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ABSTRAKT 

Předmětem bakalářské práce je produkce biosurfaktantů vybranými termofilními bakteriemi. 

Teoretická část obsahuje obecnou charakterizaci termofilních bakterií, popisuje struktury 

a klasifikaci biosurfaktantů, charakterizuje jejich vlastnosti a využití. Závěr teoretické části se 

věnuje produkci biosurfaktantů termofilními bakteriemi. Experimentální část se zabývá 

screeningem produkce biosurfaktantů u vybraných termofilních bakterií. Termofilní bakterie 

byly získány z kompostů a aktivovaných kalů. Izolace není předmětem bakalářské práce. 

Celkově 39 bakteriálních izolátů bylo kultivováno a supernatanty kultivačního média byly 

testovány screeningovými metodami na přítomnost biosurfaktantů, a to stanovením aktivity 

emulze a solubilizací krystalického antracenu. Na základě výsledků těchto metod bylo vybráno 

14 nejatraktivnějších producentů. Vybrané bakteriální kmeny byly znovu kultivovány a byla 

tak získána nová sada supernatantů. Pro podrobnější screening produkce vybranými 

termofilními bakteriemi byly kromě stanovení aktivity emulze a solubilizace krystalického 

antracenu přidány další metody: přímé měření povrchového napětí – Du-Noüy-Ring, metoda 

rozlévání kapky a metoda rozšiřování oleje. Výsledky byly zhodnoceny a metody byly znovu 

zopakovány pro novou sadu supernatantů za účelem ověření reprodukovatelnosti produkce. 

Výsledky všech testů byly porovnány a následně byli určeni tři nejspolehlivější termofilní 

bakteriální 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 a new 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-Noüy-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. 

 

 

 

KLÍČOVÁ SLOVA 

Termofilní bakterie, biosurfaktanty, povrchově aktivní látky, screening 

KEYWORDS 

Thermophilic bacteria, biosurfactants, surface active agents, screening 
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1 ÚVOD 

V současnosti se společnost stále více zaměřuje na šíření povědomí o životním prostředí. Svou 

pozornost obrací na kontaminaci životního prostředí špatně odbouratelnými látkami a neustále 

hledá možné bio-alternativy. Většina povrchově aktivních látek, které jsou běžnou součástí 

našeho každodenního života, pochází především z petrochemických zdrojů. Takové látky jsou 

obtížně odbouratelné a mnohdy bývají pro okolní prostředí toxické. Vědecká komunita 

se tak soustředí na hledání povrchově aktivních látek, které budou k životnímu prostředí 

šetrnější. Řešení této problematiky nabízí využití biosurfaktantů. 

 Biosurfaktanty jsou povrchově aktivní látky produkované mikroorganismy. Jedná se 

o amfifilní sloučeniny, které efektivně snižují povrchové a mezifázové napětí. Díky jejich 

unikátním vlastnostem, jako je nízká toxicita, snadná biodegradabilita, antimikrobiální 

vlastnosti nebo stabilita v širokém rozmezí pH a teplot, stále roste jejich popularita 

a biosurfaktanty se dostávají do popředí vědeckých zájmů. Biosurfaktanty tak mají oproti svým 

chemicky syntetizovaným protějškům řadu výhod. Problémem jejich využití je ekonomická 

stránka samotné produkce. Vědci se tak snaží nalézt takové producenty, které jsou nenáročné 

na kultivaci a které disponují vysokými výtěžky povrchově aktivních látek. 

 Ačkoliv mají termofilní bakterie pro biotechnologické aplikace velký potenciál, většina 

dosavadních studií a výzkumů se soustředí především na produkci biosurfaktantů 

za mezofilních podmínek. Potenciál termofilních bakterií tkví zejména v produkci 

termostabilních látek, produkce biosurfaktantů termofilními bakteriemi se tak postupně stává 

více atraktivní. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Extremofilní organismy 

Pojem extremofil zavedl roku 1974 Robert MacElroy. Takovému organismu se daří 

v lokalitách, které jsou pro jiné tvory nehostinné, nebo dokonce smrtelné. Extremofilní 

organismy prospívají v horkých pramenech, ledu, v prostředí se zvýšenou koncentrací solí. 

Některé dokonce rostou v toxickém odpadu, organických rozpouštědlech nebo za přítomnosti 

těžkých kovů. Tato extrémní prostředí se na první pohled zdají příliš „tvrdá“ na to, aby v nich 

existoval život [1, 2]. Dříve se myšlenka, že by jakýkoliv organismus upřednostňoval růst 

při pH 1, nebo teplotu kolem 110 °C, zdála směšná. S postupem času došlo ke zlepšení metod 

detekce mikrobů, a tak již není překvapivé objevovat organismy 3 km pod zemským povrchem, 

v kyselých pramenech, kde se hodnota pH pohybuje okolo 0,5, nebo v okolí tzv. „černých 

kuřáků“ (hlubokomořské horké průduchy) až 2 km pod hladinou moře [1]. Extremofily tyto 

podmínky nejenže snáší, ale často i vyžadují pro své přežití. Hlavní složkou extremofilů tvoří 

mikroorganismy, ale najdeme zde členy, které patří do všech třech domén života – bakterie, 

archea a eukaryota [3]. 

 Extremofilní organismy lze dělit do dvou skupin. Jednu z nich tvoří „pravé“ extremofilní 

organismy. Ty pro optimální růst a rozmnožování přímo vyžadují jednu nebo více extrémních 

podmínek. Druhou skupinou jsou extremofily, které takové podmínky poměrně dobře tolerují, 

avšak optimálně rostou za podmínek normálních. Extremofily jsou nejčastěji klasifikovány 

podle parametrů charakterizující jejich přirozená prostředí (tabulka 1) [1, 3]. Někteří vědci 

rozšiřují definici extremofilů o organismy tolerující vysoké koncentrace těžkých kovů nebo 

ionizující záření, ačkoli tyto organismy prosperují stejně dobře i za absence těchto podmínek. 

Do extremofilů bývají zařazovány také xerofilní nebo xerotolerantní organismy. Jedná 

se o organismy, které snáší velmi nízkou vodní aktivitu. Jde nejčastěji o endolity, nacházející 

se uvnitř hornin, halofily, nebo obecně organismy obývající suchá prostředí [1]. 

 
Tabulka 1: Klasifikace extremofilních organismů [4]. 

 

parametr typy organismů a jejich optima 

pH 
hyperacidofilní acidofilní neutrofilní alkalifilní hyperalkalifilní 

(<3) (<5) (5–9) (>9) (>11) 

teplota 
  psychrofilní mesofilní termofilní hypertermofilní 

  (<20 °C) (20–45 °C) (45–80 °C) (>80 °C) 

salinita* 

  ne-halifolní halotolerantní halofilní 
extrémně 

halofilní 

 (<1,2 %) (1,2–2,9 %; (>8,8 %) (>14,6 %; 

    toleruje ≤14,6 %)   <8,8 % nerostou) 

tlak 
    piezotolerantní piezofilní hyperpiezofilní 

    (0,1–10 MPa) (10–50 MPa) (>50 MPa) 

vodní aktivita 
    xerofilní     

    (aw <0,7)     
* salinita = koncentrace NaCl (w/v) 
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2.1.1 Termofilní bakterie 

První výzkum zabývající se charakterizací termofilních bakterií, které tvořily aerobní spóry 

a byly schopné růstu při 70 °C, provedl Miquel v roce 1888. Od té doby bylo popsáno mnoho 

termofilních bakteriálních druhů, patřící zejména k rodům Bacillus a Clostridium [5]. 

Termofilní bakterie jsou předmětem zájmu mnoha vědců. Některé z nich totiž rostou 

a prosperují při teplotách, kdy by se dalo očekávat, že jejich proteiny a nukleové kyseliny budou 

denaturovány [6]. 

 Jako termofilní označujeme takovou bakterii, jejíž optimální růstová teplota přesahuje 

45 °C. Má-li bakterie optimální růstovou teplotu nad 80 °C, je definována jako 

hypertermofilní [7]. Termofilní bakterie lze dělit do dvou skupin: striktně termofilní bakterie, 

které pro svůj optimální růst vyšší teplotu přímo vyžadují, a termotolerantní bakterie – ty rostou 

i při teplotách nižších, než 38 °C [8]. Potenciál termofilních bakterií tkví zejména v produkci 

termostabilních enzymů a ve tvorbě dalších průmyslových produktů, které jsou pro člověka 

užitečné [5]. 

 

2.1.1.1 Podmínky adaptace na prostředí 

Každá složka těchto malých prokaryotických buněk je trvale vystavena vysokým teplotám 

prostředí a musí být upravena, aby za těchto podmínek správně fungovala. Všechny molekuly, 

od povrchových struktur buňky, cytoplazmatické membrány, ribozomů až po metabolické 

enzymy a intermediární metabolity se tedy musí vypořádat s nebezpečím případného poškození 

nebo rozpadu buněčných komponent. Ačkoli některé z těchto molekulárních adaptací již byly 

identifikovány, mnoho z nich stále zůstává neznámých [9]. 

 Bakterie lze obecně dělit podle struktury buněčné stěny na gramnegativní a grampozitivní. 

Buněčná stěna gramnegativních bakterií obsahuje velice tenkou peptidoglykanovou vrstvu 

mezi cytoplasmatickou membránou a lipopolysacharidovou vnější membránou. 

U grampozitivních bakterií obsahuje peptidoglykanová vrstva murein a je mnohem silnější. 

Buněčná stěna termofilních bakterií disponuje strukturálními rozdíly, které je činí stabilními 

při zvýšených teplotách. Obsahuje totiž více thiolových skupin a stejně tak více disulfidických 

vazeb, a liší se tak od ostatních bakteriálních druhů [10].  

 Termofilní organismy jsou schopni růstu při vysokých teplotách především díky chemické 

stabilitě jejich membránových lipidů. Příkladem může být methanoarchaea 

Methanocaldococcus jannaschii. Pokud se teplota prostředí, ve kterém se tento 

mikroorganismus vyskytuje, zvýší ze 45 na 65 °C, podíl dietherlipidů se sníží z 80 na 20 %, 

zatímco podíl standardních lipidů na bázi caldarchaeolů a cykloarchaeolů se zvýší z 10 na 40 %. 

Dojde tedy k znásobení počtu etherových vazeb. Tetraetherové vazby v membránách 

termofilních archaea jsou vhodnější pro přežití při vysoké teplotě než bakteriální dvojvrstvé 

membrány složené z esterových lipidů, protože etherové vazby jsou lépe odolné vůči vysokým 

teplotám [11, 12]. 

 Vyšší teplota zvyšuje fluiditu membrán, a proto pro udržení optimální fluidity musí buňka 

upravit její složení. Teplota ovlivňuje strukturu a typ proteinů. Aby se proteiny přizpůsobily 

vyšším teplotám, je třeba zvýšit množství iontových párů v jejich struktuře. Proteiny 

termofilních organismů mají na svém povrchu více nabitých polárních aminokyselin, které mají 

na svědomí vznik většího množství intracelulárních solných můstků [11]. Studie struktury 

proteinů termofilních organismů poukazují na poměrně malý počet nekovalentních interakcí, 

nepolární jádro proteinu, nízký obsah glycinu a zvýšený počet iontových interakcí. Všechny 

zmíněné fakty korelují se zvýšenou termostabilitou organismů. Hydrofobní jádro proteinu 

pomáhá vyloučit rozpouštědlo z centrální části proteinu, takže se protein stává poněkud 
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„lepkavým“ a tím i odolnějším proti rozvinutí. Poměr povrchu ku objemu proteinu je značně 

snížen, a to v konečném důsledku pravděpodobně zlepšuje jeho stabilitu. Snížení obsahu 

glycinu v termostabilních proteinech snižuje flexibilitu proteinu a protein se stává tužším; spolu 

s rozsáhlými iontovými interakcemi, které tvoří síť přes povrch molekuly, pomáhá zhutnění 

proteinu odolávat rozvinutí při vysoké teplotě. Termostabilita enzymů u různých druhu 

hypertermofilů je fenomenální, některé enzymy hypertermofilů zůstávají aktivní 

až do 140 °C [13]. 

 

2.1.1.2 Výskyt termofilních bakterií 

V šedesátých letech minulého století učinil Thomas Brock průlomový objev – prokázal 

přítomnost hypertermofilní bakterie Thermus aquaticus v horkých pramenech 

Yellowstonského národního parku. Od té doby byly termofily izolovány z nejrůznějších 

prostředí, které se vyznačují neobvykle vysokou teplotou. Kromě horkých pramenů se jedná 

o sopečné oblasti, půdy, které jsou často vystavovány přímému slunečnímu záření, 

fermentované půdní komposty, nebo například podzemní lokality, jako jsou ropné 

nádrže [11, 14]. 

 Kompostování je řízený aerobní biodegradativní proces organických látek se samovolným 

ohřevem. Procesu se účastní řada mezofilních a termofilních mikroorganismů, které v několika 

po sobě jdoucích krocích degradují organické substráty na humifikované produkty 

a anorganické látky. „Samoohřívání“ je způsobeno právě metabolickou činností těchto 

mikroorganismů. Za optimálních podmínek lze proces kompostování rozdělit do čtyř fází: 

Počáteční mezofilní fáze (10–42 °C), trvající několik hodin až několik dnů, termofilní fáze (45–

70 °C), která trvá několik dní až týdnů, druhá mezofilní fáze, které se účastní mezofilní 

organismy často nepodobné organismům z první fáze, a čtvrtá fáze – stabilizační, která může 

trvat několik dnů až měsíců. Počáteční rychlý nárůst teploty zahrnuje přechod z mezofilní 

mikroflóry do termofilní. Často je však pozorováno přerušení procesu při teplotách v rozmezí 

42 °C až 45 °C. Počáteční mezofilní mikroflóra je inhibována vysokou teplotou, zatímco 

termofilní populace je stále inaktivní, protože se dané mikroorganismy většinou nachází 

pod jejich teplotním optimem. Teprve poté, co je vyvinuto dostatečné množství termofilů, 

dochází k dalšímu nárůstu teplot. Při teplotách kolem 60 °C je dosaženo optima pro většinu 

termofilních druhů. Vysoké teploty podporují degradaci organických látek jako je lignocelulóza 

(dřevo) a eliminují činnost patogenních mikroorganismů. Právě bakterie jsou dominantními 

mikroorganismy, které organickou hmotu degradují. To je také důvod, proč jsou komposty 

považovány za slibný zdroj nových termofilních bakteriálních druhů [15]. 

 Vhodným prostředím pro termofilní bakterie jsou také aktivované kaly, které jsou využívány 

k čištění odpadních vod. Aktivovaný kal se dá popsat jako komplexní mikrobiální komunita, 

která je složena převážně z bakterií [16]. Teplota odpadní vody je obvykle vyšší než teplota 

běžné kohoutkové vody, a stává se tak ideálním místem pro růst termofilních mikroorganismů. 

Bakterie v aktivovaných kalech jsou obvykle menší, jejich velikost se pohybuje v rozmezí 0,5–

2 μm [17]. Výzkumy dokazují, že hlavními aktéry v konvenčním procesu aktivovaných kalů 

jsou gramnegativní bakterie. Na druhou stranu grampozitivní bakterie hrají významnou roli 

při zlepšování procesů odstraňování fosforu [18]. Metoda využívá mikrobiální kultury 

k odstranění uhlíku a nitrifikaci – oxidaci amoniaku na dusičnany [16]. Organické látky jsou 

v odpadních vodách přeměňovány na oxid uhličitý, vodu a odpadní aktivovaný kal [18]. Poprvé 

byla tato metoda oficiálně představena E. Ardernem a W. Lockettem 3. dubna 1914 

v Manchesteru a od té doby je využívána po celém světě [19]. 
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2.2 Biosurfaktanty 

Širokou skupinu látek, které jsou produkovány mikroorganismy a mají schopnost snižovat 

povrchové a mezifázové napětí, nazýváme biosurfaktanty (BS). Biosurfaktanty mají oproti 

svým chemicky syntetizovaným protějškům řadu výhod. Patří mezi ně nízká toxicita, 

biodegradabilita, vyšší specifita a obecně lepší kompatibilita s životním prostředím [20]. Nabízí 

se otázka, která zůstává i nadále sporná. Co vlastně určuje povrchově aktivní látku jako 

,,přirozenou“, a tedy označenou jako biosurfaktant? Striktně řečeno, termín by měl zahrnovat 

pouze takové surfaktanty, které jsou získávány přímo z přírodních/biologických zdrojů, jako 

jsou rostliny, zvířata a mikroorganismy, a u kterých nedochází k žádným organicko-chemickým 

syntézám. V průběhu posledních několika let se uvolilo zahrnout pod termín biosurfaktanty 

také další typy povrchově aktivních látek, které nebyly získány přímo z biologického materiálu. 

