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ABSTRAKT

Naplnou bakalarskej prace bolo vypracovat literarnu reSerS na tému inokulacie poédnych
baktérii, zhrnutim enkapsulaénych technik a nosiCovych systémov  vhodnych
pre polnohospodarske uéely. Na zaklade tychto udajov bol navrhnuty modelovy systém
enkapsulacie, ktorého optimalizaciou sa zaobera experimentalna dcast tejto prace.
Enkapsulacia umoznuje postupné uvolfiovanie pédnych baktérii, chrani a stabilizuje ich, ¢im
zarucuje dlhSiu trvanlivost.

Pre inokulaciu bola vybrana dusik fixujuca baktéria Cupriavidus necator H16, ktora bola
enkapsulovana do alginatu, s ktorym tvorila agregatne mikrokapsule. Enkapsulacia
prebiehala na zaklade idnovej gelacie, kedy alginat sodny reagoval so sietovacim &inidlom,
chloridom vapenatym, za tvorby kapsul.

Sledoval sa vplyv réznych faktorov na kvalitu kapsul. Zistilo sa, Zze molekularna hmotnost
alginatu vyrazne ovplyviiuje uspesnost sietovania. Alginat s vyS8Sou strednou molekularnou
hmotnostou sa vyhodnotil ako vhodnejSi pre dany systém. Ako najvhodnejSie disperzné
prostredie sa urcila destilovana voda, popripade timivy roztok TRIS-HCI, ten bol vSak
nevhodny v pripade potreby ziskania suchého produktu lyofilizaciou. Dalej sa skumala
viabilita enkapsulovanych buniek. Zistilo sa, Ze bunky enkapsulaciu preZili a postupne sa
Z kapsul uvoliuju. Bolo overené, ze pri vhodne zvolenych podmienkach a zlozeni systému je
mozné baktériu C. necator H16 enkapsulovat do alginatovych nosi¢ov. Preukazala sa aj
viabilita baktérii po enkapsulacie.

ABSTRACT

The goal of this bachelor thesis was both to review existing literature regarding the topic of
inoculation of soil bacteria and test a relevant encapsulation method and optimize it. The
evaluation process involved the study of various encapsulation technigues that involve
hydrogel carriers suitable for agronomic purposes. Encapsulation allows controlled release of
soil bacteria, and protects and stabilizes it, while ensuring longer shelf life.

For the practical testing, Cupriavidus necator H16 was chosen as a nitrogen fixing bacteria
for the inoculation. Through an ionic gelation method, it was encapsulated into alginate
carriers, forming matrix microcapsules. Sodium alginate reacts with the cross-linking agent
calcium chloride to form the capsules.

The impact on the quality of the product was tested through several variables. What was
revealed was that molecular weight of alginate was proven to have a significant impact.
Alginate with higher molecular weight was shown to be suitable for the given system.
The most desirable environment was distilled water or a TRIS-HCI buffer. However, the
TRIS-HCI was unsuitable in cases of retrieving a dry product by lyophilization. Eventually, the
viability of encapsulated cells was examined, and it was proven that encapsulated bacteria
endure the process of encapsulation in the above-mentioned environment and they were
gradually released from the carrier.
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Enkapsulacia, alginat, pédne baktérie
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1 UvVOD

Fertilizacia rastlin je dolezita téma v kontexte zvySovania populacie, zvySovania cien hnojiv
a nizkej u€innost konvenénych mineralnych hnojiv. V dnesnej dobe je tak vyvijany velky tlak,
aby kazdy kus zeme mal ¢o najvy3Siu vynosnost. Na druhej strane, Coraz viac spotrebitefov
podlahlo trendu navratu k prirode atym padom odmietaju chemicky oSetrené potraviny.
Oznacenie ,bio" nadobudlo vyznamné miesto pre marketing nejednej firmy.

Vedci teda pracuju na novych pristupoch a technikach, ako vyhoviet tymto dvom zdanlivo
protichodnym poziadavkam. Dobrym kompromisom by mohla byt biofertilizacia, c¢ize
aplikacia mikrobialnych inokulantov do pédy pre zlepSenie vyzivy rastlin. Ide hlavne o dusik
fixujuce pdbdne baktérie, ktoré pomocou enzymu nitrogenazy dokazu rozstiepit' trojitu vazbu
vzduSného dusiku a nasledne ho transformovat na amoénne i6ny. Niekedy sa tieto baktérie
nazyvaju ako rast podporujuce baktérie oznalované skratkou PGPB (z anglického plant
growth promoting bacteria). Dolezitym cielom je docielit’ preZitie buniek v dobe skladovania,
ako aj v ¢asto nepriaznivych podmienkach v pdde. Zaroven je nevyhnutné, aby sa vyvinula
formulacia, ktora by zaru€ovala jednoduchu aplikaciu polnohospodarmi.

| ked enkapsulacia pédnych baktérii zatial nie je technologicky vyuzivanym procesom,
hlavne kvodli problémom scaling-upu, povazujem to za velmi zaujimavu tému a vidim v nej
velky potencial pre buduce generacie. Mojim cielom prace je prvotné nastudovanie danej
tematiky a spracovanie reSerSe. Vychadzajuc z informacii, ktoré ponukaju literarne zdroje,
bude dalSim krokom navrh modelového systému hydrogélovych nosiCov s obsahom
enkapsulovanych baktérii. Nasleduju optimalizaéné kroky a sledovanie vplyvu rdéznych
faktorov na kvalitu vznikajucich kapsul ato objektivnym i subjektivnym ohodnotenim.
Hlavnym cieflom je priprava agregatnych kapsul gulového tvaru, ktoré by boli dostatoCne
stale aodolné voli mechanickému namahaniu atak chranili enkapsulované baktérie.
KFuCova je viabilita baktérii a potencial postupného uvolfiovania z kapsul, ktoré sa musia
fyzikalne-chemickymi metédami overit.



2 TEORIETICKA CAST
2.1 Enkapsulacia

Enkapsulaciu mozno definovat ako proces uzavretie aktivheho d&inidla do inej latky,
ochranného obalu, za uCelom separacie aktivnej faze od vonkajSieho prostredia. Tato
technika nachadza uplatnenie v réznych odvetviach, ako napr. v potravinarstve, farmacii i
kozmetike. Dévody pre enkapsulaciu su réznorodé, najCastejSie ide o ochranu aktivnej
zlozky pred nepriaznivymi podmienkami, o snahu o postupné uvolfiovanie &i predizenie
moznej doby skladovania [1].

Enkapsulovana latka sa nazyva ako jadro, aktivna faza, napli &i ucinna latka. Mbze sa
jednat o enzymy, lie€iva, vitaminy, oleje i bunky. Stenu oznadujeme ako schranka, obal
puzdro, membrana, kapsula, nosny material ¢i matrica. Medzi najCastejSie vyuzivané patria
hydrofilné &i hydrofébne polyméry, napr. Zelatina, alginat, etyl celuléza, chitin a iné [2].

Produktom procesu enkapsulacie su kapsule réznych rozmerov, ktoré maju sféricky tvar.
Typicka kapsula ma jadro (obsahujuce mikroorganizmus alebo inu aktivnu Cast), ktoré je
obklopené schrankou (kryci material) pre trvalu alebo do€asnu ochranu jadra od vonkajsej
atmosféry. NajCastejSie typy kapsli su core shell - mononuklearna, ktora ma jedno jadro
zabalené do obalu, alebo agregaty, ktoré maju viac jadier dispergovanych v matrixe [3].
Schéma kapsule je na Obr. 1.

