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Abstrakt
Biologická funkcia kyseliny hyalurónovej (HA) � polysacharidu pozostávajúceho z opa-
kujúcich sa jednotiek N-acetylglukózamínu a kyseliny glukurónovej � má mimoriadne
²iroký a £asto protikladný charakter v závislosti na jej molekulovej hmotnosti (MW).
Bakteriálna produkcia poskytuje HA o vysokej MW a £istote. Cie©om tejto práce bolo
kontrolova´ molekulovú hmotnos´ vznikajúcej HA prídavkom hyalurónidáz po£as fermen-
tácie. Pokles MW vedie ku zníºeniu viskozity média, £o je predpokladom pre zvý²enie
vý´aºku. HA bola pripravená vsádkovou kultiváciou mikroorganizmu Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus. V priebehu fermentácie bol do bioreaktorov pridávaný enzým hya-
luronát 4-glykánohydroláza (BTH) rôznej koncentrácie v rôznom £ase kultivácie. Bol sle-
dovaný vý´aºok HA, molekulová hmotnos´ a polydisperzita HA metódou GPC-MALLS,
dynamická viskozita produk£ného média a koncentrácia zbytkovej glukózy. Bol dosiahnutý
vznik nízko aj strednemolekulárnej HA. Prídavok 10 U (BTH) / g (HA) nemal výrazný
vplyv na MW, teda funkciu HA, výrazný pokles viskozity v²ak u©ah£il puri�káciu pro-
duktu. Potenciálne zvý²enie vý´aºku HA nebolo dokázané z dôvodu ve©mi nízkej koncen-
trácie zbytkovej glukózy a kvôli spôsobu zráºania HA pri vzniku HA o strednej a nízkej
MW.

Abstract
The biological function of hyaluronic acid (HA) � the polysaccharide, which consists of
repeating units of N-actylglucosamine and glucuronic acid � is extremely broad and of-
ten contradictory, depending on its molecular weight (MW). The bacterial production
provides HA of high molecular weight and purity. The objective of this thesis is to con-
trol the molecular weight of produced HA by the addition of hyaluronidases during the
process of fermentation, resulting in reduction of viscosity of the medium followed by
increase of yield. Hyaluronic acid was prepared by batch fermentation of the microor-
ganism Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. During the process of fermentation, the
enzyme hyaluronate 4-glycanohydrolase (BTH) at various concentrations and di�erent
times of cultivation was added to bioreactors. The HA yield, the molecular weight and
the polydispersity by the SEC-MALLS were monitored, together with the residual glu-
cose concentration and the dynamic viscosity of the production medium. The formation
of low and medium molecular weight HA was achieved. The addition of 10 U (BTH) / g
(HA) had no signi�cant e�ect on the molecular weight and therefore the HA function, but
the corresponding drop of viscosity was noteworthy for the simpli�cation of the product
puri�cation. Potential increase in HA yield was not con�rmed because of the very low
concentration of residual glucose and the method of precipitating low and medium MW
HA.

K©ú£ové slová
Kyselina hyalurónová, Streptococcus zooepidemicus, Molekulová hmotnos´, 4-glykánohyd-
roláza, BTH
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1 Úvod
Kyselina hyalurónová (HA), ktorá existuje vo forme polyaniónu ozna£ovaného ako hya-
lurónan, je lineárny polysacharid tvorený z opakujúcich sa jednotiek β-(1,3)-N-acetyl-
glukózamínu a β-(1,4)-D-glukurónovej kyseliny (glukuronátu). Môºe by´ dlhá aº nieko©ko
tisíc jednotiek. Ak nie je naviazaná na iné molekuly, viaºe sa na vodu � vytvára ve©mi
viskózne gély, dokáºe pohlti´ aº stonásobné mnoºstvo kvapaliny.

V sú£asnosti existujú dva komer£né procesy produkcie kyseliny hyalurónovej. Extrak-
cia z tkanív zvierat alebo aplikácia systému bakteriálnej expresie predov²etkým mikroor-
ganizmami rodu Streptococcus. Dôleºitým parametrom kvality komer£ného produktu HA
vzh©adom na jeho reologické vlastnosti a ovplyv¬ovanie fyziologických reakcií je mole-
kulová hmotnos´. HA sa vyuºíva v ²irokom spektre aplikácií v medicíne, potravinárstve
a kozmetike.

Oligosacharidy (< 10 kDa) stimulujú krvnú mikrocirkuláciu v pokoºke, sú protizápa-
lové a hydrata£né. HA o nízkej molekulovej hmotnosti (10 � 250 kDa) stimuluje syntézu
kolagénu a telu vlastnej HA. HA strednej molekulovej hmotnosti (250 � 1000 kDa) reguluje
protizápalové procesy v pokoºke a stimuluje intracelulárnu komunikáciu. Vysokomoleku-
lová HA (> 1000 kDa) zlep²uje hydratáciu pokoºky a obnovuje funkciu koºnej bariéry.

Bakteriálna produkcia poskytuje HA o vysokej molekulárnej hmotnosti a £istote. HA
o niº²ej molekulovej hmotnosti (aj oligosacharidy) je beºne vyrábaná kontrolovanou de-
polymerizáciou vysokomolekulárnej HA v £istej forme pouºitím fyzikálnych opatrení (tep-
lota, tlak), oºarovania (elektrónový lú£, gama / mikrovlnné / UV ºiarenie), pôsobením
kyseliny, ozonolýzou, ultrazvukom, kovom katalyzovanou radikálovou oxidáciou a enzy-
matickou hydrolýzou hyalurónidázami.

Biotechnologická výroba HA patrí medzi vysokoviskózne aeróbne fermentácie, kedy
je produkcia HA limitovaná prestupom kyslíka kvôli vysokej viskozite média. Viskozita
média môºe by´ zníºená degradáciou vysokomolekulárnej HA na nízkomolekulárnu prí-
davkom hyalurónidáz po£as fermetácie, £o je vo výsledku predpokladom pre zvý²enie
vý´aºku HA.
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2 Teoretická £as´

2.1 Kyselina hyalurónová (HA)

Obr. 2.1: Chemická ²truktúra kyseliny hyalurónovej.
Polysacharid je tvorený z opakujúcich sa jednotiek β-(1,4)-D-glukurónovej kyseliny (glukuronátu)
a β-(1,3)-N-acetyl-D-glukózamínu [1].

Skelet molekuly hyalurónanu (Obrázok 2.1) je vo fyziologickom roztoku rigídny v¤aka
kombinácii ²truktúry disacharidu, interných vodíkových mostíkov a interakcií s rozp-
ú²´adlom. Axiálne atómy vodíka vytvárajú nepolárnu, relatívne hydrofóbnu plochu ²truk-
túry skrutkovice. Tá je schopná zachytáva´ hmotnostne aº tisíckrát viac vody v porovnaní
s hmotnos´ou vlákna. V roztoku je polymérne vlákno hyalurónanu zvinuté náhodne. Jed-
notlivé vlákna sú zamotané medzi sebou uº pri ve©mi nízkych koncentráciách, £o vedie ku
vykazovaniu nezvy£ajných reologických vlastností. Pri vy²²ích koncentráciách majú roz-
toky ve©mi vysokú viskozitu, ktorá je závislá na tlaku. Pri 1% koncentrácii je roztok síce
rôsolovitý, pod tlakom v²ak môºe by´ nasatý otvorom injek£nej ihly. V¤aka tejto vlastnosti
je HA nazývaná aj �pseudoplastický� materiál. Nezvy£ajné reologické vlastnosti roztokov
hyalurónanu ich robia výbornými lubrikantmi. hyalurónan v tele odde©uje vä£²inu plôch
tkanív, ktoré po sebe k¨ºu [2].

2.1.1 Biologický výskyt kyseliny hyalurónovej

V organizme sa HA nachádza vo forme soli � hyaluronátu (hyalurónanu) [2] a v tele 70kg
£loveka sa celkovo nachádza 15 g v rôznych tkanivách, polovica z toho v koºi. HA je syn-
tetizovaná ako vysokomolekulárny (HMW) polymér, ktorý sa v tkanive nachádza ako pe-
ricelulárna vrstva. HA môºe by´ prípadne uvo©nená z pericelulárnej matrice a za£lenená
ako integrálna sú£as´ modulu extracelulárnej matrix (ECM), alebo sa môºe uvo©¬ova´
v rozpustenej forme do tkanivového moku £i krvného obehu. V kaºdom prípade podlieha
následnej degradácii a je odstránená lymfou [3]. Za homeostatických podmienok sa HA re-
syntetizuje ve©mi rýchlo, denne sa degraduje na nízkomolekulárnu (LMW) HA aº tretina
z celkového mnoºstva v tele [4]. Fragmentácia HA nastáva enzymatickým alebo neenzy-
matickým procesom. Enzymatické ²tiepenie HA pomocou hyalurónidáz zah¯¬a hydrolýzu
β-(1-4) väzieb v re´azci [3] HA. Okrem koºe sa jej najvy²²ie koncentrácie nachádzajú
v mäkkých spojivových tkanivách, pupo£nej ²núre, synoviálnej tekutine a o£nom sklovci.
Významné mnoºstvá HA sa tieº nachádzajú v p©úcach, obli£kách, mozgu a vo svalovom
tkanive. Primárne sa HA nachádza v extracelulárnej a pericelulárnej matrix, ale tieº sa
vyskutuje aj intracelulárne [2].
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V kvapalných spojivových tkanivách (k¨bová synoviálna tekutina / o£ný sklovec) udr-
ºuje viskoelasticitu, zabezpe£uje hydratáciu tkaniva, trasnport vody, supramolekulový
zber proteoglykánov v extracelulárnej matrix a má ¤al²ie po£etné funkcie sprostredkované
receptormi pri delení buniek v mitóze, pri migrácii, ale aj pri vývoji nádorov a zápalov [2].

2.1.2 Vyuºitie kyseliny hyalurónovej

Kyselina hyalurónová má unikátne reologické, viskoelastické, hygroskopické a biokompa-
tibilné vlastnosti a je jednoducho vstrebate©ná tkanivami. V¤aka tomu sa v sú£asnosti
vyvíjajú mnohé biomedicínske, farmaceutické a kozmetické produkty, ktoré túto kyselinu
obsahujú [2, 5]. Momentálne je HA pouºívaná na zlep²enie hojenia a regenerácie chirur-
gických rán, na doplnenie k¨bovej tekutiny pri artritíde, taktieº aj v o£nej chirurgii [2]. Za
cie©om obnovenia elastických a viskóznych vlastností synoviálnej tekutiny pre lie£bu os-
teoartritídy kolien sú intra-artikulárne injekcie HA jednou z najpouºívanej²ích terapií [6].
V oftalmológii je HA beºne pouºívaná na lie£bu syndrómu suchého oka a v oftalmologickej
chirurgii ako zariadenie na vytvorenie vysokoviskóznych roztokov pri nízkych koncentrá-
ciách [6]. V poslednej dobe je HA skúmaná aj ako £inidlo pre oftalmické, nazálne, p©úcne,
parenterálne a topické podanie lie£iva [2]. Na báze HA ako cielenej zloºky boli preskú-
mané uº po£etné systémy dodania lie£iv ako sú nanokomplexy, nano£astice a konjugáty
lie£iv [7]. Ve©mi roz²írený výskum HA je momentálne v nosi£ových aplikáciách pre lie£ivá
proti rakovine. Tumorové bunky ich selektívne rozpoznávajú prostredníctvom expresie HA
receptormi ako napríklad CD44 [6] (glykoproteín na povrchu bunky) [2] a RHAMM [8]
(receptor pre HA sprostredkujúci mobilitu) [2]. Na tieto receptory sa dokáºe naviaza´
²peci�cky a tým sa dosiahne cielená aplikácia lie£iva do tumoru [7]. V¤aka vynikajúcej
biokompatibilite a biodegradabilite býva HA £asto vyuºívaná v biomedicíne vrátane tka-
nivového inºinierstva [8].

2.2 Molekulová hmotnos´ kyseliny hyalurónovej

D¨ºka polyméru, a teda molekulová hmotnos´ HA, hrá významnú rolu v interakciách
s extracelulárnym matrixom, receptormi na povrchu buniek (vrátane receptoru CD44)
a ovplyv¬uje spôsob bunkovej odozvy na extracelulárne podnety [3]. Napriek svojej po-
merne jednoduchej primárnej ²truktúre má HA mimoriadne ²iroký a £asto protikladný
charakter biologickej aktivity v závislosti na jej molekulovej hmotnosti [9]. Patologický
význam rôznych ve©kostí HA in vivo je zobrazený na obrázku 2.2.

Po preskúmaní literatúry sa ukázalo, ºe neexistuje presná ²peci�kácia molekulových
hmotností, ktorými by boli dané rozmedzia pre HMW-, MMW-, LMW- a oligo-HA. Pre
lep²ie porozumenie a porovnanie roly polymérov HA rozli£nej ve©kosti v rôznych bio-
logických nastaveniach kategorizujeme formy MW HA takto: HMW-HA (> 1000 kDa),
MMW-HA (250-1000 kDa), LMW-HA (10-250 kDa) a oligo-HA (< 10 kDa) [3]. Tieto
skupiny nie sú v ºiadnom prípade zrete©ne rozdelené; pri mnohých funkciách je MW HA
polydisperzná, zah¯¬a viac ako jednu ve©kostnú kategóriu. Na rozdiel od toho sú ²peci�cké
vlastnosti HA v ur£itých prípadoch spojené s úzko de�novaným spektrom jej MW [10].
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V najbeºnej²ej homeostatickej natívnej forme existuje polymér HA ako HMW mole-
kula, takmer vo v²etkých tkanivách sa nachádza HA o molekulovej hmotnosti viac ako
1 000 kDa. Malé, ale potenciálne významné rozdiely sú v závislosti na type tkaniva a druhu
organizmu (1 000 � 7 000 kDa). Zvý²ená fragmentácia HA je zrejmá najmä pri pato-
logických stavoch vyskytujúcich sa pri zápalových a �brotických ochoreniach. Znakom
mnohých týchto stavov je zvý²ená produkcia hyalurónan syntáz (HASs) a zvý²ená kon-
centrácia HA. HMW-HA je in vivo degradovaná enzýmami hyalurónidázami (Hyals), ktoré
hydrolyzujú re´azce HA, £ím vznikajú medziprodukty � fragmenty MMW / LMW HA.
Za ur£itých patologických podmienok sa rozsah fragmentácie HA výrazne zvý²i, £ím na-
stávajú zmeny v distribúcii a biologickej aktivite produktov HA (napríklad nahromadenie
oligomérov HA). Tieto bioaktívne fragmenty HA spolo£ne slúºia na interakciu s bunkami
a ovplyv¬ujú správanie inými spôsobmi ako HMW-HA.

