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Ovéreni ucinnosti latek s antibiofilmovou aktivitou vii¢i vybranym
patogeniim
Bokova S., Paldrychova M., Lokocova K., Masak J.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
Abstrakt

Biofilmy mikroorganismti, v porovnani se suspenznimi bufikami, se vyznacuji zvySenou
odolnosti vii¢i ptitomnosti nékterych ptirodnich i syntetickych latek, zejména antibiotik. Prave
snizend citlivost vii¢i antibiotikiim je ¢astou pfi¢inou vzniku tzv. nozokomidlnich infekci.
Ptikladem je zhorSeni stavu pacientli s cystickou fibrozou zplsobené infekei oportunniho
patogenu Pseudomonas aeruginosa. Potencionalnim agens v boji proti tvorbé biofilmu je
chitosan, ktery se se svymi vlastnostmi fadi mezi biologicky aktivni latky vhodné pro aplikaci

ve zdravotnictvi.

Definice biofilmu

Prvnim sledovanym biofilmem, a zaroven dodnes nejvice studovanym, byl zubni plak.
Pfichycené mikroorganismy na zubni skloving, v€etné povlaku na sliznici jazyka, sledoval jiz
v roce 1683 A. van Leewenhoek, vyndlezce prvniho mikroskopu (Heiby, 2014). Prikopnikem
ve studiu a determinaci biofilmu se stal kanadsky mikrobiolog J. W. Costerton (Costerton a
Lewandowski, 1995). Pod jeho vedenim byly mikroskopovany a fotograficky snimany vzorky
Z vodnich vymeénika tepla, alpskych proudii, a pfedevs§im lidskych tkéni. J. W. Costerton
dokazal pritomnost extracelularniho matrix (,,pouzdra®) u bakterie P. aeruginosa,
v nasledujicich letech i u jinych bakterii zptisobujicich nozokomidlni a jiné bakterialni infekce
(Lam a kol., 2012). Zabyval se detailnim popisem struktury biofilmu, rovnéz mechanismem
adheze bun¢k a vlivem produkovanych metabolitl na okolni prosttedi. Termin ,,biofilm* se stal
definitivnim pro charakter této formy bakterii (pozdéji i kvasinek a mikromycet). V publikaci
Costerton a Lewandowski (1995) je biofilm definovan jako ,,uzaviena bakterialni populace
adherentni k sobé navzajem a/nebo k povrchu ¢i k rozhrani.” Od 90. let 20. stoleti se pocet
studii, které se zabyvaji inhibici adheze bunék ¢i eradikaci jiz vzniklého biofilmu, stale zvySuje.
Ptikladem je rostouci trend poctu publikaci za rok s klicovym slovem ,,biofilm* v databazi Web
of Science. V roce 2010 bylo s timto kli¢ovym slovem zvefejnéno 2814 publikaci a v roce 2017
6201 publikaci.
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Biofilm Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa a ostatni druhy rodu Pseudomonas se vyskytuji pfevazné v pud¢ a vodé, kde Ziji
saprofyticky. Patii vSak rovnéz do Sirokého spektra mikroorganismi, které jsou oportunné
fytopatogenni, zoopatogenni a u clovéka mohou byt pfi¢inou nékterych infekci (zejména
nozokomialnich) (Bodey a kol., 1983). Schopnost tvorby biofilmu P. aeruginosa je ¢astym
problémem v nékolika odvétvich primyslu a zdravotnictvi. Ve zdravotnictvi je P. aeruginosa
2016). Také pacienti, ktefi jsou dlouhodobé hospitalizovani, mohou byt touto bakterii
kolonizovani. Jejich sniZzena imunita a odolnost P. aeruginosa viéi antibiotikiim muze zptsobit
endokarditidy, meningitidy a pneumonie (Bodey a kol., 1983; Wagner a kol., 2016). Exprese
konkrétnich bakteridlnich gend kodujicich tvorbu biofilmu a dalsi virulenéni faktory je
zprostiedkovana pomoci malych signalnich molekul (Lee a Zhang, 2015). P. aeruginosa
vyuziva jako hlavni signalni molekuly N-acyl-homoserinové laktony (Choudhary a Schmidt-
Dannert, 2010).

Tab. I: Vliv vybranych virulen¢nich faktorti P. aeruginosa na tvorbu biofilmu a jejich uc¢inek
na hostitelské bunky (Adam a kol., 1997; Denning a kol., 1998; Jensen a kol., 2006; Laaman a
kol., 2012; Park a kol., 2000; Wolz a kol., 1994)

Virulen¢ni  Regulovany

Vliv na tvorbu biofilmu Utinek na hostitele
faktor gen
Alkalicka aprA Vyssi odolnost viici Degradace cytokini
proteasa imunitnimu systému hostitele
Elastasa lasB Zisk Fe iontl Degradace elastinu a
kolagenu bunék
Exotoxin A lasR Usnadnéni kolonizace Bunécna smrt
nového povrchu
Lektiny lecA Usnadnéni kolonizace Paralyza fasinkového
nového povrchu epitelu dychacich cest
Proteasa lasA Usnadnéni kolonizace Poruseni epitelu
nového povrchu
Pyocyanin phz Usnadnéni kolonizace Pti¢ina oxidac¢niho stresu
nového povrchu Vv buiikéch, cytotoxicita
Rhamnolipidy rhlAB Podpora tvorby biofilmu Nekroza makrofagt
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Vliv biologicky aktivnich latek na biofilm P. aeruginosa

Piibyvajici ptipady rezistence bakterii P. aeruginosa vici standardné pouzivanym antibiotikiim
indukuji studium piirodnich biologicky aktivnich latek (BAL), které by mohly snizit tvorbu
biofilmu oportunnich patogenti nebo jejich virulenci (Madathil a Rajendran, 2013). K vyhodam
ptirodnich BAL oproti syntetickym preparatim patii Siroké spektrum jejich vyskytu a lepsi
snaSenlivost lidského organismu. Pravé chitosan, polysacharid ziskany N-deacetylaci
piirodniho chitinu, je svymi vlastnostmi vhodnym potencialnim antimikrobidlnim a

antibiofilmovym agens (Kumar a kol., 2004).

Chitosan

v

Jednim z nejhojnéjSich polysacharidi v pfirodé je homopolymer N-acetylglukosaminu (2-
acetamido-2-deoxy-D-glukopyranosa), chitin, podle odhadi se ho nachazi v p¥irodé az 1x 10%3
kg. Chitin je vyznamnou soucésti skeletu bezobratlych zivocichd, tvoii napt. schranky krabi a
krevet, ve stopovém mnozstvi ho mizeme nalézt rovnéz v kokonech hmyzu nebo v bunécné
sténé hub (Kumar a kol., 2004). Podstatn¢ $irs$i vyuziti ma vSak chitosan, derivat chitinu, ktery
zacal byt pouzivan v zemédélstvi, pfi Cisténi odpadnich vod, ale také k redukci télesné
hmotnosti. Komer¢né je ziskavan bazickou N-deacetylaci chitinu a obsahuje tak kromé N-
acetylglukosaminu také glukosamin(2-amino-2-deoxy-D-glukopyranosu), v zavislosti na mite
deacetylace. Ta se pohybuje v rozmezi 50 - 95 %, proto se mize i molekulova hmotnost
chitosanu vyrazné lisit (10 - 2000kDa), (Illum, 1998; Pillai a kol., 2009). Mira deacetylace se
muze lisit také na zakladé pouzitého zdroje chitinu. Chitin se v pfirod€ nachazi ve 3 isoformach,
nejcastéji viak ve formé obsahujici B(1-4) vazbu mezi samotnymi jednotkami polymeru (Rudall
a Kenchington, 1973). Mira deacetylace rovnéz urCuje rozpustnost chitosanu (Kumar a kol.,
2004; Qin a kol., 2006).

=  Antimikrobialni a antibiofilmova aktivita chitosanu

Uginek chitosanu je zavisly na mife deacetylace a na molekulové hmotnosti (Tokura a kol.,
1997). S vétsim poctem kladn€ nabitych aminoskupin stoupa jeho vliv na cytoplasmatickou
membranu, kde miZe dojit az ke ztrat€ jeji permeability. Znaény vliv ma pH okolniho prostfedi
(pfi nizkém pH je mnozstvi NHs" vyssi, tim se zvySuje pocet elektrostatickych interakci
chitosanu s jinymi molekulami) a také slozeni obalovych struktur mikroorganismu. Vnéjsi
vrstva lipopolysacharidii gramnegativnich bakterii vykazuje vyS$Si odolnost viici plsobeni
chitosanu neZ obaly grampozitivnich bakterii (Helander a kol., 2001; Park a kol., 2011; Verlee

a kol., 2017). Schopnost chitosanu vazat ruzné ionty kovi je jednim z davodi jeho

10
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antimikrobialni aktivity. Chelatace ionti Ca®" a Mg?" narusuje stabilitu vn&j$i membrany a
muze tak dojit ke ztrat¢ nékterych zivin. Chitosan je rovnéz schopen vazat ionty, které ptisobi
jako kofaktory nékterych enzymi ¢imz dochazi k inaktivaci enzymt dilezitych pro
metabolismus bunky (Bhatia a Ravi, 2003; Tsai a Su, 1999). Po naruseni cytoplasmatické
membrany mtiZze chitosan penetrovat az do cytosolu, nizkomolekularni chitosan az do jadra,
kde se mize vazat na dalsi negativné nabité molekuly a ovlivnit Zivotaschopnost bunky (Fei

Liu a kol., 2001).

Zavér

Vzhledem k biodegrabilité, netoxicité viuci zivocichim a levné vyrobé je chitosan vyuzivan v
mnoha oblastech primyslu. Své uplatnéni si nasel v kosmetice, pii vyrobé fotografii, papiru,
baterii a pii ¢iSténi odpadnich vod (Arof a kol., 1995; Habibie a kol., 2016; Majeti a Kumar,
2000). Nejvetsi potencial ma vSak jeho pouziti ve zdravotnictvi. Svymi vlastnostmi je idedlnim
materidlem pro vyrobu kontaktnich ¢ocek, Ize ho vyuzit jako antikoagulacni agens a také k
vychytavani lipidi ze stravy u obéznich pacientli (Gades a Stern, 2005; Hirano, 1999;
Vongchan a kol., 2002). Jeho antimikrobialni aktivita a nizk4 toxicita v porovnani s jinymi
pfirodnimi polysacharidy z n€j ¢ini vhodné agens v boji proti tvorbé biofilmu (Kong a kol.,
2010). Letalni davka LD50 chitosanu u mysi byla stanovena na hodnotu 16 g/(denxkg) (Raafat
a Sahl, 2009).
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Adsorpce endokrinnich disruptori na rasovou biomasu

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

Abstrakt

Endokrinni disruptory (EDC, z anglického endocrine disrupting compounds) jsou latky
znecCistujici zivotni prostfedi exogenniho puvodu, které mohou zptlisobit interakci s
endokrinnim systémem zivych organismii. Maji specifické vlastnosti, které vyrazné
znesnadiuji nebo pfimo znemoziuji jejich odstranéni v béznych cistickdch odpadnich vod.
Proto je nutny vyvoj a nasazeni novych specifickych metod. Bézn€ vyuzivany sorbent na
odstraniovani EDC je aktivni uhli, jehoz vyuziti a likvidace je ovSem investi¢né i provozné
naroéné. Rasova biomasa je lehce biodegradovatelny material s vysokym sorp&nim
potencidlem, ktery byl uz dokdzan v mnoha studiich. V tomto projektu byla testovana sorpéni
kapacita biomasy Chlorelly vulgaris. Bylo vybrano sedm steroidnich hormont, spadajici mezi
EDC, s riznou strukturou, u kterych probé¢hla fada sorpénich testi. Namétend u€innost sorpce
byla velice rozdiln4d. Nejlépe se sorbovaly hormony s rozvétvenou strukturou obsahujici
konjugované dvojné vazby. Bylo zjisténo, Ze k ustaleni sorpce dochazi mezi 12 — 24 hodinami
a optimalni mnozstvi sorbentu pii koncentraci hormoni v roztoku 10 pg/l je 1 g/l. Vysoka mira
sorpce byla zaznamenana pro megestrol acetat (95%), ethinylestradiol (72 %), progesteron (52

%) a estron (35%). Pro testosteron, desogestrel a kortison byla G¢innost sorpce nizsi nez 10 %.

Uvod

Odpadni vody jsou kontaminovany Sirokou Skéalou Skodlivych latek, véetné rezidui 1éCiv,
chemikalii pochézejici z kosmetiky, domacich ptipravka ¢i pesticidl. Jedna skupina z téchto
problematickych latek se souhrnné nazyvé endokrinni disruptory (dale jen EDC, z anglického
endocrine disrupting compounds). EDC jsou latky exogenniho plivodu, které negativné
ovliviluji zdravi organismi a jejich potomstva naruSovanim jejich endokrinnich funkci. V
zivotnim prosttedi se Casto vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich (v fadu ng/l az ug/l).
Jedna se o velice rozmanitou skupinu latek, do které patii n€které t¢zké kovy, ftalaty, parabeny,
DDT, bisfenol A, polychlorované bifenyly (PCB), pesticidy, 1é¢iva nebo hormony (Bendlova,
2013). Jednim z nejznamé;jsich piikladi ucinku EDC je celosvétové pozorovand feminizace
samcl ryb pod vypustémi z Gisti¢ek odpadnich vod (dale jen COV), coz mize vést aZ k
vymizeni celé populace ryb, jako v ptipad¢ pstruhti v jezete Ontario v Kanad¢ (Jobling a Tyler,
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2003). Tato prace se zabyva zkoumanim vyuziti adsorpce na fasovou biomasu k odstranovani
edokrinnich disruptort z odpadnich vod, konkrétnéji k odstranovani steroidnich hormond.

Steroidni hormony jsou pfirozenym zpiisobem vylu¢ovéany lidmi, naptiklad hormony 17
B-estradiol a estron jsou vyluCovany Zenami (2-20 ug/osoba/den), stejné tak jako muzi (5
pg/osoba/den)(Ying a kol., 2002). Vyznamnymi zdroji steroidl jsou 1 hospodaiska zvirata, a to
jak velkochovy, tak i bodové zdroje jako odpousténi fekalii ze statkli ¢i dokonce vylucovani
zemédélskych zvitat ptimo do vodnich toki (Johnson a kol., 2005).

Nameéfena koncentrace steroidnich hormont v odpadnich a povrchovych vodach se
pohybuje nejcastéji v fadu ng/l. Napiiklad koncentrace estronu byla v holandskych vodach
naméiena 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). U vypusté z COV v &eské
Uhfinévsi byla naméfena koncentrace estrogent v kalu az 345 ng/l (Paces, 2015).

Jejich odstranéni z odpadnich vod v béznych COV znesnadiiuje napiiklad komplikovana
struktura t&chto latek. Casto tak prochazi beze zmény do Zivotniho prostiedi. Nejéasté&ji
zminované moznosti uc¢inného odstranéni EDC v odpadnich ¢istickach vod zahrnuji slozité
oxidacni procesy ¢i adsorpci. Bézné€ vyuzivany sorbent je aktivni uhli, jehoz vyuziti je oviem
investi¢né 1 provozné naro¢né s nutnosti regenerace nebo dokonce likvidace aktivniho uhli jako
odpadu. Odstranéni téchto latek pomoci adsorpce na mikroskopicke fasy se proto do budoucna
jevi jako velmi lukrativni zptsob levného a ekologicky nezdvadného ¢isténi odpadnich vod.

