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ABSTRAKT

PredloZzend bakaidkd prace je za#hena na studium antimikrobidlnich peptica
moznosti jejich aplikace do potravin. Pozornostalg&ntiena zejméena na bakteriocin nisin
a antimikrobidlni enzym lysozym. V teoretické@sti byla zpracovana literarni reSerSe
zantiena na fehled antimikrobialnich peptid pouzivanych v potravidgtvi. V ramci
experimentalnic¢asti prace byla provedena optimalizace metod stmiokoncentrace
antimikrobialnich latek. Byly vyzkouSeny jak speittometrické metody kvantitativni
analyzy celkovych protein tak rov@Zz stanoveni metodou vysokoané kapalinove
chromatografie. Pro teni molekulové hmotnosti @stoty byla pouzita modifikovana SDS-
PAGE s pidavkem meoviny a tricinového pufru.

Dale byly testovany moznosti enkapsulace nisinuliposoni. Enkapsulované&astice
byly pfipraveny pomociit postugh: ultrazvuku, etanolového \#tovani a metody TLE.
Castice byly podrobeny studiu stability a distribuadikosti ¢astic metodou dynamického
rozptylu sétla. Dale byla sledovana i stabilita enkapsulovanyeptidi v modelovych
podminkéach a potravinach.

Nakonec byly u vybranych peptidstudovany antibakterialni vlastnosti s pouzitintuu
bakterie Bacillus subtilis, kde zejména nisin vykazal antimikrobialni efeki j nizkych
koncentracich - okolo 1 pg/ml. Inhdpi efekt nisinu byl patrny fedevSim v tekutych
kulturach.

ABSTRACT

The presented thesis is focused on a study of amthbial peptides and their potential
applications into foods. Two types of antimicrobjaéptides were studied in detail -
bacteriocin nisin and antimicrobial enzyme lysozyrire theoretical part an overview of
antimicrobial peptides used in food industry wasoduced. The experimental part of this
work was focused on optimization of methods fordie&rmination of antimicrobial peptides
concentration. Commonly used spectrophotometrihatst for quantitative analysis of total
proteins as well as high performance liquid chramgedphy were tested. To determine the
molecular weight and purity a modified SDS-PAGE hwithe addition of urea and
tricine buffer was performed.

Further, encapsulation of nisin into liposome wastdd. Encapsulated particles were
prepared by three different procedures: by ultrecstion, ethanol injection and TLE.
Particles stability, distribution and size weredstd by dynamic light scattering. Stability of
encapsulated peptides in model conditions and nfoddk was studied too.

Finally, antibacterial properties of the selectegtles using test systeBacillus subtilis
were studied. Nisin already showed antimicrobiafeaf at low concentrations-
about 1 ug-mt. The inhibitory effect of nisin was more evidentifuid cultures.

Kli ¢ova slova:

Nisin, lysozym, Lacctococus Lactis, Bacilus subtjli§ricine-SDS-PAGE, HPLC, DLS,
esnkapsulace, liposomy

Keywords:
Nisin, lysozyme, Bacillus subtilis Tricine-SDS-PAGE, HPLC, DLS, encapsulation,
liposomes
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1 UvoD

Hlavni naplini prace je studium antimikrobialniieiy nejznangjSiho ziad bakteriocin
nisinu. Jde o velmi maly antimikrobialni peptid,ekt obsahuje pouzetidet ctyii
aminokyselin. Je produkovarekierymi bakteriemi mléného kvaSeni, ipdevsSim druhy
Lactococcus lactisubsplactis nebo Streptococcus lactis V sowasné dob je velmi
diskutovana &innost a nasledna moznost aplikace proti jednomej&tSich potravinovych
patogert Listeria monocytogenesa proti obtizg |&citelnym infekcim zgsobenym
methicilin-rezistentnim zlatym stafylokokem (MRSAQpZ je rezistentni variacetzného
druhuStaphylococcus aureus

