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ABSTRAKT

Prace byla zasitena na studium produkce bakterialnich exopolymeytvaenych kultu-
rou PR. Sogasti prace byla také charakterizace kultury PRGhejistovych a biochemic-
kych vlastnosti. Ze ziskanych vyslédkychazelatdste€na identifikace kultury PR. Druha
¢ast vyzkumu se zabyvala prodnkmi schopnostmi kultury PR v tekutych Zivnych médi
ich. Podminky kultivace, doba a také sloZeni tedutévného média, byly upravovany za
ucelem ziskani nejvyssi produkce exopolymdrist burgk byl méten pomoci zakalu meé-
dii a v paibéhu kultivace byla také #iiena viskozita a pH pro vyhodnoceni produkce exo-

polymei.

Kli¢ova slova: EPS, extracelularni polysacharidy, g@iiwni bakterie, produkce exopo-

lymeri

ABSTRACT

My master thesis has focused on production of elyopers formed by bacterial culture
designated PR. Characterisation of PR bacteriweterchination of its biochemical and
growth properties have been the special part oivtik. The conclusions have led to par-
ticular identification of PR culture. Second pafttiee research has aimed on production
abilites of PR culture in liquid growth medium. Theltivation conditions, time of culti-
vation and composition of medium have been chamgexmder to maximize the yield of
exopolymers. The cell growth has been determinedptigal density of culture media and
viscosity and pH of growth media were measurednduttie cultivation in order to evaluate

the production of exopolymers.

Keywords: EPS, extracellular polysaccharides, gpaxitive bacteria, production of exo-

polymers



Velice dkuji vedoucimu mé diplomové prace, doc. RNDr. JBfaickovi Ph.D, za od-

borné vedeni, cenné rady,dlipost, ¢as a podporu, kter&rmoval mé diplomové praci.

Mé podtkovani patti také konzultantce mé diplomové prace, Ingé BaroSove, zaifjem-

nou spolupraci a vSestrannou pomaoc.

ProhlaSuji, Ze jsem na diplomové praci pracovalacsdati a pouzitou literaturu jsem
citovala. V gipadt publikace vysledk, je-li to uvedeno na zakladicencni smlouvy, budu

uvedena jako spoluautorka.

Ve Zling, 14.5.2009

Bc. Lenka Keprdova



LU LY 0 PRSP 10
I TEORETICKA CAST .ot 11
1  ZAKLADNi CHARAKTERISTIKA EXOPOLYSACHARID  U...ooooovvveeeen. 12
1.1  STRUKTURA EXTRACELULARNICH POLYSACHARIDU ......cuuuuuuuiasseeeeeeeeseeerseeennnnnnnns 12
1.2  PRODUKCE A BIOSYNTEZA EXOPOLYSACHARID ...cceeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesnnnnnneeaeaeeeas 13.
1.2.1 Mechanismus produkce homopolysach@rid..............cccooeeviiiiiiiiiiiiiiiiinn, 14
1.2.2 Mechanismus produkce a faze biosyntézy heteropchigsai .................. 14
1.3  MOLARNI HMOTNOST A CHARAKTER EXOPOLYSACHARID ...vuuuieeseeeeeeeeareeeeennnnnns 15
1.4  FUNKCE EXOPOLYSACHARIDU V PRIROZENEM PROSREDI .......cccvvveivvinrnnnniinneeeenns 15
2 VYUZITI A APLIKACE EXOPOLYSACHARID U ..coooiiiiiieeeeeeeeeeeee e, 17
2.1  POTRAVINARSTVi, KOSMETIKA, FARMACIE ....uuuuuiiieeeeeeeeeeeeseseesssesnnnnnnnnnnnns 17
2.2 TECHNICKY PRIMYSL, TEZBA ....ciieeiieeeieeeeettstntnnaaaaaaseaaaeaaaasaaaaaasaaeeeessnnnnsnnnnnns 18
2.3 BIOREMEDIACE........cittttteitttuuttiaaaaaaaeeeaaeeeeeeaeeeeeeeeeeeeeessssssnnnaaaaaaaaaaaaaeeeeees 18.
2.4 VYUZITIV CISTIRENSKYCH TECHNOLOGIHCH. ...uuuieesieeeeeeeeseeeeeeeenssennnnnnnenenns 19
3  NEJVYZNAM EJSIi DRUHY G+ BAKTERIIi, TVO RIiCIi
EXOPOLYSACHARIDY ... s e e e e e e e e e e e e e e eaaaaaannn s 21
3.1 MULECNE BAKTERIE c.eeeevuttuuuuuuuussaasseeeaeeessseesessssssnnnnnssssssssnnnnnsasasaaeeesesseesemmmnnnns 21
3.1.1 Priklady charakterizaceskterych exopolysacharidmlénych bakterii ..... 22
3.2 OSTATNI BAKTERIE ..eeerutuuuunuunuasaaaseaeaaeeesseesessssssnnnnnssssssssnnnnnsasaseaeeesesseeeemmmmnnn 22
1 7070 N € To ] (0 (o] o - USSP 22
3.2.2  COrynebacteriUM...........ueiieii et eeaaeee 23
3.2.3  PaenibacCillus.........ccooo i 23
3.2.4  BaACIIUS.... ot 23
1 7728 S TN o 10T (oo o od o U ST 24
I METODICKA CAST ..ottt 26
4  ZIVNA MEDIA, ROZTOKY, CHEMIKALIE, P RISTROJE, POMUCKY......27
4.1 ROZTOKY PRO RIPRAVU ZIVNYCH MEDIi A ROZTOKY VYUZITE PRO TESTY .......... 27
4.1.1  FYZIOIOQICKY FOZEOK ... .uuuueieeeeeieieesess s eeeeeeeeeaeaeeeeeeeeessassssnnnenneeneeees 27
4.1.2  FOSTAtOVY PUTT .o e 27
4.1.3 Oxidané ferment&ni medium (OF medium) ........ccceeeeeiiiiiiieeeee e 28
4.2 PEVNE ZIVNE PUDY .tttuuuuuiiaeeeeeeeeeeeteeeeeesssssssssnnnsassassssssasssaaaessassssssssssssnnsnnnnnnns 28
4.2.1 Tryptone yeast extract agar (TYA agar) .....ccccceeuveiiiiiiiiinieeeeeeeeeeeeeeeeienns 28
A.2.2 VL QAT ..ottt et e 29
4.3 TEKUTA ZIVNA MEDIA ..eeeeeiiiituuiiiaaaaseeeeaesaeeeeeessssssssnnnnnsssssssnnnasaeaaaaeeaesessensnnnes 30
4.3.1 Tryptone yeast medium se sacharosou (TYM + S).......ccoeeviiiiiiiiiennnnn. 30
4.3.2  VLMEAIUM L.oeiiiiiiii e e e e 31

4.3.3  RUOUSLV MUBCO ..o e e e 32



7

4.5 POMUCKY ...ttt ettt e e e e e e e e e ettt ettt e e e e e e e e e e e e e s e s s s s a bbb e eaee s 33
PRACOVNI POSTUPY ..ottt mmm ettt ste e sae s e anenens 34
5.1 KULTURA PR ...ttt ettt eeaneeas 34
5.1.1 Konzervace KUultury PR ..o 34.
5.2 KULTIVA CNIPOKUSY...coiiiiiiiii i ittt ettt e e e eessessbbbbbsseeeteeeeeeaaaaeeeaaeassanns 34
5.2.1 Priprava kultury PR KE&KOVANI ........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 34
5.2.2 Kultivace na pevnych Zivnychigach ..............ccccoiiiiiiiiii e 35
5.2.3 Kultivace v tekutych mediiCh...........cooiiieeeeeiiiii, 5.3
5.3  GRAMOVO BARVENI ...tttttiiiiiititttaeae e e e e e e e s s s s s bbeeeeea e e e e e e e e e e s s e s s asabbbbnbseeeeeees 36
5.3.1 Meieni délky a Ky DUIBK ...........uviiiiiiiiiiiiiiie e 36
5.3.2  SPOTUIENT TESTY ...uuiiiiiiiiiiiiieiiiei ittt e e e e e e et r e e e e e e e aaaeeeaaaaeenennnns 36.
5.4 BIOCHEMICKE VLASTNOSTI .iiiiiiiuuittttitistnreteeeeteeeeaeeesesssssssnseseeeeesaaaaaassesassnnnns 36
5.4.1 Praimyslow vyrabiné testy v mikrotitrénich destikach ............................ 37
I O D - 1] B (=] PR PRSP 37
5.5 POSOUZENI TEKUTYCH ZIVNYCH MEDIi Z HLEDISKA RUSTU BAKTERIi A
TVORBY EXOPOLYSACHARIDU ...cvttiiiiieeeeeeaesssssssiiiisssssee e enaaaassssssinnsnsnassseees 37
5.5.1 MEeni @abSOrDANCE ........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 31.
5.5.2  MEFENT PH oot e ettt e e e 38
5.5.3  MEENT VISKOZITY ...uuviiiiiiiiiiiiiie et e e 38
5.6  POSTUP ZISKAVANI EXOPOLYSACHARIDU ZTEKUTEHO KULTIVACNIHO MEDIA ..... 38
5.6.1 Centrifugace k odstr&ni DUrEK...............coooiiiiiiiiiii e, 38
5.6.2 Sré&zZeni exopolysachafid............cccceeviiiiiiiiiiiiiiii e 38
5.6.3 Centrifugace k ziskani polymeru a SUSenNi .. cccceeeeveeeeeeeeeiiiiiiiiciciiiiieee, 38
5.6.4 PreciSteni exopolysacharidu.............ooooiiiiiiiieemeeic e 39
PROVEDENI JEDNOTLIVYCH KULTIVA CNiCH TESTU
V TEKUTYCH ZIVNYCH MEDIICH .....outiiiiiiiiiiiiiies ciiiiiiiiiiieieeeeeeeeaaaeeeeee e 40
6.1  ZJSTENI OPTIMALNICH PODMINEK PRO ZISKANI EXOPOLYSACHARIDY ..........c..... 40
6.1.1 Urceni optimalni centrifugace k odstegui burék...............cccooeiiiiiiiiinnns 40
6.1.2 Porovnani rozpoudtlel z hlediska srazeni EPS..............cccccceeenivvnneee, 40
6.2  VYBER VHODNE REDENEHO FOSFATOVEHO PUFRU KRIPRAVE TEKUTYCH
ZIVNYCH MEDIT 11ttt ettt e e e e e e e s e e e e e e e e e e e as 41.
6.3  SROVNANI GLUKOSY A SACHAROSY ZHLEDISKA TVORBY
EXOPOLYSACHARIDU V TEKUTYCH ZIVNYCH MEDIHCH ...cceeeeeeiiieieeeiiiivviieeeee 42
6.4  RUSTKULTURY PRV MLECE ...ciiiiiiiieiiieie ittt e e e e e 42
6.5  TESTKE ZJISENI VYUZITI DUSIKATEHO ZDROJE ZHLEDISKA TVORBY
EXOPOLYSACHARIDU V TEKUTEM ZIVNEM MEDIU ...cccvvviiieeeeeeineeniiiniivinnnnnnn 43,
6.6 RUSTOVY TEST . iiiiiiiiiiiiiiiii ittt e e e s e sttt e e e e e e e e e e e e e e aeeeaaeaaas 43.
6.6.1 Priprava Zivného media — Vitaminy ............eeeeeeeiieieeeeeeeiiieccsiiieeee, 44
6.6.2 Priprava Zivného media — B-KOMPIEX ...........ueeeeemeeeeriiiiieeieeeeiiiiiiiiiiinns 44

ZAKLADNI ANALYTICKE STANOVENI HRUB E PRECISTENEHO
POLYSACHARIDU ... e e e e e e e 45



7.1 STANOVENI SUSINY A POPELA RECISTENEHO EXOPOLYSACHARIDU........evvvvnneees 45

A O R Y U 11 o = TP 45
T 0.2 POPECI e s 45
7.2 STANOVENI CELKOVEHO A ORGANICKEHO UHLIKU. . ..uttieieee et eeeeeee e eeneaeaeanenensn 45
7.3 STANOVENT BILKOVIN v vtttntt et ettt ee et eeeeeaeee e tsasasaesanamee s saeaeaeaeensaeaeasaeeneneaeanees 46
7.3.1 Priprava patebnych roztol ..............ccocoiiiiiiiiiiiiii e 46
7.3.2  Kalibradni KFIVKA ........ouuiiieiiiiiiiece e 46
7.4 STANOVENI SACHARIDﬁ, FENOL— SULFATOVA METODA .. vttt etee e eeeeeeeeenesaeneanenennn 47
. DISKUZE A VYSLEDKY .oooeeeoeeeeee et et e e e e e e een e e e 50
8 POKUSY VEDOUCI K CASTECNE IDENTIFIKACI KULTURY PR............ 51
8.1  KULTIVA CNi POKUSY NA PEVNYCH ZIVNYCH RIDACH ......cceiieeiiiiiiiieiiiiiiiiis 51
B 1.1 TSt oo e e, 51
. L. 2 TSt 2 i e ————— ettt 53
. L. 3 TSt Bt e —————— ettt ... 55
8.2 GRAMONV O BARVEN vttt ettt ettt ettt et ettt e e e e e e amema e e e taeaeaean e taraeaeeeraeneneanees 55
8.2.1  SPOTUIENT TESLY ...uueeiiiiiiiiiiieeiiei ittt e e e e e e e ettt e e e e e e e eeaaeeeaaeasaaananns 51.
8.3 RUST KULTURY P RV MLECE .. vttt ittt ettt ettt e e ettt e ea e e e eamame e e e aeaeaee e eraeaeaens 58
8.4 BIOCHEMICKE VLASTNO ST+ tttttttettstneeeeeeenssaraseeensasasaessaeaneeasssssearaeessseasaeanens 58
8.5 SHRNUTI VYSLEDKU A CASTECNA IDENTIFIKACE KULTURY PR i, 60
9 POKUSY VEDOUCI K OPTIMALIZACI TEKUTEHO ZIVNEHO
MEDIA Z HLEDISKA TVORBY EXOPOLYSACHARID U ..oovvooveeeeeeee 62
9.1 ZJISTENI OPTIMALNICH PODMINEK PRO ZiSKANI EXOPOLYSACHARID .ovvvvvvnenennns 62
9.2 VYBER VHODNE REDENEHO FOSFATOVEHO PUFRU KWRIPRAVE TEKUTYCH
ZIVNY CH ME DI ettt ittt ettt et e et ettt e e ettt e e aem e e e e ae e e e saeaeanenreaeaeaeenrneaennanns 65.
9.3 SROVNANI GLUKOSY A SACHAROSY ZHLEDISKA TVORBY EPSY TYM ............... 70
94 TEST KE ZJISENI VYUZITI DUSIKATEHO ZDROJE ZHLEDISKA TVORBY EPS
Y 14 Y PO OO SRS 74
9.5 O L0 )Y A 2 1 =55 TP 80.
9.6 SHRNUTI VYSLEDKU KULTIVA CNICH TESTU VEDOUCICH K OPTIMALIZACI
ZIVNEHO MEDIA Z HLEDISKA TVORBY EXOPOLYSACHARIDU . .uvteieieee e eeiaeaeaenanns 84
10 ZAKLADNI ANALYTICKE STANOVENIi HRUB E PRECISTENEHO
POLYSACHARIDU ... ettt e e et e e e e e e e eeeaaanens 85
10.1 SUSINA A POPEL EXOPOLYSACHARIDU. .. .eutt ittt et e eteaeaeae e eeaeasaeeananeeaeensnenen 86
10.2 STANOVENiI CELKOVEHO A ORGANICKEHO UHLIKU. et itieiteieeeeieeeeeeeeeseneaeaeenenenenens 87
10.3  STANOVENT BILKOVIN ttuinietit ittt et te e e e ae et easaeaeee s e e easasasaseeentasseaeaeensasaeaeenenen 88
10O.4  STANOVENT SACHARIDU ¢ .utetttee ettt et et ettt e e et et e et e e e e e e e e e et ea e reneeeeaeaens 89

10.5 SHRNUTI VYSLEDKU ZAKLADNIHO ANALYTICKEHO STANOVENI HRUB E
PRECISTENEHO POLYSACHARIDU.....ccvtuiiiiiieaitieeeetiseeeiieeeesnsessenssneesssneeeennns 90



SEZNAM POUZITE LITERATURY ..ot et eeeeea e et e e e aeeaeeaaeieaesananeans 92

SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK .....cooeieeveeeieieeieeeeeees e 95
SEZNAM OBRAZK U ...t 96
SEZNAM TABULEK ... 97



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 10

UvoD

Mnohé bakterialni druhy maji schopnost produkowvalymery jako jsou polysacharidy,
bilkoviny a dalSi druhy polymernich skanin. Nejroz&ergjSi skupinou produkovanych
exopolymernich slatenin jsou u prokaryotickych organignpraw extracelularni polysa-
charidy. Exopolysacharidy hraji velmill@zitou roli @i bakterialnim #éstu a ve strategiich
burék pro pgeeziti v tiznych podminkéch, proto jsou tyto polysacharidydpimvany gkte-

rymi bakteriemi ve velkém mnozstvi.

Bakterialnim polymeaim se v posledni détpiipisuje ¢im dal w&tSi dileZitost jako obnovi-
telnému zdroji polymernich sléanin. Objeveno bylo velké mnozZstvi polysach@ridle
jen malo z nich se pmyslow vyrabi. Potize pro gmyslovou vyrobu mze zmisobovat
patogenita bakterii, produkujicich polysacharidgangelmi nakladna vyroba.i€sto, mik-
robiélni polysacharidy mohou byt vyuZityfad riznych od¥tvi, patinaje potravin
stvim, [Fescistirenské technologie az pé&zebni pimysl. Proto s¢ada ¥deckych tyni
dnes zabyva hledanim novych mikrobialnich producéfthto slodenin s cilem poznani

nepopsanych polymernich st@mnin nebo poznani famyslow vyuZzitelné kultury.

Tato diplomové prace se zabyva bakterialni kultl?&y ktera v fedkéznych testech vyni-
kala vysokou produkci bakterialnich polysachariéby kultura PR vytvéela polysachari-
dy, je poteba dodat sacharosu, coZ je dostupna a levna saraXitchto divodi bylo

velmi vhodné z&t tuto kulturu blize studovat, pokusit se o jegmtifikaci a v neposledni

fad® optimalizovat Zivné médium z hlediska co nejvy@8idukce exopolysachatrid
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1 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA EXOPOLYSACHARID U

Mnohé mikrobialni druhy maji schopnost extracehdaprodukovat polysacharidy nebo
jiné typy polymernich slaienin, jako bikoviny, polyamidyi DNA. Tyto latky jsou sou-
hrnné ozna&ovany jako extracelularni polymery (ECP). NejroesijSi skupinou ECP jsou

u prokaryotickych organisinextracelularni polysacharidy (EPS). Obetuiiky tvori po-
lysacharidy zasobni nebo strukturni. Takové polyaady pini v buice fadu fiznych
funkci. Analyza struktury a reologickych vlastnoptilysacharid potvrdila, Ze existuji
velké rozdily mezi jednotlivymi polysacharidy. Topdati i pro extracelularni exopolysa-
charidy, které jsou vyltovany ven z biiky. Extracelularni polysacharidy jsou produkova-
ny raznymi druhy bakterii #as, v mensi ni¢ je nalezneme také u kvasinek a hub. Mikro-

bialni exopolysacharidy maji Sirokéipmyslovéci potravindskeé vyuziti [1,2].

Mikrobialni extracelularni polysacharidy mohou tsgojeny s povrchem kikly formou
kapsuli nebo jsou vyliovany do extracelularniho prostoru ve féraizu. Nazyvaji se pro-
to kapsularnimi nebo slizovymi polysacharidykiéré bakterialni druhy, které produkuji
kapsularni polysacharidy, mohou tytéZz polysachapdydukovat v podab slizu na po-
vrchu buiky nebo jako volné polysacharidy. Rozhodujici faktoaje napojeni takového

polysacharidu na &bu buiky [2,3].

Exopolysacharidy hraji velmiutkZitou roli @i bakteridlnim éstu a ve strategiich hky
pro preziti v miznych podminkach [3].

vvvvv

tomu u nap. druhuPaenibacillus jamilagktery vytv&i dva fizné exopolysacharidy [4].
Jiné druhy bakterii mohou produkovat EPS i mnohée.\DruhRhodococcus sB3 pro-
dukuje 33 @iznych extracelularnich polysacharifb]. Stejné exopolysacharidy, produko-
vané tiznymi bakteriemi se zase mohou liSit&kterych vlastnostech jako je razvenost

fettzce nebo procentualni obsatvazeb [6].

