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DEKONTA, a.s.
Remediacni technologie pro sanace kontaminovanych lokalit

[ SPOLECNOST DEKONTA POSKYTUJE SLUZBY V NASLEDUJICIH OBLASTECH:
= prizkum a sanace kontaminovanych lokalit

= odstranovani / vyuziti nebezpecnych odpadu

= ekologicka havarijni sluzba

= konzultaéni sluzby

= laboratorni sluzby

= dodavky technologii a zafizeni pro eliminaci primyslovych emisi

= vyzkum v oblasti environmentalnich technologii

Responsible Care: Odpovédné podnikani v chemii

= certifikovany systém managementu jakosti a environmentu (ISO 9001, ISO 14001 a OHSAS 18001),

ENVIRONMENTALNI TECHNOLOGIE:

= biotechnologie

= propustné reaktivni bariery

= chemicka oxidace

= reduktivni dechlorace

= biofiltry

= nanocastice v bioremediacich

= kompostovani

= technologie pro zpracovani primyslovych odpadu

Ing. Ljuba Zidkova, vedouci biotechnologické laboratofe

d k DEKONTA, a.s. www.dekonta.cz
e 0 nta Dretovice 109 tel.: +420 312 292 969

273 42 StehelCeves email: zidkova@dekonta.cz

- J
[ LABORvATOIv?E SPOLECNOSTIODEKONT,A PO§KYTU:Ji SIROKE POBTFOLIO SI:UZEB

PRO VSECHNY TYPY VZORKU VOD, VYLUHU, KALU, SEDIMENTU A ODPADU:

= fyzikalné chemické rozbory

= mikrobiologické analyzy

= stanoveni ekotoxicity

= vzorkovani a svoz vzorkl

= Vvyvoj a vyzkum v oblasti sanacnich technologii

= laboratorni zkousky biodegradace kontaminovanych materiall, separace ropnych kalu,
L stabilizace / solidifikace odpadu, chemické oxidace znecisténych zemin, vod a jinych odpadu )
-

VYZKUMNE PROJEKTY SPOLECNOSTI DEKONTA JSOU ZAMERENY NA NASLEDUJICI b




Program konference

8:00 — 9:00

Registrace ucastnikl

KVASNA CHEMIE A BIOINZENYRSTVI 2010 Prednaskova sekce — plenarni zasedani sl B+C

)4 9:00 -9:10
Ctvrtek 8. dubna 2010
9:10- 9:30
Konferen¢ni centrum VSCHT Praha, kolej Sazava,
areal vysokoskolskych koleji Praha 4 — Kunratice 9:30=9:30
9:50— 10:10
10:10 - 10:30
10:30 — 10:40
10:40—11:10

VYSOKA SKOLA )
CHEMICKO-TECHNOLOGICKA
V PRAZE Pivﬁm‘il_v_i

N

Fiala J.: Zahajeni konference
Basatova G.: Pivovarstvi — Teorie a praxe vyroby piva

Melzoch K., Patakova P., Paulova L., Rychtera M.:
Biopaliva jako alternativni zdroj energie

Masék J.: Zivot na skladce, aneb bakterie si nevybira

Branyik T.: VitalFluor — pFistroj na stanoveni vitality
mikrobialnich bunék

Zidkova L.: DEKONTA - remedia¢ni technologie pro sanace
kontaminovanych lokalit

Prestavka

Autogramiada nové publikace
Basatova G., Savel J., Basaf P., Lejsek T.:

Pivovarstvi — Teorie a praxe vyroby piva



7. seminar — Pivovarstvi a kvasné technologie 2010

11:10 - 11:20

11:20-11:30

11:30 - 11:40

11:40 - 11:50

11:50 — 12:00

12:00 — 12:10

12:10 - 12:20

12:20 - 12:30

12:30 — 12:40

12:40 — 14:00

sal B+C

Jelinek L., Doleckova M., Karabin M.:
Metody autentifikace chmelovych odriad

Doleckova M., Jelinek L., Karabin M.:
Vliv vybranych faktori na odriidové charakteristické zastoupeni
chmelovych latek

Olsan V., Rychtera M.:

Chemicka a biochemicka piediprava lignocelulosovych
materiali pro jejich biotechnologické vyuziti. Hodnoceni
ucinnosti predipravy

Pavlova E., Lipovsky J., Melzoch K.:
Zpracovani lignocelulosovych materiali na bioethanol

Grecman V., Branyik T., Kufec M.:
Stanoveni vitality kvasinek pomoci méreni NAD(P)H

Linhova M., Fribert P., Lipovsky J., Patakova P., Melzoch K.:
Pritokova cytometrie a jeji moZnosti aplikace na rod Clostridium

Keprova A., Linhova M., Patakova P:
Hodnoceni fyziologického stavu rozpoustédlotvornych klostridii
pomoci pritokové cytometrie

Knytl M., Fiala J.:
Vliv koncentrace pivodni mladiny na obsah mykotoxini

Stérba K., Dostalek P.:
Vyznam a stanoveni alkohold, estert a mastnych kyselin v pivu

Prestavka na obéd

1. seminar - Environmentalni biotechnologie 2010

11:10 - 11:20

11:20 - 11:30

11:30 - 11:40

11:40 — 11:50

11:50 — 12:00

12:00 - 12:10

12:10 - 12:20

12:20 - 12:30

12:30 — 12:40

12:40 — 14:00

sal A

Polova M., Pospisilova D., Masak J., Cejkové A.:
Metabolicka aktivita mikroorganismi degradujicich fenol

Pospisilova D., Polova M., Cejkova A., Masak J.:
Fyzikalné-chemicka charakteristika bunéénych obali a jeji
vyznam pro adhezi bakterie Rhodococcus erythropolis

Bfezinova T., Pospisilova D., Masak J.:
Vliv kultiva¢nich podminek na biodegradaéni aktivitu a adhezi
bakterii

Korbel M., Halecky M., Hudcova T., Paca J.
Biofiltrace smési hydrofobnich a hydrofilnich slou¢enin

Prochéazkova G., Hrdinova J., Jirka V.:
Celulolyticka aktivita: vliv podminek a substratu

Mannlova Z., Hrdinova J., Jirka V.:
Charakteristika fenotypu celulolytickych mikroorganismii

Maresova E., Schreiberova O., Cejkova A.:
Izolace a analyza bunéénych obalu Rhodococcus erythropolis

Schejbalova P., Polova M., Krulikovska T.:
Vliv teploty na obsah a sloZeni lipidové frakce obalovych vrstev
Rhodococcus erythropolis

Hudecek O., Halecky M., Paca J.:
Mikrobiilni degradace benzinovych par

Prestavka na obéd
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7. seminar — Pivovarstvi a kvasné technologie 2010

14:00 — 14:10
14:10 - 14:20
14:20 - 14:30
14:30 — 14:40
14:40 — 14:50
14:50 — 15:00
15:00 — 15:10
15:10 - 16:00

sal B+C

Baszczynski M., Branyik T.:
Struktura pivni pény

Novék P., Baszczyniski M., Branyik T., Rtzicka M. C.:

Vliv vybranych fyzikalné-chemickych vlastnosti piva na stabilitu
pény

Lipovsky J., Linhova M., Fribert P., Toure M., Patdkova P.,

Rychtera M., Melzoch K.:
Produkce biobutanolu na modelovém glukosovém médiu

Fribert P., Jahodova L., Lipovsky J., Linhovda M., Patdkova P.,
Rychtera M., Melzoch K.:

Vyuziti stripovani plynem jako separa¢niho mezikroku pri
produkci biobutanolu.

Jahodova L., Fribert P., Melzoch K.:
Izolace butan-1-olu z fermentaénich médii

Toure M., Melzoch K.:
Vyuziti fepy cukrovky pro vyrobu rozpoustédel

Kovackova M., Vesely P., Fiala J.
Vliv kvality sladu na filtrovatelnost piva

Prestavka

Prezentace sponzorujicich spole¢nosti — sal B+C

16:00 — 17:00
17:00 - 17:30
17:30

Presentace sponzorujicich spole¢nosti
Diskuse
Zakonceni 1. dne konference

1. seminar - Environmentalni biotechnologie 2010

14:00 — 14:10

14:10 — 14:20

14:20 — 14:30

14:30 — 14:40

14:40 — 14:50

14:50 — 15:00

15:00 — 15:10

15:10 - 16:00

sal A

Pravdova I., Hulin P., Paulova L.:

Exprese rekombinantniho trypsinogenu a regulace syntézy
alkoholoxidasy pii kultivaci kvasinky Pichia pastoris fenotypu
Mut+

Pikalova T., Linhova M., Knejzlik Z., Paulova L.
Transformace kvasinky Pichia pastoris plasmidem obsahujicim
GFP a fiizni protein

Marsalkova B.,Sirmerova M.,Branyik T., Branyikova I., Melzoch K.:
Mikroskopickda tasa Chlorella jako alternativni zdroj
zkvasitelnych cukri pro vyrobu biopaliv

Capek R., Marsalkova B., Branyik T.:
Enzymova hydrolyza Fas polysacharidu

Sirmerova M., Mar$alkova B., Kovacova R., Bittner M., Branyik T.:
Adheze jednobunécnych Fas Chlorella vulgaris na pevné povrchy

Bittner M., Branyik T., Sirmerova M.:
Vliv povrchovych vlastnosti Fas a pevnych povrchi na jejich
vzajemnou interakci

Vanék T., Hudcova T., Paca J., Halecky M.:
Mikrobialni degradace nitrofenolovych slouc¢enin

Prestavka

Patek 9. dubna 2010 - Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi,
VSCHT Praha - budova A, Technicka 5, Praha 6, 1. patro - ¢.dv. 111

MozZnost navstévy vybranych laboratofi a technologické haly
UKCHB - Sraz ucastnika 10:00 hodin pted knihovnou UKCHB
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Pivovarstvi — Teorie a praxe vyroby piva

Basatova G., Savel J., Basaf P., Lejsek T.

VSCHT Praha

Kniha pojednava v Sestnacti kapitolach o celém procesu vyroby piva. V zacatku
jsou probrany suroviny pro vyrobu piva (slad, ndhrazky sladu, chmel, chmelové
pfipravky, voda a pomocné materidly), dal§i kapitoly pojednavaji o
pivovarskych kvasinkach, mikrobidlni kontaminaci a nomenklatufe enzymi
dalezitych v pivovarské vyrobé. StéZejni jsou casti vénované zakladnim
technologickym usekiim vyroby: ptipravé mladiny, kvaseni a dokvaSovani,
filtraci a membranovym technikam, pasteraci a staCeni piva. Déle je uveden
piehled vlastnosti riznych druhii piv a je probrdna fyzikalné-chemicka a
senzoricka stabilita piva, popsdno jeho starnuti a hodnoceni jakosti piv.
Samostatnd rozsahla kapitola pojednava o sanitaci vyrobnich zatizeni, dalsi se
zabyva hospodafenim s energii, vodou a odpady. V zavéru jsou ve stru¢nosti
probrany zdravotni aspekty piva.

V knize je pouzito platné chemické ndzvoslovi a rozdéleni chemickych
sloucenin dilezitych v pivovarstvi, pfedevsim polyfenolovych latek. Jednotlivé
kapitoly jsou vzdy zahajeny kratkym piehledem historického vyvoje, nasleduji
teoretické zdklady postupti popisovanych v kapitole, prehled a zhodnoceni
soucasnych technologickych variant 1 modernich vyvojovych technologii a
technického zatizeni, popis provozni a laboratorni kontroly a v nékterych
kapitolach 1 specialnich metod a pfistrojii. Kazda kapitola je doplnéna velmi
bohatym seznamem literarnich citaci, piedevsim z poslednich deseti let.

Kniha je svym rozsahem a pojetim urCena studentim bakaléatského,
magisterského a doktorského studia v daném oboru a pracovnikiim pivovarské
praxe 1 spolupracujicich instituci, ktefi si podle hloubky potiebnych poznatkl a
informaci mohou vybirat urcité partie jednotlivych kapitol ke studiu.
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Metody autentifikace chmelovych odriad

Jelinek L., Doleckova M., Karabin M.
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Otézka identifikace chmelovych odrid je v dnesni dob¢ velmi aktualni zejména
z pohledu péstitelti a vyrobct piva. K tomuto ucelu byly vyvinuty dvé zdkladni
skupiny metod, které jsou schopny pokryt naroky, jak chmelovych dodavatelt,
tak odbératela.

Prvni z nich je tzv. DNA fingerprinting. Tato skupina identifika¢nich metod je
zalozena na vyskytu charakteristickych sekvenci v rostlinném genomu, kdy
pravost odridy je potvrzena pravé nalezenim téchto markert. Mezi nejCastéji
pouzivané metody DNA fingerprintingu se fadi RAPD, AFLP a SSR. Jejich
hlavni nevyhodou jsou pozadavky na specidlni vybaveni, Skoleny personal a
dale 1 fakt, Ze jsou pouzitelné pouze pro vzorky nativniho chmele. Tyto
nedostatky jsou ale vysokou mérou kompenzovany a to zejména rychlosti a
presnosti metody, neztidka presahujici 95%.

Druhou skupinu tvoii metody tzv. fyzikdln¢ chemické. Jsou zalozeny na
predpokladu, ze kazda chmelova odriida je jedine¢na svym slozenim vybranych
sekundarnich metaboliti (hotké kyseliny, silice a polyfenoly). Na zakladé
zjisténi obsaht téchto latek je mozné sestavit klicové diagramy, s jejichz pomoci
je mozné odrudy identifikovat. Hlavnimi vyhodami jsou v tomto piipade
jednoduchost provedeni a dale i1 skute¢nost, Ze tyto metody mohou byt bez
vétSich obtizi aplikovany i na chmelové vyrobky, jakymi jsou pelety a extrakty.
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Vliv vybranych faktorii na odridové charakteristické zastoupeni
chmelovych latek

Dolec¢kova M., Jelinek L., Karabin M.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem prace na téma ,,VIiv vybranych faktorli na odrtidové charakteristicke
zastoupeni chmelovych latek* bylo sledovani vlivu ro¢niku sklizné a dalSich
zvolenych parametrl na vybrané analytické znaky jednotlivych odrad.
Stanovenim obsahii vybranych sekundarnich metaboliti (silic, pryskyfic a
polyfenold) byl vytvofen soubor dat, na jehoz zdklad¢ byl optimalizovan kli¢
pro identifikaci chmelovych odrid zalozeny na typickych obsazich nebo
pomeérech obsahli stanovovanych latek. Pomoci tohoto klice je mozno v ramci
dvou po sob¢ jdoucich sklizni jednoznacné odlisit 18 z 22 analyzovanych
chmelovych odrud.

Dale bylo zjisténo, Ze ostatni sledované parametry (misto péstovani, granulace,
stafi chmelové rostliny, proces ozdraveni) pomérn€ znacné ovlivilovaly
chemické sloZeni chmele. Nicméng tyto rozdily nebyly natolik vyznamné, aby
znemoznily identifikaci chmelovych odrid.
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Chemicka a biochemicka preduprava lignocelulosovych materiali pro
jejich biotechnologické vyuziti. Hodnoceni u¢innosti predipravy

Olsan V., Rychtera M.
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Lignocelulosové materialy patii mezi nejrozsitenéjsi zdroje sacharidli na svéte, i
kdyz pro jejich biotechnologické vyuziti je tieba je upravit. Je mozno pouzit
metody chemické, fyzikdlné-chemické a biologické. V této praci byla jako
modelova surovina pouZita pSenicnd slama, ktera byla podrobena kyselé
(H,SO,) a alkalické ptedipravé (NaOH, NH;, Ca(OH);) za mirnych podminek.
Jako hodnotici kritéria G€innosti dané predupravy byl pouzit ubytek hmotnosti a
ubytek ligninu (delignifikace) po predupraveé. Pevny podil, ktery zlstal po
hydrolyze byl podroben enzymové hydrolyze. Nejvyssi vytézky glukosy byly
ziskany enzymovou hydrolyzou slamy upravené alkalickou pifedupravou
(NaOH) za mirnych podminek. Tento enzymovy hydrolyzat byl po odfiltrovani
pevného podilu pouzit k pfipravé media pro fermentaci kvasinkou
Saccharomyces cerevisiae na ethanol. Vzhledem k vysokému hydromodulu pii
enzymovée hydrolyze jsou koncentrace ethanolu dosti nizké.
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Zpracovani lignocelulosovych materialii na bioethanol

Pavlova E., Lipovsky J., Melzoch K.
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Predmétem mé prace bylo vyhodnoceni vlivii pH a ptfidavku surfaktantu na
pribéh a vytézek hydrolyzy pifi teplot¢ optimalni pro produkéni
mikroorganismus (30°C) a pfi teplot¢ optimalni pro cinnost enzymovych
preparatt (50°C). Bylo provedeno porovnani kultivacnich schopnosti tii
mikroorganismil, a to Saccharomyces cerevisie kmenu 03/26 a Zymomonas
mobilis kmentt 2770 a 3883, pii kultivaci na modelovém mediu obsahujici
glukosu jako zdroj uhliku a na mediu obsahujicim hydrolyzat mikrokrystalické
celulosy — Avicelu. Po vyhodnoceni optimdlnich a kompromisnich podminek,
pH vrozmezi 4,5 — 5, hydrolyza v prostfedi kultivaéniho media, 30°C, byla
provedena SSF na modelovém substratu (mikrokrystalické celulose - Avicelu) a
nasledné provedena i na redlném substratu (recyklovany papir a pfedupravena
pSeni¢na sldma).
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Stanoveni vitality kvasinek pomoci méieni NAD(P)H

Grecman V., Branyik T., Kufec M.
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Fyziologicky stav vare¢nych kvasnic je jednim z dulezitych faktord a ma
zasadni vliv na konecnou kvalitu piva. Z tohoto divodu je dilezitd kazdodenni
kontrola kvasnic. Byla stanovena fada metod pro popsani stavu kvasnic.
Nejpouzivangj§i metodou je stanoveni poctu mrtvych bunék (barveni
methylenovou modii) pro rychlost a snadnost provedeni a malé finan¢ni
naklady. Avsak jeji nevyhodou je subjektivnost.

Ukolem této prace bylo optimalizovat stanoveni vitality kvasinek pomoci
piistroje na méfeni intracelularni fluorescence NAD(P)H v provoznich
podminkach. Dale se porovnavaly vysledky stanoveni vitality s po¢tem mrtvych
bunék, s pribéhem kvaseni v laboratornich a provoznich podminek. Prakticky
uplatnitelna zavislost mezi méfenim zmén fluorescence NAD(P)H a rychlosti
prokvaSeni se nenasla. Nakonec se sledoval vliv riznych stresovych faktorti na
vitalitu kvasinek. U vSech méfeni vlivu stresii se fluorescence NAD(P)H ukazala
jako schopny indikator pro detekci moznych provoznich problémii.
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Pritokova cytometrie a jeji mozZnosti aplikace na rod Clostridium

Linhova M., Fribert P., Lipovsky J., Patakova P., Rychtera M., Melzoch K.
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Biobutanol je produktem aceton-butanol-ethanolové (ABE) fermentace, ktera je
realizovadna riznymi solventogennimi kmeny rodu Clostridium. Tento proces je
typicky pocateCni produkci organickych kyselin s nasledujici tvorbou
rozpoustédel za ¢astecné reutilizace kyselin. Butanol je rozpoustédlem, které je
produkované v nejvétsi mite 1-2 hm % (podle produkéniho kmene, nékteré
kmeny jsou stimto ohledem geneticky modifikovany). Dnes se tato latka
dostava do centra zajmu zejména z hlediska mozné ndhrady fosilnich paliv.
Cilem této prace bylo vypracovat metodu, kterd na zakladé¢ monitorovani
fyziologického stavu populace produkéniho mikroorganismu umozni sndze
optimalizovat proces produkce butanolu. Zména metabolismu klostridii je
spojena se sporulaci kultury, dochazi k mmnozstvi riiznych fyziologickych a
morfologickych zmén (mezi nimi také k prestavbé bunécné stény, hromadéni
granulosy atd.), které byli pfedmétem pozorovani v této praci. Béhem produkce
rozpoustédel se buiika snazi adaptovat na vnéj$i prostredi modifikaci bunééné
stény na chemicky odolnéjsi, pfi ¢emz dochézi ke ztrat€¢ schopnosti zadrzovat
Gramovo barvivo a tim ke zmén& v oznaeni zG' na G  bakterie. Rod
Clostridium patii mezi bakterie, které jsou obtizné¢ klasifikovatelné klasickym
Gramovym barvenim. Proto byla v této praci pouzita fluorescencni alternativa
tohoto barveni v podobé znaceni hexidium jodidem, ktery selektivné znaci
nukleové kyseliny G' bakterii, zatimco pfes chemicky odolngjsi sténu G
bakterii neprochézi.

Byly provedeny kultivace C. pasteurianum v RCM médiu, kde kultura
nesporulovala a neprodukovala rozpoustédla av TYA médiu, kde dochazelo
k produkci rozpoustédel. Intenzita fluorescence bunck znacenych hexidium
jodidem, stanovena pomoci prutokové cytometrie, odpovidala v ptipadé, kdy
kultura neprodukovala rozpoustédla, G~ bakteriim (testovano pro Bacillus
megatherium), naopak pokud produkovala rozpoustédla dochazelo k poklesu
intenzity fluorescence s produkeci butanolu na hodnoty G™ bakterii (testovano pro
Escherichia coli). SouCasné byly stanoveny produkty metabolismu pomoci
HPLC, byl monitorovan rast biomasy sledovanim zmén optické density a
spotieba glukosy jako zdroje uhliku a energie na HPLC. Béhem kultivaci byly
preparaty pouzité k cytometrickému stanoveni sledovany také fluorescencni
mikroskopii a barveny Lugolovym roztokem pro sledovani obsahu granulosy.
Bylo potvrzeno, Ze s pocatkem sporulace dochazi k tvorbé rozpoustédel a
k hromadéni granulosy, ktera byla dale spotfebovana pti maturaci spor. VSechny
tyto faktory byly na zavér porovnany a vyvinutd metoda fluorescenéniho
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znaceni hexidium jodidem byla shleddna jako vhodné k monitorovani produkce
rozpoustédel béhem kultivace C. pasteurianum.

Uvod

Rozpoustédla jako jsou butanol, aceton, ethanol, isopropanol produkuje Siroké spektrum
druhti rodu Clostridium (Lee et al., 2008). Mezi béZné¢ znamé druhy vyuzivané k realizaci
aceton-butanol-ethanolové (ABE) fermentace patii C. acetobutylicum, C. beijerinckii, C.
saccharoperbutylacetonicum, C. saccharobutylicum a C. pasteurianum (Dirre, 2005).
Metabolismus solventogennich klostridii (Obr. 1) je charakteristicky pocate¢ni fazi produkce
organickych kyselin s nasledujicim posunem k produkci pievazné rozpoustédel.
Rozpoustédlem, které je produkovano v nejvétsi mife je butanol, ktery inhibuje od kmenovée
specifické koncentrace bunécny rist. VétSina kmenti a mikroorganismi obecné neni schopna
rustu za vyssich koncentraci butanolu v médiu nez jsou 2 hm. % (Fisher et al., 2008; Jones a
Woods, 1986). Béhem ptechodu z acidogenni faze metabolismu na solventogenni dochazi k
mnozstvi riiznych fyziologickych a morfologickych zmén ptevazné zptisobenych nastupujici
sporulaci. Jones et al. (2008) piedpoklada, ze metabolickd zména je doprovdzena zménami ve
stavbé bunécné stény. Zasadni rozdil ve stavbé bunécné stény je u Gram pozitivnich a Gram
negativnich bakterii. U Gram pozitivnich bakterii jako stavebni slozka dominuje
peptidoglykan, ktery je protkany teichoovymi kyselinami, zatimco gram negativni bakterie
maji tenkou vrstvu peptidoglykanu, kterd je chranéna vnéj$i membranou. Gram negativni
bakterie jsou diky své vnéjsi membrane vyrazné chemicky odolnéjsi naptiklad k nejriznéjSim
rozpoustédlim a antibiotikiim (Kapralek, 1987). Barveni podle Grama lze zjiSt'ovat i pomoci
fluorescen¢nich sond. Mason et al. (1998) zjistil, ze timto zplisobem lze znacit 1 bakterie,
které jsou obtizné¢ hodnotitelné klasickym Gramovym stanovenim. Napiiklad pro rod
Clostridium je neschopnost zadrzet kristalickou violet (jedno zbézné pouzivanych
Gramovych barviv) vysvétlovana ztencovanim vrstvy peptidoglykanu v bunééné stén€ béhem
pozd¢jsi faze exponencidlniho rustu, kdy se zacinaji produkovat rozpoustédla. Tuto
skute€nost jsme se rozhodli vyuzit k rozpoznani pfechodu mezi acidogenni a solventogenni
fazi metabolismu klostridii. Pro tento ucel jsme zvolili znac¢eni hexidium jodidem (HI) a
fluorescenéni detekci priitokovou cytometrii. HI selektivné znaci nukleové kyseliny G*
bakterii, pfes chemicky odolnégjsi sténu G™ bakterii neprochazi (Haughland, 1996; Foster et al.,
2002; Mason et al., 1998). Detekce fluorescence pomoci prutokové cytometrie v poslednich
letech zaznamenava znacny rozvoj jak v oblasti vyzkumu tak v bézné praxi. Je pouze malo
technik, které¢ dokéazi analyzovat tak velké mnozstvi parametrt v tak malém objemu vzorku za
tak kratky ¢as (Givan, 2001). Sporulace klostridii vyrazn¢ komplikuje cytometrické stanoveni,
tato aplikace je tedy z védeckého hlediska ,,nepopsanym listem”.

