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ABSTRAKT

V diplomové préci byla studovana optimalizace produkce lipolytickych enzymu pii
submerznim zpisobu kultivace Bacillus subtilis (BS). Produkce lipolytickych enzymi byla
testovand v prostiedi tii Zivnych médii, ktera se lisila zeména hlavnimi zdroji uhliku, resp.
dusiku. Prvni médium obsahovalo zeména extrakt zteleciho mozku a hovéziho srdce
(BHIB), druhé médium pepton a kvasni¢ni extrakt (NB) a treti Zivné médium pepton
a kvasni¢ni extrakt spridavkem 2% (w/v) glukézy (NBG). Nevyssi lipolytické aktivity
(0,0784 U-mi™) bylo dosazeno v médiu NBG, pricem? ve viech médiich bylo pozorovéno
maximum pred koncem exponencidni féze rastu. V. NBG médiu bylo nasdedné stanoveno
teplotni optimum v rozmezi 30-50 °C, pH optimum vrozmezi 5-11 a tepelna stabilita
lipolytickych enzymui produkovanych BS. Aktivita byla stanovena spektrometricky za pouZiti
p-nitrofenyllaurdtu jako substrdtu. Produkované lipolytické enzymy vykazovaly negvysSi
aktivitu pri teploté 37 °C av akalické oblasti pH = 8,0. Méreni tepelné stability ukézalo, Ze se
jedna o pomérné termostabilni enzymy, které si i po 1 hodiné kultivace piti 30-50°C
zachovaly 100 % aktivity. Pritomnost 1% (w/v) olivového olegje v médiu NBG zptsobovala
po 14 dnech kultivace pokles lipolytické aktivity o 65 % a pokles hodnoty pH z 6,5 na 5,4.
Po nahrazeni glukdzy fruktézou v Zzivném médiu NBG vykazovala lipolyticka aktivita béhem
prvnich 7 dni kultivace srovnatelné hodnoty, avsak po 14 dnech kultivace byl zaznamenén iz
pokles lipolytické aktivity o 29 %. Metodika identifikace lipolytickych enzymia BS pomoci
peptidového mapovani byla vyvinuta za Gcelem porozumnéni potencidlu syntetického
polyesteru- poly(e-kaprolaktonu) pasobit jako induktor tvorby lipéz.

Degradac¢ni  studie komeréniho polyesteru poly(e-kaprolaktonu) byla vedena pri
submerznim zpasobu kultivace Bacillus subtilis v médiu NBG pii pocéatecni hodnoté pH 7,0
ateploté 30 °C po dobu 14 dni. PCL (M,=10 000, M,,=14 000) byl studovéan ve form¢ filma
(1,0x1,0cm), které byly pripraveny lisovénim, ochlazovénim taveniny na 4°C
a odparovanim dichlormetanu z 2% roztoku. U degradovanych filmt v zavislosti na zpisobu
jegjich pripravy byl pozorovan po 14 dnech Ubytek hmotnosti (7,8 - 17,0 hm. %.) a vznik
cetnych dér a prasklin napovrchu vzorkt. V degradacnim médiu byly naméreny hodnoty
lipolytické aktivity vysSi o 9-17 % ve srovnani skontrolnimi vzorky. Denzitometrické
sledovani naristu bunééné hmoty ukézalo rovnéz vysSi hodnoty zakat v degradacnim médiu
v porovnani skontrolnimi vzorky. Na z&kladé¢ namerenych vysledka lze navrhnout, Ze
studované vzorky byly degradovany v disledku ptisobeni BS.

KLiCOVA SLOVA

Bacillus subtilis, lipolytické enzymy, lipolyticka aktivita, optimalizace, Zivné médium,
pH optimum, teplotni optimum, tepelna stabilita, degradace, poly(e-kaprolakton)



ABSTRACT

In this thesis, optimization of production of lipolytic enzymes by submerzed cultivation of
Bacillus subtilis (BS) was studied. Production of lipolytic enzymes was tested in three nutrient
media, which differed mainly in main sources of carbon, respectively of nitrogen. The first
medium contained mainly extract from calf brain and beef heart (BHIB), the second medium
contained peptone and yeast extract (NB) and the third one contained peptone and yeast
extract with the addition of 2% (w/v) glucose (NBG). The highest lipolytic activity
(0.0784 U-mi™) was measured in NBG medium. Maximum of lipolytic activity was observed
before the end of the exponential phase of BS growth in al the media. Temperature optimum
in NBG medium was determined from 30 to 50 °C, pH optimum in the range of 5to 11
and subsequently the temperature stability of lipolytic enzymes produced by the BS was
estimated. The activity value was determined spectrometrically using p-nitrophenyllaurate as
a substrate. Produced lipolytic enzymes showed maximum activity at 37 °C in the akaline pH
of 8.0. Measurement of temperature stability showed that lipolytic enzymes are relatively
thermostable enzymes retaining 100 % of the activity even after 1 hour of cultivation
a 30-50°C. The presence of 1% (w/v) olive oil in medium NBG caused a decrease
in lipolytic activity by 65 % aswell asin pH from 6.5 to 5.4 after 14 days of cultivation. After
substitution of glucose by fructose in medium NBG, lipolytic activity showed comparable
values during the first week of cultivation. On the other hand, the decrease of lipolytic activity
by 29 % in the medium with fructose was observed after 14 days of cultivation. A procedure
for the identification of lipolytic enzymes of BS by peptide massfingerprinting was developed
to understand the potentia of synthetic polyester - poly(e-caprolactone) as a lipase inductor.

Degradation study of commercial polyester poly(e-caprolactone) was carried out by
submerged cultivation of Bacillus subtilis in NBG medium at initid pH7.0
and 30 °C for 14 days. PCL (M, = 10,000, M, = 14 000) was studied in the form of films
(2.0 x 1.0 cm), which were prepared by melt-pressing, rapid cooling of the melt to 4 °C
and evaporation of the solvent from 2 % dichlormethane solution. The evaluation of the films
shown occurrence of weight loss (7.8 - 17.0 wt.%) together with the formation of numerous
holes and cracks in the sample surface in relation to the method of the films preparation.
Lipolytic activity values increased by 9 - 17 % in the degradation media compared to control
samples. Densitometric monitoring showed also higher increase in cell mass in the
degradation medium compared with control samples. Based on the results obtained, the
degradation process induced by BS could be suggested.

KEYWORDS

Bacillus subtilis, lipolytic enzymes, lipolytic activity, optimization, growth medium,
pH optimum, temperature optimum, temperature stability, degradation, poly(e-caprolactone)
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1 UVOD

Lipolytické enzymy, triacylglycerol acylhydroldzy (EC 3.1.1.3) neboli  lipazy
a karboxylesterdzy (EC 3.1.1.1), piedstavuji vyznamnou skupinu serinovych hydrolaz.
Hlavnimi producenty téchto ubikvitnich enzymi jsou mikroorganismy (bakterie, plisng,
kvasinky i aktinomycety) [1]. Bakterie jsou pro Ucely produkce lipolytickych enzymu
kultivovény piedevSim submerznim zpasobem. VétSina lipaz je produkovana extracelularng
a je aktivni v &irokém rozmezi pH i teplot, pficemZz necastéji se vyskytuji akalicke
bakteridlni lipazy. Lipazy jsou obvykle produkovany v piitomnosti lipidickych zdroja uhliku,
jakymi jsou olgje, mastné kyseliny, propan-1,2,3-triol (glycerol) nebo tzv. tweeny, a zarovei
v piitomnosti  organickych zdroji dusiku [2]. Z hlediska celkového uplatnéni v fadé
pramyslovych odvétvi (Obr. 1) se jednd po proteolytickych a sacharolytickych enzymech
o treti ngvétsi skupinu enzyma [1] a intenzivné jsou rozvijeny technologie mistné cilené
mutageneze nebo technologie rekombinantni DNA s cilem zlepSeni jak selektivity, tak
i stability téchto enzyma. Lipolytické enzymy nadly své uplatnéni v mnoha pramyslovych
odvétvich zgména diky své schopnosti katalyzovat vysoce specifické biotransformace.
V souc¢asné dobé se vyuZivaji zeiménav potravinarském pramyslu (pekarenstvi, mlékarenstvi,
masné a rybi vyrobky, zpracovani tuka a olgju), v koZzedélnim a papirenském pramyslu. Dae
jsou vyuzivany ve farmaceutickém pramysiu pii vyrobé I&Civ nebo také pii vyrobé ¢isticich
prostiedktt a kosmetickych produkta. V environmentdnich aplikacich nasly své uplatnéni
v procesu bioremediace, tedy rozkladu organickych polutantt. Pasobi jako biokatalyzatory
v fadé organickych syntéz jako jsou esterifikace, transesterifikace a hydrolyza esteri. Za
uréitych podminek katalyzuji transesterifikacni syntézu polymera [1][2][3].
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Obr. 1: Biotechnologickeé vyufZiti lipolytickych enzyma



2 CIL PRACE

Cilem préce bylo vypracovéani literarni reSerSe zamérené na problematiku vlivu riznych
rastovych faktoru (pH, teplota, zpasob kultivace, soZeni kultiva¢nich médii) na produkci
lipaz u mikroorganismu Bacillus subtilis, stanoveni lipolytické aktivity a vyuZiti tohoto
mikroorganismu pii degradaci polymernich materidi na bazi polyesteri. V experimenténi
¢ésti byla provedena série experimenti zamérenych na optimalizaci kultivaénich podminek
pro produkci lipolytickych enzymui. Byl sledovan vliv teploty, pH, sloZzeni Zivného média
nebo piitomnost lipida na lipolytickou aktivitu kmene Bacillus subtilis. Lipolyticka aktivita
byla stanovena spektrofotometricky. Na zévér byl proveden screeningovy experiment
degradace poly(e-kaprolaktonu) pii submerznim zptasobu kultivace Bacillus subtilis v Zivném
meédiu Nutrienth Broth spridavkem 2% (w/v) glukozy, pii pocétecni hodnoté¢ pH 7,0
ateplote 30 °C.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Bacillussubtilis—charakteristika mikroorganismu

Bacillus subtilis (BS) je grampozitivni (G+), tyc¢inkovité bakterie (Obr. 2) tvorici teplotné
rezistentni, dormantni spory. Radi se do skupiny GRAS (Generally Regarded As Safe), tedy
do skupiny mikroorganismu, které jsou obecné povaZzovany za bezpecné [4], a spolu
sEscherichia coli patii k nejlépe prozkoumanym prokaryontnim mikroorganismam [1].
Obvykle se vyskytuje v pidé a v asociaci srostlinami. Tato bakterie je aerobni [5], za
ur¢itych podminek viak maze rast i anaerobné [6].

Obr. 2: Bacillus subtilis - Imerzni mikroskopicky snimek. Negativni barveni.

Nutnou podminkou pro zgjisténi rychlého rastu konkrétniho kmene spole¢né se vznikem
jeho specifickych produkta je dodrZzeni optimanich podminek kultivace. Mezi tyto zasadni
podminky patii piedevSim teplota, pH, prisun vhodnych Zivin a aerace.

Zmeny teploty predstavuji klicovy faktor, ktery ovliviuje jak rast bunek, tak jeich
prezivani. Je znamo, Ze BS roste v teplotnim rozmezi 10 —55 °C [5][7][8]. Pri teplotach nad
44 °C se zatingji tvorit spory v zavidosti na prislusnem kmenu a kultiva¢nim médiu. Studie
zaméiend na optimalizaci rastovych podminek uvadi optimani teplotu pro kultivace
B. subtilis B246 v rozmezi 30 — 37 °C s minimem pii 18 °C a maximem pii 43 °C [9]. Ngjvice
studii je provadéno pii teploté 37 °C. Pri téchto teplotach se doba zdvojeni mikroorganismu
v médiu bohatém na Ziviny pohybuje piiblizné kolem 30 minut [5]. Vliv teploty na rychlost
rastu sporotvornych bunék znazoriuje Obr. 3.
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Obr. 3: Vliv teploty narychlost ristu sporotvornych bungk

BS je schopny rast v médiu, které obsahuje minimani mnozstvi esencidnich soli a zdroju
uhliku, dusiku a fosforu. Jako zdroj uhliku utililizuje fadu mono-, oligo- a polysacharidi,
stejn¢ tak jako aminokyseliny a peptidy, které slouzi zéroven i jako zdroj dusiku. Dusik mtze
byt vyuZit rovnéz z dusi¢nant, amonnych ionti, mocoviny nebo také z nukleosidi. BS umi
vyuzit vedle fosforecnani také estery kyseliny fosforecné [5].

Ackoliv byl BS povaZzovén pavodné za striktné aerobni organismus, bylo zji&éno, Ze za
ur¢itych podminek muze rast i v anaerobni atmosféie. Byly popsany dva zpusoby
anaerobniho rastu mikroorganismu BS — dychanim pomoci dusi¢nani jako donori
elektrona [10][11] a fermentaci v nepiitomnosti elektronovych donora [11]. Podstatou
dusi¢nanového dychéani je redukce dusi¢nani na dusitany (dusi¢nan slouZi jako donor
elektront stgjn¢ jako vodik je donorem u aerobni respirace). Pro tento zpasob respirace je
zapotrebi dusi¢nanova reduktéza navédzdna na membranu a to pouze v kultuie snizkou
aeraci [12]. Fermentacni dréhy nebyly u BS doposud zcela dobie objasnény. Burky BS rostou
kvaSenim v pritomnosti gluk6zy a pyruvatu nebo alternativné gluk6zy a aminokyselin.
Duvody, pro¢ BS nemuze fermentovat bud’ glukézu, nebo pyruvét efektivng, a pro¢ pyruvét
podporuje fermentaci glukozy, jsou neznamé. NMR analyzy ukézaly, Ze mezi fermentacni
produkty patii acetét, aceton, ethanol, laktat, sukcind a butan-2,3-diol, coz naznacuje prabéh
smiSené kyselé fermentace [11].

3.2 Tranztni stav bursiky

Pokud maji bakterie vhodné podminky pro rist a rozmozovani (optimani teplota, pH,
dostatek Zivin a kysliku, apod.), dochazi k exponencidnimu narastu jejich bunééné hmoty.
Pokud se tyto bunky ae setkaji snéjakou limitaci (nejcastéji s nedostatkem Zivin, zménou
teploty), dochézi k fadé zmeén, které pomahgji buinkém prezit v nepiiznivych podminkéch.
Tato faze postexponencidni aktivity je ¢asto nazyvana jako tranzitni stav. Zmény bunék jsou
spojeny srozvojem motility, kdy bakterie ziskavaji schopnost pohybovat se pomoci bicika [5]
a tak smérovat do mist soptimani koncentraci vyzivovych l&ek. Tento jev se nazyva
chemotaxe [13]. Bylo vypozorovano, Ze kromé rozvoje motility bakterie v tomto prostiedi
iniciuji tvorbu biofilmi.
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Biofilmy jsou husté¢ usporddané multicelularni spolecenstvi mikroorganismu, které jsou
schopné adheze na povrchy i mezifazova rozhrani. Prednostné se ale tvoii na rozhrani
vzduch-voda, nez na pevnych povrsich, a to z divodu aerotaxe bun¢k. Stvorbou biofilmu je
spojena specificka produkce sekundérnich metabolitt a vyznamny narist odolnosti vaci
biologickym, chemickym a fyzikdlinim atokam [14]. Odolnost biofilmt je Gzce spojena
sprodukci polymerniho matrixu (obvykle exopolysacharidu), ktery obklobuje tyto strukturni
komunity bunék, chrani je pied stresovymi faktory (osmoticky Sok, zména pH) a napoméha
zkoncentrovani Zivin a jgjich absorpci matrixem piimo k buinkam [15]. Obecné jsou biofilmy
¢asto zdrojem perzistentnich infekci. Jsou zodpoveédné za vznik zubnich kazt a raznych druhi
infekci a nemoci [16]. Z pramyslového hlediska jsou biofilmy v mnoha piipadech Skodliveé.
Napt. prirozené biofilmy mohou snizit piestup tepla v tepelnych vymeénicich a chladicich
vézich [17], rozlozZit membrany pro reverzni osmoézu [18], korodovat kovové povrchy
a kontaminovat zatizeni pro potravinaiské procesy [19]. Pokud jsou buiky biofilmu zanoreny
do polysacharidového matrixu, stavaji se vysoce rezistentni viéi antibiotikim [20]. Proto i po
absolvované |é&sbé antibiotiky a Iéky bunky biofilmu pireZivaji, a stavaji se zodpoveédnymi za
vracegjici se piiznaky a selhani v medicinalni [&bé. V tohoto divodu je kontrola skodlivych
biofilmu stgn¢ tak dalezitd z klinického hlediska, jako i z hlediska pramyslového [14].
Nicméné existuje také nekolik pripadia pozitivniho vyuZziti tzv. prospéSnych biofilmua.
Prikladem jsou pudni bakterie, které vytvari strukturni komunity mikrobidnich bunék
a kolonizuji rhizosféru. V tomto prostredi nasledné vykonavaji dalezité ¢innosti, jakymi jsou
bioremediace, stimulace rastu rostlin a ochrana pred patogeny. Biofilmy BS magji také
pravdépodobné vyznamnou roli pii degradaci organickych polymera v padé [15].

