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ABSTRAKT

Cilem této bakalaiské prace bylo zjistit zavislost mezi viskozitou tekutého média a mnoz-
stvim produkovaného extraceluldrniho polysacharidu (dextranu) pfi kultivaci kultury Leu-
conostoc garlicum PR. Dalsim cilem byla spoluprace s laboratoti fyzikalni chemie na FT

UTB ve Zling, kde byly vzorky ziskané¢ho dextran podrobeny sérii specialnich analyz.
Kli¢ova slova:

Bakterie, polysacharid, dextran, viskozita, hmotnost, kultivace

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis was to find out the dependence between viscosity of the
liquid medium and the amount of produced extracellular polysaccharide (dextran) during
cultivation of the Leuconostoc garlicum strain PR. In collaboration with the laboratory of
physical chemisty at FT UTB in Zlin, the gained dextran sample were put to the series of

special analysis.
Keywords:

Bacteria, polysacharide, dextran, viskosity, weight, cultivation
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UvVOD

V dobéach dédvno minulych nebyl Clovék az tak vyspély, proto bylo zcela bézné, ze lidé
vyuzivali piirodni materialy, at’ §lo o kdmen ¢i dfevo ve stavebnictvi nebo kofinky a bylin-
ky v medicing. Cim se lidé vice a vice zdokonalovali ve zpracovani materialu a stavali se
vyspélou civilizaci, zacali si i latky sami synteticky pfipravovat, at’ se jednalo o 1éky nebo

polymery, které jsou dodnes denn¢ vyuzivany.

Ale je to skutecné vyspélost, kdyz kvuli tomu dochazi k drancovani nasi malé krasné pla-
nety? Nékteré syntetické latky jsou vSak ve vnéjSim prostiedi tézce rozlozitelné nebo jsou

toxické a mélo by tedy byt snahou je postupné omezovat ¢i nepouzivat.

Nastésti je i snaha hledat alternativni feSeni, které by ptirodu poSkozovalo minimalné nebo
vilbec — jde o to, poznavat co nejvice ptirodnich sloucenin, které jsou pouzitelné pro nej-
ruzngj$i primyslové ¢i zdravotnické ucely. Takovymi slouceninami jsou i dextrany, které
jsou produkovany bakterialnimi kulturami rodu Leuconostoc. A mizeme jen doufat, ze
dalsi vyvoj lidstva bude pokracovat smérem k vyuzivani vice latek ptirodnich za cenu co

nejmensiho nic¢eni pfirody a bude spiSe dochéazet k jeji vétsi ochrané.
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1 EXTRACELULARNI POLYMERY

Mikrobidlni polymery se d€li na dvé velké skupiny — intraceluldrni a extracelularni poly-
mery. Zasadnim rozdilem mezi t€émito skupinami je ten, ze intracelularni polymery jsou
vytvafeny uvniti bakterialnich bunék a tam také plni funkci svou fyziologickou roli (nej-
Castéji v cytoplazm¢), za to extracelularni polymery (ECP) jsou vylu¢ovany mimo bunky

do vné¢jsiho prostiedi. 1.2

Extracelularni polymery je skupina biopolymert, ktera se nachézi na povrchu bunék nékte-
rych bakteridlnich druhii a spolu s dal$imi latkami vytvaii ochrannou vrstvu, tzv. pouzdro
nebo sliz. Mizeme mezi n¢€ zatadit polysacharidy, proteiny, lipidy, hyaluronovou kyselinu,

glykolipidy, glykoproteiny a také DNA, 12343678

1.1 Mechanismus produkce ECP bakteriemi

Mechanismy produkce exopolysacharidii mizeme rozdélit na 2 skupiny

Prvni skupina je zavisla na konkrétnim substratu (nejcastéji na sacharose) a tvoii ji 4 ho-
mopolysacharidy — dextran, mutan, alternan a levan. K produkci dochazi pomoci enzymu
glykosyl transferasy (napf. dextran sacharasa) extracelularné. Enzym hydrolyticky Stépi
sachararosu na monomery. Fruktosu buiky déale vyuZzivaji jako zdroj uhliku a energie a
druhou monomerni jednotku, tj. glukosu, bakterie vyuzivaji k syntéze uvedenych expoly-

sacharidli na povrchu svych bungk, jakoz to ECP.

Do druhé skupiny patii zbylé homopolysacharidy a veskeré heteropolysacharidy. Do reak-
ce vstupuje nékolik enzymd, které se podileji na tvorbé téchto polymert v cytoplazmé a

< s <1 9,10,11
navylucovani polymeru z buiiky.

1.2 Funkce

Kapsularni polysacharidy vytvareji u bakterii vrstvu, kterd plni nékolik funkci. Chréani
bunku pfed negativnimi vnéjSimi vlivy, brani bunice pted vysychanim, slouZzi jako zasobar-

na Zivin a udrzuje bakterie na podkladu.
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1.3 Déleni vrstev

Povrchové vrstvy se déli podle sily a konzistence na makrokasule, mikrokapsule a sliz.

1.3.1 Makrokapsule

Makrokapsule ma urcitou ultrastrukturu a ostfe ohraniceny okraj, ktery je dobfe mikrosko-
picky pozorovatelny. Tyto makrokapsule jsou vazané kovalentni vazbou na povrch buné¢-
né stény. Vyskytuji se napt. u rodu Streptococus.

1.3.2 Mikrokapsule

Mikrokapsule je tenkd vrstva nad bunécnou sténou. Existence mikrokapsuly nelze rozeznat
vétSinou obvyklych mikroskopickych metod (ani elektronovym mikroskopem), ale Ize jej
dokazat specifickou imunologickou metodou.

1.3.3 Slizy

Sliz je volng vylu¢ovan do prostedi, nema ohrani¢eny okraj a je lehce od bunék oddélitel-

ny. Vyskytuje se napiiklad u druhu Leuconostoc mesenteroides. % % 1113

1.4 Struktura extracelularnich polysacharidi

Extracelularni polysacharidy délime na 2 zakladni skupiny — homopolysacharidy a hetero-
polysacharidy

1.4.1 Homopolysacharidy

Homopolysacharidy jsou tvofeny z jednoho typu monosacharidu. Mizeme je rozdélit na 4
podskupiny

a-D-glukany — Do této skupiny patii napf. dextran. a-D-glukany jsou tvoieny z glukosy,
které jsou spojené vazbou a-1,6.

B-D-glukany — hlavnim charakteristickym znakem této podskupiny je spojeni glukos vaz-
bou B-1,3 a v boc¢ni fetézci B-1,2.

