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Chmel jako 1é¢iva rostlina

Hudcova T., Dostalek P., Karabin M., BareSova M., Fialova K.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Uz v minulosti byl chmel (Humulus lupulus L.) znam jako 1é¢iva rostlina.
Odvary z chmelovych hlavek byly vyuzivany naptiklad pfi 1éCeni nespavosti ¢i
ke zlepSeni funkce gastrointestindlniho traktu. V soucasnosti jsou chmelové
ptipravky dostupné v nejriiznéjSich formach, od susenych chmelovych hlavek az
po tablety Ci éterické oleje obsahujici chmelovy extrakt. Latky obsazené ve
chmelu jsou rovnéz soucasti doplitkli stravy na potlaceni negativnich ptiznaka
klimakteria. Tyto dopliiky stravy a funk¢ni potraviny s deklarovanym obsahem
chmele byly podrobeny analyze na obsah nejvyznamnéjSich sekundarnich
metaboliti vykazujici pozitivni G€inky na lidské zdravi, pfedev§im na hotké
kyseliny, které maji prokazatelné sedativni a antibakteridlni wCinky.
Analyzované byly taktéz prenylované flavonoidy, které vykazuji antioxidacni,
ptedpokladat, Zze diky pfibyvajicim studiim o prospéS$nosti latek obsaZenych ve
chmelu, se vyuziti chmele v oblastech vyzivy a v rtiznych oblastech mediciny
jeste vice rozsiii.
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Mikrobialni degradace smési dinitrofenoli

Karlova P., Halecky M., Paca J.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Uvod

Nitrofenoly patii mezi nebezpecné a relativné perzistentni polutanty Zivotniho
prostiedi, kontaminujici zejména pidu a vodu. Do prostfedi pronikaji skrze
antropogenni ¢innost spOjenou s vyrobou, pouzitim, ¢i skladovanim pesticidu,
vybu$nin nebo barviv (Spain a kol., 2000). Tt1 latky ze skupiny nitrofenola (2-
nitrofenol, 4-nitrofenol a 2,4-dinitrofenol) byly pro svoji toxicitu a rozsah jimi
zpusobeného znecisténi zafazeny na seznam piednich polutanti U.S. EPA (U.S.
EPA, 2012, online). Kromé¢ vysoké akutni 1 chronické toxicity se
2,4-dinitrofenol vyznacuje také schopnosti odptfahovat oxidativni fosforylaci.
Ptestoze Skodlivy ucinek nitrofenolii a jim ptibuznych latek na lidské zdravi
ved| k zadkazu pouziti produkti na jejich bazi, jako je herbicid Dinoseb (2-sec-
butyl-4,6-dinitrofenol) (Hammill a Crawford, 1996) nebo pouziti samotného
2,4-DNF v humanni medicin¢ jako prostiedku proti obezit¢ (Colman, 2007),
objem vyroby a vyskyt nitrofenoll v Zivotnim prostiedi je stale vyznamny.
Jednim z prostfedkli pro odstranéni nitrofenoli z odpadnich vod ¢i
kontaminované plidy je mikrobidlni degradace. Ve srovnani s dostupnymi
fyzikélnimi metodami je tato metoda relativné levnd a u¢inna a nedochdzi pti ni
v takové mife k tvorbé toxickych vedlejSich produkti a sklenikovych plynt
(Snellinx a kol., 2002). Jako zdroj uhliku, energie ¢i dusiku dokaze nitrofenoly
vyuzit fada bakterii (Kulkarni a Chaudhari, 2007), avSak mezi mikrobidlni
degradéry nitrofenolli patfi mimo heterotrofnich bakterii také zastupci sinic
(Hirooka a kol., 2006) a kvasinek (Alexieva a kol., 2008).

Mikroorganismy mohou nitrofenoly odbourat za aerobnich i1 anaerobnich
podminek pomoci rtiznych oxidativnich ¢i reduktivnich strategii v zavislosti na
enzymovém vybaveni daného mikroorganismu, pozici nitroskupiny na
aromatickém jadife a podminkach prostfedi. Za aerobnich podminek jsou
nitrofenoly transformovdny oxidativni cestou prostiednictvim mono- ¢i
dioxygenas a nitroskupina je odStépena v podobé dusitanového iontu (Nishino
a kol., 2000). Nicmén¢ silny negativni mezomerni efekt, rostouci s poctem
nitroskupin navazanych na aromatickém jadre, ztézuje katalyzu oxygenasami a
je divodem, pro¢ mohou byt u polynitroaromati béhem pocateCni faze
degradace preferovany reduk¢ni mechanismy, ato i za aerobnich podminek
(Rieger a kol.,, 2002). Za anaerobnich podminek dochazi témét vyhradné
k redukci nitroskupiny na aminoskupinu. Vzniklé aminy ovSem casto nejsou
anaerobnimi mikroorganismy dale metabolizovany a zlstdvaji v prostiedi, anebo
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mohou byt odbourany az po zméné podminek oxidacni cestou (Soojhawon a
kol., 2005).

Mikrobialni degradace jednotlivych nitrofenolii byla jiz dikladné prozkoumana,
avSak studii zabyvajicich se odbourdvdnim jejich smési je doposud pomérné
malo. Pfitom v prostiedi nejsou smésné kontaminace nijak vyjimeéné, nebot
nitroaromdty mohou do prostfedi pronikat bud’ rovnou ve smésich, nebo se
mohou V prostfedi transformovat v jiné vlivem ruznych biologickych ¢i
abiotickych faktori. V odborné literatuie byly zdokumentovany jak ptipady
indukce odbouravani nitrofenolu jinym nitroaramatickym kosubstratem (Iwaki a
kol., 2007), tak naopak pripady inhibice (Han, 2008; Blasco a kol., 1999).
Znalost takovychto substratovych interakci miize byt kliCova pro Gsp&Sny navrh
a implementaci bioremedia¢nich technologii.

Cilem této prace bylo popsat prubéh odbouravani 2,4-dinitrofenolu (2,4-DNF),
2,6-dinitrofenolu (2,6-DNF) a jejich smési za aerobnich podminek v kontinualné
pracyjicim néapliiovém reaktoru. Pozornost byla vénovana nejen zavislosti
degradac¢ni UC€innosti na vstupni koncentraci substratd, ale také osudu
nitroskupiny v prib&hu odbouravani dinitrofenoli.

Material a metody

Mikroorganismy

Dinitrofenoly (DNF) byly odbouravany smésnou bakteridlni kulturou
pochézejici ze sbirky laboratofe, kterd byla piivodné izolovana ze vzorka pidy
odebrané z prostiedi dlouhodobé kontaminovaného nitroaromatickymi latkami.
Tato kultura byla kultivovana V tfepanych baitkkach v mineralnim médiu
s piidavkem dinitrofenold po dobu asi jednoho mésice a poté byla pouzita
k inokulaci reaktoru.

Kultivacni médium

Pro adaptaci mikroorganismt i vlastni degrada¢ni experimenty v reaktorech
bylo pouZito zékladni mineralni BSM médium, obsahujici 0,5 g.1™* K,HPO,, 0,4
g.I" KH,PO,, 0,3 g.I'" MgCl, a 50 uL.I* roztoku stopovych prvki (3,2 gl
FeS0,.7H,0, 6 g.I" ZnS0,.7H,0, 2 g.I* MnS0O4.H,0, 2 g.I" CuS0..5H,0, 3
g.I" CaS04.0,5H,0, 2 g.I'" CoCl,.6H,0, 2 g.I* Na,B,0;.10H,0 a 0.1 g.I"*
Na;M00,.2H,0). Do tohoto média byly pitidavany roztoky DNF, které
ptedstavovaly pro mikroorganismy jediny zdroj uhliku, dusiku a energie.

Reaktor a kultivacni podminky

Degradac¢ni experimenty byly provadény ve dvou kontinudlné provozovanych
napliovych reaktorech s volnym (mezicasticovym) pracovnim objemem 290 ml,
celkovym pracovnim objemem 730 ml, vySkou loze 330 mm a hmotnostni
napln€ 490 g. Jako ndpln reaktoru byla pouzita expandovana btidlice s velikosti
castic 4-8 mm. Reaktor byl prostfednictvim duplikatorového plast¢ temperovan
na 30°C. Minerdlni médium s rozpusténymi DNF bylo pfivadéno na dno
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reaktoru v souproudu se vzduchem. Reaktor je schematicky znazornén na ODbr.
1. Organicka zatéz reaktoru byla ménéna skokové zménou vstupni koncentrace
DNF v médiu, zatimco pritok média a hydraulicky retenéni ¢as byly udrzovany
konstantni na hodnotach 1,9 ml.min™a 2,5 h.

6 fﬂ]
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Obr. 1 Schéma naplnového reaktoru: (1) zasobnik s médiem, (2) membranova
pumpa, (3) vzorkovaci misto, (4) temperace, (5) napln reaktoru, (6) kyslikova
elektroda, (7) odpadni nadoba, (8) ptivod vzduchu, (9) rotametr, (10) vystup
vzduchu

Analyticke metody

Koncentrace DNF a dusi¢nanovych a dusitanovych iontl byly stanovovany
prostfednictvim systému HPLC (systém DeltaChrom, Watrex, kolona Nucleosil
120-C18) s detektorem diodového pole (UV 6000 LP, Thermo Separation
Products Inc.). Koncentrace amonnych iontli byla stanovovdna pomoci systému
HPLC (systétm DeltaChrom, Watrex, kolona Watrex Universal Cation II)
s vodivostnim detektorem (Shodex CD-5).

Vypoctové vztahy
K vyhodnoceni pribéhu degradacnich experimenti byly pouzity nasledujici
vypoctové vztahy:

Ucinnost odbouravéni (RE): RE = (1- 'f:—) .100 (%)
Organicka zatéz (OL) OL = % (g.I".den™)

kde Ci, a Cqt jsou vstupni a vystupni koncentrace, F je prutok kapalného média
(I.den™ a V| je volny pracovni objem reaktoru.
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Vysledky a diskuze

V prvni fazi experimentu byly 2,4-DNF a 2,6-DNF odbouravany v reaktorech
kazdy zvlast. Zavislost U€innosti odbourdvani DNF na organické zatézi je
znazornéna na Obr. 2. 2,4-DNF byl odbouravan s témét 100 % ucinnosti az do
koncentrace 312 mg. 1™, odpovidajici organické zatézi 3,1 g.I".den™. 2,6-DNF
byl odbouravan s Géinnosti vy$$i neZ 97% az do koncentrace 282 mg. L™
odpovidajici organické zatszi 2,5 g.L ™ .den™.

100
80
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40

20

OL (g.I"".den"")

Obr. 2 Odbouravani 2,4-DNF a 2,6-DNF v naplnovych reaktorech samostatné:
(—=—) ucinnost odbouravani 2,4-DNF, (--o+-) G¢innost odbouravani 2,6-DNF v
zéavislosti na organické zatézi jednotlivymi latkami

V druhé fazi experimentu byl zkouman pribéh odbourdvani smési DNF. Do
reaktoru R1 byla pfivadéna smés s konstantni koncentraci 2,6-DNF 100 mg.I™ a
byla skokové mé&néna koncentrace 2,4-DNF v rozmezi 20 — 300 mg.I™. Pribeh
odbouravani této smeési je znazornén na Obr.3. Po pfekroCeni mezni
koncentrace 284 + 100 mg.I* (OL = 2,7 + 1 g.L™.den™) 2,4-DNF + 2,6-DNF
dramaticky klesla i¢innost odbourdvani 2,4-DNF, zatimco ucinnost odbouravani
2,6-DNF se snizila jen nepatrné. Podobny trend byl pozorovan pii odbourdvani
smesi DNF v reaktoru R2, do né¢jz byla pfividéna smés obsahujici konstantni
koncentraci 2,4-DNF 100 mg.l'l a ménici se koncentraci 2,6-DNF. I zde doslo
po prekroceni mezni koncentrace k vyraznému poklesu uc¢innosti odbouravani
2,4-DNF, zatimco pokles ucinnosti odbourdvani byl se zvySujici se zatézi
pozvolnéjsi (Obr. 4). Mez odbouravani byla dosazena pii hodnoté vstupni
koncentrace 100 + 198 mg.I" (OL=1 + 2,1 g.L".den™) 2,4-DNF + 2,6-DNF, a
tedy pfi nizsi celkové zatézi nez u reaktoru R1, coz lze pficitat vyssi toxicité
2,6-DNF. V obou ptipadech doSlo po ptekroCeni meznich zatézi ke ztraté
schopnosti uc¢inné odbourat ze smési 2,4-DNF 1 po sniZzeni vstupni koncentrace
obou substratii. Regenerace biokatalyzatoru pti nizké vstupni koncentraci DNF
trvala déle nez 7 dni. V ptipad¢ reaktoru R1 byla schopnost biokatalyzatoru
odbouravat 2,4-DNF obnovena az pii uplné absenci 2,6-DNF v médiu.
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Z porovnani obou fazi experimentu plyne, Ze vyssi koncentrace obou DNF byly
odbourdny v ptipad¢, kdy byly DNF do reaktoru ptivadény samostatné.
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OL; 4.onF (9-177.den)
Obr. 3 Odbouravani smési dinitrofenolii obsahujici konstantni koncentraci
100 mg.I"* 2,6-DNF: (=) u¢innost odbouravani 2,4-DNF, (—o—) u&innost
odbourdvani 2,6-DNF v zavislosti na organické zatézi 2,4-DNF
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Obr. 4 Odbouravani smési dinitrofenolti obsahujici konstantni koncentraci 2,4-
DNF 100 mg.I™: (—#) u¢innost odbouravani 2,4-DNF, (—o—) Wg&innost
odbouravani 2,6-DNF v zavislosti na organické zatézi 2,6-DNF

Béhem vSech experimenti byla analyzovana pfitomnost dusitanovych,
dusi¢nanovych a amonnych ionti v médiu na vystupu z reaktori. Amonné ionty,
tvotici se reduktivnimi metabolickymi drahami, nebyly v médiu bud’ viibec
pitomny, nebo byly detekovany v mnozstvi niz§im nez 3 mg.l". Zajimavé
poznatky piineslo sledovani koncentrace dusitanovych a dusicnanovych aniont.
Navzdory ocekavani byla koncentrace dusitanovych aniontll az do dosazeni
mezni koncentrace DNF nizkd a naopak koncentrace dusicnanovych aniontt se
zvySovala se vzristajici koncentraci DNF. Nicméné po piekroceni mezni
koncentrace DNF v médiu koncentrace dusi¢énanovych aniontli vyznamné
poklesla a naopak stoupla koncentrace dusitanovych aniontd. Tento trend byl
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pozorovan pii odbourdvani DNF samostatné i ve smesich. Na Obr. 5 je pro
ilustraci ukazan pribéh uvoliovani dusi¢nanovych a dusitanovych aniontii do
média béhem odbourdvani smési DNF v reaktoru R2 obsahujici konstantni
koncentraci 100 mg.l-1 2,4-DNF a zvysujici se koncentraci 2,6-DNF. Lze
predpokladat, ze nitroskupina je oxidativnimi metabolickymi drahami degradace
DNF odstépovana ve formé dusitanového iontu, ktery je dale oxidovan
pfitomnymi mikroorganismy na dusi¢nanovy. Jejich nitrifikacni aktivita je
ovSem pii dosazeni ur€ité koncentrace DNF inhibovdna a v médiu stoupne
koncentrace dusitanovych iontli, kterd naopak inhibuje odbouravani DNF
(Lugue-Almagro a kol., 2006).
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Obr. 5 Tvorba dusikatych aniontti v prubéhu odbouravani smési DNF: (—&)
ucinnost odbouravani 2,4-DNF, (——) ucinnost odbouravani 2,6-DNF, (a)
koncentrace NO,', (&) koncentrace NO3

Zavér

Naplnové reaktory byly schopné odbourat relativné vysoké koncentrace
dinitrofenolli, a to jak samostatné, tak ve smési. Horni kritickd mez odbourani
byla pro oba DNF vyssi, jestlize byly odbourdvany samostatné, nicméné celkova
odbourana organicka zatéz dosahovala vys$Sich hodnot u smési. Az do
piekro¢eni meze odbourdvani bylo do média uvoliovano znacné mnoZzstvi
dusi¢nanovych aniontii, jejichz koncentrace ovSem po jejim piekroceni vyrazné
poklesla a naopak koncentrace dusitanovych ionti v médiu na vystupu z
reaktoru stoupla. Souvislost mezi metabolismem DNF a dusikatych ionti bude
ziejmé vyznamna a bude pfedmétem dal§iho zkoumani.

Béhem zadného z experimentii nebyly v médiu na vystupu z rektort detekovany
kromé dusikatych ionti zadné metabolity. Lze tedy fici, Ze aerobni mikrobidlni
degradace v kontinudln¢ pracujicich naplnovych reaktorech je vhodnym
nastrojem pro detoxifikaci priimyslovych odpadnich vod znecisténych vysokou
koncentraci dinitrofenola.
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Potencial vyuziti kvasni¢nych bunéénych stén pro sklizeni rasové biomasy

Prochdzkova G., Branyik T.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Redukce celkovych procesnich nakladi spojenych s velkoobjemovym
pestovanim fasové biomasy je pro dnes$ni procesy kli€ové. Jednim z novych
feSeni by mohl byt vyvoj metody pro vyrobu novych flokula¢nich agens
z bunéénych stén pivovarskych kvasinek druhu Saccharomyces cerevisiae.
Modelovym mikroorganismem byla zelena fasa Chlorella vulgaris majici fadu
biotechnologicky atraktivnich vlastnosti. Zaklad kvasni¢nych bunéénych stén
(B-glukan) byl chemicky modifikovan Cinidlem DEAE (diethylaminoethyl), aby
nesl kladné nabité funkéni skupiny a dochézelo k uspéSnému navdzéni daného
agens na negativné nabity bunéény povrch. Po separaci biomasy a ziskani
zédoucich produktii by pak nasledné zbyly material mohl poslouzit jako substrat
bohaty na polysacharidy pro anaerobni digesci.

Podékovani: Financovano z ucelové podpory na specificky vysokoSkolsky
vyzkum (MSMT ¢. 20/2013).
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Historie a nové trendy v oblasti vyzkumu prepénovani piva

Postulkova M., Branyik T., Fiala J.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Prepénovani piva — tzv. gushing — je negativni jev, kdy pfi otevieni piva vlivem
nahlého poklesu tlaku dochazi k prudkému tuniku kapaliny z pivni lahve ¢i
plechovky. PtestoZze se gushing zkouma jiz fadu let, jeSt¢ dosud nebyl jeho
mechanismus pln¢ pochopen. Pfedpoklada se, Ze plistiovd kontaminace vstupni
suroviny pro vyrobu sladu — jeCmene — je jedna z hlavnich ptiCin pfepéiovani.
Plisné totiz produkuji malé, hydrofobni, siln€ povrchové aktivni proteiny zvané
hydrofobiny, které se podileji na stabilizaci malych bublin CO, Vv kone¢ném
produktu. Kvalita surovin a vedeni celého procesu vyroby piva pak muze
nakonec gushing podpofit nebo potlacit. Rovnéz je vénovana znacné pozornost
vyvoji novych metod pro predikci a stanoveni prepénovani. Plivodni testy, jez
nejsou piili§ spolehlivé, zacCinaji byt nahrazovany citlivéj§imi a pifesnéjSimi
metodami. Stale vice védeckych skupin se obraci od molekularné-biologické
podstaty piepénovani k fyzikalné-chemické, kde se gushing studuje predevsim
jako kombinace prekurzoru prepénovani (naptiklad hydrofobinu) a plynu COs,.
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Genetické modifikace pivovarské kvasinky

Cejnar R. !, Hlozkova K. %, Kotrba P. %, Dostalek P.!

