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ABSTRAKT

Bakteridlni polysacharidy jsou diky svym vlastnostem stale castéji uplatiiovany
v nejriznéjSich primyslovych odvétvi. Diplomova prace obsahuje poznatky ziskané pii
kultivaci Agrobacteria tumefaciens, ktery je producentem extracelularnich polysacharidii
a které bylo v nasi laboratofi dfive izolovano. Podafilo se zavést metody staveni bilkovin
celkovych polysacharidi a kyselych polysacharidii, které¢ byly aplikovany na sledovéani
produkce EPS béhem kultivace. Dale byl vyvinut postup izolace EPS. Vytézek EPS pii
provedené kultivaci byl 7 g na litr kultivacniho média. Bylo zjisténo, ze k produkci EPS
dochdzi ptedevsim ve stacionarni fazi kultivace. Ziskany EPS byl charakterizovan pomoci
FT-IR, spektrum se napadné podoba spektru xanthanu, ve struktufe jsou zfejmé piitomny
kyselé, pravdépodobné karboxylové skupiny. EPS se vyznacoval Sirokou distribu¢ni kiiv-
kou molekulové hmotnosti v oblasti 1-3 milionit Da. Dosazené vysledky ukazuji na zaji-
mavé vlastnosti produkovaného EPS, jakoz i na relativné vysokou produkéni schopnost
zkoumaného bakteridlniho kmene a mozné praktické uplatnéni.

Klicova slova: extracelularni polysacharidy, Agrobacterium tumefaciens, fenol-sulfatova
metoda, alcianova modf, BCA metoda, izolace

ABSTRACT

Bacterial exopolysaccharides are due to its unique properties still more and more used in
different domain of industry. Presented master thesis contains experiences gained during
cultivation experiments with Agrobacterium tumefaciens, earlier isolated in our laboratory.
This bacterium is the producer of extracellular polysaccharides (EPS). Spectrophotometric
methods for protein, total polysaccharides and acidic polysaccharides determination were
adopted and employed in motoring of EPS production during cultivation experiments.
Further, the thesis discusses problems of isolation and purification of bacterial EPS. The
maximal EPS yield achieved was 7 g per liter of cultivation medium. Our investigations
show that EPS is produced particularly in the stationary phase of the culture growth. EPS
isolated was characterized by FT-IR, the spectrum recorded resembles the spectrum
of Xanthan; presence of acidic, probably carboxylic, groups can be expected in the
structure of EPS. The distribution curve of the isolated polysaccharide was very broad
spanning the region from 1 to 3 milions of Daltons. Obtained results reveal interesting
properties of the investigated EPS as well as relatively high production capacity of the
employed bacterial strain and a possibility of practical applications.

Keywords: exopolysaccharides, Agrobacterium tumefaciens, phenol-sulphuric method,
alciane blue, BCA method, isolation
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UvOD

Bakterialni polysacharidy se vyskytuji v pfirodé v nepfeberném mnozstvi. Vzajemné se
od sebe 1isi chemickym slozenim, prostorovou strukturou, ale i svymi funkcemi, ke kterym
je tyto mikroorganismy vyuzivaji.

Bakterie vytvaii v ptiznivych podminkéach zasobni polysacharidy, které zuzitkovavaji, po-
kud tyto ptiznivé podminky skon¢i. Strukturni polysacharidy maji stavebni funkci a tvofi
spolu s dal$imi latkami bunéény povrch. Extracelularni polysacharidy produkuji pouze
nekteré bakterialni druhy a jejich syntéza probiha také jen za urCitych podminek. Posledné
zminované skupin¢ je vénovana stale vétsi pozornost a jeji mozné aplikace jsou stale

pfedmétem vyzkumt.

Tyto polysacharidy jsou stale ¢astéji uplatiiovany v nejriznéjSich primyslovych odvétvich.
Nebot’ se ve vétsin€ piipadil jednd o ekonomicky vyhodny a soucasné obnovitelny zdroj,
ktery nezatézuje zivotni prostfedi, nebot’ nevnasi do okoli cizorodé latky, které by mély
tendenci pretrvavat v okoli. Zaroven se tyto polysacharidy tcastni biologickych procest,
které 1ze pii spravném pochopeni jejich funkce potlacit anebo podpofit jejich tvorbu, podle
role, kterou v téchto procesech sehravaji. Jedna se predevsim se na jedné strané o patogen-
ni bakteridlni druhy, kterym dodavaji extracelularni polysacharidy zvysSenou rezistenci. Na
druh¢ stran€ sehravaji tyto polysacharidy klicovou roli pfi Cistirenskych procesech odpad-
nich vod.

Komerc¢ni vyuziti bakteridlnich polysacharidii sebou nese zvySené naroky na syntetizované
mnozstvi a stalou jakost u téchto latek. Proto jsou predmétem zkoumani vybrané bakterial-
ni druhy a optimalni podminky kultivace, které pfinasi produkty neménnych fyzikalnich
vlastnosti. Nemén¢ dulezity je spravny postup izolace a naslednd analyza.

Vyse zminénym tématim se vénuje tato diplomova prace. Jejim cilem je optimalizovat
kultiva¢ni podminky tak, aby pokud mozno bylo dosazeno maximalnich vytézka extracelu-
larniho polysacharidu. Déle je naSim cilem vyprodukovany polymer izolovat, precistit
a dostupnymi technikami jej analyzovat.
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1 EXTRACELULARNI POLYSACHARIDY

1.1 Vyskyt extracelularnich polysacharidi

Schopnost produkovat polysacharidy je mezi mikroorganismy hojné rozsifena. Mikroorga-
nismy bézné vytvari zdsobni a strukturni polysacharidy. Ale kromé toho maji nékteré z
nich pozoruhodnou schopnost produkovat extracelularni polysacharidy. Tyka se to pievaz-
né specifickych roda bakterii, ale také v mensi mite kvasinek a n€kterych druht hub [1,2].

Bakterie vylu€uji extracelularni polysacharidy (EPS) s malym mnozZstvim glykoproteinti
do prostiedi ve formé slizu anebo jsou tyto extracelularni polymery v tenké vrstvé upevneé-
ny koheznimi silami na vné&jsi stranu bunééné stény [1].

Extracelularni polysacharidy slouzi bakteriim v celé fad¢ situaci. Mezi zakladni funkce
patfi uchyceni se na pevny povrch ¢i tvorba biofilmi. Dale jsou tyto mikroorganismy
v prostfedi vystaveny velkému mnozstvi neptiznivych vlivii a extracelularni polymery pro
né predstavuji ochranu ptred bakteriofagy, suchem ¢i toxickymi latkami. U patogennich
bakterii, jako je Streptococcus pneumonie a Streptococcus agalactiae zptisobuji kapsularni
polysacharidy soucasné s O-antigenem lipopolysacharidii rezistenci viici antibiotikiim
[2,3].

Pro nékteré druhy mikroorganismi slouzi EPS jako zasobarna ristovych prvki, avsak vét-
Sina bakterii nedokaze rozlozit EPS, které si samy vytvoii a vyuzit je tak jako zdroj vyzivy

[2].

1.1.1 Syntéza extracelularnich polysacharida

U mikroorganismi, které jsou schopny za uréitych podminek produkovat extracelularni
polymery miZeme pozorovat dva odlisné mechanismy jejich syntézy, které do jisté miry
zavisi na stavbé bunééné stény. Extracelularné probihd syntéza u nékterych homopolysa-
charidi. Gram-pozitivnich bakterii. Tyto homopolysacharidy (dextran, alternan, levan,
atd.) jsou syntetizovany pouze v pfipad¢, kdy je ptitomen specificky substrat, ktery spousti
tvorbu specifickych enzymu nezbytnych pii polymeracni reakci. Napft. pfitomnost sacharo-
sy spusti u dextranu tvorbu enzymu dextran sacharésa, ktery katalyzuje polymeracni reak-
ci. Energie potfebna k reakci je ziskavana z hydrolyzy sacharosy. Syntéza dextranu muze
prob&hnout v pfitomnosti bakterialnich bunék nebo bez jejich ti¢asti pomoci (imobilizova-
nych) enzymovych preparatt [2,4].

Gram-negativni druhy syntetizuji homopolysacharidy a heteropolysacharidy intracelularné.
Nukleotidy (nukleotidy difosfaty) poskytuji aktivované formy monosacharidi a rovnéz
umozni bakterialni bunice vzajemnou pfeménu riznych monosacharidi pfes epimerizacni,
dehydrogenacni a dekarboxylacni reakce [4].

Pocatecni proces biosyntézy se skldda z nckolika odliSnych krokii. Nejdiive dochdzi
k aktivaci nukleotidi v pritbéhu jejich formovani, dale nasleduje kompletace opakujicich
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se jednotek polymeru postupnym ptidavanim jednotlivych monomeri na specificky nosic
a soucasn¢ s timto procesem probihd ptipojeni acylovych skupin (pokud jsou ptitomny).
Poté co probchne polymerizace jednotek monosacharidi je polysacharid vyloucen skrz
komplex membran a bunécnou sténu do vnéjsiho prostiedi [4].

1.2 Struktura extracelularnich polysacharidu

Struktura vétSiny bakteridlnich polysacharidi je jednoducha. Podle chemického slozeni je
muzeme rozdélit na homopolysacharidy, které obsahuji pouze jeden typ monosacharidu
a heteropolysacharidy. Ty byvaji sloZzeny z opakujicich se jednotek dvou az ¢tyt typh ruz-
nych monosacharidii (v rozsahu di- az oktosacharidy). Ve vétsiné ptipadi polysacharidy
obsahuji acylové substituenty, nejcastéji to jsou estery acetatl, pyruvatové ketyly a sukci-
nylové estery [1].

Vysledkem piitomnosti ketylli nebo uronovych kyselin je linedrni makromolekula kyselé-
ho charakteru. Bakterialni polysacharidy maji vétSinou pravidelnou strukturu, vyjimku
predstavuji alginaty. V téchto polymerech se D-mannuronosylové a L-guluronosylové
zbytky nachdzeji v ndhodné uspotadanych sekvencich [1, 4].

1.2.1 Struktura extracelularnich polysacharidi Rhizobii

Jako Rhozibia jsou oznacovany pudni bakterie patfici mezi rody Allorhizobium, Azorhizo-
bium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium atd. Polysacharidy Rhizobii se skladaji
pfevazné ze dvou typu polysacharidli volné ptichycenych na povrchu bunééné stény bakte-
rie: Kyselé EPS a cyklické B-glukany [3].

Cyklickym B-glukantim nebyla v dfivéjSich vyzkumech vénovana velkéd pozornost, nebot’
se pfevazn¢ nachazi v periplasmatickém prostoru a jsou vyluovany do prostfedi pouze
za ur€itych podminek. Jejich koncentrace se méni v zavislosti ze zménami osmotického
tlaku v okoli. Jejich vyskyt byl poprvé pozorovan u bakterie Escherichia coli [3,5].
Struktura cyklickym B-glukaniim se lisi u jednotlivych druhi bakterii. Naptiklad u jiz zmi-
néné bakterie Escherichia coli tvoti hlavni kostru homopolymer neutralnich charakteru,
ktery se sklada z B -1,2-spojenych glukanti, jez jsou do kruhové struktury upevnény pomo-
ci B-1,6 vazeb [3,5].

Periplasmatické glukany u Agrobacterii tumefaciens jsou slozeny z B -1,2-glukand, jejich
kostra je tvofena ze 17-25 glukosovych jednotek, mohou byt substiuovany fosfoglycero-
lem, sukcinatem nebo methylmalonétem [3, 6].
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Obr. 1. Struktura cyklickych p-glukanit Escherichia coli a Agrobacteria tumefaciens [5].

Kyselé EPS jsou vysokomolekularni komplex heteropolysacharidii s pravidelné se opaku-
jicimi sedmi az deviti hexosovymi zbytky. U jejich glykosidické vazby téchto heteropoly-
sacharid@i nepfevazuje Zadny trend. Strukturni uspofdddni mizZe mit tedy charakter a,
linedrni nebo s postranimi fetézci. VEtSinou obsahuji nesacharidové substituenty jako je
sukcinat, pyruvat nebo acetat. Jejich kysely charakter je dan pfedevsim piitomnosti urono-
vych kyselin, pyruvatovych ketylt a sukcinatt [3].

1.2.2 Struktura extracelularnich polysacharidii bakterii mlé¢ného kvaseni

Homopolysacharidy bakterii mlééného kvaseni jsou sloZzeny bud’ z glukosy (dextran, mu-
tan, alternan, B-glukany) nebo z fruktosy (levan, inulin) [1].

U bakterii mlééného kvaSeni byvaji opakujici se jednotky heteropolysacharidli v rozsahu
od tri- do oktosacharidii a nejcastéji obsahuji kombinaci D-glukosy, D-galaktosy a L-
rhamnosy. Mén¢ Casty je vyskyt N-acetylglukosaminu, N-acetylgalaktosaminu, fukosy,
glukuronovych kyselin a nesacharidovych substituentd (fosfat, acetyl a glycerol) [1].

1.3 Vlastnosti extracelularnich polysacharidi

Chemické slozeni, délka fetézce, dale pak typ, mnoZstvi a poloha substituenti spole¢né
s molarni hmotnosti a thlem vétveni molekuly urcuji fyzikalni vlastnosti extracelularniho
polysacharidu. S fyzikalnimi vlastnostmi souvisi zahuStovaci schopnosti a ty jsou Uzce
spjaty s konformaci makromolekuly (konkrétn€ s uspotadanim tercialni a kvartérni struktu-
ry). Sekundérni a tercidlni struktura siln€ zavisi na primarni struktuie polysacharidu. Rela-
tivné mald zména v primarni struktufe muize zcela zménit konformaci makromolekuly a
tim také vlastnosti EPS [1,2].

Molérni hmotnost extracelularniho polysacharidu miiZze byt stanovena gelovou permeacni
chromatografii s refraktometrickym detektorem. Ziskané retencni Casy jsou srovnany
se standardy dextranu [1].
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Vyse uvedené parametry charakterizujici jednotlivé polysacharidy se vyznamné lisi piede-
v§im podle bakterialnich druht, které je produkuji. Sviij vliv na strukturu molekuly maji i
podminky kultivace, ve kterych probiha syntéza extracelularnich polysacharidii [1].

Molarni hmotnost u homopolysacharidii je vyssi nez u heteropolysacharidii. U bakterii
mlééného kvaseni se pohybuje od 2,7.10° Da do 22.10° Da. Heteropolysacharidy mohou
nabyvat molarni hmotnost od 4.10% Da do 9.10° Da. Molarni hmotnost xanthanu, produko-
vaného Xanthomonas campestris se pohybuje 2.10°-20.10° Da [1]. Extracelularni polysa-
charidy s vysokou molekulovou hmotnosti produkuji i n¢které sinice. Maximalni hodnoty
se pohybuji mezi 1,4.10°Da — 2,8.10° Da. [7]

1.4 Vliv podminek kultivace na tvorbu a vlastnosti EPS

Rostouci poptavka a komercni vyuziti extracelularnich polysacharidi zvysilo usili pro do-
sazeni maximalniho vynosu. Nejvyznamnéjsi vliv na druh, vlastnosti a vytézek bakterial-
niho polysacharidu ma samoziejmé bakteridlni druh. OvSem nelze ani pominout sloZeni
zivného média a jiné kultivaéni podminky. Mezi rozhodujici okolnosti patfi i ¢as izolace,
nebot’ nékteré extracelularni polymery jsou syntetizovany v pritbéhu celého cyklu bakteri-
alniho rastu, zatimco jiné jsou produkovany pouze béhem pozdni logaritmické nebo staci-
onarni faze [1, 4].

Vhodny pomér slozek v zivném médiu, jez obsahuje vedle zdroje uhliku také mineralni
soli, aminokyseliny, vitaminy atd., je kli€ovy pro rist bakterii a tvorbu extracelularnich
polysacharidii. Nespravné slozeni ma piimy vliv nejen na mnozstvi vytvoreného polysa-
charidu, ale 1 na jeho fyzikalni vlastnosti. Popt. 1ze spravnym pomérem slozek uptednostnit
syntézu jednoho druhu polysacharidu pted ostatnimi, nebot’ fada bakterialnich druht pro-
dukuje smés extracelularnich polysacharidi [1, 2 ,4, 8].

Optimalni slozeni Zivného média se 1isi podle jednotlivych bakteridlnich druhii. Nicméné
pro tvorbu vétSiny téchto polymerd je dilezitd nevyvazenost vyzivovych a ristovych prv-
ki (ptedevsim C:N), dilezité je predevsim zvySené mnozstvi uhliku, které umozni bakteri-
im vytvéret polysacharidy a omezi jejich mnoZeni. Vzristajici koncentrace uhlikatého sub-
stratu ma tedy pozitivni vliv na tvorbu extracelularnich polysacharidi, avsak pftili§ vysoka
koncentrace substratu snizi tvorbu biomasy. VétSina bakteridlnich druhti preferuje coby
zdroj energie glukosu, popt. kombinaci cukernych slozek [1, 2 .4, 8].

Nezanedbatelny vliv na vytéZzek EPS ma rovnéz teplota, pH a mnoZzstvi kysliku. I zde plati,
stejné jako u predchozich parametrti, ze konkrétni hodnoty jednotlivych velicin se 1isi po-
mérné vyrazné u ruznych bakteridlnich druhd. Nékteré zdroje uvadi, Ze nizka teplota jis-
tych druhii mezofilnich bakterii znacné povzbudi tvorbu slizu. Tento efekt je vysvétlen u
Gram-negativnich bakterii nésledujicim zplGsobem. Pfi niZsi teploté je sniZzena rychlost
rustu bakteridlnich buné€k a soucasné i syntéza polymera v bunééné stén¢, nasledkem toho
je vice specifickych nosict dostupnych pro syntézu EPS. Naproti tomu je dokazano, ze
vy$si teplota kultivace u bakterii mlééného kvaseni znamena vyssi vytézek EPS (optimalni
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teplota kultivace u LAB bakterii je stanovena na 42 °C). U xanthanu se vhodné teplotni
podminky pro kultivaci pohybuji v rozmezi 25-34 °C, pficemz za optimum se povazuje 25-
30 °C. Vyssi teplota kultivace (33 °C) zveda sice vytézek, ale snizuje podil pyruvati v
EPS [2,9].

Za optimalni pH pro bakterie mlé¢ného kvaseni se povazuje hodnota pH 6. Van den Berg a
kol. stanovili postulat, Ze pti pH 5,8 je vySsi pfeména substratu na EPS, zatimco pH 6,2
znamena efektivnéjsi pfeménu substratu na biomasu. Né&které zdroje uvadi, ze pii udrzo-
vani vysSiho pH po celou dobu kultivace LAB bakterii znamend zvySeni produkce EPS,
coz se déje v dusledku prodlouzeni doby, po kterou bude dand kultura setrvavat
v exponencidlni fazi ristu. Hodnota pH se v prib¢hu kultivace méni. V pozdni stacionarni
fazi ristové kiivky dochézi k riistu pH nasledkem poklesu syntézy peptidoglykanu a teiko-
ovych kyselin, coz opét vede ke zvySeni produkce EPS. Ptesto je uprava pH v prubéhu
kultivace velmi dulezita, nekteré studie uvadi, ze je ucinngjsi nez doplnovani nutritientt..
U LAB bakterii bylo prokdzano, Ze kdyz jsou rastové podminky sledovany v pribéhu kul-
tivace, je produkce EPS vyssi neZ u vsadkovych kultivaci [2].

Pon¢kud odlisna situace je u xanthanu, u kterého se vétSina zdroji shoduje, ze optimalni
pH je neutrdlni. V pribéhu kultivace pH klesa z neutralniho ptiblizné na hodnotu pH 5,
diky pfitomnosti kyselych skupin ve struktuife xanthanu. Néktefi autofi se domnivaji, Ze
kontrola a Gprava pH je nezbytna k dosazeni vyS$siho vytézku EPS. Studie vSak dokazuji,
ze kontrola pH vede ke zvySenému rastu bunék, ktery nemé vyrazny efekt na produkei
xanthanu. Kdyz je pH upravovano, produkce xanthanu se zastavi, jakmile je dosazena sta-
ciondrni faze rustu. Pokud pH neni kontrolovano, produkce EPS pokracuje i béhem stacio-
narni faze rastové kiivky [9].

Zvyseny piisun kysliku u LAB bakterii nevede ke zvySeni produkce EPS, jde ve vétSiné
pripadt o fakultativné anaerobni mikrooranismy, proto se aerace neprovadi. Naproti tomu
u produkce xanthanu ma mnozstvi kysliku béhem ristu ptimy vliv na vytézek xanthanu,
proto jeho kultivace probihd v reaktorech, kde je ptimo vhanén vzduch a obsah reaktoru je
promichévan [2,9].

1.5 Uplatnéni extracelularnich polysacharidi v primyslu

Mikroorganismli syntetizujicich extracelularni polysacharidy a rtiznych druhd bakteridl-
nich polysacharidu je relativné velké mnozstvi, ale jen mald ¢ast z nich je komerc¢né vyu-
ivana. Sir§imu uplatnéni bakterialnich polysacharidi brani nejriizngjsi piekazky. At uz
jsou to vysoké naklady spojené s kultivaci mikroorganismil a naslednou izolaci polysacha-
ridi, kolisava jakost ziskaného produktu ¢i patogenni charakter jinych bakterialnich rodi.
Pfesto si nekteré bakteridlni polysacharidy naSly uplatnéni a jsou vyuzivany v riznych
prumyslovych odvétvich a to hned z nékolika divodu [4].

Nékteré z nich jsou biologicky totozné s eukaryotickymi polymery ziskavanych ptvodné
z rostlinnych polysacharida (celulosa, pektin a Skrob) a motskych fas (alginat a karagén).
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Jiné vynikaji jako zahust'ovaci nebo suspendujici ¢inidla a zaroven vykazuji odolnosti vici
kyselinam a zasaddm a vysokou teplotni stalost. V poslednich letech budi velkou pozor-
nost mikrobialni homopolymery skladajici se z (1-3) B-D-glukand, které maji pozitivni vliv
na stimulaci imunitniho systému organismu, snizuji hladinu cholesterolu a také omezuji
riziko vzniku viedi a nadord zazivaciho traktu [2, 4].

1.5.1 Extracelularni polysacharidy v potravinaiském prumyslu

V tomto odvétvi jsou hojné vyuzivany extracelularni polysacharidy bakterii mlécného kva-
Seni, ale 1 dalSich druhti.Obecné 1ze fici, Ze tyto polysacharidy upravuji viskozitni vlastnos-
ti a zlepSuji vzhled vyrobka. Napftiklad xanthan, acetan a gellan tyto tfi polysacharidy jsou
syntetizovany gram-negativnimi bakteriemi a pfidavaji se do potravin jako aditivum. Bak-
terie mlééného kvaSeni vytvaii extracelularni polysacharidy pfimo ve vyrobcich béhem
mlécné fermentace (napf. jogurt, Skandindvské kysané mléko ,,villi“, atd.). Mezi bakterie
mlécného kvaseni patii Leuconostoc mesenteroides — producent dextranu [1].

Z Gram negativnich bakterii maji pouze xanthan a gellan rozsitené legislativni povoleni
pro pfimé vyuziti v potravinach na tzemi Evropy a Severni Ameriky. V Japonsku se pou-
ziva jako pfisada v potravinach curdlan, tento polysacharid vSak neni povolen ani
v Severni Americe ani v Evropé¢ [4].

W

1.5.2 Uloha extraceluliarnich polymera p¥i ¢isténi odpadnich vod

Odpadni vody pochézejici z méstskych nebo pfevazné vétsiny primyslovych zdroj byva-
ji bohaté na pfitomnost organickych latek. Proto se zde s vyhodou vyuziva Cisténi pomoci
aktivovaného kalu. Ten byva pfitomen ve vlockach a po odstranéni pfitomnych organic-
kych latek sedimentuje. Mikroorganismy, které produkuji extracelularni polymery tvofi
spoluptisobici konsorcium. Jsou to pravé extraceluldrni polymery sloZené z pfevazné casti
z polysacharidu a bilkovin, které poskytuji pojivo pro vznik vlocek. Nedostatecna tvorba
extracelularnich polymera zptisobuje chabou bioflokulaci, coz ma velmi neptiznivy vliv na
vyslednou ¢istotu vody. Proto se mnozstvi polymeru ve vlockach sleduje. K tomuto ucelu
mohou byt naptiklad vyuzivany chromatografické techniky [10].

1.5.3 Vyznam extracelularnich polysacharidu p¥i bioremediacich

Zajimavou biotechnologickou aplikaci nabizeji extracelularni sacharidy pifi bioremedia-
cich.

Razna primyslovéa odvétvi, mezi které patii mimo jiné dalni tézba, galvanizace kovi, kle-
notnictvi, vypoustéji odpadni vody kontaminované tézkymi kovy. Tézké kovy maji ten-
denci pretrvavat v okoli a vyznamnym zpisobem tak zatézuji zivotni prostiedi.