Fruktany — mezi fruktany patii napi. levan. Monomerem je D-fruktosa, jednotky jsou spo-
jené vazbou 3-2,6

Ostatni — do této skupiny patii polysacharidy (napt. galaktiny), u kterych se 1isi typ opaku-

jicich se monomeri a také rozdilnosti glykosidickych vazeb. 911,14
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1.4.2 Heteropolysacharidy

Heteropolysachary jsou sloZeny z nékolika typi monomert od disacharidi po oktasachari-
dy. Slozeni téchto sacharidli vétSinou obsahuje 2-4 riizné druhy monosacharidii nejcastéji

D-glukosu, D-galaktosu a L-rhamnosu * *

Heterosacharidy vytvaieji fetézce o riizné velikosti, od 4.10* do 6.10° Da. ** A&koliv se
muze na prvni pohled jevit, Ze se jedna o veliké molekuly, tak nedosahuji takovych hodnot

jako homopolysacharidy, které dosahuji molekulové velikosti az 5. 10° (napt. dextran).
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2 DEXTRAN

2.1 Historie

Dextran byl poprvé objeven v roce 1874 Schleiblerem. Ten zjistil, ze za urcitych okolnosti
dochazi k nezndmému houstnuti titinového a fepného cukru, které bylo zptasobeno uhlo-
hydréaty CeH100g a zaroveii majici pozitivni optickou rotaci. > V roce 1861 Pasteur doka-
zal, Ze tyto slizy jsou zptsobovany mikrobialné *® a Van Tieghem pojmenoval bakterii,
ktera vytvati onen exopolysacharid, Leuconostoc mesenteroides. Pozd¢ji se ukazalo, ze se
nejednd a presn¢ definovanou substanci se specifickymi vlastnostmi, ale Ze miize byt slo-

v N x s s . o ., . crg .17
zena pon¢kud rozdilné, je-1i vytvafena riznymi bakteridlnimi kulturami.

2.2 Vlastnosti

Dextrany jsou nyni klasifikovany jako homopolysacharidy sloZzené z glukosovych jedno-
tek, které jsou spojeny v hlavnim fetézci vazbou a(1,6)- a to z vice nez 50% veSkerych
vazeb. Dal$i vazby se také vyskytuji u bo¢nich fetézcii a jsou to a(1,3)-, a(1,4)- a a(1,2)-.
Ovsem piesné sloZeni kazdého typu dextranu zaleZi na specifickych podminkach pfi pro-
dukci témi druhy mikroorganismi, které tento exopolysacharid vytvaii z toho tedy vyply-

va, Ze 1 kazdy typ dextranu je nécim specificky. 18

2.3 Vyroba

Komer¢ni vyroba dextranu se momentalné provadi kultivaci bakterie Leuconostoc mesen-
teroids v sacharosovém zivném mediu, které je bohatym zdrojem dusiku, fosfat, mineralt
a stopovych prvku. Bakterie rodu Leuconostoc jsou fakultativné anaerobni, avSak fermen-
tacni vyroba probihéd anaerobné. Pro kultivaci bakterie jsou idedlni podminky pti koncent-
raci sacharosy 2%, pH 6,7 - 7,2 a pii cca 25°C. *® B&hem prvnich 20 - ti hodin kultivace
vlivem sloZeni produkovanych organickych kyselin pH klesne na cca 5,0, coz vytvari op-
timalni prostfedi pro enzym dextransucrasu.'® Pro zisk dextranu po skonceni kultivace je
dextranu je nutno jej po odstranéni alkoholu opétovné rozpustit ve vod¢ a nasledné znovu

srazit alkoholem. %°
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2.4 Pouziti

Dextrany jsou komercné diilezité polysacharidy. Pouzivaji se Cisté ptirodni, degradované i

derivaty dextrant. O pouziti dextranu byla napsana spousta lanka™® 2 22,

2.4.1 Medicina

Medicinsky vyuzivané dextrany maji idealni molekulovou hmotnost mezi 40 000 —
100 000 Da. Podle molekulové hmotnosti 70 000, 60 000 a 40 000 Da je muzeme délit
s oznacenim 70, 60 a 40. Tyto dextrany jsou vyuzivany jako ndhrada krevni plazmy hlavné
pii hromadnych nehodéch, coz byl piivodni podmét k tomu, aby se zacaly dextrany ko-
meréné vyrab&t. Piirodni dextrany o molekulové hmotnosti 5.10° Da, jsou nevhodné jako

nahrady krevni plazmy23.

Dextrany s mensi molekulovou hmotnosti nez je 40 000 Da se rychle rozpusti v krevnim
ob¢hu a jsou vylouceny ledvinami v moci. Latka s pfili§ vysokou molekulovou hmotnosti

oy , . o1 20,22, 24
miiZe mit za nasledek $patnou srazlivost krve?®?% %,

Pokud dextran obsahuje vysokou molekulovou hmotnost nebo ma vétsi podil vazby a-(1,6)

muze zpusobit alergickou reakci?.

Pouziti dextranu v mediciné je ovSem velmi omezujici, nebot’ pfiblizné 20% populace trpi
anafylaktickym Sokem, a pravé proto se nedoporucuje pouziti dextranu jako nahrada krevni
plazmy. OvSem pokud dojde k hromadnému nestésti a neni dostatek krve je k zachrané
Zivota moZno pouzit klinicky dextran®.

Sulfat dextranu se miize vyuzivat jako prostiedek proti HIV. Dale se se tento dextran pou-

zival 20 let v Japonsku proti arteriosklerose bez nezadoucich vedlejSich GEinka® 2.

2.4.2 Fotografie

Velké fotografické spole¢nosti maji patenty na vyuziti dextranu ve fotografickych emul-
zich. To umozni nepouZzivat vét§i mnozstvi stfibra a fotografie tim neztraci kvalitu v po-

" < 20,27
dobné zrnéni®® %',

2.4.3 Potravinarstvi a kosmetika

Dextrany maji v kosmetice fadu vyhod, hlavné v péci o pokozku a o€i.
Pfi pouziti v potravinafstvi, pfevazn¢ v pecivu zlepSuji jeho jemnost a zvysuji objemzs.

Takeé se pouziva jako plnivo do sladkosti ¢i zmrzlin®.
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3 LEUCONOSTOC GARLICUM PR

Bakterie Leuconostoc garlicum PR byla izolovana ing. Evou Hlavonovou v ramci jeji di-
sertaéni prace v roce 2008 z aktivovaného kalu z COV Babice, kde se zpracovéavaji pie-

v . v . 30
vazné odpadni vody z potravinaiského praimyslu™.

3.1 Kultivace

Prvotni testy prokazaly, ze tato kultura dobfe roste na Trypton kvasni¢nych agarovych put-
dach (TYA), obohacenych bud’ o 2% glukosy anebo 2% sacharosy. Pfi téchto ne€kolika
dennich kultivacich bylo patrné, Ze bakterie tvoti velké kopulovité kolonie s vyraznou pro-
dukci polymeru. Pfi kultivaci na samotném TYA agaru bakterie produkovala pouze mensi

kolonie bez produkce polymeru®.

3.2 Vysledky Gramova barveni

Gramovo barveni ukazalo, ze se jedna o grampozitivni drobnou ty¢inkovou bakterii o veli-
kosti bun¢k 0,2-0,4 um x 0,5-1,3 um se zakulacenymi konci. Jednotlivé buiky tvotily bud’

tetizky, nebo se spole¢né shlukovaly30.
3.3 Vysledky test na agarovych pudach

3.3.1 Agarové pudy

Jelikoz na Trypton kvasni¢ném agaru rostla kultura PR slab¢, byla provedena série pokust
s dalSimi zivnymi pidami a pfi riznych teplotach. Z testd vyplynulo, Ze nejvhodnéjsi pro
rust kultury je tzv. VL agar, pii teploté 25°C a také TYA s 2% sacharosy pii 37°C. Druha
zminéna puda také prokazala nejvétsi produkcei exopolymeru pii 25 a 30°C. Na obou aga-
rech kultura rostla jak za aerobnich tak i anaerobnich podminek bez omezeni. Na zakladu

pro krevni agar a na mineralnim agaru s 2% glukosy vSak neprokéazala Zadny rist™.

