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ABSTRAKT

Predmetom diplomovej prace je Stidium moznych aplikécii y izoformy polyméru kyseliny
glutamovej (y-PGA). Teoreticka cCast' je zamerana na vlastnosti tohto biopolyméru
a potencialne aplikacie v roznych oblastiach. St spomenuti aj jeho producenti a mechanizmus
biosyntézy. V experimentalnej Casti bol najskor polymér charakterizovany prostrednictvom
nasledujucich metod: FT-IR spektroskopia, TGA, DSC a SEC-MALS. Bol tiez zisteny jeho
izoelektricky bod, antimikrobidlna aktivita a rozpustnost’ Vroznych rozptstadlach.
Biopolymér bol tiez zrazany divalentnymi kationmi a Studovand bola jeho interakcia s opacne
nabitym surfaktantom CTAB. Hlavnou experimentdlnou S$tadiou bolo sledovanie vplyvu
v-PGA na viabilitu Saccharomyces cerevisiae a Lactobacillus rhamnosus pri stresovych
podmienkach pomocou prietokovej cytometrie. Vykonané stresy zahfnali posobenie etanolu,
teplotny stres s vysokou teplotou a mrazenim, pri ktorom boli jeho ucinky porovnané
s konvencnymi kryoprotektantami. Bunky zmienenych mikroorganizmov boli stresované
taktiez osmoticky a boli vystavené modelovym gastrointestinalnym §tavam — Zzaludocénej,
pankreatickej a zl¢ovej. Ochranné ucinky y-PGA na bunky boli zaznamenané pri etanolovom
strese na Lactobacillus rhamnosus. Potvrdené boli jeho vynikajuce kryoprotekéné vlastnosti
a ochranny efekt mal aj na bunky Saccharomyces cerevisiae pri pdsobeni zalido¢nej Stavy.
Na zéaver experimentalnej casti boli pripravované castice y-PGA/alginat vhodné
pre enkapsulaciu probiotickych baktérii a nanocastice y-PGA/chitosan pre enkapsulaciu
biologicky aktivnych latok.

KLUCOVE SLOVA

polymér kyseliny glutdmove;j, y-PGA, charakterizacia, aplikacie, prietokova cytometria, stres,
protek¢né ucinky, Lactobacillus rhamnosus, Saccharomyces cerevisiae, kryoprotektant,
simulované gastrointestinalne $tavy, y-PGA/alginat perly, y-PGA/chitosan nanocastice



ABSTRACT

The subject of the thesis is study of possible applications of y isoform of glutamic acid
polymer (y-PGA). The theoretical part is focused on the properties of this biopolymer
and potential applications in various areas. Producers and mechanisms of biosynthesis are
also mentioned. In the experimental part, the polymer was firstly characterised by following
methods: FT-IR spectroscopy, TGA, DSC and SEC-MALS. Its isoelectric point, antimicrobial
activity and solubility in various solvents were also determined. The biopolymer was also
precipitated by divalent cations and its interaction with oppositely charged CTAB surfactant
was studied. The main experimental study was researching the effect of y-PGA on viability
of Saccharomyces cerevisiae and Lactobacillus rhamnosus under stress conditions by flow
cytometry. The performed stresses included ethanol exposure, high temperature and freezing
stress, in which its effects were compared to conventional cryoprotectants. The cells
of the mentioned microorganisms were also stressed osmotically and exposed to model
gastrointestinal juices - gastric, pancreatic and bile. The protective effects of y-PGA
on the cells were recorded in ethanol stress on Lactobacillus rhamnosus. Its excellent
cryoprotection properties were confirmed and its protective effect of gastric juice exposure
on Saccharomyces cerevisiae cells was also observed. At the end of the experimental part,
v-PGA/alginate beads suitable for encapsulation of probiotic bacteria and y-PGA/chitosan
nanoparticles for encapsulation of biologically active substances.

KEYWORDS

glutamic acid polymer, y-PGA, characterisation, applications, flow cytometry, stress,
protective effects, Lactobacillus rhamnosus, Saccharomyces cerevisiae, cryoprotectant,
simulated gastrointestinal juices, y-PGA/alginate beads, y-PGA/chitosan nanoparticles
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1  UVOD

Polymér kyseliny glutamovej (y-PGA) je vo vode rozpustny, prirodzene sa vyskytujuci
polymér. Vd’aka jeho netoxicite, biodegradabilite a neimunogenicite nachadza uplatnenie
Vv potravinarskom ¢i farmaceutickom priemysle a pri isteni odpadovych vod.

V stcasnosti su Coraz popularnejSie probiotické potravindrske vyrobky obsahujtce
mikrobialne kmene S uzito¢nymi prinosmi pre zdravie organizmu. Vysoka publicita tychto
produktov pritahuje pozornost’ spotrebitel'ov. Zdravotné prinosy vSak zavisia od viability
probiotickych ~ mikroorganizmov — azachovania ich vlastnosti. Pocas skladovania
a pri prechode gastrointestinalnym traktom dochadza k vyraznej strate ich zivotaschopnosti.
Preto pretrvava potreba zvySenia prezitia probiotik. Pouzitic y-PGA by mohlo navysit
zivotaschopnost’ probiotik pri procese lyofilizacie, kedZze je u¢innym kryoprotektantom.
Je tiez pH senzitivhym polymérom, pri nizkom pH ovocnych S§tiav alebo zalido¢nej Stavy
tvori kompaktnti a-helikalnu konformaciu, ktora by chranila mikroorganizmus a v cielovom
mieste v ¢revach by dochadzalo k jeho uvolneniu narusenim vodikovych vézieb. Probiotika
st pri spracovani a skladovani vystavené aj mnozstvu inych stresov, pri ktorych bol efekt
v-PGA na viabilitu probiotickych mikroorganizmov studovany v tejto praci.

Enkapsulécia do polymérnych materidlov nachddza uplatnenie nielen v potravinarskom
priemysle na zapuzdrenie probiotik a prirodnych zloziek ako vitaminy, antioxidanty,
ale aj v kozmetickom afarmaceutickom priemysle na podavanie antimikrobialnych
a terapeutickych ¢inidiel. y-PGA v zmesi s alginatom alebo chitosanom sa zda byt na to

vhodnym kandidatom.



2  TEORETICKA CAST

2.1 Polymér kyseliny glutamovej

Polymér kyseliny glutdmovej (PGA) je biodegradabilny, neimunogénny anidonovy
homopolyamid pozostavajuci z jednotiek D- a/alebo L-glutamovej kyseliny. V zavislosti
od prepojenia jednotiek peptidovou vdzbou medzi a-aminoskupinou a karboxylovou
skupinou, mézeme polymér rozliSit’ na dve izoformy, a-PGA a y-PGA (Obrazok 1) [1; 2; 3].
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Obrdzok 1: Struktira a-PGA (nalavo) a y-PGA [1]

Preferovana metdda produkcie o-PGA je chemickd syntéza pomocou nukleofilne
iniciovanej polymerizacie y-chraneného N-karboxyanhydridu kyseliny L-glutamovej. Kym
mikrobidlna syntéza o-PGA je ndroénd a je ju moZné realizovat len pomocou
rekombinantného kmena Escherichia coli, y-PGA moéze byt produkovana velkym
mnozstvom mikrobidlnych druhov. V stcasnosti existuji eSte dalSie tri spdsoby
pre produkciu y-PGA: chemickd syntéza, peptidova syntéza, biotransformacia. V porovnani
S tymito metddami je mikrobidlna syntéza najefektivnejSia a ma vel'a vyhod, vratane lacnych
surovin, minimalneho znecistenia Zivotného prostredia, vysokej Cistoty prirodného produktu

a miernych reakénych podmienok [1; 4].

2.2 Organizmy produkujuce y-PGA

Polymér y-PGA prvykrat objavili vedci Ivanovics a Bruckner v roku 1937 ako sucast’
kapsuly Bacillus anthracis, gram-pozitivnej sporulujicej baktérie spdsobujicej antrax. V roku
1942 Bowarnick preukazal, ze y-PGA je volne sekretovana do rastového média Bacillus
subtilis ako produkt fermentacie. Odvtedy bol y-PGA objaveny u druhov zo vsetkych troch
domén (archea, baktérie, eukaryota). Prirodzene vyskytujici sa zdroj y-PGA je v tradicnom
japonskom jedle natto, fermentacnom produkte baktérii Bacillus subtilis rastacich na soéji [4;
5;6; 7].



Organizmus pouzivany na vyrobu zloziek potravy, kozmetiky a lieckov musi byt
uznavanym bezpecnym producentom, nemal by byt suCasnym producentom potencialne
toxickych alebo imunogénnych latok, ktoré¢ by mohli kontaminovat’ produkt. Baktérie rodu
Bacillus (hlavne Bacillus licheniformis a Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus
amyloliquefaciens) sa najéastejSie pouzivaji na produkciu y-PGA, povazuju sa za bezpetné
a majua dlha historiu bezpe¢ného pouzitia v potravinarskych vyrobkoch [8; 9].

Kmene Bacillus produkujuce y-PGA moézu byt rozdelené do dvoch skupin podla
poziadaviek na ziviny. Producenti zéavisli od kyseliny glutamovej vyzaduji externy prisun
kyseliny L-glutamovej, glukozu, kyselinu citronovi a/alebo glycerol ako zdroje uhlika
na vyrobu y-PGA alebo aktivaciu enzymového systému syntézy y-PGA. Kmene, ktoré moézu
produkovat’ polymér v nepritomnosti externe dodanej kyseliny glutdimovej vyzaduji dusik
z organickych alebo anorganickych zdrojov a rdézne cukry. Kmene zéavislé od kyseliny
glutdmovej pritahuji vel’ka pozornost’, pretoze su vo vSeobecnosti lepSimi producentmi.
Najvyssia konetna koncentracia y-PGA (101,1 g-1™") s vysokou produktivitou (2,19 g-I*-h™)
bola dosiahnuta u producenta Bacillus subtilis ZJU-7 zavislého od kyseliny glutamovej [8; 10;
11; 12].

Enantiomérne c¢isty y-D-PGA syntetizuje len Bacillus anthracis. Druh Natrialba
aegyptiaca je schopny produkovat’ ¢istii L-enantiomérnu formu y-PGA, av$ak nie je vhodny
pre priemyselni vyrobu y-PGA kvoli jeho vysokej naro¢nosti na kultivaciu. VSetky ostatné
druhy poskytuju polyméry pozostavajice zo zmesi dvoch enantiomérnych foriem viac alebo
menej racemickej kompozicie. Stereochemické zlozenie y-PGA sa meni v roznych kmenioch
a pri roznych kultivaénych podmienkach. Pomer izomérov kyseliny glutamovej v y-PGA je
ovplyvneny koncentraciou Mn?* v kultivanom médiu niektorych druhov Bacillus. Zvysenie

koncentracie Mn?* zrejme zvysuje aktivitu enzymu glutamat racemazy [8; 13; 1].

2.3 Biosyntéza y-PGA

Prekurzorom v-PGA je exogénna (ziskand cez transportny systém glutamatu)
alebo endogénna kyselina L-glutimova (L-Glu). Endogénna produkcia kyseliny
L-glutamovej vyzaduje najskor konverziu uhlikového zdroja na acetyl-CoA, nasledne
na kyselinu a-ketoglutarovi (a-KG) cez Citratovy cyklus. Kyselina a-ketoglutarova sluzi ako
priamy prekurzor pre syntézu kyseliny L-glutdamovej. Konverzia kyseliny a-ketoglutarove;
na kyselinu L-glutamovia moéze prebiehat dvomi sposobmi. Bud’ reakciou katalyzovanou
2-oxoglutarat aminotransferazou medzi kyselinou a-ketoglutarovou a L-glutaminom (L-GlIn),
alebo reakciou kyseliny o-ketoglutarovej so siranom aménnym katalyzovanou enzymom
glutamat dehydrogenaza v nepritomnosti glutaminu [4; 7].

Kyselina D-glutamova (D-Glu) inkorporovana do rastiiceho retazca y-PGA musi byt

ziskana z kyseliny L-glutamovej racemizacnou reakciou. Existuju dva gény glutamat
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racemazy — racE (tiez nazyvany glIr) a yrpC. Ich zapojenie do y-PGA syntézy je stale nejasné
[5].

V pripade Bacillus anthracis st gény kddujuce proteiny zacastiiujiice sa na syntéze y-PGA
na plazmide, na rozdiel od inych druhov rodu Bacillus, kde su gény pritomné
na chromozome. Ak je y-PGA spojeny S bakteridlnym povrchom a tvori kapsulu, gény sa
nazyvaju cap a ak je nasyntetizovany y-PGA uvolneny, gény maji nazov pgs (gén
polyglutamat syntetazy). Obidva génové stibory cap a pgs maji najmenej 4 gény: capB, C, A
a E alebo pgsB, C, A a E. Gény pgsBCA su zhodné s génmi capBCA Bacillus anthracis.
Ukazalo sa, ze mechanizmus polymerizacie je zavisly od ATP. V rovnici (1) je znazorneny
navrhovany reakény mechanizmus membranového komplexu y-DL-PGA syntetazy u Bacillus
subtilis. Najskor je fosforylova skupina ATP prenesend na koncovu karboxylova skupinu
rastiice] y-PGA pomocou substrat-dependentnej ATP hydrolyzy. V dosledku nukleofilného
ataku aminoskupiny kyseliny glutdmovej na fosforylovani karboxylovl skupinu vzniké
amidova vizba [2; 5; 4; 1; 14].

Q ATP Q 2 :
PGA-C~OH —— |PGA-C-OPO;" |+ ADP —5—» PGA,;+ Pi

1)

H,N-Glu

Tato reakcia pokraCuje v polymerizacii y-PGA na aktivhom mieste syntetdzového
komplexu (PgsBCA). PgsB a PgsC spolu tvoria hlavnu cast' katalytického miesta,
zatial' ¢o PgSA odstraiiuje predizeny retazec z aktivneho miesta, ¢o je potrebné na pridanie
d’al§icho monoméru a transport y-PGA cez kompaktni bunkovi membranu. Bolo zistené,
ze pgsE pri produkcii y-PGA nehra ulohu a pri vysokych koncentraciach pgsA, pgsB a pgsC je
komplex PgsBCA vytvoreny aj V nepritomnosti génu pgsE. Dalsi vyskum ukazal,
ze pgsE je nevyhnutny pre produkciu y-PGA v nepritomnosti Zn** [2;5; 4; 1].

Pri analyzach substrat-dependentnej ATP hydrolyzy na ligaciu amidov sa predpoklada,
ze ligazy vykazuju prisnu stereo$pecifitu pre aminokyselinové substraty. y-PGA syntetazovy
komplex je pravdepodobne konformacéne jedinecny a atypicky enzym zrodiny ligaz,

pretoze obidva enantioméry glutamatu povazuje za substrat [14].
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Obrazok 2: Navrhovand draha syntézy y-PGA u druhov Bacillus [1]

2.4  Funkcia y-PGA v organizmoch

v-PGA ma rozne biologické funkcie liSiace sa podla druhov organizmov, ktoré ho
syntetizuju a ich prostredia. Podne baktérie (vdcSinou z rodu Bacillus) pouzivaju y-PGA
na sekvestraciu toxickych kovovych i6nov, ¢im sa zvySuje ich odolnost’ voc¢i nepriaznivym
podmienkam. y-PGA moézZe sluzit’ ako zdroj glutamatu pre baktérie v §tadiu hladovania pocas
neskorSej stacionarnej fazy. Planococcus halophilus, Sporosarcina halophila a Natrialba
asiatica (jediné zistené y-PGA produkujice archea) pouZzivaji y-PGA na znizenie vysokych
miestnych koncentracii soli, ¢o im umoziuje prezit v nepriatelskom prostredi. y-PGA
pomaha pri tvorbe biofilmu, vstrebavaniu zakladnych zivin z prostredia u Bacillus subtilis.
Bolo preukazané, ze bez tvorby y-PGA nie je druh schopny produkovat’ biofilm alebo tvorba
biofilmu je vel'mi nizka [5; 6; 3; 4; 15].