1.1 Struktura extracelularnich polysacharidi

Bakterialni exopolysacharidy maji obvykle jednoduetstrukturu. Mohou to byt lkiiho-
mopolysacharidy, coz jsou polymery obvykle slozem#glukosyci D-fruktosy nebo hete-
ropolysacharidy. Homopolysacharidy jsou jiz dlouhdobu studovany zejména u e

nych bakterii [1].
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Homopolysacharidy méych bakterii je mozné rozlit do 4 podskupin: [2]

0o o — D - glukany (nap dextrany): SloZzeny hla¥re glukosovych zbytk spojenych

vazbamia (1 — 6) neba (1 — 3) a vyskytitzného stup&vétvenirettzai.

0 P - D - glukany$ (1-3) vazba spojendfs(1-2) a ¥tvenim.

o Fruktany (nap levan): Skladaji se hlagrz D- fruktosovych molekul spojenych
B (2-6) vazbami.

o0 ostatni (nappolygalaktan): SloZzeny ze strukturélehodnych jednotek sznymi

vazbami.

Bakterialni exopolysacharidy mohou byt dle svéluZzeshi také Zazeny do skupiny hete-
ropolysachariél. Heteropolysacharidy jsou sloZzeny z pravidese opakujicich jednotek
oligosacharid. Tyto jednotky sahaji velikostrod disacharid po oktasacharidy. Opakuijici
se jednotky jsou déle sloZzeny ze 2 nebo vicé tgpnosachariila mohou obsahovat dalSi
acylové skupiny jako dodatey prvek v postrannintetzcich. Casto nachazime velké
mnoZstvi fiznych vazeb uéthto fezal. K heteropolysacharign sefadi nap. gellan a

xantan [1, 7].

1.2 Produkce a biosyntéza exopolysacharit

Nekteré exopolysacharidy jsou syntetizovardphém bakterialnihodstu, jiné kEhem poz-
déjSich fazi buscného vyvoje. Produkce exopolysacharigyva obvykle zvyhodina pi
nutri¢cni nerovnovaze Zivin (po&n C : N) a také je ovlivéna teplotou. Teplota by vetgi-
n¢ piipadh méla byt nizSi nez je optimalni pro kultivaci. Velkooli muze hrat také dosta-
tecna aerace. Podminky vhodné pro produkci exopolgsatthvsak sodasré podporuji
tvorbu zasobnich latek, jako je glykogen a PHB, miize byt i pramyslové vyrols exo-

polysacharid jistou nevyhodou [1].

Biosyntéza bakteridlnich exopolysachéripiedstavuje velky komplex navazujici¢in-
nosti a reakci, které zahrnuji spolupraci mnozgerii a latek. Geny kéduji enzymové a
regulani bilkoviny, které jsou vyuzivany pro syntézu ealysacharid. Syntéza vSech

exopolysacharill je proces, ktery vyuziva nukleosid difosfatovytsaad [7].

Slozitost takového systému dale poduji rizné cesty syntézyifRladem niize byt synté-

za exopolysacharidu ml&nych bakterii. U mezofilnich drihmlé&nych bakterii jsou geny
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a bilkoviny plazmidového wvodu (@. Lactococcuy zatimco u termofilnich drdhjsou

geny a bilkoviny chromozomalnii{fstreptococcusebolLactobacillug [7].

Schopnost produkovat exopolysacharidy byva nestéfisava. U mezofilnich drdh
mlénych bakterii souvisi nestala povaha syntézy s gamay syntézu EPS vézanymi
v plazmidech. Zatimco u termofilnich dfumlé&nych bakterii seiedpoklada, ze snizeni

produkce exopolysachafige dano genetickou nestabilitou [7].

Uspsné vytvdeni exopolysacharidzavisi také na velkém mnoZstvi tzv. pomocnych en-

zymi. Tyto enzymy jsou nutné nappro gipravu nukleotid [7].

Mechanismy produkce homopolysachérii heteropolysacharidse od sebe zoee liSi a

jsou zavislé na vysledném slozeni exopolysachd48p

1.2.1 Mechanismus produkce homopolysacharidl

Produkce wtSiny homopolysacharid je zavisla na konkrétnim substratu, sacharose.
V piitomnosti sacharosy jako substratu a vysoce spkélip enzymu — glykosyl transfera-
sy dochazi k tvorb polysacharid extracelulara nasledovd. Sacharosa skladajici se ze
dvou monomet, glukosy a fruktosy je enzymemggena v buiky. Cast vzniklych mo-
nomeifi (fruktosa) je transportovana domy a vyuZzita proist a energetické patby bui-

ky. Cast monomer (glukosa) je vyuzita k syntéze polysachanith povrchu busk [8].

1.2.2 Mechanismus produkce a faze biosyntézy heteropolysaarida

Syntéza malé€asti homopolysachanida vSech heteropolysachatigrobiha uvnit buiky,

v cytoplazng [8].

Biosyntéza se sklada ze 4 fazi. Prvni faze soswiginsportem jednoduchych sachéuidid
cytoplazmy. Na & navazuje syntéza sléeniny sacharid — 1 — fosfat. DalSi faze syntézy
aktivuje a spojuje fosforylované sacharidy. &@&nou fazi tvdgi export vytvadeného EPS
ven z buiky. P¥i vyvijeni strategie pro fimyslovou produkci exopolysachaiidnusi byt

brany v tvahu vSechny sekvence syntézy [7].
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1.3 Molarni hmotnost a charakter exopolysachariad

Jak jiz bylo uvedeno, extracelularni polysachajgbu biopolymery mikrobialnihotwo-
du. Diky dlouhymietzcaim se obvykle Spatnrozpouslji ve voc. Mezi jejich dilezité

vlastnosti, ceéné i aplikaci, pati mimo jiné emulgéni schopnosti a stabilizace [2].

Polymery byvaji obvykle sisi fetzci rozdilnych délek atzného stup& polymerace.
K uréeni polydisperzityrettzce je dlezity pongr M/M,, kde M, znamend m@meérnou
molarni hmotnost a Mpramérny paset fetszol. Cim vy3Si je tento index, tim vice jet-
zec polydispergovany. Protpnyslovou produkci jsoudiné polymery s indexem rovnym

nebo vysSim 2 [9].

Ke zjis&ni molarni hmotnosti polysachatige znamo velké mnoZstvi metdtiadi se mezi
n¢ raizné druhy chromatografii, nafkapalinova, plynova a gelova perriechromatogra-
fie [7].

Strukturni analyza kombinovana se studiemi reolggie vlastnosti ukazuje, Ze fyzikalni
charakter exopolysachatidniZze byt velmi @iznorody. Polysacharid e byt neutrdini
(nag. EPS produkovanizactobacillus delbruck)i nebo polyelektrolyt (nap EPS produ-
kovany Streptococcus thermophilufl0]. Z hlediska pH mizeme najit nap kyselé EPS
(nap. EPS produkovany kulturoBacillus CMG1403) [11]. Fyzikélni vlastnosti a charak-
ter zavisi na chemickém slozeni, molarni hmotnegtikktue, na kultivénich podminkach

a dokonce i na samotném druhu bakterie, ktera aohgid syntetizuje [2].

Nap. dextran produkovany druheWeissella confusge vice linearni nez dextran vypro-
dukovany bakteriiLeuconostoanesenteroidesNeissella confus&392 vyprodukuje vice
dextranu nez kulturizeuconostoc citreur497 aLeuconostoenesenteroideB512F. Dex-
tran odL. citreumobsahuje okolo 11% (1-2) vazeb a asi 3,5% (1-3) vazeb, zatimco

dextran odV. confusge linearni jen s 2,7% (1-3) vazeb [6].

1.4 Funkce exopolysacharid v pFirozeném prosiedi

Z vyzkumi vyplyva, Ze extracelularni polysacharidy twpzeném prosedi hraji roli
v ochrar mikrobialni bunky. Takova ochrana @iZe byt fiznoroda, nap ochrana fed vy-
sychanim nebo fagocytozouiep Utokem viil, chrani biiku pred antibiotiky nebo ied
toxickymi latkami. EPS riwe téZ pomoci, pokud je bka napadena protozoi a ma ulohu i

pii udrZzovani osmotického tlaku v fice [2].
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Priklad, kdy EPS tvh ochrannou funkci iveme nalézt u bakterlRhodococcus sp.33
Tato bakterie produkuje velké mnozstvi extracehitdr polysacharii které poméahaji
bunkam prezit pa@ateini Sok z vysoké koncentrace benzenu. Tento druhvgdhzuje vy-

sokou toleranci k benzenu [5].

Mezi dalSi dilezité ulohy EPS péttvorba biofilmu, ktery napomaha&iphyceni bugk na
néjaky pevny povrch, fipadré zvySuje afinitu biiky k dané slotenirg. V piipad pato-
gennich bakterii, kam patag. Streptococcus pneumonmeboStreptococcus agalactie

slouzi EPS i k imunitni reakci [2].

VétSina bakterii, které produkuji slizovy EPS, nejschopny katabolizovat viastni exopo-

lysacharid. Z toho vyplyva, Ze extracelularni pabtsaridy obvykle nemaji zasobni funkci

2].
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2 VYUZITI AAPLIKACE EXOPOLYSACHARID U

Schopnost produkovat polysacharidy se u mikrokiélmiruhi vyskytuje velmicasto. Vel-
ké mnoZstvi bakterialnich polysachdrie potenciald dostupné, ale neni jednoduché je
komekn¢ vyuZivat. Jen malé mnoZstvi polysachéride pfimyslow vyraket. Jednim
z davoda jejich nevhodnosti rive byt patogenita bakterii, produkujicich polysaichaa
také mozné vysSi vyrobni néklady. V mnoligpadech je velmiéZké udrzet kvalitu a it

za ni, gripadreé zakaz vyroby produktu statnimi organy [1].

Pres vSechny tyto problémy seékiteré exopolysacharidy uz tpnyslow vyrabi. Nekolik
dalSich bude pravgodobré vyvinuto v pabéhu rekolika let. Velky zajem o bakterialni
polysacharidy je danipdevsim tim, Ze se jednéd o obnovitelny alternatienoj vyrobki
chemického pimyslu. Proto dnes existuje rozsahla a neustalehtdjSéliteratura o bakte-
ridlnich polysacharidech, kde najdeme informacestogktury jednotlivych EPS az po je-
jich mozné phimyslové vyuziti. Zdaleka ne vSechny exopolysaclyasl uz byly pro-

zkoumany. Je jich velké mnozZstvi a |zegpokladat, Zedkteré je&k nebyly objeveny [1].

Mikrobialni polysacharidy mohou byt vyuzityiradt riznych od¥tvi, paiinaje potraving
stvim, gescistirenské technologie az p&éebni pimysl. DalSi moZzné vyuziti je uvedeno

v nasledujicich podkapitolach.

2.1 Potravinarstvi, kosmetika, farmacie

Rada mikroorganisin vyuZzivanych v potraviriatvi produkuje exopolysacharidy, znamé
jsou hlavié mlé&né bakterie, propionibakterie a bifidobakterie. padysacharidy se vysky-
tuji hlavre v jogurtech a fermentovaném miéku, al&Zeme je najit také v syrech, fermen-

tovaném masu a zelewif2].

Mikrobialni polysacharidy jsou takeé cikempridavany do Siroké Skalyiznych vyrobk,
protoZe mohou plnit funkci bioplniva. Pomahaji zawyét viskozitu, stabilitu, slouzi jako
emulgatory nebo k zelirovani. V potravisivi jsou velmi dlezité hlavie exopolysachari-
dy vytvarené mlénymi bakteriemi. Tyto bakterie tybraizné druhy EPS, které se liSi ve
sloZeni, struktte a velikosti [2]. Spokaou ale maji jednu vlastnost — jedna &&imou o
bezpe&né girodni produkty. | kdyz &které druhy bakterii, péitich do skupiny migych
bakterii, nap. Lactobacillus mohou byt vyjiméné patogenni nebo podn#me patogenni.

VétSina mié€nych bakterii je ale povaZzovana za be&ngeorganismy (GRAS, Generally
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Recognized as Safe). Nejsou znamé zadné zpravinpze by gktera z GRAS bakterii

vyvolavala jakou nemoc nebo vytyéla Skodlivou slogéeninu [12].

V souwasné dob pati exopolysacharidy tvené mlénymi bakteriemi k velmi sledované
skupirgé produkfi. Hraji totiz dileZitou roli v reologii, struktte a jemnosti chuti kvasenych
mlénych vyrobKi. Nag. jemna smetanova struktura je jeden z aspkkality jogurtu a

jogurt tak nize vykazovat zlepSeni kvality i malym mnoZstvim godgsacharidu, ktery

vyprodukuji jogurtové bakterie [2].

Exopolysacharidy, zvli&&tmlé&nych bakterii, maji vysoky potencial pro vyuZitivavoj
jako funkeni potravinéské suroviny. Nkteré EPS jsou progpné pro lidské zdravi, Byen
tim, Ze mohou tvit nestravitelnou satast jidla. Jiné maji protinadorovéinky, pasobi

piiznivé na imunitu nebo maji schopnost snizovat hladiralegterolu [2].

Ne vSechny vlastnosti, kteréitky ziskaji diky produkci polysachafidjsou vSak vzdy pro
lidi pozitivni: mohou bakteriim napomoci vyvolah@mocrini, diky ochrad nag. pied
antibiotiky, kterou btice EPS poskytuji. Ndpu bakterieRhodococcus eqtiraji exopoly-
sacharidy velkou roli ve virulenci tohoto patogektery zpisobuje kdéskou pneumonii.
P&t kapsularnich serotypR. equibylo charakterizovdno a byla popséna zprava ohejic
virulenci. Dale nasledoval vyzkum pro jejich vyuZzit diagnostické serologii spojeny

s vyzkumem vakcin [13].

2.2 Technicky pramysl, téZba

Exopolysacharidy, produkované mikroorganismy, sewasné dob objevuji jako nové a
praimyslow dulezité zdroje polymernich mateni@dlMoznosti jejich vyuziti v prmyslu je
velké mnozstvi. Exopolysacharidy se daji vyuzitugmendaci, stabilizaci, zaha&ani,
mohou misobit jako emulgatory, lubrikanty. ddteré EPS se mohou vyuzit i &ebnim

pramyslu, nap. pii tézbe ropy [3, 14].

2.3 Bioremediace

Mezi zajimavou vlastnost bakterii, produkujicictopalysacharidy, p#tschopnost tviit
biologické bariéry v poréznim vodném ptesti, nap. v pidé. Tyto bakterie jsou schopné

ucpat @mdni kapilary pro transport vody wvigé a omezit pekazejici tok vody nebo vodu
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zastavit. Diky tomuto jsou schopn#egdejit kontaminaci podzemni vody. Tato technika se

nazyva biologicka bariéra nebo jen biobariéra [3].

Biobariéry, tvdené bakteriemi a vyt¥enym sekretem exopolysachdridacpou vodni tok
a fyzikalre odctli priléhajici plochy fidy. Tvari tak ochranu proti postupu zfi& ujicich

latek a klesa kontaminace prasti. Biobariéry mohou byt vyuzity spol@ se stimulaci
bakterii k biodegradaci ztigténi pomoci pidavku nutrieni nebo také fidanim specific-

kych druhi bakterii, které jsou schopné rozlozit Sgete rozkladajici zresteni [3].

Exopolysacharidy hraji velkou roli v bakterialnbdegradaci nepolarnich aromatickych a
alifatickych slozek. Naip Rhodococcusna rozsahlé schopnosti katabolizovat Sirokou Ska-
lu organickych latek, getre polychlorovanych bifenyl (PCB) a také surové nafty. Diky
témto vlastnostem je tento rod vhodny k pouZititporemediacich kontaminovanych pro-
stredi. Sliznaté druhjrhodococcus rhodochrousstou i ve velmi zngst¢tném prostedi,
kde jiné odolné druhyist nevykazuji. Po ffidavku exopolysacharid vytvorenych R

.rhodochrousale vykazaly tyto druhy obnovengst [13].

V morské vod, zkontaminované ropnymi latkami, méigavek exopolysacharidvytvore-
nych kulturouRhodococcus rhodochro® 2, také velmi fiznivy efekt. Po fidavku EPS
se zastavila dalSi emulgace ropnych latek @SHa se degradace polyaromatickych uhlo-
vodiki pavodnimi druhy bakterii. To dokazuje, Ze exopolysaidy hraji vyznamnou roli
nejen v zZivotaschopnosti békve velkém zn&steni, ale pomahaji v biodegradaci Sgatn

rozlozitelnych latek [13].

2.4 Vyuziti v ¢istirenskych technologiich

Anorganické flokulani ¢inidla a organické polymery s&asto vyuzivaji \Eistirenskych
technologiich, diky jejichifiznivému pondru nizké ceny a silnych flokutaich schopnosti.
Nekteré ze syntetickych flokutaich latek, které se pouzivaiji, jsou vSak Skodfive¢lo-
véka a prosedi a navic nejsou ani biologicky rozlozitelné.tBre pouziti takovych floku-
lanti relativre nebezpéné jako zdroj zn&@sténi s nepiznivymi (€inky i na budouci gene-
race. Pirodné pasobici materialy, &etné chitosanu a Zelatiny, jsou beZpé a biologicky

rozlozitelné, ale vykazuji pouze slabé flokinaschopnosti [15].

Bioflokulant je druh biologicky rozlozitelneho maknolekularniho flokulantu, ktery tvb

mikroorganismy. Nkolik druhi bioflokulanti uz bylo objeveno. Nap bilkovinny floku-
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lant NOC1, ktery vytvd Rhodococus erythropoliS1, ma silné flokukni schopnosti pro
anorganické i organické suspendované pevné |Blkgardia amaraerK-1 také produkuje
bilkovinny flokulant, FIX. Flokulant Al-201, vyti@ny Alcaligenes cupidu&T201, se da

pouzit na kaolinovou suspenzi. F-J1 je efektivokdlant pro suspenzi bentonitu [15].

VySe zmiiované bioflokulanty ale nemohou byt prakticky pdyzi primyslu pro jejich
nizkou produktivitu a vysokou cenurd@métem vyzkumu v sotasnosti i v dalSich letech
muze byt tedy nalezeni nového bioflokulantu s vysoRolulacni schopnosti a dobrou

produktivitou [15].

Ztady praci lze zminit nap vyzkum ¥dci He, Li, Chen a Lun zroku 2002 [15].
V prizkumu organisrin, kterd tvai flokula¢ni ¢inidla, byl z 51 drubi vybran bioflokulant
REA-11, produkovany bakter@orynebacterium glutamicunZatim vykazuje velmi dobré
vlastnosti pi flokulaci roztoku kaolinového jilu a navic ma @apovaci schopnost. Tyto
vlastnosti si uchovava v Sirokém rozsahu pH, tgpéoiontového progedi. Vyzkum bi-

oflokulanti dale pokrauje [15].
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3 NEJVYZNAM EJSi DRUHY G+ BAKTERII, TVO RiCi
EXOPOLYSACHARIDY

Mezi nejvyznamiySi druhy grampozitivnich bakterii, které syntefizexopolysacharidy
pati hlavre bakterie mléného kvaSeni. Vyznamnou roli v produkci exopolyseicii hraji

i dalSi druhy a rody bakterii, nafCorynebacterium, Bacillus, Rhodococaudalsi.

3.1 Mlééné bakterie

Exopolysacharidy migych bakterii maji vysadni postaveni na trhu. dvd{&h bakterii je
velké mnozZstvi a spousta z nich produkuje exopohaady. Jsou vyuZivanyiedevsim
v potravindstvi. Jsou #tSinou klasifikovany jako bezpeé bakterie (GRAS), jak uz bylo
zmiréno dive. Jejich vyuZziti je zejména ve vykolkvaSenych mignych vyrobki, kde

zlepSuji viskozitu a strukturu.ddteré maji naviciiznivé &inky na lidské zdravi [2,16].

Chemické sloZeni, struktura a fumik viastnosti exopolysachatianlénych bakterii zavisi

na druhu bakterie, kulti¢aich podminkach a slozeni kultdrdho media [12].

Jejich exopolysacharidy mohou byt homopolysacharidipo heteropolysacharidy. Mezi
homopolysacharidy s&adi dextran, ktery je t¥en Leuconostoc mesenteroidasbol.
mesenteroides dextranicuale je znam alternan, ktery vytvdakéL. mesenteroidea
mutan, produkovany bakterierSitreptococcus mutaresStreptococcus sobrinug — D —
glukany jsou produkovany rodyediococcus StreptococcuskFruktany jsou syntetizovany

druhemStreptococcus salivariyg].

