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Vliv vysokotlakého oSetfeni na kvalitativni parametry piva
T. Bulif, L. Jelinek

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Vysokotlakéd pasterace se v poslednich letech stava stale popularnéjsi metodou stabilizace
produktl v potravinafském primyslu. Urc¢ité ambice v sobé nese i v piipadé primyslu
pivovarského, kde je povaZzovana za slibnou technologii s potencialem nahradit dosud hojné
vyuzivanou tepelnou pasteraci, a navic by mohla vyznamnou mérou zvysit trvanlivost
nefiltrovanych piv. Tato prace byla zaméfena na vliv paskalizace na stabilitu pivni pény, obsah
hotkosti a barvu oSetfenych piv v rdmci nékolikatydenniho skladovani. Nakonec byl studovan
povrch kvasni¢nych buné€k izolovanych z nefiltrovanych paskalizovanych piv za pomoci
elektronové mikroskopie. Bylo prokazano, Ze piva stabilizovana tlakem 550 MPa maji mnohem
vyssi stabilitu pivni pény, ziejmé z divodu inaktivace kvasni¢né proteasy A. Pfi sledovani
morfologie povrchu kvasinek oSetfenych tlakem byl objeven vyrazny destrukéni vliv tlaku
550 MPa. Analyza hotkosti a barvy tlakem oSetfenych piv ukazala pouze minimalni dopad
na tyto sledované parametry. Pouze v ptipad¢ svétlého lezadku doslo tlakem 550 MPa k mirnému

nartistu barvy.
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Biosorpce technologicky vyznamnych latek v prubéhu kvaSeni a
Zrani piva

K. Dopita, L. Jelinek

Ustav Biotechnologie, VSCHT Praha

Biosorpce je v poslednich letech pfedmétem rozsahlého vyzkumu, diky slibnym vysledkiim
V oblasti environmentélnich biotechnologii. Svou roli hraje i1 v pivovarstvi, zejména v procesu
kvaSeni a zrani piva, kde je fada technologicky vyznamnych latek vdzana na bunécny povrch
kvasinek. Tato prace byla zamétfena na vyzkum biosorpce hotkych latek, zejména iso-a-
hotkych kyselin, a xanthohumolu (chmelového polyfenolu s mnoha zdravotnimi Gc¢inky) na
kvasninky Saccharomyces pastorianus a Saccharomyces cerevisiae. V experimentalni ¢asti
bylo zjisténo, Ze biosorpce zminénych latek je rychly proces trvajici nejvyse 30 minut do
ustanoveni biosorp¢ni rovnovahy, pficemz po tuto dobu nedochazi k bioakumulaci. Iso-a-hotké
kyseliny se sorbuji na bunécéné stény kvasinek pomoci slabé vazebné interakce, a to
ptes postranni karbonyl v poloze 1°*‘. Kvasinky S. cerevisiae jsou prokazateln¢ ucinngjsimi
sorbenty nez kvasinky S. pastorianus. Pfitomnost barevnych latek sladu uc¢inné brani biosorpci

iS0-a-hotkych kyselin a xanthohumolu.
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MoZnosti eradikace biofilmu z titanové slitiny Ti-6Al-4V
netermalnim plazmatem
P. Fanta, M. Paldrychova, E. Vailkova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Bakterie Serratia marcescens a Pseudomonas aeruginosa se fadi mezi vyznamné oportunni a
nozokomialni patogeny, zptsobujici fadu infekci, zejména u pacientl s oslabenou imunitou.
Zvlasté problematicka je ptipadna kolonizace kloubnich i1 jinych ndhrad tvotfenych slitinou
Ti-6Al-4V biofilmem téchto bakterii. Nasledné infekce jsou béznymi antibiotiky obtizné
1écitelné, a proto jsou vyvijeny nové alternativni metody, jako naptiklad aplikace netermalniho
plazmatu (NTP). Jedna se o ionizovany plyn, generovany elektrickym vybojem o vysokém
napéti za atmosférického tlaku a pii pokojové teploté. NTP muze ovlivnit také AHL-
dependentni QS systémy oportunné patogennich bakterii, které se na virulenci a potazmo tvorbé

biofilmu piimo ¢i neptimo podileji.

1. QS systémy a tvorba biofilmu bakterie P. aeruginosa

Systém QS tvoii hlavni regulacni sit’ P. aeruginosa zodpovédnou za regulaci exprese
virulen¢nich faktord, ¢imz ovliviiuje samotnou patogenitu této bakterie. Sit’ systému QS je
uspofadana do nékolika vrstev a zahrnuje 4 systémy: LasIR, RhlIR, PQS a IQS, vzijemné
propojené mezi sebou riznymi cestami, diky cemuz reguluji expresi riznych cilovych gend.
Kazdy z téchto systémi je regulovan specifickymi signalnimi molekulami, které piisobi jako
autoinduktory (Lee a Zhang, 2015). Zaroven vsak v tomto slozitém uspofadani mtize dochazet
k interferencim, které mohou tvorbu virulenénich faktord naopak oslabit, cehoz lze potencialné
vyuzit napf. pii eradikaci biofilmu P. aeruginosa (Kahlon, 2016).

Dosud nebyl identifikovan zadny QS-specificky regulon kontrolujici tvorbu biofilmu
bakterie P. aeruginosa (Bjarnsholt a Givskov, 2007), ale n¢ktera propojeni jiz popsana byla.
Napf. produkce lektinu, adhezinu ur¢ujiciho schopnost P. aeruginosa adherovat k nejruznéjsim
povrchim je spjata se systémem PQS (Farrow a kol., 2008). Béhem pocate¢ni faze vyvoje
biofilmu dochazi k vysoké produkci signalni molekuly LasIR QS systému, N-(3-0xo-
dodekanoyl) homoserin laktonu (Favre-Bonté a kol., 2003). Systémy LasIR a RhlIR tidi rovnéz
biosyntézu nékterych exopolysacharidi (konkrétné Psl a Pel) obsazenych v matrici biofilmu
(Gilbert a kol., 2009, Sakuragi a Kolter, 2007, Ueda a Wood, 2009). Syst¢ am RhlIR se

10
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uplatiuje také béhem fizeni produkce rhamnolipidi, biosurfaktantl jejichz funkce spociva
zejména v tvorbé vodnich kandlkl, kterymi je biofilm protkany. Tyto kandlky slouZzi jako
cirkula¢ni systém pro efektivni doddvku nutrientd, a zaroven odvod odpadnich latek
(Davey a kol., 2003, Pamp a Tolker-Nielsen, 2007). Ctvrty QS systém, v ramci néhoz dochazi
k biosyntéze 2-(2-hydroxyfenyl)-thiazol-4-karbaldehydu, dopliuje pifedchozi systémy tim, ze
Vv pfipadé vyskytu mutace v systému LaslIR nahrazuje jeho centralni tlohu (Lee a kol., 2013).
P. aeruginosa mize kromé jiného tvofit biofilm na implantatech pouzivanych v ortopedii
vyrabénych nejéastéji z titanové slitiny Ti-6Al-4V (Cole a kol., 2014, Geetha a kol., 20009,
Pandey a kol., 2000, Trautner a Darouiche, 2004). Dle Campoccia a kol. (2006) jsou
oportunnimi patogeny izolovanymi z téchto implantatti predevSim grampozitivni bakterie.
P. aeruginosa poté jako zastupce bakterii gramnegativnich predstavuje 8 % ze vSech
izolovanych mikroorganismii zpusobujicich infekce spojené se piitomnosti biofilmu na

implantétech.

2. QS systémy a tvorba biofilmu bakterie S. marcescens

QS systém S. marcescens ovliviiuje expresi gentt swrl/R a sprl/R zejména prostfednictvim
N-butyryl homoserin laktonu a N-hexanoyl-homoserin laktonu (Van Houdt a kol., 2007). Tyto
N-acyl-homoserinové laktony (AHL) ovliviuji produkci serralysinu, hemolysinu, prodigiosinu,
serrawettinu a tvorbu vysoce porézniho vlaknitého biofilmu (Labbate a kol., 2004).

Pro patogenitu S. marcescens je dulezita zejména produkce exolipidi prodigiosinu a
serrawettinu. Biosurfaktant serrawettin usnadiuje S. marcescens kromé jiného kolonizaci
nejrizngjSich povrchd (Li a kol., 2005). Iniciace tvorby biofilmu S. marcescens vyzaduje
ptitomnost fimbrii typu I, figurujich jako adheziny, které jsou vyznamnymi virulen¢nimi
faktory, nebot’ zprostiedkovavaji interakci s povrchy (Jonson a kol., 2005). Dé&je zahrnujici
adhezi, ¢i tvorbu trojrozmérné struktury biofilmu, jsou prokazatelné€ zavislé na regulaci pomoci

QS systému (Rice a kol., 2005).

3. Netermalni plazma

NTP predstavuje novou alternativu k 1é¢bé mikrobialnich infekci. Ackoliv je existence NTP
znama jiz del$i dobu, jeho vyuziti se doposud omezovalo zejména na sterilaci inertnich
povrchll. Nedavno vSak bylo prokazano, ze NTP lze aplikovat pifimo na Zivouci bunky a tkané
(Kalghatgi a kol., 2011).

Plazma je obecné definovano jako neutrdlni ionizovany plyn, skladajici se z ¢astic, které

spolu neustale interaguji. Tyto reaktivni Castice vznikaji z neutralnich atomti a molekul po

11
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kolizi s elektrony ¢i fotony o vysoké energii. Moznosti, jak dodat neutralnimu plynu
dostateCnou energii pro vznik plazmatu je nékolik (Conrads a Schmidt, 2000).
Charakteristickym znakem NTP je, Ze teplota lehkych castic (elektronil) je po dodani energie
vyrazn¢ vyssi nez teplota ostatnich, tézSich ¢astic. Tento typ plazmatu je typicky tvofen pomoci
klouzavého obloukového vyboje nebo korénového vyboje (Moreau a kol., 2008).