Soucasny postup pro Upravu takto znecisténych odpadnich primyslovych vod je zna¢né
slozity a ndkladny (mtiZze zahrnovat napiiklad chemické srazeni, extrakei, dialyzu, elektro-
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lytickou extrakci, reversni osmézu, odpatfovani, absorpci a fedéni). Proto byl v minulych
letech hledan novy mechanismus k odstranéni t€zkych kovl z vod. Pozornost byla soustte-
déna vyuziti bakterii coby ,biosorbenti tézkych kovl. Polysacharidy ptitomné
v extracelularnich polymerech specifickych druhti bakterii maji schopnost vazat kovy do
komplexti ve vodném prostiedi, ale i mimo néj. Toxické kovy jako jsou kadmium a olovo
je vazano v biopolymeru, coz umozni zakoncentrovani a ndslednou separaci tézkych kovii

[11].

V tomto sméru byl vyzkum zaméfen na bakterie kmene Proteobacteria, konkrétné je to
Pseudomonas putida. Klicovou roli pravdépodobné hraje negativni naboj glukuronovych
kyselin pfitomnych v EPS tohoto mikroorganismu, ale svlij vyznam ma i zvySena pfitom-
nost acetylovych substituentl a terciarni struktura linedrniho polymeru. Piesné chemické
slozeni extracelularnich polysacharidii neni znamo, ale bylo prokazano, ze obsahuji gluko-
zu, ribosu a rhamosu [11].

1.5.4 Nékteré komer¢éné vyuzZivané bakterialni polysacharidy

Xanthan je produkovan rostlinnym patogenem Xanthomonas campestris. Nejvyhodnéjsi
zdroj vyzivy pro syntézu dané¢ho polysacharidu je glukosa nebo sacharosa. Pti optimalnich
kultivac¢nich podminkach dokaze tato bakterie pieménit cca 70 % uhlikatého substratu na
polysacharid, vytézek xanthanu z Zivného média se pohybuje v rozmezi 30-50 g.I". Agko-
liv se nabizi mySlenka, Ze xanthan mlize byt syntetizovan z dalSich odpadnich latek potra-
vinafského primyslu, ukazalo se, Ze jiné typy substratii nejsou tak vyhodné a mohou
ovlivnit fyzikalni vlastnosti vysledného produktu (pfedevsim molekulovou hmotnost) [4].

Xanthan je vynikajici suspendacni a zahust'ujici ¢inidlo, jez odolava nejen teplotnim vyky-
vim, ale i1 kyselindm a zdsaddm. Pomérn¢ dobfe vytvaii smési s riiznymi potravinovymi
dopliiky, solemi, mineraly a dalSimi chemikaliemi. Nasel vyuziti v riznorodych oblastech
v potravinarském pramyslu a byva pfitomen v Siroké Skale potravin, nejéastéji vSak
v salatovych dresincich a omackach. Zde jsou zaddany predevSim jeho pseudoplastické
vlastnosti, tzn. Ze je stabilni a viskozni, ale neni tuhy a téZky. Stabiliza¢ni €inky jsou vyu-
zity 1 v tiskafstvi, textilnim pramyslu (impregnacni potisky), farmaceutickém primyslu,
kosmetice, pfi vyrobé plastickych trhavin. Nezanedbatelné mnozstvi je pouzivano
v ropném prumyslu, jako zahuStovadlo pii vrtném vyplachu, kdy zahu$téna tekutina unasi
pevné castice zpét na povrch. Vedle dlouhodobé vyuZzivaného xanthanu, byly vyvinuty
jeho modifikace. Prvni z nich se vyznacuje zkracenim postrannich fetézct, coz vyvolava
zmény fyzikalnich vlastnosti, pfedevSim viskozity. Tato varianta neni dosud komercné
vyuzivana a je stale pfedmétem vyzkumu. Druha varianta postrada acetylové skupiny a tim
se zvysila interakce s galaktomannany a rostlinnymi glykomannany. Nové aplikace téchto
smesi maji Siroky potencial ve farmaceutickém pramyslu [4,9].
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Obr. 2. Struktura xanthanu produkovaného

Xanthomonas campestris [4].

Derivaty dextranu a aktivované dextrany rovnéz nasly svij tcel. Primyslové dextrany
jsou vyuzivany ve vyrobé, kde se pouziva technika gelové filtrace a v medicing jako né-
hrazka krevni plazmy. Dal$i moznosti vyuziti dextranil se nabizi v papirenské vyrobé€, pti
pokovovani a v potravinaistvi (stabilizator sirupu). Zde je rovnéz jako ptirodni zahusto-
vadlo vyuzivan levan [2].
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Obr. 3. Struktura dextranu syntetizovaného
Leuconostoc mesenteroides [12].
Alternan ma vyjimecnou strukturu, kde se pravidelné stfidaji a-1,6- a a-1,3-vazby, které
odpovidaji za jeho charakteristické fyzikalni vlastnosti jako je vysoké rozpustnost a nizka
viskozita. Ma Siroky potencial vyuziti v potravindistvi a kosmetice coby nizko-visk6zni
bobtnadlo a plnivo [2].
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Obr. 4. Struktura alternanu syntetizovaného
Leuc. mesenteroides NRRL B- 1355; NRRL B-1501;NRRL B-1498 [12].
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Gellan syntetizovany Sphingomonas elodea. V roztocich se nachazi ve form¢ nepravidel-
n¢ usporadané Sroubovice, pfi zvyseni teploty jeho konformace piechédzi na strukturu dvo-
jité Sroubovice. Pokud se v prostiedi nachézi kationty, nastdva zména konformace dopro-
vazena sesitovanim struktury a dochazi k tvorbé velmi pevného gelu. Tento gel je transpa-
rentni, odolava zvySenym teplotam a kyselinam, a proto je hojné pouzivan v potravinaistvi
a biotechnologiich, jako ndhrada tradi¢né pouzivaného agaru. Komeréné vyuzivanym pro-
duktem gelanu je nizkoacylovy gelan, ktery je ziskdvan deacylaci nativniho gelanu, za
alkalickych podminek. Takto upraveny gel se vyznacuje zvysSenou pevnosti a odolnosti
vici teplotnim gradientim [4,13].

Obr. 5. Struktura gelanu syntetizovaného Sphingomonas elodea [13].

Curdlan syntetizovany pudni bakterii Alcaligens faecalis var. 10C3K nebo spolu se Suk-
cinoglykanem bakterii rodu Agrobacterium radiobacter. Ma lineédrni strukturu, kterou tvo-
i1 (1-3) B-D glykosidické vazeby, diky tomu ma curdlan pozitivni vliv na stimulaci imunity
a mozné protirakovinotvorné uc¢inky. Uvedené vlastnosti nabizeji Siroky potencial v kos-
metice a medicin€é. Tento neutrdlni polysacharid neni rozpustny za laboratorni teploty ve
vodé, ale pouze v alkalickém prostiedi a polarnich rozpoustédlech. Vyuziva se predev§im
v potravinafrstvi [4, 14].

GHZOH CHOH CHOH
OH
—a & o |
oH
oH oH oH
2 o oH oH
S — L

Obr. 6. Struktura kurdlanu syntetizovaného
Alcaligens faecalis var. 10C3K [15].

Sukcinoglykan syntetizuje Agrobacterium tumefaciens a Rhizibium meliloti. Z 80 % je
tvoten glukosou, z 10% galaktosou, z 5 % pyrohroznovymi kyselinami a z mensiho podilu
se na jeho stavbé podili jantarova a octova kyselina. Je ve vodé rozpustny, jeho mozné
komer¢ni vyuziti je predmétem vyzkumu [16].
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Oba druhy bakterii Agrobacterium tumefaciens i Rhizobium meliloti patii mezi ptidni bak-
terie, které vyskytuji se v tzv. rhizosféfe a Ziji v symbioze s koteny rostlin. Sukcinoglykan
spolecné s galaktoglukanem, ktery je rovnéZz produkovan témito bakteriemi. EPS hraje
hlavni roli piedevsim v prvni fazi kolonizace kotent rostlin bakterialnimi bunikami, které
Rhizobia vyuzivaji ke své adhezi na jejich povrch [16,17,18].

— [ 4-B-D-Glep-(1—> 4)-B-D-Glep-(1— 3)-B-D-Galp-(1— 3)-B-D-Glep-1- | —
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Obr. 7. Struktura succinoglycanu syntetizovaného druhy Agrobacterium spp.
a Rhizobium meliloti [4]

Hyaluronova kyselina je polymer slozeny z opakujicich se disacahridickych jednotek
N-acetylglukosaminu a glukuronovych kyselin. Pfirozen¢ se nachdzi u vSech obratlovci
v kloubnim vazivu, chrupavkach, o¢nim sklivei, pupeéni $niife, mezibunénych prostorach
pokozky apod. Soucasné je syntetizovan jako ,,biofilm* bakterii Streptococcus equi. Hya-
luronovéa kyselina (HA) ma specifické fyzikalni a biochemické vlastnosti. Pfi styku
s vodnymi roztoky dochdzi mezi vodikovymi vazbami a sousednimi karboxylovymi a N-
acetylovymi skupinami k interakci. To znamena, Ze se nerozpousti, ale zachovava si pev-
ny charakter a zadrZuje vodu ve svém objemu. Jeden gram HA dokéaZe pojmout az
Sest litrit vody. Diky svym fyzikalnim vlastnostem plni funkci plniva, lubrikantu a nara-
zuvzdornych matric. HA nedrazdi pokozku, nevyvolava alergie, ale naopak vykazuje hoji-
vé schopnosti. Proto je ¢asto vyuzivana v mediciné€, farmacii a kosmetice [19,20].
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Obr. 8. Struktura hyaluronové kyseliny syntetizované

kulturou Streptococcus equi [18 ].
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2 IZOLACE EXTRACELULARNICH POLYSACHARIDU

Obecné lze fici, ze souhrn metod pouzivanych pro izolaci a Cisténi EPS zélezi na slozeni
kultivaéniho média, nebot’ Zivné médium je kontaminovano uhlikatym zdrojem, aminoky-
selinami, vitaminy, bazemi nukleovych kyselin, mineralnimi solemi a dal$imi slouc¢enina-
mi, které mohou ovlivnit naslednou chemickou analyzu [1].

Nejjednodussi postup zahrnuje odcentrifugovani bakteridlnich bun¢k, dialyzu kultiva¢niho
média pouzitého pro produkci EPS a naslednou lyofylizaci. Tato technika se vétSinou
uplatnuje pti izolaci EPS bakterii mlééného kvaseni. Pokud se polymer (xanthan) pouziva
jako prisada v potravinafstvi, byva n¢kdy tento postup zahdjen pasterizaci ¢i sterilizaci,
které nejprve usmrti bakterialni bunky. Pasterizace se musi provadét za specifickych pod-
minek (80-100 °C;10-20 min, pH 6.3-6,9), aby nedoSlo k degradaci polymeru, ale pouze ke
snizeni viskozity, ktera umozni lepsi odstranéni bakteridlnich buné¢k filtraci ¢i centrifugaci
[1,9].

Nejcastejsi postup izolace EPS z tekutého kultivaéniho média spociva ve vysrazeni pii-
tomnych proteind trichloroctovou kyselinou, nasleduje centrifugace, kdy se odd¢li z média
proteiny spolu s bakterialnimi buiikami. Poté pfidavkem ethanolu dojde k vysrdzeni sa-
motného EPS vlivem snizeni polarity prostfedi. Tato metodika zahrnuje fadu obmén. N¢-
kdy mohou byt proteiny odstranény az po vysrazeni polysacharidl, anebo mize byt etha-
nol k vysrazeni EPS nahrazen acetonem. Nezavisle na odstranéni bilkovin z média a vy-
srazeni EPS mohou byt vyuzity dalsi metody k piecisténi frakci EPS — dialyza, ultrafiltrace
a dalsi. Filtrace pfes syntetickou membranu umozni separaci polysacharidovych makromo-
lekul od nizkomolekuldrnich slozek pfitomnych v zivném médiu [1].

2.1 Izolace xanthanu

Pti izolaci xanthanu zéavisi predev§im na jeho dalS$im pouziti, nebot’ jeho uplatnéni se po-
hybuje v Siroké skale odvétvi (1.5.4). Xanthan uréeny pro tézaisky primysl musi byt zba-
ven predevsim mikrobialnich bunék. Nejvyssi naroky na €istotu suroviny klade potravinaf-
sky priimysl, xanthan musi byt oprostén od biomasy a vSech ¢inidel, které ziskal v pribéhu
izolace. Naopak mén¢ ptisné pozadavky na Cistotu jsou kladeny v textilnim pramyslu. Po
dokonéeni kultivace Zivné médium zpravidla 10-30 g.I" xanthanu, 1-10 g.1" bakterialnich
bundk a 3-10 g.I" zbytkovych nutritientti a dal§ich metabolitd. Bakterialni buiiky se od-
stranuji jako prvni (filtraci nebo centrigugaci), jejich odstranéni komplikuje predevsim
vysoka viskozita kultivatniho média, kterd miize byt snizena zvySenim teploty nebo smi-
chanim kultiva¢niho média s vodou ¢i alkoholem. Dalsi krok spociva v pfidani rozpouste-
del (izopropanol, ethanol, aceton), které vysrazi polymer a ¢inidel upravujicich pH. Mnoz-
stvi srazecich ¢inidel se opét odviji od urovné viskozity média. Legislativa vyzaduje, aby
xanthan pro potravinarské ucely byl vysrazen izopropanolem. Z vysrazeného polymeru je
mechanicky odstranéna voda a poté je vysusen, rozemlet a balen do nadob, které nepro-
pousti vlhkost. Cely proces musi probehnout tak, aby nedoslo k znehodnoceni polymeru.
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Napft. zvyseni pH nasledkem pfidani srazecich ¢inidel miize odstranit pyruvatové skupiny

z xanthanu [9].

2.2 Priklady presnych postupii izolace EPS

2.2.1 Izolace EPS dle S. Velasca a kol. [8]

Pro izolaci EPS s zivného média byl pouzit nasledujici postup: Jako prvni byly vysrazeny
proteiny piidanim 1/3 objemu 40 % (v/v) trichloroctové kyseliny a nasledné doslo k jejich
oddéleni centrifugaci pfi 23000 g po dobu 20 min pii 4°C. K vyslednému supernatantu byl
pridan stejny objem ledové vychlazené¢ho acetonu. Po protiepani byla smés ponechana pies
noc pii 4°C. SraZzenina EPS byla vytaZena na sklenéné ty¢ince a umisténa do ependorfky.
Supernatant vzorkl byl centrifugovan pii 23000 g po dobu 20 min. Supernatant byl slit
a pevny podil byl rozpustén v 6 ml fofatového pufru za souc¢asného protiepavani po dobu 1
h. Tato suspenze byla smichana s 6 ml ledové vychlazené¢ho acetonu a ponechana 4 h pfi
4°C. Vysrazeny EPS byl odstranén pomoci sklenéné ty¢inky, umistén do ependorfky a
vysou$en ve vakuové odparce pii 65°C po dobu 30 min [8].

2.2.2 Izolace dle Ch. Garniera a kol. [10]

Izolace extracelularniho polysacharidu pro chromatografickou analyzu.

Odpadni voda byla nejprve Ctyfikrat zahusténa: nejprve dekantaci, ziskany usazeny kal
byl poté centrifugovan pii 2000 g po dobu 15 min. Supernatant byl slit, pevny podil byl
rozpuitén v 5.10°M roztoku chloridu sodného a sorbovan na katex. Suspenze pevného
podilu kalu, pryskyfice a roztoku chloridu sodného byla michana po dobu 4 hodin pii 4°C.
Pro oddéleni extracelularnich polymeri od vlo¢ek byla provedena centrifugace pii 12000 g
po dobu 30 min. Supernatant, ve kterém byla obsaZen extracelularni polymer byl filtrovan
ptes filtr s otvory o priméru 0,22 mm [10].

Extrakce extracelularniho polysacharidu z bakterialnich bunék

Tekuté zivné médium s rostouci bakteridlni kulturou bylo centrifugovano pii 2000 g po
dobu 15 min, ¢imZ bylo dosaZeno odstranéni Cistého zivného média. Pevny podil byl roz-
pustén ve fyziologickém roztoku (pro promyti). Nasledovala opét centrifugace pti 2000 g
po dobu 15 min, pevny podil byl rozpu§tén v 5.10°M roztoku chloridu sodného. Extrakce
EPS probihala po dobu 4 hodin 4°C (60 g pryskyiice/100 ml) [10].

2.2.3 Izolace dle Vermani M. V. a kol. [21]

Mikrobialni buiiky byly oddé€leny centrifugaci pri 12000 g, po dobu 15 min. Extracelularni
polymer byl ze vzorku vysrazen ptidanim dvojnasobného mnozstvi vychlazeného acetonu.
Polymer byl z roztoku oddélen filtraci ptes piedem zvazeny filtracni papir. Takto izolova-
ny vzorek byl vysusSen ve vakuu pfi laboratorni teploté do konstantni hmotnosti [21].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

3 METODY STANOVENI EXTRACELULARNICH
POLYSACHARIDU

Volba metody a nasledné vysledky zvolené chemické analyzy jsou siln€¢ ovlivnény Cistotou
extracelularniho polymeru [1].

3.1 Kvantitativni stanoveni extracelularnich polysacharidu

3.1.1 Kolorimetrické metody stanoveni

Kolorimetrické metody vynikaji svou jednoduchosti, nevyhodou je vysokd naro¢nost na
¢istotu EPS [1].

Fenol-sulfatova metoda

Pomoci fenol-sulfatové metody se stanovuje mnozstvi polysacharidl, oligasacharidii, mo-
nosacharidii a jejich methylovych derivatii. Princip metody spociva v hydrolyze glykosi-
dickych  vazeb koncentrovanou kyselinou sirovou. Pfidany fenol reaguje
s monosacharidickymi komponenty za vzniku Zlutooranzového zbarveni, které je v Case
pomérné stalé. Intenzita zbarveni je pfimo imérna mnozstvi pfitomnych sacharidl a stano-
vuje se spektrofotometricky [1,22,23]

Tato metoda je hojn¢ pouzivana pro stanoveni vytézku EPS u rtiznych postupt izolace.
Avsak vytézek stanoveny fenol-sulfaitovou metodou mtize byt ovlivnén pfitomnosti niz-
komolekularnich sacharidi, které zde mohou byt pfitomny v ptipadé nedokonalého piecis-
téni EPS. Proto se tato metoda ¢asto zptesiiuje odectenim podilu, ktery zaujima redukujici
cukerna slozka, od celkového vytézku stanoveného touto metodou [1].

Metoda DNSA

Touto metodou lze stanovit celkové mnozstvi redukujicich cukrii ve vodnych vzorcich.
Princip je zaloZen na reakci redukujicich cukrt s 3,5-dinitrosalicylovou kyselinou (DNSA)
v alkalickém prostfedi, pii teploté 80°C. Naslednou redukci 3,5-dinitrosalicylové kyseliny
vznika kyselina glukonovéa a 3,5 diaminosalicylova kyselina, ktera je méfena spektrofoto-
metricky [24].

Stanoveni polysacharidu kyselého charakteru pomoci alcianové modii

V literatufe byva oznaCovana téz jako Ramusova metoda. V extracelularnich polysachari-
dech byvaji ¢asto pritomny kyselé funkéni skupiny, jejich mnozstvi lze stanovit pomoci
alcianové modii. Méd'naty kationt ftalokyninového barviva tvoii komplex s karboxylovym
aniontem a esterosulfatovou skupinou kyselych polysacharidu. Tento komplex tvoti neroz-
pustnou srazeninu, ktera se z roztoku odstrani vhodnou metodou. To znamena, Ze nejméné
koncentrovany roztok bude mit nejintenzivnéjsi zbarveni, coz je pfesny opak napt. fenol-
sulfatové metody [16,23]. Tato metoda neni citliva na €istotu extracelularnich polysacha-
rida tak jako fenol-sulfatova, protoze zde nerusi monosacharidy [16].
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3.1.2 Chromatografické metody

Ackoliv jsou chromatografické metody ve srovnani s kolorimetrickymi metodami mnohem
nakladnéjsi a Casoveé narocnéjsi, jejich nespornou vyhodou je nesrovnatelné vyssi presnost
vzhledem k prvné jmenovanym. Chromatografie patfi mezi separa¢ni metody a umoznuje
kvalitativni 1 kvantitativni stanoveni. Vzorek je zde separovan mezi pevnou (stacionarni)
fazi a pohyblivou (mobilni) f4zi, kterd jej unasi soustavou. Podle rizné afinity ke stacio-
narni fazi dochazi k opozd'ovani tim také k separaci jednotlivych slozek vzorku. Na konci
systému se jednotlivé slozky identifikuji vhodnym detektorem. Pro kvantitativni stanoveni
polysacharidii se nejcastéji vyuziva gelova permeacni chromatografie. Polysacharidy Ize
registrovat pomoci refraktometrického detektoru. Pokud je sledovéna i pfitomnost proteinil
ve vzorku, Ize pro jejich stanoveni soucasné pouzit spektrofotometricky detektor v UV
oblasti spektra [1].

3.1.3 Stanoveni pomoci IC spektroskopie

V polednich letech byla vyvinuta metoda, kdy pomoci blizké infracervené spektroskopie
lze stanovovat mnozstvi extraceluldrniho polysacharidu a jinych slozek piimo
v kultivaénim médiu. Toho se s vyhodou vyuziva napt. pii kultivaci bakterii mlééného
kvaSeni, nebot” je Casto potfebné sledovat nejen mnozstvi extracelularniho polysacharidu,
ale 1 mnozstvi mléénych kyselin a laktézy. Vysledky dosaZenou touto metodou vyka-
zuji nejen vysokou piesnost, ale 1 analyza je velmi rychla [1].

Infracerveny spektrometr pouzivd misto monochromatoru interferometr a ziskané udaje
zpracuje do podoby infracerveného spektra na zéklad¢ matematického postupu, ktery je
znamy jako Fourierova transformace. Touto metodou ziskame prakticky bez tpravy vzor-
ku jeho IC spektrum, které obsahuje absorpéni pasy, jez nalezi jednotlivym vazbam, &
skupinam atomt.. Neznamou slouceninu je mozno identifikovat srovnanim referen¢nich
spekter znamych sloucenin, jez byly naméfeny pfi stejnych podminkéch, v oblasti otiskl
prstl [25]. Pomoci FT-IR 1ze tedy provadét jak kvalitativni tak kvantitativni analyzu.

3.2 Kbvalitativni stanoveni extracelularnich polysacharidi

3.2.1 Analyza struktury extracelularniho polysacharidu

Primérni struktura EPS molekuly je dana slozenim monomeru, sekvenci jednotlivych me-
ra, umisténim glykosidickych vazeb a typem a lokaci necukernych substituentii. Zad-
na dostupna technika neni sama o sob¢ schopna charakterizovat slozitou strukturu extrace-
lularnich polysacharidi. Proto je tedy v praxi nezbytné kombinovat nékolik méticich tech-
nik soucasné [1].

Piipravnd faze

Pro ur€eni struktury bakteridlnich polysacharidll je nezbytna jejich Gprava. Je pro vSechny
techniky stejna a zahrnuje depolymeraci. Dé&je se tak pomoci uplné nebo ¢astecné kyselé
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hydrolyzy s kyselinou trifluoroctovou, kyselinou chlorovodikovou nebo kyselinou sirovou
pfi teploté 100 - 120°C po dobu 2 az 8 hodin [1].

Metody analyzy primdrni struktury

V minulosti bylo kvalitativni sloZeni monosacharidu analyzovano pomoci tenkovrstvé
chromatografie. Tato metoda ma vSak nizkou rozliSovaci schopnost a je velkou mérou na-

v

hrazovana mnohem spolehlivéjsi kapalinovou a plynovou chromatografii [1].

Kvantitativni a kvalitativni stanoveni EPS monosacharidii se provadi pomoci vysokorozli-
Sovaci kapalinové chromatografie s refraktometrickym detektorem, ktera umozinuje sepa-
raci jednotlivych monosacharidii pomoci aniontové vyménné kolony. Retenéni mechanis-
mus je zaloZzen na tvorbé slabych komplexi mezi monosacharidy a ionty. Vyssi afinita
ukotvenych iontl v koloné k né€kterym slozkdm vzorku zpusobi rizné retencni casy. Hlav-
ni nevyhoda tohoto systému spociva v neselektivnosti a nizké citlivosti refraktometrické-
ho detektoru Dalsi technika dostupna pro identifikaci a stanoveni mnozstvi monosachari-
da a oligosacharidl ve vzorku je vysoce G¢inna chromatografie na
anexu s pulsni amperometrickou detekci. Tento systém je vybaven kolonou s polymerni
matrici, kterd je charakterizovana vysokou chemickou stabilitou a selektivitou (jez je ur-
¢ena pouzitou mobilni fazi). Separace probihd za vysokého pH se siln¢ zdsaditymi roz-
poustédly. Detekce se provadi sledovanim zmény elektrického proudu, ktera nastava vli-
vem oxidace sacharidi na povrchu zlaté pracovni elektrody umisténé v pulsnim ampero-
metrickém detektoru. Tento postup je velmi citlivy a selektivni pro analyzu cukernych slo-
zek v jejich pfirozeném stavu.

Nejcastéji pouzivanou technologii pro analyzu slozeni EPS je plynova chromatografie
kombinovana s hmotnostni spektrometrii. Jednotlivé slozky EPS jsou separovany, uréova-
ny po kyselé¢ hydrolyze a silanizaci polarnich skupin monosacharid. Nosny plyn, kolona a
teplotni program se voli dle konkrétnich stanovovanych polysacharidi. Identifikace a
kvantifikace monosacharidii miize byt uskuteénénd plamenovym ionizacnim detektorem
nebo hmotnostnim spektrometrem. Analyza vazebnych mist jednotlivych cukernych jedno-
tek se stanovuje metylaci EPS, naslednou redukcni hydrolyzou s tetradeuteroboritanem
sodnym, vysledné monomery jsou derivatizovany na trimethylsilylované glykosidy. Vy-
sledny produkt miize byt identifikovan plynovou chromatografii s hmotnostnim spektro-
metrem [1].

