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Abstrakt

Pekaské kvasinky $accharomyces cerevis)ae byly magneticky
modifikovany temi niznymi zpsoby, a sice povrchovou modifikaci kkn
magnetickymi kapalinami, zabudovanim Bkin do magnetického alginatu
a kovalentni imobilizaci n&astice magnetického chitosanu. U vSechutyjyla
testovana schopnost rozklady@4, piicemz se ukazalo, Ze nejvice peroxidu vodiku
degraduji biiky modifikované magnetickymi kapalinami (84-95%)atimco
acinnost stejného mnozstvi bikn modifikovanych ostatnimi Zgoby se pohybuje
v daleko niZSich hodnotach (40-60%).

Kovalentni imobilizaci n&astice magnetického chitosanu byl vy zcela
novy biokompozitni material, u¢hoz byla zkouSena adsorpce krystalové violeti
a safraninu O. Zjistilo se, Ze samotny magnetickjtosan neadsorbuje zZadna
barviva, tudiz veSkera adsorpcéippda na imobilizované kvasinky. Maximalni
adsorgni kapacity byly stanoveny pomoci Langmuirovy izotg na 69,4 mg/g pro

krystalovou viol&€ a 99,0 mg/g pro safranin O.

Kli ¢ova slova:adsorbent, alginat, imobilizace, magneticka m&dde, magneticka

kapalina, magneticky chitosan, magneditcerevisiae



Abstract

Baker’s yeastSaccharomyces cerevis)jaeere magnetically modified by
three different methods, namely, surface modifazatty magnetic fluid, entrapment
of cells into alginate and covalent immobilization particles of magnetic chitosan.
The ability of HO, decomposition was tested for all types of modifaa It is
apparent that the most amount of hydrogen peroasl degraded by magnetic fluid -
modified cells (84-95%), while the efficiency ofliceshich were modified by other

methods was much lower (40-60%).

Thanks to immobilization on particles of magnetibitesan, we made
completely new type of magnetic material, which wasted for adsorption of
Crystal violet and Safranin O. It was founded thagnetic chitosan adsorbs no
dyes, so all adsorption belongs to immobilized yedde maximum adsorption
capacities were determined using Langmuire isothar69,4 mg/g for Crystal violet

and 99,0 mg/g for Safranin O.

Key words: adsorbent, alginate, immobilization, magnetic datg magnetic fluid,

magnetic modification, magnetit8, cerevisiae
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1.UVOD

Mikrobialni buiky jako takové jsou vyuZivany Kipraw nékterych pokrni
(chléb, syr, zeli) a napj(pivo, vino) jiz po kkolik tisic let. S rozvojem modernich
metod a postup zejména v poslednich 100 letech, vSak dochazarkstu p@tu
moznych aplikaci, a to wienych sférach irodnich ¥d, pedevSim
v biotechnologiich, biochemii, medi¢&na environmentalni technologii. Jednim
z klicovych moment rozsteni jejich aplikaci je vyvoj magnetickych nano-
a mikromateriél.

Spojeni diamagnetickych matefiéd magnetickymi nanad mikroc¢asticemi
piinasi hned &kolik vyhod. Nejenze je mozné takovyto komplex kela¢ a rychle
odctlit od ostatnich nemagnetickych slozek vzorku pouaaizitim vrgjsSiho
magnetického pole, tedy vhodného magnetického &apar ale také d¥e byt
vyuzit jako kontrastni latkatpzobrazeni magnetickou rezonanci (MRi)nalézt
uplatreni pri cilené dopra¥ I€ku na vybrané misto.

Magneticky modifikované hiky mohou byt pedevSim vyuzity ve dvou
vyznamnych oblastech, a sice jako ,inteligentni“ mést) celobuicné
biokatalyzatory, nebo jako adsorbenty pro magnetickeparacitiznych biologicky
aktivnich latek, nap lektind nebo protilatek proti povrchovym antigan, a hlave
organickych i anorganickych xenobiotik (karcinofieme vod rozpustnych barviv,
ionta t¢Zkych kowi a radionuklid), coz je pedukuje k vyuZziti v bioremedimich
procesech, zejména ve vodnim predt (Safarik& Safarikova, 2007Szablewska et
al., 2010a, b).

V sowasné dob existuje pestra Skéla adsorbentiesto je pozornostédca
zamétena pedevSim na ty levné a jednoduS&pravitelné, coz zivé i mrtvé
mikrobialni buiky (kvasinky, houby, bakteriefasy)casto spiuji.

Cilem mé prace je zpracovani literarnittelpedu popisujiciho problematiku
piipravy a mozné vyuziti magneticky modifikovanychnéki v experimentalnéasti
pak owieni miznych postup pro gipravu magnetickych deriviatmikrobialnich
burgk, a sice povrchovou modifikaci bék magnetickymi kapalinami, zabudovani
burék do magnetickych géla kovalentni imobilizaci na magnetické ri@si
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2.LITERARNI P REHLED

2.1 Nezbytné vybaveni pro mag. modifikaci

2.1.1 Magnetické ¢astice

Magnetické nano- a mikédstice jsou sedem velkého z4jmu pro své
potencialni vyuziti vikznych oblastechifrodnich ¥d — medicig, biotechnologiich
¢i environmentalnich technologiich (Safarik & Safana, 2009a; R®va et al.,
2011; Safarik, Horska & Safarikova, 2011). Upkaiin nachazeji zejména
v (Clement et al.,, 2009; Safarik & Safarikova, 2809b; Safarik, Horska
& Safarikova, 2011):

» Selektivnim oddleni ze vzorku za vyuziti Wsiho magnetického pole,

* Modifikaci diamagnetickych materié|

« Citlivé detekci cilovych biologicky aktivnich sloenin,

* Smefovani magnetickychidstic do cilové oblasti pomoci magnetického pole,
» UdrZeni magnetickycbastic v cilové oblasti pomoci magnetického pole,

» Tvorke tepla ve sidavém magnetickém poli Ba rakoviny),

* Tvorke negativniho T2 kontrastuizobrazeni magnetickou rezonanci.

Velmi casto se jedna o kompozitni materidly, slozené zlyecha
ferromagnetickych, ferrimagnetickych nebo supenpagnetickych castic, které
jsou rozprogené v syntetickém  polymeru (fap PVA, polystyren,
polyethylenglykol), biopolymeru (nap celuléza, dextran, agaréza, alginat) nebo
v anorganickém nod&i (nagr. oxid kkemkity), pogipadt jsou adsorbovany na &j8i
povrch diamagnetickycltastic (Safarik & Safarikova, 2009a, b; Safarik, k@

& Safarikova, 2011).

Magneticka modifikace f¥e byt provedena nejen pomoci magnetickych
acastic (o velikosti >Jum), nybrz také pomoci magnetickych kolid kapalin (10-
200 nm), magnetolipozdim nebo molekulovych magnetickych ze# (Safarik
& Safarikova, 1999 a 2002a).

Nejcastji pouzivanymi magnetickymi materialy jsou praskawédy Zeleza
magnetit (Fg0;) a maghemit (-Fe0s3), déle oxid chrongity (CrO,), praskove
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Zelezo, nikl a ferrity (MeO. kL3, kde Me = Ni, Co, Mg, Zn, Mn....); vifrodnich
zdrojich je roviZz mozno nalézt greigit (k8,) (Safarikova & Safarik, 1995).

Velké mnoZzstvi magnetickyckastic Ize zakoupit komeéne, coz¢asto byva
velmi drahé. Vyuzitim jednoduchych procedur a lemynaterial je mozné si tyto
Castice pipravit v kazdé laborato(Safarik et al., 2007).

» MAGNETICKE A SUPERPARAMAGNETICKE CASTICE

Do této skupiny jsodazeny kompozitngastice, jejichz celkové rozry se
obvykle pohybuji mezi 1-5pm a které (resp. &Sina znich) vykazuji
superparamagnetické vlastnosti, coz znamenda, 2e nsagnetické viptomnosti
vngjSiho magnetického pole, avSak po odebrani z toltstedi maji nulové
reziduélni magnetické vlastnosti, diky kterym molmy snadno suspendovany do
homogenni sisi (Safarik & Safarikova, 1999 a 2002a). Superpagmetismus je
zpasoben pitomnosti superparamagnetickych né&siic v kompozitu, které mu
uckluji magnetické vlastnosti. Dale jsou biokompatibil nékteré z nich
biodegradovatelné a ze suspenze byvaji odstgan pouzitim jednoduchého

magnetického separatoru (Safarikova & Safarik, 2000

VétSinou obsahuji drobna zik oxidi Zeleza rovnorrné rozprostenych
v celém polymeru. V &kterych gipadech mohou byt pouzity silanizovaddstice
oxidu Zeleza nebo magnetické porézni sklo (Safarik S8afldva, 1999; Safarikova
& Safarik, 2000).

» MAGNETICKE KOLOIDY — KOLOIDNi  CASTICE (nanogéastice)

Velikost €chto ¢astic se pohybuje v rozmezi 10-200 nm. Obvykle fiyva
slozené z polymeru (typicky dextranu, Skrobu nelotginu) a magnetitu nebo
jinych krystallki oxidi Zeleza. Z bu¥né suspenze se odstufi pouZzitim
vysokogradientového magnetického separatoru (HGM8jma magnetickych
kapalin) (Safarik & Safarikova, 1999 a 2002a).

Do této skupiny jsodazeny nejen magnetické kapaliny, koloidni roztoky
magnetickych nani@stic oxidi Zeleza nebo ferfitv polarni¢i nepolarni kapali&
ale také magnetickéastice z magnetotaktickych bakterii (Safarik & S&fava,
1999 a 2002a).

12



Nejcastji jsou vyuzivany p zna&eni cilovych struktur (f@devsim buk)
nebo jako biodegradovatelné nmsi pro biomedicinské vyuziti (Safarikova
& Safarik, 2000).

Chemicka syntéza magnetickych kapalin je zaloZema spolusrazeni
Zelezitych a Zeleznych soli s alkalickym roztokarelikost a tvar vzniklych oxitl
Zeleza zavisi na typu pouzité soli, réaikteplot, pH, iontové sile aj. Touto metodou
vznikaji WwtSinou c¢astice siznou velikosti. Hdavek chelatujicich organickych
anionti (nag. kyseliny citronové nebo olejové) nebo polyindjako je dextran,
Skrob ¢i polyvinylalkohol) umo#uje dosahnout monodisperzity na&astic.
Disperznim prosedim je negjastji voda, nicmeg je mozné pouzit také parafin nebo
rostlinny olej (Safarikova & Safarik, 2000, d@&a et al., 2011). iPMassarto¥
procesu fipravy vodnych magnetickych kapalin se n&stice stabilizuji
piitomnosti kyseliny chloristé nebo tetramethylamamibydroxidu (P&ova et al.,
2011).

> MAGNETOLIPOZOMY

Jsou to derivatydZnych lipozoni, malych kulatych véka obsahujicich dvou
i vicevrstevny komplex lipidl (Safarikova & Safarik, 2000). ipravuji se
zavedenim koloidnich magneticky¢hstic do lipidového w&ku a vyuZziti nachazeji
piredevsim jako no& pro imobilizaci membrangv vazanych enzyi nebo
v transportu l&v (Safarik & Safarikova, 1999).

> MOLEKULOVE MAGNETICKE ZNA CKY

Pro magnetické z@ani jsou vyuZivany lanthanoidy, ferritin a jeho
magneticky derivat magnetoferritin  (Safarik & S#fava, 1999; Safarikova
& Safarik, 2000; Safarik & Safarikova, 2002a).

Lanthanoidy, vyuzivano byva zvla§terbium v podob chloridu erbitého,
ato diky vysoké afint k vr¢jSimu burénému povrchu a udrZzeni vysokého

atomového dipélového momentu.