Dve vysoko patogénne baktérie Bacillus anthracis a Staphylococcus epidermidis,
syntetizuji povrchovo-asociovanu y-PGA, ktora im umoziuje uniknit’ fagocytéze a pdsobit’
ako bakterialny faktor virulencie. Okrem toho sa kapsula Bacillus anthracis sklada vylucne
z D-enantioméru, o ju robi obzvlast’ neimunogénnou [5; 6; 3].
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Prhlivce st jedinymi eukaryotickymi organizmami, o ktorych je zname, ze produkuju
v-PGA. Na ramenach maji Specidlne organely, nematocysty (pichl'avé bunky), ktoré im
pomahaju pri premiestiiovani a na zachytavanie koriste. Dokonca ich pouzivaju na obranu
mechanizmom explozie, kedy produkuju velké mnozstvo y-PGA, ktora spuasta expldziu
vytvorenim osmotického tlaku [3].

Pritomnost’ y-PGA bola preukdzana aj v neuronoch u mysi, kde pravdepodobne zohrava
ulohu pri regulacii dynamiky mikrotubulov modifikaciou interakcie tubulinu

s tubulin-asociovanymi proteinmi a Ca* [2].

2.5 Vlastnosti y-PGA

2.5.1 Strukturalna charakteristika, fyzikalne a chemické vlastnosti

Kyselina glutimova, stavebny monomér y-PGA, ma tri chemicky aktivne funkéné skupiny
a ich chemicka reaktivita nasleduje vtomto poradi: a-NH;> a-COOH >y-COOH.
Vo fermentaénom procese je vicSina kyseliny L-glutamovej enzymaticky racemizovana
na kyselinu D-glutamovt a obe kyseliny D- a L-glutamové st kopolymerizované tvorbou
y-peptidovych vazieb medzi menej reaktivnymi y-COOH skupinami a a-NH, skupinami [16].

Molekulova hmotnost’ y-PGA sa pohybuje od 100 kDa do 2500 kDa. Kone¢na molekulova
hmotnost’ y-PGA je zavisla na mnohych faktoroch, ako napriklad pH kultivaéného média,
jeho prevzdu$nenie, mieSanie, i6nova sila. ZvySenie doby fermentacie znizi molekulovu
hmotnost’ y-PGA z dévodu produkcie $pecifickych depolymeraz samotnym organizmom,
ktor¢ katalyzuju rozpad polyméru [3; 17; 18].

ZlozZenie kultivatného média ovplyviiuje kryStalinitu, farbu y-PGA a ma vplyv na to,
¢1 sa vytvori sol’ alebo vol'na kyselinova forma y-PGA. Amorfna forma y-PGA je lahko
vo vode rozpustna, zatial’ Co krysStalicka forma je relativne nerozpustna vo vode. Po izolacii
z kultiva¢ného média je ziskany biely alebo nahnedly prasok (ak st v médiu pritomné Zelezité
iony) [19].

Volna kyselinova forma y-PGA je nerozpustna vo vode, rozpustna je iba v organickom
rozpuitadle DMSO. Soli tohto polyméru s roznymi katiénmi (K*, Na*, NH,*, Ca** a Mg?*) st
uplne rozpustné vo vode a su bez chuti [2; 3; 16].

Ako uz bolo spominané, y-PGA moZe obsahovat len D-glutamat, L-glutamat alebo oba
enantioméry. y-PGA obsahujtci len L alebo D enantioméry je rozpustny V etanole. Ak y-PGA
obsahuje ekvimolarne mnozstva enantiomérov L a D, v etanole precipituje [4; 15].

v-PGA sa viaze sioénmi kovov, ako napriklad AI¥*, Cr¥, Fe* Pb**, Cd**, cu®,
prostrednictvom chelacie. Nasleduju konformaéné zmeny zndhodného zvinutia (angl.
random coil) do obalenych agregatov a nasledne dojde k vyzrazaniu. Na selektivne vyzrazanie
v-PGA vytvorenim komplexu je Cu?® najefektivnejsim kovovym i6nom, dokonca aj pri jeho
nizkej koncentracii. [16; 20].
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Tepelna stabilita y-PGA je do 210 °C, kde sa topi a rozklada sucasne. Navrhnuty
mechanizmus tepelnej degradacie y-PGA je depolymerizacia na kyselinu pyroglutdmovu,
laktam kyseliny glutimovej [21].

V Tabulka 1 mozno vidiet rozdielnost’” bodov topenia a teplot rozkladu protonovanej
v-PGA-H a ionizovanej formy y-PGA'". Velké mnozstvo hydratovanej vody odraza silnt
vézbovi schopnost’ vody a hygroskopicku povahu soli y-PGA [16].

Tabulka 1: Tepelnd analyza y-PGA a minerdlnych soli y-PGA [16]

H Na* K* NH,* ca®* Mg?*
Hydratovana voda [%] 0 10 42 20 40
Teplota dehydratacie [°C] 0 109 139 110 122
Bod topenia, Ty, [°C] 206 160 193,2 219 160
Teplota rozkladu, Tg, [°C] | 209,8 340 341 223 335,7 331,8

2.5.2 Konformaéné a molekularne interakcie y-PGA

v-PGA moze zaujat tychto 5 konformacii: a-helix, B-skladany list, prechod z helix
do random coil, random coil a spojeny agregat. Konformacie st flexibilné a mézu sa menit’
so zmenou podmienok prostredia, ako je pH, koncentracia polyméru a iénova sila. y-PGA je
polyelektrolyt, takze bud’ protonovand alebo ionizovana forma je pritomna v zévislosti od pH
média a preto aj jeho konformacia je zavisla od pH. V y-PGA-H existuju 4 silné
intramolekularne vodikové vézby medzi karbonylovou skupinou y-peptidovej vézby
a aminoskupinou druhej y-peptidovej vézby. Tieto silné vodikové vizby tvoria kompaktnt
lavotociva a-helikdlnu konforméciu, ¢o vedie k silne hydrofébnému charakteru a stava sa
nerozpustna vo vode pri pH 2,0. ZvySenim pH a teda aj ionizacnym stupiom je podporovany
prechod z a-helixu na B-skladany list, vodikové spojenie sa rozpada. Akondhle sa y-PGA
stava uplne ionizovany (priblizne od pH 6 a vyssie), polymér prijme usporiadanie random
coil, kde elektrostatické odpudzovacie sily medzi negativne nabitymi boénymi skupinami
glutamatu uprednostiiuji menej kompaktny stav s vy$sou konformacnou entropiou [3; 18; 22;
4; 16].

Bol tiez zisteny vplyv pH na viskozitu y-PGA. Viskozita roztoku y-PGA je pravdepodobne
vysoko pribuzna deprotovanému stupiu COOH skupin v postrannych retazcoch y-PGA.
A teda, so zvySujucim sa pH (priblizne aZz do pH 8) sa zvySuje viskozita roztoku y-PGA
s ionizaciou kyselinovej formy na ionizovanu [23; 16].

Pri aplikacii osmotického tlaku dochadza k osmoticky indukovanému prechodu z random
coil do a-helikalneho stavu v doésledku znizenia aktivity vody v roztoku. Vzhl'adom k tomu,
ze konformacia random coil zavisi od stability hydratacie, y-PGA prijme entropicky nizsi
a-helikalny stav na ziskanie energie interakcii intramolekularneho vodikového viazania, a tym
vyzaduje menej vody pre stabilitu [22].
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V zriedenych roztokoch st molekuly y-PGA od seba izolované a spravaju sa
nezavisle, retazce polymérov interagujii primarne s molekulami rozpuastadla. Naopak
pri vyssSich koncentraciach sa polymérne retazce prekryvaji a stavaju sa zapletené,
preto su intermolekuldrne interakcie zna¢ne zvySené v porovnani s retazcami v zriedenych
roztokoch [23].

Pri stadiu morfolégie s pouzitim mikroskopie atomarnych sil bolo pozorované, Ze tvar
v-PGA-H je ty¢inkovity a u y-PGA-Na gulovity. Struktira y-PGA-Na zaujima random coil
konformaciu, na rozdiel od konformacie a-helix y-PGA-H. Negativne nabité karboxylové
skupiny maju silnu elektrostaticki odpudivost’, ktord je rezistentna voci intramolekularnej

interakcii vodikovych vézieb [23].

2.5.3 Rozdiely y-PGA oproti proteinom

Na rozdiel od vacsiny proteinovych materidlov sa y-PGA syntetizuje sposobom nezavislym
od ribozému. Latky, ktoré inhibuji translaciu proteinov (ako je chloramfenikol), nemaja
ziaden vplyv na produkciu y-PGA. Kvéli y-spojenym jednotkdm glutdmovych zvyskov je
v-PGA rezistentny voci protedzam, ktoré Stiepia a-amino vézby. Peptidova vizba v y-PGA
moze byt hydrolyzovana iba endo- a exo-y-glutamylpeptidazou, ktora je v prirode zriedkava
a preto ma y-PGA uréitu odolnost’ proti mikrobialnemu ataku. y-PGA sa tiez odlisuje
od proteinov tym, ze moze byt zafarbeny farbivami, ako je Metylénova modra, ale nie
Coomassie blue [4; 3; 16; 1].

2.6 Aplikacie y-PGA

v-PGA je biologicky odburatelny, multifunkény, kompatibilny, netoxicky pre T'udi
a dokonca jedly polymér. Navyse niekol’ko Studii ukazalo, ze y-PGA je sam o sebe slaby
imunogén a nevyvolava imunitné odpovede, pravdepodobne kvoli svojej jednoduchej
homopolymérnej Strukture, podobnej Strukture polysacharidov. Pre tieto vlastnosti boli
v minulych rokoch $tudované potencidlne aplikécie y-PGA a jeho derivatov z priemyselného
hladiska. y-PGA ma obrovsky potencial ako novy makromolekularny material, avSak je este
potrebné vyriesit’ problém jeho vyrobnych nakladov. Odhadnuté naklady su desatnasobne az
stonasobne vyssie ako u konvenénych materialov [14; 24].

Aplikacia tohto polyméru sa meni v zavislosti od jeho molekulovej hmotnosti. y-PGA
s rozmanitou molekulovou hmotnostou sa modze pouzit na rozne ucely v oblasti
bioinzinierstva, na tvorbu scaffoldov a hydrogélov. Systémy na cielené dodavanie lieCiv
vyzaduju niz$iu molekulovi hmotnost’, pretoZze molekuly vécsSie ako 30 kDa sa tazsie
rozptyl'uju kapilarami a glomerularnym endoteliom. VysSia molekulova hmotnost’ y-PGA
obmedzuje priemyselnt aplikaciu kvoli vysokej viskozite, nekontrolovatelnej reologii
a obtiaznym modifikaciam. Na jej znizenie sa vyuzivaju metody ako ultrazvukova degradacia,
alkalicka hydrolyza, mikrobialna a enzymaticka degradacia [18; 5; 25].
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Odlisné aplikacie ma tiez y-PGA s roznym stereochemickym zlozenim. Na kozmetické
ucely sa vyuziva y-PGA svysokym obsahom L-glutamatu, vdaka svojej kompatibilite
s pokozkou. Pre potreby pomalSej degradacie polyméru sa pouziva y-PGA s vysokym
obsahom D-glutamatu [13].

2.6.1 Farmaceutické a lekarske aplikacie

a-karboxylové bocné retazce y-PGA moézu byt chemicky modifikované na zavadzanie
roznych liekov alebo na moduléciu amfifility polyméru. Tieto vlastnosti su vel'mi uzito¢né
pre farmaceutické a biomedicinske aplikacie. Konjugaty y-PGA-lieCivo, nanocastice
a hydrogély vyrobené z y-PGA alebo jeho derivatov maju Sirokt $kalu aplikacii ako nosice

lieciv alebo materialy pre tkanivové inzinierstvo [24].

2.6.1.1 Konjugdty y-PGA-liecivo

Molekularna hmotnost y-PGA je rozhodujucim faktorom pri ur€ovani vlastnosti
pre systémy na dodavanie lickov vratanie riadenia rychlosti uvolnovania lie¢iva. Molekuly
lie¢iva su viazané na y-PGA prostrednictvom kovalentnej vizby, ¢im je lieivo rozpustnejSie
a lahSie sa podéava. V pripade dodavky protirakovinového lie¢iva vstupuje konjugat
polymér-liek do nadorovych miest a liek sa uvolfiuje v priecbehu ¢asu ako polymér
biodegraduje na kyselinu glutdmovi. y-PGA bol tspesSne konjugovany lie¢ivom paclitaxel
(Taxol®). Vyrazne sa zlepsila bezpec¢nost’ a G¢innost’ lieku (v porovnani so Standardnym
paclitaxelom) zvySenim farmakokinetického profilu a rozpustnosti vo vode. Okrem toho to
tiez zlepSilo selektivitu pre nador prostrednictvom zvySenej akumulacie a retencie
v nadorovom tkanive. Vysledkom je teda efektivnejSie vyuZitie protirakovinového lie€iva a
mensi vedl'aj$i ucinok pre pacienta. Polymér moze byt konjugovany inymi liekmi s vol'nou
hydroxylovou  skupinou ako  doxorubicin, daunomycin, kaptomycin. = Okrem
chemoterapeutickych c¢inidiel moézu byt na volnych karboxylovych skupindch pripojené
antidiabetické lieciva ako phloridzin a pomocou syntetickych linkerov protilatky [26; 24; 4].

2.6.1.2 Nanocastice pre systém na doddvanie liekov

Nanopartikularne systémy na dodavanie lieckov maju niekol’ko vyhod oproti inym
systétmom. Maju vyssiu intracelularnu absorpciu spdsobenti ich subcelularnou velkostou.
Lieky mozu byt zaclenen¢ bez akychkol'vek chemickych reakcii, nanocastice stabilizuju
ucinnost’ lieCiva a dochadza k znizeniu podrazdenia tkaniva. Samotné lieCiva su chranené
pred degrada¢nymi faktormi, ako je svetlo a pH, a st enkapsulované s vysokou téinnost'ou
V polymérnej matrici alebo v jadre nanocastic. Obrovsky zaujem je o polymérne nanocastice
pre farmaceutické a biomedicinske aplikacie vyrobené z materialov, ktoré su biodegradabilné
a biokompatibilné in vivo. Nanocastice s obsahom y-PGA sa pouzivaji ako systémy
na dodavanie liekov v rakovinovej terapii, v antimikrobialnej génovej terapii a dodavanie

vakcin alebo adjuvans, ktoré mézu indukovat’ antigénovo Specificki humoréalnu a bunkovu

16



imunitu. Uspesne boli pripravené nanodastice chitosan/y-PGA elektrostatickou interakciou
medzi amino skupinami chitosanu a karboxylovymi skupinami y-PGA. Tento nanokomplex je
vhodny na podéavanie biologicky aktivnych latok, ako napriklad proteinov a protizapalovych

liekov. Tiez bol pripraveny pH citlivy systém nanocastic z chitosanu a y-PGA na oralne
podavanie inzulinu [27; 24; 25; 28].

2.6.1.3 Hydrogély pre tkanivové inZinierstvo

Pre tkaninové inzinierstvo st dolezité¢ tri klacové Cinitele: bunky, rastové faktory
a scaffoldy. Polymérny scaffold je vyznamny nielen pre udrzanie priestoru a tuhosti
pre bunkovy rast, diferenciaciu a organizaciu, ale tieZ pri zasobovani zivinami. Aplikacie
v-PGA ako scaffoldu pritahuju pozornost’ v oblasti tkaninového inZinierstva. Gélovy scaffold
vytvoreny z homogénnej zmesi chitosanu a y-PGA vykazuje vys$iu mechanicki pevnost,
hydrofilnost’ a cytokompatibilitu ako samotny chitosan. Tato kompozitna matrica je vhodna
na pripojenie buniek a proliferaciu. Inkorporacia rastovych faktorov do scaffoldov sa pouziva
na lieCenie a regeneraciu tkaniv a organov. Sulfonovany y-PGA (y-PGA-S) napodobiiuje
heparin a tak moze byt pouzity ako antikoagulant. y-PGA pri 72% sulfonacii postrannych
karboxylovych skupin moéze nahradit heparin v bunkovej kulture cicavcov. y-PGA-S
hydrogély s aktivitou FGF-2 (zakladny rastovy faktor fibroblastov) st platformou pre stabilni
inkorporaciu FGF-2. Pouzitim kombindacie zosietovanej y-PGA a zabudovaného polymérneho
retazca y-PGA-S72 je vytvorena polopriepustnd polymérna siet podobna heterogélu
na udrzanie mobility a aktivity FGF-2. Tieto y-PGA-S scaffoldy m6zu byt v tkaninovom

inzinierstve vyuzité pri neovaskularnom lieCeni ischémie a zapalu [24; 1; 6].

