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ABSTRAKT

Tato bakalaiska priace se zabyva studiem reaktivity bakteridlnich extracelularnich
polysacharidt. V praktické ¢asti pojednava o extracelularnim polysacharidu FucoPol. Kvili
pfitomnosti acylovych skupin ma polymer aniontovy charakter a mize podporovat interakce
s jinymi kladng€ nabitymi latkami. V ramci bakalatské prace byly studovany interakce FucoPolu
s kovy. Pro méfeni byl vyuzivan zejména izotermicky titra¢ni kalorimetr a byly provedeny
sorpcni experimenty. Hlavnim cilem byla optimalizace podminek procesti méteni a posouzeni
interakci mezi kovy a FucoPolem. Pomoci titracni kalorimetrie a sorpénich experimentd byla
potvrzena vazba kationtu kovu na matrici FucoPolu. Mira interakce se liSila v zavislosti na
pouzitém kovu, zejména Co?*, Pb?" a Zn?* ionty se vazaly velice slab&, a naopak ionty Cu?*
a Fe3* mély velkou afinitu ke studovanému biopolymeru.

FucoPol jakozto biodegradabilni biopolymer by se mohl v budoucnu stat jednim
z dulezitych primyslové vyrabénych polysacharidii, ktery by se dale mohl vyuzivat
Vv obalovych materialech, zejména pro jeho interakci s kovy, dale v zeméd¢lstvi jako biohnojivo

-----

posilujicich 1é¢ivech.

ABSTRACT
This bachelor thesis deals with the reactivity of bacterial extracellular polysaccharides.
The experimental part deals with extracellular polysaccharide FucoPol. Due to the presence
of acyl groups, the polymer has an anionic character and can promote interactions with other
positively charged substances. In this bachelor thesis interactions of FucoPol with metals were
studied. For measuring, an isothermal titration calorimeter was used, and sorption experiments
were performed. The main objective of the work was optimization of conditions for measuring
interactions between metals and FucoPol. Connection of metal cations to FucoPol matrix were
confirmed by titration calorimetry and sorption experiments. The interaction rate was different
depending on the metal which was used. Co%*, Pb?* a Zn?* ions showed very weak binding,
otherwise Cu?* a Fe®* ions had high affinity for the studied biopolymer.

FucoPol, as a biodegradable biopolymer, can be in the future one of important industrially
produced polysaccharides. It could be used for packaging, biofuel production and production
of anti-inflammatory and immune-boosting drugs.
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1. UVOD

Polysacharidy jsou Siroce pouzivany hlavné v prumyslovych odvétvich, jako je farmaceuticky,
kosmeticky, potravinarsky a chemicky pramysl. Tyto materidly jsou velice zajimavé kvali
jejich fyzikalnim a strukturnim vlastnostem, jelikoz mohou byt pouzity jako emulgatory,
pojidla, stabilizatory, zahustovaci nebo vloc¢kovaci c¢inidla, koagulanty atd. Velkou vyhodu
biopolymeri ziskavanych z ptirodnich zdroji je to, Ze nejsou pro zivotni prostiedi toxické
a jsou biologicky odbouratelné na rozdil od syntetickych polymerii. N&které bakterie maji
schopnost syntetizovat biopolymery, které tak piedstavuji nejvyhodnéjsi zplsob ziskavani
polysacharidi, jelikoz vyrobni podminky lze snadno optimalizovat, coz zvySuje produktivitu
a umoznuje urcovat vlastnosti polymeru.

V zavislosti na jejich biologické funkci maji bakteridlni polysacharidy rtizné¢ umisténi
V buiice. Mohou byt bud intracelularni, spojené s ukladanim zivin (napf. glykogen),
extracelularni (napf. xanthan) nebo také soucast bunééné stény (napi. peptidoglykan), které
poskytuji ochranu bunky. Extracelularni polysacharidy neboli exopolysacharidy (EPS) se
nachdzeji mimo bunécnou sténu. Tvoii bud bakteridlni kapsli (kovalentné¢ vazanou na
bunécnou membranu) nebo jsou pritomné jako sliz, ktery je voln€ vazan na bunécny povrch.

EPS jsou dulezitymi zdroji pro hydrokoloidy pouzivané v potravinatském, farmaceutickém
a chemickém prumyslu. Vzhledem k mnoha zajimavym fyzikalné-chemickym a reologickym
vlastnostem funguji mikrobialni EPS jako nové biomateridly a nachazeji uplatnéni v Siroké
Skale aplikaci v mnoha pramyslovych odvétvich, jako jsou textilie, detergenty, lepidla, ¢isténi
odpadnich vod, kosmetologie, farmakologie a potravinatské piidatné latky.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Bakterialni polysacharidy

Béhem poslednich dvou desetileti doslo ke zvySovani zdjmu o polysacharidy produkované
extracelularn¢ bakteriemi, které se vyuzivaji v chemickém, potravinaiském a farmaceutickém
pramyslu. Siroky rozsah jejich vyuZitelnosti souvisi s velkou rozmanitosti strukturnich
a funk¢nich vlastnosti.

Bakterialni polysacharidy jsou ve vod¢ rozpustné biopolymery produkované mnoha druhy
bakterii. Vzhledem k jejich reologickym charakteristikdm se bakterialni polysacharidy
pouzivaji jako pojidla, koagulanty, emulgatory, filmotvorné latky, gelujici ¢inidla, mazadla,
stabilizatory a zahustovaci ¢inidla [1].

Polysacharidy, které jsou produkovany bakteriemi a jsou vylu¢ovany na jejich povrchu, se
oznacuji jako extracelularni polysacharidy neboli exopolysacharidy (EPS). Ty existuji bud’
kovalentn¢ vdzané na bunéény povrch ve formé kapsle nebo voln¢ vazané na povrch bunky ve
formé slizu. Predpoklada se, Ze jejich funkce je hlavné ochranna a brani tak ptistupu skodlivych
latek do organismu [2].

Extracelularni polysacharidy vykazuji zna¢nou rozmanitost ve slozeni a struktufe. Jsou
obecné klasifikovany jako homopolysacharidy a heteropolysacharidy na zéklad¢ jejich
monomerniho slozeni. Homopolysacharidy jsou slozeny z jednoho typu monosacharidové
jednotky, kde jsou navazany monomery cukru tvofici bud’ linearni fetézce (levan, kurdlan nebo
bakteridlni celul6za) nebo rozvétvené tetézce (dextran). Heteropolysacharidy se skladaji ze
dvou nebo vice typt monosacharidi.

Mikroorganismy, které se pouzivaji jako prumyslovi nebo technicti producenti EPS jsou
predevs§im bakterie. Druhy Xanthomonas, Leuconostoc, Sphingomonas a Alcaligenes které
produkuji xanthan, dextran, gellan a kurdlan jsou nejznamé;jsi a nejvice primyslové vyuzivany.
Tabulka 1 shrnuje bakterialni druhy a jejich odpovidajici polysacharidy, které maji potencial
pro komeréni vyuziti [3].



Tabulka 1: Hlavni bakterialni polysacharidy [2, 3]

EPS Monomery Naboj Bakterie
., Kyselina guluronova , , Pseudomonas aeruginosa
Alginat ) . | Zaporny . ..
Kyselina mannuronova Azotobacter vinelandii
Celuloza Glukéza Zadny Gluconacetobacter xylinus
Kurdlan Glukéza Zadny Alcaligenes faecalis
Dextran Glukdza Zadny Leuconostoc mesenteroides
Glukéza . . .
. , , Sphingomonas paucimobilis
Gellan Rhamnodza Zaporny .
) , Sphingomonas elodea
Kyselina glukuronové
Hvaluronan Kyselina glukuronova Zénormy Pseudomonas aeruginosa
y Acetylglukosamin POty Pasteurella multocida
Bacillus subtilis
Levan Fruktoza Zadny Zymomonas mobilis
Halomonas eurihalina
Glukoza
Xanthan Manoza Zaporny Xanthomonas campestris
Kyselina glukuronové

2.2. Bakterialni tvorba polysacharida

Exopolysacharidy maji rizné fyziologické vlastnosti v zavislosti na mikroorganismu a okolnich
podminkach. Funkce EPS souvisi zejména s ochrannymi mechanismy, protoZze mohou zabranit
bunéénému vysychéni kviili své schopnosti zadrzovat vodu a mohou také chréanit buitku pied
nepiatelskymi mikroorganismy. Tyto biopolymery plsobi jako strukturni prvky pii tvorbé
biofilmu a také jsou velice dulezité pro pfilnavost k riznym povrchiim. Jsou vyznamné pro
interakce s jinymi mikroorganismy, napf. v procesech rozpoznavani a shlukovani s dal$imi
bakterialnimi bunikami [4].

Tyto biopolymery Ize syntetizovat dvéma riznymi mechanismy v zavislosti na bakteriich,
které je produkuji. Vétsina bakterialnich EPS, pochazejicich z gramnegativnich bakterii, se
syntetizuje intracelularné a exportuji se do extracelularniho prostiedi jako makromolekuly
(napt. xanthan, gellan, celul6za). Existuje n€kolik vyjimek (napf. levan a dextran), coz jsou
EPS pochazejici z grampozitivnich bakterii, jejichZ syntéza a polymerace nastava mimo buriku,
a to ptisobenim vylucovanych enzymd, které prevadéji substrat na polymer Vv extracelularnim
prostiedi. Bakteridlni biosyntetické drahy zahrnuji absorpci substratu, centralni metabolické
drahy a syntézu polysacharidi (Obrazek 1).

U gramnegativnich bakterii Ize cely proces rozdélit do 4 krok, které jsou zprostiedkovany
riznymi enzymy. Biosyntéza EPS zacind transportem cukru do cytoplazmy bakterii. Vé&tSina
molekul cukru, které vstoupily do cytoplazmy bakterii, se fosforyluje na cukr-6-fosfaty (napt.
glukoza-6-fosfat) a nasledné degraduje glykolyzou. Nékolik cukr-6-fosfatt se pfeméni pomoci
fosfoglukomutazy na cukr-1-fosfaty (napf. glukdza-1-fosfat). Tretim krokem je syntéza
cukrovych nukleotidi. Cukr-1-fosfaty, produkované v cytoplazmé bakterii, jsou dilezitymi
meziprodukty pfi vyrobé cukrovych nukleotidi, jako je uridindifosfat glukéza (UDP). UDP se
ziskava za pouziti gluk6za-1-fosfatu pii  reakci katalyzované pyrofosforylazou



(uridindifosfat-glukézou). V tomto stadiu intracelularni enzymy katalyzuji vnitini pfeménu
UDP-glukozy na jiné cukry (napt. UDP-glukuronovou Kkyselinu), ¢imz vznikaji riazné
monosacharidy cukru. Poslednim krokem biosyntézy je sekrece exopolysacharidu do vné&jsiho
prostiedi bunky. Sekrece EPS je pro bakterie naro¢ny proces, ve kterém hydrofilni polymery
s vysokou molekulovou hmotnosti vytvorené v cytoplazmé musi prochdzet bunécnou sténou do
extracelularniho prostfedi buniky. Cesty biosyntézy a exportu EPS u vétSiny gramnegativnich
bakterii se fidi jednim ze dvou mechanismi. Wzx-Wzy zavisla draha, ve které jsou jednotlivé
opakujici se polymerni jednotky tvofeny na wvnitini strané cytoplazmatické membrany
a polymerizovany V periplazmé (prostor mezi vnitini cytoplazmatickou membranou a vné&jsi
membranou gramnegativnich bakterii) a ABS transportné zavisla draha, pti které dochazi
k polymeraci na vnitini strané cytoplazmatické membrany [5].

