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ABSTRAKT

Bakalafska prace se vénovala studiu rozkladu bakteridlniho exopolysacharidu xa-
nthanu, také trisacharidu rafinézy a tetrasacharidu stachyozy bakterii Paenibacillus sp.
XD. Vysledky ziskané méfenim nariistu biomasy a enzymové aktivity prokdzaly schopnost
degradace téchto sacharidi a také existenci extracelularnich enzymt pii rozkladu xanthanu
a rafin6zy. Bylo zjisténo, Ze optimalni doba rustu kultury XD v xanthanovém a rafin6zo-
vém viskéznim médiu byla 3 dny.

Dale byly provadény testy schopnosti bakterie inhibovat tvorbu biofilmu u vybra-
nych biofilmovych kultur. Vysledky tohoto experimentu ukazaly, ze bakterie Paenibacillus
sp. XD ma nejvétsi vliv na inhibici tvorby biofilmu kulturou Pseudomonas aeruginosa
CCM 3955.

Kli¢ova slova: xanthan, rafin6za, degradace, bakterie, enzym, polysacharid

ABSTRACT

Bachelor thesis dealt with the study of bacterial degradation of the exopolysaccha-
ride xanthan gum, also trisaccharide raffinose and the tetrasaccharide stachyose by bacteria
Paenibacillus sp. XD. Results obtained by measuring the increase of biomass and enzyme
activities demonstrated the ability of degradation of these carbohydrates as well as the ex-
istence of extracellular enzymes during decomposition of xanthan gum and raffinose. It
was found that the optimal time of growth of culture XD in xanthan and raffinose viscous

medium was 3 days.

Further tests were conducted ability of bacteria to inhibit biofilm formation of se-
lected biofilm forming cultures. The results showed that the greatest effect on the inhibi-
tion of biofilm has Paenibacillus sp. XD on the biofilm of Pseudomonas aeruginosa CCM
3955 culture.

Keywords: xanthan gum, raffinose, degradation, bacteria, enzyme, polysaccharide
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UvVOoD

Mikrobialni polysacharidy, jako je xanthan, gellan, dextran nebo alginat, jsou Siroce
vyuzivany v priamyslovych biotechnologickych aplikacich. Xanthan je bakteridlni exopo-
lysacharid, ktery je produkovan béhem rustu bakterie Xanthomonas campestris a ma fadu
vyznamnych vlastnosti, k nimz patii vysoka viskozita pfi nizkych koncentracich nebo sta-
bilita v Sirokém rozsahu pH a teplot. Diky témto vlastnostem je vyuzivan zejména v potra-
vinarstvi, predevsim jako zahuStovadlo a stabiliza¢ni Cinidlo, ale své vyuziti ma také v
kosmetice i 1ékaistvi. Bakterie Paenibacillus sp. XD je zajimava schopnosti degradovat
extracelularni polysacharid xanthan. Cilem vyzkumu je ziskat dal$i informace o sacharoly-
tickych vlastnostech tohoto mikroorganizmu. Vysledky vyzkumu by mohly byt vyuzitelné
v prumyslovych aplikacich, kde je nutné zajistit rozstépeni polysacharidd, piipadné zame-
zeni tvorby biofilmu, nebo jeho odstranéni, napi. v oblasti mediciny. Tvorba biofilmu ma
Vv oblasti mediciny pievazné negativni vyznam, protoze umoziuje patogennim mikroorga-
nizmdm lepsi ochranu pred imunitnim systémem i 1é¢bou antibiotiky. Stejny vyznam je
mozno videt 1 v potravinarském primyslu, kde jsou biofilmy mikroorganizmii nezadouci
ve smyslu kontaminace vyrobniho zafizeni. Pravé zkoumdni inhibice tvorby biofilmu né-
kterym bakteriim je vénovana ¢ast této prace.

Néplni bakalaiské prace byl vyzkum sacharolytické enzymové aktivity kultury
Paenibacillus sp. XD. Je to grampozitivni az gramlabilni sporulujici ty¢inka, ktera kromé
xanthanu rozklada i alginat sodny a nekompletné i Skrob. Tato prace navazuje na disertacni
praci Ing. Markéty Muchové PhD., ktera se tykala studie dvou bakteridlnich kultur utilizu-
jicich bakteridlni exopolysacharidy xanthan a gellan. Tyto mikrobialni kultury byly ziska-
ny z aktivovaného kalu a v rdmci disertacni prace byla bakterie utilizujici xanhan nazvana

kmen XD a bakterie degradujici gellan nazvana kmen GD.
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1 LITERARNI RESERSE

1.1 Xanthan

Xanthan je ve vod¢ rozpustny exopolysacharid, ktery je primyslové produkovan
kultivaci gramnegativni bakterie Xanthomonas campestris [1], ktera je patogenni pro rost-
liny [2]. Byl objeven v roce 1963 v Northern Regional Research Center (nyni The National
Center for Agricultural Utilization Research) of the United States Department of Agricul-
ture [1].

Zakladni struktura xanthanu je linearni, slozena z D-glukopyranézovych jednotek
spojenych vazbou B(1—4) (stejné¢ jako v celuldze). Ze 3. uhliku kazdé druhé glukozové
jednotky vychazi vedlejsi trisacharidovy fetézec, slozeny z glukuronové kyseliny, ktera je
spojena se dvéma man6zovymi jednotkami. S tou, Ktera je navazana na hlavni linearni te-
tézec, je spojena vazbou B(1—2), a S terminalni mandzovou jednotkou se poji vazbou
B(1—4) [3, 4], viz obrazek 1. Ptiblizn¢ 50% kone¢nych manozovych zbytkd je substituo-
vanych pyruvatem a neterminalni zbytky obvykle nesou acetylovou skupinu na C6 [1].
Vedlejsi trisacharidovy fetézec je v souladu s hlavnim fetézcem slozenym z [-D-
glukézovych jednotek a stabilizuje celkovou konformaci nekovalentnimi interakcemi, jako
jsou vodikové vazby. V roztoku se boc¢ni fetézce ovinou kolem hlavniho fetézce a tim
chrani B-(1—4) vazby. Tato ochrana je odpovédna za stabilitu xanthanu viéi hydrolyze
[1]. Trisacharidové vétve jsou spojeny s hlavnim fetézcem polymeru. Vysledny fetézec
miZe existovat jako jednosroubovice, nebo jako dvojsroubovice ¢i trojSroubovice [5], které
interaguji s dal§imi polymernimi molekulami za vytvotreni komplexu. Molarni hmotnost je
v rozsahu 2 x 10% — 20 x 10° g/mol [1].

Ptredpoklada se, ze syntéza xanthanu je podobna syntéze exopolysacharidil jinych
gramnegativnich bakterii. Synteticky postup mize byt rozdélen do 3 casti: (I) pfijem jed-
noduchych sacharidi a pfeména na nukleotidové derivaty. (II) Shromazdéni pentasachari-
dovych podjednotek pripojenych na isopentylpyrofosfatovy nosi¢. (IIT) Polymerizace pen-
tasacharidovych opakujicich se jednotek a jejich sekrece [1].

Hlavni fetézec xanthanu je formovan postupnym dopliiovanim D-glukéza-1-fosfatu a D-
glukozy ze 2 moli UDP D-glukézy. Nasledné jsou ptidany D-mandza a D-glukuronova
kyselina z GDP mandzy a UDP-glukuronové kyseliny. O-acetylové skupiny jsou pievede-
ny z acetyl-CoA na vnitini mandzovy zbytek a pyruvat z fosfoenolpyruvatu je pfipojen ke

konecné manoéze. Kazdy z téchto krokl vyzaduje pro kompletnost specifické substraty
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a specifické enzymy. Pokud jeden substrat nebo enzym chybi, bude tento krok blokovan

[1].

CH,0H
CH,COOCH,

H

Obr. 1 Struktura xanthanu [6]

1.1.1 Xanthan-lyaza

SmiSené nebo Cisté bakterialni kultury, které rostou na xanthanu, obecné produkuji
smés xanthan-degradujicich enzymd. Jeden z téchto enzym, ktery je vhodny pro modifi-
kaci xanthanu, je xanthan-lyaza. Ta odstraiuje kone¢ny manozylovy zbytek pies f-
eliminaci, za vzniku volné manézy a tetrasacharidové opakujici se jednotky. Byly popsany
nespecificka xanthan-lyaza [7] a specificka xanthan-lyaza $tépici pyruvatovanou man6zu
[8]. Vysledny polytetrasacharid se li§i od polytetrasacharidu produkovaného mutanty X.
campestris: xanthan-lyazou modifikovany xanthan nese jako koncovy zbytek postranniho
fetézce 4,5-en-glukuronovou kyselinu namisto kyseliny glukuronové. Dosud nebyly zve-
fejnény Zadné aminokyselinové sekvence xanthan-lyazy, a tudiz neexistuji Zadné informa-
ce o homologii nebo piibuznosti s jinymi enzymy degradujicimi polysacharidy [9]. Aktivi-
ta xanthan-lyazy muze byt snadno monitorovana méfenim narustu Aass zpasobeného kon-
jugaci vytvorené vazby C=C s karboxylatovou skupinou ve zbytku uronové kyseliny [10].
Dvojna vazba vytvorena xanthan lydzou muze byt oxidovana iodistanem. Je ziskan oxi-
daéni produkt, ktery reaguje s Kyselinou thiobarbiturovou (TBA) za vzniku chromoforu pfi

590 nm [11].
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Xanthan-lyaza byla poprvé ziskana Sutherlandem z Bacillus sp., Corynebacterium
sp. a smiSenych kultur [12]. Pasobeni téchto enzymii zavisi na stupni pyruvace a acetylace
xanthanu.

Jiz diive byla izolovana bakterie degradujici xanthan, Paenibacillus alginolyticus
Strain XL-1 a byla charakterizovana specificka xanthan-lyaza produkovana timto mikroor-

ganizmem [9].

0—CHz

\C/ 0 OH
7 N\ NPH
o

Obr. 2 Pisobeni specifické xanthan-lyazy [9]

1.1.2 Vyuziti xanthanu

Xanthan je $iroce vyuzivan jako stabiliza¢ni ¢inidlo v potravinaiském, farmaceutic-
kém a ropném primyslu, protoze vykazuje vynikajici reologické vlastnosti, jako je napf.
pseudoplasticita, vysokd viskozita pfi nizkych koncentracich a tolerance k Sirokému rozsa-

hu hodnot pH a teplot [13, 14].

V potravindistvi

Nejvice se xanthan vyuziva v potravinaiském prumyslu napf. jako zahustovadlo
pro ovocné diené a ¢okolady, do dresingii, keCupti i pe€iva. Pti vyrobé peciva se xanthan
pouziva pro zvysSeni vazby vody béhem peceni, skladovani, prodluzuje trvanlivost peciva
a stabilitu pfi zmrazovani a rozmrazovani peciva. V jemnych pecivech mize byt xanthan
také pouzit jako vajecna nahrazka, zejména obsah bilku mize byt snizen bez ovlivnéni
vzhledu a chuti. Xanthan také pfispiva k ,,hladkosti* peciva a zaclenéni vzduchu do tésta.
Zlepsuje objem, texturu, uvoliiovani aroma a snizuje kalorie v pecivu a bezlepkovém chle-
bu [15].

Smés xanthanu, karagenanu, guarové gumy a galaktomananu je vybornym stabili-

zatorem zmrzlin, Serbetd, milkshakt a vodovych zmrzlin. Xanthan se pouziva také do dre-
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singd, ty maji diky nému vynikajici dlouhodobou stabilitu emulze a relativné konstantni

viskozitu v $irokém rozmezi teplot [15].

Vlastnosti xanthanu jsou vyuzivany u sirupd a polev. Maslové sirupy a ¢okoladové
polevy obsahujici tento polysacharid maji vynikajici konzistenci a tokové vlastnosti
a diky jejich vysoké viskozité se projevi silné a chutné na produktech, jako jsou palaéinky,
zmrzlina a vafené maso. Mrazené Slehackové Koncentraty maji pevnou strukturu a vynika-
jici stabilitu pfi zmrazovani a rozmrazovani. Nizké hladiny xanthanu poskytuji vysokou
viskozitu v oméackach a stavach pti kyselém 1 neutralnim pH. Viskozita je také velmi sta-
bilni vi¢i zménam teploty a je zachovana pii riznych dlouhodobych skladovacich pod-

minkach [15].

Prumyslové vyuZiti

Xanthan ma Siroké vyuziti v chemickém primyslu, napt. v zubnich pastach se pou-
ziva pro dosaZeni spravné konzistence, krom¢ jiného se mize pouzit i pii vyrobé vybusnin
[1]. Specialni reologické vlastnosti xanthanu jsou technologicky vyuzitelné v ropném pri-
myslu pro ropné vrty, k ¢isténi potrubi atd. Vzhledem k tomu, Zze ma xanthan vynikajici
kompatibilitu se soli a odolnost proti tepelné degradaci, mize byt také pouzit jako dopln-
kova latka pro vrtné vyplachy. V zemé&délstvi je xanthan pouzivan ke zlepSeni tokovych
vlastnosti roztokd fungicidii, herbicidii a insekticidi. Pomaha kontrolovat ulet postiikové
kapaliny a lepivost, ¢imz zvySuje dobu kontaktu mezi pesticidem a plodinou. Diky toko-
vym vlastnostem xanthanu a jeho stabilité pfi Sirokém rozsahu pH je xanthan vyuZivan
I jako prisada do ¢isticich prostfedkti. Xanthan je pouzivan i jako pomocna suspenze nebo
stabilizator pfi vyrobé papiru a lepenky, a to zejména pokud jsou uréeny pro styk s potra-
vinami. Zlepsuje také tokové vlastnosti Sampont a tekutych mydel, podporuje stabilitu

a obohacuje krémovou pénu [1].

