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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva mikrobidlni produkci biosurfaktant vybranych bakterialnich
kmenii. Za Gcelem otestovani schopnosti produkce biosurfaktantti byly vybrany screeningové
metody, na zékladé nichz bylo mozné posoudit potencial vybranych kment k produkci
povrchové aktivnich latek. V ramci prace bylo otestovano 11 bakteridlnich kmen, které jsou
standardné vyuzivany jako producenti polyhydroxyalkanoati (PHA). Schopnost produkce
biosurfaktanti byla uvSech kmenl otestovana jak v komplexnich inokula¢nich tak
Vv mineralnich produk¢énich médiich. Na zakladé¢ vysledkt testi dosazenych po kultivaci
v inokula¢nich a produkénich médiich byla detekovana pritomnost biosurfaktanti u bakterie
Pseudomonas putida. Spole¢né s bakterii Pseudomonas fulva byla podrobena dikladnéjsimu
studiu, kdy byla podpotena jejich produkce kultivaci v riznych typech produkénich médiich,
které byly doplnény 0 rtizné zdroje uhliku a dusiku, testovan byl také vliv doby kultivace.
Biosurfaktanty produkované témito bakteriemi byly nasledné identifikovany pomoci
infratervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) na zakladé které byly latky
identifikovany jako rhamnolipidy. Podle vysledkt tenkovrstvé chromatografie (TLC)
produkuje bakterie Pseudomonas putida smés mono- a dirhamnolipidl, pfi¢emz v naSich
vzorcich byly dominantngj$i frakci monorhamnolipidy.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the microbial production of biosurfactants of selected bacterial
strains. In order to test the biosurfactant production ability, screening methods were chosen to
be able to review the potential of the selected strains to produce biosurfactants. With the scope
of the work, 11 bacterial strains, which are used as polyhydroxyalkanoate (PHA) producers,
have been tested. The ability to produce biosurfactants was tested in all strains both in complex
inoculation and mineral production media. The presence of biosurfactants in Pseudomonas
putida was detected on the basis of the results obtained after cultivation in inoculation
and production media. The bacteria Pseudomonas fulva was put under more deep study to
support their production by cultivation in different types of production media supplemented by
different sources of carbon and nitrogen, and the effect of cultivation time was tested as well.
Biosurfactants produced by these bacteria were subsequently identified by Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR) on the basis of which the substances were identified as
rhamnolipids. According to thin-layer chromatography result (TLC), Pseudomonas putida
produces a mixture of mono- and dirhamnolipids, with monorhamnolipids being more
dominant in our samples.

KLICOVA SLOVA

Biosurfaktanty, rhamnolipidy, screening, infraervena spektroskopie s Fourierovou
transformaci, chromatografie na tenké vrstveé
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1 UVOD

S povrchové aktivnimi latkami, rovnéz znamymi pod pojmem surfaktanty se setkavame jiz
od davnych dob. Nejstarsi zminka o jejich vyuZiti pochazi z roku 2800 pied nasim letopoctem
asouvisi s vyrobou mydla, které bylo vyrabéno Vv Babylonu vafenim tuku spolecné
s popelem [1].

V dnesni dobé¢ se k vyrobé mydla vyuziva zplisob znamy jako saponifikace, kdy je mydlo
vyrabéno alkalickou hydrolyzou z Zivocisnych tukti ¢i oleji. Saponiny jsou chemické
slouceniny produkované rostlinami. Jedna se o steroidni latky ¢i triterpenoidni glykosidy
vykazujici vlastnosti surfaktantti. Saponaria officialis je rostlina produkujici fadu glykosidu
umoznujicich zvySovat smacivost povrchl, rozpustnost tukil a pénivost roztokd. Pficemz
pozadavky na tyto vlastnosti jsou kladeny i v pfipadé modernich povrchové aktivnich latek.
Mimo rostliny jsou surfaktanty produkovany také mikroorganismy [2].

Pravé produkce biosurfaktantti, tedy povrchové aktivnich latek produkovanych
mikroorganismy, je povazovana za jednu z kli¢ovych technologii pro vyvoj v 21. stoleti.
Kromé silného pozitivniho dopadu na hlavni globalni problémy ma vyroba biosurfaktantt
znacny vyznam v primyslovych procesech, jako je vyuziti obnovitelnych zdroji a ,,green*
produkti [3].

Nejcastéji vyrabéné povrchové aktivni latky jsou po chemické strance derivaty ropy.
Nicméné takové syntetické tenzoaktivni latky jsou obecné toxické. Pravé tento problém
Vv poslednich letech motivoval fadu védct k hledani povrchové aktivnich latek, které jsou
Setrnéj$i k Zivotnimu prostiedi, jako jsou ty, kterych mize byt dosaZeno prostfednictvim
mikrobialni produkce, zndmych jako biosurfaktanty. RovnéZz vedou k rozvoji pfirodnich
povrchoveé aktivnich latek jako alternativy k stavajicim vyrobkim obavy tykajici se zivotniho
prostiedi ze strany spotiebiteld anové pravni predpisy v oblasti ochrany zivotniho
prostiedi [4].

Biosurfaktanty pritahuji zajem riznych pramyslovych odvétvi diky vyhodam, jako je jejich
strukturni rozmanitost, nizka toxicita, dobra biodegradabilita, schopnost fungovat v Sirokém
rozmezi pH, teplot asalinity., Krom& toho mohou byt biosurfaktanty ziskany
za pouziti agroindustridlniho odpadu jako substratu, coz pomahd snizit celkové vyrobni
naklady [5].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Biosurfaktanty

Povrchové aktivni latky oznaCované jako surfaktanty (z angl. surface active agents), jsou
aktivni slozky obsazené v mydlech a detergentech. Maji schopnost soustfedit se na rozhrani
vzduch — voda a bézné se pouzivaji k oddélovani mastnych materialti z ur¢itého média. Jelikoz
jsou schopny zvySit rozpustnost nevodnych fazi kapalin ve vodé sniZzenim jejich
povrchového/mezifazového napéti na rozhrani vzduch — voda a voda — olej [6]. Rovnéz hraji
surfaktanty zasadni roli v lidském téle, kde se vyskytuji naptiklad v plicich a zlu¢i. V plicich
usnadiuji dychani tim, Ze snizuji odpor plic pii nddechu, ve zluci pak funguji jako emulgatory
tuka [7].

Surfaktanty délime do dvou hlavnich skupin: syntetické povrchové aktivni latky
a biosurfaktanty. Syntetické povrchové aktivni latky se vytvareji organickymi chemickymi
reakcemi. Zatimco biosurfaktanty jsou produkovany biologickymi procesy, které jsou
extracelularné¢ vylucovany mikroorganismy, jako jsou bakterie, houby a kvasinky [8].
Ve srovnani se syntetickymi povrchové aktivnimi latkami maji biosurfaktanty nékolik vyhod.
K hlavnim rozdilim mezi nimi patii jejich netoxicita, biodegradovatelnost a biokompatibilita.
Mimo to maji vysokou specificitu a selektivitu a mohou byt syntetizovany s vyuzitim
obnovitelnych zdroju [9].

2.2 Chemicka struktura biosurfaktanta

Molekulova hmotnost biosurfaktant se pohybuje mezi 500 — 1500 daltony [10]. Maji §iroky
rozsah fyzikalné-chemickych vlastnosti, pficemz vétSina znich je amfifilni a sklada
se Z hydrofobni a hydrofilni ¢asti molekuly. VétSina biosurfaktantti je neutralni anebo anionova
(negativné nabitd), pouze nékteré jsou kationové (pozitivné nabité) [11]. Hydrofobni, neboli
nepolarni ¢asti molekuly surfaktantii jsou v§eobecn¢ tvofeny nasycenymi, nenasycenymi nebo
mastnymi kyselinami. Hydrofilni, neboli polarni ¢asti mohou byt tvofeny z uhlohydrati,
peptidd, cyklickych peptidi, karboxylové kyseliny, alkoholu anebo fosfatové skupiny [10].
Struktura povrchové aktivni latky je znazornéna na Obr. 1.

Polarni hlavicka rozpustna ve vodé

Uhlovodikovy zbytek rozpustny v oleji

Obr. 1: Molekula povrchové aktivniho cinidla s nepoldrni (hydrofobni) a polarni (hydrofilni)
skupinou [3]



Amfifilni podstata molekul jim umoziiuje se uspotfadat na mezifazovém rozhrani a snizovat
povrchové (vzduch — kapalina) a mezifazové napéti (kapalina — kapalina). Pficemz polarni ¢ast
biosurfaktantu je orientovana do vodného prostiedi a nepolarni ¢ast do prostiedi plynného. Diky
tomu se pak povrch roztoku jevi jako nepolarni a dochazi ke snizeni povrchového napéti.
Vzorec pro vypocet povrchového napéti je znazornén jako rovnice (1), kde povrchové napéti
je oznaceno jako g, dF oznacuje velikost povrchové sily pasobici kolmo na dl délku mysleného
fezu povrchem. Jednotkou povrchového napéti je N/m [12].

o=%< 1)

dl

V piipadé¢ mezifaze kapalina — kapalina jako je olej — voda, pfitomnost biosurfaktantt
sniZzuje povrchové napéti a odpudivé sily mezi fazemi a umoziuje jim se vzdjemné smisit.
Schopnost biosurfaktantii snizovat mezifazové napéti stoupa s jejich stoupajici koncentraci,
az po dosazeni kritick¢é koncentrace — znamé jako kritickd micelarni koncentrace (CMC).
Nad touto hodnotou uz nedochazi k dal§imu snizovani povrchového a mezifazového napéti,
ale dochazi ke zvySeni rozpustnosti a mobility hydrofobnich latek v dusledku jejich
inkorporace do micel tvofenych biosurfaktantem [12].

Tvorba CMC je zavisla na pH, iontové sile a teploté. Biosurfaktanty obecné vykazuji nizkou
hodnotu CMC v rozsahu od 0,001 do 2 g/l, pii¢emz praveé to je jednou z jejich vyhod oproti
surfaktantim syntetickym [12].

Prubé¢h tvorby micel v zavislosti na koncentraci je znazornén na Obr. 2.

Povrchové napéti [mN/m]

Koncentrace biosurfaktantu [g/l]

Obr. 2: llustrace oblasti, ve kterych dochazi ke tvorbe micel [3]



2.3 Klasifikace biosurfaktantu

Biosurfaktanty jsou tfidény do rtiznych skupin podle chemického slozeni a mikrobialniho
pivodu. Hlavni skupiny biosurfaktantd jsou: glykolipidy, lipopeptidy, lipoproteiny,
fosfolipidy, neutralni lipidy, mastné kyseliny a polymerni biosurfaktanty [10].

2.3.1 Glykolipidy

Glykolipidové biosurfaktanty jsou nej¢astejsi podskupinou nizkomolekularnich biosurfaktanti.
Strukturné se skladaji z hydrofobni ¢asti tvotrené mastnou kyselinou s dlouhym fetézcem, ktera
muze byt alifaticka, hydroxylova nebo nenasycena. Jejich hydrofilni ¢ast je pak tvofena
sacharidem (glukézou, trehaldozou, mandzou, galaktéozou, soporézou a rhamndzou).
Nejznaméjsimi  glykolipidy ~ jsou  rhamnolipidy  (produkéni  mikroorganismus
napi. Pseudomonas aeruginosa), trehalolipidy (Rhodococcus erythropolis) a sophorolipidy
(Candida bombicola, Candida apicola) [13].

e Rhamnolipidy

Rhamnolipidy, snad nejvice dosud studované glykolipidy, jsou slozeny z jedné nebo dvou
molekul L-ramnézy tvotfici mono nebo dimér s f-hydroxy mastnou kyselinou. Struktura
dirhamnolipidu je zndzornéna na Obr. 3. Zatimco -OH skupina jedné z kyselin je zapojena
do glykosidické vazby s anomernim hydroxylem disacharidu rhamnodzy, skupina -OH druhé
kyseliny se podili na tvorbé esterd. Rhamnolipidy jsou produkovany nékolika druhy z rodu
Pseudomonas a Burkholderia. Gram-negativni bakterie Pseudomonas aeruginosa je jednim
z nejlepsich producentu, jelikoz vétSina znamych kmenti této bakterie produkuje rhamnolipidy
v mnozstvi kolem 100 g/l [1].

Délka fetézce f-hydroxy mastnych kyselin se pohybuje mezi 8 az 16 atomt uhliku, pfi¢emz
kyselina p-hydroxyldekanova pievazuje u druhu Pseudomonas aeruginosa a kyselina
[-hydroxy tetradekanoova u druhd Burkholderia. Za zminku stoji fakt, ze rtzné druhy
Burkholderia produkuji rhamnolipidy, které maji delsi alkylové fetézce nez ty, které produkuje
nejprostudovangjsi produkéni organismus Pseudomonas aeruginosa. Rhamnolipidy maji
zajimavé vyuziti napt. v ramci sanace pudy nebo v boji proti sktidciim [14]. Tyto biosurfaktanty
jsou komercializovany né€kolika spole¢nostmi jako je Jeneil Biotech Inc. a Rhamnolipid
Companies Inc., ale jejich vysoka cena stale brani jejich dalSimu pronikani na trh [1].
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Obr. 3: Struktura dirhamnolipid a-L-rhamnopyranosyl-a-L-rhamnopyranosyl-4-
hydroxydekanoyl-S-hydroxy dekanodt [1]

e Sophorolipidy

Sophorolipidy obsahuji disacharid soporézu a mohou byt pfitomny ve dvou formach,
Vv laktonové formé a ve formé oteviené kyseliny. Existuje mnoho sophorolipidovych struktur,
které byly popsany zejména u kvasinek Torulopsis bombicola, T. apicola a T. Petrophilum.
Prevazné hydrofobni ¢ast obsahuje glykosidicky vazanou kyselinu 17-hydroxyolejovou, ktera
je obvykle laktonicky spojena se 4" polohou sopordézy a acetylovym zbytkem
v polohach 6'a 6" [15]. Chemicka struktura sophorolipidu produkovaného kvasinkou
T. bombicola je znazornéna na Obr. 4.

Obr. 4: Chemicka struktura laktonového sophorolipidu produkovaného kvasinkou Torulopsis
bombicola [16]

e Trehaloselipidy

Mezi nejznaméj$imi producenty trehaloselipidd se fadi rody jako Mycobacterium,
Rhodococcus a Arthrobacter. Trehaldza je neredukujici disacharid obsahujici dvé glukézové
jednotky, které jsou spojeny a,a-1,1-glykosidickou vazbou. Tyto glykolipidy se li§i v poctu
a celkové délce fetézce (C20-C90) esterifikovanych mastnych kyselin. VétSina trehalézovych
lipida syntetizovanych rodem Rhodococcus a rody pfibuznymi je navazana na bunéc¢nou sténu
a je produkovéna predevs§im pfi ristu mikroorganismt na uhlovodicich. Nejvice uvadénym
trehal6zovym lipidem je trehaloza 6,6'-dimykolat [17]. Jeji chemicka struktura je znazornéna
na Obr. 5.
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Obr. 5: Chemicka struktura glykolipidu trehalozy 6,6'-dimykolat [17]

2.3.2 Lipopeptidy a lipoproteiny

Mikrobialni lipopeptidy jsou cyklické peptidy, které jsou acylovany mastnou kyselinou.
Do rastového média jsou vylucovany riznymi mikroorganismy, véetné grampozitivnich rodu,
jako jsou Bacillus, Lactobacillus, Streptomyces a gramnegativnich rodt jako jsou Pseudomonas
a Serratia. Surfaktin byl objeveny jakozto prvni ptirodni lipopeptid [18]. Mnoho lipopeptidt
vykazuje nejenom snizeni povrchového napéti, ale také silny antibioticky ucinek.
NejznaméjSimi slouceninami této tfidy jsou jisté¢ surfaktin, polymyxin B a lipopeptidické
antibiotikum daptomycin [19]. Vzhledem k tomu, Ze nomenklatura lipopeptidd je pomérné
chaoticka, proto jsou podobné lipopeptidy jedné skupiny Casto nazyvany riznymi jmény [20].

Surfaktin je cyklicky lipopeptid produkovany bakterii Bacillus subtilis obsahujici sedm
aminokyselin a rtizné 3-hydroxylové mastné kyseliny. Chemicka struktura surfaktinu je
znazornéna na Obr. 6. Hlavni slozkou je kyselina 3—hydroxy—13-methylmyristinova. Surfaktin
je velmi dobré povrchové aktivni latka, ktera rovn€z vykazuje antibakterialni vlastnosti. Kromé
surfaktinu produkuje Bacillus subtilis také dva dalsi lipopeptidy, konkrétné Iturin
a Fengycin [20].

WH
0 .
0 Val
wINN ",NH,\
D-La)\H H ‘Y ASP
o0

Obr. 6: Chemicka struktura surfaktinu produkovaného bakterii Bacillus subtilis [16]
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2.3.3 Polymerni surfaktanty

Jejich hydrofilni cast se sklada =z heteropolysacharidi. Mezi nejvice prozkoumané
biosurfaktanty pattici do této skupiny se fadi emulsan (Acinetobacter species), liposan, ktery je
tvofeny  z83 % sacharidem azel’ % proteinem (Yarrowia lipolytica),
sacharid-protein-lipidové komplexy (Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa,
Debaryomyces polymorphus) nebo mannoprotein (Saccharomyces cerevisiae). Emulsan je
velmi ucinné emulgaéni ¢inidlo pro uhlovodiky ve vodé, dokonce i v koncentraci
0,001 az 0,01%. Jedna se o jeden z nejsilngjSich emulznich stabilizatorti odolavajici inverzi
I pfi poméru voda — olej 1:4, ktery je dnes znam [21].

