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ABSTRAKT

Prace byla zasiena na studium dvou bakteridlnich kultur pracovn
oznaenych PR a FR8, izolovanych ze dvou aktivovanychi kegkazujicich
znamky viskdzniho bytmi. Bakterie byly v pibéhu praci identifikovany jako
Leuconostoc garlicumPR a Pseudoxanthomonas mexicarfeR8 a byly
sledovany jejich zakladntistové a biochemické vlastnosti. U obou kultur byla
zjiStétna schopnost produkce extracelularnich polyimeonz doposud nebylo
u prislusnych drufh bakterii v odborné literatea popsano. Bylo prokazano,
Ze kultura Leuconostoc garlicumPR produkuje v médiu se sacharosou
extracelulars polymer odpovidajici svoji strukturou dextranujmao u kultury
Pseudoxanthomonas mexicaRR8 bylo nalezeno, Ze je zauych podminek
schopna produkovat extracelulédrmaterial zgisobujici znanou kompaktnost
jeji biomasy.

Klicova  slova: Bakteridlni  polymery,  extracelularni  ypoéry,
exopolysacharidy, exoproteiny, eDNA



ABSTRACT

This work was focused on the study of two differdmacterial cultures
designated PR and FRS8 isolated from two differam@es of activated sludge
affected by slime bulking. The bacterial culturesrevidentified aseuconostoc
garlicum PR and Pseudoxanthomonas mexicarkeR8. Basic growth and
biochemical features of both bacteria were studiBte ability to produce
exocellular polymers was observed with both baatdil this time this feature
was not public in a science literature. It was pobthat the cultureeuconostoc
garlicum PR produced dextran—like structure exopolymer i@ $slaccharidic
medium. Whereas, the cultuRseudoxanthomonas mexicaRR8 was able to
produce exocellular material causing appreciabbenbs consistency under the

specific conditions.

Keywords: Bacterial polymers, eDNA, Exopolysacctias, Exoproteins,
Extracelullar polymers
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1 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Aplikace girodnich polymek (biopolymefi) zaina v poslednich letech
nabyvat na intenzit Jejich @mivod a vhodné vlastnosti jim davaji moznost
Sirokého uplateni v mnoha oblastech, kde mohou hrat vyznamnou
a nezastupitelnou roli.

Za nej\¥tSi a nejznaw)Si producenty biopolymérjsou povazovany rostliny,
avSak vyznamnou a intenzinstudovanou skupinou producéntjsou
I mikroorganismy. JelikoZ jde o zcela odliSnou amanitou skupinu, poskytuje
naprosto rozdilné polymery vyzfrgych vlastnosti skytajici velké mnozstvi
raznych aplikaci. Nasly uplagni nag. v potravinéstvi (zahugovadla),
kosmetice (zaklady kréim ¢i medicire (noste léka, stimulanty imunitniho
systému) [1,2]. Bkteré bakterialni polymery (n&ppolyhydroxybutyrat (PHB),
poly-y-glutaméat) mohou dokonce syntetické plasgst&éné nahradit. Maji
obdobné vlastnosti, ale navic maji jednu fekpnatelnou vyhodu, jsou
rozlozitelné a nezakuji tak zivotni prosedi.[3]

DalSi vyrazné uplatimi lze najit také vé&kterych technologiich. Jedno
z nej\tSich jecistirenstvi, konkrété biologické ¢asti ¢istiren odpadnich vod,
kde extracelularni polymery (ECP) vyznammapomahaji k vyvikovani
biomasy a nasledné sedimentaci aktivovaného kaicné&ie tyto prosgsné
ECP vSak #kdy mohou mit i nezadouci vliv na zimvanou sedimentaci. Za
jistych podminek nize dochazet k nadimé produkci ¢chto mikrobialnich
polymeit, coz miize vyvolat viskdzni bytni aktivovaného kalu. Vysledkem je
casténé vzplyvani a zahdsvani kalu, zpsobujici technické obtize i zhorSeni
kvality odtoku. Tento negativni jev vSakune mit i jisté pozitivum — takto
zbytrely biologicky kal mize byt velmi dobrym zdrojem pro ziskani
mikrobialnich kultur s bohatou produkci zajimavytopolymet.
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1.1 Mikrobialni polymery

Mikrobialni polymery pedstavuji Sirokou Skalu sldenin, které Ize obeén
roz&klit na dw velké zakladni skupiny, na intracelularni a exdhal@&rni
polymery. Prvni z nich se vyskytuji uvhiburék (v jejich cytoplazmy), kde se
Gcastni cel&ady biologickych procésnebo slouzi jako zasobni latky (uhliku,
energie, fosfdi) [4]. Druhé se nachazeji na povrchu &unkde funguji
(fagocytdzou, toxickymi kovy, antibiotiky, vyschiot, viry) anebo napomahaji
adhezi k podkladovému materialu [5,6].

Vzhledem ke snad§Simu ziskdvani jsou extracelularni polymery vice
pramyslow vyuzivany, proto dalSi text budeinovan pouze émto typim
mikrobialnich polymei.

1.2 Extracelularni polymery

Extracelularni polymery¢i exopolymery (ECP) jsou produkovany na
povrch(u) bugk, v prevazné ¥tsSiné bakteriemi, ale v mensi bei i kvasinkami
a houbami [6]¢i organismy ze skupinyArchea[7,8]. Jde o velmi Sirokou
skupinu latek roztiného chemického zastoupeni a podob. Jejich slazg je
siln¢ zavisly na druhu produkujiciho organismu a na fpeds$, ve kterém se
praw nachazi.

Bakterialni exopolymery obklopuji povrch kikn obvykle v podob tensi
¢i tlustsi vrstvy. Ta rmize byt znan¢ hydratovana [9,10,11,12] az gelovita,
neba’ dokaze zachytit vodu z daného okdlimz nasled& zvysSuje viskozitu
prostedi [13,14]. Buky prekryté vrstvou exopolymeru vykazuji jisté odliSnost
ve svych vlastnostech, na rozdil od &kibez &chto vrstev. Exopolymery &ni
fyzikalné-chemické charakteristiky povrchu hikn Bakterialni polymery totiz
zpasobuji zmnu povrchového naboje b&ln a zpmisobuji tak jejich
hydrofobicitu.[9,15]

Jak jiz bylo zmigno, ECP ponejvice produkuji bakterie. Z historiakeh
hlediska jsou nejdéle studované bakterie patoggak@ nap. streptokoky,
klebsiely ¢i druh Pseudomonas aeruginog&6] u nichz tvorba ECPipiva
k virulenci opouzéenych kmef. Nemaly vyznam z hlediska produkce ECP
maji taktéz mléné bakterie [17]. Pro technickou praxi jsou vy&ra bakterie
Rhodococcus erythropolisnebo rod Zooglea vyskytujici se ponejvice
v aktivovaném kalu¢i rody Bacillus sp., Enterobactersp. a plis& Aspergilus
sp. nachazejici se vignim prositedi.[18]
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1.2.1 SloZeni exopolymeid a vliv prostiredi na jejich produkci

Extracelularni polymery maji rozmanité slozeni gBvi na #znych
okolnostech. Produkce a struktura ECP zalezi jak dmahu bakterii
[18,19,20], tak i na dalSich faktorech, jako jsamstdpnost (kvalita a kvantita)
piitomného substratu, p@mC/N, pH a teplota prostdi, gitomnost kysliku
[18,20,21] nebo také ipadt kultivace ve fermentoru jeho opéra nastaveni
[18,20].

Molekulova hmotnost exopolymiese pohybuje od tisiicdo rekolika miliona
daltomi [9]. Rada autar uvadi jako hlavni komponenty mikrobialnich
exopolymet polysacharidy a proteiny. Tyto latky jsatasto doprovazeny
minoritnimi - slozkami - (fosfo)lipidy, glykoproteiny glykolipidy, DNA
a huminovymi latkami [10,11,22,23], jejichz vyskjg podmign weétSinou
typem producenta. Konkrétni slozeni vyprodukovangblymeru tedy nejvice
zavisi na druhu organismu a naskeda prostedi, ve kterém se nachazi.

Podle vysledi ziskanych Tsunedou a kol. [9] je mozi@, Ze polysacharidy
a proteiny ¥tSinou zaujimaji 75 - 90 % obsahu ECP. Tentdegky tym
zkoumal slozeni bakterialnich exopolyrinerizolovanych z 27 druh
heterotrofnich bakterii ziskanych z laboratorniheaktoru cistici un€le
vyrobenou mistskou odpadni vodu. Ziskané bakterie byly &ty na d¢
skupiny: bakterie s bohatou (R1, R2) a bakterizkau (P1, P2) produkci ECP,
u jejichz exopolymar bylo nasledd uréovano chemické slozeni. Bakterie
s bohatou produkci ECP produkovaly jako hlavni lgloZpolysacharidy
(70 - 74 %) a ze 14 - 19 % proteiny. Druha skupbekterie s nizkou produkci
ECP, obsahovala stejné tpdi €chto dvou slotenin, jejich mnozstvi
se ale zmnilo a to na ukor snizeni obsahu polysachia(#D - 50 %) a tedy
zvySeni obsahu protein(31 - 35 %). Slozeni exopolyniese u &chto dvou
skupiny dale liSilo i v procentualnim zastoupertabsch slozek. Konkrétni data
z tohoto vyzkumu jsou uvedeny na nasledujicim dard@br. 1).
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Obr. 1Procentualni vyjageni slozeni ECP u bakterii s bohatou (R1, R2) @chu
(P1, P2) produkci exopolymeru. MnoZstvi slozektaseno na 1g suché
biomasy [9]

Vlivem okolniho prostdi na nasledné sloZeni ECP se zabyvala Sponza [24]
ktera zkoumala aktivované kaly zewkmych ptimyslovychgistiren odpadnich
vod (dfevozpracuijici, textilni, petrochemicky, visky) a jedné rstské
Cistirny, kde sledovala mimo jiné i zavislost sloZemikrobialnich ECP
(proteiny, polysacharidy, DNA) na typu odpadni voslyrtizné rozmanitymi
bakteridlnimi  spol&enstvy. Bylo zji&no, Ze v pitomnosti shadno
rozlozitelnych latek (vinesky piimysl, meéstské odpadni vody) fevliada
proteinové slozeni ECP (70 %), které je v menSinpastvi doprovazeno
polysacharidy (18 %) a DNA (7 %). \Fippmnosti vysokomolekularnickkzce
rozlozitelnych latek (gbvozpracujici, textilni a petrochemickyaprysl) jsou
proteiny také hlavni komponentou, ale jiZ v menginozstvi (40 %). Zbyvaijici
dvé¢ skupiny - polysacharidy a DNA jsou zde vyrgknzastoupeny,

v objemu ECP fedstavuji 20 % (polysacharidy) a 10 % (DNA) pro
petrochemicky prmmysl, resp. 35 % a 17 % pro textilni dedozpracujici
pramysl.[24] V posleda zmirtnych odpadnich vodach byl navic &ji$tvyssi
vyskyt grampozitivnich bakterii jako niapVlicrococcussp., Rhodococcussp.
aBacillus sp. [25], coZ nazrialje, Ze tyto typy bakterii produkuji ECP s vySSim
obsahem polysachatid oproti gramnegativnim bakteriim vyskytujicim se
pievazié v aktivovanych kalech zpracovavajici odpadni vodystské

¢i z vinarstvi. Zajimavym zji&nim byl i fakt, Ze v fipact stresovych podminek
(pritomnost nerozlozZitelnych a toxickych latek) balderodukuji exopolymery
sloZené pevazr z polysacharidl.[24]
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Obdobny pokus s aktivovanymi kaly provedl Wilén @.K26]. Tento tym
také zkoumal zastoupeni slozek v mikrobialnich E@#®teiny, polysacharidy,
huminové sloteniny, DNA a uronové kyseliny) u 7 aktivovanych tkal
z raznych ¢istiren odpadnich vod (5 astskychgistiren, 2 piimyslové éistirny
zpracovavajici filtrat ze skladky odpad odpadni vodu zropné rafinérie).
VSechny zkoumané ECP produkované bakteriemi &stskych cistiren
odpadnich vod #y tén¥t totozné obsahy slozek — n&si podil zaujimaly
proteiny 35 - 55 %, nasledrhuminové sloteniny 25 - 40 %, polysacharidy
7 - 10 %, DNA 3 - 13 % a nejmémylo uronovych kyselin 1 - 2 %. Pro vzorek
ECP z kalu z odpadni vody z ropné rafinérie byigtapy totozné vysledky:
proteiny (54 %), huminové sloéaniny (30 %), polysacharidy (10 %), DNA
(5 %) a uronoveé kyseliny (1 %). Posledni vzorek B@RI zcistirny odpadnich
vod (COV) zpracovavajici filtrat ze skladky opadobsahoval nejvice
huminovych slogenin (38 %), poté nasledovaly polysacharidy s 2%fateiny
s 21 %, DNA s 5,5 % a posledni uronoveé kyselinyssa.[26]

Polysacharidy a proteiny nejsou ale vzdy hlavnikuipgnami exopolyme,
tak jak bylo doposud p@tSinou uvadno. Kront zmininych huminovych
slowenin (vzorek z filtratu ze skladky odpgdse niize ve ¥tSi mie v ECP
vyskytovat i DNA. Tuto skui@ost potvrzuji Steinberger a Holden [27],
ktefi studovali bakterie Pseudomonas aerugingsa?seudomonas putida
Rhodococcus erythropolia Variovorax paradoxuss domrnkou, Ze by tyto
druhy bakterii mohly produkovat veétgim mnozstvi extracelularni DNA
(eDNA). Provedené testy jejichigrpoklady do jisté miry potvrdily. @b
pseudomonady produkovaly zm& mnozstvi eDNA Hseudomonas putida
témei ve dvojnasobném mnozstvi nezeudomonas aerugingsee srovnani se
dvéma zbyvajicimi bakteriemiR. erythropolisa V. paradoxus Tyto dw
posledi zminéné bakterie produkovaly eDNA jen nepd&triMnozstvi jejich
polymeru odpovidalo pouhé patnaétinmnozstvi eDNA vytvéené
Pseudomonas putida

O vysSim vyskytu eDNA se také ve svych studiich nzgni Palmgren
a Nielsen [28], ti vSak produkci exopolymeru s diesa eDNA zjistili jak
u bakteriePseudomonas putidégk navic i u srsi mikroorganism pritomnych
ve vilatkach aktivovaného kalu.

1.2.2 Formy exopolymeni

Extracelularni polymery se mohou vyskytovatagnych formach, jez jsou
zavislé pedevSim na daném bakteridlnim druhu. Pokud baktelastni
schopnost produkceédhto exopolymet, vytv&i hladké kolonie a jsou
ozna&ované jako S-forma (Smooth). Pokud vSak bakterio tulastnost
postradaji, jsou ozgavany jako R-forma (Rough), tj. t¥iokolonie drsné.
[16,21,29]. Nkdy je mozné pozorovatigchod z S-formy na R-formu [16,21]
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nag. u bakterie Gordonia polyisoprenivorans[21] nebo Comamonas
testosteron{29]. Tato zmdna je zfisobena mutaci daného bakterialnino kmene
a je doprovazena zimami rekterych jejich biologickych vlastnosti [16,21].

Vyprodukované extracelularni polymery mohou byt ukkam vazany
kovalentni vazbou ve fornpouzdra (kapsule), nebo mohou byt wuany
voln¢ do prostedi jako sliz (Obr. 2) [6,16,17,21]. Sutherland][380Madigan
a kol. [31] se ale ve svyaHancich navic zniiuji jeS€ o dalSim tetim mozném
typu. Uvadji, Zze vySe zmi#ny slizovy ECP je s hikou lehce spojen,
kdezto feti jimi uvadny typ neni s bikou spojen Zadnou vazbou a je do
prostedi produkovan jako tzv. volny exopolymer.

Obr. 2Tvorba slizu (bilé oblasti) kulturou Rhodococcugteropolis FR7 (negativni
barveni Nigrosinem)

U bakterii mléného kvaSeni byla dale popsaniitar forma kolonii
s tzv. ropy charakterem. Jedna se o zvlastni Ukdaognané rozpoznatelny
uzitim atkovaci klicky ¢i pipety, kdy @i nabrani biomasy na kku vytvai
kultura dlouha viskézni vlidakna (Obr. 2). Opakematohjevu je tzv. nonropy
charakter kolonii, ktery vySe popsané charakté&gistnevykazuje. Ropy
charakter neni strikénh spojen s vyskytem pouzdra, slizii volného ECP.
Nekteré kultury vytvéejici velké mnozstvi polymeru (v jakékoliv poddlse
mohou na prvni pohled jevit jako ropy, ale ve skntsti s vyuZzitim vySe
popsanych laboratornich pdoek se mize projevit opak. Pouzderné ECP totiz
mohou byt nalezeny jak mezi ropy tak i mezi nonrkpljurami.[17]
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Obr. 3Tzv. ropy charakter kolonii vytieny mlénou bakterii [17]

Typ ropy je geneticky podmény a nestabilni. # nékolikanasobném
preackovani dané kultury f¥e dojit k vymizeni tohoto rysu.[17] Macura a kol.
[32], Garcia-Garibay a Marshall [33] a Toba a 84| uvadji, Zze tento ropy
charakter je zfsoben pitomnosti komplexu polysacharid—protein
nebo vyskytem dvou rozdilnych exopolysach&rigak objevil Knoshaug
a kolektiv [35] u bateriactococcudactis ssp.cremoris

1.2.3 Biologicka funkce exopolymefi u bakterii

Exopolymery jsou pro hiky multifunkéni. ECP vrstva chrani kky pred
fagocytozou, bakteriofagy, toxickymi latkami (rfapnty kowvi, SO), etanolem
¢i antibiotiky [5,12,36], také i@d vyschnutim nebo ied nepiznivym
osmotickym tlakem [5,36]. Vrstva rovh zlepSuje adhesi bk k pritomnému
povrchu. ECP mohou byt také wkterych gipadech vyuzity k identifikaci
bakterii [19,36].

Pyrog [5] ve své praci uvadi ECP ob&g¢ako mozny vhodny dostupny zdroj
energie a uhliku pro bakterie trpici substratovedastaténosti. Toto tvrzeni
dopliuji dalSi auté [37,38]. Popisuji bakterie Zzijici v niekych hlubinach [37]
¢i prisedlé a planktonické [38], které v prizstich bohatych na Ziviny t¥ioECP
jako zasoby a v dobach nouze tyto adsorbované masatky buiky utilizuji.
Madigan a kol. [31] se vSak domniva, Ze tohoto krbkiky hlavré mlénych
bakterii nejsou schopné.riflna rozporu je prawpodobrg dana rozdilnosti
zkoumanych bakterialnich drith Je vSak potvrzeno, Ze pokud senkyu
produkujici ECP dostanou do situace, kdy maji jesdondostupné energie,
prestanou polymery vytwét a zbytek energief@dnost® vyuziji na fist vliastni
biomasy [39].
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1.3 Extracelularni polysacharidy

Z vySe uvedenych studii jerggmé, ze nejtSi podil v ECP zaujimaji
exopolysacharidy a exoproteiny, proto jejicifeg®jSimu popisu budou
vénovany i nasledujici kapitoly.

1.3.1 Struktura a déleni exopolysacharidi

Extracelularni  bakterialni  polysacharidy [mnoha ngmagativnich
a ml&nych bakterii (rody Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoca Pediococcugd mohou byt rozédleny na d¢ zakladni skupiny,
na homopolysacharidy (HoPS), které ve sv@tizci obsahuji monosacharidy
pouze jednoho typu (ngstji D-glukosu) a na heteropolysacharidy (HePS),
které jsou tveéeny z pravidel& se opakujicich oligomérsestavenych Ziznych
monosachari [1,6,17].

HoPS se di podle pouzittho monosacharidu na podskupimGlukany
a B-Glukany (nap. u Pediococcussp. a Streptococcussp.) s glukosovymi
monomernimi jednotkami a vazbou v polozel,6, resp.p-1,3 [6]. Mezi
a-Glukany se radi dextran (nap u Leuconostoc mesenteroidessp.
mesenteroides L. mesenteroides ssp. dextranicun), mutan Qapg.
U Streptococcus mutars S. sobrinug [6] a alternan. DalSi podskupinu t¥o
fruktany s monomerni jednotkou fruktosou a s vazle®,6. Zde seradi
polysacharidy jako levan (nApu Streptococcus salivariyis[6] ¢i inulin.
VSechny uvedené HoOPS obsahuji v hlavigiizci rizné stupi vétveni a fizné
velké ba@ni rettzce, coz je zavislé hlagnna bakterialnim druhu, jez dany
polymer produkuje.[6,17]

Opakujici se jednotky u skupiny HePS produkovanémyimi bakteriemi
mesofilnimi  (nap. Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactobacillus case)
a termofilnimi (actobacillus acidophilus Streptococcusthermophilu$ [6]
obsahuji nejasgji kombinaci D-glukosy, D-galaktosy a L-rhamnosy.
V nékterych ipadech se zde nachazeji také N-acetylglukosamin,
N-acetylgalaktosamin, fukosa, glukuronova kyselmaecukerné slozky jako
nap. fosfat, acetyti glyceryl.[40,41,42]

Cerning [43] uvadi pro mééé bakterie molarni hmotnost HePS pohybujici se
v rozmezi 4.10—- 6.16 Da, HoPS mohou byt i del3i. Obvykle u této skupiny
bakterii jsou HOPS produkovany v&s$im mnozstvi nez HePS [43,44]. \¥¥ek
a délka vyprodukovaného exopolysacharidizenbyt ovliviena jak sloZzenim
Zzivného média, tak i fyziologickym stavem produdgd].

Chemické slozeni, délketzce, ¥tvenitetzce a vysledna molarni hmotnost
— to vSe wtuje vysledné fyzikalni vlastnosti exopolysachandi6,47,48].
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1.3.2 Mechanismus produkce exopolysacharidl bakteriemi

Produkce exopolysachatidu bakterii mléného kvaSeni fize probihat
dvéma riznymi mechanismy v zavislosti na vysledném slopahimeru.

Prvni cesta biosyntézy je typickd pro homopolysadiia konkrétrd
dextrany, levany, alternany a mutany. Cely procedbipa extracelulagnvné
buiky. Nutnou podminkou pro fibéh biosyntézy timto mechanismem je
piitomnost sacharosy jakozto specifického substrden je v @itomnosti
vysoce specifického enzymu glykosyl transferasyzpgak na tvorbu daného
homopolysacharidu, tak i na pokryti energetickyabtigh tohoto procesu.
Sacharosa je tedy v okolitky S€pena na monomery, z nichz jeden (fruktosa)
je transportovan do nitra bky, kde slouzi jako zdroj Zivin a energie a druhy
(glukosa) je na povrchu hky vyuzit pro tvorbu exopolysacharidu.[6,36]

Druhy mechanismus probiha uvniiurek a je charakteristicky pro vSechny
heteropolysacharidy a pro homopolysacharidy, ktexeznikaji prvni cestou.
V tomto @ipact se na biosyntéze podili celada enzym, které vSak nejsou
vysoce specifické a unikatni pro vznik exopolysaichia Proces probiha
v cytoplazngé, kde dochazi k polymeraci opakujicich se jednot@kno
¢i oligomert. Vysledny polymer je poté transportovated buicné obaly ven
z buiky, kde nmiize byt bu’' prikotven na povrch buik, nebo vyloden do
prostoru mezi bitkami.[6,36]

1.3.3 Vyznamné skupiny heteropolysacharid

Skupina extracelularnich polysachdrig velice obsahla. Nize jsou uvedeny
jejich nejvyznamyyjSi podskupiny.

Sukcinoglykany jsou slozeny z D-glukosy, D-galaltogyruvatu, sukcinatu
a acetylu [1] vporru 7:1:1:1:1 [49]. Jsou produkovany bakteriemi trod
Agrobacterium Pseudomonasa Rhizobium[1,49] a diky jejich vhodnym
vlastnostem maiji Siroké uplaim a jsou tak gimyslow vyrakiny [49].

Galaktoglukany maji obdobné slozeni jakieqesla skupina; jsou slozeny
z D-glukosy, D-galaktosy a pyruvatu v pém 1:1:1. Tyto polysacharidy jsou
mimo jiné produkovany bakteriemi rddPseudomonaa Agrobacteriunj49]

Alginaty obsahuji kyselinu mannuronovou a guluranovjako zakladni
jednotky [1,50,51,52]. Tyto polysacharidy jsou pukdvany nejen bakteriemi
(nap. Pseudomonas aerugingsazotobacter vinelandii ale i hrdymi
morskymifasami, ze kterych jsoujmyslow ziskavany [53].