3.3.2 Koncentrace NaCl

Z testovani rustu kultury na VL agarech pii riznych koncentraci NaCl vyplynula schopnost
rustu kultury pii koncentraci az 4,0%, nejvhodnéjsi prosttedim se vSak jevilo prostiedi

s koncentraci NaCl 0,5%, a to tak jak anaerobni, tak mikroaerobni®.
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3.3.3 VL agar

Testy kultury PR na VL agaru pii ruznych teplotach ukazaly, ze bakterie nejlépe roste

VvV rozmezi teplot 30 — 35°C%,

3.3.4 Vyhodnoceni

Z porovnani veSkerych morfologickych i biochemickych vlastnosti a z provedené moleku-
larn€ biologické identifikace vyplynulo, ze se jedna o bakterii Leuconostoc garlicum. Po-
tvrdily to 1 ristové testy na agarovych pidach, kdy vySe zminéna bakterie rostla v rozmezi
teplot 5 — 45°C, s optimem 25°C. Zajimavosti byla pravé schopnost ristu nad 40°C, nebot’
tohoto nejsou ostatni druhy rodu Leuconostoc schopny*°.

3.4 Vysledky testi v tekutych mediich

Cilem té&chto testl bylo zjistit, v jakém kultivacnim prostiedi je kultura Leuconostoc gar-
licum schopna produkovat exopolysacharid, nebot’ v primyslu se pro produkci bakterial-

nich metabolitd nejvice vyuziva pravé tekutych medii™.

3.4.1 Kultivace v Trypton kvasni¢ném médiu s rozdilnou koncentraci sacharosy

Jelikoz testy na agarovych pudach ukazaly, ze kultura nejlépe produkuje dextran na TYA
agaru s 2 % sacharosy, proto bylo zvoleno medium o stejném slozeni (s vylou¢enim aga-
ru). Pro pokus byly pouzity tii rizné koncentrace sacharosy - 2%, 5% a 10% pti 25°C, pfi
kultivaci 6 dni na kruhové i vratné tiepacce. Pii pouziti 10% sacharosy kultura PR proka-
zala nejvétsi narast viskozity media, a to na vratné tiepacce (145,0 + 0,8 mPa.s), o néco
meéngé na kruhové ttepacee (108,7 + 0,5 mPa.s). Pti porovnani vysledki u dalSich koncent-

raci se proto ukazalo, Ze vratnd tfepacka je pro kultivaci vhodnéjsi neZli tfepacka kruho-

~30
va .

3.4.2 Kaultivace v Trypton kvasni¢ném médiu (TYM) s riznou koncentraci Zivin

Cilem tohoto testu bylo zjistit miru zahusténi média pii dvojnasobné koncentraci jedné ze
dvou nebo i zaroven obou zakladnich Zivin — tryptonu a kvasni¢ného autolyzatu. Pro tento
ucel byla pripravena média s 10% sacharosy, kde jedno bylo s béznym mnozstvim tryptonu
a kvasni¢ného autolyzatu, dalSi s dvojndsobnou koncentraci obou slozek a déale média
S dvojndsobnym mnozstvim tryptonu resp. kvasni¢ného autolyzatu, a také médiem

s poloviénim obsahem obou latek*.
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Test byl proveden opé€t na obou typech tfepacek pii 25°C, a v pribéhu kultivace byly dobé
0, 3,5, 6 a 10 dnii odebirany vzorky. Z vysledki bylo zjisténo, Zze dvojnasobna koncentrace
zékladnich Zivin, pfi pouziti vratné tfepacky, ma na nasledek zkraceni kultivacni doby na

polovinu.

Druhy test na rizné koncentrace jednotlivych zivin byl jiz provadén jen na vratné tiepacce,
po kultiva¢ni dobu nékolika dni. Kultura PR byla schopna riist pti v§ech moznych konce-
traci zivin, avSak nejrychlejsi nastup produkce exopolysacharidu (detekovany jako mira
zahus$téni médii) byl zaznamenan u vzorku s dvojnasobkem kvasni¢ného autolyzatu, nej-

pomalejsi nastup byl zaznamenan u polovi¢niho mnozstvi obou slozek.

Maximalni viskozita média se projevila u dvojnasobné koncentrace kvasni¢ného autolyza-
tu, kdy hodnota dosahovala az 260,0 mPa.s. Minimalni viskozita byla namétena pti pouZiti

polovi¢nich mnozstvi obou slozek, a to 77 mPa.s>.

3.4.3 Kultivace kultury PR s riiznym objemem vzdus$né faze v kultiva¢nich lahvich

Protoze testy na agarovych pudach ukazaly, ze kultura roste s produkci extracelularniho
polymeru jak v anaerobnich, tak i mikroaerobnich podminkach, byla ovéfena mira naplné-
ni kultivacnich lahvi médiem. Pro tento test byly pfipraveny rtizné kultivacni ldhve,
s rozdilnym podilem vzdusné faze k fazi kapalné, a to v pomérech 4:1, 1:1 a 0:1. Kultivace

probihala na vratné tiepacce pii 25°C £+ 2°C po dobu 7 dni. Kultura PR prokézala nejvétsi

produkci ECP pfti 4 nasobném objemu plynné faze oproti tekutému médiu, kdy bylo dosa-

zeno Viskozity 200,5 + 26,2 mPa.s. Nejmensi zahusténi média bylo zaznamenano pfi po-

méru 0:1, tedy pfi iplném naplnéni kultivacnich lahvi®.

3.4.4 Zavislost ristu kultury PR a produkce ECP na pufraci Zivného media

Pokus mél ukézat na vyznam pufrace zivného média, a proto byla vytvotfena sada trypton
kvasni€nych médii (TYM) rozpusténych jak v destilované vodé, tak i1 v rizné fedénych
fostatovych pufrech, od 66,7 mmol/l — 6,7 mmol/l, v§e pii pH 7,5. V prabéhu kultivace byl
rust biomasy sledovan méfenim zékalu suspenze (ODsgqo), dale byly sledovany, pH a visko-
zita médii. Po prvnich tfech dnech kultivace pH vyrazné pokleslo a nasledné se postupné
mirné snizovalo az do ukonceni kultivace, v zavislosti na pouzitém pufru v rozmezi hodnot

3,9 - 4,7, kde se pokles ustalil®.
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Obr. 1 Zavislost rastu kultury PR na dobé¢ kultivace v riizné€ pufrovanych Trypton
kvasni¢nych mediich s 10% sacharosy
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Obr. 2 Zavislost pH pufrovanych medii na dobé kultivace
Pro rtst bakterii se jako nejvhodnéjsi se ukazalo pouziti nefedéného pufru o koncentraci
66,7 mmol/l, u kterého byl zaznamendn nejvéEtsi narast biomasy bakterii a jako nejméné

vhodna se projevila destilovana voda.
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Obr. 3 Zavislost viskozity pufrovanych medii na dob¢ kultivace

Nejvice viskdézni médium vSak bylo zjisténo s pouzitim pufru 6,7 mmol/l a to 230,0 mPa.s
v 10. den kultivace. Nejmén¢ viskdzni médium bylo naméteno pii pouziti nefedéného fos-
fatového pufru 66,7 mmol/l, u kterého bylo maximum jen 24,4 mPa.s. Destilovana voda se

projevila jako podprimérnd, kde byla maximalni hodnota viskozity 129,5 mPa.s.