Heteropolysacharidy produkuji mezofilni a termdfildruhy mié&nych bakterii.
K mezofilnim bakteriim pai Lactococcus lactis subsp. lactisactococcus lactis subsp.
cremoris Lactobacillus casei, Lactobacillus sake, Lactodasilrhamnosusa dalSi. Ze
znamych termofilnich bakterii jsou tactobacillus acidophilysLactobacillus delbruckii

subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveti@aStreptococcus thermofilyg].

V¢étSina polysacharid tvorena mlénymi bakteriemi, obsahuje kombinace olwoa 3 va-

zeb. a skladaji se aznych variaci sledového usfaani monosachafid16].

Lactobacillus brevi€z-77 aPediococcus damnos@s6 produku;jip — glukany, které dove-
dou redukovat cholesterol v krvi a tim se stavaJmi prosgsné pro lidské zdravi. KvaSe-

né vyrobky, obsahuji¢f — glukany, jsou vhodné dietni potraviny [16].
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3.1.1 Priklady charakterizace nékterych exopolysacharidi mléénych bakterii

Extracelularni polysacharid, ktery je tem bakteriiEnterococcus durangzkoumali ¥dci
Gu, Wu a Ma v roce 2004 [17]. Jedna se o druhtmédoakterie, ktera byla izolovana ze
strevniho traktu kohouta. Polysacharid bytggn pomoci gelové chromatografie a HPLC
analyza ukazala, Ze se jedna o stejnorody polysdcbaz obsahu nizkomolekularnich
sloZzek. Molarni hmotnost byla stanovena metodoptybz swtla na 42 000 Da. SloZeni
stanovené metodou elementarni analyzy ukazalente polysacharid se sklada z 41,08%
uhliku, 7,23% vodiku, bez obsahu dusiku, fosforoongiry. Struktura je zaloZzena na opa-
kujicich se pentasacharidovych jednotkach, coz by#ttno pomoci NMR spektroskopie.

Samotny monosacharid se sklada z glukosy a manpeyriru 4 : 1 [17].

Mikroorganismus produkujici exopolysacharidy bybl@/an z dahi, tradniho indického
napoje z kvaseného mléka. Identifikovan byl naadkinorfologie a fyziologickych a bio-
chemickych vlastnosti. Analyza ukéazala na kultuewconostoc spCFR 2181. Vyprodu-
kovany polysacharid byl amorfni a netivdilm. Byl rozpustny ve vod a NaOH. Praiste-

ny polysacharid se skladal z 84% sacharitil,2% redukujicich sachaiid2% vlhkosti,
0,8% bilkovin a 0,6% uronové kyseliny. Mezi sactiarprevliadala z 91% glukosa a po
1,8% rhamnosa a arabinosa. Molarni hmotnost pdigsatu byla stanovena gelovou per-
meani chromatografii v rozsahu mezi 10 000 Da a 1 @00 Da. NMR analyza identifi-

kovala gitomnosta (1-6) vazby [12].

3.2 Ostatni bakterie

Do skupiny ostatnich baktefiadim vSechny druhy bakterii, které tvexopolysacharidy,
ale nepdaf do velké skupiny mkinych bakterii. V nasledujicich kapitolach uvadighalik

z mnoha piklada bakterii, jenz tvti vyznamné exopolysacharidy.

3.2.1 Gordonia

Gordonia polyisoprenivoransyla izolovana z podzemni vody, kontaminovangésako-
vymi vodami ze skladky. Jeji bkly vykazuji pozitivni test na katalazu, negativaioxida-
zu a jsou nepohyblivé. Tento organismus roste otaem, ale také anaerobnim presii

v pritomnosti NaNQ@. Byl identifikovan pomoci srovnani 500 sekvencEI®NA. Tato
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bakterie produkuje neftSi mnozstvi exopolysacharidu na glukose. Baktsyigtetizuje

exopolysacharid slizovitého charakteru nebo volrgavislosti naistové fazi kultury [3].

3.2.2 Corynebacterium

Druh, ktery syntetizuje velké mnozstvi bioflokulanbyl izolovan z pdy a identifikovan
jako Corynebacterium glutamicunBioflokulant dostal nazev REA-11. Byl srazen ze s
pernatantu kultury etanolengateén iontow vymeénnou a gelovou chromatografii. Chemic-
kou a chromatografickou analyzou bylo zjitt, Ze se jedna o novy druh bioflokulantu.
Jeho chemické slozeni je postaveno na kysejalakturonove, kterd ma funkci stavebni
jednotky a dale obsahuje malé mnoZstvi bilkovinldvld hmotnost polysacharidu je okolo
100 000 Da. 80% flokutami aktivity bylo uvolrgno do Zivného bujonu, zbyvajicich 20%
zastalo v butkdch [15].

3.2.3 Paenibacillus

Paenibacillus jamilage druh izolovany z kompostu obohaceného odpadddw pochaze-
jici z mleti oliv (OMWW). OMWW ma podobné vlastnbgtko standardni kultivani me-
dium pro produkci exopolysachaiidhlavre vysoky pondr uhliku a dusiku. Prace ukazala,
Ze zemddelské odpady mohou byt vyuZzity vipnyslové produkci exopolysachaiid
OMWW predstavuje vhodny a levny substrat, navic jde o tyadpadu, coz je také velmi
pros@sné. Maximalni produkce polysacharidu byla dosazghabsahu 80% OMWW
v kultivacnim mediu. Gelova permé&ai chromatografie odhalila, Zaenibacillus jamilae
produkuje 2 druhy exopolysacharidu. Molarni hmotri€8S | dosahovala okolo 500 kDa a
u EPS Il 2000 kDa. Biochemicka analyza ukazalaitogds/lastnostidchto polysachariil
Hlavni sloZzky obou polysachafigsou glukosa, galaktosa a manosa. Oba typy ERiSise

v procentualnim obsahu sachdaria navic byly v EPS Il detekovany malé frakce bilko

[4].

3.24 Bacillus

Nekteré exopolysacharidy jsou produkované bakterteoticimi spory a patci k druhim
roduBacillus[4]. Jedna se o velmi Sirokou skupinu bakteriezZvinimi Ize nalézt i kultu-
ry, které tvai bioflokulacni ¢inidla, nag. Bacillus CMG 1403 [11].
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Biopolymerni flokulant, produkovany haloalkalofilkillturouBacillus sp 1-471 byl izolo-
vany ze vzorku migké vody pobliz rsta Inchon v Korei. Bioflokulant byl produkovany
v pozdjSi logaritmickeé fazi#stu. Chemicka analyza ukazala, Ze se jedna o kpedyga-
charid, obsahujici neutralni sacharidy, galakt@gukosu a fruktosu v poénu 5:2:1, a
uronové kyseliny. NMR spektroskopii a FT-IR spegkapii byla zkouméana struktura,
ukazaly se karboxylové a hydroxylové skupiny, g&adda tento polymer k heteroglykiam.
Autori soudi, Ze tento polymer e najit vyuZziti v bioremediacich a dalSich é&shich
biotechnologického fimyslu [18].

Z padni bakterieBacillus CMG 1403 byl izolovany vysokomolekularni, stejnayo bily
polymer. Jeho fyzikalni a strukturni charakterigdioslastnosti byly studovany hlavnimi
analytickymi metodami. Sklada se z 85,85% z ordayuia casti a z 12,78% vody. Tento
polysacharid vykazoval flokutai vlastnosti v organickych rozpogdtech, jako je meta-
nol, etanol, isopropanol a aceton a dale prokarsppendani a gelovaci vlastnosti za mi-
chani. Kvantitativa se sklada z 92,13% z hexosy jako neutralnich s@tha ze 7,86% z
uronové kyseliny. Pomoci separace papirovou chiagnafii bylo potvrzeno, Ze tento ky-
sely heteropolysacharid obsahuje glukuronovou kysetalaktosu a manosu. Jeho molar-
ni hmotnost se pohybuje mezi 20 000 a 250 000 Dy ysoké molarni hmotnosti ma
schopnost absorbovat 435x vic vody, nez je jehb&ahmotnost. Ma schopnost udrzet vic
nez 40% absorbované vodyi feplo& nad 60°C po dobu 20 @inTento kysely polysacha-
rid je schopny biologického rozkladu a nevykazujénaikrobni aktivity. Polysacharid méa
potencial slouzit jako netoxicky, biodegradabilnemvironmentalé neSkodny absorbent

pro vodu a jako zahdgvadlo [11].

3.2.5 Rhodococcus

Rhodococcuge dalSi bohaty rod mikroorganismryto mikroorganismy jsou znameé pro-
dukci extracelularnich polysachatidbsahujicich mastné kyseliny (FACEPS, Fatty acid-
containing extracellular polysaccharidesped®hozi studie navrhovaly, aby FACEPS byly
vyuzity jako environmentathneSkodné produkty vhodné pro pouZziti jako emulyatad-
sorbenty vihkosti nebo zahigs/adla [19].

Zajem o extracelularni polysacharidy tené bakteriemiRhodococcuge navic posilen
dvéma hlavnimi dvody. Za prvé, jejich exopolysacharidy mohou hrale#itou roli ve

virulenci a patogenitn¢kterych drulii. Jak uz bylo napsano vyse, jedna se&.napxopoly-
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sacharid druhiRhodococcus equktery zvysSuje virulenci. Za druhé, exopolysactiativo-
iené bakteriemRhodococcugsou dilezité @i bakterialni degradaci nepolarnich aromatic-
kych a alifatickych sloZzelRhodococcus sgrHA1 vykazuje rozsahlé metabolické aktivity
smérem k Siroké skupih organickych latek, mnohdy#ko rozlozZitelnych. Tyto bakterie
rozkladaji polychlorované bifenyly, benzoan, fegit, fenol, toluen, xylen, surovou naf-

tu atd. To z nich &a bakterie velmi vhodné k bioremediacim [13].

Jak jiz bylo uvedendrhodococcuselmi casto vytvéi take vic nez jeden druh exopolysa-
charidu. V pipact Rhodococcus sB3 je vytvdeno dokonce 33ienych druli. Jeho exo-
polysacharidy mu pomahajfezit nepiznivé prostedi, nap. ve vysoké koncentraci benze-
nu. Exopolysacharidy t¥ené timto druhem se skladaji z D-galaktosy, D-ghykdD-
manosy, D- glukuronové kyseliny a pyrohroznové kyge Polysacharidy se skladaji

z tetrasacharidovych opakujicich se jednotek [5].

Rhodococcus erythropoliBR4, kultura miské bakterie, produkuje také velké mnozstvi
exopolysacharill mezi nimi najdeme exopolysacharid mucoidan. Jes#na kysely poly-
sacharid slizovitého charakteru. Strukturalni analyse ukazalo, Ze mucoidan se sklada
z pentasacharidovych opakujicich se jednotek. Gtiéranalyza mucoidanu ukazala, Ze se
sklada z glukosy, N-acetylglukosaminu, glukuronyseliny a fukosy, v postu 2 :1:1:
1[19].
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4 ZIVNA MEDIA, ROZTOKY, CHEMIKALIE, P RISTROJE,
POMUCKY

Pouzité chemikélie a zivna media byla dodana firmeachema CR), Penta ¢R), Fluka
(Svycarsko), Himedia (Indie), Imuna (Slovensko)lasimi. Pokud neni uvedeno jinak,

chemikalie byly vyuzity WKisto p.a.
4.1 Roztoky pro pripravu zivnych medii a roztoky vyuzité pro testy

4.1.1 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl pipraven z 8,5 g NaCl a 1000 ml destilované vodyztBlo byl
sterilizovan pi teplo& 125°C po dobu 20 minut.

4.1.2 Fosfatovy pufr

Fosfatovy pufr je sloZzen ze dvou roziokRoztok A se pipravi navazenim 9,0780 g
KH,PO, a rozpu&nim v 1000 ml destilované vody. Préigravu roztoku B se navazi
23,9028g NgHPO,.12H,0 a taktéZz se rozpusti v 1000 ml destilované vatigokusech
byl vyuzit ngediny fosfatovy pufr M/15 a takéizné fedné pufry (viz. Tab. 1).

Tab.1: Vyuzité fosfatové pufry a jejiciirava

Molarita Ret;]llgw Roztok A [ml] | Roztok B [ml] | Destilovan& voda [ml]
M/15 20 80 0

M/37,5 2,5x 8 32 60
M/75 5x 4 16 80

M/120 8x 2,5 10 87,5

M/150 10x 2 8 90
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4.1.3 Oxidaéné fermentaéni medium (OF medium)

Bylo pripraveno rozpughim jednotlivych sloZzek v destilované wod po gidani agaru byl
roztok rozvaen ve vodni lazni. Po rozpési agaru bylo pH upraveno na hodnotu 7,2 — 7,4
tak, Ze barva OF media byla tnéazelend. Dale bylo medium rozlito do zkumavek. iter
zace byla provedendid15°C po dobu 20 minut [20].

Slozenti:
o Pepton0,2g
o NaCl0,5¢g
o KyHPO, 0,03 g
0 Glukosal1,0g
o Bromthymolova moti0,006 g
o Agar0,3g
o Destilovana voda 100 ml

Pro OF test bylo vyuzito standardni sloZeni OF medro dalSi pokus bylo sloZzeni amy-

no vynechanim navazky glukosy a misto ni byla wguiialtosa, navazka taktéz 1 g.

4.2 Pevné zivné fidy

Pevné zivné jdy byly navazeny podle navoduipadré byly obohaceny o dalSi slozky a
dokonale rozpushé v odpovidajicim mnoZstvi destilované vody dlgodé. Dale byly
vysterilizovany i teplog 125°C a 25 minut, pokud neni uvedeno jinak. Pdlig&ci a

dostaténém zchladnuti byly rozlity do sterilnich Petrihgsek v aseptickém boxu.

4.2.1 Tryptone yeast extract agar (TYA agar)

Z&kladni sloZeni této pevné Zivnédy se sklada z 6 g/l tryptonu, 3 g/l kvasm@ho autoly-
zatu a 12 g/l agaru. Pouzity TYA agar byl dodaméu Himedia. Hprava spoivala v

rozpuséni 21 g prasku v 1000 ml destilované vody. Tatmdimda byla dale modifikova-
na gidavanim dalSich Zivin tak, Ze k zakladu TYA aghyly pridany alternativni zdroje

uhliku a energii.
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Piehled vyuzitych modifikaci TYA agaru:

o TYA agar zéklad: 2,1 g TYA agaru, 100 ml destilogarody
o TYA agar s 2% sacharosytigavek 2 g sacharosy
o TYA agar s 2% glycerolu:fidavek 2 g glycerolu

o TYA agar s 1% mlénanu sodného a 1% pyrohroznanu sodného (TYA +smig):

piidavek 1g mlénanu sodného a 1g pyrohroznanu sodného
o TYA agar s 2% maltosy:iflavek 2 g maltosy
o TYA agar s 2% galaktosyifglavek 2 g galaktosy
o TYA agar s 2% rozpustného Skrobiitdavek 2 g rozpustného Skrobu
o TYA agar s 2% fruktosy:ifdavek 2 g fruktosy

o TYA agar s 2% manitolu:iidavek 2 g manitolu

4.2.2 VL agar

Je uteny na kultivaci sporulujicich a nesporulujich anhaich mikroorganisin Jedna se
0 bohatou pevnou Zivnouigu, ktera poskytuje idealni podminky pifstr velkého mnoz-
stvi mikroorganism. V pokusech byl vyuzit VL agar od firmy Imuna. 8é& se z 10 g/l
tryptonu, 5 g/l kvasiného autolyzatu, 2 g/l susiny haiho vyvaru, 0,4 g/l L-cystein hyd-
rochlorid, 5 g/l chloridu sodného, 2 g/l glukosyL 3,6 g/l agaru. Tento agar byligraven
suspendaci 42 g prasku v 1000 ml destilované veadtg byl vysterilizovan.

Tato Zivna fida byla pro testyiistu zkoumané kultury vaznych podminkach osmotického

tlaku upravena zvySenim obsahu chloridu sodnébmasledovix
o VL agar se 4% NaCl:fidavek 3,5 g NaCl / 100 ml VL agaru
o VL agar se 6,5% NaClifdavek 6 g NaCl / 100 ml VL agaru
o VL agar se 10% NaCl:iffdavek 9,5 g NaCl / 100 ml VL agaru

o VL agar se 15% NaCl:ifavek 14,5 g NaCl/ 100 ml VL agaru
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4.3 Tekuta zivna media

Byla pripravena navazenim vSech sloZzek a rozmist v odpovidajicim mnoZstvi destilo-
vané vody nebo ve fosfatovém pufiiemé naredeném. Poté byl pipetovan gebny objem
piipraveného media do kultivaich lahvi. Tyto lahve byly vysterilizovany v autéku i
125°C po dobu 45 minut, pokud neni uvedeno jinakn& media s vyuzitim glukosy byly

sterilizovany pi nizsi teplo¢ 115°C.

4.3.1 Tryptone yeast medium se sacharosou (TYM + S)
Zakladni slozeni tohoto tekutého Zivného media:

o Trypton6g

o Kvasniny autolyzat 3 g

0o Sacharosa 100 g

o Destilovana voda 1000 ml

V nekterych pokusech byla sacharosa nahrazena gluk¢sod g/l). 10% sacharosy
v tekutych Zivnych mediich bylo zji&to jako nejvyhodgsSi davkovani pro tvorbu EPS
[21].

Misto destilované vody byl praskteré pokusy vyuzitizné redny fosfatovy pufr, pehled
pufri je uveden v tabulce 1. Déle byla vyuzita bohat$iudsi Zivna media zvySenim nebo

snizenim obsahu zéakladnich zZivin.

Piehled vyuzitych modifikaci TYM+S:

Tab.2: SloZeni zivnych medii pro test keanisStyuziti dusikatého zdroje
z hlediska tvorby EPS v TYM

Oznaeni Ziv- Kvasniny auto- Fosfatovy pufr
; o Trypton [g] ’ Sacharosa [g]
nych médii lyzat [g] M/150 [ml]
TYM+S 6 3 100 1000
TYMCH+S 4 2 100 1000
TYMT+S 9 3 100 1000
TYMK+S 6 6 100 1000
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SlozZeni dalSich upravenych TYM+S:

Zaklad slozeni nasledujicich tekutych Zivnych mgsdirypton 6 g, sacharosa 100 g, fosfa-
tovy pufr 10xifedny, M/150, 1000 ml. Déale byl k tomuto zakladiiddn kvasniny auto-
lyzét (f. Imuna nebo f. Himedia) 3 g. VyuZit bykéakvasniny extrakt (f. Himedia) 3 g.
DalSi tekuté zivné medium bylo dopho o vitaminovy iistovy suplement (f.Himedia),
v mnozstvi odpovidajicimfjgani 120ug/l vitaminu B. K poslednimu Zivnému mediu
byla pridana rozpugha tableta B-komplex (f. Zentiva), &pv mnoZzstvi odpovidajicim

piidavku 120ug/l vitaminu B.

Slozeni vitaminovéhaistového suplementu:

o Vitamin B; (120 pg/l), L-Glutamin (120 mg/l), adenin sulfat (12 mguanin
hydrochlorid (360ug/l), p-aminobenzoova kyselina (1%@/1), L-cystin (13,2
mg/l), NAD (koenzym 1) (30 mg/l), kokarboxylasa ZImg/l), dusinan Zelezity
(240 pg/l), thiamin hydrochlorid (36ug/l), cystein hydrochlorid (310,8 mg/l),

dextrosa (2,4 mg/l), destilovana voda

Slozeni B-komplexu:

0 Vitaminy: B; (120ug/l), B, (120ug/l), Bs (180 ug/l), Bs (60 ng/l), PP (1,2 mg/l)

o Pomocné latkymonohydrat laktosy, kukieny Skrob, Zelatina, stearan vapena-

ty, mastek, koloidni bezvody oxiddmiity, sacharosa, oxid titatity, sodna
sul karmelosy, tekuty parafipkoladova had’ CH, zlata had” CH, bily a kar-

naubsky vosk, lanolin

4.3.2 VL medium

V pokusu byla vyuzita polovni navazka, nez je udano vyrobcem, f. Himedia. \&dimam
bylo pfipraveno navazenim vSech slozek a rozmist za studena v odpovidajicim mnoz-
stvi fosfatového pufru (10%edény, M/150). Dale bylo fefiltrovdno ges cerveny filtr

k odstragni agaru a vysterilizovano.