Metody analyzy prostoroveho uspoiadani makromolekuly

Jako posledni se urcuje prostorova struktura polysacharidové molekuly, ktera zahrnuje
vzajemnou orientaci sousednich monosacharidl a polohu substituentl v prostoru. Pro roz-
bor konformace molekuly se nejCastéji pouzivd nukledrni magnetickd rezonance. Tato
technika umoziuje objasnit piesny typ a umisténi glykosidickych vazeb a strukturu jednot-
livych jednotek, které tvoti celek molekuly. Pfed vlastni analyzou pomoci nukleadrni mag-
netické rezonance musi byt vzorek dokonale zbaven vody lyofilizaci [1].
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II. METODICKA CAST
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4 ZIVNA MEDIA, KULTIVACE BAKTERII A IZOLACI EPS

4.1 Zivna média a roztoky poti‘ebné k jejich piipravé

Pti laboratornich pokusech byly pouzity chemikalie Cistoty p.a. od firem Lachema a.s., Fluka,
Supelco, Himedia, Sigma

Roztok stopovych prvki

Na pripravu 1000 ml roztoku stopovych prvkl bylo pouzito:

MNSO04.5 H20 ..o 0,043 g
H3BOs. oo 0,057 g
ZNSOLTHO ..o 0,043 g
(NH)6M07024 . AH20. . oo e, 0,037 g
COMNOS )2, 6HO ..., 0,025 g
CUSO4. SHYO ..o 0,040 g

Navazena mnozstvi latek byla rozpusténa v 1000 ml destilované vody a smés byla dikladné

promichéna.

Fosfatovy pufr

Je slozen ze zéasobniho roztoku A, ktery vznikne rozpusténim 9,0788 g KH,PO4 v 1 1 destilo-
vané vody a zasobniho roztoku B, pfipravené¢ho rozpusténim 23,9032 g Na,HPO,.12H,0 rov-
néz v 1 I destilované vody. Pro kultivaci bylo pouzito mineralni médium se 100 ml fosfatového
pufru, ktery vznikne smisenim 20 ml roztoku A, 80 ml roztoku B s 900 ml destilované vody.
Dale mineralni médium s trojnadsobnou koncentaci fosfatového pufru (60 ml roztoku A, 240 ml
roztoku B, 700 ml destilované H,0), sedminasobnou koncentraci fosfatového pufru (140 ml
roztoku A, 560 ml roztoku B, 300 ml destilované H,O) a s desetinasobnou koncentraci fosfa-
tového pufru (200 ml roztoku A, 800 ml roztoku B).

Mineralni médium K

Nejprve byly navazeny jednotlivé pevné slozky mineralniho média, poté napipetovan piislusny
objem roztoku stopovych prvkii a odmeéten fosfatovy pufr a destilovand voda pomoci odmér-
ného valce. SloZeni mineralniho Zivného média o objemu 1000 ml:

MESO 4. TH O e e ——— e e s 02¢g
S 0 ettt e 0,1g
N A e e 02¢g
NHUCT <o e 03g
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Substrat (manitol nebo SAChAroSa)...........coviviiiiiiiiiiiiiiiieeeree e sne e 020 20
ROZtok StOPOVYCH PIVKUL.....oiiiiiiieiieieece ettt saeneees 2 ml
Fosfatovy puft.......ccocceeeenee. peteereenteenteenteeteeattehteeheeeteebeeaheeaheeenteenseete e bt enteesheeenteeneenne 100 ml

B 1T 0 (o )72 s b: ARV Yo £ VO 100 ml

Roztok byl v lahvi dikladné promichan, dan do autoklavu a sterilizovan po dobu 20 min
pti 120°C.

Mineralni médium L

Piiprava probéhla stejnym zptisobem jako u pfedchoziho mineralniho média. SloZeni mineral-
niho zivného média o objemu 1000 ml:

CaClp.2HoO oo et 0, 1
N Lo e ——— e 02¢g
L5 1 77 72 L/ UORROPOPI 1 (0 0)'4
0 T SO UPRRRPPRY 0 1 B .
MANTEOL ittt et e eerrenreesreesresseeseenseessnennene s 0 20 @
ROZtok StOPOVYCH PIVKUL.....eiiiiiiieiieieece ettt nsaensees 2 ml

Fosfatovy pufr......ccccevevenneen. petesttesnteenteeteeteetteteeaaeateanbe e teetteasteanseenseeseetaentaennreanreans 100 ml

DESILOVANA VO e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeasaseeasasesananns 100 ml

Roztok byl vlahvi dikladné¢ promichan, dan do autoklavu a sterilizovan po dobu 20 min
pti 120°C.

TYA agar

Nejprve byly navazeny jednotlivé slozky zivného média a poté byla ptidana destilovana voda.
O @ N T | SR PSPRR 2,1g
Substrat (manitol nebo sacharosa)...........ocevviiiiiiiiiiiiiiiieneeee e eneee 20,20
Destilovanad VOAa. .......ouuiiii e e 100 ml
Vsechny komponenty byly dobie promichany v uzaviené lahvi, dany do autoklavu sterilizovat
pti 120°C na 20 minut. Po vyjmuti z autoklavu byl obsah 1dhve promichan krouzivym pohy-
bem, ochlazen cca na 60°C. Agar byl v boxu rozlit do misek a ponechan ztuhnout.

Fysiologickv roztok

Fysiologicky roztok byl ptipraven rozpusténim 8,5 g NaCl v 1 1 destilované vody.
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4.2 Kultivace bakterii

Kultura FR 5 byla z ependorfky uchované v mrazicim boxu pii teplot¢ 80°C aseptickym
zpisobem pieockovana na misku s TYA agarem pomoci kli¢ky a kultivovana po dobu tii
dnii. Pfed zahajenim kazdého testu byla kultura pfeockovéana pomoci klicky na misku
s TYA agarem obohacenym o stejny typ substratu, ktery byl pouzit u nasledujiciho kulti-
vacniho testu.

Kultivace u pripravnvch testu (Kultivaéni testy I-IV)

Tekuté mineralni médium bylo pfipraveno a vysterilizovano. Dle rozpisu a postupu (4.1.)
byla pfipravena suspenze kultury ve sterilnim fyziologickém roztoku, kterd odpovidala
hustoté 2. stupné McFarlandovy stupnice (t.j. 0,2 ml roztoku BaCl, smichédno s 9,8 ml roz-
toku H,SO4) Mineralni médium bylo zchlazeno na laboratorni teplotu, zaockovano 200 pl
suspenze kultury (Kultivacni test Il a IV), dano na tfepacku a kultivovano pii 25 °C.

Kultivace u Testu I-1V

Tekuté mineralni médium bylo piipraveno dle rozpisu (4.1.) do erlenmayerovy nadoby,
ktera byla uzaviena hlinikovou f6lii a sterilizovano v autoklavu spole¢né s fritou (uprave-
nou dle Obr. 9 a obalenou hlinikovou f6lii), po dobu 20 minut pfi 120 °C. Po ochlazeni
obsahu nadoby na laboratorni teplotu bylo odebrano 13 ml sterilni Cistého zZivného média
pipetou a mineralni médium bylo zaockovano 1 ml bakteridlni suspenze ptfipravené
stejnym zpuisobem jako u ptipravnych testi. Dale byly jednotlivé komponenty aparatury
(1-5) sestaveny dle (Obr. 9) v laminarnim boxu za aseptickych podminek. Hrdlo 1dhve
bylo spole¢né se sklenénou ty€inkou obaleno hlinikovou f6lii. Na konec sklenéné frity
byla upevnéna silikonova hadicka, ktera byla pies sterilni filtr (MILLEX GP, @ 22um)
pripojena k membranovému ¢erpadlu a kultivace probihala po dobu 14 dnt pii 25°C.

<4—  Smér proudéni vzduchu

— 1.) Erlenmayerova nddoba o objemu 1500 ml
3 4 2.) Sklenéna frita
| I 3.) Sklen&na ty&inka pfipevnéna k frité pomoci
silikonové gumicky
- 6 4.) Silikonova hadicka s vnitinim primérem 5 mm
N =

5.) Sterilni filtr s pory o priméru 22 um
6.) Membranové Cerpadlo

Obr. 9. Schéma aparatury pouzité pro kultivaci u Testii I-IV

Ve stanovenych dnech bylo odebrano 13 ml kultivaéniho média pomoci jednordzové ste-
rilni pipety. Vzorek byl centrifugovan pii 12500 g po dobu 15 minut, poté byl slit superna-
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tant s obsahem EPS a stanovena jeho dynamicka viskozita na viskozimetru tfikrat vedle
sebe dle niZze popsaného postupu (5.2.3). Po ukonceni méteni byl vzorek obsahujici EPS
byl slit do zkumavky a zamrazen. Sedimentované bakteridlni buniky byly ,,rozsuspendova-
ny“ v 5 ml fyziologického roztoku a centrifugovany pii 12500 g po dobu 15 minut. Super-
natant byl odstranén a bakteridlni buiiky byly rozsuspendovany v 5 ml fyziologického roz-
toku a zamraZeny do nésledné analyzy. Zpravidla po 14 dnech byla kultivace ukoncena a
EPS z zivného média byl vyizolovéan.

4.3 Postup pri preciSténi a izolaci EPS

Zde jsou uvedeny kroky, které nésleduji po kultivaci bakterii. Postup pfi ndsledné analyze
izolovaného extracelularniho polysacharidu je uveden v kapitole (5.4.).

4.3.1 Precisténi EPS u Testi I-111

Po rozmrazeni vzorku je ze zkumavky odebrano 5 ml supernatantu obsahujictho EPM
napipetovano do zkumavky o objemu 20 ml, pomoci odmérného véalce bylo ke vzorku pfi-
dano 10 ml ledové vychlazeného acetonu. Zkumavky byly ruéné protiepany a ponechany
ve stojanu 60 minut pii laboratorni teploté. Po uplynuti doby byla srazenina odstranéna
filtraci na vyvéveé. Casti srazeného polymeru, které ulpély na sténach zkumavky byly od-
stranény sklenénou ty¢inkou. Celd zkumavka byla proplachnuta malym mnoZstvim aceto-
nu. Filtraéni papir s pfitomnym polymerem byl vysuSen v digestofi, ponofen do 5 ml desti-
lované vody ve zkumavce. Zkumavky byly umistény na tfepacku v poloze, kdy sviraly s
podlozkou uhel 45°. Extracelularni polymer byl rozpoustén po dobu 25 hodin, pii 25°C.
Na tfepacce bylo nastaveno 350 otacek a rezim 15 minut protfepavani a 15 minut pauza.
Timto zplsobem byl rozpustén extraceluldrni polysacharid v destilované vod¢. Zkumavky
obsahujici tento roztok byly az do nasledné analyzy (5.4.) uchovavany v lednicce pii 4°C.

4.3.2 I1zolace EPS

Zpravidla po 14 dnech byla kultivace ukoncena. Samotné izolace se skladala z n€kolika
vzajemné navazujicich kroku:

Separace bakterialnich bunék. Smés zivného média, bakteridlnich bunck a polymeru
byla rozlita do kyvet po cca. 35 ml. Kyvety byly vyvazeny tak, Ze mezi dvojicemi byl roz-
dil hmotnosti mensi nez 0,05 g a centrifugovany po dobu 30 minut pii 16 000 g. Poté byl
supernatant slit do kadinky.

SrazZeni a separace proteini z extracelularniho polymeru. K supernatantu byla ptidana
trichloroctova kyselina v mnozstvi odpovidajici 3,5 g kyseliny na 100 ml supernatantu
a Chelaton 3 v mnozstvi odpovidajicimu 0,05 g na 100 ml supernatantu. Vysrazené pro-
teiny byly odstranény pii stejnych podminkéch jako separované buiiky. Kyvety naplnény
cca. 35 ml smési, vyvazeny a centrifugovany po dobu 30 minut pii 16 000 g.

Srazeni a separace extracelularniho polysacharidu - pomoci acetonu: K mnozstvi su-
pernatantu vysSimu nez 100 ml, jehoz viskozita byla vys$si nez 50 mPa.s byl pomoci od-
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mérného valce pridan trojndsobny objem ledové vychlazeného acetonu. (K vysrazeni EPS
ze supernatantu s niz§imi parametry postac¢i dvojndsobny objem acetonu.) Obsah kadinky
byl promichan sklenénou ty¢inkou, uzavien pomoci tii vrstev polyethylenové félie a pone-
chan pii 4°C v lednici pfe noc. Postupem ¢asu se vysrazeny polymer rozseparoval na dveé
frakce, se kterymi bylo dale pracovano oddélen¢. Nasledujici den byly vétsi ¢asti pevného
podilu polysacharidu vytaZzeny na sklenéné tycince a kapalny podil obsahujici malé ¢as-
tecky polymeru byl zfiltrovan na vyveéve, pres filtraéni papir (modra paska), ktery prosel
varem. Vysrazeny EPS byl vysusSen v digestofi pfes noc na petriho misce.

- pomoci ethanolu: K mnozstvi
supernatantu vys$§imu nez 100 ml, jehoz viskozita ptevysuje 50 mPa.s byl pomoci odmér-
ného valce prfidan petindsobny objem ledové vychlazeného ethanolu. (U niz§iho objemu
supernatantu ¢i niz$i viskozity byl odméfen Ctyfnasobny objem.) Obsah kadinky byl pro-
michan sklenénou ty¢inkou, uzavien pomoci tii vrstev polyethylenové folie a ponechén pii
4°C v lednicce pies noc. Nasledujici den byla smés premisténa do kyvet po cca. 30 ml.
Kyvety byly vyvazeny tak, Ze mezi dvojicemi byl rozdil hmotnosti mensi nez 0,05 g a cen-
trifugovany po dobu 35 minut pii 20 000 g. Vysrazeny EPS byl vysuSen v digestofi pies
noc na petriho misce.

PreciSténi a vysuSeni EPS. Polymer vysuSeny v digestofi byl rozpustén v miniméalnim
mnozstvi destilované vody, jejiz objem odpovidal mnozstvi polymeru (napt. cca. 1 g EPS
1ze rozpustit v 50 ml destilované vody). Rozpousténi probihalo po dobu 5 hodin ve vodni
lazni s teplotou vody cca. 45°C, za obCasného promichani sklenénou tyCinkou. EPS byl
pfesrazen stejnym cinidlem a stejnym zplisobem jako v pfedchozim kroku, tzn. trojnasob-
nym objemem acetonu nebo pétindsobnym objemem ethanolu. Nasledujici procedury
shodné s vyse popsanymi u jednotlivych rozpoustédel.

Po odpateni rozpoustédla a piebytecné vlhkosti v digestofi (pokud mozno ptes noc) byl
polymer suSen na predem zvazené petriho misce v exsikatoru nad oxidem fosfore¢nym do
konstantni hmotnosti. Nasleduje analyza izolovaného polysacharidu (5.4.).

4.4 Popis pouzivanych mikrobialnich kultur
Kultura FR §

V experimentalni ¢asti diplomové prace bylo pracovano pouze s kulturou oznacena jako
FR 5, ktera byla izolovana v radmci studentské védecké ¢innosti Bc. Evou BaroSovou [26].
Jde o gram negativni pudni bakterii — Agrobacterium tumefaciens, ktera pati mezi
Rhizobia a zpusobuje nadorové onemocnéni u rostlin [18].
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5 ANALYTICKA STANOVENI A PRIPRAVA CHEMIKALI{

5.1 Analytické stanoveni bilkovin

Princip metody je zaloZen na redukci Cu®" kationtu v silng alkalickém prostfedi a v pi-
tomnosti bilkovin. Vznikly Cu" tvofi fialové zbarveny komplex s dodanou bicincholinovou
kyselinou (BCA). Intenzita zbarveni je pfimo umérnd mnozstvi bilkovin, které jsou obsa-
zeny v roztoku. Citlivost metody je oproti jinym standardnim metodam asi o jeden fad vys-
§i [27].

Priprava pracovniho ¢inidla a standardu

Roztok A: Navazka 8 g Na,CO;.H,O a 1,6 g vinanu sodného byla rozpusténa ve 100 ml
destilované vody.

Roztok B: 0,4 g bicinchoninové kyseliny bylo rozpusténo v 10 ml destilované vody.
Roztok C: 0,4 g CuS0O,4.5H,0 bylo rozpusténo v 10 ml destilované vody.

Pracovni ¢inidlo se piipravi smichanim 1 dilu roztoku C s 25 dily roztoku B, nakonec se
ke smési piida 26 dilti roztoku A.

Standard bilkoviny: 1 mg lyofilizovaného Albuminu byl rozpustén v 10 ml destilované
vody.

Pracovni ¢inidlo, roztok B i standard bilkoviny byly pfipravovan cerstvé pied kazdym sta-
novenim.

Postup pri stanoveni bilkovin

Kalibra¢ni kiivka byla ziskana zpracovanim kalibra¢nich roztokil standardu bilkoviny
v rozmezi koncentrace 1— 120 mg.I"'. Zasobni roztok standardu bilkoviny o koncentraci
120 mg.I" byl pipetovan tiikrat vedle sebe do mikrotitraéni desticky o objemu dle (Tab. 1).
Doplnénim destilované vody na 100 pl byla dosazena sada kalibracnich koncentraci, ze
kterych byla sestavena kalibra¢ni kiivka (Obr. 11).

Tab. 1. Objem pipetovaného standardu bilkoviny do mikrotitracni desticky

Standard [ml] 0 1 10 20 40 60 70 80 100
Voda [ml] 0 99 90 80 60 40 30 20 0
c [mg.l'1] 0 1,2 12 24 48 72 84 96 120

Pti stanoveni bilkovin pomoci bicincholinové kyseliny na mikrotitrani destice se nejprve
zméti absorbance prazdné desticky na spektrofotometru Tecan pii vlnové délce 562 nm.
Do jamek byl davkovan vzorek vzdy tfikrat. Ke vzorku o objemu 100 pl bylo pfidano 100
ul pracovniho ¢inidla. Obsah desticky byl promichadn na tfepa¢ce po dobu 3 minut pii 320
otaCkach. Poté byla desti¢ka vloZena do polyetylenové krabicky s vikem o rozmérech
15x20x5 cm a inkubovana 60 minut pti 65°C v inkubatoru. Po uplynuti doby se ponecha
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mikrotitracni desticka chladnout 10 minut pti laboratorni teploté¢ a pak je méfena absor-
bance pfi vinové délce 562 nm (Obr.10).

Tab. 2. Absorbance v zdvislosti na koncentraci bilkoviny [28] - pfiprava

c Aq A; A; A, -
X o
[mg.I"] 1 ] 1] 1]
0 0 0 0 0 0 0
1,1 0,001 0,156 0,191 0,200 0,217 0,270
5,5 0,029 0,278 0,310 0,258 0,233 0,241
11 0,029 0,278 0,310 0,273 0,193 0,292
16,5 0,029 0,278 0,310 0,264 0,217 0,233
22 0,029 0,278 0,310 0,328 0,270 0,241
44 0,029 0,278 0,310 0,399 0,325 0,194
55 0,029 0,278 0,310 0,362 0,371 0,059
66 0,029 0,278 0,310 0,410 0,429 0,048
77 0,029 0,278 0,310 0,456 0,464 0,024
88 0,029 0,278 0,310 0,501 0,503 0,020
110 0,029 0,278 0,310 0,566 0,560 0,020

c,koncentrace bilkoviny [mg.l‘l]; Aj;, absorbance namétend na mikrotitracni destiCce; A,, primér ze tii namétenych
absorbanci Aj;; x, median; o, smérodatna odchylka tfi nezavislych hodnot koncentraci stanovenych z namétenych ab-
sorbanci A3,

0,7

0,6 - A= 0,0036¢ + 0,1848
R? = 0,8095

0,5

044 T

A[1]

0,3 -

0,2 o1

O {)_ T T T T T
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¢ [mg.I"]

Obr. 10. Kalibracni zavislost standardu bilkoviny-priprava.
Chybové usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je priimérem tiii méreni.

Tato metoda nebyla v pfedchozich diplomovych pracich pouzita. Vzhledem k ziskané ka-
libracni zavislosti (Obr.10) bylo tfeba postup upravit. Zejména u nizSich koncentraci byl
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vyrazny rozdil v naméfenou absorbanci mezi paralelnimi stanovenimi (Tab.2). S nejvétsi
pravdépodobnosti nebyly dodrzeny na vSech mistech desticky stejné podminky pii 60 mi-
nutové kultivaci, pozorovali jsme, ze z krajmich jamek je vySsi odpar. Proto byl vySe uve-
deny postup upraven a to tak, ze do krajnich fad jamek bylo napipetovano 220 ul destilo-
vané vody po celém obvodu mikrotitracni destiCky. Zaroven byl dan navlhCeny hadiik
vedle mikrotitraéni desti¢ky do plastové krabicky po celou dobu inkubace. Metoda je vel-
mi citlivd na Ccistotu mikrotitratni desticky. Kalibra¢ni hodnoty jsou zaznamenany
v tabulce (Tab.3).

Tab. 3. Absorbance v zavislosti na koncentraci bilkoviny — modifikovany postup

c A A; A; A, .
[mg.I"] [1] [1] [1] [1] * 7
0 0 0 0 0 0 0
1 0,007 -0,009 0,005 0,001 0,005 0,009
12 0,092 0,085 0,084 0,087 0,085 0,004
24 0,192 0,186 0,188 0,189 0,188 0,003
48 0,346 0,361 0,366 0,358 0,361 0,010
72 0,758 0,535 0,532 0,534 0,534 0,002
84 0,662 0,671 0,673 0,669 0,671 0,006
96 0,738 0,708 0,734 0,727 0,734 0,016
120 0,817 0,810 0,827 0,818 0,817 0,009
1

0,9 -

0.8 - A = 0,0072¢ + 0,0075 *

0,7 - R? = 0,9913

0,6 -
=
= 05

04 -

0,3 -

0,2 -

0,1 -

0 « ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Obr. 11. Kalibracni zavislost standardu bilkoviny- modifikovany postup.

Chyboveé usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je priumérem tri méreni.
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Vypocet koncentrace bilkoviny

Vysledné zbarveni se pomérné rychle méni v zavislosti na Case, proto je nutné provadét
kalibraci pti kazdém méfeni.

Na kazdé mikrotitracni desti¢ce byla provedena ¢tyfbodova kalibrace (Tab. 4.). Koncent-
race vzorku se vypocita dosazenim piislusné absorbance do rovnice kalibra¢ni pfimky.

Tab. 4. Objem pipetovaného standardu bilkoviny pfi ziskani kalibra¢ni rovnice.

Standard [ml] 0 20 80 100
Voda [ml] 0 80 20 0
c [mg.I"] 0 24 96 120

5.2 Analytické stanoveni extracelularnich polysacharidu

5.2.1 Fenol-sulfatova metoda

Princip metody byl pospéan v literarni resersi (3.1.1).

Priprava zasobnich roztokia a standardu

Zasobni roztok 5 % fenolu: 5 g fenolu bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody od-
métené pomoci odmérného valce. Zasobni roztok byl uchovavan v lednici.

Zasobni roztok xanthanu: 20,5 mg xanthanu bylo rozpusténo zahfivanim ve vodni ldzni
pti 60 °C a doplnéno v odmérné baiice na 100 ml.

Postup pri stanoveni celkového mnozstvi sacharida fenol-sulfatovou metodou

Nejdiive se zmé&fi absorbance prazdné mikrotitrani desti¢ky s vikem na spektrofotometru
Tecan pfi vinové délce 490 nm.

Kalibra¢ni kiivka byla ziskana zpracovanim kalibra¢nich roztokii xanthanu v rozmezi kon-
centrace 21 — 205 mg.1"" .Zasobni roztok xanthanu o koncentraci 205 mg.1I"' byl pipetovan
ttikrat vedle sebe do mikrotitra¢ni desticky o objemu dle (Tab. 5). Doplnénim destilované
vody na 30 pl byla dosazena sada kalibra¢nich koncentraci.

Tab. 5. Objem pipetovaného standardu xanthanu do mikrotitra¢ni desticky — FS metoda

Vg [ml] 0 3 5 10 15 20 30

V,[ml] 30 27 25 20 15 10 0

¢ [mg.I"] 0 21 34 68 103 137 205
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Do vzorku o objemu 30 pl se napipetuje 30 pul 5% fenolu. Co nejrychleji se ptida 150 pl
koncentrované kyseliny sirové. Obsah jamky se ihned diikladné promicha a to takovym
zpusobem, Ze se cely objem jamky nasaje zpét do davkovace a opét se vytlaci ven (pro
manipulaci byl vyslenén jeden davkovac, ktery bylo mozno po praci rozebrat a dokonale
vymyt od pifipadné kontaminace agresivnim roztokem). Tento postup se opakuje pétkrat
za sebou. Kazdy vzorek byl ddvkovan tiikrat vedle sebe. Mikrotitracni desti¢ka se ponecha
piikrytd vikem po dobu 60 minut pii laboratorni teploté. Po uplynuti doby se méii absor-
bance na spektrofotometru Tecan pii vinové délce 490 nm. Kalibra¢ni kiivka byla ziskana
zpracovanim kalibra¢nich roztokli xanthanu v rozsahu koncentraci 20 — 205 mg.l'l[22].
Ziskané hodnoty kalibra¢ni zavislosti jsou uvedeny v tabulce (Tab.6). Podle téchto hodnot
byla sestrojena kalibra¢ni ptfimka (Obr.12).

