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Vliv prirodnich liatek na adhezivni schopnosti mikroorganismi a eradikaci
existujicich biofilmii

Kvasnickova E., Schreiberova O., Masak J.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Uvod

V roce 1978 se doktor R. J. Gibbons poprvé zminil ve své publikaci, tykajici se
tvorby glykokalyxu na zubni skloviné mutantnimi kmeny z rodu Streptococcus,
o klinickém vyznamu uskupeni, které¢ dnes povazujeme za biofilm (Gibbons,
Qureshi, 1978). Zajem o studium tvorby a vyznamu bakteridlniho biofilmu diky
tomuto prispévku prudce vzrostl. Piestoze se pomérné zahy podatilo objasnit
mechanismy vzniku této prisedlé formy mikroorganismi, mnoho zasadnich
otazek zlstava doposud nezodpovézeno (Jefferson, 2004).

Biofilm

Obecné je za biofilm povaZzovano spoleCenstvi mikroorganismii nevratné
pfichycené k cizimu povrchu, rozhrani ¢i k sobé navzijem, které je obaleno
Vv extracelularni polymerni matrix (Stoodley a kol., 1997). Prichyceni k povrchu
je ucinnym prostiedkem k pretrvani v ptiznivém prostiedi, oproti volné Zijicim
buitkam, které mohou byt snadno odplaveny do mist s hor§imi okolnimi
podminkami (Watnick, Kolter, 2000). Struktura biofilmu je heterogenni
v prostoru i v ¢ase. Neustale se méni, protoze ji ovliviuji interni procesy i
zména podminek v okoli samotného biofilmu. Obsahuje mikrokolonie
bakteridlnich bunck zapouzdiené v EPS matrix, oddélené od ostatnich
mikrokolonii intersticialnimi (vmezefenymi) vodnimi kanalky. Tyto kanalky
umoziuji difuzi zZivin, kysliku a dokonce i1 antimikrobidlnich latek k bunkam
v celém spoleCenstvi. Struktura biofilmu mize byt znacné ovlivnéna
mikroorganismem ¢&i skupinou nékolika mikroorganismd, které jej tvoii. Cisté
kultury vytvareji biofilm tenci, zatimco polymikrobidlni biofilmy vytvaii na
povrchu silnéj$i vrstvu. MulzZe to byt zpilsobeno naptiklad vzijemnym
zvySovanim stability mikroorganismi mezi sebou, a ndsledn¢ vznikem pevnéjsi
a komplexngj$i struktury biofilmu (Donlan, 2002). Genetické studie
jednodruhovych biofilmli ukazaly, Ze jsou tvofeny sledem nékolika po sobé
nasledujicich krokd (Obr. 1), béhem nichz dochézi k intenzivni mezibunécné
komunikaci. Na tdrovni genové transkripce byly mezi buikami vazanymi
Vv biofilmu a volné€ zijicimi buikami zjistény vyrazné rozdily. Z tohoto ditvodu
muze byt tvorba biofilmu chapana jako postupné se vyvijejici evolucni proces
(Watnick, Kolter, 2000). Prvnim krokem pfi tvorbé biofilmu je ptichyceni
planktonni bunky k povrchu. Pro spravné pochopeni tohoto kroku je nutné dobte
znat povrch buiiky i1 materidl, na ktery bude buiika adherovat. Obecné 1ze fict, Ze
hrubé hydrofobni povrchy vytvaii nejlepsi podminky pro vznik biofilmu
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(pfestoze existuji vyjimky). V piipad¢, ze k tvorbé biofilmu dochéazi v tekutém
prostfedi, mize sloZzeni dané kapaliny vyrazné ovlivnit vlastnosti povrchu, na
ktery se bunky adheruji. Na povrchu bunky je v ohledu zvySeni pfilnavosti
zajimava predevSim pfitomnost bicikid, pilust, fimrii nebo glykokalyxu
(ochranny plast’ tvofeny oligosacharidy, pfitomny pouze u nékterych bunék).
Tyto organely umoziiuji bunkdm sndze ptekonat odpudivost jednotlivych
materidli a tak lépe pfisednou k danému povrchu. Po pfichyceni bunék na
povrch se buiiky za¢nou mnozit a tim vznikaji tzv. mikrokolonie. Produktem
tohoto uskupeni jsou extracelularni polymerni latky (EPS), které jsou primarné
slozeny z polysacharidii (Ize je detekovat mikroskopicky ¢i chemickou
analyzou). EPS poskytnou okolni matrix a vytvari strukturu biofilmu, obsahuji
az 98% vody a jsou pevné vazany k podkladu, na kterém je biofilm vytvoien

(Donlan, 2001).
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Obr. 1 Vyvoj bakterialniho, kvasinkového biofilmu a biofilmu tvofeného
vlaknitymi houbami (Hardigan a kol., 2009); tvorba (a) bakterialniho biofilmu a
(b) biofilmu Candida albicans sestava z péti zakladnich kroku: i — adsopce, ii —
adheze, iii — tvorba mikrokolonie, iv — zraly biofilm, v — disperze bunék, oproti
tomu (c) biofilm vlaknitych hub vznika nasledujicimi kroky: i — adsopce, ii —
aktivni prichyceni, iii — mikrokolonie I (jednovrstva), iv — mikrokolonie Il
(vyvoj mycelia, rust a splétani hyf), v — vyvoj zralého biofilmu, vi — disperzni
nebo planktonicka faze

Mikroorganismy Zijici ve volné ptirod¢é velmi Casto pfezivaji ve formé biofilmu.
Ptichyceny k povrchu vytvaii spoleCenstvi, které pifinasi lepSi podminky pro
snaz§i pribéh jejich zivotniho cyklu. V ptfirozeném prostredi je biofilm témét
vzdy tvofen vice mikrobidlnimi druhy s propracovanou organizaéni strukturou
(Watnick, Kolter, 2000). Mikrobialni biofilmy jsou schopny kolonizovat
napiiklad fermentory v potravinaiském priimyslu, potrubi ropnych vrtii, vodni
potrubi, trupy lodi, 1ékatské nastroje, kloubni implantaty a mnoho dalSich. Jejich
ptitomnost se obvykle rozd€luje na pozitivni a negativni (Reid, 1999). Pozitivni
ulohu mé biofilm, pokud je vyuZivan pro piirozenou imobilizaci produkénich
mikroorganismll pro produkci primarnich a sekundarnich metabolitl nebo pfi
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¢i$téni odpadnich vod a bioremediacich. Naopak negativnich vlivy jsou zdrojem
mnoha  nepfijemnych  komplikaci, pfedevSim v oblasti  mediciny.
Mikroorganismy ve form¢ biofilmii casto kontaminuji biomedicinska
a primyslova zatizeni a zplsobuji okolo 60 % nozokomidlnich infekeci
(vzniklych v souvislosti s hospitalizaci pacienta), jako jsou naptiklad infekce
protéz ¢i katetri (Thebault a kol., 2013). Existuji dvé moznosti boje proti
biofilmu. Prvni z nich je preventivni - zabranéni mikrobni adheze na pfisluSny
material a tim 1 pfedejiti tvorby samotného biofilmu. Druhou moZnosti je
eradikace jiz vytvofeného mikrobniho biofilmu. Prevence tvorby biofilmu na
ptfisluSném materidlu spociva bud’ v totalnim predejiti ¢i redukci jeho vzniku
pouzitim antiadhezniho ¢i antimikrobniho povrchu. Tim se bud’ zabrani ulpivéni
bakterii na povrchu, nebo jsou zniceny veskeré bunky, které vstoupi do kontaktu
s povrchem. V piipad¢ ptipravy antiadhezivnich materiald lze upravovat
drsnost povrchu pomoci fyzikalni modifikace, zménou povrchové energie nebo
imobilizaci antiadhezivnich latek jako jsou poly(ethylenglykol) nebo
polysacharidy. Pro tvorbu biocidniho povrchu lze pouzit imobilizaci antibiotik
inkorporaci ¢&i kovalentni vazbou piimo k povrchu. Casto je také pouZzivan
kvartérni dusik ¢i1 stiibro. Dobrou prevenci je poctivé a pravidelné cisténi
pracovnich nastroji, rukou a veskerého vybaveni, ovSem dezinfek¢ni prostredky
mohou byt toxické a navic jejich velka spotifeba znacné zvySuje naklady celého
procesu. Bylo prokazano, ze pouziti médénych nastrojii snizuje mnohonasobné
riziko kontaminace. Mé&d je vSeobecné znama svymi antibakteridlnimi
vlastnostmi. Eradikace biofilmu je obtiZzna, protoZe pfisedlé mikroorganismy
jsou vyrazné odolnéjsi vici antibiotikiim (oproti planktonickym bunkdm aZz
1000x), biocidiim a hydrodynamickym stfiznym sildm. ZvySovanim koncentrace
antibiotik dochazi postupné k multirezistenci mikroorganismli a neprospiva to
zivotnimu prostiedi. Je mozné odstraiiovat biofilm mechanicky tfenim nebo
enzymaticky napiiklad pouzitim enzymu dispersinu B. Celkové je ale lepsi
rozvijet preventivni techniky, nez odstranovat jiz vzniklou infekci (Thebault a
kol., 2013).

Piiklady mikrobidlnich biofilmii

Mezi oportunné pathogenni mikroorganismy, zpisobuji onemocnéni piedevsim
u imunodeficientnich pacientli patii vybrani zastupci: 1) gramnegativni bakterie
Pseudomonas aeruginusa - zpUsobuje zavazné nozokomialni infekce,
folikulitidu ¢i syndrom ,horkych nohou®, septickou artritidu, zanét vné¢jSiho
ucha, infekce popalenin a dalsi (Kerr a Snelling, 2009), 2) kvasinka Candida
parapsilosis - lidsky pathogen, jedna se o typického komenzala lidské kize,
ktery je Castou pfi¢inou napiiklad vzniku kandinémie (Gacser a kol., 2007), 3)
kvasinka vytvafejici pseudomycelium Trichosporon cutaneum - muize
zpisobovat Sifeni Zivotu nebezpecnych infekci, které souviseji s lékatskymi
implantaty zavedenymi do téla vcetné katétrli, prsnich implantati a srdecnich
transplantatt (Ramage a kol., 2009) a 4) plisent Aspergillus fumigatus - negativni
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plisobeni této houby bylo prokdzano v pfipad€ osidleni rGznych biomateridlti
souvisejici s infekci naptiklad kloubnich néhrad, katetri, srde¢nich chlopni,
srde¢nich kardiostimulatorii nebo prsnich implantatii (Maiorana a kol., 2013).

Obr. 2 Priklady mikrobialnich biofilmu; a — biofilm Pseudomonas aeruginosa
na titanovém Zetonu, fluoresce¢ni barveni SYTO13, zvétseno 400x, b — biofilm
Candida parapsilosis na polystyrenovém povrchu, foceno Cellavista, objektiv
zvétseni 20x, ¢ — biofilm Trichosporon cutaneum na polystyrenovém povrchu,
foceno Cellavista, objektiv zvétSeni 20x, d — biofilm Aspergillus fumigatus na
polystyrenovém povrchu, foceno Cellavista, objektiv zvétseni 20x

Vliv piirodnich latek

Ptirodni produkty jsou také velmi slibné pro plisobeni proti biofilmu, protoze
vykazuji Sirokou Skalu antimikrobniho plsobeni pii nizkych koncentracich
a nepodporuji vznik bakterialni rezistence (Thebault a kol., 2013). Mohou mit
vliv na rizné fyziologické a morfologické vlastnosti bun€k a na fyzikalné
chemické vlastnosti bunéénych struktur v€etné EPS matrix. Diky tomu mohou
ovlivitovat vznik nebo znifeni jiz vytvofené¢ho biofilmu. Vhodné ptirodni
produkty byly nalezeny pifedevSim u mikroorganismii a rostlin. Byla
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publikovéana tada latek izolovanych z rostlin (polyfenoly, terpenické latky a
dalsi), které potlacuji mikrobni adhezi. Mnoho polyfenolii izolovanych ze
zeleného Caje nebo ovoce, jako jsou brusinky, maliny, ostruziny a jahody jsou
antagonisty acetylovanych homoserinovych laktont (tfida signalnich molekul
zapojenych do bakteridlnich quorum sensing) v mikroorganismech. Také kofein
byl zjistén jako inhibitor quorum sensing. Dal$imi latkami potlacujicimi
biofilmové¢ infekce jsou nékteré flavonoidy (naptiklad naringenin, kaempferol,
kvercetin nebo apigenin), bézné¢ pouzivané kofeni (vanilin, kurkumin,
kapsaicin), terpenové slouceniny (napiiklad boswelova kyselina), ursany
(pentacyklické triterpeny) a mnoho dalsich (Rezanka a kol., 2012).
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Genové modifikace bakterii rodu Clostridium vedouci ke zvySeni produkce
biobutanolu

Kolek J., Patakova P.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

1. Uvod

Butanol je ctyfuhlikaty alkohol, vyuzitelny napiiklad jako rozpoustédlo,
zékladni surovina pro vyrobu bioplastli a dalSich chemikalii ¢i jako potenciélni
palivo nebo piimés pohonnych hmot. Pouziti butanolu do pohonnych hmot
nabizi n¢kolik zdsadnich vyhod oproti dnes bézné pouzivanému bezvodému
ethanolu. Je to predevSim jeho vysSi energetickd hustota, men$i korozivni
plsobeni na kovové soucasti, mensi t€kavost a vyrazné niz§i schopnost vazat
vodu, ktera je ¢asto hlavnim problémem uziti ethanolu.

Prakticky veskery butanol je v soucasnosti pfipravovan hydrataci butanu
ziskaného z ropy. MoZnou alternativou tohoto postupu je fermenta¢ni vyroba
biobutanolu. Ten je produkovan béhem aceton-butanol-ethanolového (ABE)
kvaSeni, které je typickou vlastnosti nékterych bakterii rodu Clostridium. Presto,
ze v minulosti byl tento proces k vyrobé butanolu a acetonu bézné pouzivan,
dnes se jednd, v porovnani s vyrobou z ropy, o proces absolutné nerentabilni.
Nejveétsim problémem fermentani vyroby je vysokd toxicita samotného
butanolu pro bakterialni bunky, se kterou souvisi nizka dosazitelnd konecna
koncentrace biobutanolu v produkénim médiu, a tudiz i vysoka ekonomicka
narocnost celého procesu. Tento problém by mohli pomoci feSit soucasné a
neustale rozvijejici se metody genoveého inzenyrstvi.

V soucasné dobé jsou jiz moznosti genovych uprav bakterii rodu Clostridium
pomérné rozsahle rozpracovany. Cilené manipulace producentll biobutanolu by
mohli veést v budoucnu ke zvySeni odolnosti bakteridlnich bunék vici
organickym rozpouStédlim a ke zvySeni celkové vytéznosti organickych
rozpoustédel. V soucasnosti se vyzkum s cilem zlevnit a zefektivnit vyrobu
biobutanolu rozcletiuje do nékolika vyraznych sméri. Mezi né€ patti snaha o
zlevnéni vstupni suroviny, modifikace producenti za ucelem zvySeni jejich
odolnosti vic¢i butanolu a modifikace za ucelem zvySeni produkce samotného
biobutanolu.