HA o niº²ej molekulovej hmotnosti (aj oligosacharidy) je beºne vyrábaná kontrolova-
nou depolymerizáciou vysokomolekulárnej HA v £istej forme pouºitím fyzikálnych opat-
rení (teplota, tlak), oºarovania (elektrónový lú£, gama / mikrovlnné / UV ºiarenie), pô-
sobením kyseliny, ozonolýzou, ultrazvukom, kovom katalyzovanou radikálovou oxidáciou
a enzymatickou hydrolýzou hyalurónidázami [4, 11].

2.2.1 Vysokomolekulárna HA (HMW-HA)

Ako uº bolo zmienené, HA sa vo svojom prirodzenom stave nachádza vo forme HMW
(> 1000 kDa) a ovplyv¬uje beºné homeostatické funkcie rôznymi spôsobmi. HMW-HA
má schopnos´ zachytáva´ ve©ké mnoºstvá vody, £o je skvelou biofyzikálnou vlastnos´ou
pre lubrikáciu, hydratáciu alebo vyplnenie tkanív ako sú k¨by a spojivové tkanivá [12, 13].
Jej hydro�lné atribúty tieº umoº¬ujú pôsobi´ ako molekulové sito a ovplyv¬ova´ rýchlosti
absorpcie tekutín z tkaniva a zmeny v ich koncentrácii [14]. Biomechanické vlastnosti
HMW-HA sú evidentné uº po£as vývoja, zrelé embryo je obklopené mäkkou hydratova-
nou matricou bohatou na HMW-HA, mäkké matrice sú povaºované za inhibítory bunkovej
adhézie a proliferácie. Mikroprostredie bohaté na HA u©ah£uje rast a vývoj tkanív (neu-
rónov, kon£atín, krvných ciev a srdca). Prítomnos´ HMW-HA je k©ú£ová pre zdravú em-
bryogenézu, cielená delécia hyalurónan syntázy HAS2 vedie k embryonálnej letalite kvôli
abnormálnemu vývoju srdca [3]. Tieto zvlá²tne biomechanické vlastnosti HA v mäkkých
tkanivách boli nedávno potvrdené in vitro, kde mäkké substráty bohaté na HA podporo-
vali ²írenie buniek, ich pri©navos´, vznik stresových vláken a celkovú normálnu bunkovú
funkciu na rozdiel od substrátov bohatých na kolagén s rovnakým stup¬om tuhosti, ktoré
HA neobsahovali [15]. To moºno vysvet©uje spôsob, akým embryonálne bunky dokáºu po-
£as vývoja pri©nú´, proliferova´ a diferencova´ sa v mäkkých podmienkach. Táto hypotéza
sa môºe roz²íri´ aj na hojenie rán, ke¤ºe jedným z prvých javov pri tvorbe granula£ného
tkaniva (napríklad pri koºných poraneniach) je nahromadenie HA v mäkkej �brínovej
matrici.

V in vitro modeloch na hojenie rán zlep²ilo za£lenenie HMW-HA do kolagénových
gélov jeho kontrakciu, napomáhalo roz²irovaniu buniek hladkého svalstva ciev, £i pe-
rikulárnej akumulácii kolagénových vlákien prostredníctvom HA receptora CD44 [16].
HMW-HA poskytuje priaznivé mikroprostredie pre adhéziu a proliferáciu transplantova-
ných buniek, £o vedie k zníºenému zápalu a apoptóze kardiomyocytov, ako aj k zvý²enej
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Obr. 2.2: Zhrnutie patologického významu ve©kostí HA in vivo.
Zelený text zvýraz¬uje pozitívnu rolu pre kaºdú MW HA vo funkcii a obnovení tkanív, naopak £ervený
text poukazuje na jej negatívny vplyv. Protichodné alebo nejasné odozvy tkaniva sú zobrazené oranºovou
farbou [3].

angiogenéze a kardiálnej výkonnosti [17]. V zrelej pokoºke zlep²ila HMW-HA funkciu koº-
nej bariéry prostredníctvom mechanizmov závislých od receptoru CD44 [18]. HMW-HA
zohráva ochrannú funkciu v tumorigenéze. V modele ©udského kolónového karcinómu
v my²iach po chemoterapii inhibovala lie£ba pomocou HMW-HA opätovný rast nádo-
rov [19]. Naopak, nadmerná expresia HAS2 (ktorá s najvy²²ou pravdepodobnos´ou vedie
ku akumulácii HMW-HA) umoº¬ovala návrat nádorových buniek do stavu kme¬ových
buniek, £ím podporovala preºitie nádoru [20]. Nie je v²ak dokázané, £i to bolo priamo
kvôli signalizácii HMW-HA, alebo fragmentami, na ktoré bola akumulovaná HMW-HA
degradovaná [21].
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2.2.2 Oligoméry HA (oligo-HA)

Mnohé ú£inky vyvolané oligo-HA v patologických stavoch sa vyskytujú prostredníctvom
signálu sprostredkovaného receptorom v imunitných bunkách, £o vedie bu¤ k podpore
alebo pred¨ºeniu procesu zápalu [21]. Vznik zápalu a teda aj istého mnoºstva oligo-HA je
normálnou sú£as´ou reakcie tela na zranenie. Z toho vyplýva, ºe prebytok oligo-HA má
na hojenie ²kodlivý vplyv spôsobený dlhotrvajúcim zápalom a podporou progresie ocho-
renia. Napriek tomu môºe oligo-HA u©ah£i´ regeneráciu a hojenie tkaniva � rezidentných
mezenchymálnych buniek. Trvalé dodávanie oligo-HA nano£astíc zvý²ilo syntézu elastínu
a u©ah£ilo remodeláciu aorty po úraze potkanov [22]. Modely hojenia rán tieº ukázali, ºe
podávanie oligo-HA urých©uje proces hojenia nahromadením makrofágov, podporou uza-
tvárania rán [23] a zvý²ením angiogenézy a lymfogenézy [24]. Topická aplikácia oligo-HA
podporuje proliferáciu keratínocytov a zvä£²uje hrúbku koºe a bariérovú funkciu CD44-de-
pendentným spôsobom [18]. Sú£asná literatúra je rozdelená pod©a toho, £i oligo-HA (rov-
nako ako LMW � MMW HA) podporuje, alebo potlá£a rast nádoru metastáz. Oligo-HA
má ²iroké spektrum rôznorodých ú£inkov na nádory v porovnaní s ú£inkami, ktoré má na
netransformované bunkové typy v iných patologických podmienkach [25].

2.2.3 HA o strednej (MMW-HA) a nízkej molekulovej
hmotnosti (LMW-HA)

Fragmenty LMW-HA a MMW-HA sú £asto detekované ako polydisperzné frakcie s pre-
krývajúcimi sa distribúciami molekulových hmotností. Môºu by´ povaºované za medzipro-
dukty a vznikajú kvôli £iasto£nej fragmentácii pri rôznych koncentráciách hyalurónidáz
a reaktívnych foriem kyslíka alebo dusíka, ale aj kvôli rozdielnej dostupnosti ²tiepnych
miest HA. Je tieº pravdepodobné, ºe tieto frakcie obsahujú stále vznikajúcu HA, ktorá
e²te nedosiahla svoju plnú d¨ºku. Vzh©adom na to sa funkcie MMW-HA a LMW-HA
prekrývajú bu¤ s HMW-HA alebo s oligo-HA [26].

V nádorovom mikroprostredí má LMW � MMW HA potenciál ovplyvni´ rakovinové
a stromálne bunky. LMW-HA u©ah£uje adhéziu a migráciu nádorových buniek a podpo-
ruje progresiu nádoru aktiváciou proliferácie buniek [27]. Av²ak, podobne ako v prípade
oligo-HA v nádorovom mikroprostredí, aj LMW � MMW HA môºe rast niektorých nádo-
rov inhibova´ [28].

2.3 Výroba kyseliny hyalurónovej

Poznáme tri spôsoby výroby kyseliny hyalurónovej (Obr. 2.3), ale iba dva z toho sú apli-
kované komer£ne. Enzymatickou syntézou je moºné vyrobi´ presne de�novanú d¨ºku po-
lymérov bez rizika kontaminácie, ale kvôli �nan£nej náro£nosti sa nepouºíva komer£ne.
Extrakcia z tkanív zvierat je energeticky náro£ná na puri�káciu, riskuje sa degradácia HA
endogénnymi hyalurónidázami a vý´aºky sú ve©mi nízke. Aplikácia systému bakteriálnej
expresie predov²etkým mikroorganizmami rodu Streptococcus sa za posledné dekády stala
ve©mi prepracovanou technológiou výroby [4].
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Obr. 2.3: Metódy produkcie hyalurónanu [4].

2.3.1 Extrakcia zo ºivo£í²neho tkaniva

Ako v kaºdej produkcii terapeutických zlú£enin zo ºivo£í²neho zdroja, aj v tomto prí-
pade bolo potrebné £eli´ kontaminácii proteínmi a vírusmi, £o môºe by´ minimalizované
pouºitím materiálu zo zdravých zvierat a rozsiahlou puri�káciou [4]. Napriek výbornej roz-
pustnosti HA vo vode je extrakcia vysoko £istej HA ve©mi náro£ná, pretoºe sa v tkanive
nachádza s mnohými ¤al²ími biopolymérmi vrátane proteoglykánu [29]. Metódy uvo©¬o-
vania HA z týchto komplexov zah¯¬ajú pouºitie proteolytických enzýmov (napr. papaín,
pepsín, pronázu a trypsín), zráºanie iónovými pármi, organickými rozpú²´adlami a zrá-
ºanie bez rozpú²´adiel, pouºitie detergentov a ¤al²ie [30]. Produkty degradácie a ¤al²ie
kontaminanty bývajú odstra¬ované ultra�ltráciou a chromatogra�cky, mikrobiálne bunky
sa e²te pred zráºaním, su²ením a ¤al²ou úpravou odstra¬ujú sterilnou �ltráciou. Napriek
rozsiahlej puri�kácii môºe by´ ºivo£í²ny hyalurónan kontaminovaný proteínmi a nukleo-
vými kyselinami, obsah kontaminantov sa lí²i pod©a typu pouºitého tkaniva. Produkt môºe
by´ in�kovaný aj vírusovou infekciou, (napríklad bovinnou spongiformnou encefalopatiou)
o to vä£²í dôraz sa na puri�káciu kladie. HA farmaceutickej kvality vyrobená extrakciou
z tkanív zvierat je na trhu dostupná od roku 1979 [4], kedy E. A. Balasz vyvinul efek-
tívny spôsob izolácie a puri�kácie HA z kohútich hrebe¬ov a ©udskej pupo£nej ²núry [31].
�ivo£í²ny hyalurónan je stále ve©mi dôleºitým zdrojom pre industriálnu výrobu HA, no
obavy z virálnej a proteínovej kontaminácie spôsobili zvý²ený záujem o biotechnologickú
produkciu hyalurónanu. Najdostupnej²ími zdrojmi na výrobu HA s vysokou molekulovou
hmotnos´ou vo ve©kom merítku sú kohútie hrebene (1 200 kDa), ©udská pupo£ná ²núra
(341 kDa), z hovädzieho dobytka sa získava zo synoviálnej tekutiny (1 400 kDa) a o£ného
sklovca (77 � 1 700 kDa) [4]. V poslednej dobe boli vyvinuté spôsoby získania HA aj
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z ¤al²ích odpadových biologických tkanív. Extrakcia hyalurónanu z o£í rýb poskytla HA
o molekulovej hmotnosti 1 600 � 2 000 kDa a dosiahla £istotu produktu viac ako 99 %, aj
ke¤ vý´aºky tejto metódy sa stále radia medzi najniº²ie [32]. �al²ím skúmaným zdrojom
HA sú vaje£né ²krupiny, ktoré obsahujú iba 0,5 hm.% HA. Z tohto zdroja bola získaná
HA o molekulovej hmotnosti pribliºne 125 kDa [33].

2.3.2 Enzymatická syntéza

Rekombinantný enzým mikroorganizmov rodu Pasteurella (pmHAS), ktorý sa radí medzi
hyalurónan syntázy triedy II, má nieko©ko jedine£ných vlastností, ktoré umoº¬ujú che-
moenzymatickú syntézu poºadovaných krátkych oligosacharidov. Na rozdiel od neho sú
v²etky známe syntázy HA triedy I (streptokokové, vírusové a vertebrálne) pre enzymatickú
syntézu relatívne nevhodné. Jedine enzým pmHAS dokáºe pred¨ºi´ exogénne dodávané oli-
gosacharidy in vitro. Trieda I HAS e²te nebola preskúmaná tak dobre ako pmHAS [34].