2.3.4 Mastné kyseliny, neutralni lipidy a fosfolipidy

Neékteré bakterie a houby produkuji velké mnozstvi volnych mastnych kyselin
a fosfolipidovych povrchové aktivnich latek béhem rlstu na n-alkdnech. Mastné kyseliny
mohou byt produkovany mikrobidlni oxidaci alkanti. Nejvyraznéj§iho snizeni povrchového
a mezifazového napéti byva dosazeno mastnymi kyselinami s délkou fetézce C12 — C14 [22].

Fosfolipidy jsou hlavni soucéasti mikrobidlnich membran a obvykle nejsou piitomné
v extracelularni formé [16]. AvSak Acinetobacter sp. pii rustu na hexadekanu produkuje
extracelularni fosfolipidové vezikuly. Silny ucinek surfaktantu téchto vezikul byl odvozen
pouze nepiimo prostiednictvim vzniku opticky ¢iré mikroemulze hexadekanu ve vodeé [22].

Bakterie Rhodococcus erythropolis vylucuje fosfatidylethanolaminy, vznikajici pfi ristu
na n-alkanech, které snizuji povrchové napéti. Fosfatidylethanolamin (cefalin) znazornén
na Obr. 7 je jednim z nejbézngjsich fosfolipidl a obvykle jedna z hlavnich slozek bakterialnich

0
0 Nt
n,_/< 0
~
0
Y,

membran [23].
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0
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Obr. 7: Fosfatidylethanolamin (R1, R2 = obvykle dlouhé, nasycené nebo nenasycené,
nerozvétvené alifatické retézce) [16]

2.4  Vlastnosti biosurfaktantu

Jedine¢né a odlisné vlastnosti biosurfaktanti v porovnani s jejich chemicky syntetizovanymi
proté&jsky a Sirokéd dostupnost substratu je ¢ini vhodnymi pro komercni ucely. Charakteristické
vlastnosti povrchové aktivnich latek souviseji s jejich povrchovou aktivitou, toleranci k pH,
teploté a iontové sile, biologické rozlozitelnosti, nizké toxicité, emulgacni a deemulgacni
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schopnosti a antibakterialni uc¢innosti [21]. Nekteré vlastnosti jsou spoleéné vétsing
biosurfaktantd a maji vyhody oproti béznym povrchové aktivnim latkam [10].

Efektivita a u¢innost jsou zakladni charakteristikou dobrého povrchové aktivniho ¢inidla.
Utinnost se mé&ti CMC, zatimco efektivita se vztahuje na povrchové a mezifizové napéti.
CMC biosurfaktant se pohybuje v rozmezi od 0,001 do 2 g/, zatimco mezifazové (olej/voda)
a povrchové napéti jsou pfiblizné¢ 1 a 30 mN/m. Dobré surfaktanty jsou schopné snizit
povrchové napéti vody ze 72 na 40 mN/m nebo méné [3]. Obecné plati, ze biosurfaktanty jsou
efektivnéj$i a ucinnéjsi a jejich CMC je nékolikanasobné niz§i nez v ptipadé chemické
povrchové aktivni latky, tj. pro dosazeni maximalniho poklesu povrchového napéti je potiebné
jen malé mnozstvi povrchové aktivni latky [24].

Diky snadné biodegradovatelnosti biosurfaktantii mikroorganismy ve vodé a pidé se jevi
jako vhodné slouéeniny pro bioremediaci a ipravu odpadu. Rovnéz je tieba vyzdvihnout jejich
nizkou toxicitu, kterd umoziuje pouziti biosurfaktantti v potravinach, kosmetice, 1é¢ivech a ma
zasadni vyznam pro aplikace v oblasti zivotniho prostfedi. Bezesporu stoji za zminku i fakt,
ze mikroorganismy, které produkuji biosurfaktanty dokézi rast na Siroké skale substratt, které
jsou dostupné a levné. Zahrnujici napf. rostlinny olej nebo rizné druhy primyslovych
odpadu [3].

Specifické ucinky biosurfaktanti, jakozto komplexnich molekul se specifickymi funkénimi
skupinami jsou zvlasté zajimavé v detoxikaci riznych znec€istujicich latek a dezemulzifikaci
prumyslovych emulzi. Biosurfaktanty mohou pusobit bud’ jako emulgatory, nebo jako
deemulgatory, pficemZ emulze miiZe byt popsana jako heterogenni systém sestavajici z jedné
nemisitelné kapaliny dispergované v jiné ve formé kapicek, jejichz primér obecné presahuje
0,1 mm. Existuji dva zakladni typy emulzi: olej ve vodé (o/w) a voda v oleji (w/o). Emulze maji
minimalni stabilitu, ale pravé pridavek biosurfaktantu mize vést k emulzi, ktera zlistava stabilni
po celé mésice nebo dokonce roky [4].

Velmi nizk4d nebo dokonce Uplna netoxicita mikrobidlné produkovanych povrchové
aktivnich latek z nich ¢ini vhodné komponenty pro farmaceuticky, kosmeticky a potravinarsky
prumysl. Bylo zjisténo, ze syntetickd povrchové aktivni latka Corexit vykazovala LCso
(smrtelnou koncentraci na 50% testovanych jedincti daného druhu) proti bakterii
Photobacterium phosphoreum desetkrat nizsi nez rhamnolipidy, coz dokazuje vyssi toxicitu
chemicky syntetizovanych povrchov¢ aktivnich latek [25].

2.5 Syntéza biosurfaktanti

Biosurfaktanty jsou tvofeny hydrofilni a hydrofobni ¢asti, pfi¢emz hydrofobni ¢ast je tvofena
bud mastnou kyselinou sdlouhym fetézcem, hydroxy mastnou Kkyselinou, nebo
a-alkyl-f-hydroxy mastnou kyselinou. Hydrofilni ¢ast molekuly je pak tvofena
napf. uhlohydratem, aminokyselinou, cyklickym peptidem, fosfatem, karboxylovou kyselinou,
alkoholem a dal§imi. Pfi syntéze obou ¢€asti molekuly biosurfaktantu je zapojeno nékolik
metabolickych drah vyuZivajicich fady enzymi. Své uplatnéni zde nachazeji napiiklad enzymy
regulaéni [16].
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Moznosti syntézy biosurfaktantt:

1. De novo syntéza hydrofilni a hydrofobni ¢asti dvéma navzajem nezavislymi cestami a jejich
nasledné spojeni do kompletni molekuly biosurfaktantu.

2. De novo syntéza hydrofilni ¢asti molekuly a substrat-dependentni syntéza hydrofobni ¢asti
molekuly a jejich spojeni do kompletni molekuly biosurfaktantu.

3. De novo syntéza hydrofobni ¢asti molekuly a substrat-dependentni syntéza hydrofilni ¢asti
molekuly a jejich spojeni do kompletni molekuly biosurfaktantu [16].

2.5.1 Metabolismus rhamnolipidi

Pokud kultivujeme bakterie v kapalném médiu, kmeny Pseudomonas vylucuji pfevazné dva
typy rhamnolipidii: monorhamnolipid a dirhamnolipid. Co se tyka biosyntetické drahy téchto
dvou povrchové aktivnich slou€enin, tak rhamnosylova cast a cast mastné kyseliny je
produkovana syntézou de novo [26].

Dércem rhamnosylové skupiny  je aktivovany cukr znamy  jako
deoxythymidindifosfo-L-ramnéza ( dTDP-L-rhamnnéza). Pro jeho syntézu je tieba nejprve
syntetizovat D-gluk6zu-1-fosfat a to specifickou reakci katalyzovanou enzymem
fosfoglukomutazou (Pgm). Biosyntéza dTDP-L-ramnndzy zahrnuje pét po sob¢€ nasledujicich
reakci katalyzovanych enzymy, které jsou kodované tzv. rml geny [27].

Syntéza ¢asti mastnych kyselin rhamnolipidi je fizena enzymem 3-oxoacyl-ACP reduktazou
(FabG), ktery je zodpovédny za uvolnéni prekurzorti mastnych kyselin z celkové syntézy
mastnych kyselin na trovni ketoacylové redukce [27].

Vysledna syntéza rhamnolipidii se sklada ze trech specifickych enzymatickych reakci.
V prvnim kroku jsou dve aktivované S-hydroxy mastné kyseliny
vazany 3-hydroxyacyl-ACP:3-hydroxyacyl-ACP  O-3-hydroxyacyltransferazou  (RhlA)
za vzniku f-D-(8-D-hydroxyalkanoyloxy) alkanové kyseliny (HAA). Monorhamnolipidy jsou
produkovany rhamnosyltransferazou 1 (RhIB), kondenzaci HAA a dTDP-L-ramnozy.
Rhamnosyltransferaza II (RhIC) pfidd k monorhamnolipidu dal$i ramno6zovou ¢ast, coz vede
k tvorbé dirhamnolipidu [28]. Podrobna biosyntéza rhamnolipidi je zndzornéna na Obr. 8.
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Obr. 8: Biosyntetickad draha rhamnolipidi [29]

2.6 Faktory ovliviiujici biotechnologickou produkci biosurfaktanta

Slozeni a emulgaéni aktivita biosurfaktanti zavisi nejen na produk¢énim kmeni, ale také
na podminkach kultivace. Tedy na povaze zdroje uhliku, dusiku, na jejich vzajemném pomeéru
C:N, nutri¢nich omezenich, chemickych a fyzikalnich parametrech jako je teplota, okysli¢eni,
obsah dvojmocnych kationti a pH. Tyto parametry ovliviiuji nejen mnozstvi vyrobeného
biosurfaktantu, ale i charakter vyrobeného biosurfaktantu [30].
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Zdroj uhliku: Kvalita a kvantita mnozstvi produkovaného biosurfaktantti je ovlivnéna
povahou uhlikového substratu. Glukoza, sacharoza a glycerol jsou povazovany jakozto vhodny
zdroj uhlikového substratu pro vyrobu biosurfaktant [31]. Je zifejmé, ze uhlikovy substrat hraje
dulezitou roli pfi produkci biosurfaktantu. Hydrofobni substraty jako kukufi¢ny olej, sadlo
(bohaté na nenasycené a nasycené tuky) a alkoholy s dlouhym fetézcem maximalizuji produkci
biosurfaktantli. Oproti tomu hydrofilni substraty, jako je gluk6za a sukcinat ve vétsing pripadu,
tak znateln¢ vysokych vytézka nedosahuji [32].

Pti zpracovani odpadnich vod se pouziva rozpustny acetat a Spatné rozpustny hexadekan
jako uhlikaty substrat pro rast Gordonia amarae abiosurfaktant je produkovan
ve velkoobjemovych reaktorech [31].

Zdroj dusiku: Dusik hraje zasadni roli v produkénim médiu biosurfaktantli, protoze je
nezbytny pro mikrobialni rist, jako je syntéza proteinti a enzymu. Pro produkci biosurfaktantt
mohou byt vyuZzity rizné slouceniny dusiku jako je pepton, kvasni¢ni extrakt, siran amonny,
dusi¢nan amonny a dalsi extrakty. NejCastéji pouzivanym zdrojem dusiku, co se tyka produkce
biosurfaktantl je kvasni¢ny extrakt, avSak jeho pouziti s ohledem na koncentraci je zavislé
na organismu a kultute [16].

OKkysli¢eni a michani: Jedna se o dilezité faktory ovliviiujici tvorbu biosurfaktantt [33].
Jelikoz mikroorganismy pouzivané pro vyrobu biosurfaktanti jsou organismy aerobni, je tfeba
Vv ptipadé submerzni kultivace dbat na neustalé provzdusnovani a michani. Nicméné s tvorbou
biosurfaktantd dochazi i ke vzniku vazného problému, a to v podobé tvorby velkého mnozstvi
pény [34].

Toto pénéni s sebou piinasi nékolik nezadoucich ucinklt. Za prvé dochazi k tendenci
mikroorganisml hromadit se uvnitf pény, ¢imZz dochdzi k odstranéni bunék z kultivacniho
média. Za druhé, pfitomnost pény sniZuje €innost prenosu plynu mezi plynnou a kapalnou fazi
Vv bioreaktoru, coz snizuje rychlost dodavani kysliku do kapaliny a odstranéni oxidu uhli¢itého
z ngj. Za treti, zpé€néni je obvykle tak silné, Ze péna ma tendenci opustit prostor bioreaktoru
skrze libovoln¢ dostupny otvor V jeho horni ¢asti. Coz nejenomze ptredstavuje ztratu bunék, ale
vyrazné zvySuje riziko kontaminace bioreaktoru. Ve snaze piedejit problému zpénovani
pii vyrobé¢ biosurfaktantli submerzni kultivaci se nabizi feSeni ve formé ptidani protipénivych
latek ¢i mechanického poskozeni pény [35].

2.7  Extrakce a purifikace biosurfaktanti

vvvvvv

produktu Cinici zhruba 60% celkovych vyrobnich nakladd. Proces ziskavani biosurfaktantii
zavisi predevS§im na jeho konecném pouziti. V pfipadé jeho vyuziti napiiklad ve farmacii,
mediciné ¢i kosmetice, jsou kladeny vysoké naroky na jeho ¢istotu [36].

Mezi nejpouzivanéjsi metody k ziskdvani biosurfaktantl patii bud’ extrakce rozpoustédly

(chloroform-metanol, dichlormethan-metanol, butanol, ethylacetat, pentan, hexan, kyselina
octova, éter), nebo srazeni kyselinou. K dalSim metoddm patfi srdZzeni siranem amonnym,
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krystalizace, centrifugace, frakcionaci pény, iontové vyménnd chromatografie, dialyza,
ultrafiltrace, lyofilizace, izoelektricka fokusace a chromatografie na tenké vrstvé (TLC) [36].

E. Huszcza a spol. izolovali biosurfaktant produkovany bakterii Bacillus coagulans
z kultivacniho média vysrazenim kyselinou chlorovodikovou, naslednou neutralizaci
hydroxidem sodnym a lyofilizaci [37]. S. Lin a spol. izolovali lipoproteinovy biosurfaktant
vyrobeny bakterii Bacillus subtilis pomoci membranové ultrafiltrace. Jedna se o rychlou
metodu, ktera nam poskytne vysledny produkt o vysoké Cistoté [38].

2.8  Aplikace biosurfaktanti

Celosvétova produkce povrchové aktivnich latek vzrostla v roce 2000 na 17 milidond tun,
pfi¢emz je o¢ekavan ro¢ni nartst ve vysi 3 —4 % [31]. Tyto chemicky syntetizované povrchové
aktivni latky jsou pievazné zaloZeny na ropé€ a obvykle nejsou biologicky odbouratelné, a prave
proto mohou byt toxické pro Zivotni prostredi, ve kterém se nachdzeji. Kvili zvySujicimu
se povédomi o potiebé chranit ekosystém dochazi ke zvySenému zajmu o povrchové aktivni
latky mikrobidlniho puvodu jako mozné alternativy k chemicky syntetizovanym.
Biosurfaktanty tak nachazeji uplatnéni v oblastech jako je zeméd¢lstvi, medicina, kosmetika,
petrochemie a v fad¢ dalSich pramyslovych odvétvi [39].

V zemédé€lstvi se pouzivaji povrchoveé aktivni latky pro hydrofilizaci tézkych pud,
pro dosazeni dobré smadacivosti a rovnomérného rozlozeni aplikovanych hnojiv. Daéle
napomahaji priniku mikroorganismi do pudy v pfipadé odstraniovani toxickych latek z piady
pomoci mikroorganismi (tzv. bioremediace). Kontaminace piidy ropou je ¢astym problémem
a jeji feseni je mnohdy ekonomicky naro¢né a pravé bioremediace in situ patii mezi jednu
z ekonomicky nejschidnéjSich metod. Dokaze zpiisobit ¢astecnou nebo uplnou destrukei
molekularni struktury latek zneciStujicich prostfedi. A pravé pouziti mikroorganismi
produkujicich vlastni biosurfaktanty schopné degradovat zneciStujici latky muize naklady
na osetteni takto postizenych ptid snizovat [40].

RovnéZ v mediciné biosurfaktanty nachdzeji uplatnéni diky jejich silné antibakteridlni,
antifungalni a antivirové aktivité. Tyto povrchové aktivni latky hraji roli antiadhezivnich
Cinidel vii¢i patogenim, coz je ¢ini uziteCnymi pii 1écbé mnohych onemocnéni.
Napi. Bacillus circulans, produkuje biosurfaktant, ktery ma silny inhibi¢ni G¢inek na fadu
mikrobialnich patogent, zahrnujici vysoce nebezpecné multirezistentni kmeny. Biosurfaktant
surfactin produkovany bakterii Bacillus subtilis je jiz komeréné vyuzivan jako antibiotikum
a dokonce je testovano jeho pouZiti ve spermicidnich gelech jako prevence proti pfenosu viru
HIV. Né&které biosurfaktanty jsou dokonce zkoumény s ohledem na jejich potencidlni
protirakovinny ucinek [41].

Biosurfaktanty se bézné pouzivaji i v primyslu kosmetickém pro jejich detergencni,
smacivé, emulgacni, solubilizacni, dispergacni a pénici vlastnosti. Nejcastéji pouzivanymi
biosurfaktanty v kosmetice jsou sophorolipidy a rhamnolipidy. Sophorolipidy vykazuji dobrou
kompatibilitu s kGizi a vynikajici hydrata¢ni vlastnosti. Rhamnolipidy jsou ptirodni povrchové
aktivni latky a emulgatory, které mohou nahradit petrochemické povrchové aktivni latky
pouzivané ve vétSing€ kosmetickych ptipravki. Pouzivaji se také v produktech proti luptim, proti
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vraskam, deodorantech, v pecujicich pfipravcich na nehty a zubnich pastach v nékolika riznych
formach, protoZze maji vysokou povrchovou a emulgaéni aktivitu [42].