Podatilo se nam vyvinout novou metodu znaceni C. pasteurianum hexidium jodidem ke
sledovani produkce rozpoustédel s vyuzitim moderniho nastroje detekce fluorescence-
pratokové cytometrie. Pro komplexn€j$i monitorovani kultivaci C. pasteurianum byly
preparaty pouzité k cytometrickému stanoveni sledovany také fluorescencni mikroskopii a
barveny Lugolovym roztokem pro snadné&jsi detekci granulosy. Tento zasobni polyglukan,
ktery je podobny glykogenu a skladé se z linedrnich fetézci a(1—4) D-glukopyranosovych
jednotek s obCasnou vazbou (1—6) se vytvaii nejcastéji na konci exponencialni faze ristu
pfed nastupem sporulace a pfevazna Cast je degradovdna béhem sporulace. Granulosa je
vyuzivana jako zdroj uhliku a energie pro formaci a maturaci spor (Diirre, 2005; Reisenbach,
1986). Bylo potvrzeno, Ze s pocatkem sporulace dochézi k tvorbé rozpoustédel a k hromadéni
granulosy, ktera byla dale spotiebovana pii zrani spor.
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Obr.1: Schéma rozkladu glukosy bakteriemi rodu Clostridium upraveno podle (Diirre, 2005)
enzymi katalyzujici tyto reakce: (1) laktat dehydrogenasa, (2) pyruvat-ferredoxin
oxioreduktasa, (3) NADH-ferredoxin oxidoreduktasa, (4) NADPH-feredoxin oxidoreduktasa,
(5) hydrogenasa, (6) fosfat acetyltransferasa, (7) acetat kinasa, (8) acetaldehyd dehydro-
genasa, (9) ethanol dehydrgenasa, (10) thiolasa, (11,12) acetoacetyl-CoA:acetat/butyrat-CoA
transferasa, (13) acetoactat dekarboxylasa, (14) 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenasa, (15)
crotonasa, (16) butyryl-CoA dehydrogenasa, (17) fosfat butyltransferasa, (18) butyrat kinasa,
(19) butyraldehyd dehydrogenasa, (20) butanol dehydrogenasa
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Materialy a metody

Mikroorganismus a kultivacni podminky: V této praci byl pouZzit solventogenni kmen
Clostridium pasteurianum NRRL B-598, uchovavany ve form¢ spor resuspendovanych ve
sterilni destilované vod¢ pii 4°C. Kmen byl kultivovan v modifikovaném glukosovém médiu
(TYA), které obsahovalo na 1 litr destilované vody: 2 g kvasni¢ného autolyzatu, 20 g glukosy,
6 g trytonu, 0,5 g KH,POy4, 3 g acetatu amonného, 0,3 g MgS0,4.7H,0, 0,01 g FeSO4.7H,0,
pH bylo upraveno na 6,8 nebo v Reinforced clostridial medium (RCM) (Merck, Germany).
Kultivaéni médium bylo sterilizovano v autoklavu pii 121°C, po dobu 20 min. Kultivace byly
provadény pii 37 °C, v5 litrovém laboratornim bioreaktoru (B. Braun Biotech Int.,
Némecko), za anaerobnich podminek, ve 3 litrech TYA nebo RCM média, bez Gpravy pH
béhem kultivace. Fermentor byl inokulovan 300 ml TYA nebo RCM média s kulturou starou
24 hodin, ktera vyklic¢ila ze sporovych konzerv. Sporové konzervy byly vystaveny tepelnému
Soku (1 min pii 80°C) s naslednym ochlazenim v ledové tfisti (2 min).

Jako modelové mikroorganismy pro G' bakterie byl pouzit Bacillus megatherium CCDBM
3045 a pro G~ bakterie E. coli CCDBM 3125 kultivované v Lauria-Bertaniho médiu, které
obsahovalo na 1 litr destilované vody: 10 g peptonu, 5 g kvasni¢ného autolyzatu a 5 g NaCl,
pH bylo upraveno na 7,0. Kultivacni médium bylo sterilizovano v autoklavu pii 121°C, po
dobu 20 min. B. megatherium byl kultivovan pii 28 °C za aerobnich podminek a E. coli pfi
37°C za anaerobnich podminek v 500 ml Erlenmeyerovych baikach.

Analytické metody: Rist C.pasteurianum byl sledovan kazdé 2 hodiny méfenim optické
density na spektrofotometru Cary 50 Bio (Varian, Spanélsko) pii 600 nm proti
demineralizované vodé. Ubytek substratu (glukosy) a zména koncentrace produktd byla
méfena kazdé 2 hodiny na HPLC (Agilent Series 1200 HPLC Agilent, Spanélsko) s Polymer
IEX H' kolonou (Watrex, Ceska republika), pii 60 °C, s refraktometrickou detekci. Mobilni
fazi byla 5 mM H,SO,, pritok mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml.min™' a nastiik vzorku na
20 pl.

Granulosa byla barvena podle metody Canganella a Wiegel (2000).

Fluorescencni analyza: Vzorky z kultivaci byly dvakrat promyty a natfedény
demineralizovanou vodou na ODgyonm = 0,2 = 0,02. HI byl pfiddvan k takto nafedénym
vzorkim tak aby jeho vysledna koncentrace vroztoku byla 2,5 ul.ml’. Vzorky byly
inkubovany s fluorescenc¢ni sondou pii pokojové teploté, bez ptistupu svétla, po dobu 10 min;
nasledn¢ byly okamzité analyzovany na priitokovém cytometru PAS III (Partec, Némecko).
Zdrojem excitace byl argonovy laser (488 nm). Byly zaznamenany zmény signalti forward
scatter (FSC), side scatter (SSC) a Cervena fluorescence (FL3, >605 nm). VSechny signaly
z detektorti byly vyhodnoceny s pouzitim logaritmického métitka a napéti na fotondsobicich
detektort bylo 418, 439, 494 pro FSC, SSC a FL3. Prttok nosné kapaliny cytometru byl
nastaven na 0,5 ul.s”. U kazdého vzorku bylo analyzovano ~ 100 000 &astic. Pro kalibraci
signalt pratokového cytometru byly pouzity 3 um kalibracni kulicky (Beckman Coulter,
USA). Data byla analyzovéana softwarem FSC express version 3 (De Novo software, USA).
Soucasné s cytometrickou analyzou byly vzorky sledovany fluorescenénim mikroskopem
BX-51 (Olympus, Japonsko), kde byla zdrojem excitace 100 W rtutovd vybojka (excitace
450-480 nm, emise > 515 nm). Mikrofotografie mikroorganisma byly pofizeny digitalnim
fotoaparatem Camedia C-5050ZO0OM (Olympus, Japonsko) se zvétSenim 2000 krat.

Vysledky a diskuse

Paredes et al. (2005) shrnuje vhodné podminky pro sporulaci klostridii takto: nizké
intracelularni pH bun¢k, pfidavek butyratu (doporucuje se taktéz octan), vysoky obsah
uhlikatého zdroje a ATP a zvySujici se obsah intracelularni redukované energie v podobé
NAD(P)H. Proto jsme pro sledovani pribéhu sporulace zvolili kultivace na TYA médiu
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(médium s dostateCnym mnozstvim glukosy a octanem amonnym) a mikroskopicky jsme
pozorovali ve fazovém kontrastu rizné morfologické faze sporulace (Obr. 2).

Obr. 2: Morfologicka stadia C. pasteurianum b&hem kultivace v bioreaktoru, sledovano ve
fazovém kontrastu

(A) aktivované spory pfipravené na germinaci, (B) vegetativni b., (C) klostridialni (zdutelé)
b., (D) endospory, (E) svétlolomné klidové stadium spory

Zralé spory se po vystaveni teplotnimu Soku (80°C, 1 min) nejprve tzv. aktivuji pii cemz
piijimaji vétsi mnozstvi vody a méni se jejich vzhled ze svétlolomnych na tmavé spory (Obr.
2A). Nasleduje kliceni (germinace) spér pii niz se tvori vegetativni bunky (Obr. 2B).
Germinace spor klostridii je stejné jako u rodu Bacillus, stejnou zménu ve svétlolomnosti spor
béhem germinace ukazuje ve fazovém kontrastu u B. anthracis také Swiecki et al. (2006).
Vegetativni buiiky se déli dokud se podminky v médiu (pfevazné zpiisobeno nahromadéni
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organickych kyselin) nezméni natolik, Ze metabolismus piejde zacidogenni faze do faze
solventogenni, coz je spojeno se zacatkem sporulace. Zacne se tvoftit pfedsporové septum, kdy
buiiky ,,dufi” za tvorby charakteristického tvaru tzv. klostrididlniho morfologického stadia
(Obr. 2C). Nasleduje vytvoreni endospory, mikroskopicky pozorovatelné ve fazovém
kontrastu jako svétlé Casti uvniti tmavé bunky (Obr. 2D). Nasleduje tvorba a dozravani
(maturace) obalovych vrstev spory jako jsou plast’ a kortex aZ se nakonec zrala spora uvolni
z matetské bunky. V tomto stadiu svétlolomné volné spory (Obr. 2E) preckava neptiznivé
podminky a pokud spory pievedeme do cCerstvého média cely proces se opakuje. Stejné
poznatky podrobné popisuje také Mackey a Morris (1971), kteti také upozoriuji na rozdil C.
pasteurianum a ostatnich klostridii ve tvorbé sporového plasté, ktera predchazi tvorbé
kortexu.

Béhem sporulace C. pasteurianum byl sledovan také obsah granulosy, ktera byla barvena
Lugolovym roztokem a pozorovana mikroskopicky ve svételném poli. U vegetativnich bun¢k
nebyla pozorovatelna zadna granulosa (Obr. 3A). U nasledujicitho stadia sporulace
klostridialnich (zdutelych) bunek jiz granulosa patrna byla (Obr. 3B). U endospor na obrazku
3C lze pozorovat maximum nahromadéné granulosy, kterd se pak postupné spotfebovava pti
maturaci spor. Na obrazku 3D, kdy bunky byli odebrany na konci kultivace, jiz je
pozorovatelné, ze obsah granulosy je zanedbatelny a vyskytuje se pouze u bunék, které jesté
dokoncuji sporulaci.




Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2010, 8.-9.4.2010, UKCHB, VSCHT Praha

Obr. 3: Granulosa C. pasteurianum barvena Lugolovym roztokem pii kultivace v bioreaktoru
(A) pocatek kultivace vegetativni b., granulosa se netvoii, (B) tvorba klostrididlnich
morfologickych stadii, tvorba granulosy, (C) tvorba nendospor, granulosa se spotfebovava
béhem sporulace, (D) buiiky z kone¢nych fazi kultivace, granulosa se jiz netvofi, pouze se
spotifebovava u sporulujicich bun¢k

Tyto fotografie potvrzuji poznatky Reysenbacha et al. (1986), ktery u C. acetobutylicum
zaznamenal nejvy$$i mnozstvi granulosy po pocatku tvorby endospor a postupné se tento
obsah béhem kultivace snizoval. NejvySsi obsah granulosy spojeny s tvorbou endospor
potvrzuje také Mackey a Morris (1971) a prvni znamky tvorby granulosy pozorovali taktéz u
klostridialnich stadii sporulace.

Béhem kultivace C. pasteurianum byl také sledovan pribeh znaceni hexidium jodidem
pomoci pritokové cytometrie a fluorescenéni mikroskopie. Pomoci hexidium jodidu se
podafilo Mason et al. spravé urcit barveni podle Grama u 45 bakteridlnich kmeni. Podle této
techniky hexidium jodid znaéi G* bakterie Eervené, zatimco pfes vnéjsi buné¢nou membranu
G bakterii neprochazi. Pokud pouZijeme pro zviditelnéni G° bakterii né&jaké zelené
fluorescenéni barvivo znagici viechny bakterie (G i G') napf. syto 13, dosdhneme vysledného
znaéeni G* bakterii Gervené a G bakterii zelené (G bakterie jsou znaceny zelené i Gervené ale
zelena fluorescence syto 13 je zhaSena hexidium jodidem, vysledna barva je tedy Cervena a G
bakterie jsou znaceny pouze zelen€). Pfi sledovani intenzity fluorescence znaceni hexidium
jodidem byla pouzita veli¢ina FL3/FSC (intenzita ¢ervené fluorescence délend ekvivalentem
velikosti-FSC), protoZe jak 1ze pozorovat na Obr. 1 1 Obr. 2 velikost bunék C. pasteurianum
se béhem kultivace méni. Znadeni hexidium jodidu jsme nejprve ovéfili na G’
mikroorganismu B. megatherium a G  mikroorganismu E. coli. Stejné jako Mason et al.
(1998) se nam podatilo spravné uréit G (Obr. 4A) a G (Obr. 4B) bakterie. Pomoci priitokové
cytometrie jsme pro G' bakterie ziskaly pomér FL3/FSC rovny 2,60+0,14 a pro G~ bakterie
mél tento pomér podle ptedpokladu nizsi hodnotu 1,02+0,33. Bunky C. pasteurianum se
béhem kultivace znacili hexidium jodidem (pro mikroskopické pozorovani znaceno
v kombinaci se syto 13) nejprve &ervené (Obr. 4C) jako G' bakterie, naopak v zavéru
kultivace se znacili zelené (Obr. 4D) jako G bakterie. Podobné zmény ve znaceni propidium
jodidem pozoroval také Jones et al. u C. acetobutylicum a vysvétloval si tento jev rozdilnymi
podminkami v kultivaénim prostiedi, zatimco na pocatku kultivace jsou v médiu obsazeny
hlavné¢ organické kyseliny na konci kultivace jsou hlavnimi produkty organicka rozpoustédla.
Pro analyzu na pritokovém cytometru byl C. pasteurianum kultivovan ve 2 mediich: TYA
médiu, vhodné pro sporulaci a produkeci rozpoustédel klostridiemi (Paredes et al., 2005) a
v RCM médiu. Komeréné vyrabéné RCM médium bylo zde pouzito jako srovnavaci,
solventogenni  klostridie = vtomto prostftedi nepfepnou svlj metabolismus z
pocatecni acidogenni faze na solventogenni, a nezacnou tedy tvofit organicka rozpoustédla
ani sporulovat (Shaheen et al., 2000). Uvadi se, Ze divodem zastaveni metabolismu
v acidogenni fazi je nedostatek hlavniho zdroje uhliku a energie (obsah glukosy v RCM
médiu — 5 g.I™"). Naopak v TYA médiu piejde kultura z vegetativniho d&leni ke sporulaci
zaroven s pocatkem produkce rozpoustédel (Patakova et al., 2009)

VRCM médiu, kde C. pasteurianum nesporulovalo a produkce rozpoustédel byla
zanedbatelnd (Obr. 5C), pomér FL3/FSC byl 2,65+0,45 (Obr. 5A), tedy blizko hodnot
srovnatelnych pro G bakterii B. megatherium (2,60+0,14). VRCM médiu nedochazi k
vyraznéjs§i zméné¢ vnéjSich podminek vlivem produkce rozpoustédel, a proto jsme
nezaznamenali pokles intenzity fluorescence k hodnotam typickym pro G bakterie. Od 8.
hodiny kultivace se zvysil pomér FL3/FSC, coz bylo zptisobeno usmrcenim populace, jak je
patrné z poklesu optické density vlivem vycerpani glukosy (Obr. 5A). Béhem smrti se
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bunécné obaly mikroorganismi stavaji prostupnéjsi pro fluorescencni sondy jako je napf.
hexidium jodid a disledkem je vyssi intenzita fluorescence nezavisle na tom jestli je bakterie
G  nebo G".

S5um

S5um gr S UM

Obr. 4: Mikroorganismy fluorescencné znacené hexidium jodidem v kombinaci se syto 13
pro rozliseni G™ a G~ bakterii

(A) G B. megatherium, znaéi se HI &ervené, (B) G™ E. coli, znadi se syto 13 zelené, (C) C.
pasteurianum pocatek kultivace, buiiky se znaci &ervené jako G’ bakterie, (D) C.
pasteurianum konec kultivace, bunky se znaci zelené jako G™ bakterie

VTYA médiu bunky C. pasteurianum v exponencialni fazi rdstu zacaly sporulovat a
produkovat rozpoustédla (Obr. 5D). Pocatek tvorby rozpoustédel a sporulace byl doprovazen
vyznamnym poklesem poméru FL3/FSC z 2,64+0,37 na 0,94%0,27 (Obr. 5B), tedy z hodnoty
typické pro G' bakterie (B. megatherium - 2,60+0,14) na hodnotu typickou pro G bakterie (E.
coli - 1,0210,33). Tento pokles poméru FL3/FSC si vysvétlujeme jako reakci mikroorganismu
na nepiiznivé vngjsi prostiedi (produkce rozpoustdédel) piestavbou bunécné stény na
odoln¢jsi vici rozpoustédlim, tedy bunécnou sténu podobnou G™ bakteriim. Tento mozny jev
pozoroval Bartholomew a Mittwer (1952) pfi barveni klostridii podle Grama. Tyto vysledky
jsou také v souladu s Jones et al. (2008), kteti se domnivaji Ze zména ve fluorescenénim
znaceni Clostridium acetobutylicum propidium jodidem je zpisobena reakci mikroorganismu
na zménu vnéjSiho prostredi.
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Obr. 5: Srovnani batch kultivaci C. pasteurianum v RCM (A, C) a TYA (B, D) médiu
z hlediska produkce rozpoustédel a intenzity fluorescence znacenych bunck hexidium
jodidem (HI)

A, B: rGzovd hvézda-intenzita fluorescence FL3/FSC hexidium jodidu, modry c¢tverec-
ODgoonm, zeleny trojuhelnik- koncentrace glukosy v g.l'1

C, D: koncentrace produktii fermentace v g.1': Gerveny &tverec-butanol, zelené koleko-
ethanol, modry trojuhelnik-aceton, fialovd hvézda-kyselina maselnd, zluty kiiz-kyselina
mlécna, hnédé kolecko-isopropanol

Zavér

Postupnym sledovanim sporulace az po vyvin metody fluorescenéniho znaceni hexidium
jodidem s detekci pritokovou cytometrii jsme umoznili 1épe a rychleji rozpoznat pocatek
tvorby rozpoustédel béhem kultivace C. pasteurianum. Vétime, Ze tato metoda najde své
uplatnéni pfi monitorovani ABE fermentace jako jeden z markert poc¢atku produkce butanolu
(v nejvyssi mife produkované rozpoustédlo).

Tato studie byla zpracovina s financni podporou projektii TIP ¢. FR-TII/218, NAZV ¢.
QHS81323/2008, FRV'S za podpory MSMT ¢. 546/2010, vyzkumného zameru MSM6046137305
a z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum MSMT ¢. 21/2010.
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Hodnoceni fyziologického stavu rozpoustédlotvornych klostridii pomoci
pritokové cytometrie

Keprova A., Linhova M., Patdkova P.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Cilem prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu sledovdni viability u
rozpoustédlotvornych klostridii s vyuzitim fluorescen¢niho barveni a priitokové
cytometrie. Ze Sesti testovanych sond byl jako nejvhodnéj$i, na zakladé¢
schopnosti odliSit ve smési mrtvé buiiky Clostridium pasteurianum od zivych,
vyhodnocen bis oxonol, pro ktery byly nalezeny optimalni podminky znaceni:
demineralizovand voda, bunénd suspenze natfedéna na OD600nm ~ 0,2,
koncentrace sondy 0,05 mg.ml-1 a doba znaCeni 7 min. Tato metoda byla
nasledné¢ pouzita jak pro sledovani toxického vlivu kyseliny maselné nebo
butanolu na kmeny Clostridium pasteurianum, Clostridium acetobutylicum a
Clostridium  beijerinckii, kdy bylo zjisténo, Ze maximalni tolerovana
koncentrace kyseliny maselné je 5 g.l-1 a maximalni tolerovand koncentrace
butanolu je 8 g.l-1 pro kmen Clostridium pasteurianum tak pro monitorovani
fyziologického stavu bakterii Clostridium pasteurianum pti vsadkové kultivaci.
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Vliv koncentrace puvodni mladiny na obsah mykotoxinu

Knytl M., Fiala J.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Ptedmétem této prace bylo studium vlivu zvySené koncentrace mladiny spolu se
zvySenym obsahem mykotoxini na fyziologii pivovarskych kvasinek
Saccharomyces cerevisiae (carlsbergensis), priibé¢h hlavniho kvaSeni a vliv
koncentrace pltivodni mladiny na obsah mykotoxind.

Bylo sledovéano kvaseni 12%, 16%, 20% mladiny a dale pak kvaseni 16% a 20%
mladiny s ptidavkem deoxynivalenolu v mnozstvi 80 pg.l". V prab&hu kvaseni
byly sledovany zékladni analytické parametry mladiny a mladych piv. Pfi
posuzovani fyziologického stavu byla pouzita pritokova cytometrie, pomoci niz
byl sledovan obsah trehalosy, glykogenu, bilkovin a DNA v buiikdch
odebranych béhem hlavniho kvaseni.

Ukazalo se, ze koncentrace pivodni mladiny nemé po nafedéni na jednotnou
koncentraci zasadni vliv na obsah mykotoxinti v hotovém pive. ZvySeny obsah
mykotoxinli a zvySend koncentrace mladiny muize mit vliv na fyziologii
pivovarskych kvasinek.
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Vyznam a stanoveni alkoholii, esterii a mastnych kyselin v pivu

Stérba K., Dostalek P.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Alkoholy, estery a mastné kyseliny patfi mezi vyznamné senzoricky aktivni
latky piva. Je ukazano aroma vybranych latek, jak vznikaji a které technologicke
faktory mohou jejich vznik ovlivnit. Déle je uveden seznam metod, které jsou
pouzivané k jejich stanoveni (destilatni metody, extrakéni metody, SPE, SBSE,
staticka HS, dynamickd HS, SPME), stru¢ny popis metod a zhodnoceni,
zejména s piihlédnutim kjejich jednoduchosti, rychlosti a moznosti
automatizace.
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Struktura pivni pény

Baszczytiski M."? Novak P."2, Branyik T.!, Rtzicka M.C.2

'Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
*Ustav chemickych procestt AV CR

Uvod

Pény jsou béZnou soucasti potravin a napoji (napt. sycené nealkoholické népoje,
Sampanské, pivo), vyrobkil osobni hygieny farmaceutickych vyrobkt, hasicich
piistrojii, mineralni flotace, Cisticich prosttedki, stavebnich hmot atd. Vyzkum
pé€n je proto atraktivni oblast védy, kterd se téSi pozornosti mnoha védcu.
(Weaire et al, 1999 ; Wilson, 1989)

Péna je definovana jako disperze plynu v kapaling, kde dispergovanou fazi je
ptilnavost, barva objem a hustota, ale pfedevSim stabilita a struktura a vSechny
tyto parametry jsou dany jak fyzikalnimi tak 1 chemickymi vlastnostmi kapaliny
1 plynu.