1[:Jstav biotechnologie, VSCHT Praha
?Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Genetické modifikace pivovarskych kvasinek jsou velmi narocné. Je totiz
mnohem snaz8i geneticky modifikovat dobife charakterizované haploidni
laboratorni kmeny nez geneticky komplexni primyslové kmeny, které jsou
b&zné polyploidni, aneuploidni, & dokonce alloploidni'®. Dikazem je
skute¢nost, ze strategie pouzita k urcité modifikaci laboratorniho kmene nemusi
nutné fungovat (a &asto také nefunguje) u kmene primyslového®®. Jeste
slozitéjsi je situace u spodné kvasicich kment. Tyto kvasinky spadajici do druhu
Saccharomyces pastorianus jsou genetickymi hybridy druhti Saccharomyces
cerevisiae (svrchni kvasinky) a Saccharomyces bayanus®. Studie zalozené na
hybridizacich DNA ukéazaly, ze v genomu druhu Saccharomyces pastorianus
jsou zastoupeny dva typy chromozomi — chromozomy druhu Saccharomyces
cerevisiae a chromozomy druhu Saccharomyces bayanus”®. Existence dvou
genomil byla potvrzena i jinymi metodami, napf. analyzou proteomu®’. Genomy
jednotlivych produkénich kmend jsou tedy rozlicnymi kombinacemi genomu
téchto dvou druhli. Dokonce bylo zjisténo, Ze nékteré kmeny mohou dale
obsahovat 1 ¢asti genomu z dalSich kvasinek patficich do evolu¢ni skupiny
Saccharomyces cerevisiae sensu stricto'®. Disledkem jsou rozdily mezi
vlastnostmi a schopnostmi jednotlivych produkénich kment, pticemz konkrétni
genotyp zavisi na ptivodu kmene. Konkrétni kmeny a jejich vlastnosti pak lze
prifadit k ur&itym pivovarim nebo lokalité''. Navzdory obtizim se v mnoha
laboratofich po celém svét¢ podafilo vypéstovat rizné transformované
pivovarské kvasinky. Nékteré z nich jsou diskutovany v tomto piehledu.

Optimalizace kvasnych schopnosti

Jednou z moznosti, jak dosahnout vyssi efektivity pti vyrobé piva je vylepSeni
kvasnych schopnosti produkéniho kmene. V mladiné jsou obsazeny zkvasitelné
monosacharidy glukoéza a fruktoéza, disacharidy malt6za a sachar6za a trisacharid
maltotriéza. Maltoza je hlavnim zkvasitelnym cukrem mladiny — tvofi asi 60%
veskerych cukrl, u maltotridzy se jedna o zhruba 20%. Nedostatecné zkvasovani
maltozy a hlavné maltotridozy nékterymi kmeny kvasinek vede k niz§imu obsahu
alkoholu v pivé a zbytkové cukry mohou navic zptsobovat chutové problémy ™.
Ridicim d&jem utilizace maltdézy a maltotriozy je rychlost jejich transportu do
buﬁkylz. Vyzkum se proto zaméiil hlavné na zvySeni G¢innosti maltézovych a
maltotriozovych pienaSeCt. Maltoza, ptip. maltotridza, je transportovana do
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buitky permeédzou, nasledné hydrolyzovana za vzniku dvou, resp. tfi,
glukozovych podjednotek, které jsou pak zpracovany centrdlnim metabolizmem
kvasinky'®. Geny kodujici utilizaci maltézy — MAL geny, jsou lokalizovany
v tzv. MAL lokusech®. Laboratorni kmeny obsahuji pouze jeden MAL lokus,
v primyslovych kmenech je MAL lokust p&t'*. Kazdy z tdchto péti vzajemnd
nezavislych MAL lokusti (MAL1 — MAL4 a MALG) obsahuje azZ tfi rizné geny:
MALX1 koduje prenase¢, MALX2 maltazu a MALX3 transkripéni aktivator obou
pfedchozich gend, pficemz X je 1 — 4 nebo 6" 8 Syrchni kvasinky maji
vSechny z téchto genli a dale téz geny AGT1, MPH2 a MPH3 kodujici dalsi
membranové pienasece’®. Spodnim kvasinkdam chybi geny MAL61 a MPHS3.
Tim lze vysvétlit rozdily v kinetice transportu maltézy mezi témito dvéma
druhy®®#.

Maltotriéza je utilizovana v pozdnich fazich kvaSeni za pomoci Agtl, Malxl,
Mph2 a Mph3©" %2 Gen MTT1 koduje dalsi pfenaSe¢ maltotribzy a zesileni
exprese tohoto genu (vnesenim dalSi kopie tohoto genu) u kmene spodniho
kvaseni vedlo k vyraznému naristu piijmu malotriézy®. AGT1 geny u svrchnich
kvasinek koduji funkEni ptrenaSeCe, ale u nékterych spodnich kvasinek AGT1
geny obsahuji pred&asny stop kodon?'. Po vneseni jedné nebo nékolika kopii
genu AGT1 ze svrchnich kvasinek do kmene spodnich kvasinek doSlo k nartstu
rychlosti transportu maltdzy a maltotriozy do buiky. Transformanty v disledku
zkvasovaly vysokoprocentni mladinu rychleji a uplnéji nez ptivodni kmen a pivo
mélo také vyssi obsah alkoholu®.

Exprese MAL genu je indukovana maltézou (dochazi k aktivaci MALX3) a
reprimovana glukézou®. Glukozova represe obecné zabrafiuje vyuZivani jinych
cukriit nez glukézy v pritomnosti glukézy v médiu a prodluzuje tak dobu
kvaseni. Za glukézovou represi je zodpovédnych nékolik transkripénich
represort®, utilizaci maltézy reguluje protein Migl reprimujici transkripci
MALx3 gent’. Vazebné domény pro Migl byly nalezeny v promotorové oblasti
fady geni regulovanych glukozou®. Glukézova represe se dale projevuje i
$tdpenim jiZ syntetizovanych mRNA?.

Deleci genu MIG1 byla glukézova represe MAL gend zmirnéna, ale pouze u
laboratorniho kmene. Delece genu MIG1 byla provedena i u nékolika
pramyslovych kment, gluk6zova represe vSak byla ze zatim neznamych divoda
potladena pouze pfi utilizaci sachardzy, nikoliv maltézy*. Bylo ale ukdzano, Ze
deleci genu MIG1 u primyslovych kmenii doslo ke zvySeni exprese gent
MALx1 a MALX2. Represe utilizace maltézy proto musi byt realizovana jesté
néjakym jinym zpuisobem. Limitujicim faktorem muiize byt inaktivace pfenaSeCe
maltozy v piitomnosti glukozy*?°. Kromé delece genu MIG1 existuji i dalsi
moznosti, jak odstranit prodlevu pii utilizaci maltézy v médiich s gluk6zou®®,
Napt., MALx1 a MALX2 lze umistit pod kontrolu konstitutivnich promotorti®.
Kromé uplnéjsiho zpracovani zdroji uhliku je pozornost vénovana asimilaci
dusikatych latek taktéz potfebnych pro rist kvasinek. Hladovéni na dusik miize
vést ik limitaci p¥{jmu cukra®.
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Aminokyseliny jsou v prubéhu fermentace kvasinkami asimilovany v uréitém
poradi. Aminokyseliny skupiny A (glutamat, aspartat, glutamin, asparagin, serin,
threonin, lysin a arginin) a aminokyseliny skupiny B (histidin, valin, methionin,
leucin a izoleucin) jsou pfijimany okamzité, pficemz aminokyseliny skupiny B
jsou pfijimany mnohem pomaleji neZ aminokyseliny skupiny A. Aminokyseliny
skupiny C (glycin, fenylalanin, tyrosin, tryptofan a alanin) a amoniak jsou
asimilovany po Uplném vycerpani aminokyselin skupiny A. Prolin, nejvice
zastoupena aminokyselina mladiny, neni béhem pivovarského kvaSeni
asimilovan témgf vibec®".

U laboratornich kment jsou za transport prolinu do bunky zodpovédné zejména
dvé dusikem regulované permedzy — nespecificka permedza Gapl (,,general
amino acid permease®) transportujici vSechny aminokyseliny® a vysoce
specificka prolinova permedza Put4®. U spodnich kvasinek rostoucich
v bohatém médiu jako je mladina je ale permedza Put4 neaktivni. Rizenou
mutaci genu PUT4 byla vytvotfena stabiln¢j$i forma permeazy odolnéj$i vici
degradaci a pfislusSné mutantni kmeny asimilovaly prolin bez negativniho vlivu
na kvalitu piva®.

Optimalizace flokulace

Dal§im piikladem zefektivnéni vyroby piva je usnadnéni odstranéni kvasnic
Z piva optimalizaci flokulace. Flokulace je vratny, asexualni a na piitomnosti
vapniku zavisly proces, pfi kterém bunky vziajemné adheruji a vytvaii vlocky
skladajici se z tisicti bunék®. Flokulace kvasinek zavisi na interakcich flokulint
(adhezinil) s mandézovymi zbytky mannanovych fetézcl. Polysacharid mannan
je béznou soucasti kvasni¢né bunééné stény, flokuliny jsou glykoproteiny
(lektiny) bunééné stény kvasinky. V idealnim ptipad¢ jsou vzniklé vlocky po
vyCerpani zivin (sacharidll) rychle oddéleny od média, bud’ sedimentaci (spodni
kvasinky) nebo jsou vznikajicim oxidem uhliCitym unaSeny k hladin¢ (svrchni
kvasinky). Jednd se o ekonomicky vyhodné a Zivotni prostfedi nezatézujici
zpusoby separace, protoze flokulace je pfirozenou vlastnosti kvasinek.
Jednotlivé produkéni kmeny kvasinek vSak vykazuji rozdilné, ¢asto neoptimalni,
flokulaéni chovani a nékteré kmeny kvasinek neflokuluji viibec®**. Vyzkum se
zamétil zejména na optimalizaci sily a nastupu flokulace.

Je velmi diilezité, aby flokulace zaCala béhem fermentace ve spravny ¢as. Pokud
flokulace za¢ne prilis brzy, mladina neni dostatecné prokvasena a disledkem je
abnormélni aroma piva®. Pozdni flokulace mad za nasledek nedostatetné
odstranéni kvasnic®’. Flokulace je obecn& spojena s nastupem stacionarni faze
rustu, ale faktory kontrolujici pfesné na¢asovani a stupen flokulace nejsou uplné
znamy>>%'. Vi se ale, Ze flokulace zavisi na mnoha vng&jsich podminkéch, napt.
na koncentraci etanolu, teploté, osmotickém tlaku a dostupnosti zivin®®**. Déle
jsou dulezité pH, vapenaté a zineCnaté ionty, kyslik, rustova faze a bunécna
denzita®. Flokulace je také Fizena geneticky>*. Byly popsany tii flokulaéni
fenotypy podle typu flokulini bunécnych stén, citlivosti k inhibici cukry a
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proteolytickymi enzymy a zavislosti na ristovych podminkach a pH. Jedna se o
fenotypy Flol, NewFlo a MI (,,mannose-insensitive)***. Flol fenotyp je
inhibovan pouze mandzou, NewFlo fenotyp je inhibovan téZ glukozou a
maltéozou. MI fenotyp nevykazuje specifické interakce proteini s mannany a
neni inhibovan Zadnym z uvedenych cukrii®. Vé&tsina svrchnich kvasinek je
fenotypu NewFlo, zatimco spodni kvasinky patii do skupiny s fenotypem Flol
(€t 49 M1 fenotyp je vzacny a objevuje se u nckterych kmenid svrchnich
kvasinek®’.

Flokuliny jsou kodovany tzv. flokulaénimi geny — FLO geny™. U laboratorniho
kmene S288C bylo identifikovano pét FLO genti: FLO1, FLOS5, FLO9, FLO10 a
FLO11 ©* 47 Nekolik FLO pseudogeni (obsahuji uvnitf sekvence kodujici
funk¢ni protein stop kodon nebo posunuty ¢teci rdmec) bylo nalezeno pobliz
telomer®. Témét kazdy kvasniény kmen viak disponuje odlisnou sadou alel
jednotlivych FLO gent, coZ je zpiisobeno velmi rychlou evoluci a diverzifikaci
FLO genii®. Geny FLO1 a FLOS5 byly izolovany a charakterizovany. Oba geny
koduji integralni membranovy protein®>!. Neflokulujici kmeny kvasinek ziskaly
po transformaci genem FLO1 nebo genem FLOS5 schopnost flokulace**®**. Flo1
fenotyp je spojovan s genem FLO1, zatimco flokulin fenotypu NewFlo je
kédo;/?én genem FLO10, ktery je exprimovan az s nastupem stacionarni faze
rustu™.

Hlavnim rozdilem mezi druhy Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces
pastorianus je pritomnost proteinu Lg-Flol u spodnich kvasinek (protein
homologni k proteinu Flol svrchnich kvasinek)®. Tento adhezin hraje v
pivovarstvi vyznamnou roli. Zajistuje, ze flokulace probéhne na konci
fermentace po spotiebovani sacharidii. Pfitomné sacharidy se totiz na tento
adhezin kompetitivné vazi a inhibuji tak flokulaci®>. V b&Zn& pouzivanych
laboratornich kmenech jsou FLO geny umlcéeny z diivodu tzv. nonsense mutace
Vv transkripénim aktivatoru FLO8. Nicméné zvysSenim exprese kazdého z péti
FLO genti bylo ukdzano, ze jednotlivé FLO geny proptjcuji buitkkam Sirokou
skalu adhezivnich vlastnosti, napf. riiznou silu flokulace®. Expresi jednotlivych
FLO geni Ize dale u¢inné kontrolovat za cilem dosazeni vhodného nacasovani
flokulace™.

Zvysenim exprese specifickych FLO genti bylo dosazeno urcitého zlepSeni
flokulace, kmeny viak zalaly flokulovat pfed¢asné®>. Nejvétsim problémem
Z hlediska spravného nacasovani flokulace je nedostatek promotorti, které
mohou byt indukovany v provoznich podminkich ve vhodny c¢as. Dobrymi
kandidaty pro opozdénou genovou expresi ve stacionarni fdzi v podminkach
pivovarského kvaSeni jsou promotory proteinti tepelného Soku (,,heat shock
proteins®) HSP26 a HSP30 (%59 Po nahrazeni nativniho promotoru FLO1
promotorem HSP30 u laboratorniho kmene flokulace skute¢né probehla ke
konci fermentace®**®. Umisténim gent FLOS5 a FLO11 pod kontrolu promotoru
HSP30 bylo také dosazeno spravného nacasovani flokulace. Flokulace vSak
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v téchto pripadech nebyla tak intenzivni jako pii vyuziti genu FLOI1, u
konstruktu s genem FLO11 se jednalo o vyloZens slabou flokulaci®.

Optimalizace filtrace

ZlepSeni filtrovatelnosti piva bylo téZ predmétem zajmu pivovarniki. JeCmen
obsahuje v bunéénych sténach p-glukan. Tento polysacharid je tvofen
gluk6zovymi podjednotkami spojenymi vazbami B(1—3) a B(1—4) a je
degradovan béhem sladovaciho procesu ptisluSnymi B-glukandzami, enzymy
pochézejicimi z jeCmene. Tyto enzymy jsou vSak velmi termolabilni a béhem
hvozdéni sladu a ¢aste¢né 1 pivovarského rmutovani dochazi k vyrazné ztraté f3-
glukanazové aktivity. Stépeni B-glukanu je tak ¢asto neuplné, p-glukan prechazi
az do piva a vytvafenim vysoce viskoznich roztokl az geli ztézuje filtraci piva.
Kromé toho se B-glukan nachazi i v hotovém produktu po filtraci, kde mize
prispivat k tvorb& zakalu’®®. Pro usnadnéni filtraéniho procesu tak byly do
kmenli pivovarskych kvasinek UspéSné klonovany geny bakteridlnich,
plistiovych i rostlinnych p-glukanaz'. Cantwell a kol.> naklonovali gen pro p-
glukanazu z bakterie Bacillus subtilis pod kontrolu ADH1 promotoru pivovarské
kvasinky. Sekrece enzymu do média ale byla témé&f zanedbatelnd. Lancashire a
Wilde® exprimovali v pivovarské kvasince gen pro B-glukanazu z téhoz bacilu
ve fuzi se signdlni sekvenci a-faktoru pod kontrolou kvasni¢éného PGK1
promotoru. Transformanty u¢inn¢ sekretovaly B-glukanazu do média a obsah [3-
glukanu v mlading se b&hem kvaseni snizoval. Enari a kol.® naklonovali gen pro
B-glukanazu z plisné Trichoderma reesei pod kontrolu PGK1 promotoru.
Specifickd kvasni¢na signdlni sekvence nebyla zapotiebi, protoze plisnové
extracelularni enzymy jsou kvasinkami snadno exkretovany®. V mlading
pritomny B-glukan byl u¢inné degradovan a filtrace piva byly diky tomu vyrazné
snaz§i®™®. Dale byly ve fuzi se signalni sekvenci mysi o-amyldzy do kmene
pivovarskych kvasinek naklonovany termolabilni B-glukandzy je¢mene. Jackson
a kol.** umistili konstrukt pod kontrolu promotoru ADH1, Olsen a Thomsen®
pouzili promotor PGK1. Pivo vyrobené pomoci takto transformovanych
kvasinek mélo sniZeny obsah B-glukanu®®. V dnesni dobg, kdy se pouZivaji
vysoce modifikované slady a zavadéji G€innéjsi filtracni techniky, jiz ale neni
takto upravenych kvasinek zapotiebi®.

Zaveér

Genetickd modifikace pivovarskych kvasinek je velmi narocny proces, podatilo
se vSak ziskat fadu transformantl, jejichz pouziti miize zefektivnit proces
vyroby piva. Optimalizace kvasnych schopnosti produkéniho kmene umoziuje
uplngjsi zpracovani cukernych slozek mladiny a jeji hlubsi prokvaseni.
Optimalizace flokulace usnadiiuje separaci kvasnicné biomasy od prokvaSené
mladiny a tim do jisté miry i naslednou filtraci. Dal§iho zlepSeni filtrovatelnosti
piva lze dosahnout pouzitim kvasinek s B-glukanazovou aktivitou.
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Vliv nanoéastic Zeleza na mikrobialni bunku

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

Uvod

V soucasné dob¢ nachazeji nanoc¢astice zeleza nulové valence (nZVI) uplatnéni
predevsim pii feSeni problematiky remediaci kontaminovanych vod a pid. Diky
svym silnym redukénim vlastnostem jsou schopné redukovat fadu béznych
kontaminantt, naptiklad chlorovanych uhlovodikii nebo iontt tézkych kovu
(Karn a kol.,, 2011). Vysoka reaktivita téchto nanocastic vSak zaroven
predstavuje limitaci, ktera souvisi s toxicitou tohoto materidlu vici zivym
organismim. To miize plsobit komplikace béhém sanacnich procesu, kdy
dochazi k naruSeni autochtonni mikroflory, ktred se tak nemize podilet na
remedia¢nim procesu. Toxicita nZVI souvisi piedev§im s jejich schopnosti
indukovat vnik oxidativniho stresu. NZVI Katalyzuji tvorbu reaktivnich forem
kysliku (ROS), mezi které také patii vysoce reaktvni hydroxylovy radikal. Jeho
interakci s biologickymi molekulami dochazi k jejich poSkozeni, které miize
vést az k bunénéné smrti (Sevcu a kol., 2012). ROS vznikaji v cytosolu jako
produkty oxidace nZVI intracelularnim kyslikem, ale také na bunééném
povrchu. V disledku blizkého kontaktu nZVI s buiikou dochazi k adsorpci
nanocastic na povrch. Vznikajici ROS atakuji lipidy bunééné membrany, jejichz
peroxidaci dochazi k naruseni jeji permeability, ztraté integrity a zaroven je tak
umoznén pranik vétsiho mnozstvi nZVI do bunky (Kasemets a kol., 2009).
V souvislosti s touto problematikou jsou studovany protektivni ucinky
huminovych latek, které jsou soucasti pfirozené organické hmoty a maji
schopnost vadzat se na povrch bunék i nanoc¢astic. Na zdkladé mechanismu
elektrostérické repulze je omezena adsorpce nanocastic na buné¢ny povrch (Li a
kol., 2010). U ng&kterych typt huminovych latek byly rovnéz popsany
antioxidacni vlastnosti (Aeschbacher a kol., 2012).