NejtypictéjSim projevem tranzitniho stavu je u bakterie BS tvorba teplotné rezistentnich,
dormantnich spor [5]. Sporulace nastava pri poklesu Zivin pod uréitou hladinu ato negjéastéji
pied koncem aktivni faze rozmnozovani bun¢k [21]. Limitujicimi se stévaji zeimeéna zdroje
uhliku, dusiku nebo fosforu [5][22]. Vzniklé spory jsou dormantni a nevykazuji Zadnou
metabolickou aktivitu. DulezZita je zde rezistence vuéi stresovym podminkam, které by
vegetativni bunku usmrtily. Stresovymi faktory jsou teplo, Skodlivé chemikalie, ultrafialové
zéreni a vysuSeni. Tvorba spor trva priblizné 7 hodin pii 37 °C a je zavida na odpovédich
tranzitniho stavu, kterymi byva kompetence a motilita (bakterie tvorici spory nejsou ani
kompetentni ani pohyblivé). Kontrastem je produkce biofilmu, ktery maze byt tvoren i béhem
formace spor. Se za¢atkem sporulace je rovnéZ spojovana sekrece enzymi a antibiotik [5].

Spory mohou prezivat bez Zivin jako metabolicky inaktivni stovky let, mozna i déle.
Jakmile v3ak prijdou do kontaktu skonkrétnimi Zivinami, ztréci rezistenci a stavaji se
metabolicky aktivni béhem nékolika minut. Proces probihgjici pii této zméné se nazyva
germinace neboli kli¢eni spor, a Ziviny potiebné pro tento proces jsou razné druh od druhu.
Pro BSjsou Gginnymi latkami L-alanin nebo smés asparaginu, glukozy, fruktozy a K™ ionté
(GFAK). Tyto léaky reaguji smembranovymi receptory spory a v okamZiku dochézi
k zapoceti kliceni [5].

Jednou z ngcharakteristiétéjSich  vlastnosti  tranzitniho stavu je  nahromadéni
extracelularnich enzymi a antibiotik v Zivném médiu. BS je schopen produkovat rizné druhy
extracelularnich enzymi. Tyto pocetné skupiny enzymu jsou schopné degradovat nejrazngjsi
substréty a zaroven tak umoznuji bakteriim prezivat ve stale se ménicim Zivotnim prostiedim.
Mezi enzymy produkované druhem BS patii napi. proteazy [23], a-amylazy [24], xylandzy
[25], arabinazy [26], lipazy [27] amnohé dalSi.
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3.3 Bakterialni lipolytické enzymy

Mikroorganismy produkuji razné druhy lipolytickych enzymu, které patii do skupiny
serinovych hydrolaz. Vétdinou se jedna o extracelularni enzymy, které jsou uvoliovany do
prostiedi béhem pozdni exponencidni a céstecné stacionarni rastove faze [28]. Tyto
lipolytické enzymy jsou schopné katalyzovat hydrolyticke Stépeni vazeb a zaroven nevyzaduji
piitomnost kofaktoru [29]. VétSina mikroorganismi maze produkovat vice nez jeden typ
extracdlularnich lipaz, které se lisi specifitou vaéi substratim sriznou délkou tetézci
mastnych kyselin [28].

Obecné patii bakteridlni lipdzy mezi glykoproteiny, nékteré vSak byly charakterizovany
jako lipoproteiny [29]. Pouze 47 raznych lipolytickych enzymi z celkem 217 zéznamu
o lipolytickych enzymech bakterii bylo v pristupnych databankach identifikovano [30]. Tyto
enzymy byly rozdéleny do celkem 8 skupin (1.skupina je jest¢ dde rozdélena na
6 podskupin) na zakladé podobné homol ogie aminokyselinové sekvence [31].

Mezi lipolytické enzymy patfi jednak takzvané ,pravé€’ lipazy, triacylglycerol
acylhydroldzy (EC 3.1.1.3), a déle karboxylesterdzy (EC 3.1.1.1). Lipazy katalyzuji stejné
jako esterdzy hydrolyzu esterovych vazeb (viz Obr. 4). Upiednostiuji ovSem jako substréty ve
vodé nerozpustné triacylglyceroly obsahujici fetézce mastnych kyselin s poctem uhlikia 3 12,
Karboxylesterazy (EC 3.1.1.1) katalyzuji hydrolyzu acylglycerolt suhlikatym fetézcem
mastnych kyselin < 12 C. Narozdil od lipaz je tedy jgjich ¢innost omezena spise na kratke, ve
vodé rozpustné fetézce mastnych kyselin [28].

(0]
—OMCH3 OH
I M lipéza M
o o CH + 3H,0 =————— OH 4+ 3 HO CH3
O)WCH3 —OH

Obr. 4: Schéma enzymaticky katalyzované hydrolyzy triacylglycerolu

K aktivaci triacylglycerol acylhydrolaz by mélo dojit v pritomnosti mezifaze, tedy by me¢lo
dojit k vyznamnému zvySeni jgjich aktivity, jakmile triglyceridy vytvoii emulzi. Tento jev je
nazyvan mezifazova aktivace [32][33]. Zé&roven studie struktury krystali nekolika
mikrobidnich lipaz prokazaly, Ze zaujimaji a/b hydroldzovy ohyb [34] a u vétSiny z nich se
nachézi helikani segment neboli ,lid", které stéricky brani aktivni centrum v okamziku, kdy
se enzym nachézi v tzv. uzaviené konformaci. V pritomnosti lipidického substratu dochazi ke
zmeng konformace a zvysuje se tak aktivita enzymu [35][36].

Stépeni  esterové vazby diky pusobeni lipolytickych enzymi probiha podobnym
mechanismem, jakym probiha Stépeni peptidové vazby katalyzou serinovych protedz. Substrat
se vaZe na aktivni centrum enzymu, které je tvorené tzv. katalytickou triddou Ser —His—
Asp/Glu (Ser — serin, His— histidin, Asp — aspartét, Glu — glutamat).

Nejprve dochézi k nukleofilnimu ataku na uhlik karbonylové skupiny substratu atomem
kysliku hydroxylové skupiny serinu, jehoZ nukleofilni charakter je zvySen piitomnosti
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histidinu (Obr. 5.1). Pro vlastni hydroldzovou aktivitu je tedy nezbytna piitomnost -OH
skupina serinu. Dochézi tak k tvorbé prechodného tetrahedrdniho meziproduktu, ktery mave
svém stiedu oxidovy anion O stabilizovany interakcemi s dvéma peptidovymi NH skupinami.
Histidin je sou¢asné donorem protonu pro alkoholovou skupinu, ktera je nasledné uvolnéna ze
substratu  (Obr. 5.2). Vznika kovalentni meziprodukt (2acyl- enzym?), ve kterém je
karboxylové kyselina substrétu esterifikovana serinem. Prichozi molekula vody je aktivovana
histidinem a vznikly hydroxylovy ion se nukleofilnim atakem véze na uhlik karbonylové
skupiny kovalentniho meziproduktu (Obr. 5.3). Histidin poté donuje proton, atomu kysliku
serinového zbytku, pricemz dochézi k zaniku esterové vazby za vzniku acylu a obnoveni
aktivniho mista enzymu (Obr. 5.4) [30].
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Obr. 5. Predpokladany mechanismus katalytického Gc¢inku lipaz. 1) Nukleofilni atak substratu
serinem SeO-. 2) Tranzitni tetrahedralni meziprodukt 3) Kovalentni meziprodukt acyl-enzym
4) Deacylace — vznik produktu a regenerace enzymu [30]

3.3.1 Lipolytickéenzymy produkovanérodem Bacillus

Extracelularni lipolyticka aktivita bakterii BS je znama jiZ od roku 1979 [37]. Vyzkum na
molekularni Urovni zatal aZ od roku 1992, kdy byl klonovan, sekvencovan a opétovné
exprimovan gen lipazy lipA [38][39].
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U rodu Bacillus bylo popsano do soucasné doby 6 extracelularnich lipaz a 2 esterézy [40],
pro které je charakteristicka Ala-X-Ser-X-Gly pentapeptidova sekvence obsahujici katal yticky
zbytek serinu. U vétSiny ostatnich bakteridlnich lipaz je aanin nahrazen glycinem.

V Tab. 1 jsou uvedeny jednotlivé druhy Bacillus, které produkuji lipazy/esterézy, véetné
jejich pentapeptidové sekvence a charakteristiky sekvence aminokyselin. Ctyti velmi Gzce
souvisgjici lipolytické enzymy produkované B. subtilis (LipA, LipB), B. pulmitus a B.
licheniformis byly sdruzeny do spole¢né podskupiny lipdz, nebot sdili v praméru 75 %
identickych aminokyselinovych zbytkt [41]. Tyto enzymy patii mezi lipdzy snekratSim
fetézcem smolekulovou hmotnosti ~19kDa [36] a také se vyznacuji podobnymi
biochemickymi  vlastnostmi, zefména maximéni aktivitou a stabilitou v akalickém
prostiedi [38].

Tab. 1. Lipazy produkované rodem Bacillus [41]

podobnost
Zdroj lipazy/ester azy aminokyselinové pentapeptidova sekvence*

sekvence (%) _ _ _
B. subtilis LipB 100,0 Al-H-{S-M-|G
B. pulmitus 77,3 Al -H{Sl-M-G
B. licheniformislipaza 74,6 Al -H-{Sl-M-|G
B. subtilisLipA 74,0 Al -H{S -M -G
B. licheniformis esteraza 19,8 Al -H-{S|-M -|G
B. stearothermophilus 14,3 Al-H-{S-Q-|G
B. thermoleovorans 12,6 Al-H{S -Q-|G
B. thermocatenulatus BTL2 12,6 LAl -H{S|-Q-|G
model ova sekvence bakterialni lipazy G -X-48§ -X-[G

*A-alanin, S-serin, G-glycin

Vzhledem k zaméreni préce také na identifikaci lipolytickych enzymu produkovanych
B. subtilis (CCM 1999) je vénovana pozornost publikovanym poznatkim o struktuie
izolovanych a charakterizovanych lipaz produkovanych kmenem Bacillus v nasledujici ¢asti
reSerse.

Eggert a Jaeger zkoumali prostorovou strukturu a zabyvali se biochemickou charakterizaci
lipolytickych enzymt produkovanych bakterii BS168 (Bacillus genetic stock center, OH,
USA).

Struktura lipazy LipA

Roentgenograficka strukturni analyza potvrdila, Ze lipaza LipA B. subtilis méa globularni
tvar a je tvorena 181 aminokyselinami. Sklada se zjediné kompaktni strukturni domény
(Obr. 6a) tvorené Sesti b-tetézci usporadanymi v paralelnim b-listu, které jsou obklopené
a-helixy. Ve struktute jsou dva a-helixy na jedné strané b-listu a tii a-helixy na druhé stran¢
(jeden z téchto helixu je tvoren pouze ¢tyrmi aminokyselinovymi zbytky) [36].

Aktivni centrum lipéz je tvoreno katalytickou triadou, tedy sekvenci nukleofilniho serinu -
Ser, histidinu - His a zbytku kyseliny asparagoveé - Asp [34]. Katalyticky Ser77 (Obr. 6b) je
lokalizovan v ostrém ohybu mezi fetézcem b5 a helixem aC. Tato oblast se nazyva
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nukleofilni loket (2nucleophilic elbow?). Aspl33 je umistén na konci b7 a His156 je situovan
ve smyéce nachazejici se za b8. Tyto lokalizace a relativni orientace bocnich fetézch jsou
podobné tém, které se nachazi i v ostatnich lipazach [36]. Pro aktivitu lipaz BS vSak nebyla
prokazana nutnost mezifazové aktivace jako je tomu u téchto ostatnich lipaz, a zaroven se
piedpoklédd, Ze lipaza s tak kratkym retézcem nemd,, lid” [36].

Struktura esterdzy LipB

Druhy charakterizovany lipolyticky enzym bakterie BS, esterdza LipB, se sklada ze 182
aminokyselinovych zbytki a je ze 74 % identicky s lipdzou LipA. 45 aminokyselinovych
zbytki, které jsou odlisné od LipA, jsou vétSinou umistény na povrchu molekuly proteinu
anevytvéari Zzadna specificka usporadani.

Na z&klade roentgenografické strukturni analyzy LipA a 74% podobnosti sLipB byl
vytvoien model struktury LipB (Obr. 6¢). Tento 3D model odhalil, Ze aktivni centra obou
lipaz jsou témet identick& Pouze aminokyseliny nachézejici se na povrchu molekuly, véetné
téch, které se nachazi na okrgi aktivniho mista, mohou zpusobit rozdily v jednotlivych
katal ytickych uc¢incich LipA aLipB [42].

Eggert akol. dde zjistili, Ze se produkce lipazy LipA aesterdzy LipB je zavida na slozeni
Zivného média. LipA je produkovanav nutri¢nim, tak i v minerdnim médiu, zatimco LipB se
vytvaii pouze v nutricnim médiu [42].

e

B oA B3 aB BS aC P6 oD BT aE PS aF

Obr. 6: @ 3D model struktury LipA BS b) topologicka sekundarni struktura LipA BS (Katalyticka
triadac S= Ser77, H=His156, D = Asp133) ¢)3D model struktury LipB BS Pohled je z rozpoustedia
do aktivniho mista. Katalytickatridda Ser78 (S), Aspl34 (D) aHisl57 (H) [41]
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Substratova specifita lipazy LipA a esterazy LipB

Mikrobidlni lipdzy jsou zhlediska substratové specifity déleny do tii kategorii:
nespecifické, regiospecifické a specificke vzhledem k ur¢itym mastnym kyselindm [29]. LipA
aLipB jsou regiospecifické lipazy, tzv. 1,3-specifické lipazy, které jsou schopné hydrolyzovat
pouze primarni esterové vazby (esterové vazby na atomech C1 a C3 glycerolu) za vzniku
1,2 (2,3)-diacylglycerolu a 2-monoacylglycerolu [38].

Eggert [40] a Lessuise [38] studovali vliv raznych substrata na specifickou aktivitu lipaz.
Pti hydrolyze triacylglycerolt (TAG) vykazovaly LipA i LipB nejvySSi specifickou aktivitu
viuci TAG s tfetézci mastnych kyselin (MK) o délce C8 (trikaprylin C8:0). AvSak pri
hydrolyze TAG sdelSim fetézcem MK, jmenovité trikaprinu (C10:0), trilaurinu (C12:0)
a trioleinu (C18:1), byla specifické aktivita LipA vySSi nez aktivita LipB, pricemz LipB
nebyla vibec schopna vyuzit jako substrd TAG sMK o délce 18C. V piipadé pouZiti
p-nitrofenyl-esteri jako substrétt byly LipA aLipB schopny hydrolyzovat predevsim fetézce
MK o déice C6 - C18, piicemz nejvysSi specificka aktivita se opét tykaa kratSich retézcu
mastnych kyselin (C8 - C14). LipB mela v téchto pripadech absolutni specifickou aktivitu
vzdy vySSi neZ LipA. NejvysSi specifickd aktivita LipA i LipB byla zjiténa pti hydrolyze
vinyl-estera s krdtkymi  fetézci MK  (vinyl-propiondt, vinyl-butyrat). Naopak
u fosfolipidickych substratt nebyla nalezena zadna aktivita.

Specifické aktivity enzymut LipA a LipB viaci TAG, p-nitrofenyl-esterim, vinyl-esteram
afosfolipidam s raiznymi délkami MK zobrazuje Tabulka 2.

Tab. 2: Specifické aktivity enzymi LipA a LipB vzhledem k riznym substratam. 1 U (unit) je
mnoZzstvi enzymu, které hydrolyzuje 1 mmol substrétu za 1 minutu.[40]

Specificka aktivita Specificka aktivita
Substrét (U-mg™) Substrat* (Umg?
LipA LipB LipA LipB
Triacetin (C2:0) 12,2 6,8 p-NF-butyréat (C4:0) 92,5 99,3
Tripropionin (C3:0) 125,7 51,8 p-NF-kaproét (C6:0) 123,5 252,1
Tributyrin (C4:0) 262,2 322,2 p-NF-kapryl &(C8:0) 149,5 325,5
Trikaproin (C6:0) 301,9 422,6 p-NF-kaprét (C10:0) 108,5 253,6
Trikaprylin (C8:0) 337,0 512,8 p-NF-laurét (C12:0) 1447 305,8
Trikaprin (C10:0) 265,8 183,0 p-NF-myristét (C14:0) 163,5 319,9
Trilaurin (C12:0) 46,0 3,0 p-NF-palmitét (C4.0) 129,5 202,5
Triolein (C18:1) 16,23 0 p-NF-stearét (C18:0) 86,5 156,9
Vinyl-propionat 1690 2700 fosfatidylglycerol 0 0
Vinyl-butyrat 1400 650 fosfati dylethanolamin 0 0
fosfatidylcholin 0 0

* p-NF-...p-nitrofenyl-

Vysvétleni specifické aktivity enzymi LipA a LipB je pravdépodobné zakotveno ve
strukture aktivniho mista a piilehlych oblasti. Pri interakci se C8 acylové retézce substréti
vézou na povrch proteinu a jsou stabilizovany hydrofobnimi interakcemi. Termindlni
methylova skupina C8 fetézce se nachézi presné na okraji hydrofobniho povrchu a praveé tato
skute¢nost umoZziuje uprednostiiovat trioktylglycerol jako substrét pro lipazy B. subtilis[36].
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Vzhledem k tomu, Ze LipA a LipB maji stegjnou velikost a velmi podobny hydrofobni
povrch v blizkosti aktivniho mista, oba upiednostiuji substraty s délkou fetézce C8. Rozdilna
substrédtova specifita v pripadé hydrolyzy dlouhych fetézca miaze byt dusledkem odlisné
sekvence aminokyselin naokraji aktivniho mista[36].