Adsorpce je proces, jehozZ principem je hromadéni ¢astic (molekul) plynu, kapaliny ¢i
pevné latky na povrchu (fazovém rozhrani) u¢inkem mezipovrchovych pfitazlivych sil. Pfi
sorpci na fasovou biomasu jsou komponenty ve vodném prosttedi vazany na bunécnou sténu.
Ta obsahuje velky pocet funkénich skupin a tim padem vazebnich mist, na kterd 1ze navazat
mnoho chemickych sloucenin. Existuje zde mnoho oblasti bohatych na uronové kyseliny,
glukosaminy a proteiny, které mohou reagovat s desitkou strukturné odlisnych sloucenin,
prostiednictvim vodikovych vazeb, m—m interakci nebo hydrofobnich interakci. Velky pocet
studii se zabyval a zabyva piedev§im biosorpci malych molekul na povrch fas. Mnoho autora
(Tiizlin a kol., 2005; Gupta a Rastogi, 2008; Pavasant a kol., 2006; Romera a kol., 2007)
poukazuje na schopnost vyvazovat pomoci fas vyznamné mnozstvi tézkych kovti (Pb, Hg a Cd)
z kontaminované vody. Biosorpce nabizi krom¢ vyuziti v oblasti Cisténi zivotniho prostiedi i
moznost vyroby potravinovych doplitkkii obohacenych o elementarni prvky jako jsou napf. Se,
Fe, Mn, Cr, Cu, Zn, nebo polyfenoly (Jelinek a kol, 2015). Takto obohacenéd biomasa se dale
dé pouzivat i pro krmné tcely hospodatskych zvitat a ryb.
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Materialy a metody
1.1.  Biosorbent

Jako modelovy mikroorganismus byla pouzita jednobunécnd tfasa Chlorella vulgaris,
kultivovana ve fotobioreaktorech Mikrobiologického tistavu akademie véd Tieboti (MBU AV
Tteboi). Po kultivaci byla fasa promyta a lyofilizovana. Takto upravena byla pouzita jako

zékladni modelovy biosorbent.

1.2. Endokrinni disruptory
Byly testovany Ctyii pfirodni steroidni hormony: progesteron, testosteron, kortizon,
estron a tfi syntetické: desogestrel, ethinylestradiol a megestrol (SigmaAldrich, p.a. >99%).

Struktury jednotlivych hormonti jsou zobrazeny na obr. €. 1.

Obr. 1 Struktury testovanych latek: A — progesteron, B — ethinylestradiol, C — desogestrel, D — kortison, E-
testosteron, F — estron a G — megestrol acetat

1.3. Biosorpc¢ni testy

Vsechny biosorp¢ni experimenty probihaly jako vsadkové experimenty o objemu 750 ml
s danou koncentraci testovanych hormont a s biomasou Chlorelly vulgaris. Roztoky byly
michany pifi 28 °C na tfepacce o frekvenci 150 rpm. Nasledné byla biomasa odstfedéna,
Supernatant piefiltrovan na vakuovém filtranim zafizeni pfes membranové filtry a
zkoncentrovan pomoci extrakce na tuhé fazi (SPE). Kazdé méfeni bylo provedeno ttikrat a
hodnoty byly zprimérovany. Ur€eni presné koncentrace probihalo pomoci HPLC-DAD s
nasledujicimi parametry: kolona Agilent Eclipse XDB (5 um; 4.6x150mm), gradientova eluce,
mobilni faze: roztok A (0,01 % kyselina orthofosforecnd ve vod€¢) a B (0,01 % kyselina

orthofosforecna v acetonitrilu), pritok 0,8 ml/min, teplota 30 °C, nasttik 20 pl.
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Ptredbézné testovani hormonil probihalo po dobu 24 hodin s koncentraci hormonti 10 pg/l
a biomasy 1 g/l.

Experimenty na stanoveni zavislost u¢innosti biosorpce na dob¢ kontaktu sorbentu se
sorbatem probihaly s koncentraci hormont 10 pg/l a biomasy 1 g/l. U&innost byla testovana po
6, 12, 24 a 48 hodin.

Pro testovani vhodného mnozstvi biosorbentu byla testovana koncentrace biomasy 0;
0,25;0,5; 1; 1,5; 2; 3 a4 g/l. Testy probihaly po dobu 24 hodin s koncentraci hormonti 10 pg/l.

Pro vSechny testované steroidni hormony byly provedeny biosorpcni testy bez
biosorbentu (10 pg/l steroidnich hormont, 24 hodin). Vysledky byly vypocteny na zakladé

procentudlniho porovnéani poklesu koncentrace steroidnich hormoni v roztoku.

Vysledky a diskuze

Byla testovana adsorp¢ni kapacita Chlorelly vulgaris na sedmi vybranych hormonech.
Vysledky ptedbézného testovani lze vidét v tab. I. Uinnost absorpce byla u jednotlivych
steroidnich hormont velice rozdilnd. Rozdilné schopnosti sorpce na povrch lyofilizované
biomasy Ch. vulgaris lze vysvétlit rozdilnou strukturou vybranych steroidnich hormond.
Megestrol acetat, u které¢ho byla naméfena nejvyssi G€innost sorpce na fasovou biomasu (az 95
%) je synteticky derivat progesteronu u kterého byla taktéz namétena vysoka uc€innost (az 52
%). Jeho struktura je doplnéna o methylovou skupinu v poloze C6, dvojnou vazbu mezi
polohami C6 a C7 a ester acetatu v poloze C17-a. Lze tedy fici, Ze rozvétvenéjsi struktura tak
napomaha k vyssi G€innosti sorpce. DalSim vyznamny vliv na sorpci méa obsah benzenového
jadra ve struktufe latky. Srovname-li latky s podobnou strukturou jako ethinylestradiol
(G¢innost 71 %) a desogestrel (G€innost 6,7 %), je patrné Ze ethinylestradiol ma pravdépodobné
vysSi tcinnost sorpce prave diky benzenovému jadru ve své struktute. Struktura estronu také
neni rozvétvena, piesto uc¢innost dosahla 35 %. Vliv poctu aromatickych kruhi v molekule
oznacili jako hlavni rozhodujici faktor i Jelinek a spol. ve své praci z roku 2015, kde naméftili
rozdilné schopnosti vazat se na fasovou biomasu, a to v zavislosti na pocet aromatickych kruht
Vv molekule. Nejvyssi schopnost zaznamenali u quercetinu a xanthohumulonu. Nejnizsi pak
napiiklad u kyseliny galové a kumarové (Jelinek a spol., 2015).

Nizkou schopnost sorpce u kortisonu i pies jeho rozvétvenou strukturu na C17, kterad
predpovidé dobrou sorpcni schopnost, nelze prozatim ni¢im vysvétlit. Je pro to tedy potieba

provést dalsi fadu testt.
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Tab. I Utinnost biosorpce steroidnich hormonii (po&. koncentrace 10 pg/l) na fasovou biomasu (konc. 1 g/l)

Hormon Utinnost (%)
Testosteron 52+2,1
Desogestrel 6,7+1,6

Kortison 7,1 £32

Estron 352+4,1
Progesteron 52,1+5.2
Ethinylestradiol 71,7+43
Megestrol acetat 94,9 + 4,7

3.1 Zavislost udinnosti na dobé expozice

Biosorpce je jev na ktery ma vysoky vliv kontaktni ¢as mezi sorbentem a sorbatem.
V nasem ptipadé kontakt mezi steroidnimi hormony a fasovou biomasou (obr. 2). K ustaleni
ucinnosti biosorpce dochazi nékdy mezi 12 az 24 hodinami. Po této dobé k zvySovani t¢innosti
biosorpce jiz nedochdzi u zadného z testovanych hormont. U hormonil s celkové nizsi
schopnosti sorpce na fasovou biomasu (testosteron, desogestrel, kortison) dochazi
k relativnimu ustaleni jiz po 6 hodinach. V del§im ¢asovém useku nedochazelo k sorpci dalsich
molekul hormont, nebot’ vhodnd volna vazebnd mista na povrchu fasy byla jiz zaplnéna.
Nejvyssi adsorpce bylo pozorovano pro megestrol acetat, kdy se po 24 hodinéach ustélila na

hranici 93 %.
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Obr. 2 Graf zavislosti u¢innosti biosorpce na dobé kontaktu steroidnich hormonii (po¢. koncentrace 10 pg/l)
s Fasovou biomasou (koncentrace 1 g/l)

3.2. Zavislost u¢innosti na koncentraci adsorbatu
Jak je vidét na obr. 3, vliv na u€innost biosorpce steroidnich hormont (poc. koncentrace

10 pg/l) ma i pouzitd ddvka biosorbentu. Koncentrace 0,5 g/l biomasy stacilo ke sniZeni
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koncentrace megestrolu 0 93 %, s vyssi davkou se ucinnost dale jiz vyrazné nezvySuje. Tak
tomu je i u testovaného ethinylestradiolu a progesteronu. Pro ostatni hormony plati, ze hodnoty
ucinnosti biosorpce stale v rozmezi koncentraci fasy 0,5 g/l a 1 g/l rostou. Pii pocatecni
koncentraci 10 pg/l steroidnich hormonu je tedy optimalni davka fasové biomasy 1 g/l.

Ucinnost sorpce se dale zvysuje, ovsem neumérné k zvySené davce biosorbentu.
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Obr. 3 Graf zavislosti koncentrace sorbentu (fasové biomasy) na ic¢innosti biosorpce steroidnich hormonui
(po¢. koncentrace 10 pg/l)

Zavér

Nejvyssi t€innosti biosorpce (nad 50 %) bylo dosazeno pro megestrol, ethinylestradiol a
progesteron. V1iv chemické struktury latek na ucinnost biosorpce nebyla prokézana, pfi¢emz
pritomnost benzenového jadra a rozvétvené struktury ve vétsing pripadi zvySuji schopnost
vazat se na fasovou biomasu.

Proces sorpce steroidnich hormont je relativné pomaly. K ustdlenému stavu dochazi az
mezi 12-24 hodinami. Pro dalsi testovani byla tedy stanovena doba hrani¢ni doba 24 hodin. Pfi
pocatecni koncentraci 10 pg/l steroidnich hormonti se jako optimalni davka fasové biomasy
stanovila koncentrace 1 g/l.

I pfes rozdilné schopnosti sorpce se biomasa Chlorelly vulgaris v nami provedenych
pokusech ukazala jako vhodny biosorbent pro sniZeni koncentrace nékterych z mirkopolutantii
ve vodném prostiedi. Biomasa se tak ukazuje jako levny biodegradovatelny sorpéni material,
vhodny jako alternativa k dnes ¢asto pouzivanému aktivnimu uhli v ¢isti¢kach odpadnich vod.
Po ztrat€¢ klicovych vlastnosti, sorpnich a mechanickych (Caste¢ny rozklad materialu
mikroorganismy), nabizi Setrnou likvidaci pomoci dekontamina¢né-degradacniho procesu

(kompostovani, metanogeneze).
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Moznosti inhibice kolonizace titanovych materiali

Dejmkové K., Lokocova K., Mat’atkova O.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
Abstrakt

Mikrobidlni biofilmy jsou vysoce odolné struktury obklopené extracelularnimi
polymernimi latkami, které ochranuji buniky pfed rGznymi antimikrobialnimi ¢inidly nebo
imunitnim systémem hostitele. Problematika stale naristajici rezistence mikroorganismi neni
vyjimkou ani u kvasinek rodu Candida. Kvasinky rodu Candida nepatii mezi nejcastéjsi
mikroorganismy infekci kloubnich protéz, avSak patii mezi velice odolné a nebezpecné
oportunni patogeny. Z tohoto divodu v soucasné dobé roste zdjem o hledani vhodnych
alternativ, které by byly G¢inné v boji proti tvorbé biofilmu. Vhodnou alternativou bézné
pouzivanych antibiotik v prevenci vzniku a 1é¢by infekci kloubnich nahrad by se mohly stat

bioaktivni latky (BAL) izolované z ptirodnich zdroj.

Infekce kloubnich implantati

Vzhledem ke stdle nardstajicimu poctu pacientl s nejrizn€j$imi onemocnénimi
pohybového aparatu, jako je naptiklad osteoartritida nebo zlomeniny, se ortopedické implantaty
kloubli v medicin€ vyuzivaji stale Castéji. Ve spojeni se zavadénim ciziho télesa do lidského
téla zde ale vznika jisté riziko infekce (Connaughton a kol., 2014, on-line).

V soucasnosti jsou na prednich prickdch seznamu materidli pouZivanych pro
nejriiznéjsi implantaty (ortopedické, dentdlni, kardiovaskuldrni a dalSi) pfedevSim titanové
slitiny. Slitiny titanu maji specifick¢é mechanické vlastnosti a jsou nejvice biokompatibilni ze
vSech kovovych materialti. Drtiva vétSina kloubnich implantétii je vyrobena z titanové slitiny s
hlinikem a vanadem — Ti6AI4V.

Infekce kloubnich implantatii jsou v ortopedii velice znamym a zdvaznym problémem,
ptestoze v k jejich vzniku v soucasné dobé dochazi jen ziidka (Arciola a kol., 2012).

Jednim z faktorti, ktery pfispivda k zavaznosti téchto infekci je Casta rezistence
mikroorganismi vici Sirokému spektru antimikrobidlnich latek (Connaughton a kol., 2014, on-
line).

Mikroorganismy snadno adheruji k povrchu implantatu pomoci svych povrchovych
struktur, jako jsou napftiklad pili, fimbrie, bi¢iky a glykokalyx, a nésledné tvoii biofilm, ktery
muze nartistat az do tloustky 100 mm (Connaughton a kol., 2014, on-line). V biofilmu ziji

mikroorganismy seskupeny a obklopeny vysoce hydratovanou extraceluldrni matrix (Trampuz
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a Zimmerli, 2005). Uvnitf biofilmu mohou mikroorganismy pfejit do stacionarniho stavu
vlivem vycerpédni zivin a akumulaci odpadnich produktt. Takto zijici buiiky mohou byt az
1000x odolnéjsi vuci antimikrobidlnim latkdm a antibiotikim, oproti jejich planktonné Zijicim

protéjSkim.

Infekéni mikroorganismy

Nejcastéjsimi bakteridlnimi druhy, které zptisobuji infekce kloubnich protéz, jsou
Staphyloccocus aureus, Staphylococcus epidermidis, koagulaza negativni Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Bacteroides spp. a Enterococcus (Mariani a
Tuan, 1998). Z 3-6 % jsou puvodci infekci kloubnich protéz i anaerobni bakterie
Propionibacterium acnes a dalsi, které mohou vyvolavat velké komplikace a vyznamné
zvySovat morbiditu pacientli (Shah a kol., 2015).

V soucasné dob¢ jsou kandidy jednim z nejcastéjSich piivodcti nozokomindalnich infekei
(Douglas, 2003). C. albicans je bé&znou soucasti mikrobiomu kuze, Ustni dutiny,
gastrointestinalniho traktu a vaginy (Gulati a Nobile, 2016), av§ak u imunosuprimovanych
pacientii muze tato kvasinka zplsobovat zdvazné infekce (Douglas, 2003). Témét polovina
vSech kandidoz je zpusobena pravé C. albicans.