Ferritin, rozpustny protein, ktery se¢ipzere vyskytuje v savcich a obsahuje
Zelezo ve forma 5 FeOs* 9H,0. Vhodnou Upravou je mozné ziskat magnetoferritin,
ktery v kavi€ proteinu obsahuje superparamagneti¢kétice magnetitu (Safarik
& Safarikova, 1999).

13



2.1.2 Magnetické separator

V sowasné dob existuje rekolik typt magnetickych separatt, jejichz
vybér zavisi nejen na velikostéstic, které budou separovany, ale také na celkc
objemy ze kterého maji byt odstrémy. Pro &tSinu z nichvSak plati, Ze jsotvoreny
velmi silnymi permanentnimi magnetna bazi kova vzacnch zemin nebo
elektromagnety (Safar & Safarikova, 1995 a 2002a).

Z technologického hlediska jsou magnetické separérozdéleny do dvou

skupin, a sice ntzv. vsadkove a fitocné separétory.

> VSADKOVE SEPARATORY

Jednd sgednoduché, velic&asto vyuZivané magnetické separatory, k
jsou dostupné othdy komec¢nich spolénosti.

Jak bylozminéna vySe, i vybéru je nutno hle& na typcastic, které maji by
separovany i na celkovy obje~> pii manipulaci smikro¢asticemi » mikroobjemech
(>5 pul) je vhodné pouzit magneticky separator typu Eppdnd objemech do 50 ml
pak zkumavkovy separa (viz obrazek 1A) aifp manipulaci svétSimi objemy (50(
az 1000 ml) plochy magnet (viz obrdzek 1B). Prohdzeni nana@asticemi jsou
dostupnékvadrupoly (QMGS) ¢i hexapdly (HMGS) (Safarik& Safarikova, 1999;
Safarikova &Safarik, 2000; Safarik & Safaiova, 2002a).

Obrazek 1: Zkumavkov separator Dynal MPC-1(A) alochy magnet BioMag flas
magnet (B).

F.‘ » @
l ' .\.

. Rt
~ ' .
\
Zdroj: http://www.invitrogen.cor ahttp://www.polysciences.cc [staZzeno 2012-09-
15]
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> PRUTOCNE SEPARATORY

Pro tento typ separatorje charakteristicky fitok kapaliny a magneticky
znaenych struktur sepataim systémem (Safarik & Safarikova, 1999; Safar&kov
& Safarik, 2000). Na obrazku 2 je zobrazen HGMSas&jpr od firmy Miltenyi

Biotec.

Mezi poly silného magnetu je umisa kolonka vyplana ferromagnetickou
matrici (ocelovou vinou). V&sné blizkosti ocelovych vlaken dochazi ke vzniku
velmi silnych lokélnich gradiefit magnetického pole, které untagi zachyceni
velmi malych ferromagnetickych a superparamagngtickéastic @i pratoku
suspenze kolonou. Zachycené magneti¢kstice se z kolony vymyji po jejim

vyjmuti z magnetického pole (Safarikova & SafafiR95).

Obrazek 2: MidiIMACS™ Separator od firmy Miltenyi Biotec.

Zdroj: http://www.miltenyibiotec.com [stazeno 2012-09-15]
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2.2 Magneticka separace

Magnetické ¢astice spoléné s magnetickymi separatory uniegi rychlou
a innou separaci magnetickych strukpifmo ze surovych materigljako je krev
a ostatnidini tekutiny, kostni ten, kultivatni média, ale také potraviny odpadni
vody (Safarik& Safarikova, 2002aSzablewska et al., 2010a, b). Relatiamadno
a selektivie vSak mohou byt odstraény i z viskéznich roztok a suspenzi, naixlad
ze slepiiho bilku (Safarik& Safarikova, 2009a).

Techniky magnetické separace jsou alternativou ke ko&nviem metodam,

mezi réz je fazena filtrace a ods&tl'ovani, oproti kterym nabizejfadu vyhod
(Safarik& Safarikova, 1999 a 2002a; Safarikova & SafardQ@), a to:

* lzolaci pgfimo ze surového vzorku,
» Jednoduché a selektivni odsttahze vzorku vyuZzitim magnetického pole,
- (Cistotu a Zivotaschopnost izolovanych Bkin

e Moznost urychleni a usna&m mnoha sepaéaich a purifik&nich proces.

Metody magnetické separace Blkijsou principialg dale @¢leny do rekolika
skupin, coz je schematicky znazémo na obrazku 3 (Safarik & Safarikova, 1999;
Safarikova & Safarik, 2000; Safarik & Safarikov@02a, b a 2005):

1) PFima

Ligand s vhodnou afinitou je spojen s magnetickastici nebo magneticky
modifikovanym biopolymerem a poté je tento kompj@idan gimo do vzorku
obsahujiciho bitky. Po navazani mohou byt ozeaé buiky odstragny vhodnym

magnetickym separatorem.

2) Nepriima

Cilové buiky jsou vnimavé k vhodnému primarnimi afinitnimgaidu. Po
inkubaci jsou (nadbyt®é) nenavazané ligandy odstap promyvanim. Nasledn
jsou gidany sekundaghafinitni ligandy s afinitou k primarnimu afinitnimigandu.
Magnetickéc¢astice se navazou na cilovénky a nasledé mohou byt odstramy

vhodnym magnetickym separatorem.
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A) Pozitivni

V ptipadt pozitivni izolace jsou magneticky modifikovanyzalovany gimo
Zzadané slateniny nebo biiky.

B) Negativni

Cilové struktury jsou ziskavany odstowanim vSech kontaminujicich slozek.
Vyhoda této metody sgéva v tom, Zeistici proces nezahrnuje Zadn§my kontakt
s buikami, které maji byt izolovany.

Obrazek 3: Schéma metod magnetické separace.

Direct separation Indirect separation

l Add primary ligand
A —— e

44
Add specific magnetic particles

e, ® - :)
‘/‘\dd specific magnetic particles
LN ® ®

@)

l Magnetic separation

Positive ':idaﬁfm/ Wﬁhﬂom

Negatively isolated product
°
Detachment l P

Positively isolated targets

Applications

Zdroj: (Safarikova & Safarik, 2000)



2.3 Imobilizace bunék

Imobilizace obec& zahrnuje techniky pouzivané pro fyzikalni nebo
chemickou fixaci bugk, organel, enzyin nebo jinych proteith na pevny povrch
nebo do struktury vhodného gelu (Purkrtova, 201f)7e se vSak také jednat
o stabilizaci mikrobialnich bwk urcitymi cinidly, kterymi se dosahne zesit
vnitroburé¢ného obsahu bwk (Mikulicova, 2009).

Mezi nesporné vyhody imobilizovanych kiknpati jednodussi manipulace
s mikroorganismy, snazSi o#dni produké a substratu, moZnost opakovaného
pouziti (zpravidla drahého biologického materidla)evreni vyroby (odstraéni
kroki jako extrakce, izolacei purifikace intracelularnich enzyih a zvysSeni
odolnosti biomaterialu (Chibata, Toss & Sota, 19Bfikulicova, 2009; Kuncova
& Trogl, 2011).

Imobilizovat je mozné jak zivé, tak mrtvé itky. P imobilizaci mrtvych
burek dochazi ke stabilizaci viiiti struktury butk, sowasré tedy dochazi
k usmrceni buk s tim, Ze aktivita @itého enzymu je zachovana. U Bkrzivych

viN s

odolnost busk proti toxickym &inkam uritych latek (Mikulicova, 2009).
Alternativni metody imobilizace bék shrnuje obrazek 4.

Obrazek 4: Alternativni metody imobilizace békh

‘Adsurplion | ‘ Adhesion ‘ [Cuvalentbinding‘ |Crosslinking‘ ‘ Encapsulation‘ | Inclusion‘
D ] | }
I A
[N\
AN

Zdroj: Purkrtova (2011)

V sowasné dob je dostupna pestra Skala nigispro imobilizované biky,
jez se liSi jak v kvalg, tak kvanti¢ reaktivnich skupin, které jsou schopné
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interagovat s buitnym povrchem (Chibata, Toss & Sota, 1987). Obdeze tyto

noske rozdlit na organické a anorganické, detajii déleni je uvedeno v tabulce 1.

Tabulka 1: Typy nosfi pro imobilizaci.

ORGHIKE
Agar/agar6za Methakrylat
Polysacharidy | Alginat Albumin Polyakrylamid
Celul6za Proteiny Fibrin Polypropylen
Chitosan Kolagen Syntetické Polystyren
Dextran polymery Polyuretan
Karagenan Polyvinylalkohol
Xantanova Polyvinylchlorid
guma
ANORGANKE
oxidy Zeleza, hliniku, zirkoniafemiku a titanu; alkoxysilany; sklo; keramika a gise

Zdroj: upraveno dle Chibata, Toss & Sota (1987)kuMcova (2009); Kuncova
& Trogl, (2011); Purkrtova (2012)

V experimentalntasti této prace jsou vyuzivany pouze dva typy peiyim-

alginat a chitosan — proto pouzesah uvadim strénou charakteristiku.
> ALGINAT

Alginat je viskozni polysacharid, ziskavany zZtiych mdskychtas. Je to
linearni, nevtveny polymer skladajici se z jednotgk- D — manuronové a — L —

guluronové kyseliny (viz obrazek 5), které jsou gmevany vazbou (£4). Oke

jednotky jsou v podstatvzajemnymi epimery — po polymeraci se kyselina D
manuronova (M) enzymatickyir@meni na kyselinu L — guluronovou (G) (Chibata,
Toss & Sota, 1987; Mikulicova, 2009).

Oke slozky jsou do struktury alginatu zabudovany vemio bloka, takze
v molekule alginatu riveme gtidaw nalézt tizn¢ velké oblasti tvéené bd’
molekulami M nebo G. Tato zdanliva ni&ost je pro vlastnosti, tedy pouZiti a cenu

materialu, velice tlezita (Obréa, 2008).

Gel se formuje v fitomnosti vapenatych, strontnatych, barnatycéd’ matych

nebo hlinitych kationt ve vodném roztoku.
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Obrazek 5: Slozeni alginatu (pozn. G = guluronovd kyselina, Mwnuronova

kyselina).

L AT AT = T
M M ™
4 N
\ — _'_n;
™ (<] M

Zdroj: www.fmcbiopolymer.conjstazeno 2012-11-25]

» CHITOSAN

Chitosan je firodni polysacharid, ktery se ziskava deacetyladine (viz
obrazek 6). Jedna se o velice atraktivni biopolyprer gipravu jak magnetickych,
tak nemagnetickych biokompozitnich materiglSafarik, Horska & Safarikova,
2011).

Je charakterizovan¢kolika zajimavymi vlastnostmi, mezi které |zeradit
biokompatibilitu, nizkou toxicitu, biodegradovatest a schopnost vytigt viakna
a filmy. Ve své molekule obsahuje aktivni aminoskypkteré mohou interagovat
s funkenimi skupinami imobilizované sléaniny (Mikulicova, 2009). Gel se formuje
zmeénou pH (Chibata, Toss & Sota, 1987).

Obrazek 6: Chemické struktura chitinu a Zmo vzniklého chitosanu.

U]
o 2
£H.:I.INH -
o
Chitin-Deacetylase
CHOH .
HOH 2 %
CHOH o
HTx. 0 .
NH;
) H HO
Chitosan MNHz !

Zdroj: www.material.chula.ac.tfstazeno 2012-11-25]

CHOH

iZH_u}IHH

Chitin
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2.4 Magneticka modifikace

VSechny biky vyjma magnetotaktickych bakterii a erytracyjsou
diamagneticke, nelfcmevykazuji viastni magneticky moment.