2. ABE fermentace

ABE fermentace je proces znamy jiz vice neZ sto let, ktery kolem roku 1912
popsal poprvé Chaim Weizmann. Aceton-butanol-ethanolové kvaSeni (ABE-
fermentace) je zivotni strategii n¢kterych bakterii rodu Clostridium. Jedna se o
striktn€ anaerobni, gram-pozitivni, tyCinkovité bakterie prochazejici béhem
svého Zivotniho cyklu vyznamnou diferenciaci zahrnujici tvorbu mimotadné
odolnych endospor. Konkrétni skupina klostridii vyuZzivajici ABE fermentaci
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(tvofi béhem fermentace organicka rozpoustédla) je oznacovana, jako skupina
solventogenni. Trojice nejzndmé;jSich a nejlépe popsanych zastupct této skupiny
jsou bakterie druhu Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii a
Clostridium saccharoperbutylacetonicum. Solventogennich klostridii v§ak bylo
popsano v pribéhu let mnohem vice. DalSimi zndmymi druhy jsou napf.
Clostridium pasteurianum, CI. roseum, Cl. butylicum, atd.

Klasicky prubéh ABE fermentace je rozd€len na dvé faze. Béhem acidogenni
faze dochazi k preméné zdroje uhliku na organické kyseliny (octova, maselna,
mlécna). V solventogenni fazi jsou tyto kyseliny ¢asteCné preménovany na
rozpoustédla pfi soucasné spotiebé sacharidického zdroje uhliku, ¢imz dochézi k
castenému vyrovnavani snizujiciho se pH v médiu, které je zpiisobeno tvorbou
kyselin. Konec fermentace je charakterizovan vytvorenim spor, zastavenim rastu
biomasy 1 tvorby produkti (Obr. 1).
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Obr. 1: Priklad pribéhu ABE fermentace: Clostridium pasteurianum NRRL B-
598, TY A médium — glukdza 20 g/1, 37 °C.

3. Genové manipulace klostridii

Metody pro genové manipulace bakterii rodu Clostridium jsou v souc¢asné dobé
jiz pomérné¢ dobfe rozpracovany. Stejné tak je v genovych databazich
k dispozici pomérné velké mnozstvi sekvenaénich dat pro tyto organismy (Pyne
et al. 2014). Kompletn¢ osekvenovan byl genom 51 klostridii (k datu 1.3.2014),
z toho asi z jedné pétiny se jedna o klostridia solventogenni (zdroj: databaze
GOLD, http://lwww.genomesonline.org).

Pro modelové bakterie rodu Clostridium bylo také vytvoifeno nékolik
specialnich systémil pouZivanych v soucasnosti 1 pro genové Upravy jinych
organismu. Piikladem je napf. systém pro rychly genovy ,.knock-out* zaloZeny
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na specificky zacilenych intronech skupiny II a retro-transpozi¢né aktivovaném
markeru pro selektivni vlozeni do presné definovanych mist v genomu (Heap et
al. 2007; Heap et al. 2010), systém specifického ,knock-downu*“ pomoci
,,asntisense-RNA* interference s cilovou mRNA (Desai and Papoutsakis 1999)
nebo systém modularnich kyvadlovych plasmida (Heap et al. 2009).

4. VyuZiti alternativnich zdrojit uhliku

Typickym zdrojem uhliku a energie pro ABE fermentaci jsou sacharidy.
V zévislosti na pouzivaném solventogennim druhu a dalSim slozeni kultiva¢niho
média lze jako zdroj energie a uhliku pouzit monosacharidy (napt. glukoza,
fruktéza, galaktoza, atd.), oligosacharidy (sacharoza, laktdza, maltoza, atd.) i
nékteré polysacharidy, jako Skrob nebo pektiny (Jones and Woods 1986).
Vesmés se jednd bohuzel o velmi drahé substraty, které tak tvofi nejveEtsi
polozkou v celkové cené fermentacni vyroby biobutanolu. Pokud by tedy bylo
uvazovano o jeho primyslové produkci fermentacni cestou, je nutné nejprve
snizit naklady na zdroj uhliku, jako na vstupni material.

Jednim z moznych feSeni, jak podstatné snizit cenu vstupniho substratu je
vyuziti odpadnich substratii (typicky z potravin nebo zeméd¢lstvi) obsahujici
zbytkové sacharidy (zpravidla Skrob).

DalsSim, v sou€asnosti velmi diskutovanym feSenim je produkce butanolu za
pouziti nesacharolytického zdroje. Jedinym takovym substratem, ktery byl
prozatim usp&Sné€ pouzit pro ABE fermentaci, je glycerol. Bylo ukazano, ze
tento trojsytny alkohol muize byt velmi efektivné vyuzZivan nékterymi
solventogennimi druhy, predevsim producenty spadajicich do druhu Clostridium
pasteurianum (Almeida et al. 2012). Gylcerol vznika napf. jako vedlejsi produkt
pii vyrob¢ bionafty nebo je odpadem pii vyrobé kosmetickych ptipravki a je tak
zarovenn 1 odpadnim substratem, ktery by mohl byt touto cestou zpétné
zhodnocen. Bohuzel i s pouzitim v porovnani se sacharidy mnohem levnéj$iho
glycerolu je proces stale zdaleka mnohem drazsi nez tradi¢ni vyroba ropného
butanolu. Problémem také je, Ze vétSina solventogennich druhti, které vykazuji
nejvyssi znamé vytéznosti butanolu, neni schopna glycerol utilizovat.

Velmi nadéjnou cestou Vv produkci butanolu miize byt jeho produkce s vyuzitim
celuldzy, jako zdroje uhliku a energie. Celul6za je nejbéznéjSim polysacharidem
na zemi (je zédkladnim stavebnim kamenem bunécnych stén rostlin). Je zaroven
jednim z nejCastéjSich a nejlevnéjSich, predevsim zemédélskych odpadi (slama,
listové opady, energetické plodiny, atd.). Bakterie rodu Clostridium patii obecné
mezi nejbéznéjsi rozkladace celuldzy v prirodnich ekosystémech v oblastech bez
vyskytu kysliku, jako jsou naptf. vodni sedimenty, komposty, travici trakty
bylozravcl nebo anoxické vrstvy pudy. Prozatim bohuzel nebyl popsan zadny
druh klostridia, ktery by byl schopen utilizovat celulézu a zaroven produkovat
butanol. Zajimavé je, Ze diky sekvenaénim projektim byly v mnoha
solventogennich klostridiich objeveny geny nebo 1 kompletni drahy pro utilizaci
celulézy, které vSak nejsou u zaddného producenta z prozatim neznamého
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divodu funkéni (Nolling et al. 2001; Kovacs et al. 2013; Thomas et al. 2014).
Tato problematika je v soucasnosti jednou ze zakladnich cest vyzkumu ke
zlepSeni a zlevnéni produkce biobutanolu.

Jednou z nabizejicich se moznosti je ,,0ziveni nefunk¢énich ¢i kryptickych
celulolytickych drah, kterou obsahuje napf. genom modelové bakterie
Clostridium acetobutylicum ATCC 823 (Nolling et al. 2001). Dalsim moznym
piistupem je pfenos kompletni funkéni celulolytické drahy do solventogenniho
klostridia nebo naopak pienos vSech genti potfebnych pro produkci butanolu do
jiného celulolytického (Nolling et al. 2001; Thomas et al. 2014). Piestoze je tato
problematika feSena jiz dlouhd 1éta, prozatim zadna z téchto moznosti nebyla
uspésné provedena.

Dalsi moznosti je ko-kultivace celulolytického druhu, jehoZz ukolem je ve
fermentacnim médiu rozkladdat celulézu na monosacharidy a solventogenniho
druhu, ktery je schopen vyuzivat okamzité produkce glukozovych jednotek
v okoli celulolytické bakterie a vyuZzivat je pro sviyj vlastni metabolismus. Takto
byla Gaspé$né¢ provedena napi. kultivace bakterii Clostridium thermocellum a
Clostridium saccharoperbutylacetonicum s pouzitim mikrokrystalické celulozy,
jako zdroje uhliku (Nakayama et al. 2011).

5. Zvyseni odolnosti vii¢i butanolu

Casto studovanou vlastnosti solventogennich bakterii rodu Clostridium je také
jejich odolnost vii¢i butanolu. Vznikajici butanol (a dal$i ptipadna rozpoustédla)
pusobi na bunku béhem kultivace silné toxicky. Dochdzi predevSim
k destabilizaci cytoplazmatické membrany a inhibici bunéénych enzymatickych
aktivit, které jsou esencidlni pro rast a metabolismus. Maximalni dosazitelna
finalni koncentrace butanolu ve fermentacnim médiu se pohybuje zpravidla
mezi 5-15 g/l (Jones and Woods 1986). Odolnost bun¢k k butanolu byla popsana
zhruba v rozmezi 10-22 g/1. Bakterialni burika je schopna se plisobeni butanolu
do urcit¢ koncentrace efektivné branit. Béhem ABE fermentace dochdzi
K vyraznym zménam genové exprese, které vedou napi. k remodelaci membran,
upravam aktivit enzymi, produkci DNA vazebnych proteint, atd.

Jednim ze zakladnich pfistupti zvySeni odolnosti k butanolu je pravé zvyseni
exprese genll, kter¢ zprostiedkovavaji tyto stresové obranné mechanismy a
navysit tak celkovy obranny potencial buiikky vedouci k ptfeziti 1 ve vysSich
koncentracich butanolu. Rozvoj celogenomové sekvenace a nastup novych
metod, pfedev§Sim potom metod vyuzivajicich DNA Cipy (,,DNA microarray*)
umoznil rychlou a komplexni analyzu zmén genové exprese napfi¢ celym
genomem. Takto byla genova exprese béhem ABE fermentace zkoumana napf.
v modelové bakterii Clostridium beijerinckii NCIMB 8052 (Shi and Blaschek
2008). Analyzou bylo zjisténo, Zze odpoveéd na butanolovy stres je mnohem
zméndm exprese a to ve vice nez 200 oblastech napti¢ celym genomem. Timto
zjisténim bylo bohuZel vyvraceno ocekdvani, Ze zménou nékolika ochrannych
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gent bude mozné jednoduSe docilit znaéného zvySeni odolnosti buiky. I pies
slozitost systému bylo vytipovano nékolik hlavnich genti, které mohou urcitou
mérou ke zvySeni odolnosti pfispét. Jednd se predevSim o bunécné proteiny
teplotniho Soku (tzv. HTS proteiny) ¢i geny pro produkci plasmalogeni a
cyklopropanovych mastnych kyselin. Jejich overexprese v produkénim
organismu Clostridium acetobutylicum vedla ke znaénému zvySeni odolnosti
vuci butanolu (Mann et al. 2012). Pres znacné zvyseni odolnosti kupodivu
nedoslo k zadnému zvyseni produkce butanolu. Bylo tak ukdzano, Ze produkce
neni limitovana malou odolnosti bun€k a zZe 1 pifi zvySeni odolnosti nedochdzi
k navySeni produkce butanolu.

Dalsim ptistupem, jak zvysit odolnost proti organickym rozpoustédlim, byly
pokusy o heterologni expresi genti sol drahy (obsahuje enzymy pro butanolové
kvaSeni) v jiném, k rozpouStédlim vice odolném organismu, jako je napf.
kvasinka Saccharomyces cerevisiae nebo bakterie Pseudomonas putida. Tyto
pokusy vSak prozatim nebyly uspé$né, a pokud bylo docileno produkce
butanolu, tak pouze ve stopovém mnozstvi. To souvisi patrné s rozdilnym
vnitinim prostfedim v rozdilnych bakteridlnich druzich ¢&i neptfitomnosti
nutnych, prozatim nepopsanych kofaktort.

6. ZvySeni produkce butanolu

omezeni. K tomu, aby bylo moZno zvysit uméle produkci butanolu, je také nutne
zvysit vyrazn€ odolnost produkcniho organismu, jelikoZ bez tohoto kroku by se
produkce opét nutné zastavila na koncentraci, ktera zacina byt pro bunky letalni.
Ptistupem k samotnému zvySeni produkce butanolu miize byt typicky zvySeni
doze biosyntetickych gend. A to jak samotnych gent sol operonu, tak nékterych
dalSich, které sol draze piedchazi (napf. hexokinaza a nékteré dalsi enzymy
glykolyzy). MoZnosti je také klonovéani novych gentii pro transportni proteiny,
zajist'ujici opét rychlejsi metabolismus gluk6zy a tim 1 rychlejsi a celkoveé vyssi
produkci butanolu.

Velmi dilezitym néstrojem pro vyvoj prumyslovych produkénich kmeni jsou
vzdy regulacni zasahy do metabolickych drah. Takovym zasahem muzZe byt u
solventogennich klostridii naptf. naruSeni drah pro syntézu nékterych
organickych kyselin nebo odklonéni drah vedouci k ostatnim rozpouStédltim.
Tim lze docilit stavu, kdy je takika veSkery metabolizovany uhlik, ktery neni
pouzit pro nutnou uUdrzbu bunky, zpracovan pravé na butanol. Podobné
plisobicim zdsahem miize byt také napf. odstranéni regulacnich geni
spoustéjicich sporulaci, jelikoZz sporulace sama o sobé& spotiebovava velmi
podstatnou ¢ast veskeré bunécné energie.

7. Zaveér
PrestoZe byl u€inén zna¢ny pokrok ve vyzkumu solventogennich klostridii, stale
neni fermentacni vyroba biobutanolu ve fazi, kdy by ji bylo mozné efektivné
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vyuzivat napt. k produkci pohonnych hmot. Hlavnim problémem zlistdvd mala
odolnost bakteridlnich bun¢k vii¢i butanolu, nizky celkovy vytézek fermentace a
tudiz vysoka cena vysledného produktu.

Rozvoj genovych modifikaci bakterii druhu Clostridium zaznamenal
Vv poslednich patnacti letech velmi rychly vyvoj a bylo vyvinuto mnoho metodik
pro jejich provedeni. Nové metody umoznily zasadné urychlit a usnadnit
vyzkum v této oblasti. S pokracujicim vyzkumem se bohuzel ukazuje, Ze
problematika produkce butanolu a buné¢né odolnosti k nému neni viibec snadna
a neni mozné ji vyresit jednoduchymi genetickymi zasahy, jak bylo v minulosti
nekdy uvadeéno.

S velkou pravdépodobnosti 1ze ocekavat, ze v dalSich letech bude fermentacni
vyroba biobutanolu diky pokrafujicimu intenzivnimu vyzkumu a zéaroven
neustadlému zdrazovani ropnych produktii stale vice vyhleddvanou technologii,
kterd by si mohla v budoucnosti najit své platné misto v primyslové sféfe.

Podékovani:
Financovano 7 ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT
¢ 20/2014)
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Charakterizace rhamnolipidovych smési

Jezdik R., Masak J.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Kontaminace zivotniho prostfedi organickymi polutanty je v dne$ni dobé€ jednim
Z nejvétSich problémi ekologického razu. Mezi nejodolnéjsi organické polutanty
patii polyaromatické uhlovodiky (Kim a kol., 2001). Biologickd degradace
rozpustnosti ve vodé a vysokou sorpci na pludni Castice. Pro biologickou
degradaci je rozpustnost kontaminantu ve vodé hlavnim limitnim faktorem
(Zhang a kol., 1997). Rozpustnost téchto latek Ize zlepsit aplikaci surfaktantt.
Tyto amfifilni povrchové aktivni latky jsou schopny snizovat povrchové a
mezifazové napéti fazi a jsou schopny tvofit mikrooemulse. Tento jev ma za
nasledek zvySeni zdanlivé rozpustnosti polutantu ve vodé a tim je usnadnéna
biologicka dostupnost pro degradujici mikroorganismy.

