostlinné extrakty,
mikroorganismy, lyzaty) (Thakkar a kol., 2010).

Pro medicinu jsou nanocastice kovli mimo jiné zajimavé pro své antibakterialni ti¢inky.
K témto uceliim jsou nejcasteji pouzivany a studovany nanocastice kovl jako jsou stiibro (Ag),
zlato (Au), méd’ (Cu) a platina (Pt). Konkrétné zlaté¢ nanocastice (AuNPs) poutaji pozornost
védcu a 1ékart diky nizké toxicité pro zivocisné bunky (Lara a kol., 2011). Prestoze je zlato

jako kov shledano jako bezpecné a chemicky inertni (Alkilany a Murphy, 2010), mohou

50



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2020

nanocastice vykazovat antibakterialni u¢inky (MubarakAli a kol., 2011). Bylo zjisténo, Ze mira
antibakteridlnich ucinkl zde zavisi na zptusobu funkcionalizace povrchu. Nanocastice zlata
pfipravené biotechnologickymi postupy c¢asto vykazuji mnohem vys8i efektivitu vaci
bakterialnim patogenim narozdil od téch pfipravenych chemicky ¢i fyzikaln¢ (Zhang a kol.,
2015). Zvlastni pozornost zasluhuji nanocastice zlata ptipravené pomoci rostlinnych extrakta.
Takto ptipravené AuNPs jsou Casto obklopeny a stabilizovany biomolekulami, které jsou
Vv rostlinnych extraktech pfirozené pfitomné. Mezi dal$i nesporné vyhody této syntézy patii
rychlost, jednoduchy scale-up, nizké naroky na spotiebu energie, Setrnost k Zivotnimu prostiedi
a ekonomicka nenaro¢nost (Geethalakshmi a Sarada, 2012).

Cilem této studie bylo pfipravit AuNPs pomoci extraktu z odpadnich ¢asti zeméd¢€lsky
vyznamné rostliny — vinné révy (Vitis vinifera) a posléze prozkoumat jejich antibakterialni
aktivitu vici obavané podminéné patogenni bakterii P. aeruginosa. Nanocastice zlata byly
piipravovany konkrétné pomoci extraktu ze zdfevnatélych letorosti této rostliny.
Antibakterialni efekty byly sledovany na suspenznich buiikdch dvou kment P. aeruginosa
(ATCC 10145, ATCC 15442).

Material a metodika
Piiprava extraktu V. vinifera

Ususené letorosty vinné révy byly nejprve homogenizovany pomoci laboratorniho
mlynku. Nasledné bylo 150 g homogenizovanych letorostti smichano s 600 ml 40% ethanolu.
Smés byla ponechana v temnu pii laboratorni teploté reagovat 24 hodin. Poté byl extrakt

prefiltrovan pies filtra¢ni papir a mikrofiltr (0,22 um).

Biosyntéza nanoc¢astic zlata

Nanodcastice zlata byly pfipraveny smichanim 6 obj. % extraktu V. vinifera a kyseliny
chlorozlatité tak, aby vyslednd koncentrace HAuCls Vroztoku ¢inila 2 mM. Smés byla
ponechana reagovat v temnu pii laboratorni teploté 24 hodin. Po uplynuti dané doby byla
provedena spektrofotometrickd analyza vzorku v UV-VIS oblasti pomoci zafizeni TECAN

reader. Suspenze byla nadale uchovavana v chladu a temnu pro antimikrobialni experiment.

Sledovani antibakteridlnich uc¢inkid AuNPs pomoci mikrokultiva¢niho zarizeni
BioscreenC

Bakterie uchovdvana v podobé kryokonzervy byla nejprve rozmraZzena a asepticky
zaoCkovana do 100 ml sterilniho LB média. Buiiky byly kultivovany na orbitalni tiepacce
(37 °C, 150 rpm) po dobu 24 hodin. Nasledujici den byla suspenze buné¢k odsttedéna a pomoci
spektrofotometru byla upravena optickd denzita inokula na hodnotu 0,100 = 0,020.
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Do mikrotitra¢ni destiCky byly nejprve pipetovany AUNPS Vv rozsahu koncentraci 3,1—
40,6 obj. % (vyjma kontroly). Poté byly jamky doplnény na objem 130 ul pomoci fosfatového
pufru (pH = 7,4). Na zavér bylo do kazdé z jamek ptidano 160 pl sterilniho LB média a 30 pl
inokula. Veskeré vyse popsané ukony byly provadény v laminarnim boxu a vliv jednotlivych
koncentraci AuNPs byl sledovan v 10 opakovanich.

Piipravend mikrotitraéni desticka byla umisténa do zafizeni BioscreenC, jez kazdych
30 minut po dobu 24 hodin snimalo optickou denzitu (OD). Ze zmény OD oproti kontrole (bez

AuNPs) byl odecten vliv nanocastic zlata na riist suspenznich bunék bakterie.

Vysledky a diskuze

Pomoci extraktu z V. vinifera se nam podatilo biosyntetizovat nanoc¢astice zlata. Absorp¢ni
spektrum pfipravenych AuNPs v UV-VIS oblasti zndzoriiuje obrazek 1. Na obrazku je mozné
pozorovat obly peak s maximem v oblasti 600 nm. Spektrum pfipravenych nanocastic je
charakteristické spiSe pro véEétsi castice zlata o rozméru ~100 nm a vice
(www.sigmaaldrich.com, 2020). Pro castice zlata téchto rozmért je dle literatury rovnéz
charakteristické hné€do-oranzové zabarveni, které bylo mozné pozorovat i na naSem vzorku

(Menon a Devadas, 2019).
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Obr. 2 UV-VIS absorpéni spektrum AuNPs piipravenych pomoci extraktu z letorostu V.
vinifera
Vysledky antibakteridlniho experimentu vyjadiené jako inhibice narastu planktonnich
bun¢k bakterie v relativnich % vztazenych ke kontrole (bez ptidavku AuNPs) znazoriiuje

obrazek 2. Z obrazku je patrné, ze AuNPs piipravené pomoci extraktu z letorost V. vinifera

inhibuji rast planktonnich bunék obou testovanych kmeni P. aeruginosa. V piipadé kmene
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P. aeruginosa ATCC 10145 byl narist suspenznich bun¢k nejvice inhibovan pouzitim nejvyssi
koncentrace zkoumaného rozsahu AuNPs, pficemz inhibice Cinila téméf 60 rel. %. U kmene

P. aeruginosa ATCC 15442 se podafilo zaznamenat MICgo, ktera ¢inila 21,9 obj. % AuNPs.
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P. aeruginosa ATCC 10145 P. aeruginosa ATCC 15442

Obr. 2 Inhibice suspenznich bun¢k P. aeruginosa pii testovaném rozsahu koncentraci (obj. %)
nanocastic zlata vyjadfena v relativnich % vzhledem ke kontrole (100 %, bez vlivu AuNPS)
Zavér

Prace byla zaméfena na studium ekologicky a ekonomicky Setrné piipravy AuNPs za
vyuziti letorosti zemé&délsky vyznamné rostliny V. vinifera a na stanoveni antibakterialni
aktivity takto pfipravenych nanocastic. V ramci studie bylo zjisténo, ze extrakt z V. vinifera je
vhodnym ¢inidlem pro biosyntézu nanocastic zlata. Pfipravené AuNPs rovnéz prokazaly
antibakterialni aktivitu proti obéma kmentum P. aeruginosa. V piipadé P. aeruginosa ATCC
10145 bylo dosazeno inhibice téméf 60 rel. % (40,6 obj. % AuNPs), zatimco V ptipadé
P. aeruginosa ATCC 15442 bylo mozné pozorovat MICgo, jeZ se rovnala 21,9 obj. % AuNPs.

Podékovani

Tento vystup vznikl v ramci projektu Specifického vysokoskolského vyzkumu — projekt
A2_FPBT_2020_319882002.
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Zastoupeni endofyti ve vinicich s odliSnym pristupem péstovani

T. T. M. Nguyenova, M. Vrublevskaya, I. Kolouchova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Rostliny jsou neustale vystavovany biotickym a abiotickym stresim. Endofyty mohou
podporovat jejich rust a zajistit lepSi odolnost rostliny viic¢i neptiznivym podminkam. Jedna se
o asymptomatické mikroorganismy, které¢ kolonizuji rostlinnd pletiva. NejcastéjSimi
kolonizatory rostlinnych tkani jsou bakterialni a fungalni mikroorganismy, jejichz zastoupeni
se li8i napiiklad mistem osidleni, stavem rostliny ¢i zplsobem péstovani. Metabolity
produkované endofyty, mohou byt potencidlnim zdrojem novych latek, které by mohly najit

uplatnéni v riznych priimyslovych odvétvich jako je medicina ¢i zemédélstvi.

Uvod

V sou€asné dobé& prevazuje ve vinicich konvenéni pfistup. Konvencéni zemé&d¢lstvi se
vyznacuje pouzivanim chemickych hnojiv a rGznych syntetickych pesticidi pro zajisténi
vysoké produkce, nevyhodou je vSak negativni dopad na zivotni prostiedi (Barbosa a kol.
2015).

Dalsi strategii mize byt ekologicky postoj, ktery vede k dlouhodobé udrzitelnym
pudam. Ekologické vinice nepouzivaji syntetické herbicidy, pesticidy nebo mineralni hnojiva,
vinafi se spoléhaji na pfirodni latky v boji s plevelem a skidci, do pidy dodavaji Ziviny
ptirozenym hnojenim (Zilber a kol. 2010). Biodynamické zemédé€lstvi spada do ekologického
a vyznacuje se navic aplikaci biodynamickych ptipravk.

Potencidlné moznym zpiisobem oSetiovani révy mohou byt posttiky z endofyti. Endofyty
jsou asymptomatické ubikvitni mikroorganismy, které jsou s rostlinami v symbiotickém vztahu,
svymi metabolity chranit rostlinu pied biotickymi a abiotickymi stresy (Khan a kol. 2016).

ACC deaminasa je enzym bé&zné se vyskytujici u mnoha pudnich mikroorganismt
(bakterie, houby), je zodpovédny za Sté€peni prekurzoru ethylenu ACC (1-aminocyklopropan-
1-karboxylova kyselina) na amoniak a a-ketobutyrat (Glick a kol. 2007). Ethylen se nachazi ve
vSech vysSich rostlindch a mé vliv na rist kofent, listd, stonki, plodd a kvéth. Pti vystaveni
biotickému, abiotickému stresu se produkce ethylenu zvysuje, pii vyssich koncentracich muze

dochazet ke Zloutnuti a vypadavani listl nebo az odumirani rostliny (Glick a kol. 2007).
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Fosfor je limitujicim prvkem pro rostliny, nebot” se vyskytuje v pidé v nerozpustnych
forméach. Rostliny mohou absorbovat fosfor pouze v podob& HoPOs a HPO4? iontli. Hlavnim
mechanismem solubilizace fosfati v mineralni pid¢ je snizovani pH v okoli a chelatace
kationtll kovii vazanych k fosforu mikrobidlni produkei organickych kyselin a jejich soli.
Mineralizace organickych forem fosforu probiha prostfednictvim kyselych fosfatas. Fosfatasy
usnadiuji pfeménu nerozpustnych forem fosforu na rostlinou vyuzitelné formy (Rajkumar a

kol. 2009).
Konvenéni zemédélstvi

Z 8 milionti hektari vini¢nich ptd na celém svété je 90 % vedeno konvencné, 9 %
ekologicky a zbylé 1 % biodynamicky (Soustre-Gacougnolle a kol. 2018). ,,Konvenéni nebo
,moderni primyslové zemédélstvi“ bylo historicky definovano jako péstovani plodin v pudé,
¢i na Cerstvém vzduchu, se zavlazovanim a aktivnim pouzivanim Zzivin, pesticidd a herbicidu.
Mezi negativni dopady konvencniho zemédélstvi patii neefektivni vyuzivani vody, vysoké
koncentrace Zivin a pesticidi v odpadnich vodach a degradace pltidy doprovazena erozemi
(Barbosa a kol. 2015). Vycerpana puda se projevuje ztratou struktury, zhutnénim a snizenym
obsahem organického uhliku. Pida ma dilezitou roli v globalnich klimatickych procesech
regulaci emisi oxidu uhli¢itého, oxidu dusného a methanu. Pida je v celosvétovém métitku
nejvét§im suchozemskym zéasobnikem uhliku, a proto ma velky vliv na koncentraci oxidu
uhlic¢itého v atmosféie (Houghton a kol. 2007).