Patří sem například alkylpolyglukosidy (APG), které se vyrábí z obnovitelných přírodních 

zdrojů. Obecný vzorec APG je často prezentován jako CmGn, kde „m“ označuje počet atomů 

uhlíku a „n“ počet glukózových jednotek, které tvoří hydrofilní část molekuly. V současnosti 

lze jako biosurfaktanty označit i takovou látku, která obsahuje pouze část přírodního původu. 

To znamená, že pokud povrchově aktivní látka obsahuje hydrofilní hlavu nebo hydrofobní ocas 

přírodního původu, lze ji označit jako biosurfaktant [21]. 

 Dřívější studie, které se zabývaly právě biosurfaktanty, se nejčastěji soustředily na jejich 

strukturu, vlastnosti a syntézu za mezofilních podmínek. Mikroorganismy produkující 

biosurfaktanty jsou obvykle izolovány z prostředí, jako je půda, mořská voda nebo třeba 

sedimenty kontaminované ropnými produkty. Nicméně poměrně nedávné studie ukazují, 

že mikroorganismy produkující biosurfaktanty lze izolovat i z prostředí s extrémními 

podmínkami – například vyprahlé půdy, pouště nebo polární jezera [20]. 

 

2.2.1 Chemická struktura biosurfaktantů 

Biosurfaktanty jsou amfifilní sloučeniny, které ve své struktuře obsahují jak část hydrofilní, 

tak část hydrofobní. Díky této struktuře mají schopnost soustředit se na rozhraní dvou odlišných 

fází (plyn, kapalina a pevná látka) a snižovat tak povrchové napětí (např. rozhraní vzduch-

voda). Mohou tak snižovat napětí mezifázové – příkladem může být emulze voda/olej nebo 

olej/voda. Jedná se nejčastěji o neutrální nebo záporně nabité sloučeniny [22, 23].  

 Hydrofilní část je tvořena esterem, hydroxylovou skupinou, fosfátem, karboxylovou 

skupinou nebo uhlovodíkovým řetězcem, který obsahuje mono, di- nebo polysacharidy 

či proteiny (peptidy). Část hydrofobní se skládá z nasycených nebo nenasycených mastných 

kyselin, z hydroxy-substituovaných mastných kyselin, nebo z alkoholů, jejichž uhlovodíkový 

řetězec obsahuje více než dvanáct uhlíků [22, 23]. 

 Molární hmotnost biosurfaktantů se obvykle pohybuje mezi 500 a 1500 Daltony [24]. 

Biosurfaktanty s nižší molekulovou hmotností efektivně snižují povrchové a mezifázové napětí, 

zatímco polymerní biosurfaktanty s vyšší molekulovou hmotností jsou účinnější jako 

stabilizátory emulze [25]. 

 

2.2.2 Klasifikace biosurfaktantů 

Biosurfaktanty lze klasifikovat podle různých kritérií. Mohou být děleny na základě 

molekulové hmotnosti (nízkomolekulární a vysokomolekulární BS), iontového náboje 

(anionové, kationové a neutrální BS) a typu sekrece (intracelulární, extracelulární a ulpívající 

na povrchu mikrobiálních buněk). Na rozdíl od chemicky syntetizovaných surfaktantů, 

které jsou klasifikovány nejčastěji podle celkové polarity molekuly, je hlavním kritériem 
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pro dělení biosurfaktantů jejich chemická struktura. Hlavní třídy tvoří glykolipidy, lipopeptidy 

a lipoproteiny, mastné kyseliny, fosfolipidy a polymerní biosurfaktanty [26, 27]. 

 

2.2.2.1 Glykolipidy 

Glykolipidy jsou nejznámějšími a nejvíce studovanými biosurfaktanty. Hydrofilní jednotka 

glykolipidů je tvořena mono- nebo disacharidem, kterým je glukóza, manóza, galaktóza, 

rhamnóza, sophoróza a trehalóza. Sacharid může být acetylován, připojen na řetězec mastné 

kyseliny nebo na její hydroxyderivát pomocí etherové (laktonové) vazby nebo pomocí vazby 

esterové. Vzhledem k povaze sacharidu ve struktuře biosurfaktantu jsou glykolipidy 

rozlišovány na několik dalších skupin. Mezi ty nejznámější patří rhamnolipidy, trehalolipidy 

a sophorolipidy [28, 29]. 

 Rhamnolipidy byly objeveny roku 1946 švédským biochemikem K.S.D. Bergströmem, 

který zaznamenal olejovitý glykolipid produkovaný Pseudomonas pyocyanea (nyní 

Pseudomonas aeruginosa). F.G. Jarvis a M.J. Johnson dále objasnili strukturu rhamnolipidu 

(obrázek 1) izolovaného z Pseudomonas aeruginosa a dokázali, že je složen ze dvou β-

hydroxydekanoických kyselin, které jsou spojeny glykosidovou vazbou ke dvěma molekulám 

L-rhamnóz. β-hydroxymastné kyseliny jsou propojeny přes esterovou vazbu a mezi 

rhamnózovými skupinami se nachází α-1,2-glykosidová vazba [28], [29]. Struktura 

rhamnolipidů se liší bakteriálním kmenem, který rhamnolipid produkuje, a zdrojem uhlíku [30]. 

Největším producentem rhamnolipidů jsou bakterie z rodu Pseudomonas. Mezi další 

producenty se řadí také bakterie z dalších rodů, například Acinetobacter, Pseudoxanthomonas, 

Enterobacter a Burkholderia. Rhamnolipidy jsou schopny snížit povrchové napětí vody 

ze 72 mN/m na hodnoty pod 30 mN/m a jejich kritická micelární koncentrace se pohybuje mezi 

50 a 200 mg/l [31]. 

 

 
 

Obrázek 1: Chemická struktura rhamnolipidu [32]. 

 Trehalolipidy jsou tvořeny disacharidem trehalózou, která je připojena na mykolovou 

kyselinu s dlouhým uhlovodíkovým řetězcem. Nejčastěji jsou produkovány grampozitivními 

bakteriemi Actinomycetales, jako jsou Mycobacterium, Nocardia a Corynebacterium. Liší 

se strukturou, velikostí a stupněm nasycení. Nejznámějšími trehalolipidy jsou trehalo-

monomykoláty, trehalo-dimykoláty, sukcinoyl-trehalolipidy a trehalo-tetraestery. Produkují je 

hlavně bakterie z rodu Rhodococcus. D. A. White, L. C. Hird a S. T. Ali zjistili, že purifikovaný 

trehalolipid produkovaný právě touto bakterií je schopen snížit povrchové napětí vody 

na 29 mN/m s kritickou micelární koncentrací 250 mg/l. Byl také schopen tvořit emulze, které 
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byly stabilní vůči různým podmínkám, jako je rozsah hodnot pH 2-10, teploty v rozmezí 20-

100 °C a koncentrace NaCl 5-25 %hm [33]. 

 Sophorolipidy jsou nejčastěji produkovány kvasinkovými kmeny Starmerella bombicola, 

Candida magnoliae a Candida apicola, které rostou na uhlovodíkových a lipofilních 

substrátech. Skládají se z disacharidu sophorózy vázanou glykosidovou vazbou 

na hydroxylovou skupinu, která se nachází na předposledním uhlíku mastné kyseliny. Poslední 

karboxylová skupina může být ve formě laktonu, nebo může být hydrolyzována za vzniku 

anionového surfaktantu [27]. 

 

2.2.2.2 Lipopeptidy a lipoproteiny 

Lipopeptidy jsou mikrobiální povrchově aktivní látky produkované širokou škálou bakterií, hub 

a kvasinek. Představují třídu nízkomolekulárních sloučenin, které jsou složené z hydrofilního 

peptidu a hydrofobní mastné kyseliny. Vyznačují se velkou strukturální rozmanitostí – liší 

se strukturou peptidové jednotky, délkou uhlovodíkového řetězce mastné kyseliny a také typem 

vazby mezi těmito dvěma jednotkami. Mezi nejvíce studované lipopetidy patří surfaktin, iturin, 

fengycin a lichenysin [34, 35]. 

  Surfaktin je cyklický lipopetid produkovaný bakterií Bacillus subtilis. Jedná 

se o grampozitivní mikroorganismy, které tvoří endospóry. Chemickou strukturu surfaktinu 

tvoří sedm aminokyselin (L-asparagin, kyselina glutamová, L-valin, dva L-leuciny a dva D-

leuciny) a β-hydroxy-mastná kyselina (obrázek 2) [36]. Aminokyseliny se mohou lišit 

v sekvenci, ale ve všech případech se jedná o pět lipofilních aminokyselin a dvě záporně nabité 

hydrofilní aminokyseliny. Délka řetězce mastné kyseliny se může lišit, ale obvykle se skládá 

ze 13 až 16 atomů uhlíku [37]. Surfaktin o koncentraci 20 µM snižuje povrchové napětí vody 

ze 72 na 27 mN/m. V posledních letech byl surfaktin charakterizován jako antibakteriální, 

antivirální, antifungální látka, která mimo jiné také výrazně zpomaluje srážení fibrinu tím, 

že inhibuje přeměnu fibrinového monomeru na polymer [38]. 

 

 
 

Obrázek 2: Chemická struktura surfaktinu [38]. 

 

2.2.2.3 Mastné kyseliny a fosfolipidy 

Různé bakterie a kvasinky produkují velké množství mastných kyselin a fosfolipidových 

povrchově aktivních látek během růstu na n-alkanech. Vezikuly bohaté 
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na fosfatidylethanolamin jsou produkovány Acinetobacter a tvoří opticky čiré mikroemulze 

alkanů ve vodě [25]. Fosfatidylethanolamin (obrázek 3) produkovaný Rhodococcus 

erythropolis (růst na n-alkanu) snižuje mezifázové napětí mezi hexadekanem a vodou na méně 

než 1 mN/m při kritické koncentraci micel 30 mg/l [39]. 

 Fosfolipidy jsou polární sloučeniny, které tvoří semipermeabilní membrány v buňkách 

organismů. Hrají důležitou roli při separaci, ochraně a transportu buněčných složek skrze 

membránu. Sestávají z glycerolu, zbytku kyseliny fosforečné a dvou mastných kyselin. 

Uhlovodíkové řetězce mastných kyselin tvoří nepolární lipofilní konec, zatímco skupina 

kyseliny fosforečné a jakékoli další připojené skupiny tvoří nepolární hlavu. Pokud se tedy 

fosfolipid adsorbuje na fázové rozhraní olej-voda, nepolární mastné kyseliny vyčnívají 

do olejové fáze a polární hydrofilní hlava vyčnívá do okolní vodné fáze [40].  

 

 
 

Obrázek 3: Chemická struktura fosfatidylethanolaminu [41]. 

 Biosurfaktanty tohoto typu jsou pro medicínské aplikace nezbytné. Podle Guatama 

a Tyagiho je nedostatek komplexu fosfolipid-protein hlavní příčinou respiračního selhání 

u dětí, které se narodily předčasně. Autoři také naznačují, že izolace a klonování genů 

podílejících se na produkci povrchově aktivních látek lze využít ve fermentačních 

procesech [42]. 

 

2.2.2.4 Polymerní biosurfaktanty 

Na rozdíl od ostatních biosurfaktantů jsou polymerní biosurfaktanty sloučeniny s vysokou 

molekulovou hmotností vykazující velkou emulgační aktivitu [36]. Patří sem například 

emulsan, který je amfifilní mikrobiální lipopolysacharid s kovalentně navázanými mastnými 

kyselinami. Jeho hlavním producentem je Acinetobacter calcoacetinus [43]. Emulsan se skládá 

z polysacharidové páteře s O-acylem a N-acylem vázanými postranními řetězci mastných 

kyselin. Polysacharidová kostra sestává ze tří aminosacharidů v poměru 1:1:1 (obrázek 4). 

Boční řetězce mastných kyselin mají délku od 10 do 20 uhlíků a představují 5-23 % hmotnosti 

celého polymeru. Aminoskupiny emulsanu jsou buď acetylované, nebo kovalentně vázané 

esterovou vazbou na kyselinu 3-hydroxymáselnou. Kombinace hydrofilních opakujících se 

jednotek aniontového sacharidového řetězce spolu s hydrofobními postranními skupinami vede 

k amfipatickému chování emulsanu a tudíž i jeho schopnosti vytvářet stabilní emulze olej 

ve vodě [44]. 
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Obrázek 4: Chemická struktura emulsanu [45]. 

2.2.3 Vlastnosti biosurfaktantů 

Díky unikátním vlastnostem těchto látek ve srovnání s jejich chemicky syntetizovanými 

protějšky a snadná dostupnost substrátů se biosurfaktanty stávají žádoucími látkami 

pro komerční aplikace. Mezi jejich charakteristické rysy patří povrchová aktivita, tolerance 

ke změnám pH a teplot, snadná biodegradabilita, nízká toxicita, emulgační účinky 

a v neposlední řadě také antimikrobiální charakter [46]. 

 Snížení povrchového napětí je jedna z nejdůležitějších vlastností surfaktantu. Molekuly 

v kapce vody jsou drženy pohromadě kohezními silami. Jedná se o silné intramolekulární 

interakce, které vytvářejí napětí na povrchu kapalin. Na fázovém rozhraní dvou kapalin 

je molekula kapaliny A přitahována jinými molekulami kapaliny A silami odlišnými od sil, 

které na stejnou molekulu vyvíjí kapalina B. Tím pádem se na rozhraní kapalina/kapalina 

vytváří určité napětí, které se nazývá mezifázové. Biosurfaktanty jsou schopné tato napětí 

snížit [27]. Minimální koncentrace surfaktantů potřebná k maximálnímu snížení povrchového 

napětí kapalin se označuje jako CMC (kritická koncentrace micel). Po dosažení této 

koncentrace vytvoří biosurfaktanty micely a již dále nesnižují povrchové ani mezifázové napětí 

(obrázek 5). CMC je také nejčastěji používáno pro stanovení účinnosti povrchově aktivního 

činidla [24]. Povrchové napětí vody je 72,75 mN/m při 20°C. Přídavek biosurfaktantu 

způsobuje výrazné snížení hodnoty povrchového napětí. Dobrý biosurfaktant může tuto 

hodnotu snížit ze 72 mN/m až na 35 mN/m. Mezifázové napětí vody proti n-hexadekanu 

za přítomnosti biosurfaktantu je sníženo ze 40 mN/m až na 1,3–1 mN/m. Biosurfaktanty jsou 

tedy účinnými povrchově aktivními látkami a jejich hodnota CMC je 10-40 x nižší, 

než u běžných surfaktantů [47]. 
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Obrázek 5: Závislost povrchového napětí na koncentraci biosurfaktantu – zobrazení CMC [24]. 

 Schopnost tvořit emulze patří mezi další slibnou vlastnost biosurfaktantů. Jedná se o disperzi 

jedné kapaliny ve druhé – tvoří se mikrokapičky a dochází tak ke smíchání dvou vzájemně 

nemísitelných kapalin. Obecně jsou vysokomolekulární biosurfaktanty lepšími emulgátory 

než biosurfaktanty nízkomolekulární. Neplatí tedy pravidlo, že pokud je určitá molekula 

klasifikována jako biosurfaktant, musí nutně výrazně snižovat povrchové napětí a zároveň být 

dobrým emulgátorem. Bylo prokázáno, že sophorolipidy produkované Starmerella bombicola 

snižují povrchové a mezifázové napětí, ale nejsou dobrými emulgátory. Na druhou stranu 

liposan výrazně nesnižuje povrchové a mezifázové napětí, ale je výborným emulgátorem, který 

se využívá na stabilitu jedlých olejů v potravinářském průmyslu [22, 27]. 

 Obrovskou výhodou biosurfaktantů oproti surfaktantům, které jsou chemicky syntetizované, 

je jejich snadná biodegradabilita. Mikroorganismy dokáží biosurfaktanty snadno rozložit 

ve vodě i v půdě. Tyto látky se tak stávají vhodnými pro bioremediace a technologie spojené 

s likvidací odpadů [24]. Bylo prokázáno, že rhamnolipid byl biologicky odbouratelný 

za aerobních podmínek, při redukci dusičnanů a sulfátů, a za fermentačních podmínek, zatímco 

syntetický surfaktant (Triton X-100) byl pouze částečně rozložitelný za aerobních podmínek 

a prakticky nerozložitelný za všech ostatních testovaných podmínek. Test byl proveden 

v souladu s metodologií Organizace pro hospodářskou spolupráci a rozvoj (OECD) pro 

snadnou rozložitelnost [23]. 