2.6.1.4 Biologické lepidio

v-PGA moZe byt vyuzity ako biologické lepidlo na mikké tkaniva. Gelacia systému
v-PGA/Zelatina bola  zosilnenda zosietovacim ¢inidlom  1-(3-dimetylaminopropyl)-3-
(etylkarbodiimid) hydrochlorid (EDC). ZmieSané lepidla zosietované EDC nevykazovali
Ziadnu cytotoxicitu voci fibroblastom, nebola pozorovand Ziadna vyznamna zépalova reakcia
pri subkutannej implantacii potkanom. Bioadheziva na baze y-PGA/Zelatina zostali na mieste

pocas 7 dni, zatial’ ¢o fibrinové lepidlo bolo takmer Gplne degradované [29].

2.6.2 Kozmetické aplikacie

v-PGA je homogénne miesatel'na a chemicky stabilna v matrici zloziek, ktoré sa typicky
pouzivaji v krémoch na tvar. Ma schopnost vytvarat na kozi hladky, pruzny
a samozvlhcujuci film, ktory zlepSuje senzorické vnimanie a poskytuje ochranu vonkajsej
vrstvy koze. Okrem exfoliacie tiez efektivne zvys$uje schopnost’ zadrzania vlhkosti. Uginok
retencie vlhkosti y-PGA je dva az trikrat vyssi ako u kyseliny hyaluronovej. Je vynikajicim
hydrofilnym zvhl¢ovadlom a zvySuje produkciu prirodnych zvhl¢ujiacich faktorov, ako je

kyselina pyrolidonkarboxylova, kyselina mlie¢na a kyselina urokdnova. y-PGA ma tiez
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potencial ako prirodzena nahrada kolagénu alebo kyseliny hyalurénovej, a tak moéze posobit’
ako latka proti starnutiu [30; 31].

Pouzitie y-PGA ako aktivnej zlozky inhibitoru hyaluroniddzy je u¢inné pri udrziavani
zvlh¢ovania pokozky a elasticity. Hyaluroniddza je enzym, ktory degraduje kyselinu
hyaluronovi pritomnu v koznej dermis. Toto zlozenie moze tiez zmiernovat alergické
symptomy tym, Ze inhibuje priepustnost’ zapalovych buniek [32].

V pripravkoch na starostlivost o pokozku moéze byt vyuzity komplex y-PGA-vitamin,
ktory ma za nasledok zvySenie stability, podporu absorpcie a zlep$enie trvalého uvolfiovania
vitaminov, ako aj hygroskopicitu, zvlh¢ovacie vlastnosti a kompatibilitu s pokozkou.
Komplex y-PGA-vitamin C ma inhibicny u¢inok na kolagenazu, enzym, ktory degraduje
kolagén pritomny v kozi a zniZuje pruznost’ koze a tvorbu vrasok [33; 34].

Okrem starostlivosti 0 pokozku vyskum preukazal schopnost’ y-PGA udrzat’ pevnost
vlasov pri procese bielenia zvySovanim prirodzenej schopnosti zadrzania vlhkosti,

a tiez vytvorenim ochrannej vrstvy na vlasoch [30].

2.6.3 Potravinarsky priemysel

Kedze y-PGA je jednym zhlavnych zloziek natto, tradi¢ného japonského jedla
pripraveného zo séjovych bobov fermentovanych Bacillus subtilis, moze byt vyuzity aj
pre potravinarske aplikacie. Predpokladany denny prijem y-PGA v Japonsku je priblizne
16 mg/den. y-PGA je bez chuti a vSeobecne povazovany za bezpecnu latku (GRAS),
biodegradovatel'nu a jedli a menej nachylnu na intestinalne traviace enzymy [34; 35; 36].

2.6.3.1 Doplnok stravy

v-PGA je povaZovany za kandidata pre funk¢né potraviny zamerané na podporu zdravia
kosti. Studie naznaluju, Ze spotreba natto sa spija so zniZenou stratou kostnej hmoty
V postmenopauze japonskych Zien. Predpoklada sa, ze spdsob ucinku y-PGA je zvySovanie
rozpustnosti vapnika Vv lumenoch creva, a tym sa zvySuje paracelularna absorpcia véapnika
v tenkom ¢reve. Okrem toho pridavok y-PGA alebo jeho soli do jedla obsahujuceho
biologicky aktivne latky ako vitaminy, polyfenoly, karotenoidy a zvySuje prijem tychto latok
v tenkom creve. Vitamin K2, rozpustny v tukoch a dolezity kofaktor pri tvorbe kosti, bol
solubilizovany proteinom pozostavajucim hlavne z kyseliny glutdmovej. Tieto zistenia
naznacuju, ze prirodzene sa vyskytujuci y-PGA a funk¢na vyziva doplnend o y-PGA mdzu
prispiet’ k prevencii osteopordzy, zniZeniu straty vapnika, udrZiavaniu pevnosti kosti,
zlepSeniu rastu a zdravého stavu kosti [35; 37; 38].

Schopnost” y-PGA rozpustit’ vapnik mozno néjde uplatnenie Vv rozpuastani fyziologickych
kamernov [16].

Kfmna zmes obsahujica y-PGA podavand dobytku, hydine alebo domacim zvieratdm

okrem zvySovania absorpcie minerdlov v ¢revnom trakte a braneniu tvorby slabych
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a deformovanych koncatin, zvySuje pevnost Skrupin vajec U sliepok. Ocakava sa tiez

znizovanie telesného tuku a zlepSenie naberania hmotnosti u kurciat [16; 39].

2.6.3.2 Kryoprotektant

Zmrazovacie skladovanie je vSeobecne uzito¢né, ucinné a je to slubna metdda
na zachovanie mnohych biologicky aktivnych a dolezitych materidlov. Téato metoda je
pouzitelnd na zachovanie potravin, mikroorganizmov, biologickych pripravkov a liekov.
Zmrazovanie a rozmrazovanie ¢asto sposobuje poskodenie bunkovej Struktiry a denaturaciu
proteinov. Na chranenie mrazeného jedla pred poskodenim alebo na stabilizaciu
kryo-konzervovanych materialov je pouzivané pridavanie kryoprotektantov. Pri kryoprotekcii
dochadza k poklesu Tladovej frakcie zmrazeného materidlu. Soli y-PGA su ucinné
kryoprotektanty. Mechanizmus, ktorym je ich aktivitu mozné vysvetlit, zatial’ nie je ureny,
avSak protimrznuca aktivita sa zdd byt sposobena najmd Coulombovou silou disociujucich
protionov a ich rozbijajicim ucinkom na sietovu Struktaru vody viazant vodikom.
Maju slabsiu chut ako bezne vyuzivané kryoprotektanty (sacharidy, anorganické soli
a aminokyseliny) a mozu byt pridané do potravin vo va¢sich mnozstvach bez vdznej zmeny
chuti. y-PGA vrozmedzi molekulovej hmotnosti pod 20 kDa mé dokonca vyssiu

protimrznucu aktivitu ako glukoza [40; 41].

2.6.3.3 Vplyv na viabilitu probiotickych baktérii

Probiotické organizmy si zivé organizmy poskytujuce zdravie hostitelovi, ked sa
podavajii v primeranom mnozstve. Existuje mnoho zdravotnych a nutriénych vyhod
probiotickych organizmov, vratane podpory zdravého traciaveho systému, prevencie infekcie
mocovych ciest, prevencie rakoviny a podpory imunitnej odpovede. y-PGA moéze poskytnut’
ochranny u¢inok pre probiotické baktérie vo vel'mi kyslom prostredi v zaladku a pri vysokej
Koncentracii zI¢e v tenkom ¢reve, kde dochadza k zna¢nej strate zivotaschopnosti. Ochrana
Vv kyslom prostredi je pravdepodobne sposobena stabilnou kompaktnou konformaciou a-helix,
ktortl y-PGA nadobuda pri pH 2 (vid’ kapitola 2.5.2). Ked y-PGA dosiahne ¢revo (pH 6-6,5),
dochadza k naruseniu vodikovych vézieb, co vedie k uvolneniu baktérie do cielového miesta
[42; 19; 43].

Vyskum d’alej naznacuje, Ze y-PGA mdze byt pouZity na zlepSenie probiotického preZitia

pocas roznych $tadii pripravy, skladovania a pouzivania probiotickych buniek [42].

2.6.3.4 Redukcia absorpcie oleja pri vyprazani

v-PGA ma velky potencial na pouzitie ako zdravé funkéné ¢inidlo na redukovanie oleja
vo vyprazanych vyrobkoch. Absorbcia mnozstva oleja do Sisky bola Skrat znizena, ked sa
koncentracia y-PGA Vv ceste na Sisky zvySila z 0,25 na 1g/100 g cesta. Fritovanie je

komplexny proces dehydratacie a vysledky teda moézu byt vysvetlené vynikajucou retenciou
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vody y-PGA a tym, Ze reguluje odparovanie vlhkosti. Tiez sa zlepsili senzorické kvality
SiSiek — vzhlad a chut’ pri y-PGA 1 g/100 g cesta [44].

2.6.3.5 Modifikator vnimania chuti

Bolo tiez zistené, Zze y-PGA ma funkciu modifikacie vnimania chuti a teda, maskovanie
chuti alebo naopak jej zvyraznenie. M4 ucinok na maskovanie horkej chuti chloridu
draselného, aminokyselin, peptidov, minerdlov, vitaminov a kofeinu. Zlepsuje korenistost’,
zabranuje zhorSeniu chuti a udrzuje vyvazenu chut’ v jedlach a napojoch, ako je kari, omacka

na grilovanie, kola alebo zazvorové pivo [34].

2.6.3.6 Zahust’ovadlo, zosiliiovac textury a iné funkcie

V patentoch st uvedené aj niektoré dalSie aplikacie y-PGA V potravinarskom priemysle.
v-PGA sa pouziva ako zahustovadlo v potravindch/ndpojoch na zvySenie viskozity
a zlepSenie pitnej schopnosti. Pridanie y-PGA vo vyrobe Skrobovych potravin, ako st
pekarenské vyrobky a rezance, zabranuje starnutiu, zlepSuje textiru a udrziava tvar vyrobku.
Textaru zlepsuje aj jeho pouzitie v cerealiach. Existuje niekol’ko sprav o pouziti y-PGA ako
stabilizatora zmrzliny alebo penového stabilizatora vajecného bielka. y-PGA zabraiuje
zrazaniu polyfenolov a preto sa pouziva v napojoch, ktoré ich obsahuju. Pouziva sa tiez
v kyslom mlie¢nom napoji, pretoze zlepSuje dispergovatelnost’ proteinov a teda zabranuje ich
zrazaniu. Oxida¢nad stabilita emulgovanych potravin typu olej vo vode, ako napriklad

majonéza a dressingy, je zlepSena pridanim y-PGA [34; 5].
2.6.4 Zivotné prostredie

2.6.4.1 Adsorpcia taZkych kovov a rdadionuklidov

Remediacia kontaminovanych pdd, sedimentov a vody je obrovskd vyzva, ktorej I'udia
V sucasnosti ¢elia. Zvysuje sa zaujem o vyskum vyuzitia biochemickych procesov na redukciu
environmentalnych rizik spojenych stazkymi kovmi a radionuklidmi. Niekol'ko stadii
skimalo viazanie kovov a radionuklidov pomocou biopolymérov produkovanych
mikroorganizmami. y-PGA z Bacillus licheniformis viaze rozne iony kovov ako Ni**, Cu®,
Mn%*, A" a Cr¥, dokonca viaze U*" [37].

2.6.4.2 Flokulancna aktivita

Flokulacia je beznou a u¢innou metddou na odstraiiovanie suspendovanych pevnych latok,
ionov kovov v odpadovych vodach. Méze byt alternativnou metédou centrifugicie a filtracie
na zber mikrobidlnych buniek z kultivatného média v potravinovych a fermentacnych
priemysloch [45].

Organické syntetické flokulanty su Siroko pouzivané kvoli ich niz§im nakladom a vysSej

efektivite, avSak ich nevyhodou je, Ze st menej biodegradovatel'né a produkuju karcinogénne
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monoméry (napr. akrylamid), ¢im zvySuji environmentdlne a zdravotné problémy.
Preto vyvoj bezpecnych a biologicky odburate'nych flokulantov je naliechavou priemyselnou
potrebou. Bioflokulanty su biopolyméry sekretované mikroorganizmami s vysokou
molekulovou hmotnost'ou ako proteiny, glykoproteiny a polysacharidy [45; 46].

Medzi tymito bioflokulantami je y-PGA povazovany za najlepsi kvoli vysokej flokulac¢nej
aktivite a schopnosti flokulovat’ Siroka Skéalu organickych (celuléza, kvasinky)
a anorganickych (aktivne uhlie, kysly il, pdda, zliceniny vapnika a horcika) suspenzii.
V kaolinovych suspenziach je flokulacné aktivita flokulantu stimulovana pridavkom kationov,
ako napriklad Ca®*, Mg*, Fe?* ksuspenzii. Flokulatna aktivita vSak Kklesa,
ked’ st katidny pouzivané nad ich optimalne koncentracie. Jednomocné kationy ako K tiez
zvySuju flokula¢nu aktivitu, ale ich ucinok je ovela mensSi v porovnani s dvojmocnymi
kationmi. Naboj medzi bioflokulantami zvySuje hustotu a velkost’ vlociek. Ca®*, Mg**
destabilizuju negativne nabité Castice kaolinu neutralizaciou a premostovanim a podporuju
vlo¢kovanie [45; 7].

2.6.4.3 Adsorbent kationovych farbiv

Farebna voda vypustana z farbiacich procesov priamo do odpadovych vdd, okrem toho,
ze nie je esteticky prijemna, méze mat’ aj destruktivny vplyv na zivotné prostredie. Je preto
nevyhnutné odstranit’ rozpustené farbiva pred vypustenim odpadu do akychkol'vek vodnych
tokov. y-PGA je vhodny adsorbent na odstranenie farbiv ako Malachitova zelen a Metylénova
modra z vodnych roztokov. Tento spdsob adsorpcie by mohol pontknut zelené rieSenie
pre globalny priemysel v aplikacii farbiv. Naklady mézu byt podstatne znizené efektivnou
recyklaciou y-PGA. Priblizne 98 % farbiva adsorbovaného na y-PGA sa moze ziskat
pri pH 1, ¢o ul'ahcuje opdtovné pouzitie polyméru [47].

2.6.4.4 Bioremedidcia, hnojivo

Intenzivny chov zvierat produkuje vel'ké mnoZstvo hnoja a jeho rozsiahle rozSirovanie
na pol'nohospodarskyh poliach v kone¢nom dosledku vedie k eutrofizacii pody a povrchovych
vod, ako aj k znecisteniu atmosféry kvoli vysokému obsahu amonneho dusika v tomto
odpade. Navyse v zavislosti od typu pody a mikroflory, amonne iony st Ciastocne oxidované
na dusi¢nany. Premena amonneho kationu na biomasu a y-PGA poskytne prechodné zasoby
aménneho kationu a tiez d’alSich zivin vyskytujicich sa v odpade a posluzia ako hnojivo.
Pomalé4 degradacia y-PGA ma za nésledok nizke koncentracie volného amoniaku ako zivin
pre rastliny. Kvoli polyaniénovému charakteru sa na polymér viazu dvojmocné kationy (Ca?*,
Mg®") a tymto sposobom sl zrejme koncentrované a ucinnejie prenesené do rhizosféry
rastlin. Vyskumnici uviedli, ze Bacillus licheniformis bol schopny rast’ v kvapalnom hnoji
osipanych v pritomnosti glukonatu sodného alebo citratu a glycerolu. Ich experimenty
ukazali, ze obsah amoniaku bol vyrazne znizeny a vysledkom bola vyroba 0,16-0,85 g/l
v-PGA [48; 49].
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2.6.5 Ostatné aplikacie y-PGA

2.6.5.1 Superabsorpcny polymér

Pol'nohospodarske aplikacie y-PGA =zahfnaju pripravu superabsorpéného polyméru.
V poslednych rokoch si kvoli zlej biodegradabilite tradicnej absorpénej akrylovej zivice
vyvijané nové biologicky rozloziteI'né absorpcné zivice. Po ozarovani sa molekularna
Struktara y-PGA zmeni a zvysi sa tiez absorpcia vihkosti, 1 gram y-PGA moze absorbovat
viac ako 1 kg vody [50].