Slozeni bylo nésledujici:

o Trypton 5g
o NaCl 2,5g

o0 Masovy extrakt 1g
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o Kvasniny extrakt 2,59

o Cystein hydrochlorid 0,29

4.3.3 Riustv mléce

Jako tekuté zivné medium bylo vyuZito i mléko, mizkné a plnotiné, oSaené UHT.

4.4 Pristroje
o Pristroj k pa@itani bakterii, Schitt count plus, Schutt labortgichNémecko
0 Mikroskop Olympus, model CX41RF, Filipiny
o Centrifuga MR23i, Jouan, Francie
o Box laminarni BIO lIA, Telstar, Spalsko
o Biologicky termostat BT 12Q;R
o Biologicky inkubator B15, Mmecko
o Temperovany box 25°C, UTER
o Temperovany box 5°C, UTER
0 Predvazky KERN 440 — 47, &hecko
o Analytické vahy KERN 770, Bmecko
o Ultratermostat MLW 2UC, Bimecko
o Vibracni viskozimetr SV10, AND, Japonsko
o Elektricka trouba MORA 524;R
o Michaika elektromagnetickda MM2ACR
0 Laboratorni sterilizator, SANOclav,dshecko
o Centrifuga Rotanta 460 R, Hettich¢ihecko
0 Hlubokomrazici box, Dairei, Dansko
o Minittepaka, Schoeller instruments, Brazilie

o Tiepaka GFL 3020CR
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pH metr Inolab 730set, dhecko

pH elektroda SenTix 41, Inolabghecko
Spektrofotometr UV 540, Unicam, Anglie
Kahan laboratorni maly, Gasprofigidecko
Spinaci hodiny Dehl, &necko

Analyzator uhliku Schimadzu 5000A

Spektrofotometr Tecan, Sunrise, USA

4.5 Pomicky

o

o

Injekéni stikacky sterilni, Braun, Nmecko

Sterilni zkumavky, Gama groupR

Petriho misky sterilni, Gama groupR

Laboratorni sklo SIMAXCR

Stiikackové filtry millipore MCE, Millex GS, Irsko

Automatické pipety Transferpette, Brandsmecko

Automatické pipety Discovery, PZ HTL, Polsko

Laboratorni kiky, UTB, CR

Anaerostat 2,51 objem, Merck ¢ihecko

Reagent pro vyti@ni anaerobni atmosféry, Anaerocult ,A“, Merckimecko

Mikrotitracni destéka, Gama('R
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5 PRACOVNI POSTUPY

5.1 Kultura PR

Na ¢istirné odpadnich vod ve firthHamé Babice a.s. se objevila flotujici silna vasbio-
masy. Jednalo se o vrstvu flotujiciho kalu. Aktigay kal n¢l vyrazné tendence viskosni-
ho bytreéni, které poukazuje na nadmou tvorbu exopolysachafidToto viskosni byténi
zpisobuje obtize, ale takéude byt zdrojem kultur s produkci exopolysacharidultura
PR byla izolovana z tohoto aktivovaného kalu Bavosiov rdmci probihajici disektai

prace [21].

5.1.1 Konzervace kultury PR

Kultura PR je uchovavanaip-80°C v hluboko mrazicim boxu. Konzervace kultinga

provedena nasledo¥n

Nejdiive se na analytickych vahach zvazila sterilni dpéfka a sterild se do ni vpravila
nasbirana biomasasté kultury. Naplgna ependorfka se znovu zvéazila. Poté byidgmo
15 hmotnostnich procent glycerolu, ktery se promlistbiomasou. Taktofipravena epen-

dorfka byla uloZzena v mrazicim boxu.

Takto uchovand kultura byla dale vyuzivadna predgultivaci ged jednotlivymi testy,
Vv pripact, Ze bylo pateba nadkovat misky s agarem k dalSim kulttvam pokusm a ne-

byla k dispozici jinA nezamrazena kultura.

5.2 Kultiva ¢ni pokusy

5.2.1 Priprava kultury PR k o¢kovani

Kultura PR byla ¢ékovana d¥ma zgisoby. Na pevné Zivnéidy byla kultura PR &ovana
bud’ prfimo vyatkovanim jedné kolonie nebo ze suspenze, v oliipagech kizovym roz-
térem. Tekutd Zivna media bylakovana objemo¥ v poneru 1 : 1000 (nap na 20 ml
Zivného media bylo gkovano 20ul suspenze), neni-li uvedeno jinak. K udrzeni ask@t

ho prostedi se vyuZzival laminarni box.

Suspenze kultury PR séipravovala podle 2. stugrMcFarlandovy stupnice. Ten byfip
praven smichanim 9,8 ml 1%%0, s 200ul 1% vodného roztoku Ba&lTakto nachysta-
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ny zakaleny roztok srazeniny BaS€louzil jako vzor intenzity zakalentipravované sus-

penze kultury.

Nejdtive bylo feba na®kovat KiZzovym rozérem misky s VL agarem, které se kultivovaly
cca 4 dny dofedu. Narostla biomasa byla rozmichana weimiém mnozstvi sterilniho

fyziologického roztoku, dokud intenzita zakalenddpovidala fipravenému vzoru.

5.2.2 Kultivace na pevnych Zivnych pidach

Kultura PR byla kultivovana viznych teplotnich podminkach, 5°C, laboratorni t&plo
25°C, 30°C, 37°C a 58°C. Z hlediska #jidt kyslikovych pateb byla kultivace provéta

aerobr, anaerob&i mikroaerofilrgé. Kultivace byly provagny v temnu.

Mikroaerofilni kultivace byla provedena pomoci eiitru a swiky. Naatkované misky
spole&né se swtkou byly umistny do exikatoru, s¥ka byla zapalena a exikator uzen.

Svicka spdlila ¥tSinu vzduchu a pak sama zhasla.

Podminky pro anaerobni kultivaci byly za§i$y v anaerostatu. Dogpse vlozily nagko-
vané misky. Poté bylfjpraven reagent pro vytveni anaerobni atmosféry, Anaerocult
LA". Ptiprava spoivala v rovhondrném zaliti Anaerocultu 35 ml destilované vody. Ana

rocult byl ihned poté vloZen do anaerostatu a témésledd neprodysa uzawen.

Pti kultivacich byl sledovanusst, charakter kolonii (mukozni, nemukdzni) a inteneistu

na ihznych agarech a zZivinach.

5.2.3 Kultivace v tekutych mediich

Pro zjiseni optimalnich podminek produkce exopolysacharigitukou PR byla vyuZivana
tekuta zivna media. Kultura PR byla v lahvich kdtiana v temnu v temperovaném boxu
pii 25°C na tepace. Rychlostiepani bylo nastaveno na 105datié za minutu. B kulti-
vaci byla stidana doba klidu afgpani, coz bylo zaji&o vyuzitim spinacich hodin (15

minut stani, 15 minutépani).

Takeé v tekutych Zivnych mediich byly sledovafymné kyslikové podminky. Rozdilné kys-
likové podminky byly zajighy riznym napl@nim lahvi Zivnym mediem. Naplahev pro
anaerobni kultivaci byla napina cela, 100 ml lahev s pérem vzdusné a kapalné faze

4 : 1 byla napléna 20 ml Zivného media.
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Pri kultivacich v tekutych mediich byly vzdy nachysya slepé vzorky. Jejichifprava i
inkubani podminky pesré odpovidaly podminkdam pro vzorky, ale slepé vzaniepyly

naa:kovany suspenzi kultury PR.

5.3 Gramovo barveni

Fixovana kultura na podloznim skt byla nejdive prevrstvena roztokem krystalové vio-
leti, kterd fisobila asi 60 vién. Bez oplachovani byla barva slita i@yrstvila se Lugolo-
vym roztokem. Oft se ponechaladgobit 60 vté&in. Roztok byl slit, opatr oplachnut
destilovanou vodou a odbarven v Sikmé poloze etamotiokud odtékalo barvivo (ne déle
nez 20 az 25 vie). Preparat byl dokonale oplachnut destilovanodou a dobarvenie-
dénym karbolfuchsinem po dobu 60 kite Nakonec byl preparatélladre oplachnut desti-

lovanou vodou a ususil se [22].

5.3.1 Méieni délky a SFky bunék

Pomoci peitatového programu QUICK PHOTO PRO 2.0 (Olympus) byiaizna pi-

blizna délka a $ka burgk barveného preparatu.

5.3.2 Sporula¢ni testy

Test na sporulujici bakterie byl proveden 2isgby. Prvni zfisob bylo pozorovani staré
kultury nabarvené Gramovym barvenim mikroskopemlSiDapisob byl teplotni test. Z
kultury starSi alespp10 dni byla rozmichana suspenze Bkinktera byla na vodni lazni
zahrata na 80°C po dobu 11 minut. Takto upravena suspburtk se vy@kovala na VL

agar a nechala se inkubovat mikroaeréfanaerobd.

5.4 Biochemické vliastnosti

Pro pomoc § identifikaci kultury byly provedeny nésledujicioshemickeé testy. Jednalo
se o pimyslow vyrakené testy dodané firmou Lachema, pokud neni uve@aak. Vy-
sledky &chto tesh byly vyuzZity v paitatovém programu TNW verze 6,5 (verze z roku

2006) za Gelem identifikace kultury.
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5.4.1 Pramyslow vyrabéné testy v mikrotitraénich desttkach

Pro zjiS€ni biochemickych vlastnosti kultury PR byly vyuziiyamyslow vyrakéné testy
v mikrotitratnich destikach, Enterotest 24, Streptotest 16 a Staphytedtrdi@rotest 24 je
uréen pro gramnegativni druhy bakterii, proto pokusllyyizné vysledky ve 2 testech, byl
dan tSi diraz na vysledky te&tStreptotest 16 a Staphytest 16. Tyto testy js¢end pro
grampozitivni bakterie. Navod k pouziti uipryslow vyrakenych test je prilozen od vy-

robce.

5.4.2 DalSi testy

Kromé vySe uvedenych tasy mikrotitrainich destikach byly vyuzity jest dalSi jednotli-
vé testy. Opt byly dodany firmou Lachema. Jednalo se o Oxi test na tvorbu katalazy a

také VP test na tvorbu acetoinu.

Mimo primyslow vyrakenych tesh byl jeS& proveden OF test. Tento test udava, zda je
bakterie schopna aerobnebo anaerolinvyuzivat glukosu (nebo jiny sacharid). Pozitivni

vysledek se prokdze zezloutnutiivpdné tmaw zeleného OF media.

5.5 Posouzeni tekutych Zivnych medii z hlediskalistu bakterii a tvorby

exopolysacharidi

Zmeny v prabéhu kultivace tekutych zivnych mediich byly sledoyahriznymi zpisoby a
to meienim absorbance, pH a viskozity tekutého Zivnéhdiana oltasré stanovenim
exopolysacharitl vaZzkow. Méteni probihalo podléasovych moZznosti téfh kazdy den a
kultiva¢cni testy trvaly 10 — 15 din Dny pro vazkové stanoveni bylyceny pro kazdy kul-

tivaéni test zvlas.

5.5.1 Meéreni absorbance

Z hlediska posouzeniistu bakterii v tekutém Zivném mediu byla zvolendrtaia ORo,
coz je absorbanceip/inové délce 600 nmCim vice bakterie v Zivném médiu rostou, tim
je vysSi zakaleni roztoku a vysSi absorbance. Alasme byla réffena proti slepému vzor-
ku, cozZ je vzorek nen&kovaného sterilniho tekutého Zivného media. P&temi absor-

bance byl vyuzit spektrofotometr UV 540.
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5.5.2 Méieni pH

pH tekutych Zivnych medii bylo &eno na pH metru 730set od firmy Inolab &ici elek-
trodou SenTix 41.

5.5.3 Méieni viskozity

Viskozita tekutych Zivnych medii byladifena na vibrénim viskozimetru SV 10.#°prv-

nim meteni na tomto fistroji byla provedena dvoubodova kalibrace pordestilované
vody a 65% roztoku sacharosy o znameé viskoBbte ped kazdym rérenim byla prove-
dena zkracena kalibrace pomoci destilované vodskoZita byla nitena i 25°C + 0,2°C

a zapsana az po ustaleni hodnotrévii prokthlo pro kazdy vzorek 3x vedle sebe.

5.6 Postup ziskavani exopolysacharidu z tekutého kultatniho média

Zvoleny postup ziskavani polysacharidu ma 3 zakladoky. Pakti mezi r¢ centrifugace
k odstragni burek, srazeni exopolysachaiida centrifugace k ziskani exopolysacharidu
[23].

5.6.1 Centrifugace k odstraréni bunék

K odsted’ovani vzorki za &elem odstraéni burek byla vyuzita centrifuga od firmy Jouan.
Vzorky byly rozdleny do kyvet a vyvazeny naquvazkach. Rozdil hmotnosti jednotli-
vych kyvet pro tuto centrifugu fize ¢init maximalreé 2 g. Po vyvazeni byly kyvety centri-
fugovany i 20 000 g po dobu 30 minut. Teplota byla nastavena5°C.

5.6.2 Srazeni exopolysacharid

Slity supernatant po centrifugaci byl srazen vyzateym rozpoustllem (aceton, v poanu
5 dila acetonu na 1 dil supernatantu). Supernatantiidyan k rozpoustlu za neustalé-
ho michani na mickae. Poté byla kadinkargkryta polyethylenovou folii a nechala se

v lednici do dalSiho dne.

5.6.3 Centrifugace k ziskani polymeru a suSeni

Obsah kadinky byl fgveden do kyvet, vyvazen a centrifugoval se narifer¢ Rotanta
460R ¥ 4600 g po dobu 15 minutimastavené teplétl0°C. Usazeny polymer byl suSen
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nejdive v digesté az do vyprchani acetonu. Poté se dale vysuSogalkatoru nad §s.

Vzhledem ke ztratam, které bylytgmbeny velkou viskozitou vzoiikpo kultivaci (vzorky
zustavaly nalepené na lahvich, kyvetach) jsme tykarié polymery vazili pouze naegl-
vazkach.

R

5.6.4 Precisténi exopolysacharidu

Exopolysacharid byl rozpust ve stejném objemu destilované vody, jaky hifqani ob-
jem zivného media, odkud byl izolovan (50 ml). Ployéznovu vysrazen, zcentrifugovan a

susen dle postupu, ktery je uveden vyse.
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6 PROVEDENI JEDNOTLIVYCH KULTIVA CNICHTESTU
V TEKUTYCH ZIVNYCH MEDIICH

6.1 Zjisténi optimalnich podminek pro ziskani exopolysacharid

Byly ptipraveny lahve o objemu 250 ml a 100 ml, kteréaplnily TYM se sacharosou
(TYM+S) v nasledujicich po#énech:

o 6 lahvi po 50 ml TYM+S v 250 ml lahvich — pém4 dily vzduchu k 1 dilu
TYM+S

o 2lahve po 50 ml TYM+S v 100 ml lahvich — p&mi dil vzduchu k 1 dilu TYM+S
o 2lahve po 100 ml TYM+S v 100 ml lahvich — bez vzoiu

Tyto lahve se vysterilizovaly a ndmvaly suspenzi kultury PR dle 2. stédvicFarlando-
vy stupnice v mnozstvi 10d na lahev. Kultivace trvala 7 dnpri sttidavém tepani a kli-
du v 25°C a v temnu. Po kultivaci nasledoval@ieni miry centrifugace, vy vhodného

srazedla a posouzeni produkce EP8&znych kyslikovych podminkach.

Nejdiive byla znéfena viskozita ve vSech lahvich sikami. Poté byly slity a smichany
vzorky z 6 lahvi (4:1). Nasledrbyl smésny vzorek rozélen ogt na 3 dily. Ty byly centri-
fugovany pi 10 000, 15 000 a 20 000 g 30 minut p5°C. V ziskanych supernatantech

byla znovu znitena viskozita.

6.1.1 Uréeni optimalni centrifugace k odstraréni bunék

Bunky byly promyty resuspendaci v roztoku fosfatovgudru a nasledovala nova centri-
fugace pi stejnych podminkach jaké jsou uvedeny vySe. Teostup byl proveden 3x po

sokE. Po posledni centrifugaci byly promyténliy resuspendovany v definovaném objemu
10 ml a stanovila se susSina Wkn Poté byla ufena nejlepSi intenzita centrifugace

k odstragni bursk.

6.1.2 Porovnani rozpoustdel z hlediska srdzeni EPS

Supernatanty po @mvném zndieni viskozity byly znovu smichany dohromady a rdizle
opet rozckleny na 6 homogennich vzdrkTyto vzorky byly srdZzeny pomoci 3 vychlaze-

nych rozpou&del, acetonu, etanolu a izopropanolu. Rozpwmlidt byla gidavana
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v objemovém porru 3: 1 a5 : 1 (3 nebo 5 ditozpoudtdla na jeden dil supernatantu).
Kéadinky s roztokem supernatantu, srdZedla a sr@beeéopolysacharidu byly ponechany

pies noc v lednici a poté se cetrifugovaly (viz. Ka.3).

6.2 Vybér vhodné redéneho fosfatoveho pufru k gFipravé tekutych ziv-

nych medii

Lahve o objemu 100 ml bylyfipraveny v dostatemém p@tu na 11 dia kultivace a 2 para-
lelni meteni kazdého vzorku. Lahve byly nagy 20 ml tekutého Zivného media se sacha-
rosou a vysterilizovany. Poté byly ri&ovany 20ul suspenze kultury PR. Kultivace probi-
hala 11 di na tepace, kdy se sidala doba klidu a¢pani. V pibéhu kultivace probihalo
témei kazdy den réreni absorbance, viskozity a pH v lahvich. Ke kazigéé mde byly
nachystany i slepé vzorky pro kontrdigtoty. Funkci slepych vzotkplnila nenadkovana
media.

Obsah testovanych lahvi:

Z&kladni sloZzeni TYM+S se liSi v jednotlivych Zialymédiich pouze vyuzitim destilova-

né vody nebotizre fredénych fosfatovych putr, jak vyplyva z nasledujici tabulky.

Tab.3: SloZeni tekutych zivnych medii vyuZzityamid testu

Oznaseni Zivnych
Zakladni slozky Promenna slozka, 1000 ml
pud
M/15 Fosfatovy pufr nieecny, M/15
M/37,5 Fosfatovy puftedny 2,5x, M/37,5
Trypton 6 g/l
M/75 Fosfatovy pufiredeny 5x, M/75
Kvasniny autolyzat 3 g/l
M/120 Fosfatovy puftedtny 8x, M/120
Sacharosa 100 g/l
M/150 Fosfatovy pufredeny 10x, M/150
Voda Destilovan& voda
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6.3 Srovnani glukosy a sacharosy z hlediska tvorby exofysacharidi

v tekutych zivnych meédiich

V tomto pokusu byla sledovana 2 tekuta zivna medéklad Zivnych médii byl TYM a
jednou byla jako cukrifddna sacharosa 100 g/l a do druhého Zivhého nisdamisto
sacharosy idana glukosa, taktéz 100 g/l. Misto destilovanéywbyl pouzit fosfatovy
pufr, 10xredny, M/150.

Pro pokus byly pipraveny lahve o objemu 100 ml v dostatém p@&tu na 16 di kultivace
a 2 paralelni rreni. Lahve byly napkny 20 ml zivného media. Od kazdého media byly
nachystany i slepé vzorky. Po sterilizaci byly \gonaakovany a ulozeny v kultivani

mistnosti. V pitbéhu kultivace byla iena absorbance, pH a viskozita vZork

U tohoto pokusu praitilo i stanoveni vazkove, kdy byly viiehu kultivace postupgh
ziskavany exopolysacharidy. Exopolysacharidy bybkany 4., 7., 10. a 15. den kultivace
ve 3 paralelnich stanovenich. Na to byl§ppaveny jiné lahve, o objemu 250 ml. Tyto
lahve byly napliiny 50 ml Zivného media a ndavany 50ul suspenze kultury PR. Kulti-

vace probhla steji jako u Zivnych médii na &beni.

6.4 Rist kultury PR v mléce

Bylo pouzito nizkottiné mléko Benefit (0,5% tuku) a plnohe mléko Tatra (3,5% tuku).
Oba vyrobky byly od vyrobce upraveny UHTireliem, tedy sterilni.

