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Sorpce mikropolutantii na Fasovou biomasu

A. Cadkové, L. Jelinek, T. Branyik
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Odpadni vody jsou kontaminovany Sirokou skalou skodlivych latek, véetné rezidui 1é¢iv,
chemikalii pochazejici z kosmetiky, domdcich ptipravki ¢i pesticidii. Jedna skupina z téchto
problematickych latek se nazyva mikropolutanty, latky znecist'ujici prostiedi ve velmi nizkych
koncentracich, ¢asto pod stanovitelnou mezi, v fadu ng/l az pg/l (Huskova a Benes, 2015).
Mikropolutanty maji ¢asto komplikovanou strukturu, ktera vyrazné¢ znesnadnuje jejich
odstranéni z odpadnich vod v primarnim a sekundarnim stupni béznych Cistiren odpadnich vod.
Patfi mezi n¢ i endokrinni disruptory (EDC, z anglického endocrine disrupting compounds). EDC
jsou latky, které mohou naruSovat ¢innost zivych organismii napadanim zlaz produkujicich
hormony, nebo se jedna o latky napodobujici G¢inky hormonii. Tato prace se zabyva sorpci
steroidnich hormont, mikropolutantti z fad EDC.

Biosorpce na fasovou biomasu nabizi alternativu pro odstranovani mikropolutanti
z prostiedi. V této studii byla jako modelova biomasa pouzita jednobuné¢na fasa Chlorella
vulgaris. Jeji bunééna sténa obsahuje velké mnozstvi variabilnich mist, ktera mohou absorbovat
razné chemické slouCeniny. Pro biosorpéni testy byly zvoleny tii steroidni hormony,
testosteron, estron a estradiol. Byly pozorovany rtizné sorp¢ni efekty biomasy. Nejvyssi stupen
sorpce byl pozorovan pro progesteron (5 pug / g biomasy).

Uvod

Biosorpce je jev kdy jsou komponenty ve vodném prostredi vazany na buné€nou sténu
zivych i nezivych mikroorganismii. Buné¢na sténa zelenych fas obsahuje velky pocet funk¢énich
skupin a tim padem vazebnich mist, na ktera lze navazat mnoho chemickych slouc¢enin. Existuje
zde mnoho oblasti bohatych na uronové kyseliny, glukosaminy a proteiny, které mohou
reagovat s desitkou strukturné odliSnych slou€enin, prostfednictvim vodikovych vazeb, n—n
interakci nebo hydrofobnich interakci. Velky pocet studii se zabyval a zabyva piedevSim
biosorpci malych molekul na povrch fas. Mnoho autort (Tiiziin a kol., 2005; Gupta a Rastogi,
2008; Pavasant a kol., 2006; Romera a kol., 2007) poukazuje na schopnost vyvazovat pomoci
fas vyznamné mnozstvi té¢zkych kovl (Pb, Hg a Cd) z kontaminované vody. Biosorpce nabizi
krom¢ vyuziti v oblasti CiSténi Zivotniho prostfedi i moznost vyroby potravinovych dopliki
obohacenych o elementarni prvky jako jsou napt. Se, Fe, Mn, Cr, Cu, Zn, nebo polyfenoly
(Jelinek a kol, 2015). Takto obohacend biomasa se dale dd pouzivat i pro krmné ucely
hospodatskych zvitat a ryb.

Tato prace se zabyva zkoumanim vyuziti biosorpce k odstraiiovani mikropolutanta
Z odpadnich vod, konkrétnéji k odstranovani steroidnich hormonti. Ty byly vybrany pro tento
projekt, protoze uz pii nizkych koncentracich mohou naruSovat endokrinni systém vodnich
organismll a piedstavuji proto zdvazny ekologicky problém. Nékteré z nich maji schopnost
negativné pusobit na hormonalni systém Zzivoc¢ich a zapficinit tak zmény v pohlavnich organech,
Vv chovani ¢i v poméru pohlavi (Bendlova, 2013). Jednim z nejznaméjsich piikladu je celosvétove
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pozorovana feminizace samci ryb pod vypustémi z COV, coz mize vést az k vymizeni celé
populace ryb, jako v piipadé pstruhti v jezefe Ontario v Kanadé (Jobling a Tyler, 2003).

EDC se do zivotniho prostredi dostavaji predevsim antropogennim vlivem. Jsou pfirozenym
zpusobem vyluovany lidmi, napiiklad hormony 17 B-estradiol a estron jsou vylu¢ovany Zenami
(2-20 pg/osoba/den), stejné tak jako muzi (5 pg/osoba/den) (Ying a kol., 2002). Odpad z
méstskych aglomeraci je odvadén kanalizaci do ¢istiren odpadnich vod (COV), které viak
nedokazi odstranit steroidni latky Gplné. Cést se tak mize absorbovat do sedimentu nebo jinych
pevnych c¢astic a ¢ast do odpadniho kalu, ktery mize opét vstoupit do vodni faze, jestlize je
rozpoustén a pouzit ke hnojeni pidy. Vyznamnymi zdroji steroidl jsou i hospodaiska zvirata,
a to jak velkochovy, tak i bodové zdroje jako odpousténi fekalii ze statkd ¢i dokonce vyluCovani
zemédé€lskych zvirat pfimo do vodnich tokli. Mnozstvi vylouc¢enych estrogennich hormonti v
exkrementech dojnic mtize byt az dvakrat vétsi nez u ¢loveka (Johnson a kol., 2005). Namétena
koncentrace steroidnich hormonil v odpadnich a povrchovych vodach se pohybuje nejcastéji
v fadu ng/l. Naptiklad koncentrace estronu byla v holandskych vodach naméfena v rozmezi 0,1
— 3,4 ng/l. V italské fece Tibera koncentrace estronu dosahovala 1,5 ng/l, v némeckych fekach
0,3—-5,5 ng/l (Baronti a kol., 2000; Belfroid a kol., 1999; Kuch a Ballschmiter, 2001). U vypusté
z COV v &eské Uhfinévsi byla naméfena koncentrace estrogenti v kalu az 345 ng/l (Paces,
2015).

V soucasnosti pouzivané metody jako sorpce na aktivni uhli jsou investi¢n€ i provozné
narocné s nutnosti regenerace nebo dokonce likvidace aktivniho uhli jako odpadu. Odstranéni
téchto latek pomoci sorpce na mikroskopické fasy se proto do budoucna jevi jako velmi
lukrativni zpisob levného a ekologicky nezdvadného ¢isténi odpadnich vod.

Materialy a metody
Biosorbent

Jako modelovy mikroorganismus byla pouzita jednobunécna tasa Chlorella vulgaris,
kultivovéana ve fotobioreaktorech Mikrobiologického ustavu akademie véd Tiebon (MBU AV
Ttebon). Po kultivaci byla fasa promyta a lyofilizovana. Takto upravena byla pouzita jako
zékladni modelovy biosorbent.

Mikropolutanty

Z tad mikropolutantli v zdkladni fazi tohoto projektu byly vybrany tii pfirodni steroidni
hormony: progesteron, testosteron a estron (SigmaAldrich, p.a. >99%). Struktury jednotlivych
hormontl jsou zobrazeny na obr. ¢. 1-3.

Obr. 2 Estron Obr. 1 Progesteron Obr. 3 Testosteron



Konference — Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2017

Biosorb¢ni testy

Absorp¢ni testy byly provadény jako vsadkové experimenty o objemu 750 ml. Pouzita
koncentrace hormonti ¢inila 10 pug/l a koncentrace sorbentu 1 g/l. Absorpce probihala 24
hodin, pii 25 °C na tfepacce (150 rpm). Nasledné byl sorbent odstfedén a supernatant
zkoncentrovan pomoci metody extrakce na tuhé fazy (SPE) za pouziti SPE kolon Strata C18
(55 um, 70 A, 500 mg/6ml). Urceni pfesné koncentrace probihalo pomoci HPLC-DAD s
nasledujicimi parametry: kolona Agilent Eclipse XDB (5 um; 4.6x150mm), gradientova
eluce, mobilifni faze: roztok A (0,01 % kyselina orthofosforecna ve vodé) a B (0,01 %
kyselina orthofosfore¢na v acetonitrilu), pritok 0,8 ml/min, teplota 30°C, nastiik 20 pl.
Absorbcni testy byly pro kazdy z hormont opakovany minimalné 5x.

Vysledky a diskuze

Pti testovani steroidniho hormonu progesteronu doslo ke snizeni koncentrace primérné o 52
% oproti slepému pokusu (bez ptidaného biosorbentu). Plocha namétenych pikt slepych
pokusti byla 492 (+10) a plocha pokusi s pfidanym biosorbentem 243 (£16). U druhého
testované¢ho steroidniho hormonu estronu doslo ke sniZzeni o 34 %. Namé&fené plochy byly 81
(£8) a 52 (£8). Nejnizsi Gcinnost sorpce byla zaznamendna u tretiho z testovanych hormoni
testosteronu a to jen o 5 %, odezvy byly 438 (£38) a 415 (£26).

600 -

I
M slepy pokus
I S biomasou
0 []

progesteron testosteron estron

plocha odezvy
N w H (O}
o o o o
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Obr. 4 Graf namérené plochy odezvy pro biosorpéni testy
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Rozdilné schopnosti sorpce na povrch lyofilizované biomasy C. vulgaris lze vysvétlit
rozdilnou strukturou vybranych steroidnich hormont. Progesteron, u kterého byl naméten
nejvyssi rozdil mezi pokusy s biomasou a bez ptidané biomasy, ma nejdelsi rozvétveny
postranni fetézec. Patrné€ nejvyznamnéjsi rozdil mezi strukturou estronu a testosteronu je
aromaticky kruh v struktufe estronu, ktery mize mit vliv na sorpci. Pravé vliv poctu
aromatickych kruhii v molekule oznacili jako hlavni rozhodujici faktor Jelinek s spol. v praci
z roku 2015, kde naméfili rozdilné schopnosti vazat se a to v zavislosti na pocet aromatickych
kruhti v molekule. Nejvyssi schopnost zaznamenali u quercetinu a xanthohumulonu. Nejnizsi
pak naptiklad u kyseliny galové a kumarové (Jelinek a spol., 2015). Tento trend lze tedy vidét
i u nas: estron dosahl vyssiho stupné sorpce nez testosteron.

Zavér

I ptes rozdilné schopnosti sorpce se biomasa C.vulgaris v nami provedenych pokusech
ukézala jako vhodny biosorbent pro snizeni koncentrace nékterych z mirkopolutantti ve
vodném prostiedi. Biomasa se tak ukazuje jako levny biodegradovatelny sorpcni material,
vhodny jako alternativa k dnes €asto pouzivanému aktivnimu uhli v ¢istickach odpadnich vod.
Po ztraté klicovych vlastnosti, sorpcnich a mechanickych (¢aste¢ny rozklad materialu
mikroorganismy), nabizi Setrnou likvidaci pomoci dekontamina¢né-degradacniho procesu
(kompostovani, metanogeneze).

Zavislost sorpce na struktuie testovanych steroidnich hormoni bude dale testovana vhodnym
vybérem steroidnich hormoni s rozdilnou strukturou jako je naptiklad desogestrel,
ethinilestradiol, megestral acetat, kortison a pouzitim rozdilnych sorbentd.
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Ovéreni produkce sekundarnich metaboliti v pribéhu germinace
Streptomyces coelicolor
M. Cihak™”, P. Pohl’, I. Musi¢’, Z. Kamenik ", J. Bobek™”, J. Masak"

'Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
“Ustav imunologie a mikrobiologie, 1. LF UK a VFN v Praze
3Pfirodovédeck2’1 fakulta, UJEP v Usti na Labem

4Mikrobiolozg,rick}'/ tistav AV CR, v. v. i., Praha

1. Uvod
Bakterie rodu Streptomyces ve svém vyvojovém cyklu prochéazeji komplexni bunéénou

diferenciaci (Obr. 1). Z klidového stadia spor prechazeji procesem germinace do vegetativni
faze rlstu substratového mycelia. Pfechod do stacionarni faze rlstu naopak charakterizuje
tvorba mycelia vzdusného a produkce sekundarnich metabolitl, zejména klinicky vyznamnych
antibiotik (Seipke a kol., 2011). Sekundarni metabolity nejsou pro organismus esencialni, ale
umoznuji mu druhové interakce a poskytuji konkurenéni vyhodu nebo ochranu pied
nepfiznivymi zivotnimi podminkami (Keulen a Dyson, 2014). Pfestoze uz bylo objeveno
mnoho sekundéarnich metabolitl streptomycet, jednalo se nejcastéji o izolaci ze stacionarni faze
ristu, tedy v souvislosti s tvorbou vzdusného mycelia. Z nami publikovanych dat genové
exprese pii germinaci Streptomyces coelicolor vSak vyplyva, Ze se v této fazi aktivuji také geny
fidici biosyntézu sekundarnich metaboliti, napt. coelimycinu P1 (Strakova a kol., 2013). V nasi
praci se proto zamétujeme na ovefeni produkce sekundarnich metaboliti v pribéhu germinace.

Pro analyzu téchto latek pouzivame kapalinovou chromatografii s hmotnostné

Uchyceni spory na substratu

P <«
Sporulace f{; / \

Germinace
/ Y

Segregace chromosomu
a tvorba sept Tvorba substratového mycelia

<

€ Formovani reproduktivniho
? vzdudného mycelia

——— = ,}’?.”.;?Z’v’ Dk & R,

Obr. 1: Schéma zivotniho cyklu streptomycet, pfevzato a upraveno ze Seipke a kol. (2011)
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spektrometrickou detekci (UHPLC-MS). Produkce sekundarnich metaboliti jiz v rané fazi
vyvoje by mohla mikroorganismu poskytovat vyhodu v podobé monitorovani a optimalizace

podminek pro rist, véetné synchronizace nasledného vyvoje.

2. Material a metodika

2.1 Pouzity mikroorganismus a podminky kultivace
Pracujeme s kmenem Streptomyces coelicolor M145 uchovavanym ve form¢ sporovych

suspenzi pti —20 °C. Vodou promyté spory resuspendujeme v R3, NMMP, nebo AM tekutém
médiu (Kieser a kol., 2000; Strakova a kol., 2013) v poméru 2 ml média na 0,3 g spor.
Germinaci spor synchronizujeme tepelnym Sokem (10 min, 50 °C). Ptipravenou sporovou
suspenzi (108 spor na mililitr média) inokulujeme 50 ml média v 250ml Erlenmayerové batice.
Kultivujeme 6 h (37 °C, 180 rpm), nebo 48 h (29 °C, 180 rpm).

2.2 Extrakce sekundarnich metaboliti a UHPLC-MS analyza

Po skonceni kultivace kulturu odstfedime. Pro extrakci na pevnou fazi (SPE) pouzijeme
3 ml supernatantu (pH 3). Extrakce probiha na SPE kolonce (Oasis HLB 3cc Vac Cartridge;
Waters), kterou umistime na manifold (SPE manifold, Phenomenex), u né¢hoz regulujeme
vakuum tak, aby priitok neptekro¢il 2 mlmint. Provedeme kondicionaci kolonky
3 ml methanolu a nasledné ekvilibraci 3 ml Milli-Q vody (Millipore). Naneseme 3 ml vzorku,
promyjeme 3 ml Milli-Q vody a eluujeme 1,5 ml methanolu do mikrozkumavky. Extrakt
zakoncentrujeme na centrifugaénim evaporatoru (30 °C). Residuum rozpustime ve 100 pl 50%
methanolu a pfipravime vzorek pro UHPLC-MS analyzu (mobilni faze: 0,1% kyselina
mraven¢i a 100% acetonitril) v pozitivnim (ESI+) moédu ionizace. Identifikaci znamych
sekundarnich metaboliti S. coelicolor jsme zalozili na pfesném méfeni m/z pomoci
vysokorozli$ujiciho hmotnostniho spektrometru. Kromé m/z byl k ur¢eni elementarniho slozeni
pouzit pomér detekovanych izotopickych pika. U germicidinu A jsme navic porovnali reten¢ni
chovani dostupného standardu (Cayman Chemical) s detekovanym analytem.

2.3 Ovéreni biologickych ucinkii germicidinu A a chalkonu

Biologicky ucinek sekundarnich metabolith produkovanych v germinaci jsme ovéfili
s vyuzitim standardd gemicidinu A (Cayman Chemical) a trans-chalkonu (Sigma-Aldrich).
Ov¢éteni jsme provedli na kultivacnich Sestisektorovych titracnich destickach s ONA médiem
(Kieser a kol., 2000), a to ve dvou sériich v tripletech s negativni kontrolou (médium
bez testované latky). U obou latek byl pouzit linedrni koncentraéni gradient (0-8 pg ml™?).
Vyhodnoceni jsme provedli z hlediska poctu jednotlivych bunck (spor) tvoficich kolonie

a fenotypovych zmén.
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3. Vysledky a diskuze

Produkci sekundarnich metabolitd S. coelicolor jsme ovéfovali ve stacionarni fazi rdstu
a v germinaci. Pro kontrolu, ze detekované latky se skutecné tvoii pifi germinaci, jsme navic
métili vzorek extraktu sekundarnich metabolitti z vodou promytych dormantnich spor. Timto
zpusobem zmapovana aktivita sekundarniho metabolismu v pribéhu germinace
je zpiehlednéna v Tab. |. Nakonec jsme ovéfili biologicky uéinek sekundarnich metabolitt
produkovanych S. coelicolor v pribéhu germinace. V souladu s dosud publikovanymi daty
jsme zjistili, ze nutri¢n€ bohata média R3 a AM jsou z hlediska stimulace germinace a produkce
sekunddrnich  metabolith  vhodng&j§i neZz minimélni tekut¢ médium NMMP,
a to zfejmé diky piitomnosti Ca®" iontii & L-aminokyselin. Jako vhodny zdroj uhliku z hlediska
produkce sekundarnich metaboliti se nam u R3 média osvéd¢il glycerol a mannitol, v piipadé

NMMP mannitol a u AM glukosa a glycerol.