Metody

Toxicita NANOFER 25 a jeji modulace

Byl zkoumadn u¢inek komeréné¢ dostupného  preparatu  povrchové
nestabilizovanych nZVI NANOFER 25 (nanoFe) od firmy Nanoiron s.r.o.
(Ceska republika). Vliv nanoFe byl studovan na modelovém eukaryotnim
mikroorganismu, kvasinka Trichosporon cutaneum (CCY 30.5.10). Protektanty
viaci toxickému puasobeni nanoFe byly pouzity huminové kyseliny (HA)
SJ02b/oA a VOOAI, u kterych byl jiz dfive prokazan pozitivni vliv. HA byly
ziskany izolaci z oxyhumolitu a distributorem je Vyzkumny ustav anorganické
chemie (VUANCh), a.s. Usti nad Labem.
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Buniééna populace byla vystavena ucinkiim studovanych latek vzdy na konci
exponencialni faze buné€ného ristu. Nasledné byly buiiky oddéleny centrifugaci
(9000g, 10 min) a promyty 0,15 mol/l fosfatovym pufrem (PBS). Odstfedéné
buiiky byly resuspendovany v 5 ml PBS a pouzZity k inokulaci (opticka denzita
0,200 £+ 0,005) ptipravenych roztokl studovanych latek v 10 ml PBS. Béhem
prubéhu pokusu byly odebirany vzorky v intervalech 5, 10, 15, a 30 minut a
pocet Zivotaschopnych bun€k byl stanoven pomoci metody KTJ (kolonie tvotici
jednotku).

Cilem préce bylo zjistit, zda bude protektivita HA ovlivnéna, pokud sledovana
bunécnad populace bude vystavena ucinkim nanocastic, které byly nejprve
inkubovany v pfitomnosti vybrané huminové latky, nebo bude nejprve
inkubovana v ptitomnosti huminové latky bunééna populace a poté vystavena
uCinkiim nanozeleza. Experimenty probihaly vZzdy za stejnych podminek,
pouzité¢ koncentrace nanoFe byly 1 g/l a 5 g/l, koncentrace HA 0,3 g/l
Preinkubace bun€k a nanoFe v ptitomnosti HA (0,3 g/l) probihala 15 min, poté
byly bunky a nanocastice separovany (9000g, 10 min) a preinkubované bunky
byly dvakrat promyty PBS.

Vysledky a diskuze

Zména pofadi ptfidani huminovych latek méla vyrazny vliv na ovlivnéni
protektivity. Preinkubace bunék s HA, méla pozitivni vliv na zachovani
zivotaschopnosti exponovanych bunék. Na obrazcich 1 (a, b) a 2 (a, b) jsou
uvedeny grafy popisujici zavislost ibytku KTJ pii sou¢asném plisobeni nanoFe
s HA a na preinkubované bunky. Nejvyraznéjsi protektivni uéinek se projevil u
preinkubovanych bunék s HA SJ02b/0A (obr. 1b) nasledné vystavenych
ucinkim 1 g/l nanoFe. Nejvétsi pokles hodnoty KTJ byl zaznamendn po
15 minutach od pocatku experimentu, 18 %. Poté se tato hodnota mirné zvysila
a na konci experimentu byl celkovy pocet zivotaschopnych bunék nizsi o 10 %.
V piitomnosti nanoFe 1 g/l, byl pokles hodnoty KTJ po 30 minutach ptsobeni o
61 %. Rovnéz v pripad¢ preinkubace bunék HA VOOAI (obr. 2 b) doslo
Kk ur¢itému omezeni toxicity nanoFe. Pfi piisobeni nanoFe 1 g/l doslo k poklesu
hodnoty KTJ o 71 %, zatim co u populace preinkubované¢ s HA VOOA1 klesla
hodnota KTJ po 10 minutach o 35 % a dale ztstala témét konstantni. Snizeni
toxického plsobeni nanoFe u preinkubované bunécné populace souvisi se
schopnosti huminovych latek vadzat se na bunény povrch a bréanit tak
vzajemnym fyzickym interakcim nanocéstice-bunika, které piredstavuji jeden
z klicovych krokii v mechanismu toxického ptisobeni (Li a kol., 2010).
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Obr. 1 a, b. Vliv huminové kyseliny (HA) Sj02b/oA (0,3 g/I) na omezeni
toxického piisobeni nZVI (1 g/l, 5 g/l). Protektivita HA pi1 sou¢asném pusobeni
s nanoFe (a); Protektivita HA u preinkubovanych bunék (b).
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Obr. 2 a, b. Vliv huminové kyseliny (HA) VOOA1l (0,3 g/l) na omezeni
toxického pisobeni nZVI (1 g/l, 5 g/l). Protektivita HA pii sou¢asném piisobeni
s nanoFe (a); Protektivita HA u preinkubovanych bunék (b).

Pti porovnani protektivity HA u preinkubovanych bunék s protektivitou HA pfti
souasném pusobeni s nanoFe, nebyl zaznamenan vyrazny rozdil v poctu
zivotaschopnych bun¢k. Autofi Chen a kol. rovnéz zaznamenali pozitivni vliv
pfitomnosti huminové latky na omezeni toxicity nZVI. Ve své praci sledovali
soucasné pusobeni huminové latky a nZVI u gram-pozitivni bakterie Bacillus
subtilis (Chen a kol., 2011).
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Obr. 3 a, b. Vliv huminové kyseliny (HA) (0,3 g/l) na omezeni toxického
pusobeni nZVI (1 g/l, 5 g/l). Vliv preinkubace nanoFe s HA Sj02b/oA (a); Vliv
preinkubace nanoFe s HA VO0A1 (b).

Naopak preinkubace nanoc¢astic s HA (obr. 3 a, b) neméla na omezeni toxicity
nanoFe vyrazny vliv. Mirny protektivni u¢inek byl zaznamendn v ptipadé¢ HA
SJ02b/oA (obr. 3 b). Pti plisobeni nanoFe 1 g/l klesla hodnota KTJ o 83 %. Po
expozici bunééné populace modifikovanymi nanoFe 1 g/I, byla tato hodnota
nizsi o 56%.

Modifikace nZVI huminovymi latkami zvySuje jejich stabilitu v prostiedi a
snizuje rychlost jejich aglomerace, ktera vede ke ztrat¢ vlastnosti danych jejich
rozméry (Dong & Lo, 2013). Pravdépodobné vzhledem k této skutecnosti,
samotna preinkubace nanoFe s HA neméla pozitivni vliv na protekci bunék viici
toxickému plisobeni nanoFe.

Ziskané vasledky rozsifuji informace o protektivnim ptisobeni huminovych latek
vuci toxickym G¢inkt nanocastic nulamocného Zeleza.
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Biologicka aktivita (toxicita) nanocastic a moznosti jeji modulace

Sikova M., Padrova K., Cejkové A.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Nanocastice nulmocného zeleza disponuji silnymi redukénimi vlastnostmi, které
Jim umoziuji degradovat Siroké mnozstvi kontaminant. Nevyhodou nanocastic
je jejich cytotoxicita, ktera je spojovana se vznikem oxidativniho stresu. Bylo
zjisténo, 7ze nanocastice mohou rovnéZ pozménit morfologii nékterych
mikrooorganismi. Vzhledem k moZnosti vyuZziti nano¢astic v riznych typech
technologii, napft. pti bioremediaci podzemnich vod, je velmi diilezité znat jejich
biologickou aktivitu. Experimentdlni ¢ast se zabyva studiem vlivu dvou typl
nanoCastic Zeleza nulové valence (nestabilizovana a stabilizovand forma) na
zivotaschopnost bunécné populace a na zménu bunécné morfologie kvasinky
Trichosporon cutaneum. Vzhledem k cytotoxickym u¢inkim nanozeleza se
hledaji zpiisoby mozné protekce mikroorganismi. Reienim by mohla byt
aplikace huminovych latek, které jsou ptirozenou soucasti ptidniho prostiedi a
disponuji schopnosti interagovat s mikroorganismy. Protektivni charakter byl
sledovan u dvou vybranych huminovych latek a porovnan s kvasinkovou
populaci populaci, ktera byla vystavena ptisobeni samotnych nanocastic.
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Heterotrofni kultivace jednobunécnych Fas na alternativnich zdrojich
uhliku a energie

Humhal T.%, Branyik T.!, Kastanek P.?

1[:Jstav biotechnologie, VSCHT Praha
?Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

1. Uvod

Jednobunééné tasy a sinice neboli ve volné piekladu mikrofasy (z ang.
,microalgae®) ptredstavuji pro biotechnologii velky potencidl. Vdéci tomu
zejména velkou rozmanitosti produkujicich metaboliti danou jejich ohromnou
biodiverzitou. VétSina znich neni zatim dostate¢né prozkoumana a jejich
pfedpokladdany potencial zdaleka neni vyuzit. MnozZstvi druhli fas se odhaduje
mezi 200000 a nekolika miliony (Pulz a Gross, 2004). V¢tsina
biotechnologickych aplikaci jednobunéénych fas je zaméfena na autotrofni rist.
Diky fotosyntetickému aparatu jsou schopné fotosyntézy, kterd jim umoznuje
ziskéavat zdroj uhliku a energie ze vzdusného CO; za asistence svételné energie.
Takto vedena kultivace tas probiha ve fotobioreaktorech (FBR) (Carvalho a kol.,
2006). Avsak nékteré jednobunétné tfasy jsou schopné 1 heterotrofniho ristu, tj.
ziskavat uhlik a energii z organickych molekul ¢i dokonce mixotrofniho rustu,
tj. souCastna kombinace obou pfedchozich reziml ristu. Heterotrofni rist nabizi
n¢kolik vyhod oproti autotrofnimu:

vySs§i riistova rychlost

pouziti klasického bioreaktoru (snadné¢jsi ovladani, optimalizace a regulace)

rust do vétSich koncentraci biomasy (nenastavd problém vzijemného stinéni
bunék)

vys$8§i produktivita kultivace

neni zapotiebi zdroj svételné energie.

Ovsem ma i svoje limitace (Perez-Garicia a kol., 2011):

omezeni na zlomek druhtli fas z celkové biodiverzity, které jsou schopné takto
rust

zvyseni provoznich nakladl ptidanim organického substratu

riziko kontaminace a kompetice s jinym mikroorganismy

inhibice substratem

neschopnost produkce metaboliti indukovanych svétlem.

Inhibice substratem plati ptedev§im pro batch kultivace. Pti kultivaci v rezimu
fed-batch, kdy se zdroj uhliku a energie dodava postupné, je efekt inhibice
substratem minimalizovan a napf. u rodd Chlorella, Crypthecodinium a
Galdieria bylo dosazeno vice nez 100 g.1™" suché bun&éné koncentrace (Bumbak
a kol., 2011).

Pii heterotrofnim rastu dochdzi k aerobni respiraci, kdy je O, konzumovan a
CO, produkovan. Nezavisle na zdroji uhliku nebo druhu mikrofasy, rtstova
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rychlost se zvySuje s riistem aerace a proto je dodavka O, kli¢ova (Perez-Garicia
a kol., 2011). Jednobunééné fasy vhodné pro heterotrofni kultivaci by mély mit
tyto zakladni vlastnosti (Chen a Chen, 2006):

schopnost rlistu bez pfitomnosti svétla

schopnost rlistu na levném a snadno sterilovatelném médiu

schopnost se rychle ptizplisobit novému prostiredi

schopnost odolavat hydrodynamickému tlaku v bioreaktoru.

2. Zdroj uhliku a energie

Zakladni kultivaéni medium pro heterotrofni rlist se oproti mineralnimu médiu
pro autotrofni rust li$i pouze pfidanim organického substratu — glukosa,
glycerol, acetat, ethanol nebo jiné uhlikové molekuly. Jako zdroj téchto
substratli miize poslouZzit napt. surovy glycerol, odpadni vody, syrovatka nebo
Stéva z ¢iroku cukrového (Liang a kol., 2010). Dale se do media miize ptiddvat
zdroj vitaminli a dusiku (napft. kvasnicny extrakt) pro lepsi rist. Dalsi zdroje
uhliku jako je sacharosa, laktosa a kyselina mlécna byly testovany, avSak
s negativnimi vysledky ristu a produkce metabolitti (Perez-Garcia a kol., 2011).

2.1 Glukosa

U jednobunéénych tas byly pozorovdny jen dvé cesty asimilace glukosy:
Embden-Meyerhof- Parnas cesta (EMP) a Pentozofosfatovy cyklus (PPP). Pfi
heterotrofni kultivaci ve tmé probihd v bunkach hlavné¢ PPP, zatimco pii svétle
EMP. Jednobunécéné tfasy nejsou schopné glukosu asimilovat bez pfitomnosti
svétla pti anaerobnich podminkach (Perez-Garicia a kol., 2011).

Zajimavy alternativni zdroj glukosy pro heterotrofni kultivaci fas mitize
predstavovat §tava z Ciroku cukrového. Tato C4 rostlina disponuje vysokou
fotosyntetickou efektivitou a vysokym cukrovym vytézkem. Liang a kol. (2010)
pouzili tuto $tavu (50% koncentrat) jako substrat pro heterotrogni kultivaci
Schizochytrium limacinum SR21 a dosahli koncentrace 9,4 g.I" suché biomasy
pficemz obsah lipidi byl 73,4%. Z ptitomnych majoritnich cukrii (glukosa,
fruktosa a sacharosa) byla spotiebovana na rust fas jen glukosa.

2.2 Glycerol

Glycerol je ekonomicky vhodny zdroj uhliku a energie, kompatibilni a nema na
fasy zadné vyznamné toxické ucinky ani ve velkych koncentracich (Perez-
Garicia a kol.,, 2011). Bé&zné¢ se pouziva pro dlouhodobé uchovavani
mikroorganismt pii nizkych teplotach. Glycerol v dnesni dobé ptedstavuje
nejzajimavéjsi substrat pro heterotrofni kultivaci jednobunécnych tas piedevsim
kvili jeho nizké cené. Cena glycerolu na svétovém trhu se vyznamné snizila
Vv zavislosti na dotacnich programech vyroby bionafty v USA a EU. Napf. v roce
2004 byla cena glycerolu 2,2 $.kg™ a v roce 2006 klesla na 0,22 — 0,44 $.kg™
(Pyle a kol., 2008). Surovy glycerol je totiz vedlejsi produkt pti vyrob¢ bionafty
vznikajici transesterifikaci. SloZeni suroveho glycerolu zéavisi na vstupni
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suroving, zpusobu transeterifikace a finalni upraveé. Kvalitni surovy glycerol
obsahuje cca 80 — 86 % glycerolu a zbytek tvofi popeloviny (9%), voda (4 —
15%) a methanol (0,1 — 0,5 %) (ED & F Man, online). Dale mtize obsahovat
pouzité¢ hydroxidy, tukovy podil a netékavé organické slozky (J. Horak-
HHcorporation, online). V piipad¢ vyuziti surového glycerolu jako substratu pro
jednobunécné tasy, zalezi na jeho kvalité, reps. na mnozstvi a sloZeni pfimési.
Predevsim pfitomny methanol ma inhibi¢ni G€inky (Liang a kol., 2010).

VétSina druht fas, které vyuzivaji glycerol jako substrat, se ptirozené vyskytuji
ve slané vodé, kde je vysSi osmoticky tlak. Pfi kultivaci na glycerolu dochazi
k zvySeni ristové rychlosti a indukuji se specifické biochemické a strukturalni
zmény ve fotosyntetickém systému jako je ubytek bunécného fytoeryhrinu,
mnozstvi tylakoidu a velikosti ¢astic fotosystému II (Perez-Garicia a kol., 2011).
Glycerol vstupuje do bunky prostou difiizi a uvnitt bunék slouzi jako
osmoregulaéni molekula. Glycerol je prvni fosforylovan pomoci ATP a
glycerolfosfat je poté oxidovan na triosafosfat. Aubert a kol. (1994) poukézali
na to, Ze pentoso-fosfitovad cesta je inhibovadna v ptipadé, kdy je glycerol
jedinym zdrojem uhliku.

Heterotrofni kultivace s glycerolem jako zdrojem uhliku a energie byla
demonstrovana na téchto druzich: Chlorella vulgaris (Liang a kol., 2009),
Chlorella protothecoides (O’'Grady a Morgan, 2011) a Schizochytrium
limacinum (Liang a kol., 2010b). O 'Grady a Morgan (2011) za ac¢elem produkce
lipidd srovnavaly heterotrofni kultivaci tasy Chlorella protothecoides na
glukose, surovém glycerolu a smési glukosa a glycerol (9:1) a nejvys$si rastova
rychlost a vytézek vysel pti pouziti surového glycerolu. Glycerol muze byt také
fotometabolizovam (fotoheterotrofné) nékterymi druhy fas, jako je Agmenellum
quadruplicatum, Goniotrichum elegans, Navicula pelliculosa, Nostoc sp. Tyto
fasy mohou jen asimilovat glycerol jako zdroj uhliku pii pfitomnosti svétla a bez
externi dodavky CO, (Perez-Garicia a kol., 2011). Nannochloropsis sp.,
Rhodomonas reticulate a Cyclotella cryptica jsou druhy, které preferuji glycerol
pied glukosou a acetitem za pouziti mixotrofniho metabolismu a dobie se
ptizpisobuji na zménu prostiedi jako tfeba pfidanim nitrati do media (Wood a
kol., 1999).

2.3 Kyselina octova

Kyselina octovd jako relativné dostupnd a levnd komodita se miize vyuzit
V nizkych koncentracich jako substrat pro heterotrofni kultivaci nékterych
jednobunécnych tas. Ve vysokych koncentraci je pro vétSinu mikroorganismu
toxicka, vyjimkou je zelena tasa Chlamydomonas mundana, kterd vykazuje
V jeji pfitomnosti rychly rist (Wood a kol., 1999). Udrzeni kyseliny octové pti
nizké koncentraci Ize docilit fed-batch kultivaci nebo pH-auxostat regulaci
(Wood a kol., 1999). Je znamo n¢kolik ptiklada ristu jednobunécénych fas na
acetatu. Euglena gracilis kmen L efektivné vyuziva acetatu pii svétlenych
podminkach, avSak nikoliv pfi tmé (Perez-Garicia a kol., 2011). Zatimco E.



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2013, 4.-5.4.2013, UB, VSCHT Praha

gracilis varieta bacillaris vyuziva acetat ve tmé, kdyz je jeho koncentrace pod 5
g.I". Tento kmen je schopny asimilovat celou $kalu substratd, jako je acetat,
sukcinat, ethanol, aminokyseliny, kys. maselnou. Crypthecodinium cohnii
heterotrofné kultivovana (pH-auxostat regulace) pro uéel produkce DHA rostla
nejlépe pii relativng vysoké koncentraci octanu sodného 8 g1 (Ratledge a kol.,
2001).

2.4 Ethanol

Stejné jako kyselina octova je ethanol v eukaryotech metabolizovan pies acyl-
coenzym A. Pro velkoobjemovou kultivaci je ethanol vhodnéj$i zdroj uhliku a
enegrie nez kyselina octova diky niZ§i cené a také niz$i korozivosti (Swaaf a
kol., 2003). Kultivace mikroskopickych fas vyuzivajici ethanol jako zdroj uhliku
a energie byly testovany, avSak s negativnimi vysledky (Perez-Garcia a kol.,
2011). Vyjimkou je Crypthecodinium cohnii, ktera pii heterotrofni fed-batch
kultivaci na ethanolu vykazovala nejvyssi vytéznost DHA ve srovnani
S ostatnimi zdroji uhliku a energie (viz. tab. III). Optimalni koncentrace ethanolu
byla 5 g.I'" (Swaaf a kol., 2003). Také Euglena gracilis vykazovala lepsi
vysledky pfi fed-batch kultivaci na ethanolou (viz. kap. 3.3).

3. Biotechnologické vyuZiti

3.1 Produkce lipidn

Neékolik druhti mikroskopickych fas je schopnych nadprodukce specifickych
mastnych kyselin pfi relativné snadné zméné fyzikalnich nebo chemickych
podminek jejich kultiva¢niho média (Xu a kol., 2006, Xiong a kol., 2008).
Kombinaci této nadprodukce a bohaté biodiverzity predstavuji jednobunécné
fasy vyznamny zdroj neobvyklych a cennych lipidi a mastnych kyselin pro
mnohd primyslova odvétvi. Akumulace lipida v bunkach zavisi na riaznorodych
podminkach (Perez-Garcia a kol., 2011):

teplota

pH

limitace urc¢itého prvku (dusik, uhlik, fosfor nebo kiemik)

rustovy rezim (autotrofni, mixotrofni, heterotrofni)

staii kultury

kmen

V tab. | je pfehled vybranych heterotrofnich kultivaci jednobunéénych fas za
ucelem akumulace lipida.