2.6.5.2 Biodegradabilny plast

v-PGA je sl'ubny ako novy nylonovy (polyamidovy) plast, hoci nie je termoplasticky
pod vlhkost'ou okolia. V sucasnosti existujiice pokusy na jeho pouzitie v priemysle na vyrobu
vo vode nerozpustnych materidlov, ako st plasty, vldkna a filmy, boli zatial' z vel'kej Casti
neuspesné. A to zdovodu jeho hygroskopickej povahy a skutoCnosti, ze vyskyt
mnohonasobnych karboxylovych zvyskov v y-PGA sposobuje tazkosti plastifikacie.
Je preto nevyhnutné navrhnat’ sposob, ktory je ucinny pri transformacii Struktary a funkcie
karboxylovej skupiny y-PGA tak, aby sa mohol premenit na bio-nylonovy material

nerozpustny vo vode [51].

2.6.5.3 Pokrocila biochémia

v-PGA ma potencidlne aplikacie aj v pokrocilej biochémii. Enzymy potiahnuté y-PGA
moézu byt uzitocné aj za extrémnych podmienok, ako vysoké koncentracie soli, suché
prostredie, extrémne nizke teploty a vysoké pH, kedy st enzymy zvyCajne inaktivované.
V buducnosti moze byt y-PGA pouzity na spracovanie podmienene labilnych makromolektl

vratane DNA a polysacharidov [51].
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Tabulka 2: Suhrn potencialnych aplikacii y-PGA a jeho derivatov

Oblast’ Aplikacia y-PGA | Funkcia Zdroj
e ge e dodavky chemoterapeutik, antidiabetik,
Nosic lie€iv vakein [24]
Farm,élcia Tkanivové lepsie mechanické vlastnosti, hydrofilnost’ [1]
a lekarstvo inZinierstvo a cytokompatibilita ako samotny chitosan
Biologické lepidlo |néahrada fibrinového lepidla [29]
Kozmetika Zvhléovadlo zv%hcovam(?, exfoliacia a znizovanie ,tvorby’ [30; 31]
vrasok v pripravkoch na starostlivost’ o plet
zvysend absorpcia Ca®* v tenkom Greve,
prevencia osteoporozy, zvysenie pevnost .
Doplnok stravy Skrupin vajec, znizenie telesného tuku [38; 39]
u hospodarskych zvierat
v-PGA pod 20 kDa ma vys§iu nemrznicu
Kryoprotektant aktivitu ako glukoza, jeho pridavok je bez [40; 41]
zmeny chuti potravin
. Vplyv na viabilitu |zlepsenie probiotického preZitia pocas
Pot k o : .
p:)i ;;\;?;rs y probiotickych roznych §tadii pripravy, skladovania [42]
baktérii a pouzivania
Cinidlo na v-PGA ako zdravé funkéné ¢inidlo
redukciu absorpcie |na redukovanie oleja vo vyprazanych [44]
oleja vyrobkoch
Modifikétor maskovanie horkej chuti KCI, aminokyselin,
vnimania chuti peptidov, mineralov, vitaminov a kofeinu; [34]
zvyraznuje korenistost’
Zahust'ovadlo zvysenie viskozity v potravinach a napojoch [34]
ﬁdeOl‘bCl’lt tazkych viazanie r6znych i6nov kovov ako Ni2+,
ovov a Cu2+ Mn2+ A|3+ a Cr3+_ U4+ [37]
radionuklidov ' ' '
schopnost’ flokulovat’ Sirokt skélu
5 Flokulant organickych a anorganickych suspenzii [45]
Zivotné dstranonie farbiv ak Inchitova selon
prostredie , odstranenie farbiv ako Malachitova zelen
Adsorbent farbiv a Metylénova modra z vodnych roztokov [47]
schopnost’ Bacillus licheniformis rast’
Bioremedidcia v kvapalnom hnoji o§ipanych, premena NH,;" [49]
z odpadu na biomasu a y-PGA, ktor¢ sluzia
ako hnojivo
Superabsorbent nahrada tradi¢nej absorp¢nej akrylovej zivice | [50]
Dalsie ]sllaosc:egradabllny sl'ubny nylonovy (polyamidovy) plast [51]
aplikacie Pokrogild spracovanie podmienene labilnych
biochémia makromolekul vratane DNA [51]

a polysacharidov
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pouzité chemikalie

3.1.1 Polymér kyseliny glutimovej

Na celu experimentalnu ¢innost’ bola vyuzivand y izoforma polyméru kyseliny glutdimove;j.
Polymér bol zaktpeny od spolo¢nosti Carbosynth Ltd. (Spojené kral'ovstvo).

3.1.2 Ostatné chemikalie

Glycin (Lach-ner, s.r.0.)

Kyselina chlorovodikova 35-38% (Lach-ner, s.r.o0.)

Chlorid sodny (Lach-ner, s.r.0.)

Hydrogénuhli¢itan sodny (Lach-ner, s.r.0.)

Uhli¢itan sodny (Lach-ner, s.r.0.)

Hexahydrat chloridu hore¢natého (Lach-ner, s.r.0.)

Chlorid vapenaty dihydrat (Lach-ner, s.r.0.)

Chlorid hore¢naty hexahydrat (Lach-ner, s.r.0.)
Cetyltrimetylamoniumbromid (Sigma-Aldrich s.r.0)
Lactobacillus MRS Broth (Himedia)

Yeast Extract (Himedia)

Pepton (Himedia)

Glukoza (Lach-ner, s.r.o.)

BHI Broth (Himedia)

Nutrient Broth (Himedia)

LB Broth (Sigma-Aldrich s.r.0)

Glycerol (Lach-ner, s.r.0.)

Sachardza (Lach-ner, s.r.0.)

Chlorid draselny (Lach-ner, s.r.0.)

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Lach-ner, s.r.0.)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-ner, s.r.o.)

ZI¢ové soli —zmes kyseliny cholovej a deoxycholovej (Sigma-Aldrich s.r.0)
Pankreatin z pankreasu osipanych (Sigma-Aldrich s.r.0)
Pepsin zo zalidocnej sliznice osipanych (Sigma-Aldrich s.r.0)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (Lach-ner, s.r.0.)
Chitosan — stredna molekulova hmotnost’ (Sigma-Aldrich s.r.o)
Alginat sodny (Sigma-Aldrich s.r.0)
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3.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy BAS 31, Boeco (Nemecko)

Magnetické miesadlo, IKA (Nemecko)

Magnetické miesadlo s vyhrievanim H3760, Benchmark (USA)
Laboratorne vahy EK-300i, Helago (SR)

Laminarny box Aura mini, Bioair Instruments (UK)

Vortex lab dancer, IKA (Nemecko)

Centrifuga 5417R, Eppendorf (Nemecko)

Termostat INB 300, Memmert (Nemecko)

Temperovana trepacka ES-20, Biosan (Lotyssko)

pH meter pH 720 set, InoLab (Ceska republika)

Zetasizer Nano ZS s titratorom MPT-2 Multi Purpose, Malvern Instruments (UK)
Prietokovy cytometer Apogee A50, Apogee Flow Systems (UK)
ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (DE)

Enkapsulator BUCHI B-392 Pro (CHE)

3.3 Pouzité mikroorganizmy

Na testovanie antimikrobidlnej aktivity y-PGA boli pouzité Styri bakteridlne kultury:
Micrococcus luteus CCM 1569, Serratia marcescens CCM 8587, Escherichia coli CCM 3954
a Staphylococcus epidermidis CCM 4418 ziskané z Ceskej zbierky mikroorganizmov
Masarykovej univerzity v Brne.

Pri $tadii vplyvu y-PGA na mikroorganizmy pri stresovych podmienkach bol vyuZity
bakteridlny kmeti Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 z Ceskej zbierky mikroorganizmov
Masarykovej univerzity v Brne akvasinka Saccharomyces cerevisiae CCY 21-4-102

zo Zbierky kultir kvasiniek, ktora je su¢astou Chemického Gstavu SAV.
3.3.1 Kultivacia mikroorganizmov

3.3.1.1 Micrococcus luteus, Serratia marcescens

Na pripravu kvapalného média bolo pouzité komeréné NB médium (Nutrient Broth)
o0 koncentracii 25 g/l. 50 ml média bolo preliatych do 100 ml Erlenmayerovej banky
a sterilizované na 40 minut pri 120 °C v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom. Zaockované
médium bolo inkubované pri teplote 37 °C v temperovanej trepacke pri 130 rpm na 24 hodin.

3.3.1.2 Escherichia coli, Staphylococcus epidermis

Tekuté médium pre E. coli oobjeme 50 ml bolo pripravené z komeréného LB média
(Luria-Bertani Broth) na koncentraciu 20 g/l. Na pripravu média pre S. epidermis bolo vyuzité
komer¢né BHI médium (Brain-Heart Infusion Broth) o koncentracii 37 g/l. Po 40 minutove;j
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sterilizacii pri 120 °C v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom a zaockovani bolo prevedené
do sterilnej velkej centrifuganej sktimavky. Kultivacia prebiehala pri 37 °C po dobu
24 hodin.

3.3.1.3 Lactobacillus rhamnosus

Na kultivaciu L. rhamnosus bolo vyuzivané médium MRS Broth o koncentracii 55,15 g/I.
Priprava inokula prebichala navdzenim odpovedajuceho mnozstva MRS Broth do kadicky
arozpustenim v destilovanej vode. Rozmiesané médium bolo prevedené do troch velkych
centrifuga¢nych skimaviek po 35 ml a sterilizované v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom
pri teplote 120 °C po dobu 40 mintt. Po vychladnuti MRS média bolo k nemu v laminarnom
boxe pridané 0,5 ml z rozmrazenej kryoskimavky. Baktérie boli kultivované v temperovanom
termostate 24 hodin pri 37 °C. Takto pripravené tekuté uchovavacie médium bolo
po 24 hodinach premiestnené do chladnicky s teplotou 4°C, kde sa rast baktérii zastavi
a zostanu v stacionarnej faze rastu a je ho mozné vyuzivat priblizne 30 dni.

Z tekutého uchovavacieho média bolo pre experiment pripravené 24 hodinové inokulum
pridanim 1 ml do 10 ml sterilného MRS Broth a kultivovanim pri teplote 37 °C.

3.3.1.4 Saccharomyces cerevisiae

Na dlhodobé uchovavanie kvasinky S. cerevisiae bolo pouzit¢é YPD médium (Tabulka 3)
s obsahom agaru o koncentracii 18 g/l. Médium bolo sterilizované 40 mintt v tlakovom hrnci
s otvorenym ventilom pri teplote 120 °C a v lamindrnom boxe naliate do sterilnych
skimaviek a stuhnuté v Sikmej polohe. Kultira bola zaockovana na vopred pripraveny Sikmy
agar. Skumavky boli ponechané v termostate po dobu 48 hodin pri teplote 25 °C a nasledne
prenesené do chladni¢ky a uchovavané pri teplote 4 °C.

Inokulum bolo pripravené ockovanim kvasinky zo Sikmého agaru do 50 ml sterilného YPD
média v 100 ml Erlenmayerovej banke a ponechanim v temperovanej trepacke pri 130 rpm
48 hodin a teplote 25 °C.

Tabulka 3: YPD médium

yeast extract 10 g
glukoza 209
pepton 209
destilovana voda | 1000 ml

3.4 Charakterizacia y-PGA

3.4.1 FT-IR spektroskopia

Na analyzu chemickej Struktiry y-PGA bol pouzity Nicolet™ iS50 FTIR spektrometer
(Thermo Scientific™), konkrétne technika ATR (zoslabeny tplny odraz) na jednoodrazovom
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diamantovom krystali. Spektrum bolo merané v rozsahu vinoétov 4 000-400 cm?, v rozligeni
8 cm™ ako priemer 64 skenov.

3.4.2 Termicka analyza

Termogravimetricka analyza bola vykonana na pristroji TGA Q5000 (TA Instruments).
Diferen¢na skenovacia kalorimetria y-PGA bola prevedena na teplotne modulovanom
kalorimetri DSC Q2000 (TA Instruments) v troch nasledujucich cykloch. V prvom cykle bola
vzorka zahriata na 150 °C a pri tejto teplote udrziavana po dobu 5 minuat. V druhom cykle boli
vzorky chladené na teplotu -80 °C a v tretom cykle prebehlo zahrievanie na teplotu 250 °C.
Teplotna rampa bola vo vsetkych troch cykloch nastavena na 2 °C/min. Vyhodnotené boli

udaje ziskané pocas treticho teplotného cyklu.

3.4.3 Molekulova hmotnost’

Analyza molekulovej hmotnosti bola prevedend metodou SEC-MALS. SEC-MALS systém
bol zlozeny zo SEC chromatograf 1260 Series, UV-VIS detektor od Agilent Technologies
Ltd. a MALS detektor DAWN-HELEOS 11, diferen¢ny refraktometer Opti-Lab T-rEX
od Wyatt Technology Ltd. Vzorky boli pripravené rozpustenim y-PGA v destilovanej vode
na koncentraciu 10 mg/ml a prefiltrovanim cez filter s pormi o velkosti 0,45 um. Na analyzu
bola pouzita kolona PL-aquagel-OH MIXED-H 8 um a mobilna faza 0,1 mol/l NaNOs.
Objem nastreku vzorky do systému bol 50 pul alebo 100 pl a rychlost’ prietoku systémom bola
nastavena na hodnotu 0,6 ml/min. Ziskané data boli vyhodnotené pomocou softvéru Astra 6.1.

3.4.4 1zoelektricky bod

Urcenie izoelektrického bodu bolo prevadzané pomocou automatického titratoru, ktory je
prislusenstvom pre pristroj Zetasizer Nano ZS. Na meranie bolo napipetované 10 ml roztoku
v-PGA do plastove] skiimavky s magnetickym mieSadlom zo zasobného roztoku
0 koncentracii 1 g/l polyméru v destilovanej vode, mieSaného 24 hodin. Tato skiimavka
s magnetickym mieSadlom bola pripevnena k automatickému titratoru a nasledne vloZena pH
sonda. Neutralna pociato¢na hodnota pH roztoku y-PGA bola znizovana az na hodnotu 1,5
pridavkami titracného ¢inidla, ktorym bola zvolena 1 mol/l HCI.

Prostrednictvom softvéru bol nastaveny typ merania — pH Titration, mod — Size and Zeta
Potential a priebeh titracie. V kazdom bode pH bol premerany zeta potencial (3 série
po 15 merani) a Z-priemer velkosti molekul (3 série po 10 merani). VSetky merania
prebiehali pri teplote 25 °C.

Pomocou kontinualnej titracie bol zmerany zeta potencial od pociato¢nej hodnoty pH
priblizne 6,3 do 2 s krokom titracie 0,5 a od pH 3 do 1,5 s krokom 0,2,

Namerané hodnoty zeta potencidlu a velkosti molekil zprevedenych merani boli
v programe MS Excel spriemerované a boli stanovené ich smerodajné odchylky, zobrazené

ako chybové usecky.
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3.4.5 Rozpustnost’

Do eppendorf skiimaviek boli navazené mnozstva y-PGA tak, aby po pridani rozptstadla
bola vysledna koncentracia polyméru 1, 5, 10, 15, 20, 50 a 75 g/l. Po pridavku rozpustadiel
boli vzorky premieSavané za pomoci pipety a pozorované rozpustanie polyméru.

Ako rozpustadlo bola pouzivana destilovana voda, etanol, destilovana voda : etanol
0 pomeroch 25 : 75, 50 : 50 a 75 : 25. Pri rozpustadle etanol bola vzorka s 20 g/l y-PGA tiez
zahrievana vo vodnom kupeli pri teplote 50 °C po dobu jednej hodiny. Pouzité boli aj pufre
glycin-HCI s kyslym pH, fyziologicky roztok S neutralnym a uhli¢itanovy pufor so zasaditym
pH.

Tabulka 4: Glycin-HCI pufor, pH 3
glycin 0,759
0,5 M HCI dopH3

destilovana voda | doliat’ na objem 100 ml

Tabulka 5. Fyziologicky roztok, pH 7,4
NaCl 09¢g

destilovana voda | 100 ml

Tabulka 6: Uhlicitanovy pufor, pH 10,95
NaHCO; 0,11g¢g
Na,CO3 093¢
destilovana voda | 100 ml

3.4.6 Zrazanie y-PGA iénmi kovov

v-PGA bol zrazany vapenatymi a hore¢natymi kationmi. Bol pripraveny nasyteny roztok
CaCl,-2H,0 rozpustenim 48,85 g tejto zliceniny v 50 ml destilovanej vode a nasyteny roztok
MgCl,-6H,0 navazenim mnozstva 83,5 g zluceniny a rozpustenim v 50 ml destilovanej vode.