Pouziti chemickych surfaktantii pfinasi znacné nevyhody, jelikoz tyto latky jsou
vétSinou toxické a nejsou biodegradovatelné, tudiz sekundarné zatézuji Zivotni
prostiedi. Tyto latky lze nahradit biosurfaktanty, které v poslednich letech
nabyvaji zna¢né oblibi, protoze jsou zcela biodegradovatelné tudiz jejich
aplikace nezatézuje zivotni prostiedi (Sarkar a kol., 1989). Biosurfaktanty jsou
povrchové aktivni latky produkované mikroorganismy majici riznorodou
strukturu. Mezi nejznaméjsi biosurfaktny patii zastupci glykolipidl, zejména
rhamnolipidy, které jsou sloZené z jedné nebo dvou molekul rhamnosy spojené
pfes esterovou vazbu s jednou ¢i dvéma molekulami [-hydroxy mastnymi
kyselinami (Soberon-Chavez a kol., 2005). Produkce rhamnolipidi je zndma u
mnoha bakteridlnich druhit mezi nejvyznamnéjSi vSak patii baktrie
Pseudomonas aeruginosa, u které byla produkce rhamnolipidu objevena. Avsak
V dnesni dobé€ je znamo mnoho dalSich a vhodnéjSich producentti rhamnolipida
jako naptiklad  Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter asburiae,
Enterobacter hormachei, Nocardioides sp., a Pseudoxanthomonas sp., které
jsou v porovnani s P. aeruginosa mén¢ patogenni (Santos a kol., 2002).

Tato prace je zamétena charakterizaci rhamnolipidovych smési produkovanych
ttemi bakterialnimi kmeny (Pseudomonas aeruginosa B59-188 Acinetobacter
calcoaceticus B59-190 , Enterobacter asburiae B59-189, které byly jiz diive
oznaceny za vhodné producenty rhamnolipidu.

Materialy a metody

Pouzité mikroorganismy

Pti sledovani produkce rhamnolipidu a jejich fyzikalné chemickych vlastnosti
byly pouzity kmeny Acinetobacter calcoaceticus B-59190, Enterobacter
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asburiae B-59189 a Pseudomonas aeruginosa B59188, ziskané ze sbirky: ARS
Culture Collection, Bacterial Foodborne Pathogens and Mycology Research
Unit, National Center for Agricultural Utilization Research, USA.

Pouzita média

Meédia byla sterilovana v autoklavu po dobu 20 minut pfi teploté 121° C a tlaku
cca 0,1 MPa.

V piipad¢ upravy hodnoty pH medii byly pouzity roztoky 1 M NAOH a 1 M
H2804.

Kapalna média
L-Broth médium: 10 g/l Trypton, 5 g/l kvasinkovy extrakt, 10 g/l NaCl

Médium pro produkci rhamnolipidi pro nésledné stanoveni fyzikalng-
chemickych vlastnosti.

KH,PO, 0,17 g/l
K>oHPO, 0,13 g/l
(NH4)2804 0,71 g/l
MgCl,6 H,0O 0,34 g/l
1 ml/1 roztoku stopovych prvki:

MnCl,-4 H,O 1,0 g/l
CaCl, 0,196 g/l
FeSO,-7 H,O 0,6 g/l
Na2M004'2 HZO 2,0 g/l

Vysledna hodnota pH média byla upravena na hodnotu 7,0. Jako zdroj uhliku
byl pouzit citrat sodny (20 g/l).

PouZité metody

Priprava inokula

200 ml sterilniho komplexniho média (zivny bujon, L-B médium) bylo
inukolovano bunécnou populaci z povrchu agarové vrstvy a kultivovano na
ttepacce 100 ot/min, 48 hodin pfti teploté 30 °C. Ziskana bunécna populace byla
separovana centrifugaci (10000 g, teplota 10 °C, 10 min.) promyta sterilnim
minimalnim médiem. Nasledné¢ byla tato bunécnda suspenze pouzita
k zaoCkovani média pro produkci rhamnolipidu.

Barnkové kultivace pro produkci buisurfaktantu

Kultivace v Erlenmayerovych bainikach (500 ml) probihala za aerobnich
podminek na tfepacce (100 ot/min) ve sterilnim minimalnim médiu o objemu
200 ml pti konstantni teploté (30 °C). K inokulaci byla pouzita promytd bunécna
suspenze. Banky byly zaockovany, tak aby hodnota optické density (OD4q) byla
0,2+0,02.
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Stanoveni rhamnosy (Dubois, 1956)

MnozZstvi rhamnolipidu bylo stanoveno nepifimo stanovenim obsahu rhamnosy.
MnozZstvi rhamnolipidu je pifimo umérné mnozZstvi rtanovené, koeficient pro
prepocet mezi obéma latkami se 1i8i dle zastoupeni jednotlivych sloZek ve smési
vV zavislostt na poméru jejich moldrnich hmotnosti ku molarni hmotnosti
rhamnosy.

Rhamnosa byla stanovena fenol-sirovou metodou pro stanoveni sacharidu, ktera
je zaloZzena na barevné kondenzaci sacharidi s fenolem za pfitomnosti
koncentrované kyseliny sirové. Vysledné zabarveni smési bylo méfeno pomoci
spektrofotometru, zavislost hodnoty absorbance je linearni v rozmezi 0 - 80 mg/I
sacharidu.

K 1 ml roztoku rhamnosy/ odstfedéné¢ho vzorku bunécné suspenze byl ptidan 1
ml 5 % roztoku fenolu a nasledné¢ 5 ml koncentrované H,SO,. Smés byla
promichdna a ponechana 10 minut pi1 laboratorni teploté. Nasledné byla
promichdna a vloZena do termostatu na 20 minut pfi teploté 30 °C. Byla méfena
absorbance smési pii 480 nm proti referencnimu vzorku, ktery byl pfipraven
stejnym zplisobem, misto roztoku rhamnosy byl pouzit stejny objem destilované
vody.

Kalibracni ptimka pro stanoveni rhamnosy je uvedena na obr. 1. Uvedené
hodnoty absorbance jsou aritmetickym primérem hodnot 2 paralelnich
stanoveni.

1,2 -
— y =13,132x- 0,0066
E 1 R2=0,9915
®
E 0,8 T
Y 0,6 -

&
8 0,4 -
|
o
802
<
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Koncentrace rhamnosy [mg/I]

Obr. 1 Kalibra¢ni kiivka stanoveni thamnosy

Izolace rhamnolipidu

Smés rhamnolipidli byla izolovana srdZzenim v kyselém prosttedi pH 2 —
rhamnolipidy se stavaji nerozpustnymi (Abdel-Mawgoud a kol., 2009). Po
ukonceni kultivace byla bunétnd suspenze odstiedéna. Supernatant byl po
separaci ochlazen na 4 °C a nasledné okyselen kyselinou chlorovodikovou na
pH 2, pii kterém se vysraZela smé&s produkovanych rhamnolipidii. Okyseleny
roztok se ponechal v klidu a chladu 12 hodin, poté byl odstfedén. Sedlina, ktera
obsahovala smés rhamnolipidi, byla lyofilizovdna. Z lyofilizatu byly
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rhamnolipidy ziskany extrakci organickymi rozpoustédly Methanol:chloroform
1:1. Rozpoustédlo bylo néasledné odpateno.

Tenkovrstvd chromatografie

Tenkovrstvd chromatografie (TLC) byla pouzita pro casteCnou preparaci
jednotlivych rhamnolipidi. Jako vzorek pro TLC byl pouzit hruby izolat
rhamnolipidii. Pouzita tenkd vrstva: Silikagel 60, sklo, 20 x 20 cm (Merck),
mobilni faze chloroform:metanol:kyselina octova v poméru 65:15:2. Detekce
rhamnolipidii byla provedena opalenim silikagelu, ktery byl namocen v 10 %
H2804.

Jednotlivé rthamnolipidy byly z preparativni TLC desky ziskany po seSkrabani
prislusnych oblasti silikagelu a eluovany smési (15 ml) chloroform:ethanol v
poméru 2:1. Rozpoustédla byla odpatena za pokojové teploty. Rhamnolipidy
(odpovidajici mastné kyseliny) byly v odparku stanoveny pomoci GC/MS.

Stanoveni kritické micelarni koncentrace

Rhamnolipidy snizuji povrchové napéti. V oblasti koncentraci pod KMK je
pokles povrchového napéti nepifimo umérny koncentraci rhamnolipidu
v roztoku. Pokud rhamnolipid dosdhne KMK, nastane zlom, zacnou se tvofit
micely a povrchové napéti prestane klesat, respektive se snizi trend poklesu.
Kontaktni thel kapaliny s podloZkou je imérny povrchovému napéti.

Kriticka micelarni koncentrace (KMK) byla stanovena z grafického vyjadieni,
zavislosti kontaktniho thlu na koncentraci thamnosy. Pro toto stanoveni byla
pouzita metoda stanoveni kontaktniho uhlu roztoku rhamnolipidu s povrchem
teflonové desticky. Pro odhad kritické micelarni koncentrace byly pouzity tdaje
z literatury (Abdel-Mawgoud a kol., 2009). Preparaty rhamnolipidu byly
rozpuitény v destilované vodd. Redénim bylo vytvofeno vice riznych
koncentraci, ¢ast roztoka v koncentraci pod KMK a ¢ast roztokli nad KMK.
Jednotlivé roztoky rhamnolipidu byly kapany na termostatovanou teflonovou
desticku (30 °C). Kapka roztoku na povrchu desticky byla vyfotografovdna a
ziskany obraz nasledn¢ vyhodnocen v programu FTA 32. Z namé&fenych hodnot
kontaktniho thlu (Obr. 2) jednotlivych roztokli byl sestrojen graf, majici dvé
Casti, oblast pod KMK a nad KMK, ob¢ ¢asti byly proloZeny s Vyuzitim linearni
regrese a v priaseciku ptimek byla odectena KMK.
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Obr. 2. Méfeni kontaktniho Gihlu (pfevzato z: Novak a kol., 2011)

s - pevna latka, 1 — kapalina, g — plyn, @ - kontaktni thel kapaliny a povrchu
pevné latky, ysy — povrchové napéti plyn pevna latka, y;; — povrchové napéti
kapalina pevna latka,y,; — povrchové napéti kapalina plyn,

Vysledky a diskuze

SloZzeni rhamnolipidovych smési se 1i§i v zavislosti na produkénim
mikroorganismu. Zastoupeni jednotlivych typii rhamnolipidd ovliviiuje
vlastnosti smési jako napiiklad kritickou micelarni koncentraci (KMK). Kriticka
micelarni koncentrace je dulezitou vlastnosti povrchové aktivnich latek a je
jakousi mirou uCinnosti této latky. Pro dosazeni maximdalniho sniZeni
povrchového napéti je dostaCujici niz§i koncentrace rhamnolipidu, ktera
odpovida kritické micelarni koncentraci (Benincasa a kol., 2010).

Méieni KMK rhamnolipidovych smési
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Obr. 3 Stanoveni KMK rhamnolipidové smési Pseudomonas aeruginosa B-
59188 metodou kontaktniho tthlu

Obr. 3 zobrazuje prubéh zmény hodnoty kontaktniho uhlu v zavislosti na
koncentraci rhamnolipidu produkovaného Pseudomonas aeruginosa B-59188.
Z prolozeni linedrni (exponencidlni) regrese jednotlivymi Castmi grafu byla
odectena hodnota KMK. Takto stanovené KMK vSech izolovanych
rhamnolipidd z testovanych mikrobnich kmeni jsou souhrnng uvedeny v tab. I.
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Tab. | Kritické micelarni koncentrace smési rhamnolipidii testovanych
mikroorganismu.

Produk¢ni KMK
mikroorganismus | [mg/l]
Acinetobacter
calcooaceticus B-|15
59190

Enterobacter
asburiae B-(22
59189

Pseudomonas
aeruginosa  B-|60
59188

SloZeni rhamnolipidovych smésit

SloZeni rhamnolipidovych smési bylo stanoveno pomoci GC-MS (centralni
laboratore VSCHT). Zastoupeni RL kongeneri se v produkovanych
rhamnolipidovych smésich vyznamné nelisi (viz tab I1.), rozdily jsou zde pouze
v ramci jednotek procent, vyjma n€kolika pifipadi. Z téchto dat je patrné, Ze
sledované rhamnolipidové smési obsahuji pfedev§im kongenery s 10 uhliky
v molekule mastné kyseliny. Z porovnani dat z méteni kritickych micelarnich
koncentraci a slozeni rhamnolipidovych smési, l1ze ptedpokladat, Zze kriticka
micelarni koncentrace se zvySuje se stoupajicim zastoupenim rhamnolipidovych
kongenert obsahujicich nenasycené mastn¢ kyseliny.
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Tab. Il Procentualni obsah rhamnolipidovych kongenerl v produkované smeési.
Rozdéleny dle typl rhamnolipidi. Rha- rhmanosa, MK pfislusna mastna
kyselina. C8-C12 oznaceni konkrétnich mastnych kyselin dl e délky uhlikového
fetézce. A.c.- rhamnolipidova smés bakterie Acinetobacter calcoaceticus, E.a. -
rhamnolipidova smés bakterie Enterobacter asburiae, P.a. - rhamnolipidova
smes bakterie Pseudomonas aeruginosa.

‘Typ rhamnolipidu \Obsah rhamnolipidu v %
A.c. E.a. P.a.
RhaRhaC10 11,2 18,6 10,0
RhaRhaC12:1 2,7 1,0 0,8
RhaRhaC8 2,3 1,4 0,6
RhaRhaC12 1,6 0,8 0,7
RhaRhaC10:1 0,0 0,0 1,6
QA.C. E.a. P.a.
RhaRhaC10C10 28,0 20,3 19,5
RhaRhaC10C12:1 6,2 1,6 0,8
RhaRhaC8C10 4,2 3,0 7,7
RhaRhaC10C12 3,5 2,2 6,5
RhaRhaC12C10 1,9 1,2 2,8
RhaRhaC12:1C10 1,7 0,1 0,2
RhaRhaC10C8 1,5 0,9 0,9
RhaRhaC8C8 1,1 0,4 1,4
RhaRhaC12C12:1 0,4 0,0 0,6
RhaRhaC10C10:1 |0,0 0,0 3,1
RhaRhaC10:1C10 0,0 0,0 0,8
A.c. E.a. P.a.
RhaC10 9,6 14,9 54
RhaC8 1,7 1,3 0,4
RhaC12 1,5 0,7 0,4
RhaC12:1 0,1 0,2 0,2
RhaC10:1 0,0 0,0 0,7
RhaMKMK [ Ac Ea. P
RhaC10C10 9,8 22,1 16,5
RhaC8C10 55 3,7 55
RhaC10C12:1 1,5 2,1 2,4
RhaC10C12 1,4 0,9 0,8
RhaC12:1C10 1,1 0,5 0,3
RhaC10C8 0,6 1,5 1,0
RhaC10C10:1 0,4 0,0 4,0
RhaC12C10 0,2 0,3 0,2
RhaC8C8 0,1 0,1 0,3
RhaC12C12 0,1 0,1 0,3
RhaC10:1C10 0,0 0,1 3,4
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Zaveér

Byla provedena analyza slozeni rhamnolipidovych smési tii bakteridlnich
producentli a bylo ovéfeno, Ze jejich sloZeni se 1iSi pouze v jednotach procent,
ale tato mald zména ve slozeni ma velky vliv na celkové chovani smési, jak je
zde prezentovano stanovenim kritickych micelarnich koncentraci. Ze ziskanych
danych dat lze ptredpokladat, Ze zména obsahu rhamnolipidovych kongenert
S nenasycenymi mastnymi kyselinami v produkované smeési rhamnolipidi ma
vyznamny vliv na vyslednou kritickou micelarni koncentraci smési.
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Nanocastice a jejich schopnost stimulace buné¢ného ristu

Padrova K., Cejkova A.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Uvod

Vzhledem k pomérné¢ rychlému rozvoji nanotechnologii povstavaji otazky
tykajici se vlivu nanomateriall na Zivotni prostfedi. Fyzikalné-chemické
vlastnosti nanocastic jsou determinovany jejich rozméry a jsou pfi¢inou odlisné
biologické aktivity, nez kterou disponuji jejich makroskopické analogy. Piestoze
je soucasny vyzkum zaméfen piedevSim na problematiku cytotoxicity,
mechanismu plsobeni a moznostmi modulace toxickych ucinki téchto latek,
byly jiZ popsany studie diskutujici mozny pozitivni (stimulacni) efekt nékterych
typll nanocastic na rist a metabolickou aktivitu exponovanych bun¢k. Hong a
kol. (2005) ve své praci popisuji vyrazné posileni rustu Spenatovych seminek
vlivem pfitomnsti 0.25% roztoku nanocastic TiO,. Mahajan a kol. (2011)
popsali stimula¢ni efekt nanocastic ZnO na rast Vigna radiate a Cicer
arietinum. Kadar a kol. (2012) uvadi jako pficinu zvySené bio-dostupnosti
nanoCastic pravé jejich velikost. RovnéZz schopnost absorbce nanocCést na
bunéény povrch (Lee a kol., 2008) muize ptispivat ke lepsi bio-dostupnosti latek
V porovnani s bézné se vyskytujicimi sloucenin.