1.1.3 Degradace xanthanu

Mezi xanthan-degradujici bakterie patii Paenibacillus alginolyticus kmen XL-1,
ktery byl vyizolovan ze smésné kultury z pudy. Ziskani Paenibacillus alginolyticus kmene
XL-1 z obohacené kultury probihalo na mineralnim médiu se 3 g/l xanthanu. Kultury byly
inkubovany na ttepacce pii 30°C a kazdy den byl odebiran 1 ml a pienesen do 100 ml cer-

stvého média. Po 30-ti kazdodennich transferech byly izolovany ¢isté kultury, které byly



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

pfeo¢kovany na pevné mineralni médium obsahujici 5g/1 mandzy nebo xanthanu a kvas-
ni¢ny autolyzat (0,05 g/1). Misky byly obarveny Congo ¢erveni, kolem kolonii byly pozo-
rovany ¢ervené kruhy, coz dokazovalo pfitomnost -1,4-glukanu. To naznacuje, ze hlavni
fetézec xanthanu zistal neporusen, zatimco postranni fetézce byly odstranény, odhalil se
hlavni fetézec a umoznila se jeho interakce s Congo cerveni. Zbarveni Congo ¢erveni uka-
zuje, ze enzymy vylucované kmenem XL-1 pouze odstranuji zbytky z xanthanovych po-
strannich fetézcti, zatimco dlouhé useky hlavniho fetézce s B-1,4-glukanem ziistavaji nedo-
téeny. Vzhledem k tomu, ze pouze 28% xanthanového uhliku bylo pfeménéno na COp,
biomasu, nebo redukujici cukry, postranni fetézce byly ziejmé odstranény jen Castecné.
Bakterie Paenibacillus alginolyticus Strain XL-1 ke svému ristu vyzaduje thiamin a biotin
[8].

Liu a kol. zkoumali biodegradaci xanthanu nové vyizolovanou bakterii Cellulomo-
nas sp. LX [16]. Tento druh vyizolovali z pudy, a to tak, Zze 1 g ptidniho vzorku inokulovali
do mineralniho média s 0,5 % xanhanu jako jediného zdroje uhliku a energie a inkubovali
kulturu pti 30°C na tiepacce. Kdyz viskozita média klesla na uroven vody, bylo 10-
nasobné ztedéno sterilnim fyziologickym roztokem a pfeneseno na misky s xanthanovym
médiem (XY médium), které obsahovalo 0,3 % xanthanu, 0,05 % kvasni¢ného autolyzatu
a 1,5 % agaru. Bylo inkubovéno pfi 30°C ptes noc. Kolonie byly ndhodné vybrany a pés-
tovany na xanthanovém médiu (XY G médium) obsahujicim 0,3 % xanthanu, 0,05 % kvas-
ni¢ného autolyzatu a 0,08 % glukozy na tiepacce pii 30°C. Po inkubaci, kterd trvala 24
hodin, byly izolaty odebrany za testovani snizeni viskozity supernatantu, ve kterém bylo
pouzito jako kontrola médium bez inokulace. Poté byla stanovena aktivita vyselektovanych
kultur. Bylo vybrano okolo 600 kolonii z XY média pro zjisténi rustu xanthan-
degragujicich kmenti na XYG médiu. Glukdza byla v tomto selekénim médiu ptidana pro
zvySeni rychlosti ristu i pfes to, ze inhibuje produkci enzymii. Rozsah xanthanové degra-
dace byl tedy mnohem vyssi bez ptidavku glukozy (obr. 3) [16]. I1zolat prokazal rist na
xanthanu jako jediném zdroji uhliku a energie, ackoliv bylo po degradaci xanthanu monito-
rovano zvysené mnozstvi redukujicich cukra [17]. Xanthan-degradujici enzymy vykazova-
ly maximalni aktivitu pfi pH 6 ve fosfatovém pufru a pfti teploté 40°C.

Hashimoto a kol. kultivovali kulturu Bacillus sp. Strain GL 1 v tekutém médiu ob-
sahujicim xanthan pfi 30°C a po dobu 36 hodin. Zjistili, Ze viskozita média se snizovala se
zvySujicim se nartistem bun€k a dosahla irovné vody. Tyto vysledky ukazuji, Ze byl xan-

than depolymerizovan nékterymi degrada¢nimi enzymy. Jednim z téchto enzym je xan-
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thanaza (B-D-glukanaza), ktera katalyzuje hydrolyzu hlavniho fetézce xanthanu [14]. Jeji
velikost je 173 kDa a pii optimalnim pH 6 a teploté45 °C je schopna $tépit modifikovany
xanthan na tetrasacharidové jednotky [17]. Druhym enzymem je xanthan-lyaza, ktera $tépi
vazbu mezi terminadlnimi manozylovymi a glukuronovymi zbytky v postrannim fetézci
xanthanu. Tento enzym byl inkubovan v 1 ml reakéni smési obsahujici 0,05% xanthan a 5
MM  pufr fosforecnan draselny. Produkovand xanthan-lyaza byla monomerni
s molekulovou hmotnosti 75 kDa. Nejvétsi aktivitu méla pti pH 5,5 a teploté 50°C. Byla
vysoce specificka pro xanthan, ale i jiné polysacharidy, jako jsou alginat, fukoidan, gellan,
pektin, avsak polysacharidy strukturné odpovidajici gellanu byly jako substrat inertni [14].
Xanthan lyaza se zdala byt specifickd pro pyruvatovany xanthan, protoze aktivita enzymu
K nativnimu xanthanu (100%) byla daleko vyssi nez k modifikovanému bez pyruvatovych

zbytkii (69%) [14].

1.2 Rafinoza

Rafinéza je trisacharid slozeny z galaktézy, glukozy a fruktézy, chemickym na-
zvem a-D-galaktopyranozyl-(1—6)-a-Dglukopyranozyl-(1—2)-B-D-fruktofuranozid. Je
pfitomna ve vSech zralych a suchych semenech lusténin. Patfi do skupiny oligosacharidl
z rodiny rafindzy (RFO), coz jsou mono-, di-, tri- a tetra-galaktozidy sachardzy, kam se
fadi také stachyoza, verbaskoza a ajugdza [18]. Za normalnich okolnosti neni rafindza pre-
vladajicim ¢lenem této skupiny oligosacharidd. Je jim stachyoza, ktera se bézné nachazi ve
zralych suchych semenech luskovin a je ptevladajicim oligosacharidem z RFO u mnoha
druhd lusténin [19].

Rafinéza mliZze byt hydrolyzovana odstépenim D-galaktézy prostfednictvim enzy-
mu a-galaktozidazy, ktera se nenachazi v tlustém stievé [20]. Proto byly RFO identifiko-
vany jako hlavni faktory nadymani v lusténinach a jinych semenech. Jejich konzumace je
divodem nadymani lidi a zvitat [21]. Pfes nedostatek a-galaktozidazové aktivity ve stievni
sliznici lidi a zvifat, jsou RFO metabolizovany bifidobakteriemi a jinymi bakteriemi tlusté-
ho stfeva, coz vede k tvorbé prevazné vodiku a oxidu uhli¢itého [21]. Byly doporuceny
rizné metody pro odstranéni nadymavosti RFO, zahrnujici enzymatickou upravu, namace-

ni nebo vateni ve vod¢ a v tlumivych roztocich, kliceni, extrakce rozpoustédlem, loupani
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a ozafeni [21]. Je také mozna redukce téchto oligosacharidi v semenech luskovin zptso-
bem péstovani a genetickou modifikaci. Je vSak pravdépodobné, ze odstranéni RFO by
mélo neptiznivy vliv na toleranci semen k vysychani a skladovatelnost [22].

Ne¢kolik enzymt, jmenovité pfislusné syntazy nebo galaktozyltransferazy, se podileji
na biosyntéze RFO v semenech luskovin. Rafin6za-syntaza je klicovy enzym, ktery us-
meériuje sachar6zu do RFO. Prendsi galaktézovou Cast z galaktinolu na sacharézu a tvofri

rafindzu a myo-inozitol [23].

OH H H
o HOS Ch.0H

OH HO

Obr. 3 Chemicka struktura rafinozy [24]

1.3 Galaktomanany

Galaktomanany se vyskytuji jako zasobni polysacharidy v endospermu semen né-
chézejicich z rostlin, pouZivanych v potravinaiském priamyslu. Hraji dileZitou roli jak
V potravinaiském zpracovani, tak ve zlepSeni textury potravinovych vyrobkt [25]. Vyskyt
polysacharidti v rostlinnych semenech je predevsim ve tiech formach: jako neSkrobovy
polysacharid, jako sliz v osemeni a jako material buné¢né stény semennych déloznich list-
kt a endospermu. Chemické slozeni, jemna struktura a fyzikalni a funkéni vlastnosti téchto
polysacharidi se mohou vyznamné liSit s rostlinnym zdrojem, podminkami ristu a meto-
dou produkce. Semenné polysacharidy (neSkrobové) jsou také dillezitymi zdroji vlakniny,

ktera se muze projevit napiiklad snizenim kalorického ptijmu, kontrolou hladiny glukézy
a inzulinu v krvi a sniZzenim rizika srde¢nich chorob a rakoviny tlustého stieva [26].

Galaktomanany jsou heteropolysacharidy slozené z 3(1—4)-D-mananového hlav-
niho fetézce s D-galakt6zovou vétvi pripojenou vazbou a(1l—6). Lisi se od sebe navzajem
pomérem mandz/galaktéz. Tyto gumy jsou vétSinou ziskdvany z endospermu dvoudéloz-
nych semen mnoha rostlin, zejména z celedi bobovitych. Endosperm ma nékolik funkci:

slouzi jako zasoba Zivin pro kli¢eni semen a zadrzuje vodu, brani Gplnému vysuSeni se-
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men. Jsou Ctyfi hlavni zdroje semennych galaktomanant: plody rohovniku obecného (Ce-
ratonia siliqua), tzv. svatojanské chleby, guarové boby (Cyamopsis tetragonoloba), tara
(Caesalpinia spinosa Kuntze) a piskavice fecké seno (Trigonella foenum-graecum L.). Me-
zi nimi ma pouze svatojansky chleba a guarova guma znacny priimyslovy vyznam. Vyuziti
tary a piskavice je omezeno kvuli dostupnosti a cené [27].

Galaktomannan tvofi pfi hydratovani ve vodé¢ viskézni, koloidni disperzi. Pro své
schopnosti vaznosti vody a zvySovani viskozity je pouzivan v mnoha prumyslovych odvét-
vich, jako je textilni, potravinaisky, ropny a farmaceuticky priimysl, papirenstvi, hornictvi
a pro vybusniny [25].

Molarni pomér galaktozy k manoze se 1isi podle rostlinného ptivodu, ale je obvykle

vrozmezi od 1.0 : 1.0-1.1; 1.0 : 1.6-1.8; 1.0 : 3.0; a 1.0 : 3.9-4.0 pro piskavici, guar, taru,

a svatojansky chleba, v tomto potfadi. Konformace B-D-manani v hlavnim fetézci, vaza-
nych vazbou (1—4), je podobna celuldze tim, Ze se nerozpousti ve vod¢. Galaktdozové po-
stranni skupiny jsou povazovany za prostorové rusitele mezifetézcové asociace a krystali-
zace, ¢imz se galaktomanantim doda urcitd rozpustnost ve vode. V dusledku toho se zvysu-
je rozpustnost galaktomanant se stupném galaktozylové substituce: gumy piskavice a gua-
ru se snadno rozpusti ve studené vodé, ale k dostate¢nému rozpusténi galaktomananu sva-
tojanského chleba ve vodé je nutny ohiev. Dvé hlavni skupiny galaktomananovych polysa-
charidu jsou ziskavany z endospermu semen rostlin, z nichz drtiva vét$ina pochazi z ¢eledi

bobovitych a z mikrobialnich zdroji, zejména z kvasinek a hub [25].

Hlavni postup ziskani galaktomanand ze semen je kombinaci extrak¢nich a purifi-
kacnich procesii. Nejpouzivanéjsi separacni postupy: filtrace, prosévani, v nékterych pfi-
padech jsou od sebe oddéleny ru¢né. Endosperm oddéleny ze semen se rozpusti ve vodé
(pti teplotach, které se mohou pohybovat mezi 20 a 120°C), nasleduje srazeni za pouziti
alkoholu (v poméru voda: alkohol, ktery se mize pohybovat mezi 1:1 a 1:3). Nebyly za-

znamenany zadné Gcinky alkoholu na strukturu galaktomananti [28].

1.3.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti a charakterizace galaktomanani
Manoéza je v galaktomananovém polymeru opatiena cis-OH skupinami. Z tohoto
divodu je ocekavana depozice za vzniku vodikové vazby mezi fetézci polymananu, pokud

sousedni skupiny jako galaktozy nevyviji sterickou piekazku zabranujici priblizeni galak-
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tomananovych fetézcl a branici mandézovym cis-OH skupindm ve vytvoteni vodikové vaz-
by [25].

Porovnanim ruznych galaktomanant je patrné, ze dodate¢né sitovani pomoci vodi-
kovych mustkti vede k nizsi rozpustnosti, zvySeni substituce zptisobuje vySsi rozpustnost.
Nejlepsi rozpustnost vykazuje galaktomanan-1,1, ve kterém vysoka substituce galaktézou
zpusobi takovou sterickou piekazku, Ze se snadno rozpousti ve studené vodé a zamezuje na
ur¢itou dobu utoku degradujicich enzymi. Nicméné, galaktomanan-1,2, kde v priméru
kazda druha manozova jednotka je blokovana galakt6zou, vykazuje mnoho sterickych za-
bran a malo vodikovych vazeb mezi fetézci, které se okamzité hydratuji. Galaktomanan-
1,4 se nerozpousti ve studené vod¢, ale jeho rozpustnost ve vrouci vod¢ je jiz lepsi, nez
galaktomannanu-1,5 vzhledem k mirné vyssimu stupni substituce galakt6zovych postran-

nich skupin ve srovnani s galaktomannanem-1,5 [25].