Nové studované techniky vyuzivajici NTP pfi atmosférickém tlaku jsou velmi slibné a
poskytuji mnohé vyhody. Nejvétsi z nich je schopnost vyuziti teplot nizsich nez 50 °C, coz je
vhodné zejména Vv piipadé aplikace termolabilnich latek (Moisan a kol., 2002, Moreau a kol.,
2008).

3.1 Mechanismus u¢inku NTP na gramnegativni bakterie

Jelikoz se pii generaci NTP jako ionizovany plyn ¢asto pouziva vzduch, vznikaji predevsim
reaktivni formy kysliku a dusiku, které mohou poskodit bakteridlni DNA, zptsobit nevratné
zmény v nativni struktufe enzymti, vyvolat oxidativni stres a peroxidaci membranovych lipidi
(Alkawareek, 2014).

Zminénych vlastnosti NTP lze vyuzit napf. ve stomatologii nebo k preventivnimu oSetfeni
endotracheédlnich tubusli pouzivanych v medicin€ pro zajisténi prichodnosti dychacich cest.
Toto osetfeni znesnadnuje adhezi bakterii P. aeruginosa (Cha a Park, 2014, Triandafillu 2003).
V roce 2013 byla prokazéana srovnatelna mira eradikace biofilmu tohoto mikroorganismu jako
pfi pouZiti chlorhexidinu (Matthes a kol.).

Ve studii Ziuzina a kol. (2015) byla prostfednictvim NTP oslabena virulence této bakterie
deaktivaci faktori virulence pyocyaninu a elastazy B, pfi¢emz tvorba biofilmu ovlivnéna
nebyla. Tato skute¢nost miize byt vysvétlena studii Flynn a kol. (2016), ve které byl prokazan
vliv NTP na signélni molekuly o struktufe AHL. Tyto molekuly nebyly schopné po expozici
NTP vyvolat patii¢énou QS odpoveéd’ u reportérového kmene P. aeruginosa. Rovnéz ve studii
Paldrychova a kol. (2019) bylo popsano ovlivnéni AHL-dependentnich QS systémt bakterie P.
aeruginosa, avsak k ovlivnéni tvorby biofilmu klinickych izolati nedoslo. U fady klinickych
izolath mize byt totiz funkce AHL-dependetniho QS systému LasIR nahrazena IQS systémem,
¢imz muze byt tvorba n€kterych faktort virulence (biofilm) zachovéna (Lee a kol., 2013, Lee
a Zhang, 2015).

Zatimco byly QS systémy bakterie P. aeruginosa, tvorba virulen¢nich faktord a ucinky
pusobeni NTP na né popsany celou fadou studii (Hentzer a kol., 2003, Jakobsen a kol., 2012,
Ziuzina a kol., 2015, Flynn a kol., 2016, Flynn a Gilmore, 2018), tak v pfipadé neméné

12
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vyznamného oportunniho patogenu bakterie S. marcescens, vyzkum zaostava.

4 Zavér

Moznosti aplikace NTP interferujictho s QS systémy oportunné patogennich
gramnegativnich bakterii, se otevira novy pfistup k 1écbé infekénich chorob. Prestoze jiz byly
popsany mechanismy, kterymi NTP plisobi na gramnegativni bakterie, narazi stavajici ptistup
na nckterda omezeni spocivajici predevSim v nedostatecném popisu QS systéml napf.
u S. marcescens a Vv komplexnosti a propojenosti QS systému (zejména u bakterie P.
aeruginosa), které kontroluji produkci faktord virulence (zejména tvorbu biofilmu). Proto by
bylo do budoucna vhodné obratit pozornost védeckych skupin na mozZnost vyuziti
kombinatorickych terapii, napf. s vyuzitim jiz v klinické praxi pouzivanych antibiotik.
Informace o mozném aditivnim u¢inku NTP a antibiotik na QS systémy gramnegativnich

bakterii, a ndslednou tvorbu biofilmu ¢i jinych faktort virulence, jsou zatim velice omezené.

Podékovani

Tato prace byla realizovana za podpory Grantové agentury Ceské republiky, projekt 17-
15936S.
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Nové pristupy k produkci nanocastic kovii za vyuziti rostlinnych
extrakti
J. Michailidu, A. Cejkova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Velky rozmach nanotechnologii a stale se rozsifujici moznosti potencialniho vyuziti nanocastic
dilezitosti, jeliko specifické negativni aspekty téchto metod a z nich plynouci disledky mohou
mit mnohonédsobné vétsi rozsah. V poslednich desetiletich tedy v rdmci védecké obce existuje
velka snaha nalézt udrzitelnéjsi a levnéjsi metody, jak nanocastice kovu ptfipravovat. Z téchto
novych metod ziskaly velkou pozornost hlavné metody vyuzivajici biologické Cinitele
(mikrobidlni kultury ¢i lyzaty, rostlinné tkang, nebo napiiklad extrakty). V tomto ¢lanku je
pozornost vénovana hlavné produkci nanocastic stiibra, a to prostfednictvim rostlinnych

extraktu.

1. Uvod

Obecné uznavany Gzus definuje, Ze mezi nanocastice fadime vSechny castice, pro které
plati, Ze alespon jeden jejich rozmér se pohybuje pod hranici 100 nm. Nanocastice maji pravé
diky svym rozmérim celou fadu velmi zajimavych charakteristik, typicky zdsadné odlisSnych
od dan¢ho materialu v makromé&fitku. Nanocastice se vyznacuji vyjimecnymi vlastnostmi, mezi
néz fadime predevsim vysoky pomér povrchu k objemu, porozitu nebo povrchovy naboj (a jeho
hustotu). Diky tomuto nanocéstice vykazuji aktivitu, jez maji velky potencial vyuziti v Sirokém
spektru lidského zkoumani i konani od elektroniky, pfes potravindistvi a medicinu, az k

biotechnologiim (Thakkar et al., 2010).

Tato zvySujici se poptavka po nanocasticich vSak napomohla odhalit potencialni problém
— fyzikalné-chemické cesty vyroby kovovych nanocéstic totiz v mnoha piipadech zahrnuji
vyuziti extrémnich podminek, coZ je energeticky a tedy i finanéné naro¢né. Dal§im negativnim

faktorem fyzikalné-chemickych zplisobli produkce je také potencial vzniku toxickych produkti
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a dalsi ekologické zatéze. Pocatek zkoumani moznych biotechnologickych metod syntézy

kovovych nanocastic na sebe tedy nenechal dlouho ¢ekat (Schrofel et al., 2014).

V polednich tficeti letech tak bylo objeveno mnoho riznych cest, co se biologické syntézy
nanocastic kovl tyce; pouzity byly v tomto sméru bakterie, kvasinky, houby, aktinomycety i
rostliny. Vyzkumy byla prokdzana uspésnost tohoto zptisobu produkce jak pii pouziti zivych
kultur nebo tkani, tak pii pouziti bezbunéénych lyzatu ¢i extrakti (Das et al., 2017; Thakkar et
al., 2010)(Das et al., 2017; Thakkar et al., 2010). V této praci bude pozornost vénovana hlavné

vyuziti rostlinnych tkani ¢i extraktt.

2. Nanocastice kovii

Nanoobjekty jsou definovany Mezinarodni asociaci pro normalizaci (International
Organization for Standardization — ISO) jako “objekty, jejichz jeden, dva nebo tii rozméry se
pohybuji v ramei nanoméfitka (~1-100 nm)” (1ISO, 2014). Co se produkce nanocastic kovu tyce,
existuji dve kategorie, do kterych se dané postupy daji zaradit: “bottom up” procesy zaméiujici
se na konstrukci nanocastic prakticky atom po atomu, ptes klastry az po samotné nanocastice a
“top-down” procesy vyuzivajici redukci vétsiho mnozstvi surového materidlu, z néhoz jsou
nanocastice odstépovany pomoci fyzikéalnich ¢i chemickych metod (Schrofel et al., 2014).
Problematickym aspektem fyzikalnich procest, jako jsou naptiklad mleti nebo pyrolyza, jsou,
jak jiz bylo fe€eno, energeticka a tedy i finan¢ni naroCnost — produkce nanocastic timto
zpusobem je pomala a je zde potieba navodit a udrzet extrémni teplotu a tlak (Li et al., 2011).
Chemické procesy zpravidla probihajici v kapalném prostiedi, jsou efektivnéjsi, co se
ekonomického hlediska tyce; mezi jejich nevyhody vSak bezpochyby patii kontaminace
produktu prekurzorovymi chemikaliemi, ¢i vyuziti toxickych rozpousStédel a vznik

ekotoxickych vedlejsich produktt (Kim et al., 2007; Mallick et al., 2004; Tan et al., 2003).

Je zde tedy zfetelnd poptavka po vyvoji levnéjSich metod, jez nevytvareji nadmérnou
zatéz pro zivotni prostiedi. V tomto sméru se velmi nadéjné jevi pravé biotechnologické
ptistupy, které vyuzivaji mikrobidlni ¢i rostlinné kultury a lyzaty, pfi€emZ v dalSich kapitolach
bude piiblizena hlavné syntéza za pomoci rostlinnych extrakti (Thakkar et al., 2010). Mezi
nejvyznamngj$i vyhody téchto biologickych pfistupti oproti tém fyzikalné-chemickym
bezpochyby patii schopnost biologickych molekul kazalyzovat reakce vedouci ke vzniku
nanocastic za standardnich tlakovych a teplotnich podminek. Naopak negativnim aspektem je
nutnost ndsledné purifikace nanocastic v kontextu nékterych specifickych aplikaci (Schrofel et

al., 2014).
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2.1 Nanodastice stiibra

Kovové stiibro je lidstvem doloziteln¢ vyuzivano jiz zhruba 7000 let; historicky bylo
pouzivano nejen pro vyrobu kuchyiiského nacini a minci ale také pro svou antibakterialni
vyuzivani stiibrnych nadob pro uchovavani a pienaseni vody. Stiibro bylo ve starovéku
pouzivano také k uchovavani jidla napiiklad Egyptany nebo Rimany (Alexander, 2009).
Dochovaly se také pozdéj$i zminky o vyuzivani stiibra pro 1é¢bu popélenin — piistup, ktery je
platny podnes (Klasen, 2000). V prvni polovin¢ 20. stoleti bylo koloidni st¥ibro ve vysSich
vrstvach I pres nedokonalu znalost toxikologickych vlastnosti dokonce vyuzivano piimo
oralng, coz mohlo vést k argyrii, porucham traviciho traktu a v krajnich pfipadech i smrti

(Alexander, 2009).

