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ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na produkci extracelularnich polymernich latek a to konkrétné
u kultur Agrobacterium tumefaciens FRS, Pseudomonas putida FR3 a Rhodococcus ery-
thropolis FR7. Naplni bylo zjistit, zda jsou posledni dvé zminéné kultury schopné zahus-
tovat tekutd zivna média a za jakych okolnosti a zda je kultura Agrobacterium tumefaciens
FRS5 schopna zahuStovat nesacharidicka tekutd média. Mira zahusténi tekutych médii byla
zjistovana méfenim viskozit suspenzi, ve kterych byly pfislusné bakterialni kultury rtaz-

nym zpisobem kultivovany.

Klicova slova: bakterie, extracelularni polysacharidy, extraceluldrni proteiny, produkce

ECP

ABSTRACT

This work focuses on the production of extracellular polymers in Agrobacterium tumefaci-
ens FRS, Pseudomonas putida FR3 and Rhodococcus erythropolis FR7. The aim was
to discover if the last two cultures mentioned were able to thicken up liquid media and
under what conditions, and if the Agrobacterium tumefaciens FRS culture was able to thic-
ken up liquid non-saccharidic media. The levels of consistency of ligiud media were de-
termined by measuring of the viscosity of suspensions after various cultivation of each

culture.

Keywords: bacteria, extracellular polysaccharides, extracellular proteins, ECP production
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UvVOoD

At ¢lovék chee nebo ne, ovliviiyje pfirodu, zasahuje do ni a pomalu ji pfetvaii. Tyto zdsahy
mohou byt védomé i nevédomé, ale ¢lovek je natolik vyspé€ly tvor, aby si uvédomil své ¢iny
i nasledky svych ¢inti. Skody, které lidstvo napachalo v minulém stoleti se z v&tsi ¢asti ne-
daji napravit. Proto by se ¢lovék m¢l zamyslet nad chovanim vii¢i tomu, co je pro néj nepo-
stradatelné a dulezité. Pokud lidé nedélaji radikalni zdsahy do pfirody, je ona sama schopna
se s tim do jisté miry vyrovnat. Pfesahuji-li vSak zasahy jisté meze, muze dojit k zdsadnim
zméndm v ekosystému Zemé a ptiroda se zacne boufit, jak je jiz dnes bohuzel vidét napf.

na postupné oteplovani klimatu Zeme s jeho nasledky .

Clovék si v dnesni dobé dokaze podmanit téméf vie. Dokaze skoro vie zneuZit a vyuzit
ve svlij prospéch, ve prospech lidstva. Ale abych nevyzdvihovala jen samé negativa lidského
pocindni, tak v poslednich n€kolika letech se také snazi hledat rizné alternativni postupy,
které jsou k Zivotnimu prostiedi Setrné. Napt. nahrada syntetickych latek té¢zko odstranitel-
nych za latky biologicky dobfe rozlozitelné, odstranitelné. Dnesni svét je zaplaven plasty,
syntetickymi polymery, které v ptirod¢ pretrvavaji nékolik let témét beze zmény. Jen mala
¢ast vetejnosti vi, Ze dnes jiz existuji polymery ve vlastnostech srovnatelné s umélymi plas-
ty. Maji ale velkou vyhodu - nezatézuji Zivotni prostiedi. Jde totiz o polymery tzv. ptirodni,
které jsou produkovany nékterymi eukaryotickymi a prokaryotickymi organismy. Tyto pfi-
rodni polymery se nachéazeji kolem nés v nékterych ptipadech jiz dlouho, napt. v jogurtech
a nékterych dalSich mlécnych vyrobcich. A nejen v potravinach, ale také v kosmetice, far-
macii, mediciné a mnoha dalSich oborech. Doufejme, ze v budoucnu budou tyto biopolyme-
ry, jejichz problematikou se zabyvam ve své diplomové praci, jesté vice nahrazovat synte-

tické plasty, abychom nasemu zivotnimu prostiedi uleh¢ili.
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I. LITERARNI RESERSE

1 EXTRACELULARNI POLYMERY

V né¢kolika poslednich letech patii slovo polymery mezi jedno z nejpouzivanéjSich. Dnes uz
to neznamena jen syntetické polymery, tedy uméle vyrabéné, ale i pfirodni polymery
tzv. biopolymery. Tyto se ziskdvaji mj. 1 mikrobialni produkci. Mnoho druhi bakterii pro-
dukuje rtzné typy biopolymert. Mezi nejzndméjsi a nejvyuzivangjsi patii polysacharidy.
Kromé¢ nich vSak mikroorganismy tvoii také dal§i polymerni latky jako napt. bilkoviny
a nukleové kyseliny. Biopolymery jsou produkovany za riznym ucelem, pii riznych pod-

minkach a v riznych formach.

Prvni nejhrubsi déleni mikrobialnich polymerl je rozdé€leni na polymery extracelularni
a intracelularni. Hlavni odlisnost téchto dvou skupin je v misté jejich uc¢inku ¢i vyuziti.
Extracelularni polymery (ECP) bakterie vyluCuji do vnéjSiho prostoru mimo své buiiky,
zatimco intraceluldrni polymery zUstavaji uvnitf bakteridlnich bunc¢k (nejcastéji
v cytoplasmé) [1],[2]. Nékteré typy bakterialnich ECP jsou na povrchu bun¢k vytvareny
v podobé vice ¢i méné silné vrstvy siln¢ hydratovaného materidlu s vysokym obsahem vody
[3],[4]. Davodi, pro¢ nékteré bakterie tvoii tyto ECP ve zna¢nych mnozstvich, je nékolik
napf. moznost pfichyceni buiiky k podkladu, ochrana butiky pied vyschnutim, fagocytozou,
napadenim antibiotiky a riiznymi toxickymi slouceninami [2],[5],[6],[7].
Gram-positivni Gram-negativni

Vnéjsi membrana (LPS)

.. ——— Bunééna sténa (peptidoglykan)
Vi

Cytoplasmaticka membrana

Cytoplasma (glykogen a PHB)

———» Bunécna sténa (peptidoglykan a
3 lipoteikoova kyselina)

T~ Glykokalyx (CPS a EPS) ~™— Glykokalyx (CPS a EPS)

Obr. 1. Znazornéni umisténi intracelularnich a extracelularnich polymeru
u gram-positivnich a gram-negativnich bakterii. CPS — kapsuldrni poly-

sacharidy (kapsule), EPS — exopolysacharidy (sliz) (viz [8], upraveno).
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U nékterych druhti bakterii nemusi dochdzet k produkci biopolymert jen na povrchu
¢i uvnitf bungk, ale i1 v tzv. periplasmatickém prostoru anebo mohou byt polymery soucasti
vnéjSich membran. U poslednich dvou uvedenych ptipadii mohou takto mikroorganismy
produkovat molekuly oligosacharida resp. proteint [9],[10],[11],[12]. Tyto typy polymerii
vSak spolu s extracelularnimi enzymy a toxiny obvykle nejsou pojimany jako ECP, stejné
tak jako tzv.S-vrstvy, které se vyskytuji v podobé€ velmi tenkého obalu na povrchu mnohych

G-positivnich a nekterych G-negativnich bakterii [11],[13].

Do skupiny extracelularnich polymeru (ECP) jsou fazeny slouceniny:

— polysacharidy,

— proteiny,

— lipidy

— hyaluronova kyselina

— glykolipidy a glykoproteiny

— DNA [1],[2],[11],[12],[14],[15],[16],[17].
Z vyctu polymerti spadajicich do skupiny ECP se ponejvice vyskytuji a nejrozsirenéjsi sku-
pinou jsou polysacharidy a néasledné proteiny. Mnoho druhti bakterii produkuje polysachari-
dy ve velkém mnozstvi. Naproti tomu nékteré druhy bakterii jsou schopny produkovat
a produkuji extracelularné proteiny. Ty vSak jiz nejsou vytvafeny v takovém mnozstvi jako
polysacharidy. Schopnost produkce extracelularnich proteintt ma méné druhl bakterii nez
jak je tomu u produkce polysacharidi (viz déle). Ostatni skupiny polymernich sloucenin
(. lipidy, hyaluronové kyseliny, glykolipidy a glykoproteiny) nejsou jiz tak hojné zastou-
peny a vyskytuji se v ECP pfevazn¢ jako minoritni slozky doprovézejici polysacharidy ¢i
proteiny. Schopnost jejich tvorby nema tolik druhii bakterii [11],[16],[18]. Nicmén¢ u malé-
ho poctu bakterii mize v nékterych piipadech dochédzet k tvorbé proteinti ¢i lipidi jako
hlavnich slozek ECP [16]. Napft. u sulfat-redukujicich bakterii je slozeni ECP nasledujici:
60 % proteiny, 37 % polysacharidy a 3 % uhlovodiky [18].

Nekteré druhy bakterii (napt. rodu Streptococcus) maji schopnost produkovat extracelularné
1 hyaluronové kyseliny jako majoritni slozku. Jde o slouceninu skladajici se z opakujicich

se jednotek — kyseliny glukuronové a N-Acetyl-glukosaminu [2],[3],[17].

V posledni dobé¢ bylo zjisténo, ze nékteré druhy bakterii maji schopnost produkce extracelu-
larni DNA (eDNA). Jejich vyskyt a produkce je vSak velmi omezena a je zndma jen u néko-

lika malo druhti bakterii (napt. u bakterii rodu Pseudomonas a Rhodococcus) [14],[15],[19].
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Autor Sponza [15] navic ve svém c¢lanku popisuje moznost vyskytu vyssi hladiny DNA
a soucasn¢ nizsi hladiny proteini v ECP a naopak, tedy nizsi vyskyt DNA a zaroven vyssi
mnozstvi proteini. Kterd zuvedenych dvou slouceniny bude vyprodukovana ve vétSim

mnozstvi, zalezi na slozeni substratu jez bakterie rozkladaji a na typu bakterii.

1.1 Mechanismus produkce homopolysacharidi a heteropolysacharidi

bakteriemi

Mechanismy produkce ECP, konkrétné polysacharidli, bakteriemi jsou zavislé na slozeni

téchto sloucenin. Dle zptisobu produkce polysacharidil je mozno rozlisit 2 skupiny:

e Prvni skupinu tvoii maly pocet homopolysacharidii, konkrétn¢ dextran, mutan, alternan
a levan. Proces jejich produkce je zavisly na pfitomnosti jednoho konkrétniho substratu
— sacharosy. V ptitomnosti této latky a vysoce specifického enzymu - glykosyl transfera-
sy (napt. dextran nebo levan sacharasy) dochazi k tvorbé polysacharidii extracelularné.
Bunky tedy, pomoci pfitomného enzymu, hydrolyticky S$tépi sacharosou vyskytujici
se v jejich okoli na monomerni slouceniny. Takto vzniklou fruktosu bakterie transportuji
do nitra svych bunck a vyuzivaji ji pro svij rist a pro pokryti energetickych potieb,
které vznikaji pii tvorbé ECP. Z druhé monomerni jednotky — glukosy - syntetizuji bak-
terie na povrchu svych bunék polysacharidy, tedy ECP.

e Druhou skupinu tvoii ,,zbyvajici homopolysacharidy a veskeré heteropolysacharidy.

Tyto slouCeniny vznikaji polymeraci opakujicich se cukernych jednotek utvafenych v
cytoplazmé. Reakci se zacastiuje nékolik enzymt, které se podileji jak na syntéze poly-
sacharidll v cytoplazmé¢ tak na jejich pozd¢jsi sekreci ven z buiiky.
Souhrnné lze tedy fici, ze latky zatazené do prvni skupiny jsou produkovany z jediného sub-
stratu a diky pfitomnosti jediného enzymu. Tato skutecnost je velmi dalezitd, nebot’ mize
znacn¢ usnadnit pramyslovou vyrobu téchto ECP. Kdezto pti bakteridlni produkci ECP spa-
dajici do druhé skupiny je zapotiebi vétsiho mnozstvi latek pro syntézu a vétsiho poctu riz-

nych enzymu [6],[20],[21].
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1.2 Déleni extracelularnich polymeri
ECP mohou byt produkovény jako:

- kapsule (pouzdra), které jsou pevné vazany kovalentni vazbou na povrch buiiky,
- slizy, které nemaji pevné dané okraje a jsou volné produkovany do prostoru.
Forma produkovaného ECP zélezi na druhu bakterii, podminkach kultivace a typu pouzité

sivné pady pro rist [11,[2L,[51,[6],[21].

Samotné kapsule je mozno dale jesté délit dle jejich tlousték na:

» Makrokapsuly — tvoii ponckud silngjsi vrstvu polysacharidu ¢i proteinu s pevnym
okrajem, jsou velmi dobie pozorovatelné pod mikroskopem
» Mikrokapsuly — jde o vrstvu polymeru o tloust’ce max. 0,2 nm, n¢kdy je myln¢ za-
ménovana za soucast bunééné stény. Tato vrstva je velmi Spatné mikroskopicky po-
zorovatelna [2],[22].
Pti sledovani produkce a vlastnosti ECP jsou objektem zdjmu ptfedevsim makrokapsule,

kter¢, jak jiz bylo zminéno, zahrnuji vétsi mnozstvi vyprodukovanych polymert.

S tvorbou kapsuli je také caste¢né spojen vyskyt dvou riznych forem kolonii. U jedné bak-

terialni kultury, kultivované na agarové pevné pude, 1ze nékdy pozorovat tyto dvé formy:

e tzv. hladka (,,S“, z angl. smooth), tvofici mukoidni kolonie diky tvorbé ECP
e tzv. drsna (,,R“, z angl. rough), tvoftici kolonie bez mukoidniho vzhledu, bez tvorby
ECP
Autofi Rosypal [22] a Bossier a Verstraete [23] uvadéji, ze u nékterych bakterialnich kultur
kultivovanych na misce a za riznych podminek je mozné sledovat piechod kultur
s mukoidnim vzhledem (tedy ,,S“ forma) na kultury s nemukoidnim vzhledem (tedy ,,R*
formu). Pfechod mezi témito dvéma formami je spontanni a je zpiisoben mutaci, coz také

muze vést ke zménam nekterych biologickych vlastnosti dané bakterialni kultury.
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V zévislosti na podminkach kultivace mohou nékteré bakterie (napt. nékteré bakterie mléc-

ného kvaseni) tvofit extraceluldrni polymery dvou rtiznych fenotypu:

- tzv. ,provazkoidni* vzhled kolonii (z angl. ropy) — je zptisobovan pfitomnosti urci-
tych typt EPS. Tento charakter bakteridlni kolonie lze pozorovat pouze pifi pouziti
ockovaci klicky. Pokud se klicka oddali od bakteridlni kolonie dochézi k vytvoteni
protdhlého vldkna (viz. Obr. 2.). Bez pouziti klicky nelze tento charakter kolonie
pozorovat.

- tzv. ,,neprovazkoidni“ vzhled kolonii (z angl. nonropy) — zahrnuje mukoidni
a slizovy vzhled kultury, tzn. EPS jsou zde také pfitomny. Bakterialni kultury s timto
charakterem nemaji schopnost tvofit vlakna pti pouziti ockovaci klicky.

Jak je jiz vySe uvedeno, ,,ropy* i ,,nonropy* charaktery kolonii se vyskytuji u bakteridlnich
kultur, které produkuji EPS. Makrokapsule je tedy pozorovana u obou téchto typti charakte-
ru. ,,Ropy* charakter se d& rozeznat pii pouziti ockovaci klicky nebo jakychkoliv pfedméta
tvaru tyCinky. Je mozné ho také sledovat u tekutych bakteriadlnich kultur produkujicich EPS
pfi uziti pipety. Tvorba viskéznich vlaken je pozorovana u tzv. volného padu kultury
ze Spicky pipety. Bakterialni kolonie s ,,ropy* charakterem jsou hladsi, maji vyssi viskozitu
a niz$i citlivost k synersi nez je tomu u druhého typu kultur. U nekterych bakterii mtze
zaviset vznik téchto dvou rozdilnych charakteri kolonii na podminkach kultivace. ,,Ropy*
charakter je vSak geneticky nestabilni, proto neni tolik rozsifen a zastoupen mezi mikroor-

ganismy. Ponejvice se vSak vyskytuje u bakterii mlééného kvaSeni [8].

Pfesnéd podstata tohoto jevu neni zatim znama. Nékteré vysledky vSak naznacuji, ze rozdil

mezi ECP ,,ropy* a ,,nonropy* kultur spo¢iva v mikrostruktuie polymera [24].
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Obr. 2. Zndzorneni ,,ropy* charakteru u Lactic

acid bakterie kultivované na misce s agaro-

vou zivnou piidou [§].

1.3 Podminky kultivace bakterii tvorici extracelularni polymery

Jak jiz bylo n€kolikrat uvedeno, produkce ECP je velmi ovlivnéna genotypem, fysiologic-
kymi podminkami a vnéjSim prosttedim. Okoli velkou mérou ovliviiuje riist bunék a pro-
dukci veskerych latek. Mezi okolni vlivy patii zavislost na fyzikalnich, chemickych a biolo-
gickych faktorech. Tyto faktory zahrnuji napt. pH, teplotu, dostupnost zZivin, charakter sub-
stratu a pomér C:N v nich, pfitomnost kysliku atd. [1],[5],[6],[21].

1.3.1 Vliv ristovych fazi na produkci ECP

Pti statické kultivaci probihéd rast bakterii v Sesti riznymi ristovych fazich (lagova faze,
faze zrychlené¢ho ristu, exponencialni faze, faze zpomaleného rlstu, stacionarni faze a de-
gradacni faze). Jak dlouhé budou jednotlivé faze a jak budou probihat zavisi na konkrétnich

bakteriich a také na podminkéch a délce kultivace [22].
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Riazné bakterie produkuji ECP v riznych fazich. Nékteré zacinaji produkovat ECP na konci,
nékteré na pocatku a n€které uprostied exponencidlni faze. Jiné druhy bakterii potfebuji del-
§i Cas, protoze ECP produkuji pozdé€ji - az na pocatku ¢i na konci stacionarni faze. Dalsi
druhy bakterii dokdzi produkovat ECP béhem celé doby svého rustu [1],[2],[21].
Napft. u bakterie Rhodococcus erythropolis je pozorovana tvorba ECP soucasné na pocatku
nastupujici exponencialni faze a v jejim prib&hu, coz u této bakterie odpovida dobé kultiva-
ce 2 - 6 dni [25]. Posledni fazi, kdy jsou jesté schopny nékteré bakterie produkovat ECP,

dukei [1],[21,[21],[26].

1.3.2 Vliv poméru C:N na produkci ECP

Pomér mezi C a N je velice dilezity nejen pii produkci ECP, ale 1 pfi riistu samotnych bu-
nék. Jako vhodny pomér pro rist bunek je obvykle uvadén pomér 10:1 [27], tvorba vétSiny
ECP je upfednostiiovana pii jesté¢ vysSich pomérech C:N. Bohuzel pii této nerovnovaze
(ve prospéch C) dochazi k ,,soutézeni” o substrat mezi ECP a intracelularnimi polymery
(kys. poly-B-hydroxymaselnou a glykogenem), coz je ponc¢kud nevyhodné pii ptipadné
pramyslové produkci ECP [1],[2],[21]. Na kultute Zooglea ramigera 1ze dokumentovat,

ze zminovana nerovnovdha C:N ma vliv na produkci ECP (Tab. 1) [28].

Tab. 1. Viiv pomeru C:N na produkci bunék a polysachari-
du pri obsahu glukosy v substratu 25 g/l [28].

Pomér Koncentrace polysacharidu Susina kultury
C:N (g/1) (g/1)
38 15,5 2,4
26 10,0 3,7
19 5.1 5,0

Vsechny bakterie nevyuzivaji stejny zdroj C a N. Kazda bakterie dava prednost jinym sub-
stratovym smésim. Vyborné produkce ECP dosahuji bakterie, pokud maji k dispozici jako
zdroj uhliku cukerné slouceniny (napt. glukosu, fruktosu, sacharosu, sorbitol, mannitol),
taktéz ethanol je pro nékteré bakterie velmi dobrym zdrojem uhliku [1]. Napt. bakterie
Rhodococcus erythropolis pro svij rast a tvorbu ECP upiednostiuje nasledujici uhlikaté

zdroje: sorbitol, mannitol a dale také ethanol [25].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

Jako vyborné dusikaté zdroje jsou povazovany latky — kasein, siran amonny, mocovina,
kvasni¢ny extrakt, polypepton a né¢které amino kyseliny (napf. kyselina glutamova a alanin)
[1]. Jiz zmitlovana bakterie Rhodococcus erythropolis vyuziva pro produkci ECP a svij riist
jako zdroj dusiku napf. tyto slou¢eniny — mocovina, siran amonny, kvasni¢ny extrakt a kyse-
lina kasaminovéa [29]. Autofi Kambourova, Tangney a Priest [30] ve své praci sledovali vliv
ruznych typt dusikatych substrati a jejich mnozstvi na produkci extracelularnich proteint,
konkrétné kyseliny poly-y-glutamové (PGA) u dvou bakterii rodu Bacillus. Jejich dosazené
vysledky znazornuje Tab. 2.

Tab. 2. Viiv ruznych zdrojit dusiku na mnoz-

stvi vyprodukovaného PGA [30].

Zdroj dusiku PGA

“ g/l (mg/l)
NH,CI 1.270
(NH,4)2S Oy, 1.060
NH,4NO; 1.180
NaNO; 50
Argini 790
Aspartam 580
Glutamin 910
Glutamat O
(NH4)>,SO,4 + glutamat (0]}
Glutamin + glutamat 370

1.3.3 Vliv pH na produkci ECP

pH, jako ostatni vlivy, je fazeno mezi nejvyznamnéjsi faktor ovliviiujici samotny riist bakte-
rii. U v8ech faktorti velmi zélezi na typu bakterii, nebot’ kazda bakterie potfebuje jiné pome-

ry, mnozstvi a druhy latek, jiné prostiedi a riizné délky kultivace.

U vlivu pH at’ uz na rist bakterii ¢i produkci ECP tomu neni jinak. N&které bakterie potie-
buji pro sviij rast nizké pH nékteré vysoké ¢i rozmezi 6-8. Avsak vétSina bakteridlnich kul-

tur potfebuje pH neutralni.

Jakékoliv vykyvy od optimalnich hodnot zpisobuji zpomaleni, nékdy az zastaveni rastu
¢i produkce ECP. Avsak, jak jiz bylo uvedeno, optimalni hodnoty pH jsou pro rizné bakte-

rie vysoce individualni [1],[21].

Produkce ECP napi. u bakterii Rhodococcus erythropolis je vyssi v alkalické oblasti, tedy
pti pH 8,0 — 9,5 [29].
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1.3.4 Vliv teploty na produkci ECP

Teplota je dals$im velmi dalezitym faktorem pro rust bakterii a jejich produkci ECP. Jelikoz
jsou bakterie déleny do 3 skupin dle teploty, kterd je pro jejich kultivaci a dal$i pochody
uvniti ¢i vné bunék optimalni, nelze souhrnné fici, jaka teplota ¢i teplotni interval je nej-
vhodnéjsi a optimalni. Je tedy zfejmé, ze jde opét o velmi individudlni teplotni podminky
[1]. Sutherland [21] uvadi, ze vétSinou je pro bohatou produkci ECP potiebna sub-optimalni
teplota. Jiz n€kolikrat zminovana bakterie Rhodococcus erythropolis vyZaduje napf. teplotu
30 °C [29]. Pro velkou vétSinu bakterii jsou nejptiznivéjsi teploty v intervalu 30-36 °C.

Jsou-li vS§ak bakterie vystaveny teplotdm pro n€ nevhodnym, mize dojit k zastaveni riistu a

téz i produkce ECP [1].