Cilem nasi prace bylo prozkoumat stimula¢ni i€inek nanocéstic zeleza nulové
valence (nZVI) u vybranych zéastupcl zelenych fas. Nami vybrané
mikroorganismy patii do skupiny organismi se schopnosti akumulace lipidt
v cytosolu. Tyto mikroorganismy jsou zajimavé predevSim z hlediska vyroby
biopaliv a predstavuji slibnou alternativu k tradi¢ni rostlinné produkci (Ratledge,
2004). Zelezo je velice vyznamnym esencialnim prvkem. Jeho ionty jsou
dalezité pro spravnou funkci mnoha bunéénych pochodii, mezi které patii
respirace, fotosyntesa, transport kysliku nebo bunééna proliferace (Dlouhy a
kol., 2013). Vliv koncentrace zeleza (zelezitych iontil) na rust zelenych fas byl
publikovan Huang a kol. (2013). NZVI jsou v soucasné dobé pouzivany
pfedevsim v oblasti remediaci. Diky jejich vysoké reaktivité, mohou katalyzovat
Sirokou Skalu chemickych reakci a napomahat tak k odbourani polutanta. Tyto
nanocastice jsou vSak ve vys$i koncentraci toxické pro bunky. Pfitomnost nZVI
indukuje vznik oxidativniho stresu, ktery mize vést aZ k letadlnim poskozenim
buiiky (Sevct a kol., 2011). Naproti této skuteénosti Kadar a kol. (2012) ve své
studii prokdzali pozitivni vliv fadové miligramovych koncetraci nZVI na rast
zastupcu zelenych fas Tetraselmis suecica, Pavolva lutheri a Isochrisis galbana.
Porovnal koncentrace nZVI s zdrojem zeleza Fe-EDTA a prokazal, ze nZVI
predstavuji vhodnéjsi zdrouj tohoto prvku.
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Aplikace nanocastic jako zdroje nékterych esencialnich prvkd k modifikaci
kultivatniho prostfedi by mohlo byt novym pohledem na uplatnéni
nanotechnologii. PokraCovani vtomto vyzkumu mize pfispét nejen
K objasnovani mechanismu pidsobeni nanoc¢astic ne bunku, ale také
k optimalizaci kultiva¢nich podminek a v nékterych pfipadech k ziskani
ekonomicky vyhodnéjsich produkti.

Material a metody

Nanodastice nulmocného Zeleza

Byl sledovan ucinek dvou rtiznych typti nZVI, které jsou distribuovany firmou
Nanoiron, s.r.o. (Ceska republika). Preparat Nanofer 25 je tvofen vodnou
disperzi nanocastic Zeleza. Nanofer 25 S pfedstavuje jeho povrchové
stabilizovany analog. Stabilizace je zajiSt€éna Na-akrylovymi kopolymery,
jejichz pfitomnost zvySuje stabilitu preparatu v prostiedi.

Kultivace zelenych ias

Zelené tasy Parachlorella kessleri (LARG/1) and Trachydiscus minutus
(Lukavsky a Pribyl 2005/1) byly kultivovany v Zivném mediu Z8 podle Zehnder
(1961). Screeningové experimenty byly provadény kultivaci vybranych
mikroorganismii v serologickych destickach (Costar, FB), kter¢ byly
inokulovany na koncentraci bungk 100 000 ml™*. Kultivace probihala na tiepacce
(30 W.m™) pii teplot& 26 °C, 1% CO, a intenzité svételného zateni 70 W.m™
Analyza lipidi

Extrakce lipidi probihala podle metodiky popsané Bligh a kol. (1959). Lipidy
byly izolovany do chloroformové faze. Vzorek byl néasledné za snizeného tlaku
odpafen do sucha. Lipidy (~5 mg) byly pfes noc saponifikovany v 10% KOH-
MeOH za pokojové teploty. Nasledné byla provedena metylace mastnych
kyselin pomoci CH,N,, Jednotlivé mastné kyseliny byly stanoveny pomoci GC-
MS.

Vysledky a diskuze

Vliv nanocdstic na rist vybranych mikroorganismii

Studium stimula¢niho UC¢inku nZVI byl sledovan u dvou odlisSnych typi
nanoCastic. Pro screeningové experimenty byla vybrana exponencialné
vzrustajici Skdla koncentraci nZVI. Obrazek 1 ilustruje zavislost ristu zelené
rasy P. kessleri na koncentraci preparatu Nanofer 25 (Obr. 1 A), respektive
Nanofer 25 S (Obr. 1 B). Zavislost rustu zelené fasy T. minutus za stejnych
kultivaénich podminek prokézala analogicky charakter. Riist obou studovanych
mikroorganismti byl v ptipadé aplikace obou typi nZVI posilen v rozmezi
koncentraci od 0,51 — 5,1 mg I'™". Expozice bunék koncentraci nZVI vyssi nez 17
mg I" vyvolala inhibici bun&ného ristu. Stejné poznatky byly popsany
v publikaci Keller a kol. (2012). Rust fasy Pseudokirchneriella subcapitata byl
stimulovan v rozmezi koncentraci 1-8 mgl™ preparatu Nanofer 25 S. Inhibice
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rstu byla pozorovana pii expozice koncentraci vy$§i nez 10 mg 17
Nanofer 25 S (Keller a kol., 2012).
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Obr. 1. Rust Prachlorella kessleri
Vv piitomnosti riznych koncentraci Nanofer 25 (A), Nanofer 25 S (B).

Inhibi¢ni Gc¢inek vyssich koncentraci nZVI byl patrny po 216 hodinéach kultivace
(Obr. 1). Nésledny vyrazny nartist biomasy mezi 216 a 792 hodinou mtze byt
zpisoben ztratou reaktivity nZVI v médiu v disledku jejich oxidace a
aglomerace (Adeleye a kol., 2013).

Na zaklad¢ tvodnich experimenti byly pro bankové kultivace vybrany
stimulaéni koncentrace 1,7 a 5,1 mg I a kultivaéni doba stanovena na 216.
Vzhledem Kk vy$$im nartstim biomasy u vybranych stimula¢nich koncentracim
byl vybran pro dal$i experimenty nestabilizovany preparat Nanofer 25.

Stimulace ristu a akumulace lipidi

Bankové kultivace byly provedeny v 1 litru kultivaéniho média a ve vSech
sledovanych experimentech byl potvrzen stimula¢ni ucinek Nanofer 25 na
bunéény rtist a akumulaci lipidii. Tabulka 1 shrnuje hodnoty popisujici mnozstvi
suSiny, celkovy obsah lipidii a profil mastnych kyselin za studovanych
podminek. Nejvyssi nartist biomasy byl u obou mikroorganism dosazen pfi
kultivaci v médiu obohaceném o koncentraci 5,1 mg 1™ Nanofer 25. Mnozstvi
biomasy populace P. kessleri bylo navyseno o 42% a T. minutus o 32%.
Vyznamné bylo také posileni akumulace lipidi u obou mikroorganismi. Vzrist
obsahu celkovych lipidii miize souviset s mechanismem ptisobenim tohoto typu
nanocastic, se vznikem oxidativniho stresu (Keenan a kol., 2009). Lipidy, které
jsou nékterymi mikroorganismy akumulovany v cytosolu, slouzi jako zésobni
latky a jejich syntéza muize byt stimulovana pravé stresovym prostiedim
(Rodolfi a kol., 2009). Celkovy obsah lipidi u P. kessleri byl zvysen o 66% a u
T. minutus o 76%.

Ptitomnost nZVI méla rovnéz vliv na profil mastnych kyselin. Se zvySujici se
koncentraci nZVI dochazelo ke zvyseni zastoupeni polynenasycenych mastnych
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kyselin oproti kontrolni populaci. Naopak zastoupeni nasycenych a
mononesycenych mastnych kyselin se s koncentraci nZVI sniZzovalo. Tento jev
muZze opét souviset s pritomnosti nZVI a jejich schopnosti indukovat vznik
stresového prostiedi. ZvySeni zastoupeni polynenasycenych mastnych kyselin
popsal Kang a kol. (2014) u zelené tasy Chlorella vulgaris UTEX 265, ktera
byla kultivovéna v pfitomnosti nanocastic TiO,. Tyto nanocastic maji rovnéz
schopnost indukovat vznik oxidativniho stresu. Polynenasycené mastné kyseliny
mohou diky pfitomnosti dvojnych vazeb slouzit jako zhaSece volnych radikalt a
napomahat k obran¢ bunky pfed oxidativnim stresem (Adarme-Vega a kol.,
2014).

Zaver

Fyzikalné-chemické vlastnosti nanocastic jsou determinovany jejich rozméry a
jsou pfi¢inou jejich odlisSné biologické aktivity, nez kterou disponuji
makroskopické analogy. Expozice bun€k tfadové miligramovym koncentracim
nekterych typll nanocastic (pt. nZVI, ZnO) se projevila vyraznou stimulaci
rustu. Pfitomnost nZVI rovnéZz ovlivnila metabolismus lipidit u studovanych
zastupcl zelenych fas. Byla zaznamendna nejen zvySend akumulace lipida
V cytosolu, ale také zmeéna profilu mastnych kyselin ve prospéch mnozstvi
polynenasycenych mastnych kyselin.
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Tabulka 1. Profil mastnych kyselin (% w w™), susina a celkovy obsah lipid
studovanych mikroorganismii za podminek kultivace v pfitomnosti riznych
koncentraci Nanofer 25.

P P. . T, T, T,
. kessleri . . . )
kessleri 17 mal kessleri  minutus minutus  minutus
kontrola —' 9" 51mgl® kontrola 1.7mgl? 5.1mgl®
Obsah
lipidfl g 5,26 6,77 8,72 2,72 3,61 4,78
I”]
Mastné ). 2,2 2,0 1,0 22,8 22,5 20,0
kyseliny

16:0 34,3 32,2 20,5 224 21,7 13,2

16:1 3,3 3,0 1,3 6,9 49 3,8

16:2 55 5,9 6,5 - - -

16:3 6,4 6,7 7,1 - - -

18:0 18,1 17,3 14,2 3,6 1,4 1,1

18:1 n-9 16,6 14,5 13,7 1,8 1,3 0,9

18:2 n-6 7,1 10,5 214 4.4 5,6 9,4

18:3 n-6 0,1 0,1 0,1 - - -

18:3 n-3 6,4 7.8 14,2 - - -

20:4 n-6 - - - 0,1 0,2 0,7
20:5n-3 - - - 38,0 42 .4 50,9
S[‘ésll_‘l‘]a 194 231 275 10,4 12,1 13,7

VySe diskutovana price by realizovand za podpory grantic GACR 14-00227S,
Ministerstvo primyslu a obchodu CR projekt : FR-TI1/456 a projektu IGA: A2
FPBT 2014 022, VSCHT.
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Biotransformacni priprava estrogenné aktivniho 8-prenylnaringeninu

Hudcova T., Skoupé H., Patakova P., Dostalek P.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Uvod

Chmel otacivy (Humulus lupulus L.) z ¢eledi konopovitych (Cannabaceae) se
V soucasnosti péstuje jako kulturni rostlina, zeyména jako surovina pro vyrobu
piva. Jeho divoka forma byla vSak vyuZivéna jiz od nepamcti i jako léciva
rostlina. Farmaceuticky vyznamnymi latkami chmele jsou zejména prenylované
flavonoidy, které se fadi do skupiny polyfenold, nicméné diky své prenylované
skupiné maji na rozdil od ostatnich polyfenolii vice nepolarni charakter a
hromadi se spole¢n¢ s hoifkymi kyselinami v lupulinovych Zzlazkach chmele
(Stevens a Page, 2004). Mezi majoritni prenylflavonoidy chmele patii
xanthohumol  (0,2-1,1  %hm. vsuSin¢  chmelovych  hlavek) a
desmethylxanthohumol (0,04-0,36 %hm. v susin¢ chmelovych hlavek) (Karabin
a kol., 2012; Nikoli¢ a Van Breemen, 2013).

Prenyflavonoidy vykazuji antioxida¢ni UCinky, ¢imz chrani pifed ucinky
Skodlivych  volnych radikald, a chrani tak pfed kardiovaskularnimi
onemocnénimi jako je napiiklad atheroskler6za. Pozornost je v poslednich
letech zamétena rovnéz na vyzkum antikarcinogennich u€inkti prenylflavonoida.
Mnoh¢é studie jiz potvrdily, Ze prenylflavonoidy uéinné inhibuji proliferaci
nadorovych bunck a zabranuji tak rdstu karcinomu a vzniku metastdz. Tyto
slouceniny se aktivn¢ podileji na inhibici karcinogeneze, a to v pocatecni,
V propagacni 1 v pozdni fazi bujeni (Gerhduser C., 2005). Antiproliferacni
aktivita prenylflavonoidit in vitro na lidské nadorové bunécné linie byla
prokazana naprikliad na rakovinneé bunky prsu (MCF7), vaje¢nikt (A2780) a
tlustého stieva (HT29) (Miranda a kol, 1999). Dalsim vyznamnym ucinkem
chmelovych latek je jejich fytoestrogenni aktivita, jiz vykazuje zejména 8-
prenylnaringenin.

Diky prokdazanym pozitivnim G¢inkiim na lidské zdravi lze ocekavat, Ze by
preparaty na bazi chmelovych prenylflavonoidd mohly hrat v budoucnu
vyznamnou roli v boji proti nddorovym onemocnénim ¢i jako doplilky stravy
pro prekonani negativnich symptomu klimakteria.

Estrogenni ucinky prenylflavonoidi

V posledni dob& je pozornost vénovana chmelu jako bohatému zdroji
fytoestrogenti, coz jsou latky se schopnosti napodobovat aktivitu samicich
pohlavnich hormont, jejichZ produkce rapidné klesa, a to predevsim v obdobi
klimakteria. Estrogenni aktivita se projevuje pfedev§im schopnosti komunikovat
s estrogennimi receptory (ERa a ERP). Nedostatetna produkce estradiolu
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v tomto obdobi ma dopad na ubytek kostni hmoty (osteopordza). Na zmirnéni
téchto potizi se pouziva predev§im substitu¢ni hormonalni terapie, ktera ma ale
na druhou stranu fadu negativnich dopadd, Vviadé piripadd zvySuje
pravdépodobnost vyskytu karcinomu prsu ¢ délohy. Vyuziti chmelovych
prenylflavonoid se miize stat alternativnim feSenim téchto obtizi. Estrogenni
vlastnosti prenylflavonoidii mohou byt vedeny v zdsadé dvojim zpiisobem. Prvni
moznosti je jejich vazba na specifické estrogenni receptory, druhou cestou je
pak schopnost fytoestrogenii pusobit jako enzymové efektory (Lapcik a
Sosvorova, 2011).

