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ABSTRAKT

Ptedlozena diplomova prace se zabyva screeningem biotechnologického potencialu vybranych
termofilnich zastupct rodu Geobacillus, Saccharococcus a Bacillus, pficemz bakterie z prvnich
dvou zminénych rodd pochazely z ¢eské a némecké sbirky mikroorganismti a bakterie rodu
Bacillus byly pfirodni izolaty. U zkoumanych kment byla zjistovana schopnost utilizace
uhlikatych zdroji. Déle byla testovdna produkce biosurfaktantli, extracelularnich
hydrolytickych enzymii (protedzy, amylazy, lipazy, celuldzy a xylanazy), organickych kyselin,
antimikrobialnich  latek a mikrobidlnich plasti — polyhydroxyalkanoati. Bakterie
S. thermophilus, G. uzenensis a G. zalihae vykazovaly vyznamnou schopnost produkce
biosurfaktantii. Kmeny G. jurassicus, G. uzenensis, G. gargensis a G. lituanicus byly schopny
intenzivni produkce vSech testovanych technologicky vyznamnych enzymu. NejvysSich
antimikrobialnich u¢inkti dosahovaly bakterie G. stearothermophilus a G. thermocatenulatus.
Nejvyssi produkce kyseliny octové bylo dosazeno u G. jurassicus akyseliny mlééné
u G. thermodenitrificans. Schopnost produkce polyhydroxyalkanoatti byla na tirovni genotypu
prokazana pouze nckterymi kulturami, ovSem na urovni fenotypu byla odezva negativni.
Naopak bakterie rodu Bacillus byly schopny produkovat polyhydroxyalkanoaty, i kdyz
za danych podminek pouze v malé mife. U zbylych zkoumanych metaboliti byla schopnost
produkce ve srovnani s rody Geobacillus a Saccharococcus vyrazné nizsi.

KLICOVA SLOVA

Termofilni mikroorganismy, Bacillus, Geobacillus, Saccharococcus, screening, biosurfaktanty,
PHA, organické kyseliny, antimikrobidlni latky, hydrolytické enzymy



ABSTRACT

This diploma thesis deals with selected thermophilic representatives of genera Geobacillus,
Saccharococcus and Bacillus, taking screening of its biotechnological potential into account.
Bacteria from the first two genera came from Czech and German collection of microorganisms,
while bacteria of genus Bacillus were natural isolates. Researched strains were examined from
a viewpoint of carbon source utilization and furthermore, production of biosurfactants,
extracellular hydrolytic enzymes (protease, amylase, lipase, cellulase, xylanase), organic acids,
antimicrobial agents and microbial plastics — polyhydroxyalkanoates was also tested. Bacteria
S. thermophilus, G. uzenensis and G. zalihae evinced a substantial ability of biosurfactant
production. Strains G. jurassicus, G. uzenensis, G. gargensis and G. lituanicus were capable of
intensive production of all tested, technologically significant enzymes. Highest antimicrobial
effects were reached with bacteria G. stearothermophilus and G. thermocatenulatus. Largest
production of acetic acid was achieved with G. jurassicus and lactic acid with
G. thermodenitrificans. Ability to produce polyhydroxyalkanoates was proved at genotype
level by some cultures only, however at fenotype level, response was negative. On the contrary,
bacteria genus Bacillus were able to produce polyhydroxyalkanoates, although in small
amounts under given circumstances. With remaining researched metabolites, production ability
was considerably lower, compared to genera Geobacillus and Saccharococcus.

KEY WORDS

Thermophilic  microorganisms, Bacillus, Geobacillus, Saccharococcus, screening,
biosurfactants, PHA, organic acids, antimicrobial agents, hydrolytic enzymes
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1 UVOD

Extremofilni mikroorganismy pfedstavuji jedny z nejvice fascinujicich organismt na Zemi,
jelikoz jsou schopny obyvat extrémni prostfedi charakterizované fyzikalnimi ¢i chemickymi
vlastnostmi, které jsou naprosto nepratelské pro vétSinu ostatnich organismi. Termin
,.extremofil“ poprvé pouzil v roce 1974 R. D. MacElroy v praci nazvané ,,Some comments
on the evolution of extremophiles*. Za extremofily jsou povazovany takové organismy, jejichz
metabolismus byl na extrémni podminky adaptovan. Mikroorganismus tedy v takovych
podminkach pouze nepteziva, ale prospiva [1].

Termofilni mikroorganismy tvofi podskupinu extremofilnich organismi. Vyznacuji
se ristem pfi teplotnim optimu od 50 °C. Biotechnologicky zajem ziskaly nejen diky produkci
termostabilnich latek, pfedevSim enzymd, ale také diky uplatnéni v odpadovém hospodaistvi.
Nicmén¢ v poslednich nékolika malo letech se za¢ina o termofilnich mikroorganismech
uvazovat také jako o produkénich kulturach, protoze vyssi kultivacni teploty umoziiuji dosazeni
vyssi reakéni rychlosti, vySs$i rozpustnosti vétSiny chemikalii ¢i snizeni narokii na sterilitu
prostfedi. Dalsi neméné diilezitou roli hraji termofilni bakterie v biotechnologickém procesu
pfi snizovani nakladu [2].

Rody Geobacillus, Saccharococcus a nékolik zastupci rodu Bacillus jsou soucasti
termofilnich mikroorganismu. Jedna se o gram-pozitivni bakterie vykazujici pfibuznost. Rody
Geobacillus a Saccharococcus byly dlouhou dobu souéasti rodu Bacillus. Teprve nedavno
doslo k jejich taxonomickému vyclenéni. Jejich biotechnologické vyuZiti je stale predmétem
vyzkumu [3].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Extremofilni mikroorganismy

rrrrr

ve kterych by jiné organismy nepiezily. Tato skupina mikroorganismu je taxonomicky velice
roz§itend a také funkcné riznoroda. Pokud jsou tyto mikroorganismy schopny akceptovat vice
extrémnich podminek, nazyvaji se polyextremofily. Extrémni podminky mohou byt rozdéleny
do tii skupin — fyzikalni, geochemické a biologické. Mezi fyzikalni se fadi napiiklad tlak,
radiace, ¢i teplota, mezi geochemické salinita, pH, redoxni potencial a k biologickym, naptiklad
nutricni extrém. Dle prostiedi jsou extremofily klasifikovany do nékolika skupin
viz tabulka 1 [4-6].

Tabulka 1: Klasifikace a priklad extremofilii [5]

parametr  0znaceni optimum ptiklad mikroorganismu

prostiedi

teplota hypertermofily >80 °C Pyrolobus fumarii
termofily 50-80 °C Synechococcus lividis
psychrofily <l5°C Psychrobacter

radiace Deinococcus radiodurans

tlak piezofily/ > 0,1 MPa Shewanella benthica
barofily

vysuSeni  xerofily bezvodé Artemia salina

salinita halofily 2-5 M NaCl Dunaliella salina

pH alkalofily >9 Spirulina spp. (pH 10,5)
acidofily <2-3 Feroplasma sp. (pH 0)

Chemické plyny ¢isty CO2 C. caldarium

extrémy  kovy metalotolerantni (Zn, Co, Cd, Ferroplasma acidarmanus

Hg, Pb)

Extremofily se vyvijely tak, aby byly schopny se pfizplsobit tézkym geologickym
podminkam. Jejich pfizplisobeni nelze zdGvodiiovat pouze jako reakci na stres, jelikoz
V naro¢nych podminkach nejen ptezivaji, ale 1 prosperuji. Lze to dokazat také slozitosti
adaptace molekuldrniho mechanismu. Podle klasifikacni domény 16S rRNA se archea déli
do ¢tyt kralovstvi — Crenarchaeota, kam nalezi termofily a psychrofily, Euryarchaeota, ktera



zahrnuji hypertermofily a halofily, Korarchaeota, kam se fadi hypertermofilni archea
a Nanoarchaeota, ktera jsou zastoupena pouze jednim druhem, a to Nanoarchaeum equitans.
Vyzkum extremofilli se zintenzivnil poté, co byla publikovana prvni genomové sekvence
methanogenniho archeonu Methanococcus jannaschii v roce 1996 [7-10].

2.2 Biotechnologicky potencial

Piestoze se v soucasné dob¢é primyslové vyuziva jen n€kolik druhii extremofilt, diky svym
jedinenym enzymatickym a fyziologickym vlastnostem maji velky biotechnologicky
potencial. Jednou zvyhod extrémnich mikroorganismid je vyuziti jejich enzymu
tzv. extremozymu a jinych biomolekul — extremolytl, které jsou i v drastickych podminkach
stabilni (Tabulka 2).

Extremofilni mikroorganismy vyuzivaji extremolyty K pieziti. Tyto latky mohou byt
mikroorganismy syntetizovany de novo nebo je mohou v burikach akumulovat ,,vychytavanim*
z prostiedi. Aplikace extremolytl je znacnd, zejména ve farmaceutickém a potravinarském
pramyslu. Tyto biomolekuly, jako jsou hydroxyektoiny, snizuji vysoce toxické vedlejsi i€¢inky
imunotoxinu [4, 11].

Tabulka 2: Hlavni priklady enzymii a biomolekul izolovanych z extremofilit a jejich pouZiti [4]

mikroorganismy enzymy a ostatni biomolekuly  aplikace a produkty

termofily amylazy, glykosidazy Zpracovani Skrobu, glukdza, fruktoza,
(50-110 °C) trchaléza,  laktdoza,  sacharifika¢ni
enzymy, syntéza oligosacharida
lipazy Zpracovani odpadnich vod, detergenty
Xylanazy béleni papiri
proteazy Zpracovani potravin, detergenty, vyroba
aminokyselin
DNA polymerazy genové inZenyrstvi
psychrofily amylazy, proteazy, lipazy polymerni degradac¢ni ¢inidla
(0-20 °C) v detergentech
dehydrogenazy biosenzory
alkalofily celulazy, proteazy polymerni degradacni ¢inidla
pH>9 v detergentech
amylazy, lipazy aditiva v potravinach
cyklodextriny
halofily kompatibilni roztoky farmaceutika
3-20 % soli membrany kosmeticka aditiva

Potencial extremozym je znacny v Sirokém mnoZzstvi odvétvi, jako napiiklad zemédé€lstvi,
potravinafstvi, farmacii, pii vyrobé detergentli, v textilnim primyslu, papirenstvi
a biomedicin€é. Kromé extremozymu jsou dal§imi vyznamnymi metabolity exopolysacharidy,
biosurfaktanty a biopolymery. Naptiklad biosurfaktanty mohou nahradit chemicky vyrabéné
povrchové aktivni latky v herbicidnich a pesticidnich piipravcich zvysujicich bioremediaci
pad [12].
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2.3 Termofilni mikroorganismy

Termofilni mikroorganismy nachazeji své teplotni optimum pro rast od 50 °C vyse.
V ptirozeném prostiedi se vyskytuji v geotermalné vyhtfivanych oblastech Zemé, jako jsou
horké prameny, gejziry, v prostiedi spojeném s vysokou vulkanickou aktivitou, hlubokomotské
hydrotermalni praduchy a rozkladajici se ziva hmota. Suchozemské horké prameny se nachazeji
ve veét§ing geotermalnich oblasti ve Spojenych statech americkych, na Islandu, Novém Zélandu,
Vv Japonsku, Indii, Italii, Indonésii, Rusku a ve stfedni Africe. Slibnym zdrojem je také prostiedi
s vysokou teplotou vytvorené ¢lovékem. Zde se fadi komposty a silaze, které jsou schopny
dosahnout teplot od 60 do 65 °C, aktivované kaly, nebo také primyslové chladici vody [4, 10].

Termofilni mikroorganismy patti do dvou fylogeneticky odliSnych domén — Bacteria
a Archaea. Termofilni prokaryota byla rozdé€lena do n€kolika kategorii dle optimalni teploty —
fakultativni termofil (pod 45 °C, teplotni optimum je na hranici s mezofilnimi bakteriemi),
termotolerant (45 °C, schopny rust i nad optimalni teplotu), mirny termofil (45-60 °C), striktni
termofil (60-80 °C) a hypertermofil (nad 80 °C) [5, 14, 15].

2.3.1 Adaptace na podminky

Bunééné slozky, mezi které se fadi lipidy, nukleové kyseliny a proteiny, jsou velmi citlivé na
teplo. Z tohoto divodu je nezbytnd termofilni adaptace, ktera je pii zvySenych teplotach
realizovdna pfispévky z mnoha riznych fyzikalné-chemickych faktort. K pieziti vysokych
teplot termofilim napomahd produkce kompatibilnich latek, jako je diinositolfosfat,
diglycerolfosfat a manosylglycerat, které chrani proteiny pted denaturaci. Nejen enzymy, ale
také cytoplazmatickd membrana se pfizplisobila vysoké teploté. Dale k termostabilité piispiva
vysoky obsah guaninu a cysteinu v genomu, pomér nabitych a nenabitych aminokyselin,
zvySeni iontovych interakci a vodikovych vazeb, koordinace kovii a kompaktnost jejich
proteinu a preference urcitych aminokyselin. Naptiklad u Geobacillus stearothermophilus bylo
pozorovano upifednostnéni glycinu pied izoleucinem a alaninu pted tyrosinem. Posttransla¢ni
modifikace a slozeni bilkovin pomoci chaperonti jsou dal§imi rysy termostabilizace.
U hypertermofilnich mikroorganisma byly objeveny membranové lipidy obsahujici glycerol-
etherové lipidy, které zvySuji stabilitu membran, na rozdil od mezofilnich bunék obsahujicich
ester-lipidy [16, 17].

2.3.2 Vyuziti

Termofilni mikroorganismy jsou hojn¢ vyuzivany v prumyslu. V potravinafstvi je mozné se
Snimi setkat pifi vyrobé termofilni jogurtové kultury, syraiské zakysové kultury nebo
pro produkci kyseliny mlééné. Za timto ucelem jsou vyuzivany bakterie Lactobacillus
bulgaricus a Streptococcus thermophilus [18].

DalSim vyznamnym uplatnénim termofilnich kultur je aplikace v odpadovém hospodarstvi.
Pouzivaji se v procesech Cisténi odpadnich vod. Jednou z forem je aktivovany kal, kde dochazi
k rozkladu organickych rozpusténych latek. Dale se termofily pouzivaji pii prvni fazi
kompostovani, kde dochézi k narastu teploty az na 60 °C. Mikroorganismy rozkladaji slozité
organické latky na jednodussi anorganické slouceniny [13].
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Velmi vyznamnym vyuzitim je produkce termostabilnich enzymut. Vzhledem k jejich
stabilit¢ pfi  vysokych teplotach se wuplatiuji v nékolika primyslovych odvétvich
(Tabulka 2) [4].