Bola popísaná nová metodológia chemoenzymatickej syntézy na prípravu poºadova-
ných monodisperzných re´azcov HA o akejko©vek molekulovej hmotnosti. Katalyzátormi
syntézy boli v tomto prípade rekombinantné deriváty enzýmov hyalurónan syntáz kata-
lyzujúcich polymerizáciu polysacharidu HA. Prirodzene sa vyskytujúce HA-syntázy sú
glykozyltransferázy s dvojakou funkciou, ktoré pridávajú dva rozdielne cukry � GlcUA
(β-D-glukurónová kyselina) a GlcNAc (N-acetyl-β-D-glukózamín) na vytvorenie polymér-
neho re´azca, ako je uvedené v reakcii 2.1.

nUDP − GlcUA + nUDP − GlcNAc→ 2nUDP + [GlcUA − GlcNAc]n {2.1}

Naproti tomu prená²a ve©ká vä£²ina ostatných známych glykozyltransferáz na akcep-
torovú molekulu len jeden typ monosacharidu. Boli identi�kované a molekulárne klono-
vané rôzne druhy HA-syntáz zo stavovcov, gram-pozitívnych baktérií rodu Streptococcus
skupiny A a C a gram-negatívnych baktérií Pasteurella multocida typov A. HA-syntázy
prená²ajú cukrové prekurzory (Reakcia 2.1) na vytvorenie polymérov o d¨ºke pribliºne
1-100 monosacharidov in vitro, £o odpovedá molekulovej hmotnosti 10-1 000 kDa. Natívna
forma známych HA-syntáz je nevhodná na výrobu krátkych oligosacharidov, pretoºe je
príli² ´aºké presne a reprodukovate©ne regulova´ enzýmovú aktivitu kinetickými prostried-
kami ako sú zníºenie koncentrácie substrátu, teploty a / alebo reak£ného £asu [34].

HA-syntáza z mikroorganizmu Pasteurella, pmHAS, postupne pridáva jednotlivé mo-
nosacharidy k neredukujúcemu zakon£eniu narastajúceho re´azca HA. Tento enzým ob-
sahuje vo svojej ²truktúre polypeptidu dve nezávislé miesta pre väzbu polyméru, teda
v kaºdej doméne transferázy jednu. Po²kodenie jedného aktívneho miesta ºiadnym spô-
sobom neovplyvní aktivitu enzýmu na opa£nej strane re´azca. Preto reakcie 2.2 a 2.3
prebiehajú samostatne na kaºdom konci polyméru. Najdôleºitej²ími parametrami syn-
tézy sú pH (pri extrémnych hodnotách môºu enzýmy presta´ pracova´) a pomer enzým /
substrát, tento spôsob prípravy pre²iel zna£nou optimalizáciou podmienok [35].

UDP GlcNAc + [GlcUA − GlcNAc]n→UDP + GlcNAc − [GlcUA − GlcNAc]n {2.2}

UDP GlcUA + [GlcNAc − GlcUA]n→UDP + GlcUA − [GlcNAc − GlcUA]n {2.3}
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Cena UDP-cukrových prekurzorov pouºívaných v chemoenzymatickej syntéze bola ke-
dysi neprekonate©nou bariérou, v posledných rokoch sa v²ak ve©mi významne zníºila.
Bakteriálne rekombinantné systémy produkujú kilogramové mnoºstvá týchto cukrov a sú
relatívne �nan£ne dostupné [34].

2.4 Biotechnologická produkcia

Vzh©adom na to, ºe HA produkovaná ºivo£íchmi aj baktériami je identická, HA produko-
vaná biotechnologicky nie je imunogénnou, £ím sa stáva vhodným zdrojom farmaceutic-
kého hyalurónanu [4]. Syntéza kyseliny hyalurónovej je jedine£ný a vysoko kontrolovaný
bunkový proces. Na rozdiel od vä£²iny glykózaminoglykánov, ktoré sú vytvárané v Gol-
giho aparáte, kyselina hyalurónová je syntetizovaná integrálnymi membránovými proteí-
nmi � hyalurónan syntázami [42]. Extrakcia HA z mikrobiálneho fermenta£ného média
je proces jednoduch²í ako extrakcia z tkanív zvierat a dosahuje vysoké vý´aºky. �al-
²ou významnou výhodou mikrobiálnej produkcie HA je to, ºe mikrobiálne bunky môºu
by´ fyziologicky a / alebo metabolicky prispôsobené na produkciu vy²²ieho mnoºstva HA
s vysokou molekulovou hmotnos´ou. Preto je biotechnologická produkcia HA streptokokmi
alebo rekombinantnými mikroorganizmami obsahujúcimi potrebnú hyalurónan syntázu v
dne²nej dobe stále uprednost¬ovanej²ia. Produkcia HA bola identi�kovaná v nieko©kých
rodoch mikroorganizmov [4]. Niektoré z nich sú ozna£ené ako GRAS (V²eobecne pova-
ºované za bezpe£né). Ide konkrétne o rekombinantné kmene Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Agrobacterium a Lactococcus lactis [36].

Lactococcus lactis je beºne spájaný s potravinárskym priemyslom a mlie£nymi výrob-
kami, syrom alebo kyslou kapustou. Fenotypovo ide o grampozitívnu sférickú homolaktá-
tovú nesporulujúcu fakultatívne anaeróbnu baktériu so stovkami kme¬ov a biovariánt [37].
Nieko©ko mutantov mikroorganizmu Lactococcus lactis bolo metabolicky pozmenených aj
na výrobu HA. Tento kme¬ je atraktívnou alternatívou na výrobu HA hlavne v¤aka
jeho podrobne pre²tudovanému genómu a ²irokému spektru spôsobov genetickej manipu-
lácie. Nevýhodou tohto kme¬a je vysoká produkcia kyseliny mlie£nej, ktorou je limitovaná
tvorba HA. Takmer 70 % toku uhlíkatého zdroja prúdi k výrobe laktátu. Cie©om momen-
tálne prebiehajúcich ²túdií je preskúmanie produkcie HA v mutantných kme¬och rekom-
binantného Lactococcus lactis obsahujúcich laktátdehydrogenázu (ldh) a heterológne gény
hasABC a hasABD zo S. zooepidemicus. Koncentrácia vý´aºku HA v produk£nom médiu
pre tento kme¬ bola zvý²ená zo ²tandardných 0,2-0,9 g/l, aº na 3,3 g/l [36].

Prvé pouºitie E. coli na produkciu HA bolo len v záujme zistenia funkcie génu kódujú-
ceho tvorbu hyalurónan syntázy. Tým bol potvrdený predpoklad, ºe v prípade prítomnosti
oboch cukrových prekurzorov je na biosyntézu HA potrebný jedine enzým hasA. Tento
gén pochádzal zo S. pyogenes skupiny A. Neskôr sa zistila moºnos´ produkcie ©udskej HA
rekombinantnou E. coli [38].

Bacillus subtilis je grampozitívny sporulujúci mikroorganizmus pochádzajúci z pôdy
a vody a je asociovaný s rastlinami. Je jedným z naj²ir²ie vyuºívaných mikroorgani-
zmov genetického inºinierstva. Táto baktéria je vyuºívaná na výrobu lie£iv v dôsledku
jej dobre charakterizovanej produkcie sekundárnych metabolitov, ktoré môºu by´ pouºité
ako antimikrobiálne £inidlá a povrchovo aktívne látky [38], okrem toho, ºe je významným
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výrobcom enzýmov ako proteázy a α-amylázy, aminokyselín a vitamínov. Tento mikro-
organizmus je schopný vylu£ovania ve©kého mnoºstva produktov, £o sved£í o jeho vysoko
rozvinutej biosyntetickej kapacite. Jeho rast v priemyselných fermentoroch je ve©mi ekono-
mický [39]. Pouºitie kme¬a B. subtilis je vynikajúcou moºnos´ou produkcie HA, pretoºe
tieº patrí do skupiny GRAS. Najnov²ie vyvinutý kme¬ obsahuje gén pre HA syntázu
z P. multocida a operóny pre enzýmy spojené so syntézou UDP-cukrových prekurzorov.
Tento kme¬ dosiahol produkciu HA aº 6,8 g/l s molekulovou hmotnos´ou 4,5 MDa [38].

Kme¬ Agrobacterium ATCC31749 je alfa proteobaktéria £e©ade Rhizobiaceae, na roz-
diel od iných druhov tejto £e©ade nie je asociovaný s rastlinami [40]. Je známy ako produ-
cent polysacharidu kurdlanu, £o dokazuje jeho prirodzenú schopnos´ syntetizova´ cukrový
nukleotidový prekurzor, UDP-glukózu. �túdie produkcie HA s pouºitím Agrobacterium
ako hostite©a v²ak majú isté obmedzenia. Boli preskúmané tri hostite©ské kmene pre syn-
tézu HA prostredníctvom expresie génu pmHas z P. multocida. Najvy²²í pozorovaný vý-
´aºok bol o koncentrácii 3,0 g/l a molekulová hmotnos´ HA vyrobenej mikroorganizmom
Agrobacterium sp. LTU261 bola pribliºne 1,3-krát vä£²ia ako pri produkcii streptoko-
kom [38].

Baktéria Enterococcus faecalis je grampozitívny kok s prirodzeným výskytom v ©ud-
skom tele v ústnej dutine a £revách. V literatúre existuje iba nieko©ko ²túdií zah¯¬ajúcich
E. faecalis ako producenta HA. To môºe by´ spôsobené celkovo nízkym získaným vý´aº-
kom v porovnaní s inými mikroorganizmami. De Angelis et al. [34] uviedol, ºe po zavedení
aspo¬ dvoch streptokokálnych proteínov do akapsulárneho E. faecalis by bola syntéza HA
moºná. Po inkorporácii operónu hasA bol E. faecalis schopný z 20 g/l glukózy syntetizova´
0,69 g/l HA [38].

2.5 Fermentácia baktérie Streptococcus zooepidemicus

za ú£elom tvorby HA

Streptokoky sú nesporulujúce nepohyblivé baktérie, ktoré majú pod mikroskopom malý
gu©ovitý tvar. Rastú obvykle ako diplokoky alebo tvoria re´azce obklopené rozsiahlou
extracelulárnou kapsulou, ktorá je typicky jeden aº trikrát vä£²ia ako priemer jednej
bunky [30]. V mnohých mikroorganizmoch rodu Streptococcus typu A a C sa HA tvorí
okolo bunky ako mukózna kapsula, ktorá im pomáha vyhnú´ sa rozpoznaniu imunitným
systémom hostite©a. V streptokoku je HA produkovaná ako sekundárny metabolit a jej
produkcia je ovplyvnená genetickými aj nutri£nými faktormi [41] a podmienkami biosyn-
tézy. Niektoré mikroorganizmy môºu produkova´ hyalurónidázy � extracelulárne enzýmy,
ktoré hydrolyzujú vzniknutý extracelulárny polysacharid, £o vedie k zníºeniu koncentrácie
aj molekulovej hmotnosti produktu. Boli implementované rôzne postupy, ktoré viedli ku
zlep²eniu kme¬ov na získanie kolónií bez hyalurónidáz a β-hemolytickej aktivity. Produk-
cia hyalurónanu môºe by´ ovplyvnená aj podmienkami fermentácie ako zloºenie média,
pH, koncentrácia rozpusteného kyslíka, geometria mie²adla a frekvencia mie²ania [30].
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2.5.1 Biosyntetická dráha kyseliny hyalurónovej

Biosyntéza kyseliny hyalurónovej mikroorganizmami rodu Streptococcus prebieha dvomi
súbeºnými dráhami, pri£om kaºdá z nich vedie k tvorbe jedného z cukrových prekurzo-
rov, kyseliny β-D-glukurónovej a N-acetyl-β-D-glukózamínu. Has operón kóduje v mikro-
organizme Streptococcus equi subsp. zooepidemicus okrem hyalurónan syntázy aj ¤al²ie
enzýmy podie©ajúce sa na biosyntéze aktivovaných cukrov [42]: UDP-glukóza dehydroge-
náza (hasB), UDP-glukóza pyrofosforyláza (hasC), glmU paralóg majúci dvojitú funkciu
enzýmu acetyltransferázy a pyrofosforylázy (hasD) a pgi paralóg pre fosfoglukoizomerázu
(hasE) [41].

Obr. 2.4: Biosyntetická dráha kyseliny hyalurónovej [4, 43].

Prvým krokom biosyntézy zobrazenej na obrázku 2.4 je fosforylácia glukózy za ú£asti
enzýmu hexokinázy, £ím vzniká glukóza-6-fosfát. Ten je zapájaný do dvoch syntetických
dráh, pri£om kaºdá z nich vedie ku vzniku jedného k©ú£ového prekurzoru � kyseliny UDP-
-glukurónovej a UDP-N -acetylglukózamínu.

V prvom súbore reakcií, vedúcom ku vzniku kyseliny glukurónovej, enzým α-fosfoglu-
komutáza (Pgm) konvertuje glukózu-6-fosfát na glukózu-1-fosfát. Následne je fosfátová
skupina z uridíntrifosfátu prenesená UDP-glukózapyrofosforylázou (hasC) na glukózu-1-
-fosfát za vzniku UDP-glukózy. UDP-glukóza je oxidovaná UDP-glukózadehydrogenázou
(hasB), £ím vzniká prvý prekurzor kyseliny hyalurónovej, UDP-glukurónová kyselina.

V druhej £asti metabolickej dráhy je glukóza-6-fosfát konvertovaná fosfoglukoizome-
rázou (hasE) na fruktózu-6-fosfát. Na tú je pomocou amidotransferázy (GlmS) pripojená
amínoskupina z glutamínu. Tým vzniká glukózamín-6-fosfát, ktorý je mutázou (GlmM)
premenený na glukózamín-1-fosfát. Ten je následne acetylovaný acetyltranesferázou (hasD)
a aktivovaný fosforyláciou enzýmom pyrofosforyláza (hasD), £o vedie k vzniku druhého
cukrového prekurzoru, UDP-N -acetylglukózamínu.
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Hne¤ po syntéze oboch prekurzorov ich hyalurónan syntázy (hasA) polymerizujú za
vzniku polyméru kyseliny hyalurónovej. K tomuto kroku dochádza na cytoplazmatickej
membráne a v koordinácii so syntézou sú molekuly vytlá£ané do extracelulárnej matrix.