Candida spp. je méné Castym puvodcem infekci kloubnich protéz (1-3 %), avsak
infekce zplsobené timto druhem kvasinek jsou povaZovany za velice obtizné 1é¢itelné, proto je
také nutny velice dlouhy interval mezi vyjmutim implantatu a jeho znovuzavedenim (6—10
tydnil) pro odstranéni infekce. Biofilm kvasinek rodu Candida je mnohem odolné&jsi nez
suspenzni bunky, podobn¢ jako je tomu u bakterii. V ptipad¢ infekce kloubni protézy
zpusobené kvasinkami rodu Candida, se musi velmi ¢asto infikovany implantat zcela vyménit
za novy, vzhledem k obtizné léCitelnosti infekci zplisobenych témito kvasinkami a jejich
vysokou antifungalni odolnosti, 1 pfesto recidivy téchto infekci nejsou ni¢im vyjimecnym
(Maiolo a kol., 2016), coZ mlZe byt zplisobeno i tim, Ze se buiiky mohou z biofilmu uvoliovat,

a tak se infekce $ifi po celém téle (Ramage a kol., 2012, on-line).
Prirodni latky

Baicalein

Baicalein (5,6,7-trihydroxyflavon) je flavonoid izolovany pievazné z kofent rostliny
Scutellaria baicaleinsis (Serpa a kol., 2012). S. baicaleinsis je rostlina z vychodni Asie, ktera
se v tradi¢ni Cinské mediciné se vyuziva jako prostiedek k 1€cbé hyperlipidémie, hypertenze,
aterosklerdzy, nachlazeni, rakoviny a zanétlivych onemocnéni jater (Bie a kol., 2017). Samotny
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baicalein vynika hlavné antioxida¢nimi, neuroprotektivnimi, antibakterialnimi, antivirovymi a
antimykotickymi ucinky (Cao a kol., 2018). Je také dulezité podotknout, ze baicalein vykazuje
nizkou toxicitu vici lidskym buitkdm, a proto se zda byt uc¢innou latkou v boji proti infekcim
zpusobenych biofilmy (Chen a kol., 2016, on-line).

Z literarnich zdroji vyplyva, Ze by baicalein mohl na buiiky G¢inkovat nékolika riznymi
mechanismy (Cao a kol., 2008). Shirley a kol. (2015) a Cao a kol. (2008) ve svych
experimentalnich studiich testovali ucinky baicaleinu na tvorbu biofilmu vzhledem k
hydrofobité buné¢ného povrchu kvasinky C. albicans. Zjistili, Ze baicalein snizuje hydrofobitu
povrchu bungk, a tim pravdépodobné zhorSuje schopnost adheze bunck této kvasinky.

Déle byly popsany ucinky baicaleinu na indukci apoptoézy prostiednictvim zvyseni
hladiny reaktivnich forem kysliku v bunikach kvasinky C. albicans. Zvysena hladina téchto
kyslikovych radikali je jednim z hlavnich znakl apoptozy (Dai a kol., 2009;). Baicalein by také
mohl mit vliv na inhibici efluxnich pump, coz je jeden z hlavnich faktorti rezistence

mikroorganismu vic¢i antimikrobidlnim latkdm (Huang a kol., 2008).

Chitosan

Chitosan je ptirodni polymer sloZzeny z glukosaminu a N-acetylglukosaminu vazanych [3-
1,4 vazbou. Vznika alkalickou N-deacetylaci chitinu, coz je hlavni slozka bunéc¢né stény hub,
schranek hmyzu a moftskych koryst. Bylo prokazéano, ze chitosan sniZuje riist kvasinek rodu
Candida (Rabea a kol., 2003; Park a kol., 2008). Nicméné mechanismus u¢inku chitosanu jesté
nebyl zcela objasnén. Bylo publikovano nékolik studii (Rabea a kol., 2003) zabyvajicich se
mechanismem Uc¢inku chitosanu. Je pravdépodobné, Ze plisobi na cytoplazmatickou membranu
a buné¢nou sténu kvasinek, chelatuje ionty kovt a inhibuje syntézu mRNA (Rabea a kol., 2003;
Park a kol., 2008). Antimikrobidlni aktivita chitosanu zavisi na n¢kolika parametrech jako je
naptiklad jeho molekulovd hmotnost a stupenn deacetylace (Kong a kol., 2010). Také jeho
ucinnost zavisi na typu mikroorganismu a podminkach prosttedi jako pH a iontova sila roztoku

(Kong a kol., 2010; Rabea a kol., 2003). Antimikrobidlni ti¢innost ¢istého chitosanu je obecné

vvvvv
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a vykazuje siln¢jsi interakce se zaporné€ nabitou bunécnou membranou mikroorganismii (Kong
a kol., 2010). Tato interakce pravdépodobné vede k poSkozeni bunécné membrany a k uniku
intracelularnich komponent (Rabea a kol., 2003).

Ve studii Park a kol., (2008) studovali chitosan s nizkou molekulovou hmotnosti a
zjistili, Ze vykazuje silnou antifungalni aktivitu vici riznym druhim patogennich plisni a

kvasinek véetné¢ C. albicans, prostiednictvim interakce s membranou bunék. A nepisobi
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cytotoxicky viic¢i savéim buiikam (Park a kol., 2008).

Pefia a kol. (2013, on-line) studovali u¢inky nizkomolekularniho chitosanu na bunky C.
albicans. Potvrdili interakci chitosanu s membranou bunék, kterd zptisobuje tnik draselnych
iontt a dalSich malych molekul, coz zvySuje membranovy potencial. Nasledné dochazi k uptake
vapenatych iontl a souCasnému uniku zaporné nabitych ionth. Zjistili, ze dochazi i k inhibici

bunééné respirace a tim i zivotaschopnosti bunék (Pena a kol., 2013, on-line).

Zavér
Baicalein vynikd hlavné antioxida¢nimi, neuroprotektivnimi, antibakterialnimi,
antivirovymi a antimykotickymi u¢inky (Cao a kol., 2018). Je také dulezité podotknout, ze
baicalein vykazuje nizkou toxicitu vii¢i lidskym buiikdm, a proto se zda byt ucinnou latkou v
boji proti infekcim zptisobenych biofilmy (Chen a kol., 2016, on-line).
Chitosan je netoxicky, biokompatabilni a biologicky odbouratelny. Vykazuje celou fadu
biologickych a 1é¢ivych ucinki, naptiklad mé pozitivni vliv na snizeni cholesterolu, hojeni ran
a vykazuje také antimikrobialni G¢inky. Bylo prokazéano, Ze chitosan snizuje rtst kvasinek rodu

Candida (Rabea a kol., 2003; Park a kol., 2008).
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Vliv extraktu Vitis vinifera na biofilm rodu Candida

Drbohlavova J., Kolouchova 1., Paldrychova M., Gharwalova L.

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
Abstrakt

Mikroorganismy maji tendenci pfisedat k nejriznéjSim povrchiim a vytvaret na nich biofilmy,
prave tento jev je ptivodcem mnoha infekei a rezistenci vici antibiotikiim. Soucasny vyzkum
je zaméfen na studium pfirodnich latek obsazenych v rostlinach, naptiklad ve vinné révée, které
by mohly pfispét k feSeni tohoto problému. Béhem poslednich nékolika let je pozornost
soustfedéna na vyuziti vedlejSich vinafskych produkti z divodu obsahu polyfenolovych
slouCenin, zejména resveratrolu, polydatinu nebo quercetinu, u kterych byla prokazéna

antimikrobialni a antibiofilmové aktivita.

1. Uvod

Bakterialni biofilmy jsou jiz pomérné detailn€é prostudovany, oproti tomu studium
eukaryotnich biofilml je neustdle ve vyvoji (Kuhn, 2002). Negativni vlivy biofilmi jsou
soucasnym problémem Vv mediciné. Mikroorganismy jsou zodpovédné za Siroké spektrum
mikrobialnich infekci v lidském téle (Fanning a Mitchel, 2012). Kvasinky rodu Candida jsou
stale Castéji identifikovany jako lidské oportunni patogeny kolonizujici rizné typy implantati
(Silva a kol., 2011). Tvorba biofilmti a s ni souvisejici rostouci rezistence mikroorganisma
k bézné pouzivanym antibiotikiim ukazuje na potiebu hledani novych antibiofilmovych latek,
které by mohly pfispét k odstranéni jiZ vytvoreného biofilmu (Kagan a kol., 2014). Soucasné
studie jsou zamé&feny na testovani piirodnich latek, sekundarnich metabolitl rostlin, naptiklad
polyfenoll. Tyto metabolity se pfirozené vyskytuji v ovoci, zelening€, obilovinach, ale také
v rostlinnych produktech, jako je, vino, pivo, ¢aj a kakao (Guendez a kol., 2005). V soucasné
dobé se pozornost piesunula k rostlinnym polyfenolim izolovanym z extraktu rostlin
Vitis vinifera a Polygonum cuspidatum. Tyto rostliny obsahuji velké mnozstvi polyfenolovych

latek, napt. resveratrolu, quercetinu ¢i polydatinu (Naczk a Shahidi, 2004).

2. Biofilm rodu Candida
Mezi nejvyznamnéjs$i eukaryotni mikroorganismy tvofici biofilm patfi kvasinky.
Zastupci rodu Candida patii mezi oportunné patogenni mikroorganismy, jelikoz jsou soucasti

bézné mikrofléry na kUzi ¢i na povrSich sliznic traviciho traktu, dutiny ustni nebo
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urogenitalniho systému (Kang a kol., 2010). Obecné jsou biofilmy rodu Candida trojrozmérné
struktury, ktera se li$i v zavislosti na druhu materidlu, ke kterému se kvasinky ptichyti a jejiz
uspotadani je ovlivnéno druhem kvasinky a parametry zivotniho prostiedi (Estivill a kol., 2011;
Kumamoto, 2002). Jako lidské patogeny byly identifikovany rizné druhy rodu Candida. Pocet
invazivnich infekci rodem Candida v poslednich letech vzrostl. Rod Candida patii mezi Gtyfti

v

nejéastéjsi infekce krevniho obéhu (Silva-Dias a kol., 2014).

2.2 Biofilm Candida albicans

Kvasinka C. albicans zplsobuje jednu z nejcastéjSich plisnovych infekci u lidi,
kandidozu, ktera je spojovana s tvorbou biofilmu (Evensen a Braun, 2009). Biofilm se z vétsi
¢asti sklada z vlaknitych bunék hyf, pseudohyf nebo blastospor (Silva a kol., 2011; Fanning a
Mitchell, 2012). C. albicans vykazuje tii rozdilné stupné vyvoje biofilmu na protetickém
materialu, které souviseji s vyvojem extracelularni vrstvy. Rozdé€luji se dle délky trvani: rana
faze 0 — 11 h, stfedni faze 12 — 30 h a faze zrani 38 — 72 h. Prvni faze charakterizuje vyvoj od
prvotni adheze bunék k povrchu. Ve stfedni fazi dochdzi k produkci exopolymernich sacharidt
(EPS), které piekryvaji mikrokolonie. Dale nasleduje hojné mnozeni a vyvoj hyf, dulezitych
pro zrani biofilmu. V priibéhu maturace (zrani) dochézi k zvySovani produkce extracelularniho
materialu, dokud neni vytvofena silnd vrstva matrix, kterd chrani bunky pted nepfiznivymi
vlivy vnéjsiho prostredi (Chandra a kol., 2001; Blankenship a Mitchel, 2006).

U kvasinky C. albicans byla prokazana regulace morfogeneze prostiednictvim quorum
sensing systému jako u prvni eukaryotické buriky. Quorum sensing systém v reakci na vykyvy
V hustoté bunécné populace vyvolava expresi gend souvisejicich s virulenci. C. albicans
produkuju dvé hlavni signalni molekuly; farnesol (3,7,11-trimethyl-2,6,10-dodekatrien-1-ol) a
tyrosol (2-(4-hydroxyfenyl) ethanol). Pfi¢emz pozitivni regulace systému je zajistovana
tyrosolem a negativni farnesolem (Obr. 1) (Alem a kol., 2006; Ramage a kol., 2002). Tyrosol
je schopny uplné zrusit lag fazi a stimuluje tvorbu hyf v rané fazi vyvoje biofilmu (Alem a kol.,
2006). Signalni molekula farnesol fidi expresi gent dulezitych pro rozvoj hyf (inhibuje tvorbu
biofilmu utlumenim procesu kli¢eni bun¢k a vznik vlaknité formy), rezistenci vuci 1ékiim a
celistvost bunécné stény (Blankenship a Mitchell, 2006). Studie ukazaly, Ze pfidanim farnesolu

v rané fazi rastu bunék dochazi k inhibici tvorby biofilmu (Alem a kol., 2006).
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Odolnost proti Antimikrobialni
oxida¢nimu stresu aktivita
FARNESOL |::> Rezistence k
1ééiviim
Filamentace Biofilm

TYROSOL q Lag faze

Obr. 1: Schématické znazornéni vlivl farnesolu a tyrosolu na fyziologii C. albicans. Bilé Sipky

ukazuji pozitivni regulaci a ¢erné linie negativni regulaci (De Sordi a Miihlschlegel, 2009)
3. Fenolové latky s antimikrobialni a anti-biofilmovou aktivitou obsaZené ve vinné révé

a Kridlatce japonské

Synergické ptsobeni antibiotik a bioaktivnich rostlinnych extrakti miize byt vyuzito k
inhibici ristu mikrobialnich patogeni po aplikaci podstatné nizs§i davky antibiotik (Gibbons,
2004). Jednou z moznych alternativ je pouziti sekundarnich metabolit rostlin. Vitis vinifera
(vinna réva) obsahuje velké mnozstvi polyfenolovych latek. Biosyntéza polyfenolovych latek
nastdva béhem normadlniho ristu rostliny nebo jako reakce na stresové podminky, jako je
infekce, poranéni rostliny a UV zateni (Naczk a Shahidi, 2004). Antioxidac¢ni vlastnosti vytazkl
Z hroznovych semen spocivaji v pfitomnosti flavanolovych a proantokyanidinovych slouc¢enin
(Bozan a kol., 2008). Dalsi fenolové slouceniny ptitomné v pokrutinach cerveného a bilého
vina jsou hydroxyskoticové kyseliny, flavonoly a stilbeny (resveratrol, polydatin). Slupky
bobuli jsou bohatymi zdroji antokyanidinii, hydroxyskoticové kyseliny a flavanolti. Modré a
bilé odridy se li§i v mnozstvi obsaZenych antokyant, pfi¢emZ modré odridy jich obsahuji vyssi
mnozstvi (Kammerer a kol., 2004). V Cerveném viné byla prokdzdna ptitomnost quercetinu
(3,5,7,-trihydroxy-2-(3,4-dihydrozyfenyl)-4chromen-4-on), ktery patii mezi flavonoidni
slouceniny (Wang a kol., 2006). Quercetin ma mnoho biologickych a farmakologickych ucinkii,
jeho antibiofilmové aktivita proti patogenim pifendSenych potravinami jako jsou

Pseudomonas aeruginosa ¢i Klebsiella pneumoniae (Gopu a kol., 2015).
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Kiidlatka japonska (Polygonum cuspidatum) je druh tradi¢ni ¢inské rostliny. Bézn¢ se
pouziva pro 1éCbu opareni ¢i popaleni. Tato ¢inska rostlina obsahuje stilbeny, antrachinony a
dalsi fenolové latky. Z extraktu z kotent kiidlatky japonské byl izolovan resveratrol (3,4°,5-
trihydroxystilben) a polydatin (3,4,5-trinydroxystilben-3-p-D-glukosid) (Benova a kol., 2010).