Pénivost vyjadiuje schopnost kapaliny tvofit pénu. Stabilita pény je dana ¢asem
mezi vytvofenim pény a jeji samovolnou destrukci. Pro vznik stabilni pény je
nutna ptritomnost vhodnych pénotvornych latek, které vytvari stabilizujici film
okolo jednotlivych castic disperzniho podilu. O stabilité¢ pény rozhoduji
piredevS§im vlastnosti povrchovych filmi a disperzniho prostiedi. Mezi
rozhrani, tlousStka filmu, viskozita disperzniho prostiedi, elektricky néaboj
povrchového filmu a hodnota tlaku nasycené pary disperzniho prostfedi nad
pénou. (Exerowa et al,1997)

Vlastnosti pivni pény jsou vnimdny rozdiln€é. V jinych zemich se pivni péné
tolik pozornosti nevénuje. Britové dokonce ¢epuji pivo takovym zplisobem, aby
mélo pény co nejméné a pii piti neprekazela. Pro stfedoevropany ma vSak
objem, vzhled a stabilita pivni pény zasadni vliv na to, jestli jim pivo bude
chutnat nebo naopak ne. Stabilita pivni pény je dilezity ukazatel, podle kterého
se hodnoti jeji kvalita. Kvalita pivni pény je definovdna jako kombinace jeji
stability, mnoZstvi, barvy, chuti, smetanovosti, pevnosti a schopnosti
“krouzkovat“(ulpivat na sklo). Nejdulezitéjsi je vSak celkovy dojem, jakym na
nas péna pusobi. Takova péna se tedy ocekava u piva s “rozumnou pénivosti,
narozdil od pény z nepfirozenym vzhledem a strukturou.(Bamforth, 2004) Pény
u piv plzeniského typu by mély vydrzet okolo 200 sekund.

Stabilita pény se dnes méfi prevazné konduktometricky pomoci pfistroje typu
NIBEM. Ke stanoveni stability pén se vyuzivd mnoho dal§ich metod.(Evans et
al, 2008; Walin et al, 2010).

Nejjednodussi a nejsnadnéjsi zptsob k posouzeni pénivosti vzorku piva, je nalit
pivo do sklenice a posoudit pouhym okem kvalitu pény (stabilitu strukturu
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pénivost atd.). To je Cisté subjektivni metoda a ztoho vyplyvaji nevyhody
tohoto postupu. Jak ale ukazali (Haugsted et al, 1990), je moZné vyuZit analyzy
obrazu (objektivni metoda) k posouzeni kvality pény, které je nejen snadno
méfitelné ale 1 opakovatelné.

Material a Metody

Ke studiu pény jako celku bylo vyuzito rektangularnich sklenénych a plexisklovych kolon
ruznych praiméra (3,5-10 x 10-15 cm) a vysky 30 cm s poréznim patrem pro tvorbu bublin.
Zdrojem plynu je kompresor s uhlikovym filtrem. Manostat pro kontrolu pritoku plynu
umoznuje nastaveni pratoku vzduchu. Jako zdznamové zatizeni byly pouzito fotoaparat
(Nikon D70) s ob&ktivy 65mm a 105 mm a kamery s vysokym rozliSenim obrazu (Pulnix,
2048x2048 pixelt) se stejnymi objektivy. K nasviceni bylo pouzito studené¢ho svétla, které
bylo umisténo za kolonou, proti objektivu. (obr. 1)

i Manostat

Obr.1: Model aparatury pro tvorbu pén: systéem se sklada ze zarizeni pro uchyceni
cely s poréznim patrem, zaznamového zarizeni, zdroje pro jednotné podsviceni
cely, zdroje vzduchu a manostatu.

Jako modelové roztoky byly vyuzity rtizné koncentrace BSA (bovine serum alnumin)
rozpusténého v destilované vodé, protoze péna vytvorena z tohoto roztoku je velice podobna
té pivni.

K vyhodonoceni stability pény jsme vytvofili vlastni program v programu MatLab, ktery
k analyze vyuziva pohybu rozhranni fazi péna/vzduch péna/kapalina.

K vyhodnoceni struktury pény byl pouzit komeréné dostupny program Nis elements od firmy
Laboratory imaging, spol sro. Tento program je uren pfevazné pro Upravu a analyzu 2D
obrazu.

Vysledky a diskuze

Pivni péna patii mezi prvni vjemy, které spotiebitel vnima po nato€eni piva do sklenice. Aby
kvalita piva spliiovala pozadavky zakaznikl, je velice peclivé kontrolovana. Pro kazdou
soucast urcujici kvalitu piva (chut’, barva, hotkost, obsah alkoholu atd.) existuje v dnesni dobé
analyticka metoda. Stejné tak existuje pro kvalitu pivni pény. Posuzuje se predevsim stabilita
pény, kterd se méii prevdzné konduktometricky pomoci pftistroje typu NIBEM. Parametry,
které se daji touto metodou zjistit popisuji ubytek pény v Case (jeji stabilitu).
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Obrazova analyza pény miiZze poskytnou podstatné vic parametrii popisujicich chovani pény
v Case, které miizeme rozdélit do dvou hlavnich skupin. Prvni popisuji pénu jako celek, pohyb
fazovych rozhrani pivo/péna, péna/vzduch, a mohou nam poskytnou tdaje o stabilit¢ pény,
rychlosti odvodiovani (drinage), poloCasu a ¢asu rozpadu. Druha skupina parametri popisuje
detail pény a mize nam poskytnout informace o struktufe pény, velikosti bublin, jejich tvarii a
velikosti. Parametry jsou piehledné shrnuty v tabulce (tab.1., tab. 2.)

Metoda urceni stability pény obrazovou analyzou

Svételny zdroj je umistén za celou pro ziskani jednotného pozadidi. Uzivatel vybere pocet
snimkd, které za urcity Casovy interval potfidi. Podprogram programu MatLab na seqvenci
obrazkli vyhodnoti hranice pivo/péna a péna/vzduch (obr.2.)

Rzhranni péna/vzduch

Rzhranni péna/kapalina

Obr.2: Pohyb rozhrani: modré cary vyjadruji ubytek pény v case, Cervené Ccary
vyjadruji pohyb rozhrani kapalina/péna (drainage)

Jakmile je série snimkli vyhodnocena , data se pievedou do programu microsoft excel, kde se
data ptehledné zpracuji do grafu (graf. 1).

parametry jednotky
Hranice péna X vzduch [mm]
Vyska pény [mm]
Objem pény (Potencial) [mm3]
Hranice pivo X péna [mm]
Drainige (stékani kapaliny) [mm3]
Polo¢as rozpadu, Cas rozpadu [s]

Tab.1: Prehled parametri a jejich jednotek, které je mozno pomoci obrazové analyzy stability
pény vyhodnotit
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Graf 1:Pohyb rozhrani: ¢- péna/vzduch, A-kapalina/péna

Metoda urceni struktury pény obrazovou analyzou

Jedna se o dvou dimenzionalni (2D) obrazovou analyzu struktury pény. Poskytuje informaci o velikosti
bublin, jejich tvaru, plosSném rozdé€leni, a vyvoji v ¢ase (Tab.2.) Zapojeni aparatury pro zdznam obrazu
peny v case je obdobné jako u predchozi metody, ale je mnohem nachylnéjsi pro zisk vyhodnotitelnych
obrazkii. Obrazky musi byt kvalitni s minimalni hloubkou ostrosti. Sekvence takto ziskanych obrazku je
nejprve graficky zpracovana a poté vyhodnocena v programu Nis elements.(Obr.3.)

parametry jednotky
Velikost bublin 2D [mm?]
Distribuce bublin [histogram]
Tvarovy faktor [%]
Distribuce bublin v ¢ase [histogram]

Tab.2: Prehled parametrii a jejich jednotek, které je mozno pomoci obrazové analyzy struktury
pény vyhodnotit

=

-

Ty

=

Obr.3: A a B jsou redlné fotky pény A-péna ihned po vytvoreni. Bublinky jsou malé a kulaté
kapalné filmy sirsi. B-péna v case t, bublinky jsou vétsi maji n-uhelnikovou strukturu a
Jejich velikosti jsou riizné. C a D jsou grafické zpracovani obrazkii A a B
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Zavér

Obrazova analyza je vhodna k popisu celkového charakteru pény a miize poskytnout mnoho
dalezitych informaci. VySe uvedené metody objektivné popisuji zékladni charakteristiky
pény, které miizeme hodnotit pouhym okem. V dneSni dobé vyuzivani riznych stabilizatort
pén a latek ovliviiujicich vlastnosti pény, je obzvlasté dilezité mit informaci o tom, jestli
jejich pfitomnost negativné neovliviiuje celkovy charakter pény.

Podékovani )

Financovano z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum MSMT ¢.21/2010 a z
grantu GACR ¢. 104/08/H0535.
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Vliv vybranych fyzikalné-chemickych vlastnosti piva na stabilitu pény

Novak P.', Baszczytiski M., Branyik T.!, Rtzicka M. C.?, Drahog J.>

'Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
*Ustav chemickych procestt AV CR

Uvod

Mezi kvalitativni a kvantitativni znaky charakterizujici pivo patii bohatd, husta a
dlouhotrvajici péna. Spottebitel ji vnima velice citlivé a je jednim z kritérii,
podle kterého posuzuje kvalitu produktu a rozhoduje o ndkupu dané znacky
piva. Kvalita pivni pény je definovana predevSim jako jeji stabilita, ale také
zaleZi na barvé, strukture, chuti.

Pivni péna je tvofena z bublinek CO,, které vznikaji homogenni nebo
heterogenni nukleaci v pivu. Ve vytvofenych bublinach dochézi k jevim jako
odvodnovani kapalného filmu mezi bublinkami, izotermnimu pifevodu plynu
z menS$ich bublin do vétSich, koalescenci bublin atd., které ovliviiuji stabilitu
pivni pény.(Ronteltap, 1991)

V problematice okolo piva se vyskytuje cela fada latek, které maji pozitivni i
negativni vliv na tvorbu a stabilitu pény. Nékteré z nich (bilkoviny, hotké latky,
atd..) vykazuji povrchovou aktivitu (snizuji povrchové napéti). Pro stabilitu pény
je nezbytné, aby zména povrchového napéti v zavislosti na koncentraci
povrchové aktivni latky byla co nejvétsi (velkd rychlost difuze povrchové
aktivni latky). Mezi latky pozitivné ovlivilujicich stabilitu patfi nckteré
bilkoviny z je€mene (protein Z, bilkoviny oznacené jako pienasece lipidi,
hordeiny). Z ostatnich latek nebilkovinné povahy to jsou polysacharidy B-
glukany, pentosany a gumovité latky, které zvySuji viskozitu piva a tim
zpomaluji odvodinovani lamel mezi bublinami. Dale se na stabilizaci pén
podileji chmelové iso-a-hotké kyseliny, diky nim ma péna intenzivni hotkou
chut’ (vykazuji povrchovou aktivitu) a pravdépodobné spole¢né s ionty kovi
Mn**, A" a Mg®" zvy3uji afinitu k aminoskupinam peptida. Tim se dale podili
na stabilizaci filmu, ktery oddéluje jednotlivé bubliny.(Cizkova, 2006; Basafova,
2010)

Tato experimentélni prace se zabyva vlivem povrchového napéti na stabilitu
jedné bubliny u hladiny (dobu Zivota bubliny) a stabilitu pény jako celku v Cisté
vodé¢ a v rizn€ koncentrovanych roztocich hovéziho sérového albuminu.

Material a metody
Meéieni doby zivota jedné bubliny

Pro studium doby Zivota jedné bubliny (tj. doby od prvniho kontaktu bubliny s hladinou az do
jejiho prasknuti) v jednotlivych modelovych roztocich byla pouzita nésledujici aparatura(Obr.

1.
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a) Ctvercova sklenéna kolona o rozmérech 220 mm x 110 mm x 110 mm s kapilarou pro
vznik
bublin (vnitini primér kapilary d=180 pm)
b) Zdroj filtrovaného vzduchu s manostatem
¢) Rychlobézna kamera Redlake (maximalni pocet snimki 64 000/sec.)
d) Zdroj monochromatického svétla
e) PC a ptislusny software pro vyhodnoceni

— \_capillary

manostatic
chamber

1 flow control

Obr.1: Aparatura pro studium doby Zivota bubliny na hladiné
Stanoveni stability dynamické pény
Metoda spociva ve tvorb¢é bublinek na poréznim patie kolny definovanym pratokem plynu

(Q= 20 1/h) a stanoveni rovnovazné vysky sloupce pény. Rovnovazna vyska sloupce pény se
ustaluje, kdy rychlost tvorby pény je rovna rychlosti rozpadu pény.
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Obr.2: Aparatura na stanoveni rovnovazné vysky pény

Povrchové napéti bylo méfeno na tenziometru KRUSS K11 pomoci krouzkové metody pii 20
°C. Jako kapalna faze byla pouZita destilovand voda, jez byla deionizovéna a vycisténa pies
uhlikovy filtr. Pro sniZzeni povrchového napéti jsme pouzili povrchové aktivni latku hovézi
sérovy albumin frakce V. Plynnou fazi byl vzduch piecistény ptes borokiemicitanovy filtr
zachycujici necistoty do rozméru 0.01 um.

Vysledky a diskuze
Meéfeni povrchového napéti

Povrchové napéti roztokt albuminu (Obr. 3) vykazuje klesajici tendenci s rostouci
koncentraci bilkoviny (povrchové aktivni latka). Od koncentrace 0.01 g/L je povrchové napéti
témet konstantni (o= 58.5 0.7 mN/m)

75
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L 4
<
L 4
L 2
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0.001 0.01 0.1 1 10
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Obr. 3: Zavislost povrchového napéti na koncentraci hovéziho sérového albuminu.
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Meéieni doby zivota bubliny na hladiné

Bubliny byly tvofeny na kapilafe o definovaném priiméru (pro vSechny bubliny stejna doba
tvorby). Vzdalenost kapilary od hladiny byla vzdy 6 cm. Bubliny u hladiny byly snimany
rychlobéznou kamerou, snimky byly vyhodnoceny v programu Matlab. Doby Zivota bubliny u
hladiny v rizn¢€ koncentrovanych roztocich albuminu byly rozdéleny do intervalu a vyneseny
do histogramii (Obr.4,5,6,7).
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Obr. 5: Histogram doby zivota bubliny u hladiny v roztoku albuminu c= 0.001 g/L.
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Obr.6: Histogram doby zivota bubliny u hladiny v roztoku albuminu c¢= 0.005 g/L.
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Obr.7: Histogram doby zivota bubliny u hladiny v roztoku albuminu c¢= 0.01 g/L.

Primérnéa doba zivota bubliny o priméru 2 mm v ultra ¢isté vod¢ u hladiny je 4.4 s = 2.1 s
(Obr.8). Pridavek albuminu do vody (c=0.001 g/L) zpisobi sniZeni primémé doby Zivota
bubliny u hladiny (1.1 s = 0.3 s). Tento pokles primérné Zzivotnosti je pravdépodobné
zpisoben nesymetrickym rozloZenim povrchové aktivni latky na povrchu bubliny a ve filmu
odd¢lujicim bublinu od hladiny. (Jachimska, 1998; Krzan 2004; Malysa, 2005). Zvysujici se
koncentrace albuminu prodluzuje dobu Zivota bubliny u hladiny, pfi koncentraci 0.01 g/L je
doba zivota bubliny u hladiny podobna jako v Cisté vod€. Od koncentrace albuminu 0.1 g/L je
Zivotnost bubliny v fadech né€kolika hodin. Vliv povrchového napéti na Zivotnost bubliny se
projevuje pouze v nizkych koncentracich albuminu (do 0.01g/L).
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Obr.8: Zavislost prumérné doby zivota bubliny u hladiny na koncentraci albuminu.
Meéieni vysky dynamické pény

Pro méteni vySky dynamické pény jsme pouzili stejné roztoky albuminu jako v piredchozim
pfipadé. Rovnovazna hodnota vysky pény byla odectena po 1 minuté probublavani, kdy
zjevné¢ nedochdzelo jiz ke zménam vysky pény a kapaliny. Roztok albuminu vykazoval
pénivé schopnosti od koncentrace 0.01 g/L, tj. pfi vyrazném poklesu povrchového napéti (z
72.1 na 59.2 mN/m) coz odpovida obecné¢ znamému faktu, ze klesajici povrchové napéti
podporuje tvorbu pény.
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Obr. 9: Zavislost rovnovazné vysky pény na koncentraci albuminu.
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Zavér

NasSe experimenty prokdzaly, Ze sniZzeni povrchového napéti vede ke zvySené tvorbé a stabilité
pény jako celku. Bohuzel na urovni jedné bubliny se toto zcela jasn¢ neprokazalo. Pro
koncentrace albuminu nizsi nez 0.01 g/L je Zivotnost bubliny niz8i nez v Cisté vod¢ (roztok
vibec nepéni), pti koncentraci nad 0.01 g/L je vyssi nez v Cisté vodé. Lze se domnivat, ze
tento pokles doby zivota bubliny je zpisoben nerovnomérnym rozvrstvenim bilkoviny po
povrchu bubliny. V nasem ptipad¢, kdy velikost bubliny je d= 2 mm, drdha bubliny od vzniku
na kapiladfe k hladin¢ =6 cm a pouzité bilkovin€, nastavd tento jev pii koncentracich
bilkoviny v rozmezi 0.0001 g/L az 0.01 g/L. Pro koncentraci bilkoviny 0.1 g/L a vyssi je
samotnd bublina mnohem stabiln¢jsi nez celkova péna. Toto lze pfisuzovat vzdjemnym
interakcim bublin v péné, kter¢ vedou ke koalescenci bublin, odvodiiovani filml a
naslednému praskani lamel mezi nimi. Proto bude vhodnégjsi se zaméfit na studium chovani
vice bublin (klastri o poctu n¢kolika desitek az stovek bublin).
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Produkce biobutanolu na modelovém glukosovém médiu

Lipovsky J., Linhova M., Fribert P., Toure M., Patakova P.,
Rychtera M., Melzoch K.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Uvod

Diky biopalivim druhé generace dochazi v dneSni dobé k obnoveni zajmu o
technologie produkujici butanol zalozenych na Aceton-Butanol-Etanolové
(ABE) fermentaci. Oproti ,klasické® produkci etanolu kvasinkami ma ABE
fermentace vyhodu v moznosti vyuziti Sir§i Skdly substrati (navic napf.
pentosovych sacharidi, laktosy, Skrobu a inulinu) bez ptedchazejici Gpravy.

Pro ekonomicky rentabilni produkci butanolu je vSak potifeba nalézt vhodny a
dostatecné levny substrat, ktery by primarné nebyl potravinaiskou surovinou (1),
a proto je snaha o vyuZiti odpadnich surovin jako je naptiklad obilna sldma,
dievni Stépka, ¢1 organické odpady z domdcnosti. Tyto suroviny se skladaji
hlavné z lignocelulosy, kterd obsahuje tfi hlavni polymery a to celulosu -
nerozpustny linearni neprovazany homopolysacharid skladajici se z podjednotek
glukozy propojenych b-1,4 glykosidickou vazbou, hemicelulosu - polysacharidy
obsahujici hlavné xylany, manany, glukany a lignin - polyfenolické struktury.
Problémy pii utilizaci sacharidii obsazenych v lignocelulosovych materidlech
vyplyvaji z jejich nepiistupnosti pro bunky. (2) U lignocelulosovych materiali
je proto nutné nejprve provést hydrolytickou piedupravu (kmeny klostridii
produkujici rozpoustédla nejsou schopny Stépit celulosu, ktera je spolecné
s hemicelulosou a ligninem hlavni slozkou téchto surovin). Pouziti
lignocelulosovych surovin pro aceton-butanolové kvaseni zde proto nardzi na
nutnost hydrolytické ptedupravy (kysel¢, alkalické nebo enzymové hydrolyzy,
parni exploze nebo jejich kombinace). Lignocelulosové hydrolyzaty se daji
s vyhodou pouZit pro bakterialni produkci butanolu, protoZe butanol produkujici
klostridia mohou vyuZivat krom¢ hexos 1 pentosy na rozdil od tradi¢ni vyroby
bioetanolu pomoci Saccharomyces cerevisiae. (1)

Hydrolyzaty lignocelulosovych materidli obsahuji jako hlavni zdroj uhliku
glukosu a proto je vyhodné pouzit glukosového modelového média (TYA) pro
studium butanolové fermentace. Pro méteni zédkladnich charakteristik procesu je
vhodné vsadkové uspotadani, které je vSak omezeno produktivitou butanolu
mensi nez 0,5 g.I".h"" z divodu zejména nizké koncentrace bunék (3). Dalsimi
nevyhodami pouziti vsadky jsou substratova a produktovd inhibice a také
vysokd koncentrace zbytkového substratu pii pocateni koncentraci substratu
vy$§i nez 70 gl'. Nevyhody vsadkového uspofadani &asteéné eliminuje
pritokovany proces (fed-batch). Tento proces je vSak stejné jako vsadkové
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uspofadani omezen hromadénim butanolu, potazmo jeho toxicitou
k produk¢énimu kmenu.

Material a metody

V nasSich experimentech bylo ke studiu butanolové fermentace pouzito modelového
glukosového TY A média o sloZeni glukosa 20 g/1, kvasni¢ny autolyzat 2 g/1, trypton 6 g/l,
octan amonny 3 g/l, KH,PO4 0,5 g/l, MgS0,4.7H,0 0,3 g/l a FeS0O4.7H,0 0,01 g/1.

V nasi laboratofi byly provadény fermentace na modelovém TYA médiu s kmenem
Clostridium pasteurianum NRRL B-598 pfi teploté 37°C. Pro inokulaci bylo pouzito 24 hodin
staré kultury na TYA médiu s 20 g/l glukosy. Médium pro kontrolni vsadkovy experiment
obsahovalo 40g/l glukosy. Pii experimentech s pfitokovanym uspotadanim bylo pouzito
médium s koncentraci glukosy 20 g/l. Ptitokovani bylo obvykle zahédjeno v dobé kdy
koncentrace glukosy ve fermentoru poklesla na 5 g/l. Koncentrace glukosy v piitoku
kultiva¢niho média jsou patrné z tabulky 1, pficemZ ostatni slozky pfitokovaného média byly
v polovicnim poméru oproti zdkladnim navazkam TY A média. pH médii bylo upraveno pired
sterilaci na hodnotu 6,8.

Analyza vzorkl byla provadéna pomoci kapalinového chromatografu Agilent 1100 pfi pouziti
kolony Watrex H'form , 60 °C, mobilni faze - 5 mM H,SOs., pratok mobilni faze 0,5 ml/min.

Vysledky a diskuze
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Obr. 1. Pribeh koncentraci glukosy a produktii pfi kontrolni vsadkové kultivaci.
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Obr. 2. Pribeh koncentraci glukosy a produktt pii pritokované 4. (potfadi oznaceni v tabulce

1) kultivaci v zavislosti na dob¢ kultivace.

Tabulka 1. Porovnani parametrti jednotlivych kultivaci

¢islo kultivace 1. 2. 3. 4.

typ kultivace batch | fed-batch | fed-batch | fed-batch s linedrnim ptitokem
pocate¢ni koncentrace glukosy [g/l] 40 20 20 20

pracovni objem reaktoru [1] 3 2 2 3

koncentrace pritoku [g/1] - 100 150 100

rychlost ptitokovani [g/h] - pulzné | pulzné |0 (batch)|15.15 30.3
celkem naddvkovéno glukosy [g] - 56,6 72,0 0,0 10.9 | 57.7 | 99.0
celkem glukosy [g] 1155 96,6 112,0 54,0 64.9 |122.6]221.6
glukosy na konci [g] 10,8 11,8 17,1 9,2 188 | 0.8 | 38.6
spotfebovana glukosa [g] 104,7 84,8 94,9 44,8 46.1 | 121.8 183.0
max. koncentrace butanolu [g/1] 7,3 8,3 8,2 1,3 2.6 7.9 8.4
max. koncentrace ABE [g/1] 11,7 12,4 11,7 1,6 33 11.3 | 12.3
vytéznost butanolu na spotifebovanou glukosu [%] | 20,9 22,8 20,2 8,6 17.2 | 21.2 | 16.7
vytéznost ABE na spotiebovanou glukosu [%] 33,5 33,7 28,8 10,5 21.8 | 30.1 | 24.5
produktivita butanolu za cely proces [g/1/h] 0,14 0,17 0,17 0,17 (0-48 h)
produktivita ABE za cely proces [g/1/h] 0,23 0,25 0,25 0,26 (0-48 h)

Pribéh kontrolni vsadkové kultivace je na Obr. 1., kde je patrna inhibice produktem po 32.
hodin¢ kultivace, pficemz v médiu zbylo na konci kultivace jesté okolo 5 g/l nespottebované
glukosy. Produktivita byla pocitana pro 32. hodinu kultivace. Na Obr. 2. je znazornén priabéh
ptitokované kultivace 4., kdy bylo pouzito k davkovéni substratu linearniho ptitoku nejprve
15,15 g/h a posléze od 22. hodiny kultivace pak 30,30 g/h. I zde je patrna produktova inhibice
a koncentrace glukosy v jejim disledku od 42. hodiny kultivace stoupa. Pii srovnéani
vytéznosti a produktivit vsadkového a pfitokovaného systému (Tabulka 1) je zfejmé, ze
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v tomto piipadé piitokované uspotradani kultivaéniho procesu nepiinasi vyrazné zmeény
kultiva¢nich parametra.