Majoritni prenylované flavonoidy chmele (xanthohumol,
desmethylxanthohumol) nedisponuji vyznamnou estrogenni aktivitou, nicméné
jednoduchou isomera¢ni pieménou za zvySené teploty vznikaji estrogenné
této skupiny latek je pfeména estrogenné neaktivniho desmethylxanthohumolu
na sm¢s aktivnich estrogend 6-prenylnaringeninu a 8-prenylnaringeninu. Jejich
isomeracni pomér je obvykle uddvan vpoméru 3:2 ve prospéch 6-
prenylnaringeninu (Chadwick a kol., 2004). 8-prenylnaringenin je povazovan za
jeden z nejucinnéjSich dosud isolovanych fytoestrogenil, vykazujici stokrat vyssi
aktivitu nez fytoestrogen genistein. Slabé estrogenni ucinky byly taktéz
prokazany u isoxanthohumolu, ktery navic podléhd v travicim traktu
demethylaci na 8-prenylnaringenin, coz vyznamné zvysuje estrogenni potencial
chmele (Possemiers a kol., 2005, 2006, 2008).

Zdroje 8-prenylnaringeninu

Pivo je jedinym zdrojem chmelovych prenylflavonoidii v potravé, ovSem
vzhledem Kk jiz nizkym obsahtim 8-prenylnaringeninu ve chmelu (~0,0016
%hm.), neni piekvapivé, ze obsah S8-prenylnaringeninu v pivu je téméf
zanedbatelny. Bylo zjisténo, Ze koncentrace 8-prenylnaringeninu v pivu
odpovida 10-20 %rel. mnozstvi této latky ve chmelu (Tekel’ a kol., 1999).

Pro konzumenta tedy mnozstvi 8-prenylnaringeninu pfijaté z piva predstavuje
jen bezvyznamny ucinek na zdravi. Lidska mikroflora tenkého stieva je vSak
schopna pfeménit isoxanthohumol, jehoz obsah v pivu je relativné vysoky (az 2
mg/l), na 8-prenylnaringenin, a to az s 80 % ucinnosti. V G¢inné mife vsak této
biotransformacni pfemény je schopna pouze jedna tfetina testovanych jedinci.
Mira pfemény je vSak zcela individudlni a je zavisla na faktorech jako jsou v¢k,
genetické vybaveni a zdravotni stav jedince (Bolca a kol., 2007; Krofta, 2010;
Possemiers a kol., 2006; Stevens a Page, 2004).

Biotransformacni preména isoxanthohumolu na 8-prenylnaringenin

Vyznamnou metabolickou pfeménou, jez byla zaznamenana, je transformace
isoxanthohumolu na fytoestrogenni 8-prenylnaringenin (Obr. 1.) pomoci
sttevnich  bakterii, pfi niz dochazi na 5 uhliku k O-demethylaci
isoxanthohumolu. Kone¢na koncentrace 8-prenylnaringeninu v krevni plazmé
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tedy neni zavisla jen na jeho celkovém piijmu ve stravé, ale i na pfitomnosti
jeho prekursoru isoxanthohumolu v kombinaci s vyskytem vhodné stfevni
mikrofléry, kterd je schopna isoxanthohumol demethylovat a koncentraci 8-
prenylnaringeninu tak v krevni plazmé zvysit (Possemiers a kol., 2008).

Ze vzorka stolice byly izolovany kmeny bakterii, které jsou schopny
biotransformovat isoxanthohumol na 8-prenylnaringenin. Dle vyzkumt
Possemierse je tuto metabolickou pfeménu nejefektivnéji schopen provadét druh
anaerobni grampozitivni bakterie Eubacterium limosum (Possemiers a kol. 2005,
2006, 2008).

Této biotransformacni pfemény je mozno vyuzit ve farmaceutickém primyslu
pti biotechnologické produkci 8-prenylnaringeninu. Ten je vzhledem k svym
fytoestrogennim vlastnostem vyuzitelny jako nahrada hormonalni terapie pfi
prevenci a 1é€bé osteopordzy ¢i pii tlumeni symptomi klimakteria (Karabin a
kol., 2012).

OCH; O

isoxanthohumol 8-prenylnaringenin

Obr. 1. O-demethylace isoxanthohumolu — biotransformaéni pfeména pomoci
bakterie E. limosum

Zavér

Chmelovy prenylflavonoid 8-prenylnaringenin ma velky potencial pro vyuziti ve
farmaceutickém primyslu z diivodu vykazovani silné estrogenni aktivity. Jedna
se 0 dosud nejucinné;si 1izolovany fytoestrogen, ktery vykazuje aZz stokrat vyssi
afinitu vi¢i uritému typu estrogennich receptorti nez sojovy fytoestrogen
genistein. Biotransformaéni preménu isoxanthohumolu pomoci bakterie E.
limosum by bylo mozné vyuzit v budoucnu pii biotechnologické produkci 8-
prenylnaringeninu, ktery by mohl byt vyuzity jako soucast potravinovych
doplnk stravy ur¢eného k potlaceni vedlejSich symptomi menopauzy.

Tato prdce byla podpoiena TA CR - Centrum pro inovativni vyufiti a posileni
konkurenceschopnosti  Ceskych pivovarskych surovin a vyrobku -
TE02000177.
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Vliv Kkultiva¢nich podminek na produkci a sekreci fuzniho proteinu
trypsinogen-GFP kvasinkou Pichia pastoris

Raschmanova H., Branska B., Paulova L.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Pfedmétem prace bylo sledovéni vlivu kultivacnich podminek (pH, specifické
rustové rychlosti, zpiisobu pfitokovani média) na produkci a sekreci fuzniho
proteinu veptovy trypsinogen-fluorescenéni protein EGFP, jenZ byl naklonovéan
pod kontrolu methanolem indukovatelného alkoholoxidasového promotoru
kvasinky Pichia pastoris. Byl izolovan ¢isty EGFP, jenz byl nasledné vyuzit
jako standard pii analyze produkce fuzniho proteinu, a byl pfipraven protokol
umozinujici soucasné stanoveni viability produkéniho kmene a intracelularniho
obsahu EGFP metodou pritokové cytometrie. Ve vsadkovych kultivacich byly
urceny maximalni specifické riistové rychlosti produkéniho kmene na glycerolu
(tmax = (0,210 + 0,024) h™) a methanolu (umax = (0,076 + 0,005) h™) a byly
provedeny pfitokované kultivace s konstantni nebo exponencidlni rychlosti
pritokovani substratu pfi dvou hodnotach pH (5,0 a 5,9). Bylo zjisténo, Ze pii
obou hodnotach pH bylo dosazeno stejného nariistu biomasy, ale pii pH 5,9 bylo
produkovano 1,7krat vice proteinu. Nejvyssi koncentrace trypsinogenu v médiu
(82 mg.I"") bylo dosazeno pii pH 5,9 a exponencialnim schématu piitokovani se
specifickou ristovou rychlosti na methanolu 0,013 h™.
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Betulinova kyselina a jeji derivaty

Hozova G., Sustekova J., Wimmer Z.
Ustav chemie piirodnich latek, VSCHT Praha

Pfedmétem této prace byla ptiprava derivatii betulinové kyseliny v pozicich
C(28) a C(3). Prvnim krokem, pii ptipravé amidu v pozici C(28), byla aktivace
karboxylové skupiny pfeménou na chlorid kyseliny, ktery je dostatecné
reaktivni. Tento chlorid byl pfipraven reakci 3-O-acetylbetulinové kyseliny
s oxalylchloridem v dichlormethanu.  Nasledovaly  konjuga¢ni  reakce
S prisluSnymi  methylestery aminokyselin, chranénym 1 nechranénym
ethylendiaminem, kde byl pouZzit dichlormethan jako rozpoustédlo a
diisopropylethylamin jako promotor. Pfi pfipravé esterti v pozici C(3) reagoval
benzyl-(3pB)-3-hydroxylup-20(29)-en-28-o4t s prislusnymi anhydridy
(sukcinanhydrid a glutaranhydrid) v ptitomnosti 4-dimethylaminopyridinu, jako
rozpoustédlo byl pouzit suchy pyridin. Struktura pfipravenych latek byla
potvrzena analyzou pomoci NMR. U 2 vybranych sloucenin byly zméfeny UV
spektra.
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Vyuziti Pythium oligandrum jako biofungicidu ve sladarstvi

Rezanina J., Postulkova M., Dostalek P.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Rozvoj plisiiové kontaminace béhem sladaifského procesu mize byt eliminovan
kromé chemickych a fyzikéalnich metod rovnéz metodami biologickymi.

Cilem této prace bylo porovnat biofungicidni €inek mykoparazitické oomycety
Pythium oligandrum, kterd zatim nachazi vyuziti zejména v zemédélstvi,
a vlaknité houby Geotrichum candidum, jez se jiz bézn¢ vyuziva ve sladovnach.
Experiment probihal na je€meni sladovaném v mikrokultivacnim zatizeni, kde
byl sledovan rozvoj plisni Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum a
Fusarium graminearum v zavislosti na pouzitém biofungicidu. Pro kvantifikaci
téchto plisni v jednotlivych fazich sladovaciho procesu bylo vyuZito
polymerazové fetézove reakce v realném case, ktera umoznuje presné stanoveni
poc¢tu molekul DNA daného taxonu. Béhem experimentilni prace byla
potvrzena vys$i biofungicidni U¢innost oomyccety Pythium oligandrum ve
srovnani s biofungicidem Geotrichum candidum. Dale byla provedena
optimalizace aplikace Pythium oligandrum a bylo zji§téno, ze po sprejovani
suspenze spor na zacatku kli¢eni je tento biofungicid G¢innéj$i nez pii naliti této
suspenze do maceci vody.
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Srovnani modelové predikce a skute¢né adheze anaerobnich bakterii
kazicich pivo na pevné substraty

Podolova N., Bittner M., Branyik T.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Striktné anaerobni bakterie rodu Pectinatus a Megasphaera se staly
obsahu kysliku v pivu za uUcelem zajiSténi jeho dlouhodobé senzorické a
koloidni stability. Vyskyt anaerobnich bakterii v aerobnich ¢astech provozi je
umoznén jejich inkorporaci do mikrobidlnich biofilmi. Cilem pfedlozené prace
bylo vytvotit predikci adheze bakterii Pectinatus frisingensis DMS 20465 a
Megasphaera cerevisiae DMS 20461 podle teorie XDLVO na modelové nosice
a schopnost adheze nasledné ovéfit experimentalné adheznimi testy (10 mM a
100 mM roztok KCI, pH 6,15). Povrch modelovych nosict byl upraven tak, aby
svymi povrchovymi vlastnostmi simulovaly materidly bézné pouZivané
V pivovarském primyslu. Vyhodnocenim adheznich testli obrazovou analyzou
byly ziskany hodnoty osidlené plochy modelovych nosicl. Predikce adheze
bakterie M. cerevisiae na modelové nosic¢e podle teorie XDLVO se do znacné
miry shodovala s vysledky adheznich testii. Bunky v prostiedi o iontové sile 10 i
100 mM nejsnadnéji adherovaly na nosi¢ s povrchovou upravou APTES
(hydrofobni povrch s pozitivnim povrchovym nabojem), ktera simuluje
opotfebovanou nerezavéjici ocel, typ podlah pouzivanych v potravinarském
prumyslu ¢1 povrch exopolymernich substanci. Déle adheze bunky se zapornym
povrchovym nabojem (M. cerevisiae) na nosi¢ s kladnym povrchovym nabojem
(APTES sklo) poukazuje na vyznam elektrostatickych interakci béhem adheze.
Predikce adheze bakterie P. frisingensis na modelové nosi¢e podle teorie
XDLVO se s adheznimi testy neshodovala, coz je zifejmé zptusobeno odliSnosti
buiiky studovaného mikroorganismu od idealni ¢astice, pro kterou byl model
XDLVO sestaven (rozdilny tvar, velikost bakterie, ptitomnost bi¢iki na jedné
stran¢ bunky). Bakterie P. frisingensis v prostiedi o iontové sile 10 i 100 mM
nejsnadnéji adherovala na nosic s povrchovou tpravou PTES (mirné hydrofobni
povrch s negativnim povrchovym nabojem), ktera simuluje povrchy nékterych
plastl a lubrikanti. Vyssi adheze bylo ve vSech adheznich testech pro obé
anaerobni bakterie dosazeno v prostiedi o vyssi iontové sile.



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2014, 3.-4.4.2014, UB, VSCHT Praha

Prostifedky modulace biodegradativni funkce

Koukalova M., Jezdik R., Jirkd V.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Kontaminace plidy a spodnich vod hydrofobnimi slouceninami ptinasi velmi
dalezité otazky tykajici se moZnosti jejich odstranéni co nejSetrnéjSim
zpasobem. Biodegradace hydrofobnich latek se navrhuje jako efektivni,
ekonomicka a ekologickd technologie, ackoli jejich biologickd dostupnost
mikroorganismiim byva limitujicim faktorem b&hem procesu biodegradace.
Hledani moZnosti zlepSeni bioremediace polutantl v Zivotnim prostiedi je
motivovano jejich velkou distribuci, nizkou biologickou dostupnosti, vysokou
perzistenci v pudé a jejich potencialné neptiznivym u€inkem na lidskeé zdravi
(Cameotra a Makkar, 2010; Whang a kol., 2008).

Biologickou dostupnost je mozné vyftesit pfidanim povrchové aktivnich latek
(surfaktantl), které snizi mezifazové napéti a zvysi biodostupnost hydrofobnich
polutantii. Pouziti biosurfaktantli misto chemickych surfaktanti ptfinasi mnohé
vyhody, napiiklad nizkou toxicitu a biologickou degradabilitu. Zaroven
biosurfaktanty vynikaji pouZitelnosti v prostiedi s vétSim rozmezim pH a
salinity (Bognolo, 1999). Tyto vyhody d¢€laji z biosurfaktanti vhodny prosttedek
ke zlepSeni biodegradace. Pouziti biosurfaktantu je vSak zatim spiSe
prozkoumano u d{istych chemickych latek, jako napiiklad tetradekan,
pentadekan, hexadekan, oktadekan nebo naftalen. Co se tyc¢e ucinkli na
biodegradace smési, jsou zatim informace velice omezen¢ (Whang a kol., 2008).
Tato prace je zaméfena na moznosti modulace podminek biodegradace
hydrofobnich latek pfidavkem rhamnolipidii. Pro biodegradace byly pouZity
bakterialni kmeny izolované z vysoce kontaminované oblasti v Rakousku. Jako
modelové hydrofobni latky byly pouzity MERO, LIO C18, HC 68 a CITRAT.
Pro modulaci biodegradace byly pridany rhamnolipidy produkované
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter asburiae, Acinetobacter calcoaceticus,
u kterych byla jiz diive sledovana produkce rhamnolipidl a byly stanoveny
vlastnosti produkovanych rhamnolipidovych smési.

Material a metody

PouZité mikroorganismy

Pro degradace bylo pouzito 7 bakterialnich kmeni izolovanych z pidy vysoce
kontaminované oblasti — biodegradacni plocha spole¢nosti ABR, Schwadorf,
Rakousko.

PouZité biosurfaktanty

Rhamnolipid produkovany bakterii Pseudomonas aeruginosa, ptipravovany
Vv laboratofi. Kriticka micelarni koncentrace 26 mg/l (thamnosy).