1.3.5 Vliv kovovych ionti na produkci ECP

Ptitomnost jakychkoliv kovi ¢i kovovych iontl vétSinou zpiisobuje inhibici produkce ECP
a také riistu bunék. Pro rizné druhy bakterii maji inhibi¢ni G¢inky rGzné ionty kovil, mezi
které patfi napt. Fe’', Mn”>", Ba*", Mg®", Ca*", Cu®’, Sr*', A", Sn*’, Zn*", Ni*", Co*"
[1],[31]. Pro n¢které¢ bakterie vSak nékteré tyto uvedené ionty nejsou nezadouci (napf. Ca”,
Mn’" a Ba®") ba naopak maji u¢inek stimulacni. P jejich ptisobeni totiz zaleZi nejen na typu
iontu, ale také ve velké mife na mnozstvi (koncentraci) pritomného kovového iontu. Napf.
nekteré biogenni prvky pfitomné v nadmérném mnozstvi, mohou negativné ovliviiovat ves-
keré pochody v buiikach. Proto nelze souhrnné fici, Ze vSechny kovové ionty jsou inhibitory

pro vSechny druhy bakterii [31].

1.3.6 Vliv zpusobu kultivace na produkci ECP

Jak jiz bylo v kapitole 1.2 uvedeno, bakterie mohou mutacemi piechazet z ,,S* formy (hlad-
ké) na ,,R* formu (drsnou). Tyto ptechody mohou byt ovliviiovany také zptisobem kultivace,

napft. zda je kultivace provadéna na pevnych agarech ¢i v tekutych zivnych médiich [23].

Autoti Bossier a Verstraete [23] sledovali schopnost tvorby ECP kulturou Comamonas tes-
tosteron, ktera na pevnych agarech vytvarela jak mukoidni, tak nemukoidni kolonie. Byla-li
ovSem kultivace kultury provadéna v tekutém zivném médiu a za stalého tfepani, nebyly
takovéto zmény pozorovany. Avsak pii kultivaci nemukoidni kultury v tekutém Zivném mé-
diu bez tfepani a v kontaktu se sklem doslo k jeji pfeméné na kulturu s mukoidnim vzhle-

dem kolonii. Také bylo moZzno v tekutém zivném médiu pozorovat opac¢ny déj, tedy preme-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

nu z mukoidni kultury na nemukoidni, jestlize byla kultura vystavena neptiznivym vliviim
tj. pfitomnosti nékterych chemikalii (peroxidu vodiku, dodecyl sulfatu sodnému) nebo pfi

hladovéni bunék.

Mezi zptsob kultivace se také fadi moznost pfidavka rtiznych latek do médii, ve kterych
se kultivuji bakteridlni kultury. Napt. ptidavek rtznych cukri (sacharosy, glukosy)
¢i L-glutamatu jak je uvedeno v praci autortt Ashiuchi a spol [32]. Tito autofi kultivovali
bakterii Bacillus subtilis v médiu obsahujici 2 % L-glutamatu (tj. 20 g/l1). Po péti dnech kul-
tivace byla zjisténa ptitomnost extracelularniho proteinu, kyseliny poly-y-glutamové (PGA)
v mnozstvi 13,5 g/l. Je-li tato hodnota porovnana s ptiivodnim dodanym mnozstvim substratu
¢ini vytéznost 75% PGA. Takovéto zisky ECP by velmi usnadnily primyslovou vyrobu
ECP a umoznily by vétsi dostupnost pro vetejnost €i dalsi primyslové vyuziti téchto pro-

duktt.

1.4 Biologické funkce extracelularnich polymeri u bakterii

Mnoho druhii bakterii a za urcitych podminek produkuji extraceluldrni polymery. Divodi,
pro¢ tyto ECP tvoii a v takovém mnozstvi, je nc€kolik, napt. moznost ptichyceni bunék
k podkladu, ochrana buné¢k pted vyschnutim, fagocytdézou, napadenim antibiotiky a riznymi
toxickymi slou¢eninami (napi. toxické kovové ionty, SO,, ethanol), ochrana pied protozoal-

ni predaci, osmotickym napétim atd. [2],[4],[5],[6],[ 7]

Casto je také uvadéno, Ze vytvorené extracelularni polymery mohou buiiky v dobach nouze
(v dobach hladovéni) vyuzivat jako zdroj uhliku a energie. Tento nazor vSak nesdili vSichni
mikrobiologové a védci z této oblasti. Nazor na vyuzivani ECP bakteriemi jako mozny zdroj
uhliku a energie rozdéluje védce na dvé skupiny. Jedna skupina se s timto nazorem ztotoz-
nuje, jako naptiklad autoti Pyrog [7] a Cudlin [33]. Druhou skupinou jsou védci, ktefi tuto
domnénku nepodporuji, jako naptiklad autofi De Vuyst spolu s Degeest [6] a Ruas Madiedo
spolu s G. de los Reyes-Gavilan [8]. Tito autoii ve svych pracich uvadéji, ze bakterie nemo-
hou tyto polymery v dobéach hladovéni vyuzivat jako zasobu energie a uhliku, a Ze fysiolo-

gicka role téchto latek neni zatim urcena.

Z vyse uvedenych charakteristik bakteridlnich ECP lze vSak fici, ze ECP maji mnoho neza-

vvvvvv

mi vlivy a moznost snadnéjsi adheze mikroorganismil na pevné povrchy.
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2  EXTRACELULARNI POLYSACHARIDY A PROTEINY

Jak jiz bylo fe¢eno v uvodu kapitoly 1, extracelularni polymery jsou riiznorodou skupinou
latek, kam patii polysacharidy, proteiny, lipidy, hyaluronové kyseliny, glykolipidy
a glykoproteidy a DNA. Nejvice rozSitenymi skupinami extraceluldrnich polymera jsou ex-
tracelularni polysacharidy (EPS) a extracelularni proteiny. V této kapitole jsou uvedeny je-

jich struktury a nejvyznamné;jsi zastupci.

2.1 Struktura extracelularnich polysacharidi

Mikrobialni exopolysacharidy jsou linearni molekuly s pravidelnou strukturou. Diky své
linearité vytvareji helikalni struktury, které mohou byt dvojSroubovicové nebo méné Casto

trojSroubovicové [34].

EPS jsou déleny dle jejich chemické struktury na dvé skupiny:
- homopolysacharidy
- heteropolysacharidy
Homopolysacharidy jsou oproti druhé skupiné jednodussi slouc¢eniny slozeny z opakujicich
se jednotek stejnych typli monosacharidi. Homopolysacharidy jsou dale rozdéleny

dle typu monomernich jednotek a vazeb mezi nimi na 4 podskupiny:

a) a-D-glukany (napt. dextran) — jsou charakteristické svou hlavni monomerni jednotkou -
glukosou s vazbou v poloze a-1,6. Pro tuto skupinu je dale specifické vétveni na glukose
pfevazné v pozici 3 a také (méné Casto) v pozici 2 a 4. Dalsi polysacharidy spadajici
do této skupiny jsou alternany a mutany se spojenim a-1,3 a a-1,6.

b) pD-glukany — tato skupina je charakteristicka hlavni glukosovou jednotkou s vazbou
v poloze B-1,3 a s bo¢nimi vazbami v poloze 3-1,2.

c) Fruktany — jak jiz sam néazev napovida hlavni jednotkou je D-fruktosa s vazbou v polo-
ze 3-2,6. Do této skupiny spadé napft. polysacharid levan.

d) Ostatni — (napt. polygalaktany) polysacharidy spadajici do této skupiny se lisi typy opa-
kujicich se monomernich jednotek a také rGznosti glykosidickych vazeb mezi témito
monomery [6],[8],[21].

Homopolysacharidy jsou tedy pomérné jednoduché latky s opakujicimi se monosacharido-

vymi jednotkami ponejvice glukosovymi, fruktosovymi ¢i galaktosovymi. Vznikajici poly-

merni fetézce homopolysacharidi mohou mit v urcitych polohach rtzné bocni fetézce,
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které spolu s hlavnimi polymernimi fetézci ud€luji polymertim jejich specifické vlastnosti
[6],[8],[21]. Homopolysacharidy jsou mikroorganismy produkovany ve vétSim mnozstvi nez

heteropolysacharidy [35].

vvvvvv

riznych sacharidl. Velikost téchto jednotek je variabilni od disacharidi az po oktasa-
charidy a jsou tvofeny 2 - 4 typy riznych monosacharidii. Nejcast€j$i kombinace sacha-
ridovych jednotek v polysacharidu jsou néasledujici D-glukosa, D-galaktosa
a L-rhamnosa a v nékterych pifipadech také skupiny jako N-acetylglukosamin,
N-acetylgalaktosamin, fucosa a glukuronova kyselina [6],[8],[21]. Napf. monomerni
cukerné jednotky v EPS u bakterie Vibro harveyi jsou tvotfeny pievazné z galaktosy
a glukosy, v men$im mnozstvi jsou pfitomny rhamnosa, fucosa, ribosa, arabinosa, xylo-

sa a mannosa [26].

Na hlavni polysacharidovy fetézec byva navazano mnoho rtiznych skupin (boc¢nich fe-
tézcl), pfevazné zbytky organickych kyselin napt. acetat, glycerat, propionat, pyruvat
¢i sukcinat. Mezi nejobvykleji vyskytujici se substituenty patii acetat vazany esterovou

vazbou a pyruvat s ketalovou vazbou [6],[8],[21],[34].

Heteropolysacharidy tedy tvoii velkou a velmi rozmanitou skupinu latek dosahujici velikosti
molarnich hmotnosti od 4.10* do 6.10° Da. Jejich produkované mnozstvi viak nedosahuje

takové urovné jako je tomu u homopolysacharidi [36].

Nékteré EPS, homopolysacharidy nebo heteropolysacharidy, mohou byt sestaveny ze stej-
nych typi opakujicich se jednotek, avsak jejich pomérné zastoupeni je rizné. Napt. bakterie
rodu Bacillus sp. méa EPS sloZeny z glukosy, mannosy, galaktosy a fukosy v poméru 8:4:2:1.
Jina bakterie oznacovana jako R-3 produkuje extracelularni polysacharidy ve slozeni gluko-
sa, galaktosa, sukcinova kyselina a kyselina pyruvatova v poméru 5,6:1:0,6:2,5 [1]. Jaké
typy monomernich jednotek a v jakém mnozstvi jsou zastoupeny v EPS zalezi na druhu bak-
terii, které je produkuji, na podminkach kultivace a také na riiznorodosti dostupného sub-

stratu [1],[21,[21].

Slozeni polysacharidil 1 s jejich bo¢nimi fetézci a s tim souvisejici jejich primarni, sekun-
darni a terciarni struktura velmi ovlivituje fyzikalni vlastnosti téchto latek. Napft. u polysa-
charidu xanthanu jsou v jeho struktufe pfitomny postranni fetézce. Pfitomnost téchto boc-

nich substituentti dava polymeru xanthanu rozpustny charakter. Kdyby tyto boc¢ni fetézce
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polymer postradal, stala by se z n¢j latka nerozpustna (celulosa). Podobn¢ jsou na tom také
polysacharidy scleroglukan a curdlan. Scleroglucan je polymer s bocnimi fetézci a je tedy
polymerem rozpustnym, kdezto curdlan postranni fetézce postrada a je tedy vodou Spatné
rozpustny [21],[34]. U ptitomnych boc¢nich fetézcii je dilezité jejich slozeni. Charakter boc-
niho fetézce spolu se slozenim hlavni kostry polymeru udé€luji EPS vysledné vlastnosti.
Napft. u bakterie Vibrio harveyi kultivované v minerdlnim médiu s pfidavkem 1.5 % NaCl
a 0.2 % glukosy bylo zjisténo slozeni EPS nasledujici - cukerné slozky, uronova kyselina,
proteiny a sulfaty. Dalsi slou€eniny pfitomné jako bo¢ni fetézce byly identifikovany — sku-
piny hydroxylova, karboxylova a amidova. Toto slozeni davd EPS dobré emulsifikacni
vlastnosti [26]. Kromé¢ ptitomnosti ¢i neptitomnosti bo¢nich fetézcl jsou vlastnosti daného
biopolymeru zavislé také na typu vazby, kterou jsou jednotlivé monomerni jednotky
v polysacharidovém fetézci mezi sebou vazany. Napft. jsou-li v polymeru dextranu glukoso-
vé jednotky vazany vazbou P (1—4) je tento polymer neohebny, jsou-li vS§ak monomerni

jednotky vazany vazbou o (1—2) stava se dextran polymerem ohebnym [21].

Jaké vlastnosti a jaké slozeni ma produkovany ECP zélezi na druhu bakterii a podminkach

jejich kultivace [21].

2.2 Nejvyznamnéjsi skupiny EPS

Extracelularni polysacharidy jsou velmi rozsadhlou skupinou. Patii sem nepfeberné mnozstvi
ruznych polymernich latek s hlavnim fetézcem slozenym z riznych cukernych jednotek.
Mezi nejvyznamnéjsi a nejrozsifenéjsi zastupce EPS patii nasleduji slouceniny:
Sukcinoglycany

- Polysacharidy slozené z D-glukosy, D-galaktosy, pyruvatu, sukcinatu a acetylu v poméru
7:1:1:1:1 [37].

- Poprvé byly izolovany z pudni bakterie Alcaligenes faecalis. Dnes je znamo, ze je produ-
kuje mnoho jinych druhii bakterii mezi které patii napt. Agrobacterium tumefaciens,
Agrobacterium radiobacter ¢i bakterie rodu Pseudomonas sp. [34],[37].

- Diky svym dobrym vlastnostem (zahustovadlo, emulsni stabilizator a suspenzni ¢inidlo)

jsou dnes prumysloveé vyrabény [37].
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Curdlan

- Je linearni homopolysacharid slozeny vyhradné z D-glukosy. Tyto opakujici se jednotky

jsou navzajem spojeny vazbou f (1—3).

Schopnost produkovat curdlan maji rtizné druhy gram-negativnich bakterii. Nékteré jej
produkuji jako jediny exopolysacharid, jiné druhy, jako napt. Agrobacterium sp., jej mo-
hou produkovat spolu s dalsimi heteropolysacharidy, nejcastéji spolu se scleroglukany

[34].

Scleroglukany

Je skupina plisiiovych exopolysacharida se stejnou strukturou hlavniho fetézce jako curd-
lan. Na zhruba kazdém 3 uhliku tohoto hlavni fetézec jsou ptipojeny D-glukosové skupi-

ny, jeZ jsou navzajem spojené vazbou 3 (1—6).

- Typicky scleroglukan dosahuje molekulové hmotnosti (5-6).10° Da [34].

Galaktoglukany

Polysacharidy s pomérné jednoduchym slozenim — D-glukosa, D-galaktosa a pyruvat
vpoméru 1:1:1. Jednotlivé disacharidové jednotky jsou v polymeru spojeny vazbou
(1-3).

Poprvé byly izolovany ze sedimentu na dn¢ vodniho toku a z biofilml vyskytujici
se ve vodnim toku jako produkt bakterii Agrobacterium radiobacter a Pseudomonas sp.
Jsou-li tyto EPS vyprodukovéany u bakterie kultivované na misce s agarovou zivnou pu-

dou, davaji bakterialnim koloniim visk6zni vzhled [37].

Alginaty

Linearni polysacharidy slozené ze dvou cukernych jednotek — kyseliny
B-D-mannouronové a o-L-glukuronové. Tyto jednotky jsou spojeny vazbou (1—4)
[17],[34],[38],[39]. Tvofi je nékteré bakterie a také nékteré motské tasy, pri¢emz bakteri-
alni a fasové alginaty se strukturné 1isi pfitomnosti substituentii u bakteridlnich alginati.

Tyto polysacharidy jsou primyslové vyrabény extrakci z hnédych motskych chaluh [17].
Mikrobialné jsou produkovéany bakteriemi Pseudomonas aruginosa a Azotobacter vine-

landii [17],[34].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

2.3 Struktura a vlastnosti extracelularnich proteini

Problematikou extraceluldrnich proteinii se ve vétsi mife zabyva nékolik autorti, napt. Hig-
gins. Tento autor uvadi tvorbu a slozeni extracelularné produkovanych proteinti: molarni
hmotnosti exoceluldrnich proteint izolovanych ze vzorkt aktivovaného kalu se pohybuji asi
kolem hodnoty 15 kDa [40]. Také dalsi védci Ashiuchi a Misono [41] se zabyvaji touto pro-
blematikou. Jejich prace je zamétena jiz na konkrétni typy exocelularnich proteini - kyseli-
nu poly-y-glutamovou (PGA) produkovanou riznymi druhy bakterii, ptevazné rodu Bacil-
lus. Ve své praci se zabyvaji prevazné syntézou téchto typt bakteridlnich proteind. Jednim
z vysledki jejich zkoumani je zjisténi molekulové hmotnosti PGA vyprodukované rliznymi

druhy bakterii (viz Tab. 3).

Tab. 3. Molekularni hmotnost PGA produkovana
riiznymi druhy bakterii [41].

Druh bakterie (producent) [Molekulova hmotnost (kDa)
Bacillus subtilis (natto) 10 - 1000
Bacillus subtilis (natto) > 1,000

Bacillus licheniformid 10 - 1000
Bacillus anthracis -

Bacillus megaterium > 200

Bacillus halodurans 10-15
Natrialba aegyptiaca > 1000

Hydra 3-25

2.4 Nejvyznamnéjsi extracelularni proteiny

Skupina extracelularnich proteind neni moc velka. Zahrnuje jen velmi maly pocet sloucenin,
mezi néz patii:
Poly - e-lysin (epsilon-PL)
- Jak jiz sam nazev napovida jde o polymerni slouceninu slozenou z aminokyseliny lysinu.
- Jde o latku biodegradabilni, vodou rozpustnou, jedlou a netoxickou vuci c¢loveku
a environmentu [42].
Kyselina poly-y-glutamova
- Opét slozeni proteinu vyplyvé z nazvu, je tedy slozen z opakujicich se jednotek aminoky-

seliny kys. glutamové. Je produkovana riznymi kmeny bakterii Bacillus, také jednémi

archei a eukaryoty [41], [43],[44].
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3 VYZNAM A VYUZITI BAKTERIALNICH
EXTRACELULARNICH POLYMERU

Jiz dlouho dobu jsou znamy biopolymery, konkrétné mikrobialni polymery i s jejich razny-
mi vlastnostmi. AvSak jejich vyuziti, nejen v pramyslové oblasti, velmi vzrostlo
az v n¢kolika poslednich letech. V nasledujicim textu uvadim vyznam a vyuziti nejznamé;j-

Sich extraceluldrnich polysacharidii a proteint.

3.1 Vyznam a vyuziti extracelularnich polysacharidu

Polysacharidy jsou skupinou latek jez maji velmi Siroké uplatnéni. Vyrabé&ji a vyuZzivaji
se pro mnoho riznych ucela. Napi. autoti De Vuyst a Degeest [6] ve své praci uvadéji moz-
ny vyznam produkce téchto biopolymerii z pohledu ¢loveéka a také néktera jejich omezenti,
kvali kterym nemohou byt tyto biopolymerni latky vyuzivany ve vétsim metitku. Hlavnim
omezujicim faktorem je na prvnim misté¢ samotna produkce EPS, jez vyzaduje dokonalé
znalosti mikrobialni syntézy téchto latek a také piizplisobeni a pfevedeni téchto bioprocesu

do primyslového méfitka. Dal§im limitujicim faktorem je dnes cena [6].

Autor Sutherland ve své praci uvadi diavody, pro¢ jsou tyto EPS produkovany, opét

z pohledu ¢loveka. Divody jsou nasledujici:

a) Podobnost nékterych mikrobidlnich biopolymera s eukaryotickymi polymery,
jako napf. hyaluronové kyseliny.
b) Jsou to vynikajici viskosni a suspenzni Cinidla, které jsou stabilni 1 pfi neptiz-
nivych podminkéch pro buiiky (napt. zmény pH ¢i teplot).
c) Produkce homopolysacharidi B-D-glukanii, které jsou biologicky aktivni
a mohou se uzit jako imunitni stimulanty nebo jako latky potlacujici rakovinu
[21].
Tyto uvedené vlastnosti znamenaji nemaly vycet toho, pro¢ jsou mikrobidlni polymery
jiz hojnéji vyuzivany. Dalsi vyznamné uplatnéni mikrobidlnich biopolymert je jejich pouziti
jako biologicky flokulant v Cistirndch odpadnich vod [1] nebo také v potravinaistvi jako
zahustovadlo. V druhém ptipad¢ se jedna jiz o konkrétni EPS produkované mléénymi bak-
teriemi [6],[45]. BohuZel neni mnoho biopolymert, které se takto mohou pouzivat, uz jen

z davodu jejich mikrobidlniho ptivodu. Pouze polysacharidy xanthan a gellan jsou legisla-
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tivn¢é schvalené pro uzivani v potravinarstvi. Maji vSak také sva omezeni, nebot’ tato povo-

leni je mozné uplatnit pouze v Evropé a Severni Americe [21].

Nekteré konkrétni druhy EPS jsou jiz dnes ve velké mife vyuzivany v riznych oblastech

primyslu a pomalu tak nahrazuji synteticky vyrabéné polymery.

3.1.1 Vyuziti konkrétnich EPS

Xanthan — je biopolymer produkovany ve velkém mnoZzstvi bakterii Xanthomonas campest-
ris. Ma Siroké uplatnéni v mnoha oblastech jiz n¢kolik let. Jedno z vyznamnych uziti
je v potravinafstvi, jak jiz bylo uvedeno. Také je soucasti nekterych kosmetickych pro-
duktti ¢i chemickych pfipravka jako napt. adheziva, zubni pasty aj. Velkou vyhodou

xanthanu je jeho nizka cena produkce [6],[21],[34].

Gellan — dalsi vyznamny zastupce biopolymeri je produktem bakterie Sphingomonas elo-
dea. Stejné jako xanthan se pouziva v potravinaistvi [6],[21]. V posledni dobé je hodné
vyuzivan v dal§ich oborech jako jsou farmacie, chemicky primysl a mnoho dalSich.
V primyslu se vyuzivd jeho vyborné vlastnosti, kdy za urCitych podminek (zahfati,
ochlazeni) tvoii termoreversibilni gely. Diky tomu se tento biopolymer komeréné vyuzi-
va zejména v Evropé a v USA pod obchodnimi nazvy — GELRITE, PHYTAGEL,
KELCOGEL [46].

Dextran — je dalSim rozSifenym mikrobidlnim biopolymerem. Je primyslové vyrabén ve
velkém mnozstvi a je vyuzivan v potravinafstvi, biotechnologii, fotografickém primyslu
a ve farmacii [47]. Velmi znamy a vyznamny je dextran pouZzivany v analytické chemii
jako chromatograficka napli pod nazvem Sephadex [3],[48]. Firma Pharmacosmos pru-
myslové vyrabi Dextran pro tyto uvedené ucely. Pro chromatografické ucely vyrabi dex-
tran navic pod nazvem GPC Standards (Gel Permeation Chromatography Standards), kte-
ry se pouziva pro stanoveni molarnich hmotnosti latek velikosti od 1 000 — 670 000 Da
[47].