Na Obrazku 1 mtizeme vidét biosyntetické drahy, které se tiCastni bakteridlni EPS syntézy
gramnegativnimi bakteriemi. (a) Substrat vstupuje do bunky specifickym transportnim
mechanismem. (b) Substrat je nejprve katabolizovan glykolytickymi drahami na pyruvat, ktery
se za aerobnich podminek pievede na acetyl-CoA a vstoupi do cyklu trikarboxylové kyseliny.
Primarni metabolity produkované v téchto cestach se pouzivaji jako prekurzory pro biosyntézu
malych biomolekul (napt. aminokyseliny, ribonukleotidy a hexosaminy). (c) Fosforylované
cukry jsou ptevedeny na energeticky bohaté monosacharidy, zejména nukleosidifosfatové
cukry (NDP cukry — napf. UDP-galaktoza, GDP-mandza). (d) Syntéza a polymerace
polysacharidli probihé jednim ze dvou mechanismu. V systému Wzx-Wzy (vlevo) je opakujici
se polymerni jednotka syntetizovana sekvenénim pienosem monosacharidi z NDP-cukru na
polyprenylfosfatovy — lipidovy nosi¢. Polymerni jednotka je transportovana pfes vnitini
membranu flipazou (Wzx) do periplazmatického prostoru, kde dochazi k polymeraci
polysacharidu pisobenim polymerazy (Wzy). V ABC transportné zavislém systému (vVpravo)
je polysacharid polymerovan na cytoplazmatické ploSe vnitini membrany sekvencnim pfidanim
zbytkl cukru na neredukujici konec polymerniho fetézce. Polymer je exportovan pies vnitini
membranu diky ABC transportéru [6].
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Obrazek 1: Schematicky diagram shrnujici biosynteticke drahy, které se ucastni bakterialni EPS

syntézy gramnegativnimi bakteriemi [6]
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2.3. Fukézové polysacharidy — FucoPol

FucoPol je biopolymer, extracelularni polysacharid s vysokou molekulovou hmotnosti
(4,19-10°-5,80-10° Da), slozeny z neutralnich cukri (fukdza, glukéza a galaktdza), kyselého
cukru (kyselina glukuronova) a acylové skupiny (pyruvat, sukcinat a acetat). Pfitomnost
acylovych skupin dava polymeru aniontovy charakter a mize podporovat interakce s ionty nebo
jinymi makromolekulami [7].

Tento polysacharid pochazi z vlastniho bio procesu. Je produkovany bakterii
Enterobacter A47 a je piirozeny zdroj ¢istych monosacharida (L-fukoza, galaktdza, glukdza
a kyselina glukuronova). Tento novy bakteridlni biopolymer je pfirozenym zdrojem pro
efektivni vyrobu Cisté L-fukozy [8].

L-fuk6za neboli 6-deoxy-L-galaktéza je jeden z monosacharidi obvykle piitomnych
v glykokonjugatech jako jsou glykoproteiny a glykolipidy. Vyskytuje se pirevazné
v a-anomerické konfiguraci a byva pfipojena riiznymi typy vazeb napt. O-glykosidovou vazbou
na jiny sacharid — nejcastéji galaktozu nebo acetyl-D-glukosamin. L-fuko6za patii mezi obtizné
dostupné sacharidy. Chemickd syntéza je velmi obtizna a drahd, stejné jako extrakce
zZ rostlinnych a zivocisnych tkani, kde je situace jeSté komplikovana dostupnosti zdrojovych
materiali. Z téchto divodl predstavuje bakteridlni vyroba FucoPolu velmi dilezity alternativni
zdroj pro vyrobu L-fukozy.

V lidském organismu jsou glykokonjugaty obsahujici L-fukézu velmi cetné. Byly
detekovany napi. v mozku a na synaptickych spojich, coZ naznacuje roli v pfenosu nervového
signalu, ve fotoreceptorové vrstvé o¢ni sitnice, v epidermalnich bunkach kize a v antigenech
cervenych krvinek, ¢ehoz je vyuzivano pfi rozliSovani krevnich skupin. DtlezZitou roli
nepochybné hraji iv reprodukénim procesu. Dale byly L-fukosylované glykokonjugaty
detekovany v matefském mléce, kde byla prokézana jejich schopnost inhibovat vazbu patogenti
v travicim traktu kojenct na specifické receptory, a tim zamezovat infekci bunck. Také
ptitomnost glykokonjugatli na povrchu bakteridlnich bun¢k hraje dileZitou roli v rozpoznavani
a imunitni reakci vySsich organismi na infekei [9].

2.3.1. Produkce a purifikace FucoPolu

Pro kultivaci bakterie Enterobacter A47 a tvorbu extracelularniho polysacharidu bohatého na
fukozu je nutny zdroj uhliku. PouZzivaji se zbytky biomasy, zejména z ostatnich prumyslovych
vyrob nebo odpadni voda bohata na rozpusténou organickou hmotu.

Pro kultivaci bakterie Enterobacter A47 a tvorbu extracelularniho polysacharidu bohatého
na fukoézu byla pouzita rajCatova pasta. Produkovany polymer mél typickou kompozici
FucoPolu (37 mol. % fukdzy, 27 mol. % galaktozy, 23 mol. % glukézy a 12 mol. % kyseliny
glukuronové, sobsahem acylovych skupin 13 hm.%). Kultura byla reaktivovana
Z kryokonzervovaného zasobniho roztoku Luria Bertani (LB, vyzivné médium pouzivané pro
rast bakterii) inokulaci na agarovych platech. V bioreaktoru byl Enterobacter A47 péstovan na
minerdlnim médiu s roztokem mikrozivin. Mineralni médium bylo doplnéno rajcatovou pastou.
Inokulum (zarodek) kolonie, kultivované na LB médiu byl déle inkubovdn a nasledné
centrifugovan. Dalsi kultivace byla provadéna pii 30 °C a pH 7 v bioreaktoru po dobu 3 dnt.
Kultivacni produkt byl zfedén deionizovanou vodou z divodu redukce viskozity a byl vloZen
do odstfedivky, kde doSlo k oddéleni bunék. Takto ziskany supernatant byl dale tepelné
zpracovan a preciStén. Vysledny roztok byl zmraZenim vysusSen. Vznikly polymer byl déle
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skladovan pfi pokojové teploté. Rajcatova pasta byla poprvé pouzita jako substrat pro vyrobu
mikrobidlniho polymeru. Ukazalo se, ze je vhodnym zdrojem zivin, v€etné cukrti, amoniaku
a fosfatu, pro rast Enterobacter A47 a syntézu exopolysacharidi. Tato pasta je tedy vhodnym
nizko nakladovym substratem pro vyrobu FucoPolu [10].

Déle se FucoPol pfipravoval kultivaci bakterie v roztoku glycerolu za pouziti LB média.
Postup byl v tomto piipad¢ shodny s piedchozim [8].

Studii bylo také zjisténo, Ze syntéza EPS enzymem z Enterobacter A47 je ovlivnéna
koncentraci fosfatu v médiu. Pro koncentrace 8,8 g-dm™ fosfatu byl vytézek bioprodukce
nejvyssi a obsah fukozy v polymeru byl v rozmezi 30-36 mol. %. Zménou koncentrace fosfatu
také dochazi k modifikaci slozeni a zméné molekulové hmotnosti vysledného polymeru.
Dalsim faktorem ovliviiujici syntézu EPS jsou podminky prostiedi jako je teplota a pH, které
mohou vyznamné ovlivilovat slozeni polymeru zejména ptidavanim dal§im monomeri cukri
(ramnoza, kyselina glukuronova a glukosamin) [11].

DalSim zajimavym zplsobem pro piipravu FucoPolu je pouZiti syrovatky. Syrovatka, jako
vedlejsi produkt mlékarenského primyslu, je bohatd na laktozu. Pro valorizaci syrovatky se
pouzivaji biotechnologické zdroje, které vytvaii produkty jako je bioethanol, bioplyn,
organické kyseliny, elektfinu, proteiny a mikrobidlni polysacharidy. VétSina bakterii
produkujici EPS neni schopna ucinné pouzivat laktézu jako zdroj uhliku kvili jeji nizké
koncentraci. Bakterie Enterobacter A47 byla schopna vyuzit laktozu ze syrovatky pro bunéény
rust, ovSem s niz$i specifickou rychlosti ristu nez v ptedchozich ptipadech. Syrovatka kromé
laktozy obsahovala nékteré bilkoviny, mineraly a vitaminy, které mohly stimulovat bunéény
rast [12].

2.3.2. Vyuziti FucoPolu

Potravinové obaly maji v potravinaiském primyslu zdsadni vyznam pro poskytovani kvalitnich
vyrobkl spotiebiteli tim, ze chrani potraviny pfed poskozenim nebo kontaminaci. Syntetické
petrochemické obalové materidly jsou bé€Znou volbou diky kombinaci vlastnosti, jako je
pruznost, pevnost, lehkost, stabilita, teplotni odolnost, nepropustnost, nizka cena a snadnost
sterilizace. Nicméné vzhledem k jejich nedegradovatelnosti syntetické plastové obaly pfispivaji
k tvorbé plastového odpadu. Dobra alternativa k ¥eSeni tohoto ekologického problému spociva
v pouziti biologickych materidlli z obnovitelnych zdrojt, zejména pouzitim biopolymert, které
zahrnuji polysacharidy [13].

Bakteridlni exopolysacharid FucoPol se mize vyuzit k ptipravé biologicky odbouratelnych
folii spojenim filmogenniho roztoku slozeného z polymeru a kyseliny citronové. Pripravené
folie jsou prihledné s lehce hnédym ténem a jsou velice flexibilni pfi manipulaci. Prihlednost
je vys$si nez u f6lii z jinych biopolymerd, jako je chitosan nebo Zelatina, a je blizka hodnoté
pruhlednosti pro syntetické folii jako je napft. polyethylen s nizkou hustotou (LDPE). Folie
FucoPol jsou hydrofilni a zcela rozpustné ve vode. Vykazuji také dobré bariérové vlastnosti pro
plyny (O2, CO»). Vzorky folii vykazujici obsah vody 8 = 0,4 % byly podrobeny zkouskami
tahem. Vysledky ukazuji, ze folie FucoPol vykazuji typické chovani tvarné folie. Byla
prokazana nizka pevnost v tahu (3,1 + 0,3 MPa), vysoké prodlouzeni pii pretrzeni (54,9 + 4 %)
a modul pruznosti byl stanoven na 2,8 + 0,2 MPa. V potravinarském primyslu je u obalovych

podil oxidu uhli¢itého a kysliku v obalu. Tento pomér je také zavisly na relativni vlhkosti, ktera
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urcuje obsah vody v polymerni matrici. Pfi srovnani FucoPol a LDPE f6lii 1ze pozorovat, ze
FucoPol folie vykazuji mensi propustnost kysliku a téméf stejné hodnoty pro propustnost oxidu
uhli¢itého. Folie FucoPol mohou byt vyuzivany pro baleni potravin v ochranné atmosféte.

Mechanické vlastnosti polysacharidovych folii siln¢€ zavisi nejen na vlastnostech pouzitého
biopolymeru, ale také na pouziti plastifikatorii a dalSich aditiv. Mechanické vlastnosti folii
FucoPol vykazuji polymerni strukturu, ktera neni dostate¢né mechanicky odolna, aby mohla
byt pouzita samostatné. Existuje vSak potencidl jejiho vyuziti naptiklad jako hydrofilni vrstva
zabudovana do vicevrstvého materialu [7].