Magnetické biitky Ize pipravit nékolika zpisoby, a to navazanim
magnetickych nanek mikrocastic nebo paramagnetickych kationba burcny
povrch, kovalentni imobilizaci na magnetické &esiuzavenim burk (spol&né
s magnetickymi ¢asticemi) do biokompatibilniho polymeru, z&sianim bugk
v pritomnosti magnetickych ¢astic nebo srdZzenim paramagneticky@astic
na bur¢ném povrchu (Safarik & Safarikova, 20(Fafarikova et al., 2009).

2.4.1 Vazani magnetickych nano- a mikro<astic na burgéény

povrch

Tato metoda je nejjednodussimagpbem modifikace mikrobialnich bék
Jedna se o o%eni bukk vhodnou magnetickou kapalinou, které utge pipravu
magneticky vnimavych mikrobialnich btknza sodasného zachovani intracelularni
enzymové aktivity (Safarik & Safarikova, 2007; Sédfava et al., 2009).

Priprava bugk modifikovanych magnetickou kapalinou zavisi naleném
mikrobialnim druhu. Jiny postup je uvidu kvasinek (fzné procedury jsou vSak
zaznamenany i v ramci skupiny — u pekg/ch kvasinelSaccharomyces cerevisjae
pivovarnickychS. cerevisiaesubs.uvarumi krmnych Kluyveromyces fragilis jiny
ufas (Chlorella wvulgarig ¢i houbovych mycelii Aspergillus flavus (Safarik
& Safarikova, 2009b).

Safarik & Safarikova (2007) zjistili, Ze nejsnagésta modifikace je smichani
kyselé magnetické kapaliny s p&glaymi ¢i pivovarnickymi kvasinkami, které byly
promyvany a poté suspendovany v acetatovém pufpid @t,6. Ve velmi kratkém
case pak dochazi k vysrazeni magnetickyastic na bu&ny povrch. Tytocastice

a jejich agregaty jsou zdokumentovany na obrazku 7.
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Obrazek 7: Buika S.cerevisiae modifikovandagnetickou kapalinc (SEM obraz)

2.8kV X22,000 WD 8.0mm

Zdroj: (Safarikova, Maderova & Safarik, 2()

Pred modifikac mikrobialnich drufi Chlorella vulgaris a Kluyveromyces
fragilis byly buiky nejdiive nékolikrdt promyvany "0,1M kyselire octové kuili
odstrarni rozpustnych makromolekul, kteréigobuji spontanni vysrazeni. Tepi
po promyti bylgpridara magneticka kapalina (SafarikSafarikova, 200).

K zajimavému z&ru dochézi Azevedo et al. (200, ktery uvadi, Ze
magnetické ¢astice se nedostavaji az do cytoplazmy ¢k, nybrz Zistavaji
v plazmatické membr#& (PS) (viz obrazek 8 Al), coz ovSereplativ piipads, kdy
buiky nebylypied modifikacikultivovany (viz obrazek 8 A2)U takovych budk se
magnetick&astice nachazeji pouze na beme stné. Jeho vysledek tak podport
tvrzeni, ze k vytvieni slibného esorbentu je dlezitym krokem pra¥ kultivace
burgk.

Obréazek 8: Zaclenéni magnetickyclFastic u kultivovanyh (Al) a nekultivovanyc
(A2) S.cerevisiae (TEM obra:

Zdroj: (Azevedo et al., 200
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Jisté odliSnosti Zdenovani magnetickycltastic do buik jsou vSak patrné
i pri vyuziti raiznych druli magnetickych kapalinJak je ¥ejmé :obrazku 9, f
modifikaci streptomyet citratovou magnetickou kapalinodochazi k navéazani
magnetickych ¢astic na burény povrch, picemz téng vSechna vilana jsou
magnetickda, zatimccmodifikace alkalickou magnetickou kapalin zpisobuje
vytvoreni agregai azaleréni pouze malého mnozstvhagnetickychéastic do
bunky.

Obrazek 9: Stregomycety modifikované citratovou a alkalickou mdipkeu
kapalinou (MK)[Perlovo barveni.

2.4.2 Kovalentni imobilizace burék na magnetické noste

Tato metoda sé&astji pouziva | imobilizaci polymeti nez samotnych bgh,
nicméré i takové pipady jsou zaznamenany (Safar& Safarikova, 2007)
Vysledkem jsou vazané b&imé prepary svelmi dobrymi sedimentaimi
ahydrodynamickymi vlastnostmi obvykle sdobrym stupdm zachycené enzymor
aktivity (Krumphanzl &Reh&ek, 1988)

Kovalertni vazani je mozné diky reaktivnim skupindm nosti nebo
prostednictvim reaktivni vazby, ktera suje buiky a noste (Brodelius
& Vandamme, 1987). zavedeni specifické skupiny na povrch gesmohou by
také pouzita tzna vaznécinidla (jako aminosilan, karbodiimid, glutaraldeh
(Krumphanzl &Reh&ek, 1988; Safarik & Safarikova, 2007).

Jako nosie Ize zvolitmagnetické derivaty polysachatidcelul6zu, dextran,
agar6zové derivaty), syntetické polymery (polya&mgidové gely)ci anoiganické
materidly (sklo aprézni oxid kemkity) (Chibata, Toss & So, 1987). Dle

23



Krumphanzla aRehaka (1988) se v3ak negstji pouzivaji syntetické, chemicky
reaktivni organické polymeryi monomery typu glycidylmethakrylat (nesouci
epoxidové skupiny), methakrylaldehyd (aldehydoveépsky) a dalSich syntetickych
polymef.

2.4.3 Entrapment (uzavieni, zabudovani) bugk do polymeru

Jedna se nejoblib&8i metodu imobilizace mikrobialnich, rostlinnych
a zivaiisnych bugk. Vyuzit Ize jak pirodni, tak synteticky polymenejcastji je
vSak pouzivan alginat iakaragenan, a to jednak pro svou netoxicitidi \bunce,
jednak pro zachovani vysoké enzymové aktivity (@tab Toss& Sota, 1987;
Safarik & Safarikova, 2007).

Noske jsou dale &éleny dle mechanismu, kterym je gel ziskan (viz lizd2)
(Brodelius & Vandamme, 1987; Krumhanzlieh&ek, 1988; Safarik & Safarikova,
2007). Podminkou je formace gelu jak fitpmnosti bugk, tak magnetickych

materiat.

Tabulka 2: Roz@leni nosi%i dle mechanismu tvorby gelu

Mechanismus tvorby gelu Polymer

Precipitace (srazeni) celuléza, triacetat celuldzy
Termalni gelace kolagen, Zelatina, agar/agar6za
lonotropni gelace alginat

Polymerace polyakrylamid, polymethakrylat
Polykondenzace polyuretan, epoxidova prysiey
Cross-linking (zesé#ni) proteiny

A) Precipitace buk s polymery nerozpustnymi ve whd ale rozpustnymi

v organickych rozpoudtllech

Principem je smiseni vodné suspenzeskumnpolymerem (celuldzoti jejim
triacetatem), ktery je rozpu$t ve vhodném organickém rozpotdie a nasledné
srazeni sisi v jiném rozpougdle, ve vod ¢i na vzduchu. Dle Mikulicové (2009) se
jedna o metodu opouehi (tzv. enkapsulaci), kdy obvyklym postupem vyero
kapsule je kapani sfsi polymeru, bugk a magnetickycitastic do roztoku, ktery
zpasobi, Zze polymer ztuhne, coz byvaigpbeno bd zmenou teploty, nebo obsahem

specifickych iont v roztoku.
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B) Termalni gelace

Jednd se o vmichani bikna magnetickych¢astic do teplého roztoku
piirodniho polymeru — gelu rozpustného za tepla \d& ypejména agarti Zelatiny)

— a nasledné ztuhnuti 8si do poZzadovaného tvaru.

C) lonotropni gelace

Tento mechanismus také vyuZiva vlastnosti termordviéity gelu, avSak
spojeny s naslednou tvorbou iontoveét.sRo vmichani bufk a magnetickyclastic
do teplého roztoku polymeru (alginatu) &astice srazi kapanim do studené vody
obsahujici vapenaté soli nebo dalSi iontytk@Ba, Sr, Fe, Al, K). Vysledkem je

vznik sférickychcastic.

D) Kopolymerace - uzaeni burtk do sit vznikajicich polymet

Pfi uzaweni bugkk a magnetického materialu do é&sitvznikajiciho
organického polymeru se namisto hotového polymeyuzige vhodny monomer

a st'ujici komonomer, néastji N-N-methylendiakrylamid (Mikulicova, 2009

E) Komplexace - uzaeni burk dispergaci fevazié s giirodnimi materialy (nap
s kolagenem)
Dispergovana sis se lyofilizuje nebo se vylije vtenké vr&tnag. na

povrch skla a za tepkd horka se ususi. Imobilizované gné preparaty ve forén

desttek se ziskaji razanim materialu (Krumphan&l Reh&ek, 1988)

F) Kombinace fyzikélniho uz&eni s chemickou stabilizaci

Vnitroburg¢ny obsah buwk se ged uzavenim ¢ po rém chemicky
stabilizuje, napp kovalent® zesiti pouzitim bifunkniho nebo multifun&niho

¢inidla, jako je nap glutaraldehyd.
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2.4.4 Cross-linking

Metoda je zaloZen& na zesit individualniho obsahu bk, a to bd’ pomoci
bi- ¢i multi- funkéniho ¢inidla (kovalentni zesthi), nebo flokulanimi mechanismy
vznikajici gidavanim elektrolyt (iontové zesiéni) (Chibata, Toss & Sota, 1987;
Safarik & Safarikova, 2007).

Sitovacim polyfunknim cinidlem mize byt takova latka, jejiz reaktivni
skupiny jsou schopny dostate rychle penetrovat do bgk a reagovat fgdevsim
s amino-, hydroxy-, merkapto- a jinymi skupinamn&tné stény tak, aby doSlo ke
kovalentnimu zesihi, které vede k chemické stabilizaci nky proti autolyze
a sowasrt k stabilizaci a fixaci aktivity kioveho enzymu (Mikulicova, 2009). Mezi

tatocinidla jefazen pedevsim glutaraldehyd 2, 4 - toluendiizokyanat.

Cross-linking vSak neni vyuzivan veétsi mie pro imobilizace celych bk
- wétSinou se kombinuje s metodou entrapmentu (Chibbtss & Sota, 1987).
Pouziti této metody je totiZ limitovano tim, Ze et probihd za potmé obtiznych
podminek, jednak fite dochazet ke konforryai zmené aktivniho mista enzymu,
coz vede k vyrazné ztedaktivity (Brodelius & Vandamme, 1987).

2.4.5 Specifickd interakce s imunomagnetickymi nano- a rro -

casticemi

Imunomagneticka modifikace békspaiva ve vyuziti komplexu magnetické
nana@astice a protilatky, diky kterému dochazi k selekitnu @ipojeni ¢astice na
cilové buiky. Zvolit je mozné jak monoklonalni, tak polykldnéprotilatky.

Existuji dw metody: Piima, pii které jsou vhodné protilatky spojeny
s magnetickymicasticemi a fidany gimo do vzorku; anepfima, kdy je buréna
suspenze neft’e inkubovana s primarnimi protilatkami, kterérsvazi na cilové
buiky. Po inkubaci jsou nenavazané protilatky odsingrnvymytim. DalSim krokem
je pridani magnetickécastice se sekundarnimi protilatkami, ktera vSak imus
umoziovat spojeni s primarnimi protilatkami (Safarik &f8rikova, 1999;
Safarikova & Safarik, 2000).
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2.4.6 Vazba paramagnetickych kationfi na buné¢ny povrch

Pro tuto metodu je charakteristické vyuziti lanthidf, zejména erbia
v podol& chloridu erbitého (ErG), neba’ praw kationty erbia maji vysokou afinitu
vaci vnéjSimu bur¢nému povrchu a udrzuji vysoky atomovy magnetickyottivy
moment v dznych chemickych strukturach (Safarik & Safariko2@07).