Proto piestoZze jsou s LipA a LipB vzhledem k nukleotidovému sloZeni dosti podobné,
LipB patii do VII. skupiny bakteridnich lipolytickych enzymi a vyznatuje se vysokou
acinnosti vacéi  hydrolyze p-nitrofenyl-estert mastnych kyselin, LipA oproti tomu patii
do 1.4 podskupiny, a je oznacovéna jako prava lipaza se schopnosti katalyzovat hydrolyzu
i TAG sdlouhymi fetézci MK [31].

3.3.2 Optimalizace podminek pro produkci lipolytickych enzymi B. subtilis

Aby mohlo byt dosaZeno vysoké produktivity enzymi, je nutné zgjistit optimani podminky
jednak pro samotny rist a rozmnozovani pouzitého mikroorganismu, ale také pro samotnou
produkci téchto katalyticky ucinnych proteini. Podminky méteni je nutné optimalizovat tak,
aby zmétrend aktivita enzymu byla co ngvyssi [43].

Je mozné rozlisit dvé zé&kladni skupiny poZadavka pro optimalizaci podminek: fyzikani
a vyzivové. Mezi fyzikdlni poZadavky patii optimani teplota, pH, tepelna stabilita nebo
i napt. intenzita michani. Druha skupina zahrnuje piisun vhodnych Zivin, predevsim zdroje
uhliku, dusiku a lipidi. Aktivitu enzymi ve velké mite ovliviiuje také pritomnost rtiznych
ionta kovi nebo organicky rozpoustédel, které mohou mit aktivacni nebo inhibiéni Uginky.

3.3.21 Zdrojeuhliku, dusiku alipidi

Uhlikaté slouceniny maji v Zivych systémech dvé hlavni funkce: jsou zdrojem uhliku pro
stavbu bun¢k a zaroven jsou zdrojem energie [44]. Bakterie obecné pro tvorbu lipaz vétSinou
nevyuzivgji jako vyhradni zdroj uhliku jednoduché cukry ale radgji lipidické substréty [45].
Avsak v nekterych studiich je uvadéno, Ze jako zdroj uhliku je vyuzivana glukoza, zatimco
lipidické substraty jsou povazovany spiSe za induktory produkce lipaz [46]. Jako induktor
mohou slouzit napr. Tween 20/80, rostlinné olegje, mastné kyseliny, Zlu¢ové kyseliny
a triacylglyceroly. Produkce muaze byt také vyznamné ovlivnéna piitomnosti dalSich
uhlikatych zdroju, jako jsou rizné cukry a cukerné akoholy, polysacharidy, syrovétka
atd. [29]

Kromé zdroje uhliku je produkce lipaz ovliviiovana i dusikatymi léatkami, jejichz
piitomnost je v kultivaénim médiu rovnéz nezbytné [29]. BS obecn¢ preferuje pro produkci
lipolytickych enzymu dusik v podobé peptonu a kvasni¢niho extraktu [47].

Hasan a Hameed [44] pouzili pro zjisténi optimdniho sloZeni media pro Bacillus sp.
(4 kmeny BSizolované v pidy a odpadu z koZeluZen) razné druhy zdroje uhliku (mannitol,
maltoza, dextréza, sacharéza, sdlicin, fruktéza, glukdza a glycerol). Nejvétsi aktivitu lipaza
vykazovala v prostiedi sacharidi salicinu a fruktézy. Jako nejvhodnéjSi zdroj dusiku byl
zjisten kvasni¢ni extrakt, nasledoval pepton, trypton a hovézi extrakt. Produkce lipaz byla
také zkouména v zavidosti na pritomnosti raznych lipida. Ukazalo se, Ze nejlepSim
induktorem lipolytické aktivity je polyoxyethylensorbitanmonool eat (Tween 80), poté olivovy
olg a nakonec polyoxyethylensorbitanmonolaurd (Tween 20). Také bylo u nekterych
mikroorganismu zjisténo, Ze zatimco glukéza v zivném médiu zpasobuje nérast lipolytické
aktivity [48], kombinace glukézy a olivového olge tuto aktivitu vyrazné snizuje [49].
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Fadinoglu a kol. [50] ve svych studiich zjitili, Ze zatimco kombinace olivového olgje se
zdrojem dusiku podporuje narast lipolitické aktivity, kombinace olivového olgje s dalSim
zdrojem uhliku naopak aktivitu sniZuje.

3.3.2.2 Tepena stabilita, pH ateplotni optimum

Bakteridni lipdzy maji obecné teplotni optimum v rozmezi teplot 30 - 60 °C, avsak studie
prokazaly, Ze nekteré lipdzy maji své optimum i pii teplotéch nizSich [51] i vySSich [52].
Vétsina bakteridnich lipaz vykazuje pH optimum v neutralnim nebo akalickém prostiedi [1].

Tepelnou stabilitu proteinu stanovovali Eggert a kol. [40] v sérii pufra s pH 2-12. Po
48 hodinové inkubaci pii laboratorni teploté byla spektrometricky stanovena zbytkova aktivita
enzymu za pouziti p-nitrofenyl-pamitéu jako substratu. Pro zjisténi tepelné stability byl
pouZit pH-termostat a mérena zbytkova lipolyticka aktivita enzymu pii raznych teplotach.
NejvySSi aktivita enzymi LipA a LipB byla namétrena pii pH 11 - 12 a oba enzymy zustaly
stabilni az do inkubacni teploty 45 °C.

Lesuisse a kol. [38] provadéli optimalizacni studii purifikované extracelularni  lipazy
BS 168. Aktivita enzymu byla méiena spektrometricky. Pri stanoveni pH optima byl jako
substrat pouzit tributyrylglycerol a pii stanoveni teplotniho optima a tepelné stability
p-nitrofenyl-palmitét. Vysledky ukazaly, Ze maximalni aktivitu enzym vykazuje pii pH 10 ak
silnému poklesu aktivity dochézi pti pH vysSim neZ 10,5 a nizSim nez 6,5. Maximani aktivita
byla zaznamenana pii teploté priblizné 35 °C a enzym s zachoval téméi 100 % aktivity i po
30 minutéch inkubace pii 40 °C. Pri vySSich teplotach viak dochazelo k prudkému poklesu
aktivity lipaz.

Hasan a Hameed [44] zjistovali kromé optimaniho slozeni média také vliv teploty a pH.
Méteni lipolytické aktivity bylo provadéno spektrometricky za pouZziti p-nitrofenyl-laurétu
jako substratu. Bylo zji&téno, Ze enzymy Bacillus sp. vykazuji maximani aktivitu pfi
pH 8,0 - 9,0 ateploté 37 °C. Naopak minima ni produkce byla zaznamenanapii pH 5,0.

3.3.2.3 Organicka rozpoustédla
Stabilita a aktivita lipaz je obecné testovana v pritomnosti organickych rozpoustédel jako

jsou butan-2-ol (isopropanol), metanol, ethanol, dimethylketon (aceton), propan-1,2,3-triol
(glyceral), hexan, heptan, oktan, dekan, benzen, toluen, xylen, styren, etylbenzen, cyklohexan,
dimethylsulfoxid, tetrahydrofuran, chloroform a kyselina octova [45]. Lipolytické enzymy
produkované bakterii BS mgji silnou tendenci tvorit agregéty, které do znacné miry ovlivauji
mnozstvi proteint ziskanych béhem purifikace, specifickou aktivitu purifikovaného proteinu
i jeho biochemické vlastnosti. Dimethylsulfoxid mél znacny stimulacni vliv na aktivitu
lipolytickych enzymu, pravdépodobné v disledku de-agregacniho pusobeni a nasledného
zvySeni mnoZstvi substratu pritomného v monomerni forme. Aceton, isopropanol, ethanol
nebo pyridin vykazovaly naopak spiSe denaturacni Ucinky [38].

3.3.2.4 lonty kovii
Na hodnotu celkové lipolyticke aktivity maze mit vliv i ptitomnost iontt kovi. Dvojmocné

kationty stimuluji nebo inhibuji produkci enzymu. Interpretace Ucinku téchto ionta je
pomérné dlozitd, jelikoz zmeéna aktivity je pravdépodobné zpisobena jednak zmeénou
rozpustnosti a chovani ionizovanych mastnych kyselin a jednak zménami samotnych
katalytickych vlastnosti enzymu. Kofaktory nebyvaji pro lipadzy obecné potiebné, ukazalo se
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v&ak, Ze piidavek Ca?* do reakeni smési zvy&uje lipolytickou aktivitu. Byly testovany i dal&f
dvojmocné kationty (Mg?*, Mn?*, Sr*"), ale Z&dny z nich nevykazova podobny trend.
V pripadé pridani Ca’* piimo k lipéaze, nikoliv do rekéni smési, byl stimulagni efekt niz&i ale
stéle pozorovatelny. U iontd Zn**, Cu?*, Mn*"a Fe®* bylo naopak zji&&no, Ze zpisobuji ztrétu
katalytické aktivity enzymu a Ze vétSina dvoumocnych ionti pasobi spiSe jako inhibitor
enzymu [38]. Vyznamné sniZeni lipolytické aktivity bylo pozorovano v ptitomnosti tézkych
kovi, jako jsou Co**, Ni?*, Hg?* ,Sn*" [53].

3.3.3 Zpusoby kultivace B. subtilis pro produkci lipolytickych enzymi

U provadénych studii zabyvajicich se produkci lipolytickych enzymi BS byly studovany
dva razné zpusoby kultivace. V ramci tzv. solid state fermentace (SSF) je kultivovan
mikroorganismus na zvih¢eném pevném substrétu. Druhy zptasob piedstavuje tzv. submerzni
neboli hloubkova kultivace (SmF), kdy se michanim a provzdusiovanim dosahuje
homogenniho rastu bunék v celém objemu kapalného média. Dochazi tak k intenzivnimu
rozmnozovani, maximanimu vyuZziti Zivin a zvySeni mnoZstvi produktt za kratSi ¢as [54].

Ve vétsing piipadu jsou bakterie piednostné kultivovany submerznim zptsobem a to
zeiména kvali vysokym poZadavkam na vodni aktivitu (vySSi nez 0,9). Existuji vak nekteré
vyjimky, kdy jsou bakterie kultivovany na zvih¢eném pevném substrétu. Pokud jsou bakterie
na zpusob tohoto ristu dobre adaptované, mnoZstvi ziskanych produkti je obvykle vysoké.
Takto ziskané produkty se ponekud liSi biochemickymi vlastnostmi (napt. termotolerance)
anéklady navyrobu jsou pomeérné nizké. Nevyhodou SSF je ale nedokonala kontrola prenosu
tepla a chlazeni a zaroven béhem fermentace je obtizné dodrzet stdlou hodnotu pH nebo
teploty. Navic produkty SSF difunduji pevnym médiem, coZz vede k nutnosti zavedeni
extrakénich a purifikacnich kroki, které prispivaji ke zvySeni ndkladt spojenych se ziskanim
Cistého produktu [54][55]. DalSim faktorem, ktery ovliviuje produkci lipéz je prenos kysliku,
ktery je zavidy na koncentraci rozpusténého kysliku a rychlosti aerace [56]. Z téchto davoda
je vyhodngjSi spiSe submerzni zpusob kultivace.

3.34 Metody stanoveni katalytické aktivity enzymi

Pri méreni katalytické aktivity enzymu jsou vysledky zévislé na pouzité metodé. Je proto
nezbytné veskeré aktivity enzyma métit za piesné definovanych experimentdnich podminek.
Pouze takovéto vysledky je mozné srovnavat a interpretovat. V pripadé, Ze anayzovany
roztok enzymu obsahuje jesté jiné enzymy, coZ je ¢asty piipad, mohou stanoveni vyznamné
rusit [43].

Velmi ¢asto pouzivané jsou spektrometrické metody. Zakladem méieni je piima umernost
mezi zménou koncentrace substratu nebo produktu za jednotku ¢asu a zménou absorbance za
stejny casovy interval. Pri méteni lipolytické aktivity se obvykle pouziva jako substrét
p-nitrofenylester mastné kyseliny. Aktivita je ndsledné stanovena na zé&kladé uvolnéného
mnozstvi p-nitrofenolu, které je mozné zjistit zmérenim absorbance ve viditelné oblasti
(420 nm), jelikoZz dochézi ke vzniku razné intenzivniho Zlutého zbarveni v zavidosti na
aktivité enzymu [57]. Pro ur¢eni specifické aktivity enzymu je nutné znat celkové mnozstvi
bilkovin ve smési. Nejcasteji se metreni provadi rovnéZ spektrometricky. PouZivanou metodou
stanoveni  bilkovin je Lowryho metoda, kterd kombinuje biuretovu reakci sredukci
fosfomolybdenové a fosfowolframové kyseliny ptasobenim tyrosinovych (Tyr) a
tryptofanovych (Trp) zbytka peptidového fetézce [43]. Tato metoda je zaloZzend na zmeéné
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Cu®* na Cu" v akalickém prostiedi. Vysledkem je modré zbarveni, jehoZ intenzita je zavisa
namnoZstvi Tyr a Trp ve vzorku [58].

3.4 Proteomickaidentifikace bilkovin

Proteomiku |ze definovat jako obor zabyvajici se systematickou anayzou bilkovin
z hlediskajgjich identity, mnoZstvi afunkci [59]. Pojem proteom zahrnuje vSechny bilkoviny,
které tvori prevazujici soucést bunéénych struktur a vykonavagjici prakticky vSechny bunécné
funkce (prevadgji a zpracovavaji biologickou informaci, uskutecniuji vymeénu latek a energie)
[60]. Klasicky postup piedstavuje bottom-up proteomika, kdy je bilkovina nejprve izolovana
ze smési, poté roz&tépena na smés peptidi pomoci specidnich enzymi (peptidaz — pr.
trypsinem), charakterizovana hmotnostni spektrometrii [59] a fragmentovany vzorek kazdého
peptidu vytvérgjici specifické sekvence analyzovan v databédzi aminokyselin nebo bilkovin
pro identifikaci dané bilkoviny [61].

3.4.1 ldentifikace bilkovin metodou peptidového mapovani

Peptidové mapovani PMF (peptide massfingerprinting) predstavuje velmi G¢innou metodu
pro analyzu struktury bilkovin. Samotné technika peptidového mapovani se skléda z neékolika
kroka:

1. Separace bilkovin

2. Specifické tépeni bilkovin nafadu peptidovych fragmenta

3. Detekce fragmenti a identifikace vzniklé peptidové mapy, ktera je pro danou
bilkovinu charakteristicka (tzv. fingerprint)

Pro identifikaci je dulezité, aby srovnavané bilkoviny vykazovaly vysokou homologii, tedy
aby obsahovaly urcité identické sekvence. Pokud je homologie v aminokyselinové sekvenci
menSi nez 80 %, rozdily v bilkovinné struktuie nelze studovat z duvodu velmi maé
podobnosti peptidové mapy [62].

3.4.1.1 Separace bilkovin

Pred zapocetim samotné identifikace bilkovin je nezbytné analyzovany vzorek vhodné
upravit. Identifikace bilkovin je pievazné zaloZzena najegjich purifikaci anebo zakoncentrovani
a separaci ze smési bilkovin pomoci chromatografickych, elektroforetickych nebo jinych
metod (ultracentrifugace, afinitni purifikace atd.) [63].

Pro separaci bilkovin se nejc¢astéji vyuZivaji elektromigracni metody zalozené na
elektroforetickém pohybu ionizovanych castic ve steginosmérném elektrickém poli [62].
V souc¢asné dob¢ velmi pouzivanou metodu predstavuje dvourozmérna zonova elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecylsulfatu sodného (2D-SDS-PAGE), kdy
nejprve dochazi k rozdéleni smeési bilkovin na zakladé rozdilného izoelektrického bodu
a posléze jsou tyto bilkoviny separovéany na zakladé rozdilné velikosti [64]. JednoduSSi
zpusob predstavuje v3ak jednorozmeérna varianta SDS-PAGE. Jgjim z&kladem je elektroforéza
komplext denaturovanych bilkovin sanionickym detergentem dodecylsulfatem sodnym
(SDS). SDS se specificky navaze na bilkovinu, vytvoii se tak komplex bilkovina-SDS, ¢imz
dojde k uplnému potlaceni nabojovych rozdili mezi raznymi bilkovinami. Komplexy
bilkovinaSDS jsou v neutrdnim a alkalickém prostiedi silné¢ negativné nabité a putuji
k anodeé, pricemz pohyblivost gelem je dana pouze velikosti molekuly. Separované fragmenty
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jsou nejcastéji detekovany specifickym barvenim (napi. ninhydrinem, Commasie Blue),
fluorescenénim nebo radioaktivnim znatenim [62]. Princip pasobeni SDS a schéma
elektroforézy je znazornéno na Obr. 7 [65].
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Obr. 7: Elektroforéza v polyakralamidovém gelu v piitomnosti SDS (SDS-PAGE) [65]

3.4.1.2 Stépeni bilkovin

DalSim dulezitym krokem pri stanoveni peptidové mapy urcité bilkoviny je jgi roz&épeni
na mensi fragmenty. Pro Uplné a reprodukovateiné Stépeni je nutné, aby anayzovana
bilkovina byla nejprve denaturovana (napt. je nutné prerusit S-S vazby). Denaturace se
nejcastéji provadi zahratim nebo rozpusténim bilkoviny v denatura¢nim roztoku (napt. 6 M
HCl, 8 M mocovina). Nékteré vysoce stabilni bilkoviny je nutno pred denaturaci vhodné
modifikovat (napi. karboxymethylaci nebo redukci). Pokud vsak probéhne modifikace
nedping, je mozné Ze probéhne zpétné reoxidace a vznikne nerozpustna polymerni struktura
bilkoviny [62].