Tab. 6. Absorbance v zavislosti na koncentraci xanthanu-kalibrace FS metody

| (g i i i i X ’

0 0 0 0 0 0 0
21 0,077 0,113 0,064 0,085 0,077 0,025
34 0,164 0,186 0,147 0,166 0,164 0,020
68 0,280 0,306 0,303 0,296 0,303 0,014
103 0,436 0,412 0,430 0,426 0,430 0,012
137 0,519 0,567 0,543 0,543 0,543 0,034
205 0,712 0,853 0,776 0,780 0,776 0,071

0,9

0,8

A =0,0038¢c + 0,0208
R? = 0,9962

A[1]
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Obr. 12. Kalibracni zavislost pro vypocet celkového mnozstvi sacharidu.
Chyboveé usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je priimérem tii méreni.
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Vypocet koncentrace celkového mnoZstvi polysacharidu

Vysledné koncentrace je vypoctena z rovnice kalibracni kiivky.

A =0,0038 ¢+ 0,0208 Rovnice 1

5.2.2 Stanoveni polysacharidu kyselého charakteru pomoci alcidnové modri

Princip metody byl popséan v literarni resersi (3.1.1).

Priprava zasobnich roztoka a standardu

Zasobni roztok 7 % Kkyseliny octové: 17,5 ml 100% kyseliny octové bylo pomoci odmér-
ného valce ptelito do odmérné banky a doplnéno na 250 ml destilovanou vodou. Zasobni
roztok byl uchovavan pii laboratorni teplot¢.

Zasobni roztok alcianové modri: 0,015 g barviva bylo navdZzeno do odmérné banky a
doplnéno na 100 ml 7 % kyselinou octovou. Do roztoku byl michdn na magnetické mi-
chacce po dobu 1 minuty, zahiivan na cca. 45 °C po dobu 5 minut a michén 2 hodiny na
magnetické michacce bez dalsiho zahiivani. Poté byl zasobni roztok filtrovan pies filtra¢ni
papir [16].

Zasobni roztok xanthanu: 20,5 mg xanthanu bylo rozpusténo zahfivanim ve vodni l4zni
pti 60 °C a dopInéno v odmérné baiice na 100 ml.

Postup pri stanoveni mnozstvi polysacharidu kyselého charakteru

Kalibra¢ni kiivka byla ziskana zpracovanim kalibra¢nich roztokl xanthanu v rozmezi kon-
centrace 10 — 205 mg.I"". Zasobni roztok xanthanu o koncentraci 205 mg.I"' byl pipetovan
ttikrat vedle sebe do pfedem prfipravenych ependorfek o objemu dle (Tab. 7). Doplnénim
destilované vody na 200 ul byla dosazena sada kalibracnich koncentraci [16].

Tab. 7. Objem pipetovaného standardu xanthanu do mikrotitracni desticky — R metoda.

Standard [ml] 0 10 20 60 100 | 130 | 160 | 180 | 190 | =200
Voda [ml] 200 190 180 | 140 100 70 40 20 10 0
¢ [mg.I"] 0 10 21 62 103 | 133 | 164 | 185 | 195 | 205

Do ependorfek se napipetuje 200 pl testované latky, 400 ul 7% kyseliny octové a nakonec
se pfida 400 pl roztoku barviva. Ependorfky se uzaviou, ruéné promichaji a ponechaji 30
minut pfi laboratorni teploté. Poté jsou centrifugovany pii 12500 g po dobu 5 minut.
Zm¢éii se absorbance prazdné mikrotitrani desticky na spektrofotometru Tecan pfi vinové
délce 600 nm. Po opatrném vyjmuti ependorfek z centrifugy je ddvkovéana smés o objemu
200 pl vzdy ttikrat vedle sebe. Pii odebirani stanoveného objemu z ependorfy je tieba dbat
zvySené pozornosti, aby nebyla se vzorkem natazena srazenina. Po uplynuti doby se méfi
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absorbance (Tab.8) na spektrofotometru Tecan [16]. Byla ziskdna kalibracni zavislost
(Obr.13).

Tab. 8. Absorbance v zavislosti na koncentraci xanthanu — kalibrace R metody

_m(;-'*l Ail1] Aql1] Aql1] ” X o
0 0 0 0 0 0 0
10 0,026 0,037 0,064 0,042 0,037 0,020
o1 0,078 0,079 0,097 0,085 0,079 0,011
62 0,21 0,202 0,223 0,212 0,21 0,011
103 0,335 0,357 0,368 0,353 0,357 0,017
133 0,425 0,422 0,438 0,428 0,425 0,009
164 0,512 0,524 0,531 0,522 0,524 0,010
185 0,565 0,568 0,577 0,570 0,568 0,006
195 0,589 0,589 0,599 0,592 0,589 0,006
205 0,615 0,611 0,628 0,618 0,615 0,009

0,7
0,6 -

A = -3E-06¢? + 0,0037c + 0,0039
0,5 | R? = 0,9996
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Obr. 13. Kalibracni zavislost pro vypocet polysacharidii kyselého charakteru
Chybové usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je priimérem tii méreni

Vypocet koncentrace polysacharidu kyselého charakteru

Specifikum metody vyplyvajici z jejiho principu je, Ze u roztoku s nejvyssi koncentraci

cvwr

po odecteni roztoku s nulovou koncentraci polysacharidu (Ay).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

A=A, -A, Rovnice 2

Vysledna koncentrace je vypoctena z rovnice kalibra¢ni kfivky (Obr.13).

|A|=-3.10" ¢* + 0,0037 ¢ + 0,0039 Rovnice 3

5.2.3 Stanoveni dynamické viskozity

Viskozita je méfena na viskozimetru pii teploté 25 °C, s toleranci &+ 0,2 °C, ktera byla za-
jistovana pomoci termostatu. Hodnota dynamické viskozity byla odectena ptimo displeje
piistroje.

5.3 Kvalitativni analyza extracelularnich polysacharidi

5.3.1 FT-IR spektroskopie

Vzorek latky je nutné nejprve rozetiit na sklenéné tfeci misce. Poté se ke 2 mg vzorku ve
formé jemného prasku piida 200 mg bromidu draselného. Obé slozky se rozetfou a dobie
promichaji na achatové tfeci misce. Smés se premisti do duté formy s nasazenym dnem.
Do otvoru se vlozi pist a poté je tableta vylisovdna pusobenim tlaku cca. 6,5 MPa po dobu
nékolika vtefin. Infraervené spektrum bylo méfeno proti vzduchu na pfistroji Matson
3000, v rozsahu 400 — 4000 cm’.

Méfena latka musi byt rozetiena na jemny prasek. Na obrazku je srovnani vysledného IC
spektra xanthanu. V prvnim ptipadé nebyl vzorek pfed smichanim s bromidem draselnym
rozetfen, ve druhém ptipadé byl vzorek xanthanu upraven dle vySe uvedeného postupu
(Obr.14).
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Obr. 14. Srovnani IC spekter xanthanu v prirozené formé a po uprave na treci misce

5.3.2 GC/MS analyza

Vysouseni

Pted samotnou hydrolyzou se vzorek se susi pod vakuem (2,5 kPa) dosazené pomoci mem-
branové vyvévy v olejové lazni pii 50°C po dobu 24 hodin. Ohifev byl proveden kontakt-
nim zpiisobem pomoci elektromagnetické michacky a regulovan kontaktnim teplomérem.

Hydrolyza

Mnozstvi vysuSeného vzorku odpovidajici 100-500 pg se navazi do polyetylenovych kry-
ozkumavek. Pfida se 0,5 ml 3M methanolické kyseliny chlorovodikové, obsah uzaviené
zkumavky se krouzivym pohybem promicha a umisti do susarny. Hydrolyza probiha pti
80°C po dobu 16 hodin, za ob¢asného promichani obsahu zkumavky [29].

Silanizace

Po vyjmuti ze suSarny se zkumavka zchladi na 40°C v olejové lazni. Pak nasleduje stripo-
vani, kdy se do zkumavky vhani argon tak dlouho, az se odstrani veskeré rozpoustédlo.
Do zkumavky se napipetuje 0,3 ml N,O-BIS-Trimethyltrisilu, zkumavka se naplni argo-
nem, uzavie, promiché a ptfemisti do susarny. (Po otevieni ldhve se silaniza¢nim ¢inidlem
je nezbytné nepfetrzit¢ dovnitf vhanét argon.) Silanizace probih4 20 minut pii 80°C. Opét
nasleduje ochlazeni na 40°C v olejové lazni a vystripovani piebyte¢ného ¢inidla pomoci
argonu. Na zavér je pfidano 0,5 ml hexanu, obsah zkumavky se promicha a prefiltruje ptes
skelnou vatu [29].

Modifikace postupu

Po vyhodnoceni chromatogramu, bylo zjisténo, ze piky charakterizujici jednotlivé mono-
sacharidy maji stejnou odezvu na detektoru jako piky pochézejici z chemikalii nutnych k
ptipravé vzorku a ptipadnych necistot pouzitych chemikalii (tzv. pozadi). Pro zvySeni in-
tenzity pik pochazejicich ze vzorku byla zvySena stonasobné navéazka vzorku. Porovna-
nim latkového mnozstvi glukosy a methanolické kyseliny chlorovodikové jsme zvysili
objem kyseliny na 1 ml z piivodnich 0,5 ml. (V literatuie je pouzita 0,5 M Me/HCI, my
jsme méli k dispozici 3 N Me/HCI, po pfepoctu na latkové mnozstvi byl zachovan pieby-
tek kyseliny o tfi fady.) Dle literatury by jsme méli rovnéz zvysit objem trisilu z 0,3 ml na
30 ml, coz v redlnych podminkach neni optimalni. Proto byl tfikrat za sebou pipetovan 1
ml ¢inidla, obsah zkumavky byl silanizovan v susarné (20 minut; 80°C), ochlazen na 40°C
v olejové 1azni a piebyte¢né Cinidlo se vystripovalo pomoci argonu. Po tfetim vystripova-
ni se byl pipetovan do zkumavky 1 ml hexanu.

GC/MS analyza

Piipraveny vzorek byl analyzovan pomoci GC-MS Shimadzu QP2010 na Ustavu chemie
Mgr. Robertem Vichou PhD. za nasledujicich podminek:
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Teplota injektoru: 250°C

Kolona: Supelco SLB-5 MS 30 m x 0,25 mm. Teplotni podminky v koloné: 80°C
3 min™; 20°C min™; 140 °C 0 min™'; 5 °C min™'; 250°C 17 min"', Teplota interface:
250°C Iontovy zdroj: 200°C; 70 eV (ionizace EI)

5.3.3 Gelova chromatografie

Priprava vzorku

Postup 1: Mnozstvi vzorku odpovidajici 0,5 mg bylo rozpousténo v 1 ml mobilni faze
(roztok 0,1 M NaNOs; 0,02 % NaN3) po dobu 4 hodin, pfi laboratorni teploté, za ob&asné-
ho ru¢niho protfepavani Rozpustény vzorek byl piefiltrovan pies filtr Chromafil PET-
45/15 MS 0,45 pm.

Postup 2: Mnozstvi vzorku odpovidajici 0,5 mg bylo rozpousténo v 1 ml mobilni faze
(roztok 0,1 M NaNOs; 0,02 % NaN3) po dobu 18 hodin, pfi laboratorni teploté. Rozpuste-
ny vzorek byl prefiltrovan pies filtr Chromafil PET-45/15 MS 0,45 um. Vzorek byl pfilis
viskézni, proto byl jeho alikvotni podil zfedén 1:1 mobilni fazi.

Analyza

Piipraveny vzorek byl analyzovan pomoci gelové chromatografie na Ustavu inZzenyrstvi
a chemie potravin Ing. Vérou Kasparkovou PhD. za nésledujicich podminek:

Pristroj: PLGPC-50 s refraktometricky detektorem; Kolona: linedrni TSK gelova kolona
(GMPW_XL); Mobilni faze: roztok 0,1 M NaNOs; 0,02 % NaN3; Objem nastfiku: 100
ul; Rychlost toku mobilni faze: 0,8 ml.min'; Kalibra¢ni standardy: Pullulan standards,
Polymer Laboratories Ltd., (molarni hmotnost 180-788000 Da)

5.4 Postup pri analyze izolovaného vzorku

Pti analyze jsou vyuzity postupy u vyse popsanych metod v kapitolach(5.1.; 5.2.; 5.3.)

Analvza u Testa I-IV

Navazuje na kroky uvedené v zavéru kapitoly (4.2), u Testt I-III na kapitolu o precisténi
polysacharidu (4.3.1). Test IV nebylo tfeba distit, jednotlivé zkumavky byly pouze roz-
mrazeny ponechanim ve vlazné vodé¢ po dobu 15 minut.

Analyza celkového mnozstvi sacharidi a mnozstvi polysacharidu kyselého charakteru byla
v jednotlivych vzorcich provedena dle postupti uvedenych v kapitole (5.2.1; 5.2.2.), kon-
centrace polysacharidll byla vypoctena z namétené absorbance po odecteni pozadi dle rov-
nic (Rovnice 1; Rovnice 3).

Bilkoviny obsazené v bakterialni biomase byly analyzovany dle postupu uvedené¢ho v ka-
pitole (5.1). Na kazdé mikrotitra¢ni desticce byla provedena ctyfbodova kalibrace (Tab. 4),
ze ziskané rovnice kalibracni pfimky byla vypoctena koncentrace jednotlivych vzorki.
Jelikoz bylo odebrano 13 ml Zivného média a zcentrifugované buniky se rozsuspendovaly
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v 5 ml fyziologického bylo provedena pifepoCet na pouzité¢ fedéni vynasobenim ziskané
koncentrace konstantou B

Vysledné kiivky stanovené podle popsaného postupu jsou uvedeny v kapitole (7.).

Analvza izolovaného polysacharidu

Izolovany a vysuSeny EPS (4.3.2.) byl zvazen s piesnosti na Ctyfi desetinné mista, odecte-
nim hmotnosti prazdné misky ziskame hmotnost izolované¢ho polysacharidu (m;). Vytézek
extracelularniho polymeru (cps) z 1 litru Zivného média byl vypocten dosazenim do vzorce.

Cps = Rovnice 4

cps, koncentrace extracelularniho polymeru v g na 1 litr Zivného média [g.I"']; m;, hmotnost
izolovaného polysacharidu [g]; Vzm, objem Zivného média s pfitomnym extracelularnim
polymerem [1];

Vysuseny EPS byl rozdrcen na sklenéné tfeci misce na prasek, poté byl 1 mg rozetfeného
vzorku (mgps) rozpustén v 1 ml destilované vody, za obcasného dikladného ru¢niho pro-
trepavani béhem dne. (Tento zplsob se zda byt vhodné&jsi, nez michani na Vortexu, protoze
piipadné vétsi ¢asteCky polymeru ulpivaji na sténé ependorfky.) Ependorfka byla nechana
v lednici pfes noc a pred analyzou znovu dikladné ru¢né protfepana. byly stanoveny dle
vyse uvedenych metodik (5.1;5.2). Mnozstvi bilkovin, celkové mnozstvi sacharidii a
mnozstvi polysacharidii kyselého charakteru bylo vypocitdno ze ziskanych koncentraci
podle (Rovnice 5) .

L
Mpg V

[g] Rovnice 5

My cgkp = Cpeskp

mp cskp, hmotnost bilkoviny (popft. celkovych sachariddi, kyselych polysacharidll) v na-
vazce polymeru; ¢ g cskp, koncentrace bilkoviny (popft. celkovych sacharidi, kyselych po-
lysacharidl) ziskana dle postupii uvedenych v kapitolach (5.1;5.2); mgps, navazka polyme-
ru [g]; V, objem destilované vody [1].

Procentuelni podil jednotlivych komponent v navdzce polymeru (mgps) byl vypocitan dle
(Rovnice 6).

B,CS,KP = LBCSK? 100 0] Rovnice 6

Mgpg

Izolovany polymer byl déale podroben analyze na infraervené spektroskopii (5.3.1.), ply-
nové chromatografii s hmotnostni spektroskopii (5.3.2.) a gelové chromatografii (5.3.3.).

Veskeré namétené a vypoctené parametry jsou uvedeny v kapitole (8.).

Méreni prutoku vzduchu u aparatury (Obr. 9)
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Erlenmayerova lahev byla uzaviena pryZzovou zatkou s dvéma otvory. Jednim otvorem
prochézela sklenéna frita, druhym silikonova hadic¢ka vedouci k bublinkovému pratokomé-
ru (diferen¢nimu kapildrniho plynoméru). VSechny otvory v zatce byly utésnény parafil-
mem tak, aby nedochazelo k priniku vzduchu. Poté bylo zapnuto membranové Cerpadlo,
kterym byl do erlenmayerovy lahve vhanén vzduch pies fritu, nahromadény piebytecny
plyn unikal z prostfedi pfes pritokomér, kde byl zaznamenén jeho priatok. U Testu II byl
nastaven pritok 0,13 dm’min™, ktery byl zm&ten pomoci bublinkového pritokoméru. Pri-
tok vzduchu u Testu I 1,35 dm’ min™, resp. Testu III 0,57 dm’min" byl zmé&fen pomoci
diferen¢niho kapilarniho plynoméru. Oba prutokoméry maji omezenou Skalu méteni.

5.5 Pristrojové vybaveni

Viskozimetr SVI0. .. ..o e e AD company, Japonsko
Ultratermostat U2C........coviiiiiiiiiiiiiiiie et et e ee e e e s seenesenenneeenee 2 . Medingen
Chlazena centrifuga MR231. ... .ottt e Jouan, Francie

Elektromagneticka michadka MM 2A.....................cccccceecero............Laboratorni piistroje, CR

Analytické vahy KERN 770, ... ..ottt e ee e SRN
Piedvazky KERN 440-47 .. ... ottt e e e et e e e et ee e SRN
Piedvazky KERN EW ... et e e e e e e e SRN
ChladniCka s MIrazakem. .. ....oouiiiit i e e e e Ardo, CR

Tiepacka Titramax 100.........c.coviiiiiiniiiiiiieesiiierieriesies s eser e e e sresresere e enennses .o HeldoIph

(S 02T & T P 5 P CR
TiepaCka 3018 GFL.....c.oiiiii i e e e e e e e aea s SRN
EIeKtricKa SUSAIMA. . ... ettt e e e e e e e eeeaes MORA, CR
Membranove Cerpadlo........c.cccvieciiicrieriierierie e eteereereesteeseeseresresreesseessaesreens MP1 Chemoproject

Laboratorni autokIav............ccoiii i Sanoclav, St-MCS-203, SRN

Spektrofotometr TECAN, pro mikrotitra¢ni destiCKy............ccccoeeviereenveseeneeennn Sunrise, USA
Asepticky 1aminarni DOX........o.ovriitiiiiiii i e Telstar, Spanélsko
Inkubacni box na 60 °C.......oiiiiiii e e e MEmMIMETE

TermoboX NA 25 OC . . i e UIOZP, FT

5.6 Ostatni laboratorni pomiicky

Standardni 96-jamkova mikrodesticka................coviiiiiiiiiii e Gama, Ceskéa Republika
Sterilni filtr pro jedno pouziti — 0,22 Pm...............cccoviiivieieecieeeeen. .o Sartorius, Némecko
Mikrodavkovac ( 2-20 pl, 1-5 ml, 20-200 pl, 100-1000 PD).....oveveenriiiiaeenenn.. Biohit, Finsko
Mikrodavkovac (10 pl, 20 pl, 50 ML, 200 M).eveenneiniiiii e Plastomed, Polsko

Bézné laboratorni sklo a vybaveni
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III. VYSLEDKY A DISKUSE
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6 PRIPRAVNE TESTY

6.1 Optimalizace kultiva¢nich podminek

Cilem provedenych testi bylo zjisténi piihodnych kultivacnich podminek pro maximalni
produkci extracelularnich polysacharidti dané kultury. Tvorba polysacharidu byla sledova-
na pomoci vzrastajici viskozity.

6.1.1 Vliv ruznych druht sacharidického substratu a mnozstvi O, na produkci
polysacharidu

Podle poznatka ziskanych z riznych pramenti odborné literatury jsme zjistili, ze stézejni
parametry ovliviiujici tvorbu EPS je substrat pfitomny v Zivném médiu a konkrétné u Ag-
robacteria sp. je vyznamna piitomnost kysliku []. Ménici se podminky kultivace u Kulti-

vacnich testli [-IV byly vzdy pfipraveny a sledovany v jedné lahvi.

Kultivacni test 1

Zivné médium bylo piipraveno do 8 lahvi o objemu 500 ml. Ve 4 ldhvich bylo Zivného
médium obohaceno o sacharosu a ve zbylych 4 1dhvich o manitol. U kazdého typu substra-
tu byly vzdy 2 lahve naplnény Zivnhym médiem a objemu 50 ml a ve druhych 2 byl objem
zivného média 100 ml. Polovina lahvi (kazdé s jinymi podminkami) byla umisténa na tie-
packu, kde byl pohyb ve dvou smérech pii vysSich otackach, druhd polovina lahvi byla
umisténa na tiepacku, kterd konala kruhovy pohyb, pii niZSich otackach. Pfesné udaje jsou
v kapitolach (4.1. a 4.2.). Aby mohla byt sledovdna produkce EPS, métili jsme dynamic-
kou viskozitu 2. a 4. den kultivace (5.2.3). Rezim obou tfepacek byl 15 min pohyb, 15 min
pauza. Kultivaéni testy I a Il byly zaockovany pomoci klicky.

Tab. 9. Vliv riznych kultiva¢nich podminek na viskozitu — Kultiva¢ni test I

Viskozita [mPa.s]
Kultivaéni podminky
rychla trepacka pomala tiepacka
Substrat Sacharosa Manitol Sacharosa Manitol
Objem zivného média[ml] 50 100 50 100 50 100 50 100
Doba kultivace — 2 dny 14,2 4,86 24,5 7,04 6,09 2,79 6,36 3,29
Doba kultivace — 4 dny 20,7 5,34 30,1 7,15 20,2 3,69 18 4,22

Z namétenych vysledkt (Tab. 9.) vyplyva, ze Agrobacterium vytvéii vice EPS pokud je
pouzit jako substrat manitol. EPS je soucasn¢ produkovan rychleji pfi intenzivnéjSim pro-
ttepavani tekutého zivného média, které¢ usnadnuje pronikani O, do média. Po 4 dnech je
viskozita u rychlé a pomal¢ tfepacky vyrovnana u sacharosy, u manitolu je vSak polovi¢ni.
Ze vseho nejveétsi vliv na tvorbu EPS ma rizny objem Zivného média a s tim souvisejici
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mnozstvi kysliku v 500 ml lahvi. Vysledky ziskané v Kultiva¢nim testu I, byly doplnény
Kultiva¢nim testem II.

Kultivaéni test 11

Ucelem bylo uréit vhodny zpiisob kultivace, ktera zajisti dostate¢né mnozstvi EPS pro dal-
§i analyzy. Nebot’ z 50 ml zivného média nelze odebrat dost vzorkd, aby bylo mozno sle-
dovat prubéh ristové kiivky a stoupajici produkci EPS. Aby bylo mozno zvysit objem Ziv-
ného média a soucasn¢ dosdhnout dostate¢ného mnozstvi kysliku, provedli jsme kultivaci
v lahvi o objemu 1000 ml s obsahem 150 ml zivného média se sacharosou. Doba kultivace
byla prodlouzena a proto se upravil i rezim tiepani na ,,rychlé ttepacee (15 min pohyb, 45
min pausa). Vysledky jsou uvedeny v (Tab. 10).

Tab. 10. Sledovani viskozity v zavislosti na ase — Kultivacni test II

Doba kultivace [d] 2 3 7 9 11
Doba kultivace [h] 45 67 165 216 265
M1 [mPa.s] 352 043 10,5 10,4 0,84
nz[mPa.s] 3,50 945 10,5 10,4 9,85
ns [mPa.s] 3,50 9,45 10,4 10,3 0,85
n [mPa-s] 3,50 945 10,5 10,4 9,85
X 352 945 10,5 10,4 0,85
o 0,02 0,02 0,06 0,058 0,021

11.3,jednotliva méfeni viskozity; 1, dynamické viskozita, u které byla odeétena viskozita zivného média (0,95), X, median
tfi paralelnich hodnot 1;_3; 0, smérodatna odchylka tfi paralelnich hodnot 1;.3;

V pribéhu testu nedoslo k ocekdvanému nartstu viskozity (Tab. 10). Objem Zivného mé-
dia se ukazal natolik velky, ze nedochazelo k jeho dostatecnému promichavani a tim byla
omezena moznost prostupu kysliku do zivného média.

Soucasné s timto pokusem bylo 500 ml zivného média se sacharosou v 1000 ml 1ahvi pro-
vzdus$iiovano membranovym Cerpadlem. Viskozita byla méfena pouze jednou a to po 11
dnech kultivace. Jeji hodnota se rovna 45,9 mPa.s. Tento postup se ukdzal jako slibny
a nasledujici Testy I-IV byly provedeny na jeho principu. Pfesné provedeni je upiesnéno
v kapitole (4.2.).