Hyaluronany, resp. kyselina hyaluronova obsahuje jednotky lygel
glukuronové a N-acetylglukosaminu. Tento polysaichg vyuzivan v oblasti
mediciny, nebt je nedilnou satasti ziva&isSnych €l. Dnes je jednim z nejvice
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pramyslow vyrakénych exopolymat. Ziskava se kultivaci bakterii rodu
Streptococcu§h3]

1.3.4 Vyuziti exopolysacharidi

Jak jiz bylo zmigno vySe, extracelularni polysacharidy maji mnoho
vyznamnych vlastnosti, které jsou dn#evékem ve velké nie vyuzivany.
Exopolysacharidy nasSly uplatmi v medicig (kyselina hyaluronova [53]),
v kosmetice (kyselina hyaluronova [53], xanthan),[Xarmacii (gellan [54],
dextran [55]), chemickém fmyslu (xanthan [1,6], gellan [1,54], dextran 5&])
potravin&dském p@imyslu (xanthan [1,6], dextran [55], curdlan [1],llge
[1,54]), kde je vSak uzivani¢kterych bakterialnich polymér(nag. curdlan)
povoleno jen v uitych zemich, naip v Japonskwi Severni Americe [1].

V posledni dob se také zkouma pimyslove vyuziti bakterialnich polysacharid
jako adsorberittezkych kova [57].

1.4 Extracelularni proteiny

Skupina extracelularnich protéimeni tak rozsahla jaka'gdesle popisované
exopolysacharidy. Jde vSak o velmi nesourodou skyktera jeiidéna spise
na zaklad prostorového uspgadani exoproteih ¢i jejich funkce, kterou
zastupuji, nez na chemickém slozeni.

1.4.1 Typy exoproteini

V okoli bakteridlnich buwk se nachazi velké mnozstvi protein
ozna&ovanych jako extracelularni, jejichiyod je vSak fiznorody. Na povrchu
bakterialnich bugk a v jejich blizkém okoli se vyskytuji: bilkovinrgvrstvy,
adhesiny, lektiny, kapsularni proteiny, toxiny, rexelularni enzymy,
intracelularni proteiny uvolimé do prosedi lyzi burk a cizi proteiny firozerg
piitomné v okolnim progedi [20,58]. \tSina uvedenych exoprot&nmimo
S-vrstvy a kapsularnich proténvsak netvé souvislou vrstvu a plni tak jinou
funkci nez extracelularni polysacharidy. d&ggji se vyskytuji u patogennich
bakterii a jsou roztlovany na tzv. fibrilarni a nefibrilarni [8,59].

Fibrilarni proteiny jsou slozeny z heteropolyfhes navazanymi dalSimi
podjednotkami [8]. Podileji se na stavmovrchovych struktur, jako jsou niap
pili (Salmonela enterica8], Corynebacterium diphtheriad60]), flagella
(Bacillus subtilis [60],) curli (Salmonellasp., Escherichia coli[8]), lektiny
(rostliny, mikroorganismy [58]). VSechny uvedenéupgiky jsou ozn&vany
také jako tzv. fivésky, nebd jsou jednou stranou zakotvené v Btmeé sén¢
nebo v cytoplasmatické membearmnebo v fipad neékterych gramnegativnich
bakterii ve vijSi membrad a druha strana jim ¥piva volreé do prostoru [61].
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Prevazrg se jedna o uzné tenka vladkna tzného slozeni. Podle Gerlacha
a Hensela [8] jsou povrchové fibrilarni proteinyagmegativnich bakterii
slozeny ze stovek az tisipodjednotek.

Nefibrilarni proteiny gramnegativnich bakterii jsslozeny z mono- nebo
oligomernich jednotek protain8]. Mezi ¢ setfadi adhesinySalmonella[8]),
toxiny (Staphylococcus aureU$?2], Streptococcus pyogens3]) ¢i enzymy
(Enterococcus faecail§4], Haemophilus influenzgé5s]).

Fibrilarni i nefibrilarni exoproteiny napomahajiminnkam k lepsSi kolonizaci
urcittho prostedi, adhezi, pohybu [8,60], zvySuji patogenitu dané
bakteriadlniho druhu [59,66,67]. \Ekterych gipadech tvéi tzv. mosty mezi
bunkou a dalSi slateninou vyskytujici se na povrchu itky (lektiny)
a davaji tak této strukite &tSi stabilitu [58].

Kromé vySe uvedenych exoprotéinnekteri autai jeS€ uvadji dalSi
proteinové sloteniny: cellulosomy (pouze celedi Lachnospiraceae
a Clostridiacead60]), receptory Azospirilum brasilensgs9] a proteiny vajSi
membrany (poriny) Azospirilum brasilensg68], Pseudomonas fluorescens
[69]), které mohou za ditych okolnosti vytvéet adhesiny [68,69].

Posledni skupinou exoprotéirjsou kapsularni proteiny obklopujici i
dokola a majici sbvanou strukturu ty@nou velmi tenkymi viakny daného
polymeru [70]. Tyto extracelularni proteiny plni nkci obdobnou jako
exopolysacharidy. V odborné literééu se informace o kapsularnich
¢i pouzdernych exoproteinech objevuji jen sporadidRgsto je mozné jisté
prace nalézt, nagdrskov a kol. [70] i zkoumani bakterig&scherichia coliA
108 serotypu O21:K4:H4 objevili tvorbu kapsularnipmteinu skladajiciho se
ze dvou tyf adhesif. Hlavni strukturni tlohu zde hral protein ozeay jako
Z1 doprovazen v jiz menSim mnoZzstvi adhesinem Zhkikétni slozeni tohoto
snmesného kapsularniho proteinu nebyldamo, avsak elektronovou mikroskopii
bylo rozluséno alespd jeho prostoroveé uspadani. Skladal se z velmi jemnych
vlaken (tlousky 2 nm), ktera p bohatém vyskytu vytu&la kapsuli. Také bylo
zjisteéno, Ze tento typ exoproteinu byl doprovazen i pbawymi sloeninami
typu exopolysacharid [70,71]. Jejich pesrgjSi funkci objevil &decky tym
Kréneckeho [71], ktery také studoval kapsularnu&miny na povrchu bakterie
Escherichia coli a ktery zjistil, Ze onen povrchovy polysachamrdve forng
velmi tenké vrstvy umish mezi butkou a proteinovou kapsuli a pini tak funkci
jakéhosi pojitka.

O kapsulich s aminokyselinovym slozenim sernziiii dalSi autéi - Ashiuchi
a Mizino [3] a Shih kol. [72]. Prvni zméni [3] se zandili na zkoumani
raznych druli bakterii rodu Bacillus které jsou znamymi producenty
exopolymeru kyseliny poly-glutamové (PGA) jez je hlavni slozkou kapsule
vytvoiené kolem bugk. Druzi [72] uvadji poly-e-lysin jako hlavni slozku

22



kapsularniho polymeru produkovaného baktetreptomyces albulussp.
lysinopolymeruskmen 346.

1.4.2 Vyznamne typy exoproteini a jejich pramyslové vyuziti

Mezi dva vyznamneé fpdstavitele extracelularnich bakterialnich polyimer
pafi jiz uvedena kyselina poly-glutamova a polg-lysin. Festoze tyto dva
homopolymery jsou slozeny z aminokyselinovych jgdkpve své podstatse
nejednd o proteiny. Svoji strukturou tomu neodpayifR,72], nebé jejich
monomerni jednotky (D- a L- glutamova kyselina,preks-lysin) jsou spojeny
y-amidovou, respe-amidovou vazbou a jedna se tak 0 homo-polyamigig2[2

Kyselina polyy-glutamova (PGA) vznikd spojenim jednotek D-
nebo L- glutamové kyseliny amidovou vazbou neamino ay-karboxylovou
skupinou [2]. Je produkovana celtadou tiznych druli bakterii roduBacillus,
nag. B. subtilis B. anthracis které tvdi polymer s charakteristickym
zastoupenim D- a L- monomernich jednotek [3,7]. P@A netypicky
anionaktivni polyamid rozpustny ve wodle biodegradabilni, neni toxicky a je
jedly. Samotny polymer a jeho skmniny naSly velké uplatmi v mnoha
pramyslovych oblastech, n&apv potravinéstvi (zahugovadla), kosmetice
(zvihcovadla), medicidi (noste léki, kryoprotektivum) ¢i  cistirenstvi
(bioflokulanty, adsorbenty¢zkych kowi, pii bioremediacich).[2,3] Diky jeho
biorozlozitelnosti a schopnosti zim& vazat vodu se také &@aa uzivat jako
nahrada za syntetické hydrogely a termoplasty Wralz ropy [3].

Poly<-lysin (e-PL) byl objeven jako extracelularni produkt balder
Streptomyces albulussp.lysinopolymerus346. Monomerni jednotky L-lysinu
jsou spojovany amidovou vazbou mezamino aa-karboxylovou skupinou.
[72] €-PL je neobvykly kationaktivni,ipozere se vyskytujici homopolyamid,
ktery je rozpustny ve vaxlje biodegradabilni, neni toxicky a je také jedijsty
e-PL a jeho derivaty, stejn jako PGA, naSly uplatmi v praimyslu;

v potravindstvi (konzervanty, emulgatory, dagly stravy), medici& (noste
ekt - nahrada za toxicky polg-lysin, posilovée &inku protirakovinnych
latek), ¢istirenstvi (absorbent), zeénlstvi (hydrogely) nebo také v elektronice
(biocipy).[72]

Tyto dva vySe uvedené biopolymery jsou diky svynodriiym viastnostem
a nepiliS velké nardnosti na produkci jedny z nejvice vyuzivanych
exopolymed.
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1.5 Extracelularni DNA

Extracelularni polymery jsou rozmanitou skupindanych slodenin, jak je
popsano vyse. Mimo polysachatia proteit, jako nejzastoupejsich slozek
ECP, je také vé&kterych wdeckych textech zmovana extracelularni DNA
(eDNA). Jelikoz jde o slateninu typickou spiSe pro intracelularni pfedit, je
jeji vyskyt v extracelularni biomase neobvykly atprji bude ¥novana tato
kapitola.

Pritomnost DNA v okoli biikky je nefasgji vysvétlovana jako dsledek lyze
burgk, nag. u bakterii Acinetobacter calcoaceticug73], Streptococcus
pneumoniag74]. Je vsak jiz prokazano, ze existuji i dalkéa apisoby, jak se
tato latka dostava do ¥Siho prostedi bugk. Jednim z nich je sekrece
membranovych ki, obsahujicich DNA, zivymi hikami bez nésledku jejich
lyze (nag. u Pseudomonas aerugino§#b], Staphylococcus aurelig6]). Tyto
dvoumembranové #&hytky obsahuji krord DNA i dalSi intracelularni
sloweniny, nap. razné enzymy, toxiny a cytoplazmu [77]. U bakterie
Pseudomonas aeruginosge navic pravépbodobné, Ze DNA vstupuje do
membranovychétisek jak ffed jejich odpoutanim od hky, tak i po jejich
uvolréni do progstedi [78]. Druhou cestou je aktivni sekrece DNA §09,
Tento proces je velmi slozity a nény jak na energii, tak na specifické
receptory. K aktivni sekreci dochazep bilkovinné sloteniny — poriny — nap
u bakterie Neisseria gonorrhoead81]. | vtomto gipad je zachovana
Zivotaschopnost produkujicich hikn

Duvody exkluze tohoto genetického materialu jsouc¢mea U mnohych
bakterii, stejd jako u Escherichia coli slouzi eDNA P substratove
nedostaténosti jako nahradni zdroj zivin [82]¢které organismy ji vyuZzivaji
jako strukturni material [83]. U fotosyntetickychakierii rodu Rhodovulum
hraje vyznamnou roliip adhesi budk [84]. BakterieBacillus cereusi sekreci
DNA napomaha k tvokb a stabilizaci biofilmu, nehb tento produkovany
exopolymer tvéi konstrukci adhezni vrstvy [85].

1.6 Viskdzni bytnéni aktivovaného kalu

Bakterie produkujici extracelularni polymery se welkém mnozstvi
nachazeji v aktivovanych kalechéistirndch odpadnich vodiiBomnost &chto
mikroorganisni je velmi prospsna a nutna pro spravny chod biologidésti
cistiren. V rekterych gipadech, za jistych okolnosti, mohou tyto organismy
resp. jimi vyprodukované exopolymery,iobovat nemalé problémy.

Jednim znich je tzv. viskdézni bym. Jde o velmi ndfemny jev
zpasobovany nad#mnou produkci extracelularnich polymei86]. Aktivovany
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kal s nadmirnym obsahem éthto exopolymar vytvéi velmi specifickou
hutnou suspenzi schopnou vazatémgamnozstvi vody. Tim dochazi ke vzniku
gelovité, velmi viskozni, Spatnusaditelné vrstvy, ktera #pobuje nemalé
technické problémy, n@p obalovani mficich gistrojm a zhorSovani
sedimentace kaluifiny vzniku tohoto jevu nejsou dosud jednosmapopsany
a nazory na tuto problematiku se liSi. Wanner a [88] ozn&uji za mozného
vinika nedostat®é mnozstvi &kterych nutrieni v c¢isténé odpadni vad
pritomnost ®kterych toxickych kowu, pripadré velky koncentrani gradient
v aktivatni nadrzi, £imz souvisi i nadirny rast tzv. zoogleii. O posledn
zmingné @icing se ve své studii zimije i Novak a kol. [87], kté sledovali

u syntetické odpadni vody vliv z&my pavodniho substratu (lecitinu) za novy
(kyselinu olejovou) na vyskyt zoogleii a s tim spuj vznik viskdzniho bytmi
kalu. Na pdatku jejich pokusu byl aktivovany kal vykazujici dé
sedimentani vlastnosti (kalovy index — KI 70 ml/g) a obsalujkompaktni
dolre sedimentujici viky. Po provedeni z&my pivodniho substratu za
kyselinu olejovou byla 61. den kultivace a&hbm nasledujicich 4 dni
pozorovana zina, jak ve slozeni kalu, tak i v hodadialového indexu. Novy
kal obsahoval zooglearni mikroorganismy produkujicélké mnozstvi
exopolymet vytvarejici viskdzni obtizé usaditelnou suspenzi s KI 300 ml/g.
Po vyerpani dodaného substratu (81.depkapozvolné obnoveniapodniho
vzhledu, sloZzeni a vlastnosti aktivovaného kaluock#f kalu se mnily na
obvyklé kompaktni, daie sedimentujici, adhem 3 tydi doSlo k Uprav Kl na
hodnotu 100 ml/g.

Dalsi moznou ficinou viskézniho byténi mize byt, jak jiz bylo zmiéno
vySe, nedostatekékterych nutrieni [86], nap. dusikuci fosforu [88]. Tyto
hypotézy byly potvrzeny studii Penga a kol. [89].studovali v pamyslové
odpadni vod vliv poméru BSK/N na vznik viskozniho by&ni. Fi pomeru
BSK/N = 100/4 dochézelo k dokonalému usazeni akéimého kalu. Jakmile
byl pomeér 100/3, z&al se objevovat nadtmy vyskyt viaknitych bakterii,
jejichz paiet secasem redukoval a nahrazovaly je viskdzni zoogléeddSim
snizeni mnozstvi dusiku (BSK/N = 100/2) jizephodova faze s vyskytem
vlaknitych bakterii nevznikla, a doslaimo k tvork® mikroflory zpisobujici
zvySenou viskozitu média. Se stale se snizujicickntraci dusiku v odpadni
vodé se objevovalo stale vyraggi viskozni bytgni kalu. Nejvyrazgjsi vyskyt
viskdzniho byteni byl pozorovan  hodnotach 100/0,94. Je tedy patrné,
Ze nedostatek dusiku vifgkajici odpadni vo# podrécuje vznik viskdzniho
bytnéni aktivovaného kalu, jez tuto vodu zpracovava.

| ptes provedené studie je viskozni hyth kalu stadle nedokonale
prozkoumanou oblasti. Zminky o tomto jevu se objgem Zidka a ve wtSing
piipadi jde o studie provamé se syntetickymi odpadnimi vodami, nikoliv
s realnymi vzorky v realnych podminkach.
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2 CIL PRACE

Extracelularni bakterialni polymery jsou nejen slednich letech
vyznamnymi a hoj vyuzivanymi slogeninami. Studiu &hto latek je
vénovana nemala pozornost, c@mz s¥dci i bohatost praci publikovanych
v odbornych ¥deckychcéasopisech. Hledani dalSich novychtiymopolymetf
a zkoumani jejich vlastnosti je velgastym tématem vyzkumnyamnosti, a to
jak pro ziskavani novych poznéikak pro jejich pozgsi primyslove vyuziti.

Vyznamnym zdrojem mikroorganismprodukujicich tyto latky jsou mimo
jiné aktivované kaly se znaky viskdzniho hyth Na izolaci novych
bakterialnich produceitexopolymeii z takovych tyg kali byla zangtena tato
prace. Na poatku zkoumani bylo zpracovanekolik vzorka aktivovanych kal
se znaky viskdzniho by&ni. Z nich bylo ziskanodkolik bakterialnich kultur,
z nichz se d¥ svym odliSnym vzhledem na pevnyclidach a #kterymi
vlastnostmi jevily jako vhodné vzorky pro dalSi mkeani. Jeden z izolgt
kultura ozngend PR, p rastu na uitych agarovych fidach vytvéel velké
kolonie s vyznamnym mnozstvim polymeru. Druhy, kidt ozndena FRS8, p
rastu na agarovych golach s obsahem tryptonu a kva@siého autolyzatu
vytvérel kolonie neobvyklého charakteru. Studiugthto dvou izolovanych
bakterialnich kultur se stalo napini diséniaprace.

Cilem bylo tyto d¥ kultury popsat, prostudovat jejich zakladni mavfptke,
rastové a biochemické vlastnosti a vice charakteakzgjich vlastnost produkce
exopolymerniho materialu &ipadré i samotny exopolymer.
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3 ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

3.1 Pouzité chemikalie

V prab¢hu prace byly pouzivanyebné laboratorni chemikali@stoty p.a. od
firem Lachema(R) a Penta(R) .

VSechny chemikalie pro molekularni biologii {istot¢ p.a. nebaistot pro
molekularni biologii) byly dodany firmou Sigma-Aidh (USA), pop. Serva
(Némecko). VesSkeré agaroveiqy ci jejich dophky pro bakteriologii byly
dodany firmou Himedia (Indie) a Imuna (Slovensko).

3.2 Pouzita zaizeni a pormacky

Anaerostat 2,5 | objem (Merck, éshecko), analytické vahy KERN 770
(Némecko), analyzator uhliku 5000A (Shimadzu, Japo)yskasepticky
laminarni box Bio-lI-A (Telstar, Spaisko), automatické pipety Transferpette
(Brand, Nemecko), automatické pipety Discovery (PZ HTL, Polskkezné
laboratorni vybaveni(R), centrifuga Rotanta 460 R (Hettich Centrifugen,
Némecko), elektromagnetickd mictka MM2A (CR), fotoaparat Olympus
Camedia C-3040Z00M, hlubokomrazici box Chest Fre@eTech, Dansko),
chlazend centrifuga MR 23i (JOUAN, Francie), lunmmedr (Turner
BioSystems,USA),mikroskop Olympus CX 41(Filipiny), mirgpa&ka MS1
(Brazilie), minicentrifuga Z 100-M (HERMLE, Koreg)H elektroda SenTix 41
(Inolab, Nemecko), pH metr 730set (Inolabgiecko), programovatelny zdroj
k elektroforéze  MP-500P (Taiwan), tfguvazky KERN (Nmecko),
spektrofotometr TECAN pro mikrotittai desttky (Sunrise, USA),
spektrofotometr UV 540 (Unicam, Anglie)iigackové filtry Millipore MCE
(Milex GS, Irsko), termobox (Memmert, Germanygpdaka Heidolph Promax
1020 (Nemecko), ultratermostat mLw U2C ¢glecko), vakuova pumpa KNF
typ N86KT (Nemecko), vertikalni elektroforeticka aparatura OWOWL,
USA), vibratni viskozimetr SV-10, (AND Company, Japonsko), viddaer ED
13 JULABO (BioTech, Dansko), vytvany blok pro biochemii Bio TDB-100
(BioSan, Litva).
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3.3 Roztoky a Zivha média
Bylo-li potteba, byly roztoky a tekuta a agarova zivna meédialigovany [fi
125 °C po dobu 25 min., s obsahem glukasy p5 °C 20 min.
3.3.1 Roztoky
Fyziologicky roztok
NaCl v mnozstvi 8,5 g byl rozpustv 1 000 ml destilované vody.

Fyziologicky roztok s 1 % a s 5 % ethanolu

K 9,9, resp. 9,5 ml fyziologického roztoku byldidano 0,1 resp. 0,5 ml
ethanolu.

Destilovana voda s 1 % ethanolu
K 9,9 ml destilované vody byloridano 0,1 ml ethanolu..

Pufrovany fyziologicky roztok

Navazka 8,5 g NaCl byla rozp&sa v 800 ml destilované vody, 40 ml roztoku
A a 160 ml roztoku B.

Roztok A pro fipravu fosfatoveho pufru
KH,PO,v mnozstvi 9,07 g byl rozpust v 1 000 ml destilované vody.

Roztok B pro fipravu fosfatoveho pufru

NaHPO,.12H,0 v mnozstvi 23,09 g byl rozpggtv 1 000 ml destilované
vody.

28



Fosfatoveé pufry oiizné molarig

Pufry byly giipraveny smichanim gitych objemi roztoki A a B a destilované
vody (viz. Tab. 1). Takto vykazovaly pH 7,5.

Tab. 1 Slozeni fosfatovych puiro nizné pufréni kapaci¢

Molarita Objem Objem Objem vody
pufru roztoku A roztoku B ]
[ml] [ml]
67,7 mmol/ 20C 80C 0
26,7 mmol/l 80 32C 60C
13,2 mmol/l 40 16C 80C
8,3 mmol/ 25 10C 87E
6,7 mmol/ 20 80 90C

Roztok stopovych prik

Navazky 0,043 g MnS£bH,0, 0,04 g CuS©5H,0, 0,057 g HBO3, 0,043 g
ZnSQ,.7H,O, 0,037 g (NH)sM07,0,4.4H,0 a 0,025 g Co(NE».6H,O byly
postupr rozpusény v 1 000 ml destilované vody.

TRIS-HCI pufr o pH=8

K 0,6057 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanu byledano 50 ml destilované
vody a po rozpushi 29,2 ml 0,1M HCI. Poté bylo dogino na 100 ml
destilovanou vodou.

0,5 M, 1M, 3M a 8M roztok rdoviny v TRIS-HCI pufru

Navazka 1,502, resp. 3,003, 9,009 a 24,024 gominy byla rozpu&na
v TRIS-HCI pufru a dopléna na 50 ml.

1M roztok meoviny v pufrovaném fyziologickém roztoku

3,003 g mooviny bylo rozpu&no v pufrovaném fyziologickém roztoku
a doplréno na 50 ml.

0,2% a 2% roztok Tweenu 80 v TRIS-HCI pufru

0,1, resp. 1 g Tweenu 80 byl rozpusty TRIS-HCI pufru a dopkn na objem
50 ml.
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0,2% roztok Tweenu 80 v pufrovaném fyziologické&toku

0,1 g Tweenu 80 byl rozpu$t a poté dopkn na objem 50 ml pufrovanym
fyziologickym roztokem.

Roztok 8M méoviny a 2% Tweenu 80 v TRIS-HCI pufru

Bylo rozpust¢no 24,024 g mioviny a 1 g Tweenu 80 v TRIS-HCI pufru
a doplreno na 50 ml.

5M roztok LiCl.HO v pufrovaném fyziologickém roztoku

15,102 g LICL.LHO bylo rozpu&no v pufrovaném fyziologickém roztoku
a doplréno na objem 50 ml.

600uM a 10 mM roztok cetyltrimethylamonium bron{(dWiAB)
2,18, resp. 36,446 mg CTAB bylo rozpirst v 10 ml destilované vody.

3.3.2 Agarova média

VSechna agarova média byl&gravena navazeninriglusnych slozek, jejich
suspendovanim v destilované %od vysterilizovanim po dobu 25 minfip
125 °C, resp. 115 °C (s obsahem glukosy). Po saméwvoochlazeni médii na
cca 45 °C byla tato asepticky v laminarnim boxulit@zdo sterilnich Petriho
misek a ponechana ztuhnout.

Trypton kvasniny agar (TYA)

Navazka 2,1 g Trypton kvasmého agaru (Himedia, Indie) byla suspendovana
ve 100 ml destilované vody.

