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ABSTRAKT

Pifedmétem bakalafske prace je produkce biosurfaktanti vybranymi termofilnimi bakteriemi.
Teoreticka Cast obsahuje obecnou charakterizaci termofilnich bakterii, popisuje struktury
a klasifikaci biosurfaktantii, charakterizuje jejich vlastnosti a vyuziti. Zavér teoretické Casti se
vénuje produkci biosurfaktanti termofilnimi bakteriemi. Experimentalni Cast se zabyva
screeningem produkce biosurfaktantii u vybranych termofilnich bakterii. Termofilni bakterie
byly zisk&dny z kompostt a aktivovanych kali. Izolace neni pfedmétem bakalaiské prace.
Celkoveé 39 bakteridlnich izolatt bylo kultivovano a supernatanty kultivaéniho média byly
testovany screeningovymi metodami na ptitomnost biosurfaktantd, ato stanovenim aktivity
emulze a solubilizaci krystalického antracenu. Na zakladé¢ vysledku téchto metod bylo vybrano
14 nejatraktivnéjSich producentt. Vybrané bakteridlni kmeny byly znovu kultivovany a byla
tak ziskdna nova sada supernatanti. Pro podrobn&j$i screening produkce vybranymi
termofilnimi bakteriemi byly kromé stanoveni aktivity emulze a solubilizace krystalického
antracenu pridany dals$i metody: pfimé méfeni povrchového napéti — Du-Noly-Ring, metoda
rozlévani kapky a metoda rozsifovani oleje. Vysledky byly zhodnoceny a metody byly znovu
zopakovany pro novou sadu supernatantli za ucelem ovéteni reprodukovatelnosti produkce.
Vysledky vSech testli byly porovnany a nésledné byli urceni tii nejspolehlivéjsi termofilni
bakterialni producenti.

ABSTRACT

The subject of the bachelor thesis is the production of biosurfactants by selected thermophilic
bacteria. The theoretical part contains a general characterization of thermophilic bacteria,
describes the structures and classification of biosurfactants, characterizes their properties and
uses. The final part of the theoretical part deals with the production of biosurfactants
by thermophilic bacteria. The experimental part deals with the screening of biosurfactant
production by selected thermophilic bacteria. Thermophilic bacteria were obtained from
composts and activated sludges. Isolation is not a subject of the thesis. In total 39 bacterial
isolates were cultivated and their supernatants were tested by screening methods —
emulsification capacity assay and solubilization of crystalline anthracene. Based on the results
of these methods, 14 most promising producers were selected. These bacterial strains were re-
cultured to obtain anew set of supernatants. For more detailed screening of production
by selected thermophilic bacteria, in addition to determining the activity of the emulsion and
solubilization of crystalline anthracene, other methods were added: direct surface tension
measurement — Du-Nouy-Ring, drop pouring method and oil spreading method. The results
were evaluated and the measurements were repeated for a new set of supernatants to verify
the reproducibility of the production. The results of all the tests were compared and then three
most reliable thermophilic bacterial producers were determined.
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1 UvOoD

V soucasnosti se spolecnost stle vice zamétuje na Siteni povédomi o Zivotnim prostiedi. Svou
pozornost obraci na kontaminaci zivotniho prostfedi Spatn¢ odbouratelnymi latkami a neustale
hleda mozné bio-alternativy. Vétsina povrchové aktivnich latek, které jsou béZnou soucasti
naseho kazdodenniho zivota, pochazi piredevsim z petrochemickych zdroji. Takové latky jsou
obtizn¢ odbouratelné a mnohdy byvaji pro okolni prostiedi toxické. Védecka komunita
se tak soustfedi na hledani povrchové aktivnich latek, které budou K zivotnimu prostiedi
Setrn&j$i. Reseni této problematiky nabizi vyuZiti biosurfaktanti.

Biosurfaktanty jsou povrchové aktivni latky produkované mikroorganismy. Jedna se
0 amfifilni slouCeniny, které efektivné snizuji povrchové a mezifazové napéti. Diky jejich
unikatnim vlastnostem, jako je nizka toxicita, snadnd biodegradabilita, antimikrobialni
vlastnosti nebo stabilita v Sirokém rozmezi pH a teplot, stile roste jejich popularita
a biosurfaktanty se dostavaji do poptedi védeckych zajmu. Biosurfaktanty tak maji oproti svym
chemicky syntetizovanym protéjskiim fadu vyhod. Problémem jejich vyuziti je ekonomicka
stranka samotné produkce. Védci se tak snazi nalézt takové producenty, které jsou nenarocné
na kultivaci a které disponuji vysokymi vytézky povrchové aktivnich latek.

Ackoliv maji termofilni bakterie pro biotechnologické aplikace velky potencidl, vétSina
dosavadnich studii a vyzkum se soustiedi pfedev§im na produkci biosurfaktanti
za mezofilnich podminek. Potencial termofilnich bakterii tkvi zejména v produkci
termostabilnich latek, produkce biosurfaktantti termofilnimi bakteriemi se tak postupné stava
vice atraktivni.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Extremofilni organismy

Pojem extremofil zavedl roku 1974 Robert MacElroy. Takovému organismu se dafi
v lokalitach, které jsou pro jiné tvory nehostinné, nebo dokonce smrtelné. Extremofilni
organismy prospivaji v horkych pramenech, ledu, v prostiedi se zvySenou koncentraci soli.
Nékteré dokonce rostou v toxickém odpadu, organickych rozpoustédlech nebo za piitomnosti
tézkych kovu. Tato extrémni prostiedi se na prvni pohled zdaji ptilis ,,tvrda* na to, aby v nich
existoval Zivot [1, 2]. Dtive se mySlenka, Ze by jakykoliv organismus upiednostiioval rtst
pti pH 1, nebo teplotu kolem 110 °C, zdala smé&sna. S postupem casu doslo ke zlepseni metod
detekce mikrob, a tak jiz neni piekvapivé objevovat organismy 3 km pod zemskym povrchem,
v kyselych pramenech, kde se hodnota pH pohybuje okolo 0,5, nebo v okoli tzv. ,¢ernych
kufakt (hlubokomotské horké praduchy) az 2 km pod hladinou moie [1]. Extremofily tyto
podminky nejenze snasi, ale Casto 1 vyzaduji pro své pteziti. Hlavni sloZkou extremofilll tvoti
mikroorganismy, ale najdeme zde Cleny, které patii do vSech tiech domén Zivota — bakterie,
archea a eukaryota [3].

Extremofilni organismy Ize dé€lit do dvou skupin. Jednu z nich tvofi ,,pravé” extremofilni
organismy. Ty pro optimalni riist a rozmnoZovani ptimo vyZaduji jednu nebo vice extrémnich
podminek. Druhou skupinou jsou extremofily, které takové podminky pomérné dobte toleruji,
avSak optimalné rostou za podminek normalnich. Extremofily jsou nejcastéji klasifikovany
podle parametrti charakterizujici jejich ptirozena prostfedi (tabulka 1) [1, 3]. Neékteti védci
roz$ifuji definici extremofilii o organismy tolerujici vysokeé koncentrace tézkych kovi nebo
ionizujici zareni, ackoli tyto organismy prosperuji stejné¢ dobie i za absence téchto podminek.
Do extremofili byvaji zafazovany také xerofilni nebo xerotolerantni organismy. Jedna
se 0 organismy, které snasi velmi nizkou vodni aktivitu. Jde nej¢astéji o endolity, nachazejici
se uvniti hornin, halofily, nebo obecné organismy obyvajici sucha prostiedi [1].

Tabulka 1: Klasifikace extremofilnich organismui [4].

parametr typy organismii a jejich optima
hyperacidofilni  acidofilni neutrofilni alkalifilni hyperalkalifilni
PH (<3) (<5) (5-9) (>9) (>11)
psychrofilni mesofilni termofilni  hypertermofilni
teplota (<20 °C) (2045 °C) (45-80 °C) (>80 °C)
ne-halifolni halotolerantni halofilni ehjlrc;éfrﬁﬂ I,é
salinita” (<1,2 %) (1,2-2,9 %; (>8,8 %) (>14,6 %;
toleruje <14,6 %) <8,8 % nerostou)
piezotolerantni piezofilni hyperpiezofilni
tlak (0,1-10 MPa)  (10-50 MPa)  (>50 MPa)
xerofilni
vodni aktivita
(aw<0,7)

“salinita = koncentrace NaCl (w/v)



2.1.1 Termofilni bakterie

Prvni vyzkum zabyvajici se charakterizaci termofilnich bakterii, které tvotily aerobni spory
a byly schopné ristu pii 70 °C, provedl Miquel v roce 1888. Od té doby bylo popsano mnoho
termofilnich bakteridlnich druht, patfici zejména k rodim Bacillus a Clostridium [5].
Termofilni bakterie jsou pfedmétem zajmu mnoha védci. Nékteré znich totiz rostou
a prosperuji pii teplotach, kdy by se dalo oc¢ekavat, Ze jejich proteiny a nukleové Kyseliny budou
denaturovany [6].

Jako termofilni oznacujeme takovou bakterii, jejiz optimalni ristova teplota ptesahuje
45°C. Ma-li bakterie optimalni rastovou teplotu nad 80 °C, je definovana jako
hypertermofilni [7]. Termofilni bakterie lze délit do dvou skupin: striktné termofilni bakterie,
které pro sviij optimalni riist vyssi teplotu piimo vyZzaduji, a termotolerantni bakterie — ty rostou
i pti teplotach niz$ich, nez 38 °C [8]. Potencial termofilnich bakterii tkvi zejména v produkci
termostabilnich enzymi a ve tvorbé dalSich praimyslovych produktl, které jsou pro ¢lovéka
uzitecné [5].

2.1.1.1 Podminky adaptace na prostiedi

Kazda slozka téchto malych prokaryotickych bunék je trvale vystavena vysokym teplotam
prostiedi a musi byt upravena, aby za téchto podminek spravné fungovala. VSechny molekuly,
od povrchovych struktur bunky, cytoplazmatické membrany, ribozomi az po metabolické
enzymy a intermediarni metabolity se tedy musi vypofadat s nebezpecim piipadného poskozeni
nebo rozpadu bunéénych komponent. A¢koli nékteré z téchto molekularnich adaptaci jiz byly
identifikovany, mnoho z nich stale zistava neznamych [9].

Bakterie 1ze obecné délit podle struktury bunécné stény na gramnegativni a grampozitivni.
Bunécna sténa gramnegativnich bakterii obsahuje velice tenkou peptidoglykanovou vrstvu
mezi cytoplasmatickou membranou a lipopolysacharidovou vnéj§i membranou.
U grampozitivnich bakterii obsahuje peptidoglykanova vrstva murein a je mnohem silné;si.
Bunécna sténa termofilnich bakterii disponuje strukturdlnimi rozdily, které je ¢ini stabilnimi
pii zvySenych teplotach. Obsahuje totiz vice thiolovych skupin a stejné tak vice disulfidickych
vazeb, a lisi se tak od ostatnich bakterialnich druha [10].

Termofilni organismy jsou schopni riistu pfi vysokych teplotach predevsim diky chemické
stabilit¢  jejich membranovych lipidd. Prikladem mize byt methanoarchaea
Methanocaldococcus jannaschii. Pokud se teplota prostfedi, ve kterém se tento
mikroorganismus vyskytuje, zvysi ze 45 na 65 °C, podil dietherlipidd se snizi z 80 na 20 %,
zatimco podil standardnich lipidii na bazi caldarchaeolil a cykloarchaeolii se zvysi z 10 na 40 %.
Dojde tedy Kk znasobeni poctu etherovych vazeb. Tetractherové vazby v membrénach
termofilnich archaea jsou vhodngjsi pro preziti pii vysoké teploté nez bakterialni dvojvrstvé
membrany slozené z esterovych lipidl, protoZe etherové vazby jsou 1épe odolné viici vysokym
teplotam [11, 12].

Vyssi teplota zvySuje fluiditu membran, a proto pro udrzeni optimalni fluidity musi buiika
upravit jeji slozeni. Teplota ovliviiuje strukturu a typ proteinil. Aby se proteiny pfizptsobily
vys§im teplotam, je tfeba zvySit mnozstvi iontovych pard v jejich struktufe. Proteiny
termofilnich organismi maji na svém povrchu vice nabitych polarnich aminokyselin, které maji
na svédomi vznik vét§iho mnozstvi intracelularnich solnych mustkt [11]. Studie struktury
proteinli termofilnich organismli poukazuji na pomérné maly pocet nekovalentnich interakci,
nepolarni jadro proteinu, nizky obsah glycinu a zvySeny pocet iontovych interakci. VSechny
zminéné fakty koreluji se zvySenou termostabilitou organismi. Hydrofobni jadro proteinu
pomaha vyloucit rozpoustédlo z centralni ¢asti proteinu, takze se protein stava ponékud
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,»lepkavym® a tim i odolné&j$im proti rozvinuti. Pomér povrchu ku objemu proteinu je zna¢né
snizen, a to Vv kone¢ném dusledku pravdépodobné zlepsuje jeho stabilitu. Snizeni obsahu
glycinu v termostabilnich proteinech snizuje flexibilitu proteinu a protein se stava tuzsim; spolu
S rozsdhlymi iontovymi interakcemi, které tvoii sit’ pfes povrch molekuly, poméha zhutnéni
proteinu odolavat rozvinuti pfi vysoké teploté. Termostabilita enzymi u rdznych druhu
hypertermofili je fenomendlni, nékteré enzymy hypertermofili zlstavaji aktivni
az do 140 °C [13].

2.1.1.2 Vyskyt termofilnich bakterii

V Sedesatych letech minulého stoleti ucinil Thomas Brock prulomovy objev — prokazal
ptitomnost  hypertermofilni  bakterie  Thermus aquaticus v horkych pramenech
Yellowstonského narodniho parku. Od té doby byly termofily izolovany z nejriznéjsich
prostiedi, které se vyznacuji neobvykle vysokou teplotou. Kromé horkych prament se jedna
0 sopecné oblasti, pudy, které jsou casto vystavovany piimému slune¢nimu zafeni,
fermentované pudni komposty, nebo napiiklad podzemni lokality, jako jsou ropné
nadrze [11, 14].

Kompostovani je fizeny aerobni biodegradativni proces organickych latek se samovolnym
ohfevem. Procesu se u€astni fada mezofilnich a termofilnich mikroorganismu, které v né¢kolika
po sob¢ jdoucich krocich degraduji organické substrdty na humifikované produkty
a anorganické latky. ,,Samoohiivani“ je zpisobeno pravé metabolickou cCinnosti téchto
mikroorganismil. Za optimalnich podminek 1ze proces kompostovani rozdélit do &tyr fazi:
Pocateéni mezofilni faze (1042 °C), trvajici nékolik hodin az n¢kolik dnu, termofilni faze (45—
70 °C), ktera trva n€kolik dni az tydnli, druha mezofilni faze, které se ucastni mezofilni
organismy casto nepodobné organismim z prvni faze, a ¢tvrta faze — stabilizacni, ktera mize
trvat n€kolik dn az mésict. Pocateéni rychly narast teploty zahrnuje ptechod z mezofilni
mikroflory do termofilni. Casto je viak pozorovano pieruseni procesu pii teplotach v rozmezi
42 °C az 45 °C. Pocatecni mezofilni mikroflora je inhibovana vysokou teplotou, zatimco
termofilni populace je stale inaktivni, protoze se dané mikroorganismy vétSinou nachazi
pod jejich teplotnim optimem. Teprve poté, co je vyvinuto dostate¢né mnozstvi termofild,
dochézi k dalsimu narastu teplot. Pti teplotach kolem 60 °C je dosaZzeno optima pro vétSinu
termofilnich druha. Vysoké teploty podporuji degradaci organickych latek jako je lignoceluldza
(dfevo) a eliminuji ¢innost patogennich mikroorganismti. Pravé bakterie jsou dominantnimi
mikroorganismy, které¢ organickou hmotu degraduji. To je také divod, pro¢ jsou komposty
povazovany za slibny zdroj novych termofilnich bakterialnich druht [15].

