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Faktory virulence u Staphylococcus aureus
Virulence factors in Staphylococcus aureus

E. Kroupova, P. Kasparova, O. Mat’atkova, J. Masak
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Bakterie S. aureus vyvinula fadu regulacnich systému, pomoci kterych kontroluje produkci
virulen¢nich faktort. Virulen¢ni faktory umoziuji bakterii napadnout, pfezit a mnozit se
V hostiteli. Virulen¢ni faktory lze rozdé€lit do dvou skupin: adhesivni neboli povrchové a
extracelularni. Exprese virulen¢nich faktort S. aureus je regulovdna systémem quorum sensing,
konkrétné operonem agr (accessory gene regulator). V pifipadé nizké bakterialni bunécné
hustoty je stimulovana exprese adhesivnich faktori a dochazi k nasledné kolonizaci hostitelovy
tkané. Pokud je bunétnd hustota vysokd, dochdzi k invazi tkani a produkei hydrolytickych

enzymil a toxini jakoZzto extracelularnich virulen¢nich faktori.

Abstract

The bacterium S. aureus has developed a number of regulatory systems by which it controls
the production of virulence factors. Virulence factors enable the bacterium to invade, survive
and multiply in the host. Virulence factors can be divided into two groups: adhesive or surface
and extracellular. The expression of S. aureus virulence factors is regulated by the quorum
sensing system, specifically by the agr operon (accessory gene regulator). In the case of low
bacterial cell density, the expression of adhesive factors is stimulated and subsequent
colonization of the host tissue occurs. If cell density is high, tissue invasion and production of

hydrolytic enzymes and toxins as extracellular virulence factors occur.

Klic¢ova slova: biofilm; quorum sensing; adhezivni proteiny; exotoxiny
Key words: biofilm; quorum sensing; adhesive proteins; exotoxins
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Povrchové virulen¢ni faktory S. aureus

Skupina adhesivnich faktort virulence S. aureus zahrnuje predevsim povrchové proteiny
kovalentn¢€ vazané k peptidoglykanu v bunééné sténé oznaCované jako CWA proteiny (cell
wall-anchored proteins). S. aureus produkuje 24 odlisnych CWA proteint, které lze dale
klasifikovat do 4 skupin na zakladé jejich struktury a funkce (Foster a kol., 2014).

Nejznaméjsi skupinou jsou tzv. MSCRAMM (microbial surface component recognizing
adhesive matrix molecules) (Foster, Geoghegan, Ganesh and Hook, 2014). MSCRAMM
proteiny interaguji s proteiny extracelularni matrix, pfedevsim fibronektinem, fibrinogenem,
kolagenem a jinymi. Kolagen je extracelularni skleroprotein nerozpustny ve vodé, ktery se
podili na podpofte struktury tkani, slouzi jako leSeni pro podporu extracelularni matrix ECM a
také je schopen ovliviiovat bunééné chovani ptimo skrze bunécné receptory (Madani a kol.,
2017). Pro kolagen je typicka helixova struktura skladajici se z opakujicich se sekvenci
obsahujicich pfedev§im aminokyselinu glycin a prolin (Patti a kol., 1993). Mnoho bakterii
produkuje kolagenové adhesiny, které se na tuto strukturu vdzou, mezi tyto bakterie fadime 1
bakterii S. aureus, u které tento adhesin oznacujeme Cna (collagen adhesin). Cna se tak
vyznamn¢ ucastni patogeneze S. aureus. Tento adhesivni virulen¢ni faktor zptisobuje napiiklad
endokarditidu (Madani, Garakani and Mofrad, 2017). Do skupiny MSCRAMM proteint dale
fadime virulen¢ni faktor CIfA (clumping factor A). CIfA je protein skladajici se ze dvou domén,
ktery je schopen navéazat fibrinogen. Fibrinogen (Fg) je glykoprotein krevni plazmy o
molekulové hmotnosti 340 kDa. Fg ma kli¢ovou roli v homeostazi a koagulaci. Fg je slozen ze
Sesti polypeptidovych fetézci: struktura obsahuje dva a, dva § a dva y fetézce. Prave ke y fetézci
se S. aureus vaze pomoci CIfA faktoru (Deivanayagam a kol., 2002). Dale byly identifikovany
dalsi proteiny z MSCRAMM skupiny, a to FnbpA a FnbpB neboli fibronektin vaZici proteiny
A a B. Bylo zjisténo, ze se na Fg vazi stejné jako faktor CIfA, ¢ili na C-konec v fetézce (Wann
akol., 2000). Do MSCRAMM skupiny dale patii Sdr proteiny (serine-aspartate repeat proteins),
V jejich struktufe nalezneme opakujici se dipeptidové useky aminokyselin serinu a aspartatu.
Mezi Sdr patii SdrC, SdrD a SdrE typy proteinti. SdrC rozeznavé sekvenci na neurondlnim
proteinu B-neurexinu a vaze se na né¢j pomoci C-konce fetézce. f-neurexin je tedy ligandem pro
SdrC protein. Neurexiny jsou molekuly bunééné adheze v nervové tkani a ackoli biologicky
vyznam interakce SdrC-B-neurexin neni znam, je mozné, Ze tato vazba by mohla zptisobovat
indukeci intracelularni signalizace nebo narusovat vazby neuroligninli na neurexiny. (Barbu a

kol., 2010, Liu a kol., 2015).
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Druhou skupinou CWA proteinti jsou NEAT (near iron transporter) proteiny zahrnujici IsdA
(iron-regulated surface protein A), ktery je schopen navazat se naptiklad na hem ¢i fibrinogen.
Podstata mechanismu ucinku IsdA spociva v adsorpci hemu a ptijmu Zeleza. Poté se S. aureus
muze navazat na epitelidlni buniky. Kromé IsdA sem fadime jesté proteiny IsdB a IsdH, které
maji obdobny ucinek (Foster, Geoghegan, Ganesh and H66k, 2014).

Treti skupinou CWA proteint jsou tfi helixové svazky (three-helix bundle). Mezi tyto
proteiny patii protein A, ktery se mize vazat na imunoglobuliny (IgG, IgM). Protein A tak
pusobi inhibici imunitniho systému hostitele (Foster, Geoghegan, Ganesh and H66k, 2014).

Posledni skupinou jsou G5-E proteiny zahrnujici S. aureus povrchovy protein A (SasG).
Ligand, ke kterému je SasG komplementarni, neni zndm, av§ak mechanismem tcinku je adheze
k epitelidlnim buiikam stejné jako u proteinu IsdA (Foster, Geoghegan, Ganesh and H60k,

2014).

Extracelularni virulen¢ni faktory S. aureus

S. aureus kromé¢ adhesivnich virulen¢nich faktort produkuje také mnoho extracelularnich
toxinll (exotoxinid) a enzymil. Dosud bylo popsano 40 riznych exotoxinti, které vSak ve vétsiné
ptipadd plni podobné funkce. Bliz$i pohled na danou problematiku ukazuje, ze kazdy z téchto
40 exotoxinll ma zcela unikatni vlastnosti. Exotoxiny produkované S. aureus miizeme rozdélit
do tfi skupin: cytotoxiny, superantigeny a extracelularni (cytotoxické) enzymy (TamaTorres,
2019).

Cytotoxiny plsobi na bunééné membrany hostitele. Vysledkem tohoto cileni je lyze
napadenych bunék, napiiklad erytrocytii ¢i leukocytll, a nasledny vznik zanétu. Superantigeny
zpusobuji vyssi produkci cytokinli, pomoci nichz jakozto signalnich molekul je nasledné
spuSténa proliferace T-lymfocyti a B-lymfocytl,, a tak je zplsobena odezva imunitniho
systému hostitele. Posledni zminéné, tedy cytotoxické enzymy, plisobi destrukci sav€ich bunék.
Lze tedy fici, Ze vySe zminéné extracelularni virulenéni faktory S. aureus inhibuji pfirozené
fungovani imunitniho systému hostitele a zapii¢inuji tak celou fadu infekci (TamaTorres,
2019).

NejprostudovangjSim cytotoxinem je a-toxin nazyvany téz jako a-hemolysin (pro jeho
oznaceni se také pouziva zkratka Hla). Hla je kodovan stejnojmennym genem hla, ktery je
soucasti monocistronniho operonu S. aureus. Monomerni podjednotky Hla vytvareji
heptamerni B-barelové struktury, které jsou umisténé v plazmatické membranég, kde nésledné
tvofi pory. Takto mize dochazet k lyzi bunky (BerubeaBubeck Wardenburg, 2013). Tvorb¢ (-
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barelu piedchézi konformacni zména tzv. prepéru ve struktute toxinu. K této konformacni
zmén¢ dochazi mutaci His-35 (Valeva a kol., 1997). V roce 2010, Wilke a kol. (2010)
identifikovali protein ADAM-10 jako receptor plazmatické membrany, na ktery je a-toxin
schopen se vazat, coz vysvétluje specifitu vazby u zkoumanych druha (WilkeaBubeck
Wardenburg, 2010).

Stafylokokokové superantigeny jsou rozsifenou skupinou exotoxind. Superantigeny
S. aureus (SAgs) patii mezi neglykosylované nizkomolekuldrni exotoxiny. Jejich molekulova
hmotnost se pohybuje v rozmezi 19-30 kDa. SAgs produkuji vSechny kmeny S. aureus, které
pusobi jako lidské patogeny. SAgs S. aureus jsou velmi odolné vuci teplu, vysouseni,
zalude¢nim kyselindm a proteolyze (nelze je naptiklad rozstépit pepsinem ¢i trypsinem)
(Spaulding a kol., 2013). Kmeny bakterie S. aureus jsou schopny produkovat 1 az 23 SAgs z 24
identifikovanych stafylokokovych superantigenti, mezi které fadime naptiklad TSST-1
superantigen (toxin syndromu toxického Soku) nebo enterotoxiny S. aureus (SEs) (Dinges a
kol., 2000).

Posledni skupinou zde uvedenych extracelularnich virulenénich faktorti jsou extracelularni
enzymy. S. aureus produkuje 10 hlavnich proteolytickych extracelularnich enzymi. Tyto
enzymy zahrnuji metaloproteasy, mezi které patii i studované gelatinasy, serinové proteasy,
cysteinove proteasy €i staphopain B (SspB). Zminéné exoenzymy §tépi specifické hostitelovy
proteiny. Napiiklad SspB je schopen degradovat fibronektin nebo fibrinogen, a také muize
napomahat k §ifeni této bakterie (Kolar a kol., 2013). Vyluc¢ované proteasy S. aureus mohou
téz $tépit tézké fetézce imunoglobulint, a tak naruSovat imunitni systém hostitele (McGavin a
kol., 1997). S. aureus produkuje také enzymy fosfolipazy a lecithinasy. Fosfolipid lecithin je
soucasti biologickych membran, a pravé enzymy lecithinasy, které tato bakterie produkuje, maji
schopnost lecithin degradovat a pfispét tak k lyzi bunky. Lecithinasy tak mohou poskodit
napiiklad tkané reprodukéniho traktu, dale mohou zptsobovat hemolyzu (Sharaf a kol., 2014).

Vyznamnym virulen¢nim faktorem bakterie S. aureus je také karotenoid stafyloxantin, ktery
vykazuje antioxidac¢ni ucinky, a tak bakteridlni bunky chrani pfed oxida¢nim stresem

zpusobenym vnéjsimi vlivy (Clauditz a kol., 2006).

Tvorba biofilmu S. aureus

Tvorbu biofilmu S. aureus mizeme také fadit mezi jeden z virulen¢nich faktort, jelikoz se
podili na patogenité této bakterie. S. aureus neni jedinou bakterii, kterd biofilm tvofi, obecné

jsou bakterialni buniky schopny pfichytit se na rizné povrchy, kde za¢nou tvofit bunééné
8
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shluky, které jsou obalené v hydratované matrix slozené z latek, které bunky samy
vyprodukovaly. A pravé takové uskupeni se nazyva biofilm (Costerton a kol., 1999,
MoormeieraBayles, 2017). Tyto bakterialni shluky mohou byt pfichyceny bud’ k biotickému ¢i
abiotickému povrchu (Resch a kol., 2005). Zminéna matrix, ve které jsou buiky obalené se
oznaCuje extracelularni matrix pod zkratkou ECM a skladd se z proteini, sacharidi a
extracelularni DNA (eDNA) (Branda a kol., 2005).