Modifikovana agarova média TYAdznymi gidavky zivin

TYA s 2 % glukosy byl fipraven suspendovanim 2,1 g TYA agaru a 2 ¢
glukosy ve 100 ml destilované vody.

Analogicky byla pipravena média s2 % sacharosy, maltosy, galaktosy,
fruktosy, manitolu, glycerolu, Skrobu a ré&&@anu a pyrohroznanu.

Z&klad pro krevni agar

Navazka 4,3 g Zakladu pro krevni agar (Himedia,dndyla smichana se
100 ml destilované vody.
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Mineralni agar s 2 % glukosy

Bylo smichano 0,10 g XPQ,, 0,11 g NHCI, 0,02 g MgSQ@7H,0, 0,001 g
FeSQ.7H,0O, 0,001 g CaG] 0,1 ml roztoku stopovych pnik 2 g agaru
a 100 ml destilované vody.

VL agar
VL agar (Imuna, Slovensko) 4,2 g byl smichan serh0festilované vody.

VL agars 4 %, 6,5 %, 10 % a 15 % NacCl
Ke 100 ml VL agaru byloiidano 3,5, resp. 6; 9,5 a 14,5 g NaCl.

Kaseinovy agar

Bylo smichano 2,5 g suseného mléka, 0,1 g NaCl, @,lpeptonu, 0,02 ¢
MgSQ,.7H,O, 2 g agaru se 100 ml destilované vody a@sshyla sterilizovana
frakcionovas, tzn. na vodni lazni 20 minut dehpo dobu 3 di.

3.3.3 Tekutad média
Pufrované mineralni médium s 10 % sacharosy

Bylo smichano 0,2 g KIPQ,, 0,2 g MgSQ.7H,0, 0,1 g CaS@ 0,2 g NaCl,
0,3 g NHCI, 100 g sacharosy, 2 ml roztoku stopovych pra0 ml roztoku A,
160 ml roztoku B a 800 ml destilované vody.

Médium pro oxidéne-fermentani test (OF-medium)

Navazky 0,2 g peptonu, 0,5 g NaCl, 0,003 ¢HRO,, 1 g glukosy, 0,006 g
bromthymolové mofi, 0,3 g agaru byly na vodni lazni rozpirst v 100 ml

destilované vody. Po upraveni pH na 7,2 - 7,4 @aneédia tma¥ zelena) bylo
médium rozplgno po 7 ml do zkumavek, polovina byléegryta 1 cm vrstvou
parafinového oleje a vSechny zkumavky byly vysiasitany.

OF-médium s maltosou

Slozeni média bylo stejné jako u OF-média, zdeamisy glukosy vSak bylo
pouzito 1 g maltosy.
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Trypton kvasriné médium (TYM) a jeho modifikace
Tab. 2 SloZzeni modifikovanych TYM médii, na 1 000 ml média

Nazev média Trypton Kvas., Sacharosa| Glukosg Rozpoud’.
autolyzat
Trypton kvasniné
médium (TYM) ©9 39
TYM s 2 % sacharosy 60 39 20 g - | Destilov.
TYM s 5 % sacharosy 60 39 50¢g - voda
TYM s 10 % sacharosy 6g 30 100 g -
TYM s dvojnasobnym
obsahem Zivin 129 69 1009 ]
TYM s 10 % glukosy 649 349 - 100 g
TYM se zvySenym roztok A
obsahem tryptonu % 39 1009 40 ml
TYM se zvySenym roztok B
obsahem kvas. autolyz. ©9 69 1009 160 ml
TYM se snizenym dest. voda
obsahem tryptonua| 3g 15¢g 100 g - 800 ml
kvas. autolyz.
Razre pufrované Razné
TYM s 649 349 100 g - fosf. pufry
10 % sacharosy (viz. 3.3.3)
Tab. 3 SloZzeni TYM a VL média sifdavky iznych Zivin, na 1 000 ml média
Nazev Ve Roztok | Roztok| Dest.
média PrisluSna slozka Sacharosa Trypton A B voda
Kvasniny
KA Imuna | autolyzat| 3g 100 g 60
(Imuna)
KA Kvasniny
Himediq | dutolyzat| 39 1009 69 | 40ml | 160 mI| 800 ml
(Himedia)
Kvasniny
K extrakt | extrakt 30 100 g 60
(Himedia)
VL VL agar
Médium* | (Imuna) 1159/ 100g ]

Pozn. * Médium vytvéeno gefiltrovanim (filtr s¢ervenou péaskou) roztoku VL agaru
rozpuséného v destilované ved
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3.4 Pouzité bakterialni kultury
V této préaci byly pouzity dvbakterialni kultury — kultura PR a kultura FRS8.

3.4.1 Kultura PR

Kultura PR byla izolovana v ramci této disértaprace, z aktivovaného kalu
z COV Babice.

3.4.2 Kultura FR8

Kultura FR8 byla izolovana vroce 2003 z aktivoamékalu se znaky
visk6zniho bytini zCOV Frystak v ramci studentskédecké prace [90].

Je to gramnegativni drobna aerobntirikovita bakterie. Na externim
pracovisti byla identifikovana metodou sekvenac8 BNA.

3.4.3 Priprava inokul bakterialnich kultur

Oc¢kovaci suspenze jednotlivych bakterialnich kultylabvzdy gipravovana
rozmichanim kultury ve sterilni zkumavce, v cca llstarilniho fyziologického
roztoku. Hustota suspenze byla nastavovana na uheaistMcFarlandovy
zakalove stupnice, vytveny smichanim 200l 1% BaC} a 9,8 ml 1% HSGO,.

3.5 Kultiva éni testy provadné s kulturou PR

3.5.1 Izolace z aktivovaného kalu

Jedna plna&kovaci klicka se vzorkem kalu byla@gnesena do 5 ml sterilniho
fyziologického roztoku afepanim na Vortexu byla vyti#ena homogenni
suspenze. Taktoredtny vzorek byl vyékovan v objemu 5Qul na ti typy
agarovych fd (TYA agar, TYA s 2 % sacharosy, resp. glukosyhiaky byly
inkubovany ve ta pii 25 °C. Mukdsni kolonie byly v j@béhu kultivace
preackovavany naerstva media a postupristeny.

3.5.2 Kultivace na pevnych agarovych jidach

Kultura PR byla kultivovana ve tinve sterilnich Petriho miskach, dad
pevnych zivnych fpd (TYA, TYA s 2 % glukosy, resp. sacharosy, maltosy
galaktosy, fruktosy, TYA s2 % Skrobu, resp. glyder pyrohroznanu
a ml&nanu, mineralni agar s 2 % glukosy, zaklad prorir@agar, VL agar), za
raznych teplot (5, 25, 30, 35, 37, 41 a 58 °C), @dach s iznym obsahem soli
(0,5; 4; 6,5; 10 a 15 %) a za aerobnich, mikroagiaib a anaerobnich
podminek, obvykle po dobu 4 iln
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Mikroaerobni kultivace

Kultivace byla provaéha v exsikatoru, ze kterého byl&t$ina gitomného
kysliku odstratna hdenim swvéky. Vzdusnou vihkost zaji®vala kadinka
S vodou.

Anaerobni kultivace

Kultivace byla provagéha v Anaerostatu (Merck), kde bylo anaerobni peatt
vytvoreno pomoci setu Anaerocult A (Merck)figraveného dle navodu
vyrobce.

3.5.3 Gramovo barveni
Barveni bylo provagho dle Huckerovy modifikace Gramova barveni [91].

3.5.4 Stanoveni biochemickych vlastnosti
Oxidacné fermenta‘ni test (OF test)

Kultura byla vpichem &ovaci klcky naakovana do zkumavek s OF
médiem a kultivovanaip25 °C po dobu 7 dni. Test je pozitivni (vyuzitilkpsy
¢i maltosy gitomnych v médiu) vigpad zmeény barvy média ze zelené na
Zlutou.

Test na gitomnost katalasy

Na podlozni mikroskopické skko byla dana kapka 3% peroxidu vodiku,
v niz byla kltkou rozmichana biomasa kultury. Pozitivni test mgalasu je
indikovan produkci bublinek vznikajiciho kysliku.

Test na @itomnost oxidasy

Na komeén¢ vyrabiny prouzek papirku napusty N,N-dimethyl-1,4-
fenylendiaminem aa-naftolem (OXltest, Pliva-Lachema), byla nanesena
biomasa kultury. V fipact pozitivni reakce dochazi¢bem jedné minuty
ke zmodrani prouzku papirku.

Sporula¢ni test

Kultura byla rozmichana ve sterilnim fosfatovém rpu6,7 mmol/l do
vytvoieni zakalu odpovidajicimu 2. stupni McFarlandovkaidve stupnice.
Vytvorena suspenze byla zakana @i 80 °C po dobu 10 min. Poté byla
vyockovana na VL agar a kultivovana veépii 25 °C.

VP test

K bakterialni suspenzi ve zkumavce byl na 4 hodnofen kome&né
vyrakény prouzek (Pliva-Lachem&R) se 2 testovacindtveretky obsahujicimi
pyruvat sodny. Po uplynuti doby byl prouzek vytazerdo suspenze byly
piidany po tech kapkachiinidla VPT | a VPT Il a ss byla inkubovana
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30 min. @i 35 °C. Pozitivni reakce, zb@i pritomnost vyprodukovaného
acetoinu, je danérvenym, pip. mizovym zabarvenim suspenze.

Desti’kové mikrotesty

Byly pouzity komeéné vyrabiné mikrotesty STREPTOtest 16, STAPHYtest
16 a ENTEROtest 24 (Pliva-Lachen@R) a bylo postupovano dle instrukci
vyrobce.

3.5.5 Testy v tekutych médiich

Kultura PR byla kultivovana v médiictianého slozeni (viz Tab. 2 a 3).
VétSina tesi byla provadna v uzavenych kultiv&nich lahvich o objemu
250 ml s objemem Zzivného meédia 25 ml, obvykle ckasanym 25 ul
bakterialni suspenze. Kultivace probihala vee,tmii teplo€ 25 °C, na
kruhovych, pipadré vratnych fepakach i 100 rpm v rezimu 15/15 (15 min.
stani, 15 min. pohyb).

U nékterych tesi doSlo k ugitym kultivacnim modifikacim, které jsou
uvedeny nize.

Kultivace v tekutych médiich siznym objemem kyslikaté faze

Kultivace probihala v uzaenych lahvich o objemu 100 ml. Byly pouzity
pomery (objem média:objemu vzdusné faze) 1:4, 1:1 a abdjem média byl
tedy pro jednotlivé posry 20 ml, 50 ml a 100 ml.

3.5.6 Stanoveni provadna pri kultivaci v tekutych médich
Viskozita zivného média
Viskozita tekutého média byla &fena na vibrénim viskozimetru
(VibroViskometr SV 10, Japan)iiptemperované teplét25 + 0,2 °C. Kazdy
vzorek byl niéten 3x vedle sebe. Na ¢fiku kazdé série &reni byla provedena

dvoubodova Kkalibrace fistroje na standardni roztok sacharosy 65 %
a na destilovanou vodu.

Zéakal zivného média
Zakal zivného meédia byl stanovovan turbidimetrickyrmérenim
(Spektrofotometr UV 540, Unicam, Angliejiwlnové délce 600 nm.
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3.6 Kultiva ¢éni testy provadné s kulturou FR8

3.6.1 Kultivace na pevnych agarovych jidach

Kultura FR8 byla pstovana natznych agarovych zivnych médiich (TYA
s 2 % glukosy, resp. sacharosy, glycerolu, pyratmon a mlénanu, kaseinovy
agar) ve tm, pri 25, 37 nebo 45 °C, n&gsgji po dobu 4 da.

3.6.2 Zkousky ztekuceni suspendované biomasy trypsinem

Biomasa kultury FR8 byla po kultivaci na Tryptonakswiéném agaru s 2 %
glukosy steril@ odebrdna a v potru 1:3 (biomasa:tekutina) rozmichana ve
dvou suspendaich roztocich (fosfatovy pufry 6,7 mmol/l a fyzgicky
roztok). Po jednom vzorku od kazdého roztoku hbytign trypsin (50 mg/l).
Zbylé druhé vzorky byly ponechany bedavku enzymu (kontrola). Dokonale
promichané suspenze byly inkubovaiiy3y °C 2 dny.

3.6.3 Zkousky ztekuceni suspendované biomasy DNA-asou

Biomasa kultury FR8 byla po kultivaci na TYA s 2 @gtukosy sterilg
odebrana a vpotru 1:3 (biomasa:tekutina) rozmichana v suspémida
roztoku gedény fosfatovy pufr 6,7 mmol/l). K jednomu vzorku Bypridany
MgCI, (vysledna koncentrace 2,5 mM), CaQlysledna koncentrace 0,1 mM)
a 10pl roztoku DNA-asy (DNA-ase, Sigma). Druhy vzorek ko kontrolni
vzorek ponechan beziidavku enzymu. S&si byly dikladné promichany
a inkubovéany 1 hod.ip30 °C.

3.7 Stanoveni charakteristik exopolymefi produkovanych
kulturami PR a FR8

Po kultivaci jednotlivych kultur byly ziskany vyptakované exopolymery,
u kterych bylo provedeno stanoveni suSidipppopela, obsahu organického
uhliku, celkovych sacharida bilkovin.

3.7.1 Postup ziskani a pecisténi exopolymeru kultury PR

Supernatant tekutého média s obsahem exopolymépolbydstragni burék
centrifugaci (20 00@, 10 °C, 30 min.) slit a v 3nasobném (p&gz&nasobném)
mnozstvi bylo pdano ledo¢ vychlazené srazedlo (ethanol, aceton,
isopropanol). Sis byla promichana iekryta 3vrstvou PE folii a umista ges
noc do 5 °C. Nasledujici den byl vysrdzeny exopelymddlen centrifugaci
(4600g, 5 °C, 10 min.) a umi&h pres noc do digeste pro odstragni
piebyt&ného srazedla a vody. Po izolaci byl ziskany polypiecistén jeho
opétovnym rozpu&inim v 50 ml destilované vodytip45 °C, vysrazenim
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v 3nadsobném mnozstvi (tj. 150 ml) vychlazeného esti@z a po promichani
a optovnem pekryti 3vrstvou PE folii byl umish pres noc do 5 °C. Druhy den
byla suspenze centrifugovana (4 6§ °C, 10 min.) a ziskany ECP bylép
umisén pres noc do digeste. UpIné dosuseni polymeru probihalo v exsikatoru
nad BOs. Takto ziskany exopolymer byl druhy den pouzistenoveni nebo byl
ulozen i 5 °C.

3.7.2 Postup suspendace biomasy kultury FR8

Exocelularni material kultury FR8 byl ziskavan @i 4denni kultivaci na
TYA agaru s2 % glukosy. Biomasa byla odebrana pongru 1:3
(biomasa:tekutina) smichana se suspémiga roztokem. Rznymi postupy
trepani &) Vortex 5 min. pi 1 400 rpm a potérépaka 3 hod. g 150 rpm,
resp. 300 rpm (GFL 3018)) Vortex 20 min. pi 1 400 rpmc)Vortex 5 min. i
1400 rpm a poté 30 min. stanfi gl °C, d) Vortex 5 min. @i 1 400 rpm
a 30 min. staniip25 °C — opakovano 4x) 20 min. temperacepb0 °C a potée
Vortex @i 1400 rpm,f) Trepa&ka (Heidolph Promax 1020)tip150 rpm,
g) Trepaka (GFL 3018) @ 300 rpm,h) trepani v ruce) byla vytwena suspenze
a buiky byly odstragny centrifugaci (5 00, 4 °C, 15 min.).

3.7.3 Stanoveni suSiny a popela
SuSina
Suspenze o objemu 2 ml byla vedem vysuSenych a zvazenych Zihacich

kelimcich umisina do susarny se 70 °C nia@suseni, poté byla teplota zvySena
na 105 °C. SuSeni probihalo do konstantni hmotrastk (cca 3 hod.).

Popel

Suspenze v objemu 2 ml byla suSena dle postupws$iausa po cca 3 hod.
byla zihana v peciip550 °C do ziskani konstantni hmotnosti (cca 2hod

3.7.4 Stanoveni rozpus&ného organického uhliku

Stanoveni probihalo na analyzatoru uhliku TOC - 0S0QShimadzu,
Japonsko), kde se celkovy uhlik (TC) oxiduje §0 °C ve spalovaci trubici
v proudu kysliku v fitomnosti platinového katalyzatoru. Vznikly ¢{@ veden
do NDIR detektoru (Non-Disperse Infrared Detectdle se zaznamenava
signal ve formd piku, jehoz plocha je fpno unérnd koncentraci TC.
Anorganicky uhlik (IC) je oxidovan v proudu Kkyslikna inertnim nosi
obsahujicim kyselinu fosfoteou. Koncentrace IC je vyhodnocena ve fé&rm
piku stejnym zppsobem jako v fipact TC. Rozpusiny organicky uhlik je dan
rozdilem TC a IC. Kalibracefistroje byla provedena na koncegtrarozmezi
20 — 100 mgl/l.
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3.7.5 Stanoveni bilkovin
Stanoveni bilkovin dle Bradfordové
Pracovnicinidla a standard:

Pracovni ¢inidlo: Navazka 0,1 g Coomassie Brilliant Blue R-250 byla
rozpustna v 50 ml ethanolu, v cca 700 ml destilované vddg ml 85% HPO,
a poté doplan destilovanou vodou na 1000 ml.

Standard bilkoviny: 1,02 mg lyofilyzovaného albuminu (98%) bylo rozign®
v 10 ml destilované vody.

Postup stanoveni kalibeai kiivky:
Kalibracni roztoky byly gipraveny v rozmezi koncentraci 0 - 150 mg/I.

Do uzaviratelnych zkumavek bylo k 0,5 ml kalinw#éo roztoku (vzorku)
pridano 0,5 ml TRIS-HCI pufru a ty byly 10 min. tempeany na teplotu 37 °C.
Poté bylo pidano 5 ml pracovnih@inidla, obsah byl @kladré promichan
a ponechan temperovat dalSich 5 min. Nasledwply zkumavky 10 min.
chlazeny na teplotu 21 °C ve vodni lazni. Poté bgiyrré promichany
a prométeny na spektrofotometru Unicam UV 500 proti destioé vod pri
vinové délce 578 nm.[92] Pro kazdy vzorek byla pauhova polystyrenova
kyveta, nebt dochazelo k absorpci barviva narst kyvet.

Stanoveni bilkoviny kyselinou bicinchoninovou
Pracovnicinidla a standard:

Roztok A: 8 g NaCO:.H,O a 1,6 g vinanu sodného bylo rozgust ve
100 ml destilované vody. pH bylo upraveno na hodridt, 25 (10M NaOH).

Roztok B: 0,4 g bicinchoninové kyseliny bylo rozpéso v 10 ml destil. vody.
Roztok C: 0,4 g CuSQ5H,0 bylo rozpu&tno v 10 ml destilované vody.

Pracovni éinidlo: Smes 1 dilu roztoku C, 25 dilroztoku B a 26 dil roztoku A.
Cinidlo bylo pripraveno vzdyerstvé.

Standard bilkoviny: 1,02 mg lyofilyzovaného albuminu (98%) bylo rozign®
v 10 ml destilované vody.

a) Metoda v mikrotitr&nich destékach:
Postup stanoveni kalibeai kiivky:

Kalibracni roztoky byly pipraveny v rozmezi koncentraci 0 — 80 mg/l.
K 500 ul kalibratnich roztok v mikrotitratni destéce (Fedem zmirené na
spektrofotometru) bylo fidano 500 pl pracovniho ¢inidla. Destéka byla
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protrepana a v PE &ku byla inkubovana ip 60 °C v termoboxu po dobu
60 min. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bytdiema absorbancei®b62 nm
na spektrofotometru TECAN (Sunrise, USA).[93]

Tab. 4 Hodnoty absorbancesgpro kalibr&ni roztoky albuminu
— metoda stanoveni kyselinou bicinchoninovou — aeetomikrotitr. destikach

Calbuminu Absorbance [1] Absorbance| Smérodatna
[mg/l] A A, Az prameér odchylka
0 0,204 0,231 0,198 0,211 0,014
1 0,224 0,257 0,238 0,240 0,014
S 0,363 0,365 0,349 0,359 0,007
10 0,512 0,495 0,526 0,511 0,013
25 0,879 0,861 0,897 0,879 0,015
40 1,278 1,212 1,185 1,225 0,039
60 1,631 1,689 1,623 1,648 0,029
80 2,035 1,983 2,163 2,060 0,076

2,25 ¢
2,00 |
— 1,75 |
= r
® 1,50 |
O r
g 1,25 |
Qo B
2 1,00 |
Re) I
< 0,75 |
0,50 |
0,25 &
0,00
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Koncentrace proteinu [mg/l]

Obr. 4Kalibracni primka pro stanoveni bilkovin — kyselinou bicinchomou —
metoda v mikrotitrénich desitkach

Rovnice kalibrace: A =0,0232 c + 0,2513

b) Zkumavkova metoda
Postup stanoveni kalibeai kivky :

Kalibracni roztoky o objemu 0,7 ml byly ve zkumavkach sraichs 0,7 ml
pracovnihatinidla. Snés byla dokonale promichana a inkubovana v termostat
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s 60 °C po dobu 60 min. Poté byla temperovanaplatte21°C ve vodni lazni.
Po 10 min. byla grfena absorbance proti destilované &qali vinové délce
562 nm.[93] Kazdy vzorek byl pratien 3x.

Tab. 5 Hodnoty absorbances pro kalibra&ni roztoky albuminu
— metoda stanoveni kyselinou bicinchoninovou — zkukova metoda

Calbuminu Absorbance  [1] Absorbance| Smérodatna
[mgl/l] A, A, Az prameér odchylka
0 0,244 0,242 0,256 0,247 0,006
1 0,280 0,281 0,263 0,275 0,008
5 0,419 0,411 0,426 0,419 0,006
10 0,536 0,550 0,548 0,545 0,006
20 0,880 0,872 0,895 0,882 0,010
30 1,155 1,158 1,150 1,154 0,003
40 1,449 1,458 1,456 1,454 0,004
65 2,069 2,088 2,091 2,083 0,010
80 2,354 2,366 2,366 2,362 0,006
2,6 ¢
2,4 *
2,2
':| 2,0 i /
g 1'2 y = 0,027x + 0,2926
_C.E 14 IS R? = 0,9947
o 1,2 -
3 10 e
<
0,8 75 /
0,6
0,4 0/‘
02 ®
0,0 :
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Koncentrace albuminu [mg/l]

Obr. 5Kalibracni prfimka pro stanoveni bilkovin — kyselinou bicinchorou —

zkumavkova metoda

Rovnice kalibrace: A =0,027 ¢ + 0,2926
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3.7.6 Stanoveni sacharidk fenol-sulfatovou metodou
Pracovnicinidla a standard:
Zasobni roztok 5% fenolu: 5 g fenolu bylo rozpu&ho ve 100 ml destil. vody.

Zasobni roztok xanthanu (standard):20,5 mg xanthanu bylo rozp&gb v asi
80 ml destilované vody z&kanim na vodni lazniip60 °C. Po rozpushi byl
objem dopl®n destilovanou vodou na 100 ml.

Postup stanoveni kalibéai kfivky — metoda v mikrotiteanch des#kachi:

Kalibracni roztoky byly gipraveny v rozmezi koncentraci 0 — 205 mg/I.

Do predem zmtené mikrotitr&ni desttky byl nadavkovan standard
a destilovand voda dle Tab. 6. Poté byladgno 30ul 5% fenolu a co
nejrychleji 150ul koncentrované F80,. Obsah jamek bylikladn® promichan.
Zakryta destika byla inkubovana 60 min.fiplaboratorni teplat Poté byla
mérena absorbance iip 490 nm na spektrofotometru TECAN (Sunrise,
USA).[94] VSechny roztoky byly stanovovany 3x vedibe.

Tab. 6 Objemy pro pipravu roztok kalibratni kiivky pro stanoveni sachafid

Koncentrace kalibra¢nich

roztoki xanthanu 0 21 34| 68| 103 137 170 205
[mal]
Objem standardu xanthanu
0 c =205 mgl/l 0 3 5 10| 15| 20| 25 30

[pl]

Objem destilované vody

30 | 27| 25| 20| 15/ 100 5/ O
]

Tab. 7 Hodnoty absorbance 4 pro kalibra&ni roztoky xanthanu

Cyanthanu Absorbance [1] Absorbance| Smérodatna
[mg/l] Al A2 A3 prameér odchylka
0 0,060 | 0,037 0,033 0,040 0,007
21 0,126 | 0,136/ 0,143 0,135 0,007
34 0,175| 0,160, 0,187 0,174 0,011
68 0,350 | 0,345/ 0,352 0,349 0,003
103 | 0,435 | 0,497 0,467 0,466 0,025
137 | 0,680 | 0,680, 0,702 0,687 0,010
171 | 0,793 | 0,749 0,762 0,768 0,018
205 | 0,972 | 0,952 0,922 0,949 0,021
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Obr. 6Kalibracni pfimka pro stanoveni sachafidenol-sulfatovou metodou

Rovnice kalibrace: A = 0,0044 c + 0,0371

3.7.7 Stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla stanovovana fluorescénmetodou s pouzitim
komekn¢ vyrabéného kitu DNA Quantification Kit (Sigma-Aldrich, US.