A B

Obr. 1: Schéma mononuklearnej (A) a agregatnej kapsule (B) [3].

Enkapsulacia mikrobialnych inokulantov prebieha v troch etapach. Prvy krok spociva
v inkorporacii aktivnej zlozky do matrice (pevnejkvapalnej). Potom nasleduje mechanicka
operacia zahrfiujuca pripravu disperzie alebo sprejovanie roztoku. Tretim krokom je
stabilizacia kvapky vzniknutej v druhej fazy pomocou chemického procesu ako je
polymerizacia, fyzikalne-chemického procesu — gelacia, koacervacia, alebo fyzikalnym
procesom — odparenie alebo tuhnutie [2].



2.1.1 Enkapsulaéné techniky

Vacésina enkapsulaénych technik vychadza z tvorby kvapiek aktivnej latky, a to hlavne
v kvapalnej forme. Kvapky aktivnej latky su nasledne obklopené nosnym materidlom
(v plynnej ¢i kvapalnej forme) pomocou fyzikalne-chemickych procesov [4].

Enkapsulaéné techniky zalozené na réznych fyzikalnych & chemickych procesoch su
uvedené v Tab. 1. Volba spravnej metddy zavisi na aplikacii, fyzikalnych vlastnostiach,
kompatibilite materialu, a v neposlednom rade, na ekonomickych faktoroch.

Tab. 1. Vybrané enkapsulacné techniky a podstata ich procesu

Nazov techniky Podstata procesu
Sprejové susenie Fyzikalna
Emulgacia Fyzikalna
Fluidna vrstva Fyzikalna
Extruzia Fyzikalna
Polymerizacia Chemicka
Koacervacia Fyzikalne chemicka
I6nova gelacia Fyzikalne chemicka

Sprejové susenie

Sprejové suSenie pozostava z disperzie bakterialnej bunky v materidli nosiCa za vzniku
emulzie & disperzie. Proces je nasledovany homogenizaciou kvapaliny, atomizaciou
(rozdelenie, roztrieStenie na jemnejSie Castice) a rozpraSenim zmesi na horucu pec. Pocas
tohto procesu dochadza k tvorbe filmu na povrchu kvapiek [5].

Sprejové sudenie je komeréne vyuzivany proces pri velkokapacitnej vyrobe. S touto
metddou su spojené nizke operacné naklady, produkty vysokej kvality, rychla rozpustnost
a vysoka stabilita kapsul. Nevyhodou metddy je vysoka teplota, ¢o je obmedzujucim
faktorom pre enkapsulaciu mikroorganizmov citlivych na teplotu.[2].

Emulgacia

DalSou technikou je emulgéacia. Vo vaésine pripadov ide o emulziu voda v oleji, kde malé
mnozstvo vo vode rozpustného polyméru je pridané do velkého objemu rastlinného oleja,
ako napriklad sojovy olej, sIneCnicovy olej Ci kukuricny olej. Zmes sa mechanicky
homogenizuje pomocou mixérov, mieSadiel alebo koloidného mlynu za tvorby emulzie voda
v oleji (v/o) a polymér je zosietovany za pritomnosti malych gélovych Castic v olejovej faze.
Velkost vznikajucich Castic je 25 ym az 2 mm aje kontrolovana rychlostou mieSania [6].
Casto sa pridavaju aj emulgatory a stabilizatory Odstranenie oleja je obtaZny proces.
NajCastejSie sa za tymto ucelom pridavaju iné chemikalie alebo sa vyuziva dekantacie, kedy
sa vzniknuté enkapsulované castice preleju do vody a potom dochadza k dekantacii.
Nevyhodou je potencialna toxicita organickych rozpustadiel, preto sa ako alternativa
pouzivaju oleje, ktoré sa vSak zlozitejSie odstrafuju zo zmesi a su aj ekonomicky
nevyhodnejSie [2].



Fluidna vrstva

Tato technika je zalozena na tryske, ktora sprejuje obalovaci material do komory kde je
fluidna vrstva aktivnej fazy.

Fluidna vrstva je proces, ktory sa snaZi predist problémom techniky sprejového susenia.
Pritomto procese su Castice fluidizované hordcim vzduchom v komore a nasledne je
obalovaci material sprejovany cez trysku zavzniku filmu. Rozpustadlo je odparené
pdsobenim horuceho vzduchu.

Obalovaci material méze byt sprejovany réznymi spdésobmi — zdola, odkial sa pusta
vzduch alebo zhora, Cize v protismere oproti pradiacemu vzduchu. Obe situacie su
zobrazené na Obr. 2. V niektorych pripadoch prichadza do uvahy aj tangencialny Ci rotacny
spbsob [6].

i1 iy

I Prud vzduchu

' Obalovaci material

« Enkapsulovaneé castice

.: U_. U..

. B0 B

Obr. 2: Enkapsulacia metodou fluidnej vrstvy zdola

Extruzia

Extrizia je pouzivana pre ziskavanie granul s kvapalnhou aktivnou fazou, ako napriklad
esencialne oleje alebo prichute v potravinarstve. Mnohokrat je tato poZiadavka aj
v agrochemickom ¢i farmaceutickom priemysle[8].

Metoda pozostava z kvapkania vodného roztoku polyméru a aktivnej latky do gelovacieho
roztoku. Ako nastroj na kvapkanie sa mdze pouzit jednoducho pipeta, striekacka, vibraéna
tryska, sprejovacia tryska €i atomacny disk [4].

NajcastejSie ide o enkapsulaciu prchavych aromatickych latok do sklovitych sacharidovych
obalov. Difuzia vzduchu hydrofilnou matricou je vefmi pomald atym padom hydrofilny
polymér plni ochrannu funkciu pre tieto prchavé aromatické latky nachylné k oxidacii. Vyhoda
tohto procesu je vyborna skladovatelnost produktu. Touto metédou bola dosiahnuta
skladovatelnost citrusového oleja po dobu 5 rokov, priCom sprejové suSenie zarucCuje
trvanlivost do 1 roku a neenkapsulované Castice su stabilné len po dobu niekolkych
mesiacov [9][9].

Nevyhodou tejto metddy je vznik relativne velkych &astic (500—1 000 ym) ¢i limitovany
poCet pouzitelnych materialov ako schranok. NajCastejSie pouzivané obalové materialy su
sacharidy obdobné dextréze a Skrob [9]. Dobrou alternativou pre vznik mensich Castic
(50 um) je elektrostaticka extruzia [4].
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Koacervacia

Koacervacia bola prva mikroenkapsulaéna technika, vyvinuta v roku 1950 [10]. Tento proces
zahriiuje vodnu fazu obsahujicu jeden (jednoducha koacervacia) alebo viac polymérov
(komplexna koacervacia) — jeden so zapornym nabojom (napr. arabskd guma,
karboxymetylceluléza) a druhy s kladnym nabojom (napr. Zelatina a iné bielkoviny, agar).
Tieto dva polyméry su dispergované vo vode, pricom je udrzovana teplota nad bodom
gelacie bielkoviny apH nad hodnotou jej izoelektrického bodu. Nasleduje
emulzifikacie/dispergacia hydrofébneho materialu, ktory ma byt enkapsulovany, vo vodnom
roztoku polymérov. Emulzia je stabilizovana dvoma polymérmi. Potom nastava separacia
dvoch kvapalnych faz u€inkom znizenia pH pod izoelektricky bod bielkoviny, ¢im sa vyvola
pritazliva elektrostaticka interakcia medzi opac¢ne nabitymi polymérmi. Jedna zo vzniknutych
faz je bohata na polymér a druha je vodna faza. Proces pokracuje gelaciou. Tvori sa stena
okolo hydrofébneho materialu vyvolana kontrolovanym chladenim pod teplotu gelacie.
V poslednom kroku sa pouzije sietovacie (tripolyfosfat, transglutaminaza, genipin,
glutaraldehyd) Cinidlo pre tvrdnutie stien miktrokapsul a kapsule sa premyju a ususia [11].