2.9  Screening produkce biosurfaktanti

Produkce biosurfaktantii rtiznymi mikroorganismy vyuziva k detekci fadu analytickych metod,
jak je znazornéno v Tab. 1. Jelikoz jsou biosurfaktanty po strukturni strance velice rozmanitou
skupinou biomolekul, proto je vétSina metod Vramci obecného screeningu kmend
produkujicich biosurfaktanty zalozena na fyzikdlnich Uc¢incich povrchové aktivnich latek.
Alternativné muze byt zkoumdna schopnost kment interferovat s hydrofobnim rozhranim.
Kromé metod zaloZenych na fyzikalnich G¢incich 1ze pro prvni screening pouzit i napi. CTAB
(cetyltrimethylamonium bromid) agarovy test. Tento test je vSak vhodny pouze pro omezenou
skupinu biosurfaktantii. Metody screeningu mohou poskytnout kvalitativni a/nebo kvantitativni
vysledky. Pro prvni screening izolatd jsou obvykle dostate¢né metody kvalitativni [43].

Tab. 1: Metody screeningu biosurfaktantii [44]

Rychlost
Analytické metoda Kvalitativni Kvantitativni analyzy
Direct surface/interfacial tension — ,,P¥imé méfeni
povrchového napéti* ++ + min
Drop collapse assay — ,, Test zhrouceni kapky* ++ - min
Microplate assay — ,,Mikrodestickovy test ++ - min
Penetration assay — ,,Penetra¢ni test* ++ - min
Oil spreading assay — ,, Test rozsifovani oleje* ++ - min

Emulsification capacity assay — ,,Test emulgacni
aktivity + - den

Solubilization of crystalline anthracene —
»Solubilizace krystalického antracenu + - den

Bacterial adhesion to hydrocarbons assay — ,, Test
bakterialni adheze k uhlovodikiim* + - min

Hydrophobic interaction chromatography —

,Hydrofobni interak¢éni chromatografie® + - hod
Replica plate assay — ,,Replikacni test* + - den
Salt aggregation assay — ,, Test agregace soli‘ + - min
CTAB agar assay — ,,CTAB agarovy test* + - den
Hemolysis assay — ,, Test hemolyzy* + - den
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Hlavnim tkolem screeningu je nalezeni novych biosurfaktantii s pozadovanymi fyzikalnimi
a chemickymi vlastnostmi, mezi které¢ patii silnd povrchova aktivita, nizka CMC, vysoka
kapacita emulze, dobra rozpustnost a ¢innost v Sirokém rozmezi pH. Rovnéz je tfeba dbat
I na ekonomické hledisko. Podstatné je tedy najit takové kmeny bakterii vyznacujici se vysokou
produkci biosurfaktantt a tedy i vysokymi vynosy [44].

2.9.1 Principy jednotlivych metod
Piimé méreni povrchového/mezifazového napéti

Piimé méfeni mezifazové nebo povrchové aktivity kultivacniho supernatantu je nejjednodussi
screeningovou metodou a je velmi vhodné pro ptedbézny screening mikroorganismt. Tento
zpusob méfeni nam vyrazné indikuje, zdali je biosurfaktant produkovan. Biosurfaktanty
se adsorbuji na fazovém rozhrani mezi kapalinou a vzduchem [45].

Mezifazové nebo povrchové napéti kapaliny lze méfit riznymi zpisoby, vyskytuje
se zde vSak urité omezeni rozsahu meéfeni. Povrchové napéti se s rostouci koncentraci
surfaktantu snizuje az do chvile, kdy je dosazeno hodnoty CMC. Po dosazeni hodnoty CMC jiz
nelze detekovat zvySeni koncentrace biosurfaktanti. V disledku toho mohou dvé kultury
s velmi riznymi koncentracemi biosurfaktantu vykazovat stejné povrchové napéti. Tento
problém lze vytesit opakovanym fedénim, dokud neni pozorovano prudké zvySeni povrchového
napéti. Odpovidajici fedéni supernatantu se nazyva kritické fedéni micel (CMD) a koreluje
s koncentraci biosurfaktantu [45]. Kromé silného ovlivnéni méfeni faktory jako je pH a iontova
sila, mize byt méfeni navic ovlivnéno rostlinnymi oleji, v piipad¢ jejich vyuziti jakozto zdroje
uhliku s ohledem na obsah jejich mastnych kyselin [46].

e Metoda Du-Nouy-Ring

Metoda Du-Nouy-Ring je pomérné snadnou a nejéastéji pouzivanou metodou. Je zalozena
na méteni sily pottebné k oddé€leni platinového krouzku z rozhrani nebo povrchu. Sila,
vynaloZena k odtrZeni krouzku je umérd povrchovému napéti. MlzZe byt méfena pomoci
automatizovaného tenziometru, ktery je dostupny u mnoha vyrobct [47].

Platinovy krouzek je ponofen pod rozhrani testované kapaliny a nasledné je zvedan pomalu
nahoru, pfi¢emz dochazi i ke zvedani menisku zkoumané kapaliny az do chvile, kdy dojde
k odtrzeni menisku od platinového krouzku a jeho navraceni do vychozi pozice. Maximalni
povrchova sila nutnd pro vypocet povrchového napéti je tedy zaznamenana tésné
pred odtrzenim menisku [48].

Namisto platinového krouzku mize byt aplikovana i platinova desticka, tzv. Wilhelmyho
desticka. D. Cooper a spol. povazovali ve své publikaci kulturu za slibnou, pokud snizuje
povrchové napéti kapalného média na 40 mN/m nebo méné [49]. P. Willumsen a U. Karlson
ve své publikaci uvadéji definici podobnou: dobry producent biosurfaktantu je definovany jako
ten, ktery je schopen snizit povrchové napéti rastového média o > 20 mN/m ve srovnani
s destilovanou vodou, jejiz povrchové napéti odpovida hodnoté 72 mN/m [50].
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Vyhodou této metody je presnost a snadnost pouziti, vyzaduje vSak specidlni vybaveni.
Nevyhodou je, Ze meéfeni raznych vzorkli nelze provést soucasné, je objem vzorku
pozadovaného pro analyzu zahrnujici nékolik desitek mililitrii a omezeny rozsah koncentraci,
které 1ze analyzovat bez fedéni [43].

e Axisymmetric Drop Shape Analysis by Profil (ADSA)

Analyza tvaru kapky je dalsi optickou metodou vhodnou pro stanoveni povrchového napéti.
Zakladni princip této metody spociva v pozorovani tvaru kapicek, které jsou znaéné zavislé
na povrchovém napéti kapaliny. Kapky kapaliny s nizkym povrchovym napétim maji sklon
se odchylovat od dokonale sférického tvaru oproti kapkam kapaliny s vysokym povrchovym
napétim [51].

Podle Y. Rotenberga a spol. miizeme profil kapky kapaliny popsat pomoci nize uvedené
rovnice (2):
bp=o(=+=) @)

1 2

kde Ap oznacuje tlakovy rozdil napii¢ rozhranim, r; a r, polomér zakiiveni kapky
a o povrchové napéti [52].

Pro analyzu tvaru kapky se na povrch FEP-teflonu nanese malé mnozstvi vzorku bakterialni
suspenze. Profil kapky se uré¢uje monitorovanim jejiho obrysu v zavislosti na ¢ase po dobu
2 hodin. Povrchové napéti suspenze je pak mozné vypocitat z profili kapi¢ek pomoci vyse
uvedené rovnice (2). W. Van der Vegt a spol. ve svém ¢lanku popisuji metodu analyzy tvaru
kapky jako vhodnou metodu pro sledovani produkce biosurfaktanti [51].

Vyhodou této metody je potieba malého mnozstvi vzorku vitadu pl, lze ji pouzit
i za extrémnich podminek jako je zvySeny tlak ¢i teplota. Nevyhodou muze byt potfeba
specialni kamery a softwaru. Rovnéz vypocet povrchového napéti je pomérné slozity. Kromeé
toho nelze méfit paralelné rizné vzorky [51].

Nékteré dalSi metody

e Microplate assay — ,,Mikrodestickovy test*

Povrchova aktivita jednotlivych kmenid muZe byt stanovena kvalitativné pomoci
mikrodestickového testu vyvinutého a patentovaného D. Vauxem a M. Cottinghamem. Tento
test je zaloZzen na zméné€ optického zakfiveni, kterou zplsobuji povrchové aktivni latky
ve vodném roztoku. Vyuziva se mikrotitracni desticky v jejichz jamkach ma Cista voda rovny
povrch. Pritomnost povrchové aktivnich latek ma za nasledek smaceni okraji jamky a povrch
zkoumaného vzorku se stava nerovnym, jak je mozno vidét na Obr. 9. Mikrodestickovy test je
snadny, rychly a umoznuje okamzitou detekci povrchové aktivnich latek. Rovnéz Kk jeho
vyhodam patii i mnozstvi vzorku, které se pohybuje v fadu pl [44].
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Obr. 9: Mikrotitracni test, vlevo je pritomen biosurfaktant rhamnolipid ve vode, vpravo pouze
cistd voda [43]

e Emulsification capacity assay — ,,Test emulgacni aktivity

K dal§im chemickym analyzadm biosurfaktantii patii test emulgacni aktivity vyvinuty
D. Cooperem a B. Goldenbergem. Tento test je zaloZzen na ptidavku kerosenu nebo jiné
hydrofobni slouceniny naptiiklad hexadekanu ke kultivaénimu supernatantu. Tato smés je
vortexovana po dobu 2 minut a ponechana ke stabilizaci emulzni vrstvy po dobu 24 hodin [43].
Po 24 hodinach je zméfena vyska stabilizované emulzni vrstvy a je vypo€itan emulgaéni index
E,, podle niZze uvedené rovnice (3):

E,, = "hm—u’ 100 % 3)

tot

kde h,uize 0znacuje vysku emulzni vrstvy a hg,; celkovou vysku kapaliny. Emulgaéni index
E,, koreluje s koncentraci surfaktantu [43].

Test emulgacéni aktivity je jednoduchou metodou vhodnou pro screening mikroorganismi
produkujicich biosurfaktanty. Povrchova aktivita a emulgaéni aktivita vsak vzajemné nemuseji
vzdy korelovat [43].

e CTAB agar assay —,,CTAB agarovy test™

Metoda CTAB agarové desticky je vhodna piedevs§im pro detekci extracelularnich glykolipid
nebo jinych aniontovych povrchové aktivnich latek. Tato metoda byla vyvinuta I. Siegmundem
a F. Wagnerem a je zaloZena na kultivaci testovanych kmenli na specialnim svétle modrém
agarovém médiu obsahujicim kationtovy surfaktant CTAB a metylenovou modi. V piipadé
produkce biosurfaktanta dojde K vytvofeni tmavé modré skvrny kolem rostoucich
mikroorganismd, jak je mozné vidét na Obr. 10. Aniontové povrchové aktivni latka,
sekretovana mikroorganismy, tvoii nerozpustnou iontovou dvojici s CTAB a methylenovou
modfi [53].
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Nevyhodou je, Ze CTAB mize inhibovat rist nékterych mikroorganismd, ale jak navrhuje
I. Siegmund a spol., mize byt CTAB nahrazen jinou kationtovou povrchové aktivni latkou [53].

Obr. 10: Jeden z druhu Pseudomonas péstovany na CTAB agaru, tmavé modré skvrny
kolem 4 kolonii jsou znamkou produkce biosurfaktantii [43]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1  Pouzité mikroorganismy, chemikalie, pFristroje

3.1.1 PouZité mikroorganismy

Pro experimentalni praci byly pouzity bakteridlni kmeny z Ceské sbirky mikroorganismi
Masarykovy university v Brn¢ (Czech Collection of Microorganisms — CCM) a z némecké
sbirky Leibnitz Institute DSMZ-German Collection of Microorganism and Cell Cultures
v Braunschweig. Ptehled pouzitych bakterialnich kment je uveden v Tab. 2.

Tab. 2: Pouzité bakteridlni kmeny

Mikroorganismus Oznafeni MO  Optimalni teplota kultivace
Cupriavidus necator H16 CCM 3726 CnH16 30°C
Pseudomonas putida KT 2440 PP 30°C
Burkholderia cepacia CCM 2656 BuCe 30°C
Burkholderia sacchari DSM 17165 BuSa 30°C
Haloferax mediterranei DSM 1411 HXM 37°C
Halomonas halophila CCM 36627 HH 30 °C
Halomonas organivorans CCM7142 HO 37°C
Halomonas salina CCM 4361 HS 30°C
Halomonas elongata CCM 3756 HE 30°C
Pseudomonas fulva* D3 30°C
Pseudomonas gessardii* D2 30 °C

* Pseudomonas fulva, Pseudomonas gessardii — jedna se o pfirodni izolaty z pidy zamotené

ropou od spoleénosti Dekonta, Brno, Ceska republika

3.1.2 Pouzité chemikalie

¢ Nutrient Broth, HiMedia (Indie)

e Chlorid sodny, p.a., LachNer (CR)

e Chlorid vapenaty dihydrat, p.a., Lachema (CR)
e Citronan amonno-zelezity, p.a., Fluka

e Hydrogenuhli¢itan sodny, p.a., LachNer (CR)
e Bromid sodny, p.a., Sigma Aldrich (SRN)

e D-glukdza monohydrat, p.a., LachNer (CR)

e Siran hofe¢naty heptahydrat, p.a., LachNer (CR)
e Peptone, HiMedia (Indie)

e Casein, Sigma Aldrich (SRN)

e Rozpustny $krob, Sigma Aldrich (SRN)

e Pyrohroznan sodny, p.a., Lachema (CR)

e Hydrogenfosfore¢nan didraselny, p.a., LachNer (CR)
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e Dihydrogenfosfore¢nan draselny, p.a., LachNer (CR)
e Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, LachNer (CR)
e Chlorid hofe¢naty hexahydrat, p.a., Penta (CR)

e Chlorid draselny, p.a., LachNer (CR)

e Triton X-100, Sigma Aldrich (SRN)

¢ n-hexan, VWR Chemicals BDH PROLABO (USA)
e Antracen, Sigma Aldrich (SRN)

e Orcinol, Sigma Aldrich (SRN)

e Ethylacetat, p.a., LachNer (CR)

e Diethylether, p.a., LachNer (CR)

e Kyselina sirova, p.a., LachNer (CR)

e Kyselina chlorovodikové, p.a., LachNer (CR)

e Kyselina oktanova, Sigma Aldrich (SRN)

e Ethanol, VWR Chemicals BDH PROLABO (USA)

e Methanol, VWR Chemicals BDH PROLABO (USA)
e Chloroform, VWR Chemicals BDH PROLABO (USA)
e Ethanol 99,8 % pro UV spektroskopii, LachNer (CR)
e D-fruktoza, p.a., LachNer (CR)

e Yeast extract powder, HiMedia (Indie)

e Agar powder, HiMedia (Indie)

e Siran amonny, p.a., LachNer (CR)

e Hydroxid sodny, p.a., LachNer (CR)

3.1.3 Pristroje

vahy Kern EW 620-3NM (SRN)

e analytické vahy, Boeco (SRN)

e vodni lazen, WSL, BL 4/150

e magneticka michacka, Kartell, TKO (USA)

e laminarni box Aura mini, BioAir-Euroclone (USA)

e centrifuga, Hettich Zentrifugen (SRN)

e centrifuga vysokorychlostni chlazena, HERMLE, Z 36 HK (SRN)
e temperovana tiepacka, Heidolph, Incubator 1000 (CR)
e temperovana tiepacka, Biosan ES-20

e spektrofotometr, Implen, P 300 (UK)

¢ inkubator, Biotech IP30

e FTIR spektrofotometr, Nicolet iS50

e tenziometr, KSV, Sigma 701

e béZné laboratorni sklo a vybaveni
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3.2 Kultivace bakterii

3.2.1 Priprava inokula¢nich médii

Pro kultivaci bakterii byla pfipravena pfislusna inokula¢ni média, jak je uvedeno v Tab. 3
0 objemu 50 ml vzdy do 100 ml Erlenmeyerovych ban¢k. Jednotlivé slozeni inokula¢nich médii
je uvedeno nize.

Takto pifipravena média byla vysterilizovana. VSechna inokula byla vzdy pfipravovana
ve dvou paralelnich sadach. Po wvysterilizovani a ochlazeni na pokojovou teplotu byly
ve sterilnim laminarnim boxu do Erlenmeyerovych ban€k zaockovany z kryokonzervy. Kultury
byly uchovavany ve form¢ kryokonzervy pii — 80 °C v 10 % roztoku glycerolu.

Pfipravend inokula byla kultivovand po dobu 48 h pifi optimdlni teploté kultivace
na temperované trepacce pii 180 rpm. Poté byla zcentrifugovana pii 6 000 rpm a vysledny
supernatant byl zmrazeny (-30°C) uchovan pro dalsi praci.