Vhodnym prosttedim pro termofilni bakterie jsou také aktivované kaly, které jsou vyuzivany
k ¢isténi odpadnich vod. Aktivovany kal se da popsat jako komplexni mikrobialni komunita,
ktera je sloZena pievazné z bakterii [16]. Teplota odpadni vody je obvykle vyssi nez teplota
bézné kohoutkové vody, a stava se tak idealnim mistem pro rust termofilnich mikroorganismd.
Bakterie v aktivovanych kalech jsou obvykle mensi, jejich velikost se pohybuje v rozmezi 0,5—
2 um [17]. Vyzkumy dokazuji, ze hlavnimi aktéry v konvenénim procesu aktivovanych kal
jsou gramnegativni bakterie. Na druhou stranu grampozitivni bakterie hraji vyznamnou roli
pfi zlepSovani procesit odstrafiovani fosforu [18]. Metoda vyuziva mikrobialni kultury
k odstranéni uhliku a nitrifikaci — oxidaci amoniaku na dusi¢nany [16]. Organicke latky jsou
v odpadnich vodach pfeménovany na oxid uhli¢ity, vodu a odpadni aktivovany kal [18]. Poprvé
byla tato metoda oficidlné¢ predstavena E. Ardernem a W. Lockettem 3. dubna 1914
v Manchesteru a od té doby je vyuzivana po celém svété [19].
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2.2 Biosurfaktanty

Sirokou skupinu latek, které jsou produkovany mikroorganismy a maji schopnost snizovat
povrchové a mezifazové napéti, nazyvame biosurfaktanty (BS). Biosurfaktanty maji oproti
svym chemicky syntetizovanym protéjskiim fadu vyhod. Patfi mezi né¢ nizka toxicita,
biodegradabilita, vyssi specifita a obecné lepsi kompatibilita s Zivotnim prostfedim [20]. Nabizi
se otazka, ktera zustava i nadale sporna. Co vlastné uréuje povrchové aktivni latku jako
,,prirozenou®, a tedy oznacenou jako biosurfaktant? Striktn¢ feceno, termin by mél zahrnovat
pouze takové surfaktanty, které jsou ziskavany ptimo z ptirodnich/biologickych zdrojt, jako
jsou rostliny, zvitata a mikroorganismy, a u kterych nedochazi k zadnym organicko-chemickym
syntézam. V pribéhu poslednich nékolika let se uvolilo zahrnout pod termin biosurfaktanty
také dalsi typy povrchové aktivnich latek, které nebyly ziskany ptimo z biologického materialu.
Patfi sem naptiklad alkylpolyglukosidy (APG), které se vyrabi z obnovitelnych piirodnich
zdroji. Obecny vzorec APG je Casto prezentovan jako CmGn, kde ,,m* oznacuje pocet atomt
uhliku a ,,n“ pocet glukdézovych jednotek, které tvoii hydrofilni ¢ast molekuly. V soucasnosti
lze jako biosurfaktanty oznacit 1 takovou latku, ktera obsahuje pouze Cast ptirodniho ptivodu.
To znamena, ze pokud povrchové aktivni latka obsahuje hydrofilni hlavu nebo hydrofobni ocas
ptirodniho pivodu, Ize ji oznacit jako biosurfaktant [21].

Drtivéjsi studie, které se zabyvaly pravé biosurfaktanty, se nejcastéji soustiedily na jejich
strukturu, vlastnosti a syntézu za mezofilnich podminek. Mikroorganismy produkujici
biosurfaktanty jsou obvykle izolovany z prostiedi, jako je pida, moiska voda nebo tteba
sedimenty kontaminované ropnymi produkty. Nicméné pomérné nedavné studie ukazuji,
ze mikroorganismy produkujici biosurfaktanty lze izolovat i z prosttedi s extrémnimi
podminkami — napiiklad vyprahlé pudy, pousté nebo polarni jezera [20].

2.2.1 Chemicka struktura biosurfaktanta

Biosurfaktanty jsou amfifilni slouCeniny, které ve své struktute obsahuji jak ¢ast hydrofilni,
tak ¢ast hydrofobni. Diky této struktuie maji schopnost soustfedit se na rozhrani dvou odlisnych
fazi (plyn, kapalina a pevna latka) a snizovat tak povrchové napéti (napf. rozhrani vzduch-
voda). Mohou tak snizovat napéti mezifazové — piikladem muize byt emulze voda/olej nebo
olej/voda. Jedna se nejCastéji o neutralni nebo zaporné nabité slou¢eniny [22, 23].

Hydrofilni cast je tvofena esterem, hydroxylovou skupinou, fosfitem, karboxylovou
skupinou nebo uhlovodikovym fetézcem, ktery obsahuje mono, di- nebo polysacharidy
&i proteiny (peptidy). Cast hydrofobni se sklada z nasycenych nebo nenasycenych mastnych
kyselin, z hydroxy-substituovanych mastnych kyselin, nebo z alkohold, jejichz uhlovodikovy
fetézec obsahuje vice nez dvanact uhlika [22, 23].

Molarni hmotnost biosurfaktanti se obvykle pohybuje mezi 500 a 1500 Daltony [24].
Biosurfaktanty s niz§i molekulovou hmotnosti efektivné snizuji povrchové a mezifazové napéti,
zatimco polymerni biosurfaktanty s vyS$i molekulovou hmotnosti jsou ucinnéjsi jako
stabilizatory emulze [25].

2.2.2 Klasifikace biosurfaktanta

Biosurfaktanty lze klasifikovat podle rGznych kritérii. Mohou byt déleny na zékladé
molekulové hmotnosti (nizkomolekularni a vysokomolekularni BS), iontového naboje
(anionové, kationové a neutralni BS) a typu sekrece (intracelularni, extracelularni a ulpivajici
na povrchu mikrobidlnich bunék). Na rozdil od chemicky syntetizovanych surfaktantt,
které jsou klasifikovany nejcastéji podle celkové polarity molekuly, je hlavnim kritériem
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pro déleni biosurfaktant jejich chemicka struktura. Hlavni tfidy tvoii glykolipidy, lipopeptidy
a lipoproteiny, mastné kyseliny, fosfolipidy a polymerni biosurfaktanty [26, 27].

2.2.2.1 Glykolipidy

Glykolipidy jsou nejznaméj$imi a nejvice studovanymi biosurfaktanty. Hydrofilni jednotka
glykolipidi je tvofena mono- nebo disacharidem, kterym je glukdza, mandza, galaktoza,
rhamnoza, sophordza a trehal6za. Sacharid miize byt acetylovan, ptfipojen na fetézec mastné
kyseliny nebo na jeji hydroxyderivat pomoci etherové (laktonové) vazby nebo pomoci vazby
esterové. Vzhledem k povaze sacharidu ve struktufe biosurfaktantu jsou glykolipidy
rozliSovany na nékolik dalSich skupin. Mezi ty nejznamé;si patii rhamnolipidy, trehalolipidy
a sophorolipidy [28, 29].

Rhamnolipidy byly objeveny roku 1946 Svédskym biochemikem K.S.D. Bergstromem,
ktery zaznamenal olejovity glykolipid produkovany Pseudomonas pyocyanea (nyni
Pseudomonas aeruginosa). F.G. Jarvis a M.J. Johnson dale objasnili strukturu rhamnolipidu
(obrazek 1) izolovaného z Pseudomonas aeruginosa a dokazali, Ze je slozen ze dvou fB-
hydroxydekanoickych kyselin, které jsou spojeny glykosidovou vazbou ke dvéma molekulam
L-rhamn0z. B-hydroxymastné kyseliny jsou propojeny pies esterovou vazbu a mezi
rhamnozovymi skupinami se nachazi o-1,2-glykosidova vazba [28], [29]. Struktura
rhamnolipidu se lisi bakterialnim kmenem, ktery rhamnolipid produkuje, a zdrojem uhliku [30].
Nejvétsim producentem rhamnolipidti jsou bakterie z rodu Pseudomonas. Mezi dalsi
producenty se fadi také bakterie z dalSich rodd, napiiklad Acinetobacter, Pseudoxanthomonas,
Enterobacter a Burkholderia. Rhamnolipidy jsou schopny snizit povrchové napéti vody
ze 72 mN/m na hodnoty pod 30 mN/m a jejich kriticka micelarni koncentrace se pohybuje mezi

50 a 200 mg/I [31].
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Obrazek 1: Chemické struktura rhamnolipidu [32].

Trehalolipidy jsou tvofeny disacharidem trehaldézou, ktera je pfipojena na mykolovou
kyselinu s dlouhym uhlovodikovym fetézcem. Nejcastéji jsou produkovany grampozitivnimi
bakteriemi Actinomycetales, jako jsou Mycobacterium, Nocardia a Corynebacterium. Lisi
se strukturou, velikosti a stupném nasyceni. NejzndméjSimi trehalolipidy jsou trehalo-
monomykolaty, trehalo-dimykolaty, sukcinoyl-trehalolipidy a trehalo-tetraestery. Produkuiji je
hlavné bakterie z rodu Rhodococcus. D. A. White, L. C. Hird a S. T. Ali zjistili, ze purifikovany
trehalolipid produkovany pravé touto bakterii je schopen snizit povrchové napéti vody
na 29 mN/m s kritickou micelarni koncentraci 250 mg/1. Byl také schopen tvofit emulze, které
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byly stabilni vii¢i riznym podminkam, jako je rozsah hodnot pH 2-10, teploty v rozmezi 20-
100 °C a koncentrace NaCl 5-25 %hm [33].

Sophorolipidy jsou nejéastéji produkovany kvasinkovymi kmeny Starmerella bombicola,
Candida magnoliae a Candida apicola, které rostou na uhlovodikovych a lipofilnich
substratech. Skladaji se z disacharidu sophorozy véazanou glykosidovou vazbou
na hydroxylovou skupinu, ktera se nachazi na ptedposlednim uhliku mastné kyseliny. Posledni
karboxylova skupina mize byt ve formé laktonu, nebo mize byt hydrolyzovana za vzniku
anionoveho surfaktantu [27].

2.2.2.2 Lipopeptidy a lipoproteiny

Lipopeptidy jsou mikrobialni povrchové aktivni latky produkované Sirokou skalou bakterii, hub
a kvasinek. Pfedstavuji tfidu nizkomolekularnich sloucenin, které jsou slozené z hydrofilniho
peptidu a hydrofobni mastné kyseliny. Vyznacuji se velkou strukturalni rozmanitosti — 1i8i
se strukturou peptidove jednotky, délkou uhlovodikového fetézce mastné kyseliny a také typem
vazby mezi témito dvéma jednotkami. Mezi nejvice studované lipopetidy patfi surfaktin, iturin,
fengycin a lichenysin [34, 35].

Surfaktin je cyklicky lipopetid produkovany bakterii Bacillus subtilis. Jedna
se 0 grampozitivni mikroorganismy, které tvoti endospdry. Chemickou strukturu surfaktinu
tvoii sedm aminokyselin (L-asparagin, kyselina glutamovd, L-valin, dva L-leuciny a dva D-
leuciny) a PB-hydroxy-mastna kyselina (obrazek 2) [36]. Aminokyseliny se mohou liSit
v sekvenci, ale ve vsech piipadech se jedna o pét lipofilnich aminokyselin a dvé zaporné nabité
hydrofilni aminokyseliny. Délka fetézce mastné kyseliny se muze lisit, ale obvykle se sklada
ze 13 az 16 atomu uhliku [37]. Surfaktin o koncentraci 20 UM snizuje povrchové napéti vody
ze 72 na 27 mN/m. V poslednich letech byl surfaktin charakterizovan jako antibakterialni,
antiviralni, antifungélni latka, kterd mimo jiné také vyrazné zpomaluje srazeni fibrinu tim,
7e inhibuje pfeménu fibrinového monomeru na polymer [38].

CH;
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0 0 CH;
0
HO N D-Leu
H
R NH HN CH;
CH;
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CH3
L-Val
O CHs
011
L Leu [ -Asp

Obrazek 2: Chemicka struktura surfaktinu [38].

2.2.2.3 Mastné kyseliny a fosfolipidy

Rizné bakterie a kvasinky produkuji velké mnoZzstvi mastnych kyselin a fosfolipidovych
povrchové  aktivnich  latek béhem ristu na n-alkanech. Vezikuly bohaté
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na fosfatidylethanolamin jsou produkovany Acinetobacter a tvoii opticky ¢iré mikroemulze
alkani ve vodé [25]. Fosfatidylethanolamin (obrdzek 3) produkovany Rhodococcus
erythropolis (rust na n-alkanu) snizuje mezifazové napéti mezi hexadekanem a vodou na méné
nez 1 mN/m pii kritické koncentraci micel 30 mg/I [39].

Fosfolipidy jsou polarni slouceniny, které tvofi semipermeabilni membrany v buikéch
organismu. Hraji dilezitou roli pfi separaci, ochrané a transportu bunécnych slozek skrze
membranu. Sestdvaji z glycerolu, zbytku kyseliny fosfore¢né a dvou mastnych kyselin.
Uhlovodikové fetézce mastnych kyselin tvofi nepolarni lipofilni konec, zatimco skupina
kyseliny fosforecné a jakékoli dalsi pfipojené skupiny tvoii nepolarni hlavu. Pokud se tedy
fosfolipid adsorbuje na fazové rozhrani olej-voda, nepolarni mastné kyseliny vy¢nivaji
do olejové faze a polarni hydrofilni hlava vy¢niva do okolni vodné faze [40].

O
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| | I

+
>
Obrazek 3: Chemické struktura fosfatidylethanolaminu [41].

Biosurfaktanty tohoto typu jsou pro medicinské aplikace nezbytné. Podle Guatama
a Tyagiho je nedostatek komplexu fosfolipid-protein hlavni pii¢inou respira¢niho selhani
u deti, které se narodily pfedcasné. Autofi také naznacuji, Ze izolace a klonovani geni
podilejicich se na produkci povrchové aktivnich latek lze wvyuzit ve fermentacnich
procesech [42].

2.2.2.4 Polymerni biosurfaktanty

Na rozdil od ostatnich biosurfaktantli jsou polymerni biosurfaktanty slouceniny s vysokou
molekulovou hmotnosti vykazujici velkou emulgaéni aktivitu [36]. Patfi sem napiiklad
emulsan, ktery je amfifilni mikrobidlni lipopolysacharid s kovalentné navdzanymi mastnymi
kyselinami. Jeho hlavnim producentem je Acinetobacter calcoacetinus [43]. Emulsan se sklada
z polysacharidové patete s O-acylem a N-acylem vazanymi postrannimi fetézci mastnych
kyselin. Polysacharidova kostra sestava ze tfi aminosacharidi v poméru 1:1:1 (obrazek 4).
Boc¢ni fetézce mastnych kyselin maji délku od 10 do 20 uhlikt a piedstavuji 5-23 % hmotnosti
celého polymeru. Aminoskupiny emulsanu jsou bud’ acetylované, nebo kovalentné vézané
esterovou vazbou na kyselinu 3-hydroxymaselnou. Kombinace hydrofilnich opakujicich se
jednotek aniontového sacharidového fetézce spolu s hydrofobnimi postrannimi skupinami vede
k amfipatickému chovani emulsanu a tudiz i jeho schopnosti vytvafet stabilni emulze olej
ve vodé [44].
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Obréazek 4: Chemicka struktura emulsanu [45].

2.2.3 Vlastnosti biosurfaktantu

Diky unikatnim vlastnostem téchto latek ve srovnani s jejich chemicky syntetizovanymi
protéjSky a snadnd dostupnost substrati se biosurfaktanty stavaji zddoucimi latkami
pro komerc¢ni aplikace. Mezi jejich charakteristické rysy patii povrchova aktivita, tolerance
ke zménam pH a teplot, snadna biodegradabilita, nizka toxicita, emulgacni uCinky
a v neposledni fadé také antimikrobialni charakter [46].

Snizeni povrchového napéti je jedna z nejdilezitéjSich vlastnosti surfaktantu. Molekuly
V kapce vody jsou drzeny pohromad¢ koheznimi silami. Jednd se o silné intramolekularni
interakce, které vytvaieji napéti na povrchu kapalin. Na fizovém rozhrani dvou kapalin
je molekula kapaliny A pfitahovana jinymi molekulami kapaliny A silami odliSnymi od sil,
které na stejnou molekulu vyviji kapalina B. Tim padem se na rozhrani kapalina/kapalina
vytvaii urCité napéti, které se nazyva mezifazové. Biosurfaktanty jsou schopné tato napéti
snizit [27]. Minimalni koncentrace surfaktanti potiebna k maximalnimu snizeni povrchového
napéti kapalin se oznaCuje jako CMC (kriticka koncentrace micel). Po dosazeni této
koncentrace vytvoii biosurfaktanty micely a jiz dale nesnizuji povrchové ani mezifdzové napéti
(obrazek 5). CMC je také nejcastéji pouzivano pro stanoveni u¢innosti povrchové aktivniho
¢inidla [24]. Povrchové napéti vody je 72,75 mN/m pii 20°C. Ptidavek biosurfaktantu
zpusobuje vyrazné snizeni hodnoty povrchového napéti. Dobry biosurfaktant mize tuto
hodnotu snizit ze 72 mN/m az na 35 mN/m. Mezifazové napéti vody proti n-hexadekanu
za ptitomnosti biosurfaktantu je snizeno ze 40 mN/m az na 1,3—1 mN/m. Biosurfaktanty jsou
tedy 0Cinnymi povrchové aktivnimi latkami a jejich hodnota CMC je 10-40 x niZsi,
nez U béznych surfaktanta [47].
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Obréazek 5: Zavislost povrchového napéti na koncentraci biosurfaktantu — zobrazeni CMC [24].

Schopnost tvofit emulze patii mezi dalsi slibnou vlastnost biosurfaktanti. Jedna se o disperzi
jedné kapaliny ve druhé — tvoii se mikrokapicky a dochazi tak ke smichani dvou vzajemné
nemisitelnych kapalin. Obecné jsou vysokomolekuldrni biosurfaktanty lepSimi emulgatory
nez biosurfaktanty nizkomolekularni. Neplati tedy pravidlo, Ze pokud je urc¢itd molekula
klasifikovéana jako biosurfaktant, musi nutné vyrazn¢ snizovat povrchové napéti a zaroven byt
dobrym emulgatorem. Bylo prokazano, ze sophorolipidy produkované Starmerella bombicola
snizuji povrchové a mezifazové napéti, ale nejsou dobrymi emulgéatory. Na druhou stranu
liposan vyrazné€ nesnizuje povrchové a mezifazové napéti, ale je vybornym emulgatorem, ktery
se vyuziva na stabilitu jedlych oleji v potravinaiském pramyslu [22, 27].