6.1.2 Vliv mnozstvi kvasni¢ného autolysatu na produkci polysacharidu -
Kultivacni test 111

Zjistili jsme, ze mnozstvi kvasniéného autolysatu 3 g.1" obsazené v Mineralnim médiu K
(4.1.) rusi nasledné chemické analyzy, kterymi stanovujeme polysacharidy a bilkoviny.
Proto byl podniknut nasledujici Kultivaéni test I11.

Soucasné byla zjiSténa nedostate¢nd pufracni schopnost pouzitého fosfatového tlumivého
roztoku v zivném médiu u paraleln¢ probihajici diplomové prace. Vlivem tohoto nedostat-
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ku dochazelo postupem casu ke snizovani pH, coz negativné ovliviiovalo tvorbu EPS. Pro-
to jsme lahve €. 2 zachovali naprosto stejné podminky jako u ldhve €. 1, pouze byla zvyse-
na sila fosfatového pufru na desetinasobek (4.1.). V dalSich lahvich se méni pouze koncen-
trace kvasni¢niho autolysatu (KA) oproti prvni lahvi.

Kultivace byla ukoncena po 4 dnech (92 h). Vliv kvasni¢ného autolysatu (KA) a fosfato-
vého pufru na produkci EPS byl sledovan pomoci namétené viskozity (5.2.3.).

Parametry kultivace byly zvoleny s ohledem na vysledky v Kultiva¢nim testu I. Objem
Mineralniho média K s manitolem (4.1.) v 500 ml infuznich lahvich odpovidal 50 ml. Re-
zim rychlé tfepacky: 15 min pohyb, 15 min pausa. Vysledky jsou uvedeny v (Tab. 11).

Tab. 11. Dynamicka viskozita v zavislosti na riizné koncentraci KA — Kultivacéni test II1

Cislo vzorku 1 2 3 4 5 6
Fosfatovy pufr [%] 1x 10x 1x 1x 1x 1x
Koncentrace KA [g.l'1] 3 3 0,3 0,2 0,1 0,05
n1[mPa.s] 18,1 26,7 12,7 10,7 7.8 12,4
Nz [mPa.s] 18,0 26,7 12,6 10,6 7.8 12,4
ns [mPa.s] 18,0 26,7 12,7 10,8 7.8 12,4
n [mPa.s] 18,0 26,7 12,7 10,7 7.8 12,4

x 18 26,7 12,7 10,7 7.8 12,4
o 0,06 0 0,06 0,10 0 0

Ctvrty den kultivace je patrny negativni vliv niz§iho mnoZstvi kvasniéného autolysatu
oproti standardnimu slozeni zivného média u prvniho vzorku (Tab. 11). Pfi¢emz neni roz-
hodujici, zda je mnozstvi snizeno o jeden nebo dva fady. Ziskané vysledky odpovidaji po-
znatklim z odborné literatury, kde byl prokdzan vyznamny vliv kvasniéného autolysatu na
produkci EPS [30]. Pfesto ale doslo ve vSech vzorcich k mnoZeni bunék a produkci poly-
sacharidu, coz se projevilo nartstem viskozity. O jednu tfetinu vyssi viskozitu vedle stan-
dardu vykazal druhy vzorek, kde byl zvySen fosfatovy pufr na desetinasobek.

6.1.3 Vliv fosfatového pufru na EPS - Kultiva¢ni test IV

V Kultivaénim testu III byla potvrzena nedostate¢na tlumiva schopnost pouzivaného pufru,
proto jsme v Kultivacnim testu IV chtéli zjistit, pii jaké sile fosfatového tlumivého roztoku
budou bakterie produkovat nejvyssi mnoZstvi EPS. Soucasné jsme zde poprvé vyzkouseli
Mineralni médium L obohacené o manitol (4.1.), které nerusi spektrofotometrické analyzy.

Parametry kultivace byly shodné s Kultiva¢nim testem III. S tim rozdilem, ze bylo pouzito
Mineralni médium L a sledovanym parametrem byla ménici se sila fosfatového tlumivého
roztoku. Vysledky kultivacniho testu IV jsou shrnuty v (Tab. 12).
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Tab. 12. Sledovani viskozity v zavislosti na riizné sile pufru

Cislo vzorku 1 2 3 4

Fosfatovy pufr [%] 1x 3x 7X 10x
1 [mPa.s] 17,6 28,6 24,2 21,5
nz[mPa-s] 17,6 28,6 242 21,5

Nz [mPa.s] 17,6 28,6 242 21,4

n [mPa.s] 17,6 28,6 24,2 21,5

x 17,6 28,6 242 21,5

o 0,00 0,00 0,00 0,06

Nameétené hodnoty potvrzuji zjisténé zavery, nebot u pouzivaného pufru byla naméfena
nejnizsi viskozita. Naopak viskozita dosdhla nejvyssich hodnot u trojndsobné koncentrace
pufru, u sedminasobného a desetinasobného objemu pufru pak klesad. Coz miize byt zpiiso-
beno piili§ vysokou koncentraci soli v zivném médiu. Zavery vyvozené z tohoto testu byly
vyuzity pii pfipravé Mineralniho média L (4.1.) pro Test IV (7.1.4.).

6.2 Volba vhodného Cinidla k vysrazeni polysacharidi

Cilem testu bylo vyzkouSet riznou srazeci schopnost dostupnych rozpoustédel
u extracelularnich polysacharidi, které jsou bézné pouzivany napt. pfi izolaci xanthanu
[9].

Pozorovani bylo provedeno ve zkumavkach, kdy ze zivného média byly odstranény bakte-
ridlni bunky a k Iml zivného média, které obsahovalo EPM byl ptidavan po ¢astech ade-
kvatni objem rozpoustédla. Viskozita roztoku ¢inila 20,2 mPa.s.

Tab. 13. Vzhled roztoku ve zkumavce po pridavku riznych ¢inidel

Vol. Aceton Isopropanol Ethanol
syté bila gelovita srazenina, témérF Cira gelova srazenina, v . -
o - . o B fidky gel s velkym mnozstvim
1x zaujima polovinu objemu zku- zaujima skoro cely objem . . X
bublinek v celém objemu
mavky roztoku
ox zmens$eni objemu srazeniny, zbéleni srazeniny, jsou jasné prihledna gelova srazenina
ktera pada na dno zkumavky patrné okraje v celém objemu zkumavky
3x bez patrné zmény zhutnéni srazeniny lehké zbéleni gelovité srazeniny
A . lehce mlééné zakalena srazenina,
4x - bez patrné zmény

zaujima pfevaznou €ast roztoku

Podle (Tab. 13) se zda byt nejlepSim sraZedlem pro EPS aceton. JiZ po pfidani dvojnasob-
ného objemu doslo k oddé€leni sraZzeniny od roztoku a podstatnému zmenseni jejiho obje-
mu. O néco horsi vysledky vykazuje isopropanol, kdy po ptidavku trojnasobného mnozstvi
srazedla dochazi ke zmenseni objemu a zhutnéni srazeniny, tak Ze ji lze vytahnout na skle-
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néné tycince. U Ethanolu nedoslo ani po ¢tyfndsobném pridavku tohoto srazedla
k podstatnému zmenseni objemu sraZeniny, ta také jevi mensi pevnost nez u predchozich
¢inidel.

Pti prvnich pokusech o izolaci EPS z Kultiva¢nich testti I-II1, byla snaha pouzivat ethanol
navzdory zjisténym udajim, nebot’ jde o relativné levnou chemikalii, kterd neznamena
zvySenou zatéz pro zivotni prostfedi. Pti vétSim objemu Zivného média jsme vSak byli nu-
ceni zvolit aceton, protoZe vysrdzet polymer Ctyindsobnym objemem ethanolu napt. ze
400 ml zivného média se ukéazalo byt znacné nepraktické. Zaroven jsme postupem Casu
zjistili, ze se zvySujicim se mnozstvim EPS se srazeci schopnost ¢inidla snizuje. Aceton je
mnohem uc€innéjsi nez ethanol, protoZze k dosazeni kompaktni srazeniny staci dvojnasobny
objem, presto 1 zde se projevilo zhorSeni sraZeci schopnosti u vyssiho mnozstvi EPS. Pro-
to u roztokd s vyS$§im objemem nez 100 ml obsahujiciho EPS o viskozité cca. 60 mPa.s
bylo pouzito trojnasobného piebytku cinidla. Stejny postup byl zvolen u ptesrazeni EPS,
kdy byl cca 1 g EPS rozpustén v 50 ml destilované vody.

6.3 Podminky centrifugace pri separaci bakterialnich bunék

Zvolit optimalni podminky centrifugace tak, aby doslo k oddé€leni bakteridlnich bun¢k bez
sedimentace polymeru, je velmi obtizné. Viskozita, kterd komplikuje tento krok, se pohy-
buje béhem Testl v Sirokém rozmezi (1- 63 mPa.s). V pribchu ptipravnych testll jsme
zkouseli rtizné varianty dle odborné literatury. Zde se vSak lisi jednotlivé postupy izolace
vétsSinou praveé v tomto bodu. V ramci Kultivaénich testd jsme provedli nékolik zkousek a
vizudlnim hodnocenim mnozstvi sedimentovanych bun¢k byly zvoleny podminky centri-
fugace 16000 g po dobu 20 min.

Centrifugace Zivného média o viskozité 29 mPa.s

U Testii I-IV byl centrifugovan mensi objem zivného média (13 ml), a proto byly tyto pod-
minky zménény na 15000 g; 20 min. Poté jsme v pribéhu Testu I odebrali 4 vzorky
z zivného média o viskozit¢ 29 mPa.s (tato hodnota by m¢la odpovidat stredu Skaly, ve
kterém se pohybuje viskozita béhem kultivace), centrifugovali pfi riznych podminkach,
separované buiiky jsme rozsuspendovali v 5 ml fyziologickém roztoku a znovu centrifugo-
vali pti 10 000 g po dobu 20 min. Poté jsme analyzovali pfitomné mnozstvi bunééné bil-
koviny pomoci bicincholinové kyseliny (BCA).

Z vysledki v (Tab. 14) vyplyva, ze koncentrace bunécné bilkoviny se 1isi v zavislosti na
zméné parametrl centrifugace jen nepatrné, kromé nejcastéji uvadénych podminek
v literatuie (5000 g; 10 min). Na zdklad¢ téchto vysledkl jsme zmeénili u Testd (II-IV) re-
zim centrifugace na 12500 g po dobu 15 minut. U rezimu 16000 g po dobu 30 minut pfi
viskozité zivného média 29 mPa.s dochazi k ¢astecné sedimentaci polymeru, a proto jsou
pro centrifugaci kultivaéniho média s nizsi viskozitou nevhodné. Naopak jsou vyuZzivany



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

pfi centrifugaci zivného média s viskozitou cca 60 mPa.s a objemem 30 ml média v kyve-
t&. Zjistili jsme, Ze pii takto naplnénych kyvetach sedimentuje polymer pti 16000 g az po
45 minutach.

Tab. 14. Koncentrace buné¢né bilkoviny u riznych podminek centrifugace (n =29 mPa.s)

Pretizeni [g] 5000 10000 12500 16000
t [min] 10 20 15 30
A 1] 0,154 0,316 0,325 0,306
A [1] 0,168 0,336 0,326 0,314
A; [1] 0,145 0,302 0,319 0,341
A, [1] 0,156 0,318 0,323 0,320
fedéni 20 20 20 20
c [mg_].l'1] 238 492 501 497
X 207 489 446 431
o 16 27 6 26

Centrifugace Zivného média o viskozité 56 mPa.s

Béhem vyhodnocovani rastovych kiivek u Testt I a III jsme si povSimli, ze koncentrace
bunécné bilkoviny v poslednich dnech kultivace, je nizka. Chtéli jsme tedy zda, jaky vliv
by na tuto skutecnost mohly mit podminky centrifugace. Proto bylo u Testu IV odebrano
Ctytikrat 13 ml kultivacniho média, to bylo centrifugovdno podle parametri uvedenych v
(Tab. 15), supernatant byl slit, sedimentované buiky se rozsuspendovaly ve 20 ml fyziolo-
gického roztoku a byly centrifugovany pti 10000 g po dobu 10 minut (tento postup se opa-
koval 2x) s tim, Ze pfi posledni centrifugaci byly buiiky rozsuspendovéany v 5 ml fyziolo-
gického roztoku. Poté byla provedena analyza BCA metodou. Vysledky jsou uvedeny v
(Tab. 15).

Tab. 15. Koncentrace bunééné bilkoviny u riznych parametrt centrifugace (n = 60 mPa.s)

Pretizeni [g] 5000 12500 12500 16000
t [min] 10 15 20 30

A 1] 0,111 0,329 0,342 0,520

A 1] 0,095 0,302 0,305 0,493

As 1] 0,104 0,325 0,324 0,516

A 1] 0,103 0,319 0,324 0,510
fedéni 13 13 13 13
¢ [mg.I"] 78 283 294 420
X 86 279 278 426
o 7 13 16 30

Ze zévért uvedenych v (Tab. 15) vyplyva, ze koncentrace bunééné bilkoviny, pii podmin-
kach centrifugace, které byly pouzity u Testt II-IV (druhy sloupec) je o ¢tvrtinu niZ$i, nez
koncentrace bunécné bilkoviny pfi podminkach, které jsou uvedeny ve ctvrtém sloupci.
Z toho vyplyva, ze pravdépodobné u vsech Testd, kde se blizila viskozita hodnoté 60
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mPa.s nedoslo k sedimentaci vSech bakteridlnich bunék. Tento problém jsme zjistili az
v z&véru experimentalni ¢asti, proto jsme jiz nem¢li moznost optimalizovat podminky cen-
trifugace a soucasné to nebylo cilem na$i prace, prestoze tyto vysledky pravdépodobné
vyrazné ovliviiuji naméfené hodnoty predevsim u Rustovych kiivek vynesenych ze stano-
veni bunéénych proteind. Bylo by zadouci, aby bylo na téchto parametrech dale pracovano.

6.4 Rusici vlivy pfi analytickém stanoveni

Provedli jsme stanoveni nékterych polysacharidi a latek, které jsou soucasti zivného média
a mohly by zkreslovat vysledky analyz polysacharidi.

Metoda pro stanoveni bilkovin pomoci bicincholinové kyseliny testovana timto zpisobem
nebyla, protoze bunécné bilkovina se stanovuje v promytych buiikach, kde by tedy nemélo
dochazet k ovlivilovani analyzy slozkami pfitomnymi v zivném médiu. V pribéhu experi-
mentalni prace jsme chtéli rozsifit tuto analyzu i na stanoveni bilkovinné Casti extracelu-
larniho polymeru v pribéhu kultivace u Testd I-IV. Tehdy jsme zjistili, Ze tuto analyzu rusi
kvasni¢ni autolysat natolik, Ze i po pfecisténi polysacharidu (4.3.1.) je tfeba vzorek tficet-
krat zfedit, aby se veSel do kalibrace, proto jsme od tohoto imyslu upustili a podil bilkovin
stanovili pouze u izolovaného a presrazen¢ho extracelularniho polymeru.

6.4.1 Fenol-sulfatova metoda

Pomoci fenol-sulfatové metody (5.2.1.) se stanovuje mnozstvi vSech sacharidickych slo-
zek. Byla tedy pfipravena sada vzorkd riznych chemickych individui, mezi které pattily
polysacharidy (xanthan, gellan, dextran). Dva typy substratu, kterymi jsme chtéli obohatit
mineralni médium (sacharosa, manitol). Dale kvasni¢ny autolysat pfitomny v Mineralnim
médiu K (4.1.), ktery obsahuje sacharidické komponenty. VSechny chemikalie byly pfipra-
veny dle postupu uvedeném v kapitole (5.2.1.) o stejné koncentraci, abychom mohli po-
rovnat vyslednou absorbanci jednotlivych chemikalii.

Tab. 16. Srovnani absorbance u riiznych chemikalii o shodné koncentraci — FS metoda

vzorek ¢ o £ £ Ao x
[mg.I"] ] ] 1 [1] X o

xanthan 205 0,712 | 0,853 | 0,776 0,780 0,776 0,071

gellan 205 0,731| 0,788| 0,771 0,763 0,771 0,0293
dextran 205 0,962| 0,865| 0,954 0,927 0,954 0,0538

sacharosa 205 0,805 | 0,727 | 0,850 0,794 0,805 0,062
manitol 205 0,001 0 0 0 0 0
kvasniéni autolysat 205 0,385 0,367 | 0,368 0,373 0,368 0,010

Nejvyssi absorbanci pii stejné koncentraci vykazuje dextran (Tab.16). Sacharosa ma pfi-
blizn¢ stejn¢ vysokou absorbanci jako xanthan a gellan. Je tedy jasné, Ze by vyrazné rusila
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stanoveni polysacharidii. Kvasni¢ni autolysat ma sice polovi¢ni odezvu ve srovnani s pred-
chozimi, ale i on bude mit negativni vliv na stanoveni. Manitol je alkohol a nedava Zadnou
odezvu, nebot’ tato metoda reaguje jen na sacharidy (a pravdépodobné vyZzaduje, aby latka
byla ve své cyklické form¢) [22]. Jako substrat, je tedy manitol vyhodnéjsi nez sacharosa.

6.4.2 Polysacharidy kyselého charakteru stanovené pomoci alcianové modri

Stejnym zptisobem, jako v predchozi kapitole (6.4.1.) jsme sledovali u stejnych chemikalii
absorbanci, stanovenou metodou pomoci alcianové modfi (R metoda), jejiz pfesny postup
je popsan v kapitole (5.2.2.).

Tab. 17. Srovnani absorbance u rtiznych chemikalii o shodné koncentraci — R metoda

Vzorek ¢ y Aq A, As As X o
[mg.I"] [ [1] [ [1]

Xanthan 205 0,615 0,611 0,628 0,618 0.615 0,009
Gellan 205 0,229 0,222 0,219 0,223 0,222 0,005
Dextran 205 0,022 0,023 0,026 0,023 0,023 0,002
Sacharosa 205 0,025 0,018 0,015 0,019 0,018 0,005
Manitol 205 0,044 0,032 0,044 0,040 0,044 0,007
Kvasni¢ni autolysat 205 0,049 0,043 0,050 0,049 0,008 0,049

Absorbance sacharosy, manitolu a kvasni¢ného autolysatu ma fadové nizsi absorbanci nez
jakou vykazuje xanthan (Tab.17). Mazeme tedy fict, Ze tyto latky nebudou vyznamné na-
ruSovat stanoveni polysacharidi. Ve struktute gellanu jsou pfitomné kyselé funkéni skupi-
ny, a proto u n¢j byla zméteny vyssi absorbance, ve srovndni s xanthanem jde o hodnoty o
dvé tretiny nizsi.
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7 KRIVKY RUSTU BUNEK A PRODUKCE EPS

Cilem testli bylo sledovat rlist bun€k a tvorbu extracelularniho polymeru v zévislosti na
case. Sledovali jsme mnozstvi EPS pomoci nartstu viskozity zivného média, analyzou
celkového mnozstvi EPS a podil polysacharidu kyselého charakteru. Nartist bun¢k byl
stanoven pomoci analyzy jejich bilkovinné ¢asti. Z ptipravné faze (6.1) jsme ziskali opti-
malni kultivaéni podminky, které zde byly uplatnény.

Zjistili jsme, ze nejvyssi produkce EPS nastava pfi provzdusiovani zivného média pomoci
peristaltického Cerpadla, proto byla sestavena aparatura, pomoci které se vhani vzduch ptes
fritu pfimo do kultiva¢niho média (Obr. 9.). Byly pouzZity 2 typy Zivného média — Mineral-
ni médium K (Test I-III) a Mineralni médium L (Test [V) (4.1.), obé s manitolem.Vsechny
testy byly provedeny stejnym zpusobem, ktery je podrobné popsan v kapitole (4.2). M¢ni-
ly se pouze dva parametry a to prutok vzduchu a slozeni zivného média.

Vsechny ctyii testy byly provedeny z technickych divodl pouze v jedné lahvi a nebyly
opakovany, protoZe u vSech niZe popsanych Testli doslo k mnoZeni mikroorganismi a pro-
dukci extracelularniho polymeru.

V grafech, kde je znazornéna jedna nebo dvé kiivky jsou uvedeny chybové usecky, které
vyjadiuji smérodatnou odchylku ze tii paralelnich stanoveni. V grafech, které obsahuji
vice nez 2 kiivky nejsou tyto chybové usecky uvedeny, protoze by vyraznym zplsobem
snizovaly ptehlednost jednotlivych grafii.

7.1.1 Test 1

U prvniho testu byly pouZity ,,zdkladni kultivacni podminky* (4.2), které by podle po-
znatkt z Kultivacnich testd mély vést k maximalni produkci EPS v naSich podminkéch.
Pritok vzduchu vhanéného pres fritu do Zivného média 1,35 dm>.min™' byl dan kapacitou
Cerpadla.

Koncentrace bunééné bilkoviny v jednotlivvch kultivaé¢nich dnech Testu I

Byla analyzovéana koncentrace bunééné bilkoviny pomoci bicincholinové kyseliny (5.1.),
z priméru tfi zaznamenanych absorbanci byla vypoctena koncentrace bunécné bilkoviny
ve stanovenych dnech kultivace. Analyza byla provedena u bakteridlnich bunék, které byly
separovany z odebrané¢ho zivného média ve stanovenych kultiva¢nich dnech, promyty a
uchovavany do nasledné analyzy pii -20 °C (4.2). Bakterialni buiiky byly centrifugovany
pii 10000 g po dobu 20 minut (tyto podminky se vyskytuji pouze u Testu I).
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Tab. 18. Koncentrace bunécné bilkoviny v kultiva¢nich dnech - Test I

t t A; A; A; Ag c .
redéni X o
[h] [d] 1 11 11 1 [mgll]
0 0 0 0 0 0 - 0 0 0
23 1 0,163 0,171 0,145 0,159 20 244 249 21
46 2 0,557 0,542 0,505 0,534 20 833 844 42
70 3 0,483 0,489 0,447 0,473 20 736 751 36
95 4 0,316 0,336 0,302 0,318 20 492 489 27
119 5 0,248 0,219 0,251 0,239 20 369 383 28
143 6 0,232 0,241 0,247 0,240 20 370 372 12
167 7 0,214 0,218 0,237 0,223 20 343 335 19
191 8 0,204 0,209 0,222 0,211 20 326 321 15
215 9 0,205 0,197 0,212 0,204 20 315 315 12
264 11 0,211 0,210 0,208 0,209 20 322 323 2
334 14 0,073 0,067 0,065 0,068 20 101 98 7
900
800 -
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600 -
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E 400 -
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Obr. 15. Koncentrace bunécné bilkoviny v zavislosti na case kultivace — Test 1.

Chyboveé usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je priimérem tii méreni

U prvniho testu byl vzorek odebran az po 23 h (nejpozdéji ze vSech testlr) (Tab.18), mozna
proto neni na ristové kiivce zaznamenana lagova faze (Obr.15). Zda se, ze ristova kiivka
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prechazi po prvnim dnu do faze zrychleného rustu, poté nasleduje faze logaritmicka (druhy
den je taky naméfena maximalni koncentrace bunécné bilkoviny u tohoto testu t.j. 833
mg.l"). Pro piesné uréeni jednotlivych fazi nemame naméfenych dostatek hodnot
v prvnich fazich kultivaéni kiivky, kdy mnozeni bakterii probiha nejintenzivnéji. Nasledu-
je faze stacionarni, ve které (v nasich podminkach) mnozstvi bunécné bilkoviny klesé nej-
prve pomérné rychle (tfeti az paty den kultivace). Od patého az po jedenacty den klesa
ristova kiivka jen pozvolng. Ctrnacty den byla naméfena o 220 mg.I" nizsi koncentrace
bunécné bilkoviny (Tab. 19). Mohlo by se stat, ze z zivného média byly jiz odCerpany
témét vSechny ziviny a nahromadilo se zde ptili§ mnoho toxickych metabolitt, které ome-
zuji mnozeni bunck a riistova kiivka se dostala do faze odumirani. Ale mnohem pravdépo-
dobnéjsi vysvétleni je, Ze vzrostla viskozita Zivného média natolik, Ze nedoslo k separaci
vSech bakteridlnich bunék.

Celkové mnoZstvi polysacharidu a polysacharid kyselého charakteru — Test I

Stanovili jsme koncentraci veskerych sacharidickych sloZek v Zivném médiu pomoci feno-
sulfatové metody. V jednotlivych dnech jsme odebirali vzorek zivného média, ze kterého
byly odstranény bakterialni bunky, poté bylo zivné médium s obsahem EPS zamrazeno, po

ukonceni testu piecisténo a nasledné analyzovano (4.3.1,5.4).