Snaha o vyuziti nanocastic s takto historicky zjevnymi antibakteridlnimi vlastnostmi na
sebe tedy nenechala dlouho cekat a v soucasné dobé se jejich produkce odhaduje ro¢né na
zhruba 320 tun, jez jsou vyuzity prevazné v medicinskych zobrazovacich technikach,
biosenzorech a mimo jiné také v potravinafstvi. V dob¢ zvySujici se prevalence mikrobialni
rezistence jsou nanocastice s biocidni aktivitou proti takovymto mikroorganismim vyraznou
pomoci — jejich aktivita byla v tomto sméru prokazana jiz proti mnoha lidskym patogentim ze
skupiny gramnegativnich 1 grampozitivnich bakterii, z nichZ jmenujme naptiklad
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ¢i Pseudomonas aeruginosa (Chaloupka et al., 2010;
Chernousova and Epple, 2013; Siddiqi et al., 2018; Syafiuddin et al., 2017).

3. Biosyntéza nanocastic kovi

Velka expanze moznych vyuziti nanocastic kovil, zptisobena jejich unikatnimi vlastnostmi,
zpisobila narlst poptavky a tedy i1 zvySené naroky na udrzitelnost danych produkénich metod.
Riazné fyzikalni a chemické procesy, jenz jsou v soucasnosti pro syntézu nanocastic kovil
vyuzivany, jsou bohuzel naro¢né z ekologického i finanéniho hlediska (Gan et al., 2012;
Makarov et al., 2014; Narayanan and Sakthivel, 2010; Roco, 2003; Zhang et al., 2008).
Zvysujici se obavy o zachovu Zivotniho prostfedi tedy dovedly védce k usilovné snaze o
nalezeni ekologicky a ekonomicky vyhodné&jsich postupli produkce kovovych nanocastic; jedna
se v tomto pfipad¢ vétSinou o tzv. “zelené” metody, tedy biotechnologické postupy vyuzivajici

mikrobialni buiky/lyzaty nebo rostlinné tkané a extrakty (Adil et al., 2015).

V poslednim desetileti byla prokdzéna uspé€$na biosyntéza nanocastic kovi za pouziti

mnoha biologickych systémi — rostlin, fas, bakterii, kvasinek, plisni a dokonce 1 lidskych bunék
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(Anshup et al., 2005; Kowshik et al., 2002; Lengke et al., 2007; Parveen et al., 2016; Rautaray
et al., 2003). V ramci téchto metod jsou pro redukci kovovych ionti a stabilizaci vznikajicich
nanocastic obecné vyuzivany biomolekuly, jako jsou proteiny, aminokyseliny, vitaminy,
polysacharidy, polyfenoly, terpenoidy a organické kyseliny (napf. kyselina citronova) (Adil et
al., 2015)(Adil et al., 2015).

Velkym posunem v tomto sméru bylo zjisténi poslednich let, ze biosyntetizovat
nanocastice kovll za pomoci rostlin Ize 1 in vitro — metody vyuzivajici rostlinné extrakty se v
soucasnosti t€8i velkému zajmu védecké obce. Tento pfistup totiz dovoluje vétsi kontrolu nad
velikosti a tvarem produkovanych nanocastic prostfednictvim zmény reakénich podminek (pH,
teplota apod.) a také umoziiuje snadngj$i konecnou purifikaci. Tato metoda produkce
nanocastic kovli je mimo to i znacné rychlejsi, jelikoz redukéni reakce zacinaji v
homogenizovaném kapalném prostfedi prakticky okamzit¢ po smichani reakénich cCinidel

(rostlinny extrakt a roztok ptislusné kovové soli) (Iravani, 2011).

3.1 Biosyntéza nanocastic stribra

V ramci biosyntézy nanocastic stfibra bylo jiz vykonano mnoho studii na téma
mikrobidlni produkce. Tyto metody vSak predstavuji pti primyslové aplikaci zna¢né obtize, co
se tyce nutnosti udrzeni sterility procesu a také udrzovani kultivaénich podminek vhodnych pro
dany mikroorganismus. VyuZiti rostlinnych extraktli se v tomto sméru jevi jako vhodnéjsi
varianta (Kalishwaralal et al., 2010). Zkoumani mozné pfipravy stiibrnych nanocéastic na sebe
tak nenechalo dlouho ¢ekat. Syntéza nanocastic stiibra o priméru 50-100 nm byla prokazana
napiiklad za vyuziti vodného extraktu Alternanthera dentate; celkovy Cas reakce zde byl
pouhych 10 minut a produkované nanoCéstice vykdzaly antibakteridlni aktivitu proti
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiela pneumoniae a Enterococcus
faecali(Kumar and Yadav). Nanocastice syntetizované pomoci extraktu Boerhaavia diffusa
prokazaly aktivitu proti Pseudomonas fluorescens, Aeromonas hydrophila a Flavobacterium
branchophilum. XRD a TEM analyza potvrdila pfitomnost nanocastic o priméru 25 nm

sférického tvaru (Nakkala et al., 2014).

Pii honbé za ekologictéjSimi cestami syntézy nanocastic stiibra bylo samoziejmé
zkoumano také vyuziti redukcnich schopnosti odpadi z potravinaiské vyroby. V tomto
kontextu byla s uspéchem vyuzita naptiklad kira pomerance (Citrussinensis). Nanoc¢astice
vzniklé timto zptisobem byly sférické a mély pramér 3-12 nm, pficemz nejzastoupenéjsi byly

nanocastice s primérem 6 nm (Veeraputhiran, 2013). Dale byly nanocastice stiibra krystalické

19



Konference — Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2019

struktury syntetizovany pomoci vodného extraktu Origanum vulgare; byla také prokazana
jejich antimikrobidlni G¢innost proti nékolika prokaryotnim i1 eukaryotnim mikroorganismim —
Shigella sonnei, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Aspergillus flavus, Alternaria alternate,
Paecilomyces variotii, Phialophora alba a dalsim (Shaik et al., 2018). Pti vyuziti extraktu
Pulicaria glutinosa bylo zjisténo, ze zvySenim teploty inkubace na 90 °C byla zvySena velikost
nanocastic stiibra a také rychlost jejich vzniku. Spole¢né s tim stoupala také rozspustnost

vznikajicich nano¢astic a jejich antimikrobialni aktivita (Khan et al., 2013, 2014).

4. Zavér

Stale se rozsitujici seznam potencialnich vyuziti kovovych nanocéstic s sebou nese také
ptislib obrovské poptavky, ktera se jiz dnes odhaduje na vice nez stovky tun nanocastic ro¢né.
Produkce takového mnoZstvi nanocastic je ale za pouziti v soucasnosti vyuzivanych fyzikalnich
¢i chemickych metod sotva udrzitelnd. Alternativni cesty vyuZzivajici Zivé organismy ¢i jejich
Casti, které s sebou nenesou riziko vyuziti toxickych chemikalii ¢i nevyhody ve formé
ekonomické a energetické narocnosti, se tedy jevi jako vhodné&jsi volba. Vyuziti rostlinnych
extraktl je v tomto sméru jesté¢ vyhodnéjsi, jelikoz zde narozdil od mirkobidlni syntézy neni
potfeba udrzovat specifické kultivacni podminky a také zachovévat sterilitu procesu. Tato

oblast je nicméné stadle pomérné mélo prozkoumana, je tedy zahodno v budoucnu studovat dalsi

mozné vyuzitelné materidly predevsim z kategorie odpadu.
Podékovani

Financovano z uéelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢.21-
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Antibiofilmové ucinky anorganické soli COSANu v kombinaci
s antibiotiky

Z. GaSparinova, K. Loko¢ova, E. Vankova
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
Abstrakt
Kobalt bis-1,2-dikarbolid neboli COSAN (CObaltcarborane Sandwich ANiont) je

stabilni anorganicka sloucenina, jejiz soli maji antimikrobidlni aktivitu a jsou G¢inné i vici
methicillin resistentnim kmentim Staphylococcus aureus (MRSA) a multirezistentnim kmenim
Pseudomonas aeruginosa. Z divodu vzniku a S$ifeni rezistence mikroorganisma vuci
antimikrobidlnim latkdm jsou studovany moZnosti vyuziti latek jako je COSAN k podpofe

ucinku soucasnych 1é¢iv.

1. Biofilm

Rozmanité druhy bakterii maji schopnost zachytit se na povrsich riznych materiali a
vytvaret kolonie, obklopené extracelularnimi polymernimi latkami (EPS), odborné nazyvané
biofilm. Evolu¢né byla tvorba biofilmu vyhodna pro udrzeni stalych podminek pro optimalni
rist bakterii v extrémnich podminkach (teplota, pH, salinita, pfitomnost tézkych kovt, UV
zafeni), a také zde byl mozny vyvoj signalnich drah. S biofilmy se miiZeme setkat v pfirodé¢
(pfedevsim ve vodnich ekosystémech) i v lidském téle, kde nejznamé&j$im piikladem je zubni
plak (Donlan a Costerton, 2002; Hall-Stoodley a kol., 2004).