Resveratrol je nejznaméjSim zastupcem stilbenti (Filip a kol., 2003). Resveratrol
disponuje protirakovinnymi, antioxida¢nimi a antimikrobidlnimi ucinky (Shukla a Singh,
2011). Cervené vino obsahuje koncentraci resveratrolu vrozmezi 1,5 az 8 mgll.
Antimiktobialni aktivita byla prokézana u bakterii Streptococcus mutants a Streptococcus
sanguis, coz jsou bakterie ustni mikroflory zodpovédné za tvorbu plaku, zubniho kazu a
paradontozy (Yim a kol., 2010). U resveratrolu byla také prokdzana antifungalni aktivita a podle
Lee (2015) by resveratrol mohl ptisobit jako induktor apoptosy lidskych oportunné patogennich
kvasinek C. albicans (Lee, 2015).

Polydatin patii mezi nejCastéji se vyskytujici stilbeny v pfirod€, nenalezneme ho
V hroznech nebo ofeSich (Liu a kol., 2012). Byl zjistén jeho inhibi¢ni ucinek na rust
Venturia inaequalis, pivodce strupovitosti jableénych listd (Schulze a kol., 2005). Polydatin a
trans-viniferin, latky izolované ze stonki a listd révy Amur (Vitis amurensis) byly studovany
jako antimikrobialni latky u bakterie S. mutants a S. sanguis. Byla prokazana redukce tvorby
zubniho plaku a prevence vzniku zubniho kazu (Yim a kol., 2010).

Extrakty z Vitis vinifera obsahujici komplexni smés latek vykazuji lepsi antibiofilmové

vvvvvv

je pouziti komplexnich smési i ekonomicky vyhodné;si.

4. Zavér

Extrakty Vitis vinifera by v budoucnu mohly pfispét k feSeni problému s rezistenci
mikroorganismu vic¢i bézné pouzivanym antibiotikiim. Jednou z moznosti je vyuziti letorostii
Vitis vinifera, které se ziskavaji minimaln¢ dvakrat do roka a patii mezi odpadni produkty
vinohradnictvi. To by pfispélo i k feSeni finan¢ni stranky, kdy vyuziti Cistych latek neni

nejlevnéjsi.
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Vliv vybranych biologicky aktivnich latek na rist Staphylococcus
epidermidis

E. Kasparova, K. Lokoéoyé, O. Mat’atkova
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Staphylococcus epidermidis patiéi mezi grampozitivni bakterie a pfesto Ze se pfirozené
vyskytuji v lidské mikrofléte, jedna se o oportunni patogen. Diky jeho schopnosti tvofit biofilm
a kolonizovat tak nejriznéj$i medicinské materialy (katetry, implantaty a dalSi) umozinuje
tomuto mikroorganismu vyvolavat rozsahlé Spatné 1é¢itelné infekce.

V této préci byl sledovan vliv dvou pfirodnich latek chitosanu a pterostilbenu a dvou
komercnich antibiotik erythromycinu a tetracyklinu na S. epidermidis DBM 3179. Byl sledovan
jejich vliv na suspenzni rast bunék a tvorbu biofilmu S. epidermidis.

Byly sledovéany inhibi¢ni u€inky chitosanu a pterostilbenu pro suspenzni buniky S.
epidermidis (inhibi¢ni koncentrace mezi 30-40 mg/1) a jejich Géinek na tvorbu biofilmu, ktery
byl mnohem vétsi nez v ptipadé antibiotik. Erythromycin byl zna¢né G€inny proti suspenznim
bunkam S. epidermidis (MICgo = 0,50-0,75 mg/l), byl vSak zcela neucinny proti buitkam

biofilmu S. epidermidis.

1. Uvod

Staphylococcus epidermidis je mikroorganismus ze skupiny grampozitivnich bakterii.
Ptirozené se vyskytuje na pokoZce a sliznicich Clovéka a pfedstavuje tak soucést lidské
mikroflory (Gillapsy a landolo, 2009). Pti zavleceni do organismu je ovSem schopen vyvolat
rozséhlé lokalni ¢i systémové infekce. K rozvoji infekci tohoto mikroorganismu znaéné
pfispiva jeho schopnost vytvaret biofilm a kolonizovat tak nejriznéj$i medicinské materidly
jako jsou vendzni ¢i urinarni katetry ¢i nahrady kloubt a jiné implantaty (von Eiff a kol., 2002).
V nemocnicich se v poslednich letech zafaly objevovat vysoce rezistentni kmeny tohoto
mikroorganismu, které jsou bohuzel v mnoha piipadech rezistentni i vli¢i antibiotikiim posledni
instance, kterymi je napfiklad vankomycin nebo methicillin (Sodhi, 2016). Praveé z dtvodu
znac¢ného rozvoje antibiotické rezistence nejen u S. epidermidis je velky zajem o hledani novych
latek, které by byli schopné nahradit antibiotika.

Jednou z téchto latek je chitosan, pfirodni polysacharid, ktery se pfipravuje ¢astecnou
bazickou N-deacetylaci chitinu ze schranek korysia (Kumar, 2000). Jedna se o polysacharid

slozeny z ¢aste¢né acetylovanych N-glukosamint spojenych B-(1-4) vazbou (Helander a kol.,
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2001). Vyuziva se také pro cileni n€kterych 1é¢iv a pifedev§im sam vykazuje Siroké spektrum
antimikrobialniho u¢inku (Rabea a kol., 2003).

Druhou sledovanou latkou byl pterostilben, zéstupce stilbenoidii ktery je pfipravovan
chemickou syntézou (Yang a kol., 2017). Je tvofen dvéma substituovanymi aromatickymi jadry
spojenymi vynilovym mustkem (Davis a kol., 2001). Pterostilben byl poprvé izolovan ze
santalového dieva ze stromu Pterocarpus santalinus a dale byl nalezen také ve zastupcich rodu
Vaccinium a ve Vitis vinifera (Rimando a kol., 2002). M4 vyznamné antimikrobialni u¢inky a
je schopen synergismu s fadou antibiotik proti nejriznéj$im patogenum (Basri a kol., 2016;

Ishak a kol., 2016; Lee a kol., 2017).

2. Materialy a metody

Pouzité mikroorganismy

Kmen S. epidermidis DBM 3179 byl ziskan ze sbirky Ustavu biochemie a mikrobiologie
(VSCHT Praha). Mikroorganismy byly uchovavany v 50% glycerolu pfi -70 °C.

Antimikrobialni latky

Chitosan (50-190 kDa) byl zakoupen v Sigma Aldrich (USA). Roztok byl piipraven
rozpusténim chitosanu v ristovém médiu okyseleném kyselinou octovou tak, aby vysledny
roztok obsahoval maximalné 2 % kyseliny octové. Pterostilben byl ziskan od Prof. Ing. Jan
Smidrkal, CSc z Ustavu mléka, tuku a cerealii (VSCHT Praha). Roztok pterostilbenu byl
ptipraven jeho rozpusténim ve 100% DMSO (Carl Roth, Némecko), roztok pterostilbenu byl v
jamce s buitkami obsaZen v mnoZstvi 1 % pracovniho objemu. Erythromycin 1 tetracyklin byly
zakoupeny v Sigma Aldrich (USA) a jejich zasobni roztoky byly pfipraveny rozpuSt€énim

erythromycinu resp. tetracyklinu v ristovém médiu.
Kultivace suspenznich bunék

Bunky byly inokulovany do 100 ml ristového média. Byl pouzit Tryptone Soya Broth
(TSB) od firmy Oxoid (Velka Britanie). Buiky byly kultivovany po 24 h pii 37 °C
a 150 min?. Suspenze bun&k byla nisledné odstfedéna (10 min, 4 °C, 23 478xg) a
resuspendovédna v novém rustovém médiu. Opticka densita ptipraveného inokula (viz 2.3) byla
upravena na ODgoonm = (0,100 = 0,010) a pfipravena suspenze byla pipetovana do jamek
mikrotitra¢ni desticky v objemu 30 pl. Objem jamek byl doplnén roztokem biologicky aktivni
latky a sterilnim médiem na 320 ul. Kultivace suspenznich bunék S. epidermidis probihala v
mikrokultivaénim zatizeni Bioscreen C (Labsystems, Finsko) po 24 h a 37 °C. Kazdych 30

minut byly buriky intenzivné tfepany a nasledné byla méfena absorbance. Ze ziskanych dat byly
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sestrojeny rustové kiivky, z nichZ byly stanoveny tzv. minimalni inhibi¢ni koncentrace danych

Cv v

mikrobialniho rustu vici kontrole (100 rel. %).
Kultivace a analyza bunék v biofilmu

Opticka densita suspenze resuspendovanych bunék (viz 2.3) byla upravena na ODeoonm =
(0,800 + 0,020). Upravené inokulum bylo pipetovano do jamek mikrotitratnich desticek v
objemu 210 pl. Objem jamek byl doplnén roztokem biologicky aktivni latky a sterilnim médiem

na 280 pl. Buriky byly kultivovany 24 h pii 37 °C a 150 min™.

Po kultivaci byla odstranéna suspenze bun¢k a vznikly biofilm byl Setrné promyt 200 pl
sterilniho fosfatového pufru (PBS, pH = 7.4). Metabolickd aktivita bun¢k biofilmu byla
stanovena pomoci 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu (MTT) dle
Riss a kol., (2013). Ve zkratce, do jamek s biofilmem bylo pfidano 50 ul roztoku MTT v PBS
(1 g/1) a 60 ul D-glukosy (57,4 g/1). Buniky byly inkubovany za nepfistupu svétla pii 37 °C a
150 min? po 1-3 h. Pro rozpusténi vytvofeného formazanu byl do jamek s biofilmem piidan
vymyvaci roztok (40 % (v/v) DMF, 60 % (v/v) 2% kyseliny octové v PBS a 160 mg/l SDS) v
objemu 100 ul. Biofilm byl dale inkubovan pii stejné teploté a pii 230 min™. Rozpustény
formazan byl méfen spektrofotometricky pii 570 nm. Ze ziskanych dat byly stanoveny

jiz zpusobily 80% pokles metabolické aktivity bunék biofilmu viici kontrolou.

3. Vysledky a diskuze

Vliv antimikrobialnich latek na suspenzni riist a tvorbu biofilmu S. epidermidis

Vici suspenznim bunkam S. epidermidis DBM 3179 byl nejucinngjsi latkou
erythromycin, jehoZ inhibic¢ni G€inky se projevily jiz pti 0,7 mg/l. Chitosan i pterostilben (viz
Obr. 1) projevily inhibi¢ni G¢inky vici suspenznim bunikam v rozmezi koncentraci 30-40 mg/I.
Tetracyklin nebyl vyrazné ucinny proti S. epidermidis DBM 3179 (MICg = 65 mg/l). Byl
sledovan i vliv biologicky aktivnich latek na tvorbu biofilmu S. epidermidis. Dle o¢ekavani
byly chitosan i pterostilben mnohem vice u¢inné na butiky v biofilmu nez sledovana antibiotika.
Jejich inhibi¢ni ucinky na tvorbu biofilmu se pohybovaly v rozmezi 45-200 mg/l. Erythromycin
byl navzdory svému zna¢nému ucinku proti suspenznim buitkdm zcela net€¢inny proti buitkdm

v biofilmu.
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Obr. 3: Vliv pterostilbenu (koncentrace 0-75 mg/L) na suspenzni rust S.epidermidis
DBM 3179 (37 °C, TSB medium)

4. Zavér
Chitosanu i pterostilben inhibovaly suspenzni rist S. epidermidis DBM 3179 okolo 30
mg/l a bunky biofilmu byly vii¢i jejich plsobeni jen 2-5% odolnéjsi. Erythromycin byl vyrazné
ucinny vaci suspenznim bunkach S. epidermidis (MICg = 0,50-0,75 mg/l) ale byl zcela

neu¢inny na buiky biofilmu (MBICgo > 500 mg/I).
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Biofilmy oportunné patogennich mikroorganismii a mozZnosti jejich
potlaceni

Lokodova K., Masak J.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
Abstrakt

Mikrobidlni biofilmy jsou vysoce odolné struktury obklopené extracelularnimi
polymernimi latkami (EPS), pfedev§im polysacharidy, bilkovinami, lipidy a nukleovymi
kyselinami. Extracelularni matrix napomaha K ptichyceni bunék k riznym povrchiim v prvnich
fazich tvorby biofilmu a rovnéz zajistuje mechanickou stabilitu biofilmii. Mikroorganismy ve
form¢ biofilmu Casto vykazuji rezistenci vici bézn¢€ pouzivanym antibiotikiim. Jednim z
nejéastéjSich piivodct nozokomialnich infekei jsou v soucasné dobé kvasinky rodu Candida.
Nas vyzkum byl zaméfen na otestovani vlivu pfirodni latky chitosan na tvorbu biofilmu
kvasinek Candida parapsilosis DBM 2165, Candida krusei DBM 2163 a Candida albicans
DBM 2164. Metabolickd aktivita bun¢k biofilmu byla stanovena pomoci metody MTT a
celkové mnozstvi biomasy biofilmu bylo kvantifikovdno barvenim krystalovou violeti.
Nejvyznamngj$i vliv chitosanu byl pozorovan pii aplikaci koncentrace 5 mg/l, kdy doslo

k poklesu metabolické aktivity buné€k biofilmu C. parapsilosis (0 88 % oproti kontrole).

Uvod

Podminéné patogenni kvasinky rodu Candida mohou zptsobovat jak povrchova, tak
zavazna systémova onemocnéni. Témét polovina v§ech kandidoz je zpiisobena pravé Candida
albicans. V soucasné dob¢ se zacinaji objevovat i piipady infekci zptisobenych ostatnimi druhy
jako je Candida parapsilosis, Candida glabrata nebo Candia tropicalis (Kawai a kol., 2015).
Mnozstvi rezistentnich mikroorganismu vii¢i bézn¢ pouzivanym antibiotikiim vyrazné nartista,
a proto roste zajem o studium pfirodnich biologicky aktivnich latek, které by mohly inhibovat
tvorbu mikrobialnich biofilmi (Kapadia a kol., 2015).

Vhodnym potencialnim antimikrobidlnim a antibiofilmovym agens je pravé diky svym
vlastnostem chitosan. Jedna se o polysacharid ziskany N-deacetylaci pfirodniho chitinu (Kumar
a kol., 2004). Chitin je hlavni sou¢asti schranek korysi (napf. krabti, krevet a humrti) ¢i hmyzu
(Sinha a kol., 2004).

V ramci této prace byl sledovan vliv chitosanu na tvorbu biofilmu kvasinek rodu

o 24
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Material a metody

Kultivace mikroorganismu

Kryokultury kvasinek byly zaoCkovany do 250 ml Erlenmeyerovych ban¢k se 100 ml
sterilniho YPD média. Kultivace Candida parapsilosis DBM 2165, Candida krusei DBM 2163
a Candida albicans DBM 2164 probihala na orbitalni tfepacce pii 150 min™ a teplot& 30 °C, po
dobu 24 h.

Pfiprava roztoku

Chitosan byl rozpustén v YPD médiu a 99% kyseliné octové, ktera tvofila 2 % z celkového

objemu.