Z vysledkt vyplynulo, ze kultura PR kultura projevuje v nefedéném pufru maximalni rist,
ale nizkou produkci ECP. V pufru 6,7 mmol/l bakterie prokézala rtst, ale s vyraznou pro-

dukci ECP¥.

3.4.5 Zavislost rustu bakterie PR a produkce ECP na typu sacharidového substratu

V ptedchozich testech na pevnych pidach bylo prokazéno, Ze sacharosa a glukosa jsou
jediné sacharidy, pfi kterych byla bakterie PR schopna vytvaiet exopolymer. Proto byly
tyto dva polysacharidy testovany v pufrovaném TYM médiu, v koncentraci 100 g/l.
Z vysledku vsak vyplynulo, Ze za pouziti sacharosy biomasa roste velmi rychle a tvofii po-
lymer, kdezto s glukosou exopolysacharid nevytvaii. Hodnota pH obou vzorki byla srov-
natelna, nejprve doslo k prudkému poklesu z 6,8 na 4,3 a poté k pozvolnému ustéleni na
4,1. Viskozita za pouziti sacharosy vzrostla aZ na hodnotu 200 mPa.s, kdeZto v médiu
s glukosou dosahovala viskozita od za¢atku kultivace az po jeji konec hodnoty jen kolem 1

mPa.s%.
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Obr. 4 Zavislost rastu kultury PR v TYM s 10% sacharosy, resp. s 10% glukosy na do-
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Obr. 5 Zavislost viskozity TYM s 10 % sacharosy, resp. s 10% glukosy na dobé&

kultivace
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Obr. 6 Zavislost pH TYM s 10% sacharosy, resp. s 10% glukosy na dob&

tivace

3.4.6 Test na rist PR a produkci polysacharidu za pouZiti rizného substratu

kul-

V poslednim testu v tekutych médiich byly pouZity 3 rozdilné dusikaté substraty. Kvasnic-
ni autolyzat IMUNA a HIMEDIA, kvasni¢ni extrakt HIMEDIA a také bylo ovéteno tekuté

VL médium. Jelikoz u ¢istého VL média na pevnych pudach nedoslo k produkci dextranu,

bylo toto médium obohaceno o 10% sacharosy™.
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Obr. 7 Zavislost rustu kultury PR za pouziti riznych substrat na dobé¢ kultivace
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Obr. 8 Zavislost viskozity za pouziti riznych substratii na dob¢ kultivace

Vysledky pH u tohoto testu bylo podobné jako v testech piedeslych.

Jako nejvhodnéj$i médium pro produkci ECP se ukazal TYM s kvasnicnym autolyzatem
od firmy IMUNA. Ostatni substraty neprokéazaly vhodné vysledky v ramci produkce poly-

meru®°,

3.4.7 Celkové zhodnoceni vysledkii v tekutych médiich

Z vyse uvedenych testli v tekutych médiich bylo mozné vyvodit, ze nejvhodné;si slozeni
zivného média pro kultivaci kultury PR je 12 g/l tryptonu, 6 g/l kvasni¢ného autolyzatu
IMUNA, 100 g/l sacharosy, pfi pouziti zfedéné¢ho fosfatového pufru o koncentraci 6,7

mmol/l coby rozpoustédla.

Mezi ideélni kultivaéni podminky patii pomér Zivného média k vzdusné fazi 1:4, pouZiti

vratné tfepacky a kultivace ve tme pii 25°C%,

3.5 Identifikace

Identifikaci kultury PR provedla Laboratof molekularnich metod Statniho veterinarniho
ustavu v Praze metodou zjiSténi nukleotidovych sekvenci 16S rDNA. Vysledky byly po-
rovndny s databazi GenBank pomoci programu BLAST. Ty ukazaly, Ze kultura PR patfi
s 99% shodou k bakterii Leuconostoc garlicum®, ktera se fadi do domény Bacteria, kmenu

Fermicutes a &eledi Leuconostocaceae’.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 PRIPRAVA DEXRANU U KULTURY LEUCONOSTOC GARLICUM
PR

4.1 Cile prace

V ramci mé bakalaiské prace bylo provedeno nékolik sérii pokusii. Prvni dva pokusy, které
byly provadény, byly zaméfeny na ptipravu vzorka dextranu pro zjisténi, zdali bude vibec
tento polymer métitelny pomoci gelové permeacni chromatografie (GPC) v laboratofi fy-
zikalni chemie FT. Zaroven tyto pokusy slouZzily k seznameni s mikrobiologickou a tech-
nologickou laboratofi, s postupy a s vybavenim, které bylo potiebné béhem nasledujicich
testt. V zati 2011, v listopadu 2012 a v dubnu 2013 byly poté provedeny 2 velké série tes-
th a 1 mensi, u kterych bylo cilem zaznamenat viskozitu zZivného média a hmotnost produ-
kovaného polysacharidu béhem kultivace trvajici od 1 do 13 dnti a najit mezi témito velici-
nami zavislost. Dal§im cilem prace bylo poskytnout vzorky dextranu ke zjisténi molekulo-
vé hmotnosti laboratofi fyzikalni chemie FT UTB ve Zlin€. Pracovni potup méfitelnosti

pomoci GPC a méfeni s vysledky limitniho viskozitniho ¢isla uvadim v ptilohach I a II.
4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Priprava fosfatového pufru

Fosfatovy pufr se sklada ze dvou roztokt. Roztok A z 9,07 g KH,PO,4a roztok B z 23,90 g
Na,PO,4.12H,0. Navazky byly jednotlivé rozpustény v destilované vodé a doplnény do
1000 ml.

Pro ptipravu 200 ml fosfatového pufru bylo odpipetovano 4 ml roztoku A a 16 ml roztoku

B. Tento roztok byl doplnén do 200 ml destilovanou vodou.

Pro ptipravu 1250 ml fosfatového pufru bylo odméfeno 25 ml roztoku A a 100 ml roztoku

B. Tento roztok byl doplnén do 1250 destilovanou vodou.

Pro ptipravu 700 ml fosfatového pufru bylo odpipetovano 14 ml roztoku A a odméteno 56

ml roztoku B. Roztok byl doplnén do 700 ml destilovanou vodou.
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4.2.2 Priprava Zivného média
Pokus ovéreni méritelnosti dextranu gelové permeaéni chromatografii

Ve 200 ml ptipravené¢ho fosfatového pufru bylo rozpusténo 0,6 g kvasni¢ného autolyzatu
IMUNA, 1,2 g tryptonu a 20 g sacharosy. Po dokonalém rozpusténi bylo toto zivné médi-
um rozplnéno po 50 ml do 4 kultivacnich lahvi (o objemu 250 ml) a sterilizovano pfi

122°C po dobu 25 minut. Po zaockovani byly lahve kultivovany 7 dni pii 25°C (viz 4.2.3).
Pokus ziskani vzorkii dextrani o niZsi a vy$Si molekulové hmotnosti

Pracovni postup pro pfipravu zivného média u tohoto pokusu byl identicky jako
v predchazejici ¢asti. Kultivace probéhla po dobu 5, 7 a 9 dni ve tmé&, pii 25°C na vratné

tiepacce s trvalym pohybem.
Piiprava vzorku dextranu v zari 2011 — prvni velky pokus

Bylo navézeno 3,75 g kvasni¢ného autolyzatu IMUNA, 7,5 g tryptonu a 125 g sacharosy.
Po dokonalém rozpusténi v 1250 ml fosfatovém pufru bylo médium rozplnéno po 50 ml do
25 lahvi (o objemu 250 ml). Lahve s zivnhym médiem byly sterilizovany pii 122 °C po do-
bu 25 minut a po zchlazeni zaockovany jednotlivé 50 pl suspense (viz 4.2.3). Kultivace

probihala po dobu 2 — 13 dni.
Piiprava vzorka dextranu v Fijnu 2012 — druhy velky pokus

Navéazky piisad pro zivné médium je shodné jako v kap. 4.1.2.3. Zivné médium bylo steri-
lizovano pii 122°C po dobu 25 minut. Po sterilizaci byl cely objem ZzZivného média
Vv aseptickém boxu zaockovan suspenzi kultury Leuconostoc garlicum PR. Po dokonalém
promichani bylo zaockované médium piesné rozplnéno do kultivacnich lahvi po 50 ml.