Pokud biofilm tvofi patogenni bakterie, predstavuje tato forma zivota, kvili zvySené
odolnosti biofilmil vi¢i imunitnimu systému hostitele a antibiotikiim, komplikace pti 1é¢be
vznikajicich infekci. Divodem je napiiklad snizend penetrace a difuze ucinnych latek
biofilmem, kterd se vztahuje pfedev§im na reaktivni (superoxid), nabité (kovy) a velké
(imunoglobuliny) antimikrobidlni latky. Také mechanismus u¢inku vétSiny antibiotik je cilen
na metabolizujici buiiky, ale v biofilmu (pfedev§sim ve spodnich vrstvach) se nachazeji
I bakterie se znacné sniZzenou nebo témeéf zastavenou metabolickou aktivitou, které terapii
odolaji a mohou byt zakladem pro nové kolonie. Biofilmy se bé&Zné tvoii na Katetrech,
kloubnich nahradach nebo jako komplikace chronickych onemocnéni (napt. cysticka fibroza,
osteomyelitida), které mohou zasadn¢ zhorsit zdravotni stav pacienta (Costerton a kol., 1999;
Donlan a Costerton, 2002; Hall-Stoodley a kol., 2004; Hoiby a kol., 2010; Mah a O'Toole,
2001).
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2. Staphylococcus epidermidis

Koagulaza negativni S. epidermidis patii mezi vyznamné oportunné patogenni bakterie
a je Castym piavodcem nosokominalnich (v nemocnici ziskanych) infekci. Na rozdil od
Staphylococcus aureus produkuje méné toxinii a zpusobuje spiSe chronické infekce, které
ohrozuji ptfedevsim pacienty se snizenou imunitou, novorozence a starsi osoby. Tato bakterie
je také hlavnim plvodcem neonatilni sepse (zdnét spojeny s rozsifenim mikroorganismi
krevnim feciStém po celém téle a s agresivni imunitni reakci u novorozencii, laicky nazyvany
jako otrava krve) a katetrovych sepsi (zanéty zapii¢inéné zavedenim kontaminovaného katetru).
Mnoho kment je rezistentnich nebo multirezistentnich vi¢i antimikrobidlnim 1é¢iviim a vétSina

kment dokaze také tvoftit biofilm (Cherifi a kol., 2013; Malfertheiner a kol., 2017; Otto, 2013).

3. Antibiotika
3.1 Tetracyklin
Tetracykliny jsou prvni objevend Sirokospektra antibiotika plisobici na grampozitivni a
gramnegativni bakterie, chlamydie, mykoplazmata a prvoky. Zakladnim strukturnim prvkem
jsou 4 linearné¢ propojené Sesticlenné uhlikaté kruhy, z toho jeden aromaticky. Tetracyklin patii
do prvni generace této skupiny antibiotik, zdstupcem druhé generace je naptiklad minecyklin a
doxycyklin a tfeti generace je tvorena glycylcykliny. Tetracyklin je produkovan bakteriemi
Streptomyces  aureofaciens,  Streptomyces rimosus, a  Streptomyces viridofaciens.
Mechanismem u¢inku je inhibice nasednuti tRNA na 70S ribozom obsazenim akceptorového
mista za ucasti Mg?*, tudiz nemtize dojit ke vzniku peptidové vazby a translaci proteinu.
Tetracykliny maji pfedevsim bakteriostaticky uc¢inek (Chopra a Roberts, 2001; Thaker a kol.,
2010).
3.2 Erythromycin
Erythromycin patfi mezi makrolidovd antibiotika, kterd plsobi piedev§im proti
grampozitivnim bakteriim rodu Streptococcus, Staphylococcus a Diplococcus. Uéinkuji viak i
proti nékterym gramnegativnim bakteriim jako Neisseria gonorrhoea, Neisseria meningitis,
Haemophilus influenzae a Mycoplasma spp. Jsou tvofeny 12, 14, 15 nebo 16¢lennym
laktonovym kruhem, ke kterému mé vétSina zastupct pfipojen jeden nebo vice aminosacharidii
pomoci glykosidové vazby. Erythromycin je produkovan bakterii Streptomyces erythraeus
(Dinos, 2017; Fernandes a kol., 2017).
Mechanismus u¢inku je u vSech zastupcii makrolidovych antibiotik zalozen na vazbé
antibiotika na velkou 23S ribozomalni podjednotku a allosterickou modifikaci peptidyl-

transferdzového centra, které pak nedokaze katalyzovat vznik peptidové vazby. Nékteré peptidy
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se specifickym N-koncem vSak mohou byt translatovany i za piitomnosti makrolidového

antibiotika. Tento jev zatim neni podrobné popsan (Dinos, 2017; Pavlova a kol., 2017).

3.3 Vankomycin

Vankomycin je glykopeptidové antibiotikum poprvé izolované v roce 1956
z Amycolatopsis orientalis. Pouziva se pii 1é¢b¢é infekci zplsobenych grampozitivnimi
bakteriemi, které jsou rezistentni vi¢i jinym skupindm antibiotik, napf. B-laktamlim.
Vankomycin je tvofen sedmi aminokyselinami, z toho 5 aromatickych, a jednim disacharidem
piipojenym na fenolickém kysliku fenylalaninu (Kahne a kol., 2005; Nicolaou a kol., 1999;
Van Bambeke a kol., 2004).

Mechanismus u¢inku vankomycinu spociva v jeho reversibilni vazbé na koncovy D-
Ala-D-Ala usek prekurzorii peptidoglykanu a v zabranéni transglykosidaci a transpeptidaci
vedouci k rozpadu peptidoglykanu a bun&éné smrti. Uginnost miize byt zesilena tvorbou
homodimerti (napf. vankomycin, eremomycin), kterd usnadiiuje vazbu antibiotika k cilové
struktufe, anebo schopnosti nékterych zastupcl glykoproteinii zaclenit se do fosfolipidové
dvouvrstvy a zajistit tak vyskyt 1é¢iva v blizkosti cilové struktury (Kahne a kol., 2005; Nicolaou
a kol., 1999; Van Bambeke a kol., 2004).

4. MoZznosti kombinace antibiotik s jinymi latkami

S rostoucim mnozstvim rezistentnich kment bakterii je zvySend poptavka po novych
antibioticich, ale tempo vyzkumu a vyvoje zcela novych latek naopak zpomaluje. BéZnou
moznosti 1écby infekci zplisobenych rezistentnimi kmeny je kombinac¢ni terapie, kterd se ale
S nariistem poctu rezistenci postupné omezuje. V soucasné dob¢ jsou studovany riznorodé typy
latek (pfirodni latky, 1€Civa jinych terapeutickych skupin, nanoc¢astice apod.) pro potencionalni
synergické pasobeni v kombinaci s antibiotiky, ke kterym je rozsifena rezistence (Li a kol.,
2005; Otto a kol., 2019; Palaniappan a Holley, 2010).
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5. Kobalt bis-1,2-dikarbolid (COSAN)

Komplexni anion boéru, kobalt bis-1,2-dikarbolid monoanion neboli COSAN
(CObaltcarborane Sandwich ANiont), je tvofen centralnim atomem kobaltu spojujicim dva
karboranové klastry (Obr. 1). Celd molekula vykazuje negativni naboj a zaroven nevazebné
intramolekularni interakce mezi B-H a C-H vazbami, diky ¢emuz ma amfifilni charakter.
COSAN je tedy rozpustny ve vod¢ i v tucich a tvoii jednovrstevné vacky a micely pfipominajici
fosfolipidovou dvouvrstvu. Dokaze prochazet bunéénou membranou kinetikou nultého fadu a

akumulovat se zde (Tarres a kol., 2015; Tarres a kol., 2014).

Obr. 1: Struktura COSANu, prevzato z Kvasnickova a kol. (2017).

Od zékladni struktury COSANu je mozné syntetizovat Sirokou Skalu derivatd
ptipojenim riznych funkénich skupin na uhlikové atomy nebo atomy boru. Chemické vlastnosti
a potencionalni vyuZiti t€chto derivatl je vice prostudovano nez u originalni struktury. Derivaty
s lipofilnim etherem na prvnim a methylovou skupinou na druhém uhliku u obou
karboranovych klastrii byly testovany pii extrakci ?Eu z jaderného odpadu a nékteré byly
ucinngj$i nez v soucasnosti pouzivané kalixareny. Je mozné ptipravit derivaty s diagnostickymi
radionuklidy a vyuzit je jako radiofarmaka nebo biologické sondy (Dash a kol., 2017; Valliant
a kol., 2002).

Odolnost a stabilita vici chemickym 1 biologickym vlivim a moZnost rtznych
modifikaci jsou divodem snahy o vyuziti COSANu a jeho derivat k farmakologickym ucelum.
Soli COSANu vykazuji antimikrobidlni aktivitu (Kvasni¢kova a kol., 2017) a jsou u¢inné i vici

MRSA a multirezistentnim kmentim P. aeruginosa (Popova a kol., 2013).
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Popova a kol. (2013) studovali u¢inek sedmi derivati COSANu na 4 druhy bakterii (S.
aureus, Staphylococcus pyogenes, E. coli a P. aeruginosa), a porovnavali jej s ptisobenim bézné
pouzivaného antibiotika thiamfenikolu. U nejucinnéjsiho derivatu se hodnoty MICso (MIC,
kterd snizi aktivitu bunék o 50 %) pohybovaly vrozmezi 2,5-10,1 mg/l, zatimco
pro thiamfenikol pfedstavovaly 12-21,3 mg/I.

Kvasnickova a kol. (2017) testovali u¢inek sedmi alkylamonych derivati COSANu na
grampozitivni a gramnegativni bakterie (S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, E. coli). U
vSech derivati byla MICgo stanovena na hodnoty vyssi nez MICgo kontrolnich antibiotik
(erythromycinu a polymyxinu B).

Mechanismus uc¢inku COSANu na mikroorganismy zatim neni znam,
ale pravdépodobné neni zalozen na inhibici syntézy bunécné stény, protoze ptisobi inhibi¢né na

rast gramnegativnich i grampozitivnich bakterii (Popova a kol., 2013).