Stépeni Ize provést bud® enzymaticky nebo chemicky [65]. Stépeni bilkovin pomoci
enzymu je rozSiren¢jSi nez stépeni specifickymi chemickymi cinidly, které se pouzivgji pouze
v pripadech, kdy potiebujeme, aby byla Stépena jen jedna nebo dvé peptidové vazby
(napt. kyanobromid &tépici v kyselém prostiedi methionylové vazby). Vyhodou enzymového
Stepeni je Stepeni polypeptida a bilkovin na vice specifickych mistech a vznik rizné dlouhych
fragmentd v zavidosti na ¢etnosti aminokyselinové sekvence.

Pri pouZiti proteolytickych enzymu dochézi nejen ke Stépeni substrétu, ale také probiha
vlastni autolyza proteindz. Vyslednd smés pak obsahuje peptidové fragmenty neen
z analyzované bilkoviny, ale také z pouzitého enzymu, coZ zhor8uje interpretaci peptidovych
map [62].

K ngj¢astéji pouzivanym enzymum patii trypsin a chymotrypsin. Trypsin katalyzuje
hydrolyzu peptidovych vazeb, na nichz se podili karboxylovou skupinou bazické
aminokyseliny lysin a arginin. Obecné plati, Ze vazba obsahujici lysin je Stépena rychlgi nez
vazba obsahujici arginin. Stépeni nejcastéji probiha pii teploté 37 °C a pH 8- 8,5 po dobu
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n¢kolika hodin. Pxilis dlouh& doba Stépeni urcité bilkoviny vede k vysoké autolyze trypsinu,
kterou lze zpomalit pridanim milimolarni koncentrace Ca*. Chymotrypsin nema tak
vyhranénou specifitu jako trypsin. Uginek chymotrypsinu Ize jen tézko predpovédst, nebot
Stépeni je zavidé na okoli Stépené vazby. Preferencné &épi vazby, na nichZz se podili
aromatické aminokyseliny (tryptofan, tyrosin a fenylalanin) a aminokyseliny leucin
a methionin. Podminky Stépeni jsou podobné jako u trypsinu. Pokud je doba Stépeni krétkd,
vznika smés pomérné dlouhych fragmentt. Stépeni del& nez 24 hodin viak vede ke smési
dostatecné malych peptida [43][62]. DaSimi pouzivanymi enzymy jsou napt. extracelularni
proteindza ze Saphylococcus aureus, subtilisin, papain nebo pepsin [62].

3.4.1.3 Detekce peptidi

Poslednim krokem pii stanoveni peptidovych map je detekce separovanych peptidu.
Detekce muiZze byt provedena pomoci primého ¢i nepiimého stanoveni peptida. Piima méreni
jsou zaloZena na méieni urcité fyzikani vlastnosti analyzovaného peptidu (napi. hmotnostni
spektrometrie, absorpéni  spektrometrie, emisni fluorescencéni  spektroskopie). Nepiimé
metody vyuzivgii méieni barevnych komplext peptidi vzniklych reakci se specifickymi
detekenimi ¢inidly nebo méteni peptida znacenych radioaktivnim izotopy [62].

3.4.1.3.1 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Proteomické pristupy zaloZzené na rozvoji hmotnostni spektrometrie (MS) jsou v soucasné
dob& schopny detekovat spomérng velkou citlivosti (10°- 10" mold) a presnosti
(~0,01-0,001 %) pritomnost nizkych koncentraci bilkovin v komplexnich matricovych
biologickych systémech [63]. Touto metodou je mozné zjistit nejen molekulovou hmotnost,
ale také totoznost odpovidajicich aminokyselinovych zbytki. Molekuly separované létky jsou
nejprve ionizovany a poté se nabité ¢astice rozdéli v analyzatoru podle své hybnosti a energie
(separace na z&kladé rozdilného poméru hmotnost/naboj (m/z)) [66].

Hmotnostni spektrum ziskané ze smési proteolytickych Stépi predstavuje specifickou
charakteristiku bilkoviny. Hodnoty nm/z odectené ze spektra Ize v databézovych programech
porovnat steoreticky vypoétenymi hodnotami m/z peptida vzniklych specifickym Stépenim
stejnym enzymem v3ech bilkovin v databazich [67].

AZ do relativné nedavné doby byla MS omezena na anayzy pomérné malych molekul.
Rozvoj ,,mékkych” ionizacnich technik v 80. letech umoznil odpareni a ionizaci velkych,
polarnich a tepelné labilnich molekul, jako jsou prévé bilkoviny a peptidy, bez vyvolani
fragmentace [68]. Vyvoj dvou metod — ionizace elektrosprejem (ESI) a laserova desorpce za
piitomnosti matrice (MALDI) vyi€Sil tento problém a oteviel cestu k vyrobé novych pristroji
[69]. lontové zdroje MALDI jsou nejcastéji spojeny s priletovym analyzétorem TOF (Time-
of-Flight), zatimco ESI je obvykle spojen siontovou pasti IT (ion trap) nebo kvadrupdlovym
(Q) radiofrakvencnim typem anayzétoru [60].

MALDI-TOF
Metoda MALDI-TOF (Matrix-Asisted Laser Desorption/lonizationTime-of-Flight) je
separacni technika zaloZena na laserove desorpci a nésledné ionizaci za pritomnosti matrice
usnadiujici desorpci s priletovym hmotnostnim analyzétorem [70]. Schéma separace je
znazornéno na Obr. 8.
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Obr. 8: Separace peptidi na z&klade jejich poméru myz pomoci MALDI-TOF/MS [71]

lonizace

Analyzované bilkoviny/peptidy jsou krystalizovany spolu s matrici (slou¢eninou schopnou
absorbovat energii z UV zéreni) a poté preneseny do plynné faze pulsnim UV laserovym
paprskem (Obr. 9) [63][71].

Existuje nékolik raznych matric, které lze pouzit pri analyze pomoci MALDI/MS. Pro
analyzu bilkovin je typicka 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoricova kyselina. Pokud jsou
analyzovany peptidy, obvyklou matrici je a-kyano-4-hydroxyskoricova kyselina (CHCA).
Analyt i matrice jsou spolecné naneseny v podobé tecek na kovovou desticku, kteraje vioZzena
do oblasti MS s vysokym vakuem, a nasleduje vySe popsanaionizace [72].

Analyzitor

Desolvatace a protonizace

Laser @

S54

Desticka se vzorkem

s k
eSS S

Obr. 9: lonizace anaytu v ptitomnosti matrice metodou MALDI [69]
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Hmotnostni analyzator TOF (Time-of-flight)

TOF neboli praletovy anayzator patii k jedném z negjjednodusSich anayzatoria. Vzniklé
ionty jsou nejprve urychleny elektrickym polem, pticemz ziskavaji stejnou kinetickou energii.
Nasledn¢ ionty vnikaji do dlouhé, rovné, evakuované trubice [73]. lonty se zde pohybuji
raznymi rychlostmi a plati, Ze ¢im maji ionty mensi hmotnost, tim rychlgji se budou trubici
pohybovat a naopak. Potom ¢as, za ktery iont proleti trubici je pfimosmérny poméru m/z.
Kazdy iont matedy charakteristickou dobu priletu trubici o ur¢ité délce [62][74].

3.4.1.3.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS)

Aby bylo mozné ziskat informaci o struktuie nebo peptidové sekvenci, je nezbytné proveést
fragmentaci jiZ separovanych peptidi. Fragmentaci neni mozné provést pomoci mékkych
ionizacnich technik, jakymi jsou ESI nebo MALDI. Nicméné pouZiti téchto technik ve
spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii (MS/IMS) umoziuje objasnéni struktury
mnoha peptidi, i kdyz vznikla MS/M S spektra peptida byvaji ¢asto slozita a neni jednoduché
je sprévné interpretovat [75].

Podstatou této techniky je schopnost softwarového vybaveni pristroje vybrat jednotlivé
prekurzoroveé ionty pro tandemovou MS/MS analyzu. Ty jsou potom fragmentovény v kolizni
cele naplnéné inertnimi plyny (xenon, argon nebo dusik) za vzniku dcefinych iontu, které jsou
sekvenci prekurzoru [60][76].

V poslednich letech se U(spédné prosazuji nové konfigurace iontovych zdroja
ahmotnostnich analyzétort, napi. MALDI-TOF/TOF, kde je mezi 2 analyzéatory TOF vloZena
kolizni cela MALDI-generované prekurzorové ionty jsou v prvnim anayzéoru TOF
separovany podle poméru m/z, vybrané ionty pak prochazeji kolizni celou, kde jsou déle
fragmentovany a hmotnosti iontovych fragmentti jsou méreny ve druhém anayzatoru
TOF[77].

3.4.2 Proteomické studie extracelularnich bilkovinB. subtilis

Prvni proteomické pristupy pouzité pro identifikaci extracelularniho komplementu
B. subtilis 168 ucinili Hirose a kol. [78]. V jgich studiich byly bunky kultivovany v médiu
sminimanim obsahem Zivin. V nasledujicich studiich byl BS kultivovan napi. za nedostatku
fosfore¢nani [79] nebo v Luria-Bernati (LB) Zivném médiu (v médiu bohatém na Ziviny)
[80]. Bylo zji&éno, Ze znatny na&ast sekrece bilkovin nastdva zejména béhem
postexponencidni féze rastu, a proto byla ve vétsin¢ piipadu v této fazi provéadéna
identifikace extracelularnich bilkovin. Extracelularni bilkoviny byly separovany pomoci
dvojrozmérné  elektroforézy v polyakrylamidovému gelu (2D-PAGE) a nadedné
identifikovany pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie [79] a N-termindnich
aminokyselinovych sekvenci [78]. Celkem bylo identifikovano 90 extracelularnich bilkovin,
ztoho 53 bilkovin sjiz znamymi funkcemi a 37 ,Y-bilkovin“ sneznamou funkci.
Identifikované extracelulédrni bilkoviny bakterie B. subtilis 168 ve shrnuti zahrnuji enzymy
souvisgjici smetabolismem sacharidi, bilkovin nebo peptida, enzymy zapojené do
metabolismu aminokyselin nebo rozkladu DNA a RNA. DalSimi identifikovanymi enzymy
jsou lipazy, akalické fosfatazy, fosfodiesterdzy, enzymy zapojené do biogeneze bunéeéné
stény, enzymy pomahgjici detoxikaci, bilkoviny potiebné pii vlastni syntéze a foldingu,
sporulacni  specifické bilkoviny a bilkoviny snezndmou funkci. Prehled téchto
identifikovanych bilkovin zvergnili Tjalsmaakol. [81].
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Kromé identifikace moznych extracelularnich bilkovin B. subtilis 168 bylo zkoumano, jaky
vliv ma sloZeni Zivného média na jejich produkci. Hirose a kol. zjitili, Ze bunky rostouci
v minimanim meédiu produkuji mnohem meén¢ extracelularnich bilkovin, a zéroven se
domnivaji, Ze piitomnost 0,4 % glukdzy by mohla zpisobovat katabolickou represi. Davodem
této domnenky je fakt, Ze pii 2D-PAGE nebyly identifikovany Zadné spoty typické pro
extracelularni enzymy, jakymi jsou a-amylazy nebo protedzy [78].

3.5 Biodegradace polymeri svyuZitim enzymového apar atu B.subtilis

Pojem biodegradace |ze definovat jako schopnost jedné nebo vice kultur mikroorganismu
vyuZivat syntetické polymery jako vyhradni zdroj uhliku [82].

V piirozenych ekosystémech (ptida, moie, kompost, aktivovany kal, apod.) obecné dochézi
po adhezi mikroorganismi na povrchu plastd ke kolonizaci daného substrdtu. Jedna se
o hlavni mechanismus zahrnuty do mikrobidni degradace plasti. Poté nasleduje enzymaticky
katalyzovana hydrolyticka degradace polymernich fetézci [83]. V procesu biodegradace
polymera pusobi dvé kategorie enzymi, a to extracelulani a intracelularni
depolymerézy [84]. Béhem degradace pomoci extracelularnich enzymu dochézi ke Stépeni
polymerniho substrdtu na kratSi ietézce - oligomery, dimery az monomery, které nasledné
prochézeji do bunky pies polopropustnou membranu. Uvniti bunky se na degradaci podili
intracelularni enzymy. Proces, béhem kterého jsou monomery vyuzivany bunkami jako zdroj
uhliku a zéroven energie za vzniku konecnych produkta CO,, H,O (aerobni metabolismus)
nebo CO,, H,O, CH; a H,S (anaerobni metabolismus) je nazyvan mineraizace. Cely
mechanismus mikrobid ni degradace je zndzornén na Obr. 10.

Rist mikroorganismu a .
produkce depolymeraz Extracelulami
i depolymerazy

Monomery

) CH,, HS,
C0.H; O

MAineralizace

Obr. 10: Schéma biodegradace polymert
Biodegradace je fizena samotnymi vlastnostmi polymeru a typem mikroorganismu, ktery

produkuje prislusné enzymy. Kazdy mikroorganismus vyZaduje rizné sloZeni zivného média
tak, aby byly zgisteny podminky pro jeho optimani rast a produkci biodegradabilnich
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enzymu. Krom¢ potiebnych Zivin jsou dulezitymi faktory optimdni teplota, pH, vlihkost
a koncentrace kysliku. Mezi vlastnosti polymeru patii molekulova hmotnost a distribuce
molekulové hmotnosti, teplota tani, modul pruznosti a krystalinita. Biodegrada¢ni
mechanismy jsou rovnéZz ovliviiovany vlastnostmi povrchu, jako jsou celkova povrchova
plocha, hydrofilni nebo hydrofobni vlastnosti povrchu [85]. Obecné plati, Ze rychlost
biodegradace klesd se vzrastgjici molekulovou hmotnosti, tedy monomery, dimery
a oligomery jsou mnohem snéze degradovatelné a mineralizovatelné. Vysoka molekulova
hmotnost vede k vyznamnému poklesu rozpustnosti atedy i poklesu rychlosti degradace.

Zé&stupcem biodegradabilnich polymert je poly(e-kaprolakton) PCL, alifaticky polyester,
ktery je syntetizovan polymeraci za otevieni kruhu e-kaprolaktonu. Vyznatuje se krome
vysoké biodegrability i dobrou biokompatibilitou. Proto nalezl uplatnéni v oblasti
biomediciny a obalovych materida. Z divodu relativné nizké teploty tani ~ 60 °C,
nevyhovujicich mechanickych viastnosti a vysoké potizovaci ceny se ¢asto pouziva ve forme
kopolymert nebo blendu [86].

Biodegradace PCL byla studovana v piitomnosti fady riznych mikroorganismu [87][88].
Publikované degradatni studie byly zaméieny predevSim na vyuziti produkovanych amylaz
pro degradace kopolymert a blendi PCL se Skrobem [89].

Wu a Chang zkoumali moZnost degradace obat na bazi PCL a blendi PCL se Skrobem
alnebo jilem pusobenim bakterii Bacillus sp. PGO1 za ucelem vyvinuti biologicky
odbouratelného a zéroven kontrolované uvoliiovanénho bakteridniho hnojiva. Enkapsulované
buiky Bacillus sp. PGO1 byly ponoieny do sterilniho roztoku NaCl (0,85 %)
a inkubovany pri teploté 37 °C a pocatecnim pH 7,0. Rychlost degradace klesala v poradi
PCL/Skrob > PCL/Skrob/jil > PCL > PCL/jil [90].