Kultivace probihala po dobu 2 — 13 dni.
Piiprava vzorki dextranu v bi‘eznu 2013 — ziskani dextrani kratkodobou kultivaci

V 700 ml fosfatového pufru bylo rozpusténo 2,1 g kvasni¢ného autolyzatu IMUNA, 4,2 g
tryptonu a 70 g sacharosy. Zivné médium bylo sterilizovano p#i 125°C po dobu 25 minut.
Po zaockovani zivného média suspenzi kultury Leuconostoc garlicum PR bylo médium
rozplnéno po 50 ml do kultivacnich lahvi (o objemu 250 ml). Kultivace probihala po dobu

24, 30, 36 a 48 hodin.
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4.2.3 Piiprava, zaofkovani a kultivace kultury Leuconostoc garlicum PR

Suspense bakterie Leuconostoc garlicum PR byla pfipravovana klickou ve fyziologickém
roztoku, v aseptickém boxu, a s pomoci tzv. zakalového standardu (2. Stupné McFarlando-
vy stupnice) obsahujiciho 0,2 ml 1%tniho roztoku BaCl; a 9,8 ml 1%tniho roztoku H,SOy,
Suspense byla pfipravovana tak, aby se zakaleni suspense bakterii shodovalo se zakalenim

standardu.

Zivné médium bylo zaotkovano davkovadem v aseptickém boxu v poméru 1 pl suspense

kultury Leuconostoc garlicum PR na 1 ml zivného média.

Kultivace probihala pii 25 °C ve tmé¢, na vratné tfepacce, pii poc¢tu ota¢ek 100/min, po do-

bu uvedenou vyse u jednotlivych pokust.

4.2.4 Postup méreni viskozity na vibracnim viskozimetru Japan SV — 10

Viskozimetr byl kalibrovéan na destilovanou vodu. Poté bylo odméteno 10ml vzorku média
do odmérné nadobky. Pomoci termostatu byl vzorek temperovan na 25,0°C. Po vytempe-

rovani byla zaznamenana hodnota viskozity do tabulky a nasledné do grafu.

4.2.5 Postup pro ziskani a preci§téni exopolysacharidu kultury PR

Po ukonceni kultivace probé¢hla centrifugace pro odstranéni bunék, a to pii 20 000 g, 10 °C
a po dobu 30 minut. Supernatant byl vysrdzen ledov€é vychlazenym acetonem
Vv pétinasobném piebytku. Vznikl4 srazenina stidle ponofena v acetonu byla uchovana v
klidu ptes noc Vv lednici. Srazenina byla poté peclivé vybrana z l1dhve a nechala se vysuSit

pfes noc v digestofi.

Pro vé&tsi Cistotu dextranu bylo pouZzito jeho preciSténi rozpusSténim vysraZzeného vzorku
v 50 ml destilované vody na tifepacce. V piipadech malého mnozstvi vyprodukovaného
dextranu bylo pouzito jen 20 — 25 ml destilované vody. Po dokonalém rozpusténi byla ho-
mogenni smés opét srazena pétinasobnym piebytkem ledové vychlazeného acetonu a opét
byla srazenina uchovana pies noc v lednici. Takto podruhé vysrazeny dextran byl

Z acetonu vybran a byl vysusen v digestofi a posléze v exsikatoru nad P,0s.

Po uvedeném vysuseni byl kazdy vzorek polysacharidu zvazen na analytickych vahéach a u
kazdého vzorku dextranu ziskanych v ramci velkych pokust byla také stanovena suSina

pomoci vysuseni ¢asti vzorku piti 105°C po dobu 3 hodin.
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4.2.6 Pouzita technika a chemikalie
Centrifuga— JOUAN MR23i

Ttepacka — laboratorni vratnd GLFU
Asepticky box — Telstar BIO — 1l - A
Viskozimetr: Japan SV — 10

Biologicky termostat

Pé&ti mistné analytické vahy

Bézné laboratorni pomucky a chemikalie

Chemikalie byly ¢istoty p. a.
4.3 Vysledky

4.3.1 Ovéreni méritelnosti dextranu GPC

Cilem tohoto pokusu bylo seznameni s laboratornim vybavenim, které jsem mél nésledné
pouzivat pii hlavnich testech mé bakalaiské prace. Kultura Leuconostoc garlicum PR byla
kultivovana v tekutém médiu a po 7 dnech byl polysacharid vysrdzen a piecistén. Bylo
dilezité zjistit, zda bude takto pfipraveny vzorek dextranu meéfitelny GPC v laboratofi fy-

zikalni chemie na FT UTB ve Zliné.

Cisty vzorek dextranu byl piedan ing. V. Halabalové Ph.D., ktera provedla prvni test méfi-

telnosti dextranu pomoci GPC.

Me¢teni ukdzalo, Ze stanoveni pomoci GPC je mozné a rovnéz se ukdzalo, Ze molekulova
hmotnost tohoto vzorku je kolem 400 000 Da. Index polydisperzity tohoto dextranu byl

roven 1,3.
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4.3.2 Vysledky vzorkii o vyssi a niz§i molekulové hmotnosti

Cilem tohoto pokusu byla snaha ziskat vzorky dextranu s vyssi a niz$i molekulovou hmot-
nosti nez v predchazejicim pokusu. Proto byla v tomto pfipad¢ kultivace provedena po

dobu 5, 7 a 9 dnu. Vysledky viskozity zivného média jsou uvedeny v tab. 1.

Tab. 1 Vysledky méfeni viskozity média s riznou dobou kultivace

Doba kultivace | Vzorek Viskozita
[dni] [mPa.s]
A 3,45
5 3,33
B 3,20
A 15,30
7 20,15
B 25,00
A 24,17
9 24,15
B 24,13
30
25 —
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Obr. 9 Graf zavislosti viskozity na dob¢ kultivace

Z grafu zobrazeného v obr. 9 je patrné, ze viskozita tekutého média s dobou kultivace rost-

la.

4.3.3 Dextran pripravovany v zaii 2011 (prvni velky pokus)

V tomto pokusu bylo pfipraveno celkem 26 vzorkl dextranu. Kultivovalo se v rozmezi 2-
13 dni. Kazdy den byly odebrany 2 vzorky, v dob¢ kultivace 3 dny byly odebrany vzorky

4. Béhem tohoto pokusu byla méfena viskozita tekutého média (pfed odstranéni bunck
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centrifugaci) na vibracnim viskozimetru a byla stanovena susina vsech ziskanych vzorkl

dextranu. Vysledky jsou uvedeny v tab. 2.