Chlorella protothecoides dokaze velice rychle akumulovat lipidy, roste na
Sirokém spektru substratli a je schopnd rist na minimalnim médiu a tim je
rezistence proti kontaminaci véts$i nez u ostatnich druhdi. Produktivita biomasy i
lipida je daleko vys$$i nez u ostatnich autotrofnich i heterotrofnich mikrofas.
Obsah lipidd v susiné dosahuje az 57 % pti heterotrofnim rustu, to je asi
Ctytikrat vice nez pii autotrofnim rastu za podobnych kultivacnich podminkach.
Akumulace lipidi je indukovana limitaci dusiku. (Xu a kol., 2006, Xiong a kol.,
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2008). Samozfejmosti je jeji netoxicita (podle FDA standardt - Utad pro
kontrolu potravin a 1é¢iv v USA) a tak se bunécny zbytek po extrakei lipida
muze pouZzit napft. jako krmivo (O 'Grady a Morgan, 2011).

Tab. | Obsah a produktivita lipidi u riznych druhi jednobunéénych fas pii
heterotrofni kultivaci.

produktivita ﬁbsigg produktivita
Druh substrat biomasy P lipida Reference
( It d-l) (% (m It d'l)
g DCWa) g
Chlorella protothecoides  glukosa® 7,4 50,3 3722 Xiong a kol., 2008
Chlorella protothecoides hydrolyzit 2 4,1 43 1700 Cheng a kol., 2009
topinamburu
: S surovy :
Schizochytrium limacinum 2,29 73,3 1680 Laing a kol., 2010b
glycerol
stava z
Schizochytrium limacinum ¢iroku 1,87 73,4 1380 Laing a kol., 2010
cukrového
Chlorella protothecoides  glukosa 2,2 57,8 1272 Xiong a kol., 2008
Chlorella protothecoides  glukosa 2,0 46,1 922 Xu a kol., 2006
Chlorella protothecoides kUkurlcny 0,65 55,3 361 Xu akol., 2006
hydrolyzat
Chlorella saccharophila  glukosa 0,165 37 58 Isleten-Hosoglu a kol., 2012
Chlorella vulgaris glukosa 0,254 21 54 Liang a kol., 2009
Chlorella vulgaris glycerol 0,091 34 31 Liang a kol., 2009
Chlorella vulgaris acetat 0,079 36 29 Liang a kol., 2009
a susina (dry cell weight)
® fed-batch

3.1.1 Produkce bionafty

Rasy s vysokym obsahem lipidi maji znaény potencial pro vyrobu bionafty.
Jejich vytéznosti jsou daleko vyssi nez u konvenénich plodin (tab. II).

Olej z biomasy se ziska extrakci a dale v procesu transesterifikace reaguji mezi
sebou olej s nizkomolekularnim alkoholem vétSinou za homogenni katalyzy.
Jako alkohol je nejvice pouzivd methanol, eventuelné ethanol. Jako homogenni
katalyzator slouzi baze (KOH, NaOH) nebo kyselina (H,SO,). Existuji i jiné
metody transesterifikace pomoci heterogenni katalyzy, enzymatické katalyzy
anebo bez katalyzatoru, kde methanol se nachéazi v superkritickém stavu.
Produktem je bionafta (nizkomolekularni estery vysSich mastnych kyselin s
nizkomolekularnim alkoholem), kterd se pouziva jako nahrada za ropna paliva
pro vznétove motory (Amin, 2009).
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Tab. Il Srovnani vytéznosti oleje nékterych zdroja
(Chisti, 2007).

Potfebna  Procent existujici

Zdroj ng-zlr;gslﬁ-l) plocha zemé&déské plochy
R (Mha)? v USA®

kukutice 172 1540 846

soja 446 594 326

brukev fepka 1190 223 122

davivec (jatropha) 1892 140 77

kokosovnik ofechoplody 2689 99 54

palma olejna 5950 45 24

jednobuné&ené fasy® 136900 2 11

jednobuné&éné fasy® 58700 4,5 2,5

& Pro splnéni 50% spotieby vSech dopravnich pohonnych hmot v USA
® 70% hm. oleje v biomase
¢ 30% hm. oleje v biomase

Vyzkum produkce bionafty je dnes nejdiskutovangjsi oblast v biotechnologii
jednobunéénych fas. VétSina z4jmu se upind na autotrofni kultivaci, avSak
heterotrofni kultivace nabizi dobry zdroj mastnych kyselin s dlouhymi fetézci
(,,Jong-chain fatty acids®“ LCFA), které jsou vhodné pro vyrobu bionafty.
Kandidaty pro komeréni produkci jsou Schizochytrium limacinum a Chlorella
protothecoides (az 55% lipidi v susin€). Schizochytrium limacinum dokaze
produkovat kyselinu palmovou (C16:0) v mnozstvi ~40-60 % ve své suSiné pii
kultivaci na glukose, fruktose nebo glycerolu (Chi a kol., 2007; Yokochi a kol.,
1998). Pokusy byly vedeny také na surovém glycerolu pochéazejicim z vyroby
bionafty a produkce kyseliny palmové nebyla vyrazné¢ omezena (Chi a kol.,
2007).

3.1.2 Produkce Omega-3 polynenasycenych mastnych kyselin

®-3 (nebo n-3) polynenasycené mastné kyseliny (0-3 PUFA; zang.
»polyunsaturated fatty acids*) je skupina nenasycenych mastnych kyselin,
jejichz spole¢nym rysem je dvojnd vazba mezi uhliky na tfetim misté (pocitano
od koncového methylu). Klinické a epidemiologické testy provadéné od 50.
letech minulého stoleti ptitadily n-3 PUFA Ié¢ebny vyznam. Pozitivni vliv maji
pfedevS§im na kardiovaskularni systém, centrdlni nervovy systém a imunitu
(Kris-Etherton a kol., 2004; Ruxton a kol., 2005). Nejvice vyznamni zastupci n-
3 PUFA jsou kyselina eikosapentacnova (EPA; 20:5 n-3) a kyselina
dokosahexaenova (DHA; 22:6 n-3). Lidské télo je schopné tyto kyseliny v malé
mife syntetizovat z a-linolenové kyseliny (18:3 n-3), kterd jiz je esencialni
mastna kyselina, nebot’ zivoCichové neumi zavadét dvojné vazby déale nez na
devatém uhliku. Tato konverze je vS§ak mnohem niz8i nez absorpce EPA a DHA
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ze stravy a tak se daji povazovat za esencialni. (Kris-Etherton a kol., 2004,
Ruxton a kol., 2005).

Pti heterotrofnich podminkéach jednobunécéné tfasy produkuji prevazné nasycené
mastné kyseliny, zatimco pii autotrofnich podminkach ve vysoké mife produkuyi
polynenasycené mastné¢ kyseliny. Vyjimkou jsou rozsivky (Diatomeae)
Tetraselmis sp., Nitzschia laevis a Nitzschia alba, kde produkce
polynenasycenych mastnych kyselin je vySsi pfi heterotrofni kultivaci ve tmé
nez pii autotrofni kultivaci (Perez-Garcia a kol., 2011).

Vtab. III je ptfehled nékolika heterotrofnich produkci EDA a DHA
jednobunéénymi fasy. Komeréni produkce DHA dosihla firma Martek
Biosciences Corporation zaloZend vroce 1985. Produkce je zaloZzend na
heterotrofni kultivaci Crypthecodinium cohnii ve fermentorech o velikosti 800
az 2600 hl. Ro¢ni ptijem spole¢nosti v roce 2005 dosahl 217 miliont $. Od roku
2011 je Martek Biosciences Corporation soucéasti skupiny DSM (Life ' DHA,
online).

3.2 Produkce karotenoidii

Karotenoidy jsou skupinou V tucich rozpustnych pfirodnich pigmentd nalézajici
se hlavné v rostlindch, fasach a fotosyntetickych bakterii, kde hraji klicovou roli
v procesu fotosyntéza. Karotenoidy se také vyskytuji v nefotosyntetizujicich
mikroorganismech, kde vykonavaji ochranou funkci proti zafeni a reaktivnimu
kysliku. Karotenoidy scitaji vic nez 600 rtznych variaci pochazejicich ze 40
uhlikatétho  polyenového fetézce. Polyenovy systém jim  zajistuje
charakteristické chemické vlastnosti a absorpci svétla. Uhlovodikové
karotenoidy bez kysliku se nazyvaji karoteny, zatimco s kyslikem xantofyly.
karotenoidy se vyuzivaji v potravindistvi a kosmetice, kde slouzi jako piirodni
barviva anebo jako vitaminova aditiva, ve farmacii jsou zdrojem piirodnich
vitaminl a antioxidantli a v neposledni fad¢ se pfidavaji do krmiv pro driibez,
skoty, ryby a korySe (Del Campo a kol., 2007).
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Tab. 111 Heterotrofni produkce eikosanpentaenové kyseliny (EPA)
a dokosahexaenové kyseliny (DHA).

bunétna EPA/DHA EPA/DHA
Zpusob koncentrace koncentrace produktivita
Druh Zatizeni  kultivace substrat (g™ (mg 1) (mg 1™ d") Reference
EPA
Nitzschia alba Fermentor Fed-batch glukosa 45 1125 422 Kyle a
kol.,
1993;
Barclay a
kol., 1994
Nitzschia laevis Fermentor perfuzni  glukosa 40 1112 58,5 Wen a
Chen,
2002
Nitzschia laevis Fermentor Fed-batch glukosa 22,1 695 49,7 Wen a
kol., 2002
Nitzschia laevis Barika Batch glukosa 9 280 28 Wen a
Chen,
2001
Ulkneia sp. Barka Batch glukosa 47 14 6,5 Fan a kol.,
2001
DHA
Schizochytrium Fermentor Batch glukosa 48,1 13300 3300 Yaguchi a
limacinum SR21 kol., 1997
Schizochytrium Barika Batch glukosa 13,3 2779 1283 Fan a kol.,
mangrovei 2001
Cryothecodinium  Fermentor Fed-batch ethanol 83 11700 1276 Swaaf a
cohnii kol., 2003
Crypthecodinium  Barika Batch kyselina 30 3528 864 Ratledge a
cohnii octova kol., 2001
Schizochytrium Barika Batch glukosa® 9,38 2360 470 Liang a
limacinum SR21 kol., 2010
Cryothecodinium  Fermentor Batch glukosa 21,7 1600 422 Swaaf a
cohnii kol., 1999

& $t'ava z ¢iroku cukrového

Vyzkum produkce karotenoidd heterotrofni kultivaci mikroskopickych tas se
zam¢fil na dva cenné karotenoidy: astaxanthin a lutein. V tab. IV. je ptehled
jejich kultivace.
V temnych podminkach je tvorba sekundarnich karotenoidii vétSinou zavisla na
pomé&ru uhliku a dusiku pfitomnych v medium (Ip a Chen, 2005a). Zvyseni
produktivity sekundarnich karotenoidli lze docilit aplikaci intermediatu (napf.
peroxynitril) (Ip a Chen, 2005b) nebo pusobenim oxidacniho stresu (napf.
pomoci H,O,) (Ip a Chen, 2005a). Nejvyssi produktivity astaxanthinu dosahl Ip
a Chen (2005¢) pomoci batch kultivace Chlorella zofingiensis za pouziti glukosy
jako zdroje uhliku a peroxynitrilu jako biosyntetického induktoru (Ip a Chen,

2005).
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Obecné zelené tasy rodu Chlorella obsahuji velké mnozstvi fotochemikalii pfi
autotrofnim rastu, pfi temnych heterotrofnich podminkach tyto latky produkuji
daleko méné. Jednou z vyjimek je druh Chlorella regularis S-50, ktery vykazuje
vysokou ristovou rychlost a vysoky vytézek fotochemickych latek pti temnych
heterotrofnich podminkéach. (Sanaswa a Endo, 2004). Sanaswa a Endo (2004)
dosahli extrémné¢ vysoké produktivity Iuteinu pomoci fed-batch kultivace
heterotrofni synchronizované kultury (HSC) Chlorella regularis S-50. Navic ve
srovnani ze zelenou a Zlutou zeleninou bylo dostazeno 10-50x vice obsahu
fotochemikalii (karotenoidy, chlorofyl, tokoferoly, ubichynon a dal$i). (Sanaswa
a Endo, 2004).

Tab. IV Produkce astaxanthinu a luteinu pomoci heterotrofnich jednobunéénych
fas.

‘v o Astaxanthin/  Astaxanthin/
bunééna

Druh Zatizeni Zpﬁ.SOb koncentrace lutein lutein L
kultivace E) konce?trace produlftl\glta
(mg ™) (mg1™d") Reference
Astaxanthin
Chlorella zofingiensis Barka Batch? 10,2 10,3 0,7 Ip a Chen, 2005a
Chlorella zofingiensis Barika Batch” 7,5 11,8 1,3 Ip a Chen, 2005b
Chlorella zofingiensis Barika Batch® 7,3 12,6 1,4 Ip a Chen, 2005c¢
Kobayashi a kol.,
Haematococcus pluvialis ~ Barika Batch 9 1,1 1997
Lutein
Chlorella protothecoides  Fermentor Batch 19,6 83,8 11,3 Shi a kol., 2000
Chlorella protothecoides ~ Fermentor Fed-batch® 46,9 225,3 22,7 Shi a kol., 2002
Sanaswa a Endo,
Chlorella regularis S-50  Fermentor Fed-batch® 84 309,1 247,3 2004

& pomér C/N =180

b pusobeni reaktivni formy dusiku (RNS) (Peroxynitrit)
¢ pisobeni reaktivni formy kysliku (ROS) (H,O,)

¢ limitace N

®limitace glukosou

3.3 Ostatni vyuZiti

Ogbonna a kol. (1998) vedli pokusy heterotrofni kultivace Euglena gracilis pro
produkci a-tokoferolu (vitamin E). Pfi fed-batch kultivaci, kdy zdroj uhliku a
energie byl ethanol, dosahli vysoké koncentrace bundk 39,5 gl*. Obsah o-
tokoferolu byl 1200 pg.g bundk™, coZ je blizkdi hodnota dosaZena pfi
fotoautotrofni kultivaci. DosaZend poduktivita 102 pgl™.h? dokazuje, ze
heterotrofni kultivace Euglena gracilis ma potencial nahradit souc¢astné metody,
kdy se ziskava a-tokoferol extrakei z rostlinych olejit (Oghonna a kol., 1998).
Cisténi odpadnich vod autotrofné rostoucimi jednobunéénymi fasy je jiz bézna
aplikace. Rist za heterotrofnich podminek do dneSka nebyl dostate¢né testovan.
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Nicméné Chlorella sp. a Scenedesmus byly izolovany z odpadnich vod, které
byly udrzovany v temnych oxida¢nich nadrzich (Perez-Garicia a kol., 2011).
Jiny vyzkum studoval riistové vlastnosti a vyuzivani zivin bakterie Rhodobacter
sphaeroides, jednobunééné tasy Chlorella sorokiniana a cyanobakterie
Spirulina platensis na syntetickych odpadnich vodach s vysokou koncentraci
acetatu a propionatu v heterotrofnim a mixotrofnim rezimu. Heterotrofni
kultivace R. sphaeroides a C. sorokiniana vykazovala nejlepsi vysledky ve tmé,
zatimco S. platensis na svétle. Rast a odstranovani nutrienti ze syntetické
odpadni vody nebyl nijak ovlivnén ani pii takto vysokych koncentraci - acetat:
10 000 mg.I™, propionat: 1000 mg.I", dusi¢nany: 700 mg.1™, fosfaty: 100 mg.1™
(Ogbonna a kol., 2000).

4. Zaveér

Jednobunécéné tasy jiz tadu let predstavuji zajimavou oblast biotechnologie,
avSak v komer¢ni oblasti jejich potencial nebyl naplno vyuzit. Je to pfedev§im
zpusobeno vstupnimi nédklady a slozitosti konstrukce FBR. Heterotrofni
kultivace jednobunéénych ftas nabizi relativn€ nizké vstupni naklady a jiz
provétenou kultivaci v klasickych fermentorech. Takto vedend kultivace se hodi
jak pro vysoce hodnotné produkty (HVP - high value products) (EPA, DHA,
astaxanthin, lutein), tak pro masovou produkci biomasy pro krmivaiské a
energetické ucely. Dikazem toho je spole¢nost Martek Biosciences Corporation,
ktera jiz fadu let uspésSné plsobi na svétovém trhu s DHA (Life DHA, online).
Produkce je zajiSténa pravé heterotrofni kultivaci jednobunéénych fas
Crypthecodinium cohnii (Life’ DHA, online). V dne$ni dobé ma velky potencial
heterotrofni kultivace jednobunétnych fas na odpadnim surovém glycerolu
pochdzejici z vyroby bionafty, kterd je EU a USA dota¢né podporovéana. Tim se
glycerol stal velice levnou komoditou. Nejvhodnéj$imi kandidaty jsou Chlorella
vulgaris (Liang a kol., 2009), Chlorella protothecoides (O'Grady a Morgan,
2011) a Schizochytrium limacinum (Liang a kol., 2010b). Tyto fasy dokazou
vyuzit glycerol jako zdroj uhliku a energie a zaroven akumulovat znacéné
mnozstvi lipidové frakce ve své suSing. Tato lipidova frakce miize byt napf.
znovu vyuzita v procesu esterifikace k vyrobé bionafty.

5. Literatura
Amin S. (2009) Review on biofuel oil and gas production processes from
microalgae. Energy Conversion and Management 50:1834-1840.

Aubert, S., Gout, E., Bligny, R., Douce, R., 1994. Multiple effects of glycerol on
plant cell metabolism: phosphorus-31 nuclear magnetic resonance studies. J.
Biol. Chem. 269:21420-21427.



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2013, 4.-5.4.2013, UB, VSCHT Praha

Barclay W.R., Meager K.M., Abril J.R. (1994) Heterotrophic production of
long-chain omega-3 fatty acids utilizing algae and algae-like microorganisms. J.
Appl. Phycol. 6:123-129.

Bumbak F., Cook S., Zachleder V., Hauser S., Kovar K. (2011) Best practices in
heterotrophic high-cell-density microalgal processes: achievements, potential
and possible limitations. Appl Microbiol Biotechnol 91:31-46.

Carvalho A.P., Meireles L.A., Malcata F.X. (2006) Microalgal Reactors: A
Review of Enclosed Systém Designs and Performances. Biotechnology Progress
22:1490-1506.

Del Campo J.A., Garcia-Gonzédlez M., Guerrero M. G. (2007) Outdoor
cultivation of microalgae for karotenoid production: current state and
perspectives. Applied Microbiology and Biotechnology 74:1163-1174.

ED & F Man [online]. [7.10.2012], dostupné zZ:
http://www.edfman.de/cs/vyrobky/glycerin/

Fan K.W., Chen F., Jones E.B.G., Vrijmoed L.L.P. (2001) Eicosapentaenoic and
docosahexaenoic acids production by and okara-utilizing potential of
thraustochytrids. J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 27: 199-202.

Hu Q., Sommerfield M., Jarvis E., Ghirardi M., Posewitz M., Seibert M.,
Darzins A. (2008) Microalgal triacylglycerols as feedstocks for biofuels
production: perspectives and advances. Plant J 54:621-639.

Chen G., Chen F. (2006) Growing phototrophic cells without light.
Biotechnology Letters 28: 607-616.

Chen, G.-Q., Jiang, Y., Chen, F., 2007. Fatty acid and lipid class composition of
the eicosapentaenoic acid-producing microalga, Nitzschia laevis. Food Chem.
104:1580-1585.

Cheng Y., Zhou W.G., Gao C.F., Lan K., Gao Y., Wu Q.Y., (2009) Biodiesel
production from Jerusalem artichoke (Helianthus Tuberosus L.) tuber by
heterotrophic microalgae Chlorella protothecoides. J. Chem. Technol.
Biotechnol. 84:777-781.

Chi, Z., Pyle, D., Wen, Z., Frear, C., Chen, S., 2007. A laboratory study of
producing docosahexaenoic acid from biodieselwaste glycerol by microalgal
fermentation. Process Biochem. 42:1537-1545.



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2013, 4.-5.4.2013, UB, VSCHT Praha

Chisti Y. (2007) Biodiesel from microalgae. Biotechnol Adv 25:294—-306.
Ip P.F., Chen F. (2005) Employment of reactive oxygen species to enhance

astaxanthin formation in Chlorella zofingiensis in heterotrophic culture. Proc.
Biochem. 40:3491-3496.

Ip P.F., Chen F. (2005a) Production of astaxanthin by the green microalga
Chlorella zofingiensis in the dark. Proc. Biochem. 40:733-738.