Curdlan — v primyslu neni tolik rozsitenym biopolymerem. Je spiSe vyuzivan jako potravi-
narska ptisada, avSak pouze v Japonsku. V Evropé¢ a Severni Americe nema pro tyto uce-

ly povoleni [21].
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3.2 Vyuziti extracelularnich proteini

Mikrobialni biopolymery pievazné proteinového slozeni maji pomérné Sirsi uplatnéni nez
jak je tomu u polysacharidovych mikrobidlnich biopolymert. Zastupct z této skupiny ECP
vSak neni mnoho, avSak jejich uplatnéni je velmi rozsahlé a riznorodé. Vyznam jednotli-

vych konkrétnich typa extracelularnich proteinti pro ¢lovéka je nasledujici:

poly-g-lysin — ma Siroké potencialni uplatnéni v oblastech mediciny, zemédé€lstvi, elektroni-
ky a hlavné v potravinafstvi. Vyuziva se jako konzervacéni ¢inidlo, emulsifika¢ni ¢inidlo,
ptidavna latka v dietnich ¢inidlech, nosi¢ 1¢kti, biodegradabilni vldkna nebo jako hydro-

gel se schopnosti absorpce velkého mnozstvi vody [42].

poly-y-glutamova Kkyselina — tento biopolymer mé také Siroké uplatnéni v mnoha oblastech,
napf. v potravinafstvi, kosmetice, v technologii ¢isténi vod ¢i mediciné. Konkrétné
se pouziva jako zahustovadlo, cryoprotektant, zvlh¢ovalo, nosi¢ 1€k, biologické adhesi-

vum, flokulant ¢i jako absorbent tézky kovu [41],[43].

3.3 Negativni dopad ECP pro ¢lovéka

Ne vSechny extracelularni polymery jsou pro ¢loveéka piinosem. Nékteré mohou mit také
negativni dopad, napt. levany. Tyto polymerni latky jsou produkované nékterymi bakteriemi
Streptococcus mutans a Streptococcus salivaris. Uvedené bakterie, vyskytujici se mj.
na povrchu zubti, vylucuji enzymy (hexosyltransferasy), které preménuji sacharosu na fruk-
tosové polymery - levany. Tyto vzniklé polysacharidy ulpivaji na povrchu zubl a vytvari
na nich povlak, v némz se pak hromadi produkty mlé¢ného kvaseni streptokokd, predevsim

kyselina mlécna a zpisobuje tak pro ¢lovéka velmi neptijemny zubni kaz [3].

Dalsi negativni diasledek tvorby extraceluldrnich polysacharidii pro ¢loveéka je snadnéjsi
adhese bakterii k podkladiim tedy napt. k vnitinimu povrchu respira¢nich cest. Exopolysa-
charidy jsou zde produkovany ve formé biofilmu, ktery chrani bakterialni buniky pted napa-
denim fagocyty ¢i proti plisobeni protilatek nebo chemoterapeutiky. Tyto bakterie tak zpu-
sobuji razné infekéni choroby (napt. cystickou fibrosu). Dnes jiz existuje moznost, jak se
proti t€émto bakteridlnim atakiim branit, a to pomoci enzymt, které biofilm tvofeny exopoly-
sacharidy narusi a zkapalni, ¢imz dojde k obnazeni bun¢k a k moznosti jejich dalSiho zne-

Skodnéni [49].
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4 CILPRACE

V fijnu v roce 2003 bylo na cistirné odpadnich vod ve Frystaku zjisténo viskosni bytnéni
aktivovaného kalu (AK). Tato cistirna Cisti zeméd¢€lské odpadni vody tzn., ze ptitomny AK
netrpi nedostatkem zivin (N a P), coz je obecné jedna z moznych pficin vzniku onoho neza-
douciho jevu [50]. Protoze znalosti o tomto bytnéni AK jsou zatim nedostate¢né, stalo
se zkoumani tohoto jevu naplni mé SVOC [51]. Z AK jsem na $irokém spektru Zivnych pi-
dy vyizolovala 8 bakterialnich kultur: 2 izolaty bakterii rodu Pseudomonas sp. a Rhodo-
coccus erythropolis a dale kultury Agrobacterium tumefaciens, Pseudoxanthomonas sp.,
Corynebacterium aquaticum a Leuconostoc mesenteroides. Tyto kultury tvotily ECP
na pevnych Zivnych pidéach. Nékteré z nich byly schopny tvorby ECP pouze v pfitomnosti
sacharidického substratu a nékteré i bez jejich ptitomnosti. Soucasné byla, pouze u jedné
bakteridlni kultury (Agrobacterium tumefaciens), zjisténa schopnost produkce ECP

1 v tekutém zivném médiu, ovSem to za pfitomnosti manitolu jako substratu [51],[52].

Ze ziskanych vysledkl nebylo zcela zifejmé, kterd z izolovanych kultur se podilela ¢i spolu-
podilela na onom viskosnim bytnéni kalu. Ze zjisténych vlastnosti jednotlivych druht bakte-
rii bylo mozno nekteré vyloudit: kultura Leuconostoc mesenteroides tvotila ECP pouze pii
rustu na sacharose, Corynebacterium aquaticum produkovala ECP ve vyrazné menSim
mnozstvi nez ostatni a Pseudoxanthomonas sp. produkovala ECP jen za ptitomnosti glukosy

[511,[52].

Aby bylo mozno urcit, kterd bakterie byla zodpovédna za tvorbu viskosniho bytnéni, bylo
nutno provést jesté dalsi zkoumani, zejména podrobnéji prostudovat schopnost zahustovat
tekuté zivné médium kulturami Pseudomonas sp. a Rhodococcus erythropolis a dale schop-
nost tvorby ECP z nesacharidovych zdroji v tekutém zivném médiu u bakterie Agrobacteri-

um tumefaciens. Toto dalsi zkoumani se stalo naplni mé diplomové prace.
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II. METODICKA CAST

5 PRACOVNI POMUCKY

5.1 Chemikalie, roztoky a Zivna média pouzita pro kultivaci bakterii

Neni-li uvedeno jinak, byly vSechny pouzité chemikélie Cistoty p.a. a byly dodané firmou

LACHEMA Neratovice, CR.

A) ROZTOKY

Fosfatovy pufr (M/15)

Pufr byl sloZzen ze dvou roztokti: roztok A (KH,PO4) o navazce 9,078 g do 1 I destilované
vody a roztok B (Na,HPO4.12H,0) o navazce 23,9028 g do 1 1 destilované vody. Na piipra-

vu pufru bylo odebrano 20 ml roztoku A a 80 ml roztoku B.

V pribéhu pokusu se také pouzival fosfatovy pufr rizné fedény (viz dale).

Roztok stopovych prvki

Na ptipravu 1000 ml roztoku stopovych prvki bylo pouzito:

MNSO4.5 HoO oo 0,043 ¢
HaB O3 e 0,057 g
ZNSO4. THoO o 0,043 g
(NHa)sMO07024 . AHoO .o, 0,037 g
COo(NO3)2. OHO o e 0,025 ¢
CUSO4. SHO e e 0,040 g
Jednotlivé slozky byly navazeny a rozpustény ve 1000 ml destilované vody a dikladné pro-
michény.

Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl ptipraven navdzenim 8,5 g NaCl, rozpusténim v 1000 ml destilova-

né vody, dokonale promichén a vysterilizovan pfi teploté 125 °C po dobu 20 min.
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B) AGAROVA ZIVNA MEDIA

Pokud neni uvedeno jinak, byly v§echny agary pfipraveny navazenim jednotlivych slozek,
jejich dokonalym rozpusténim v daném mnozstvi destilované vody a vysterilizovanim pfi
teploté¢ 125 °C po dobu 20 min. Po ochlazeni na teplotu cca 45 °C byly agary rozlity do pet-

riho misek a ponechdny ke ztuhnuti.

Trypton-yeast extrakt agar (TYA agar)

TYA agar (Himedia, India) ..... ..o e, 2,1¢g
(SloZeni: trypton 0,6 g + kvasni¢ny extrakt 0,3 g + agar 1,2 g)

DeStiloOVana VOAa. ... e 100 ml

TYA agar s 2% sacharosy

TYA agar (Himedia, Indie€) ..... ......ooiiiiiii e 2,1 €
SACRATOSA ..ottt e 2g

DeStIlOVANA VO ... e ettt 100 ml

TYA agar s 2% glycerolu

TYA agar (Himedia, INdi€) .......ovviiniiii e, 2,1¢g
GLYCOTOL et e 2g
Destilovand voda ..o 100 ml

TYA agar s 3% jantaranu

TYA agar (Himedia, INAI€) ....ccccueneiini i e e e 2,1¢g
Jantaran SOANY ........oiiii i 3g

DeStiloOVANa VOAa. . ...t 100 ml
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TYA agar s 2% jantaranu

TYA agar (Himedia, Indi€) ........coooiiiiiiii e e 2,1g
Jantaran SOANY ......o.uiiin i 2g
Destilovand VOda. ..o e 100 ml

Obohaceny masopeptonovy agar (oMPA)

Zivny agar &. 2 (IMuna, SR) ...ooovnnii it 40g

(SloZeni: hovézi odvar 0,5 g, pepton 0,5g, zivny zaklad ¢.1 a ¢.2 po 0,625 g, NaCl 2,5 g,

agar 1,5 g)
Kvasni¢ny autolyzat (Imuna, SR) ..., 03¢g
Destilovand vOda .......o.oiuiii i 100 ml

TYA agar s 2% laktosy

TYA agar (Himedia, Indi€) ..o e, 2,1g
21 o T P 2g
Destilovand voda. ..o e 100 ml

C) TEKUTA ZIVNA MEDIA

Pokud neni uvedeno jinak, byla vSechna tekutd Zivna média pfipravena navazenim jednotli-
vych slozek, rozpusténa v potfebném mnozstvi destilované vody, dokonale promichdna

a vysterilizovana pfi teploté 125 °C po dobu 20 min.

Modifikovany Ashbvho agar (AS+N )

1A 3 V1) O UUURURPSPPPPRN | I
K,HPO4 (Ing. P. Lukes, Uhersky Brod)..........cooiiiiiiiiii e 0,02 g

MESO4THIO ..o, 0,02 ¢
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CASO4 +vereereeeeeeeeeeeeeeee e e ettt et 0,01 g

N AT e 0,02 ¢
NH AT e e 0,03 g
Kvasni¢ny autolyzat (Imuna, SR) ....... ..o e 03¢g
RozZtok stopovYCh PrvKl c...eeeee e 0,2 ml
Fosfatovy puft TedEnY ......ooieii e 100 ml

Jednotlivé slozky byly navazeny a rozpustény ve fosfatovém pufru (16 ml roztok B + 4 ml
roztok A + 80 ml destilovana voda). Po dokonalém promichani bylo zivné médium AS+N

rozplnéno po 25 ml do lahvi a ty byly vysterilizovany pii teploté 125 °C po dobu 20 min.
p p y oyly vy y pr1tep p

Tekuté trypton-yeast Zivné médium s 2 % sacharosy (TYM+ 2% sacharosy), redéné 1:1

Trypton (Himedia, Indi€) ..........ccoooiiiiiiiiii e e e, 03 €
Kvasni¢ny autolyzat (Imuna, SR) ..., 015 g
SACKATOSA ...ttt e lg
Destilovand voda ..o e 100 ml

Takto pripravené tekuté zivné médium bylo pouzito na zaliti agarovych misek, které simu-

lovaly tekuté prostfedi s pevnym (agarovym) podkladem.

Tekuté trypton-veast Zivné médium s 2 % jantaranu (TYM~+ 2% jantaranu), redené 1.1

Trypton (Himedia, Indi€) ......c....oovviiiiiii e e 03 g
Kvasni¢ny autolyzat. (Imuna, SR) ... ... e 0,15¢
Jantaran SOANY .....ooiiii i lg
Destilovand voda .........oouiiiiiiiii e e 100 m

Takto ptipravené tekuté zivné médium bylo pouzito na zaliti agarovych misek, které¢ simu-

lovaly tekuté prostiedi s pevnym (agarovym) podkladem.
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Tekuté trypton-veast Zivné médium s 2 % laktosy (TYM+ 2% laktosy), redené 1.1

Trypton (Himedia, Indi€) ...........ooitiiniiiiiii e, 03 €

Kvasni¢ny autolyzat (Imuna, SR) ........o.oii e 0,15¢
| 21 T T I PP lg
Destilovand voda ..o 100 ml

Takto pripravené tekuté zivné médium bylo pouzito na zaliti agarovych misek, které simu-

lovaly tekuté prostfedi s pevnym (agarovym) podkladem.

Tekuté trypton-veast Zivné médium s 2 % laktosy (TYM~+ 2% laktosy) (neredéné)

Trypton (Himedia, Indi€) ...........ccooiiiiiiiiii e e e ae .. 0,6 €
Kvasni¢ny autolyzat (Imuna, SR) ... e 03¢g
DF2 1S 0 1 P -

DESIOVANA VOUA . ... e 100 ml

Masopeptonovy bujon (MPB), redéno 1:1

MPB (Himedia, INdi€) .....ccceeviiiiiiiiiieiiei e e 1,25 €
(Slozeni: masovy pepton 1,0 g, hovézi extrakt 1,0 g, NaCl 0,5 g)
Destilovand voda .........o.iiii e 100 ml

Takto pripravené tekuté zivné médium bylo pouzito na zaliti agarovych misek, které simu-

lovaly tekuté prostfedi s pevnym (agarovym) podkladem.

Masopeptonovy bujon (MPB) (neredény)

MPB (Imuna, SR) ... e e 25¢g

DESILOVANA VOUA .o e e e e e 100 ml
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Glycerolové Zivné medium s 5x redenvm pufrem

Glycerol, bezvody (PENTA, Chrudim)..........c.oouiiiiiiiii e e eeee e 20¢g
KoHPOy4 (Ing. P. Lukes, Uhersky Brod)..........cooviiiii e 0,02 ¢
MESO4.TH20 .o e 0,02 g
CaCly (PENTA, Chrudim) ......ouiiiii et e 0,01 g
N AT e 0,02 ¢
NH AT oo e e 0,03 g
Kvasni¢ny autolyzat (Imuna, SR) ..o e e 03¢g
SEOPOVE PIVKY et e e e 0,2 ml

Fosfatovy pufr fed€ny ....cceeeeceniiniiiii e e 100 M

Jednotlivé slozky byly navaZeny a rozpustény ve fosfatovém pufru (16 ml roztok B + 4 ml
roztok A + 80 ml destilovana voda). Po dokonalém promichani bylo glycerolové zivné mé-
dium rozplnéno po 25 ml do lahvi a ty byly vysterilizovany pfi teploté¢ 125 °C po dobu

20 min.

Glycerolové Zivne médium s rizné redenym pufrem

Glycerolové zivné médium bylo pfipraveno navazenim vysSe uvedenych slozek (Viz. glyce-
rolové zivné médium s 5x fedénym pufrem). Fosfatovy pufr byl pfipraven smichanim rozto-

ki A a B v riznych pomérech. Fosfatové pufry s riiznym fedénim:

Roztok A + Roztok B + Voda Redéni Molarita
16 ml 4 ml 80 ml 5x M/75
32 ml 8 ml 60 ml 2,5x M/37,5
48 ml 12 ml 40 ml 1,67x M/25,05
64 ml 16 ml 20 ml 1,25x M/18,75

&0 ml 20 ml 0 ml - M/15
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Glycerolové zZivné médium s neredénym pufrem

Toto zivné médium bylo pfipraveno jako Glycerolové zivné médium s 5x fedénym pufrem,
avsak 100 ml fosfatového pufru bylo pfipraveno smichanim 80 ml roztoku A a 20 ml rozto-

ku B.

5.2 Pristroje, zarizeni a dalsi laboratorni pomicky

a) PRISTROJE A ZARIZENi

Akvaristicky motorek ELITE 800 .........ccciiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee e SRN
Analytické vahy KERN 770 ....cccoooiiiiiiieiieeeeeee ettt SRN
Asepticky laminarni box Bio-II-A .....cccoooiiiiiiiiiiiicceeeen Telstar, Spanélsko
Elektricka SuSAna MORA 524 .........cocoiiuiiuiineiieeieeieeiesesssesse s CR
Elektricky vari€ ETA 0108 .........ooiuiioieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesese s ev s, CR
Elektromagnetickd michacka MM2A ..........ccooiiiiiiiiieeiee et CR
Hlubokomrazici box Chest Freezer, BiOTECH.........uvviviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeieeeeee e Dansko
ChladniCka Zanussi ZC€ 255 R ..o CR
Chlazend centrifuga MR 231 .....cciiiiiiiiiiiiiciieie e Jouan, Francie
Kombinovana lednicka s mrazdkem ARDO .........ccooooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee, CR
Laboratorni sterilizator, SANOclav LaM 3-20-MCS-J .....ccovviiiiiiiiieeiiee e SRN
MIKTOSKOP, OLYIMPUS ..eoiiiiiiieiiieciie ettt ettt seee e s ae e e saee e enaeeesnaeeennnes Filipiny
Mikroskopické podlozni sklicka s komlrkami Cyrus II, Meopta ........ccccoeeevieieenienennennen. CR
pH-metr OK-104 + sklenénd elektroda ..........ccoeovviieriiiiniiiieieeeeeeeeee e Mad’arsko
Piedvazky KERN EW ..ottt SRN
PiedvAazKy KERN 440-47 ......ooieieeeeee ettt ettt sttt sneens SRN
Spinaci hodiny Dehl .........ccoooiiiiiiiiiiiie et SRN
TEEPACKA GFL 3020 ... CR
TEIMODOX N& 25 OC w.vvuuvirniirrieneeseesseeessese et UIOZP, FT, UTB

Termostat Thermo Haake P5, DC 10 (na UPI) ....ccvvieiiiiiiiiiceeeeeee e SRN
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UltratermosStat MW UZC ... e e e e e e e eeereaa e e s SRN

Vibraéni viskozimetr SV-10, AND Company...........cccceeeeeerieerieeriienieeieenieeeveeieeeens Japonsko

b) LABORATORNi POMUCKY

Automatické pipetmany, Discovery (0,5-10 pl , 2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl,

200- T000RL, T-5 1) weiiiiriiiieieeecc e Polsko
Jednorazové pipetmany, Plastomed (10 pl, 20 pul, 50 pl, 200 pl, 500 pl)................. Polsko
Mikrobiologické o€kovaci KIICKY .......cceveieriiiiiiiiieiieiceeee e UIOZP, FT, UTB
Sterilizaéni filtr pro jedno pouZiti (0,20 pm), SArtorius ..........ccceeeeereeveerienieenensieneeneeene SRN
T1akovy hrnec, TESCOMA ........eocuiiiiieiieeie ettt ettt e ebeesteeesseessaeenseas CR
Veskeré 1aboratorni SKIO .........cc.veeiieiiieeieiiiie e UIOZP, FT, UTB
Ubelohdeho kapilarni zted’ovaci viSKOZImetr ............cceevveeciienieeciienieeieeiens UPL FT, UTB
Skelnény temperovaci VAIEC .........cceeiiriiiiiriiniiieeicnecieeeeeeeeee e UPL FT, UTB

5.3 Pouzité bakterialni kultury

5.3.1 Rhodococcus erythropolis FR7 a FR6

Mikroorganismy Rhodococcus erythropolis jsou gram-pozitivni aerobni ty¢inky izolované

z aktivovaného kalu s viskoznim bytnénim v ramci SVOC [51] v roce 2003.

5.3.2 Agrobacterium tumefaciens FRS

Bakterie Agrobacterium tumefaciens jsou gram-negativni aerobni zaoblené malé tycky izo-

lované z aktivovaného kalu s viskdznim bytnénim v ramci SVOC [51] v roce 2003.

5.3.3 Pseudomonas putida FR3

Bakterie Pseudomonas putida jsou drobné gram-negativni aerobni ty¢inky izolované

z aktivovaného kalu s viskdznim bytnénim v ramci SVOC [51] v roce 2003.
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6 PRACOVNI POSTUPY

6.1 Postupy pouzZivané v pribéhu prace

6.1.1 Sterilizace
a) Mokra — v autoklavu SANQOclav

Sterilizace provadénd v laboratornim autokldvu SANOclav LaM 3-20-MCS-J pii teploté
125 °C po dobu 20 min. Takto byla sterilizovana veSkera agarova a tekutd zivna média,
aparatura pro kultivaci s intenzivnim provzdusiiovanim, kultiva¢ni lahve a Cisty glyce-

rol.
b) Sucha

a. Horkym vzduchem - sterilizace provadénd v horkovzdusné troubé pii teploté
150 °C po dobu 2 hodin. Takto bylo sterilizovano laboratorni sklo a pevny maso-

peptonovy bujon.

b. Plamenem — sterilizovany plamenem byly ockovaci mikrobiologické klicky a skle-

néné hokejky.

6.1.2 Centrifugace

Vsechny vzorky byly centrifugovany v 50 ml polykarbonatovych kyvetach v chlazené cent-
rifuze MR 231 s programem: pfetizeni 5 000 g, teplota 25 °C, ¢as 10 min. Centrifugace byla

pouzivana pro odstranéni bunck z tekutého média s nakultivovanou bakterialni suspenzi.

6.1.3 Méreni viskozity na vibraénim viskozimetru

Ucelem tohoto mé&feni bylo zjistit hodnotu viskozity kapalného média v pribéhu kultivace
kultury. Méfeni viskozity se provadélo pii 25 (+ 0,2) °C v nadobkach pattici k viskozimetru
s obsahem 10 ml roztoku ¢i suspenze. Méfeni probihalo na pfistroji VibroViscometr SV-10
a kazdy vzorek byl méfen triplicitné. Minimdln¢ jednou tydné byl piistroj kalibrovan
na destilovanou vodu dle pokyntli vyrobce a na standardni roztok sacharosy. Principem mé¢-
feni viskozity na vibracnim viskozimetru je zjistovani miry odporu, ktery klade méfend ka-

palina dvéma vibrujicim pliskim.
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6.1.4 Priprava ockovaci suspenze

Pokud neni uvedeno jinak, suspenze kultur se pripravovaly podle 2. stupné McFarlandovy
stupnice. Ten se pfipravil smisenim 9,8 ml 1% H,SO4 s 200 pl 1% vodného roztoku BaCl,.
Suspenze byla pripravovana tak, ze se v urCitém potiebném objemu sterilniho fyziologické-
ho roztoku rozmichala ptedem nakultivovana kultura v takovém mnozstvi, dokud zékal této
bakterialni suspenze neodpovidal zakalu pfedem pfipravené anorganické suspenzi (vzniklé

srazenin¢ BaSQy,).

6.1.5 Méreni pH

pH bakterialnich suspenzi bylo méfeno sklenénou elektrodou na pfistroji pH-metr OK-104.
Na pocatku meéfeni byl pfistroj nakalibrovan dvéma rGznymi pufry (pH=7 a pH=4)

a poté byly méteny vzorky.

6.2 Postupy pouzité pro prvni orienta¢ni zkousky

6.2.1 Orientac¢ni zkouSky rustu kultur a tvorby ECP na pevnych médiich

Byly pfipraveny 4 rtzné typy agarové puady: TYA, TYA+glycerol, TYA-jantaran,
TY A+sacharosa navazenim jejich jednotlivych slozek, dokonalym rozpusténim v daném
mnozstvi destilované vody a byly dany ke sterilizaci. Po sterilizaci byly pidy rozlity do pet-
riho misek a nechany ztuhnout. Na takto pfipravené misky byly naockovany kiizovym roz-
térem jednotlivé kultury (Pseudomonas putida FR3, Agrobacterium tumefaciens FRS,
Rhodococcus erythropolis FR6 a FR7). Vzorky kultur byly odebirany ze zamrazenych kon-
zerv (kultury uchovany pii -80 °C v glycerolu). Kazda kultura byla vyockovéana na kazdy
typ ptdy. Takto naockované misky byly dany ke kultivaci do temna pfi teploté 25 °C. Poté

se provadélo odecitani misek 1., 2., 3., 4. a 7. den kultivace.