S neustale rostouci svétovou populaci musi byt také ptizpisobena produkce potravin.
Piiblizné 38 % pudy a 70 % odebrané sladké vody je v soucasné dobé pouzito v zemédelstvi
(Barbosa a kol. 2015). Dlouhodobé obdélavané konvencni plidy mohou byt nakladnéjsi na
udrzbu, ponévadz se do pudy musi dodavat vétsi mnozstvi chemikalii, které ale podporuje
vycerpani pidy. Ekologické farmy umoziuji vlastnikiim pouzivat piidy po delsi dobu (Zilber a
kol. 2010), takové pudy maji vyssi mnozstvi organickych latek a polysacharidi (Reganold a
kol. 1987). Alternativni strategii péstovani plodin mize byt napfiklad integrovany systém
péstovani plodin, které kombinuje pouziti agrochemikalii, organickych hnojiv a biologického
fizeni, zlepSuje hospodateni s ptidou a vodou, coz vede k udrzitelnému zemédélstvi. Ke kontrole
rostlinnych patogenti se také daji pouzivat biokontrolni ¢initelé, ktefi maji minimalni dopad na
zivotni prostfedi. Mezi biokontrolni agens patii napifiklad houby rodu Agrobacterium,

Aspergillus, Gliocladium, nepathogenni houby rodu Fusarium, Petriella a Trichoderma, nebo
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také bakterie rodu Bacillus, Enterobacter, Lysobacter, Pantoea, Pseudomonas a Streptomyces
(De Silva a kol. 2019).

Pesticidy v konvenénim zemédélstvi

Agrochemikalie se daji rozd¢lit do dvou velkych skupin, a to na chemickd hnojiva
(obsahujici mineraly jako je dusik, fosfor, draslik) a na pesticidy (insekticidy, fungicidy,
herbicidy) (De Silva a kol. 2019).

Dlouhodobé pouzivani organickych a anorganickych pesticidii ve vinicich zpisobuje
zvySenou koncentraci polutanti v ptidé. Kontaminace kovy a organickymi latkami vedou k
erozim a redukci kvality pidy, coz pfedstavuje environmentdlni a toxikologickou hrozbu
(Komarek a kol. 2010). Francie ro¢n¢ aplikuje az 100 tisic tun pesticidd, které mohou
kontaminovat povrchové i spodni vody. Herbicidy jsou aplikovany piimo do ptdy, fungicidy a
insekticidy jsou smyvany z rostlin destovymi srazkami. Glyfosat patii mezi ¢asto pouzivany
pesticid, jeho degradaéni produkt AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-isoxazolpropionova
kyselina) ma dlouhy poloc¢as rozpadu (151 dni). Celkova toxicita smési pesticidl vyskytujici se
ve vodé muze byt vyS$i nez suma toxicit jednotlivych pesticidi (Gregoire a kol. 2010).
Vycerpané vini¢ni pudy jsou nachylné;jsi ke kontaminaci (Komaérek a kol. 2010).

Nejvetsi ztraty ve skliznich jsou zptisobeny fungalnimi patogeny (De Silva a kol. 2019).
V evropskych ekologickych vinicich jsou zakazany syntetické organické fungicidy, zatimco
fungicidy na bazi médi (Cu(OH)2, 3Cu(OH)2-CuCl2, CuS0O4 a Cu20) jsou povoleny do
urc¢itého mnozstvi. Pouzivani fungicidi na vinicich vyvolava obavy vetejnosti z divodl
pritomnosti pesticidii ve vodé a ve vinatfskych produktech. Fungicidy na bazi médi se také
pouzivaji pii péstovani chmele, kdvovniku, jabloni, avokadovych sadl nebo také pii péstovani
zeleniny jako jsou rajcata a brambory. Primérna koncentrace médi v padé je 30 mg/kg a jeho
znecisténi podzemni vody, nebot’ snadno migruje napti¢ pidnimi profily. Pfi pH nad 7,5 je méd’
solubilizovana s pidni organickou hmotou a tvoti Cu-SOM komplexy (soil organic matter)
(Komarek a kol. 2010).

Fungicidy se poprvé zacaly aplikovat s objevenim smési Bordeaux v roce 1885, ktera je
povazovana za prvni generaci fungicidi. Tato chemikalie se pouzivala na révy napadené
plisnémi. Nasledujici generace fungicidii pisobi na povrchu rostlin nebo pronikaji do rostlinné
tkané. Od 80. let minulého stoleti az do soucasné doby se vyuZzivaji fungicidy, které interferuji
s fungalnim prinikem do hostitelskych rostlin a aktivuji rostlinou rezistenci. Pesticidy maji
nepfiznivé ucCinky jak na Cclov€ka, tak na ekosystém, zplsobuji zneciSténi prostiedi,
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potravinového fetézce, pudy a snizuji Grodnost pidy. Nékteré fungicidy mohou ovliviiovat
pudni mikrofloru, a to zejména houby rodu Penicillium a Trichoderma. Dlouhodobé pouzivani
hnojiv s obsahem dusiku miiZze zplisobit kontaminaci zemské vody a amonné hnojiva mohou
snizovat pH pud a zvySovat ¢etnost onemocnéni zpisobenymi rodem Fusarium (De Silva a kol.
2019).

Ekologické zemédélstvi

Ekologické zeméedé@lstvi prispiva k dlouhodobé ochrané pudy, vody, ovzdusi, biotopti
volné¢ zijicich rostlin a zivo€ichti, a mize zajist'ovat jejich genetickou rozmanitost (Mander a
kol. 1999). Produkty z ekologického zemédélstvi jsou specidlné oznaené a uznané
,International Federation of Organic Agriculture Movements* (IFOAM) (Mander a kol. 1999).
Definice IFOAM zni: ,,Organické zeméed€lstvi je produkcni systém, ktery podporuje zdravi
pudy, ekosystému a lidi, spoléha se na ekologické postupy, biodiverzitu a adaptacni cyklus k
okolnim podminkdm nez na pouZzivani latek s nepfiznivymi ucinky. Organické zeméd¢€lstvi
kombinuje tradici, inovaci a védu k prospéchu prostiedi a podpote pocitovosti a dobré kvality
Zivota viech za¢astnénych. Mezi ¢leny IFOAM v Ceské republice patii naptiklad Ekovin, svaz
integrované a ekologické produkce hroznii a vina o.s., Ceskéa technologicka platforma pro
ekologické zemédelstvi ¢i PRO-BIO svaz ekologickych zemédélct (IFOAM 2020).

Ochrana pted Sktdci a nemocemi rostlin je zajiSténa stfidanim plodin a mechanickym
oSetfenim. Ekologické zeméd¢€lstvi je obvykle charakterizovano vynosy, které jsou o 20 az 30
% nizsi nez vynosy ziskané intenzivnim konven¢nim zemédélstvim (Nielsen 2019).

Pii pfechodu z konven¢né¢ oSetfované pidy na ekologické oSetfeni museji byt
dodrzovéany ekologické postupy minimdlné¢ po dobu 3 let. Ekologické vinice nepouZzivaji
herbicidy, pesticidy nebo chemicka hnojiva, vinafi se spoléhaji na pfirodni latky v boji s
plevelem a skidci, do piidy dodavaji ziviny pfirozenym hnojenim. Vinice oSetfené pesticidy
nemaji podle Zilber a kol. vliv na zdravi konzumentti a zfejmé ani neovlivituji chut’ vina. Casto
se ale tvrdi, Ze biovina maji v porovnani s konvenénimi viny Cistsi chut’ (Zilber a kol. 2010).

Oblasti s nejvetsimi ekologicky oSetfenymi zénami jsou Ocednie (17,3 miliont ha,

40 % celosvétové ekologickeé zemédélské pldy), Evropa (11,6 miliond ha, 27 %) a Latinska
Amerika (6,8 miliont ha, 15 %). Celkové predstavuji ekologické vinice 4,5 % z celkového
organického povrchu. Zemé s nejvétsimi ekologickymi plochami jsou Spanélsko (84 381 ha),
Italie (72 361 ha) a Francie (66 211 ha) (Castellini a kol. 2017).

Jednim z hlavnich cila ekologického zeméd€lstvi je optimalizovat zdravi a rozmanitost
pudni mikrobidlni komunity. V porovndni s konvenéné vedenymi farmami, vykazuji
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ekologické postupy vetsSi mnozstvi mikrobidlnich populaci v pudé€, vyssi aktivitu a také
riznorodost, coz pravdépodobné vede i ke zvysSené ptitomnosti endofytd v rostlinnych
pletivech. Pozitivni ovlivnéni mikrobidlnich populaci by mohlo pfispét ke zvySovani piijmu
zivin rostlinami, potlaceni vyskytu rostlinnych chorob a celkovému zlepSeni zdravi rostlin
pomoci mikrobialné zprostiedkovanych procest (Xia a kol. 2015).

Nutri¢ni kvalita ekologickych a konvenénich plodin

Zda zemédélstvi ovliviiuje slozeni zivin, nebo jestli je pouziti hnojiv v konvencnim
zem&délstvi zodpovédné za snizeny obsah Zivin v plodindch neni zatim objasnéné, a to z
divodu velké variability dat v zemédé€lstvi a proménlivych faktort jako je slune¢ni zafeni a
dést, které mohou ovlivnit obsah Zivin (Worthington 2001). Konzumenti jsou pfesvédceni, ze
prostfedi, a proto radéji kupuji vyrobky, které pochdzeji z organickych farem (Jensen a kol.
2013). Pro srovnani nutri¢ni kvality z organické a konven¢ni produkce neexistuje standardni
metodologie, a z tohoto diivodu mlize byt porovnani problematické a narocné (Wunderlich a
kol. 2008). Ve studii Wunderlich a kol. se porovnavala nutri¢ni hodnota v organické a
konven¢né vypéstované brokolici v prubéhu roku. Jako marker byl vybran vitamin C, ktery
pouzivaly i jiné prace (Feldman a kol. 2006; Hazhin a kol. 2006). Obsah vitaminu v organickych
vzorkll byl lehce vy$si nez v konvencénich. Podobné tomu bylo i u jinych druhd zeleniny
(Wunderlich a kol. 2008). Ve studii Worthington byly porovnany vysledky ze 41 praci, které
se zabyvaly slozenim zivin v zelenin¢ (mrkev, fepa, kapusta, brambory, Spenat, rajcata, atd.),
ve vysledku mély organické plodiny vyssi obsah Zeleza, hoi¢iku, fosforu a vitaminu C a méné

dusi¢nant ve srovnani s konven¢nimi plodinami (Worthington 2001).
Zastoupeni endofyti ve Vitis vinifera

Ve studii Bulgari a kol. byla zkoumana rozmanitost bakteridlnich endofytii v listech
vinné révy. Z vinic nachazejicich se v Lombardii (severozdpadni Italie) byly shromazdény
vzorky z odrudy Barbera a byly nalezeni zastupci bakterii ze tfidy Gammaproteobacteria, z
nichz se nejCastéji vyskytovala celed” Enterobacteriaceae a pievazné rod Pantoea. Z
grampoztivnich bakterii pak kmen Actinobacteria a Firmicutes a rod Bacillus a Enterococcus
(Bulgari a kol. 2009). Zastoupeni endofyti se 1isi u divokych a Slechténych rostlin, u rostlin s
chorobami a u révy, ktera byla podrobena riznym strategiim ochrany proti Skidctm.
Zastoupeni endofytii je také ovlivnéno stafim rostliny nebo jejich rozlozenim v raznych

rostlinnych organech. Studie Andreolliho a kol. se zabyvala diverzitou bakteridlnich endofyta
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ve vinné réveé u 3leté a 15leté révy (Obr. 1). U mladych rostlin tvofili nejvétsi podil zastupci
rodu Bacillus a Actinobacteria a u star§ich to byl rod Alfaproteiobacteria a

Gammaproteobacteria (Andreolli a kol. 2016).
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Obr. 1: Rozdil mezi zastoupenim endofytd u 3leté a 15leté vinné révy, upraveno podle Andreolli
a kol., 2016

Pfi porovnani mikrobidlni diverzity v divokych a Slechténych révach byla vyssi diverzita
zpozorovana v divokych révach, endofyty ze Slechténych rév ale 1épe podporovaly rist rostlin
svymi metabolity, coZ naznacuje, Ze sniZend taxonomicka rozmanitost neznamena ztratu

vyznamnych vlastnosti vyuzivanych v zeméd¢lstvi (Campisano a kol. 2015)
Rozdily zastoupeni endofyti v zavislosti na zpiisobu péstovani

Ve studii provedené Pancher a kol. se srovnavaly endofytni houby ve vinicich z odrad
Merlot a Chardonnay, kter¢ byly péstovany ekologickym zptisobem a v ptidach, na které byla
aplikovana integrovana ochrana proti skiidcim (IPM). Pozorovani byla realizovana v sedmi
lokalitach z Trentina v Italii s podobnymi charakteristikami pidy a klimatu (Pancher a kol.
2012). IPM lze definovat jako sjednoceny systém ochrany rostlin pied vSemi druhy sktidca
(hmyzu, patogenti, plevelli, obratlovcl) ekologicky a ekonomicky zdravym zpiisobem
(Prokopy 2003). V obou vinicich pfevazoval rod Alternaria, Epicoccum, Aureobasidium a
Cladosporium, u organickych farem bylo zjisténa zvySena Cetnost rodu Alternaria a

Epicoccum, zatimco u IPM bylo zpozorovano vyssi zastoupeni rodu Aureobasidium (Pancher
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a kol. 2012). Podobna studie byla uskute¢néna s bakterialnimi endofyty. Ve vSech vzorcich byl
zjistén vysoky vyskyt bakterii rodu Ralstonia, Staphylococcus, Burkholderia a Pseudomonas.
Fungélni endofyty mohly byt ovlivnény fungicidy pouZzivanymi v IPM, zatimco bakteridlni
nikoliv, jelikoz pfi testovani vinic nebyla aplikovana zadna baktericidni antibiotika. U IPM bylo
oproti organickym farmam stanoveno vyrazné vyssi zastoupeni rodu Staphylococcus a pouze
maly pocet bakterii rodu Ralstonia. Zastoupeni rodt Burkholderia a Pseudomonas se v obou

pudach pfilis nelisilo (Campisano a kol. 2014).
Rezistence rostlin vii¢i patogentiim

Rostlinné choroby postihujici zemédélské plodiny snizuji celosvétovou produkci
potravin pfiblizné o 10-16 %. Mezi ptivodce téchto chorob patii naptiklad bakterie, hlistice,
protozoa anebo viry, ale nejcastéji se jedna o fungalni mikroorganismy, které mohou infikovat
kofeny, stonky, listy, kvéty a plody. Abiotické faktory jako je teplota, zafeni, srazky, vlhkost a
rychlost vétru vyrazné ovliviuji vyvoj choroby a zivotni cyklus patogend. Virulence miize byt
zvySena pfi neptiznivych podminkéach — nedostatek ¢i naopak piebytek zivin, vlhkosti, svétla,
nebo také ptitomnost toxickych sloucenin ve vzduchu ¢i padé (De Silva a kol. 2019).