2.3.3 Rod Bacillus

Bunky rodu Bacillus maji tvar ty¢inek se zaoblenymi ¢i hranatymi konci, viz obrazek 1.
Vyskytuji se ve dvojicich nebo v fetizcich. Rod Bacillus sestava z vice nez 60 zastupci. Jedna
se o0aerobni ¢i fakultativné anaerobni, gram-pozitivni bakterie. Vykazuji rozmanité
fyziologické vlastnosti (pH, teplota, salinita). Optimum pro rtst bakterii je Siroké v rozmezi
15az 55 °C. Napiiklad vegetativni buniky Bacillus licheniformis maji vhodné podminky
pro rust pii 56 °C. Bakterie jsou schopny produkovat endospory. Tvar endospor a matefskych
bunék je pfiznaény pro taxonomické rozdéleni bakterii rodu Bacillus do tfi morfologickych
skupin:

1. endospory majici ovalny tvar, neztlust'ujici matefskou bunku (B. subtilis)

2. endospory majici ovalny tvar, ztlust'ujici matefskou buriku (B. licheniformis)

3. endospory majici kulaty tvar, vzdy ztlust'ujici matef'skou buriku. (B. pasteuri)

Pravé z druhé morfologické skupiny se zacala ¢ast zastupct v roce 2001 fadit mezi rod
Geobacillus [19].

Obrazek 1: Bacillus amyloliquefaciens [20]

Rod Bacillus je Siroce vyuzivan pro primyslové fermentace. Casto pouZivané jsou druhy
B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. alkalophilus a B. thuringiensis. Jsou
obecné povazovany za bezpecné (GRAS), tedy je mozné je vyuzivat v potravinarském
a farmaceutickém prumyslu. Pomoci téchto bakterii jsou produkovany enzymy a antibiotika.
Bakterie Bacillus licheniformis jsou pouzivany v prumyslové fermentaci k vyrobé amylaz.
Také jsou atraktivnim hostitelem pro expresi klonovanych genovych produktu [21, 22].

2.3.4 Rod Geobacillus

Rod Geobacillus zastupuje vice nez 25 druhti grampozitivnich bakterii. Do roku 2001 byly
zahrnovany do rodu Bacillus. Na zakladé¢ mnoha diikkazi podpofenych analyzou 16S rRNA
doslo k jejich rekvalifikaci jako samostatny rod Geobacillus, jehoz hlavnim pfedstavitelem
je Geobacillus stearothermophilus. Jedna se o aerobni nebo fakultativné anaerobni ty¢inky
(Obrazek 2) tvorici endospory. Jejich teplotni optimum se pohybuje v zavislosti na pouzitém
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kmenu. Minimalni rastovou teplotu je mozné nalézt jiz pii 35 °C. Naopak maximalni hodnoty
se pohybuji az kolem 80 °C. OvSem pro vétSinu zastupct je vhodny teplotni rozsah v rozmezi
45 az 70 °C. Zastupci rodu Geobacillus jsou schopni fermentovat jak hex6zové, tak pentdzové
cukry a oligomery za ucelem produkce laktdtu, formiatu, acetatu a ethanolu jako
produktu [3, 23].

Obrazek 2: Geobacillus thermodenitrificans, elektronovy mikroskop (SEM) [24]

Diky témto vlastnostem jsou bakterie Geobacillus zdrojem termostabilnich enzymu
vyuzivanych v biotechnologickém prumyslu. Dale mohou byt platformami pro vyrobu
biopaliv. Také maji potencial jako komponenty bioremedia¢nich procesu [25-27].

Vyskyt rodu Geobacillus je mnohem rozsahlejsi, nez by se dalo predpokladat. Jak
znazoriiuje obrazek 3, je moZné tyto bakterie detekovat téméf vSude na svété. Je mozné
pozorovat, ze bakterie rodu Geobacillus byly izolovany jak na vSech sedmi kontinentech,
tak i v Tichém oceanu a Stfedozemnim mofi. Diky molekularnim metodam byl zjistén
pravdépodobny vyskyt tohoto rodu také v horni troposféfe, tedy pfiblizné 10 000 m nad
zemskym povrchem. Kmeny rodu Geobacillus byly objeveny také pod Grovni zemského
povrchu. naptiklad v ropnych vrtech, zlatych dolech a sedimentech kontinentalnich
Selfu [28-32].

“lIsolation sources

® Marine thermal
- ® Geothermal

® Temperate soil
{| @ Dairy

2 ® Hot springs

® Compost
O Other

&%ﬁw

Obrdzek 3: Geografické rozloZeni mist, odkud byly izolovany bakterie rodu Geobacillus [29]
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2.3.5 Rod Saccharococcus

Bakterie rodu Saccharococcus se fadi mezi gram-pozitivni, aerobni, heterotrofni, termofilni
koky, viz obrazek 4, které netvoii spory. Jedinym znamym zastupcem tohoto rodu
je Saccharococcus thermophilus. Diive uvadény druh Saccharococcus caldoxylosilyticus byl
pieklasifikovan a od roku 2001 je nazyvan jako Geobacillus caldoxylosilyticus. S. thermophilus
byl objeven a izolovan v cukerném extraktu z cukrové fepy. Jaké je ptirozené prostiedi pro tyto
bakterie zatim nebylo objeveno [19, 33, 34].

Obrazek 4: Saccharococcus thermophilus [33]

2.4 Vyznamné metabolity

Bakterie rodu Geobacillus a Saccharococcus produkuji mnozstvi metabolitl vyuzitelnych
vruznych odvétvi primyslu. Témito produkty jsou napiiklad biosurfaktanty,
polyhydroxyalkanoaty, termostabilni hydrolytické enzymy, organické kyseliny a latky
s antimikrobidlnim u¢inkem.

2.4.1 Polyhydroxyalkanoaty

Kumulace petrochemického plastového odpadu v prostiedi je neustale vétsi problém. Z tohoto
dtivodu se hledaji alternativni materialy na vyrobu plastd. Jednou z téchto alternativ jsou praveé
polyhydroxyalkanoaty (PHA), které jsou biologicky odbouratelné a ekologicky nezavadné.
Tyto biokompatibilni termoplasty vykazuji vlastnosti podobné polypropylenu. Jedna se
0 ve vodé nerozpustné polymery. Jsou produkovany riznymi druhy bakterii, které je hromadi
ve formé intracelularnich granuli. PHA jsou buikou syntetizovany jako energie a uhlikova
rezerva. Neustdle se provadi vyzkumy zaméfené na hledani a vyuzivéani alternativnich
substratli, novych extrak¢nich metod, geneticky vylepsenych druhii a smiSenych kultur, aby
byly PHA komeréné vice atraktivni [35, 36].

Bylo identifkovano vice nez 100 riznych monomernich jednotek jako slozek PHA (Obrazek
5). Podle poctu uhlikovych atom v monomerni jednotce je mozné rozdélit PHA do dvou
skupin na scl-PHA (short chain length) a mcl-PHA (medium chain length). V prvnim piipadé
jsou PHA tvofeny monomery z 3-5 atoml uhliku, zatimco druhd skupina sestava
z 6-14 uhlika [37, 38].
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Obrazek 5: Monomerni jednotka PHA [37]

2.4.1.1 Biosyntéza

Akumulace PHA je pfirozeny zpusobe, jak bakterie ukladaji uhlik a energii. Tyto polyestery
jsou produkovany, jestlize je rast bakterii omezen nedostatkem dusiku, fosforu nebo kysliku
a pretrvavajiciho nadbytku uhlikového zdroje. PHA jsou produkovany ve formé
intracelularnich  granuli. Povrch téchto granuli je potazen vrstvou fosfolipidii
a bilkovin [35, 39].

Mikroorganismy jsou schopny produkovat PHA z rtiznych zdroju uhliku, které se déli
na strukturné ptibuzné polyhydroxyalkanoatim a zdroje, které nevykazuji ptibuzné rysy. Mezi
strukturné piibuzné jsou fazeny mastné kyseliny, do druhé skupiny patii naptiklad glukoza.
Na zéakladé pouzitého substratu je struktura PHA odlisna. K syntéze PHA vedou tfi hlavni
mechanismy (Obrazek 6), které se 1i§i nejen pouzitym zdrojem uhliku, ale také enzymy, které
katalyzuji vznik PHA [40, 41].

Mechanismus I

Uklitaty zdroj
{s-a:’l'l.afi.e,}
Uhlikaty zdoi
{mvatns kysaliny)
TCA crklus —t—— Aratyl-Cod 3
. 1 Mechanismus 1T
Phai BeCon Diepradace mastmich kyzslin
ALF idacs)
Arstoarstyl-Cod (promidacs)
PhaB IEetosvl-CoA  EpolCod
(B 3-Hydroxybuiyryl-Col \
PhaC
FabG (?)  (3)5-Hydronyscyl-Cod Phal
FHA
inkluze * (Rr3-Hydronyburyryl-Col
PhaC
PhaG
FabD{(?)
(Br3-Hydrowyecyl-ACE
PhaC
4 5- 6-Hydromyalkenoyl-Cods 3-Kstoaryl-ACT EnovlACD
iy *
Dalii mechanismy Aoyl Mechanismus III
) Malomvl-ACE Biozyntera mastnych kyselin
} )
P}lilLr::l'.} Ltll]fal.’_‘_- o li,al.m'_r.l-ll{).ﬂ‘
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Obrazek 6: Hlavni mechanismy biosyntéza PHA [40]
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Prvni draha predstavuje syntézu scl-PHA a je charakteristicka pro bakterie Cupriavidus
necator. Zdrojem uhliku je zde sacharid. V prvnim kroku kondenzuji dvé molekuly
acetyl-koenzymu A za vzniku acetoacetylu-CoA. V dalsi fazi je acetoacetyl-CoA redukovan
enzymem acetyl-CoA-reduktaza na 3-hydroxybutyryl-CoA. Na zavér dochazi k polymerizaci
a esterifikaci a tim dochazi ke vzniku poly(3-hydroxybutyratu) [40].

Druhy mechanismus vyuziva meziprodukty B-oxidace a vede k syntéze mcl-PHA. Mastné
kyseliny jsou pievedeny na enoyl-CoA, nésledné dochazi k transformaci pomoci
R-3-hydroxyacyl-CoA-hydratazou na R-3-hydroxyacyl-CoA. Jedna se o zakladni kamen
pro polymeraci mcl-PHA katalyzovanou mcl-PHA-syntazou. Typickym pfedstavitelem tohoto
mechanismu syntézy PHA jsou napiiklad Pseudomonas putida nebo Pseudomonas
oleovorans [41].

Treti varianta syntézy PHA zahrnuje cyklus syntézy mastnych kyselin in situ, ktery
poskytuje R-3-hydroxyacyl-ACP. Zasadnim enzymem, ktery pievadi 3-hydroxyacyl-ACP
na 3-hydroxyacyl-CoA, je hydroxyacyl-ACP-CoA  transferaza  (PhaG).  Vznikly
3-hydroxyacyl-CoA je prekurzorem pro polymeraci s vyuzitim mcl-PHA syntazou [42, 43].

2.4.1.2 Vyusiti

V soucasné dobé jsou bioplasty stale drazsi nez plasty produkované petrochemicky, proto jsou
vyuzivany predevs§im V aplikacich, kde nemohou byt pouzity bézné plasty, jako je naptiklad
1€katstvi. Polyhydroxyalkanoaty jsou imunologicky inertni a jsou pomalu degradovany v lidské
tkani. Z tohoto diivodu mohou byt aplikovany Vv téle, jako naptiklad samovstiebatelné nité nebo
implantaty. PHA maji vyuziti také pfi regeneraci kostnich tkani, kde tvofi mechanickou oporu
a soucasné vyvolavaji rist bunék. DalSim uplatnénim je vyroba nosict 1é¢iv ve farmakologii.
Polyhydroxyalkanoaty ovSem nejsou vyuzivany pouze v medicin€. V potravindiském primyslu
je mozné se snimi setkat ve formé potravinovych folii ¢i sackd, které tesi problémy
se zneciStovanim Zivotniho prostfedi petrochemicky vyrobenych plasti. Pro Siroké komercni
vyuziti je ovSem neustalou komplikaci vysoké vyrobni naklady PHA [35, 44-46].

2.4.2 Biosurfaktanty

Biosurfaktanty jsou mikrobialni slouc¢eniny vykazujici vyrazné povrchové a emulgacni aktivity.
Jedna se o amfipatické molekuly, tzn. obsahuji jak hydrofilni, tak hydrofobni ¢ast. Tato skupina
latek zahrnuje velké mnoZstvi chemickych struktur, podle kterych jsou ptevazné klasifikovany
jako glykolipidy, fosfolipidy, polymerni biosurfaktanty a lipopeptidy (surfaktin).
Nejznaméjsimi glykolipidy jsou rhamnolipidy, sophorolipidy a trehalolipidy. Vzhledem
k variabilité struktur lze odekavat i rozdilné vlastnosti a fyziologické funkce. Upravou
kultiva¢nich podminek a vybérem substratu je mozné tyto rysy modifikovat. VétSina
biosurfaktantli je povaZzovédna za sekundarni metabolity, ackoliv nékteré latky mohou hrat
zéasadni roli pro preziti bunky jako, naptiklad usnadnéni pfenosu Zzivin nebo plsobenim
biocidnich ¢inidel [47-49].

Biosurfaktanty maji ve srovnani s jejich chemicky syntetizovanymi protéjSky mnoho vyhod.
Hlavni pfednosti je biologickd rozlozitelnost. Mikroorganismy snadno odbourdvaji biologické
povrchové aktivni latky. Dale biosurfaktanty vykazuji nizkou toxicitu. Dal§i vyhodou
je dostupnost surovin. Biosurfaktanty je mozné vyrabét z levnych surovin, které jsou
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k dispozici ve velkém mnozstvi, jako napiiklad odpadni latky z potravinarského prumyslu.
Mnoho povrchové aktivnich latek produkovanych mikroorganismy neni ovlivnéno fyzikalnimi
faktory v prostiedi, jako jsou teplota, pH, tolerance iontové sily [50-52].

2421 Syntéza

Biosurfaktanty vykazuji fadu riznych amfipatickych struktur. U biosurfaktantd vSech druhi
molekuly sestavaji z hydrofobni a hydrofilni ¢asti. Z cehoz vyplyva, Ze je nutné vyuzit alespon
dvé razné syntetické drahy. Jeden mechanismus vede k syntéze hydrofilni slozky, zatimco
druhy k hydrofobni. Hydrofobni slozku mohou pfedstavovat riizné varianty mastnych kyselin,
které podléhaji béznym cestam metabolismu lipida. Hydrofilni ¢asti vykazuji komplikované;si
struktury. Z tohoto diivodu jejich syntéza zahrnuje Sirokou skalu biosyntetickych drah. Obecné
existuji Ctyfi principy biosyntézy amfifilnich molekul:
1. hydrofilni a hydrofobni ¢asti jsou syntetizovany de novo pomoci nezavislych cest
2. syntéza hydrofobni ¢asti je zavisla na substratu, zatimco hydrofilni ¢ast je syntetizovana
de novo
3. syntéza hydrofilni ¢asti je zvisla na substratu, zatimco hydrofobni ¢ast je syntetizovana
de novo
4. syntéza obou zbytkil zavisi na pouzitém uhlikovém substratu.
Objasnéni mechanismii pro urcity systém je dilezité pro pfipravu kultivaénich médii
a optimalizaci rastovych podminek pro produkci ve velkém méfitku, stejné jako pro indukci
biosyntetickych cest pfi pfidavani prekurzorovych molekul. Zdroj uhliku ovliviiuje syntézu
indukci nebo represi [53].