Sledovani vlivu chitosanu na tvorbu biofilmu

Po ukonceni kultivace mikroorganismi bylo inokulum odstfedéno (10 min, 10 °C, 9000
g) a jeho opticka denzita byla upravena pomoci ¢erstvého sterilntho YPD média na hodnotu
ODeoonm = 0,800 + 0,020. Pracovni objem kazdé jamky byl 280 ul. Do kazdé jamky bylo
pipetovano 210 pl suspenze s takto upravenou optickou denzitou a zbytek pracovniho objemu
byl doplnén roztokem biologicky aktivni latky (chitosanu) a médiem. Kultivace biofilmu
probihala v 96jamkovych mikrotitra¢nich destickach z polystyrenu (150 min, 30 °C, 24 h).
Poté byly jamky dvakrat promyty sterilnim fyziologickym roztokem a nasledné bylo provedeno

stanoveni vlastnosti biofilmu.

Stanoveni metabolické aktivity bunék biofilmu pomoci MTT

Po promyti jamek bylo k biofilmu pfiddno 60 pl glukézy a 50 ul MTT. Desticka byla
umisténa na orbitalni tfepacku, kde byla michana pti 150 min™ a teploté 37 °C po dobu 1,5 h.
Pro rozpusténi krystali formazanu bylo do vSech jamek ptidano 100 pl vymyvaciho roztoku.
Desti¢ka byla nasledné inkubovana po dobu 30 min pii vysokych otackach (230 min™). Poté
bylo 100 pl roztoku ptfevedeno do nové mikrotitracni desticky a byla zméfena absorbance pfi

570 nm. VSechny experimenty byly provedeny v 8 paralelach.

Kvantifikace celkového obsahu biomasy biofilmu

Roztok krystalové violeti (0,1 %) o objemu 200 pl byl ptidan do kazdé jamky a inkubace
probihala po dobu 20 min pfi laboratorni teploté. Po odsati roztoku barviva byly jamky dvakrat
promyty fyziologickym roztokem. Poté bylo do kazdé jamky pipetovano 200 pul 96% ethanolu
a po uplynuti 10 min bylo z kazdé jamky ptfeneseno 100 pl do ¢isté mikrotitracni desticky pro
spektrofotometr. Absorbance byla méfena pfi 580 nm. VSechna méfeni probihala v 8

paraleléach.
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Vysledky a diskuze
Byl sledovan vliv chitosanu na tvorbu biofilmu kvasinek rodu Candida. Obr. 1 — 3

zachycuji inhibici metabolické aktivity bun¢k biofilmu C. albicans DBM 2164 (Obr. 1), C.
parapsilosis DBM 2165 (Obr. 2) a C. krusei DBM 2163 (Obr. 3).
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Obr. 1 Vliv chitosanu na tvorbu biofilmu C. albicans DBM 2164; inhibice metabolické
aktivity bunék biofilmu vyjadfena v relativnich procentech vztaZzenych ke kontrole (100 %,
bez ptitomnosti chitosanu)

Bylo zjisténo, ze vSechny testované kvasinky rodu Candida jsou citlivé vici chitosanu.
Nejvyraznéjsi pokles metabolické aktivity bun€k biofilmu byl zaznamenan v ptipad¢ C.
parapsilosis. Metabolicka aktivita bun¢k biofilmu C. parapsilosis byla snizena o 88 % (oproti
kontrole 100 %) pfi aplikaci chitosanu o koncentraci 5 mg/l. Naproti tomu celkovy obsah
biomasy biofilmu vykazoval indukcni charakter (data nejsou zobrazena). Chitosan projevil
podobné inhibi¢ni u¢inky na metabolickou aktivitu bunék biofilmu C. krusei pti koncentraci 20
mg/l, a to redukci 0 91 %. Kvasinka C. albicans byla ze vSech testovanych mikroorganismi
nejméngé citliva vaci chitosanu. Byl zaznamenan pokles metabolické ¢innosti bun¢k biofilmu
C. albicans o 80 % ve srovnani s kontrolou pfi koncentraci chitosanu 250 mg/l. Uginek

chitosanu na celkovy obsah biomasy biofilmu C. albicans mél v intervalu koncentraci 1 — 500
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mg/1 variabilni charakter (data nejsou uvedena).

Potvrdili jsme antifungalni ucinky chitosanu u vSech testovanych kvasinek rodu
Candida.
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Obr. 2 Vliv chitosanu na tvorbu biofilmu C. parapsilosis DBM 2165; inhibice metabolické
aktivity bungk biofilmu vyjadfena v relativnich procentech vztaZzenych ke kontrole (100 %,

bez pfitomnosti chitosanu)
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Obr. 3 Vliv chitosanu na tvorbu biofilmu C. krusei DBM 2163; inhibice metabolické aktivity
buné¢k biofilmu vyjadiena v relativnich procentech vztazenych ke kontrole (100 %, bez
pfitomnosti chitosanu)

Zavér
V nasi studii byla sledovdna antibiofilmova aktivita chitosanu. Chitosan inhiboval

metabolickou aktivitu buné€k biofilmu u vSech testovanych kvasinek. Pouzitim této latky doslo
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k nejsilngjsi redukei metabolické aktivity v ptipadé C. parapsilosis pii koncentraci 5 mg/l (o
88 %). U kvasinek rodu Candida Ize povazovat chitosan za slibnou latku pfi jeho potencialnim
vyuziti pro inhibici tvorby biofilmu.

Podékovani
Financovano z uéelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢&. 21-
SVV/2018).
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Heterotrofni  kultivace  jednobunéfnych Fas s vyuzitim
alternativnich zdroju substratu

S. Lucédkova, P. Kastanek, O. Kronusova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Nenasycené mastné kyseliny ze skupiny omega-3 maji pfiznivy vliv na kardiovaskularni a
centralni nervovy systém seniorti, imunitu, vyvoj mozku a zraku novorozenct. V soucasné dobé
nachazeji tyto latky uplatnéni v potravinaiském, kosmetickém a farmaceutickém pramyslu.
Siroké moznosti vyuziti vedly spoleéné s omezenym mnozstvim jejich tradiéné vyuZivanych
zdrojt (mofskych ryb) a stale ¢astéjsi preferenci vegetaridnstvi k prohloubeni zdjmu o nalezeni
alternativnich cest produkce téchto latek. Jednobunééna protista fadu Thraustochytrids jsou
jednou z perspektivnich moznosti produkce dopliki stravy obsahujicich omega-3 mastné

kyseliny s vysokym podilem dokosahexaenové kyseliny.

Tato prace je zaméfena na heterotrofni kultivaci zastupci rodu Schizochytrium
a Japonochytrium s cilem vybéru vhodného produkéniho kmene omega-3 mastnych kyselin
(pfedevsim kyseliny dokosahexaenové) a na optimalizaci kultivaénich podminek do takové
miry, aby byl mozny budouci scale-up procesu do poloprovozniho méfitka. Na zakladé
kultivace v komplexnim médiu byl zvolen kmen Schizochytrium limacinum CO3-H, u kterého
bylo dosazeno nejvyssi produktivity biomasy i dokosahexaenové kyseliny (findlni koncentrace
biomasy 14,1 g.I"t, dokosahexaenové kyseliny 1,6 g.I'Y). P¥i vsadkové a fed-batch kultivaci byl
testovan vliv pH média, teploty, slozeni kultivacniho média, aerace, obvodové rychlosti
michadla a pfitokovani substratu na tvorbu biomasy, lipidi a dokosahexaenové kyseliny.
Na zakladé vysledkii jednotlivych experimentti byly jako optimdlni podminky kultivace
zvoleny: pH média 5,5, teplota kultivace 25 °C, priitok aeraéniho plynu 5 L.min™, obvodova
rychlost michadla 0,8 m.s. Nejvyssich vytézkii bylo dosazeno pii fed-batch kultivaci
Vv bioreaktoru rozdélené do dvou fazi lisicich se v kultivaénich podminkach (ve druhé fazi byla
snizena frekvence otaCek michadla a teplota), pii které dosSlo k vytvofeni maximalni

koncentrace biomasy (34,8 g.I%), lipida (15,1 g.1') i dokosahexaenové kyseliny (5,6 g.I7%).
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Udrzitelna produkce nanocastic stiibra za pouziti extraktu Vitis
vinifera

J. Michailidu, A. Cejkova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Nanocastice se v soucasnosti dostavaji do stfedu zajmu lékaiského odvétvi hlavné diky své
antimikrobialni aktivit¢ vici mnohym (oportunnim) patogenim. Jejich antibakterialni
efektivita byla jiz experimentalné prokazana v piipadé uGcinku na Staphylococcus aureus,
Klebiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a mnoho dalSich lidskych patogent.
Problematickym aspektem pouziti nanocastic se ale prozatim jevi jejich samotnd syntéza —
prevladajici pfistupy, mezi né€z patfi mechanicka ¢i chemicka syntéza, jsou ekologicky i
ekonomicky nevyhodné. V této studii byla studovdna moZznost vyroby nanocdstic stiibra
pomoci extraktu Vitis vinifera a roztoku dusi¢nanu stfibrného. V experimentech byla pouzita
dvé rozpoustédla (ethanol a destilovana voda) a byly studovany také vlivy riizné intenzity
filtrace. Pro vyhodnoceni uspéSnosti probe¢hlé biosyntézy byla zvolena spektrofotometricka
analyza UV/VIS spekter. Nase vysledky prokazaly, ze vodny i ethanolovy extrakt Vitis vinifera

je efektivnim prostiednikem pro formaci nanocéstic stiibra.

1. Uvod
Sttibrné nanocastice piedstavuji v dob€ nartistajici antibiotické rezistence mnoha

lidskych patogenti novou nadéji. Nejvetsi potencial pro jejich vyuziti lezi v medicing, jelikoz
vykazuji dobré antimikrobialni vlastnosti, jez jsou dnes jiz relativné dobfe prozkoumané. Jejich
aktivita byla jiz prokazéana u zavaznych lidskych patogent, jako jsou Staphylococcus aureus,
Klebiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa (Gnanajobitha a kol., 2013; Roe a kol., 2008;
Yoon a kol., 2008).

NejcCastéji vyuzivané piistupy syntézy nanocastic stiibra (mechanické, chemické,
fyzikalni) nejsou nanestésti ekonomicky vyhodné a n¢které z nich mohou byt také nebezpecné
Z hlediska environmentalnich dopadi. Je tedy zadouci zkoumat mozné udrzitelné zptsoby jak
tato efektivni antimikrobialni ¢inidla produkovat (Ghaffari-Moghaddam a kol., 2014; Makarov
a kol., 2014; Patete a kol., 2011). V tomto kontextu byla sledovana i efektivita extraktu Vitis
vinifera v této studii.

2. Material a metody
2.1 Material

Letorosty Vitis vinifera, dusi¢nan stéibrny (Sigma aldrich), ethanol (40%), destilovana voda
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2.2 Vyroba extraktu
Letorosty Vitis vinifera byly homogenizovany za pouziti kuchynského mixéru. 150 mg
homogenizovanych letorosti bylo smichano s 600 ml 40% ethanolu, ¢i s 600 ml destilované
vody, a tato smés byla macerovana po dobu 24 hodin. Nasledn¢ byl extrakt filtrovan pies bézny
laboratorni filtr (8 um) a v nékterych pripadech jesté jednou skrze 0,2 um filtr. Extrakt byl pro
dalsi uziti uskladnén v chladnicce.
2.3 Biosyntéza a detekce
Extrakt Vitis vinifera byl smichan s roztokem dusi¢nanu stfibrného (1 mM) v poméru
10:90. Experimenty byly provedeny v 96 jamkovych mikrotitra¢nich desti¢kach, pokazdé v 8
ekvivalentnich paralelach a reakéni smés byla ponechana po dobu 48 h pfi pokojové teplote.
Nasledné byla provedena UV-VIS spektrofotometrie na pfistroji TECAN Reader. Poté byly
vyhodnoceny vysledky spektralni analyzy (250-700 nm) a bylo vyhotoveno jejich grafické
ztvarnéni.
3. Vysledky a diskuze
V této studii byla pozorovdna moznost vyuziti vodného ¢i ethanolového extraktu
z odpadniho materialu (letorostit) Vitis vinifera pro produkci stfibrnych nanocastic. Data
ziskana z UV-VIS spektrofotometru z jednotlivych paralelnich experimenti byla
zprimérovana a pirevedena do grafu (Obr. 1 a 2).
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Obr. 1 Biosyntéza nanocastic stiibra za pouziti vodného extraktu z letorostt Vitis vinifera; UV-
VIS spektra (250-700 nm); A: kontrola — 10 % extrakt, B: 10 % extraktu (filtrovaného pouze
jednou skrze bézny filtracni papir) + 90 % 1 mM roztoku dusi¢nanu stiibrné¢ho, C: 10 %

extraktu (filtrovaného ptes oba filtry — 8 um a 0,2 um)
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Obr. 2 Biosyntéza nano¢astic stéibra za pouziti ethanolového extraktu z letorostu Vitis vinifera,;
UV-VIS spektra (250-700 nm); A: kontrola — 10 % extrakt, B: 10 % extraktu (filtrovaného
pouze jednou skrze bézny filtra¢ni papir) + 90 % 1 mM roztoku dusi¢nanu stiibrného, C: 10 %

extraktu (filtrovaného ptes oba filtry — 8 um a 0,2 um)

Co se tyce vodného extraktu Vitis vinifera (Obr. 1), byl v porovnani s kontrolou rozpoznan
vyznamny pik kolem 450 nm, jenz je dle literatury charakteristicky pravé pro vyskyt sttibrnych
nanocastic v roztoku (Ghaffari-Moghaddam a kol., 2014; Gabriela a kol., 2017). Podobné
vysledky byly pozorovany také pii pouziti ethanolového extraktu Vitis vinifera (Obr. 2). Pii
pozorovani vlivu dvoji filtrace pii vyrob¢ extraktu bylo zjisténo, ze tato nemd zasadnéjsi vliv
na naslednou biosyntézu pii pouziti Zadného ze studovanych extrakti (Obr. 1 a 2).

4. Zavér

Z nasich vysledkt vyplyva, ze extrakt z letorosti Vitis vinifera je opravdu mozno pouzit pro

biosyntézu nanocastic stiibra. Bylo také zjisténo, ze dodatecna filtrace pies 0,2 um filtr, jez bude

potencialné potfebna pro budouci testy antimikrobialni aktivity, biosyntézu nijak vyrazné neovlivnila.
Podékovani

Financovano z u&elové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢&. 21-
SVV/2018).
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Vliv nanoc¢astic kovii na patogenni bakterie rostouci v suspenzi

a biofilmu

V. Musilova, A. Cejkové, M. Koukalova
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

V poslednich letech se velmi diskutovanym problémem stava rezistence nékterych
mikroorganismll vi¢i pouzivanym antibiotikiim. Tuto problematiku navic jest¢ podporuje
skute¢nost, ze nékteré bakterialni kmeny jsou schopny rist ve formé biofilmu. Vzhledem
k jeho vysoké rezistenci vici antibiotikiim se hleda feSeni, jak tvorbu bakterialniho biofilmu
inhibovat. Jednou ze slibnych alternativ k béZnym antibiotiktim se jevi pouZiti nanocastic, které
maji jedinecné antibakteridlni vlastnosti a zajem o né vyplyva zejména
z jejich fyzikalnich, chemickych a biologickych vlastnosti, které jsou dany jejich malou
velikosti a tvarem.