Ip P.F., Chen F. (2005b) Peroxynitrite and nitryl chloride enhance astaxanthin
production by the green microalga Chlorella zofingiensis in heterotrophic
culture. Proc. Biochem. 40:3595-3599.

Ip P.F., Chen F. (2005c) Employment of reactive oxygen species to enhance
astaxanthin formation in Chlorella zofingiensis in heterotrophic culture. Proc.
Biochem. 40:3491-3496.

Isleten-Hosoglu M., Gultepe I., Elibol M. (2012) Optimization of carbon and
nitrogen sources for biomass and lipid production by Chlorella saccharophila
under heterotrophic conditions and development of Nile red fluorescence based
method for quantification of its neutral lipid content. Biochemical Engineering
Journal 61:11- 19.

J. Hordk — HHcorporation [online]. [7.10.2012], dostupné z:
http://www.hhcorp.cz/glycerinova-faze/

Kobayashi M., Kurimura Y., Tsuji Y. (1997) Light-independent, astaxanthin
production by the green microalga Haematococcus pluvialis under salt stress.
Biotechnol. Lett. 19:507-509.

Kris-Etherton P.M., Hecker K.D., Binkoski A.E. (2004) Polyunsaturated fatty
acids and cardiovascular health. Nutr. Rev. 62:414-426.

Kyle D.J., Gladue R. (1993) Eicosapentaenoic acids and methods for their
production. United States Patent 5244921, Sep. 14, 1993.

Liang Y., Sarkany N., Cui Y. (2009) Biomass and lipid productivities of
Chlorella vulgarit under autotrophic, heterotrophic and mixotrophic growth
conditions. Biotechnol. Lett. 31:1043-1049.

Liang Y., Sarkany N., Cui Y., Blackburn J. W. (2010) Batch stage study of lipid
production from crude glycerol derived from yellow grease or animal fats
through microalgal fermentation. Bioresource Technology 101:6745-6750.



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2013, 4.-5.4.2013, UB, VSCHT Praha

Life’s DHA [online]. [30.09.2012], dostupné z: http://store.martek.com/about-
us.aspx

O’Grady J., Morgan J.A. (2011) Heterotrophic growth and lipid production of
Chlorella protothecoides on glycerol. Bioprocess Biosyst Eng 34:121-125.

Ogbonna J.C., Yoshizawa H., Tanaka H. (2000) Treatment of high strength
organic wastewater by a mixed culture of photosynthetic microorganisms. J.
Appl. Phycol. 12:277-284.

Ogbonna J.C., Tomiyama S., Tanaka H. (1998) Heterotrophic cultivation of
Euglena gracilis Z for efficient production of a-tocopherol. Journal of Applied
Phycology 10:67-74.

Pulz O., Gross W. (2004) Valuable products from biotechnology of microalgae.
App.l Microbiol, Biotechnol. 65:635-648.

Pyle D., Garcia R.A., Wen Z. (2008) Producing Docosahexaenoic Acid (DHA)-
Rich Algae from Biodiesel-Derived Crude Glycerol: Effects of Impurities on
DHA Production and Algal Biomass Composition. J. Agric. Food Chem.
56:3933-3939.

Ratledge, C., Kanagachandran, K., Anderson, A.J., Grantham, D.J., Stephenson,
J.C. (2001) Production of docosahexaenoic acid by Crypthecodinium cohnii
grown in a pH-auxostat culture with acetic acid as principal carbon source.
Lipids 36:1241-1246.

Ruxton C.H.S., Calder P.C., Reed S.C., Simpson M.J.A. (2005) The impact of
long-chain n-3 polyunsaturated fatty acids on human health. Nutr. Res. Rev. 18:
113-129.

Sansawa H., Endo H. (2004) Production of Intracellular Phytochemicals in
Chlorella under Heterotrophic Conditions. Journal of Bioscience and
Bioengineering 98:437-444.

Shi X.M., Jiang Y., Chen F. (2002) High-yield production of lutein by the green
microalga Chlorella protothecoides in heterotrophic fed-batch culture.
Biotechnol. Prog. 18:723-727.

Shi X.M., Zhang X.W., Chen F. (2000) Heterotrophic production of biomass
and lutein by Chlorella protothecoides on various nitrogen sources. Enzyme
Microb. Technol. 27:312—-318.



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2013, 4.-5.4.2013, UB, VSCHT Praha

Swaaf de M.E., Rijk de T.C., Eggink G., Sijtsma L. (1999) Optimisation of
docosahexaenoic acid production in batch cultivations by Crypthecodinium
cohnii. J. Biotechnol. 70:185-192.

Swaaf ME, Pronk JT, Sijtsma L (2003) Fed-batch cultivation of the
docosahexaenoic-acid-producing marine alga Crypthecodinium cohnii on
ethanol. Appl. Microbiol. Biotechnol. 61:40-43.

Vazhappilly R., Chen F. (1998) Eicosapentaenoic Acid and Docosahexaenoic
Acid Production Potential of Microalgae and Their Heterotrophic Growth.
JAOCS 75:393-397.

Wen Z.Y., Chen F. (2001) Application of statistically-based experimental
designs for the optimization of eicosapentaenoic acid production by the diatom
Nitzschia laevis. Biotechnol. Bioeng. 75:159-1609.

Wen Z.Y., Chen F. (2002) Perfusion culture of the diatom Nitzschia laevis for
ultra-high yield of eicosapentaenoic acid. Proc. Biochem. 38:523-529.

Wen Z.Y., Chen F. (2003) Heterotrophic production of eicosapentaenoic acid by
microalgae. Biotechnol. Adv. 21:273-294.

Wood B.J.B.,, Grimson P.HK. German J.B., Turner M. (1999).
Photoheterotrophy in the production of fytoplankton organisms. J. Biotechnol.
70:175-183.

Xiong W., Li X., Xiang J., Wu Q. (2008) High-density fermentation of
microalga Chlorella protothecoides in bioreactor for microbio-diesel production.
Appl Microbiol Biotechnol, 78:29-36.

Xu H., Miao X., Wu Q. (2006) High quality biodiesel production from a
microalga Chlorella protothecoides by heterotrophic growth in fermenters. J.
Biotechnol. 126:499-507.

Yaguchi T., Tanaka S., Yokochi T., Nakahara T., Higashihara T. (1997)
Production of high yields of docosahexaenoic acid by Schizochytrium sp. strain
SR21. JAOCS 74:1431-1434.

Yokochi T., Honda D., Higashihara T., Nakahara T. (1998) Optimization of
docosahexaenoic acid production by Schizochytrium limacinum SR21. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 49:72-76.

Reserse v ramci projektu BIORAF - Centrum competence pro vyzkum
biorafinaci byla vytvoiena s financni podporou TA CR



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2013, 4.-5.4.2013, UB, VSCHT Praha

Produkce butanolu z odpadnich materiali

Zikmundova V., Jaisamut K., Patakova P.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Aceton-butanol-ethanolova fermentace je proces, pii kterém je substrat
pfeménovan bakteriemi rodu Clostridium na rozpoustédla aceton, butanol a
ethanol. Nejvyssi nadklady na jejich vyrobu (az 70%) jsou skryty v cené vstupni
suroviny, a proto se hledaji zptsoby, jak utilizovat suroviny levnéj$i. To je
divod, pro¢ byla naSe pozornost zaméfena na produkci rozpoustédel (zejména
butanolu jakoZto nejcennéj$iho produktu) z kyselého hydrolyzatu slamy a
glycerolu, ktery vznika jako vedlej$i produkt pii produkci bionafty. Z pokust
vyslo najevo, ze kysely hydrolyzat slamy neni, vzhledem k vysoké koncentraci
inhibujicich sloucenin, vhodnym substratem pro vyrobu butanolu. Naopak
surovy glycerol skyta velky potencial, béhem vsadkové kultivace s kmenem
Clostridium pasteurianum DSM 525 se podafilo dosahnout koncentrace
butanolu 13,72 g/1 pti vytéznosti butanolu vztazené na utilizovany substrat 0,38

/9.
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Mikrobialni produkce rhamnolipidii a jejich vyuziti

Jezdik R., Masak J.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Surfaktanty jsou amfifilni molekuly obsahujici hydrofilni a hydrofobni ¢&ast
molekuly. Amfifilni struktura umoZnuje surfaktantim vazat se na fazové
rozhrani dvou nemisitelnych kapalin jako naptiklad olej/voda, vzduch/voda.
Diky témto vlastnostem jsou surfaktanty schopné snizovat povrchové a
mezifazové napéti a tim tvorit mikroemulze dvou kapalin (Desai a kol., 1997).
Chemické surfaktanty jsou pfevdzné produkovany jako vedlej$i produkty
petrochemického primyslu, prevazné obsahuji anionické alkylbenzen sulfonaty,
nebo neionické alkylphenol ethoxylaty. Takovéto surfaktanty jsou velice
rozSitené jako Cistici prostfedky. Ackoli jsou chemické surfaktanty ucinné a
levné maji negativni dopad na zivotni prostiedi (Gutnick a kol., 2011).
Biosurfaktanty jsou strukturné velice rozmanita skupina povrchové aktivnich
latek produkovdna Sirokou Skalou mikroorganismii. Oproti chemickym
surfaktantim maji mnoho vyhod, naptiklad nizka toxicita, vysoka degradabilita,
stability v SirSim rozmezi pH a salinity, coZ umociuje jejich potencial pro
vyuziti v zivotnim prostiedi (Desai a Banat, 1997). Diky témto vlastnostem se
zvySuji moznosti aplikace biosurfaktanti v mnoha odvétvich (Sarkar a kol.,
1989). Nejznaméjsimi zastupci bisurfaktantt jsou glykolipidy, které se skladaji
z mastnych alifatickych ¢1 hydroxyalifatickych kyselin a jedné popiipadé¢ vice
molekul sacharidu (Desai a Banat, 1997). Nejvyznamnéj$imi glykolipidy jsou
rhamnolipidy. Rhamnolipidy jsou obvykle tvofeny dimerem 3-hydroxy mastné
kyseliny spojené pres glykosidickou vazbu s jednou nebo dvéma molekulami
rhamnosy (Soberon-Chavez a kol., 2005). Produkce rhamnolipidii je nejcastéji
spojovana s bakterii Pseudomonas aeruginosa. Mezi producenty vSak také patii
napiiklad Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter asburiae, Enterobacter
hormaechei, Nocardioides sp., Pseudoxanthomonas. Tyto bakterialni druhy
mohou byt potencionalnimi producenty rhamnolipidt, piedevsim Enterobacter
asburiae, ktery na rozdil od bakterie Pseudomonas aeruginosa neni lidskym
patogenem (Rooney a kol., 2009). Produkce rhamnolipidd je silné zavisla na
enviromentalnich podminkach, hlavné na zdrojich uhliku a dusiku (Santos a
kol., 2002).

Tento vyzkum je zaméfen na produkci rhamnolipida bakteridlnimi kmeny a na
ovlivnéni produkce téchto biosurfaktanti kompozici kultivacniho média a
vedenim kultivacniho procesu.



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2013, 4.-5.4.2013, UB, VSCHT Praha

Materialy a metody

Pouzité mikroorganismy

Pii  sledovani produkce rhamnolipidu pouzity kmeny Acinetobacter
calcoaceticus B-59190, Enterobacter 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
Tab. I. Slozeni kultiva¢nich médii pro produkci rhamnolipidi
M1 M2 M3 M4 M5

KH,PO, 017 034 4 0,5 3.4
K,HPO, 013 026 6 1 4.4
(NH,),SO, [0,71 2,84 - - -

NaNOs, - - 3 4 15
NaCl - - 11 - 1,1
KCI - - 11 01 1,1
MgS0..7 H,0 02 05 0,5

MgCl,6 H,O |0,34 0,34 - - -
1,96.10" 1,96.10°
4 4

CaCl, 0,2 0,01  9.10*

FeSO,7 H,0 [6.10* 6.10* 6.10%2 0,01  2,8.10"

kvasnicny

extract - - - 0,1 0,5

MnCl,-4 H,0 |1.10° 1.10° - - -

Na,Mo0,-2 7,56.10°

H,0O 2.10° 210° - 6 -
1,54.10" 1,45.10°

ZnSO,7 H,0 |- - 1,5.10% * 3

C0S0,7 H,O |- - 5.10° -

MnSO, -4 H,0 |- - 1,5.10% 1,0.10* 8,4.10*
9,82.10° 1,25.10°

CuSO45 H,0 |- - - > 3
7,44.10°

H3;BO; - - - > -

Bylo upraveno pH média na hodnotu 7

Kultivace v bioreaktoru

Produkce rhamnolipidti probihala v 3 | reaktoru Biostat A (B. Braun Biotech
International) pracujici se zafizenim na recyklaci pény. Pracovni objem byl 1,7 L.
Reaktor byl aerovan pomoci aera¢niho vénce, 0,25 VVM. Michani bylo
zajiSténo dvéma rushtonovymi turbinami, kter¢ byly nastaveny na otacky 200
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I/min. Kultivacni podminky v reaktoru byly kontrolovany kyslikovou a pH
elektrodou. Teplota byla udrZzovna na 30,0°C, pomoci ohtivaciho pasu.
Pocate¢ni pH kultivaéniho média bylo upraveno na pH 7,0 a béhem experimentu
nebylo regulovano. Jako zdroj uhliku byl zvolen citrat sodny (1%). Kultivaéni
médium bylo zaockovano 24 hodin starym inokulem na optickou densitu ODggg
0,3.

Sledovani produkce rhamnolipidu

Pro stanoveni rhamnolipidu v kultivaéni smési bylo pouzZito vyjadieni
koncentrace rhamnosy, kterd je ptimo imérnd koncentrace rhamnolipidu, které
lze ptepocitat dle koeficientu, ktery se 1i§i na zdklad¢é sloZzeni rhamnolipidové
smési. Rhamnosa byla stanovena fenol-sirovou metodou pro stanoveni
sacharidl, ktera je zaloZena na barevné kondenzaci sacharidii s fenolem za
pfitomnosti koncentrované¢ kyseliny sirové. Vysledné zabarveni smési bylo
méieno pomoci spektrofotometru, zavislost hodnoty absorbance je linedrni v
rozmezi 0 - 80 mg/l sacharidu.

Izolace rhamnolipidu

Smés rhamnolipidli byla izolovana srdzenim v kyselém prostiedi pH 2 —
rhamnolipidy se stavaji nerozpustnymi (Abdel-Mawgoud a kol., 2009) Po
ukonceni kultivace byla bunécna suspenze odstiedéna. Supernatant byl po
separaci ochlazen na 4 °C a nésledné¢ okyselen kyselinou chlorovodikovou na
pH 2, ptfi kterém se vysrazela smés produkovanych rhamnolipidi. Okyseleny
roztok se ponechal v klidu a chladu 12 hodin, poté byl odstfedén. Sedlina, ktera
obsahovala smés rhamnolipidi, byla lyofilizovana.

Vysledky a diskuze

Vyber zdroje uhliku

Obr. 1. ilustruyje vliv zdroje uhliku na produkci rhamnolipidu bakterii
Psedomonas aeruginosa B59-188. Z grafu je patrné, ze citrat sodny se jevi jako
nejvyhodnéjsi zdroj uhliku pro produkci rhamnolipidu touto bakterii, ackoli se
jedna o hydrofilni zdroj uhliku, coz nekorespoduje s literaturou (Sim a kol.,
1997). Na zaklad¢ téchto vysledkt byl citrat sodny zvolen jako zdroj uhliku pro
produkci rhamnolipidil v ndslednych kultivacich.
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Obr. 1 Vliv zdroje uhliku na produkci rhamnolipidu bakterii Pseudomonas
aeruginosa

B59-188 v médiu M1 (tab. I.). Modrd - citrat sodny 20 g/l, Cervena -
slune¢nicovy olej 20g/1, zelena - glycerol 20g/l. Kultivace v erlenmayerovych
bankach, 30°C, 100 ot./min.

Produkce rhamnolipidu v zdvislosti na produkénim kmeni

Produkce rhamnolipidu je zavisla na druhu bakteridlniho producenta. Dle
grafického znazornéni na obr. 2 je patrné, Ze Pseudomonas aeruginosa B59-188
dosahuje vyssiho produkéniho maxima (0,34 g/l) ve stejném Casovém intervalu
jako ostatni studované mikroorganismy. Nicméné je nutné uvazovat nad volbou
producenta z hlediska patogenity, Pseudmonas aeruginosa je znamym lidskym
patogenem a proto by produkce bakteriemi Enterobacter asburiae nebo
Acinetobacter calcoaceticus mohla byt vhodnou alternativou (Rooney, 2009
#21)
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Obr. 2. Srovnani produkce rhamnolipidu (vyjadieno jako rhamnosa) do
extracelularniho prostfedi bakteriemi Acinetobacter calcoaceticus B-59190 (#),
Enterobacter asburiae B-59189 (m)a Pseudomonas aeruginosa B-59188 (-);
médium M1 (tab. I.), zdroj uhliku citrat sodny 20 g/I.

Vliv kompozice kultivacniho média

Vliv kompozice kultivatniho média na produkci rhamnolipidi byl sledovan
v mikrokultiva¢nim zatizeni BIOSCREEN C, kde byly sledovany rtstové kiivky
(obr. 3) a po ukonleni kultivace bylo stanoveno mnozstvi rhamnolipidu
(koncentrace rhamnosy) (tab. II.). Obr. 3 ilustruje rustové kfivky bakterie
Pseudomonas aeruginosa V zavislosti na slozeni kultivaéniho média predevs§im
zdroje dusiku a fosforu (tab. I.). Porovndni rastovych kiivek (obr. 3) a
vyslednych koncentraci rhamnosy (tab. II.) zfetelné ilustruje, Ze produkce
rhamnolipidli neni zavisla na rastu bunék. Piestoze médium M4 je nejvhodnéjsi
médium pro dosazeni maximdlniho mnozstvi bunék, produkce rhamnolipidu
zdaleka nedosahuje koncentraci jako je tomu u média M5, kde je dosazeno
koncetrace ptiblizné 3 g rhamnosy /I rhamnosy.
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Obr. 3. Zavislost rastu bakterie Pseudomonas aeruginosa B59-188 na

kompozici kultivaéniho média (tab. I.). Kultivace probihala v mikrotitraénim
zatizeni BIOSCREEN C, zdroj uhliku citrat sodny 20 g/l.

Tab Il. Koncentrace rhamnosy po ukonceni kultivace v mikrotitratnim zafizeni
BIOSCREEN C. slozeni médii viz tab. 1.

konc.
M¢édium | Rhamnosa (g/l)
M1 0,177
M2 0,221
M3 0,156
M4 0,356
M5 3,023

Vliv vedeni kultivacniho procesu

Z obr. 4 je patrné, Ze v pocatecnich stadiich kultivace (pfechod z lag faze do
exponencidlni faze rastu) je produkce rhamnolipidi velmi nizka. Po dosazeni
konce exponencialni faze se produkce vyrazné navysi a maxima je dosazeno ke
konci staciondrni faze. Obr. 4 soucasné prezentuje srovnani kultivace v bankach
a kultivace v bioreaktoru, kde se dosahuje n¢kolikanasobné koncentrace
rhamnolipidu. Z téchto vysledkti vyplyva, ze produkce rhamnolipidd je
vyhodnéj$i v bioreaktoru, jelikoz uspofadani bioreaktoru umoziuje udrZovat
optimalni kultiva¢ni podminky (Mukherjee a kol., 2006) a udrzet tak bunky ve
stacionarni fazi po delsi dobu a tim dosdhnout vysSich koncentraci
rhamnolipidu.
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Obr. 4 Vliv vedeni kultivaéniho procesu na produkci rhamnolipidi bakterii
Pseudomonas aeruginosa.