Tvorba biofilmu probihd celkem ve c¢tyfech fazich. Poté, co dojde k prichyceni bunck
k danému substratu (povrchu), dojde k rozsifeni bakterialnich mikrokolonii. Nasleduje
maturace neboli zrani t€chto mikrokolonii v jednotny biofilm. Posledni fazi je oddéleni bun¢k
a roz$ifeni kolonii na jinych odlehlejSich mistech, tato faze je zvana také jako disperze
(ShuklaaRao, 2017). Bylo potvrzeno, ze tato schopnost bakterii tvofit biofilm se podili na
vzniku a rozvoji mnoha infek¢énich onemocnéni. S. aureus je schopen kolonizovat lidskou kiizi
a je Castym zdrojem tvorby biofilmu na Iékaiskych implantitech. Takto kontaminované
medicinské nastroje jsou v nemocnicich ¢astym problémem. Tyto infekce, které ¢asto vedou
k Zivot ohroZzujicim staviim, se souhrnné oznacuji jako nozokomialni a byly kratce popsany
v kapitole 2.1.2 (Donlan, 2001). P#i primarni adhezi (prvni fazi tvorby biofilmu) se uplatiuji
adhesivni povrchové molekuly, které se oznacuji zkratkou MSCRAMM, tyto molekuly byly jiz
zminény v kapitole 2.1.3.1 (ListeraHorswill, 2014).

:

GB - Buné&ény

stres

Extraceluldrnf

proteasy

Obr. 1 Komplexni schéma interakci podilejicich se na tvorbé biofilmu S. aureus. Prava strana obrazku ilustruje
anabolickou fazi tvorby biofilmu s produkci extracelularnich polymernich latek véetné polysacharidového
mezibunééného adhesinu (PIA), extracelularni DNA (eDNA) a amyloidnich fibril. Stfed obrazku ukazuje
proteinové membranové komponenty, které se podileji na tvorbe biofilmu (tyto slozky jsou FnBPA, FnBPB, Bap,
SaG a Spa). Na levé stran¢ obrazku jsou videt latky podilejici se na rozpadu extracelularni biofilmové matrix
(PSMs a extracelularni proteasy). Agr quorum sensing systém, 6 faktor a SarA jsou zde vyobrazeny jako centralni
regulatory, které tidi bakterialni chovani v reakci na stresové faktory, bunécnou hustotu a bunécny cyklus bakterie

S. aureus ((Arciola, Campoccia, Ravaioli and Montanaro, 2015)
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Extracelularni matrix (ECM), ktera tvoii podstatnou ¢ast architektury biofilmu S. aureus, je
slozena z extracelularnich polymernich latek (EPS), pifedevsim z polysacharidového
mezibunééného adhesinu (PIA), eDNA, proteini a amyloidnich fibril. PIA je caste¢né
deacetylovany protein s pozitivnim ndbojem, jehoz syntéza je zprostiedkovana expresi

icaADBC operonu (Arciola a kol., 2015).

Systém quorum sensing S. aureus

Quorum sensing systém (QS) je typem komunikace mezi bakterialnimi bunkami S. aureus a
zprostiedkovava tak bunécnou regulaci pomoci signalnich molekul zvanych autoinduktory
(Obr. 2). Quorum sensing systém tedy zavisi na tvorb¢, uvoliiovani a akumulaci téchto
signalnich molekul. Jeden ze systémil quorum sensing bakterie S. aureus se nazyva agr systém
a je centrem regulace exprese virulencnich faktor véetné tvorby biofilmu. Dal§im zplisobem
buné¢né komunikace S. aureus je systém luxS, ktery se také podili na tvorbé biofilmu (LeaOtto,
2015). Systém agr je fizen autoinduktorovym peptidem AIP v jehoZ struktufe nalezneme

thiolaktonovy kruh a exocyklickou strukturu na N-konci tohoto peptidu (Kim a kol., 2017).

gﬁl&fj}@“&r*%”{rw
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Obr. 2 Strukturni vzorce étyi autoindukénich peptidi (AIP) S. aureus (Tal-Gan a kol., 2013)

Obecné se systém QS Staphylococcus podili také na tvorb¢ jiz zminéného biofilmu. Na
rozdil od bakterie S.epidermidis se vSak agr QS systém S. aureus, resp. jeho produkty,
nepodileji na pocatecni adhezi tedy prvni fazi tvorby biofilmu, kdy dochazi ke vzniku fyzikalné-
chemickych interakci mezi butkami a povrchem. Systém agr S. aureus se podili na uvolnéni
bunék ze zralého biofilmu a jejich disperzi a moznosti adherovat na jinych mistech v organismu.

Za toto oddéleni v posledni fazi tvorby biofilmu jsou zodpovédné molekuly PSMs, jejichz
10
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tvorba je podminéna pravé systémem agr. Schopnost PSMs zpuisobit oddéleni bunék z biofilmu
je prisuzovana jejich amfipatické povaze. Regulaci agr QS systému naopak inhibici produkce
molekul PSMs dochazi k tvorbé tlustsiho a odolngjsiho biofilmu (Kong a kol., 2006). V cileni
proti tvorbé biofilmu mohou byt uvazovany dv¢ strategie. Prvni moznosti je aplikace latek
S antiagregac¢nim ucinkem vuci biofilmovému usporadani. Jedna se napiiklad o enzymy, které
by stépily PNAG, eDNA nebo naptiklad proteinkinasu K. Druhou moznosti je tzv. quorum
quenching, coz by znamenalo zasahovani do bunétné komunikace a tim podporu
planktonického stadia oproti prisedlé formé zivota v podob¢ biofilmu. Zasahovani do systému
quorum sensing je proto diskutovanou strategii boje proti biofilmovym infekcim S. aureus

(Arciola, Campoccia, Ravaioli and Montanaro, 2015).
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Metody sledovani tvorby biofilmu vlaknitych mikromycet
Methods for monitoring biofilm formation of filamentou fungi

M. KuliSova, L. Majerova, 1. Kolouchova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Tvorba biofilmu je jednou z nejvice rozsifenych strategii preziti mikroorganismi. Mimo
bakterie a kvasinky tvofi biofilm i mikroskopické vlaknité houby. Tento typ biofilmi je do
dnes$niho dne velmi malo prozkoumanou problematikou, i kdyz jsou vlaknité houby velmi
dobfie uzplsobeny tvorbé biofilmu, které mohou zpiisobovat problémy v fadé primyslovych
odvétvi. Metody kultivace biofilma jsou riznorodé, fadi se sem jak dynamické, tak statické
metody. V laboratornim prostiedi jsou velmi Casto vyuzivany mikrotitraéni desticky, které
umoziuji testovani velkého mnozstvi vzorkli za vyuziti minima rozpoustédel. Mezi dalsi

metody patii The Calgary device, Robbinson device €1 vyuziti biofilmovych reaktort.

Abstract

Biofilm formation is one of the most widespread survival strategies of microorganisms. In
addition to bacteria and yeast, the biofilm could be also formed by microscopic filamentous
fungi. This type of biofilm is still very little explored by researchers, although filamentous fungi
are very well adapted to biofilm formation, which can cause problems in many industries.
Biofilm cultivation methods are diverse, including both dynamic and static methods. In the
laboratory experiments, microtiter plates are very often used, which allow testing of many
samples using a minimum of solvents. Other methods include The Calgary device, Robbinson

device or the use of biofilm reactors.

Klic¢ova slova: biofilm, vlaknité mikromycety, mikrotitrani deska, biofilmové reaktory
Keywords: biofilm, filamentous fungi, microtiter plate, biofilm reactors
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Metody tvorby biofilmu mikromycet

Metody kultivace biofilmu in vitro jsou déleny na statické a dynamické. Oba typy metod
1ze pouzit pro sledovani adheze, uvolitovani bunék nebo pro testovani odolnosti viici ptisobeni
antimikrobialnich a dezinfek¢nich latek. Pti pouziti statickych metod nelze sledovat maturaci
biofilmu. Dynamické metody napodobuji podminky kontinudlniho proudéni, které se piirozené
vyskytuje v zivotnim prosttedi, priimyslu nebo lidském téle. In vivo modely nejsou pouzivany
prilis casto z divodu nesnadné kontroly stavu v pribehu experimentii a z moznych etickych

problémii (Catto a Cappitelli, 2019; Franklin a kol., 2015; 1. B. Gomes a kol., 2018).

Christensenova zkumavkova metoda

Patii mezi nejstar$i metody stanovujici tvorbu biofilmu, ktera byla navrzena pro ovéieni
schopnosti tvorby biofilmu bakterie Staphylococcus epidermis (Christensen a kol., 1985). Tato
metoda se stala zdkladem pro vyhodnocovani dalSich metod stanovujici nartst biofilmu
(Hassan a kol., 2011).

Jednotlivé kroky této metody jsou lehce proveditelné. Do sterilni zkumavky je nalito
sterilni médium, které je nasledné inokulovano jednim druhem mikroorganismu. Po urcité dob¢
je médium ze zkumavky vylito. Obsah zkumavky je nabarven safraninem nebo trypanovou
modii. Pokud se na sténdch zkumavky vytvoii barevné linie, dany mikroorganismus je
klasifikovan jako biofilm-pozitivni, v opa¢ném piipadé se jedna o biofilm-negativni

mikroorganismus (Christensen a kol., 1985; Kirmusaoglu, 2019).

Mikrotitraéni desticka

NejcCastéji pouzivanou metodou pro sledovani biofilmu je kultivace mikrobidlni
biomasy na mikrotitracni desti¢ce. Biofilm se vytvafi na sténach a na dnech jamek (nejbéznéjsi
96jamkové mikrotitrani desticky) nebo mlZe rlist na povrchu specidlné vloZzeného materialu
na dno jamek (nejbéznéjsi 6, 12, 24jamkové mikrotitracni desticky) (L. C. Gomes a kol., 2014).

Tato technika ma velké mnoZstvi vyhod, mezi které se fadi malé mnoZstvi reagentil pii
pouziti draZSich latek, moZnost testovani velkého mnoZstvi vzorkil najednou nebo relativni
cenova dostupnost a jednoduchost provedeni prace. Dale maji mikrotitracni desticky Siroké
vyuziti v oblasti sledovani biofilmu. Pfi jejich pouziti 1ze zjistit celkové mnozstvi biofilmové
biomasy, pomér zivych a mrtvych bunék, fyziologickou aktivitu pfitomnych buné€k nebo

mnozstvi matrix. Velkou popularitu zaznamenaly ve farmaceutickém vyzkumu v piipadé
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testovani antimikrobialnich latek cilenych na biofilmy, kdy je sledovan vyvoj a inhibice
biofilmu v reakci na ptitomnost téchto latek (L. C. Gomes a kol., 2014).

Naopak zdsadni nevyhodou je, ze se jednd o vsadkovy zptisob kultivace, pti kterém
dojde velmi rychle k vycerpani zivin v médiu a nelze tedy tuto metodu pouzit pro dlouhodobé
experimenty. Dalsi negativni vlastnosti pro vyhodnoceni tvorby biofilmu je skutecnost, ze
pozorované bunky diky pisobeni gravitace po urcité dobé zaénou sedimentovat na dno jamky.
Zde jsou nasledné obklopeny EPS. Celkové mnozstvi biomasy na dné nemusi tedy piimo

korelovat se schopnosti tvorby biofilmu (Azeredo a kol., 2017).

The Calgary device

VylepSenym modelem mikrotitra¢ni desticky pro formovani a sledovani rstu biofilmu
je tzv. The Calgary device (TCBD) (Obr. 1), které je produktem firmy Innovotech a jeho
komer¢ni nazev je The MBEC Assay® (Pesciaroli a kol., 2013, www.innovotech.ca, 2013,

online).