2.4.7 Srazeni paramagnetickych slozek na buiéném povrchu
Nékteré mikroorganismy mohou srazetzZké kovy na svém bwtiném
povrchu nasledkem metabolismu tsstu, coz jim dava schopnost akumulovat tyto

kovy ve velkém mnozZstvi (Safarik & Safarikova, 2p07

Prikladem mohou byt mikroorganismy rostouci na glgt&fosfatu, které
pak enzymaticky produkuji fosfatové anionty v bémrk okoli buiky nebo kultura
Desulfovibrio sp., jez po suspendaci v roztoku obsahujicim nélesulfaty
vykazovala precipitaci paramagnetickych sulfith bugéném povrchu. Tyto sulfidy
pak &inn¢ adsorbovalyizna organicka xenobiotika, coz blize popisuje Bahal.
(1991).
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2.5 Vyuziti

2.5.1 Biosorbenty

Biosorpce je powrné nova technologie, jez nachazi uplmtih zejména
v bioremedianich procesech. Jedna se o fyzikakbhemicky dj, ktery zahrnuje
razné typy mechanistinjako absorpci, adsorpci, iontovou vimu ¢i precipitaci, jenz
je charakteristicky pro zZivé i mrtvé organismy,atst biologické materialy a jejich
komponenty (Wang &Chen, 2009; Safarik, Horska &B&bva, 2011). A velké
mnozstvi studii bylo za#&eno na mikrobialni hiky, &inné se ukazaly také
makradasy, rostlinna a zivaSna biomasa, bahno a ostatni biologické odpady
(Safarik, Horska & Safarikova, 2011).

Nezbytnou podminkou biosorpce jéitpmnost gkterych funknich skupin
(viz obrazek 10, pozn. na obrazku jsou uvedenyngeré funkni skupiny, nejsou
zahrnuty nap amido, thiol, acetamido, fenol, imidazokaa dalSich), které jsou
schopné interagovat s individualnimi xenobiotikygitg & Chen, 2009). Na druhou
stranu ani Htomnost &chto skupin vzdy nezakuje pouZziti v biosorgnich
procesech, nelsose mohou vyskytnoutizné sférické, konforngai ¢i jiné bariéry
(Safarik, Horska & Safarikova, 2011).

Obrazek 10: Priklady rekterych funknich skupin

Formula of

Functional Group

Name

Class of Compounds

R — O— H Hydroxyl Alcohols,
carbohydrates
o
e
Carboxyl Fatty acids. proteins.
™ organic acids
OH
H
|
R— C— NHx Aamino Proteins,
| nucleic acids
H
(o]
=
=] c Ester Lipids
~
o—rR
H
|
R—Cc— SH Sulfhvdryl Cysteine
I (amino acid). proteins
H
o
=
R Cc Carbonyl. Aldehydes.
~ terminal end polysaccharides
H
o
1 |
Blaes © — G — Carbonyl. Ketones,
I internal polyvsaccharides
o
11
=— O— P —OH Phosphate DNA. RNA, ATP

Zdroj: (Wang & Chen, 2009)
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Biosorpce pedstavuje &inné a levn&eSeni p redukci environmentalniho
zngisténi (zejména ve vodnim prdésdi), pochézejiciho Ziznych odétvi
pramyslu. Ra&né je produkovano ohromné mnozstvi toxickychtasto
nedegradovatelnych sléenin, Ficemz nejvice problematické se stale jesike
kovy a ve vod rozpustna barviva, nicménv poslednich letech se do pegi

dostavaji také metabolity antibiotik antikoncepce.

» BIOSORPCE BARVIV

Je evidovano vice nez 100 000 kotme&rdostupnych barviv (Aksu, 2005;
Safarik et al., 2006), ze kterych se 2-50 % se addstdo odpadnich vod, kde
zpasobuji environmentalni kontaminace. NejenZze mohguntutagenni a toxicka,
ale je také dokazano, Ze pouze malé mnozstvi a(ti-50 mg/l) ovlivni estetickou

hodnotu vodyi jeji prahlednost (Safarikova et al., 2005).

Tyto chemické sloteniny jsou navicéZko odstranitelné pouzitimebnych
konvertnich metod, jako je koagulace, flokulace, chemickkegradace,
biodegradace, oxidace atd. (Safarikova et al.,, R0OQBdstraovani barviv
(dekolorizace) je obtizna zejména proto, Ze exastgjké mnozstvi barviv, které jsou
vyuzivany, a které se dostavaji do slozek Zivotnphostedi. Jejich struktura je
znan¢ variabilni, a proto je obtizné najittjaky obec® pouzitelny adsorbent
(Safarik et al., 2006).

Schopnosti dekolorizace/adsorpce oplyvajkteré druhy mikroorganisin
(bakterie, huby¢i fasy). Rozsah adsorpce je vzdy zavisly na chemitkétaie
a funicnich skupinach jak v molekule barviva, tak u danéhiroorganismu
(Safarik, Ptackova & Safarikova, 2002). K lepSi ipataci s adsorbentem se
pristoupilo k magnetické modifikaci.

V tabulce 3 je uvedena schopnost vybranych mikramiggi adsorbovat

dané barvivo, v tabulce 4 pak maximalni ad&orapacity.
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Tabulka 3: Magneticka modifikace pro adsorpci barviv.

Mikroorganismus

Typ modifikace

Adsorbované barvivo

Reference

Chlorella vulgaris

oSeteni kyselou
MK

anilinova mod
Bismarckova h&d’
Kongocervai
krystalova viol&
safranin O
Saturnova maodLBRR

Safarikova et al.,
(2008)

krystalova viol&
amidovacem 10B

Kluyveromyces | oSeteni kyselou Kongocervai Safarik et al,
fragilis MK Saturnova maodLBRR | (2007)
Bismarckova h&d’
akridinov4 oranz
safranin O
anilinova mod
krystalova viol& Safarik et al.,
oSeteni kyselou akridinova oranz (2002)
MK safranin O
S. cerevisiae malachitova zele
cross-linking methylova viol& Tian et al.,
(GA + FgOy) (2010)

S. cerevisiae

subspuvarum

oSeteni kyselou
MK

anilinova mod
Kongocervai
krystalova viol&

safranin O

Safarikova et al.,
(2005)
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Tabulka 4: Maximalni adsorpni kapacity barviv §i adsorpci na magnetické

derivaty buek.

Adsorbované C. wlgaris | K. fragilis S. cerevisiae S. cerevisiae subs.

barvivo uvarum

Anilinova mod¥ | 257,9 430,2 228,0

Akridinova 62,2 82,8

oranz

Bismarckova 201,9 75,7

hnéd’

Kongo ¢erver 156,7 49,7 93,1

Krystalova 42,9 42,9 85,9 41,7

violet’

Malachitova 19,6

zelai

Methylova violet’ 60,2

Safranin O 115,8 138,2 90,3 46,6

Saturnovd modé | 24,3 33,0

LBRR

Reference Safarikova | Safarik et al.,| Safarik et al., | Safarikova | Tian
et al., (2007) (2002) et al., et al.,
(2008) (2005) (2010)
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> BIOSORPCE TEZKYCH KOV U

Znesisténi ©Zkymi kovy predstavuje problém celého&a. Existuji ti typy
téZkych kowi, které nemohou byt degradovany na neskodné prpddkty cemuz
pretrvavaji v zivotnim progedi neomezen(Wang & Chen, 2006; Safarik, Horska
& Safarikova, 2011), a to:

1) Toxické kovy — Hg, Cr, Pb, Zn, Cu, Ni, Cd, As, Gn;
2) Drahé kovy — Pd, Pt, Ag, Au, Ru;
3) Radionuklidy — U, Th, Ra, Am.

Jednim z nejvice nebezpgch tZzkych kowi je bez pochyby rty kterd
piedstavuje riziko pro Zivotni prastdi ve vSech svych podobéach. V tkanich vodnich
organisnii se akumuluje ve forénchloridu rtwnatého, ktery po pozivani takto
kontaminovanych ryb vyvolava onemaan zvané Minamata (viz obrazek 11). Rtu
se vaze na proteiny a oulivje nervovy systém, gatenimi priznaky je necitlivost
rti a kortetin, ale jak nemoc postupuje, dochazi k trvaléragkpzeni centralniho
nervového systému a objevuje se ztrata koordinpasegti, feci, chuti a sluchu
(Yavuz et al., 2006).

Obrazek 11: Obér onemoceni zvanym Minamata

Zdroj: http://en.wikipedia.org/wiki/Minamata_disegstazeno 2012-11-23].

Tabulka 5 uvadi vybrané mikroorganismy schopné rds@t utité wzkeé

kovy, tabulka 6 pak jejich maximalni adsémp aktivity.

32



Tabulka 5: Magnetickd modifikace pro adsorpevkych kow. (pozn.EDTAD =

dianhydrid kyseliny ethylendiamintetraoctové; GAlataraldehyd).

Mikroorganismus Typ modifikace Adsorbovany Reference
kationt
Enterobacter imobilizace s Ni#* Wong & Fung (1997)
magnetitem
Kluyveromyces fragilis o3eteni kyselou MK | St Ji et al. (2010)
Sze et al. (1996)
Pseudomonas putida | imobilizace s +
5% magnetitom CuW Chua et al. (1998)
Lei et al. (2000)
Rhodotorula glutinis | oSeteni kyselou MK | U Bai et al. (2012)
cu”
imobilizace s cd* Patzak et al. (1997)
magnetitem Ag’
imobilizace do cu’ Peng et al. (2010)
chitosanu s F®,
S. cerevisiae o
cross-linking (GA + Cd Xuetal. (2011)
FeO,) + oSeteni PB*
EDTAD PL* Zhang et al. (2011b)
Cd™”
cross-linking PL™ Zhang et al. (2011a)
ng+
S. cerevisiasubsp. oSeteni kyselou MK Cu Yavuz et al. (2006)
uvarum zZn**
Ni%*
cu’ Uzun et al. (2011)
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Tabulka 6: Max. adsorpgni kapacity &zkych kow pri adsorpci na mag. derivaty beika

uvarum

Adsorbovana Max. adsorpéni
latka Mikroorganismus kapacita Qmax Reference
(mg/g)
Al ¥ S. cerevisiasubs. | 4,1 Yavuz et al., (2006)
uvarum
Au Stenotrophomonas | 506 Song et al., (2008)
sp.
Ca?® S. cerevisiae 26,5 Xu et al., (2011)
S. cerevisiasubs. 12,3 Yavuz et al., (2006)
uvarum
Cd? 41,0 (s EDTAD) Xu et al., (2011)
S. cerevisiae Zhang et al., (20114, b)
13,0 (bez EDTAD) | Zhang et al., (2011a)
Co? S. cerevisiasubs. 8,2 Yavuz et al., (2006)
uvarum
cr® S. cerevisiasubs. 6,2 Yavuz et al., (2006)
uvarum
Cu?® Pseudomonas putida 60,5 Sze et al., (1996)
Fe* S. cerevisiasubs. | 5,0 Yavuz et al., (2006)
uvarum
Hg ** S. cerevisiasubs. | 76,2 Yavuz et al., (2006)
uvarum
Ni #* S. cerevisiasubs. 14,1 Yavuz et al., (2006)
uvarum
Enterobactersp. 36 Wong & Fung (1997)
89,2 (s EDTAD) Xu et al., (2011)
Pb 2" S. cerevisiae Zhang et al., (2011a, b)
21,8 (bez EDTAD) | Zhang et al., (2011a)
Sr* Kluyveromyces 140,8 Jietal., (2010)
fragilis
U Rhodotorula glutinis | 226,0 Bai et al., (2012)
Zn? S. cerevisiasubs. 11,8 Yavuz et al., (2006)
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> BISORPCE DALSICH LATEK

Dalsi magnetické modifikace mikrobidlnich déutza &elem adsorpce

xenobiotik jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Dal$i magnetické modifikace.