Lahve o objemu 100 ml byly prazdné vysterilizovuily 125°C po dobu 35 minut. Poté
byly sterilrg naplreny mlékem v poréru 1:4, 1:1 a 1:0 v aseptickém boxu. Tyto lahvey byl
naa:kovany objemow, 20 ml mléka bylo nadovano 20ul, 50 ml mléka bylo natkovano
50 ul a 100 ml miéka bylo n&iovano 10Qul suspenze kultury PR.Vzorky bylyipraveny
ve 2 paralelnich pokusech. Od kazdého druhu mlgkanachystany i slepé vzorky. Tyto
lahve byly kultivovany 7 dinv teplot 25°C a v teplat 45°C, v klidu a temnu. Kazdy den

probhlo jen mirné praepani vzork.

V pribéhu kultivace bylo sledovano srdZzeni mléka. Na kdodiivace byla znstena vis-

kozita a pH vzork.
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6.5 Test ke zjiS€ni vyuziti dusikatého zdroje z hlediska tvorby exoply-

sacharidi v tekutém zivném médiu

V tomto pokusu byly sledovany 4 Zivné medigegmé slozZeni je uvedeno v kapitole 4.3.1,

tabulka 2. Tento pokus se skladal jednaketemi vzorki a jednak z izolace EPS.

Pro nefeni vzorki byly pripraveny lahve o objemu 100 ml, nagy 20 ml Zzivného media
a vysterilizovany. Poté byly asepticky g&ovany 20ul suspenze kultury PR, krafrsle-
pych vzorki. Kultivace trvala 15 din V téchto lahvich probihalo té&hkazdy den r¥eni

absorbance, pH a viskozity.

O den pozdi byly nachystany lahve o objemu 250 ml pro ziSkBRS. Pro kazdé zivné
medium 6 lahvi, které jsou gebné pro 2 stanoveni vieth paralelnich gienich. Prvni
ziskani probhlo z kazdého Zivného media jindyas ziskani byl weny na den, kdy vzor-
Ky na neieni viskozity budou druhy den po sobykazovat obdobné hodnoty. Druhé zis-

kani prokhlo u vSech vzonk stejré a to 15. den kultivace.

6.6 Ristovy test

V tomto pokusu bylo vyuzito Giznych tekutych zZivnych medii. Zaklad vSechitvtryp-
ton 6 g/l a sacharosa 100 g/I. Kgraw zivnych medii byl vyuZzit fosfatovy pufr, 1Ged-

ny, M150, 1000ml. Toto zakladni slozeni zivnych méglo doplreno viz. gehled nize.

Nazvy zivnych médii a dopdni slozeni:

o KA Imuna: kvasnény autolyzat (f.Imuna) 3 g/l
o KA Himedia: kvasniény autolyzat (f. Himedia) 3 g/l
0 Kuvas. extrakt.: kvasnény extrakt (f. Himedia) 3 g/l

o Vitaminy: vitaminovy fistovy suplement (f. Himedia)fidany v mnoZstvi odpo-
vidajicim gidani 120ug vitaminu B
0 B-komplex: rozpustné tableta B-komplex,fgldna v mnoZstvi odpovidajicinti{p

dani 120ug vitaminu B

DalSi tekuté zivné medium byML medium, do r&j nebyl gidan zadny trypton, jen sacha-

rosa 100 g/l. Postuptipravy a slozeni je v kap. 4.3.2.
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Po @ipraw a sterilizaci vSech Zivnych medii byly k&ovany 20ul suspenze PR, krain
slepych vzork. Kultivace trvala 11 din V prabéhu inkubace probihalo ¢eni vzorki

absorbance, pH a viskozity.

6.6.1 Pr¥iprava Zivného media — Vitaminy

Nejdtive bylo gipraveno zivné medium skladajici se z 3 g tryptdtug sacharosy a 480
ml fosfatového pufru. Po smichani bylo pipetovandahvi 19,2 ml tohoto roztoku a poté
probhla sterilizace. Mezitim bylfchystan vitaminovyirstovy suplement podle navodu.
SlozZeni vitaminovéhoistového suplementu je v kapitole 4.3.1. Ten byililsieod vyrob-

ce. Poté byly dopkny vysterilizované lahve 0,8 ml vitaminovéhistového suplementu.

Nakonec tedy v kazdé 14hvi bylo petbnych 20 ml.

6.6.2 Priprava zivného media — B-komplex

Nejdtive byla rozdrcena a rozemleta 1 tableta B-kompl@até byla rozpu&ba v 1000 ml
fosfatového pufru, 10kedtném, M/150. Tak byl ziskan zasobni roztok o koneent200
ug/l B1. Nasled® bylo smichano 600 ml zasobniho roztoku se 400osfiafového pufru.
Tak byl gipraven pracovni roztok o koncentraci 12§/ B;. 300 ml tohoto pracovniho

roztoku bylo vysterilizovano filtraciips stikackovy membranovy filtr, millipore MCE.

Mezitim byl gipraven zivny roztok sloZzeny z 3 g tryptonu, 50agtgarosy a 200 ml fosfa-
tového pufru 10¥ediného, M/150. Tento roztok byl vysterilizovan spoke s prazdnymi
100 ml lahvemi. Po sterilizaci byl smichan zivnygtak se sterilnim pracovnim roztokem.
Tak bylo ziskano p#t¢bné sterilni Zzivné medium, které bylo aseptickyeppvano do ste-

rilnich lahvi v laminarnim boxu.
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7 ZAKLADNIi ANALYTICKE STANOVENi HRUB E
PRECISTENEHO POLYSACHARIDU

Zahrnuji kvantitativni stanoveni exopolysachariffusowasné dob probiha jeho detail-

n¢jSi analyza na externim pracovisti zahrnujici kedilvni stanoveni.

7.1 Stanoveni suSiny a popelaifisténého exopolysacharidu

Pred samotnym stanovenim byly kelimky vyZih&ry550°C po dobu 2 hodin. Po zchlad-
nuti v exikatoru byly zvazeny na analytickych vdhastanoveni bylo provedeno pro kazdy

vzorek 3x vedle sebe.

7.1.1 SuSina

5 ml roztoku peciSttného a znovu rozpudtého exopolysacharidu bylo napipetovano do
vyzihanych kelimk. Kelimky byly suSeny nefive i 70°C a po odp@ni veskere tekuti-
ny byla teplota zvySena na 105°Gi fto teplo¥ byly vzorky suSeny 3 hodiny — do kon-
statni hmotnosti. Poté byly kelimky ponechany reo@iny v exikatoru ke zchladnuti. Pak

byly opst zvaZeny na analytickych vahach.

Stejny postup byl vyuzit i ke stanoveni suSinyduw pokusu v kapitole 6.1.

7.1.2 Popel

Po zvazeni kelimkna susSinu se tytéz vyuzily i na stanoveni popeadasiré. Kelimky byly
Zihany v peci s teplotou 550°C na 2 hodiny. Po hdai byly ogt kelimky umisény do
exikatoru na 2 hodiny a nechaly se vychladnoutlédiss byly znovu zvazeny na analytic-

kych vahéch.

7.2 Stanoveni celkového a organického uhliku

Stanoveni celkového a organického uhliku bylo pdevw® na analyzatoru uhliku Schimad-

zu 5000A. Princip stanoveni je nasledujici.

Vhodne naredény vzorek je zplysn pri 680°C na platinové destie, kterd psobi jako ka-

talyzator. Vznikly CQ je zmten na nedisperzning Idetektoru.
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7.3 Stanoveni bilkovin

Metoda spoiva v redukci kationtu Cii v silné alkalickém prosedi v fitomnosti bilko-
vin. Princip tohoto stanoveni sva v tvorle barevného komplexu mezi vzniklym Ca
bicincholinovou kyselinou (BCA). Intenzita fialovétzabarveni barevného komplexu za-

visi na koncentraci bilkovin v roztoku. Metoda gmi citliva [23, 24].

7.3.1 Pr¥iprava potiebnych roztoki

Reagent A8 g NaC0s.H,O a 1,6 g vinanu sodného bylo rozgast ve 100 ml destilova-
né vody. pH se upravilo na 11,25 pomoci 10 M NaOH

Reagent B0,4 g BCA bylo rozpusho v 10 ml destilované vody
Reagent €C0,4 g CuSQ@Q5H,0 bylo rozpu&tno v 10 ml destilované vody

Pracovnicinidlo: 1 dil reagentu C byl smichan s 25 dily reagentu®té bylo fidano 26

dilu reagentu A

Zasobni roztok standardii:g albuminu byl rozpu&h v 1000 ml destilované vody

7.3.2 Kalibra éni krivka

Ke kalibraci byl vyuzit roztok albuminu aiznych koncentracich v rozsahu 0 az 80 mg/I.
Vzorky o stejné koncentraci byly pipetovany 3x \edlebe. Kalibrace byla provedena

v ramci diplomoveé prace [25].

Vzorky nebo standardy o znamé koncentraci byly toidny do zkumavek, 0,7 ml. Poté
bylo pripraveno pracovnéinidlo. Hned poté bylo pipetovano 0,7ml pracovnémidia do
zkumavek. Takto fipravené vzorky se daly inkubovat do 60°C po dobBun@nut. Déle
byly vzorky zchlazeny. Absorbance byla&ena @i 562 nm. Vzorky i standardy byly &
feny ve 3 paralernich grenich. Vypd@et koncentrace vzoikbyl proveden dosazenim ab-

sorbance vzorkdo ziskané rovnice kalibmai kiivky.

Tab.4: Fiprava kalibra’nich roztok

Standard [ml] 0 0,1 0,5 1 2,5 4 6 8

Dest. voda[ml]| 100 99,9 99,5 99 97,5 96 94 92

C [mg/]] 0 1 5 10 25 40 60 80
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Tab.5: Absorbance v zavislosti na koncentraci aliowrw roztoku standart[25]
Koncentrace [mg/l]  Ai[1] A[1] Aj[1] Pramér absorbance +
[1]
0 0,204 0,231 0,198 0,211 0,01
1 0,224 0,257 0,238 0,240 0,01
5 0,363 0,365 0,349 0,359 0,00
10 0,512 0,495 0,526 0,511 0,01
25 0,879 0,861 0,897 0,879 0,01
40 1,278 1,212 1,185 1,225 0,04
60 1,631 1,689 1,623 1,648 0,03
80 2,035 1,983 2,163 2,060 0,09
2,5
5 | A =0,0232c + 0,2514 )
_ R*=0,9969
=
$ 15
c
3
=
§ 1
<
0,5
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Koncentrace albuminu [mg.I"]

Obr.1: Kalibracni zavislost absorbance na koncentraci albuminu[25]

7.4 Stanoveni sacharidi, fenol — sulfatova metoda

Pomoci fenol — sulfatové metody se stanovuji kvatitiné polysacharidy, oligosacharidy,

monosacharidy a jejich metylové derivaty. Pringiacsva v hydrolyze glykosidickych va-
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zeb koncentrovanou kyselinou sirovou. Fenol reaguponosacharidovymi zbytky za
vzniku Zlutooranzového zabarveni. Intenzita zab@nadpovida koncentraci sacharid

v roztoku. Tato metoda se provadi v mikrotitriech destikach [23, 26, 27].

Nejdtive byla zndiena absorbance prazdné ddstis vikem na spektrofotometru Tecaf p
vinové délce 490 nm. Poté byly davkovany jednotislézky do jamek. Do jamky byl
nejdive pipetovan vzorek o objemu 30 poté bylo pidano 30ul 5% fenolu. Nasledh
byla jamka dopléna 150ul koncentrované 98% kyseliny sirové. Obsah jamKydiilad-

né promichan gtinasobnym opakovanym nasavanim a vysavanim ohaatky do Spiky
mikrodavkov&e a zgt. Takto gipravena destka se vzorky se nechala stat 60 minut

v laboratorni teplat prikryta vikem. Poté byla zélena absorbance. Vzorky byly davkova-
ny ve 4 paralernich &enich [23, 26].

Kalibracni kiivka byla n&éfena obdob&i Nejdiive se pipravil zasobni roztok xanthanu
rozpusénim 20,5 mg xanthanu ve 100 ml destilované vodgoBai roztok byl pipetovan

3x vedle sebe do mikrotittai destéky a poté doplén na 30ul destilovanou vodou, viz.
Tab.6) [23].

Tab.6: Fiprava standardnich roztdgkxanthanu v mikrotitréni destice

Standard ] 0 3 5 10 15 20 27 30
Dest. vodali] 30 27 25 20 15 10 3 0
C [mg/l] 0 21 34 68 103 137 184,5 205
Tab.7: Absorbance v zavislosti na koncentraci séaddich roztok xanthanu
Koncentrace [mg/l]  Ai[1] A[1] Aj[1] Pramér absorbance +
[1]
0 0,069 0,061 0,047 0,059 0,011
21 0,229 0,170 0,146 0,182 0,043
34 0,201 0,276 0,274 0,250 0,043
68 0,319 0,453 0,446 0,406 0,075
103 0,598 0,535 0,543 0,559 0,034
137 0,671 0,695 0,764 0,710 0,048
184,5 0,903 0,952 0,957 0,937 0,030
205 1,048 0,988 1,041 1,026 0,033
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1,2
10 A =0,0046¢ + 0,0799
R? = 0,9991
0,8
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o
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Obr.2: Kalibracni zavislost absorbance na koncentraci xanthanu
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. DISKUZE A VYSLEDKY
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8 POKUSY VEDOUCI K CASTECNE IDENTIFIKACI KULTURY
PR

Jak jiz bylo psano vyse, kultura PR byla izolovaraktivovaneho kalu, ktery jevil znamky
viskozniho bytgni. Z aktivovaného kalu bylo vyizolovano vice baldkmich kultur, kultu-

ra PR vSak $ predkEznych testechistu na pevnych zivnychadach vynikala v produkci
polysacharid (coz bylo pozorovano jako sdnmukozni charakter kolonii). Kultura PR
navic produkovala velké mnoZzstvi polysachandotitomnosti levného substratu, sacharo-
sy [21].

Proto bylo velmi vhodné 2#& tuto kulturu zkoumat a pokusit se ji identifilaty Nasleda
dalSicast diplomové prace navazuje na vysledky z podzifasii prace a je zaffena na

produlkéni schopnosti kultury PR.
8.1 Kultiva ¢ni pokusy na pevnych zivhych gdach

8.1.1 Testl

Prvni Ukol bylo zjistit, na jakych agarech a v jekypodminkach kultura PR roste. Kultura
PR byla natkovana na 5 druhzivnych agal a kultivovana viiznych teplotnich a kysli-
kovych podminkach. Jednalo se o TYA agar, TYA agar sacharosou, TYA agar
s glycerolem, TYA agar s mianem sodnym a pyrohroznanem sodnym (TYA + org.soli
a VL agar. V piibéhu kultivace byla sledovana intenzita a charakistur (mukozni, ne-

mukozni). Vysledky kultivéniho testu jsou v tabulce 8.

Tab.8: Vysledky kultivaniho testu 1

Aerobni fist M!krpaoero- Anaoerobnl
filni rast rast
5°C | Lab. teplota] 30°C | 37°C | 58°C | Lab. teplota| Lab. teplota
TYA +- + + +- - +- +-
TYA + 2%
+- + + +- - +- +-
glycerolu
TYA+ 2%
+ + + + + + + + - +++ 4+ +++++
sacharosy - — e ol
TYA+org.soli - + + +- - + +-
VL agar / ++ / / / +++ +++




UTB ve Zling, Fakulta technologicka 52

Vysvetlivky: -, kultura neroste
Fo e zanedbatelnist, bez mukoznich kolonii
Fo kultura roste, ale ndfivonukozni kolonie. VySSi pet +

e

Ft st spoléné stvorbou mukoznich kolonii, intenzita
odpovida pétu +
[ nebylo provedeno
Z tabulky je patrné, Ze z hlediska tvorby pouzdeuKoznich kolonii) je podle vysletik
nejvyhodrgjsi laboratorni teplota. V prasdi s nizSim obsahem kysliku (mikroaerofitni
anaerobni kultivace) kultura tkiovice polysacharidu. NejvySSi tvorba polysachanig

pevnych Zivnych fdach je v anaerobnich podminkéch.

Z hlediska tistu kultury PR bez tvorby polysacharige optimalni VL agar f mikroaero-
filnich nebo anaerobnich podminkadi lpboratorni teplat Kultura také vykazuje vyraz-
ny rast na TYA se 2% sacharosyi peplot 37°C. Tyto z&ury potvrzuji i nasledujici ob-
razky, kde je vidt rast kultury PR na TYA agaru, VL agaru a TYA agarwsaeharosouip
laboratorni tepld@ta v podminkach mikroaerofilni kultivaceu® na TYA je vyraz# slabsi

nez na VL agaru. Na TYA se sacharosou je patrnganf mukozni charakter kolonii.

Obr.3: TYA agar Obr.4: VL agar
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8.1.2 Test?2

Obr.5: TYA agar se 2% sacharosy

Zajimalo nas, zda je kultura PR schopna rozklagliaé icukry na polysacharidy.iive bylo

ovéreno, Ze glukosa jako substrat v tomtoésmvyhovuje. PR roste i na glukose aiivo

Z ni polysacharidy, ale mé&nyrazre jako na sacharose [21].

Nejdrive byly gipraveny Zivné fidy, TYA se 2% maltosy, TYA se 2% galaktosy, TYA se

2% rozpustného Skrobu, TYA se 2% fruktosy a TYA2%& manitolu. Nagkované Zivné

pudy se kultivovaly pi laboratorni teplat aerob® a mikroaerofild. Odeet byl po 4 a 8

dnech kultivace. Prvni odet ristu je zvolen na 4. den z tohdvbdu, Ze kultura roste

velmi pomalu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 9.

Tab.9: Vysledky kultivaniho testu 2

Aerobni kst Mikroaerofilni rist
4. den 8. den 4. den 8. den
TYA + 2% maltosy +++ +++ ++ + ++++
TYA + 2% galaktosy ++ + +++ +++ + 4+ +
TYA + 2% rozp. Skrobu + + ++ + + + +
TYA + 2% fruktosy + + + +
TYA + 2% manitolu + + + +

VysSVELIVKY: +...ooeeiiiiiiiinnnn.

kultura roste skglbez tvorby mukoznich kolonii

iastini Bist, bez tvorby mukoznich kolonii
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............... silnyst, bez tvorby mukoznich kolonii
+4+++ velmi gilnist, bez tvorby mukoznich kolonii

Z tabulky 9 jsou patrné nasledujici vysledkii. \Wuziti jinych cukii jako substratu kultura
PR dolye roste, avSak bez tvorby polysacharidejlépe kultura roste &pmikroaerofilré

atona TYA + 2% maltosy nebo na TYA + 2% galaktosy

Obrazky 6 az 8 demonstruji porovnaistu kultury na VL agaru, TYA agaru a TYA agaru

se 2% maltosy.

Obr.6: TYA agar + 2% maltosy Obr.7: VL agar

/

Obr.8: TYA agar

Na fotkach je vidt, jak rozdil® roste kultura PR naiznych substratech. Na atgjném
TYA agaru je tist velmi nevyrazny, kultura roste velmi pomaluisRkultury na VL agaru i

na TYA agaru se 2% maltosy je velmi silny. Tak&@obha biomasa se vytkiaychleji.

Rast na VL agaru je odto vyrazijSi, neZz na TYA s maltosou. DalSi vyhoda VL agaru

je rychlejsi piprava a menSi speta surovin. VL agar byl proto pouzit ve viech edsji-
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cich pokusech, kdyz bylo geba nakultivovat co nejvic biomasy, napro vyrobu sus-

penze buik na @¢kovéani, nebo pro konzervaci kultury PR.

8.1.3 Test3

Tento fistovy test byl zagten na toleranci kultury PR Kznému osmotickému tlaku. Pro
tento test byly nachystany VL agarytgmou koncentraci NaCl.riehystané misky byly
kultivovany aerob#, mikroaerofilré a anaerobhpii laboratorni teplat Ode&et byl prove-

den 6. den kultivace.

Tab.10: Vysledky:istoveho testu 3

Aerobni st Mikroaerofilni rist Anaerobni st
VL, 0,5% NaCl ++ +++ +++
VL, 4% NaCl + + +
VL, 6,5% NacCl - - -
VL, 10% NaCl - - -
VL, 15% NaCl - - -
VYSVEIIVKY: -, kultura neroste

Fo—, slaligtr

S S iastirg silny st

+++ silnyst

Z vysledki je patrné, Ze kultura nenfifi§ tolerantni ke znam osmotického tlaku a nej-
vice ji vyhovuje klasicky VL agar, jen s 0,5% obsahNaCl. Kultura rostla sl&h pii 4%

obsahu NacCl, s vySSi koncentraci soli liggtmegativni.