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2014, 3.-4.4.2014, UB, VSCHT Praha

Modelové substrdty degradace

CITRAT — tri-(2-ethylhexyl) citrat, syntetické ekologické mazivo,
hydroskopicka latka.

LIO C18 — smés linedrnich internich olefini s poctem osmnacti uhliki
v molekule, vyroba katalytickou izomeraci alfaolefini.

MERO — methylestery fepkového oleje.

HC 68 — minerélni zakladovy olej pouzivany pro piipravu motorovych oleji,
obsahuje monocykloalkany s dlouhymi fetézci.

Kapalna média

médium pro degradaci oleju

KH,PO, 0,17 g/l

K,HPO, 0,13 g/l

(NH4)2804 0,71 g/l

MgCl,6H,0 0,34 g/l

Iml roztoku stopovych prvki: MnCl, . 4 H,O 19/
CaCl, .2 H,0 0,26 g/l
FeSO, .7 H,0O 0,6 g/l
Na,MoO, . 2 H,O 2 g/l

PouZité metody

Monokoloniova izolace degradéri

Vzorky pudy byly suspendovany v Zivném bujonu a kultivovana na ttepacce
s frekvenci otadek 100 min™, 48 hodin pfi teplots 30 °C. Bun&éna populace byla
pouzita k ptiprave fedici fady a takto nafedéna populace byla nanesena na Zivny
agar. Ziskané kolonie byly pouzity jako monokoloniové izolaty, které byly dale
konzervovany

Priprava inokula

100 ml sterilniho komplexniho média (zivny bujén, L-B médium) bylo
inukolovédno buné¢nou populaci z povrchu agarové vrstvy a kultivovano na
trepadce s frekvenci otacek 100 min™, 24 hodin pii teplotd 30 °C. Ziskana
bunécnd populace byla separovana centrifugaci (9660 g, teplota 10 °C, 10 min.)
a promyta sterilnim minimalnim médiem. Tato buné¢na suspenze byla pouZzita k
zaoCkovani minimalnich médii pro degradace oleju.

Barikové kultivace (degradace olejii)

Kultivace v Erlenmayerovych baiikkach (250 ml) probihala za aerobnich
podminek na tiepaéce (100 min™) ve sterilnim minimalnim médiu BSM o
objemu 100 ml, do kterého byl piidan jeden z oleji (CITRAT, MERO, HC 68,
LIO C18) o koncentraci 1% obj., pfipadné pro modulaci biodegradace jeden
z rhamnolipidi  (od producenti Acinetobacter calcoaceticus B-59190,
Enterobacter asburiae B-59189 a Pseudomonas aeruginosa B-59188, dale
oznacovany jako RL-A.c., RL-E.a. a RL-P.a.) v koncentraci odpovidajici KMK
nebo v koncentraci, kterd odpovidala 70% hodnoty KMK. Kultivace probihala
pii konstantni teploté¢ 30 °C. K inokulaci byla pouzita odstiedénd a promyta
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bunécna suspenze. Baniky byly zaockovany tak, aby hodnota optické density pfi
400 nm byla 0,2+0,02.

Vysledky a diskuze

Izolace degraderi

Izolace bakterialnich kment, které byly pouzity pro degradace, byla provedena
podle vySe zminéného postupu (viz vyse). Volba priméarnich monokoloniovych
izolati vychazela z odlisSné morfologie kolonie. Tyto izolaty byly zékladem
sedmi déale vedenych agarovych konzerv bunécné populace (opakované
pasazovani). Tyto izolaty nebyly taxonomicky identifikovany a jsou v této praci
dale oznaceny jako izolaty 1 — 7.

Degradace hydrofobnich substratii

U vsech izolovanych kment byl predpoklad schopnosti utilizace (biodegradace)
hydrofobnich polutantii, vzhledem k jejich pivodu. Proto u nich byla sledovana
schopnost utilizace (biodegradace) pfidanych oleji (postup viz vyse). Jelikoz
zvolené hydrofobni substraty byly pouzity jako jediny zdroj uhliku a energie, lze
predpokladat, ze narist biomasy je imérny degradaci substratu.

Obr. 1. - 4. znazomuji nartst biomasy (vyjadiené jako opticka densita) vSech
izolovanych kmenti na jednotlivych substratech (olejich) v zavislosti na Case.
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Obr. 1 Reprodukce bun&éné populace v piitomnosti substratu CITRAT (jediny
zdroj uhliku).
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Obr. 2 Reprodukce bunééné populace v pfitomnosti substratu HC 68 (jediny
zdroj uhliku).

Pii kultivaci izolovanych kment na substratech HC 68 a CITRAT nebyl
zaznamenan vyznamny rozdil koncentrace biomasy (Obr. 1 a 2). Z téchto
vysledkt 1ze predpokladat, ze bakterie nejsou schopné vyuzit tyto substraty jako
jediny zdroj uhliku a energie v dostate¢né mife a tudiz nelze tyto bakterialni
kmeny povazovat za vhodné degradéry téchto latek.

=

Opticka densita 400 nm
=
co

0 100 200 300 400 500 600

¢as kultivace [h]

Obr. 3 Reprodukce bunééné populace v piitomnosti substratu MERO (jediny
zdroj uhliku).
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Obr. 4 Reprodukce bunééné populace v piitomnosti substratu LIO C18 (jediny
zdroj uhliku).

V piipadé substratu MERO (Obr. 3) byl zaznamenan znatelny narist biomasy
predevsim kmeny ¢. 3, 4, 6, které pievySovali nartist ostatnich kment, zatimco
kmen ¢. 7 béhem kultivace nevykazoval témét zaddny narist. Lze tedy
piedpokladat, Ze pouzité kmeny (vyjma &. 7) jsou schopné vyuzit MERO jako
jediny zdroj uhliku a energie.

Pti kultivaci bakteridlnich kmenli na substratu LIO C18 (Obr. 4) byl
zaznamenan znatelny narlist biomasy (nejvice kmeny ¢. 1, 3, 4), oproti tomu
kmen ¢. 5 nevykazoval vyznamnou zménu v koncentraci biomasy.

Tyto experimenty popsané na Obr. 1.- 4. byly pouZity jako zékladni screening
degratativni funkce hydrofobnich latek u izolovanych bakteridlnich kmenii. Na
zéklad¢ téchto vysledkii byly pro dalsi modulace biodegradace vybrany
substraty MERO a LIO C18.

Utillizace modelovych substratli v pfitomnosti rhamnolipidu Vv kritické micelarni
koncentraci

Kultivace pro modulaci biodegradace probihala za stejnych podminek jako pfi
degradaci oleji bez ptidaného rhamnolipidu. Pro modulaci utilizace
(biodegradace) oleji byl pouzit rhamnolipid (RL-P.a.) v koncentraci
odpovidajici KMK (26 mg/l rhamnosy).

Obr. 5 — 11 znazornuji vliv pfidavku rhamnolipidu do kultiva¢niho média na
narist biomasy (vyjadfené¢ jako optickd densita) jednotlivych bakterialnich
kment pii kultivaci na vybranych substratech MERO a LIO C18.
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Obr. 5 Reprodukce bunécéné populace kmene ¢. 1 v pfitomnosti substrati
MERO a LIO C18 s RL-P.a. a bez RL.

——MERO+RL-P.3a. =——LI0 C18+RL-P.a. =——MERO =——LIOC18

4
E 3
[=]
[=]
=t
s
g2
-]
=
“m
-
s
2
o1l

0

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
¢as kultivace [h]

Obrv. 6 Reprodukce bunécné populace kmene ¢. 2 v pritomnosti substrati
MERO a LIO C18 s RL-P.a. a bez RL.
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Obrv. 7 Reprodukce bunééné populace kmene ¢. 3 v pfitomnosti substrati
MERO a LIO C18 s RL-P.a. a bez RL.
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Obrv. 8 Reprodukce bunétné populace kmene ¢. 4 v pfitomnosti substratii
MERO a LIO C18 s RL-P.a. a bez RL.
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Obrv. 9 Reprodukce bunétné populace kmene €. 5 v pfitomnosti substratil
MERO a LIO C18 s RL-P.a. a bez RL.
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Obr. 10 Reprodukce bunééné populace kmene ¢. 6 v pritomnosti substrati
MERO a LIO C18 s RL-P.a. a bez RL.
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Obrv. 11 Reprodukce bunétné populace kmene €. 7 v pfitomnosti substrath
MERO a LIO C18 s RL-P.a. a bez RL.

Pfi kultivaci kment €. 1, 4, 6 a 7 (Obr. 5, 8, 10, 11) na substratu LIO C-18 bylo
ptidavkem rhamnolipidu dosazeno zvyseni nariistu biomasy, zatimco u kmenti €.
2, 3,5 (Obr. 6, 7, 9) se vyznamny pozitivni vliv rhamnolipidu neprojevil. Pti
kultivacich bakterialnich kment na substratu MERO se projevil vyznamny vliv
rhamnolipidu ve vSech ptipadech vyjma kmene ¢. 1 (Obr. 5). Kmeny €. 2,3 a 6
(Obr. 6, 7, 10) vykazovaly vice neZ dvojnasobny nariist biomasy za piidavku
rhamnolipidu. U kmene ¢. 5 (Obr. 9) byla zaznamendna enormni zména v
narlstu biomasy, proto ma tento graf posunuté maximum osy Y oproti ostatnim
grafickym vyjadienim. U ostatnich kmend ¢. 2-7 ptridavek rhamnolipidu
zapricinil znatelné vys$si nartist biomasy (Obr. 6- 11).

Na zaklad¢ téchto vysledkl I1ze konstatovat, ze v ptipadé izolovanych kmeni 1,
4, 5 a 7 m¢l ptidavek rhamnolipidu rozdilny ucinek. Kmen ¢. 1 mél vyrazné
v&tsi nartist biomasy na substratu LIO C18 neZ na substratu MERO. V piipadé
kmenti €. 4 a 5 byl zaznamenan v¢Etsi ndrtist biomasy na obou substratech. Kmen
&. 5 po ptidavku rhamnolipidu vyrazné 1épe rostl na substratu MERO, zatimco
na substratu LIO C18 byl riist potlacen.

Zaveér

Ze vzorku plidy kontaminované hydrofobnimi latkami bylo izolovano 7
bakteridlnich kment, u kterych byla nasledné sledovana schopnost utilizace 4
vybranych hydrofobnich latek (MERO, LIO C18, CITRAT, HC 68). Bakterialni
izolaty vykazovaly Zadnou degradativni schopnost v pfipadé dvou hydrofobnich
latek (MERO, LIO C18). Tyto dva hydrofobni substraty byly nasledn& pouzity
na sledovani vlivu pfidavku rhamnolipidu na degradativni funkci izolovanych
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bakteridlnich kmenil. Bylo zjisténo, ze efekt ptidavku rhamnolipidu na
degradaci zvolenych substrati je ovlivnén typem substrdtu a druhem
mikroorganismu.
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Izolace a povrchové vlastnosti spor termofilnich bakterii vyskytujicich se
jako kontaminanty v potravinai'ském primyslu

Boledovicova P., Strejc J., Kyselova L.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Kontaminace potravin je zdvaznym problémem napfi¢ potravinaiskym
primyslem a to nejen zpohledu ekonomického, ale také z pohledu lidského
zdravi. Termofilni bakterie jsou diky jejich charakteristickym vlastnostem
(tvorba teplotné odolnych spor, schopnost piezivat ve formé biofilmil)
potencialnimi kontaminanty tfady potravinaiskych produkti a vyrob. Cilem
teoretick€ cCasti této prace bylo shrnuti dosavadnich poznatkii spojenych
s vyskytem termofilnich bakterii, jmenovité rodu Alicyclobacillus, Bacillus a
Geobacillus, v potravinaiském primyslu. Experimentalni ¢ast byla zaméfena na
zjisténi povrchovych charakteristik zéastupct kmenti Alicyclobacillus a
Geobacillus pomoci méteni kontaktnich uhlii a zeta potencialu vegetativnich
bunék 1 spor, na jejichz zdkladé byla pomoci XDLVO teorie vyhodnocena
pravdépodobnost adheze danych mikroorganismi na rizné typy povrchil. Mezi
studovanymi modelovymi nosi¢i byla zjiSténa nejvétsi pravdépodobnost adheze
mikroorganismill na silanizované sklo, tedy nosi¢ s hydrofobnim povrchem. U

A4

mikroorganismil.
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Piirodni latky jako nastroj regulujici tvorbu biofilmu

Majdakova M., Schreiberova O., Cejkova A.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Vzhledem k vzristajici rezistenci bakterii a kvasinek vici antibiotikiim se védci
snazi nalézt jiné cesty vedouci k 1€Cbé perzistentnich infekci zpiisobenych
mikroorganismy zijicimi v biofilmu. Rhamnolipidy jsou povrchové aktivni
ptirodni latky produkované mikroorganismy, které mohou piedstavovat novy
smér v feSeni problémi rezistence biofilmli vic¢i antibiotikim. Kombinace
vhodnych kombinaci koncentraci antibiotika a rhamnolipidu muize vést
K inhibici tvorby biofilmu a eradikaci jiz zralé¢ho biofilmu.

Cilem prace bylo nalézt prirodni latky a jejich vhodné koncentrace, které
posiluji uinek antimikrobidlnich latek. Stanovenim minimalnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC) jak pro suspenzni populace, tak pro biofilm byla zjisténa
schopnost latek inhibovat rast buné€k, stanovenim frakénich inhibi¢nich
koncentraci (FIC) pro suspenzni populace i biofilm pak vzijemné pilisobeni
latek. Byl sledovan vliv Cistych latek 1 FIC latek na tvorbu biofilmu a zraly
biofilm. Byly nalezeny kombinace koncentraci ptirodni a antimikrobidlni latky,
které inhibovaly riist biofilmu a uvolnovaly butiky z jiZ narostlého biofilmu.
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Optimalizace kyselé predapravy lignocelulosovych materiali pro
biotechnologické vyuziti

Kotac¢ova S., Paulova L., Rychtera M.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Lignocelul6zové materialy, jako jsou zemédé€lské odpadni materialy (v nasi
praci pSeni¢na slama, hobliny topolu) nebo energetické rostliny (Ozdobnice
Cinska) jsou biotechnologicky vyuzitelné zejména na vyrobu biopaliv.
Optimalizaci kyselé predipravy biomasy jsme se snazili nalézt podminky, které
vedou k rozvolnéni lignocelul6zové struktury a zvysi se tak vytézek glukozy po
enzymové hydrolyze a etanolu po fermentaci. Kyseld pfeduprava metodou
SPORL byla provadéna v ptitomnosti 1 % kyseliny sirové a sificitanu sodného a
byl zkouméan vliv teploty pfedipravy a ptidavku sifi¢itanu sodného na sloZeni
hydrolyzatu. ZvySeni teploty pfedupravy biomasy z 120°C na 180°C vede k
delignifikaci pevné faze biomasy a soucasné dojde ke zvySeni koncentrace
inhibitoril v kapalné fazi. ZvySeni koncentrace sifiCitanu sodného pii predupraveé
vede ke zvySeni stupné delignifikace a k poklesu koncentrace vznikajicich
inhibitori. Enzymovou hydrolyzou pevné faze po kyselé predupravé pi1 180°C
byl dosaZen nejvyssi stupent konverze celuldozy na glukézu u vzorku pSeni¢né
slamy, a sice 0,44 g.g™" a vytdzek etanolu po fermentaci bakterii Zymomonas
mobilis 0,25 g.g™.
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Interakce fenolickych polutanti v priabéhu mikrobiilni degradace jejich
smési