Obrovskou vyhodou biosurfaktantti oproti surfaktantim, které jsou chemicky syntetizované,
je jejich snadnd biodegradabilita. Mikroorganismy dokazi biosurfaktanty snadno rozlozit
ve vod¢ i v pudé€. Tyto latky se tak stavaji vhodnymi pro bioremediace a technologie spojené
s likvidaci odpadt [24]. Bylo prokdzano, Ze rhamnolipid byl biologicky odbouratelny
za aerobnich podminek, pii redukci dusi¢nanti a sulfatti, a za fermentacnich podminek, zatimco
synteticky surfaktant (Triton X-100) byl pouze ¢asteéné rozlozitelny za aerobnich podminek
a prakticky nerozlozitelny za vSech ostatnich testovanych podminek. Test byl proveden
v souladu s metodologii Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (OECD) pro
snadnou rozlozitelnost [23].

V zapadni Evropé€ se ro¢né€ vyuzije 4 250 000 tun pracich prosttedkti a 1 190 000 tun riznych
zmékéovadel (zmékcovadla vody, textilni zmékcovadla). Po pouziti se velké mnozZstvi
detergentii a jejich slozek uvolni do vodniho 1suchozemského prostfedi. Biologickou
rozlozitelnosti a toxicitou povrchové aktivnich latek se zabyva mnoho studii. VétSina
nejnovejSich praci se tyka toxicity surfaktanti pro malé korySe — naptiklad pro perloocku
Daphnia magna (Hrotnatka velka) byla stanovena akutni toxicita tykajici se 26 detergentti a 5
zmék&ovadel vyrabénych ve Svédsku. Rozsahlé vyuziti surfaktantii na jedné strané a jejich
toxicita na stran¢ druhé jsou diivody, pro¢ jsou povrchové aktivni latky stile predmétem
védeckého zajmi a riznych pravnich piedpist [48].

K. Edwards, J. Lepo a M. Lewis zkoumaly toxicitu biosurfaktantu produkovany
Pseudomonas aeruginosa. Biosurfaktant byl porovnan s chemicky syntetizovanym
surfaktantem (Marlon A-350), ktery je v primyslu hojné vyuzivan. Testy ukazaly daleko vyssi
toxicitu a mutagenni u¢inek u surfaktantu Marlon A-350. Srovnani akutni a chronické toxicity
tii syntetickych povrchové aktivnich latek (Corexit 9500, Triton X-100, PES-61) a tii
biosurfaktantli (rhamnolipid, emulsan, PES-51) bézné pouzivanych v sanaci ropnych skvrn
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u Trition X-100. I kdyz existuji informace o potencialni toxicité biosurfaktantt, je jich jen
velmi malo. Proto jsou biosurfaktanty povazovany za nizkotoxické nebo netoxické latky [22].
Odolnost patogennich mikroorganismti vici jiz existujicim lé¢ivym piipravkim a vysoka
poptdvka po novych antimikrobialnich latkach upozornily na biosurfaktanty jako vhodné
antimikrobialni latky [49]. Antimikrobidlni vlastnosti biosurfaktanti zavisi na rtznych
mechanismech ni¢eni cilovych mikroorganismti. Primarné¢ dochazi k pfimému naruseni
plazmatické membrany nebo bunééné stény dané bunky [50]. Lipopeptidy tvofi nejrozsitenéjsi
tfidu biosurfaktantd s antimikrobialni aktivitou. Surfaktin, ktery je produkovan B. subtilis, je
nejznaméjsi lipopeptid. Dalsi antimikrobialni lipopeptidy zahrnuji fengycin, iturin, nebo
napiiklad bacillomycin, rovnéz produkované B. subtilis. Produkce antimikrobialnich
lipopeptidi bakteriemi z rodu Bacillus je jednim z hlavnich mechanismi, které inhibuji rtst
patogennich mikroorganismi v gastrointestinalnim (soustava Zaludek-stteva) traktu [49].
Navzdory vyhoddam a rznym potencialnim aplikacim biosurfaktant byly pokusy o jejich
komeréni vyrobu zatim neuspé$né. Pro snizeni vyrobnich nakladd biosurfaktant je proto
dalezite vytézek latek zvysit. Toho by bylo mozné dosdhnout riiznymi cestami, véetné nalezeni
novych kment produkujicich biosurfaktanty a optimalizaci jejich produkénich podminek [51].

2.2.4 Metody pro identifikaci produkce biosurfaktanti

Metody pro screening produkce biosurfaktantii jsou vétSinou zalozené na fyzikalnich ucincich
téchto latek a schopnosti interferovat s hydrofobnim rozhranim. Zakladnim cilem pro screening
produkce biosurfaktanti je nalezeni latek se silnou povrchovou a mezifazovou aktivitou, nizkou
kritickou koncentraci micel (CMC), schopnosti tvofit stabilni emulze, dobrou rozpustnosti
a aktivitou v Sirokém rozmezi pH. DalSim cilem je pak nalezeni takovych produkénich kmend,
které poskytuji vysoké vytézky téchto latek, aby byly biosurfaktanty ekonomicky
konkurenceschopné vii¢i chemicky syntetizovanym surfaktantim. Pro identifikaci produkce
biosurfaktantl existuje fada metod — od 70. let minulého stoleti doslo v této oblasti k mnoha
testim, avSak puvodni testy byly omezeny pouze na urcity pocet vzorka. Proto v poslednich
letech dochazi k automatizaci a miniaturizaci screeningovych metod, které by v kone¢ném
dusledku mohly vést Kk objeveni novych, komeréné zajimavych kmend produkujicich
biosurfaktanty. Screeningové metody poskytuji jak kvalitativni, tak kvantitativni informace.
Pro zakladni screening biosurfaktantd jsou kvalitativni metody dostateéné [52].

2.2.4.1 P#imé méveni povrchového/mezifazového napéti

P#imé méteni povrchového nebo mezifazového napéti supernatantu je jednou z nejbéznéjsich
screeningovych metod. Povrchové napéti klesa se zvySujici se koncentraci biosurfaktantu,
dokud neni dosazeno CMC. Proto mohou dva supernatanty s rozdilnou koncentraci BS
vykazovat stejnou hodnotu povrchového napéti. Tento problém lze vyfeSit opakovanym
fedénim. Odpovidajici fedéni supernatantu koreluje s koncentraci biosurfaktantu ve vzorku.
Meéteni mize byt ovlivnéno riznymi faktory, jako je pH a iontova sila roztoku. Pro méteni
povrchového ¢i mezifazového napéti je vyuzivana fada metod. Nejjednodussi a nejvyuZivangjsi
metodou je metoda Du-Noiy-Ring [52].

Metoda Du-Nolly-Ring byla vyvinuta Pierrem Lecomte du Noily. Pouziva tenky platinovy
prstenec, ktery je zvedan z povrchu kapaliny. Sila potfebna k oddéleni prstence od kapaliny
se méfi tenziometrem a je dana vztahem (1):

F=W+2n(ry,+m1,)y, 1)
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kde W je celkova vaha prstence, y je povrchové napéti, r, a 13, jsou vnéjsi a vnitini polomér
prstence. Oba tyto poloméry musi byt brany v tivahu, nebot’ povrchové napéti pisobi jak uvnitt,
tak vn¢ obvodu prstence. Pokud je prstencovy drat opravdu velmi tenky, lze predpokladat,
ze se polomery rovnaji jejich pruimérné hodnoté R. S timto zjednodusenim dostavame vztah

(2):
F =W + 4nRy [53]. (2)

Ackoliv se v mnoha piipadech jedna o pomérné piesnou metodu, existuje zde nékolik méalo
nevyhod, které je nutné pied vlastnim experimentalnim méfenim zvazit. Metoda napiiklad neni
dostate¢né spolehliva v piipadé velmi nizkych hodnot povrchovych napéti — obvykle nizSich,
nez 20 mN/m. Jinak je metoda snadno ovladatelna, ptesna a vhodna pro generovani velkého
mnozstvi dat [54].

2.2.4.2 Metoda solubilizace antracenu

Willumsen a Karlsson vyvinuli screeningovou metodu zalozenou na solubilizaci
krystalickeho, vysoce hydrofobniho antracenu, ktery je za normalnich podminek ve vodé
nerozpustny. Pokud je ve vzorku ptitomny biosurfaktant, dochazi k tvorb& micelarnich struktur.
Postupné dochazi k solubilizaci, tedy ke v¢lenovani krystalického antracenu do micel
biosurfaktantu. Koncentrace rozpusténé¢ho hydrofobniho antracenu se méti na spektrofotometru
pii 354 nm a koreluje s pritomnosti biosurfaktantu ve vzorku. Jedna se o pomérné jednoduchou
a rychlou screeningovou metodu [52, 55].

2.2.4.3 Stanoveni emulgacni aktivity

Dalsi popularni screeningovd metoda, kterd je =zaloZzena na emulgacni schopnosti
biosurfaktantt, byla vyvinuta Cooperem a Goldbergem (1987). Test emulgaéni aktivity je
zaloZen na pridani testované¢ho supernatantu do zkumavky, ke kterému je nasledné pridano
stejné mnozstvi petroleje. Obsah zkumavky je pak pomoci vortexu promichan. Po 24 hodinach
je zméfena vyska emulgované vrstvy a vyska celé smési. Nasledné je vypocten emulgacni index
(E24) dle nésledujici rovnice (3):

E,, = temulze . 100 (3)

hsmesi

kde E,, zna¢i emulgaéni index, Agpmyize j€ VySka emulgované vrstvy a hgpesi je celkova vyska
kapaliny ve zkumavce. Hodnota emulgac¢niho indexu je uvadéna v procentech [52].

Test emulgacni aktivity je jednoduchy zpisob vhodny pro prvni screening mikrobt
produkujici biosurfaktanty. Existuje nékolik modifikaci tohoto testu, jako je nahrazeni petroleje
jingmi nepolarnimi, ve vodé nemisitelnymi rozpoustédly, napfiklad hexadekanem. Dalsi
modifikaci je pouziti jiného poméru supernatantu a hydrofobni slouc¢eniny. Napiiklad pouZziti
1 ml supernatantu, 4 ml destilované vody a 6 ml nepolarniho rozpoustédla za ucelem dosazeni
maximalni emulgace [52, 55, 56].

2.2.4.4 Metoda rozsifovani oleje
Metoda rozsifovani oleje byla vyvinuta M. Morakawou (2000). Jejim zékladem je ptidani

malého mnozstvi oleje na povrch destilované vody v Petriho misce. Do stiedu olejové kapky je
18



pak aplikovan supernatant, ktery je testovan. Pokud je pozorovana tvorba tzv. Cistici zony
(po ptidani testovaného vzorku je olej vytlaéen smérem do stran Petriho misky), je testovany
vzorek hodnocen jako pozitivni na p¥itomnost povrchové aktivnich latek (obrézek 6). Pramér
této zony koreluje s aktivitou biosurfaktantu, ktera je jinak nazyvana aktivita vytladeni
oleje [57].

(A)

(B)

Obréazek 6: Metoda rozsirovani oleje. (A) Petriho miska pied pridanim (vievo) a po pridani negativni
kontroly (vpravo). (B) Petriho miska pred (vlevo) a po pridani supernatantu obsahujiciho
biosurfaktanty (vpravo)[58].

2.2.5 Syntéza biosurfaktanti

Co vlastné vede bakterie k tomu, aby biosurfaktanty produkovaly? Tato otdzka ma zdsadni
vyznam pro pochopeni fyziologie téchto mikroorganismii a poskytuje logicky rédmec
pro zlepSeni produkce a objevovani novych mikrobidlnich povrchové aktivnich latek.
Vyznamnou ulohou biosurfaktanti je zprostfedkovani interakce bakteridlnich bun&k
k povrchiim. Rist mikrobt na ur€itych povrsich je ovliviiovan biosurfaktanty, které tvofi film
na fazovém rozhrani, ¢imz stimuluji specifické mikroorganismy, aby se ptipojily k rozhrani,
zatimco inhibuji ptipojeni vSech ostatnich nezddoucich mikrobi. Kromé adheze hraje také
dileZitou roli desorpce. Po urcité dobé se podminky, ve kterych mikroorganismy Zziji, stanou
neptiznivymi. Postupné se za€inaji hromadit toxiny a dal$i metabolity, a zhorsi se tak transport
pottebnych Zivin, které bakterie pro svoje pieziti potiebuji. Desorpce je v této fazi pro bunky
zasadni, protoZe vznika potfeba nalezeni nového, vhodného stanovisté. Jednou z ptirozenych
vlastnosti biosurfaktantii je pravé regulace desorpce produkujiciho kmene z hydrofobnich
povrchi [59]. Chen G., Qiao M. a Zhang H. v roce 2004 pouzili rhamnolipidovy biosurfaktant
za G¢elem zkoumani kinetiky desorpce Lactobacillus casei a Streptococcus mitis. Zjistili, ze se
zvySujici se koncentraci rhamnolipidu se snizily interakce mezi bakteriemi a kiemicitym
piskem, které nasledné vedly k uplné desorpci [60]. Podle Puchkova by biosurfaktanty mohly
byt také evolu¢ni obrannou strategii mikrobu [61]. Piikladem je Pseudomonas fluorescens
produkujici biosurfaktanty, které patii do tfidy lipopeptidl. Tento biosurfaktant by tak mél mit
silny vliv na preziti P. fluorescens v jeho piirozeném prostiedi — ptdé a rhizosfére. Jeho
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nedostatek ma totiz vliv na mnozeni jinych, neptatelskych kmenti, které ovliviiuji riist a vyvoj
P. fluorescens [62].

Riizné typy biosurfaktantti jsou produkovany zejména béhem rlstu mikroorganismi
na substratech nemisitelnych s vodou. Vétsina téchto latek je produkovana bakteriemi, pfi¢emz
se jednd o jejich sekundarni metabolity [63]. To znamena, Ze nejsou piimo spojené s procesem
ristu a vyvoje organismi, ale maji specialni funkce, jako je jejich ochrana. Nepiitomnost
sekundarniho metabolitu tedy nepovede k okamzité smrti organismu, muiZze pouze
z dlouhodobého hlediska zhorsit jeho vyvoj. Syntéza biosurfaktantti za¢ina ve stacionarni fazi
mikroorganismi, kdy mikroby z kultiva¢niho média jiz vyCerpaly potiebné ziviny, jako je
uhlik, dusik, fosfor a mineralni latky [64].

Rada studii naznaéila, Ze typ média a riistové podminky mohou ovlivnit druh a mnoZstvi
produkovaného biosurfaktantu [63]. Syntéza biosurfaktanti nékterymi mikroorganismy je
zpusobena skupinou genil, které se projevuji pouze za pritomnosti nekterych vybranych
uhlovodikid [65]. Dilezité pro produkci BS je zvolit vhodny zdroj uhliku. P. Edmons a J.
Cooney zjistily, ze rizné zdroje uhliku v médiu maji na produkci biosurfaktantti u bakterialniho
rodu Pseudomonas zna¢ny vliv. Napiiklad za pfitomnosti D-glukézy, acetéatu
a trikarboxylovych kyselin bylo pozorovano drastické snizeni produkce rhamnolipidi
bakteriemi Pseudomonas aeruginosa. V opaéném piipad¢ rastem bakterie Arthrobacter
paraffineus na D-glukoze doplnénou o hexadekan dochazi ke zvySeni produkce povrchoveé
aktivnich latek. Spravné zvoleny substrat miize mit na svédomi také uvolnéni biosurfaktantu
Z bunééného povrchu bakterialni buriky do média [63].

M. Yakimov popsal charakterizaci lipopeptidového biosurfaktantu produkovaného
termofilni a halofilni bakterii Bacillus licheniformis. Produkce surfaktantu probihala
za aerobnich 1 anaerobnich podminek, za ptitomnosti 5 % NaCl a pfti teplotach mezi 35 °C
a 45 °C. Biosurfaktant byl purifikovan a ve vysledku byl uréen jako lichenysin. Dokazal snizit
povrchové napéti vody ze 72 nN/m na 28 nN/m a jeho hodnota CMC byla 12 mg/Il. K. Denger
a B. Schink izolovali dva nove kmeny fermentujicich bakterii z olejnatého kalu za podminek
zvySené koncentrace soli a teploty 50 °C. Bakterie produkovaly zna¢né mnozstvi
biosurfaktantli, rostli na sacharidovych substratech a stavali se tak zajimavymi pro pouZziti
v technologii MEOR. Ve snaze urcit, zda mikroorganismy produkuji nebo neprodukuji
biosurfaktanty, izolovaly G. Trebbau de Acevedo a M. J. Mclnerney biosurfaktanty
z Methanobacterium thermoautotrophicum. Latky se osvéd¢ily jako velmi efektivni
bioemulgatory, které byly aktivni v rozmezi pH 5-10, pti koncentraci soli az 200 g/I
a pii teplotach do 80 °C. Slouceniny formovaly viskozni emulze, ale ptiliS nesnizovali
povrchové napéti vody ani mezifazové napéti mezi vodou a hexadekanem [63].