Tab. l. Vysledky in vivo analyzy produkce sekundarnich metabolitd S. coelicolor. Pfitomnost
metabolitu byla sledovana v dormantnich sporach, v pribéhu germinace (kultivace 6 h)
a ve stacionarni fazi rastu (kultivace 48 h). Symbol ,,+“ oznacuje detekci metabolitu, symbol

»— negativni vysledek.
Sekundarni metabolit Dormantni spory Germinace Stacionarni faze
actinorhodin + + +
albaflavenon = + +
coelimycin P1 — = +
desferrioxaminy B, D1, E, G1 = = +
germicidin A = + +
germicidinyBa C — = +
chalkon - + +
kalafungin = = +
kalcium-dependentni antibiotikum (CDA) — = +
streptorubin B, undecylprodigiosin — = +

Vétsinu sekundarnich metabolitli jsme nedetekovali v germinaci (Tab. 1.). Pfi¢inou mulze byt
fyziologicky stav populace na po¢atku vegetativni faze ristu nebo kultivaéni podminky vedouci
k nekompletni syntéze ¢i jeji inhibici. Syntéza pomémné slozitych struktur nékterych
sekundarnich metabolitii vyZaduje totiz kromé celé fady jiz vytvofenych intermediatt i aktivitu
velkého mnoZstvi genti. Na zaklad¢€ naSich vysledkt se 1ze domnivat, Ze k syntéze intermediata
VvV germinaci teprve dochéazi, a proto tyto latky nemusi byt nasyntetizovany v dostatecném
mnozstvi pro detekci. Intermediaty mohou byt v buiikach ptipraveny pro pozdnéjsi faze rustu,
kdy poslouzi jako substrat pro syntézu findlniho produktu.
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Sekundarni metabolity S. coelicolor produkované v prubéhu germinace

Nejnovéjsi studie (Xu a Vetsigian, 2017) popisuje, ze germinaci S. coelicolor mohou pozitivné
i negativné ovlivilovat zatim nezndmé produkty vlastnich germinujicich spor,
ale také spor jinych druhl streptomycet. Z vysledkti nasi prace vyplyva, ze S. coelicolor
v prib¢hu germinace produkuje tfi sekundarni metabolity, které patfi mezi terpenoidy
a polyketidy. Vykazuji celou fadu biologickych U¢inkti a snad napomahaji S. coelicolor
jiz vrané fazi vyvoje potlacovat konkurencni mikrofléoru nebo koordinovat vlastni vyvoj.
Biosyntetické drahy nalezenych latek maji pouze nékolik reakénich krokt, nevyzaduji slozité

prekurzory a tidi je geny, které se béhem germinace exprimuji (Strakova a kol., 2013).

Albaflavenon

Seskviterpenoid albaflavenon ma zemitou vini podobnou geosminu (Glirtler a kol., 1994)
a jeho biosyntéza vyzaduje aktivitu pouze dvou geni z klastru sc05222-5223 (Moody a kol.,
2012). Doposud byla produkce albaflavenonu u streptomycet popsana pouze ve stacionarni fazi
rastu (Giirtler a kol., 1994; Moody a kol., 2012). Z analyzovanych dat genové exprese vSak
vyplyva, ze pii germinaci dochazi k aktivaci genu sco5223 (Strakova a kol., 2013), coz
poukazovalo na moznou tvorbu tohoto metabolitu jiz po Sesti hodinach kultivace. Zde jsme
latku odpovidajici albaflavenonu skute¢né detekovali stejné€ jako ve vzorku ze stacionarni faze
ristu. V extraktu z dormantnich spor se vSak nevyskytovala, coz doklada, ze se nejedna
0 zachyt metabolitu pochdzejiciciho ze sporulace. Lze se domnivat, ze albaflavenon
produkovany béhem germinace organismu ziejmé poskytuje vyhodu v silné konkurencnim
pudnim prostiedi, nebot’ ma prokazatelny antibakterialni ucinek (Giirtler a kol., 1994).
Antibakterialni Gi¢inek terpenoidnich latek neni ni¢im neobvyklym. Rada z nich ma schopnost
inkorporace do plazmatické membrany bakterii, ¢imZ dochéazi k ovlivnéni jeji permeability
a k naslednému unikani intracelularniho materialu. Pokud by se albaflavenon zaclefioval
do hydrofobniho obalu spor, podobn¢ jako monoterpenoidni latky do lipofilni vrstvy
membrany, 1ze se domnivat, Ze tim ovlivni propustnost obalu vedouci k intenzivnimu influxu
vody do spor, ¢imz by se germinace urychlila. Uvazujeme-li, ze tloustka hydrofobniho plaste
spory neni unifikovand potom influx vody do kazdé spory probihd s odliSnou intenzitou
a kliceni je tedy nesynchronni proces. Dfive vyklicené spory by pak albaflavenon produkovaly

jako signal, ze podminky vnéjsiho prostiedi jsou vhodné pro rast.

Germicidin A
Germicidiny patii do bohaté zastoupené skupiny ptirodnich latek a-pyroni, které maji mnoho

biologickych ucinki a 1ze mezi nimi nalézt 1 signalni molekuly pro mezibunécnou komunikaci
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(quorum sensing). Na biosyntéze germicidind se u S. coelicolor podili polyketid-synthasa typu
Il — produkt genu sco7221 (Chemier a kol., 2012). Nicméné exprese tohoto genu pii germinaci
nebyla zjisténa, nebo byla pod hranici detekce (Strakova a kol., 2013). Biosyntéza germicidini
by vSak mohla souviset s aktivitou genti sc07670-7671, jejichz exprese naopak byla
V germinaci potvrzena (Strakova a kol., 2013). Metabolickymi produkty téchto genii jsou praveé
triketid pyrony (Chemier a kol., 2012). Produkce germicidinu A je popsana u kli¢icich spor a
ve stacionarni fazi rastu S. viridochromogenes (Petersen a kol., 1993). Izolovan byl také po vice
nez dvaceti ¢ty hodinové submerzni kultivaci dalSich streptomycet (Aoki a kol., 2011).
Vysledky nasi prace vSak vitbec poprvé dokazuji, ze germinujici spory S. coelicolor produkuji
germicidin A.

Jelikoz je germicidin A zndmym signdlem pro inhibici germinace spor, ovétovali jsme
dale jeho biologicky uginek. Jiz pti koncentraci niz$i nez 8 pg ml? viditelné negativné
ovliviioval kli¢eni spor S. coelicolor M145. Germicidin A inhibuje respiraci spor a mycelia
interakci s membranovou Ca?" ATPasou, kdy vznika inaktivni systém neprodukujici ATP.
Timto mechanismem germicidin nejen reverzibilné zabranuje sporam vytvofit dostate¢né
mnozstvi energie pro prub¢h germinace, ale také inhibuje rust hyf (Aoki a kol., 2011; Grund
a Ensign, 1985). Germicidin A rovné€Z vykazuje antibakterialni u¢inek (Grund a Ensign, 1985).
Z vy$e zminénych diivodi byla pro nas produkce germicidinu A pii germinaci za optimalnich
laboratornich podminek ptekvapiva. Jeho produkce kli¢icimi sporami ziejm¢ napoméha
koordinaci germinace ve vlastni populaci, a 1ze tedy mluvit o autoregulacni funkci. Produkci
germicidinu by S. coelicolor mohla udrzovat dosud nevykli¢ené spory v dormantnim stavu po
delsi dobu, jestlize se prostiedi ukaze nepfiznivym nebo z divodu kli¢eni spor v blizkosti
matetfskych kolonii, které samy odCerpavaji Ziviny z prostfedi. Pokud germinujici spory
nenaleznou vhodné prostfedi, odumiou, ¢imz se sniZuje nadéje na pieziti druhu. Naopak
S vyuzitim germicidini se mohou spory v prostiedi dale $ifit a po pfekonani reverzibilniho
inhibitoru vyklic¢it. Vysledkem by tak mohly byt Gispé$né vykli¢ené spory, které nalezly vhodné

prostiedi pro rist a rozmnozovani.

Chalkon

Chalkony jsou intermediaty biosyntézy flavonoidu. V prubéhu germinace S. coelicolor
se exprimuje gen scol206 (Strakova a kol, 2013), jehoz produktem je polyketid-synthasa
typu III, blizce ptibuzna rostlinné chalkon-synthase (Izumikawa a kol., 2003). Pfestoze jsme
produkci znamych flavonoidnich latek S. coelicolor neprokazali, detekovali jsme

V supernatantu ze stacionarni faze a z germinace latku odpovidajici chalkonu, jenz by mohl byt
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meziproduktem biosyntézy dosud nepopsané¢ho flavonoidu. Chalkon je zfejmé ndstrojem
mezidruhové komunikace, nebot’ je mu v literatufe pfipisovan antifungélni, fytotoxicky
a insekticidni uc¢inek (Diaz-Tielas a kol., 2016). Mohl by se také uplatiiovat jako signalni
molekula v symbiotickém vztahu. Ptikladem je 4,4 -dihydroxy-2’-methoxychalkon, ktery
produkuji lusténiny a indukuji tak transkripci nod gent u rhizobakterii. Produkty téchto genu,
Nod faktory, se podileji na symbidze, ptfi niz rhizobakterie pro rostliny produkuji dusik
(Maxwell a kol., 1989). Rostliny a streptomycety jsou si v mnoha ohledech podobné, piestoze
patii k odliSnym skupinam organismu. Zajimava je naptiklad popsand produkce flavonoidu
naringerinu u grapefruitu a Streptomyces clavuligerus. Jednim z prekurzorti biosyntézy
naringerinu je pravé naringerin-chalkon (Alvarez-Alvarez a kol., 2015). Pfedpokladali jsme, Ze
by mohly za ptiznivych podminek okolniho prostfedi chalkony a flavonoidy produkované
sporami stimulovat germinaci u streptomycet. Experimentaln¢ jsme vSak ovéfili opak, protoze
chalkon germinaci S. coelicolor prokazatelng inhiboval (Obr. 2). Pii koncentraci 300 pg ml™
zcela potlacoval riist a pti 8 pg ml™! a niz&i viditeln& inhiboval kli¢eni spor, diferenciaci kolonii

a produkci actinorhodinu.

Obr. 2 Biologicky tu¢inek chalkonu na rast S. coelicolor M145 po 48 h Kkultivace
pfi 29 °C: (A) ONA médium s linearnim koncentraé¢nim gradientem chalkonu (rozpustény
v DMSO). Gradient je znazornén bilym klinem, jehoz $irSi ¢ast oznacuje misto nejvyssi
koncentrace chalkonu (8 ugml™) a wuz8i &ast koncentraci blizici se 0 pgml™!,
(B) ONA médium s DMSO (negativni kontrola bez chalkonu).

g.rovzezzi‘llie ?sme prvni systematickou analyzu produkce sekundarnich metabolitl pfi germinaci
streptomycet. K tomuto pozorovani nas vedla hypotéza o potiebnosti jednak mezidruhové
komunikace, jednak koordinace vlastniho vyvoje populace v rané fazi ristu. Tuto hypotézu
podporovaly ptedeslé transkriptomové analyzy germinace u streptomycet (Strakova a kol.,

2013), které prokazaly expresi genti sekundarniho metabolismu. Pomoci UHPLC-MS jsme
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z faze kliceni S. coelicolor detekovali produkci tfech pro germinaci potencialné dulezitych
sekundarnich metabolitt — germicidinu A, albaflavenonu, a chalkonu. U albaflavenonu, jehoz
biologicky efekt jsme bliZze netestovali, nelze vyloucit ani aktivujici ani inhibujici ucinek
na germinaci. U zbylych metabolith mize byt jejich detekce pii germinaci piekvapiva,
a to vzhledem k nasledné zjisténym inhibi¢nim u¢inkiim chalkonu a germicidinu A na kli¢ici
spory. Z téchto dat je ziejmé, Zze u S. coelicolor (ktery germinuje pomaleji a asynchronné
narozdil od nékterych druhti streptomycet, napf. S. viridochromogenes) produkce
germinacnich inhibitorti do média pievlada, coz je v souladu se znamym inhibi¢nim G¢inkem

supernatantu tohoto druhu na vlastni germinaci (Xu a Vetsigian, 2017).
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Zména obsahu a distribuce prirodnich latek s antioxida¢ni aktivitou ve Vitis

vinifera v pribéhu vegetace a agrotechnickych zasahu
L. Gharwalova, 1. Kolouchova, J. Masak

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Pro co nejlepsi vyuziti odpadu, vznikajiciho zelenymi pracemi na vinohradu, je potfebné znat
kdy je akumulace antioxidantli v rostliné nejvyssi. V prubéhu vegetace produkuji vinohrady
nezanedbatelné mnozstvi odpadu, které by mohlo byt levnym zdrojem vyznamnych
antioxidantl pro potravinarstvi nebo farmacii. Obsah téchto latek se ovSem v prubéhu vegetace
a vlivem agrotechnickych zdsahi méni. Rovnéz je obsah fenolickych antioxidanti v rostliné
Vitis vinifera zavisly na riznych klimatickych a agrotechnickych faktorech. Cilem prace bude
sledovat a vyhodnotit zmény v obsahu a distribuci pfirodnich antioxidanti v rostliné Vitis

vinifera v prub&hu vegetace a béhem agrotechnickych zasahu.

1. Uvod
Réva vinna (Vitis vinifera) je popinava rostlina, jejiz plody se vyuzivaji k piimé

konzumaci ale predev§im pro vyrobu vina. Vzhledem na to, Ze réva vinna obsahuje
nezanedbatelnd mnozZstvi pfirodnich latek s antioxida¢nim charakterem, je 1 vino cennym
zdrojem téchto latek. NejrozSitenéjSimi prirodnimi antioxidanty jsou fenolové latky, mezi které
radime 1 flavonoidy a stilbenoidy. Stilbenoidy disponuji vyznamnymi biologickymi G¢inky a
mezi jejich nejvyznamnéjsi zastupce patii resveratrol (Obr. 1) a jeho glykosidickd forma
polydatin.

OH

HO \

OH
Obr. 1 Struktura resveratrolu
Obsah téchto latek v rostling je zavisly fedevSim na klimatickych podminkach ale mtze
byt ovlivnén i agrotechnickymi zésahy péstiteli béhem roku. Také ¢asti, které byly vystaveny

zivému ¢i nezivému stresu obsahuji vice antioxidantl. Mezi stresy, které zvySuji obsah
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antioxidantl v réve, se fadi napt. nékteré infekce (pfedevsim plisnové), expozice ultrafialovému
zéafeni, ozonovy stres nebo mechanické poskozeni.

Béhem roku vinatstvi produkuji odpady a to pii vyrob¢ vina jako i pfi zelenych pracich
na vinici. Pfi zpracovani vinnych hrozni dochazi k produkci vedlejsich produktt, jako jsou
trapiny, kaly a matoliny. Vedlejsi produkty ze zpracovani révy vinné béhem zelenych praci
vznikaji piedevs§im pii oseCkovani vinohradu a pii fezu révy v zimnich mésicich. Tyhle odpady
nemaji dalsi vyuziti a mizou predstavovat zatéz pro zivotné prostiedi. Tenhle odpad by ovSem
mohl pfedstavovat vyznamny zdroj fenolickych sloucenin, které by mohly byt dal vyuzivany,
napiiklad jako ptisada do potravin, nejcastéji za ucelem prodlouZeni jejich trvanlivosti.

2. Odpad z vinic

Obdobi vegetace u Vitis vinifera tvoii obdobi slzeni, raseni, rist letorostt, kveteni, vyvoj
a zrani hroznt a kon¢i vyzravanim dieva. Obdobi vegetace tedy za¢ina od zacatku jara a konci
na podzim, kdy klesnou teploty pod 10°C. Béhem vegeta¢niho obdobi vznika zelenymi pracemi
(ometani kminki, redukce poctu letorostli, vylamovani fazochi, oseCkovani, redukce nésady
hroznil) na vinohradu nezanedbatelné mnozstvi odpadu, predevsim letorostl a listd, ktery je
nejcasteji kompostovan.

V ptipadé letorostl je moZno je zpracovat na §t€pky, které mohou byt déale vyuzité. Diky
svému slozeni se v souCasné dobé naskyta moznost vyuZit letorosty jako potencialni zdroj
antioxidant. Ve vyhonech byl potvrzen vyskyt nejen bilkovin, sacharidi a mineralnich latek,
ale prave i fady biologicky aktivnich polyfenola (Cetin a kol., 2011, Karacabey a Mazza, 2010,
Soural a kol., 2015). Nemén¢ vyznamny obsah téchto latek byl rovnéz potvrzen v listech révy
vinné (Farhadi a kol., 2016, Melzoch a kol., 2001).

Dle Evropské unie by se s vinohradnickym odpadem meélo hospodafit tak, aby se
chrénila voda, plida, krajina a jeji biodiverzita (EC 491/2009). Jako nésledek byl posledni roky
zaznamenany vzrustajici zdjem o alternativni feSeni pro vyuziti a valorizaci vedlejSich
produktti, ¢imz by se dosahlo ekonomickych, socialnich i environmentalnich vyhod (Devesa-
Rey a kol., 2011, Chouchouli a kol., 2013, Lavelli a kol., 2014).

3. Vyskyt antioxidanti

Casti rostliny, které byly vystaveny zivému, & nezivému stresu obsahuji vice
antioxidantti. Obsah fenolickych antioxidantl ve ving a rostling Vitis vinifera je také zavisly na
odrudé¢ (Cantos a kol., 2002, Ortega a kol., 2008) a podminkach pro rast rostliny. Antokyany
jsou predevsim obsazeny ve vakuolach a bunécné stén¢ slupky bobuli a jsou zodpovédné za

barvu hroznti. Slupky obsahuji i dal$i antioxidanty z jinych skupin, jako napiiklad resveratrol
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nebo kyselinu gallovou, které se extrahuji béhem macerace hroznt do vina (Farhadi a kol.,
2016). Resveratrol se nachazi naptiklad i v letorostech a listech, které mohou byt, misto
kompostovani, vyuzity jako zdroj antioxidanti v dopliicich stravy pro ¢loveéka (Cetin a kol.,
2011).

Wang a kol. (2010) sledovali expresi genu pro STS u mladé rostliny révy vinné, ¢imz
zjistili, Ze k biosyntéze stilbenoidi dochazi zejména v bobulich, v mensim mnozstvi i v listech
a ostatnich organech rostliny. Maximalni obsah resveratrolu byl nalezen ve floému letorostu,
nasledovany pupeny, kofeny, xylémem letorostli, vyhonky a fapiky; v minimalnim mnozstvi
byl nalezen v listech, coz naznacuje, Ze misto syntézy fenolti nemusi byt shodny s mistem jejich
vyskytu.

4. Vliv vnéjSich podminek a zmény béhem vegetace

Obsah n¢kterych polyfenolt odrazi klimatické podminky béhem vegeta¢niho obdobi jako
i plistiové onemocnéni, kterého riziko je vyssi ve vlhkych podminkach (Melzoch a kol., 2001).
Tak naptiklad dlouhodobé sucho zpiisobilo pokles fenolickych kyselin (kyselina kdvova, p-
kumarova a kyselina ferulova) v listech a kotenech révy vinné (Krol a kol., 2014).