Metdéda ma svoje negativa: je skér vhodna pre hydrofébne zlu€eniny ako stredovy material
a tym padom je obtazné enkapsulovat hydrofilné zlu€eniny. Taktiez je finanéne narocna [11].

(a) (0) (©) (d)

Obr. 3: Proces koacervacia. (a) Kvapky aktivnej faze su rozptylené v emulzii polymérneho roztoku,
(b) Koacervacny roztok sa deli na koacervat a rozpustadlo, (c) Koacervat obklopuje aktivnu fazu,
(d) Tvori sa kontinualna schranka tvorena zosietovanym polymérom okolo jadra [13].

Iénova gelacia
Metdda spoc€iva v kvapkani vodného roztoku alebo suspenzie obsahujucej aktivny material
a alginat sodny do roztoku chloridu vapenatého za tvorby kapsul. Pri dopade kvapky sa

okamzite vytvara membrana tvorena alginatom vapenatym, priCom sa zachovava povodny
gufovy tvar. Hlavna vyhoda gélovej imobilizacie je bio kompatibilita [2].

Alginatové kapsule su rozsiahlo pouzivané pri mikroenkapsulacii, pretoze ich priprava
v laboratornom meritku je jednoducha, proces méze byt vykonany v sterilnych podmienkach
a prakticky akykolvek material méze byt enkapsulovany, ¢€i uz hydrofébny alebo hydrofilny,
citlivy na teplotu, viskdzny olej i tuha latka [15].

| ked' sa jedna o lahko realizovatelny proces v laboratériu, tazkosti robi vyroba vo velkom
meritku, kedZze procesné naklady su obrovskym problémom. Dal$im negativom méze byt
fakt, ze vznikajuce kapsule su porézne a umoznuju rychlu a jednoduchu difuziu vody a inych
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tekutin do, resp. von z matrice. Tato vlastnost' je pozitivom pri enkapsulacii Zivych buniek
a enzymov, ktoré maju byt pristupné pre okolité prostredie, no velkou nevyhodou ak ide
o ochranu ¢i izolaciu aktivnej latky napriklad pre zvySenie trvanlivosti [2], [15].

Alginat sodny Algindt vapenaty

MNa
‘ MNa
Ma
Ma . " . Ca
& Roztok chloridu vapenatého >
\/n:\
Ma
" .
Ma Na

Obr. 4: Sietovanie alginatu sodného pésobenim CaCl,

2.1.2 Vyhody enkapsulacie pri vyvoji nosi¢ov buniek

Proces enkapsulacie je vyuZivany z réznych dévodov a ma Siroké uplatnenia v mnohych
odvetviach, ako napriklad vo farmaceutickom, textiinom, chemickom ¢&i potravinarskom
priemysle.

Enkapsulacia ma mnoho vyhod, medzi ktoré patri ochrana buniek ako pred mechanickym
namahanim , tak pred nepriaznivymi podmienkami vonkajSieho prostredia. Matrica poskytuje
definované, nemenné a ochranné mikroprostredie. Chrani pred zmenami pH okolitého
prostredia, pred bakteriofagmi €i pred vysuSenim. Bunky maju priaznivejSiu viabilitu, ich
metabolicka aktivita méZe byt udrzana dihsie. Dal$im pozitivom je moznost kontrolovaného
uvolfiovania buniek po ich aplikovani do poZadovaného prostredia [16].

Stupen rozkladu matrice bude mat’ priamy suvis s biologickou aktivitou enkapsulovanych
mikroorganizmov. UsuSené kapsule mézu byt uchovavané pri izbovej teplote po dihu dobu
pricom zaru€uju priaznivé prostredie pre preZitie baktérii. Inokulanty mézu byt vylepSené
zacClenenim esencialnych zivin pre rast baktérii, ¢im sa z kapsule stava bio reaktor, ¢oho
vysledkom je zvySeny pocCet baktérii aplikovanych do pédy [17].

Kapsula sa m6ze obnazit na zaklade troch primarnych mechanizmov: difuzia, degradacia
alebo bobtnanie a nasledna difuzia. Difuzia mdze nastat v makroskopickom meritku, Cize
cez pory v polymérnej matrici, alebo na molekularnej urovni, prechodom medzi polymérne
retazce [18].

2.2 Hydrogély ako nosiée enkapsulovanych ¢€astic

Pri enkapsulacii existuje mnoho latok, ktoré mézu byt vyuzité k zachyteniu a zabaleniu
aktivnej zlozky. Vyber tej spravnej zavisi na tom, pre aké technologické odvetvie sa
enkapsuluje. Hydrogély, zalozené &i uz na prirodnych alebo syntetickych polyméroch, su
zaujmom pre enkapsulaciu baktérii a v ostatnom Case sa stavaju atraktivnymi aj v oblasti
»tkanivového inzinierstva“ pre ich schopnost regenerovat ré6zne druhy organov a tkaniv [19].

Hydrogély su definované ako trojrozmerné sietovité Struktury, ktoré dokazu absorbovat
velké mnozstvo vody do svojej poréznej Struktury. Su to materidly, ktoré sa vytvaraju
fyzikalnou interakciou alebo chemickym sietovanim hydrofiiného polymérneho retazca.
Molekuly vody prenikaju do intersticialnych priestorov trojdimenzionalnej polymérnej siete,
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¢im hydrogél imituje biologické tkanivo. MnoZstvo absorbovanej vody zavisi na porozite
hydrogélu a na hydrofilite funk&nej skupiny polyméru [20].

Kapacita hydrogélov zadrzat vodu vzrastd najma pre pritomnost hydrofilnych skupin,
napr. amino, karboxylove] a hydroxylove] skupiny v polymérnom retazci. MnozZstvo vody
pritomnej v hydrogéli mdéze nadobudat hodnoty od 10% po tisicnasobky vahy suchého
polyméru. Cim viac ma polymér hydrofilnych skupin, tym viac vody je schopny zadrzat [21].

Hydrogély mozno klasifikovat do dvoch kategérii na zaklade podstaty sietovania. Ak
sietovanie zahrfiuje tvorbu kovalentnych vazieb, hovorime o permanentnych ¢i chemickych
hydrogéloch. Ak sa hydrogély tvoria na zaklade slabych medzimolekularnych interakcii ako
ionové interakcie i vodikové mostiky, hovorime o fyzikalnych hydrogéloch [21].

2.2.1 Alginat

Komeréne dostupny alginat je obyCajne extrahovany z hnedych rias (Phaeophyceae),
reakciou s vodnymi alkalickymi roztokmi, typicky s hydroxidom sodnym. Tieto riasy obsahuju
alginat do 40 % suchej hmotnosti. Extrakt je filtrovany a za u€elom zrazania sa pridava
chlorid sodny ¢i vapenaty. Pre premenu zo soli alginatu na kyselinu sa pouziva zriedena
kyselina chlorovodikova. Nasleduje purifikacia, ¢oho vysledkom je vodorozpustny alginat
sodny. Druhou cestou vyroby je bakterialna biosyntéza alginatu, coho vysledkom je lepsie
definovana chemicka Struktura a fyzikalne vlastnosti produktu. Bakterialny alginat produkuje
Azobacter a Preudomonas [23].