2.2.5.1 Vyznamni termofilni bakterialni producenti biosurfaktanti

e Rod Bacillus

Rod Bacillus m¢l klicovy vyznam v rané mikrobiologii. Ferdinand Cohn v roce 1876 diky
pozorovani bakterii Bacillus subtilis a jejich spor vyvratil teorii spontanni generace — tedy
Ze se zivé organismy mohou vyvijet z nezivé hmoty, a studie o zivoté Bacillus anthracise
Roberta Kocha dala vznik klinické bakteriologii [66].

Jedné se o velkou skupinu aerobnich nebo fakultativné anaerobnich grampozitivnich bakterii
ve tvaru tyCinek, které tvofi spory. Nekteré druhy se mohou s procesem starnuti stavat
gramnegativnimi. Vétsina druhti vykazuje Sirokou skalu fyziologickych schopnosti, které jim
umoznuji zit téméf v kazdém ptirodnim prostiedi. Spory jsou odolné viici teplu, chladu, radiaci,
vysouseni i desinfekénim prostiredktm [67].
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Rod Bacillus je znamy pro produkci lipopeptida s vysokou povrchovou aktivitou. Bacillus
licheniformis jsou ty¢inkovité grampozitivni bakterie, které se bézné vyskytuji v ptdé. Jedna
se o termofilni bakterie s optimalni ristovou teplotou 50 °C, ale piezivaji i pti teplotach
vyssich [68]. Nawazish Ali, Fenghuan Wang a spol. (2019) izolovali B. licheniformis z pady.
Tyto bakterie vykazovaly schopnost produkce biosurfaktantu béhem 24 hodin v médiu. Ziskany
biosurfaktant byl charakterizovan jako lipopeptid (lichenysin-A) a vykazoval vynikajici
povrchovou aktivitu. Zjistili, ze lichenysin-A je vysoce stabilni pfi extrémnich podminkach,
jako je zména pH (2-12) za pouziti kyseliny chlorovodikové, salinity o koncentraci 0-30 g/I
NacCl, teploty (20,25,30,35,37,40,45 a 50 °C) a michani (100,150,200,250 a 300 ot./min) [69].

Surfaktin produkovany termofilni Bacillus subtilis je jednim z nejacinnéj$ich dosud
znamych biosurfaktantt. Eduardo J. Gudifia a spol. (2015) ve své préaci studovali produkci
surfaktinu B. subtilis za vyuziti 10 % kukuti¢ného vyluhu (Corn steep liqguor — CSL) jako
kultiva¢niho média. CSL je produkt vznikajici pti fermentaci kukutice. Povedlo se jim ziskat
biosurfaktant o koncentraci 1,3 g/l. Jedna se o prvni studii popisujici produkci surfaktinu B.
subtilis za vyuziti CSL. Nasledné byly studovany vlivy riznych kovii (zelezo, mangan a hot¢ik)
na produkci biosurfaktantu. Bylo zjiSténo, Ze u vSech testovanych kovl doslo ke zvySeni
produkce (4,1, 4,4, a 3,5 g/l). Kultiva¢ni médium tedy bylo dopInéno o optimalni koncentraci
vsech tfech kovil soucasné a celkovy vytézek biosurfaktantu nakonec dosahl 4,8 g/l [70].

Rod Geobacillus

Rod Geobacillus zahrnuje termofilni grampozitivni sporotvorné bakterie, které jsou aerobni,
nebo fakultativné anaerobni. Pfed rokem 2001 byly charakterizovany jako termofilni varianta
rodu Bacillus, pozdé&ji doslo k jejich reklasifikaci na samostatny rod s charakteristickym
druhem Geobacillus stearothermophilus. Vétsina druht roste v teplotnim rozmezi 45-70 °C,
vyskytuji se pfevazné Vv horkych pramenech, hlubokych geotermalnich lokalitaich vcetné
ropnych vrtu, ale i v kompostech [71,72]. Bakterie tohoto rodu v8ak mohou byt izolovany
I Z prostiedi, kde je pomérné nizka teplota. Ve skute¢nosti mohou byt izolovany i z mist,
kde teplota jen ziidkakdy piesahne 30 °C, proto jsou v podstaté povazovany za vSudypiitomné.
Tento paradox pomérné nedavno zanalyzoval Zeigler (2014), ktery schopnost pieziti
pii nizkych teplotach ptisuzuje hlavné sporam [73].

Zhou J., Li G. a spol. (2016) izolovali termofilni, fakultativné anaerobni
G. stearothermophilus z pidy kontaminované ropou (pfistav Recife Pernambuco, Brazilie),
ktera se ukazala jako spolehlivy producent bioemulgatori. Otestovali nékolik ruznych zdroji
uhliku v produkénich médiich — zdroje uhliku rozpustné ve vodé: glukdza, ethanol a octan
sodny, a také dva nerozpustné: hexadekan a olivovy olej. Nejvyssi vytézek bioemulgatoru byl
ziskdn za vyuziti octanu sodného. Bioemulgator zdstal stabilni pii rtiznych teplotach, pH
i salinité [74].

Rod Thermus

Bakterie rodu Thermus byly poprveé izolovany v pozdnich Sedesatych letech minulého stoleti
v Japonsku a USA. Nejcastéji se vyskytuji v neutralnich nebo alkalickych horkych pramenech,
a to jak v ptirodnich, tak umélych (domaci a pramyslové systémy). Jedna se gramnegativni
termofilni bakterie, které po pocatecni izolaci tvoii filamenta, ale po opakovanych pienosech
Z laboratornich médiich roste vétSina z nich jako pleomorfni tycinky nebo tvoii kratka vldkna
svyjimkou T.filiformis, ktera vzdy tvofi velmi dlouhd, propletena vlakna. VétSina
bakteridlnich bunék tohoto rodu obsahuje Zluté, oranzové nebo cervené karotenoidy, nekteré
buiiky mohou byt i téméf bezbarvé, vykazujici velmi bledou riazovou barvu diky
cytochromtim [75].
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Pantazaki Anastasia, Dimopoulou Maria a spol. (2010) se zabyvali produkci rhamnolipida
pomoci Thermus thermophilus za vyuziti slune¢nicového oleje a kyseliny olejové jako zdroje
uhliku. Syntéza rhamnolipidii byla pfi pouziti slune¢nicového oleje rychlejsi nez pii pouziti
kyseliny olejové, a hodnoty vytézki byly srovnatelné s vytézky produkovanymi patogennim
druhem Pseudomonas aeruginosa, ktera patfi mezi hlavni producenty rhamnolipida. Chemické
slozeni produkovaného biosurfaktantu bylo analyzovano pomoci FTIR analyzy a LC-MS
analyzy. Také byla detekovéna jejich antimikrobidlni aktivita proti bakteriim Micrococcus
lysodeikticus [76].

2.2.6 Aplikaéni vyuziti biosurfaktanta
2.2.6.1 Technologie MEOR

MEOR (= microbial enhanced oil recovery) je proces, pii kterém se mikroorganismy a jejich
produkty vyuzivaji k regeneraci ropy. Technologie MEOR byla poprvé plné vyuzita v roce
1954 a od té doby dochazi k neustalému rozvoji této metody. Alarmujici mira poklesu dodavek
ropy ¢ini MEOR uzite¢nym; v budoucnu by mohla stabilizovat celosvétovou produkci ropy
a zajistit tak odpovidajici dodavky energie [77]. Koncept mikrobialni role v regeneraci ropy byl
poprvé predstaven v roce 1926 a do roku 1940 se zacalo vyvijet nékolik prvnich studii na toto
téma. Technologii patentoval v roce 1946 C.E. Zobell, ktery jako prvni inicioval aplikace
MEOR a vysvétlil mikrobialni mechanismy, které jsou za MEOR zodpovédné [77,78].
Technologii MEOR Ize aplikovat dvéma zpusoby — in-situ a ex-situ, V in-situ metodé jsou
do ropného vrtu vstiikovany potencialni mikroby (pokud se jiz v rezervoaru nachazeji, staci
aplikovat jen potiebné ziviny), nasledné dojde k uzavieni a zaplaveni vodou. Béhem toho
mikroorganismy v ropném vrtu rostou a produkuji rizné bioprodukty, které vedou k ropné
regeneraci. V ex-situ metodé¢ jsou mikrobialni produkty vyvijeny samostatné, a nasledné jsou
aplikovany do ropneho vrtu [78].

Nekteré bakterie jsou schopné produkovat biosurfaktanty, polymery, plyny a rozpoustédla,
ktera pfispivaji k mobilizaci oleje v rezervoaru. Mechanismy MEOR zahrnuji snizeni
mezifazového napéti, modifikaci permeability, snizeni viskozity ropy, zmény ve smacitelnosti
a biologickou degradaci. Pravé biosurfaktanty snizuji mezifazové napéti v systému olej-voda.
Jejich ucinnost spojend s regeneraci ropy z poréznich systémii pti zvySenych teplotach byla
potvrzena mnoha experimenty [79]. Emulsan ma v ropném pramyslu dtlezité uplatnéni. Pravé
vytvofenim a stabilizaci emulze vyrazné snizuje viskozitu ropy pii jeji pfepravé potrubim.
Pokud ho pouzijeme pii regeneraci ropy, je schopen po fazi zaplaveni vodou vytésnit az 28 %
dalsiho zbytkového oleje [80].

2.2.6.2 Bioremediace

Aby se zabranilo kontaminaci zivotniho prostfedi mnoha toxickymi latkami, pouZzivaji se
pii ¢isténi primyslovych aredlt a oblasti rizné fyzikalni a chemické procesy. Ty ale byvaji
extrémné drahé. Alternativou pro tyto procesy je pravé vyuziti bioremediace pomoci
biosurfaktanti. Diky mikroorganismum a jejich produktim jsou tak nebezpecné latky
preménovany na latky méné toxické, nebo uplné netoxické [80].

Bioremediace se da vyuzit jako metoda pro ¢isténi pidy a podzemnich vod, které jsou
kontaminovany pievazné uhlovodiky, nejcastéji ropou [49]. Ropa a jeji derivaty mizou byt
soucasti jinych organickych latek, minerdlnich ¢astic nebo samotnych organismi. Vyzkum
interakce mezi uhlovodiky a mikroorganismy podpofil hypotézu, Ze je ropa diky této vazbé
podrobena mikrobialni degradaci. Biosurfaktanty mohou zlepsit u¢innost bioremediace pomoci
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dvou mechanismi. Prvni mechanismus zahrnuje zvySeni dostupnosti  substratu
pro mikroorganismy a druhy zahrnuje interakci s bunéénym povrchem — tato interakce pak
zvySuje hydrofobni charakter mikrobidlni bunééné stény. Mikroorganismy se tak
k hydrofobnim substratim dostanou snadngé;ji [81].

2.2.6.3 VyuZiti biosurfaktantii v potravinaiském priamyslu
Potravinarsky prumysl mize vyuzivat biosurfaktanty dvéma riznymi zptsoby:

a) nepiimé vyuziti — upravy/ ¢isténi povrchi
b) pfimé vyuziti — potravinaiska aditiva [82].

Mikroorganismy vyuZzivaji tvorbu biofilmu jako ochranu pro jejich pteziti, respektive
pro ptizptisobeni se zménam podminek prosttedi. Pod ochranou biofilmu se mikrobidlni buniky
stavaji velmi odolnymi [83]. Prave biofilm je ¢asto pfi¢inou pietrvavajici kontaminace potravin
vedouci k jejich zkaze a také prenosu nemoci. Aby se zabranilo adhezi bakterii a tvorbé
biofilml, vyuZivd se Upravy povrchli pomoci biosurfaktantli. Biosurfaktanty mohou
modifikovat fyzikdIné-chemické vlastnosti daného povrchu a tim zabratuji bakterialni interakci
s povrchem, a tedy i tvorbu biofilmu [84].

Lecitin a jeho derivaty, estery mastnych Kkyselin obsahujici glycerol, sorbitol,
nebo ethylenglykol a ethyloxylované derivaty monoglycerold, véetné nedavno syntetizovanych
oligopeptidil, se vyuZzivaji v potravindiském primyslu jako emulgatory. Biosurfaktanty také
nachazeji uplatnéni v pekaiskych a masnych vyrobcich, kde ovliviiuji reologické vlastnosti
mouky nebo emulgaci ¢aste¢né rozbitych tukovych tkani [39]. Odpady z potravinaiského
prumyslu pak mohou byt zpétné vyuzity jako substraty pro syntézu povrchové aktivnich
latek [82].

2.2.6.4 Aplikace biosurfaktantit v mediciné

Biosurfaktanty v lidském téle G¢inn€ bojuji proti infekcim a zdnétim. Plicni biosurfaktant je
lipoproteinovy komplex syntetizovany a vyluCovany epitelidlnimi plicnimi bunikami
do extracelularniho prostoru, kde snizuje povrchové napéti na rozhrani vzduch-kapalina
a piedstavuje klicovy faktor v boji proti infekcim a zanétlivym plicnim onemocnénim [85].

Vzhledem k jejich struktufe a riiznym biofyzikalnim vlastnostem se biosurfaktanty objevily
jako mozna €inidla pro chemoterapii/ bioterapii, které jsou vyuzivany pii lé¢be rakoviny. Byl
poskytnut prvni dikaz, Ze zastaveni ristu, apoptoza a diferenciace bunck mysiho maligniho
melanomu muze byt indukovano pravé mikrobialnimi extracelularnimi glykolipidy — konkrétné
manosylerythritol lipidy (MEL) produkované C. antartica [86]. Biosurfaktant produkovan
A. indicus inhibuje proliferaci bun¢k karcinomu plic pfi koncentraci 200 mg/ml a potvrzuje tak
svou protinadorovou aktivitu. Tento biosurfaktant nema zadny negativni vliv na nenddorové
bunkky, ani neovliviiuje jejich Zivotaschopnost. Proto byly tyto povrchové aktivni latky
klasifikovany jako netoxicke [87].

V poslednim desetileti byla vénovana velka pozornost nanocasticim jako materialim
pro transport 1é¢iva do cilové tkané. Nanocastice jsou schopné solubilizovat hydrofobni 1é¢iva
ve vodnych podminkéch a poskytnout tak dlouhodobou stabilitu bez rizika agregace. Emulsan
se vyuziva pro zlepSeni vlastnosti nanocastic. Povrch nanocéstic je potaZzen emulsanem a jejich
jadro je naplnéno Inénym olejem. Tak vznikaji nanocéstice na bazi emulzi, jejichZ transport je
pak snadnéji realizovan [88].
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Rhamnolipidy jsou dilezitymi biosurfaktanty diky antimikrobidlnim vlastnostem. Jsou
ucinné proti velkému mnozstvi jak gramnegativnich, tak grampozitivnich druhti bakterii.
Rhamnolipidy ovliviiuji bunéénou imunosupresi, hojeni ran a uplatnéni nachdzeji také pii [écbé
onemocnéni dasni [86]. Surfaktin, jeden z prvnich znamych biosurfaktantd, ma rtzné
farmakologické aplikace, jako je naptiklad inhibice tvorby fibrinovych srazenin a tvorba
iontovych kanalki v lipidovych membranach [39].

2.3 Produkce biosurfaktanti pomoci termofilnich bakterii v soucasnosti

Produkce biosurfaktanti termofilnimi mikroorganismy stidle nebyla zcela prozkouména,
protoze se vétSina studii soustiedi pfedevSim na produkci za mezofilnich podminek. Obecné
produkce extremofilnimi mikroorganismy zahrnuje urcité¢ vyzvy a prekdzky, které je tieba
ptrekonat, aby ji bylo mozné realizovat ve velkém primyslovém métitku. Néktera omezeni jsou
stejna jako u mezofilnich druhti; jde pfedev§im o naklady na vyrobu povrchové aktivnich latek,
ztrata produktu pii isolaci a purifikaci, a také konecna cena. Ackoliv maji termofilni bakterie
velky potencial pro biotechnologické aplikace, je obtizné nalézt takového producenta, ktery je
schopny opakované produkce vysokych vytézki. Soucasti vyzvy je napodobeni extrémnich
podminek v laboratofi tak, aby prostiedi co nejvice odpovidalo piirozenému prostfedi daného
mikroorganismu. V soucasné dob¢ zacinaji védci vyuzivat nové metody, které by produkci
termofilnimi bakteriemi usnadnili. Pfikladem je metagenomickd a metatranskriptomicka
analyza, diky které je mozné lépe porozumét pozoruhodné sloZitosti a vSestrannosti
extremofilt [89].