6.2.2 Ovéreni zahuSt’ujicich schopnosti kultury Agrobacterium tumefaciens FRS

Bylo pfipraveno 7 lahvi o objemu 250 ml pro tekuté zivné médium AS+N a 7 lahvi pro gly-
cerolové zivné médium. Ptipravena média byla rozplnéna do jednotlivych lahvi po 25 ml
a ty se daly sterilizovat do autoklavu. Po vychladnuti byly lahve naockovany 20 pl suspenze
kultury Agrobacterium tumefaciens FRS, ktera byla pfipravena dokonalym rozmichanim

3 plnych kli¢ek kultury v 300 pl sterilniho fyziologického roztoku. Naockované lahve byly
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dany ke kultivaci pfi teploté 25 °C do temna na kruhovou tiepacku s rezimem 100 ota-
¢ek/min a ¢asovym rezimem 15:15 (15 min pohyb:15 min klid). 2. a 4. den kultivace se mé-

fila viskozita jak na Ubelohdeho kapilarnim viskozimetru, tak na vibracnim viskozimetru.

Meéreni viskozity na Ubelohdeho kapilarnim viskozimetru

Utelem tohoto mé&feni bylo zjidténi zmény viskozity kapalného média v pribéhu kultivace
kultury. Vzorky pied vlastnim méfenim byly filtrovany ptes fritu (velikost poria 400 um),
aby se odstranily hrubsi necistoty (v€etné shluki buné€k), které by mohly ucpat kapilaru
ve viskozimetru. Méfeni viskozity se provadélo pii 25 °C ve zied'ovacim (kapilarnim) Ube-
lohdeho viskozimetru, ve srovnani s Cistym nenaockovanym mediem. Postup spocival

ve sledovani doby, za kterou kapalné médium protece mezi dvéma ryskami na viskozimetru.

6.2.3 Vliv pritomnosti bunék na vyslednou viskozitu suspenze

Vzorky pouzité pro toto méfeni byly pievzaty z predeslych méfeni - ovéfeni zahustujicich
schopnosti kultury Agrobacterium tumefaciens FRS. Druhy a ¢tvrty den kultivace byly nej-
prve zméteny hodnoty viskozit tekutych médii s obsahem bunék (tyto vysledky byly pouzity
pro oba pokusy), nasledné byly buniky odstranény centrifugaci a viskozita byla opét zméie-
na. Méfeni byla provadéna pro obé tekuta zivna média (AS+N a glycerolové zivné médium).

Tato méfeni byla provadéna na vibra¢nim viskozimetru.

6.3 Postupy pouzité pri kultivaci bakterie Agrobacterium tumefaciens

FRS

Vsechny testy s kulturou Agrobacterium tumefacies FRS byly provadény v glycerolovém
zivném médiu, jez bylo pfipraveno rozpusténim vypocteného mnoZzstvi jednotlivych slozek
v daném mnozstvi rizné siln¢ho pufru (sila pufru volena dle typu pokusu). Kultivace kultury
v ptislusném glycerolovém zivném médiu byla s jedinou vyjimkou provadéna ve tmé pii
teploté 25 °C a na kruhové tfepacce se 100 otdCkami/min a v rezimu 15:15 (15 min pohyb:
15 min klid). Zminénou vyjimku tvofila kultivace kultury Agrobacterium tumefaciens FRS
pii kontinudlnim provzdu$novani. Pfesny postup této kultivace viz nize. Pokud neni uvede-

no jinak byl kazdy vzorek pti vSech méfenich provadén duplicitné a kazdy méten 3x.
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6.3.1 Kultivace v glycerolovém tekutém médiu s 5x fedénym fosfatovym pufrem a

s pridavky glycerolu v pribéhu kultivace

Homogenni glycerolové zivné médium s 5x fedénym fosfatovym pufrem bylo rozplnéno
do 250 ml lahvi po 25 ml. Lahve byly nésledné vysterilizovany a po vychladnuti byly
naoCkovany 500 pl bakteridlni suspenze kultury Agrobacterium tumefaciens FRS.
Naockované lahve byly dany ke kultivaci. Dvé z pfipravenych lahvi byly dany ke kultivaci
s malou odliSnosti od ostatnich. Nebyly promichdvany na tfepacce, ale byly umistény

nalezato a jednou denn¢ byly protfepany rucné (ptistup kysliku do tekutiny).

V urcitych dnech bylo do lahvi s kulturou, kultivovanych za trvalého pohybu, ptidano dané
mnozstvi sterilnitho glycerolu a byly zpét dany ke kultivaci (viz schéma — Ptiloha I).
V konkrétnich dnech bylo provadéno méfeni vzorki, jez byly pfedem centrifugovany

(odstranéni bun¢k).

6.3.2 Kultivace Agrobacterium tumefaciens FRS pri kontinualnim provzdusnovani

200 ml sterilniho glycerolového tekutého zivného média bylo ve dvou sterilnich 700 ml
promyvackach s vtavenymi fritami naockovano 200 pl bakterialni suspenze kultury Agro-
bacterium tumefaciens FRS a bylo dano ke kultivaci do temna pfi teploté 25 °C. Podrobné;si
popis (viz. kapitola 6.4.4). V urcitych casovych intervalech bylo asepticky odebirano
cca 13 ml nakultivované suspenze z obou promyvacek. Z odebranych vzorkii byly odstrané-

ny centrifugaci buiiky a byla zméfena viskozita tekutého zivného média.

6.3.3 Posouzeni zmén viskosity médii po ukonéeni kultivace

25 ml sterilniho glycerolového média ve 250 ml sterilnich lahvich bylo nao¢kovano 20 ul
bakteridlni suspenze kultury Agrobacterium tumefaciens FRS. Poté byly lahve dany ke kul-
tivaci. Po 7 dnech byl pfidan do vSech lahvi sterilni glycerol (10 g/1, resp.20 g/l). Po dalSich
7 dnech kultivace byly u poloviny vzorkli odstranény centrifugaci buniky a takto upravené
vzorky byly ve 100 ml sterilnich lahvich uchovany nasledovné: polovina bunécnych suspen-
zi a polovina nebunéénych suspenzi byla dana do temna pfi teploté 25 °C, druhé poloviny
obou typti suspenzi byly ddny do temna pfi teploté 5 °C. Ve 14-ti dennich Casovych interva-
lech byly méfeny uchované vzorky. U vzorkl s obsahem bun¢k byly tyto pfed méfenim od-

stranény centrifugaci.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

6.3.4 Zavislost viskozity Zivného média po kultivaci na pH prostiedi

U nakultivované bakteridlni suspenze kultury Agrobacterium tumefaciens FRS v glycerolo-
vém tekutém zivném médiu s 5x fedénym fosfatovym pufrem byla zméfena viskozita a hod-
nota pH. Poté byl zbyly objem tekutého zivného média rozdélen po cca 13 ml do 4 kadinek,
ve kterych bylo nasledné upraveno pH pomoci IM NaOH na hodnoty pH =5, 7, 8, a 10.
Takto upravené obsahy kadinek byly ponechany 1,5 hod stat. Po uplynuti nastavené doby

byla v jednotlivych kadinkéch znovu zméfena viskozita..

6.3.5 Kultivace Agrobacterium tumefaciens FRS v glycerolovém tekutém médiu

s riznym fedénim fosfatového pufru

Bylo ptipraveno 5 riznych tekutych glycerolovych médii, ktera se lisila v fedéni pouzitého
fosfatového pufru. Byly pouzity pufry 5x, 2,5x 1,67x 1,25x fedéné a také pufr nefedény.
U jednotlivych tekutych médii byla zméfena viskozita a pH. Nasledné byla tekutd média
rozplnéna po 25 ml do 250 ml lahvi a byla dana ke sterilizaci. Vychladl¢ lahve byly
naockovany 20 ul bakteridlni suspenze kultury Agrobacterium tumefaciens FRS a byly dany
ke kultivaci. 4. a 7. den kultivace byla u vSech vzorkl zmétena po odstranéni bunek centri-

fugaci viskozita a hodnota pH.

6.3.6 Kultivace Agrobacterium tumefaciens FRS v glycerolovém tekutém médiu

s nefedénym fosfatovym pufrem a s pridavky glycerolu

Bylo ptipraveno glycerolové médium s nefedénym fosfatovym pufrem. 250 ml lahve s 25 ml
sterilniho glycerolového média byly naoCkovany 500 pl bakterialni suspenze kultury Agro-
bacterium tumefaciens FRS. Nasledovala kultivace a v urcitych dnech byl pfidavéan sterilni
glycerol (10 g/l, resp. 20 g/l). V konkrétnich asovych intervalech byla po odstranéni bun¢k
centrifugaci meétfena viskozita tekutého glycerolového média po kultivaci s kulturou

(viz schéma - Ptiloha II).

6.3.7 Stanoveni suSiny a po¢tu bunék kultury Agrobacterium tumefaciens FRS a stano-
veni suSiny Zivného média

Stanoveni suSiny bunék a vyprodukovaného polymeru

Vzorky suspenze s nakultivovanou kulturou byly zcentrifugovéany, supernatant (obsahujici

polymer) byl opatrné slit do kadinek a z nich byly odebrany cca 2 g do pfedem vysusSenych
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a zvazenych zihacich kelimkt. Odstfedéné bunky byly 2x promyty fyziologickym roztokem
a byly pfipraveny suspenze bunék. Z téchto byly odpipetovany 4 ml do ptedem vysuSenych
a zvazenych zihacich kelimkt. Také do dvou kelimki byly odpipetovany 4 ml ¢istého fyzio-
logického roztoku (pro odecet jeho susiny). VSechny kelimky byly nasledné dany na 3 hod
do susarny na 70 °C a po této dobé byly zihany pfi teploté 105 °C do konstantni hmotnosti.

Sus$ina bunék je uvedena v jednotkdch mg/ml. SuSina média je uvedena v jednotkach mg/g.

Stanoveni po¢tu bunék mikroskopicky

Z ptipravené promichané 100x fedéné bakterialni suspenze byly odebrany vzorky a bylo
provedeno mikroskopické pozorovani bun€k na mikroskopickém podloznim sklicku s ko-
mirkami Cyrus II pii zvétSeni 200x. Buniky byly odecitany z komurek velikosti 50x50 pm,

¢emuz odpovidal pfepocitavaci koeficient (na 1 ml vzorku) 8.000.000.

6.4 Postupy pouzité pri kultivacich bakterii Rhodococcus erythropolis
FR7 a Pseudomonas putida FR3

6.4.1 Staticka kultivace

Pripravena a vysterilizovand agarova puda byla po zchladnuti na 45 °C rozlita po 15 ml
do sterilnich petriho misek. Ztuhld pida byla naofkovédna suspenzi dané kultury tak,
ze se steriln€ na povrch agarové piidy prevedlo 20 pl bakteridlni suspenze, kterd byla na-
sledné rozettena sterilni sklenénou hokejkou po celé plose ptidy. Takto naockované misky
byly ponechany 2 hod v aseptickém boxu (pfedpokladana adheze bun¢k k agaru). Po uply-
nuti doby byly misky zality 15 ml sterilniho tekutého zivného média (fedéného 1:1) stejného
slozeni jako pfislusna pida (avSak bez agaru) a byly dany ke kultivaci v klidu do temna pfii
teploté 25 °C. V den méfeni se sklenénou hokejkou narostla kultura spolu s vyprodukova-
nymi ECP rozsuspendovala do celého objemu tekutého média, to bylo opatrné slito
a po upraveé objemu na 15 ml nasledovala centrifugace a méteni viskozity. Vzdy byla prova-

déna dvé méteni vedle sebe.

6.4.2 Dynamicka kultivace

Pripravena agarova piida byla pfed sterilizaci rozvaiena (zaruceni homogenity roztoku)

v tlakovém hrnei pfi 110 °C po dobu 15 min. Homogenni agarovd smés byla rozlita
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po 30 ml do 500 ml lahvi, resp. po 50 ml do 100 ml Erlenmayerovych ban¢k a dana ke steri-
lizaci do autoklavu. Sterilni lahve, resp. bariky s agarovou ptidou byly polozeny na ‘bok* pro
zvétSeni plochy povrchu, resp. ponechany stat dokud agarova piida neztuhla. Na ztuhlé ptdy
bylo naoc¢kovano 20 ul suspenze dané kultury, rozetieno sklenénou hokejkou po celém ge-
lovém povrchu a ponechano kultivovat 2 hod v aseptickém boxu. Po této dobé byly ptdy
zality 30 ml, resp. 25 ml sterilniho tekutého média (fedéného 1:1) stejného slozeni jako aga-
rova puda a byly dany ke kultivaci do temna pii 25 °C na kruhovou tfepacku
(80 - 100 ot./min dle velikosti lahvi ¢i ban€k) v rezimu 15:15 (15 min tiepani : 15 min klid).
V den méieni byla sklenénou hokejkou narostend kultura spolu s vyprodukovanymi ECP
rozsuspendovdna do celé¢ho objemu tekutého média a po upravé objemu na 30 ml,

resp. 25 ml zcentrifugovana a zméfena viskozita suspenze.

6.4.3 Pozitivni a negativni kontrola

Pfti statické a dynamické kultivaci byly kromé vzorkii méteny tzv. pozitivni a negativni kon-

troly.

Pozitivni kontrola

Tato kontrola spocivala v ovéteni zahustujicich schopnosti ECP vyprodukovanych danou

kulturou. Postup provedeni kontroly byl nasledujici:

Misky resp. banky (lahve) s 15 ml, resp. 30 ml ztuhlé sterilni agarové ptidy byly naockovany
20 pl bakterialni suspenze, rozetieny sklenénou hokejkou po celém povrchu zivné pidy
a byly dany bez zaliti tekutym médiem rovnou ke kultivaci v klidu do temna pfi teploté
25 °C, resp. do temna pii 25 °C na tfepacku se 100 ot./min v rezimu 15:15. V den méfeni
byly misky, resp. banky (lahve) zality 15 ml, resp. 30 ml sterilniho tekutého Zivného média
(fedéného 1:1) stejného sloZeni jako agarové pevné pudy, sklenénou hokejkou byla naroste-
na kultura s vyprodukovanymi ECP rozsuspendovana do pfidaného tekutého média, opatrné
slita do kyvet, zcentrifugovana a byla zmétfena viskozita tekutého média s nakultivovanou
kulturou. Méteni viskozity bylo provadéno v riznych Casech s ohledem na rtst a chovani

konkrétni kultury.
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Negativni kontrola

Tato kontrola spocivala v ovéreni, zda se v prubehu kultivace nevyluhovaly do tekutého
média z agarové pudy néjaké latky jez se mohly podilet na zahusténi tekutého média. Postup

provedeni kontroly byl nasledujici:

Misky, resp. banky (lahve) s 15 ml, resp. 30 ml ztuhlé sterilni agarové pudy nebyly naocko-
vany bakterialni suspenzi, ale byly rovnou zality 15 ml, resp. 30 ml tekutého média (fedé-
nym 1:1) stejného slozeni jako pevna ptida. Nasledn¢ byly tyto nenaockované zalité¢ misky,
resp. banky (lahve) dany ke kultivaci do temna pfi teploté 25 °C, resp. do temna pii 25 °C
na tfepacku se 100 ot./min v rezimu 15:15. V den méieni byl tekuty obsah misek, resp. ba-
n¢k (lahvi) opatrné pielit do nddobek na méieni viskozity a byla zméfena jeho viskozita.

Meéieni viskozity bylo provadéno v riznych ¢asech.

6.4.4 Kultivace za kontinualniho p¥ivodu vzduchu

Podle typu tekutého zivného média bylo navazeno piislusSné mnozstvi slozek, rozpusténo
v 200 ml destilované vody a toto tekuté médium bylo nalito do dvou 700 ml promyvacek
s vtavenymi fritami. Tyto spolu s hadicemi na ptfivod vzduchu byly vysterilizovany. Po vy-
chladnuti obsahu byl do aparatury pfidan sterilni filtr (velikost port 0,22 um) pro zajiSténi
pfivodu sterilniho vzduchu. Poté bylo tekuté Zivné médium naockovano 200 pl pfislusné
bakteridlni suspenze, aparatura byla napojena na akvaristicky motorek ELITE 800 zajist'uji-
ci staly privod vzduchu a dana ke kultivaci do temna pii 25 °C. Po urcité dobé kultivace
bylo z tekutého média s narostlou kulturou sterilné odebirano cca 13 ml suspenze. Ta byla

centrifugovéna a v supernatantu byla méfena viskozita.

6.4.5 Kultivace kultury Rhodococcus erythropolis FR7

Kultura Rhodococcus erythropolis FR7 byla kultivovdna vSemi tfemi uvedenymi zptisoby —
staticka kultivace, dynamické kultivace a kultivace s kontinualnim provzdusnovanim. Byly
pfi nich pouzivany rizné typy jak tekutych zivnych médii tak i pevnych agarovych pud.

Typy kultivaci byly pouzity pro jednotlivé typy ptid a médii nasledovné:
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Statickd kultivace: Kontinuélni provzdusihovani:
—TYA + 2% sacharosy - TYA + 2% laktosy
— TYA + 2% jantaranu - MPB
— oMPA zality MPB

—TYA + 2% laktosy

Dynamicka kultivace:

- TYA + 2% sacharosy (kultivace v 500 ml lahvich na tfepacce s 80 ot./min)
- TYA + 2% jantaranu (kultivace v 500 ml na tfepacce s 80 ot./min)

- oMPA zalit¢ MPB (kultivace v Erlenmayerovych bankdch na tfepacce
s 90 ot./min)

6.4.6 Kultivace kultury Pseudomonas putida FR3

Kultura Pseudomonas putida FR3 byla taktéz kultivovana vSemi tfemi zplisoby kultivace
(staticka, dynamickd a kontinudlni provzdusnovani). Tato kultura byla vSak kultivovana jen
na dvou typech pevnych pud a médii. Byly tedy pouzity agarové pudy a tekutd média TYA
+ 2% sacharosy a oMPA zality MPB. Kultura byla kultivovana na obou piidich a v obou
médiich vSemi tfemi zpusoby kultivaci. Zpisoby kultivace byly provadény podle postupu

uvedeného vyse.
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III. VYSLEDKY A DISKUSE

7  POCATECNI ORIENTACNI ZKOUSKY

7.1 Orienta¢ni zkousky rustu a tvorby ECP kulturami

Nez byly zahajeny pokusy s kulturami Pseudomonas putida FR3, Rhodococcus erythropolis
FR6, FR7 a Agrobacterium tumefaciens FRS, bylo nutné nejprve zjistit, zda-1i tyto kultury
maji stale schopnost tvorby mukosnich ECP na agarovych zivnych médiich jak bylo zjisténo
v ramci SVOC [51]. Nebot’ kultury byly téméf 2 roky uschovany v hlubokomrazicim boxu
pii -80 °C.

Vsechny kultury byly rozo¢kovany ze zamrazenych vzorkti na 4 riizné agarové pudy — TYA,
TYA+ 2% glycerolu, TYA+ 3% jantaranu a TYA+ 2% sacharosy a v urcitych ¢asovych
intervalech byly odecitany vysledky, tj. byl hodnocen vzhled narostenych kultur, hlavné

mukosni charakter kolonii. Zjisténé vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 4.):

Tab. 4. Kultivace kultur na riiznych typech agarovych piid.

Doba kultivace [dny]

Kultura Typ pudy 1 2 3 4 7
TYA + ++ + + -
TYA+glycerol + +++ +++ ++ +

FR3 TYA+jantaran + +++ ++++ ++++ +
TYA+sacharosa ++ ++++ ++++ +++ +
TYA - - - - -
TYA+glycerol + ++ ++ ++ ++

FRS TYA+jantaran - ++ ++ ++ ++
TYA+sacharosa + ++ +++ 4+ T+
TYA + + + + +
TYA+glycerol + mat ++ mat ++ mat | +++ mat | ++ mat

FR6 TYA+jantaran - + + ++ ++
TYA+sacharosa ++ +++ +++ +++ +++
TYA - - - - -
TYA+glycerol + mat ++ mat ++ mat ++ mat ++ mat

FR7 TYA+jantaran + + + + +
TYA+sacharosa ++ +++ +++ +++ ++

Vysvétlivky: +......... naznak mukosnosti kolonii

++ .. mukoésni kolonie
+++...... vyrazné mukoésni kolonie

++++..... velmi vyraznd mukosnost kolonii
. vvrnanees nemukosni charakter kolonii

mat ....... matny vzhled kolonii na misce
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Tucné oramované vysledky v tabulce (Tab. 4.) u jednotlivych kultur znaci nejlepsi a nejmu-
kosnejsi charakter kolonii. Obecné lze fici, Ze vSechny sledované kultury si uchovaly
1 po zamrazeni schopnost tvorby ECP na agarovych zivnych médiich. Pro kulturu Pseudo-
monas putida FR3 se ukazala jako nejvhodnéjsi ptida TY A+sacharosa a doba kultivace
2 dny, pro Agrobacterium tumefaciens FRS obdobné TY A+sacharosa, ale s dobou kultivace
3-4 dny, kulturdm Rhodococcus erythropolis FR6 a FR7 nejvice vyhovoval TY A+sacharosa
a doba 4 dny pro FR6 a 3-4 pro FR7. Piida TY A+sacharosa se tak v testu ukdzala jako nej-

vhodnéjsi pro tvorbu kolonii mukosniho charakteru u vSech kultur.

V prabéhu kultivace vytvarely kultury Rhodococcus erythropolis FR6 a FR7 na miskach
s TY A+glycerol matné kolonie. Na vSech ostatnich miskach byly kolonie lesklé, stejné jako
ve vSech pfipadech kultury Pseudomonas putida FR3 a Agrobacterium tumefaciens FRS.
Kultura Pseudomonas putida FR3 rostla velice rychle na misce s TY A+Sacharosa, kde jiz
po 1. dnu kultivace porostla polovinu misky a méla mukdsni charakter. 2. den kultivace jiz
porostla celou misku, avSak také zacala v oblasti pecky pomalu spottebovavat vyproduko-
vany polymer. Ten postupné spotiebovala vSechen jak bylo vidét na misce 7. den kultivace

(doslo k vymizeni mukdsniho vzhledu).

Zajimavy jev byl pozorovan pfii kultivaci bakterie Rhodococcus erythropolis FR6: 3. den
kultivace se na misce s TYA+glycerol objevily 2 formy kultury (drsné a hladké kolonie).
Aby bylo potvrzeno, ze jde o dvé ristové formy jedné kultury (a nikoliv kontaminace), byla
kazda znich pfeockovana na nova agarova média TYA a TYA-+glycerol a ty byly dany
ke kultivaci. Po dvou dnech kultivace bylo zjisténo, ze na miskach s TY A+glycerolem vy-
rostly opét obé dvé formy (drsné i hladkd), kdezto na miskach s TYA agarem byly ob¢ kul-
tury hladké. Bylo tedy ziejmé, ze jde skutecné o dve rastové formy téze kultury, pozorova-
telné na médiu TYA s glycerolem. Na obycejném TYA agaru nebyly rozdily mezi formami

viditelné.

Protoze kultury Rhodococcus erythropolis FR6 a FR7 jsou stejnym bakteridlnim druhem,
bylo dale pracovano jen s kulturou Rhodococcus erythropolis FR7, pravé s ohledem na jis-

tou variabilitu kultury Rhodococcus erythropolis FR6.

V uvedeném testu bylo dokdzano, ze se zménou prostiedi, ve kterém se zkoumané bakterie
nachazi, dochéazi i ke zméné charakteru kultur — obrazové je tento jev dokumentovan na pfi-
kladu kultury Rhodococcus erythropolis FR7 rostoucim na riznych zivnych médiich

(Obr. 3.).
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Obr. 3. Vzhled kultury Rhodococcus erythropolis FR7 na riuznych typech agarovych pid

(a — Trypton-yeast extrakt agar (TYA), b - TYA+ 3 % jantaranu, c - TYA+ 2% sacharosy).