Obr. 1: The Calgary device (Gilmore, 2011)

Tento produkt je prodavan ve dvou modelech. Prvni model je podobny mikrotitra¢ni
desticce a obsahuje také 96 jamek, jez umozni provadéni velkého mnozstvi rozdilnych
experimentl simultanné. Druhy typ predstavuje desticku bez oddélenych jamek (celd desticka
je zaplavena jednim druhem média), Ize tedy kultivovat pouze jeden kmen mikroorganismu.
Oba tyto modely maji navic polystyrenové vicko pokryté 96 vycnivajicimi kolicky, které po
uzavieni destiCky presné zapadaji do jednotlivych jamek a jsou tedy, vedle stén a dna jamky,
dal§im mistem pro utvaieni biofilmu. Kolicky mohou byt potazeny riznymi materialy a 1ze tak
sledovat schopnost tvorby biofilmu na odlisnych povrsich, biotickych i abiotickych (Azeredo a

kol., 2017, Pesciaroli a kol., 2013; www.innovotech.ca, 2013, online).
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Na rozdil od mikrotitracni desticky je sledovéan biofilm vytvotreny na koliccich, ktery
neni podpofen sedimentaci bunck. Ke stanoveni celkového mnozstvi biomasy se vyuziva
ucinek sonikace, kdy jsou pfisedlé bunky oddéleny od kolickii. Tato metoda vSak nemé 100%
ucinnost a na koliccich mize zlstat zna¢na ¢ast biofilmu. Uvolnéné buiikky maji navic zna¢né
rozdilnou fyziologii od bunék biofilmovych (Azeredo a kol., 2017).

TCBD je hojné vyuzivan ke stanoveni ucinnosti antimikrobialnich latek ptsobicich na
biofilm, kdy je nejdfive pouzita jedna destiC¢ka pro vytvofeni biofilmu a nasledné je vicko s
vytvofenym biofilmem pifeneseno na druhou desticku s predpfipravenymi roztoky s riiznou
koncentraci antimikrobialnich latek. V tomto ptipad¢ vSak musi biofilm pii pfemisténi do jiné
mikrotitracni desticky celit vzduSnym podminkdm, coz miize vyznamné ovlivnit vysledky
testovani (Pesciaroli a kol., 2013; www.innovotech.ca, 2013, online). V soucasné dob¢ je
TCBD nejvice vyuZzivano pro testovani bakteridlnich biofilma. Nekteré studie se jiz vénovaly i
houbovym biofilmim, a to pfedevs§im kvasinkovym rodim Candida a Cryptococcus a

vlaknitému druhu Aspergillus fumigatus (Pesciaroli a kol., 2013).

Robbinson device

Jedna se o dynamicky in vitro model pouzivany pro sledovani tvorby biofilmu a jeho
testovani vuéi pisobeni riznorodych podminek. Tento model umoziuje tvorbu mikrobialniho
biofilmu na riznych substratech za nastavitelné intenzity toku tekutiny (Coenye a kol., 2008).
Tento model byl poprvé pouzit v druhé poloving€ 20. stoleti. Zahy na to byl vSak v roce 1981
modifikovan Billem McCoyem. V dneSni dobé€ je tedy pouzivan upraveny model — ,,Modified
Robbins device™ (Obr. 2), ktery ma znatelnou vyhodu oproti pfedchidci v tom, Ze ptitomné
kolicky neovliviuji charakteristiku proudéni kapaliny (Azeredo a kol., 2017; Kharazmi a kol.,
1999).

vyjimatelné Kkoli¢ky

W ]
tesnenl\ e e e -

pFitok média | T odtok média

\ D et e e e e el e et e e e

Z P ftm:‘/

biofilm pro dalsi testovani pritokova komora

B 000000000000 =

Obr. 2: Modifikovany Robbinson device (Mcbain, 2009, upraveno)
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Jedna se o trubici, do které jsou vlozeny vyjimatelné kolicky tvotici de facto jeji vnitini
sténu, na niz se formuje biofilm (Kharazmi a kol., 1999). Do trubice je vhanéna peristaltickou
pumpou tekutina (McBain, 2009). Na vstupu je daleko vyssi vliv proudu vhanéné tekutiny,
proto pro ziskani homogennich vzorkt biofilmu je potieba pouzit delsi trubici s vy$sim poctem
kolicki. Velikost stiiznych sil a plsobeni toku lze nastavit libovolné. V trubici mizeme
regulaci toku docilit laminarniho i turbulentniho zptsobu proudéni (Azeredo a kol., 2017
Kharazmi a kol., 1999).

ZaoCkovani je provadéno tak, ze inokulum protéka zafizenim po nékolik hodin
a nasledné je do zafizeni vhanéno sterilni médium. Tento stav je dlouhodob¢ udrzitelny, kdy
ziviny a metabolity jsou pfivadény, respektive odvadény kontinudlné. Po vytvoteni biofilmu
lze vzorkovaci koli¢ky asepticky odstranit a provést na nich dalsi testovani. Manipulace
s koli¢ky pro provedeni dalSich pokust vSak muize zptisobit ptetvaieni biofilmu (Azeredo a

kol., 2017; Kharazmi a kol., 1999)

Biofilmové reaktory

Mikromycety jsou dilezitym zdrojem fady technologicky vyznamnych enzymu
(proteas, amylas, celulas). Diky tomu ziskava kultivace vlaknitych hub ve formé biofilmu v
posledni dobé v prumyslovém odvétvi stale vétsi pozornost (Villena a Gutiérrez-Correa, 2012).
V mnoha ptipadech bylo dokazano, Ze houby jsou schopny rlst pfi vysokych koncentraci
polutantii, dokonce jiz byla nékolikrat potvrzena jejich vysoka degradaéni schopnost naptiklad
v ptipadé syntetickych barviv (Deveci a kol., 2016; Maloney, 2001).

Zpusob kultivace ve formé biofilmu vykazuje znaky submerzni kultivace i kultivace na
pevném substratu. Mikromycety totiz vytvareji biofilm na pfitomném podplrném materidlu a
zarover jsou zcela ponofeny do kapalného média (Xiros a Studer, 2017).

Kritickym faktorem pro pocatecni pfichyceni bunck a nésledné rozsifeni biofilmu je
material nosice. Schopnost pfichyceni je ovlivnéna mnoha fyzikalnimi vlastnostmi daného
materialu (hydrofobicita, drsnost povrchu, elektrostaticky naboj) (Zune, 2015). Pro tspé&$nou
produkci pozadovanych metabolitil je potieba znat i anatomické, fyziologické a morfologické
vlastnosti, jelikoz kazdy houbovy kmen je unikatnim (Musoni a kol., 2015). I pfes tyto nesnadné
pozadavky bylo jiz n¢kolikradt dokézéano, Ze biofilm je oproti submerzni kultivaci daleko
produktivnéjsi (Gutiérrez-Correa a kol., 2012). V ptipadé¢ primyslové vyznamného druhu
Aspergillus niger byla pii produkci celulas ve formé biofilmu zaznamenana o 70 % vyssi
vytéznost v porovnani se submerzni kultivaci (Gamarra a kol.,, 2010). Takto vysoka
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rwe

pfitomnosti kandlkdi mezi vldkny mikromycet umoznujicich daleko lepsi pfestup Zzivin
(Gutiérrez-Correa a kol., 2012). Krom¢ téchto vyhod je také zasadni, Zze vuci submerzni
kultivaci je v tomto piipadé mozné n¢kolikanasobné pouziti mikromycetni biomasy ¢i zna¢né
usnadnéni downstream procest (Zune, 2015).

V soucasné dobé jsou biofilmové reaktory nejvice vyuzivany pro zpracovani
znecisténych vod nebo plyni. Pro tyto bioreaktory je nejvyhodnéjsi mnohadruhové
konsorcium, jehoz vzajemné interakce zajistuji vysokou robustnost vici zméné podminek.
Reaktory jsou pouzivany v rizném uspotadani (,.tickle-bed biofilm reactor”, ,,packed-bed
biofilm reactor®, ,,fluidized-bed biofilm reactor) (Zune, 2015).

Zavér

Narast biofilmu lze studovat celou fadou metod. Nejstarsi z nich, Christensenova zkumavkova
metoda, dala zaklad vyhodnocovani vSech novéjSich metod sledovani biofilmu.
Nejvyuzivangj$i metodou v laboratornim prostiedi je pouziti mikrotitracnich desticek, jimiz se
da sledovat fada biofilmovych vlastnosti — celkové mnozstvi biomasy, pomér zivych a mrtvych
bun¢k, metabolickou aktivitu pfitomnych bunc¢k ¢i mnoZzstvi matrix. Pro studium vétsiho
mnozstvi biofilmt a produkce jejich sekundarnich metaboliti se mohou vyuzivat biofilmové

reaktory.
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Charakterizace nanoc¢astic stiibra a jejich antibiofilmové ucinky
vuci Candida albicans

Characterization of silver nanoparticles and their antibiofilm
effects against Candida albicans

Koci M., Miskovska A., Mat’atkova O.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Srostoucim vyskytem patogennich mikroorganismti rezistentnich vic¢i konvenénim
antimikrobidlnim latkdm nartistd poptdvka po novych antimikrobialnich agens. Mnoho
patogennich mikroorganismul disponuje schopnosti tvofit biofilm. Unikétni vlastnosti biofilmu
vaci konvenénim 1é¢iviim je proto nutné hledat nové efektivni antimikrobidlni latky. Rod
Candida predstavuje Sirokou skupinu oportunnich patogent schopnych tvorby biofilmu.
Nanocéstice stiibra (AgNPs) pfedstavuji jedno z novych slibnych antimikrobidlnich agens
uc¢innym vuéi biofilmim Candida spp. AgNPs lze pfipravit riznymi metodami, které lze
rozdélit na metody fyzikalni, chemické a biosyntetické. Fyzikalni metody vyuzivaji predevsim
rizné formy energetického zafeni pro indukci tvorby AgNPs v roztoku. Chemické metody
vyuzivaji anorganicka ¢i organicka reakéni ¢inidla pro redukei stfibrnych ionti. Biosyntetické
metody vyuzivaji mikrobidlni buiiky, organické materidly nebo jejich komponenty ¢i extrakty
pro redukci stfibra. Biosyntetické metody si ziskavaji rostouci pozornost diky jejich finanéni

vyhodnosti, relativni jednoduchosti provedeni a absenci toxickych reagencii a odpadt.

Abstract

With an increasing occurrence of pathogenic strains of microorganisms resistant to
conventionally used antimicrobial agents, there is a need for new effective antimicrobial agents.
Many pathogenic microorganisms are capable of biofilm formation which makes the resulting
infections difficult to eradicate due to the unique properties of biofilm populations. Their
increased resistance to conventional treatment leads to an urgent need of new effective
antimicrobial agents. Genus Candida represents a widespread group of opportunistic pathogens
capable of biofilm formation. Silver nanoparticles (AgNPs) count as one of the promising

antimicrobial agents against Candida spp. biofilms. AgNPs can be produced by multiple
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methods. These can be divided into physical, chemical, and biosynthetic methods. Physical
methods mainly use irradiation to initiate the AgNPs formation. Chemical methods include the
use of either inorganic or organic reagents to reduce silver ions in solution. Biosynthetic
methods rely on microbial cells, organic materials or their components/extracts to reduce the
silver ions. Biosynthetic methods are receiving growing attention as they are easy to carry out,
these materials can be often acquired as agricultural waste and do not use toxic reagents nor

produce toxic wastes.

Kli¢ova slova: antibioticka rezistence, biofilm, infekce spjaté s tvorbou biofilmu, Candida
albicans, Candida spp., nanocastice stiibra, AgNPs, biosyntéza nanoc¢astic

Keywords: antibiotic resistance, biofilm, biofilm infections, Candida albicans, Candida spp.,
silver nanoparticles, AgNPs, nanoparticle biosynthesis

Introduction

Silver nanoparticles (AgNPs) count as one of the very promising antimicrobial agents for
local treatment of infections. Silver as such has been known since ancient times for its
antimicrobial properties (Martinez-Castafion et al., 2008). Multiple products containing silver
and silver nanoparticles are already in medical use such as in dressings for burns (Franci et al.,
2015) as well as in many consumer products such as silver-impregnated clothing (Tulve et al.,
2015). More and more biosynthetic approaches for obtaining AgNPs are reported in scientific
literature, one of the main approaches being the use of plant extracts which are able of reducing
Ag" ions in solutions and stabilizing the emerging AgNPs by the capping effect of present
biomolecules (Ahmed et al., 2016). These syntheses are normally performed under mild
conditions, without the presence of toxic reagents and the production of toxic wastes, and the
plant material can be obtained as agricultural waste, therefore, the whole process is compliant
with the methods of, so called, green chemistry (Aldosary and EI-Rahman, 2019).