Rohindra a kol. [91] studovali biodegradaci blendt polykaprolaktonu a polyvinylbutyralu
PCL/PVB v pritomnosti kmene B. subtilis izolovaného z pidy. Rychlost degradace byla vyssi
v ptirodnich podminkach (ptda) neZ v laboratornich podminkach (pH 7,0+ 0,2; Zivné
meédium NB (nutrient broth — Zivny bujon), ménén kazdé 2 dny) a zaroven tato rychlost
vzrastala se zvy3ujicim se zastoupeni PCL v blendu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material apristroje

41.1 Pouzitéchemikalie

4-20% Mini-PROTEAN®TGX ™gel

a-CHCA Matrix: CiwoH7NOs, LaserBio Labs

Aceton pro HPLC: CHsCOCHs, Lach-Ner, s.r.o Neratovice

Acetonitril ACN, Merck

Azid sodny p.a., Lach-Ner, Neratovice

Borax p.a. Na;B,O7-10 H,O — Lach Ner, Naratovice

Commasie Brilliant Blue G-250

D-glukéza CgH12,06— Lachema, Brno

Destilovana voda H,O — Fakulta chemick&a VUT, Brno
Dihydrogenfosforec¢nan draselny p.a. KH2POs— Lach Ner, Neratovice
Dithiothreitol DTT — J.T. Baker

Dodecylsiran sodny SDS — J.T.Baker

Ethanol C2HsOH — Merci s.r.o, Brno

Folin-Ciocaulteovo &inidlo — faRNDR. Jan Kulich, Hradec Kraové/Ri¢any
Glycin — Lachema, Brno

Hydrogenfosfore¢nan sodny p.a. NaeHPO4-12H20 — Lachema, Brno
Hydrogenuhlic¢itan amonny — NH4HCOgs, Lachema, n. p. Brno
Hydroxid sodny p.a. NaOH — Lach Ner, Neratovice

Hoveézi sérovy albumin — Sigma-Aldrich, Némecko

Chlorid sodny p.a. NaCl — Lach Ner, Neratovice

Kyselinaboritd p.a. H3PO3; — Lach Ner, Naratovice

Kyselina citronova CsHgO7-H,O — Lach Ner, Naratovice

Kyselina chlorovodikovéa p.a. HCI — Lach Ner, Naratovice

Kyselina orthofosforecna p.a. H3PO, — Lach Ner, Naratovice

Kyselina octova p.a.CH3COOH3;, Lachema, Brno
Kyselinatrichloroctovap.a.TCA, Sigma— Aldrich

Kvasni¢ny extrakt — Himedia Laboratories Limited

Merkaptofenol p.a —Merck

Olivovy olg: sméskyseliny olgjové, linolové alinoleové — Fluka, Némecko
Pentahydrét siranu méd’natého p.a. CuSO,4-5H,0 — ML chemica; Troubsko
Pepton — Himedia Laboratories Limited

p-nitrofenol CeHsNO3z— Lach Ner, Neratovice

p-nitrofenyllaurét CisH27NOs— Fluka Chemische Fabrik, Némecko
Uhli¢itan sodny p.a. NaeCOs— Lachema, Brno

Vinan draselno-sodny tetrahydrat CsH4OsKNa-4 H20 — Lachema, Brno

4.1.2 Pristrojové vybaveni
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Analytické vahy — AND GR-202-EC; Japonsko

Autoklav, Vaspoteri — Brnénska medicinskatechnikaa.s
Automatickeé pipety, Hirschmann, Biohit Proline

Centrifuga, Eppendorf Concentrator 5301, Hamburg, Némecko



- Exsikétor

- Chladici box

- Kuchynsky vaii¢, ETA

- Laminérni box AURA mini — Biotech a.s

- LEXT OLS 3000, OLYMPUS

- Lyofilizétor, Labconco

-  MALDI-TOF/TOF, 4700 Proteomic Analyzer (Applied Biosystems), Nd:Y AG laser
(355 nm)

- McFarland denzitometr DEN-1B — LABOSERV s.r.0, Brno

- pH metr —inoLab pH 720, Merci .s.r.o, Brno

- Polypropylenoveé Spicky ZipTipe, Millipore, Cyg

- PredvéaZzky — Scaltec, USA

- Spektrofotometr — UV/VISHELIOS DELTA — Thermospectronic, Anglie

- Su&rna— Memmert

- Termostat — Huber

- Termostat —LTE SCIENTIFICLTD, Anglie

- Mikrocentrifuga— Eppendorf centrifuge 5417R, Némecko

- Ultrazvuk, ElIma S 30H Elmasonic, Merci sr.o., Ceska Republika

- Vodni lazeii—Polystat ccl, Merci sr.o., Ceska republika

- Vortex — Heidolph, REAX top; Némecko

- Inkubéator — Heidol ph; Némecko

4.1.3 Pouzitéroztoky ajgich priprava

4.1.3.1 Roztoky pro stanoveni lipolytické aktivity
Fosforecnanovy pufr pH 7,2 (50 mM)
- 1,431 g hydrogenuhli¢itanu sodného NaHPO,12H,0O a 0,549 g dihydrogen-
fosfore¢nanu draselného KH,PO,bylo rozpusténo ve 240 ml destilované vody, pH
bylo upraveno na hodnotu 7,2 pomoci roztoku NaOH

Roztok p-nitrofenyllauratu (2,5 mM)
- 0,02 g p-nitrofenyllauratu bylo rozpusténo ve 25 ml ethanolu

Roztok p-nitrofenolu (1 mM)
- 13,9 mg p-nitrofenolu bylo rozpu&téno ve 100 ml destilované vody

Roztok uhlicitanu sodného (0,1M)
- 1,06 g uhli¢itanu sodného Na,COsbylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody

4.1.3.2 Tlumivéroztoky pro stanoveni pH optima

Citran-fosforecnanovy pufr (pH 5; 6; 6,5)
Byly piipraveny zasobni roztoky 0,1 M kyseliny citronové (21,01 g CsHgO7-H,0O/1000 ml)
a0,2 M fosforecnanu sodného (71,64 g NaoHPO,4-12 H,0/1000 ml)
- pH5 243ml 0,1M kysdiny citronové bylo smichano s257ml 0,2M
fosfore¢nanu sodného a objem byl doplnén na 100 ml destilovanou vodou.
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- pH 6. 179ml 0,1M kysdiny citronové bylo smichano s32,1ml 0,2M
fosfore¢nanu sodného a objem byl doplnén na 100 ml destilovanou vodou.

- pH 65 154ml 0,1M kysdliny citronové bylo smichano s34,6ml 0,2M
fosfore¢nanu sodného a objem byl doplnén na 100 ml destilovanou vodou.

Kyselina boritd — borax pufr (pH 8; 9)
Byly pripraveny zasobni roztoky 0,2 M kyseliny borité (12,4 g H3BO3/1000 ml) a 0,05 M
borax (19,05 g N&:B,O;-10 H,0O/1000 ml)
- pH 8: 50 ml 0,2 M kyseliny borité bylo smichano s4,9 ml 0,05 M boraxu a objem
byl doplnén na 200 ml destilovanou vodou.
- pH 9: 50 ml 0,2 M kyseliny borité bylo smichano s59 ml 0,05 M boraxu a objem
byl doplnén na 200 ml destilovanou vodou.

Glycin — hydroxid sodny pufr (pH 10)
Byly pripraveny zasobni roztoky 0,2 M glycinu (15,01 g /1000 ml) a 0,2 M hydroxidu
sodného (8 g NaOH/1000 ml)
- pH10: 50 ml 0,2 M glycinu bylo smichano s 32 ml 0,2 M hydroxidu sodného.

Britton — Robinsonav pufr (pH 11)
Byly pripraveny zésobni roztoky 0,04 M kyseliny fosforecné (0,89 ml koncentrované
H3PO,/1000 ml) a0,2 M hydroxidu sodného (8 g NaOH/1000 ml)
- pH 11: Ke 100 ml 0,04 M kysdliné fosfore¢né bylo piidano 84 ml 0,2 M hydroxidu
sodného

Hodnota pH vSech piipravenych pufri byla v pripadé nutnosti upravena na pozadovanou
hodnotu pomoci 0,1 M NaOH, resp. 0,1 M HCI.

4.1.3.3 Roztoky pro stanoveni bilkovin podie Lowryho

Roztok hoveziho sérového albuminu (Img/ml): 0,05 g albuminu/50 ml destil. vody

Roztok A: 2% Na&COs; (20 g/1000 ml), 0,05% vinan sodny (0,05 g/1000ml),
0,1 M NaOH (4g/1000 ml)

Roztok B: 0,1% CuS0O,'5H,0 (1 g/1000 ml)

Roztok C: 45 ml roztoku A + 5 ml roztoku B (vzdy cerstvy, redéni 9:1)

Roztok D: Folin-Ciocaulteovo cinidlo (1 ml FC + 1,6 ml H,0)

4.1.4 Biologicky materiél
- Bacillus subtilis CCM 1999 — pouzita bakteridni kultura je ze sbirky Ceska sbirka
mikroorganismi (CCM), Masarykova Univerzita Brno, Prirodovédecka Fakulta
4.1.5 Polymerni materiél

- Poly(e-kaprolakton) PCL — Sigma-Aldrich
M = 14 000, M, = 10 000 stanovena metodou gel ové permeacni chromatografie
Tm=60°C
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416 Zivnamédia

- BHIB (Brain Heart Infusion Broth) — HIMEDIA Laboratories Pvt. Ltd.: Extrakt
z teleciho mozku 200 g/I; Extrakt z hovéziho srdce 250 g/l; Pepton 10 g/l; Dextroza
2,00 g/l; Chlorid sodny 5 g/l, Fosfore¢nan sodny 2,50 g/l

- NB (Nutrient Broth) — HIMEDIA Laboratories Pvt. Ltd.: Pepton 30 g/l; Kvasni¢cny
extrakt 10 g/I; Chlorid sodny 5 g/l

- NBG (Nutrient Broth + Glucose): Pepton 30 g/l; Kvasni¢ny extrakt 10 g/l; Chlorid
sodny 5 g/l; D-gluk6za 20 g/l

- NBF (Nutrient Broth + Fructose): Pepton 30 g/l; Kvasni¢ny extrakt 10 g/I; Chlorid
sodny 5 g/l; D-fruktéza 20 g/l

- NBG+OO (Nutrient Broth + Glucose + Olive Qil): Pepton 30 ¢/I; Kvasni¢cny
extrakt 10 g/I; Chlorid sodny 5 g/l; D-glukéza 20 g/l; Olivovy olg 1% (w/v)

- MPA (MasoPeptonovy Agar) — HIMEDIA Laboratories Pvt. Ltd.

4.2 Metody
4.2.1 Priprava mikroorganismu na kultivaci v Zivném médiu

4.2.1.1 Ofzveni B. subtilis z Zelatinovych diskii

Bakteridni kultura byla pii oZiveni zZzelatinovych diski pievedena na Sikmy
masopeptonovy agar (MPA). Disky byly nejprve ponechany cca 10 minut pii laboratorni
teploté. Nésledn¢ byl disk prenesen do kondenzni vody MPA pomoci vyZihané ockovaci
klicky. Zkumavka byla naklonéna tak, aby suspenze stekla po celém povrchu Sikmého agaru a
BS byl kultivovan 2 dny pii 30 °C v termostatu. Po 2 dnech byl preockovan opét na Sikmé
agary z MPA aponechan 3 dny kultivovat pii 30 °C.

4.2.1.2 PFipravainokula

Po 3 dnech kultivace byl BS pieockovan z Skmého agaru do tekutého média a bylo
pripraveno inokulum. Inokulum bylo tvofeno 100 ml ptislusného média, do néhoz byly
pievedeny 2 &kmé agary nadedujicim zpusobem: nejprve bylo do zkumavky
s nakultivovanymi bunkami sterilné ptidano 0,5ml sterilni destilované vody. Buiky se
uvolnily do pudy otirdnim Kkli¢ky o sténu pod hladinou kapaliny. Poté byl obsah zkumavek
dobie rozmichan na vortexu a obsah zkumavky byl nakonec sterilné preveden do
Erlenmeyerovy baiky. Takto piipravené inokulum bylo kultivovano 3 dny na trepacce pri
laboratorni teploté aintenzité¢ michani 160 rpm. Poté bylo z inokula odebrano 15 ml kultury a
zaockovano sni Zivné médium o objemu 150 ml (inokulum tvorilo 10 %). Takto piipravena
Erlenmeyerova baika se umistila opét na trepacku a kazdy den byly provédény piislusné
anayzy.

4.2.1.3 Zkracena doba pifipravy inokula

Po oZiveni B. subtilis z Zelatinovych diskt (postup 4.2.1.1) byly buiiky rovnou pieneseny
do 100 ml tekutého média (byl vynechan krok pieo¢kovéani na Skmé agary) a pokratovano
stejn¢ jako v pripadé 4.2.1.2. Na zaockovani 100 ml inokula byly tedy pouZzity 2 Sikmé agary
s primo oZivenymi bunkami z Zelatinovych diska, nikoliv pieockované bunky.
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4.2.2 Stanoveni kalibraénich k¥ivek

4.2.2.1 Stanoveni kalibra¢ni kifivky p-nitrofenolu

Pro sestrojeni kalibracni kiivky p-nitrofenolu (p-NF) byl pouzit z&kladni roztok
p-nitrofenolu o koncentraci 1,0 mM (mmol-mi™). Z tohoto roztoku byla prislusnym naredénim
piipravena kalibracni fada p-nitrofenolu o ldkovém mnozstvi 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5mmol (viz
Tab. 3). K roztokim bylo pfidano 3,25 ml 50 mM fosféaového pufru (pH 7,2). Obsah
zkumavek byl promichan a inkubovan pii 37 °C v termostatu po dobu 30 minut. Poté k nim
bylo piidano 0,5 ml 0,1 M NaCOs. Nasledné byla spektrometricky meétrena absorbance pii
420 nm.

Tab. 3: Kalibra¢ni kiivka p-nitrofenolu

zkumavka 1 2 3 4 5 Blank
p-NF [ml] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,0
fosf. pufr [ml] 3,25 3,25 3,25 3,25 3,25 3,25
voda[ml] 0,4 0,3 0,2 0,1 0,0 0,5
Na,CO; [ml] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Np-ne [MMol] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,0
0,8 1
0,7 -

y = 1,3611x - 0,0016
0,6 1 R = 0,9993

0,5

A420

04
03
02
0.1

0

0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5

n [mmol]
Graf 1: Kalibracni kiivka p-nitrofenolu

4.2.2.2 Stanoveni kalibracni kifivky albuminu

Redénim zésobniho roztoku hovéziho sérového albuminu o koncentraci 1 mg-mi™ byla
piipravena kalibratni fada skoncentracemi albuminu 0,0 (blank); 0,1; 0,2; 0,3; 04
a0,5mgml™ (Tab. 4). K takto naredénym vzorkiim albuminu bylo ptidano 5 ml roztoku C,
smés se nechala 10 minut inkubovat pii laboratorni teploté. Poté bylo ptidano 0,5 ml roztoku
D a po 30 minutéch inkubace pii laboratorni teploté byla spektrometricky métena absorbance
vzorku pii 750 nm.
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Tab. 4; Kalibragni kiivka albuminu

zkumavka 1 2 3 4 5 Blank
Vap [Ml] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,0
Viizo [M] 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 1,0
roztok C [ml] 5,0 5,0 50 5,0 5,0 5,0
roztok D [ml] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Cap [Mg-ml™ 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,0
0,45 1
0,40 A
0,35 A
G
g 0,25 1
< 0,20 A
0,15 A
0,10 A
0,05 A
0,00 * . . . . .
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
c[mg-ml-]

Graf 2: Kalibragni ktivka albuminu

4.2.3 Spektrometrické stanoveni lipolytickeé aktivity

Princip:

Principem spektrometrického méieni lipolytické aktivity je méteni mnozstvi uvolnéného
p-nitrofenolu v dusledku Stépeni p-nitrofenylesteru mastné kyseliny ptisobenim enzymu po
uréitou dobu. Intenzita vzniklého Zlutého zbarveni je ptimo imérna aktivité enzymu a méii se
pii 420 nm.

Postup:

Lipolyticka aktivita byla stanovena spektrometricky méienim absorbance pii 420 nm. Jako
substrét byl pouzit 2,5 mM roztok p-nitrofenyllauratu (C12:0) v ethanolu. Pred namichanim
reakéni smési bylo tieba odstranit extracelularni produkty od vlastni bunécné hmoty a to
centrifugaci pri 15000 ot/min (teplota +4°C) po dobu 5 minut. Vzorek enzymu byl odebiran
ze supernatantu.

K025ml enzymu bylo pfiddno 325ml 50mM fosf&ového pufru (pH 7,2)
a 0,25ml substratu (p-nitrofenyllaurdtu) v ethanolu. Reakéni smés byla promichana
a inkubovana pii 37 °C po dobu 30 minut v termostatu. Poté bylo k reakéni smési pridano
0,5ml 0,1 M roztoku NaCO3, smés byla opét promichana a byla zmétrena absorbance pii
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420 nm. Jako blank byl pouzit vzorek, ktery misto 0,25 ml p-nitrofenyllaurdtu obsahoval
0,25 ml destilované vody.

Obr. 11: llustrativni obrazek - spektrometrické mereni lipolytické aktivity

Vyjadreni aktivity:
Enzym ma aktivitu 1 jednotka (U), jestlize dojde k uvolnéni 1 nmolu p-nitrofenolu za
minutu (za presné definovanych podminek testu).

Vypocet lipolytické aktivity:
Pri vypoctu lipolytické aktivity se vychazi z rovnice lineérni regrese ziskané vyhodnocenim
kalibracni kiivky p-nitrofenolu.