Podékovani

Tato prace byla realizovana v ramci “Opera¢niho programu Praha -
Konkurenceschopnost” (CZ.2.16/3.1.00/24503) za podpory “Narodniho programu udrZzitelnosti
I” - NPU | LO1601.
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Identifikace a studium markeru piv zrajicich ve dievé
M. Lazarova, M. Karabin, J. NeSpor

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Zrani ve dievé, technika pouZzivana nejcastéji pii vyrobé whisky, vina a dalSich alkoholickych
napoji, je v posledni dobé vyuzivana také pii vyrobé piva. TradiCni zpisob zrani
s vyuzitim dievénych sudii je vSak velmi nakladny, a proto je v soucasné dobé stale vice
pouzivan alternativni zpiisob zrani piva s dfevénymi fragmenty, u kterych je vSak nutné
posoudit, zda dochazi k ii¢innému prestupu senzoricky aktivnich latek dieva do piva, a ¢im je
tento d¢j ovliviiovan. V ramci této prace bylo zjisténo, Ze i pies nizky obsah alkoholu v pivé
dochazi i po relativné kratké dob¢ k ucinné extrakci markerti dfeva, kterymi jsou piedevsim
dubové laktony, fenolové a furanové aldehydy, a kyselina gallova, do piva. Jejich vysledny
profil je nicmén& vyrazné ovlivnén druhem dieva a mirou jeho opaleni. Sirsi spektrum
slouCenin je extrahovano pti pouziti stiedné¢ opaleného dieva, zatimco pii aplikaci silné
opaleného dfeva jsou extrahovany zejména derivaty guajakolu a syringolu zodpovédné za
koufové aroma. Pouzitim dieva francouzského dubu bylo dosazeno vysSich koncentraci
furanovych aldehyda a kyseliny gallové, americky dub vnasi do piva naopak vé&tsi mnoZstvi
dubovych laktontl. Pfi pouziti této techniky v redlnych podminkach béhem dokvasovani, bylo
prokdzéano, Ze spektrum stanovovanych markert je ovlivnéno také pfitomnymi kvasinkami,
které maji na vysledné¢ aroma spiSe negativni vliv, jelikoz nékteré¢ z nich (furfural, vanilin)

pfeménuji na jinak, ¢i mén¢, senzoricky aktivni slou¢eniny.
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Moznosti studia virulence patogennich mikroorganismiu
P. Kasparova, O. Matatkova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Vzhledem k rostouci antimikrobialni rezistenci mikroorganismti je velky zajem studovat latky,
které by mohly 1épe regulovat infek¢nost danych patogent. Jednim z modernich pfistupti je
vyuziti latek potlacujicich virulenci. Virulence mikroorganismt je schopnost mikroorganismii
ucinné se vyhybat uCinkim lidské imunity, vyvolat v téle infekci a dale ji rozvijet. Je
zprostiedkovana produkci tzv. virulencnich faktort, které jsou zodpovédné za charakteristické
vedlejsi projevy infekénich onemocnéni.

Tato prace se zabyva zhodnocenim virulence patogenti rodu Staphylococcus a rodu Candida a
moznostmi studia virulenénich faktorti témito mikroorganismy produkovanych. Bylo zavedeno
nékolik riznych metod pro stanoveni téchto faktord, které lze vyuziti ke studiu potencidlniho
anti-virulen¢niho G¢inku ptirodnich latek.

1. Uvod

Rozvoj antimikrobidlni rezistence u béznych patogennich mikroorganismu se natolik rozsifil,
7e jiz nesta¢i zavadéni novych tfid antibiotik k uc¢inné regulaci chorob zptsobenych témito
multi-rezistentnimi patogeny, jako jsou napf. methicillin-rezistentni kmeny Staphylococcus
aureus, multirezistentni Pseudomonas aeruginosa, vankomycin-rezistentni enterokoky nebo
flukonazol-rezistentni Candida albicans (Anderl a kol., 2000; Livermore, 2000; Werner a kol.,
2013). Je velka snaha nalézt novy zpusob jak tyto patogeny likvidovat. Velka cast
farmaceutického vyzkumu se proto zameétuje na latky utlumujici tzv. virulenci téchto patogeni
(Barczak a Hung, 2009). Pouziti anti-virulen¢nich latek by tak mohlo vyznamné pomoci proti
mnohym patogentiim, ze kterych by se diky pouZiti téchto 1é¢iv mohly stat naprosto neskodné
avirulentni organismy (Johnson a Abramovitch, 2017). Tato prace se proto zabyva
zhodnocenim virulence jako potencialniho cile nové generace farmaceutik a moznostmi studia
virulen¢nich faktorti rodu Staphylococcus a rodu Candida.

2. Virulence mikroorganismu

Virulence je schopnost mikroorganismli odolavat G¢inkiim lidské imunity a vyvolat a dale
Vv lidském téle rozvijet infekci. Je charakterizovana produkci nejriznéjSich virulen¢nich
faktorti, které zvySuji odolnost patogenti proti vlivim lidského organismu, narusuji tkan¢ a
podporuji kolonizace novych nik v hostiteli (Haynes, 2001). Existuje nékolik t¥id virulen¢nich
faktorti mezi které patii toxiny, hydrolytické enzymy, sekre¢ni systémy a dalsi (Defoirdt, 2018).
Dulezitym virulen¢nich faktorem je také schopnost adherence bun€k a tvorba biofilmu a
extracelularni matrix, ktera bunky chrani napt. pfed fagocytdzou bilymi krvinkami (Saising a
kol., 2012; Xu a kol., 2006). Rtzné virulen¢ni faktory jsou vyjmenovany v tabulce (Tab. 1).

Tab. I: Skupiny virulenénich faktort s uvedenymi ptiklady.
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Virulen¢ni faktory priklad

Toxiny enterotoxiny, cholera toxin, candidalysin, botulotoxin, tetanospasmin
Hydrolasy serinové proteasy, fosfolipasy, hemolysiny, coagulasa, staphylokinasa
Tvorba biofilmu a kapsul

Siderofory pyoverdin, staphyloferriny

Sekre¢ni systémy

Quorum sensing acylhomoserinové laktony, farnesol/tyrosol, systémy Las, Lux, Rhl

Toxiny jsou vétSinou latky oligopeptidové povahy schopné rozrusit tkan hostitele a vyznamneé
ovlivnit jeho fyziologické funkce. V extrémnich ptipadech mohou vést az k umrti hostitelského
organismu (Barczak a Hung, 2009). Na rozdil od ostatnich virulen¢nich faktor mohou ublizit
hostiteli 1 bez pfitomnosti danych patogennich bunék a proto jsou Ccastou pfiicinou
potravinovych otrav. Vyznamnymi producenty toxind jsou napi. Staphylococcus aureus
(enterotoxiny, TSST-1, hemlysiny), patogenni druhy Clostridium (botulotoxin, tetanospasmin),
Candida albicans (candidalysin, hemolysiny), Corynebacterium diphtheriae (zaskrtovy toxin),
Vibrio cholerae (cholera toxin) a mnoho dal$ich (Balaban a Rasooly, 2000; Barczak a Hung,
2009). Néekteré toxiny lze zatadit i do dalsi skupiny hydrolytickych enzymi. Ty ptisobi zdanliveé
obdobné jako toxiny. TaktéZ rozrusuji tkdn hostitele predevsim pro zisk potifebnych nutrientti
ale také za ucelem piekonani membranovych bariér v té€le (Barczak a Hung, 2009; Defoirdt,
2018). Umoznuji tak patogenu dale kolonizovat doposud neosidlené tkané. Mezi tyto enzymy
patii Siroka Skala virulen¢nich faktort jako jsou proteasy, elastasy, lipasy, fosfolipasy,
coagulasa a mnoho dalsich (Rohde a kol., 2005; Saising a kol., 2012; von Eiff a kol., 2002).
Dulezitym aspektem virulence je v kontextu hydrolas také hemolyza. Hemolyza predstavuje
roz§tépeni erythrocytli pomoci ptisobeni hemolysinu. Podle produkovaného druhu hemolysinu
lze hemolyzu rozdélit na tfi typy: o, B a y (Duan a kol., 2018; Lee a kol., 2014; Tang a kol.,
2019). Nejvyznamnéj$im typem je hemolyza typu B zodpovédna za kompletni rozstépeni
erytrocytl za vzniku prihlednych zon na krevnim agaru Mezi typické PB-hemolytické
mikroorganismy patii jednozna¢né S. aureus, dale C. albicans, oralni streptokoky a dalsi.
Mnoho dalSich organismt produkuje také hemolysiny typu a ¢&i y (napf. S. epidermidis).
Vyznam téchto hemolysinil je v§ak v porovnani s typem [ zna¢né pomijivy. Vyuziva se jich
predevsim pro fenotypovou identifikaci klinickych izolati a pro kvalitativni zhodnoceni
patogenity daného kmene.

Pro virulenci a celkové patogenitu mikroorganismu je diilezita také schopnost tvofit biofilm.
Biofilm vyrazn€ zvySuje odolnost bun¢k v ném obsazenych proti plisobeni antimikrobidlnich
latek a umoziuje ucinnéjs$i kolonizaci infikované tkané (Costerton a kol., 1999). Pro
charakterizaci produkce biofilmu je dtlezit¢é mnozstvi produkované matrix a ptipadné tvorba
kapsul bunkami v biofilmu (Hauck a Ohlsen, 2006; Sousa a kol., 2009). Bunky produkujici
nadmérné mnozstvi matrix jsou vyrazn¢ odolngjsi k vlivim organismu a jejich eradikace
pomoci imunity hostitele ¢i podplrné antimikrobialni terapie je velmi komplikovand az
nemozna (Arciola a kol., 2012; Mah a O'Toole, 2001). Tvorba biofilmu vyrazné komplikuje
zivot imunosuprimovanym pacientim a jeji vyznam je zna¢ny také v oblasti katetrizace a
implantace biomaterial do téla. Jedna se proto o vyznamny virulen¢ni faktor, ktery nesmi byt
podcenén (Arciola a kol., 2012).
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Virulen¢ni faktory piedstavuji v mnoha piipadech znané komplikované latky, jejichz
produkce je pochopitelné velmi energeticky narocna (Defoirdt, 2018; Juhas a kol., 2005; Pesci
a Iglewski, 1997; Xu a kol., 2006). Z toho divodu syntéza téchto latek podléha komplexni
regulaci pomoci systému interceluldrni komunikace quorum sensing. V mnoha publikacich je
samo quorum sensing resp. signalni molekuly, které jsou za néj zodpoveédné, povazovany za
virulen¢ni faktory mikroorganismu (Baron, 2010; Defoirdt, 2018; Juhas a kol., 2005).