Biofilm related infections are receiving increasing attention due to their high significance
in clinical context. The biofilm formation is a mode of life native to many species of bacteria
as well as unicellular eukaryotes - including many pathogenic species. Biofilm populations
have unique properties which enable them to resist as much as thousand-fold higher
concentrations of antimicrobials as compared to their same-species planktonic populations
(Hall-Stoodley et al., 2004; Olsen, 2015). This speaks for the need for new antimicrobials

capable of targeting and eradicating these difficult to treat infections.
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AgNPs synthesis and characterization
Physical and chemical methods

Physical methods include various approaches and most often use some kind of radiation
(microwaves, laser irradiation) to induce Ag* aggregation. These methods do not even need the
use of reducing agents, while only capping agent may be needed, which can make them as
“green” as many biosynthetic methods (Sharma et al., 2009).

Chemical methods prepare AgNPs bottom up by reducing Ag* ions in solution. The
standard reaction solution contains a source of Ag* ions (silver salts such as commonly used
AgNO:s), a capping agent which stabilizes the produced nanoparticles (very common capping
agent is citric acid) and a reducing agent (such as NaBH4 or gallic acid). Very often, a single
compound can fulfil both the function of capping and reducing agent, e.g., gallic acid (Lok et
al., 2007; Martinez-Castafion et al., 2008; Pal et al., 2007; Panacek et al., 2006).

AgNPs biosynthesis

Biosynthetic methods use microscopic or macroscopic organisms, their parts or extracts
to reduce silver ions in solution. Many organisms are capable of precipitating heavy metals
from their environment as a resistance mechanism to protect themselves from their toxic effect.
This reduction can occur on the host’s cellular surface or independently on the presence of the
host - in solution by the effect of secreted metabolites.

One of the first cases of intracellular AgNPs synthesis described in literature was
Pseudomonas stutzeri AG256 which was isolated from a silver mine (Klaus et al., 1999).
Shortly after, many groups have described the ability of other microorganisms to precipitate
silver in solution. Another example can be Verticillium sp. isolated from a Taxus plant by
Mukherjee et al. (2001) which was capable of synthesizing nanoparticles on its cellular surface.
Example of reduction using microbial extracts is Fusarium oxysporum, concerning eukaryotes,
which has been shown by Ahmad et al. (2003) to reduce silver extracellularly by secretion of
extracellular reducing enzymes. These were able to reduce the silver independently on the
presence of the producing organism. From prokaryotes, we can name Acinetobacter
calcoaceticus LRVP54 which’s aqueous extract was used by Singh et al. (2013) to produce
AgNPs.

Highly studied is the use of plant extracts as a more affordable alternative to microbial
extracts. Many plant materials can be easily obtained in high quantity and at low cost, often as
agricultural waste, and their use eliminates the elaborate processes of microbial cultivation. One
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downside is the dependence of the material quality on environmental conditions which makes
it uneasy to maintain constant reaction conditions long-term (Ahmed et al., 2016; Aldosary and
El-Rahman, 2019; Song and Kim, 2009). Plant extracts provide a complex mixture of proteins
or free amino acids, saccharides, polyphenols, and other components which overall act as both
reducing and capping agents (Ahmed et al., 2016). Numerous plant extracts have been described
in literature to be suitable for production of AgNPs, such as Pelargonium graveolens (Shankar
et al., 2003), Cinnamomum camphora (Huang et al., 2007), or Lycopersicon esculentum extract
(Choi et al., 2019), to name a few.

Characterization of AgNPs

The basic and most accessible method of characterizing the synthesized nanoparticles is
UV-Vis spectroscopy. It can be used after the synthesis as well during the synthesis to observe
the progress (Ahmad et al., 2003; Fayaz et al., 2010). Radiation in the wavelength range of
visible light can induce oscillations in the nanoparticle surface conductive electron gas. This
vibrational energy is dissipated through non-radiative decay. Therefore, the incident light is
absorbed which causes AgNPs to exhibit a size and shape dependent absorption maximum. This
absorption maximum is usually located between the wavelengths of 400 and 500 nm and tends
to broaden towards higher wavelengths (with increasing size of nanoparticles) (Cunningham et
al., 2021; Martinez-Castafion et al., 2008; Solomon et al., 2007).

The second most used method that allows for direct observation of synthesized
nanoparticles is transmission electron microscopy (TEM). Size and shape of the synthesized
AgNPs can be directly measured in the obtained microscopic images. One downside is that
TEM can only deliver 2D data, which in practice means only planar measurements of
nanoparticle projections can be taken (Cunningham et al., 2021; Martinez-Castanon et al., 2008;
Solomon et al., 2007). Obtained data can be then used to create size distributions of the obtained
nanoparticle suspensions (Velgosova et al., 2017).

Supplementary methods for obtaining more information about the obtained AgNPs are:
energy dispersive X-ray spectroscopy which can be used to further study the surface chemistry
of AgNPs (Fayaz et al., 2010), dynamic light scattering for estimating the size of AgNPs and
creating size distributions (Martinez-Castaiion et al., 2008; Panacek et al., 2006) or Fourier
transformation infrared spectroscopy which can be used to study the interactions between
AgNPs and biomolecules and their chemical changes, from the point of present functional
groups, due to the reaction with ionic silver (Ahmad et al., 2003; Fayaz et al., 2010).
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Antimicrobial effects of AgNPs

As bulk and ionic silver are known to possess antimicrobial properties, it is no wonder
that AgNPs exhibit significant antimicrobial effects as well. However, due to the unique
properties and immense specific surface area of nanomaterials, AgNPs show multiple
advantageous properties, including enhanced surface interaction, enhanced mobility and
penetration into the point of administration (Franci et al., 2015; Lok et al., 2006; Morones et
al., 2005), yet low overall bioavailability limiting systemic toxic effects of silver (Sampath et
al., 2021), and overall enhanced antimicrobial effects (Franci et al., 2015; Lok et al., 2006;
Panacek et al., 2006).

The antimicrobial effect of AgNPs was shown to be size dependent, smaller sized
nanoparticles generally achieving higher inhibition rates (Franci et al., 2015; Martinez-
Castanon et al., 2008; Morones et al., 2005; Panacek et al., 2006) and also shape dependent, as
nanoparticles with their faces oriented in certain crystallographic orientations (Miller index of
(111)) showed higher antimicrobial effects (Pal et al., 2007).

AgNPs were shown to effectively inhibit biofilms of multitude of well-known pathogens
such as Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa (Barabadi et al., 2021; Estevez et al.,
2020), and there is also emerging literature on the antibiofilm effects of biosynthetically
prepared AgNPs against Candida spp. (Al Aboody, 2019; Choi et al., 2019; Mare et al., 2021).
For example, Choi et al. (2019) found biosynthetically prepared AgNPs using Lycopersicon
esculentum extract to achieve MBICsp values of 32, 32, and 8 mg-L for C. albicans ATCC
90028, C. glabrata ATCC 90030, and C. parapsilosis ATCC 90018.

Conclusions

AgNPs are proving themselves to be intriguing new possibility for local treatment of
biofilm infections and their prevention in new medical materials and dressings. A number of
studies to date have shown the ease and cost effectivity of the preparation of biosynthetic
AgNPs and their plausible antimicrobial effects. However, further optimalization of syntheses,
dosage forms, development of new AgNPs containing materials, and further studies on their

antimicrobial effects in vivo will be needed to exploit their full potential.
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Siderofory aneb aktivni sloZka biopesticidniho preparatu

Siderophores — The Active Component of the Biopesticide
Preparation

J. Mach, M. Halecky 5
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28, Praha 6

Abstrakt

Naplni této prace bylo podrobné studium mimoribosomaln¢ syntetizovanych molekul zvanych
siderofory. Jejich funkce spociva v tvorbé komplexu (napf. s ionty Zeleza), ktery je nasledné
transportovan do intracelularniho prostiedi buiiky. Disledkem tohoto procesu dochazi
k poklesu koncentrace iontl zeleza a dalSich latek v pudé. Tento nutri¢ni deficit negativné
ovliviiuje zivotaschopnost nékterych fytopatogennich mikroorganismi, a proto by pfitomnost
sideroforti v preparatu byla zadouci. Cilem této studie bylo potvrdit produkci sideroforu
u studovaného mikroorganismu s jeho naslednou identifikaci. Dale bylo nutné urcit zavislost
produkce sideroforii na dobé¢ kultivace a slozeni média. Produkce sideroforu u studovaného
mikroorganismu byla potvrzena. Jednalo se o pyoverdin. Doba kultivace a slozeni kultiva¢niho

média mély znacny vliv na produkci studovaného metabolitu.

Abstract

In this study, non-ribosomally synthesized molecules called siderophores were studied in detail.
Their function is to form a complex (e.g. with the iron ions), which is subsequently transported
into the cell interior. The consequence of this process is a reduction in the local amount of iron
ions in the soil. This deficiency negatively affects the viability of some soil bacteria, often
phytopathogenic, and therefore their presence in the biopesticide preparation would be
desirable. The aim of this study was to confirm siderophore production in the studied
microorganism with its subsequent identification. It was also necessary to determine
the dependence of siderophore production on cultivation time and medium composition.
Siderophore production in microorganism under study was confirmed. It was pyoverdine.
The production of pyoverdine was directly proportional to the cultivation time and the medium
composition had a significant effect on its production.

Klicova slova: biopesticid, antifytopatogenni ucCinek, siderofor, pyoverdin, ekologicky

nezavadny produkt
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product

Uvod

vyprodukovanych plodin. Kvalita a mnozstvi sklizenych plodin z dané obhospodafované
plochy je velmi zavisla na schopnosti rostlin odolavat napadeni vSudyptitomnymi skiidci. Lidé
zamérné posiluji obranu rostlin pomoci chemickych postiiki, které mohou mit negativni dopad
na zivotni prostfedi, napt. naruseni potravniho fetézce v ekosystému (Singh a kol., 2013).
Za ucelem nahrazeni nebo sniZzeni mnozstvi téchto latek se v poslednich letech staly stfedem
z4jmu Dbiopesticidy, jejichz zakladem jsou pouze antifytopatogenni Cinitelé &1 smeés
mikrobialnich producentt a jejich biologicky aktivnich metabolitd (Liu a kol., 2021). Jednim
ze zékladnich vlastnosti registrovaného biopesticidniho preparatu musi byt jeho nulova toxicita
vaci jinym organismim obyvajicich prostfedi, ve kterém by byl aplikovan (Volcdo a kol.,
2022). Tento produkt Setrny k Zivotnimu prostéedi by mél byt navrzen jako smés biologicky
aktivnich molekul, které by mu poskytly jedinecné vlastnosti spojené s ucinnou inaktivaci
rostlinnych Skiidct. Aktivni slozky ptipravku by byly reprezentovany predevsim antibiotiky,
enzymy, pigmenty nebo biosurfaktanty (¢im vétsi je smacivost preparatu na hydrofobnim
povrchu hmyzu nebo plisnég, tim 0¢innéjsi je inaktivace Skiidce). Soucasti preparatu by mohly
byt 1 nosice, adjuvancia ¢i glycerol. Pfitomnost zbytkového mnozstvi zminéného trojsytného
alkoholu, slouziciho jako zdroj uhliku a energie v prib&hu kultivacniho procesu, by méla také
pozitivni vliv na stabilitu enzyma a obecné na trvanlivost preparatu (Bradbury a Jakoby, 1972).