Vzorec pro vypocet lipolytické aktivity:
Ayt .
=——— kdeje

Ng-V-t
a lipolytickéa aktivita enzymu [mmol-min™-ml™= U-ml™]
Asxo absorbance naméiend u jednotlivych vzorka
t doba inkubace [min]
Y objem enzymu [ml]
Np, N hodnoty z rovnice linedrni regrese potiebné pro vypoéet (A=nyn+ny)

4.2.3.1 Stanoveni optimalniho Zivného média pro produkci lipolytickych enzymii
Pro stanoveni optimalniho Zivného média byla vybrana a testovana riizna zivna média. Byla

ol

metena lipol yticka aktivita podle bodu 4.2.3 a zjistovano, v kterém médiu je aktivita nejvyssi.
4.2.3.2 Stanoveni teplotniho a pH optima

Teplotni optimum bylo stanovovano stejné jako pii stanovovani lipolytické aktivity v bodé
4.2.3, de pii raznych teplotach: 30, 35, 37, 40, 45 a 50 °C. Teplota, pii které byla aktivita
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nejvyssi, byla poté pouzita pii méeni pH optima. Mé&teni probihalo stejnym zpusobem ae za
pouZiti raznych pufra, konkrétné o hodnotach:

pH 5; 6; 6,5 — citré-fosforecnanovy pufr

pH 7,2 — fosfatovy pufr

pH 8; 9 — kyselina borita-borax

pH 10 — glycin-NaOH

pH 11 — Britton-Robinsontv pufr

4.2.3.3 Stanoveni tepelné stability

Tepelna stabilita byla mérena stejnym zpusobem jako v bodé 4.2.3, pouze stim rozdilem,
Ze inkuba¢ni doba trvala 1 hodinu. Na stanoveni teplotni stability byly pouZzity teploty 30; 40;
50; 60a 70 °C.

4.2.3.4 Stanoveni viivu piFitomnosti olivového olgje na lipolytickou aktivitu

Do Zivného média, vjehoZz prostiedi byla lipolyticka aktivita nejvysSi, bylo pridano
1% (w/v) olivového olgle a porovnavana aktivita enzymu v médiu bez piitomnosti
lipidického zdroje (NBG) a v jeho pritomnosti (NBG+OO) meéienim lipolyticke aktivity podie
bodu 4.2.3.

4.2.4 Stanovéni naruastu biomasy (Riastova kiivka)
Nartst biomasy byl méren dvémi raznymi zpasoby: spektrometricky a denzitometricky.

4.2.4.1 Spektrometrické stanoveni nérsistu biomasy

Narast bunééné hmoty byl méien spektrometricky pii vinové déice 660 nm. V urcitych
¢asovych intervaech bylo odebirano médium z kultivace a intezita z&kalu byla métena proti
cistému Zivnému médiul.

4.2.4.2 Denzitometrické stanoveni narsistu biomasy
Denzitometr (Obr. 12) je pristroj uréen k méteni turbidity/zékalu roztoku v rozmezi
0- 15,0 jednotek stupnice dle McFarlanda. Princip méfeni je zaloZzen na méieni optické
absorpce s digitalnim zobrazenim vysledkt v McFarland jednotkach na displegji pristroje.
Buniky byly pro méfeni kultivovény ve zkumavkéch tvaru L a v uréitych casovych
intervalech byl méren zakal.

Obr. 12; Denzitometrické mafeni narastu/koncentrace bi omasy
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4.25 Spektrometrické stanoveni bilkovin podle Lowryho

Princip:

Stanoveni je zaloZzeno na spojeni biuretovy reakce (vazba Cu** na peptidové vazby
v akalickém prostredi) sredukci Folin-Ciocaulteova cinidla (smés fosfowolframové
a fosfomolybdenanové kyseliny) bilkovinami na komplexy molybdenanové modti. Redukce
je zptisobena piredevSim oxidaci tyrosinu a tryptofanu, které jsou vézané v peptidovém fetézci.
Intenzita modrého zbarveni je primoumérna mnoztvi téchto aminokyselin a méii se
pti 750 nm.

Postup:

Ze supernatantu, ktery byl pouZit i na stanoveni lipolytické aktivity, byl odebran 1 mi
vzorku. K vzorku bylo piidano 5ml roztoku C a smés nechana 10 minut inkubovat pri
laboratorni teploté. Poté bylo ptano 0,5 ml roztoku D a po 30 minutach inkubace byla méiena
absorbance pii 750 nm.

Vypoéet mnozstvi bilkovin:
P vypoctu mnozstvi bilkovin ve vzorku se vychézi zrovnice linedrni regrese ziskané

vyhodnocenim kalibraéni kiivky ziskané Lowryho metodou.

Vzorec pro vypocet celkového mnozstvi bilkovin:

c= Asso — v £ kde je
CCL
c mnoZzstvi bilkovin [mg-ml™]
Asso absorbance namérena u jednotlivych vzorki
f fedici faktor
Ca, Cb hodnoty z rovnice linedrni regrese potiebné pro vypocet (A= Cy-C+Cp)

Vzorec pro vypocet specifické aktivity:

Jedna se o aktivitu vyjadienou v U-mg™:

a :
asp = Z,kdeje

ag specificka aktivita enzymu [U-mg™]
a lipolyticka aktivita enzymu [mmol-min™ml ™= U-ml™]
c mnozstvi bilkovin [mg:mil™]

4.2.6 I|dentifikace bilkovin metodou peptidového mapovéani (PMF)

Princip:
Identifikace bilkovin metodou peptidového mapovani je zaloZzena na separaci bilkovin
zeiména pomoci eektroforetickych metod, na nasledném vytiznuti bandia z gelu, jgich

36



redukci, alkylaci a Stépeni protedzami na peptidy. Peptidy jsou nakonec identifikovany
pomoci hmotnosti spektrometrie a aminokyselinové sekvence porovnany s databéazi.

4.2.6.1 Uprava vzorku pro identifikaci bilkovin

Vzorky byly odebrany béhem kultivace BS provédéné v Zivném médiu NBG a NBG+OO
v danych ¢asovych intervalech (0, 24, 48 a 72 hodin) a zamrazeny. V tomto stavu byly
posléze vysuSeny pomoci lyofilizatoru a nasledné rozpustény v 1 ml vody. Vysrézeni bilkovin
probihalo pomoci smési 10% TCA/aceton pri teploté -20 °C pres noc. Poté nasledovala
centrifugace vzorka po dobu 10 minut pii 90 000 rpm. Supernatant byl odstranén a vzorky
vysuseny.

4.2.6.2 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s SDS (SDS-PAGE)
- Separacni gel
Pro elektroforézu byl pouZit jiZ hotovy gradientovy gel Mini-PROTEAN® TGX™ (4-20%).
- Elektrodovy pufr
Elektrodovy pufr byl piipraven rozpusténim 3 g TRIS, 14,4 g glycinua 1 g SDSv 1000 ml
destilované vody.
- Vzorkovaci pufr
Roztok A: 3 g TRIS rozpusténé v 50 ml destilované vody, dotitrované na pH 6,8 a doplnéné
do 100 ml destilovanou vodou.
Roztok B: 10 g SDS doplnéné do 100 ml destilovanou vodou
Roztok C: 10 mg bromfenolové modii rozpusténév 1 ml roztoku A

Vzorkovaci pufr se skladal z 2,4 ml roztoku A, 2 ml roztoku B, 3 ml glycerolu, 0,5 ml
2-merkaptoethanolu, 2 ml destilované vody a 0,1 ml roztoku C. Takto pripraveny pufr byl
smichén v poméru 19:1 s merkaptoethanolen a déle pouzit pro standard avzorky.

Standard BioRad Broad Range byl smichan v poméru 15:1 se vzorkovacim pufrem.
VysuSené vzorky byly rozpustény v 200 m vzorkovaciho pufru, 10 minut povaieny spolecné
se standardem a poté kratce zamichany na vortexu. Jelikoz bylo pH vzorki dosti kyselé (Zluta
barva vzorki), bylo k nim priddno 100 m 1M bazického TRIS (vzorky zménili barvu na
modrou). Takto pripravené vzorky byly spoleéné se standardem napipetovany v mnozstvi
13 m do mezer separacniho gelu. Gel byl vloZzen do vany, kterd byla nasledné doplinéna
elektrodovym pufrem.

Elektroforéza probihala pii konstantnim napéti 160 V po dobu 50 minut. Po¢étecni hodnota
prochazejiciho proudu byla 100 mA, kone¢na 58 mA.

4.2.6.3 Barveni gelu

Po probéhnuti elektroforézy byl gel obarven pomoci barviva Commassie Brilliant
Blue G-250.

Barvici roztok obsahoval 0,08% Commassie Brilliant Blue G-250, 8% siran amonny,
1,6% kyselinu fosforecnou a 20% methanol. Jako fixacni roztok byla pouzita 12% TCA
trichloroctova kyselina. Gel byl vlioZzen do misky se 100 ml takto nachystaného fixacniho
roztoku a nechan 30 minut na tiepacce (intenzita 20 rpm). Poté byl fixacni roztok odlit a gel
byl tiikrét po péti minutéch promyt destilovanou vodou. Nakonec se nechal barvit pies noc
barvicim roztokem.
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4.2.6.4 VyFiznuti proteina z polyakrylamidového gelu

Gel byl po odstranéni barviciho roztoku promyt dvakrét po deseti minutéch vodou. Cistym
skalpelem byly vyiezany vybrané bandy, a to tak, aby byla co nejvice omezena pritomnost
okolniho gelu. Bandy byly roziezany narozméry o velikosti priblizné 1x1 mm a pieneseny do
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml.

4.2.6.5 Omyvani kouskii gelu

Kousky gelu byly dvakrat po 15 minutdch promyty 50m smeési acetonitril (ACN)/voda
v poméru 1:1. Po odstranéni kapainy byly kousky promyty 50 mi 100% ACN. Po zbélani
a srazeni kouski gelu ksobé byl ACN odstranén a zpétné rehydratovan pomoci
50 m 0,1 M NH4HCOs. Po péti minutach bylo piidano stejné mnozstvi ACN, aby byly kousky
v roztoku v poméru NHsHCOS/ACN 1:1. Po 15 minutach byla odstranéna veSkera kapalina
akousky gelu vysuSeny navakuové centrifuze.

4.2.6.6 Redukcea alkylace

Ke kouskim vysuSseného gelu bylo piidano 40m 10 mM dithiothreitolu DTT
v 0,1 M NH4HCO; (7,7 mg DTT/5 ml 0,1 M NH4HCOs). Proteiny byly redukovany po dobu
45 minut pii 56 °C. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byl supernatant odstranén a pridano
40 m 55 mM iodacetamidu v 0,1 M NH4HCO;3 (1,1 mg iodacetamidu/1 ml 1 M NH4HCOs3).
Zkumavky byly ponechany 30 minut pri laboratorni teploté ve tmé. Poté byl iodacetamid
odstranén, do zkumavek piridano 40 mi 0,1 M NH4HCO; a po péti minutéch stejné mnozstvi
ACN. Gelové kousky byly nésledné vysuseny ve vakuové centrifuze.

4.2.6.7 Stépeni gelu

VysuSené kousky gelu byly pii 4°C prevrstveny 50m roztoku obsahujiciho
1ml 50 mM NH4HCO3 1mI5mM CaCl, a 125 ng/m trypsinu (chymotrypsinu). Po
45 minutéch, kdy byl roztok ¢astecné gelem absorbovéan, byl tento roztok nahrazen stejnym
mnozstvim stejného roztoku, ale tentokréat bez trypsinu. Enzymatické Stépeni probihalo pies
noc pii 37 °C abylo poté ukon¢eno pridanim 20 m 5% TFA.

4.2.6.8 Extrakce peptidi

Béhem probihajiciho &tépeni dodlo k uvolnéni hlavniho podilu bilkovin z gelu do roztoku.
Tento roztok byl proto preveden do novych zkumavek. Bylo nutné provést extrakci zbylych
bilkovin a to pomoci 40 M smési 0,1% roztoku TFA/ACN v poméru 1:1. Po 15 minutach
v ultrazvuku byl supernatant odebran a prenesen do zkumavek sjiZz odebranym prvnim
extraktem. Proces byl opakovan jesté dvakrét.

4269 ZipTip®

ZipTip pipetovaci Spicky jsou 10 m propylenové Spicky sluzkem chromatografického
média Cyg fixovaném na jejim konci. SlouZi k purifikaci a zakoncentrovani peptidu, bilkovin
nebo i oligonukleotidu.

Chromatografické médium bylo aktivovano 3x navlih¢enim napiné 50% ACN. Nésledné
byla $picka 3x promyta 0,1% TFA. Vzorek byl pomalu pipetou napoustén a vypoustén (asi
10x) do zkumavky, aby dodlo k absorpci na chromatografické médium. Poté byla Spicka 2x
promyta 10 mi 0,1% TFA. Nakonec byly peptidy uvolnény do 7 m smés 0,1% TFA/ACN
v poméru 1:1.
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4.2.6.10 Hmotnostni spektrometrie

Z duvodu provedeni analyzy pomoci MALDI-MS, bylo nutné nanést pripravené vzorky
spolecné se standardem na fadné ocisténou MALDI desti¢ku a prevrstvit matrici.

Matrice — 10mg kyseliny a-kyanoskoricové CHCA bylo rozpudténo v1iml 0,1%
TFA/ACN (pomér 1:1). Na desku bylo naneseno 0,45 mi vzorku a poté stejné mnoZstvi
matrice (kazdy vzorek byl nanesen vzdy 3x). Standard (peptide mix diluted) byl narfedén
smatrici v poméru 1:9 (2 m standardu a 18 m matrice) a nanesen na kalibra¢ni spoty.

Bylo provedeno méreni a vysledky porovnany s databézi.

4.2.7 Studium vlivu lipaz Bacillus subtilis na degradaci poly(e-kaprolaktonu) PCL

Po provedeni optimalizace podminek pro produkci lipdz BS byla provedena série
degradacnich experimentt poly(e-kaprolaktonu) PCL v Zivném médiu NBG pri teploté 30 °C
a pocatecni hodnoté pH 7,0.

4.2.7.1 PFiprava polymeru pro degradacni experiment
Pro degradacni experiment byl polymer pripraven ve forme¢ félie. Byly pouZzity tii razné
metody pripravy s cilem piipravit folie o tloustce priblizné 250 mm:

1. PCL fdlie byla ptipravena lisovanim pomoci laboratorniho lisu Fontijne. Mezi
lesténé nerezové plechy opatiené PET folii byl nanesen PCL ve form¢ prasku.
Lisovéani bylo provéadéno pii teploté 65 °C po dobu 5 minut.

2. Do piipravenych hlinikovych forem o praméru 3cm bylo navdZeno 0,559
polymeru ve formé prasku. Formy byly temperovavy na varné desce aZ do teploty
tani PCL. Tavenina PCL byla prudce ochlazena ponorenim do chladici lazné
o teplote 4 °C (voda/led).

3. 2% roztok PCL v dichlormetanu (doba pripravy 24 hodin) byl pieveden do Petriho
misek a ponechan volné odpaiovat po dobu 48 hodin.

Ze v&ech pripravenych filma byly sklapelem vyiezany &étvercové vzorky o rozmérech
1,0x 1,0cm, které byly nasledné suSeny do konstantni hmotnosti. Pied biodegradacnim
experimentem byly vzorky zvazeny na anaytickych vahach a sterilizovany UV zéfenim po
dobu 30 minut nakazdeé stran¢ v laminarnim kultivaénim boxu (Bioair a Euro lone Division).

Obr. 13: Priprava polymeru. Film vznikly odpatrenim 2% roztoku PCL v dichlormetanu
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4.2.7.2 Biodegradace PCL folii
Degradacni experimenty PCL fdlii byly provadény v tzv. L-zkumavkach. Do sterilnich

zkumavek byly opatrné vlozeny vysterilizované vzorky polymeru. Nasledné bylo do
zkumavek napipetovano 6 ml Zivného média NBG (pH 7,0). Do zkumavek, které slouZily
jako kontrola, bylo ptidano 0,02 % (w/v) azidu sodného pro zabrénéni piipadné kontaminace
okolnimi mikroorganismy. Do zkumavek, ve kterych byla testovana degradace polymeru
v piitomnosti Bacillus subtilis, bylo pfidano 0,6 ml inokula pripraveného podle bodu 4.2.1.3.
Takto pripravené zkumavky byly umistény na tiepacku pri teploté 30 °C a michani 200 rpm
(pro zgjisteni dostatecného pristupu kysliku). V prabéhu kultivace byl denzitometricky
méren zakal a porovnavany hodnoty v biodegradacnich zkumavkéch (s polymerem
i mikroorganismem; +PCL, +BS) av dvou raznych typech kontrolnich zkumavek:

A. Zkumavky s polymerem,bez mikroorganismu (+PCL, -BS)

B. Zkumavky s mikroorganismem, bez polymeru (-PCL, +BS)
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Obr. 14: Degrada¢ni experiment v L-zkumavkéch

4.2.7.3 Stanoveni zbytkové lipolyticke aktivity a Ubytku hmotnosti polymeru

Po ukonceni degradacniho testu byla ve vsech médiich métrena zbytkova lipolyticka aktivita
podle bodu 4.2.3. Vzorky polymeri byly dikladné oplachnuty destilovanou vodou, nechany
vysuSit do konstantniho Ubytku hmotnosti a déle analyzovéany.