Jako prevenci pied napadenim rostlin Ize aplikovat agrochemikalie, pfistup integrované
ochrany proti §kiidclim, biokontrolni agens, endofyty, nebo je také mozné ptipravit transgenni
rostliny a nové rezistentni kultivary. Integrovand ochrana proti sktidcim je definovana jako:
,Setrna produkce vysoce kvalitnich plodin, upfednostiiujici ekologické a bezpené metody
péstovani plodin s minimalnimi nezadoucimi vedlej$imi ucinky a s redukovanym pouzivanim
piipravkii na ochranu rostlin. Kombinace agrochemikalii, organickych hnojiv, biologické
kontroly a zlepSeného hospodaieni s ptidou, vodou vede k udrzitelnému zeméd¢lstvi.« (De Silva
a kol. 2019).

Lze také ptipravit nové rezistentni kultivary s vyssi vytéznosti metodou hybridizace a
genového inzenyrstvi. Nevyhodou je mozné riziko rozvoje novych patogeni, prikladem muze
byt tritikale. Jedna se o hybrid zita a pSenice odolny vici padli (Blumeria graminis), Blumeria
graminis f. sp. triticale je patogen, ktery roste na tritikale a pSenici, byl popsan jako hybrid
plisné pSeni¢né (B. graminis f. sp. tritici) a plisné na zit¢ (B. graminis f. sp. secalis). U
transgennich rostlin se bézné¢ pouzivaji geny kodujici chitinasy a glukanasy. Nadmérnou
expresi chitinasy vykazuji rostliny zvySenou odolnost vic¢i chorobam, tento enzym ma

schopnost travit bunéénou sténu hub (De Silva a kol. 2019)..
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Biokontrola je popsana jako vyuziti vyhodnych mikroorganismd, jejich gena ci
metabolitli, které redukuji negativni uc¢inky patogenti na rostliny limitaci jejich propagace.
Vyuziti biokontrolnich ¢initeli ma minimalni dopad na Zivotni prostfedi. Mezi biokontrolni
agens patii naptiklad rod Agrobacterium, Aspergillus, Gliocladium, nepathogenni Fusarium,
Petriella a Trichoderma, dale rod Bacillus, Enterobacter, Lysobacter, Pantoea, Pseudomonas
a Streptomyces. Vyvoj této technologie je omezeny, nebot’ existuje velmi malo uspésnych
produktti (De Silva a kol. 2019).

Do fungélnich endofytl se fadi rozmanité skupiny mikroorganismd, které¢ lze rozdélit
na zéklad¢ evolu¢ni pfibuznosti, taxonomie, typu hostitelskych rostlin a ekologické funkci, a to
na palickovité (Celed” Clavicipitaceous) a nepalickovité (non-clavicipitaceous). Pali¢kovité
endofyty, které kolonizuji svého hostitele cely sviij zivotni cyklus, jsou ¢asto spojovany s Celedi
lipnicovitych, ptikladem je rod Atkinsonella, Balansia, Balansiopsis, Echinodothis, Epichloe,
Myriogenospora, Neotyphodium a Parepichloe. Do nepalickovitych endofytd patii rod
Fusarium sp., Colletotrichum sp., Phomopsis sp. a Xylaria sp. Vyzkumy jsou v sou¢asné dob¢
zaméteny na nepalickovité endofyty, které maji schopnost ménit zivotni cyklus (endofytni,
saprotrofni, patogenni) (De Silva a kol. 2019).

Rostlinné patogeny mohou byt rozdéleny do tii kategorii na zdkladé jejich Zivotniho
stylu v hostitelskych rostlinach — biotrof, nekrotrof, hemibiotrof. Biotrofové ziskavaji pro svij
vyvoj ziviny z rostliny cely sviij zivot (Zhou 2016). Biotrofni patogeny jako jsou Erysiphe
necator a Plasmopara viticola, infikuji zelené tkan¢ révy, zptsobuji vyznamné ekonomické
ztraty a poskozeni zivotniho prostfedi z divodi opakovanych aplikaci fungicidy (Dufour a kol.
2013). Botrytis cinerea je piikladem nekrotrofa, ktery zpusobuje plisiové onemocnéni, po
infekci okamzité usmrcuje hostitelské tkan¢ a ziskava z nich ziviny. Nekrotrofni patogeny
usmrcuji hostitelské bunky vylu€ovanim toxini a lytickych enzymd, které rozkladaji rostlinné
pletivo. Tteti typ patogenti — hemibiotrofy, vyuZzivaji biotrofni Zivotni styl béhem poc¢atecnich
fazi infekce, ale pozd¢ji prechazi na nekrotroficky zivotni styl. Patogenni houby jsou hlavnimi
parazity révy vinné, ohrozuji jeji péstovani a vynosy hroznii po celém svété (Zhou 2016).
Patogenni houby jako Fusarium vstupuji do rostliny pies kofeny a blokuji vaskularni systém,
ktery zpasobuje chiadnuti a nasledné odumirani rostliny (Cao a kol. 2005).

Endofyty ptisobi protektivné pfimo vyluCovanim sekundarnich metabolitii proti
antagonistim nebo zpusobuji rozpad poSkozenych bunék. Nepiimo vyvolavaji obranné
mechanismy rostlin. Produkci antibiotickych nebo hydrolytickych enzymui zabranuji endofyty

kolonizaci rostlinnymi patogeny a chrani tak hostitele pfed infekcemi; odpuzuji hmyz a hlistice.
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Rostliny jsou pak také rezistentni vii¢i kontaminované pudé a dokazi degradovat xenobiotika

(Alvin a kol. 2014).

Podékovani za podporou GACR v ramci projektu 18-26463S.
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Mikrobiologicky profil geotermalnych a mineralnych pramenov

Z. Polia¢ikova, O. Mat’atkova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Ceska republika sa radi medzi §tity s vysokym poétom lie¢ivych minerdlnych a
termalnych pramenov vyskytujicich sa takmer po celom jej izemi. Prevazna vac¢Sina tychto
prameniov ma jedine¢né chemické zlozenie, Co je spolocné s ich termalnymi vlastnostami
vyuzivanymi na rehabilitacné a lieCebné ucely alebo aj ako pitny zdroj. Menej preskimanou
oblastou ich vyznamu je poznanie mikroorganizmov, ktoré su sucastou tychto prameiiov
amaju zaujimavé vlastnosti prave kvoli ich vyskytu v tychto extrémnych prostrediach.
Pramene su ¢asto podrobené mikrobiologickym analyzam z pohl'adu hygieny vody, avSak ich
kompletné mikrobiologické zlozenie nie je zname.

Prirodné mineralne atermalne pramene nie su sterilnym prostredim a cCasto sa
vyzna¢uji znacnou druhovou rozmanitostou mikroorganizmov. Stadium mikrobiologického
zloZenia termalnych a mineralnych pramenov je stale vo vyvoji, oproti tomu chemické zlozenie
takychto pramenov je pomerne detailne prestudované.

Mikroorganizmy izolované z extrémnych prostredi st zdrojom enzymov stabilnych
V nepriaznivych podmienkach a tieto su ¢asto vyuzivané v priemyselnych odvetviach ako st
potravinarsky, kozmeticky, farmaceuticky, papierensky priemysel, spracovanie odpadu, Ci pri

vyrobe biopaliv (Gupta a kol., 2014).
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Mikrobiologicky profil geotermalnych prameiov Malého Kaukazu

Termélne pramene, ktoré sa nachadzaju na Malom Kaukaze, stale predstavuji vyzvu
na skumanie biodiverzity a hl'adanie neopisanych biotechnologickych zdrojov (Badalyan,
2000). Fyzikalne podmienky, najmid teplota, s povazované za kli¢ovy faktor
pre mikroorganizmy a rozmanitosti pramena. Hortice pramene na Malom Kaukaze mo6zu byt
zoskupené do troch kategoérii zaloZzenych na vnutornej teplote: teplé pramene (20-37 °C),
mierne hortice alebo mezotermalne pramene (37-50 °C) a hortce pramene (>50°C). Horuce
pramene si obyvané roznymi mikrébmi patriacimi do bakterialnych a archaickych domén,
ktoré toleruju extrémne podmienky (Antranikian a Egorova, 2007). V niektorych
geotermalnych pramenioch na Malom Kaukaze bola charakterizovana, pomocou metod
molekularnej genetiky, fylogeneticka rozmanitost’ prokaryotickych spolocenstiev.

V Nagorno Karabakh (juhovychodna ¢ast’ Malého Kaukazu), viz Obr. 1, tiez Nahorny
Karabach sa nachadzaju geotermalne pramene, nazyvané Karvachar s teplotou 70 °C a Zuar
s teplotou 42 °C, zktorych bolo izolovanych celkom 23 termofilnych tried Bacilli aich
analyzou sekvencii génov pre 16S rRNA sa uvadza ich vztahy k deviatim druhom rozdelenych
do styroch rodov: Aeribacillus (A. pallidus), Anoxybacillus (A. flavithermus, A. suryakundensis,
A. rupiensis, Anoxybacillus sp.), Bacillus (B. licheniformis, B. simplex, B. cereus) a Geobacillus
(G. toebii). Predstavitelia rodu Anoxybacillus dominovali v geotermalnom prameni Karvachar

atvori ho az 67% vsetkych detegovanych izolatov. V geotermilnom prameni Zuar sa

nachadzalo najviac zastupcov A. rupiensis a G. toebii (Panosyan, 2017).

Obr. 1: Umiestnenie Studovanych lokalit. Mapa Nagorno Karabakh s umiestnenim Studovanych
geotermalnych prameniov 1 - Karvachar, 2 - Zuar (a); v blizkosti mapy su fotografie zdrojovych
bazénov Karvachar (b) a Zuar (C) geotermalne pramene (Panosyan, 2017)

Mikrobiologicky profil termalnych pramenov v Indii
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V Indii je priblizne 400 geotermdlnych pramenov (Zimik a kol., 2017). Analyza
mikrobiadlnej rozmanitosti hortcich prameniov v Indii bola prvykrat zaznamenana
v devitnastom storo¢i. Drouet (1938) opisal 12 termofilnych druhov ziskanych z Yale na severe
Indie (Drouet, 1938).

Stadia mikrobialnej diverzity boli vykonané v horach Himachal Pradesh, menovite
Tattapani (okres Mandi), Manikaran a Vashist (Okres Kullu) (Sharma a kol., 2013). Boli
skimané Styri tropické hortice pramene, ktoré sa nachadzaju v Atri, Athamallik, Taptapani
a Tarabalo v $tate Odisha v Indii, viz Obr. 2 (Narayan a kol., 2010). Tieto pramene sa
nachadzaju v dvoch odlisnych regiondlnych geologickych liniach a vykazuji mierne variabilna
geochemicku odlisnost’ (Mahala a kol., 2012). Teplota a pH Styroch teplych pramenov boli
zaznamenané v rozmedzi 42-58 °C a 7,2-7,4. Najvyssia teplota bola zaznamenana pri Atri
(58 °C), potom Tarabalo (57 °C) a Athamallik (56 °C), zatial ¢o najnizSia teplota bola
zaznamenana pri Taptapani (42 °C).

Bolo izolovanych celkom 101 mikrobidlnych kmenov, medzi nimi len dve boli huby
a zvys$né boli baktérie. Vsetky izolaty mozu rast’ pri alebo nad 50 °C. Vysledky farbenia podla
Grama ukézali, Ze len Styri izolaty boli gramnegativne. VacSina bakteridlnych tvarov boli
ty¢inky a zvysok boli bud’ koky alebo kokobacily. Tieto izolaty maji schopnost’ produkovat’
amylazu, celulazu a xylanazu (Sharma a kol., 2013).