Biosyntéza kyseliny hyalurónovej je pre baktérie energeticky náro£ným procesom.
Niektoré medziprodukty tvorby HA sú zapojené do biosyntézy bunkovej steny, rastu
buniek a tvorby laktátu v glykolýze. Kvôli spotrebe rovnakého prekurzoru si procesy
syntézy HA a rastu buniek biochemicky konkurujú. �al²ou limitáciou v tvorbe HA je
konkurencia o prísun uhlíka medzi syntézou HA a glykolýzou. Preto je moºné oslabením
glykolytického procesu a zníºením miery tvorby biomasy dosiahnu´ zvý²enie tvorby HA
a jej molekulovej hmotnosti [43].

2.5.2 Mikroorganizmus a jeho nutri£né poºiadavky

Streptokoky sú auxotrofné mikroorganizmy, majú teda ²peci�cké nutri£né poºiadavky
na niektoré aminokyseliny a vitamíny. V zloºení média sú zvy£ajne zahrnuté kvasinkové
alebo ºivo£í²ne extrakty, £i hydrolyzáty kazeínu. Esenciálnymi pre syntézu polysacharidov
sú tieº katióny mangánatých a hore£natých iónov. Ob£as je ako rastový faktor do média
pridávaná te©acia krv alebo krvná plazma, prípadne lyzozým na stimuláciu produkcie HA.
Zvy²ujúce sa obmedzenia regula£ných agentúr v Európe ale aj v USA a ²peci�cké obavy,
prísne sa týkajúce kaºdej zlú£eniny pochádzajúcej zo ºivo£í²nych zdrojov, v sú£asnosti brá-
nia vyuºívaniu týchto zloºiek vo výrobných procesoch [30]. Na produkciu HA je potrebné
optimálne mnoºstvo uhlíkatých a dusíkatých zdrojov organického, ale aj anorganického
charakteru [44]. Pre ²túdie mikrobiálneho metabolizmu bolo formulovaných nieko©ko che-
micky de�novaných médií, ale z dôvodu nízkeho vý´aºku sa ukázalo, ºe nie sú vhodné na
priemyselné vyuºitie [30].

2.5.3 Základné parametre fermentácie

Na produkciu HA sa pouºívajú rôzne typy fermentácie. Patrí medzi ne vsádková, prí-
toková aj kontinuálna bia. Naj£astej²ie je pouºívaná vsádková, no v dôsledku ´aºkého
spracovania viskózneho média je produkcia HA obmedzená do maximálnej koncentrácie
6-7 g/l. Vyuºívanie kontinuálnej fermentácie je vý´aºnej²ou stratégiou, pretoºe bunkový
rast streptokoka môºe by´ udrºiavaný v exponenciálnej fáze, ktorej pred¨ºenie vedie k zvý-
²enej produkcii HA. To je dôsledkom faktu, ºe £innos´ hyalurónan syntázy sa pozastavuje
aº v stacionárnej fáze [45].

Najvy²²í bakteriálny rast bol pozorovaný za optimálnych kultiva£ných podmienok pri
pH=7 a teplote 37 °C pri neobmedzenom mnoºstve glukózy. Najvy²²ia produktivita a naj-
vä£²ia molekulová hmotnos´ HA bola zaznamenaná pri suboptimálnych rastových podmi-
enkach, ke¤ bunky rástli pomal²ie a energia bola dostupná pre ostatné procesy [46].

Enzymatická aktivita a rýchlos´ konverzie hyalurónan syntáz závisí na hladine ak-
tivovaného cukrového prekurzoru. Na produkciu HA je vo vsádkových fermenta£ných
procesoch naj£astej²ie aplikovaná koncentrácia cukru v romedzí 60-70 g/l.
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Za cie©om zvý²enia vý´aºku bolo úspe²né zavedenie pulzných prídavkov cukru, vä£²inou
sú pouºívané dve dávky (od 20 do 50 g/l) po 8 aº 10 hodinách fermentácie [30]. Pri
obmedzenom mnoºstve glukózy najprv dochádza k zníºeniu produkcie HA a následne
k poklesu molekulových hmotností [47].

Za suboptimálnych rastových podmienok je moºné zníºi´ mnoºstvo uhlíkatého zdroja,
£ím dôjde ku kompetícii medzi bunkovým rastom a syntézou HA [46]. Ve©mi efektívna
je kombinácia vsádkovej a prítokovej kultivácie, £o dokázal Liu a kol. [48]. Fermentáciu
rozdelil na dve fázy, v prvej (0-8 hodín) bol S. zooepidemicus fermentovaný prítokovou
kultiváciou a v druhej (po 8-20 hodinách) pre²iel na vsádkovú fermentáciu s po£iato£-
nou koncentráciou sacharózy 15 g/l. V tejto dvojfázovej stratégii bola produkcia kyseliny
hyalurónovej zvý²ená o 32 % [48].

Obr. 2.5: Vz´ah medzi bunkovým rastom, syntézou kyseliny hyalurónovej a akumuláciou
laktátu. [49].

Na obrázku 2.5 je vykreslený tok glukózy ako uhlíkatého zdroja. Po£as fermentácie je na
rast buniek utilizovaných pribliºne 5 % uhlíkatého zdroja, na syntézu HA pribliºne 10 %
a 80-85 % je pouºitých na výrobu kyseliny mlie£nej a octovej [49]. Zdroj uhlíka a energie
je predmetom konkurencie bunkového rastu a syntézy HA, zatia© £o vznikajúca kyselina
mlie£na inhibuje ako bunkový rast, tak aj syntézu HA [50].

Pre lep²iu predstavu priebehu fermentácie bol priloºený vz´ah medzi produkciami
jednotlivých metabolitov a bunkového rastu znázornený na obrázku 2.6. Mikroorganizmus
bol pri tomto pokuse síce alkalicky stresovaný, pre vykreslenie vz´ahu medzi tvorbou
biomasy a jednotlivými metabolitmi je v²ak model posta£ujúci. Na obrázku 2.6 môºeme
vidie´, ºe po dvojhodinovej lag-fáze sa bunky za£ali mnoºi´ exponenciálnou rýchlos´ou,
ktorá trvala aº do £asu 10 hodín a koncentrácia biomasy dosiahla najvy²²iu hodnotu
po ²trnástich hodinách. Sacharóza spotrebovaná na rast HA poklesla z pôvodných 70 g
pribliºne na 8 g. Produkcia HA a kyseliny mlie£nej bola takmer synchrónna. Koncentrácia
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Obr. 2.6: �asový priebeh parametrov fermentácie.
Zhora: rastu buniek - koncentrácie biomasy (biely ²tvorec), koncentrácie zbytkovej sacharózy (£ierny
²tvorec); koncentrácie HA (biely ²tvorec) a kyseliny mlie£nej (£ierny ²tvorec) [49].

HA dosiahla maximálnu koncentráciu 5 g/l po 16-tich hodinách fermentácie a celkové
mnoºstvo akumulovanej kyseliny mlie£nej za celú fermentáciu bolo 52 g/l [49].

2.5.4 Aerácia

�al²ím k©ú£ovým parametrom po£as procesu výroby hyaluronátu je aerácia. Biopolymér
môºe by´ vyrábaný aeróbne, ale aj anaeróbne. Aeróbna fermentácia vykazuje vy²²iu mole-
kulovú hmotnos´ hyalurónanu a o 20% vy²²ie vý´aºky. Podporu produkcie HA prídavkom
kyslíka moºno vysvetli´ nasledujúcim spôsobom. V prítomnosti kyslíka a katalyzátora
NOX vzrastá energetický vý´aºok (uvedené v reakcii 2.4). Kyslík rozpustený v médiu
môºe presmerova´ £as´ toku uhlíka na tvorbu acetátu namiesto laktátu, £ím sa vytvoria
namiesto dvoch molekúl ATP aº tri. V¤aka tejto získanej energii sa dosahujú vy²²ie vý-
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´aºky bunkovej hmoty a HA [30]. Expresia hyalurónan syntázy je za aeróbnych podmienok
aº devä´krát vy²²ia ako za anaeróbnych. Kyslík indukuje enzýmy zapojené do produkcie
UDP-N -acetylglukózamínu (hasD) a Krebsovho cyklu, ktorý poskytuje ¤al²iu molekulu
ATP a acetylkoenzýmu A, ktorý môºe by´ znova pouºitý na syntézu HA [51].

O2 + 2NADH NOX H2O + 2NAD+ {2.4}

2.5.5 Vyuºitie suboptimálnych podmienok na zvý²enie produkcie HA

Ako bolo uvedené uº skôr, baktérie vyuºívajú na syntézu kyseliny hyalurónovej rovnaké
prekurzory ako na rast bunky, glukóza-6-fosfát sa naviac uplat¬uje v procese glykolýzy,
£ím dochádza medzi týmito pochodmi ku kompetícii. Rýchly rast biomasy nemá priaz-
nivý vplyv na tvorbu kyseliny hyalurónovej [46], preto utlmením glykolytických procesov
a zníºením rýchlosti rastu buniek dochádza k navý²eniu vý´aºku kyseliny hyalurónovej
aj molekulovej hmotnosti. Experiment, ktorý previedol Liu a kol. spo£íval v zmene pH
z optimálnej hodnoty 7,0 na vy²²iu (8,0; 8,5; 9,0) v trvaní 0,5; 1,0; 1,5 h. Stresovanie
prebiehalo od ²iestej hodiny fermentácie, ktorá predstavuje strednú fázu exponenciálneho
rastu, aº do konca fermentácie (16 h) [49]. To viedlo ku presmerovaniu uhlíkatého zdroja
od tvorby biomasy a produkcie laktátu ku syntéze HA a acetátu. V¤aka tomu sa oslabila
inhibícia produkcie HA kyselinou mlie£nou a tvorbou acetátu sa získala jedna molekula
ATP naviac, £o znova podnietilo tvorbu HA. V ¤al²om experimente Liu a kol. spoma-
lil mnoºenie baktérií pravidelnou zmenou hodnoty pH optimálnej pre rast buniek (7,0)
na suboptimálnu hodnotu (8,0). K zmene dochádzalo po dvoch hodinách medzi 6. a 16.
hodinou kultivácie. Týmto postupom bol zvý²ený vý´aºok kyseliny hyalurónovej z 5,0
na 6,5 g/l [48]. Jagannath a kol. spoma©oval rast buniek pravidelnou zmenou teploty
z 37 °C na 30 °C, glykolýzu oslabil prídavkom pyruvátu. Aj táto metóda viedla k navý²e-
niu vý´aºku kyseliny hyalurónovej [52].

2.5.6 Mie²anie

Mie²anie média je dôleºitým faktorom ovplyv¬ujúcim vý´aºky aj molekulovú hmotnos´
HA [46] napriek tomu, ºe sa polymérny re´azec HA uvádza ako náchylný na mechanický
stres [30]. Zvý²ením mie²ania vzrastá vý´aºnos´ HA za aeróbnych aj anaeróbnych pod-
mienok. Dôvodom môºe by´ zvý²ený pohyb, teda zníºenie viskozity kultiva£ného média a
lep²í prístup baktérie ku kyslíku a uhlíkatému zdroju [46]. Pri miernych otá£kach mie²a-
diel sa zvy²uje molekulová hmotnos´ HA, pokles naopak nastáva pri zvý²enej rýchlosti
otá£ania, pretoºe za týchto podmienok vznikajú striºné sily [53].

2.5.7 Puri�kácia a získanie HA z produk£ného média

Po odstránení buniek z fermenta£ného média je HA dôsledne puri�kovana. Izolácia buniek
z produk£ného média je pomerne zloºitá. Pri vysokých vý´aºkoch HA viskozita produk£-
ného média vzrastá a to vytvára vztlakovú silu, kvôli ktorej je odstredenie buniek bez
zriedenia média takmer nemoºné [30].
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Procesy puri�kácie a zráºania HA z produk£ného média sú �nan£ne nákladné a ná-
ro£né na odstránenie v²etkých zne£is´ujúcich látok. Bolo patentovaných mnoho spôsobov
puri�kácie HA.

Zráºanie HA z média môºe by´ vykonaná pouºitím neiónového surfaktantu, zrazenina
rozpustená v roztoku chloridu vápenatého a bunky môºu by´ odstránené centrifugáciou
alebo �ltráciou po pridaní acetátového pufru. Na získanie £istej HA sa pouºívajú zráºadlá
ako etanol a izopropylalkohol, ktorými sa HA nieko©konásobne puri�kuje, pred ukon£ením
zráºania sa môºe zrazenina HA rozpusti´ vo vode a zbytkové zne£is´ujúce látky sa môºu
odstráni´ pridaním aktívneho uhlia a následnou �ltráciou. Na získanie HA farmaceutickej
kvality sa HA puri�kuje striedavo sa opakujúcimi prídavkami cetyl pyridínium chloridu,
rozpustením zrazeniny a zráºaním izopropanolom. Nakoniec sa roztok získanej HA e²te
môºe do£isti´ prechodom kolónou s kremi£itanom hore£natým a mikro�ltráciou, ¤al²ím
zráºaním izopropanolom a �nálnym £istením etanolom. Na odstránenie ne£istôt sa pri
vy²²ie zmienených metódach £asto pouºívajú kvartérne amóniové soli, ktoré ale vytvá-
rajú ve©ké mnoºstvá odpadovej vody a s najvä£²ou pravdepodobnos´ou budú prítomné aj
v kone£nom produkte. Preto bol namiesto pouºitia týchto solí vyvinutý spôsob puri�kácie
aniónaktívnymi iónomeni£mi, ich pouºitie je v²ak �nan£ne nákladné. Ne£istoty je moºné
odstráni´ aj pouºitím hlinitanu zino£natého ako adsorbenta, ktorý sa z roztoku od�ltruje,
alebo �ltráciou cez elektricky nabitý �lter.