 V západní Evropě se ročně využije 4 250 000 tun pracích prostředků a 1 190 000 tun různých 

změkčovadel (změkčovadla vody, textilní změkčovadla).  Po použití se velké množství 

detergentů a jejich složek uvolní do vodního i suchozemského prostředí. Biologickou 

rozložitelností a toxicitou povrchově aktivních látek se zabývá mnoho studií. Většina 

nejnovějších prací se týká toxicity surfaktantů pro malé korýše – například pro perloočku 

Daphnia magna (Hrotnatka velká) byla stanovena akutní toxicita týkající se 26 detergentů a 5 

změkčovadel vyráběných ve Švédsku. Rozsáhlé využití surfaktantů na jedné straně a jejich 

toxicita na straně druhé jsou důvody, proč jsou povrchově aktivní látky stále předmětem 

vědeckého zájmů a různých právních předpisů [48]. 

 K. Edwards, J. Lepo a M. Lewis zkoumaly toxicitu biosurfaktantu produkovaný 

Pseudomonas aeruginosa. Biosurfaktant byl porovnán s chemicky syntetizovaným 

surfaktantem (Marlon A-350), který je v průmyslu hojně využíván. Testy ukázaly daleko vyšší 

toxicitu a mutagenní účinek u surfaktantu Marlon A-350. Srovnání akutní a chronické toxicity 

tří syntetických povrchově aktivních látek (Corexit 9500, Triton X-100, PES-61) a tří 

biosurfaktantů (rhamnolipid, emulsan, PES-51) běžně používaných v sanaci ropných skvrn 
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ukázalo, že emulsan vykazoval nejnižší toxicitu, zatímco nejvyšší toxicita byla prokázána 

u Trition X-100. I když existují informace o potenciální toxicitě biosurfaktantů, je jich jen 

velmi málo. Proto jsou biosurfaktanty považovány za nízkotoxické nebo netoxické látky [22]. 

 Odolnost patogenních mikroorganismů vůči již existujícím léčivým přípravkům a vysoká 

poptávka po nových antimikrobiálních látkách upozornily na biosurfaktanty jako vhodné 

antimikrobiální látky [49]. Antimikrobiální vlastnosti biosurfaktantů závisí na různých 

mechanismech ničení cílových mikroorganismů. Primárně dochází k přímému narušení 

plazmatické membrány nebo buněčné stěny dané buňky [50]. Lipopeptidy tvoří nejrozšířenější 

třídu biosurfaktantů s antimikrobiální aktivitou. Surfaktin, který je produkován B. subtilis, je 

nejznámější lipopeptid. Další antimikrobiální lipopeptidy zahrnují fengycin, iturin, nebo 

například bacillomycin, rovněž produkované B. subtilis. Produkce antimikrobiálních 

lipopeptidů bakteriemi z rodu Bacillus je jedním z hlavních mechanismů, které inhibují růst 

patogenních mikroorganismů v gastrointestinálním (soustava žaludek-střeva) traktu [49]. 

 Navzdory výhodám a různým potenciálním aplikacím biosurfaktantů byly pokusy o jejich 

komerční výrobu zatím neúspěšné. Pro snížení výrobních nákladů biosurfaktantů je proto 

důležité výtěžek látek zvýšit. Toho by bylo možné dosáhnout různými cestami, včetně nalezení 

nových kmenů produkujících biosurfaktanty a optimalizací jejich produkčních podmínek [51]. 

 

2.2.4 Metody pro identifikaci produkce biosurfaktantů 

Metody pro screening produkce biosurfaktantů jsou většinou založené na fyzikálních účincích 

těchto látek a schopnosti interferovat s hydrofobním rozhraním. Základním cílem pro screening 

produkce biosurfaktantů je nalezení látek se silnou povrchovou a mezifázovou aktivitou, nízkou 

kritickou koncentrací micel (CMC), schopností tvořit stabilní emulze, dobrou rozpustností 

a aktivitou v širokém rozmezí pH. Dalším cílem je pak nalezení takových produkčních kmenů, 

které poskytují vysoké výtěžky těchto látek, aby byly biosurfaktanty ekonomicky 

konkurenceschopné vůči chemicky syntetizovaným surfaktantům. Pro identifikaci produkce 

biosurfaktantů existuje řada metod – od 70. let minulého století došlo v této oblasti k mnoha 

testům, avšak původní testy byly omezeny pouze na určitý počet vzorků. Proto v posledních 

letech dochází k automatizaci a miniaturizaci screeningových metod, které by v konečném 

důsledku mohly vést k objevení nových, komerčně zajímavých kmenů produkujících 

biosurfaktanty. Screeningové metody poskytují jak kvalitativní, tak kvantitativní informace. 

Pro základní screening biosurfaktantů jsou kvalitativní metody dostatečné [52]. 

 

2.2.4.1 Přímé měření povrchového/mezifázového napětí 

Přímé měření povrchového nebo mezifázového napětí supernatantu je jednou z nejběžnějších 

screeningových metod. Povrchové napětí klesá se zvyšující se koncentrací biosurfaktantu, 

dokud není dosaženo CMC. Proto mohou dva supernatanty s rozdílnou koncentrací BS 

vykazovat stejnou hodnotu povrchového napětí. Tento problém lze vyřešit opakovaným 

ředěním. Odpovídající ředění supernatantu koreluje s koncentrací biosurfaktantu ve vzorku. 

Měření může být ovlivněno různými faktory, jako je pH a iontová síla roztoku. Pro měření 

povrchového či mezifázového napětí je využívána řada metod. Nejjednodušší a nejvyužívanější 

metodou je metoda Du-Noüy-Ring [52]. 

 Metoda Du-Noüy-Ring byla vyvinuta Pierrem Lecomte du Noüy. Používá tenký platinový 

prstenec, který je zvedán z povrchu kapaliny. Síla potřebná k oddělení prstence od kapaliny 

se měří tenziometrem a je dána vztahem (1): 

 

 𝐹 = 𝑊 + 2𝜋 (𝑟𝑎 + 𝑟𝑏)𝛾 , (1) 
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kde 𝑊 je celková váha prstence, 𝛾 je povrchové napětí, 𝑟𝑎 a 𝑟𝑏 jsou vnější a vnitřní poloměr 

prstence. Oba tyto poloměry musí být brány v úvahu, neboť povrchové napětí působí jak uvnitř, 

tak vně obvodu prstence. Pokud je prstencový drát opravdu velmi tenký, lze předpokládat, 

že se poloměry rovnají jejich průměrné hodnotě R. S tímto zjednodušením dostáváme vztah 

(2):  

 

 𝐹 = 𝑊 + 4𝜋𝑅𝛾 [53]. (2) 

 

 Ačkoliv se v mnoha případech jedná o poměrně přesnou metodu, existuje zde několik málo 

nevýhod, které je nutné před vlastním experimentálním měřením zvážit. Metoda například není 

dostatečně spolehlivá v případě velmi nízkých hodnot povrchových napětí – obvykle nižších, 

než 20 mN/m. Jinak je metoda snadno ovladatelná, přesná a vhodná pro generování velkého 

množství dat [54]. 

  

2.2.4.2 Metoda solubilizace antracenu 

 Willumsen a Karlsson vyvinuli screeningovou metodu založenou na solubilizaci 

krystalického, vysoce hydrofobního antracenu, který je za normálních podmínek ve vodě 

nerozpustný. Pokud je ve vzorku přítomný biosurfaktant, dochází k tvorbě micelárních struktur. 

Postupně dochází k solubilizaci, tedy ke včleňování krystalického antracenu do micel 

biosurfaktantu. Koncentrace rozpuštěného hydrofobního antracenu se měří na spektrofotometru 

při 354 nm a koreluje s přítomností biosurfaktantu ve vzorku. Jedná se o poměrně jednoduchou 

a rychlou screeningovou metodu [52, 55]. 

 

2.2.4.3 Stanovení emulgační aktivity 

Další populární screeningová metoda, která je založena na emulgační schopnosti 

biosurfaktantů, byla vyvinuta Cooperem a Goldbergem (1987). Test emulgační aktivity je 

založen na přidání testovaného supernatantu do zkumavky, ke kterému je následně přidáno 

stejné množství petroleje. Obsah zkumavky je pak pomocí vortexu promíchán. Po 24 hodinách 

je změřena výška emulgované vrstvy a výška celé směsi. Následně je vypočten emulgační index 

(E24) dle následující rovnice (3):  

 

 𝐸24 =
ℎ𝑒𝑚𝑢𝑙𝑧𝑒

ℎ𝑠𝑚ě𝑠𝑖
 ∙ 100 , (3) 

 

kde 𝐸24 značí emulgační index, ℎ𝑒𝑚𝑢𝑙𝑧𝑒  je výška emulgované vrstvy a ℎ𝑠𝑚ě𝑠𝑖 je celková výška 

kapaliny ve zkumavce. Hodnota emulgačního indexu je uváděna v procentech [52].  

 Test emulgační aktivity je jednoduchý způsob vhodný pro první screening mikrobů 

produkující biosurfaktanty. Existuje několik modifikací tohoto testu, jako je nahrazení petroleje 

jinými nepolárními, ve vodě nemísitelnými rozpouštědly, například hexadekanem. Další 

modifikací je použití jiného poměru supernatantu a hydrofobní sloučeniny. Například použití 

1 ml supernatantu, 4 ml destilované vody a 6 ml nepolárního rozpouštědla za účelem dosažení 

maximální emulgace [52, 55, 56]. 

 

2.2.4.4 Metoda rozšiřování oleje 

Metoda rozšiřování oleje byla vyvinuta M. Morakawou (2000). Jejím základem je přidání 

malého množství oleje na povrch destilované vody v Petriho misce. Do středu olejové kapky je 
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pak aplikován supernatant, který je testován. Pokud je pozorována tvorba tzv. čistící zóny 

(po přidání testovaného vzorku je olej vytlačen směrem do stran Petriho misky), je testovaný 

vzorek hodnocen jako pozitivní na přítomnost povrchově aktivních látek (obrázek 6). Průměr 

této zóny koreluje s aktivitou biosurfaktantu, která je jinak nazývána aktivita vytlačení 

oleje [57]. 

 

 
 

Obrázek 6: Metoda rozšiřování oleje. (A) Petriho miska před přidáním (vlevo) a po přidání negativní 

kontroly (vpravo). (B) Petriho miska před (vlevo) a po přidání supernatantu obsahujícího 
biosurfaktanty (vpravo)[58]. 

 

2.2.5 Syntéza biosurfaktantů 

Co vlastně vede bakterie k tomu, aby biosurfaktanty produkovaly? Tato otázka má zásadní 

význam pro pochopení fyziologie těchto mikroorganismů a poskytuje logický rámec 

pro zlepšení produkce a objevování nových mikrobiálních povrchově aktivních látek. 

Významnou úlohou biosurfaktantů je zprostředkování interakce bakteriálních buněk 

k povrchům. Růst mikrobů na určitých površích je ovlivňován biosurfaktanty, které tvoří film 

na fázovém rozhraní, čímž stimulují specifické mikroorganismy, aby se připojily k rozhraní, 

zatímco inhibují připojení všech ostatních nežádoucích mikrobů. Kromě adheze hraje také 

důležitou roli desorpce. Po určité době se podmínky, ve kterých mikroorganismy žijí, stanou 

nepříznivými. Postupně se začínají hromadit toxiny a další metabolity, a zhorší se tak transport 

potřebných živin, které bakterie pro svoje přežití potřebují. Desorpce je v této fázi pro buňky 

zásadní, protože vzniká potřeba nalezení nového, vhodného stanoviště. Jednou z přirozených 

vlastností biosurfaktantů je právě regulace desorpce produkujícího kmene z hydrofobních 

povrchů [59]. Chen G., Qiao M. a Zhang H. v roce 2004 použili rhamnolipidový biosurfaktant 

za účelem zkoumání kinetiky desorpce Lactobacillus casei a Streptococcus mitis. Zjistili, že se 

zvyšující se koncentrací rhamnolipidu se snížily interakce mezi bakteriemi a křemičitým 

pískem, které následně vedly k úplné desorpci [60]. Podle Puchkova by biosurfaktanty mohly 

být také evoluční obrannou strategií mikrobů [61]. Příkladem je Pseudomonas fluorescens 

produkující biosurfaktanty, které patří do třídy lipopeptidů. Tento biosurfaktant by tak měl mít 

silný vliv na přežití P. fluorescens v jeho přirozeném prostředí – půdě a rhizosféře. Jeho 
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nedostatek má totiž vliv na množení jiných, nepřátelských kmenů, které ovlivňují růst a vývoj 

P. fluorescens [62]. 

  Různé typy biosurfaktantů jsou produkovány zejména během růstu mikroorganismů 

na substrátech nemísitelných s vodou. Většina těchto látek je produkována bakteriemi, přičemž 

se jedná o jejich sekundární metabolity [63]. To znamená, že nejsou přímo spojené s procesem 

růstu a vývoje organismů, ale mají speciální funkce, jako je jejich ochrana. Nepřítomnost 

sekundárního metabolitu tedy nepovede k okamžité smrti organismu, může pouze 

z dlouhodobého hlediska zhoršit jeho vývoj. Syntéza biosurfaktantů začíná ve stacionární fázi 

mikroorganismů, kdy mikroby z kultivačního média již vyčerpaly potřebné živiny, jako je 

uhlík, dusík, fosfor a minerální látky [64]. 

 Řada studií naznačila, že typ média a růstové podmínky mohou ovlivnit druh a množství 

produkovaného biosurfaktantu [63]. Syntéza biosurfaktantů některými mikroorganismy je 

způsobena skupinou genů, které se projevují pouze za přítomnosti některých vybraných 

uhlovodíků [65]. Důležité pro produkci BS je zvolit vhodný zdroj uhlíku. P. Edmons a J. 

Cooney zjistily, že různé zdroje uhlíku v médiu mají na produkci biosurfaktantů u bakteriálního 

rodu Pseudomonas značný vliv. Například za přítomnosti D-glukózy, acetátu 

a trikarboxylových kyselin bylo pozorováno drastické snížení produkce rhamnolipidů 

bakteriemi Pseudomonas aeruginosa. V opačném případě růstem bakterie Arthrobacter 

paraffineus na D-glukóze doplněnou o hexadekan dochází ke zvýšení produkce povrchově 

aktivních látek. Správně zvolený substrát může mít na svědomí také uvolnění biosurfaktantu 

z buněčného povrchu bakteriální buňky do média [63]. 

 M. Yakimov popsal charakterizaci lipopeptidového biosurfaktantu produkovaného 

termofilní a halofilní bakterií Bacillus licheniformis. Produkce surfaktantu probíhala 

za aerobních i anaerobních podmínek, za přítomnosti 5 % NaCl a při teplotách mezi 35 °C 

a 45 °C. Biosurfaktant byl purifikován a ve výsledku byl určen jako lichenysin. Dokázal snížit 

povrchové napětí vody ze 72 nN/m na 28 nN/m a jeho hodnota CMC byla 12 mg/l. K. Denger 

a B. Schink izolovali dva nové kmeny fermentujících bakterií z olejnatého kalu za podmínek 

zvýšené koncentrace soli a teploty 50 °C. Bakterie produkovaly značné množství 

biosurfaktantů, rostli na sacharidových substrátech a stávali se tak zajímavými pro použití 

v technologii MEOR. Ve snaze určit, zda mikroorganismy produkují nebo neprodukují 

biosurfaktanty, izolovaly G. Trebbau de Acevedo a M. J. Mclnerney biosurfaktanty 

z Methanobacterium thermoautotrophicum. Látky se osvědčily jako velmi efektivní 

bioemulgátory, které byly aktivní v rozmezí pH 5–10, při koncentrací solí až 200 g/l 

a při teplotách do 80 °C. Sloučeniny formovaly viskózní emulze, ale příliš nesnižovali 

povrchové napětí vody ani mezifázové napětí mezi vodou a hexadekanem [63]. 

 

2.2.5.1 Významní termofilní bakteriální producenti biosurfaktantů 

 Rod Bacillus 

 

Rod Bacillus měl klíčový význam v rané mikrobiologii. Ferdinand Cohn v roce 1876 díky 

pozorování bakterií Bacillus subtilis a jejich spór vyvrátil teorii spontánní generace – tedy 

že se živé organismy mohou vyvíjet z neživé hmoty, a studie o životě Bacillus anthracise 

Roberta Kocha dala vznik klinické bakteriologii [66]. 

 Jedná se o velkou skupinu aerobních nebo fakultativně anaerobních grampozitivních bakterií 

ve tvaru tyčinek, které tvoří spóry. Některé druhy se mohou s procesem stárnutí stávat 

gramnegativními. Většina druhů vykazuje širokou škálu fyziologických schopností, které jim 

umožňují žít téměř v každém přírodním prostředí. Spóry jsou odolné vůči teplu, chladu, radiaci, 

vysoušení i desinfekčním prostředkům [67].  
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 Rod Bacillus je známý pro produkci lipopeptidů s vysokou povrchovou aktivitou. Bacillus 

licheniformis jsou tyčinkovité grampozitivní bakterie, které se běžně vyskytují v půdě. Jedná 

se o termofilní bakterie s optimální růstovou teplotou 50 °C, ale přežívají i při teplotách 

vyšších [68]. Nawazish Ali, Fenghuan Wang a spol. (2019) izolovali B. licheniformis z půdy. 