Variace ve struktuie galaktomanant, zejména pomér mezi mandzami a galaktézami
(M/G) a jemna struktura, zpusobuji vyznamné zmeény v rozpustnosti, viskozité,
Vv interakcich mezi galaktomanany a jinymi polysacharidy. Galaktomanany s vy$§im obsa-
hem galaktozy jsou obvykle rozpustné ve vodé a vykazuji mensi tendenci tvofit gely v di-
sledku vzajemného synergického ptisobeni, ve srovnani s galaktomanany s niz§im pomé¢-
rem M/G. Vysoka rozpustnost galaktomanand s vy$§im obsahem glukdzy byla pfi¢itana
pfitomnosti velkého poctu vedlejsich fetézet, které udrzuji hlavni man6zové fetézce dosta-
tené daleko, aby se zabranilo mezimolekularnim interakcim. Na druhé stran€ galaktoma-
nany s menSimi vedlej$imi fetézci (vyssi M/G pomér) miZou interagovat s jinymi polysa-

charidy pftes jejich dlouhé bloky nesubstituovanych man6zovych jednotek [25].

O OH HoAH

H
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Obr. 4 Chemicka struktura guarové gumy [29]
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1.3.2 Degradace guarové gumy

V roce 1993 byl poprvé identifikovan enzym s nazvem "Galaktomananaza", ktery
je schopen hydrolyzovat a(1—6) a B(1—4) vazby v guarovém polymeru. Nasledné, v roce
1996, Kelly a kol. objevili enzymy a-galaktozidazy a B-mananazy produkované mikroor-
ganizmy Thermotoga neapolitana 5068a Thermotoga maritime [30]. Byly prodavany jako
pyrolazy a Siroce vyuzivany od roku 1999. Tyto enzymy maji vynikajici schopnost snizo-
vat viskozitu guarové gumy. Maji ale také nevyhodu v tom, ze jsou piili§ aktivni pii teplo-
tach 20 — 40°C, coz vede k nezadouci ptfedCasné degradaci. Byl objeven novy enzym
(DtManB), mananaza produkovana mikroorganizmem Dictyoglomus thermophilum
CGMCC 7283, ktery dokaze stepit gel pii vysokych teplotich a tim zmirnit pfedcasnou
degradaci. Vliv teploty na aktivitu tohoto enzymu byl posuzovan inkubaci DtManB
s 0,35% (w/v) hydroxypropylguarem pfi teplotach v rozmezi od 50 do 90°C v roztoku puf-
ru fosfore¢nanu sodného (100 mM, pH 7,0). Teplotni stabilita byla zkoumana inkubaci
vzorkd enzymu pfii riznych teplotach v pufru fosfore€nanu sodného (100 mM, pH 6,0).
Bylo zjisténo, Ze excelentni aktivitu a stabilitu ma enzym pii 80°C, zato pii nizkych teplo-

tach ma malou aktivitu, coz zmiriiuje nezddouci predéasny rozklad [31].
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2 CILE PRACE

Provétit rozklad xanthanu sacharolytickou bakterii Paenibacillus sp. XD jejim za-
ockovanim xanthanového pevného a viskdzniho média a alginatového viskdézniho
média.

Sledovat zménu rozpusténého organického uhliku v médiich se stachydzou a rafi-
ndzou, zaockovanych zkoumanym mikroorganismem po 2, 4 a 7 denni kultivaci, a
tak proveétit rozklad téchto sacharidd.

Zjistit aktivity extracelularnich enzymi produkovanych mikroorganizmem Paeni-
bacillus sp. XD odpovédnych za degradaci vybranych sacharidi, konkrétné exopo-
lysacharidu xanthanu a trisacharidu rafinozy.

Prozkoumat schopnost testovaného mikroorganizmu inhibovat tvorbu biofilmu né-
kterych biofilmovych kultur na zdkladé méteni absorbance biofilmil obarvenych

krystalovou violeti.
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II. PRAKTICKA CAST
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3 MATERIALY A METODIKA

3.1 Pristrojové vybaveni

Laminarni box Telstar Bio-11-A, vyrobce Telstar (Spanélsko)
Autoklav SANOclav LaS-3-20-McS-J, vyrobce DEKRA (Némecko)
Vortex, typ MS1, vyrobce IKA (Brazilie)

Vahy typu S1-64A, vyrobce DENVER INSTRUMENT (Némecko)
Mrazak MY BIO-ULTF-80, vyrobce DAIREI (Dénsko)
Biologicky termostat BT 120, Laboratorni ptistroje, k. p., Praha
Vodni a olejova lazen — Némecko

Zatizeni pro horizontalni elektroforézu Mini Gel, OWL (USA)
Zdroj pro elektroforézu MP 300V, Major Science

Ttepacka s kruhovym pohybem, typ 3020, GFL (Né¢mecko)
Ttepacka vratna, typ 3018, GFL (Némecko)

Automatické pipety, BIOHIT (Finsko)

Centrifuga Jouan-MR23i, vyrobce Jouan (Francie)

Centrifuga Rotanta 460 R, vyrobce Hettich Zentrifugen (Némecko)
Fotometr Sunrise, vyrobce TECAN (Rakousko)

TOC analyzér typu Schimadzu 500 A, Schimadzu (Japonsko)
DensiLaMeter, typ Densi-2, EMO Brno

3.2 Materialy pro pripravu Zivnych médii a testovani enzymové aktivity
Xanthan — Xanthan gum, Fluka, Svycarsko

D-glukosa monohydrat p. a. — Lachema, CR

Sojovy pepton — Soya pepton, Himedia, Indie

Trypton — Casein Enzyme Hydrolysate — Type I, Himedia, Indie

Kvasi¢ny autolysat — Yeast Autolysate, Himedia India

Rafinosa — D-(+)-Raffinose pentahydrate, Fluka, Svycarsko

Stachyosa — Stachyose hydrate from Stachys tuberifera, Sigma Aldrich, Svycarsko

Alginat sodny — Alginic acid Sodium salt from brown algae, Fluka, Svycarsko
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TYA — Tryptone Yeast Extract Agar, Himedia, Indie

Chlorid sodny p. a. — Sodium chloride G. R., Lach-Ner, CR

Chromogenni substrat 4-Nitrophenyl p-D-glucopyranoside, Sigma Aldrich, Svycarsko
Chromogenni substrat 4-Nitrophenyl a-D-galactopyranoside, Sigma Aldrich, Svycarsko

Laboratorni chemikalie Cistoty p. a. (krystalova violet’ apod.) — od béZznych dodavatela

3.3 Mikroorganizmy a typy Zivnych pid

Mikroorganizmy:

Paenibacillus sp. XD, izolovana v ramci doktorské prace M. Muchové [17].

Dalsi kultury mikroorganizmii byly ziskany bud’ z Ceské sbirky mikroorganizmti (CCM)
nebo ze sbirky Ustavu inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi, kde jsou uchovavany pii

-80°C v glycerolu.

3.3.1 Tekuta zivna média

Fyziologicky roztok

Ptipraven rozpusténim 8,5 g NaCl v 1000 ml destilované vody. Byl pouZit pro méfeni
tvorby biofilmu a pro tvorbu bunéénych suspenzi o zakalu 2. stupné McFarlandovy stupni-

ce.

Mineralni médium

Pro ptipravu 100 ml mineralniho média byly pouzity roztoky Na,HPO,4.12H,0 (23,9 g/l) 8
ml, KH,PO, (9,078 g/l) 2 ml, NH4.CI (50 g¢/l) 1 ml, MgSO4.7H,O (10 g/l) 1 ml,
Fe(NH,)2.(SO4)2.6H,0 (3 g/l) 1 ml, CaCl,.2H,0 (1 g/lI) 1 ml, NaCl (50 g/l) 1 ml, destilo-
vana voda 85 ml, roztok stopovych prvki (MnSO4 5H,O 0,043 g/l; H3BO3; 0,057 g/l;
ZnSO4 7TH,0 0,043 g/l; (NH4)sM07024:4H,0 0,037 g/l; Co(NO3),-6H,O 0,025 gll;
CuS0O4-5H,0 0,040 g/l) 0,1 ml a kvasni¢ny autolyzat 10 mg
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Roztoky a gely pro elektroforézu:

Separacni gel: 3 ml 30% roztoku akrylamidu; 1,5 ml Tris pufru, pH 8,8; 1,4 ml deionizo-
vané vody; 30 ul 20% SDS; 2,5ul N, N, N, N* —tetra-methylendiamid (TEMED); 60ul

10% persiranu amonného.

Koncentracni gel: 0,8 ml 30% roztoku akrylamidu; 1,2 ml Tris pufru, pH 6,8; 2,8 ml deio-
nizované vody; 25 ul 20% SDS; 6ul N, N, N, N'‘-tetra-methylendiamid (TEMED); 25ul
10% persiranu amonného.

30% roztok akrylamidu (2,67% C): 29,2 g akrylamidu; 0,8 g N, N‘“methylen-
bisakrylamidu, doplnit do 100 ml deionizovanou vodou

Vzorkovy pufr: 0,062 M Tris-HCI; 5% merkaptoethanol; 10% glycerol; 0,01 g bromfeno-

lové modfi, upravit pH na 6,8, doplnit deionizovanou vodou do pozadovaného objemu

Tris pufr, pH 8,8: Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan), deionizovana voda, upravit pH

na 8,8, doplnit deionizovanou vodou do pozadovaného objemu

Tris pufr, pH 6,8:Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan), deionizovana voda, upravit pH

na 6,8, doplnit deionizovanou vodou do pozadovaného objemu

Elektrodovy pufr: Tris, glycin, SDS,doplnit deionizovanou vodou do pozadovaného obje-

mu, popf. upravit pH na hodnotu 8,3-8,6

Odbarvovaci roztok: 25% (v/v) methanol, 10% (v/v) kyselina octova

Tryptdzo-sdéjovy bujén (TSB) s glukdzou

Pro testovani tvorby biofilmu. Na 200 ml bylo navaZeno 3,4 g tryptonu, 0,6 g sdjového
peptonu, 1 g chloridu sodného, 0,5 g fosfore¢nanu draselného a 1 g glukdézy (mnoZstvi-
gluk6zy upraveno na koncentraci 5 g/l dle prace Schlag a kol.). Sterilizace ptefiltrovanim

pfes membranovy filtr MILLIPORE MCE s velikosti pora 0,22 pum.

3.3.2 Viskozni zivna média

Xanthanové médium

Pro kultivaci Paenibacillus sp. XD a ziskani extracelularnich enzymu pro elektroforézu.
Bylo pfipraveno rozpusSténim 1 g xanthanu ve 100 ml mineralniho média (10 g/1). Pro mé&-
feni narGstu biomasy a aktivity enzymi bylo pfipraveno médium o koncentraci 300 mg/I

tak, Ze v 80 ml mineralniho média bylo rozpusténo 0,024 g xanthanu.
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Pfidany xanthan se vzdy nechal v mineralnim médiu pfes noc nabobtnat pii laboratorni
teploté a 2. den se provadélo jeho rozpousténi, kdy se lahvicka s nabobtnanym xanthanem
V mineralnim médiu vlozila do vodni ldzn€ o 60°C a za ob¢asného protiepani byl xanthan
pfiblizné po 1 hodiné rozpustén. Poté bylo médium rozplnéno a sterilizovano v autoklavu
pii 121 °C 20 minut. Pro koncentraci 300 mg/l nebylo tfeba xanthan rozpoustét v horké

lazni, pouze stacilo protiepat lahvicku po nabobtnani xanthanu.

Mineralni médium s alginatem

Pro kultivaci a ziskédni extracelularnich enzymi. Pro ptfipravu 100 ml média byl rozpusStén

1 g alginatu sodného ve 100 ml mineralniho média (10 g/1).

Mineralni médium se stachyozou a rafinbzou

Pro zkousku rozkladu stachyodzy a rafindzy (stanovenim rozpusténého organického uhliku
DOC). Bylo ptipraveno 180 ml mineralniho média: Na,HPO4.12H,0 (23,9 g/l) 16 ml,
KH,PO4 (9,078 g/l) 4 ml, NH,CI (50 g/l) 2 ml, MgSO,.7H,O (10 g/l) 2 ml,
Fe(NH,)2.(SO4)2.6H,0 (3 g/l) 2 ml, CaCl,.2H,0 (1 g/l) 2 ml, NaCl (50 g/l) 2 ml, destilo-
vana voda 150 ml, roztok stopovych prvki (MnSO,4-5H,0 0,043 g/l; H3BO3; 0,057 g/l;
ZnSO4 7TH,0 0,043 g/l; (NH4)sM07024:4H,0 0,037 g/l; Co(NO3),-6H,O 0,025 gll;
CuSO,4-5H,0 0,040 g/l) 0,2 ml a kvasni¢ny autolyzat 10 mg. Toto mineralni médium bylo
rozplnéno do 18 lahvicek (objem 100 ml) po 9 ml a ty sterilizovany pii 121°C 25 minut.