7.2 Ovéreni zahuSt'ujicich schopnosti kultury FRS

V ramci SVOC [51] bylo zjisténo, e kultura Agrobacterium tumefaciens FRS je schopna
zahusStovat tekutd Zivna média s obsahem manitolu. NejlepSich vysledkii dosahovala pii
kultivaci v tekutém zivném médiu Ashbyho agar s dusikem (AS+N). Zahusténa tekuta zivna
média byla méfena na kapilarnim Ubelohdeho zied'ovacim viskozimetru na tehdejsim tusta-
vu potravinafského inzenyrstvi a chemie (UPICH). ProtoZe byl na Ustav inZenyrstvi ochrany
zivotniho prostiedi (UIOZP) pofizen novy vibraéni viskozimetr, bylo zapotiebi alespoti &as-
te¢cné srovnat hodnoty naméfené obéma metodami a predevSim bylo zapottebi zjistit,
zda témét dvouleté zakonzervovani kultury Agrobacterium tumefaciens FRS pii teploté
-80 °C nezhorsilo jeji schopnost tvorby ECP zahustujicich tekuté prostfedi. Kromé toho
byla také pouzita nova tekuta Zivna piida jiz s nesacharidickym substratem — glycerolem.
Jednalo se o prvni pokusy, zda je kultura Agrobacterium tumefaciens FRS5 schopné zahusto-

vat tekutd Zivna média bez ptfitomnosti sacharidického zdroje.
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Vysledky ziskané z obou rtiznych typti méfeni ve dvou riiznych tekutych médiich jsou uve-

deny v nésledujicich tabulkach (Tab. 5,Tab. 6.,Tab. 7.,Tab. 8., Tab. 9., Tab. 10. a Tab. 11.).

Tab. 5. Doba priitoku tekutého Zivného média AS+N po kultivaci s kulturou Agrobac-
terium tumefaciens FRS v Ubelohdeho viskozimetru — vysledky ze SVOC [51].

D<.>ba Doba prutoku tekutého zivného média AS+N po kultivaci [ Primér| Smérodatna
kultivace [min] [min] | odchylka

[den]

0 1,09 1,09 1,10 1,10 1,09 1,09 0,01

2 3,71 3,58 3,73 3,83 3,77 3,72 0,09

4 7,63 7,66 7,57 7,76 7,8 7,68 0,09

6 7,70 7,66 7,66 7,67 0,02

Cisté médium - AS+N (kontrola)

0 1,09 1,09 1,10 1,10 1,09 1,09 0,01

2 1,12 1,11 1,10 1,10 1,11 1,11 0,01

4 1,08 1,10 1,09 1,09 1,10 1,09 0,01

6 1,09 1,09 1,09 1,09 1,09 1,09 0,00

Tab. 6. Doba priitoku tekutého Zivného média AS+N po kultivaci s kulturou Agro-

bacterium tumefaciens FRS5 v Ubelohdeho viskozimetru — nova méreni.

kuII)t’;)\ll):ce Doba pratoku tekutého iivného média AS+N po kukltivaci Prl‘]r:nér Smérodatna
[den] [min] [min] odchylka
0 1,10 1,10 1,10 1,10 1,10 1,10 0,00
2 17,14 17,64 13,86 14,01 15,66 2,01
4 31,87 36,63 34,25 3,37
Cisté médium - AS+N (kontrola)
2 1,10 1,10 1,10 1,10 1,10 1,10 0,00
4 1,10 1,10 1,10 1,10 0,00

Tab. 7. Doba pritoku tekutého glycerolového zivného média po kultivaci s kulturou

Agrobacterium tumefaciens FRS5 v Ubelohdeho viskozimetru — nova méreni.

ku?tti)\?:ce Doba pritoku tekutého glycerc.JI. Zivného média po kultivaci Prlfu.nér Smérodatna
[den] [min] [min] odchylka
0 1,18 1,17 1,17 1,18 1,18 1,18 0,01
2 2,31 2,32 2,31 2,16 2,16 2,16 2,24 0,08
4 3,70 3,66 4,02 411 4,16 3,93 0,23
Cisté médium - Glycerolové (kontrola)
2 1,18 1,17 1,17 1,18 1,18 1,18 0,01
4 1,21 1,21 1,21 1,21 0,00
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Tabulky (Tab. 5., Tab. 6., Tab. 7.) jsou vysledky z méteni viskozit tekutych médii v priabehu
kultivace kultury Agrobacterium tumefaciens FRS na kapilarnim zfed'ovacim viskozimetru.
Pii porovnani tabulek 5 a 6 (hodnoty ziskané pii méfeni v ramci SVOC v roce 2004 a nové
namétfené hodnoty), kde jsou vysledky ziskané z méfeni viskozit tekutych zivnych médii
AS+N, je vidét, ze nové a staré hodnoty jsou znacné¢ rozdilné. Vyrazné delsi pratokové Casy
ziskané v ,,novém* pokusu svédcCily o vyznamné vyssi mife zahusténi tekutého média nez
v ptipad¢é experimentu v r. 2004. I kdyz je tento fakt pomérné tézce interpretovatelny, Ize
toto srovnani uzavfit konstatovanim, ze kultura Agrobacterium tumefaciens FRS neztratila

po dobu zakonzervovani své zahust'ovaci schopnosti, tedy produkovat zahustujici ECP.

V dalsi tabulce (Tab. 7.) jsou hodnoty dob prutokt tekutych zivnych médii s narostenou
kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS, ktera byla kultivovana v nové zkouSeném glyce-
rolovém zivném médiu. Jak lze vidét, doby prutoku zivného média po urcité dobé kultivace
a doby prutoku cistého glycerolového zivného média (kontrola) jsou odlisné. Vyssi doby
pratoku pro zivné médiu po kultivaci znaci, ze kultura Agrobacterium tumefaciens FRS ma
schopnost zahusStovat tekutd média s nesacharidickym substratem. Hodnoty jsou sice nizsi

nez v ptipadé ristu kultury v médiu s manitolem, ale jsou vyssi nez u ¢istého média.

V nasledujicich tabulkach (Tab. 8. a Tab. 9.) jsou hodnoty viskozity ziskané jiz na vibrac-
nim viskozimetru. Cimz se mohou srovnat hodnoty ziskané na kapilarnim viskozimetru a na
vibra¢nim viskozimetru a je tak mozné odhadnout, jaké doby priutoku danych Zivnych médii

zhruba odpovidaji viskozit¢ dané suspenze.

Tab. 8. Namérené hodnoty viskozity tekutého zZivného média AS+N po kultivaci

s kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS5 na vibracnim viskozimetru.

Dc.)ba Viskozita tekutého zivného média AS+N po kultivaci| Priimér | Smérodatna
kultivace [mPa.s] [mPa.s] odchylka

[den]

0 0,95 0,94 0,95 0,95 0,01

2 11,00 11,00 7,63 7,59 9,31 1,96

4 15,10 15,20 15,20 15,10 15,15 0,06

Cisté médium - AS+N (kontrola)
0 0,95 | 0,94 | 0,95 | 0,95 0,01
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Tab. 9. Namérené hodnoty viskozity tekutého glycerolového Zivného média po kul-

tivaci s kulturou Agrobacterium tumefaciens FR5 na vibracnim viskozimetru.

D<.>ba Viskozita tekutého glycerol. zivného média po kultivaci| Primér |Smérodatna
kultivace [mPa.s] [mPa.s]| odchylka

[den]

0 0,99 0,99 0,98 0,99 0,01

2 1,73 1,74 2,12 2,16 1,94 0,23

4 3,61 3,62 3,37 3,46 3,52 0,12

Cisté médium - Glycerolové (kontrola)
0 099 | 09 | 098 | 0,99 0,01

Tabulky 8 (Tab. 8.) a 9 (Tab. 9.) zndzoriiuji hodnoty viskozit tekutych médii (AS+N
a glycerolového zivného média) s nakultivovanou kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS
ziskanych jiz exaktnim méfenim na vibra¢nim viskozimetru. Vystupy téchto méfeni jsou
nyni v definovanych jednotkach (mPa.s) a je tedy mozno srovndvat naméfené vysledky

v této praci s vysledky ziskanymi v jinych pracich od riznych autori.

Dale pii porovnani tabulek 6 (Tab. 6.) a 8 (Tab. 8.), resp. 7 (Tab. 7.) a 9 (Tab. 9.) je mozno
do urcité miry pievést hodnoty viskozit ziskanych pii métfeni tekutych médii AS+N,
resp. glycerolovych Zivnych médii s narostenou kulturou na Ubelohdeho viskozimetru (doba
priatoku v minutach) na hodnoty viskozit jiz definovanych jednotek ziskanych pii méteni
viskozit tekutych médii AS+N, resp. glycerolovych médiich s narostenou kulturou

na vibra¢nim viskozimetru (mPa.s).

7.3 Vliv pritomnosti bunék na vyslednou viskozitu suspenze

Jako dal$i pocatecni pokus bylo testovani, zda maji buiiky pritomné v suspenzi po kultivaci
vliv na hodnotu viskozity suspenzi. Nejprve byla po n¢kolikadenni kultivaci kultury Agro-
bacterium tumefaciens FRS zmétena viskozita tekutého média s buikami a poté u toho stej-
ného tekutého média s jiz odstranénymi bunkami centrifugaci. V nize uvedenych tabulkach
(Tab. 10. a Tab. 11.) je srovnani ziskanych hodnot viskozit u suspenzi s pritomnosti bun¢k

a bez nich. Méfeni bylo provadéno u dvou typi tekutych médii.
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Tab. 10. Hodnoty viskozit namérené u vzorkii suspenzi tekutého média AS+N

s bunikami a bez bunék pro kulturu Agrobacterium tumefaciens FRS.

Doba Viskozita tekutého Zivného média AS+N po kultivaci | Primér | Smérodatna
kultivace [mPa.s] [mPa.s] odchylka
[den] S bunkami
2 11,00 11,00 7,63 7,59 9,31 1,96
4 15,10 15,20 15,20 15,10 15,15 0,06
Bez bunék
2 9,59 9,59 7,56 7,53 8,57 1,18
4 15,50 15,50 15,90 15,70 15,65 0,19

Tab. 11. Hodnoty viskozit nameérené u vzorkii suspenzi glycerolového tekutého

média s bunkami a bez bunek pro kulturu Agrobacterium tumefaciens FRS.

Doba Viskozita tekutého glycerol. zivného média po Primér | Smérodatna
kultivace kultivaci [mPa.s] [mPa.s] | odchylka
[den] S bunkami
4 361 | 362 [ 337 | 346 3,52 0,12
Bez bunék
4 3,75 | 3,73 | 3,50 | 3,51 3,62 0,14

Jak je vidét z tabulek (Tab. 10. a Tab. 11) hodnoty viskozit suspenzi pied a po odstranéni
bunék jsou témét shodné u obou typt zivnych pud, s jednou vyjimkou, primérna viskozita
tekutého média AS+N 2. den kultivace kultury Agrobacterium tumefaciens FRS je pro sus-
penzi s buitkami 9,31 mPa.s a po odstranéni bun¢k 8,57 mPa.s (Tab. 10.). Lze tedy fici,
zZe ptitomnost bun¢k neovlivituje zadsadnim zplisobem vyslednou viskozitu métené suspenze.
I ptes vSechna tato zjisténi byly v prubéhu vsech dalSich experimentd buniky ze suspenzi

odstrafiovany.
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8 POKUSY S KULTUROU AGROBACTERIUM TUMEFACIENS FRS

Cilem provadénych pokust s kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS bylo zjistit, zda
je tato kultura schopna zahustovat tekuté Zivnd médium nesacharidického slozeni. V ramci
SVOC [51] bylo zjisténo, Ze kultura Agrobacterium tumefaciens FR5 jako jedina dokaze
zahust'ovat tekuta média, avSak obsahujici sacharidy ¢i mannitol jako zdroj uhliku a energie.
Tato schopnost byla také potvrzena pfi pocatecnich zkouskach (viz kap.7.2), kdy bylo
zkoumano, zda kultura Agrobacterium tumefaciens FRS neztratila v pribéhu zakonzervova-
ni své zahusStujici schopnosti. Soucasné s tekutou ptidou AS+N obsahujici mannitol bylo téz
pouzito nové tekuté médium s jiz nesacharidickym slozenim a to s glycerolem. Vysledky
z kultivace kultury v tekuté ptdé nesacharidického slozeni ukdzaly, ze kultura Agrobacteri-
um tumefaciens FRS je schopna mirn¢ zahust'ovat glycerolova tekutd média. S timto médi-
em bylo tedy déale pracovéano a dale se hledal zpiisob kultivace, pfi kterém by kultura Agro-
bacterium tumefaciens FRS byla schopna vyrazné zahusStovat tekuté glycerolové médium

bez gelového podkladu.

8.1 Vysledky kultivace kultury Agrobacterium tumefaciens FRS v glycero-

lovém médiu s pridavky glycerolu v prubéhu kultivace

Jako prvni pokus provadény s kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS byla kultivace kul-
tury v tekutém glycerolovém médiu s 5x fedénym pufrem a s pridavky glycerolu. Kultivace
probihala jen v tekutém Zivném médiu s 2% glycerolu a bez pevného agarového podkladu.
Na pocatku byla kultura naockovéana do lahvi a ddna ke kultivaci na tfepacku do temna.
7. a 14. den kultivace byl do n€kterych lahvi pfidan sterilni glycerol v rizném mnozstvi
(10 g/1, 20 g/1) a lahve byly opét dany ke kultivaci (viz Ptiloha I). Vysledky kultivace kultu-
ry s ptidavky glycerolu jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 12.) a na nasledujicim grafu

(Obr. 4.).

U tohoto pokusu byly kromé jiz zminénych lahvi kultivovanych v pohybu také kultivovany
dvé lahve, které vSak nebyly v pohybu, ale lezely vklidu. Byly stejné¢ nachystany a
naockovany jako ostatni, jen se liSily stylem kultivace a byly bez dodate¢ného ptidavku

glycerolu. Viskozita téchto lahvi byla méfena 9. den kultivace.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

Tab. 12. Hodnoty viskozit tekutého glycerolového média s i bez pridavkii glycerolu po

kultivaci s kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS.

Dc.>ba Pridavek Viskozita tekutého glycerol. Zivného média po kultivaci | Primér | Smérodatna
kultivace | glycerolu [mPa.s] [mPa.s] | odchylka
[dny] [a]
0 - 1,01 1,01 1,01 1,01 0,00
4 - 3,64 3,60 3,62 3,66 3,66 3,63 3,64 0,02
7 - 6,90 6,86 6,92 6,89 0,03
11 10 3,21 3,20 3,21 3,43 3,41 3,42 3,31 0,12
14 20 10,10 10,10 10,10 9,50 9,45 9,43 9,78 0,35
19 10+10 9,10 9,05 9,02 9,06 0,04
19 0+20 3,63 3,62 3,61 3,40 3,34 3,40 3,50 0,13
Cisté médium - glycerolové (kontrola)
0 - 1,01 1,01 1,01 1,01 0,00
19 - 1,00 0,99 0,99 0,99 0,01
12
11 .
| Pridavek
10 glycerolu

n [mPa.s]

0 2 4 6 8 10

t [d] 12 14 16 18 20

—&— Suspenze s pfidavkem 20 g/l glycerolu 7. den kultivace

—o— Suspenze s pfidavky (10+10) g/l glycerolu 7. a 14. den kultivace
—&— Suspenze s pridavkem 20 g/l glycerolu 14. den kultivace

—s— Cisté glycerolové médium

—&— Pocatecni spolecna suspenze

Obr. 4. Zavislost viskozity tekutého glycerolového zivného média po kultivaci s kulturou

Agrobacterium tumefaciens FRS5 na case.




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

Jednotlivé kiivky v grafu (Obr. 4.) znazornuji viskozity tekutych glycerolovych médii
s riznymi piidavky glycerolu. 7. den kultivace dosahovaly hodnoty viskozit necelych
7 mPa.s a tento den byl do lahvi piidan sterilni glycerol v mnozstvi 10 g/, resp. 20 g/l. Dvé
lahve v8ak zlstaly bez ptidavku glycerolu, ten se pak dodal az 14. den kultivace. Prib¢h této
kultivace znazoriiuje modra kiivka. Ta ukazuje, Ze viskozita tekut¢ého média byla nejvyssi
7. den kultivace a pak jiz jen klesala. Novému riistu viskozity jiz nepomohl ani dodatecny
pridavek glycerolu onoho 14. dne kultivace. I po piidavku viskozita klesla a 19. den kultiva-
ce dosahovala hodnoty 3,50 mPa.s. Byl-li 7. den kultivace pfidan glycerol v mnozstvi 20 g/l
(riizova kiivka) viskozita tekutého média vzrostla a 14. den kultivace dosahovala hodnoty
9,78 mPa.s. Byl-li 7. den kultivace pfidan glycerol jen v mnozstvi 10 g/l (oranzova kiivka),
viskozita tekutého média klesla na hodnotu 3,31 mPa.s 11. den kultivace. Poté zacala mirné
stoupat a po opétovném piidavku 10 g/l glycerolu 14. den kultivace viskozita média vystou-

pala na hodnotu 9,06 mPa.s.

9. den kultivace byly zméteny dva vzorky z kultivace v klidu. K témto vzorki nebyl ptida-
van glycerol. Z hodnoty viskozity (2,36 mPa.s £ 0,3), které¢ tekut¢ médium dosahovalo onen
9. den je zfejmé, ze kultura Agrobacterium tumefaciens FRS pfi kultivaci v klidu vytvari

podstatné mensi mnozstvi zahustujicich ECP.

Z uvedenych vysledka tedy vyplyva, ze kultura Agrobacterium tumefaciens FRS dokaze
zahustovat tekutd zivna média nesacharidického sloZeni, mira zahusténi je vyrazné vyssi pii
kultivaci za pohybu a pii urcitych zptsobech piisunu zdroje uhliku dochéazi k navySovani
viskozity média i1 pii prodlouzené kultivaci. NejvyraznéjSiho zahusténi, s hodnotou viskozity
9,78 mPa.s po 14-ti denni kultivaci, bylo dosazeno pfi kultivaci v pohybu a pii ptidavku
20 g/l glycerolu 7. den kultivace

8.2 Vysledky kultivace Agrobacterium tumefaciens FRS v glycerolovém
médiu pri kontinualnim provzduSnovani

V predeslém pokusu bylo zjisténo, ze pro produkci polymerd zahusStujicich tekuté glycero-
lové médiu vyzaduje kultura Agrobacterium tumefaciens FRS5 pohyb a tim tedy neustaly
prisun kysliku do celého objemu. Byl tedy proveden novy pokus, kdy byla kultura Agrobac-
terium tumefaciens FRS kultivovana ve dvou lahvich v tekutém glycerolovém médiu

s 5x fedénym pufrem za neustalého ptisunu vzduchu. Obsah lahvi (naoCkované tekuté médi-
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um) byl neustale provzdusiovan sterilnim vzduchem ve formé jemnych bublin. Vysledky

ziskané z této kultivace jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 13.) a grafu (Obr. 5.).

Tab. 13. Hodnoty viskozit tekutého glycerolového média po kultivaci s kulturou Agro-

bacterium tumefaciens FRS5 pri kontinudlnim provzdusnovani.

D?ba Viskozita tekutého gylcerol. Zivného média po kultivaci | Primér | Smérodatna
kultivace [mPa.s] [mPa.s] odchylka

[den]

0 0,91 0,90 0,90 0,90 0,01

2 5,01 5,00 4,94 5,81 5,82 5,82 5,40 0,46

4 5,15 5,11 5,10 6,50 6,45 6,40 5,79 0,73

7 5,62 5,56 5,60 6,81 6,76 6,75 6,18 0,65

9 5,53 5,51 5,48 7,05 7,06 7,07 6,28 0,85

Cisté médium - Glycerolové (kontrola)
0 0,91 0,90 0,90 0,90 0,01
7 0,95 0,96 0,96 0,96 0,01

n [mPa.s]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
t [d]

—o— VZOREK FR5 —x— Cisté glycerolové Zivné médium

Obr. 5. Zavislost viskozity tekutého glycerolového média po kultivaci s kulturou Agrobac-

terium tumefaciens FRS5 pri kontinualnim provzdusnovani na case.
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Tabulka (Tab. 13.) i graf (Obr. 5.) ukazuji nartst viskozit s nejvyssi hodnotou 6,28 mPa.s
9. den kultivace. Tyto hodnoty ale nejsou tak vysoké jako tomu bylo v predeslém pokusu -
kultivace kultury v pohybu s ptidavky glycerolu. Kfivka zavislosti viskozity tekutého média
na Case pii kontinudlnim provzdusiiovani naznaCuje strmy narast viskozity v prvnich
2 dnech kultivace a po dosazeni hodnoty 5,40 mPa.s se jiz viskozita média 4.den neméni tak
vyrazn¢. Tento den byl také proveden novy ptidavek sterilniho glycerolu v mnozstvi 20 g/l,

ktery vSak uz nevedl k dalsSimu vyraznéjSimu zahusténi média.

Z vysledki lze tici, ze kultura Agrobacterium tumefaciens FRS kultivovana v tekutém Zziv-
ném médiu s 2% glycerolu za stalého ptivodu vzduchu produkuje polymery zahust'ujici ne-
sacharidové tekuté médium rychleji nez pfi kultivaci na tfepacce. Ve srovnani s predchozim

pokusem vSak byly absolutni hodnoty viskozit pon¢kud nizsi.

8.3 Posouzeni zmén viskozity tekutého média po ukonceni kultivace s kul-

turou Agrobacterium tumefaciens FRS

Jako dalsi pokus provadény s kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS byl zaméten na zjis-
téni, zda se viskozita tekutého média v priabchu jeho uchovani zvySuje ¢i néjak meéni.
V prvni ¢asti zkoumani byla kultura Agrobacterium tumefaciens FRS kultivovana klasicky
v tekutém zivném médiu s 2% glycerolu a s 5x fedénym fosfatovym pufrem na tfepacce
ve tmé a pii teploté 25 °C (pfipravena série 1ahvi). Druha ¢ést nastala 14. den, kdy byly u
poloviny vzorkl s nakultivovanou kulturou odstranény bunky centrifugaci. Poté byla sledo-
vana viskozita u dvou typa vzorkl: u bunécnych tekutych médii a u nebunéénych tekutych
médii. Uchovani bylo dvoji: pti dvou riznych teplotaich 5°C a 25 °C. Vysledky ziskané
z tohoto pokusu ukazuji tabulka (Tab. 14.) a graf (Obr. 6.).
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Tab. 14. Hodnoty viskozit bunécnych i nebunécnych suspenzi tekutych médii po kultivaci

s kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS.