FucoPol byl pouzit i jako bioadhezivni polymer. 3 hm. % roztoku FucoPolu se pfipravil
rozpusténim polymeru v deionizované vodé za intenzivniho michani pfi pokojové teploté
béhem 12 hodin. Takto ziskany roztok se zahiival pfi teploté 50 az 60 °C po dobu 6 hodin,
odpatila se ¢ast rozpoustédla a roztok se koncentroval. Ziskal se roztok FucoPol s koncentraci
ptiblizné 7,6 hm.% a pouzil se jako adhezivni piipravek v nékolika zkouskach. Byla studovana
viskozita a viskoelastické vlastnosti pfipravku za pouZziti rheometru s fizenym napétim.
Adhezni pevnost byla stanovena pomoci smykové pevnosti. Roztok FucoPol byl pouzit k lepeni
riznych materiali — balsového dfeva (pfirodni organicky material), skla (anorganicky
material), vinité lepenky (zpracovany ptirodni material) a film acetat celulozy (polysynteticky
material). S cilem porovnat FucoPol s komer¢nimi syntetickymi lepidly, vzorky byly lepeny
univerzalnim lepidlem UHU za stejnych podminek. Nejvyssi pfilnavost byla zjisténa
u balsového dieva lepenych FucoPolem, protoze maximalni pevnost dostupného zafizeni
(742,2 £ 9,8 kPa) nebyla dostatecna k oddéleni lepenych vzorkid. Podobné chovani bylo
ze hruby povrch dfeva umoziiuje pronikdni lepidla do dfevéné matrice, ¢imz je dosazeno vyssi
interakce lepidla a dieva a vysledkem je tim padem silngj$i vazba. Nékteré mikrobidlni
polysacharidy mohou byt vyuzivany jako lepidla na dfevo. Bylo prokazéano, ze pullulan,
xanthan a levan maji vysokou pfilnavost k riznym druhtim dfevénych materialt (napf.
borovice, javor, dfevotiiska) s hodnotami smykové pevnosti nad 2000 kPa. Na druhou stranu
polysacharidovy adhezivné viskozni exopolysacharid (PAVE) syntetizovany kmeny
Alteromonas colwelliana vykazoval hodnotu smykové pevnosti 545 kPa, coz je niz§i nez
hodnota ziskana pro FucoPol. Vzhledem k témto vysledkim 1ze konstatovat, Ze lepidlo FucoPol
méa potencidl vyuziti jako lepidlo na dfevo, protoZze odolava smykové sile alespon
742,2 + 9,8 kPa. Pro vlnitou lepenku byla smykova pevnost FucoPolu a UHU lepidla téméf
stejnd a to kolem 420 kPa. U skla a filmu acetat celulozy byla naopak tato pevnost nejvyssi
u FucoPolu a to 115,1 kPa u skla a 153,7 kPa u acetat celulozy [14].

2.4. Metody charakterizace exopolysacharidi

Chemicka charakterizace polysacharidl je velice dulezitd pro védecké a priimyslové aplikace.
Uspésna optimalizace a vyvoj procesii pro jejich charakterizaci jsou dnes mozné pouze se
znalosti a ovladani detailt na molekularni tirovni. Od roku 1922, kdy Hermann Staudinger
objevil skuteénou povahu polymert, bylo vyvinuto velké mnozstvi analytickych metod, které
pomohly zjistit chemické slozeni polymera ve vSech jeho aspektech a strukturnich urovnich.
Techniky charakterizace se obvykle pouzivaji k ureni molekulové hmotnosti, molekulérni
struktury, morfologie, tepelnych vlastnosti a mechanickych vlastnosti [15].
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Molekularni charakterizace pouzivd bézné metody z fyzikalni chemie. Nékdy lze pouzit
spektroskopické metody. Nékteré bézné spektroskopické techniky jsou UV-VIS absorpcni
spektroskopie, infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR), Ramanova
spektroskopie, nuklearni magnetickéd rezonance (NMR), elektronova paramagneticka (spinova)
rezonance (EPR) a hmotnostni spektrometrie (MS). Tyto techniky jsou obvykle zaméfeny na
ziskavani informaci o chemické struktute polymernich materialii.

Makroskopické méfeni vlastnosti lze oznacit jako klasickou charakterizaci
exopolysacharidu. Zahrnuje makroskopicky vzorek, ¢asto v kone¢né pevné form¢, a provadi
zahrnuji tepelné vlastnosti, mechanické vlastnosti, viskozitu taveniny, viskoelasticitu, tieni
a elektrické vlastnosti [16, 17].

Tabulka 2: Nékteré techniky pro charakterizace EPS [18]

Metoda Charakteristika
Infrac A ktroskopie s Fouri
niracervena SpeKiros ,Ople S rourierovou S loieni monosachari dﬁ
transformaci (FTIR)
Viskozimetrie Viskozita

Vysokotlaké kapalinova

. lozeni haridi
chromatografle (HPLC) Slozeni monosacharidu

Rozmérove vylucovaci (gelova permeacni)
chromatografie s vice uhlovym rozptylem Molekulova hmotnost
svétla SEC-MALLS

Plynové chromatografie S hmotnostnim

spektrometrem (GC-MS) Slozeni monosacharidu a jejich uspotfadani

Kapilarni elektroforéza (CE) Uspotédani monosacharidii

Vysokoucinna aniontova chromatografie

(HPAEC) Uspotadani monosacharidii

Molekularni struktura a konformace,

Rentgenova difrakce (XRD) modelace

2.4.1. Kolorimetricka metoda (metoda fenol-kyselina sirova)
Metoda fenol-kyselina sirova je kolorimetricka metoda Siroce pouzivana k urceni celkové
koncentrace sacharidi. Monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy se pfevedou na
furfuralové derivaty plisobenim kyseliny sirové pii zvySené teploté a derivaty furfuralu pak
reaguji s fenolem za vzniku barevnych sloucenin. Metoda je jednoducha a citliva. Experiment
neni podstatné ovlivnén pfitomnosti proteint a vysledna barevna stabilita je pres 160 minut.
Kolorimetricka analyza vSech roztokl je provadéna za pouZiti spektrofotometru v UV-VIS
oblasti. Absorbance charakteristické Zzlutooranzové barvy je méfena pii 490 nm pro
monosacharid hexdzy a 480 nm pro monosacharid pent6zy a uronovou kyselinu. Z kalibra¢nich
kiivek zndmych sacharidi jako standardl je moZné stanovit koncentraci polysacharidi jako
mnozstvi hex6zovych a pentdzovych cukra.
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Pfi stanovovani obsahu polysacharidti v extraktech z ucha JidaSova (Auricularia auricula)
a Rosolovky fasotvaré (Tremella fuciformis) byl stanoven pomoci metody fenol-kyselina
sirova. Do zkumavky byly pipetovany 2 ml standardnich cukrovych roztokd, 2 ml vycisténych
polysacharidt z extraktu téchto hub a 1 ml 5% fenolovych roztoka. Pak se rychle pfidalo 5 ml
koncentrované kyseliny sirové. Zkumavky byly protiepavany a umistény do vodni 1azné
vyhiaté na teplotu 30 °C. Kolorimetricka analyza vSech roztokli byla provedena za pouziti
spektrofotometru UV-VIS. Mnozstvi polysacharidi v houbovych extraktech bylo stanoveno
jako mmnozstvi hexozovych a pentézovych cukri za pouziti kalibracnich kiivek manozy,
glukozy a xylozy [19].
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Obrazek 2: Absorpcni spektrum vzorku vycisténého polysacharidového extraktu z Jidasova ucha pri
reakci fenol-kyselina sirova [19]

2.4.2. Gelova permeacni chromatografie (GPC)
Gelova permeacni chromatografie je v souCasné dobé nejpouzivanéj$i a nejrozvinuté)si
technologii pro stanoveni molarni hmotnosti polysacharidi. Porézni nosi¢ obsahuje hydrofilni
gelové Castice, uvnitt kterych jsou pory o ruznych polomérech. Prostor mezi gelovymi
¢asticemi je vyplnén mobilni fazi (rozpoustédlem). Kdyz smés polysacharidi protéka nosi¢em,
jednotlivé molekuly jsou vice ¢i méné schopny zadrzet se v porech gelovych ¢astic. Nejmensi
molekuly se dostavaji do portu gelu nejsnadnéji, a tudiz jsou nejvice zadrzovany a prochazeji
kolonou nejpomaleji. Vétsi rozpusténé latky budou eluovat rychleji nez mensi. Rozdil
v migra¢nich rychlostech tak nastava kvuli zadrzeni molekul stacionarni fazi. Na vykresleném
chromatogramu miizeme vidét piitomnost jednotlivych analytd v podob& charakteristickych
pikd. Molarni hmotnost polysacharidu se poté stanovi z kalibraéni kiivky standardu
polysacharidu (napt. dextranu, pullulanu) [20].

Rozméroveé vylu€ovaci (gelova permeacni) chromatografie s vicethlovym rozptylem svétla
SEC-MALLS je metoda, kterd umoziuje separaci riznych polymernich sloucenin, stanoveni
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molekulové hmotnosti, vypocet polydisperzity ¢i stanoveni konformace polymeru. Mobilni
faze koluje ptistrojem, neustale promyva kolonu, na niz probiha separace jednotlivych molekul
polymeru podle velikosti ¢astic. Za kolonou se nachazi detektor, ktery snima viceuhlovy rozptyl
svétla celkem pod osmnacti tthly. Vzorky jsou osvétleny laserem o urcité vinové délce.

Molekulova hmotnost polysacharidového peptidu z Lesklokorky lesklé (Ganoderma
lucidum) byla identifikovana za pouziti vysokoucinné gelové permeacni chromatografie
s HPLC zafizenim vybavené pumpou, permeacni kolonou a detektorem indexu lomu. Jako
mobilni faze byla pouzita voda (stupen HPLC) s gradientovou eluci pfi 35 °C. Standardy
dextranu v rozmezi molarni hmotnosti 2 500-84 400 g-mol™ byly pouzity pro sestrojeni
kalibra¢ni kiivky. Pomoci kalibra¢ni kiivky dextranu byla stanovena hodnota molarni
hmotnosti polysacharidu [21].

2.4.3. Hydrodynamicka chromatografie (HDC)

Dalsi metodou pro stanoveni molarni hmotnosti polysacharidi je hydrodynamicka
chromatografie, ktera je v mnoha ohledech obdobou GPC. Na rozdil od gelové chromatografie
staciondrni faze obsahuje Castice, které nemaji pory, takze separaéni mechanismus je ponékud
odlisny. Principem separace je rozdil v transportnich rychlostech jednotlivych molekul
Vv kapilaie vzhledem Kk rozpoustédlu. Velké molekuly se vzhledem ke své velikosti nemohou
dostat az ke sténam kapilary, nachézeji se tedy v jejim stiedu, kde je rychlost rozpoustédla
nejvyssi, a budou se tedy vymyvat rychleji nez mensi. Mensi molekuly se pohybuji u stén
kapilary, kde je rychlost mobilni fdze nejmensi. U hydrodynamické chromatografie je tedy
potadi eluce stejné jako u gelové permeacni chromatografie, velké ¢astice se eluuji diive nez
Castice malé [22].

2.4.4. Vysokoucinna aniontova chromatografie (HPAEC)

Vysokoucinnd aniontova chromatografie (HPAEC) pii vysokém pH spolu s pulzni
elektrochemickou detekci (PED) je jednou z nejuzite¢néjSich metod stanoveni sacharidu.
Technika ma velky vliv na analyzu oligo a polysacharida. Kompatibilita elektrochemické
detekce s gradientovou eluci, spojena s vysokou selektivitou stacionarnich fazi vymény
aniontll, umoziuje, aby se v jednoduché fazi oddélily smési jednoduchych cukri,
oligosacharidi a polysacharida s vysokym rozlisenim [23].