Pracovnicinidla a standard:
Zasobni roztok pufru (1OXTNE): Pufr je sodasti kitu.

Roztok pufru (IXTNE): 1 ml pufru 10xTNE bylo smichano s 9 ml vody pro
molekularni biologii (AccuGENE, USA).

Zakladni roztok barviva: Barvivo (bisBenzimide H 33258) o ¢ = 10 mg/ml je
SouEasti kitu.

Zasobni roztok barviva (1B): 10 ul zakladniho roztoku barviva bylo smichano
s 990ul vody pro molekularni biologii. Zasobni roztokgelivy na s\tlo.

Pracovni roztok barviva (2B): 10 ul barviva 1B (c = 0,1 mg/ml) bylo
smichano s 4,99 ml pufru 1x TNE. Roztok barviveolyltno pipravovat vzdy
cerstvy.

Zakladni roztok DNA (standard): DNA o ¢ = 1 mg/ml je satasti kitu.

Zasobni roztok DNA: 10 ul zakladniho roztoku DNA bylo smichano se 100
10xTNE pufru a 89@ vody pro molekularni biologii.
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Postup stanoveni kalibéai kivky:

Kalibracni roztoky byly gipraveny v rozmezi koncentraci 0 — 2000 ng/ml.

V mikrozkumavkach byl smichan zasobni roztok DNAufem 10xTNE
a vodou pro molekularni biologii dle Tab. 8. Kaétmi roztoky o objemu
100 pl byly nasledg smichany se 100l barvivem 2B a dkladné promichany.
100 ul smesi bylo nadavkovano do mikrokyvet a inkubovano2min. ve trg.

Poté byly roztoky progteny na Luminometru s UV fluorescganim modulem
(Turner BioSystems,USA).[95]

Tab. 8 Priprava kalibranich roztok - stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace kalibra¢nich
roztoku DNA 0 100 200 500 1000 2000
[ng/ml]
Objem standardu DNA
0 ¢ = 10pg/ml 0 5 10 25 50 100
[
Objem p“[‘;iﬁ 1IXTNE 1 55 | 50 | 50 | 50 50 | 50
Objem vody pro
molekularni biologii 450 445 440 425 400 350
[l]
Tab. 9 Hodnoty luminiscence pro kalinai roztoky DNA
Koncentrace DNA | 100 | 200 | 500 | 1000] 2004
[ng/ml]
S'gna'[g'sme 765 | 1674 | 2631| 4856 9447 16870
18000
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y =8,0719x + 928,3
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Obr. 7Kalibracni pfimka pro stanoveni koncentrace DNA
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Rovnice kalibrace: A =8,0719 c + 928,3

3.7.8 Stanoveni zivych buigk a celkového pdtu bunék
Stanoveni celkového @ bunék (mikroskopicky)

Nared€na buréna suspenze byla mikroskopovana fazovym kontrastem
(Olympus CX 41) fi zvétSeni 400x pomoci gitaci komiirky Cyrus Il (Prefa,
CR).

Stanoveni mnozstvi zivych bék (kultivacné)

Promytd bua¢nd suspenze byla feakna desetinnyntednim a vybrana

re®ni byla nadkovana na misky a zalita TYA agarem s 2 % glukékgy4 - 5
dnech kultivace i 25 °C byl proveden odet narostenych kolonii.
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3.8 SDS-PAGE

3.8.1 Roztoky a chemikélie po¥ebné pro separaci SDS-PAGE

TRIS pufr pro separa¢ni gel o pH 8,8:18,15 g TRIS bylo rozpudtio v 50 ml
deionizované vody. Po uprapH (8,8) konc. HCI bylo doptimo deionizovanou
vodou na 100 ml.

TRIS pufr pro koncentraéni gel o pH 6,8:6 g TRIS bylo rozpusho v 50 ml
deionizované vody. Po UpraypH (6,8) bylo dopléno deionizovanou vodou na
100 ml. Nutno uchovavaitips °C.

Elektrodovy pufr: 12 g TRIS, 57,6 g glycinu a 4 g sodium dodecyfaul
(SDS) bylo rozpusgho v 4 | deionizované vody. pH pufru 8,3 - 8,6.

30% roztok akrylamidu: 29,2 g akrylamidu, 0,8 g N,N"-methylenbisakryl-
amidu bylo rozpugho ve 100 ml deionizovaneé vody. Nutno uchovavaedgC.

10% roztok persiranu amonného:0,1 g persiranu amonného bylo rozpnét
v 900ul deionizované vody. Nutnaipravit vzdycerstve.

Vzorkovy pufr: 0,0977 g TRIS, 0,5 g merkaptoethanolu, 1 g glylceac0,01 g
bromfenolové moii bylo rozpuséno v deionizované vody. Po UpeapH (6,8)
byl objem doplgn deionizovanou vodou na 10 ml.

Separani gel 15%: bylo postupt smichano 11,25 ml 30% roztoku
akrylamidu, 5,62 ml TRIS pufru (pH 8,8), 5,17 mli@@zované vody, 225
10% SDS, 225ul 10% persiranu amonného a @ N,N,N",N’-tetra-
methylendiamu (TEMED) a dokonale promichano.

Koncentraéni gel 5%: bylo postup smichano 1,36 ml 30% roztoku
akrylamidu, 2 ml TRIS pufru (pH 6,8), 4,6 ml deipované vody, 8Ql 10%
SDS, 40ul 10% persiranu amonného adl0TEMEDU a dokonale promichano.

TEMED byl vzdy gidan jako posledni, v jeho fipomnosti dochazelo
k urychleni tuhnuti gelu.
3.8.2 Priprava vzorku a geli pro separaci
Priprava vzorlg

Ke 250pl vzorku bylo gidano 50pl 10% SDS a 20@Qu vzorkového pufru
a bylo povéeno i 100 °C 10 min. [96].

Priprava geli

Pro separaci byl pouzit 15% separiagel a 5% koncentéai gel. Snis pro
separani gel byla opatréd nanesena mezi skla do vysSky cca 15 cm. Pro

zamezeni polymerace na vzduchu byla hladina opgtiavrstvena 700ul
isobutanolu nasyceného vodou. Gel byl ponechannpmigvat pi pokojové
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teplo€ cca 1 hod. Po ztuhnuti byla vrstva isobutanolta s povrch byl
oplachnut destilovanou vodu. Na ztuhly separagel byl nasledh nanesen
koncentrani gel az po horni hranu skla. lhned byl viozZetoteivy heben tak,
aby nedoslo k tvokb¢i uchyceni vzduchovych bublin. Gel byl vliozen doké
komirky a ponechan k polymeraci do druhého dhep °C.[96]

3.8.3 Vlastni elektroforéza

Ze ztuhléeho gelu byl opatnodstragn hieben a silikonové ésreni. Po
pripevreni skel do aparatury byl do dolni a hotdisti nalit elektrodovy pufr.
V horni ¢asti doSlo k zaliti jamek v gelu. Bylo zapnuto ddai. Poté bylo
davkovano 25l zakonzervovanych vzotka 15ul standardu (Protein Marker,
Broad Range 2 - 212 kDa, BioLabs), ktery byl dépldOul vzorkového pufru.
Komora byla pekryta vikem, fipojena ke zdroji stejnosimého proudu a po
nastaveni hodnot pro vlastni separaci, tj. 70W @ 2\ byl proces separace
spusén. Deleni probihalo cca 4 hod., doku@lo separace nedosahlo spodni
hranice sepataiho gelu. Po ukateni separace byl gel ze skel vyjmut a po
odstragni koncentréniho gelu byl vlozen do fixaiho roztoku na 20 min.
Nasledovalo barveni ge[96]

3.8.4 Barveni geh

Barveni bylo mozné dvna metodami — dusmanem gibrnym se zkracenym
fixacnim ¢asem dle Kirkeby [97] a neliinidlem Coomassie Brilliant Blue [98].

Roztoky pro barveni géldusicnanem skibrnym
Fixaéni roztok: 30 ml 96% ethanolu, 10 ml kys. octové a 60 ml desdy.
Vybarvovaci roztoky:

1. 40% ethanol, 10% kyselina octowsres 41,6 ml 96% ethanolu a 10 ml kys.
octové byla dopléna deionizovanou vodou na 100 ml.

2. 0,05% glutaraldehyd, 0,01% formaldehyd, 40% ethandll,6 ml
96% ethanolu, 0,2 ml 25% glutaraldehydu a 25 pl 3@Paldehydu bylo
a doplreno deionizovanou vodou na 100 ml.

3. 0,5% Farmeiiv zeslabovaa 150 mg ferrokyanidu draselného, 300 mg
thiosiranu sodného a 50 mg M&; bylo rozpu&no v 50 ml deionizované
vody a poté dopkno na 100 ml.

4. 0,1% dusinan stibrny: 0,1 g AgNQ bylo rozpu&no ve 100 ml
deionizované vody.

5. 2,5% uhleitan sodny 2,5 g NaCO; bylo rozpu&no ve 100 ml
deionizované vody.
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6. 2,5% uhleitan sodny v 0,02% formaldehyd8;75 g NaCO; a 75 pl 37%
formaldehydu bylo rozpu&o v deionizované vody a doghmn na 150 ml.

7. 1% kyselina octovésnes 1 ml kys. octové a 99 ml deionizované vody.

Odbarvovaci roztok: bylo smichano 25 ml methanolu, 10 ml kys. octove
a 65 ml deionizované vody.

Postup barveni:
Po 20min fixaci byly gely barveny v jednotlivychztocich dle Tab. 10.

Tab. 10 Doby pisobeni vybarvovacich roztbkpii barveni dusinanem
sttibrnym

Doba pisobeni

Cislo roztoku SlozZeni (ndzev) roztoku [min]
1 Ethanol + kys. octova 10
2 Glutaraldehyd + formaldehyd + ethanol 5
- Ethanol 20
- Destilovana voda 20
3 Farmeilv zeslabova 2,5
- Destilovana voda 3x10
4 Dustnan stibrny 20
- Destilovana voda Oplachnuti
5 Uhli¢itan sodny 5
- Destilovana voda Oplachnuti
6 Uhlicitan sodny + formaldehyd 3x25
- Destilovana voda Oplachnuti
7 Kyselina octova 5
- Destilovana voda Oplachnuti

Roztoky pro barveni gélCoomassie Brilliant Blue
Fixaéni roztok: smes 5 ml kys. trichloroctové a 95 ml deionizované y.od

Barvici roztok: 0,25 g Coomassie Brilliant Blue R-250 bylo rozgnstv 50 ml
methanolu a 10 ml kys. octové a dapla deionizované vody na 100 ml.

Odbarvovaci roztok: stejny jako u barveni gebktiibrem.
Postup barveni:

Zafixovany a oplachnuty gel (deionizovanou vodowul) e cca 1 hod. zalit
barvicim roztokem. Poté byl gel oplachnut deion&ow vodou a néasleén
prevrstven odbarvovacim roztokem, kde byl za&asimé vyminy roztoku za
cerstvy ponechan do vyblednuti.
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3.9 Izolace bakterialni DNA fenol-chloroformovou metoda

3.9.1 Roztoky a chemikélie po¥ebné pro izolaci

Roztoky

Roztok 1: bylo smichano 10 mM TRIS-HCI o pH 7,8 (60,57 mgiSR 50 ml
destilované vody, + 34,5 ml koncentrované HCI| almdplreno do 100 ml) a 5
mM EDTA o pH 8,0 (146,1 mg EDTA + 100 ml destilogawody, pH se upravi
NaOH).

ClZ: Smes 24 ml chloroformu a 1 ml izoamylalkoholu.

Smés fenol:.chloroform (1:1): Smés 5 ml fenolu a5 ml chloroformu se
dokonale promicha.

3M octan sodny 2,46 g octanu sodného se rozpusti v 10 ml deatié vody.

Chemikalie:
Lysozym, proteinasa K (10@/ml), 20% SDS, 96% ethanol

3.9.2 Postup izolace

Izolace DNA probihala veig¢ch krocich - lyze butk, extrakce DNA
odstragnim bilkovin, lipidi a polysacharidl a vlastni vysrazeni DNA.iPlyzi
burgk se 500ul suspenze biomasy (fosf. pufr 6,7 mmol/l, gorh:10) smichala
s 500ul roztoku 1. Po fidavku lysozymu (0,3 mg/ml) a dokonalém promichani
byla snés inkubovana 1 hod.ip37 °C. Poté bylo fiddano 12,5ul 20 % SDS
a 5ul proteinasy K. Srs byla dokonale zamichana a&bmkubovana fi 55 °C
cca 3 hod. do projasni. Nasledovalo odstréni proteini, bilkovin
a polysachariél pridavkem fenolu ve stejném objemu jako vzorku.¢Sryla
promichavana kyvavym pohybem 4 min., centrifugovéhaC, 12 000 rpm,
2 min.) a nakonec byla vznikla horni vodna fazeNsADodebrana dctisté
mikrozkumavky. Tento postup byl opakovan 2x. NasteHyla pidana smis
fenol:.chloroform ve stejném objemu jako byl objernorku a opt 4 min.
promichavana. Po centrifugaci (4 °C, 12 000 rpmqi.) byla odebrana horni
vodna faze a kni bylofigdno 300ul CIZ, 4 min. promichdvano a znovu
centrifugovano (4 °C, 12 000 rpm, 2 min.). V odelgrahorni vodné fazi
obsahujici DNA bylo provedeno srazeni. ieq € zjiSttnému objemu vzorku
byl ptidan 3M octan sodny v mnoZzst¥, objemu vzorku a sis byla dikladrns
prottepana. Naslednbyl pridan 2,5nasobek 96% ethanolu agtophikladre
promichano. Po 30 min. stanfi p20 °C byla sms centrifugovana (4 °C,
12 000 rpm, 30 min.). Supernatant b§tire slit a vzorek byl pes noc suSenip
37 °C. Ziskany vzorek DNA byl resuspendovan ve vidod objemu TE
pufru.[96]
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4 HLAVNI VYSLEDKY A JEJICH DISKUSE

Tato disertani prace je za#itena na popis izolaci a na nasledné studium
bakterii produkujicich  extracelularni polymery, né&e byly ziskany
z aktivovanych ka se znaky viskézniho byni. BEhem tohoto studia byly
zkoumany a zpracovanij vzorky takovych kal.

Z prvniho vzorku kalu pochazejicihoCDV Frystak bylo jiz dive v ramci
SVOC [90] izolovano 10 bakterialnich kultur.&8ina z nich v3ak pélta mezi
jiz dobre znamé mikroorganismy. Pouze jedina, ¢end FR8, byla vyrazn
odliSsného vzhledu a charakteru, a proto se studitm bakterie stalo naplni
jednécasti prace.

Daldi zkoumany vzorek aktivovaného kalu pochaz€lOx Tetice. Z r¥j
byly postup® izolovany d¥ bakterialni kultury pracownoznaené T1 a T2. Po
prvnich kultiv&nich testech a po jejich biochemické identifikasak bylo od
jejich zkoumani ustoupeno, nebd&lo v obou pipadech o druhKlebsiella
oxytoca

Ze tetiho vzorku kalu £ 0OV Babice byly izolovany dvmikrobialni kultury.
Po mikroskopovanithto izolati bylo zjiS€no, Ze jeden z nich je pliselelikoz
Slo o ojedirly vyskyt tohoto mikroorganismu a v samotném prépawvzorku
aktivovaného kalu nebyla jehaifpmnost pozorovana, byl ¥gzen z dalSiho
zkoumani. Druhy izolat, oztan PR, se od gatku jevil zn&né odliSré. Na
agarovych pdach vytvéel silné mukdsni kolonie. Studium této bakterie a jeji
schopnosti produkce exopolymeru se tak stalo jedridavnichéasti této prace.

4.1 Vysledky ziskané zkoumanim kultury PR

4.1.1 lzolace a prvni testy

Kultura PR byla ziskana natgav roce 2008 ze vzorku aktivovaného kalu
vykazujiciho viskozni bytmi. Kal pochazel Zistirny odpadnich vod Babice,
kteracisti prevazrt vody z potravingského piimyslu. Ziskany vzorek kalu byl
nejprve kultivovan na Trypton kvasniych pidach (TYA), fzrné obohacenych
sacharidy (TYAs2 % glukosy a TYA s2 % sacharosyg)nich byla
nékolikanasobnym feackovanim izolovana kultura PR, kterd jako jedina na
uvedenych sacharidickychagiéch tvdgila velké lesklé kopulovité kolonie se
zietelnou produkci polymeér

Prvnimi podrob&Simi kultivacnimi testy na pevnychdaplach bylo zjistno,
Ze kultura PR rostladhem rékolikadenni kultivace na samotném TYA agaru ve
velmi drobnych koloniich bez tvorby exopolymeru (OB a). Na fidach se
sacharidy produkovala exopolymer (ECP)tzrmém mnoZstvi v zavislosti na
typu a koncentracifftomného sacharidu. Nej&i nafist mukosni biomasy byl
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zaznamenan nau@é s obsahem 2 % sacharosy, kde kultura igeaténsi
prahledné, silg vypuklé kolonie gelovitého charakteru (viz Obib)3

Obr. 8 Tvorbaa) drobnych kolonii kultury PR na TYA agaru (4 datiikace)
a b) mukosnich kolonii na TYA s 2 % sacharosy (7. ddivikce)

4.1.2 Zakladni morfologické a biochemické vlastnosti

Po vySe uvedenych i@dkEznych testech byla kultura podrobena
biochemickym tesim pro jeji podrob&Si popis a zjigni morfologickych
vlastnosti.

Gramovo barveni

Obarvenim kultury PR podle Grama s naslednyaiemim velikosti buik
bylo zjiS&no, Ze jde o grampozitivni drobnowitykovitou bakterii o velikosti
burgk 0,2 - 0,4 um x 0,5 - 1,3 um, se zakulacenymickdBunky tvorily kratké
fetizky nebo malé shluky (Obr. 9).

Obr. 9Gramovo barveni kultury PR z TYA s 2 % sacharosgi€ii kultivace)
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Testy pro zji&ni biochemickych vlastnosti

Pro prvni biochemické testy s kulturou PR byly \ary zakladni laboratorni
testy — OF test, test naifpmnost katalasy a oxidasy a test schopnosti $geu
Vysledky jsou uvedeny v Tab. 11.

Tab. 11 Zakladni biochemické vlastnosti kultury PR

Typ provadéného testu Vysledek
OF test Nefermentujici

Katalasa Negativni

Oxidasa Negativni
Sporulace Nesporulujici

DalSi biochemické vlastnosti byly sledovany pomkeaimekné vyrabinych
mikrotestit STAPHYtest 16, STREPTOtest 16 a ENTEROtest 24er6test byl
pouZit i gesto, Ze je wen pro gramnegativni fermentujici bakterie. Teetst t
umoznil zjiSéni dalSich biochemickych vlastnosti kulturyénito zkouSkami
byly ziskany vysledky, souhrmuvedené v Tab. 12.

Tab. 12 Souhrnné vysledky kultury PR ziskané biochemickymkirotesty

Typ testu
Utilizace
Reakee Utilizace sacharidi cukernych Ostatni testy
alkohola
Sacharosa  Glukosa Acetoin
Galaktosa ;| :
L o-galaktosidasa
Pozitivni | Rhamnosa a :
Rafinosa  Melibiosa ) B-galaktosidasa |
Cellobiosa \ Leucin aminopeptidasa
Simmons citrat
inulin DuIci_toI Lysin , Argi!']_in
. Ribosa Sorb_|tol M_alonat, Ornltl_n
Negativni L aktosa Man!tol Sl_royodlk Eskulin
Trehalosa Inos@ol Nitraty . Indol
Adonitol Fenylalanin  Fosfatasa
B-glukuronidasa Ureasa

Provedenymi testy bylo zji&to, Ze kultura PR je nesporulujici bakterie
schopna rozkladat relatigrsirokou Skalu sacharid(viz Tab. 12). Nema vSak
enzymové vybaveni pro rozklad citratu, malonatyptsfanuci dekarboxylaci
lysinu, ani neni schopna vyuzivat cukerné alkolakp zdroj uhliku a energie.
Je negativni na oxidasu, katalasu i ureasu, byl zgS€na jeji rezistenceti

antibiotiku novobiocinu.
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4.1.3 Ristoveé vlastnosti na agarovych fidach

Po ukeni biochemickych vlastnosti byly provéy kultivacni testy nejprve
na agarovych zivnych goach a pozgi vtekutych meédiich za tznych
podminek.

Pri prvnich fistovych testech na pevnyclidach vykazovala kultura slaby
rast na Trypton kvastném agaru (TYA), proto byly hledany jiné Zivnédy,
kde by byla schopna bohatSinstu. Kultura tak byla postuprkultivovana na
razné bohatych pdach (mineralni agar s glukosou, zaklad pro kregar, VL
agar), dale natméach s SirSi Skalou sachari(sacharosou, glukosou, maltosou,
galaktosou, fruktosou) a na TYA agarech isdg@vky dalSich, dostupnych
organickych slogenin (Skrobu, glycerolu, pyrohroznanu, gménu). V piéibéhu
testi byl také sledovanist kultury v rozmezi teplot 5 - 58 °C &st v aerobnim,
anaerobnim a mikroaerobnim presti.

Vyhodnocovani bylo prova@to pozorovanim charakteru narostenych kolonii
na agarovych miskach. Vysledky kultivaci jsou zameaany v tabulkach
Tab. 13a Tab. 14.

Tab. 13Rust kultury PR na agarovychigach zatiznych teplot v aerobnim
prostedi (7. den kultivace)

Kultiva éni teplota [°C]
Typ pady 5 25 30 37 | 58
Rist kolonii

TYA + - + - + - + - -
TYA s 2 % sacharosy [ 00 0 [ + + -
TYA s 2 % glukosy NT 0 [ + -
TYA s 2 % fruktosy NT + + NT NT
TYA s 2% ml&nanu a pyrohroznany + - + + + - -
TYA s 2 % glycerolu + + + + - -
Z&klad pro krevni agar NT - NT NT NT
Minerdlni agar s 2% glukosy NT - NT NT NT
VL agar NT + + NT - NT

Pozn. — bezustu, + — slabyirst, + dobry ist, + + velmi dobry ist, [0 rist s produkci
polymeru, O O rast s vyraznou produkci polymeru, NT netestovano.
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Tab. 14 Ruast kultury PR na agarovychigach v anaerobnim a mikroaerobnim

prostedi (7. den kultivace)

Teplota 25 °C
Typ pady Anaerobni Mikroaerobni
Rist kolonii

TYA + - + -
TYA s 2 % sacharosy 000 000
TYA s 2 % maltosy NT + +
TYA s 2 % galaktosy NT + +
TYA s 2 % fruktosy NT +
TYA s 2 % Skrobu NT + +
TYA s 2 % ml€nanu a pyrohroznanu + - +
TYA s 2 % glycerolu + - + -
VL agar + + + + +

Pozn. + — slabyust, + dobry dst, + + velmi dobryist, + + + mimeadny Kist, 0 O O rast
s mohutnou produkci polymerMT netestovano.

Podle uvedenych tdsie Zejmé, Ze kultura PR roste aerébn teplotnim
rozmezi 5 — 37 °C, nejlépai@5 °C. Rist kultury nebyl omezen poklesem
koncentrace kysliku ani jeho absenci, dokoncefipadech kultivace na VL
agaru a TYA s2 % sacharosy za fisfupu vzduchu a v mikroaerobnim
prostedi kultura vytvéela nej¢tSi kolonie — v pipact kultivace na TYA s 2 %
sacharosy s velmi bohatou tvorbou polymeru. Naazékiéchto zjiS€nych dat
se jevi dive uvedeny negativni vysledek OF testu (Tab. akp jnelogicky.
Vysvétleni by vSak mohlo sgdvat v potekeé bohatSiho zivného média nez je
médium pro OF testffpadre v inhibici kultury bromthymolovou mad

Z pohledu tvorby ECP na pevnych Zivhydidach ukazaly testy na schopnost
tvorby exopolymeak pouze za fitomnosti sacharosy nebo glukosyj pouZiti
sacharosy byla tvorba mukdsnich kolonii mnohemargjai.