Tab. 19. Celkové mnozstvi polysacharidu méteno fenol-sulfatovou metodou — Test |

t t A; A, A, Ag c -
redéni p X o

[h] [d] ] 11 ] 11 [mg.I"]

0 0 0 0 0 0 - 0 0 0
23 1 0,458 0,668 0,426 0,517 2 92 65 61
46 2 0,678 0,693 0,507 0,626 6 725 748 144
70 3 0,552 0,431 0,445 0,476 20 2066 1981 308
95 4 0,645 0,612 0,593 0,617 20 2720 2698 122
119 5 0,731 0,591 0,725 0,682 20 3025 3224 368
143 6 0,311 0,300 0,321 0,311 50 3464 3468 122
167 7 0,345 0,313 0,349 0,336 50 3755 3863 229
191 8 0,362 0,359 0,345 0,355 50 3983 4026 106
215 9 0,368 0,373 0,399 0,380 50 4270 4189 194
264 11 0,391 0,395 0,402 0,396 50 4456 4445 65
334 14 0,412 0,379 0,416 0,402 50 4530 4642 236

Stanovili jsme koncentraci kyselych polysacharidii pomoci alcianové modii v zivném mé-
diu. Alikvotni podil pro analyzu byl odebiran ze stejného vzorku, jako u fenol-sulfatové
metody.
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Tab. 20. Polysacharid kyselého charakteru stanoveny pomoci alcianové modii — Test I
t t A A, As Ag c -
redéni p X o
[h] [d] [1] [1] 1] [1] [mg.I"]

0 0 0,959 0,962 0,973 0,965 - 0 0 0
23 1 0,703 0,729 0,742 0,725 R 73 68 6
46 2 0,735 0,752 0,739 0,742 - 67 75 3
70 3 0,703 0,698 0,698 0,700 10 804 812 9
95 4 0,660 0,660 0,662 0,661 13 1236 123 5
119 5 0,643 0,642 0,632 0,639 13 1328 1352 2
143 6 0,714 0,708 0,739 0,720 18 1332 1352 91
167 7 0,739 0,740 0,738 0,739 20 1366 1370 6
191 8 0,685 0,682 0,681 0,683 20 1714 1703 13
215 9 0,680 0,685 0,683 0,683 20 1714 1722 15
264 1 0,672 0,677 0,680 0,676 20 1754 1763 25
334 14 0,628 0,638 0,635 0,634 20 2026 2032 33

—e— celkové mnozstvi sacharid( —+—Kkyselé polysacharidy
5000
4500 +
4000 +
3500 -
< 3000 -
o i
E 2500
o 2000 -
1500 -
1000 -
500 -
0 ‘0- :-k T T T T T T
0 4 6 8 10 12 14 16
t [d]

Obr. 16. Mnozstvi polysacharidu vyprodukované danou kulturou v ¢ase-Test 1.
Chybové usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je priimérem tiii méreni.
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Jiz druhy den kultivace byla zaznamenéana vyssi koncentrace sacharidii stanovenych po-
moci fenol-sulfatové metody (Tab.19). Nejrychlejsi riist celkového mnozstvi sacharidii byl
zaznamenan v prvnich dnech kultivace (4.den; ¢ = 2720 mg.1"), od patého dnu se snizuje
tempo ristu, ale koncentrace i nadéle roste. Po devatém dnu az do konce testu je nariist
sacharidd jen nepatrny (koncentrace je do konce testu zvysena pouze o 260 mg.1™) (Tab.
20). Posledni den testu byla naméfena nejvyssi koncentrace sachariddi ve vzorku, jejiz
hodnota je 4530 mg.1".

Vyraznéjsi narst polysacharidii kyselého charakteru nastdva az treti den kultivace, po
¢tvrtém dnu se tempo ristu zastavuje az do sedmého dne, kde je zaznamenan skokovy na-
rust koncentrace. Protoze se podobny zlom nevyskytuje u kiivky ziskané fenol-sulfatovou
metodou, jedna se patrné o experimentalni chybu. Od osmého dne kultivace roste koncent-
race ,,kyselych polysacharidii* jen mirn€. Posledni den kultivace byla namétfena koncent-
race 2026 mg.I"", ktera nedosahuje ani poloviny hodnoty stanovené u celkového mnozstvi

sacharidu ve vzorku na konci testu.

Chybové usecky jsou u obou metod zobrazeny a pocitany stejnym zpusobem, avSak analy-
zou pomoci alcidnové modfi byla ziskana natolik nizkd smérodatna odchylka (o), Ze chy-
bové tsecky nejsou na kiivee patrné (Obr.16).

Stanoveni dynamické viskozity — Test 1

Zvyseni koncentrace EPS ptfitomnych v zivném médiu vyvola i nartist viskozity v tomto
médiu. Thned po odebrani vzorku a centrifugaci jsme méfili viskozitu zivného média
s pritomnym EPS. Timto rychlym zplsobem se dalo dobie odhadnout, jakym zplisobem se
vyviji produkce extraceluldrnich polysacharida (Tab.21).

Tab. 21. Stanovené hodnoty dynamické viskozity v ¢ase — Test |
t[h] 0 23 46 70 95 119 143 167 191 215 264 334

t[d] 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 11 14

n+ [mPa.s] 0,95 1,04 3,35 | 16,80 | 29,10 | 37,40 | 40,60 | 46,40 | 49,10 | 55,00 | 63,20 | 63,50

n2 [mPa.s] 0,95 1,03 3,35 | 16,80 | 29,10 | 37,40 | 40,60 | 46,50 | 49,20 | 55,00 | 63,20 | 63,60

ns [mPa.s] 0,95 1,02 3,35 | 16,80 | 29,00 | 37,40 | 40,60 | 46,50 | 49,30 | 55,00 | 63,00 | 63,50

ne [mPa.s] 0,95 1,03 3,35 | 16,80 | 29,07 | 37,40 | 40,60 | 46,47 | 49,20 | 55,00 | 63,13 | 63,53

n [mPa.s] 0 0,08 2,40 | 15,85 | 28,12 | 36,45 | 39,65 | 45,52 | 48,25 | 54,05 | 62,18 | 62,58

X 0,95 1,03 3,35 | 16,80 | 29,10 | 37,40 | 40,60 | 46,50 | 49,20 | 55,00 | 63,20 | 63,50

o 0 0,01 0 0 0,06 0 0 0,06 0,10 0 0,12 0,06
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Obr. 17. Riist viskozity v jednotlivych dnech kultivace — Test 1.

Chyboveé usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je priimérem tii méreni.

Mirny riist viskozity se objevuje az druhy kultivacni den (Obr.17). U prvniho testu ma
ktivka rastu viskozity exponencialni charakter. Od druhého po paty den kultivace je tempo
rustu viskozity vysoké, od Sestého az po jedenacty den se lehce zpomaluje. Mezi jedenac-
tym a Ctrnadctym dnem je rast viskozity nevyznamny, ptesto i zde byla na konci testu na-
métena nejvyssi hodnota 62,6 mPa.s ( po odecteni viskozity samotného mineralniho mé-
dia, jehoZ hodnota byla 0,95 mPa.s).

7.1.2 Test IT

U druhého testu jsme chtéli overit vztah mezi prisunem kysliku a produkci extracelularni-
ho polysacharidu, proto byl pritok vzduchu snizen na 0,13 dm®.min™ pomoci zaskrceni
silikonové hadi¢ky hned za vystupem z peristaltického Cerpadla. Kultivace probéhla
v Mineralnim médiu K (4.1.).

Koncentrace bunééné bilkoviny v jednotlivych kultiva¢nich dnech Testu I1

Byla analyzovéana koncentrace bunééné bilkoviny pomoci bicincholinové kyseliny (5.1.),
jeji ptipadny vzestup vyjadiuje nariist biomasy. Analyza byla provedena u separovanych
bakteridlnich bunék, které byly separovany z odebraného zivného média, promyty a ucho-
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vavany do nésledné analyzy pti -20 °C (4.2). Bakterialni buniky byly centrifugovany pfi

12500 g po dobu 15 minut.

Tab. 22. Koncentrace bunécné bilkoviny v kultiva¢nich dnech - Test 11

t t A A, As Ay c .
fedéni p X c
[h] [d] 1] [1] [1] [1] [mg.I"]
0 0 0 0 0 0 0 0 0
21 1 0,023 0,017 0,021 0,020 20 24 27 S
45 2 0,127 0,127 0,125 0,126 20 190 193 1
94 4 0,200 0,201 0,200 0,200 20 306 308 1
141 6 0,332 0,360 0,335 0,342 20 529 520 24
166 7 0,333 0,341 0,345 0,339 20 525 529 10
242 10 0,388 0,373 0,380 0,380 20 589 591 12
261 11 0,397 0,441 0,422 0,420 20 651 657 35
334 14 0,593 0,622 0,609 0,608 20 946 950 23
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Chyboveé usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je priumérem tii méreni.

Obr. 18. Koncentrace bunécné bilkoviny v zavislosti na dobé kultivace — Test 1.

Prvni dva dny kultivace byl v Cerstvém zivném pravdépodobné dostatek kysliku pro mno-

zeni bakterii, a proto je na kfivce patrny nariist koncentrace bunécné bilkoviny jiz prvni

den kultivace (Obr.18). Druhy den nasleduje skokovy nartst, kdy se riistova kiivka patrné

dostava do logaritmické faze. Ctvrty den vykazuje tempo riistu mirné zpomaleni, ale do

Sestého dnu kultivace se opét zrychli. Mezi Sestym a desatym dnem kultivace byla zazna-

menana nejprve stagnace a poté opét mirny rust (stacionarni faze). Nemame dostatek in-
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formaci k dispozici, abychom mohli s jistotou urcit, zda je vySs$i koncentrace Sesty den
zpisobena experimentalnimi chybami nebo se jednd o skutecny vyvoj, ktery nastal
v zivném médiu.Po 14 dnech dosahuje koncentrace bunééné bilkoviny nejvyssi hodnoty ze
viech testi (t.j. 940 mg.1™") (Tab. 22).

Celkové mnozZstvi polysacharidu a polysacharid kyselého charakteru — Test 11

Stanovili jsme koncentraci veskerych sacharidickych sloZek v Zivném médiu pomoci feno-
sulfatové metody. V jednotlivych dnech jsme odebirali vzorek zivného média, ze kterého
byly odstranény bakterialni bunky, poté bylo zivné médium s obsahem EPS zamrazeno, po
ukonceni testu piecisténo a nasledné analyzovano (4.3.1,5.4).

Tab. 23. Celkové mnozstvi polysacharidu méteno fenol-sulfatovou metodou — Test 11

t t Aq A, A, Ag c .
fedéni p X o
[h] [d] 1] 1] 1] 1] [mg.I"]

0 0 0 0 0,294 0,098 - 0 0 0
21 1 0,220 0,156 0,247 0,208 2 18 24 22
45 2 0,283 0,277 0,231 0,264 2 42 50 13
94 4 0,458 0,467 0,407 0,444 25 196 188 19
141 6 0,647 0,699 0,672 0,673 2,5 346 322 15
166 7 0,691 0,735 0,735 0,721 25 378 359 15
242 10 0,754 0,785 0,738 0,759 2,5 403 380 14
261 1 0,615 0,714 0,653 0,661 25 338 301 29
334 14 0,566 0,572 0,560 0,566 2,5 276 271 3

Stanovili jsme koncentraci kyselych polysacharidii pomoci alcianové modfi v zivném mé-
diu. Alikvotni podil pro analyzu byl odebiran ze stejného vzorku, jako u fenol-sulfatové

metody.
Tab. 24. Polysacharid kyselého charakteru stanoveny pomoci alcidnové modii — Test I1
t t Ay A, A Ay c -
redéni 4 X o
[h] [d] 1] 11 1] 11 [mg.I"]
0 0 0 0 0 0 - 0 0 0
21 1 0,895 0,915 0,892 0,901 - 16 14 4
45 2 0,877 0,865 0,874 0,872 - 24 24 2
94 4 0,715 0,728 0,727 0,723 - 67 65 2
141 6 0,737 0,748 0,743 0,743 - 61 60 2
166 7 0,718 0,737 0,737 0,731 - 65 67 3
242 10 0,714 0,727 0,724 0,722 - 68 67 2
261 1 0,723 0,726 0,733 0,727 - 66 68 2
334 14 0,712 0,714 0,737 0,721 - 68 68 4
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Obr. 19. Mnozstvi polysacharidu vyprodukované danou kulturou v case-Test I1.
Chyboveé usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je priumérem tri méreni.

Na ktivce je patrny mirny nartst koncentrace obou typl polysacharidu jiz prvni den kulti-
vace, ktery u celkového mnozstvi sacharidii pokracuje stejnym tempem 1 druhy den a poté
byl zaznamenan prudky rust jejich koncentrace do Sest¢ho dnu kultivace (Obr.19). Mezi
Sestym a desatym dnem se objevuje pokles v tempu rdstu, mezi desatym a jedenactym
dnem kultivace dokonce i prudky pokles v jejich koncentraci, ktery 1 kdyz s patrnym zmir-
nénim se udrzel az do konce testu (Tab.23).

Koncentrace polysacharidil kyselého charakteru je prvni den testu téméf na stejné trovni
jako koncentrace celkovych sacharidd, ale jiz druhy je mezi obémi hodnotami rozdil, ktery
se déale zvySuje. Od ctvrtého dne aZz do konce testu koncentrace kyselych polysacharidi
stagnuje na hodnoté 68 mg.1"" (Tab. 24).

Stanoveni dynamické viskozity — Test 11

Zvyseni koncentrace EPS pfitomnych v zivném médiu vyvola i ndrast viskozity v tomto
médiu. Thned po odebrani vzorku a centrifugaci jsme méfili viskozitu zivného média
s ptitomnym EPS. Timto rychlym zplsobem se dalo dobie odhadnout, jakym zplisobem se
vyviji produkce extracelularnich polysacharida.
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Tab. 25. Stanovené hodnoty dynamické viskozity v Case — Test I

t[h] 0 21 45 94 141 166 241 259 332
t[d] 0 1 2 4 6 7 10 11 14
N1 [mPa.s] 0,95 0,96 1,10 1,35 1,58 1,58 1,22 1,16 1,11
nz[mPa.s] 0,93 0,94 1,10 1,36 1,58 1,58 1,22 1,16 1,10
ns[mPa.s] 0,95 0,94 1,11 1,36 1,57 1,58 1,23 1,16 1,12
n, [mPa.s] 0,04 0,95 1,10 1,36 1,58 1,58 1,22 1,16 1,11
n [mPa.s] 0,00 0,00 0,16 0,41 0,63 0,64 0,28 0,22 0,17
x 0,95 0,04 1,10 1,36 1,58 1,58 1,22 1,16 1,11
o 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01

N1a.jednotliva méfeni viskozity; 1, dynamicka viskozita, u které byla odeétena viskozita Zivného média (0,95), X, medidn

tfi paralelnich hodnot 1;_3; 0, smérodatna odchylka tii paralelnich hodnot 1;.3;

n [mPa.s]

t[d]

Zména dynamické viskozity zivného média je patrnd az druhy den kultivace, kdy zacin

Obr. 20. Rust viskozity v jednotlivych dnech kultivace — Test I1.
Chyboveé usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je priumérem tii méreni.

r

a

jeji prakticky linearni riist, ktery se zastavuje Sesty den kultivace (Obr.20). Sedmy den vis-

kozita stagnuje a poté nésleduje téméf stejné rychly pokles, ktery se zpomaluje az v zavéru

testu. Absolutni hodnoty viskozity jsou velmi nizké, pohybuji se pod hranici 1 mPa.s

(Tab.25).
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7.1.3 Test 111

Byl zvysen pritok vzduchu na hodnotu 0,57 dm®.min™ ve srovnani s Testem II a to tak, Ze
byla mirné€ povolena zaSkrcena silikonova hadicka za vystupem z membranového Cerpadla.
Kultivace probéhla v Mineralnim médiu K (4.1.).

Koncentrace bunééné bilkoviny v jednotlivvch kultiva¢nich dnech Testu I11

Byla analyzovéana koncentrace buné¢né bilkoviny pomoci bicincholinové kyseliny (5.1.),
jeji ptipadny vzestup vyjadiuje nartist biomasy. Analyza byla provedena u separovanych
bakterialnich bunck, které byly separovany z odebrané¢ho zZivného média, promyty a ucho-
vavany do nasledné analyzy pii -20 °C (4.2). Bakterialni buiikky byly separovany centrifu-
gaci pfi 12500 g po dobu 15 minut.

Tab. 26. Koncentrace bunécné bilkoviny v kultiva¢nich dnech - Test 111

t t A A, A, Ag c s
redéni p X o
[h] [d] [1] [1] [1] [1] [mg.I"]

0 0 0 0 0 0 - 0 0 0
19 1 0,696 0,719 0,705 0,707 - 38 38 1
44 2 0,456 0,454 0,405 0,438 13 240 254 26
63 3 0,411 0,452 0,408 0,424 50 909 864 88
94 4 0,459 0,512 0,477 0,483 13 280 275 24
112 5 0,399 0,383 0,376 0,386 13 194 191 10
137 6 0,381 0,440 0,469 0,430 13 233 242 40
160 7 0,433 0,368 0,406 0,402 13 208 212 29
184 8 0,413 0,415 0,398 0,409 13 214 218 8

209 9 0,384 0,401 0,400 0,395 13 202 206 8
232 10 0,354 0,371 0,370 0,365 13 175 179 8
257 11 0,354 0,367 0,378 0,366 13 176 177 11
327 14 0,350 0,407 0,347 0,368 13 178 162 30
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Obr. 21. Koncentrace bunécné bilkoviny v zavislosti na dobé kultivace — Test I11.

Chybové usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je priimérem tii méreni
Na rtistové kiivee stanovené podle koncentrace bunécné bilkoviny mizeme sledovat velmi
rychly nartst v prvnich dnech kultivace (Obr. 21). V Cerstvém zivném médiu je dostatek
Zivin, proto se bakteridlni buitky mnozi velmi rychle Nemdme k dispozici dostatek hodnot,
abychom mohli spravné odlisit lagovou fazi od faze zpomaleného ristu. Logaritmické faze
nastava béhem druhého dne kultivace a béhem tretiho prechazi do stacionarni faze, zde je
namé&fena i nejvyssi koncentrace bun&éné bilkoviny 909 mg.I" (Tab. 26). Ctvrty den je
patrny pokles koncentrace bunécné bilkoviny a poté jen pozvolny ubytek, ktery se zastavu-
je v zavérecné fazi testu. Paty den kultivace je zaznamendn mirny pokles koncentrace, kte-
ry mize byt zpisoben jednak experimentalnimi chybami pii analyzy ,ale také zavadou na
aparatute, kdy nedochézelo k provzdusiovani zivného média po dobu, kterou nelze presné
overit. U tretiho testu opét

Celkové mnozstvi polysacharidu a polysacharid kyselého charakteru — Test 111

Stanovili jsme koncentraci veskerych sacharidickych slozek v zivném médiu pomoci feno-
sulfatové metody. V jednotlivych dnech jsme odebirali vzorek zivného média, ze kterého
byly odstranény bakterialni bunky, poté bylo zivné médium s obsahem EPS zamraZzeno, po
ukonceni testu preciSténo a nasledne analyzovano (4.3.1,5.4).
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Tab. 27. Celkové mnozstvi polysacharidu méteno fenol-sulfatovou metodou — Test 111
! ‘ A A A Ao Fedani ¢ x o
[h] [d] 1 1 1 1] [mg.I"]
0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
19 1 0,234 0,266 0,356 0,285 2 0 1 29
44 2 0,303 0,233 0,253 0,263 3 35 28 25
63 3 0,786 0,586 0,569 0,647 10 1356 1214 281
94 4 0,446 0,451 0,470 0,456 20 1971 1949 59
112 5 0,641 0,505 0,517 0,554 20 2430 2256 350
137 6 0,378 0,385 0,372 0,378 30 2491 2489 45
160 7 0,289 0,247 0,244 0,260 50 2875 2724 293
184 8 0,280 0,328 0,267 0,292 50 3243 3107 374
209 9 0,317 0,316 0,313 0,315 50 3518 3526 24
232 10 0,355 0,324 0,383 0,354 50 3968 3980 343
257 11 0,411 0,372 0,359 0,381 50 4278 a7 315
327 14 0,445 0,393 0,408 0,415 50 4681 4596 311

Tab. 28. Polysacharid kyselého charakteru stanoveny pomoci alcianové modii — Test 111

t t A, A, A Ay c .
fedéni p X (o)

[h] [d] 11 1] 1] 1] [mg.I"]

0 0 0,999 0,962 0,973 0,978 - 0 0 0
19 1 0,999 1,001 0,997 0,999 - 0 05 1
44 2 0,885 0,878 0,892 0,885 - 26 28 2
63 3 0,729 0,742 0,746 0,739 5 342 353 14
94 4 0,735 0,739 0,752 0,742 13 899 912 36
112 5 0,733 0,732 0,736 0,734 13 933 940 8
137 6 0,703 0,701 0,705 0,703 18 1429 1431 11
160 7 0,705 0,713 0,713 0,710 20 1542 1549 29
184 8 0,705 0,714 0,706 0,708 20 1554 1560 30
209 9 0,654 0,656 0,662 0,657 20 1875 1870 27
232 10 0,655 0,653 0,660 0,656 20 1883 1892 23
257 11 0,639 0,641 0,651 0,644 20 1962 1970 41
327 14 0,644 0,656 0,648 0,649 20 1926 1922 39
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Obr. 22. Mnozstvi polysacharidu vyprodukované danou kulturou v case-Test I11.
Chyboveé usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je priumérem tri méreni.

Rist koncentrace obou typl shodné zacina az druhy den kultivace (Obr.22). U celkového
mnozstvi sacharidll je zaznamenan nejvyssi nartst koncentrace pravé druhy den a poté
roste koncentrace pfiblizn€ linedrné. Stagnace rustu Sesty den kultivace mtize byt zpiisobe-
na experimentalnimi chybami anebo je to nasledek vypadku provzduSiovani zivného mé-
dia

z predchoziho dne. Tempo rtstu koncentrace celkovych sacharidi se zastavuje az na konci
testu na hodnoté 4681 mg.I"' (Tab.27).

Koncentrace kyselych polysacharidi ptiblizné do devatého dnu zaujima poloviny z celko-
vého mnozstvi polysacharidli, poté se riust prakticky zastavuje a jejich koncentrace
v zivném médiu je konstantni (Tab.28).

Stanoveni dynamické viskozity — Test 111

Zvyseni koncentrace EPS v zivném médiu vyvold zvySeni viskozity tohoto média. Thned
po odebrani vzorku a centrifugaci byla méfena viskozita zivného média s pfitomnym EPS.
Timto rychlym zptisobem se dalo dobfe odhadnout, jakym zpiisobem se vyviji produkce
extracelularnich polysacharidu.
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Tab. 29. Stanovené hodnoty dynamické viskozity v ¢ase — Kultivace 111

t[h] 0 19 | 44 63 94 112 137 160 184 | 209 | 232 | 257 327

t[d] 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 14

ni[mPa.s] | 095 | 0,97 | 1,31 | 520 | 21,60 | 30,00 | 40,70 | 54,90 | 65,50 | 59,40 | 60,30 | 66,50 | 45,60

nz[mPa.s] | 0,95 | 0,98 | 1,31 | 521 | 21,60 | 30,20 | 40,80 | 54,90 | 65,50 | 59,20 | 60,30 | 66,50 | 45,60

ns[mPa.s] | 0,94 | 0,96 | 1,31 | 520 | 21,60 | 30,20 | 40,60 | 54,80 | 65,50 | 59,40 | 60,30 | 66,50 | 45,60

n.[mPa.s] | 0,95 | 0,97 | 1,31 | 520 | 21,60 | 30,13 | 40,70 | 54,87 | 65,50 | 59,33 | 60,30 | 66,50 | 45,60

n[mPa.s] 0 0,02 | 0,36 | 4,26 | 20,65 | 29,19 | 39,75 | 563,92 | 64,55 | 58,39 | 59,35 | 65,55 | 44,65

X 095|097 | 1,31 | 520 | 21,60 | 30,20 | 40,70 | 54,90 | 65,50 | 59,40 | 60,30 | 66,50 | 45,60

o 0,01 | 0,01 0 0,01 0 0,12 0,10 0,06 0 0,12 0 0 0

70

t [d]

Obr. 23. Rust viskozity v jednotlivych dnech kultivace — Test I11.
Chyboveé usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je priumérem tri méreni.

Dynamicka viskozita v Zivném médiu s ptitomnymi EPS roste od druhého az po osmy den
kultivace prakticky linearné (Obr.23), poté nasleduje mirny propad. Desaty den kultivace
viskozita stagnuje a jedenacty den je zaznamenan nartst. Na konci testu je opét zietelny
pokles viskozity z 66 mPa.s na 45 mPa.s (Tab.29), ktera byla méfena pétkrat se stejnymi
vysledky. Dalsi vzorek nebylo mozné odebrat, protoZe zbyly objem zivného média byl v tu
dobu jiz znehodnocen zéasluhou trichloroctové kyseliny.
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7.1.4 Test IV

U &tvrtého testu jsme zachovali maximalni pritok vzduchu o hodnoté 1,35 dm’.min™, ale
ke zméné zde doslo oproti ptfedchozim testim v pouziti Mineralniho média L (4.1), coz
bylo vysoce zadouci vzhledem k potizim s rusenim chemickych analyz. Vlivem tohoto
opatieni, nebylo nutné piecistovat odebrané vzorky s ptitomnym EPS dle postupu (4.3.1).
Tento test byl z asovych diivodii ukonéen jiz desaty den kultivace. Ctvrty test byl zao&ko-
van suspenzi vytvotfenou z petriho misky, kterd byla zaoCkovana ,,Cerstvou® kulturou z
mraziciho boxu. Ostatni Testy byly zaoCkovany suspenzi vytvotenou z kultury pteockova-
vané z petriho misek a uchovavané v lednici po nékolik mésict.