Tab. 3: Pouzité bakterialni kmeny s prislusnymi oznacenim inokulacnich médii

Mikroorganismus Oznaceni MO  Inokula¢ni médium

Cupriavidus necator H16 CCM 3726 CnH16 NB
Pseudomonas putida KT 2440 PP NB
Burkholderia cepacia CCM 2656 BuCe NB
Burkholderia sacchari DSM 17165 BuSa m1BuSa
Haloferax mediterranei DSM 1411 HXM miHXM
Halomonas halophila CCM 3662T HH miHH
Halomonas organivorans CCM7142 HO m:HOS
Halomonas salina CCM 4361 HS m:HOS
Halomonas elongata CCM 3756 HE miHE
Pseudomonas fulva D3 NB
Pseudomonas gessardii D> NB

3.2.2 Slozeni inokulaénich médii

Pro kultivaci Cupriavidus necator H16 (CnH16), Pseudomonas putida (PP), Burkholderia
cepacia (BuCe), Pseudomonas fulva (D3) a Pseudomonas gessardii (D2) v inokulaénim médiu
byla pfipravovana kapalna Nutrient Broth (NB) média o koncentraci 25 g-I"t. Jeho slozeni je
uvedeno v Tab. 4.

Tab. 4: Slozeni inokulacniho média NB

Latka m [g] V [ml]
Beef extract 10
Pepton 10
NaCl 5
Destilovana 1000
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Pro kultivaci Haloferax mediterranei (HXM) bylo pfipraveno inokula¢ni médium miHXM,
jehoz slozeni je uvedeno v Tab. 5. Glukéza a roztok stopovych prvku SL6 byly ptidany
V laminarnim boxu do média az po sterilaci. Slozeni roztoku stopovych prvki SL6 je uvedeno

v Tab. 6.
Tab. 5: Slozeni inokulacniho média miHXM
Latka m [g] V [ml]
NaCl 150
MgSQO4 - 7 H20 20
CaCl; - 2 H20 0,69
KCI 4
NHa4Fe'!lcitrat 0,063
NaHCOs3 0,25
NaBr 0,5
Yeast extract 6,25
Glukoza 30
SL6 1,25
Destilovana voda 1 000
Tab. 6: SloZent roztoku stopovych prvkii SL6
Latka m [g] V [ml]
ZnS04 - 7 H20 0,10
MnCl; - 4 H.0 0,03
H3BO3 0,30
CoCl, - 6 H.0O 0,20
CuCl; - 2 H20 0,01
NiClz - 6 H.O 0,02
NaMoOs - 2 H20 0,03
Destilovana voda 1000

Pro kultivaci Halomonas halophila (HH) bylo piipraveno inokula¢ni médium miHH, jehoz

slozeni je uvedeno v Tab. 7.

Tab. 7: Slozeni inokulacniho média mHH

Latka m [g] V [ml]
Pepton 15
Yeast extract 3
NaCl 66
Glukoza 1
Destilovana voda 1000
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Pro kultivaci Burkholderia sacchari (BuSa) bylo piipraveno inokula¢ni médium miBuSa,

jehoz slozeni je uvedeno v Tab. 8.

Tab. 8: Slozeni inokulacniho média mBuSa

Latka m [g] V [ml]
Yeast extract 0,5

Pepton 0,5

Casein 0,5

Glukéza 10

Rozpustny skrob 0,5

Pyrohroznan sodny 0,3

K2HPO4 0,3

MgSOs - 7 H20 0,05

Destilovana voda 1000

Pro kultivaci Halomonas elongata (HE) bylo piipraveno inokula¢ni médium m:HE, jehoz

slozeni je uvedeno v Tab. 9.

Tab. 9: Slozent inokulacniho média miHE

Latka m [g] V [ml]
Nutrient Broth 25
NaCl 30
MgCl; - 6 H20 5
Destilovana voda 1000

Pro kultivaci Halomonas salina (HS) a Halomonas organivorans (HO) bylo pfipraveno
inokula¢ni médium miHOS, jehoz sloZeni je uvedeno v Tab. 10.

Tab. 10: Slozeni inokulacniho média miHOS

Latka m [g] V [ml]
Yeast extract 10

Pepton 5

Glukoza 1

NaCl 81

MgSQOg4 - 7 H20 9,6

MgCl. - 6 H.0 7

CaCl; - 2 H,O 0,36

KCI 2

NaHCOs3 0,06

NaBr 0,026

Destilovana voda 1 000
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3.2.1 Priprava produkénich médii

Pro kultivaci v produkénim médiu byla kultura kultivovana nejdiive 24 h v inokula¢nim médiu,
poté byla kultivovana 72 hodin v produkénim médiu.

Do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu 250 ml bylo pfipraveno vzdy 100 ml daného
produk¢niho média. Takto ptipravené médium bylo vysterilovano. Oznaceni produkénich
médii je uvedeno v Tab. 11 spolu s jim pfislusejicimi bakteriemi. Podrobné slozeni jednotlivych
produkénich médii je uvedeno nize.

Pro zajisténi optimalniho mnozstvi stopovych prvka v mediich byly taktéz ptipraveny
roztoky stopovych prvkd MES, TES a SL6, jehoz sloZeni je uvedeno v Tab. 6. Podrobné slozeni
MES je uvedeno v Tab. 12 a TES v Tab. 13. Takto pfipravené roztoky byly vysterilovany.

Po sterilaci byly pfedem pfipravené roztoky glukozy, fruktézy a stopovych prvkia ptidany
V laminarnim boxu podle narokii baterie do jednotlivych produkénich médii. Rovnéz bylo
do produkénich médii sterilné zaockovano 10 ml pfipravenych inokula¢nich médii.

Ptipravend produkéni média byla kultivovana po dobu 72 h pfi optimalni teploté kultivace
na temperované tiepaCce pii 180 rpm. Poté byl obsah zcentrifugovan pii 6 000 rpm
a vysledny supernatant byl uchovan pro dalsi praci.

Tab. 11: Pouzité bakteridlni kmeny s prislusnymi oznacenim produkcénich médii

Mikroorganismus Oznaceni MO  Produkéni médium
Cupriavidus necator H16 CCM 3726 CnH16 m2X
Pseudomonas putida KT 2440 PP mzX
Burkholderia cepacia CCM 2656 BuCe m2Y
Burkholderia sacchari DSM 17165 BuSa m2Y
Haloferax mediterranei DSM 1411 HXM moHXM
Halomonas halophila CCM 3662T HH m2Z
Halomonas organivorans CCM7142 HO m2Z
Halomonas salina CCM 4361 HS mzZ
Halomonas elongata CCM 3756 HE mzZ
Pseudomonas fulva D3 maX
Pseudomonas gessardii D2 m2X

Tab. 12: Slozeni roztoku stopovych prvkit MES

Latka m [g] V [ml]
FeClz 9,7

CaCl; 7,8

CuSOg4 0,156

CoCl; 0,119

NiCl2 0,118

CrCl; 0,062

0,1 M HCI 1 000
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Tab. 13: Slozeni roztoku stopovych prvkii TES

Latka m [g] V [ml]
ZnSOq4 0,1
MnCl, 0,03
H3BO3 0,3
CoCl; 0,2
CuSOq4 0,02
NiClz 0,02
NaxMoOg4 0,03
Destilovana voda 1 000

3.2.2 Slozeni produkénich médii

SloZeni produkéniho média mzX pro kultivaci bakterii Cupriavidus necator (CnH16),
Pseudomonas putida (PP), Pseudomonas fulva (Ds), Pseudomonas gessardii (D2) je uvedeno
v Tab. 14. Kultivace bakterii PP a D3 na tomto médiu byla provedena i s obménou cukru, kdy
byla fruktdza nahrazena gluk6zou. Takto upravené médium je potom oznaceno jako mG.

Tab. 14: Slozeni produkcniho média maX

Latka m [g] V [ml]
(NH4)2S04 1

Na;HPO4 - 12 H20 11,1

KH2PO4 1,05

MgSOs - 7 H20 0,2

Fruktoza 20

MES 1
Destilovana voda 1000

Slozeni produkéniho média m.Y pro kultivaci bakterii Burkholderia cepacia (BuCe),
Burkholderia sacchari (BuSa) je uvedeno v Tab. 15.

Tab. 15: Slozeni produkcniho média maY

Latka m [g] V [ml]
(NH4)2SO4 1

Na;HPO4 - 12 H20 9,02

KH2PO4 1,5

CaCly - 2 H,0 0,1

NHJFe"citrat 0,06

MgSOs4 - 7 H20 0,2

Glukoza 20

TES 1
Destilovana voda 1000
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Slozeni produkéniho média m2Z pro kultivaci bakterii Halomonas halophila (HH),
Halomonas organivorans (HO), Halomonas salina (HS) a Halomonas elongata (HE) je
uvedeno v Tab. 16. *NaCl byla ptidavana do produk¢éniho média u jednotlivych bakterii v tomto
mnozstvi: HH 66 g/, HE 30 g/, HS a HO 81 g/I.

Tab. 16: Slozeni produkcniho média mZ

Latka m [g] V [ml]
(NH4)2S04 1

Na;HPO4 - 12 H20 11,1

KH2PO4 1,05

MgSQO4 - 7 H20 0,2

NaCl *

Glukéza 20

MES 1
Destilovana voda 1000

Slozeni produkéniho média moHXM pro kultivaci bakterie Haloferax mediterranei (HXM) je
uvedeno v Tab. 17.

Tab. 17: Slozeni produkcniho média maHXM

Latka m [g] V [ml]
NaCl 150

CaCl; - 2 H,0 0,69

KCI 4

NH4Fe'"'citrat 0,063

MgSOs4 - 7 H20 20

NaHCOs3 0,25

NaBr 0,5

Yeast extract 6,25

Glukoza 20

SL6 1,25

Destilovana voda 1 000

3.2.3 Priprava produkénich médii pro vybrané bakterie

Na zaklad¢ predchozich vysledki byly pro podrobnéjsi studium vybrany bakterie Pseudomonas
putida (PP) a Pseudomonas fulva (D3) k podpofeni jejich produkce ptidavky rtiznych zdroji
uhlikd, dusiki a ovliviiovanim jejich vzdjemného poméru C:N.

Nejprve byly pfipraveny jejich inokulacni NB média do 100 ml Erlenmeyerovych ban¢k
v objemu 50 ml. Ta byla kultivovana po dobu 24 hodin, pti 30 °C a pti 180 rpm.

Celkem byly pfipraveny ctyfi druhy produkénich médii, pfi¢emz zékladni sloZeni
produkéniho média mG je uvedeno v Tab. 18. Do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu 250 ml
bylo ptipraveno vzdy 100 ml daného produk¢niho média.
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ZmG média zbyvajici tfi média vzdy vychazela. Médium mGY bylo doplnéno pouze
0 1 g/l yeast extractu. Médium mGO bylo doplnéno po sterilaci o 1 g/l oleje a médium mGYO
bylo doplInéno jesté pred sterilaci o 1 g/ yeast extractu a po jeho sterilaci o 1 g/l oleje.

Roztok glukdzy a roztok stopovych prvka MES, jehoz slozeni je uvedeno v Tab. 12 byly
piipraveny pfedem a byly pfidany v laminarnim boxu vzdy az po sterilaci produkéniho média.
Rovnéz bylo po sterilaci do produkénich médii sterilné zaockovano 20 % objemu pfipravenych
inokula¢nich médii.

Ptipravena produk¢ni média byla kultivovana po dobu 24, 48 a 72 h pfi optimalni teploté
kultivace na temperované tiepacce pii 180 rpm.

Ve 24, 48 a 72 hodinovych intervalech bylo vzdy odebrano 40 ml produkéniho média, to
bylo nasledné zcentrifugovano pii 6 000 rpm a vysledny supernatant byl uchovan
pro dalsi préci.

Tab. 18: Zakladni slozeni produkcniho média mG

Latka m [g] V [ml]
(NH4)2S04 1

Na;HPO4 - 12 H20 11,1

KH2PO4 1,05

MgSQO4 - 7 H20 0,2

Glukoza 20

MES 1
Destilovana voda 1 000

3.3 Stanoveni obsahu biomasy

Bylo stanovovano mnozstvi biomasy u jednotlivych druhti bakterii a to jak po jejich kultivaci
Vv inokula¢nim médiu, tak po jejich kultivaci v médiu produkénim.

3.3.1 Gravimetrické stanoveni obsahu biomasy

Pro stanoveni obsahu biomasy bylo odebrano z Erlenmeyerovych banék obsahujicich
ptislusnou kulturu do centrifugacnich zkumavek 10 ml vzorku, a to vzdy ve dvou paralelnich
sadach. Suspenze byla zcentrifugovana pii 6 000 rpm po dobu 5 minut, supernatant byl slit.
Nasledné bylo k sedimentu pfidano 5 ml destilované vody. Pomoci vortexu byla smés
rozsuspendovana a opé€t stocena za stejnych podminek s opétovnym slitim supernatantu. Takto
pfipravend  biomasa byla v otevienych centrifugacnich  zkumavkdch  umisténa
do termostatu a vysusena pii 60 °C do konstantni hmotnosti. Po tplném vysuseni byla biomasa
zvazena na analytickych vahéach a primérem dvou odebranych vzorka bylo uréeno vysledné
mnozstvi biomasy (g/l).
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3.3.2 Spektrofotometrické stanovené obsahu biomasy

Obsah biomasy byl stanovovan i spektrofotometrickou metodou, jejiz princip spo¢iva v méteni
zakalu. Intenzita zékalu byla méfena spektrofotometricky pii vinové délce 630 nm. Jako blank
byla pouzita destilovana voda.

3.4 Optimalizace metod

Ve vsech nize uvedenych metodach byl pouzit jako pozitivni kontrola 5 obj. % roztok Tritonu
X-100 a jako negativni kontrola byla pouzita destilovana voda.

5 % roztok Triton X-100 byl pfipraven napipetovanim 5 ml Tritonu X-100 ze zasobni lahve
do odmérné bariky a doplnénim po rysku destilovanou vodou na 100 ml.

Jako testované vzorky byly ve vSech metodach pouZity supernatanty, které byly ziskany
po kultivacich jednotlivych bakterii na riznych typech médii.

3.4.1 Metoda rozsifovani oleje — ,,Oil spreading assay*

Petriho misky byly naplnény 40 ml destilované vody, nasledné bylo na povrch kazdé misky
aplikovano vzdy 100 pl oleje a 50 ul testovaného vzorku. Pro srovnani vysledka byla vzdy
pouzita pozitivni a negativni kontrola.

Byla pozorovana schopnost vyvolat vznik ,.Cistici zony* na povrchu oleje, jakozto dukaz
piitomnosti biosurfaktantt [54].

Na Obr. 11 je zachycena Petriho miska naplnéna destilovanou vodou po pfidani oleje.

- ‘ ‘

Obr. 11: Petriho miska naplnéna destilovanou vodou po priddani oleje

3.4.2 Stanoveni aktivity emulze — ,,Emulsification capacity assay*

Do sklenénych zkumavek o stejné velikosti byly pfidany 3 ml n-hexanu a 3 ml testovaného
vzorku. Tyto zkumavky byly zazatkovany a kazda promichana po dobu jedné minuty
na vortexu. Stejnym zpusobem byla pro srovnadni pfipravena pozitivni i negativni kontrola.
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Takto ptipravené vzorky byly ponechdny po dobu 24 hodin pfi laboratorni teploté.
Po 24 hodinach byla zmeéfena pomoci pravitka vyska stabilizované emulzni vrstvy
a byl vypocitan emulgacni index E,, podle niZze uvedené rovnice (4):

E24_ — he;Lnulze . 100 % (4)

tot

kde h.pmuize 0znacuje vysku emulzni vrstvy a hg,; celkovou vysku kapaliny. Emulgaéni index
E,, koreluje skoncentraci surfaktantu. Pfitomnost biosurfaktantu je tedy prikazna
Vv piipadé vytvoreni emulgacéni vrstvy [43].

3.4.3 Solubilizace krystalického antracenu — ,,Solubilization of crystalline anthracene

5 ml testovaného vzorku bylo napipetovano do centrifuga¢nich zkumavek obsahujici krystaly
hydrofobniho antracenu. Stejnym zplusobem byla pro srovnani pfipravena pozitivni
I negativni kontrola. Smés byla inkubovana pii laboratorni teploté na tfepacce po dobu
24 hodin. Poté byly vzorky zcentrifugovany pii 6 000 rpm po dobu 5 minut.

Takto pfipravené vzorky byly prométeny fotometricky pii 354 nm v kiemennych kyvetéach,
pti¢emz koncentrace rozpusténého antracenu souvisela s produkei biosurfaktantt. Jako blank
byla pouzita negativni kontrola [50].

3.4.4 Penetracni test — ,,Penetration assay*

Dutiny 96 jamkové desticky byly naplnény 150 pl hydrofobni pasty sestavajici z rostlinného
oleje a silikagelu. Takto pfipravend pasta byla piekryta 20 upl rostlinného
oleje. 90 pl testovaného vzorku bylo obarveno smichanim s 10 pl nilské ¢ervené a umisténo
na povrch pasty. Stejnym zpisobem byla pro srovnani pfipravena pozitivni i negativni kontrola.

Pokud je biosurfaktant ptitomen, vede kontakt dvou nerozpustnych fazi ke zméné barvy
z ¢ervené na zakalenou bilou, jelikoz dochazi k prolomeni olejové bariéry a tedy adsorpci barvy
na silikagel. Popsany efekt spociva v tom, Ze silikagel pronika do hydrofilni faze z hydrofobni
pasty mnohem rychleji, jestlize je biosurfaktant pfitomen. V ptipadé, ze testovany vzorek
biosurfaktant neobsahuje, ke zméné barvy nedochazi [43].