3. Moznosti studia virulence

Virulenci lze studovat dvéma zptsoby. Bud’ 1ze sledovat pfimo genovou expresi danych genti
pro virulen¢ni faktory pomoci metod molekularni biologie nebo lze sledovat fenotypové
projevy spojené s produkci danych virulencnich faktorti tedy exprese jejich genti pomoci
jednoduchych tradi¢nich mikrobiologickych metod.

3.1 Sledovani genotypu

Virulentni genotyp mikroorganismi lze sledovat pomoci klasickych metod molekularni
biologie jako je polymerasova fetézova reakce nebo pomoci gelovych elektroforetickych
metod. Takova stanoveni ¢asto vyzaduji nakladné pfistrojové vybaveni a drahé materidly pro
jednotliva stanoveni. Pokud se nejedna vylozené o stanoveni mRNA pro dané virulenéni
faktory, poskytuji tyto metody pouze informaci o existenci dané¢ho genu v genomu piislusného
mikroorganismu nikoliv o mife jeho exprese.

3.2 Sledovani fenotypu

Pti sledovani fenotypu se zaméfujeme na ptimé dusledky produkce danych virulen¢nich faktort
nebo piimo stanovujeme dany faktor. Tato méfeni tak poskytuji informace o skute¢né mife
produkce a vlivech danych virulen¢nich faktorti. Navic se mnohdy jedna o velmi jednoduché a
rychlé metody stanoveni, cozZ umoziiuje ploSny screening mnoha mikroorganismi a ptipadné i
latek, které by jejich virulenci mohly potlacit.

3.2.2 Stanoveni extracelularnich hydrolas na agaru

V této praci byly vyvinuty metody pro stanoveni extracelularnich hydrolas na diagnostickych
agarech suplementovanych piisluSnymi substraty pro dané hydrolasy. Experimenty byly
provedeny tak, ze suspenze bun¢k byla injikovana v objemu 5 pl do agaru a nasledné
inkubovany po pfedem stanovenou dobu. Byly stanovovany proteasy, lipasy, fosfolipasy a
hemolysiny u mikroorganismu S. aureus, S. epidermidis a C. albicans (Saising a kol., 2012).
Slozeni agar(, doby a vysledky kultivaci jsou uvedeny v tabulce (Tab. I1).

3.2.3 Kolorimetrické stanoveni hemolyzy

Dals§im velmi jednoduchym typem stanoveni virulentniho fenotypu je kolorimetrie. V této praci
byla vyuZita pro stanoveni hemolyzy. Slizeny supernatant po kultivaci buné¢k byl smichan se
defibrinovanou beranni krvi v poméru 1:1 a inkubovan 16 h. Po inkubaci byla smés
supernatantu s krvi nafedéna v poméru 1:9 s fyziologickym roztokem a zméfena na
spektrofotometru pii 540 nm. Vysledky byly na zéklad¢ linearni regrese s hodnotami pozitivni
a negativni kontroly pfevedeny na procenta hemolyzy. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 2%
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roztok SDS (aq) a jako negativni kontrola byl pouzit fyziologicky roztok (Bandeira a kol., 2018;
Tao a kol., 1999).

Tab. II: Stanoveni extracelularnich hydrolas zastupct rodu Staphylococcus a Candida pomoci
diagnostickych agarti. BSA — bovinni sérovy albumin

Enzym Mikroorganismus Typ agaru Vznikla zéna
Proteasy S. aureus, S. epidermidis  Mléény agar Prihledna zéna

C. albicans BSA agar Precipitaéni zona
Lipasy S. aureus, S. epidermidis  Tributyrinovy agar Opalescentni zo6na
Fosfolipasy  C. albicans Zloutkovy agar Precipitaéni zona
Hemolysiny S. aureus, S. epidermidis  Krevni agar Prihledna zéna

C. albicans Sabourauduv krevni agar  Prithledna zona

3.2.4 Vizualizace pomoci mikroskopie

Exprese virulen¢nich faktora a celkové virulentni fenotyp se Casto projevi i v morfologii bung¢k,
ktera je nejlépe patrnd u kvasinek. Lze tak napt. sledovat vliv nékterych latek na tvorbu hyf
danych kvasinek. Hyfogeneze je vyznamnym virulenénim faktorem zastupct rodu Candida
(Yang a kol., 2018). Vliv latek na tvorbu hyf lze sledovat vSemi typy mikroskopie, pficemz
nejucinnéjsi jsou hlavné fluorescencni konfokalni mikroskopie nebo elektronova mikroskopie.
Ptiklad sledovani vlivu latky na tvorbu biofilmu a hyfogenezi je uveden na obrazku (Obr. 1).

4. Zavér

Virulence mikroorganismi ptredstavuji slibny cil pro novou generaci antimikrobidlnich 1é¢iv.
Pro studium téchto latek je potieba jednoduchych a rychlych metod stanoveni virulen¢nich
faktort. V této praci bylo zavedeno nekolik metod pro stanoveni faktorti virulence zastupct
rodu Staphylococcus a Candida. Tyto metody budou vyuzity pro studium biologicky aktivnich
latek pfirodniho pivodu, které by mohly mit anti-virulentni potencidl. Na zéklad¢ vysledka
ziskanych pomoci téchto metod budou moci byt také vysloveny hypotézy o mechanismu uc¢inku
takovych latek.

LF |

4 f L O Lok - -— L
3/21/2019 HV det mag BB WD dwell | spot e 50 pm
2:01:03 PM | 10.00kV | LVD | 1000x | 4.8 mm | 50 ps | 4.5 Nova NanoSEM 450
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21:56 PM | 10.00 kV | LVD | 2500x | 5.1 mm |20 ps | 4.5 Nova NanoSEM 450

Obr. 1: Snimky ze skenovaciho laserového mikroskopu znézorniujici husty hyfami protkany
biofilm C. albicans (A) a torzo biofilmu bez pfitomnosti hyf stejného mikroorganismu po
vystaveni subletalni koncentraci vhodné anti-virulentni latce (B).
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Inhibice tvorby biofilmu biologicky aktivnimi latkami

D. Simonova, K. Lokocova, O. Mat’atkova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Mikroorganismy se mohou vyskytovat jako samostatné rostouci butiky, ale jsou také schopné
adheze na nejriznéjsi biotické a abiotické povrchy, na nichz tvoti biofilm. Vyznamnou roli pfii
tvorbé bakterialniho biofilmu u mnoha mikroorganisma hraji lektiny. Lektiny jsou skupina
proteinl ucastnici se procesu patogeneze diky své schopnosti véazat builky mezi sebou,

sacharidy obsazené v biofilmové matrix i sacharidy obsazené na povrchu hostitelskych bunék.

Zakladem této prace je predpoklad, Zze pokud by byla inhibovana schopnost patogennich
mikroorganisml vazat se na sacharidy hostitelskych bun¢k, nasledovala by inhibice tvorby
biofilmu. Mezi latky, které ovliviiuji vazbu lektinii na sacharidy hostitelské buriky, patii
i polyvalentni glykomimetika. Polyvalentni glykomimetika jsou latky, které imituji funkéni
sacharidy, a jejich vysoka afinita zapficinuje preferencni vazbu k vybranym lektinim. Timto
zabranuji patogennim mikroorganismiim se navazat na sacharidy pfitomné na povrchu
hostitelské buniky. Mezi zéstupce polyvalentnich glykomimetik patii konjugéty kalixarenti
¢i konjugaty pillararenti. Tyto konjugaty jsou prokazané inhibitory lektind.

1. Lektiny

Bakterie mohou kolonizovat hostitele a zptisobovat onemocnéni diky jejich schopnosti
adherovat na hostitelskou buniku ¢i tkan. Adheze je dilezita, aby nedochazelo k odstranéni
mikroorganismi z povrchu pfirozenym obrannym mechanismem, jako je dychani ¢i proudéni
télnich tekutin. Déle adheze uleh¢uje mikroorganismim pfistup k vyziveé a usnadiuje dopravu
toxickych agens do tkani v organismu. Jednim z nejznaméjSich mediatort pro adhezi jsou
lektiny (Sharon, 2006). Lektiny jsou latky pfitomné v mnoha riznych organismech, pocinaje
viry, ptes bakterie az po rostlinné a zivo¢isné buiiky. Jednd se o oligomerni proteiny, které jsou
znacn¢ ruznorodé¢ z hlediska velikosti, struktury a molekulového uspotadani. Maji schopnost
vratné vazat s vysokou specifitou mono- i1 oligosacharidy, pficemz jejich struktura se pii vazbé
neméni. Vzhledem k jejich interakcei s glykoproteiny, glykolipidy a oligosacharidy hraji lektiny
ditlezitou roli pfi komunikaci bun€k vazanych v biofilmu a také pti deSifrovani ,,glykokddu*
(Audfray a kol., 2013). Bakteridlni lektiny jsou neenzymatické proteiny, které¢ se vyznamné
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podili na tvorbé biofilmu a nastupu virulence. Bliz8i studium lektinti by mohlo pomoci pii
dal$im vyzkumu vzniku biofilmu a pfidruzenych infekci. Stejné tak pifi studiu vzniku
glykoproteini a pfi ziskdvani informaci o fyziologickych a patologickych procesech

probihajicich v bakteridlnich bunikach (Bouvier, 2016).