Bolo ziskanych celkom 48 izolatov patriacich do ¢el'ade Bacillaceae, Paenibacillaceae,
Planococcaceae, Pseudomonadaceae a Enterobacteriaceae. Optimalna teplota pre rast tychto
izolatov sa menila od 37 °C do 50 °C. Rod Bacillus prevazoval vo vsetkych troch hortcich
pramenoch (Atri, Taptapani a Tarobalo). Rod Kurthia bol izolovany len v Atri. Klebsiella bola
izolovana iba v Taptapani. Brevibacillus bol izolovany v Atri a Tarobalo (Sen a Maiti 2014).

Stidia zaloZené na kultivaénych metodach viedli k identifikicii niekol’kych novych
druhov baktérii z tychto teplych pramenov, ako su Comamonas thiooxydans,
Gulbenkiania indica, Chelatococcus sambhunathii a Thiomonas bhubaneswarensis (Narayan a
kol., 2010). Porovnavacie taxonomické a funkéné profilovanie mikrobidlnych spolocenstiev v

tychto horacich pramenioch vSak nebolo vykonané.
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Obr. 2: Geografické umiestnenie Styroch horucich pramenov. Body A, B, C a D na mape

predstavuju horiuce pramene Athamallik, Taptapani, Tarabalo a Atri (Badhai a kol. 2015)

Stadia Badhai a kol. (2015) opisuje mikrobialnu rozmanitost v tychto Styroch
tropickych horucich prameiioch Indie (Obr. 2) reprezentujicich mierne termofilné prostredie,
ktorého teplotny rozsah je 40-58 °C a pH je 7,2-7,4 s oddelenou geochemickou analyzou. Udaje
0 metagénovej sekvencii ukazali dominanciu baktérii nad Archaea. Najpocetnej$imi kmenami
boli Chloroflexi a Proteobacteria, aj ked’ boli pritomné aj iné kmene, ako st Acetotermia,
Nitrospirae, Acidobacteria, Firmicutes, Deinococcus-Thermus, Bacteroidetes, Thermotogae,
Euryarchaeota, Verrucomicrobia, Ignavibacteriae, Cyanobacteria, Actinobacteria,
Planktomycetes, Spirochaetes, Crenarchaeota a Aquificae. Distribticia hlavnych rodov a ich
Statistickd korela¢na analyza s fyzikdlno-chemickymi parametrami predpovedala, Ze teplota,
vodné koncentracie iénov (ako je sodik, chlorid, sulfit a bikarbonéat), celkova tvrdost,
rozpustené tuhé latky a vodivost boli hlavné environmentdlne premenné ovplyvilujice

mikrobialne zloZenie a roznorodost’ komunity (Badhai a kol.,2015).

Mikrobiologicky profil minerilnych prameiiov Ceskej republiky — Chebska kotlina

Na zapade Ceskej republiky, blizko hranic s Nemeckom sa nachadza Chebsk4 kotlina.
Je to plytkd neogénna vnutrokontinentalna kotlina, kde sa nachddzaji minerdlne pramene
bohaté na oxid uhli¢ity (Bankwitz a kol. 2003; Fischer a kol., 2014). V stadiach Krauze a kol.
2017 boli presetrené Styri minerdlne pramene, ktoré mali hodnoty pH v rozmedzi od 4,2-6,
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nizky obsah rozpustného kysliku, odlisnt1 koncentraciu organického uhlika a anionov/kationov
obsiahnutych prvkov. Po prvykrat bol predstaveny komplexny pohl'ad na mikrobidlnu Struktaru
mineralnych vod, ktoré st ovplyvnené priechodom plynného COz2. Prokaryotické komunity boli
charakterizované pomocou kvantitativnej PCR a sekvenovania génu kodujiceho 16S
rRNA. Zékladni komunitu tvorili chemolitotrofné, anaerdbne a mikroaerofilné¢ organizmy
spojené vyuzitim siry (napriklad Sulfuricurvum, Sulfurimonas) a Zeleza (napriklad Gallionella,
Sideroxydans). Okrem toho vody ovplyvnené CO: tvoria ekosystém, ktory obsahuje mnoho
taxonov, ktoré sa zvy€ajne nachadzaji v morskych alebo suchozemskych podpovrchovych
ekosystémoch ako su mociare, mokrade, slatiny a raseliniska (Krauze a kol. 2017). Skiiman¢é
mineralne vody, mali hlbsi povod, ¢o sa odrazalo na ich hydrochemickych vlastnostiach. Tri
mineralne vody mali plytky podpovrchovy pdvod a boli ziskané z pramena Mostek u
Krizovatky, z prameiia mineralnej vody v blizkosti rieky Plesnd a zo sladkovodnej pruZiny
Kopanina v blizkosti potoka. Stvrta mineralna voda ma hlbsi povod a bola ziskana z Cisarskeho
pramena v oblasti Soos (odlisna teplota 17,4 °C a vysoka koncentracia iénov horc¢ika, vapnika,

sodika, manganu, chloridu a siranu),viz Obr. 3.

Obr. 3: a) Kopanina, b) pramen pri rieke Plesnd, c) Cisarsky pramen, d) pramen Mostek

u Krizovatky (Krauze a kol. 2017)

VSetky spominané pramene Chebskej kotliny maji vel'mi pestré mikrobidlne

zastpenie, no su identické najmd obsahom mikrobov z kmenov Proteobacteria
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a Actinobacteria. Voda Cisarskeho pramena pozostavala aj z kmenov Parcubacteria,
Omnitrophica a Chloroflexi. U podzemnej mineralnej vody u Mustku boli v mikrobiologickom
profile zastupené dokonca aj kmene Firmicutes a Bacteroidetes a najpocetnejsie zastiipenie
mali rody Sulfuricurvum, Sulfurimonas, Denitratisoma a Sulfurospirillum. Unikatnym
obsahom tejto vody bol vyskyt mikroorganizmov z ri$e archaea a to kmen Euryarchaeota a rod
Methanoregula. Mineralna pramenitd voda Plesna ma vyrazne mensie zastipenie
mikroorganizmov, dominuje najmé kmen Proteobacteria a d’alsimi kmenmi su Sideroxydans a
Bacteriovorax. Mikrobialna Struktira povrchovej vody Kopanina bola podobna inym
povrchovym vodam s vysokym vyskytom kmenov Bacteroidetes a Parcubacteria. AvSak na
hlbsej taxonomickej trovni, bolo pozorovanych niekol'ko rozdielov v porovnani s ostatnymi
vodami, kde najrozsirenej$imi rodmi boli Chromobacterium, Sulfurimonas, Sideroxydans

a Ferritrophicum (Krauze a kol. 2017).

Podékovani

Tato prace byla realizovana v ramci projektu Grantové Agentury CR, projekt 18-00036S.
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Vliv extrakta Vitis vinifera na celkovou biomasu biofimu
vybranych zastupcii bakterii gastrointestinalniho traktu

M. Rollova, O. Mat’atkova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Tato prace se zabyva vlivem polyfenolovych biologicky aktivnich latek obsazenych v
extraktech z matolin, tfapin a letorosti Vitis vinifera na zastupce probiotickych a oportunné
patogennich bakterii, izce souvisejici s lidskym travicim traktem. V této praci byl sledovan vliv
extraktll z vedlejSich odpadnich produkti vinatského primyslu na tvorbu a stabilitu biofilmu
zastupct dvou probiotickych (Lactobacillus acidophilus LA-5, Lactobacillus brevis NCTC
13768) a ¢étyi oportunné patogennich bakterii (Citrobacter freundii DBM 3127, Escherichia
coli DBM 3125, Raoultella ornithinolytica NCTC 14098 a Yersinia enterocolitica subsp.
palearctica NCTC 13769). V ramci prace byla zjistovana vhodnost metody kvantifikace
celkového obsahu biomasy biofilmu s pouzitim krystalové violeti pro sledovani tvorby a

stability biofilmu.
Uvod

Odpadni produkty vinafského primyslu jsou dlouho opomijenymi materialy
s potencidlem Sirokého farmaceutického a potravinarského vyuziti. Vedlej$i produkty
vznikajici pfi zpracovani hroznu, tj. matoliny, tfapiny a letorosty Vitis vinifera, jsou dilezitym
zdrojem biologicky aktivnich latek — polyfenoli. V poslednich letech jsou polyfenolové
slouceniny pifedmétem rostouciho védeckého zdjmu, zejména diky jejich vyznamné roli
Vv lidské stravé a jejich rozmanitosti potencidlnich pfiznivych G€inkti v podobé¢ dopliikii stravy.
Ptirodni dopliiky stravy jsou preferovany pro jejich minimalni toxicitu, minimalni vedle;jsi
ucinky, dobrou dostupnost a lepsi odbouratelnost. V soucasné dobé je vénovana velka
pozornost studiu 1é¢ebnych G¢inkl spojenych s rostlinami ¢i rostlinnymi extrakty. Vyuzivaji se
jak extrakty z rostlin, tak i jejich jednotlivé slozky, které tyto extrakty obsahuji.

Klicovou roli v biologické dostupnosti a tim ovlivnéné biologické aktivité
polyfenolovych latek ma stievni mikroflora (Cardona a kol., 2013). Polyfenoly s vysokou

molekulovou hmotnosti jsou rozkladany mikroorganismy gastrointestinalniho traktu do fady
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Iépe absorbovatelnych nizkomolekularnich metabolitd, ¢imz je zlepSena jejich biologicka
dostupnost i uc¢innost (Selma a kol., 2009).. Biologicka aktivita polyfenolovych latek
obsazenych v potravé muze ovliviiovat mikroorganismy vyskytujici se v gastrointestinalnim
traktu, a to jak z hlediska jejich zastoupeni, tak i ptisobeni jednotlivych druhti (Kumar Singh a
kol., 2019).

Material a metody
Pouzité mikroorganismy

V ramci experimentalni prace byl pouzity Ctyfi oportunné patogenni druhy bakterii a
dva probiotické druhy bakterii. Oportunné patogenni bakterie Citrobacter freundii DBM 3127
a Escherichia coli DBM 3125 pochazi ze sbirky Ustavu biochemie a mikrobiologie, VSCHT
Praha. Pouzit4 probioticka bakterie Lactobacillus acidophilus LA-5 pochazi ze sbirky Ustavu
mléka a tukd, VSCHT Praha. V této praci klinické izolaty bakterii Raoultella ornithinolytica
NCTC 14098 (oportunni patogen izolovany z lidského bticha/abdomen pied rokem 1941),
Yersinia enterocolitica subsp. palearctica NCTC 13769 (oportunni patogen izolovany
z lidskych exkrementdi, Mnichov, Némecko) a Lactobacillus brevis NCTC 13768 (probioticky
druh izolovany z lidskych exkrementll) pochazi z Narodni sbirky typovych kultur v Anglii
(NCTC - The National Collection of Type Cultures), pusobici v ramci Public Health England
(Wahl a kol., 2018).

Vsechny pouzit¢ mikroorganismy byly uchovdvany v podobé kryokonzerv

v 50% glycerolu pfi teploté -70 °C v hlubokomrazicim boxu.
SloZeni kultiva¢nich médii a roztoku

Slozeni kultiva¢niho LB média pro oportunni patogeny: trypton 10 g, chlorid sodny 10 g a
kvasni¢ny extrakt 5 g v 1 1 destilované vody.

Slozeni kultivacniho MRS média pro probiotické bakterie: D-glukéza bezvoda 20 g, bakterialni
pepton 10 g, masovy extrakt 10 g, kvasnicny extrakt 5 g, octan sodny 5 g,
dihydrogenfosfore¢nan draselny 2 g, citrat amonny 2 g, heptahydrat siranu hote¢natého 0,2 g,

monohydrat siranu manganatého 0,05 g, Tween 80 1 ml v 1 I destilované vody.

Slozeni fyziologického roztoku: chlorid sodny 9 g v 1 1 destilované vody.
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MRS médium bylo upraveno na hodnotu pH = 6,5; pH LB média bylo upraveno na
hodnotu pH = 7. Dané hodnoty pH kultivacnich médii byly upraveny pomoci 1M roztoku
hydroxidu sodného, resp. 25% kyseliny sirové. LB médium, MRS médium a fyziologicky
roztok byly doplnény destilovanou vodou na pozadovany objem a ndasledné sterilovany
Vv autoklavu pfi teploté 121 °C a tlaku 101,5 kPa po dobu 20 minut. Po sterilizaci byl do MRS
média dodate¢né pfidan roztok glukdzy (sterilovany oddéleng), tak aby jeji vysledna

koncentrace v MRS médiu ¢inila 20 g/l.

Pouzité roztoky extraktii z matolin, tfapin a letorosti Vitis vinifera byly ptipraveny v laboratofi
na Ustavu Biotechnologie, VSCHT Praha. Matoliny, tfapiny a zimni letorosty Vitis vinifera

byly ziskany z vinice Grébovka na Praze 2.
Kultivace

Pro pre-kultivaci byly kryokultury bakterii zaockovany do 250 ml Erlenmeyerovych
ban¢k se 100 ml sterilniho média. Oportunné patogenni bakterie Escherichia coli DBM 3125,
Citrobacter freundii DBM 3127, Raoultella ornithinolytica NCTC 14098 a Yersinia
enterocolitica subsp. palearctica NCTC 13769 byly zaockovany z kryokonzervy do 100 ml
sterilntho LB média. Probiotické druhy bakterii zrodu Lactobacillus (Lactobacillus
acidophilus LA-5 a Lactobacillus brevis NCTC 13768) byly zao¢kovany z kryokonzervy do

100 ml sterilniho MRS média. Pre-kultivace vSech Sesti zastupcii bakterii probihala na orbitalni

ttepacce pii 150 min"L a teploté 37°C po dobu 24 h.