Zavér

Z vysledki l1ze potvrdit, ze pro produkci rozpoustédel bakteriemi rodu Clostidium lze pouzit
ptitokovaného uspotadani procesu i kdyz je zde stale omezeni zptisobené malou toleranci
produkéniho kmenu k produkovanym rozpoustédlim. Dale mizeme usuzovat, ze ptitokované
usporddani mirn€ zvysuje produktivitu procesu (vsadka 0,14 g/l/h; fed-batch pramérné 0,16
g/1/h). Problémem vsak stéle ziistava inhibice produk¢nich kmenti hlavné vznikajicim
butanolem.

K celkovému vylepseni ABE procesu by mohlo pomoci pouziti produkéniho kmenu s vyssi
toleranci k vznikajicim produktim v kombinaci s pouzitim on-line separacnich technik jako
napiiklad separace rozpoustédel z média stripovanim plynem.

Tato studie byla zpracovana s financni podporou projektii TIP ¢. FR-TI11/218, NAZV ¢.
OH81323/2008, FRVS za podpory MSMT ¢. 546/2010, vyzkumného zaméru MSM6046137305
a z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum MSMT ¢. 21/2010.
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Vyuziti stripovani plynem jako separa¢niho mezikroku pri produkci
biobutanolu

Fribert P., Jahodova L., Lipovsky J., Linhova M., Patakova P., Rychtera M.,
Melzoch K.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Uvod

Fermentacni produkce butanolu bakteriemi rodu Clostridium, tvotfeného
spolecné s ethanolem a acetonem, byla pocatkem 20. stoleti jednou
z nejrozsifengjSich biotechnololgickych vyrob. Vzhledem k vysokym nakladim
nebyla fermentani vyroba butanolu schopna konkurovat vyrobé& z fosilnich
zdrojti. Dnes se jeji vyznam vraci, nebot’ se o butanolu uvazuje jako o mozném
alternativnim palivu. Butanol miize byt produkovan kvasnou cestou z
obnovitelnych zdrojl, to vede ke sniZzeni emisi sklenikovych plynii a omezeni
zavislosti na ropé (Zheng a kol. 2009). Mikrobni produkce biobutanolu
z odpadnich sacharidickych substratii je jednou z moznosti vyroby tzv. biopaliv
druhé generace. Butanol je mozné misit se standardnim benzinem podobn¢ jako
ethanol, ktery se dnes bézné do paliva piidava, avSak z hlediska palivaiskych
vlastnosti pfedstavuje biobutanol vhodnéj$i alternativu nez bioethanol, nebot’ je
méné korozivni, mé niz8i tlak par, neabsorbuje vodu a energeticky obsah
molekuly butanolu je vyS$i nez energeticky obsah molekuly ethanolu, coz
snizuje spotfebu pohonnych hmot (Diirre 2008).

Tradi¢ni metodou separace organickych rozpoustédel produkovanych pfi
aceton-butanol-ethanolové (ABE) fermentaci bakteriemi rodu Clostridium je
destilace. Tato metoda je energeticky a finanén€ narocna, nebot’ butanol ma
vys$§i bod varu nez voda a koncentrace vSech zminénych rozpoustédel
v kultivaénim médiu je nizkd. Ve snaze sniZit energetické néaroky produkce
butanolu jsou vyvijeny alternativni zplisoby separace produktiit ABE fermentace.
Mezi preferované metody separace patii stripovani plynem, extrakce, adsorpce a
membranoveé metody, jako pervaporace, pertrakce a reverzni osmoza.

Stripovani plynem

Metoda stripovani plynem patii spolecné s pervaporaci k preferovanym technikdm izolace
butanolu in situ. Z divodu vyhodného poméru cena/vykon v primyslovém méfitku se jevi
jako nejslibngjsi pravé stripovani plynem. (Ezeji a kol. 2005)

Stripovani plynem je jednoduchou a zaroven Gi¢innou cestou separace butanolu z kultiva¢niho
média. Je to metoda, ktera umoznuje selektivni separaci t€kavych latek z média v prabéhu
kultivace bez nutnosti pouziti membrany nebo drahych chemikalii. (Ezeji a kol. 2005)

Pii této metod¢ je fermentacni plyn probubldvan skrz kultivatni médium. Do plynu jsou
strhavany tékavé latky, které jsou v médiu obsazené. Tento plyn je nasledné¢ veden do
kondenzatoru, ve kterém dochazi k separaci rozpoustédel. Stripovaci plyn je poté recyklovan
a veden zpét do reaktoru a proces pokracuje az do vycCerpani zdroje uhliku a energie. (Lee a
kol. 2008) Parametrem ovliviiujicim sdileni hmoty je velikost bublin, kdy k lepsimu sdileni
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dochazi, pokud jsou bubliny malé. Naopak velké bubliny zvysuji recirkulaci a michani
v reaktoru. Mezi dal$i parametry ovliviiujici proces izolace patii rychlost recyklu plynu a
pritomnost acetonu a ethanolu. (Qureshi & Blaschek 2001, Ezeji a kol. 2005) K separaci
rozpoustédel ze stripovaciho plynu lze také pouzit adsorpce butanolu na vhodny adsorbent,
naptiklad aktivni uhli nebo vhodné typy zeolitli, viz. Obr. 1C. Ke stripovani plynem lze pouzit
dva odli$né typy uspofadani stripovaci aparatury. U prvniho typu uspotadani je stripovaci
plyn distribuovan pifimo do nadoby bioreaktoru, ve kterém probihda ABE fermentace. U
druhého typu usporadani probihd stripovani v samostatné stripovaci koloné, stripované
médium cirkuluje mezi bioreaktorem a stripovaci kolonou. Schémata zapojeni stripovacich
aparatur jsou zobrazeny na Obr. 1
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Obr. 1: Schéma laboratorni stripovaci aparatury: A stripovani piimo v bioreaktoru, B
stripovani ve stripovaci koloné s recirkulaci média, C stripovani s adsorpéni koncovkou a
recirkulaci média.

Rychlost separace 1-butanolu je zdvisld na koncentraci 1-butanolu v médiu, zavislost poklesu
rychlosti stripovani na koncentraci butanolu ve stripovaném médiu je zndzornéna na Obr. 2.
(Ezeji a kol. 2004)

Z rychlosti stripovani acetonu, butanolu a ethanolu vyplyva, ze rychlost stripovani klesa od
acetonu pies butanol a ethanol se stripuje nejpomaleji. Tento trend je patrny z Obr.3.
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Obr. 2: Zavislost rychlosti separace butanolu na jeho koncentraci ve stripovaném médiu.
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Obr. 3: Pribéh poklesu koncentrace ABE béhem stripovani.

Stripovani plynem bylo pouZito pro separaci butanolu z fermentacniho média v prabchu
vsadkové fermentace C. beijerinckii BA 101. V téchto podminkach dosSlo k tspéSnému
zkvaseni cukerné¢ho roztoku o koncentraci 161,7 g/l a produkci rozpoustédel v koncentraci
75,9 g/1. (Ezeji a kol. 2004)

Tato metoda byla dale pouzita ve spojeni s ptitokovanou kultivaci. Pfi tomto procesu doslo k
redukci inhibice produktem a zvySeni koncentrace biomasy v reaktoru. V tomto systému bylo
zkvaseno 500 g glukosy a vyprodukovano 233 g rozpoustédel s rychlosti produkce 1,16 g/l/h
a vytézkem rozpoustédel 0,47 g/g glukosy. (Ezeji a kol. 2004)

V ptipad¢ spojeni kontinualni kultivace stouto metodou separace produkti bylo
vyprodukovano 460 g rozpoustédel z 1163 g glukosy s rychlosti produkce 0,91 g/l/h. (Ezeji a
kol. 2004)

Zavér

Tato metoda umoziiuje pouziti koncentrovanych roztokl sacharidii ve fermentoru, redukci
vlivil inhibice produktem a vysokou utilizaci sacharidii produkénim organismem. (Lee a kol.
2008) V nékterych systémech integrovanych se stripovanim bylo dosazeno téméer 100%
utilizace sacharida ptitomnych v médiu. (Ezeji a kol. 2005)

Podékovani

Tato prace byla zpracovana s financni podporou projektii TIP ¢. FR-TI1/218, NAZV ¢.
QH81323/2008, FRVS za podpory MSMT ¢. 546/2010, vyzkumného zaméru MSM6046137305
a z ticelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzikum MSMT ¢ 21/2010.
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Izolace butan-1-olu z fermenta¢nich médii

Jahodova L., Fribert P., Melzoch K.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Aceton-butanol-etanolova fermentace vyuZzivajici anaerobni bakterie rodu
Clostridium neptestava budit pozornost jako potencidlni zdroj vychozich
chemikdlii a kapalnych biopaliv. K separaci butanolu z fermentacniho média
byly zkoumany metody destilace, adsorpce a stripovani. Stripovani je jednou z
metod, ktera mize byt pouzita k separaci butanolu. Tato metoda je jednoducha a
nevyzaduje drahé zatizeni. Plyn je probublavan fermentorem a tékavy butanol
kondenzuje v kondenzatoru nebo je zachycen v adsorp¢ni koloné. Koncentrace
butanolu v proudu je vyssi nez ve fermentacni puidé. K separaci rozpoustédel
z modelovych smési a redlnych médii po fermentaci byly pouzivany metody
stripovani plynem a destilace. Cilem prace bylo vyvinout optimalni metodu
stripovani, které by mohlo byt pouzito v integraci s ABE fermentaci.
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Vyuziti Fepy cukrovky pro vyrobu rozpoustédel

Toure M., Patakova P., Lipovsky J., Linhova M., Fribert P., Rychtera M.,
Melzoch K.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Biopaliva jsou v sou€asnosti povazovana za energetickou alternativu k tradicnim
fosilnim paliviim. Jejich produkce a problematika jsou pfedmétem vyzkumnych
praci v laboratofich. Soufasné¢ vyroba rozpoustédel, zejména 1-butanolu,
biotechnologickymi procesy nevyhnutelné¢ zahrnuje dvé zékladni podminky:
nalezeni vhodné suroviny jako zdroje uhliku a bakterie schopné produkovat
rozpoustédla, hlavné 1-butanol. Nékteré neddvné publikace ukazuji, ze butanol
ma podobné vlastnosti jako benzin, proto je o tento vyzkum zdjem v praxi.

Nas projekt je obecné zaméten na vyvoj vhodnych technologii pro praimyslovou
vyrobu 1-butanolu, které mohou ptispét k vyuziti obnovitelnych zdroji energie,
zejména melasy a fepné St'dvy na biopaliva.

Cilem této studie je urcit optimalni koncentraci sacharosy v kultivacni mediu
vhodnou pro vyrobu rozpoustédel, ziskat vhodny bakteridlni kmen schopny
produkovat butanol ze sacharosy a vyhodnotit bilanci pfemény sacharosy na
organické kyseliny a rozpoustédla (aceton, butanol a ethanol) a kineticke
parametry bioprocesu.

V ramci prace bylo testovano 5 riznych kment bakterii v kultivatnim médiu
obsahujicim fepnou melasu. Pokusy byly provedeny v anaerobni komote za
anaerobnich podminek pfi teploté 37 °C. Po 144 hodinéch kultivace byly vzorky
analyzovany pomoci HPLC.

Vysledky této prace ukazuji, ze melasové kultivaéni médium, obsahujici 4 %
sacharosy, je optimalni pro produkci butanolu. Dale z 5 testovanych
bakteridlnich kment, se Clostridium beijerinckii CCM 6218, jevi jako nejlepsi
produkéni kmen. Pti jeho pouziti bylo dosazeno koncentrace butanolu 9,87 g/l
a celkové vytéZznosti rozpoustédel 28%. Dalsi experimenty budou provadény v
bioreaktoru spojeném se stripovaci jednotkou, kterd umoZni separaci
vytvorenych rozpoustédel z kultivaéniho média a tim 1 sniZeni jejich inhibi¢niho
vlivu na bunky.
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Vliv kvality sladu na filtrovatelnost piva

Kovackova M., Vesely P.2, Fiala J."

'Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
*Plzenisky Prazdroj, a.s.

Podstatou prace bylo sledovat vliv B-glukanti, bilkovinnych frakei a polyfenolt
na pribéh membranové mikrofiltrace piva. Experiment byl provadén u plné
automatizované membranové filtrace v provoznim méfitku. Sledoval se obsah
uvedenych latek v pivu pred filtraci a po filtraci. K jedinému prokazatelnému
zachyceni na membrané dochazelo u tanoid, ale jejich koncentrace
filtrovatelnost neovliviiovala. Soucasti prace bylo monitorovat cely proces, od
sladu az po vyrobu piva, resp. filtraci piva. Pro experiment byly vybrany slady
Malz, ro¢nik 2008 a 2009, Bojos, rocnik 2008 a 2009. U sladi se stanovovaly
jakostni parametry, které byly porovnavany z pohledu kvality s dirazem na
stanoveni B-glukant jako faktoru ovliviujici filtrovatelnost. Nebyl pozorovan
piimy vztah obsahu B-glukant ve sladu s filtrovatelnosti piva. B-glukany byly
méfeny a porovnavany dvémi metodami, Skalar a Megazyme. U vzorkl sladu
byla dobra korelace metod, u mladiny a piva byla korelace $patna.
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Metabolicka aktivita mikroorganismu degradujicich fenol

Polova M., PospiSilova D., Masék J., Cejkové A.
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Uvod

S lidskou cCinnosti je spojena produkce Siroké Skaly riiznorodych chemickych
latek. Tyto latky jsou zpravidla clovéku velmi uzite¢né, mohou byt ale zaroven
nebezpecné. Pro clovéka samotného i pro jeho okoli.

Mezi takove latky patii i fenol, ktery je produkovan jako pfirozeny metabolit
nckterych rostlin a Zivocichl, ve vétsi mife pak jako meziprodukt mnohych
prumyslovych vyrob a procesii.

Vzhledem k nizké odbouratelnosti fenolu dochazi k jeho akumulaci v zivotnim
prosttedi a je nutné hledat cesty, jak tuto latku odstranit.

Fenol a Zivotni prostiedi OH
Fenol (strukturni vzorec viz obr. 1), neboli hydroxybenzen, je

bezbarva az bilad krystalickd latka s drazdivym nasladlym zapachem
pripominajicim dehet'. Jeho rozpustnost ve vodé je 84 g1 pii 20°C,

dale je rozpustny v nékterych organickych rozpoustédlech, jako

naptiklad benzen, chloroform, aceton, ethanol, aj.2

Obr. 1: Struktura fenolu

Do zivotniho prostiedi se fenol dostava jako ptirozeny produkt ne€kterych zivoc€ichi a rostlin
(fenol je napf. soudasti ligninu®, A’tetrahydrocannabinolu, nebo thymolu®). Z hlediska
zneCisténi jsou vSak vyznamnéjSim zdrojem fenolu odpady nékterych primyslovych vyrob,
ve kterych se fenol vyskytuje jako meziprodukt (naptiklad vyroba syntetickych vlaken,
pryskyfic, polymernich materialti, farmaceutik, pesticidi, apod.).

Fenol je latka siln¢ toxickd, predevSim pro vodni organismy, ale také pro savce a Cloveka.
Fenol je protoplasmaticky jed, ktery poskozuje vSechny typy bunék. Vstupnimi branami do
lidského organismu jsou dychaci cesty, kiize, travici trakt (plati pro né&j véty R23/24/25:
toxicky pfi inhalaci, kontaktu s pokozkou a pii poziti)'. Akutni otrava se projevuje drazdénim
dychacich cest, o¢i, sliznic, nevolnosti. Pii dlouhodobéjsi expozici muze dochazet
k poSkozeni centrdlni nerovové soustavy a nckterych dulezitych organt (slezina, slinivka,
jatra a ledviny®).

Pro fenol jsou uvadény nasledujici hodnoty LDso: pii oralnim podani krysy 340 mg kg™, mysi
300 mgfr.(l%g'l, kralici mén& nez 620 mg.kg ™. Pi expozici kizi se u krys uvadi LDs, 660-707
mg.kg™ ‘.

Biodegradace fenolu

V diisledku malé tékavosti a $patné odbouratelnosti dochazi k akumulaci fenolu v ptidé®, coz
je vzhledem k jeho vysoké toxicité silné neZadouci. Jednou z moznych cest odstranéni fenolu
z prostiedi je vyuziti technik bioremediace. Bioremediace je obecné proces, ktery vyuziva
biologicky systém (napf. mikroorganismus) k rozkladu nebo transformaci nezddoucich latek.
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Hlavni vyhodou tohoto procesu je flexibilita biologického systému, moznost aplikace procesu
in situ a niz8i cena ve srovnani s klasickymi chemickymi metodami.

Efektivita degradace zéavisi na mnoha faktorech, jako jsou koncentrace dané latky, jeji
struktura a dostupnost (volnd x vazand), charakter biologického Cinitele, jeho enzymovém
vybaveni a v neposledni fadé i na vnéjSich podminkach procesu (teplota, pH, vlhkost,
koncentrace rozpusténého kysliku, nutrientl, pfitomnost snaze utilizovatelnych zdrojt aj.).

Mikroorganismy degradujici fenol

Schopnosti degradovat fenol disponuje cela fada mikroorganismi, jak prokaryotnich, tak i
eukaryotnich. Tato schopnost je obvykle dana jejich enzymovym vybavenim a dlouhodobou
adaptaci mikroorganismu zijicich v prostiedi s trvalym znecisténim fenolem.

Z bakterii jsou degradace fenolu schopni naptiklad zastupci rodt Pseudomonas. Tyto
bakterie jsou kromé fenolu schopny degradovat i mnohé jiné toxické organické polutanty’.
Zajimavym zastupcem rodu Bacillus je thermofilni bakterie Bacillus thermoleovorans, jejiz
optimalni rastova teplota je 65°C. Pii této teploté je rychlost degradace fenolu az Ctytikrat
vy§§i, neZ u mezofilnich mikroorganismd, jako je napiiklad Pseudomonas putida®. Dale byla
schopnost degradovat fenol pozorovana u =zastupci rodi Streptomyces, Nocardia,
Rhodococcus aj.>’. Z technologického hlediska zajimavi jsou psychrotolerantni zastupci rodu
Rhodococcus, ktefi degraduji fenol i pii nizké teploté (aZ okolo 1°C)®.

Mezi mikroorganismy schopné degradovat fenol se fadi i1 nckteré druhy kvasinek. Jejich
vyuziti je vSak ve srovnani s bakteriemi omezené, protoze pro svij rist vyzaduji zpravidla

24

9,10 0

fenolu patii napiiklad zastupci rodt Trichosporon , Rhodotorula, Aureobasidium',
Candida® Saccharomyces'" aj.

Nékteré vladknité houby mohou také hrat dualezitou roli v degradaci fenolu a dalSich
aromatickych slou¢enin v biosféfe. Mezi vyznamné degradéry fenolu patii plisn¢ Fusarium
flocciferrum a Aspergillus fumigatus'®. Kromé plisni rodu Fusarium a Aspergillus jsou

degradace fenolu schopny také zastupci roda Penicilium a Graphium'®.

Enzymy v degradacni draze fenolu
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Za aerobnich podminek je prvnim krokem degradace fenolu oxidace na katechol (viz obr. 2),
pii které¢ dochazi k ptipojeni hydroxylové skupiny na aromaticky kruh do polohy ortho vici
puvodnimu hydroxylu. Tato reakce je katalyzovana enzymem fenolhydroxylasa a je spolecna
pro vSechny typy mikroorganismt degradujicich fenol. V dalSim kroku je pak aromaticky
kruh katecholu §tépen v zavisloti na mikrooganismu bud’ v poloze ortho (o-degradacni dréha),
nebo meta (m-degradaéni draha)'?,

Degradace fenolu m-degradacni drahou byla popséna napt. u bakterii rodu Pseudomonas, o-
degradacni draha byla popsana u rodi Trichosporon, Acineobacter, Rhodococcus, aj'.
Nékteré mikroorganismy jsou schopny vyuzivat ob¢ zminéné degradacni dréhy, naptiklad
bakterie Pseudomonas putidal .

Degradace fenolu zpravidla probiha jednou z vySe uvedenych cest az na bézné meziprodukty
centralniho metabolismu, které jsou dale zpracovavany v citratovém cyklu.
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Fenolhydroxylasa a katecholdioxygenasa

Fenolhydroxylasa (EC 1.14.13.7) katalyzuje kli¢ovou pfeménu fenolu na katechol (viz obr.
3)"3. Fenolhydroxylasa se zpravidla vyznaduje §irokou substratovou specifitou, kromé fenolu
je tento enzym schopen katalyzovat pfeménu také mnohych derivati fenolu na ptislusné o-
diol derivaty”™'®. Fenolhydroxylasa patii mezi NADPH dependentni flavinové
monooxygenasyM. Tento enzym je ve vétSing pripadl induktivniho charakteru, jeho syntéza
miZe byt reprimovéna napiiklad piitomnosti snéze utilizovatelnych zdroj uhliku a energie'.
Fenolhydroxylasa je zpravidla podjednotkovy enzym, pocet a uspofadani jednotek je zavisly
na typu mikroorganismu.

O/DH fenolhydroxylasa O:DH
N OH

MADPH + H + O, MADP + H,O

¥

fenol katechol

Obr. 3: Oxidace fenolu na katechol katalyzovana fenolhydroxylasou

Katecholdioxygenasa se vyskytuje ve dvou formach (viz obr. 4). Katechol-1,2-dioxygenasa
(EC 1.13.11.1) katalyzuje ortho-Stépeni aromatického kruhu, katechol-2,3-dioxygenasa
(EC1.13.11.2) katalyzuje meta-§tSpeni aromatického kruhu'?.

Oba tyto enzymy jsou podjednotkové dioxygenasy a vyuzivaji jako kofaktor trojmocné
7elezo'®. Vsechny znamé katecholdioxygenasy jsou podjednotkové induktivni enzymy,
jejichz struktura je zavislad na typu mikroorganismu. Substratova specifita se znac¢né lisi pro
jednotlivé mikroorganismy'®.

katechol-1 2-dioxygenasa “ “COOH
=, COOH

: :DH / cis,cis-mukonat
OH
katechol CHO
katechol-2 3-dioxygenasa E/(EOH
~OH

semialdehyd kyseliny
2-hydroxy mukonové

Obr. 4: Dv€ cesty Stépeni aromatického kruhu katecholu katalyzované
katecholdioxygenasou.