Tab. 2 Stanoveni viskozit média v priabéhu kultivace a su$in ziskanych vzorka dextranu -

prvni velky pokus
Viskozita média Hmotnost vzorku | SusSina z v .
Doba . ; ) . . o o Susina celého
& 14h kultivace pred centrifugaci | vysuseného nad casti vzorku
- lanve pfi 25°C P,0s vzorku
dny [mPa.s] [g] (]
1 1,95 0,62 96,77% | 0,59999
2 1,89 0,495 0,47933
2 1,82 0,37 96,94% | 0,35867
3 2,55
4 2,77
— 3 3,01 0,575 0,55213
25 3,62 0,81 96,21% | 0,77929
26 3,1 0,34 95,58% | 0,32496
5 4 4,2 441 0,92 0.97 97,11% | 0,89346 0.94332
6 4,61 ’ 1,02 ’ 97,37% | 0,99317 | '
7 c 6,99 766 1,1 114 97,34% | 1,07070 110878
8 8,1 ’ 1,18 ’ 97,19% | 1,14685 ’
9 12,1 1,09 97,51% | 1,06289
| 6 16,40 1,275 1,24460
10 20,7 1,46 97,69% | 1,42630
11 16,7 1,48 97,41% | 1,44168
— 7 18,65 1,35 1,31614
12 20,6 1,22 97,59% | 1,19060
13 8 30,1 40.70 1,36 14 98,02% | 1,33302 136805
14 51,3 ’ 1,44 ’ 97,44% | 1,40307 | '
15 86 1,38 96,38% | 1,33010
| 9 84,35 1,25 1,21094
16 82,7 1,12 97,48% | 1,09178
17 86,3 1,29 97,73% | 1,26072
— 10 71,45 1,22 1,19478
18 56,6 1,15 98,16% | 1,12885
19
| 11 125,00 1,35 1,32340
20 125 1,35 98,03% | 1,32340
21 116 1,1 98,02% | 1,07818
e 12 112,50 1,15 1,12207
22 109 1,2 97,16% | 1,16595
23 136 1,05 97,58% | 1,02458
— 13 169,50 1,105 1,07917
24 203 1,16 97,74% | 1,13376

Ve vyse uvedené tabulce chybi udaje z lahvi 3, 4 a 19. Dtivodem vylouceni vzorkl 3 a 4 ze
tretiho dne kultivace byla nizkd produkce polysacharidu a pii piecisténi 50 ml destilované
vody a naslednym pokusem o vysrdZeni dextranu dopadlo negativné a proto byl tfeti den

kultivace pfipraven znovu, s pouzitim poloviéni davky destilované vody pfi rozpousténi
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ziskaného polysacharidu. Vzorek ¢. 19 byl vyloucen ihned po kultivaci, nebot’ doslo nej-

spisSe k jeho kontaminaci a u této 1dhve se projevilo nezadouci kvaseni.

Pro lepsi citelnost dat byly hodnoty viskozity médii a susin ziskanych dextranti z celého

vzorku zaneseny do grafického znazornéni obr. 10.
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Obr. 10 Grafické znazornéni zavislosti viskozity média a hmotnosti

produkovaného dextranu na dobé kultivace — prvni velky pokus

Z grafu je patrné, Ze hmotnost dextranu rostla do 8. dne (1,35805 g). Poté doslo k poklesu

produkce polysacharidu. Zato viskozita tekutého média z poc¢atku kultivace rostla pozvolna

a poté nastal strmy nartist. Z tohoto grafu se da vy¢ist, Ze viskozita by mohla byt pfibliz-

nym ukazatelem mnoZstvi polysacharidu v médiu do 8. dne kultivace.

Pozorovani

Béhem piecisténi vzorku bylo zajimavé také sledovat lepivost dextranu na stén¢ nadoby.

Nejvyssi lepivost vykazovaly vzorky v dob¢ kultivace od 2 do zhruba 5 dni. U vzorki kul-

tivovanych 2 dny byla lepivost tak vysokd, Ze neSlo ani polysacharid vyjmout z nadoby a

musel se nechat suSit v [dhvi. Lepivost byla niz8i u vzorka, které se kultivovaly déle jak 5

dni.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

4.3.4 Dextran pripravovany v Fijnu 2012 — druhy velky pokus

Druhy velky pokus byl proveden pro ziskani novych vzorkt dextranu, pro ovéfeni vysled-
ki ziskanych v prvnim velkém pokusu. Jedina odliSnost spocivala v rozdilném zptsobu
o¢kovani — zde byl zaockovan cely objem pouzitého média a ten pak rozplnén do jednotli-
vych kultivacnich 1ahvi. Diivodem byl ponékud rozkolisané vysledky limitnich viskozit-
nich ¢isel dextrant z prvniho velkého pokusu, ziskané v laboratofi fyzikalni chemie FT
UTB, které naznacovaly jistou nehomogennost ockovani. Béhem druhého velkého pokusu
bylo celkem pfipraveno 35 vzorkli média. Kultivace probihala stejné¢ jako v kap. 4.2.3
v rozmezi od 2 do 13 dni. Béhem tohoto testu byla métena viskozita média pred i po cent-

rifugaci. Vysledky viskozit jsou uvedeny v tab. 3 a grafické znazornéni v obr. 11.
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Tab. 3 Namétené hodnoty viskozit tekutého média pted a po centrifugaci

Pred centrifugaci

Po centrifugaci

[m.Pas]
22 2,14 4,90
2,23 4,75
23 2,31 4,60
1 3,30 3,95
2,99 3,61
2 2,67 3,27
3 3,08 9,93
3,13 6,87
4 3,18 3,80
5 3,99 4,15
4,79 5,24
6 5,59 6,33
7 7,89 9,03
6,95 9,07
8 6,00 9,10
9 10,80 13,2
9,69 11,11
10 8,57 9,02
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Obr. 11 Graficka zavislost viskozity média pted a po centrifugaci na dobé
kultivace — druhy velky pokus
Z grafu je patrné, ze viskozita média pred centrifugaci je o néco méalo mensi nez viskozita
média po centrifugaci: to mohlo byt nejspise zptisobeno oddélenim bakterii od polysacha-
ridu.
V prubéhu pokusu byly ziskany vzorky dextranu stejnym postupem jako v prvnim velkém

pokusu — hmotnosti ziskanych dextrant vysusenych v digestofi a nad P,Os jsou uvedeny
v tab. 4
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Tab. 4 Stanoveni susiny dextranu — druhy velky pokus

Doba C. Hmotnostz | Hmotnost z | Hmotnost Susina Susina z celého
kultivace | lahve casti Casti odparené z Casti vzorku
odebraného | vzorku po vody vzorku dextranu
vzorku pred vysuseni z Casti dextranu
vysusSenim vzorku
[dnd] (8] (8]
2 22 0,12022 0,11662 0,00360 97,01% | 0,39093 | 0,35972
23 0,10708 0,10392 0,00316 97,05% | 0,32851
3 1 0,11954 0,11765 0,00189 98,42% | 0,95309 | 0,70433
2 0,10134 0,09867 0,00267 97,37% | 0,45557
4 3 0,16288 0,15854 0,00434 97,34% | 0,94863 | 0,91949
4 0,1554 0,15118 0,00422 97,28% | 0,89035
5 5 0,10247 0,09999 0,00248 97,58% | 0,71477 | 0,82629
6 0,23168 0,22515 0,00653 97,18% | 0,93780
6 7 0,11051 0,10799 0,00252 97,72% | 0,72176 | 0,75589
8 0,10919 0,10684 0,00235 97,85% | 0,79002
7 9 0,13599 0,13170 0,00429 96,85% | 0,88798 | 0,87340
10 0,11213 0,10890 0,00323 97,12% | 0,85883
25 0,14226 0,13796 0,00430 96,98% | 1,20756
9 26 0,20055 0,19422 0,00633 96,84% | 1,14072 | 1,06358
27 0,12077 0,11793 0,00284 97,65% | 0,98644
10 11 0,10788 0,10495 0,00293 97,28% | 1,05835 | 1,13880
12 0,23188 0,22549 0,00639 97,24% | 1,21925