Na zaklad vySe uvedenych pozorovani byl jako nejlepSi Ziagar pro
tvorbu ECP déle pouzivan TYA s 2 % sacharosy atsbkultury bez produkce
exopolymed VL agar (nap. pro ziskani biomasy pro zakonzervovani kultury
pii -80 °C).

Na nasledujicim obrazku (Obr. 10) je zachycen foydizhled mukdsnich
a nemukasnich kolonii.
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Obr. 10Vzhleda) mukésnich &) nemukdosnich kolonii kultury PR na TYA s 2 %
sacharosy a na VL agaru (7. den kultivace)

Rust kultury byl dale testovan s ohledem na vysi dasgkého tlaku. Kultura
byla pstovana na VL agaru suzanou koncentraci NaCl aftipriaznych
kyslikovych pordrech, vysledky jsou uvedeny v Tab. 15.

Tab. 15Rust kultury PR na VL agaru §znou koncentraci NaCl (aerobni,
anaerobni a mikroaerobni kultivace)

Aerobni | Mikroaerobni | Anaerobni
Koncentrace NaCl 5
Rist kultury
0,5% + + + + + + + +
4,0 % + + +
6,5 % - - -
10 % - - -
15 % - - -

Pozn. - bezirstu, + dobry #ist, + + velmi dobryist, + + + mimeadny ast.

Z uvedenych vysledk vyplyva neschopnost kultury PRist v prostedich
s koncentraci NaCl 6,5 % a vyssSi. Maximalni koncadt, pi které byla jest
schopnairstu, byla koncentrace 4,0 % NaCl, i kdyZ i zde fgtrny omezeny
rast oproti agaru s 0,5 % NaCl. Z pohledu mnozst\liky pritomného pi
kultivaci se jevilo progedi anaerobni a mikroaerobni lepSi nez pedst
aerobni.

Posledni provashy test na agarovychugach byl zamsen na hledani
optimalni délky kultivace i riznych teplotach. Kultivace byla provédh
na VL agaru, tedy bez produkce ECP. Vysledky jseedeny v Tab. 16.
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Tab. 16 Kultivace kultury PR na VL agaruipriaznych
teplotach za aerobnich podminek

. Kultiva éni teplota [°C]
@ 795 ] 30 | 35| 41| 45
ultivace - —
Rust kolonii
1. den + - + - + - + - + -
2.den + + + + + +
3.den + + + + + + + +
4.den + + + + + + + + + +
7.den ++ | +++ | +++| ++ + +
8.den +4++| +++ | +++ | + 4+ + +
9.den ++ | +++ | +++| +4+ + +

Pozn. + — slabylist, + dobry #st, + + velmi dobryiist,
+ + + mimeadny fist.

Provedenymi testy bylo zj&to, Ze kultura rostla na VL agaru nejlépe
v rozmezi teplot 30 — 35 °C, tedy @tmd odliSrg nez g rastu na chudsSim
TYA. Prekvapiw kultura rostla i i 45 °C.

4.1.4 ldentifikace

Protoze ziskané vysledky morfologickych, biochematk a KBistovych
vlastnosti neumoznily jednoztraou druhovou ani rodovou identifikaci kultury
PR, byla tato v gitbéhu praci zaslana k identifikaci na externi pradeviStatni
veterinarni Ustav Praha, Laboratmolekularnich metod). Zde byla metodou
sekvenace 16S rDNA ziskadna nukleotidova sekveno&iteelého genu
(1424 nukleotid, GenBank No. HQ727993). Ziskané vysledky byly poémy
S Udaji v databazi GenBank pomoci programu BLASY].[9oto porovnani
ukazalo, ze kultura PR nélezi k taxoheuconostoc garlicuma to s 99%
shodou - viz Obr. 11. Jen neparmensi shoda (98 %) byla nalezena se
sekvencemi druhlieuconostoc lactis
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Sequences producing significant alignments:

Accession Description | sl:l:::e ‘ ﬁ cli\."-l!eir;te
002396911 Leuconostoc garlicum strain L1 165 ribasomal RM& gene, partial seque 2619 2619 99%
Avacels6.1l | euconostoc garlicum 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 2614 2614 9%
HME03836.1  Leuconostoc garlicum strain B/C-2 165 ribosomal RMaA gene, partial se 26085 2e0d 99%
AB36Z722.1  Leuconostoc garlicum gene for 165 rRMa, partial sequence, strain: MF 2608 2608 3%
AMOS5373.1  Lactobacillus parabuchneri culture-collection IMALL BO816 165 ribosar 2591 2591 EGRD
HMO5E726.1  Leuconostoc lactis culture-collection IMAL:B0516 165 ribosomal RMA 2591 2591 8%
EU4E0774.1 Uncultured bacterium clone ECH_aai37g10 165 ribosomal RM& gene, 2591 2591 Q5%
AJI70316.1 Leuconostoc lactis 165 rRMNA gene, strain LMG 22650 2388 2388 8%
AMOS7927.1  Leuconostoc lactis strain MEA32-5 165 ribosamal RNA gene, partial s 2386 2386 8%
HMO58633.1  Leuconostoc lactis culture-collection IMALLEB0360 165 ribosomal RNA 2584 2584 95%
HMOS8606.1  Leuconostoc lactis culture-collection IMALLBO326 165 ribosomal RNA 2584 2584 5%
HMOS57822.1  Leuconostoc lactis strain MGA31-7 165 ribosomal RM& gene, partial s 2584 2584 Q5%
HMO55980.1  Leuconostoc lactis culture-collection IMaU:B081T 16S ribosomal RMA 2582 2582 EGRG
HMO55895.1  Leuconostoc lactis culture-collection IMaAU:B0716 165 ribosomal RMA 2582 2582 EGRD
HMO57330.1 | eyconostoc lactis strain MGA32-8 165 ribosomal ENA gene, partial s 2582 2582 8%
GU125559.1  Leuconostoc lactis strain IMALIS0137 165 ribosomal RMA gene, partial 2582 2582 Q5%
Avi56054.1 Uncultured bacterium clone LB1CZ2 165 small subunit ribosomal RMa g 2582 2582 5%
AJ937758.1 Leuconostoc lactis 165 rRMA gene, strain R-210685 2382 238z 8%
HMO583581.1  Leuconostoc lactis culture-collection IMALLB0S18 165 ribosomal RNA 2580 2580 8%
HMOS58240.1  Leuconostoc lactis culture-collection IMALLBOGSG 165 ribosomal RNA 2580 2580 5%
HMOS55539.1  Leuconostoc lactis culture-collection IMALE0Z86 165 ribosomal RMA 2580 2580 5%
HMOSE006.1 | Leuconostoc lactis strain MGAE0-4 165 ribosomal RMa gene, partial s 2580 2580 8%
AMOS7923.1  Leuconostoc lactis strain MGA32-1 165 ribosamal RNA gene, partial s 2380 2380 8%
HMOS8323.1 | eyconostoc lactis culture-collection IMALLBO7E0 165 ribosomal RNA 2578 2579 8%
HMOSEE49.1  |Leuconostoc lactis culture-collection IMAL: 20380 165 ribosomal RMNA 2579 2579 Q5%
HMOSE647 .1 Leuconostoc lactis culture-collection IMaL: 20377 165 ribosomal RMNA 2579 2579 A5%

Obr. 11Vyrez vysledk z databaze GenBank?e dni 18.01.2011

4.1.5 Diskuse vysledk

Kultura PR svymi zéakladnimi vlastnostmi pledpovida rodu_euconostoc
neba’ tento je tvéen grampozitivnimi, fakultativh anaerobnimi, katalaso
negativnimi, nesporulujicimi kokg¢i kokobacily, vyskytujicimi se v parech
¢i kratkychretizcich [100,101].

Zjisténa vlastnost kultury PR, produkce exopolymeru povzaémna jen fi
kultivaci na agarovychiyagach s obsahem sacharosy nebo glukosy, nebyla zatim
u druhu L. garlicum popsana. Schopnost tvorby polysacharjd nicmér
u jinych druli rodu znama jiziadu let. Z celéfady publikaci Ize vybrat
nasledujici — Kim a kol. [102] k. mesenteroidepopsal tvorbu mukosnich
kolonii a nasledné formovani biofilmu v priedi s 5 % sacharosy glukosy.

Dale Kim a kol. [103] nalezl u kulturjreuconostoc lactidH23 tvorbu
mukaodsnich kolonii p kultivaci na agarovem médiu s 5 % sacharosy.

Pro potvrzeni druhové identifikace byly vysledkyizace sachariél kulturou
PR srovnany s vlastnostmii tkultur L. garlicum GL09, GL67 a GL87
izolovanymi Kimem a kol. z povrchéesneku [104], jedné kultury. garlicum
ziskané Uhem a kol. [105] a také kultur Leuconostoc lactigDSM20202,
KCTC3528, IH23) uvedenych v praci Hamasakiho a kb06]. Srovnani je
uvedeno v Tab. 17.
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Tab. 17 Srovnani utilizace sachatidi kultury PR, s kulturamii. garlicum,
GL09, GL67, GL86 a.. lactis

Kultura VyuZiti sacharidu
Rafinosa | Melibiosa | Galaktosa| Ribosa | Xylosa| Laktosa
PR + + + - + -
L. garlicumGL09
[104] - + + - + +
L. garlicunGL67
[104] + + + - + -
L. gar[lllc(;14riGL86 + + + i + +
L. garlicum[105] + NT + NT + NT
L. lactis
DSM20202 [106]] - * NT ] "
L. lactis
KCTC3528 [106]] - ¥ NT - ¥
L. lactisIH23
[106] + + + NT + +

Pozn. NT netestovano

Porovnanim vysledk z test uvedenych kultur je patrné, Ze kultura PR se
svymi sacharolytickymi vlastnostmi spiSe blizi drdh garlicuma shoduje se
s kulturouL. garlicum GL67. AvSak i jednotlivé kmeny druhlu lactis se od
sebe odliSuji. Dva zéituvedenych kmehse ve 4 testech neshoduji.

Rastovymi testy na agarovychagach bylo zji&no, Zze kultura PR roste
v rozmezi teplot 5 — 45 °C, optimum mé& @5 °C, coz odpovidatistovému
optimu tSiny leukonostok (20 — 25 °C) [101]. Kultura PR se vSak stgjako
kmen L. garlicum [104,105] liSi od ¥tSiny leukonostok ve svych iistovych
vlastnostech, nelfovyjma uvedeného shodnéhbdstového optima, roste ifip
teplotach nad 40 °@ghoz dle [100] nejsou bakterie rodeuconostoschopné.

Porovnanim vySe uvedenych vyslédle patrné, Ze kultura PR se svymi
morfologickymi a biochemickymi vlastnostmi nejvicgpodoba druhu
Leuconostoc garlicum

4.1.6 Prvni pokusy v tekutych médiich

Testovani kultury PR v tekutych médiich bylo prov@al s cilem owieni
jejich produknich schopnosti za&dhto podminek, nelvokultivace v tekutych
médiich je Bzn¢ vyuZivana v pimyslové vyrols pro produkci bakterialnich
metabolifi.

Kultivace v Trypton kvas@ném médiu s #£znym obsahem sacharosy

Podle test provedenych na agarovychudach vykazovala kultura PR
nejbohatsi dst s produkci exopolymeru na TYA agaru s 2 % sadyarJako
vychozi tekuté meédium bylo proto zvoleno médium jneteo slozeni,
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avsak s vylotenim agaru (TYM). Nejprve byly zkouSeny tizné koncentrace
sacharosy 2% ,5% a 10 % .

Kultivace probihala na dvouiznych tepakach — vratné a kruhové. Po
6 dnech kultivace byla &ena viskozita tekutych médii (Tab. 18) jako
predpokladany orientai ukazatel koncentrace exopolymeru. Tento byl také
pouZzit v praci Stredanského a kol. [107] popisujstudium produ&nich
schopnosti kultunAgrobacterium tumefaciens

Tab. 18 Hodnoty viskozit médii TYM s obsahem sacharosy 5% a 10 % po
6 denni kultivaci kultury PR

Obsah sacharosy
Typ tirepatky 2 % | 5 % | 10 %
Viskozita tekutého média [mPa.s] pi 25+ 2 °C
Kruhova 1,74 +0,01 6,07 + 0,06 108,7 £ 0,5
Vratna 1,83 +0,01 6,61 +0,14 145,0+£ 0,8

Uvedeneé testy prokazaly schopnost kultury BR a produkovat exopolymer
pii kultivaci v tekutém meédiu s obsahem sacharosyvy¥8iho zahugni bylo
dosazeno ip pouziti 10 % sacharosy a to 108,7 mPaikpltivaci na kruhové
trepace, resp. 145,0 mPa.s na vratiép&ce. Pouziti vratnéreépaky se
ukazalo wvyhod&Si pii vSech testovanych koncentracich sacharosy.
Zaznamenana tolerance kultury PR k relativpssi koncentraci sacharidického
substratu (100 g/l) je obdobna jinym kulturdm ragiuconostocNag. Santos
a kol. [108] zjistili, Ze bakterid_.euconostoc mesenteroidegimi testovaném
rozmezi obsahu sacharosy 10 — 120 g/l produkujevétdéj mnozstvi
polysacharidu $ nejvySsi vychozi koncentraci sacharosy, tedy /20

DalSi testy v tekutych médiich byly proto dale @diny na vratnéiepace
v TYM médiu s obsahem sacharosy 10 % .

Po ukorieni pokusu bylo orientaé¢ vyzkouseno srazeni vyprodukovaného
exopolymeru z zivného meédia, a to ethanolem vdum1:4 (objem
média:objemu srdzedla). Z média s nejvySSi viskazibyly centrifugaci
odstragny buiky a poté bylo provedeno srazeni vychlazenym etleamo
Z 30 g supernatantu bylo po vysuSeni ziskano 0,96egeciSteného
exopolymeru, coz po zahrnuti vstupni koncentraaghaasy (10 %)inilo
vytéznost cca 32 %.

Kultivace v Trypton kvas@ném mediu s dvojnasobnou koncentraci zivin

V nasledujicim testu byl zkousSen vliv zvySené karniaee zakladnich slozek
— tryptonu a kvastiného autolyzatu — na produkci ECP, resp. na zalvasi
tekutého média. Bylafpravena d¢ tekutd Trypton kvastind meédia, jedno
s b¥Znym mnozstvim zakladnich slozek (TYM s 10 % sawég@r a jedno
s jejich dvojndsobnou koncentraci (2xTYM s 10 % hsaosy). Kultivace
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probihala jak na kruhové, tak na vratépgce. V pab¢hu kultivace bylo
provadno mereni viskozit médii, vysledky jsou uvedeny v Tab. 19

Tab. 19Viskozita TYM médii s BZnym a dvojnasobnym mnozZstvim
zakladnich sloZekdnem kultivace kultury PR

Kruhova Vratna Kruhova Vratna
Doba trepaka trepaka trepaka trepaka
ku[lctllva]ce 2XxTYM s 10 % sacharosy| TYM s 10 % sacharosy
en
Viskozita tekutého média [mPa.s] pi 25+ 2°C

0 1,11+0,01 1,11+0,01 0,96+ 0,02 0,96+ 0,02

3 74,3+0,2 87,6 0,1 5,52+0,02 5,15+ 0,03

5 166,3+1,5 184,3+0,6 - -

6 - - 69,2+0,5 68,3:0,1

10 121,3+0,6 132,7+0,6 175,0+1,0 185,0+1,0

Z uvedené tabulky je patrné, Ze nejvySsi viskom@dia, cca 185 mPa.s, bylo
dosazeno nefive (5. den kultivace) v médiu s dvojnasobnym mhois obou
slozek a o §& dni pozdji i v médiu s BZnou koncentraci. V obouipadech fi
kultivaci na vratnéiepace. Z uvedeného testu vyplyva, Ze zvySenim mnozstvi
tryptonu a kvasgného autolyzatu v kultivaim médiu dojde k vyraznému
zkraceni kultivaéni doby.

Nasledujici kultivani testy vtekutém TYM médiu byly, ifes uvedené
skute&nosti, provadny v médiich s &nym obsahem zdakladnich slozek. Vliv
mnozstvi Zivin, pitomnych v médiu, na produkci ECP byl sledovan
v pozdjSich testech (viz 4.1.7).

Kultivace kultury v TYM s fiznym objemem vzdusné faze v kulifaich
lahvich

Pri kultivaci na pevnych agarovychagach bylo zji&no, ze kultura PR
nejlépe roste a produkuje ECP v anaerobnich a axkobnich podminkach.
Byla proto owtena kultivace kultury v lahvich éanym podilem kapalné
a vzdusné faze (1:4, 1:1 a 1:0). Tyto podminky ptmskaly buikdm jak fizné
mnozstvi kysliku, tak umabvaly ukitou intenzitu michani. Po kultivaci na
vratné tepace byla po 7 dnech zffena viskozita (Tab. 20).
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Tab. 20Viskozita tekutych TYM médii s 10 % sacharosyiznym objemem
vzdusSné faze po 7denni kultivaci kultury PR

" . y Viskozita tekutého média [mPa.s
Pomér kapalna a plynna faze OFi 25 + 2 °C [ ]
1:4 200,5+ 26,2
1:1 152,2+ 37,5
1:0 144,2+5,5

Z nangienych dat je izjmé, Ze v fipadt kultivace v tekutych médiich byla
pro vysSi zahudhi média vhodna ifftomnost vzdusné faze.riPAnasobném
objemu plynné faze byla zaznamenana nejvysSsi \iskozédia 200,5 mPa.s,
kdeZzto i pomerech 1:1 a 1:0 byla viskozita vyzna#miZsi.

Veskeré dalSi pokusy kultivace kultury PR v tekbhtymédiich byly dale
provadny pii pomeéru Zivného média a vzdusné faze 1:4.

4.1.7 Optimalizace kultivaénich podminek pro produkci
exopolymeru

V predchéazejicich kultivich testech v tekutych médiich byla prokazana
schopnost kultury PRust v Trypton kvasgném meédiu (TYM) a produkovat
v ném exopolymer. Jako nejlepsSi proaduak podminky byly vyhodnoceny TYM
s dvojnasobnou koncentraci zivin a s 10 % sachamspjemovym pogrem
tekutina:vzdusna faze 1:4.

Nasledujici testy byly tedy zatieny na optimalizaci tekutého kulti&miho
média a to jeho pufrovanim s pouzititemé redénych fosfatovych pufr a dale
pouZzitim Gznych koncentraci zakladnich sloZzek média.

ZAavislost wistu kultury PR a produkce ECP na pufraci zivného ha

Byla vytvarena sada tekutych TYM médii, ve kterych byly jedinétslozky
(trypton, kvasniny autolyzat, sacharosa) rozpimt jednak v destilované ved
a jednak v #zné redénych fosfatovych pufrech (66,7 mmol/l — 6,7 mmol/l,
pH 7,5). V pfibéhu kultivace byl sledovanist bakterii pomoci gteni ODy
(Obr. 12), pH (Obr. 13) a viskozita médii (Obr. 14)
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Obr. 12Prubeh ristu kultury PR viizre pufrovanych Trypton kvasmych médiich

s 10 % sacharosy

pH (1)
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—#— pufr 8,3 mmol/I

—- pufr 26,7 mmol/I
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Obr. 13pH rizre pufrovanych Trypton kvasmych médii s 10 % sacharosghiem

kultivace
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Obr. 14Viskozita izre pufrovanych médii v pbehu kultivace

Jak je patrné z Obr. 13, pH vSech médii vyéapnokleslo v prvnichiech
dnech a poté se az do ukeni kultivace jen velmi nepatfrsnizovalo. Po 11
dnech se tak ustalilo vrozmezi 3,9 — 4,7 (v zésislna pouzitém pufru).
NejvyrazrejSi pokles pH byl pozorovan u média, jehoz sloZidy wozpuseény
v destilované vo&El Naopak nejmenSi pokles byl zaznamenan u média
S pouzitym ngdénym fosfatovym pufrem 66,7 mmol/l. Stejny efektizami pH
kultivacniho média Bhem kultivace, byl pozorovan i Tsuchiyem a kol.QILpri
kultivaci kultury L. mesenteroidekdy doslo k poklesu pH pufrovaného média
z paatenich 7,0 na konmych 4,2.

Kultura PR rostla ve vSech préasdlich. Z dat uvedenych na Obr. 12 je patrné,
Zze kEhem kultivace dosSlo ve vSech typech médii v prvriglth dnech ke
strmému nérstu biomasy. Poté sechiem nasledujicich dni zdkal médii jen
nepatrie menil. Kultura rostla nelépe v médiu pufrovanéniatnym pufrem
(66,7 mmol/l) a nejiire v nepufrovaném prasdi (HO), které bylo doposud
pouZzivano.

Z pohledu zahu&hi média bylo dosaZzeno nejlepSich vystedk médiu
s pufrem 6,7 mmol/l, a to 230,0 mPa.s 10. den\ade. Naopak jako nejhorsi
prostedi pro produkci exopolymeru byl vyhodnocerramdny fosfatovy pufr
66,7 mmol/l, ve kterém bylo natitno maximum 24,4 mPa.s 11. den kultivace.
Drive pouzivana destilovana voda se timto pokusenralkajako jedna
z podpfimérnych variant, neld pii nejvySSim zahu8hi bylo nandteno
129,5 mPa.s.
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Vysledky dale ukazaly, ze nejvysSiho zabnsbylo dosazenoippH kolem
4,0 (11. den kultivace). Je tedy patrné, ze kal@R toto nizSi pH pro produkci
ECP nevadi.

Porovnanim vysledk sledovanych paramétrize konstatovat, Ze kultura,
za podminek vhodnych pro maximalniist burgk, produkuje nejmén
exopolymeru a naopakipnaximalni produkci ECP vykazujést podptimerny.
Dale je Zejmé, Ze kultura pro dobryist a produkci ECP vyZaduje ditou
koncentraci fosfor@ani, neba v nepufrovaném praosdi byly dosazeny jedny
z nejhorsSich vysledk

Vzhledem k ziskanym vysledin byly dalSi kultivéni testy provaehy
v tekuttm meédiu TYM s 10 % sacharosy, které byldrguano fredénym
fosfatovym pufrem 6,7 mmol/l.

Zavislost mistu bakterie PR a produkce ECP na typu sacharidické
substratu

Pri testech na pevnych agarovyclidach bylo zji&no, Ze kultura PR je
schopna vytvéet mukdsni kolonie (Tab. 13) jak na substratu sbem
sacharosy, tak i glukosy. Tyto dva sacharidy bglyyttestovany i ip kultivaci
v pufrovaném TYM médiu a to v koncentraci 100 §/lprabéhu kultivace byl
sledovan zakal, pH a viskozita kultirdch médii. Narrena data jsou uvedena
na nasledujicich obrazcich (Obr. 15, 16 a 17).

—&— TYM se sacharosou ——TYM s glukosou

08
07 |

0,6; f/*\‘

o,s:ﬁﬁ/ H
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o,3§
0,22/’\-*%_
o 1/
oof

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Doba kultivace (dny)

Obr. 15Rust kultury PR v tekutém Trypton kvas@m médiu s 10 % sacharosy, resp.
s 10 % glukosy

ODgoo (1)
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=—&— TYM se sacharosou —l— TYM s glukosou
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Obr. 16pH tekutych Trypton kvasmmych médii s 10 % sacharosy, resp. s 10 %
glukosy lBhem kultivace kultury PR
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Obr. 17Viskozita kultivéinich Trypton kvasdnych médii s 10 % sacharosy, resp.
s 10 % glukosyspkultivaci kultury PR

Z uvedenych grdf je patrné, Ze kultura PR rostla velmi @®bs médiu se
sacharosou, ale v médiu s glukosou jen velmi nefaRtibéh pH byl u obou
médii prakticky stejny. Nejprve doSlaétem prvnich dvou dnk vyraznému
poklesu, ze 6,8 na 4,3, a poté nasledovaly dnyamstkdy hodnota pH skaéia
na 4,1. Nejvyraz§Si rozdil v médiich byl zaznamenan v jejich viskéazh.
Médium s obsahem sacharosy byla kultura schopnast#tlaz na hodnotu
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200 mPa.s (posledni den kultivace). Zalowani bylo patrno jiz od 4. dne.
Druhé meédium, obsahujici 10 % glukosy, kultura tebschopna zahustit
vibec. Jeho viskozita se odgadku aZz do konce kultivace neznila a po celou
dobu se pohybovala kolem 1,0 mPa.s.