2422 Vyusiti

Vzhledem ke zvySujici se potfebé chranit ekosystém, je také zvySeny zdjem o produkci
biodegradabilnich latek. Biosurfaktanty jsou proto potencialnimi konkurenty syntetickych
povrchové aktivnich latek. Chemicky syntetizované povrchové aktivni latky jsou vyrabéné
pfevazné z ropy, a proto zne€iSt'uji Zivotni prostfedi. Biosurfaktanty tedy ziskavaji Siroké
uplatnéni nejen v zemédélstvi, Iékafstvi, potravinafstvi, kosmetickém pramyslu,
biosurfaktanty pro komeréni ucely jsou glykolipidy a lipopeptidy [54].

V zemédelstvi se povrchove aktivni latky pouzivaji ke zméné smacivosti ¢astic tézkych pud,
aby bylo dosazeno rovnomérné rozlozeni hnojiv v ptidé. Vyznamné&jsi aplikaci je bioremediace
pfi odstrafiovani tézkych kovii ze zemin. Kromé téchto vyhod jsou biosurfaktanty také velice
biologicky aktivni — inhibice rlGstu bakterii, imunitni stimulant, inhibice rdstu nadort,
antibiotika, antiastmaticka aktivita, digesce potravin nebo stimulace enzymii [54-56].

Biosurfaktanty jsou také vyuzivany pro pfenos gent. V porovnani s komeréné dostupnymi
kationtovymi liposomy vykazuji liposomy na bazi biosurfaktantl zvySeni u€innosti transfekce.
Dale se mikrobidlni povrchové aktivni latky pouZzivaji k produkei netoxickych, nepyrogennich
imunologickych adjuvans, jestliZze jsou smichany s konven¢nimi antigeny. Bylo také zjiSténo,
ze biosurfaktanty inhibuji adhezi patogennich organismi na pevné povrchy. Diky tomu bylo
snizeno mnozstvi mikrobialni kontaminace na protézach [57, 58].
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Mnohé vlastnosti biosurfaktantti, jako je emulgace, deemulgace, pénéni, schopnost vazat
vodu, rozpoustéci a smaceci vlastnosti, ovliviiovani viskozity a konzistence produktu, jsou
ucinné vyuzivany v kosmetickém prumyslu. Biologické povrchové aktivni latky jsou
pouzivany jako emulgatory, pénidla, solubilizatory, smacedla, Cistici prostiedky,
antimikrobidlni ¢inidla, mediatory plisobeni enzymii ve formach krémii, kapalin, past, prasku,
gelu a filmu [59].

2.4.3 Organické kyseliny

Za organické kyseliny se pouvazuje skupina chemickych latek obsahujici jakoukoliv
organickou karboxylovou kyselinu vcetné mastnych kyselin a aminokyselin s obecnou
strukturou R-COOH. Organické kyseliny jsou slabé kyseliny a jsou jen ¢astecné disociované.
Organické kyseliny jsou spojovany se specifickou antimikrobialni aktivitou. Tento jev miizeme
pozorovat u jednoduchych monokarboxylovych kyselin jako jsou kyselina mravenci, octova,
propionova ¢i madselnd, nebo u karboxylovych kyselin nesoucich hydroxylovou skupinu,
obvykle na a-uhliku, jejichz zastupci jsou kyselina mlécna, jable¢nd, vinnd nebo citronova.
U karboxylovych kyselin skratkym fetézcem obsahujici dvojnou vazbu lze sledovat
i antifungalni aktivitu (kyselina sorbova, kyselina fumarova [60].

2.4.4 Antimikrobialni latky

Antimikrobidlni latky zahrnuji Siroké mnozstvi rtiznych sloucenin. Pfirozené se vyskytuji
Vv rostlindch 1 zivocisich jako obranné mechanismy. Tyto latky se také mohou bézné vyskytovat
Vv potravinach nebo jako aditiva pro zvySeni jejich udrznosti. Vykazuji bakteriostatické
a bakteriocidni ucinky. Antimikrobialni latky lze rozdélit podle nékolika hledisek. Podle
celkového plsobeni je muzeme délit na antiparazitni latky, antimykotika, antivirotika,
antituberkulotika a antibiotika. Latky pusobici lokalné jsou oznacovany jako antiseptika.
Dal8im zptsobem déleni je podle jejich ptivodu. Vyznamnymi tfidami antimikrobidlnich latek
jsou lakto-antimikrobialni latky (pt. laktoferin, laktoperoxidaza, laktoglobuliny a laktolipidy),
ovo-antimikrobialni latky (pt. lysozym, ovotransferin, ovoglobuliny a avidiny), fyto-
antimikrobialni latky (pf. saponin, flavonoidy, katechiny, glukosinolaty a agar), kyselé
antimikrobialni latky (pf. kyselina mléc¢na, kyselina sorbova, kyselina octova a kyselina
citronova), anorganické antimikrobialni latky (pt. chlorid sodny, polyfosfaty a ozon) a bakto-
antimikrobialni latky (pf. probiotika, bakteriociny, nisin, pediocin, reuterin a sakacin) [61].
Bakteriociny jsou bakteridlni proteiny ¢i peptidy syntetizované pomoci ribozomu. Jsou
produkovany skupinami bakterii, které inhibuji kmeny a druhy, které jsou obvykle, ovSem ne
vzdy, Gzce piibuzné produkujicim bakteriim. Existuje pouze nékolik hlavnich klasifikacnich
schémat pro rozdéleni bakteriocini produkovanych riznymi skupinami bakterii. Hlavnimi
dvéma skupinami jsou tfida I zahrnujici lantibiotika a tfida II obsahujici nelantibiotické malé
peptidy. Bakteriociny produkované grampozitivnimi bakteriemi vzbudily pozornost diky jejich
potencialnimu vyuziti jako konzervacnich latek v potravinach, v zeméd¢€lstvi a v 1€kafstvi. Tyto
bakteriociny mohou byt pouzity k pokryti povrchii obali na ochranu potravin pied patogeny.
Antimikrobialni slouceniny jsou také produkovany termofilnimi kmeny rodu Geobacillus.
Napiiklad G. thermoleovorans a G. stearotehrmophilus produkuji bakteriociny, jako jsou
thermoleovoriny a thermociny. Primyslovy vyznam bakteriocind produkovanych gram-
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pozitivnimi termofilnimi endospory-tvoficimi bakteriemi byl do jisté miry podcenén a dnes se
dostava do popiedi vyzkumu [62-65].

Dalsi vyznamnou antimikrobialni slou¢eninou produkovanou rody Bacillus a Geobacillus je
bakteriocin zvany nisin. Poprvé byl objeven v roce 1928 v Anglii béhem vyroby syru. Bakterie
mlééného kvaseni byly inhibovany pfibuznym kmenem Lacrobacillus bulgaricus. Nisin byl
objeven pfiblizné 50 let pfed ostatnimi bakteriociny. Z tohoto duvodia byl také prvni
prumyslové vyuzivanou antimikrobialni latkou Vv potravinafstvi. Jedna se o maly, tepelné
stabilni antimikrobidlni peptid, fadici se do I. tfidy bakteriocini. M4 Siroké antimikrobialni
spektrum. Nisin se bézn¢ vyuziva jako konzervaéni prostiedek v produktech s vysokou vlhkosti
a pasterizovanych tekutych vejcich. Dale se pouziva pfi vyrobé ptirodnich syri, alkoholu
apotravin snizkym pH, napfiklad salatové dresinky. Dalsi vyvoj Nisinu sméfuje
k synergickému c¢inku ve spojeni s chelata¢nimi Cinidly a jinymi bakteriociny. V 1ékatstvi
probihd vyvoj vysoce purifikovanych nisinovych preparatti zesilujicich funkci chelatacnich
¢inidel pro humanni viedovou terapii a kontrolu mastitidy u skotu [61, 66].

245 Hydrolytické enzymy

Enzymy produkované mikrobidlni cestou se dnes pouzivaji jako piisady pro celou fadu
pramyslovych aplikaci vcetné vyroby krmiv a potravin. Termofilni hydrolytické enzymy
nabizeji kompatibilitu s procesy, které optimaln¢ probihaji pfi vysSich teplotach, mohou mit
vysoky katalyticky ucinek a nabizeji odolnost proti mezofilni mikrobidlni kontaminaci.
Z tohoto diivodu je po termostabilnich enzymech stale vyssi poptavka [67, 68].

Proteazy maji dlouhou historii v primyslovych procesech jako je zpracovani kiize, vyroba
detergentli, syntéza peptidl, aplikace Vv potravinarském pramyslu a rizné biotechnologické
aplikace. Patfi sem komeréné¢ vyrabéna metaloendopeptidaza G. stearotehrmophilus
thermolysin, kterd se pouziva pro komeréni syntézu prekurzoru umélého sladidla aspartamu.
Podskupina protedz, kterd naléza uplatnéni v klinickych aplikacich jsou termostabilni
kolagenolytické proteazy [67, 68].

Lipazy preferuji substraty nerozpustné ve vod¢ a hydrolyzuji triglyceridy s dlouhym
fetézcem. Lipazy obecné vykazuji vétsi odolnost vici organickym rozpoustédlim a obsahuji
hydrofobni doménu pokryvajici aktivni misto, které zptisobuje zvyseni aktivity pfi interakci
S hydrofobnim substratem. Lipazy jsou stale Castéji pouzivany v kosmetickém pramyslu
pro syntézu emolientnich esterli, které zlepSuji vlastnosti vyrobkd pro osobni hygienu.
V potravinaiském primyslu se lipdzy intenzivné podileji na vyrob¢ syrt [68-70].

Jelikoz enzymatické zkapalniovani a sacharifikace Skrobu probihaji pfi vysokych teplotach
(100 az 110 °C), jsou pro vyrobu hodnotnych produktii jako je glukdza, krystalicka dextroza,
dextrozovy sirup, maltéza a maltodextriny, velmi zajimavé termostabilni a termoaktivni
amylolytické¢ enzymy produkované termofilnimi mikroorganismy. V soucasnosti se pouzivaji
termostabilni amylazy Geobacillus stearothermophilus nebo Bacillus licheniformis. Amylazy
maji rozsdhlé komer¢ni vyuziti pti zkapalnovani Skrobu v pivovarnictvi, Vv textilnim pramyslu
a pii vyrobé papiru a detergentt [71, 72].

Xylandzy maji velky potencial v biotechnologickych aplikacich a vyuZiti v riznych
pramyslovych procesech, jako je biokonverze lignocelulozového materidlu k fermentacnim
produktiim, zlepSeni konzistence piva a pii produkci kyselych xylooligosacharidi, které maji
potencidlni farmakologické pifinosy. Dals§i moznou aplikaci je uplatnéni v primyslu vyroby
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papiru, protoze hydrolyza xylanu usnadnuje uvolfiovani ligninu z buni¢iny a sniZuje pouziti
chléru jako béliciho ¢inidla [73-76].

Celulazy se bézn¢ pouzivaji v riznych primyslovych odvétvich vcetné potravinaistvi,
pivovarnictvi, vinafstvi, textilniho a papirenského primyslu, zeméd¢€lstvi a vyrob¢ detergenta.
Aplikace tepelné stalych celulaz je vhodna pro zvySeni u¢innosti pracich prostiedki a zlepSeni
drenaze buniciny [77-79].

Nejvetsi primyslovou aplikaci pektinaz je extrakce ovocnych §t'av a jejich Cifeni. Pektinazy
v kombinaci s jinymi enzymy (celulazy, xylanazy) pfiispivaji ke zvySeni lisovaci ucinnosti
plodi pro extrakci stav. Pektinolytické enzymy byly pouzity ve spojeni S vySe uvedenymi
enzymy, jako jsou amylazy, lipazy, celulazy k odstranéni klizidel z baviny ekologickym
zpisobem, na rozdil od dfive vyuzivaného hydroxidu sodného. Pektindzy se také vyuzivaji
pii Cisténi  odpadnich vod z potravinaiského prumyslu. V potravinaiském pramyslu
se vyuzivaji pro zamezeni tvorby pény instantnich ¢ajovych praska [80-83].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité mikroorganismy, chemikalie a pristroje

3.1.1 Pouzité mikroorganismy

V praktické &asti diplomové prace pro screening bylo pouzito 9 kment bakterii z Ceské sbirky

mikroorganismi Masarykovy univerzity v Brné (CCM — Czech Collection of Microorganisms),
5 kmenua bakterii z némecké sbirky Leibniz Institut v Braunschweig (DSMZ — Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) a 2 bakterie izolovany z kalu Cistirny

odpadnich vod v Brné-Modficich a piedbézné identifikovany pomoci parcialni sekvenace

16S rRNA genu (Tabulka 3).