Alginat je blokovy linearny kopolymér, obsahuijuci jednotky 8-D-mannurénovej kyseliny (M)
a a-L-gulurénovej kyseliny (G) viazané $-(1,4) glykosidovymi vazbami. Bloky, zobrazené
na Obr. 5, su tvorené retazcami obsahujucimi iba G-zvysky, iba M zvysky alebo alternujuce
bloky MG v réznom pomere. Alginat extrahovany z réznych zdrojov sa liSi v pomere M/G,
takisto ako v dizke jednotlivych blokov Molekulova hmotnost lezi v rozmedzi od 20 000
do 200 000 Da. Z toho vyplyvaju rozdiely v rozpustnosti a sietovani s vapenatymi ionmi [24].
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Obr. 5: Struktura M a G bloku a alternujiiceho GM bloku [24]
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Rozlicné kationy ukazuju réznu afinitu k alginatu. Plati, Zze alginat s vy$Sim obsahom
gulurénovych jednotiek vytvara gély vacSej pevnosti v porovnani s alginatom bohatym
na mannuronové jednotky, kedze G zbytky preukazuju vysSiu afinitu pre dvojvalentné iény
ako M zbytky (vid Obr. 6).

Obr. 6: Pravdepodobny spbsob vézby vapenatého ionu a dvoch G jednotiek [22]

Kompozicia (pomer M/G), poradie, dizka G bloku, molekulova hmotnost & pouzity kation
su kritické faktory pre fyzikalne vlastnosti alginatu a jeho vysledného hydrogélu [25].

2.3 DalSie vyuzité indtrumentalne techniky
2.3.1 Lyofilizacia

Lyofilizacia je metdéda suSenia vihkych materialov. Sluzi k odstraneniu ciastociek ladu
zmrazenych komponentov materialu na zaklade procesu sublimacie. Dochadza aj
k odstraneniu naviazanej vody desorpciou. SluZi k uchovaniu materialu citlivého na teplo,
ako su mikroorganizmy, bielkoviny alebo farmaceutika.

Material, ktory ma byt lyofilizovany, je najprv zamrazeny v $pecialnej nadobe, potom je
nadoba s materialom pripevneny na lyofilizator, kde je vystavena vakuu pod trojnym bodom
latky. Nasledne dochadza k samotnému suSeniu, kde vplyvom zvySenej teploty dochadza
k sublimécii [26].

2.3.2 Mikrokalorimetria

Mikrokalorimetria je termicka analyza, ktorou mozno sledovat v priebehu merania roézne
tepelné zmeny. Kalorimetrické experimenty prebiehaju za presne danych podmienok,
za kons&tantnej teploty alebo objemu [37]. Jedna sa o metddu, ktorou mozno sledovat rast
buniek, ich metabolicku aktivitu alebo méze sluzit k rozliSeniu mikrobialnych druhov.

Multikanalovy mikrokalorimeter sa vyuziva pri experimentoch ako izotermicka titracna
kalorimetria, stanovenie rozpustacieho tepla, vplyv vihkosti na chovanie vzoriek alebo
sledovanie zmien pri raste a metabolizme mikroorganizmov vo vzorke. Pomocou tohto
pristroja je mozno urcit rozpustacie tepla, entalpiu micelizacie pri titranych experimentoch,
stanovit’ starnutie materialu na zaklade zvySovania koncentracie mikroorganizmov vo vzorke
Ci analyzovat tepelnu stabilitu materialov v Case [38]. Tato metdda nachadza uplatnenie
v medicine, kde dokazZe napriklad detekovat’ bakterialnu kontaminaciu darovanej krvi ¢i zistit
bakterialnu infekciu [39].

Zakladom mikrokalorimetru je termostat s citlivostou 0,0001°C, ktory modze pracovat
v izotermickom, krokovo izotermickom alebo teplotne skenovacom rezime. Dal$ou doleZitou
sucCastou je subor 4 réznych kalorimetrov s rozdielnymi objemom meracej cely a réznym
pouzitim. VSetky kalorimetre sa daju pouzivat su€asne pre rdozny typy experimentov, no
obmedzenim je nutnost nastavenia rovnakého teplotného rezimu pre vSetky sucasne
pouzivané kalorimetre [38].
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Termin biohnojiva zvy€ajne oznaluje produkt, ktory obsahuje pddne mikroorganizmy
aplikované pre podporu rastu rastlin. Vessey definoval biohnojiva ako ,material, ktory
obsahuje Zivé mikroorganizmy, ktoré pri aplikacii k semenam, na povrch rastliny alebo
do pody kolonizuje rizosféru alebo vnutro rastliny a podporuje rast zvySenim prisunu ci
pristupu zakladnych zivin hostujuce;j rastliny [27].

Mikroorganizmus, ktory biohnojivo obsahuje sa ozna&uje ako rast podporujtca rizobaktéria
(plant growth promoting rhizobacteria — PGPR). Vysledkom aplikacie su benefity pre rastlinu.
Inokulacia poskytuje udrzatelny pristup k zvySeniu urody. PGPR ovplyviuje rast a vyvin
umoznenim prijmu zivin na povrchu korenov. Hlavnym faktorom je ich schopnost viazat
atmosféricky dusik. Taktiez znizuju Skodlivé ucinky patogénov v pbde [28].

Inokulacia rastlin mikroorganizmami za ucCelom zlepSenia Urody sa vyuZiva uz
desatrocia [30].Hlavné problémy, ktoré sa s inokulaciou viazu, su efektivita pouzitej
baktérie a technologia aplikacie. Technoldgia enkapsulacie mikroorganizmov je v oblasti
polnohospodarstva zatial iba experimentalna, komeréne enkapsulované produkty v tejto
oblasti teda momentalne neexistuju [31].

Ak sa suspenzia baktérii inokuluje do pddy bez akéhokolvek nosiCa, populacia vacsiny
druhov PGPR baktérii sa rapidne znizi. Tento trend, spolu so slabou produkciou bakterialnej
biomasy, s tazkostami zachovania aktivity v rizosfére a fyziologickym stavom baktérie v Case
aplikacie, méze branit narastu dostatocne velkej PGPR populacie. Takto nechranena
inokulovana baktéria musi Casto konkurovat pdvodnej, lepSie adaptovanej mikrofiére [32].

Prvym cielom je ndjst najlepSi kmen baktérii pre Ziadany efekt a pre cielovu plodinu.
V praxi je najvyhodnejSie, ak jeden kmen baktérie mozno aplikovat na ¢o najviac druhov
plodin. Inokulant musi byt kompatibilny s ukonmi ako dezinfekcia semien alebo pouZitie
beznych pesticidov. Medzi najdllezitejSie vlastnosti patri jednoduchost aplikacie
pre polnohospodarov , prezitie skladovacej doby, spravne fungovanie v réznych typoch pody
ainé [32].

Dalsim krokom je navrh $pecifickej formulacie inokulantu a metddy praktickej aplikacie,
beruc do uvahy vSetky obmedzenia. Spésobov akymi dostat baktérie do pddy je niekolko
a tieto inokulanty zhrriuje Obr. 7.