Vzorky polysacharidiit obsahujici fukézu z extrakti zampionu mandlového (Agaricus
subrufescens) byly hydrolyzovany na volné cukry a byly analyzovany vysokotéinnou
aniontovou chromatografii s pulzni amperometrickou detekci (HPAEC-PAD). Zatizeni
HPAEC-PAD se skladalo zkolony, ochranné kolony, cerpadla, vstiikovaciho ventilu
a elektrochemického detektoru se zlatou pracovni elektrodou. Pro separaci neutralnich
monosacharidil se pouZil eluent hydroxidu sodného a octanu barnatého. Pro separaci kyselych
monosacharida (kyselina galakturonova a kyselina glukuronova) se aplikoval eluent hydroxidu
sodného, octanu sodného a octanu barnatého. Data byla shromaZzdéna a analyzovana pomoci
ptislusného softwaru [24].

2.4.5. Nuklearni magneticka rezonan¢ni spektrometrie (NMR)
Princip NMR spektroskopie obecné spociva v interakci magneticky aktivnich jader s vnéjSim
magnetickym poélem, nasledované piesné definovanou excitaci radiofrekvenénim pulzem
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a snimanim dat (magnetizace, napéti v detek¢ni civce) béhem jejich relaxace. Magneticky
aktivni, a tedy v NMR detekovatelna, jsou jadra s nenulovym jadernym spinem (*H, 13C, 2Al,
295 atd.). Jejich jaderné interakce s magnetickym pdlem jsou zavislé na orientaci molekuly
vzhledem k vnéjsimu magnetickému poli [25].

Ve studii zabyvajici se strukturni charakterizaci polysacharidu ziskaného z Cervenych
moiskych fas Gracilaria caudata byla pro stanoveni chemické struktury polysacharidové
frakce pouzita chemicka analyza *C a H NMR spektroskopie. *C a *H NMR spektra
2,5 hm. % roztoku v tézké vodé byly zaznamenany na spektrometru. Jako vnitini standard byla
pouzita kyselina 4,4-dimethyl-4-silapentan-1-sulfonova (DSS). Jednotliva spektra byla
vynesena pomoci pulznich programu. SloZeni a strukturni udaje 0 polysacharidech byly
analyzovany pomoci piislusného softwaru [26].

2.4.6. Plynova chromatografie — hmotnostni spektrometrie (GC/MS)

GC/MS je analytickd metoda, ktera se pouziva Kk analyze komplexnich organickych
a biochemickych tékavych smési. Plynovy chromatograf nejprve rozdéli smés na jednotlivé
slozky a potom se pouzije detektor hmotnostniho spektrometru, kde jsou tyto slozky
jednoznaéné identifikovany. Kombinace téchto dvou technik umoznuje kvantitativni
a kvalitativni analyzu tékavé smési. Aby se mohly polysacharidy charakterizovat pomoci
GC/MS, musi byt chemicky pfeménény na tékavé latky postupnym procesem methylace,
hydrolyzy, redukce a acetylace. Tento proces premény umoziuje, aby byly polysacharidy
rozlozeny na ¢aste¢né methylované octany alditolu (PMAAS), které jsou dostate¢né t€kavé pro
analyzu. Tento proces také umoziuje stanovit polohy glykosidickych vazeb mezi jednotlivymi
monosacharidy daného polysacharidu [27].

2.4.7. Spektroskopické metody charakterizace

Hlavni techniky pro stanoveni chemického slozeni zahrnuji absorpci elektromagnetického
zateni biopolymery. Hlavnimi techniky jsou infracervena spektroskopie S Fourierovou
transformaci (FTIR), Ramanova spektroskopie, nuklearni magneticka rezonance (NMR),
rentgenova difrak¢ni analyza.

Infracervend spektroskopie se zabyva infraCervenou oblasti elektromagnetického spektra.
To je svétlo s delsi vinovou délkou a nizsi frekvenci nez viditelné svétlo. Zahrnuje fadu technik,
vétSinou zalozenych na absorpcni spektroskopii. Molekuly absorbuji specifické kmitocty, které
jsou charakteristické pro jejich strukturu. Ze ziskanych péasovych spekter lze kvalifikovat
i kvantifikovat vzorek [16].

Ramanova spektroskopie je spektroskopickd technika pouzivana k pozorovani vibra¢nich,
rotacnich a jinych nizkofrekvenénich stavli v systému. Metoda vyuziva tzv. Ramaniv jev, ke
kterému dochazi pti interakci laserového paprsku s elektrony zkoumaného materialu. Vzorek
je osvétlen monochromatickym laserovym paprskem, ktery interaguje s molekulami vzorku
a vznika rozptylené svétlo. Rozptylené svétlo, které ma jinou frekvenci nez spektrum
dopadajiciho svétla, se pouziva ke konstrukci Ramanova spektra. Ramanova spektra vznikaji
kvili nepruzné kolizi mezi nahodnym monochromatickym zafenim a molekulami vzorku [28].

Techniky rentgenové difrakce mohou byt pouzity ke studiu krystalinity biopolymert.
Rentgenova krystalografie je néstroj pouzivany k identifikaci atomové a molekularni struktury
krystalu, ve kterém krystalické atomy zpusobuji, Ze se svazek dopadajicich rentgenovych
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paprski ohyba do riznych smért. Méfenim thli a intenzity téchto difrakénich paprski mize
krystalograf produkovat trojrozmérny obraz hustoty elektront uvnitt krystalu. Z této hustoty
elektronti lze ur€it stfedni polohu atomii v krystalu, chemické vazby a dal§i informace
0 struktuie biopolymeru [16].
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Obrdazek 3: Vzorky rentgenové difrakce prasku z bramborového, Sachorového a kukuiicného Skrobu
[29]

2.4.8. Termo-analytické metody charakterizace

Metody termické analyzy se staly nepostradatelnou analytickou technikou pro charakterizaci
polymerd. Technika charakterizace poskytuje relevantni informace o tepelné a chemické
stabilité, teplotach fazového piechodu, kinetice a reologii. Poskytuje informace o vztahu mezi
chemickou strukturou a jejich fyzikalnimi vlastnostmi. Zahrnuje skupinu technik, ve kterych
jsou fyzikalni vlastnosti materidlu méteny jako funkce teploty. Kalorimetrie spo¢iva v méteni
tepla emitovaného anebo absorbovaného béhem termodynamickych prechodli nebo
chemickych reakci. Pfehled metod termické analyzy, jejich zkratek a sledovanych fyzikélnich
vlastnosti najdeme v Tabulce 3.

Termogravimetricka analyza neboli termogravimetrie (TG) je metoda, pfi které se sleduji
energetické zmény vzorku v disledku zmény teploty anebo tepelného toku. Sleduji se tedy
ubytky hmotnosti vzorku zptisobené vlivem teploty [30].

Diferencidlni skenovaci kalorimetrie (DSC) je metoda méfeni, kterd umoziuje méfeni
tepelného toku ve vzorku. DSC linearné ohfiva nebo ochlazuje vzorek a méfi rozdil teplot nebo
energii, kterou je nutno dodat, aby vzorek a referencni latka mély stejnou teplotu. Jako reference
se pfi méfeni na DSC pouziva témét vzdy prazdnd méfici cela. Ridici jednotka zajistuje
konstantni rychlost ohfevu obou vzorkll po dobu experimentu. Méii se tedy mnozstvi tepla
absorbovaného nebo emitovaného vzorky prochazejicimi cykly ohievu nebo chlazeni. Rozdil
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v tepelném toku predstavuje signal DSC, ktery nam umoziuje ziskat piedstavu o chemickych
a fyzikalnich zménach probihajicich v méfeném vzorku. Vyhodou DSC je potiteba malého
mnozstvi vzorku. Diferencidlni skenovaci kalorimetrie je jednou z dulezitych metod
pouzivanych ke studiu tepelného chovani biopolymerd.

Diferencialni termicka analyza (DTA) je termo-analyticka technika, podobna diferencialni
skenovaci kalorimetrii. DTA je starsi technika, kterd je nyni obecné nahrazena DSC. V DTA
se zkoumany material a inertni reference podrobi stejnym teplotnim cyklim, zatimco se
zaznamenava jakykoli teplotni rozdil mezi vzorkem a referenci. Zmény ve vzorku, bud’
exotermické nebo endotermické, mohou byt detekovany vzhledem k inertni referenci. Ktivka
DTA tedy poskytuje udaje o transformacich, které se vyskytly, jako jsou skelné prechody,
krystalizace, taveni a sublimace. Vzorek a reference jsou vyhfivany stejnym zdrojem.
Referencni latka neboli standard musi byt pii zvolenych teplotich experimentu inertni.
Nejcastéji se pouziva Al.O3, MgO, pro organické latky n-oktanol nebo polyethylen. Podle
vlastnosti métenych vzorkd se voli rozsah teplot pfistroje, vhodna kalibrace a odpovidajici
referen¢ni vzorek. Na experimentalni mefeni ma vliv, stejné jako u DSC, predevsim rychlost
ohfevu, hmotnost vzorku, ale i atmosféra v pracovni komurce [16, 30].

Tabulka 3: Metody termické analyzy, jejich zkratky a sledované fyzikalni vlastnosti [30]

Metoda termické analyzy Zkratka Sledovana fyzikalni vlastnost
Termogravimetrie TG hmotnost
Diferencni termicka analyza DTA Rozdil teplot
Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie DSC Rozdil teplot/energie
Termodilatometrie TD Linearni nebo objemové zmény
Termomechanickd analyza TMA Deformace vzorku
Diferencni tlakova analyza DPA Tlak
Termomikroskopie HSM Zmény vzhledu
Termoelektrometrie elektrické vlastnosti vzorku

2.4.9. Charakterizace mechanickych vlastnosti a dal$i metody charakterizace
Charakterizace mechanickych vlastnosti v polymerech se typicky tyka miry pevnosti
polymerniho filmu. Pevnost v tahu a Youngliv modul pruznosti jsou zv1asteé zajimaveé pro popis
vlastnosti napéti a deformace polymernich filmi. Dynamickd mechanicka analyza je
nejobvyklejsi technikou pouzivanou k charakterizaci viskoelastické chovani. DalSimi
metodami charakterizace jsou méfeni viskozity, reologickych vlastnosti a tvrdosti [16].
Reologie se zabyva tokem a deformacemi materiald vlivem vnéjsich mechanickych sil. Jsou
mozné dva mezni typy chovani. Jestlize G€inkem vnéjsi sily nastane deformace, kterd vratné
vymizi po jejim odstranéni, mluvime o elastickém chovani. Je vykazovano tuhymi latkami.
Energie vynaloZena na deformaci se ukladd, a po relaxaci tuhé latky se uvolni. Jestlize
pusobenim sily hmota teCe a tok se zastavi ale neobrati, je-li sila odstranéna, mluvime
0 viskéznim chovani. Je charakteristické pro jednoduché tekutiny. VynaloZend energie je
disipovana jako teplo. Mezi témito dvéma extrémy jsou systémy, jejichz odezva na vyvinutou
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silu zalezi na dob¢, po kterou tato sila ptisobi, nazyvaji se viskoelastické. K nim patii fada
koloidn¢ disperznich systém.