Tabulka 3: Pouzité bakteridlni kmeny

mikroorganismus oznaceni
Saccharococcus thermophilus CCM 3586 Gl
Geobacillus jurassicus CCM 7224 G2
Geobacillus stearothermophilus CCM 2062 G3
Geobacillus subterraneus CCM 7225 G4
Geobacillus thermocatenulatus CCM 2809 G5
Geobacillus thermodenitrificans CCM 2565 G6
Geobacillus thermoglucosidasius CCM 3731 G7
Geobacillus uzenensis CCM 7226 G8
Geobacillus gargensis CCM 7223 G9
Geobacillus thermoleovorans DSM 5366 G10
Geobacillus toebii DSM 14590 Gl1
Geobacillus zalihae DSM 18318 G12
Geobacillus lituanicus DSM 15325 G13
Geobacillus sp. DSM 14791 Gl4
Bacillus amyloliquefaciens 25
Bacillus licheniformis 31

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity byly pouZzity 2 kmeny gram-pozitivnich bakterii

a 2 kmeny gram-negativnich bakterii (Tabulka 4)

Tabulka 4: Pouzité bakteridlni kmeny pro antimikrobidlni testy

mikroorganismus

Sbirkové oznaceni

Escherichia coli

Serratia marcescens
Micrococcus luteus
Staphylococcus epidermidis

CCM 3954
CCM 8587
CCM 1569
CCM 4418
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3.1.2

Pouzité chemikalie

3.1.2.1 Chemikalie pro kultivaci

Beef extract (HiMedia, Indie)

Citronan amonno-zelezity (Fluka, Svycarsko)

Citronan sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (LachNer, Ceska republika)

D-gluk6za monohydrat, p.a. (LachNer, Ceska republika)
Hydrogenfosfore¢nan draselny trihydrat, p.a. (LachNer, Ceska republika)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, p.a. (LachNer, Ceska republika)
Chlorid amonny (LachNer, Ceska republika)

Chlorid sodny, p.a. (LachNer, Ceské republika)

Chlorid vapenaty dihydrat, p.a. (Lachema, Ceska republika)

Kvasni¢ny extrakt (HiMedia, Indie)

Nutrient broth (HiMedia, Indie)

Pepton from soya (HiMedia, Indie)

Sacharéza (LachNer, Ceska republika)

Siran amonny, p.a. (LachNer, Ceska republika)

Siran hofe&naty heptahydrat, p.a. (LachNer, Ceské republika)

Siran manganaty monohydrat, p.a. (LachNer, Ceska republika)

Trypton (pepton from casein) (HiMedia, Indie)

3.1.2.2 Chemikalie pro screening uhlikatych zdroji
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y-butyrolakton (Sigma-Aldrich, Némecko)
1,4-butandiol (Fluka, Svycarsko)

Arabinoza (Sigma-Aldrich, Némecko)

Celobidza (Lachema, Ceska republika)

D-fruktéza (LachNer, Ceské republika)
D-(+)-xyloza (HiMedia, Indie)

Ethylacetat, p.a. (LachNer, Ceska republika)
Galaktoza (LachNer, Ceska republika)

D-gluk6za monohydrat p.a. (LachNer, Ceska republika)
Glycerol bezvody, p.a. (LachNer, Ceska republika)
Karboxymethylceluldza (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kasein (Sigma-Aldrich, Némecko)

Laktoza monohydrat (LachNer, Ceska republika)
Lecithin (VWR Chemicals, Spojené staty americké)
Levulova kyselina (Sigma-Aldrich, Némecko)
Maltoza (Penta, Ceské republika)

Mannitol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Manoza (Sigma-Aldrich, Némecko)

Propan-1-ol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Propionat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)



- Rhamnéza monohydrat (Sigma-Aldrich, Némecko)
- Ribdéza (VWR Chemicals, Spojené staty americké)
- Sachar6za (LachNer, Ceska republika)

- Sorbitol (Sigma-Aldrich, Némecko)

- Skrob rozpustny (Penta, Ceska republika)

- Valerova kyselina (Sigma-Aldrich, Némecko)

- Xylan (VWR Chemicals, Spojené staty americke)

3.1.2.3 Chemikalie pro screening enzymii

- Agar powder (HiMedia, Indie)

- Elementarni jod (Lachema, Ceska republika)

- Jodid draselny (LachNer, Ceské republika)

- Karboxymethylcelul6za (Sigma-Aldrich, Némecko)
- Kvasni¢ny extrakt (HiMedia, Indie)

- Kongo &ervei (LachNer, Ceska republika)

- Nutrien broth (HiMedia, Indie)

- Slune¢nicovy olej

- Spirit blue agar (HiMedia, Indie)

- Sugené odstiedéné mléko (Bohemilk, Ceska republika)
- Skrob rozpustny (Penta, Ceska republika)

- Xylan (VWR Chemicals, Spojené staty americké)

3.1.2.4 Chemikalie pro analyzu biosurfaktantii

- Anthracen (Sigma-Aldrich, Némecko)
- n-Hexan pro HPLC (VWR Chemicals, Spojené staty americké)
- Triton-X 100 (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.1.2.5 Chemikalie pro screening antimikrobidlnich latek

- Brain Heart Infusion Broth (HiMedia, Indie)
- Luria Broth (Sigma-Aldrich, Némecko)
- Nutrient Broth (HiMedia, Indie)

3.1.2.6 Komponenty pro PCR, izolaci DNA a elektroforézu na agarozovém gelu

- Master mix OneTaq Hot Start (2x koncentrovany) se standardnim pufrem (New England
Bio Labs, UK)
o 20 mM Tris-HCI
1,8 mM MgCl;
22 mM NH4CI2
22 mM KCI
0,2 mM dNTPs
5% glycerol
0,06% IGEPAL CA-630
0,05% Tween 20

© 0O O 0O 0O O ©O
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o 25 jednotek/ml OneTaq Hot Start DNA polymeraza
- 25 mM MgClI2 (TheromScientific, Spojené staty americké)
- Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, Némecko)
- sterilni voda Aqua pro injectione (B. Braun Medical, Némecko)
- primery (Generi Biotech, Ceska republika)
- agardza (Sigma-Aldrich, Némecko)
- DNA ladder — velikost fragmentd 3 000, 1 500, 1 000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200, 100 bp (Nippon Genetics Europe, Némecko)

3.1.3 Pouzité pristroje

- laminarni box Aura mini, BioAir — Euroclone (Spojené staty americké)

- temperovana tiepacka, Heidolph, Incubator 1000 (Ceska republika)

- centrifuga U-32R — Boeco (Némecko)

- analytické vahy PA224C — Pioneer (Svycarsko)

- ELISA reader, BioTek, ELx808 (Némecko)

- thermo-cycler MyCycler™ — BIO-RAD

- magnetickd michacka, Kartell, TKO (Spojené staty americké)

- nanofotometr, Implen, P300 (UK)

- blokovy termostat Stuart SBH 200D — Bibby Scientific

- pH metr, pHTestr 30, Thermo Scientific (Nizozemi)

- plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300; kolona: DB-WAX 30 m
by 0,25 mm (Nizozemi)

- tenziometr, KSV, Sigma 701

- vahy Kern EW 620-3NM (Némecko)

- dudlni vizualizaéni systém Ultra Viewer — Ultra Lum

- transiluminator TVR 3121 — Spectroline

- béZné laboratorni sklo a vybaveni

3.2 Kultivace mikroorganismu

Bakterie sbirkovych kment byly dodany v lyofilizovaném stavu, ze kter¢ho byly dle
pfiloZenych instrukci oziveny a kultivovany v inokulaénim a poté produkénim médiu.
Mikroorganismy byly nésledné uchovavany v Petriho miskdch na pevnych inokulacnich
médiich a ve form¢ kryokonzerv pfi -80 °C v 10% roztoku glycerolu.

Mikrobialni kultury oznacené 25 a 31 byly ziskany z aktivniho kalu pomoci ktizovych
roztéri ze smésné kultury. Sekvenaci 16S rRNA bylo zjisténo, Ze se jedna o Bacillus
amyloliquefaceins a Bacillus licheniformis.

Vsechna piipravena média byla vysterilovana a mikroorganismy byly poté sterilné
zaockovany v laminarnim ockovacim boxu. Kultivace mikroorganismt probihala pti 50 °C,
180 rpm po dobu 48-72 hodin.
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3.2.1 Inokulaéni média

Inokula¢ni média byla pfipravovana ve 100 ml Erlenmeyerovych baiikach vzdy o objemu
50 ml. Doba kultivace inokula byla 24 hodin. Slozeni médii zaviselo na pouzitém

mikroorganismu (Tabulka 5).

Tabulka 5: Pouzité mikroorganismy s prislusnymi inokulacnimi médii

mikroorganismus oznaceni inokulum
Saccharococcus thermophilus CCM 3586 Gl 68
Geobacillus jurassicus CCM 7224 G2 10
Geobacillus stearothermophilus CCM 2062 G3 10
Geobacillus subterraneus CCM 7225 G4 10
Geobacillus thermocatenulatus CCM 2809 G5 10
Geobacillus thermodenitrificans CCM 2565 G6 10
Geobacillus thermoglucosidasius CCM 3731 G7 10
Geobacillus uzenensis CCM 7226 G8 10
Geobacillus gargensis CCM 7223 G9 10
Geobacillus thermoleovorans DSM 5366 G10 10
Geobacillus toebii DSM 14590 Gl1 220
Geobacillus zalihae DSM 18318 G12 220
Geobacillus lituanicus DSM 15325 G13 10
Geobacillus sp. DSM 14791 Gl4 220
Bacillus amyloliquefaciens 25 NB
Bacillus licheniformis 31 NB

Piesna slozeni inokula¢nich médii jsou uvedena Vv nasledujicich tabulkach (Tabulka 6,
Tabulka 7, Tabulka 8 a Tabulka 9). Pro uchovavani mikroorganismi na Petriho miskach bylo

do inokulaéniho média pfidano 17 g/l agaru.

Tabulka 6: mokulacni médium 10

latka koncentrace [g/l]
pepton 5

meat extract 3

MnSOs - H20 0,01

Tabulka 7: nokulacni médium 68

latka koncentrace [g/l]
beef extract 5
pepton from casein (trypton) 3
glukéza 1
sachardza 5
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Tabulka 8: Inokulacni médium 220

latka koncentrace [g/l]
Pepton from casein (trypton) 15

Pepton from soya 5

NaCl 5

MnSO;4 - H20 0,01

Tabulka 9: Imokulacni médium NB

latka koncentrace [g/l]
Nutrien Broth 25

3.2.2 Produkéni média

Kultivace v produk¢nim médiu nasledovala po 24h inokulaci. Kultivace v produkénim médiu
probihala ve 250 ml Erlenmeyerovych bankach o objemu 100 ml a zao¢kovano v poméru 1:10.
V ramci screeningu byly testovany ¢tyfi mineralni média a jedno komplexni. Jejich oznaéeni
a slozeni je uvedeno nize (Tabulka 10, Tabulka 12, Tabulka 14, Tabulka 15 a Tabulka 17).
V piipadé bakterii rodu Geobacillus byl pfidavan monohydrat siranu manganatého
0 koncentraci 0,01 g/l. Nejcéastéji pouzivanym uhlikatym zdrojem pro kultivaci bakterii byla
glukéza. Pro zajisténi vSech narokii mikroorganismi byl po sterilaci pfidan roztok stopovych
prvkl oznaceny jako MES, TES a TES Il (Tabulka 11, Tabulka 13, Tabulka 16).

Tabulka 10: Minerdlni médium 1 (MM 1)

latka koncentrace [g/l]
Na:HPO4 - 12 H20 9

KH2PO4 1,5

MgSOs - 7 H20 0,2

NH4CI 1

CaCl, - 2 H.0 0,02
NHsFe"citrat 0,0012
Kvasni¢ny extrakt 0,5

Uhlikaty zdroj* 5-20

TES II* 1 ml/l

* ptidano po sterilaci
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Tabulka 11: TES Il

latka koncentrace [g/l]
EDTA 50

FeCls 8,3

ZnCl> 0,84

CuClz - 2 H20 0,13

CoCl, - 6 H.O 0,1

MnCl; - 6 H20 0,016

H3BOs 0,1

Tabulka 12: Mineralni médium 2 (MM 2)

latka koncentrace [g/1]
NaHPO4 - 12 H20 11,1

KH2PO4 1,02

MgSOs - 7 H20 0,2

(NH4)2S0q4 1

Kvasni¢ny extrakt 0,5

Uhlikaty zdroj* 5-20

MES* 1 ml/l

* pridéno po sterilaci

Tabulka 13: MES

latka koncentrace [g/l]
FeCls - 6 H20O 9,7

CaCly - 2 H20 7,8

CuSO4 - 5 H20 0,156

CoCl; - 6 H.O 0,119

NiCl, - 6 H20O 0,118

ZnS0O4 - 6 H20 0,1

0,1 M HCI 1000 mi
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Tabulka 14: Mineralni médium 3 (MM 3)

latka

koncentrace [g/l]

Na,HPO4 - 12 H.0
KH2PO4

MgSOs - 7 H20
CaCl2 - 2 H20
NH4Fe''citrat
(NH4)2S04
Kvasni¢ny extrakt
Uhlikaty zdroj*
TES*

9,02
1,5
0,2
0,1
0,06
1

0,5
5-20
1 ml/l

* pridéno po sterilaci

Tabulka 15: Minerdalni médium 4 (MM 4)

latka koncentrace [g/1]
K2HPO;4 - 3 H20 4,8

KH2PO4 1,5

NasCsHs07 0,5

(NH4)2S04 1

MgSOs - 7 H20 0,2

Kvasni¢ny extrakt 0,5

Uhlikaty zdroj* 5-20

TES* 1 ml/l

* pfidano po sterilaci

Tabulka 16: TES

latka koncentrace [g/l]
FeCls - 6 H,O 15

H3BO3 0,15

CoCl2 - 6 H.0 0,15

MnCl; - 4 H.0 0,12

ZnS0Oq4 - 7 H20 0,12

MnCl; - 6 H20 0,06

CuSOs4 - 2 H20 0,03

KI 0,03
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Tabulka 17: Komplexni médium dle Markuse

Latka Koncentrace [g/l]
Na;HPO4 - 12 H20 9

KH2PO4 1,5

Nutrien Broth 8

Kvasni¢ny extrakt 4

Uhlikaty zdroj* 5-20

* ptidano po sterilaci

3.3 Stanoveni obsahu biomasy

Biomasa byla stanovovana gravimetricky. Biomasa byla ziskdvana z 10 ml produkéniho média,
které bylo odebirano pipetou do centrifuga¢nich zkumavek. Zkumavky byly odstfed’ovany pii
6 000 rpm po dobu 5 minut. Poté byl odlit supernatant, ktery byl dale vyuzit na stanoveni
nckterych metaboliti. Nasledné byla ziskand biomasa promyta 5 ml destilované vody a opét
odstiedéna pti 6 000 rpm po dobu 5 minut. Po odstfedéni byla pfebytecna voda slita a vzorky
byly suseny do konstantni hmotnosti.

3.4 Screening utilizace uhlikatych zdrojt

Bakterie rodu Bacillus a Geobacillus byly testovany na schopnost utilizace
mono-, di- i polysacharidovych uhlikatych zdroju (Tabulka 18) a nesacharidovych
(Tabulka 19). Screening probihal na Petriho miskach (Obrazek 7) na pevném mineralnim médiu
1 vzdy suhlikatym zdrojem uvedenym Vv tabulkach 17 a 18. Testované bakteric byly
kultivovany 24 hodin v termostatu pii 50 °C.

Tabulka 18: Uhlikaté zdroje — sacharidové

oznaceni uhlikaty zdroj
1 glukoza

2 laktoza

3 xyloza

4 sacharoza

5 fruktoza

6 Skrob

7 maltoza

8 arabinoza

9 mannitol

10 galaktdza

11 karboxymethylceluloza
12 celobidza

13 rhamnoéza

14 riboza

15 manoza

16 sorbitol
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Tabulka 19: Uhlikaté zdroje — nesacharidové

oznaceni uhlikaty zdroj
propa propanol

kas kasein

v-bl y-butyrolakton
val kyselina valerova
xyl xylan

eth ethylacetat

1,4-B 1,4-butandiol

lev kyselina levulova
propi propionat sodny
gly glycerol

Obrdzek T: Screening uhlikatych zdrojii (sorbitol) — rozlozeni bakterii na Petriho misce

3.5 Screening produkce biosurfaktanti

U zastupcu bakterii rodu Bacillus a Geobacillus byl proveden screening produkce
biosurfaktanti pomoci tfi metod — solubilizace krystalického anthracenu (3.5.1), stanoveni
emulgacni aktivity (3.5.2) a metoda Du-Noiiy-Ring (3.5.3). Stanoveni probihala
ze supernatantl po 48 hodinach kultivace.