Prvou mozZnostou je aplikacia baktérii bez akéhokolvek nosiCa, Cize prosté vnesenie
do pédy v kultivanom médiu, ¢asto zriedenom vodou. | ked je ide o naro¢ny proces, lebo ho
treba vykonavat pod prisnymi podmienkami, boli dosiahnuté pozitivne vysledky. Tato metoda
vSak nie je praktickd pre beznych pestovatelov a problémy by robil aj scaling-up; velké
objemy kvapaliny, potreba inkubacie a chladenia pre zachovanie média [32].

Daldou kvapalnou formulaciou by bol systém kultivaéné médium + voda/olej + rozpustné
aditiva (napr. sacharéza, glycerol, karboxymetyl celuléza, arabska guma a. i.) pre zlepSenie
istych parametrov ako lepivost, stabilita, povrchovu aktivitu &i disperzné vlastnosti. Vyhodou
oproti pevnym inokulantom je dlhSia trvanlivost (2 roky oproti priblizne 6 mesiacom), avSak
za presne danej teploty. Takto inokulované baktérie sa vaésinou aplikuju na semena
sprejovanim pred zasiatim [33].

Organické nosiCe patria medzi najviac predavané vo velkych objemoch. NajddlezitejSi
inokulant tejto skupiny je raselina, ktora méze byt v pevnej forme ako prasok &i granule,
alebo v kvapalnej forme ako kaSovita suspenzia. Volba spravnej formy zavisi na vihkosti
pddy. Dalsim moznym organickym nosi¢om je organicky odpad & kompost z korku, bagasy
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(S8tava z cukrovej trstiny), pilin alebo bananovych listov. Nevyhodou je, Ze nemézu tvorit
zaklad pre vacsiu vyrobu, kedze zlozenie varky je premenlivé [34].

Co sa tyka anorganickych materidlov, najviac sa pouZiva hlina zmie$ana s ryzovou
Supkou, cukrom, vodou a kultivatnym médiom s baktériami. Inokulanty zalozené
na mastenci sa vyuzivaju v Indii. Perlitové a vemikulitové nosie su tiez v oblasti zaujmu, no
kfu€ovou je optimalizacia pripravy a suSiaceho procesu [35].

NajdynamickejSie rozvijajucou sa skupinou inokulantov su polyméry, ktoré ponukaju
podstatné vyhody oproti raseline: dlhSiu trvanlivost, prezitie dostatoného poctu baktérii
v pdde, vhodnu hustotu buniek, jednoduchs§i vyrobny proces a celkovo lep&i vykon [32].

Suc"e ku"uly -
Kvapalny inokulat, kultivatné (lyofilizované) /

médium + vodalolej + aditiva -

Zidana formulacie,
kultivaéné médiun +
voda

Anorganicke inokulanty
Suchéa forma
Vermikulit, perit

Mikrokapsule Polymérme inokulanty Hiina Talk (mastenec)

Mokra forma

Obr. 7: Rozdelenie inokulantov pédnych baktérii, upravené z [32]

Enkapsulacné technoldgie v oblasti polnohospodarstva zaostavaju za pokrokmi v oblasti
farmacie ¢€i nanotechnoldgii. Hlavnym cielom enkapsulacie v agro oblasti je prispésobit
aktualne techniky potrebam v polnohospodarstve €o by viedlo k zacleneniu tejto metody
do komercnych produktov pre pofnohospodarov[36].

Hlavnym dévodom, preco je alginat v tejto oblasti najrozSirenejsi je jeho netoxicka povaha,
biodegradabilita, dostupnost a nizka cena. Takisto je vyhodou pomalé uvolfiovanie
zachytenych mikroorganizmov do pody. Medzi nevyhody sa uvadza dodato¢na uprava pocas
siatia a fakt, Ze uvolneny mikroorganizmus musi migrovat cez pddu k rastline. Pri tomto
procese moze Celit réznej konkurencii &i predatorom mikroflory [36].

Za ucelom predist spominanym problémom sa zrodil koncept mikrokapsul veflkosti 50 az
200 yum. MysSlienka je, Ze kapsule su dost malé, ale stale schopné enkapsulacie
dostatoéného mnozZstva baktérie. Dalsim krokom by bola mozZna tvorba praskovej hmoty,
ktora by sa predavala priamo so semenami ako ,vylepSené semena“. Dnes sa beZne
predavaju semena obalené hnojivom, fungicidmi Ci horménmi [36].
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4 EXPERIMENTALNA CAST

Experimentalna Cast tejto bakalarskej prace sa zaobera optimalizaciou metddy enkapsulacie
dusik fixujucej baktérie Cupriavidus necator H16 (ziskané z Ceskej zbierky mikroorganizmov
Masarykovej univerzity v Brne) a sledovanim vplyvov zmien podmienok enkapsulacie
na subjektivne i objektivne hodnotenu kvalitu kapsul.

4.1 Pouzité chemikalie

e Alginat sodny, Sigma Aldrich

Alginat sodny, ROTH

CacCl,, Lachema N.P. Brno

e HCI, Lach-ner s.r.o.

¢ TRIS(hydroxymetyl)aminometan, Lach-nerm s.r.o.
¢ NaH,P04.2 H,0, Lach-ner s.r.o.

e NaHPO4.12 H20, Lach-ner s.r.o.

4.2 Pouzité pristroje

o Enkapsulator BUCHI B-395

o MieSacka magneticka, IKA, Mini Mr Standard

¢ Analytické vahy DENVER 224A

e Spektofotometer Hitachi

o SEC MALS systém (chromatograficky systém Agilent Technologies, detektory Wyatt
Technology)

e Mikrokalorimeter TAM Il (TA Instruments)

4.3 Priprava roztokov

Ako sietovacie Cinidlo sa pouZil 1 hm. % roztok CaCl,. Zasobny roztok bol pripraveny
vo vode, v pufre TRIS-HCI alebo fosfatovom pufre (vzdy v celkovom objeme 1 |).

Fosfatovy tlmivy roztok sa pripravii do 1l odmernej banky navazenim
1,761 g NaH2P0O4.2 H,O a 13,860 g Na;HP0O4.12 H,O. Koncentracia roztoku bola 50 mmol/|
apH7A4.

TRIS-HCI  tlmivy  roztok sa pripravi doll odmernej banky navazenim
6,057 g TRIS(hydroxymetyl)aminometanu, doplnenim banky asi do polovice a naslednym
prikvapkavanim 3 mol/l roztokom HCI, pricom sa kontrolovalo pH az po dosiahnutie hodnoty
7,5. Potom sa doplnila odmerna banka vodou po rysku.

Postup pri priprave roztokov alginatu bol taky, Ze najprv sa zohrialo rozpustadlo
a postupne sa pridaval po malych davkach alginat za mieSania pomocou magnetickej
mieSacky. Ako rozpustadlo sa pouZila voda, fosfatovy a TRIS-HCI timivy roztok. Boli pouZzité
roztoky o koncentraciach 0,5, 1 a 2 hm. % vo vSetkych rozpustadlach. VSetky roztoky boli
pripravené z oboch druhov alginatu.

Baktérie v médiu boli kultivované kolegami z ustavu potravin nasledujucim postupom:
Na pripravu inokula pre baktériu Cupriavidus necator H16 bolo pouzité komeréne dostupné
tekuté zivé médium Nutrient Broth o zlozeni:

e Beef extract 109

e Pepton 109

e NaCl 59

e Agar 204g

e Destilovana voda 1 000 ml
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Inokulum pre bakterialnu kultivaciu bolo pripravené do 100 ml Erlenmeyerovych baniek.
Kazda banka obsahovala 50 ml submerzného média Nutrient Broth. Po dokonceni
sterilizacie a ochladeni média na izbova teplotu bolo médium trikrat zaockované
bakteriologickou kfu¢kou z agarovej platne v sterilnom prostredi laminarneho boxu Aura mini.
Takto pripravené inokulum bolo uchované 24 hodin na temperovanej trepacke pri frekvencii
trepania 180 rpm a teplote 30°C.