Pigmenty, konkrétné siderofory, byly v této studii podrobné studovany. Tyto sekundérni
metabolity patii do heterogenni skupiny organickych molekul o velikosti 500-1500 Da. Jejich
hlavni funkce spociva v tvorbé komplexu s ionty kovil, napt. s ionty zeleza, coz vede ke snizeni
lokalniho mnoZstvi tohoto nutrientu v ptidé (nebo médiu). Tento deficit negativné ovliviiuje
zivotaschopnost a rist nékterych piadnich, fytopatogennich mikroorganismt (Behnsen a
Raffatellu, 2016). Vzhledem k této unikatni vlastnosti by jejich pfitomnost v potencialnim
biopesticidnim preparatu byla zadouci. Produkce téchto metabolitli je zdvisla na slozeni
okolniho média. Rychlost produkce siderofort se zvySuje s klesajici koncentraci iontli zeleza
(Vindeirinho a kol., 2021).

Snaha o rozsifeni spektra registrovanych biopesticidnich preparatii je velmi dilezita

Z hlediska zvySeni ochrany hospodatsky vyznamnych plodin vii¢i $kiidclim, a tedy 1 z hlediska
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uspokojeni rostouci poptavky po potravé nezadrzitelné rostouci lidskou populaci, ne vsak

za cenu rostouci kontaminace Zivotniho prostredi.

Material a metody
Mikroorganismus
Pseudomonas sp. — gramnegativni, nesporulujici, pohybliva bakterie patiici do skupiny

fluorescen¢nich pseudomonad

Bioproces

Bioproces probihal po dobu 5 dnii pii teploté 22 °C v 1 1 sklenéném bioreaktoru (Duran®,
Némecko). V této praci bylo jako kultivaéni médium pouzito standardni BSM a modifikované
BSM. V pribéhu bioprocesu byl glycerol pfidavan do kultiva¢niho média predevsim jako zdroj
uhliku a energie. V ramci jednoho dne bylo do média ptidano 2,5 g-1"* tohoto substratu. Médium
bylo aerovano (pritok vzduchu byl nastaven na hodnotu 1 VVM) a mechanicky promichavéano
(150 ot/min) tiSténym plastovym michadlem s plochymi lopatkami (3D tiskarna — Prusa
Research, Ceska republika).

Downstream proces

Proces byl zahédjen odbérem vzorku z kultivaéniho média. Nésledovala centrifugace (10 000
ot/min, 5 min) a filtrace (velikost port — 0,8 um). Pfedupraveny vzorek byl nanesen
na kondicionovanou SPE kolonu se specifickou stacionarni fazi. Sorbované analyty byly
uvolnény methanolem. Zavére¢nymi kroky této procedury bylo odpafeni methanolu a pfidani
destilované vody. Takto zpracovany vzorek byl podroben spektrofotometrické, fluorometrické

nebo HPLC analyze. Cely postup je schematicky znazornén na obrazku 1.
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Obr 1. Zékladni schéma downstream procesu s popisem jednotlivych dilezitych krokt

29



Konference - Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2022

Sorpéni Gcinnost SPE kolon

Studovana bakterie pravdépodobné produkuje nékolik biologicky aktivnich molekul, kterymi
jsou siderofory, antibiotika (2,4-diacetylfluoroglucinol (2,4-DAPG)), rhamnolipidy nebo
pyocyanin. Tato predikce je zalozena na znalosti genetického materidlu. V rdmci této studie
byly otestovany dvé SPE kolony (LiChrolut® EN (40—120 pm) 200 mg 3 ml standard glass tube
— stacionarni faze: ethylvinylbenzendivinylbenzen polymer a Strata® C18-E (55 um, 70 A) 200
mg / 6 ml — stacionarni faze: silikatova matrice s navazanymi zbytky uhlovodikd C18),
za ucelem nalézt vhodnéjsi kolonu z hlediska sorp¢ni G¢innosti viici uvedenym metabolitiim,
které zde byly reprezentovany standardy: pyoverdin (Sigma-Aldrich), 2,4-DAPG (Apollo
Scientific), pyocyanin (Sigma-Aldrich) a rhamnolipidy (Sigma-Aldrich). K otestovani
schopnosti detekovat desorbované latky (ze stac. faze SPE kolony) byly pouzity dva HPLC
systémy (HPLC s UV detekci a dvéma riznymi kolonami: Watrex Nucleosil 100, C18 a Watrex
Polymer IEX H). Konkrétné byly analyzovany tii frakce, které piedstavovaly smésny vzorek
standardii pfed a po prichodu kolonou a vzorek obsahujici desorbované analyty. Timto
postupem bylo mozné posoudit, zda analyty interagovaly se sorbentem SPE kolony ¢i nikoliv.
Tento krok byl nutny pro vybér vhodngjsiho HPLC systému (chromatografické kolony)
pro nasledujici studium sorpéni G€innosti pouzitych SPE kolon vii¢i jednotlivym standardim.
Vzorky ptedstavujici roztoky standardd (s vyjimkou pyoverdinu (vysokd molekulova
hmotnost)) pied a po projiti kolonou byly analyzovany za pouziti vhodnéjsiho HPLC systému
(resp. vhodnéjsi chromatografické kolony). Sorp¢ni uc¢innost vii¢i pyoverdinu byla studovana
za pouziti spektrofotometrické analyzy (microplate reader INFINITE F200 — Tecan, Némecko).
Po vyhodnoceni néasledoval vybér vhodnéjsi SPE kolony vyuZité v naslednych experimentech

této studie.

Potvrzeni produkce sideroforii u studovaného mikroorganismu

Pro potvrzeni produkce siderofori byl pouZzit pevny agar, ktery obsahoval modry pigment
Chrom azurol S (CAS), v jehoz struktufe byly navazany ionty zeleza (Louden a kol., 2011).
Pozitivni odezva této analyzy byla reprezentovana barevnou zménou, konkrétné z modré
na oranzovou, kdy v okoli narostlych kolonii siderofory produkujicich bakterii vznikaly
oranzov¢ ,,Halo* zony. Produkované siderofory interagovaly s ionty Zeleza a zplisobovaly jejich

uvolnovani ze struktury pigmentu. Dlsledkem této reakce byla vyse uvedena barevna zmeéna.
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Identifikace neznamého sideroforu

Zpracovany vzorek obsahujici neznamy siderofor byl analyzovéan spektrofotometricky
a fluorometricky. Identifikace byla provedena porovnanim zméienych absorpcnich a emisnich

spekter neznamého sideroforu a standardu (pyoverdin).

Studium vlivu doby kultivace na produkci pyoverdinu

Vzorkovéani bylo provedeno 1., 4. a 5. den kultivace. Zpracované vzorky byly podrobeny
spektrofotometrické analyze a vizudlni analyze. Koncentrace pyoverdinu byla vypoctena

ze vztahu mezi absorbanci a koncentraci standardu (pyoverdinu).

Studium vlivu sloZeni média na produkci pyoverdinu

Pro tento experiment byla pouzita modifikovand média. Konkrétné se jednalo o médium bez
stopovych prvkl a obohacené o ionty Zeleza, ionty médi a kombinaci téchto iontil. Po pétidenni
kultivaci byly vzorky zpracovany dle vySe uvedeného postupu. Zpracované vzorky byly
analyzovany spektrofotometricky. K nepfimému stanoveni koncentrace pyoverdinu byl pouzit
alternativni zplsob zalozeny na spektrofotometrickém métfeni vzorkd obsahujicich
vyprodukovany pyoverdin a CAS roztok (Schwyn a Neilands, 1987). Cim vice pyoverdinu bylo
ve vzorku pfitomno, tim vyrazngj$i byla zména barvy (z CAS bylo uvolnéno vice iontl Zeleza).
Vyhodnoceni bylo provedeno dle nasledujici rovnice: procento uvolnénych ionti Zeleza =
[(Aref. vzorek — Avzorek) ! Aref. vzorek] = 100. Referenéni vzorek byl reprezentovan Cerstvym,

modifikovanym BSM s roztokem CAS (Chowdappa a kol., 2020).

Vysledky

Sorp¢ni ucinnost SPE kolon

Predbézné testovani schopnosti studovanych HPLC systémt detekovat desorbované analyty
ze stac. faze SPE kolony ukazalo, ze syst¢ém HPLC s UV detekci a s kolonou Watrex Nucleosil
100, C 18 byl lepsim systémem pro detekci standardt (prokazatelna interakce mezi standardy

a stac. fazi SPE kolony). Toto tvrzeni vyplynulo z porovnani namétenych chromatogrami (viz

Obr. 2).
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Obr 2. Porovnani chromatogramu tii frakci analyzovanych systémem HPLC s UV detekei a s kolonou Watrex
Nucleosil 100, C 18: fialovy — smé&sny vzorek standardt (pfed nanesenim na SPE kolonu), zeleny — vzorek
prosly SPE kolonou a ¢erveny — vzorek obsahujici desorbované standardy (schopnost detekovat desorbované

analyty — vhodngjsi HPLC systém pro nasledné analyzy)

Uginnost sorpce obou SPE kolon viéi jednotlivym standardéim byla studovana pouze
za pomoc HPLC systému s UV detekci a kolonou Watrex Nucleosil 100, C 18. Namétené
a zpracované hodnoty jsou graficky znazornény na obrazku 3. Kolona LiChrolut® méla vyssi
sorpéni tginnost vii¢i pyoverdinu a thamnolipidéim proti kolong Strata®. Na druhou stranu, obé
kolony mély velmi podobnou afinitu vici 2,4-DAPG a pyocyaninu. Na zakladé téchto zjisténi
byla kolona LiChrolut® pouzita pro zpracovani vzork@ v naslednych experimentech.

100

80 -
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40
20
0

2,4-DAPG pyocyanin rhamnolipidy pyoverdin
m LiChrolut® EN Strata® C18-E

Sorpéni Géinnost (%)

Obr 3. Porovnani sorpéni u¢innosti SPE kolon LiChrolut® a Strata® vii¢i jednotlivym standardim

Potvrzeni produkce sideroforii u studovaného mikroorganismu

V okoli narostlych kolonii byly pozorovany oranzové ,,Halo* zony, diky ¢emuz byla produkce

sideroforti u studovaného mikroorganismu potvrzena (viz Obr. 4).

1 tyden

Obr 4. Potvrzeni produkce sideroforti pomoci CAS agaru na zdkladé pozorovani oranzovych ,,Halo* zoén v okoli
kolonii — ¢asove zavisla produkce siderofori
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Identifikace neznamého sideroforu

Na zéklad¢ piekryvu absorp¢nich a emisnich spekter bylo mozno identifikovat neznamy
siderofor. Jednalo se o pyoverdin. Jeho absorpéni maximum bylo naméteno pii Amax = 406 nm

a maximalni intenzita emitovaného zafeni pti 460 nm (viz Obr. 5).
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Obr 5. Identifikace nezndmého sideroforu na zakladé prekryti absorpcnich a emisnich spekter sideroforu a
standardu

Studium vlivu doby kultivace na produkci pyoverdinu

Bylo zjisténo, ze produkce pyoverdinu je pfimo tmérnd dobé kultivace (viz Obr. 6). Toto
tvrzeni vyplynulo z vizudlni analyzy zabarveni zpracovanych vzorkdi a z namétfenych
absorpénich spekter. Koncentrace pyoverdinu ve zpracovanych vzorcich byla 0 mg-1 (1. den),

138 mg-1t (2. den) a 294 mg-17 (3. den).

2,5

: - 8 -
.

320 350 380 410 440 470 500 “— —

A(nm)
1. den kultivace 4. den kultivace
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Obr 6. Casové zavisla produkce pyoverdinu

Studium vlivu sloZeni média na produkci pyoverdinu

SloZeni média vyznamné ovlivnilo produkci pyoverdinu. Absence stopovych prvkl

a ptitomnost iontl médi méla pozitivni vliv na produkci. V médiu bez stopovych prvki byla
nameétena hodnota 75 £ 1 % uvolnénych iontl zeleza a v pfipad¢ pfitomnosti iontlh médi byla
tato hodnota 63 + 3 %. lonty médi indukovaly syntézu pyoverdinu a nésledné s nim vytvotily
komplex. Absorpcni maximum tohoto komplexu (Cerveny chromatogram) bylo posunuto proti

maximu ,,volného* pyoverdinu (zeleny chromatogram). Na druhou stranu, v ptipadé iont
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zeleza byl pozorovan negativni vliv na produkci. Kombinace iontii Zeleza a médi zptisobila
pokles hodnoty procenta uvolnénych ionti do zapornych hodnot (viz Obr. 7). Tento jev by
mohl byt zplisoben soucasnou pfitomnosti obou iontd nebo interakci téchto iontl s

pyoverdinem ¢i enzymatickym aparatem bunky.