Experimentalni cast byla zaméfena na sledovani vlivu nanoCastic zlata a platiny
na patogenni bakterie rostouci v suspenzi a v biofilmu. Jako modelové mikroorganismy byly
pouzity bakterie Pseudomonas aeruginosa a Serratia marcescens. Po expozici bunék
nanoCasticim  byly sledovany zmény celkového mnozZstvi biomasy biofilmu
a metabolické aktivity bun¢k a dale zména hladiny signdlnich molekul, které jsou zodpovédné

za mezibuné¢nou komunikaci (quorum sensing).
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Vliv nutri¢nich faktora a kultiva¢nich podminek na rist bakterii
Salinispora tropica

S. Netoldova, Z. Jezkova, T. Branyik

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Salinispora tropica je vlaknitd motska bakterie ze skupiny Aktinomycet, jejiz sekundarni
metabolit Salinosporamid A ma velky potencial pii 1é€bé rakoviny. Dokaze totiz specificky
inhibovat funkci proteazomu 26S, podjednotky 20S, aniz by inhiboval funkci ostatnich
protedzovych aktivit buniky. Cilem této prace bylo celkové zefektivnéni procesu kultivace
bakterie S. tropica. Snahou bylo zvySeni naristu biomasy, dosazeni vysSich hodnot
produktivity a snizeni finan¢nich nakladd na kultivaci. Byl sledovan vliv zdroje a koncentrace
dusiku v médiu, vliv svétla, teploty, geometrie banck a ptestupu kysliku na riist biomasy pii
kultivaci v Erlenmeyerovych bankach na tifepacce. Dale byl testovan pievod kultivace do
vétsiho meéftitka laboratornich reaktort, kde byl sledovéan vliv vzdusnéni a rychlosti michdni na

rist biomasy. Byla provadéna jak vsadkova, tak pritokovana kultivace.

Ze zdroji dusiku bylo nejvyssiho naristu biomasy (9,55 g.1") dosazeno v médiu s peptonem ze
soji. V bankach s narazkami byla oproti kultivaci v bankach bez nardzek naméfena o 138 %
vyS§$i hodnota objemového soucinitele piestupu kysliku a kultivace v téchto bankach byla o 35
% ucinngjsi z hlediska narGstu biomasy. Pii teplot¢ 28 °C bylo dosazeno vyssi koncetrace
biomasy 0 160 % nez pfi kultivaci pfi teploté¢ 23 °C. Dale bylo lepsich vysledkd (o 23 %)
dosazeno pii kultivaci na svétle (25 pE.m?2.s?) nez ve tmé. Pii kultivaci v reaktorech doslo
k mens§imu ristu biomasy a to jak pii vsadkové kultivaci (o 45 %), tak pfi pfitokované kultivaci

(0 56 %) oproti kultivaci v Erlenmeyerovych bankach s narazkami.
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Vyuziti materiali schopnych modifikovat vinovou délku svétla

Vv kultivaci fototrofnich organismi
T. Potocar, T. Branyik

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Jednobunécéné ftasy jsou fotosyntetické organismy produkujici Siroké spektrum
zadanych sloucenin, jako jsou lipidy ¢i fytohormony. Jednim ze zastupcu této skupiny je Ch.
vulgaris, jejiz ro¢ni produkce dosahuje 2000 tun. Pro efektivni fotosyntézu je tfeba zafeni
nachdazejici se v ¢asti viditelné oblasti. Zbytek solarniho spektra je pro fotosyntézu nevyuzit, ¢i
ji inhibuje a poskozuje. Diky fotovoltaickym systémim jsou zndmé materialy pouzitelné pro
konverzi nevyuzitych vinovych délek do oblasti PAR. Ve fotovoltaice jsou snahy vytvofit
takovy material, ktery by dopadajici UV svétlo konvertoval do viditelné az blizké infraervené
oblasti a ze vzdalené infracervené oblasti do blizké az viditelné. Procesy se nazyvaji up- a
down- konverze podle zmény energie fotonu. Pro vétSinu materiali je spoleény znak obsah
kationtii prvktl vzacnych zemin. Témito ¢asticemi je potom mozné obohatit borosilikatové sklo
1jiné skelné materidly, potahové vrstvy ¢i vytvaret kultivacni nddoby z dalSich transparentnich

obohacenych materiald.

1. Jednobunécéné rasy a fotosyntéza

Jednobunécéné tasy (mikrofasy) predstavuji skupinu mikroorganismt s velkou
biodiverzitou c¢itajici okolo 40000 popsanych zéastupcti. Jednd se o fotosynteticke
mikroorganismy fixujici oxid uhli¢ity s potencidlem produkce sloucenin s vysokou ptidanou
hodnotou. Mezi tyto produkty patii napiiklad karotenoidy, polynenasycené mastné kyseliny,
fytohormony ¢i polysacharidy (Amrei a kol., 2015; Safi a kol., 2014).

Chlorella vulgaris byla objevena roku 1890 a uz pocatkem 19. stoleti byla testovana jako
zajimavy zdroj proteinl pfi alternativni vyzive. Jednd se o mikrofasu spadajici dle NCBI
do fiSe Protista, oddéleni Chlorophyta, tad Chlorellales, ¢eled” Chlorellaceae, rod Chlorella.
Tato fasa ma Siroky biotechnologicky potencidl. K roku 2009 dosahla celosvétova produkce
suché biomasy Chlorella vulgaris 2000 tun, ze kterych bylo 30 % pouzito jako krmna biomasa.
(Liu a Hu, 2013; Safi a kol., 2014)
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Biotechnologicky potencial rodu je Siroky. Biomasa fasy Chlorella je velmi bohata na
proteiny, jichz obsahuje i vice nez 60 % suché vahy. Déle je sloZzena z 10-15 % sacharidtia 12—
15 % lipidt suché vahy. Obsahuje také velké mnozstvi aminokyselin, véetné téch pro ¢loveka
esencialnich; vitamint jako je provitamin A, vitaminy B1, B2, B6, B12, C, E, kyselinu folovou,
niacin a kyselinu pantothenovou; mineralli jako je sodik, draslik, vapnik, hoicik, zelezo,
mangan, zinek, méd’ a dalsi; pigmenti chlorofylu a, b, Siroké spektrum karotenoidd, konkrétné
beta-karoten, lutein, zeaxanthin, violaxanthin, neoxanthin a antheraxanthin. Obvykle je
biomasa fasy Chlorella prodavana jako potravinovy doplnék ve formé suseného prasku, tablet
nebo kapsli. Jednim z produkti je také Chlorella rastovy faktor (CGF, z anglického Chlorella
Growth Factor), coz je extrakt z bun¢k Chlorella (Liu a Hu, 2013).

Chlorella je studovana také v souvislosti s vyvojem a produkci biopaliv. Ackoli za
béZznych podminek je obsah lipidl v biomase relativné nizky, pti vybéru vhodného produkéniho
kmene a pti zachovani vhodnych kultiva¢nich podminek dosahuje az 60 %. Vysledna bionafta,
kterou Ize z fasové biomasy ziskat, ma vlastnosti srovnatelné s béznym dieselem (Xu a kol.,

2006). V neposledni fad¢ je také zkoumano pouziti biomasy v Cistirnach odpadnich vod (Safi a
kol., 2014).

Pti fototrofni kultivaci je svétlo, respektive fotony, hlavnim zdrojem energie pohanéjici
fotosyntetickou asimilaci v organismu. Soucasné je intenzita svétla a jeho spektralni profil
limitujicim faktorem této strategie kultivace (Amrei a kol., 2015). V nulové nadmoiské vysce
je spektrum elektromagnetického zatfeni rozlozeno mezi 290 nm az 4000 nm, ale fotosynteticky
aktivni zareni (PAR) je z tohoto spektra pouze vyse¢ mezi 400 az 700 nm (Cast viditelného
spektra, VIS 390 az 760 nm). Regiony ultrafialového a infraerveného zateni ziistavaji pii
fotosyntéze nevyuzity. Intenzitu slunecniho zafeni v oblasti PAR ovliviiuji 3 zakladni faktory:
zemépisnd poloha, roéni obdobi a denni doba. Maximalni hodnoty intenzity zafeni PAR jsou
detekovatelné v poledne v rovnikovych oblastech béhem letnich mésict. Celoro¢ni sumy zafeni

jsou znazornény na obrazku 1 (www.fondriest.com, 2014, online).
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Obr. 1. Mapa intenzity slune¢ni energie za jeden rok (http://www.greenrhinoenergy.com, 2018,

online)
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Obr. 2. Spektrum solarniho zafeni pied a po priachodu atmosférou (www.fondriest.com, 2014,

online)

2. Materialy modifikujici vinovou délku svétla

Po priichodu atmosférou se ¢ast elektromagnetického spektra pohlti (obr. 2) a majoritni
zastoupeni 90-95 % v ultrafialové oblasti zaujimd UV-A (vlnové délky mezi 315 a 400 nm),
zbytek ptipada na UV-B (vIinové délky mezi 280 a 315 nm). Prokazalo se, Ze na tyto dva typy
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zéareni reaguje Siroké spektrum organismi, jedna se bud’ o fotoinhibici nebo pfimé poskozeni
fotosyntetického aparatu. Diky spektralnimu posunu ultrafialového zafeni do viditelného
spektra by bylo mozné omezit tyto nezadouci jevy a soucasné by bylo mozné prodlouzit
kultivacni obdobi s vysokou intenzitou zéafeni potfebné¢ho pro fotosyntézu, a tim zvysit
produktivitu kultivace fas mimo letni mésice 1 v oblastech vzdalené;Sich od rovniku. Soucasné
by se prodlouzila i produkéni faze dne. Pro maximalizaci utilizaci svétla je potfeba najit takovy
material, ktery by dosahl nejvyssi shody mezi absorpénim spektrem daného pigmentu a
profilem dodavaného svétla. V ptipadé chlorofylu se maxima nachazi mezi oblasti modrého a
cerveného svétla (Amrei a kol., 2014).

Proces, pfi kterém je mozné docilit zmény vinové délky svétla z UV oblasti na viditelnou,
se nazyva down-konverze. Obecné je down-konverze proces, pii kterém je foton s vysokou
energii konvertovan na dva nebo vice fotonl o energii niz8i. Podstata této reakce se da vysvétlit
pomoci iontu, ktery bude povazovan za opticky aktivni centrum se tfemi energetickymi
hladinami. Kdyz je foton absorbovén, dostane se ion do maximalni energetické hladiny.
Nésledny navrat do hladiny s minimalni energii je sledem dvou stimulovanych emisi, pii
kterych jsou uvolnény dva fotony o nizsi energii. Tento d&j se mize odehravat 1 v systémech
uzivajici dva rizné ionty, kde se excitovany ion dostavd do minimalni energetické hladiny
energetickym transferem na druhy ion (de la Mora a kol., 2017).

Pro docileni vySe zminéného procesu se uzivaji ionty lanthanoidi, které jsou vhodné diky
orbitalim 4f. Energie téchto orbitalil je dostatecnd a mohou dosahovat rtiznych energetickych
hladin. Souc¢asné jim tento orbital slouZi jako efektivni §tit, ktery zachovava vlastnosti volnych
iontl i po piidani do vybranych materialti. Mezi nejpouzivangj$i lanthanoidy se tadi ytterbium,
terbium, cer, gadolinium a dalsi, které jsou fixovany v polymerech (polymethylmethakrylat),
borosilikatovém sklu nebo v tenkych vrstvach tvofenych metodou sol-gel (Lv a kol., 2014; de
la Mora a kol., 2017).

3. Aktualni stav v FeSeni problematiky

Némecka vyzkumna skupina zapocala s feSenim problematiky tykajici se konverze
fotosynteticky nevyuzitého svétla. Jako konverzni materidl pouzili Caos9Sro.40EU0.01S.
Z emisnich a excitanich hodnot tohoto materidlu vyplyva, Ze nejvyssSich intenzit zafeni je
dosazeno v oblasti mezi 650 az 700 nm a piekryva se s absorpénimi maximy chlorofylu aib.
Konverzni vrstva je umisténa na zadni stranu deskového vertikélniho reaktoru pted zrcadlo.
Jako zdroj zéfeni s profilem podobnym slune¢nimu zéfeni byla pouzita metalhalidova vybojka.

V tomto uspofddani je konvertovano Casteéné pohlcené zareni az po prichodu bunécnou
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suspenzi. Jako modelovy organismus byl zvolen Haematococcus pluvialis. Z publikovanych
rastovych kiivek je vyssi nartst poctu bunék o 36 % v reaktoru s konverzni vrstvou oproti
kontrolnimu (Wondraczek a kol., 2013).

fransko-nizozemska skupina se zabyvala kultivaci cyanobakterie Synechococcus.
Zdrojem zafeni v tomto piipadé byla vybojka, kterd méa emisni maximum v blizké UV oblasti
(370 nm). Konverzni material byl komeréni vyrobek Uvitex OB naneseny v matrici na
osvétlovanou stranu reaktoru. V tomto uspotradani dochézelo k totalni konverzi UV na viditelné
spektrum s maximem pii 440 nm, opét odpovidajici absorpénimu spektru pigmentu. V tomto
experimentu byla rozhodujici koncentrace konvertoru v matrici. Pti koncentracich niz§ich nez
33 mg Uvitex OB v 1 gramu suché matrice byl vysledny pocet bun¢k nizsi nez v kontrolnim
reaktoru bez konvertoru. Pfi koncentraci 33 mg.g? bylo dosazeno zhruba 10% nartistu poctu

bun¢k. Dalsi varianty nebyly testovany (Amrei a kol., 2014).

4. Zavér

Pouziti materiali schopnych konvertovat ultrafialové zateni na zareni viditelné oblasti je
moznym postupem, jak zvysit produkci fototrofnich organismi, zlevnit kultivaci a zvysit
produkei latek s pfidanou hodnotou, jako jsou lipidy nebo vitaminy. Tyto materidly jsou
pfejimany z rozsahlych fotovoltaickych vyzkumt, diky ¢emuz se pocty moznych materiala
zvySuji a usnadiiuje se hledani shody spekter mezi fotosyntetickym pigmentem a danym

materialem.
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Antibiofilmové vlastnosti biologicky aktivnich latek v kombinaci

S netermalnim plazmatem

E. Sembolova, E. Vankova, M. Paldrychova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

V poslednich letech pfibyvaji rezistentni kmeny Pseudomonas aeruginosa, které jsou
odolné vici bézn€ pouzivanym antibiotikim (naptiklad aminoglykosidiim, karbapenemim
a fluorochinolontim). Biofilmové populace P. aeruginosa jsou vice rezistentni nez populace
suspenznich bunék a jsou strijci fady zdravotnich komplikaci. Zptsobuji naptiklad pooperacni
infekce, komplikace pribéhu cystické fibrozy a infekce mocovych cest. Velké riziko nastava
pii pooperacnich infekcich. Bakteridlni buniky, které vnikly do téla pacienta, mohou vytvaret
biofilmy na intravendznich katetrech, umélych srde¢nich chlopnich, kloubnich nahradach ¢i
zubnich implantatech. Cilem naSi studie bylo nalézt vhodné alternativy pro nahrazeni
v soucasné dobé pouzivanych, nezcela ucinnych metod, nebo jejich pouziti v riznych
kombinacich, diky kterym by byl spolecny ucinek posilen. Slibnou alternativou s prokdzanym
antibakteridlnim u¢inkem muze byt netermalni plazma (NTP), chitosan a extrakt z modrych

hroznu V. vinifera.

Patogenita bakterie Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa patii mezi gramnegativni, aerobni bakterie, ty¢inkovitého tvaru
se schopnosti vytvaret biofilm, ktery osidluje riizné typy povrchu. Biofilm P. aeruginosa je
tvofen z matrice biofilmu (vyprodukované buitkami) a ze samotnych bun¢k. Matrice biofilmu
se skladd z exopolysacharidl, extracelularni DNA (eDNA), extracelularnich proteint
a extracelularnich lipida (Rasamiravaka a kol., 2015).