V Ceské republice se produkci biosurfaktantii termofilnimi bakteriemi zabyval Tomas
Rezanka a kol. (2011). Konkrétnd zkoumal tii termofilni druhy: Thermus aquaticus,
Meiothermus ruber a bakterie z rodu Thermus (druh neuveden), které diive nebyly popsany
jako producenti rhamnolipidii. Mikroorganismy byly ziskany ze sbirky mikroorganismi
Masarykovy univerzity v Brn¢. Kultivace probihala za aerobnich podminek po dobu 44 hodin
pi1 65 °C a 200 rpm. Po odstfedéni byly supernatanty extrahovany a purifikovany pomoci TLC.
Hmotnostni spektrometrie nasledné odhalila 77 rhamnolipidl, které se liSily délkou fetézce
a nasycenim. Tandemova hmotnostni spektrometrie identifikovala mono- a di-rhamnolipidy,
které obsahuji jednu nebo dvé 3-hydroxymastné kyseliny, nasycené i nenasycene, s neobvykle
dlouhymi fetézci — az 24 atomi uhliku. VSechny tti druhy bakterii se ukazali jako producenti
rhamnolipidt, které se svou strukturou liSily od téch, které bézné produkuje Pseudomonas
aeruginosa. Dulezité je si uvédomit, Ze vSechny tfi zkoumané druhy bakterii jsou na rozdil
od P. aeruginosa pro ¢lovéka nepatogenni [90].

V roce 2019 publikovali S. Ebrahimi, H. Jalili a spol. studii, kterd jako prvni popisuje
produkci biosurfaktantii bakteriemi, které jsou izolované z horkych kyselych prameni v Iranu.
Celkoveé bylo izolovano 12 bakteridlnich druht. Kultivace probihala po dobu 72 hodin
a nasledné¢ probéhl screening supernatantli za ucelem zjistit, zda termofilni bakterie produkuji
biosurfaktanty. Supernatanty byly testovdny pomoci metody emulga¢niho indexu, méfeni
povrchového napéti (Du-Noly-Ring), metody rozSifovani oleje, testu hemolyzy
a cetyltrimethylamoniumbromid-agarovym testem (CTAB). VsSech dvanact bakterialnich
izolath bylo schopno ristu na kukuficném oleji, ktery byl jedinym zdrojem uhliku. Test CTAB
dokazal, ze zadny z téchto izolatl nebyl schopen produkovat rhamnolipidové biosurfaktanty.
Na zéklad¢ vysledki screeningovych metod byl izolat ¢. 12, pozdéji identifikovan jako Bacillus
subtilis, vybran jako neji¢inngjsi producent. Biosurfaktant produkovany touto bakterii byl
tepelné stabilni do 140 °C a jeho struktura byla nejvice podobné surfaktinu [91].

G. Mehetre, S. Dastager a M. Dharne (2019) se zabyvali degradaci polycyklickych
aromatickych uhlovodikii termofilnimi a termotolerantnimi bakteriemi, které produkuji
biosurfaktanty. Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) zahrnuji skupinu organickych
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znedistujicich latek. Tyto latky vzbuzuji znaéné obavy kvuli jejich toxickym, mutagennim
a karcinogennim vlastnostem. Mikroorganismy jsou schopné uréité zneéiStujici latky
transformovat nebo pln¢ degradovat. PAH jsou vysokomolekularni hydrofobni latky, takze
jejich dostupnost pro mikrobidlni bunky je znacné omezena. ZvySena teplota zplsobi nizsi
viskozitu, a to v konecném disledku zvysi difuzi molekul PAH. Vyssi teplota ale snizuje
metabolickou aktivitu mesofilnich mikroorganismii, a tak je v tomto piipadé vyhodné vyuzit
termofily. Vyuziti biosurfaktanti v procesech bioremediace zna¢né zlepSuje degradaci
organickych latek. Studie G. Mehetre a spol. se zabyvala degradaci &tyf aromatickych
uhlovodikti (antracen, fluoren, fenantren, a pyren) pomoci termofilnich bakterii. Z horkého
pramene v Indii byly odebrany vzorky vody, které byly doplnény o mineralni solné médium
obsahujici smés aromatickych uhlovodikt. Kultivace probihala pii 37 °C a 50 °C. Nasledné
byly z téchto izolati odebrany ¢tyii nejsilnéjsi bakteridlni kmeny, které byly identifikovany
na zaklad¢ analyzy genové sekvence 16S rRNA jako Aeribacillus pallidus (UCPS2), Bacillus
axarquiensis (UCPD1), Bacillus siamensis (GHP76) a Bacillus subtillis — poddruh
inaquosorum (U277). Degradace byla provadéna ¢istymi kulturami (UCPD1, GHP76 a U277)
pti 37 °C a bakterii UCPS2 pii 50 °C. VSechny zminéné kmeny prokazali degradaci
aromatickych uhlovodikll (antracen, fluoren, fenantren a pyren). Degradaéni experiment byl
také proveden smiSenou kulturou téchto bakterii pti 50 °C, kdy bylo dosazeno lepSich vysledkt
nez pii pouziti ¢isté kultury UCPS2. Pomoci screeningové metody rozsifovani oleje a méfeni
povrchového napéti bylo zjisténo, Ze vSechny Ctyii bakterialni kmeny produkuji biosurfaktanty.
Dal$imi metodami bylo zjiSténo, Ze produkovanym biosurfaktantem vSemi kmeny je cyklicky
lipopeptid, ktery se svou strukturou nejvice podoba surfaktinu. Produkce surfaktinu bakterii
Aeribacillus diive nebyla popsana, tyto mikroorganismy byly popsany pouze jako producenti
bioemulgatoru [92].

Biosurfaktanty produkované extremofily mohou mit v budoucnu zna¢ny vyznam. Jejich
pomérné velka cast je totiz stabilni vii¢i vyraznéjsSim zménam prostiedi. Naptiklad lichenysin
produkovany Bacillus licheniformis je odolny vuci teplotam do 50 °C, hodnotam pH od 4,5
do 9 a koncentraci NaCl a Ca?* az do 50 g/dm®. Dalsi biosurfaktant produkovany Arthrobacter
protophormiae je stabilni v rozmezi pH hodnot 2-12 a teplot od 30 do 100 °C. Protoze
prumyslové procedury Casto pouzivaji extrémni vychylky teplot a pH, je nezbytné vyclenit
mikrobialni polozky, které jsou vhodné k praci za téchto podminek [40].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie, pFistroje a mikroorganismy

311

3.1.2

Pouzité chemikalie

Antracen (Sigma-Aldrich, Némecko)

Citronan amonno-zelezity (Sigma-Aldrich, Némecko)

D-gluk6za monohydrat (Lach-Ner, Ceska republika)

Dihydrat chloridu méd’natého (Lach-Ner, Ceska republika)

Dihydrat chloridu vapenatého (Lach-Ner, Ceska republika)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, Ceska republika)
Dodekahydrat hydrogenfosforeénanu sodného (Lach-Ner, Ceska republika)
Glycerol bezvody (Lach-Ner, Ceska republika)

Heptahydrat siranu hofe¢natého (Lach-Ner, Ceska republika)
Hexahydrat chloridu kobaltnatého (Lach-Ner, Ceska republika)
Hexahydrat chloridu manganatého (Lach-Ner, Ceska republika)
Chlorid amonny (Lach-Ner, Ceska republika)

Chlorid zine¢naty (Lach-Ner, Ceska republika)

Chlorid Zelezity (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), (Lach-Ner, Ceska republika)
Kyselina trihydrogenborita (Lachema, Ceska republika)

n-Hexan (VWR Chemicals BDH PROLABO, Spojene staty americké)
Nutrient Broth (HiMedia, Indie)

Triton-X 100 (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kvasni¢ny extrakt (HiMedia, Indie)

y-butyrolakton (Sigma-Aldrich, Némecko)

Pristrojové vybaveni

Analytické vahy (Boeco, Némecko)

Centrifuga Hettich EBA 20 (Maneko, Ceska republika)

Centrifuga vysokorychlostni chlazend, Z 36 HK (Hermle, Némecko)
Inkubator IP30 (BioTech, Ceska republika)

Laminarni box Aura mini (BioAir-Euroclone, Spojené staty americke)
Magneticka micha¢ka Kartell (MERCI s.r.0., Ceska republika)
Nanofotometr P 300 (Implen, Velka Britanie)

pH metr (Termo Scientific, Nizozemi)

Ptedvazky Kern EW 620-3NM (Némecko)

Temperovana tiepacka Incubator 1000 (Heidolph, Ceské republika)
Tenziometr Sigma 701 (KSV Instruments)

Vortex BENCHMIXER (Benchmark Scientific, Inc., Spojené staty americké)
Bézné laboratorni sklo a vybaveni
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3.1.3 Pouzité mikroorganismy

Z kompostl a aktivovanych kalii bylo izolovano 39 bakterialnich izolat, u kterych byla
testovana produkce biosurfaktantii. Mista izolace a oznaceni jednotlivych bakteridlnich kultur
jsou uvedeny v tabulce 2. Izolace bakterii nebyla predmétem bakalaiské prace.

Tabulka 2: Seznam izolovanych bakterialnich kultur.

zdroj oznaceni izolatu zdroj oznaceni izolatu

kal — Bysttice pod 1 kal — Bystfice pod FN2
Hostynem 2 Hostynem H24
3 H30
3a kompost — Brno F103
4 F104
da F105
5 F106
5a F107
6 F108
7 F109
8 F110

9 kal — Modtice M1

21 M2

22 M3

23 M4

25 M5

26 M6

27 M7

28 kompost — Blansko BZ

FN1

3.2 Kultivace bakterii
3.2.1 Priprava a sloZena inokula¢niho média

Do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu 100 ml bylo pfidano 50 ml komplexniho média (Nutrient
Broth o koncentraci 25 g/l). Ptipravena média byla nasledné sterilizovana. Slozeni
komplexniho média je uvedeno v tabulce 3.
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Tabulka 3: Slozeni komplexniho média.

chemikalie c [o/1]
pepton 10
masny extrakt 10
NaCl 5

3.2.2 Priprava a sloZeni produkéniho média

Za ucelem produkce biosurfaktantti termofilnimi bakteriemi byla pfipravena mineralni média.
Do Erlenmeyerovych banék o objemu 250 ml bylo pfipraveno vzdy 100 ml média, jehoz
sloZzeni je uvedeno v tabulce 4. Mineralni média byla nésledné sterilizovana. Nasledné byl
do média piidan zdroj uhliku a roztok stopovych prvku (TES II), jehoZ sloZeni je uvedeno
v tabulce 5. Jako zdroj uhliku byl pouzit glycerol (20 g/l), gluk6za (20 g/l) nebo y-butyrolakton
(yBL, 8 g/l). Zvolené zdroje uhliku pro jednotlivé izolaty uvadi tabulka 6. Zdroje uhliku byly
vybrany dle substratu, ktery byl vyuzit k izolaci bakterii.

Tabulka 4. SlozZeni produkcéniho média.

chemikalie c [o/] ¢ [mli/]
Na;HPO4 - 12 H20 9
KH2PO4 1,5
NH.ClI 1
MgSQOs - 7 H20 0,2
CaCl, - 2 H,0 0,02
NHsFe!") citrat 0,0012
Kvasni¢ny extrakt 0,5
TES Il 1

Tabulka 5: SloZeni roztoku stopovych prvkit TES I1.

chemikalie c [o/1]
EDTA 50
FeCls 8,3
ZnCl; 0,84

CuCly - 2 H20 0,13

CoCl, - 6 H20 0,1

MnCl; - 6 H20 0,016
H3BO3 0,1
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Tabulka 6: Zvolené zdroje uhliku pro bakterialni kultury.

izolat zdroj uhliku izolat zdroj uhliku

1 glycerol FN2 glukoza
2 glycerol H24 glukoza
3 yBL H30 glukdza
3a vyBL F103 glukdza
4 glukoza F104 glukoza
4a glukdza F105 glukdza
5 glukoza F106 glukoza
5a glukdza F107 glukdza
6 glukoza F108 glukoza
7 glukdza F109 glukdza

glukdza F110 glukdza

glukdza M1 glukoza
21 glukdza M2 glukdza
22 glukoza M3 glukoza
23 glukoza M4 glycerol
25 glukoza M5 glycerol
26 glukoza M6 yBL
27 glukoza M7 yBL
28 glukéza BZ glycerol

FN1 glukéza

3.2.3 Priubéh kultivace

Bakterie byly uchovavany v kryozkumavkach pti -80 °C v 10 % roztoku glycerolu. Pfipravena
inokula¢ni média byla zaoCkovana kryozkumavkami ve sterilnim lamindrnim boxu. Kultivace
bakterii v inokula¢nich médiich probihala na temperované tiepacce pii teploté 50 °C
a frekvenci 180 rpm. Po 24 hodinach kultivace byla ve sterilnim laminarnim boxu z inokula
zaoCkovana produk¢ni média, a to v koncentraci 10 % (v/v). Kultivace bakterii v produk¢énim
mediu probihala 48 hodin na temperované tiepacce pii 50 °C a 180 rpm.

3.3 Gravimetrické stanoveni biomasy

Gravimetrické stanoveni biomasy probihalo vzdy ve dvou paralelnich sadach. Z produkénich
médii, které obsahovaly pfislusné bakterialni kultury, bylo nejprve odebrano 2 x 10 ml
do mensich centrifuga¢nich zkumavek a nasledné¢ byl zbytek kultury pfidan do velkych
centrifugacnich zkumavek. Malé zkumavky byly centrifugovany 5 minut pti 6000 rpm, velké
pak 3 minuty pii 5000 rpm. Supernatanty byly slity a uchovany pro nasledujici detekci
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biosurfaktanti. Biomasa z mensich zkumavek byla promyta malym mnozstvim destilované
vody a tyto zkumavky byly za stejnych podminek znovu centrifugovany. Nasledné byly
zkumavky vysouseny do konstantni hmotnosti. Poté byl obsah zkumavek zvazen
na analytickych vahach.

3.4 Metody pro screening produkce biosurfaktanta

Za ucelem screeningu produkce biosurfaktantti termofilnimi bakteriemi bylo vybrano pét
metod: stanoveni aktivity emulze, solubilizace krystalického antracenu, metoda Du-Nouy-
Ring, metoda rozlévani kapky a metoda rozSifovani oleje. Pro srovnani byla pfipravena
pozitivni a negativni kontrola. Za pozitivni kontrolu byl zvolen 5 % roztok Tritonu-X 100,
za negativni kontrolu pak destilovand voda. Kromé vzorkd byla proméfena také samotna
produk¢ni média s riznymi zdroji uhliku, aby byl stanoven jejich ptipadny vliv pfi testovani
vzorki screeningovymi metodami.

3.4.1 Stanoveni aktivity emulze

Do sklenénych uzaviratelnych zkumavek byly odebrany 3 ml supernatantu piislu$né bakterialni
kultury a 3 ml n-hexanu. Obsah kazdé zkumavky byl pomoci vortexu promichan po dobu
1 minuty. Zkumavky byly nasledné ponechany ve stojanu pii laboratorni teploté po dobu
24 hodin. Po 24 hodinach byl porovnan obsah zkumavek s pozitivni a negativni kontrolou.
Nasledné byla zmétena vyska emulgované vrstvy a celkova vyska smési ve zkumavce. Pomoci
rovnice (3) byl u vSech vzorki vypoéten emulgaéni index a hodnoty byly zapsany. Pokud
se ve zkumavce vytvoii emulgovana vrstva, kterd je stabilni i po 24 hodinach, je ve vzorku
prokazana ptitomnost biosurfaktantu.

3.4.2 Metoda solubilizace antracenu

Do centrifugac¢nich zkumavek bylo pfidano malé mnoZzstvi antracenu a 4 ml supernatantu.
Vsechny zkumavky s takto pfipravenou smési byly umistény na rotator. Po 24 hodinach
inkubace na rotatoru byly zkumavky centrifugovany pii 6000 rpm po dobu 5 minut. Takto
piipravené vzorky byly nasledné proméieny na spektrofotometru pii 354 nm v kiemenné
kyveté. Jako blank byla pouzita negativni kontrola. Hodnoty absorbance byly zapsany
anasledné¢ porovndny s absorbanci pozitivni kontroly. Schopnost vzorku solubilizovat
hydrofobni antracen znaci ptitomnost biosurfaktantu.

3.4.3 Primé méfeni povrchového napéti — metoda Du-Noty-Ring

Povrchové napéti supernatanti bylo méfeno pomoci tenziometru s platinovym krouzkem
(obrézek 7) a softwaru SGSERVER. V tomto softwaru byly nastavené potiebné parametry,
tenziometr byl kalibrovan a poté bylo provedeno samotné méfeni. Do nizké kadinky bylo nalito
30 ml supernatantu, ktery byl nasledné¢ proméfen. Méteni kazdého vzorku trvalo 10 minut
a nam¢fena data byla exportovana do MS EXCEL. Platinovy krouzZek byl z diivodu moZné
kontaminace po kazdém méfeni vyzihan. Nasledné byl vypocten aritmeticky prumér vsech
hodnot vzorku, které pfistroj naméfil. Hodnoty byly porovnany s negativni a pozitivni
kontrolou a také s hodnotou ¢istého média.
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Obréazek 7: Tenziometr Sigma 701.