Ovlivnit obsah antioxidantd v rostliné muze také aplikace rostlinnych hormond a
pesticidu. Pfidavkem kyseliny giberelové, regulatoru ristu rostlin, se zvysil obsah fenolickych
latek a flavonoidl v listech, stoncich a uponcich rostliny, zatimco jejich obsah ve slupkéach
bobuli se snizil (Tian a kol., 2011). Hodnoty antioxida¢ni aktivity, méfené pomoci metod ABTS
a DPPH, se prokézaly vyssi u chorvatskych biovin ve srovnani s konvencnimi viny (Vrcek a
kol., 2011). Konven¢ni vina vznikaji tradiénim ptistupem, kdy se v ptipadé prvniho vyskytu
mikrobialniho napadeni pouZivaji postiiky pesticidy zatimco biovina vznikaji autentickym
(bio) ptistupem, kdy neni réva oSetfovana postiikem pesticidy, ale jen alternativnimi
biopfipravky.

Odpad vznikajici béhem vegetacniho obdobi na vinici ma rozdilni obsah fenolovych
latek. Mnohé prace (Fornara a kol., 2008, Obreque-Slier a kol., 2010) se jiz zabyvaly obsahem
antioxidantt ve Vitis vinifera béhem zrani bobuli. Zrani ov§em tvofi jen malou ¢ast vegeta¢niho
obdobi rostliny a odpad, ktery by mohl byt dal vyuzity je produkovany od jara az po podzim.
5. Vlastni plan prace

V projektu se zaméfime na sledovani a vyhodnocovani zmén obsahu a distribuce
piirodnich antioxidantt v rostling Vitis vinifera v prub&éhu vegetace a béhem agrotechnickych
zéasahti (postiiky). Z pohledu vedeni révy vinné a piistupu k jejimu oSetfovani existuji dva

zakladni ptistupy. V projektu budou sledovany obsahy stilbenoidi (resveratrol a jeho analoga)
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ve vzorcich pochazejicich z vinohradl s obéma typy pfistupii oSetfovani révy. Zjisténim zmeén
v obsahu a distribuci pfirodnich latek s antioxidaéni aktivitou ve Vitis vinifera bychom mohli
prispét k vyuziti vedlejSich produkti zemédélské produkce.

V projektu se zaméfime na sledovani obsahu latek v letorostech ze zimniho fezu révy a v
raSicich letorostech pii ometani kminkti. Také bude sledovana distribuce vybranych latek pfti
vlivu agrotechnickych zasahii (posttiky). Pro posouzeni schopnosti reakce révy vinné na
postiikové latky z pohledu obsahu antioxidantli budou analyzovany vzorky z vinohradd s
konven¢nim piistupem péstovani révy a s ekologickych pfistupem. V analyzach bude sledovan
obsah celkovych polyfenoll, antiradikdlovd aktivita (DPPH) a koncentrace vybranych
polyfenolt s antioxidacni aktivitou.

6. Podékovani

Financovano z uéelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢&. 20-

SVV/2017).

7. Literatura

Cantos, E., Espin, J.C., Tomas-Barberan, F.A. (2002) Varietal differences among the
polyphenol profiles of seven table grape cultivars studied by lc—dad—ms—ms, J Agric Food
Chem, 50, str. 5691-5696.

Cetin, E.S., Altindz, D., Targan, E., Goktiirk Baydar, N. (2011) Chemical composition of grape
canes, Industrial Crops and Products, 34, str. 994-998.

Devesa-Rey, R., Vecino, X., Varela-Alende, J.L., Barral, M.T., Cruz, J.M., Moldes, A.B.
(2011) Valorization of winery waste vs. the costs of not recycling, Waste Management, 31, str.
2327-2335.

European Committee for Standardization (2008) EN 14214.

Farhadi, K., Esmaeilzadeh, F., Hatami, M., Forough, M., Molaie, R. (2016) Determination of
phenolic compounds content and antioxidant activity in skin, pulp, seed, cane and leaf of five
native grape cultivars in West Azerbaijan province, Iran, Food Chem, 199, str. 847-855.
Fornara, V., Onelli, E., Sparvoli, F., Rossoni, M., Aina, R., Marino, G., Citterio, S. (2008)
Localization of stilbene synthase in Vitis vinifera L. during berry development, Protoplasma,
233, str. 83-93.

Chouchouli, V., Kalogeropoulos, N., Konteles, S.J., Karvela, E., Makris, D.P., Karathanos,
V.T. (2013) Fortification of yoghurts with grape (Vitis vinifera) seed extracts, LWT - Food Sci
Techno, 53, str. 522-529.

Karacabey, E., Mazza, G. (2010) Optimisation of antioxidant activity of grape cane extracts
using response surface methodology, Food Chemistry, 119, str. 343-348.

Krol, A., Amarowicz, R., Weidner, S. (2014) Changes in the composition of phenolic
compounds and antioxidant properties of grapevine roots and leaves (Vitis vinifera L.) under
continuous of long-term drought stress, Acta Physiol Plant, 36, str. 1491-14909.

Lavelli, V., Sri Harsha, P.S., Torri, L., Zeppa, G. (2014) Use of winemaking by-products as an
ingredient for tomato puree: the effect of particle size on product quality, Food Chem, 152, str.
162-168.

Melzoch, K., Hanzlikova, 1., Filip, V., Buckiova, D., Smidrkal, J. (2001) Resveratrol in parts
of vine and wine originating from Bohemian and Moravian vineyard regions, Agric conspec
sci, 66, str. 53-57.

23



Konference — Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2017

Obreque-Slier, E., Pena-Neira, A., Lopez-Solis, R., Zamora-Marin, F., Ricardo-da Silva, J.M.,
Laureano, O. (2010) Comparative study of the phenolic composition of seeds and skins from
Carmenere and Cabernet Sauvignon grape varieties (Vitis vinifera L.) during ripening, J Agric
Food Chem, 58, str. 3591-3599.

Ortega, T., De La Hera, E., Carretero, M.E., Gomez-Serranillos, P., Naval, M.V., Villar, A.M.,
Prodanov, M., Vacas, V., Arroyo, T., Hernandez, T., Estrella, 1. (2008) Influence of grape
variety and their phenolic composition on vasorelaxing activity of young red wines, Eur Food
Res Technol, 227, str. 1641.

Soural, 1., Vrchotova, N., Ttiska, J., Balik, J., Hornik, S., Cuiinova, P., Sykora, J. (2015)
Various extraction methods for obtaining stilbenes from grape cane of Vitis vinifera L,
Molecules, 20, str. 6093-6112.

Tian, S.F., Wang, Y., Du, G,, Li, Y.X. (2011) Changes in contents and antioxidant activity of
phenolic compounds during gibberellin-induced development in Vitis vinifera L. ‘Muscat’,
Acta Physiol Plant, 33, str. 2467-2475.

Vréek, 1.V., Boji¢, M., Zuntar, I., Menda3, G., Medié-Sari¢, M. (2011) Phenol content,
antioxidant activity and metal composition of Croatian wines deriving from organically and
conventionally grown grapes, Food Chem, 124, str. 354-361.

Wang, W., Tang, K., Yang, H.-R., Wen, P.-F., Zhang, P., Wang, H.-L., Huang, W.-D. (2010)
Distribution of resveratrol and stilbene synthase in young grape plants (Vitis vinifera L. cv.
Cabernet Sauvignon) and the effect of UV-C on its accumulation, Plant Physiol Biochem, 48,
str. 142-152.

24



Konference — Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2017

Moznosti vyuZziti odhor¢enych chmelovych materiala v pivovarstvi
V. Hanko, L. Jelinek, P. Dostalek

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Zbytky po vyrobé chmelovych produktt (granuli ¢i extraktil), nemaji v souc¢asnosti zadné
Sirsi technologické vyuziti. Vzhledem k tomu, Ze je té€chto odhot¢enych chmelovych materialti
produkovano relativné velké mnoZstvi, je v posledni dobé zajem o nalezeni zplsobu jejich
uplatnéni v pramyslu.

Bylo zjisténo, Ze nékteré tyto materidly obsahuji, v porovnani s chmelovymi extrakty a
peletami, velké mnozstvi polyfenolii a prenylovanych flavonoidii, které vykazuji pozitivni
technologické vlastnosti i pfiznivé u€inky na lidské zdravi. Diky nim Ize tyto zbytky vyuzit
nejen v pivovarstvi, ale naptiklad i ve farmaceutickém ¢i kosmetickém pramyslu.

Odhot¢ené chmelové materidly 1ze vyuzit v riznych podobéch (pevna forma ¢i extrakty)
pro urychleni nékterych technologickych kroki horké i studené faze vyroby piva (scezovani
sladiny ¢i sedimentace kvasinek), coz ve vysledku mtze vést ke snizeni finan¢ni naro¢nosti
vyroby a prodlouZeni doby trvanlivosti piva. Jejich aplikaci v procesu vyroby piva Ize navic
zvysit antioxida¢ni kapacitu piva a pravdépodobné také obsah zdravi prospéSnych
prenylovanych flavonoidii. Zasadni vyhodou pouziti odhoic¢eného chmelového materidlu je
skutecnost, Zze by nemélo porusovat legislativni omezeni, naptiklad chranéné zemeépisné
oznaceni ,,Ceské pivo“. Vzhledem k tomu, Ze pouziti odhoféenych chmelovych materialti ma
pozitivni vliv na technologii vyroby piva a také na jeho fortifikaci zdravi prosp&Snymi latkami,

ma tento material vysoky potencidl pro aplikaci v pivovarském prumyslu.
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Pusobeni anti-biofilmovych litek na gramnegativni bakterie
N. Holovacka, M. Paldrychova, J. Masak

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Bakterie maji schopnost vytvaiet heterogenni strukturovana spolecenstvi adherujici k povrchu,
produkujici extraceluldrni polymerni matrici a ptetrvavajici takto ve formé biofilmu. Tvorba
biofilmu v lidském téle umoznuje bakteriim 1épe odolavat reakcim imunitniho systému a
ucinklim bézné pouzivanych antimikrobidlnich latek. Pfispivd k tomu mimo jiné i vysoka
hustota populace mikroorganismd v biofilmu, a sni souvisejici mezibunééna komunikace
prostfednictvim signalnich molekul neboli quorum sensing (QS). QS bakteriim umoziuje mimo
jiné expresi gend zodpovédnych za produkei virulentnich faktorti. Moznym feSenim tohoto
problému je aplikace pfirodnich biologicky aktivnich latek (N-acetylcysteinu nebo
cinnamaldehydu) interferujicich s QS systémy bakterii.

1. Quorum sensing a jeho vliv na tvorbu biofilmu gramnegativnich bakterii

Quorum sensing (QS) je mezibunéény komunikacni systém, ktery zahrnuje produkci,
detekci a reakci na extracelularni signalni molekuly zvané autoinduktory. Autoinduktory se
hromadi v prostiedi se zvySujici se hustotou bakterialni populace. Mikroorganismy na
pfitomnost autoinduktori reaguji jejich vazbou na pfislusné receptory a zménou v genové
expresi. Mezi procesy ovladané QS patii bioluminiscence, sporulace, kompetence a sekrece
virulentnich faktord, jako je produkce antibiotik nebo tvorba biofilmu.

Hlavni skupinu auotinduktorti gramnegativnich bakterii pfedstavuji N-acyl-homoserin
laktony (AHL). Jejich produkce je zavisld na s-adenosylmethioninu, jakoZto substratu. Jsou
slozeny z homoserin laktonového kruhu substituovaného postrannim fetézcem v délce C4-Cis,
¢asto modifikovanym v poloze C3 (Ng a Bassler 2009).

1.1 Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni bakterie, patfici do skupiny oportunnich

patogenti, které se vyznamnou mérou podileji na vzniku nosokomialnich infekci. Pfedstavuje
riziko zejména pro pacienty trpici cystickou fibrézou, pacienty se tietim stupném popalenin a
také pro pacienty, ktefi maji v t€le zavedeny implantaty (naprosto bézné jsou infekce mocovych
cest po implantaci mocového katétru). Rezistence této bakterie k antimikrobialnim latkam je
zpusobena zejména nizkou propustnosti vnéjsi membrany, pfitomnosti fady efluxnich pump a

tvorbou degrada¢nich enzyma (Gellatly a Hancock 2013).
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Pro bakterii Pseudomonas aeruginosa jsou typické tfi vzajemné propojené a vysoce
organizované QS systémy: dva systémy typu LuxI/LuxR a jeden s nazvem Pseudomonas
chinolon signal (PQS). V prvnim systému typu LuxI/LuxR dochazi k produkci N-(3-
oxododekanoyl)-L-homoserin laktonu, ktery je kliCovym faktorem b&hem maturace a
diferenciace biofilmu a pfi syntéze enzymu protedzy a exotoxinu A, zpusobujicich krvaceni a
nekrozu tkani béhem infekéniho procesu. V ramci druhého systému je produkovan N-butyryl-
L-homoserin lakton, ktery mimo jiné tidi produkci rhamnolipidl, proteazy, elastizy a
pyocyaninu (Rutherford a Bassler 2012). Signalni molekula 2-heptyl-3-hydroxy-4-chinolon
popsana v roce 1999 (Pesci a kol. 1999) se rovnéz podili na fizeni biosyntézy a sekreci
pyocyaninu, ddle vyznamnym zptisobem ovlivituje zdvaznost a prubéh infekci mocovych cest,
zpusobenych bakterii P. aeruginosa (Bala a kol. 2013). U klinickych izolati P. aeruginosa
muze byt funkce systému typu LuxI/LuxR nahrazena jinym QS systémem. IQS quorum sensing
systém byl objeven v roce 2013 a jeho centralni signalni molekula byla popsana jako 2-(2-
hydroxyfenyl)-thiazol-4-karbaldehyd. Diky produkci tohoto signalu muze byt exprese
virulentnich faktorti zachovana i v ptipad¢, ze produkce signalnich molekul typu AHL zistava
zachovana (Lee a kol. 2013, Lee a Zhang 2015).

1.2 Serratia marcescens
Rod Serratia predstavuje gramnegativni, pohyblivé ty¢inkovité bakterie schopné kolonizace

siroké Skalu povrchi, vyskytuji se ve vodé, v piidé na povrchu rostlin a potravin. Stejné jako
bakterie P. aeruginosa se fadi mezi oportunni patogeny a ptivodce nosokomialnich infekci
(Morohoshi a kol. 2007).

Systém QS vyuZivaji tyto bakterie k regulaci swarming motility (rychly, koordinovany pohyb
bakteridlni populace za icelem kolonizace nutricné bohatSich povrchit), produkei prodigiosinu
(¢ervené barvivo, produkované pii limitaci ristu fosfaty za ucelem zlepseni rustu bun¢k), a v
neposledni fadé k regulaci tvorby biofilmu (Labbate a kol. 2004). Mezi nejvice zastoupené
signalni molekuly patii u rodu Serratia N-hexanoyl-L-homoserin laktony a N-3-oxohexanoyl-
L-homoserin laktony, nékteré kmeny produkuji také N-butanoyl-L-homoserin laktony
(Morohoshi a kol. 2007).
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2. Regulace tvorby biofilmu gramnegativnich bakterii prostiednictvim interference
S QS systémy
Objev bakterialnich komunika¢nich systém, jako je QS, pfedstavuje novou prilezitost v

1é¢be bakterialnich infekci se zaméfenim na vnitini regulaci bunéénych procesti namisto dosud
pouzivanych inhibitorti ristu. Latky interferujici s QS systémy mohou ptedstavovat novou

generaci antimikrobialnich latek (Hentzer a kol. 2002, Hentzer a kol. 2003).

2.1 Pouiiti esencidlnich olejii
Esencialni oleje neboli vonné silice jsou té€kavé, piirodni slouceniny s charakteristicky

vyraznym aroma. Mezi vyznamné zdroje esencidlnich olejt a jejich slozek s anti-biofilmovym
ucinkem patii oregano (karvakrol), koriandr (linalool), anyz (anetol), hiebicek (eugenol),
tymian (thymol), skoficovnik ¢insky (cinnamaldehyd), kajeput stiidavolisty (terpinen-4-ol,
pinen), znamy jako tea tree a dalsi (Gill a Holley 2004).

2.1.1 Cinnamaldehyd

Zajimavou slozkou esencidlniho oleje skoficovniku je cinnamaldehyd. Je to fenylpropanoid
izolovany z kiiry rostliny, ktery se v ptirod€ vyskytuje jako trans izomer. Jedna se o nazloutlou
tekutinu s charakteristickym kofenénym zépachem, siln¢ pfipominajicim skofici. Tato
slouc¢enina mé fadu zajimavych vyuZiti zejména v potravinafstvi, jako vonna a chutova latka
nebo v zeméedélstvi, jako fungicid. Tento skoticovy aldehyd vSak vykazuje také anti-bakteridlni,
anti-biofilmovou a QS inhibi¢ni aktivitu po aplikaci rast inhibujicich koncentraci.
Predpokladany mechanismus ucinku spociva v permeabilizaci bunéénych membran, inhibici
produkce extraceluldrni polymerni matrice, ale také inhibici syntézy nukleovych kyselin,
proteinti a regulacnich mechanismu bakterii. Cinnamaldehyd snizuje aktivitu DNA-vazebného
mista LuxR receptoru, tim dochézi k fenotypovym zménam, jako je snizeni produkce

virulentnich faktorti a zvyseni citlivost na stresové podminky (Kalia a kol. 2015).

2.2 Pouiiti dalSich p¥irodnich ldtek s anti-biofilmovymi ucinky
Ptiroda déle disponuje celou fadou unikatni chemické sloucenin s vyraznou antibiofilmovou
aktivitou. Mezi tyto latky patii naptiklad antioxidanty (resveratrol), polysacharidy (chitosan),

antimikrobialni peptidy, imidazolové derivaty, indolové derivaty a dalsi (Rabin a kol. 2015).
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2.2.1 N-acetylcystein

N-acetylcystein je latka odvozena od aminokyseliny cysteinu, jedna se o bézné pouzivané
mukolytické ¢inidlo, vyuzivané pti 1é¢be pacientil s chronickou bronchitidou. Pozitivni G¢inky
1écby N-acetylcyteinem jsou dany jeho schopnosti rozpoustét hleny §tépenim disulfidickych
vazeb v proteinech, stejné jako schopnosti inhibovat tvorbu biofilmu (El-Feky a kol. 2009).