1,4
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0,6

% vyvazanych Zelezitych
jontd
.
o
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——Meédium bez stopovych prvka ——Médium obohacené o méd'naté ionty
—Médium obohacené o médnaté a Zelezité ionty Médium obohacené o Zelezité ionty

Obr 7. Absorpéni spektra vzorkd predstavujicich jednotliva modifikovana média (po dokonéeni kultivaéniho
procesu) a nepiima kvantifikace mnozstvi pyoverdinu (procento uvolnénych iontl Zeleza ze struktury CAS)

Zavér

Studovany mikroorganismus produkoval siderofory. Identifikace byla provedena za zakladé
piekryvu absorpéniho a emisniho spektra nezndmého sideroforu a standardu. Jednalo se
0 pyoverdin. Produkce byla pfimo timérna dobé¢ kultivace a slozeni média mélo vyznamny vliv
na jeho produkci. Vysoka produktivita byla pozorovéana v ptipad¢ absence stopovych prvki
a v pfitomnosti iontl médi. Naopak nizka produktivita byla pozorovéana v pfitomnosti iontd
zeleza a v ptipadé kombinace iontil Zeleza a medi. Znalosti kultivacnich parametra a slozeni
média budou dllezité pro optimalizaci kultivacniho procesu s cilem maximalizovat produkci
pyoverdinu pii co nejnizSich moznych finan¢nich ndkladech. HPLC systém s UV detekci
a kolonou Watrex Nucleosil 100, C 18 byl vhodnéjsi z hlediska detekce desorbovanych
nizkomolekularnich analytt (2,4-DAPG, pyocyanin a rhamnolipidy). Kolona LiChrolut® méla
vy$§i sorpéni Gi¢innost viiéi pyoverdinu a thamnolipidiim ve srovnani s kolonou Strata®. Pfed
registraci (a uvedenim na trh) potencidlniho preparatu bude nutné provést sérii testd, aby byla
zajiSténa jeho zdravotni nezavadnost a ekologicka Setrnost. Po dokonceni schvalovaciho

postupu by produkt mohl byt oficialn¢ aplikovan na hospodarsky vyznamné plodiny.
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Charakterizace extrakti Vitis vinifera a jejich vliv na zastupce
mikroorganismii travicicho traktu

Characterization of Vitis vinifera extracts and their effect on
representatives of microorganisms of the digestive tract

M. Ottova, Z. BareSova, O. Mat’atkova
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Naplni této prace bylo sledovani vlivu laboratorné ptipravenych extraktti z matolin, tfapin a
letorosti Vitis vinifera na suspenzni rust dvou probiotickych bakterii z rodu Lactobacillus.
Cilem prace bylo studium potencialu téchto extraktti S vysokym obsahem biologicky aktivnich
latek — polyfenolu stimulovat rust zastupct probiotickych mikroorganismi gastrointestinalniho
traktu. V této praci se podarilo prokazat stimula¢ni ucinek polyfenolovych sloucenin z extraktt
Vitis vinifera na suspenzni rast probiotickych bakterii z rodu Lactobacillus. Extrakt z letorostt
Vitis vinifera byl identifikovan jako extrakt s nejvétsim potencialem vyuziti jako soucast
doplnki stravy zaméfenych na polyfenolové latky, které podporuji rist probiotickych bakterii.
Nejvyssi stimulace rtstu bylo dosazeno u extraktu z letorostt a jeho vlivu na Lactobacillus

casei Lafti L-26 a to pti koncentraci 100 mgga/l.

Abstract

This study deals with the effect of laboratory-prepared extracts from Vitis vinifera pomace,
stems and canes on the suspension growth of two probiotic bacteria from the genus
Lactobacillus. The aim of the work was to investigate the potential of these extracts with a high
content of biologically active substances - polyphenols to stimulate the growth of
representatives of probiotic microorganisms of the gastrointestinal tract. In this work, it was
possible to demonstrate the stimulating effect of polyphenolic compounds from Vitis vinifera
extracts on the suspension growth of probiotic bacteria from the Lactobacillus genus. Vitis
vinifera extract has been identified as the extract with the greatest potential for use as part of
dietary supplements focused on polyphenolic substances, which support the growth of probiotic
bacteria. The highest growth stimulation was achieved with the extract from canes and its effect

on Lactobacillus casei Lafti L-26 at a concentration of 100 mggca/l.
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Klic¢ova slova Cesky
Rostlinny extrakt, probiotika, polyfenoly, Vitis vinifera
Klic¢ova slova anglicky

Plant extract, probiotocs, polyphenols, Vitis vinifera

Uvod

Mikroorganismy gastrointestinalniho traktu bezprostiedné souvisi se zdravim ¢lovéka,
jejich profil a zastoupeni jsou vSak vyznamné ovlivnény fadou faktora, véetné slozek potravy
(Hemarajata a Versalovic, 2013). Stievni mikrobiom ma krom¢ metabolické role také roli
trofickou a protektivni, které zahrnuji podileni se na maturaci imunitniho systému hostitele a
zabranéni infekci patogeny osidlenim stfevniho prostiedi. V soucasné dobé¢ je vénovana velka
pozornost studiu lé¢ebnych Gc€inki spojenych s rostlinami ¢i rostlinnymi extrakty. Vyuzivaji se
extrakty z rostlin i extrakty z jednotlivych rostlinnych ¢asti.

Vinna réva je svétoveé nejvice péstovanou ovocnou plodinu a s jejim zpracovanim je
spjato velké mnozstvi odpadu, naptiklad pravé ve form¢ matolin, tfapin a letorost vzniklych
pii vyrobé vina. Pro tyto odpady je snaha najit alternativni vyuZziti kromé tradi¢niho
kompostovani. Jednou z moznosti je izolace biologicky aktivnich latek obsazenych v odpadech
a jejich aplikace ve farmaceutickém primyslu ve form¢ doplnkut stravy. Biologicka aktivita
extraktl z matolin, tfapin a letorost Vitis vinifera je spjata predevs$im S vysokym obsahem
polyfenolt (Baydar a kol., 2006; Selma a kol., 2009). Polyfenoly mohou byt potencialné

rrrrr

vlastnostem (Tsao, 2010).

Material a metody
Pouzité mikroorganismy

V ramci experimentalni prace byly pouzity dvé probiotické bakterie zrodu
Lactobacillus. Lactobacillus rhamnosus GG byla zakoupena z CCM (Czech Collection of
Microorganisms) sbirky a Lactobacillus casei Lafti L-26 pochazi ze sbirky Ustavu mléka, tuki
a kosmetiky, VSCHT Praha. Pfed kultivaci byly mikroorganismy uloZeny v hlubokomrazicim
boxu v podobe¢ kryokonzerv v 50% glycerolu pfi teploté -70 °C.
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SlozZeni kultiva¢nich médii a roztoku

Slozeni kultivaéniho MRS média pro probiotické bakterie v 1 litru destilované vody:
D-glukéza bezvoda 20 g, bakterialni pepton 10 g, masovy extrakt 10 g, kvasni¢ny extrakt 5 g,
octan sodny 5 g, dihydrogenfosfore¢nan draselny 2 g, citrdt amonny 2 g, heptahydrat siranu
hotecnatého 0,2 g, monohydrat siranu manganatého 0,05 g, Tween 80 1 ml.

MRS médium bylo upraveno na hodnotu pH = 6,5; bylo doplnéno destilovanou vodou
na pozadovany objem a nasledné sterilovano v autoklavu pfi teploté 121 °C a tlaku 101,5 kPa
po dobu 20 minut. Po sterilaci byl do MRS média dodate¢né ptidan roztok glukdzy (sterilovany
oddéleng), tak aby jeji vysledna koncentrace v MRS médiu ¢inila 20 g/l.

Roztoky extraktti z matolin, tfapin a letorostt Vitis vinifera byly ptipraveny v laboratofi
Aplikované biologie na Ustavu biotechnologie, VSCHT Praha. Roztoky viech tii extrakti Vitis
vinifera byly pfipraveny susenim, extrakci a naslednym rozpusténim ve 40% ethanolu (Rollova
akol., 2020). Matoliny, tfapiny a zimni letorosty Vitis vinifera byly poskytnuty vinici Grébovka
na Praze 2 a Kutna Hora. Matoliny a tfapiny pochazi z odrady Vitis vinifera Rulandské Sedé,
letorosty pochazi ze zimnich fezii Ryzlinku rynského. Vlivy extraktii byly vztazeny na jejich
celkovy obsah polyfenold (TPC), Vysledné hodnoty jsou uvadény v jednotkach odpovidajicich

ekvivalentu kyseliny gallové vztazené na 1 litr extraktu Vitis vinifera (mgga/ I).

Kultivace

Pro pre-kultivaci byly kryokultury bakterii zaockovany do 250 ml Erlenmeyerovych
ban¢k se 100 ml sterilniho média. Ob¢ probiotické bakterie z rodu Lactobacillus (Lactobacillus
rhamnosus GG, Lactobacillus casei Lafti L-26) byly zao¢kovany z kryokonzervy do 100 ml
sterilniho MRS média. Pre-kultivace bakterii probihala na orbitalni trepacce pii otackach 75
mint a teploté 37 °C po dobu 24 h.

Sledovani suspenzniho ristu v pfitomnosti extrakta Vitis vinifera a stanoveni naristu
bunék v porovnani s kontrolou (rel. %)

Po 24hodinové kultivaci mikroorganismil bylo inokulum odstfedéno (10 min, 10 °C,
9000 g) a nasledné byla pomoci komplexniho média upravena jeho optickd densita (OD) na
hodnotu OD600 = 0,100 + 0,015. Do kazd¢ jamky mikrotitracni desticky (Honeycomb, UK)
bylo pipetovano 30 pl takto upravené suspenze inokula. Roztoky extraktu Vitis vinifera byly
piidavany v takovém mnozstvi, aby v jednotlivych jamkach byl dosazen poZzadovany obsah
celkovych polyfenolt. Vysledné koncentrace TPC pro jednotlivé extrakty Vitis vinifera urcéené
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pro stanoveni nartstu suspenznich bunék vici kontrole byly 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 a
500 mggall. Rozpoustédlo (40% ethanol) v jamce piitom nesmélo piekrocit obsah 3 %, aby
nedoslo k ovlivnéni rGstu bunék (inhibici) samotnym rozpoustédlem. Dany maximalni obsah
rozpoustédla byl pro oba mikroorganismy soucasti kontrolnich experimenti a pii jeho aplikaci
nebylo pozorovano ovlivnéni rastu. Jamky byly poté sterilnim MRS médiem doplnény na
pozadovany finalni objem 320 pl. VSechny experimenty probihaly v deseti paralelach.
Kultivace za tcelem stanoveni suspenzniho ristu pro obé bakterie z rodu Lactobacillus
probihala v mikrokultivacnim zatizeni Bioscreen C pfi teploté 37 °C po dobu 24 h. Ziskané
vysledky byly znazornény graficky jako zavislosti hodnoty optické density OD600 na cCase,
vyjadiujici ristové kiivky mikroorganismi. V porovnani s kontrolnim vzorkem, neobsahujicim

sledované biologicky aktivni latky, byla ur¢ena relativni procenta nartistu suspenznich bunék.