Zaver

Produkce rhamnolipidii je zdvisla na tfadé faktort. Vedle vedeni kultiva¢niho
procesu je jednim z hlavnich faktorti volba vhodného zdroje uhliku. Vyznamna
je také kompozice kultivatniho média, predev§im zdroj a mnozstvi dusiku a
fosforu mize znacné ovlivnit vytézek produkce rhamnolipidu. VSechny tyto
faktory je nutné ptfed produkci rhamnolipidi uvézit s ohledem na zvolené
bakteridlni kmeny.
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Vliv rhamnolipidi na tvorbu biofilmu jednobunécnych eukaryot

Holler J., HoSkova M., Jezdik R., Masak J.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Rhamnolipidy jsou povrchové aktivni ptirodni latky produkované nékterymi
mikroorganismy. V této praci byly testovany smeési rhamnolipidd, které byly
vyprodukovany bakteriemi Enterobacter asburiae (NRRL B-59189),
Acinetobacter calcoaceticus (NRRL B-59190) a dvéma kmeny Pseudomonas
aeruginosa (NRRL B-59184 a NRRL B-59188). Tvorba biofilmu, ktery ¢asto
pfedstavuje zdroj perzistentni kontaminace, miize byt ovliviiovdna (potlacovéna)
pfidavkem rhznych aditivnich latek. Vliv rhamnolipidii na poc¢atecni fazi jeho
tvorby, tedy na adhezi mikroorganismil, byl testovan u zastupcu tii kvasinek, a
to konkrétné Candida parapsilosis, Candida krusei a Trichosporon cutaneum.
Vsechny tfi mikroorganismy jsou bézné piitomné na povrchu kiize a sliznic a
vSechny tfi jsou podminénymi patogeny. Hydrofobita materidlu je jednim z
nejCastéji zminovanych faktord ovliviiyjicich schopnost mikroorganismu
pfisednout na povrch a vytvofit na ném biofilm. Soucésti provadénych
experimentil byl také testovan podil rhamnolipidii na zméné tohoto parametr u
polystyrenovych desticek.

Uvod

Mikrobialni surfaktanty jsou velmi rozmanitou skupinou amfifilnich povrchové
aktivnich latek. Svou pozornost upoutaly diky své netoxické povaze,
biodegrabilit¢ a moznosti produkce z obnovitelnych zdroji. Poprvé byly
studovany v 60. letech, kdy byly pouzity jako rozpoustéci ¢inidlo nepolarnich
uhlovodikli. Od té¢ doby se jejich vyuziti zna¢né rozsifilo. Odhaduje se, Ze
celkova produkce syntetickych a biologickych surfaktanti v USA dosahuje 5
miliond tun za rok (Cameotra a Makkar, 2004).

Nesporné vyhody biosurfaktantd, jako tfeba mirné produkéni podminky,
biodegrabilita, nizka toxicita a kompatibilita s pfirodou, je predurCily k vyuziti
nejen v potravinarském, farmaceutickém nebo kosmetickém pramyslu, ale i v
ochrané zivotniho prostiedi a pii bioremediacich.

Rhamnolipidy jsou povrchové aktivni latky. Maji dvé hydrofilni polarni Casti,
karboxylovou skupinu, ktera jim dava anionicky charakter, a rhamnosylovou,
ktera ptispiva k objemnosti polarni ¢asti molekuly. Hydrofobni mastné kyseliny
mohou byt pfitomny ve dvou kopiich a vétSinou se jedna o B-hydroxydekanové
kyseliny, které jsou spojeny esterovou vazbou a k cukerné sloZce jsou piipojeny
glykosidickou vazbou. Pokud kultivujeme producenta rhamnolipidii na glukose,
produkuje smés nékolika kongeneri rhamnolipidi. Kultivace stejného
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mikroorganismu, ale na rozdilném kultiva¢nim mediu, povede k produkci smési
rhamnolipidil o rozdilném slozeni (HoSkova a kol., 2013).

V posledni dobé byly rhamnolipidy pfedmétem velkého zajmu. V soucasnosti
je vétSina povrchove aktivnich latek chemického ptiivodu, nicméné se zvySujicim
se zajmem o Zivotni prostiedi, roste 1 zdjem o biologicky degradovatelné latky
(,,zelené chemikalie), mezi které rhamnolipidy patfi.

Biofil je pfedmétem intenyivniho yajmu v posledni dobé&, nebot je zdrojem
peryistentni kontaminace, coZz v mediciné zapfi¢inuje chornicka tézko 1écitelna
onemocnéni.

Fyzikalné-chemické vlastnosti povrchii mohou byt modifikovdny zménou
slozeni materidlu nebo teoreticky snazSi prekondicionaci téchto materiali
pomoci surfaktantl. Touto metodou dochazi k zabranéni adheze bunék na
povrch, tedy inhibici tvorby biofilmu v ranych stadiich. Zezzi do Valle Gomes a
Nitschke (2012) dokazali touto technikou dosahnout az 68% inhibice adheze
Listeria monocytogenes na povrch polystyrenovych desticek.

Metodika

Vliv prekondicionace pevného povrchu na adhezi mikroorganismii byl testovan
na kvasinkach Candida krusei DS 39, Candida parapsilosis DS 15, které byly
izolovany ze vzorku potravin a Trichosporon cutaneum CCY 30.5.10, ktera
pochdzi ze sbirky mikroorganismii Ptirodovédecké fakulty UK v Praze.
Kratkodobé byly vSechny mikroorganismy uchovdny v Petriho miskach se
sladinovym agarem pi1 10 °C. Biomasa k samotnému testovani byla nejprve
kultivovdna 24 hodin na komplexnim (sladinovém) mediu. Poté byla odstiedéna,
proplachnuta minimalnim mediem, ve kterém byla nasledné dalSich 24 hodin
kultivovdna. Jako jediny =zdroj uhliku a energie byla pouzita glukosa
(10 g/l).

Testované  rhamnolipidy  byly  produkovany  ¢tyfmi  produkénimi
mikroorganismy, konkrétn¢ Enterobcter asburiae (NRRL B-59189),
Acinetobacter calcoaceticus (NRRL B-59190) a dvéma kmeny Pseudomonas
aeruginosa (NRRL B-59184 a B-59188). VsSechny zminéné produkéni
mikroorganismy produkuji vzdy smés n€kolika kongenert, pficemz tyto smési
nebyly separovany na jednotliva chemické individua.

Prekondicionace byla testovdna v polystyrénovych mikrotitracnich destickach.
Inkubace s roztoky rhmanolipidd byla provadéna pii 30 °C a po dobu 24 hodin.
Testovany byly 0,5% , 0,25% 0,125% roztoky rhamnolipidi a KMK
jednotlivych roztok.

Mira adheze byla snimana a vyhodnocovéana syst¢émem Cellavista — inverzni
automatizovany mikroskop s fotoaparitem a dodavanym softwarem pro
multiparametrickou obrazovou analyzu. Bunécna suspenze byla v minimalnim
mediu s glukosou (10 g/l) vjamkach ponechdna nanejvys 27 hodin.
V jednotlivych intervalech méteni (1., 4., 7., 21., 24., 27. hodina) byla suspenze
odstranéna a adherované buiiky byly snimany a vyhodnocovany systémem
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Cellavista, sledovym parametrem byla osidlena plocha. Pokus byl provadén v 5
paralelach. Na ziskana data byl aplikovan Dixoniv test extrémnich odchylek
vylucujici odlehlé hodnoty.

Vysledky
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Obr. 1: Vliv prekondicionace povrchu pomoci roztokti rhamnolipidii na adhezi
kvasinky Candida kruseji =—*—0.50% —#=0,25% 0,13% =====KMK bez RL

Zde jsou vyobrazeny piiklady vyvoje osidlené plochy pro kvasinku Candida
krusei, ktera v prvni poloviné méfeni (1., 4. a 7. hodina méfeni) adherovala
velmi malo, ¢emuz odpovidd osidlena plocha, kterd nepiesdhla 1 % osidlené
plochy. Po uplynuty 21 hodin doSlo k vyraznému nartGstu osidlené plochy,
pficemz maximum bylo dosazeno ve 24. hodiné¢ méfeni pro kontrolni pokus.
Vsechny pouzité koncentrace roztokti rhamnolipidi adheze snizovaly.
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Obr. 2: Vliv prekondicionace povrchu pomoci roztoki rhamnolipidii na adhezi
kvasinky Trichosporon cutaneum —*—0,50% —#=0,25% —4—0,13% ——KMK ——bezRL

Kvasinka Trichosporon cutaneum adherovala ze vSech testovanych
mikroorganismli nejméné, jeji maximalni osidlend plocha dosahuje hodnot
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kolem 1 %. V zavéru méfeni byl pozorovan narist osidlené plochy pfiblizné o
200-300 %.
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Obr. 3: Vliv prekondicionace povrchu pomoci roztoki rhamnolipidi na adhezi
kvasinky Candida parapsilosis —+—0.50% —#=0,25% —4—0,13% ——KMK ——bezRL

Adheze kvasinky Candida parapsilosis byla inhibovana v pribéhu celého
méieni, nejvyrazngj$i vliv vykazovala prekondocionace povrchu pomoci
rhamnolipidu produkovaného Pseudomonas aeruginosa 188, ktera snizila
osidlenou plochu pfiblizné 0 50-70 %. Vliv prekondicionace na adhezi zavisly
na koncentraci vykazovala smés produkovana Pseudomonas aeruginosa 184,
kdy nizké koncentrace adhezi inhibovaly, zatimco vyssi ji podporovaly.

Diskuze

Byl testovan vliv prekondicionace povrchu pomoci roztokii rhamnolipidii na
adhezi mikroorganismi. Pro pocate¢ni fazi tvorby biofirmu je charakteristické
volné ptichyceni bun€k na povrchu — adheze bun¢k pomoci van der Walsovych
sil. Prekondicionace povrchu pomoci roztokt rhamnolipidi miize vést ke zmeéné
hydrofobity daného povrchu, coz v disledku miize zaptiCinit slabsi adhezi
mikroorganismt na dany povrch.

Jednotlivé testované koncentrace roztokti rhamnolipidi nemély vyrazny vliv na
adhezi kvasinky Candida krusei v jejich pocate¢nich fazich tvorby biofirmu,
oproti kontrole byl sledovan minimdalni rozdil v osidlené plose. Po 21. hodiné
doslo k nartstu osidlené plochy az na maximum 6 % v pfipadé¢ kontroly.
Vsechny testované koncentrace osidlenou plochu snizily, nicméné bez
prokazatelné¢ zavislosti miry inhibici adheze na koncentraci pouzitého
rhamnolipidu.

Kvasinka Candida parapsilosis adherovala v porovnani se svou piibuznou
kvasinkou Candida krusei priblizné v polovi¢ni mife. Vlivy jednotlivych smési
rhamnolipidti mély podobny prabeh. Adhezi inhibovaly v pribéhu celé kultivace
této kvasinky. Jedinou vyjimkou byl rhamnolipid produkovany Pseudomonas
aeruginosa 184, ktery jako jediny testovany pii pouzity vysSich koncentraci
adhezi takeé podpofil. Toto pozorovani je v souladu s vysledky méfeni
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hydrofobity desticek po predchozi prekondicionaci rhamnolipidy, kdy pfti
pouziti rhamnolipidu RL-PA184 doSlo k vyraznému snizeni hydrofobity
povrchu. Tato vlastnost materialu mize byt jednim z moZnych faktord
ovliviiujici adhezi mikroorganismu na dany povrch.
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Vliv magnetického pole na reprodukéni a metabolickou aktivitu
jednobunééného organismu

Vaicenbauerova L., PospiSilova D., Jirk(i V.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Cilem této prace bylo navrhnout elektromagneticky obvod umoziujici expozici
statické nebo recyklujici (bakteridlni / kvasinkové) bunécné populace
homogennimu magnetickému poli, které je definovano hodnotou magnetické
indukce (MT). V piipadé bunéénych populaci Rhodococcus erythropolis,
Pseudomonas fluorescens a Trichosporon cutaneum exponovanych EMP (50mt;
100mT) byla sledovana stimulace rustové utilizace fenolu (0.3 g/1 - 1.2 g/ |),
resorcinolu, katecholu, p-chlorofenolu, hydrochinonu, p-nitrofenolu, bisfenolu A
a p-hydroxybenzoatu (0,3 g /l), s nidlezem, ze mozna stimulace je vyrazng
substratové-specifickd. Utilizace téchto substratli byla rovnéz sledovdna pod
binarnim vlivem EMP / dvojmocny kationt (Ca2+ 0,026 g/l, Al3+ 0,002 g/l a
Fe2+ 0,06 g/l). Vzhledem ke skuteCnosti, ze bunécné upoutdni vzdy néjak
ovlivituje funkci a vlastnosti biodegradérti a ptirozené biofilmy jsou cCastou
formou jejich aplikace, byl (s pouzitim bunéénych populaci uvedenych kmenii)
sledovan vliv EMP na vyvoj modelového biofilmu (kvantifikace kolonizace
sklenéného nosice byla provedena obrazovou analyzou). Nalezena stimulace
bunééné adherenéni dispozice byla konfrontovana s vysledkem analyzy
hydrofobity a kompozice buné¢né¢ho povrchu.
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Fyzikalni a biologické faktory ovlivitujici prepénovani piva

Vitousova K., Novak P., PoStulkova M., Branyik T.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Gushing je negativni jev, pifi kterém dochédzi ke spontinnimu ptepéiiovani
piva po otevieni lahve ¢i plechovky. I pfes dlouholety vyzkum se stale nedafi
vyskyt gushingu jednoznacné ptedpovédét ani jej potlacit. Cilem prace bylo
nejprve nalézt jednoduchou gushingové-aktivni matrici, na které by bylo mozno
pozorovat vliv fyzikdlnich faktorti a vliv pfidavku chmelovych latek. Jako
nejvhodnéj$i matrice byl stanoven roztok hovéziho sérového albuminu o
koncentraci 0,5 g/l. Albumin v tomto roztoku tvofi micely, které se chovaji jako
nuklea¢mi zarodky pro vznik gushingové pény. Na tomto roztoku byl proméfen
vliv jeho pH a supresivni vliv zvySeného tlaku nad roztokem na gushing. Dale
byl zkouman vliv hoikych latek chmele a linaloolu na pfepénény objem.
Veskeré meéfeni probihalo ve specidlné¢ navrzené aparatuie slozené z tlakové
kolony, rychlobézné kamery a tlakové sondy.
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Mikrobni produkce jantarové kyseliny a dalSich kyselin citratového cyklu u
kvasinek druhu Yarrowia lipolytica a vybranych anaerobnich bakterii

Kvasni¢kova E., Patakova P., Cizkova H., Rychtera M.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Ke studiu byly vybrany c¢tyii kmeny kvasinky Yarrowia lipolytica ze sbirky
Ustavu biochemie a mikrobiologiec VSCHT Praha a dale dva kmeny
anaerobnich kapnofilnich bakterii Actinobacillus succinogenes a Basfia
succiniciproducens  z Némecké sbirky mikroorganismt (DSMZ). S témito
mikroorganismy byly provedeny fermenta¢ni zkousky jak v Erlenmeyerovych
bankach, tak 1 v laboratornim bioreaktoru na produkci jantarové kyseliny a
dalsich kyselin citratového cyklu. U kvasinky Yarrowia lipolytica byl pouzit
jako uhlikaty zdroj glycerol a etanol, anaerobni bakterie vyuzivaly jako substrat
glukosu. Zkousky s kvasinkou Yarrowia lipolytica vSak neprokazaly zvySenou
produkci jantarové (max. 4,45 g/L) a a-oxoglutarové kyseliny (max. 4,78 g/L).
Nejvyssi koncentrace jantarové kyseliny, 19,47 g/L, bylo dosazeno u bakterie
Actinobacillus succinogenes. Bakterie Basfia succiniciproducens byla zkouSena
jen informativné, jantarovou kyselinu produkuje, ale nedosahuje zatim hodnot
dosazenych u bakterie A. succinogenes. Zde bude nutné se vénovat optimalizaci
sloZzeni média a podminek kultivace.


https://student.vscht.cz/dipl_st/index.php?id=bdb0a9dbf9587a4d245399bbc82a9c8e&tid=&do=main&doo=detail&did=15008
https://student.vscht.cz/dipl_st/index.php?id=bdb0a9dbf9587a4d245399bbc82a9c8e&tid=&do=main&doo=detail&did=15008
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Piiprava vybranych ligandii pro testovani galaktosyltransferas pomoci SPR

Kasakova M., Hlavackova M., Moravcova J.
Ustav chemie piirodnich latek, VSCHT Praha

Mg¢feni rezonance povrchového plazmonu je nezastupitelna metoda pro studium
interakci proteini s ligandy, ale méalo se vyuziva pro sledovani selektivity
enzymil. Cilem této diplomové prace bylo ptipravit 6-O-(w-amino)alkylderivat
d-galaktopyranosy, ktery by bylo mozno ukotvit na povrchu zlaté desti¢ky pro
testovani substratové specifity galaktosyltransferas. Zvolena byla struktura 6-O-
(w-amino)alkylderivatu d-galaktopyranosy. Vychozi 6-brom-6-deoxy-1,2;3,4-di-
O-isopropyliden-d-galaktopyranosa byla pfipravena ve dvou krocich z d-
galaktosy a Dbyla vyzkouSena nukleofilni substituce benzyl-N-(5-
hydroxypentyl)karbamatem za riznych podminek. Vytézek této reakce byl ale
velmi nizky a nésledné odstranéni chranicich skupin nebylo selektivni. Dalsi
zkousenou  vychozi latkou byl  methyl-3,4-O-cyklohexyliden-(a)p-d-
galaktopyranosid, ale pifi1 jeho ptipravé podle publikovaného postupu byl
izolovan 1 2,3-O-isomer V nezanedbatelném vytézku. Optimalni strategie
nakonec vychdzela z methyl-a-d-galaktopyranosidu, ktery byl selektivné
silylovan v poloze 6, sekundarni hydroxylové skupiny byly poté alkylovany 4-
methoxybenzylbromidem a reakci s tetrabutylamonium fluoridem byla uvolnéna
hydroxylova skupina v poloze 6. Takto pfipraveny nukleofil byl GspéSné pouzit
pro substituci brému v benzyl-N-(5-brompentyl)karbamatu za Kkatalyzy
hydridem sodnym v orientaénim pokusu.
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Alicyclobacillus — kontaminant ovocnych napoju a puvodce jejich kaZeni

Strejc J., Vondra V., Sitistova L., Branyik T.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Obchod s ovocnymi napoji zaujima v dneSnim svété vyznamnou ¢ast trhu. Pro
vyrobce je proto Zddouci zamezit mikrobialni kontaminaci vyrobku, ktera vede
jak k nespokojenosti zakazniku, tak i ke znacnym ekonomickym ztratam. Ackoli
jsou ovocné napoje diky nizkému pH odolngj§i vii¢i mikrobialni kontaminaci
oproti jinym potravinaiskym vyrobklim, mohou byt piesto znehodnoceny
kvasinkami, plisnémi, mléénymi bakteriemi ¢i obavanym bakteridlnim rodem
Alicyclobacillus. Acidofilni a termofilni charakter pfedurCuje tento rod jako
vhodného kandidata pro kontaminaci ovocnych napoji. Hlavnim jeho
nezadoucim metabolitem je guajakol.,, ktery udéluje ovocnym napojim
medicinalni ¢i1 koufovy zdpach, coz ma za nasledek vyznamné zhorSeni
senzorickych vlastnosti.
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Studie kmeni rodu Alicyclobacillus kontaminujicich ovocné napoje

Vondra V., Streje J., Sitistova L., Branyik T.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Rod Alicyclobacillus na sebe soustiedi pozornost zejména jako kontaminat
ovocnych napoju, které poskozuje tvorbou nezddoucich metabolitli, v nejvyssi
mife guajakolem. V ramci diplomové prace byli studovani tii zastupci: A.
acidoterrestris CCM 4660, A. sacchari DSM 17974 a A. fastidiosus DSM
17978. Kultivaéni zkouSky s ptfidavkem wvanilinu, kyseliny vanilove, 4-
vinylguajakolu, kyseliny ferulové a tyrosinu do ristovych médii vedly ke
zjisténi, Ze tyto kmeny tvori guajakol ve vyznamnych koncentracich z kyseliny
vanilové, kmen CCM 4660 jest¢ navic z vanilinu. Dal§i ¢ast prace byla
vénovana fyzikdlné-chemickym parametrim vegetativnich bun€k vybranych
kmenli s cilem vyhodnotit jejich adhezivni vlastnosti na zikladé¢ XDLVO
modelu. Méfeny byly kontaktni thly a zeta potencialy jak bungk, tak sklenénych
nosicl s modifikovanymi povrchy (kyseld hydrolyza, silanizace, pouziti 3-
aminopropyltriethoxysilanu). Vystupem byly vypocétené hodnoty volnych
interak¢énich energii, které¢ predpovédély, Ze energeticky vyhodnd by méla byt
adheze bun¢k na hydrofobni povrchy, tj. nosi¢e upravené silanizaci nebo
pouzitim 3-aminopropyltriethoxysilanu.
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Parametry sladovani a jejich vliv na technologické vlastnosti sladu

Karachevtsev A., Jelinek L., Karabin M.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Cilem této prace na téma ,,Parametry sladovani a jejich vliv na technologické
vlastnosti sladu® bylo sledovani vlivu vybranych sladovacich podminek (pH
maceci vody, teplota pi1 kliceni a hvozdéni, vliv extrémné vlhkého a teplého
prostiedi v zavérecné fazi kliceni a kontaminace plisnémi) na zvolené
fyziologické a fyzikalné-chemické vlastnosti sladu a z nich ptipravenych sladin.
Bylo zji§téno, Ze rozhodujicim faktorem ovliviiujicim sledované technologické
parametry sladu je pH maceci vody, ovlivityjici hlavné rychlost kliceni, obsah
polyfenolovych latek (zejména zékalotvornych flavan-3-oli) a také antioxidacni
kapacitu sladin. Ur¢ity vyznam je mozno piisoudit téz teploté¢ kliceni a
hvozdéni, které ovliviiuji pfedev§im hodnoty extraktu. V neposledni fad¢ byl
prokazan vliv plisiové kontaminace na vétSinu sledovanych parametri.