3.4.4 Metoda rozlévani kapky

Pro tuto metodu byl pouZit specidlni hydrofobni papir s tisténymi teréiky (obrazek 8). Na stfed
ter¢iku byla pomoci automatické pipety nanesena kapka supernatantu o objemu 60 pl. Kapky
byly ihned po naneseni pozorovany a srovnany s negativni a pozitivni kontrolou. Pokud
nanesena kapka zabirala vétsi plochu terciku nez kapka negativni kontroly, byl vzorek
hodnocen jako pozitivni.

Obrézek 8: Ukazka metody rozlévani kapky.

3.4.5 Metoda rozsifovani oleje

Prvni variantou bylo pfidani 50 ml destilované vody do Petriho misky, na jejiz povrch bylo
naneseno 100 pl slune¢nicového oleje. Nasledné bylo do stfedu olejové kapky aplikovano
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100 pl testovaného supernatantu. Aby bylo mozné test vizualné hodnotit, slune¢nicovy olej
bylo nutné pied samotnym testem obarvit roztokem nilské Cerveng.

Ve druhém piipadé¢ byl sluneénicovy olej nahrazen olivovym olejem. Diky jeho zelené barvé
nebylo nutné olej barvit. Do Petriho misky bylo ptidano 20 ml destilované vody. Mnozstvi oleje
a testovaného supernatantu bylo navyseno na 500 pl, olejova skvrna a jeji piipadné Sifeni tak
bylo lépe pozorovano (obréazek 9). Cistici zony supernatantii byly porovnavany s dosazenymi
vysledky pozitivni a negativni kontroly.

Obréazek 9: Olejova kapka prired nanesenim testovaného vzorku.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni ¢ast bakalairské prace byla zaméfena na produkci biosurfaktantii bakteridlnimi
kmeny, které byly izolovany z kompostt a aktivovanych kali. Za u¢elem analyzy produkce BS
byly vybrany nésledujici screeningové metody: stanoveni aktivity emulze, solubilizace
krystalického antracenu, metoda Du-Noly-Ring, metoda rozlévani kapky a metoda rozsifovani
oleje.

Nejprve bylo testovano vSech 39 supernatantii ziskanych po kultivaci bakterialnich izolatt.
Pro prvni screening byly vybrany dvé metody: stanoveni aktivity emulze a solubilizace
krystalického antracenu. Vysledky testt byly zhodnoceny a pro podrobnéjsi screening bylo
vybrano 14 nejslibnéjsich producentd. Bakterie byly znovu kultivovéany a byla tak ziskadna nova
sada supernatanti. Ta byla nasledné testovana vSemi uvedenymi metodami — stanovenim
aktivity emulze, solubilizaci krystalického antracenu, metodou Du-Nouy-Ring, metodou
rozlévani kapky a metodou rozsifovani oleje. Za ucelem ovéfeni produkce BS u vybranych
termofilnich bakterii byly metody jesté jednou zopakovany, opét s novou sadou supernatantd.
Na zéklad¢ vsech provedenych testti byli vybrani nejlepsi termofilni bakterialni producenti
biosurfaktantti.

4.1 Screening produkce biosurfaktanta u izolovanych termofilnich bakterii

Pro prvni screening produkce biosurfaktanti byly pouzity supernatanty ziskané po kultivaci
izolovanych bakterii. Cilem prvniho screeningu bylo analyzovat vhodné producenty
biosurfaktanti. Za timto ucelem byly vybrany dvé jednoduché metody: stanoveni aktivity
emulze a solubilizace krystalického antracenu.

4.1.1 Stanoveni aktivity emulze

Aktivita emulze byla stanovena na zaklad¢ hodnoty emulgacniho indexu, ktery byl vypocten
pomoci rovnice (3), a vizualnimu popisu emulgované vrstvy. Pozitivni kontrola
(5% Triton X 100) vytvotila po 24 hodinach inkubace stabilni emulgovanou vrstvu, ktera byla
bila, zcela neprithlednd a kompaktni v celém svém objemu. Hodnota emulga¢niho indexu
pozitivni kontroly odpovidala 59,09 %. Negativni kontrola (destilovana voda) nevytvofila
zadnou emulgovanou vrstvu a jeji emulgacéni index byl tedy roven 0 %. Porovnani pozitivni
a negativni kontroly je zobrazeno na obrézku 10. Test aktivity emulze byl proveden u vSech 39
supernatantli. Emulgacni indexy a vizudlni popisy emulgovanych vrstev jsou uvedeny
v tabulce 7. Na obrazku 11 je ukazka nékterych testovanych vzorkd.
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Tabulka 7: Emulgacni indexy a popisy emulgovanych vrstev u testovanych supernatantii.

vzorek E2s[%] popis emulgované vrstvy  vzorek Ez [%] popis emulgované vrstvy

tvofena malymi pory
velmi tidka, prahledna y
! 19,64 vrstva s velkymi pory FN2 4528
2 0 netvoii emulgovanou vrstvu ~ H24 48,15
3 25,45 H30 47,27 I'ldk%, pruhle(?na. w§tva
tvofena malymi pory
3a 37,04 F103 727 velmi fidka, p,rul-lle(,ina
vrstva s velkymi pory
4 1,82 velmi fidka, p,rul_lleflna £104 7.41 velmi tidka, p’I'ul-lleslna
vrstva s velkymi pory vrstva s velkymi pory
da 25 F105 3.64 velmi fidka, p’rul-lleslna
vrstva s velkymi pory
5 55,35 F106 1,79 velmi fidka, p’rul-lleslna
vrstva s velkymi pory
5a 9,8 vl 1% p,rul_llefina F107 0 netvoii emulgovanou vrstvu
vrstva s velkymi pory
6 31,48 F108 41,82
7 37,04 F109 40
8 5455 F110 3273 | 1idka, prihiedna vrstva
tvofena malymi pory
9 27,27 M1  314g  1idkd, prihledna vistva
tvofena malymi pory
21 57,41 M2 26,42 r1dka}, pruhle(}na. VI"S'[VEI
tvofena malymi pory
29 41 82 tidka, prihlednd vrstva M3 27 97
’ tvofena malymi pory '
23 18,52 M4 5,55 velmi fidka, p,rul_lleflna
vrstva s velkymi pory
26 2321 M6 125 [ mdka;pruhlednayrstya
tvofena malymi pory
27 26,79 M7 0 netvoii emulgovanou vrstvu
28 45,45 B 27.27 velmi fidka, prithledna

vrstva s velkymi pory
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Pouze tfi testované vzorky (2, F107, M7) nevykazovali Zddnou emulgacni aktivitu, a tudiz
byl jejich E24 nulovy. Neni jasné, zda tyto vzorky skute¢né neobsahuji zadné povrchové aktivni
latky, protoze ne vSechny biosurfaktanty dokdzou emulze stabilizovat. Pozitivni kontrole se
nejvice pifiblizil vzorek 21, jehoz emulgaéni index doséhl 57,41 %. Emulgovana vrstva byla
neprihlednd, celistva a vykazovala gelovity charakter. DalSich vybornych vysledkti dosahly
supernatanty 5, 8 a M5, u kterych hodnoty E24 presahly 50 %. Hodnota emulga¢niho indexu
byla u nékterych testovanych vzorkii pomérné vysokd, ale jejich emulgovand vrstva
pfipominala spiSe pénu, nebyla kompaktni a obsahovala hodné bublin (napf. vzorek H30).
V takovém ptipad¢ supernatant pravdépodobné obsahoval BS, které stabilizuji emulze, jejich
koncentrace ve vzorku je ale nizka. Vzorky F106 a 4 vytvofily na rozhrani fazi pouze tenky,
peénovy krouzek. Eo4 téchto vzorki je nizky a v porovnani s ostatnimi testovanymi vzorky je
jeho hodnota zanedbatelna.

Kromé supernatantti, pozitivni a negativni kontroly byla touto metodou testovana také
samotna média. Ve vsech ptipadech byl vysledek srovnatelny s negativni kontrolou. Média by
tedy na stabilizaci emulzi nemély mit vliv.

Obrazek 10: Porovnani pozitivni (PK) a negativni (NK) kontroly.

H24

Obrézek 11: Ukazka emulgovanych vrstev u nékterych vybranych vzorkai.
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4.1.2 Solubilizace krystalického antracenu

Supernatanty byly dale testovany metodou solubilizace krystalického antracenu. Antracen je
hydrofobni, za normalnich podminek ve vodé nerozpustna latka. Pokud je ve vzorku pfitomen
biosurfaktant o dostateéné koncentraci, vytvoii micelarni struktury (obrazek 5), do nichz se
hydrofobni antracen zac¢leni [52, 55].

Mira solubilizace byla métena fotometricky ptfi 354 nm v kiemennych kyvetach. Pokud
vzorek neobsahuje povrchové aktivni latky, nedojde Kk solubilizaci antracenu a vSechen
antracen se po centrifugaci vzorku usadi na dn¢ zkumavky. Hodnota absorbance tedy bude
nulova nebo velmi nizka. Pokud vzorek obsahuje biosurfaktanty, antracen se zaéleni do jejich
micel a po centrifugaci zistane jeho ¢ast solubilizovana ve vzorku. V tomto piipad¢ naméiime
vys$si absorbanci. Mira absorbance je tedy imérnad koncentraci biosurfaktantu v supernatantu.

Vzhledem k faktu, Ze i samotna média do jisté miry antracen solubilizuji, byla mira jejich
absorbance odectena od hodnoty absorbance testovanych supernatantii. Vysledna hodnota pak
byla porovnéana s absorbanci pozitivni kontroly. Pro lepsi ptehlednost jsou naméfené hodnoty
rozdéleny do dvou grafti (obrdzek 12, obrazek 13).

1.200 ~

0.981
1.000 4

0.800 A

All

0.600 A

0.400 A

0.200 A

0.000 -

1 2 3 3a 4 4a 5 52 6 7 8 9 21 22 23 25 26 27 28 FN1 PK
vzorek

Obréazek 12: Absorbance testovanych vzorki (I-FNI).
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Obrazek 13: Absorbance testovanych vzorki: (FN2—-BZ).

Absorbance roztoku komeréné dostupného surfaktantu dosahla hodnoty 0,981. Negativni
kontrola slouzila v tomto piipadé jako blank. Z grafdi vyplyva, Ze supernatanty bakterii FN1,
F107, F110, M1, M6 a BZ nebyly schopné antracen solubilizovat. V téchto vzorcich se tedy
povrchove aktivni latky nenachazeji viibec, nebo se zde nevyskytuji v dostate¢né koncentraci,
ktera je nutna pro dosazeni CMC. Nemuze tedy dojit k formovani micelarnich struktur,
do kterych by se antracen mohl zaclenit. Pozitivni kontrole se nejvice piiblizil supernatant
bakterie 2, jehoz absorbance byla rovna 0,661. Dobrého vysledky dosahly také supernatanty
izolatt 6 (A=0,596) a M3 (A=0,586). Hodnoty absorbanci vzorkti pod A=0,1 byly pokladany
vzhledem Kk ostatnim naméfenym hodnotam za zanedbatelné.

Na piipravu neni metoda nijak naro¢na. Nevyhodou je stejn¢ jako u stanoveni emulgacni
aktivity inkubace vzorkl po dobu 24 hodin. Za zminku stoji také nutna opatrnost pii manipulaci
se vzorky, které musi byt proméfeny ihned po jejich centrifugaci, aby nedoslo ke zvifeni
usazen¢ho antracenu na dné zkumavky. Ptfipadnym zvifenim antracenu je métfeni znacné
ovlivnéno. Ve vzorku se také mohou nachézet i jiné latky, které tvoii micely. Jejich pfitomnost
je dalsi pticinou zkresleni naméfenych hodnot.

4.1.3 Vyhodnoceni vhodnych producenti

Metodou solubilizace krystalického antracenu a stanovenim aktivity emulze bylo z 39
bakterialnich izolati vybrano 14 nejslibnéjSich producentd, kteti v téchto testech dosahly
kvalitnich vysledkt — supernatanty vybranych bakterii ziskaly dobré pozitivni vysledky v obou
provedenych testech, nebo alespofi v jednom ztesti vyrazné vynikaly. Prvni screening
produkce BS shrnuje tabulka 8. V ptipadé stanoveni aktivity emulze byl test hodnocen jako
pozitivni pokud hodnota Ez4 piesahla 3 % , u solubilizace krystalického antracenu pak musela
byt absorbance vyssi nez A=0,1. Zakrouzkované bakterie byly vybrany pro podrobnéjsi
zkoumani produkce BS.
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Tabulka 8: Prvni screening produkce BS (EA — stanoveni aktivity emulze, ANT — solubilizace
krystalického antracenu).

vzorek EA ANT | vzorek EA ANT | vzorek EA ANT

a1 w

pozitivni screeningovy test
negativni screeningovy test

4.2 Analyza produkce biosurfaktanti u vybranych termofilnich bakterii

14 vybranych bakterii bylo podrobeno druhému screeningu produkce biosurfaktantti. Bakterie
byly znovu kultivovany stejnym postupem, ktery je popsan v kapitole 3.2.3. Jejich supernatanty
byly testovany ¢&tyfmi screeningovymi metodami. Kromé stanoveni aktivity emulze
a solubilizace krystalického antracenu byla pfidana také metoda Du-Noiy-Ring, metoda
rozlévani kapky a metoda rozsitovani oleje.

4.2.1 Stanoveni emulgacni aktivity

Pii stanoveni aktivity emulze bylo postupovano stejné, jako v pfedchozim piipadé. Vysledky
testu jsou uvedeny v tabulce 9. Nadstandardniho vysledku doséhl vzorek FN2, jehoz emulga¢ni
index byl 57,41 %. Tato hodnota dokonce piesahuje E24 pozitivni kontroly (55,77 %).
Emulgovand vrstva byla bild, zcela neprithlednd a celistva po celém svém objemu (obrazek 14).
Za zminku také stoji emulgacni index vzorku 4a, ktery dosahl srovnatelné hodnoty emulga¢niho
indexu, jako pozitivni kontrola a emulga¢ni index supernatantu H24, ktery piesahl 50 %.
K vytvofeni emulgované vrstvy nedoslo u vzorkti 5 a F108. Bakterie tedy po druhé kultivaci
nedokazaly produkci i€¢innych emulgatort.
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Tabulka 9: Stanoveni aktivity emulze u vybranych termofilnich bakterii.

vzorek E2zs4 [%0]

popis emulgované
vrstvy

vzorek E2zs4 [%0]

popis emulgované

PK

4a

21

25

28

55,77

54,72

43,64

25,66

41,82

28,3

30,91

netvofi emulgovanou
vrstvu

FN2

H24

H30

F108

F109

M3

M5

vrstvy

57,41

52,73

42,59

0 netvofi emulgovanou

vrstvu

46,3

27,78

5,56 fidka, prihledna vrstva

tvofena malymi pory

Obrazek 14: Srovndni vzorku FN2 s pozitivni kontrolou.
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4.2.2 Solubilizace krystalického antracenu

Dalsim testem byla solubilizace krystalického antracenu. I zde bylo postupovano stejné, jako
Vv ptedchozim ptipadé. Naméiené hodnoty jsou zobrazeny na obrazku 15.

1.4 +
1.148

All

4a 5 6 8 21 25 28 FN2 H24 H30 F108 F109 M3 M5 PK
vzorek

Obréazek 15: Namérené absorbance vzorkii vybranych bakterii.

Vsechny supernatanty prokazaly piitomnost povrchové aktivnich latek, které se v nich
vyskytuji v dostateéné koncentraci, kterou potiebuji k formovani micel. Nejlepsiho vysledku
tentokrat dosahla bakterie 25, ktera se nejvice ptiblizila absorbanci PK.

4.2.3 Metoda Du-Noty-Ring

U vybranych bakterii byla testovana produkce BS také pomoci piimého méfeni povrchového
napéti. Povrchové napéti destilované vody bylo stanoveno na 70,08 mN/m. Roztok 5 %
Tritonu-X 100 dokazal tuto hodnotu snizit na 32,52 mN/m. Pro porovnani byla zméfena také
samotna produk¢éni média. Hodnota povrchového napéti média s obsahem glukézy byla
64,66 mN/m a povrchové napéti média s obsahem glycerolu bylo stanoveno na 68,57 mN/m.
Ziskané hodnoty jsou uvedeny v grafu — obrazek 16.
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Obrazek 16: Povrchové napéti testovanych supernatantii.

Vsechny testované supernatanty obsahuji povrchové aktivni latky, které dokazaly snizit
povrchové napéti média. Podle studie D. G. Coopera je za dobry biosurfaktant povazovan ten,
ktery dokaze snizit povrchové napéti média pod 40 mN/m [94]. To spliiuje pouze bakterie 28,
jejiz supernatant dokazat snizit povrchové napéti Cistého média na 37,19 mN/m a bakterie se
V tomto testu ukazala jako nejlepsi producent biosurfaktantti, které vyrazné snizuji povrchové
napéti.

Jedna se o presnou metodu, kdy vysledek méfeni ziskdme do n¢kolika minut. Tato metoda
vSak vyzaduje specidlni vybaveni a pomérné velky objem vzorku (desitky ml).