Timto pokusem bylo potvrzeno, Ze sacharosa je yedubstrat, z ¢éhoz je
kultura PR schopna produkovat v tekutém médiu zahiua$ ECP. Stejného
vysledku dosahli i Tsuchiya a kol. [109] s kultudroumesenteroidegktera takeé
pro produkci exopolymeru dextranu vyZzaduje ¥y médium s obsahem
sacharosy.

Béhem tohoto pokusu bylo také pro¢ad i sradzeni produkovaného
polymeru, avSak pouze z média s obsahem saché&o&¥eni bylo provaao
ledovym acetonem v pairu 1:5 (objem kultivéniho média:objem acetonu).
Cilem bylo ziskat prvni data posuzujici vztah mé@skozitou a koncentraci
pritomného polymeru, stejrjak popisuje ve své praci Stredansky a kol. [107].
Jednotlivé vyzky jsou uvedeny v Tab. 21. Pokusy popisujici oplinaci
postupu srazeni jsou podra@irpopsany v kapitole 4.1.8.

Tab. 21VytéZnost ECP p kultivaci kultury PR v TYM s 10 % sacharosy

Délka Viskozita Hmotnost Hmotnost Vytez,n oSt
) o . . , hrubého
kultivace média média izolovaného ECP
ECP
[den] [mPa.s] [d] (9] [%]
4. 8,0 44 6 2,180,12 43,5
7. 84,9 445 2,480,05 55,7
10. 183,7 48,8 3,030,17 62,1
15. 166,0 48,3 2,940,12 60,9

Dle uvedenych vysledk bylo nejvice exopolymeru (62,1 %) ziskano
z kultivacniho média vykazujiciho nejvyssi viskozitu (183,Pars, 10. den
kultivace).

Zavislost wistu kultury PR na#izném obsahu tryptonu a kvasfmého
autolyzatu

Pri kultivaci kultury PR vtekutém médiu s dvojnasgbn mnoZzstvim
zakladnich latek (kapitola 4.1.6) byly na&mny jedny z nejvySSich hodnot
viskozit kthem kratké doby (5 dni, Tab. 19). Provedenym testgak nebylo
zjisteno, ktera ze dvou komponent (trypton, kvésgiautolyzat) je za tento jev
zodpo¥dna. Byl tedy pichystan novy pokus, kde byl sledovan vliizmé
koncentrace obou uvedenych slozek na viskozituidadhiho meédia. Byly
prichystany 4 verze pufrovaného Trypton kvé&seho média s 10 % sacharosy,
a to média s&nym obsahem tryptonu a kva&mého autolyzatu (TYM),
s dvojnasobnym obsahem pouze tryptonu (TYM-T), .regpasnéného
autolyzatu (TYM-K) a s polo¥nim obsahem obou sloZzek (TYM-Ch). Na nize
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uvedenych obrazcich (Obr. 18, 19 a 20) jsou zaznane narfrena data.

V pokusu bylo také provedeno srazeni exopolymernédii a to ve dnech
maximalni viskozity média a na konci kultivace.k&isé hodnoty jsou uvedeny
v Tab. 22.

—0—TYM ——TYM-Ch TYM-T == TYM-K

ODg0 (1)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Doba kultivace (dny)

Obr. 18Ruist kultury PR v Trypton kvasmmych médiich s 10 % sacharosyzgmym
obsahem tryptonu a kvagngho autolyzéatu

—0—TYM —— TYM-Ch TYM-T —— TYM-K

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Doba kultivace (dny)

Obr. 19pH tekutych Trypton kvasmych médii s 10 % sacharosy aizmym obsahem
slozek Bhem kultivace kultury PR
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Obr. 20Viskozita Trypton kvasetnych meédii s 10 % sacharosy aigmym obsahem
slozek Bhem kultivace kultury PR

Z uvedenych vysledk je patrné, Ze kultura PR da@b rostla pi vSech
pouzitych koncentracich zivin. Velmi rychly néastupstu byl pozorovan
v médiu s dvojnasobnym mnozstvim kvasého autolyzatu. Nejpomaleji
kultura rostla v médiu s polatnim mnozstvim obou slozek (Obr. 18):aB%h
pH byl ve vSech médiich stejny jako kepeSlych testech. Nejprve doSlo
k vyraznému poklesu v prvnich dvou dnech a potézvplnému ustaleni az na
hodnotu 4,3 (Obr. 19). Nejtsi rozdily mezi meédii byly zaznamenéany v jejich
viskozitach (Obr. 20). Kultura nejlépe zabiodala médium s dvojnasobnou
koncentraci kvastiného autolyzatu (TYM-K). Maximalniho zah&st bylo
dosazeno jiz 4. den kultivace a to 260,0 mPa.s phllamejmén byla kultura
schopna zahtidvat médium s polognim obsahem obou sloZzek (TYM-Ch),
a to jen na hodnotu 77,0 mPa.s (9. den kultivace).
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Tab. 22Vytéznost exopolymeru z Trypton kvagnych médii obsahujicich
razné koncentrace tryptonu a kvasrého autolyzatu

T Délka Viskozita Hmotnost Hmotnost VVtEFnost
mgc?ia kultivace média média izolovaného ECP y[%]
[den] [mPa.s] [d] [d]
9. 206,5 47.8 2,460,03 51,5
TYM
15. 1425 48,2 2,940,09 61,0
8. 2445 47,1 2,700,09 57,3
TYM-T
15. 137,7 48,8 2,840,13 58,2
6. 25,87 49,0 2,190,15 447
TYM-Ch
15. 58,6 49,1 2,680,04 54.6
6. 260,0 47,3 3,230,27 68,3
TYM-K
15. 1455 48,4 2,8b0,16 58,9

Z pohledu produkce exopolymeru bylo jako nejlep&dimm vyhodnoceno
opét médium s dvojnasobnou koncentraci kvasého autolyzatu. Z&p bylo
ziskano 68,3 % hrubého ECP. NejmenSgimost (44,7 %) byla zaznamenana
z média s polo¥nim obsahem obou sloZek. V tomttigadt bohuZel doSlo ke
zkresleni vysledk neba nebyla provedena izolace ECE maximu viskozity
média. Dva dny f&ed timto maximem doslo k mirnému poklesu viskoaiidia,
coz bylo myl# vyhodnoceno jako koktay pokles a bylo tak provedeno srazeni.
Bohuzel maximum nastalo az v nasledujicich dnedly,ji nebyl k dispozici
potiebny material. Festo, @ pozorovani charakteru ydéhu viskozity
a vykznosti ECP posledni den kultivace, Ize toto médammait jako nejhorsi
pro produkci ECP.

V uvedenych vysledcich zisku ECP z jednotlivych mEm zaznamenat jisty
nesoulad mezi mirou zahast média a mnozstvim izolovaného polymeru.
Napr. z média s &nou koncentraci Zivin (TYM), majici viskozitu 2686nPa.s,
bylo ziskano 51,5 % exopolymeru a z média s potom obsahem obou Zivin
(TYM-Ch) s viskozitou tér& 4x nizsi (58,6 mPa.s) byla dosaZenagiéimtozna
vytéznost 54,6 %. Jednim z moznych Wteni miZze byt, stejg jako se
zminuje Stredansky a kol. [107],aizna molekulovd hmotnostiippmného
exopolymeru produkovaného wznou dobu kultivace. Tuto dorémku je vSak
nutno vice prozkoumat a prostudovat, coz poskytdjett pro dalsi studium

této kultury a jejiho polymeru.
Z uvedenych vysledkje patrné, Ze pro vysSi produkci exopolymeru vyiad
kultura PR kultivéni médium bohatSi na ziviny a to konkr&tna kvasniny

autolyzat. Také bylo zji8ho, Ze neni fima ungra mezi viskozitou tekutého
média a hmotnosti ziskaného hrubého polymeru.
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ZAavislost #istu kultury PR a produkce ECP na typu pouZzitého stiatu

V piedeslem testu byl desrén kvasnény autolyzat jako slozka, ktera kulturu
PR podporuje v produkci exopolymeru. Posledni kadtii test v tekutych
médiich byl proto zasten na srovnani kvasmého autolyzatu dodaného od
raznych vyrobdé (Himedia a Imuna) a dale naaeni kvasniného extraktu od
firmy Himedia. Také bylo nay testovano tekuté VL médium, které s#& p
pokusech na pevnychigdch jevilo jako nejlepSi z pohledu produkce biomas
bez tvorby exopolymeru. Nyni byla do tohoto typudmépidana i sacharosa
(10 %). BEhem kultivace byl sledovanast kultury, pH a viskozita médii.
Vysledky jsou uvedeny na nasledujicich obrazcidbr (@1 a 22).

TYM s KA Himedia —l—TYMs KA Imuna
—¥—=TYM s K extraktem VL médium

0,8

0,7

0,6 =
_ \\V >K \
=2 0,5 _- g X
s L
5 0,4
o

0 2 4 6 8 10 12
Doba kultivace (dny)

Obr. 21Rust kultury PR v tekutych Trypton kvasnjich médiich a VL médiu se
sacharosou
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Obr. 22Viskozita Trypton kvasemych médii a VL médiacbem kultivace kultury PR

Ze ziskanych dat je patrné, Ze kultura PR rostlavdéech typech médii.
NejlepSiho #istu dosahovala v TYM s kvagnym autolyzatem firmy Imuna
a nejhorSiho ve VL médiu. #ch pH médii il stejny trend jako vigdeslych
testech. Z p&éateeni hodnoty 6,5 pH é&hem prvnich i dni vyrazg pokleslo
a nakonec se snizilo na ké&né 4,5. Z pohledu zaht@s/ani média bylo vhodné
pouze jediné médium - TYM s kvagniym autolyzatem fy Imuna. Toto jediné
kultura dokézala zahtidvat, a to uz od 3. dne kultivace. Maxima bylo dese
11. den kultivace, kolem 160 mPa.s. Ostatni médiayla kultura schopna
zahustit vibec, jejich viskozita se bez vyjimky pohybovala katem 2 mPa.s.

Jako nejlepSi médium se tak ukazalo TYM s kvasm autolyzatem firmy
Imuna. Ostatni pouzité substraty; az kvasniny autolyzat firmy Himedia,
kvasnény extrakt firmy Himedia ¢i samotné VL meédium nevedly
k uspokojivym vysledkm z pohledu zahtivani média a produkce polymeru.

Jako zawr ze vSech provedenych téskultivace kultury PR v tekutych
mediich Ize tedy za nejvho#gi kultivatni médium a postup Kkultivace
z pohledu maximalni produkce ECP povazovat:

sloZzeni média: kultivace:

- 12 g/l tryptonu - po&n médium:vzduch 1:4
- 6 g/l kvasniného autolyzatu fy Imuna - vratiépgaka

- 100 g/l sacharosy - vedmii 25 °C

- fedkény fosfatovy pufr 6,7 mmol/l
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4.1.8 Optimalizace postupu izolace exopolymeru

Prvni pokusy srazeni exopolymeru byly zZéemy na hledani nejlepSich
podminek pro dosazeni jeho maximalniéyiosti. Zkousky srazeni sestavaly
z nalezeni vhodného centrifugdho rezimu a nasledre vytipovani vhodnych
srazedel a srazecich pémin K pokusim byla pouzita $tSi davka tekutého
média, ktera byla zpracovananymi postupy.

Pred vlastnim srazenim ECP bylo fedta odstranit hiky centrifugaci. Byly
zkouSeny it riazné intenzity — 10 00@, 15000g a 20 000g — s délkou
centrifugace 30 minut. Vyhodnoceni bylo pro#dol dle nejvy$Siho mnozstvi
zachycenych buik, coZz bylo uéovano stanovenim suSiny jejich promyté
suspenze. i 10 000g bylo zachyceno mnozstvi by jejichz suspenze &a
susinu 0,25 g/l, ip 15 000g 0,32 g/l a p 20 000g 0,43 g/l. Na zaklattéchto
zjisteni byl pro odstraéni burek kultury po jeji kultivaci v tekuté médiu
pouzivan program s intenzitou centrifugace 20 @00

Po odstraéni burek bylo poteba najit nejvhodijsi srdzedlo a srazeci pém
Byl testovan ethanol, aceton a isopropanol, a teragecich pogmech 1:3 a 1:5
(objem Zivného média:objem srazedla). Izolace lpfavadna dle postupu
PiStkové [110]. K médiim zbavenych btk bylo ilito vychlazené srazedlo
v uvedenych posrech a byl sledovan vzhled vznikajici srazening. g@uziti
ethanolu byla ziskana bila srazeningiaapetonu a isopropanolu stabluta. Po
centrifugaci ziskanych stsi byly pozorovany rozdily také v supernatantech.
Supernatant s obsahem ethanolu byl #imakaleny, s acetonem byliry
a sisopropanolem byl velmi zakaleny. VSechny vimsn& a naslednou
centrifugaci izolované ECP byly vysuSeny, zvazemyteodnoceny (Tab. 23).

Tab. 23Vytéznosti ECP § pouziti fech fiznychsrazedel ve dvou srazecich
ponerech

Hmotnost Hmotnost

',I'y b Sraz?m suspenze izolovaného ECP Vytéznost
srazedla pomer [%0]
[a] [9]

Ethanol 1:3 36,37 1,88 51,69

1:5 36,80 2,03 55,16

Aceton 1:3 36,27 2,21 60,93
1.5 36,11 2,50 69,23

Isopropanol 1:3 35,31 2,33 65,99

1:5 35,80 2,37 66,20

Jako nejlepSi srazedlo se dle uvedenych dat uké&eabn, a to v poénu 1:5.
Za tchto podminek bylo ziskano tém70 % pevného négisttného ECP
(pfep@itano na vstupni mnozstvi sacharosy 100 g/lI). M&jnihmotnosti
exopolymeru byly dosazenyiippouziti ethanolu, v poénu 1:3, kdy bylo
ziskano cca 52 % ECP. Pro dalSi srazeni ECP byldakivan aceton v pairu
1:5.
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4.1.9 Zakladni charakteristiky ¢astatné prefisténého exopolymeru

Ziskané vzorky exopolymeru byly podrobeny zakladrstanovenim ke
zjisteni jejich charakteru. U vzotkbyla provedena stanoveni susSiny, popela
v suSirg, organického uhliku v su&in bilkovin v suSig a sacharidl v suSir.
Vysledky jsou rozdleny do dvou sérii, v nichZ bylo pracovano vzdydsema
raznymi vzorky.

Série 1
V prvni sérii bylo pracovano se vzorky ECP, kteyylziskany po kultivaci
kultury z tekutych Trypton kvastiiych meédii s normalnim a s polorim

obsahem zé&kladnich slozek (TYM, TYM-Ch). SraZeniymeru prokhlo
v ¢ase maximalniho zahdsi média.

Pred vlastnimi stanovenimi uvedenych charakteristity bvzorky ECP
nejprve jedenkrat ycisteny (presrazeny) jejich znovurozpgim v 50 ml
destilované vody, vysrdzenim acetonem, izolaci rdegaci a naslednym
vysuSenim. Timto procesem doSlo Kitgm ztratdm, které jsou uvedeny
v Tab. 24.

Tab. 24 Ztraty @i jednom gresrazeni exopolymeru — série 1

Izolace Izolace Hmotnost rlggztzn;r?ého Ztréat
z tekutého Z kultivaéniho | surového ECP P ECP [O/]y
média dne [0] [q] ’
2,68 1,69 36,94
TYM 9 2,64 1,73 34,47
2,46 1,57 36,18
TYM-Ch 6 214 1,27 40,65

Jak je uvedeno v tabulceigsrazenim ziskanych exopolyrierznikly
36 - 40% ztraty tohoto materialu. Také doSlo Kitym zmenam ve vzhledu
polymelfi. Pivodre Zluté az hadé lepkavé polymeryéiSi nez voda se
precistenim znenily na bilo-zluté nelepkavé plovouci na ¥od

Po uvedeném odstram neistot z polymerniho materialu byl tento znovu
rozpusén a to v 500 ml destilované vody pro odstrsinviskozity koloidniho
roztoku. Vznikly roztok polymeru byl pouzit pro médna stanoveni. Ziskana
data jsou uvedena Tab. 25 a jsdegmitana na susinu pevného ECP.
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Tab. 25Z4kladni charakteristiky jedenkratepiSténych vzorki exopolymeru

Oznafeni| SuSina Popel Obsah Obsah Obsah
vzorku [%] % pw ] uhliku bilkovin sacharidi
v Susire [mg/gsuéin\] [mg/gsuéin\] [mg/gsuéin\]
TYM 86,22+ 1,41 9,38 0,97 450,9 11,7 65,%0,3 1021,51,3
TYM-Ch | 86,0k150| 8,78 0,56 441,258 42,773 1044,3 209,6

Castens precisténé vzorky, ziskané ip maximu viskozit tekutého média,
obsahovaly cca 86 % suSiny a v této bylo obsazehenk9 % nespalitelnych
sloZzek. VySSi hodnota popela v séSpolymeru nize byt dana nedostéteym
precistenim, kdy nebyly odstramy vSechny ndéstoty pritomné v tekutém
médiu. Z dalSich stanovenych charakteristik vyplyydoky obsah sachatid
pres 1000 mg/gsiny @ @itomnost malého mnozstvi bilkovin, v tonéru
50 mg/gusingy Uvedena nattena vyssi koncentrace sachérjd nerealn&islo
a je pravdpodobr ovlivnéna nepesnosti stanoveni a nedokonalyrecsténim
polymeru. Stanovené mnozstvi bilkovin jsou takédavgipodobrt nelistoty
pochéazejici z kultivéniho média ¢i  extracelularni  produkty kultury.
Predpoklada se, ze zj@té bilkovinné sloéeniny nejsou satasti ECP. Na
zaklad zjisténi vySe uvedenych n#gsnosti, byla provedena druha série
stanoveni, ve kterém vSak byly pouZzité vzorky exypeni precistény dvakrét.
Série 2

Druha série byla provedena zéelem vylepSeni izotai procedury a ziskani
CistSiho vzorku exopolymeru. Pro tuto sérii byly pibyi dva vzorky ECP
ziskané srazenim z tekutych médii¢gnym obsahem Zivin (TYM) a s vySSim
obsahem kvas#émého autolyzatu (TYM-K). Srazeni exopolymeru gitdb na
konci kultivace kultury PR. #e¢isténi vzorka probihalo stejé jako v redesSlém
piipact. Spaivalo v rozpudini ECP v 50 ml destilované vody, jeho vysrazeni
acetonem, v separaci centrifugaci a v suSeni.¢dhtd vzorkKi vSak bylo
provedeno tot@isténi 2x za sebou a vzorky bylyigakémkoliv gremig’ovani

z kyvet odebirany s maximalni d#osti, pro vysokou wvyiznost. | pes
pozorrgjSi zpracovani byly zjigny ztraty, které jsou uvedeny v Tab. 26.

Tab. 26 Ztraty @i dvojnasobnémigsrazeni exopolymeru — série 2

Izolace Izolace Hmotnost Fzggtzneons éh o Ztrat
ztekutého | z kultivagniho | surového ECP| PreIee %)
média dne [d] (] ’

2,46 1,71 30,5
TYM-K 15 278 1,78 36,0
2,90 1,84 36,6
TYM 15 2,75 1,74 36,7
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Dvakrat gecisttné vzorky polymer byly opet znovu rozpugny v 500 ml
destilované vody a ve vzniklych

charakteristiky. Jejich vysledky jsou uvedeny v T2b.

roztocich polymehyly stanoveny

Tab. 27 Zakladni charakteristiky dvakratggistenych vzorki exopolymeru

Oznaéeni SusSina Popel Obsah Obsah Obsah
ey %] % be g | uhlika bilkovin | sacharidi
VS [mg/gsuéin\] [mg/gsuéin\] [mg/gsuéin\]
TYM-K 76,30+025 | 1,120,12 482,546 21, %21 850,2 32,7
TYM 81,98t 1,45 1,5%0,11 477,& 10,8 31,%40 958,66 3,6

Oproti vzorkim z g'edeslé série byla ve vzorcich série 2 &jiatnizsi susina
(cca 79 %) a mnohem nizSi obsah popelovin v gu&olem 1,5 %. U vzork
dvakrat gecistenych bylo také stanoveno mnohem mensi mnozstviovaik
a sacharitl. Bilkovin bylo nalezeno té&h o polovinu mén a sacharidl
o desetinu mé&h ve srovnani se vzorky igisStetnymi jedenkrat. Rozdily
v zastoupeni stanovenych steain mohly byt dany jednak rozdilnym
precistenim, jednak dobou kultivace, ve které byl exopolys&@zen, ale taktéz
I raznym slozenim kultivénich médii, ze kterych bylo srazeni prodéol

Uvedena stanoveni znamenaji jen zakladni popisypewdaji nic o slozeni,
strukture, ani o molekulové hmotnosti. Pro jejich zjisit byl navazan kontakt
se specializovanym pracowigt Chemického Ustavu Slovenské akadentié v
(SAV) v Bratisla.

4.1.10 Strukturni testy provadéné s exopolymerem

Pro objastni struktury ziskaného vzorku exopolymeru bylo spohcovano
s externim pracovidin — Chemickym uUstavem SAV. Pro toto pracaviByla
provedena velkoobjemova kultivace (v 1100 ml tekaténédia) s cilem ziskani
vétSiho mnozstvi ECP kultury PR. Kultivace probihald@rypton kvasniném
médiu s Bznou koncentraci zakladnich latek a s 10 % sachanas vykyvné
trepace, ve tm, pii 25 °C. Kultivace byla ukatena 9. den, kdy dle vySe
uvedenych tefit kultura vykazovala nejvysSi produkci exopolymeZumédia
byly odstragny buiky centrifugaci (20 00@, 30 min.)a ze ziskanych 800 ml
viskozniho supernatantu bylo vychlazenym acetongsmazeno 48 g hrubého
ECP. Takto ziskany vysuSeny vzorek exopolymeru tgéslan na SAV,
Centrum Glykomiky. Zde byl vzorek nejprve purifiknv dialyzou a poté byla
zkoumana jeho struktura za pouzitizmych metod. Ve vzorku exopolymeru
bylo provedeno stanoveni neutralnich sachiarisbsahu uronovych kyselin,
velikosti oligosachari@l po cast&éné hydrolyze, molekulové hmotnosti, dale
analyza typu vazel¥i zjisténi specifické optické otévosti. ECP tak byl
zkouman za pouziti GC-MS, gelové fikkrd chromatografie, NMR a FT-IR
spektroskopie. dmito stanovenimi bylo zji8ho, ze ziskany exopolymer je
témei linearni homopolysacharid typu glukopyranosyievpzujicimi (91 %)
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vazbamia-1,6 a s velmi kratkymi a maléetnymi postrannimiettzci. Ve
struktite neobsahuje zadné dusikaté &wminy. Jeho molekulovd hmotnost
pievySuje 2.10 Da. Tento polymer je novym typem dextrandadi se mezi
dextrany 1. itidy. Uvedené vysledky a podrafjgi popis struktury polymeru
jsou uvedeny ve spaleé publikaci [111]. V satasné dob se dale provadi
testovani polymeru, pro jeho moznou aplikaci vemtii, nap. jako
antioxidant nebo latka majici antitusick&nky.
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4.2 Vysledky ziskané zkoumanim kultury FR8

4.2.1 1zolace kultury a vysledky ziskané v p@ibéhu studentské
védeckécinnosti

Kultura FR8 byla izolovana spolu skolika dalSimi bakterialnimi kulturami
v roce 2004 v ramci studentskédecké prace [90] a to z aktivovaného kalu
COV Frystak, ktery vykazoval znamky viskozniho hyth VétSina ziskanych
izolath patila k béZnym bakterialnim drulm, jez byly z pohledu tvorby
extracelularnich polymarjiz relativie dolre popsany Rseudomonas putida,
Rhodococcus  erythropolis, Agrobacterium tumefagiengeuconostoc
mesenteroidgs Kultura FR8 se vSak od ostatnich gkud odliSovala
v charakteru kolonii — na rozdil od silmukdsnich kolonii vySe uvedenych
kmeni byla jeji biomasa na pevnychugéhch znané¢ soudrZznd, Spadn
odebiratelnd a velmi obtiZrsuspendovatelna ve fyziologickém roztoku. Tato
vlastnost byla nejvyrazisi na Trypton kvastiném agaru (TYA) s 1,5%
glukosy a 1,5 % sacharosy. Nmhto mpidach kultura vytvéela drobné, lesklé
a velmi hladké zlw pigmentujici kolonie. Preparatipraveny barvenim dle
Hisse naznsmval moznou fitomnost nefilis silného, slab barvitelného
pouzdra (Obr. 23).