3.4.5 Orcinolova metoda — ,,Orcinol assay*

Do mikrozkumavek typu Eppendorf bylo napipetovano 400 ul testovaného vzorku. Toto
mnozstvi bylo dvakrat extrahovano se 750 pl diethyletheru a nasledné promichano na vortexu
po dobu 3 minut. Frakce byly odpafeny do sucha a bylo ptfiddno 400 pl fosfatového pufru
0pH 8, znovu promichdno na vortexu. Dale bylo ztakto pfipravené smési odebrano
100 pl do nové mikrozkumavky typu Eppendorf a bylo pfidano 900 pl orcinolového ¢inidla
(0,19 % orcinol v 53 % obj. kyseling sirové). Vzorky byly nasledné zahiivany ve vodni 1azni
po dobu 30 minut pii 80 °C a poté ochlazeny pii pokojové teploté. Stejnym zptisobem byla
pro srovnani pfipravena pozitivni a negativni kontrola, kterd slouzila jako blank.
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Pomoci spektrofotometru byla méfena optickd hustota takto pfipravenych vzorki
pfivinové délce 421 nm =za ucelem stanoveni pifimého mnozstvi rhamnolipidu
V testovanych vzorcich [55].

3.4.6 Metoda Du-Nouy-Ring

Tato metoda byla provedena za pomoci automatizovaného tenziometru Sigma 701, ktery je
zachycen na Obr. 12. Nastaveni dil¢ich parametrt bylo provedeno pomoci aplikacniho softwaru
SGSERVER. K méfeni bylo potieba 30 ml testovaného vzorku, pficemz méieni jednoho
vzorku trvalo priblizné 10 minut a bylo zngj ziskano 10 hodnot. Naméfené hodnoty
jednotlivych vzorkt byla pro jejich vyhodnoceni exportovana do MS Excel.

Metoda Du-Nouy-Ring je zaloZena na interakci platinového krouzku s testovanym vzorkem,
pficemz je méfena sila potfebna k oddéleni platinového krouzku z rozhrani nebo povrchu
kapaliny. Tato sila je imérna povrchovému napéti. Pfitomnost produkce biosurfaktantu danou
kulturou je prikazna, pokud dojde ke snizeni kapalného média na 40 mN/m nebo méné. Aby
nedoslo k jakékoliv kontaminaci vzorkd vzajemné mezi sebou, byl platinovy krouzek
pied kazdym méfenim fadné opalen v ohni [48].

g

Obr. 12: Automatizovany tenziometr, KSV, Sigma 701

3.4.7 CTAB agarovy test —,,CTAB agar assay*

Byly pfipraveny dva druhy agarovych mineralnich médii doplnéné vzdy o 0,5 mg/ml
cethyltrimethylamoniumbromidem (CTAB) a 0,2 mg/ml methylenovou modii (MB). Jako
jedno z mineralnich médii bylo pouzito produkéni médium m2X jehoz sloZeni je uvedeno
v Tab. 14 doplnéné pouze o 17 g/l agaru. Slozeni druhého mineralniho média je uvedeno
v Tab. 19.

Roztok fruktézy a stopovych prvki MES byly do jednotlivych médii ptfidany
az po jejich sterilaci.

Oba typy minerdlnich médii byly nality do sterilnich Petriho misek a byly ponechany
ke zchladnuti. Nasledné do nich byla vytvofena jamka a pomoci bakteriologické klicky byly
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zaoCkovany jednotlivé bakteridlni izolaty. Takto pfipravené vzorky byly ponechany
po dobu ¢trnacti dni v inkubatoru pti 30 °C.

Tvorba tmavé modrého kruhu kolem kultury je povazovéna jakozto dikaz tvorby
biosurfaktantd, jelikoz tvori nerozpustnou iontovou dvojici s CTAB
a methylenovou modii [53].

Tab. 19: Slozeni minerdlniho média pro CTAB agarovy test

Latka m [g] V [ml]
CaClz - 2 H2,0 0,1

Na;HPO4 - 12 H20 0,9

KH2PO4 0,7

MgSOgs - 7 H20 0,4

NaNOs 2

Agar powder 17

Fruktoza 20

MES 2
Destilovana voda 1 000

3.5 Extrakce rozpoustédly
Pro extrakci biosurfaktanti rozpoustédly byly vybrany supernatanty bakterie PP a Ds.

Jako extrakéni rozpoustédla byla zvolena ethylacetat, diethylether a methanol-chloroform
v poméru 1:1 a 1:3. Testovany vzorek a extrakéni ¢inidlo byly vzdy v poméru 1:1, v nasem
ptipade tedy 5 ml kazdého z nich. Vzorky byly ponechany po dobu 24 hodin na tfepacce. Poté
z nich byla vzdy odebrana organicka faze.

Pro ziskani vyssiho vytézku byl supernatant bakterie PP v poméru 1:1 a tedy o objemu 90 ml
kazdého z nich, extrahovan v délici nadobé s ethylacetatem a nasledné methanol-chloroformem
(1:1). Organicka faze byla ihned odebrana a do sucha odpatena [56]. Extrakci methanol-
chloroform (1:1) se supernatantem PP je mozné vidét na Obr. 13.

Obr. 13: Extrakce methanol-chloroform (1:1) se supernatantem PP
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3.6  Extrakce sraZzenim
Pro extrakci biosurfaktanta srazenim byly vybrany supernatanty bakterie PP a Ds.

Postupnych piidavkem HCI bylo snizeno pH supernatantti ziskanych produkci vybranych
bakterii na pH = 2. Takto pfipravené vzorky byly ponechany po dobu 24 hodin v lednici
pii 4 °C.

Poté byly zcentrifugovany pii 6 000 rpm po dobu 5 minut, supernatant byl slit a vznikla
srazenina byla vysuSena v termostatu pii 60 °C [56].

3.7 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Pro detekcei biosurfaktantti pomoci TLC byly pouzity vzorky ziskané extrakci supernatantu PP
v ecthylacetitu = a  metnanol-chloroformu  (1:1). Takto  pfipravené  vzorky
a komer¢ni rhamnolipidovy extrakt byly rozpustény v 99,8 % ethanolu. Na hlinikovou desticku
pokrytou silikagelem bylo vzdy naneseno 5 pl daného vzorku. Komeréni rhamnolipidovy
extrakt obsahujiciho mono- a di-rhamnolipidy byl pouzit jako standard.

Vyvijeci smés byla pfipravena podle Tab. 20.

Tab. 20: Jednotlivé slozeni a poméry vyvijeci smési

Latka Pomér
Chloroform:Methanol:20 % kyselina octova 65:15:2
Chloroform:Methanol:voda 65:15:2
Chloroform:Methanol:20 % kyselina octova 15:65:2
Chloroform:Methanol:20 % kyselina octova 40:40:2
Chloroform:Methanol:80 % kyselina octova 65:15:2

Pro vizualizaci rhamnolipidi na TLC destickach bylo pfipraveno detekéni ¢inidlo slozené
z 0,15 g orcinolu, 8,2 ml kyseliny sirové (60%) a 42 ml destilované vody.

Po vyvzlinani byly TLC desti¢ky usuSeny a nasledné¢ byly postiikany detekénim ¢inidlem.
Poté byly inkubovany 10 minut p#i 110 °C [29].

3.8 Infracervena spektroskopie

Pro infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci (FTIR) byly pomoci extrakce
rozpoustédly a srazenim pripraveny vzorky PP a D3 podle vyse uvedeného postupu. Takto
pfipravené vzorky byly méfeny pomoci infracervené spektroskopie, metodou Uplného
zeslabeného odrazu (jednoodrazovy diamantovy ATR nastavec).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni ¢ast byla zamétena na produkcei biosurfaktantii vybranych bakteridlnich kment
a jejich naslednou charakterizaci. Mezi vybrané bakterialni kmeny patfily bakterie rodu
Pseudomonas, Burkholderia, Halomonas, Haloferax, Cupriavidus a ptirodni izolaty ziskané
Z pudy zamotené ropou. Vsechny zkoumané bakterie maji schopnost kumulovat PHA.

V ramci prace byly pouzity kultivacni, spektroskopické, screeningové a separa¢ni metody,
pricemz pfevazna Cast experimentli byla vénovana prave screeningovym metodam. Jednotlivé
screeningové metody byly vzdy otestovany na pozitivni i negativni kontrole a optimalizovany.
Rovnéz byly porovnany s ohledem na jejich ¢asovou a finan¢ni naro¢nost, mnozstvi vzorku,
opakovatelnost a dalsi. Byla porovnana mikrobialni produkce biosurfaktanti, jak se liSi
Vv inokula¢nich a v jejich produk¢énich médiich.

4.1 Kultivace v inokula¢nich médiich

Pro primarni screening biosurfaktant bylo pouzito jedenact testovanych vzorkl supernatantd
ziskanych po kultivacich jednotlivych bakterii v komplexnich inokula¢nich médiich. Slozeni
médii pro jednotlivé testované kmeny i postup kultivace je uveden v kapitolach 3.2.1 a 3.2.2.

4.1.1 Metoda rozsifovani oleje (OSM)

Metoda rozSifovani oleje je zalozena na schopnosti vyvolat ,,Cistici zonu“ na povrchu oleje.
Jedna se o neptimé méfeni povrchové aktivity vzorku, pti¢emz ¢im je zona vétsi, tim vyssi
povrchovou aktivitu by mél vzorek vykazovat. Velikost zon testovanych vzorkid byla
porovnana s velikosti zon pozitivni (Triton X-100) a negativni kontroly (destilovana voda).

Biosurfaktant je amfifilni sloucenina, kterd je tvofena polarni a nepolarni ¢asti. V ptipade¢,
Ze byl v testovaném vzorku biosurfaktant pfitomen, doslo po jeho aplikaci doprostied kapky
oleje, ktery je nepolarni slouceninou K inverznimu uspoiadani micel a tedy k ,,navazovani*
molekul vody na polarni konce biosurfaktanti. Pfi¢emz ¢im byl dany biosurfaktant
koncentrovanéjsi, tim vétsi L, Cistici zonu“ byl schopen vyvolat a tim vét§i mnozstvi molekul
vody byl na sebe schopen navazat.

Supernatanty vSech testovanych vzorkl vykazovaly pfitomnost povrchové aktivnich latek,
jelikoz doslo ke zvétSeni zony ve srovnani s negativni kontrolou ve vSech piipadech. Z jedenacti
testovanych vzork jich Sest vytvofilo vyraznou ,Cistici zonu.“ Jednalo se o vzorky
supernatantli ziskané po kultivaci bakterii PP, D3, D, HH, CnH16 a HO. Pti¢emz
nejvyrazngjsiho vysledku dosahla PP, jejiz ,,Cistici zona* se témét shodovala s ,,Cistici zonou*
pozitivni kontroly. Supernatanty ziskané po kultivaci bakterii HS, HE, HXM, BuSa a BuCe
rovnéz vykazovaly pritomnost povrchové aktivnich latek ve srovnani s negativni kontrolou,
avsak jejich ,,Cistici zony* nebyly na prvni pohled tak vyrazné.

Jednd se o citlivou kvalitativni metodu testovani produkce biosurfaktantii. Metoda
rozSifovani oleje je rychlou a snadnou metodou, nevyzadujici zadné specializované vybaveni
a je zapotiebi pouze maly objem vzorku v fadu pl.
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Na Obr. 14 je mozné vidét vyvolané ¢istici zony po aplikaci destilované vody, Tritonu X-100
a supernatantu ziskaného po kultivaci bakterie PP.

Obr. 14: Cistici zény vyvolané po aplikaci destilované vody (vlevo), Tritonu X-100
(uprostied) a supernatantu ziskaného po kultivaci bakterie PP (vpravo)

4.1.2 Stanoveni emulgacni aktivity

Jedna se o kvalitativni test vizualizovany tvorbou krémové emulze. Pficemz emulzi miZeme
definovat jako heterogenni systém slozeny z nemisitelné kapaliny dispergované jako
mikroskopické kapicky v jiné kapalné kontinudlni fazi. Stanoveni emulgaéni aktivity je jednim
z kritérii, jak vybrat potencialniho producenta biosurfaktantl, pficemz by mélo platit, Ze ¢im
mén¢ je emulze prihledna, tim je biosurfaktant koncentrovanéjsi. Provedeni testu emulgaéni
aktivity je popsano v kapitole 3.4.2.

Emulgacni aktivita byla vyhodnocena na zékladé vypoctu emulgaéniho indexu podle vyse
uvedené rovnice (4). Emulgacéni index pozitivni kontroly odpovidal 58 %, pficemz emulgovana
vrstva byla zcela kompaktni, neprihledné v celém svém objemu. V piipadé negativni kontroly
K tvorbé emulgacni vrstvy nedoSlo a hodnota emulga¢niho indexu tedy odpovidala 0 %.
Hodnoty jednotlivych emulgacnich indexid a vzhled emulgované vrstvy po aplikaci
supernatantt ziskanych po kultivaci jednotlivych bakterii jsou uvedeny v Tab. 21.
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Tab. 21: Emulgacni indexy a vzhled emulgované vrstvy po aplikaci supernatantii ziskanych
PO kultivacich jednotlivych bakterii V inokulacnich médiich

MO Emulgacni index, Ex [%0] Vzhled emulgované vrstvy
PP 41,2 kompaktni nepruhledna, bila vrstva
D 44.0 vrstva nebyla zcela kompaktni, nejhutnéjsi byla
? ’ na rozhrani fazi, dale byla hodné perforovana
D 36.7 vrstva nebyla zcela kompaktni, nejhutnéjsi byla
: ’ na rozhrani fazi, dale se podobala spiSe péné
HH 1,0 velmi nepatrnd, bila emulgaéni vrstva na rozhrani fazi
HE 440 vrstva nebyla zcela kompaktni, nejhutnéjsi byla
’ na rozhrani fazi, dale se podobala spise péné
HS 30.0 vrstva nebyla zcela kompaktni, nejhutnéjsi byla
’ na rozhrani fazi, dale byla hodné perforovana
HO 420 vrstva nebyla zcela kompaktni, nejhutnéjsi byla
’ na rozhrani fazi, dale byla hodné perforovana
HXM 0,0 nedoslo k tvorbé zadné emulgované vrstvy
Buce 13,2 cela vrstva byla hodné perforovana
BuSa 54,9 kompaktni neprihledna, bila vrstva
CnH16 19,6 cela vrstva byla hodné perforovana
PK 58,0 kompaktni, neprihledna, bila vrstva

Z tabulky je patrné, Ze pouze bakterie HXM v ramci emulgacniho testu nevykazovala
zadnou emulgacni aktivitu. Bakterie HH sice pravdépodobné produkovala latky vykazujici
emulgacni aktivitu, ale oproti ostatnim producentim se zda tato hodnota jako zanedbatelna.
Velmi vyrazného vysledku v rdmci tohoto testu dosahla bakterie BuSa se svoji hodnotou
E24 54,9 % a velmi kompaktni neprihlednou emulgovanou vrstvou se tak nejvice priblizila PK.
Nicméné v tomto pifipad€ je mozZné, Ze emulgacni aktivita média nebyla dlisledkem produkce
biosurfaktantu bakterialni kulturou, ale spiSe pfitomnosti kaseinu, ktery je soucasti kultiva¢niho
média. DalSich vybornych vysledku, které je tfeba zminit, dosahla PP se svym E»4 41,2 %.
Ackoliv bakterie D2, HE a HO vykazovaly vyssi Ezs, jak PP, jejich emulgaéni vrstva byla hodné
perforovana a ne pfili§ kompaktni. Lze tedy fici, ze pres jejich vysoky E24, nejsou jimi
produkované latky vykazujici emulgaéni aktivitu tak silné. Na Obr. 15 je mozné vidét piiklady
nckterych testovanych vzork.
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Stanoveni emulgaéni aktivity je jednoduchou metodou, nevyzadujici zadné specialni
vybaveni, vyuZzivajici mnozstvi vzorku v fadu ml. Je vhodnou metodou pro urceni piitomnosti
biosurfaktantl v testovaném vzorku. V ramci piipravy se jedna o rychlou metodu, avsak jeji
vyhodnoceni je mozné az za 24 hodin.

4.

Obr. 15: Emulgacni aktivity jednotlivych testovanych vzorkii: 1. PK, 2. D3, 3. BuSa, 4. PP
5. HXM, 6. NK

4.1.3 Orcinolova metoda

Pro stanoveni pfimého mnozstvi rhamnolipidi, jakoZto nejcastéjSich bakterialnich
biosurfaktantli, byly testované vzorky méfeny pomoci spektrofotometru pii vinové délce
421 nm. Vzorky byly pro méteni pfipravovany vzdy v paralelni sadé. Jak je vSak z Tab. 22
patrné, nepodafilo se nam nachystat vzorky tak, aby jejich hodnoty vychazely stejné a bylo tak
mozné urcit, zda byl rhamnolipid produkovan nebo ne.

Orcinolova metoda vyZzaduje mnozstvi vzorku v ramci pl a co se ¢asového hlediska tyka, je
tteba ptipravé vénovat nékolik hodin. Problematicka je také jeji reprodukovatelnost, protoze
pii opakovani méfeni téhoz vzorku nebylo mozné ziskat srovnatelné hodnoty, v nékterych
ptipadech se od sebe paralelni méteni lisili o vice nez 300 %.