Do kadiciek boli pripravené roztoky y-PGA o koncentraciach 5, 10 a 15 g/l o celkovom
objeme 5 ml.

K roztokom polyméru boli prikvapkavané kvapkadlom nasytené roztoky chloridov
a pridavané boli tiez narazovo Vv roznych pomeroch. Vznik zrazenin a samotné zrazeniny boli

pozorované.

3.4.7 Zrazanie y-PGA pomocou CTAB

Meranie prebiehalo na pristroji Zetasizer Nano ZS s automatickym titratorom. Bol
pripraveny roztok y-PGA o0 koncentracii 1 g/l. Tento roztok bol mieSany 24 hodin
na magnetickom mieSadle. Z neho bolo na meranie odpipetované 10 ml do skumavky
a nasledne bola skiimavka pripevnena na automaticky titrator. Roztok y-PGA bol titrovany
10 mmol/l a 20 mmol/l roztokom CTAB.
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Prostrednictvom softvéru bol nastaveny typ merania — Additive Titration, mod — Size and
Zeta potential a priebeh titracie. Nastavené bolo koncentra¢né rozmedzie tenzidu a pocet
titracnych bodov. V kazdom titratnom bode bol premerany zeta potencial (3 série
po 10 merani) a Z-priemer velkosti molekal (3 série po 10 merani). Vsetky merania
prebiehali pri teplote 25 °C.

Namerané hodnoty zeta potencidlu a velkosti molektl zprevedenych merani boli
v programe MS Excel spriemerované a boli stanovené ich smerodajné odchylky, zobrazené

ako chybové usecky.

3.4.8 Antimikrobialna aktivita

Na stanovenie antimikrobialnej aktivity y-PGA bola prevedena bujonova mikrodilu¢na
metoda, pri ktorej je sledovany rast mikroorganizmov meranim zakalu na 96 jamkovej
mikrotitracnej dosticke. Boli pripravené roztoky y-PGA o0 koncentracii 1, 5, 10, 15, 20, 50
a75 g/l anasledne boli vysterilizované pri 110 °C po dobu 30 minat v tlakovom hrnci
s otvorenym ventilom. Po 24 hodinovej kultivacii M. luteus, S. marcescens, E. coli
a S. epidermis (kapitola 3.3.1.1 a 3.3.1.2) boli bunky nariedené sterilnym médiom, ktoré bolo
pouzité aj na ich kultivaciu tak, aby absorbancia pri 630 nm bola 0,1. Nariedené bunky boli
pipetované na mikrotitracnt dosticku o objeme 150 ul. K nim bolo pridané 50 ul z roztokov
v-PGA o0 rdznych koncentraciach. Kontrola bola pripravena pridanim 50 ul sterilnej
destilovanej vody k 150 ul bakterialnej kultury. Kazda vzorka a aj kontrola boli pripravené
trikrat. Absorbancia vzoriek bola premerana ihned’ a po 24 hodinach kultivacie pri vinovej
dizke 630 nm.

3.5 Vplyv y-PGA na viabilitu prokaryotickych a eukaryotickych buniek

Po 24 hodinovej kultivacii L. rhamnosus (3.3.1.3) a 48 hodinovej kultivacii S. cerevisiae
(3.3.1.4) bolo odobrat¢ 0,5 ml zinokula do eppendorf skamavky a scentrifugované
pri 7000 rpm, teplote 25°C a dobe 5 minat. Supernatant bol vyliaty. K bunkam boli
v zavislosti od jednotlivého stresu pridavané objemy PBS pufru resp. modelovych
gastrointestinalnych stiav bez a s pridavkom y-PGA. Kontrolné vzorky neobsahovali y-PGA.

Tabulka 7: PBS pufor, pH 7,5

NaCl 80
KCI 0,29
Na,HPO, 1,44 ¢
KH,PO, 0,24 g
destilovana voda | 1000 ml
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3.5.1 Etanolovy stres

Pri etanolovom strese s 10 obj. % etanolu bolo k bunkam v prvej eppendorf skimavke
pridané¢ 0,45 ml PBS pufru a 0,05 ml etanolu. K sedimentu v druhej skuamavke bolo
napipetované 0,45 ml PBS s pridavkom y-PGA o koncentracii 10 g/l a 0,05 ml etanolu.
Pri 15 obj. % etanolu bolo napipetované k bunkam 0,425 ml PBS resp. PBS s 10 g/l y-PGA

a 0,075 ml etanolu. Vzorky boli zvortexované a vystavené stresu po dobu 1 hodiny.

3.5.2 Teplotny stres — vysoka teplota

Vzorky boli pripravené pridanim 0,5 ml PBS resp. PBS s 10 g/l y-PGA k sedimentu buniek
a zvortexovanim. Pésobenie vysokej teploty prebiehalo pri teplotach 50 °C a 70 °C po dobu

5 a 15 minut vo vodnom kupeli.

3.5.3 Teplotny stres — mrazenie

Mrazenie prebiehalo v mraziacom boxe pri teplote okolo -15 °C 1 hodinu. Vykonané boli
tiez 3 zmrazovacie cykly, kedy po 1 hodine boli vzorky z mraziaceho boxu vybraté
a po rozpusteni opat’ zmrazené a tento proces opakovany eSte dvakrat. V experimente bol
k sedimentu buniek pridavany objem 0,5 ml roztoku o koncentraciach 10 a 15 g/l y-PGA
v pufre PBS. Kryoprotektivne ucinky y-PGA boli tieZ porovnavané So znamymi
kryoprotektantami, ktoré boli k bunkam pridané o koncentracii 10 g/l v PBS pufre — glukézou,
sachardzou a glycerolom (79 ul v 10 ml PBS). Kontrolna vzorka bola pripravena pridanim
0,5 ml pufru PBS k sedimentu buniek.

3.5.4 Osmoticky stres

Do eppendorf skimaviek so sedimentom buniek bolo napipetované 0,5 ml PBS so 100 g/l
NaCl alebo 0,5 ml PBS so 100 g/l NaCl obohateného o 10 g/l y-PGA. Pre dosiahnutie
celkovej koncentracie 200 g/l NaCl bolo odpovedajice mnozstvo rozpustené priamo v pufri
PBS a v PBS obsahujucom 10 g/l y-PGA. Vzorky boli po zvortexovani vystavené stresu
30 minut a 1 hodinu.

3.5.5 Posobenie modelovych gastrointestinalnych Stiav

Po scentrifugovani buniek a vyliati supernatantu bolo k bunkam pridané 0,5 ml $tavy alebo
0,5ml stavy sobsahom 10 g/l y-PGA. Modelové stavy boli predtym vytemperované
na 37 °C. Vzorky boli scentrifugované a vlozené do termostatu vyhriateho na 37 °C
pre simulaciu gastrointestinalneho prostredia na 30 minat, 1 a 2 hodiny.
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Tabulka 8: Pankreaticka stava, pH 8,9 Tabulka 9: Zalidocnd §tava, pH0,9

pankreatin 0,125¢g pepsin 0,125¢
NaHCO3 0,750 ¢ HCI 35% 0,42 ml
destilovana voda 50 mi destilovana voda 50 mi
Tabulka 10: Zicovd stava, pH 8 Tabulka 11: Fosfatovy pufor® pH 8
zl¢ové soli 0,2¢g NaH,P0,.2H,0 0,532 ¢
fosfatovy pufor* 50 ml Na,HPO,4.12H,O | 16,680 ¢
destilovana voda | 1000 ml

3.5.6 Stanovenie viability pomocou prietokového cytometru

Po uplynuti doby pdsobenia stresovych podmienok na bunky boli vzorky nariedené
desiatkovym riedenim na 102 K vzorkam bolo napipetované 5 pl roztoku propidium jodidu
o koncentracii 1 mg/ml a vzorky boli ponechané v tme 5-10 minft.

Pred analyzou viability buniek na prietokovom cytometry bolo prostrednictvom jeho
softvéru nastavené mnozstvo odobratého vzorky (100 pl) z eppendorf skimavky a rychlost’
prietoku vzorky (19,5 pl/min — u L. rhamnosus a 4,16 pl/min u S. cerevisiae). Kazda vzorka
bola premerana trikrat.

Zo ziskanych histogramov boli od¢itané mnozstva zivych a mftvych/poSkodenych buniek.
Z ich sumy bolo vypocitané¢ percentudlne zastipenie zivych buniek. Tato hodnota bola
spriemerovand pomocou programu MS Excel a vypocitané smerodajné odchylky,

ktoré predstavuju v grafe chybové tsecky.

3.6 Priprava castic

3.6.1 Priprava alginatovych, y-PGA/alginat a y-PGA ¢astic kvapkanim a ultrazvukom
Do 10 ml 2% CaCl; bolo prikvapkané kvapkadlom 2 ml roztoku 1% alginatu alebo 10 ml

0,5% vy-PGA za mieSania magnetickym mieSadlom. Pri priprave castic pomocou
ultrazvukového homogenizatoru Bandelin Sonoplus HS3200 (SonorexTechnik) bolo k 10 ml
2% CaCl; pridavané 2 ml roztoku 1% alginatu alebo 10 ml 0,5% y-PGA.
Pri priprave y-PGA/alginat bolo k 10 ml 2% CaCl, prikvapavané alebo pridavané
(pri ultrazvuku) 2 ml roztoku zmiesaného z 0,5% y-PGA s 2% alginatom o pomere 1 : 1.
Pripravené vzorky boli vhodne nariedené¢ a bol zmerany Z-priemer velkosti Castic a zeta
potencial podla 3.6.3.1.

3.6.2 Priprava ¢astic y-PGA/alginat pomocou enkapsulatoru

Na pripravu y-PGA/alginat castic bol pripraveny roztok 5% 7v-PGA zmieSaného
s 2% alginatom v pomere 1:1. Roztok bol prevedeny do zéasobnej fl'aSe a pomocou
enkapsulatora B-395 Pro (BUCHI) bol tryskou o rozmere 450 pm roztok rozpra$ovany
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do vytvrdzovacieho roztoku — 50 ml 2% CaCl,, ktory bol neustidle mieSany magnetickym

miesadlom. Castice v fiom boli ponechané po dobu 30 mindt a nisledne boli pozorované
optickym mikroskopom Intraco Micro LM 666 PV/owo LED.

3.6.3 Priprava nanocastic y-PGA/chitosan

Nanocastice boli pripravené ionovou predgelatnou metodou podla Pereira a kol.
s upravenym postupom [52]. 10 ml 25 mmol/l roztoku CaCl, bolo prikvapkané k 100 ml
0,031% roztoku y-PGA pomocou strickackového cerpadla, ktoré je sucastou pristroja
enkapsulator B-395 Pro (BUCHI) pocas 60 mintit za mieSania magnetickym miesadlom
(rychlost’ ¢erpania 0,17 ml/min). Nasledne bolo prikvapkanych rovnakym sposobom 20 ml
0,07% chitosanu ku y-PGA/CaCl; poc¢as 90 minut (rychlost’ ¢erpania 0,22 ml/min). Roztok
chitosanu bol predtym upraveny na pH 5 kyselinou chlorovodikovou a zahriaty, aby doslo
k jeho rozpusteniu. Zo suspenzie nanocastic po pridavkoch chitosanu bolo odoberané po 1 ml
na stanovenie Z-priemer velkosti Castic, distribucie velkosti Castic aich zeta potencialu
pristrojom Zetasizer Nano ZS (3.6.3.1).

3.6.3.1 Meranie vel’kosti Castic a ich zeta potencidlu

Meranie prebiehalo na pristroji Zetasizer Nano ZS. Pri merani distribucie vel'kosti Castic
a Z-priemeru vel’kosti Castic bolo do plastovej kyvety pridané 1 ml vzorku a pri merani zeta

potencialu bola K priblizne 0,7 ml vzorky v kyvete pridana navySe univerzalna ,,dip* cela.
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4  VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Charakterizacia y-PGA

4.1.1 FT-IR spektroskopia

Analyza chemickej Struktury polyméru bola uskutoénena pomocou FT-IR spektroskopie.
Spektrum (Obrazok 3) reprezentuje molekularnu absorpciu IR Ziarenia skupinami atomov
v-PGA a moze byt povazované za jeho molekularny ,,odtlacok prsta“.

528
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Obrazok 3: FT-IR spektrum y-PGA

Charakteristicki amid I absorpcia v oblasti vlnoétu 1650 cm™ je prekryta §ir§im pikom.
Amid 1T vibraciu mozno vo vibranom spektre vidiet pri 1520 cm™. Silné C=0 absorpcie
v COOH su pri 1580 cm™ a1400 cm™. C-N skupiny aN-H skupiny si pozorovatelné
pri 1120 cm™ a 530 cm™ v uvedenom poradi. Skupina pasov od 3300-2500 cm™ predstavuje
vibraciu OH v COOH, absorbovanu vodu a prekryvajuce sa absorpcie skupin NH a CH.
V spektre je teda moZno ndjst vSetky funkéné skupiny a Struktirne motivy typické
pre y-PGA.

4.1.2 Termicka analyza

Na termicka analyzu y-PGA boli prevedené dve metody, a to termogravimetricka analyza
(TGA) a diferen¢na skenovacia kalorimetria (DSC).

Obrazok 4 znazornuje priebehy teplotnych zmien hmotnosti y-PGA stanovenych v ramci
TGA. Krivka ukazuje nepretrzity tbytok hmotnosti od zaciatku zahrievania vzorky, kedy
najskor dochadzalo k odparovaniu absorbovanej vody, neskor priblizne od 245 °C zacal
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v-PGA degradovat. Tepelna degradacia polyméru nastala hlavne pri teplote 356 °C,
ako vidiet’ z krivky prvej derivacie hmotnosti. ZvySok vzorky bol pri 600 °C okolo 34 hm. %.
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Obrazok 4: TGA y-PGA

Vysledky DSC st znazornené na Obrazok 5, na termograme je vidiet' endotermicky pik
Vv rozmedzi teplot 200 °C az 212 °C s maximom V teplote 203 °C. Teoreticky by bolo mozné

tento pik priradit’ topeniu materialu, avsak trochu nestandardny je jeho tvar a sirka.
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Obrazok 5: DSC krivka y-PGA

Preto bolo po DSC analyze y-PGA zmerané jeho FT-IR spektrum a porovnané
s FT-IR spektrom y-PGA pred tymto tepelnym namahanim (Obrazok 6). Zmeny nastali
v oblasti vlno¢tu 1650 cm™ a1280 cm™, mozno vidiet piky, ktoré pred DSC neboli
pozorované. Je teda zrejmé, ze pik nezodpoveda topeniu materialu, ale chemickému procesu,

pri ktorom doslo k zmene chemickej Struktary materialu.
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Obrdzok 6: FT-IR spektrum y-PGA pred a po DSC

Z termickej analyzy mozno zhodnotit, ze y-PGA je tepelne stabilny napriklad na ucely
beznych operacii, ako je napriklad priprava roztoku v horticej vode alebo na ucely sterilizacie
pripravenych roztokov polyméru, prebichajticej zvyc¢ajne pri teplote 120 °C.

4.1.3 Molekulova hmotnost’

Molekulova hmotnost’ je dolezita charakteristika polymérov. Aplikacie y-PGA sa menia
podla jeho molekulovej hmotnosti [18]. Na stanovenie hmotnostne strednej molekulovej
hmotnosti y-PGA (My), ¢iselne strednej molekulovej hmotnosti (My) a indexu polydisperzity
(PDI) bola vyuzita metdéda SEC-MALS.

Pri sledovani vplyvu poctu retazcov na meranu veli¢inu hovorime o M, a pri merani
vplyvu hmotnosti ret'azcov na meranu veli¢inu 0 My. Index polydisperzity je mierou Sirky
pravdepodobnostného rozdelenia zastiipenia retazcov podl'a dizky. Je definovany vztahom
PDI =M, / My, pricom vzdy plati PDI > 1. Cim végsie st rozdiely medzi dizkami retazcov,

tym vécsia je hodnota PDI. Hodnota 1 nastava pre monodisperzny systém [53; 54].