Doba Viskozita tekutého glycerol. zivného média po kultivaci Primér |Smérodatna
kultivace [mPa.s] [mPa.s] odchylka
[den] VZOREK FR5 - poc¢atecni
0 0,95 0,96 0,96 0,96 0,01
7 6,53 6,58 6,60 5,65 5,66 5,61 6,11 0,51
14 5,80 5,83 5,90 4,47 4,33 4,25 5,10 0,82
Vzorek suspenze S BUNKAMI 25 °C
28 3,13 3,12 3,11 3,12 3,10 3,12 3,12 0,01
42 10,30 10,30 10,30 8,09 7,98 7,85 9,14 1,28
Vzorek suspenze S BUNKAMI 5 °C
28 6,97 6,95 6,98 5,33 5,33 5,34 6,15 0,89
42 7,96 7,89 7,90 3,74 3,63 3,55 5,78 2,34
Vzorek suspenze BEZ BUNEK 25 °C
28 7,95 7,94 7,94 4,56 4,46 4,30 6,19 1,92
42 3,00 3,00 3,01 3,09 3,10 3,10 3,05 0,05
Vzorek suspenze BEZ BUNEK 5 °C
28 6,29 6,28 6,28 3,52 3,53 3,51 4,90 1,51
42 3,41 3,39 3,38 3,32 3,30 3,28 3,35 0,05
Cisté médium - Glycerolové (kontrola)
0 0,95 0,96 0,96 0,96 0,01
14 0,95 0,95 0,94 0,95 0,01
28 0,96 0,95 0,96 0,96 0,01
42 0,95 0,95 0,93 0,94 0,01
12
10 | Odstranéni bunék
u % vzorkd
8 |
@
: =
E
[=y
45
t [d]
—o— Ssupenze s bufikami 25 °C —&— Suspneze s bunkami 5°C
Suspenze bez bunék 25 °C —@— Suspenze bez bunék 5 °C
—e— PocCatecni spoleéna suspenze —— Cisté glycerolové médium

Obr. 6. Zavislost viskozity bunécné a nebunécné suspenze tekutého média s 2% glycerolu

po kultivaci s kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS5 na case.
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Jednotlivé kiivky v grafu (Obr. 6.) znazoriuji rizné suspenze uchované pfi teploté 5 °C
nebo 25 °C. Suspenze (bunécna i nebunécnd) uchované pii 5 °C (dv€ modré kiivky) maji
stejny charakter, 1 kdyZ se od sebe lisi hodnotami viskozit suspenzi. Kdezto suspenze (bu-
nécnd a nebunécnd) uchované pii 25 °C (oranzova a riizova ktivka) maji odlisny pribéh.

Pii prohlédnuti si charakterti jednotlivych kiivek je mozné fici, Ze viskozity suspenzi bez
bun¢k nerostou ¢i klesaji (pii 25 °C 1 5 °C), obdobné jako bunécné suspense uchovana pii
5 °C. Pouze u vzorkli obsahujici bunky doSlo pfi uchovani po urcité fazi poklesu

k opétovnému nartstu viskosity média.

8.4 Zavislost viskozity Zivného média po ukonceni kultivace s kulturou

Agrobacterium tumefaciens FRS na pH prostiedi

Tento pokus se provadél ve vzorku s jiz vyprodukovanymi polymery kulturou Agrobacteri-
um tumefaciens FRS v ndvaznosti na jiz ukonceny pokus kultivace kultury s kontinudlnim
provzdusnovanim. V tomto pokusu bylo zjistovano, zda se pti zméné pH prostiedi (tekutého

glycerolového média), ve kterém se vyprodukované ECP nachazeji, zméni i jeho viskozita.

23. den kultivace kultury Agrobacterium tumefaciens FRS v tekutém glycerolovém médiu
s 5x fedénym fosfatovym pufrem pii kontinudlnim provzdusiovani byla po odstranéni bu-
nek zméfena hodnota viskozity tohoto tekutého média a poté bylo zméteno jeho pH, jehoz
hodnota byla pH = 4,65. Tekuté médium pak bylo rozdéleno na 4 ¢asti a pomoci 1M NaOH
se upravilo pH na vyssi hodnoty (pH =5, 7, 8, 10). Po 1,5 hod stani se viskozity opét zmé&fi-

ly. Vysledky ziskané métenim jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 15.).

Tab. 15. Hodnoty viskozit tekutého glycerolového média po kultivaci s kulturou

Agrobacterium tumefaciens FRS5 a po uprave pH.

pH média Viskozita tekutého glycerolového média | Primér | Smérodatna
[-1 [mPa.s] [mPa.s] odchylka
4,65 (wchozi) 7,06 7,04 7,00 7,03 0,03
5,05 7,10 7,11 7,09 7,10 0,01
7,10 5,59 5,72 5,84 5,72 0,13
8,00 4,56 5,04 5,21 4,94 0,34
9,55 5,94 5,99 6,02 5,98 0,04
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Z ptedlozené tabulky lze vidét, Ze se zménou pH se také zménila viskozita tekutého média.
Pocatecni viskozita tekutého média 7,03 mPa.s po 1,5 hod se upravou na pH 5 zménila jen
nepatrné, avSak pii tpravé pH na 7,10 se snizila na hodnotu 5,72 mPa.s. Dalsi pokles byl
zaznamenan pii Upraveé na pH 8, ale pfi dal$im zvySovani alkality doSlo k mirnému zpétné-
mu nartstu viskozity. Pokus Ize tedy uzavfit tvrzenim, ze zména pH prostiedi se pon¢kud

nepravidelné podepisuje na viskozité média s obsahem ECP.

8.5 Vysledky kultivace Agrobacterium tumefaciens FRS v glycerolovém
médiu s riuzné redénym pufrem

Protoze bylo v predeslém pokusu zjisténo, ze pH prostiedi, ve kterém je kultivovana kultura
Agrobacterium tumefaciens FRS je 4,65 a mélo by byt 7,5 (jako na poc¢atku) byl proveden
dalsi pokus. V ném bylo ptipraveno ne¢kolik tekutych glycerolovych médii s rizné fedénym
fostatovym pufrem, aby se zjistilo, ktery z nich dokaze udrzet stale stejnou hodnotu pH,
tedy cca 7,5. V zavislosti na pufru byla také sledovana viskozita tekutého média. Vysledky
méteni pH a viskozit tekutych pid jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach (Tab. 16.
a Tab. 17.) a zavislost viskozity riizné¢ pufrovan¢ho glycerolového média po kultivaci

s kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS na ¢ase uvadi obrazek Obr. 7.

Tab. 16. Nameérené hodnoty pH pro tekutd glycerolova média s pufry

riizné redénymi.
Typ fosfatového | 0. den kultivace | 4. den kultivace | 7. den kultivace
pufru pH [_]
5x fedény 7,35 4,62 4,45
2,5x fedény 7,45 5,95 4,95
1,67x fedény 7,45 6,40 6,02
1,25x Ffedény 7,50 6,70 6,42
nefedény 7,55 6,88 6,54
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Tab. 17. Hodnoty viskozit tekutychriizné pufrovanych glycerolovych médii po kultivaci

s kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS.

Doba kultivace Viskozita tekutého glycerolového média po kultivaci Pramér | Smérodatna
[dny] [mPa.s] [mPa.s] | odchylka
5x fedény fosfatovy pufr
0 0,96 0,95 0,94 0,95 0,01
4 6,15 6,38 6,50 7,14 7,28 7,44 6,82 0,54
7 5,42 5,52 5,58 5,27 5,30 5,38 5,41 0,12
7 (Cisté médium) 0,95 0,95 0,94 0,95 0,01
2,5x redény fosfatovy pufr
0 0,92 0,93 0,93 0,93 0,01
4 7,02 7,03 7,37 5,52 5,54 5,59 6,34 0,88
7 9,44 9,55 9,70 7,93 8,06 8,17 8,81 0,83
7 (Cisté médium) 0,92 0,92 0,93 0,92 0,01
1,67x redény fosfatovy pufr
0 0,98 0,98 0,97 0,98 0,01
4 16,50 16,90 17,20 18,10 18,30 18,50 17,58 0,83
7 7,56 7,58 7,62 9,19 9,18 9,12 8,38 0,86
7 (Cisté médium) 0,94 0,95 0,95 0,95 0,01
1,25x redény fosfatovy pufr
0 0,97 0,98 0,98 0,98 0,01
4 7,03 7,31 7,47 6,67 6,64 6,76 6,98 0,35
7 8,46 8,60 8,72 8,84 8,96 9,03 8,77 0,22
7 (Cisté médium) 0,96 0,95 0,95 0,95 0,01
nefredény foafatovy pufr
0 0,96 0,96 0,95 0,96 0,01
4 28,90 29,00 29,10 28,00 28,40 29,00 28,73 0,44
7 8,85 8,94 9,00 10,10 10,40 10,60 9,65 0,80
7 (Cisté médium) 1,00 1,00 0,99 1,00 0,01
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Obr. 7. Zavislost tekutého glycerolového média s riizné redéenym pufrem po kultivaci

s kulturou Agrobacterium tumefaciens FR5 na case.
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Jak je patrné z tabulky Tab. 16. nejlepsi pufracni schopnost mé pufr nefedény, béhem kulti-
vace kultury Agrobacterium tumefaciens FRS u n¢j hodnota pH klesla ze 7,5 na necelych
7 (6,88) 4. den kultivace a 6,54 7. den kultivace. V ostatnich piipadech byla hodnota pH
tekutého média jesté nizsi. Nejhorsi pufracni schopnost mél pufr fedény 5x, u kterého klesla
hodnota pH po 4 dnech kultivace az na 4,62. Také Ize z tabulky vypozorovat, ze nejvyssi
zména hodnoty pH je v prvnich 4 dnech kultivace, poté jiz pokles hodnot pH neni tolik

vyrazny.

Také v ptipadé méfeni viskozity tekutych médii s rizné silnymi pufry se ukazal nefedény
pufr jako nejlepsi. Tekutd glycerolova média s nefedénym pufrem vykazovala hodnotu vis-
kozity po kultivaci s kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS 4. den kultivace
az 28,73 mPa.s. Také tekuté médium s pufrem 1,67x fedénym meélo viskozitu vysokou -
17,58 mPa.s 4. den kultivace. Tekuté pudy s ostatnimi fedénymi pufry mély hodnoty visko-

zit 4. den kultivace velice blizké, necelych 7 mPa.s.

7. den kultivace hodnoty viskozity u vSech typt tekutych médii klesly na hodnotu kolem
9 mPa.s az na jednu vyjimku, tu tvofilo tekut¢ médium s 5x fedénym pufrem, zde byla

hodnota viskozity tekuté pudy jesté nizsi, 5,41 mPa.s.

Z provadéného testu vysla jako nejlepsi tekuta piida s nefedénym pufrem a jako nejhorsi
tekutd puda s 5x fedénym pufrem. Dalsi testy s kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS

byly tedy provadény v glycerolovém tekutém médiu obsahujici nefedény fosfatovy pufr.

8.6 Vysledky kultivace Agrobacterium tumefaciens FRS v glycerolovém

médiu s neFedénym pufrem s piidavky glycerolu v priibéhu kultivace

V predeslém pokusu bylo zjisténo, ze nejlepSich vysledt viskozit tekutych médii bylo
dosazeno pii pouziti nefedéné¢ho pufru. Byl tedy znovu zopakovan pokus provadény na
pocatku: kultivace kultury Agrobacterium tumefaciens FRS v tekutém glycerolovém médiu

s ptidavky glycerolu, ale nyni jiz s pufrem nefedénym.

Bylo tedy naockovéano nékolik lahvi suspenzi kultury Agrobacterium tumefaciens FRS a tyto
byly dany pii 25 °C ke kultivaci do temna na tfepacku. 4. den kultivace byl do nékterych
lahvi ptidén sterilni glycerol v mnozstvi 10 g/1, resp. 20 g/l. a mnozstvi 20 g/l bylo jesté jed-
nou pfiddno 11. den kultivace do lahvi s diivéjSim piidavkem 20 g/l glycerolu (viz. Piiloha

10).
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Po urcitych dnech se méfila viskozita tekutych médii. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici

tabulce (Tab. 18).

Tab. 18. Hodnoty viskozit tekutych glycerolovych Zivnych médii s neredénym pufrem

po kultivaci s kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS.

Dc.>ba Pridavek Viskozita tekutého glycerol. média po kultivaci | Primér | Smérodatna
kultivace | glycerolu [mPa.s] [mPa.s] | odchylka
[dny] [9/1]
0 0 0,94 0,94 0,94 0,94 0,00
4 0 23,40 | 23,70 | 23,80 | 14,00 | 14,20 | 14,20 18,88 5,21
8 10 22,00 | 22,00 [ 21,90 | 7,88 7,90 7,88 14,93 7,71
8 20 36,60 | 36,70 | 36,90 | 7,12 7,11 7,10 21,92 16,23
11 10 7,27 7,27 7,36 43,90 | 43,90 | 44,00 25,62 20,06
11 20 30,40 | 30,90 | 31,20 | 7,59 7,58 7,58 19,21 12,74
14 20+20 7,89 7,92 7,99 44,30 | 44,80 | 45,20 26,35 20,18
Cisté médium - glycerolové (kontrola)
0 - 0,94 0,94 0,94 0,94 0,00
- 0,94 0,95 0,95 0,95 0,01
11 - 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00
14 - 0,94 0,95 0,95 0,95 0,01

Pii méteni jednoho typu vzorku byla vzdy métena tekuta média ze 2 paralelnich lahvi (mé-
feni 3x). V tabulce (Tab. 18.) jde vidét, ze jiz 4. den kultivace byly hodnoty viskozit tekuté-
ho média po kultivaci s kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS ze dvou lahvi (paralelné
métenych) znacné rozdilné (23,63 mPa.s a 14,13 mPa.s ). I dalsi dny kultivace tomu nebylo
jinak, napt. 8. den kultivace s piidavkem 10 g/l glycerolu byly hodnoty viskozit tekuté pudy
v jedné lahvi téméf trojndsobné (22 mPa.s) nez v druhé (7,88 mPa.s). V jinych ptipadech

byly rozdily jesté vetsi.

Z divodu rozdilnych hodnot dvou vzorkl suspenzi stejné naockovanych a inkubovanych,
byl pokus proveden znovu s kulturou cerstvé vyockovanou ze zakonzervovaného vzorku
v hlubokomrazicim boxu (pifi neustadlém pifeockovéavani kultury v ptedchozich pokusech
z jedné pudy na druhou mohlo dojit k jejim zménam), navic byly u vSech variant kultivaci
s ptidavky glycerolu provedeny nejméné 4 paralelni stanoveni. Nové vysledky s Cerstvé

vyockovanou kulturou jsou uvedeny v tabulce Tab. 19.
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Tab. 19. Hodnoty viskozit tekutych glycerolovych zivnych médii s neredenym pufrem

po kultivaci s kulturou Agrobacterium tumefaciens FR5 — nova méreni.

Dc.)ba Pridavek Viskozita tekutého glycerol. média po kultivaci Primér | Smérodatna
kultivace| glycerolu [mPa.s] [mPa.s] | odchylka
[dny] [a/1]
0 0 0,96 0,95 0,96 0,96 0,01
4 0 9,05 9,07 9,10 6,16 6,19 6,21 7,63 1,58
7 10 8,70 8,76 8,80 9,20 9,21 9,20 8,98 0,25
10 20,20 | 20,40 | 20,60 8,76 8,79 8,80 14,59 6,36
7 20 8,68 8,71 8,76 30,40 | 30,30 | 30,40 19,54 11,86
20 6,49 6,50 6,51 13,90 | 14,20 | 14,30 10,32 4,18
20 5,92 5,90 5,94 32,80 | 32,80 | 32,90 19,38 14,74
Cisté médium - Glycerolové (kontrola)
0 - 0,96 0,95 0,96 0,96 0,01
7 - 0,95 0,96 0,96 0,96 0,01

Pti zopakovani pokusu s Cerstvé vyockovanou kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS
byly vysledky podobné jako v ptedeslém piipad¢é. Vyrazné rozdily viskozit tekutych médii
po kultivaci s kulturou Agrobacterium tumefaciens FRS v paralelnich lahvich se vyskytova-
ly jiz v pocatcich kultivace, jesté¢ vyrazné€jsi rozdil byl patrny 7. den. Zde bylo méfeno jiz
vice vzorkl tekutych médii z paralelnich lahvi. Pro tekuté pady s pridavkem 10 g/l glycerolu
byly méteny 4 vzorky, kde jeden z nich vykazovala dvojnasobné vysoké hodnoty viskozit
(20,4 mPa.s) nez u ostatnich tfech vzorki (8,76 — 9,21 mPa.s). Pro tekuté ptidy s ptidavkem
20 g/l glycerolu bylo méteno 6 vzorki, kde bylo zjisténo velmi Siroké rozmezi hodnot vis-
kozit od 6 mPa.s az po 33 mPa.s. Protoze byly pozorovany takové rozdilné hodnoty viskozit
tekutych médii v paralelnich vzorcich, bylo 7. den kultivace z téchto vzorki vyockovano
malé mnozstvi suspenze na dva typy pevnych pud (0MPA a TYA se 2% sacharosy) pro kon-
trolu Cistoty ptitomné bakterialni suspenze. Po dvou dnech kultivace pevnych ptd ve tmé pii
teplot¢ 25 °C byly zjistény nasledujici vysledky: vSechny kultury byly na obou ptidach mik-
robiologicky Cisté a vSechny kolonie byly az na drobné vyjimky (vétsi kolonie bunék

na konci roztéru) vzhledove stejné.

Jelikoz bylo do vSech lahvi dano stejné mnozstvi tekutého Zivného média o stejném sloZeni
a tato média byla naockovéana stejnym mnozstvim stejné bakterialni suspenze (stejny pra-
covni postup pro vSechny vzorky) a protoze dodate¢né vyockovand bakteridlni suspenze
z jednotlivych lahvi byly cisté, byl pokus opét opakovan. Pti tomto opakovani pokusu
se vyloucila kontaminace lahvi cizorodymi latkami (lahve byly velmi diikladné mechanicky
i chemicky promyty) a piiprava tekutého média byla provedena peclivéji (veskeré nerozpus-

téné drobné Castice v pripravovaném tekutém médiu byly rozpusStény v horké vodni 1azni).
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Rozplnéni homogenniho tekutého glycerolového média, jeho sterilizace a nasledné naocko-
vani bakteridlni suspenzi kultury Agrobacterium tumefaciens FRS (pouzito inokulum
z ptedchoziho pokusu, ze vzorku s vysokou hodnotou viskozity média) bylo provedeno stej-
né jako v predeslych dvou ptipadech ptipravy. Takto pfipravené lahve byly dany ke kultiva-
ci a 4. den byl ptidan glycerol v mnozstvi 20 g/1. 4. a 7. den bylo provedeno méieni viskozi-

ty tekutého média, vysledky jsou uvedeny v nésledujici tabulce Tab. 20.

Tab. 20. Hodnoty viskozit tekutého glycerolového média s neredenym pufrem po kulti-

vaci s kulturou Agrobacterium tumefaciens FR5 — posledni mereni.

Dc.;ba Pridavek Viskozita tekutého glycerol. média po kultivaci | Primér | Smérodatna
kultivace glycerolu [mPa.s] [mPa.s] odchylka
[dny] [o/M
0 0 0,98 1,00 0,99 0,99 0,01
4 0 7,60 7,61 7,60 7,00 7,01 6,99 7,30 0,33
0 7,73 7,72 7,72 7,29 7,30 7,28 7,51 0,24
7 20 26,90 | 26,90 | 27,00 10,30 | 10,40 10,50 18,67 9,06
20 8,99 8,96 9,00 9,38 9,39 9,40 9,19 0,22
Cisté médium - Glycerolové (kontrola)
0 - 0,98 1,00 0,99 0,99 0,01
7 - 0,99 0,98 0,99 0,99 0,01

Pfi tomto méfeni byly méfeny vzdy 4 stejné (paralelni) vzorky tekutych médii. 4. den kulti-
vace ukdzaly vSechny 4 vzorky tekutych médii pfiblizn€¢ stejnou hodnoty viskozity
7,0 - 7,7 mPa.s, avSak 7. den kultivace byly opét vidét rozdilné hodnoty viskozit tekutych
glycerolovych médii u paralelnich vzorkl - 3 vzorky ze ¢tyf jsou si hodnotami viskozit rela-
tivné podobné (8,98 mPa.s, 9,39 mPa.s a 10,4 mPa.s), ¢tvrty vzorek suspenze mél viskozitu

26,93 mPa.s.

I v tomto poslednim ptipadé byl pracovni postup proveden spravné a i pies pecliveéjsi pri-
pravu médii byly hodnoty viskozit pro jednotlivé paralelni vzorky rozdilné. Moznym vy-
svétlenim by tak mohla byt jen variabilita kmene Agrobacterium tumefaciens FRS, ktera je
pfipadné geneticky podminéna. I pifes tuto velkou rozdilnost hodnot viskozit tekutych médii
(paralelnich vzorktl), je mozné vypozorovat stale se opakujici jev spolecny pro vSechna pro-
vadéna métfeni 7. den kultivace - pfitomnost miniméln¢ jednoho vzorku s velmi vysokou
hodnotou viskozity (min 20 mPa.s, maximaln¢ az nad 44 mPa.s). Je tedy ziejmé, ze kultura
Agrobacterium tumefaciens FRS dokéze za jistych okolnosti vyrazné zahustit tekutd média

bez ptitomnosti sacharidu.
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Protoze byla zjiSténa 1 pti poslednim méteni u jednoho vzorku (ze ¢tyt) velmi vysoka hod-
nota viskozity, bylo provedeno ve vSech Ctyfech paralelnich vzorcich stanoveni: suSiny bu-
nek, poctu bunék a suSinymédia. Zjisténé vysledky jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach

(Tab. 21. a Tab. 22.).

Tab. 21. Odectené mnozstvi poctu bunék zjisténé mikroskopickym pozorovanim.

Cislo vzokru|Poéet bunék v komurce velikosti 50x50 ym| Primér [Pocet bunék v| Smérodatna
kultury FR5 [-] [mPa.s] [1 ml suspenze| odchylka

1 14 15 14 17 14 14,80 11,84 . 10° 1,30

2 12 11 10 12 10 11,00 8,8.10° 1,00

3 11 11 13 12 13 12,00 9,6.10° 1,00

4 13 13 12 12 12 12,40 9,9.10° 0,55

Tab. 22. Nameérené hodnoty susiny bunék a média po

kultivaci Agrobacterium tumefaciens FRS.

Cislo vzokru Susina bunék Susina média
kultury FR5 [mg/ml] [mg/g]

1 2,8335 47,18

2 2,4735 45,06

3 N 48,63

4 1,936 48,04

N  nestanoveno

Cislo vzorku 1 (v tabulkach Tab. 21. a Tab. 22.) odpovida vzorku suspenze s nejvyssi hod-
notu viskozity (26,9 mPa.s). Ostatni vzorky (2-4) mély piiblizné stejnou viskozitu
(viz Tab. 20.). Tabulka Tab. 21. naznacuje, Ze pocet bun¢k v nejhustsi suspenzi byl o néco
vy$$i nez u ostatnich vzorkd i suSina bunc¢k vzorku 1 byla nejvétsi. Rozdil vSak byl maly
a je diskutabilni, zda by mohl byt diivodem vyssi viskozity média. Odporuje tomu i stanove-
ni susiny médii jednotlivych vzorkt, kde nebyly zaznamenany rozdily. Ani v tomoto pokusu
se tak nepodafilo vysvétlit rozdil mezi paralelnimi vzorky a z casovych davodi jiz nebylo
mozno uspoiadat rozsahlejsi pokusy s velkym poctem paralelnich vzorkd, které by tento

problém objasnily.
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9 POKUSY S KULTUROU RHODOCOCCUS ERYTHROPOLIS FR7

Hlavnim tkolem u kultury Rhodococcus erythropolis FR7 bylo zjistit, zda-li je vibec
schopna a za jakych podminek zahus§tovat tekuta zivna média. V ramci SVOC [51] bylo
zjisténo, ze bakterie Rhodococcus erythropolis FR7 tvofi na agarovych pevnych ptudach
silné mukosni kolonie. Tato schopnost byla také potvrzena pii orientacnich testech v této

praci (viz. kapitola 7.1), zejména na zivné pud¢ TYA + 2% sacharosy.