Tyto bakterie vykazovaly schopnost produkce biosurfaktantu během 24 hodin v médiu. Získaný 

biosurfaktant byl charakterizován jako lipopeptid (lichenysin-A) a vykazoval vynikající 

povrchovou aktivitu. Zjistili, že lichenysin-A je vysoce stabilní při extrémních podmínkách, 

jako je změna pH (2-12) za použití kyseliny chlorovodíkové, salinity o koncentraci 0-30 g/l 

NaCl, teploty (20,25,30,35,37,40,45 a 50 °C) a míchání (100,150,200,250 a 300 ot./min) [69].  

 Surfaktin produkovaný termofilní Bacillus subtilis je jedním z nejúčinnějších dosud 

známých biosurfaktantů.  Eduardo J. Gudiña a spol. (2015) ve své práci studovali produkci 

surfaktinu B. subtilis za využití 10 % kukuřičného výluhu (Corn steep liquor – CSL) jako 

kultivačního média. CSL je produkt vznikající při fermentaci kukuřice. Povedlo se jim získat 

biosurfaktant o koncentraci 1,3 g/l. Jedná se o první studii popisující produkci surfaktinu B. 

subtilis za využití CSL. Následně byly studovány vlivy různých kovů (železo, mangan a hořčík) 

na produkci biosurfaktantu. Bylo zjištěno, že u všech testovaných kovů došlo ke zvýšení 

produkce (4,1, 4,4, a 3,5 g/l). Kultivační médium tedy bylo doplněno o optimální koncentraci 

všech třech kovů současně a celkový výtěžek biosurfaktantu nakonec dosáhl 4,8 g/l [70].  

 

 Rod Geobacillus 

 

Rod Geobacillus zahrnuje termofilní grampozitivní spórotvorné bakterie, které jsou aerobní, 

nebo fakultativně anaerobní. Před rokem 2001 byly charakterizovány jako termofilní varianta 

rodu Bacillus, později došlo k jejich reklasifikaci na samostatný rod s charakteristickým 

druhem Geobacillus stearothermophilus. Většina druhů roste v teplotním rozmezí 45-70 °C, 

vyskytují se převážně v horkých pramenech, hlubokých geotermálních lokalitách včetně 

ropných vrtů, ale i v kompostech [71,72]. Bakterie tohoto rodu však mohou být izolovány 

i z prostředí, kde je poměrně nízká teplota. Ve skutečnosti mohou být izolovány i z míst, 

kde teplota jen zřídkakdy přesáhne 30 °C, proto jsou v podstatě považovány za všudypřítomné. 

Tento paradox poměrně nedávno zanalyzoval Zeigler (2014), který schopnost přežití 

při nízkých teplotách přisuzuje hlavně spórám [73]. 

 Zhou J., Li G. a spol. (2016) izolovali termofilní, fakultativně anaerobní 

G. stearothermophilus z půdy kontaminované ropou (přístav Recife Pernambuco, Brazílie), 

která se ukázala jako spolehlivý producent bioemulgátorů. Otestovali několik různých zdrojů 

uhlíku v produkčních médiích – zdroje uhlíku rozpustné ve vodě: glukóza, ethanol a octan 

sodný, a také dva nerozpustné: hexadekan a olivový olej. Nejvyšší výtěžek bioemulgátoru byl 

získán za využití octanu sodného. Bioemulgátor zůstal stabilní při různých teplotách, pH 

i salinitě [74]. 

 

 Rod Thermus 

 

Bakterie rodu Thermus byly poprvé izolovány v pozdních šedesátých letech minulého století 

v Japonsku a USA. Nejčastěji se vyskytují v neutrálních nebo alkalických horkých pramenech, 

a to jak v přírodních, tak umělých (domácí a průmyslové systémy). Jedná se gramnegativní 

termofilní bakterie, které po počáteční izolaci tvoří filamenta, ale po opakovaných přenosech 

z laboratorních médiích roste většina z nich jako pleomorfní tyčinky nebo tvoří krátká vlákna 

s výjimkou T. filiformis, která vždy tvoří velmi dlouhá, propletená vlákna. Většina 

bakteriálních buněk tohoto rodu obsahuje žluté, oranžové nebo červené karotenoidy, některé 

buňky mohou být i téměř bezbarvé, vykazující velmi bledou růžovou barvu díky 

cytochromům [75]. 
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 Pantazaki Anastasia, Dimopoulou Maria a spol. (2010) se zabývali produkcí rhamnolipidů 

pomocí Thermus thermophilus za využití slunečnicového oleje a kyseliny olejové jako zdroje 

uhlíku. Syntéza rhamnolipidů byla při použití slunečnicového oleje rychlejší než při použití 

kyseliny olejové, a hodnoty výtěžků byly srovnatelné s výtěžky produkovanými patogenním 

druhem Pseudomonas aeruginosa, která patří mezi hlavní producenty rhamnolipidů. Chemické 

složení produkovaného biosurfaktantu bylo analyzováno pomocí FTIR analýzy a LC-MS 

analýzy. Také byla detekována jejich antimikrobiální aktivita proti bakteriím Micrococcus 

lysodeikticus [76]. 

 

2.2.6 Aplikační využití biosurfaktantů 

2.2.6.1 Technologie MEOR 

MEOR (= microbial enhanced oil recovery) je proces, při kterém se mikroorganismy a jejich 

produkty využívají k regeneraci ropy. Technologie MEOR byla poprvé plně využita v roce 

1954 a od té doby dochází k neustálému rozvoji této metody. Alarmující míra poklesu dodávek 

ropy činí MEOR užitečným; v budoucnu by mohla stabilizovat celosvětovou produkci ropy 

a zajistit tak odpovídající dodávky energie [77]. Koncept mikrobiální role v regeneraci ropy byl 

poprvé představen v roce 1926 a do roku 1940 se začalo vyvíjet několik prvních studií na toto 

téma. Technologii patentoval v roce 1946 C.E. Zobell, který jako první inicioval aplikace 

MEOR a vysvětlil mikrobiální mechanismy, které jsou za MEOR zodpovědné [77,78]. 

Technologii MEOR lze aplikovat dvěma způsoby – in-situ a ex-situ, V in-situ metodě jsou 

do ropného vrtu vstřikovány potenciální mikroby (pokud se již v rezervoáru nacházejí, stačí 

aplikovat jen potřebné živiny), následně dojde k uzavření a zaplavení vodou. Během toho 

mikroorganismy v ropném vrtu rostou a produkují různé bioprodukty, které vedou k ropné 

regeneraci. V ex-situ metodě jsou mikrobiální produkty vyvíjeny samostatně, a následně jsou 

aplikovány do ropného vrtu [78]. 

 Některé bakterie jsou schopné produkovat biosurfaktanty, polymery, plyny a rozpouštědla, 

která přispívají k mobilizaci oleje v rezervoáru. Mechanismy MEOR zahrnují snížení 

mezifázového napětí, modifikaci permeability, snížení viskozity ropy, změny ve smáčitelnosti 

a biologickou degradaci. Právě biosurfaktanty snižují mezifázové napětí v systému olej-voda. 

Jejich účinnost spojená s regenerací ropy z porézních systémů při zvýšených teplotách byla 

potvrzena mnoha experimenty [79]. Emulsan má v ropném průmyslu důležité uplatnění. Právě 

vytvořením a stabilizací emulze výrazně snižuje viskozitu ropy při její přepravě potrubím. 

Pokud ho použijeme při regeneraci ropy, je schopen po fázi zaplavení vodou vytěsnit až 28 % 

dalšího zbytkového oleje [80]. 

 

2.2.6.2 Bioremediace 

Aby se zabránilo kontaminaci životního prostředí mnoha toxickými látkami, používají se 

při čištění průmyslových areálů a oblastí různé fyzikální a chemické procesy. Ty ale bývají 

extrémně drahé. Alternativou pro tyto procesy je právě využití bioremediace pomocí 

biosurfaktantů. Díky mikroorganismům a jejich produktům jsou tak nebezpečné látky 

přeměňovány na látky méně toxické, nebo úplně netoxické [80]. 

 Bioremediace se dá využít jako metoda pro čištění půdy a podzemních vod, které jsou 

kontaminovány převážně uhlovodíky, nejčastěji ropou [49]. Ropa a její deriváty můžou být 

součástí jiných organických látek, minerálních částic nebo samotných organismů. Výzkum 

interakce mezi uhlovodíky a mikroorganismy podpořil hypotézu, že je ropa díky této vazbě 

podrobena mikrobiální degradaci. Biosurfaktanty mohou zlepšit účinnost bioremediace pomocí 
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dvou mechanismů. První mechanismus zahrnuje zvýšení dostupnosti substrátu 

pro mikroorganismy a druhý zahrnuje interakci s buněčným povrchem – tato interakce pak 

zvyšuje hydrofobní charakter mikrobiální buněčné stěny. Mikroorganismy se tak 

k hydrofobním substrátům dostanou snadněji [81]. 

 

2.2.6.3 Využití biosurfaktantů v potravinářském průmyslu 

Potravinářský průmysl může využívat biosurfaktanty dvěma různými způsoby: 

 

a) nepřímé využití – úpravy/ čištění povrchů 

b) přímé využití – potravinářská aditiva [82]. 

 

 Mikroorganismy využívají tvorbu biofilmu jako ochranu pro jejich přežití, respektive 

pro přizpůsobení se změnám podmínek prostředí. Pod ochranou biofilmu se mikrobiální buňky 

stávají velmi odolnými [83]. Právě biofilm je často příčinou přetrvávající kontaminace potravin 

vedoucí k jejich zkáze a také přenosu nemocí. Aby se zabránilo adhezi bakterií a tvorbě 

biofilmů, využívá se úpravy povrchů pomocí biosurfaktantů. Biosurfaktanty mohou 

modifikovat fyzikálně-chemické vlastnosti daného povrchu a tím zabraňují bakteriální interakci 

s povrchem, a tedy i tvorbu biofilmu [84]. 

 Lecitin a jeho deriváty, estery mastných kyselin obsahující glycerol, sorbitol, 

nebo ethylenglykol a ethyloxylované deriváty monoglycerolů, včetně nedávno syntetizovaných 

oligopeptidů, se využívají v potravinářském průmyslu jako emulgátory. Biosurfaktanty také 

nacházejí uplatnění v pekařských a masných výrobcích, kde ovlivňují reologické vlastnosti 

mouky nebo emulgaci částečně rozbitých tukových tkání [39]. Odpady z potravinářského 

průmyslu pak mohou být zpětně využity jako substráty pro syntézu povrchově aktivních 

látek [82]. 

 

2.2.6.4 Aplikace biosurfaktantů v medicíně 

Biosurfaktanty v lidském těle účinně bojují proti infekcím a zánětům. Plicní biosurfaktant je 

lipoproteinový komplex syntetizovaný a vylučovaný epiteliálními plicními buňkami 

do extracelulárního prostoru, kde snižuje povrchové napětí na rozhraní vzduch-kapalina 

a představuje klíčový faktor v boji proti infekcím a zánětlivým plicním onemocněním [85].  

 Vzhledem k jejich struktuře a různým biofyzikálním vlastnostem se biosurfaktanty objevily 

jako možná činidla pro chemoterapii/ bioterapii, které jsou využívány při léčbě rakoviny. Byl 

poskytnut první důkaz, že zastavení růstu, apoptóza a diferenciace buněk myšího maligního 

melanomu může být indukováno právě mikrobiálními extracelulárními glykolipidy – konkrétně 

manosylerythritol lipidy (MEL) produkované C. antartica  [86]. Biosurfaktant produkován 

A. indicus inhibuje proliferaci buněk karcinomu plic při koncentraci 200 mg/ml a potvrzuje tak 

svou protinádorovou aktivitu. Tento biosurfaktant nemá žádný negativní vliv na nenádorové 

buňky, ani neovlivňuje jejich životaschopnost. Proto byly tyto povrchově aktivní látky 

klasifikovány jako netoxické [87]. 

 V posledním desetiletí byla věnována velká pozornost nanočásticím jako materiálům 

pro transport léčiva do cílové tkáně. Nanočástice jsou schopné solubilizovat hydrofobní léčiva 

ve vodných podmínkách a poskytnout tak dlouhodobou stabilitu bez rizika agregace. Emulsan 

se využívá pro zlepšení vlastností nanočástic. Povrch nanočástic je potažen emulsanem a jejich 

jádro je naplněno lněným olejem. Tak vznikají nanočástice na bázi emulzí, jejichž transport je 

pak snadněji realizován [88]. 
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 Rhamnolipidy jsou důležitými biosurfaktanty díky antimikrobiálním vlastnostem. Jsou 

účinné proti velkému množství jak gramnegativních, tak grampozitivních druhů bakterií. 

Rhamnolipidy ovlivňují buněčnou imunosupresi, hojení ran a uplatnění nacházejí také při léčbě 

onemocnění dásní [86]. Surfaktin, jeden z prvních známých biosurfaktantů, má různé 

farmakologické aplikace, jako je například inhibice tvorby fibrinových sraženin a tvorba 

iontových kanálků v lipidových membránách [39]. 

 

2.3 Produkce biosurfaktantů pomocí termofilních bakterií v současnosti 

Produkce biosurfaktantů termofilními mikroorganismy stále nebyla zcela prozkoumána, 

protože se většina studií soustředí především na produkci za mezofilních podmínek. Obecně 

produkce extremofilními mikroorganismy zahrnuje určité výzvy a překážky, které je třeba 

překonat, aby ji bylo možné realizovat ve velkém průmyslovém měřítku. Některá omezení jsou 

stejná jako u mezofilních druhů; jde především o náklady na výrobu povrchově aktivních látek, 

ztráta produktu při isolaci a purifikaci, a také konečná cena. Ačkoliv mají termofilní bakterie 

velký potenciál pro biotechnologické aplikace, je obtížné nalézt takového producenta, který je 

schopný opakované produkce vysokých výtěžků. Součástí výzvy je napodobení extrémních 

podmínek v laboratoři tak, aby prostředí co nejvíce odpovídalo přirozenému prostředí daného 

mikroorganismu. V současné době začínají vědci využívat nové metody, které by produkci 

termofilními bakteriemi usnadnili. Příkladem je metagenomická a metatranskriptomická 

analýza, díky které je možné lépe porozumět pozoruhodné složitosti a všestrannosti 

extremofilů [89]. 

 V České republice se produkcí biosurfaktantů termofilními bakteriemi zabýval Tomáš 

Řezanka a kol. (2011). Konkrétně zkoumal tři termofilní druhy: Thermus aquaticus, 

Meiothermus ruber a bakterie z rodu Thermus (druh neuveden), které dříve nebyly popsány 

jako producenti rhamnolipidů. Mikroorganismy byly získány ze sbírky mikroorganismů 

Masarykovy univerzity v Brně. Kultivace probíhala za aerobních podmínek po dobu 44 hodin 

při 65 °C a 200 rpm. Po odstředění byly supernatanty extrahovány a purifikovány pomocí TLC. 

Hmotnostní spektrometrie následně odhalila 77 rhamnolipidů, které se lišily délkou řetězce 

a nasycením. Tandemová hmotnostní spektrometrie identifikovala mono- a di-rhamnolipidy, 

které obsahují jednu nebo dvě 3-hydroxymastné kyseliny, nasycené i nenasycené, s neobvykle 

dlouhými řetězci – až 24 atomů uhlíku. Všechny tři druhy bakterií se ukázali jako producenti 

rhamnolipidů, které se svou strukturou lišily od těch, které běžně produkuje Pseudomonas 

aeruginosa.  Důležité je si uvědomit, že všechny tři zkoumané druhy bakterií jsou na rozdíl 

od P. aeruginosa pro člověka nepatogenní [90]. 

 V roce 2019 publikovali S. Ebrahimi, H. Jalili a spol. studii, která jako první popisuje 

produkci biosurfaktantů bakteriemi, které jsou izolované z horkých kyselých pramenů v Íránu. 

Celkově bylo izolováno 12 bakteriálních druhů. Kultivace probíhala po dobu 72 hodin 

a následně proběhl screening supernatantů za účelem zjistit, zda termofilní bakterie produkují 

biosurfaktanty. Supernatanty byly testovány pomocí metody emulgačního indexu, měření 

povrchového napětí (Du-Noüy-Ring), metody rozšiřování oleje, testu hemolýzy 

a cetyltrimethylamoniumbromid-agarovým testem (CTAB). Všech dvanáct bakteriálních 

izolátů bylo schopno růstu na kukuřičném oleji, který byl jediným zdrojem uhlíku. Test CTAB 

dokázal, že žádný z těchto izolátů nebyl schopen produkovat rhamnolipidové biosurfaktanty. 