Antimikrobidlni aktivita N-acetylcyteinu mize byt spojena s kompetitivni inhibici utilizace
cysteinu, reakci sulthydrylovych skupin s bakterialnimi proteiny, nebo poruchou intracelularni
redoxni rovnovahy s potencidlnimi nepifimymi G¢inky na bunény metabolismus a signalni
drahy. Porucha mikrobialni fyziologie, indukovana piitomnosti N-acetylcysteinu, by mohla
predstavovat klicovy faktor zapticifiujici inhibici tvorby biofilmu. Aktivita N-acetylcystenu,
spocivajici v podpofe rozptyleni pfedem vytvorenych biofilml, miize souviset s narusenim
mikrobialni fyziologie pfimo souviset (Blasi a kol. 2016). Dale pasobi N-acetyl-cystein na
produkci pyocyaninu jakozto virulentniho faktoru (Hasanin a Omri 2014).

3. Zavér

Zvysujici se rezistence bakterii k pouzivanym antibiotikim soustfed’uje stile vétsi
pozornost na vyzkum a vyvoj novych 1éciv. Tato strategie je vSak velice ndkladna, proto se v
posledni dob€ zvySuje zdjem o studium a vyuziti pfirodnich latek jakozto moznych
terapeutickych prostredki. Latky izolované z rostlin se zdaji byt vhodnou alternativou, jelikoz
rostlinné druhy obsahuji Sirokou $kalu sloucenin, pomoci kterych se rostliny v pfirodé brani
pfitomnosti mikrobidlnich spoleCenstvi. Mezi tyto latky patii napt. cinnamaldehyd obsaZeny v
kiafe a listech skoficovniku nebo mukolytikum N-acetylcystein (derivat L-cysteinu s
antioxida¢nimi G¢inky).
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Kultivace bakterie Salinispora tropica a biologicka aktivita extraktu

karotenoidu
Z.Jezkové, T. Branyik, M. Rumlova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

V soucasné dobé je velky rozvoj biotechnologie v oblasti motskych mikroorganismu. Jsou
testovany rizné motské bakterie, fasy a to zejména jejich bioaktivni latky. Zajimavym druhem,
jenz dosud nebyl zcela prozkouman je Salinispora tropica. Jedna se o bakterii vyskytujici se na
moftskych sedimentech v tropickych a subtropickych vodach. Produkuje fadu sekundarnich
metaboliti. Ve vegetativnim stadiu vytvaii oranZové kolonie produkujici pigmenty
(karotenoidy). Karotenoidy jsou vV lipidech rozpustné latky tvofené ze 40 uhlikového
polyenového fetézce. U fady z nich byl prokdzany antioxidacnim uc¢inkem. V poslednich letech
byla identifikovana struktura nové objeveného karotenoidu sioxanthinu ze S. tropica. Jeho
biologickd aktivita neni dosud zndma. V této praci byly testovany alternativni zdroje dusiku
Vv kultiva¢nim médiu. Déle byla vyvinuta metodika extrakce a kvantifikace karotenoidi pomoci
UV/VIS spektrofotometru. Karotenoidy rozpuSténé v tetrahydrofuranu byly testovany na
lidskych bunécnych liniich (DU-145, PC-3, HEK-293, HeLa, Hep-G2, LNCap, MCF-7, KY SE-
30 a KYSE-180). Pomoci fluorescen¢ni sondy CM-H2DCFDA bylo optimalizovano stanoveni
reaktivnich kyslikovych radikald (ROS). Antioxidaéni GCinky extraktu karotenoidii byly
porovnany s ucinky vyvolanymi [-karotenem. Nejucinngjsi antioxidacni efekty byly
pozorovany u linii KYSE-30, KYSE-180, LnCap, HeLa a MCF-7 v koncentraci extraktu 3
ng/ul.

1. Uvod

V souCasné dobé zaZzivame velky rozvoj biotechnologie vyuzivajici motské
mikroorganismy. Jsou testovany rizné moiské bakterie, fasy a to zejména jejich bioaktivni
latky, které produkuji. Mezi jiz pramyslové vyuzivané se fadi tfasa Dunaliella salina
produkujici B-karoten, zndmi jako G¢inny antioxidant (Chidambara a kol. 2005). Za zminku
stoji také Streptomyces coelicolor, s latkou aktinorodin (polyketidové antibiotikum), fadici se

mezi aktinomycety (Abdelmohsen a kol. 2015).

1.1 Bakterie Salinispora tropica
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Velmi zajimavym druhem, jenz dosud nebyl zcela prozkouman je také vlaknita bakterie
Salinispora tropica. V laboratofi byla poprvé kultivovana v roce 1989 a dle NCBI se fadi do
radu Actinomycetales, podiadu Micromonosporineae a ¢eled’'i Micromonosporaceae (Jensen a
kol. 2005). V ramci tohoto projektu se zaméiime prevazné na jeji vegetativni stadium, ve

kterém vytvaii oranzové kolonie produkujici pigmenty - karotenoidy (Richter a kol. 2015).

1.1.1 Karotenoidy

Karotenoidy jsou barevné v lipidech rozpustné slouceniny tvoiené ze 40 uhlikového
polyenového fetézce. Jsou rozsifené v mnoha piirodnich produktech od ovoce, zeleniny az po
fasy a bakterii. Maji Siroké spektrum ucinku. Pouzivaji se jako antioxidanty, antikarcinogeny,
stimulanty imunitni odpovédi a barviva (Tinoi a kol. 2005). Mezi nejvyznamnéjsi patii
naptiklad p-karoten zjiz zminéné tasy D. salina, astaxanthin produkovany
Haematococcus pluvialis ¢i lutein z Chlorella protothecoides (Chidambara a kol. 2005, Guerin
a kol. 2003, Shi a kol. 2000).

1.1.2 Sioxanthin

V poslednich letech byla definovana struktura nové objeveného pigmentu sioxanthinu
z bakterie S. tropica. Pigment nebyl dosud izolovan v dostatecném mnozstvi a nebyla popsana
jeho biologicka aktivita. Sioxanthin (Obr 1.) je terpen s amfifilni povahou, kterou zpisobuje
jeho glykosylovana vazba na jednom konci fetézce a arylova skupina na druhém (Richter a kol.
2015). Dle jeho struktury a funkce jiného karotenoidu B-karotenu lze ptedpokladat jeho

antioxidacéni aktivitu (ochranu bunék viic¢i poskozeni volnymi radikaly).

Ho PH

OH '..1-::H
HH“»RHRHH“»HH'UO
OH

Obr 1. Sioxanthin (Richter a kol. 2015): (2'S)-1'-(B-D-glucopyranosyloxy)-3',4'- didehydro-
1',2'-dihydro-¢,y-caroten-2'-ol
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 Zakladni podminky kultivace S. tropica

V praci byl pozit kmen Salinispora tropica CNB-440. Vychozi kultiva¢ni podminky pro
kultivaci S. tropica byly: teplota 23°C, tiepani na orbitalni tiepacce piti otaékach 150 rpm a
kultivace v zakladnim médiu o slozeni (v g/l) 4 kvasni¢ni extrakt, 2 pepton, 30 synteticka

motska stl, 10 glukosa.

2.1.1 Optimalizace zdroju dusiku v kultivaénim médiu

Byly optimalizovany zakladni zdroje dusiku v kultivaénim médiu S. tropica
v Erlenmeyerovych baiikach. Dle dostupné literatury (Contador a kol. 2015) a piedchozich
zkuSenosti byly jako potencidlni zdroje dusiku vybrany: kvasni¢ny extrakt, bakteridlni pepton,
so6jovy pepton, kukuti¢ni hydrolyzat, hydrolyzat pefi, mocovina, siran amonny a amoniak. U
komplexnich zdroji dusiku byl stanoven celkovy obsah dusiku v externi laboratofi
(GEMATEST® s.r.0.). Jednotlivé zdroje dusiku byly do médii davkovany na zaklad¢ jejich
obsahu dusiku. Kazdé médium mimo zdroje dusiku také obsahovalo 10 g/l glukosy a 30 g/l
moftské soli. V prubéhu kultivaci byly odebirany vzorky, ve kterych bylo stanoveno mnozstvi

biomasy gravimetricky.

Tab. 1: Zdroje dusiku, jejich mnozstvi v médiu a doba kultivace.

¢islo | Zdroje dusiku Koncentrace v médiu Doba kultivace | Produktivita
(den) (g/1-den)
1 Pepton ze s6ji 7,31 g/l 13 0,0975
2 Pepton z masa 4,846 g/l 7 0,0972
3 Kvasni¢ni extrakt 6,811 g/l 20 0,0856
4 Z4kladni médium 4 g/l kvas. extrakt, 2 g/l 0,0855
pepton 14

5 Hydrolyzat peti 257,9 ml/1l 34 0,0382
6 | Kukufi¢ny extrakt 42,722 g/l 34 0,0149
7 Siran amonny 3,41 g/l 28 0,0015
8 Amoniak 0,878 g/l 28 0,0006
9 Mocovina 257,9 ml/l 28 0
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2.2  Extrakce karotenoidi

Byla vyvinuta a optimalizovana metodika pro extrakci karotenoidi. K lyofilizované
biomase byly pfidany balotinové kulicky. Smés byla kryta alobalem (karotenoidy se na ptimém
svétle degraduji) a 10 min vortexovdna. Ke vzorku byla pfidana smés chloroform : methanol
(1:1). Smés byla zahtivana 60 min. na vodni lazni o teploté 56°C. Nasledovala filtrace a méfeni
absorbance na UV/VIS spektrofotometru pii vinové délce 475 nm. Z vysledku méfeni bylo
vypocitano celkové mnozstvi karotenoidii v biomase. Mnozstvi karotenoidnich pigmentd X

(ug/g) vztazenych na hmotnost biomasy bylo vypocteno dle vzorce:
1 AV

"m e L

, kde m je hmotnost navazené biomasy (g), A je absorbance, ¢ je primérny extinkéni koeficient
karotenoidnich pigmentt 256 1/g.cm (Sen Gupta a kol. 2015), Vr je objem rozpoustédla (I) a L
je délka kyvety (cm).

2.3  Testovani antioxida¢ni aktivity izolovaného extraktu karotenoidi
2.3.1 Typy bunécnych linii

Byly pouzity tyto bunécné linie: HEK-293 ATCC® CRL-1573™, DU-145 ATCC® HTB
-81™, HEP-G2 ATCC® HB-8065™, LnCaP ATCC® CRL-1740™, HeLa ATCC® CCL-2™,
KYSE-180 ACC® 379, KYSE-30 ECACC 94072011 a MCF-7 ATCC® HTB-22™,

2.3.2 Piiprava bunécnych linii

Narostla bunécna linie (maximalné 30. pasdz) v Petriho misce s primérem 10 cm byly

inkubovany a pfipravovany k experimentim metodikou dle literatury (Dulinska a kol. 2005).

2.3.2 Testovani viability bunéénych kultur

Extrakt karotenoidd byl odpaten do sucha a znovu rozpustén v tetrahydrofuranu (THF),
ve smési THF:ethanol (1:1), DMSO, hexanu nebo chloroformu stabilizovaného methanolem na
pozadovanou koncentraci. Se stejnymi rozpoustédly byl ptipraven i zasobni roztok -karotenu.
Po probehlé inkubaci (DMEM médiu s ptidavkem 10% fetalniho bovinniho séra, 37 °C , 5%
atmosféra COz) byly k bunikam ptidavany zasobni roztoky karotenoidi, B-karotenu i samotna

rozpoustédla a znovu uloZeny k inkubaci na 24 hodin. Po této dob¢ byl pfikapan sterilni zasobni
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roztok resazurinu (15 mg/ml ve PBS) a probéhlo méteni pii 560 nm s emisnim filtrem 590 nm

v casechOh, 2,5ha4h.

2.3.3 Testovani interakce intracelularnich reaktivnich kyslikovych ¢astic s extraktem

karotenoidua

Po prob¢hlé inkubaci (pouzita 96-jamkova desticka s objem suspenze 400 ul) byly k
bunkam pridavany zasobni roztoky karotenoidt a f-karotenu v THF. Po ptidavku byly bunky
uloZeny k inkubaci na 24 hodin. Po uplynuti doby byl ptikapan 5 pl 20 uM roztoku sondy (5,8
pg barviva CM-H2DCFDA v 10 pl DMSO a 490 pl PBS). V ¢ase 30 minut od pfidani sondy
byl ptidan peroxid vodiku a po 30-90 minutach probéhlo métfeni pii 485 nm s emisnim filtrem
535 nm. Prace probihala dle protokolu pfilozeného ke kitu dostupného online ze stranek

(Invitrogen Molecular ProbesTM, 2006, on line).

3. Vysledky a diskuse

Kultivace S. tropica na alternativnich zdrojich dusiku v médiu je mozna. Ze studie
vyplyva, Ze vhodné zdroje dusiku pro riist bakterie v zavislosti na produktivité jsou pepton ze
s6ji (0,0975 g/1-den), pepton z masa (0,0972 g/I-den) a kvasni¢ny extrakt (0,0856 g/1-den).
Produktivity bakterie v zakladnim médiu byla 0,0855 g/l-den. Dal$im alternativnim zdrojem
mize byt hydrolyzat peti (0,0382 g/l-den) jiz testovany na Pseudomonas sp. P5 (Stiborova a
kol. 2016). Vyhodou je, ze pefi ze slepic je odpanim materidlem a ptiprava hydrolyzatu tedy

neni finan¢né nakladna.

Pro extrakci karotenoidii byla optimalizovdna jiz znamad metodika uvedend v literatuie
(Lichtenthaler a Buschmann 2001). Maximalni vytézek pigmentd v extraktu byl metodou

extrakce stanoven na 819 pg/g biomasy.

Antioxidacni u€inky extraktu karotenoidl byly testovany na vybranych bunécnych liniich (DU-
145, PC-3, HEK-293, HelLa, Hep-G2, LNCap, MCF-7, KYSE-30 a KYSE-180). Nejdtive byla
testovana rozpustnost PB-karotenu a extraktu karotenoidid v fadé organickych rozpoustédel
(THF, smés THF:ethanol (1:1), DMSO, hexan, chloroformu stab. v methanolu). Jako
nejvhodnéjsi rozpoustédlo byl vybran THF. Dale bylo stanoveno maximalni mnozstvi THF v
mediu (3 %), B-karotenu (2,68 ng/ul) a extraktu karotenoidii (3 ng/ul) pro zachovani alespoil

90 % zivotaschopnosti bunéénych linii.
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Obr. 2.: Mnozstvi reaktivnich kyslikovych ¢astic po 90 minutach pasobeni H2O2 (0 — 2500

uM) u bunéénych linii LnCap v zavislosti na relativni fluorescenci.

Na prostatickych nadorovych buitkach LnCap (Obr. 2) byl potvrzen lepsi uCinek extraktu
karotenoidd o koncentraci 3 ng/ul nez f-karotenu. Stejny vliv na vyvolany oxidaé¢ni stres byl
zjistén u buné¢nych linii: HeLa, LnCap, MCF-7, KYSE-30, KYSE-180. U linie HEK-293 byl
stanoven lepsi ucinek B-karotenu v koncentraci 2 ng/ul. Tyto vysledky jsou nové a nebyly

V literatufe dosud publikovany.

4. Zavér

Byly identifikovany alternativni zdroje dusiku v zakladnim médiu ur¢eném k ristu bakterie S.
tropica. Dale byla vyvinuta a optimalizovana metoda extrakce celkovych karotenoidi z
lyofilizované biomasy S. tropica. Ziskany extrakt byl pouzit k ur€eni antioxida¢niho G¢inku
extrahovanych karotenoidll na vybranych rakovinnych bunéénych liniich. Vysledky potvrdily
nasi pocatecni hypotézu, ktera byla zaloZena na antioxidac¢ni aktivité B-karotenu popsané v
literatuie. Z nameétenych dat vyplyva, ze karotenoidy obsazené v S. tropica maji potencial pro
pouziti ve farmaceutickém pramyslu. Proto se v nasi dalsi studii zaméfime na izolovani ¢istého

sioxanthinu a testovani jeho antioxida¢niho u¢inku.
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Vliv nanoéastic kovii na projevy oxida¢niho stresu u jednobunéénych

mikroorganismii
M. Novakova, M. Koukalova, A. Cejkové

Ustav Biotechnologie, VSCHT Praha
Abstrakt

V poslednich letech pfedstavuji nanocastice zaklad mnohych technologickych a
biologickych inovaci. Zajem o jejich vyuziti je dan predevSim vyhodnymi fyzikalnimi,
chemickymi a biologickymi vlastnostmi, které jsou dané jejich velikosti. Diky témto
vlastnostem jsou nanocastice schopné interagovat s bunéénym povrchem a nasledné jimi
pronikat. V mnohych ptfipadech dochézi k naruseni spravného chodu intracelularnich procest,
které vedou ke zvySené tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS). Toto naruseni rovnovahy ma
za nasledek vznik oxida¢niho stresu a v piipad¢ nedostate¢né produkce antioxida¢nich enzymd,
zodpovédnych za detoxikaci burky, i k ndsledné smrti buiikky. Vzhledem k velkému uplatnéni
nanocastic vznikaji rizika spojena s jejich pouzivanim, zejména v uvoliiovani vétsiho mnozstvi
¢astic do zivotniho prostiedi.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na studium vyvoje oxidacniho stresu v eukaryotickych
bunkach (Trichosporon cutaneum) a sledovani jejich morfologické zmény po vystaveni
ucinklim nanocéstic zlata a sttibra.

1. Uvod

Nanocastice jsou klasifikované jako ¢astice s alespon jednim rozmérem 1 — 100 nm. Diky
své malé velikosti maji specifické fyzikalné-chemické vlastnosti, a diky tomu se stavaji stale
vice vyuZzivanym materidlem v riiznych technologickych oblastech (Adams a kol., 2014). Jejich
velikost ma vliv na jejich specificky povrch a reaktivitu. Unikatni vlastnosti je fakt, Ze
nanocastice se nechovaji stejné, jako vétsi castice v chemickych reakcich, ale maji tendenci byt
mnohem vice reaktivni. Castice maji velké mnoZstvi energie, coz je dano velkym pomérem
povrchu k objemu, ktery méni jejich reaktivitu (Huber, 2005). Mezi nejcastéji vyuZzivané
materialy v oblasti nanotechnologie patii kovové nanocastice a uhlikové nanoc¢éstice v podobé
fullerenil nebo nanotrubicek.