Tab. 22: Hodnoty absorbanci ve dvou paralelné pripravenych vzorcich

MO A1 A2
HE 0,000 0,008
HS 0,000 0,000
HO 0,209 0,027
HXM 0,425 0,000
PP 0,053 0,222
BuCe 0,062 0,245
BuSa 0,138 0,213
HH 0,033 0,140
D> 0,005 0,000
D3 0,309 0,000
CnH16 0,018 0,007

41



4.1.4 Penetracni test

Tento test je zalozen na kontaktu dvou nerozpustnych fazi vedoucich ke zméné barvy z Cervené
na zakalenou bilou. Ackoliv byl tento test popsan jakozto jednoduchd, kvalitativni technika
screeningu velkého mnozstvi potencidlnich biosurfaktantti vyuzivajici pouze malé mnozstvi
testovaného vzorku v fadu pl. Nebyl v nasem piipad¢ pozorovan zadny jasny rozdil testovanych
vzorkll ve srovnani s pozitivni a negativni kontrolou, na zakladé¢ kterého by bylo mozné urcit,
jestli dany vzorek biosurfaktant obsahoval nebo ne.

4.1.5 CTAB agarovy test

Tento test je zalozen na tvorb¢ tmaveé modrého kruhu kolem kultury, ke kterému dochazi, pokud
ptitomny biosurfaktant vytvofi nerozpustnou iontovou dvojici s CTAB a MB. Pro moznost
porovnani vhodnéjsiho média pro rust kultury byly pfipraveny dva druhy agarovych
mineralnich médii, které byly vZzdy doplnéné o CTAB a MB. Avsak ackoliv doSlo k nariistu
kultur téméf u vSech testovanych bakterii, ani v jednom piipadé nedoSlo k tvorbé tmavé
modrého kruhu kolem kultury, prokazujici produkci biosurfaktantt.

CTAB agarovy test nemusi byt vhodny pro v§echny druhy mikroorganismi, protoze CTAB
rust nékterych mikroorganismi inhibuje. Lze ho vSak nahradit jinym kationtové povrchové
aktivnim ¢inidlem. Tento test se nefadi k pfili§ rychlym metodam, jelikoz vyzaduje pomérné
dlouhou dobu kultivace v fadu nékolika dni az tydnd.

4.1.6 Solubilizace krystalického antracenu

Pro stanoveni koncentrace rozpuSténého antracenu byly pfipravené vzorky méfeny
fotometricky pfi 354 nm, pti¢emz koncentrace antracenu souvisela s produkci biosurfaktantu.

VSechny namétené absorbance jednotlivych testovanych vzork ziskané po odectu
absorbance jejich médii jsou znazornény v Grafu 1. Solubilizace s ¢istymi médii a jeji odecet
byl proveden proto, ze i samotné médium muze solubilizovat antracen.

Antracen je nepolarni latka, ktera je v ¢istém vodném prostiedi nerozpustna. Pravé
solubilizace je vhodnou metodou se schopnosti rozpoustét latky v ¢istém disperznim prostiedi
jinak nerozpustné. V nasem piipadé tedy kK v¢lenovani nerozpustného antracenu do jadra micel
biosurfaktantd. Z ¢ehoz tedy vyplyva, ze ¢im koncentrovangjsi biosurfaktant vzorek obsahoval,
tim vy$si hodnotu absorbance vykazoval.

Z Grafu 1 tedy vyplyva, ze supernatanty vSech bakterii, kromé¢ D», D3 a CnH16, vykazovaly
pritomnost solubilizovaného antracenu a tedy i pfitomnost povrchové aktivni latky
Vv supernatanu. Jednoznacné nejvyssi hodnoty absorbance vykazovala PP se svoji hodnotou
absorbance 1,408 v porovnani s hodnotou absorbance PK, ktera obsahovala komer¢né dostupny
surfaktant Triton X — 100 a jejiz hodnota byla 1,536. Lze tedy usuzovat, ze PP nejenze
biosurfaktant produkovala, ale rovné€Z 1ze hovofit o jeho pfitomnosti ve zna¢n€ koncentrované
podobé. Za zminku stoji jisté 1 vyborny vysledek bakterie HS, jejiz absorbance odpovidala
hodnot¢ 1,216. Pomémé pékného vysledku dosahla i bakterie HO s hodnotou
absorbance 0,648.
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Tuto metodu lze povazovat za pomérné jednoduchou a rychlou, co se pfipravy tyka. AvSak
vzhledem k tomu, Ze je tfeba nechat vzorky 24 hodin inkubovat na temperované tiepacce, je
tteba pocitat s Casovou prodlevou mezi ptipravou a ziskanim vysledkd. Tato metoda vyzaduje
mnozstvi vzorku v fadu ml.

1,8

1,536
1.6 1,408

Absorbance

1.4 1216
1,2
1
0,8 0,648
0,6

0,352 0,44
0,4 0,232 0,269 I
0,2 I I 0,086

0 0 I - 0
PP HS

0
PK HO D2 D3 HE BuCe BuSa HXM HH CnH16

MO
Graf 1: Absorbance jednotlivych testovanych vzorkii po odectu absorbance jejich médii

4.1.7 Metoda Du-Nouy-Ring

K méfeni povrchového napéti piipravenych vzorkll byl vyuZit automatizovany tenziometr.
Jednd se o jeden znejbéznéji pouzivanych zplsobu testovani produkce biosurfaktantti
za vyuziti mikroorganismil. Namétené hodnoty povrchového napéti jednotlivych supernatantt
ziskanych po kultivaci mikroorganismit v inokulacnim médiu a jejich cistych médii
pied zaockovanim MO jsou uvedeny v Tab. 23. D. Cooper a spol. povazovali ve své publikaci
za kulturu produkujici biosurfaktanty tu, ktera byla schopna snizit povrchové napéti kapalného
média na 40 mN/m nebo méné [49].
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Tab. 23: Namérené hodnoty povrchového napéti jednotlivych supernatantu ziskanych po
kultivaci mikroorganismii v inokulacnim médiu a jejich cistych médii pred zaockovanim MO

MO Gsupernatant [MN/m] Geisté médium [MN/M] Rozdil
D, 49,4 49,4
Ds 48,1 49,4 ~
HS 56,4 54,8 ~
HXM 54,8 54,9
HE 54,3 95,7
HO 51,6 54,8
HH 48,3 45,2 ~
PP 30,4 49,4 2
CnH16 50,2 49,4 ~
BuCe 46,8 49,4
BuSa 49,4 48,7
PK 32,3 72,0

Z uvedené Tab. 23 je na prvni pohled patrné snizeni povrchového napéti média vyvolané
v piipadé bakterie PP, kterd dokazala snizit povrchové napéti svého Ccistého média
ze 49,4 mN/m na 30,4 mN/m. Z ¢ehoz lze usuzovat, ze bakterie PP produkuje biosurfaktant,
jelikoz dokéazala snizit povrchové napéti vyrazné pod hranici 40 mN/m, kterou ve svém ¢lanku
publikoval D. Cooper a spol. Dalsim zajimavym faktem je, Ze biosurfaktant produkovany PP
dokazal snizit povrchové napéti kapaliny dokonce jesté vice jak komercéné dostupna povrchoveé
aktivni latka Triton X-100, jejiZ hodnota odpovidala 32,3 mN/m. V naSem piipad€ pouZita
jako PK.

Pokud se podivame na hodnoty povrchového napéti, které vykazovaly métené supernatanty
ostatnich bakterii, vidime, Ze u vétSiny ziistalo povrchové napéti stejné nebo se jen velmi malo
snizilo, coz mohlo byt zptsobeno i v ramci chyby méteni.

K vyhodam metody Du-Nouy-Ring patii pfesnost, jednoduchost pouziti a vysledek v fadu
minut. Vyzaduje vSak specidlni vybaveni. Nevyhodou je, ze méfeni riznych vzorkd nelze
provést soucasné a objem vzorku pozadovaného pro analyzu zahrnuje nékolik desitek mililitra.

4.1.8 Prehled vysledkii po kultivaci mikroorganismii v inokula¢nich médiich

Pro lepsi porovnani je v Tab. 24 uveden pichled vysledkt jednotlivych testi. Jak je mozné
vidét, nejlepsich vysledkl bylo dosazeno v ptipadé produkce bakterie PP. Jako jedina nejenze
obstala ve vSech provedenych testech, ale rovnéZ v nich dosahla zcela jednoznacné nejlepSich
vysledkt potvrzujicich produkci biosurfaktantt. Bakterie HS a HO dosahly pomérné slusnych
vysledki ve tiech ze Ctyf provedenych testti. Ackoliv naptiklad oproti bakterii PP jejich
emulgacni vrstva nebyla zcela tak kompaktni a byla spi§ vice perforovand. Ostatni bakterie
uspely ve vSech ptipadech alespont ve dvou testech. NejhorSich vysledki dosdhla bakterie
HXM. Jelikoz se jedna o siln€¢ halofilni bakterii zijici v prostfedi s vysokym obsahem soli.
Pravdépodobné tak ke svému zivotu produkovat biosurfaktanty viibec nepotiebuje.
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Tab. 24: Prehled vysledkii po kultivaci mikroorganismit v inokulacnich médiich

MO OsSM E24[%] Solubilizace antracenu  Du-Nouy-Ring [MN/m]
PP + 41,2 1,408 30,4
D2 + 44,0 0,000 49,4
Ds + 36,7 0,000 48,1
HH + 1,0 0,440 48,3
HE + 44,0 0,232 54,3
HS + 30,0 1,216 56,4
HO + 42,0 0,648 51,6
HXM + 0,0 0,086 54,8
Buce + 13,2 0,352 46,8
BuSa + 54,9 0,269 49,4
CnH16 + 19,6 0,000 50,2
PK + 58,0 1,536 32,3

4.2  Kultivace v produkénich médiich

Pro primarni screening biosurfaktant bylo pouZzito jedenact testovanych vzorkii supernatantti
ziskanych po kultivacich jednotlivych bakterii v produkénich médiich standardné vyuZivanych
K produkci polyhydroxyalkanoatti. Slozeni médii pro jednotlivé testované kmeny i postup
kultivace je uveden v kapitolach 3.2.1 a 3.2.2.

Produkéni média na rozdil od inokula¢nich médii ve vétSin€ pfipadli neobsahuji komplexni
slozku, kterd sama o sobé miiZze vykazovat emulgaéni ptfipadné povrchovou aktivitu. Obecné
jsou koncipovana jako mineralni média a hlavni diiraz je kladen na celkovou cenu kultivaéniho
média.

Vzhledem k tomu, Ze se n¢které metody pouzité na ziskanych supernatantech po kultivaci
MO v inokula¢nich médiich neosvédcily, nebyly na supernatantech po kultivaci MO
v produk¢nich médiich dale testovany. Jednd se o orcinolovou metodu, penetracni a CTAB
agarovy test.

4.2.1 Metoda rozsirovani oleje

Vzhledem k uspésnosti metody po kultivaci bakterii v inokula¢nich médiich, byla tato metoda
pouzita 1 po kultivaci bakterii v produkénich médiich k prokézani produkce biosurfaktantt
u danych bakterii. Supernatanty ziskané po kultivaci bakterii v produkénich médiich byly
rovnéz srovnany s PK a NK.
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Navzdory prokazani ptitomnosti povrchové aktivnich latek metodou rozSifovani oleje
u vSech testovanych bakterii v inokula¢nich médiich, po kultivaci bakterii v jejich produkénich
médiich doslo ke zvétSeni ,,Cistici zony* pouze u PP. Supernatanty vSech ostatnich testovanych
bakterii na ptitomnost povrchové aktivnich latek zistaly bez odezvy. Ackoliv PP zvétsila svoji
,»Cistici zonu* oproti NK, v porovnani s jejim zvétSenim po jeji kultivaci v inokulaénim médiu
bylo toto zvétSeni vyrazné mensi. Obr. 16 je zachycena ,,Cistici zona“ vyvolana po aplikaci
supernatantu PP ziskaného jeji kultivaci v produkénim médiu.

Obr. 16: ,, Cistici zéna““ PP vyvoland po aplikaci supernatantu ziskaného jeji kultivaci
V produkcnim médiu

4.2.2 Stanoveni emulga¢ni aktivity

V ptipadé testu emulgacni aktivity se supernatanty ziskanymi kultivaci bakterii v produkénich
médiich na ptitomnost latek vykazujicich emulgaéni aktivitu byly nejvyssi hodnoty stanoveny
u bakterie HE se svym E24 41,8 % a PP se svym E2s 32,7 %. HE vykazovala sice vyssi
emulgacni index ve srovnani s PP, avSak jeji emulgaéni vrstva nebyla zcela kompaktni,
nejhutnéjsi zastoupeni emulze bylo na rozhrani fazi. Oproti tomu PP vytvofila krasnou
kompaktni neprthlednou vrstvu. Jak je z Tab. 25 patrné, ostatni bakterie vykazovaly bud’
pomérné malé emulgacéni indexy, které nemusi nutné potvrzovat pfitomnost biosurfaktanti,
nebo dokonce v péti piipadech zadné. Na Obr. 17 je mozné vidét piiklady nékterych
testovanych vzorkd.

Pro srovnani emulga¢nich indexii po kultivaci bakterii v inokula¢nim a produkénim médiu
byl vytvoten Graf 2. Pouze u tfech bakterii a to HE, PP a BuCe byly hodnoty E24 v obou typech
médii skoro srovnatelné. V ostatnich ptipadech nedoslo bud’ ke tvorbé zadné emulgacni vrstvy,
nebo k velmi rapidnimu rozdilu v emulgacnich indexech mezi inokula¢nim a produkénim
médiem jednoho druhu bakterie. Jelikoz vSechny testované bakterie jsou producenty PHA,
mohly tak pravé vyuzit sviij zdroj uhliku na jejich produkci misto produkce biosurfaktanti,
pfipadné produkce biosurfaktantli nejsou schopny.
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1. 2. 3.
Obr. 17: Emulgacni aktivity jednotlivych testovanych vzorku: 1. HE, 2. PP a 3. D3

Tab. 25: Emulgacni indexy a vzhled emulgované vrstvy po aplikaci supernatantii ziskanych
po kultivacich jednotlivych bakterii v produkcnich médiich

MO Emulgacéni index, E24 [%0] Vzhled emulgované vrstvy
PP 32,7 kompaktni neprihledna, bila vrstva
D> 1,8 Nepatrna, bila emulgacni vrstva na rozhrani fazi
Ds 12,7 cela vrstva byla hodné perforovana
HH 0,0 nedoslo k tvorbé zadné emulgované vrstvy
HE 41,8 vrstva byla kompaktni, bila, podobajici se péné
HS 12,7 cela vrstva byla hodné perforovana
HO 0,0 nedoslo K tvorbé zadné emulgované vrstvy
HXM 0,0 nedoslo k tvorbé zadné emulgované vrstvy
Buce 12,7 cela vrstva byla hodné perforovana
BuSa 0,0 nedoslo k tvorbé zadné emulgované vrstvy
CnH16 0,0 nedoslo k tvorbé zadné emulgované vrstvy

PK 56,4 kompaktni, neprtihledna, bila vrstva
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Graf 2: Srovndni E24 po kultivaci bakterii v inokulacnich a produkcnich médiich

4.2.3 Solubilizace krystalického antracenu

Vsechny namétené absorbance jednotlivych testovanych vzorki ziskané po ode¢tu absorbance
jejich médii jsou zobrazeny v Grafu 3.

Z Grafu 3 vyplyva, Ze za téchto kultiva¢nich podminek vSechny bakterie, az na BuSa, HXM
a HH vykazovaly ptitomnost solubilizovaného antracenu. Nejlepsi hodnoty absorbance bylo
dosazeno u bakterie PP, ptiCemz jeji hodnota byla 0,678. Dalsi pomérné vysoké hodnoty
absorbance v ramci kultivace bakterii v produkénich médiich vykazovaly bakterie HO se svoji
hodnotou 0,422 a HS s hodnotou absorbance 0,403.
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Graf 3: Absorbance jednotlivych testovanych vzorkii po odectu absorbance jejich médit
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Pro srovnéani absorbanci bakterii kultivovanych v inokula¢nim a produkénim médiu byl
vytvoien Graf 4. Jak je mozné vidét, az na absorbanci bakterie HE, doslo vzdy k poklesu
absorbance v produkénim médiu oproti inokulacnimu médiu. V ptipadé PP na polovi¢ni
hodnotu a v pfipadé HS dokonce az na tietinovou hodnotu, oproti jejich absorbanci
vV inokulacnim médiu. Bakterie BuSa, HXM a HH dokonce nevykazovaly za téchto
kultiva¢nich podminek v produkénim médiu zaddnou hodnotu pfitomnost solubilizovaného
antracenu. V piipadé bakterii Dz, D3 a CnH16 doslo naopak k naristu absorbance
a to z nulovych hodnot, které tyto bakterie vykazovaly po kultivaci v inokula¢nim médiu.
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Graf 4: Srovnani solubilizace antracenu po kultivaci bakterii v inokulacnich a produkcénich
médiich

4.2.4 Metoda Du-Nouy-Ring

Namétené hodnoty povrchového napéti jednotlivych supernatantii ziskanych po kultivaci
mikroorganismi v produkénim médiu a jejich Cistych médii pifed zaockovanim MO jsou
uvedeny v Tab. 26. Jak uz bylo nékolikrat uvedeno, D. Cooper a spol. povazovali ve své
publikaci za kulturu produkujici biosurfaktanty tu, kterd byla schopna sniZit povrchové napé&ti
kapalného média na 40 mN/m nebo méné [49].