Na základě výsledků screeningových metod byl izolát č. 12, později identifikován jako Bacillus 

subtilis, vybrán jako nejúčinnější producent. Biosurfaktant produkovaný touto bakterií byl 

tepelně stabilní do 140 °C a jeho struktura byla nejvíce podobná surfaktinu [91].  

 G. Mehetre, S. Dastager a M. Dharne (2019) se zabývali degradací polycyklických 

aromatických uhlovodíků termofilními a termotolerantními bakteriemi, které produkují 

biosurfaktanty. Polycyklické aromatické uhlovodíky (PAH) zahrnují skupinu organických 
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znečišťujících látek. Tyto látky vzbuzují značné obavy kvůli jejich toxickým, mutagenním 

a karcinogenním vlastnostem. Mikroorganismy jsou schopné určité znečišťující látky 

transformovat nebo plně degradovat. PAH jsou vysokomolekulární hydrofobní látky, takže 

jejich dostupnost pro mikrobiální buňky je značně omezená. Zvýšená teplota způsobí nižší 

viskozitu, a to v konečném důsledku zvýší difuzi molekul PAH. Vyšší teplota ale snižuje 

metabolickou aktivitu mesofilních mikroorganismů, a tak je v tomto případě výhodné využít 

termofily. Využití biosurfaktantů v procesech bioremediace značně zlepšuje degradaci 

organických látek. Studie G. Mehetre a spol. se zabývala degradací čtyř aromatických 

uhlovodíků (antracen, fluoren, fenantren, a pyren) pomocí termofilních bakterií. Z horkého 

pramene v Indii byly odebrány vzorky vody, které byly doplněny o minerální solné médium 

obsahující směs aromatických uhlovodíků. Kultivace probíhala při 37 °C a 50 °C. Následně 

byly z těchto izolátů odebrány čtyři nejsilnější bakteriální kmeny, které byly identifikovány 

na základě analýzy genové sekvence 16S rRNA jako Aeribacillus pallidus (UCPS2), Bacillus 

axarquiensis (UCPD1), Bacillus siamensis (GHP76) a Bacillus subtillis – poddruh 

inaquosorum (U277). Degradace byla prováděna čistými kulturami (UCPD1, GHP76 a U277) 

při 37 °C a bakterií UCPS2 při 50 °C. Všechny zmíněné kmeny prokázali degradaci 

aromatických uhlovodíků (antracen, fluoren, fenantren a pyren). Degradační experiment byl 

také proveden smíšenou kulturou těchto bakterií při 50 °C, kdy bylo dosaženo lepších výsledků 

než při použití čisté kultury UCPS2. Pomocí screeningové metody rozšiřování oleje a měření 

povrchového napětí bylo zjištěno, že všechny čtyři bakteriální kmeny produkují biosurfaktanty. 

Dalšími metodami bylo zjištěno, že produkovaným biosurfaktantem všemi kmeny je cyklický 

lipopeptid, který se svou strukturou nejvíce podobá surfaktinu. Produkce surfaktinu bakterií 

Aeribacillus dříve nebyla popsána, tyto mikroorganismy byly popsány pouze jako producenti 

bioemulgátorů [92].  

 Biosurfaktanty produkované extremofily mohou mít v budoucnu značný význam. Jejich 

poměrně velká část je totiž stabilní vůči výraznějším změnám prostředí. Například lichenysin 

produkovaný Bacillus licheniformis je odolný vůči teplotám do 50 °C, hodnotám pH od 4,5 

do 9 a koncentraci NaCl a Ca2+ až do 50 g/dm3. Další biosurfaktant produkovaný Arthrobacter 

protophormiae je stabilní v rozmezí pH hodnot 2-12 a teplot od 30 do 100 °C. Protože 

průmyslové procedury často používají extrémní výchylky teplot a pH, je nezbytné vyčlenit 

mikrobiální položky, které jsou vhodné k práci za těchto podmínek [40]. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Použité chemikálie, přístroje a mikroorganismy 

3.1.1 Použité chemikálie 

 Antracen (Sigma-Aldrich, Německo) 

 Citronan amonno-železitý (Sigma-Aldrich, Německo) 

 D-glukóza monohydrát (Lach-Ner, Česká republika) 

 Dihydrát chloridu měďnatého (Lach-Ner, Česká republika) 

 Dihydrát chloridu vápenatého (Lach-Ner, Česká republika) 

 Dihydrogenfosforečnan draselný (Lach-Ner, Česká republika) 

 Dodekahydrát hydrogenfosforečnanu sodného (Lach-Ner, Česká republika) 

 Glycerol bezvodý (Lach-Ner, Česká republika) 

 Heptahydrát síranu hořečnatého (Lach-Ner, Česká republika) 

 Hexahydrát chloridu kobaltnatého (Lach-Ner, Česká republika) 

 Hexahydrát chloridu manganatého (Lach-Ner, Česká republika) 

 Chlorid amonný (Lach-Ner, Česká republika) 

 Chlorid zinečnatý (Lach-Ner, Česká republika) 

 Chlorid železitý (Lach-Ner, Česká republika) 

 Kyselina ethylendiamintetraoctová (EDTA), (Lach-Ner, Česká republika) 

 Kyselina trihydrogenboritá (Lachema, Česká republika) 

 n-Hexan (VWR Chemicals BDH PROLABO, Spojené státy americké) 

 Nutrient Broth (HiMedia, Indie)   

 Triton-X 100 (Sigma-Aldrich, Německo) 

 Kvasničný extrakt (HiMedia, Indie) 

 γ-butyrolakton (Sigma-Aldrich, Německo) 

 

3.1.2 Přístrojové vybavení 

 Analytické váhy (Boeco, Německo) 

 Centrifuga Hettich EBA 20 (Maneko, Česká republika) 

 Centrifuga vysokorychlostní chlazená, Z 36 HK (Hermle, Německo) 

 Inkubátor IP30 (BioTech, Česká republika) 

 Laminární box Aura mini (BioAir-Euroclone, Spojené státy americké) 

 Magnetická míchačka Kartell (MERCI s.r.o., Česká republika) 

 Nanofotometr P 300 (Implen, Velká Británie) 

 pH metr (Termo Scientific, Nizozemí) 

 Předvážky Kern EW 620-3NM (Německo) 

 Temperovaná třepačka Incubator 1000 (Heidolph, Česká republika) 

 Tenziometr Sigma 701 (KSV Instruments) 

 Vortex BENCHMIXER (Benchmark Scientific, Inc., Spojené státy americké) 

 Běžné laboratorní sklo a vybavení 

  



27 

 

 

3.1.3 Použité mikroorganismy 

Z kompostů a aktivovaných kalů bylo izolováno 39 bakteriálních izolátů, u kterých byla 

testována produkce biosurfaktantů. Místa izolace a označení jednotlivých bakteriálních kultur 

jsou uvedeny v tabulce 2.  Izolace bakterií nebyla předmětem bakalářské práce.  

 
Tabulka 2: Seznam izolovaných bakteriálních kultur. 

zdroj označení izolátu zdroj označení izolátu 

kal – Bystřice pod 1 kal – Bystřice pod FŇ2 

Hostýnem 2 Hostýnem H24 

 3  H30 

 3a kompost – Brno F103 

 4  F104 

 4a  F105 

 5  F106 

 5a  F107 

 6  F108 

 7  F109 

 8  F110 

 9 kal – Modřice M1 

 21  M2 

 22  M3 

 23  M4 

 25  M5 

 26  M6 

 27  M7 

 28 kompost – Blansko BŽ 

 FŇ1   

 

3.2 Kultivace bakterií 

3.2.1 Příprava a složená inokulačního média 

Do Erlenmeyerových baněk o objemu 100 ml bylo přidáno 50 ml komplexního média (Nutrient 

Broth o koncentraci 25 g/l). Připravená média byla následně sterilizována. Složení 

komplexního média je uvedeno v tabulce 3. 
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Tabulka 3: Složení komplexního média. 

chemikálie c [g/l] 

pepton 10 

masný extrakt 10 

NaCl 5 

 

3.2.2 Příprava a složení produkčního média 

Za účelem produkce biosurfaktantů termofilními bakteriemi byla připravena minerální média. 

Do Erlenmeyerových baněk o objemu 250 ml bylo připraveno vždy 100 ml média, jehož 

složení je uvedeno v tabulce 4. Minerální média byla následně sterilizována.  Následně byl 

do média přidán zdroj uhlíku a roztok stopových prvků (TES II), jehož složení je uvedeno 

v tabulce 5. Jako zdroj uhlíku byl použit glycerol (20 g/l), glukóza (20 g/l) nebo γ-butyrolakton 

(γBL, 8 g/l). Zvolené zdroje uhlíku pro jednotlivé izoláty uvádí tabulka 6. Zdroje uhlíku byly 

vybrány dle substrátu, který byl využit k izolaci bakterií. 
 

Tabulka 4: Složení produkčního média. 

chemikálie c [g/l] c [ml/l] 

Na2HPO4 · 12 H2O 9  

KH2PO4 1,5  

NH4Cl 1  

MgSO4 · 7 H2O 0,2  

CaCl2 · 2 H2O 0,02  

NH4Fe(III) citrát 0,0012  

Kvasničný extrakt 0,5  

TES II  1 

 

 
Tabulka 5: Složení roztoku stopových prvků TES II. 

chemikálie c [g/l] 

EDTA 50 

FeCl3 8,3 

ZnCl2 0,84 

CuCl2 · 2 H2O 0,13 

CoCl2 · 6 H2O 0,1 

MnCl2 · 6 H2O 0,016 

H3BO3 0,1 
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Tabulka 6: Zvolené zdroje uhlíku pro bakteriální kultury. 

izolát zdroj uhlíku izolát zdroj uhlíku 

1 glycerol FŇ2 glukóza 

2 glycerol H24 glukóza 

3 γBL H30 glukóza 

3a γBL F103 glukóza 

4 glukóza F104 glukóza 

4a glukóza F105 glukóza 

5 glukóza F106 glukóza 

5a glukóza F107 glukóza 

6 glukóza F108 glukóza 

7 glukóza F109 glukóza 

8 glukóza F110 glukóza 

9 glukóza M1 glukóza 

21 glukóza M2 glukóza 

22 glukóza M3 glukóza 

23 glukóza M4 glycerol 

25 glukóza M5 glycerol 

26 glukóza M6 γBL 

27 glukóza M7 γBL 

28 glukóza BŽ glycerol 

FŇ1 glukóza   

 

3.2.3 Průběh kultivace 

Bakterie byly uchovávány v kryozkumavkách při -80 °C v 10 % roztoku glycerolu. Připravená 

inokulační média byla zaočkována kryozkumavkami ve sterilním laminárním boxu. Kultivace 

bakterií v inokulačních médiích probíhala na temperované třepačce při teplotě 50 °C 

a frekvenci 180 rpm. Po 24 hodinách kultivace byla ve sterilním laminárním boxu z inokula 

zaočkována produkční média, a to v koncentraci 10 % (v/v). Kultivace bakterií v produkčním 

médiu probíhala 48 hodin na temperované třepačce při 50 °C a 180 rpm. 

 

3.3 Gravimetrické stanovení biomasy  

Gravimetrické stanovení biomasy probíhalo vždy ve dvou paralelních sadách. Z produkčních 

médií, které obsahovaly příslušné bakteriální kultury, bylo nejprve odebráno 2 x 10 ml 

do menších centrifugačních zkumavek a následně byl zbytek kultury přidán do velkých 

centrifugačních zkumavek. Malé zkumavky byly centrifugovány 5 minut při 6000 rpm, velké 

pak 3 minuty při 5000 rpm. Supernatanty byly slity a uchovány pro následující detekci 
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biosurfaktantů. Biomasa z menších zkumavek byla promyta malým množstvím destilované 

vody a tyto zkumavky byly za stejných podmínek znovu centrifugovány. Následně byly 

zkumavky vysoušeny do konstantní hmotnosti. Poté byl obsah zkumavek zvážen 

na analytických vahách.  

 

3.4 Metody pro screening produkce biosurfaktantů 

Za účelem screeningu produkce biosurfaktantů termofilními bakteriemi bylo vybráno pět 

metod: stanovení aktivity emulze, solubilizace krystalického antracenu, metoda Du-Noüy-

Ring, metoda rozlévání kapky a metoda rozšiřování oleje. Pro srovnání byla připravena 

pozitivní a negativní kontrola. Za pozitivní kontrolu byl zvolen 5 % roztok Tritonu-X 100, 

za negativní kontrolu pak destilovaná voda. Kromě vzorků byla proměřena také samotná 

produkční média s různými zdroji uhlíku, aby byl stanoven jejich případný vliv při testování 

vzorků screeningovými metodami. 

 

3.4.1 Stanovení aktivity emulze 

Do skleněných uzavíratelných zkumavek byly odebrány 3 ml supernatantu příslušné bakteriální 

kultury a 3 ml n-hexanu. Obsah každé zkumavky byl pomocí vortexu promíchán po dobu 

1 minuty. Zkumavky byly následně ponechány ve stojanu při laboratorní teplotě po dobu 

24 hodin. Po 24 hodinách byl porovnán obsah zkumavek s pozitivní a negativní kontrolou. 

Následně byla změřena výška emulgované vrstvy a celková výška směsi ve zkumavce. Pomocí 

rovnice (3) byl u všech vzorků vypočten emulgační index a hodnoty byly zapsány. Pokud 

se ve zkumavce vytvoří emulgovaná vrstva, která je stabilní i po 24 hodinách, je ve vzorku 

prokázána přítomnost biosurfaktantu. 

 

3.4.2 Metoda solubilizace antracenu 

Do centrifugačních zkumavek bylo přidáno malé množství antracenu a 4 ml supernatantu. 

Všechny zkumavky s takto připravenou směsí byly umístěny na rotátor. Po 24 hodinách 

inkubace na rotátoru byly zkumavky centrifugovány při 6000 rpm po dobu 5 minut. Takto 

připravené vzorky byly následně proměřeny na spektrofotometru při 354 nm v křemenné 

kyvetě. Jako blank byla použita negativní kontrola. Hodnoty absorbance byly zapsány 

a následně porovnány s absorbancí pozitivní kontroly. Schopnost vzorku solubilizovat 

hydrofobní antracen značí přítomnost biosurfaktantu. 

 

3.4.3 Přímé měření povrchového napětí – metoda Du-Noüy-Ring 

Povrchové napětí supernatantů bylo měřeno pomocí tenziometru s platinovým kroužkem 

(obrázek 7) a softwaru SGSERVER. V tomto softwaru byly nastavené potřebné parametry, 

tenziometr byl kalibrován a poté bylo provedeno samotné měření. Do nízké kádinky bylo nalito 

30 ml supernatantu, který byl následně proměřen. Měření každého vzorku trvalo 10 minut 

a naměřená data byla exportována do MS EXCEL. Platinový kroužek byl z důvodu možné 

kontaminace po každém měření vyžíhán. Následně byl vypočten aritmetický průměr všech 

hodnot vzorku, které přístroj naměřil. Hodnoty byly porovnány s negativní a pozitivní 

kontrolou a také s hodnotou čistého média. 
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Obrázek 7: Tenziometr Sigma 701. 

 

3.4.4 Metoda rozlévání kapky 

Pro tuto metodu byl použit speciální hydrofobní papír s tištěnými terčíky (obrázek 8). Na střed 

terčíku byla pomocí automatické pipety nanesena kapka supernatantu o objemu 60 µl. Kapky 

byly ihned po nanesení pozorovány a srovnány s negativní a pozitivní kontrolou. Pokud 

nanesená kapka zabírala větší plochu terčíku než kapka negativní kontroly, byl vzorek 

hodnocen jako pozitivní. 

 

 
 

Obrázek 8: Ukázka metody rozlévání kapky. 

 

3.4.5 Metoda rozšiřování oleje 

První variantou bylo přidání 50 ml destilované vody do Petriho misky, na jejíž povrch bylo 

naneseno 100 µl slunečnicového oleje. Následně bylo do středu olejové kapky aplikováno 
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100 µl testovaného supernatantu. Aby bylo možné test vizuálně hodnotit, slunečnicový olej 

bylo nutné před samotným testem obarvit roztokem nilské červeně. 

 Ve druhém případě byl slunečnicový olej nahrazen olivovým olejem. Díky jeho zelené barvě 

nebylo nutné olej barvit. Do Petriho misky bylo přidáno 20 ml destilované vody. Množství oleje 

a testovaného supernatantu bylo navýšeno na 500 µl, olejová skvrna a její případné šíření tak 

bylo lépe pozorováno (obrázek 9). Čistící zóny supernatantů byly porovnávány s dosaženými 

výsledky pozitivní a negativní kontroly. 