Velké mnozstvi extracelularnich proteind je produkovano za ucelem manifestace
nakazy (Rasamiravaka a kol., 2015). Také extracelularni lipidy, pfedevsim rhamnolipidy jsou
dalezitymi virulentnimi faktory, zodpovédnymi za centralni destrukci leukocytl a erytrocyta
(Laabei akol., 2014). P. aeruginosa produkuje také toxiny fenazinové struktury. Ty jsou znamy
jako modrozelené pigmenty pyocyanin, pyoverdin a pyochelin, které mohou za nazelenalé

zbarveni hlenu ¢i infikované rany (Mulcahy a kol., 2014).
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Tvorba biofilmu a dalSich virulentnich faktord P. aeruginosa je zalozena
na mezibunééné komunikaci bakterii, tzv. quorum sensing (QS). Mezibuné¢na komunikace
je podminéna hustotou populace bun¢k. Bakterialni bunky biofilmového fenotypu produkuji na
rozdil od suspenznich bakteridlnich bun€k vyssi mnozstvi signalnich molekul neboli
autoinduktord. Je-li v daném prostiedi vytvofena dostate¢na koncentrace autoinduktord, dojde
k jejich navazani na specifické bakterialni receptory, aktivaci signalnich drah a nasledné
transkripci gent kodujicich faktory virulence. P. aeruginosa ma 4 doposud znamé systémy QS:
LaslI/LasR systém, RhII/RhIR systém, Pseudomonas chinolon signalni systém (PQS)
a integrovany QS systém (Jimenez a kol., 2012; Kariminik a kol., 2017; Lee a kol., 2013;
Miller, Bassler, 2001).

Lécba onemocnéni spojena s tvorbou biofilmu

Diky doposud ziskanym informacim o P. aeruginosa mohou byt nalezeny nové agens
ajejich kombinace, které by dokdzaly ovlivnit QS systémy téchto bakterii a pulsobily

antibiofilmové.

Netermalni plazma

Vhodnou alternativou pro dlouhodobé pouzivané, nezcela ucinné metody
(napft. antibiotika, vic¢i kterym si mikroorganismy vytvofily znacnou rezistenci) mizZe byt
netermalni plazma (NTP). To je jiz vyuzivano pro sviy velky potencial v medicing€. VyuZiti
NTP je zaloZeno piedevsim na jeho antibakterialnim ucinku (1é¢ba koznich infekcei)(LesStinska
a kol., 2011). NTP nachazi také dalsi vyuziti pfi zrychleni koagulace krve béhem operativnich
zakrokd, pii desinfekci koZnich infekei a katetrd, pfi indukci apoptdzy nadorovych bunck
a 1é¢bé rakoviny (Fridman a kol., 2007; Fridman a kol., 2008; Kang a kol., 2014; Julak, Scholtz,
2013; Robert a kol., 2013).

= Definice plazmatu
Plazma je znamo jako Ctvrty skupensky stav, jde o ionizovany plyn, ktery vykazuje
znaky kolektivnosti (vzajemné plisobeni ¢astic pomoci makroskopickych elektromagnetickych
poli) a kvazineutriality. Kvazineutralita je pojem pouZivany pro oznaceni celkové neutralniho
naboje. Na zakladé téchto podminek ptisobi plazma navenek jako elektricky neutralni (Eliezer,
Eliezer, 2001; MartiSovits, 20006).
Existuji dva druhy plazmatu: termdlni plazma a netermalni plazma (NTP). Rozdilem

mezi termalnim a netermalnim plazmatem jsou teploty Castic (Eliezer, Eliezer, 2001). Pojem
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,hetermalni spociva v tom, Ze elektrické pole urychluje piedevsim elektrony, a proto pouze
jejich teplota dosahuje vysokych hodnot. Neutrdlni ¢astice a ionty nesou pouze zanedbatelnou

energii a zustavaji chladnymi (MartiSovits, 2006; Eliezer, Eliezer, 2001).

*  Vznik netermalniho plazmatu a jeho antimikrobialni G¢inky

Netermalni plazma (NTP) mtze byt generovano pfi snizeném nebo pfi atmosférickém
tlaku. Jako nosny plyn pro generaci NTP jsou nejCastéji vyuzivany vzduch, dusik, kyslik,
helium, vodik, argon nebo jejich smési (Moreau a kol., 2008). NTP vznika rozkladem molekul
nosného plynu v elektrickém poli a také z interakci nové vytvorenych druht ¢astic nosného
plynu. Castice mezi sebou interaguji na zakladé fyzikalnd-chemickych reakci,
napi. rekombinaci (opak ionizace), excitaci, ionizaci nebo disociaci. Vznikaji tak neutralni
¢i excitované molekuly nebo atomy, negativné a pozitivn¢ nabité ionty, volné radikaly,
elektrony a fotony (Ragni a kol.,, 2010). NTP tak muZze pusobit antimikrobialné
na gramnegativni a grampozitivni bakterie a kvasinky (Moreau a kol., 2008).

Mozny mechanismus u¢inku NTP na mikroorganismy pozorovali ve své praci Ohshima
a kol. (1995). Nasledkem pouziti pulsniho elektrického pole na Saccharomyces cerevisiae,
pozorovali tvorbu otvorti v cytoplazmatickych membranach bunck této kvasinky. Tvorba pora
Vv cytoplazmatické membrané muze byt zptisobena radikaly, které dopadaji na mikroorganismy.
Buniky nestihaji opravovat naruSeni cytoplazmatickych membrana, tim ztraci svou
zivotaschopnost (Moreau a kol., 2008). Krom¢ radikalil a iontd se pii plazmatickém vyboji
vytvaii 1 nizké procento UV zateni (140 - 300 nm). Neschopnost rychlé reparace buiiky mtize
byt zpusobena také degradaci DNA, ktera byla vystavena UV zafeni (Bahre a kol., 2011;
Fridman a kol., 2007).

Ve studii Alkawareek a kol. (2012) byly testovany antibiofilmové ucinky NTP
na gramnegativni bakterie Escherichia coli a P. aeruginosa, grampozitivni bakterie
Staphylococcus aureus a Bacillus cereus. Grampozitivni bakterie byly vici pasobeni NTP
citlivéjsi nez gramnegativni bakterie. NTP také plisobi inhibi¢n€ na QS systémy, které¢ tidi
tvorbu bofilmu a dalsich virulentnich faktort.

NTP by mohlo byt vhodnou alternativou k antibiotikim pfi lokdlnim oSetfeni
bakterialniho biofilmu jako tomu je napiiklad u kloubnich nahrad (z Ti6AI4V slitiny)
kolonizovanych biofilmem P. aeruginosa. Pacient by tak nemusel byt vystaven vysokym
davkam antibiotik a jejich pfipadnym vedlejSim G¢inkiim, které mohou zpusobovat oslabeni

imunitniho systému pacienta (Ubeda, Pamer, 2012).
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Ptirodni biologicky aktivni latky

Vhodnou alternativou antibiotik mohou byt také ptirodni latky, které jsou zastoupeny
Vv Siroké Skale rostlin ¢i zivocichti. Kromé podpurné stavebni funkce slouzi tyto latky jako
antimikrobialni ochrana rostlin ¢i zivo€ichi. Mnoho téchto ptirodnich latek je pro své
antimikrobialni a antioxida¢ni u¢inky v dnesni dob€ vyuzivano jako potravinové dopliky, ktery

slouzi jako prevence pied zatézi organismu toxickymi latkami i pfed ndkazou mikroorganismy.

= Chitosan

Chitosan je ptirodni linearni biopolymer, ktery je sloZen ze sacharidovych jednotek
(1-4)-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukan(N-acetylD - glukosamin) a (1-4)-2-amino-2-deoxy-
B-D-glukan(D-glukosamin). Je ziskavan alkalickou N-deacetylaci chitinu. Chitin se bézné
vyskytuje ve schrankdch motskych koryst, anebo mize byt produktem fermentace napiiklad
Rhizopus oryzae (Croisier, Jérome, 2013; Vinche a kol., 2012; Nilsen-Nygaard a kol., 2015).

Chitosan se vyznacuje svou antimikrobidlni a antifungalni aktivitou. MiZe byt vhodny
pro pouziti v mnoha oblastech jako je potravinaisky prumysl (obalové materialy), vyroba
kosmetiky (zpomaleni procesu starnuti pokozky), farmacie (tkanové inzenyrstvi - obvazy
na rany, antimikrobialni latky, pomocné latky pro vakciny a nanocastice)(Hmed a kol., 2017;
Elieh-Ali-Komi, Hamblin, 2016; Dutta a kol., 2009; Senda a kol., 1996). Existuje n¢kolik
riznych modell ptisobeni chitosanu. Jeden z nich pojednava o elektrostatickych interakcich
kladn€ nabitych funk¢nich skupin molekuly chitosanu se zaporn€ nabitou cytoplazmatickou
membranou (fosfatovymi skupinami molekul fosfolipidu) bakterie. Tyto interakce byly také
pozorovany mezi chitosanem a zaporné nabitymi molekulami v bufice, napf. s proteiny
¢1 nukleovymi kyselinami (v DNA). Veskeré tyto interakce mohou vést k bakteriostatickému
ucinku chitosanu (Tsai, Su, 1999; Hadwiger a kol., 1986; Senda a kol., 1996; Shahidi a kol.,
1999).

Dal8im moznym mechanismem uc¢inku je schopnost chelatace iontd, tim mtiZe chitosan
ovliviiovat napiiklad transmembranovy transport. Chitosan mize zptsobovat zachyt iontéi Ca?*
(nebo K*, Na*), které jsou potiebné pro udrzeni homeostazy buriky. Také miiZze z blizkého okoli
buiiky vyvazovat rtizné ionty kovii, které jsou dilezité pro spravnou funkci metaloproteinil, coz
vede ke snizeni metabolické aktivity buné€k a tim také k bakteriostatickému efektu (Bégin, Van

Calsteren, 1999).
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Extrakt Vitis vinifera

Extrakt V. vinifera, neboli révy vinné, je komplexni smés latek trans-resveratrolu,
cis - resveratrolu, trans-polydatinu, quercetinu, kaecmpferolu, kyseliny abscisové, katechint,
prokyanidinti, antokyanidl, kyseliny gallové a dalSich. VétSina téchto latek je fazena mezi
polyfenolické latky a jejich zakladni struktura je Ce-C2-Cs (neplati pro kyseliny). Pro pochopeni
pusobeni extraktu V. vinifera vzniklo velké mnozstvi studii, zabyvajicich se jeho biologickou
aktivitou. V dne$ni dob¢ jsou jiz popsany antioxida¢ni u¢inky, kardioprotektivni uéinky,
protirakovinné, protizanctlivé a antimikrobialni Gc¢inky extraktu (Daglia, 2012; Xia a kol.,
2010).

Nejvyssi citlivost bun€k va¢i plisobeni tohoto extraktu byla pozorovéana
u grampozitivnich bakterii, mens$i citlivost u gramnegativnich. Také u kvasinek byla
zaznamenana znacna citlivost vici tomuto extraktu. Mechanismus ucinku extraktu vSak neni
zcela znamy, ale v mnoha piipadech se hovoii o zméné permeability cytoplazmatické
membrany v pfitomnosti latek obsazenych v extraktu, inhibici extracelularnich enzymi
mikroorganisml nebo zpomaleni ¢i zastaveni ristu mikroorganisml na zaklad¢é deprese iontil
zeleza a zinku v okolnim prostiedi, které byly chelatovany prokyanidiny (Daglia, 2012; Xia a
kol., 2010).

Jednotlivé slozky extraktu V. vinifera jsou v poslednich letech testovany jako vhodné
antibiofilmové agens cilici na QS systémy grampozitivnich i gramnegativnich bakterii (Daglia,

2012; Xia a kol., 2010).

Zavér

V poslednich letech pfibyva vice rezistentnich kmenti P. aeruginosa. Jsou proto hledany
takové agens, které by mohly nahradit stavajici méné ucinna terapeutika. Se zvySujici se
rezistenci bakterii také roste trend aplikace kombinaci jednotlivych agens. Z ekonomického
hlediska se NTP, chitosan a extrakt V. vinifera fadi mezi méné nakladné 1é¢ivé prostiedky. Dle
provedenych studii mize byt NTP velice dobré antibiofilmové agens, na které si bakterie
doposud nebyly schopny vytvofit rezistenci. V kombinaci s chitosanem ¢i extraktem V. vinifera

muze byt dosazeno vyrazného aditivniho t¢inku.
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Moznosti cileného potlaceni tvorby biofilmi a jejich stability
pomoci derivati kobalt bis-1,2-dikarbolidu

Stursova J., Lokocova K., Masék J.
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
Abstrakt

Mnoho mikroorganismil se v pfirodé vyskytuje ve formé organizovanych biofilmovych
struktur. Biofilm tvofi i1 bakterie patogenni, coz predstavuje vazny hygienicky problém ve
zdravotnictvi 1 potravinaiskych provozech. Vzhledem k vlastnostem biofilmu byva lécba
obtiznd s hrozicim vznikem rezistence. Proto jsou patogenni mikroorganismy tvofici biofilm
Casto pri¢inou umrti a ptibyvaji diikazy, ze nemoci zprostiedkované tvorbou biofilmu ptispivaji
k rozvoji chronickych onemocnéni a opakujicim se infekcim. Vzhledem ke skutecnosti, ze
znamé zpiisoby nejsou vzdy spolehlivé a i€inné a rezistence vici antibiotikiim pfedstavuje pro
¢loveka velkou hrozbu, vzniké potieba vyvijet nové metody. Vysoky potencial se naskyta také
v tzv. trojrozmérnych karboranovych strukturach, mezi které patii i kobalt bis-1,2-dikarbolid s

unikatnimi fyzikdlnimi, chemickymi a biologickymi vlastnostmi.

Vyvojovy cyklus bakterialniho biofilmu

Tvorba biofilmu je vicestupniovy proces, jehoz vysledkem je strukturovany ekosystém,
ktery je tvofeny mikroorganismy se zménénou fyziologii. Vznik4 zachycenim mikroorganismu
na povrch a naslednym zapouzdienim v matrix, ktery se skladd z polysacharid, proteint a
extracelularni DNA (eDNA) (Wolska a kol., 2016).