Zavér

Bliz8i poznani struktury, stability, substratové specifity a dalSich vlastnosti jednotlivych
enzymi vede k usnadnéni regulace degradacnich procesti. Umoziuje zajisténi optimalnich
podminek v pribéhu téchto procesl a tim maximalizaci uc¢innosti degradace.
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Ziskané poznatky lze wuplatnit 1 v odvétvich, kterd vyuzivaji enzymy nezdvisle na
mikroorganismu, naptiklad v imobilizovanych systémech. Vyhodou téchto systémil je
moznost jejich pouziti i v podminkach, které jsou pro mikroorganismus neslucitelné se
zivotem.
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Fyzikalné-chemicka charakteristika bunéénych obali a jeji vyznam pro
adhezi bakterie Rhodococcus erythropolis

Pospisilova D., Polova M., Cejkové A., Masak J.
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Uvod

Bakterie Rhodococcus erythropolis patfi mezi pudni bakterie, které jsou
pfitomny v kontaminovanych prostiedich a z mnoha pfi¢in jsou slibnym
kandidatem pro bioremediacni procesy. Tato bakterie byva fazena do skupiny
mikroorganismli vhodnych pro biodegradaci tady latek, které nejsou jinymi
organismy transformovany[1]. Jeji metabolicky potencidl umoziuje utilizaci
velmi problematickych, tézko odbouratelnych a resistentnich sloucenin, mezi
které patfi fada vyznamnych Skodlivin Zivotniho prostiedi. Xenobiotické
slou¢eniny metabolizované rhodokoky zahrnuji fadu strukturnich skupin, véetné
alifatickych 1 aromatickych sloucenin, dale halogenovanych sloucenin, vcetné
polychlorovanych bifenylti, nitroaroméatd, nitrild, heterocyklickych slou€enin a
riznych herbicida[2,3].

Krom¢ tady metabolickych aktivit ma Rhodococcus erythropolis ve srovnani
sjinymi bakteriemi lep$i schopnost tvorby biofilmu. Biofilm byva
charakterizovéan jako mikroorganismy uzaviené v polymernim matrix adherujici
k povrchu a k sobé navzijem, které¢ vytvareji dynamické prostiedi umoziujici
buitkdm dosazeni homeostaze a jsou optimaln€ organizované tak, aby bylo
mozno vyuzit vSechny dostupné nutrienty[4]. Biofilmy a agregaty
mikroorganismu jsou zodpovédné za vétSinu mikrobidlnich konverzi ve vodnim
prosttedi, za kolobéh prvkd 1ibiodegradaci environmentdlnich polutantd.
Biofilmy a agregaty mikroorganismi jsou zodpovédné za vétSinu mikrobidlnich
konverzi ve vodnim prostfedi, za kolobéh prvklli 1iodegradaci
environmentalnich polutanti[5]. Proces adheze a tvorby biofilmu je podtizen
fadé¢ proménnych vychazejicich zpodstaty samotného bakterialniho druhu
(slozeni bunéénych oballi, genova exprese, ap.), fyzikdlné-chemickych
vlastnosti nosi¢e a podminek prosttedi. Poznéni jejich vzajemnych vztahi je
dalezité jak zhlediska akademického, tak primyslového. Bylo zjisténo, Ze
bunky rostouci v biofilmu se svou fyziologii odlisuji od bun¢k suspenznich a
biofilm se v porovnani se suspenzni populaci vyznacuje vétsi schopnosti odolat
limitujicim 1 cytotoxickym vliviim, jako je nedostatek zivin, ¢i piitomnost
antibiotik a toxikantl, v€etné environmentalnich polutanti[4]. Tyto fyziologické
ptedpoklady maji z antropocentrického hlediska velky vyznam. Biofilm ma své
praktické vyuziti v environmentalni biotechnologii, fada technologii pouziva
biofilmy v bioreaktorech pfi biodegradaci a bioremediaci. Biofilmové reaktory
dovoluji dosazeni vysoké koncentrace biomasy umoziujici napt. ucinné Cisténi
velkych objemit pramyslovych odpadnich vod[6], které jsou typicky
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predstavovany zfedénymi vodnymi roztoky casto perzistentnich slou€enin (napf.
fenol). Biofilmy svymi vlastnostmi mohou zaroven ale piisobit fadu problémi
jak v primyslu, tak v medicingé. Ne&€které komplikace spojené s vyskytem
biofilmu jsou uvedeny v Tabulce I.

Tabulka I: Problémy spojené s vyskytem biofilmu[5]

Problém Dusledek

Zanaseni tepelnych | Ztraty Gcinnosti vymény tepla, snizeni pritokové

vyménikl kapacity
ZanaSeni Ztraty energie, koroze, kontaminace produkti,
pramyslovych a rezervoar patogenti

vodovodnich potrubi
Zubni plak Zubni kaz

Infekce Kolonizace néstroju (napft. katetrit), kontaktnich
¢ocek apod.

Material a metody

Zkoumanym mikroorganismem byl Rhodococcus erythropolis CCM 2595. Kultivace
probihala v minimalnim BS mediu[7] s fenolem, jako zdrojem uhliku a energie, o koncentraci
0,3 g/l a 0,7 g/l, nebo sukcinadtem o koncentraci 10 g/l, v tfepanych bainkach za riznych
teplotnich podminek (15, 20, 30 °C). Fenol, latka toxickd pro mikroorganismy a vyssi
zivocichy i vnizké koncentraci, je nebezpecnym kontaminantem zivotniho prostiedi.
Vzhledem k tomu, Ze fenol a jeho derivaty jsou zakladni strukturni jednotkou pro fadu latek,
byva fenol jednim =z nejcastéjSich polutanti fek iodpadnich vod. Moznost ucinného
odbourani fenolu pii zpracovani odpadnich vod ma proto zna¢ny vyznam.

Charakteristika povrchu bunky

Pro urceni hydrofobity povrchu buiikky R. erythropolis byla pouzita metoda MATH[S8], ktera
je zalozena na sledovani afinity k uhlovodiktim. 2,5 ml bunécéné suspenze (OD4p=0,6) bylo
60 s vytfepavano do 0,25 ml hexanu. Suspenze pak byla ponechdna 10 minut v klidu, aby
doslo k oddé€leni fazi a organicka faze byla odstranéna. Koncentrace biomasy ve vodné fazi
byla stanovena spektrofotometricky ptfi 400 nm a hydrofobita vyjadiena jako procentudlni
¢ast bunek, které presly do organické faze podle vztahu:

)X 1Ga

H(2%) = [ A

kde A, je absorbance pocatecni bunécné suspenze a A po extrakci.

Dalsi metodou bylo méfeni kontaktnich uhli pomoci metody ptisedlé kapky[9]. Pii této
metod¢ je urCovan uhel smaceni (kontaktni uhel) 6, ktery se vytvoii mezi plynnou, kapalnou a
pevnou fazi v misté styku vSech tfi fazi. Na homogenni vrstvu bunék, ziskanou odstfedénim a
promytim 0,1M KNOs, kterda byla po tenkych vrstvach nanesena na podlozni sklo, byla
kapana kapka vody a sniména kamerou pomoci pfistroje KSV CAM200 (KSV, Finsko) a
pomoci softwaru vyhodnocen kontaktni thel.
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Test adheze

Pro testy adheze byly vybrany dva referen¢ni materialy, hydrofilni sklo a hydrofobni silikon.
Bunécna suspenze o koncentraci ODg4gp = 0,6 v BS mediu s C-zdrojem byla pfevedena do
sterilnich kyvet, kam byl vlozen testovany materidl. Kyvety byly tfepany (100 ot/min),
temperovany na prislusnou teplotu a byla sledovana mira osidleni nosi¢ii po 1 a 24 hodinach.
Material byl vyjmut, oplachnut fyziologickym roztokem a buiky byly obarveny
fluorescen¢nim barvivem SYTO 13 (Invitrogen). Po 15 minutdch inkubace ve tmé byl
material znovu oplachnut fyziologickym roztokem a po odpatreni volné vody byly potfizeny
snimky povrchu (fluorescenéni mikroskop Nikon Eclipse E 400). Mira osidleni povrchu
nosice byla stanovena metodou analyzy obrazu v softwaru Lucia (Laboratory Imaging, s.r.o.,
CR).

Vysledky a diskuze

Hydrofobita povrchu bakterie Rhodococcus erythropolis ur¢end metodou MATH (Obr. 1) se
za danych experimentalnich podminek (pouzity druh a koncentrace C-zdroje, teplota
kultivace) vzdy pohybuje nad hodnotou 70 %. Jak je uvadéno v literatute, afinita
k uhlovodikim vétsi nez 70%, znaci siln€¢ hydrofobni povrch[10]. Za vSech pouzitych
podminek je povrch bakterie Rhodococcus erythropolis tedy siln€é hydrofobni. Nejvyssi
hydrofobita 90 % byla zjisténa pti kultivaci na fenolu o koncentraci 0,7 g/I pti 30 °C, nejnizsi
72 % pfti kultivaci na sukcinatu také pti 30 °C. Kultivace pii 30 °C je jedinym piipadem, kdy
se projevuje trend v hydrofobité¢ podle pouzitého C-zdroje fenol 0,7 g/l > fenol 0,3 g/l >
sukcinat 10 g/l. V ostatnich ptipadech se podobny trend neukazuje, nelze tedy fici, Ze by se
projevil vliv kultiva¢nich podminek na hydrofobitu ur€¢ovanou metodou MATH.

100
. 15 °C
- ] C— 20°C
80 . 30 °C
X
S 60 A
=
Re)
)
—
T 40
>
I
20 -
0 . S S S
fenol 0,3 g/l fenol 0,7 g/l sukcinat 10 g/l

Obr. 1: Hyrofobita podle metody MATH

Metodou méfeni kontaktnich uhli byl povrch této bakterie identifikovan také jako
hydrofobni. Nejvyssi kontaktni uhel byl zméten pro kultivace na fenolu 0,3 g/l pii vSech
teplotach, a to 89°. V ostatnich ptipadech se hodnoty pohybuji od 60-75° bez zjevného trendu
a ani pii urceni touto metodou se neprojevil vyrazny vliv pouzitych kultiva¢nich podminek na
hydrofobitu povrchu. Hydrofobita povrchu této bakterie tedy pravdépodobné neni ovlivnéna
teplotou. Neprojevil se ani vliv pouziti danych C-zdroji.

Pti sledovani poc¢atecnich stadii adheze bylo zjisténo, ze osidlena plocha sklenéného materialu
byla velmi nizkd, nepfesahuje 0,5% plochy materidlu. Silikon byl osidlen ve vétsi mite (Obr.
2).
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Obr. 2: Mira osidleni silikonového nosice pii testech adheze

Nejvyssi procento osidleni nastava pfi kultivaci na fenolu o koncentraci 0,7 g/l pii 15 °C,
témer 20% povrchu materidlu a pti kultivaci s pouzitou koncentraci fenolu 0,3 g/l také pti
15°C. Pii pouziti sukcinatu, jednoduchého C-zdroje, dochazi k mnohem nizsi adhezi (pod 9 %
osidlené plochy. Ukazuje se tak, ze nejméné vhodné podminky, které negativné ptisobi na
rychlost ristu (nizkd teplota, pfitomnost vysoké koncentrace fenolu), stimuluji adhezivni
schopnosti zkoumané bakterie, zatimco pii pouziti C-zdroje vhodného pro rast je adheze
nizka.

Zavér

Jednim z faktort, které ovliviiuji bakterialni adhezi je hydrofobita povrchu buiiky a materialu.
Zkoumanda bakterie Rhodococcus erythropolis disponujici vysoce hydrofobnim povrchem
preferuje adhezi k hydrofobnim materidlim. Dal$im parametrem, ktery ma na adhezi vliv,
jsou podminky vnéjsiho prostfedi. Bakterie vystavené nepiiznivéj$im podminkdm, zejména
nizsi teploté a toxickému C-zdroji, adheruji ve vétsi mife, nez buiiky v pro rist optimalnim
prostfedi. Téchto vlastnosti 1ze potencidlné vyuzit pfi vytvareni biofilmu pro primyslové
procesy (napf. pro biodegradaci fenolu).

Podékovani
Tato prdce vznikla za financni podpory MSMT CR 6046137305 a AROMAGEN - 2B08062 a
FTTA3/077 a FTTA3/0,63.
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Vliv kultivaénich podminek na biodegradacni aktivitu a adhezi bakterii

Btezinova T., PospiSilova D., Masak J.
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Prvni ¢ast prace byla zaméfena na studium adheze bunék Rhodococcus
erythropolis CCM 2595. Byl prokazan vliv kultivaénich podminek na adhezivni
schopnosti bunék, pficemz nejvyssi mira adheze byla pozorovdna v podminkach
nejméné vhodnych pro rist mikroorganismu. V souvislosti s adhezi byla
studovana hydrofobita bunéného povrchu tohoto kmene. Pomoci metody
MATH bylo dale prokazano, ze se jedna o bakterii se siln¢ hydrofobnim
charakterem. Vliv kultivacnich podminek na hydrofobitu prostiednictvim této
metody prokdzan nebyl. Predmétem této prace bylo rovnéz sledovani
degradacnich schopnosti studovaného kmene. Byly sestaveny biofilmové
reaktory s nosici z riznych materidlii (silikonova pryz, PVC a sklo) osidlené
populaci tohoto kmene. V zavislosti na typu nosi¢e a zplisobu uspotradani
kultivace byl sledovan prabeh degradace fenolu. Bylo prokazano, ze degradace
buitkami biofilmu je ucinnéjsi nez degradace builkkami suspenznimi. Jako
nejvhodnéjsi systém byl stanoven reaktor se silikonovymi nosici v kontinualnim
uspotadani.
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Biofiltrace smési hydrofobnich a hydrofilnich sloucenin

Korbel M., Halecky M., Hudcova T., Paca J.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Prace se zabyva biologickou dekontaminaci smési par hydrofobni a hydrofilni
slozky. Degradovanymi polutanty byly styren a aceton. Degradace probihaly
v biofiltru a ve zkrapéném naplihovém reaktoru. U obou typil reaktori byly
studovany pracovni charakteristiky, tedy eliminacni kapacita a degradacni
ucinnost a vysledky byly porovnany. Oba reaktory vykazovaly vysokou uc¢innost
odbouravani smési danych polutanti. Zkrapény ndpliiovy reaktor degradoval
Iépe aceton a naopak biofiltr Iépe degradoval styren. Byla také studovana
kinetika odstranéni acetonu rozpusténého v cirkulujicim médiu ve zkrapéném
naplnovém reaktoru za riznych podminek.
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Celulolyticka aktivita: vliv podminek a substratu

Prochazkova G., Hrdinova J., Jirka V.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Klicova slova: celulosa, celulolyticky biofilm, adheze, povrchové vlastnosti

Celulosovy odpad je persistentnim, netoxickym, pevnym polutantem, jehoz
biologicka likvidace je stile feSenou otazkou. V této souvislosti je aplikace
celulolytické mikroflory formou pfirozeného biofilmu, ktery by kolonizoval
tento polutant, jednou z potencialn¢ vhodnych moznosti. Proces bunééné adheze
a nasledny vyvoj celulolytického biofilmu je procesem komplexnim, s vyraznou
(Casto obecné platnou) fyziologickou i fyzikalné-chemickou zavislosti. V tomto
kontextu je prace zaméfena na primarni charakteristiku populaci trech
celulolytickych kment, kterd tyto taxony popisuje z hlediska nutri¢ni zavislosti
reprodukéni a celulolytické aktivity, a také z hlediska stavu bunééného povrchu,
ktery je (mimo jiné¢) determinovan i schopnosti jednobunécného organismu
produkovat vlastni, povrchové aktivni latku(y) (biosurfaktant). Tato prace je
¢asti experimentalniho bloku, ktery byl vypracovan pro diplomovou praci
(Prochazkova, 2010).

Uvod

V ptirodé€ se vyskytujici celulosové materidly jsou persistentni povahy a jejich biodegradace
probiha velmi pomalu (Bayer a Lamed, 1992). Potencialnim feSenim jejich likvidace je cilena
technologickd aplikace celulolytickych mikroorganismu ve formé¢ biofilmu.

Béhem procesu adheze, kolonizace a degradace celulosovych substratti s ptipadnou naslednou
tvorbou biofilmu vyuzivaji celulolytické mikroorganismy individudlni strategii v zavislosti na
jejich  genetické vybavé a podminkach prostfedi (variabilni stavba a uspotadéani
celulolytického systému). Lze fici, Ze celulolyticky biofilm je prostorovym uspofddanim
bunécné populace celulolytického taxonu, ktery ve svém mezibunééném prostoru kombinuje
(mimo jiné) komponenty celulasového systému a komponenty mimobunééné polymerni
matrix (EPS). Celulolyticky biofilm mé& obdobné charakteristiky jako ,,obecny model*
biofilmu, tj. vznik a vyvoj biofilmu je mnohastupfiovym komplexnim procesem, struktura
(architektura) a vlastnosti (funkce) vzniklého biofilmu jsou determinované vlastnostmi
okolniho prostfedi, kolonizovaného povrchu a vlastnostmi pfisluSnych mikroorganisma
(charakterem jejich bunécnych povrchl, jejich schopnosti produkovat Sirokou Skalu
extracelularnich polymernich latek apod.). V tomto kontextu bylo cilem piedlozené
experimentalni prace charakterizovat populace tfech taxon zhlediska mimobunécné
produkce uvedenych komponentil a jeji zavislosti na vlivu nutricniho profilu kultivaéniho
prostiedi.

Experimentalni ¢ast
Mikroorganismy: Pro experimentalni praci byl pouzit kmen Pseudomonas fluorescens,
(sbirka laboratofe Aplikované biologie a bioinzenyrstvi VSCHT Praha), kmen
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Cellulosimicrobium cellulans CCM 2814 (sbirka CCM Masarykovy univerzity, a kmen
Trichosporon cutaneum CCY 30.5.10 (sbirka Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy).

Média: Vzhledem ke sledovanému vlivu kultivaéniho prostfedi byla pouzita tato media:
komplexni média (ZB, SE), média obsahujici riizné typy organickych N-zdroji (pepton,
trypton, kvasni¢ny extrakt ¢i mocovinu), obohacend synteticka média obsahujici vitaminy a
aminokyseliny, synteticka média obsahujici jako jediny C-zdroj CMC ¢i dusi¢nan sodny jako
jediny N-zdroj. Dale byla testovana citlivost reprodukéni aktivity vybranych bunéénych
populaci vi¢i riznym koncentracim anorganickych zdroji Ca, N a P. Syntetickd média
obsahovala jako jediny C-zdroj 1% CMC (w/v). Celkem bylo testovano 37 typi médii a jejich
presné slozeni je uvedeno v diplomové praci (Prochazkova, 2010).

Priprava inokula: Inokulum bylo pfipraveno v Erlenmeyerovych baitkach o objemu 500 ml,
obsahujici 200 ml kapalného komplexniho média. Batch kultivace probihala aerobné na
trepackach pfti teplot¢ 28°C po dobu 48-72 hodin. Po ukonceni kultivace byla biomasa
odstfedéna (centrifuga Medifriger-BL, 9660 rpm, 10°C, 10 min.), n€kolikrdt promyta a
resuspendovana sterilnim fysiologickym roztokem. Tato koncentrovana bunécna populace
byla pouZita pro inokulaci riznych typi médii.

Kultivace v objemu 300 pl média: Vliv individualnich variant kultiva¢nich podminek byl
sledovan s pouzitim metodologie Bioscreen C (Labsystems Corporation Helsinki, Finland).
Pro kazdou experimentalni variantu byly provedeny dvé paralely. Kultivace probihaly pfi
teplot¢ 28°C a pribéh rastu (reprodukcni aktivita) byla automaticky monitorovana jako
zména absorbance pii 405 nm. Slepé vzorky byly v pfipadé€ kultivace bunétné suspenze na
komplexnich médii ptislusna sterilni média, v ptipadé kultivace na syntetickych médiich byla
pouZita sterilni destilovana voda.

Kultivace v objemu 200 ml média: Mikroorganismy byly kultivovany vsadkoveé v 200 ml
sterilniho média v Erlenmeyerovych bankach (o objemu 500 ml) za aerobnich podminek na
trepacce (100 rpm) a pii teploté 28°C. Pro kazdou experimentalni variantu byly provedeny tfi
paralely. Prubéh rastu (reprodukéni aktivita) byla béhem kultivace sledovana jako zména OD
pti 400 nm. Slepé vzorky byly v ptipadé kultivace bunécné suspenze na komplexnich médii
prislusna sterilni média, v ptipad¢ kultivace na syntetickych médiich byla pouzita destilovana
voda.

Stanoveni celulolytické aktivity DNS metodou: Stanoveni celulolytické aktivity bylo
provedeno modifikovanou Millerovou metodou (Miller, 1959), pti¢emz jako standard byla
pouzita D-glukosa. K 1 ml odstfedénému vzorku, v ptipadé¢ slepého pokusu 1 ml destilované
vody, bylo pipetovano 0,5 ml roztoku 1% CMC v 0,1 M fosfatovém pufru o pH 7. Po 30 min.
inkubaci ve vodni lazni (40°C) a po pfidani 1,5 ml roztoku DNS ¢inidla byla smés 15 min.
vatfena. Poté bylo pfidano 0,5 ml 40% roztoku vinanu sodno-draselného a po zchladnuti na
laboratorni teplotu byla zmétfena absorbance pii 575 nm. Tuto metodu nelze pouzit u médii
obsahujici komplexni substraty (napt. médium SE, ZB), vzhledem k interferencim se
slozkami téchto médii.

Stanoveni koncentrace extracelularnich proteinii: Stanoveni koncentrace extracelularnich
proteint bylo provedeno modifikovanou Lowryho metodou (Lowry, 1951) a jako standard byl
pouzit hovézi sérovy albumin (BSA). Koncentrace extracelularnich proteint byla stanovena
v supernatantu (10 000 rpm, 4°C, 10 min, Centrifuge Eppendorf 5415R) a slepym vzorkem
byla destilovand voda. Bylo umisténo 100 pl vzoruku do jamky mikrotitra¢ni desticky (od



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2010, 8.-9.4.2010, UKCHB, VSCHT Praha

kazdého roztoku byly provedeny tii paralely) a bylo pfiddno 140 pl Lowryho c¢inidla
(ptipravené smichanim Lowryho ¢inidla ¢.1., €. 2. a €. 3. v poméru 100 : 1 :1).

Po 10 min. inkubaci pfi laboratorni teploté bylo ptfidano 20 upl Folin-Ciocalteuova ¢inidla
(IN). Po dalsi inkubaci (25°C) trvajici 30 min. byla odectena absorbance pii 600 nm pomoci
pristroje Bioscreen C. Tuto metodu nelze pouzit v pfipadé kultivacnich médii obsahujicich
komplexni substraty (napf. médium SE, ZB).

Detekce produkce povrchové aktivnich latek mikroorganismy: Schopnost daného
mikroorganismu produkovat extracelularni povrchové aktivni latky (tzv. biosurfaktanty) byla
detegovéna metodou stanoveni emulsifikacniho indexu (E»4). Pro experimentélni prace byly
testovany bunécné populace exponencialné rostouci i populace bunék stacionarni faze,
pficemz zvolenym nepolarnim rozpoustédlem byl hexan (Ilori a kol., 2005). Pti dosazeni
pozadované rustové faze byl z kazdé banky odebran vzorek (2 ml bunééné suspenze), ktery
byl vnesen do zkumavky spolu s 2 ml hexanu. Celkem byly provedeny tfi paralely a slepymi
vzorky byla vzdy pfislusna sterilni média. Zkumavky byly uzavieny teflonovymi vicky a
smés byla intenzivné tiepana (ru¢né) po dobu 2 minut. Poté zkumavky staly po dobu 24 hodin
pii laboratorni teploté (Abouseoud a kol., 2008). Po uplynuti stanovené doby byl vypocten
emulsifikacni index (E»4) na zéklad€ publikovaného vztahu (Cooper a Goldenberg, 1987).

Vysledky a diskuse

Reprodukéni a celulolyticka aktivita, koncentrace proteini: Z hlediska vlivu kompozice
media na reprodukéni aktivitu sledovanych populaci byla zvolena média kompozicné odlisna,
ale vyrazné neinterferujici s reprodukéni aktivitou Vybrand média pro bunééné populace
Pseudomonas fluorescens a Cellulosimicrobium cellulans byla: 7B, M1, M4, M5, M18 a
M19, pro bunécné populace Trichosporon cutaneum: SE, M1, M4, M8 a M32 (Prochazkova,
2010). U vyse zminénych médii (vyjma SE, ZB a M1 z diivodu interferenci s metodou DNS
a metodou podle Lowryho) byla (ve stejné zavislosti) paraleln¢ sledovana zména produkce
extraceluldrnich proteinil (cpror), zména extracelularni aktivity celulasového systému (CA) a
zména specifické celulolytické aktivity. V nasledujici ¢asti je uvedeno pouze nékolik
ilustrativnich ptikladi, které byly vybrany ze Sirokého souboru experimentalnich dat.
Kompletni soubor dat je uveden v diplomové praci (Prochazkova, 2010).
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Obr. 1. Priibéh riistu (=), extracelularni celulolytické aktivita (—™ ) a produkce extracelularnich

proteinl ( & ) bunééné populace Pseudomonas fluorescens rostouci v prostfedi média M18.
Chybové tsecky jsou uvedené pro hladinu pravdépodobnosti 95%.
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Obr. 2. Zména specifické aktivity celulasového systému bunééné populace Pseudomonas fluorescens
(PF), Cellulosimicrobium cellulans (CC) a Trichosporon cutaneum (TC) rostouci v médiu M4.
Chybové tsecky jsou uvedené pro hladinu pravdépodobnosti 95%.