Polymerni gely jsou trojrozmérné sité tvofené fetézci makromolekul (polymert), které jsou
vzajemn¢ propojeny vazbami chemickymi nebo fyzikalnimi. Polymerni gely se chovaji jako
viskoelastické pevné latky. Gely mohou byt mékké a deformovatelné, ale také mohou drzet sviij
tvar jako pevnd latka. V zavislosti na fyzikalni struktuie polymerni sit¢ mohou byt polymerni
gely klasifikovany jako silné, slabé nebo pseudogely. Chemicky zesiténé polymerni gely jsou
povazovany za silné gely, které jsou stalé, maji pevné spoje, a proto jsou elastické. Slabé gely
obsahuji zesiténi, které mlze byt naruseno i pfi malych mechanickych napétich, pfi vétSich
napétich dochazi k trvalé¢ deformaci a systém se zacne chovat jako viskozni kapalina. Slabé
gely jako napfiklad koloidni gely a nékteré biopolymerni gely. Propletené polymerni systémy
jsou n¢kdy oznacovany jako pseudogely, protoze fyzikalni spleteni mezi polymernimi fetézci
napodobuji chemické zesiténi, které témto materialim dodava gelové vlastnosti [31, 32].
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3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Mikrobialni exopolysacharidy (EPS) jsou velmi dtilezitou skupinou slouc¢enin, které mohou byt
vyluovany bakteriemi, houbami a fasami. Biotechnologicka vyroba téchto latek predstavuje
lepsi alternativu ve srovnani s chemickou a rostlinnou produkci. Exopolysacharidy jsou
biotechnologicky velice vyznamné kviili své aplikaci v riznych primyslovych odvétvich diky
jejich fyzikalnim a chemickym vlastnostem. Bylo zjiSténo, Ze vétSina vyzkumnych praci je
zameétena na izolaci a charakterizaci novych exopolysacharidll pravé z mikrobidlnich zdroja.

Mikroorganismy Slozeni média
- priizkum geneticky - zdroje uhliku a dusiku a jejich pomér,
modifikovanych mikroorganismu - tézké kovy

Podminky procesu

- promeénné jako pH, teplota, rustova faze,
michani, provzdusiiovani

>< Optimalizace procesu

Extrakce a purifikace

- chemické a fyzikalni metody (odstranéni bunck,
srazeni, suseni atd.)

Hlavni EPS a jejich aplikace

- dextran, xanthan, gellan, fucogel, alginat, levan,
> kyselina hyaluronova, pullulan, skleroglukan

- potravinaisky, zdravotnicky, farmaccuticky,
chemicky prumysl

Obrazek 4: Obecné schéma biotechnologické cesty pro ziskani hlavniho mikrobidlniho EPS [33]

Biotechnologicka vyroba EPS je vyhodnéjsi zejména kvuli rychlé vyrobé béhem nékolika
dni a také moznosti vyuziti primyslovych a zemédélskych odpadi jako substratu. Vyrobni
naklady mohou ovSem byt velmi vysoké. Soucasné vyzkumy se zaméfuji na
netoxické EPS, a hlavné na ekologickou produkci EPS. V soucasné dob¢ se mnoho EPS vyrabi
prostiednictvim biotechnologie. Kazdy EPS ma svou vlastni biosyntetickou drdhu a nasledné
faktory, které mohou tyto drahy ovlivnit. Normaln¢ se biosyntéza a akumulace EPS objevuje
po rustové fazi mikroorganismu a jejich syntéza muze byt rozdélena do 4 riznych
krokt: 1. asimilace zdroje uhliku, 2. syntéza jednotek opakujicich se oligosacharidi,
3. sestaveni polysacharidu z opakujicich se jednotek a 4. export EPS do extracelularniho média.

Metody extrakce EPS lze rozdélit na chemické a fyzikalni. Chemické metody zahrnuji
pouziti alkalické kyseliny, kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) a kationtoméniové
pryskyfice, kterd miiZze kontaminovat extrahované produkty. Mezitim fyzikéalni metody zahrnuji
centrifugaci, ultrazvuk a zahfivani, ty obvykle vykazuji niz§i U€innost ve srovnani
s chemickymi metodami. V poslednich letech bylo vyvinuto a optimalizovano velké mnozstvi
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metod pro extrakci mikrobialniho EPS. Byly popsany tii zakladni kroky, které zahrnuji
chemické a fyzikalni metody, pro extrakci EPS z kultivaéniho média: odstranéni bunék,
precipitace polymeru a suSeni. Odstranéni bunék se normalné provadi za pouziti centrifugace,
zatimco srazeni se provadi za pouziti srazeciho Cinidla, kterym je rozpoustédlo misitelné
s vodou (napiiklad methanol, ethanol, isopropanol nebo aceton). Pokud je polysacharid tepelné
stabilni, miize byt tepeln¢ upraven. Tepelnd uprava je vhodnd pro destrukci enzymd, které
mohou degradovat EPS [18, 33].

Kultury produkujici EPS jsou Siroce pouzivany v mlécnych vyrobcich. Dodavaji jim
potiebnou viskozitu, stabilitu, vdZou na sebe vodu, pfispivaji také ke struktuie vyrobkl
jogurtd, ve kterych jsou bakterie kyseliny mlééné (napt. S. thermophilus). Exopolysacharidy
jako pullulan se pouzivaji jako c¢aste¢na nahrada Skrobu v téstovinach nebo pecenych
vyrobcich. Roztoky pullulanu maji relativné nizkou viskozitu, pfipominajici arabskou gumu,
ktera se pouziva jako plnivo s nizkou viskozitou v napojich a omackach [18].
se projevuje pii zméné charakteru prostiedi kolem EPS. V zavislosti na polymeru miize zména
prostfedi zahrnovat pH, teplotu nebo iontovou silu a systém se mtze bud’ zmenSit nebo botnat
pfi zméné kteréhokoliv z téchto faktorii prostfedi. Stimto se muzeme setkat hlavné ve
farmaceutickém priimyslu, kde se vyuziva toho, Ze se 1é¢ivo zacne uvolilovat az kdyZ polymer
nabotna. Mnoho z potencialné uzite¢nych polymert citlivych na pH nabotnéva pfti vysokych
hodnotach pH a spousti dodavani 1éCiva po zvyseni pH prostiedi. Takové materialy jsou ideéalni
pro systémy, jako je oralni podavani, ve kterych se 1é¢ivo neuvolituje pii nizkych hodnotach
pH v Zaludku, ale spise pfi vysokych hodnotach pH v hornim tenkém stievé. EPS tedy hraji
dualezitou roli ve vyvoji novych 1éCiv, a to nejen diky své schopnosti tvofit polymerni matrice,
ale také diky své vlastni biologické aktivité. Napiiklad xanthan, sulfitovany dextran
a sulfatovany kurdlan se pouzivaji jako antivirotika a protirakovinova c¢inidla. Daéle
vyuzivanym EPS by mohl byt v budoucnu FucoPol, ktery je diky vysokému obsahu fukdzy
povazovan za produkt s potencidlem pro pouZiti v protinadorovych, protizdnétlivych a imunitné
posilujicich 1é¢ivech [6, 18, 33].

V kosmetice jsou EPS S$iroce pouzivany v krémech a pletovych vodach, kde ptisobi jako
humektant. Humektantem se rozumi hygroskopicka latka, ktera hydratuje pokozku. Nejéastéji
pouzivanymi humektanty v kosmetice jsou glycerol, mocovina, kyselina hyaluronova
a sorbitol.

Bakteridlni EPS maji schopnost vazat t€zké kovy. Napiiklad polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAHSs) jsou znecistujici latky v zivotnim prostredi, které vznikaji pfi spalovani
fosilnich paliv a organickych sloucenin. Vzhledem k potencialni toxicité, mutagenité
a karcinogenit¢ PAHs pfedstavuji zadvazné riziko pro Zivotni prostfedi a lidské zdravi. EPS
obsahuji velké mnozZstvi negativné nabitych funkénich skupin a maji silné schopnosti vazat se
na ionty tézkych kovu a organické polutanty.

V textilnim primyslu se EPS pouZzivaji jako pojivo s barvivy nebo hydrogely diky svym
vlastnostem, jako je viskozita, stabilizace a jeho schopnost zesiténi s tkaninami. Inteligentni
tkaniny jsou jednou z novych aplikaci EPS. Hydrogel na bazi biopolymerti ma vyraznou
fyzikalni charakteristiku botnani a smrsténi, které je ovlivnéno vnéjsi slozkou, jako je pH,
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teplota, rozpoustédlo, elektrické pole, svétlo, napéti, iontova sila atd. Biopolymery, jako je
chitosan, v kombinaci se syntetickymi polymery se pouzivaji k vyrob¢é hydrogelu, ktery je
aplikovan na povrchy tkanin. Tato Gprava se vyuziva pii aromatické uprave tkanin. Podobné se
vyrabéji také fotochromni textilie, na kterych ozatovani svétlem zptsobuje preruseni kovalentni
vazby mezi uhlikem a kyslikem fotochromni slouCeniny za vzniku iontovych part, které
absorbuji fotony viditelného svétla a jsou barevné [18].
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Obrdzek 5: Diagram zndzornujici korelaci mezi nejvyznamnéjsimi viastnostmi polysacharidii s jejich

hlavnimi oblastmi aplikace. Zkratky: Alg, bakteridalni alginat; Curd, curdlan; FPol, FucoPol; Gell,
gellanovd guma; GPol, GalactoPol; Hyall, hyaluronan, Lev, levan; Scn, sukcinoglykan; Xant,

xanthanova guma [6]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité chemikalie

e FucoPol (vzorek ziskan z Universidade Nova de Lisboa, v ramci spoluprace na
vyzkumu FucoPolu)

e Dusicnan médnaty trihydrat: Lach-Ner s.r.o., cislo Sarze: PP/2012/06726,
CAS: 10031-43-3, cistota: 99,0%

e Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat: Lach-Ner s.r.o., cislo Sarze: PP/2016/03865,
CAS: 10026-22-9, ¢istota: 99,2%

e Dusicnan olovnaty: Lach-Ner S.I.0., éisla Sarze: PP/2010/07669,
CAS: 10099-74-8, ¢istota: min. 99,0%

e Dusi¢nan zineCnaty hexahydrat: Sigma-Aldrich, ¢islo Sarze: BCBW8137,
CAS: 10196-18-6, Cistota: > 99,0%

e Dusi¢nan zelezity nonahydrat: Penta s.r.0., ¢Cislo Sarze: 2006080617,
CAS: 7782-61-8, ¢istota: min. 98,0%

e Chlorid médnaty dihydrat: Fluka, Sigma-Aldrich, ¢islo Sarze: 1231238,
CAS: 10125-13-0, cistota: > 99,0%

e Chlorid kobaltnaty hexahydrat: Honeywell, Sigma-Aldrich, ¢islo Sarze: BCBQ7124V,
CAS: 7781-13-1, cistota: neuvedena

¢ Dusi¢nan sodny 0,1M

e Agaréza typ II-A, Medium EEO: Sigma-Aldrich, ¢islo Sarze: SLBV2496,
CAS: 9012-36-6, cistota: neuvedena

e Deionizovana voda: PURELAB-flex, ELGA-LabWater, USA

4.2. PouZzité pristroje
e lzotermicky titra¢ni kalorimetr TAM I11 (TA Instruments)
e Centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf)
e Spektrofotometr UV/VIS Hitachi U-3900H (Hitachi High-Technologies)
e TGA Q5000 (TA Instruments)
e Elementarni analyzator EA 3000 (Eurovector).
e SEC-MALLS-dRI (kombinace Agilent Technologies a Wyatt Technology)

4.3. Charakterizace FucoPolu

Pro charakterizaci samostatného FucoPolu byla pouzita elementdrni analyza
a termogravimetrie. Pomoci t€chto metod byl zjistén obsah popela, vlhkost vzorku a zastoupeni
zakladnich organickych prvki (C, O, H, N). Vzorek byl déale rovnéz charakterizovan ur¢enim
prumérné molekulové hmotnosti a velikosti ¢astic.