4.2.4 Metoda rozlévani kapky

Dalsi screeningovou metodou byla metoda rozlévani kapky. Jedna se o rychlou a jednoduchou
metodu, kterd vyzaduje specialni hydrofobni papir s natisténymi terciky. Nejprve byla
testovana pozitivni a negativni kontrola. Negativni kontrola dokazala ptekonat 6—7 kruht
(kapka byla rozlita nerovnomérné, na jedné strané kapky doslo k piekonani 6 kruhd, na druhé
7). U pozitivni kontroly doslo ke kompletnimu rozliti nanesené kapky. Porovnani PK a NK je
zobrazeno na obrazku 17.
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NK PK

Obréazek 17: Porovnani rozlévani kapek NK a PK.
V ramci metody byly otestovany také samotnd média, aby byl vylouéen jejich ptipadny vliv

na rozliti kapky supernatantu. U ¢istych médii nedoslo k zadnému vyraznému rozliti nanesené
kapky. Piekonané kruhy jednotlivych supernatant jsou zaznamenany v tabulce 10.

Tabulka 10: Vysledky metody rozlévani kapky.

vzorek pocet prekonanych kruht

NK 6-7
média 7
4a
5 7
6 9
8 7
21 7
25 7
28 13
FN2 7
H24 12
H30 8-9
F108 8
F109 8-9
M3 7
M5 8

Nejlepsiho vysledku dosahla bakterie 28, jejiz supernatant dokazal piekonat 13 kruhi.
Z toho vyplyva, Ze supernatant obsahuje amfifilni slouCeniny a vzorek se tak 1épe adsorbuje
na hydrofobni povrch. Dobrého vysledku doséhla také bakterie H24 (12 ptekonanych kruht).
Naopak u supernatantii bakterii 5, 8, 21, 25, FN2 a M3 nedoslo v porovnani s ¢istym médiem
k zadné zméné. Koncentrace amfifilnich sloucenin v téchto vzorcich by tak oproti jinym
testovanym vzorkiim méla byt niz§i. Porovnani nékterych testovanych vzork je na obrazku 18.
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Obréazek 18: Adsorpce vybranych supernatantit na hydrofobni povrch.

4.2.5 Metoda rozsifovani oleje

Posledni screeningovou metodou byla metoda roz$ifovani oleje, kterou bylo nutné nejprve
optimalizovat. V prvnim ptipadé¢ byl test proveden pomoci slune¢nicového oleje. Slune¢nicovy
olej musel byt pied samotnym testem obarven roztokem nilské Cervené, aby bylo mozné
vysledek testu vizualné hodnotit. Nilska cerven mohla ovlivnit vysledky provedenych testt.
Ackoliv je olej hydrofobni latka a pfi aplikovani oleje na povrch destilované vody by tak mél
zustat v co nejmensim kontaktu, olejova skvrna se témét ve vSech pripadech Sifila jesté pied
piidanim testovaného vzorku. Tento zptlisob testovani se tedy ptilis neosvédcil a metoda musela
byt vhodné upravena. Slune¢nicovy olej byl nahrazen olivovym olejem, ktery nebylo nutné
barvit. Destilovana voda byla pfidana do Petriho misky pouze v takovém mnozstvi, aby pokryla
jeji dno. Olejova kapka se ale v tomto piipadé prichytavala ke dnu Petriho misky. Pomér
destilované vody, oleje a testovaného supernatantu byl vhodné upraven a nechténé Sifeni
olejové skvrny pied nanesenim vzorku bylo do jisté miry omezeno. Metoda tak mohla byt
aplikovana na testované vzorky.

Metodou byla nejprve testovana pozitivni a negativni kontrola a také kultivaéni média.
Po naneseni negativni kontroly a samotnych medii do stiedu olejové kapky nebyla pozorovana
tvorba ¢istici zony, doslo pouze k vétsimu rozliti olejové kapky po povrchu destilované vody.
Naopak ihned po naneseni pozitivni kontroly doslo k tiplnému roztrzeni olejové kapky a olej
byl vytlacen ke stranam Petriho misky. Porovnani vysledkd pozitivni a negativni kontroly je
zobrazeno na obréazku 19.
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Obréazek 19: Porovndni vysledkii pozitivni a negativni kontroly, A — olejovd kapka pred nanesenim
testovaného vzorku, B — cistici zéna po nanesent pozitivni kontroly, C — olejova skvrna po naneseni
negativni kontroly.

Nejlepsi pozitivni vysledky ziskaly supernatanty bakterii 4a, F108, FN2 a H24. Jejich &istici
zOéna se pomérné rychle Sifila a olej byl vytlaten smérem ke stranam Petriho misky
az do uplného roztrzeni olejové skvrny. U supernatanti 6, 8, 25, 28, H30 a M3 doslo rovnéz
k tvorb¢ Cisticich zon, ty se ale v porovnani s piedeslymi piipady Sifily o poznani pomaleji
a jejich $ifeni nevedlo k Uplnému roztrzeni olejové skvrny. U supernatanti 5, 21, F109 a M5
nebyla pozorovana tvorba Cistici zony a vysledky jejich testd byly srovnatelné s vysledkem
testu negativni kontroly. Porovnani n¢kterych vybranych vzorkt je zobrazeno na obrazku 20.

Hlavni vyhodou metody je jeji jednoduchost a ¢asova nenaro¢nost, metoda také nevyzaduje
zadné specialni vybaveni. V literatufe je metoda popsana jako velmi efektivni a spolehliva,
ktera je Gi¢inna i pti malé koncentraci biosurfaktantii ve vzorku [57]. Metodu bylo nejprve nutné
optimalizovat tak, aby nedochazelo k §iteni olejové skvrny jesté pred nanesenim testovanych
vzorkill. Ackoliv doSlo k viditelnému zlepSeni pii vyuZiti olivového oleje a pozménéni mnoZstvi
destilované vody, oleje a testovaného supernatantu, v nékterych piipadech stale dochazelo
K nechténému §ifeni. Moznym feSenim by mohlo byt pokryti celého povrchu destilované vody
olejem v Petriho misce tak, jak je zobrazeno na obrazku 6.

Obrézek 20: Porovnani testovanych vzorkii 8 a 4a.
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4.2.6 Vyhodnoceni screeningu produkce biosurfaktantia u vybranych termofilnich
bakterii

Vyhodnoceni screeningovych testi je shrnuto v tabulce 11. U stanoveni aktivity emulze byl test
hodnocen jako pozitivni, pokud hodnota E24 piesahla 3%, v piipadé solubilizace krystalického
antracenu musela byt hodnota absorbance vyssi nez A=0,1. V metodé Du-Nouy-Ring pak byl
test hodnocen jako pozitivni, pokud povrchové napéti supernatantu bylo nizsi, neZ povrchové
napéti ¢istého média. V piipadé testu rozlévani kapky musel supernatant pfekonat vice kruht
(natiSténé na specidlnim hydrofobnim papite) nez ¢isté médium. V metod¢ rozsifovani oleje
musel pfidavek supernatantu na povrch olejové skvrny zapticinit tvorbu istici zony, aby byl
test hodnocen jako pozitivni na ptitomnost BS. Pokud se supernatant bakterie v nékterém
z provedenych test svymi vysledky vyrazné pfiblizil vysledku pozitivni kontroly, nebo pokud
V porovnani s ostatnimi supernatanty ziskal vyrazné lep$i vysledek, byl tento test hodnocen
jako nadprimérny.

Pét termofilnich izolatd dosahlo pozitivnich vysledka ve vSech metodach (4a, 6, 28, H24 a
H30). Supernatanty vSech bakterii dosahly pozitivniho vysledku v testu solubilizace
krystalického antracenu. Vzorky byly touto metodou proméfeny vzdy dvakrat za sebou.
V nékterych piipadech dochédzelo k netimyslnému zvifeni usazené¢ho antracenu na dné
zkumavky a hodnoty absorbanci nezistavaly stabilni. Vysledky metody tak nemusi byt zcela
presné. 1 pies to byla u supernatantu izolatu s oznacenim 25 namétfena vysoka hodnota
absorbance, ktera je oproti ostatnim naméfenym hodnotdm nadprimérna.

Nejméne pozitivnich vysledkii pak bylo ziskdno metodou rozlévani kapky. U kapek
supernatantu bakterie FN2 nedoglo oproti &istému médiu k Zadné zméné, ackoliv supernatant
ziskal v jinych testech vyborné vysledky. Duvodem ¢astého netspéchu muze byt znecisténi
hydrofobniho povrchu papiru, nebo nerovnomérné naneseni vzorku na stfed terciku. Kapky
byly zkoumany ihned po naneseni vzorkii na hydrofobni povrch. Nékteré supernatanty se
tak mohly rozlévat oproti jinym vzorkim vyrazné pomaleji.

Metodou Du-Noly-Ring byla testovana schopnost supernatantii snizit povrchové napéti
média. VSechny vzorky dokéazaly povrchové napéti snizit. Divodem muize byt pfitomnost
dalsich latek, které mohou mit na snizeni povrchového napéti vliv. Supernatant bakterie 28
dokazal snizit hodnotu povrchového napéti média pod 40 mN/m a bakterie se tak jevi jako
nejlepsi producent biosurfaktantl, které efektivné snizuji povrchové napéti.

Za nejlepsi producenty biosurfaktantil jsou zatim povazovany bakterie 4a, 28, FN2 a H24.
Jako nejlepsi producent se jevi bakterie H24, ktera dosahla nadpramérnych vysledkia hned
ve tiech testech. Supernatant bakterie H24 vynikl ve stanoveni emulgacni aktivity, v metodé
rozlévani kapky (MRK) a metodé rozsSitovani oleje (MRO). Bakterie se jevi jako dobry
producent u¢innych emulgatort. Bakterie 4a a FN2 ziskaly nadprimérné vysledky v metodé
stanoveni emulgaéni aktivity a v metodé rozsifovani oleje. Stejné jako bakterie H24 by tak
mohly byt dobrymi producenty emulgéatort. Supernatant bakterie 28 pak dokézal nejicinnéji
snizit povrchové napéti média. Nejslabsim producentem BS z testovanych izolatt je bakterie 5,
u které byl naméfen negativni vysledek ve tfech testech (stanoveni emulga¢ni aktivity, metoda
rozlévani kapky a metoda roz$ifovani oleje) a ani ve zbyvajicich dvou testech nijak vyrazné
nevynikala.
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Tabulka 11: Vyhodnoceni screeningu vybranych termofilnich bakterii (EA — stanoveni aktivity emulze,
ANT - solubilizace krystalického antracenu, DNR — piimé mérent povrchového napéti — metoda Du-
Noly-Ring, MRK — metoda rozlévani kapky, MRO — metoda rozsirovani oleje).

vzorek EA ANT DNR MRK MRO
4a

21
25
28

FN2

H24

H30

F108

F109
M3
M5

pozitivni screeningovy test

negativni screeningovy test
nadprimérny vysledek

4.3 Ovéreni reprodukovatelnosti produkce BS

VSechny screeningové metody byly pro vybranych 14 bakterii je$té jednou zopakovany
za ucelem ovéteni produkce povrchové aktivnich latek. Kultivace bakterii ani samotné metody
nebyly nijak modifikovany. Ziskané vysledky pak byly porovnany s vysledky prvniho
i druhého screeningu.

4.3.1 Stanoveni emulgacni aktivity

Vysledky stanoveni emulgaéni aktivity jsou shrnuty v tabulce 12. Nejlepsiho vysledku bylo
dosaZeno se supernatantem bakterie M3, jehoz hodnota emulga¢niho indexu je vyrazné vyssi
nez emulgaéni indexy u ostatnich bakterii. Supernatanty izolati 6, 8 a F108 nedokazaly
vytvofit emulgovanou vrstvu, ktera by zlstala po 24 hodin stabilni, jejich hodnoty E24tak byly
nulové. Vzorky 5 a M5 pak vytvotily pouze velmi slabou vrstvu, ktera byla po celém svém
objemu hodné¢ perforovand. Emulgacni indexy obou téchto vzorkl dosahly pouze 1,96 %. Tyto
bakterie tak pti tfeti kultivaci neprokéazaly produkci biosurfaktantii, které by uc¢inné
stabilizovaly emulze.
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Tabulka 12: Vysledky tretiho stanoveni aktivity emulze.

popis emulgované
vrstvy

popis emulgované

vzorek E2z4 [%0] vrstvy

vzorek Ezs [%0]

PK 55,77 FN2 30,19

velmi fidka, prihledna tidka, prihledna vrstva

4a 3,77 P H24 22,64 y .,
vrstva s velkymi pory tvofena malymi pory
velmi tidka, prahledna
> 1,96 vrstva s velkymi pory H30 18,87
5 0 netvoii emulgovanou F108 0 netvoii emulgovanou
vrstvu vrstvu
5 0 netvoii emulgovanou F109 33.96
vrstvu '
21 31,48 M3 53,7
velmi fidka, prihledna
25 33,69 M5 1,96 vrstva s velkymi pory
28 17,31

Pokud namétené vysledky porovname s vysledky piedchozich screeningti (obrazek 21), je
na prvni pohled ziejmé, Ze téméf ve vsech ptipadech doslo pii tietim screeningu k poklesu
produkce biosurfaktantii, které stabilizuji emulze. Vyjimkou je bakterie M3, u které naopak
doslo ke skokovému narustu. U bakterii 5, F108 a M5 by se mohlo jednat pouze o jednorazovou
produkci emulgatordi, vzhledem k faktu, ze supernatanty téchto bakterii uspély pouze
pfi prvnim stanoveni aktivity emulze. Bakterie 4a, 6, FN2, H24 a F109 dosahly nejlepsich
vysledki pfi druhém testu. K postupnému snizovani produkce doslo u bakterii 21, 28 a H30.

S ohledem na ziskané vysledky ve vSech tfech stanovenich jsou za dobré producenty
biosurfaktantli, které¢ ucinné stabilizuji emulze, povazovany bakterie 21, 25, 28, FN2, H24,
H30, F109 a M3. Jako nejlepsi producent se jevi bakterie FN2, jejiz praimérny emulgaéni index
vypocten ze vSech testd Cini 44,29 %. Dalsimi dobrymi producenty jsou pak bakterie H24
(E242) = 41,17 %) a F109 (Ea4@) = 40,09 %). Oba supernatanty téchto bakterii dokazaly
ve vSech provedenych testech aktivity emulze stabilizovat emulgovanou vrstvu, kterd byla
nepruhledna, velmi husta a zcela bez bublin.
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60 A

50 4

40 A

30 A

Eoq [%]

20 A

10 A

4a 5 6 8 21 25 28 FN2 H24 H30 F108 F109 M3 M5

vzorek B 1. stanoveni M 2. stanoveni M 3.stanoveni

Obréazek 21: Porovnani ziskanych vysledkii — stanoveni aktivity emulze.

4.3.2 Solubilizace krystalického antracenu

Naméfené hodnoty absorbanci po ode¢tu absorbance ¢istého média uvadi obrazek 22. U vsech
bakterii se touto metodou potvrdila produkce biosurfaktantii, které se v supernatantech
vyskytuji v dostate¢né koncentraci, aby mohlo dojit k tvorbé micel. Nejvyssi absorbance byla
naméiena u supernatantu bakterie M3, ktera dosahla nejlep$iho vysledku i ve stanoveni aktivity
emulze. Dobré vysledky také ziskaly bakterie FN2 a H30.

1.2 1

1.062

4 5 6 8 21 25 28 FN2 H24 H30 F108 F109 M3 M5 PK
vzorek

Obrézek 22: Absorbance vzorkii vybranych bakterii — 3.stanoveni.

Porovnani vysledkli jednotlivych supernatantd v provedenych testech solubilizace
krystalickeho antracenu je zobrazeno na obrézku 23. Devét vzorku (4a, 5, 21, 28, FN2, H24,
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F109, M5 a M3) ma vzdy ve dvou testech podobné hodnoty absorbanci. Rozdil je v téchto
hodnotach mensi nez 0, 1.

1.0 H
0.9 4
0.8 A
0.7 4
0.6 A

0.5 A

All

0.4 A
0.3 A
0.2 A

0.1 A

0.0 -

4a

5 6 8 21 25 28 FN2  H24 H30 F108 F109 M3 M5

vzorek W 1.stanoveni M 2.stanoveni M 3. stanovneni

Obréazek 23: Porovnadni vysledkii — solubilizace krystalického antracenu.

4.3.3 Metoda Du-Noty-Ring

Vsechny testované supernatanty dokazaly snizit povrchové napéti Cistého média. Ve dvou
piipadech doslo ke snizeni povrchového napéti pod 40 mN/m, a to u vzorku F108 a M5.
Obrazek 24 zobrazuje naméiené hodnoty.