Konference — Kvasna chemie a bioinZenyrstvi 2013, 4.-5.4.2013, UB, VSCHT Praha

Biologicky aktivni latky chmele a jejich vyuziti

Fialova K., Hudcova T., Karabin M., Dostalek P.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Tato prace je vénovana studiu biologicky aktivnich latek chmele, jejich
testovani a vyuziti ve farmaceutickém primyslu. Cilem prvni ¢asti prace bylo
nalezeni vhodnych isomera¢nich podminek pro maximalizaci vytéZzku silného
fytoestrogenu 8-prenylnaringeninu. Na zaklad¢ ziskanych dat byl vyhodnocen
vliv jednotlivych parametri na koncentraci 8-prenylnaringeninu ve vysledném
materidlu a tyto poznatky byly vyuzity ve vyvoji dopliikku stravy ur¢eného k
potlaeni vedlejSich symptomii menopauzy. Material, ziskany isomeraci
vychoziho materidlu podstoupeného vhodnym podminkam pro vznik 8-
prenylnaringeninu, byl testovan na antikancerogenni a estrogenni U¢inky. Bylo
potvrzeno, Ze xanthohumol a isoxanthohumol inhibuji proliferaci bunck
testovanych linii kolorektalniho karcinomu 1 ve velmi nizkych koncentracich

(UM).
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Experimentilni metody kvantifikace tvorby mikrobialnich biofilmii

Podolova N., Bittner M., Branyik T.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Uvod

Mikrobialni biofilmy jsou tvofeny jednim, nebo vice druhy mikroorganismil
shlukovanych do mnohobunéénych vysoce organizovanych konsorcii, kde jsou
buiikky imobilizovany pomoci fyzikdlné-chemickych sil a extraceluldrnich
polymernich substanci (EPS) tvoficich extracelularni matrix. Tato konsorcia
byvaji pfisednuta k pevnému povrchu (substratu), a tudiz je nutnym
pfedpokladem pro tvorbu mikrobialnich biofilmd schopnost adheze k pevnému
povrchu i koadheze bunék. Vyhody bunék situovanych v biofilmech jsou
vzajemna koordinace, ochrana ptfed pusobenim vné¢jSich negativnich faktort a
chemikalii, schopnost pfezit v prostfedi s nedostatkem zivin a mezibuné¢na
komunikace umoziiujici napt. regulaci genové exprese (Branda a kol., 2005;
Davey a O'Toole, 2000; Garrett a kol., 2008).

Kvantifikace tvorby mikrobidlnich biofilmu

Studium vzniku a vyvoje biofilmti probih4d pomoci tzv. adheznich testi. Ty se
dé€li na dveé skupiny: 1.) statické testy - systém ve vsadkovém rezimu (tj. batch),
2.) dynamické - systém se (semi)kontinudlnim piitokem ¢i odtokem. Béhem
téchto testli jsou buinky (ve form¢ inokula, nebo jiz nakultivované populace)
vneseny do systému obsahujiciho médium a nosi¢ (popi. testovany material), na
ktery buniky adheruji. Poté dochdzi k charakterizaci a kvantifikaci adherovanych
bunék za uziti rGznych metod. Pii kvantifikaci biofilmii byva posuzovana
prumérna tloustka biofilmu, drsnost, Clenitost, porozita, hustota, specificky
povrch a osidleni plochy (Heydorn a kol., 2000a). Pro provedeni adheznich test
- vyzkum vzniku a vyvoje biofilma ¢i jejich vlastnosti slouzi mnoho in vitro
zafizeni. Biofilmy jsou tvofeny za podminek vsadkového (batch) systému -
statické podminky adheze nebo v prutokovych (flow) systémech - dynamické
podminky adheze. (Coenye a Nelis, 2010).

Modelové systémy s mikrotitracnimi destiCkami

Modely zalozené na principu mikrotitracnich destic¢ek (MTP - microtiter plates)
jsou jedny z nejpouzivangjSich. Existuje vice druhti mikrotitracnich desticek,
pficemz v této metode€ jsou pouzivany desticky specialné vyrobené pro kultivaci
biofilmi, vétSinou je jako materidl pouzit polystyren. Dno jamek muze byt ve
tvaru U nebo V nebo ploché. V aplikaci biofilmi se nejcastéji pouzivaji dna
ploché (Stepanovic a kol., 2007). Biofilmy rostou na dn¢ a sténéch jamek nebo
na predmétech vlozenych do jamek jako v uzavieném systému (batch) - bez
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jakéhokoliv ptitoku nebo odtoku, pficemZz podminky kultivace jsou staticke, ale
S pribéhem rlstu se méni koncentrace substratu a metaboliti v médiu. Testovani
rustu biofilmu je rychlé, reprodukovatelné, vhodné pro pathogenni organismy a
za pouziti minimdlniho vybaveni. Vyhodou mikrotitra¢nich desticek je, ze jsou
pfedem sterilované, jednordzové a dostupné ve vice formatech
(www.biofilms.biz, 2010, online), pouziti malého objemu chemikalii, moznost
testovat velké mnozZstvi vzorkli (metoda vhodna pro screening), snadnd zména
parametrl kultivace, mozné studium adheze na natéry ¢i impregnace (Coneye a
Nelis, 2010). Po ukonceni kultivace biofilmu v jamkach musi byt jamky
proplachnuty, aby dos$lo k odstranéni neadherujicich bunck, poté probiha fixace
teplem (po naneseni Bouinova ¢inidla nebo methanolu), barveni (napf.
krystalovou violeti, fluorescenénimi barvivy) a spektrofotometrické stanoveni
(Djordjevic a kol., 2002; Stepanovic a kol., 2007).

MBEC Assay

Jednou z modifikaci MTP metody je metoda rychlého stanoveni efektu
antimikrobidlnich latek na degradaci biofilmi nazvanda MBEC Assay (Minimal
Biofilm Eradication Concetration Assay), znamou také jako ,,The Calgary
Biofilm Device. Na vicka mikrotitracnich desti¢ek jsou upevnény koliky, které
se pii ptilozeni vika k desticce do jamek ponofi. Dojde k nartstu biofilmu na
kolicich, viko je pfemisténo na jinou MTP obsahujici v jamkach jiny roztok
(napt. roztok antibiotika). Poté miize byt celé¢ viko pfemisténo do nové MTP
obsahujici kultivacni médium pro bakterie, které zde rostou v zéavislosti na
citlivosti na pouzité antibiotikum nebo mohou byt koliky odinstalovany z vika a
mohou byt pouzity klasické metody kvantifikace jako pocitani zivych bunék po
kultivaci na Petritho miskdch s agarem (metoda CFU) nebo mikroskopovani
(napt. SEM) (Ceri a kol., 1999; Coneye a Nelis, 2010).

Biofilm Ring test

Dalsi levnou a béZzné dostupnou metodou zalozenou na principu MTP je Biofilm
Ring Test®. V této metodé je v MTP sledovdna integrace inertnich
paramagnetickych castic, pfidanych do kultivaéniho média pied zacatkem
experimentu. Po inkubacni dob¢ jsou jamky MTP analyzovany pfistrojem Scan
Plate Reader, poté dojde magnetizaci - externim magnetem jsou separovany
volné  magnetické  Castice zmédia, ndasleduje dal§i analyza a
vyhodnoceni (program  BIOFILM  CONTROL  ELEMENT)  kvantity
integrovanych castic do biofilmu. Schopnost adheze je zde vyjadiena jako
Biofilm Index (BFI). Tato metoda muze byt pouzita na piiklad ke zjisténi
kinetiky tvorby biofilmu, ke srovndni tvorby biofilmu mezi dvéma a vice
mikroorganismy atd. (Coneye a Nelis, 2010; Sulaeman a kol., 2010).


http://www.biofilms.biz/
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Modely prutokovych systémii

Pritokové systémy jsou v porovnani s pfedchozimi oteviené, kde dochazi k
semikontinudlnimu ptitoku a odtoku ¢i ke kontinudlnimu priatoku média. Tyto
systémy mohou byt rozdéleny do dvou skupin - model michaného tankového
reaktoru s kontinualnim tokem (CFSTR) a model reaktoru s pistovym tokem
(PFR). CFSTR je idealné michany systém, kde rychlost pfitoku média je rovna
rychlosti odtoku a je v ném po celou dobu dosazeno ustaleného stavu (neméni se
koncentrace média s Casem). Pokud je zfed’'ovaci rychlost vy$§i nez doba
zdvojeni, planktonické buniky jsou vyplavovany a v reaktoru zlistdvaji a mnozi
se pouze ptisedlé buiiky. V modelu PFR se podminky v reaktoru spojité méni se
vzdalenosti od vstupu média do reaktoru. Reaktor typu PFR muze byt oproti
CFSTR naplnén napt. piskem nebo sklenénymi kulickami za ucelem zvySeni
povrchu dostupného pro tvorbu biofilmu (Heersink J., 2003). Mezi PFR patfi
V nasledujicim textu priitokova cela a MRZ.

Prutokova cela

Pritokovéd cela je =zafizeni s kontinudlnim pritokem a nehomogennimi
podminkami uvniti celého zatizeni. Podminky se méni se vzdalenosti od vstupu
média a bunék do cely. Existuji dva zékladni typy pritokové cely pro
pozorovani biofilmii. Kapildrni priitokova cela je vhodna pro studium ristu
biofilml za piisobeni malych ¢i velkych stfiznych sil. Plosné priitokova cela ma
tu vyhodu, Ze do ni mohou byt misto skla umistény i jiné materialy -keramika,
plast, kov (www.centerforgenomisciences.org, 2008, online). Biofilm
v priitokové cele mulze byt pozorovan pomoci konfokédlniho skenovaciho
laserového mikroskopu (CSLM) tak, Ze konfokalni systém je pfipojen k
inverznimu mikroskopu a tudiz je umoznéno online/in Situ sledovani.
Vyhodnocovani - obrazova analyza - probih4 za vyuziti po¢itacového programu
(Stoodley a kol.,, 1998). Ke kvantifikaci biofilmu, studiu morfologie a
dynamického chovani biofilmu bakterii Pseudomonas aeruginosa byla pouzita
metoda Digital time-lapse microscopy (DTLM). Biofilm byl sledovan in situ
transmisni mikroskopii, prostorové a texturové parametry biofilmu byly
zkoumany za uziti softwaru Image Structure Analyzer (ISA). (Purevdorj a kol.,
2001). Pro trojrozmérnou kvantifikaci biofilmii po mikroskopovani technikou
CSLM byl pouzit program COMSTAT, pficemz bakterie rodu Pseudomonas
aureuginosa byly barveny zelenym fluorescen¢nim proteinem (GFP). Tento
experiment byl provaddén za ucelem zjiSténi reprodukovatelnosti, diiraz byl
kladen na pozorovani biofilmu v mistech o pfiblizné vzdalenosti 5 - 10 mm od
vstupu do cely, jelikoz u vystupu byvaji biofilmy tenci, tudiz jsou zde znacné
rozdily v prostoru pritokové cely. Pfi vyhodnocovani mize byt sledovano
mnoho proménnych, nejbéznéjsi je vSak sledovat stfedni tlouStku biofilmu
(Heydorn a kol., 2000a; Heydorn a kol., 2000Db).
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Modifikované Robbinsovo zarizeni

Priitokova cela neumoziiuje provozovat experimenty studia tvorby biofilmi za
pouziti rliznych materialli a zaroven stejné bunécné suspenze (Linton a kol.,
1998). Proto byl vymyslen systém modifikovaného Robbinsova zatizeni (MRZ -
modifikované Robbinsonovo zatfizeni). Jedna se o systém s pistovym tokem
(PFR). Zaftizeni je tvofeno nékolika paralelnimi kandly se zasunutymi koliky
majicimi vstup pro vzorkovani, tésnéni a vloZzeny vymeénitelny disk (ze
studovaného materialu), ktery je v kontaktu s médiem a bunkami. Po vyjmuti
disku je na ném studovan biofilm. MRZ je uZivano nejvice pro screening
kolonizace a tvorby biofilmd. Vyhodou je kontrola reprodukovatelnosti, jelikoz
se jedna o systém zatizeni pro vice paralelnich vzorki (Jass a kol., 1995).

CDC biofilmovy reaktor

Déale byl vyvinut CDC (centers for disease control) biofilmovy reaktor -
zkracen¢ CBR. Sklada se ze sklenéné nadoby s polypropylenovym vikem, ve
kterém je umisténo osm polypropylenovych ty¢i, kazda =z nich nese 3
odnimatelné disky na nichz je studovdna adheze. Vzorkovani probiha jednoduse
vytazenim tyCe ze systému (www.biofilms.biz, 2010, online). V reaktoru je
umisténo magnetické michadlo, které zajisStuje rovnomérnou distribuci nutrient
kolem sledovanych diskii. Také pomoci n¢j miizeme modelovat plisobeni rizné
velkych stfiznych sil. V tomto typu reaktoru je zajiStén kontinudlni ptitok a
odtok. Jedna se tedy o reaktor typu CFSTR (Coneye a Nelis, 2010).

Rotacni diskovy reaktor

Rota¢ni diskovy reaktor obsahuje teflonovy disk, ktery rotuje na zakladé
pusobeni magnetickych sil. Na teflonovém disku je umisténo 6 malych diskl
Z ur¢eného materidlu pro studium adheze. Ke vzniku stfiznych sil, které jsou
stiedné velké, dochazi pii rotaci pohybem kapaliny pfes malé disky s biofilmem.
Pfi vzorkovani musi byt zreaktoru asepticky vyjmut cely teflonovy disk
(Coneye a Nelis, 2010).

Kruhovy biofilmovy reaktor

Kruhovy reaktor (annular reactor) se sklada ze dvou valcl - vnéj$iho nehybného
a vnitiniho rota¢niho, na jehoz vngjSim plasti je upevnéno nékolik desticek.
Suspenze bunck v médiu se tudiz vyskytuje v mezikruzi dvou valct. Sttizné sily
vznikaji na rozhrani otacejiciho se valce a okolni kapaliny a jsou velmi snadno
regulovatelné pomoci nastaveni otaCek vnitiniho valce (Coneye a Nelis, 2010;
www.biofilms.biz, 2010, online).

Reaktor s priitokem kapdnim

V tomto reaktoru (drip flow reactor) jsou Kkultivovany biofilmy v tenkych
vrstvach na discich, na které skapava médium obsahujici bunky. Pasobi zde
velmi malé stfizné sily a dochazi k vysokému piestupu plynu mezi prostfedim a
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biofilmem. Byvaji zde testovany naptf. povrchové upravy materialti, EPS,
proteomika, fyziologie biofilmi, atd. (Coneye a Nelis, 2010; www.biofilms.biz,
2010, online).

Mikrofluidni zaiizeni

Mikrofluidni zafizeni umozZnuje studium vyvoje biofilmli za snadno
kontrolovatelnych podminek velmi blizkych fyziologickym (nizké rychlosti
prutoku, nizky pomér objemu kapaliny k buiice). Velikost kandlkii se pohybuje
Vv desitkach az stovkach mikrometrfi. Byva zde dosazeno velmi nizkého pritoku,
tudiz laminarniho proudéni. Vhodnou screeningovou metodou pro studium
biofilmu za priatokovych podminek je umisténi mikrofluidnich kandlkd do MTP.
V systému je kontrolovana teplota 1 prostfedi plynu (Coneye a Nelis, 2010;
www.cellasic.com/Pearl-microfluidics.html, 2010, online). V systému BioFlux
(mikrofluidni kanalky v MTP byl naptiklad studovan vliv antimikrobialnich
latek na biofilm bakterie Pseudomonas aureuginosa. Ke studiu byly pouzity
kmeny produkujici GFP a biofilm byl také barven propidium jodidem. Desticka
byla vloZzena do analyzatoru, kde byla vyhodnocena mira zelené a Cervené
fluorescence (rozliSeni zivych a mrtvych bunék). (Benoit a kol., 2010).

Caenorhabditis elegans model

Caenorhabditis elegans je hlistice, na které byl v prvnim in vivo experimentu
sledujicim biofilmy studovan vliv bakteric Yersinia pestis. Lokalizace a
kvantifikace biofilm byla provedena tak, Ze bakterie exprimujici GFP byly
pozieny hlistici, uchyceny v biofilmu traviciho traktu hlistice tvofeném bakterii
Y. pestis. Poté nasledovalo vyhodnoceni fluorescence (Darby a kol., 2002).

Modely pro obratlovce

Biofilmy jsou zkoumany na rtznych zvifatech (krysa, mys, kralik, morce,
kiecek, ¢incila, ponik, prase) a riznych cilech - naptiklad na centrdlnim zilnim
katétru, na cizim podkoznim télisku (aplikace predevSim pro implantaty), na
télisku v podbiisnicové dutin€, v mocovych cestach, v usich, nose a hrdle, v
dychacim traktu, na kostech, zubech atd. Biofilmy jsou poté¢ zkoumany riiznymi
metodami, ovSem ty se od kazdého konkrétniho piipadu velmi 1isi, vétSinou totiz
jde o velmi specifické aplikace (Coneye a Nelis, 2010).