4.3.1. Elementarni analyza a termogravimetrie

Definovana navazka pevného vzorku FucoPolu byla podrobena charakterizaci z hlediska
zakladnich organickych prvkl pomoci elementarni analyzy (EA 3000). Na stejném vzorku byla
provedena termogravimetricka analyza (TGA Q5000), kterou byl stanoven celkovy obsah
organické hmoty a pfitomnost anorganickych necistot v analyzovaném vzorku (= popel). Pro
méfeni byla nastavena teplotni rampa 10,00 °C/min do 1000,00 °C.
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4.3.2. Urc¢eni molekulové hmotnosti

Molekulova hmotnost FucoPolu byla stanovena pomoci velikostné vylu¢ovaci chromatografie
(SEC) s viceuhlovym rozptylem svétla (MALS) a diferencialni detekci indexu lomu (dRI).
Pouzitd mobilni faze byla 0,1M roztok NaNOgz, koncentrace vzorku FucoPolu pro analyzu
byla 1 g-I"}(jako rozpoustédlo pouzita mobilni faze — 0,1M NaNQs) a objem nésttiku vzorku
pro analyzu byl 50 ul. Pfed kazdou analyzou byly vzorky vzdy prefiltrovany ptes stiikackovy
filtr (pory 0,45 um, nylon).

Pro ziskani spravné hodnoty ur¢ené molekulové hmotnosti bylo rovnéz nutné urcit piesnou
hodnotu inkrementu indexu lomu FucoPolu (dn/dc) v pouzité mobilni fazi. Pro tyto ucely byly
piipraveny roztoky FucoPolu v koncentracich 0,4; 0,6; 0,8; 1;1,2; 1,5 g1 v 0,1M NaNOs,
které byly prefiltrovany pies filtr 0,45 um. Jednotlivé pripravené¢ vzorky byly postupné
nastiiknuty pomoci injekénich stiikaéek do diferencniho refraktometru (dRI) a ze zmény
naméfené¢ho indexu lomu z koncentraci vzorku byla ur¢ena hodnota dn/dc.

4.4, Studium interakce kovi s FucoPolem pomoci ITC

Pro méfeni byl vyuzivam pfistroj TAM III. Systém TAM - izotermicky titra¢ni kalorimetr
(TAM ITC) se skladd z nanokalorimetru, 1 ml odnimatelné titracni ampule s michacim
zafizenim a ptfesné injek¢ni stiikacky pro Gc¢inné davkovani titrantu. V nitru kalorimetru je
nastavena teplota na 25,0000 °C, ktera je stale konstantni. Pfed zacatkem méfeni byla
provedena kalibrace pfistroje.

Pfed samotnym vlozenim vzorkt do kalorimetru je nutné provést jejich odplynéni. Vzorky
FucoPolu a jednotlivych roztokli kovii byly nadavkovany do ampuli a nasledné vlozeny do
odstiedivky MiniSpin plus (Eppendorf) nastavené na 5 minut a 5000 ot-min™. Dale byla
provedena hydratace drzdku mérné cely destilovanou vodou.

Pomoci automatické pipety bylo naddvkovano 750 ul zasobniho roztoku FucoPol do mérné
cely. Mérna cela byla pfipevnéna ke drzdku s michadlem a zajiSténa bezpe¢nostnim zamkem
a pomalu vkladdna do pfislusného kalorimetru. Do celého objemu sklenéné trubicky byl
nadavkovan zasobni roztok ptislusného kovu. Trubicka byla vloZena do €erpadla a zlaty konec
byl zastr¢en do drzdku mérné cely. Cely drzdk byl opatrn€ vsunut dovniti kalorimetru
a zaSroubovan. Poté bylo pfipojeno otaceni. Néasledné byly nastaveny podminky pro méfeni
a po ustaleni signalu byl spustén experiment. VSechny titrace FucoPolu se provadély ve dvou
opakovanich pro kazdy roztok kovu. Nasledné byl spustén experiment pro titraci destilované
vody roztokem kovu (blank), aby se vyloucila moZnd interakce samostatného FucoPolu
s ultracistou destilovanou vodou.
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Obrazek 6: Vyuzivané prislusenstvi izotermického titracniho kalorimetru TAM . Zleva: drzdak mérné

cely s michadlem,; mérna cela; sklenéna trubicka se zlatou kapilarou; cerpadlo; pohled na celou
aparaturu TAM III.

4.4.1. Priprava zasobnich roztoki pro méreni ITC
Pro piipravu zasobniho roztoku FucoPol bylo vyuzito nasledujiciho postupu. 0,1 g FucoPolu
bylo rozpusténo v 50 ml ultracisté destilované vody a potom byl tento roztok michén po dobu
24 hodin na magnetickém michadle (250 ot-min) pii laboratorni teploté. Po 24 hodinach byl
roztok doplnén ultracistou destilovanou vodou na kone¢ny objem 50 ml. Kone¢na koncentrace
zasobniho roztoku FucoPolu byla 2 g-dm™. Stouto koncentraci byly provedeny veskeré
experimenty ITC v ramci této bakalaiské prace.

Dale byly pfipraveny zdsobni roztoky kovii o celkové koncentraci 0,025 M
Vv ultracisté destilované vodé€. Byly pfipraveny zasobni roztoky 4 kovii: dusi¢nanu méd’natého,
dusi¢nanu kobaltnatého, dusi¢nanu olovnatého, dusi¢nanu zine¢natého.

4.5. Studium interakce kovi s FucoPolem pomoci sorp¢nich experimentu
Nejdiive byly proméfeny na spektrofotometru UV/VIS Hitachi U-3900H vSechny vzorky
kalibracnich fad v rozsahu vinovych délek 200-900 nm v kiemennych jednocentimetrovych
kyvetach.

Zahtatim 1 hm. % roztokt agardzovych geli bez a s FucoPolem na 80 °C byly ziskany gely,
které se nésledné¢ nalily do jednocentimetrovych sklenénych trubicek, které byly predem
zvazeny na piedvazkach (pfesnost na 3 desetinna mista). Gely se umistily na 30 minut do
exsikatoru. Po ztuhnuti byly sefiznuty do roviny, a i s trubi¢kami zvaZeny. Nasledné se vlozily
do 10 ml roztoku kovu o urcité koncentraci (0,2 M; 0,1 M; 0,05 M; 0,01 M; 0,005 M
a 0,001 M), kde byly ponechany cca 13 hodin (pfes noc). Kazdy vzorek byl takto piipraven
tiikrat pro oba dva pripravené gely (Cisty 1 hm. % agarézovy gel a 1 hm. % agarézovy gel
s obsahem 0,2 hm. % FucoPolu).

Po vyjmuti gelli z roztok byly vloZeny do 10 ml ultracisté destilované vody. Roztoky kovil
po sorpci byly proméfené na spektrofotometru UV/VIS Hitachi U-3900H v rozsahu vinovych
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délek 200-900 nm v kiemennych jednocentimetrovych kyvetach. Nasledné byla porovnana
spektra kalibracnich fad a roztoki po absorpci.
Po nékolika dnech byla stejnym zpiisobem proméiena spektra po resorpci ve vodé.

45.1. Priprava zasobnich roztoki a geli pro méieni sorpénich experimenti
Pro samostatné sorpéni experimenty byly nachystané kalibracni tady roztokd kovi
0 koncentracich 0,2 M; 0,1 M; 0,05 M; 0,01 M; 0,005 M a 0,001 M. Pro sorpéni experiment
byl pouzit zasobni roztok FucoPolu o koncentraci 5 g-dm=.

Bylo piipraveno 25 ml 1 hm. % roztok agardzového gelu (0,25 g agardzy + 25 ml ultracisté
destilované¢ vody) a 25ml 1hm.% roztok agar6zového gelu (0,25 g agarozy + 25 ml
FucoPolu).

Obrdzek T: Pripravené gely pro sorpcni experimenty
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
5.1. Charakterizace FucoPolu

5.1.1. Elementarni a termogravimetricka analyza
Vysledky elementarni analyzy jsou uvedeny v Tabulce 4. Namétené hodnoty jsou vztazené
k suchému vzorku FucoPolu. Z vysledki je patrné, Zze nejvice je z organickych prvku ve
struktufe FucoPolu zastoupeny uhlik (40,04 hm. %) a kyslik (31,85 hm. %). Naopak nejméné
bylo naméfeno dusiku (2,17 hm. %).

Temogravimetrickou analyzou byl stanoven celkovy obsah organické hmoty a pfitomnost
anorganickych necistot v analyzovaném vzorku (= popel), ktery ¢inil 4,83 hm. %. Déle byla
také urcena vlhkost, ktera byla 10,6 hm. %.

Tabulka 4: Vysledky elementarni analyzy FucoPolu

Elementarni sloZeni [hm. %] popel vihkost
C H N O [hm. %] | [hm. %]
40,04 7,50 2,17 34,85 4,83 10,6

5.1.2. Urceni molekulové hmotnosti
Pro stanoveni molekulové hmotnosti bylo nutno stanovit inkrement indexu lomu (dn/dc). Pro

jehoz ur€eni byla sestavena kalibracni fada roztokli FucoPolu, kterou muizeme vidét
na Obrazku 8.
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Obrazek 8: Kalibracni rada pro stanoveni inkrementu indexu lomu

Dale bylo pomoci velikostné vylu€ovaci chromatografie (SEC) s viceuhlovym rozptylem
svétla (MALS) a diferencialni detekci indexu lomu (dRI) byl stanoven pocetni Mn a hmotnostni
Mw stfed, dale index polydisperzity (PDI), ktery prezentuje miru distribuce molekulovych
hmotnosti a je ziskdn pomérem Mw/Mn. Také byl stanoven gyraéni polomér Rw
(stfedni kvadraticky polomér), ktery udava primérnou vzdéalenost vSech hmotnych boda od
teziste fetézce a charakterizuje miru velikosti molekuly. Vzorek byl podroben méieni celkem
pétkrat. Nameétena data byla zprimérovana a zaznamenana v piehledné tabulce (Tabulka 5) i se
smérodatnymi odchylkami.
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Tabulka 5: Namétena data pomoci SEC-MALLS-dRI

Mn [kDa] Mw [kDa] PDI [-] Rw [nm] | dn/dc [ml/g]
Priamér 3016 3208 1,06 1159 0,1347
SMODCH 298 277 0,02 7,8 0,0028

Z Tabulky 5 muzeme vidét, Ze hmotnostni a pocetni stfed biopolymeru si je velmi blizky.
Proto se vypocteny index polydisperzity blizi jedné, coz znamena, Ze systém je témet uniformni
(monodisperzni). Oproti tomu u priamyslové vyrabénych polymeri se index polydisperzity
pohybuje okolo 1,5 az 2,0, ale mize dosahovat i n¢kolik desitek. Molekulova hmotnost
FucoPolu byla stanovena na 3208 +£277 kDa. Molekulova hmotnost byla porovnana
s publikovanou molekulovou hmotnosti FucoPolu, ktera ¢ini 4 190-5 800 kDa [7]. Odchylka
molekulové hmotnosti mohla byt zptisobena Caste¢nou ¢asovou degradaci vzorku nebo také
tim, Ze bakterie nasyntetizovaly polymer o niz§i molekulové hmotnosti. V zavislosti na
zdrojové biomase a podminkach kultivace se mtize molekulova hmotnost lisit.
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Obrdzek 9: Chromatogram — zdvislost molekulové hmotnosti na elucnim case s vyznacenou zménou

molekulové hmotnosti

5.2. Studium interakce kovii s FucoPolem pomoci ITC

Pomoci ITC se méfi teplo absorbované nebo generované pii interakci molekul. Tyto tepelné
zmeény jsou velmi malé. Roztok FucoPolu byl umistén do mérné cely a roztok ptislusného kovu
(ligand), kterym byl FucoPol titrovan, do sklenéné trubicky. Po nastaveni pfistroje na
pozadované parametry meéfeni byl spustén experiment. Kdyz je roztok ligandu (kovu)
vstiikovan do roztoku biopolymeru, pfistroj ITC detekuje teplo, které je uvolnéno nebo
absorbovano v dusledku interakce. To se provadi méfenim zmén vykonu potfebného k udrzeni
izotermickych podminek. Injekce se provadéji opakované v malych mnozstvich a vysledkem
jsou piky, které se zmenSuji postupné s nasycenim biopolymeru. Konec experimentu je
indikovan konstantnimi piky, které jiz pfedstavuji pouze teplo zifedéni a nedochazi zde uz
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k Zadnym interakcim mezi roztoky (vazebna mista jsou pIné vytitrovana). Po dokonceni titrace
jsou jednotlivé piky integrovany pfistrojovym softwarem. Vysledkem méfeni je tedy graf se
surovymi daty (Obrazek 10). Z vystupu méfeni je dale mozné ziskat statistické informace
0 experimentu. Pro dal$i zpracovani byla vyuzita plocha piku a surova data. V programu
Microsoft Excel 2016 byl sestrojen graf zavislosti plochy piku (=uvolnéného tepla) na
koncentraci ligandu — soli (Obrazek 11). Je patrné, Ze uvolnéné teplo je zaporné, jedna se tedy
0 exotermni reakci.