Zlato je uSlechtily kov schopny ptfenasSet velké mnoZstvi viditelného svétla a zaroven
ucinné odrazet infracervené svétlo. Nanocastice zlata vykazuji vlastnosti, které se zdsadné 1isi
od samotného zlata jako hmoty. Diky své malé velikosti pronikaji do bun¢k odliSnymi
mechanismy a mnohem rychleji v porovnani s vét§Simi molekulami, kde dokazi selektivné
upravovat bunécné procesy a nasledné pusobit jako vnitini 1é¢ivé prostiedky (Fakruddin a kol.,

2012).
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Stiibrné nanocastice maji potencidl vyuziti jako antimikrobidlni ¢inidlo v l€kafstvi a
Vv raznych komerc¢nich odvétvich diky své biologické aktivité a antimikrobialni Gi¢innosti (Rai
a kol., 2009). Maji letalni G¢inky na bakterie a kvasinky pfi pouziti pomérné nizkych
koncentraci (mg/1), kdy tyto nizké koncentrace nejsou toxické pro vyssi organismy (Kvitek a
kol., 2011). Cim je mensi rozmér &astic, tim se jejich toxicita zvysuje, protoze dokazi 1épe
pronikat skrz péry cytoplasmatické membrany (Kim a kol., 2012). Také jesté nebyla prokézana
rezistence bakterii vaci stiibrnym nanocasticim, diky komplexnimu piisobeni nanocastic na
nc¢kolika mistech metabolismu najednou. Diky tomu mohou byt stfibrné nanocastice
povazovany za jedny z nejlepSich antibakteridlnich ¢inidel (Kvitek a kol., 2011).

Aktivita a vliv jednotlivych nanocastic se 1iSi v zavislosti na pouzitém objemu,
koncentraci, tvaru nanocéstic a interagujicich mikroorganismech. Pii pouziti vysSich
koncentraci se jejich antimikrobidlni aktivita zvySuje a zahrnuje:

* produkci reaktivnich forem kysliku a dusiku (peroxynitraty), které poskozuji bunécné
komponenty

* poskozeni bunécné membrany

* inhibici enzymové¢ aktivity

* inhibici syntézy DNA

* naruSeni signdlni transdukce (Huh a Kwon, 2011; Pissuwan a kol., 2010)

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou vysledkem ¢astecné redukce atmosférického kysliku
(O2). Mezi zékladni formy bunéénych ROS patii singletovy kyslik (102), peroxid vodiku
(H202), superoxid (O2") ahydroxylovy radikal (HO"), které jsou charakteristické svym
polo€asem rozpadu a redukénim potencidlem. Jednotlivé druhy radikali mohou byt velmi
reaktivni a mnohonasobné oxidovat bunééné komponenty (proteiny, lipidy, DNA a RNA)
(Cruz de Carvalho, 2008). Pokud je hladina ROS vys$i, nez kapacita obranného systému buiiky,
dochazi k oxida¢nimu stresu (Ray a kol., 2012). Extrémné toxické hladiny oxidac¢niho stresu
vedou k poskozeni mitochondridlni membrany a disfunkci elektronového fetézce, cozZ ma za
nasledek smrt bunky (Manke a kol., 2013).

2. Material a metody

2.1.Pouzité mikroorganismy a kultiva¢ni podminky

Kvasinka Trichosporon cutaneum CCY 30.5.10 byla ziskana ze sbirky Culture Collection
of Yeast Ustavu chemie Slovenské akademie véd.

Bunécna populace byla uchovavana v 50 % roztoku glycerolu v kryokonzervach pii

teploté -70 °C.
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Inokulum bylo pfipraveno zao¢kovanim zasobni kultury do 100 ml sterilniho kapalného
média (zivny bujon, 8 g/l) a kultivovano orbitalni tiepacce (48 hodin, 30 °C, 100 rpm). Po
kultivaci byla bunécna suspenze separovana centrifugaci a resuspendovéna v cerstvém médiu.

2.2.Nanodastice

Vodné roztoky nanocastic zlata a stiibra (nanoAu, nanoAg) s prumeérnou velikosti 20 nm
byli stabilizované 10 % polyethylenglykolem. PouZivané typy nanocastic byly pfipravené doc.
Ing. Petrem Slepi¢kou, PhD. (Ustav inZenyrstvi pevnych latek, VSCHT).

2.3.Sledovani vlivu nanocastic stfibra a zlata na kvasinku Trichosporon cutaneum

Inokulum bylo pipetované do zkumavek s nanocasticemi stiibra nebo zlata tak, aby
Vv celkovém objemu 2 ml byla poZzadovana koncentrace nanocastic a aby suspenze bunék
vykazovala hodnotu optické density ODesoonm = 0,600 = 0,005. V uskute¢nénych experimentech
byly pouzité koncentrace nanoc¢astic vybrané na zakladé predchozich vysledku, pii kterych se
projevili jejich toxické ucinky na buiky (nanoAg — 31 mg/l, nanoAu — 140 mg/1). Bunééna
populace bez nanocastic slouzila jako kontrola. Bunécna populace byla vystavena U¢inkiim
nanocastic po dobu 4, 8, 16, 20 a 24 hodin.

2.4.Detekce ROS v buiikach pomoci pritokové cytometrie

Pomoci fluorescen¢niho barveni byla sledovana akumulace ROS v bunikach pfipravenych
podle postupu popsaného v piedchozi kapitole. Byli sledované dvé paralely vzorkd, kdy pouze
jedna paralela obsahovala fluorescencni sondu. Po expozici nanocastic byly buiiky odstfedéné
(9000 g, 10 min, 10 °C) a 2x promyté v 1 ml 0,15 M fosfatového pufru (pH=7,2). Nasledn¢ byl
pfidan 1 pl 2,7-dichlorfluorescin diacetatu (DCFH-DA) a reakce probihala pfi laboratorni
teploté bez piistupu svétla po dobu 15 minut. Fluorescen¢ni sonda DCFH-DA je lipofilniho
charakteru a dobie prostupuje cytoplasmatickou membranou bunck do cytosolu, kde je
esterasami deacetylovana na nefluorescenéni slou¢eninu 2,7-dichlorflorescin (DCFH), ze které
oxidaci molekulami ROS vznika fluorescencni sloucenina 2,7-dichlorfluorescein (DCF). Mira
fluorescence je pfimo imérna koncentraci ROS v cytosolu. Fluorescenci je mozné méfit pii
vlnové délce excitatniho maxima A=488 nm a pii vinové délce emisniho maxima A=525 nm
(Halliwell a Whiteman, 2004). Po inkubaci byly buniky odstfedény (9000g, 10min, 10 °C) a 2x
promyty v 1 ml chlazené demineralizované vody a resuspendované v 1 ml 0,15 M fosfatového
pufru (pH=7,2). Mira fluorescence byla stanovend pomoci pritokového cytometru.

Elektronovym mikroskopem Nicon Eclipse E400 s digitalnim fotoaparatem Canon EOS

1100D byly potizené fotografie bunécné populace pted a po expozici nanocastic.
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3. Vysledky

3.1.Fluorescen¢ni mikroskopie

Pomoci fluorescencni mikroskopie byly pofizené fotografie bunécné populace
T. cutaneum pied a po 24 hodinovém pulsobeni nanoAg v koncentraci 31 mg/l (Obr. 1).
V piipadé bunécné populace vystavené piisobeni nanocastic je viditelnd vyssi intenzita

fluorescence, coz ukazuje na zvysenou hladinu ROS ve sledovanych bunkach.
i

ATl T \ ‘
¢ |
‘ | ‘ ‘ ! | |
| | | ek M 1
1 ‘ | ‘ | ‘
| |
[ ‘ | = 1 o
I
\

|

Obr. 1 Produkce ROS v buiikach T. cutaneum. Bunétna populace A) neexponovana a C)
exponovana, nanoAg (31 mg/l) po 24 hodinovém piisobeni; svételny mikroskop. Produkce ROS u B)
neexponované a D) exponované bunécné populace, nanoAg (31 mg/l) po 24 hodinovém pulisobeni,
fluorescencni mikroskop. Celkové zvétSeni 200 x.

3.2.Casovy pribéh vlivu nanoAg a nanoAu na vyvoj oxidaéniho stresu u

T. cutaneum

Pro detekci kyslikovych radikal, akumulovanych v cytosolu bunék, byla pouzita
fluorescenéni sonda 2,7-dichlorfluorescin. Mira fluorescence byla detekovand pomoci
prutokové cytometrie a jeji intenzita je ptimo imeérna mnozstvi kyslikovych radikal. Hladina
ROS exponovanych bun¢k byla porovnavand s bunikami, které nebyly vystavené ucinkim
nanoAg nebo nanoAu. Na Obr. 2a je viditelné, Ze po 4 hodinové expozici bune¢k U¢inkiim
nanoAg dochazi ke zvyseni intenzity fluorescence, coz odpovidd zvySené hladiné ROS v
bunikach. Po 8, 16 a 20 hodinach dochazi ke snizeni intenzity fluorescence (Obr. 2b, c, d), coz
je pravdépodobné zplisobené obrannymi mechanismy, kdy se buiiky snazi vyrovnat hladinu
ROS. Oproti tomu pii expozici bun€k nanoAu dochazi ke zvySeni hladiny ROS az po
20 hodinéch (Obr. 2i). Po 24 hodinach (Obr. 2j) je vSak intenzita fluorescence porovnatelna s

kontrolni populaci, coz je pravdépodobné opét zptisobeno obrannymi mechanismy bunék.
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Obr. 2 Histogramy fluorescen¢niho zafeni bunék T. cutaneum po expozici nanoAg (31 mg/l) a) 4
hodiny, b) 8 hodin, ¢) 16 hodin, d) 20 hodin, €) 24 hodin a po expozici nanoAu (140 mg/l) f) 4 hodiny,
g) 8 hodin, h) 16 hodin, i) 20 hodin, j) 24 hodin; osa x (FITC-A) — intenzita fluorescence, osa y (Count)
— pocet bunek; Sedy pik — kontrolni populace, zeleny pik — bunécnéd populace vystavend ucinkiim
nanoAg.

3.3.Zmény v morfologii bunék T. cutaneum
Pomoci pratokové cytometrie byl také pozorovan vliv nanoAu a nanoAg na morfologii
bunééné populace T. cutaneum. Na Obr. 3 jsou znazornéné ziskané dot-plot analyzy, kde

konturovy diagram zobrazuje linie, které ohranicuji oblasti s vyskytem bunék stejné velikosti
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a stejnou granularitou cytoplasmy. Na Obr. 3a-¢ je viditelné, Ze ani po dlouhodobém puisobeni
nanoAu nedochazi k morfologickym zménam bunék. V piipadé pusobeni nanoAg dochazi
k viditelnym zménam uz po 4 hodinach ve velikosti bunék a jejich dlouhodobé plisobeni ma za

nasledek také zmény v granularité cytoplasmy.
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Obr. 3 Dot-plot analyzy morfologie bun¢k T. cutaneum vystavenych u¢inkiim nanoAu (140 mg/1)
ananoAg (31 mg/l) a) 4 hodiny, b) 8 hodin, ¢) 16 hodin, d) 20 hodin, e) 24 hodin; osa x (FSC) — velikost
bungk, osa y (SSC) — granularita cytoplasmy resp. strukturalni narusenost cytoplasmy.
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4. Zavér

Pti sledovani projevii oxida¢niho stresu, konkrétn¢ zmény hladiny kyslikovych radikala,
u kvasinky Trichosporon cutaneum byly pouzité nanocastice stiibra a zlata. Ziskané vysledky
ukazuji, Ze tato kvasinka je velmi citliva vii¢i piisobeni nanoAg, a to jak z hlediska zvySené
hladiny ROS, tak i z hlediska bunécné morfologie, kdy doslo nejen ke zméné tvaru bunék, ale
také ke zméné granularity cytoplasmy. Na druhou stranu se tato kvasinka ukézala jako odolna
vici pisobeni nanoAu.
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Vyuziti zemédélskych odpadii pro biotechnologickou produkeci
biopaliv

R. Lokajova, M. Drahokoupil, B. Branska

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt:

Cilem prace bylo nalezeni vhodnych podminek a kultivacnich strategii pro fermentacni
produkci butanolu na odpadnich zeméd¢€lskych substratech, konkrétné kufecim pefi a pSenicné
slamé. Z téchto dvou surovin byl pfipraven spole¢ny hydrolyzat, ktery slouzil jako komplexni
zdroj zivin a energie pro kultivaci solventogennich klostridii. Byly testovany tii kultivacni
strategie: separatni sacharifikace a fermentace (SHF), simultanni sacharifikace a fermentace
(SSF) a simultanni sacharifikace s opozdénou inokulaci (dSSF) pro dva produkéni kmeny C.
beijerinckii NCIMB 8052 a C. beijerinckii NRRL-B598 a ruzné hodnoty pocéate¢niho pH.
Nejvyssi koncentrace ABE 6,4 g/l bylo dosazeno kmenem C. beijerinckii NCIMB 8052 pii
pouziti metody SHF se vstupni hodnou pH 6,0. Z pohledu fermentacnich strategii bylo nejvyssi
koncentrace dosazeno sice pomoci SHF, ale pii dSSF byl proces hydrolyzy a fermentace
zkracen ze 72 h na 54 h coz vedlo k navyseni produktivity o 11 % (SHF 0,09 g.It.h*?, dSSF
0,10 g.I'*.h1).

Uvod

Kufteci pefi je nejvétsim odpadem z dribezéatského priimyslu, tvoii pfiblizné 8% z
hmotnosti dospélého kufete. Celosvétové je generovano kolem 7,7. 108 kg kuieciho pefi roéné
(Taskin, 2013). Kufeci pefii je z vice neZ 91% slozené z proteint a jejich hlavni sloZzkou je
keratin (Taskin a Kurbanoglu, 2011).

Pseni¢na slama je z pohledu zemédélskych zbytkl nejbéznéjsi surovina v Evropé a druha
nejvice rozsifena ve svété, hned po ryzové slamé (Talebnia a kol., 2010). Radi se mezi
lignocelul6zové odpady, jeji chemické sloZeni se méni v zavislosti na stupni zralosti obilovin,
typu pudy a hnojiva a dal$ich faktorti. Hlavnimi slozkami susiny pSeni¢né slamy jsou celuldza,
hemicelul6za a lignin.

Jak keratin obsazeny v kufecim pefi, tak lignoceluléoza v pSeni¢né slamé jsou
biopolymery s komplikovanou strukturou odolnou vi¢i pisobeni mirnych chemickych i
biologickych c¢inidel a jejich bioutilizovatelnost je omezend pouze na né€kolik vybranych
mikroorganismii. Technologicky vyznamni producenti biopaliv postradaji keratinolytické ¢i

celulolytické schopnosti a jak slama, tak pefi musi byt pted vlastni fermentaci hydrolyzovany.
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Butanol mtize podobné¢ jako etanol slouzit jako nahrada fosilnich paliv. Vedle chemické
syntézy muze byt produkovan pomoci fermentace s vyuzitim tzv. solventogennich bakterii z
rodu Clostridium. Vyhoda produkce biopaliv z lignoceluld6zovych materialti pomoci klostridii
spociva zejména v jejich schopnosti utilizace mnohem Sirsi Skaly substratli nez je schopna
vyuzivat kvasinka Saccharomyces cerevisiae, ktera je v soucasnosti vyuzivana k produkci
bioetanolu. Nevyhodou je vysoka toxicita butanolu pro mikroorganismy a s tim spojena i nizka
hodnota maximalni dosazitelné koncentrace. Obecné plati, ze bakterie Clostridum sp. mize
produkovat az 15- 25 g ABE /1 s vytazkem 0,25- 0,4 g ABE / g cukru (Visioli a kol., 2014).

Z ekonomického pohledu je tedy zddouci zvysit alespon produktivitu celého procesu od
pfedipravy materidlu az po findlni separaci. Jednim z nastroji zvyseni efektivity produkce
biopaliv z odpadnich zeméd¢€lskych substrati na bazi lignoceluldzy je volba vhodna strategie
sacharifikace a fermentace. NejCastéji jsou vyuzivany nésledujici postupy: separatni
sacharifikace a fermentace (SHF), simultanni sacharifikace a fermentace (SSF) a simultanni
sacharifikace s opozdénou inokulaci (dSSF) (Paulova a kol. 2015).

V experimentalni praci byly testovany vSechny tfi uvedené strategie kombinaci sacharifikace
a fermentace pro dva kmeny solventogennich klostridii, konkrétné C. beijerinckii NCIMB
8052 a C. beijerinckii NRRL-B598. Ruizné hodnoty vstupniho pH byly voleny na zakladé
pozadavkl produkénich mikroorganismi a hodnot vhodnych pro enzymovy rozklad celulozy.
Jako fermenta¢ni médium byla pouzita smées pSenicné slamy a peti predupravené ptisobenim

0,6% KOH.

MATERIAL A METODY
Mikroorganismy

K produkci butanolu byly vyuzity dva kmeny rodu Clostridium, konkrétné
Clostridium beijerinckii NRRL B-598 (ARS Culture Collection, USA) a Clostridium
beijerinckii NCIMB 8052 (NCIMB Collection, UK). Kmeny byly uchovavany v podobé
sporovych konzerv v destilované vodé pii 4 °C. Pied inokulaci byly sporové konzervy
vystaveny teplotnimu Soku (80°C, 2 min) a pfevedeny do inokula¢niho TYA média (glukoza,
kvasni¢ny extrakt, trypton, dihydrogenfosfore¢nan draselny, octan amonny, heptahydrat siranu
hotfecnatého, heptahydrat siranu Zeleznatého), kde byly staticky kultivovany v anaerobnim

boxu po dobu 24 hod. pii teploté 37 °C.
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Médium z pSeni¢né slamy a kureciho peii

Fermentacni médium na bazi pSenic¢né slamy a pefi bylo pfipraveno spojenim postupt
separatni hydrolyzy pefi (Stiborova a kol. 2016) a slamy (Jaisamut a kol., 2013) nasledovné:
7,5 g namleté pSenicné slamy a 1 g namletého (10 000 ot/s, 20 s), odmasténého, vysusené¢ho
kuteciho pefi byly navazeny do Erlenmayerovy baiiky o objemu 250 ml a bylo pfidano 100 ml
0,6 % roztoku KOH. Pro alkalickou hydrolyzu byly nasledné banky tfepany pii 80 °C a 150
rpm po dobu 24 h.