_

31C 0,22155 0,21674 0,00481 97,83% | 1,13100 | 1,02496
32D 0,19268 0,18652 0,00616 96,80% | 0,94063
33E 0,27913 0,27212 0,00701 97,49% | 1,00326

12 34 0,1901 0,18528 0,00482 97,46% | 1,12922 | 1,1195
35 0,15473 0,15097 0,00376 97,57% | 1,10927

13 17 0,17918 0,17358 0,00560 96,87% | 1,01854 | 1,06757
18 0,25083 0,24429 0,00654 97,39% | 1,11661

Z vyse dvou uvedenych tabulek 3 a 4 je cervené vyznacen vzorek 24. Tato hodnota nebyla

zahrnuta do vypoctu priméru. Divodem byla pfiblizné tietinovd hmotnost vyprodukova-

ného dextranu oproti paralelnimu vzorku téhoz dne kultivace.

Dale jsou také znazornény Cervené body v 11. dnu kultivace, pfesnéji vzorky 13 A a 19 B.

Tyto vzorky byly sice zpracovany, ale nebylo s nimi dale pracovano, nebot’ doslo k jejich

kontaminaci béhem precisténi dextranu.
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Vzorky ve 12ty den kultivace byly kontaminovény jiz v pribéhu kultivace, a proto byly

ihned vyfazeny a nahrazeny vzorky novymi.
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Obr. 12 Grafické znazornéni zavislosti viskozity tekutého média a hmotnosti

produkovaného dextranu — druhy velky pokus

Ve vyse uvedeném grafu je zanesena zavislost viskozity tekutého média pred centrifugaci a
hmotnost produkovaného ECP na dobé¢ kultivace. Oproti grafu vyobrazenému na Obr. 10
zde nejprve dochazi k naristu hmotnosti polysacharidu do 4. dne kultivace, poté 2 dny
dochazelo k jeho ubytku a nésledné opét ristu az do 8. dne kultivace, poté jiz hmotnost
produkovaného dextranu nemad stabilni tendenci rustu. V 10. den kultivace se naléza ma-

ximum 1,1388 g.

Nejvice zajimavy je ovSem 11ty den kultivace. Zde mizeme vidét velky nartist viskozity
(236,33 mPa.s), ale zato pokles produkce dextranu. Tento tdaj ukazuje, Ze viskozita neni

preny ukazatel hmotnosti produkovaného dextranu.

Pozorovani

V piedchozim pokusu jsem pozoroval lepivost dextranu na sténach 1dhve. U tohoto pokusu
se lepivost od pfedchoziho testu velice neménila. Dale jsem zkousel, jaky vliv ma michani

acetonu. Zdali je lepsi aceton michat kruhovym pohybem nebo spise pohybem trepacim.
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Na vysledném produktu se michani nijak neprojevilo, ale za to pii snaze vzorek dostat
Z lahve ven se ukazalo michéani kruhové jako vhodnéjsi, nebot’ se vzorek shlukoval do vét-
Siho celku a bylo snadnéj$i ho z lahve vyjmout.

4.3.5 Srovnani stanovené suSiny z prvniho a druhého velkého pokusu

V obr. 13 uvadim srovnavaci grafické znazornéni stanovenych susin u prvniho a druhého

velkého pokusu a naméfené hodnoty byly zapsany do tab. 5.

Tab. 5 Srovnavaci hodnoty stanovenych susin dextranu z prvniho a druhého velkého

pokusu
, , Druhy
Kuttivace | TV VeKY | Uy | Rozdily
pokus
pokus
[dny] 8] [mg]
2 0,47933 0,35972 | 119,61

3 0,55213 0,70433 | 152,20
4 0,94332 0,91949 23,83
5 1,10878 0,82629 | 282,49
6 1,24460 0,75589 | 488,71
7
8
9

1,31614 0,87340 | 442,74
1,36805 1,06757 | 300,48
1,21094 1,06358 | 147,36

10 1,19478 1,1388 55,98
11 1,32340 1,02496 | 298,44
12 1,12207 1,11925 2,82

13 1,07917 1,06757 11,60
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Obr. 13 Grafické znazornéni produkovaného dextranu za dobu kultivace — prvni a druhy

velky pokus

Ze srovnavaciho grafu vyobrazeného v obr. 13 je vidét priabéh produkovaného dextranu
z prvniho a druhého velkého pokusu. Mezi 2. az 4. den kultivace jde vidét narlist u obou
kiivek, ale z nasledujicich dni kultivace ma kazd4 kfivka produkovaného dextranu mé zce-
la jiny pribéh, divodem muze byt ziejmé rozdilné zao¢kovani zivnych médii u jednotli-
vych pokust. Ze 4. dne kultivace jde vycist téméf totozné hmotnosti vyprodukovaného
dextranu. Rozdil u téchto dvou vzorki je jen 23,83 mg. V 13. den kultivace, kde je rozdil
obou hodnot dokonce 11,60 mg. OvSem nejmensi rozdil se naléza v 12. den kultivace a to
pouhé 2,82 mg.

4.3.6 Dextran p¥ipravovany v bieznu 2013 — vzorky s kratkou dobou kultivace

Cilem tohoto pokusu bylo pfipravit sérii vzorkii dextranu pii dob¢ kultivace 24, 30, 36 a 48
hodin. Celkem bylo pfipraveno 12 lahvi tekutého média, 8 z nich bylo pouZzito a zbylé byly
pouzity jako zélozni. Naméfené hodnoty viskozit tekutého média pred centrifugaci jsou
uvedeny v tab. 5., namétené hmotnosti ziskaného dextranu jsou uvedeny v tab. 6 a grafic-

ké znazornéni zavislosti viskozity tekutého média a hmotnosti dextranu je uvedeno v obr.