Dale byla surova data exportovana do programu Origin (verze 2018b), kde byla proloZena
Boltzmannovou kiivkou, ktera prosla derivaci (Obrazek 12) a z inflexniho bodu byla uréena
hodnota koncentrace kovu, ktera odpovidala bodu ekvivalence. Z inflexniho bodu a ptislusného
objemu soli bylo vypocitané latkové mnozstvi soli, které bylo nasledné¢ vztazeno na latkové
mnozstvi FucoPolu. Z hodnot maximalniho a minimalniho uvolnéného tepla pii titraci byla
ur¢ena zména tepla interakce, ktera byla nasledné piepoctena na hodnotu entalpie (Tabulka 6).

Vsechny Upravy, které byly provadény s naméfenymi daty, jsou ukdzany ndzorné na
experimentu titrace FucoPolu o koncentraci 2 g-I' dusi¢nanem zelezitym Fe(NO3)s
0 koncentraci 0,025M.

10 ~
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Obrazek 10: Zdaznam surovych dat z kalorimetru — zadvislost tepelného toku na case
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Obrazek 11: Upravena data — zavislost plochy piku na koncentraci kovu
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Obrdzek 12: Vyhodnocena data véetné inflexniho bodu pomoci programu Origin

Z Tabulky 6 je patrné, Ze nejsilngj$i interakce ma roztok dusi¢nanu zelezitého, a to zejména
kvili tomu, Ze je Zelezo trojvaznym prvkem a tim padem ma i nejvice vazebnych mist na
interakci k FucoPolem. Dale byla silna interakce pozorovana u roztokd dusi¢nanu méd’natého.

Interakce kobaltnatych iontii byla nizs§i nez u ptedchozich. U zine¢natych a olovnatych iont
byla velmi nizk4. Tato skute¢nost byla viditelnd jiz ze surovych dat, kde u zinec¢natych
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a olovnatych iontli se nachéazel bod ekvivalence u velmi nizkych koncentraci a tim padem jiz
velice brzy nedochazelo k zddnym interakcim mezi témito ionty a roztokem FucoPolu.
Demonstrovat si tuto skute¢nost mizeme na nasledujicim grafu (Obrazek 13), ktery znazorfuje
zavislost mnozstvi uvolnéného tepla na koncentraci soli. Z tohoto grafu je jasné patrné, jak
velké interakce probihaji mezi jednotlivymi roztoky kovt a FucoPolem.

Tabulka 6: Zména tepla interakce a zména entalpie pro jednotlivé roztoky soli
Fed* Cu?* Co? Pb2* Zn?

dQ [J] 7,0657 |1,8371 |0,9200 |0,8397 0,6190
dH[mJ/mol] |0,1574 |0,0467 [0,0108 |0,0101 0,0515
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Obrdzek 13: Graf zavislosti plochy piku (=uvolnéného tepla) na koncentraci soli pro vSechny roztoky

kovii

5.3. Studium interakce kovi s FucoPolem pomoci sorpcnich experimentii
Vzhledem k vysledka z ITC byli vybrani representativni zastupci pro sorp¢ni experimenty.
Byly pouzity roztoky kovil, které méli nejvétsi interakci s FucoPolem — roztoky Fe®*, Cu?*.
Dale byl vybran roztok Co?", ktery reagoval s polysacharidem méné. Tito zastupci se podrobili
sorpcnim experimentim kvuli jejich barevnosti, ktera byla vyhodn4d pro detekci zmén
v koncentraci pomoci UV-VIS spektroskopie.

5.3.1. Kalibra¢ni krivky
Pro sorp¢ni experimenty je nutné spravné kvantifikovat koncentrace ionti v roztoku. Proto byly
piipraveny kalibracni fady kovli ve vodnych prostiedi, aby bylo mozné monitorovat zmény
koncentrace v disledku sorpce kovti na gely (Obrazek 14).

Z kalibra¢nich kiivek byly vypocteny molarni absorp¢ni koeficienty pro kazdy roztok kovu,
které byly nasledné pouzity pii vypoétech rovnovaznych koncentraci po sorpcich (Tabulka 7).
Nejvetsi molarni absorpéni koeficient byl u roztoktt CuClz a Cu(NOz)2. Naopak nejmensi byl
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zjistén u roztoku CoClz a Co(NOz)2. U roztokti Fe(NOs)s se tato hodnota muze mirné lisit,
jelikoz bylo obtizné stanovit pik odpovidajici maximalni absorbanci pii charakteristické vinové

délce.
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Obrdzek 14: Priklad ziskané kalibracni krivky pro roztoky Co(NQs), véetné rovnice linedrni regrese
a koeficientu spolehlivosti

Tabulka 7: Souhrn molérnich absorpénich koeficientl pro jednotlivé roztoky kovi

Roztok Molarni absorpéni koeficient € [dm3mol-*-cm™]
CuCl: 14,473

Cu(NO3), 8,506
CoCl2 4,819

Co(NO3), 4,806

Fe(NOs)3 6,761

5.3.2. Sorp¢ni experimenty

Hlavni naplni bylo studium transportu a reaktivity FukoPolu s vybranymi kovy (Cu, Co, Fe)
pomoci jednoduchych sorpénich experimentii, kdy byly sklenéné trubicky naplnéné
agarozovym gelem s ptidavkem FucoPolu a nésledné 1 bez ptidavku FucoPolu ponofeny do
sorpéniho roztoku daného kovu. Po uplynuti definované doby experimentu (24 hodin), byla
zmétena UV-VIS spektra roztokti po sorpci a ta byla nasledné porovnana s UV-VIS spektry
zdrojovych sorpénich roztoki pied zapocetim sorpce.

Na zaznamu UV-VIS pro roztok dusi¢énanu médnatého Cu(NOs). pro koncentraci
0,1 M (Obrazek 15) je patrné, ze doslo vlivem sorpci ke snizeni absorbance méfeného roztoku.
U roztoku, kde se nachazel gel s Cistou agardzou, byla pozorovana vétsi hodnota absorbance
nez u roztokd, ve kterych byl gel obsahujici FucoPol (Obrazek 16). Z namétenych dat mtizeme
fici, ze gely s FucoPolem absorbovaly vétsi mnozstvi kovu nez gely s Cistou agardzou, jelikoz
ma vetsi vaznost nez Cistd agardza. Tato skuteCnost byla dobfe viditelnd pro roztoky kovi
0 vyssich koncentracich. U niz$ich koncentraci byly rozdily minimalni.
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Obrdzek 15: Priklad namérenych UV-VIS spekter pro roztok Cu(NQOs), 0,1 M
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Obrazek 16. Vyrez z UV-VIS spektra pro roztok Cu(NOs). 0,1 M

Kalibra¢ni kiivky byly pouZity na ptepocet ziskanych zaznamii z UV-VIS méteni sorpci pro
koncentrace roztoku pied sorpci a po sorpci. Z téchto dat bylo mozné vypocitat adsorbované
mnozstvi kovu na hmotnost gelu (Tabulka 8). Z vysledkt je vidét, Ze mensi rozdily mezi
sorbovanymi mnozstvimi jsou u roztoku dusi¢nanu kobaltnatého, ktery i pti méteni ITC
vykazoval nizkou miru interakce s FucoPolem. Pro nizké koncentrace tohoto roztoku nebylo

mozné stanovit adsorbovand mnoZstvi, a to nejspiSe kvili vysokému Sumu pfistroje, ktery
posouval tato mnozstvi do zapornych hodnot.
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Tabulka 8: Adsorbovand mnozstvi kovl na gely pfi riznych koncentracich s odchylkami

Cu(NQO3)2 Co(NO3):2
dads [mmol-g] dads [mmol-g']
ﬁ?gﬁg:;i;e Cisty agar Agar+ FucoPol Cisty agar Agar+ FucoPol
0,001 0,0000 + 0,0000 | 0,0045 + 0,0015 - -
0,005 0,0046 + 0,0000 | 0,0094 + 0,0021 - -
0,01 0,0096 + 0,0010 | 0,0150 + 0,0001 - -
0,05 0,0367 +0,0027 | 0,0431 +0,0035 | 0,0369 +0,0027 | 0,0385 + 0,0023
0,1 0,0773 +£0,0045 | 0,0857 +0,0012 | 0,0876 + 00,0022 | 0,0885 + 0,0024
0,2 0,21 06+ 0,0098 | 0,2337 +0,0148 | 0,1601 + 0,0403 | 0,1835 + 0,0006

Roztoky Fe(NO3)s nebyly stalé. Dochazelo k oxida¢né-redukénim d&jam, které byly
pozorovany zakalenim nékterych z roztokd po dni stani. Po vlozeni gelti do roztokl se opé&t
zmeénil jejich charakter a vysledna UV-VIS spektra nemohla byt optimalné hodnocena a tim
padem nebylo mozné stanovit adsorbovana mnozstvi v jednotlivych gelech. Vzhledem
k posunu UV-VIS spekter a posunu charakteristické vinové délky by bylo nutné stanovit obsah
zeleza jako celkovy obsah v extraktu nebo jako zbytkovy obsah v gelu jinymi metodami jako
napiiklad atomovou absorpcni spektroskopii (AAS) nebo optickou emisni spektroskopii
s iontoveé vazanym plazmatem (ICP-OES). Tyto metody charakterizaci jsou jiz nad ramcem této
bakalafské prace, nicméné mohou byt ndmétem pro prace navazujici.

Ze zavislosti adsorbovaného mnozstvi na pfislusnych rovnovaznych koncentracich byl
sestrojen graf (Obrazek 17), ktery disponuje témé&f pfimkovym trendem. Je zde jasné vidét, ze
adsorbovana mnozstvi jsou vétsi u roztoki, ve kterych se nachazel gel s FucoPolem.
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Obrazek 11: Zavislost adsorbovaného mnozZstvi na prislusnych rovnovaznych koncentracich
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5.3.3. Desorpce

Po sorpci byly gely vloZeny do ultradisté destilované vody, kde byly ponechany nékolik dni.
Byla opét zmétena UV-VIS spektra jednotlivych roztokd a porovnana mezi sebou. Bylo
vypocteno resorbované mnozstvi, které se uvolnilo z gelu zpét do roztoku. Roztoky Fe(NO3)3
nebyly zahrnuty do tabulky opét z divodu fazovych zmén systému a tudiz nemély dobrou
vypovidaci hodnotu. Uprostied geli byla pozorovana zbarvend vrstva kovu, ktera byla
ohrani¢ena pruhlednym zbytkem gelu (Obrazek 18). Takto se chovaly pouze gely s obsahem
Fe(NOg)a. Ostatni gely byly vzdy stejné zabarvené v celém svém objemu jak po sorpci tak i po
resorpci (Obrazek 19).