3.5.1 Solubilizace krystalického anthracenu (Solubilization of crystalline)

Pro analyzu produkce biosurfaktanti pomoci solubilizace krystalického anthracenu bylo
pouzito 5 ml supernatantu, ktery byl pipetovan do centrifuga¢nich zkumavek obsahujicich
krystalky anthracenu. Takto ptipravené vzorky byly 24 hodin protiepavany pti laboratorni
teploté. Poté byly vzorky centrifugovany (6 000 rpm, 5 minut). Nasledn¢ byly vzorky zméteny
spektrofotometricky pti 354 nm v kiemennych kyvetach. Pfi pfipravé vzorkl byla soubézné
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piipravena pozitivni (povrchové aktivni latka — 5% roztok Triton X-100) a negativni kontrola
(voda). Mnozstvi solubilizovaného anthracenu koreluje s mnozstvim biosurfaktantti [84].

3.5.2 Stanoveni emulgacni aktivity (Emulsification capacity assay)

Do sklenénych zkumavek bylo pipetovano 3 ml hexanu a 3 ml testované¢ho vzorku. Takto
vytvofena smés byla promichavana po dobu 1 minuty na vortexu. Stejnym zptisobem byla
piipravena také pozitivni (5% roztok Triton X-100) a negativni kontrola (voda). VVzorky byly
ponechany v klidu 24 hodin pii laboratorni teploté. Vznikla emulgovana vrstva byla proméiena
posuvnym méfitkem. Z naméfenych hodnot byl vypocten emulgaéni index E24 podle rovnice

E,, = "hmt—“i 100%, 1)

kde hemuize — vySka emulgaéni vrstvy, hiot — celkova vyska kapaliny. Piitomnost povrchové
aktivnich latek je potvrzena, pokud vznikne emulgaéni vrstva. Emulgaéni index souvisi
S mnozstvim biosurfaktantt [85].

3.5.3 Metoda du-Neiiy-Ring

Metoda du-Noiiy-Ring je jednou z nejéastéji vyuzivanych technik pro méteni povrchového
napéti na rozhrani kapalina-vzduch s pouzitim platinového krouzku. Méteni bylo provedeno
pomoci automatizovaného tenziometru KSV Sigma 701 a softwaru SGSERVER, kde bylo
mozné nastavit veskeré potfebné parametry. Pro uskutecnéni pokusu bylo potieba alespoii
30 ml vzorku. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 5% roztok Triton X-100 a negativni kontrola
byla tvofena vodou. Jedno méfeni trvalo 10 minut, pfi¢emz bylo ziskano ptiblizné 20 hodnot,
které byly exportovany do MS Excel, kde probéhlo jejich vyhodnoceni. Mikroorganismus
je za slibnou kulturu povazovan tehdy, je-li schopen snizit povrchové napéti na 40 mN/m nebo
méné [86, 87].

3.6 Screening produkce enzymii

Bakterie rodu Bacillus a Geobacillus byly kultivovany na pevném médiu na Petriho miskach.
Kultivace probihala pti 50 °C po dobu 48 hodin. Pro screening riznych enzymu bylo vzdy
voleno vhodné médium rozpusténé v destilované vod¢, které bylo pfed kultivaci sterilovano.
Aktivita proteaz byla testovana na pevném médiu obsahujicim 8 g/l nutrient broth, 10 g/l
suSen¢ho odstfedéného mléka a 17 g/l agaru. Pfitomnost protedz byla potvrzena vznikem
prithlednych zon kolem kolonie bakterii, coz dokazovalo rozklad kaseinu. Aktivita lipaz byla
provedena na pevném médiu tvoreném 32,15 g/l Spirit blue agarem. Po sterilaci byl pfidano
30 ml/l sterilniho slunecnicového oleje. Piitomnost lipaz byla ovéfena odbarvenim agaru.
Pfitomnost amyldz byla testovana na pevném médiu obsahujicim 1 g/l kvasni¢ného extraktu,
5 g/l rozpustného Skrobu a 17 g/l agaru. Po kultivaci byl agar barven Lugolovym roztokem
(100 g/1jodidu draselného a 50 g/l elementarniho jodu, rozpoustédlo — destilovana voda). Vznik
svétlejSich zon okolo bakterii potvrzoval aktivitu amyldz. Aktivita xylanadz byla testovana
na pevném médiu sestavajicim z 1 g/l kvasni¢ného extraktu, 5 g/l xylanu a 17 g/l agaru.
Po kultivaci bylo médium barveno Kongo cerveni. Pfitomnost xylanaz byla potvrzena
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vyskytem odbarvenych zén kolem kolonii bakterii. Poslednimi testovanymi enzymy byly
celulazy. Pokus byl proveden na pevném médiu obsahujicim 1 g/l kvasni¢ného extraktu, 5 g/l
karboxymethylcelulazy a 17 g/l agaru. Po kultivaci byl agar barven Kongo ¢erveni. Aktivita
celulaz byla potvrzena vznikem odbarvenych zon kolem kultivovanych bakterii [88].

3.7 Stanoveni organickych kyselin

Organické kyseliny byly stanoveny pomoci iontové chromatografie s vodivostnim detektorem
na externim pracovisti. Pro stanoveni byly testované vzorky (supernatant) desetkrat zfedény
destilovanou vodou. Kultivace bakterii probihala za aerobnich i anaerobnich podminek
na mineralnim i komplexnim médiu.

3.8 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Pfitomnost antimikrobidlnich latek byla testovana pomoci bujonové diluéni metody.
Na mikrotitraéni desti¢ce byl pomoci méfeni zdkalu zjiStovan nartst mikroorganismi.
Na 96 jamkovou mikrotitra¢ni destiCku bylo k 150 pl bunééné suspenze modelového
mikroorganismu nafedéného na optickou hustotu okolo 0,1 pipetovano 50 pl supernatantu
testovaného vzorku s predpoklddanymi antimikrobidlnimi u€inky. Jako blank bylo misto 50 pul
supernatantu pipetovano 50 pl sterilni vody. Narast bunék byl sledovan po 24 hodinach
kultivace pii 37 °C. Jako modelové mikroorganismy byly pouzity 2 gram-negativni (Serratia
marcescens, Escherichia coli) a 2 gram-pozitivni bakterie (Micrococcus luteus, Staphylococcus
epidermidis). Pro zvyseni koncentrace antimikrobialnich latek bylo pipetovano 100 pl bunééné
suspenze modelového mikroorganismu a 100 pl supernatantu.

3.9 Analyza produkce polyhydroxyalkanoati

3.9.1 Identifikace PHA pomoci molekularné biologické techniky

Pro identifikaci polyhydroxyalkanoatli pomoci molekularné biologickych technik bylo nutné
nejprve izolovat DNA 7z bakterii. Do sterilni mikrozkumavky typu Eppendorf bylo
napipetovano 100 pl lyza¢niho pufru (5 mM Tris-HCI, pH 8,5). V lyza¢nim pufru byla
rozsuspendovand jedna klicka mikrobidlni kultury z Petriho misky. Takto pfipravend smés byla
umisténa do termobloku na 15 minut pii 90 °C. Poté byla mikrozkumavka zcentrifugovana pti
10 000 rpm po dobu 15 minut. Pfiblizn€ 60 aZz 70 pl supernatantu bylo pipetovano do Cisté
sterilni mikrozkumavky typu Eppendorf. Po celou dobu izolace byly zajiStény sterilni
podminky.

Nasledné¢ byla pfipravena PCR smés (Tabulka 20) pro multiplex PCR, ktera
je provadéna pomoci primerti pro gen 16S rRNA o velikosti 1500 bp, konkrétné¢ 16S-F
a 16S-R, a primert pro gen phaC o velikosti 551 bp, ato G-D a G1-R. Gen 16S rRNA se nachazi
u vSech bakterii. Z tohoto diivodu se pouziva pro rychlou identifikaci bakterii. Primery G-D
a G1-R selektivné amplifikuji phaC gen kodujici tvorbu syntazy tiidy I a II. U kazdé reakce
byla provedena pozitivni a negativni kontrola. Pfi pozitivni kontrole byla pouzita DNA
mikroorganismu Cupriavidus necator (H16), u kterého byl potvrzeny hledany gen. Jako
negativni kontrola byla pfipravena smés obsahujici 2 ul PCR vody navic misto 2 ul DNA.
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Pomoci negativni kontroly bylo ovéfeno, jestli nebyla nékterd z pouzitych komponent
kontaminovéna.

Tabulka 20: Slozeni smési pro multiplex PCR

PCR komponenta objem [pl]
Master mix* 12,5
16S-F 1,0
16S-R 1,0
PhaC G-D 1,0
PhaC G1-R 1,0
Mg?* 2,6
DNA 2,0
PCR voda 3,9
celkovy objem 25

* One Taq™ Hot Start 2x Master Mix with Standard Buffer
Pro amplifikaci Multiplex PCR byl zvolen teplotni program s annealingovou teplotou
55 °C (Tabulka 21).

Tabulka 21: Teplotni program pro Multiplex PCR

krok T [°C] t[s] pocet cyklu
1 94 30 1
94 30
2 55 30 30
68 90
68 300
3 4 60 1

Po provedeni PCR byla stanovena ptitomnost amplikonli pomoci elektroforézy za pouZiti
2% agar6zového gelu s ptidavkem 7 pl/100 ml Midori Green. Do jamek pfipravenych v gelu
bylo pipetovano 10 pl smési tvofené nandSecim pufrem a vzorkem a 5 pl standardu
S definovanou velikosti fragmentd (Zebficek). Takto pfipraveny gel byl vloZen
do elektroforetické vany a prevrstven TBE pufrem. Byla provedena elektroforéza pii napéti
90 V po dobu 90 minut. Po skonceni elektroforézy byl gel pozorovan na UV transiluminatoru.

3.9.2 Analyza PHA pomoci plynové chromatografie

Polyhydroxyalkanoaty byly stanoveny pomoci plynové chromatografie s FID detekci. Ususena
biomasa z 10 ml produkéniho média byla navazena do vialek v rozmezi 8-11 mg a rozpusténa
V1 ml chloroformu. Poté bylo do smési ptfiddno 0,8 ml roztoku 15% kyseliny sirové
v methanolu s vnitinim standardem kyselinou benzoovou (5 mg/ml). Takto ptipravené vialky
byly umistény do termostatu na 3 hodiny pii 95 °C, kde dochazelo k hydrolyze
polyhydroxyalkanoati a esterifikaci za vzniku pfislusnych methylesterti. Nasledné bylo
k vzorkiim pfidano 0,5 ml 0,05M hydroxidu sodného. Vialky byly protiepany a ponechany
k ustaleni fazi. Do cistych vialek bylo odebrano 50 pl spodni faze a napipetovano 950 pl
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chloroformu. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany plynovou chromatografii s FID
detekci. SoucCasné byla pfipravovana také kalibraéni pifimka zkomeréniho polymeru
P(3HB-c0-3HV) s obsahem 3HV 12 %.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Screening biotechnologického potencialu sbirkovych kmeni rodu Geobacillus
a Saccharococcus

Vyuziti extremofilnich bakterii v primyslu je stdle castéjSi. Neustdle je snaha nalézat nové
produkéni kmeny s co nejlep$imi vlastnostmi. Mezi zajimavé kandidaty na producenty
biotechnologicky vyuzitelnych metabolitti jsou i termofilni mikroorganismy rodu Geobacillus
a Saccharococcus. Ztohoto divodu byl u zminénych bakterii proveden screening
biotechnologického potencidlu.

4.1.1 Kultiva¢ni média

V ramci piehledu biotechnologického potencidlu bylo nutné zvolit vhodné médium, co mozna
nejuniverzalngjsi, na kterém bylo moZné uskutecnit poZadované screeningové testy. Vybrani
zastupci bakterii rodu Geobacillus, konkrétné G. gargensis (G9), G. lituanicus (G13)
a Geobacillus sp. (G14) byly kultivovani v mineralnich médiich uvedenych v experimentalni
Casti (Tabulka 10, Tabulka 12, Tabulka 14, Tabulka 15). Narist biomasy byl stanoven
gravimetricky po 24, 48 a 72 hodinach.
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Obrazek 8: Vyber vhodného mineralniho média

Z obrazku 8 je patrné, Ze nejveétsi vytézky biomasy byly ziskany pii pouziti mineralniho
média 1. Na zaklad¢ tohoto experimentu bylo dale béhem celé prace vyuzivano mineralni
médium 1, jako vychozi zdroj pro kultivace.
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4.1.2 Schopnost utilizace uhlikatych zdroji

U vybranych zastupct bakterii rodu Geobacillus a Saccharococcus byla testovana schopnost
utilizace uhlikatych zdroji. Nejprve byly testovany sacharidové uhlikaté zdroje — glukoza,
laktéza, xyloza, sacharéza, fruktéza, Skrob, maltéza, arabindza, manitol, galaktdza,
karboxymethylceluloza (CMC), celobidza, rhamnoéza, ribéza, manodza, sorbitol a manit. Jako
uhlikaté zdroje nesacharidové byly vybrany ethylacetat, propionat sodny, kyselina levulova,
y-butyrolakton, xylan, 1,4-butandiol, kasein, kyselin valerova, propan-1-ol a glycerol.
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Tabulka 22: Schopnost utilizace uhlikatych sacharidovych zdrojii bakteriemi rodu Geobacillus a Saccharococcus

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G12 G14

glukoza

G11 G13
| | | | | |

laktoza

e 1]

xyloza

fruktoza

sachardza

Skrob

maltoza

mannitol

CMC

riboza

arabin6za

galaktdza

celobidza

rhamnoéza

manoza

sorbitol

[ |

- — bez narastu — minimalni rast -I — stfedni rust -I — intenzivni rust
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NejuniverzalnéjSimi sacharidovymi zdroji pro kultivaci vybranych zastupcu bakterii rodu
Geobacillus a Saccharococcus byly glukoza, laktdza, sacharéza, mandza, a sorbitol
(Obrazek 9), coz je patrné z tabulky 22. Naopak nejmensi narust kultur byl zaznamenan
na arabindze. Bakterie, které¢ byly schopny utilizovat vSechny testované sacharidy, byly
G. thermocatenulatus (G5), G.toebii (G11) aG.zalihae (G12). Pokud je zkoumany
mikroorganismus schopen riistu na mnoha rtznych uhlikatych zdrojich, 1ze ptedpokladat,
ze bude schopen utilizovat 1 rozmanité odpadni substraty, diky ¢emuz muze dojit ke snizeni
nakladu pii biotechnologickych procesech. Na druhou stranu bakterie G. thermodenitrificans
(G6) a G. thermoglucosidasius (G7) byly schopny rist pouze na n¢kolika substratech jako
napiiklad na glukoze, laktoze, sachardze, rhamnéze a mandze. Vzhledem K tomu, ze byla
potvrzena jejich schopnost utilizace laktozy, je ptipadné mozné pouzit jako uhlikaty substrat
odpadni syrovatku z mlékarenského primyslu. V piipadé sacharozy lze pouzit vedlejsi
produkty z cukrovarského primyslu, a to naptiklad melasu. Vysledky screeningového
experimentu potvrdily, Ze vybrana zastupci rodu Geobacillus jsou schopni utilizovat velice
Siroké spektrum sacharidickych substrati.