4.2.7.4 Konfokalni laserova rastrovaci mikroskopie (CLSM)

Konfokdni mikroskopie je optickou zobrazovaci technikou vyuZivgjici bodového rastru
laseru po povrchu vzorku. Diky konfokdnimu principu je dosazeno 3D zobrazeni
pozorovaného vzorku. K vytvoreni kontrastu je v prevazné vétSing vyuzivano fluorescence
(biologické vedy) nebo reflexe (materidlové veédy). Této metody bylo vyuzito pro blizsi
zkouméni povrchu degradovanych polymernich vzorka. Povrch vzorka PCL byl analyzovan
na pristroji LEXT OLS 3000, OLYMPUS.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace podminek pro produkci lipolytickych enzymi B. subtilis

Pro optimalizaci podminek produkce lipolytickych enzymu B. subtilis bylo nejprve
stanovovano optimdni zivné médium. V tomto optimanim Zivném meédiu byly nésledné
zkoumany biochemické vlastnosti, jako jsou teplotni optimum, pH optimum a tepelné stabilita
lipolytickych enzymut produkovanych BS. Rovnéz byl sledovan vliv piitomnosti olivového
olge jako potencianiho induktoru produkce lipolytickych enzymi a také sledovan vztah mezi
lipolytickou aktivitou a ménici se hodnotou pH Zivného médiav prabe¢hu kultivace.

5.1.1 Optimalizace Zivného média

Na zakladé literarni reSerSe byla zvolena série tii Zivnych médii: BHIB (Brain Heart
Infusion Broth), NB (Nutrient Broth) a NBG (Nutrient Broth + Glucose). Tato nutri¢ni média
se lisila zegiména raznymi zdroji uhliku, resp. dusiku. Z pohledu celkového nutri¢niho sloZeni
se jednalo o zakladni médium tj. NB, které se bézn¢ pouzivd pro kultivaci Bacullis
subtilis [92]. DAe bylo toto médium obohacené o monosacharid glukozu — NBG,
pouzivaného z davodu stimulace produkce lipazy [93]. Pro srovnani bylo pouzito nutri¢né
bohaté Zivné médium BHIB. Tab. 5 shrnuje sloZeni jednotlivych Zivnych médii.

Tab.5: Prehled médii pouzitych na stanoveni optiméniho média pro produkci lipolytickych
enzymi

M eédium SloZeni Vyznam/zdroj Zivin

Extrakt z teleciho mozku (200 g/l)

. uhlik, dusik, vitaminy
Extrakt z hovéziho srdce (250 g/l)

BHIB Dextréza (2 g/l) uhlik
Pepton (10 g/l) aminokyseliny, dusik, siraafosfor
Chlorid sodny (5g/l) osmotické podminky
Fosforecnan sodny (2,5 g/l) pufr
Pepton (10g/l) aminokyseliny, dusik, siraafosfor
NB Kvasni¢ni extrakt (10 g/l) dusik, vitaminy
Chlorid sodny (5 g/l) osmotické podminky
Pepton (10g/1) aminokyseliny, dusik, siraafosfor
NBG Kvasni¢ni extrakt (10 g/l) dusik, vitaminy
Chlorid sodny (5 g/l) osmotické podminky
D-glukéza (20g/1) uhlik aenergie

Kultivace provadéna submerznim zpasobem byla zvolena za G¢elem zgjisténi intenzivni
aerace po celou dobu experimentu, docileni homogenniho rozptyleni kultury BSv kultiva¢nim
meédiu a dosazeni tak maximdniho vyuziti Zivin a zgisténi intenzivniho rozmnozovani
mikroorganismu. Submerzni zpusob kultivace rovnéz umoziuje konstantni udrzeni teploty
ajgi regulaci po celou dobu kultivace. Intenzita michéni byla pro G¢el zjisténi optimaniho
Zivného média zvolena 160 rpm (zgjisténi homogenni suspenze) a teplota 21 °C. Kultivace
byla provadéna po dobu 196 hodin a kazdy den spektrometricky métena lipolyticka aktivita za
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pouZiti p-nitrofenyl-lauratu (C12:0) jako substrétu. Na zakladé vyhodnocenych vysledki bylo
zvoleno nejvhodngjsi Zivné médium pro produkci lipolytickych enzyma BS.

Z Grafu 3 je patrné, Ze jako nejvhodnéjsi pro produkci lipolytickych enzymu se ukézalo byt
Zivné médium Nutrient Broth spiidavkem 2% (w/v) glukézy (NBG). NejvysSi aktivita
0,0679 U-ml™ zde byla namétena po 70 hodinach kultivace. V médiich BHIB a NB byla
maximalni aktivita namétrena aZ po 94 hodinéch kultivace, av3ak i tak zde dosahovala aktivita
pouze 74 %, resp. 88 % maximalni lipolytické aktivity vzhledem k médiu NBG. Ngjrychlgjsi
pokles aktivity byl pozorovan v piipadé média NB a to pravdépodobné z diivodu vycéerpani
hlavnich zdrojia uhliku i dusiku (pepton, kvasni¢ni extrakt) na rozdil od média NBG, kde byl
pozorovan pozvolny pokles aktivity. Pri¢cinou muze byt piitomnost glukdzy v médiu NBG,
ktera zde pasobi jako vyhradni zdroj uhliku potiebny pro produkci lipolytickych enzymu [46],
zatimco pepton a kvasni¢ni extrakt je vyuZivan spie jako zdroj dusiku [47]. V médiu NB tak
dochazi k niZsi produkci lipaz a zaroven k rychlejSimu poklesu lipolytické aktivity. Nizsi ae
pomérné vyrovnana produkce lipaz v prabéhu celé kultivace v médiu BHIB by mohla byt
z hlediska produkce lipolytickych enzymia do jisté miry vyhodna. Z hlediska slozitosti tohoto
komplexniho média a potieby pripadnych daSich analyz, kdy je naptiklad nutné jednotlivé
slozky média odstranit, je vhodnéjsi vyuzit jednodussi Zivné médium. Timto médiem je tedy
NBG, kde byly z&roven méteny vysoké hodnoty lipolytické aktivity.
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Graf 3: Porovnani lipolytické aktivity béhem kultivace B. subtilis ve tiech raznych Zivnych
médiich: BHIB, NB aNBG

Vedle lipolytické aktivity bylo v médiich méfeno i celkové mnozstvi bilkovin Lowryho
metodou, ¢imz bylo mozné stanovit specifickou aktivitu enzymu. Na Grafu 4 je zobrazeno
celkové mnoZstvi extraceluléarnich bilkovin v prabéhu celé kultivace. Je vidét, Ze nejvetsi

42



mnozstvi bilkovin bylo produkovano v Zzivném médiu NBG, pri¢emz u vSech médii dochazelo
zeiména v prvnich péti dnech kultivace (120 hodin) ke kolisani téchto hodnot, které v3ak
nemgly témer zadny vliv na kolisni hodnot lipolytické aktivity, jak je mozné videt
na Grafu 3. Po prepocitani lipolytické aktivity na specifickou aktivitu (Graf 5), tedy
lipolytickou aktivitu vztazenou na celkové mnozstvi bilkovin, byla specificka aktivita
v prvnich 5 dnech kultivace (120 hodin) nejvyssi v Zivném médiu NB a naopak nejniZsi
v NBG. Ztohoto je patrné, Ze v médiu NBG bylo vtomto casovém obdobi kromé
lipolytickych enzymt produkovéno jesté velké mnozZstvi jinych extracelularnich bilkovin na
rozdil od médii NB i BHIB. Po 120 hodinéach kultivace je vSak vidét, Ze specificka aktivita
v médiu NB prudce klesala (dochazel o rovnéz k poklesu lipolytické aktivity), zatimco celkové
mnozstvi bilkovin zistavalo v tomto obdobi ve vSech médiich téméi neméné. To znamend, Ze
se mnoZstvi lipolytickych enzymi v NB sniZoval o, zatimco v médiich NBG a BHIB zistavalo
témetf neménneé.
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Graf 4: Porovnani koncentrace extracelularnich bilkovin b&hem kultivace B. subtilis ve tiech
raznych Zivnych médiich:BHIB, NB aNBG
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Graf 5: Porovnani specifické aktivity béhem kultivace B. subtilis ve tiech raznych Zivnych
médiich:BHIB, NB aNBG

Soucasné s meienim lipolytické aktivity a mnozstvi bilkovin byl pozorovan také narust
bunééné hmoty a to méienim zékalu pii 660 nm. Byl zjistovan vztah mezi nartistem buné¢né
hmoty a lipolytickou aktivitou v téchto tirech médiich. Vztahy mezi narastem bunécné hmoty
a lipolytickou aktivitou jsou dokumentovany na Grafech 6 - 8. Na Grafu 7 a 8 (média NB
a NBG) je moZzné na rustove kiivce zietelné pozorovat nekteré daleZité faze, zefména
exponencidni a stacionérni fézi rastu. Podle literatury by mély byt bakteridni lipolytické
enzymy produkovany a vylucovany do prostiedi zefména na konci exponencidni a céstecné
béhem stacionérni faze rustu [28]. Vydedky ale ukazuji, Ze maximani hodnoty lipolytické
aktivity byly naméreny jesté pied koncem exponencidni faze a béhem stacionarni féze
dochazelo uz pouze k poklesu aktivity. Vysedky koreluji se studiem Lesuisse akol. [38], kde
razné kmeny BS vykazovaly nejvysSi lipolytickou aktivitu béhem exponencidni rastove faze
ave stacionarni fazi dodlo k jejimu prudkému poklesu.
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Graf 6: Vztah mezi nérastem bunééné hmoty B. subtilis v Zivném médiu BHIB a produkci
lipolytickych enzymi
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Graf 7. Vztah mezi narustem bunécné hmoty B. subtilis v Zivném médiu NB a produkci
lipolytickych enzymi
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Graf 8. Vztah mezi nérastem bunécné hmoty B. subtilis v Zivném médiu NBG a produkci
lipolytickych enzymi

5.1.2 Teplotni optimum atepelnd stabilita

Optimani teplota pro produkci lipolytickych enzymu B. subtilis byla stanovovéana ve

v

vy3e zjidteéném optimanim Zivném mediu NBG. NejvysSi aktivita enzymu byla naméiena pri
37 °C. Ve studovaném teplotnim rozmezi 30 - 50 °C ae nebyly zaznamenany nijak vyznamné
rozdily, jelikoz byla namérena nemensi relativni aktivita vzhledem k zji&ténému teplotnimu
optimu 89 %. Zavidlost relativni lipolytické aktivity na vzristgjici teploté je znazornéna na

Grafu 9.
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Graf 9: Teplotni optimum lipolytickych enzymt produkovanych pomoci B. subtilis v Zivném

médiu NBG
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Tepelnd stabilita byla mérena v Zivném médiu NBG v rozmezi teplot 30-70°C. Po
hodinové inkubaci pii dané teploté¢ (viz Graf 10) bylo Zzjisténo, Ze se jedna o pomérné
termostabilni enzym, jelikoZ po hodinové inkubaci pii dané teplot¢ dochézelo k poklesu
aktivity aZ pri teplotach vysSich nez 50 °C. Pri teplotach 60 - 70 °C byl zaznamenan pokles
aktivity na70 %, resp. 67 %.
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Graf 10: Tepelnd stabilita lipolytickych enzymi produkovanych pomoci B. subtilis v Zivném médiu
NBG po 1 hodin¢ inkubace

5.1.3 pH optimum

Optimalizace pH prostiedi byla provedena v zivném médiu NBG pii zjistené optimani
teplote¢ (37 °C) pro produkci lipolytickych enzymt BS Lipolyticka aktivita byla mérena
v rozmezi hodnot pH 5 - 11. NgjvySSi lipolyticka aktivita byla zaznamenéna pii pH 8,0 a pri
hodnotach pH 9,0 a 10,0 byla relativni aktivita vzhledem k pH optimu 82 %, resp. 79 %.
Z téchto vydedku vyplyvd, Ze se jedna o lipolytické enzymy stabilni zejména v akalické
oblasti pH, coz je patrnéi z Grafu 11.
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Graf 11: pH optimum lipolytickych enzymi produkovanych pomoci B. subtilis v Zivném médiu
NBG pii teploté 37 °C

Zjisténé hodnoty teplotniho a pH optima kmene B. subtilis CCM 1999 zcela odpovidaji
vysledkim méieni, které provadéli Hasan a Hameed [44] u Bacillus sp. Jejich pH optimum se
pohybovalo v rozmezi pH 8,0 - 9,0 a teplotni optimum bylo 37 °C. Oproti tomu Eggert [40]
i Lessuise [38] nameiili vySSi pH optimum (pH 10 - 12) a tepelna stabilita lipolytickych
enzymu se pohybovala mezi 40 - 45 °C, tedy o néco niZze nez v naSem pripadé. Pri celkovém
srovnani de vydedky ukazuji, Ze se jedna o pomérné stabilni enzym, aktivni zejména
v akalickém prostiedi a s teplotnim optimem kolem 37 °C.

5.1.4 Vliv pritomnosti olivového olge v zivném médiu na produkci lipolytickych
enzymi

Jako jeden z dalSich faktora ovlivaujici produkci lipolytickych enzyma BS byl studovan
vliv pritomnosti potencionalniho induktoru - olivového olgje (OO) [49][50][94] - v mediu
NBG. Soucasn¢ bylataké v prabéhu kultivace méiena pH hodnota média.

V piipadé kultivace BS byla zaznamenana niZsi produkce lipolytickych enzymi v médiu
NBG s pridavkem olivového olgje (viz Graf 12). V médiu jak bez tak i s piidavkem oleje byl
po prvnim dni kultivace zaznamendn mirny pokles pH (Graf 12). Tento pokles
pravdépodobné souvisi s metabolickym vyuZitim glukézy a jeji preménou na kyselinu
pyrohroznovou. Po vyéerpani tohoto zdroje uhliku nésledoval u média NBG uZ pouze narust
hodnoty na pH = 8,5, kdy mikroorganismus za¢al pravdépodobné vyuZivat protonovy zéklad
meédia — pepton. U NBG+OO byl trend opacny a hodnoty postupné klesaly z pH = 6,7 na
pH =54

Jelikoz bylo v predchozim méteni zjisténo, Ze pH optimum enzymu se nachézi v akalické
oblasti pH =8, je logické vysvétleni vySSi produkce lipolytickych enzymi v médiu NBG.
Naopak pokles hodnoty pH v médiu NBG+OO koreluje s postupnym sniZzenim lipolytické
aktivity. Stépenim esterovych vazeb lipidického zdroje uhliku, tedy olivového oleje, dochéazi
pusobenim produkovanych lipolytickych enzymi k uvolnéni mastnych kyselin. Rostouci
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koncentrace sloucenin s karboxylovymi skupinami vede ke sniZzeni hodnoty pH v mediu, které
je pro produkci lipolytickych enzymi nezédouci. Proto zatimco v médiu NBG lipolyticka
aktivita postupng nariistala po dobu 5 dnii kultivace (165 hodin) na hodnotu 0,0784 U-mi™
(pH~8,5), v médiu NBG+OO byla nejvyss aktivita 0,0590 U-mi™ (pH~6,4) zaznamendna jiz
po prvnim dnu kultivace (20 hodin). Vysledky také koresponduji se zjigténimi, kterych bylo
dosazeno pii podobnych experimentech, kdy piitomnost glukézy lipolytickou aktivitu
zvySovala [48], kombinace glukdzy a olivového olge [49], resp. olivového olge a dalSiho
zdroje uhliku [50] lipolytickou aktivitu naopak vyrazné snizovala. Ke stenym zavéram dodli
také Jonsson a Snygg [94], ktefi méfili lipolytickou aktivitu v médiich NB a NB+OO, pii¢emz
v piitomnosti olivového olge lipolytické aktivitav médiu klesala

Pokles aktivity mohl byt tedy zptsoben jednak naristem koncentrace vznikgicich
mastnych kyselin v Zivném médiu, ae také poklesem koncentrace oleje v Zivném médiu,
piipadné také néristem proteazové aktivity v médiu [95].

Pritomnost dalSich komponent v Zivném médiu NBG znemoZziuje jednozna¢né potvrzeni
pusobeni olivového olge jako induktoru a tedy tato problematika je predmétem dalSiho
vyzkumul.
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Graf 12: Porovnani lipolytické aktivity v médiu s piidavkem olivového olgge — NBG+OO a bez
pridavku - NBG a paralelné méiené pH kultivacnich médii NBG+OO a NBG v pribehu celé kultivace

5.1.5 Srovnani lipolytické aktivity v piitomnosti raznych cukri jako zdroja uhliku

Jelikoz bylo jako nejvhodngjsi médium pro produkci lipolytickych enzymt BS
vyhodnoceno médium NBG, tedy médium, které obsahuje jako hlavni zdroj uhliku glukozu,
dale nés zajimalo, jestli by mohl byt vhodnéjsi jiny cukr nez glukéza. Na zékladé poznatka,
které ucinil Hasan a Hameed [44], byla jako potenciondné vhodny cukr vybrana fruktoza
a porovnavana tedy lipolyticka aktivita v médiich NBG (Nutrient broth+glukéza) a NBF
(Nutrienth broth+fruktéza). Tento experiment byl provadén soucasné se zjistovanim vlivu

49



lipidického substrétu na lipolytickou aktivitu a kultivaéni podminky byly tedy proto stejné
(27 °C, 200 rpm).