Byly tedy simulovany rtzné podminky kultivace (staticka, dynamicka, kontinualni pro-
vzdusiovani) v riznych typech piid a byla sledovana viskozita suspenze v rtiznych ¢asovych

intervalech.

9.1 Vysledky kultivace Rhodococcus erythropolis FR7 v tekutém trypton-

yeast médiu se 2 % sacharosy

Kultivace kultury Rhodococcus erythropolis FR7 v tekutém trypton-yeast médiu (TYM)
se sacharosou byla dvoji: staticka a dynamicka. Jak sam nazev napovida rozdil je ve stylu
kultivace, statickd kultivace — v klidu na miskéch se zalitou agarovou ptidou, dynamickd —

v pohybu v lahvich, na zalitych agarovych ptidach.

Po naockovani agart kulturou a jejich zaliti tekutym zivnym médiem byly v ur€itych caso-
vych intervalech méfeny viskozity suspenzi. Spolu se vzorky bylo také provadéno meéteni
tzv. pozitivnich kontrol, které spoc¢ivaly v kultivaci kultury na nezalitém agarovém médiu
a suspendaci narostené¢ biomasy (v€etné vyprodukovanych polymertt) v tekutém médiu bez-
prostiedné pfed méfenim. Cilem této kontroly byl prikaz, ze ECP vytvofené kulturou jsou
opravdu schopné zahust'ovat tekuta média. Jako slepy pokus zde bylo pouzivano Cisté zivné
médium. Naméfené hodnoty jsou zaznamenany v nasledujici tabulce (Tab. 23.), prubéh vis-

kozity v ¢ase znazornuje nasledujici obrazek (Obr. 8.).
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Tab. 23. Hodnoty viskozit trypton-yeast média s 2% sacharosy po kultivaci s kulturou

Rhodococcus erythropolis FR7 -staticka a dynamicka kultivace.

Doba Viskozita tekutého Zivného média TYM+sacharosa po kultivaci | Primér [ Smérodatna
kultivace [ mPa.s] [mPa.s] | odchylka
[den] VZOREK FR7 - staticka kultivace
0 0,96 0,94 0,96 0,95 0,01
2 1,06 1,06 1,06 1,08 1,08 1,07 1,07 0,01
5 4,05 4,06 4,02 4,18 417 4,18 411 0,07
POZITIVNI KONTROLA - staticka kultivace
0 0,96 0,94 0,96 0,95 0,01
2 3,24 3,29 3,2 3,18 3,28 3,3 3,25 0,05
5 17 17 16,9 17,4 17,2 17,5 17,17 0,24
VZOREK FR7 - dynamicka kultivaceka
0 0,96 0,94 0,96 0,95 0,01
2 1,22 1,21 1,21 1,22 1,21 1,2 1,21 0,01
5 1,73 1,74 1,75 1,82 1,81 1,81 1,78 0,01
Cisté médium - TYM se sacharosou (kontrola)
0 0,96 0,94 0,96 0,95 0,01
5 0,97 0,97 0,97 0,97 0,00
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Obr. 8. Graf priibehu zmény viskozit trypton-yeast suspenze s 2% sacharosy po kultivaci

s kulturou Rhodococcus erythropolis FR7 v case (staticka a dynamicka kultivace).

Z grafu (Obr. 8.) je patrné, ze suspenze kultury Rhodococcus erythropolis FR7 kultivovana
na TY A+sacharosa pii statické kultivaci (Cervend kiivka) dosahla vys$sich hodnot viskozit,
nez pii dynamické kultivaci (zelena kiivka). Nejvyssi hodnota viskozity zahusténého teku-
tého média po kultivaci byla 4,11 mPa 5. den kultivace u statické kultivace. Pokud vSak byla

kultura kultivovédna na pevném médiu bez prevrstveni tekutinou (pozitivni kontrola, modra
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kiivka), byly vyprodukované polymery schopny zahustit dodatecné ptidanou tekutinu az na
hodnotu viskozity 17,17 mPa.s. Je tedy zfejmé, Ze kultura Rhodococcus erythropolis FR7
kultivovana v TYM se sacharosou potiebuje pro tvorbu zahustujicich ECP kromé gelového
podkladu nepfetrzity kontakt se vzdusnou fazi a je-li kultura pii kultivaci prekryta vrstvou
tekutiny neni hodnota viskozity tohoto tekutého média natolik vysoka, aby bylo mozno fici,
ze kultura Rhodococcus erythropolis FR7T je schopna zahust'ovat tekutd Trypton-yeast zivna
média se sacharosou, ve kterych sama roste. Pfi dynamické kultivaci byla tvorba ECP témét
inhibovéana, hodnoty viskozit byly oproti statické kultivaci polovi¢ni, je tedy ziejmé,
ze kultute Rhodococcus erythropolis FR7 tento zpiisob dynamické kultivace v tekutém tryp-

ton-yeast médiu se sacharosou pro produkci zahustujicich ECP nevyhovuje.

9.2 Vysledky kultivace Rhodococcus erythropolis FR7 v tekutém trypton-

yeast médiu se 2 % jantaranu

Jako dalsi typ pudy pro kultivaci bakterie Rhodococcus erythropolis FR7 bylo pouzito TYM
s jantaranem coby nesacharidickd zivna ptida. Zptsob kultivace byl stejny jako u predeslé
pudy TYM-+sacharosa. Byla porovndvana statickd a dynamickd kultivace, tedy kultivace
na miskach a v lahvich se zalitou pevnou plidou. Taktéz byla méfena pozitivni kontrola
a Cisté tekuté zivné médium. Z toho pokusu byly ziskany nasledujici vysledky (Tab. 24.,

Obr. 9.).

Tab. 24. Hodnoty viskozity trypton-yeast suspenze s 2% jantaranu po kultivaci s kulturou

Rhodococcus erythropolis FR7 - staticka i dynamicka kultivace.

Doba |Viskozita tekutého zivného média TYM+jantaran po kultivaci| Primér [Smérodatna
kultivace [ mPa.s] [mPa.s] | odchylka
[den] VZOREK FR7 - staticka kultivace
0 0,96 0,95 0,95 0,95 0,01
2 1,01 1,00 1,00 1,00 0,99 1,00 1,00 0,01
5 1,01 1,02 1,02 1,04 1,05 1,05 1,03 0,02
POZITIVNI KONTROLA - staticka kultivace
0 0,96 0,95 0,95 0,95 0,01
2 1,03 1,03 1,04 1,04 1,05 1,03 1,04 0,01
5 1,08 1,07 1,07 1,06 1,07 1,07 1,07 0,01
VZOREK FR7 - dynamicka kultivace
0 0,96 0,95 0,95 0,95 0,01
2 1,10 1,09 1,10 1,07 1,08 1,07 1,09 0,01
5 1,08 1,09 1,09 1,10 1,13 1,13 1,10 0,02
Cisté médium - TYM + jantaran (kontrola)
0 0,96 0,95 0,95 0,95 0,01
5 0,96 0,96 0,95 0,96 0,01
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Obr. 9. Graf priibéhu zmeny viskozit suspenze TYM se 2% jantaranu po kultivaci s

Rhodococcus erythropolis FR7 v Case (staticka a dynamicka kultivace)

Graf (Obr. 9.) a vysledky v tabulceTab. 24. jasn¢ ukazuji velmi nizké hodnoty viskozit teku-
tych médii kultury Rhodococcus erythropolis FR7. Ty se pohybuji kolem 1 mPa.s, coz jsou
hodnoty srovnatelné s hodnotami pro Cisté nenaockované zivné médium a to ve vSech piipa-
dech, tj. pro vzorek pfi statické kultivaci, pfi dynamické kultivaci a i pro pozitivni kontrolu.
Jiz nizka hodnota pozitivni kontroly naznacuje, Ze kultura Rhodococcus erythropolis FR7
kultivovana v TYM s jantaranem neni schopna vibec produkovat ECP zahustujici tekutd

média.

9.3 Vysledky kultivace Rhodococcus erythropolis FR7 na pudé
oMPA zalité MPB

V tomto testu byla kultura Rhodococcus erythropolis FR7 kultivovand na obohaceném ma-
sopeptonovém agaru (oMPA) zalitétm masopeptonovym bujonem (MPB). Taktéz jako
ve dvou predeslych pokuse byla provadéna staticka i dynamicka kultivace. U téchto kultiva-
ci byla nové provedena tzv. negativni kontrola, kterd spocivala v ,,kultivaci® nenaockované
zalit¢ pevné pudy. Tato kontrola dokazovala, Ze samotny agar se nijak nepodilel na zahus-

tovani tekutého média.
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Pti kultivaci kultury Rhodococcus erythropolis FR7 v tekutém médiu MPB byl navic prove-
den novy zptsob kultivace, a to kultivace za stalého provzdusiiovani. Bylo pfipraveno ste-
rilni nefedéné tekuté zivné médium MPB v promyvackach obsahujici vtavenou fritu rozlo-
zenou po celém jejich dnu naockovano kulturou a bylo dano ke kultivaci do temna pii
25 °C. Do téchto lahvi byl stale ptivadén sterilni vzduch, ktery byl pfitomnou fritou rozmél-
fovan na velmi jemné bublinky prochazejici celym objemem naockovaného zivného média.
Ziskané vysledky ze vSech tii zpisobu kultivaci jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach

(Tab. 25.,Tab. 26.,Tab. 27.) a jejich zavislost na ¢ase naznacuji grafy (Obr. 10.)

Tab. 25. Hodnoty viskozit suspenzi MPB po kultivaci s kulturou Rhodococcus erythropo-

lis FR7 - staticka kultivace.

Doba Viskozita tekutého zivného média MPB po kultivaci |Priumér|Smérodatna
kultivace [ mPa.s] [mPa.s]| odchylka
[den] VZOREK FRY7 - staticka kultivace
0 0,94 0,94 0,93 0,92 0,93 0,93 0,93 0,01
2 1,07 1,08 1,08 1,07 1,08 1,07 1,08 0,01
4 1,14 1,15 1,14 1,16 1,14 1,14 1,15 0,01
7 1,38 1,39 1,40 1,42 1,42 1,43 1,41 0,02
9 1,53 1,51 1,51 1,60 1,59 1,60 1,56 0,04
11 1,82 1,81 1,81 1,81 0,01
POZITIVNI KONTROLA - staticka kultivace
0 0,94 0,94 0,93 0,92 0,93 0,93 0,93 0,01
2 1,11 1,10 1,10 1,14 1,14 1,14 1,12 0,02
4 1,25 1,24 1,25 1,16 1,16 1,15 1,20 0,05
7 1,28 1,29 1,28 1,33 1,33 1,34 1,31 0,03
9 1,28 1,28 1,27 1,36 1,36 1,34 1,32 0,04
11 1,48 1,47 1,48 1,41 1,42 1,41 1,45 0,04
NEGATIVNI KONTROLA- staticka kultivace
0 0,94 0,94 0,93 0,92 0,93 0,93 0,93 0,01
2 1,03 1,03 1,04 1,05 1,04 1,04 1,04 0,01
4 1,00 1,00 1,00 1,01 1,02 1,01 1,01 0,00
9 1,05 1,02 1,05 1,05 1,06 1,05 1,05 0,02
Cisté médium - MPB (kontrola)

0,94 0,94 0,93 0,92 0,93 0,93 0,93 0,01

11 0,96 0,96 0,95 0,94 0,93 0,93 0,95 0,01
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Tab. 26. Hodnoty viskozit tekutych médii MPB po kultivaci s kulturu Rhodococcus
erythropolis FR7 - dynamicka kultivace.

Doba Viskozita tekutého zivného média MPB po kultivaci Pramér | Smérodatna
kultivace [ mPa.s] [mPa.s] odchylka
[den] VZOREK FR7- dynamicka kultivace
0 0,94 0,94 0,93 0,92 0,93 0,93 0,93 0,01
4 1,60 1,59 1,59 1,60 1,60 1,62 1,60 0,01
7 1,68 1,69 1,69 1,69 1,70 1,70 1,69 0,01
11 1,34 1,36 1,36 1,34 1,35 1,37 1,35 0,01
POZITIVNI KONTROLA - dynamicka kultivace
0 0,94 0,94 0,93 0,92 0,93 0,93 0,93 0,01
4 1,60 1,62 1,63 1,59 1,57 1,58 1,60 0,02
7 2,24 2,25 2,22 2,40 2,39 2,41 2,32 0,09
NEGATIVNI KONTROLA - dynamicka kultivace
0 0,94 0,94 0,93 0,92 0,93 0,93 0,93 0,01
4 0,98 0,98 0,98 1,02 1,02 1,01 1,00 0,02
9 1,03 1,01 1,01 1,02 1,01 1,01 1,02 0,01
Cisté médium - MPB (kontrola)
0 0,94 0,94 0,93 0,92 0,93 0,93 0,93 0,01
11 0,96 0,96 0,95 0,94 0,93 0,93 0,95 0,01
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Obr. 10. Graf pribéhu hodnot viskozit suspenzi MPB po kultivaci s Rhodococcus ery-
thropolis FR7 na oMPA v case (staticka a dynamicka kultivace).

Zmény viskozit tekutych zivnych médii MPB ze zalitych misek s oMPA v prib¢hu kultiva-

ce kultury Rhodococcus erythropolis FR7 znazoriiuje Obr. 10. Je zde vidét srovnani statické
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(¢ervena kiivka) a dynamické kultivace (zelend kiivka). Pii dynamické kultivaci je pozoro-
van nepatrny narust viskozity tekutého média na pocatku a po 9. dnu kultivace je jiz naznak
mirné¢ho poklesu. U statické kultivace je sice prubéh kiivky trochu odlisny, hodnoty viskozit
mirné stoupaji po celou dobu kultivace jiz od pocatku, avSak je mozno fici, Ze zpiisob kulti-
vace nema priliSny vliv na vyslednou viskozitu tekut¢ho média, nebot’ nejvyssi hodnota vis-
kozity pfi statické kultivaci je 1,81 mPa.s 11. den kultivace a pfi dynamické 1,69 mPa.s
7. den kultivace. Tyto dvé ¢isla jsou si velmi blizka a jsou z absolutniho pohledu velmi niz-
ka, ¢imz dokazuji to, ze kultura Rhodococcus erythropolis FR7 neni schopna zahustovat
tekuty MPB. Toto potvrzuje i pozitivni kontrola s nejvyssi viskozitou tekutého média

2,32 mPa.s pti dynamické kultivaci.

Protoze vysledky ze statické a dynamické kultivace neukazaly na vyznamnéjsi schopnost
tvorby ECP za danych podminek, byl proveden pokus s jinym zptiisobem kultivace, tzv. kul-
tivace s kontinualnim provzdusnovanim. Zde bakterie nemély zadny gelovy podklad, byly
kultivovany cisté jen v tekutém médiu MPB, ktery byl neustale siln¢ provzdusiiovan steril-
nim vzduchem. Hodnoty viskozit suspenzi médii MPB s kulturou Rhodococcus erythropolis

FR7 ziskané métfenim jsou znazornény v nésledujici tabulce (Tab. 27.).

Tab. 27. Hodnoty viskozit pro tekuté médium MPB po kultivaci s kulturou Rhodo-

coccus erythropolis FR7 pri kontinualnim provzdusnovani.

D(_)ba Viskozita tekutého zivného média MPB po kultivaci Pramér | Smérodatna
kultivace [mPa.s] [mPa.s]| odchylka

[den]

0 0,96 0,95 0,96 0,96 0,01

2 1,03 1,06 1,04 1,04 0,02

4 1,09 1,08 1,09 1,09 0,01

7 1,15 1,14 1,14 1,14 0,01

Cisté médium - MPB (kontrola)
0 0,96 0,95 0,96 0,96 0,01
7 0,96 0,98 0,97 0,97 0,01

Podobné hodnoty primérnych viskozit pro tekutd zivné médium MPB po kultivaci
s kulturou Rhodococcus erythropolis FR7 (Tab. 28.) jasné dokazuji, ze se v prab&hu kultiva-
ce viskozita tekutého média prakticky nezménila. VSechny jeji hodnoty se pohybovaly ko-
lem 1 mPa.s, stejné¢ jako kontrola, tedy cisté zivné médium. Pfi porovnani vysledku

z kultivace statické, dynamické a s kontinudlnim provzdusnovanim, vyzniva posledni zmi-
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novany druh jako nejhorsi zplisob kultivace z pohledu zahusténi tekutych médii kulturou

Rhodococcus erythropolis FRT.

Jako mozny zavér z téchto méfeni lze uvést, ze bakterie Rhodococcus erythropolis FR7
neni schopnd zahust'ovat tekut¢ médium MPB v zddném ze zkouSenych typt kultivaci a pro

tvorbu zahust'ujicich ECP potiebuje gelovy podklad a staly piistup ke vzdusné fazi.

9.4 Vysledky kultivace Rhodococcus erythropolis FR7 v tekutém trypton-

yeast médiu se 2 % laktosy

Posledni pokus provadény s kulturou Rhodococcus erythropolis FR7 byl provadén v tekuté
pudé TYM+ 2% laktosy. V tomto piipadé byla provadéna pouze statickd kultivace (misky
se zalitou agarovou ptudou) a kultivace s kontinuadlnim provzdusnovanim. Vysledky ziskané
v tomto pokusu jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach (Tab. 28, Tab. 29.) a na nasleduji-

cich obrazcich (Obr. 11., Obr. 12.).

Tab. 28. Hodnoty viskozit suspenze TYM~+ 2% laktosy po kultivaci s kulturou Rhodo-

coccus erythropolis FR7 — staticka kultivace.

Doba | Viskozita tekutého Zivného média TYM+laktosa po kultivaci | Primér |Smérodatna
kultivace [ mPa.s] [mPa.s] [ odchylka
[den] VZOREK FRY7 - staticka kutlivace
0 0,93 0,94 0,93 0,93 0,01
2 1,05 1,06 1,05 1,06 1,06 1,05 1,06 0,01
4 1,40 1,40 1,40 1,46 1,42 1,44 1,42 0,03
POZITIVNI KONTROLA - staticka kutlivace
0 0,93 0,94 0,93 0,93 0,01
2 1,05 1,06 1,04 1,05 1,04 1,04 1,05 0,01
4 1,06 1,05 1,05 1,06 1,05 1,06 1,06 0,01
NEGATIVNI KONTROLA- staticka kutlivace
0 0,93 0,94 0,93 0,93 0,01
2 0,98 0,98 0,99 0,94 0,97 0,96 0,97 0,01
4 1,02 1,00 1,01 1,02 1,01 1,00 1,01 0,01
Cisté médium - TYM + laktosa (kontrola)
0 0,93 0,94 0,93 0,93 0,01
2 0,94 0,93 0,93 0,93 0,01
4 0,92 0,92 0,93 0,92 0,01
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Obr. 11. Graf prubéhu viskozity suspenze TYM+2 % laktosy po kultivaci s kulturou

Rhodococcus erythropolis FR7 v case (staticka kultivace).

Tab. 29. Hodnoty viskozity tekutého zivného média TYM+ 2% laktosy po kultivaci

s kulturou Rhodococcus erythropolis FR7 — kontinualni provzdusnovani .

D?ba Viskozita tekutého Zivného média TYM+laktosa po kultivaci | Primér (Smérodatna
kultivace [mPa.s] [mPa.s]| odchylka

[den]

0 0,98 0,98 0,97 0,98 0,01

2 1,30 1,28 1,30 1,29 0,01

4 1,26 1,26 1,27 1,26 0,01

7 1,40 1,39 1,40 1,40 0,01

Cisté médium - TYM+laktosa (kontrola)
0 0,98 0,98 0,97 0,98 0,01
7 0,97 0,97 0,98 0,97 0,01
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Obr. 12. Graf pribehu viskozity suspenze TYM+ 2% laktosy po kultivaci s kulturou

Rhodococcus erythropolis FR7 pri kontinudlnim provzdusnovani v case.

Jak ukazuji oba grafy, staticka kultivace (Obr. 11.) a kontinualni provzdusiiovani (Obr. 12.)
nedokazala kultura Rhodococcus erythropolis FR7 ani v tomto piipad¢ zahustovat tekuta
zivna média. Zde se také hodnoty viskozit pohybovaly tésné nad 1 mPa.s, coz je viskozita
¢istého nenaockovaného zZivného média. Kultura Rhodococcus erythropolis FR7 tedy neni

schopna zahustovat tekuté médium TYM-+laktosa.

Souhrnné 1ze ke kultute Rhodococcus erythropolis FR7 fici, Ze jeji schopnost zahustovat
tekutd zivna média se neprokazala. Nejvyssi viskozitu méla kultura pfi statické kultivaci
v TYM-+sacharosa 4,11mPa.s, 1 pozitivni kontrola zde méla nejvySsi hodnotu
az 17,17 mPa.s. Pti kultivaci na jinych zalitych agarovych zivnych ptadach at’ jiz pti kultiva-
ci v klidu ¢i v pohybu, nebo pfi kultivaci v tekutych ptidach bez pevného podkladu za stalé-
ho pfistupu vzduchu byla naméfena viskozita suspenze vzdy kolem 1 mPa.s, coz je hodnota
¢istého zivného média. Jen v ojedinélych ptipadech (na oMPA zality MPB — staticka i dy-
namickd kultivace) se viskozita vySplhala na 2 mPa.s. Tyto hodnoty vSak nejsou natolik
vysoké, aby se dalo fici, ze kultura Rhodococcus erythropolis FR7 vyrazné zahusStuje tekuta
zivna média. Ani viskozity pozitivnich kontrol u jednotlivych typli pevnych médii nebyly
vysoké, s vyjimkou piidy TYM se sacharosou. Nizké hodnoty viskozit u ostatnich pozitiv-
nich kontrol svéd¢i o neschopnosti polymert vyprodukovanych kulturou kultivovanou
na nezalitych agarovych ptidach dodatecné zahuStovat tekutd média. Ze ziskanych vysledkt
je tedy mozné fici, ze pro tvorbu zahustujicich ECP pottebuje kultura Rhodococcus ery-

thropolis FR7 sacharidovy substrat a neustaly kontakt se vzdusnou fazi.
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10 POKUSY S KULTUROU PSEUDOMONAS PUTIDA FR3

S kulturou Pseudomonas putida FR3 byly provadény razné testy ze stejnych divodii
a se stejnym cilem jako tomu bylo u kultury Rhodococcus erythropolis FR7. Podstatou pro-
vadénych testli bylo zjistit, zda kultura dokéze zahustovat tekutd zivnad média jednak
s obsahem sacharidil jako zdrojem uhliku, jednak i média nesacharidicka. V ramci SVOC
[51] v roce 2004 bylo zjisténo, ze kultura Pseudomonas putida FR3 tvoii na pevnych agaro-
vych ptidach (zejména oMPA) siln¢ mukosni kolonie. Toto zjiSténi bylo rozsifeno pii poca-
teCnim testovani kultur (viz. kapitola 7.1). Nejvice mukosni kolonie vytvarela kultura na
pevné pudé TYA se sacharosou a to jiz 2. den kultivace. V testech se tedy zkoumalo, zda
vyprodukované mukoésni kolonie dokaze kultura Pseudomonas putida FR3 produkovat také
pod ¢i ve vrstveé tekutiny a zda tyto vyprodukované polymery dokazou zahustit tekuté médi-

um.

Kultura Pseudomonas putida FR3 byla proto testovana na dvou typech pad — v tekutém
trypton-yeast médiu se sacharosou a na obohaceném masopeptonovém agaru (0MPA) zali-
tém masopeptonovym bujonem (MPB). Na téchto pidach byla kultura kultivovdna tfemi

riznymi zpisoby kultivace — statickd, dynamicka a pfi kontinudlnim provzdusiovani.