Zuvedené Tab. 26 tedy vyplyva, Ze snizit povrchové napéti pod hodnotu 40 mN/m
a prokazat tak pritomnost biosurfaktantu se podafilo pouze bakterii PP a to velmi vyrazné oproti
jejimu Cistému médiu, které vykazovalo hodnotu povrchového napéti 60,6 mN/m
na 29,4 mN/m. Velmi zajimavého snizeni dosahla i bakterie D3 oproti svému ¢istému médiu,
které dokézala snizit rovnéz z 60,6 mN/m na 45,6 mN/m. Hodnota jejiho povrchového napéti
se sice hodnoté 40 mN/m blizila nejvice oproti v§em ostatnim méfenym bakteriim, ale této
hranice nedosahla. DalSich vyraznych snizeni oproti jejich Cistému produkénimu médiu bylo
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dosazeno v ptipad¢ bakterii HO a CnH16. V ptipadé bakterii HH a BuCe doslo naopak
Kk nardstu jejich povrchovych napéti, oproti jejich ¢istému produkénimu médiu.

Tab. 26: Namérené hodnoty povrchového napéti jednotlivych supernatantu ziskanych po
kultivaci mikroorganismii v produkcnim médiu a jejich cistych médii pred zaockovanim MO

MO Gsupernatant [MN/m] Gisté medium [MN/M] Rozdil
D 53,5 60,6 ~
Ds 45,6 60,6 d
HS 62,2 62,8 ~
HXM 56,0 49,8 ~
HE 55,4 48,8 ~
HO 50,5 62,3 N
HH 53,8 43,9 T
PP 29,4 60,6 N2
CnH16 49,8 60,6 d
BuCe 59,3 56,6 ™
BuSa 46,2 56,6 ~
PK 32,3 72,0

Pro srovnani povrchovych napéti bakterii kultivovanych v inokula¢nim a produkénim médiu
byl vytvoten Graf 5. Jak je mozné vidét, snizeni povrchového napéti pod hranici 40 mN/m se
V obou pfipadech podatilo pouze bakterii PP. Pfi¢emz oproti jeji hodnoté povrchového napéti
30,4 mN/m po kultivaci v inokulaénim médiu, dokazala po kultivaci v jejim produkénim médiu
sniZit povrchové napéti aZ na 29,4 mN/m. Nutno podotknout, ze Vv piipad¢ jejiho inokula¢niho
média se jednalo o snizeni povrchového napéti ze 49,4 mN/m na 30,4 mN/m a v ptipadé
produkéniho média se jednalo o snizeni povrchového napéti z 60,6 mN/m na 29,4 mN/m.

V ptipadé¢ bakterie D3, D2 a CnH16 rovnéz doslo k vyraznému poklesu, kdy po kultivaci
Vv inokulacnim médiu, které odpovidalo hodnoté 49,4 mN/m nedoslo bud’ k zddnému sniZeni,
nebo jen velmi nepatrnému. Avsak po jejich kultivaci v produkénim médiu, které odpovidalo
hodnoté 60,6 mN/m ho dokazaly snizit vyrazné. D3 na hodnotu odpovidajici 45,6 mN/m,
D2 na 53,5 mN/m a CnH16 na 49,8 mN/m. Dané bakterie zde tedy vykazovaly daleko vyssi
aktivitu. Dalsich zajimavych snizeni v ramci jejich kultivace v inokula¢nim a produkénim
médiu bylo dosazeno u bakterii HO a BuSa.

Pokud ovSem porovname mezi sebou hodnoty povrchového napéti po kultivaci bakterii
V inokula¢nim médiu a v produk¢énim médiu bez ohledu na to, o kolik snizily svoje ¢ista média.
Zjistime, ze ve vice jak poloviné ptipadl doslo k nardstu povrchového napéti u méfenych
supernatantl po kultivaci bakterii v produkénich médiich. Pouze v ptipadé D3, HO, PP, CnH16
a BuSa doslo k poklesu povrchového napéti oproti jejich méfenym supernatantim po kultivaci
bakterii v inokula¢nim médiu.
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Graf 5: Srovndni povrchovych napéti po kultivaci bakterii v inokulacnich a produkcnich
médiich

4.2.5 Piehled vysledki po kultivaci mikroorganismi v produkénich médiich

V ramci lepsiho zhodnoceni vysledk jednotlivych testi byla vytvoiena Tab. 27, kde se nachazi
prehled vysledkt po kultivaci mikroorganismi v produkénich médiich. Jako uz po kultivaci
bakterie PP v inokula¢nim médiu, tak i po jeji kultivaci v produkénim médiu bylo v jejim
pripadé dosazeno zcela jednoznaéné nejlepSich vysledki a to v ramci vSech testl. Jako jedina
prokazala svoji aktivitu v ramci metody rozsifovani oleje.

Dalsi bakterie, kterd dosdhla po PP vramci testi nejlepSich vysledkt, byla HE. Jeji
emulgacni index byl dokonce i o dost vyssi, jak v ptipadé PP, ale opét je nutno podotknout, ze
ve srovnani s ni byla jeji emulgacni vrstva perforované;si.

Naopak zcela negativni vysledky ve vSech provedenych testech mély bakterie HH, HXM
a BuSa, tedy v zadném z testl nepotvrdily jakoukoliv piitomnost biosurfaktantd.
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Tab. 27: Prehled vysledkii po kultivaci mikroorganismii v produkcnich médiich

MO OSM E2x [%0]  Solubilizace antracenu Du-Nouy-Ring [mN/m]
PP + 32,7 0,678 29,4
D - 1,8 0,123 53,5
D3 - 12,7 0,047 45,6
HH - 0,0 0,000 53,8
HE - 41,8 0,234 55,4
HS - 12,7 0,403 62,2
HO - 0,0 0,422 50,5
HXM - 0,0 0,000 56,0
Buce - 12,7 0,270 59,3
BuSa - 0,0 0,000 46,2
CnH16 - 0,0 0,203 49,8
PK + 56,4 1,488 32,3

4.3  Kultivace vybranych bakterii PP a D3 v produk¢énich médiich

Na zaklad¢ vynikajicich vysledkii PP v obou typech médii ve vSech provedenych testech byla
vybrana k podrobnéjSimu prozkoumani spole¢né s bakterii D3, ktera dosahovala v ramci testi
zajimavych vysledki. Vzhledem k tomu, Ze se vSak v obou ptipadech jedna o bakterie stejného
rodu a to Pseudomonas, avsak v ptipadé D3 o pfirodni izolat z pidy zamoifené ropou bylo
zajimavé porovnat jejich vlastnosti a pokusit se v obou piipadech jesté vice podpoftit produkci
biosurfaktantu.

4.3.1 Stanoveni emulgacni aktivity PP a D3

Tento test byl proveden v 24, 48 a 72 hodinovém intervalu, pfi¢emz bylo pozorovano, zdali ma
doba kultivace vliv na velikost emulgacniho indexu a tedy produkci biosurfaktantu. Jak je
z Tab. 28 patrné, v pfipad¢ kultivace bakterie D3 na riznych typech produk¢éniho média je zde
vidét linearni ndrst emulgacniho indexu s ¢asem v rdmci kazdého typu média. Rovnéz
muzeme vidét 1 linearni zavislost s ¢asem tykajici se narlistu kompaktnosti emulgacni vrstvy
v ramci kazdého typu média. Bezesporu nejlepsi produkce latek vykazujicich emulgacni
aktivitu bylo dosazeno pfi rustu D3 na médiu mGY, kdy bylo médium doplnéno kvasni¢nim
extraktem o komplexni zdroj uhliku. Rovnéz velmi dobrych vysledkii bylo dosazeno
I v ptipadg, Ze bylo pouzito médium mG, kde byl pouzit pouze zdroj uhliku ve formé glukézy.
V piipadé kultivace D3 na médiich mGO a mGYO, kdy byl v obou produkénich médiich pouzit
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olej, ktery by mél produkci biosurfaktanti podporovat. Nedoslo ke vzniku pfili§ velkych

emulgacnich vrstev vV porovnani s kultivaci D3 na médiich mG a mGY.

Tab. 28: Emulgacni indexy a vzhled emulgované vrstvy bakterie D3 po aplikaci supernatantii
ziskanych po kultivacich jednotlivych bakterii v produkcnich médiich

Doba Pouzité Emulgaéni index, E24 Vzhled emulgované vrstvy
kultivace médium [%%6]
mG 16,4 celd vrstva byla hodné perforovana
mGY 3,6 celd vrstva byla hodné perforovana
24 hodin mGo 0.9 velmi nepatrnd, bild emulgacni vrstva
’ na rozhrani fazi
mGYO 0.9 velmi nepatrnd, bila efnlflg’aéni vrstva
na rozhrani fazi
tva byla k ktni, bila,
MG 255 vrstva byla ”orjnpa va ila
podobajici se péné
mGY 41,8 cela vrstva byla perforovana
48 hodin mGO 9.4 vrstva byla lior’npaktvni,v bila,
podobajici se péné
mGYO 145 vrstva byla lff)r’npaktvni,v bila,
podobajici se péné
MG 38.2 vrstva byla lff)rflpaktvni,v bila,
podobajici se péné
mGY 491 vrstva byla lior’npaktvni,v bila,
podobajici se péné
72 hodin vrstva byla kompaktni, nejhutné;si
mGO 18,2 byla na rozhrani fazi, dale byla spise
perforovana
mGYO 236 vrstva byla 1.<’0r’npaktvr11',v bila,
podobajici se péné
PK 56,4 kompaktni, neprtihledna, bila vrstva

Ackoliv PP dosahovala ve srovnani s D3 ve vSech ptedchazejicich testech lepSich vysledki.
V piipadé jejiho rastu na riznych typech produkénich médii byla ponékud ,,slabsi®, co se tyka
produkce latek vykazujicich emulgaéni aktivitu v typech médii jako mGY, mGO a mGYO jak

je patrné z Tab. 29. Nejenze, zde neni vidét pfima zavislost Casu na vysce jeji emulgaéni vrstvy,
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ale rovnéz pfi jeji kultivaci u téchto typti médii vykazovala i velmi nizké hodnoty emulga¢niho
indexu.

Co se tyka jeji kultivace v pripadé¢ média mG, kde byla obsazena jako zdroj uhliku pouze
glukéza vykazovala vysoké emulgacni indexy ve vSech méfenych Casovych intervalech.
Ackoliv ani zde nebyla dodrzena linearni zavislost rastu emulga¢niho indexu na case. Nutno
vSak vyzdvihnout jeji vysledek po 72 hodinach kultivace na tomto médiu, kdy jeji emulgaéni
index odpovidal hodnoté¢ 56,4 % a naprosto se shodoval s emulgacnim indexem PK. Pfi¢emz
emulgovana vrstva byla kompaktni, neprithledna a bila, ptesné jak v piipadé PK.

Tab. 29: Emulgacni indexy a vzhled emulgované vrstvy bakterie PP po aplikaci supernatantii
ziskanych po kultivacich jednotlivych bakterii v produkcnich médiich

Doba Pouzité Emulgaéni index, Ex4 Vzhled emulgované vrstvy

kultivace médium [9%6]

. vrstva byla kompaktni, bila, nejhutnéjsi
m

45,5 byla na rozhrani fazi, dale se podobala
spise ,,cukrove vate*
mGY 7,3 kompaktni, neprtihledna, bila vrstva
24 hodin
nepatrna, bila emulgaéni vrstva
mGO 5,5 P Hgachi VIsty
na rozhrani fazi
mGYO 18 velmi nepfltl:né, zakalena, perfo’rorvz}né
emulgacni vrstva na rozhrani fazi
mG 41,8 kompaktni, neprithledna, bila vrstva
mGY 27,3 kompaktni, neprithledna, bila vrstva
48 hodin mGO 18 velmi nepatrna, bila elrrmflg%aéni vrstva
na rozhrani fazi
mGYO 36 nepatrna, bila emu}gziér’n' vrstva
na rozhrani fazi
mG 56,4 kompaktni, neprtihledna, bila vrstva
velmi nepatrna, bila emulgaéni vrstva
mGY 0,9 P mue v
na rozhrani fazi
72 hodin GO 55 Nepatrna, bila emu%ge}ér'li vrstva
na rozhrani fazi
mGYO 3.6 nepatrna, bila emu}gziélrli vrstva
na rozhrani fazi
PK 56,4 kompaktni, neprtihledna, bila vrstva
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4.3.2 Solubilizace krystalického antracenu

Pro vzorky ziskané po rtiznych kultivacnich Casech pii kultivaci bakterii D3z a PP na riznych
kultiva¢nich médiich byla také provedena analyza solubilizace antracenu.

Absorbance vzorka Dz po jeji kultivaci na riznych typech produkénich médii, po odecteni
absorbance jejich Cistych médii je znazornéna v Grafu 6. VSechny uvedené hodnoty, az
na hodnotu ziskanou po 48 hodinové kultivaci bakterie Dz na médiu mGO nebylo v ramci
meéfeni nutné fedit.

Pokud se tedy zaméiime na vysledky bakterie D3, kterych dosahla v ramci jeji kultivace
na raznych typech produkénich médii. Jak mizeme z Graf 6 vidét, nejvetsi absorbanci tato
bakterie vykazovala po jeji kultivaci na médiu mGO a mGYO. Pti¢emz zde vidime i linearni
narust jeji absorbance s ¢asem, ktery byl tedy po 72 hodinach kultivace nejvétsi. Tato informace
je v souladu s literaturou, protoze biosurfaktanty jsou ze své podstaty spiSe sekundarni produkt,
a proto je jejich produkce obvykle spojena s pozdéjsimi fazemi kultivace. Nejhorsi vysledek
naopak vykazovala pii jeji kultivaci na médiu mGY, kdy nedoslo k Zadné solubilizaci
antracenu. V ptipadé jeji kultivace na médiu mG nebylo dosazeno pfili§ vysokych hodnot
absorbance, naopak tato bakterie vykazovala pokles absorbance s casem. Z téchto vysledka je
ziejmé, ze piitomnost oleje v kultivacnim médiu vyrazné stimuluje produkci biosurfaktantii
u bakterie D3, coz je opét logické. VéEtSina bakterii produkuje biosufaktanty praveé za ucelem
zvySeni dostupnosti a tim 1 zlepSeni utilizace ve vodé nerozpustnych substratl jako je prave
rostlinny olej.

0,9 s
+m
08 —o—mGO 0,785
0.7 mGYO 0,635
—_ (),
g 06 —o—mGY 0,546
C
_féﬁ 0,5
3 04
é 0,231 0,456
0,3

0.2 0,169 0,106
0.1 1 9141 \‘0,031
0e o

24 48 72
Doba kultivace [hod]

Graf 6: Absorbance bakterie D3 po jeji kultivaci na riiznych typech produkcnich médii, po
odecteni absorbance jejich cistych médii

V piipad¢ kultivace PP na produkénich médiich mG, mGY, mGO a mGYO, jak
muzeme z Grafu 7 vidét, vykazovaly vzorky schopnost solubilizace antracenu ve vsech typech
uvedenych médii.
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Jako i v pfipadé bakterie D3, bakterie PP dosahla nejvyssi miry absorbance po jeji
kultivaci na médiich mGO a mGYO, ackoliv se zde nejednalo o zcela linearni zavislost s Casem
jako v pripad¢ bakterie D3. V obou typech téchto médii byl obsazen olej, ktery by mél
podporovat produkci biosurfaktantli, coz bylo vtomto piipadé¢ prokazano. Jak mulzeme
z Grafu 7 vidét, nejveétsi nartst schopnosti solubilizace antracenu u obou typt médii mGO
amGYO vykazovala bakterie PP po jeji 48 hodinach kultivace. Nutno podotknout, Ze se
Vv ptipad¢ téchto dvou typt médii jednalo o vyrazné vys$i miru schopnosti solubilizace
antracenu oproti PK, ktera vykazovala hodnotu 1,536 a to ve vSech méfenych Casovych
intervalech. Oproti takto vysoké mife schopnosti solubilizace antracenu v obou typech téchto
médii, bylo v pfipadé kultivace PP na médiu mGY dosazeno nizké schopnosti solubilizace
antracenu, po 72 hodinové kultivaci dokonce nulové.
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Graf 7: Absorbance bakterie PP po jeji kultivaci na ruznych typech produkcnich médii,
PO odecteni absorbance jejich cistych médii

4.3.3 Metoda Du-Nouy-Ring zaméiena na bakterie PP a D3

Jelikoz je méteni povrchového napéti popsano jako jedna z nejvice pouzivanych a spolehlivych
metod na prokézani pfitomnosti biosurfaktant byla pouzita i v rdmci testovani bakterii PP a D3
na riznych typech produkénich médii v rizném kultivacnim case.

Nameétené hodnoty povrchového napéti jednotlivych supernatantii ziskanych po kultivaci D3

Vv riznych typech produkénich médii jsou uvedeny v Grafu 8. V piipadé méfeni povrchového
napéti u bakterie D3 nelze prili§ hovofit o néjaké linearni zavislosti povrchového napéti mezi
dobou kultivace a typem produkéniho média. Az na kultivaci bakterie D3 v médiu mG, které
obsahovalo jako jediny zdroj uhliku gluk6zu. Zde vidime jednoznaéné€ snizovani povrchového
napéti s dobou jeji kultivace. Nicmén¢ zadné kultivacni médium nedokazalo podpofit tuto
bakterii natolik, aby dokdzala snizit hodnotu jeho povrchového napéti az na 40 mN/m.
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Nejvétsiho snizeni na hodnotu 45,6 mN/m bylo dosazeno v piipadé jeji kultivace
po 24 hodinach na médiu mGY.