Radlova K., Karlova P., Paca J.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Nitroaromatické slouCeniny jsou pramyslové dilezité chemikalie vyuZivané
zejména pro vyrobu farmaceutik, barviv, pesticidii nebo vybusnin. Kvili jejich
hojnému vyuziti jsou ¢astym zdrojem znecisténi ptidnich a vodnich ekosystémd.
Mikrobialni odbouravani jednotlivych nitroaromatickych latek bylo jiz pomérné
dobie prozkoumdno, avSak dosud nejsou dostateCné popsany interakce
nitroaromatickych slouCenin pii degradaci jejich smési. Tato prace byla
zaméfena na odbourdvani 4-nitrofenolu ve smési s jinymi nitroaromatickymi
slouceninami, 2-nitrotoluenem a 3-nitrotoluenem. Experimenty byly provadény
pomoci smesné bakteridlni kultury imobilizované v napliiovych bioreaktorech a
volnymi bunkami v tftepanych bankach. Nejsnaze utilizovatelnym substratem
byl pro danou mikrobialni kulturu 4-nitrofenol, naopak 3-nitrotoluen byl
rychleji nez latek ze smési. Pti experimentech ve vsadkovém uspotddani byl téz
pozorovan vliv adaptace mikrobidlni kultury. Kultura adaptovana na smés obou
mononitrotoluenil zpocatku degradovala ze smési 2-nitrotoluen rychleji nez 4-
nitrofenol, avSak po urcit¢é dobé doslo k indukci degradace 4-nitrofenolu a
zpomaleni degradace 2-nitrotoluenu. Vysledky experimenti provadénych v
napliovych reaktorech byly ve shodé¢ s experimenty v tiepanych bankach. 4-
Nitrofenol byl odbourdvan ze smési s mononitrotolueny kompletné, zatimco 2-
nitrotoluen a 3-nitrotoluen byly odbourany pouze castecné a ucéinnost
odbouravani 3-nitrotoluenu dokonce nepiesahla 65 %.
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Produkce Kyseliny jantarové bakterii Basfia succiniciproducens

Sitnik I., Kolek J., Patakova P.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Anaerobni, kapnofilni bakterie Basfia succiniciproducens DSM 22022, byla
testovana na schopnost produkce kyseliny jantarové. Pii kultivaci v baiikach byl
zkouSen vliv zdroje uhliku, dusiku a mnoZstvi neutralizatniho ¢inidla. Jako
vhodna kombinace byla pro pokusy v bioreaktoru vybrana fepna melasa jako
zdroj uhliku, kukufi¢ny vyluh (,,corn steep liquor*) jako komplexni zdroj dusiku
a hydroxid sodny pro neutralizaci vznikajici kyseliny jantarové. Oproti
literarnim  vysledkiim nebylo mozné pouzit jako zdroj uhliku glycerol.
Nejlepsim vysledkem pii vsadkové kultivaci v bioreaktoru byla koncentrace
kyseliny jantarove 20 g.l-1, vytéznost 58 % a produktivita tvorby kyseliny
jantarové 0,72 g.1-1.h-1.
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Biologicka aktivita a struktura syntetickych antimikrobidlnich peptidi

Kubanova Z., Lovecka P., Spiwok V.
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Znatelny narGst rezistence patogennich bakterii, zaznamenany v posledni dobé u
vSech druhti komeréné pouzivanych antibiotik, vyustil v hledani novych ptistupii
k 1é¢bé infekénich onemocnéni. Jednim z moZnych feSeni tohoto problému je
vyuziti antimikrobidlnich peptidi. Tato prace se zabyvd navrhovdnim a
chemickou syntézou kratkych antimikrobidlnich peptidd, testovanim jejich
biologické aktivity, a predikei jejich struktury pomoci simulac¢nich metod. Prace
byla inspirovana studii, ve které¢ byly izolovany tfi perspektivni rostlinne
antimikrobialni peptidy z kokosového mléka. Z nich byl nami vybran peptid
Cn-AMPI, ktery vykazoval nejniz$i MIC pro testované bakterie, a na zékladé
tohoto vzoru byly syntetizovany dva peptidy, modifikované amidaci a nebo
substituci posledni aminokyseliny. Peptidy byly pfipraveny metodou syntézy na
pevne fazi, precistény pomoci RP-HPLC a potvrzeny hmotnostni spektrometrii
MALDI-TOF. Biologickd aktivita byla stanovena prostiednictvim pfistroje
Bioscreen C na 10 kmenech mikroorganisma (B. subtilis, S. aureus, E. faecalis,
M. luteus, E. coli, P. aeruginosa, S. enteritidis, C. utilis, C. albicans a P.
anomala). Molekulova simulace peptidi a piedpovéd’ jejich prostorové struktury
byla provedena metodami molekulové dynamiky, s vyuzitim paralelniho
temperovani.
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Stanoveni terpenickych latek v pivu a pivovarskych surovinach

Chrastna J., Jelinek L., Karabin M.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Latky odvozené od chmelovych silic jsou skupinou sloucenin, které se
vyznamné podileji na senzorické kvalité piva. Je proto nezbytné, aby existovala
relativné jednoduchd a zaroven piesnd metoda, schopnd stanovit jejich obsah
v pivu 1 meziproduktech jeho vyroby. Béhem zpracovani této prace, zaméiené
na vyvoj takové metody, byly navrZzeny vhodné parametry izolace terpenickych
latek z mladiny a piva zaloZené na kombinaci destilace a modernich extrak¢énich
(SPE) postupli. Na ziklad¢ ziskanych poznatkli byla stanovena opakovatelnost
vyvijené¢ metody. Kromé toho byl pomoci této metody ovéfen vliv chemického
slozeni chmele na profil terpenickych sloucenin obsazenych v mladiné a
stanoven obsah terpenickych latek v 7 riznych svétlych lezacich plzenského
typu.

Vyvinutd metoda by se méla stat zadkladem pro nalezeni souvislosti mezi
pouzitym zpisobem chmeleni a charakteristickymi senzorickymi vlastnostmi
jednotlivych druhti piv.
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Aplikace netradi¢nich metod pro zvySeni stability piva

IvaniSova M., Kotlikova B., Dostalek P.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Uvod

Stabilita piva znamena schopnost udrzet si po uritou dobu své senzorické a
fyzikalné-chemické vlastnosti. Sklada se ze tii zdkladnich ¢asti - biologicke,
senzorické a koloidni, pfi¢emz souhrn téchto sloZzek urcuje dohromady dobu
trvanlivosti. Za trvanlivost je bé&Zzné povazovana doba, po kterou b&hem
skladovani pii 20 °C nedojde ke vzniku viditelného zakalu. Ten mize byt jak
biologického charakteru, tak fyzikaln&-chemického (tvofeny zakalotvornymi
prekurzory - bilkovinami a polyfenoly. V soucasné dobé se neustale zvysuji
naroky na trvanlivost piva, zvlasté pokud je ureno na export. U téchto produkti
je pozadovana trvanlivost aZ jeden rok od stoCeni a po tuto dobu musi piva
zlstat ¢ird a pokud mozno bez chutovych zmén (Karl a kol, 2005). Pro zajisténi
dobré biologickée stability je nutné dodrZzovat zasady hygieny a sanitace béhem
celé vyroby tak, aby nedoslo k sekundarni kontaminaci nezadoucimi bakteriemi.
Ptirozenou koloidni stabilitu piva ovliviiuji v prvni fad¢ vstupni suroviny a dale
cely proces vyroby, je tedy nutné dbat na vybér kvalitnich surovin a dodrzovat
spravné cely technologicky postup. Neméné dulezité je zajisténi vhodnych
podminek pro skladovani piva, aby nedoslo k prfed¢asné tvorbé zdkalu (Lentini a
kol., 2007).

Prvnim krokem, jak zvysSit trvanlivost piva, je zpravidla filtrace. Tou jsou
Z roztoku odstranény kvasinky, ¢imz se zvySi biologick4 stabilita, ovSem
k dosazeni dlouhodobé trvanlivosti je nutné dale pouzit mikrofiltraci, pfip.
pasteraci. Témito metodami lze usp€Sn€ odstranit ¢i inaktivovat 1 piipadné
bakteridlni buniky a zajistit tak mikrobiologicky Cisté pivo. Ke zvySeni stability
fyzikalné-chemické je v praxi vyuzivana fada metod, nejCastéji je to vSak
adsorpce pomoci silikageli (bilkoviny) ¢i PVPP (polyfenoly). Tento zptsob
stabilizace je velmi ucinny, je provadén zaroven s filtraci a upravou davkovani
je mozné dosahnout pozadované trvanlivosti. Nevyhodou téchto materialt je
jejich pomérné vysoka cena a ne pfiliS vysoka selektivnost. Spolu se
zakalotvornymi prekurzory jsou z roztoku odstraniovany i polyfenoly, které se na
tvorbé zakalu pfili§ nepodileji ¢i pénotvorné bilkoviny.

Predmétem z4jmu se proto stavaji fyzikalni metody, kterymi by bylo mozno
inaktivovat mikroorganismy bez tepelné¢ho zasahu ¢i urychlit tvorbu zékalu v co
nejvyssi mozné mite, aby doslo k jeho vypadnuti z roztoku jesté¢ b&hem vyroby
piva. Timto by bylo mozZno eliminovat pfed€asné starnuti piva vlivem vysokych
teplot, snizit naklady na stabilizacni prostfedky a predevSim prodlouzit
trvanlivost piva (Bamforth 2001, Dostalek a kol., 2011).
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VyuZiti vysokofrekvencniho elektrického pole (PEF)

Jednou z moZznosti je vyuziti vysokofrekvenéniho elektrického pole (PEF). Tato
metoda ma velky potencidl jako alternativni zplsob prodlouZeni trvanlivosti
potravin i napoju z hlediska biologické stability. PEF technologie funguje na
principu velmi kratkych vysokoenergetickych elektrickych pulz (v fadu ps)
(Gudmundsson a Hafsteisson, 2001; Vega-Mercado a kol., 1997). Dosavadni
studie byly zaméfeny na mechanismus, jimz pulzni elektrické pole na
vegetativni bakteridlni buiiky plisobi a na nalezeni parametrti, pti kterych je
dosahovano nejvyssi efektivity inaktivace bunék. Bylo prokdzano, Ze hlavnim
mechanismem plisobeni na buiiky neni zahtivani nebo elektrolyza (Knorr a kol.,
1994), nybrz vznik elektroporace cytoplasmatické membrany, ktera vede
K permeabilizaci a nasledné destrukci mikroorganismu (Gudmundsson a
Hafsteisson, 2001; Vega-Mercado a kol., 1997). Efektivita oSetfeni PEF za
ucelem inaktivace mikrobidlnich bunék zavisi nejvice na faktorech jako je
intenzita elektrického pole, celkovy ¢as plisobeni, pocet aplikovanych pulzi a
teplota oSetfované potraviny. V neposledni fad¢ je ucinnost ovlivnéna téz typem
cilového mikroorganismu (Bendicho a kol., 2002). S nariistem intenzity
elektrického pole vzrista velikost porti a zmény na cytoplasmatické membrané
se stavaji nevratnymi. Pro mikroorganismy (velikost 1 — 10 um) je kriticke
napéti v rozsahu 12-20 kV v zavislosti na druhu bunky (Soliva-Fortuny a kol.,
2009). Ke smrti mikroorganismu ptispivaji rovnéZ strukturni zmény bunéénych
proteintl zpisobené PEF. Pokud bylo na mikroorganismy pusobeno elektrickym
polem s intenzitou vyssi, nez je intenzita kritickd, jsou na jejich membranach
znatelné malé otvory a v dasledku toho lze pozorovat uvolnéni proteinti do
vnéjsiho prostoru burky.

Doposud byl mechanismus piisobeni a mira u¢innosti PEF zkouman pfedevSim
na mléku jako alternativa sterilace. Protoze v této oblasti bylo pomoci PEF
dosazeno pomérné dobrych vysledki, 1ze se domnivat, Ze by tato metoda mohla
nalézt své uplatnéni 1 v pivovarském primyslu jako alternativa pasterace
(Barsotti a kol, 2002; Soliva-Fortuny a kol., 2009; Vega-Mercado a kol., 1997).
Vedou k tomu piedevsim zaveéry ziskané ze studie Bendicho a kol. z roku 2002,
kde se uvadi, ze pfitomnost tukovych micel do jist¢ miry chrani buiiky, coz by
Vv ptipadé pouziti této techniky pro stabilizaci piva nebylo ptekazkou. Déle byl
ovéten vliv pH na efektivitu oSetieni. Vysledky ukazaly, Ze pii niz§im pH (5,7)
je dosahovano lepSich vysledki nez pii pH vyssim (6,8). Z tohoto faktu plyne
predpoklad, ze efektivita tohoto oSetieni s klesajicim pH nartista, a proto by tato
metoda pii pouZiti pro stabilizaci piva (Ceska piva maji pH v rozmezi 4,0 az 4,9)
(Basatfova a kol., 2010) mohla ptinaset dobré vysledky.

Hlavni rozdil mezi klasickou pasteraci a PEF tkvi vtom, Ze pii pouziti
elektrickych pulzli nedochdzi k destrukci bunécnych struktur, ale hlavnim
mechanismem inaktivace bunck je ztrata fyzikalné-chemickych a biologickych
vlastnosti jejich cytoplasmatickych membran. Pfi elektronové mikroskopii
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nebylo u bunck inaktivovanych pomoci PEF patrné poSkozeni bunécénych
organel, zatimco u bunék oSetfenych vysokou teplotou (66°C, 10 min) doslo
Vv piipadé organel k masivni destrukci (Soliva-Fortuny a kol., 2009). Vysledky
ukazuji, Ze na usmrceni vétSich bunék, napt. kvasni¢nych, je zapotiebi méné
intenzivni elektrické pole nez na inaktivaci bunék malych, typicky bakteridlni
(Bendicho a kol., 2002).

VyuZiti vysokého hydrostatického tlaku (HHP)

Dalsi slibnou metodou se jevi vyuziti vysokého hydrostatického tlaku. Prvni
tlakov¢ oSetiend piva byla vyrobena v roce 1991. Vliv plisobeni vysokého tlaku
byl hodnocen jak zhlediska zvySovani stability biologické, tak i stability
koloidni, pii¢emz efektivita pouziti tlaku pro inaktivaci buné€k jiz byla potvrzena
Vv mnoha potravinarskych odvétvich. Jednou z hlavnich pfednosti aplikace tlaku
za ucelem zvySeni biologické stability potravin je minimdlni mira ovlivnéni
senzorickych vlastnosti diky absenci piisobeni vysokych teplot béhem osetteni.
V soucasnosti je tento zplsob stabilizace vyuzivan zejména pro dZzemy a dZusy
(Dervisi a kol., 2001).

Pisobenim vysokého tlaku na builky dochazi ke zméndm vlastnosti
cytoplasmatické membrany, ke kompresi vakuol, k oddéleni bunééné membrany
od bunétné stény a k jejimu rozruSeni (Rendueles a kol., 2011). Vysoky
hydrostaticky tlak take znac¢n& ovliviiuje funkénost ribozomi, jelikoz dochézi
K rozstépeni jejich podjednotek. Ma se za to, ze vliv HHP na ribozomy je
hlavnim faktorem zplsobujicim inaktivaci mikroorganismi, protoZe bunky
umiraji, pokud pocet funk¢énich ribosomi klesne pod urc¢itou miru (Nivel a kol.,
1999). Pii vystaveni bunék ptasobeni HHP dochazi rovnéz ke stabilizaci DNA,
coz ma za nasledek zvySeni energie potifebné k disociaci dvousroubovice a s tim
spojené omezeni transkripce a replikace, pficemz oba tyto pochody jsou pro
pfezivani a mnoZeni bunc¢k nezbytné (Macgregor, 2002). Inaktivace ATPazy
znamend ztratu proton-motivni sily, membrana se stdva propustnou pro H' a
dochazi ke zméné acidobazické rovnovahy (Rendueles a kol., 2011). Gram-
pozitivni buiiky maji obecné vySsi odolnost proti vysokému hydrostatickému
tlaku. Mechanismus inaktivace spor pomoci pusobeni HP neni dosud zcela
ziejmy (Rendueles a kol., 2011).