Obrazek 9: Utilizace sorbitolu bakteriemi G8-G14

Piehled schopnosti utilizace nesacharidovych uhlikatych zdroju je znazornén v tabulce 23.
Témet vSechny vybrané bakterie rodu Geobacillus byly schopny rtst na vSech testovanych
nesacharidovych zdrojich. Ovsem Saccharococcus thermophilus (G1) nenarostl ani na jednom
z uvedenych substrati. Bakterie G. uzenensis (G8), G. gargensis (G9), G. toebii (G11),
G. zalihae (G12) a Geobacillus sp.(G14) byly schopny utilizovat vSech deset testovanych
substratii. V ptipad¢ nesacharidovych uhlikatych zdroji mizeme potencial shledavat napiiklad
pfi vyuziti odpadniho substratu jako je glycerol, ktery vznika jako vedlejsi produkt pti vyrobé
mastnych kyselin, bionafty nebo mydel. Dale mohou nesacharidové substraty tvofit prekurzory
zajimavych biotechnologickych produktd, napiiklad kopolymery polyhydroxyalkanoatd.
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Tabulka 23: Schopnost utilizace nesacharidovych uhlikatych zdroji: bakteriemi rodu Geobacillus a Saccharococcus

G12 G13 Gl14

ethylacetat

propionat sodny

kyselina levulova

v-butyrolakton

xylan

1,4-butandiol

kasein

kyselina valerova

propan-1-ol

glycerol

- - bez narustu - minimalni narast |- - stfedni ruast - - intenzivni narust
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4.1.3 Screening produkce biosurfaktantu

S neustale naristajici tendenci hleddni alternativnich obnovitelnych zdroji pro produkci
povrchové aktivnich latek, jsou biosurfaktanty vhodnymi néstupci povrchové aktivnich latek
syntetizovanych z fosilnich paliv. Mezi nesporné vyhody patii jejich biodegradabilita a témeét
netoxicita s minimalnim ekologickym dopadem. Dalsi piednosti biosurfaktantti jsou snadno
dostupné suroviny pro jejich produkci [89]. Kultivace je mozna i na odpadnich substratech
Z potravinatrského prumyslu, ¢imz se znacné snizuje jejich vyrobni cena.

Pro screening biosurfaktanti byly vybrany metody, které jsou snadné, rychlé na piipravu
testovanych vzorkii a poskytnou dostatecny ptehled o piitomnosti ¢i absenci biosurfaktanta
V produkénim médiu. Vyskyt povrchové aktivnich latek byl testovan pomoci 3 metod —
solubilizaci krystalického anthracenu, stanovenim emulga¢ni aktivity a pomoci méfeni
povrchového napéti metodou du-Noiiy-Ring. Kazda ze zminénych metod charakterizuje
produkovany biosurfaktant jinym zptisobem. Naptiklad bakterie produkujici povrchové aktivni
latku, kterd vyrazné snizuje povrchové napéti (metoda du-Noiiy-Ring), nemusi vykazovat
ptilisné emulgacéni schopnosti (stanoveni emulgacéni aktivity).

Solubilizace je postup, kdy se do micel biosurfaktantii v¢leniuji dalsi latky. Tato metoda se
vyuzivé pro latky, které jsou Vv Cistém vodném médiu nerozpustné nebo jen velmi omezeng.
V naSem pfiipad¢ se jedna o anthracen, z ¢ehoz vyplyva, Ze mnozstvi solubilizovaného
anthracenu souvisi s tvorbou micel biosurfaktanty pfitomnymi v médiu. Stanoveni
biosurfaktanti pomoci solubilizace krystalického anthracenu bylo meéfeno fotometricky
pti 354 nm.
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Obrdzek 10: Stanoveni biosurfaktantii — solubilizace krystalického anthracenu

40



Na obrazku 10 jsou uvedeny absorbance testovanych vzorkii po odectu absorbance namétené
u ¢istého média, jelikoz i samotné médium je schopné solubilizovat anthracen. Témet u vSech
supernatantli byla prokdzana pfitomnost biosurfaktanti. Povrchové aktivni latky byly nejvice
produkovany pii anaerobni kultivaci na komplexnim Markusové médiu (na obrazku 10
znazornéné Cervené). V pripadé Saccharococcus thermophilus (G1l) a Geobacillus
subterraneus (G4) bylo dosaZzeno téméf totozné absorbance jako pii pozitivni kontrole, kterou
predstavuje 5% roztok komeréné dostupného surfaktantu Triton-X 100. Velmi dobré hodnoty
byly ziskany také u bakterie G. lituanicus (G13) pii kultivaci na komplexnim médiu
za anaerobnich podminek. Kmen Geobacillus sp. (G14) dosahl jako jediny nadprimérnych
hodnot pii aerobni kultivaci. Pfi porovnani aerobni a anaerobni kultivace s gluk6zou bylo
lepsich vysledkti dosazeno pii anaerobni kultivaci. Tento jev mlze byt zptisoben tim, ze pii
anaerobni  kultivaci dochazi k upfednostnéni metabolismus zajistujiciho produkcli
biosurfaktantii. Uginnost solubilizace miize byt také ovlivnéna piitomnosti dal§ich latek, které
se na ni, kromé biosurfaktantt, podileji.

Dal$im parametrem pro dikaz biosurfaktantu je tvorba emulze. Emulze je heterogenni
systém tvotfeny disperznim prostfedim a dispergovanou latkou nejcastéji ve form& malych
kapic¢ek. Emulgacni aktivita povrchové aktivni latky je stanovena na zakladé¢ vyhodnoceni
emulgacéniho indexu Ez4 dle vys$e uvedené rovnice (1).
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Obrazek 11: Stanoveni biosurfaktantii — stanoveni emulgacni aktivity

Vsechny testované bakterie prokazaly alespon v jednom z kultiva¢nich médii schopnost
produkce biosurfaktantu, jez jsou schopny vytvaret a udrzovat emulgovanou vrstvu. U bakterie
Saccharococcus thermophilus (G1) byla schopnost produkce povrchové aktivnich latek s vyse
zminénymi vlastnostmi prokazéna pouze pii aerobni kultivace s glukézou jako uhlikatym
substratem, pifi ostatnich kultivacich nebyly biosurfaktanty podporujici tvorbu emulzi
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detekovany. Zastupci rodu Geobacillus byli schopni tvorby surfaktantd ve vSech typech
testovanych médii jak pfi aerobni, tak anaerobni kultivaci, krom¢ kmene G. subterraneus (G4),
kde nedoslo ke vzniku emulze pfi testovani supernatantu z kultivace v komplexnim médiu.
Nejlepsich vysledki bylo dosazeno u bakterii G. subterraneus (G4, 43,6 %), G. uzenensis (G8,
45,3 %), G. thermoleovorans (G10, 48,1 %) a G. zalihae (G12, 50 %) pii anaerobni kultivaci
s glukdzou jakozto substratem (na obrazku 11 znazornéno zlutou barvou). Obdobnych vysledka
dosahl tym vedeny S. Manifem s kultivaci bakterie Geobacillus pallidus, kdy emulga¢ni index
odpovidal 49 % [90]. Nadprimérnych vysledki bylo dosaZeno také pii anaerobni kultivaci na
komplexnim médiu dle Markuse (na obrazku 11 znazornéno cervenou barvou). Emulgacni
index bakterie G. toebii (G11) dosahl hodnoty 50 %. U bakterii G. stearothermophilus (G3)
a G. zalihe (G12) byl pon&kud nizsi 41,4 % a 42,9 %. Cistd média netvofila zadnou emulzi, coz
potvrdilo, ze pted kultivaci nebyly piitomny latky podilejici se na tvorbé emulze. Porovnani
vytvofenych emulzi z produkénich médii s pozitivni kontrolou a kultivatnim médiem
znazoriuje obrazek 12.

Obrazek 12: Ukdzka emulzi — A — G. uzenensis (G8), B — G. thermoleovorans (G10), C — G. zalihae
(G12), D — pozitivni kontrola (PK), E — médium (M)

Metoda du-Noiiy-Ring se fadi k nej¢astéji vyuzivanym postuptim pii méfeni povrchového
napéti S vyuzitim platinového krouzku. Stanoveni biosurfaktanti metodou du-Noiiy-Ring bylo
realizovano pomoci automatizovaného tenziometru. Pomoci této metody ziskavame ptehled
0 schopnosti produkovanych biosurfaktantl snizovat hodnotu povrchového napéti. Podle studie
vypracované D. G. Cooperem je za slibnou kulturu povazovan takovy mikroorganismus, ktery
je schopen vyprodukovat biosurfaktanty o takové sile, ze dojde ke snizeni hodnoty
povrchového napéti produkéniho média na 40 mN/m a méné [87]. Pro predstavu povrchové
napéti destilované vody pii 20 °C odpovidd hodnoté 72,75 mN/m, v n¢kterych publikacich

.....

snizujici povrchové napéti (Obrazek 13).
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Obrazek 13: Stanoveni biosurfaktantii — metoda du-Noiiy-Ring

Na obrazku 13 je patrné, Ze snizeni povrchového napéti pod 40 mN/m bylo docileno
produkci dvou bakterii, a to Saccharococcus thermophilus (G1, 35,4 mN/m) pfi aerobni
kultivaci na mineralnim médiu s glukézou jako substratem a G.thermoleovorans (G10,
39,3 mN/m) pfi anaerobni kultivaci na komplexnim médiu. Blizko hranice 40 mN/m se také
pohybovaly bakterie G. uzenensis (G8) a G. zalihae (G12) okolo 41 mN/m. Celkové mizeme
konstatovat, Ze nejvétSiho snizovani povrchového napéti bylo dosaZeno pii anaerobni kultivaci
na komplexnim médiu (na obrazku 13 znazornéno Cerven¢). Naopak ke zvySeni povrchového
napéti oproti ¢istému médiu nastalo pfi aerobni kultivaci s uhlikatym zdrojem glycerolem
a u bakterie Saccharococcus thermophilus (G1) pii anaerobni kultivaci na glukéze.

V ramci screeningu biosurfaktanti bylo mozné pozorovat, ze pokud je mikroorganismus
schopen produkovat ve vétsi mife povrchové aktivni latky napomadhajici tvofeni emulzi,
produkce surfaktantll sniZujicich hodnotu povrchového napéti ¢i schopnost solubilizace
je vyrazné nizsi. Jednim z ptikladi je kmen Saccharococcus thermophilus (G1), ktery byl
schopen snizit povrchové napéti pod hranici 40 mN/m, ovSem pii schopnosti solubilizovat
anthracen byly naméfené vysledky zna¢né podprimérné. Lze z toho tedy usuzovat, Ze dany
kmen produkuje biosurfaktanty s rozliénymi schopnostmi, ale obvykle jeden typ ptevazuje.

4.1.4 Screening produkce hydrolytickych enzymu

Enzymy jsou v primyslovém odvétvi hojné vyuzivany od piimési do pracich prasku
az po Stépeni slozitych sloucenin. Jejich omezenim byva ucinnost pfi nizSich teplotach.
Z tohoto ditvodu se neustale zkoumaji novi termofilni producenti, kteti jsou schopni produkovat
termostabilni enzymy. Produkce primyslové vyznamnych enzyma byla jiz u né€kterych
zastupcti rodu Geobacillus popsana. Napiiklad produkce termostabilnich xylanaz pomoci
Geobacillus sp., ¢i lipazy pomoci druhu Geobacillus thermoleovorans [91, 92].
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Schopnost produkovat extracelularni hydrolytické enzymy byla ovéiena podle postupt
uvedenych v kapitole 3.6 u vSech vybranych zastupct rodu Geobacillus a Saccharococcus.
Pfitomnost enzymu byla prokazana pfitomnosti ¢isté nebo svétlejsi zony okolo narostlé kultury,
jak je patrné z obrazku 14.

Obrazek 14: Testovani enzymii — A — amylazy (G13), B — lipazy (G9, G10), C — celulazy (G5),
D — protedzy (G2)

Zda byla u zkoumanych mikroorganismli prokdzana schopnost produkce hydrolytickych
enzym, konkrétné protedz, amylaz, lipaz, celuldz a xylanaz, ¢i nikoliv, je pfehledné uvedeno
v tabulce 24. Lipolytické enzymy byly detekovany u vSech vybranych zastupci rodu
Geobacillus a Saccharococcus. Jako univerzalni producenti testovanych enzymui se jevi
G. jurassicus (G2), G. uzenensis (G8) a G. lituanicus (G13). Naopak S. thermophilus (G1),
G. stearothermophilus (G3) a Geobacillus sp. (G14) nebyly kromé lipazy schopny
extracelularné produkovat zadny jiny zkoumany enzym.

44



Tabulka 24: Schopnost produkce hydrolytickych enzymii

proteazy | amyldzy | lipazy |celuldzy |xylanazy

G1
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
Gl1
G12
G13
Gl4

- produkce nepotvrzena
- produkce potvrzena
4.1.5 Screening produkce organickych kyselin

Organické kyseliny zahrnuji velké mnozZstvi latek, z cehoz vyplyva 1 jejich rozlicné vyuziti.
Komeréné nalézaji uplatnéni jako aditiva v potravinafstvi, ¢i jako pomocné latky ve farmacii
nebo kosmetickém primyslu. Dal§im uplatnénim je odstranovani kovti z pidy. Tyto vlastnosti
vykazuji do jisté miry i kyselina mlécné a octova. Kyselina mlécné je také hojné vyuzivana na
produkci polymeru kyseliny polymlécné [93]. Pii screeningu byl diraz kladen pravé na tyto
organické kyseliny. Kultivace bakterii pro stanoveni organickych kyselin byla provadéna
za aerobnich 1 anaerobnich podminek na mineralnim a komplexnim médiu.
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Obrazek 15: Produkce kyseliny octové za anaerobnich podminek na mineralnim médiu 1

Nejvyssi produkce kyseliny octové bylo dosazeno za anaerobnich podminek (Obrazek 15),
konkrétné ubakterii G. jurassicus (G2 1,22 g/I) G. stearothermophilus (G3, 1,17 o)
thermophllus (G1,0,019¢/l)a G. thermdenitrificans (0,14 g/l).