10.1 Vysledky kultivace Pseudomonas putida FR3 v tekutém trypton-yeast

médiu se 2 % sacharosy

Kultivace kultury Pseudomonas putida FR3 v TYM+2% sacharosy byla provadéna tiemi
riznymi zplisoby — statickd na zalitych agarovych ptidach v klidu, dynamicka na zalitych
agarovych pidach v pohybu a pii kontinudlnim provzduSnovani naockovaného tekutého
média. Pfi kultivaci kultury byla vzdy provadéna pozitivni kontrola - kultivace naockované
nezalité¢ agarové pidy, negativni kontrola - ,kultivace* zalité nenaoCkované agarové pudy
a v neposledni fad¢ byla také provadéna kontrola, tedy méfeni ¢istého nenaockovaného ziv-
ného média. To vSe bylo provadéno u kazdé kultivace mimo kontinualniho provzdusnovani.
Vysledky z jednotlivych méteni riznych kultivaci jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach
(Tab. 30., Tab. 31. a Tab. 32.) a zavislost viskozity tekutého média po kultivaci s kulturou

Pseudomonas putida FR3 na ¢ase jsou na nasledujicim obrazku (Obr. 13).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 78

Tab. 30. Hodnoty viskozit tekutého zivného média TYM + 2% sacharosy po kultivaci

s kulturou Pseudomonas putida FR3 (staticka kultivace).

Doba Viskozita tekutého zivného média TYM+sacharosa po kultivaci Primér | Smérodatna
kultivace [ mPa.s] [mPa.s] odchylka
[den] VZOREK FR3 - staticka kultivace
0 0,90 0,89 0,90 0,90 0,01
2 1,15 1,16 1,16 1,22 1,23 1,23 1,19 0,04
4 1,32 1,31 1,32 1,28 1,29 1,28 1,30 0,02
7 2,59 2,58 2,59 2,05 2,03 2,04 2,31 0,30
9 1,78 1,77 1,78 1,98 1,97 1,98 1,88 0,11
11 1,93 1,93 1,94 2,11 2,12 2,12 2,03 0,10
POZITIVNI KONTROLA - staticka kultivace
0 0,90 0,89 0,90 0,90 0,01
2 2,90 2,91 2,91 2,57 2,53 2,52 2,72 0,20
4 1,03 1,02 1,02 1,11 1,12 1,12 1,07 0,05
7 0,96 0,95 0,95 0,96 0,96 0,95 0,96 0,01
9 0,95 0,95 0,94 0,92 0,91 0,92 0,93 0,02
11 0,94 0,93 0,93 0,94 0,94 0,94 0,94 0,01
NEGATIVNI KONTROLA- staticka kultivace
0 0,90 0,89 0,90 0,90 0,01
2 1,02 1,02 1,03 0,98 0,98 0,98 1,00 0,01
9 1,01 1,00 1,00 1,01 1,00 1,00 1,00 0,01
Cisté médium - TYM+sacharosa (kontrola)
0 0,90 0,89 0,90 0,90 0,01
4 0,91 0,91 0,90 0,91 0,01
7 0,92 0,92 0,92 0,92 0,00
9 0,89 0,88 0,89 0,89 0,01
11 0,95 0,94 0,94 0,94 0,01

Tab. 31. Hodnoty viskozit tekutého zivného média TYM + 2% sacharosy po kultivaci
s kulturou Pseudomonas putida FR3 (dynamicka kultivace).

Doba Viskozita tekutého zivného média TYM+sacharosa po kultivaci Pramér | Smérodatna
kultivace [ mPa.s] [mPa.s] odchylka
[den] VZOREK FR3 - dynamicka kultivace
0 0,90 0,89 0,90 0,90 0,01
4 1,58 1,54 1,56 1,85 1,86 1,86 1,71 0,16
7 1,89 1,88 1,88 3,62 3,61 3,63 2,75 0,95
11 1,18 1,18 1,16 1,16 1,15 1,14 1,16 0,02
POZITIVNI KONTROLA - dynamicka kultivace
0 0,90 0,89 0,90 0,90 0,01
4 3,21 3,26 3,25 3,70 3,72 3,73 3,48 0,26
7 1,78 1,78 1,79 1,62 1,61 1,61 1,70 0,09
NEGATIVNI KONTROLA - dynamicka kultivace
0 0,90 0,89 0,90 0,90 0,01
4 0,95 0,95 0,95 0,95 0,00
9 1,01 1,00 1,00 1,01 1,00 1,00 1,00 0,01
Cisté médium - TYM+sacharosa (kontrola)
0 0,90 0,89 0,90 0,90 0,01
4 0,91 0,91 0,90 0,91 0,01
7 0,92 0,92 0,92 0,92 0,00
9 0,89 0,88 0,89 0,89 0,01
11 0,95 0,94 0,94 0,94 0,01
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Obr. 13. Graf zavislosti viskozity tekutého média TYM + 2% sacharosy po kultivaci

s kulturou Pseudomonas putida FR3 na case (staticka a dynamicka kultivace).

Zmény viskozit tekutych médii po kultivaci kultury Pseudomonas putida FR3 znézor-
nuje obrazek 13 (Obr. 13.). Jak je vidéet, charaktery kiivek pro statickou kultivaci (Cer-
vena kiivka) a pro dynamickou kultivaci (zelena kiivka) jsou zna¢n€ podobné. I samot-
né hodnoty viskozit se od sebe pfilis nelisi (Tab. 30. a Tab. 31.), jsou si velice podobné.
Nejvyssi viskozity dosahovala tekuta média u obou kultivacich 7. den a to 2,31 mPa.s
pii statické kultivaci a 2,75 mPa.s pii dynamické kultivaci. Pfi dynamické kultivaci jiz
hodnota viskozity nestoupala, jen se mirn¢ snizovala, pfi statické kultivaci viskozita
poklesla 9. den kultivace a 11. den jiz opét stoupla. Absolutni hodnoty viskozit tekutych
médii po kultivaci vSak nebyly zadny den natolik vysoké, aby se daly vyprodukované
ECP kulturou Pseudomonas putida FR3 charakterizovat jako polymery zahust'ujici pfi-
tomné tekut¢ médium. I viskozity pozitivnich kontrol tomu odpovidaly. Sice byly
0 néco vyssi (2,72 mPa.s 2. den statické kultivace a 3,48 mPa.s 4.den dynamické kulti-
vace) nez méfené zalité vzorky, ale $lo pouze o hodnoty v prvnich 4. dnech kultivace

a poté jiz viskozita tekut¢ho média dodaného ke kultute tésn¢ pred méfenim vykazovala
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nizké hodnoty. Tomu odpovidal také charakter kultury na miskédch tomu odpovidal.

4. den kultivace bylo na miskach pozorovano vytraceni mukosniho charakteru kolonii

(u pozitivni kontroly).

Nasledujici tabulka (Tab. 32.) poukazuje na vysledky ziskané pti kultivaci kultury Pseudo-
monas putida FR3 v nefedéném tekutém zivném médiu TYM se sacharosou za kontinudlni-

ho ptivodu sterilniho vzduchu.

Tab. 32. Hodnoty viskozit tekutého Zivného média TYM + 2% sacharosy po kultivaci

s kulturou Pseudomonas putida FR3 (kontinualni provzdusnovani).

Dc.>ba Viskozita tekutého zivného média TYM+sacharosa po kultivaci | Primér | Smérodatna
kultivace [mPa.s] [mPa.s] | odchylka

[den]

0 0,96 0,95 0,95 0,95 0,01

2 0,98 0,97 0,98 0,98 0,01

4 0,96 0,96 0,97 0,96 0,01

7 0,96 0,97 0,97 0,97 0,01

Cisté médium - TYM+sacharosa (kontrola)

0 0,96 0,95 0,95 0,95 0,01

4 0,92 0,92 0,92 0,92 0,00

7 0,95 0,94 0,96 0,95 0,01

Hodnoty viskozit tekutého zivného média TYM se sacharosou po kultivaci s kulturou Pseu-
domonas putida FR3 (Tab. 32.) ukazuji, ze pti stalém ptivodu vzduchu a bez pevného pod-
kladu nedokdze kultura Pseudomonas putida FR3 produkovat polymery zahustujici tekuté
médium. Viskozita tekutého média ve vSech dnech kultivace nepiesala 1 mPa.s, mé¢la tedy
naprosto stejné hodnoty jako ¢isté Zivné médium. Ze ziskanych vysledki pii méteni hodnoty
viskozity tekutého zivného média TYM-+sacharosa po kultivaci s kulturou Pseudomonas
putida FR3 bylo zjisténo, Ze kultura neni schopnd v zadném z pouzitych typd kultivaci

v TYM + 2% sacharosy produkovat ECP zahust'ujici tekuté médium.

10.2 Vysledky kultivace Pseudomonas putida FR3 na pudé oMPA zalité
MPB

V druhém a poslednim typu pokusu provadéném s kulturou Pseudomonas putida FR3 byla
tato kultivovana na obohaceném masopeptonovém agaru (0MPA) zalitém masopeptonovym
bujonem (MPB). Taktéz byla kultura na této pad¢ kultivovana vSemi tfemi uvedenymi zpii-

soby a také byly méfeny pozitivni a negativni kontroly a €isté nenaockované zivné médium.
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Vysledky ziskané z jednotlivych méfeni jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach (Tab. 33.,
Tab. 34. a Tab. 35.) a grafu (Obr. 14.).

Tab. 33. Hodnoty viskozit tekutého Zivného média MPB po kultivaci s kulturou Pseudo-

monas putida FR3 (staticka kultivace).

Doba Viskozita tekutého zivného média MPB po kultivaci Primér | Smérodatna
kultivace [ mPa.s] [mPa.s] odchylka
[den] VZOREK FR3 - staticka kultivace
0 0,90 0,90 0,90 0,90 0,00
2 1,08 1,07 1,09 1,07 1,08 1,07 1,08 0,01
4 1,08 1,08 1,08 1,10 1,09 1,09 1,09 0,01
7 1,21 1,23 1,21 1,17 1,16 1,16 1,19 0,03
9 1,06 1,06 1,07 1,16 1,17 1,17 1,12 0,06
11 1,14 1,13 1,13 1,14 1,15 1,14 1,14 0,01
POZITIVNI KONTROLA - staticka kultivace
0 0,90 0,90 0,90 0,90 0,00
2 3,30 3,32 3,30 2,98 2,96 2,95 3,14 0,19
4 1,86 1,89 1,90 2,42 2,45 2,46 2,16 0,31
7 0,94 0,92 0,94 0,95 0,96 0,96 0,95 0,02
9 0,94 0,92 ,0,93 0,93 0,94 0,93 0,93 0,01
11 1,00 0,99 1,00 0,99 1,00 0,99 1,00 0,01
NEGATIVNI KONTROLA- staticka kultivace
0 0,90 0,90 0,90 0,90 0,00
2 1,02 1,01 1,01 1,01 1,00 1,00 1,01 0,01
9 1,06 1,06 1,07 1,03 1,02 1,02 1,04 0,01
Cisté médium - MPB (kontrola)
0 0,90 0,90 0,90 0,90 0,00
4 0,90 0,89 0,90 0,90 0,01
7 0,89 0,88 0,88 0,88 0,01
9 0,90 0,90 0,90 0,90 0,00
11 0,90 0,90 0,90 0,90 0,00

Tab. 34. Hodnoty viskozit tekutého Zivneho média MPB po kultivaci s kulturou Pseudo-

monas putida FR3 (dynamicka kultivace).

Doba Viskozita tekutého zivného média MPB po kultivaci Priimér | Smérodatna
kultivace [ mPa.s] [mPa.s] odchylka
[den] VZOREK FR3 - dynamicka kultivace
0 0,96 0,96 0,96 0,96 0,00
2 1,15 1,18 1,18 1,26 1,26 1,27 1,22 0,05
4 1,46 1,48 1,48 1,40 1,39 1,4 1,44 0,04
7 1,20 1,20 1,21 1,35 1,36 1,35 1,28 0,08
9 1,70 1,68 1,69 1,69 1,70 1,69 1,69 0,01
11 1,88 1,89 1,90 1,92 1,94 1,94 1,91 0,03
14 1,46 1,45 1,46 1,61 1,60 1,61 1,53 0,08
POZITIVNI KONTROLA - dynamicka kultivace
0 0,96 0,96 0,96 0,96 0,00
2 1,63 1,65 1,67 1,69 1,68 1,69 1,67 0,02
4 2,97 2,98 3,00 2,49 2,48 2,49 2,74 0,27
7 1,77 1,76 1,78 1,90 1,90 1,89 1,83 0,07
NEGATIVNI KONTROLA - dynamicka kultivace
0 0,96 0,96 0,96 0,96 0,00
2 0,96 0,95 0,96 0,97 0,98 0,98 0,97 0,01
7 1,00 1,01 1,01 1,01 0,01
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Obr. 14 .Graf zavislosti viskozity tekutého zZivného média MPB po kultivaci s kulturou Pseu-

domonas putida FR3 na case (staticka a dynamicka kultivace).

Pti kultivaci kultury Pseudomonas putida FR3 na oMPA zalit¢ém MPB je jiz vidét rozdil
mezi statickou a dynamickou kultivaci. Pii statické kultivaci je hodnota tekutého Zivného
média po kultivaci kolem 1 mPa.s, coz znaci, pfi tomto stylu kultivace, Ze kultura Pseudo-
monas putida FR3 neprodukuje polymery zahust'ujici tekuté médium. Pti dynamické kulti-
vaci je situace o néco lepsi, nejvyssi viskozity dosahuje tekuté médium 11. den kultivace
1,91 mPa.s, po tomto dnu viskozita opét klesa. Vyssi hodnoty viskozit MPB pfi dynamické
kultivaci mohly byt zptisobeny bud’ stylem kultivace a nebo piitomnosti netfedéného tekuté-
ho MPB. Pti statické kultivaci byl totiz pouzit tekuty MPB fedény 1:1. Kfivka dynamické
kultivace (zelena kiivka) ma také ponc¢kud odlisny tvar nez kiivka statické kultivace (Cerve-
na kiivka). Ktivka znazornujici statickou kultivaci po dosazeni nejvyssi hodnoty zacala ne-
patrné klesat. Pii dynamické kultivaci viskozita MPB pomalu stoupala a 4. den kultivace
zacala klesat. 7. den kultivace vSak nastal zlom a viskozita tekutého média zacala opét po-
malu stoupat. Tato situace nastala nejspi$ proto, ze 7. den kultivace byl do lahvi s kulturou
pfidan pevny sterilni MPB v mnozstvi 20 g/l.. AvSak i1 pfes veSkeré zmény v dynamické

kultivaci neni viskozita tekut¢ého MPB nikterak vysoka. Hodnoty viskozit pozitivni kontroly
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na pudé oMPA maji podobny charakter jako pozitivni kontroly v TYM+sacharosa. Nejvyssi
viskozita pozitivni kontroly pro statickou kultivaci je 3,14 mPa.s 2. den kultivace a pii dy-
namické kultivaci 2,74 mPa.s 4. den kultivace. U tohoto typu pevné ptudy byla také na mis-
kach s pozitivni kontrolou tésné€ pted zalitim tekutym médiem pozorovana zména charakteru
kolonii: mukdsni kolonie viditelné 2. den kultivace ztratily ve 4. den kultivace sviij mukdsni
charakter. Ztratdm mukoésnosti kolonii na miskach s agarovou ptidou odpovidaly také hod-

noty viskozit tekutych médii ptidanych tésné pred métenim.

Posledni pokus provadény s kulturou Pseudomonas putida FR3 bylo kontinuédlni provzdus-
novani zivného tekutého média MPB naoCkovaného kulturou. Vysledky ziskané pti této

kultivaci jsou uvedeny v nasleduji tabulce (Tab. 35.).

Tab. 35. Hodnoty viskozit tekutého zivného média MPB po kultivaci

s kulturou Pseudomonas putida FR3 (kontinualni provzdusnovani).

Dc.>ba Viskozita tekutého zivného média MPB po kultivaci| Primér | Smérodatna
kultivace [mPa.s] [mPa.s]| odchylka

[den]

0 0,97 0,97 0,96 0,97 0,01

2 0,99 1,01 1,01 1,00 0,01

4 0,98 0,96 0,97 0,97 0,01

7 0,97 0,98 0,98 0,98 0,01

Cisté médium - MPB (kontrola)

0 0,97 0,97 0,96 0,97 0,01

4 0,94 0,94 0,93 0,94 0,01

7 0,94 0,94 0,93 0,94 0,01

Vysledky statické a dynamické kultivace kultury Pseudomonas putida FR3 na oMPA zali-
tétm MPB byly podobné vysledkiim kultivace v TYM-+sacharosa. Kultivace kultury
s kontinualnim provzdusnovanim v MPB je naprosto shodna s kultivaci v TYM-+sacharosa.
Hodnoty viskozit z obou pokust jsou totozné, tzn. viskozita tekutého zivného média MPB
po urcitych dnech kultivace s kulturu Pseudomonas putida FR3 je pod 1 mPa.s s jedinou
vyjimkou a to 2. den kultivace, kdy byla hodnota viskozity tekutého média rovna 1 mPa.s.
Nelze tedy fici, ze by kultura Pseudomonas putida FR3 byla schopna za kontinualniho pii-

vodu vzduchu zahustovat tekuté zivna médium MPB.

Pokud se shrnou vysledky veskerych pokust provadénych s kulturou Pseudomonas putida
FR3, je mozno dojit k zavéru, Ze kultura pro tvorbu ECP zahustujicich tekuta média potie-

buje agarovy podklad a dostate¢ny kontakt se vzdusnou fazi.
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IV.ZAVER

Hlavni néplni této prace bylo rozsifit a dokoncit vyzkum zapocaty v roce 2004 v ramci
SVOC. Zde bylo zjisténo, ze kultury Pseudomonas putida FR3 a Rhodococcus erythropolis
FR6 a FR7 vyizolované z aktivovaného kalu s visk6znim bytnénim tvoii zahustuji exopo-
lymery, pokud rostou na pevnych ptdach, a déale bylo zjisténo, ze kultura Agrobacterium
tumefaciens FRS (izolovana ze stejného kalu) zahustuje sacharidova piipadné manitolova
tekutd zivna média. V této diplomové praci jsem se jiz zabyvala dalSim zkouménim téchto
kultur a zaméfila jsem na zkoumani, zda jsou kultury Pseudomonas putida FR3 a Rhodo-
coccus erythropolis FR7 schopné zahustovat tekutd zivna média a za jakych okolnosti, a zda
je kultura Agrobacterium tumefaciens FRS schopna zahustovat tekutd zivna média nesacha-

ridického slozeni.

Na pocatku bylo provedeno otestovani zminénych kultur, jestli jsou schopné i po 2 letech
zakonzervovani pfi —80 °C produkovat extracelularni polymery na pevnych agarovych
pudach. Bylo zjisténo, Ze vSem kulturdm nejvic vyhovuje pevna ptida TYA s 2% sacharosy,

jen kazda z nich k tomu pottebuje jinou délku kultivace.

Rovnéz bylo dokazano, ze kultura Agrobacterium tumefaciens FRS zlstala schopna zahus-
tovat manitolové tekuté¢ médium ve vyznamné miie a ze tedy ani v tomto ptipad¢ kulturu

témer dvouleté obdobi zakonzervovani nijak neposkodilo.

Po pocatecnim testovani jiz byly provadény razné pokusy s jednotlivymi kulturami. S kultu-
rou Agrobacterium tumefaciens FRS byly provadény testy ve stdle stejném typu tekutého
média — glycerolovém médium, ale pti kultivaci v lahvich na tfepacce a v klidu a také v pro-
vzdusiovanych promyvackach. Pti pokusech v lahvich bylo zjisténo, Ze vyS$si mira zahusté-
ni média (s vychozi viskozitou 0,99 — 1,01 mPa.s) je dosahovéna pfti kultivaci na tiepacce,
je-li v pribehu ptidavan dalsi uhlikaty substrat (az 9,78 mPa.s 14. den kultivace). Pii dalsim
zpusobu kultivace bylo zjisténo, ze pokud je kultura neustale provzdusnovana, dokaze za-
hustit tekutou ptidu rychleji nez pii kultivaci na tiepacce (2. den kultivace), avSak s mensi
mirou zahusténi média (6,28 mPa.s 1 po ptidavku dalSiho substratu). Nejvyssich hodnot za-
husténi média (28,73 mPa.s jiz 4. den kultivace) bylo dosazeno, pokud byla kultura péstova-
na v prostiedi nefedéného fosfatového pufru (molarity M/15), ktery jako jediny dokézal udr-
zet témeft stalou hodnotu pH tekutého média. Jako posledni pokusy provadéné s touto kultu-
rou bylo testovani nartistu viskozity tekutého média pii kultivaci kultury v glycerolovém

médiu
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s nefedénym fosfatovym pufrem a s pfidavky glycerolu v prubéhu kultivace. Tyto pokusy
vSak pfinesly velmi rozdilné vysledky paralelnich kultivaci, ve kterych se hodnoty viskozit
velmi liSily. V nékterych z nich byly zjistény velmi vysoké hodnoty zahusténi média nad
40 mPa.s. Pfi¢inu rozdilnych paralelnich vysledki se nepodatilo v pribéhu prace objasnit,

coz miize byt dalsi ndplni studia tohoto mikroorganismu.

Dalsi testovana kultura Rhodococcus erythropolis FR7 byla zkoumana v n¢€kolika riiznych
tekutych médiich (Trypton-yeast médium s 2% sacharosy, jantaranu ¢i laktosy a masopepto-
novy bujon) s gelovym podkladem a pfi kontinudlnim provzdusiovani. Tato kultura nevy-
kazovala za zadného zplsobu kultivace vyrazné zahuStujici schopnosti, nejvyssi hodnoty
viskozity 4,11 mPa.s (5. den kultivace) bylo dosazeno pfi statické kultivaci v tekutém tryp-

ton-yeast médiu s 2% sacharosy, za ptitomnosti agarového podkladu.

Podobné vysledky byly ziskany i pfi testovani kultury Pseudomonas putida FR3. Ta byla
kultivovdna vSemi tfemi uvedenymi zplisoby a ve dvou médiich — Trypton-yeast médium
s 2% sacharosy a MPB, s gelovym podkladem ¢i bez néj. Nejvyssi viskozity dosahovala
pii dynamické kultivaci v tekutém trypton-yeast médium se sacharosou s agarovym podkla-
dem, jeji absolutni hodnota (2,75 mPa.s 7. den kultivace) vSak byla mnohem niz$i nez hod-
noty zjisténé jak u bakterie Rhodococcus erythropolis FR7 tak u bakterie Agrobacterium

tumefaciens FRS.

Na zavér lze tedy fici, Ze kultury Rhodococcus erythropolis FR7 a Pseudomonas putida FR3
jsou schopné zahust'ovat tekutd média jen velmi nepatrné a jen v pfitomnosti sacharidického
substratu, takze kultura Agrobacterium tumefaciens FRS dokéze jako jedina za jistych okol-
nosti zahustovat nesacharidicka tekutd média a byla tedy pravdépodobné ptivodcem visko6z-

niho bytnéni kalu.
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PRILOHY

Priloha P I: Schéma kultivace kultury Agrobacterium tumefaciens FRS v glycerolovém

tekutém médiu s 5x fedénym fosfatovym pufrem a s pridavky glycerolu.
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Priloha P II: Schéma kultivace kultury Agrobacterium tumefaciens FRS v glycerolovém

tekutém médiu s nefedénym fosfatovym pufrem a s ptidavky glycerolu (prvni méfent).
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