Vysledky zaznamenané v Grafu 11 ukazuji, Ze v obou médiich bylo maximani aktivity
dosaZeno po 7 dnech kultivace (0,0784 U-mi™ v médiu NBG a 0,0777 U-ml™* v NBF).
Aktivita enzyma byla po tuto dobu velmi vyrovnana a az posléze byl zaznamenan rychlesi
pokles lipolytické aktivity vmédiu NBF. Po ceou dobu experimentu byly rovnéz
zaznamenavany hodnoty pH obou médii. Z Grafu 13 je jasn¢ patrné, Zze pH hodnoty obou
médii vykazovaly stejny trend, jaky byl popsan v kapitole 5.1.4 u médiaNBG.

Jako nejvhodnéjSi médium sei zde ukézalo byt médium NBG.
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Graf 13: Porovnani lipolytické aktivity v médiu NBG a NBF a paraelné merené pH
v prabéhu celé kultivace

5.2 Degradace PCL pomoci Bacillus subtilis

Degradace polymernich vzorka PCL pripravenych tiemi raznymi zpusoby (viz. 4.2.7.1)
byla sledovana ve dvou c¢asovych periodédch — 4 a 14 dni. Experiment probiha v Zivném
médiu NBG pii teploté 30 °C a pocatecni hodnoté pH 7,0 v pfitomnosti kultury BS.
Vyhodnocovéni miry degradace téchto polymernich vzorka bylo provadéno nékolika
zpusoby. V prvni fadé byl méren hmotnostni Ubytek polymeru a pomoci konfokdni laseroveé
skenovaci mikroskopie (CLSM) pozorovany povrchové zmény téchto vzorkt. Dde byla
métena zbytkova lipolyticka aktivita a také hodnota pH Zivného média. V prubéhu celé
kultivace byl denzitometricky sledovan nérast bunécné hmoty. Nakonec byly pozorovany
rozdily jak mezi jednotlivymi degradac¢nimi vzorky (+PCL, +BS), tak mezi degradacnimi
akontrolnimi vzorky (+PCL, -BSresp. -PCL, +BS).
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5.2.1 Ubytek hmotnosti PCL

Po 4 dnech degradace byl zaznamenan pomérné nizky uUbytek hmotnosti (Graf 14).
Hmotnosti Ubytky rostly v poradi odparovany PCL (0,93 hmot. %) < ochlazena tavenina PCL
(2,40 hmot. %) < lisovany PCL (3,20 hmot. %). Po 14 dnech degradac¢niho experimentu byly
zaznamenany jiz vysSi Ubytky hmotnosti: lisovany PCL (7,96 hmot. %) ~ odparovany PCL
(7,83 hmot. %.) < ochlazend tavenina (17,03 hmot. %). Kontrolni vzorky (+PCL, -BS)
ukézaly po 14 dnech minimdni dbytky hmotnosti (0,8 - 1,06 hmot. %), tedy minimalni vliv
abiotickych podminek (svétlo, teplo, vzduch, prostiedi Zivného média) na degradaci PCL.

Podobné experimenty provadéli Wu akol. [90], ktefi po 14 dnech puasobeni kultury Bacillus
sp. PGO1 zaznamenali hmotnostni  Ubytek priblizné 7 %, avSak molekulovd hmotnost
polymerniho vzorku zde byla vy&Si (80 000 g-mol™).
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Graf 14: Ubytek hmotnosti vzorka PCL ptipravenychriznymi zpisoby v zévislosti na ¢ase
degradace

5.2.2 Konfokalni laserovarastrovaci mikroskopie (CLSM)

Degradace PCL se zpravidla odehrava prevazné erozi povrchu, a tedy zmény morfologie
povrchu PCL vzorkt byly analyzovéany také pomoci konfokdni laserové rastrovaci
mikroskopie (CLSM). V prvni féazi byly vzorky PCL po 3 dnech kultivace vyjmuty z Zivného
média NBG a vysuSeny, aniz by byly oplachovany destilovanou vodou. Ze snimki
porizenych naCLSM (viz Obr. 15) je patrné, jak mikroorganismy adheruji na povrch
polymeru.
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150m™

Obr. 15: CLSM snimek dokumentujici adhezi Bacillus subtilis na povrch vylisovaného
polymerniho filmu po 3 dnech kultivace.

Jelikoz byl po 4 dnech kultivace hmotnostni Ubytek pomérné nizky (viz Graf 14), nebyly po
této dobé zaznamenany vyznamné zmeény morfologie povrchu filmia. Po 14 dnech
experimentu byly pozorovany c¢etné trhliny (kreky) ve srovnani s ptvodnimi i kontrolnimi
vzorky (Obr. 16). Z Obréazku 16 jsou rovnéz patrné u vzorku vzniklého ochlazenim taveniny
(oznateni 2. ¢)) ngjvétsi zmeény v povrchové struktuie v podobé vzniku cetnych dér a prasklin,
coz koreluje s ngjvySSim hmotnostnim Ubytkem tohoto vzorku.

Vyhodnoceni zmeny krystalinity PCL s v dusledku ptisobeni BS spada do oblasti chemie
polymernich materidi aje tedy nad ramcem zadani diplomoveé prace.

52



" p E 299 ] o T F ;-
Obr. 16: CLSM snimky povrchu PCL filmua: 1. vylisovany PCL 2. ochlazena tavenina PCL 3. 2% PCL v odparovaném dichlormetanu
vystavené pasobeni Bacillus subtilis.@) vzorky pied zapocetim experimentu b) kontrolni vzorky po 14 dnech c) degradované vzorky po 14 dnech
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5.2.3 Zbytkovalipolyticka aktivita a pH Zivného média

Soubézné s hodnocenim miry degradace po 4 a 14 dnech byla v Zivnych médiich méiena
zbytkova lipolyticka aktivita (Graf 15) ataké pH hodnota (Graf 16).

Zatimco po 4 dnech kultivace dosahovaa lipolyticka aktivita v degradacnich vzorcich
0 2 - 5% vy&Sich hodnot nez u kontrolniho vzorku (nejvysi aktivita zde byla 0,0760 U-ml™),
po 14 dnech kultivace doSlo k jesté vétSimu navySeni lipolytické aktivity ato 0 9-17 %
oproti kontrole (nejvy&i aktivita zde byla 0,0826 U-ml™). Lze navrhnout, Ze lipolyticka
aktivita narastd v diasledku pritomnosti polymerniho materidu, a to pravdépodobné
v zavidosti na zpasobu pripravy filmu. DuleZitou roli hrgje tedy prostové usporadani
uhlikatych fetézci PCL obsahujicich esterové vazby, které jsou specificky Stépeny podie
jegjich dostupnosti pro aktivni mista lipolytickych enzymu produkovanych BSin situ.
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Graf 15: Zbytkova lipolyticka aktivita po 4 a 14 dnech kultivace v kontrolnich vzorcich a
degradacnich vzorcich apo 14 dnech v prostiedi s kulturou BS bez polymerniho vzorku

Dasdim meéienym parametrem byla hodnota pH Zivného média s poc¢atecni hodnotou 7,0
(Graf 16). Po 4 dnech experimentu doSlo k mirnému poklesu u degradacnich vzorka na
pH 6,28 - 6,54, avSak po 14 dnech kultivace byl zaznemenam nérast pH do akalickeé oblasti
pH 8,26 - 8,85. V piipadé kontrolniho vzorku, ktery obsahoval kulturu BS bez polymerniho
materidu (-PCL, +BS), byla po 4 dnech hodnota pH~7,1 a po 14 dnech velmi podobna
degrada¢nim vzorkam (pH~8,46). U kontrolniho vzorku, ktery naopak obsahoval pouze
polymerni materidl bez kultury BS (+PCL, -BS) byla po 14 dnech zaznamenana jen nepatrna
zména pH (pH~7,15), coZ znamend, Ze samotny polymer v Zivném médiu NBG nijak vyrazné
hodnotu pH neovliviiuje. Rozdily mezi kontrolnim (-PCL, +BS) a degradacnimi vzorky
po 4 dnech kultivace Ize vysvétlit pravé v dusledku jiz zminované lipolytické aktivity, kdy
Stépenim esterovych vazeb, které jsou soucasti chemicke struktury PCL, dochézi k uvolnovani
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uhlikatych tetézca zakonéenych kyselymi karboxylovymi skupinami do Zivného média a tedy
k poklesu hodnoty pH v degradacnich vzorcich narozdil od vzorku kontrolniho. Po 14 dnech
je de videt, Ze se hodnoty pH degrada¢nich vzorka dostaly jiz do akalické oblasti a jsou
piiblizné stejné jako v kontrolnim vzorku. Vysvétlenim muze byt predpoklad, Ze v té&to fazi
jsou jiz rozpusténé kratké uhlikaté fetézce s karboxylovymi skupinami metabolicky
odbouravany a hodnoty pH proto odpovidaji hodnotam kontrolniho vzorku (Graf 12).
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Graf 16: Hodnoty pH Zivného média u kontrolnich a degradacnich vzorka v danych ¢asovych
intervalech

5.2.4 Denzitometrické stanoveni narastu biomasy

V pribéhu kultivace byl denzitometricky pozorovan nartst bunééné hmoty v prostredi
kultury BSv piitomnosti série tii typti degradacnich vzorka av kontrolnich vzorcich v Zivném
médiu NBG. Vysledky na Grafu 17 ukazuji stejny trend prabéhu ristové kiivky u vsech
degradacnich vzorka spole¢né s kontrolnim vzorkem obsahujicim pouze kulturu BS bez
piidavku polymeru (-PCL, +BS). U kontrolnich vzorkd, které obsahovay polymerni material
bez kultury BS (+PCL, -BS), nebyla podle ocekavani zaznamenana Zadné rastova kiivka. Dale
muzeme pozorovat, ze zéka u degradacnich vzorku, které obsahuji kulturu BS spolecné
s polymernim vzorkem, nabyva vysSich hodnot nez je tomu v ptipadé kontrolniho vzorku BS
bez polymeru. JelikoZ ale nedochézi u tohoto kontrolniho vzorku k nijak vyraznému poklesu
z&kalu a u degradacnich vzorka naopak k narastu téchto hodnot, nemiazeme v tomto piipadé
zcelajasné posoudit, jestli BS degraduje PCL ajestli je tedy pro néj zdrojem uhliku.

Na druhou stranu dochézi k Ubytku hmotnosti polymernich vzorka, déle jsou pomoci
CLSM pozorovatelné zmeény v povrchové strukture materidu, a také naméiené hodnoty
lipolytické aktivity jsouvySSi neZ je tomu v nepiitomnosti PCL.
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Lze predpoklédat, Ze vySSi hodnoty zé&kalu v porovnani skontrolnim vzorkem jsou
zpusobeny rastem BS Iépe na mikroskopickych éasteckach polymeru, uvolnénych béhem
pusobeni lipolytické aktivity. Vzhledem k presnosti méieni denzitometru pouze v oblasti 5,0 -
15,0 se jedna pouze o orientatni métreni. Presto je méfeni rastové kiivky dalSim, i kdyz
nepiimym dikazem degradace PCL pisobenim enzymového aparétu BS
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Graf 17: Denzitometrické méteni naristu bunééné hmoty v degradacnich a kontrolnich vzorcich
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6 ZAVER

V této praci byly optimalizovany podminky pro produkci lipolytickych enzyma Bacillus
subtilis a za téchto podminek byla vedena degradacni studie poly(e-kaprolaktonu) (PCL) jako
zéstupce biodegradabilnich polymert saplikaci v odbouratelnych plastovych obalovych
materialech.

V prvni fazi byla provedena optimalizace Zivného média pro produkci lipolytickych
enzymiu BS kdy bylo jako nevhodnéjsi vyhodnoceno Zivné médium Nutrient Broth
s pridavkem 2% (w/v) glukozy (NBG). Rovnéz bylo zjisténo, Ze ngjvySSi lipolytické aktivity
byva dosahovano pied koncem exponencidni féze rastu. Produkované lipolytické enzymy
vykazovaly nejvysSi aktivitu pri teploté 37 °C a v akalické oblasti pH=8,0. Mé&feni tepelné
stability ukézalo, Ze se jedna o pomérné termostabilni enzymy, kterési i po 1 hoding kultivace
pii 30 - 50 °C zachovaly 100 % aktivity. Studium vlivu pritomnosti 1% (w/v) olivového olge
v Zzivném médiu NBG ukazalo, Ze lipidicky substrat zde zptisobuje pokles lipolytické aktivity
ataké pokles hodnoty pH Zivného média pravdépodobné v dusledku Stépeni esterovych vazeb
lipidického substratu a uvolnovani mastnych kyselin. Nahrazeni glukézy v Zivném médiu
NBG jinym monosacharidem — frukt6zou — vykazovalo v prvnich 7 dnech kultivace podobné
hodnoty lipolytické aktivity, ale posléze dochazelo k vyrazngjSimu poklesu lipolytické
aktivity. V ramci prace byla vyvijena metodika proteomické identifikace lipolytickych
enzymu BS metodou peptidového mapovéani. Vysedky proteomickée studie slouzi k pochopeni
pusobeni jak prirozeného substratu, tak syntetického polyesteru - poly(e-kaprolaktonu) jako
induktoru natvorbu lipéz.

PCL byl pro studium degradace pouzit ve form¢ filma, které byly piipraveny lisovanim
taveniny, prudkym ochlazenim taveniny na 4 °C a volnym odparovanim dichlormetanu z 2%
roztoku PCL. Tyto filmy byly vystaveny po dobu 14 dni pusobeni kultury BS v Zivném
meédiu NBG. Podminky kultivace pii 30 °C a po¢atecnim pH 7,0 byly dostatecné pro produkci
lipolytickych enzymu a zaroven eliminovaly vliv vySSi teploty a alkalického pH na urychleni
degradace polyesteru bez piispéni biologického cinitele. Po 14 dnech degradacniho
experimentu byly zaznamenadny Ubytky hmotnosti: lisovany PCL (7,96 hmot. %)
~ odpatovany PCL (7,83 hmot. %.) < ochlazena tavenina (17,03 hmot. %). Ubytek hmotnosti
naznacil probihgici erozi povrchu filma, ktera byla dédle potvrzena pomoci CLSM.
Po 4 dnech byl pozorovan vznik biofilmu na povrchu degradovanych vzorka. Po 14 dnech
byly na povrchu filmt pozorovany ¢etné diry a praskliny.

Vyuziti polymernich filma PCL jako substratu také potvrdila méiend lipolyticka aktivita,
jegjiz hodnoty byly po 4 dnech v prostiedi s pritomnosti PCL vySSi 0 2-5 % a po 14 dnech
vysSi 0 9-17 %. Ze vSech vydedku vyplyva schopnost Bacillus subtilis degradovat
polymerni vzorky PCL, pficemZ za stejnych podminek experimentu neni Uroven degradace
stejna, ae zavisi od zpusobu piipravy, tedy od struktury polymerniho materidu. Nejvice
degradovany se ukazal byt vzorek pripraveny prudkym ochlazovanim taveniny PCL.

Uplatnéni vlivu BS na PCL filmy bylo dae prokazéno zanedbatelnymi zménami
charakteristik a hmotnostnich ubytka (0,8 - 1,06 hmot. %) u kontrolnich vzorka.

Z provedenych metfeni a zpracovanych vysledkt vyplyvd, Ze Bacillus subtilis je bakterie
nendrotna na kultivace a schopna produkovat vysoké mnoZstvi lipolytickych enzymu
vyluc¢ovanych do Zivného média po pomeérné dlouhou ¢asovou periodu. Diky jejimu zafazeni
do skupiny mikroorganismi GRAS je velmi vyhodné jeji vyuZiti pro razné biotechnologické
aplikace, které byly jiz zminovany v ivodu préace, a kterymi je prévé i degradace
biodegradabilnich polymeri, mezi néz patii préavé PCL.
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Vysledky dil¢i studie, které tvori ¢ast této prace, byly prezentovany na odborné konferenci
Chemistry and Life 2011, pod ndzvem 2Optimization of lipase production by Bacillus
subtilis? (viz piiloha 1).
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ACN
Ala
Asp
BHIB
BS
CCM
CHCA
CLSM
DTT

TAG
TCA
TFA
TOF
Trp
Tyr

uv

Acetonitril

Alanin

Aspartat

Brain Heart Infusion Broth
Bacillus subtilis

Ceské sbirka mikroorganismu
a-kyano-4-hydroxyskoricova kyselina
Konfokdni laserova rastrovaci mikroskopie
Dithiothreitol

Elektrospre)

Glutamét

V Seobecné povazovany za bezpecny (Generally Recognized as Safe)

Histidin

lontova past

Lipaza

Esteraza

Pocetné priamérna molarni hmotnost
Hmotnostné pramérna molarni hmotnost
laserovd desorpcefionizace za piitomnosti
Desorption/lonization)

Mastné kyseliny

M asopeptonovy agar

Hmotnostni spektrometrie

Nutrient Broth (Glucose; Fructose)
Nuklearni magneticka rezonance
Olivovy olg)

Elektroforéza v polyakralamidovém gelu
Polykaprol akton

p-nitrofenyl

Kvadrupolovy radiofrekvencni analyzétor
Dodecylsiran sodny

Serin

Submerzni fermentace

Solid-State fermantace

Teplota tani

Triacylglycerol

Trichloroctovakyselina

Trifluoroctova kyselina

Praletovy analyzétor (Time-of-Flight)
Tryptofan

Tyrosin

Unit — standardni jednotka aktivity
Ultrafialova cast spektra

matrice (Matrix-Asisted Laser
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9 PRILOHY
Priloha 1: Optimization of lipase production by Bacillus subtilis
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