Tabulka 12: Vysledky zo SEC-MALS analyzy y-PGA
My, [kDa] M, [kDa] PDI

89,279 £ 2,739 | 84,824 + 0,285 | 1,053 + 0,035

Molekulova hmotnost’ y-PGA byva v rozmedzi od 100 do 2500 kDa [3]. Na tato pracu
vyuzivany y-PGA mal niz$iu molekulovii hmotnost’, ktorej hodnota sa pohybovala okolo
90 kDa (Tabul’ka 12). Index polydisperzity nadobudal hodnoty blizko jednotky, polymérne
retazce boli teda priblizne rovnako dlhé. Na Obrazok 7 je ukazka chromatogramu
zo SEC-MALS analyzy y-PGA.
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Obrazok 7: SEC-MALS chromatogram y-PGA,; zavislost molekulovej hmotnosti na elucnom objeme

4.1.4 1zoelektricky bod

Na stanovenie hodnoty izoelektrického bodu (IEP) y-PGA bol prevedeny titracny

experiment. Z hodnoty zeta potencialu mozno ur€it’ izoelektricky bod. IEP je hodnota pH,

pri ktorom ¢astica, molekula alebo koloid je elektricky neutralna, a zeta potencial je nulovy

[55].

Pri meniacom sa pH roztoku y-PGA o0 koncentracii 1 g/l pomocou 1 mol/l HCI boli

metddou elektroforetického rozptylu svetla stanovené hodnoty zeta potencialu (ZP). Stcasne
prebiehalo aj meranie priemernej distribucie velkosti molekil vo vzorke metodou

dynamického rozptylu svetla.
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Obrazok 8: Zavislost' Z-priemeru velkosti molekul,

zeta potencidlu na pH pri titracii 1g/l y-PGA 1 mol/l HCI
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Obrdzok 9: Izoelektricky bod y-PGA
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S klesajticou hodnotou pH rastla hodnota zeta potencialu a klesal priemer velkosti molekul
v-PGA (Obrazok 8). V kapitole 2.5.2 bolo zmienené, ze pH ma vyznamny vplyv na Struktiru
a molekularne interakcie y-PGA, a tak za zmenu tvaru je primarne zodpovedna transformacia
z random coil na oa-helix v sekundarnej Strukture y-PGA. S klesajucim pH vznikaju silné
intramolekularne vodikové vizby tvoriace kompaktni a-helikalnu konformaciu [16].

Na Obrazok 9 su vybrané namerané hodnoty zeta potencialu od pH priblizne 3,5 do 1,5
pre lepsie znazornenie IEP y-PGA, ktory bol pomocou softwaru Zetasizer Nano ZS stanoveny
pri hodnote pH 2,01. Tato namerana hodnota zodpoveda publikovanym tidajom z patentového
zdroja, ktory udava hodnotu IEP y-PGA v rozmedzi od 1,5 do 3,5 [56].

4.1.5 Rozpustnost’

Na pracu s polymérom bolo potrebné zistit’ jeho rozpustnost’ alebo vSeobecnejsie povedané
kompatibilitu polymér-rozpustadlo. Mnozstva y-PGA boli navazené tak, aby po pridani
rozpustadiel bola ziskana vysledna koncentracia 1, 5, 10, 15, 20, 50 a 75 g/l. Ako rozpustadlo
bola zvolend destilovand voda a etanol z dovodu, ze tieto rozpustadla su vhodné
pre biomedicinske aplikacie. Destilovana voda a etanol boli tiez zmieSané v réznych
pomeroch, a to konkrétne pomery 75:25, 50:50 a25:75. Na uréenie vplyvu pH
na rozpustanie y-PGA, bolo rozpustanie polyméru prevadzané v glycin-HCI pufri o pH 3,
fyziologickom roztoku o pH 7,4 a uhli¢itanovom pufri 0 pH 10,95. Vysledky rozpustania
v-PGA v spominanych rozpustadlach su spracované v Tabul’ka 13.

Tabulka 13: Rozpustnost y-PGA V réznych rozpustadlach, pri réznych koncentracidach
koncentracia y-PGA [g/1]

10 15 20 50 75

voda + + + + + + +
etanol - - - - - - -
voda : etanol 75 : 25 + + + + + + +
voda : etanol 50 : 50 + + - - - - -

voda : etanol 25 : 75 - - - - - - .

glycin-HCI pufor, pH 3 + + + + + + +
fyziologicky roztok, pH 7,4 + + + + + + +
uhli¢itanovy pufor, pH 10,95 + + + + + + +

(+) rozpustny, (-) nerozpustny

v-PGA ma vysoku rozpustnost vo vode, rozpustil sa aj pri koncentracii 75 g/l.
So zvySujucou sa koncentraciou y-PGA bol ziskavany coraz viskoznejsi roztok. Zmena
viskozity bola pozorovana od koncentracie 5 g/l. Farba roztoku sa nemenila, roztok zostal ¢iry

aj pri najvyssSej pouzitej koncentracii.
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v-PGA nebol rozpusteny v etanole ani pri najnizSej koncentracii. Vznikla zakalena
zmes — suspenzia a bola pozorovana sedimentacia y-PGA. Suspenzia o koncentracii y-PGA
20 g/l bola zahrievana vo vodnom kupeli 0 teplote 50 °C a ani po hodine nebol polymér
rozpusteny — teplota nema vplyv na rozpustanie y-PGA v etanole.

Pri rozpastani polyméru pri pomere destilovana voda :etanol 75:25, bol y-PGA
rozpusteny a Sjeho zvySujucou sa koncentraciou vznikal ¢im dalej viskoznejsi roztok.
Pri pomere etanol : voda 50 : 50 bol y-PGA o koncentracii 5, 10 g/l rozpusteny, pri vyssich
koncentraciach vznikali vidite'né klbka polyméru, ktoré nebolo mozné rozmiesat. Ked’ bolo
pouzité rozpustadlo voda:etanol 25:75, vzorky so zvySujlicou sa koncentraciou boli
zakalené a Cast’ polyméru pril'nula k stene eppendorf skimavky.

Pri pouziti glycin-HCI pufra, fyziologického pufra a uhli¢itanového pufra ako rozptstadiel
pre y-PGA bol polymér rozpusteny pri vSetkych pouzitych koncentraciach, od 20 g/l y-PGA
bolo rozpuStanie pomalSie. Boli ziskané c¢ire roztoky polyméru s pufrom. Bola tiez
Spozorovand zvySujlca sa viskozita so zvySujucou sa koncentraciou y-PGA. Pri porovnavani
viskozit u pouzitych pufrov o réznych pH pri jednej koncentracii nebol vol'nym okom zisteny
rozdiel. Viskozita roztoku y-PGA by mala byt pribuzna deprotonovanému stupnu
karboxylovych skupin v postrannych retazcoch y-PGA, a teda s rasticim pH by mala rast
viskozita roztoku [23].

Podl'a informécii o rozpustnosti y-PGA z vedeckej literatury, ktoré st spisané v kapitole
2.5.1, by na pracu vyuzivany y-PGA mal obsahovat’ L aj D enantioméry kyseliny glutamove;j
kvoli jeho nerozpustnosti v etanole a malo by ist’ 0 sol’ polyméru, ktora je vo vode tplne
rozpustna [2; 4].

4.1.6 Zrazanie y-PGA iénmi kovov

O y-PGA uz niekolko studii preukazalo, Ze ma afinitu ku kationom tazkych kovov
a s niektorymi multivalentnymi kationmi tvori zrazeniny [57]. Tieto vlastnosti polyméru su
tiez spisané v kapitole 2.5.1.

Na zrazanie y-PGA boli pouzité divalentné kationy véapnika a hor¢ika. Boli pripravené
roztoky y-PGA o koncentraciach 5g/l, 10 g/l a15g/l. Ktymto roztokom polyméru boli
pridivané narazovo v pomeroch a prikvapkavané nasytené roztoky CaCl,-2H,0
a MgCl,-6H,0, bola pozorovana zrazenina.
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Obrazok 10: Zrazanie y-PGA nasytenym roztokom CaCl,2H,0 (A — pridavok v pomeroch, B —
pridavok kvapkanim)

Po narazovom pridani nasyteného roztoku CaCl,-2H,0 k roztoku y-PGA o0 koncentracii
59/l vpomere 1:1 nebola pozorovana ziadna vizudlna zmena, pri pomere 1:2
(y-PGA : CaCl,2H,0) vznikol zakal a pri pomere 1:3 bol pozorovany vznik zrazeniny.
V roztoku y-PGA o koncentracii 10 g/l uz pri pridavku CaCl,-2H,0 v pomere 1: 1 vznikol
zakal a pri 1:2 castice. V roztoku y-PGA o koncentracii 15 g/l vznikli Castice ihned’
po pridani CaCl,-2H,0 v pomere 1 : 1.

U vSetkych pouzitych koncentraciach y-PGA vznikol zakal po prikvapkani 6 ml
CaCl,-2H,0, po d’alsom pridavku (1 ml) doslo k od¢ireniu roztoku a tvorbe zrazeniny. Bola
pozorovand sedimentécia zrazeniny a vytvorenie pevného zhluku zrazeniny pri koncentracii
10 g/l a 15 g/l y-PGA.

Pozorovana bola rozdielnost’ medzi pridavanim CaCl,-2H,0 narazovo v pomeroch (Castice
sa drzali na hladine a prili§ nesedimentovali) a pridavanim kvapkanim (Obrazok 10).

Chloridova sol' Mg®" zrazanie y-PGA nespdsobovala. Dévodom médZe byt, Ze v pripade
Ca?* ma v-PGA obmedzeny pocet miest pre tento i6n apo nasyteni tychto miest dojde
k vyzrazaniu polyméru na rozdiel od Mg?*. y-PGA by mal mat tiez priblizne 14krat vicsiu
vizbovii afinitu pre Ca?* v porovnani s Mg?*. Tvorba zrazeniny iénom Ca?* je pravdepodobne

Ciasto¢ne dosledkom tejto vdzbovej afinity [20].

4.1.7 Zrazanie y-PGA pomocou CTAB

O i6nové komplexy nerozpustné vo vode a stabilné voci zahrievaniu, ktoré vznikaju
spajanim karboxylovych polypeptidov s kationovymi povrchovo aktivnymi latkami bol
prejaveny znacny zaujem, ked’ze mézu byt aplikované na velkom mnoZstve priemyselnych,
ako aj biologickych procesov [58; 59].

Pomocou pristroja Zetasizer Nano ZS s automatickym titratorom bola studovana interakcia
medzi polyaniénom y-PGA s opacne nabitym - kationovym surfaktantom CTAB vo vodnom
prostredi, konkrétne bol merany zeta potencial a Z-priemer velkosti Castic po pridavkoch
CTAB o0 koncentracii 10 mmol/l a 20 mmol/I k roztoku y-PGA o0 koncentracii 1 g/l. Vysledky

39



st zobrazené na Obrazok 11 a Obrazok 12, ako zavislost' zeta potencialu a Z-priemeru

vel'kosti Castic na koncentracii pridavaného CTAB k y-PGA.

® zeta potencial @ zeta potencial
e Z-priemer velkosti Castic e Z-priemer vel'kosti astic
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_80 T T T T T T O _80 T T T T T T T T T 0
0O 1 2 3 4 5 6 012345678910
koncentracia CTAB [mmol/I] koncentracia CTAB [mmol/l]
Obrazok 11: Titracia roztoku 1g/l y-PGA Obrdzok 12: Titracia roztoku 1g/l y-PGA
10 mmol/I roztokom CTAB 20 mmol/I roztokom CTAB

Na zaciatku titracie nadobtdal systém y-PGA-CTAB vysoko zaporné hodnoty zeta
potenciadlu. S rastuicou koncentraciou tenzidu CTAB prechadzal systém zo stabilného
do nestabilného stavu — zvySovala sa hodnota zeta potencialu vézbou pozitivne nabitého
CTAB na y-PGA, az dosiahla nulovl hodnotu pri neutralizacii nabojov — izoelektricky bod.
Pri titracii y-PGA 10 mmol/l roztokom CTAB bol IEP dosiahnuty pri koncentrécii
4,05 mmol/l CTAB vo vzorke. Titracia y-PGA 20 mmol/l roztokom CTAB bola uskutocnena
z dovodu zisku vicSieho mnoZstva titracnych bodov za IEP, ktory bol nadobudnuty
pri koncentracii CTAB 4,98 mmol/l. Za IEP zeta potencial stiipal s postupnymi pridavkami
CTAB az do kladnych hodnot a systém sa dostaval opat’ do stabilného stavu.

Velkost' Castic najskor pri interakciach y-PGA s CTAB klesala, v IEP doslo k prudkému
narastu vel'kosti Castic sposobeného agregaciou systému y-PGA-CTAB. Nasledne dochadzalo

k zmensovaniu vzniknutych agregatov az k ustaleniu vel’kosti Castic.

4.1.8 Antimikrobialna aktivita

Antimikrobidlna  schopnost’ je  dolezitd  charakteristika materidlu  uréeného
pre biomedicinske aplikacie [60]. Antimikrobialna aktivita y-PGA bola hodnotena pomocou
bujonovej mikrodiluénej metédy (postup v 3.4.8). Testované boli grampozitivne baktérie
M. luteus, S. epidermis a gramnegativne baktéric S. marcescens aE. coli. Pre kazda
koncentraciu y-PGA (1, 5, 10, 15, 20, 50 a 75 g/l) a taktiez kontrolu (destilovana voda) boli
premerané tri vzorky. Vysledky st uvedené v Tabul'ka 14.
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Tabulka 14: Antimikrobidlna aktivita y-PGA proti M. luteus, S. epidermis, S. marcescens, E. coli
koncentracia y-PGA [g/l]

1 5 10 15 20 50 75
M. luteus - - + + + + +
S. epidermis - - + + ++ ++ ++
S. marcescens - - - - - - -
E. coli - - - - - - -

Rozdiel v porovnani s kontrolou: (-) <5% , (+) 5-10 %, (++) 10-20%

Zaznamenany bol mierny inhibiény ucinok y-PGA na grampozitivne baktérie M. luteus
a S. epidermis od koncentracie 10 g/l. U S. epidermis bola antimikrobialna ucinnost’ y-PGA
od koncentracie 20 g/l navySena. U gramnegativnych baktérii S. marcescens a E. coli nebol
pozorovany inhibi¢ny G¢inok ani pri vysokych koncentraciach y-PGA.

Stadie zaoberajuce sa antimikrobialnou aktivitou y-PGA zistili jeho antimikrobidlnu
schopnost’ aj proti gramnegativnym baktériam, bola vSak vyrazne niz§ia nez proti
grampozitivnym baktériam [60; 61]

Hydrofébne materialy st citlivejSie k adhézii mikroorganizmov S hydrofébnymi
a negativne nabitymi vlastnostami. Hydrofobne interakcie medzi mikroorganizmom
a materialom by navysili mikrobialnu adhéziu, ¢o by viedlo Kk proliferacii mikroorganizmov.
Dovodom antimikrobialnej aktivity y-PGA moze byt preto jeho hydrofilita a aniénova
povaha, ktora viedla k mensej mikrobialnej adhézii. [60; 61; 62]

4.2 Vplyv y-PGA na viabilitu prokaryotickych a eukaryotickych buniek

Probiotika (laktobacily, bifidobaktérie, niektoré kmene S. cerevisiae) sa stretavaja
S roznymi podmienkami environmentalneho stresu, ako si zmeny pH, osmolarita, teplota,
kyslik, koncentracia chemikalii po¢as manipulacie, spracovania, vyroby a skladovania. Mali
by prezit' audrzat’ si vysoku Zivotaschopnost' po dosiahnuti gastrointestindlneho traktu,
aby priniesli priaznivé u¢inky hostitel'ovi. Dosledkom tychto stresov sa v§ak vSeobecne zistilo
znizenie probiotickej zivotaschopnosti a aktivity [63; 64].

S. cerevisiae sa tiez pouziva na vyrobu fermentacnych produktov, ako je vino, pivo
a biopalivo. Pocas fermentacie je kvasinka vystavena mnozstvu stresov, ktoré vplyvaju na jej
prezitie, napr. oxida¢nému, osmotickému, etanolovému stresu a Soku zchladu pocas
uskladnenia kone¢ného produktu [64].