VétsSina bakteriadlnich lektinli je vdzdna na povrch bunky. Obvykle se vyskytuji
Vv submikroskopickych multi-jednotkach, které v zavislosti na rastovych podminkach
pfipominaji fimbrie nebo pili (Sharon, 2006). Kazda molekula lektinu obsahuje dvé ¢i vice mist,
kterd jsou urcena pro vazbu sacharidu, maji tedy di - ¢i polyvalentni charakter. Spojuji se se
sacharidy siti vodikovych mustkd a hydrofobnimi interakcemi. Pti vazbé ma zasadni vyznam i
interakce s ionty, pfesnéji s vapenatym kationtem Ca®". Vodikové miistky se vyskytuji mezi
hydroxylovymi skupinami cukri a aminoskupinou proteinii. Krom¢ vazby k sacharidovym
makromolekulam na povrchu hostitelské bunky, maji lektiny také schopnost propojovat
jednotlivé buniky mezi sebou. V tom piipadé dochazi tedy k aglutinaci, které se fika u erytrocytt
hemaglutinace. U bakterii slouzi lektiny jako struktura napomahajici pfichyceni buiiky na
hostitelsky organismus pti pocinajici infekci. V rostlinach slouzi lektiny jako ochrana proti
patogenim a Skiidcim a hraji dilezitou roli v imunitnim systému mnoha bezobratlych. Jsou
totiZ schopné rozliSovat mezi vlastnimi a cizimi sacharidy. Lektiny obsaZené v zZivociSnych
bunikdch napomaéhaji vzniku glykoproteinli (Audfray a kol., 2013). Dal§im piikladem mohou
byt toxiny produkované bakteriemi rodu Clostridium, které jsou schopné se vazat skrz

lektinovou doménu gangliosidil pfitomnych v neuronech a zptisobovat tetanus ¢i botulismus

(Richichi a kol., 2013).

2. Inhibitory lektina
Pouzitim specifickych latek na bazi sacharidii nebo jejich analogli dochdzi k interferenci

vazby lektin — sacharid hostitelské bunky. Na tomto principu pracuje anti-adhezni terapie,
zaloZend na zabranéni pfilnuti buné€k patogennich mikroorganisml k hostitelské tkani a tim
padem zabranéni prvnimu kroku infekce. Anti-adhezni terapie nabizi mnoho vyhod oproti
konvenénim terapiim. Jednd se predevS§im o vysSi UCinnost, sniZzeni vedlejSich efektd
a privetivost k pfirodnimu prostfedi. Jejich vhodnost potvrzuje skutecnost, ze se vétSinou
nejedna o toxicke latky a nevyvolavaji imunogenni odpoveéd’. Napftiklad lidské mléko je bohaté
na oligosacharidy, které maji inhibi¢ni schopnost vii¢i povrchovym lektinim. Fukosylované
oligosacharidy jsou efektivnim inhibitorem adheze mezi Campylobacter jejuni a lidskymi

bunikami. Novorozenci, kteti byli kojeni mlékem se zvySenym obsahem téchto oligosacharidi,
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trpéli mnohem méné na prajem, nez ti ktefi dostdvali mléko s niz§im mnozstvim téchto

oligosacharidt (Sharon, 2006).

Pfi hledani vhodnych inhibitor lektini je dulezité, aby vazaly lektiny patogennich
a oportunné patogennich mikroorganismi s vysokou specifitou a afinitou, ale zaroven
neovliviiovaly lidské lektiny ve fyziologickych procesech. Vzhledem k tomu, ze se lektiny
pii pocatku infekce specificky vazou na zakladé afinity k sacharidim na povrch hostitelskych
bunék, nabizi se tedy moznost blokovat lektiny pomoci molekul, které maji podobnou nebo
vyssi afinitu. Bylo navrzeno mnoho inhibitorti zalozenych na riznych strukturnich motivech.

Lze nalézt i potencialni inhibitory ziskané extrakci z pfirodnich materiald (Sharon, 2006).

Inhibitory lze rozdélit do nékolika skupin: glykomimetické ligandy (multivalentni
glykoklustery, syntetické dendrimery s riznym chemickym plivodem), derivaty pfirozenych
ligandli (derivaty monosacharidil), pfirozené glykoproteiny a polysacharidy (Grishin a kol.,
2015). Vyse zminéné inhibitory jsou pfevazné anti-adhezni latky koncipované tak, aby se
selektivné vazaly na sacharid rozeznavajici doménu. Zabraiuji tim tak jiz zminéné vazb€ mezi
lektinem, ktery je pfitomen v patogenu a sacharidem na povrchu hostitelské bunky (Richichi a
kol., 2013). Glykomimetické peptidy jsou atraktivnimi inhibitory lektin{, jelikoz vykazuji vySsi
specifitu, afinitu a stabilitu vic¢i endogennim degradacnim enzymim ve srovnani s

modifikovanymi nebo nemodifikovanymi glykany (Gustke a kol., 2012).

2.1 Kalixareny

Kalixareny jsou unikatni molekuly, jejichZ struktura obsahuje ¢tyfi provazané fenolové
kruhy, které pfipominaji svym tvarem pohdr (ndzev odvozen od latinského slova ,,calix®)
(Nimse a Kim, 2013). Se svym 3D povrchem jsou jedny z nejznaméjSich hostitelskych molekul
spolu s cyklodextriny, kukurbiturily, kryptany a korunovymi etéry. Diky jejich dostupnosti a
snadné funkcionalizaci na hornim a / nebo dolnim okraji molekularni kostry se kalixareny staly
dilezitymi zprosttedkovatelem v syntéze ¢i biotechnologickych aplikacich jako jsou
supramolekulédrni platformy pro molekularni rozpoznavani, katalyza, nanotechnologie, a
objevovani lékii. Maji n€kolik konformacnich isomert a velké mnozstvi dutin riznych velikosti
a tvard, které se podili na molekularnim rozpozndvani. Vyvoj ve vodé¢ rozpustnych kalixarent
je dalezity vzhledem k jejich moznym Iékatskym tcelim. Komplexy kalixarend jsou vyznamné
silngjsi v porovnani s cyklodextriny a korunovymi ethery s aminokyselinami. Dalsi studie
tykajici se specifickych interakci kalixarend s molekulami, jako jsou organické a anorganické

ionty, peptidy, polarni nebo neutralni organické molekuly a biomolekuly, véetné bilkovin a
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lipida, vedly k ¢etnym aplikacim kalixarent v technologii ¢ipti DNA, technologii biosenzoru a
biotechnologie. Je zndmo, Ze toxicita piedstavuje obrovskou piekazku pii objevovani a vyvoji
novych molekul 1€ka. Vétsina derivata kalixarenu vSak vykazuje na zvifecich modelech nizkou
¢i zadnou toxicitu. U kalixarent byla prokdzana protivirova, antibakterialni, antimykoticka,
antituberkularni a protinadorovou aktivita. Geraci a kol. (2013) navrhli kalixaren
funkcionalizovany a-1-C-fukosylem jako potencialni inhibitor biofilmu bakterie P. aeruginosa.
Anti-biofilmova aktivita syntetizované slouc¢eniny 21 (viz Obr. 1) ukézala u¢inek proti kmenu
PAO1 (Nimse a Kim, 2013). Pouzitim specifickych latek na bazi sacharidii nebo jejich analogi

dochazi k interferenci vazby lektin — sacharid hostitelské bunky.

Obr. 1: sloucenina 21 (Nimse a Kim, 2013)

Consoli a kol. (2011) otestovali kalixaren, znaceny jako 6 (viz Obr. 2) na biofilm
P.aegurinosa s rozsahem koncentraci 12,5 — 200 uM. Vysledkem byla inhibice biofilmu o 35
— 73 %. Pravdépodobné ji zplsobila interakce fukdzy s receptorem LecB. Také testovali
kalixaren, znaceny jako 3 (viz Obr. 3) s koncentra¢nim rozmezim 50-200 puM, kde také doslo
k inhibici biofilmu P. aeruginosa, avsak uspé&snost nebyla tak vysoka jako u prvni zminéné
slouceniny. Vzhledem k tomu, Ze u kalixarenli 1ze obménit sacharidové ligandy, tyto latky tak
nabizi fadu moZnosti jak vytvaret nové inhibitory a najit v nich ten nejucinngjsi (Consoli a kol.,

2011).
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Obr. 2: sloucenina 6 (Consoli a kol., 2011) Obr. 3: slou¢enina 3 (Consoli a kol., 20
11)

2.2 Pillarareny

Pillarareny jsou nejnovéjsim ¢lenem ,,rodiny* kalixareni, které byly pfedstaveny v roce
2008. Jejich nazev byl odvozen od anglického slova ,,pillar neboli sloup. Maji Siroké uplatnéni.
Pouzivaji se jako senzory, rotaxanova kola a supramolekularni polymery (Galanos a kol., 2016).
Pillarareny jsou tvofeny péti spojenymi fenolovymi kruhy. Struktura je velmi tuhd a symetricka
s dvéma identickymi misty pro funkcionalizaci. Maji vyssi valenci nez kalixareny a jsou
chirdlni. Byly vyvinuty syntetické postupy pro piipravu pln¢ i ¢aste¢né funkcionalizovanych
pillararenti. Takové molekuly pfitahuji velkou pozornost zejména diky moZnosti vazat
nejriznéjsi molekuly. Navrzené glykoklastry jsou schopné vazbou na bakteridlni lektiny
ovlivnit interakci mezi bakteriemi a lidskymi builkami a tim naruSit tvorbu bakteridlniho
biofilmu (Galanos a kol., 2016). V piedchozich studiich (Buffet a kol., 2016) byly vyvinuty
topologicky rGznorodé série glykoklastri zaloZzenych na kalixarenech (se ¢tyimi ¢i Sesti
fenolovymi kruhy), resorcinarenech, fullerenech a porfyrinech. Déle byl zaznamenan vyvoj
desetivalentnich pillararent s galaktézovymi a fukdézovymi epitopy, u kterych byla méfena
schopnost vazby na lektiny LecA, LecB (oba pro P. aeruginosa) a BambL (Burkholderia
ambifaria). Pro PillarGal10 (viz Obr. 4) byla hodnota Kd viuci lektinu LecA naméfena na 366
+ 129 nM. Pro PillarFucl0 (viz Obr. 4) byla zmétena hodnota Kd = 280 = 33 nM vici lektinu
LecB a Kd = 57 nM vii¢i lektinu BambL (Galanos a kol., 2016). Galanos a kol. (2016) také
pfipravili nesymetricky funkcionalizované pillarareny plisobici jako vynikajici platforma pro
interakci s bakteridlnimi lektiny. Pillarareny byly piipraveny bud’ s péti alkynylovymi nebo

azidovymi funkénimi skupinami a glykoklastery majicimi bud’ skupiny galaktézy nebo fukézy.
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Obr. 4: Struktura galaktosylovaného (PillarGal10) a fukosylovaného (PillarFuc10)

desetivalentniho pillararenu (Galanos a kol., 2016)