Metódy puri�kácie sú síce náro£né nielen energeticky, ale aj £asovo, ale správnymi
kombináciami zmienených metód je v dne²nej dobe moºné získa´ vysoko£istú HA v rela-
tívne krátkom £ase [54].

2.6 Enzýmy hyalurónidázy

Molekulárna genetická analýza ukázala, ºe pod©a homológie sekvencie aminokyselín môºu
by´ hyalurónidázy zoskupené do dvoch hlavných skupín: hyalurónidázy z eukaryotov a
prokaryotov. Prvá klasi�kácia hyalurónidáz bola stanovená pod©a ich mechanizmu kata-
lýzy uº v sedemdesiatych rokoch. Táto klasi�kácia bola zaloºená na substrátovej ²peci�-
cite a biochemickej analýze hyalurónidáz a ich reak£ných produktov a pozostáva z troch
skupín.

Prvou skupinou sú hyalurónidázy mikrobiálneho pôvodu, bakteriálne hyaluronát lyázy.
Degradujú HA pomocou β-eliminácie, £o vedie ku vzniku disacharidov. Tieto lyázy boli
izolované z nieko©kých druhov mikroorganizmov ako Clostridium, Micrococcus, Strepto-
coccus a Streptomyces, ktoré sa lí²ia v substrátovej ²peci�te.

Druhou skupinou sú hyalurónidázy vyskytujúce sa v slinných º©azách pijavíc a hlíst.
Tieto enzýmy sú hyaluronát-3-glykánohydrolázy a ²tiepia 1,3-glykozidickú väzbu, £ím
vznikajú tetra a hexasacharidy s kyselinou glukurónovou na redukujúcom konci.

Do tretej skupiny patria cicav£ie hyalurónidázy 4-glykánohydrolázy, ktoré náhodne
²tiepia 1,4-glykozidickú väzbu a ich hlavným produktom sú tetrasacharidy. Tieto glyko-
zidázy majú hydrolytickú a transglykozidázovú aktivitu a okrem HA degradujú aj iné
molekuly. Najznámej²ie hyalurónidázy tejto triedy sú testikulárna, lyzozomálna a hya-
lurónidáza z v£elieho jedu [55].
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V tejto práci bol pouºitý enzým BTH (z anglického Bovine Testine Hyaluronidase).
�truktúrne sa jedná o tetramér pozostávajúci zo ²tyroch rovnakých podjednotiek [56].
Aktívne hyalurónidázy v semenníkoch cicavcov boli objavené uº dávno, rovnako ako aj
príprava hovädzích a ov£ích hyalurónidáz na terapeutickú aplikáciu [55]. BTH náhodne
hydrolyzuje 1,4-väzby medzi N-acetyl-β-D-glukózamínom a D-glukuronátovými zvy²kami
v hyaluronáte. �alej hydrolyzuje 1,4-β-D-glykozidické väzby medzi N-acetyl-galaktóza-
mínom alebo N-acetyl-galaktózamín sulfátom a kyselinou glukurónovou v chondroitíne,
chondroitín-4- a -6-sulfáte [57] a v malom rozsahu pôsobí aj na dermatansulfát [55]. Op-
timálne pH enzýmu je 4,5 aº 6,0 [58] a jeho ²peci�cká aktivita je 400-1000 U/mg pevnej
látky [59]. (�peci�cká aktivita je také mnoºstvo enzýmu, ktoré katalyzuje tvorbu 1 µmol
produktu za 1 minútu pri ²tandardných � optimálnych podmienkach [60]). Ako hlavné
a najmen²ie produkty ich hydrolýzy boli identi�kované tetrasacharidy a disacharidové
fragmenty [55].

2.6.1 Zníºenie viskozity fermenta£ného média

V hydrodynamike je viskozita mierou trecieho odporu, ktorý kladie pohybujúca sa kvapa-
lina pôsobiacej striºnej sile. Parametre, ktoré ovplyv¬ujú tok roztoku polyméru sú napr.
koncentrácia polyméru, rozpú²´adlo, teplota, tlak a iné; preto nie je ©ahké tieto viskozime-
trické merania interpretova´. Z tohto dôvodu sú presné merania vykonávané v zriedených
roztokoch, v ktorých sú interakcie medzi molekulami polymérov minimalizované, vtedy
sa uplat¬ujú len interakcie medzi polymérom a rozpú²´adlom.

2.6.2 Prídavok hyalurónidáz po£as fermentácie

Liu a kol. sa v ²túdii fermentácie mikroorganizma Streptococcus equi subsp. zooepide-
micus zaoberal prídavkom rôznych koncentrácií hyalurónidázy E.C.3.2.1.36 (patrí medzi
3-glykánohydrolázy a náhodne ²tiepi 1,3 väzby v HA) do média v 8. h fermentácie.

�íslo experimentu 1. 2. 3. 4. 5. 6.

Koncentrácia hyalurónidázy [g/l] 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Koncentrácia biomasy [g/l] 13,6 14,2 15,3 16,7 18,9 19,0

Koncentrácia zbytkovej sacharózy [g/l] 8,6 7,3 6,2 5,3 4,7 3,1

Koncentrácia HA [g/l] 5,0 5,3 5,6 6,0 6,0 6,0

Mw HA [kDa] 1 300 500 200 45 32 21

Index polydisperzity (PDI) 1,8 1,7 1,5 1,4 1,3 1,2

Tab. 2.1: Vplyv prídavku hyalurónidázy na fermentáciu Streptococcus equi subsp. zoo-
epidemicus [11]

Po£iato£ná koncentrácia sacharózy bola 70 g. V tejto ²túdii (Tab. 2.1) bolo zistené, ºe
zvý²enie prestupu kyslíka inhibuje syntézu kyseliny mlie£nej. Molekulová hmotnos´ HA
a index polydisperzity (PDI) klesal s rastúcou koncentráciou enzýmu.
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Bol potvrdený predpoklad zvý²enia vý´aºku v¤aka zmierneniu limitácie produkcie
HA prestupom kyslíka. Koncentrácia HA sa zvy²ovala s rastúcou koncentráciou enzýmu
aº do 0,15 g/l. Koncentrácia enzýmu vy²²ia ako 0,15 g/l nemala ¤al²í vplyv na vý´aºok
HA. Táto skuto£nos´ je daná kritickou hodnotou koncentrácie rozpusteného kyslíka pre
produkciu HA, ktorá £iní 5 % [11].

V ²túdii, ktorej sa venoval Jin a kol., bol v 60-100 hodinovej prítokovanej fermentácii
geneticky modi�kovaného mikroorganizmu Bacillus subtilis ovplyv¬ovaný vý´aºok a mo-
lekulová hmotnos´ HA nadmernou expresiou génu pre hyalurónidázu z pijavíc, (LHyal)
3-glykánohydrolázu . Aktivita hyalurónidázy sa zvy²ovala exponenciálne po£as fermentá-
cie. Médium s koncentráciou sacharózy 15 g/l bolo prítokované sacharózou exponenciálne
od 7,5 do 10 g·h−1 · l−1. Vý´aºok HA sa zvý²il z 5,96 g/l na 19,38 g/l, £o je dosia© najvy²²í
publikovaný vý´aºok HA mikrobiálneho pôvodu. Regulovaná expresia génu pre LHyal bola
efektívna pre výrobu ²peci�ckej HA v rozmedzí molekulových hmotností od 2,2 do 169
kDa.

Napriek vysokej vý´aºnosti pouºitého kme¬a, ktorý dosahoval produkciu HA o kon-
centrácii 5,96 g/l (Tab. 2.2) bola produkcia HA limitovaná koncentráciou rozpusteného
kyslíka. Prídavkom hyalurónidáz sa jeho kone£ná hodnota zvý²ila z 0 % aº na pribliºne
50 % pri R1 a 60 % v prípade experimentov R1 a WT. Z rapídneho nárastu vý´aºku
(Tab. 2.2) môºeme usúdi´, ºe mikroorganizmus Bacillus subtilis reaguje zvý²ením pro-
dukcie HA na rádovo vy²²ie hodnoty rozpusteného kyslíka, na rozdiel od Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus, ktorý je limitovaný uº hodnotou 5 % [61].

Ozna£enie experimentu A R2 R1 WT

Aktivita hyalurónidázy [U/ml] 0 6,4·104 88·104 162·104

Koncentrácia HA [g/l] 5,96 7,13 9,18 19,38

Mw HA [kDa] 1 420 49,6 18,0 6,62

Index polydisperzity (PDI) 1,34 1,47 1,73 1,96

Tab. 2.2: Vplyv prídavku hyalurónidázy na fermentáciu Bacillus subtilis [61]

2.7 Analýza molekulovej hmotnosti a polydisperzity
pomocou SEC-MALLS

Mólová hmotnos´ je dôleºitou charakteristikou kaºdého polyméru [62]. Vo vä£²ine prípa-
dov nemajú v²etky molekuly polyméru rovnaký polymeriza£ný stupe¬. Pre exaktný popis
vzorky polyméru je preto potrebné stanovi´ mnoºstvo kaºdej frakcie s rovnakou mólovou
hmotnos´ou, teda distribúciu mólovej hmotnosti pouºitím komer£ne dostupného softvéru.
Na obrázku 2.7 môºeme vidie´ distribúciu molekulovej hmotnosti polymérov v jednotli-
vých hmotnostných frakciách.
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Obr. 2.7: Význam jednotlivých mólových hmotností v distribú£nej krivke [64].

2.7.1 Molekulová hmotnos´

�íselný priemer mólovej hmotnosti Mn je de�novaný ako pomer sú£tu hmotností
v²etkých polymérnych molekúl vo vzorke k celkovému po£tu v²etkých molekúl [63]. Je sen-
zitívny na zmeny v hmotnostiach jednotlivých frakcií. Malé molekuly predstavujú nízku
hmotnos´ pre ve©ké mnoºstvo molekúl, pri£om ve©ké molekuly predstavujú vysokú hmot-
nos´ pripadajúcu malému mnoºstvu molekúl. Preto uº malé mnoºstvo nízkomolekulárneho
materiálu výrazne zmení celkový po£et molekúl. Naopak, táto metóda je pomerne necitlivá
na rovnaké zmeny pri vysokomolekulárnych materiáloch [65].

Hmotnostný priemer mólovej hmotnosti Mw poskytujú metódy, u ktorých je
meraná veli£ina závislá od hmotnosti £astíc, napr. rozptyl svetla [63]. Intenzita rozptylu
pri akomko©vek uhle je funkciou druhej mocniny molekulovej hmotnostiMw. V¤aka tomu
je príspevok hmotnosti ve©kej molekuly významnej²í ako príspevok malej molekuly [65].

"z"-priemer mólovej hmotnosti Mz je najmenej pouºívaný priemer mólovej hmot-
nosti [63] a je mimoriadne senzitívny na prítomnos´ vysokomolekulárnych re´azcov [66].

V²etky priemery mólových hmotností sú rovnaké len pre monodisperzné systémy. So
zvä£²ujúcou sa ²írkou distribú£nej krivky sa rozdiel medzi jednotlivými priemermi mólo-
vých hmotností zvä£²uje [63]. Stup¬om polydisperzity PDI ozna£ujeme pomer hmotnost-
ného priemeru molekulovej hmotnosti Mw ku £íselnému priemeru molekulovej hmotnosti
Mn. Pre monodisperzný systém je tento index rový 1,00 a s rastúcou distribúciou polyméru
sa jeho hodnota zvä£²uje. Hodnota PDI ur£uje ²írku distribúcie molekulovej hmotnosti
polyméru vo vzorke [66].
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2.7.2 SEC-MALLS

Gélová permea£ná chromatogra�a patrí medzi najú£innej²ie a najpouºívanej²ie metódy,
ktoré je moºné pouºi´ na stanovenie mólovej hmotnosti biopolymérov [62]. Patrí medzi
metódy kvapalinovej chromatogra�e, pri ktorej sa £astice delia v závislosti od hydrody-
namického rozmeru £astíc v roztoku.