Sledovani vlivu polyfenolovych extrakti na tvorbu biofilmu bylo provedeno
Vv 96jamkovych polystyrenovych mikrotitraénich destickach (TPP, Svycarsko) stanovenim
celkového obsahu biomasy. Roztoky extrakt Vitis vinifera pro sledovani ovlivnéni tvorby
biofilmu byly pfipraveny tak, aby vysledné koncentrace polyfenolli v jamkéach mikrotitracni
desticky byly 100, 300, 500, 700 a 900 mgea/l. VSechna méfeni byla uskuteénéna v 8
paraleléch.

Pipravené preinokulum bylo nejprve odstiedéno (10 min, 10 °C, 9000 min™) a nasledng
byla upravena jeho optickd densita na hodnotou ODsoonm = (0,800 £ 0,020). Do jednotlivych
jamek mikrotitraéni desticky bylo pipetovano 210 pl takto upraveného inokula. Zasobni
roztoky biologicky aktivnich latek (extrakt z matolin, tfapin a letorosta Vitis vinifera) a riistové

médium byly pfiddvany v takovém mnozstvi, aby v jednotlivych jamkéach bylo dosazeno
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pozadované koncentrace celkového obsahu polyfenolll (mgea/l). Maximalni objem sledované
biologicky aktivni latky ptidavany do jedné jamky ¢inil 33 ul. Celkovy objem jamky byl
nasledn¢ doplnén sterilnim komplexnim médiem na finalni objem 280 pl. Jako kontrola byly
sledovany experimenty bez ptfitomnosti biologicky aktivnich latek (extraktti). Koncentrace
rozpoustédla (40% ethanol (v/v)) v jamce nesméla piekrocit 5 %, aby nedoslo k ovlivnéni riistu
bunék (inhibici) samotnym rozpoustédlem. Tato koncentrace byla pro vSechny mikroorganismy

soucasti kontrolnich experimentt a pii jeji aplikaci nebylo pozorovano ovlivnéni rustu.

Kultivace za u¢elem tvorby biofilmu pro E. coli DBM 3125, C. freundii DBM 3127 a L.

acidophilus LA-5 probihala na orbitilni trepacce pfi 150 min™+

a teploté 37 °C po dobu 24 h.
Kultivace klinickych izolatd R. ornithinolytica NCTC 14098, Y. enterocolitica subsp.
palearctica NCTC 13769 a L. brevis NCTC 13768 probihala na orbitalni tiepacce pti 150 min

1 a teploté 37°C, po dobu 48 h.
Kvantifikace biofilmu pomoci krystalové violeti

Krystalova violet’ (N1,N1,N2,N2,N3,N3-hexamethylpararosanilin) se vdZe na negativné
nabité molekuly bunécné stény, DNA a extracelularni polymerni latky jako jsou polysacharidy
a proteiny, je tedy vyuzivana pro sledovani celkové biomasy biofilmu (Feoktistova a kol.,
2016).

Postup kvantifikace biofilmu krystalovou violeti byl ptevzat a modifikovan
dle Sabaeifard a kol. (2014). Do kazdé jamky bylo po promyti fyziologickym roztokem
pipetovano 200 ul 0,1% roztoku krystalové violeti. Jamky s biofilmem byly barveny po dobu
20 minut. Po 20 minutdch nésledovalo vymyvani jednotlivych jamek. Pomoci Spicek
s ustfizenymi konci doslo celkem tiikrat k odsati obsahu jamek a jejich promyti fyziologickym
roztokem. Poté bylo do jednotlivych jamek ptidano 200 pl 96% ethanolu. Po 10 minutach
pusobeni a nasledném promichdni pomoci pipety bylo z kazdé jamky prepipetovano 100 ul do
mikrotitraéni desticky. Na zavér byla spektrofotometricky zméfena absorbance pii vinové délce
580 nm. Pro kazdou koncentraci bylo sledovano 8 paralel. Z kazdé série 8 paralel byl vypocitan

primér a smérodatna odchylka.

Vysledky a diskuse
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V ramci provedenych pokusi, sledujici vliv extrakti z matolin, tfapin a letorostt Vitis
vinifera na celkovou biomasu biofilmu vybranych zastupcti mikroorganismi tzce
souvisejicich s gastrointestinadlnim traktem pomoci kolorimetrického stanoveni s pouzitim
krystalové violeti, byly zjiStény hodnoty celkové biomasy v zastoupeni jednotlivych zastupct
mikroorganismu (Tab. I), které odpovidaji nartistu uvedenych parametrt. Tyto vysledky
nejsou zcela v souladu s referen¢nimi metodami, v mnoha ptipadech nebyla nalezena korelace
mezi kvantifikaci pomoci krystalové violeti a metodami sledujcimi metabolickou aktivitu

bun¢k (vysledky neuvedeny).

Tab. | Vliv extraktu z matolin, extraktu z tfapin a extraktu z letorostd Vitis vinifera na zménu
celkového mnozstvi biomasy biofilmu vybranych mikroorganismu** - kvantifikace

pomoci krystalové violeti

Koncentrace [mgea/I] Extrakty Vitis vinifera
(vztaZeno na celkovy obsah polyfenolti) Matoliny ~ Trapiny  Letorosty

100 + ++ ++
L. acidophilus LA-5 500 +4++ +++ 4+
900 +++ +++ ++

100 + + +

L. brevis NCTC 13768 500 + ++ ++

900 ++ ++ +

100 ++ ++ +

E. coli DBM 3125 500 ++ +++ +

900 ++ +++ +

100 +++ +++ ++

C. freundii DBM 3127 500 ++ +++ ++
900 ++ +++ ++
100 ++ + +++
R. ornithinolytica NCTC 14098 500 ++ ++ +++
900 ++ +++ +++
. 100 ++ + 4

Y. enterocolitica subsp.

palearctica NCTC 13769 00 ++ ++ ++t
900 ++ + +++

** Zhodnoceni nartstu celkového mnozstvi biomasy biofilmu vyjadfena v relativnich
procentech vztazenych ke kontrole (bez vlivu biologicky aktivni latky),
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nariist: + narust 0-2x oproti kontrole,
++  narust 2x-10x oproti kontrole,

+++ nartst nad 10x oproti kontrole.

V nasi studii byla sledovdna antibiofilmova aktivita polyfenolovych biologicky
aktivnich latek obsazenych v extraktech z vedleSich produkti vinafského pramyslu.
U pouzitych zastupct bakterii byl za pomoci metody barveni celkového obsahu biomasy
biofilmu pomoci krystalové violeti sledovan spiSe nartst celkového obsahu biomasy biofilmu.
Pouzitim téchto extraktd doSlo k nejvyznamnéj$imu sniZzeni celkového obsahu biomasy
biofilmu
v piipadé E. coli DBM 3125 wvyuzitim extraktu z letorostd Vitis vinifera. Nejnizsi
antimikrobialni vliv na pouzité zastupce bakterii mél naopak extrakt z tiapin Vitis vinifera, kde
byl u vétSiny zastupct bakterii pozorovan vyznamny nartst celkového obsahu biomasy. Nelze
tedy jednozna¢né povazovat metodu kvantifikace pomoci krystalové violeti jako vhodnou
pro sledovani aktivity extraktu Vitis vinifera pro inhibici tvorby biofilmu u uvedenych
mikroorganismi. Pro sledovani vlivu extraktd Vitis vinifera na rust a tvorbu biofilmu bude

potieba dalSich méfeni vyuzivajicich jiné metody.

Podékovani

Tato prace byla realizovana v ramci projektu Technologické agentury CR ¢&islo TH03030271.
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Mikroorganismy rodu Kocuria izolované z extrémniho prosti-edi

E. Timkina, O. Mat’atkova, I. Kolouchova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
Abstrakt

Rod Kocuria byl oddélen od rodu Micrococcus vroce 1995 na zakladé svych
chemotaxonomickych odlisnosti. Zastupci rodu Kocuria patii mezi gram—pozitivni koky,
kolonie mohou mit na agaru Zluté ¢i ¢ervené zbarveni. Biochemické rysy jsou podobné i jinym
rodim ztfidy Actinobacteria, ale jejich kombinace je pro rod Kocuria unikatni
(Stackebrandt a kol., 1995).

V soucasné dobé¢ bylo identifikovano vic nez 18 druht Kocuria sp., které byly izolovany
zrozmanitych lokalit, napf. z moiského sedimentu, mofskych organismt, z pidy
kontaminované tézkymi kovy nebo extrémné suchych lokalit, z povrchu nebo pletiv rostlin,
z masa ¢i ze savCi pokozky. Bakterie rodu Kocuria si vyvinuly G¢inné mechanismy adaptace
na nepfiznivé podminky svych habitati. Zajem védcl o zastupce rodu Kocuria je odivodnén
jiz zminénou adaptaci na nepiiznivé podminky, jako jsou kontaminace téZkymi kovy,
radioaktivita a vysoké koncentrace soli (Gholami a kol., 2015).

Mezi dal$i vyhody bakterii rodu Kocuria sp. patéi schopnost produkovat specifické
sekundarni metabolity, napiiklad barviva, biotenzidy, antibiotika a mnoho dalSich (Samanta a
kol., 2016; Nazina a kol., 2003).

Mechanismy adaptace mikroorganismi na extrémni podminky

eey

Mikroorganismy zijici v extrémnim prostfedi jsou ¢asto podrobeny plisobeni né¢kolika
stresovych podminek, naptiklad vysouSeni, vysoké koncentrace soli, plisobeni oxidacnich
¢inidel nebo i1onizujiciho zafeni. Pro preziti za danych podminek jsou tyto mikroorganismy
nuceny vyvijet specidlni mechanismy. Nejjednodussim zpiisobem zachovani zivotaschopnosti
mikroorganismu je udrzet extrémni podminky vné buiiky. U mnoha organismt vyskytujicich
se vextrémné kyselém nebo alkalickém prostfedi, rovnéz u organismu Zijicich v prostredi
kontaminovaném vysokymi koncentracemi tézkych kovii byly popsany transmembranoveé
pumpy pro pienos ur¢itych iontli a nasledné udrzeni optimalnich podminek uvnitf bunky.
V piipadé, Ze neni mozné udrzet podminky vné buiky, dochdzi k evolu¢nimu zesileni

ochrannych a opravnych mechanismi. (Shukla a kol., 2007).
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Z biologickych molekul je nejvice nachylnd na vysoké teploty, ionizujici zéfeni,
oxidativni stres a vysychani molekula DNA. Plsobenim ionizujiciho zaifeni a UV dochazi k
poskozeni DNA bud’ pfimym vlivem zafeni na molekulu DNA nebo nepiimo plsobenim
reaktivnich forem kysliku. Mize dochazet ke tvorbé modifikovanych nukleotid nebo jedno ¢i
dvou fetézovych zlomtl, u¢inné mechanismy opravy podobnych zlomil zapficinuji vyssi
adaptaci bakterii na plisobeni ionizujiciho zafeni. Nejvétsi vliv na rezistenci vic¢i pusobeni
ionizujiciho zafeni ma produkce ucinnych antioxidant. Antioxidanty a enzymy katalasa a
superoxid dismutasa chrani proteiny pied oxidaci reaktivnimi formami kysliku, diky ¢emuz
jsou pottebné enzymy pii poskozeni DNA rychle dostupné a je umoznénd rychla oprava DNA.
Vysychani vede k obdobnym poskozenim jako pusobeni ionizujiciho zafeni a aktivuje stejny
mechanismus oprav poSkozené DNA. Tvorba spor, produkce extracelularnich polysacharidii a
intracelularni akumulace trehalosy a sukrosy jsou ¢astymi mechanismy obrany proti vysouseni
a pusobeni vysokych koncentraci soli (Shukla a kol., 2007).

Mikrobialni spolecenstvi v podzemnich radonovych pramenech

Mezi specidlni a ve svété ojedinélé patii minerdlni radonové prameny. Pramen s nazvem
Franz-Josef-Quelle (FJQ) se nachazi v lazenském mést¢ Bad Gastein, Rakousko. Celkova
mineralizace vody je okolo 350 mg/l, priimérna teplota 45,6 °C a pH 8. Voda vytéka z umélého
vrtu s celkovym mnozstvim 222Rn 296 kBg/m?. Doba zdrzeni vody dle metody **C je v rozmezi
3600 — 3800 let, v blizkosti vrtu dochazi ke smichani podzemni termalni vody s 10 % studené
podpovrchové vody (Weidler a kol., 2007).

Mikroorganismy, které pokryvaji ponofené povrchy kament do vody, se vyskytuji ve
dvou formach. Starsi biofilm z koloniza¢ni faze je pevné srostly s povrchem kamene, kdezto
druha vrstva se jevi jako bélavy sliz a je méné ptipevnéna na povrch (Weidler a kol., 2007).