V stadii  bol skimany vplyv y-PGA na prezitie prokaryotickych buniek baktérie
L. rhamnosus CCM 1825 a eukaryotickych buniek kvasinky S. cerevisiae CCY 21-4-102
pri stresovych podmienkach. Pouzité koncentracie y-PGA (10 a 15 g/l) pri experimentoch
nemali vyrazné inhibi¢né u¢inky na grampozitivne baktérie (4.1.8), ktorou je aj L. rhamnosus.

Boli prevadzané rézne stresy vratane pdsobenia etanolu, vysokej teploty, mrazenia a NaCl.
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Bunky boli tiez vystavené simulovanym gastrointestindlnym podmienkam, ktoré zahtiali
expoziciu modelovej zaladocnej §tavy, pankreatickej stavy a zl¢ovej Stavy.

Prictokova cytometria poskytla rychlu a spolahlivii metodu na kvantifikaciu viabilnych
buniek v bunkovej suspenzii. Na posudenie Zivotaschopnosti (postup v kapitole 3.5.6) bola
pouzitd florescenéna sonda propidium jodid, ktora TIahko prenika do poskodenych,
priepustnych membran nezivotaschopnych buniek a viaze sa na dvojvldknovi DNA

interkalaciou medzi parmi baz [65].

4.2.1 Etanolovy stres

Na pripravu vzoriek pre etanolovy stres (kapitola 3.5.1) bol k bunkam L. rhamnosus
a S. cerevisiae pridany pufor PBS (kontrolnd vzorka) alebo pufor PBS obsahujuci 10 g/l
y-PGA. Dalej bol pridany etanol na 10 a 15 obj. %. Doba expozicie etanolovému stresu bola
1 hodina. Vysledky su prezentované na Obrazok 13 a Obrazok 14.

] - E kontrola -
100 - 10 g/l y-PGA 100 - 10 g/l y-PGA Ekontrola
90 - 90 -
80 - 80 -
70 - — 70 -
o 60 - s 60 -
g 50 - Z 50 |
; 40 - 2 40 -
5§ 30 - 2 30 -
20 - N 20 -
10 - 10 -
0 - 0 -
10 15 10 15
EtOH [obj. %] EtOH [obj. %]
Obrazok 13: Vplyv y-PGA na viabilitu Obrazok 14: Vplyv y-PGA na viabilitu
L. rhamnosus pri hodinovom etanolovom strese S. cerevisiae pri hodinovom etanolovom strese

Protektivne G¢inky y-PGA na L. rhamnosus sa prejavili pri strese s 10 a 15 obj. % etanolu
(Obrazok 13). Pri pouziti 15 obj. % bol zaznamenany vyrazny rozdiel viabilnych buniek
S pouzitim pridavku y-PGA oproti etanolovému stresovaniu bez polyméru. Etanolova toxicita
sa vo vSeobecnosti pripisuje interakcii etanolu s bunkovou membranou, ¢o vedie k strate jej
integrity [66]. Polymér mohol znizit’ kontakt etanolu s bunkovou membranou baktérie.

Druh kvasinky S. cerevisiae sa vieobecne povazuje za etanoltolerantny. Cisté izolované
kultary st etanoltolerantné do 10, max 12 obj. % etanolu [67]. Po hodinovom pdsobeni
etanolu o 10 obj. % mal kmen S. cerevisiae CCY 21-4-102 takmer 100 % viabilnych buniek.

Pri 15 obj. % etanolu bola uz etanoltolerancia tohto kmena nizSia. y-PGA mal negativny
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vplyv — jeho pridavok znizoval viabilitu buniek, mohol ovplyvnit' prirodzeni ochranu
kvasinky pred etanolom.

4.2.2 Teplotny stres — vysoka teplota

Vzorky pre teplotné stresy boli pripravené podla postupu uvedeného v kapitole 3.5.2.
Vplyv y-PGA na viabilitu buniek L. rhamnosus a S. cerevisiae bol sledovany pri teplotach
50 °C a 70 °C. K bunkam bol pridavany pufor PBS s 10 g/l y-PGA abez obsahu y-PGA
(kontrolna vzorka). Vzorky boli vystavené prislusnym teplotim vo vodnom kupeli
na 5 a 15 minut. Vysledky st uvedené na Obrazok 15 a Obrazok 16.

@10 g/l y-PGA  mkontrola 10 g/l y-PGA mkontrola
100 - 100 -
90 - 90 -
80 - 80 -
c\? 70 - e\—e 70 -
60 - T 60 -
> )
= 50 - 2 e
= =
240 | 2 40 -
\g \g
& 30 - & 30 -
20 - 20 -
10 - 10 -
0 - 0 -
50°C, 50°C, 70°C, 70°C, 50°C, 50°C, 70°C, 70°C,
5min  15min  5min 15 min 5min  15min  5min 15 min
podmienky podmienky
Obrazok 15: Vplyv y-PGA na viabilitu Obrazok 16: Vplyv y-PGA na viabilitu
L. rhamnosus pri pésobeni teploty 50 °C S. cerevisiae pri pésobeni teploty 50 °C
a 70 °C po dobu 5 a 15 minuit a 70 °C podobu 5 a 15 minut

Ked’ze optimalna teplota pre rast kmena L. rhamnosus CCM 1825 je 37 °C, teplota 50 °C
nebola pre bunky prili§ stresujucou, ako vidiet' na Obrazok 15. Z nadobudnutych vysledkov
mozno usudit’, Ze pri 50 °C y-PGA mierne ochrénil bunky — mohol pdsobit’ na bakteridlnu
membranu, kde st mastné kyseliny nachylné na poskodenie teplom, pri ktorom nasledne
dochadza k agregacii proteinov, poSkodeniu ribozémov a tiez RNA [68]. Na stratu viability
baktérii malo vyrazny vplyv pouzitie teploty 70 °C, pri ktorej bolo zanalyzované 5 a menej
percent Zivych buniek. Pri tejto teplote v§ak y-PGA uZ bunky neochranil.

Pri. 50 °C nedochadzalo k znizovaniu viability buniek kvasinky S. cerevisiae
po 5 ani 15 minatach pésobenia tohto stresu (Obrazok 16) a preto nemozno vyhodnotit’ ¢i mal
polymér vplyv viabilitu buniek. Teplota 70 °C usmrtila takmer vSetky bunky S. cerevisiae.
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4.2.3 Teplotny stres — mrazenie

Mrazenie buniek prebiehalo pri teplote -15°C po dobu 1 hodiny, tiez prebehlo trikrat
opakované hodinové mrazenie a nasledne rozmrazenie vzoriek (postup 3.5.3). K bunkam
L. rhamnosus a S. cerevisiae bol pridavany pufor PBS s obsahom 10 g/l a 15 g/l y-PGA.
Kryoprotektivny efekt y-PGA bol tiez porovnany s konvenénymi Kryoprotektantami
sachardza, glycerol a glukdéza o koncentraciach 10 g/l v pufre PBS. Priprava kontrolnej
vzorky pozostavala z pridania Cistého pufra PBS k sledovanym bunkam mikroorganizmov.
Vysledky st zobrazené na Obrazok 17 a Obrazok 18.

10 g/l y-PGA 15 g/l y-PGA ®10 g/l y-PGA 15 g/l y-PGA
M 10 g/l sachar6za 10 g/l glycerol ¥ 10 g/l sachar6za w10 g/l glycerol
10 g/l glukéza  mkontrola 10 g/l glukéza  ®mkontrola
100 - 100 -
90 - 90 ~
80 - 80
Q 70 < 70
: 60 S 60
€ 50 Z 50
2 40 2 40
> ‘o
N30 = 30
20 20
10 10
0 0
mrazenie 1 h mrazenie 3 cykly mrazenie 1 h mrazenie 3 cykly
podmienky podmienky
Obrazok 17: Vplyv y-PGA a inych Obrazok 18: Vplyv y-PGA a inych
kryoprotektantov na viabilitu kryoprotektantov na viabilitu
L. rhamnosus pri mrazeni S. cerevisiae pri mrazeni

Vysledky zmrazenia L. rhamnosus (Obrazok 17) pri pouziti 10 g/l y-PGA ako
kryoprotektantu ukazuji, Ze schopnost kryoprotekcie pri hodinovom mrazeni a mrazeni
s troma cyklami bola porovnatel'na s 10 g/l sachardzy. Bol tieZ testovany efekt 15 g/l y-PGA,
pri ktorom bola namerana mierne vysSia viabilita buniek baktérie oproti 10 g/l y-PGA, rozdiel
bol vSak navySeny pri trikrat opakovanom hodinovom mrazeni. NajlepSiu kryoproteként
ochranu pre L. rhamnosus vykazoval pridavok 10 g/l glycerolu. Vysoké percento viabilnych
buniek bolo zanalyzované aj pri 10 g/l glukdzy.

Pri Studovani vplyvu y-PGA na kvasinku S. cerevisiae pri hodinovom mrazeni vykazalo
pouzitie tohto polyméru o koncentracii 10 aj 15 g/l najvyssie percento viabilnych buniek
(Obrazok 18). Pri mrazeni s tromi cyklami bola percentualna hodnota zivotaschopnych buniek
opét’ najvyssia s pouzitim 10 a 15 g/l y-PGA ako kryoprotektantu, avSak navySe porovnatel'na
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s 10 g/l glycerolu. Nebol pozorovany rozdiel medzi pouzitim koncentracii 10 a 15 g/l y-PGA
u S. cerevisiae, tak ako tomu bolo u L. rhamnosus.

Funkcii kryoprotektantov a kryoprotektivnym tc¢inkom y-PGA bola venovana kapitola
2.6.3.2. Pri celkom zhodnoteni vysledkov z tohto teplotného stresu mrazenim mozno potvrdit,
ze y-PGA je G¢inny kryoprotektant. Pri kmeni L. rhamnosus CCM 1825 a taktiez S. cerevisiae
CCY 21-4-102 polymér ochranil bunky v porovnani s kontrolnou vzorkou — bunkami,
ktoré boli vystavené mrazu bez akéhokol'vek kryoprotektantu.

Na stadiu vyuzity y-PGA ma molekulovii hmotnost’ 90 kDa (kapitola 4.1.3), avsak
v-PGA s niZzSou molekulovou hmotnost'ou je lepSim kryoprotektivnym ¢inidlom ako y-PGA
s vysokou molekulovou hmotnost'ou. Pouzitie y-PGA na kryoprotekciu mé vyhodu oproti
bezne vyuzivanym kryoprotektantom, Ze moze byt pridany do potravin vo vicSich

mnozstvach bez zmeny chute [40].

4.2.4 Osmoticky stres

V experimente (postup podl'a 3.5.4) boli bunky L. rhamnosus aS. cerevisiae vystavené
NaCl o koncentraciach 100 a 200 g/l rozpustenému v pufre PBS. K bunkam bol navyse
pridavany y-PGA o0 koncentracii 10 g/l asledovany jeho vplyv na viabilitu buniek
pri osmotickom strese, ktorému boli bunky exponované na 30 minat a jednu hodinu.
Kontrolnd vzorka neobsahovala y-PGA. Vysledky z osmotického stresu st zaznamenané
na Obrazok 19 a Obrazok 20.
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podmienky podmienky
Obrazok 19: Vplyv y-PGA na viabilitu Obrazok 20: Vplyv y-PGA na viabilitu
L. rhamnosus pri osmotickom strese S. cerevisiae pri osmotickom strese
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Percentualna hodnota zivych buniek baktérie L. rhamnosus po aplikacii 100 g/l NaCl
po dobu 30 minut ataktiez 1 hodiny bola vy$sia nez 90 % (Obrazok 19). Strata viability
buniek baktérie bola mierne zaznamenana po expozicii NaCl o koncentracii 200 g/l.

U kvasinky S. cerevisiae (Obrazok 20) nebol pozorovany rozdiel medzi Zivotaschopnostou
po vystaveni buniek koncentraciam 100 g/l a 200 g/l NaCl a taktiez ani pri dobe expozicie
stresu.

Na zéklade ziskanych vysledkov mozno konStatovat, ze externe dodany y-PGA nema
vplyv na prezitie buniek L. rhamnosus CCM 1825 aS. cerevisiae CCY 21-4-102 pocas
osmotického stresu, na rozdiel od mikroorganizmov Planococcus halophilus, Sporosarcina
halophila a Natrialba asiatica, ktoré y-PGA produkuju a pouzivaju na zniZenie vysokych

miestnych koncentracii soli, ¢o im umozni prezit’ v nepriatel'skom prostredi [5; 15].

4.2.5 Posobenie modelovych gastrointestinalnych §tiav

Cielom Sstadie bolo skumat’ G¢inok y-PGA na vybrané kmene L. rhamnosus CCM 1825
a S. cerevisiae CCY 21-4-102 v simulovanych gastrointestinalnych podmienkach (postup
v kapitole 3.5.5). Pre tento ucel bola pripravena zaltido¢na $tava o pH 0,9 (Tabulka 9),
pankreaticka stava o pH 8,9 (Tabul'ka 8) a zI¢ova §tava o pH 8 (Tabul’ka 10). K modelovym
Stavam bol pridany y-PGA 0 koncentracii 10 g/l. Kontrolné vzorky polymér neobsahovali.
Viabilita mikroorganizmov bola premeriavana po 30 minutach, 1 a2 hodinach posobenia
stiav.
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Obrazok 21: Vplyv y-PGA na viabilitu Obrazok 22: Vplyv y-PGA na viabilitu
L. rhamnosus pri pésobeni modelovej S. cerevisiae pri pésobeni modelovej
Zaludocnej stavy v ¢asovych intervaloch Zaludocnej stavy v casovych intervaloch
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V stadii vyuzivany L. rhamnosus (Obrazok 21) bol intolerantny k Zaladocnej $tave. Uz
po 30 minutach jej expozicie bola viabilita buniek nizSia nez 10 %. Pridavok y-PGA
neprospel na zvysenie prezitia baktérie v kyslom prostredi.

Zaujimavé vysledky boli ziskané u S. cerevisiae (Obrazok 22), kedy mal y-PGA
o koncentracii 10 g/l ochranny ucinok na kvasinku vystavent ZzaludoCnej Stave,
pri jeho pridavku nedochadzalo k strate zivotaschopnosti ani po dvoch hodinach jej
posobenia. Ked'Ze kvasinky st schopné rast’ a prezit’ v SirSom rozsahu hodndét pH ako
baktérie, percentualny ubytok Zivych buniek nebol tak vyrazny ako u L. rhamnosus, s casom
linearne klesal [69].
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Obrazok 23: Vplyv y-PGA na viabilitu Obrazok 24: Vplyv y-PGA na viabilitu
L. rhamnosus pri pésobeni modelovej S. cerevisiae pri posobeni modelovej
pankreatickej stavy v ¢asovych intervaloch pankreatickej stavy Vv casovych intervaloch

U L. rhamnosus bolo percento Zivych buniek po vsetkych testovanych ¢asoch ucinkovania
pankreatickej $tavy nizsie nez 85 a S ¢asom sa neznizovalo. Obrazok 23 taktiez demonstruje,
ze y-PGA nepreukazal ochranu pre bunky pocas expozicie pankreatickej stavy.

Po vystaveni S. cerevisiae pankreatickej $tave (Obrazok 24) sa neprejavil jej Skodlivy
vplyv na preZitie buniek ani po dvoch hodinach jej posobenia, a ked’Ze pankreaticka Stava
nemala dosah na redukciu viability, nemozno hodnotit’ ¢i pridavok y-PGA mal ochranny efekt
na bunky.
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Obrazok 25: Vplyv y-PGA na viabilitu Obrazok 26: Vplyv y-PGA na viabilitu

L. rhamnosus pri pésobeni modelovej S. cerevisiae pri pésobeni modelovej

Zl¢ovej Stavy V casovych intervaloch Zl¢ovej Stavy V casovych intervaloch

Celkova strata zivotaschopnosti bola zaznamenand u L. rhamnosus uz po 30 minttach
posobenia modelovej zl¢ovej $tavy (Obrazok 25). y-PGA nepodporil prezitie buniek baktérie
pri vystaveni tejto St'ave.

Kvasinka bola naopak rezistentna voci ZI¢ovej $tave a pri 30 minttach a jednej hodine
nebol pozorovana ziadna strata Zivotaschopnosti (Obrazok 26). Mierna percentualna strata
zivych buniek nastala az po dvoch hodindch. Podla ziskanych vysledkov mal y-PGA
negativny u¢inok na bunky kvasinky, v jeho pritomnosti o koncentracii 10 g/l bolo po dvoch
hodinach zanalyzovanych menej Zivych buniek oproti kontrole.