Na zaocCkovanie produkéného mineralneho média bolo pouzitych 5 obj.% inokula,
s ohladom na celkovy objem produkénych médii. Kultivacia produkéného média prebiehala
po dobu 72 hodin, na temperovanej trepacke s rovnakymi parametrami. VSetky média boli
sterilizované v tlakovom hrnci s uzavretym ventilom po dobu 55 minut, pri teplote priblizne
120 °C.

Zlozenie mineralneho média bolo nasledovné:

o (NHA)stA 1 g

e KH;PO, 1,029

e Na;HPO, 1119

e MgSO,4 0,29

e Fruktéza 2049

¢ Roztok stopovych prvkov 1mi
= FeCls 9,79
= CaCl 7849
=  CuSOq4 0,156 g
=  CoCl; 0,119¢g
= NiCl; 0,118 ¢g
= CrCl; 0,062 g
= 0,1 mol/lHCI 1000 ml

e Destilovana voda 1 000 ml
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4.4 Nastavenie enkapsulatoru

Nastavenie enkapsulatoru zaviselo hlavne na pouzitej tryske, ale aj na druhu a koncentracii

pouzitého alginatu. Pri sprdvnom nastaveni by mal z trysky striekat kuzel, ako je zobrazené
na Obr. 8.

Vznikajug
alginat +

Obr. 8: Enkapsulacia - vznikajuci kuzel alginatu + H16

VSeobecny postup pri enkapsulacii bol nasledovny: v reagenénej ffasi sa zmieSalo 35 ml
roztoku alginatu sodného o prisluSnej koncentracii, pridalo sa 10 ml destilovanej vody
a 15 ml disperzie C. necator H16 v kultivaénom médiu. Do fladky boli vedené dve hadice,
jedna na privod vzduchu (nebola ponorena do roztoku) a druha na davkovanie roztoku
do enkapsulatoru. NajtazSou ulohou bolo nastavenie privodu plynu, kedZe sa dal regulovat
na troch miestach (regulator privodu vzduchu na stole, vlastny regulator vzduchu
enkapsulatoru a skrti€ na hadici). Cielom bolo také nastavenie, aby bol prud kvapaliny ¢o

najtensi, no aby nedoslo k zasekom prudu za tvorby velkych kvapiek alebo k uplnému
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zastaveniu toku. PoCas nastavovania sa roztok jimal zvlast do Petriho misky a pri spravnom
nastaveni sa tento obsah pridal spat kroztoku. Pod tryskou bol pripraveny roztok
sietovacieho €inidla — CaCl; v objeme 150 ml, kde sumerne padali kvapky roztoku z trysky
za intenzivneho mieSania magnetickou mieSackou. Nasledne sa roztok dal bokom a kapsule
nechali vroztoku tvrdnut dosietovanim. Po uplynuti doby tvrdnutia sa roztok filtroval
cez sietku a kapsule boli odlozené v roztoku do chladnicky.

Rozsah pouZitych parametrov enkapsulatoru sa nachadza v Tab. 2.

Tab. 2: Parametre enkaspulatoru

Parameter Hodnota
Frekvencia 500-800 Hz
Napétie 1500 -2 000V
Tlak 120 — 280 mbar

4.5 Metéda SEC-MALS-dVI-dRI na uréenie molekulovej hmotnosti alginatov

Molekulova hmotnost pouzitych alginatov nebola udana vyrobcom, musela byt teda
stanovena kolegami nasledujucim postupom: MALS je detektorom pre stanovenie
molekulovej hmotnosti na zaklade merania uhlove] zavislosti rozptylu svetla. dVI je
diferen¢ny viskozimetricky detektor zodpovedny za charakterizaciu konformacie a vetvenia
molekuly a dRI je diferenény refraktometer (koncentraény detektor). Chromatograficka &ast
pouzitého pristroja bola dodana firmou Agilent Technologies, ostatné detektory firmou Waytt
Technology. Pre SEC separaciu bola vyuzita koléna typu PL aquagel-OH MIXED-H
o rozmeroch 300x7,5 mm. Pre meranie bola pouzitd mobilna faza NaNOs; o koncentracii
0,1 mol/l s pridavkom 3 mmol/l NaNs. Rychlost prietoku mobilnej faze bola stanovena
na 0,6 ml/min a objem nastreku jednej vzorky 100 pl. Pre meranie bola vyuZitd hodnota
inktermentu indexu lomu dn/dc =0,165 ml/g. Pred samotnym meranim boli vzorky
prefiltrované cez striekackovy filter o velkosti pérov 0,45 pm.

4.6 Lyofilizacia

Lyofilizovali sa Styri vzorky, ktorych vlastnosti su uvedené v Tab. 3. Enkapsulované Castice
mali velkost 450 um a tvrdli v CacCl; priblizne 1 hodinu. Mimo tychto vzoriek sa lyofilizovali aj
dve vzorky kapsul z alginatu Sigma Aldrich, produkty vSak boli nevyhovujuce.

Tab. 3: Viastnosti lyofilizovanych enkapsulovanych vzoriek

Disperzné prostredie = Baktéria

1 Voda bez H16
2 Voda s H16
3 TRIS-HCI bez H16
4 TRIS-HCI s H16
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4.7 lzotermicka mikrokalorimetria

Disperzia baktérie C. necator H16 sa nariedila na opticki hustotu A=2 pri 600 nm
a rozdelila na dve Casti. Prva Cast sa nemenila, do druhej varky sa pridal pepén v mnozstve
5 g/l ako zdroj vyZivové médium pre baktérie. Enkapsulovalo sa za pouZitia 2% alginatu
vo vode atrysky 750 um; ¢&as tvrdnutia bol 10 min. Pre kazdu vzorku sa navazilo
do sklenenej mikrokalorimetrickej ampule (o celkovom objeme 4 ml) 0,5 g kapsul a doplnilo
vodou alebo vodnym roztokom pepténu (5 g/l). Ampule sa hermeticky uzavreli a vlozili
do pristroja. Pripravili sa tri druhy vzoriek, vzdy po dvoch kusoch, ktoré su zobrazené v Tab.
4.

Tab. 4: Vzorky pripravené pre mikrokalorimetriu

Enkapsulacia Peptoén
1 Nie v disperznom prostredi
2 Nie v disperznom prostredi
3  Ano v disperznom prostredi
4  Ano v disperznom prostredi
5 Ano v disperznom prostredi aj v kapsule
6 Ano v disperznom prostredi aj v kapsule
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA
5.1 Vplyv druhu alginatu na vznik kapsul

Pri experimentoch sa pracovalo s dvoma druhmi alginatu (od firmy Sigma Aldrich a ROTH),
ktoré sa liSili uz na prvy pohlad farbou (Obr. 9). Alginat od firmy ROTH je bledSi a vznikajuci
roztok bol viskéznejsi. Pri rovnakom postupe, ale pouZiti alginatov od réznych firiem, boli
vysledky enkapsulacie rozdielne.