Pii analyze mikrobidlniho spolecenstvi metodou sekvenovani 16S rRNA geni a
zpracovani ziskanych dat postupy metagenomiky bylo celkem nalezeno 415 unikatnich klond,
Z nichz 283 bylo ptuvodem z domény Archaea a 132 z domény Bacteria. Na zakladé¢ ziskanych
sekvenci byly vyclenény 4 skupiny Archaea a 14 skupin Bacteria, podobnost genomu
Vv skupindch piesahovala 99 %. V¢tsSina bakterii a archea nalezenych ve vzorcich vody
z pramene FJQ nebyly kultivovatelné v laboratofi. Porovnanim sekvenci ziskanych z pramene
se sekvencemi publikovanymi v literatuie byla zjisténa podobnost genomu tii skupin s genomy
bakterii nebo archea izolovanych z prostfedi kontaminovaného uranem. Nékolik dalSich skupin

bylo nejvice podobno bakteriim z prostfedi kontaminovaného polutanty nebo
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Z bioremediacnich zafizeni. U nékterych skupin byla pozorovéna sada genli pro oxidaci
dusi¢nanu na dusitany a anaerobni oxidaci amoniaku. Pfedpoklada se, Zze v pramenu probiha
cely cyklus kolobéhu dusiku. V bakteridlnim spolecenstvi pramene FJQ pfevladda kmen
Proteobacteria, hlavné d-Proteobacteria (Nitrospira sp., Nitrospina sp.) a B-Proteobacteria.
V Tab. I jsou uvedeny nejvice podobné kmeny nékterych ziskanych izolatd (Weidler a kol.,
2007).

Tab. 1. Nékteré kmeny nejvice podobné ziskanym sekvencim. Podobnost sekvence

minimalné 95 % (Weidler a kol., 2007)

Nejvice podobna sekvence z databaze Puvod Podobnost
mikroorganismu (%)
Nekultivovatelny bakterialni kmen Sediment 99,42
P30B-49 (AF414580) Z uranového dolu
Nekultivovatelny bakteridlni kmen Velkd  artéska 98,23
G19 (AF407702) panev
Nekultivovatelny B-proteobacterium Lokalita 98,58
kmen ccs265 (AY133064) kontaminovana
tetrachlorethenem
Nekultivovatelny bakterialni kmen Bioremediaéni 95,64
TSAC04 (AB186880) zatizeni
Nekultivovatelny bakterialni kmen Pida 97,48
AKAU3482 (DQ125521) kontaminovéana uranem
Nekultivovatelny bakteridlni kmen 1- Kal ze zafizeni 98,35
13 (AY548937) pro anaerobni oxidaci
amoniaku
Nekultivovatelny crenarchaeote kmen Rezidua po 98,54
Gitt-GR-39 (AJ535120) zpracovani uranu

Vyskyt rodu Kocuria v Zivotnim prosti-edi

Druhy rodu Kocuria jsou pivodem ze Sirokého spektra riznych habitatd. Bakterie rodu
Kocuria jsou vSudypfitomné v zivotnim prostfedi, véetn¢ lidského hltanu a pokozky. Pfikladem
vyskytu rodu Kocuria mtze byt maso (K. carniphila, K. varians, a K. kristinae), mléko
(Kocuria spp.), sav¢i pokozka (K. kristinae, K. varians), moisky sediment (K. marina) a
povrchova voda (K. rosea, K. varians), studena (K. himachalensis), mirna (K. rosea) a poustni
(K. aegyptia) puda, kolonie cyanobakterii (K. polaris), a fytosféra (K. palustris)
(Stackebrandt a kol., 1995). Infekce zplsobené primarné zastupci rodu Kocuria nejsou

obvyklé. Pti nalezeni v klinickém materidlu vétSinou doprovazeji hematologickd onemocnéni,
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maligni  nddory nebo  metabolické poruchy u jiz  nakaZzenych  jedincii
(Stackebrandt a kol., 1995).
Jednotlivé kmeny mohou byt izolovany z rhizosféry rostlin, napitiklad K. rhizophila, kterou ve
své praci izolovali Takarada a kol. (2008) z rhizosféry orobince tizkolistého. Pti izolaci bakterii
z vnitinich pletiv rostlin, takzvanych endofytt, Xia a kol. (2015) nalezli kmen K. kristinae,
ktery se nachazel prevdzné v kofenech sladkého hrasku, rajcat, melounu a kapie. Nékteti
zastupci rodu Kocuria byli izolovani z prostiedi kontaminovaného tézkymi kovy. K. arsenatis
byla poprvé izolovana z kofenti naditce (Prosopis laegivata) v San Luis Potosi, Mexiko.
V pidé byly naméfeny nasledujici koncentrace tézkych kovi: As > 8420 mg/kg, Pb > 754
mg/kg, Cu > 1154 mg/kg a Zn > 1386 mg/kg (Roman-Ponce a kol., 2016).
Dale byly bakterie z rodu Kocuria izolovany z moiskych sedimenti a moiskych koralu.
Palermo a kol. (2016) ve své praci provedli sekvenaci a analyzu genomu kmene
Kocuria sp. SM24M — 10 a nalezli genetické sekvence, které svéd¢i o adaptaci bakterie na
moiské prostiedi a velké mnoZzstvi nutrientd, které poskytuji korali.

Bakterie Kocuria sp. se vyskytuji i v prostiedi s vysokou urovni ionizujiciho zafeni.
K. rosea kmen MG2 byl izolovan z radioaktivniho pramene Ab-e-Siah, ve mésté Ramsar
v Irdnu. Plsobenim UV zafeni (celkova davka 25 J/cm?) doslo ke sniZeni Zivotaschopnosti
0 13 %, v ptipadé E. coli 0 49 %, z ¢eho vyplyva, ze K. rosea kmen MG2 ma vysokou schopnost
snaset vliv UV zafeni (Gholami a kol., 2015).

Vyznamné metabolity rodu Kocuria
Biotenzidy

Biogenni povrchové aktivni latky jsou produkovany bakteriemi, archaea, kvasinkami a
mikromycétami. Biotenzidy maji hydrofobni (nepolarni) ¢ast molekuly a hydrofilni (polarni)
cast. Maji sklon se mezi sebou spojovat, interagovat s povrchy o rizné polarité, adsorbovat se
na rozhrani voda — vzduch nebo voda — olej, ¢imz zptisobuji smaceni hydrofobnich povrchui.
Vytvareji struktury podobné lipidovym filmiim nebo membrandm a snizuji povrchové napéti
kapalin. V buiice jsou biotenzidy zodpovédné za transport hydrofobnich latek dovniti bunky,
tvorbu biofilmt, adhezi bunék na rizné povrchy, zvySuji pfezivani mikroorganismi ve
spoleCenstvi a jsou faktorem patogenity. Bakterie schopné oxidovat uhlovodiky vzdy produkuji
biotenzidy, protoZe vyzaduji specialni nastroj pro transport Zivin do buiiky (Nazina a kol.,

2003).

82



Konference - Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2020

Analytické metody FTIR, TLC a GC-MS analyza prokézaly, Ze biotenzidy, izolované z bakterii
Kocuria maji povahu lipopeptidt. Vysledky testi ukazaly, Zze izolovany biotenzid je schopen
emulgovat jak alifatické, tak i aromatické hydrofobni latky (Sarafin Y. a kol., 2014). Kmen K.
erythromyxa 32f vykazoval pfi ristu na komplexnim médiu o vysokém obsahu n-alkanti dobrou
schopnost emulgovat roztok, coz svéd¢i o tvorbé biotenzidli. NejlepSich vysledki bylo
dosazeno pii kultivaci na glukose a dodekanu, pticemz pti kultivaci na C16 — C24 uhlovodicich
byl ucinek az ttikrat nizsi (Nazina a kol, 2003). Vysokou emulgacni aktivitu vykazoval také
kmen K. marina BS-15 (Sarafin a kol., 2014).

Biotenzidy hraji dilezitou roli pfi biodegradaci pesticidi. Diky emulgacnim vlastnostem
zvySuji biodostupnost nepolarnich polutanti a tim urychluji jejich odbourdvani. Kmen
K. turfarensis J vykazoval vysokou schopnost emulgovat neonikotinoidni insekticid
imidokloprid pii Sirokém rozmezi pH od 2 do 11. Schopnost emulgovat organofosfatovy
insekticid monokrotofos byla nizsi ve srovnani s imidoklopridem, emulga¢ni vlastnosti jsou
totiz zavislé 1 na chemické struktufe pesticidu. Biotenzidy z K. turfarensis byly stabilni pfi
teplotaich v rozmezi 30 — 120 °C, pficemzZ nejvyssi aktivita byla dosazena pii 60 °C. Vliv
koncentrace NaCl na aktivitu biotenzida byl pomérné maly v koncentraénim rozmezi 5 — 15 %
(Dubey a kol., 2012).

Siderofory

Zelezo ptisobi jako kofaktor nékolika enzymtl zodpovédnych za pienos elektrontl, zacastiiuje
se biosyntézy DNA a ATP. V piirod¢ se za aerobnich podminek Zelezo vyskytuje prevazné
v oxidaénim stavu +3. Pfi neutralnim nebo zasaditém pH tvoii ionty Fe*® nerozpustné
polymerni oxo — hydroxo komplexy, které nejsou vhodnym zdrojem Zivin pro mikroorganismy
ani rostliny. Resenim tohoto problému je u bakterii syntéza a vyludovani vysoce afinitnich
chelotont nazyvanych siderofory, které vazi zelezo, z bun¢k do extracelularniho prostiedi.
Vazba a odstranéni Zeleza z prostiedi mize mit mimo jiné 1 antibioticky Gc¢inek (Challis, 2005).
Siderofory jsou molekuly s malou molekulovou hmotnosti v intervalu 400 — 1000 kDa
s vysokou afinitou k zelezu. Siderofory jsou rozpustné ve vodé a ve vétSiné piipadd jsou
vylu€ovany z buiiky do okolniho prostfedi. Na zaklad¢ toho, kterd ¢ast molekuly je donorem
kyslikového ligandu pro chelataci zeleza, lze siderofory rozdélit do tfi skupin (Saha a kol.,

2012):
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e catecholaty nebo fenolaty, napiiklad enterobactin (Streptomyces), vibriobactin
(Vibrio cholera) a pyochelin (Pseudomonas aeruginosa), pievladaji v prostiedi
s nizkym nebo neutralnim pH
e hydroxymaty nebo carbooxyly, naptiklad alcaligin (Alcaligenes denitrificans),
staphyloferrin (Staphylococcus sp.), pievladaji v prostiedi s nizkym pH
e smiseny typ, napiiklad mycobactin (Mycobacterium tuberculosis) a petrobactin
(Bacillus anthrasis)
Produkce siderofort byla sledovana u nékterych kmenti Kocuria pomoci chrom azurol S (CAS)
testu. Ve své praci Haidar a kol (2018) zkoumali endofyty izolované z rostliny juty a izolovali
kmen Kocuria sp. MBL_B19, ktery produkoval siderofory. Goswami a kol. (2014) popisuje
tvorbu sideroford u Kocuria turfanensis 2M4, kde aktivita dosahla 53 % ve srovnani
s kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA). Dle Retamal-Morales a kol. (2018), K. rosea
produkuje siderofory, které vazi zelezo s ucinnosti 100 % ve srovnani s EDTA a jsou také
schopny vazat arzen s u¢innosti 80 %.

Pigmenty

Vyuziti bakterialnich pigmenti misto syntetickych pigmenti je v soucasné dobé zadané
Z n¢kolika diivodua. Jednim z nich je vyssi moznost biodegradace a lepsi slucitelnost pfirodnich
pigmenti s zivotnim prostfedim ve srovnani se syntetickymi barvivy, ktera jsou Casto pro
¢loveka a zivotni prostfedi toxickd. Primyslové se v soucasné dobé vyrabéji nékteré bakterialni
pigmenty pro aplikaci v potravinafstvi, farmacii, kosmetice a textilnim pramyslu (Venil a kol.,
2013).

Kolonie Kocuria sp. maji na agaru zbarveni od bézového, pies zluté az po Cervené. Nékolik
studii se zabyvalo izolaci a identifikaci bakterialnich pigmentii. Vora a kol. (2015) ve sv¢é praci
zkoumali oranzové a zluté pigmenty produkované kmeny Kocuria sp. KM243757 a Kocuria
sp. JO1 KM216829, které byly izolovany ze vzorku pudy z krajiny Kharaghoda, Gujarat. Na
zaklad€¢ retencnich hodnot a absorpéniho maxima byly oranzové a Zluté pigmenty
charakterizovany jako karotenoidy.

Spektrum extraktu karotenoidi z kmene K. marina DAGII bylo porovnano se spektrem
karotenoidii zindického manga a papaji. Hlavni slozkou karotenoidnich pigmentt

z K. marina kmen DAGII je B-kryptoxantin (Samanta a kol., 2016).
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V poslednich letech roste poptavka i po pfirodnich antioxidantech. Karotenoidni latky maji
dobré antioxidacni vlastnosti a jsou rozsifené v pfirodé. Antioxidanty mohou zastavit
radikalové reakce, které by vedly k poskozeni bunék. Reaktivni formy kysliku vznikaji
Vv organismech pii reakcich s vyuzitim kysliku. Tyto volné radikaly zptisobuji peroxidaci lipida,
poskozeni DNA a denaturaci bilkovin. Antioxidacni aktivita B-kryptoxantinu izolovaného
z kmene K. marina DAGII byla zkoumana v praci Samanta a kol. (2016). B-kryptoxantin
vykazoval lepsi vysledky testu s pouzitim 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazylu (DPPH) a lepsi
schopnost inhibovat autooxidaci kyseliny linoleové nez B-karoten. Vysledky svéd¢i o moznosti
pouziti B-kryptoxantinu jako potenciadlniho nutraceutika, dopliiku stravy v potravindiském
pramyslu a v mnoha dalSich odvétvi primyslu (Samanta a kol, 2016).