Zasobni roztoky stachydzy a rafindzy byly pfipraveny tak, Ze se 30 mg kazdého sacharidu
rozpustilo v 10 ml destilované vody. Tyto roztoky byly sterilizovany filtraci ptes mikrofiltr
(MILLIPORE MCE 0,22 pum) do sterilnich zkumavek. Po sterilizaci bylo do 8 lahvi
S mineralnim médiem davkovéano po 1 ml zasobniho roztoku rafindzy a do 8 lahvi po 1 ml
zasobniho roztoku stachydzy. Po dokonalém promichani tak vznikla koncentrace 300 mg/l.
Pro méfeni nariistu biomasy a aktivity enzymi bylo pfipraveno 80 mlmineralniho média

s rafin6zou o koncentraci 300 mg/1.

3.3.3 Pevna zivna média

Tryptonovy agar s kvasniénym extraktem a glukézou (TYA-GLU)

Pouzit pro naockovani biofilmovych kultur. Byl pfipraven navazenim 4,2 g TYA do 200

ml destilované vody za ptidavku 1 g glukozy.
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Tryptonovy agar s kvasiénym extraktem (TYA)

Pro kultivaci Paenibacillus sp. XD. Navazka 2,1 g TYA byla rozpusténa ve 100 ml desti-

lované vody.

Mineralni agar s Xanthanem

Pfipraven navazenim 1,9 g zakladu pro mineralni agar (1 g K;HPO4; 1,1 g NH4CI; 0, 2 g
MgSQ,.7H,0; 0,05 g FeSO,.7H,0; 0,02 g CaCl,; 16,6 g agaru), 0,5 g xanthanu, 0,01 g
kvasni¢ného autolyzatu a 0,1 ml roztoku stopovych prvkid. Rozpusténi ve 100 ml destilo-

vané vody a sterilizace pfi 115°C 35 minut.

3.4 Naockovani kultur Paenibacillussp. XD a jejich uchovani

Zdrojem byla kultura Paenibacillus sp. XD uchovavana od roku 2009 v glycerolu
v mrazaku pti -80°C. Tato kultura byla sterilni klickou naockovana do tekutého mineralni-
ho média s xanthanem a na xanthanovy agar na Petriho misce. Inkubace probihala nékolik
dni pti 25°C, pfi€emz tekuté médium bylo dédno na tfepacku. Nartist biomasy se projevil
ztekucenim média a mléénym zakalem, v piipad¢ xanthanového agaru tvorbou jamek.

Naockované mineralni médium s xanthanem se po ztekuceni (po 3 dnech kultivace)
rozlilo po 10 ml do centrifuga¢nich zkumavek, které byly centrifugovany pii 4°C a 10 000
g po dobu 15 minut. Supernatant se poté slil do zkumavek, ptefiltroval ptes mikrofiltr do

plastovych zkumavek, které se poté vlozily do mrazaku s -80°C.

K biomase usazené na dné centrifugacnich zkumavek se ptidaly 2 ml sterilniho fy-
ziologického roztoku, smés se promichala a nasledné se ptidalo 0,5 ml sterilniho glycerolu
a op¢ct promichalo. Takto uchované buiiky se rozpipetovaly do eppendorfek (do kazdé 0,2
ml) a daly do mrazéku s -80°C.

3.5 Detekce extracelularnich enzymu

Bylo provedeno naockovdni minerdlniho média s xanthanem a alginatem.
Z nakultivované kultury XD na Petriho misce se sterilni klickou pteneslo inokulum do 2
ml fyziologického roztoku tak, aby zakal suspenze odpovidal 2. Stupni McFarlandovy
stupnice. 200 pl této suspenze se nadavkovalo do médii a lahvicky se daly inkubovat na
ttepacky pii 25 °C.

Po 5 dnech kultivace byla kultura uz dost narostla. Z obou lahvi¢ek se nadavkoval 1

ml do 2 eppendorfek a provedla se centrifugace na zbaveni bunék (rezim centifugace: tep-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

lota 20°C, 10 000 g, 15 minut). Supernatant se odlil do zahust'ovacich kolonek, ty se vlozi-
ly do novych eppendorfek a byla provedena 2. centrifugace, pii niz nizkomolekularni latky
a voda protekly pres filtr kolonek a zustaly jen vysokomolekularni latky vétsi, nez 3000
Da. Kolonky se daly do novych eppendorfek a obratily dnem vzhtiru, aby pii 3. centrifuga-
ci ztekly latky z kolonek do eppendorfek. Ty se poté daly do mrazaku do -80°C.

3.6 Elektroforéza proteint

SDS-PAGE (sodium dodecylsulfat polyakrylamidova gelova elektroforéza)

Nejprve byl piipraven 15% separacni gel pro separaci proteinii a 15% koncentracni
gel. Roztoky gelt byly dobife promichany a separaéni gel byl ihned aplikovan pomoci ka-
patka mezi 2 skla elektroforetické aparatury do vysky cca 3 cm od horniho okraje tak, aby
nedoslo ke vzniku bublin. Povrch gelu byl oplachnut destilovanou vodou a jeji zbytky poté
vysu$eny filtracnim. Na ztuhly separacni gel byl nadavkovan gel koncentraéni az t€sné€ pod
horni hranu skla. Poté se opatrné vsunul teflonovy hieben a takto pfipraveny gel i se stoja-

nem se vlozil do vlhké komiirky a nechal polymerovat do druhého dne.

Druhy den byl z gelu opatrné€ vyjmut hiebinek a odstranén dolni spacer. Do spodni-
ho prostoru aparatury byl nalit elektrodovy pufr a zaroven bylo pusténo chlazeni. Do horni
¢asti vany byl nalit elektrodovy pufr tak, aby doSlo k prevrstveni jamek. Ptislusné vzorky
byly nanaseny v objemu 20 pl. Kromé nich se nanesl i standard molekulovych hmotnosti.
Nasledné byla elektroforetickd komora piekryta vikem a pfipojena ke zdroji stejnosmérné-
ho proudu. Pro koncentracni gel byla nastavena hodnota proudu na 30 mA. Jakmile vzorky
se standardy prosly koncentraénim gelem a doputovaly k rozhrani obou gelt (trvalo to asi
20 minut), zvysila se hodnota proudu na 40 mA, poté na 55 mA. Po doputovani Cela elek-
troforézy ke spodni hranici separaniho gelu byl délici proces ukoncen, koncentracni gel
byl odfiznut a zbyly gel se dal na ptil hodiny do fixa¢niho roztoku (10% kyselina trichloro-
ctova). Poté se fixacni roztok slil a gel byl oplachnut destilovanou vodou. Ptidal se barvici
roztok, ktery se nechal 1 hodinu piisobit. Poté se odstranil, gel byl oplachnut destilovanou
vodou a pfelit odbarvovacim roztokem, ktery byl béhem odbarvovani vyménovan za novy.

Gel se poté zdokumentoval a vyhodnotil.

Pro elektroforézu byly pouzity vzorky s alginatem a xanthanem, které byly centri-
fugovany v zahustovacich kolonkéch a néasledné¢ dany do mrazéku pii -80°C. Ke 100 pl
téchto rozmrazenych vzorkl bylo pfidano 25 pl 25% SDS; 12,5 ul merkaptoethanolu a 115

ul vzorkového pufru. Vse bylo vortexovdno a vzorky byly néasledné nafedény v poméru
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1:3, tzn., Ze 50 ul vzorku bylo nadavkovano do novych eppendorfek, k tomu ptidano 150ul

vzorkového pufru a promichéno na vortexu.

Standard: Relativni molekulova hmotnost:
Fosforylaza B 97 400
Hovézi albumin (BSA) 67 000
Vaje¢ny albumin 45 000
Karboanhydraza 29 000
Trypsin inhibitor (s6jovy) 21 000
Cytochrom C 12 500

Trypsin inhibitor (hovézi plicni) 6 500

3.7 Zkouska rozkladu rafinézy a stachyozy kulturou XD

Do 3 lahvi s 10 ml sterilniho MM se stachy6zou a rafinézou bylo nao¢kovéano 50 pl
suspenze XD (inokulum z Petriho misky rozmichané ve fyziologickém roztoku na zakal 2.
st. McFarland. st.). Kultivace byla provedena na tiepacce pii 25°C. Z dal$ich 2 lahvi s MM
a sacharidem byl odebran vzorek 2,5 ml, zfedén 5 ml destilované vody (fedéni 1:2, tedy
3x) a po dikladném promichani piefiltrovan pfes MILLIPORE MCE 0,22 um do vzorkov-
nic pro automaticky analyzator uhliku, ke stanoveni vstupni koncentrace DOC (rozpusté-
ného organického uhliku). DOC byl také stanoven ve 2 lahvich s MM bez sacharidu (bez
fedéni).

Po 2, 6 a 14 dnech kultivace byl z kazdé lahve odebran vzorek 2,5 ml, ziedén 5 ml
destilované vody (fedéni 1:2, tedy 3x), dukladn¢ promichan a pftefiltrovan pftes
MILLIPORE 0,22 um do vzorkovnic pro automaticky analyzator uhliku, ke stanoveni ak-

tualni koncentrace DOC.

3.8 Postup méreni tvorby biofilmu

Vsechny biofilmové kultury byly ptekultivovany po dobu 2 dnt pii 37°C na pev-
nych pidach s glukézou (TYA-GLU), kultura XD v mineralnim médiu s xanthanem. Jako
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zivna média davkovana do mikrotitranich desti¢ek byl pouzit TSB bujon, s glukézou (pro

biofilmové kultury).

Rozpis oc¢kovani mikrotitraéni desticky pro kultury Klebsiella pneumoniae CCM 4415,
Pseudomonas aeruginosa FT 0, Staphylococcus aureus CCM 4415, Staphylococcus epi-
dermidis FT 1:

a) Piiprava suspenzi biofilmovych kultur ve fyziologickém roztoku do 2. stupné McFar-
landovy stupnice

b) Suspenze kultury XD — piimo z kultiva¢nich lahvi, po promichani

Postup:

1. Dosloupci 1, 2,4,5,7,8, 10, 11 davkovat 160 ul TSB

2. Do vsech jamek sloupcti 2, 5, 8, 11 davkovat 20 pl suspenze kultury XD

3. Do vsech jamek sloupct 1, 2 davkovat 20 pl suspenze kultury S. aureus CCM 3953

4. Do vSech jamek sloupct 4, 5 davkovat 20 pl suspenze kultury Ps. aeruginosa FT 0

5. Do vsech jamek sloupcii 7, 8 davkovat 20 pl suspenze kultury KI. pneumoniae
CCM 4415

6. Do vSech jamek sloupci 10, 11 davkovat 20 pl suspenze kultury S. epidermidis FT
1

7. Do vSech jamek sloupcii 1, 4, 7, 10 davkovat 20 pl sterilovaného fyziologického

roztoku

Po nadavkovani se mikrotitracni desticka dala inkubovat na 48 hodin do termostatu vytem-
perovaného na 30°C. Poté byl obsah jamek vylit a jamky 3x promyty fyziologickym rozto-
kem — po 250 pl (diikladné protiepavano, poté vylito). Nasledné bylo do jamek nadavko-
vano 200 pl roztoku krystalické violeti (Gram) a nechano 1 minutu pusobit. Probéhlo pro-
myti destilovanou vodou s ususeni desticky vysoko nad plamenem kahanu. Do suchych
jamek bylo nadavkovéano 200 pl 33% kyseliny octové pro rozpousténi barviva a nechalo se

10 minut ptisobit. Poté byla méfena absorbance pii 595 nm na pfistroji TECAN SUNRISE.

Stejny postup se provedl i pro dalsi biofilmové kultury: Pseudomonas aeruginosa FT 1,
Ps. aeruginosa FT 2, Ps. aeruginosa FT 3, Ps. aeruginosa FT 4 a Ps. aeruginosa CCM

3955, s naslednym naockovanim mikrotitracni desticky:
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N o a s~ w D Pe

Do sloupcti 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10 davkovéano 160 ul TSB

Do vsech jamek sloupcti 2, 4, 6, 8, 10 davkovano 20 ul suspenze kultury XD

Do vsech jamek sloupcii 1, 2 davkovat 20 pl suspenze kultury Ps. aeruginosa FT 1
Do vsech jamek sloupci 3, 4 davkovat 20 pl suspenze kultury Ps. aeruginosa FT 2
Do vsech jamek sloupcti 5, 6 davkovat 20 ul suspenze kultury Ps. aeruginosa FT 3
Do vsech jamek sloupcti 7, 8 davkovat 20 ul suspenze kultury Ps. aeruginosa FT 4
Do vsech jamek sloupcu 9, 10 davkovat 20 pl suspenze kultury PS. aeruginosa
CCM 3955

Do vsech jamek sloupcii 1, 3, 5, 7, 9 davkovat 20 pl sterilovaného fyziologického

roztoku

Pro biofilmové kultury E. coli CCM 3954, 3988, Enterococcus faecalis CCM 4224, 7000,

2665:

o B~ WD e

Do ssloupcti 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10 davkovat 160 ul TSB

Do vsech jamek sloupcii 2, 4, 6, 8, 10 davkovat 20 ul suspenze kultury XD

Do vSech jamek sloupcii 1, 2 davkovat 20 pl suspenze kultury E. coli CCM 3954
Do vSech jamek sloupcii 3, 4 davkovat 20 pl suspenze kultury E. coli CCM 3988
Do vsech jamek sloupci 5, 6 davkovat 20 ul suspenze kultury Enterococcus faeca-
lis CCM 4224

Do vsech jamek sloupcii 7, 8 davkovat 20 pul suspenze kultury Enterococcus faeca-
lis CCM 7000

Do vsech jamek sloupci 9, 10 davkovat 20 ul suspenze kultury Enterococcus fae-
calis CCM 2665

Do vSech jamek sloupcti 1, 3, 5, 7, 9 davkovat 20 pl sterilovaného fyziologického
roztoku

Pro biofilmové kultury Staphylococcus aureus CCM 2022, Staphylococcus epidermidis
CCM 4418, Staphylococcus epidermidis CCM 7221

Rozpis o€kovani mikrotitrac¢ni desticky:

1.
2.
3.