Obr. 9: Alginat Sigma Aldrich vpravo, Alginat ROTH viavo

Pri enkapsulacii za pouzitia alginatu od firmy Sigma Aldrich sietovanie nebolo dostato¢né,
vznikajuce kapsule nemali pozadovany tvar a po filtracii sietovacieho ¢inidla sa kapsule
prilepili k sebe a uz sa nedali oddelit. Po ulozeni kapsul do vody a do chladni¢ky sa po dni
roztok zakalil a kapsule sa rozpadali. Jedinou vyhodou tohto alginatu bola lepSia rozpustnost
a tym padom sa Cas pripravy vyrazne skratil.

Enkapsulacia alginatom ROTH prebiehala bez problémov, i ked jeho rozpustenie bolo
Casovo narocnejsie. Alginat od firmy ROTH sa vyhodnotil ako lepSi pre danu enkapsulaciu.

Pri rovhakom postupe, ale pouziti alginatov od réznych firiem, boli vysledky velmi odlisné.
KedZe ani jeden z vyrobcov neuvadza strednd molekulovi hmotnost, bolo potrebné ju
zmerat u oboch alginatov metédou SEC-MALS-dVI-dRI, aby sa zistilo, &i je tento faktor
zodpovedny za nizku kvalitu enkapsulacie alginatom dodavanym firmou Sigma Aldrich.

Po analyze molekulovej hmotnosti sa zistilo, Ze alginat Sigma Aldrich ma vyrazne nizSiu
molekulovu hmotnost ako alginat ROTH (vid Tab. 5). Tym sa potvrdila vSeobecna informacia
Z kapitoly 2.2.1, kde sa hovori o tom, zZe alginat z réznych zdrojov ma réznu molekulovu
hmotnost a ako tento faktor mdze ovplyvnit enkapsulaciu. Cim ma alginat vaésiu molekulovu
hmotnost, tym je sietovanie u€innejSie.
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Tab. 5: Molekulové hmotnosti jednotlivych alginatov a ich odchylka

Alginat Mw (kDa) Odchylka (kDa)
Sigma Aldrich 37,61 4,31
ROTH 144,99 4,98

Alginat od firmy Sigma Aldrich sa vyhodnotil ako nevyhovujuci pre dany postup
enkapsulacie apri dalSich experimentoch sa s nim nepracovalo. Dalej sa pracovalo
vyhradne s alginatom od firmy ROTH, ktory ma vdaka svojej vysokej strednej molekulovej
hmotnosti lepSie sietovacie vlastnosti s vapenatymi ionmi.

5.2 Vplyv disperzného prostredia

V bunkach dochadza k pasivnemu transportu nizkomolekularnych latok na zaklade
fyzikalne — chemickych dejov ako osméza a difuzia. Kedze bunky maju vysSiu koncentraciu
osmoticky aktivnych Castic ako destilovana voda, zvySuje sa ich turgor a mbézu prasknut.
Jedna sa o hypotonické prostredie. Opakom je hypertonické prostredie, pri ktorom dochadza
k zmrSteniu bunky. Idealnym stavom pre bunky je izotonické prostredie, ktoré je
charakterizované rovnakou osmotickou hodnotou ako bunka atym padom nedochadza
k prideniu vody. Tato Uvaha viedla k snahe enkapsulacie v tlmivom roztoku TRIS-HCI
a fosfatovom timivom roztoku ako modeloch izotonickych roztokov.

Pripravil sa roztok 2% alginatu v réznych rozpustadlach: vo vode, vo fosfatovom pufru
a v pufru TRIS-HCI. Pri pouziti alginatu vo fosfatovom pufru sa zdala reakcia sietovania
pomalsia, tvar vyslednych kapsul bol nedokonaly (Obr. 12 vfavo), priCom kapsule z alginatu
vo vode av TRIS-HCI mali gulovy tvar. Enkapsulované baktérie v TRIS-HCI mali sytejSiu
bielu farbu (Obr. 12 vpravo). Na fotkach zo stereomikroskopu (Obr. 12) je vidiet, ze
vo fosfatovom tlmivom roztoku kapsule nedrzia tvar. Pre porovnanie je prilozena fotka
Z enkapsulacie bez baktérie (Obr. 10). Tieto kapsule su bezfarebné.

Bola snaha pripravit aj sietovacie roztoky chloridu vapenatého v réznych disperznych
prostrediach, no CaCl, sa okrem vody v ni¢om z vy$Sie spominanych uplne nerozpustil Cize
enkapsulacia s pouzitim takychto sietovacich prostredi bola neuspesna.

Dalej sa skusala stalost uz vzniknutych kapsli v disperznych prostrediach. Kapsule najviac
drzali tvar vo vode a najmenej vo fosfatovom pufru, kde sa rozru$ilo sietovanie alginatu
a kapsle sa v podstate rozpustili.
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Obr. 10: Enkapsulované kapsule, bez baktérie, disperzné prostredie: destilovana vody, tryska 450 um.
VIavo hore fotka z optického mikroskopu, vpravo hore fotka zo stereomikroskopu, dole fotka vyfotena
fotoaparatom

Obr. 11: Enkapsulovana baktéria, disperzné prostredie: destilovana voda, tryska 450 um, vliavo hore
fotka optickym mikroskopom, vpravo hore fotka stereomikroskopom, dole fotka vyfotena mobilom
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Obr. 12: VIavo enkapsulované baktérie v prostredi fosfatoveho pufru, vpravo enkapsulované baktérie
v timivom roztoku TRIS-HCI, tryska 450 um, hore fotky vyfotené stereomikroskopom, dole
fotoaparatom

Z dévodu moznych osmodznych procesov, ktoré by mohli poSkodit bunky, sa navrhol
systém s izotonickych dosperznym prostredim namiesto prostredia destilovanej vody. Pouzili
sa pufry: TRIS-HCI a fosfatovy timivy roztok. Pri pouZziti TRIS-HCI boli vysledné kapsule
v pozadovanej kvalite. Fofatovy timivy roztok sa vyhodnotil ako nevyhovujuci. Dévodom je
pravdepodobne iénova sila pufru, ktora potlacuje elektrostatické interakcie v systéme a tym
padom oslabuje sietovanie alginatu chloridom vapenatym a spbsobuje rozpadanie
kapsul [40].

5.3 Vplyv dalSich faktorov na tvorbu kapsul
Vplyv €asu tvrdnutia v CaCl.

Skusali rozne Casy tvrdnutia kapsul v sietovacom roztoku chloridu vapenatého. Kapsule tvrdli
30 min, 1 h, 5 h a 24 h. Po sfiltrovani vzoriek sa nepozorovali Ziadne vizualne rozdiely.

Vplyv koncentracie alginatu

Pripravili sa roztoky alginatu o koncentracii 2%, 1% a 0,5% vo vode ako aj v pufru TRIS-HCI.
Alginat o koncentracii 2% vyhovoval najviac. Pri 1% bol problém pri pouZiti TRIS-HCI, no
pri zvySeni koncentracie sietovacie roztoku na 2% prebiehala enkapsulacia bez problémov.
Pouzitie alginatu o koncentracii 0,5% sa vyhodnotilo ako nevyhovujuce. Vznikajuce kapsule
nemali gulovy tvar a po dni sa v roztoku rozpustili.

Optimalizacia velkosti

Daldim krokom po optimalizacii druhu a koncentracie alginatu bolo testovanie trysiek velkosti
200, 450 a 700 ym. Tryska o velkosti 200 ym sa upchavala aj pri pouZziti 1% alginatu, takze
bola vyradena z dalSich experimentov. Trysky 450 a 700 um fungovali dobre. Pomocou
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stereo mikroskopu sa potvrdilo, Ze skutocna velkost vznikajucich kapsul je vacSia ako
velkost pouzitej trysky (Obr. 10, Obr. 11, Obr. 12).