Na zakladé provedenych kultivaci bylo zjisténo, ze vSechny tfi vybrané taxony jsou schopné
rust na Siroké Skale nejriznéjSich typt médii, s hodnotou pH od 4,1 do 7,7. Vlivem variabilni
kompozice jednotlivych médii byly ziskany individudlni profily zmény reprodukéni aktivity
populaci sledovanych taxoni (nelze zatim konfrontovat s publikovanymi daty). Z grafického
vyjadieni vlivu kompozice média na celulolytickou aktivitu (Obr. 1) vyplyva, ze béhem
kultivace dochazi ve vétSing€ piipadl k postupnému zvySovani hodnot celulolytické aktivity,
pficemz jednotlivdA média obsahovala jako jediny C-zdroj 1% CMC (w/v). Maximalni
hodnoty celulolytické aktivity jednotlivych experimentdlnich variant byly stanoveny az po
dosaZeni stacionarni faze ristu. Tyto vysledky jsou ramcové shodné s nalezy jinych laboratofi
(Reynolds a kol.,1986; Tamburini a kol., 2004; Bakare a kol., 2005; Hazlewood a kol., 1992;
Béguin a Eisen, 1977; Alani a kol., 2007; Sanchez a kol., 1999; Sandhu a kol., 1984).

Profil zmény koncentrace extracelularnich proteinti v zavislosti na typu média je velmi
variabilni. Ve vétSin€ piipadii bylo dosazeno nejvySSich hodnot aZ po dosaZeni stacionarni
faze rhstu, a v nekterych situacich dochdzi nésledné (v pozdéjsich fazich) k prudkym
poklestim profilu pravdépodobné vlivem extracelularnich proteas. Tyto vysledky odpovidaji
nalezu Sancheze a kol. (1999).

Pti kultivaci v prostfedi stejného média byly ziskany profily specifické celulolytické aktivity
populaci sledovanych taxont. Tyto profily se lisi od profili celulolytické aktivity. Rozdil
profill indikuje variabilni zastoupeni celulolytické frakce v souboru vSech (celkovych)
proteini béhem raznych fazich ristu populaci vybranych taxond (Obr. 2). Variabilni prabéhy
zmén specifickych celulolytickych aktivit v zéavislosti na druhu celulolytického
mikroorganismu odpovidaji publikovanému néalezu (Sandhu a kol., 1984).
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Detekce produkce povrchové aktivnich latek mikroorganismy:
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Obr. 3. Hodnoty emulsifika¢nich indext (E,4) bunécné populace Pseudomonas fluorescens
exponencialné rostouci () & ve stacionarni fazi ristu (B) v zavislosti na typu média (ZB — M19).
Chybové usecky jsou uvedené pro hladinu pravdépodobnosti 95%.

V ramci problematiky produkce biosurfaktantli jsou vétSinou charakterizovany bunécné
populace utilizujici hydrofobni slouceniny (napt. ropné uhlovodiky — viz bioremediace -
Rahman a Gakpe, 2008; Densai a Banat, 1997). Podle dostupnych informaci nebyla zatim
studovana produkce povrchové aktivnich latek u celulolytickych mikroorganismi, a neni tedy
mozné¢ uvedené vysledky konfrontovat svysledkem jiné, ale stejné¢ orientované
experimentalni prace.

Sledovand zavislost produkce povrchové aktivnich latek doklada, Ze populace vsech
pouzitych taxonl jsou schopné produkovat tyto latky s intenzitou zavislou na typu média,
rustové fazi a druhu mikroorganismu (Obr. 3). Celkové je tato produkce velmi variabilni.
Tyto vysledky ramcové odpovidaji ndlezu Densaie a Banata (1997). V ptipad¢ bezbunécného
filtratu média, a promytych bunécnych suspenzi (fyziologicky roztok), jsou hodnoty
emulsifikacnich indexii zanedbatelné az nulové. Tyto vysledky naznacuji, Ze produkované
povrchové aktivni latky jsou pravdépodobné volné asociované s bunéénym povrchem a
experimentalni manipulace spojené s jejich stanovenim mohou ziskané hodnoty ovlivnit
(Pembrey a kol., 1999).

Zavér

Populace sledovanych taxonl jsou schopné rustové a reprodukéni aktivity v prostredi s velkou
variabilitou profilu nutrienti a zdroveil jsou schopné utilizace rozpustného celulosového
substratu (CMC). Profil zmény extracelularni celulolytické aktivity, specifické celulolytické
aktivity a produkce extracelularnich proteini je zéavisly na typu média a druhu
mikroorganismu. V pfipad¢ sledovanych zavislosti byly maximalni hodnoty celulolytické
aktivity nalezeny az po dosaZeni stacionarni faze rtistu. Populace vSech sledovanych taxont
jsou potencidlnimi producenty povrchové aktivnich latek, a tato produkce je vyrazné zavisla
na kultiva¢nich podminkach.
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Charakteristika fenotypu celulolytickych mikroorganismu

Mannlova Z., Hrdinova J., Jirka V.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Celulosa je netoxickd, v pfirodé Siroce rozSifend polymerni sloucenina. Jeji
biologické odbouravani je Casto diskutovano v souvislosti s likvidaci odpadii
obsahujicich celulosu.

V této souvislosti byla u vybranych taxonomicky vzdalenych kmeni sledovdna
rustova utilizace, produkce mimobunécénych proteini a jejich celulolyticka
aktivita v zavislosti na vlivu pocate¢ni koncentrace rozpustnych a nerozpustnych
substrati. Dale byl sledovan vliv pfitomnosti iontl kovi a povrchové aktivnich
latek na vySe zminéné vlastnosti.

Na zdklad¢ ziskanych vysledki mohou byt mikroorganismy s Zzadoucimi
technologickymi vlastnostmi aplikovany na nerozpustné celulosové materialy za
ucelem usnadnéni kontaktu bunéného povrchu a celulosového substratu
s naslednou tvorbou biofilmu a tim k U¢inn&j8i solubilizaci pevné odpadni
celulosy.



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2010, 8.-9.4.2010, UKCHB, VSCHT Praha

Izolace a analyza bunécnych obalii Rhodococcus erythropolis

MaresSova E., Schreiberova O., Cejkové A.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

V této praci byl zkouman vliv kultivaénich podminek (teplota a pouZity zdroj
uhliku a energie) na sloZeni polysacharidii bunéénych obalil tii kmenil bakterie
Rhodococcus erythropolis: adaptovaného kmene Rhodococus erythropolis CCM
2595ad a dvou modifikovanych kment Rhodococcus erythropolis CCM 2595
AcatR a Rhodococcus erythropolis CCM 2595 pSRK 21 phe s posilenou
aktivitou enzymt metabolické drahy degradujici fenol. Nejprve byly hledany
vhodné parametry metod desintegrace bunék a hydrolyzy bunécnych stén a
nasledné byly analyzovany polysacharidy v bunécnych sténach. Bylo prokazano,
ze kultivacni teplota 1 zdroj uhliku a energie vyrazné ovliviiuje polysacharidové
slozeni obalovych vrstev této bakterie, a to jak v kvalitativnim, tak 1
v kvantitativnim méfitku. Rovnéz byla u adaptovaného kmene provedena
analyza povrchovych skupin bunéénych obalti pomoci metody XPS, kterd vedla
ke zjisténi vlivu kultivacni teploty na sloZeni bunéénych obalt.
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Vliv teploty na obsah a sloZeni lipidové frakce obalovych vrstev
Rhodococcus erythropolis

Schejbalova P., Polova M., Krulikovska T.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Diky Sirokému enzymovému vybaveni je rod Rhodococcus schopen degradovat
rozsahlou Skalu organickych, €asto toxickych sloucenin, mezi které patii 1 fenol.
Jednou z moznosti fyziologické adaptace mikrobnich bunék na toxické prostiedi
je zména zastoupeni mastnych kyselin v cytoplazmatické membrané v disledku
¢ehoz dochazi ke zméné fluidity membrany a tim k ovlivnéni jeji propustnosti.

Cilem této prace bylo sledovat vliv teploty a zdroje uhliku na zastoupeni
mastnych kyselin utfi kment bakterii rodu Rhodococcus (Rhodococcus
erythropolis CCM 2595ad, Rhodococcus erythropolis CCM 2595 AcatR a
Rhodococcus erythropolis CCM 2595 pSRK 21 phe).

Kultivace mikroorganismi probihala v minerdlnim médiu se sukciniatem
o koncentraci 10 g/l a s fenolem o koncentraci 0,3 g/l a 0,7 g/l pti teplotich
15°C, 20°C a30°C. Izolace mastnych kyselin byla provedena z lyofilizatu
bunck. Mastné kyseliny byly derivatizovany na pfislusné methylestery
a analyzovany na plynovém chromatografu s hmotnostnim detektorem.

Ziskané chromatogramy methylesterii mastnych kyselin  byly
identifikovany porovnanim reten¢nich Casii se standardem BAME SUPELCO
(Bacterial Acid Methyl Esters CP Mix, 10 mg/ml in methyl caproate). Vysledky
ukazuji, Ze teplota a zdroje uhliku maji vliv na zastoupeni mastnych kyselin
v cytoplazmatické membrang.
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Mikrobialni degradace benzinovych par

Hudecek O., Halecky M., Péca J.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Prace se zabyva biodegradaci benzinovych par v biofiltru. Sleduje se vliv
prutoku vzduchu, vliv vstupni koncentrace benzinu a vliv predfazeni adsorbéru
s aktivnim uhlim na provozni charakteristiky biofiltru. Z vysledkl plyne, Ze
prutok vzduchu ovlivioval celkovou degradacni u¢inost benzinu jak samotného
biofiltru, tak systému adsorbér/biofiltr. Vys$i hodnoty vstupni koncentrace
benzinu vykazuji inhibi¢ni uinek pfevdzné na degradaci alifatickych
uhlovodikli. Ve srovnani s podminkami degradace pouze v biofiltru, zatazeni
adsorbéru zlepSilo stupent odstranéni alifatickych uhlovodikti, ale zhorSilo
biodegradaci aromatické frakce.
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Exprese rekombinantniho trypsinogenu a regulace syntézy alkoholoxidasy
pri kultivaci kvasinky Pichia pastoris fenotypu Mut+

Pravdova I., Hulin P., Paulova L.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Byla sledovana exprese rekombinantniho trypsinogenu a enzymu
alkoholoxidasy pfi kultivaci kvasinky Pichia pastoris fenotypu Mut™ na
médiich, které obsahovaly jako zdroj uhliku a energie methanol nebo nebo
methanol ve smési s viceuhlikatym substrdtem. Na zaklad¢ dat ziskanych v
kontinudlnich experimentech bylo navrzeno schéma pfitokované kultivace na
vybranych substratech, cilem bylo dosazeni maximalni produkce veptového
trypsinogenu. V prvni fazi byly buniky kultivovany na glycerolovém médiu za
ucelem co nejvyssiho ndrGstu biomasy. Po 5 hodindch exponencialniho
pritokovani glycerolového média bylo opakované dosazeno koncentrace
biomasy 45,3 = 0,2 g/l. Vproduk¢ni fazi, kdy bylo ptitokovano methanolové
médium ¢i médium obsahujici methanol s glycerolem (1:1), byl indukovan AOX
promotor a doSlo kexpresi enzymu alkoholoxidasy a rekombinantniho
trypsinogenu. Po 24 hodindch produkéni faze, bylo dosaZeno velmi vysoké
koncentrace rekombinantniho proteinu, a to vice nez 1 g/l v zavislosti na typu
indukce a pouzitém substratu.



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2010, 8.-9.4.2010, UKCHB, VSCHT Praha

Transformace kvasinky Pichia pastoris plasmidem obsahujicim GFP a fauzni
protein

Pikalova T., Linhova M., Knejzlik Z., Paulova L.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Tato prace se zabyva klonovanim cizich genii do kvasinky Pichia pastoris
a ndslednym sledovanim exprese rekombinantniho proteinu. Methylotrofni
kvasinka Pichia pastoris ma ve své genetické vybaveé gen pro alkoholoxidéazu,
coz je enzym slouZici pro utilizaci methanolu. Tento gen méa velmi silny
promotor, ktery je vyuzivan zdroven jako promotor pro produkci
rekombinantnich proteini a je methanolem indukovatelny. Klonovani vychazelo
z komer¢niho kitu firmy Invitrogen. Pro transformaci byly pouzity plazmidy
pPICZA pro intracelularni a pPICZaA pro extracelularni expresi a jako kmen
byl pouzit divoky typ P.pastoris X-33. Do P. pastoris byl uspesné
transformovan gen pro Green fluorescent protein (GFP) a byla sledovdna
intracelularni 1 extracelularni exprese GFP na minimalnim médiu s methanolem
pomoci fluorescencni mikroskopie a Dot blotu. Transformace plazmidem
sgenem pro fuzni proteinem Green fluorescen protein-trypsinogen bude
dokoncena v dalSich mésicich.
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Mikroskopicka rasa Chlorella jako alternativni zdroj zkvasitelnych cukri
pro vyrobu biopaliv

Margalkova B.,Sirmerova M., Branyik T., Branyikova I., Melzoch K.
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Jednim z nejvétSich globalnich probléml soucasnosti je vyvoj technologie
nahrady paliv z fosilnich surovin biopalivy. Ta jsou tradi¢né vyrabéna z biomasy
pievazné cilené péstovanych zemédélskych plodin. Nejrychleji rostoucim takto
ziskanym energetickym zdrojem soucasnosti se stdva ethanol. Tradi¢nim
substrdtem pro vyrobu ethanolu jsou =zkvasitelné cukry =z cukernatych a
Skrobnatych surovin. Alternativnim zdrojem zkvasitelnych cukrii mohou byt
jednobunécéné tasy (Chlorella sp.) schopné vysoké akumulace intracelularniho
Skrobu (do 65% suSiny) srovnatelné s obilovinami. Navic, tyto mikroorganismy
kultivované na spalindch vznikajicich ve spalovnach komunalniho odpadu se
jevi jako potenciondlni zplisob zabezpeceni vyrovnané bilance uhliku. Diky
ucinné fixaci CO, tak dochazi ke snizeni emisi tohoto sklenikového plynu a
zaroven vyznamné snizuje ndklady na produkci biomasy s vysokym odsahem
Skrobu. ZvySeni obsahu Skrobu v fasach (34,0 = 1,2% hm. Skrobu v su$iné
fasové biomasy) péstovanych na odpanich spalinach bylo dosazeno zasahy do
biochemickych procestt buiiky. Cilem této prace bylo zabyvat se optimalizaci
enzymové hydrolyzy Skrobu z jednobunécnych fas, jez dnes predstavuji jednu z
nejperspektivnéjSich surovin pro vyrobu bioethanolu. VytéZznost glukdzy po
enzymové hydrolyze Skrobu z nedesintegrované biomasy byla 57%, zatimco
mechanickd desintegrace bunék vedla ke zvySeni vytéZznosti ndsledného procesu
Stépeni Skrobu na 73%. Vlivem zvySeni mnoZstvi pouzitych enzymil na
dvojnasobek se vytéznost glukdzy u nedesintegrované biomasy zvysila o 46%.
U desintegrované biomasy se pak vytéznost glukozy zvysila o 37% a dosahovala
tak 100% teoretického vytézku zkvasitelnych cukrti vypocteného z piivodniho
obsahu Skrobd.

Uvod

Ztencovani celosvétovych zasob fosilnich paliv a zvysujici se koncentrace oxidu uhlic¢itého
v atmosféfe nuti zejména vyspélé zem¢ k intenzivnimu hledani alternativ ke klasickym
paliviim, zejména takovych, které by umoznovaly tzv. uzavieny kolob¢h uhliku. Pozornost se
proto zame¢ftila na biopaliva. [1-3]

V posledni dobé nabyva na vyznamu vyuziti jednobunéénych tas jako suroviny pro vyrobu
biopaliv. Tyto fotoautotrofni mikroorganismy maji totiz schopnost fadové rychlejsiho ristu
nez vyssi rostliny, niz§i naroky na spotiebu vody a hnojeni, vytvofena biomasa muze byt
spotfebovana kompletng, bez vzniku vyznamnych odpadll a v neposledni fadé mohou byt
fotobioreaktory umistény na uzemich, ktera nejsou vhodna k zeméd¢€lskému vyuziti [4-7].
Casto se mluvi o riiznych druzich mikroskopickych fas jako o potencialnim zdroji lipidt pro
vyrobu biodieselu [7, 8], nicméné tato technologie zatim nardzi na principidlni problémy.
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Rasy s vysoky obsahem lipidii v biomase se vyznaéuji nizkou riistovou rychlosti a vysokou
sensitivitou vici stfiznym silam.

Pokud se nenajde novy vhodny druh mikroorganismu ¢i nevySlechti nova geneticka
modifikace, nebudou vysledné energetické, ekologické a socidlni efekty dostate¢né pozitivni a
zamér vyuziti mikroskopickych ftas k produkci biodieselu tak nebude obhajitelny [7].
Vyskytuji se ovSem i rostouci odolné jednobunécné zelené tasy, jejichz hlavni zésobni latkou
je Skrob.

V souvislosti s vyuzitim fasové biomasy pro produkci bioetanolu byl pro experimenty pouzit
rychle rostouci produkéni kmen autotrofni zelené chlorokokalni fasy Chlorella vulgaris. Mezi
jeji nejvyznamnéjsi vlastnosti patii velmi vysokd rlistova rychlost, rezistence vici stfiznym
silam a relativni nenaro¢nost péstovani biomasy ve velkoobjemovych kultivacich. Produkce
biomasy pii nich mize dosdhnout i vice jak 100 tun suché biomasy na hektar za rok. Obsah
Skrobu v biomase je pak siln¢ zavisly na mnozstvi kultivacnich podminek a muze se
pohybovat vrozmezi 0 aZz 65% suSiny. Pii velkoobjemovych kultivacich provedenych za
optimalnich podminek bylo v suché biomase zjisténo 20% skrobu.

Prvni provedené pokusy byly zaméfené na zvySeni obsahu Skrobu v biomase. Kultivovany
byly za podminek limitace tfemi hlavnimi makronutrienty (N, S, P) a potlaceni proteosyntézy
specifickymi inhibitory. U buniek vystavenych specifickym stresovym kultivaénim
podminkam vzrostl obsah Skrobu az na 65% suché vahy. Takto vypéstované fasy se da vyuzit
jako surovina pro vyrobu biopaliv, zejména bioetanolu. Predbézné vysledky nasledné
enzymatické konverze Skrobu z fas na fermentovatelné cukry jsou pak presentovan v tomto
¢lanku.

Experiment

Material a metody

Biomasa ftas pouzita pii experimentech byla vypéstovdna v Mikrobiologickém tstavu
Akademie véd CR v Tieboni. Kultivace byla provedena za limitace zdrojem siry [9] ve
venkovnich velkoobjemovych soldrnich jednotkdch s tenkou vrstvou suspense na
naklonéném povrchu [5, 10].

Prvnim stupném pifi enzymatické hydrolyze byla desintegrace buiiek produkéniho
mikroorganismu a uvolnéni intracelularniho skrobu pomoci balotibnového mlynu Dyno-Mill
KDL-Pilot A (Willy A. Bachofen AG Maschinenfabrik, Basel, Switzerland). Optimalni
velikost sklenénych balotin byla 0,3-0,5 mm. Uspé&$nost homogenizace rozemletim buiiek
byla 95% [10].

Anylyza obsahu intracelularniho §krobu byla provedena v nasledujicich krocich. Biomasa
byla sklizena odstfedénim kultivované fasové suspenze po dobu 5 minut pfi 5000 rpm a
zmrazena pii teplot¢ — 20 °C. Nasledné¢ byla separovanid biomasa desintegrovana. Pied
hydrolyzou skrobt (30% HCIlO4, 15 min, 25°C) bylo nutné vyextrahovat pigmenty (80 %
EtOH, 15 min., 68°C, tiikrat). Vznikld gluko6za reagovala s anthronem (72% H,SO4, 8 min,
100°C) za vzniku barevného produktu, ktery byl méten spektrofotometricky.

Strukturni anylyza Skrobu pochazejiciho z biomasy Fas. Pomér Amyloza/Amylopektn
byl zjistovan za pouziti komeréniho kitu (K-AMYL/04/06 Kit, Megazyme, Ireland). Skrob
obsazeny ve vzorcich fasové biomasy byl kompletné dispergovan zahiivanim v dimetyl
sulfoxidu (DMSO). Lipidy byly odstranény vysraZenim Skrobu, ktery byl nasledné
regenerovan. Po rozfedéni vysrdzenych vzorkli v acetdto/solném rozpoustédle byl
amylopektin vysraZen pfidavkem Con A (lektin concanavalin A) a odstranén centrifugaci.
Amyléza obsazena beze zbytku v supernatantu byla enzymaticky hydrolyzovana na D-
glukozu. Ta byla analysovéana glukoza - oxidaza/peroxidazovym reagentem. Celkovy Skrob



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2010, 8.-9.4.2010, UKCHB, VSCHT Praha

byl zjistovan obdobnym zpiisobem z acetato/solnych vzorkl a méien kolorimetricky glukoza
- oxidéaza/peroxiddzou. Koncentrace amylozy ve vzorcich Skrobu byla vyjadiena jako pomér
absorbance (méfeno pii 510 nm) supernatantu Con A z vysrazenych vzorkl k absorbanci
celkového mnozstvi Skrobu ve vzorcich [11, 12].

Konverze §krobu z fas na fermentovaltelné cukry. Na hydrolyzu Skrobu byly pouzity
termostabilni amylazy vyvynuté spoleCnosti Genencor (www.genencor.com). Shrnuti
optimalnich podminek je uvedeno v Tabulce 1. Hydrolyza skrobu probihala v nasledujicich
krocich. Na zacatku byly pfipraveny Ctyi1 zapary. Koncentrace suspenze z materiadlu
(desintegrovana biomasa: DB, nedesintagrovana biomasa: NDB) a destilované vody (0.5 L)
byla 22 g suSiny L-1 a jeji pH bylo upraveno na hodnotu 6.0. Déle byla suspenze v
termostatické 1dzni za stalého michani (primér magnetického michadla 4.5 cm, 250 rpm)
zahtivana na teplotu 85°C. Nasledn¢ byla ptfidana termostabilni Skrob zkapaliujici vysoce
ucinné alfa-amyldza (Spezyme® XTRA, Genencor, Danemark). Teplota byla po dobu 30
minut udrzovana na 85°C. Enzymaticky proces zcukiovani pokracoval zchlazenim suspenze
na teplotu 65°C a upravenim pH na hodnotu 4.0 (HCL). Poté byla pfidana zcukiujici
glukoamylaza (Distillase® L1-400, Genencor, Danemark) a beta-glukanaza/xylanazovy
komplex (Optimash™ BG, Genencor, Danemark). Tento krok byl provadén za stalého
michani suspenze po dobu 24 hodin pfi teploté 65°C. Shrnuti pridanych mnozstvi
jednotlivych enzym je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 1 Pouzité termostabilni enzymy a jejich optimalni podminky.

imalni i alng Doporuc¢ené mnozstvi
Amylizy Enzymy Optimalni Optimalni

teplota PH (K enzymu ' suchého skrobu)
Spezyme® XTRA a-amylaza 85°C 5,0-6,7 0,4-0,8
Distillase® L-400 amyloglukosidaza 58-65°C 3,0-5,0 0,6-0,8
Optimash™ BG glukanaza/xylanaza 60-70°C 4,0-5,0 0,025-0,05

Tabulka 2 Oznaceni a ptiprava jednotlivych zapar.