Obr. 23Kultura FR8 s obarvenymi pouzdry - barveni dle Eliss

Kultura byla na zaklatl sekvencetasti genu pro 16S rRNA identifikovana
v mikrobiologické laboratio VSCHT Praha jak@seudoxanthomonap.

Protoze v odborné literat® nebyly doposud publikovany zadné prace tykajici
se tvorby extracelularnich polynéeru tohoto bakteridlniho rodu, stalo se
studium kultury FR8 naplni daldfasti disertani prace. Cilem bylo také
posouzeni, zda&iné metody, pouZivanéipstudiu bakterialnich producent
ECP, budou pouzitelné i u této kultury.
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4.2.2 Riustove vilastnosti kultury Pseudoxanthomonasp. FR8

Barvenim dle Grama bylo zj&to, ze kultura je tv@na gramnegativnimi
drobnymi tyinkami. Métenim jejich velikosti pomoci softwaru QuickPHOTO
PRO 2,0 (Olympus) byla zji&a jejich Stka 0,2 - 0,5 um a délka 0,7 - 1,9 um

Rastové vlastnosti kultury byly sledovany na Tryptiwasnénych agarech
(TYA) s pridavky iiznych Zivin. Kultura tak byla kultivovdna na TYA agch
s pridavky 2 % glukosy nebo sacharosy, daleridgvky 2 % glycerolu
nebo pyrohroznanu a ndiganu a také na kaseinovém agaru. Kultivace pradihal
pii teplotach 25 °C a 37 °C. Po 4 dnech kultivaceatiosala kultura nejlepSiho
rastu na TYA s 2 % glukosyip25 °C. Dobry fist vykazovala také na TYA
s 2 % glycerolu a nebo s 2 % sacharosy a na kasgimagaru. Najmé TYA
s 2 % pyrohroznanu a ndléanu rostla jen velmi neocheétnPri kultivaéni
teplog 37 °C byl, oproti tepl@& 25°C, fist kultury omezeny na vSech
testovanych pdach. Kultura byla také kultivovandipeplot 45 °C, ale pouze
na kaseinovém agaru, kde vSak rostla jen nega@nkultivaci na kaseinovém
agaru byla B vSech teplothch pozorovana schopnost rozkladueikas
(indikovano vznikem prositlenych zon v okoli narostené biomasy — Obr. 24).

Obr. 24Kultura FR8 na kaseinovém agari piiznych teplotach, 4. den kultivace

Béhem fhstovych test na agarovych jmach byly pozorovany rozdily
v charakteru biomasy nakultivované riamych gidach. Na TYA s 2 % glukosy
vytvarela kultura velmi soudrznou a kompaktni biomaser&iF nabirani na
Kli¢ku tvarila tenka pruzna vlakna (Obr. 25), naproti tomukaaeinovém agaru
se narostena biomasa kultury podobaiengm bakteriim, byla spiSe pastovitého
charakteru, krémovita, bez soudrZznosti a schopmastby vidken, jak doklada
Obr. 26.
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Obr. 25Vzhled soudrzné biomasy kultury FR8 na TYA s 2ukogly pi pouziti klicky

Obr. 26Vzhled biomasy kultury FR8 na kaseinovém agaru

Bylo tedy patrné, Ze kulturdseudoxanthomonap. FR8 je schopna vytkeit
na fiznych pevnych gdach biomasu se z&ra odliSnou konzistenci.

Vzhledem k pomalémuastu kultury na agarovychuagach byla zjigna
vhodna délka kultivace. Kultura byla kultivovana M&A s 2 % glukosy fi
25°C. Behem Kkultivace bylo vazkovym stanovenim biomasy al@do jeji
vyprodukované mnozstvi. Naiiena data jsou uvedena na Obr. 27.
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Obr. 27Produkce biomasy kultury FR&Hem kultivace na TYA s 2 % glukosy

Dle provedeného testu kultura produkovala nejvicembsy az 11. den
kultivace. V dalSich testech vSak byla pouzivan&adkultivace 4 dny, kdy jiz
bylo mnoZzstvi biomasy dosiajici a gitom kultura je& nedospla do
stacionarni fazeistu.

4.2.3 Druhova identifikace kultury

Druhova identifikace kultury FR8 byla provedena odetu sekvenace genu
pro 16S rRNA v Laborato molekularnich metod Statniho veterinarniho Ustavu
Praha. Zde byla ziskdna sekvence ééntelého Useku 16S [rDNA
(1509 nukleotid, GenBank No. HQ727994), ktera byla srovnana § uda
v GenBank pomoci programu BLAST [99]. Porovhavaekvence se nejvice
shodovala s druhem Pseudoxanthomonas mexicanaa to s99%
pravaEpodobnosti.

4.2.4 Diskuse vysledki s odbornou literaturou

Rod Pseudoxanthomondsyl uznan jako &decky platny rod v roce 2000. Jde
0 gramnegativni aerobnicipky, které na Trypton kvastnych pidach vytvéi
zlut¢ pigmentujici kolonie [112]. &em poslednich let byly popsany 4 druhy
tohoto rodu, které byly &Sinou izolovany ziznych technologickych #eaeni
¢i provozi. Byly to Pseudoxanthomonas broegbernensslovana v roce 2000
z biofiltra ¢isticich odpadni vzduch z kafilérie [11Hs. taiwanensiszolovana
v roce 2002 z horkych pramerve vychodnim Taiwanu [113] a o dva roky
pozcEji z raznych casti celulozky ve Finsku [114] Bs. japonensisialezena
v roce 2004 ve zriStené nestské fidé v Japonsku [115]. Poslednim doposud
izolovanym druhem tohoto rodu bylBs. mexicananalezena v roce 2004
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v Mexiku, v anaerobnim digestoru [115], a v roceD®20ve Spadisku jako
souwast bakterialniho konsorcia schopného degradovaiidach pitomny
herbicid simazin [116]. VSechny uvedené bakterikazyji schopnost redukce
NO, (ale nikoli NGQ) na NO.

V literatuie jsou v sotiasné dob zminky o dvou konkrétnich kulturach druhu
Pseudoxanthomonas mexicarivni, kulturaPs. mexicanaAMX 26B’, byla
izolovana z anaerobni vyhnivaci nadrze zpracov@vagipadni vody ze syrarny.
Druha, kulturaPs. mexicanaUR374 02, byla nalezena v thodesetiletého
chlapce. Ftomnost bakterie v tomto klinickém vzorku byla vydovana jako
dusledek kontaminace #pobené dlouhodobym zavedenim katetru u pacienta.
Neni tedy nutné na tento druh pohlizet jako nagexta. [115] Bakterid®s.
mexicanaobsahuje @ik a je tedy schopna pohybu. Roste 10 °C ale ne #

41 °C. Jejitistove teplotni optimum je uvéao 30 — 37 °C. [112]

Kultura FR8 je gramnegativni dyka, tvaici pri rastu na TYA agaru zluté
kolonie, coz odpovida obecnému popisu redeudoxanthomonakultura FR8
vykazuje nejlepSitust @i teplot 25 °C a nepatrny iip45 °C. Stejg jako Ps.
mexicanahydrolyzuje kasein. Pozorovana rozdilnd konzisdriomasy kultury
FR8 rostouci na TYA s glukosou a na kaseinovémuagabyla dosud v Zadné
publikaci zmiovana. Jde tedy o dosud nepopsanou vlastnost Ieakter
Pseudoxanthomonas mexicana

4.2.5 Suspend#ni pokusy s biomasou kultury FR8 a elektroforeticka
separace

Po riistovych testech byly dalSi pokusy s kulturou FR8&any na zkoumani
biomasy tizné konzistence, kterou kultura vytek @ rustu na TYA agaru
s glukosou a na kaseinovém agaru. Keg@byly testy zagreny na soudrznou
biomasu rostouci na TYA agaru s glukosou s cilefaslit, jaky typ sloteniny
je za uvedenou soudrznost zodgdivy. Nasleda bylo studium orientovano na
srovnani vlastnosti biomasy ziskané z oboui typSe zmignych agarovych
pud.

Jelikoz se literatura u druhdPs. mexicananezmiuje o0 [Fitomnosti
extracelularniho materialu, bylo nutné pro dal&dstm kultury nejdive owfit
vhodné metody. Nejprve byly zkouSeny postupyZr® uzivané f studiu
extracelularnich slaienin, a které jiz byly odzkouSeny u exopolymerutuuyl
PR.

Prvni kroky vedly k pevedeni fgipadného exomaterialu do roztoku a to
suspendaci narostené biomasy ve vhodném roztoko. @ni suspendai
roztok byl pouzit fyziologicky roztok. Biomasa rosti 4 dny na TYA s 2 %
glukosy byla kvantitative odebrana z agarovych misek a v goam 1:1,5
(biomasa:roztok) byla suspendovana. Intenzivnignira tepanim dochazelo
k velmi pozvolné a velmi neochotné suspendaci bgymani po rkolika
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hodinach tepani (4 hod.) vSak nedoslo k vyteai homogenni suspenze. Stale
byly ptitomny malé kousky nerozsuspendované biomasy. t8 timorkem bylo
piesto dale pracovano.

DalSim krokem bylo od#eni burgk od tekutiny centrifugaci.

Hledani vhodného centrifugéniho programu

V této casti bylo hlavnim ukolem najit nejvhogjgi centrifug&ni program
pro oddleni burgk a extracelularnich latek uvamych do tekutiny. Pro vzorky
suspenzi byly pouzity dvrizné centrifugy — jedna pro mikrokyvety (vzorky
biomasy smichané s roztokem v gom 1:1,5) a druha pro 15 ml kyvety
(vzorky biomasy smichané s roztokem v gaml.:5).

Byly zkouSeny #zné intenzity centrifugace, od 3 0§0po 30 00Qy.
U nizkych intenzit (3 00@) byla shledana jen minimalni sedimentace biomasy.
Pri pouzitych stednich petizenich (5009 — 10000y) dosSlo k dobré
sedimentaci butk a vytvaeni tzv. mezivrstvy, nejlepsSich vyslédkSak bylo
dosazeno u nejvysSiho pouzitehotetizeni 30 00@ (mikrokyvety),
resp. 16 00@ (15 ml kyvety) s dobou centrifugace 15 min. Zehto podminek
doSlo k vytvdeni silné vrstvy buk, tenké mezivrstvy a viskdzniho, Zut
zabarveného, ak@rého supernatantu - viz Obr. 28.

superhatant
ez stva

wrstva bunéls

Obr. 28Schéma rozvrstveni suspenze biomasy kultury FR8midfugaci (30 000 g,
15 min.)

Ziskané mezivrstvy byly podrobeny mikroskopickénuzgrovani. Ve vSech
zkoumanych preparatech byla zaznamenatitorpnost znéného mnozstvi
burgk, coz ukézalo na jejich nedostaié oddleni od pedpokladaného
extracelularniho  pojivového materialu fitpmného vtéto mezivrsty
Mikroskopie byla také provedena u velmi viskozn#upernatantu ziskaného
centrifugaci s parametry 30 000 15 min. Zde nebyly nalezeny Zadnéiky
Takto ziskany supernatant byl dale pouzit jako ekopro testovani slozeni
piitomnych rozpugnych latek.

Vytvorena mezivrstva nebyla vSak ari pejvysSich otékach centrifugace
dokonale ohrakena. Bi odebirani supernatantu dochazelo postulpiejimu
odtrhavani a znehodnocovani vzorku supernatantwicNayla prakticky
neoddlitelnd od spodni vrstvy bwk, a tak pi jejim odjimani ji nebylo mozné
ziskat bez kontaminaceigpedlymi buikami.
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Suspendace biomasy viznych suspend#ich ¢inidlech a prvni zkousky
separace SDS-PAGE

JelikoZz se fi pouziti fyziologického roztoku nepoti® ziskat homogenni
suspenze biomasy, bylo dalSi testovani&ano na hledani vhodného roztoku,
ktery by zlepSil suspendaci soudrZzné biomasy a raepgrodukovaného
extracelularniho materidlu praymbdobr stale gitomného v mezivrsty
V néasledujicich pokusech proto byly zkouSeny rogtdgiznych sloZeni. V prvni
sérii byly pouzity nasleduijici:

- TRIS pufropH 8

8M roztok m@oviny v TRIS

2% roztok Tweenu 80 v TRIS

- smes 8M roztoku mooviny a 2% roztoku Tweenu 80 v TRIS
fyziologicky roztok

Postup suspendace byl obdobny jakoredeSlem fpack. Napstovana
biomasa byla odebrana z misek a k ni bidgn gislusny roztok v powru
1:1,5. Smis byla tepana narepace (300 rpm), avSak po témtiihodinové
suspendaci byly stale ve vSech suspenzidompny kousky kompaktni, Spaitn
odctlitelné biomasy. VSechny vzorky bylyigsto zcentrifugovany (30 0@p)
15 min., 25°C). R pouziti cisttho TRIS pufru, Tweenu v TRIS
a fyziologického roztoku doslo k sedimentaci 8um k vytvaeni velmi tenké
mezivrstvy. Ve zbylych suspenzich byl pouze naamakvy burgk bez ostrych
hranic, kterd postugnprechazela mo do supernatantu. ¥dhto vzorcich
nebyla mezivrstva pozorovana. Pomoci zadn&humlla nebyl ziskan viskozni
supernatant.

Na zaklad ziskanych vysledk byl pokus suspendace opakovan s &én
koncentrovanymi roztoky a se &wa roztoky pouzitymi v fedeslé sérii — TRIS
pufrem a fyziologickym roztokem. Byly tedy pouztggto roztoky:

- TRIS pufro pH 8

- 0,5M roztok me@oviny v TRIS

- 1M roztok m@oviny v TRIS

- 3M roztok m@oviny v TRIS

- 0,2% roztok Tweenu 80 v TRIS
- fyziologicky roztok

Pri této sérii suspendaci biomasy byly navic zkou3emwe postupy, které by
mohly napomoci lepSimu uv@vani extracelularnich latek do roztoku. Nyni
byla sngs biomasy a iislusSného suspentldho roztoku nejprve 5 min.
prottepavana na Vortexu a poté byla ugnst do 25 °C na vykyvnoudpaku
(300 rpm). Ani vé&chto roztocich o nizSich koncentracich ia ypraveném
postupu vSak nebyly po 2 hogepani vytvéeny homogenni suspenze. Ve vSech
vzorcich byla pozorovana nerozsuspendovana biowiagaitého charakteru.
Byla tak provedena nova seérie suspenadci. Jakoewsd&pi roztoky byly
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pouzity ot neékteré roztoky testované vgdeSlych pokusech, ale nyni byly
pufrovany fosfatovym pufrem a navic byl gogouzit i roztok lithnych iori,
ktery dle literatury [117] napomaha uvei Spatd oddlitelnych
extracelularnich struktur. V této sérii tak bylyyiay nasledujici suspentta
roztoky:

- pufrovany fyziologicky roztok

- 1M roztok m@oviny v pufrovaném fyziologickém roztoku
- 0,2% roztok Tweenu 80 v pufrovaném fyziologickératoku
- 5M LIiCl v pufrovaném fyziologickém roztoku

| pii tomto pokusu byl poz#mén suspendmi postup. Biomasa smichana
s @islusnym roztokem byla nejprve 10 min. gepavana na Vortexu a poté
byla umis¢na do 4 °C, kde byla za &dsneho promichani ponechana 30 min.
Poté byly vzorky znovu prigpany a zcentrifugovany. V zadném vzorku nebyla
zaznamenanarppomnost mezivrstvy.

Po této suspendai sérii byly navic vzorkgirych nevisk6znich supernatétn
dany k elektroforetické separaci sodium dodecyfasupolyakrylamidovou
gelovou elektroforezou (SDS-PAGE), ktera by moltdgisté miry poukazat na
piitomnost a mnoZstvi bilkovinnych sk@mnin. Ziskany zaznam je uveden na
Obr. 29.

P : e
¥ 7
o
: (e (B i Al

Legenda:

T Supernatant biomasy z TYA
s glukosou suspendované
- v pufrovanych roztocich:

1 — fyziologickém roztoku

2 — 5M roztoku LiCl

3 — 1M roztoku mdoviny

4 — 0,2% roztoku Tweenu 80

Obr. 29Prvni SDS-PAGE separace vzéoupernatant po suspendaci biomasy
kultury FR8 napstované na TYA s glukosou — barveribsém

Jak je vidt na obrazku vkezu gelu, byly pomoci vSech pouzitygihidel do
supernatarit prevedeny d¥ bilkovinné slodeniny velmi blizkych
molekulovych hmotnosti. Je tediemé, Ze kulturaipriastu na TYA s glukosou
produkuje extracelularni material bilkovinné povaktery je mozné pouzitymi
roztoky a postupyieveést do roztoku.

Ackoliv byly vtomto pokusu zaznamenany bilkovinnétkya byla
odzkouSena dalSi Uprava postupu suspendace, ktgramdhla ziskani
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extracelularniho materialu j€stvysitci usnadnit. Jako susperigdcinidla byly
opt pouzity pufrovany fyziologicky roztok a roztokHnych ionti (5M LICl

v pufrovaném fyziologickém roztoku), které byly smany s biomasou
v poreru 1:3 (biomasa:roztok). Bylyighystany 3 vzorky, z nichz kazdy byl
podroben jinému procesu suspendace. Jeden vzorgkifrovanym
fyziologickym roztokem byl 20 min.répan pouze na Vortexu, druhy vzorek
s pufrovanym fyziologickym roztokem byl 20 min. teemovan na 50 °C a poté
byl dalSich 20 min. rogpavan na Vortexu. Posledni vzorek s roztokem
lithnych ionti byl 20 min. roztepavan na Vortexu a poté byl zacabného
promichavani ponechan 30 min. ve 4 °C. Po provertempyocedurach byly
vSechny vzorky zcentrifugovany a supernatanty Ipglgrobeny elektroforetické
separaci. U Zadného vzorku nebyl&tgpo centrifugaci pozorovana mezivrstva.
Zaznam z provedené separace je uveden na Obr. 30.

Legenda:

Supernatant biomasy zTYA
s glukosou suspendované v roztocich
pufrovanych fosf. pufrem:

1 -5M LiCl

2 — fyziologicky roztok

3 — fyziologicky roztok (srs i
suspendaci z#dta na 50 °C)

Obr. 30Elektroforeticka separace vzarkupernatant po suspendaci biomasy kultury
FR8 z TYA s glukosou v pufrovaném fyziologickémokaz 5M LiCl -barveni
stribrem

Podle uvedeného obrazku byly v této sérii ve vSeehh gFipadech ot
ziskany d¥ bilkovinné slodeniny. Timto pokusem bylo navic prokazéano,
Ze pro pevedeni dchto latek do roztoku postaje pouZiti pouze pufrovaného
fyziologického roztoku a 20 minigpani na Vortexu.

V posledni sérii byly zkouSeny Sedj§i procesy suspendace s pouZzitim
kationaktivniho detergentu cetyltrimethylamoniunotordu (CTAB), ve dvou
raznych koncentracich (600M a 10 mM) [118]. Mimo &chto cinidel byly
zkouSeny s asfenym pufrovanym fyziologickym roztokem nové postupy
suspendace. Vzorky biomasy byly smichany s pufiavarfyziologickym
roztokem v porru 1:3 a byly suspendovany nasledujiciétyimi zpisoby.
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Jeden vzorek byl 5 min. raepavan na Vortexu a poté byl ponechan 30 min.
stat, tento proces byl opakovan 4x. Druhy vzorektigpan 3 hod. nadpace

pii 300 rpm afteti @i 150 rpm. Posledni vzorek v pufrovaném fyziologiok
roztoku byl cca 3 hod. suspendovagnu Vzorky biomasy v roztocich CTAB
obou koncentraci (pon 1:3) byly ¥epany naitepace @i 150 rpm 3 hod.
VSechny vzorky byly nakonec zcentrifugovany. U V¥séxyla po centrifugaci
pozorovana tensSti silngjSi mezivrstva. Odebrané supernatanty byly dany
k elektroforetické separaci, jejiz zaznam je uvene®br. 31.

Mimo pripravenych vzork byla provedena separace&smrozbitych busk,
pro porovnani profilu bilkovinnych sléanin podilejicich se na staviburek
(Obr. 31, sloupec 8). Biky kultury byly rozbity jejich zmrazenim v -20 °@p
dobu 30 min. a naslednym rozmrazenim (opakovanca3xposlednim kroku
10 min. pov&enim s 200 pl detergentu sodium dodecyl sulfatu§)SD

o I 8 T | e

-
. 1- proteinovy marker (2 - 212 kDa)

Supernatant  biomasy rozsuspendované
v pufrovaném  fyziologickém roztoku
postupem:

2 — na Vortexu 5 min., 30 min. stani (4x)

3 — natepace @ 300 rpm

4 — natepace @ 150 rpm

5 — ri&ni trepani

Supernatant  biomasy rozsuspendované
v CTAB na tepa&ce @i 150 rpm. Pouzita
koncentrace roztoku CTAB:

6 — 600 uM

7-10 mM

8 — rozbité buky

Obr. 31Separace SDS-PAGE vzérgupernatant po suspendaci biomasy kultury
FR8 z TYA s glukosou v pufrovaném fyz. roztokkadionaktivnim detergentu
— baveni Coomassie Briliant Blue

Podle uvedenych vysletlkseparace se u vSech vzbrk vSech zfsohi
suspendace potim detekovat d¥ bilkovinné slodeniny o molekulové
hmotnosti cca 34 kDa a 27 kDa a jedna o nizSi nubdeié hmotnosti
cca 18 kDa. Jeiejmé, Ze @ pouziti & jiz raznych suspendaich postuf
nebo roztok, bylo v tomto pokusu vzdy dosazeno stejnych vygled
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V této sérii, ve srovnani gegdeslymi, byla zkouSena jind metoda barveni, a to
pomoci Coomassie Briliant Blue. Jak je patrné z.@ly gel obarveny touto
metodou vykazoval jisté odliSnosti. Namisto dvoukdiinnych slodenin
zaznamenanychipbarvenim stibrem byly f#i této metod vybarveny bilkoviny
tii. Navic vzdalenosti dvou bilkovin o vy$Si molelke#ohmotnosti byly #tSi
nez vzdalenosti prouik u gefi obarvenych prvni metodou. fiP dalSi
elektroforetické separaci a barveniigelak bylo provedeno srovnanichto
dvou barvicich metod (viz. kapitola 4.2.6).

Pri této sérii testovani byl ziskan také zaznam zemsee rozbitych bk,
ktery poukazoval narfiomnost ®&kolika rizné velkych bilkovinnych slotenin
(Obr. 31, sloupec 8). Prouzky, charakteristické pstované vzorky
suspernatait zn&ici pritomnost extracelularniho materialu, byly u vzorku
rozbitych bugk jen velmi nepatrné.

Shrnutim vSech provedenych suspeindzh pokugé bylo mozno konstatovat,
Ze v zavislosti na barvici metgdpouzitim roztok rizného slozeni a postup
suspendace byly ziskdny &vaz fti rozpustné bilkovinné sl@eniny
detekovatelné elektroforetickou separaci metodo&-8BGE. Navic Gpravami
suspendénich podminek byla také ve zcentrifugovanych vatrgiozorovana
piitomnostti absence viskdzni mezivrsty. Tento jev vSak #artiv na nasleds
stanoveny p&et rozpustnych bilkovinnych sléenin.

V Zadném roztoku anifpZzadném postupu nebyl@tem procesu suspendace
biomasy dosazeno vytieni homogenni suspenze. Pro separaci rozpustnych
extracelularnich latek bilkovinné povahy produkav&nlturou FR8 rostouci na
TYA s glukosou se tedy jevilo jako dostgici ¢inidlo pufrovany fyziologicky
roztok (pondr 1:3) a postuprépani smssi na Vortexu po dobu 20 min.

DalSi vyzkum byl zagien na popis biomasy tzné konzistence,
kterou kulturaPseudoxanthomonas mexicaR&8 vytvdi pii rastu na TYA
agaru s 2 % glukosy a na kaseinovém agaru.