Koncentrace bunééné bilkoviny v jednotlivych kultivaé¢nich dnech Testu IV

Byla analyzovana koncentrace bunécné bilkoviny pomoci bicincholinové kyseliny (5.1.),
jeji pripadny vzestup vyjadiuje nartist biomasy. Analyza byla provedena u separovanych
bakterialnich bunck, které byly separovany z odebrané¢ho zivného média, promyty a ucho-
vavany do nasledné analyzy pii -20 °C (4.2). Bakterialni buniky byly separovany centrifu-
gaci pii 12500 g po dobu 15 minut.

Tab. 30. Koncentrace bunécné bilkoviny v kultivacnich dnech - Test IV

t t A, A, A; A, c j
fedéni 4 X o
[h] [d] [11 [11 [11 [11 [mg.I']
0 0 0 0 0 0 - 0 0 0
17 1 0,189 0,187 0,194 0,190 - 4 4
42 2 0,547 0,569 0,587 0,568 10 260 264 14
66 3 0,608 0,654 0,648 0,637 13 385 398 22
91 4 0,627 0,656 0,669 0,651 13 397 405 19
114 5 0,652 0,607 0,599 0,619 13 399 414 25
164 7 0,688 0,664 0,692 0,681 13 424 445 13
188 8 0,611 0,647 0,689 0,649 13 396 409 34
211 9 0,514 0,517 0,534 0,522 13 285 275 9
234 10 0,530 0,508 0,531 0,523 13 286 302 11
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Obr. 24. Koncentrace bunécné bilkoviny v zavislosti na dobé kultivace — Test IV.
Chyboveé usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je primérem tii méreni

Vzorky u tohoto testu byly odebirany jiz po 17 hodinach, proto je dobfe patrna lagova faze
na rastové kiivce, kdy se bakterialni buiiky pfizptisobuji novym prostiedi a prakticky se
nemnoZzi (Obr.24). Jiz druhy den kultivace je zaznamenan skokovy nartist v koncentraci
bunécné bilkoviny, kdy ristova kiivka piechazi do logaritmické faze, mezi druhym a tie-
tim dnem by méla nasledovat faze zpomaleného riistu a poté az do sedmého dnu stacionar-
ni faze. Devaty den nasleduje faze poklesu bunék skoncovou hodnotou 286 mg.l™
(Tab.30).

Tento ponékud ,,ucebnicovy tvar® rustové kiivky kazi fakt uvedeny v kapitole (6.3) a to, ze
desaty den tohoto testu bylo provedeno ovéieni podminek centrifugace, pfi kterém jsme
zjistili, Ze skuteéna koncentrace bakteridlnich bun&k by méla byt 420 mg.I"'. To piiblizn&
odpovida sedmému dnu kultivace (Tab.30). Zda se drzela koncentrace bunééné bilkoviny
na konstantni hodnoté nebo zda byla ten den vyS$i nemiizeme jiz zjistit. Ze zavéra
v kapitole (6.3) rovnéz vyplyva, ze podminky centrifugace, tak jak byly provedeny, by
mohly byt dostacujici pro sedimentaci bakteridlnich bunék pii viskozit¢ do 29 mPa.s. U
Testu IV je to tato hodnota prekrocena Sesty den kultivace (Tab.33) a tak by mél (Obr.24)
odpovidat skute¢nosti pouze v prvnich dnech kultivace.

Celkové mnozstvi polysacharidu a polysacharid kyselého charakteru — Test IV

Stanovili jsme koncentraci veskerych sacharidickych sloZek v Zivném médiu pomoci feno-
sulfatové metody. V jednotlivych dnech jsme odebirali vzorek zivného média, ze kterého
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byly odstranény bakterialni bunky, poté bylo zivné médium s obsahem EPS zamrazeno, po

ukonceni testu precisténo a nasledné analyzovano (4.3.1;5.4).

Tab. 31. Celkové mnozstvi polysacharidu méteno fenol-sulfatovou metodou — Test IV

t t Ay A, A A, c ~
fedéni 4 X (o

[h] [d] [1] [1] [1] [1] [mg.I"]

0 0 0,276 0,311 0,294 0,294 - 0 0 0
17 1 0,361 0,352 0,375 0,363 - 8 7 3
42 2 0,437 0,385 0,421 0,414 10 887 902 62
66 3 0,437 0,430 0,436 0,434 20 1943 1951 18
91 4 0,371 0,338 0,388 0,366 30 2474 2512 177
114 5 0,285 0,211 0,242 0,246 60 3356 3300 519
164 7 0,355 0,356 0,397 0,369 60 4884 4891 334
188 8 0,463 0,470 0,466 0,466 60 6430 6425 49
211 9 0,644 0,688 0,653 0,662 45 6848 6757 243
234 10 0,565 0,482 0,523 0,523 60 7225 7221 579

Stanovili jsme koncentraci kyselych polysacharidii pomoci alcianové modii v Zivném mé-
diu. Alikvotni podil pro analyzu byl odebiran ze stejného vzorku, jako u fenol-sulfatové
metody.

Tab. 32. Polysacharid kyselého charakteru stanoveny pomoci alcianové modii — Test IV

t t A A As A, c ~
[h] [d] 1] 1] 1] [1] fedéni [mg.I"] * 7

0 0 0 0 0 0,934 - 0 0 0
17 1 0934 | 0920 | 0,930 | 0,928 - 24 22 2

42 2 0,508 | 0,507 | 0513 | 0,509 - 157 158 1

66 3 0543 | 0546 | 0551 | 0,547 - 144 148 1

91 4 0,622 | 0615 | 0630 | 0,622 10 1179 1170 25
114 5 0,552 | 0545 | 0554 | 0,550 10 1425 1419 17
164 7 0,754 | 0,757 | 0,760 | 0,757 30 2242 2250 28
188 8 0718 | 0,721 | 0,719 | 0,719 30 2593 2603 14
211 9 0,682 | 0687 | 0688 | 0,686 30 2914 2910 31
234 10 0,69 | 0702 | 0,707 | 0,702 30 2761 2752 53
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Obr. 25. Mnozstvi polysacharidu vyprodukované danou kulturou v case-Test IV.
Chybové usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je priumérem tri méreni.

Koncentrace celkového mnoZzstvi polysacharidi zacina rist jiz druhy den kultivace
(Obr.25), ¢tvrty den je zaznamenan pokles tempa rtstu, v dalSich tfech dnech pokracuje
linearni rast. Paty den kultivace se koncentrace vzrostla rychleji nez v ptedchozich dnech,
do konce testu je opét patrny linearni rist koncentrace, ktery se zastavuje na hodnoté 7225
mg.I" (Tab.31).

Patrny rist koncentrace EPS kyselého charakteru je zaznamenan az ¢tvrty den kultivace,
ktery pokracuje linearnim ristem koncentrace az do devatého dnu na hodnotu 2914 mg.1™
(Tab.32).Desaty den kultivace je zaznamenan mirny pokles koncentrace EPS kyselého
charakteru.

Stanoveni dynamické viskozity — Test IV

Zvysujici se koncentrace EPS pfitomnych v zivném médiu zvySuje viskozitu zivného mé-
dia. Thned po odebrani vzorku a centrifugaci jsme méfili viskozitu zivného média
s ptitomnym EPS. Timto rychlym zplisobem jsme mohli dobfe odhadnout, jakym zptiso-
bem se vyviji produkce extracelularnich polysacharidi.

Tab. 33. Stanovené hodnoty dynamické viskozity v ¢ase — Kultivace IV
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t[h] 0 17 42 66 91 114 164 188 211 234
t[d] 0 1 2 3 4 5 7 8 9 10
n{[mPa.s] 0,94 0,96 5,22 16,5 24,7 26,6 40,6 46,7 48,3 57,2
nz [mPa.s] 0,94 0,99 5,2 16,5 24,6 26,8 40,5 46,8 48,2 57,2
ns [mPa.s] 0,95 0,99 52 16,7 24,6 26,8 40,5 46,6 48,3 57,2
n, [mPa.s] 0,94 0,98 521 | 16,57 | 24,63 | 26,73 | 40,53 | 46,70 | 4827 | 57,20
n [mPa.s] 0,00 0,04 426 | 1562 | 23,69 | 2579 | 39,59 | 4576 | 47,32 | 56,26
x 0,94 0,99 520 | 16,50 | 24,60 | 26,80 | 40,50 | 46,70 | 48,30 | 57,20
c 0,01 0,02 0,01 0,12 0,06 0,12 0,06 0,10 0,06 0,00
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Obr. 26. Riist viskozity v jednotlivych dnech kultivace — Test IV.
Chybové usecky odpovidaji hodnoté + o, kazdy bod je priumérem tri méreni.

Mirny nartst dynamické viskozity Zivného média byl zaznamenan az druhy den kultivace

(Obr.26), poté nasleduje rychlé tempo riistu viskozity, které se zmirni paty den kultivace

a pokracuje az do konce testu, kde dosahuje hodnoty 56 mPa.s (Tab.33).

7.1.5 Shrnuti testu

Koncentrace bunééné bilkoviny stanovena v biomase -Testy I-IV

Srovnani ristu koncentrace bunécéné bilkoviny v separovanych buiikdch u jednotlivych

testu.
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Obr. 27. Koncentrace bunécné bilkoviny v case-Testy I-1V.

U tfi testl, kde bakteridlni buniky rostly v Zivném médiu s KA se pohybuje maximalni kon-
centrace bun&éné bilkoviny kolem hodnoty 900 mg.1", ale jinak se viechny tfi kiivky na-
vzajem lisi (Obr.27). Na kfivce 1. testu nemizeme pozorovat lagovou fazi narozdil od
vSech ostatnich kiivek, protoze test byl proveden jen jednou, nelze s jistotou urcit, zda jsou
tyto kultivaéni podminky natolik optimdlni, Ze tato faze chybi nebo se jednd o chybu ve
zpusobu zaockovani zivného média. Presto koncentrace bunécné bilkoviny u 1. a 3. testu
obdobna, jeji kiivku charakterizuje prudky nartst v prvnich dnech kultivace a podobné
strmy pokles, ktery nastava kolem 4. a 5. dnu kultivace. V dalsich dnech je mnozstvi bu-
nécné bilkoviny konstantni. Naprosto odliSny charakter od ostatnich kiivek byl zazname-
nan u 2. testu, kde se potykaly bakterialni buiiky s vyrazné snizenym ptisunem vzduchu.
Rastova kiivka pripomina tzv. dvojitou rastovou kiivku charakteristickou pro dva typy
substratu, ale tento test jsme délali pouze jednou a navic je zde naméfeno nejméné hodnot,
nemuzeme fict, zda se nejednd o experimentalni chybu, ¢i zda je tento vysledek skutecny.
Ani sniZeny pritok vzduchu (0,5 dm’.min™" ) u tietiho testu nebrani bakteriim v ristu, tato
ktivka sice vykazuje pozd¢jsi logaritmickou fazi, ale byla zde stanovena vyssi koncentrace
bunécné bilkoviny nez u 1. testu, poté nasleduje pokles a koncentrace se drzi na niz$i hla-
ding, nez u prvniho testu. Nemame dostatek informaci, abychom mohli fict, Ze je to zpuso-
beno snizenym pratokem vzduchu, i kdyz by to tak mohlo vypadat.

U 4. testu nebyl pratok vzduchu omezen, ale KA v minerdlnim médiu byl nahrazen lysi-
nem a soucasn¢ byl pouzit desetinasobny fosfatovy tlumivy roztok. Koncentrace bakterial-
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nich bun¢k kolem sedmého dne je zde vyssi nez u Testu I a III, coz by nasvéd¢ovalo, ze
takto upravené zivné médium je vhodnéjsi. Opéet zde musime opakovat, Ze nemame dosta-
tek podkladti, abychom tento zavér prohlasit za pravdivy. Jakékoliv tvrzeni znesnadiiuje 1
zaver ziskany v kapitoly (6.3) o sedimentaci bunék pti vyssi viskozite.

Celkové mnozstvi polysacharidu stanovené fenol-sulfatovou metodou -Testy I-1V

Srovnani ristu celkového mnozstvi EPS béhem kultivace u jednotlivych Testi.
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Obr. 28. Mnozstvi polysacharidu vyprodukované danou kulturou-Testyl-1V.

Kfivky vyjadiujici koncentraci EPS (Obr.28) v jednotlivych dnech kultivace u 1. a 3. testu
vykazuji rychlé tempo ristu do ¢tvrtého dne kultivace a poté nasleduje zmirnéni rychlosti
rustu EPS, v obou testech bylo dosazeno po 14 dnech pfiblizné stejné koncentrace (cca
4500 mg.1™"). U tretiho testu je o néco pomalejii rychlost produkce EPS, coZ by mohlo byt
zpisobeno snizenim priitoku vzduchu. Koncentrace se prakticky vyrovnaji az po deseti
dnech kultivace (Obr.28).

Naproti tomu, témért linearni tvar az do Sestého dnu, ma kiivka charakterizujici 4. test, kde
bylo pouzito mineralni médium s lysinem, kolem sedmého dne s objevuje vyssi rtst a poté
nasleduje opét linearni nartst koncentrace EPS. ProtoZe tento test byl ukoncen predcasné,
nelze urcit, zda by pokracoval linearni riist koncentrace EPS nebo zda by nasledovalo zpo-
maleni ristu jako u 1. a 3. testu. Koncentrace EPS je zde mnohem vyssi (cca 7200 mg.1™),
a proto se nabizi hypotéza, ze kombinace desetinasobného fosfatového pufru spolecné
s mineralnim médiem obsahujicim lysin je pro produkci EPS nejvyhodné&jsi. Pokud ale
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srovname viskozity (Obr. 30), nic takového se nepotvrzuje. S vyssi pravdépodobnosti je
naméiend nizsi koncentrace EPS u 1. a 3. testu vysledkem postupu. Pii prvnich tiech tes-
tech bylo nutné jednotlivé vzorky precistit pomoci vysrazeni EPS, a protoZe ma srazeny
polymer vynikajici adhezi na sklo, doslo pravdépodobné pii tomto procesu k nezadoucim
ztratam.

U druhého testu doslo k témét mizivé tvorbé EPS ve srovnani s ostatnimi. Tento zavér je
v souladu s poznatky s literatury, kde je zdokumentovan pozitivni vliv mnozstvi kysliku na
tvorbu EPS ptedevSim u Agrobacteria Temufaciencis [31].

Zacatek produkce EPS u jednotlivych testd je ovlivnén ristovymi kiivkami bakterii.

Koncentrace EPS kyselého charakteru stanovené pomoci alciAnové modii -Testy I-IV

Srovnani ristu koncentrace EPS kyselého charakteru béhem kultivace u jednotlivych Tes-

o
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Obr. 29. Kysely polysacharid vyprodukovany v case-Testy I-1V.

Koncentrace EPS kyselého charakteru (Obr.29) opét odpovidd kultivatnim podminkam
jednotlivych testll. U druhého testu je témét miziva, ve srovnani s ostatnimi testy, u ctvrté-
ho testu je naopak nejvyssi. Kiivky predstavujici koncentraci kyselého EPS u prvniho a
ttetiho testu maji velmi podobny tvar. U prvniho testu zacal diive rust bakterii, které rov-
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néz diive zacaly produkovat EPS, a proto je tato kiivka nepatrné posunuta. Srovnanim jed-
notlivych kiivek vyplyva, ze od osmého (devatého dne) se koncentrace EPS kyselého cha-
rakteru prakticky neméni.

Dynamicka viskozita Zivného média s pritomnym EPS — Testy I-1V

Srovnani vyvoje dynamické viskozity zivného média beéhem kultivace u jednotlivych Tes-

ta.
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Obr. 30. Dynamickd viskozita v zavislosti na case-Testy I-1V.

Charakter kiivek reprezentujicich dynamickou viskozitu by se mél blizit charakteru kiivek
vyjadiujicich celkovou koncentraci polysacharidi v kultivacnim médiu, protoze praveé pro-
dukci EPS se zahus$tuje médium (tento vztah ovSem nemusi byt linerarni). Rychly rist
viskozity v prvnich dnech kultivace a snizeni tempa v zavéru lze pozorovat u vSech testil
(kromé¢ Testu II, kde se rovnéz konal, ale je natolik mizivy, Ze neni patrny na (Obr. 30)).
U ostatnich testli se viskozita pohybuje kolem 63 mPa.s v zavérecnych dnech kultivace.
Vyjimecny je Test III u kterého je zaznamenan devaty den pokles viskozity a posledni den
dokonce vyrazny propad.

Podobny jev byl zaznamenén jiz u Testu II, (ale tam je opodstatnén vysledky ziskanymi
z fenol-sulfatové metody, ktera rovnéz vykazuje pokles EPS).Vzorek jiz nebylo mozno
znovu odebrat a zdvada na viskozimetru je prakticky vyloucena.
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Srovnani rustovvch kiivek - Test I

Vyvoj jednotlivych ukazatelll, které charakterizuji nariist biomasy a EPS béhem kultivace.
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Obr. 31. Krivky riistu koncentrace bunécné bilkoviny a EPS krivek Test |

Nejrychlejsi pocatecni riist ma kiivka znazornujici koncentraci bunééné bilkoviny, kiivky
reprezentujici produkci EPM zacinaji rist pozdé€ji (Obr.31). To odpovidé teoretickym po-
znatklim, ze produkce EPS nastava az ve stacionarni fazi rastové kiivky [4]. Kfivky pred-

stavujici koncentraci celkového mnozstvi sacharidii (CMS) a viskozity maji exponencialni

tvar, jejich tempo rastu je obdobné. Koncentrace polysacharidil kyselého charakteru se po

celou dobu kultivace drzi téméf na polovin€. Pokud budeme sledovat kiivku predstavujici

koncentraci bunécné bilkoviny a kiivku viskozity po ¢tvrtém dnu kultivace, kdy viskozita

rychle roste nad 30 mPa.s, mohla by pravé rostouci viskozita zhorSovat sedimentaci bun¢k

a tim sniZovat namétenou koncentraci bunécné bilkoviny.

Srovnani rustovvch krivek - Test 11

Vyvoj jednotlivych ukazatelii, které charakterizuji nartst biomasy a EPS béhem kultivace.
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Obr. 32. Krivky rustu koncentrace bunécné bilkoviny a EPS krivek Test I1

U druhého testu se projevil nedostatek kysliku, mikroorganismy spotifebovavaly jeho pte-
vaznou cast na biosyntézu a vytvarely jen nepatrné mnozstvi EPM (Obr.32). Zajimavy je
propad viskozity sedmy den, ktery je nasledovan i poklesem koncentrace EPS o ¢tyfi dny
pozdéji. V tomto obdobi rovnéz zacina rist koncentrace bunéénych bilkovin. Vypada to
jako by mikroorganismy rozkladaly vyprodukovany EPS a pouZily jej na syntézu, i kdyZ je
tato hypotéza v rozporu z odbornou literaturou [1]. Pro ovéfeni této hypotézy by byla po-
ttebnd dalsi série testd. U Testu II by méla koncentrace bunééné bilkoviny nejvérnéji vy-
stihovat skutecny vyvoj ristu biomasy, protoze zde nekomplikuje separaci bakteridlnich

bunék zvysSena viskozita kultivaéniho média.

Srovnani rastovvch krivek - Test I11

Vyvoj jednotlivych ukazatelti, které charakterizuji nartst biomasy a EPS béhem kultivace.
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Obr. 33. Krivky riistu koncentrace bunécné bilkoviny a EPS kiivek Test 111

U Testu III je rovnéZ zfetelny nejprve rist bun€k a poté se zvysuje koncentrace polysacha-
rida. Je zde patrny predevsim skokovy nartst celkového mnozstvi polysacharidii, viskozita
si udrzuje linearni charakter riistu az do osmého dne kultivace, poté nasleduje jeji propad
narozdil od koncentrace polysacharidii, kterd naopak roste. U testli I a IV nedochézelo
k podobnym jeviim,koncentrace EPS rostla soucasné s viskozitou, i kdyZ tento vzdjemny
vztah neni linedrni (Obr.33).

Srovnani rastovvch krivek - Test IV

Vyvoj jednotlivych ukazateld, které charakterizuji nartist biomasy a EPS béhem kultivace.
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Obr. 34. Krivky rustu koncentrace bunecné bilkoviny a EPS krivek - Test IV

Test IV nebyl jako jediny preciStén pomoci vysraZzeni a nasledného rozpusténi EPS v desti-
lované vodé. Nedochazelo tedy k zadnym ztratam polymeru, analyzy by zde mély byt nej-
presnéjsi. Kiivky vyjadiujici viskozitu a koncentraci polymeru rostou témét linearné a pa-
ralelné. PfedevSim u koncentrace celkovych sacharidi neni zde patrné rychlé tempo riistu
v prvnich péti dnech a nésledné zvolnéni v poslednich dnech kultivace, jako je tomu pte-
devsim u Testu I. Pfi¢inou muze byt pravé kvasni¢ny autolyzat, ktery by mohl navodit u
mikroorganismu jejich rychlejsi rist a produkci EPS [30]. Test byl ukoncen ptredcasné,
takZe nemuzeme fict, zda by linearni charakter vydrzel i dale.
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8 CHARAKTERIZACE IZOLOVANEHO POLYSACHARIDU

Zpravidla po 14 dnech kultivace byl z Zivného média izolovéan extracelularni polymer (po-
lysacharid), ktery pochazi z testt I, III a IV. A to tak, Ze byly nejdiive odseparovany bun-
ky, vysraZzeny a odseparovany bilkoviny (pouze test III). Pfitomny polymer byl vysrazen,
precistén (opétovnym rozpusténim v destilované vod¢ a presrazenim) a vysusSen (5.4).

8.1 Stanoveni mnoZstvi polysacharidi a bilkovin v EPM

Béhem vysrazeni v acetonu doslo k rozdéleni polymeru na dvé frakce, které se dokonale
rozdélily do druhého dne (4.3.2). I po pfidani dalsiho objemu acetonu ziistdvala ¢ast poly-
meru na dné. Nebyli jsme si jisti, zda je to dlisledek nedostateéného mnozstvi acetonu,
nebo zda se jedna o dva typy polymeru, které se rozdélili diky svym rozdilnym fyzikalnim
vlastnostem, a proto byly obé frakce pfesrazeny, suSeny a analyzovany izolovang. Cast
EPS, ktera klesla ke dnu byla oznafena u vSech testil jako A, Cast kterad plavala na hladiné
byla oznacena B, ob¢ se vyrazné li§ily svym vzhledem. Frakce A byla hladka, leskla,
snadno se trhala, postradala sviij tvar a méla gelovy charakter. Plovouci frakce B méla cha-
rakter klubka vlaken, byla drsnd, matna a na povrchu jevila vlaknitou strukturu.

Vvtézek izolovaného EPS

Po vysusSeni v exsikatoru byl EPS zvazen. Zjistili jsme tak mnoZstvi pevného podilu, ktery
je ptitomen v jednom litru Zivného média (5.4).

Tab. 34. Stanoveni vytézku izolovaného EPS z 1 litru zivného média

Vzorek | VamIml] |  mg[mg] Frakce [%] | migl | ces[g-1"] | coms[g.I"1 | Ztraty [%]
ATest | 540 0.1412 ® 2,2037 | 4,0809 4,530 10
B Test | 2,0625 94
0,4312 22
A Test I 520 1,9357 | 37225 4,681 20
B Test Il 1,5045 78
3,3468 83
ATestlV | 585 4,0489 | 69212 7,225 4
B Test IV 0,7021 17

Vzu,0bjem zivného média pied zahajenim izolace EPS; my,navazka vysuSeného EPS; mg, navazka vysusené frakce; cpg
koncentrace EPS v zivném médiu; ccys, koncentrace celkovych sacharidl stanovena fenol-sulfaitovou metodou v Testech
I-111; Ztraty, vypoctené dle rovnice (Rovnice 6), vysledek byl odecten od hodnoty 100;

Pon¢kud necekany je objem kultivacniho média, ktery zistal po ¢trnactidenni kultivaci
v ldhvi. Z vychoziho jednoho litru bylo odebrano na vzorky k Testim I-IV cca 150 ml. Pfi
kultivaci dochézelo ke znaénému pénéni, ¢ast média tedy odtekla ven. Dale pravdépodob-
n¢ dochézelo k velkému odparu v disledku kontinudlniho vhanéni suchého vzduchu do
aparatury (Tab.34).

Pokud srovname frakce, na které se EPS rozd¢lil, zjistime, ze u Kultivacniho média K
(Test I a III) vétsi ¢ast plavala na hlading, zatimco u Testu IV, kde bylo pouzito Kultivaéni
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médium L je tento pomér piesné obracen. U Testu III byla k vysrazeni pouzita trichloroc-
tova kyselina, polymer se hlife srazel a taky separoval.

Srovndnim koncentraci EPS posledni den kultivace Testd LILIV (7.) a izolovaného EPS
z téchto testli, zjistime, Ze ztraty jsou nejvyssi u Testu III, kde byla k izolaci pouzita
trichloroctova kyselina. Ta podstatné zhorSila separaci vysrazeného polymeru, ktery téméer
nezmensil svilj objem, musel byt témét vSechen filtrovan ptes filtr (modra paska), ktery
mél tendenci se ucpavat. Tyto potiZe se objevily i pii presrdZeni a nevytesil je ani piidavek
dalSiho mnozstvi acetonu. Z tohoto diivodu jsme tento bod pii nasledujicim testu zavrhli.