Srovndni metod

Ke kvantifikaci bunék mize dojit metodami nepfimymi, kdy jsou bunky nejprve
odstranény z povrchu (seSkrabnutim, sonifikaci nebo vortexovanim) a poté
spocteny (pocitani litim desek, CFU). Samotna kultivace anaerobnich bakterii ve
vhodnych médiich je potom jako metoda detekce téchto bakterii velmi
zdlouhava a zavisla na specifité rastovych médii (Sakamoto a Konings, 2003).
Dale tato metoda zahrnuje pocitani vSech zivych bunék, z nichz ale vSechny
nemusi byt schopné dalsi kultivace. Metody, které kvantifikuji mnozstvi cele
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biomasy (bun¢k Zivych, mrtvych 1 extracelularniho matrix) jsou napt. barveni
krystalovou violeti nebo barvivem Syto9. Nékteré metody jsou také schopny
odliSovat mnoZstvi extracelularntho matrix - napf. barveni dimethylenovou
modii. Dalsi neptfimé metody (radioaktivné znacené bakterie, ELISA - enzyme-
linked immunosorbent assay, biologické testy) urcuji mnozstvi pfichycenych
organismu in situ méfenim vlastnosti typické pro dany mikroorganismus. Pfimé
metody pozorovani zahrnujici mikroskopii optickou, konfokédlni (CLSM),
transmisni elektronovou metodu (TEM) a skenovaci elektronovou metodu
(SEM) umoznuji pozorovat mikrobidlni populaci ptimo. Epiflourescencni
mikroskopie podhodnocuje tloustku biofilmu a nadhodnocuje plochu, jelikoz je
zbarvena 1 extracelularni matrix. Pomoci CSLM bylo ur¢eno, Ze po vortexovani
a sonifikaci jsou odstranény extraceluldrni polymery 1 spolu s vrchnimi vrstvami
bunék vazanych do biofilmu, ale ptisedlé vrstvy zlstdvaji na misté¢ (Coneye a
Nelis., 2010; Djordjevic a kol., 2002). V posledni dob& jsou metody neustale
zdokonalovany a modifikovany. Jako nedestruktivni metoda online sledovani
biofilmu je v poslednich letech Casto vyuzivana prutokova cela ve spojeni
s CLSM. Pratokova cela je klasickou metodou kultivace biofilmu za
kvantifikace mikroskopickych fluorescencnich obrazii nebo pocitanim tvorby
kolonii. Obé metody jsou ¢asové narocné, navic pocitani kolonii je povazovano
za obtizn€¢ proveditelnou metodu vzhledem k nesnadnému piemisténi vSech
bunék z priatokové cely. Oproti tomu systém BioFlux (mikrofluidni kanalky
Vv MTP) umoziiuje paralelni studium vysokého poctu biofilmi (96) za dobie
kontrolovatelnych podminek (Benoit a kol., 2010). V pfipadé nemoZnosti film
sledovat online - napi. v pfipadech nekompatibility biofilmového modelu
s mikroskopem nebo problémy s dlouhotrvajici vizualizaci je nutno film spolu
se substratem pfemistit k potfebnému zatizeni, né¢kdy je dokonce tteba biofilm
stabilizovat (agarosa). Ddale je mozno pouzit metodu AFM (mikroskopie
atomarnich sil), kterd vyuziva mikrosondu pro skenovani povrchu, plocha je
rozeznavana na urovni molekul. Tato metoda je silnym ndstrojem k urCovani
fyzikalné-chemickych a mechanickych vlastnosti bunéného povrchu, umoziuje
vyhodnoceni kvantitativni 1 kvalitativni a pfedev§im topografické, tudiz je tato
metoda vhodnd pro studium tvorby biofilmi. Nevyhody AFM spocivaji
v omezeni velikosti (70 um) a ¢asu snimani vzorku (10 min). Dal§i metody jsou

naptiklad kryogenni AFM (poskytuje informace o povrchovych membranach
bakterii), SNOM (optickd skenovaci mikroskopie v blizkém poli), MRFM -
magnetickd rezonan¢ni mikroskopie umoziluje nedestruktivni trojrozmérnou
analyzu makromolekul jako EPS (Beech a kol., 2002; Fang a kol., 2000).

Zavér

Metody zkoumani biofilmli jsou neustdle rozvijeny a obohacovany, jelikoz
jejich znalost ndm muze velmi usnadnit Zivot at’” uz v boji s problematickym
CiSténim a odstranovanim biofilmti pies znalost vzniku rezistence nékterych
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patogennich mikroorganismi v biofilmech k aplikacim jako napf. bioremediace
¢1 kontinudlni fermentace.
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Vliv podminek skladovani bylin na koncentraci jejich ucinnych latek

Kolkova H.!, Bryzgal T.%, Fiala J.!

'Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
2Jan Becher — Karlovarsk4 Becherovka, a.s.

Byla sledovana zavislost kvality koteni, skofice a hiebicku, na podminkach
skladovani. Vzorky byly skladovany po dobu deviti tydni v papirovych,
igelitovych a vakuovych saccich a volné lozené ve skladu vzorkl pii teploté
pramérné 22 °C pro zjiSténi vlivu obalového materidlu. Pro zjiSténi vlivu teploty
byly vzorky v papirovych sac¢cich ulozeny v mrazicim zafizeni (-11 °C), lednici
(4 °C), skladu aromat (9 °C), skladu vzorku (22 °C) a Vv susarné¢ (30 °C).
Kontrolovéana byla zména vlhkosti, zména barvy spektrofotometricky a zména
obsahu cinnamaldehydu ve skofici a eugenolu v hiebicku, ktera byla métena
metodou HPLC.

Béhem skladovani nebyla pozorovdna zména v obsahu aktivnich latek, vyjimku
tvotil vzorek hiebiCku skladovany v susarn¢. Obsah cinnamaldehydu stanoveny
ve skoficovém maceratu byl 8 mg/g suSiny skofice a obsah eugenolu stanoveny
v hiebiCkovém maceratu byl 100 mg/g suSiny hiebiCku. Barva odpovidala
mnozstvi aktivnich latek, tudiz byla po celou dobu neménna.


https://student.vscht.cz/dipl_uc/index.php?id=37d3232900d70c1f58681ea902091f2a&tid=&do=main&doo=detail&did=13652
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Degradace smési par styren/aceton v odpadnim vzduchu v probublavaném
reaktoru

Kuchar J., Van¢k T., Paca J.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Prace se zabyvala zjiSténim charakteristik probublavaného bioreaktoru jak
v ustalenych stavech, tak pti dynamickych zatézich. Byl zméfen vliv slozeni
médiu na objemovy koeficient prestupu kysliku a dale charakterizovano chovani
bioreaktoru v ustalenych stavech pii riznych priatocich vzduchu. Ze srovnani
charakteristik vyplynulo, e p¥i pritoku vzduchu 1,5 L.min™ rozpustény kyslik
Vv reaktoru pti Zadné zatézi neklesl na nulu a charakteristiky degradace byly téz
lepSi nez u nizsich pritokd vzduchu. Degradace ve vodé dobie rozpustného
acetonu zde dosahovala s vyjimkou pfetizeni vzdy vysSich uUCinnosti nez
degradace styrenu. Déle bylo zkoumano chovani systému po pieruseni provozu
a zjiSténa znacnd citlivost biomasy k dlouhodobym odstdvkam a dlouhd doba
obnoveni ptivodnich degradac¢nich charakteristik.


https://student.vscht.cz/dipl_uc/index.php?id=95bc0dad4c878bfa13a0815bf6178ed5&tid=&do=main&doo=detail&did=15007
https://student.vscht.cz/dipl_uc/index.php?id=95bc0dad4c878bfa13a0815bf6178ed5&tid=&do=main&doo=detail&did=15007
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Moznosti zvySeni trvanlivosti piva

Kotlikova B., Jelinek L., Dostalek P.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Pivo je celosvétoveé oblibeny napoj a na jeho kvalitu jsou ptirozené kladeny
vysoké naroky. Stejné¢ jako ostatni potraviny, ma vSak 1 pivo omezenou
trvanlivost, se kterou velmi Uzce souvisi jeho koloidni stabilita. Po celou dobu
své trvanlivosti by mélo byt ¢iré, jiskrné, mélo by mit odpovidajici chut, vani i
fiz a neméné vyznamnou roli hraje i kvalita a stabilita pény. Bézny zdkaznik
dnes ocekava dokonale ¢iré pivo, protoZze to je pro ngj zarukou cerstvosti.
Ptitomnost jakychkoli pevnych ¢astic je vnimana jako vada tohoto napoje
(Dienstbier a kol., 2010).

V minulosti existovaly spiSe mensi, regiondlni pivovary, které dodavaly pivo jen
do nejblizsiho okoli a nebylo tedy potieba, aby toto pivo vydrzelo stalé nékolik
meésicl. Dnes je bézna garance Cirosti po dobu az jednoho roku od stoceni,
pficemz dlouhé trvanlivosti je nutné dosahnout pfedevSim u piv urenych na
export. Takovéto naroky na délku doby trvanlivosti nuti pivovary pouZivat
nejrazné;jsi prostiedky pro jeji dlouhodobé zajisténi.

Zvysit trvanlivost piva je mozné nékolika zplsoby. Prvnim stupném je jeho
prefiltrovani, coz pomize prodlouzit biologickou stabilitu. Pokud filtrace
nestaci, je mozné pivo jeSté zpasterovat. Pro zajiSténi koloidni stability pak
existuje mnoho prostiedkti a metod fungujicich na rdznych principech. Pivo,
které opousti lezacké tanky, je hotové a je tedy mozné ho konzumovat. Mnoho
lidi, pfedevsim z oboru, povazuje takovéto pivo za to nejlepsi, co je na trhu k
dostani. OvSem plati zde pravidlo néco za néco. Nefiltrované pivo je vyborné
chutové, navic md vysokou vyzivovou hodnotu, ovSem nizkou trvanlivost,
zvlasté pti nevhodném skladovani, protoze obsahuje Zivé kvasnicné buiiky, pfip.
1 jiné mikroorganismy, které pivu ve vétSin¢ piipadu Skodi. Nefiltrovana piva lze
ochutnat hlavné v restauracnich zatizenich patticich k vét§in€ minipivovara, kde
jsou tadné uskladnéna a velmi rychle zkonzumovéna, proto zde neni nutnost
garance vysoké trvanlivosti.

V¢étsi pivovary, které dodavaji pivo do mnoha hospod nejen ve svém regionu,
musi svlj vyrobek fadné oSetfit. K tomu se téméi vzdy vyuziva nejprve filtrace.
Pti filtraci se z piva oddéluji zbylé kvasni¢né bunky a dal$i mikrocastice. To se
nejcastéji provadi pomoci naplavovacich filtr, které muizeme rozdélit na
deskové, svickové a sitové. V pivovarech je dnes nejpouzivanéjSim
kifemelinovym filtrem svickovy filtr. Je to tlakova nddoba s kénickym dnem a
odnimatelnym hornim vikem, na kterém jsou filtra¢ni svicky. Ty jsou v podstaté
filtra¢ni pfepdzkou a na né se naplavuje kiemelina, coz je jemny prasSek
sklddajici se z drobnych skotfapek rozsivek a oxidu kiemicitého. Filtracni
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pfepazky maji mnohem vétSi pory nezZ je velikost ¢astic kiemeliny a velikost
kalovych ¢astic v pivu, které je nutno odfiltrovat. Proto se nejprve musi provest
zékladni naplav a ten upravi hustotu port tak, aby kalové Castice obsazené
Vpivu byly na piepaZce zachyceny. Zakladni néaplav se provadi hrubou
kifemelinou, kterd se naplavuje vodou nebo zfiltrovanym pivem. Na pifepdzce se
vytvoii souvisld vrstva, na kterou se dale naplavuje dal§i vrstva jemnéjsi
kifemeliny, kterd obvykle miva sloZeni jako kfemelina urena k celé filtraci.
Naplavuje se opét vodou nebo zfiltrovanym pivem a cilem je, aby zfiltrované
pivo mélo od samého zacatku filtrace poZadovanou cCistotu. Dulezité je, aby
naplavend kifemelina rovnomérné pokryvala celou plochu filtraéni prepazky. Po
naplaveni zakladni vrstvy kiemeliny se miize ptejit k samotné filtraci. Filtrat
musi po celou dobu filtrace prochazet zakladnim ndplavem. Proto se do
filtrovaného piva ptidava po celou dobu smés (musi byt zvolen spravny pomeér)
sttedné hrub¢ a jemné kiemeliny, coz se provadi davkovacem kiemeliny, ktery je
umistén na zacatku filtracni linky (Kunze W., 2004).

Filtrované pivo ma trvanlivost uz vyrazné vyssi, ovSem k dosazeni az rocni
zaruky pouze filtrace nesta¢i. Proto mnoho pivovarti pouzivd jeSté pasteraci.
Jedna se o tepelné oSetieni piva, jehoZ cilem je zvySeni biologické trvanlivosti
(Basatfova a kol., 2010). Pro kvantifikaci pasterace byla zavedena tzv. pasteracni
jednotka (PJ, PU), ktera je definovana jako pasteracni u€inek tepla plisobici pti
teploté 60 °C 1 minutu. K zajisténi biologické stability piva se normalné pouziva
20 az 30 PJ (JanouSek a Basarova, 2002).

Pasterace se provadi pomoci pasterii a to bud’ prutokovych nebo tunelovych.
Hlavni rozdily mezi nimi jsou V pienosu tepla, délce pasteracniho wéinku,
Vv pasteracni teploté, ploSe a v cené. Rozdilné jsou i naroky na energii a vodu. Pti
prutokové pasteraci se pasteruje jen pivo a je tedy energeticky méné ndrocna,
protoze odpada energie potfebna k ohtati celého obalu. Na druhou stranu je zde
vSak vyss$i riziko kontaminace pii plnéni oballi, at’ uz nedokonale Cistou lahvi
nebo necistym plni¢em ¢i korunkovackou. Teplota pasterace se pohybuje od 68
do 70°C a zahiev piva trva pouze 30-40 sekund. Pokud se tato doba jen nepatrné
prodlouzi, dojde k pfepasterovani, coz miva negativni vliv na chut’ a viini piva.
(Basatova a kol., 2010)

ey oo

(V4

metoda je spolehlivéjsi, odpada zde riziko kontaminace a vzhledem
K pouzivanym teplotdm, které byvaji zhruba o 10 °C niz§i nez u priutokové
pasterace, klesa 1 nebezpeci negativniho vlivu na chut’ a vini piva. Tato metoda
zde vyss$i spotieba vody, elekttiny i tepla a pastér zabirda mnohem vice mista
(Basatova a kol., 2010).

K dosazeni dlouhodobé trvanlivosti piva je dualezité zajistit nejen jeho
biologickou stabilitu, ale také stabilitu koloidni. Ta je definovdna jako
rovnovaha mezi zékalotvornymi bilkovinami a polyfenoly, které maji schopnost
spolecné tvorit komplexy, které se z piva vylucuji ve forme zakalu (Bamforth,
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1999). Tvorba zékalu je urychlovana ptfedev§im piitomnosti kysliku, ale také
vlivem pusobeni vysSich teplot, svétla nebo pfiliSnymi pohyby piva. Jsou
rozliSovany dva hlavni typy zakalu, chladovy a trvaly. Chladovy se z piva
vylucuje pii ochlazeni na 0 °C, ovSem pii op&tovném zahiati na 20 °C se znovu
rozpusti. Trvaly zékal vznikd oxidaci sloZzek chladového zikalu a je jevem
starnuti. Od chladového zdkalu se 1i8i pfedev§im svou neschopnosti rozpustit se
pti 20 °C (Stewart, 2006).

Vznik zdkalu je moZné omezit pouzivanim kvalitnich vstupnich surovin,
ovéfené¢ho technologického postupu, vhodnym skladovanim a piedevSim
odstranénim jednoho nebo obou hlavnich zakalotvornych prekurzoru (Siebert a
kol., 1996). Tento krok se nazyva stabilizace piva a na trhu je dnes celé fada tzv.
stabiliza¢nich prostiedki, které jsou bé€zné pouzivany v rtiznych fazich vyroby
piva. NejCastéji probihd stabilizace béhem kone¢nych tprav piva (pii1 filtraci),
sklepé a zpiva se odstrani bud’ sedimentaci, nebo pii jiz zminéné filtraci
(Freeman, 2006). V soucasné dobé jsou nejpouzivanéj$imi stabiliza¢nimi
prostiedky tzv. adsorbenty dusikatych a polyfenolovych latek. K dostani jsou
bud’ kifemicité gely, které se pouzivaji pro odstranéni zakalotvornych bilkovin,
nebo piipravky na bazi PVPP pro odstranéni polyfenolli. Vyhodou téchto
prostiedki je kromé vysoké UCinnosti také jejich nerozpustnost v pivu, plna
odstranitelnost a snadnd manipulace. Nevyhodou je pomérné vysoka cena,
protoze s vySSimi ndroky na trvanlivost piva pfirozené roste jejich spotieba
(Siebert a Lynn, 1997).

Mezi dal$i metody, dnes vSak vyuzivané jen minimalné, patii pouziti tanini ¢i
proteolytickych enzymi. Taniny funguji na principu srazeni, ale jsou v pivu
rozpustné a pii predavkovani se zvySuje hladina polyfenoli. Enzymy jsou v pivu
také rozpustné a navic pusobi neselektivné a tim mohou zhorSit stabilitu pivni
peény (Briggs a kol., 2004).

Dalsi nabizejici se variantou, jak zvysit koloidni stabilitu piva, je vyuziti
fyzikélné-chemickych metod (vyuziti dochlazovace, ultrazvuku, tlakovych
razll). Ne vSechny bilkoviny a polyfenoly jsou totiz zékalotvorné, nékteré
pomérné¢ vyznamné ovliviiuji senzoricky profil piva, a odstranéni téchto
pozitivné¢ pusobicich latek je proto nezadouci. Zavedenim téchto metod do
provozu by se vyiesil problém s otazkami, zda neni na zdvadu vystavovat pivo
kontaktu s cizimi, chemickymi latkami a dalsi velkou vyhodou by bylo i snizeni
nakladli spojenych s ndkupem stabiliza¢nich prostfedkti a redukce odpadu
vznikajicich po stabilizaci, protoze vétSina adsorpCnich prosttedki neni
regenerovatelna (Broderick, 2006).

Fyzikalni metody funguji na principu zrychlené tvorby chladového zakalu a jeho
nasledném odstranéni pomoci filtrace, ¢imz se snizi naklady na stabiliza¢ni
prostiedky a zlepsi se koloidni stabilita. Pokud se cast zakalotvornych latek,
které spolu reaguji, odstrani z piva jest€¢ béhem jeho vyroby, dojde k prodlouzeni
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koloidni stability, protoZze takto upravené pivo poté obsahuje nizs$i koncentraci
téchto nezadoucich latek.

Jednou z moznosti je pouziti dochlazovace. Toto zafizeni (deskovy chladic)
slouzi k ochlazeni piva na pozadovanou teplotu (nejcastéji teploty blizké 0 °C),
¢imZz dojde k tvorbé chladového zakalu jesté pied koneCnou filtraci. Dalsi
moznosti je vyuziti ultrazvuku, jehoz vlivem dochazi k tvorbé kavit, nasledné k
denaturaci bilkovin a k tvorb& vazeb mezi bilkovinami a polyfenoly, coz se
projevi vznikem zakalu. Dal$i moznosti se jevi pouziti tlakovych raza. Ty take
zpusobuji zrychlené vyluCovani zékalotvornych prekurzorii piva a tim urychluyi
tvorbu zakalu. Aplikovat je Ize bud’ na mladé pivo béhem sudovani, nebo na
hotové pivo béhem filtrace. V obou ptipadech dojde k vysrazeni zédkalotvornych
castic, které se opét odstrani behem filtrace (Karel V, 1980).

Potencidlni pifinos fyzikalné-chemickych metod tkvi vtom, Ze do piva neni
nutné nic ptidavat a ndsledné z néj odstranovat a tudiz vznikd minimum odpadt.
Skryvaji tedy moznosti, jak oSetfit pivo bez ptidavku chemickych latek a
zéroven mu vyznamn¢ prodlouzit trvanlivost. Jejich zavedeni do provozu by tak
bylo, s pominutim nakladti na béZny provoz, jednorazovou investici. Oblast
aplikace téchto metod stabilizace piva vSak nebyla doposud prozkoumdana
vyCerpavajicim zpusobem a tim padem nebyly ani pouzity v provoznim métitku,
protoze nebyla pifekonana urcita uskali, kterd jejich zavedeni do priimyslového
méfitka pfimo brani.

Pti vybéru zpiisobu zvyseni trvanlivosti piva je nutné zvazit, pro jaky trh je pivo
vyrabéno, jak dlouho muze trvat, nez se finalni produkt dostane ke spotiebiteli a
zda je pivovar schopen zajistit dostatecn¢ vhodné podminky skladovani piva.
Poté je nutné pfistoupit ke zhodnoceni bilance, zda investice do nové
zavedenych zafizeni a ndklady na jejich provoz mohou v uritém casovém
horizontu usetiit ndklady na nakup klasickych stabiliza¢nich prostredk.
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Pivni styly

Humhal T.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

V Ceské republice se na zékladé legislativy piva rozdéluji podle extraktu
ptvodni mladiny, obsahu alkoholu a zpiisobu kone¢né Gpravy na sedm skupin a
Ctyfi podskupiny. Tento zplsob déleni vSak neumoziiuje zadné dalsi rozclenéni
znacné¢ variabilnich skupin spodné a svrchné¢ kvaSenych piv. Je to dano
predevsim tradici a v§eobecnou oblibou spodné kvaseného piva plzeniského typu
v nasi zemi, ktera na dlouhou dobu zastinila ostatni typy piv. V dne$ni dobé&, kdy
predevsim restauracni pivovary zacaly vaftit dosud u nas nevSedni typy piv, toto
rozdéleni neni zcela dostatecné, a proto se Casto kombinuje nebo né€kdy zcela
nahrazuje "mezinarodnim rozdélenim". Téchto mezindrodnich systémill déleni
piva existuje cela fada a vétSinou byvaji zavislé na narodnosti autora. Nas§ kli¢
déleni piva je kombinaci Ceského rozdéleni a "mezinarodniho" vychézejiciho z
prace autortt Horsta Dornbuche, Michaela Jacksona a Jana Kocky.