Do sloupcii 1, 2, 4,5, 7, 8,10 a 11 davkovat 160 ul TSB
Do vs$ech jamek sloupcti 2, 5, 8, 10, 11 davkovat 20 ul suspenze kultury XD
Do vsech jamek sloupcii 1, 2 davkovat 20 pl suspenze kultury S. aureus CCM 2022
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4. Do vSech jamek sloupci 4, 5 davkovat 20 pl suspenze kultury S. epidermidis CCM
4418

5. Do vsech jamek sloupcti 7, 8 davkovat 20 pl suspenze kultury S. epidermidis CCM
7221

6. Do vsech jamek sloupct 1,4,7,10, 11 davkovat 20 ul sterilovaného fyziologického

roztoku

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny t-testem, pro ktery bylo nutno vypocitat
pramér, smérodatnou odchylku, rozptyl, pocet stupnia volnosti, z nich se vypocetla hodnota
B, coz je soucet ¢tverci odchylek jednotlivych hodnot od priméru. Z téchto vysledkl byla

poté spocitana hodnota t podle vzorce:

primér 1—primér 2

B1+B2 >kn1+n2
ni+n2—-2 nix*n2

n.........po¢et hodnot v souboru
n — 1...pocet stupiii volnosti

Vysledek se poté porovnaval s tabulkou kritickych hodnot pro t-rozdé€leni. Porovnavalo se
s tabulkovou hodnotou pro (nl + n2)-2 pocet stupni volnosti, na hladiné vyznamnosti 0,05.

Je-li hodnota t vyssi nez tabulkova, pak se zamita nulova hypotéza o rovnosti praméra.

3.9 Méreni naristu biomasy a aktivity enzymi v mineralnich médiich
s rafinézou a xanthanem

Nejprve bylo piipraveno 40 ml MM s rafindzou a MM s xanthanem o koncentraci
300 mg/l. Tato média byla zaockovana 100 pl kultury XD a kultivovéna na tfepacce pii
teploté 25°C. Provadély se odbéry po 10 a 14 hodinach po dobu 3 dnl. Prvni vzorky byly
odebrany v ¢ase 0. Z kazdé lahvicky bylo odebirdno 75 pl do 12 sterilnich eppendorfek. Ty
byly dany do mrazéku pti -80°C.

Zaroven se v kazdém odbérovém Case zméfil nariist biomasy tak, Ze se nadavkova-
ly 3 jamky mikrotitrani desticky suspenzi z lahvicky s xanthanovym médiem a 3 jamky
suspenzi s rafindzovym médiem (200 pl). Také bylo jako kontrola nadavkovano do 3 ja-

mek 200 pl minerdlniho média. Nasledné byla zméfena absorbance takto nadavkované
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desticky pii 550 nm. (Pfed samotnym davkovanim byla nejprve zméiena absorbance
prazdné desticky).

Po dokonceni odbérii byla méfena aktivita enzyml [-D-glukozidazy a o-D-
galaktozidazy pomoci dvou chromogennich substrat: 4-Nitrophenyl 3-D-glucopyranoside
(substrat 1) pro stanoveni B-D-glukozidazové aktivity a 4-Nitrophenyl o-D-

galactopyranoside (substrat 2) pro stanoveni a-D-galaktozidazové aktivity.

1. Méfeni aktivity média S bunikami:

Do tii rozmrazenych eppendorfek s xanthanovou suspenzi bylo nadavkovéano 50 pl
substratu 1 a do dalSich 3 50 pl substratu 2, oba o koncentraci 3,0125 g/1. Totéz pro rafinod-
zovou suspenzi. Eppendorfky se substraty byly dany do inkubatoru o 30°C na 30 minut.
Poté byly zcentrifugovany (10 000 g, 5 minut, 25°C) a z kazdé bylo nadavkovano 100 pl
do jiz pfedem zmétené mikrotitraéni desticky. Byla zmétena absorbance pii 410 nm a né-
sledné do kazdé jamky nadavkovano 50 ul baze Na,CO3; 0 koncentraci 125 g/l. Opét byla
zméfena absorbance pfi stejné vinové délce. Jako kontrola slouzila samotnd mineralni mé-

dia, kteréa byla také métfena s barvami a poté s bazi.

2. Méfeni aktivity samotného média:

Rozmrazené eppendorfky s obéma médii byly zcentrifugovany (10 000 g, 5 minut,
25°C) a ze supernatantu odebrano 50 pl do desticky. Do tii jamek obou médii bylo pfidano
50 ul barvy 1 a do dalSich 3 50 pl barvy 2. Desticka byla dana do inkubatoru o 30°C na 30
minut, poté byla zméfena absorbance pii 410 nm a nasledné bylo do vSech zaplnénych
jamek nadavkovano 50ul baze a znova zméfena absorbance pii 410 nm. TotéZ se provedlo

1 pro kontrolni vzorky mineralnich médii.

3. Méfeni aktivity samotnych promytych bunék:

Biomasa v eppendorfkach po piedchozi cenrifugaci byla promyta 100 pl pfislusné-
ho mineralniho média a opét centrifugovana (10 000 g, 5 minut, 25°C). Supernatant byl
vylit a nasledné se do kazd¢ eppendorfky nadavkovalo 75ul mineralniho média, obsah se
promichal a opét probehla centrifugace. Poté bylo z kazdé eppendorfky nadavkovéano 50 pl
do zmétené desticky a dalsi postup probihal stejné, jako v pfedchozim bodg, tj. byla ziska-

na aktivita celé suspenze, supernatantu a promytych bunék.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vysledky

4.1.1 Zkouska rozkladu rafinézy a stachyézy kulturou XD

Podstatou testu bylo sledovani rozpusténého organického uhliku (DOC) v tekutém
médiu s ptislusSnym sacharidem v prubéhu kultivace, po zaockovani média kulturou XD.
Nejprve bylo provedeno méfeni DOC pfi zaloZzeni pokusi, pro ziskani vstupni koncentra-
ce. V prvnich dvou vzorkovnicich byla métfena koncentrace zaockovaného MM s rafindézou
(R + XD), ve druhych dvou se nachazel odebrany vzorek ze zaockovaného MM se sta-
chydzou (S + XD), jak je uvedeno v tabulce 1. Vzorky byly 3x ziedénydestilovanou vodou
(viz vySe) a po promichani piefiltrovany pres MILLIPORE MCE 0,22 um. Po 2, 6

a 14 dnech kultivace bylo provedeno méfeni DOC zaockovanych médii se sacharidy, a to
Vv 6 vzorkovnicich, pfi€emz v prvnich 3 vzorkovnicich se nachazel vzorek odebrany ze
zaoCkovaného MM s rafindézou (R + XD) a ve druhych 3 vzorkovnicich vzorek odebrany
ze zaoCkovaného MM se stachyozou (S + XD), viz tab. 2. Odbéry byly provedeny stejnym

zpusobem jako u prvniho méfeni.

Tab. 1 Hodnoty DOC v médiich na zacatku

Obsah vzorkovnic DOC (mg/l)| Pramér
1 R+ XD 190,08 185,22
2 R+ XD 180,36
3 S+ XD 180,99 180,21
4 S+ XD 179,43

Tab. 2 Hodnoty DOC v médiich po 2, 6 a 14 denni kultivaci

Po 2 dnech Po 6 dnech Po 14 dnech
Obsah DOC Pramer Sm. DOC Pri- | Sm. DOC Primer Sm.

vzorkovnic | (mg/l) odch. | (mg/l) mér | odch | (mg/l) odch.
1 R+ XD 120,06 59,64 58,62
2 R+ XD 125,76 131,95 |12,99| 59,85 | 60,12 | 0,53 | 55,02 54,95 3,03
3 R+ XD 150,03 60,87 51,21
4 S+ XD 55,47 65,34 68,13
5 S+ XD 58,56 55,97 1,94 | 75,12 | 68,96 | 4,37 | 66,27 65,84 2,07
6 S+ XD 53,88 66,42 63,12
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V tabulce 1 Ize vidét vstupni koncentraci DOC, ktera dosahovala u mineralniho média se
stachy6zou i rafindzou podobnou hodnotu DOC, a to 180 — 185 mg/l. V prabéhu kultivace
byly pozorovany v lahvic¢kach bakteridlni vlocky, v médiu se stachy6zou byl jejich vyskyt
znatelné€js$i. Tomu také odpovida snizeni hodnoty DOC, ktera uz po dvou dnech kultivace
klesla u stachydzy na 55,97 mg/l. V ptipad¢ média s rafindzou byl tento pokles méné vy-

razny, na 131,95 mg/1.

4.1.2 Elektroforéza proteint
Davkovani jamek:

1. jamka: 15 pl standardu
jamka: 20 pl nefedéného vzorku supernatantu (XD v xanthanovém médiu)
jamka: 20 pl nefedéného vzorku supernatantu (XD v xanthanovém médiu)
jamka: 20 pl nefedéného vzorku supernatantu (XD v alginadtovém médiu)
jamka: 20 ul nefedéného vzorku supernatantu (XD v alginatovém médiu)
jamka: 20 ul fedéného vzorku supernatantu (XD v xanthanovém médiu)

jamka: 20 pl fedéného vzorku supernatantu (XD v xanthanovém médiu)

© N o g > w D

— (bez vzorku z divodu ptehoupnuti vzorku z 9. jamky)
9. jamka: 15 pl standardu
10. jamka: 20 pl fedéného vzorku supernatantu (XD a alginatovém médiu)

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.

Obr. 5 Vysledek gelové elektroforézy
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V separacnim gelu elektroforézy na obrazku 5 se nachazi mnoho signalti a z takto Sirokého

spektra proteinti se nedd urcit, zda se jedna o enzymy rozkladajici xanthan a alginat.

4.1.3 Méreni tvorby biofilmu

V této sérii experimentl byla sledovana intenzita tvorby biofilmt vybranymi potra-
vinarsky 1 medicinsky vyznamnymi kulturami bakterii, a to jak samotnymi kulturami, tak
i témito kulturami v pfitomnosti kultury Paenibacillus sp. XD. Cilem bylo zjistit, zda sa-
charolytické vlastnosti kultury XD nepovedou ke snizeni intenzity tvorby biofilmt, nebot’
bakterialni polysacharidy jsou vyznamnou slozkou biofilmovych struktur. V zavéru téchto

pokust byla také sledovéna schopnost tvorby biofilmu samotnou kulturou XD.

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny hodnoty tvorby biofilmu jednotlivymi kul-
turami, a to vzdy v levém sloupci, zatimco v pravém sloupci jsou uvedeny hodnoty tvorby
biofilmu stejnou kulturou, av$ak za pfitomnosti kultury XD. V tab. 6 jsou potom
Vv poslednich dvou sloupcich uvedeny hodnoty tvorby biofilmu samotnou kulturou XD. Pro
posouzeni pritkaznosti vlivu kultury XD na tvorbu biofilmi jednotlivymi kulturami byl
pouzit t-test; vypoltené hodnoty (na hladiné vyznamnosti 0,05) jsou uvedeny
Vv jednotlivych tabulkach spolu s kritickymi hodnotami pro pfislusny pocet stupiiti volnosti.
Prazdna policka v tabulkach jsou hodnoty jamek, které byly vytazeny, nebot’ u nich doslo
Kk usazeni neodstranitelného barviva nad hladinou média; naméfené hodnoty tak nevyja-
diovaly miru tvorby biofilmu a také se vyrazné lisily od ostatnich hodnot v danych sloup-

cich.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

38

Tab. 3 Hodnoty absorbanci pro biofilmové kultury rodii Staphylococcus, Pseudomonas a

Klebsiella a vypocet t-testu z techto hodnot

S. aureus CCM

Ps. aeruginosa

KI. pneumoniae CCM

S. epidermidis

3953 FT 0 4415 FT 1
A 0,215 | 0,109 | 0,341 | 0,146 0,927 0,284 0,218 | 0,081
B 0,192 | 0,120 | 0,359 | 0,154 0,827 0,429 0,089 | 0,108
C 0,256 | 0,123 | 0,357 | 0,158 0,702 0,072 | 0,106
D 0,211 | 0,132 | 0,343 | 0,201 0,788 0,388 0,105 | 0,115
E 0,195 | 0,119 | 0410 | 0,186 0,658 0,606 0,083 | 0,102
F 0,282 | 0211 | 0317 0,713 0,678 0,154 | 0,128
G 0,136 | 0,332 | 0,203 0,497 0,072 | 0,113
H 0,122 | 0,371 | 0,185 0,329 0,113 | 0,134
pramér | 0,225 | 0,134 | 0,354 | 0,176 0,769 0,459 0,113 | 0,111
smodch p. | 0,033 | 0,030 | 0,026 | 0,022 0,090 0,133 0,047 | 0,015
rozptyl 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,000 0,008 0,018 0,002 | 0,000
stup. vol. 5 7 7 6 5 6 7 7
B 0,005 | 0,006 | 0,005 | 0,003 0,041 0,107 0,015 | 0,002
(n1+n2)-2 12 13 11 14
k"rtl'o'::d' 2,179 2,16 2,201 2,145
t 5,394 14,118 4,823 0,136

Z tabulky 3 vyplyva, ze vSechny rozdily primérti namétenych absorbanci tvorby biofilmu

u zminénych kultur, kromé S. epidermidis FT 1, jsou statisticky vyznamné, protoze hodno-

ty t-testu jsou vyznamné vyssi, nez kritické. V pravych sloupcich, kde jsou uvedeny hod-

noty tvorby biofilmu kultur za ptitomnosti kultury XD, jsou absorbance vyznamné nizsi,

nez v levych sloupcich, coz naznacuje, Ze kultura XD ma negativni vliv na tvorbu biofilmu

zminénych kultur, tedy jim v jeho tvorbé zabranuje. Tato schopnost se projevila nejvice u