8.2 Gramovo barveni

Z hlediska identifikace kultury jsou velmuilgzité vysledky Gramova barveni. Na pozoro-
vani byly barveny kultury kultivované na VL agarti perobnich a anaerobnich podmin-
kach a také mukozni kultura na agaru TYA se saclardkultivovana aeroknVysledky

barveni jsou vi& na obrazcich 9, 10 a 11 a v tabulce 11.
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V souvislosti s Gramovym barvenim byly provedersgjelalSi testy. Pomoci pacového
programu QUICK PHOTO PRO 2.0 (Olympus) bylagtema pibliznéd délka a $ka burtk
barveného preparatu. V tomtéigac byl méien preparat kultivovany na TYA se sacharo-
sou, protoze v tomtoifpadt buiky netvdily husté shluky a v preparatu se vyskytovaly i

samostatné hiky. Vysledky néieni jsou uvedeny v tabulce 12.

Posledni test, ktery byl proveden sgokes Gramovym barvenim, se tykal sporulace bakte-

rii. Tento test byl velmi dlezity, protoZe z jeho vysleflkse dalo ufit nebo vylouit velké

mnozstvi bakterialnich dridhmezi které mohla kultura PR piait

Obr.9: TYA se 2% sacharosy Obr.10: VL agar, aerobniist

Obr.11: VL agar, anaerobniist
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Tab.11: Vysledky Gramova barveni

Pozorovani

VL agar, aerobni| Jedna se o Gram pozitivnictgky, maji zakulacené konce ¢hkteré

rast bunky jsou delSi. Shlukuji se k s®le velkém mnozstvi, @éasre

vytvareji retizky.

VL agar, anae- | Jsou vidt jen malé rozdily mezi anaerobnim a aerobriistem. G+

robni fist tycinky se zakulacenymi konci. Také Wahluky, ale méhhusté nez

u aerobnihotrstu. Castji tvoii tetizky.

TYA + 2% sachai Jedna se o G+d&inky. Buiky tvoii retizky a malé shluky. Polysachg

oL
1

rosy rid je takécast&ne nabarven.
Tab.12: Meeni burek barvenych Gramovym barvenim
Patet mereni Nejvyssi Nejnizsi Stredni +
hodnota fum] | hodnota jum] | hodnota fim]
Délka 31 1,29 0,55 0,82 0,12
Sirka 31 0,44 0,20 0,33 0,06

8.2.1 Sporula¢ni testy

Tyto testy mohou vylatit nebo potvrdit pibuznost kultury PR s velkym rodeBacillus

nebo dalSimi bakteriemi, které vytefi spory.

Test na sporulujici bakterie byl proveden Zisgby. Prvni zfisob provedeni tohoto testu
spaival v barveni staré kultury Gramem. Kultura byldticvovana na VL agaru 14 dra
poté mikroskopicky zhodnocena, jestli néfvepory. Tento test vySel negativni, Zadné spo-

ry nebyly pod mikroskopem witl

Druhy zpisob provedeni patmezi kultivani pokusy. Nejtive byla rozmichana suspenze
burgk, které se kultivovaly 14 dn Zkumavky pak byly zataty na 80°C na vodni lazni 11
minut. Poté byly tyto suspenze knvyockovany na VL agar a nechaly se inkubovat ae-

robné a mikroaerofilg. Také tento test vySel negativni, coz potvrdiloagpost prvniho
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sporul&niho testu a vylatilo piibuznost kultury PR s rodeBacillus nebo jinymi sporu-

lujicimi bakteriemi.

8.3 Ruist kultury PR v mléce

Neékteré druhy bakterii rodlLactobacillus maji schopnost dnem rékolika hodin srazet
mléko @i 45°C. Proto ukolem tohotaistoveho testu v mléku bylo zjistit, zda kultura PR
srazi nebo zahugje mléko v fiznych teplotnich (25 a 45°C) a kyslikovych podmatka
Tento test byl hodnocendizre vizualre a na konci kultivace bylo z&feno pH a visko-

zita.

V prab¢hu testu se nepotvrdila schopnost srazet mlékpra@b°C ani i 45°C u Zadného
kyslikového pordru. Kultura PR mléko (nizkotmé i pInoténé) také nezahtidvala, nebo
jen velmi mirrg. Viskozita mléka po 7 denni kultivaci dosahla zdbatelnych hodnot ko-
lem 1,50 mPa.s. Naffené pH bylo mir& nizSi v mléce kultivovanémiipteplog 25°C a
doséahlo hodnot kolem 6 (pH slepého vzorku v tépbote bylo 6,6). pH nitené v miéku
kultivovaném pi 45°C se neliSilo od slepého vzorku. Z toho Izeugst, Ze kultura PR
v mléce pi 45°C pravdpodobré ténei neroste. Rst kultury PR v mléceip25°C je pro-

kadzan snizenim pH, avsak k zafm#&ni ani sréZzeni mléka nedoslo.

8.4 Biochemické vlastnosti

Pro pomoc fi identifikaci kultury PR bylo velmi @lezité zjistit jeji zakladni biochemické
vlastnosti. K tomu byly vyuzity hlawnprimyslow vyrakené testy v mikrotitrénich dest-
kach Enterotest 24, Streptotest 16 a Staphytest d@iSi jednotlivé testy jako je Oxi test,

test na tvorbu katalasy nebo acetoinu. K biocheynictestim pati také OF test.

Vysledky €chto biochemickych testse daly vyuzit v péitacové databézi bakterialnich
druhi, program TNW verze 6.5. Tento program géady pro vysledky z tegtmikrotitrac-
nich destiek, podle zadanych vysletlkniZze pomoci wit jakému bakteridlnimu druhu se

dana kultura nejvice podoba.
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Tab.13: Vysledky biochemickych test

Pozitivni vysledky Negativni vysledky
Enzymy Leucin aminopeptidasa (LAP)| Lysin (LYS), ureasa (URERB-
a-galaktozidasa (aGA) glukuronidasa (GLR), fosfatasa
(PHS), arginin (ARG), fenylala
-galaktozi NP
p-galaktozidasa (ONP) nin (PHE), ornitin (ORN), esku/
lin (ESL)
Sacharidy Sacharosa (SUC), xylosa (XYL), Inulin (INU)
maltosa (MLT), manosa (MAS), ribosa (RIB)
glukosa (GLU), galaktosa (GAL),
. laktosa (LAC)
rhamnosa (RHA), melibiosa
(MLB), rafinosa (RAF), cellobi- trehalosa (TRE)
osa (CEL)
Metabolity Simons citrat (SCI), inositol
Acetoin (INO), malonéat (MAL), sirovo-
dik(H2S), nitraty (NIT), in-
dol(IND)
Ostatni Glukosa/novobiocin (GLN) Dulcitol (DUL), dmtol(SOR),
manitol (MAN), adonitol (ADO)
DalSi testy VP test na acetoin Oxi test — cytochoxmasa,
OF test, test na katalasu

Pozitivni vySel test na leucin aminopeptidasu, pefii mezi enzymy. Dale mé pozitivni
vysledek u enzyin a-galaktozidasa $-galaktozidasa, coZz jsou enzymysti laktosu.

Samostatny test na rozklad laktosy ale vySel negati

Kultura PR ma také enzymy na rozklad velkého mmndzsicharid, jak je vict v tabulce.
Pri téchto rozkladech se sniZuje pH. Toto byl potvrdit i OF test, ktery vSak vySel nega-
tivni (s glukosou i maltosou). V dalSi kapitolegje pH néteno a v pitbéhu kultivace klesa

(viz nagr. Obr.13). Proto se d&gdpokladat, Ze kultura PR ma schopnost okyselavaéz
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medium, produkuje kyselinu z glukosy i sacharo$y,jen v podminkach bohatSiho zivné-

ho media, nez je OF medium.

Z metabolifi vySel pozitivni test jen na tvorbu acetoinu. Tehdle potvrzen 2 testy, jed-
nim samostatnym a jeden test byl &mti testu v mikrotitréni destéce. Posledni pozitivni
vysledek se tyka kombinovaného testu, rozklad glyko@itomnosti antibiotik. Kultura

PR je proti Novobiocinu rezistentni.

Tyto vysledky byly vyuzity v programu TNW 6.5. Pedllosazenych vysletikze Strepto-
testu nenaSel program Zadnou podobnost. Kulturae@R s nejetSi pravépodobnosti

neni zastupcem rodstreptococcus

Pii dosazeni vSech vysletlibyla nalezen&ést&na podobnost u druh@orynebacterium
glucuronolyticum(47,74%). Coryneformni bakterie jsou nepravidelné tinky, nemaji
rovnokezné strany. Tyto bakterie mohou produkovat exoalgaridy, proto by mezién
mohla kultura PR pét [28]. Program ale tuto dognku nepotvrdil, navic ro€orynebac-
terium vytvai katalasu, ktera u kultury PR vySla negativni.gPam rovieZz nenalezl vy-
znamrjSi shodu s roderheuconostocPravapodobré se tedy jedna o mérznamou bak-

terii.

8.5 Shrnuti vysledki a é¢astatna identifikace kultury PR

JelikoZ patti kultura PR do grampozitivnich bakteriijite naleZet k jednomu ze dvou nej-
vyznangjSich kmeri, Actinobacteria a Firmicutes Tyto 2 kmeny se od sebe lisi
v zastoupeni guaninu a cytozinu v DNActinobacteriaméa zastoupenit¢hto bazi vyssi

nez 50%,Firmicutesnizsi. Test na zastoupegchto bazi v DNA ale nelze v podminkach

mikrobiologické laborati®e UTB provést [28].

viN s

odpovidaji zji&nym biochemickym vlastnostem kultury PR. Nejpod§Bin skupinou

z tohoto kmene se jevitgeled’ Bifidobacteriaceagkde je jediny rodifidobacterium Tyto

.....

Velky bakterialni kmerirmicutesSel velmi lehce zUzit, spousta fose dala vylodéit vy-
fazenim sporulujicich bakterBé#cillus..). Ve vylEru nakonec &staly 3 mozné rody bak-
terii [28]. Jako posledni moznost se muselditadi s tim, Ze kultura PR ime byt nezna-

ma bakterie.
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0 Rod Lactobacillus Jedna se o bohaty rod, zahrnujici kolem 70 wroékterii,

Z nichZz mnohé rostouipd5°C.

o RodCarnobacteriumPodle vysledk popsanych vySe se mohl vzit do uvahy. Dal-
Simi vysledky vSak byl pravgodobré vyloucéen, protoze tento rod nerosté p
45°C, kdeZzto kultura PR ano [21].

o RodWeisella Tento rod je velmi podobny, jedna se o Gsirtlgy, maji zakulacené
konce, jsou nepohyblivé, nesporulujici. Maji schaginfist v kyselych podmin-
kach [28]. Tento rod ale také neroste 456°C, proto by mohl byt s nejtsi prav-
dépodobnosti vyloten také.

Podle dosazenych vysletlkniZze kultura PR pét k roduLactobacillus pripadré se jedna

0 neznamou bakterii nejasného taxonomickétiazzmi.

Mimo jiné je cilem identifikace kultury metodou 163NA, coZ ale neni cil diplomové
prace. V sotasné dob probiha identifikace kultury PR na externim spii&aném pra-

COVisti.
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9 POKUSY VEDOUCI K OPTIMALIZACI TEKUTEHO ZIVNEHO
MEDIA Z HLEDISKA TVORBY EXOPOLYSACHARID U

Exopolysacharidy jsou pmyslow vyrakény v tekutych zivnych médiich. Nasledujici po-
kusy jsou proto zasiieny na optimalizaci tekutého zivného média, z Iskealico nejvyssi

tvorby exopolysacharid

S rostouci viskozitou vzotkbyl predpokladan vySsi obsah vytemych exopolysacharid
Takeé z tohoto @ivodu bylo rekterych pokusech sledovano mnoZstvi vygareho exopoly-

sacharidu vdZzkovym stanovenim.

9.1 Zjisténi optimalnich podminek pro ziskani exopolysacharidl

Prvni kultiva&ni test s tekutymi Zivnymi meédii byl zatien na zji&ni vhodnych kysliko-
vych podminek P kultivaci v tekutych zZivnych médiich a také nasteni 3 rozpougtlel a
jejich vhodného pogru pro ziskani exopolysacharidu. Dale byl tento taleé zansien na
ovéreni vhodné intenzity centrifugace k odstminburek. U zjis€ni vhodnych podminek

pro ziskani exopolysacharidu se vychazelo z podtiitkové [23].

Ziskani exopolysacharidspaivalo ve tech zakladnich krocich. Prvni krok byla centrifu-
gace na odstrani burék z Zivného média, poté se supernatant srazel agehiym roz-
pouStdlem a nakonec se sraZzeny polymer znovu centriagéilavni Ukol tétaiasti testu
bylo zjistit, jak& je nejvhodjSi intenzita centrifugace k odstkam burek a které rozpous-
tédlo a v jakém porru ziska ze supernatantu nejvic polymeru. Intercatarifugace byla
vyhodnocena pomoci susiny k#in nejlepsi rozpoudtllo a pongr byl vyhodnocen vazko-

vym stanovenim ziskaného exopolysacharidu. Vysigztiu uvedeny v tabulce 14 a 15.
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Tab.14: Viskozita Zivného média po 11 dnech ladéWPR v TYM+S

Pon®r vzdusné a Viskozita [mPa.s]
kapalne faze 1. mfeni 2. mgreni 3. mefeni Praimer
(TYM+S : vzduch)
223 219 227
225 222 226
1:4 166 165 161 200,5
163 161 167
210 213 215
215 213 218
190 190 189
1:1 112 116 116 152,2
147 150 151
1:0 136 139 141 144

Z tabulky 14 vyplyva, Ze nejvhodjsi pontr vzdusné a kapalné faze pro kultivaci kultury
PR v tekutém Zivném médiu je peémi : 4, tedy 1 dil Zivného média ku 4t vzduchu.

Tento fazovy porér byl dodrzovan ve vSech dalSich kuliwéch testech.

Tab.15: SuSina buik pf riizné intenzit centrifugace

Pramer | Pramer - p| SUSINA
Centrifugace Pozorovani Xs[g] [al © [gei bungk
[9/1]

Maly tecik bunsk

10 000g (203 cm)

0,01206/ 0,01229| 0,01218, 0,00125 | 0,250

VEtSi tekiky burgk

150009 | 565 _0.8cm)

0,01240| 0,01263| 0,01252| 0,00159 | 0,318

VEtSi, hutrgjSi teki-
20 000g ky burek, kulagjsi | 0,01300( 0,01312| 0,01306| 0,00214 | 0,427

(D 1cm)
Slepy vzo-
rek, fosf. - 0,01093| 0,01092| 0,01093 - -
pufr
Vyswvetlivky: Xs...............suSina buék v 5 ml [g]

P......ooeooo..fmer slepého vzorku [g]



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 64

Podle vysledi, uvedenych v tabulce 15, byla z§iSa nejlepSi centrifugace pro odsthan
burgk, intenzita 20 000 g.iPtéto intenzi¢ centrifugace je z Zivného media odstram
nejvice bugk, susina bugk ¢ini 0,427 g/l ziskané resuspenzi. Z tabulky je §gsairno, ze
¢im vySSi je intenzita centrifugace, tim vice 8luse z Zivného média odstrani. To je po-

tvrzeno i pozorovanim velikosti t8ku burek po prokghlé centrifugaci.

Pfi tomto pokusu byla taky #&iena viskozita smichaného vzorkieg centrifugaci a po

razr¢ intenzivnim centrifugovani.

Tab.16: Viskozita fed a po centrifugaci

Praimér viskozity pred centrifugaci Pramér viskozity po centrifugaci
[mPa.s] [mPa.s]
100009 251
150009 182 210,5
200009 214

Vysledné hodnoty viskozity uvedené v tabulce 16zukiaZe viskozita se po centrifugaci

zvysila, ale neda g¢éct, Ze by viskozitaidmo unerné odpovidala intenzitcentrifugace.

Tab.17: Vazkoveé vyhodnoceinnosti rozpougtdel

Pomer Zivného Hmotnost
Rozpous&tdlo media supernatantu [g] Vytézek EPS | VytéZznost [%]
k rozpousdiu [a]
Isopropanol 1:3 35 2,02 57,7
1:5 36 2,37 65,8
Aceton 1:3 36 2,21 61,4
1:5 36 2,50 69,4
Etanol 1:3 36 1,88 52,2
1:5 37 2,03 54,9

Tu¢né vyznaena hodnota v tabulce 17 ukazuje nejlepSi dosazei&itnost v procentech,

vztazenou k maximalni WZnosti exopolysacharidu, kterou Ize z dané hmoirsogterna-



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 65

tantu dostat. Zvyrazmo je také nejvhodijsi rozpoustdlo, aceton a nejlepSi p@mzivneé-

ho media k rozpou&tlu, v tomto pipact 1 : 5.

Souasti tohoto stanoveni bylo i pozorovani vysrazerpalgsacharid. V pripad acetonu
se po centrifugaci vytdda kompaktni sraZzenina a supernataigtal ciry. V piipadt izo-
propanolu se vytvila kompaktni srazenina, ale supernatant secupdwvyteril. Co se tyka

etanolu, také se vytvita kompaktni srazenina a supernatant bylctésiny.

Také ziskané polymery byly m#mozdilné. V pipad ethanolu byl vysrazeny polymer
swtlejsi, polymery vysrazené acetonem a izopropanateéty barvu nazloutlou az Zluto-

hnédou.

Uplng giry supernatant po centrifugaci k ziskani polymstejré jako nejvy3si procentuél-
ni vytznost rozhodly o dalSim vyuzivani acetonu () ké srazeni exopolysachatid

v nésledujicich vazkovych testech.

9.2 Vybér vhodné redéneho fosfatoveho pufru k Fipravé tekutych Ziv-

nych medii

Tento pokus byl zagiten na vyhodnoceni nejvhogjgiho typu fosfatového pufru a to tak,
Ze byla pipravena sada zZivnych médii. V nich byla destilé&vanda nahrazenakolika
typy pufii s iznou pufréni kapacitou (viz. Tab.3). V fibchu kultivace kultury PR
v téchto médiich byl sledovarist kultury (OQyog), pH a viskozita média.

Tab.18: Rist kultury v fizre Fedénych fosfatovych pufrech, vyjaho hodnotami
ODeoo

Pramér ODggoV riiznych dnech wieni

O.den | 1.den| 2.den| 3.den| 4.den| 7.den| 8.den| 9.den| 10.den| 11.den
mM/15 | 0,013| 0,328 0,800 1,012 1,058 1,050 1,080 &,11,102| 1,100
M/37,5 | 0,005/ 0,383 0,700 0,834 0,880 0,957 0,92@8m| 0,860| 0,849
M/75 | 0,004| 0,318 0,730 0,744 0,766 0,760 0,y39 0/69,668| 0,613
M/120 | 0,004| 0,467 0,698 0,697 0,720 0,687 0,627 93}50,617| 0,605
M/150 | 0,008| 0,532 0,698 0,646 0,61 0,567 0,55552050,515 0,513
Voda | 0,000 0,381 0,59¢ 0,560 0,534 0,513 0,667 50}46,459| 0,488

Pozn.: Absorbance wiznych dnech ®teni pro kazdé Zivné médium jeiprérem 2 hodnot
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Absorbance [1]

1,2
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©
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0,4
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0 2 4 6 8 10 12

Cas [den]

—e— M/15 —O—M/37,5 —&— M/75 M/120

--0--M/150 —e—voda

Obr.12: Rist kultury vyjadeny hodnotami OF3o v zavislosti naase

Na obrazku 12 lze vid zavislost absorbance na dnech kultivace pro j@igaazivna mé-

dia. Z obrazku je viét, Ze nejlépe roste kultura v nejvice pufrovanémm&m mediu, ona-

ceni M/15. Nejméa roste v nepufrovaném médiu, s destilovanou voddstatni Zivna

média jsou mezi nimi, Génné tomu, jak sili je dané zivné médium pufrovano. Darks,

Zecim vice je zivné médium pufrovano, tim Iépeévrkultura PR roste.