Mikroorganismus | Typ modifikace | Uéel Reference

Flavobacterium kovalentni vazba | degradace organofosfatovych | Rolatjazi et

(ATCC 27551) a iontova triestefi al., (2012)
adsorpce s R©,

Pseudomonas imobilizace do desulfurizace (od&ni) Shan et al.,

delafieldii PVA s FgO, (2003)

Rhodococcus oSeteni MK (MK

erythorpolis modifikovana desulfurizace (od&ni) Lietal.,

(LSSES8-1) amonnymi soli (2009)

kyseliny olejové)

adsorpce pesticid

lindan MacRae
2,4- dichlorophenoxyoctova k. | (1985)
Rhodopseudomonadmobilizace 2,4,5- trichlorophenoxyoctova k.
sphaeroides (adsorpce) s adsorpce chlorovanych
magnetitem uhlovodiki: MacRae,
heptachlor (1986)

aldrin a dieldrin
a ay- hexachlorcyklohexan

Sphingomonasp. | imobilizace do Wang et al.
(XLDNZ2-5) gelanové gumy | degradace karbazolu (2007)
s FeO,

> MAGNETOTAKTICKE BAKTERIE JAKO ADSORBENTY

Magnetotaktické bakterie jsou vodni gramnegativraktérie tiznych
morfotypi (koky, tyinky, spirily), jejichZz spolénym znakem je iitomnost biika
Vv paitu a uspeadani zavislém na konkrétnich fyziologickych podkath
a burg¢ném typu. Objeveny byly v roce 1975 a od té dobly Imolovany nejen ze
sedimeni sladkovodnich tak (rybniky,ieky, jezera) a nigské vody, ale také z bazin
(Safarik & Safarikova, 2002 a 2009; Naresh et @1,2).
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Jedna se o obligatrmikroaerofilni nebo anaeroi mikroorganismy, které ¢
pasivré pohybuji podél silgar magnetického poletipnym pohybem, bez zastave
apret&eni. Tato schopnost Uzce souvi pritomnasti intracelularnich magneticky
mineral vazanych membranovych strukturach zvanych magnetoz(Cejkova,
2009).

Magnetozémy obsahuji anorganické krystalky magmefife;O,) nebo
greigitu (FeSy), které jsou obaleny fosfolidovou membranou (o tlotée -4 nm)
a kterécastobyvaji spojovany deetézci. Typické velikost&chto Utvit se pohybuje
mezi 30120 nm ijejich paet v buice mezi 540. Vykazuji vysoky stupe
jednotvarnostitvaru, velikosti orientace Cejkova, 2009; Safarik & Safarikov
2009; Naresh et a2012, Zhou et al., 20).

Na obrazku 2 je zobrazena magnetotakticka bakteMagnetospirillum

magnetotacticupezatimcotabulka 8shrnuje adsorpcéikych kow.

Obrazek 12: Magnetospirillum magnetotacticu

Zdroj: http://www.daviddarling.info/encyclopedia/M/magnatbhtm [stazeno 2012-
06-21]

Tabulka 8: Adsorpcedzkych kow magnetotaktickymi bakteriel

Magnetotakticka bakterie Adsorbovana latka Reference
Magnetospirillum Ag® Wang et al.2011)
gryphiswaldense cu*

Stenotrophomonasp Au® Song et al.2008)
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2.5.2 Celobunééné katalyzatory

Jako magnetické celob&mé katalyzatory byly v experimentélnich
podminkadch pouzity pekské kvasinky Saccharomyces cerevisjagjejichz
modifikace probBhla za mirnych podminek tak, aby nedoslo k jejismrceni, a tim
i ke snizeni enzymatické aktivity.

Vyuzity byly pro katalyzu peroxidu vodikti produkci invertniho cukru, za
coz jsou zodpoxdné intracelularni enzymy — katalaza (peroxid vodigeroxid
vodiku oxidoreduktdza — EC 1.11.1.6.) a invertgza- (fruktofuranosidaza — EC

3.2.1.26). Shrnutidetrg referenci je uvedeno v tabulce 9.

Tabulka 9: Vyuziti magnetickych bek jako katalyzatat.

Mikroorganismus Typ Vyuzity enzym EC Reference
modifikace
katalaza 1.11.1.6{ Safarik
enkapsulace & Safarikova
S. cerevisiae do 2% (2009b)
alginatu invertaza 3.2.1.26] Safarik, Sabatkova
sodného & Safarikova
(2009)

Obecr Izetici, Zze pouziti celych buk jako katalyzatar je pon&rné levné,
neba odpadaji kroky jako izolacéi purifikace samotnych enzyim K tvorhe
ucinnych biokatalyzatdr se velice casto vyuziva imobilizace do polymernich
materiat, avSak i ta je v imyslovém ndfitku limitovana rkterymi faktory, a sice
(Krumphanzl& Rehé&ek, 1988; Mikulicova, 2009):

» Difazi, kterd vyznam& ovliviiuje reakni rychlost;

* Autolyzou burk, diky které dochazi k postupnému vyplavovanicdiého
enzymuimz klesa readni rychlost;

* V nekterych gipadech i samotnymistem bugk, jenZz mechanicky narusuje

rigiditu polymernichiéstic.
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Nekteré giklady ptimyslovych, avSak nemagnetickych aplikaci uvadi

tabulka 10.

Tabulka 10: Priklady primyslového vyuziti imobilizovanych lgkn

(pozn. 6-APA = 6-aminopenicilinova kyselina; GAutgraldehyd).

Mikroorganismus

Metoda imobilizace

Vyuzity enzym

Pramyslové

vyuziti
Bacillus coagulans cross-linking (GA) glukézaizomeraza izomerace
glukdzy na
fruktozu
Bacillus sp. cross-linking (GA) | B - galaktosidaza | hydrolyza lakt6z
Brevibacterium entrapment do fumaraza konverze
flavum k-karagenanu fumarazy na L-
jablecnou
kyselinu
entrapment do aspartaza konverze
K-karagenanu amonného
fumarétu na L-
E.coli asparagovou
kyselinu
entrapment penicilacylaza produkce 6-APA
do polyakrylamidu Z penicilinu
entrapment penicilacylaza produkce 6-APA
do glutaraldehydem Z penicilinu
zestované Zelatiny
Streptococcus cross-linking (GA) glukbézaizomeraza izomerace
olivaceus glukdzy na
fruktozu

Zdroj: upraveno dle Brodelius & Vandamme (1987)
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3. MATERIALA METODY
3.1 Material

3.1.1 Pouzité mikroorganismy
K experimenim byly pouzity komeamé zakoupené pekské kvasinky
(Saccharomyces cerevis)aeznaky FALA (vyrobené v EU) a UNIFERM

(pochazejici z Bmecka).

3.1.2 Piistroje a pomicky
Krome¢ bézného laboratorniho skla byly pouzity nasledujpgalni gistroje

a pormicky:

* Automatickeé pipety: Eppendorf Research 10 ml (Eplpein Némecko)
Labopette 10-10QHirschman, Nmecko)
Transferpette A@DOul (Brandtech, USA)
Vitrum 0,5-5 n¥itrum, Ceskéa Republika)
* Analytické vahy KERN ABT 220 — 5DM (KERN, &necko)
« Magnetické separatory: Dynal MPC®sftimal volume 5 - 15 m{Dynal, Norsko)
Dynal MPC®-1optimal volume 5 - 50 miynal, Norsko)
DynaMag™-dg@imal volume 1 - 15 m{Dynal, Norsko)
DynaMag™-&ftimal volume 5 - 50 m{Dynal, Norsko)
Plochy maghbe Bioma@Separator (Dynal, Norsko)
* Michadlo Dynabead® MX1 Mixer (Dynal, Norsko)
« Mikroskop Arsenatada LP 3000i (Arsenafjeska Republika)
* Odstedivka Hettich universal 320 (Hettichgidecko)
* pH metr Hanna pH 209 (Hann@eska Republika)
* PredvaZzky KERN EG 420 - 3NM (KERN, &hecko)
* Rotator Stuart SB3 (Stuart, Velka Britanie)
* Termostat Memmert UFE 500 (Memmergmikcko)
* Trepaka Heidolph Unimax 1010 (Heidolph&hhecko)
* Tiimistné magnetické michadlo Stuart SB 161 - 3 (§t\Malka Britanie)
* UV/VIS Spektrofotometr Cintra 20 (GBC, Austrélie)
* Vortex Heidolph REAX top (Heidolph, &inecko)
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3.1.3 Chemikalie

Alginat sodny (BDH Laboratory Supplies, Velka Britd)

Dihydrogenfosfor&nan draselny (Lachemégeska Republika)

Dusiénan hlinity (Lach - NerCeska Republika)

Dusinan strontnaty (Lachem@gska Republika)

Ferrokyanid draselny (Lachem@eska Republika)

Glutaraldehyd (Fluka, Svycarsko)

Hydrogenfosforénan disodny, dodekahydrat (Lach - Néeska republika)
Hydroxid sodny (Lach - Nef;esk& Republika)

Chlorid sodny (Lachem&;esk& Republika)

Chlorid vapenaty (Pent&eska Republika)

Krystalova viole (Lachemageska Republika)

Kyselina chlorovodikova (Lachem@eska Republika)

Kyselina sirovéa (Lach - Ne€,eska Republika)

Magnetické chitosanové miktastice pipravené syntézou vyuZivajici mikrovinné
z&eni, pamér 50-200 um (Prof. Saffikk, Oddleni nanobiotechnologii (ONBT)
v CB, Ustav nanobiologie a strukturni biologie GVGZ AR, Ceska Republika)
Magnetické kapaliny (ONBTCB, Ceska Republika)

Alkalick& (pH 14, ¢ = 24,86 mg/ml)
Citratova (pH 6,7, ¢ = 67,55 mg/mi
Kysel4 (pH 1, ¢ =17,8 mg/ml)
Magnetit gipraveny pomoci mikrovinného #@ni ze siranu Zeleznatého

v alkalickém prosedi (ONBT,CB, Ceska Republika)
Manganistan draselny (Lacheni&ska Republika)
Methylenova motl(Lachemageska Republika)
Montmorillonit K-10 (Sigma — Aldrich, Bmecko)
Octan sodny (Lachemé@eska Republika)

Peroxid vodiku (Lach - Ne€;eska Republika)
Safranin O (Lachem&eska Republika)
Sachardza (Lachem@eska Republika)

Siran amonny (Lachem@eska Republika)

Siran sodny (Lachemé@geska Republika)
Sravelan sodny (Lachemé@geska Republika)
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava bunék
Pred vlastni magnetickou modifikaci byly fiky pétkrat promyty ve
fyziologickém roztoku (ods¢déni pii 5000 rpm po dobu 3 minut).

3.2.2 Magneticka modifikace burgk

> MODIFIKACE MAGNETICKYMI KAPALINAMI

Modifikace citratovou, kyselou (stabilizovanou kiseu chloristou)
i alkalickou (stabilizovanou tetramethylamonium Hhyxildem) magnetickou

kapalinou (MK) probihala podle nasledujiciho postup

= KO0,5 gramu kvasinek bylofglano 7 ml 1% sachardzy. $mbyla dikladn
michana na vortexu a nechana v termostatu po ddiodli2 @i teplog 30°C.