5.4 Priprava suchej formy nosic¢a lyofilizaciou

Za ucelom pripravy suchej formy produktu sa lyofilizovali vzorky uvedené v Tab. 3.
Pri porovnani Obr. 13 a Obr. 14 je zrejmé, ze lyofilizacia kapsul z vody je priaznivejSia.
Kapsule sa daju jasne rozoznat a pri porovnani enkapsulovanej baktérie a samotného
alginatu je vidiet, Ze kapsule s baktériou su biele. Pri lyofilizacii z pufru TRIS-HCI je tazké
rozoznat enkapsulované guli¢ky, kedze su obklopené solou.

Obr. 14: Lyofilizované kapsule v TRIS-HCI, vfavo bez H16, vpravo s H16
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5.5 Stanovenie viability buniek metédou izotermalnej mikrokalorimetrie

Aby sa zistilo i baktérie cely proces enkapsulacie prezili, skimala sa ich viabilita
v kapsulach. Vyuzilo sa metdédy izotermalnej mikrokalorimetrie, kde Slo o snahu zachytit
exotermny proces, ktory by potvrdil, Ze bunky metabolizuju a teda su Zivé.

Pre experimenty sa pouzili vzorky uvedené v Tab. 4. Slo o porovnanie metabolickej aktivity
neenkapsulovanych a enkapsulovanych buniek. Pre vyzivu sa pridal do roztoku &i do kapsule
pepton. Meralo sa vo dvoch opakovaniach.

Ako vidiet na vSetkych troch grafoch, po po&iatoénom Sume ma krivka rasticu tendenciu
¢o znali exotermicku reakciu metabolizmu baktérii. Najvyssi tepelny tok maiju
neenkapsulované baktérie, najmenej metabolizuju baktérie ktoré su uzatvorené v kapsule
bez pepténu. Pri porovnani Obr. 15 a Obr. 17 je vidiet, Zze neenkapsulovana baktéria
dosahuje maximum svojej metabolickej aktivity pri asi 15 h pricom enkapsulované az okolo
23 h. To znadi, Ze sa baktérie postupne uvolfuju.

3,£-05 6,E-05
2,£-05
- 5,E05
1,£-05
§D,E+OO \ - 4,05
x ‘1E05 3,E-05
%-2,5-05
8 305 T 480
L
-4,E-05 1,E-05
5,£-05
0,£400
6,E-05
7605 105

Cas (h)

Obr. 15: Zavislost tepelného toku na ¢ase, neenkapsulované médium C. necator H16, pepton
v médiu, dve opakovania
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Obr. 16: Zavislost tepelného toku na ¢ase, enkapsulovana C. necator H16, peptén v len vo vode, dve
opakovania
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Obr. 17: Zavislost tepelného toku na ¢ase, enkapsulovana C. necator H16, peptén vo vode aj
v kapsule, dve opakovania

Metédou izotermalnej mikrokalorimetrie sa zistilo, Ze baktérie su po enkapsulacii schopné

metabolizovat, ¢im sa potvrdila ich viabilita.
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6 ZAVER

Tato bakalarska praca sa zaoberala navrhom modelov hydrogélovych nosiCovych systémov
pre agronomické vyuzitie a ich pripravou pomocou metddy enkapsulacie. Bola spracovana
literarna reSer§ na zadanu tému, v ktorej sa najviac pozornosti venovalo inokulacii,
enkapsulaénym technikam a hydrogélovym nosiCovym systémom. Experimentalna cast
prace nadvazovala na reSerS a bol vytvoreny navrh experimentov.

Hlavnou naplfiou experimentalnej Casti bolo optimalizovat metddu prace s komerénym
enkapsulatorom. Navrhol sa systém o nasledujucom zlozeni: Cupriavidus necator H16 ako
modelova pddna baktérie, alginat ako hydrogélovy nosi¢ a chlorid vapenaty ako sietovacie
Cinidlo.

Skumal sa vplyv réznych faktorov na enkapsulaciu. Zistilo sa, ze molekulova hmotnost
alginatu ma vyrazny vplyv na uspeSnost procesu. Pri pouziti alginatu o molekulovej
hmotnosti asi 37 kDa bol proces neuspesny. Vznikajuce kapsule nemali poZzadovany gulovy
tvar a rozpadali sa. Po sfiltrovani sietovacieho roztoku sa prilepili k sebe a uz ich nebolo
mozné spatne oddelit. Za pouzitia alginatu o vy$$ej molekulovej hmotnosti (asi 145 kDa)
prebiehal proces enkapsulacie bez problémov. Ako limitna hodnota koncentracie alginatu sa
ur€ilo 1%. Pri pouziti nizSich koncentracii nebola enkapsulacia mozna. NajCastejSie sa
pri daldich experimentoch pracovalo s 1% a 2% alginatom.

Dalej sa testoval vplyv disperzného prostredia, kde sa ako najvyhovujucejSia ukazala
destilovana voda. TImivé roztoky sa pouZili za u€elom vytvorenia izotonického prostredia
pre bakterialne bunky, no iénova sila fosfatového pufru rusSila sietovaciu reakciu, preto ho
nebolo mozné dalej pouzivat. Timivy roztok TRIS-HCI sa ukazal ako nevhodny pri kroku
lyofilizacie. Pri sledovani viability sa zistilo, Ze bunky po enkapsulacii vo vodnom prostredi
Ziju, takze pouZitie destilovanej vody sa ukazalo ako neSkodné pre baktérie.

Pri sledovani vplyvu €asu tvrdnutia kapsul v sietovacom ¢inidle, chloride vapenatom, sa
nepozorovali Ziadne vizualne zmeny. NajmensSia tryska, ktora sa pouzivala bola velkosti
450 ym, kedze pri 200 ym sa nedalo dosiahnut kontinualneho procesu pre neustale
upchavanie trysky.

Po uspeSnom pripraveni hydratovanych produktov za pouZiti trysiek 450 a 750 um bola
shaha o ich prevedenie na suchu formu. Mokré vzorky sa lyofilizovali a z hladiska suchej
podoby kapsul sa ako najvyhovujucejSie disperzné prostredie pri ich priprave vyhodnotila
destilovana voda.

Poslednym krokom bolo zistit, ¢i su baktérie schopné proces enkapsulacie prezit. Na to sa
vyuzila metdda izotermalnej mikrokalorimetrie, kde sa porovnavala metabolicka aktivita
neenkapsulovanych a enkapsulovanych baktérii. Zistilo sa, ze bunky metabolizuju, no
dosahuju maximum exotermného procesu priblizne o 10 hodin neskdr ako neenkapsulované
baktérie. To vypoveda o postupnom uvolfiovani z hydrogélového nosicu.

Prinos prace vidim hlavne v optimalizacii postupu metddy enkapsulacie ako aj
v preukazani viability enkapsulovanych baktérii. Ako dalSie mozné kroky v tomto vyskume by
som navrhovala pridavky dalSich agrochemickych komponent (anorganické nutrienty,
huminové latky a.i.). Co sa tyka materidlovej charakterizacie, bolo by prinosné zistit obsah
susiny, posudit reverzibilitu/ireverzibilitu bobtnania suchej formy produktu ¢&i stanovenie
distribucie velkosti kapsul.
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8 PRILOHY

Priloha: 1: Vzorky nevyhovujucej kvality pripravené za pouZzitia alginatu od firmy Sigma Aldrich
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