 

 
 

Obrázek 9: Olejová kapka před nanesením testovaného vzorku. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

Experimentální část bakalářské práce byla zaměřena na produkci biosurfaktantů bakteriálními 

kmeny, které byly izolovány z kompostů a aktivovaných kalů. Za účelem analýzy produkce BS 

byly vybrány následující screeningové metody: stanovení aktivity emulze, solubilizace 

krystalického antracenu, metoda Du-Noüy-Ring, metoda rozlévání kapky a metoda rozšiřování 

oleje.  

 Nejprve bylo testováno všech 39 supernatantů získaných po kultivaci bakteriálních izolátů. 

Pro první screening byly vybrány dvě metody: stanovení aktivity emulze a solubilizace 

krystalického antracenu. Výsledky testů byly zhodnoceny a pro podrobnější screening bylo 

vybráno 14 nejslibnějších producentů. Bakterie byly znovu kultivovány a byla tak získána nová 

sada supernatantů. Ta byla následně testována všemi uvedenými metodami – stanovením 

aktivity emulze, solubilizací krystalického antracenu, metodou Du-Noüy-Ring, metodou 

rozlévání kapky a metodou rozšiřování oleje. Za účelem ověření produkce BS u vybraných 

termofilních bakterií byly metody ještě jednou zopakovány, opět s novou sadou supernatantů. 

Na základě všech provedených testů byli vybráni nejlepší termofilní bakteriální producenti 

biosurfaktantů. 

 

4.1 Screening produkce biosurfaktantů u izolovaných termofilních bakterií 

Pro první screening produkce biosurfaktantů byly použity supernatanty získané po kultivaci 

izolovaných bakterií. Cílem prvního screeningu bylo analyzovat vhodné producenty 

biosurfaktantů. Za tímto účelem byly vybrány dvě jednoduché metody: stanovení aktivity 

emulze a solubilizace krystalického antracenu. 

 

4.1.1 Stanovení aktivity emulze 

Aktivita emulze byla stanovena na základě hodnoty emulgačního indexu, který byl vypočten 

pomocí rovnice (3), a vizuálnímu popisu emulgované vrstvy. Pozitivní kontrola 

(5% Triton X 100) vytvořila po 24 hodinách inkubace stabilní emulgovanou vrstvu, která byla 

bílá, zcela neprůhledná a kompaktní v celém svém objemu. Hodnota emulgačního indexu 

pozitivní kontroly odpovídala 59,09 %. Negativní kontrola (destilovaná voda) nevytvořila 

žádnou emulgovanou vrstvu a její emulgační index byl tedy roven 0 %. Porovnání pozitivní 

a negativní kontroly je zobrazeno na obrázku 10. Test aktivity emulze byl proveden u všech 39 

supernatantů. Emulgační indexy a vizuální popisy emulgovaných vrstev jsou uvedeny 

v tabulce 7. Na obrázku 11 je ukázka některých testovaných vzorků. 
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Tabulka 7: Emulgační indexy a popisy emulgovaných vrstev u testovaných supernatantů. 

vzorek E24 [%] popis emulgované vrstvy vzorek E24 [%] popis emulgované vrstvy 

PK 59,09 
bílá, krémová, neprůhledná 

vrstva bez pórů 
FŇ1 25 

řídká, průhledná vrstva 

tvořena malými póry 

1 19,64 
velmi řídká, průhledná 

vrstva s velkými póry 
FŇ2 45,28 

velmi hustá, gelovitá vrstva 

bez pórů 

2 0 netvoří emulgovanou vrstvu H24 48,15 hustá vrstva téměř bez pórů 

3 25,45 hustá vrstva téměř bez pórů H30 47,27 
řídká, průhledná vrstva 

tvořena malými póry 

3a 37,04 hustá vrstva téměř bez pórů F103 7,27 
velmi řídká, průhledná 

vrstva s velkými póry 

4 1,82 
velmi řídká, průhledná 

vrstva s velkými póry 
F104 7,41 

velmi řídká, průhledná 

vrstva s velkými póry 

4a 25 
velmi hustá, gelovitá vrstva 

bez pórů 
F105 3,64 

velmi řídká, průhledná 

vrstva s velkými póry 

5 55,35 
velmi hustá, gelovitá vrstva 

bez pórů 
F106  1,79 

velmi řídká, průhledná 

vrstva s velkými póry 

5a 9,8 
velmi řídká, průhledná 

vrstva s velkými póry 
F107 0 netvoří emulgovanou vrstvu 

6 31,48 hustá vrstva téměř bez pórů F108 41,82 
velmi hustá, gelovitá vrstva 

bez pórů 

7 37,04 hustá vrstva téměř bez pórů F109 40 
velmi hustá, gelovitá vrstva 

bez pórů 

8 54,55 
velmi hustá, gelovitá vrstva 

bez pórů 
F110 32,73 

řídká, průhledná vrstva 

tvořena malými póry 

9 27,27 hustá vrstva téměř bez pórů M1 31,48 
řídká, průhledná vrstva 

tvořena malými póry 

21 57,41 
velmi hustá, gelovitá vrstva 

bez pórů 
M2 26,42 

řídká, průhledná vrstva 

tvořena malými póry 

22 41,82 
řídká, průhledná vrstva 

tvořena malými póry 
M3 27,27 hustá vrstva téměř bez pórů 

23 18,52 hustá vrstva téměř bez pórů M4 5,55 
velmi řídká, průhledná 

vrstva s velkými póry 

25 44,64 
velmi hustá, gelovitá vrstva 

bez pórů 
M5 50,91 

velmi hustá, gelovitá vrstva 

bez pórů 

26 23,21 hustá vrstva téměř bez pórů M6 12,5 
řídká, průhledná vrstva 

tvořena malými póry 

27 26,79 hustá vrstva téměř bez pórů M7 0 netvoří emulgovanou vrstvu 

28 45,45 hustá vrstva téměř bez pórů BŽ 27,27 
velmi řídká, průhledná 

vrstva s velkými póry 
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 Pouze tři testované vzorky (2, F107, M7) nevykazovali žádnou emulgační aktivitu, a tudíž 

byl jejich E24 nulový. Není jasné, zda tyto vzorky skutečně neobsahují žádné povrchově aktivní 

látky, protože ne všechny biosurfaktanty dokážou emulze stabilizovat. Pozitivní kontrole se 

nejvíce přiblížil vzorek 21, jehož emulgační index dosáhl 57,41 %. Emulgovaná vrstva byla 

neprůhledná, celistvá a vykazovala gelovitý charakter. Dalších výborných výsledků dosáhly 

supernatanty 5, 8 a M5, u kterých hodnoty E24 přesáhly 50 %. Hodnota emulgačního indexu 

byla u některých testovaných vzorků poměrně vysoká, ale jejich emulgovaná vrstva 

připomínala spíše pěnu, nebyla kompaktní a obsahovala hodně bublin (např. vzorek H30). 

V takovém případě supernatant pravděpodobně obsahoval BS, které stabilizují emulze, jejich 

koncentrace ve vzorku je ale nízká. Vzorky F106 a 4 vytvořily na rozhraní fází pouze tenký, 

pěnový kroužek. E24 těchto vzorků je nízký a v porovnání s ostatními testovanými vzorky je 

jeho hodnota zanedbatelná. 

 Kromě supernatantů, pozitivní a negativní kontroly byla touto metodou testována také 

samotná média. Ve všech případech byl výsledek srovnatelný s negativní kontrolou. Média by 

tedy na stabilizaci emulzí neměly mít vliv. 

 

 
Obrázek 10: Porovnání pozitivní (PK) a negativní (NK) kontroly. 

 

 

 
 

Obrázek 11: Ukázka emulgovaných vrstev u některých vybraných vzorků. 
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4.1.2 Solubilizace krystalického antracenu 

Supernatanty byly dále testovány metodou solubilizace krystalického antracenu. Antracen je 

hydrofobní, za normálních podmínek ve vodě nerozpustná látka. Pokud je ve vzorku přítomen 

biosurfaktant o dostatečné koncentraci, vytvoří micelární struktury (obrázek 5), do nichž se 

hydrofobní antracen začlení [52, 55]. 

 Míra solubilizace byla měřena fotometricky při 354 nm v křemenných kyvetách. Pokud 

vzorek neobsahuje povrchově aktivní látky, nedojde k solubilizaci antracenu a všechen 

antracen se po centrifugaci vzorku usadí na dně zkumavky. Hodnota absorbance tedy bude 

nulová nebo velmi nízká. Pokud vzorek obsahuje biosurfaktanty, antracen se začlení do jejich 

micel a po centrifugaci zůstane jeho část solubilizována ve vzorku. V tomto případě naměříme 

vyšší absorbanci. Míra absorbance je tedy úměrná koncentraci biosurfaktantu v supernatantu. 

 Vzhledem k faktu, že i samotná média do jisté míry antracen solubilizují, byla míra jejich 

absorbance odečtena od hodnoty absorbance testovaných supernatantů. Výsledná hodnota pak 

byla porovnána s absorbancí pozitivní kontroly. Pro lepší přehlednost jsou naměřené hodnoty 

rozděleny do dvou grafů (obrázek 12, obrázek 13). 

 

 
 

Obrázek 12: Absorbance testovaných vzorků (1–FŇ1). 
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Obrázek 13: Absorbance testovaných vzorků (FŇ2–BŽ). 

 Absorbance roztoku komerčně dostupného surfaktantu dosáhla hodnoty 0,981. Negativní 

kontrola sloužila v tomto případě jako blank. Z grafů vyplývá, že supernatanty bakterií FŇ1, 

F107, F110, M1, M6 a BŽ nebyly schopné antracen solubilizovat. V těchto vzorcích se tedy 

povrchově aktivní látky nenacházejí vůbec, nebo se zde nevyskytují v dostatečné koncentraci, 

která je nutná pro dosažení CMC. Nemůže tedy dojít k formování micelárních struktur, 

do kterých by se antracen mohl začlenit. Pozitivní kontrole se nejvíce přiblížil supernatant 

bakterie 2, jehož absorbance byla rovna 0,661. Dobrého výsledky dosáhly také supernatanty 

izolátů 6 (A=0,596) a M3 (A=0,586). Hodnoty absorbancí vzorků pod A=0,1 byly pokládány 

vzhledem k ostatním naměřeným hodnotám za zanedbatelné. 

 Na přípravu není metoda nijak náročná. Nevýhodou je stejně jako u stanovení emulgační 

aktivity inkubace vzorků po dobu 24 hodin. Za zmínku stojí také nutná opatrnost při manipulaci 

se vzorky, které musí být proměřeny ihned po jejich centrifugaci, aby nedošlo ke zvíření 

usazeného antracenu na dně zkumavky. Případným zvířením antracenu je měření značně 

ovlivněno. Ve vzorku se také mohou nacházet i jiné látky, které tvoří micely. Jejich přítomnost 

je další příčinou zkreslení naměřených hodnot. 

 

4.1.3 Vyhodnocení vhodných producentů 

Metodou solubilizace krystalického antracenu a stanovením aktivity emulze bylo z 39 

bakteriálních izolátů vybráno 14 nejslibnějších producentů, kteří v těchto testech dosáhly 

kvalitních výsledků – supernatanty vybraných bakterií získaly dobré pozitivní výsledky v obou 

provedených testech, nebo alespoň v jednom z testů výrazně vynikaly. První screening 

produkce BS shrnuje tabulka 8. V případě stanovení aktivity emulze byl test hodnocen jako 

pozitivní pokud hodnota E24 přesáhla 3 % , u solubilizace krystalického antracenu pak musela 

být absorbance vyšší než A=0,1. Zakroužkované bakterie byly vybrány pro podrobnější 

zkoumání produkce BS. 
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Tabulka 8: První screening produkce BS (EA – stanovení aktivity emulze, ANT – solubilizace 
krystalického antracenu). 

vzorek EA ANT vzorek EA ANT vzorek EA ANT 

1 + + 22 + + F106 − + 

2 − + 23 + + F107 − − 

3 + + 25 + + F108 + − 

3a + + 26 + + F109 + + 

4 − − 27 + + F110 + − 

4a + + 28 + + M1 + − 

5 + + FŇ1 + − M2 + − 

5a + − FŇ2 + + M3 + + 

6 + + H24 + + M4 + − 

7 + + H30 + + M5 + + 

8 + + F103 + − M6 + − 

9 + + F104 + − M7 − − 

21 + + F105 + − BŽ + − 

                  

 + pozitivní screeningový test    

 − negativní screeningový test    

 

4.2 Analýza produkce biosurfaktantů u vybraných termofilních bakterií 

14 vybraných bakterií bylo podrobeno druhému screeningu produkce biosurfaktantů. Bakterie 

byly znovu kultivovány stejným postupem, který je popsán v kapitole 3.2.3. Jejich supernatanty 

byly testovány čtyřmi screeningovými metodami. Kromě stanovení aktivity emulze 

a solubilizace krystalického antracenu byla přidána také metoda Du-Noüy-Ring, metoda 

rozlévání kapky a metoda rozšiřování oleje.  

 

4.2.1 Stanovení emulgační aktivity 

Při stanovení aktivity emulze bylo postupováno stejně, jako v předchozím případě. Výsledky 

testu jsou uvedeny v tabulce 9. Nadstandardního výsledku dosáhl vzorek FŇ2, jehož emulgační 

index byl 57,41 %. Tato hodnota dokonce přesahuje E24 pozitivní kontroly (55,77 %). 

Emulgovaná vrstva byla bílá, zcela neprůhledná a celistvá po celém svém objemu (obrázek 14). 

Za zmínku také stojí emulgační index vzorku 4a, který dosáhl srovnatelné hodnoty emulgačního 

indexu, jako pozitivní kontrola a emulgační index supernatantu H24, který přesáhl 50 %. 

K vytvoření emulgované vrstvy nedošlo u vzorků 5 a F108. Bakterie tedy po druhé kultivaci 

nedokázaly produkci účinných emulgátorů. 
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Tabulka 9: Stanovení aktivity emulze u vybraných termofilních bakterií. 

vzorek E24 [%] 
popis emulgované 

vrstvy 
vzorek E24 [%] 

popis emulgované 

vrstvy 

PK 55,77 

bílá, krémová 

neprůhledná vrstva bez 

pórů 

FŇ2 57,41 
velmi hustá, gelovitá 

vrstva bez pórů 

4a 54,72 
velmi hustá, gelovitá 

vrstva bez pórů 
H24 52,73 

velmi hustá, gelovitá 

vrstva bez pórů 

5 0 
netvoří emulgovanou 

vrstvu 
H30 42,59 

hustá vrstva téměř bez 

pórů 

6 43,64 
velmi hustá, gelovitá 

vrstva bez pórů 
F108 0 

netvoří emulgovanou 

vrstvu 

8 25,66 
hustá vrstva téměř bez 

pórů 
F109 46,3 

velmi hustá, gelovitá 

vrstva bez pórů 

21 41,82 
hustá vrstva téměř bez 

pórů 
M3 27,78 

hustá vrstva téměř bez 

pórů 

25 28,3 
hustá vrstva téměř bez 

pórů 
M5 5,56 

řídká, průhledná vrstva 

tvořena malými póry 

28 30,91 
hustá vrstva téměř bez 

pórů 
   

 

 

 
 

Obrázek 14: Srovnání vzorku FŇ2 s pozitivní kontrolou. 
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4.2.2 Solubilizace krystalického antracenu 

Dalším testem byla solubilizace krystalického antracenu. I zde bylo postupováno stejně, jako 

v předchozím případě. Naměřené hodnoty jsou zobrazeny na obrázku 15. 

 

 
Obrázek 15: Naměřené absorbance vzorků vybraných bakterií. 

 Všechny supernatanty prokázaly přítomnost povrchově aktivních látek, které se v nich 

vyskytují v dostatečné koncentraci, kterou potřebují k formování micel. Nejlepšího výsledku 

tentokrát dosáhla bakterie 25, která se nejvíce přiblížila absorbanci PK. 

 

4.2.3 Metoda Du-Noüy-Ring 

U vybraných bakterií byla testována produkce BS také pomocí přímého měření povrchového 

napětí. Povrchové napětí destilované vody bylo stanoveno na 70,08 mN/m. Roztok 5 % 

Tritonu-X 100 dokázal tuto hodnotu snížit na 32,52 mN/m. Pro porovnání byla změřena také 

samotná produkční média. Hodnota povrchového napětí média s obsahem glukózy byla 

64,66 mN/m a povrchové napětí média s obsahem glycerolu bylo stanoveno na 68,57 mN/m. 

Získané hodnoty jsou uvedeny v grafu – obrázek 16. 
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Obrázek 16: Povrchové napětí testovaných supernatantů. 