14.
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Tab. 6 Namétené hodnoty viskozit média — kratkodoba kultivace

. Viskozita média
. Kultivace . ; ,
C. lahve pred centrifugaci
[hod] [mPa.s]
1 2,70
24 2,43
2 2,16
3 2,32
30 2,12
4 1,91
5 3,20
36 3,60
6 3,99
7 3,05
48 2,67
8 2,29

Tab. 7 Namétené hodnoty hmotnosti vzorkt dextranu — kratkodoba kultivace

Hmotnost
UHEIES Hmotnost vzorku Hmotnost vzorku
c. Kultivace . vysuseny Vzorek vysuseni e .
, Miska . o . vysuseného vysuseného nad
lahve v digestofii nad P,0s + miska . ..
. v digestofri P,0s
+ miska
[hod] (gl (g] (g] (g] (g]

1 18,2965 18,3685 18,3645 0,0720 0,0680
24 0,0831 0,0772

2 18,4176 18,5118 18,5040 0,0942 0,0864

3 17,8314 17,8933 17,8901 0,0619 0,0587
30 0,0674 0,0628

4 18,4017 18,4746 18,4686 0,0729 0,0669

5 17,3772 17,4705 18,4643 0,0933 0,0871
36 0,0735 0,0688

6 23,7493 23,8030 23,7998 0,0537 0,0505

7 19,2422 19,5980 19,5828 0,3558 0,3406
48 0,3580 0,3401

8 18,3826 18,7429 18,7222 0,3603 0,3396

Puvodni domnénky byly, Ze viskozita tekutého média po 24 hodinach kultivace bude ko-

lem hodnoty 1 mPa.s. To by i jeden z divodt, pro¢ se v predchozich testech pracovalo se

vzorky kultivovanymi aZ po 48 hodindch, nyné¢js$i méteni ovSem ukézalo, Ze viskozita teku-

tého média uz 1 po 24 hodinach je podobna té¢ po 2 dnech kultivace. Vysledky hmotnosti

ziskanych polysacharidii ukazali, Ze produkce dextranu zac¢ind vyznamné nartstat mezi 36.

a 48. hodinou kultivace.
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Obr. 14 Grafické znazornéni zavislosti viskozity tekutého média pied centrifugaci a hmot-

nosti produkovaného polysacharidu na dob¢ kultivace — kratkodoba kultivace

Jak je z grafu patrné, tak kiivka viskozity i kiivka hmotnosti v dobé¢ kultivace mezi 24 a 30

hodinami ziistavaji na obdobnych hodnotach. Mezi 30. a 36. hodinou kultivace je vidét, ze

dochazi k nartstu viskozity tekutého média, ale k produkci dextranu dochazi az mezi 36. a

48. hodinou kultivace. Je vSak nutno brat v uvahu, ze pfesnost stanoveni mnozstvi ziskané-

ho dextranu mohla byt ovlivnéna velmi nizkym mnozstvim vyprodukovaného polysachari-

du pti dobé¢ kultivace od 24 do 36 hodin.
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ZAVER
Cilem mé bakalaiské prace bylo najit pfipadnou zavislost mezi viskozitou tekutého média
a hmotnosti produkovaného polysacharidu dextranu, pii kultivaci bakterie Leuconostoc

garlicum PR. Pro naleznuti této zavislosti byly provedeny 2 velké série pokust, u kterych

byla kultura PR kultivovana v po dobu od 2 do 13 dnt.

Z vysledkt prvniho velkého pokusu je vidét, ze viskozita média spolecné s hmotnosti pro-
dukovaného dextranu roste do zhruba 8. dne kultivace. Po této dobé dochazi k poklesu

hmotnosti produkce polysacharidu, avSak viskozita tekutého média ma stale tendenci rst.

U druhého velkého pokusu ma kiivka hmotnosti dextranu spise nepravidelny prabéh.
Nejdiive dochazi ke strmému nartistu mezi 2. a 3. dnem kultivace, poté k ur¢itému poklesu
a nasledné, po 6. dni, opét k nartstu. V 11. den kultivace dochazi k vysokému naristu vis-
kozity tekutého média, ale k poklesu produkce dextranu. Diky tomuto jevu by se dalo fici,

ze viskozita neni pfesnym ukazatelem produkovaného dextranu.

Ze srovnavaciho grafu produkovaného dextranu z prvniho a druhého velkého pokusu jsou
zfejmé rozdily. Dlivodem rozdilnych prabeht kiivek mize byt zfejmé rozdilné zaockovani
zivného média. Nejvice jsou si shodné vysledky ze 4., 10., 12. a 13. dne kultivace. U 13.

dne kultivace je rozdil pouhych 2,83 mg.

Posledni test, u kterého probihala kultivace od 24 do 48 hodin, ukazal, Ze k naristu produ-

kovaného dextranu dochézi aZ po 36. hodiné kultivace.

Zavérem by se dalo fici, Ze viskozita tekutého média nemlzZe byt pouZita jako ukazatel
produkovaného polysacharidu a pro zjisténi hmotnosti dextranu je nutno provést vazkové

stanoveni.

Samotna bakterie Leuconostoc garlicum PR se ukazala béhem testl jako opravdu zajimava
kultura, nebot’ i kdyz byl proveden stejny postupu pfipravy a kultivace, tak bakterie vyka-
zovala pon€kud odlisné namétené hodnoty viskozit, viz druhy velky pokus. A proto by

bylo dobré tuto kulturu podrobit dalSim testim a zkoumani.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ECP  Extracelularni polymer

DNA  Deoxyribonukleova kyselina

COV  Cistirna odpadnich vod

TYA  Trypton kvasni¢ny agar

TYM  Trypton kvasni¢né médium

GPC  Gelova permeacni chromatografie

ODgoy Metoda méteni zakalu pii vinové délce 600 nm
FT Fakulta technologicka

UTB  Univerzita Tomase Bati
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PRILOHY
Pl: Stanoveni molarni hmotnosti a jejich distribuce metodou GPC
Piiprava vzorku

Pro stanoveni moldrni hmotnosti byly pifedem pfipravené vzorky dextranu rozpustény
v mobilni fazi o koncentraci 1,5 — 3,5 mg/l. Rozpousténi bylo provadéno tiepanim pfi labo-
ratorni teploté. Roztoky byly rozplnény do 5 ml odmémych ban¢k. Vzorky byly filtrovany
ptes stiikackovy filtr Chromafil PP/PET (o velikosti pora 0,45 um).

Méreni:
Pristroj: PL — GPC 50 s viskozitni a refraktometrickou detekci (Polymer Laboratories,

Church Stretton, Velka Britanie)

Kolony: TSK GMPWXL (Tosoh Bioscience, Stuttgart, Nemecko) a Ultrahydrogel 250
(Waters, Milfort MA) zapojeny do série

Teplota: 30°C

Nastiikova smycka: 100 pl

Priitokova rychlost: 0,8 ml/min
Mobilni faze: vodny roztok 0.2% NaN3
Run time: 30 minut

Zpracovani dat pomoci SW: Cirrus GPC Multi Detector Software (Polymer Laboratories,

Church Stretton, Velkad Britanie)

Kalibrace kolony: univerzalni kalibrace za pouziti pullulanovych standardt (polysachari-
di) s uzkou distribuci molarni hmotnosti v rozmezi 180 — 788000 g/mol (Polymer Labora-
tories, Church Stretton, Velka Britanie) a dextranovych standardtt M, = 1,6, 2,3 a 6,3 MDa
(Watrex, Praha, éR).
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Pll: Stanoveni limitniho viskozitniho ¢isla

Vzorky pro viskozimetrické hodnoceni byly pfipraveny v koncentraci pfiblizn¢ 1 hm.% ve
vodé. Rozpousténi probihalo pfi teploté 70°C po dobu 5 hodin s obCasnym promichanim
na tiepacce a pak do druhého dne pii laboratorni teploté. Nasledn¢é byly vzorky prefiltrova-
ny pies fritu S2. K méfeni, které probihalo pfi teploté¢ 30°C, byl pouzit Ubbelohdeho zie-
d’ovaci viskozimetr o priméru kapilary 0,44 mm. Z pritokovych dob vzorkl a rozpousté-

dla (vody) byly vypocteny relativni, specifické, redukované viskozity a limitni viskozitni

¢isla.
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Obr. Zavislost limitniho viskozitniho &isla na dobé kultivace