4.2.6 Testovani biomasy kultury FR8 o rozdilné konzisteric

PredeSlymi testy byla prokazana titpmnost extracelularnich latek
bilkovinného charakteru, které kultura produkujerfpsstu na TYA agaru se 2 %
glukosy, na kterém vyt¥& biomasu znéné kompaktni a velmi Spagn
odcglitelnou. JelikoZ kultura rostouci na kaseinovénmaragprodukuje biomasu
snhadno odebiratelnou a velmi debsuspendovatelnou ve fyziologickém
roztoku, byly dalSi testy zaifeny na znazogmi rozdilnosti &chto dvou
raznych vzork biomasy, a to nejprve provedenim elektroforeticieparace
jejich extracelularnich rozpustnych slozek (bilkgvi

Biomasa narostena na obou typechd pbyla smichana v pairu 1:3
s pufrovanym fyziologickym roztokem. Kompaktni biasa z TYA s glukosou
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byla ogEt problematicky suspendovatelna, bez vyslednéheoitghi homogenni
suspenze. Biomasa z kaseinoveho agaru ligheedena do homogenni suspenze
bez obtizi po velmi kratké deb (cca 15 min.). Ob suspenze byly
zcentrifugovany a bylo pozorovano jejich rozvrstivedcentrifugovany vzorek
biomasy z TYA sglukosou byl tven vrstvou buék, mezivrstvou

a nevisk6znim supernatantem. Vzorek biomasy z kagého agaru byl slozen
pouze z vrstvy bufk a neviskdzniho supernatantu. Mezivrstyiagmna nebyla.
Ziskané supernatanty byly naslédmdrobeny metadSDS-PAGE. Fotografie
vybarveného gelu je uvedena na Obr. 32.

Legenda:
1 - Standard 2-212 kDa

Supernatant biomasy
kultivované 4 dny na:
2,3,4— TYA s glukosou
5,6 — kaseinovém agaru
suspendované

v pufrovaném fyziolog.
roztoku.

Obr. 32Elektroforeticka separace vzerkupernatant po suspendaci kultury FR8
narostené na TYA s 2 % glukosy a na kaseinovénuagbarveni sibrem

Z uvedeného obrazku jereggmé, Ze se po provedené suspendaci biomasy
z TYA s glukosou poddo separovat 3 slaieniny bilkovinné povahy oizné
molekulové hmostnosti, které byly elektroforetickiphie detekovatelné. Ve
vzorku z kaseinového agaru byla také zaznamenditammost bilkovinné
slouwteniny, avSak jen nepatin

Pro detekci bilkovinnych sl@enin ve vzorcich supernaténpodrobenych
elektroforetické separaci byla mimo barvetitsem zkouSena i metoda barveni
pomoci Coomassie Briliant Blue. \fgwesSlych separacich bylo pozorovano,
Ze [ pouziti tiznych barvicich metod jsou ziskany odliSné zazndyio tedy
provedeno porovnanéthto dvou barveni. Gel po separaci vioskipernatarit
byl rozc&tlen na polovinu. Jenda polovina gelu byla barvetigbrem, druha
Coomassie Briliant Blue. Ziskané vysledné zaznarsguj uvedeny na
nasledujicim obrazku (Obr. 33).
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KDa Legenda:

1 — proteinovy marker
2 - 212 kDa

Supernatant biomasy
narostené na:

66,4 2,3,6,7 - TYA s
glukosou

42,7 45,8,9 — kaseinovém
agaru

21,0 suspendovany

VvV pufrovaném
fyziologickém roztoku.

Obr. 33Elektroforeticka separace vzarkupernatant po suspendaci biomasy kultury
FR8, srovnani barveni/ébrem a Coomassie Briliant Blue

Jak je vidt na obrazku, admi barvicimi metodami se poigla u vzorku
supernatantu z biomasy z TYA s glukosou zachytit ahzkomolekularni
bilkoviny a jednu vysokomolekularni, ktera byla alak® barvitelnA Coomassie
Briliant Blue. U druhého vzorku supernatantu z kasy z kaseinového agaru
nebyly zaznamenany Zadné vyznamné bilkovinnécéeluny ani pi jedné
barvici metod. Timto srovnavacim pokusem bylo také dokazanozpésob
barveni ovliviuje vzdalenosti obarvenych prouizk

Z provedenych elektroforetickych stanoveni |z&énit nasledujici zagry.
Kultura FR8 rostouci na TYA s2 % glukosy prapddobré produkuje
extracelulara latky, které Ize pevest do pufrovaného fyziologického roztoku;
dle SDS-PAGE |jde oiit bilkovinné slodgeniny iznych molekulovych
hmotnosti. Rovéz se Ize domnivat, ze kultura FR8 rostouci na kaseém
agaru vysSe zmimou latku bd netvdi a nebo jen ve velmi malém obté&n
detekovatelném mnozstvi.

4.2.7 Stanoveni koncentrace bilkovin

PredeSle provedenymi elektroforetickymi separacemily byezi vzorky
supernatarit z biomasy rozdilnych konzistenci zf8y vyznamné rozdily
v piitomnosti bilkovinnych slotenin. Nasleduji pokus tak byl zé&fen na
kvantifikaci €chto rozpustnych bilkovin v testovanych vzorcichesnatant.

Stanoveni koncentrace bilkovin dle Bradfordové

Pri stanoveni koncentrace bilkovin dle Bradfordovépfidavku okyseleného
realkéniho ¢inidla Coomassie Briliant Blue ke vzorku supernaiam biomasy
z TYA s glukosou doslo k precipitaci pevného podia této metody bylo tedy
upusgno.
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Stanoveni koncentrace bilkovin kyselinou bicinchooivou
a) Metoda v mikrotitranich desttkach

Stanoveni koncentrace bilkovin bylo pro#ad v obou vzorcich supernatant
po suspendaci biomasy ve fyziologickém roztoku mgra 1:5. Nangirené
hodnoty koncentrace bilkovin v supernatantech {s@mdeny v Tab. 28.

Tab. 28 Koncentrace bilkovin v supernatantech, po suspéndatiury
kultivované na TYA s2 % glukosy a na kaseinovénarag— metoda
v mikrotitratnich destikach

VP Koncentrace bilkovin
Typ kultiva ¢ni pady [/l
TYA s 2 % glukosy 1059,0: 5,7
Kaseinovy agar 386,4+5,38

PouZitou metodou byla ve vzorcich superndtardaznamenanaripomnost
bilkovin, a to i ve vzorku supernatantu z biomagyEstované na kaseinovém
agaru. Toto zjigni do jisté miry potvrzuje vysledekiide provedené
elektroforetické separace éifomnosti bilkovin v obou vzorcich.

Béhem realizace stanoveni se i u této metody vyskyttjté technické
problémy. Ty by, i pes hodnoty koncentraci bilkovin s malouéspdatnou
odchylkou, zfisobovaly nereprodukovatelnost metodyi popakovanych
stanovenich. Pro zaj&ti spolehlivosti ziskanych dat byla metoda stanbven
koncentrace bilkovin nahrazena standardni variaveakumavkach.

b) Zkumavkova metoda

Zkumavkova metoda byla nejprve pouzita pouze proeswatanty ziskané
suspendaci biomasy narostené na TYA s glukosoo. slapendai cinidlo byl
v tomto @ipadt pouzit fyziologicky roztok samotny a s obsahemaatiu (1 %
a5 % ), ktery mize zvySovat rozpustnostekterych bilkovin [119]. Pro
suspendaci biomasy v roztocich byl pouzit pomi:3. Stanovené hodnoty
koncentrace bilkovin jsou uvedeny v Tab. 29.

Tab. 29Koncentrace bilkovin v supernatantu po suspendatiily FR8 z TYA
s 2 % glukosy ve fyziologickém roztoku s a bez dlbisethanolu — zkumavkova
metoda

Typ suspend&niho &nidla Koncentrace bilkovin
[mg/1]
Fyziologicky roztok 25834780
Fyziologicky roztok s
1 % ethanolu 2813,4+ 60,0
Fyziologicky roztok s
5 % ethanolu 24244+ 410
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Zkumavkovou metodou stanoveni koncentrace bilkbylo v supernatantech
stanoveno kolem 2 500 mg/l bilkovin. Nejvice jichld stanoveno ve vzorku
ziskaném suspendaci biomasy ve fyziologickém ragtekl % ethanolu
a v roztoku s vy$Sim obsahem ethanolu naopak né&jmén

4.2.8 Zakladni charakteristiky vzork @ supernatanti

V tomto pokusu byla ve vzorcich supernataptovedena stanoveni obsahu
susiny, organického uhliku, bilkovin a sacharid

Jako suspendai c¢inidla byly pro biomasu z TYA s glukosou pouzity
nasledujici roztoky:

- fyziologicky roztok

- destilovana voda

- fosfatovy pufr 6,7 mmol/l (pH 7,5)
- fosfatovy pufr 66,7 mmol/l (pH 7,5)
- fyziologicky roztok s 1 % ethanolu
- destilovana voda s 1 % ethanolu

Pro biomasu z kaseinového agaru bylo pouzito ysglitaum roztok, a to:

- fyziologicky roztok
- destilovana voda
- fosfatovy pufr 6,7 mmol/l (pH 7,5)

Vzorky biomas byly smichany giplusnym roztokem v potnu 1:3. Data
ziskand ze stanovenich jsou uvedena v nasledujaiicitkach Tab. 30 a 31.

Tab. 30 Charakteristiky supernatantpo suspendaci biomasy kultury FR8
kultivované na TYA s 2 % glukosy

Suspendani | Obsah suginy Obsah organ. | Koncentrace| Koncentrace

Xridlo o/l uhliku bilkovin sacharidu
9 [mg/l] [mg/l] [mg/l]
Fyziologicky | 5 g6, 4.3 2310,3:65 | 1759,4:390 | 806,2:47.1
roztok

Des\,/t(ljlg\;ana 7,97+0,23 3281,9+828 2821,1+16,4 999,1+ 29,0

Fostatovy pull | 6 55,015 | 2512,1:285 | 19001:363 | 856,6:458
6,7 mmol/l

Fostatovy puff | 5 54,015 | 2385,5:222 | 13415:205 | 8269523
66,7 mmol/|

Fyz. roztok s

1'% ethanolu 4,77+0,26 1547 5+ 1415 | 2991,6:21,2 807,7+63,9

Dest. voda s

1 % ethanolu 6,98+ 0,12 2352,0:1465 | 5532,4:363 | 1053,4:332
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Tab. 31 Charakteristiky supernatantpo suspendaci biomasy kultury FR8

kultivované na kaseinovém agaru

Suspendani Obsah Obsah organ. | Koncentrace| Koncentrace
éﬁ\idlo susiny uhliku bilkovin sacharida
Sl [9/] [mg/1] [mg/1] [ma/1]
Fyziologicky | 333,007 | 10469:05 | 681,6:130 | 2005,4z806
roztok
Destlovana | 5 g.001 | 1172,8:30 | 9259:242 | 1903,4: 454
voda
Fosfatovy pufr 3,34+0,16 933,4+0,5 591,8+6,3 1714,7+132,8
6,7 mmol/l

Stanovenim suSiny ve vzorcich superndtaoylo zjiS€no, Ze suspendaci
biomasy kultury rostouci na TYA s glukosoueflo do supernatantu vice
rozpustnych slozek nez z biomasy kultivované neeikasém agaru. VySSi
suSinu supernataintz biomasy z TYA s glukosou u suspetmiah cinidel
destilované vody s ethanolem a béganfosfatového pufru 6,7 mmol/l je mozno
casténe pripsat hypotonickému charakteréchto roztok nez jen jejich lepSi
rozpoustci schopnosti. Avsak ifllavek ethanolu do suspekdéh roztok
destilované vody a fyziologického roztoku zvysil t&&nost rozpustnych
bilkovinnych slodenin u tohoto vzorku supernatatnu az dvojnasol@bsah
rozpustnych bilkovin v druhém vzorku z biomasy geéinového agaru byl
zjisteén jako tetinovy ve srovnani s prvnim vzorkem supernatamigo dva
vzorky se také vyznangnliSily v obsahu sachanid Supernatanta z biomasy
z TYA s glukosou obsahoval pol@éwi mnozstvi sachanidoproti supernatantu
z biomasy z kaseinového agaru.

Srovnanim uvedenych dat jaepné, Ze kultura FR8 rostouci na TYA
s glukosou produkuje extraceluldrslouteniny obsahujici ponejvice bilkoviny,
kdezto @i rastu na kaseinovém agaru jéi [gtejném postupu zaznamenano
vyrazre vySSi mnozstvi sachatfid

Oba vzorky supernatant byly nasledd zpracovany elektroforetickou
separaci, metodou SDS-PAGE. Vysledek je uvedentma3a.
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1 2 3 45 6 7 8 910

kDal C : : DLegenda:

1 — proteinovy marker (2-212 kDa)

Supernatant biomasy z kaseinového
agaru suspendované v:
2 — destilované ved
664 W9 3 — fyziologickém roztoku

4 — fosfatovém pufru 6,7 mmol/l
42,7 .
Supernatant biomasy z TYA s2 %

glukosy suspendované v:
5 — destilované vad
6 — fyziologickém roztoku
7 — fosfatovém pufru 6,7 mmol/
8 — fosfatovém pufru 66,7 mmol/l
14.3 ' 9 — destilované vads 1 % ethanolu
10 — fyz. roztoku s 1 % ethanolu

Obr. 34Separace SDS-PAGE vzérgupernatant z biomasy kultury FR8 kultivované
na TYA s glukosou a na kaseinovém agaru — barvemin@ssie Briliant Blue

27,0

Provedenou elektroforetickou separaci byly, talo jpk posledr provedené
separaci, zaznamenany rozdilné vysledky u obou kuzasupernatarit
V supernatantech z biomasy z TYA s glukosou bylgnaaenany 3tzné
bilkoviny, kdezto u druhého vzorku (supernatantbiomasy z kaseinového
agaru) pouze 2 a to jen nepatrii predeslé elektroforetické separaci vSak
v supernatantu z biomasy z kaseinového agaru nelayglaamenanaripomnost
bilkovinnych slodenin. To niZe byt do jisté miry zjsobeno odliSnhou
vytéZznosti bilkovin pi téchto dvou stanovenich.

Timto pokusem tak byla potvrzena produkce extrd@ail slokeniny nejen
bilkovinné povahy § rastu kultury na TYA s glukosu.

4.2.9 ZkouSka ztekuceni suspendované biomasy trypsinem

Provedenymi zkousSkami byla kr@mbilkovinnych slodenin prokazana
i pritomnost sacharid u obou vzork supernataiit avSak v rozdilné
koncentraci. JelikoZ mohlo toto zg#i hrat vyznamnou roli v pozorovaném
rozdilném charakteru biomasy narostené na TYA koglou a na kaseinovém
agaru, byl usp@dan pokus pro zji&hi, zda bilkovinna slozka ma hlavniast
na soudrznosti biomasy narostené na TYA s glukosou.

Biomasa kultury FR8 byla po kultivaci na TYA s 2d@ukosy suspendovana
jednak viedném fosfatovém pufru 6,7 mmol/l a jednak ve fyzgitkém
roztoku. Do jedné poloviny zkumavek bykigan trypsin. Druha polovina
zkumavek byla ponechana jako kontrola be#dgvku trypsinu. Dokonale
promichané suspenze byly inkubovany 2 dity 3¥ °C. Po uplynuti doby
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nedoSlo ke ztekuceni obsahu a sedimentaci biomasina u zadného vzorku
(ani kontroly). NedosSlo tedy k rozruseni soudrznbgtmasy. Vysledek pokusu
tedy ukazal, Ze za kompaktnosti biomasy kultury F&8/ nejsou bilkoviny
rozlozitelné trypsinem.

4.2.10 ZkousSka ztekuceni suspendované biomasy DNA-asou

Bakterie roduPseudomonagsou spojovany s produkci d@ifmmnosti DNA
v extracelularnim materialu [75[78]. Vyskyt tétowleniny a jeji mozny vliv na
soudrznost biomasy byl proto testovan v dalSim pokus kulturou
Pseudoxanthomonas mexicdfias .

Biomasa kultury FR8 nakultivovana na TYA s glukedoyla rozmichana
v fedkném fosfatovém pufru 6,7 mmol/l a kjednomu vzorbyla pridana
DNA-asa spolu s MgGla CaC}. Druhy vzorek byl jako kontrolni ponechan bez
pridavku enzymu. Suspenze bylgkthdné promichany a inkubovany 1 hodi p
30 °C. Po uplynuti doby doslo ve vzorku 8davkem enzymu ke ztekuceni
biomasy a k sedimentaci bika V pripad kontrolniho vzorku tento jev
zaznamenan nebyl. Je tediejmé, Ze tGinkem DNA-asy doSlo k rozruSeni
soudrznosti biomasy, a Ze tedy DNA vyznanprispiva ke kompaktnosti
biomasy rostouci na TYA s glukosou.

4.2.11 Stanoveni koncentrace DNA

Po odhaleni vyznamu DNA pro konzistenci biomasytlyl FR8 bylo
provedeno stanoveni mnozstvi této latky. Byla stana koncentrace jak
celkové DNA, tedy swsi extracelularni DNA (eDNA) a bétné DNA, tak
pouze eDNA. Celkova DNA byla stanovovana ve vzdrdimmas podrobenych
fenol-chloroformové izolaci DNA. eDNA byla stanovaa v supernatantech
biomasy suspendovanérettném fosfatovem pufru 6,7 mmol/l (péml:10).
Stanoveni bylo prov&do u vzorki biomasy narostené na obou typedi.p
Ziskané vysledky jsou zpracovany v nasledujiciltabiiab. 32.

Tab. 32Mnozstvi celkové a extracelularni DNA v biomasetlry FR8

Kultivace SuSina | Koncentrace celkové DNA Koncentrace eDNA
kultury vzorku
na [%] [Ilg/m|] [mg/gsué.biomas;‘ [“g/ml] [mg/gsué.biomas;‘
TYAS 27,0x12 | 417,3+284 7,73+0,53 22,2+13 0,824+ 0,047
glukosou
ggzremoVy 28,6+0,7 | 513,6+36,4 8,95+ 0,64 5106 0,180+ 0,021

Provedenym stanovenim byla prokazan#omnost eDNA v extracelularnim
materialu kultury rostouci jak na TYA s glukosoak ha kaseinovém agaru. Ve
vzorku supernatantu zcentrifugované suspenze bipma¥ A s glukosou bylo
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zjisténo cca 4,5x vice eDNA nez u druhého testovanéhdkuz®bsah celkové
DNA byl vSak nalezen vysSi u vzorku biomasy rostamackaseinovém agaru.

U bakterii rodu Pseudoxanthomonasebyla produkce extracelularniho
materialu v literatte zatim popsana a diskutovana, ani se Zadna zrogibor
praci studiu charakteru biomasy #egvala. Uvedené vysledky tak znamenaji
prvotni data s jistou mirou originality, které vSalide nutno jes8trozpracovat.
Béhem zkoumani bylo také zj&to, Ze kzn¢ uzivané metody jsou pro studium
této kultury pouzitelné jetast&éné a prava@podobré bude pateba nalézti
vyvinout metody vhod¥jsi, specificky zamrené na separaci extracelularnich
slozek a jejich kvantifikaci.
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ZAVER
Diserta&ni prace byla za#tena na izolaci a zakladni popis novych producent
bakterialnich extracelularnich polyniem na charakterizacé¢hto polymernich

latek.

Vramci prace byly pro ziskani novych kndervyuzity ti vzorky
aktivovanych kal se znaky viskozniho byini. Z €chto bylo ziskano celkem
14 bakterialnich kultur, z nichz vSak pouzeé¢dvyly nasledd podrobrji
studovany. Zkoumaning¢hto izolati byly ziskany nasledujici vysledky:

Ze vzorku aktivovaného kalu GOV zpracovavajici potravitigké
odpadni vody byla izolovana kultura PR vyamgci se vyraznou
produkci extracelularniho polymeru.

Biochemickymi, morfologickymi a dstovymi testy bylo zjigho,
ze kultura PR je grampozitivni, fakultat&yranaerobni, nesporulujici
a katalaso negativnidinka se zakulacenymi konci. Vyskytuje se obvykle
v kratkychretizcichei shlucich.

Na pevnych zivnych tymach roste kultura nejlépe na VL agaru,
kde vytv&i drsné kolonie, kdezto na Trypton kvasm@m agaru se
sacharosou twokolonie vyrazg mukaésni.

V tekutém Trypton kvastiném médiu produkuje kultura PR exopolymer
pouze za fidavku sacharosy, s maximemii pvstupni koncentraci
sacharosy 10 %.

Ledow vychlazenym acetonem lze produkovany exopolymekatého
meédia vysrazet. Vhodny pamje 1:5 (tekuté médium:aceton).

Provedenymi pokusy bylo nejvice polymeru ziskanekatého Trypton
kvasnéného média s 10 % sacharosy pufrovaného fosfatopyfrem

6,7 mmol/l, a to v mnozstvi 68,3 mg rtepSténého polymeru z1 g
kultivacni suspenze.

Ve spolupraci s Chemickym ustavem SAV s Centrenkagtyky bylo
zjisténo, ze exopolymer kultury PR je dextran o vysokélekaové
hmotnosti (nad 10Da) se zn&ou mirou linearity.

Kultura PR byla identifikovana metodou sekvenaceé& I®NA jako
Leuconostoc garlicum

Zkoumanim druhého izolatu byly ziskany nasledwjysiedky:

Kultura, pracov ozna&ena FRS, byla izolovana jizige v ramci SV@
z aktivovaného kalu €OV zpracovavajici odpadni vody z Zsdné
vyroby.
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Pri rastu na Trypton kvastmém agaru s glukosou vyiiékultura FR8
charakteristicky kompaktni biomasu, kdezto na kasaim agaru je spiSe
pastovité konzistence, podabjako urady kEznych druli bakterii.

Pri kultivaci na TYA s glukosou je mozno u biomasy\enim dle Hisse
zaznamenatitomnost slab zietelné vrstvy extracelularnino materialu.

Raznymi suspendaimi pokusy bylo zjidino, ze pomoci pufrovaného
fyziologického roztoku aiepanim suspenze 20 min na Vortexu lze
pritomny extracelularni materidaste&né prevést do roztoku.
Kvantitativnimi stanovenimi bylo v supernatantu kaktni biomasy
zjisténo vySSi mnozstvi bilkovin, naproti tomu u pas@®wbiomasy vyssi
zastoupeni sachafid

Kompaktni biomasu kultury FR8 rostouci na TYA skglsou Ize ztekutit
DNA-asou, nikoliv trypsinem.

Kultura FR8 byla identifikovana metodou sekvenaerwgpro 16S rRNA
jako Pseudoxanthomonas mexicana
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PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Bakterialni polymery jsou nejen v dnesni dattenzivreé studovanou oblasti.
Vyzkum €chto latek a jejich producahie tak neustale pozitiénvniman a to
jak z wdeckého tak i praktického hlediska.

V praci zkoumané a popisované izolatieuconostoc garlicumPR
a Pseudoxanthomonas mexicafd&8 pati mezi kmeny, u kterych nebyla
schopnost produkce extracelularniho polymernihcen@u doposud v odborné
literature popsana. Studiumdahto kultur tak pineslo nové ¥decké poznatky.

Velka ¢ast studia kulturyeuconostoc garlicur?R, byla zarfena na popis
jejich  morfologickych, biochemickych autstovych vlastnosti, které jsou
z pohledu ¥deckého velmi cennymi informacemi. Tyto vysledkyhoo navic
do zn&né miry gispét k predpokladanému budoucimu ustanoveni druhu
Leuconostoc garlicunjako wdecky platného biologického druhu (v gasné
dok® neni tento zatim uznan). Kultura PR ma i &méa praktické vyuziti,
piredevsim jeji schopnost produkce exopolysacharidutf@nu), a to v nemalém
mnozstvi. PestoZze je tvorba dextranu znama a popsatiady bakterii rodu
Leuconostocje produkovany polysacharid kultury PR vyznammagvhé diky
jeho vysoké nie linearity a znéné molekulové hmotnosti (vy33i nez 2.1h).

V souwlasné dob je ziskany polysacharid testovan na pracovistidvedské
akademie ¥d v Bratislag pro mozné farmaceutické vyuziti jako antitusikum
¢i antioxidant. Mimo toho je mozné uvazovat i o wuigto latky v technické
oblasti, nap. po chemické modifikaci jako bioflokulant ptastirenskéci jiné
pramysloveé wely.

Vysledky ziskané zkoumanim kultury FR8 jsou vismmé dob prinosem
spiSe pro oblast ¢deckou, neb® druh Pseudoxanthomonas mexicaigl
objeven teprve ied 6 lety. Praktické vyuziti této kultury tak budatrné az
v prab¢hu ¢asu. Vyznamnym zjighim u této kultury je jeji schopnost produkce
exopolymeru odliSného charakteru nez tSiny jinych bakterialnich
produceni, neba@ se nejedna o polysacharid. Vyznamnym &jign je takeé to,
Ze metody Bzr¢ uzivané pro ziskavani bakterialnich exopolysadhasou pro
tuto kulturu a jeji polymer nedostgici a omeze#ivyuzitelné. Pro podrol#si
popis exomaterialu produkovaného kulturou FR8 keratno hledati vyvijet
nove a jiné metody.
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