Vysledky

V této praci byl pomoci mikrokultivacniho zafizeni Bioscreen C sledovan ucinek
extraktd z matolin (Obr. 1), tfapin (Obr. 2) a letorostt Vitis vinifera (Obr. 3) s TPC
V koncentraénim rozmezi 5-500 mgca/l na suspenzni riist dvou probiotickych zastupcti bakterii
— Lactobacillus rhamnosus GG a Lactobacillus casei Lafti L-26. Suspenzni rtst sledovaného
probiotika Lactobacillus casei Lafti L-26 nebyl vyznamné inhibovan ani pii aplikaci extrakti
Vitis vinifera v nejvyssi sledované koncentrace TPC = 500 mgga/l. V pfipad¢ vlivu extraktu z
letorostt na rist Lactobacillus casei Lafti L-26 (Obr. 3) se podafilo sledovat stimulaci ristu, a
to pii koncentracich TPC 5 - 100 mgea/l. Nejvyssi stimulace suspenzniho ristu Lactobacillus
casei Lafti L-26 bylo dosaZzeno pfi pouziti extraktu z letorosti v koncentraci TPC 100 mgga/l.
Pii aplikaci extraktd Vitis vinifera na Lactobacillus rhamnosus GG byla se stoupajici
koncentraci TPC sledovana vyssi citlivost na rust tohoto probiotika. V ptipadé vlivu extraktu z
matolin na rtst Lactobacillus rhamnosus GG (Obr. 1) se podatilo sledovat stimulaci ristu a to
pii koncentracich TPC 5, 10 a 25 mgea/l. Nejvyssi stimulace suspenzniho rustu Lactobacillus

rhamnosus GG bylo dosaZeno pfi pouziti extraktt z matolin v koncentraci TPC 10 mgga/l.
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Obr. 1 Vliv extraktu z matolin Vitis Vinifera na suspenzni rast Lactobacillus rhamnosus GG (vlevo) a
Lactobacillus casei Lafti L-26 (vpravo); kultivace po dobu 24 hodin, pti 37 °C, 75 min't, mikrokultiva¢ni
zafizeni Bioscreen C
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Obr. 2 Vliv extraktu z tfapin Vitis Vinifera na suspenzni rust Lactobacillus rhamnosus GG (vlevo) a
Lactobacillus casei Lafti L-26 (vpravo); kultivace po dobu 24 hodin, pti 37 °C, 75 min', mikrokultiva¢ni
zafizeni Bioscreen C
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Obr. 3 Vliv extraktu ze zimnich letorostt Vitis Vinifera na suspenzni rist Lactobacillus rhamnosus GG (vlevo) a
Lactobacillus casei Lafti L-26 (vpravo); kultivace po dobu 24 hodin, pti 37 °C, 75 min', mikrokultiva¢ni
zafizeni Bioscreen C
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Zavér
V této studii bylo prokazano, Ze laboratorn¢ ptipravené extrakty Vitis vinifera mohou ucinné
stimulovat suspenzni rust probiotickych bakterialnich kment z rodu Lactobacillus (L. casei

Lafti L-26 a L. rhamnosus GG). Nejvyssi stimulace suspenzniho ristu Lactobacillus casei Lafti

L-26 bylo dosazeno pfi pouziti extraktu z letorostil v koncentraci 100 mgea/I.

Podékovani

Tento vystup vznikl v ramci projektu Specifického vysokoskolského vyzkumu — projekt ¢.
A2_FPBT_2021_048.
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Metody zelené syntézy nanocastic kovi
Green synthesis methods of metal nanoparticles

M. Sivel, J. Michailidu, O. Mat4tkova
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Nanocéstice kovi ziskané s vyuzitim metod biologickych syntéz jsou casto
diskutovanym tématem diky jejich jedineénym vlastnostem a Sirokému potencialu moznosti
ptipravy i aplikace. Jejich uplatnéni lze predpokladat naptiklad v elektrotechnice, v textilnim
pramyslu nebo v medicing.

Mezi moznosti metod zelené syntézy nanocastic patii vyuziti jak celych organismii tak
jejich komponent ¢i individualnich biologicky aktivnich latek. Jsou zkouméany moznosti vyuziti
bakterii, kvasinek, mikromyecet, fas, rostlin ¢i jejich extraktu.

V tomto piispévku praci je uveden pichled metod fazenych mezi zelenou syntézu u

nichz byl zjistén potencidl pro syntézu nanocastic kovi, zvlaste zlata a stiibra.

Abstract

Metal nanoparticles obtained using biological synthesis methods are a frequently
studied topic due to their unique properties and a wide potential of preparation and application
possibilities. Their application can be proposed in electrical engineering, in the textile industry
or in medicine.

The possibilities of green nanoparticle synthesis methods include the use of both whole
organisms and their components or individual biologically active substances. The possibilities
of using bacteria, yeast, micromycetes, algae, plants or their extracts are investigated.

In this work, an overview of the methods classified as green synthesis is presented, in
which the potential for the synthesis of metal nanoparticles, especially gold and silver, has been
identified.

Kli¢ova slova: nanocéstice stfibra; zelend syntéza; rostlinna syntéza

Klic¢ova slova anglicky: silver nanoparticles; green synthesis; plant synthesis
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Zelena syntéza

Do zelené syntézy tfadime Siroké spektrum biologickych metod vedoucich k tvorbé
stabilnich nanostruktur. Zelena syntéza je velmi aktudlnim tématem, jelikoz se jednd o méné
ekologicky a ekonomicky naro¢nou alternativu k fyzikélnim ¢i chemickym postuptim syntézy.
Narozdil od chemickych metod se pfi biologické syntéze nepouzivaji toxicka ¢inidla, ktera jsou
nebezpecna pro zivotni prostfedi. Mimo jiné fyzikalni metody vyzaduji k chodu samotné reakce
Casto velké mnozstvi energie, coz vede také ke znatelnému zvyseni nakladt. Ve vSech téchto
aspektech zelena syntéza nanocastic tyto metody piekonava, jelikoz piiprava nanocastic timto
zpusobem probihéd Casto za laboratorni teploty a reakénim agens je kromé prekurzoru kovu
pouze dany biologicky ¢initel (Ahmed a kol., 2016, Thakkar a kol., 2010, Yadi a kol., 2018).

Zelend syntéza nanocastic jsou metody fungujici na principu redukce a nésledné
stabilizace nanoc¢astic pomoci pfirodnich latek. Vyhoda zelené syntézy je produkce vysoce
stabilnich nanocéstic za vyrazné nizkych ekonomickych nakladi a minimélnich negativnich
dopadii na Zivotni prostfedi. V metodice syntézy jsou aplikovany celé Zivé rostliny, ¢asti rostlin
nebo rostlinné extrakty. Jako ptiklad biomolekul, které se podili na syntéze, Ize jmenovat
bilkoviny, aminokyseliny, polysacharidy, alkaloidy, taniny, fenoly, saponiny, terpenoidy c¢i
vitaminy. Charakter biologicky aktivnich latek podilejici se na syntéze a jejich koncentracni
zastoupeni vyrazn€ ovliviiuje kone¢né vlastnosti syntetizovanych nanocastic. Dal§i mozny
postup biologické syntézy je pfiprava nanocastic pomoci mikroorganismii. Biosyntéza
nanocastic byla mnoha studiemi pozorovana u bakterii, kvasinek, fas a u mikromycét. U tohoto
typu biosyntézy jsou nanocastice produkovany jako intracelularni nebo extracelularni produkt
(Ahmed, Ahmad, Swami and Ikram, 2016, Chintamani a kol., 2018, Thakkar, Mhatre and
Parikh, 2010, Yadi, Mostafavi, Saleh, Davaran, Aliyeva, Khalilov, Nikzamir, Nikzamir,
Akbarzadeh, Panahi and Milani, 2018).

Biosyntéza nanocastic pomoci bakterii

Diky svému Sirokému uplatnéni je biologicka syntéza pomoci bakterii Casto zkoumanou
metodou. Hlavnimi vyhodami jsou snadna kultivace a mozny scale-up celého procesu.
Mechanismus tvorby nanocastic je zprostfedkovan redukénimi enzymy a stabilizacnimi
proteiny, které jsou produkovany bakteridlni butikou. Exaktni mechanismus biosyntézy vSak
dosud nebyl ptfesné popsan. Podle umisténi redukce kovovych iontl miizeme cely proces

rozdélit na extracelularni ¢i intracelularni syntézu. Vyhoda extraceluldrni syntézy je jednodussi
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separace produktu. Po intracelularni biosyntéze je vyzadovano pouziti fyzikalnich
(ultrasonifikace, sterilace) ¢i chemickych (detergenty, enzymy) metod pro rozpad buiky a
naslednou separaci produktu od bunécného lyzatu. Vysledné vlastnosti produkovanych
nanocastic zavisi na kultiva¢nich podminkach a produk¢énim bakterialnim kmenu (Rana a kol.,
2020, Thakkar, Mhatre and Parikh, 2010).

Skupina vyzkumniki Singh a kol. popisuje ve své studii intracelularni biosyntézu
stiibrnych nanocastic pomoci bakterie Weissella oryzae DC6. Buiiky byly kultivovany v TSB
(tryptic soy broth) médiu po dobu 24 hodin, pii 120 rpm a 37 °C. Nasledné¢ byla kultura
izolovéana centrifugaci, po které¢ byl buné¢ny koncentrat kultivovan 24 hodin za piitomnosti
AgNOs o koncentraci 1 mmol/l pfi podminkdch 200 rpm a 25 °C. Dal§im krokem byla
opakovana ultrasonikace a nasledna centrifugace pii 20 000 rpm po dobu 10 minut pro
konec¢nou izolaci stiibrnych nanoc¢astic. Pfitomnost nanocastic byla prok4dzéana technikami UV-
Vis spektrofotometrii, TEM, energiové disperzni spektrometrii (EDS) a rentgenovou strukturni

analyzou (XRD).

Biosyntéza nanocastic pomoci kvasinek

Kvasinky jsou hojn€ vyuzivany pii fermentacnich procesech zejména v potravinarstvi.
Jedna se o nejpodrobnéji prozkoumany mikroorganismus z hlediska biotechnologie. Syntéza
nanocastic pomoci kvasinkovych kultur byla popsana mnoha studiemi. Nebylo vSak dosud
popsédno piimé zapojeni kovovych nanocéstic do metabolismu kvasinky. Jedna se tedy
pravdépodobné o obranny mechanismus pied bunéénym stresem. Pfitomnost iontl kovu spousti
metabolickou kaskadu vedouci k syntéze sloucenin eliminujicich tento buné¢ny stres. Jako
ptiklad takovych latek, o nichZ je zndmo, Ze se podili na syntéze nanocastic, lze uvést
fytochelatin, metalothioneiny a glutathion. Dal$i mechanismus tvorby nanocéstic je

zprosttedkovan pomoci oxidoreduktaz, které jsou aktivovany zvySenim hladiny pH, coz je

1

Jagadevan, 2020, Thakkar, Mhatre and Parikh, 2010).

Biosyntézu stiibrnych nanocastic pomoci Yarrowia lipolytica NCY C 789 popsala studie
Apte a kol. Vysledné nanostruktury byly charakterizovany pomoci UV-Vis spektrofotometrie,
skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) a infracervenou spektroskopii s Fourierovou
transformaci (FTIR). Kultivace byla provedena v kultivaénim médiu YNB (yeast nitrogen base)
pii 20 °C, 130 rpm po dobu 48 hodin. Po kultivaci byla biomasa odstfedéna a pelety byly

n¢kolikrat promyty destilovanou vodou. Nésledné byla kultura resuspendovdna v1 mM
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roztoku AgNOs a kultivovana dal$ich 120 hodin pfi podminkach 20 °C a 130 rpm. Kone¢na
suspenze byla znovu odstfedéna a supernatant s precipitatem byly podrobeny analyze, pfi niz
byla potvrzena uspésna syntéza stiibrnych nanocastic sférického tvaru o velikosti 15 nm (Apte
a kol., 2013). Studie Waghmare a kol. popisuje biosyntézu stéibrnych nanoc¢astic pomoci
Candida utilis (NCIM 3469). Nanocastice byly poté analyzovany technikami UV-Vis
spektrofotometrie a SEM.