SHF, SSF a dSSF s riznou vstupni hodnotou pH

Alkalicky hydrolyzat byl nejprve asepticky upraveny na poZadovanou hodnotu
pH ptidavkem 10% roztoku H3POs. V piipadé SHF a dSSF bylo k 100 ml hydrolyzatu (pH 5)
pridano 1,5 ml enzymu Cellic cTec2 a enzymova hydrolyza probihala pti 50 °C a 150 rpm,
v ptipadé SHF po dobu 24 h a dSSF po dobu 6 h. Nasledovala sterilni uprava pH na (5,5; 6,0
nebo 6,3) za pouziti 20% roztoku NaOH. Barnky byly asepticky zao¢kovany 10 ml narostlého
inokula (C. beijerinckii NRRL B-598 nebo C. beijerinckii NCIMB 8052). Vlastni fermentace
probihala 48 h staticky v anaerobni komote (37°C, 48 h).

Pfi pouziti SSF metody byl hydrolyzat upraven 10% H3PO4na hodnotu pH 6,0 a 6,3. Poté
bylo pfidano inokulum (10 ml C. beijerinckii NRRL B-598 nebo C. beijerinckii NCIMB 8052)
aenzym (1,5 ml enzymu Cellic cTec2/100 ml hydrolyzatu) a fermentace i enzymova hydrolyza
probihaly souc¢asné v anaerobni komote pii 37°C po dobu 48 hod.

Analyza obsahu glukdzy a metaboliti byla provadéna na piistroji HPLC Agilent Series
1200. Podminky HPLC jsou shrnuty v Tab. I.
Tab. I Podminky HPLC

Kolona Watrex 250x8 mm polymer IEX H+
Pritok 0,5 ml.min*
Mobilni faze 5 mM H,SO04 v demiH,0
Teplota kolony 60 °C
Detektor Refraktometricky
Objem nastfiku 20 ul
Vysledky a diskuze

Podminky a kultivacni strategie pro spolecny hydrolyzat slamy a peti byly testovany z
pohledu maximalizace produkce butanolu a rozpoustédel. Dale byla sledovana koncentrace
glukézy, xylézy a dalSich fermentacnich produktii (aceton, butanol, etanol, kys. octova, mlécna,

maselnd).
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SHF

Pro optimalizaci fermenta¢nich podminek pro dané kmeny (C. beijerinckii NRRL B-598
a C. beijerinckii NCIMB 8052) byly v rezimu SHF testovany rtizné vstupni hodnoty pH (5,5;
6,0 a 6,3). Na Obr. 1 jsou znazornény vysledky zbytkové koncentrace glukézy a vysledné
koncentrace produkovanych organickych kyselin a rozpoustédel v zavislosti na vstupni

hodnoté pH pro oba bakteridlni kmeny.
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Obr. 1 Vysledné koncentrace glukdzy a metabolith pfi rizné vstupni hodnoté pH (5,5; 6,0; 6,3) po
ukonéeni SHF vlevo pro bakterialni kmen C. beijerinckii NRRL B-598 a vpravo pro bakterialni kmen
C. beijerinckii NCIMB 8052.

Nejvyssi koncentrace butanolu 4,4 g/l bylo dosazeno s kmenem C. beijerinckii
NCIMB 8052 pfi vstupni hodnoté pH 6,0. Naopak nejméné butanolu bylo vyprodukovano
kmenem C. beijerinckii NRRL B-598 pfti vstupni hodnoté pH 5,5 (Obr. 1). Nizsi hodnota
vstupniho pH pozitivné ovliviiuje enzymovy rozklad (pH optimum pro enzym je 5,0), ale
naopak negativné ovlivituje ristové vlastnosti kultury. C. beijerinckii obecné snasi hiie nizké
pH, které i béhem acidogenni faze vétsinou neklesa pod hodnoty pH 5,4 — 5,5 (Lokajova, 2017).
Na druhou stranu by niz§i vstupni pH mohlo pozitivné ovlivnit pomér mezi vytvofenymi
organickymi kyselinami a rozpoustédly ve prospeéch rozpoustédel, jelikoz praveé nizkeé pH patii
k jedném ze spoustécu solventogeneze (Jones a Woods, 1986). V piipadé fermentace smési
sldmy a pefi ale byla produkce butanolu pfi hodnoté pH 5,5 pro oba kmeny minimalni, proto
byla tato hodnota pH pro nésledujici experimenty vyloucena. Pro dal$i experimenty byly
vybrany dvé hodnoty pH s nejvyssi produkci butanolu pro kmen C. beijerinckii NCIMB 8052
a jedna hodnota pro kmen C. beijerinckii NRRL B-598. Zvolené podminky byly dale testovany

pro procesy SSF a dSSF.
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SSF

Simultanni sacharifikace a fermentace je proces, v némz probihaji enzymova hydrolyza
a fermentace spole¢né. Uvoliovana glukoza je ihned vyuzivana mikroorganismy, coz omezuje
jednak rozvoj mozné kontaminace tak zvySuje aktivitu enzymu eliminaci inhibice enzymu
produktem. Koncentrace metaboliti vyprodukovanych klostridii v SSF procesu jsou

znazornény na Obr. 2.
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Obr. 2 Vysledné koncentrace gluk6zy a metabolitt pfi rizné vstupni hodnoté pH (6,0; 6,3) po ukonéeni
SHF pro bakterialni kmeny C. beijerinckii NRRL B-598 a C. beijerinckii NCIMB 8052.

Nejvyssi koncentrace butanolu bylo dosazeno kmenem C. beijerinckii NRRL B-598 pti
pH 6,0. U kmene C. beijerinckii NCIMB 8052 byla pii tomto pH naopak produkce butanolu
nejmensi. Kmen C. beijerinckii NRRL B-598 mél pii pH 6,0 také nejvyssi koncentraci
zbytkové glukozy (Obr. 2). Obecné je problémem SSF procesti nizka koncentrace glukozy
uvolnéna enzymem pracujicim za neoptimalnich podminek. Nedostatek glukozy pak zpomaluje
mikrobialni metabolismus a vznika nizké mnozstvi produktu. V tomto experimentu byla
prekvapivé zjiSténa zbytkovéa glukéza i po fermentaci, coz mohlo byt zplsobené $patnou
homogenizaci fermentacni smési. Vznikajicim plynem, ktery produkuji klostridie béhem
fermentace, byl fermentovany material nadzdvihovan nad kapalny hydrolyzat. V pevné fazi nad
kapalinou tedy mohla probihat enzymova hydrolyza produkujici glukozu, kterd nemohla byt
vyuzita mikroorganismy ptfitomnymi v kapalné fazi. Tomuto problému bychom mohli zamezit
pouzitim orbitalni anaerobni tfepacky, kterd by udrzela pevny podil v kapaliné.

dSSF

Moznosti, jak caste¢né eliminovat nevyhody SSF je zarazeni kratkého kroku
ptedhydrolyzy celuldzy, tzv. dSSF — simultanni sacharifikace s opozdénou inokulaci (Paulova
a kol. 2014). V tomto experimentu byla dSSF provedena se 6 h samostatnou enzymatickou

hydrolyzou. Vysledné koncentrace zbytkové glukdzy a metabolitd jsou zobrazeny na Obr. 3.
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Obr. 3 Vysledné koncentrace gluk6zy a metabolitl pti rizné vstupni hodnoté pH (6,0; 6,3) po ukonceni
dSSF pro bakterialni kmeny C. beijerinckii NRRL B-598 a C. beijerinckii NCIMB.

Nejvyssi produkce butanolu s koncentraci 3,9 g/l byla opét dosazena kmenem
C. beijerinckii NCIMB 8052 pti pH 6,0 obdobné jako pti SHF. Nejnizsi koncentrace butanolu
2,3 g/l byla dosazena kmenem C. beijerinckii NRRL B-598 pti pH 6,0 (Obr. 3).
Porovnani SHF, SSF, dSSF

Ziskané vysledné koncentrace vyprodukovanych metabolitti v jednotlivych procesech
SSF, SHF a dSSF byly porovnany z pohledu celkové koncentrace vyprodukovanych
rozpoustédel a organickych kyselin (Obr. 4).

8

ORG. KYSELINY ABE SHF ORG. KYSELINY ABE SSF ORG. KYSELINY ABE dSSF

c/(g/l)

uC. beuermcku NCINB 8052 (pH 6,3) = C. beuermcku NCIMB 8052(pH 6,0) = C. beuermcku NRRL B-598 (pH 6,3)
Obr. 4 Porovnanie kone¢nych koncentrécii org. kyselin a ABE Vv jednotlivych kultivaciach SHF, SSF,
dSSF pre bakterialne kmene C. beijerinckii NRRL B-598 a C. beijerinckii NCIMB 8052.

Kmen C. beijerinckii NRRL B-598 produkoval ve srovnani s C. beijerinckii NCIMB
8052 nizsi koncentrace rozpoustédel za vSech testovanych podminek. LepSim produkcnim
mikroorganismem pro fermentacni vyuziti odpadniho hydrolyzatu slamy a pefi se zda byt C.
beijerinckii NCIMB 8052. Nejvyssi koncentrace ABE 6,4 g/l bylo dosazeno kmenem
C. beijerinckii NCIMB 8052 pti pouziti metody SHF se vstupni hodnou pH 6,0. V tomto
pﬁpadé bylo Vyprodukovéno 1 nejvice organickych kyselin, cozZ je v rozporu s vyse uvedenym

vvvvvv

a Woods, 1986). Z pohledu fermentac¢nich strategii bylo nejvyssi koncentrace dosazeno pomoci
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SHF, ale pti dSSF byl proces hydrolyzy a fermentace zkracen ze 72 h na 54 h coz vedlo
k navyseni produktivity o 11 % (SHF 0,09 g.1*.h't, dSSF 0,10 g.I"*.h1).
Zavér

Na zékladé provedenych experimentii bylo prokazano, ze hydrolyzovand smés slamy a
pefi mize byt vyuzita jako alternativni kultivacni médium k fermentacni produkci butanolu
s vyuzitim solventogennich bakterii rodu Clostridium. Lepsich vysledki bylo dosazeno
s kmenem C. beijerinckii NCIMB 8052 s vyuzitim separatni hydrolyzy a fermentace ¢i
simultdnni hydrolyzy a fermentace s opozdénou inokulaci, pfi¢emz prvni uvedena vedla

k vys$sim vyslednym koncentracim rozpoustédel a druha k vyssi produktivité.

Podékovani: Tato prace byla vypracovana za finanéni podpory projektu BIORAF
TE01020080 Technologické agentury CR.
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Bunécna signalizace mikroorganismii a moznosti jejiho ovlivnéni
J. Michailidu, M. Paldrychova, A. Cejkova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Hledani novych cest jak bojovat proti rezistentnim mikroorganismim, se stalo
ozehavym tématem poslednich let. Spole¢né s objevem quorum sensing se zacaly
objevovat také nové moznosti ovliviiovani patogenity téchto mikroorganismi - bylo
totiz zjisténo, ze uspésna komunikace v ramci mikrobni populace ptimo indukuje vznik
virulentnich faktort jako je napiiklad tvorba biofilmu, ¢i produkce toxint. Tento
ptispévek obsahuje piehled signalnich systému Pseudomonas aeruginosa a Serratia
marcescens a také kratké seznameni s metodami stanoveni signdlnich molekul i

strategiemi zamezeni mezibunécné komunikace.
1. Uvod

Objev antibiotik v prvni poloving 20. stoleti pfinesl lidstvu tlevu od mnoha zivotu
nebezpecnych onemocnéni. Témér sto let poté nds excesivni a neuvazené uzivani antibiotik
dovedlo az ke vzniku rezistentnich kment patogend, jenZ jsou zodpovédny za onemocnéni, na
jejichz nasledky ro¢né zemie 16 milionil lidi. Je dilezité zminit, Ze nejméné 65% téchto
onemocnéni je spojenych s bakteridlnimi koloniemi, jejichZ proliferace zavisi v prvé fad€ na
isp&sné tvorbé a zrani biofilmu. Usp&sna kolonizace povrchu formou zralého biofilmu ale

vyzadujé komunikaci bunék kolonie mezi sebou - quorum sensing (Kalia, 2013).

Quorum sensing je systém rozhodovani kolonii mikroorganismti na zaklad¢ sdileni
komunikacnich molekul a nasledného ovliviiovani genové exprese. Pfepisovani gend na
zaklad¢ signali quorum sensing systémi je tak rozsahlé, ze ovliviluje nejen geny dileZzité pro
tvorbu biofilmu, ale také geny virulentnich faktorti jako jsou exoprotedzy, exotoxiny a
siderofory, &i geny umoziujici bakteriim motilitu. Usp&$nd komunikace pomoci quorum
sensing je evidentné kli¢ovym faktorem v mife patogenity daného mikroorganismu. Neni se
tedy ¢emu divit, Zze se quorum sensing od svého objeveni dostal do hledacku védci jako
potencialni cil pfi hledani novych druht Ié¢iv proti rezistentnim kmeniim (Rasmussen a

Givskov, 2006).
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Quorum sensing byl objeven a popsan pied vice nez 25 lety, poprvé u dvou
svétélkujicich motskych bakterii, Vibrio fischeri a Vibrio harveyi. Donedavna vsak bylo
objeveno pouze nekolik dalich pfipadi bakteridlni genové exprese reagujici na komunikaci
bunék mezi sebou. Tento zpiisob bakteridlniho dorozumivani byl v§ak povazovan za anomalii.
Nasledné vyzkumy v oboru mezibunécné komunikace bakterii v§ak ukazaly, ze velka ¢ast ne-
li pfimo vétSina mikroorganismti pravdépodobné¢ komunikuje pomoci malych signalnich
molekul ve snaze koordinovat chovani celé skupiny. Jevi se, Ze schopnost komunikace v rdmci
druhu a stejné tak i komunikace mezidruhova je nutnd pro pteziti bakterii a neméné pro jejich

interakci s pfirozenym prostfedim (Miller a Bassler, 2001).
2. Quorum sensing u Pseudomonas aeruginosa a Serratia marcescens

Gramnegativni bakterie vétSinou vyuzivaji quorum sensing systémy zalozené na
produkci a detekei homosein laktonovych (AHL) komunika¢nich molekul - autoinduktort. U
vSech téchto bakteridlnich druhli byly pozorovany nékteré obecné rysy: vSechny komunikaéni
molekuly vychazeni ze struktury N-acyl-homoserin laktonu, na biosyntéze a detekci AHL se
podileji homologni enzymy nebo geny, koncentrace N-acyl-homoserin laktoni v prostiedi je
kritickd pro spusténi specifickych odpovédi. Piestoze je zékladni struktura autoinduktord velmi
podobna, je zaroven 1 druhové specificka a kazdy bakteridlni druh reaguje na sviij specificky
autoinduktor. Toho je dosazeno riznou délkou a riznymi modifikacemi uhlikového fetézce
(acylu) navazaného na homoserin laktonové jadro. Neni vyjimkou, produkuje-li jedna bakterie
vice odliSnych autoinduktort o riizné délce a postranni modifikace acylového fetézce. Kazdy z

téchto autoinduktort miize mit odlisSnou funkci (Rychlik, 2000).

Gramnegativni P. aeruginosa napiiklad produkuje minimaln¢ dva rizné autoinduktory
N-(3-oxo-dodekanoyl)-AHL a N-butanoyl-AHL (Suga a Smith, 2003). Prvnim popsanym
pouzitim signalniho systému P. aeruginosa byla exprese LasB elastazy, jenz je schopna zamezit
rozpoznani imunitnim systémem (Casilag, 2016). Podle LasB tak vzniklo pojmenovani quorum
sensing systému las. Tento systém je slozen z lasl, genu pro syntazu autoinduktoru - 3-0xo-
C12-AHL a lasR, genu kodujiciho protein aktivujici transkripci. Systém las reguluje expresi
lasB a jeho aktivace je nutna pro produkci riznych extracelularnich faktorti virulence
(Barequet, 2004). Druhy popsany signalni systém P. aeruginosa byl nazvan rhl. Bylo totiz
zjisténo, ze reguluje mimo jiné produkci rhamnolipidu. Tento systém je slozen z rhll, genu pro

syntézu autoinduktoru C4-AHL a genu rhiR kodujiciho protein aktivujici transkripci. Vyzkumy
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navic ukazaly, ze signalni systémy las a rhl navzajem interaguji v rdmci sériového usporadani

(Delden, 1998).

Tyto systémy jsou vysoce specifické a syntéza jejich aktiva¢nich transkripcnich
proteinti neni kiizoveé aktivovatelnd, podobné i komplexy R-protein/autoinduktor preferuji
aktivaci konkrétnich promotorti. Nicméné tato specifita neni stoprocentni - komplex LasR/3-
0x0-C12-AHL totiz aktivuje expresi rhIR, coz znamena, Ze las systém je v této hierarchii
nadiazen rhl systému. Navic se 3-0x0-C12-AHL dokaze vazat na RhIR, ¢imz zamezuje vazbé
C4-AHL do vazebného mista na sviyj transkripéni aktivator rhiR. Las systém tedy reguluje rhl
systém jak v transkrip¢ni tak v posttranslaéni rovin€ (Delden, 1998). Kromé AHL systémii byla
u P. aeruginosa pozorovana také skupina vice nez 50 riznych chinolonovych QS molekul, z
nichz zdaleka nejvyznamnéj$i je 2-heptyl-3-hydroxy-4-chinolon neboli pseudomonas
quinolone signal (PQS), ktery se z velké ¢asti podili na odpovédi tohoto mikroorganismu na

stres (Haussler, 2008).

Proteinové skupiny LuxI a LuxR jsou nejcastéji asociovany se syntézou AHL a reakci
na né¢ a jinak tomu neni ani u rodu Serratia. U tohoto mikroorganismu byla nejprve
identifikovana pfitomnost C4-AHL a C6-AHL a nasledné byly objeveny luxR a luxl homology,
smal a smaR (Horng, 2002). AHL jsou syntetizovany z S-adenosyl-L-methioninu (SAM) a
acylovaného proteinu pfenasejiciho acylové skupiny (ACP - acyl carrier protein). V ramci rodu
Serratia se miizeme setkat s velkou specifitou a diverziou quorum sensing signalnich molekul
a regulaci cilovych genil. NejcastéjSim autoinduktorem vyskytujicim se u téchto bakterii je C6-
AHL. U S. marcescens byly dale identifikovany 3-oxo-C6-AHL, C7-AHL a C8-AHL (Houdt,
2007).