2.3 Ptirodni inhibitory

Kromé¢ synteticky vytvorenych inhibitora lektint lze najit i latky s inhibi¢ni schopnosti
obsazené v ptirodnich zdrojich. Prvnim piikladem jsou lidské téIni tekutiny, jako jsou naptiklad
sliny ¢i sperma obsahujici latky s fukosylovanymi zbytky. Stejné tak matetské mléko napomaha
novorozencim pii obrané proti mikrobidlnim infekcim. Bylo prokdzano, ze lektin LecB je
vysoce citlivy ke glykoproteiniim, které jsou obsazeny v lidském mléce. Tyto glykoproteiny
obsahuji fukoézu, kterd je pro lektin LecB pfirozenym sacharidovym ligandem (Lerrer a kol.,
2005). Pravé glykany z téchto glykoproteinli napodobuji lidské bunécné receptory a mohly by
mnohem uc€innéji inhibovat vazbu lektinii neZz pfirozené ligandy lektint. Glykoproteiny z
matetfského mléka interaguji také s lektiny Con A (Concanavalin A - rostlinny lektin obsazeny
v plodech Canavalia ensiformis) a LecA (Lesman-Movshovich a kol., 2003). Kromé lidského
mléka byly dale testovany i lidské sliny nebo sperma, jejichZ vliv vSak nebyl pfili§ vyznamny.
Dle studie Lesman-Movshovich a kol. (2003) byl lektin LecB inhibovan nejvice matefskym

mlékem.

Mezi dalsi potencialni zdroje ptirodnich latek pro inhibici bakteridlnich lektint se fadi
ptaci vaje¢ny bilek (Lerrer a Gilboa-Garber, 2001b). Glykokonjugaty z vaje¢ného bilku jsou
potencialnimi inhibitory lektint, které vznikaji béhem embryondlniho vyvoje driibeze. Lerrer a
Gilboa-Garber (2001) zjistili, Ze lektin LecA je vysoce citlivy ke glykoproteinim obsazenych
v holubich vejcich (inhibice hemaglutinace o 95 % ve srovnani s kontrolou). V jiném ¢lanku
Lerrer a Gilboa-Garber (2001) prezentovali vysledky, kde glykany mnoha glykoproteini z

ktepel€ich bilkli nesou koncové zbytky pro mandzu, které je schopna inhibovat aktivitu lektinu
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LecB (inhibice hemaglutinace o 50 % v porovnani s kontrolou). Vzhledem k tomuto zjisténi by
tyto nebo synteticky ziskané glykoproteiny s podobnou strukturou mohly byt vhodné pro
terapeutické vyuziti (Lerrer a Gilboa-Garber, 2001a).

Neméné¢ vyznamnym zdrojem jsou semena rostlin, kterd obsahuji velké mnozstvi
polysacharidt. Ty slouZzi jako rezervni substrat pro kli¢eni a dale funguji jako osmoprotektanty.
Krom¢ téchto funkci piispivaji k ochrané embryi proti infekci zprostredkované prave
bakteridlnimi lektiny. Obecné plati, Ze se vétSina semen obsahuje polysacharidy jako jsou
galaktany, galaktomany, manany a xyloglukany (Rachmaninov a kol., 2012). Mezi rostliny,
jejichZz semena a extrakty by mohly mit antiadhezivni ucinnost, se fadi kesu (Anacardium
occidentale), kakao (Theobroma cacao), kava (Coffea arabica), dyn¢ (Curcubita maxima) a
rajCata (Lycopersicon esculentum). Kakaova semena obsahuji vysoce rozvétvené pektinové
polysacharidy véetn¢ galaktoglukomananti. Kavova semena jsou bohatd na galaktomanany a
arabinogalaktomanany. Podobné tak rajcatova seminka, ktera maji vyznamny obsah
galaktoglukomananii. Dle experimentu Rachmaninov a kol. (2012) bylo zjiSténo, Ze lektin
LecA byl nejcitlivéjsi na galaktomanany obsazené v kesu, kokosovych, kavovych a rajcatovych

semenech.

Dalsim piikladem je mateti kasicka. Matefi kaSicka je produkovana z hypofaryngealnich
a mandibularnich zl4z mladych vcelich d€lnic. Obsahuje Siroké spektrum ptirodnich latek a je
slozena z vody, sacharidu, lipidd, proteint, vitamind jako je riboflavin, niacin nebo thiamin a z
nékterych mineralt (pfedev§im vapnik a Zelezo). Mnozstvi studii demonstrovalo jeji mozné
aeruginosa byla aplikovana koncentrace mateiikasi¢ky s obsahem v roztoku od 12,5 do 25 %.
Vysledky ukdazaly, Ze 25% mateti kaSicka inhibovala bakteridlni adherenci biofilmu P.

aeruginosa az o 90 % vuci kontrole (Susilowati a kol., 2017).

Mezi ptirodni latky s antimikrobidlni aktivitou patii 1 chitosan. Mechanismus
antimikrobialni aktivity chitosanu je zaloZen na vazbé kladné nabitych aminoskupin chitosanu
na zaporn¢ nabité komponenty bakterialni bunécné stény (N-acetylmuramova kyselina, sialova
kyselina) (Li a kol., 2000). Byly zkoumany specifické interakce mezi lektiny a sacharidovymi
hybridy syntetizovanymi jako derivaty chitosanu (Li a kol., 2000). Tyto hybridy maji své
antibakterialni funkéni skupiny (hlavni chitosanovy fetézec) a vazebné misto pro inhibici
lektinti (postranni fukozovy tetézec). Proto je predpokladana zvySend antimikrobialni aktivita

téchto hybridl oproti nemodifikovanému chitosanu. Morimoto a kol. (2001) pozorovali vliv
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derivatu chitosanu s navazanou L-fuk6zou na lektin LecB bakterie P. aeruginosa. Pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu byly pofizeny fotografie interakce fluorescenéné znaceného
derivatu chitosanu s buikami bakteric P. aeruginosa. Na zakladé agregace bunck byla
potvrzena hypotéza, ze se L-Fuc-chitosan dokaze specificky vazat lektin LecB (Morimoto a
kol., 2001).

3. Zavér
Vzhledem k vzriistajici odolnosti patogennich a oportunné patogennich mikroorganismi

viuci komercné dostupnym antibiotikiim a chemoterapeutikiim je hledani alternativnich 1é¢iv
Vv oblasti biologicky aktivnich latek vyznamnou soucasti vyzkumu. Mezi takovéto latky lze
mimo jin¢ zatadit i polyvalentni glykomimetika, které byly jiz diive prokazany jako ucinné
inhibitory lektin (Wu a kol., 2006). Polyvalentni glykomimetika je mozno tedy fadit mezi

latky s potencidlem vyuziti v 1ékatstvi pfi 1écbe nejriznéjsich infekénich onemocnéni.
Podékovani

Tato prace byla realizovana v ramci “Opera¢niho programu Praha - Konkurenceschopnost”
(CZ.2.16/3.1.00/24503) za podpory “Narodniho programu udrzitelnosti I” - NPU | LO1601.
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Oxidacni stabilita nefiltrovaného piva oSetfeného paskalizaci
K. Voldfichova , P. Dostalek, K. Stulikova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Jednim z nejvyznamnéjSich charakteristik piva rozhodujici o jeho piijeti konzumenty je
jeho senzoricka stabilita v prubéhu skladovani, ktera je vyznamné ovlivnéna mirou probihajich
oxidac¢nich reakci. Tepelnd pasterace, tradi€ni metoda aplikovana k zajiSténi mikrobiologické
stability, vSak miZze tyto oxidacni reakce akcelerovat, coz se projevi zhorSenim senzorické
kvality piva. Odolnosti piva vici oxidaci lze vyjadfit obsahem latek s antioxidacnimi
vlastnostmi a celkovou antioxidaéni kapacitou. Cilem na$i prace bylo ovéfit vliv nové
stabiliza¢ni metody — paskalizace — na antioxidacni kapacitu nefiltrovaného, filtrovaného a
pSeni¢ného piva a dale urceni vlivu teploty skladovani na rozvoj oxida¢niho poskozeni.
K paskalizaci byly pouzity tlaky o intenzité 250 MPa a 550 MPa. K popsani oxida¢ni stability
bylo vyuzito celkem ¢tyf metod — DPPH, FRAP, EAP (stanoveni endogenniho antioxidac¢niho
potencidlu pomoci elektromagnetické spinové rezonance) a stanoveni celkového obsahu
polyfenoltd. Vysledky méfeni ukdzaly, ze neprodlené po paskalizaci nedoslo k vyraznému
poklesu antioxidanti oproti kontrolnimu vzorku, avSak po 8-tydennim skladovani se tato
koncentrace sniZila. Stabilizacni vliv této metody byl zaznamenan u celkového mnoZstvi
polyfenoltl, jejichz mnozstvi se dokonce zvysilo oproti vzorklim pasterovanym. Zaroven vSak
bylo potvrzeno, zZe doba a intenzita paskalizace ovliviiuje antioxidacni potencial piva. Déle bylo
prokéazano, ze vyssi skladovaci teplota hraje dalezitou roli v antioxidacni kapacité napoje,
nebot’ s jeji rostouci hodnotou klesalo mnoZstvi antioxidantl, nejméné vSak u paskalizovanych
vzorkd. Metodou EAP byl rovnéz ovéfen nardst poctu volnych radikald v pivu pii vyssich

teplotach skladovani.
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