Extracelularni polysacharidy

Vétsina bakterialnich kment je schopna produkovat extracelularni polysacharidy (EPS). EPS
vykazuji potencialni biologickou aktivitu, napifiklad imunomodulace, protizanétlivy ucinek,
antiviroticky ucinek, plisobi proti rakovin€ a maji antioxida¢ni aktivitu (Kumar a Sujitha, 2014).
Kumar a Syjitha (2014) izolovali a  charakterizovali EPS  produkované
kmenem K. rosea BS - 1. Vysledek analyzy svéd¢i o tom, Ze izolovana latka pojmenovana
kocuran je heteropolysacharid kyselé povahy, sklddd se z 91 % monosacharidii, hlavné
glukopyranosy, mannopyranosy, galaktopyranosy a glukuronové kyseliny, a z 9 % mocoviny.
Maximalni produkce (731 mg/1) kocuranu bylo dosazeno po 48 hodinach kultivace po dosazeni
stacionarni faze, rychlost produkce byla konstantni po dobu dalSich 48 hodin. Kocuran
vykazoval lep$i antioxidaéni aktivitu nez kyselina askorbova. In vitro testy ukazuji na

imunosuppresivni vlastnosti izolované¢ho EPS (Kumar a Sujitha, 2014).

Antibiotika

Antibiotika jsou dilezité latky pfi 1écbé mikrobialnich infekci lidi a hospodéiskych zvitat.
Intenzivni pouzivani antibiotik vede k zvySeni vyskytu kment rezistentnich k jednotlivym
druhtim latek. Hledani a vyvoj novych antibiotickych latek je podstatné pro udrZitelnou 1écbu
infeket.

Neékteré mikroorganismy zijici na povrchu moiskych fas produkuji zajimavé metabolity
S riznymi molekuldrnimi strukturami, nékteré i s antimikrobidlnimi u€inky, jejichz cilem je
zabranit sekundarnimu osidleni povrchu. Kmen K. marina CMG S2 byl izolovan z povrchu

hnédych motskych fas v okoli plaze Sonmiani, Karaci, Pakistan. Z biomasy K. marina CMG
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S2 byly izolovany sekundéarni metabolity, mezi kterymi byla jedna UV — aktivni latka. Po
provedeni NMR analyzy byla navrzena struktura: 4-[(Z)-2- fenylethenyl]benzoova kyselina,
pozdéji byl latce pfifazen nazev kocumarin. Antimikrobidlni aktivita kocumarinu byla
zkoumana na nékolika patogennich mikroorganismech véetné bakterii a plisni. Uginek
sledované latky byl velice rychly a zptisoboval pfedev§im zmény bunééné stény. Byla dokonce
sledovana vysoka aktivita va¢i problematickému methicilin rezistentnimu kmenu
Staphylococcus aureus MRSA (Uzair a kol., 2017).

Dalsi latka s antibiotickou aktivitou byla izolovana z kmenu K. marina F-276,310. Mistem
vyskytu daného kmene jsou motiské houbovice. Bioaktivni latka ma povahu thiazolilového
peptidu, kterému byl pfitazen nazev kocurin (Obr. ). Nejvyssi produkce kocurinu byla dosazena
ve stacionarni fazi rastu, po 24 hodinach od piechodu do stacionarni faze ristu (Palomo a kol.,
2013). Kocurin ma podobny uc¢inek a mechanismus pisobeni jako jiné thiozylové peptidy,
ucinné blokuje proteosyntézu u gram—positivnich bakteriich, zatimco vi¢i gram—negativnim
bakteriim nevykazuje aktivitu. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro Staphylococcus

aureus MRSA se pohybovala v rozmezi 0,25 — 0,5 pg/ml (Palomo a kol., 2013).
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Obr. 1 Chemicka struktura kocurinu (Palomo a kol., 2013)

Podékovani

Tento vystup vznikl v ramci projektu GACR 18-00036S.
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Vliv postrikii na fyziologicky stav révy

A. Vasyliuk, M. Vrublevskaya, I. Kolouchova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Réva vinna patii mezi nejdéle péstované kulturni plodiny a tedy i plodiny, které jsou nejdéle
systematicky zeméd¢€lsky oSetfovany. V soucasné dobé¢ je nékolik moznych ptistupi ve vedeni
a zejména oSetfovani révy riiznymi typy postiikid. Nejpouzivanéjsi piistup je konvencni, s
vyuzitim syntetickych hnojiv a postiikll proti skiidciim. Ale stale vice se rozviji ekologicky

pfistup, tedy s vyuZitim organického odpadu ke hnojeni a ochrannych posttiki z rostlin.

Uvod

Polyfenolové slouceniny hraji klicovou roli Vv organoleptickych vlastnostech vin.
Vinaftské technologie ovliviiuje obsah polyfenolii v hroznech a ving, a tim nepfimo urcuje jejich
kvalitu, barvu, chutové a ¢ichové vlastnosti a potencidl starnuti vina. Kromé toho byl zjiStén
pozitivni dopad umirnéné konzumace vina na zdravi. Obsah polyfenolt ve viné je zavisly na
chemickém slozeni hroznti révy vinné, které je zase ovlivnéno mnoha faktory, véetné podminek
prostiedi, vinatskych postupt nebo zptsobi ristu révy (Downey a kol., 2006) a také rtiznych
technik aplikovanych ve sklepnim hospodaftstvi a naslednych technologickych tpravach, které
probihaji béhem procesu vyroby vina (Sacchi a kol., 2005). Mezi mozné zpusoby ovlivnéni
slozeni hroznt a vina patii hnojeni pudy (Bell a Henschke, 2005). Pfedchozi studie ukazaly, ze
vysoka dodavka dusiku mize vést k vétsi velikosti bobuli nebo ke zméndm v metabolismu révy,
coz nasledné zptsobuje snizeni obsahu polyfenolovych slouc¢enin (Hilbert a kol., 2003).

Celkovy obsah polyfenolovych sloucenin pro jednotlivé odriidy se muZze snizit z
5 000 mg/kg susiny (nezralé hrozny) na 104 mg/kg susiny (obdobi sklizn¢). Byl také potvrzen
rozdilny obsah polyfenolovych slou€enin v riznych ¢astech hroznl (semena, slupka a duzina),
mezi jednotlivymi odriidami révy vinné a také mezi modrymi a bilymi odridami (Janc¢arova a
kol., 2013).

Vznik a produkce polyfenolovych latek révou tzce souvisi s endofytickou populaci révy
vinné (Pancher a kol., 2012). Bakterialni endofyty byly izolovany z mnoha rtiznych rostlin.
Byly nalezeny v fad¢ hostitelskych rostlin, véetné evropskych listnatych a jehliénatych stromu
(Izumi a kol., 2008), topolu (Ulrich a kol., 2008), oliv (Prieto a Mercado-Blanco, 2008) a v ryzi

(Sun a kol., 2008). Ale je relativné malo poznatkii o obsahu endofyti v révé vinné. Dosavadni
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studie se zabyvaly vylu¢né bakteridlnimi endofyty, které byly kultivovany v laboratofi. Vyvoj
molekularnich technik také dovolil zkoumani nekultivovatelnych bakteridlnich endofytd, coz
dovoluje vytvoreni profilu celé bakterialni populace.

Vliv organického a biodynamického zemédélstvi na kvalitu produktu

Mechanismus ucinku biodynamickych ptipravkl neni stale zcela jasny. Protoze jsou
pfipravky aplikovany ve velmi malém mnozstvi, pifimé UCinky na vyzivu jsou
nepravdépodobné. Jednim z moznych zplsobi piisobeni je G¢inek na zastoupeni epifitnich a
endofitnich bakterii, protoze bakterie jsou schopné reagovat na extrémné nizkou koncentraci
signalnich molekul v jejich prostiedi a biodynamické piipravky mohou takové molekuly
obsahovat (Reeve a kol., 2010). Podle Giannattasio a kol. (2013) jsou koncentrace uc¢innych
latek 1 v mikromolarnich koncentracich, ve kterych jsou biodynamické ptipravky aplikovény,
schopny vyvolavat metabolickou aktivitu pidnich bakteriich a také maji potencial podporovat
mikrobidlni proliferaci a tedy vétsi rhizoférickou aktivitu (Spaccini a kol., 2012). Botelho a kol.
(2015) zjistil, ze biodynamicky a organicky péstované hrozny ve srovnani s konvencné
pestovanymi hrozny dosahovaly lep$ich kvalitativnich znakt a vina z nich vyrobena obsahovala
napt. niz8i vyskyt a obsah kyseliny octové. VSechny vysledky vedou k zavéru, ze je tieba
detailn¢jSich studii o ucinku specifickych preparati pouzivanych v biodynamickém
zem&délstvi (MeiBner a kol., 2019). V né€kolika studiich byly porovnany ruzné aspekty kvality
hroznl a vin vyrobenych organickym, biodynamickym a konven¢énim pfistupem. Tinttunen a
Lehtonen (2001), pouzivali kombinovanou analyzu ultrafialovych viditelnych spekter a méteni
fenolickych slouc¢enin neodlisili ekologicky vyrabéna vina od konvenénich; 1 kdyZ v organicky
péstované réveé byl zjistén vyssi obsah resveratrolu. Tassoni a kol. (2013a) nezjistili zaddné
rozdily v obsahu biogennich amind, antokyand, polyfenold nebo antioxida¢ni aktivité mezi viny
z organickych, biodynamickych a konvenénich produkci. Naopak Kokornaczyk a kol. (2014)
odlisil organickd vina od biodynamickych, a to pomoci metody DEM (droplet evaporation
method - metoda odpafovani kapicek), na zakladé chemického sloZeni ¢ervenych vin, a obsahu
polyfenolovych latek. Laghi a kol. (2014) srovnaval organickd a biodynamicka vina pomoci
metabolomického piistupu a nalezl rozdily v obsahu nékterych aminokyselin, alkoholii a
polyfenolli. Granato a kol. (2015) byl schopen rozliSit organické a biodynamické vzorky
hroznové §t'avy od konvencnich na bazi chut'ového profilu, antioxidacni aktivity, chemického

slozeni; nebyl vSak schopen rozlisit most z organickych hroznii od biodynamickych.
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Co se tyka srovndni organickych a konvencnich vin, lze nalézt rizné informace v
literatuie, které se zaméiuji predevsim na rizné ekonomické nebo kvalitativni aspekty. Nékteré
nejcastéji uvadéné rozdily ve slozeni mezi organickymi a konven¢nimi viny jsou shrnuty v Tab.
I. Vétsina zverejnénych tdaji potvrdila, Ze organické hrozny a vina mély vyssi antioxidacni
aktivitu nez jejich konvencni protéjsky, a tento uc¢inek pozitivné souvisi s celkovym obsahem

polyfenolti (Bunea a kol., 2012, Machado a kol., 2011, Mulero a kol., 2009,).

Tab. I Rozdily mezi organickymi a konven¢nimi vinami (vysledky uvedeny pro organicka vina)

(Tobolkova a kol., 2014)

ZvySuje se | Antioxidacni aktivita

Koncentrace enzymu polyfenoloxidazy

Obsah biogennich amind (putrescin)

Obsah fenolu, polyfenoli a resveratrolu v hrozneh

Bez rozdili | Obsah trans-resveratrolu a p-kumarové kyseliny

Obsah biogennich amint

SniZuje se | Obsah vanilové kyseliny

Celkovy obsah antokyant v hroznech

Vliv postriki na obsah polyfenoli

Slozeni hroznl zavisi na sérii interakci mezi genetickymi charakteristikami,
podminkami prostiedi a postupy péstovani (Bourn a Prescott, 2002). B€hem konvenéniho
zem&délstvi se pouzivaji hnojiva obsahujici draslik a anorganicky dusik. Hnojiva se snadno
rozpoustéji v pidni vodé, coz vede k vysokym obsahiim dusiku a drasliku v rostlinach
(Worthington, 2001). To by mohlo vysvétlit vyssi obsah dusiku v konvenénich, nez v
organickych extraktech (Tab. II).