3. Metody stanoveni signalnich molekul

Bylo nashromédzdéno nemalé mnozstvi informaci, které demonstruji roli quorum
sensing ve vyvinu virulence u patogennich mikroorganismi (Hueck, 1998). Tyto skutecnosti
ukazuji diillezitost detekce a kvantifikace signalnich molekul pouZzivanych pfi quorum sensing.
Je znama jiz vcelku Sirokd Skala konvencnich fyzikdlné-chemickych metod, jako je
vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV detekcei, plynova chromatografie v kombinaci s
hmotnostni spektrometrii, nuklearni magnetickd rezonance, kapilarni elektroforéza v

kombinaci s hmotnostni spektrometrii, chromatografie na tenké vrstvé atp. (Kumari, 2008).
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Navic jsou zde jesté bakterialni biosensorové systémy, které byly pfimo navrzeny pro
detekci AHL. K tém patii naptiklad systémy zalozené na bakteriich jako jsou E. coli, A.
tumefaciens a P. aeruginosa, které vyuzivaji riizné regulacni systémy a v nich pouzité detekcni
geny, jako lacZ, gfp nebo lux, kodujici B-galaktosidazu, zeleny fluorescenéni protein (GFP) a
bakterialni luciferazu. Dalsim ptikladem muze byt detekce AHL zalozena na vyuziti violaceum-

negativniho mutantu (CV026) druhu Chromobacterium violaceum (Kumari, 2008).

Celobunécné detekeéni systémy vyrobené pomoci genového inzenystvi, které obsahuji
signalni protein B-galaktosidazu, byly uzity ke studiu mechanismu bakteridlni komunikace u
urcitych bakterii, jako je A. tumefaciens, jenz je zodpovédny za rist nadort u rostlin, i detekci
AHL v supernatantu bakteridlni kultury. Celobunéény detekéni systém uZivajici genovou
strukturu zaloZenou na gfp umoznil studium bakterialni komunikace in situ v méfitku jedné
bunky u n€koilka riznych bakteridlnich druhi - tyto detekéni systémy jsou nejvice vyuzivany

pii studiu biofilmu (Kumari, 2008).
4. Strategie vedouci k ovlivnéni quorum sensing

Ovlivnéni quorum sensing systému P. aeruginosa se stalo velmi zajimavou moznosti s
terapeutickym potencidlem. Jednim z pfistupii je pouziti analogh AHL, jenz funguji jako
antagonisté. Strukturni variace signalnich molekul P. aeruginosa odhalily epitopy, které jsou
dillezité pro aktivaci a inhibici LasR aktivity a prostfednictvim screeningu knihoven analogi
AHL byla definovana skupina latek obsahujicich strukturu anilinového jadra a akceptor vodiki.
Dalsi studie identifikovaly synteticky halogenovany furanon, ktery je schopen inhibovat
produkci mnoha faktorti spousténych prostiednictvim quorum sensing. Jiny pfistup byl zvolen
pro studie protilatek schopnych navazat AHL - v pfipad€ navazani protilatek na komunikaéni
molekuly se dané AHL nemohou dostat op€t do bun¢k a vyvolat genovou expresi. Nékolik
studii se také zabyvalo pozorovanim piisobeni laktonaz produkovanych nékolika rtiznymi
bakteriemi (napt. Variovorax paradoxus a Agrobacterium tumefaciens) (Carlier a kol., 2003,
Leadbetter a Greenberg, 2000). Tyto enzymy $tépi laktonovy kruh a tim produkuji nefunkéni
molekuly, které opét nejsou schopny aktivovat danou genovou expresi. Dal§i moznou metodou
miize byt za pouziti antisense oligonukleotidd, jenz se komplementarné vazi na lasR/lasl nebo

rhIR/rhll a inhibuji tak genovou expresi (Smith a Iglewski, 2003).

Kromé jiz zminénych pfistupt, které je mozno aplikovat také na S. marcescens bylo

studovano velké mnozstvi dalSich metod. Bylo napfiklad zjisténo, Ze metanolovy extrakt
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cuminum cyminum (2 mg/ml) siln¢ inhibuje produkci exopolysacharidi, indukuje rozvoliiovani
jiz narostlého biofilmu a inhibuje tvorbu biofilmu také u P. aeruginosa (Packiavathy, 2012).
Dalsi studie se zabyvala quorum sensing inhibi¢ni aktivitou indickych motskych hub a bylo pfi
ni zji$téno, Ze metanolové extrakty nékolika z nich (napt. Aphocallistes bocagei nebo Clathria
atrasanguinea) inhibuji AHL dependentni produkci prodigiosinu, virulentnich enzymu jako je
proteaza a také tvorbu biofilmu (Anapoorani, 2012). Bakterie Zijici v konsorciich s motskymi
koraly predstavuji také nadéjnou moznost, jelikoz bylo pozorovéano, ze nékteré z nich také
produkuji bioaktivni ¢inidla schopna inhibovat signalni systém S. marcescens (Bakkiyaraj,
2012).

5. Zavér

Aplikace ucinnych metod k zamezeni nezadoucich kolonizaci mikroorganismy je
nevyhnutelnd a vyzkumy téchto metod maji ve védeckém svété v soucasné dobé ptirozené
velkou prioritu. Je v§ak nutné pfistupovat k masové aplikaci téchto postupii obezietné, a tak je
predevsim nutny extenzivni vyzkum vsech moznych dopadi uziti jak novych antimikrobidlnich
latek, tak jejich kombinaci. Idedlni feSeni by totiz nemélo jen pomoci se soucasnou krizi, ale

mélo by mit pfedevSim uc¢innost z dlouhodobého hlediska.
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Vyvoj chromatografické metody pro sledovani tékavych aromatickych
sloucenin v pivu

J. Nespor, M. Karabin, P. Dostalek

Ustav biotechnologie, VSCHT

Optimalizace kazdé analytické metody je Casoveé narocny proces, ovsem zcela nezbytny
pro spravné a piesné stanoveni sledovanych sloucenin. V mnoha oborech je dnes vyuZivano
celé fady zplisobli optimalizace, ¢asto zaloZzenych na komplexni RSM (Response Surface
Methodology) metodice. Jednim z nich je i CCD (Central Composite Design), ktery prestavuje
V soucasnosti nejpouzivangjsi u¢inny nastroj pro optimalizaci chromatografickych stanoveni.

Stanoveni zaloZzené na kombinaci SPME extrakce a plynové chromatografie
s hmotnostni detekci bylo optimalizovdno pro analyzovani 19 t€kavych senzoricky aktivnich
sloucenin v ¢eském lezdku. Optimalizace byla provedena ve dvou po sobé¢ jdoucich krocich.
Prvnim krokem byla volba aktivni vrstvy sorbéniho vlakna, nasledné byly optimalizovany
hlavni parametry SPME izolace. Vysledkem optimalizace bylo zlepSeni pfesnosti metody,

vyjadiené poklesem relativni smérodatné odchylky (RSD) pod 15%rel.
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Vyuziti konsorcia anaerobnich bakterii a/nebo lignin modifikujicich
enzymi pri produkci alkoholii nebo Kkyselin z pSeni¢né slamy

J. Novotny, P. Patakova, J. Kolek
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Celuldza je nejvice rozsifeny polysacharid v piirodé, ktery nema potravinaiské vyuziti, a je
proto vhodny jako surovina pro vyrobu chemikalii. Obvykly obsah celuldézy a hemicelulozy
Vv rostlinnych bunkéch je 40-80 % susiny. Diky pevné struktufe lignocelulézového komplexu je
ptimé zpracovani celulozy a hemiceluldzy pro vétSinu mikroorganismii nemozné. Proto je tieba
nalézt mikroorganismus schopny degradace lignocelul6zové matrice nebo vyvinout u¢innou
techniku zpftistupiiujici sacharidickou slozku pro tradi¢ni mikrobialni producenty. Z tohoto
divodu jsme se v nasi praci zaméfili na kultivace mezofilniho anaerobniho celulolytického
konsorcia, izolovaného z kofiského hnoje a déle pak na zlepSeni vytézku enzymatické
hydrolyzy celulozy z alkalicky pfedupravené psSeni¢né slamy pomoci lignin — modifikujicich
enzymu bakteridlniho pivodu. Pii kultivaci celulolytického konsorcia v michaném bioreaktoru
bylo dosazeno nejvyssi koncentrace etanolu (0,77 g/1) pii regulaci pH a nejvyssi koncentrace
kyseliny maselné (0,35 g/l) byla detekovana v bioreaktoru bez regulace pH. Déle jsme testovali
produkci lignin-modifikujich a celulolytickych enzymi u dvou aktinomycet Nonomuraea
gerenzanensis a Streptomyces coelicolor. Nejvyssi enzymaticka aktivita bakterialnich
producentl byla zjisténa mezi 8.-12. dnem kultivace. Tyto enzymy byly nasledné aplikovany
pfi enzymatické hydrolyze alkalicky pfedupravené pSenicné sldmy s cilem zlepsit vytézek

gluko6zy a dalSich monosacharidu.
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Identifikace sekundarnich metaboliti u bakterii, které obsahuji

biosyntetické genové shluky pyrrolobenzodiazepinii
L. Paldnova, Z. Kamenik®, J. Masak?

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha®, Akademie véd CR*

Abstrakt

Pyrrolobenzodiazepiny (PBD) jsou biologicky aktivni sekunddrni metabolity
produkované ptevazné aktinomycetami, zejména pak bakteriemi rodu Streptomyces. U PBD
byl prokazan protirakovinny u¢inek, a proto jsou tyto latky zajimavé z pohledu farmaceutického
primyslu. Objev novych PBD by tedy vyznamné prispél k rozsiteni zdkladniho fondu latek,
které maji potencial k vyvoji 1€ka proti rakoving. Pro zaklad této prace jsme vyuzili rapidné
rostouci mnozstvi dat z riznych sekvenaénich projektu uvetejnénych v databazi GenBank.
Analyzou téchto dat bylo nalezeno né€kolik genovych shluki, které kdduji proteiny nezbytné
pro biosyntézu PBD. Ve vétsing ptipadi se vSak nejedna o presnou kopii shlukli pro biosyntézu
jiz znamych PBD. Kromé toho se tyto genové shluky nachazeji v kmenech, které dosud nebyly
charakterizovany z hlediska produkce PBD.

Cilem této prace bylo ovéfit pomoci polymerdzové fetézové reakce, zda kmeny
studované na zéklad¢ analyzy sekvenacnich dat opravdu obsahuji PBD biosynteticky genovy
shluk, tyto kmeny kultivovat v riznych médiich a pomoci LC-MS analyzy je produkéné
charakterizovat.

U dvou kment, Streptomyces regensis a Streptomyces purpureus, byla prokazana
produkce zndmého PBD tomaymycinu, a to i pfesto Ze se jejich genové shluky vyznamné lisi.
U kmene Nocardiopsis prasina bylo pro sloZeni celého biosyntetického genového shluku nutné
amplifikovat a osekvenovat tsek, ktery v sekvenacnich datech chybél a na zdklad€ analyzy
celého shluku byl navrzen produkt této biosyntézy. U kmene Amycolatopsis jejuensis byl
izolovan novy derivat porothramycinu, jehoz struktura byla navrzena s pomoci vysledkl

ziskanych funk¢ni charakterizaci methyltransferasy z biosyntézy porothramycinu.
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Produkce a biologicka aktivita pigmenti tvorenych houbou Monascus
purpureus

M. Patrovsky, K. Sinovska, P. Patdkova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Prace je zaméfena na zkoumdani vlivu kultivaénich podminek na produkci pigmentt
houbou Monascus purpureus a na testovani vybranych biologickych aktivit téchto pigment.
Béhem kultivaci byly obménovany zdroje dusiku (NH4)2SO4, NaNOs a pepton a pocateni
hodnoty pH kultivaci (2,5; 5,5; 6,5; 8,0). Nejvyssi produkce zlutého pigmentu monascinu bylo
dosazeno pfi kultivaci s (NH4)2SO4 pii pH 8,0 (528 £ 29 mg/l) a nejvyssi produkce zlutého
pigmentu ankaflavinu pii kultivaci s peptonem pii pH 5,5 (214 + 6 mg/l). U oranzového
pigmentu rubropunktatinu bylo nejvyssi produkce dosazeno pii kultivaci s (NH4)2SO4 pti pH
5,5 (322 + 52 mg/1) a u oranzového pigmentu monaskorubrinu pii kultivaci s peptonem pii pH
pii pH 2,5 (0,66 = 0,06 mg/1). VSechny tyto kultivace probihaly po dobu 10 dni pfi teploté 30
°C pii tfepani 100 rpm.

Ziskané pigmenty 1 komplexni extrakty houbovych myecelii byly nasledné testovany na

své biologické vlastnosti, napt. mutagenni ucinek byl zkouman pomoci Amesova testu.

1. Uvod

Houba rodu Monascus je po staleti pouzivana v asijskych zemich pro produkci tradi¢ni
cervené fermentované ryze, ktera je soucasti bézné stravy. Je znamo celkem 9 druht rodu
Monascus: M. pilosus, M. ruber, M. floridanus, M. eremophilus, M. pallens, M. sanguineus, M.
lunisporas, M. argentinensis, M. anka a M. purpureus (Shao a kol., 2011). K produkci ¢ervené
fermentované ryze se nejcastéji pouzivaji M. anka, M. ruber a M. purpureus (Su a kol., 2005).
Diky mnozstvi pigmentt, které jsou produkovany, je tato ryze vyuzivana také v potravinaistvi
jako barvivo. V Ciné jsou napiiklad barviva produkovana plisni rodu Monascus pouZivana pro
zvyraznéni barvy téméf viech uzenin. V Cing, Japonsku, Taiwanu, Thajsku a na Filipinach jsou
slozky ziskdvané z této fermentované ryze pouzivany pii konzervaci ryb a masa (Lin a kol.,

2008). Odhaduje se, ze vice nez miliarda lidi kazdy den konzumuje produkty fermentace plisné
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Monascus. Také je vyuzivana jako inicidtor fermentace ryzového vina nebo octa naptiklad v
Cing a Japonsku (Yang a kol., 2015). Fermentovana ryZe je také diky své ervené barvé a
chutovym vlastnostem pouzivana i pfi ptipravé pokrmu (Lin a kol., 2008).

Bezpecnost produktli houby Monascus purpureus vuci lidskému zdravi byva nékdy
zkoumana kvuli produkci mykotoxinu citrininu, ktery vykazuje nefrotoxické a hepatotoxické
ucinky (Lin a kol., 2008).

Cilem nasi prace bylo zkoumani vlivu kultiva¢nich podminek na produkci sekundarnich
metabolitl, izolace pigmentli a testovani biologickych vlastnosti ziskanych pigmenth

produkovanych houbou Monascus purpureus.

2.  Material a metody

2.1 Mikroorganismus

V ramci experimentalni prace byl pouzit kmen houby Monascus purpureus izolovany ze
vzorku nesterilni &ervené fermentované ryze z Ciny. Tento kmen je uloZen v neveiejné sbirce
mikroorganismt Ustavu biochemie a mikrobiologie VSCHT Praha a pomoci sekvence genu
kodujiciho 18s rRNA byl identifikovan jako Monascus purpureus. Houba byla uchovavana na

Sabouraudové agaru ve zkumavkach se Sikmym agarem pii teploté 7 °C.

2.2 Kultiva¢ni média

Slozeni pre-kultiva¢niho média: glukosa 20 g, pepton 10 g, kvasni¢ny extrakt 3 g, KCI
0,5 g, KH2PO4 4 g, ZnS04.7H20 0,01 g a FeSO4.7H20 0,01 g v 1 1 destilované vody.

Slozeni kultivaéniho média: glukosa 40 g, pepton 8,84 g, dusi¢nan sodny 6,44 g, siran
amonny 5 g, KC1 0,5 g, KH2PO4 4 g, ZnSO4.7H20 0,01 g, MgS04.7H20 0,5 g a FeS04.7H,0
0,01 gv 11destilované vody.

2.3 Kultivace

Pro pre-kultivaci, ze Sikmého agaru byly sterilni vodou smyty spory mycelia houby
anaslednd suspenze pievedena do pre-kultivaéniho média o objemu 50 ml ve 250 ml
Erlenmeyerové bance. Kmen byl pre-kultivovan pii 30 °C, na tfepaéce (100 rpm) po dobu 30
hod.

Po pre-kultivaci bylo 5 ml pre-kultivaéniho média pifevedeno do kultivaéniho média
o objemu 50 ml v 250 ml Erlenmeyerové bance. Produk¢ni kultivace probihala pti 30 °C na

trepacce (100 rpm) po dobu 10 dni.
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Plisent byla péstovana ve vice kultivacnich médiich, které se liSily zdrojem dusiku -
(NH4)2S04, NaNO3 a pepton a pocatecni hodnotou pH (2,5; 5,5; 6,5; 8,0) Hodnota pH
kultiva¢nich médii byla upravena pouzitim 1M HCI nebo 1M NaOH. V kazdém kultiva¢nim
médiu byl stejny obsah dusiku: 1,06 g/l. VSechny kultivace byly provedeny pro srovnani ve
ttech paralelach a baiiky byly zabaleny do alobalu (ochrana proti svétlu).

2.4  Oddéleni mycelia
K oddéleni fermentovaného tekutého média a vzrostlého houbového mycelia byla

kultiva¢ni média byla ptefiltrovana pies filtraéni papir Whatman ¢.1.

2.5 Extrakce pigmenti
K ziskani intracelularnich pigment bylo mycelium houby extrahovdno ve 20 ml 70%

etanolu o pH 2 po dobu 1 hod. na tiepacce pii 100 rpm.

2.6  Stanoveni pigmentii a citrininu

Pro stanoveni pigmentli a mykotoxinu byla pouzita metoda vysokotlaké kapalinové
chromatografie (HPLC). Zluté a oranzové pigmenty byly stanoveny na HPLC Agilent 1100
s fotodiodovym detektorem pii vinovych délkach 390 nm pro zluté a pti 470 nm pro oranzové
pigmenty. Mykotoxin citrinin byl stanoven na HPLC Waters Alliance 2695 s fluorescen¢nim
detektorem s emisni vinovou délkou 331 nm a excita¢ni vinovou délkou 500 nm. Pro stanoveni
pigmentl a citrininu byla pouZzita kolona Watrex SN7632, 250x4 mm, Reprosil 100 Cig 5 pm.
Mobilni faze byla sloZzena z 360 ml demineralizované vody a 640 ml acetonitrilu + 0,5 ml

H3PO4 na 1 litr. Pritok byl nastaven na 1ml/min.