Z grafu je také viét, Ze kultura PR roste nejvic prvni 4 dny kultivacdéle se uzist za-

stavuje.
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Tab.19: Zavislost pHizre pufrovanych Zivnych médii na dnech kultivace

Cas kulti- Pramer pH
vace [dnyl[ Mm/15 M/37,5 M/75 M/120 M/150 voda
0 7,240 7,138 7,012 6,885 6,659 6,454
1 6,888 6,548 6,301 5,381 4,756 4,776
2 - - 4,553 4,427 4,302 4,184
3 5,086 4,776 4,493 4,384 4,247 4,071
4 5,076 4,817 4,561 4,460 4,331 4,188
7 4,995 4,488 4,350 4,139 4,057 3,991
8 - - 4,292 4,113 3,985 3,977
9 4,831 4,460 4,199 4,087 3,989 3,85(
10 - - 4,250 4,139 4,022 3,904
11 4,727 4,484 4,206 4,107 3,990 3,996
Pozn.: Hodnoty pH jsou pmér 2 meieni
7,5
6,5 &
L 55
4,5
3,5
0 4 6 8 10 12
Cas [dny]
—e— M/15 —=— M/37,5 —a—MI75 M/120
-- & --M/150 —e—voda

Obr.13: Zavislost pHizre pufrovanych zivnych médii dase
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Na obrazku 13 je graficky znaz@ma zavislost pHuzn¢ pufrovanych zivnych médiich.

V priabéhu prvnich 2 da kultivace pH ve vSech médiich zmé kleslo a dale klesalo jen

pomalu. Kolem 4. dne kultivace pH mérstouplo u vSech vzoik V grafu je vidt zavis-

lost pH na pufréni kapaci¥, u vice pufrovanych vzotkklesa pH pomaleji a na konci

klesne mé& nez u meédé pufrovanych nebo nepufrovaného vzorku. pH u vzorku

s destilovanou vodou klesa vipehu kultivace nejvice.

Tab.20: Viskozitaitzre pufrovanych Zivnych médii vitehu kultivace TYM+S

Cas kulti- Primér viskozity [mPa.s]

vace [dny][  Mm/15 M/37,5 M/75 M/120 M/150 voda
0 1,25 1,18 1,17 1,19 1,19 1,17
1 1,30 1,37 1,36 1,50 1,50 1,39
2 - - 2,06 2,04 2,22 1,85
3 1,86 2,33 2,78 3,64 4,49 2,73
4 2,55 3,68 4,99 6,65 8,84 5,09
7 6,99 17,32 30,9 48,47 | 108,08 23,15
8 - - 74,87 88,63 | 182,33 34,68
9 13,88 34,15 101,67 154,00 193,17 77,67
10 - - 142,67 175,67 | 230,67 67,50
11 23,35 64,75 121,00 153,00 172,17 129,50

Pozn.: Pimérna viskozita uvedena v tabulce jéupkr ze 6 ngieni
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Obr.14: Zavislost viskozity na puthai kapaci¢ média a dnech kultivace

Tuené zvyrazrené hodnoty v tabulce 20 ukazuji nejvysSi hodnoskaazity pro kazdy ré
fici den. Ve vSechifpadech je nejvysSi viskozita pean vzorku M/150, ktery je pufrovan
10x redénym fosfatovym pufrem. Tyto vysledky jsou velmi debvidit na obrazku 14.
Z tohoto divodu byl zvolen 10xedény fosfatovy pufr jako nejvhod§si prostedi pro kul-

tivaci kultury PR v tekutych Zivnych médiich.

Jako druhy vzorek s nejvySSi viskozitou se ukazijaé médium M/120,reti je M/75 a
poté nasleduje nepufrované zivné médium s deshlmvaodou. Nejvice pufrované Zivné

média M/37,5 a M/15 vykazuji v fioéhu kultivace nejnizsi viskozitu.

Po srovnani vysledkz meteni absorbance, pH i viskozity se ukazuje, Ze Ziwmédlia, ve
kterych nejlépe kultura PR roste, vykazuji nejnidskozitu Zivného média a tim i nejnizsi
produkci exopolysacharid pH u nejvice viskozniho vzorku M/150 klesa aznhipod 4,

taktéz i v ostatnich vzorcich s vysSi viskozitoesié pH k této hodnaét

Z vysledki 1ze usoudit, Ze pro vySSi produkci exopolysacligjsu vhodijSi horSi pod-
minky pro kst kultury PR, protoZe exopolysacharidu je vyerm vice, kdyZ kultura po-

maleji roste.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

70

9.3 Srovnani glukosy a sacharosy z hlediska tvorby EPSTYM

Jiz dfive bylo prokazano, Ze kultura PR fivexopolysacharidy na pevnych zZivnyaldach

ze sacharosy a v menSim mnozstvi i z glukosy [Riddukce exopolysachaticha pev-

nych Zivnych fidach se ale e teoreticky liSit od produkce v tekutych médieciproto

byl treti kultivatni test zam‘en na srovnani zivného média s glukosou a se sesthar

V priabéhu kultivatniho testu byla afi méiena absorbance, pH a viskozita médii. V tomto

testu byla navic provedeno ziskani exopolysacharé stanovené dny a naslédejich

vazkové stanoveni.

Tab.21: Rist kultury v tekutém médiu s glukosou a sacharosgag-eno hodno-

tami ODs00
Hodnoty OQuopti kultivaci v iznych médiich

Cas Pramgr Priimer

[dny] [ TYM+S,[TYM+S,| TYM+S + TYM+G1 [ TYM+G2 [ TYM+G +
0 0 0 0 - 0,003 0,003 0,003 -
1 0,488 0,506 0,497 0,006 0,24 0,251 0,246 0,004
2 0,61 0,704 0,657 0,032 0,23 0,196 0,213 0,015
4 0,694 0,661 0,678 0,011 0,188 0,191 0,187 0,003
7 0,638 0,583 0,611 0,019 0,16 0,247 0,198 0,020
9 0,543 0,548 0,544 0,002 0,165 0,0% 0,1p8 0,039
10 0,526 0,53 0,528 0,001 0,09 0,09 0,0p2 0,001
11 0,519 0,552 0,536 0,011 0,06l 0,035 0,048 0,p09
14 0,54 0,537 0,539 0,001 0,04 0,047 0,055 0,008
15 0,501 0,532 0,517 0,010 0,05y 0,063 0,060  0,p02
16 0,522 0,521 0,527 0,001 0,03 0,046 0,043 0,p02

tekuté zivné miem se sacharosou

tekutivné medium s glukosou



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

71

Absorbance[1]

i3

8
¢as [dny]

10

12

14

16

| ——TYM+S —o— TYM+G]|

Obr.15: Zavislost absorbance @ase v mediu se sacharosou nebo glukosou

Rast kulury PR se v obou Zivnych médiich amalisi, jak je zndzorno na obrazku 15.

Co se tykd média s glukosou, tirzakalu a tedy i absorbance probihal pouze mtenj

poté uz absorbance klesala, nebo bylatkterych dnech konstantni.tuBt absorbance

v tekutém mediu se sacharosou probihal az do 3Ni&sledujici dny zsla absorbance

postupi mirrg klesat.

Tab.22: pH v Zivném médiu se sacharosou (TYM+S)lakesou (TYM+G)

pH
o Prameér Primer
[dny] [ TYM+S, | TYM+S, | TYM+S + TYM+G1 | TYM+G, [ TYM+G| +
0 6,811 6,811 6,811 - 6,439 6,439 6,489
1 4,611 4,590 4,601 0,007 4,474 4,488 4,481  0,p05
2 4,419 4,422 4,421 0,001 4,306 4,291 4,209  0,p05
7 4,075 4,075 4,075 - 4,039 4,061 4,050 0,908
9 4,072 4,072 4,072 - 4,022 4,002 4,012 0,406
10 4,095 4,086 4,091 0,003 4,046 4,028 4,037  0,poe6
11 4,064 4,057 4,061 0,002 4,028 4,010 4,017 0,po4
14 4,054 4,047 4,051 0,002 4,008 3,991 4,000 0,poe6
16 4,108 4,106 4,107 0,001 4,041 4,040 4,041 0,po0
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14 16
¢as [dny] —e—TYM+S —D—‘I’YM+(§1

Obr.16: Zavislost pH na dnech kultivace u zZivnyd@diins glukosou a sacharosou

Na obrdzku 16 je vit, Ze oba vzorky, TYM+S i TYM+G, se vigehu kultivace
v podstat neliSily. Ziskané hodnoty pH jsou u obou Zivnycédi téngt shodné.

Tab.23: Viskozita v Zivném médiu se sacharosou §BJM s glukosou (TYM+G)

Viskozita [mPa.s]
Dny kultivace TYM+S TYM+G
Pramér * Pramér +
0 1,14 0,004 1,13 0,002
1 1,675 0,013 1,14 0,002
2 2,54 0,019 1,24 0,004
4 7,99 0,452 1,19 0,004
7 84,87 4,293 1,09 0,004
9 179,00 2,413 1,18 0,002
10 183,67 0,225 1,18 0,003
11 188,33 2,013 1,21 0,002
14 193 3,318 1,13 0,002
16 198,5 1,961 1,17 0,002

Pozn.: Viskozita uvedena v tabulce jémperem 6 néeni
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Obr.17: Zavislost viskozity zivnych médii se sackau a glukosou na dnech kul-

tivace

Vysledky, uvedené v tabulce 23, stefak jako graf na obrazku 17, ukazuji, Ze thghu
tohoto kultiv&niho testu rostla viskozita jen v Zzivném médiu aeharosou. Zidzodu
mozné kontaminace media s glukosou (a tim owh¥wysledki) byla provedena kontrola

tohoto media.

Na konci kultivace byla jedna lahev s Zzivnym médiemlukosou vyuZzita na n&movani
VL agaru KiZzovym roztrem za delem kontrolycistoty kultury PR v tomto médiu. Po
odeiteni tohoto testu bylo zji&to, Ze kultura PR v médiu s glukosowista, vy@kovana

kultura PR na VL agaru rostla velmi debBylo tim prokazano, Ze k ovligni testu nedo-

>

Slo.
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Tab.24: Vazkove stanoveni EPS z Zivného médiabarsaou (TYM+S) a
s glukosou (TYM+G)

Hmotnost ziskaného EPS [g]
Dny kultivace TYM+S TYM+G

1. 2. 3. Prameér 1. 2. 3. Primer

4 2,32 | 2,18 2,03 2,177 -l 0,1D,20 0,155*

2,42 | 2,54| 2,48 2,48 0,18,08| 0,12 0,127*

10 2,94 2,98 3,27 3,033 0,3 0,28,35 0,31*

15 3,08| 2,78 2,95 2,937 - - - *

Vysvetlivky: * .............. vzhled ani charakter produkneodpovida polysacharidu z TYM+S

Vysledky z tabulky 23 i z grafu na obrazku 17 potye i vazkové stanoveni v tabulce 24.
Z Zzivného media se sacharosou se fpitmlaiskat nejvic polysacharidu 10. den kultivace,
3,033g.

Vzhled ani charakter ziskaného produktu z tekutétiného media s glukosouibec ne-
odpovida charakteru, vzhledu a vlastnostem polyséadin ziskaného z media se sacharo-
sou. Vzhledem k nizké viskoZimedia s glukosou (viz. Tab.23) a vzhledem ke labatr
¢istoty kultury PR v tomto tekutém mediu, kdy bylatyrzenacistota kultury PR, je doka-

zano, Ze kultura PR v tekutém mediu s glukosouatieéxopolysacharidy.

Z vysledki v tabulce 23 a 24 déale vyplyva, Ze viskozita &takozstvi ziskanych polyme-
ra se po 10. dnu kultivacerips nezvySuje. Kultivace zivného média se sacharaelsi
nez 10 did neda vysSi vysledky viskozity ani vyssi &gk exopolysacharidu, proto je 10

denni kultivace nejvhodysi.

9.4 Test ke zjiS€ni vyuziti dusikatého zdroje z hlediska tvorby EPS
vTYM

Predpokladali jsme, Ze u bohatSich zivnych médiisdoh exopolysacharidy vytiet di-
ve[21] a mohla by se tim zkratit zg$iad vhodna doba kultivace. Testovana Zivnha media
jsou vypsana v tabulce 2. Podstatou testu bylaviack v médiich s progmnymi koncent-

racemi tryptonu a kvastného autolyzatu.

Tento pokus se skladal jednak 2iami viskozity, pH a absorbance, ale také z vazkoveéh

stanoveni. Polysacharid byl ziskavan poprvé u Kazdé/ného média ve dni, kdy viskozi-



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 75

ta vykazovala 2 dny po sélmbdobné hodnoty. Na konci kultivace bylo vazkotaneveni

zopakovano pro vSechny Zivné média.

V pokusu byl vyuzit novy kvasémy autolyzat od firmy Himedia, zigtoda terticich se
zasob kvasigného autolyzatu od firmy Imuna, ktery byl vyuZivapiedchozich testech.
Pokus vSak byl zastavetigotasre, protoze viskozita vSech Zivnych médisiavala i po 4
dnech kultivace na hodriotlo 2 mPa.s. Pro potvrzedim bylo zpisobeno, Ze kultura PR
netvdila polysacharid, byla provedetiada test: kiizové rozéry na VL agar pro kontrolu
Cistoty kultury, KiZzovy roz€r na TYA se 2% sacharosy, aby bylo potvrzeno, ieitaPR

z lahvi vyuzitych v testu ma pad schopnost vytvat polysacharidy. Dale by proveden
kultivacni test, kdy se nachystaly lahve se starym (f.Imumavym (f. Himedia) kvasgt
nym autolyzatem, aby byla provedena kontrola, zoa jnizké vysledky viskozity #po-
beny druhem kvastmého autolyzatu. Kontrolgistoty kultury ukézala, Ze kultura PR
v lahvich @ivodniho testu byl&ista. Kontrola jeji schopnosti t¥ib exopolysacharid také
vySla pozitivié. Po odéteni kultivainiho testu se starym a novym kvasiyim autolyzatem
bylo potvrzeno, Ze nizkou viskozitutgobil kvasniny autolyzat od firmy Himedia. Proto
musel byt cely pokus opakovan se starym kvagmn autolyzatem od firmy Imuna. Na-
sledré byl uspdadan dalSitstovy test (kapitola 9.5), coz byl pokus zjistiys\&tlit, co je

potrebnym faktorem pro tvorbu exopolysacharidu kultuPdu

Uvedeny jsou pouze vysledky z testu s kvé&sym autolyzatem od firmy Imuna.
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Tab.25: Rist kultury v fizre bohatych Zivnych médiich vyj@atha hodnotami

ODs0o
Pramér hodnot ORgo [1]
Dny kultivace TYM+S TYMT+S TYMK+S TYMCH+S
0 0,000 0,006 0,003 0,001
1 0,579 0,608 0,828 0,268
2 0,637 0,684 0,639 0,509
3 0,665 0,667 0,647 0,601
4 0,658 0,655 0,639 0,635
7 0,609 0,630 0,595 0,607
8 0,615 0,652 0,599 0,638
9 0,680 0,654 0,676 0,640
10 0,665 0,680 0,686 0,644
11 0,609 0,619 0,618 0,625
15 0,591 0,615 0,665 0,582
Vysvetlivky: TYM+S..i dZr¢ vyuzZivané medium se sacharosou
TYMTH+S. i medium bohatsi o trypton
TYMK+S.......oovvvinnnd medium bohatSi o kvasmy autolyzat
TYMCH+S................. medium chudsi o trypton i kvasniy autolyzat

Presné sloZzenithto médii je v tabulce 2.
Pozn.: Hodnoty v tabulce jsoutpnér 2 meteni

0,9
0,8 r
0,7
= 0,6 e —N \'Q-‘\\—:!
8 0,5
3
5 04 ——TYM+S
o]
< 03 —8-TYMT+S
0.2 —a—TYMK+S
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Obr.18: Graf zavislosti absorbance na dnech kuttesaro rizre bohata Zivna media




UTB ve Zling, Fakulta technologicka

Na obrazku 18 vidime, Ze po 2 dnech kultivaceise ySech Zivnych médii ustalil na po-
dobné hodneétkolem 0,6 a déle sedmil jen mirre. Absorbance byla nejvySSi uz prvni den

kultivace v mediu bohatSim o kva&ny autolyzat, dale ale také klesla na hodnotu &nirn

nad 0,6.
Tab.26: pH fizre bohatych Zivnych médii
Pramér pH
Dny kultivace TYM+S TYMT+S TYMK+S TYMCH+S
0 6,752 6,739 6,631 6,823
1 4,826 4,948 4,573 5,415
2 4,492 4,562 4,338 4,551
8 4,268 4,295 4,344 4,259
15 4,348 4,389 4,361 4,339
Vysvetlivky: TYM+S...i dZr¢ vyuzZivané medium se sacharosou
TYMTH+S. i medium bohatsi o trypton
TYMK+S.......oovvvinnnd medium bohatSi o kvasmy autolyzat
TYMCH+S................. medium chudsi o trypton i kvasniy autolyzat
"
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Obr.19: Zavislost pH na dnech kultivaceizme bohatych Zivnych médiich
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Vysledky v tabulce 26 a také graf na obrazku 1aka Zze pH se vizné¢ bohatych Ziv-
nych médiich v podstatneliSi. VSechna Zivn4 média ustalila wamthu kultivace pH na

hodno& mirr¢ nad 4,3.

Tab.27: Viskozitaidzre bohatych Zivnych médii

Pramer viskozity [mPa.s]
Dny kultivace TYM+S TYMT+S TYMK+S TYMCH+S
0 1,23 1,17 1,25 1,22
1 1,76 1,92 2,92 1,51
2 3,56 3,85 12,75 1,64
3 9,03 9,40 150,30 2,95
4 29,39 90,67 260,00 28,99
7 166,50 196,00 231,00 25,87
8 191,00 244,50 229,50 14,10
9 206,50 163,33 220,50 76,92
10 168,50 137,84 226,00 16,82
11 174,34 208,67 204,50 53,15
15 142,50 137,67 145,50 58,64
Vysvetlivky: TYM+S..iiiiieiiieeee, dznr¢ vyuzivané medium se sacharosou
TYMTH+S.iiiiiiieee e medium bohatsi o trypton
TYMK+S.....ooovvvvveeinnd medium bohatSi o kvasmy autolyzat

TYMCH+S................. medium chudsi o trypton i kvasniy autolyzat
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Obr.20: Zavislost viskozityizre bohatych zivnych médii mase

Vysledky z tabulky 27 ukazuji, Ze nejvysSi hodneiskozity dosahlo Zivné medium se
zvySenym mnozstvim kvasmiého autolyzatu uz 4. den kultivace. Zaipye tato hodnota
nejvyssi dosazena viskozita vapéhu celého kultivéniho testu. Druhou nejvysSi hodnotu
viskozity dosahlo Zivné medium s vy$Sim obsahemtdryu a to 8. den kultivace. Stan-
dardni i chudSi zivné medium dosahlo nejvysSi hodwiskozity shods 9. den kultivace.
Chudsi medium vSak za celou dobu kultivace nedasabiqrilis vysokych hodnot visko-
zity, jeho nejvyssi hodnota je 76,92 mPa.s, kdegtatni media dosahly viskozity nad 200
mPa.s. Jak je vid v grafu na obrazku 20, hodnoty viskozity bylyomto testu velmi roz-

kolisané.
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Tab.28: Vazkové stanoveni polysachaidiizre bohatych zivnych médii

Den stanoveni| TYM+S [g] TYMT+S [g] TYMK+S [g] | TYMCH+S [g]

6 - - 3,52 2,24

8 - 2,73 - -

9 2,64 - - -

15 2,94 2,87 2,85 2,68

Vysvetlivky: TYM+S..i dZr¢ vyuzZivané medium se sacharosou

TYMT+S...oooiiiiiia medium bohatsi o trypton
TYMK+S.......oovvvinnnd medium bohatSi o kvasmy autolyzat
TYMCH+S................. medium chudsi o trypton i kvasniy autolyzat

Pozn.: Kazda hodnota v tabulce jémper ze 3 paralernich stanoveni

Vysledky vazkového stanoveni v tabulce 28 ukazgjinejvice exopolysacharidu se ziska-
lo z Zivného média bohatSiho o kvaswi autolyzat a to 3,52 g, coz odpovida 70,4% ma-
ximalniho vytzku polysacharidu (50 ml Zivnéigy s obsahem sacharosy 10%). 15. den
kultivace bylo provedeno stanoveni pro vSechnyé&inmédia a objevila se dita nerovno-
vaha mezi hodnotou viskozity a hmotnosti ziskangkapolysacharidu. Standardni Zivné
medium a ob Zivna media se zvySenym obsahem dusiku dosahiy tem viskozity ko-
lem 140 mPa.s, &hoZ bylo ziskano pmérné 2,9 g polysacharidu, caini 58% maxi-
malni vyg€Znosti. ChudSi Zzivné medium dosahlo viskozity tedea jen 58,64 mPa.s a bylo
z reho ziskano 2,68 g polysacharidu, to je 53,6% makimétéznosti. Z toho vyplyva, Ze
n&s prvotni fedpoklad, Ze sistem viskozity roste lineagni mnozstvi ziskaného exopoly-
sacharidu je népsny. Da seiedpokladat, Ze zavislost viskozity a polysachavidaztoku
bude linearni jen v dgitych mezich. Po dosazeniciié hranéni koncentrace polysacharidu
v Zivném meédiu se zae viskozita zvySovat skokéwpravdpodobr z divodu interakce

samotnychetézci polysacharidu mezi sebou.