Ps. aeruginosa FT 0.
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Tab. 4 Hodnoty absorbanci pro biofilmové kultury bakterie Pseudomonas aeruginosa a

vypocet t-testu z téchto hodnot

Pseudomonas aeruginosa

FT 1 FT 2 FT 3 FT 4 CCM 3955
A 0,131 | 0,099 0,186 | 0,229 | 0,199 | 0,401 | 0,241 | 2,051
B 0,104 | 0,101 | 0,312 | 0,159 | 0,214 | 0,188 | 0,323 | 0,252 | 1,817 | 0,686
C 0,108 | 0,110 | 0,329 | 0,212 | 0,201 | 0,196 | 0,373 | 0,230 | 1,797
D 0,108 | 0,095 | 0,288 | 0,131 | 0,196 | 0,215 | 0,331 | 0,252 | 1,990 | 0,614
E 0,109 | 0,098 | 0,363 | 0,249 | 0,179 | 0,216 | 0,365 | 0,285 | 1,906 | 0,520
F 0,113 | 0,111 | 0,303 | 0,255 | 0,173 | 0,207 | 0,339 | 0,235 0,760
G 0,102 | 0,093 | 0,335 | 0,147 | 0,187 | 0,195 | 0,332 | 0,259 | 1,781
H 0,111 | 0,100 | 0,273 | 0,121 | 0,151 | 0,164 | 0,367 | 0,222 0,598
pramér 0,111 | 0,101 | 0,315 | 0,183 | 0,191 | 0,198 | 0,354 | 0,247 | 1,890 | 0,636
smodch p. | 0,008 | 0,006 | 0,028 | 0,048 | 0,023 | 0,016 | 0,025 | 0,018 | 0,102 | 0,082
rozptyl 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,002 | 0,001 | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,010 | 0,007
stup. vol. 7 7 6 7 7 7 7 7 5 4
B 0,000 | 0,000 | 0,005 | 0,016 | 0,004 | 0,002 | 0,004 | 0,002 | 0,052 | 0,027
(n1+n2)-2 14 14 14 14 9
krit. hodnota 2,145 2,145 2,145 2,145 2,821
t 2,709 6,324 0,638 9,687 22,215

Kultura XD ma podle provedeného t-testu v tabulce 4 vliv na tvorbu biofilmu vsech kultur,

kromé Ps. aeruginosa FT 3. U CCM 3955 se jedna o velky rozdil mezi obéma sloupci

s hodnotami namétenych absorbanci, u ostatnich je rozdil jen nepatrny. V pravych sloup-

cich jsou hodnoty opét vyznamné nizsi, nez v levych, kultura XD tedy inhibuje tvorbu bio-

filmu témto kulturam, pticemz nejvétsi vliv ma na CCM 3955.
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Tab. 5 Hodnoty absorbanci pro biofilmové kultury rodit Escherichia a Enterococcus a Vy-

pocet t-testu z téchto hodnot

E. coli Enterococcus faecalis
CCM 3954 CCM 3988 CCM 4224 CCM 7000 CCM 2665
A 0,272 | 0,756 | 0,579 0,117 | 0,148 0,170 | 0,283 | 0,129
B 0,213 | 0,702 1,449 | 0,110 | 0,143 | 0,317 | 0,147 | 0,215 | 0,109
C 0,217 | 0,875 | 0,572 | 1,229 | 0,118 | 0,132 | 0,590 | 0,129 | 0,197 | 0,128
D 0,125 | 0,633 | 0,499 0,122 | 0,200 | 0,550 | 0,109 0,114
E 0,131 | 0,731 | 0,440 | 1,183 | 0,127 | 0,132 | 0,414 | 0,114 | 0,205 | 0,114
F 0,143 0,411 | 0,976 | 0,126 | 0,199 | 0,515 | 0,122 | 0,166 | 0,112
G 0,092 | 0,759 | 0,594 | 1,192 | 0,117 | 0,136 | 0,489 | 0,113 | 0,180 | 0,117
H 0,154 | 0,530 | 0,628 | 1,146 | 0,123 | 0,129 0,106 | 0,178 | 0,114
pramér 0,168 | 0,712 | 0,532 | 1,196 | 0,120 | 0,152 | 0,479 | 0,126 | 0,203 | 0,117
smodch p. | 0,056 | 0,100 | 0,077 | 0,139 | 0,005 | 0,028 | 0,091 | 0,021 | 0,036 | 0,007
rozptyl 0,003 | 0,010 | 0,006 | 0,019 | 0,000 | 0,001 | 0,008 | 0,000 | 0,001 | 0,000
stup. vol. 7 6 6 5 7 7 5 7 6 7
B 0,022 | 0,060 | 0,035 | 0,097 | 0,000 | 0,005 | 0,041 | 0,003 | 0,008 | 0,000
(n1+n2)-2 13 11 14 12 14
krit. hodnota 2,160 2,201 2,145 2,179 2,145
t 13,201 10,894 3,234 10,792 6,665

Vsechny hodnoty t-testu v tabulce 5 jsou statisticky vyznamné. V piipadé E. coli CCM

3954, 3988 a Enterococcus faecalis CCM 4224jsou hodnoty tvorby biofilmu v pravych

sloupcich vyznamné vyssi, nez v levych. To naznacuje, Ze kultura XD mize mit pozitivni

vliv na jejich tvorbu biofilmu, nebo mize biofilm sama tvotit. U E. coli CCM 3954 je tento

vliv nejvyssi. U ostatnich kultur se jedna opét o inhibici tvorby biofilmu, protoze praméry

naméfenych absorbanci jsou v pravych sloupcich vyznamné niZsi, nez v levych. Nejvice je

tvorba biofilmu inhibovana u kultury Enterococcus faecalis CCM 7000.
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Tab. 6 Hodnoty absorbanci pro biofilmové kultury rodu Staphylococcus a vypocet t-testu

Z techto hodnot

S. aureus CCM S. epidermidis CCM S. epidermidis XD
2022 4418 CCM 7221
A 0,401 0,358 0,474 0,189 0,130 | 0,158 | 0,232
B 0,312 0,177 0,284 0,112 0,219 | 0,171 | 0,363
C 0,497 0,295 0,186 0,373 0,115 0,157 | 0,124 | 0,311
D 0,456 0,180 0,155 0,227 0,180 0,444 | 0,108
E 0,336 0,447 0,364 0,170 0,269 0,115
F 0,272 0,155 0,225 0,214 0,149
G 0,221 0,162 0,249 0,450 0,421 | 0,493 | 0,401
H 0,393 0,312 0,169 0,208 0,133 0,243 | 0,340 | 0,575
pramér 0,361 0,259 0,233 0,303 0,195 0,254 0,283
smodch p. 0,087 0,105 0,083 0,093 0,102 0,113 0,150
rozptyl 0,008 0,011 0,007 0,009 0,010 0,013
stup. vol. 7 5 6 5 7 7
B 0,053 0,055 0,041 0,044 0,073 0,089
(n1+n2)-2 12 11 14
krit. hod- 2,179 2,201 2,145
t 2,000 1,413 1,091

Vsechny hodnoty t-testu, jak vyplyva z tabulky 6, jsou vyznamné mensi, nez hodnoty kri-
tické. Ani rozdilnost absorbanci biofilmovych kultur a samotné kultury XD neni nijak vel-

ka, da se tici, ze Paenibacillus sp. XD tedy neovliviiuje tvorbu biofilmu téchto kultur.

4.1.4 Méfeni naristu biomasy kultury XD v mineralnim médiu s xanthanem a rafi-

nozou

Ze zaoCkovanych médii s xanthanem (X + XD) a rafin6zou (R + XD) se provadély
odbéry vzorkti po 10 a 14 hodinach v prubéhu kultivace po dobu 3 dnti. Kazdy vzorek byl
nadavkovan do 3 jamek mikrotitracni desticky. Nasledné byla zméfena jejich absorbance
pfi 550 nm, jejiz hodnoty jsou uvedeny v tabulce 7. Tyto 3 hodnoty se po odecteni absor-
banci prazdné desticky zprimérovaly a vynesly do grafu v zavislosti na case (Obr. 6, 7).
Grafy jsou zobrazeny s chybovymi tseCkami odpovidajicimi dvojnasobku smérodatnych
odchylek. Hodnoty vyrazné se lisici od ostatnich ve sloupci nebyly do priméru zapocitany.

Jako kontrola bylo pouzito mineralni médium bez sacharidi.
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Tab. 7 Hodnoty absorbanci zmérené z odbérii vzorkii v danych casech v prithéhu kultivace

Absorbance
Cas (hod) X+ XD prameér R + XD primér | MM bez sacharidu
0 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 0,000 {0,004 0,003 0,010
10 0,067 | 0,07 | 0,067 | 0,068 | 0,017 | 0,034 0,024 0,025 [0,005 0,005 0,013
24 0,401 |0,461 | 0,498 | 0,453 | 0,200 | 0,244 | 0,247 | 0,230 [ 0,001 | 0,014 | 0,001
34 0,727 |1 0,754 | 0,306 | 0,741 | 0,306 | 0,307 | 0,320 | 0,311 | 0,002 | 0,003 | 0,001
48 0,657 | 0,671 | 0,749 | 0,692 |0,239|0,245|0,253 | 0,246 | 0,002 | 0,004 | 0,005
58 0,679 | 0,702 | 0,769 | 0,717 | 0,242 | 0,250 | 0,248 [ 0,247 [ 0,010 | 0,005 | 0,000
X+ XD
A 08
0,7 f\*_é—
0,6 /
05 /
0,4 /
0,3 /
0,2 /
o1 |—of-
0 0/‘ : : : .
0 20 40 60 80
t (hod)

Obr. 6 Hodnoty absorbance zobrazujici nariist biomasy kultury XD V xanthanovém médiu

V zavislosti na dobé kultivace

A 0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

60

80
t (hod)

Obr. 7 Hodnoty absorbance zobrazujici narist biomasy kultury XD V rafinozovém médiu

V zavislosti na dobé kultivace
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V tabulce 7 lze vidét, Ze se hodnoty absorbanci od druhého dne kultivace a v jeho pribéhu
u obou médii zvySovaly, coz dokazovala také ptritomnost vlocek kultury XD. Od tfetiho
dne se zacala absorbance snizovat (viz obrazky 6 a 7). V médiich se tato zména projevila
tvorbou bakterialnich agregati. Kiivky obou grafti odpovidaji zakladni kiivce rustu bakte-
rii, zhruba do 25 hodin se bakterie intenzivné mnozily, coZ je dikazem exponencialni faze,
a po této dobé prechazely do rané stacionarni faze, kdy se postupné vycéerpavalo Zivné mé-
dium a bakterie zacaly agregovat. V piipadé kultivace v xanthanovém médiu jsou hodnoty

absorbanci ve vsech fazich vyssi, nez u média s rafindzou.

4.1.5 Stanovovani enzymovych aktivit v mineralnim médiu s xanthanem a rafinézou

1. Méfeni aktivity média s buiikami

Rozmrazené vzorky z jednotlivych odbérti zpracované podle postupu popsané¢ho
vyse, byly davkovany do mikrotitracni desticky. Vzorky s xanthanovym médiem obsahuji-
ci chromogenni substrat 1 (4-Nitrophenyl B-D-glucopyranoside) byly nadavkovany do 3
jamek, vzorky obsahujici chromogenni substrat 2 (4-Nitrophenyl o-D-galactopyranoside)
do dalsich 3 jamek. Taktéz pro rafin6zové médium (viz Tab. 8, 9). Nasledn¢ byly zméfeny
hodnoty absorbance pii 410 nm a po odeéteni absorbanci prazdné destic¢ky se kazdé 3 hod-
noty zprumérovaly a vynesly do grafu v zavislosti na dob¢ kultivace (Obr. 8, 9). Vyrazné
se liSici hodnoty nebyly zapocitdvany. Jako kontrola bylo pouzito minerdlni médium se
substratem 1 a 2. Pro stanoveni aktivity enzymu se hodnoty absorbanci piepocitaly na akti-
vitu dle vzorce:

22 % 106 %V,

a = st*—VZ

AA....zména absorbance pii 410 nm
Vi....objem kyvety [500 pl]
V,....objem média v kyveté [75 pl]

te..... Cas reakce se substratem 1 a 2 [30 min]

€......absorbéni koeficient [18,1 M.cm™]

Vypocitané aktivity (viz Tab. 10, 11) byly vyneseny do grafu v zavislosti na dob¢ kultivace
(Obr. 10, 11). Grafy zavislosti absorbance na dob¢ kultivace obsahuji chybové tsecky,
které odpovidaji dvojnasobku smérodatnych odchylek.
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Tab. 8 Hodnoty absorbanci pro xanthanové médium se substratem 1 (pro -D-

glukoziddzovou aktivitu) a 2 (pro a-D-galaktozidazovou aktivitu) a pro MM

MM MM
Cas (hod) X + XD substrat 1 pramér X + XD substrat 2 pramér | substrat | substrat
1 2
0 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 { 0,000 | 0,062 | 0,083
10 0,080 | 0,080 | 0,070 | 0,077 | 0,094 | 0,08 | 0,097 | 0,090 | 0,049 | 0,086
24 0,272 | 0,231 | 0,004 | 0,169 | 0,283 | 0,242 | 0,211 | 0,245 | 0,043 | 0,080
34 0,280 | 0,250 | 0,192 | 0,241 | 0,323 | 0,35 | 0,461 | 0,378 [ 0,051 0,085
48 0,179 | 0,368 | 0,193 [ 0,186 | 0,451 | 0,411 | 0,344 | 0,431 | 0,068 | 0,086
58 0,196 | 0,135 | 0,133 | 0,155 | 0,382 | 0,669 | 0,342 | 0,362 | 0,068 | 0,084
X+ XD
0,5
o /;\
0,4 f T
0,35 /// ‘\\ji
0,3 -
0,25 /TN ¢—substrat 1
0,2 == substrat 2
0,15 } \
0,1
0,05
O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 70
t (hod)