Z obrazka 15 a 16 je patrné, ze bakterie, které pfiliS neprodukovaly kyselinu octovou
za anaerobnich podminek, dosahovaly vysSich vytézki pii aerobni kultivaci a naopak. Aerobni
podminky prospivaly bakteriim G. thermodenitrificans (G6, 0,45 g/l) a Saccharococcus
thermophilus (G1, 0,15 g/l). V piipadé kmenu Saccharococcus thermphilus (G1) je vyssi
vytéznost za aerobnich podminek zplsobena tim, Ze se jednd o striktné aerobni
mikroorganismus. | pfi anaerobni kultivaci bylo mozné pozorovat mirny narust této kultury,
jelikoz na pocatku kultivace bylo pfitomno malé mnozstvi kysliku, ovS§em pro schopnost
produkce bylo toto mnoistvi nedostaéuj ici Celkové niiéi V}'Itéinost kyseliny octové pfi aerobni

Mrve

méné rozpustnym.
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Obrazek 16. Produkce kyseliny octové za aerobnich podminek na mineralnim médiu 1

Pii srovnani Kkultivace v mineralnim médiu 1 (Obrazek 15) a v komplexnim médiu
(Obrazek 17) za anaerobnich podminek byla kyselina octova produkovana ve vys$i mite
V minerdlnim médiu 1. Pfi kultivaci v komplexnim médiu nebylo dosazeno ani poloviny
mnozstvi, co v mineralnim médiu 1.
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Obrdazek 17: Produkce kyseliny octové za anaerobnich podminek na komplexnim médiu dle Markuse

Kyselinu mlé¢nou je mozné vyrobit chemickou syntézou nebo mikrobialni fermentaci, ktera
je majoritnim zdrojem produkce. Produkce laktatu jiz byla pro nékteré kmeny rodu Geobacillus
popsana. Napiiklad tym M. Semerilli se zabyval produkei kyseliny mlééné pomoci kment
Geobacillus stearothermophilus za nesterilnich podminek [94]. Ve srovnani s bakteriemi
mlécného kvaseni, které jsou hlavnimi producenty a jsou schopné produkovat az 120 g/l
(Lactobacillus casei) kyseliny mlé¢né [95], byly v tomto experimentu vytézky produkované
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pomoci bakterii rodu Geobacillus vyrazn¢ niz$i. OvSem vyhodou bakterii Geobacillus je
kultivace ve vyssich teplotach, diky cemuz se snizuje rozpustnost kysliku, a tim mtze dojit ke
snaz§imu spusténi syntézy laktatu. Dalsi vyhodou jsou nepfilis striktni podminky na sterilitu.

16
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= B . N - . I | - I -
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Obrazek 18: Produkce kyseliny mlécné za anaerobnich podminek na minerdlnim médiu 1

Nejlepsich vysledkit bylo dosazeno u bakterii G. thermocatenulatus (G5, 10,0 g/l),
G. thermodenitrificans (G6, 15,0 g/l) a G. thermoglucosidasius (G7, 11,2 g/l) (Obrazek 18).
Tyto kmeny muzeme povazovat za potencialné velice slibné producenty laktatu. Naopak

cvwr

a G. zalihae (G12), jelikoz pravdépodobné upiednostiiuji acrobni metabolismus.
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Obrazek 19: Produkce kyseliny mlécné za aerobnich podminek na minerdlnim médiu 1
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Mikrobiélni produkce kyseliny mlécné probiha za anaerobnich podminek. Z tohoto divodu,
jak je patrné z obrazku 19, nedoSlo pii kultivaci bakterii za aerobnich podminek k produkci
kyseliny mlééné nebo naprosto v minimalnim mnozstvi, coz pravdépodobné souvisi
s nedokonalou distribuci kysliku v kultivaénim médiu.

4.1.6 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Antimikrobialni latky piirodniho ptvodu jsou v dne$ni dobé hojné¢ vyuzivany. S jejich
uplatnénim se miizeme setkat v kosmetickém prumyslu, medicing, farmacii a v neposledni fad¢
také v potravinaiském pramyslu. Nejcastéji jsou vyuzivany jako konzervaéni prostiedky pro
zajisténi trvanlivosti produktu. Velky diraz na vyzkum je také kladen v souvislosti se stale
zvysujici se rezistenci bakterii vici jiz znamym antibiotikim. U fady zastupcti rodu Geobacillus
jiz byla produkce antimikrobialnich latek identifikovana a popsand. Naptiklad bakterie
G. toebii produkuje toebicin a bakteriocin a druh G. thermodenitrificans geobacillin 1 [97, 98].
Novotny a Perry [64] popsali produkci antimikrobialnich latek thermoleovorint bakterii
G. thermoleovorans. Dle autort Garg a Tang [97] se predikce schopnosti produkce
antimikrobidlnich latek pfesouva k analyze genomu.

Antimikrobialni aktivita bakterii rodu Geobacillus a Saccharococcus byla stanovena pomoci
standardizovaného bujonového dilu¢niho testu. Supernatanty byly nejprve testovany pfti nizsi
koncentraci. Pokud nebyla prokdzana antimikrobidlni aktivita, byl test opakovan s vétSim
mnozstvim supernatantu. Intenzita poklesu ¢i narist bunék je uvedena v tabulce 25.
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Tabulka 25: Stanoveni antimikrobidalni aktivity bakterii rodu Geobacillus a Saccharococcus

E. coli S. marcescens S. epidermidis M. luteus

150 p/ | 100 pl/ | 150 wi/ | 100 pt/ | 150 pl/ | 100 pi/
soul | 100w | soul | 100p | soul | 100wl

Inhibice 0-20 % ' . 61-80 %
Podpora 0-50 %
rustu

Pfi niz§im mnozstvi supernatantu byly Gspé$né prokazany antimikrobialni ucinky pouze
u bakterii rodu Geobacillus kromé G. jurassicus (G2) proti gram-negativni bakterii Escherichia
coli. Pti zvyseni koncentrace supernatantu se antimikrobialni u¢inky projevily také proti gram-
pozitivnim bakteriim Staphylococcus epidermidis a Micrococcus luteus. Pii¢emzZ byla opét
negativni odezva od G. jurassicus (G2), krom¢ G¢inku proti E. coli. Bakterie S. thermophilus
(G1) neprokazala antimikrobialni G¢inky proti zadnému z modelovych kmenu ani pfi nizsi, ani
pii vyssi koncentraci.

4.1.7 Screening produkce polyhydroxyalkanoati

Plasty jsou jednim z nejpouzivanéjSich obalovych materiald na svété. Vzhledem Kk jejich
obrovskému mnozstvi se staly zasadnim problémem pii ochrané Zivotniho prostfedi. Hlavnim
problémem je jejich odbouratelnost. V ptirod¢ se mohou rozkladat az stovky let. Alternativou
jsou plasty produkované¢ pomoci mikroorganismi. Vhodnou variantou jsou
polyhydroxyalkanoaty, jelikoz jsou pln¢ degradabilni a Ize je syntetizovat z obnovitelnych
zdrojli. Zna¢nou nevyhodou jsou jejich stale vysoké vyrobni naklady. Z toho dlivod se neustale
hledaji zplsoby, jak tyto ndklady snizit. Jednou z téchto moznosti je pouziti termofilnich
mikroorganisma [98].
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Zkoumané mikroorganismy byly testovany na pfitomnost phaC genu kodujici PHA syntazu.
Tedy byla ovétovana schopnost produkce polyhydroxyalkanoati na Grovni genotypu.

Pouze u né¢kolika zastupct bakterii rodu Geobacillus, a to u G. thermocatenulatus (G5),
G. gargensis (G9), G. thermoleovorans (G10), G. zalihae (G12) a G. lituanicus (G13) byla
prokazana ptitomnost phaC genu (551 bp). U ostatnich bakterii byl prokazan pouze gen
16S rRNA, ktery je typicky pro bakterie a slouzi k taxonomickému zatazeni. Syntaza I. tfidy
nebyla potvrzena.

Na zaklad¢ prokazané piitomnosti phaC genu u nékterych bakterii byla provedena kultivace
za UCelem ziskani polyhydroxyalkanoati. Analyza byla provedena pomoci plynové
chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem. Ikdyz schopnost produkce PHA je mezi
zastupci piibuznych rodi castd, v nami testované biomase nebyly detekovany zadné
polyhydroxyalkanoaty. Giedraityté a kolektiv [98] byli schopni vyprodukovat pomoci kmenu
Geobacillus sp. AY 946034 68,9 % polyhydroxyalkanoatd zcelkové susiny.
Vijay a Tarika [99] dosahli nejvyssi produkce polyhydroxyalkanoati pomoci kmenu
G. stearothermophilus R-35646 az 84,6 % z celkové susiny. V obou piipadech byly striktné
regulovany podminky kultivace, coZ v naSem ptipad¢ nebylo cilem, vzhledem ke snaze vytvofit
celkovy piehled biotechnologického potencialu. Jednim z dtivodi tedy mohou byt nevyhovujici
podminky pfi kultivaci, které byly nastaveny pro cely screening. Pravdépodobné doslo
k upfednostnéni metabolismu produkujici napiiklad biosurfaktanty ¢i kyselinu octovou.
Produkce polyhydroxyalkanoatt je zavisla také na poméru uhliku a dusiku, z ¢ehoz vyplyva,
Ze v naSem piipadé nebyl tento pomér dodrzen.

4.2 Screening biotechnologického potencialu prirodnich izolati rodu Bacillus

Mikrobialni produkce neni primyslové zdaleka plné vyuzivana. Ve vétsing ptipadd tomu brani
vysoké nédklady. Z tohoto ditvodu je neustala snaha objevovat vhodné nové produkéni kmeny
z ptirozené¢ho prostfedi. Diky neustdlym adaptacim mikroorganismiim k ménicim
se podminkam je moZné objevit kmen s netuSenymi moznostmi.

Bakterie pouzité v této Casti prace byly v ramci paralelné feSené disertacni prace ziskany
jako pfirodni izolaty z kalu Cistirny odpadnich vod v Modficich. Po provedeni sekvenace bylo
zjisténo, ze se jedna o bakterie rodu Bacillus, konkrétné Bacillus amyloliquefaciens a Bacillus
licheniformis. Jest¢ donedavna byly soucasti tohoto rodu také bakterie rodu Geobacillus
a Saccharococcus. Pro zjisténi jejich schopnosti byly podrobeny stejnému screeningu
biotechnologického potencialu jako sbirkové kmeny rodu Geobacillus a Saccharococcus.

4.2.1 Schopnost utilizace uhlikatych zdrojua

Bakterie Bacillus amyloliquefaciens (25) a Bacillus licheniformis (31) byly podrobeny testu na
schopnost utilizace uhlikatych zdroju jak sacharidovych (Tabulka 26), tak nesacharidovych
(Tabulka 27). Bakterie prokazaly schopnost riistu na vSech zkoumanych substratech.
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Tabulka 26: Schopnost utilizace sacharidovych uhlikatych zdrojit bakteriemi
Bacillus licheniformis a Bacillus amyloliquefaciens

25 31

glukoza

laktoza

xyloza

sachar6za

fruktoza
skrob

maltoza

arabindza

mannitol

galaktdza

karboxymethylceluloza

celobidza

rhamnoéza

riboza

manoza

sorbitol

manit

- bez naristu - stfedni narust

- minimalni nértst - intenzivni nérlst

U bakterie Bacillus amyloliquefaciens (25) byl nejvétsi narist pozorovan u kultivace
na glukoze. ZvySeny rlst byl zaznamenan na sacharéze a mannitolu. Kmen Bacillus
licheniformis (31) vykazoval zvySeny rist na stejnych uhlikatych zdrojich jako Bacillus
amyloliquefaciens (25), ovSem nejintenzivnéj$i nardst byl pozorovan na laktdze, xyloze,
celobidze a sorbitolu.
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Tabulka 27: Schopnost utilizace nesacharidovych uhlikatych zdrojii bakteriemi
Bacillus licheniformis a Bacillus amyloliquefaciens

25 31

ethylacetat

propionat sodny

kyselina levulova

v-butyrolakton

xylan
1,4-butandiol
kasein

kyselina valerova
propan-1-ol
glycerol

- bez naristu - stfedni narust

- minimalni narust - intenzivni narust

Pti kultivaci na nesacharidovych uhlikatych zdrojich bylo nejintenzivnéj$iho nartstu kultury
dosazeno u bakterie Bacillus licheniformis (31), ptfi¢emz uhlikatymi zdroji byly xylan
a glycerol. Stfedni narust vykazovaly substraty jako ethylacetat, propionat sodny,
y-butyrolakton, 1,4-butandiol, kasein a glycerol. Na zbyvajicich substratech (kyselina levulova,
kyselina valerova a propan-1-ol) byl narist minimalni. U bakterie Bacillus amyloliquefaciens
byl vys$i narist zaznamenan pii kultivaci na ethylacetatu, xylanu a kaseinu. Rust na ostatnich

substratech byl niZsi.

Nespornou vyhodou schopnosti utilizovat Sirokou $kalu uhlikatych zdroji je moznost vyuZiti
odpadnich latek naptiklad =z potravinarského pramyslu jako substrat pro kultivaci
mikroorganismll. Pouzitim odpadnich substrati v primyslu Ize snizit vyslednou cenu
mikrobidlni produkce.

4.2.2 Screening produkce biosurfaktanti

Jak jiz bylo zminéno, biosurfaktanty se jevi jako slibna nédhrada synteticky vyrdbénych
povrchové aktivnich latek. Screening produkce biosurfaktanti byl proveden pomoci tii metod,
a to solubilizace krystalického anthracenu, stanoveni emulgacni aktivity a metody
du-Noiiy-Ring, stejné jako u sbirkovych bakterii Geobacillus a Saccharococcus.

Tabulka 28: Stanoveni biosurfaktantii produkovanych B. amyloliquefaciens (25) a B. licheniformis
(31) — solubilizace krystalického anthracenu

zdroj uhliku 25 [-] 31 1[-] PK[-]
glukoza 0,825 0,327 1,436
glycerol 0,511 0,756 1,546
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Pomoci solubilizace krystalického anthracenu byla ovéfena piitomnost biosurfaktantt.
Ve srovnani s pozitivni kontrolou byly ziskané vysledky testovanych kmenl vyrazné nizsi
(Tabulka 28). Vyssi koncentrace povrchové aktivnich latek bylo dosazeno u bakterie Bacillus
amyloliquefaciens (25) pii kultivaci s glukozou jako uhlikatym zdrojem. Naopak u kmenu
Bacillus licheniformis (31) bylo vé&étsi mnozstvi surfaktantd potvrzeno pii kultivaci
s glycerolem. Vyssi produkce biosurfaktantt na glukoze ¢i glycerolu pravdépodobné zavisi na
metabolismu zkoumanych bakterii. Jiz ze screeningu uhlikatych zdrojt bylo patrné, ze glukéza
Iépe prospiva kmenu Bacillus amyloliquefaciens (25), zatimco glycerol kmenu Bacillus
licheniformis (31).