60
56.9 —o—mG —o—mGY
55
E
z
E 50
- =
)§ = \
2 o454 47 46,4
> 45,6
=]
=
(5]
S 40
[=)
A
35
24 48 72

Doba kultivace [hod]

Graf 8: Namérené hodnoty povrchového napéti jednotlivych supernatantii ziskanych
po kultivaci D3 v riiznych typech produkcnich médii

Co se tyka vysledkt bakterie PP, jejiZ namétené hodnoty povrchového napéti, ziskané po jeji
kultivaci na riznych typech produkénich médii jsou uvedeny v Grafu 9. Vidime zde zcela
jednoznacné, naprosto prukazné vysledky dokazujici pfitomnost biosurfaktantu. Jelikoz doslo
ke sniZeni povrchového napéti pod hranici 40 mN/m, a to ve vSech pfipadech. Rozdily v ramci
jednoho typu média v zavislosti na dob¢ kultivace jsou misty tak nepatrné, Ze je 1ze uvazovat
v ramci odchylky. Asi jako jedinou zévislost, kterou lze pfi kultivaci bakterie PP na rGznych
typech produk¢nich médii vidét je, ze pii kultivaci na médiich mG a mGY byla vzdy aZ na jeden
pfipad jeji hodnota povrchového napéti pod hranici 30 mN/m. Tedy sniZovala povrchové napéti
jesté vice jako v ptipadé jeji kultivace na mGO a mGYO, kdy byla ve vSech ptipadech
nad hranici 30 mN/m, ackoliv byl v obou typech médii obsazen olej podporujici produkci
biosurfaktantu.
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Graf 9: Namérené hodnoty povrchového napeéti jednotlivych supernatantit ziskanych po
kultivaci PP v riznych typech produkcnich médii

4.4  Vyhodnoceni infraCervené spektroskopie

Infracervend spektroskopie S Fourierovou transformaci (FTIR) se fadi mezi rychlé, pohodiné
a nedestruktivni analytické metody poskytujici velice pfesnou identifikaci a charakterizaci
izolované latky. Principem metody je absorpce infraerveného zareni, kdy dochazi ke zménam
rotaén¢ vibra¢nich energetickych stavi molekuly vyvolanych zménou jejiho dipdlového
momentu. Razné latky lze kvantifikovat z jediného spektra vzorku.

Na zaklad¢ moznosti této metody identifikovat a charakterizovat izolované latky byl tento
typ analyzy zvolen pro vybrané bakterie D3 a PP, abychom zjistili, jaké slouceniny po kultivaci
v produkénim médiu mGY tyto bakterie produkovaly. Pro moZznost jejich analyzy byly
supernatanty ziskané po jejich kultivaci v produkénim médiu mGY pfipraveny extrakci
rozpoustédly a také srazenim. Podrobny popis ptipravy vzorkli pomoci extrakce rtiznych typi
rozpoustédel a sraZeni je popsan v kapitole 3.5 a 3.6.

Na zakladé méfeni, které bylo provedené v rozsahu 400 — 4000 cm™ byla ziskana
infracervena spektra popisujici zavislost absorbance na vlnové délce dopadajiciho zafeni.
Spektra testovanych vzorki byla vzdy porovnana se spektrem komeréné dostupné 95 % mono-
a dirhamnolipidové smési, v nasem piipadé dale oznacované jako standard. Spektrum
rhamnolipidového standardu je zobrazeno na Obr. 18.
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Obr. 18: Spektrum komercné dostupné rhamnolipidové smési — standardu

Charakteristické absorpéni pasy rhamnolipidového standardu s odpovidajicimi skupinami
absorpénich frekvenci jsou uvedeny v Tab. 30. Siroky absorpéni pas nachézejici se v oblasti

mezi 3 500 — 3 000 cm™*, rovnéz pak pas v oblasti mezi 1 600 — 1 520 cm™, oznageny ve spektru

pod ¢islem 4., poukazuji v méteném vzorku na ptitomnost vody. Valen¢ni vibrace alifatickych

skupin vykazujici ve spektru pasy 1. a 2., poukazuji na pfitomnost hydroxydekanové kyseliny,
ktera je charakteristickd pro rhamnolipidovou slou€eninu. Pas vyskytujici se ve spektru
pod oznacenim ¢islem 3. poukazuje na vyskyt karboxylové kyseliny a esterové vazby. Oblast

mezi 1400 cm™ — 900 cm™ vykazuje deformaéni vibrace typické pro sacharidy, jedna se

0 zobrazeni funkénich skupin CH, OH. V oblasti od 800 — 450 cm™ se ve spektru nachazi CH,

OH a CHs funk¢ni skupiny.
Tab. 30: Charakteristické pasy rhamnolipidové smési

Cislo pasu Typ vibrace Funkéni skupiny
1. valenéni asymetricka (CHz) —CHz2——0O- CHz-
2. valen¢ni symetricka (CHz) —CH2——O— CHz-
3. valenéni (C=0) —COOH, -CO-O-
4. valen¢ni (H20) H20
5. deformacni (CH) —CH
6. valenéni (CO) R-OH
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Obr. 19: Spektrum vyextrahovanych latek po kultivaci bakterie D3 za pouZiti riiznych typii
extrakcnich smési

Ve srovnani se spektrem rhamnolipidového standardu, které je zobrazeno na Obr. 18 vidime
jisté odlisnosti v pfipadé nami vyextrahovanych latek po kultivaci bakterie Ds. Spektra ziskané
extrakci supernatantu D3 Vv rozpoustédlech methanol:chloroform (1:1) a methanol:chloroform
(1:3) jsou zobrazena na Obr. 19.

Na prvni pohled je patrné, Ze spektrum ziskané extrakci supernatantu bakterie D3 ve vyse
zminénych rozpoustédlech obsahuje mensi koncentraci latek, jelikoZ pasy jsou daleko mensi
oproti rhamnolipidovému standardu a rovnéZ nejsou zcela totozné. AvSak i pifes tyto drobné
nuance z jejich spekter vyplyva, ze obsahuji funk¢ni skupiny charakteristické pro rhamnolipidy.

Pokud srovname spektra D3 v rdmci pouzitych rozpoustédel, vidime, Ze v pfipad€ pouZitého
rozpoustédla methanol:chloroform v poméru 1:1 se navic ve spektru v oblasti 1700 cm™
vyskytuje pas, charakteristicky pro funkéni skupinu C-Cls. Naopak pii pouziti rozpoustédla
methanol:chloroform 1:3 nam chybi pés v oblasti 1 200 — 1 300 cm™, ktery je charakteristicky
pro deformacni vibraci a funkéni skupinu —C—H.
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Obr. 20: Spektrum vyextrahovanych latek po kultivaci bakterie PP za pouZiti riiznych typii
extrakcnich smési a srazeni

V ptipadé vyextrahovanych latek z bakterie PP vidime podobny trend na Obr. 20, jako
v piipadé extrakce u D3, kdy byla pouzita extrakéni rozpoustédla methanol:chloroform
v poméru 1:1 a methanol:chloroform 1:3. Jako i v pfipadé spektra bakterie D3, kdy byla pouzita
smes methanol:chloroform v poméru 1:1 se projevil pas C-Cls a v ptipadé pouziti smési
methanol:chloroform 1:3 nam chybi pas charakteristicky pro funkéni skupinu C-H.
Co vyextrahujeme, zalezi i zde na extrak¢éni smési.

Nejvice podobna se jevi spektra ziskand za vyuziti extrakéni smési methanol:chloroform
v pom¢éru 1:3 a za pouziti ethylacetatu. Vyhodou extrakce latek ethylacetatem je jeho netoxicita
a ekologicnost, rozklada se na ethanol a kyselinu octovou, které nejsou takovou biologickou
zatézi jako naptiklad chloroform. Jinak naopak vypada spektrum v pifipadé€, Ze jsme misto
extrak¢nich rozpoustédel pouzili srdzeni. Pasy se oproti ostatnim spektrim jevi neostré,
dokonce se zde v oblasti 1 500 — 1 600 cm™ vyskytuje deformaéni vibrace s funkéni skupinou
—NH2. Coz pravdépodobné naznacuje kontaminaci proteiny, které pravdépodobné
ko-precipitovaly spolecné s rhamnolipidy. Extrakce pomoci srazeni je tedy nespecifickou
metodou, jelikoz muze vést k vysrazeni fady dalSich latek.

Ziskana spektra PP se jako v piipadé D3 podobaji standardnimu spektru rhamnolipid
a z toho tedy Ize usuzovat, ze se jednalo o slou€eniny na bazi rhamnolipidi, které jsme extrakci
supernatantu PP ziskaly. Mnozstvi a také chemicka povaha kontaminantii zalezi na pouzitém
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isolacnim postupu, nejméné specificka je jednoducha precipitace, naopak jako velice zajimavé
extrakéni ¢inidlo se jevi ethylacetat.

4.5 Vyhodnoceni chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Tenkovrstva chromatografie se fadi k rychlym analyticky metodam a funguje na principu
rozdélovani jednotlivych latek mezi postupujici mobilni fazi rozpoustédla a stacionarni fazi
tenké vrstvy. Jako stacionarni fdze se nej€astéji vyuziva hlinikové desticka pokryta sorbentem
a mobilni faze je tvofena rozpoustédly, jednd se o tzv. vyvijeci smés. Piehled pouzitych
vyvijecich smési vybranych na zaklad¢ literatury je popsan v kapitole 3.7.

Obr. 21: 1. standardni smés mono a dirhamnolipidu, 2. Supernatant PP extrahovany
V ethylacetdtu

Vzhledem Kk nejlepsim vysledkim, kterych bakterie PP dosahla v prubéhu vsech
provedenych experimentd, byla vybrana k otestovani i pomoci tenkovrstvé chromatografie. Jeji
vzorek byl pfipraven extrakci v rozpoustédlech ethylacetatu a methanol:chloroformu (1:1).
Podrobny popis pfipravy je uveden v kapitole 3.5. Vzorky byly porovnany se standardem
obsahujicim smé&s mono- a di-rhamnolipidu.

Ze vsech testovanych smési, jejichz ptehled a slozeni je uvedeno v kapitole 3.7 se extrakt
ziskany z PP podatilo rozdé€lit pouze za pouziti vyvijeci smési chloroform:methanol:20 %
Kys. octova v poméru 65:12:2 a to jenom v pifipadé, ze byl vzorek pfedtim pfipraven extrakci
Vv ethylacetatu. V ptipad¢ jeho extrakce pomoci methanol:chloroformu v poméru 1:1 se ziskany
extrakt z PP rozdé¢lit nepodafilo. Rozdé€leni jednotlivych skvrn standardu a vzorku
extrahovaném v ethylacetatu jsou zobrazeny na Obr. 21. Vidime, ze umisténi a rozdéleni
jednotlivych skvrn v testovaném vzorku PP se shoduje s pozici skvrn standardu. Pficemz byly
detekovany mono- a di-rhamnolipidy v testovaném vzorku. Na zakladé porovnani intenzity
skvrn je mozné konstatovat, ze ve srovnani s pomérnym zastoupenim mono- a di-rhamnolipidy
u standardu prevazuji dirhamnolipidy. V naSem vzorku byly také zastoupeny mono-
i dirhamnolipidy, ale naopak pievazovaly spiS§e monorhamnolipidy, coz mize souviset
s podminkami Kultivace, které maji vliv na tvorbu rhamnolipida.

62



5 ZAVER

Cilem prace bylo otestovat mikrobidlni produkci biosurfaktantli vybranych druhti bakterii
a ur¢it na zakladé provedenych testl, zda jsou testované bakterialni kmeny producenty
biosurfaktantd a nasledné tyto biosurfaktanty identifikovat.

V ramci experimentalni prace byly porovnany screeningové metody testovani potencialnich
producenti biosurfaktant, které byly nasledné optimalizovany. Jednalo se o metodu
rozSifovani oleje, stanoveni emulgacni kapacity, penetracni test, orcinolovou metodu, metodu
Du-Nouy-Ring, CTAB agarovy test a solubilizaci krystalického antracenu. Z téchto metod
se nepodafilo zcela optimalizovat orcinolovou metodu, penetratni a CTAB agarovy test.
Jelikoz nebylo pfili§ moZné v ramci téchto testl dosaZzené vysledky interpretovat. Naopak dalsi
testované metody byly experimentalné i Casové nenarocné, jejich interpreatace nebyla naro¢na
a zarovenl vykazovaly velice solidni reprodukovatelnost. Navic jejich kombinace je velice
vhodna, protoze kazda identifikuje jinou fyzikalné-chemickou vlastnost detergentu.
Pti stanoveni povrchového napéti je piimo méfen ubytek povrchové napéti na povrchu vodného
roztoku, pfiCemz za pozitivni prukaz pfitomnosti biosurfaktantu se povazuje pokles
povrchového napéti pod hodnotu 40 mN/m. Pfi emulganim testu je naopak stanovena
schopnost testovaného vzorku emulgovat dvé nemisitelné faze. Pfi stanoveni solubilizace
antracenu je stanovena schopnost pfevedeni hydrofobni slouceniny do vodného roztoku.
V poslednich dvou testech je vhodné vysledek porovnat sreferenénim vzorkem
(tzv. kontrolou).

VSech sedm vySe zminénych metod bylo testovano Vramci produkce vybranych
11 bakterialnich kment po jejich kultivaci v komplexnich inokula¢nich médiich. Avsak
na zéklad¢ vysledki dosazenych v ramci jednotlivych testi byla schopnost produkce
biosurfaktanti prokazana pouze v piipadé bakterie Pseudomonas putida na zakladé
vyhodnoceni metody rozSifovani oleje, stanoveni emulgaéni aktivity, solubilizace
krystalického antracenu a méfeni povrchového napéti. V ostatnich piipadech bud’ k produkci
biosurfaktantu viibec nedoslo, nebo byla jeho produkce velice nizka.

Kromé& komplexnich médii byla produkce biosurfaktantli testovdna také v mineralnich
médiich, které jsou vyuzivany k biotechnologické produkci polyhydroxyalkanoatii. Vysledkd,
z nichz je mozné uvazovat pritomnost produkce biosurfaktantii, bylo i zde dosazeno pouze
Vv ptipadé Pseudomonas putidy v ramci jejich vysledkd dosazenych v metod¢ rozsifovani oleje,
stanoveni emulgaéni aktivity, solubilizace krystalického antracenu a méfeni povrchového
napéti.

Na zakladé¢ vysledki Pseudomonas putidy v obou typech kultivaénich médii ve vSech
provedenych testech byla vybrana k podrobnéjSimu prozkoumani spolecné s bakterii
Pseudomonas fulva, ktera dosahovala v ramci testi zajimavych vysledki. Obé tyto bakterie
byly zkoumany s ohledem na jejich schopnost produkce v rtiznych typech produkénich médii
konkrétné pak bylo mineralni médium suplementovano glukézou, olejem, kvasni€énym
extraktem nebo kombinaci oleje a kvasnicného extraktu. Ovéten byl také vliv ¢asu kultivace.
Testovani bylo provedeno spomoci stejnych metod, jako v pfipad¢ kultivace bakterii
v produkénich médiich s vyjimkou metody rozsifovani oleje. Pseudomonas fulva nedokazala
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v ramci té€chto testll snizit povrchové napéti pod 40 mN/m, jako bakterie Pseudomonas putida,
ackoliv ve zbyvajicich dvou testech vykazovala pomérné pekné vysledky. Jednoznacné zcela
nejlepsich vysledki bylo dosazeno v ptipad¢ bakterialniho kmene Pseudomonas putida, u které
jsme si produkci biosurfaktantt tak potvrdili.

Pro chemickou charakterizaci aidentifikaci povrchové aktivnich latek, produkovanych
bakteriemi Pseudomonas putida a Pseudomonas fulva byla zvolena infra¢ervena spektroskopie
s Fourierovou transformaci (FTIR). Na zakladé ziskanych spekter a pfijejich porovnani
s komer¢nim standardem byly isolované slouceniny identifikované jako rhamnolipidy. Tato
skute¢nost neni prekvapujici, fada zastupct roku Pseudomonas disponuje schopni produkce
téchto biosurfaktanti. Zarovein byly porovnany rizné isola¢ni postupy a extrakéni smeési
pro isolaci biosrufaktantli. Vysledky naznacuji, Ze zvoleny isolacni postup ma vyrazny vliv
na ¢istotu produktu, pii precipitaci v kyselé oblasti pH byly vzorky biosurfaktantii silné
kontaminovany proteiny. Naopak se osvédcila isolace biosurfaktantii pomoci ethylacetatu, coz
je vzhledem ke své ekologické povaze velice zajimavé rozpoustédlo ikontextu ptipadné
pramyslové isolace biosurfaktantt.

Na zakladé¢ prokazani produkce rhamnolipidi pomoci FTIR byla vybrana Pseudomonas
putida k bliz§imu prozkoumani pomoci chromatografie na tenké vrstvé (TLC). Zde se nam
podaiilo rozdélit mono- adirhamnolipidy. Podle nasich vysledkii produkuje bakterie
Pseudomonas putida smés mono- a dirthamnolipidii, pficemz v naSich vzorcich byly
dominantnéjsi frakci monorhamnilipidy.
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7 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

CMC
CDM
HIV
CTAB
MB
PHA
PK
NK
TLC
FTIR
dF

dl

napf.

p.a.

angl.
sp.
r, 2
Ap
E24

hemulze

htot

kritickd micelarni koncentrace
kritické fedéni micel

virus lidské imunitni nedostatecnosti
cetyltrimethylamoniumbromid
methylenova modft
polyhydroxyalkanoaty

pozitivni kontrola

negativni kontrola

chromatografie na tenké vrstvé
infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
derivace sily

derivace délky

napitiklad

hmotnost

pro analyzu, chemikalie pro analytické ucely
povrchové napéti

objem

anglicky

species

polomér zaktiveni kapky

tlakovy rozdil napfi¢ rozhranim
emulgacni index

vySka emulgaéni vrstvy

celkova vyska kapaliny
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