K separácii molekúl metódou GPC dochádza v kolónach, ktoré sú naplnené poréz-
nymi £asticami (stacionárna fáza). Tieto £astice môºu by´ sklenené, silikagélové ale naj-
£astej²ie sa pouºíva napu£aný polymérny gél (napr. styrén � divinylbenzénový kopolymér
a HEMA). Analyzovaný polymér sa rozpustí vo vhodnom rozpú²´adle (koncentrácia £iní
pribliºne nieko©ko desatín percenta) a malé mnoºstvo roztoku (naj£astej²ie 100 µl) sa dáv-
kuje do prúdu mobilnej fázy. Analyzovaný polymér musí by´ v mobilnej fáze rozpustný. Ak
vzorka obsahuje zmes molekúl rôznych rozmerov, najmen²ie molekuly prenikajú difúziou
do v²etkých pórov náplne a pretoºe rozpú²´adlo vo©ne prúdi iba v priestore medzi zrnami
gélu, budú najvä£²ie molekuly vymyté z kolóny ako prvé a men²ie molekuly, ktoré sa na
svojom postupe zdrºia prenikaním do pórov, opustia kolónu neskôr. Na výstupe z ko-
lóny sú molekuly registrované detektorom. Získaný záznam detektoru (chromatogram)
je gra�ckým záznamom ve©kosti signálu detektoru a elu£ného objemu. Ve©kos´ signálu
je úmerná koncentrácii molekúl eluujúcich pri danom elu£nom objeme. Elu£ný objem je
ur£ený ve©kos´ou molekúl a teda má vz´ah k ich mólovej hmotnosti [63].
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3 Experimentálna £as´

3.1 Materiál

3.1.1 Kultúra

� Streptococcus equi subsp. zooepidemicus CO4A (Contipro)

3.1.2 Enzýmy

� Bovinná hyalurónidáza (Sigma Aldrich)

3.1.3 Chemikálie

� Agar (Sigma-Aldrich)

� Antifoam 204 (Sigma Aldrich)

� Demineralizovaná voda

� Dihydrogénfosfore£nan drasený (Lach:ner)

� Dodecylsíran sodný, SDS (Merck)

� Etanol, 96 % p.a (Penta)

� Fenoxyetanol (Lach:ner)

� Glutaman sodný (Sigma Aldrich)

� Glycerol (Penta)

� Hydrogénfosfore£nan sodný, dodekahydrát (Lach:ner)

� Hydroxid sodný (Sigma-Aldrich)

� Chlorid amónny (Lach:ner)

� Chlorid hore£natý (Lach:ner)

� Chlorid manganatý, tetrahydrát (Lach:ner)

� Chlorid sodný (Lach:ner)

� Izopropanol, 100 % (Penta)

� Kvasni£ný autolyzát (Amresco)

� Kyselina etyléndiamíntetraoctová, EDTA (Sigma-Aldrich)

� Kyselina hyalurónová (Contipro)

� Kyselina octová (Penta)

� P²eni£ný E1 peptón (Organotechnie)

� Sacharóza (Moravskoslezské cukrovary)

� Síran hore£natý, heptahydrát (Lach:ner)

� a ¤al²ie beºné chemikálie
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3.1.4 Prístroje

� Autokláv (Fedegari)

� Autokláv (Systec)

� Centrifúga 5810R (Eppendorf)

� Centrifúga MiniSpin (Eppendorf)

� Fermentory Labfors (INFORS HS)

� Inkuba£ný termostat Jouan INNOVENS (ThermoFisher Scienti�c)

� Laboratórne váhy Adventurer Pro (Ohaus)

� Laboratórna hriade©ová mie²a£ka Eurostar digital (IKA)

� Laboratórna hriade©ová mie²a£ka RW 20 digital (IKA)

� Laminárny box

� Magnetická mie²a£ka C-MAG HS 10 (IKA)

� pH meter pH/Cond 340i (WTW)

� Rota£ný viskozimeter Viskolead PRO L (Fungilab)

� Su²iace váhy HR73 (Mettler Toledo)

� Su²iare¬ Ecocell 55 (BTM)

� Termoblok (Major Science)

� Trepa£ka s inkubátorom MaxQ 6 000 (ThermoFisher Scienti�c)

� UltraTurrax T25 Digital (IKA)

� UV/VIS Spektrofotometer UV2601 (Rayleigh)

� Vortex BenchMixer (Benchmark Scienti�c)

� Vysokotlakový laboratórny �lter (Pall)

� a ¤al²ie beºné laboratórne vybavenie

3.2 Fermentácia S. z.: Kultiva£né metódy

3.2.1 Inokulá na zao£kovanie fermentorov

Do Erlenmeyerových baniek bolo naliatých 100 ml pripraveného ºivného média. Banky
boli uzatvorené zátkou z buni£itej vaty a prekryté alobalom, následne boli sterilizované v
autokláve (Fedegari / Systec) po dobu 20 min pri teplote 120 0C. V laminárnom boxe bolo
médium zao£kované kolóniou Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. Inokulá boli kulti-
vované 7 h pri 37 0C na trepa£ke (ThermoFisher Scienti�c) pri 300 otá£kach/min. Po kulti-
vácii bola skontrolovaná optická hustota, ktorej hodnota musela prevy²ova´ A640 = 0,500.
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Surovina Mnoºstvo

P²eni£ný pepton 10 g

Kvasni£ný autolyzát 2,5 g

Sacharóza 40 g

Heptahydrát síranu hore£natého 0,4 g

Dodekahydrát hydrogénfosfore£nanu sodného 4 g

Monohydrát glutamanu sodného 2 g

2,22 M roztok chloridu mangánatého 1 ml

Demineralizovaná voda 1 l

Tab. 3.1: Suroviny na prípravu 1 l ºivného média E1

3.2.2 Príprava fermentorov

Do vy£istenej nádoby bioreaktoru (Labfors, INFORS HS) boli naliaté 2 l pripraveného
média s 10 kvapkami odpeny (Antifoam 204) a vloºené pH, prípadne aj kyslíkové sondy.
Nádoby bioreaktorov boli sterilizované v autokláve po dobu 20 min pri 120 0C a po mier-
nom vychladení boli pripojené k riadiacej jednotke. Hadi£ky boli nasadené na peristaltické
£erpadlá a pripojené do nádob s privádzanými kvapalinami (roztok NaOH, prípadne en-
zýmu). Bola overená funk£nos´ £erpadiel a podmienky v bioreaktoroch boli optimalizované
na teplotu 37 0C, pH=7,0 a bola nastavená frekvencia mie²ania na 300 rpm a zapnutý
prívod kyslíka. Ak bol v experimente pouºívaný enzým, bolo nastavené jeho automatické
nadávkovanie v presnom £ase fermentácie. Vä£²ina pokusov bola vykonaná pri troch opa-
kovaniach, pokusy s 1 000 (0 h) a 10 (7 h) jednotkami enzýmu boli opakované dvakrát.

3.2.3 Fermentácia

Po optimalizácii podmienok boli fermentory zao£kované. Kvôli vznikajúcim organickým
kyselinám bolo po£as fermentácie automaticky upravované pH roztokom NaOH na hod-
notu 7,0. Enzýmy hyalurónidázy boli pridávané bu¤ na za£iatku fermentácie � hne¤ po
zao£kovaní bioreaktorov, alebo boli automaticky nadávkované v priebehu fermentácie. Po
16-tich hodinách kultivácie boli bioreaktory vypnuté, hadice vodného prietoku a peristal-
tických £erpadiel boli odpojené, boli vybraté pH a kyslíkové sondy a obsah bioreaktorov
bol naliaty do kadi£iek.

3.3 Fermentácia S. z.: Analytické metódy

3.3.1 �istota kultúry

�istota kultúry bola potvrdená mikroskopicky. Na podloºné sklí£ko bola pipetou nanesená
kvapka produk£ného média a pozorovaná pri 50 násobnom zvä£²ení. Nekontaminovaná
kultúra obsahovala samostatné koky, ktoré sa mohli spája´ do retiazok (Obr. 3.1).

35



KAPITOLA 3. EXPERIMENTÁLNA �AS�

Obr. 3.1: Kultúra Streptococcus equi subsp. zooepidemicus pri 50 násobnom zvä£²ení.

3.3.2 Optická hustota

Do kyvety o objeme 1 000 µl bolo napipetovaných 900 µl demi vody a kyveta bola vloºená
do spektrofotometra, kde sa nastavila ako blank pri vlnovej d¨ºke 640 nm. Potom bolo do
rovnakej kyvety napipetovaných 100 µl vzorky z fermentoru. Suspenzia bola premie²aná
a kyveta vloºená do spektrofotometra. Absorbancia vzorky bola nameraná pri vlnovej
d¨ºke 640 nm.

3.3.3 Zbytková sacharóza

Do mikroskúmaviek typu eppendorf o objeme 1 500 µl bolo napipetovaných 1 000 µl demi
vody a 500 µl vzorky. Takto nariedené vzorky boli centrifúgované 20 min a supernatant
bol preliaty do ozna£ených mikroskúmaviek. Vzorky boli uschované pri -20 0C a po nieko©-
kých d¬och boli analyzované v²etky vzorky naraz. Analýza bola vykonaná enzymaticko �
fotometrickým stanovením pomocou kitu glukóza LGOD-POD (BioVendor). Meranie nie
je ovplyvnené ob£asným výskytom farebnej zmeny ak je absorbancia £inidla A546 < 0,3.

Princípom metódy je stanovenie glukózy po enzymatickej oxidácii glukózaoxidázou.
Peroxid vodíka, 4-aminofenazón a fenol tvoria v reakcii katalyzovanej peroxidázou farebný
komplex (Trindlerova reakcia) [67].
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Glukóza + O2

GOD kyselina glukurónová + H2O2 {3.5}

2H2O2 + 4 − aminofenazón + fenol POD chinonimín + 4H2O {3.6}

Pod©a nasledujúceho postupu uvedeného v tabu©ke 3.3 boli nariedené ²tandardné roz-
toky pre kalibra£nú krivku, slepá vzorka (blank) a zriedené roztoky analyzovaných vzoriek.
Ku 100 µl vzorky alebo nariedeného roztoku pre kalibra£nú krivku boli pridané 2 µl in-
vertázy. Tie boli inkubované po dobu 90 min pri teplote 37 0C. Po pridaní roztoku R
(Tab. 3.2) boli mikroskúmavky mie²ané 10 min, potom bola zmeraná ich absorbancia pri
vlnovej d¨ºke 500 nm. Koncentrácia zbytkovej glukózy bola vypo£ítaná z predpisu priamky
lineárnej regresie kalibra£nej krivky.

Látka Koncentrácia

Fosfátový pufer (ph 7,5) 250 mmol/l

Fenol 5 mmol/l

4-aminofenazón 0,5 mmol/l

Glukózaoxidáza ≥ 167 µkat/l

Peroxidáza ≥ 16,7 µkat/l

Tab. 3.2: Zloºenie komer£ného roztoku R

V [µl] Kalibra£ná krivka Analyzované vzorky Slepá vzorka

Roztok glukózy 0 / 0,5 / 1 /... /10 0 0

Demi voda 10 / 9,5 / 9 /... / 0 0 10

Nariedená vzorka 0 10 0

Invertáza 2 2 2

Roztok R 1 000 1 000 1 000

Tab. 3.3: Objem jednotlivých roztokov pre analýzu zbytkovej sacharózy

3.3.4 Molekulová hmotnos´

Molekulová hmotnos´ HA bola analyzovaná metódou SEC-MALLS. Do mikroskúmaviek
typu eppendorf o objeme 1 500 µl bolo napipetovaných 1 000 µl deminearlizovanej vody
a 500 µl vzorky. Nariedené vzorky boli centrifúgované 20 min a supernatant bol preliaty
do ozna£ených mikroskúmaviek.

Chromatogra�cký systém bol zloºený z odply¬ova£a (Agilent, Model G 1379), pumpy
(Agilent, HPLC Model G 1310), ru£ného injektora (Rheodyne, Model 7125), dvoch kolón
7,8 mm (Ultrahydrogel Linear (Waters)). Systém zah¯¬al chromatogra�cké detektory:
detektor DAWN EOS, ViscoStar diferenciálny viskozimeter a Optilab Rex diferenciálny
difraktometer (Wyatt Technology, Santa Barbara, Kalifornia). Injek£ný objem roztoku
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HA pre analýzu bol 100 µl s koncentráciou 0,015-1 hm. %. Mobilná fáza bola tvorená
vodným roztokom fosfátového pufru s koncentráciou 50 mM a 0,02% roztokom azidu
sodného. Rýchlos´ prietoku mobilnej fáze bola 0,5 ml/min. Hodnota prírastku indexu lomu
(dn/dc) pouºitá pre výpo£et molekulovej hmotnosti a polydisperzity (Mw/Mn) HA bola
0,155 ml/g. Pre kaºdú vzorku produk£ného média boli vykonané tri merania, z ktorých
bol vypo£ítaný priemer.

3.3.5 Dynamická viskozita

Do vysokej kadi£ky bolo naliatých 200 ml vzorky a teplota bola upravená na 28 0C. Valec
rota£ného viskozimetra (Viskolead PRO L, Fungilab) bol ponorený do kvapaliny po rysku
a meranie bolo vykonané jedenkrát pre kaºdú vzorku.

3.3.6 Gravimetrické stanovenie vý´aºku

Vzorka média o hmotnosti presne 250 g bola doplnená na objem 1 l demineralizovanou
vodou. Na inaktiváciu mikroorganizmov a uvo©nenie HA z buniek bolo pridaných 10 ml
roztoku Chelatonu III a SDS (na objem 1 000 ml tohto roztoku pripadali 3 g kyseliny
ethyléndiamíntetraoctovej a 8 g dodecylsíranu sodného). Po 30 min pôsobenia boli zo
suspenzie odstránené bunky pre�ltrovaním cez vopred navlh£ený celulózový �lter (pri
prídavku vy²²ích koncentrácií enzýmov sa nechal roztok pôsobi´ kvôli ich stálej aktivite
iba po dobu 15 minút). Filtrát bol zachytávaný do kadi£ky o objeme 3 l s 15 g NaCl
potrebnými na vyzráºanie a jednoduch²iu sedimentáciu HA. Filtrát bol premie²avaný
hriade©ovou mie²a£kou (IKA) a pre dosiahnutie £o najrýchlej²ej sedimentácie bol upravený
na pH=5 kyselinou octovou. Potom bol roztok mie²aný rýchlos´ou 500-600 RPM a 80%
izopropylalkohol bol pomaly prilievaný aº na kone£ný objem 3 l, £ím bola vyzráºaná HA.
Suspenzia bola mie²aná pribliºne 10 minút pri rovnakých otá£kach. Sedimentácia trvala
30-60 min a izopropylalkohol nad usadenou kyselinou hyalurónovou bol dakantovaný do
zbernej nádoby. Produkt bol preliaty do men²ej kadi£ky o objeme 800 ml a bol doplnený
na objem 300 ml 80 % izopropylalkoholom. Zrazenina HA bola rozbitá na men²ie vlo£ky
prístrojom UltraTurrax (T25 Digital, IKA) a izopropylalkohol bol znova dekantovaný.
Puri�kácia 80% izopropylalkoholom bola zopakovaná e²te raz a potom bol tento postup
zopakovaný e²te dvakrát so 100% izopropylalkoholom o objeme 300 ml. Nakoniec bol
vý´aºok premiestnený na ozna£enú Petriho misku a vloºený do su²iarne, kde sa su²il
12-24 hodín. Vysu²ené vlo£ky HA boli odváºené na predváºkach (Adventurer Pro, Ohaus)
s presnos´ou 0,01 g. Získaný vý´aºok obsahoval e²te isté mnoºstvo vody, preto bola na
su²iacich váhach (HR73, Mettler Toledo) zistená vlhkos´ produktu.
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3.3.7 Vplyv koncentrácie enzýmov na viskozitu média

Pre zistenie aktivity enzýmov v pouºitom ºivnom médiu bol modelovaný experiment ²tie-
penia vysokomolekulárnej HA, ktorá bola produktom beºnej biotechnologickej výroby.
Koncentrácia HA v médiu bola zvolená 4 g/l, pretoºe vý´aºky HA pouºitým spôsobom
fermentácie sa pohybujú okolo tejto hodnoty. V piatich Erlemneyerových bankách o ob-
jeme 1 000 ml bolo rozpustených 1,2 g HA v 300 ml ºivného média E1 (Tab. 3.1). Aby
sa zabránilo kontaminácii roztoku po£as manipulácie, do kaºdej banky boli pridané 3 ml
konzervantu fenoxyetanolu. Tieto banky boli uzatvorené zátkami z buni£itej vaty a pone-
chané na magnetickej mie²a£ke (C-MAG HS 10, IKA) nieko©ko hodín aº do rozpustenia
HA. Potom bolo do kaºdej banky napipetovaných postupne to©ko enzýmu, aby odpove-
dal koncentrácii 10, 25, 50, 100 a 1 000 U (BTH) / g (HA). Hne¤ po pridaní enzýmu
bola zistená dynamická viskozita na rota£nom viskozimetri (Viskolead PRO L, Fungilab)
a ¤al²ie hodnoty viskozity boli merané kaºdú hodinu, celkovo po dobu 5-8 hodín. Kaºdé
meranie bolo uskuto£nené raz.