Pii tvorbé bakterialniho biofilmu se v prvnim kroku planktonni bunky reverzibilné
pfichyti na povrch, ktery je v idedlnim ptipadé€ hruby a hydrofobni (Simdes a kol., 2010). Miize
se jednat o vyznamny zdroj Zivin, obzvlast' v pfipadé, kdy jich okolni prostfedi neposkytuje
dostatek. Nicméné to neni nezbytnou podminkou a buniky se mohou pfichytit i na povrch, ktery
ziviny neposkytuje (Watnick a Kolter, 2000). Jakmile buniky pfilnou, zméni se jejich fenotyp a
zacnou sekretovat extracelularni polymerni latky (extracellular polymeric substance, EPS).
Vazba se stava nereverzibilni (Richards a Melander, 2009). Matrix tvofeny EPS ma gelovitou
strukturu a chréni bunky pied vnéjSim prostiedim. Bakterie, které jsou soucasti biofilmu, tak
oproti bakteriim v planktonni form¢ odolavaji vétSimu stresu vyvoldvanému vné&jSimi
podminkami (Simdes a kol., 2010) jako jsou antibiotika a dal$i biocidni latky. Nasledné je
vytvofena mikrokolonie (Wolska a kol., 2016). V tomto stavu mohou buiiky mezi sebou

komunikovat pomoci ,,cell-to-cell* signalnich molekul, transportovat substrat dovnitt biofilmu
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a v ramci n¢j a transportovat produkty metabolismu ven. Déle probiha bunécny rust, replikace
a dalsi produkce EPS (Simdes a kol., 2010). Biofilm dozrava a ziskava trojrozmérny tvar.
Morfologie a topografie zacina byt zfetelnd, biofilm nabyva pilifovitého tvaru a zacinaji se
objevovat zietelné dutiny a kanalky (Worthington a kol., 2014). Ty umoziuji transport vody,
kysliku a planktonnich bun¢k a napomahaji buitkam zbavovat se odpadu a maximalné
adsorbovat ziviny (Wolska a kol., 2016). V poslednim stadiu jednotlivé buiniky nebo vétsi ¢asti
biofilmu opousti biofilm a kolonizuji dalsi ¢ast povrchu (Worthington a kol., 2014). V ptipadé
neptiznivych podminek je syntéza slozek EPS sniZzena, matrix je enzymaticky Stépen a biofilm
se rozpada (Gjermansen a kol., 2005) Buniky opoustéjici biofilm se fenotypové podobaji spise
puvodnim planktonnim bunkdm nez bunikam, kter¢ jsou soucasti biofilmu (Worthington a kol.,

2014).

Zasah do tvorby biofilmu

Za ptedpokladu, Ze nedojde k ulpéni bunék na povrchu, neni mozné, aby se vytvofil
biofilm. Neni proto pochyb, ze velky vyznam ma prevence (Meyer, 2003). Zabranit tvorbé
ovSem neni vZdy mozné, a proto je potieba odstranit jiz narostly biofilm. K tomu je potieba
rozrusit EPS a ziskat pfistup k mikrobidlnim bunkam (Richards a Melander, 2009). Vzhledem
k tomu, Ze tvorbu biofilmu ovliviiuje fada faktort jako je typ povrchu, dostupnost Zivin a
kysliku, riiznorodost mikroorganismil a rozdilnost okolniho prostfedi, neexistuje univerzalni
metoda aplikovatelna na vSechny biofilmy (Meyer, 2003).

Biofilm tvofici se na zafizenich v potravinovém provozu a dalSich plochach, které
ptichazeji s jidlem do kontaktu je neustdlym zdrojem kontaminace. Je proto velmi dilezité
zafizeni dokonale Cistit. V opa¢ném ptipadé snaze dojde k opétovnému ptichyceni planktonnich
bun¢k a vytvotfeni nového biofilmu. Navic je v pfitomnosti necistot zeslaben ucinek
desinfekénich pripravki. Bézné se k ¢isténi pouzivaji prosttedky na bazi kyselin a bazi, k jejichz
ucinnosti je nezbytné dodrzovat vhodné parametry, jako jsou teplota nebo koncentrace.
Odstranéni biofilmu je béhem c¢isténi mozné podpofit mechanickou silou, naptiklad pouzitim
kartace. Dlllezité je také zamezit Sifeni mikroorganismil ve forme aerosolu, proto jsou pfi ¢iSténi
uptednostinovany pény a gely pied spreji. Vyuzivana je fada desinfekcnich prostfedkli, mezi
které patii oxidacni ¢inidla (naptiklad latky bazi chloru, peroxid vodiku nebo ozon), povrchové
aktivni slouceniny (naptiklad kvartérni amoniové soli) nebo ptipravky obsahujici jod. MozZna
je také kombinace dezinfekénich prostfedkl s detergenty nebo enzymy. Nicméné latky ucinné
proti planktonnim buiikdm nemusi vii¢i biofilmu plisobit tak dobie, pfipadné viibec (Van Houdt

a Michiels, 2010).
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Jako alternativa chemickych prosttedkii byla studovana fada fyzikalnich metod, jako je
vyuziti ionizujiciho zéafeni, atmosférické plazmy nebo ultrazvuku, ptipadné elektrického pole v
kombinaci s aktivni latkou. Takzvany bioelektricky efekt usnadni proniknuti aktivni latky do
buniky a muze snizit koncentraci nezbytnou pro eradikaci biofilmu (Van Houdt a Michiels,
2010).

Vyznamnou roli hraje i design vybaveni a material povrchu. Vhodné je pouziti nerezové
oceli s riznymi povrchovymi tUpravami. Naopak pravdépodobnost tvorby se zvysi za
pritomnosti trhlin, Stérbin nebo ohybii. Nachylna jsou také tésnéni, ventily a spoje (Simdes a
kol., 2010).

Tvorba biofilmu také uzce souvisi s celou fadou infekci. Ty se objevuji na katetrech a
dalsich cizich télesech, ale 1 na tkanich. Pfikladem mohou byt plice pacienta trpiciho cystickou
fibrozou (Ciofu a kol., 2017). Zatimco l¢kaiské implantity napadené patogeny tvoficimi
biofilm mohou byt zanétlivym loZiskem a jedinou efektivni 1écbou je jejich vyjmuti (Wojtyczka
a kol., 2014) a nahrazeni novymi (Richards a Melander, 2009), pro biofilmy tkani a sputa je
jedinou dostupnou lécbou aplikace antibiotik. Vzhledem k vlastnostem biofilmu byva 1é¢ba
obtiznd s hrozicim vznikem rezistence (Ciofu a kol., 2017). Proto jsou patogenni
mikroorganismy tvofici biofilm casto pfi¢inou umrti (Worthington a kol., 2014) a pfibyvaji
dikazy, Ze nemoci zprostfedkované tvorbou biofilmu pfispivaji k rozvoji chronickych
onemocnéni a opakujicim se infekcim (Rasamiravaka a kol., 2015). MnozZstvi mikroorganismu
ve zdravotnickych zafizenich a tedy i riziko nozokomidlnich infekci je mozné sniZit o vice nez
40% spravnym pouZzivanim dezinfekénich prostredkli (Wojtyczka a kol., 2014).

Vzhledem ke skuteCnosti, Ze znamé zpisoby nejsou vzdy spolehlivé a uinné a
rezistence vuci antibiotikiim predstavuje pro ¢lovéka velkou hrozbu, vznika potieba vyvijet
nové metody. (Worthington a kol., 2014). V soucasné dobé& se dostavaji do popiedi tzv. zelené
strategie, které vyuzivaji fagi, enzymu a bioregulatori. Tyto metody vyzaduji znalosti procest,

které pii tvorbé a regulaci biofilmu probihaji (Simdes a kol., 2010).
Metalokarborany

Kobalt bis-1,2-dikarbolid

Polyhedralni heteroborany, mezi které se tadi dideka-kloso-dodekaborany neboli
karborany, maji sumarni vzorec C2B10H12, globularni geometrii a obecné hydrofobni povrch.

Karborany existuji jako orto, meta a para izomery v zavislosti na poloze uhliku v klastru
(Valliant a kol., 2002).
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Anorganicka molekula na bazi boru kobalt bis-1,2-dikarbolid (znamy také jako COSAN)
se sklada ze dvou vysoce hydrofobnich dikarbolidovych jednotek (C2B9H11)2— v komplexu s
iontem Co3+ (Gona a kol., 2014), polarni ¢asti celé struktury (Bauduin a kol., 2011).
(C2B9H11)2- ligandy jsou vici sobé otoc¢ené o 37 °, coz vede k symetrii obou karboranovych
kleci a zaroven obou uhlikt. (Dash a kol., 2017).

Kobalt bis-1,2-dikarbolid je mozné pouzit naptiklad v elektrochemii k transferu kationtd
z vodného do organického rozpoustédla a pres lipidové membrany nebo jako soucast iontove
selektivnich elektrod (Sivaev a Bregadze, 1999). Diky své¢ stabilit¢ ma potencial v syntéze
tepelné vodivych, stabilnich polymert. Rada derivatd kobalt bis-1,2-dikarbolidu patii mezi
potencialni inhibitory proteazy viri HIV, kterd je nezbytnd v produkénim cyklu viru, nebot’ je
odpovédna za §tépeni polyproteinovych prekurzorit dilezitych pro vznik novych virovych
c¢astic. Chemicka inaktivace a inhibice protedzy tak pfedstavuje moZnost lécby AIDS (Dash a
kol., 2017). Jeho terapeuticky potencidl je 1 v moznosti akumulovat se v lidskych bunikach, coz
mize byt vyhodné pro borovou zachytovou neutronovou terapii, ktera se vyuziva k 1écbé
rakoviny (Tarrés a kol., 2014).

Li a kol. (2013) syntetizovali a testovali ferrocenem substituované karborany na biofilm
bakterii s mnohocetnou Iékovou rezistenci (multidrug rezistance, MDR), konkrétn¢ na
grampozitivni S. aureus a gramnegativni P. aeruginosa. Byla stanovena MIC téchto latek pfi
36 mg/l pro oba mikroorganismy. Dale byla stanovena MBIC50 na hodnotu 4, resp. 6 mg/1 pro
S. aureus, resp. P. aeruginosa (v tomto pofadi) a MBIC90 na hodnotu 14, resp. 16 mg/1.

Popova a kol. (2013) testovali kobalt bis-1,2-dikarbolid a jeho derivaty na Sestnacti
kmenech patogennich grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii. Mezi testovanymi byly
kmeny i1zolované z lidskych 1 zvifecich tkéni, ale 1 kmeny kontrolni. Konkrétné se jednalo o
bakterie Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli a Pseudomonas
aeruginosa. Dale byly testovany tfi kmeny Candida albicans a jeden kmen Candida tropicalis.
Prokazalo se, Ze nékteré derivaty maji stejnou nebo 1 veEtsi uinnost v porovnani se
Sirokospektrym antibiotikem thiamfenikol. Kobalt bis-1,2-dikarbolid mél nizsi ucinnost v
porovnani s jeho derivaty. U nejlépe pusobicich derivati byla stanovena MIC50 pro kazdy
mikroorganismus.

Chang a kol. (2010) testovali antibakterialni aktivitu komplext kobaltu na fadu zastupcti
bakteridlnich bun¢k. Ptikladem mutZe byt N,S-chelatovany komplex kobaltu, ktery byl aktivni
proti bakterii Staphylococcus albus nebo komplex kobaltu obsahujici oximovou funk¢ni

skupinu, ucinny proti bakteriim Enterobacter aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus
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aureus, a Bacillus subtilis niger. Kobalt bis-1,2-dikarbolid byl zminén pro svou antivirovou

aktivitu jako inhibitor HIV-proteazy.

Zavér

Z dtvodu vyse zminéné rezistence na antibiotika a obtiznosti 1é¢by pacientii postizenych
infekénimi onemocnénimi se do popiedi dostava testovani novych latek (Simdes a kol., 2010).

Vysoky potencidl se naskyta mimo jiné v tzv. trojrozmérnych karboranovych strukturach
(Li a kol, 2013), mezi které patii také kobalt bis-1,2-dikarbolid, anorganicka latka s unikatnimi
vlastnostmi, a rovnéz jeho aminoderivaty. Li a kol. (2013) syntetizovali a testovali ferrocenem
substituované karborany na biofilm bakterii s mnohocetnou 1ékovou rezistenci (multidrug
rezistance, MDR), konkrétné na grampozitivni S. aureus a gramnegativni P. aeruginosa.
Ferrocenem substituované karborany inhibovaly tvorbu biofilmu u obou dvou testovanych

bakterii.
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Pouziti sorbentii pro zvySeni stability pivni pény
J. Vicek, T. Branyik
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Struktura a stabilita pivni pény jsou jedny z posuzovanych kritérii pii senzorickém hodnoceni
piva a maji zasadni vliv na celkovy pozitek z konzumace tohoto napoje. Problémy se stabilitou
pény nastaly piedev§im po zavedeni technologie high-gravity brewing (HGB). ReSeni
spocivajici v pfidavani stabilizanich latek (PGA, Tetrahop) se setkalo s urcitym odporem
vetejnosti, proto byl v této praci hledan zptsob, kterym by se podatilo zvétsit stabilitu pivni
peny bez uziti pridatnych latek.

Pozitivné na tvorbu a stabilitu pény plsobi zejména bilkoviny, polypeptidy, nckteré
hotké chmelové latky a kovové ionty. Mezi hlavni negativni Cinitele fadime lipidy. Prave
skute¢nost negativniho ptsobeni lipidli na stabilitu pény vedla k myslence jejich odstranéni
z piva. Byly navrzeny latky (sorbenty), které by na sebe mély vazat latky lipidické povahy. Tyto
sorbenty se ptidaji do piva, nechaji se plisobit a pak se odstrani napt. odstfedénim nebo filtraci.
Ukézalo se, Ze pouzité latky zvysily stabilitu pény az n€kolikanasobné, a ze se tedy jedna o
vhodnou metodu pro zvySeni stability pivni pény bez ptidani cizich latek do piva.

Byly sledovany zéavislosti mezi u€innosti sorbentl a jejich materidlovymi vlastnostmi
(specificky povrch, porozita). Dale byl popsan i vliv povrchovych vlastnosti (hydrofobita)
na ucinnost sorbentll. Nekteré z latek jsou regenerovatelné a maji tedy velky potencial vyuZiti
v pramyslovém méfitku. Uginky nejslibngji pasobicich sorbentii byly testovany v nékolika
aplikacich ve Cctvrtprovoznim méfitku v prostiedi priimyslového pivovaru. Ukézalo se,
ze vSechny vybrané sorbenty vyznamné zvySovaly stabilitu pény. Podle vysledkti méfeni bylo
zjisténo, Ze pouzité koncentrace sorbentll nemély vliv na barvu, v nékterych piipadech vSak
mirn¢ zvySily analytickou hotkost. Senzorickd analyza ukazala, ze nékteré sorbenty ménily

charakter doznivani hotkosti, jiné prosly testem bez rozeznani rozdila.
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Porovnani sorpénich materiali k odstranéni mikropolutantu
Z odpadnich vod

V. VI¢kova, J. Chalupa, M. Halecky
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
Abstrakt

Projekt se zabyva otestovanim levnych a dobfe dostupnych biodegradovatelnych a/nebo
sorpcnich materiall, které budou nasledné vyuzity k odstranovani mikropolutantii z odpadnich
vod. Materidly budou pouzity jako smésny nosi¢ napliiovych reaktorti. Soucasti projektu bude

1 obohacovaci kultivace smésné mikrobidlni kultury jako inokulum do napliiového reaktoru.

Testované napliiové materidly do reaktorti jsou experimentalni biodegradovatelna péna na bazi
polyolt PUR A z Ustavu makromolekularni chemie AV CR, dvojice b&Zn& dostupnych
aktivnich uhli (Aquasorb 5005, Sh-Gu) a dvojice levnych odpadnich uhlikatych materiéli, a to
zbytkl ze zplynovani dieva (Tarpo spol.s.r.o., Bor Biotechnology a.s.). U materidlti budou
testovany nejen jejich sorpéni schopnosti, ale i jejich dalsi mozné vyuziti, napt. jako nosice
biofilmu, vyuziti materidli jako kosubstratu nebo mineralnich zivin. Materidly jsou zvolené i
z pohledu jejich zpracovani po pouziti (vhodnym dekontamina¢né-degradaénim procesem je
napf. kompostovani nebo metanogeneze). Biodegradovatelny nosi¢ je plné rozloZitelny a

odpadni uhlikaté materialy jsou po dekontaminaci inertni.
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