2.8 Testovani mutagennich ucinkii pigmenti - Amesiv test

Pro zjiSténi cytotoxickych ¢i mutagennich vlastnosti Zlutych, oranZovych pigmentl
a smeésnych extrakti byl proveden Amestv test. K testovani genovych mutaci se vyuziva
nékolika kment histidin dependentni bakterie Salmonella typhimurium his- nesoucich rtizné
mutace v histidinovém operonu. Vysledkem téchto mutacnich zmén je, Ze indikatorové kmeny
nemaji (na rozdil od ptivodniho kmene) schopnost syntetizovat histidin a jsou zavislé na jeho
exogennim pfisunu v Zivném médiu. Test je zaloZen na zpétné mutaci auxotrofnich kmenti
vlivem pfitomnosti mutagenni latky. Pocet spontanné€ revertujicich kolonii na misce je u
kazdého kmene relativné konstantni. V ptipad¢, Ze se po pfidani testované latky (pigmentu)

pocet revertujicich kolonii zvysi, jednéd se o mutagen
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Vzorky byly testovany i tzv. S metabolickou aktivaci, kdy se simuluje chovani latky
Vv pribéhu jeji metabolické premény, nebot’ sama o sob¢ latka nemusi byt mutagenni, ale jeji
metabolit jiz ano.

Jako pozitivni kontrola je pii pokusu do média misto studované latky pfidan mutagen
(naptf. daunomycin, azid sodny ¢i 2-aminofluoren). Typ mutagenu se liSi podle pouzitého
kmene bakterie. (Mortelmans a Zeiger, 2000).

Jednotlivé frakce pigmentl byly nasbirdny pomoci sbérace frakei jako soucasti HPLC

sytému.

3. Vysledky a diskuse

V ramci provedenych pokust, sledujici vliv hodnoty pH a zdroje dusiku na produkci
vybranych sekundarnich metabolitt produkovanych kmenem houby Monascus purpureus, byly
zjistény jisté rozdily jak v mnozstvi vytvofenych pigmentl, tak v zastoupeni jednotlivych
zastupcil pigment.

Pro ilustraci detekce pigmentl je uveden chromatograficky zaznamu pigmentt (Obrazek
1.) Jsou zde znazornény piky pigmentti zlutych (monascin, ankaflavin) a oranzovych
(rubropunktatin, monaskorubrin) a ¢ervenych (rubropunktamin, monaskorubramin). Zluté
pigmenty dosahuji nejvyssi absorbance pii vinové délce 390 nm, oranzové pii vinové délce 470
nm a ¢ervené pii vinové délce 510 nm. Chromatogram je zobrazen pii vlnove délce 234 nm,
coz je vlnova délka, pti které dochazi k absorpci svétla u vSech pigmentd, i kdyz pfi této vinové

délce nedosahuji jednotlivé latky svych absorpénich maxim.

3009 "

/

| monaskorubramin 3 /

rubropunktamin , \; ' s mon; C oA ]

Zavislost produkce pigmentii v zavislosti na poc¢ate¢ni hodnoté pH byla zkoumana u tfech
riznych zdrojii dusiku. Vysledky jsou graficky zpracovany pro jednotlivé zdroje dusiku -

NaNOs (Obrazek 2.), (NH4)2SO4 (Obrazek 3.) a pepton (Obrazek 4.). Vliv pocate¢ni hodnoty
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pH a zdroje dusiku na produkci citrininu je uveden na Obrazku 5. VSechny tyto kultivace

probihaly po dobu 10 dni, pfi teploté 30 °C pfi tiepani 100 rpm.

NaNO:

WpH25 WpHS55 wpHGS ®WpHS0

Koncentrace pigmentu (mg/l)
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o
o
H

monascin ankaflavin mbropunktatin  monaskombrn

Pigmenty

(NHs)2S0s

WpH25 WpHS5S5 WpH6S5 WpHSO
600

Koncentrace pigmentu (mg/l)
w -+
S o
I=J=1
. A
N

monascin ankaflavin mbropunktatin monaskorubrin

Pigmenty

Obrazek 2. Produkce pigmentt pii kultivaci s NaNO3

Pepton

WpH2S5 WpHSS WpH6S ®pHSO

Obrazek 3. Produkce pigmentt pii kultivaci s (NH4)2SO4

Vliv poéatec¢ni hodnoty pH a zdroje
dusiku na produkci citrininu

600

WpH25 WpHSS5 WpHGES5 WpHSO

w

=]

=3
Ly

Koncentrace pigmentu (mg/l)
w
=1
=}

Koneentrace citrininu (mg/1)

NaNO; (NH,4)2S0, pepton
Pigmenty Zdroj dusiku

monascin ankaflavin

mbropunktatin monaskorubrin

Obrazek 4. Produkce pigmenti pfi kultivaci s peptonem Obrazek 5. Vliv poc¢ateéni hodnoty pH a zdroje
dusiku na produkei citrininu
Z Obrazku 2 - 4. je ziejmé, Ze nebyla nalezena jednozna¢né nejvhodnéjsi kombinace

hodnoty pH a zdroje dusiku, ktera by vedla k nejvyssi produkci vSech pigmenti. Yongsmith
a kol. (1993) ve své praci uvadi, ze nejvyssi produkce oranzovych pigmenti je dosazeno pii
kultivaci s (NH4)2SO4 pti pH 2,5. Shi a kol. (2015) pak tvrdi, Ze je této produkce dosazeno pii
hodnotach pH 2,5 a 4,0 bez ohledu na pouzity zdroj dusiku. Tato skutecnost nebyla ovSem
V této praci potvrzena. Z Obrazku 3. je patrné, ze produkce oranzovych pigmenti byla pfi
kultivaci s (NH4)2SOs pti pH 2,5 naopak nejniz$i pii srovnani s ostatnimi kultivacemi.
Z Obréazku 2 - 4. 1ze vypozorovat, Zze k vySsi produkci oranZzovych pigmentli dochazelo pti
kultivacich s vyssimi hodnotami pH bez ohledu na pouzity zdroj dusiku. Shi a kol. (2015) dale
konstatuje, Ze k nejnizsi produkei Zlutych pigmentl dochézi pii kultivaci s peptonem pii pH
5,5. Z Obrazku 2 - 4. ale vyplyva, Ze naptiklad pti kultivaci s NaNO3z a (NH4)2SO4 pfi
pocatecnim pH 2,5 dochéazi k niz8i produkci monascinu i ankaflavinu. Tyto zna¢né rozdily
Vv zavérech mohou byt zpiisobeny zejména odlisSnymi podminkami pfi kultivacich uvadénych v

této praci a podminkami kultivaci uvadénych u Yongsmith a kol. (1993) (Skrob, tiepané barky,
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7 dni, 300 rpm) a Shi a kol. (2015) (bioreaktor, 7 dni, 500 rpm) a také pouzitym kmenem houby
Monascus.

Z Obrézku 5. je patrné, ze pii nizsich hodnotach pH dochézi k niz8i produkei citrininu pfi
pouziti vSech tii typl zdroji dusiku. Toto zjisténi je v souladu s Shi a kol. (2015) a Kang a kol.
(2014). Nejnizsi produkce citrininu bylo dosazeno pfi kultivaci s (NH4)2SOa pii pH 2,5 (0,66 +
0,06 mg/l). Z grafu je také ziejmé, ze nejvyssi produkcee citrininu bylo dosazeno pii kultivaci s
(NH4)2SO4 a pH 8 (50,4 + 11,2 mg/1). Lze si také vS§imnout, ze pii kultivaci s peptonem byla
produkce citrininu vyrazn¢ vyssi nez pfi kultivaci s dal§imi dvéma zdroji dusiku.

Déle v rdmci experimentalni ¢asti byl mimo jiné testovan mutagenni ¢i cytotoxicky
ucinek pigmentl a extrakti.

V Tabulce 1. jsou zobrazeny hodnoty poméru Rti/Rc pro jednotlivé koncentrace
testovanych latek. Rti je primérny pocet revertant pti pouziti testované latky a Rc je praimérny
pocet kolonii spontanné revertujicich na kontrolnich miskach bez ptfidani mutagenu (negativni
kontrola). Z Tabulky 1. je patrné, ze vétSina hodnot pomé&ru Rti/Rc se pohybuje mezi hodnotami
1 a 2, coz zna¢i nemutagenni U¢inky testovanych latek. Handkova (2016) vsak uvadi jako
podeziely, pravdépodobné mutagenni, komplexni vzorek obsahujici oranzové a Zluté pigmenty.
V této praci ale vychazi tato kombinace jako nemutagenni, pravdépodobné z diivodu pouZiti
niz8i koncentrace pigmentii. Hsu a kol. (2014) testovali mutagenni ucinky ryZového prasku
ziskaného kultivaci s M. purpureus NTU 568. Test byl proveden s metabolickou aktivaci i bez
metabolické aktivace. Vysledky tohoto testu byly negativni. Vzhledem k tomu, Ze ve studii
nebyly pigmenty obsaZené v ryZovém praSku kvantifikovany, nejsou tyto vysledky s vysledky
uvedenymi v této praci pfili§ srovnatelné.

Tabulka 1. Vyhodnoceni Amesova testu pomoci poméru Rti/Rc

Bez aktivace Koncentrace-. pigmentu Rti/Re
(ng/misku)
Testovany vzorek Zluté | Oraniové | Cervené | TA 98 TA 100
Extrakt -NH4+ 23,1 51,9 0,0 e :
11,6 25,9 0,0 - 1,0
Zluté pimenty - monascin 51 0,0 0,0 1,8 0,7
Cervené a oranové pigmenty 0,0 9,5 5,8 1,0 0,9
OranZové pigmenty 0,0 19,1 0,0 1,1 0,8
Cervené pigmenty 0,0 0,0 11,6 1,0 0,8
S aktivaci Koncentrace' pigmentu Rti/Rc
(ng/misku)
Testovany vzorek Zluté | Oranzové | Cervené TA 98 TA 100
Extrakt -NH4+ 23,1 51,9 0,0 1,2 1,7
Zluté pimenty - monascin 51 0,0 0,0 1,1 1,4
Cervené a oranzové pigmenty 0,0 2,4 1,5 1,7 1,0
P 0,0 19,1 0,0 = 1,4
Oraniové pigmenty
0,0 4.8 0,0 2,2 =
Cervené pigmenty 0,0 0,0 11,6 11 1,6
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Rti = primérny pocet revertant pii pouziti testované latky, Rc = primérny pocet kolonii spontanné revertujicich
na kontrolnich miskach bez pfidani mutagenu (negativni kontrola), Rti/Rc < 1 znaci pravdépodobné toxické ti¢inky
testované latky, Rti/Rc >2 znaci pravdépodobné mutagenni u€inky testované latky

S aktivaci: simulace metabolické aktivace v jatrech (vzorek obsahuje jaterni homogenat potkana)

Zavér

- V ramci této prace se podafilo stanovit nejvhodnéjsi kultivacni podminky pro nejvyssi
produkeci jednotlivych pigmentti. Pro monascin to byla kultivace s (NH4)2SO4 pii pH 8,0 (528
+ 29 mg/l), pro ankaflavin kultivace s peptonem pii pH 5,5 (214 + 6 mg/l), pro rubropunktatin
kultivace s (NH4)2SO4 pii pH 5,5 (322 + 52 mg/l) a pro monaskorubrin kultivace s peptonem
pti pH 5,5 (332 + 50 mg/1).

- Pfi zkoumani produkce pigmenti se podaftilo zjistit, Ze k nejnizsi produkei citrininu dochézi
pii kultivaci s niz§i hodnotou pH. Nejnizsi produkce bylo dosazeno pii kultivaci s (NH4)2SO4
jako zdrojem dusiku pfi pocatecnim pH 5,5 (0,66 £ 0,06 mg/1).

- Pfi zkoumani mutagennich ucinkl extraktii a pigmentd pomoci Amesova testu se nékolik

hodnot poméru Rti/Rc odchylovalo od idedlniho rozmezi mezi 1az 2, coz by mohlo ukazovat

na toxické nebo mutagenni ucinky testovanych latek.

Podékovani

Financovano z tuéelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT &. 20-
SVV/2017)*
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Kultivace bakterii Salinispora tropica a testovani biologické aktivity jejich
karotenoidi
T. Potocar, Z. Jezkova, T. Branyik

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
Abstrakt

Tato prace se zabyva kultivaci mikroorganismu Salinispora tropica CBN 440
Vv Erlenmeyerovych bankéch, laboratornich bioreaktorech, extrakci celkovych karotenoidii
a testovani jejich biologické aktivity na buné¢nych liniich. Rod Salinispora patii mezi obligatné
moiské mikroorganismy neschopné rastu v demineralizované vod€ tvofici mnozstvi
sekundarnich metabolitli. Jednim ze sekundarnich metabolitii je karotenoid sioxanthin, patfici

do atypické skupiny glykosylovanych karotenoidi.

V experimentalni ¢asti byla zjiStovana optimalni kultivac¢ni teplota pro produkci
biomasy, vliv osvétleni na produkei pigmentd a nartst biomasy, vliv zdroje uhliku a dusiku
na narist a objemovou produktivitu biomasy a optimalni intenzita michani pro kultivaci
v laboratornich bioreaktorech. Z biomasy byl extrahovan extrakt celkovych karotenoidu, ktery

byl dale testovan na bunécnych liniich a analyzovan na HPLC/MS.

Optimalni kultivacni teplota byla stanovena jako 28 °C s maximalni koncentraci
biomasy 2,25 g.I'* sobjemovou produktivitou 0,41 g.It.den™. Konstantnim ozafovanim
pii kultivaci byl zvysen obsah karotenoidii o 16 % (1191 pg.g™t) a bez piistupu svétla snizen
0 5 %. Vysledky upravy media alternativnimi zdroju uhliku a dusiku se prokazaly z hlediska
naristu biomasy jako nevhodné. Pfi kultivaci za rGznych intenzit michani bylo dosaZeno
nejvyssi koncentrace biomasy (4,15 g.1"?) pii 350 mint. Bylo stanoveno maximalni mnozstvi
tetrahydrofuranu v mediu (3 %), B-karotenu (2,68 ng.ul™.) a extraktu karotenoidt (3 ng.ul™)
pro zachovani alespont 90 % Zzivotaschopnosti buné¢nych linii. Nejlepsi antioxida¢ni G€inky
extraktu karotenoidti z biomasy Salinispora tropica byly prokdzany na bunécné linii

KYSE-30 pti koncentraci 3 ng.ul™.
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Vliv nizkoteplotniho plazmatu na biofilm
M. Vilkova!, E. Kvasni¢kova®, J. Masak®, V. Scholtz?

! Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
2 Ustav fyziky a méfici techniky, VSCHT Praha

1. Abstrakt
Mikroorganismy jsou nedilnou soucésti svéta okolo nds a jejich pfitomnost mize mit jak
pozitivni, tak i negativni dopad. Rada z nich Zije ve volné piirodé ve spoledenstvi a vytvaii
biofilm, ktery je podstatné odolnéjsi nez jednotlivé bunky. Jejich v posledni dob¢ stale ¢astéji
vznikajici rezistence viici celé fad¢ biologicky aktivnich slou¢enin, znamena znacny problém
pfi jejich odstranovani. Bézné pouzivané antimikrobidlni latky jiz nemusi byt dostatecné
ucinné, aby zabranily ristu bunék, a nasledné dalsi tvorbé a rozvoji biofilmu.

Hojn€ uzivanymi G¢innymi latkami u lidi a zvifat jsou antibiotika. Praveé vzhledem
k jejich Castému pouzivani ve vysokych koncentracich se vyrazné zvysuje rezistence biofilmd.
Z toho divodu je nutné pouzit vyssi davku stavajicich antibiotik nebo latky se silnéjsi
biologickou aktivitou. V obou pfipadech se setkavame se znacnymi nezadoucimi ucinky, které
maji negativni vliv na zdravotni stav pacienta.

Tvorba biofilmi je zna¢nym problémem také v potravinarském primyslu. Existuje cela
fada toxickych latek (naptiklad fenoly, formaldehyd), které jsou schopny odstranit cela
mikrobidlni spolecenstva. Nicméné u potravin je nezbytné zajistit zdravotni nezavadnost
produktu. Je nutné vylou€it moznou toxicitu, karcinogenitu nebo teratogenitu vyrobku
ur¢eného pro kone¢ného konzumenta (Scholtz a kol., 2015).

Jednou z moznosti, jak docilit efektivniho a Setrného antimikrobidlniho uéinku, bez
vedlej$ich vlivl, je vyuziti nizkoteplotniho plazmatu (NTP). Divodem mohou byt nizké
investi¢ni a provozni naklady a absence trvalych Skodlivych produkti (Alkawareek a kol.,
2014). Dale se mezi velké klady tadi i nizkd pracovni teplota. To je rozhodujici u tepelné
citlivych materiald a surovin. Naptiklad v potravinafstvi, ale i v mediciné mize pfi vysSich
teplotach dochazet k denaturaci proteind, ¢i k riznym fyziologickym zménam. NTP nabizi
alternativu pro teplotné labilni latky, nebot’ teploty nepiesahuji 45 °C nebudou mit destruktivni
ucinek (Schliiter a Frohling, 2014). NTP ma vysoky potencial pro pouziti v medicing napft. pti
1écbé chronickych ran, karcinomt, v zubnim lékatstvi, pti srdzeni krve, apod. Zajimava je
1 potencidlni mozZnost kombinace NTP s dal§imi mikrobicidnimi latkami, napiiklad

s antibiotiky (Fridman a kol., 2008).
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Profil lipida kvasinek rostoucich na netradi¢nich zdrojich uhliku
Bc. M. Zimola, Ing. I. Kolouchova, Ph.D., Ing. L. Gharwalova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Ruast mikroorganismu, ale také obsah bunécnych i1 zasobnich lipidd, je ovlivnén velkym
parametrt je zdroj uhliku, ktery je pro kultivaci mikroorganismi pouzivan. Tato prace se
zabyva vyuzitim n-alkand, jako netradi¢nich zdroju uhliku. Alkany jsou nerozpustné ve vod¢ a
obecné obtizné utilizovatelné pro Siroké mnozstvi mikroorganismuti. Schopnost mikroorganismi
vyuzivat tento netradicni zdroj uhliku je casto vdzana na produkci latek typu surfaktantd, které
napomahaji transportnim mechanismim bunky. Rast mikroorganismii na alkanech ovliviiuje
nartist biomasy, dale obsah a slozeni lipida v jejich bunkach Je sledovan vliv koncentrace
vybranych n-alkanti na obsah a slozeni bunéénych lipidi vybranych rodi kvasinek, které

disponuji specidlnim enzymatickym aparatem pro vyuziti alkant z kultiva¢niho media.
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