 Všechny testované supernatanty obsahují povrchově aktivní látky, které dokázaly snížit 

povrchové napětí média. Podle studie D. G. Coopera je za dobrý biosurfaktant považován ten, 

který dokáže snížit povrchové napětí média pod 40 mN/m [94]. To splňuje pouze bakterie 28, 

jejíž supernatant dokázat snížit povrchové napětí čistého média na 37,19 mN/m a bakterie se 

v tomto testu ukázala jako nejlepší producent biosurfaktantů, které výrazně snižují povrchové 

napětí. 

 Jedná se o přesnou metodu, kdy výsledek měření získáme do několika minut. Tato metoda 

však vyžaduje speciální vybavení a poměrně velký objem vzorku (desítky ml). 

 

4.2.4 Metoda rozlévání kapky 

Další screeningovou metodou byla metoda rozlévání kapky. Jedná se o rychlou a jednoduchou 

metodu, která vyžaduje speciální hydrofobní papír s natištěnými terčíky.  Nejprve byla 

testována pozitivní a negativní kontrola. Negativní kontrola dokázala překonat 6–7 kruhů 

(kapka byla rozlita nerovnoměrně, na jedné straně kapky došlo k překonání 6 kruhů, na druhé 

7). U pozitivní kontroly došlo ke kompletnímu rozlití nanesené kapky. Porovnání PK a NK je 

zobrazeno na obrázku 17. 
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Obrázek 17: Porovnání rozlévání kapek NK a PK. 

 V rámci metody byly otestovány také samotná média, aby byl vyloučen jejich případný vliv 

na rozlití kapky supernatantu. U čistých médií nedošlo k žádnému výraznému rozlití nanesené 

kapky. Překonané kruhy jednotlivých supernatantů jsou zaznamenány v tabulce 10. 

 
Tabulka 10: Výsledky metody rozlévání kapky. 

vzorek počet překonaných kruhů 

NK 6–7 

média 7 

4a 9 

5 7 

6 9 

8 7 

21 7 

25 7 

28 13 

FŇ2 7 

H24 12 

H30 8–9 

F108 8 

F109 8–9 

M3 7 

M5 8 

 

 Nejlepšího výsledku dosáhla bakterie 28, jejíž supernatant dokázal překonat 13 kruhů. 

Z toho vyplývá, že supernatant obsahuje amfifilní sloučeniny a vzorek se tak lépe adsorbuje 

na hydrofobní povrch. Dobrého výsledku dosáhla také bakterie H24 (12 překonaných kruhů). 

Naopak u supernatantů bakterií 5, 8, 21, 25, FŇ2 a M3 nedošlo v porovnání s čistým médiem 

k žádné změně. Koncentrace amfifilních sloučenin v těchto vzorcích by tak oproti jiným 

testovaným vzorkům měla být nižší. Porovnání některých testovaných vzorků je na obrázku 18. 

 



43 

 

 

 
 

Obrázek 18: Adsorpce vybraných supernatantů na hydrofobní povrch. 

 

4.2.5 Metoda rozšiřování oleje 

Poslední screeningovou metodou byla metoda rozšiřování oleje, kterou bylo nutné nejprve 

optimalizovat. V prvním případě byl test proveden pomocí slunečnicového oleje. Slunečnicový 

olej musel být před samotným testem obarven roztokem nilské červeně, aby bylo možné 

výsledek testu vizuálně hodnotit. Nilská červeň mohla ovlivnit výsledky provedených testů. 

Ačkoliv je olej hydrofobní látka a při aplikování oleje na povrch destilované vody by tak měl 

zůstat v co nejmenším kontaktu, olejová skvrna se téměř ve všech případech šířila ještě před 

přidáním testovaného vzorku. Tento způsob testování se tedy příliš neosvědčil a metoda musela 

být vhodně upravena. Slunečnicový olej byl nahrazen olivovým olejem, který nebylo nutné 

barvit. Destilovaná voda byla přidána do Petriho misky pouze v takovém množství, aby pokryla 

její dno. Olejová kapka se ale v tomto případě přichytávala ke dnu Petriho misky. Poměr 

destilované vody, oleje a testovaného supernatantu byl vhodně upraven a nechtěné šíření 

olejové skvrny před nanesením vzorku bylo do jisté míry omezeno. Metoda tak mohla být 

aplikována na testované vzorky. 

 Metodou byla nejprve testována pozitivní a negativní kontrola a také kultivační média. 

Po nanesení negativní kontroly a samotných médií do středu olejové kapky nebyla pozorována 

tvorba čistící zóny, došlo pouze k většímu rozlití olejové kapky po povrchu destilované vody. 

Naopak ihned po nanesení pozitivní kontroly došlo k úplnému roztržení olejové kapky a olej 

byl vytlačen ke stranám Petriho misky. Porovnání výsledků pozitivní a negativní kontroly je 

zobrazeno na obrázku 19. 
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Obrázek 19: Porovnání výsledků pozitivní a negativní kontroly; A – olejová kapka před nanesením 

testovaného vzorku, B – čistící zóna po nanesení pozitivní kontroly, C – olejová skvrna po nanesení 
negativní kontroly. 

 Nejlepší pozitivní výsledky získaly supernatanty bakterií 4a, F108, FŇ2 a H24. Jejich čistící 

zóna se poměrně rychle šířila a olej byl vytlačen směrem ke stranám Petriho misky 

až do úplného roztržení olejové skvrny. U supernatantů 6, 8, 25, 28, H30 a M3 došlo rovněž 

k tvorbě čistících zón, ty se ale v porovnání s předešlými případy šířily o poznání pomaleji 

a jejich šíření nevedlo k úplnému roztržení olejové skvrny. U supernatantů 5, 21, F109 a M5 

nebyla pozorována tvorba čistící zóny a výsledky jejich testů byly srovnatelné s výsledkem 

testu negativní kontroly. Porovnání některých vybraných vzorků je zobrazeno na obrázku 20. 

 Hlavní výhodou metody je její jednoduchost a časová nenáročnost, metoda také nevyžaduje 

žádné speciální vybavení. V literatuře je metoda popsána jako velmi efektivní a spolehlivá, 

která je účinná i při malé koncentraci biosurfaktantů ve vzorku [57]. Metodu bylo nejprve nutné 

optimalizovat tak, aby nedocházelo k šíření olejové skvrny ještě před nanesením testovaných 

vzorků. Ačkoliv došlo k viditelnému zlepšení při využití olivového oleje a pozměnění množství 

destilované vody, oleje a testovaného supernatantu, v některých případech stále docházelo 

k nechtěnému šíření. Možným řešením by mohlo být pokrytí celého povrchu destilované vody 

olejem v Petriho misce tak, jak je zobrazeno na obrázku 6. 

 

 
 

Obrázek 20: Porovnání testovaných vzorků 8 a 4a. 
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4.2.6 Vyhodnocení screeningu produkce biosurfaktantů u vybraných termofilních 

bakterií 

Vyhodnocení screeningových testů je shrnuto v tabulce 11. U stanovení aktivity emulze byl test 

hodnocen jako pozitivní, pokud hodnota E24 přesáhla 3%, v případě solubilizace krystalického 

antracenu musela být hodnota absorbance vyšší než A=0,1. V metodě Du-Noüy-Ring pak byl 

test hodnocen jako pozitivní, pokud povrchové napětí supernatantu bylo nižší, než povrchové 

napětí čistého média. V případě testu rozlévání kapky musel supernatant překonat více kruhů 

(natištěné na speciálním hydrofobním papíře) než čisté médium. V metodě rozšiřování oleje 

musel přídavek supernatantu na povrch olejové skvrny zapříčinit tvorbu čistící zóny, aby byl 

test hodnocen jako pozitivní na přítomnost BS. Pokud se supernatant bakterie v některém 

z provedených testů svými výsledky výrazně přiblížil výsledku pozitivní kontroly, nebo pokud 

v porovnání s ostatními supernatanty získal výrazně lepší výsledek, byl tento test hodnocen 

jako nadprůměrný. 

Pět termofilních izolátů dosáhlo pozitivních výsledků ve všech metodách (4a, 6, 28, H24 a 

H30). Supernatanty všech bakterií dosáhly pozitivního výsledku v testu solubilizace 

krystalického antracenu. Vzorky byly touto metodou proměřeny vždy dvakrát za sebou. 

V některých případech docházelo k neúmyslnému zvíření usazeného antracenu na dně 

zkumavky a hodnoty absorbancí nezůstávaly stabilní. Výsledky metody tak nemusí být zcela 

přesné.  I přes to byla u supernatantu izolátu s označením 25 naměřena vysoká hodnota 

absorbance, která je oproti ostatním naměřeným hodnotám nadprůměrná. 

 Nejméně pozitivních výsledků pak bylo získáno metodou rozlévání kapky. U kapek 

supernatantu bakterie FŇ2 nedošlo oproti čistému médiu k žádné změně, ačkoliv supernatant 

získal v jiných testech výborné výsledky. Důvodem častého neúspěchu může být znečištění 

hydrofobního povrchu papíru, nebo nerovnoměrné nanesení vzorku na střed terčíku. Kapky 

byly zkoumány ihned po nanesení vzorků na hydrofobní povrch. Některé supernatanty se 

tak mohly rozlévat oproti jiným vzorkům výrazně pomaleji. 

 Metodou Du-Noüy-Ring byla testována schopnost supernatantů snížit povrchové napětí 

média. Všechny vzorky dokázaly povrchové napětí snížit. Důvodem může být přítomnost 

dalších látek, které mohou mít na snížení povrchového napětí vliv. Supernatant bakterie 28 

dokázal snížit hodnotu povrchového napětí média pod 40 mN/m a bakterie se tak jeví jako 

nejlepší producent biosurfaktantů, které efektivně snižují povrchové napětí.  

 Za nejlepší producenty biosurfaktantů jsou zatím považovány bakterie 4a, 28, FŇ2 a H24. 

Jako nejlepší producent se jeví bakterie H24, která dosáhla nadprůměrných výsledků hned 

ve třech testech. Supernatant bakterie H24 vynikl ve stanovení emulgační aktivity, v metodě 

rozlévání kapky (MRK) a metodě rozšiřovaní oleje (MRO). Bakterie se jeví jako dobrý 

producent účinných emulgátorů.  Bakterie 4a a FŇ2 získaly nadprůměrné výsledky v metodě 

stanovení emulgační aktivity a v metodě rozšiřování oleje. Stejně jako bakterie H24 by tak 

mohly být dobrými producenty emulgátorů. Supernatant bakterie 28 pak dokázal nejúčinněji 

snížit povrchové napětí média. Nejslabším producentem BS z testovaných izolátů je bakterie 5, 

u které byl naměřen negativní výsledek ve třech testech (stanovení emulgační aktivity, metoda 

rozlévání kapky a metoda rozšiřování oleje) a ani ve zbývajících dvou testech nijak výrazně 

nevynikala. 
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Tabulka 11: Vyhodnocení screeningu vybraných termofilních bakterií (EA – stanovení aktivity emulze, 

ANT – solubilizace krystalického antracenu, DNR – přímé měření povrchového napětí – metoda Du-
Noüy-Ring, MRK – metoda rozlévání kapky, MRO – metoda rozšiřování oleje). 

vzorek EA ANT DNR MRK MRO 

4a + + + + + 

5 − + + − − 

6 + + + + + 

8 + + + − + 

21 + + + − − 

25 + + + − + 

28 + + + + + 

FŇ2 + + + − + 

H24 + + + + + 

H30 + + + + + 

F108 − + + + + 

F109 + + + + − 

M3 + + + − + 

M5 + + + + − 

     

+ pozitivní screeningový test  

− negativní screeningový test  

+ nadprůměrný výsledek  

 

4.3 Ověření reprodukovatelnosti produkce BS 

Všechny screeningové metody byly pro vybraných 14 bakterií ještě jednou zopakovány 

za účelem ověření produkce povrchově aktivních látek. Kultivace bakterií ani samotné metody 

nebyly nijak modifikovány. Získané výsledky pak byly porovnány s výsledky prvního 

i druhého screeningu. 

 

4.3.1 Stanovení emulgační aktivity 

Výsledky stanovení emulgační aktivity jsou shrnuty v tabulce 12. Nejlepšího výsledku bylo 

dosaženo se supernatantem bakterie M3, jehož hodnota emulgačního indexu je výrazně vyšší 

než emulgační indexy u ostatních bakterií. Supernatanty izolátů 6, 8 a  F108 nedokázaly 

vytvořit emulgovanou vrstvu, která by zůstala po 24 hodin stabilní, jejich hodnoty E24 tak byly 

nulové. Vzorky 5 a M5 pak vytvořily pouze velmi slabou vrstvu, která byla po celém svém 

objemu hodně perforovaná. Emulgační indexy obou těchto vzorků dosáhly pouze 1,96 %. Tyto 

bakterie tak při třetí kultivaci neprokázaly produkci biosurfaktantů, které by účinně 

stabilizovaly emulze. 
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Tabulka 12: Výsledky třetího stanovení aktivity emulze. 

vzorek E24 [%] 
popis emulgované 

vrstvy 
vzorek E24 [%] 

popis emulgované 

vrstvy 

PK 55,77 

bílá, krémová 

neprůhledná vrstva bez 

pórů 

FŇ2 30,19 
velmi hustá, gelovitá 

vrstva bez pórů 

4a 3,77 
velmi řídká, průhledná 

vrstva s velkými póry 
H24 22,64 

řídká, průhledná vrstva 

tvořena malými póry 

5 1,96 
velmi řídká, průhledná 

vrstva s velkými póry 
H30 18,87 

velmi hustá, gelovitá 

vrstva bez pórů 

6 0 
netvoří emulgovanou 

vrstvu 
F108 0 

netvoří emulgovanou 

vrstvu 

8 0 
netvoří emulgovanou 

vrstvu 
F109 33,96 

velmi hustá, gelovitá 

vrstva bez pórů 

21 31,48 
hustá vrstva téměř bez 

pórů 
M3 53,7 

velmi hustá, gelovitá 

vrstva bez pórů 

25 33,69 
hustá vrstva téměř bez 

pórů 
M5 1,96 

velmi řídká, průhledná 

vrstva s velkými póry 

28 17,31 
hustá vrstva téměř bez 

pórů 
      

 

 Pokud naměřené výsledky porovnáme s výsledky předchozích screeningů (obrázek 21), je 

na první pohled zřejmé, že téměř ve všech případech došlo při třetím screeningu k poklesu 

produkce biosurfaktantů, které stabilizují emulze. Výjimkou je bakterie M3, u které naopak 

došlo ke skokovému nárůstu. U bakterií 5, F108 a M5 by se mohlo jednat pouze o jednorázovou 

produkci emulgátorů, vzhledem k faktu, že supernatanty těchto bakterií uspěly pouze 

při prvním stanovení aktivity emulze. Bakterie 4a, 6, FŇ2, H24 a F109 dosáhly nejlepších 

výsledků při druhém testu. K postupnému snižování produkce došlo u bakterií 21, 28 a H30. 

 S ohledem na získané výsledky ve všech třech stanoveních jsou za dobré producenty 

biosurfaktantů, které účinně stabilizují emulze, považovány bakterie 21, 25, 28, FŇ2, H24, 

H30, F109 a M3. Jako nejlepší producent se jeví bakterie FŇ2, jejíž průměrný emulgační index 

vypočten ze všech testů činí 44,29 %. Dalšími dobrými producenty jsou pak bakterie H24 

(E24(Ø) = 41,17 %) a F109 (E24(Ø) = 40,09 %). Oba supernatanty těchto bakterií dokázaly 

ve všech provedených testech aktivity emulze stabilizovat emulgovanou vrstvu, která byla 

neprůhledná, velmi hustá a zcela bez bublin. 
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Obrázek 21: Porovnání získaných výsledků – stanovení aktivity emulze. 

 

4.3.2 Solubilizace krystalického antracenu 

Naměřené hodnoty absorbancí po odečtu absorbance čistého média uvádí obrázek 22. U všech 

bakterií se touto metodou potvrdila produkce biosurfaktantů, které se v supernatantech 

vyskytují v dostatečné koncentraci, aby mohlo dojít k tvorbě micel. Nejvyšší absorbance byla 

naměřena u supernatantu bakterie M3, která dosáhla nejlepšího výsledku i ve stanovení aktivity 

emulze. Dobré výsledky také získaly bakterie FŇ2 a H30. 

 

 
Obrázek 22: Absorbance vzorků vybraných bakterií – 3.stanovení. 

 Porovnání výsledků jednotlivých supernatantů v provedených testech solubilizace 
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F109, M5 a M3) má vždy ve dvou testech podobné hodnoty absorbancí. Rozdíl je v těchto 

hodnotách menší než 0,1. 

 

 
Obrázek 23: Porovnání výsledků – solubilizace krystalického antracenu. 

 

4.3.3 Metoda Du-Noüy-Ring 

Všechny testované supernatanty dokázaly snížit povrchové napětí čistého média. Ve dvou 

případech došlo ke snížení povrchového napětí pod 40 mN/m, a to u vzorku F108 a M5. 