Mnozstvi Mnozstvi Mnozstvi
Zapara  Surovina Spezyme® XTRA Distillase® L-400  Optimash™ BG
(uL) (uL) (uL)
NDB-A  nedesintegrovana biomasa 8,80 8,80 0,55
NDB-B nedesintegrovana biomasa 17,60 17,60 1,10
DB-A desintegrovana biomasa 8,80 8,80 0,55
DB-B desintegrovana biomasa 17,60 17,60 1,10

Anylyza obsahu zkvasetelnych cukrii. Vzorky reakéni smési odebrané v prubéhu enzymové
hydrolyzy byly zchlazeny na pokojovou teplotu, filtrovany ptes mikrofiltry (Cellulose Nitrate
Membrane Filters, Whatman GmbH, Germany) o velikosti pérd 0.2 pum, odplynény a
neutralizovany (pH=7). Druhy a mnozstvi cukrl pak byly stanovovany pomoci vysoko-uc¢inné
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kapalinové chromatografie HPLC (Agilent 1100) a separovany na ionexové koloné s
predkolonou Ag+ (Phenomenex Rezex RSO Oligosaccharides 200x10 mm) pfi teploté 80°C.
Pouzita byla mobilni faze obsahujici odplynénou demineralizovanou vodu o objemové
pritokové rychlosti 0.4 mL.min-1. Cukry jsou nasledné analyzovany méfenim indexu lomu
svétla refraktometrickym detektorem (Agilent 1100 RID). Data byla zpracovana v softwaru
Agilent Chemstation

Vysledky a diskuze

Vhodnost skrobu pro specifické kone¢né vyuziti zavisi na jeho vlastnostech. Jednim z faktora
urcujicich vlastnosti Skrobu je pomér amylosa/amylopektin. Na zaklad¢ strukturni analyzy
Skrobu zjistujeme stabilitu a odolnost, rozpustnost, bobtnavost, mazovaténi a zelirujici
vlastnosti Skrobu. Ty ovliviiuji dil¢i kroky hydrolyzy (mazovaténi, ztekuceni, zcukieni) s
cilem optimalizovat vytéznost procesu. Zjisténi mnozstvi amylézy ve Skrobu je tak velmi
dalezity parametr pro vybér, aplikaci a davkovani vhodnych amylolytickych enzymi
(zejména termostabilni amylazy) [13, 14], a déle pak pro optimalizaci provoznich podminek
hydrolyzy (teplota, doba trvani, michani). Obsah amylézy ve Skrobu zfas byl stanoveny
pomoci koneréniho kitu je presentovan v tabulce 3. Z vysledku je vidét, ze obsah amylézy ve
Skrobu zftas je srovnatelny s obsahem amylézy ve Skrobu v rostlindch slouzicich jako
Skrobarenska surovina. Tudiz mizeme ptredpokladat, ze Skrobové bohata biomasa z ftas
nebude vyzadovat zaddné zv1astni opatfeni oproti Skrobarenskym surovinam.

Tabulka 3 Srovnani obsahu amylézy v hlavnich rostlinnych zdrojich Skrobu [13] s obsahem
amylozy v biomase Chlorelly vulgaris kultivované za limitace zdrojem siry.

Zdroje Sskrobu Obsah amylézy (% celkového Skrobu)
Chlorella vulgaris 34-38
Je¢men 21-24
PSenice 25-29
Kukufice 25-28
Brambory 18-21
Hréach 33-36

Pro optimalizaci vytéznosti procesu enzymatické hydrolyzy realného Skrobového substratu z
fas byly studovany podminky (teplota, doba enzymatické degradace) dil¢ich krokt hydrolyzy
(mazovaténi, ztekuceni, zcukieni) [13, 14]. Tento proces vyzadoval uziti termostabilnich a-
amylaz. Pokusy byly provedeny ve vsddkovém uspofaddni za regulovanych podminek
(ptidavek enzym, teplotni profil, michéni).

V prvnim stupni hydrolyzy Skrobu na koncentrovany glukézovy sirup se uvoliuji procesem
ztekuceni Skrobu kratké fetézce oligosacharidi. V druhém stupni sacharifikace se tyto dale
Stépi procesem zcuktovani az na zkvasitelnou glukozu. To je dano hydrolytickym S§tépenim o-
1-4 glykosidickych vazeb z neredukovatelného konce vazby, ¢imz dojde k rozstépeni na
mensi sacharidové slozky [15].

Biomasa ftas pouzivand béhem vSech experimenti byla kultivovana ve venkovnich
velkoobjemovych nadrzich za limitace zdrojem siry. Timto zpisobem bylo dosazeno 34,0 +
1,2% hmotnostnich Skrobu v susiné fasové biomasy. V tabulce 4 jsou zobrazeny koncentrace
do vody vyextrahovanych rozpustnych cukri po 60 minutich macerace biomasy (11 g) v
destilované (500 ml) vodé pii 25 a 85°C. Vysledky ukazuji, Ze rozdil v obsahu celkovych
extrahovatelnych cukri mezi nedesintegrovanou (0,067 g.g” suSiny) a desintegrovanou
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(0,098 g.g' suSiny) biomasou neni vyznamny (Tab. 4). Samotna desintegrace tudiZ
vyznamn¢ nezvysuje obsah zkvasitelnych cukrti v fasové biomase.

Tabulka 4 Koncentrace cukrii pfed a po enzymatické hydrolyze a vytéZnost enzymové
hydrolyzy. (NDB- nedesintegrovana biomasa; DB- desintegrovana biomasa; A- zakladni
mnozstvi enzymu, macerace pii 25°C; B- zvySené mnoZzstvi enzymu, macerace pii 85°C).

Pied hydrolyzou Po hydrolyze Vytéznost
Sacharid
NDB-A NDB-B DB-A DB-B |[NDB-A NDB-B DB-A DB-B NDB-A NDB-B DB-A DB-B
@ @) @) @ [@) @) @) @) @) @) @) @

Maltéza 07 01 1,1 02 [04 01 02 02 - - - -
Glukéza 07 01 10 02 [60 71 86 89 | 568 82 734 999

Maltotriéoza 0,3 0,1 0,8 0,2 0,3 0,1 0,2 0,5 - - - -

Na zacatku enzymové hydrolyzy Skrobu obsahovalo 22 g susiny fasové biomasy ptiblizné 7,5
g Skrobu. Analyzou sacharidl reakéni smésy po hydrolyze (Tab. 4) bylo zjisténo, Ze Skrob, a
dale mensi mnozstvi maltézy a maltotridzy, byl konvertovan zejména na glukézu. Vytéznost
procesu zna¢né ovlivnila mechanickd desintegrace bunék fasové biomasy. V ptipad¢ absence
mechanického mleti bunéénych obalil fas vzrostla koncentrace glukdzy v reakéni smési na ca.
6 gl' a vytéznost procesu §tépeni $krobu na glukozu byla piiblizng 57%. Mechanické
naruseni pevnych bunéfnych stén fas a intracelularnich membranovych struktur pted
enzymovou hydrolyzou se projevilo zvySenim vytéZnosti procesu $tépeni Skrobu na 73,4%
(Tab. 4). V ramci optimalizace bylo zvySeno mnozstvi enzymi ptidavanych pfi hydrolyze na
dvojnéasobek. Poté se vytéznost glukdzy u nedesintegrovaného materidlu zvysila skoro o
polovinu, na vice jak 83% a u desintegrované biomasy se pak vytéznost glukozy zvysila o
37% a dosahovala tak skoro 100% teoretického vytéZku zkvasitelnych cukrii vypocteného
z puvodniho obsahu Skrobli. V budoucnu bude prace zamétfena na dalsi zvySeni vytéznosti
enzymové hydrolyzy Skrobu z fas.

Zavér

V této praci byla studovana dvoustupiiovd enzymaticka hydrolyza Skrobu z fas za pouziti
komeréné€ dostupnych enzymi (alfa-amylaza, glukoamylaza). K hydrolyze byly nastaveny
podminky (koncentrace substratu a enzymt, ¢as potiebny k plisobeni enzymt) doporucené
vyrobcem termostabilnich enzymi. Béhem experimentu byl Skrob hydrolyzovan z 73% na
zkvasitelné cukry. Presto byla vytéznost hydrolyzy Skrobu ponékud niz$i nez je tomu v
ptipadé hydrolyzy obilného Skrobu (ca. 90%). To bylo zpsobeno nedokonalou optimalizaci
procesu hydrolyzy (desintegrace, davkovani enzymu, doba plsobeni). Po c¢astecné
optimalizaci bylo zjiSténo, Ze zvySenim mnozstvi enzymi oproti standardnimu navodu
vyrobce dosahovala vytéznost glukdzy hydrolyzou skrobu z desintegrované biomasy 100%
teoretického vytézku zkvasitelnych cukrii vypocteného z piivodniho obsahu Skrobl. To
potvrzuje moznost pouziti tohoto zdroje Skrobu k produkci bioetanolu. Nicméné¢, pro zvyseni
ekonomické efektivity provozni aplikace je nutné produkéni proces dale optimalizovat.

Podékovani ]
Tento vyzkum je podporovan Ministerstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy CR
prostirednictvim projektu EUREKA (OE09025-ALGANOL) a MSM 6046137305.
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Enzymova hydrolyza ras polysacharidu

Capek R., Marsalkova B., Branyik T.
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

V disledku stale vys$Sich narokli na zdroje energie a zdroven ubyvani téchto
zdroju je trendem dneSni doby zamétovat se na alternativni obnovitelné zdroje
energie. Vedle klasicky ziskavané energie (fotovoltaické panely, vétrné
elektrarny, apod.) se otevira prostor i ve vyuziti mikroorganismil a jejich zasob
energie, napiiklad Skrobu.

Jako zdroj biomasy byla v této praci pouzita zelena chlorokokalni fasa Chlorella
vulgaris. K ziskani zkvasitelnych cukrii z této biomasy, v které je 34,0 £ 1,2 hm
% Skrobu v suSin€ (za podminek limitace sirou to mlze byt az 65% hm.), bylo
vyuzito enzymové hydrolyzy. T¢é se Ucastnily tyto enzymy: Spezyme XTRA
v prvni fazi a Distillase L-400 a Optimash BG ve fazi druhé. Pro Stépeni
celulosy ve tieti fazi hydrolyzy byly testovany enzymy celulasového komplexu a
B-glukosidasa. Na zavér byl proveden pokus stakto upravenou suspenzi
oveiujici moznost ziskavani bioethanolu, kde byla tato suspenze zaoCkovana
lihovarskymi kvasinkami Saccharomyces cerevisiae. ~ Navrzeny postup byl
optimalizovan z hlediska davek enzymii a doby pusobeni. Bylo zjiSténo, Ze
hydrolyzou polysacharidii obsazenych v suspenzi 110 g/l suSiny fasové biomasy
a naslednou konverzi takto uvolnénych zkvasitelnych cukrt na ethanol 1ze ziskat
roztok s koncentraci 19,3g/1 ethanolu.
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Adheze jednobunéénych ias Chlorella vulgaris na pevné povrchy

Sirmerova M.!, Marsalkova B.!, Kovacova R.%, Bittner M., Branyik T.!

'Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha
*Ustav technologie mléka a tukt, VSCHT Praha

Klicova slova: Adheze, fasy, interakéni energie, kontaktni tthel, optimalizace

Cilem tohoto projektu bylo identifikovat a kvantifikovat faktory prostiedi, které
ovliviiuji a tidi adhezi fas, konkrétné priimyslové vyuzivané tasy (Chlorella sp.),
na pevné povrchy urenim povrchovych vlastnosti (povrchové napéti,
povrchovy naboj) interagujicich ploch, tj. bunéénych stén a pevnych inertnich
substratil, v naSem ptipadé¢ Cistého skla, skla s upravenym povrchem (APTES) a
polystyrenu. Za timto uUcelem byly vypracované a optimalizované metody
méieni. Metoda métfeni kontaktnich thlti a méfeni zeta potencialu bunék byly
prostudovany a adaptovany a optimalizovany pro naSe pouZiti k predikci adheze
jednobunéénych tas na zvolené inertni povrchy. Dosazené vysledky naznacuji,
ze slozeni kultivatniho média ovliviiuje povrchové napéti bunéénych stén
jednobunéénych tas. Obecné lze fici, Ze koloidni a termodynamicky model
interakce koloidnich ¢astic aplikovany pro mikrobidlni buiiky umoziuje alespoi
ptfibliznou (i kdyz ne zcela spolehlivou) selekci vhodnych konstrukénich
materidli pro fotobioreaktory ¢i materialii pro imobilizaci jednobunéénych fas.

Experiment

Material a metody

Kultura tasy Chlorella vulgaris, kmen P12 ma relativné vysokou riistovou specifickou
rychlost (0,25 h™' pii optimalnich podminkach) a jsou schopné riistu pii vysoké koncentraci
CO,. Tento bunéény kmen pod oznaCenim CCAP 211/1 je skladovan v botanickém institutu
Akademie véd v Ceské republice.

Podminky péstovani kultury Fas. Rasy jsou péstovany v objemu 300 ml media ve
sklenénych vaélcich, které jsou probublavany smési plynti CO, a O, (2% CO) a tento pomér
vhanénych plynt je kontinualné méfen. Valce jsou umistény v termostatické vodni lazni, kde
je teplota udrzovana pii 30°C a v pribchu celé kultivace byly ozafovany stejnou intenzitou
svétla z fluorescenénich zafivek. Kompozice zakladniho rtstového média (Medium 1) je
zalozena na slozeni biomasy fas a ma nasledujici obsah (mg.l'l): 1100 (NH»)2CO; 237
KH2P04; 204 MgSO4'7H20; 88 CaClz; 4 C10H1208N2NaFe; 0,83 H3BO3 0.95 CuSO4'5H20;
3,3 MnCl,4H,0; 0,17(NH4)sM07024:4H,0; 2,7 ZnSO47H,0; 0,6 CoSO47H,0; 0,014
NH4VOs; v destilované vodé. Pii péstovani tfas bylo zménéno slozeni média a byly
pozorovany zmény v povrchovych vlastnostech bunék. Zména slozeni média spocivala ve
sniZzeni obsahu slozky média ptedstavujici zdroj zelezitych iontd (C10H1208N2NaFe) na 2
mg.l-1 (Medium2) a bez zdroje mikroelementii (Medium3). Hodnota pH vSech médii byla
béhem vsech kultivaci udrzovana na hodnoté¢ 7.
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Priprava vrstev ras. Suspenze fas ve stacionarni fazi rastové kiivky byla odstfedéna pii 4000
ot/min po dobu 5 min a promyta destilovanou vodou. Tento proces byl opakovan trikrat. Pak
byla suspenze prefiltrovana pfes membranovy filtr (velikost pori 0.45um). Koncentrace
bunék na filtru byla 4x10° cells/mm”.

Méreni kontaktnich dhlu. Kontaktni uhly byly méfeny pfistrojem na méfeni kontaktnich
uhlt CAM200 (KSV, Finsko). Jako testovaci kapaliny byly zvoleny: voda, formamid, o-
bromonaftalen. Z namétenych hodnot kontaktnich uhld, které tvoii kapka (5 pl) testovanym
povrchem (vrstva bunék, nebo pevny inertni povrch) bylo vypocteno celkové povrchové
napéti (ytot) a jeho dil¢i slozky (YLW, YAB, ytot) pro buiiky a pevny povrch. Hodnoty volné
interakcéni energie mezi buitkami ve vod€ a bunikami a nosi¢em byly vypocitany podle van
Oss a kol. [2].

Méieni zeta potencidlu bunék. Povrchovy naboj fas péstovanych v médiu byl stanoven
pfistrojem Zetasizer Nano-ZS (Particle Sizer, Malvern, UK) v 5mM KNOs (pH7) jenz svou
iontovou silou odpovida kultivacnimu médiu.

Méreni velikosti bunék M¢teni velikosti bunék tasy Chlorella vulgaris byl stanoven pomoci
obrazové analyzy. Pro toto méteni byl pouzit mikroskop s napojenim na digitalni fotoaparat
(Nikon Eclipse E400). Fotografie byly vyhodnoceny pomoci software LUCIA (Laboratory
Imaging s.r.0., Czech Republic).

Piedpovéd’ adheze pomoci DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) teorie

DLVO teorie umoziiuje vypocet prubehu interakéni energie mezi dvéma povrchy v zavislosti
na separacni vzdalenosti mezi povrchy. Pfitom zohlediiuje pouze plsobeni disperznich a
elektrostatickych sil. V pfistupu pouzity béhem této prace byla pouzita Hamakerova konstanta
odhadnuta pro biologické systémy (0.8 kT), iontova sila prostfedi 5 mM (vypocitand pro
pouzité kultivacni médium), a zeta potencial bunék a nosici pti pH média (pH = 7). Dale pak
byl pti vypoctech pouzit primér bunék stanoveny obrazovou analyzou (Tab. 1)

Vysledky a diskuze

Tabulka 1 Primérné hodnoty zeta potencialu (5 mm KNO3, pH7) pro buriky fas vypéstované
v médiich o rizném slozeni.

Zeta potencial (mV) Primér bunék (um)
Rasy (médium1) -13,1£0,6 5.51 +£0.54
Rasy (médium2)  -15,740,3 5.28 +0.39
Rasy (médium3) -16,240,7 5.36+0.62
Sklo® 20 -
Polypropylen® -10 -
Teflon® -40 -

*Yongan Gu, Dongqing Li, Journal of Colloid and Interface Science 226, 328-339 (2000)

b M. Sfiligoj Smole, K. Stakne, K. Stana Kleinschek, M. Kurecic, M. Bele, D. Gregor Svetec, V. Ribitsch,
Journal of Applied Polymer Science, 113, 1276-1281 (2009)
‘u. Meyer, S. Kostler, V. Ribitsch, W. Kern, Macromol. Chem. Phys. 2005, 206, 210-217
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Vysledky simulace kolize mezi buiikkou a riiznymi pevnymi povrchy podle DLVO teorie
ukazuji, ze v minerdlnim médiu siontovou silou 5SmM zabraiuji kontaktu povrchu
s patficnym nabojem ( with the corresponding zeta potentials of cells and support particles,
there Tab. 1) vyrazné energetické bariéry (Obr. 1). To znamend, Ze za redlnych kultivacnich
podminek bude tésnému kontaktu bunék s nosi¢em/sténou fotobioreaktoru zabrafovat
odpudiva elektrostaticka sila a tudiz kolize povrchti je nepravdépodobna. Jak je vidét z Obr.
1., energetickd bariéra se zvySuje s povrchovym nabojem pevného substratu (Tab. 1). Kvuli
elektrostatickému odpuzovani se tudiz na zdkladé DLVO teorie neocekava adheze fas na
modelové povrchy. Obdobné nelze ocekavat shlukovani tas (flokulace). Vliv slozeni média
(snizeni obsahu Zeleza a mikroelementll) nemélo vyrazny vliv na zeta potencial povrchu
buné¢k a proto neovlivnilo ani vysledek simulace podle koloidni (DLVO) teorie.

2000 -
lontova sila 5SmM
1500 -
1000 - §
g — fasy-voda-sklo
J< — fasy-voda-polypropylen
O 500
— fasy-voda-teflon
0
25
-500

vzdalenost powrchd (nm)

Obr. 1. Zména interakéni volné energie (Gior) v zavislosti na vzdéalenosti povrchli mezi fasou
(rist v médiul) a povrchem riznych pevnych materialti v 5 mM KNOs pii pH7.

Spolu se simulaci povrchové interakce v redlném médiu jsme provedli vypocty pro situaci se
zvysenou iontovou silou média (50 mM). To miize napiiklad nastat v piipadé¢ kdy mocovinu
jako zdroj dusiku nahradime NaNO;. ZvySena koncentrace soli v médiu vyrazné ovlivni
prubéh celkové interakéni energie (Gyot) na vzdalenosti povrchill, pfiCemz se objevuji v tzv.
sekunddrnim minimu ve vzdalenosti pfiblizné¢ 5-7 nm (vysledky zde nejsou zobrazeny).
V tomto sekundarnim energetickém minimu se mohou povrchy stabilizovat, ¢emuz
napomahaji pfipadné povrchové struktury bunééné stény. Pracovni hypotézu piitomnosti
téchto struktur bude nutné v budoucnu potvrdit.

30
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Bilance mezifiazovych volnych interakénich energii

Jelikoz DLVO teorie zahrnuje pouze interakce plisobici na delSi vzdalenost (elektrostatické,
disperzni) a nezahrnuje do energetické bilance polarni (acidobazické) a apolarni (Lifshitz-van
der Waals) interakce, bylo kviili ovéteni predpovédi adheze v pfimém kontaktu povrchii
vytvofit bilance mezifdzovych volnych interakénich energii. Primérné kontaktni uhly
bunéénych povrchii a riznych materialti (Tab. 2) byly potfebné k vypoctim povrchového
napéti jednotlivych interagujicich povrchii (Tab. 3). Déle byly hodnoty povrchového napéti
pouzity k vypoctu volnych interak¢énich energii riznych systému (dvou bunék, nebo bunky
s pevnym substratem) ve vodnim prostiedi (Tab. 3).

Tabulka 2 Primérné hodnoty kontaktnich uhli vsech testovacich kapalin na povrchu
pevnych materidlll a na vrstvach fas vypéstovanych v médiich o rizném slozZeni.

Kontaktni ahel (°)
Typ povrchu Voda Formamid a-Bromonaftalen
Sklo 36,0 30,9 32,3
Sklo (APTES) 56,8 44,8 30,8
Polystyren (PS) 98,8 75,5 17,2
Rasy (médium]1) 15,6 25,6 47,8
Rasy (médium?2) 20,6 15,4 54.8
Rasy (médium3) 23,7 26,3 34,8

Tabulka 3 Hodnoty povrchového napéti a jejich komponent interagujicich povrchil
vypocitané z hodnot kontaktnich uhla.

Povrchové napéti (mJ .m>)

Typ povrchu yLW YAB ytot
Rasy (medium]1) 31.0 21.3 52.4
Rasy (medium?) 252 31.1 56.4
Rasy (medium3) 25.9 31.1 57.7
Sklo 36.79 1.7 38.4
Sklo (APTES) 3835 5.4 43.8
Polystyren (PS) 42,43 1.64 44,06

Na zédkladé vypoctu bilanci volné energie v interagujicich systémech je mozné predikovat, zda
v této soustavé dojde k termodynamicky stabilni adhezi ¢i nikoli. Z vysledkt je vidét, ze
zména sloZzeni média ovliviiuje predpoklddanou stabilitu adheze bun€k na pevné substraty.
Nejvétsi stabilitu adheze budou mit zfejmé buniky narostlé za limitace zdroje Zeleza. Nicméné
kladné hodnoty celkové volné energie (AGtot) pro nckteré systémy naznacuji, Ze adheze
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bunck bude zenergetického hlediska malo vyhodna. Energeticky nevyhodnou interak¢ni
bilanci bunc¢k se sklem Ize snadno posunout do negativnich hodnot AGtot bilancovanim
adheze tas napi. na polystyren. Dle naSich predpokladt nejvice stabilni adheze lze ocekavat
v mediu 3 na povrch polystyrenu. Souhrnné lze fict, Ze bilancovani mezifazovych volnych
interak¢nich energii predpovida energetickou bilanci kontaktu povrchli nartstajici ve sméru:
vzajemnd adheze bunék < fasy na sklo < fasy na sklo (APTES) < fasy na polystyren. Pficemz
skutecné stabilni adhezi pfedpovida pouze fasdm na polystyrenu. Pomoci termodynamického
modelu lze proto dosahnout vhodné volby konstrukénich ¢i imobiliza¢nich materialti proto
dany cil. Nasledn¢ byla spolehlivost ptfedpovédi na zakladé obou teorii (DLVO a
termodynamické) ovétena pomoci adheznich testl.

Tabulka 3 Vypoctené¢ hodnoty povrchového napéti bunck fas vypéstované v médiich o
ruzném sloZeni a hodnoty volné interakéni energie pro interakci dvou bunék ve vodnim
prostiedi a buiiky s povrchem cistého skla, skla upravenym APTES , s polystyrenovym
povrchem a teflonovym povrchem ve vodnim prostredi.