= Nasledovala centrifugacdi®m000 rpm po dobu 3 minut, odstimi supernatantu,
promyti bugk v pufrech (v 0,1M glycin - HCI pufru o pH 2,2 poitratovou MK;
v 0,1M acetatovém pufru o pH 4,6 pro kyselou MK @&1iM glycin - NaOH o pH
9 pro zasaditou MK) a @povna centrifugace.

= DalSim krokem bylo fidani 2 ml gislusného pufru a 0,3 mkiglusné magnetické
kapaliny.

= Vyslednd smis se nechala ab hodiny inkubovat na rotatoru a poté byly
modifikované biiky separovany pomoci magnetického separatorékalikrat
promyty fyziologickym roztokem.

= Takto modifikované biky se pfges noc nechaly sedimentovatti p4°C

v kalibrovanych zkumavkéach.

Stejnym zfisobem byly vytvéeny dalSi d¥ paralely.
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> ZABUDOVANI (ENKAPSULACE) DO ALGINATU

V ramci tohoto typu modifikace bylo pouZit@tpriznych zmisohi pripravy

alginatovych kuliek, a to vzdy porech paralelach.

CacCl; kuli ¢ky

K 1 gramu kvasinek bylofwlano 0,5 ml sedlého objemu magnetitu a 2 ml
2% alginatu sodného. Poté byla é&srdikladné promichana na vortexu a pomoci
pipety kapana do 5% CalMNzniklé kulicky byly v roztoku ponechanyap hodiny
a nasleda byly neékolikrat promyty fyziologickym roztokem Cagh uchovany ve
fyziologickém roztoku sifdavkem 0,5 % CaGhii teploi 4°C.

CaCl, + Al(NO3)3 kuli ¢ky

Byla pripravena sms obsahujici 1 gram kvasinek, 0,5 ml sedlého objemu
magnetitu a 2 ml 2% alginatu sodného, ktera bydaxsijako v gedchozim gipad
dukladre promichana na vortexu a kapana do 5% gde se nechala po dobtlp
hodiny. Poté byly kutky magneticky separovany agmeseny do 0,3M AI(Ng)s,
kde byly ponechany po dobu 5 minut. Nasledovalongr@ni fyziologickym
roztokem a posléze uchovani magnetickychckllive fyziologickém roztoku s 0,5%
CaCkbpri 4°C.

Sr(NOs3), kuli ¢ky

Smes sloZzena z 1 gramu kvasinek, 2 ml 4% alginatu &odm 0,5 ml sedlého
objemu magnetitu byla kapana do 2% SrgNOkde byla ponechana po dobu
2 hodin. Kultky byly nékolikrat promyty fyziologickym roztokem a nasledn ném
uchované p teplot 4°C.

CaCl, + Montmorillonit kuli ¢ky

K 1 gramu kvasinek bylofmano 0,5 ml sedlého objemu magnetitu a 2 ml
4% alginatu s fidavkem 1,25 g montmorillonitu. S® byla kapana do 2% Cafl
kde byla tvrzena po dobu 2 hodin. Promyvani bylalizevano fyziologickym

roztokem a uchovani pomoci fyziologického roztolptidavkem 0,5% Cagl
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CacCl; 8 h kuli¢ky

Smeés obsahujici 1 gram kvasinek, 2 ml 4% alginatu ébdra 0,5 ml sedlého
objemu magnetitu byla kapana do 2% Ga@de se nechala po dobu 8 hodin
vytvrdit. Nasledovalo promyvani fyziologickym rokem a uchovani ve
fyziologickém roztoku sidavkem 0,5% CaGle 4C."

> IMOBILIZACE NA CASTICE MAGNETICKEHO CHITOSANU

Imobilizace nacastice magnetického chitosanu probihalemi riznymi

zpasoby, vzdy po 12 davkach, které i tii paralely.

1) S aktivaci magnetického chitosanu

= Do 15 ml plastové zkumavky sckiem bylo gidano 1,5 ml sedlého objemu
magnetického chitosanu rgbyt&na voda byla odstr&na pomoci magnetu)
a 5 ml 5% glutaraldehydu.

= Smeés byla dikladné promichana na vortexu a inkubovana po dobu 3 hodin
rotaru.

= Nasledovala separace magnetickeého chitosanu pomaghetického separatoru
a dikladné promyvani destilovanou vodou.

= DalSim krokem byla vlastni imobilizace hkikn kdy 1,5 ml sedlého objemu
aktivovaneého magnetického chitosanu byléergseno do 50 ml plastovych
zkumavek s wkem za sotasného odstr&ni prebyt&né vody (fes magnet)
a k rtmu bylo gidano 1,5 gramu kvasinek a 8 ml fyziologického ozt

= Takto vznikla smis byla dikladrg promichana na vortexu atena na rotatoru po
dobu 2 hodin.

= Nenavazané hiky byly slity pres magnet do ipdem zvazené zkumavky,
centrifugovany gi 5000 rpm po dobu 3 minut a posléze znovu zvazgemnto
krok slouzi k pibliznému uteni mnoZzstvi navazanych lik).

= VSechny davky byly &olikrat promyty fyziologickym roztokem a poté po
Ctyfech spojeny v jednu paralelu.

» Vzorek se nechal sedimentovaép noc v kalibrovanych zkumavkach #°C.
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2) Bez aktivace, ale zesihé glutaraldehydem

0,3 gramu kvasinek, 1 ml sedlého objemu magnetkéhitosanu a5 mi
fyziologického roztoku bylo promichdno na vortexu p@ dobu 3 hodin
inkubovano na rotatoru.

Nenavazané hiky byly odstragny pomoci magnetického separatoru dedem
zvazené zkumavky, centrifugovanyi 000 rpm po dobu 3 minut a znovu
zvazeny.

Ke komplexu butk a magnetického chitosanu bylofiggdno 5 ml 3%
glutaraldehydu. Sis byla dikladn® promichana na vortexu a nechala se 2 hodiny
inkubovat na rotatoru.

VSechny davky byly opakovarpromyvany fyziologickym roztokem, piyiech
spojeny do jedné paralely a nechaly se sedimenfaest noc v kalibrovanych
zkumavkach $ 4°C.

3) Bez aktivace i zes#ni

Smés tvaend 0,3 gramy kvasinek, 0,5 ml sedlého objemu niapédo
chitosanu a 5 ml fyziologického roztoku bylékthdné promichana na vortexu
a inkubovana po dobu 3 hodin na rotatoru.

Nenavazané hiky byly stejré jako v gredchozich fipadech odstramy pomoci
magnetického separatoru diegem zvazené 50 ml plastové zkumavkyc&ern,
centrifugovany i 5000 rpm po dobu 3 minut a znovu zvazeny.

Ctyii davky byly spojeny do jedné paralelyskolikrat promyty fyziologickym
roztokem a nechaly sergs noc sedimentovat v kalibrovanych zkumavkaith p
4°C.
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3.2.3 Stabilita kuli ¢ek v AB médiu

A) Priprava AB média

Na predvazkach bylo navazeno:

2 g (NHy)2.SO

15,1 g NgHPQ, . 12 HO
39 KH,PO,

3 g NaCl,

které byly rozpug$ny v jednom litru destilované vody. Poté bylidano 1 ml 0,1M
CaCh, 1 ml 1M MgChka 1 ml 0,003M FeGl

B) Stabilita

Stabilita kultek byla testovanardépanim 330 mg zabudovanych Bkn
v alginatu ve 25 ml AB média po dobu 4 hodin. Zakahikly z uvolrenych burtk
byl méten spektrofotometrickyip 600 nm. KulEky, jeZz udrzely sij pavodni tvar,

byly trepany dalSich 20 hodin.

3.2.4 Barveni 0,01 % methylenovou modi

1) Pr¥iprava barviva

0,05 gramu methylenové miodoylo rozpuséno v5 ml 96% etanolu. Poté
bylo piidano 17 ml destilované vody. Naslédbyla snés fadré rozmichana,

piefiltrovana a uchovana v tmaveé lahvi.

Daéle bylo gipraveno 10 ml KHPO, o pH 4,6, které bylo na tuto hodnotu
upravovano pomoci NaOH o ¢ = 1 mol/l.

Finalnim krokem bylo smichani 0,5 ml barviva s @XH,PO, o pH 4,6.

2) Stanoveni zivych a mrtvych burk

Na podlozni skiiko byla nanesena mikrok&ga obsahujici hiky
modifikované magnetickou kapalinou a mikrok#ai 0,01% methylenové mtid
Preparat se rozet, prekryl krycim sklékem a vlozil pod mikroskop.

Zivé (swtlé) i mrtvé (modré) biky byly pagitany z osmi tiznych zornych
poli, ze kterych byl poté vygaan aritmeticky pimer.
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3.2.5 Stanoveni zbytkové koncentrace peroxidu vodiku

Toto stanoveni bylo provedeno u vSech utymodifikaci a vychazelo
z metodiky CEFIX PEROXYGENS #, AM-7157 zroku 2003 (viz.
http://www.cefic.org/Documents/Other/CEFIC-H202- 7).

Postup byl nasleduijici:

1) 330 mg busk (v pfipac magnetického chitosanu 65, 130, 195, 260 a 325 mgQ)
bylo zalito 50 ml 1% KO, a tepano po dobu 55 minutid55 rpm.

2) DalSich gt minut byly magnetické hiky ponechany na plochém magnetu pro
dokonalou separaci supernatantu.

3) Poté byly odebrany 3 ml vzorku, ke kterym byiedano 57 ml destilované vody
(moZno zvolit i jiny objem vzorku tak, aby vysledimpjem byl roven 60 ml)
a 15 ml HSO, (490 g/l).

4) Takto vznikla sms byla titrovana kapku po kapce roztokem mangamista
draselného ofpdem znamé koncentraci (ktera byla stanovena pofiaeélanu

sodného) doizového zbarveni.

Zbytkovy peroxid vodiku se pak vypetl z nasledujiciho vzorce:

V2 M2 100
W=7000 2 “m2

Kde: w = zbytkovy peroxiddiku (v %);
M= mnozstvi manganistanu draselnéhdgmiého k titraci (v ml);
¢ = koncentracanganistanu draselného (v mol/l);
M molekulova hmotnost peroxidwdiku (M2 = 34,01);

4% mnoZstvi odpipetovaného vzorku (v ml).
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3.2.6 Adsorpce barviv

1) PRIPRAVA ADSORBENTU

» Adsorbent byl pipraven dle postupu uvedeného v kapitole 4. 5.08stavci 3)
s tim, Ze nebyly pouZity jen bky Ziveé, nybrz také mrtvé, které byly ziskany
povaenim po dobu 10 minut.

e Ziskanim suSiny (jez byla vdZzena opakayatokud se vdha suchého materialu
neustalila a festala klesat) bylo @eno, Zze 1 ml sedlého objemu je roven
0,035g.

2) VLASTNI ADSORPCE

* 0,4 ml suspenze vytveného magnetického absorbentu (sedly objem bylnrove
0,1 ml) byly smichany s vodou a barvivem (krystaloviole® a safranin O)
v takovém poriru, aby celkovy objem byl roven 10 mlfigemz barvivo
o koncentraci 1mg/ml bylofglavano v objemech 0,01 az 1,5 ml.

* Vznikla smeés byla inkubovana po dobu 3 hodin na rotéatoru.

» Adsorbent byl magneticky separovdn pomoci magnetiryasupernatant byl
poté spektrofotometricky &en.