4.3 Priprava castic

4.3.1 Priprava castic z y-PGA a alginatu

Pri stadiu vplyvu y-PGA na mikroorganizmy L. rhamnosus a S. cerevisiae pri posobeni
modelovych traviacich Stiav (kapitola 4.2.5) polymér rozpusteny v gastroinestinalnej Stave
nemal vplyv na ich viabilitu, okrem expozicie S. cerevisiae zaludocnej §tave, pri ktorej sa
vo vzorke sobsahom 10 g/l y-PGA ani po dvoch hodinach neznizila Zivotaschopnost’,
zatial’ ¢o vo vzorke bez polyméru Zivotaschopnost’ linearne s casom klesala.

Vyskumy ohladom ochrany probiotickych buniek pri zaludo¢nej a ZICovej Stave vSak
jasne ukazuju ochranu buniek pomocou 7Y-PGA. Bunky rozsuspendované v roztoku
od 2,5% y-PGA anaslednej lyofilizacii su pokryté vrstvou polyméru, ktora ich chrani
pred nizkym pH Zaltdo¢nej §tavy a tiez vysokymi koncentraciami zl¢ovych soli [19; 43; 70].
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Enkapsulacia druhov Bifidobacteria a Lactobacillus do alginatu zlepSuje ich prezitie pocas
skladovania v chladnicke, av§ak nesposobuje vyrazné zlepSenie ich preZitia pri vystaveni silne
kyslym prostrediam, akym je aj Zalido¢na $tava [70].

Pridanie y-PGA Kalginatu pri tvorbe c¢astic by mohlo zvysit 0G¢innost ochrany

enkapsulovanych buniek pred gastrointestinalnymi St'avami.

4.3.1.1 Priprava algindtovych, y-PGAlalgindt a y-PGA Castic kvapkanim a ultrazvukom

Castice boli pripravené podla postupu uvedeného v kapitole 3.6.1 kvapkanim roztokov
0,5% y-PGA; 0,5% y-PGA a 2% alginatu v pomere 1 : 1 a 1% alginatu do CaCly. Casticiam
pripravenym pomocou ultrazvuku bola zmerana ich velkost’ a zeta potencidl na pristroji
Zetasizer Nano ZS postupom v 3.6.3.1.

Kvapkanim a tiez ultrazvukovym dispergovanim 0,5% roztoku y-PGA do 2% CacCl,,
vznikal ¢iry roztok.

Castice pozostavajice z 1% alginatu a tiez 0,5% y-PGA a2% alginatu v pomere 1 : 1
sposobovali zakalenie CaCl, pri priprave ultrazvukom ako vidiet na Obrazok 27 a volne
okom pozorovatelné Gastice vznikali pri kvapkani tychto roztokov do CaCl,. Castice zo zmesi

v-PGA a alginatu vykazovali iné zakalenie ako pripravené len z alginatu.

Obrazok 21: Pripravené castice z: (1) 0,5% y-PGA s 2% alginatom ultrazvukom, (2) 1% alginatu
ultrazvukom, (3) 0,5% y-PGA s 2% algindtom kvapkanim, (4) 1% algindtu kvapkanim

PDI shodnotami vy$$imi nez 0,5 poukazuji na Siroké rozdelenie velkosti Castic
vzniknutych pomocou ultrazvuku (Tabul'ka 15). Podl'a hodnoty zeta potencialu Castice neboli
vel'mi stabilné a dochadzalo by k rychlej agregacii [55].

Tabulka 15: Castice pripravené ultrazvukom

vzorka [n(rjn] PDI [rﬁf/]

0,5 % PGA 1479,0 1 -6,56

0,5 % PGA : 2% alginat; 1: 1 3692,3 1 -10,4
1 % alginat 4522,0 0,551 -6,66
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4.3.1.2 Priprava ¢astic y-PGAlalgindt pomocou enkapsuldatoru

Castice y-PGA/alginat boli pripravené aj pomocou enkapsulatoru Biichi B-395 Pro
s tryskou o rozmere 450 um. Pripravené boli z roztokov 5% y-PGA a 2% alginatu v pomere
1:1 avytvrdené v roztoku CaCl,, po ktorom boli pozorované vo svetelnom mikroskope.
Postup je uvedeny v kapitole 3.6.2.

Na Obrazok 28 su zobrazené pripravené perlicky y-PGA/alginat. Vo vSeobecnosti plati,
ze priemer perli¢iek je dvojndsobkom priemeru pouzitej trysky, avsak ich velkost zavisi aj
od nastavenych parametrov na enkapsulatore (rychlost’ toku a frekvencia vibracii) [71].

Do perli¢iek o tomto zlozeni by mohli byt enkapsulované napriklad probiotické baktérie.
Ich precistené bunky by boli pred pripravou castic rozsuspendované v zmesi polymérov
v-PGA/alginat [71].

Enkapsulované probiotické baktérie do y-PGA/alginat periel by sa mohli pridat
do potravin, kde by ich pritomnost’ senzoricky neprekazala, ako ceredlnych, ryzovych
alebo krupi¢nych kasi.

Mechanizmus ochrany probiotickych baktérii pri tradveni by mohol byt nasledovny.
Alginat a takisto aj y-PGA su polyméry reagujuce na pH. Zmrst'uju sa v prostredi nizkeho pH

(ako zalido¢na $tava pH 1,2), ale pri vysSom pH expanduju (¢revo pH 6-6,5), ¢o vedie

K uvolneniu baktérie do cielového miesta [72; 43].

|

Obrazok 28: Pripravené y-PGA/alginat perly: (1) pozorované volnym okom,

(2) zvicSenie x10, (3-4) zvicSenie x4
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4.3.2 Priprava nanocastic y-PGA/chitosan

Chitosan (CS) je polysacharid ziskany deacetylaciou prirodného chitinu a pre svoje
vynimo¢né vlastnosti (netoxickost’, biokompatibila a biodegradabilita) je takisto ako y-PGA
vel'mi zaujimavym materialom v odboroch biomedicina, kozmetika [73].

Nanocastice y-PGA/CS sa vseobecne povazuju za vhodné na podavanie biologicky
aktivnych latok, ako napriklad proteinov a protizapalovych liekov. Pri enkapsulacii tychto
latok do polymérnych nanocastic prostrednictvom idnovych interakcii nie je potrebna
povrchovd modifikacia, organické rozpustadlo alebo kovalentné spojenie medzi latkami
a polymérom [25; 74].

Samousporiadané nanocastice z y-PGA a CS strednej molekulovej hmotnosti vzniknuté
elektrostatickou interakciou medzi amino skupinami chitosanu a karboxylovymi skupinami
v-PGA boli pripravené ionovou predgelatnou metodou navrhnutou Pereira a kol. [52].
Modifikovany postup je uvedeny v kapitole 3.6.3. K 100 ml 0,031% roztoku y-PGA bol
najskor pridavany 25 mmol/l CaCl, oobjeme 10 ml, nasledne 0,07% roztok CS.
Pri jednotlivych pridavkoch CS boli odoberané vzorky a bola zmerana distribticia velkosti
Castic (Obrazok 29), velkost’ a zeta potencial vzniknutych nanocastic y-PGA/CS pomocou
pristroja Zetasizer Nano ZS s postupom v 3.6.3.1.

Tabulka 16: Velkost castic, index polydisperzity a zeta potencial nanocastic y-PGAICS
pri pridavkoch CS ku y-PGA

pridavok CS d PDI ZP
[ml] [nm] [mV]
1 167,9 | 0,201 |-17,1
3 185,6 | 0,141 |-13,1
5 198,7 | 0,153 |-11,9
7 190,2 | 0,148 | -10,3
9 206,8 | 0,130 |-13,8
11 199,3 | 0,114 |-11,2
13 221,2 10,140 (-10,4
15 365,9 | 0,333 | -9,2

17 1370,5| 0,664 | -8,5

V Tabulka 16 mozno vidiet' trend zvySovania velkost' castic po pridavkoch CS
a znizovanie hodnoty zeta potencialu neutralizovanim nabojov opacne nabitych polymérov.
PDI znaci uzke rozdelenie vel'kosti nanocastic do 13 ml pridaného CS. Podl'a hodnoty zeta
potencidlu, ktora nadobudala menej nez -30 mV neboli nanocastice y-PGA/CS prili§ stabilné
a s ¢asom by dochadzalo k ich agregacii. Do objemu 13 ml pridané¢ho chitosanu bola velkost
pripravenych nanocastic y-PGA/CS priblizne 200 nm, po dalSich pridavkoch dochadzalo
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Kk narastu velkosti nanocastic a pri takmer 19 ml pridaného CS doslo k tvorbe bielej zrazeniny

s velkostnymi parametrami nevhodnymi pre meranie na pristroji Zetasizer Nano ZS [55].
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Obrazok 29: Distribucia velkosti nanocastic y-PGA/CS podla intenzity
pri pridavkoch CS ku y-PGA

Velkost, distribicia velkosti ataktiez zeta potencial nanoCastic y-PGA/CS zavisi
od koncentracie polymérov a ich pomeru, ako aj na pH a poradi pridavania [24]. Jednotlivé
parametre je mozné takto jednoducho regulovat'.
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5 ZAVER

Cielom diplomovej prace bola charakterizacia polyméru kyseliny glutamovej (y-PGA)
a Studium jeho moznych aplikacii.

Chemicka $truktara y-PGA bola analyzovana pomocou FT-IR spektroskopie technikou
ATR. Na charakterizaciu bol y-PGA podrobeny termickej analyze zahiiajucej TGA a DSC.
Hlavnym zistenim termickej analyzy bolo, ze y-PGA je stabilny pri teplotach pouZzivanych
pocCas merani tejto diplomovej prace, napriklad pri sterilizacii jeho roztokov a teplotnom
strese mikroorganizmov. Molekulova hmotnost’ y-PGA bola zistenda metédou SEC-MALS,
pomocou ktorej boli stanovené hmotnostne a Ciselne stredné molekulové hmotnosti a index
polydisperzity s hodnotou blizkou jednotke, ¢o znacilo priblizne rovnako dlhé polymérne
retazce. Hodnota molekulovej hmotnosti y-PGA sa pohybovala okolo 90 kDa. IEP y-PGA bol
stanoveny pomocou automatickej titracie roztoku polyméru titranym ¢inidlom HCI. Okrem
nadobudnutej hodnoty IEP pri hodnote pH 2,01 bol pri titracii pozorovany aj klesajuci
Z-priemer vel'kosti molekal polyméru s klesajucou hodnotou pH roztoku, spésobeny zmenou
konformacie y-PGA. Pred $tadiom aplikacii y-PGA bola zistovana aj jeho kompatibilita
s rozpustadlami. y-PGA bol rozpuastany az do koncentracie 75 g/l v rozpustadlach voda,
voda : etanol 75: 25, v glycin-HCI pufre, uhli¢itanovom pufre a fyziologickom roztoku.
Pri rozpustadle etanol a voda s etanolom o pomere 25 : 75 nebol polymér rozpusteny ani
pri koncentracii 1 g/l a pri vode s etanolom v pomere 50 : 50 sa y-PGA nerozpustal od 10 g/1.
Vlastnosti y-PGA viazat iony kovov boli potvrdené zraZzanim pomocou roztoku
CaCl3-2H,0. V experimentoch bol y-PGA tiez zrazany kationovym surfaktantom CTAB.
Pomocou titracného experimentu bol zisteny IEP systému y-PGA-CTAB, ktory bol
dosiahnuty pri koncentracii pridaného CTAB okolo hodnoty 4,52 mmol/l. Antimikrobialna
aktivita y-PGA bola hodnotena na grampozitivne baktérie M. luteus a S. epidermis, u ktorych
bola mierna antimikrobialna schopnost y-PGA zaznamenana od jeho koncentracie 10 g/,
pricom sa od koncentracie 20 g/l uS. epidermis este mierne navysila. Na gramnegativne
baktérie S. marcescens a E. coli nemal y-PGA antimikrobialnu u¢innost’.

Hlavnou experimentdlnou Studiou v diplomovej praci bolo urcenie vplyvu y-PGA
o koncentracii 10 g/l v pufre PBS na viabilitu prokaryota L. rhamnosus a eukaryota
S. cerevisiae pri stresovych podmienkach. Pocet zivych buniek vo vzorkach s pridavkom
v-PGA bol porovnavany so vzorkami bez jeho pridavku. Pri strese s 10 a 15 obj. % etanolu
pocas 1 hodiny na L. rhamnosus bol prejaveny ochranny uéinok y-PGA na tato baktériu.
Pri rovnakom strese vSak boli zaznamenané opacné ucinky na S. cerevisiae. Pri teplotnom
strese s teplotami 50 °C a 70 °C pocas 5 a 15 minut polymér ochranil bunky L. rhamnosus
pri 50 °C, avsak pri teplote 70 °C stratila viabilitu vécSina jeho buniek. Teplota 50 °C
kvasinku S. cerevisiae nestresovala, polymér ju neochranil pred 70 °C, kedy bunky stratili
zivotaschopnost’ uz pri jej 5 mintitovom posobeni. Dal§im stresom bolo mrazenie pri -15 °C
po dobu 1 hodiny apri 3 cykloch mrazenia anasledného rozmrazenia. Kryoprotektivny
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ucinok y-PGA o0 koncentracii 10 a 15 g/l bol navySe porovnany s kryoprotektantami
sachardza, glukoza a glycerol o koncentraciach 10 g/l. U kvasinky S. cerevisiae bolo
pri pridavku y-PGA po hodinovom mrazeni a mrazeni s 3 cyklami zaznamenané najvyssie
percento zivych buniek spomedzi vSetkych pouzitych kryoprotektantov. Hoci u L. rhamnosus
najvyssie percento zanalyzovanych zivych buniek po tychto stresoch nebolo pri pouziti
v-PGA, stale ho mozno oznacit’ za uspe$ny kryoprotektant. Pri osmotickom strese s NaCl
0 koncentraciach 100 a 200 g/l po dobu 30 minut a 1 hodiny nebolo pozorované vyrazné
znizovanie viability u mikroorganizmov a taktiez ani efekt y-PGA na viabilitu buniek.
Poslednym vykonanym stresom bolo posobenie modelovych gastrointestindlnych Stiav.
Vzorky boli vystavené Zaludo¢nej, pankreatickej a zl¢ovej Stave na 30 mintt, 1 a 2 hodiny.
NajmenS$im stresom pre bunky bola pankreaticka Stava. U L. rhamnosus dochadzalo
pri posobeni Zaludo¢nej a zl¢ovej Stavy uz pri 30 minatach k strate viability majoritnej
vacSiny buniek a pri pridani y-PGA sa neprejavil jeho ochranny efekt na bunky. Bunky
kvasinky S. cerevisiae boli v porovnani s L. rhamnosus zretelne rezistentnejSie voci
pOsobeniu  modelovych S$tiav. Ochrana kvasinky pomocou polyméru bola sledovana
pri posobeni Zzalido¢nej Stavy. Bunky vo vzorke s 7y-PGA si zachovali vysoku
Zivotaschopnost’ aj pri 2 hodinovom pdsobeni tejto $tavy, kym viabilita buniek kvasinky
klesala vo vzorkach bez polyméru linearne s ¢asom jej posobenia.

Zlepsenie mnozstva zivych buniek po expozicii gastrointestinalnymi $tavami by mohlo
byt tspesné ich enkapsuldciou do y-PGA/alginat periel, ktoré boli pripravené pomocou
enkapsulatoru z 5% y-PGA a 2% alginatu zmieSanych v rovnakom pomere. Samotny 0,5%
v-PGA okom viditel'né perlicky pri kvapkani ani dispergovani ultrazvukom do CaCl,
nevytvaral. V experimentalnej ¢asti boli kvapkanim a ultrazvukom tiez pripravené alginatové
Castice z 1% alginatu a Gastice z 0,5% y-PGA : 2% alginat v pomere 1 : 1. Castice, ktoré boli
pripravené ultrazvukom vykazovali Siroké rozdelenie ich velkosti a pomerne nizku stabilitu
hodnotent z ich zeta potencialu.

Boli pripravené aj nanocastice y-PGA/chitosan i6novou predgela¢nou metddou, do ktorych
by mohli byt enkapsulované biologicky aktivne latky. Ich velkost nadobudala hodnoty
priblizne 200 nm. Z dovodu ich stability vyhodnotenej zo zeta potencialu by boli vhodné len
na kratkodobé¢ skladovanie.
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