Obr. 8 Hodnoty absorbance xanthanového média s chromogennim substrdatem 1 (pro [-D-

glukozidazovou aktivitu) a 2 (pro a-D-galaktozidazovou aktivitu) v zavislosti na dobé kulti-

vace
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Tab. 9 Hodnoty absorbanci pro rafinézové médium se substrdatem 1 (pro -D-

glukoziddzovou aktivitu) a 2 (pro a-D-galaktoziddazovou aktivitu) a pro MM

MM MM
Cas (hod) R + XD substrat 1 pramér R + XD substrat 2 pramér | substrat | substrat
1 2
0 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,035 | 0,040
10 0,009 | 0,013 | 0,007 | 0,010 | 0,017 | 0,172 | 0,042 | 0,030 [ 0,044 | 0,042
24 0,071 | 0,061 | 0,067 | 0,066 | 0,133 | 0,059 | 0,08 [ 0,107 | 0,044 | 0,049
34 0,120 | 0,080 | 0,101 | 0,100 | 0,104 | 0,098 | 0,121 | 0,108 | 0,043 | 0,039
48 0,050 | 0,057 | 0,071 | 0,059 | 0,03 | 0,022 | 0,04 | 0,031 | 0,049 | 0,042
58 0,052 | 0,056 | 0,045 | 0,051 | 0,017 | 0,029 | 0,037 | 0,028 | 0,034 | 0,037
R+ XD
A 0,14
0,12

o /
/ ¥

0,06 / /
0,04 T

X/

N
| —

0,02 +
0 é/ .

0 10 20

30

40

50
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70
t (hod)

=@®=substrat 1

== substrat 2

Obr. 9 Hodnoty absorbance rafinozového média s chromogennim substrdtem 1 (pro -D-

glukozidazovou aktivitu) a 2 (pro a-D-galaktoziddazovou aktivitu) v zavislosti na dobé kulti-

vace
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Tab. 10 Hodnoty enzymovych aktivit vypocitanych z namérenych absorbanci pro xantha-

nove medium

X + XD substrat 1 X + XD substrat 2
Aktivita Aktivita
Absorbance (pmol.min'1/pl Absorbance (pmol.min'1/pl
média) média)
0,000 0,000 0,000 0,000
0,077 941,273 0,090 1109,065
0,169 2074,893 0,245 3012,073
0,241 2954,778 0,378 4640,884
0,247 3028,443 0,402 4935,543
0,155 1898,915 0,362 4444.444
X+ XD

6000
T 5000
T
‘O
E A
= 4000
-
=
€ 3000 == substrat 1
§_ == substrat 2
- 2000
]
=
é 1000

0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
t (hod)

Obr. 10 Zavislost enzymovych aktivit na dobé kultivace u xanthanového média
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Tab. 11 Hodnoty enzymovych aktivit vypocitanych z namérenych absorbanci pro rafinézo-

vé médium
R + XD substrat 1 R + XD substrat 2
Aktivita Aktivita
Absorbance (pmol.min'1/pl Absorbance (pmol.min'1/ul

média) média)
0,000 0,000 0,000 0,000
0,010 118,682 0,030 362,185
0,066 814,406 0,107 1307,551
0,100 1231,840 0,108 1321,874
0,059 728,463 0,031 376,509
0,051 626,151 0,028 339,677

R+ XD
1400
% 1200 /
‘0
£ 1000
=
£ 800
TE: 600 o—substrat 1
g 7 \ |
3 400 == substrat 2
2 /
é 200
0 T T T T
10 20 30 40
t (hod)

Obr. 11 Zavislost enzymovych aktivit na dobé kultivace u rafinézového média

Kiivky vSech vyobrazenych grafti (Obr. 8, 9, 10 a 11) maji opét charakter zakladni kiivky

rustu bakteridlni populace. VSechny riistové faze se nachazeji ptiblizné ve stejném Caso-

vém rozmezi, jako tomu bylo v pfipad¢ nariistu biomasy a to plati jednak pro grafy, kde je

vynesena zavislost absorbance na dob¢ kultivace (Obr 8, 9), ale také pro grafy se zavislosti

aktivity na dobé kultivace (Obr 10, 11). Hodnoty absorbanci i aktivit, jak dokladaji tabulky

8,9, 10 a 11, jsou v piipadé kultivace v xanthanovém médiu vzdy vyssi, nez u rafinézové-

ho média, rovnéz hodnoty namétenych a-D-galaktozidazovych aktivit stanovovanych sub-

stratem 2 (4-Nitrophenyl a-D-galactopyranoside), jsou vyssi, nez B-D-glukozidazova akti-
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vita stanovovana substratem 1 (4-Nitrophenyl B-D-glucopyranoside) a to v ptipad¢é obou
zivnych médii. Nejvyssich hodnot aktivity dosahovaly oba enzymy v rafinézovém médiu

po 34 hodinéch kultivace a v xanthanovém médiu po 48 hodinach kultivace.

2. Méfeni aktivity samotného média

Rozmrazené a zpracované vzorky byly nadavkovany do mikrotitrani desticky stej-
nym zpusobem, jako v pfedchozim bodé. Nasledné byly zméteny hodnoty absorbance pfti
410 nm a po odecteni absorbanci prazdné desticky byly opét kazdé 3 hodnoty zprimeérova-
ny a vyneseny do grafu v zavislosti na dob¢ kultivace (Tab. 12, 13, obr. 12, 13). Grafy ob-
sahuji chybové usecky, které odpovidaji dvojnadsobku smérodatnych odchylek. Vyrazné se
lisici hodnoty nebyly zapocitavany. Jako kontrola bylo pouzito mineralni médium se sub-
stratem 1 a 2. Z hodnot absorbanci byla vypocditana aktivita (Tab. 14, 15) a vynesena do
grafu v zavislosti na dobé kultivace (Obr. 14, 15).

Tab. 12 Hodnoty absorbanci pro xanthanové médium se substrdtem 1 (pro p-D-

glukoziddzovou aktivitu) a 2 (pro a-D-galaktoziddazovou aktivitu) a pro MM

MM MM

Cas (hod) X + XD substrat 1 primér X + XD substrat 2 pramér | substrat | substrat
1 2

0 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,050 | 0,053

10 0,046 | 0,043 | 0,041 | 0,043 | 0,262 | 0,057 | 0,057 | 0,057 [ 0,047 | 0,052

24 0,053 | 0,062 | 0,068 | 0,061 | 0,104 | 0,113 | 0,701 | 0,109 | 0,052 | 0,061

34 0,466 | 0,087 | 0,227 | 0,157 | 0,124 | 0,127 | 0,148 | 0,133 [ 0,053 | 0,058

48 0,071 | 0,049 | 0,079 | 0,075 | 0,133 | 0,147 | 0,149 | 0,143 | 0,052 | 0,059

58 0,050 | 0,054 | 0,293 | 0,052 | 0,119 | 0,142 | 0,153 | 0,138 [ 0,057 | 0,057
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Obr. 12 Hodnoty absorbance xanthanového média s chromogennim substratem 1

(pro p-D-glukoziddzovou aktivitu) a 2 (pro a-D-galaktoziddzovou aktivitu) v zd-

vislosti na dobé kultivace

Tab. 13 Hodnoty absorbanci pro rafinézové médium se substratem 1 (pro f-D-

glukozidazovou aktivitu) a 2 (pro a-D-galaktoziddzovou aktivitu) a pro MM

MM MM
Cas (hod) R + XD substrat 1 primér R + XD substrat 2 pramér | substrat | substrat
1 2
0 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 [ 0,05 0,049
10 0,030 | 0,032 | 0,026 | 0,029 | 0,039 | 0,041 | 0,037 | 0,039 | 0,047 | 0,051
24 0,045 | 0,046 | 0,042 | 0,044 | 0,061 | 0,056 | 0,06 | 0,059 | 0,052 | 0,046
34 0,041 | 0,039 | 0,039 | 0,040 | 0,056 | 0,055 | 0,049 [ 0,053 | 0,049 | 0,052
48 0,032 | 0,033 | 0,032 | 0,032 | 0,032 | 0,031 | 0,031 | 0,031 | 0,051 | 0,049
58 0,034 | 0,031 | 0,030 | 0,032 | 0,029 | 0,03 0,03 | 0,030 [ 0,048 | 0,049
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Obr. 13 Hodnoty absorbance rafinézového média s chromogennim substrdatem 1

(pro p-D-glukozidazovou aktivitu) a 2 (pro o-D-galaktozidazovou aktivitu)v zavis-

Tab. 14 Hodnoty enzymovych aktivit vypocitanych z namérenych absorbanci pro xantha-

nove medium

losti na dobé kultivace

X + XD substrat 1 X + XD substrat 2
Aktivita Aktivita
Absorbance (pmol.min'1/pl Absorbance (pmol.min'1/pl
meédia) meédia)
0,000 0,000 0,000 0,000
0,043 532,024 0,057 699,816
0,061 748,926 0,109 1332,106
0,157 1927,563 0,133 1632,904
0,075 920,810 0,143 1755,678
0,052 638,428 0,138 1694,291
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Obr. 14 Zavislost enzymovych aktivit na dobé kultivace u xanthanového média

Tab. 15 Hodnoty enzymovych aktivit vypocitanych z namérenych absorbanci pro rafinozo-

vé médium
R + XD substrat 1 R + XD substrat 2
Aktivita Aktivita
Absorbance (pmol.min'1/pl Absorbance (pmol.min'1/pl
meédia) meédia)
0,000 0,000 0,000 0,000
0,029 360,139 0,039 478,821
0,044 544,301 0,059 724,371
0,040 487,006 0,053 654,798
0,032 396,972 0,031 384,694
0,032 388,787 0,030 364,232
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Obr. 15 Zavislost enzymovych aktivit na dobé kultivace u rafinézového média

Kfiivky vyobrazenych grafi (Obr. 12, 13, 14 a 15) maji také charakter zakladni kiivky
rustu bakteridlni populace. Ristové faze se nachdzeji ptiblizn€ ve stejném casovém rozme-
zi, jako v piedeslém piipadé. Hodnoty absorbanci i aktivit, jak dokladaji tabulky 12, 13,
14, 15, jsou v ptipadé¢ kultivace v xanthanovém médiu také vyssi, nez u rafindzového mé-
dia, a opét je stanovana o-D-galaktozidazova aktivita vyssi, nez B-D-glukozidazova. Hod-

noty absobanci 1 aktivit jsou nizsi, nez v ptipad¢ stanovovani aktivity média s buiikami.

3. Méfeni aktivity samotnych promytych bunék

Zpracované vzorky byly opét nadavkovany do mikrotitracni desticky stejnym zpt-
sobem, jako v pfedchozim bodé. Byly zméteny hodnoty absorbance pii 410 nm a po ode-
¢teni absorbanci prazdné destiCky byly opét kazdé 3 hodnoty zpriimérovany a vyneseny do
grafu v zavislosti na ¢ase (Tab. 16, 17, obr. 16, 17). Grafy obsahuji chybové usecky, které
odpovidaji dvojnasobku smérodatnych odchylek. Vyrazné se liSici hodnoty nebyly zapoci-
tavany. Z hodnot absorbanci byla opét vypocitana aktivita (Tab. 18, 19) a vynesena do

grafu v zavislosti na dobé¢ kultivace (Obr. 18, 19).
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Tab. 16 Hodnoty absorbanci pro xanthanové médium se substrdtem 1 (pro -D-

glukoziddzovou aktivitu) a 2 (pro a-D-galaktoziddzovou aktivitu)

Cas (hod) X + XD substrat 1 primér X + XD substrat 2 primér
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,027 0,041 0,042 0,037 0,045 0,04 0,041 0,042
24 0,035 0,050 0,037 0,041 0,045 0,055 0,04 0,047
34 0,038 0,051 0,043 0,044 0,051 0,059 0,047 0,052
48 0,046 0,040 0,038 0,041 0,052 0,035 0,06 0,049
58 0,040 0,037 0,262 0,039 0,061 0,041 0,038 0,047

X+ XD
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Obr. 16 Hodnoty absorbance xanthanového média s chromogennim substratem 1 (pro f-
D-glukozidazovou aktivitu) a 2 (pro a-D-galaktoziddzovou aktivitu) v zavislosti na dobé

kultivace
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Tab. 17 Hodnoty absorbanci pro rafinézové médium se substratem 1 (pro f-D-

glukoziddzovou aktivitu) a 2 (pro a-D-galaktoziddzovou aktivitu)

Cas (hod) R + XD substrat 1 pramér R + XD substrat 2 pramér
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,030 0,031 0,045 0,035 0,033 0,033 0,034 0,033
24 0,038 0,038 0,035 0,037 0,044 0,044 0,036 0,041
34 0,026 0,031 0,030 0,029 0,031 0,03 0,033 0,031
48 0,036 0,041 0,041 0,039 0,038 0,03 0,035 0,034
58 0,027 0,034 0,040 0,034 0,028 0,034 0,03 0,031