Tab.Il Chemicka charakteristika konvenCnich a organickych extraktli hroznové slupky
(Corrales a kol., 2010)

Parametr Konvenéni hrozny | Organické hrozny
Dusik (g kg™ suché vahy slupky) 1.11£0.11 1.06+0.02
Draslik (g kg-1 suché vahy slupky) | 2.26+0.48 1.80+0.03
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°Brix 16.6£0.82 16.83+0.63
Popel (%) 5.78+0.11 4.80+0.26

Tyto vysledky jsou shodné se studii (Garde-Cerdan a kol., 2009), kde byl zaznamenan
vy$s$i obsah amoniového, aminového a asimilovaného dusiku v konven¢nich modrych hroznech
odriidy Monastrell ve srovnani s organickymi hrozny. Kromé toho je draslik zapojen do mnoha
rostlinnych fyziologickych reakci, véetné osmoregulace, syntézy proteint a aktivaci enzymd,
coz muze vést k jeho vysokému obsahu v popelu v konven¢nich extraktech (Corrales a kol.,
2010).

Polyfenolové slouceniny hraji kliCovou roli v mechanismech ptirozené obrany rostlin
proti bylozravcim, biotickému stresu a UV zafeni (Harborne a Williams, 2000).

Byly provedeny experimentalni studie (Corrales a kol., 2010) na sloZeni jednotlivych
sekundarnich metabolitli v extraktech organicky a konven¢né péstovanych hroznech odridy
Riesling. Urovné kvercetinu a kaempferolu byly v organickych vzorcich statisticky vyznamng
vy$si. Naproti tomu, obsah flavonoidd, katechinu, epikatechinu a prokyanidinu B1 byl vyssi v
konven¢nim hroznu (Obr.1). Podle toho byla antioxidacni kapacita v konvencnich vzorcich
(26,8 £ 0,7 mmol TE glextrakt) Vy$$i nez v organickych (15,93 + 3,46 mmol TE glextrakt). TOtO
potvrzuje vysledky Dani a kol. (2007), které prokazaly vyssi antioxida¢ni kapacitu konven¢né
pestovaného hroznu odriidy Nibakteriologicky agara. Nicméné, pii porovnavani obsahu
flavonoidii v organickych a konvencnich hroznech, nejsou studie konzistentni. Nekteti autofi
nam¢fili vys$i obsah flavonoidii u konvenénich hroznu (Vian a kol., 2006) zatimco jini v

organickych (Malusa a kol., 2004).
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Obr. 2 Srovnani obsahu flavonolt v extraktech slupek organickych a konvencnich hroznt
(Riesling Vitis vinifera L.) a) (P < 0.05) vyznamné rozdily, b)nevyznamné rozdily (P >0.05)
(Corrales a kol., 2010)

Vysledky (Corrales a kol., 2010) ukazaly, ze antioxida¢ni kapacita a obsah polyfenolt
konvencnich a organickych extraktii pfimo nekorelovala. Antioxida¢ni kapacita extrakti slupek
konven¢né péstovanych hrozni byla vyznamné vyssi nez u organickych vzorkt, ale na rozdil
od celkového obsahu polyfenolil, ktery byl v konvenénich extraktech (31,27 + 4,71 GAE g*)
niz§i, nez u organickych (48,14 + 0,04 GAE g?). Dalsi slouceniny, a konkrétn& specifické
flavonoidy nebo dokonce 1 rezidua pesticidii, by mohly byt zodpovédné za vyssi antioxidacni
kapacitu konvencnich extraktd. Podobny trend byl popsan ve studiich (Dani a kol., 2007)
konvenc¢né a organicky péstované hroznové st'avy z odriady Nibakteriologicky agary. Studie od
Oliva a kol. (2009) naznacuji, ze nékteré zbytky pesticidl v potravinaiskych vyrobcich mohou
vykazovat antioxidacni uCinek. Prokazali, Ze pfitomnost famoxadonu, kresoximmetylu a
kvinoxyfenu zvySuje antioxidacni kapacitu hroznti. Nicméné citlivost antioxida¢ni kapacity k
pesticidim stale jesté neni uplné prostudovana a je potieba dalsiho vyzkumu (Corrales a kol.,
2010).

Flavonoidy urcuji uroven nachylnosti nebo tolerance vici houbovym infekcim a
Skudctm v rostlinach (Usenik a kol., 2004). Jejich pfitomnost v extraktech z hroznovych slupek

muze predznamenat jejich antibakterialni ucinky. Hrozny obsahuji nejen vysokou koncentraci
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flavonoidu ve slupkach a peckach, ale také cukry, Ziviny a vodu v duziné, coz je pfi¢inou jejich
vysoké nachylnosti ke kontaminaci mikromycetami, vétS§inou houbou Botrytis cinerea,
Alternaria spp. a Cladosporium spp. a méné Casto také Fusarium spp., Penicillium spp.,
Aspergillus carbonarius, Aspergillus niger a Ulocladium spp. (Tournas a Katsoudas, 2005). V
konven¢nim zeméd¢lstvi se v boji proti tomuto mikrobidlnimu napadeni obvykle pouZzivaji
pesticidy, které mohou zlstat ve vedlej$ich produktech z hroznti, jako vychozi slou¢eniny nebo
jako jejich degradacni produkty. Antibakterialni aktivita pesticidd a jejich degradacnich
produktt se lisi mezi riznymi druhy pesticidi (Corrales a kol., 2010, Virag a kol., 2007).

Vliv postrikii na vysledny produkt

Vétsina z vypéstovanych hroznti (66 % svétové produkcee) se dale pouziva k vyrobé vina
(Soleas a kol., 1997). Vino a jeho vedlejsi produkty, rmut a mos$t, mohou byt nasledné
destilovany za i¢elem ziskani alkoholu nebo alkoholickych napoja (brandy, grappa a konak).
Hrozny mohou byt konzumovany jako Cerstvé, jako hrozinky a také jako st'ava. Pro obdrzeni
kvalitnich produktd, musi byt hrozny chranény béhem zrani pred napadenim sktdci. Hlavnimi
skudci révy vinné jsou obale¢ mramorovany (Lobesia botrana), plisen revova (Plasmopora
viticola), padli révové (Uncinula necator) a plisen Seda (Botrytis cinerea). Pro kontrolu téchto
Sktidct, se pouzivaji insekticidy a fungicidy a proto je mozné béhem sklizné najit jejich rezidua
na hroznech, které se pak mohou objevit ve zpracovanych produktech v zavislosti na
technologickych procesech (Cabras a Angioni, 2000).

VétSina studii o reziduich pesticidll se zabyva pfeménou hroznti na vino, zatimco jen mélo
studii se vénuje ovocné Staveé, hrozinkam nebo destilatim. Prvni studie o viné a pouziti
fungicida byla provedena v roce 1975 (Lemperle, 1975) a byla poté opakovana v n¢kolika
jinych studiich (Cabras a kol., 1987, Zironi, 1991). Tyto ¢lanky se zabyvaji predevsim fungicidy
EBCD, acylalaniny, ftalimidy, dichlofluanid, cymoxanil, bezimidazoly, thiofanaty,
dikarboximidy. Vysledky ukazaly jejich osud béhem vinifikace a vliv kazdého technologického
kroku na mnozstvi rezidui (Cabras a Angioni, 2000).

Dlouhodobé a opakované pouziti téchto fungicidl zpisobilo resistenci, ¢imz snizilo jejich
ucinnost. Proto doslo k vyvoji a pouzivani novych molekul, které piisobi riznymi mechanismy.
V devadesatych letech bylo nabizeno nékolik novych fungicidi patficich do novych
chemickych tfid (strobiluriny, anilinopyrimidiny, dinitroaniliny, fenylpyroly), které
vykazovaly dobrou aktivitu vi¢i houbovému napadeni (Cabras a Angioni, 2000).
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V produkénim cyklu vina jsou dva fermentacni procesy: alkoholovd fermentace a
malolakticka fermentace, 1 kdyZz druha zminéna neni vzdy nutna. Alkoholova fermentace
probiha diky Ginnosti kvasinek, malolaktickd pomoci mléénych bakterii. Cinnost téchto
mikroorganismi muze byt ovlivnéna pfitomnosti rezidui pesticidi. Prvni fungicidy, které se
pouzivaly k zabrdnéni namnozeni vlaknitych hub (folpet a kaptan) ukazaly pozoruhodnou
antiseptickou aktivitu na kvasinky (Cabras a kol., 1987). Dalsi dva fungicidy, captafol a
dichlofluanid, které byly pozdéji zavedeny na trh vykazovaly podobné chovani. Inhibice
fermentace bylo také pozorovano v pfitomnosti fungicidt thiofanat-methyl a fenarimol (Zironi,
1991).

Dnes je moZné obchodovat s novymi pesticidy pouze po prikazu jejich netcinnosti na
fermentativni mikrofloru. V nékterych ptipadech pfitomnost pesticidi miize stimulovat
kvasinky, zejména Kloeckera apiculata, k produkci vyssiho mnozstvi alkoholu (Cabras a kol.,
1999). Pokud mohou pesticidy ovlivnit aktivitu kvasinek, mohou kvasinky také snizit obsah
rezidui pesticidi. Kvasinky ukédzaly schopnost degradovat nékteré pesticidy patfici ke tfidé
pyrethroida (Fatichenti a kol., 1983, Fatichenti a kol., 1984). Kvasinky, které produkuji H2S a
SO2 mohou rozkladat nékteré insekticidy (chlorpyrifos-methyl, fenitrothion, parathion,
kvinalphos), které patii do tfidy thiofosfatii . Navic, kvasinky adsorbuji nékteré pesticidy a
prispivaji tim k jejich odstranéni z vina na konci kvaseni (Cabras a Angioni, 2000).

Utinek pesticidi na malolaktickou fermentaci je zkouman mén&. Bylo zjisténo, Ze
mankozeb a methylmetiram inhibuji aktivitu mléénych bakterii. S vyjimkou tohoto pfipadu, ani
puvodni pesticidy, ani nové, nevykazovaly negativni U€inky na malolaktickou fermentaci.
MIécné bakterie nerozkladaji hlavni fungicidy, které se pouzivaji ve vinafstvi (Cabras a
Angioni, 2000).

Alkoholova fermentace miize byt provadéna bud’ v ptitomnosti slupek (technologie vyroby
cerveného vina) nebo bez slupek (technologie vyroby bilého vina). V prvnim ptipad¢ bude vino
vyrobeno se vSemi rezidui z hroznii; v druhém ptipadé procesu vyroby bilého vina bude most
obsahovat pouze zbytky, které piesly do mostu. Po fermentaci jsou hladiny rezidui pesticidii ve
vin¢ vzdy nizsi nez v hroznech, s vyjimkou téch pesticidi, které nemély prednostni rozdéleni
mezi kapalnou a pevnou fazi (azoxystrobin, dimethoat a pyrimethanil), tyto jsou pfitomné ve
vin¢ ve stejnych koncentracich jako v hroznech. V né¢kterych ptipadech (mepanipyrim,
fluazinam a chlorpyrifos) nebyla detekovana zadna rezidua na konci fermentace (Cabras a
Angioni, 2000).
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Vliv postrikii na endofyty v hroznech

Mikrobidlni komunity v rostlindch jsou ovlivnény cetnymi environmentalnimi a
antropogennimi faktory, véetné oSetfeni puidy a vyskytem skidct (Campisano a kol., 2014).
Mikroorganismy spojené s révou vinnou, zejména bakterie, byly zkouméany v neddvnych
studiich (Bokulich a kol., 2014, West a kol., 2010), které zduraznily nékteré zakladni aspekty
ve variabilit¢ mikroorganismil i vzhledem k ¢asti rostliny.

Rostliny révy vinné mohou byt infikovany a kolonizovany nékolika typy patogen,
které¢ zpiisobuji vyznamné ztraty ve vinafském pramyslu. Ve vinicich je v soucasné dob¢
pouzivano mnozstvi pesticidli, ale dlouhodobé pouzivani chemickych produktii béhem
poslednich nékolika desetileti vedlo k akumulaci jejich rezidui a ke kontaminaci zivotniho
prostiedi, které maji v kone¢ném dusledku vliv na lidské zdravi (Maheshwari, 2017).

Campisano a kol. (2014) zkoumali dopad konvenénich a ckologickych pfistupt
péstovani révy na slozeni endofytickych komunit, coz odhalilo vyznamné rozdily ve struktuie
bakterialnich populaci. Ve skute¢nosti rody Mesorhizobium a Staphylococcus byly vice
zastoupené v rostlinach z vinic fizenych ekologickym zeméd¢€lstvim, zatimco rod Ralstonia byl
vice zastoupen v konvencnich hroznech. Proto se da piedpokladat, Zze jsou populace
bakteridlnich endofyti ovlivnény antropogennimi faktory, jako je zplsob péstovani
(Campisano a kol., 2014).

Alternativni pfistup k omezeni pouzivani pesticidi ve vinicich zahrnuje pouziti
nckterych bakterii jako biokontrolnich agents. N¢které bakterie mohou ptispivat k rlstu rostlin
snizenim U¢inkl fytopatogenii pfimym nebo nepifimym zplisobem. Napiiklad mohou bakterie
soutézit s patogeny o Ziviny, syntetizovat allelochemikalie, jako jsou biocidy, antibiotika nebo
lytické enzymy nebo zasahovat do patogenniho ,,quorum sensing”. Navic interakce mezi
nekterymi prospéSnymi bakteriemi a hostitelskou rostlinou miize zvysit odolnost hostitele vici
uréitym patogennim bakteriim, houbdm a virim pomoci mechanismu zndmého jako
indukovana systémova rezistence (ISR) (Maheshwari, 2017).
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