Biosyntéza nanocastic pomoci mikromycét

Zajem vyzkumniki o syntézu kovovych nanocastic pomoci vlaknitych hub vzrostl kvili
moznosti produkce vysoce stabilnich nanocastic, které jsou chranény pred molekularni agregaci
i pfi delsim skladovéni, coz je zplisobeno mikrobidlnimi produkty s biologickou aktivitou.
Naopak nevyhodou pouziti eukaryotického organismu jsou slozitéjsi genové manipulace pro
zvySeni exprese enzymd, které se na syntéze nanocastic podileji. Byly popsany biosyntézy,
které pobihaly intracelularné, extracelularné nebo kombinované. Jednim z moznych
mechanismi extracelularni syntézy nanocastic zacina elektrostatickou interakci mezi kladné
nabitymi kovovymi ionty a ziporné nabitou karboxylovou skupinou lysinu v bunéénych
sténach mycelia. Tato interakce posléze vede k extraceluldrni redukci kovovych iontli na
nanoCastice pomoci NADPH-dependentnich enzymii. Vznikajici nanocastice jsou
stabilizovany pomoci funk¢nich skupin membranovych proteini nebo pomoci peptidi a
proteinli, které jsou produkovany extracelularné. Pfikladem peptidu podilejiciho se na
stabilizaci nanostruktury je fytochelatin. Intraceluldrni syntéza nastavd, kdyZz ionty kovl
difunduji bunéénymi membranami a redukuji se na nanocastice kovi (Rana, Yadav and
Jagadevan, 2020, Thakkar, Mhatre and Parikh, 2010). Studie Devi a Joshi popisuje biosyntézu
nanocastic stiibra pomoci Aspergillus tamarii PFL2, Aspergillus niger PFR6 a Penicllium
ochrochloron PFR8. Syntetizované nanocastice byly charakterizovany pomoci UV-Vis
spektrofotometrie, TEM, SEM a EDS. Buiiky byly kultivovany v PDB (potato dextrose broth)
médiu 96 hodin pii 120 rpm a 25 °C. Biomasa byla poté filtrovana pfes filtrani papir a
nékolikrat promyta destilovanou vodou. Déle byly bunky opét kultivovany ve sterilované
destilované vodé pii 25 °C a 120 rpm po dobu 48 hodin. Nasledné byla bunécna suspenze
filtrovana pies mikrofiltr. Filtrat bez bunécné kultury byl smichan s roztokem AgNOs, pticemz
vysledna koncentrace byla 1 mmol/l. Reak¢éni smés byla ponechdna 72 hodin v temnu pfii
laboratorni teploté. Nanocastice biosyntetizované pomoci A. tamarii PFL2 byly sférického
tvaru a velikosti 3,5 + 3,0 nm.
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Biosyntéza nanocastic pomoci ras

Rasy jsou eukaryotické organismy, které maji do budoucna potencial uplatnéni
V biotechnologiich, a nalézaji vyuziti také v nanotechnologiich pro svou schopnost
bioakumulace a nasledné redukce iontd kovid. Biomolekuly (polysacharidy, peptidy a
pigmenty) pfitomné v fasach obsahujici karboxylové, thiolové, hydroxylové a aminové funk¢ni
skupiny jsou klicové pro redukci kovovych iontl a stabilizaci nové vytvoienych nanocastic.
Biologicka cesta pro syntézu nanocéstic je zde iniciovana adsorpci iontli kovii na povrch bunék
fas. Na zéklad¢ umisténi redukéni reakce se syntéza opét deli na extraceluldrni a intracelularni.
Studie provedend Dahoumaneem a kol. odhalila, Ze k biologické redukci doSlo v thylakoidnich
membranach Cosmarium impressulum. Redukované formy kovovych atomt byly poté ve
shlucich transportovany z buiiky v obalech, jejichz slozeni se podoba struktuie bunééné stény
(Ahmad a kol., 2022, Dahoumane a kol., 2014, Rana, Yadav and Jagadevan, 2020, Thakkar,
Mhatre and Parikh, 2010).

Studii Kathiraven a kol. byla popsana biosyntéza stfibrnych nanocastic pomoci
Caulerpa racemosa. Vzniklé nanocastice byly analyzovany UV-Vis spektrofotometrii, TEM,
FTIR a XRD. Rasa byla po ukon&eni kultivace promyta sterilovanou vodou, nakrajena a
usu$ena. Suché biomasa byla rozemleta na prasek, pfi¢emz 1 g biomasy slouzil k inokulaci 250
ml konické banky se 100 ml sterilované vody. Takto pfipravend biomasa byla kultivovana po
dobu 24 hodin pii laboratorni teploté. Po kultivaci byla suspenze filtrovana pres mikrofiltr
k ziskani bezbunétného extraktu. Pro biosyntézu byl extrakt smichan v poméru 1:9 s 1 mM
roztokem AgNOs. Reakéni smés byla 24 hodin ponechana v laboratorni teploté. Byly
syntetizovany stfibrné nanocastice sférického a triangularniho tvaru o velikostech od 5 do 25

nm.

Biosyntéza nanocastic pomoci rostlin

Vétsina dnesnich studii, které se zabyvaji syntézou kovovych nanocéstic biologickou
cestou, souvisi s uplatnénim rostlin. Diivodem velkého z4jmu o tento druh syntézy jsou jeji
jednoduchost a mala ekonomicka naroc¢nost. V samotné syntéze nanocastic jsou v metodice
pouzivany rostlinnd pletiva nebo extrakty z rGznych ¢asti rostliny. Je zndmo, Ze rostliny
produkuji Sirokou Skalu antioxidantl a sekundarnich metabolitt, které se uplatiiuji v mnoha
rozliénych mechanismech bréanicich oxidativnimu poSkozeni bun¢k. Podobny mechanismus

pak muaze byt uplatnén pti tvorbé kovovych nanocastic z kovovych iontl. Jako ptiklady latek,
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které se ucastni biosyntézy, lze uvést polyfenoly, flavonoidy, steroly, triterpeny, alkaloidy,
saponiny, vitaminy, aminokyseliny, polysacharidy ¢i enzymy. Pfesny mechanismus syntézy
nanocastic nebyl dosud popsan. Dulezitym faktorem ovliviujicim charakteristiku vznikajicich
nanocastic je skala ptitomnych biologicky aktivnich latek a jejich koncentrace. Pouziti riznych
druht rostlin tudiz vede k syntéze nanocastic s odlisnymi vlastnostmi (Chintamani, Salunkhe
and Chavan, 2018, Rana, Yadav and Jagadevan, 2020, Vanlalveni a kol., 2021). Technologie
syntézy vyuzivajici rostlinné extrakty je v porovnani s metodami vyuzivajici zivé rostliny méné
Casové narocna a také mén¢ komplikovand. Proto je syntéza pomoci extraktl cCastéji
diskutovanym tématem pro sviij potencial v budoucnu nahradit fyzikalni a chemické metody
v prumyslovém méfitku (Iravani, 2011).
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Obr 1: Mnozstvi publikaci zabyvajicich se zelenou syntézou, pievzato Rana a kol. 2020
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Obr 2: Charakteristika zastoupeni jednotlivych druhii biologickych syntéz v publikacich, pfevzato Rana a kol.
2020
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Syntézu zlatych nanocastic popisuje studie Gardea-Torresdey a kol. pomoci rostliny
Medicago sativa. Prfed biosyntézou byla seminka dekontaminovana 3 % roztokem
formaldehydu a poté promyty destilovanou vodou. Nasledné byly asepticky umistény do nadob
se specificky navrzenou Zivnou piidou, kterd byla bohatd na AuClsa~. Kultivace probihala ve
vegetacni komote s 12hodinovou fotoperiodou v teplotach o rozmezi od 18 do 25 °C. Vzniklé
nanocastice byly charakterizovany pomoci TEM a EDS. Analytickymi technikami byly
popsany biosyntetizované nanocastice o velikostech 4 az 10 nm (Gardea-Torresdey a kol.,
2002). Studie Bali a kol. piSe o biosyntéze kovovych nanocastic pomoci Medicago sativa,
Brassica juncea a Helianthus annus. VsSechny rostliny byly péstovany hydroponicky
vV demineralizované vodé 3 az 4 tydny pod umélym svétlem. Poté byly kultivovany na Petriho
miskach se zivnou pudou, kterd byla obohacena Ag, Ni, Zn, Co nebo Cu ionty. V ramci
experimentu byly regulovidny podminky kultivace, mezi které lze zaradit rtizné koncentrace
iontli kovu a variabilni dobu kultivace. Nakonec byly vzorky usuSeny a upraveny pro analytické
ucely. Data ukazala, ze nejlepsi bioakumula¢ni vlastnosti z testovanych subjekti ma Brassica
juncea. Z testovanych iontii byly akumulovany nejvice Ag* a Co?* nejméné. Pomoci TEM byly
pozorovany sférické nanocastice, pfi¢emz velikost nanocastic ve studii nebyla uvedena.
V piipad€ syntézy stfibrnych nanocéstic bylo u testovanych rostlin dosaZzeno akumulace

vedouci az k hmotnostnimu zlomku 0,092 v susin€ biomasy (Bali a kol., 2006).

Literatura

Ahmad A, Banat F., Alsafar H., Hasan S. W. (2022) Algae biotechnology for industrial wastewater
treatment, bioenergy production, and high-value bioproducts. Sci. Total Environ., 806, str. 21.

Ahmed S., Ahmad M., Swami B. L., lkram S. (2016) A review on plants extract mediated synthesis of
silver nanoparticles for antimicrobial applications: A green expertise. J. Adv. Res., 7 (1), str. 17-28.

Apte M., Sambre D., Gaikawad S., Joshi S., Bankar A., Kumar A. R., Zinjarde S. (2013) Psychrotrophic
yeast Yarrowia lipolytica NCYC 789 mediates the synthesis of antimicrobial silver nanoparticles via
cell-associated melanin. AMB Express, 3, str. 8.

Bali R., Razak N., Lumb A., Harris A. T., leee In The synthesis of metallic nanoparticles inside live
plants, International Conference on Nanoscience and Nanotechnology, Brisbane, AUSTRALIA, Jul
03-07; leee: Brisbane, AUSTRALIA, 2006; pp 224-227.

Dahoumane S. A., Yepremian C., Djediat C., Coute A., Fievet F., Coradin T., Brayner R. (2014) A global
approach of the mechanism involved in the biosynthesis of gold colloids using micro-algae. J.
Nanopart. Res., 16 (10), str. 12.

Gardea-Torresdey J. L., Parsons J. G., Gomez E., Peralta-Videa J., Troiani H. E., Santiago P., Yacaman
M. J. (2002) Formation and growth of Au nanoparticles inside live alfalfa plants. Nano Lett., 2 (4),
str. 397-401.

Chintamani R. B., Salunkhe K. S., Chavan M. J. (2018) EMERGING USE OF GREEN SYNTHESIS SILVER
NANOPARTICLE: AN UPDATED REVIEW. Int. J. Pharm.l Sci. Res., 9 (10), str. 4029-4055.

48



Konference - Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2022

Iravani S. (2011) Green synthesis of metal nanoparticles using plants. Green Chem., 13 (10), str. 2638-
2650.

Rana A,, Yadav K., Jagadevan S. (2020) A comprehensive review on green synthesis of nature-inspired
metal nanoparticles: Mechanism, application and toxicity. J. Clean Prod., 272, str. 25.

Thakkar K. N., Mhatre S. S., Parikh R. Y. (2010) Biological synthesis of metallic nanoparticles.
Nanomed-Nanotechnol, 6 (2), str. 257-262.

Vanlalveni C., Lallianrawna S., Biswas A., Selvaraj M., Changmai B., Rokhum S. L. (2021) Green
synthesis of silver nanoparticles using plant extracts and their antimicrobial activities: a review of
recent literature. RSC Adv., 11 (5), str. 2804-2837.

Yadi M., Mostafavi E., Saleh B., Davaran S., Aliyeva |., Khalilov R., Nikzamir M., Nikzamir N.,
Akbarzadeh A., Panahi Y., Milani M. (2018) Current developments in green synthesis of metallic
nanoparticles using plant extracts: a review. Artif. Cell. Nanomed. Biotechnol., 46, str. 336-343.

49



Sbornik souhrnii a plnych texti konference
KVASNA CHEMIE A BIOINZENYRSTVI 2022

Vydala: Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze
Technicka 5, 166 28 Praha 6

Editor: Olga Mat’atkova
Rok vydani: 2022
Pocet stran: 50

ISBN: 978-80-7592-136-9

Jedna se o elektronickou verzi publikace ve formatu PDF.