R+ XD
0,05
A 0,045
0,04 T
0,035 \ T
0,03
0,025 I == substrat 1
0,02
0,015 I )
/ == substrat 2
0,01
0,005 /
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Obr. 17 Hodnoty absorbance rafinézového média s chromogennim substrdatem 1

(pro p-D-glukoziddzovou aktivitu) a 2 (pro a-D-galaktoziddzovou aktivitu) v zd-

vislosti na dobé kultivace

Tab. 18 Hodnoty enzymovych aktivit vypocitanych z namérenych absorbanci pro xantha-

nove medium

X + XD substrat 1 X + XD substrat 2

Aktivita Aktivita
Absorbance | (umol.min™/ul | Absorbance | (umol.min™/ul

média) média)

0,000 0,000 0,000 0,000
0,037 450,174 0,042 515,654
0,041 499,284 0,047 572,949
0,044 540,209 0,052 642,521
0,041 507,469 0,049 601,596
0,039 472,683 0,047 572,949
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Obr. 18 Zavislost enzymovych aktivit na dobé kultivace u xanthanového média

Tab. 19 Hodnoty enzymovych aktivit vypocitanych z namérenych absorbanci pro rafinézo-

vé médium
R + XD substrat 1 R + XD substrat 2
Aktivita Aktivita
Absorbance (pmol.min'1/pl Absorbance (pmol.min'1/pl
meédia) média)
0,000 0,000 0,000 0,000
0,035 433,804 0,033 409,249
0,037 454,266 0,041 507,469
0,029 356,047 0,031 384,694
0,039 482,914 0,034 421,526
0,034 413,342 0,031 376,509
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Obr. 19 Zavislost enzymovych aktivit na dobé kultivace u rafinézového média

Kiivky grafii na obrazcich 16, 17, 18, 19 maji charakter zékladni kfivky bakteridlniho
rustu, avSak hodnoty absorbanci a z nich vypocitanych aktivit u téchto vzorka s promytymi
buitkami dosahovaly velmi nizkych hodnot, jak dokladaji tabulky 16, 17, 18 a 19. D4 se
fici, ze tyto aktivity byly ve srovnani s aktivitami neméfenymi v médiu a bunkach zane-

dbatelné.
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Pro srovnani aktivit byly do jednoho grafu vyneseny zavislosti a-D-galaktozidazovych
(Obr. 20, 21) a B-D-glukozidazovych aktivit (Obr. 22, 23) na dobach kultivace u média

s bunikami, samotného média a samotnych promytych bunék.
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T
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£
< 4000
£
€ 3000 o— médium s burikami
©
g 2000 == samotné médium
© ==fe=promyté burik
£ 1000 promy Y
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Obr. 20 Srovnani a-D-galaktozidazovych aktivit v xanthanovém médiu
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Obr. 21 Srovnani a-D-galaktoziddazovych aktivit v rafinozovém médiu
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Obr. 22 Srovnani p-D-glukoziddzovych aktivit v xanthanovém médiu

1400

1200

1000

800

600

400

Aktivita (umol.min-t/ul média)

200

R+ XD

== médium s burikami

== samotné médium

== promyté buriky

10 20 30 40 50 60 70
t (hod)

Obr. 23 Srovnani -D-glukozidazovych aktivit v rafinézovém médiu

Z graft pro srovnani enzymovych aktivit 1ze fici, ze detekovana enzymova aktivita byla

patrné v médiu, ptipadné extracelularni, ale asociovana s bunkami.
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4.2 Diskuze

Pfi testovani koncentrace rozpusténého organického uhliku bylo zjisténo, ze se
v médiich se sacharidy rafinézou a stachydzou tato koncentrace Vv prub¢hu kultivace sni-
zuje. Nameétena vstupni koncentrace DOC se pohybovala okolo 180 mg/l (Tab. 1). Jak je
patrné v tabulce 2, uz po dvou dnech kultivace tato koncentrace znatelné poklesla, u MM
se stachyozou je tento pokles vyraznéjsi (okolo 55,97 mg/l), nez u MM s rafin6zou
(131,95). Skute¢nost dana snizujici se koncentraci DOC v pribéhu kultivace kultury XD je
dikazem, ze kultura Paenibacillus sp. XD rozklada rafinozu i stachyozu, pii¢emz stachyo-
za je zpocatku degradovana rychleji, nez rafindza. Soub€zné s timto experimentem prova-
déla JureCkova méfeni koncentrace rozpusténého organického uhliku v mineralnim médiu
se stachyodzou a rafindzou kulturou Verrucomicrobium sp. GD, ktera utilizuje bakterialni
polysacharid gellan. Podminky kultivace byly stejné, jako u kultury XD. Vstupni koncen-
trace DOC se pohybovala také okolo 180 mg/l, ale v prubéhu kultivace se prakticky ne-

zménila, coz nasvédéuje tomu, ze kultura GD nerozklada ani stachyozu, ani rafinozu [32].

Schopnost rozkladu extracelularnich polysacharidi xanthanu a alginatu kulturou
XD byla testovana také elektroforézou proteint. Predpokladem tohoto testu bylo zjistit,
zda jsou oba polysacharidy degradovany stejnym enzymem, ¢ili se pfedpokladalo, ze pfi-
tomnych signaltl v separacnim gelu bude jen nékolik. Tato domnénka se ale nepotvrdila,
protoze jak doklada obrazek 5, v supernatantu se nachazi Siroké spektrum proteintl, z nichz

nékteré mohou byt zkoumanymi enzymy.

Schopnost inhibice tvorby biofilmu kulturou XD je dana vysledky t-testu, ktery
ukazuje, zda je rozdil mezi dvéma primeéry z namétenych hodnot statisticky vyznamny na
dané hladiné vyznamnosti. U Staphylococcus epidermidis FT 1 v tabulce 3, Pseudomonas
aeruginosa FT 3 v tabulce 4, Staphylococcus aureus CCM 2022, Staphylococcus epider-
midis CCM 4418 a 7221 v tabulce 6 vysly hodnoty t-testu mensi nez kritické, tedy rozdily
pramért sloupct s XD a bez né¢j byly statisticky nevyznamné. Z toho Ize usoudit, ze XD
nema vliv na tvorbu biofilmu téchto kultur. Nepatrny nebo maly vliv mé na kultury Sta-
phylococcus aureus CCM 3953 (Tab. 3), Pseudomonas aeruginosa FT 1, FT 2 (Tab. 4) a
Enterococcus faecalis CCM 4224, 2665 (Tab. 5), kdy se rozdily praméri 1isi maximalné o
0,1. Na ostatni kultury ma XD vétsi vliv, zejména na Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
(Tab. 4) a E. coli CCM 3988 (Tab. 5), u kterych se priméry absorbanci li§i velmi vyrazn¢.
U vétSiny kultur jsou hodnoty primért ve druhych sloupcich vyznamné nizsi, nez

v prvnich. To je dikazem, ze Paenibacillus sp. XD inhibuje tvorbu biofilmu téchto testo-
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vanych biofilmovych kultur, a to bud’ spotiebovavanim zivin, nebo piedpokladanym roz-
kladem polysacharidové slozky biofilmi. Naopak je tomu u E. coli CCM 3954, 3988, En-
terococcus faecalis CCM 4224 (Tab. 5), u nichz je hodnota praméru ve druhych sloupcich
vyznamné vyssi. V ptipadé E. coli CCM 3988 je rozdil zvlasté vyrazny. Z tohoto poznatku
1ze usoudit, ze Paenibacillus sp. XD bud’ napomaha tvorb¢ biofilmu témto tfem zminénym
kulturam, nebo jde o tvorbu biofilmu samotnou kulturou XD, jak dokladaji vysledky v tab.
6.

Narust biomasy v xanthanovém a rafindzovém médiu je vyobrazen v grafech na ob-
razcich 6 a 7. Ktivky obou grafli zobrazuji nartst absorbance v prubéhu kultivace Paeni-
bacillus sp. XD a odpovidaji zakladni kiivce ristu bakterialni populace. Vysledky ukazuji,
ze béhem druhého dne se bakterie intenzivné mnozily, coz dokazuji zméfené absorbance,
které u xanthanového média dosahly nejvyssi hodnoty 0,741 a u rafinézového média
0,311. Od tretiho dne zacaly hodnoty absorbance u obou médii klesat. Tento pokles souvisi
se stacionarni fazi rustu, kdy se zpomaluje rychlost mnozeni bun¢k, dochazi k akumulaci
metabolitil a zivné médium je vyCerpéano.

Aktivita stanovovanych enzymu B-D-glukozidazy a a-D-galaktozidazy je vyobra-
zena na obrazcich 10, 11, 14, 15, 18 a 19. Ktivky grafti na obrazcich 8, 9 12, 13, 16 a 17
predstavuji zavislost absorbance, ktera byla nasledné pfepocitana na aktivity stanovova-
nych enzymi B-D-glukozidazy a a-D-galaktozidazy, na odbérovych ¢asech v pribéhu kul-
tivace. VSechny kiivky maji rostouci charakter, coz vypovida o tom, Ze se zacala projevo-
vat aktivita téchto extracelularnich enzymi, které nejvice rozkladaly zivna média se sacha-
ridem v pribéhu druhého dne a tieti den tyto hodnoty aktivit zacaly klesat. Pokles byl za-
gradaci. Ze vSech graf je také patrné, Ze vzorky obsahujici chromogenni substrat 1 (4-
Nitrophenyl B-D-glucopyranoside pro stanoveni B-D-glukozidazové aktivity) dosahuje
niz$ich hodnot aktivit, nez substrat 2 (4-Nitrophenyl a-D-galactopyranoside pro stanoveni
a-D-galaktozidazové aktivity). Enzym a-D-galaktozidaza je tedy produkovan bakterii
Paenibacillus sp. XD vice, nez B-D-glukozidaza. Domnénkou, pro¢ se tento enzym nacha-
zi ve veétsim mnozstvi 1 v xanthanovém meédiu, které neobsahuje galaktozu, by mohlo byt,
ze enzymy pro rozklad galaktézy jsou konstitutivni, tzn., Ze je bunka tvoii za kazdych
okolnosti v konstantnim mnoZzstvi, dal§$im divodem muzZe byt, Ze n€ktery z enzymt podile-
jicich se na rozkladu xanthanu ma také galaktozidazovou aktivitu. Nejvyssich hodnot akti-

vit dosahovaly enzymy pii méfeni aktivity média a bunék (Obr. 8, 9), naopak nejnizsich
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hodnot dosahly pii méfeni aktivity u promytych bunék (Obr. 12, 13). Z toho se da usuzo-
vat, Ze naméiené aktivity byly extracelularni. Enzymova aktivita B-D-glukozidazy a a-D-

galaktozidazy vykazovala vyssi hodnoty v xanthanovém médiu, nez v médiu s rafindzou.
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ZAVER

V této bakalatské praci byla studovana schopnost degradace bakteridlniho exopoly-
sacharidu xanthanu a trisacharidu rafinézy grampozitivni bakterii Paenibacillus sp. XD.
Degradacni testy byly provadény méfenim ndrtstu biomasy v mineralnich médiich
s xanthanem a rafindzou, kdy byla bakterie do téchto médii zaockovana a ve stanovenych
casech v dob¢ kultivace byly z této suspenze provadény odbéry vzorkt. Vysledky zjisténé
ze zmétené absorbance ukazovaly, ze bakterie degraduje tyto sacharidy, pficemz nejvétsi
rust vykazovala v pribé¢hu druhého dne kultivace. Schopnost degradace byla métena také
stanovenim rozpusténé¢ho organického uhliku (DOC) v mineralnich médiich s rafinézou a
stachyozou, kdy snizujici se koncentrace DOC v prub¢hu kultivace byly diikazem, Ze bak-

terie rozkladala tyto dva sacharidy.

Paenibacillus sp. XD byl testovan také pro existenci extracelularnich enzymu f-D-
glukozidazy a a-D-galaktozidazy pii rozkladu xanthanu a rafinézy. Tato existence byla
prokazana zvysSujicimi se hodnotami aktivit téchto enzymu v prubéhu kultivace v xantha-
novém a rafindzovém médiu. Vyssi aktivitu vykazoval u obou sacharidovych substratt

enzym a-D-galaktozidaza.

U bakterie byl také sledovan vliv na tvorbu biofilmu vybranych biofilmovych kul-
tur. Ze statistického zhodnoceni zméfenych absorbanci vyplyva, ze u kultur Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955, Pseudomonas aeruginosa FT 2 a FT 4, Klebsiella pneumoniae
CCM 4415 a Enterococcus faecalis CCM 7000 inhibuje tvorbu jejich biofilmu a kulturam
E. coli CCM 3954, 3988 a Enterococcus faecalis CCM 4224 bud’ napomaha v tvorb¢ bio-

filmu, nebo se jedna o tvorbu biofilmu samotnou kulturou Paenibacillus sp. XD.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

UIOZP
TBA
XY
XYG
DOC
XD
RFO
TYA
TYA-GLU
SDS
TEMED
TSB

X+ XD
R+ XD
DtManB

Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi
Kyselina thiobarbiturova

Xanthanové médium

Xanthanové médium s ptidavkem glukozy

Rozpustény organicky uhlik

Kultura Paenibacillus sp. XD (XD — xanthan degradation, pracovni nazev)
Oligosacharidy z rodiny rafin6zy (Raffinose family oligosacharides)
Tryptonovy agar s kvasicnym extraktem

Tryptonovy agar s kvasicnym extraktem a gluk6zou

Dodecylsulfat sodny

N, N, N°, N *-tetra-methylendiamid

Tryptdzo-sdjovy bujon

Mineralni médium s xanthanem a kulturou XD

Mineralni médium s rafin6zou a kulturou XD

Enzym mananaza produkovana mikroorganizmem Dictyoglomus thermo-

philum
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