3.3.8 Overenie zráºania HA o rôznych molekulových hmotnostiach

Jeden gram kyseliny hyalurónovej o známej molekulovej hmotnosti v rozmedzí od 30
do 1 000 kDa bola rozpustená v 200 ml demineralizovanej vody. K tomuto roztoku bol
pridaný 1 g NaCl a pH bolo upravené kyselinou octovou na hodnotu pH=5. Takto pripra-
vený roztok bol na magnetickej mie²a£ke (C-MAG HS 10, IKA) zráºaný 100% izoporopa-
nolom o objeme 400 ml. Po jednej hodine sedimentácie bola pozorovaná ú£innos´ zráºania
a sedimentácie, tvar a ve©kos´ vzniknutých vlo£iek, teda celková kvalita zráºania.
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4 Výsledky a diskusia
Fermentácia mikroorganizma Streptococcus equi subsp. zooepidemicus zameraná na vý-
robu HA bola uskuto£nená v bioreaktoroch o objeme dva litre, trvala ²estnás´ hodín a na
fermentáciu bolo pouºité komplexné médium. Celkovo bolo prevedených 6 experimentov
s prídavkami enzýmov a 1 referen£ný pokus bez prídavku. Kaºdý experiment bol opa-
kovaný 2-3 krát a bola sledovaná dynamická viskozita produk£ného média, molekulová
hmotnos´, koncentrácia HA a zbytkovej glukózy.

Ke¤ºe viskozita roztoku HA je funkciou jej molekulovej hmotnosti, bola meraná zá-
vislos´ dynamickej viskozity roztoku hyalurónanu v £ase po prídavku 10; 25; 50; 100
a 1 000 U (BTH) / g (HA). Pred samotnou fermentáciou bola na základe výsledkov
z tohto experimentu optimalizovaná koncentrácia pridávaného enzýmu BTH.

4.1 Rýchlos´ ²tiepenia enzýmu pri fermenta£ných
podmienkach

Výsledky experimentov zameraných na zistenie zmeny viskozity média vplyvom koncent-
rácie enzýmov (Obr. 4.1 � 4.5) boli modelované na zistenie rýchlosti ²tiepenia enzýmu pri
podmienkach fermentácie.

Grafy zmien dynamickej viskozity roztokov hyalurónanu v £ase po prídavku
10 � 1000 U (BTH) / g (HA)
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Obr. 4.1: Prídavok 10 U (BTH) / g (HA).
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Obr. 4.2: Prídavok 25 U (BTH) / g (HA).
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Obr. 4.3: Prídavok 50 U (BTH) / g (HA).
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Obr. 4.4: Prídavok 100 U (BTH) / g (HA).
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Obr. 4.5: Prídavok 1 000 U (BTH) / g (HA).
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Uº prídavok 10 U enzýmu mal vidite©ný vplyv na dynamickú viskozitu produk£ného
média a po prídavku 1 000 jednotiek enzýmu boli namerané hodnoty také nízke, ºe sa na-
chádzali pod detek£ným limitom prístroja. Kvôli vidite©nému poklesu viskozity uº pri níz-
kej koncentrácii enzýmu boli prvé pokusy vykonané s koncentráciou enzýmu 10 U / g (HA).

Pouºitá metóda má pomerne vysoké odchýlky, napriek tomu bola posta£ujúca. Dy-
namická viskozita média, ktorá bola meraná hne¤ po odpojení fermentorov od riadiacej
jednotky, slúºila len ako orienta£ná veli£ina na okamºité zistenie aktivity hyalurónidáz.
Naopak ve©mi presná a citlivá metóda bola pouºitá na stanovenie molekulovej hmotnosti.

4.2 Zmena produktu po prídavku desiatich jednotiek
enzýmu

V tejto práci nebola zis´ovaná rastová krivku mikroorganizma, preto boli na opísanie
nasledujúcich dejov pouºité literárne dáta. Ako môºeme vidie´ v grafe £asového priebehu
fermentácie v teoretickej £asti bakalárskej práce, (Obr. 2.6) medzi 8. � 9. h fermentácie
sa rastová krivka nachádza pred koncom exponenciálnej fázy a syntéza HA sa nachádza
v poslednej ²tvrtine svojej najproduktívnej²ej fázy. V prvých troch pokusoch bol preto do
bioreaktorov pridaný enzým BTH o koncentrácii 10 U / g (HA) v 7., 8., a 9. h fermentácie,
to znamená v £ase, kedy uº bola vyprodukovaná zna£ná £as´ vý´aºku HA, teda substrátu
pre £innos´ hyalurónidázy.
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Obr. 4.6: Závislos´ viskozity HA v produk£nom médiu na mnoºstve a £ase pridaného
enzýmu.
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Viskozita produk£ného média síce poklesla výrazne (Obr. 4.6) � z pôvodných 219,7 m·Pas
na 144,6; 111,3; a 103,9 mPa·s, prídavok 10 U (BTH) / g (HA) enzýmu nemal zásadný
vplyv na pokles molekulovej hmotnosti HA (Obr. 4.7), vo v²etkých troch prípadoch vzni-
kali vysokomolekulárne útvary. Pokles viskozity by v praxi mohol zjednodu²i´ náro£né
puri�ka£né procesy bez zmeny funkcie HA na základe jej molekulovej hmotnosti.

Prídavky enzýmu v rôznom £ase kultivácie mali za následok mierne rozdiely v moleku-
lovej hmotnosti a viskozite produk£ného média. �ím dlh²í £as enzýmy v médiu pôsobili,
tým niº²iaMw polyméru vznikala. Pri na²ich podmienkach kultivácie, ktoré sa mierne od-
li²ovali od optimálnych pre enzým BTH, bola jeho rýchlos´ ²tiepenia niº²ia ako v modeloch
prevedených na za£iatku (Obrázky 4.1 � 4.5).
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Obr. 4.7: Závislos´ molekulovej hmotnosti vzniknutej HA na mnoºstve a £ase pridaného
enzýmu.

4.3 Vplyv vysokých prídavkov enzýmu na výsledný
produkt

4.3.1 Molekulová hmotnos´

Kvôli nevýraznému poklesu MW pri pokuse s 10 U boli pre ¤al²ie pokusy zvolené rádovo
vy²²ie koncentrácie BTH. Prídavkom 500 a 1 000 jednotiek bola dosiahnutá d¨ºka re´azca
odpovedajúca MMW a po prídavku 2 000 jednotiek enzýmu do²lo k poklesu molekulovej
hmotnosti na 74,7 kDa, a teda ku vzniku LMW-HA (Obr. 4.8). V týchto prípadoch bola
dynamická viskozita produk£ného média ve©mi nízka (Obr. 4.6).
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Obr. 4.8: Zaradenie vzniknutých biopolymérov HA do rozmedzí molekulových hmotností.

4.3.2 Prestup kyslíka

Priebeh zmien hodnôt rozpusteného kyslíka v experimente bez prídavku enzýmu a po
prídavku 1 000 U enzýmu môºeme vidie´ na obrázku 4.9. Fermentácia trvala pri v²etkých
experimentoch 16 hodín, pre lep²ie vykreslenie v²etkých fáz rastovej krivky spojenej s kon-
centráciou rozpusteného kyslíka bola pre tieto grafy vykonaná 18 hodinová fermentácia.

Z referen£ného pokusu bez prídavku enzýmu zobrazeného v prvom grafe môºeme vy-
£íta´, ºe koncentrácia rozpusteného kyslíka v médiu za£ala klesa´ v druhej hodine fermen-
tácie po lag-fáze rastu buniek, ktoré ho za£ali spotrebováva´ pre svoj rast. Pred piatou
hodinou fermentácie sa rast nachádzal v strednej £asti exponenciálnej fáze, kedy zna£ná
£as´ HA bola uº syntetizovaná. Príspevok k poklesu koncentrácii rozpusteného kyslíka ne-
bol daný len jeho spotrebou na £innos´ buniek, ale aj zvý²ením viskozity média a hor²ieho
prestupu kyslíka. Jeho celkový podiel v médiu poklesol na cca 5 %.

Po prídavku 1 000 U enzýmu na za£iatku fermentácie môºeme pozorova´ ve©ký roz-
diel v koncentrácii rozpusteného kyslíka. Pokles sa oneskoril pribliºne o jednu hodinu a
táto hodnota klesla pribliºne na 6 %. Napriek ²tiepeniu vznikajúcej HA hyalurónidázami
bol pokles relatívne vysoký, £o môºeme vysvetli´ rýchlej²ou syntézou polyméru ako ²tie-
penia enzýmom BTH. V ôsmej hodine fermentácie, kedy sa kon£ila exponenciálna fáza
rastu buniek a za£ala sa spoma©ova´ syntéza HA, sa v pokuse bez prídavku enzýmu
koncentrácia rozpusteného kyslíka nemenila. V druhom prípade môºeme v¤aka zníºe-
niu viskozity £innos´ou hyalurónidáz sledova´ mierny nárast koncentrácie rozpusteného
kyslíka od 8. do 13. hodiny fermentácie. Z rastovej krivky mikroorganizma (Obr. 2.6) je
zjavné, ºe v 13. hodine bola rýchlos´ mnoºenia buniek nulová a rýchlos´ syntézy HA ve©mi
nízka. V experimente s prídavkom 1 000 U enzýmu môºeme od 13. do 16. h fermentácie
príspevok k poklesu rozpusteného kyslíka pripísa´ vplyvu £innosti hyalurónidáz, v¤aka
ktorej sa zvý²ila aº na hodnotu takmer 30 %. Po£as posledných dvoch hodín fermentácie
(14. � 16. h) sa mikroorganizmy nachádzali vo fáze odumierania a ich syntéza HA bola
nulová, preto pri prvom pokuse bez prídavku enzýmu môºeme tieº sledova´ mierny nárast
koncentrácie rozpusteného kyslíka, ktorý je spôsobený jeho niº²ou spotrebou bunkami.
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Obr. 4.9: Výstup z fermentora � priebehy zmien v hodnotách jednotlivých parametrov
fermentácie.
Zhora: bez prídavku enzýmu, po prídavku 1 000 U (BTH) / g (HA) v 0 h fermentácie. �ltou � tep-
lota [°C], £ervenou frekvencia mie²ania [1/min], zelenou pH, modrou rozpustený kyslík [%] a ruºovou
prietok vzduchu [l/min]
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4.4 Vý´aºok HA

V¤aka analýze prestupu kyslíka bolo zistené, ºe v prípade prídavku 1 000 jednotiek en-
zýmu boli podmienky fermentácie výrazne priaznivej²ie po£as takmer piatich hodín. Na-
priek tomu nebol predpoklad pre zvý²enie vý´aºku prídavkom hyaurónidázy potvrdený
v ºiadnom z pokusov.

V ²túdii pri fermentácii Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, ktorou sa zaoberal Liu
a kol. , (Tab. 2.1) vzrástol vý´aºok prídavkom hyalurónidázy z 5,0 na 6,0 g/l. Po£iato£ná
koncentrácia sacharózy bola 70 g/l. Pri experimentoch bez prídavku enzýmu klesla na
8,6 g/l, s prídavkom enzýmu klesla aº na 3,1 g/l [11].

V na²om experimente bola po£iato£ná koncentrácia sacharózy iba 40 g/l, koncentrácia
zbytkovej glukózy bola vo v²etkých prípadoch ve©mi nízka (v rozmedzí od 1,54 do 0,24
g/l), £o je pozitívne pre technologickú vý´aºnos´ HA a zjednodu²enie jej puri�kácie, ale
prípadný nárast vý´aºku HA by bol pomerne ´aºko detekovate©ný.