."' A et i
triheld I T ARTAG

Obrazek 18: Gely s obsahem Fe(NQOz3)s po resorpci ve vodé

Obrdazek 19: Gely s obsahem Cu(NOg3). po sorpci ve vodé

Predpoklad byl takovy, Ze gel s FucoPolem bude méné¢ ochotné uvoliiovat adsorbovany kov
zpét do roztoku. Tato hypotéza byla potvrzena a nasledné byly porovnany hodnoty
resorbovanych mnozstvi v zavislosti na pouzitém kovu (Obrazek 20). Jak je vidét z vysledka,
mén¢ se do roztoku uvoliioval dusi¢nan médnaty, ktery mél indikovan vétsi interakce jiz
v piedchozich experimentech. U roztoku Cu(NO3)2 byl z grafu vyloucen posledni bod, jelikoz
zde byla velkd skokova zména, ktera ovlivnila prab¢eh kiivky. Mizeme opét vidét, Ze zavislost
resorbovaného mnozstvi na rovnovaznych koncentracich je opét téméi piimkova zavislost.
Oproti adsorpci, kde byly vidét rozdily mezi Cistymi gely a gely s obsahem FucoPolu, jsou
u desorpce mnozstvi uvolnéného kovu zpét do roztoku téméf stejna. To se da vysvétlit tim, ze
v gelech je vétSina kovu nadifundovand jen v dasledku koncentracniho gradientu mezi
roztokem a gelem a pouze ¢ast adsorbovaného kovu je vazana interakci na FucoPol. Po vloZeni
geld do vody se uvolnila pouze volnd frakce a vazané frakce v gelu zastavaly. Tim padem jsou
resorbovana mnozstvi prakticky stejna nebo u nékterych gelti s obsahem FucoPolu mirné vyssi.
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Tabulka 9: Resorbovana mnozstvi kovii na gely pfi riznych koncentracich

Cu(NO3)2 Co(NO3):2
dres [mmol'g'l] dres [mm01~g'1]
Koncentrace v. ., <. .,

[mol-dm3] Cisty agar Agar+ FucoPol Cisty agar Agar+ FucoPol
0,001 0,0106 + 0,000 | 0,0059 +0,0014 | 0,1799 +0,0014 | 0,0622 + 0,0022
0,005 0,0206 + 0,0000 | 0,0138 + 0,0048 | 0,1199 +0,0024 | 0,0910 + 0,0034
0,01 0,0151 +0,0018 | 0,0125+ 0,0009 | 0,1261 +0,0115 | 0,0991 + 0,0035
0,05 0,0479 +0,0054 | 0,0406 +0,0018 | 0,1559 + 0,0046 | 0,1827 + 0,0165

0,1 0,0875+0,0017 | 0,0869 +0,0017 | 0,975+ 0,0036 | 0,1792 + 0,0025
0,2 0,2444 + 0,0025 | 0,2439 + 0,0017 | 0,2836 + 0,0052 | 0,2696 + 0,0042
0,30
0,25 o
0,20
%0 O Cu- agar
Eo1s
= ® Cu- FucoPol
ﬂ’g Co- agar
0,10 e Co- FucoPol
0,05 e ©
(o}
0,00 Cd
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025

¢ po sorpci [mol/dm3]

Obrdzek 20: Zavislost resorbovaného mnozstvi na prislusnych rovnovaznych koncentracich

5.3.4. Vliv aniontu

Pro studium vlivu aniontl byly provedeny také experimenty pro roztoky chloridit — méd’naty
a olovnaty. Ze ziskanych dat bylo zjiténo, Zze pro Cu?" ionty je schopnost adsorpce u geld
ponofenych do roztokd chloridid a dusi¢nand pii nizkych koncentracich stejna. Pfi vysSich
koncentracich je adsorbované mnozstvi vyS$§i u chloridi. Zmeéna nastava
u nejkoncentrovanéjSich roztokli, kde opét pifevladd schopnost adsorpce dusi¢nanii
(Obrazek 21). U resorpce je resorbované mnozstvi vétsi u roztokd dusi¢nant (Obrazek 22).
U roztoku Cu(NO:s). byl z grafu vyloucen posledni bod, jelikoz zde byla velka skokova zména,

ktera ovlivnila pribéh kiivky.
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Obrazek 21: Izoterma pro roztoky Cu®* pro dusicnany a chloridy po sorpci
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Obrdzek 22 1zoterma pro roztoky Cu®* pro dusicnany a chloridy po resorpci

Pro roztoky Co?* je po sorpci adsorbované mnozstvi u dusiénanti a chloridd prakticky stejné
(Obrazek 23). Pti zpracovani izotermy pro resorpci bylo nutné vyloucit ze zavislosti data
0 nejvysSich koncentracich pro roztoky chloridii pro gely s FucoPolem, kde dochazelo k vétsi
experimentalni odchylce. Nicméné, z grafu je vidét, Ze resorbovand mnozstvi jsou veétsi
zejména u vyssich koncentraci dusi¢nanti (Obrazek 24).
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Obrdazek 23: Izoterma pro roztoky Co®* pro dusicnany a chloridy po sorpci
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Obrdazek 24: 1zoterma pro roztoky Co** pro dusicnany a chloridy po resorpci

Z téchto dat vyplyva, ze vliv chloridi mirn¢ ovliviiuje adsorpci u médnatych iontd,
U kobaltnatych témét vibec. Pii resorpci chloridy vice zadrzuji a neresorbuji tak, jako
dusi¢nany. U dusi¢nanii je schopnost resorpce vyrazné vyssi. Tato skutecnost miize byt
ovlivnéna zménou pH plsobenim aniontu v gelu, v zavislosti na pH se poté mulze ménit
i charakter gelu.
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6. ZAVER

Bakterialni polysacharidy jsou v dnesni dobé velmi diskutované téma. Daji se vyuzivat
v chemickém, potravinafském a farmaceutickém primyslu. Siroky rozsah jejich vyuzZitelnosti
je kvuli velké rozmanitosti strukturnich a funkcnich vlastnosti. Dnes jsou nejznamé;jsi
exopolysacharidy xanthan, dextran, gellan a kurdlan a jsou také nejvice primyslové vyuzivany.

Velice zajimavym polysacharidem je nové objeveny FucoPol, ktery je syntetizovan
bakteriemi Enterobacter A47. V této bakalaiské praci jsem se zabyvala pravé timto
biopolymerem. Kvuli pfitomnosti acylovych skupin by mél FucoPol reagovat s kladné nabitymi
molekulami jako tfeba roztoky kovi. Interakce s vybranymi kovy byly studovany pomoci
sorpcnich experimentt a titra¢ni kalorimetrie. Cilem prace bylo zjistit, zda FucoPol podporuje
reakci s riznymi kovy a jak moc silné se vaZzou na jeho vnitini strukturu. Pomoci ITC bylo
zjisténo, Ze nejvétsi interakce byla mezi FucoPolem a ionty Fe®* v roztoku dusi¢nanu, nejspise
kvili nejvyssi vaznosti kovu. Dale byly pozorovany interakce s dalSimi roztoky
dusi¢nanti — méd’natym, kobaltnatym, zinecnatym, olovnatym. Silné interakce mél také roztok
dusi¢nanu médnatého, u roztok dusi¢nanu kobaltnatého, zinecnatého a olovnatého byly
zjistény nejmensi interakce. Sorp¢ni experimenty byly provadény pro roztoky dusi¢nanti
(zelezity, méd’naty, kobaltnaty) a chloridi (méd’naty, kobaltnaty) uvnitf gelu. U roztoku
dusi¢nanu Zelezitého ovSem doSlo ke zménam V systému, které byly zptisobeny oxidacné-
redukénimi dé&ji. Tato zména ovlivnila prubéh méteni a vysledky z UV-VIS méteni nemohly
byt kvalitativné interpretovany. U sorpénich experimentll mél nejvyssi schopnost vazby na
FucoPol dusi¢nan méd’naty a chlorid méd’naty. Soucasti prace bylo rovné€z posouzeni vlivu
aniontd pouzitych kationtti kovii, které mohly vést ke zméné pH gelu. Sorpce kovu na gel byla
u dusi¢nanti a chloridti srovnatelna, ovSem u chloridii poté nedochézelo k tak velké resorpci do
vody jako u dusi¢nanti. VSechny vysledky byly porovnany oproti €istym geliim a bylo zjiSténo,
ze gely s obsahem FucoPolu maji vétsi schopnost adsorpce a o néco mensi schopnost resorpce
nez ¢isté gely. FucoPol je tedy schopen véazat na sebe kovy. Cést adsorbovaného kovu je vazana
interakci na FucoPol a pfi resorpci se uvoliluje pouze volna frakce a vazané frakce v gelu
zustavaji. Tato schopnost by se dala vyuzivat primyslové v mnoha oblastech.

FucoPol miiZe byt vyuZzivan v potravinarském priimyslu, kde by mohl slouZit jako hydrofilni
vrstva obalovych folii. Diky adhezivnim vlastnostem by mohl byt také vyuZzivan jako ptirodni
lepidlo. Velkou vyhodu tohoto biopolymeru je také to, ze je ziskavan z ptirodnich zdroju,
a tudiz neni pro Zivotni prostiedi toxicky a je biologicky odbouratelny na rozdil od syntetickych

polymerti.
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8. SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

8.1. Pouzité symboly

Symbol
c
dads
Ares
&

n

\Y
m
Mn
Mw
A
Rw

Q
H

8.2. Pouzité zkratky
EPS

UDP

NDP

GDP

CoA

LB

LDPE

uv

VIS

FTIR

NMR

EPR

MS

HPLC
SEC-MALLS

GC

CE
HPAEC
XRD
HDC
PED
PAD

Vyznam symbolu

koncentrace latky

adsorbované mnozstvi

resorbované mnozstvi

moléarni absorpcni koeficient

latkové mnozstvi

objem

hmotnost

stfedni ¢iselna molekulova hmotnost
sttedni hmotnostni molekulova hmotnost
absorbance

gyracni polomér

teplo

reak¢ni entalpie

exopolysacharidy
uridindifosfat
nukleosidifosfat
guanosindifosfat

koenzym A

Luria Bertani

polyethylen s nizkou hustotou

Jednotka
mol-m3
mol-kg?
mol-kg™*
dm*mol*-cm?
mol

m3

kg

Da

Da

m

J

J-mol?

ultrafialova oblast spektra elektromagnetického zafeni

viditelna oblast spektra elektromagnetického zateni
infradervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

nuklearni magneticka spektroskopie
elektronova paramagneticka rezonance
hmotnostni spektrometrie

vysokotlaka kapalinovéa chromatografie

rozmeérove vylu¢ovaci chromatografie s vicethlovym

rozptylem svétla

plynova chromatografie

kapilarni elektroforéza

vysokoucinna aniontova chromatografie
rentgenova difrakce

hydrodynamicka chromatografie

pulzni elektrochemickd detekce

pulzni amperometricka detekce
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DSS
TG
DSC
DTA
TD
TMA
DPA
HSM
EDTA
PAHSs
ITC
PDI
Rw
dn/dc
AAS
ICP-OES

4,4-dimethyl-4-silapentan-1-sulfonova kyselina
termogravimetrie

diferencialni skenovaci kalorimetrie
diferencialni termicka analyza
termodilatometrie

termomechanicka analyza
diferen¢ni tlakova analyza
termomikroskopie

kyselina enthylendiamintetraoctova
polycyklické aromatické uhlovodiky
izotermicka titrani kalorimetrie
index polydisperzity

gyracni polomér

inkrement indexu lomu

atomova absorpéni spektroskopie

opticka emisni spektroskopie s iontoveé vdzanym plazmatem
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