* Koncentrace volneho (nenavazaneho) barvivgy)(@yla ukena z kalibrani

kiivky. MnoZstvi barviva navazaného na 1 gram absudrbgQy) bylo

vypacitano z nésledujiciho vzorce:

(0,01 x mnozstvi vnasené barvy v mg/l — 0,01 x Cq v mg/1)

eq 0,0035g
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4.VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Modifikace mag kapalinami

V ramci tohoto zfisobu modifikace byly testovanyiit rizné typy
magnetickych kapalin, a sice citratova, ky (stabilizovana kyselinou chloristo
a alkalicka (stabilizovanatetramethylamonium hydroxidemkjistovala se neje
konzistence vysledné suspenze magneticky modifikgsta burkk a jeji reakce n
vhodny magneticky separator, ale také umrtnostélbumriznych casovych

intervalech.

Ukazalo se, Ze suspenze imoa buitkami modifikovanym citratovou i
alkalickou magnetickou kapalinou m& pomalejSi odenas magnet a jejic
konzistence je celka@vhutrgjSi, nez je tomu u suspenburgk modifikovant kyselou
magnetickou kapalinou. Ta se jevi jako nadychana magnet reaguje téir

okamzig (cca 3 minuty)

K podobnym vysledkm charakteru konzistence dochazi také Safarik
Maderova & Safarik (2009), kteuvadji, Zze k dokonalé magnetické separaci Bkil
modifikovanych citratovou magnetickou kapalinou Fapotebi iblizné triceti
minut, zatimco u suspenz kyselou magnetickou kapalinou pastpouze gkolik
minut. Konzistenci butk S. cerevisiaemodifikovanych citratovou magneticki

kapalinou a jejich reakci na magnet dokumentujénék 12

Obréazek 13: Kvasinky modifikovancitratovou magnetickou kapalinou | a jejich
reakce na magnéB).

Umrtnost bugk byla stanovovana barvenim 0,01% methylenovou fim

piicemz zivé i mrtvé biky byly pasitany zosmi tiznych zornych poli, ze ktery«
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byl udlan aritmeticky pimér. Vesker: bunky (modifikované i nemodifikovaneé

byly skladovany ve fyziologickém roztokiipeplot 4°C.

Bylo zjisttno, Ze nejnizSi podil mrtvych bék se nachazi u bghk
nemodifikovanych, poté nasledu;ji ity oSetené kyselou magnetickou kapalin
a nakonec hitky modifikovanecitratovou a alkalickou magnetickou kapalin
Z vysledia uvedenych na grafu 1 Ize vyvodit, Ze umrtnogerstw modifikovanych
burék nebude rozhodujicim kritériemfipvybéru vhodného typu magneticl
kapaliny, nebo tyto hodnoty nefesahuji5% hranici. Pro dlouhod@f$i expozici by
vSak bylo vhod#si volit buiky modifikované kyselou magnetickou kapalino to

nejen pro zji&nou nizsi hodnotu umrtnosti, ale také pro snazipodaci < nimi.

Graf 1: Umrtnostburek S. cerevisiae modifikovanycfiznymi typymagnetickych
kapalin.

Umrtnost bunék osetfenych MK (v %)
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kyseld MK citratovd MK zasaditd MK kontrolni kvasinky

4.2 Zabudovani do alginatt

Zabudovani buwk do alginatu je velice oblibenou a hoéjmozStenou
metodou imobilizace bwk, a to zejména pro svoji jednoduct a casovou
nenarénost Negastji je vyuzivana fprava vapenatych alginatovyckulicek
(tvrzenych CaG), které sice poskytuji Sirokou Skalu aplikaci, &vmouze z:
mirnych podminek. Je prokaz: (Widerge,&Danielsen, 2001; lgrch et al., 2006),
Ze tyto kultky nejsou vhodné prolouhodolgjSi expozici, nebt se rozpousji diky
vymeng C&* za N& |, jsou Kehké a nestabilni, zvl&Sw prostedi chelaténich
¢inidel (zejména fosfatu citratu) a nesujicich kationtt sodnych a hi@cnatych. Pr¢
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zajiseni stability alginadtovych kutiek je nutnd pitomnost CaGlv médiu. Proto se
hledaji jinacinidla, jeZ by vytvaila pevny a stabilni biokatyzat:

Jednou amoznosti je dle Rocheforta et al. (1986) vytvrz€aiC, kulicek
pomoci trojmocného kationtu hliniku, ktery nejerzxgsi pevnost gelu a stabilizt
jej v ptitomnosti fosfatovych médii, ale takégmbi wici bunkam netoxicky. Jin
studie naznauji, Ze postaéi zantnit kationty vapenaté za jiné dvojmocné katic
sohledem na afinituii alginatovému gelu, kterou lze sestds&adit nasledové
Pb > Cu > Cd > Ba > Sr > Ca > Co, Ni, Zn > MViderge& Danielsen, 2001;
Mgrch et al.,, 200t Stejni autéi dochazeji kawru, Ze pouzitim Kkatiofit
strontnatych nebo Irnatych Ize ziskat daleko vha#jgi materialy pro zabudova
Zivych burgk, které je mozné vyuzi v dlouhodolsjSich experimentech. Vzdy vS§i
zélezi i na samotném sloZeni alginatu, zejménaewnd@m porru monomei
kyseliny manuronoveé guluronové. Z vysledkexperimeni Mgrche et al. (2006) |

viv s

permeabilitu, tak na samotnou pevno<* a B&" alginatovychkulicek.

V této praci byl pozorovan efektiznych kation a pop. piidatnych latel
(AI®*, SP*, CaCh, CaC, spridavkem montmorillonitu) na stabilitu magneticky
alginatovych kulek, ¢to jednak vklidovém® stavu, jednak f mechanickén
zatizeni. Velikost kuliek se vzdy pohybovale rozmezi 23 mm a jejich maneticka
reakce byla testovanailpZzenim vhodného magnetického separatoru (viz zsk
14).

Obrazek 14: Magnetické alginatové kuky[A] (tvorené sndsi 1 g kvasinek, 0,5 r
sedlého objemu magnetitu a 2 ml 2% algin a jejich reakce na magnet [.
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~ 7y

Bylo zjis€no, Ze bez mechanického zatizeni udrzickylisvij pavodni tvar
po dobu jednoho Bsice, jsou-li uchovavanyfipteplot 4°C ve fyziologickém
roztoku s pidavkem 0,5 % Cagl (v pripact Sr(NGs), kulicek pouze ve
fyziologickém roztoku).

V testu mechanického zatiZzeni byly kiy trepany pi 155 rpm po dobu
4 hodin v AB médiu, jez obsahovalo malé mnozstdngch ionfi, a poté byly
magneticky separovany pomoci vhodného magnetu. Oahym vizualnim
zhodnocenim byl patrny rozpad klasickych Ga®Gkm hodin vytvrzovanych CagCl
a CaC} kulicek s gidavkem montmorillonitu. Oproti tomu kiky, jez byly tvrzené
strontnatymi kationty a trojmocnym hlinikem,ig¥var udrzely i zadchto ztizenych
podminek, a proto bylyépany dalSich 20 hodin. Ukazalo se, Ze vytvrzeniliték
v Al(NO3)3 bylo docileno pouze dasného zvySeni pevnosti kigk, nebé po 24
hodinovém testu doslo k jejich Uplnému rozpadujmed Sr(NQ). kulicky stéle
drzely sféricky tvar. Vysledek testu po 24 hodindig@pani a vysledky absorbance
supernatarit jednotlivych kultek pi 600 nm (detekce zakalu v médiutzpbena
uvolnénymi buikami a gip. montmorillonitem) v AB médiu jsou uvedeny na

obrazku 15 a v grafu 2.

Obréazek 15: Kulicky po 24 hodindch mechanického zatizeni (nemafiaetarze).

\ \
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Graf 2: Stabilita kultek \ AB médiupozn. ND= nedano).

Stabilita kulicek v AB médiu
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CaCl2 + Sr(NO3)2 CaCl2 klas. CaCl2 8h CaCl2 +

AI(NO3)3 Montmorillonit

Typ pFipravy Hpo4h
po 24 h

Timto experimentem se pdila prokazat, Ze samotné Ci, kulicky jsou
kiehké anestabilni, a proto zcela nevhodné nejen pro didobé experimenty, a
také pro prosedi, které je z&kovano mechanickym stresem. Dale bylo potvrz
7e rekterd cinidla (v nasem fpads S a AP opravdu mohou zvysit celkov
pevnost kultek, gicemz vytvrzeni pomoci dvojmocného stroncia se ukéjato

daleko efektiveijSi nez vytvrzeni pomoci trojmocného hlini

4.3 Imobilizace naéastice mag. chitosanu

Imobilizace busk S. cerevisiama ¢astice magnetického chitosaprobihala
ttemi riznymi zmsoby aktivaci magnetického chitosanu glutaraldehy:
anaslednym fidanim bugk; smichanim bu¥k a mag. chitosanu, ke kterym byl p
piidan glutaraldehyd a iimou nekovalentni modifikaci nevyzZadujicitasiaci
¢inidlo.

Ukazalo se, Ze vchny typy pipravy vedou kytvoieni slibnéhc
magnetického sorbentu, jehoz mikroskopicka podebalpkumentovana na obraz
16.
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Obréazek 16: Kvasinky imobilizované néastice magnetickéhchitosaru.

Dale Ize konstatovat, zvzniklé sorbenty byly totoZzné jak konzistenci, tak
v rychlosti reakce na magnet. CoZz ovSem nepl piipact pouZziti mrtvych buk,
kdy bylo docileno nadychané konzistence a¢jestazSiho promyva sorbentu.
Porovnani konzistenci sorbéribsahujiczivé a mrtvé biiky je uvedeno na obrazl
17.

BohuZzel vysledky nelze porovne literaturou, nebt se jedna o Upthnovy
biokompozitni materié

Obrazek 17: Porovnani konzistencmagnetického agbentu tvéeného mrtvynr
a zivymi betkami.
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4.4 DegradaceH,0,

U vSechtypt modifikovanych budk byla testovana schopnost degrac
H.0,, a tim vhodnost jejich vyuZiti jako potencialntmbkatalyzatoi.

Nej&inngjSim dekompozitorem se jevi iky modifikované pomoc
magnetickych kapalin.Z grafu 3 je patrné, Ze 330 mg timto uspberr
modifikovanych busk je schopno degradovat -95% peroxidu vodiku. #blizné
10% rozdil mezi kyselou a zbylymi dma typy magnetickych kapalin by mohl b
dle mého néazoru, #goben odliSnou konzistenci, n&bbunky oSetené kyselot
magnetickou kapalinou reagovaly na magnet podstgthleji, diky cemuz byiciry
supernatant ziskantigle a buiky tak nemohly roztoku dale degradovat pero»
vodiku jako ve zbylych dvoutfpadech, kdy giminutové mgisobeni magneckého
separatoru nebylo dostgici. Na druhou strant z vysledki Safarikové, Maderov
& Safarika (2009) vyplyva, Ze modifikace hinS.cerevisiar pomoci alkalické
magnetické kapaliny poskytuje vysSi hodnoty degrads,O, nez \ pripact kyselé
magnetickékapaliny. ¢ohledem na umrtnost modifikovanych Bln(viz sekce
Modifikace magnetickymi kapalinami) dlouhodobych pokusech Ize V&
konstatovat, Ze pouziti kyselé magnetické kapgérstale o tco vhodrjsi volbou

Graf 3: Degradace K0, pomoci bugk modifikovanycimagnetickymi kapalinal.