Obrázek 24 zobrazuje naměřené hodnoty. 

 

 
 

Obrázek 24: Povrchové napětí testovaných supernatantů. 
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 Porovnání dvou měření povrchového napětí supernatantů vybraných termofilních bakterií je 

zobrazeno na obrázku 25. Na první pohled je zřejmé, že se nejspíše jedná zatím o nejpřesnější 

metodu, která byla v bakalářské práci použita. Důvodem je pravděpodobně použití 

automatizovaného zařízení a je tak minimalizován počet možných chyb při měření. Je však 

zajímavé, že největší rozdíly v hodnotách povrchového napětí se vyskytují u těch vzorků, které 

alespoň v jednom testu dokázali snížit povrchové napětí pod 40 mN/m. Úplným extrémem je 

pak vzorek bakterie M5, u kterého došlo v prvním testu k minimálnímu snížení povrchového 

napětí oproti čistému médiu, v druhém testu pak dosáhla druhého nejlepšího výsledku. Tato 

bakterie při druhém a třetím screeningu nedokázala produkci emulgátorů. Bakterie M5 může 

být velmi citlivá na změnu prostředí, a i malé výkyvy teplot mohou mít na produkci BS vliv. 

 Pro potvrzení produkce biosurfaktantů, které efektivně snižují povrchové napětí, by bylo 

vhodné u některých supernatantů měření ještě jednou zopakovat. 

 

 
Obrázek 25: Porovnání výsledků – metoda Du-Noüy-Ring. 

 

4.3.4 Metoda rozlévání kapky 

V rámci této metody byly znovu otestovány supernatanty vybraných termofilních bakterií. 
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byly spočteny na různých místech a z těchto hodnot byl vypočten průměr, který byl stanoven 

na 10–11 překonaných kruhů. Tato bakterie v předchozím testování dosáhla nejlepšího 

výsledku. Bakterie také uspěla při prvním měření povrchového napětí. Porovnání kapek 

některých vzorků je zobrazeno na obrázku 26. 
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Tabulka 13: Výsledky metody rozlévání kapky. 

vzorek překonané kruhy 
překonané kruhy 

(předchozí test) 

NK 6–7 6–7 

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 

FŇ2 9 7 

H24 7 12 

H30 8 8–9 

F108 8 8 

F109 8 8–9 

M3 9 7 

M5 10–11 8 

 

 
 

Obrázek 26: Porovnání některých vybraných vzorků. 

4.3.5 Metoda rozšiřování oleje 

Nejlepší výsledky byly naměřeny u supernatantů bakterií 6, F108, H24 a H30. Supernatanty 

bakterií 4a, 5, 8, 25, 28, F109 a FŇ2 byly druhým testem hodnoceny jako pozitivní, 

supernatanty bakterií 21, M3 a M5 pak získaly negativní výsledek. Tabulka 14 porovnává první 

a druhé testování touto metodou.  U supernatantů bakterií 21 a M5 byl naměřen negativní 
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výsledek v obou provedených testech a dalo by se tak říci, že bakterie 21 a M5 biosurfaktanty 

vůbec neprodukují. V jiných metodách ale supernatanty dosáhly poměrně dobrých výsledků. 

S ohledem na tuto skutečnost bakterie biosurfaktanty pravděpodobně produkují, ale jejich 

aktivita vytlačení oleje je velmi nízká.  

 Supernatanty bakterií F108 a H24 získaly nadprůměrný výsledek v prvním i druhém 

testování. Po aplikaci supernatantu na povrch olejové kapky došlo k tvorbě čistící zóny, která 

v konečném důsledku vedla až k úplnému roztržení olejové skvrny. Aktivita biosurfaktantů, 

které bakterie F108 a H24 produkují, je teda poměrně velká. 

 Pro přesnější screening produkce BS touto metodou by u supernatantů 5, F109 a M3 bylo 

vhodné metodu ještě jednou zopakovat, jejich výsledky prvního a druhého testu se liší, a nelze 

tak určit, zda bakterie BS skutečně produkují.  Obrázek 27 zobrazuje porovnání prvního 

a druhého testu u bakterie FŇ2. 

 
Tabulka 14: Výsledky metody rozšiřování oleje. 

vzorek tvorba čistící zóny 
tvorba čistící zóny 

(předchozí test) 

4a + + 

5 + - 

6 + + 

8 + + 

21 - - 

25 + + 

28 + + 

FŇ2 + + 

H24 + + 

H30 + + 

F108 + + 

F109 + - 

M3 - + 

M5 - - 

 

 

 
 

Obrázek 27: Porovnání 1. a 2. testování supernatantu FŇ2 metodou rozšiřování oleje. 
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4.3.6 Vyhodnocení reprodukovatelnosti produkce BS u vybraných termofilních bakterií  

Účelem třetího screeningu bylo ověření produkce biosurfaktantů u vybraných termofilních 

bakterií. Získané výsledky byly porovnány s výsledky prvního a druhého screeningu.  

 Téměř u všech bakterií došlo v porovnání s prvním a druhým screeningem k výraznému 

poklesu produkce biosurfaktantů, které stabilizují emulze. Jako nejlepší producent účinných 

emulgátorů byla vyhodnocena bakterie FŇ2. Její supernatant dokázal ve všech stanoveních 

tvořit hustou a neprůhlednou emulgovanou vrstvu. Hydrofobní antracen dokázaly nejlépe 

solubilizovat supernatanty bakterií H30 a 25. Povrchové napětí média bylo nejvíce sníženo 

supernatanty bakterií 28 a F108, které alespoň v jednom z testů snížili hodnotu povrchového 

napětí pod 40 mN/m. U supernatantu bakterie M5 v metodě Du-Noüy-Ring byly naměřeny dvě 

zcela odlišné hodnoty: v prvním provedeném měření nedošlo k výraznému snížení hodnoty 

povrchového napětí oproti čistému médiu, ve druhém měření pak supernatant dokázal snížit 

hodnotu povrchového napětí pod 40 mN/m. U supernatantu bakterie M5 byly naměřeny 

nestabilní výsledky i v dalších metodách a z tohoto důvodu bakterie není považována 

za spolehlivého producenta BS. Bakterie 28 získala nejlepší výsledky v obou provedených 

testech metody rozlévání kapky a pravděpodobně tak dokáže opakovaně produkovat 

biosurfaktanty v hojné koncentraci. V metodě rozšiřování oleje si pak nejlépe vedly 

supernatanty bakterií F108 a H24. BS produkované těmito bakteriemi vynikají aktivitou 

vytlačení oleje. 

 Na základě výsledků všech screeningových metod byla sestavena tabulka (tabulka 15), která 

je založena na jednoduchém bodovém systému: 

 

 Nadprůměrný (pozitivní) výsledek testu – 2 body,  

 pozitivní screeningový test – 1 bod,  

 negativní screeningový test – 0 bodů. 

 

Test byl vyhodnocen jako nadprůměrný, pokud se výsledek testovaného supernatantu 

výrazně přiblížil výsledku testu pozitivní kontroly, nebo pokud v porovnání s ostatními 

testovanými supernatanty získal výrazně lepší výsledek. 

Nejvyšší počet bodů získala bakterie 28. Její supernatant prokázal přítomnost biosurfaktantů 

ve všech metodách a ve třech provedených testech získal ve srovnání s ostatními supernatanty 

nadprůměrné výsledky. Bakterie tedy prokázala stabilní a spolehlivou produkci povrchově 

aktivních látek. Stejného počtu bodů bylo dosaženo u bakterie H24, u které byly nadprůměrné 

výsledky naměřeny ve čtyřech provedených testech. Bakterie H24 byla rovněž vyhodnocena 

jako silný producent biosurfaktantů. Ve všech metodách byly získány pozitivní výsledky také 

u bakterie H30. Ačkoliv bakterie ve screeningových testech nijak výrazně nevynikala, byla 

ověřena reprodukovatelnost produkce a lze ji tedy považovat za dobrého producenta 

biosurfaktantů. Reprodukovatelnost produkce byla dále potvrzena u bakterií 4a, 25, FŇ2 

a F109, které v provedených testech získaly pouze jeden negativní výsledek. Nejslabšími 

producenty jsou s ohledem na dosažené výsledky bakterie 5 a 21. 
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Tabulka 15: Screening produkce BS u vybraných termofilních bakterií – celkové shrnutí výsledků. 

vzorek 

stanovení aktivity emulze solubilizace antracenu Du-Noüy-Ring rozlévání kapky šíření oleje 

body 
1. 

screening 
2. 

screening 
3. 

screening 
1. 

screening 
2. 

screening 
3. 

screening 
2. 

screening 
3. 

screening 
2. 

screening 
3. 

screening 
2. 

screening 
3. 

screening 

4a 1 2 1 1 1 1 1 1 1 0 2 1 13 

5 2 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 9 

6 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 2 11 

8 2 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 11 

21 2 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 9 

25 1 1 1 1 2 1 1 1 0 1 1 1 12 

28 1 1 1 1 1 1 2 1 2 2 1 1 15 

FŇ2 1 2 1 1 1 1 1 1 0 1 2 1 13 

H24 1 2 1 1 1 1 1 1 2 0 2 2 15 

H30 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 13 

F108 1 0 0 0 1 1 1 2 1 1 2 2 12 

F109 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 11 

M3 1 1 2 1 1 1 1 1 0 1 1 0 11 

M5 2 1 0 1 1 1 1 2 1 2 0 0 12 
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5 ZÁVĚR 

Cílem bakalářské práce byla analýza produkce biosurfaktantů u vybraných termofilních bakterií 

pomocí vhodných screeningových metod. Bakterie byly izolovány z kompostů (Brno, Blansko) 

a aktivovaných kalů (Bystřice pod Hostýnem, Modřice). Pro screening produkce BS byly 

vybrány následující metody: stanovení aktivity emulze, solubilizace krystalického antracenu, 

přímé měření povrchového napětí – metoda Du-Noüy-Ring, metoda rozlévání kapky a metoda 

rozšiřování oleje. Všechny uvedené metody jsou nenáročné na provedení a jejich výsledky jsou 

snadno hodnotitelné. Výsledky metod je obtížné porovnávat mezi sebou. Uvedené 

screeningové metody charakterizují odlišné vlastnosti biosurfaktantů, a ne všechny 

biosurfaktanty těmito vlastnostmi disponují (vysokomolekulární BS jsou účinnější jako 

stabilizátory emulzí v porovnání s BS nízkomolekulárními, které naopak lépe snižují povrchové 

napětí apod.). 

 Na začátku experimentální práce byly testovány všechny supernatanty izolovaných bakterií 

stanovením aktivity emulze a solubilizací krystalického antracenu. Na základě získaných 

výsledků bylo vybráno 14 nejatraktivnějších producentů: 4a, 5, 6, 8, 21, 25, 28, FŇ2, H24, H30, 

F108, F109, M3 a M5. U ostatních supernatantů nebyla přítomnost biosurfaktantů prokázána, 

nebo se BS v těchto supernatantech vyskytovaly jen ve velmi nízké koncentraci. 

 Následně proběhl podrobnější screening produkce BS u vybraných termofilních bakterií. 

Za tímto účelem byly využity všechny zmíněné metody. Jako nejlepší producenti 

biosurfaktantů, které stabilizují emulze, byly vyhodnoceny bakterie FŇ2, 4a a H24, jejichž 

emulgační indexy se nejvíce přiblížily emulgačnímu indexu pozitivní kontroly. Supernatant 

bakterie FŇ2 dokonce dokázal tuto hodnotu překonat. Supernatant bakterie 25 dokázal 

nejefektivněji solubilizovat krystalický antracen, ale v žádné jiné metodě výrazně nevynikl. 

Povrchové napětí kultivačního média pak nejvíce snížil supernatant bakterie 28. Hodnota 

povrchového napětí klesla pod 40 mN/m a bakterie se ukázala jako zatím nejlepší producent 

biosurfaktantů, které účinně snižují povrchové napětí vodných roztoků. Bakterie 28 také 

dosáhla nejlepšího výsledku v metodě rozlévání kapek, ve které vynikl také supernatant 

bakterie H24. V supernatantech těchto bakterií se tak amfifilní sloučeniny vyskytují v hojné 

koncentraci, a kapka se tak lépe adsorbuje na hydrofobní povrch. Nadprůměrné výsledky 

v metodě rozšiřování oleje získaly bakterie 4a, F108, FŇ2 a H24, jejichž čistící zóny se rychle 

šířily směrem ke stranám Petriho misky a šíření vedlo až k úplnému roztržení olejové skvrny.  

 Za nejlepší producenty biosurfaktantů byly po druhém screeningu považovány bakterie 4a, 

28, FŇ2 a H24. Supernatanty bakterií 4a, 28 a H24 ve všech metodách prokázaly přítomnost 

BS a získaly nejvíce nadprůměrných výsledků. V metodě rozlévání kapky byl naměřený 

výsledek supernatantu FŇ2 shodný s výsledkem negativní kontroly, ale supernatant získal 

v metodě rozlévání kapky a v metodě rozšiřování oleje velmi dobré výsledky, a proto je rovněž 

považován za silného producenta. Ve všech metodách byly naměřeny pozitivní výsledky také 

u bakterií 6 a H30. Naopak nejméně pozitivních výsledků bylo dosaženo u bakterie 5. Bakterie 

5 se tak po druhém screeningu nejevila jako spolehlivý producent BS. 

 Pro ověření reprodukovatelnosti produkce BS vybranými termofilními bakteriemi byly 

bakterie znovu kultivovány, a jejich supernatanty byly ještě jednou testovány všemi uvedenými 

metodami. Získané výsledky pak byly porovnány s výsledky 1. a 2. screeningu. 

Reprodukovatelnost produkce byla prokázána u sedmi bakterií (4a, 25, 28, H24, H30, FŇ2 

a F109). Jako nejspolehlivější producenti biosurfaktantů byli vyhodnoceni bakterie 28, H24 

a H30. Bakterie 28 byla vyhodnocena jako nejsilnější producent. Její supernatant ve všech 

metodách prokázal přítomnost biosurfaktantů a ve třech testech získal v porovnání s ostatními 

supernatanty nadprůměrné výsledky. Bakterie H24 získala jeden negativní výsledek, zároveň 

však prokázala poměrně silnou produkci biosurfaktantů, s ohledem na 4 nadprůměrné výsledky 
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v provedených metodách. Bakterie H30 svými výsledky výrazně nevynikala, ale její 

supernatanty uspěly ve všech screeningových metodách a je tak považována za spolehlivého 

producenta. Bakterie 4a a FŇ2 vykázalyy v průběhu screeningů podobné výsledky. Nejspíše 

tak produkují biosurfaktanty, které mají podobné vlastnosti. Jako nejslabší producenti byli 

shledány bakterie 5 a 21. Bakterie M5 je pravděpodobně nejvíce náchylná na změny prostředí, 

vzhledem ke kolísavým výsledkům screeningových metod. 

 V experimentální části bakalářské práce bylo manipulováno s živými termofilními 

mikroorganismy, které mohou být citlivé i na malé změny teplot (například v průběhu 

kultivace). Prostředí laboratoře je odlišné od přirozeného prostředí těchto mikroorganismů 

a musí tak být co nejlépe napodobeno. Z těchto důvodů bylo obtížné získat při opakované 

analýze stabilní výsledky testů. V supernatantech termofilních bakterií se kromě biosurfaktantů 

nachází také další extracelulární produkty (enzymy, organické kyseliny apod.), které mohou 

mít na výsledky testů vliv. Řešení nabízí extrakce biosurfaktantů organickými rozpouštědly 

a jejich následná analýza pomocí pokročilých analytických metod.  
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 

 

ANT solubilizace krystalického antracenu 

APG alkylpolyglukosid 

BS biosurfaktant 

CMC kritická koncentrace micel 

CSL „corn steep liquor“ 

CTAB cetyltrimethylamoniumbromid-agarový test 

DNR Du-Noüy-Ring 

E24 emugační index 

EA stanovení emulgační aktivity 

F síla 

FTIR infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací 

GLU glukóza 

GLY glycerol 

hemulze výška emulgované vrstvy 

hsměsi celková výška směsi 

LS-MS kapalinová chromatografie ve spojení s hmotností spektrometrií 

MEL manosylerythritol lipidy 

MEOR „microbial enhanced oil recovery“ 

MRK metoda rozlévání kapky 

MRO metoda rozšiřování oleje 

NK negativní kontrola 

OECD organizace pro hospodářskou spolupráci a rozvoj 

PAH polycyklické aromatické uhlovodíky 

PK pozitivní kontrola 

R průměrná hodnota poloměrů ra a rb 
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ra vnější poloměr prstence 

rb vnitřní poloměr prstence 

TES II roztok stopových prvků 

W celková váha prstence 

γ povrchové napětí 
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