9.5 Ristovy test

Duvody pro poslednitistovy test jsou vypsany v kapitole 9.4. Ukol tohtetstu bylo poku-
sit se vysvitlit, co je potebnym faktorem pro tvorbu exopolysachérikulturou PR.

K tomu bylo vyuZito 6 @iznych Zivhych médii, jejichZ sloZeni je vypsanoapitole 6.6.
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V prab¢hu kultivace byla rfena absorbance a viskozita. N&&tku a na konci kultivace

bylo zmeteno pH.

Tab.29: Rist kultury PR v pibehu ristového testu

Dny Pramér hodnot ORgo [1]
kultivace| KA KA Hi- Kvas. ex- | VL medium | B-komplex | Vitaminy
Imuna media trakt

0 0,015 0,005 0,003 0,007 0,000 0,000
1 0,409 0,179 0,109 0,084 0,058 0,007
2 0,641 0,297 0,301 0,208 0,052 0,005
3 0,648 0,434 0,194 0,224 0,142 0,002
4 0,679 0,489 0,368 0,297 0,151 0,001
8 0,518 0,601 0,512 0,500 0,207 0,041
10 0,516 0,565 0,553 0,471 0,230 0,039
11 0,521 0,549 0,498 0,530 0,295 0,047

Absorbance [1]

12
Cas [dny]
—o— IMUNA —a#— HIMEDIA —— EXTRAKT
VL MEDIUM —¥— B-KOMPLEX —0— VITAMINY

Obr. 21: Zavislost hodnot Qfgy riiznych Zivnych médii vistovém testu

Z vysledki je patrné, Ze nejlépe roste kultura PR v Zivnéndimse starym kvasgmym
autolyzatem od firmy Imuna. Zivna media s novym soiénym autolyzatem Himedia,

s kvasntnym extraktem Himedia a také VL medium se #ghu kultivace dostane také
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na hodnotu absorbance kolem 0,5, kde se takéladtalinota absorbance zivhého media
Imuna. Kultura PR rostetii v Zivném mediu s B-komplexem a velmi Sgataste v mediu

s vitaminovym @istovym suplementem.

Tab.30: pH zZivhych médii vidrehu ristového testu

Dny Pramér pH
kultivace| Imuna | Himedia Extrakt | VL medium| B-komplex | Vitaminy
0 6,831 7,051 7,012 7,265 7,045 4,300
1 5,604 6,138 6,350 6,618 6,589 4,304
11 4,196 4,432 4,512 4,582 4,562 4,111
7,5
—o— IMUNA
7 —=—HIMEDIA
—A— EXTRAKT
6,5 VL MEDIUM
—%— B-KOMPLEX
6 - —o— VITAMINY
£ 55 -
5 L
45 -
—o—
4 L
3,5
0 2 4 6 8 10 12

¢as [dny]

Obr.22: Zavislost pH na dnech kultivace viip#hu rizstového testu

Z dosavadnich vysledklze vidtt, Ze pH klesa rychleji u zivnych médii, kde ku#uPR
|épe roste. Nejrychleji klesa v zivném mediu Imumegjpomaleji v Zivném mediu
s vitaminovym #istovym suplementem. To bylo prajyadobré zpisobeno tim, Zeistovy

suplement HliS okyselil Zivné medium oziané vitaminy a proto kultura PR hned nerost-
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la. Kultura PR ma schopnosistu i v kyselém prostdi s pH kolem 4, ale pragplodobré

se musi na takové prostli nejdive adaptovat, k tomu ji iie pomahat i tvorba exopoly-
sacharid.

Tab.31: Viskozita Zzivnych médii wipehu ristového testu

Dny Pramér viskozity [mPa.s]
kultivace KA KA Kvas. | VL medium| B-komplex | Vitaminy
Imuna | Himedia extrakt
0 1,18 1,19 1,12 1,19 1,14 1,18
1 1,41 1,27 1,15 1,13 1,12 1,18
2 2,63 1,44 1,39 1,23 1,76 1,39
3 15,26 1,61 1,36 1,48 1,36 1,21
4 10,87 1,64 1,43 1,29 1,30 1,44
8 127,50 2,49 2,63 1,47 1,49 1,25
10 158,50 3,85 4,74 1,52 1,38 1,23
11 159,30 3,11 2,73 1,61 1,72 1,22
180
160 +
140 -
@120 -
o
£, 100 -
8
N 80 -
&
< 60 -
40 -
20 -
0=
0
Cas [dny]
—e—IMUNA —=—HIMEDIA EXTRAKT
VL MEDIUM —%— B-KOMPLEX —e— VITAMINy

Obr.23: Zavislost viskozity zivnych médii na dnledtivace v fistovém testu



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 84

Hlavni ukol tohoto testu bylo pokusit se zjistiteky faktor je nutny k tvorbpolysacharidu
kulturou PR. Jak je vid na obrazku 23, viskozita roste pouzeiippd Zivného média se
starym kvasrinym autolyzatem od firmy Imuna, vSechna ostatnhaivnedia dosahuji
zanedbatelnych hodnot viskozity. Timto pokusemesly hepodél objasnit hlavni faktor,
ktery je potebny pro tvorbu exopolysachati&ulturou PR. Jediné, co se potvrdilo, je, ze
v tekutych Zivnych médiich je kvagny autolyzat od firmy Imuna nezbytny k tomu, aby

kultura PR vytvéela polysacharidy ve velkém mnozZstvi.

9.6 Shrnuti vysledki kultiva énich testi vedoucich k optimalizaci zivneé-

ho média z hlediska tvorby exopolysacharidl

Pomoci kultivénich pokus v tekutych Zivnych médiich byly zji&ty nasledujici optimal-
ni podminky pro kultivaci kultury PR v tekutych aich médiich zadelem nejvyssi pro-

dukce exopolysacharid
o NejvhodrEjSi poner kapalné a vzdusné faze v kuliévéch lahvich je 1: 4
o Zivné medium pufrované 1@ed:nym fosfatovym pufrem, M/150
0 Sacharosa se jevi jako jediny vhodny substrat, 10%

0 10 dmu dlouh& kultivace pro standardni (TYM+S: 6 g trypica 3 g kvaskiného
autolyzatu na 1000 ml), pro medium bohatSi o kwagnautolyzat (TYMK+S: 6 g
tryptonu a 6 g kvastiného autolyzatu na 1000 ml) &t&ultivace 4 dny

o Kvasniny autolyzat musi byt dodan firmou Imuna
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10 ZAKLADNI ANALYTICKE STANOVENI HRUB E
PRECISTENEHO POLYSACHARIDU

K témto zakladnim stanovenim byl vyuzit polysachargkany v kultiv&nim testu ke zjis-
téni dusikatych paeb. Vzorek A zn& polysacharid ziskany ze standardniho zivného mé-
dia TYM+S a vzorek B zri polysacharid ziskany z chudSiho Zzivného médiayilTH+S.
Tyto polysacharidy byly 2asovych dvodi preciSténé pouze 1x a poté byly rozpésy

v 50 ml destilované vody (gpodni objem Zivného média, 2oz byly ziskany). Kazdy

vzorek se v pokusechditil ve 2 paralelnich stanovenich a 3x vedle sebe.

Tab.32: Ztraty polysacharidu hrubymiggistenim

Hmotnost surovéh( Hmotnost hrub pre- ’
Vzorek _ ; Ztraty [%)]
EPS [qg] cisteného EPS [g]
Ap 2,68 1,69 36,9
Az 2,64 1,73 34,47
B1 2,46 1,57 33,71
B2 2,14 1,27 40,65

Surovy polysacharid ztratil prvnim hrubyntefisténim kolem 30 az 40% svéiwpodni
hmotnosti. FeciStény polysacharid byl také vyragrb¢lejSi nez gvodni surovy polymer.
Vykazoval také odliSné vlastnosti od surového paddsaridu. Surovy polysacharid byl Zlu-
ty az nahadly, jeho povrch lepil a v destilované voklesal ke dnu. fcisteny polysacha-

rid byl swtle Zluty az Blavy, nelepil a na vaturcitou dobu plaval.
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10.1 SusSina a popel exopolysacharidu

SuSina a popel byly stanoveny podle postupu uvedenkéapitole 7.1.

Tab.33: SuSinafecisteného exopolysacharidu z TYM+S a TYMCH+S

Vzorek | méieni Hmotr;r(])ls[tgl]EPSvE P?gTér v pfzéjizltgr&llém ilésérl)ally:;t;?iiu

roztoku [g/l] [%0]
1, 0,01486

A 2. 0,01473 0,01481 29,62 87,63
3. 0,01484
1. 0,01486

As 2. 0,01486 0,01467 29,34 84,79
3. 0,01429
1. 0,01347

B, 2. 0,01332 0,01327 26,54 84,52
3. 0,01301
1. 0,01144

B, 2. 0,01105 0,01111 22,22 87,48
3. 0,01085

Tab.34: Stanoveni popela v suSpieciSteného exopolysacharidu

Vzorek| meeni | "TCI0 [B(])Ioela i) ro;‘é‘iﬁ'[gn] F];E::;Kasrlujdsl:ﬁ[op/a

1. 0,00167

A 2. 0,00164 0,00153 3,06 10,33
3. 0,00129
1. 0,00150

A 2. 0,00110 0,00123 2,46 8,39
3. 0,00110
1. 0,00097

B, 2. 0,00129 0,00109 2,18 8,21
3. 0,00101
1. 0,00111

B, 2. 0,00113 0,00104 2,08 9,36
3. 0,00087
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Vysledky v tabulkach 33 a 34 udavaji susinu polgaaidu. Pémérna susina pro vzorek A,

ziskany z TYM+S¢gini 86,21% a z toho je 9,36% nespalitelnych popeloRtimérna su-

Sina pro vzorek B, ziskany z chudSiho Zzivného m@d&CH+S, ¢ini 86%, z toho je

8,79% nespalitelnych popelovin. Co se tyka suSipppela, vzorek A a B se od sebe tedy

liSi velmi malo.

10.2 Stanoveni celkového a organického uhliku

Stanoveni celkového a organického uhliku bylo pdevw® na analyzatoru uhliku Schimad-

zu 5000A.

Tab.35: Celkovy a organicky uhlik v exopolysachaddl' YM+S a TYMCH+S

kovour Celkovy uhlik v | Organicky | Organicky uhlik
Vzorek | méteni Iﬁ(ev ?c;lzytgkl; polymeru uhlik v polymeru
[9/1] Primer [mg/g v roztoku Primer[mg/g
susiny polymeru] [9/1] susiny polymeru]
1. 13,066 12,872
A1 2. 13,106 469,26 12,912 462,57
3. 15,526 15,320
1. 13,332 13,126
A, 2. 13,116 445,85 12,922 439,20
3. 12,792 12,606
1. 12,130 11,938
B: 2. 12,068 454,46 11,858 447,03
3. 11,986 11,796
1. 9,874 9,688
B, 2. 9,800 444,69 9,608 435,60
3. 9,968 9,742

Vysledky nefeni uhliku pro vzorek A, ziskany ze standardnihméno media TYM+S,
udava pimérné 457,56 mg/g celkového uhliku v susiz toho piimérné 450,89 mg tvid

organicky uhlik. Celkovy uhlik v su&inpro vzorek B, ziskany z chudSiho meédia

TYMCH+S, vykazuje pimérné hodnoty 449,575 mg/g a z toho je @rpéru 441,32 mg

organickéeho fivodu.
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10.3 Stanoveni bilkovin

Polymer ziskany z kultury PR nemusi bigt¢ polysacharid, mohl by obsahovat i bilkovi-
ny, proto bylo provedeno stanoveni bilkovin pomacincholinové kyseliny. Obsah bilko-

vin byl vypctitdn pomoci kalibréni kiivky na obrazku 1.

Tab.36: Stanoveni bilkovin v exopolymeru kultury PR

, : Koncentrace bilko- P EEEiE:
Vzorek | méreni| Absorbance f 562nm [1] vin v roztoku [g/1] ce polyrrj_eru [mg/g
susiny]
1. 0,456 1,764
A, 2. 0,480 1,971 65,36
3. 0,492 2,074
1. 0,482 1,988
A; 2. 0,470 1,884 65,99
3. 0,695* -
1. 0,404 1,316
B, 2. 0,404 1,316 50,00
3. 0,408 1,350
1. 0,338 0,747
B> 2. 0,345 0,807 39,06
3. 0,345 0,807

Pozn: *....... B stanoveni byla zkumavka zfigténa, proto byla tato hodnota vykena

V tabulce 36 jsou vysledky stanoveni bilkovinirfaérna hodnota koncentrace bilkovin pro
vzorek A byla vypétena na 65,68 mg/g suSinggpisteného polymeru. V fipadt chudsiho
Zivného média TYMCH+Sini pramérna hodnota koncentrace bilkovin 44,53 mg/g suSiny
pireciSttného polymeru. Podl€dhto vysledk je mozné, Ze produkt, ktery vytidultura

PR nemusi bytisty polysacharid nebo e byt obsah bilkovin v produktu pouze zbytek

necistot, které se nepotil odstranit hrubym feciSténim polysacharidu.
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10.4 Stanoveni sacharid

Celkové mnoZstvi sachafid bylo stanoveno pomoci fenol

— sulfatové metody

v mikrotitratnich destikach. Koncentrace sachakio roztoku jednotlivych vzork byla

vypoctena pomoci rovnice kalib¥ai kiivky, ktera je na obrazku 2.

Tab.37: Celkové mnoZstvi sachairidexopolysacharidu kultury PR

Vzorek | méteni| Absorbance f Primer Koncentrace | Koncentrace
490 nm [1] absorbance| sacharid v sacharid
[1] roztoku [g/l] VvV polymeru
[mg/g susSiny]
1. 0,8235
Aq 2. 0,8615 0,8505 3,3504 113,12
3. 0,8665
1. 0,8703
Az 2. 0,8218 0,8264 3,2460 79,55
3. 0,7870
1. 0,7830
B1 2. 0,8298 0,7953 3,1100 117,18
3. 0,7730
1. 0,6968
B> 2. 0,6628 0,6640 2,5400 114,31
3. 0,6325

Pozn.: Koncentrace jegpaitena naedni vzorki. Kazdé ze 3 @teni jednotlivych vzori

je piimér ze 4 hodnot absorbance

V tabulce 37 je zndzo&no celkové mnoZstvi sachatid/ hruke precistétném polymeru.
Primérnd hodnota koncentrace sachandsusirg pro vzorek A, ziskany ze standardniho
Zivného media TYM+S, je 96,34 mg/g. tR®¥rna hodnota pro vzorek B, ziskany
z chudsSiho Zivného media TYMCH+S, je &a vySSi a dosahla hodnoty 115,75 mg/g.
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10.5Shrnuti vysledki zakladniho analytického stanoveni hrub pregis-

téného polysacharidu

Hrubym pgecistenim ztratil polysacharid v pméru 30 az 40% sveétpodni hmotnosti.
Vzorek, ziskany ze standardniho Zivného media TYM#Razoval nasledujici hodnoty.
SuSina vzorkiinila 86,21% a z toho bylo 9,36% nespalitelnych gdopin. Tento vzorek
obsahoval pmeérné 457,56 mg/g celkového uhliku v suSia z toho bylo v pgmméru
450,89 mg uhliku organickéhaiyodu. Vzorek obsahoval v susiprimérné 65,68 mg/g
bilkovin a 96,34 mg/g sachatid

Druhy vzorek, ziskany z chudsiho zivného media TS, vykazoval hodnoty o¢no
nizSi. Susina tohoto vzorku byla stanovena na 86&ghoz bylo 8,79% nespalitelnych
popelovin. B stanoveni uhliku bylo dosazenaiprné hodnoty 449,575 mg/g celkového
uhliku v suSig a z toho bylo v grméru 441,32 mg uhliku organickéhayodu. Koncent-
race bilkovin a sacharidv susSir¢ tohoto vzorku byly stanoveny 44,53 mg/g a 115, ¢gn
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo pokusit se identifikokatturu PR a také optimalizovat teku-
té Zivné medium s ohledem na prodinkschopnosti kultury PR. Pro kaim& uceleni celé
prace bylo provedeno jé&akladni analytické stanoveni héytieciStétného polysacharidu,

ktery byl ziskan v prbéhu prace.

Pro identifikaci bylo zji&tno mnozZstvi z&kladnich informaci o kukuPR. Z dlezitych
vysledki uvedu, Ze kultura PR gatdo grampozitivnich bakterii, jejiz bky maji tvar ty-
¢inek se zakulacenymi konci. Bky ob¢asré retizkuji ¢i vytvéieji shluky. Kultura PR ne-
tvoii spory, roste ve velkém rozsahu teplot (5 — 454Gaké v silg kyselém prosedi

s hodnotou pH kolem 4. Tato kultura je schopist aerobs, mikroaerofilr€ i anaerob# a
dovede vyuzit celotadu cuki pro své patby. Polysacharidy na pevnych Zivnydidach
vSak tvdi jen ze sacharosy a v menSim mnozZstvi také z glukoa @elem identifikace
byla provedena takéda biochemickych tesipro zjis€ni biochemickych vlastnosti kultu-
ry PR, celkova identifikace kultury PR ale nakomebyla dosaZzena. Podle ziskanych vy-
sledki mize kultura PR nejpra¥godobrji patit k bakteriim rodu_actobacillusnebo se

jedna o médiznamou bakterii nejasného taxonomickéhi@azani.

Z hlediska optimalizace prodéiho tekutého zivného media bylo zfist nekolik zaklad-
nich vlastnosti a podminek, které musi byt &mynpro vysSi produkci exopolysacharid
NejvhodrgjSi pontr kapalné a vzdusné faze v kulttwéch lahvich se ukazal pa@ml:4.
Velmi dalezité je také vhodh pufrovat Zivné medium a to 10sedtnym fosfatovym
pufrem s molaritou M/150. Déle bylo zji$io, Ze sacharosa se jevi jako jediny vhodny sub-
strat pro produkci exopolysachati#ulturou PR v tekutych mediich. To je ale velmi vy
hodné z hlediska mozné budouciimpyslové produkce, protoze sacharosa se daciizna
jako levna surovina. Pro vysokou produkci exopatsaidi v tekutych médiich je nutné
vyuzit pro gipravu Zivného media kvasimy autolyzat od firmy Imuna, protoZe s jinymi
substraty tvé kultura PR exopolysacharidy v minimalnim mnozZsilka potebné doby
kultivace se liSi podle mnozstvi dodanych dusikati@tek. Standardni Zivné medium
TYM+S je vhodné kultivovat 10 dn pro bohatSi media se pelbna kultivéni doba zkra-

cuje.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

BCA

ECP

EPS

FACEPS

FT-IR

GRAS

HPLC

KA

M/15 — M/150

NMR
ODsoo
OF
oMWW
PCB
PHB

PR

TYA
TYM+S
TYMCH+S
TYMK+S
TYMT+S

VL

Bicincholinova kyselina
Extracelularni polymery, exopolymery
Extracelularni polysacharidy, exopolysacharidy

Exopolysacharidy obsahujici mastné kyséfatyy acid-containing extra-

cellular polysaccharides

Infratervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
Bezpéné organismy (Generally Recognized As Safe)
Kapalinova chromatografie

Kvasniény autolyzat

Molarita fosfatového pufru nebo také ozeai Zivhych médii, podle ob-

sazenych pufr

Nuklearni magneticka rezance

Absorbance gtena i 600 nm

Oxid&n¢ ferment&ni (test, medium)

Odpadni voda z mleti oliv

Polychlorované bifenyly

Kyselina polyB-hydroxy maselna

Oznaeni mikrobialni kultury

Pevna zivna fida (tryptone yeast extract agar)
Zakladni tekuté zivné medium se sacharosou
Tekuté Zivné medium, chudSi o trypton akatny autolyzat
Tekuté Zivné medium, bohatSi o kvasy autolyzat
Tekuté Zivné medium, bohatsi o trypton

Pevné nebo tekuté bohaté zivné medium
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