Ubytek peroxidu vodiku pomoci
kvasinek oSetrenych MK (v %)
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U modifikace zabudovani b&k do alginatu je situace zcela odliSna. Jak se
ukazalo v pokusu a@vujici stabilitu kultek, mnohé z nich nevydrZely hodinové
ttepani v AB meédiu, natoZz v daleko agresjgim roztoku tvéenym 1% HO,,

a rozpadly se. U takovychto vzdrinebylo mozné test provéd Hodnoty Ubytku
H,O, u 330 mg enkapsulovanych hin (viz tabulka 11) jsou daleko nizsi
v porovnans modifikaci pomoci magnetickych kapalin, za coigsepis zodpasny
nejen samotny alginat, nybrz také sféricky tvartérické zabrany, a tim snizena

prostupnost b, k jednotlivym butkam.

Tabulka 11: Ubytek HO, pomoci buek S. cerevisiae zabudovanych do
alginatovych kulfek.

Ubytek peroxidu vodiku pomoci kvasinek zabudenych do alginatu
Typ CaC} CaC}
pipravy + Sr(NGs), CaCh klas | CaCl +
Al(NO3);3 8h montmorillonit
stai kulicek
0 — —
cerstvé 51 % 55 % nestabilni aplny | Gpliny rozpad
rozpad
po 50 dnech 41 % 46 % nestabilni Uplny | Uplny rozpad
uskladrgni rozpad

| pfes nizSi dinnost jsou jako biokatalyzatory preferovany magphet
imobilizované biiky, a to zejména diky snazSi manipulaci s nimi iwakych
objemech.

K zajimavému, i kdyz trochu ¢ekdavanému vysledku, dochazi Safarik,
Sabatkova & Safarikova (2008), kteporovnavali degradaci peroxidu vodiku
u alginatovych kutiek miznych velikosti. Ukazalo se, Zém jsou kuléky mensi, tim
snazSi ma bD, pristup k butkam, a tim vyssi je vysledn&ianost. Veiselnych
hodnotach pak uvél, Ze degradace @, u kulicek o velikosti 2-3 mm se pohybuje
kolem 50%, coZ je hodnota t#la totoZzna s hodnotami stéjrvelkych kultek
z tabulky 11, zatimco mikrokuky (o rozmeérech 50-100 pm) vykazuji¢innost

0 vice nez 40 % vysSi (az 92%).
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Imobilizace na magneticky chitosan poskytuje talk®ginzavé vysledky
Ukazuje se, Zeifmy typ modifikace (bez aktivace i zesit) neni pro degrada
peroxidu vodikwhodny, nebt béchem reakce nim dochézi kivoliiovani bugk do
roztoku. Tim bylo zji&no, Ze nezbytnym krokem vytvoreni stabilnihc
biokatalyzatoru je zesii burek vhodnym cinidlem. Vysledky degradace ,O,
pomoci kvasinek kovalentrimobilizovanych nemagneticky chitosan jsou uvede

na grafech 4 a 5.

Graf 4: Degradace hO, pomoci kosalentry imobilizovanych bufk na mag
chitosan (s aktivaci).
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Graf 5: Degradace kO, pomoci buek imobilizovanych nanag. chitoan (bez
aktivace, se zesitim

Ubytek H,0, pomoci kvasinek imobilizovanych
do magnetického chitosanu (v %)

Typ modifikace bez aktivace, se zesiténim

70 +

60 - P @ «

50 -

40 - L X~
30 - & 30

20 A

0, @

65 mg 130 mg 195 mg 260 mg 325 mg

Ubytek H,0,

Mnoizstvi kvasinek

56



Z experimentu vyplyva, Ze jeubbzité nejen samotnétrigani sfovaciho
¢inidla, ale také jeho vhodnéiaaeni, nebq jak je patrné, i takto maly detail ma
ponerné velky vliv na vyslednou hodnotu degradacgObl Lze tedy konstatovat, Ze
smichani buék a mag. chitosanu a jejich nasledné zesiglutaraldehydem vede
k vytvoreni daleko efektiwjSiho biokatalyzatoru nez wipact aktivace

magnetického chitosanu, ke kterému jsou poslézampy buiky.

4.5 Adsorpce barviv

Zcela no¥ vytvoreny biokompozitni material, sloZzeny z lgkrS. cerevisiae
a magnetického chitosanu, posléze 2agit3% glutaraldehydem, byl testovan jako

potencialni sorbent pro krystalovou vidke safranin O.

Na rozdil od vysledk z publikace Safarika, Ptackové & Safarikové (2002)
nebylo prokazano, Zze by mrtvéitky vyznamnym zfissobem navySovaly maximalni
adsorgni kapacity, pesto byly pro experiment vybrany, a to twddu snazSi

manipulace s nimi.

Z vysledki raznych praci zabyvajicich se adsorpci barviv fngafarik,
Ptackova & Safarikova (2002); Safarikova et al.0&)i Safarik et al. (2007)] byla
pievzata také dobadeni sorbentu na rotatoru, néboylo prokazano, Zgithodiny

pIné post&uji k dosazeni adsatpi rovnovahy.

Pro sorbenty obou barviv byly sestaveny izotermgrék jsou uvedené na
grafech 6 a 7. Testovana byla také sorpce samotnémgnetického chitosanu,

u které se zjistilo, Ze je nulova. Sorbuji tedy p@imobilizované kvasinky.

Sorpci barviv pomoci nemodifikovaného magnetick@mitosanu testoval
Safarik (1995), ktery stanovil maximalni adsorp kapacity na 0,125 mg/g pro
krystalovou viol€¢ a 0,416 mg/g pro safranin O. Jak je patrné, i&drpchopnosti

nemodifikovaného magnetického chitosanu jsou velizké.
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Graf 6: Adsorp’ni izoterma nového sorbentu (slozeného z kvasiostaldntr
imobilizovanych n@astice magnetického chitosanu) pro safranin O.
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Pro zjis&ni maximalnich adsoipich kapacit (@ax byly vyuZzity linearizace
izoterem, které v oboutipadech vykazuji typicky Langmuirovy tvar (viz gya8

a 9). Vypaet vychazi z nasledujiciho vzorce:

Cec{ Qeq= 1/b.Quax+ Cec/ Qmax

KdeQeq = mnoZstvi naadsorbovaného barviva (v mg/g);
Ceq = koncentrace volného barviva (v mg/l);
Qmax= maximalni adsokmi kapacita (v mg/g);

b = konstanta (v I/mg).

Graf 8: Linearizace izotermy pro vypet Qnaypro safranin O.
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Zjistené maximalni adsotpi kapacity shrnuje tabulka 12.

Tabulka 12: Qmaxpro jednotliva barviva.

Barvivo Qmax

Krystalova viol& | 69,4 mg/g

Safranin O 99,0 mg/g

Z vysledki experimentu lze vyvodit, Ze modifikace BUnS. cerevisiae
pomoci magnetického chitosanu vede k vigvid magnetického materialu, ktery by

mohl byt Gspsre vyuzivan jako adsorbent prdzna barviva.

Zjisttna hodnota @« pro safranin O je srovnatelnd s vysledky
publikovanymi Safarikem, Ptackovou & Safarikovou 0@2), kt&i uvadji
90,3 mg/g, maximalni adsafnpi kapacita pro krystalovou vialese vSakzni, a to
témet o 20 mg/g, nelbautdi deklaruji 85,9 mg/g. Tyto rozdily by mohly bytied
mého nazoru, Zisobené nap pouzitim kvasinekiznych vyrobé, a rovrez takeé

samotnoutiznorodosti typ porovnavanych sorbent
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5.ZAVER

Magneticky modifikované hiky jsou cegny predevSim pro své magnetickeé
vlastnosti, diky kterym mohou byt snadno a efektivwdstragny z libovolného
prostedi pomoci vhodného magnetického separatoru, z#&aso@€ho urychleni
a usnadéni mnoha sepaéaich a purifik&nich proces.

Jednoduchymi zjsoby jsou ziskavany levné magnetické derivaty, ékter
nachazeji Siroké uplatni v miznych oblastechifrodnich ¥d. Vyuzivany jsou nejen
jako absorbenty ndjen¢jSich xenobiotik (zejména barviv &kych kov), I€iv ¢i

proteini, ale také mohou slouzit jako celokiné biokatalyzatory.

Cilem této diplomové prace bylo &eni miznych postup pro pipravu
magnetickych derivat mikrobialnich bugk, a sice povrchovou modifikaci bek
magnetickymi kapalinami, zabudovani bkndo magnetickych géla kovalentni
imobilizaci na magnetické nas.

Ukézalo se, Ze vSechny vySe uvedené postupy v kamobis bikami
S. cerevisiavedou k vytvéeni slibného magnetického materialu, jenz by mahl b
acinng vyuzit pro rozklad HO,. NejvysSiho procentualniho Ubytku peroxidu vodiku
(84-95%) bylo dosazeno u bitknmodifikovanych magnetickymi kapalinami, avSak
Vv praxi jsou upednosiovany buiky imobilizované do magnetického gelu, a tdep
niz8i hodnoty degradace (50-55%). Tato preferenzee Usouvisi s jednodussi

manipulaci s mikroorganismy, zejména ¥Sich objemech.

U alginatovych kukiek byla dale hodnocena jejich stabilitéd mechanickém
zatizeni. Bylo zji&no, Ze nejastji pouzivané vapenaté alginatove kil
(vytvrzené CaG) jsou velice kehké a nestabilni, a proto zcela nevhodné nejen pro
dlouhodobé experimenty, ale také pro predi, které se vyzftaje mechanickym
stresem. Déle se ukazalo, Zédanim rékterych kationt, trojmocného hlinikwi

dvojmocného stroncia, Ize vytkibdaleko pevijSi a stabilgjSi biokatalyzator.

Kovalentni imobilizaci butk na magneticky chitosan byl vytien zcela
novy biokompozitni material, u kterého byla testwwvaschopnost adsorpce
negastjSich pamyslovych barviv, a sice krystalové violeti a safrai O. Bylo
prokazano, Ze samotny magneticky chitosan neadgorbadna barviva, tudiz
vesSkera sorpcefipada na imobilizované kvasinky. Maximalni adsmipkapacity
byly stanoveny na 69,4 mg/g pro krystalovou Wade99,0 mg/g pro safranin O, coz
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Ilze povaZovat za hodnoty, které odpovidaji publégm udajm adsorpce
kvasinek.

Nejvice studii je zagfeno pra¥¢ na rozvoj nejizngjSich adsorbeit
vyuzitelnych v bioremedtanich procesech (zejména ve vodnich systémech)jecoz
aktualnim tématem vice nez 20 let. Maloktera zigabl se vSak dostates zabyva
problematikou nechhého vyskytu metabotit |&civ, piredevSim antikoncepce
a antibiotik, a jejich odstimvanim. Pra¥ tato skupina xenobiotik by ¢ta byt, dle

mého nazoru, do budoucna |Iépe studovana.
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7.4 Seznam zkratek

6- APA = 6 - aminopenicilinova kyselina

Ceq = koncentrace volného barviva (v mg/l)

CB = Ceské Budjovice

EDTAD = dianhydrid kyseliny ethylendiamintetraoctové

G = kyselina guluronova

GA = glutaraldehyd

HGMS = high gradient magnetic separator — vysokogradignmag. separator
HMGS = hexapole magnetic gradient separator — hexapal

M = kyselina manuronova

MK = magneticka kapalina

ONBT = Oddcleni nanobiotechnologii B, Ustav nanobiologie a strukturni
biologie GVGZ AVCR, Ceska republika

Qeq = MnoZstvi naadsorbovaného barviva (v mg/g)

QMGS = quadrapole magnetic gradient separator - kvadirup6
SEM = skenovaci elektronovy mikroskop

TEM = transmisni elektronovy mikroskop
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