80.00

70.00

60.00

50.00

40.00

ST [mMN/m]

30.00

20.00

10.00

0.00

70.08 68.57

64166 ]:

52.88
47.91 48.76 49.53 49.40  49.90 49.22
47.61 46.60

PSS TR T R A B T PN RS S R SR IR
SN vzorek

Obrézek 24: Povrchové napéti testovanych supernatanti.
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Porovnani dvou méteni povrchového napéti supernatanti vybranych termofilnich bakterii je
zobrazeno na obrazku 25. Na prvni pohled je zfejmé, Ze se nejspiSe jedna zatim o nejpiesnéjsi
metodu, ktera byla v bakalaiské praci pouzita. Davodem je pravdépodobné pouziti
automatizovaného zafizeni a je tak minimalizovan pocet moznych chyb pfi méfeni. Je vSak
zajimavé, Ze nejvétsi rozdily v hodnotach povrchového napéti se vyskytuji u téch vzorku, které
alespoii v jednom testu dokazali sniZit povrchové napéti pod 40 mN/m. Uplnym extrémem je
pak vzorek bakterie M5, u kterého doslo v prvnim testu k minimalnimu snizeni povrchového
napéti oproti Cistému médiu, v druhém testu pak doséhla druhého nejlepsiho vysledku. Tato
bakterie pti druhém a tfetim screeningu nedokazala produkci emulgatord. Bakterie M5 mize
byt velmi citliva na zménu prostedi, a i malé vykyvy teplot mohou mit na produkci BS vliv.

Pro potvrzeni produkce biosurfaktantti, které efektivné snizuji povrchové napéti, by bylo
vhodné u nékterych supernatanti méfeni jesté jednou zopakovat.

70.00 ~
60.00 A
50.00 A

40.00 -

ST [mMN/m]

30.00 A

20.00 A

10.00 A

0.00 -
4a 5 6 8 21 25 28 FN2 H24 H30 F108 F109 M3 M5

vzorek m 1. mé&feni m2. méfeni

Obréazek 25: Porovnani vysledkii — metoda Du-Noly-Ring.

4.3.4 Metoda rozlévani kapky

V ramci této metody byly znovu otestovany supernatanty vybranych termofilnich bakterii.
Pocet ptekonanych kruhti na hydrofobnim povrchu u jednotlivych supernatantti a porovnani
s pfedchozim testem jsou uvedeny v tabulce 13. Vyborny vysledek ziskala bakterie H24, jejiz
supernatant dokazal na hydrofobnim povrchu piekonat 12 kruhii. V ptfedchozim testu ale jeji
supernatant nevykazoval Zadnou vizualni zménu oproti ¢istému médiu. Dobrého vysledku
dosahl vzorek 28, ackoliv kapka vzorku byla rozlita nerovnomérné. Pfesazené kruhy této kapky
byly spocteny na riznych mistech a z téchto hodnot byl vypocten primér, ktery byl stanoven
na 10-11 prekonanych kruhd. Tato bakterie v pfedchozim testovani dosdhla nejlepSiho
vysledku. Bakterie také uspéla pii prvnim méfeni povrchového napéti. Porovnani kapek
nékterych vzorki je zobrazeno na obrazku 26.
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Tabulka 13: Vysledky metody rozlévani kapky.

vzorek prekonané kruhy p(l:fi(:ll:;l;ezikg;gy
NK 67 67
média 7 7
4a 7 9
5 8-9 7
6 7 9
8 8-9 7
21 7 7
25 8-9 7
28 10-11 13
FN2 9 7
H24 7 12
H30 8 8-9
F108 8 8
F109 8 8-9
M3 9 7
M5 10-11 8

28 28 (predchozi meteni)

H24 H24 (pfedchozi méfeni)

Obrazek 26: Porovnani nékterych vybranych vzorkii.

4.3.5 Metoda rozsifovani oleje

Nejlepsi vysledky byly naméteny u supernatantd bakterii 6, F108, H24 a H30. Supernatanty
bakterii 4a, 5, 8, 25, 28, F109 a FN2 byly druhym testem hodnoceny jako pozitivni,
supernatanty bakterii 21, M3 a M5 pak ziskaly negativni vysledek. Tabulka 14 porovnava prvni
a druhé testovani touto metodou. U supernatantt bakterii 21 a M5 byl naméfen negativni
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vysledek v obou provedenych testech a dalo by se tak fici, Ze bakterie 21 a M5 biosurfaktanty
viibec neprodukuji. V jinych metodach ale supernatanty dosahly pomérné dobrych vysledka.
S ohledem na tuto skutecnost bakterie biosurfaktanty pravdépodobné produkuji, ale jejich
aktivita vytlaceni oleje je velmi nizka.

Supernatanty bakterii F108 a H24 ziskaly nadpramérny vysledek v prvnim i druhém
testovani. Po aplikaci supernatantu na povrch olejové kapky doslo k tvorbé Eistici zony, ktera
v kone¢ném dusledku vedla az k iplnému roztrzeni olejové skvrny. Aktivita biosurfaktantd,
kter¢ bakterie F108 a H24 produkuji, je teda pomérné velka.

Pro ptesnéjsi screening produkce BS touto metodou by u supernatantti 5, F109 a M3 bylo
vhodné metodu jesté jednou zopakovat, jejich vysledky prvniho a druhého testu se lisi, a nelze
tak urcit, zda bakterie BS skute¢né produkuji. Obrézek 27 zobrazuje porovnéni prvniho
a druhého testu u bakterie FN2.

Tabulka 14: Vysledky metody rozsirovani oleje.

tvorba cistici zény
(predchozi test)
4a + +
5
6
8
21 - -
25
28
FN2
H24
H30
F108
F109

vzorek tvorba cistici zény

+ + +

+
+

+ + + + + + 4+
+ + + + + +

M5 - -

FN2-1.test FN2-2.test

Obrézek 27: Porovnani 1. a 2. testovani supernatantu FN2 metodou rozsifovani oleje.
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4.3.6 Vyhodnoceni reprodukovatelnosti produkce BS u vybranych termofilnich bakterii

Ugelem tietiho screeningu bylo ovéfeni produkce biosurfaktantt u vybranych termofilnich
bakterii. Ziskané vysledky byly porovnany s vysledky prvniho a druhého screeningu.

Témet u vSech bakterii doslo v porovnéni s prvnim a druhym screeningem k vyraznému
poklesu produkce biosurfaktantl, které stabilizuji emulze. Jako nejlepsi producent uc¢innych
emulgatorti byla vyhodnocena bakterie FN2. Jeji supernatant dokazal ve viech stanovenich
tvofit hustou a neprihlednou emulgovanou vrstvu. Hydrofobni antracen dokazaly nejlépe
solubilizovat supernatanty bakterii H30 a 25. Povrchové napéti média bylo nejvice snizeno
supernatanty bakterii 28 a F108, které alespon v jednom z testd snizili hodnotu povrchového
napéti pod 40 mN/m. U supernatantu bakterie M5 v metodé Du-Nouy-Ring byly naméteny dveé
zcela odlisné hodnoty: Vv prvnim provedeném méfeni nedoslo k vyraznému sniZzeni hodnoty
povrchového napéti oproti Cistému médiu, ve druhém méfeni pak supernatant dokazal snizit
hodnotu povrchového napéti pod 40 mN/m. U supernatantu bakterie M5 byly naméfeny
nestabilni vysledky i v dalSich metodach a ztohoto divodu bakterie neni povazovana
za spolehlivého producenta BS. Bakterie 28 ziskala nejlepsi vysledky v obou provedenych
testech metody rozlévani kapky a pravdépodobné tak dokaze opakované produkovat
biosurfaktanty v hojné koncentraci. V metod¢ rozSifovani oleje si pak nejlépe vedly
supernatanty bakterii F108 a H24. BS produkované témito bakteriemi vynikaji aktivitou
vytla€eni oleje.

Na zéklad¢ vysledkt vSech screeningovych metod byla sestavena tabulka (tabulka 15), ktera
je zaloZzena na jednoduchém bodovém systému:

e Nadprumérny (pozitivni) vysledek testu — 2 body,
e pozitivni screeningovy test — 1 bod,
e negativni screeningovy test — 0 bodu.

Test byl vyhodnocen jako nadprimérny, pokud se vysledek testovaného supernatantu
vyrazné piiblizil vysledku testu pozitivni kontroly, nebo pokud v porovnani s ostatnimi
testovanymi supernatanty ziskal vyrazné¢ lepsi vysledek.

Nejvyssi pocet bodu ziskala bakterie 28. Jeji supernatant prokazal pfitomnost biosurfaktantt
ve vSech metodach a ve tfech provedenych testech ziskal ve srovnani s ostatnimi supernatanty
nadpramérné vysledky. Bakterie tedy prokazala stabilni a spolehlivou produkci povrchoveé
aktivnich latek. Stejného pocétu bodu bylo dosazeno u bakterie H24, u které byly nadprimérné
vysledky naméfeny ve ¢tyfech provedenych testech. Bakterie H24 byla rovnéz vyhodnocena
jako silny producent biosurfaktantti. Ve vSech metodach byly zisk&ny pozitivni vysledky také
u bakterie H30. Ackoliv bakterie ve screeningovych testech nijak vyrazné nevynikala, byla
oveéfena reprodukovatelnost produkce a lze ji tedy povazovat za dobrého producenta
biosurfaktanttl. Reprodukovatelnost produkce byla déale potvrzena u bakterii 4a, 25, FN2
a F109, které v provedenych testech ziskaly pouze jeden negativni vysledek. Nejslabsimi
producenty jsou s ohledem na dosazené vysledky bakterie 5 a 21.
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Tabulka 15: Screening produkce BS u vybranych termofilnich bakterii — celkové shrnuti vysledkii.

vzorek

4a

21
25
28

H24
H30
F108
F109
M3
M5

stanoveni aktivity emulze

solubilizace antracenu

Du-Nouy-Ring

rozlévani kapky

Sifeni oleje

1. 2. 3.
screening | screening | screening

1. 2. 3.
screening | screening | screening

2. 3.
screening | screening

2. 3.
screening | screening

2. 3.
screening | screening

body

13

11
11

12
15
13
15
13
12
11
11
12
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5 ZAVER

Cilem bakalatské prace byla analyza produkce biosurfaktantii u vybranych termofilnich bakterii
pomoci vhodnych screeningovych metod. Bakterie byly izolovany z kompostt (Brno, Blansko)
a aktivovanych kali (Bystfice pod Hostynem, Modfice). Pro screening produkce BS byly
vybrany nésledujici metody: stanoveni aktivity emulze, solubilizace krystalického antracenu,
pfimé méfeni povrchového napéti — metoda Du-Noly-Ring, metoda rozlévani kapky a metoda
roz§ifovani oleje. VSechny uvedené metody jsou nenaro¢né na provedeni a jejich vysledky jsou
snadno hodnotitelné. Vysledky metod je obtizné porovnidvat mezi sebou. Uvedené
screeningové metody charakterizuji odliSné vlastnosti biosurfaktanti, a ne vSechny
biosurfaktanty témito vlastnostmi disponuji (vysokomolekularni BS jsou uc¢innéjsi jako
stabilizatory emulzi v porovnani s BS nizkomolekularnimi, které naopak lépe snizuji povrchové
napéti apod.).

Na zacatku experimentalni prace byly testovany vSechny supernatanty izolovanych bakterii
stanovenim aktivity emulze a solubilizaci krystalického antracenu. Na zakladé ziskanych
vysledki bylo vybrano 14 nejatraktivnéjSich producentu: 4a, 5, 6, 8, 21, 25, 28, FN2, H24, H30,
F108, F109, M3 a M5. U ostatnich supernatantti nebyla pfitomnost biosurfaktantti prokazana,
nebo se BS v téchto supernatantech vyskytovaly jen ve velmi nizké koncentraci.

Nasledné probéhl podrobnéjsi screening produkce BS u vybranych termofilnich bakterii.
Zatimto ucelem byly vyuzity vSechny zminéné metody. Jako nejlepSi producenti
biosurfaktant®, které stabilizuji emulze, byly vyhodnoceny bakterie FN2, 4a a H24, jejichz
emulgacni indexy se nejvice pfiblizily emulgacnimu indexu pozitivni kontroly. Supernatant
bakterie FN2 dokonce dokazal tuto hodnotu piekonat. Supernatant bakterie 25 dokazal
nejefektivnéji solubilizovat krystalicky antracen, ale v zadné jiné metodé vyrazné nevynikl.
Povrchové napéti kultivaéniho média pak nejvice snizil supernatant bakterie 28. Hodnota
povrchového napéti klesla pod 40 mN/m a bakterie se ukazala jako zatim nejlepsi producent
biosurfaktantti, které G¢inné snizuji povrchové napéti vodnych roztokt. Bakterie 28 také
doséhla nejlepsiho vysledku v metodé rozlévani kapek, ve které vynikl takeé supernatant
bakterie H24. V supernatantech téchto bakterii se tak amfifilni slou¢eniny vyskytuji v hojné
koncentraci, a kapka se tak lepe adsorbuje na hydrofobni povrch. Nadprimérné vysledky
v metodg roz§ifovani oleje ziskaly bakterie 4a, F108, FN2 a H24, jejichz &istici zony se rychle
Sitily smérem ke strandm Petriho misky a $ifeni vedlo az k uplnému roztrzeni olejové skvrny.

Za nejlepsi producenty biosurfaktanti byly po druhém screeningu povazovany bakterie 4a,
28, FN2 a H24. Supernatanty bakterii 4a, 28 a H24 ve viech metodach prokazaly piitomnost
BS a ziskaly nejvice nadprimérnych vysledkli. V metod¢ rozlévani kapky byl naméteny
vysledek supernatantu FN2 shodny s vysledkem negativni kontroly, ale supernatant ziskal
vV metodé rozlévani kapky a v metod¢ rozsitovani oleje velmi dobré vysledky, a proto je rovnéz
povazovan za silného producenta. Ve vSech metodach byly naméteny pozitivni vysledky take
u bakterii 6 a H30. Naopak nejméné pozitivnich vysledka bylo dosazeno u bakterie 5. Bakterie
5 se tak po druhém screeningu nejevila jako spolehlivy producent BS.

Pro ovéfeni reprodukovatelnosti produkce BS vybranymi termofilnimi bakteriemi byly
bakterie znovu kultivovany, a jejich supernatanty byly jesté jednou testovany vSemi uvedenymi
metodami. Ziskané vysledky pak byly porovnany svysledky 1. a 2. screeningu.
Reprodukovatelnost produkce byla prokazana u sedmi bakterii (4a, 25, 28, H24, H30, FN2
a F109). Jako nejspolehlivéjsi producenti biosurfaktantt byli vyhodnoceni bakterie 28, H24
a H30. Bakterie 28 byla vyhodnocena jako nejsilnéj$i producent. Jeji supernatant ve vSech
metodach prokazal ptitomnost biosurfaktantli a ve tiech testech ziskal v porovnani s ostatnimi
supernatanty nadprimérné vysledky. Bakterie H24 ziskala jeden negativni vysledek, zaroven
vsak prokazala pomérné silnou produkci biosurfaktantt, s ohledem na 4 nadprimérné vysledky
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v provedenych metodach. Bakterie H30 svymi vysledky vyrazné nevynikala, ale jeji
supernatanty uspély ve vSech screeningovych metodach a je tak povazovana za spolehlivého
producenta. Bakterie 4a a FN2 vykazalyy v prib&hu screeningti podobné vysledky. Nejspise
tak produkuji biosurfaktanty, které maji podobné vlastnosti. Jako nejslabsi producenti byli
shledany bakterie 5 a 21. Bakterie M5 je pravdépodobné nejvice nachylnd na zmény prostiedi,
vzhledem ke kolisavym vysledkiim screeningovych metod.

V experimentalni Casti bakalarské prace bylo manipulovano s zivymi termofilnimi
mikroorganismy, které mohou byt citlivé i na malé zmény teplot (napiiklad v prib&hu
kultivace). Prostiedi laboratofe je odlisné od ptirozeného prostfedi téchto mikroorganismu
a musi tak byt co nejlépe napodobeno. Z téchto diuvoda bylo obtizné ziskat pti opakované
analyze stabilni vysledky testd. V supernatantech termofilnich bakterii se kromé biosurfaktantd
nachazi také dalsi extracelularni produkty (enzymy, organické kyseliny apod.), které mohou
mit na vysledky testii vliv. ReSeni nabizi extrakce biosurfaktantii organickymi rozpoustédly
a jejich nasledna analyza pomoci pokro¢ilych analytickych metod.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ANT
APG
BS
CMC
CSL
CTAB
DNR
E24
EA

E
FTIR
GLU
GLY

hemulze

hsmési

LS-MS
MEL
MEOR
MRK
MRO
NK
OECD
PAH
PK

solubilizace krystalického antracenu
alkylpolyglukosid

biosurfaktant

kriticka koncentrace micel

,corn steep liquor*
cetyltrimethylamoniumbromid-agarovy test
Du-Nouy-Ring

emugacni index

stanoveni emulgacni aktivity

sila

infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
glukoza

glycerol

vyska emulgované vrstvy

celkova vyska smési

kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnosti spektrometrii
manosylerythritol lipidy

,»microbial enhanced oil recovery*

metoda rozlévani kapky

metoda roz$ifovani oleje

negativni kontrola

organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj
polycyklické aromatické uhlovodiky

pozitivni kontrola

primérnd hodnota polomért ra a rp
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v

TES I

vnéjsi polomér prstence
vnitini polomér prstence
roztok stopovych prvki
celkovéa véha prstence

povrchové napéti
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