Liu a kol. vo svojej ²túdii dokázal kritickú hodnotu koncentrácie rozpusteného kyslíka
pre produkciu HA, ktorá £iní 5 %. �al²ie zvy²ovanie koncentrácie rozpusteného kyslíka
nemá na výrobu HA ºiaden vplyv. V na²om prípade bola koncentrácia rozpusteného
kyslíka pri fermentácii (Obr. 4.9) bez prídavku enzýmu iba trochu niº²ia ako 5 %, po
prídavku 1 000 jednotiek enzýmu uº kritickú hodnotu mierne presiahla. Prípadný nárast
vý´aºku by tak mohol by´ zanedbate©ný a rozdiely pri experimentoch s 10 U enzýmu sú
spôsobené najskôr odchýlkami jednotlivých kultivácií.
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Obr. 4.10: Závislos´ mnoºstva vzniknutej HA a koncentrácie zvy²kovej glukózy.

Na obrázku 4.10 bola v prípade východiskovej kultivácie a po prídavku 10 U (BTH) / g (HA)
v 7. � 9. h kultivácie medzi koncentráciou vzniknutej HA a zvy²kovej glukózy potvr-
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dená korelácia � pri vy²²om vý´aºku HA bol zaznamenaný pokles koncentrácie zvy²kovej
glukózy a pri niº²om jej nárast. Tento trend nebol uplatnený práve pri prídavku rádovo
vy²²ích koncentrácií enzýmu.

Ke¤ºe po prídavkoch 500 � 2 000 U enzýmu do²lo nepochopite©ne k výraznému poklesu
vý´aºku HA, overili sme si ú£innos´ nami prevedeného postupu zráºania pre nízkomole-
kulárnu HA (Tab. 4.1). Pokus pre zistenie ú£innosti zráºania HA o rôznej molekulovej
hmotnosti bol modelovaný tak, aby koncentra£ne aj pomerovo pribliºne odpovedal ná²mu
spôsobu gravimetrického stanovenia opísanému v sekcii 3.3.6, zvolená koncentrácia HA
v²ak £inila 5 g/l, £o je v porovnaní s priemernou koncentráciou HA v produk£nom médiu
nepatrne vy²²ia pre lep²iu vidite©nos´.

Roztok HA 200 ml Prídavok 400 ml 100% IPA

Mw [kDa] Zrazenina, sedimentácia Roztok nad zrazeninou

1 250 � 1 000 jemné vlo£ky £íry

500 � 300 jemné vlo£ky, pomal²ia sedimentácia £íry

350 � 120 zrazenina na stenách mierne zakalený

120 � 70 maz©avá zrazenina na dne zakalený

70 � 50 maz©avá zrazenina na dne zakalený

50 � 30 maz©avá zrazenina na dne zakalený

Tab. 4.1: Pozorovanie ú£innosti zráºania HA o známej MW obvyklým spôsobom gravi-
metrického stanovenia vý´aºku

Pri zráºaní HA v rozmedzí molekulovej hmotnosti 500 � 1 250 kDa sa na stenách
kadi£ky nezachytili ºiadne vlo£ky a roztok nad sedimentom bol úplne priezra£ný. Pri
rozmedzí molekulovej hmotnosti 300 � 500 kDa bol roztok nad zrazeninou £íry napriek
pomal²ej sedimentácii. Od molekulovej hmotnosti 300 kDa môºeme predpoklada´ úplné
vyzráºanie produktu. Zrazenina HA o molekulovej hmotnosti 120 � 350 kDa sa nachádzala
okrem dna nádoby aj na stenách a vý²ka vrstvy sedimentu bola vä£²ia ako v pokusoch
s vy²²ou molekulovou hmotnos´ou. Roztok nad zrazeninou bol mierne zakalený, vo©ným
okom v²ak nebolo moºné rozozna´ ve©kos´ vlo£iek. Z tohto pokusu môºe by´ usúdené, ºe
pri vzniku HA o molekulovej hmotnosti niº²ej ako 300 kDa dochádza ku jej £iasto£nému
odplaveniu po£as prvej dekantácie, tým aj ku strate vý´aºku. Od molekulovej hmotnosti
HA niº²ej ako 120 kDa nemala vzniknutá zrazenina tvar vlo£iek, HA vytvorila hustý gél
na spodku nádoby a roztok nad ním bol mlie£ne biely. Pri molekulovej hmotnosti HA
niº²ej ako 120 kDa dochádza kvôli nedostato£nému vyzráºaniu a nízkej sedimentácii HA
ku výraznej strate vý´aºku.

Na základe toho môºeme usúdi´, ºe v pokusoch pri prídavku 500 a 1 000 U enzýmu
do²lo ku £iasto£nej strate vý´aºku a pri prídavku 2 000 U enzýmu bola strata ve©mi
výrazná (Obr. 4.11).
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Obr. 4.11: Ovplyvnenie vý´aºku HA metódou gravimetrického stanovenia
V rozmedzí zobrazenom zelenou bola dokázaná strata vý´aºku.

4.5 Polydisperzita HA a optimalizácia reºimu prídavku
enzýmu

Technicky najjednoduch²ím bol prídavok hne¤ po zao£kovaní fermentorov. Enzým mal
vä£²iu ú£innos´, nebola potrebná kontrola funk£nosti peristaltických £erpadiel a nerisko-
vala sa prípadná kontaminácia média po£as prídavku.

Enzým Mw [kDa] PDI

0 U, 0 h 1 642 ± 41 1, 378 ± 0,034

10 U, 7 h 1 323 ± 67 1, 487 ± 0,039

10 U, 8 h 1 334 ± 66 1, 435 ± 0,072

10 U, 9 h 1 459 ± 83 1, 496 ± 0,031

500 U, 0 h 251 ± 62 1, 958 ± 0,089

1 000 U, 0 h 160 ± 24 2, 593 ± 0,187

2 000 U, 0 h 75 ± 17 �1

Tab. 4.2: Hodnoty polydisperzity PDI vzniknutej HA

1 z technických prí£in nebola hodnota zistená

V prípade 10 U bol enzým pridávaný v 7. � 9. h fermentácie, teda v £ase, kedy sa v mé-
diu vysokomolekulárna HA uº nachádzala. Hodnoty PDI sa prídavkom enzýmu mierne
zvý²ili v porovnaní s východiskovou kultiváciou. Prídavok 500 � 1 000 U enzýmu bol
uskuto£nený na za£iatku fermentácie. Uº prvé biopolyméry vytvorené HA-syntázou boli
okamºite ²tiepené pridaným enzýmom. V tomto £ase museli kvôli malému mnoºstvu sub-
strátu vznika´ ve©mi krátke fragmenty HA, ktoré mali ve©ký vplyv na hodnoty Mw a Mn,
preto môºeme pozorova´ aj vy²²ie hodnoty PDI. Vä£²í rozptyl molekulových hmotností
je spôsobený hlavne £asom jeho prídavku.

V ²túdii, ktorú uskuto£nil Liu a kol., (Tab. 2.1) mal zvý²ený prídavok enzýmu vplyv
práve na pokles indexu polydisperzity. V ich experimente bol enzým pridávaný v ôsmej
hodine fermentácie a vznik HA o Mw 2OO kDa znamenal pokles PDI na 1,5 [11].

V na²om prípade (Tab. 4.2) bol enzým pridávaný na za£iatku fermentácie a pri vzniku
HA o Mw 251 a 160 kDa bol zaznamenaný nárast PDI na 2,0 a 2,6 � ¤al²ím zvy²ovaním
koncentrácie prídavku enzýmu narastal aj index polydisperzity vzniknutej HA. Na rozdiel
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od vy²²ie zmieneného experimentu, v ktorom index polydisperzity klesal pri prídavku
vy²²ích koncentrácií enzýmu, nami prevedenými experimentmi sa ²írka distribúcie MW
pri vy²²ej koncentrácii BTH zvä£²ovala. Tento principiálny rozdiel môºeme vysvetli´ práve
£asom prídavku enzýmu.

V ²túdii, ktorej sa venoval Jin a kol. (Tab. 2.2) stanovili rastúce hodnoty PDI zvy²o-
vaním aktivity hyalurónidázy. Tento experiment bol uskuto£nený prítokovou kultiváciou
s bohatým zdrojom uhlíka a enzým bol exprimovaný mikroorganizmom v priebehu kulti-
vácie, £o malo za nasledok rastúcu aktivitu enzýmu v £ase kultivácie [61].

Trend zvy²ovania hodnoty PDI rastúcou aktivitou enzýmu bol rovnaký ako v na²om
prípade, distribúcia Mw kyseliny hyalurónovej, ktorú pripravil Jin a kol., (Tab. 2.2) je
v porovnaní s na²ou (Tab. 4.2) omnoho uº²ia. Aktivita enzýmov v médiu rástla postupne,
ná² enzým bol plne aktívny hne¤ od za£iatku kultivácie. Fermentácia v prípade in a kol.
naviac trvala 60-100 h, £o oproti na²ej 16 hodinovej kultivácii predstavuje omnoho dlh²í
£as pre ustanovenie rovnováhy.

Pre vznik úzkej²ie ²peci�kovaných rozmedzí molekulových hmotností HA by mohlo by´
ú£inné vykona´ pokusy s vysokými koncentráciami enzýmu pridávanými v rôznych £asoch
strednej fáze fermentácie, kedy je v médiu dostatok substrátu pre enzým a, s prihliad-
nutím na náhodnos´ jeho ²tiepenia, niº²ia pravdepodobnos´ vytvorenia ²irokého spektra
molekulových hmotností.
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5 Záver
V tejto práci sa podarilo nájs´ spôsob získania HA o rôznych molekulových hmotnostiach
a optimalizova´ reºim prídavku enzýmu.

Prídavok 10 U enzýmu v 7. � 9. h fermentácie má za následok mierny pokles molekulo-
vej hmotnosti HA a nárast indexu polydisperzity. Pri koncentráciách enzýmu 500 � 1 000 U
pridaných na za£iatku fermentácie boli stanovené hodnoty PDI vysoké (1,958 � 2,593).
To je dané aktivitou hyalurónidáz uº od za£iatku fermentácie, kedy dochádza kvôli nedo-
statku substrátu ku výraznej fragmentácii, £o má za následok ve©kú distribúciu Mw. Pre
jej zníºenie je potrebné prida´ vysoké koncentrácie enzýmu v strednej £asti fermentácie.

�alej bola dokázaná modi�kácia molekulovej hmotnosti HA mnoºstvom prídavku
BTH v rôznom £ase priebehu fermenta£ného procesu. Po prídavku 10 jednotiek enzýmu
v siedmej hodine kultivácie bol pokles Mw viditený, vznikali v²ak e²te vysokomolekulárne
útvary rovnako ako pri východiskovej kultivácii. Dynamická viskozita klesla z pôvodných
219,7 mPa·s na 103,9 mPa·s. Tento pokles by mohol zjednodu²eni´ náro£né puri�ka£né
procesy pri výrobe HA bez zmeny jej funkcie na základe molekulovej hmotnosti. Prestup
kyslíka dosahoval takmer kritickú hodnotu pre produkciu HA uº vo východiskovej kul-
tivácii, preto zvý²enie vý´aºku pozorované nebolo. Po pridaní 2 000 jednotiek BTH na
gram vyprodukovanej HA vznikala nízkomolekulárna HA a prídavkom 500 a 1 000 jed-
notiek enzýmu sme získali HA o strednej molekulovej hmotnosti. Viskozita média bola
vo v²etkých troch prípadoch priaznivo nízka, bol dokázaný aj lep²í prestup kyslíka po£as
fermentácie. Pokles vý´aºku HA po prídavku 500 � 1 000 U nastal kvôli nízkej koncen-
trácii IPA pri procese zráºania nízkomolekulárnej HA, vý´aºok bol £iasto£ne odplavený
pri prvej dekantácii. V ¤al²om pokra£ovaní výskumu je potrebné upravi´ gravimetrický
spôsob stanovenia vý´aºku zvý²ením koncentrácie IPA.
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Zoznam pouºitých symbolov

a skratiek

Symbol Popis

ATP adenozíntrifosfát

BTH Bovite Testine Hyaluronidase (Bovinná hyalurónidáza)

ECM extracelulárna matrix

EDTA kyselina etyléndiamíntetraoctová

GlcNAc N-acetyl-glukózamín

GlcUA glukurónová kyselina

GlmM enzým, mutáza

GlmS enzým, amidotransferáza

GPC Gélová Permea£ná Chromatogra�a

MALLS Multi Angle Laser Light Scattering

(Detektor rozptylu svetla)

GRAS Generally recognized as safe

(V²eobecne povaºované za bezpe£né)

HA kyselina hyalurónová

HAS enzým, hyalurónan syntáza

hasA operón, hyalurónan syntáza

hasB operón, UDP-glukóza dehydrogenáza

hasC operón, UDP-glukóza pyrofosforyláza

hasD operón, acetyltransferáza

hasE operón, fosfoglukoizomeráza

HEMA hydroxyetylmetakrylát

hm. % hmotnostné percento

HMW vysokomolekulárny

Hyal hyalurónidáza

Hyals hyalurónidázy

LHyal Leech Hyalurnidase (hyalurónidáza z pijavíc)

LMW nízkomolekulárny

MMW strednej molekulovej hmotnosti
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Symbol Popis

MW molekulová hmotnos´

ldh laktát dehydrogenáza

Mn £íselný priemer molekulovej hmotnosti

Mw hmotnostný priemer molekulovej hmotnosti

Mz "z"-priemer molekulovej hmotnosti

NOX oxidy dusíka

oligo-HA oligosacharidy kyseliny hyalurónovej

PDI polydisperzita

Pgm fosfoglycerát mutáza

pmHAS hyaluronan syntáza z mikroorganizmu Pasturella

SDS dodecylsíran sodný

SEC Size � exclusion chromatography (Vylu£ovacia chromatogra�a)

S. z. Streptococcus zooepidemicus

U (BTH) / g (HA) jednotky enýmu BTH vztiahnuté na gram vyprodukovanej

kyseliny hyalurónovej

UDP uridín difosfát
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