Dale jsou piekvapivé pomérné nizké ztraty v prubehu izolace, predevsim u Testu IV je
velmi nepravdépodobné, Ze v celém procesu doslo k pouze Ctyfprocentnim ztratdm, zv1ast

pokud srovname jesté¢ vysledky s hodnotami v (Tab.35). Domnivame se tedy, Ze EPS
pravdépodobné nebyl zcela vysuSen.

SlozZeni izolovaného EPS

VysuSeny EPS byl rozdrcen ve sklenéné teci misce, 1 mg byl rozpustén v destilované vo-
dé, protfepavan v ruce a poté ponechan pies noc v lednici (5.4). Nasledné byl vzorek
podroben spektrofotometrickym analyzam, které mely urcit Cistotu vzorku.

Tab. 35. Slozeni extracelularniho polymeru izolované z Testt LIII a IV

m mg B Mcs CS Mgp KP (O]
Vzorek [mg] [mg] [%] [mg] [%] [mg] [%] [%]
A Test | 1,05 0,16 15 0,85 81 0,31 30 4
B Test | 1,40 0,12 8 0,67 48 0,25 18 44
ATestlll 1,20 0,03 2 0,20 17 0,03 3 81
B Test lll 1,00 0,06 6 0,22 22 0,06 6 72
ATest IV 1,10 0,06 6 0,93 84 0,37 37 10
B Test IV 1,30 0,08 6 0,68 52 0,23 17 42

m,navazka polymeru; mg,hmotnost bilkovin; B, podil bilkovin v EPM; mcs, hmotnost celkovych sacharidii; CS podil
sacharidickych slouc¢enin v EPM; mgp, hmotnost polysacharidi kyselého charakteru; KP, podil polysacharidi kyselého
charakteru v EPM; OS, podil ostatnich slozek a necistot v EPM;

Z (Tab. 35) vyplyva, ze izolovany polymer se sklada z malého mnozstvi bilkovin, jejich
nejvyssi pritomnost byla zaznamendna u Testu I, coz mlze byt zplisobeno pfitomnosti
kvasni¢ného autolysatu, ktery se dostatecné neodstranil ani po ptesrazeni. (Tomu odpovida
1 vizualni hodnoceni, protoze tento EPS mél Zluto-hnédou barvu 1 po ptecisténi). U Testu
IIT je podil bilkovin nizsi, bilkoviny zde byly odstranény pomoci trichloroctové kyseliny,
ale tento EPS op&t miize obsahovat kvasniény autolysat. Zivné médium s lysinem v Testu

IV nerusi vyrazné€ stanoveni, a proto lze tyto hodnoty povazovat za nejpiesnéjsi (Tab.35).

Vysledky analyz polysacharidi jsou vice neZz piekvapivé. Vyplyva z nich, Ze podstatnou
¢ast extracelularniho polymeru netvoti polysacharid. Predevsim plovouci frakce (B) Testl
I a IV je tvofena z polysacharidu pouze padesati procenty. Nejméné polysacharidu bylo
naméteno u Testu 11, coz miize mit na svédomi kyselina trichloroctova, ktera by mohla
reagovat s pfitomnymi polysacharidy (napf. esterifikaci). Ze se nejedn o analytickou chy-
bu bylo patrné jiz pii ptipraveé vzorku, nebot’ u Test [ a IV vytvotil 1 mg EPS v 1 ml vody
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vysoce viskozni gel na rozdil od Testu IIl. Vzniklé potize se srazenim bilkovin jsou nece-
kané, protoze prakticky ve vSech postupech izolace EPS se tento krok opakuje, tudiz se
neda cekat, Ze by mél znehodnotit vznikly produkt. Proto je zadouci, aby byl tento bod
izolace EPS dale testovan.

U vsech Testii mtize izolovany EPS obsahovat chemicky vdzanou vodu, kterou jsme nebyli
schopni odstranit pouzitymi technikami. V rdmeci pfipravné faze jsme se pokouseli izolo-
vany EPS po predsuseni v digestofi (2 h) dosusit v suSarné pii 50°C po dobu 1 h. Tento
postup se neukdzal jako optimalni, protoze jsme se obavali, Ze tato teplota by mohla po-
Skodit polymer, ktery ziskal po vysuseni hnédou barvu. Taky jsme se obavali mozné pii-
tomnosti zbytkového rozpoustédla. Jako vyhodnéjsi a Gcinnéjsi zplisob suseni by bylo te-
ba pouzit lyofilizaci.

8.2 Infracdervena spektra extracelularnich polymeri

IC spektra byla naméfena podle postupu uvedeném v kapitole (5.3.1). Tato metoda vyza-
duje, aby byl pouzit vzorek ve formé& jemného prasku, coz piestavuje nemalé potize pfi
pfipravé tablety, nebot’ rozetieni izolovaného EPS na tfeci misce vyZaduje zna¢né Usili.

IC spektra byla naméfena u viech izolovanych polysacharidil. Ze ziskanych vysledki jsme
zjistili, ze se jejich charakter neméni podle zmén podminek v kultivaci (typ substratu,
mnozstvi kysliku), ale v zavislosti na izolaci EPS. Pro lepsi piehlednost byly vybrany IC
spektra dvou izolovanych EPS z Testu I a Testu III, kde byl postup pfi izolaci obohacen o
vysrazeni proteinii pomoci trichloroctové kyseliny (4.3.2.). Pro srovnani jsme stejnym zpt-
sobem stanovili IC spektra dal3ich polysacharidii — xanthanu a dextranu. Vysledky jsou
uvedeny na (Obr. 35). Jelikoz jde o kvalitativni stanoveni, zajima nas pouze vinocet (v), pti
kterém jsou patrné absorpcni pasy, ne absolutni hodnota absorbance, proto jsou jednotliva
spektra posunuta na ose y tak, aby se neptekryvala.
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Obr. 35. IC spektra u vybranych vzorkii ziskand dle postupu (5.3.1.)

Pokud se budeme divat na vysledna spektra jako na celek, je na prvni pohled patrny vyraz-
ny rozdil mezi spektry xanthanu a dextranu. Xanthan se na rozdil od dextranu napadné
podoba piedevsim IC spektru EPS izolovaného u Testu I. Podle téchto vysledki lze fici, Ze
obé slouceniny jsou si svym slozenim blizké [25].

V oblasti charakteristickych vibraci funkénich skupin (4000-1500 cm™) je vyrazny Siroky
absorpéni pas kolem hodnoty vlno&tu 3420 cm™, zpiisobeny valenéni vibraci skupiny O-H
(u polysacharidi jde o vliv glykosidické vazby, proto zde byla zjisténa odezva u vsech
vzorki) [8,25]. Mén¢ vyrazny absorpcni pas zptusobuje C-H vazba u vinoc¢tu kolem hodno-
ty 2930 cm’, ktery je rovn&Z spoleény u vech stanovenych vzorki. Dalsi spoleény ab-
sorpéni pas kolem hodnoty 2340 cm™ byl patrné vytvofen piitomnosti CO,, kterym byl
kontaminovan vzorek ze vzduchu, pfi ptipravé tablet a nasledném méieni tablet na ptistro-
ji [25]. Pro nas vyznamny vInoéet se nachazi kolem hodnoty 1745 cm™, ktery by mél byt
dikazem piitomnosti karboxylovych skupin. Karboxylové funkéni skupiny davaji extrace-
lularnim polysacharidim jejich kysely charakter. U xanthanu je jejich vysoké mnoZzstvi
indikovano malym ostrym pikem. V EPS, ktery jsme ziskali, je mens$i mnozstvi téchto
skupin, jak vyplyvéa ze srovnani spektrofotometrickych metod, kde stanovujeme celkovou
koncentraci EPS a podil jeho kyselé ¢asti. Pik je na spektru Testu I mensi, ale miizeme fici,
ze tato metoda potvrdila pfitomnost karboxylovych skupin, protoze v opacném piipad¢ by
byl u vInoétu 1745 cm™ zaznamenan propad absorbance. Vyznamny pas absorbance
v oblasti vino¢tu 1650 cm™ by mohl znamenat piitomnost karboxylové vazby v aminech
(peptidicka vazba CO-NH) u izolovaného EPS, u xanthanu je pas posunut k hodnoté 1630
cm” [20]. Tento posun miZe byt urdovan pevnosti vazeb a tim také vznikne moznost vét-
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$ich & mensich vibraci. Pas absorbance v oblasti vino&tu 1550 cm™ by mohl indikovat
ptitomnost aminocukrii u izolovaného EPS, naproti tomu u xanthanu tento pas zcela chybi
[32].

Rada bakterialnich polysacharidi vykazuje v této oblasti absopéni pas 1230 cm™, ktery
znamena pritomnost sulfoskupin (OSO73). Spektrum Testu I vykazuje nepatrny pik v této
oblasti, ktery by mohl naznacovat jistou pfitomnost sulfoskupin, ale jedna se o natolik ne-
vyrazny zaznam, Ze miZe byt zptisoben kontaminaci (napf. z zivného média). Naproti IC
spektrum xanthanu vykazuje u hodnoty vlno&tu 1230 cm™ propad absorbance, sulfoskupi-
ny tedy pravdépodobné nevlastni. Pro potvrzeni spravnosti hypotézy, bychom potiebovali
pouzit jako standard dodecylsulfat sodny, ktery vSak nebyl v souc¢asné dob¢ k dispozici.

Oblast skeletalnich vibraci, nazyvana té2 oblasti ,,otiskii prsta (1500 — 600 cm™), je cha-
rakteristickd pro kazdé chemické individuum. Absorpcni pasy v této oblasti jsou ovlivnény
strukturou molekuly, vyrazny pik v oblasti 1050 cm™ je charakteristicky pro sacharidy,
protoze jej zpusobuje glykosidicka vazba [25,32].

Porovnanim vyslednych spekter izolovanych EPS z Testu I a Testu III, zjistime odli$nosti
v oblasti vlno&tu 1770 — 400 cm™. Vyrazny absopéni pas u Testu III v oblasti 1770 cm™ by
mohl byt zplisoben pfitomnosti a-halogenesterti. Na prvni pohled se mize zdat (Obr. 35),
7e tento pik je totozny s absopénim pasem v oblasti 1745 cm™, ktery zptsobuji karboxylo-
vé skupiny, pii veétSim zvétSeni a bliz§im ohledéni je ziejmé, Ze jde o dva rizné piky. Pti-
tomnost trichloroctové kyselin se pravdépodobné projevila 1 v oblasti skeletalnich vibraci,
absorpéni pas u vino¢tu 800 cm™ znamena piitomnost C-Cl vazby [25]. IC spektrum Testu
III je téméf totozné s dal§imi spektry naméfenymi izolovanych EPS stejnym zptsobem. U
riznych druht minerdlniho média se 1i$i nepatrné tvarem pikii v oblasti otiskl prstl (niko-
liv p¥itomnosti &i absenci pikil). Dale byly méfeny IC spektra EPS izolovaného z Mineral-
niho média obohaceného o sacharosu (4.1.), v ramci pripravnych testt Kultivace I (6.1.1.),
ktery byl vysrazen opét trichloroctovou kyselinou. Pfesto naméfené IC spektrum, je témék
totozné s Testem III. To tedy dokazuje, Ze rozdily nejsou vysledkem kontaminace, ¢i ne-
¢istot v EPS.

Jednotlivé absorp¢ni pasy byly identifikovany a pfifazeny jednotlivym chemickym vaz-
bam a sloucenindm pomoci odborné literatury, predevs§im pak srovnanim ziskanych spek-
ter se spektry dalSich EPS. Aby jsme byli schopni identifikovat jednotlivé slouceniny
podle IC spektra naprosto spolehlivé, museli by jsme mit k dispozici kompletni elementér-
ni analyzu. Pomoci samotného IC spektra latky nelze s jistotou tvrdit, zda je doty&né slou-
¢enina opravdu pfitomnd, protoze se piky nékterych slou¢enin mohou nachazet v pomérné
sirokém rozmezi. IC spektroskopie je velmi vyhodna k potvrzeni zavéri ziskanych ele-
mentarni analyzou [25,20,32].
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8.3 Vysledky GC-MS analyzy

Analyze byl podroben pouze EPS izolovany z Testu I (4.3.2), glukosa a xanthan, a to tfi-
krat vedle sebe. Vzorky byly vysuSeny pod vakuem a podrobeny hydrolyze ktera, zrusila
glykosidické vazby za vzniku methyl glykosidl. Tyto slouc¢eniny byly poté derivatizovany
dle postupu uvedeného v kapitole (5.3.2.), aby byly pievedeny na tékavé derivaty a byl
usnadnén jejich ptechod do plynné faze [29].

Pomoci plynové chromatografie jsme ziskali chromatogram izolovaného EPS, ve kterém
jsme po integraci ziskali hodnoty reten¢nich Casti (R;) u jednotlivych pikii a hmotnostni
spektra k nim nalezici. Pomoci databaze NIST, ktera je pfimo propojena se systémem vy-
hodnocovéani zaznamu GC-MS, jsme identifikovali jednotlivé silylované sacharidy dle
hmotnostnich spekter. Vysledky i mira pravdépodobnosti, Ze se jedna o dany sacharid jsou
uvedeny v tabulce (Tab. 36.).

Tab. 36. Monosacharidy pfitomné v EPS izolované z Testu I, identifikované srovnanim
hmotnostnich spekter v databazi NIST.

Sacharid identifikovan jako: Retenéni €as [min] Pravdépodobnost [%]
Manofuranosa 14,953 84
15,250 93
17,669 94
17,799 85
Galaktopyranosa 17,892 92
19,591 85
Manopyranosa 18,520 81
Py 18,992 80

(x1,000,000)
IC
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Obr. 36. Chromatogram EPS izolovaného z Testu I
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Identifikaci hmotnostnich spekter jednotlivych pikid jsme zjistili, Ze vzorek obsahuje fadu
zneCistujicich komponentt, které se vyskytovaly u vSech vzorki, proto se domnivame, Ze
pochézeji z chemikalii pouzitych v ptipravné fazi. Vzhledem k tomu, Ze navéazka vzorku je
extrémné nizka (100 pg), dosahuji tyto kontaminujici piky vysokych hodnot (napt. Ry,
18,645 — byl dle hmotnostniho spektra ur¢en na 92 % jako hexadekanova kyselina).

Identifikované sacharidy podle databdze nelze brat u monosacharidl zcela vazné€. Seriozni
vysledky bychom ziskali srovndnim ziskanych hmotnostnich spekter se standardy napf.
manosy, fukosy, thamosy ¢i glukuronové kyseliny, které prozatim nebyly k dipozici. Jako
standard byla pouzita pouze glukosa. Proto miizeme s jistotou fict, ze hmotnostni spekt-
rum piku pod reten¢nim ¢asem 17,669 (Obr. 38.), které bylo identifikovan jako galaktopy-
ranosa, ve skuteCnosti patii glukose, protoZe je totozné s tim, které jsme ziskali u piku da-
ného retencniho Casu analyzou glukosy.

Silylovana glukosa s molarni hmotnosti 468,22 se rozpada pii ionizaci na fragmenty, ty
byly u hmotnostniho spektra identifikovany dle molekulové hmotnosti, (Obr. 37;0br. 38).
Pik s molekulovou hmostnosti 73,1 patfi silaniza¢nimu ¢inidlu Trisill.
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Obr. 37. Silylovana glukosa a jeji fragmenty pfitomné v hmotnostnim spektru
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Obr. 38. Hmotnostni spektrum glukosy vytvofené u reten¢niho ¢asu R=17,669 min
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8.4 Vysledky gelové chromatografie

Testovany byly dva vzorky EPS izolovany z Testu 1. Pfiprava prob¢hla dvéma zpisoby.
Vzorek oznaceny jako MK 1, byl rozpoustén 4 hodiny, vzorky MK1 a MK2 byly rozpous-
tény 18 hodin (5.3.3). Dale jsme testovali, zda izolované EPS se pfi srazeni rozdélilo vli-
vem molekulové hmotnosti, a proto vzorek ktery klesl ke dnu je na (Obr. 39.) oznacen jako
MK1 a MK 1, kiivky pod oznacenim MK2 patii EPS, ktery ve smési acetonu a vody pla-
val. MK1 a MK2 byly testovany paraleln¢ dvakrat vedle sebe. 1zolovany EPS byl mimo
kalibraci, proto nejsou vysledné absolutni hodnoty relevantni a nejsou zde uvedeny. Lze
stanovit pouze odhad, ze molekulova hmotnost polymeru (MW) se pohybuje mezi hodno-
tami 1.10°-3.10° Da. Zarovei analyza neprokazala, Ze se testované vzorky MK 1 a MK2 lisi
v molekulové hmotnosti, na druhou stranu bylo zjiSténo, Ze vysledné hodnoty se méni
v zavislosti na pfipravé vzorku pied analyzou, prodlouzena doba rozpousténi vedla k vyssi
ziskani MW, zda se tedy, ze za delsi dobu doslo k rozpusténi frakce polysacharidu z vyssi
MW.

Pro ptesné stanoveni molarni hmotnosti na gelové chromatografii je nezbytné vypracovat
postup upravy vzorku pted analyzou a zajistit vhodné standardy.
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Obr. 39. Distribuc¢ni kiivky EPS izolovanych z Testu I.
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo vyzkouset moznosti studia produkce bakterialnich exstracelu-
larnich polysacharidii v podminkéach nasi laboratote. Slo tedy o testovani podminek kulti-

vace, zavadeéni analytickych metod, které umozni sledovat nékteré vyznamné parametry
b&hem kultivace, metody izolace a nasledné charakterizace vzniklého polymeru.

Uvodni ¢ast experimentalni prace byla zamé&fena na optimalizaci kultivanich podminek.
Zaklad kultivace tvofi zivné médium, které svym sloZenim mize vyznamné ovlivnit nasle-
dujici chemické analyzy. Nejprve jsme vyuzili jiz provéfené mineralni médium
s kvasni¢nym autolyzatem, u které¢ho jsme sledovali zvySeni, ¢i snizeni produkce EPS pfi
zméné substratu. Vysledkem vynaloZeného Usili bylo dosazeni vysSich vytézkt EPS
s vyuzitim manitolu
a trojnadsobné koncentrace fosfatového tlumivého roztoku.

Pti analyze vyprodukovaného EPS jsme zaznamenali negativni vliv kvasni¢ného autolyza-
tu obsazeného v minerdlnim médiu na kvantitativni analyzy, a proto jsme zameénili
v pribehu experimentalni prace Minerdlni médium K (s kvasnicnym autolyzatem) za Mi-
nerdlni médium L, jez obsahuje lysin a nerusi spektrofotometrické analyzy. Toto Zivné
médium s manitolem a trojnasobnou koncentraci pufru se ukazalo v zavéru experimentalni
prace jako slibné. Bylo také ovéfovano mnozstvi dostupného kysliku na produkei EPS.
Ukézalo se, Ze intenzivné&j$i provzdusnovani vede k vyssi produkci EPS.

Aby bylo mozno sledovat proces produkce EPS pti kultivaci Agrobacteria tumefaciens,
byly zavedeny analytické metody pro stanoveni celkového mnozstvi sacharidfi, mnozstvi
polysacharidil kyselého charakteru a bilkovin. Jednotlivé metody byly pfed zahajenim sé-
rie Testl upravovany tak, aby byly proveditelné v méfitku mikrotitracnich desticek, jez
umozni stanovit absorbanci na spektrofotometru Tecan, ktery je soucasti vybaveni katedry.
Miniaturizace metod vedla k zefektivnéni prace.

V ramci diplomové prace byl vyvinut postup pfi stanoveni celkového mnozstvi sacharid
fenol-sulfatovou metodou. V prubéhu vyvoje metody se podafilo postupné zlepsit paramet-
ry kalibrace. Metoda byla uzpisobena tak, aby pfi praci s agresivni koncentrovanou kyse-
linou sirovou nemohlo dojit k poskozeni spektrofotometru.

Byla také zavedena metoda stanoveni kyselych polysacharidii pomoci alcidnové modii.
Zkouseli jsme rizny pomeér ¢inidel a vzorku, nakonec jsme dospéli k zavéru, ze optimalni
je postup uvedeny v literatufe, pouze jsme upravili pipetované mnozstvi vzorku, ¢inidel
a pfipravu roztoku barviva.

Pfi stanoveni bilkovin bicincholinovou kyselinou dochédzelo k nestejnomérnému odparu
z jamek mikrotitracni desticky pii kultivaci a tim k riizné absorbanci u jednotlivych fad
jamek. Pomoci drobnych technickych opatfeni jsme zvySili vlhkost prostfedi tak, ze
k odparu nedochéazelo viibec a nebo jen v takovém mnozstvi, které nemélo vliv na ptesnost

analyzy.
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Pomoci téchto tii spektrofotemetrickych metod jsme sledovali rist EPS v zZivném médiu.
Praktické vysledky analyz jsou shrnuty do grafii, které mapuji pribéh produkce EPS bé-
hem kultivace, pfi snizeném mnozstvi kysliku a u rliznych druh@ Zivného média. Stanove-
nim celkového mnoZzstvi sacharidii v zivném médiu jsme zjistili, ze koncentrace EPS se po
&trnacti dnech kultivace pohybuje v rozmezi 4,5 — 7,2 g.I'". Ze ziskanych kiivek se zda Ze
exponencialni faze ristu pravdépodobné¢ nastala po tfech dnech kultivace, k zvySené pro-
dukci EPS dochézelo az ve stacionarni fazi ristu a to v priibéhu nésledujicich Sesti dnti.
Ziskany podil EPS stanoveny pomoci metody pro kyselené polysacharidy byl viici celko-
vému mnozstvi EPS Ctyficetiprocentni.

Dalsim stanovenym tkolem bylo navrhnout vhodny postup izolace, ktery se skladd z vza-
jemné na sebe navazujicich krokl, jeZ zahrnuji separaci bakteridlnich bun¢k, odstranéni
proteind, vysrazeni, purifikaci a nasledné vysuSeni EPS. Jako vhodny byl po provedeni
predbéznych testli zvolen postup vysrazeni acetonem. Vyzkouseli jsme rovnéz selektivni
odstranéni proteinti piidavkem trichloroctové kyseliny (v mnozstvi 35 g.1"). Ukézalo se
vSak, ze ptidavek trichloroctové kyseliny komplikuje pozdéjsi vysrazeni EPS, dochéazelo
ke zméné vzhledu, pravdépodobné i fyzikalnich vlastnosti polysacharidu a tim i k je-
ho hor§imu srézeni.

Dalsi diskutabilni krok, ktery zptsoboval komplikace, bylo suseni ziskaného polysachari-
du. V naSich podminkach se jako nejvhodnéjsi jevilo predsuSeni v digestofi a nasledné
dosuSeni v exsikatoru nad oxidem fosfore¢nym. Predsuseni EPS v digestofi je vSak nouzo-
v¢é feSeni, nebot’ pii tomto procesu hrozi zvysené riziko napadeni polymeru plisnémi apod.
Optimalni (a v odborné literatuie Casto uskutecniovana) by byla lyofilizace polysacharidu,
kterou jsme ovSem nemohli pouzit, nebot’ v nasi laboratofi neni piislusné zatizeni
k dispozici.

Provedenim izolace jsme ziskali vysuSeny EPS v mnoZstvi, které odpovida 3,7 — 6,9 g
z jednoho litru zivného média.

Pomoci dostupnych metod jsme se pokusili ziskany EPS charakterizovat.

Tabletovou metodou jsme ziskali IC spektra EPS, u kterych jsme si ovéfili pFitomnost ky-
selych funkénich skupin, jejichz mnozstvi jsme stanovili pomoci alcianové modii. Zjistili
jsme, ze nejveétsi uskali této metody se skryva v piipravé vzorku, ktery se musi dokonale
rozetfit na jemny prasek. Spektrum ziskaného EPS velmi pfipomina spektrum xanthanu,
a proto se domnivame, Ze oba polysacharidy si mohou byt blizké svym slozenim.

Pro charakterizaci naseho EPS jsme se pokusili vyuzit i GC-MS analyzy. Tento experiment
vSak pftinesl rozporné vysledky, podatilo se pouze identifikovat nékteré signnaly monosa-
charidovych komponent. Aby bylo moZzné vyvodit n&jaké zavéry ze ziskanych vysledka
této metody, je nezbytné mit k dispozici sadu standardii moznych monosacharidu.

Izolovany EPS byl podroben analyze gelovou permeacni chromatografii s cilem ziskat
distribu¢ni ktivku jeho molekulové hmotnosti. Ukazalo se, Ze izolovany EPS se vyznacuje
sirokou distribuéni kiivou molekulové hmotnosti v oblasti 1.10° -3. 10° Da. Pro ziskani
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lepsich vysledkd bude nezbytné vypracovat presnéjsi metodiku postupu pfipravy vzorku
pted analyzou.
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R
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GC-MS
MM K

MML
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UIOZP

FT-IR

Extracelularni polysacharidy.

Extracelularni polymer.

Hyaluronova kyselina.

Ramusova (metoda)

Fenol-sulfatova (metoda)

Bicincholinova kyselina

Plynova chromatografie s hmotnostnim spektroskopit
Mineralni médium s kvasni¢nym autolyzatem
Mineréalni médium s lysinem

Kvasni¢ny autolyzat

Infracervené

Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostedi

Fourierova transformacni infracervena spektroskopie
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