Studie z roku 2005 (Buzrul a kol.) se zabyva porovnanim vysledkd oSetieni piva
klasickou pasteraci s efektem pouziti vysokého hydrostatického tlaku na miru
imobilizace mikroorganismii. Piva byla oSetfena tlakem 350 MPa (doba
ptisobeni 3 a 5 min, 20 °C) a teplotou 60 °C (doba 15 min) a ponechdna v
konstantnich skladovacich podminkach (ve tmé pii 20 °C). Mikrobiologicka
stabilita piva oSetfeného pomoci HHP byla srovnatelnd se stabilitou piva
upraven¢ho klasickou pasteraci. Po 8 tydnech skladovani byl u vSech vzork
odebranych z tlakové ¢i tepelné oSetfenych piv konstatovan nulovy mikrobidlni
naruist. Zaroven s vlivem HHP na biologickou stabilitu piva byl zkouman 1 vliv
na koloidni stabilitu. Pfi méfeni intenzity chladového zékalu byla zjisténa vétsi
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mira zakaleni u piv, ktera byla oSetfena pomoci HHP, neZ u piv pasterovanych.
Rovnéz permanentni zakal byl vyraznéj$i u piv oSetienych pomoci tlaku.
Hydrofobicita proteinii a tak 1 nachylnost k tvorbé komplexti polyfenol-
polypeptid s postupujici denaturaci stoupa. Zvyseni hodnot zakalu po aplikaci
HHP Dbylo proto pravdépodobné zplsobeno vys$si mirou denaturace proteind
(Castellari a kol., 2000). Tato skutecnost vede k zavéru, ze ke zvysSené tvorbé
chladového zdkalu dochazi jiz v pribéhu vyroby piva a tento zakal lze tedy
snadno odstranit béhem filtrace piva. Tim dojde ke sniZeni zdkalotvornych
prekurzort v roztoku a zvyseni koloidni stability.

VyuZiti ultrazvuku

Posledni metodou diskutovanou vtomto textu je vyuziti ultrazvuku.
Ultrazvukem rozumime mechanické kmity o frekvenci vyssi nez je frekvencni
mez slySitelnosti lidského ucha (vice nez 20 kHz). Princip této techniky spociva
v ultrazvukem indukované kavitaci s mzikovym vznikem a opétovnym zanikem
vakuovych bublin, kavit. Pfi kolapsu jednotlivych kavit vznikaji vysokotlaké
Sokové viny extrémnich parametra (100 MPa), pficemz proces vzniku a zaniku
jednotlivych kavit je velmi rychly (Vogel, 1952).

Aplikace ultrazvuku nachazi wuplatnéni v rozmanitych technologickych
oblastech. ProtoZze pomoci kavitace je mozZno destruovat bunky, mohl by
ultrazvuk najit vyuZziti 1 v ndpojovém primyslu jako alternativa ke klasicke
tepelné pasteraci (Stefl, 2007, online).

Tlakove razy vyvolané ultrazvukem jsou vyuZitelné pro zvySeni nebiologicke
stability piva. Tym profesora Vogela provadél v 50. letech méteni za ucelem
ovéfeni vhodnosti ultrazvuku ke zvySeni koloidni stability piva. Ovéfil, ze po
aplikaci ultrazvuku dojde k urychleni vzniku komplexu polyfenol-polypeptid a
vytvofeny zakal pak muze byt snadno separovan uz pied sudovanim. Bylo
prokazano, ze piisobeni vibraci sniZilo koncentraci zdkalotvornych prekurzort a
tento uc¢inek nardstd se zvySenim poctu vibraci v ¢ase (5-20 pulsii za min), se
vzrustajici teplotou (75-101 °C) a intenzitou vibraci. K poklesu rychlosti tvorby
zakalotvornych komplexii naopak dochéazelo se zvySovanim frekvence vibraci a
naristem vysky kapaliny nad vibra¢ni membranou. Sérii dalSich pokusi bylo
zjiSténo, ze nejvhodné;si faze pivovarskeé vyroby pro adopci tohoto procesu lezi
mezi ukoncenim chmelovaru a hlavnim kvasenim. Tato studie vSak nebyla
rozSifena o posuzovani stability sudovan¢ho piva, a proto nelze pouze na
zéklad¢ poklesu koncentrace zakalotvornych latek hovofit o zvySeni stability
skladovaného piva (Vogel, 1952).

V jiné studii zroku 2012 (Balan a kol.) byl porovnavan stabiliza¢ni ucinek
ultrazvuku v kombinaci s ptipravkem Clearfine” (silikagel a bentonit). Vysledky
byly porovnany se vzorkem piva oSetfeného pouze pomoci ultrazvuku
s probublavanim CO,, se vzorkem, ktery byl oSetfen pouze piipravkem
Clearfine®, a nakonec byla provéfena téz stabilita vzorku slepého, nijak
neoSetfeného. Z vysledkli je patrné, Ze piva oSetiena aplikaci kombinace
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silikagelu, bentonitu a ultrazvuku dosahuji nejvyssi stability. MenSi stabilita
byla zjiSténa u piv oSetfenych pouze silikagelem a bentonitem. Pouziti pouze
ultrazvuku se ve zvyseni stability hotovych piv nijak neprojevilo.

Zaveér

Vyvoj a zdokonalovani metod pouzitelnych pro stabilizaci piva je v soucasnosti
stale aktudlnim tématem. Vedle metod v praxi bézn€ pouzivanych existuji
alternativni zplsoby biologické a nebiologické stabilizace, jez funguji na
ruznych principech.

Pro zvySovani biologické stability Ize tspésné pouzit tlakové razy, diky nimz
dochéazi k destrukci bunék. Pro pivovarstvi méa velky potencial inaktivace
mikroorganismti plsobenim vysokofrekvenc¢niho elektrického pole (PEF).
Udinnost této metody byla potvrzena v riiznych potravinaiskych odvétvich,
zejména v mlékarenstvi. Funkénost PEF pro zvysSeni stability piva nebyla dosud
potvrzena, avSak neni diivod se domnivat, Ze by metoda v piipad€ aplikace za
ucelem inaktivaci mikroorganismii v pivu byla méné efektivni. Naopak
funk¢nost biologické stabilizace piva vyuzitim vysokého hydrostatického tlaku
byla jiz mnohokrat potvrzena. Tlakovym plisobenim dochédzi k mechanickému
namahani bun¢k a denaturaci bunécnych proteind, coz spolehlivé vede k jejich
destrukci. Pomoci oSetfeni vysokym hydrostatickym tlakem je tedy dosahovano
uspokojive biologicke stability, pivo upravene timto netepelnym zplsobem
Vv téméf vSech parametrech odpovida tradicnimu zplsobu oSetfeni pomoci
vysoke teploty.

Z hlediska zvySovani koloidni stability piva byl zkouman efekt vysokého
hydrostatického tlaku, ktery se ukazal byt nedostate¢né tcinny. Je vSak ditvodné
piredpokladat, ze by pii zvySeni tlaku nebo odliSném technickém provedeni
stabilizace tlakem piinaSela uspokojivé vysledky. Dalsi metodou, kterd byla
pouzita za ucelem zvySeni nebiologické stability piva, je ultrazvuk. Ziskané
vysledky jsou vSak nejednoznacné, a je proto nutné podrobit tuto metodu
hlub§imu zkoumadni, zejména pak najit vhodny zplsob jejiho provedeni
V provoznim méfitku.

Tyto netradiCni zplsoby stabilizace piva maji velky potencidl, piesto dosud
nejsou hojné vyuzivany v praxi. U ¢asti znich dosud nebyl nalezen
nejefektivnéjsi zplisob provedeni, proto jejich potencidlnimu zavedeni do praxe
musi predchéazet dalsi testy.
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Biofiltrace smési par styren/aceton v probublavaném reaktoru

Bilek J., Van¢k T., Halecky M.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

V ramci této prace jsem se zabyval biodegradaci par smési aceton/styren a
acetonu z kapalné faze v probubldvaném reaktoru. Vzhledem k neomezené
misitelnosti acetonu ve vodé miize pti vySSich organickych zatézich acetonu
v plynné fazi dochazet k jeho akumulaci v kapaliné, coz mulze vést az
K substratové inhibici submerzné rostouci bunééné populace. Cilem pokust
S parami acetonu a styrenu bylo dokazat, Ze v ur€itych situacich skute¢né
dochazi k akumulaci acetonu v kapalné fazi a nasledné¢ pomoci experimentti
S biodegradaci acetonu z kapalné faze zkoumat vliv nékolika parametrii na
pribéh biodegradacniho procesu. Pro potvrzeni spravnosti naméfenych vysledki
byla uzaviena bilance uhliku a ziskané vysledky byly porovnany s dostupnou
literaturou. V praci jsem se také vénoval abiotickym pokustim sorpce acetonu a
styrenu a izolaci jednotlivych mikrobidlnich kmend s naslednymi
biodegradacnimi testy.
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Sledovani obsahu deoxynivalenolu v pribéhu vyroby sladu

Krmencikova N., Postulkova M., Karabin M.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Cilem prace na téma ,,Sledovani obsahu deoxynivalenolu v priibéhu vyroby
sladu* bylo zkoumani vlivu kvality je¢émene, zptisobu jeho skladovani a pouZzité
technologiec na potencidl nadmérmné tvorby deoxynivalenolu béhem
Ctvrprovozniho  sladovani. Pro tento UCel byly stanoveny obsahy
deoxynivalenolu v je¢menech, sladech a meziproduktech sladovani péti Sarzi
jeémene za riznych podminek (vlhkost je¢mene, kontaminace macecich vod a
teploty béhem kli¢eni a hvozdéni). Bylo zjisténo, ze kontaminace polnimi
plisnémi zvySuje riziko nadmérné produkce deoxynivalenolu vyhradné v
kombinaci s nevhodnymi podminkami sklizn€¢ a skladovani je€mene (vysoka
vlhkost). Rozhodujicimi faktory ovliviiujicimi narist obsahu deoxynivalenolu
béhem sladovani jsou vyssi teploty kli€eni a délka useku hvozdéni, pii které je
teplota sladu nizsi nez 40 °C.
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Vliv biologicky aktivnich latek na adhezivni vlastnosti obalovych vrstev
mikroorganismu

JanouSkova M., Papouskova T., Kvasnickova E., Schreiberova O.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Tvorba biofilmu patogennimi mikroorganismy je v soucasnosti velkym
problémem v humédnni medicin€, protoze biofilmy se Casto podileji na vzniku
persistentnich mikrobialnich infekci. Eradikace zvySenymi koncentracemi
antibiotik je komplikovana schopnosti biofilmu odolavat 1 vysokym
koncentracim antibiotik a dale rizikem tvorby rezistence mikroorganismii na
bézné dostupna antibiotika. Jednim z moZnych feSeni interference tvorby 1
eradikace jiz narostlého biofilmu je pomoci pfirodnich latek nebo kombinaci
ptirodnich latek s antibiotiky, kdy dojde k posileni aktivity antibiotika bez rizik
spojenych s aplikaci jeho vysoké koncentrace. V této praci byl zkouman vliv tii
biologicky aktivnich latek (BAL) — LMW chitosanu, kyseliny usnové a
baicaleinu a jejich kombinaci s dvéma antibiotiky — amfotericinem B a
flukonazolem na tvorbu a stabilitu biofilmu podminéné patogennich kvasinek
Trichosporon cutaneum a Candida parapsilosis. Byl sledovan vliv téchto latek a
jejich kombinaci na tvorbu biofilmu 1 stabilitu jiz vzniklého biofilmu. Biofilm
byl charakterizovdn pomoci sledovani obsahu biomasy biofilmu a suspenznich
bunék, proteinové a sacharidové slozky volnych a vazanych EPS biofilmu
kvasinek a hydrofobity povrchu disperznich bunék kvasinek. Dale byl sledovan
vliv téchto latek a jejich kombinaci na pocate¢ni adhezi T. cutaneum a C.
parapsilosis. Vliv vybranych BAL a jejich kombinaci na pocate¢ni adhezi
kvasinek T. cutaneum a C. parapsilosis byl sledovan jako osidlena plocha na
pristroji Cellavista.
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ZvySeni trvanlivosti nefiltrovaného piva

Tamova T., Kotlikova B., Dostalek P.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Tato prace je vénovana nalezeni optimalnich podminek mikrobiologické
stabilizace nefiltrovaného piva s co nejniz§im vlivem na jeho senzorické
vlastnosti. Cilem prvni ¢asti prace byla izolace a urceni nejcastéjSich zastupct
kontaminujicich mikroorganismt v nefiltrovanych pivech 2z minipivovard.
Hlavnim cilem této prace bylo otestovani metod vhodnych k prodlouzeni
trvanlivosti nefiltrovaného piva a nastaveni podminek stabiliza¢niho procesu
tak, aby pivo bylo mikrobiologicky stabilni, ale zarovenn byly co nejméné
ovlivnény jeho senzoricke vlastnosti. Byla pouzita pasterace a aplikace
vysokého hydrostatického tlaku. Obé tyto metody poskytly mikrobiologicky
stabilni pivo. Pasterované pivo bylo senzoricky hodnoceno v pribchu
skladovani pii 8 °C a 20 °C. Na rozdil od nepasterovan¢ho piva se vyznamné
zvysila mikrobiologicka stabilita az na dva mésice, presto vSak v pribéhu Casu
dochazelo k chutovym zméndm. Senzorickymi testy bylo prokazano, ze
pasterace zna¢né ovlivnila senzoricky profil nefiltrovaného piva. Aplikace
vysokého hydrostatického tlaku byla k chutovym vlastnostem piva velmi Setrna,
jelikoZz béhem stabilizace nedochdzelo k zahiivani piva a nedochdzelo ani k
uvolilovani intracelularniho obsahu bun€k do piva, ¢imz byl eliminovan vznik
autolyza¢ni chuti.
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Studium podminek kultivace bakterie Actinobacillus succinogenes

Pacakova Z., Patdkova P., Rychtera M.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Jantarovéa kyselina je dillezitym priimyslovym produktem a vychozi slozkou pro
syntézu tfady latek v chemickém, farmaceutickém a potravindiském primyslu. V
soucasné dobé je z velké Casti vyrabéna chemickou syntézou z ropnych
produktli, ale rozvoj biotechnologii oteviel prostor pro vyuziti obnovitelnych
surovin k jeji biotechnologické vyrobé. Tato prace se zabyva biosyntézou
jantarové kyseliny fakultativné anaerobni, kapnofilni bakterii Actinobacillus
succinogenes. Cilem této prace je testovani schopnosti bakterie Actinobacillus
succinogenes, hledani nejvhodné&jsich podminek pro jeji kultivaci, k ziskani co
nejvyssi  koncentrace jantarové kyseliny s minimalni tvorbou vedlejSich
bioreaktoru ke koncentraci jantarové kyseliny 61,44 g/l pti produktivité¢ 2,02
g/l.h a vytéZnosti 75%. Dale byly analyzovany vedlejsi produkty mlécna, octova
a mravenci kyselina. Celkovd vytéZznost vSech organickych kyselin na
spotiebovanou glukosu ¢inila 95 %.
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