Volna interakéni energie

(mJ .m'z)

Interagujici systém AGY  AG*? AG"™
Medium1

Rasa-voda-fasa -1.6 37.1 35.5
Rasa-voda-sklo 3.1 255 223
Rasa-voda-sklo(APTES) 275 243 21.6
Rasa-voda-polystyren -3.3 -6.3 -9.6
Medium?2

Rasa-voda-fasa -0.7 21.7 21.0
Rasa-voda-sklo -1.6 18.4 16.8
Rasa-voda-sklo(APTES) -1.8 17.7 159
Rasa-voda-polystyren -2.2 -6.6 -8.7
Medium3

Rasa-voda-fasa -3.9 353 31.4
Rasa-voda-sklo -3.9 243 20.4
Rasa-voda-sklo(APTES) 4.3 22.3 18.0

Rasa-voda-polystyren -5.2 -11.1 -16.3
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Zavér

Vyse uvedend metoda je dobfe vyuzitelna v problematice pii urcovani energetické bilance
mezi dvéma povrchy. Cilem tohoto vyzkumu je identifikovat a kvantifikovat faktory
prostiedi, které by evokovaly adhezi fas na pevné povrchy urenim povrchovych vlastnosti
(povrchové napéti, povrchovy ndboj) interagujicich povrchd, tj. builkky a pevného povrchu.
Pomoci termodynamického modelu Ize dosdhnout vhodné volby konstrukénich ¢i
imobiliza¢nich materiali proto dany cil.

Podékovani

Tento vyzkum je podporovin Ministerstvem skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky
pri projektu EUREKA (OE09025-ALGANOL) a MSM 6046137305.
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Vliv povrchovych vlastnosti Fas a pevnych povrchii na jejich vzajemnou
interakeci

Bittner M., , Sirmerova M., Marsalkova B., Branyik T.
Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Byla zkouména pftilnavost bunék ftas, péstovanych za riznych podminek,
k pevnym povrchiim (hydrolyzované sklo, APTES (3-
aminopropyltriethoxysilan) sklo, polykarbonat, plexisklo). Bunécna populace
fas byla péstovana ve Ctyfech typech médii. Experimentalné byly uréeny nékteré
parametry povrchu pevnych nosicli i bunék. Na zaklad¢ téchto parametri byly
pomoci termodynamického pfistupu, DLVO a XDLVO teorie vypocteny
vysledné interakéni energie pro systém buiika-nosi¢, pomoci nichz byly
piredpovézeny adhezni vlastnosti bunék fas na rizné materidly. Vyznam
fyzikalné-chemickych vlastnosti povrchu bunék fas byl pak zhodnocen na
zaklad¢€ porovnani predpokladi s vysledky adheznich testt.

Uvod

Rasy (algae) jsou z velké &asti jednobunééné a z mensi asti i mnohobunééné organismy. Jsou
to vétSinou vodni organismy. Uskuteciuji fotosyntézu a obsahuji rizné pigmenty, jako zeleny
chlorofyl a dal8i pigmenty, které je zabarvuji zelené, Zluté, cervené a hnédé. Celkovy pocet
druhii fas je odhadovan az na 200000. Doposud byla rozpoznana ovSem jen cast z tohoto
odhadu a to asi 40000 druhii fas. Rasy jsou vyuzivany v mnoha oblastech a to jak ve zdravé
vyzive, potravinafstvi, medicing i pii biodegradacnich procesech.

Velky zdjem na sebe strhla posledni dobou pfedevS§im skupina zelenych tas Chlorophytes,
které jsou velmi zajimavym objektem vyzkumu ptedevsim diky své schopnosti akumulovat
mastné kyseliny, uhlovodiky a Skrob. To jde ruku v ruce s produkci biopaliv. Pfedpokladana
produkce biopaliva z 1 ha je mnohonasobn¢ vyssi nez u jinych plodin. Bylo rozpoznéano jiz
vice nez 7000 druhti zelenych tas rostoucich v mnoha riznych prostredich.

Mikroskopické fasy jsou kultivovany ve fotobioreaktorech. Jednim z klicovych faktort
dobrého rastu fas ve fotobioreaktoru je dobra distribuce svétla v celém pracovnim objemu
reaktoru. Tento faktor je vSak negativné ovliviiovan ¢asto pozorovanym jevem, adhezi fas na
stény fotobioreaktoru. Fyzikalné-chemické sily fidici adhezi byly studovdny uréenim
vlastnosti povrchu bunék a materiald, ze kterych se sklada bioreaktor. Adheze mize byt vsak
naopak zadoucim efektem a to v pfipadech, kdy chceme mikroorganismus imobilizovat na
n&jaky vhodny nosi¢ a vyuzit napiklad v kontinudlnim &isténi odpadnich vod (Sirmerové a
kol., 2009).

Material a metody

Mikroorganismus

Populace fotosyntetizujicich jednobunéénych mikroskopickych tas Chlorella vulgaris kmen
P12. Jedna se o sladkovodni fasu s vysokou specifickou ristovou rychlosti (okolo 0,25 h™' za
optimalnich podminek) se schopnosti rustu i za vysokych koncentraci CO,. Kmen je sbirky
(“:vislo CCAP 211/1e, ulozené ve sbirce kultur ras laboratofi botanického ustavu Akademie Véd
CR.
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Podminky vsadkové kultivace

Mikroskopické fasy byly péstovany v 300ml kultivaéniho média ve sklenénych valcich
probublavanych smési CO, (2% obj.) a O, (98% obj.). Vélce byly umistény v termostatované
vodni 1azni (30°C). Zdrojem elektromagnetického zéafeni byly luminiscenéni zafivky.
Kompletni ristové médium, zaloZzené na elementarnim sloZeni biomasy tas bylo ve formé
roztoku v destilované vodé pii hodnoté pH 7 a mélo nasledujici slozeni: 1100 mg.l’
(NH,),CO, 237 mg.I"' KH,PO4, 204 mg.I" MgSO47H,0, 40 mg.I" C oH;,0sN,NaFe (tuto
slou¢eninu neobsahuje médium oznalované ,,bez Fe), 88 mg.lI" CaCl, (tuto sloudeninu
neobsahuje médium oznaGované ,bez Ca*“), mikroelementy: 0,83 mg.l' H;BO; (tyto
slouCeniny neobsahuje médium oznacované ,,bez mikroel), 0,95 mg.l'1 CuSO45H,0, 3,3
mg.l" MnCl,-4H,0, 0,17 mgl' (NHy)sMo70,44H,0, 2,7 mgl' ZnSO47H,0, 0,6 mg.l’
C0S047H,0, 0,014 mg.I"' NH,VO:;.

Stanoveni pribéhu riistu Fas a vytéZnosti biomasy

Prubéh ristové kiivky a vytéznost biomasy tasy Chlorella vulgaris byly urCeny stanovenim
susiny bunécné suspenze. Suseni probihalo za standardnich podminek (3hod, 105 °C) tzv. do
konstantni hmotnosti.

Méreni povrchového napéti bunék a pevnych nosic¢i

Méreni kontaktnich uhli

Kontaktni uhly byly méfeny metodou ptisedlé kapky (objem kapky 3+0,2 pl) na vrstvach
bunék fas a povrchu pevnych nosi¢li pouzitim aparatury k méfeni kontaktnich uhla
(CAM200, KSV, Finsko). Méfeni bylo provadéno za 25°C pomoci tfi kapalin: vody,
formamidu a a-bromnaftalenu. Celkové povrchové napéti (') a jeho komponenty (v*%, ", v,
v*B) a hodnoty volnych energii interakci mezi buiikou a nosi¢em ve vodé byly vypotitané
podle teorie van Osse (van Oss, 1995).

Méreni zeta potencidlu

Povrchovy naboj bunék mikroskopickych fas byl méfen pristrojem Zetasizer Nano-ZS
(Particle Sizer, Malvern, UK) v 5mM KNOs; (pH7). Povrchovy néaboj pevnych nosici
(hydrolyzované sklo, APTES sklo, polykarbonat a plexisklo) byl méfen na pfistroji SurPASS
(Anton Paar, Austria) v 5SmM KNO; (pH7).

Adhezni testy

Bunécnd suspenze tas (15ml, 5g suSiny/l) byla nalita do petriho misky (primér 12cm)
s pevnym nosi¢em (hydrolyzované sklo, sklo modifikované APTES, Polykarbonat, plexisklo)
a byla michana na tfepa¢ce po dobu 1 hod pii 75 otacek/min. Nasledné byly jednotlivé
materidly dvakrat promyty ve 25 ml roztoku KCI (5SmM) michdnim na tfepacce po dobu 2
min pfi rychlosti 75 ota¢ek/min. Procento osidleni plochy nosi¢e buiikami fas bylo zméteno
obrazovou analyzou na fluorescenénim mikroskopu (Olympus BXS51, Canon PowerShot
A620) a vyhodnocenu pomoci softwaru (NIS-Elements AR3.0).

Méreni velikosti bunék

Velikost bun¢k mikroskopickych tas Chlorella vulgaris byla méfena pomoci obrazové
analyzy. K tomuto ucelu byl vyuzit mikroskop, ktery je propojen s digitalnim fotoaparatem
(Olympus BX51, Nikon Eclipse E400). Fotografie byly posléze vyhodnocovany pomoci
softwaru LUCIA (Laboratory Imaging s.r.o., Czech Republic).

Vypocet interakénich energii
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Predpoklad adheze podle Termodynamického modelu

Umoznuje vypocitat hodnoty potencidlni interak¢ni energie v misté kontaktu buiiky s nosi¢em
(0,158+0.009 nm) na zéklad¢ rovnovahy mezifazovych volnych energii a tim predpoveédét,
zda fyzikalné-chemické vlastnosti povrchli povedou ke stabilni adhezi ¢i nikoliv. Mezifazové
volné energie nejsou vétSinou znamy, ale jejich rozdil je mozno vyjadtit z Youngovy rovnice
pomoci zndmych veli¢in povrchového napéti a z méfitelnych hodnot kontaktnich uhla
ruznych kapalin na povrchu vrstvy bunék. Pro vypocet volné interakéni energie povrchu
nosi¢e a povrchu bunky ve vodnim prostiedi je nezbytné znat komponenty povrchového
napéti interagujicich &astic (", y*, v). K jejich vypo&tu slouZi tzv. rozsifena Youngova
rovnice (Van Oss C.J., 1995), kterou Ize fesit jako soustavu rovnic pro tii kapaliny (z toho dvé
polarni) se zndmym povrchovym napéti a tthlem smaceni (6), ktery vytvaieji a povrchu
bunék, nebo nosice.

Predpoklad adheze podle DLVO teorie

Klasickd DLVO teorie umoziiuje vypocet interakénich energii dvou pfiblizujicich se a na sebe
pusobicich povrchd. Zahrnuje ptisobeni nespecifickych fyzikalnéchemickych sil (disperzni,
elektrostatické interakce). Hodnoty vstupujici do vypoctu ziskané experimentalné jsou zeta
potencial bun¢k a nosi¢l, primér bunck, iontova sila prostiedi.

Predpoklad adheze podle rozsifené DLVO teorie

Rozsifenda DLVO teorie spojuje termodynamicky pifistup a DLVO teorii. Zahrnuje v sobé
interakce na kratké vzdalenosti i interakce na ,,dels$i* vzdalenosti. Obsahuje kromé klasickych
van der Waalsovych a elektrostatickych interakci i1 interakce acidobazické, které popisuji
hydrofobitu/hydrofylitu.

Vysledky a diskuze

Ovéreni predpokladii adheznimi testy

Matematické modely pouzité k pfedpovédi adheze bunck fas na pevné nosice predpovidaji
vzajemné ovliviiovani povrchli téchto systému, které je zaloZzené na fyzikdlnéchemickych
vlastnostech interagujicich povrchl. Jelikoz vSechny matematické modely vychéazeji ze
zjednodusSujicich ptfedpokladu, jejich platnost 1ze ovéfit pouze experimentalné a to adheznim
testem. Testy pouzité v této praci ukazaly, ze bunky fas kolonizuji v nejvétsi mife sklo
modifikované 3-aminopropyltriethoxysilanem (APTES sklo) a v nejmensi mife plexisklo a to
v ptipadé vSech testovanych médii.

Tab. 1. Hodnoty procentudlniho osidleni plochy jednotlivych nosict buiikami fas péstovanych
za ruznych podminek.

osidlend plocha % | Material

médium hydrosklo | APTES | plexisklo | polykarbonat
kompletni 0,14% 0,33% [0,18% 10,09%

bez Ca 0,07% 4,10% [0,01% |2,38%

bez Fe 2,19% 5,36% 10,04% 1,02%

bez mikroel. 0,62% 1,96% 10,42% 1,24%

Piedpovéd’ adheze mikroorganismi na zakladé termodynamického modelu

Soudrznost interagujiciho systému buiika-nosi¢ ve vodnim prostiedi z hlediska volné energie
je vyhodnd, kdyz rozdil Gibbsovy energie adhese (AGror) je zadporny a naopak (Bos a kol.,
1999). Vysledky této prace naznacuji, Zze z energetického hlediska nejstabilnéjsi adhezi lze
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ocekavat v pfipadé interakce polykarbonatu a bunék kultivovanych na médiu bez
mikroelementt (Tab. II). Na zaklad¢ termodynamického ptistupu (primérné hodnoty AGror)
lze setadit nosi¢e podle jejich ochoty poskytovat stabilni adhezi bunék nasledovné:
polykarbonat > plexisko > APTES > hydrosklo.

Pti srovnani vysledkli volnych mezifazovych energii jsme zjistili, ze u vSech typl nosict
sloZeni jednotlivych médii s vyjimkou média bez mikroelementd, nema vliv na vyslednou
volnou Gibbsovu energii interakci. Termodynamicky model piedpovidd u bunék
kultivovanych v médiu bez mikroelementil nejsilng€jsi vazbu na vSechny typy nosici.

Tab. II. Hodnoty volné interakéni energie mezi fasami a nosicem (polykarbonat) ve vode
(Chlorella-voda-nosic¢) vypocitané z termodynamického modelu.

Polykarbonat | Gibbsova volnd interakcni energie (mJ m?) cws

médium AGror |AGrLw |AGap
nosic¢-voda-bunka | komplet -4,42 -4,31 -0,11
bez Ca -4,87 -435  |-0,52
bez Fe -5,27 -4,70 -0,56
bez mikroel. -25,08 |-6,09 -18,99

Piedpovéd’ adheze bunék mikroskopickych fas na zakladé DLVO teorie

Vysledky predpovédi adheze pomoci DLVO teorie ukazuji, ze za podminek kultivace
v kompletnim médiu (iontova sila SmM) nelze ocekavat adhezi bun¢k na hydrolyzované sklo,
polykarbonat a plexisklo (Obr. 1). Tento jev je zpusoben vysokou energetickou bariérou
(pozitivni hodnoty Gror) v separacni vzdalenosti niz8i nez 15 nm. To znamena, Ze za redlnych
kultiva¢nich podminek bude blizky kontakt buiiky a hydrofilniho skla, polykarbonatu popt.
plexiskla (napf. sténa fotobioreaktoru) nepravdépodobny kvili odpudivym elektrostatickym
silam. Naopak v ptipadé skla modifikovaného APTES (3-aminopropyltriethoxysilan) a bun¢k
fas je DLVO teorii pfedpovidan volny kontakt bun¢k s nosi¢em, bez pfitomnosti omezujicich
odpudivych sil, diky zdpornym hodnotdm Gror (Obr. 1). Tato zaporna interakéni energie mezi
APTES sklem (pozitivni povrchovy néboj) a mikrobidlni fasou (negativni povrchovy naboj)
vznikd zejména z diivodd opaéného povrchového naboje a tim generované elektrostatické
pfitazlivosti.

Klasickd DLVO teorie sice neni schopna predikovat, nakolik bude adheze bunék k povrchim
stabilni, ale jeji vysledky naznacuji, ze bunkdm narostlym na kompletnim médiu nebudou
odpudivé elektrostatické sily branit v kolizi s nosi¢em APTES. Stejnych vysledkii (absence
energetické bariéry pouze v piipadé APTES skla) bylo dosazeno i v pfipadé bunék
kultivovanych na médiich s absenci nékteré jiné slozky (bez Ca’" aFe™).
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Obr. 1: Zavislost celkové interakéni energie na separacni vzdalenosti mezi buitkou (populace
fas péstovanych v kompletnim médiu) a nosi¢em (APTES sklo, hydrolyzované sklo,
polykarbonat, plexisklo) vypocitana na zékladé¢ DLVO teorie.

V této praci bylo pouzito médium s nizkou iontovou silou a proto shoda mezi predpovédi
DLVO teorie o nejochotnéjsi adhezi bun€k na APTES sklo (Obr. 1) a vysledky adheznich
testt (Tab. I) je potvrzenim platnosti tohoto matematického modelu za podminek
experimentu. Nesoulad mezi teorii a experimenty v ptfipad¢ dalSich povrchi lze vysvétlit
zejména mensi reprodukovatelnosti adheznich testli, nebo zanedbanim acidobazickych
interakci v klasické DLVO teorii (van Oss, 1995).

Piedpovéd’ adheze bunék mikroskopickych Fas na zakladé rozsifené DLVO teorie
Rozsifenou DLVO (XDLVO) teorii Ize povazovat za kombinaci termodynamického piistupu
k adhezi a klasické DLVO teorie.

Vysledky modelovani pomoci XDLVO teorie poskytuji, stejné jako DLVO teorie, zavislost
celkové interakéni energie (Gror) na separacni vzdalenosti mezi povrchy, jez se zucastiuji
vzajemné interakce. Jednim z povrchi je bunécny, druhym je inertni povrch pevného nosice.
Srovnanim vlivu kultivaéniho média na predpovéd’ bunééné adheze podle XDLVO teorie
zjistime, Ze nejvyraznéj$i vliv. ma nepiitomnost mikroelementd v pribéhu ristu
jednobunécnych tas (Obr. 2). Stejny vysledek se zrcadli 1 v hodnotach volné interakéni
energie (AGror) termodynamickych vypoctl pro buriky narostlé bez mikroelementt (Tab. II).
Vliv ptitomnosti, nebo absence vapenatych a Zelezitych iontli na povrchové vlastnosti resp.
predpoved’ interakce bunck z téchto kultivaci je nepatrny.

Vliv charakteru nosi¢e na predpovéd adheze pomoci XDLVO teorie je markantnéjsi.
Povrchové vlastnosti ¢ty studovanych materiald se vyrazné liSi: hydrolyzované sklo
(hydrosklo) je hydrofilni a mé& negativni povrchovy naboj, sklo modifikované 3-
aminopropyltriethoxysilanem (APTES) mé pozitivni naboj a je hydrofobné&;jsi, polykarbonat a
plexisklo jsou hodné hydrofobni a maji zna¢né negativni povrchovy naboj. Tato variabilita se
zrcadli 1 v predpovédi jejich interakce s buitkou ve vodnim prostfedi. Co se tyCe skla
s pozitivnim povrchovym nabojem (APTES) je podle XDLVO teorie adheze vSech
kultivovanych bunék na néj vysoce pravdépodobnd (negativni Gror, Obr. 2). Opacnym
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extrémem je hydrofilni sklo (negativni zeta potencial), které¢ by podle XDLVO teorie nemélo
byt kolonizované jednobunéénymi fasami (pozitivni Gror, Obr. 2). Adheze bunék na
polymerni materidly (polykarbonat a plexisklo) také neni podle XDLVO teorie pfilis
pravdépodobna, jelikoz v rozmezi separacnich vzdalenosti 2 az 4 nm se u vSech ristovych
médii nachdzi energetickd bariéra s maximem piiblizn¢ 100 kT. K pfimé kolizi buiky
s takovym povrchem miiZe dojit po piekonani energetické bariéry.

Z vysledki je patrné, Ze material (zejména povrchovy ndboj) ma vyrazné vétsi vliv na priubéh
interakce podle XDLVO teorie, nez mé sloZzeni kultivacniho média v testovaném rozsahu.

Konfrontaci pfedpovédi z matemaického modelu XDLVO (Obr. 2) s redlnymi experimenty
bunééné adheze (Tab 1.) Ize stejné jako v ptipadé DLVO teorie fict, ze model spravné
predpovedél nejvyssi miru adheze bunck z jednotlivych typlh média na APTES sklo. Rovnéz
nizky stupenn kolonizace plexiskla (s nejvy$si hodnotou pro bunky narostlé bez
mikroelement() byl ocekavan na zdkladé XDLVO modelu. V ptfipad¢ hydrolyzovaného skla
(hydrosklo) i polykarbonatu jsou vysledky nékterych adheznich testii (hydrosklo vs. bunky
bez Fe, polykarbonat vs. buniky bez Ca, Tab 1.) necekané a odporuji teoretické predpovédi, ale
jsou nejspis vysledkem experimentalni chyby. Adhezni testy budou muset byt opakovany za
optimalizovanych podminek.

200000
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Obr. 18: Zavislost celkové interakéni energie na separacni vzdalenosti mezi buiikou (populace
fas péstovanych v médiu bez mikroelementi) a nosicem (APTES sklo, hydrolyzované sklo,
polykarbonat, plexisklo) vypocitana na zadkladé XDLVO teorie.

Dal$im moznym zdrojem nesouladu mezi teorii a experimenty miize byt skuteCnost, ze
klasicka 1 rozSitenda DLVO teorie pro koloidni systémy vychéazi z predpokladu, ze
k interakcim dochdzi mezi dokonale hladkymi, rigidnimi a co do povrchovych vlastnosti
homogennimi casticemi. V redlném svété, a zejména v pripadé¢ adheze bunék, ovSem tyto
pocatecni podminky neplati, coZ v mnoha ptipadech omezuje platnost t€chto modeli.

Zavér

Ke zhodnoceni fyzikalné-chemické povahy adheze mikroskopické zelené tasy Chlorella
vulgaris, péstované v riznych typech médii (kompletni, bez Ca, bez Fe a bez mikroelementt)
k pevnym nosicim (hydrolyzované sklo, sklo modifikované 3-aminopropyltriethoxysilanem
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(APTES), polykarbonat a plexisklo) byly vyuzity tfi pfistupy vypoctu interakénich energii.
Termodynamicky model, DLVO teorie a XDLVO teorie.

Obecné lze tici, ze soulad resp. nesoulad mezi predpovédi bunécné adheze na zéklade
modeli, majicich rizné zjednodusujici predpoklady, a redlnou adhezi poméaha pochopit fidici
adheze mikroorganismili, v naSem piipad¢ fas, mizeme tomuto jevu spravnym zisahem
predejit (stény fotobioreaktor), nebo ho naopak vyvolat (imobilizace, separace flokulaci
atd.).

Pii posuzovani teoretickych ptistupti k predpovédi adheze mikroorganismi je nezbytné si
uvédomit, Ze tyto teorie pracuji s fadou zjednodusujicich ptedpokladl, pfesto tyto modely
pomahaji pochopit fidici déje bunééné interakce s pevnymi substraty. Tento fakt nam muze
byt ndpomocen v fizeni adheze zkoumaného mikroorganismu na riizné nosice.
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Mikrobialni degradace nitrofenolovych slou¢enin

Vanék T., Hudcova T., Paca J., Halecky M.

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT Praha

Prace se zabyvad aerobni biodegradaci mononitrofenold (MNF), 2.4-
dinitrofenolu (2,4-DNF) a fenolu a jejich smési ve vodném prostredi v
submersnim batch uspofddani a v naplihovych kontinudlnich reaktorech,
smésnou mikrobni populaci plivodné adaptovanou k degradaci 2,4-DNT, ktera
byla v priabéhu praci identifikovana. B&hem experimenti v kontinudlnich
reaktorech byly sledovany ucinnosti (RE) a rychlosti degradace (q) jednotlivych
NF a fenolu v zavislosti na celkové zatézi a na zplisobu provedeni zmény zatéze.
Soucasné bylo sledovano uvolnovani NO, iontti do média béhem degradace NF
a vliv kosubstratii na degradaci NF a fenolu. Reaktor Al byl zatézovan 2,4-
DNF snizovanim HRT v reaktoru. Reaktor A2 byl zatéZovadn zménou vstupni
koncentrace 2,4-DNF. V reaktoru A3 byl sledovan vliv jednotlivych MNF, 2,4-
DNF a fenolu na RE a q ve smé&si. Byl testovan vliv 2,4-DNF v médiu na
degradaci MNF. Nasledné¢ byl v reaktoru A3 sledovan vliv 4-NF na ucinost
degradace fenolu zménou vstupnich koncentraci polutant.
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