Tabulka 29: Stanoveni biosurfaktantii B. amyloliquefaciens (25) a B. licheniformis (31) — stanoveni
emulgacni aktivity

zdroj uhliku 25 [%)] 31 [%] PK [%]
glukdza 9,6 16,4 54,2
glycerol 0 0 56,4

Pti testovani kultivaci probihajicich na glycerolu nebyla vytvorena zadna emulgovana vrstva
ani u kmenu Bacillus amyloliquefaceins (25) ani u Bacillus licheniformis (31). Pouze pfi
kultivaci s glukdézou byla prokazana pritomnost biosurfaktantii podilejicich se na tvorbé
a udrzeni stabilni emulgované vrstvy, ale oproti pozitivni kontrole ve velmi malém mnozstvi
(Tabulka 29). U bakterie Bacillus licheniformis (31) tvofil emulga¢ni index 16,4 % a u bakterie
Bacillus amyloliquefaciens (25) pouze 9,6 %.

Tabulka 30: Stanoveni biosurfaktantii B. amyloliquefaciens (25) a B. licheniformis (31) — metoda
du-Notiy-Ring

zdroj uhliku 25 [mMN/m] 31 [mN/m] M [mN/m] PK [mN/m]
glukoza 47,4 49,3 56,3 32,0
glycerol 48,6 45,5 52,6 32,2

U metody du-Noiiy-Ring je optimalni snizit hodnotu povrchového napéti na 40 mN/m
améné. V piipadé¢ bakterii Bacillus licheniformis (25) a Bacillus amyloliquefaceins (31) nebylo
této hranice dosazeno. Hodnota povrchového napéti se u testovanych supernatantii pohybovala
v rozmezi 45,5-49,3 mN/m (Tabulka 30). Vztahneme-li tato data k namé&fenym hodnotam
¢istého média (M), miizeme pozorovat mirné snizeni povrchového napéti.

4.2.3 Screening produkce hydrolytickych enzymu

Screening produkce hydrolytickych enzymit byl proveden totoZnym zptsobem jako v ptipadé
bakterii rodu Geobacillus a Saccharococcus. Bakterie byly testovany na schopnost produkce
protedz, amylaz, lipaz, celulaz a xylanaz. Tyto schopnosti jsou pfehledné uvedeny v tabulce 31.
Bakterie Bacillus amyloliquefaciens (25) prokazala schopnost produkovat kromé amylaz
vSechny testované enzymy. U bakterie Bacillus licheniformis (31) byla potvrzena pfitomnost
enzymatického apardtu pro produkci protedz, celuldz a xylandz. Produkce protedz byla jiz
ujiného kmene B. licheniformis popsana a také je tato bakterie komer¢né vyuzivana pro
produkei alkalickych proteaz — alkalaz [100]. Vzhledem k potvrzeni této produkce u naSeho
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prirodniho izolatu, by bylo vhodné pokracovat v dalsim vyzkumu a potvrdit, ¢i vyvratit, zda se
jedné o potenciondlniho producenta.

Tabulka 31: Schopnost produkce hydrolytickych enzymui bakteriemi Bacillus amyloliquefaciens
(25) a licheniformis (31)

proteazy | amylazy| lipazy |celulazy |xylanazy

25
31

- produkce nepotvrzena

- produkce potvrzena

4.2.4 Screening produkce organickych kyselin

V ptirodnich izolatech Bacillus amyloliquefaciens (25) a Bacillus licheniformis (31) bylo
stanoveno mnozstvi vyprodukovanych organickych kyselin, konkrétné¢ kyseliny octové
a kyseliny mlééné pomoci iontové chromatografie s vodivostnim detektorem.

Tabulka 32: Stanoveni produkce kyseliny octové bakteriemi Bacillus amyloliquefaciens (25)
a B. licheniformis (31)

zdroj uhliku 25 [g/l] 31 [g/l]
glukoza 0,22 0,27
glycerol 1,17 0,88

Mnozstvi produkované kyseliny octové (Tabulka 32) se v ptipad¢ kultivace s gluk6zou jako
uhlikatym zdrojem nedostalo pies 0,3 g/l. Pii kultivaci s glycerolem bylo dosaZzeno vysSich
hodnot, pti¢emz bakterie Bacillus amyloliquefaciens (25) byla schopna vyprodukovat 1,17 g/l
kyseliny octové a bakterie Bacillus licheniformisi (31) pouze 0,88 g/l.

Tabulka 33: Stanoveni produkce kyseliny mlécné bakteriemi Bacillus amyloliquefaciens (25)
a licheniformis (31)

zdroj uhliku 25 [g/1] 31 [g/1]
glukoza 0,02 0,01
glycerol 0,06 0,04

Vzhledem k tomu, Ze provadéné kultivace probihaly za aerobnich podminek, byl pfedpoklad
obsahu kyseliny mlééné minimalni az zadny, coz nam analyza potvrdila (Tabulka 33).
U bakterie Bacillus amyloliquefaciens (25) bylo mnozstvi kyseliny mlécné pii kultivaci
s glukézou jako substratem 0,02 g/l a pfi kultivaci s glycerolem jako uhlikatym zdrojem
0,06 g/l. Hodnoty u bakterie Bacillus licheniformis byly obdobné. Pii kultivaci s gluk6zou byl
vytézek kyseliny mlécné stanoven na 0,01 g/l a pfi kultivaci s glycerolem na 0,04 g/l.
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4.2.5 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Stanoveni antimikrobialnich latek bylo provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 3.8.
Supernatanty byly testovany proti dvéma gram-negativnim kmentm (Escherichia coli, Serratia
marcescens) a dvéma gram-pozitivnim kmentim (Staphylococcus epidermidis, Micrococcus
luteus). Antimikrobidlni ucinek byl zjistén pouze proti kmenu Micrococcus luteus pii vyssi
koncentraci supernatantu (Tabulka 34). Bakterie Bacillus amyloliquefaciens (25) byla schopna
snizit rust gram-pozitivni bakterie o téméi 15 % a bakterie Bacillus licheniformis (31) 0 32,5 %.

Tabulka 34: Stanoveni antimikrobialni aktivity bakterii B. amyloliquefaciens (25)
a B. licheniformis (31)

E. coli S. marcescens

150 pl/ 50 pl 100 pl/ 100 pl 150 pl/ 50 pl 100 pl/ 100 pl
25
31

S. epidermidis M. luteus

150 pl/ 50 ul 100 pl/ 100 pl 150 pl/ 50 ul 100 pl/ 100 pl
25
31
pokles 0-20 % 21-40 %
narust 0-50 % 51-100 %

4.2.6 Screening produkce polyhydroxyalkanoati

Pfi produkci polyhydroxyalkanotti byl sledovan vliv pouzitého uhlikatého substratu. Jak pfi
kultivaci bakterie Bacillus amyloliquefaciens (25), tak pti kultivaci bakterie Bacillus
licheniformis (31) byl ziskan zna¢né rozdilny vytézek. Zatimco Bacillus amyloliquefaciens (25)
I1épe produkoval polyhydroxyalkanoaty na glukézovém substratu, Bacillus licheniformis (31)
produkoval vyrazn¢ vys$i mnozstvi pfi kultivaci na glycerolu (Tabulka 35). Vliv pouzitého
substratu byl tedy zasadni. Diky t€émto ziskanym vysledktim se tito zastupci rodu Baciilus jevi
jako slibni producenti PHA.

Tabulka 35: Stanoveni biomasy a obsahu PHA v suSiné bakterii Bacillus
amyloliquefaciens (25) a Bacillus lichenifromis (31)

zdroj uhliku . 2 . 31

biomasa [g/l] PHA [%] biomasa [g/1] PHA [%]
glukoza 2,79+0,18 54,83 +5,43 2,25+ 0,16 1,42 +0,12
glycerol 0,68 + 0,40 1,10 + 0,04 3,37+0,21 62,03 +4,35
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5 ZAVER

Termofilni mikroorganismy maji v primyslovych procesech neustale vétsi zastoupeni. Jejich
neochvéjnou vyhodou je produkce termostabilnich metabolitii, zejména enzymu. Diky kultivaci
pii vyssich teplotach dochézi k inaktivaci nebo dokonce eliminaci kontaminant, pfedevSim
patogennich mezofilnich mikroorganismii. Déle se zvysuje rozpustnost vétSiny chemikalii, ¢i se
zvySuje reakéni rychlosti. Jednim ze zajimavych zastupcl termofili jsou bakterie rodu
Geobacillus, Saccharococcus a Bacillus.

Z tohoto divodu se staly pfedmétem této prace, jejimz cilem byla zdkladni metabolicka
charakterizace vybranych zastupct rodu jiz zminénych rodi a ovéfeni potencidlu pro produkci
prumyslové vyuzitelnych metabolitd — polyhydroxyalkanoatu, biosurfaktanti, organickych
kyselin, antimikrobialnich latek a extracelularnich hydrolytickych enzymii, konkrétné proteaz,
amylaz, lipaz, celulaz a xylanaz.

Nejprve bylo vybrano univerzalni minerdlni médium vyuzivané béhem celého screeningu
biotechnologického potencidlu s obménou uhlikatého zdroje. Ze Ctyf testovanych médii
vykazovalo nejvétsi narast biomasy mineralni médium s oznac¢enim 1.

Screening schopnosti utilizace uhlikatych zdroji byl testovan na Sestnacti sacharidovych
a deseti nesacharidovych substratech. Kmeny G. thermocatenulatus, G. teobii, G. zalihae
a zastupci rodu Bacillus byly schopny vyuzit vS§echny sacharidové zdroje. Jako univerzalni
sacharidy se jevily glukoza, laktoza, sachardza, mandza, a sorbitol. Kmeny Bacillus
amyloliquefaciens a Bacillus licheniformis opét dokazaly rust na vSech zkoumanych
nesacharidovych substratech. V ptipadé rodu Geobacillus doslo k utilizace danych uhlikatych
zdroju témét viemi vybranymi zastupci. Vzhledem k schopnosti vyuzit rizné zdroje uhliku, 1ze
predpokladat, ze budou testované bakterie utilizovat i levné odpadni substraty
Z potravinatrského pramyslu.

Biosurfaktanty se jevi jako vhodna alternativa k synteticky vyrabénym povrchové aktivnim
latkam. Pro stanoveni biosurfaktantil existuje fada spolehlivych metod. V této praci bylo
vyuzito stanoveni pomoci solubilizace krystalického anthracenu, stanoveni emulgac¢ni aktivity
a metody du-Noily-Ring. Kazda zuvedenych metod se zabyva jinymi vlastnostmi
biosurfaktantl, zc¢ehoZz vyplyvd, Ze nelze jednoznacné urcit nejlepSiho producenta
biosurfaktanti. Hodnot srovnatelnych s pozitivni kontrolou pfi stanoveni solubilizace
krystalického anthracenu dosahly produkce bakterii S. thermophilus a G. subterraneus.
Biosurfaktanty odpovédné za tvorbu a udrzeni stabilni emulgované vrstvy v nejvyssi mifte
produkovaly kmeny G. toebii a G. zalihae. U metody du-Noiiy-Ring je pomyslnou hranici
dosazeni hodnoty povrchového napéti 40 mN/m a méné. Tuto hranici byly schopny pokofit
pouze produkce kment S. thermophilus a G. thermoleovorans. Bakterie rodu Bacillus nebyly
schopny v produkci biosurfaktantim konkurovat rodim Geobacillus a Saccharococcus.

Po termostabilnich enzymech je na trhu stile vzristajici poptavka. Z tohoto divodu bylo
nasnadé otestovat predispozice k produkci extracelularnich hydrolytickych enzymi. Konkrétné
byly zkouméany protedzy, amylazy, lipazy, celuldzy a xylanazy. VSichni vybrani zastupci rodu
Geobacillus a Sacharococcus prokazali schopnost produkce lipolytickych enzymii. Pouze
u bakterii G. jurassicus, G. uzenensis a G. lituanicus byl shledan enzymaticky aparat pro
vSechny testované enzymy.
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Organické kyseliny ptedstavuji skupinu rozli¢nych sloucenin. Z tohoto diivodu nalézaji také
Siroké uplatnéni v priimyslovych odvétvich. Velkou roli hraji v potravinafstvi jako konzervaéni
latky pro zvyseni udrzitelnost vyrobki. Tyto vlastnosti také vykazuji kyselina mlé¢na a octova
jez byly soucasti screeningu. Nejvyssi vytéznost kyseliny mlééné bylo dosazeno pomoci
bakterii G. thermocatenulatus, G. thermodenitrificans a G. thermoglucosidasius az 15 g/l.
V ptipadé¢ kyseliny octové nebylo dosazeno zdaleka tak vysokych hodnot. Nejvyssi
koncentrace dosahla produkce kmenu G. jurassicus, ato 1,2 g/l.

Dalsim zkoumanym metabolitem byly antimikrobidlni latky, jez jsou hojné vyuzivany
ve farmacii, medicing, kosmetickém pramyslu a v neposledni fadé také v potravindistvi.
Antimikrobialni aktivita byla testovana proti gram-pozitivnim kmentim Staphylococcus
epidermidis a Micrococcus luteus a gram-negativnim kmentim Escherichia coli a Serratia
marcescens. Pii nizS§i koncentraci antimikrobialni latek produkovanych zastupci rodu
Geobacillus se ucinky projevily pouze proti E.coli. Pfi zvySeni koncentrace byly
antimikrobialni u¢inky zaznamenany také proti gram-pozitivnim bakteriim S. epidermidis
a M. luteus. V piipadé¢ kmenu S. thermophilus nebyl prokazan zadny antimikrobialni efekt.
Kmeny B. amyloliquefaciens a B. licheniformis byly schopny snizit rist pouze gram-pozitivnich
bakterii M. luteus pfti vyssi koncentraci antimikrobialnich latek.

Poslednim testovanym metabolitem byly mikrobialni polymery — polyhydroxyalkanoaty,
jejichz vyzkum rapidné roste vzhledem k potencialu nahrazeni ¢asti syntetickych polymeri
zatézujicich zivotni prostfedi. Nicméné v ptipadé bakterii rodu, Geobacillus a Saccharococus
byl za danych podminek kultivace potencial produkce polyhydroxyalkanoati minimalni nebo
viibec zadny. Jako potencialni producenti se jevili vybrani zastupci rodu Bacillus, kde obsah
polyhydroxyalkanoatt tvotil aZ 60 % suSiny.
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