Nisin je girodni latka, toxikologicky bezgea, Siroce vyuZivana jako antibakterialni
piisada do potravin. Nisin vykazuje antimikrobialfele vic¢i fade grampozitivnich bakterii,
velmi &inny je vic¢i spordm. Naopak nizkou nebdbec Zadnou aktivitu nevykazujedr
gramnegativnim bakteriim, kvasinkam a plisnim. ¥rd.969 byl nisin schvalen komisi
experti FAO/WHO jako antimikrobiélni latka pouZzitelna dotpavin a dostal ozrani E234.
Je povolen k pouZiti ve vice nez 50 zemicktavJe povolen jako iflavek nap do
zmrzlinovych produkt v koncentraci maximéin 10 mg-kg, do pe&enych motnych
vyrobki do 250 mg-kg, v syrech a syrovych produktech, olejovych emiizi@jatovych
produktech kolem pH 4,5, v pivu a podobnych napojicroduktech s tekutymi Zloutky,
mlécnych vyrobcich, dezertech, otkéch, majonéze, dresinku a dalSich vyrobcich veshul
s pravidly spravné potravitgké praxe (HACAP). Siroké moznosti vyuZiti nisinsoy
podmirény jeho zakladnimi charakteristikami: je netoxickyirozeny producent.lactis je
povazovan za bezpey kmen (food-grade); neni pouzivan v klinické praa tudiz
nevykazuje zkzenou rezistenci s antibiotiky vyuzivanymi kibé infekci a také je rychle
zpracovan v travicim traktu. Od roku 1953 je n@ivamy pod komeénim nazvem Nisaplin,
coz je produkt obsahujici asi 2,5% nisinu vénkm zaklad pottebném pro dst a
ferment&ni aktivitu L.lactis. Produkt je standardizovan na aktivitu 1 mil. @l gram.

Bakteriociny v podob antimikrobialnich peptifl jakozto produkty bakterii &ici jiné
konzervé&nich prostedki v potravindstvi. Jsou pr@lovéka netoxické, jsou té#h bez chuti
a zapachu a jejich aplikace je vhodriédevsim v perspektivni enkapsulované fgroedy
uzawené do stravitelnych ohal Pro své antimikrobidlni dinky se také nabizi pouziti
v kosmetice fi lé¢b¢ problematickych infekcide, jako nap infekce zisobené MRSA.

Enkapsulace je velmi perspektivni @¢ti a v sodasné dob je tomuto tématu dnovana
velka pozornost. Umaitije zvySeni stability aktivnich latek a jejich cié a regulované
uvoliovani v mist Gcinku.

V piedlozené praci byl studovan bakteriocin nisin vin&ad enkapsulované formByly
zavedeny metody pro stanoveni koncentrace tohot@rgbanalyzovatelného peptidu
s vyuzitim modernich elektromignaich i chromatografickych technik. ek nisinu byl
srovnan s dalSim Siroce pouzivanym antimikrobialpfimodnim polypeptidem lysozymem.
Dale byly testovany moznosti enkapsulace nisinlysazymu do liposorin, nasleds byla
studovana stabilita¢thto ¢astic v iznych podminkach a byla téZz provedena aplikace do
modelovych potravin. Antimikrobiélni aktivita byledovana na kulturddBacillus subtilis
a byla provedena jakdstou, tak s enkapsulovanou formou.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Bakteriociny

Bakteriociny jsou peptidy produkované bakterierkieré vykazuji antimikrobialni
vlastnosti. Jde obvykle o kratSi peptidy, hapsin se sklada ze 34 aminokyselin. VSechny
bakteriociny jsou aktivni zejména ke grampozitivnimakteriim, jelikoz gramnegativni
bakterie maji odokjsi burécnou stnu, ktera jim poskytuje dost&eou ochranu. Nazev
bakteriocin pochazi zroku 1953 &lidse na d¥ skupiny, na lantibiotika obsahujici
lanthionin a nelantibiotika, které jej neobsahd]i [

211 Déleni bakteriocina

Dle velikosti jsou bakteriociny rozZtbvany do ¢ty skupin. Nejvyznamgsi téidou je
tiéida | a k nejvyznamijSim antimikrobialnim peptithn viibec, pati praw nisin [2;3;4;5].

Trida | — lantibiotika

* malé molekuly ¥ado\ v jednotké&ch kDa)

» obsahujici netypické aminokyseliny, fialanthionin (Obr. 1)
» termostabilni

* nag. nisin, subtilin, epidermin

T¥ida Il — nizkomolekularni peptidické bakteriociny

* malé molekuly (do 10 kDa)

* neobsahuji Zadné modifikované aminokyseliny
» termostabilni, kationaktivni a hydrofobni peptidy
* nag. pediocin PA-1, Lacticin F, Plantaricin A

T¥ida Il — vysokomolekularni proteinové bakteriociny

» velké molekuly (nad 30 kDa)
* termolabilni
* nag. helveticin, casicin 80

Trida IV — komplexni bakteriociny

» velké komplexni molekuly
» slozené z proteinové a neprotein@asti (nap. lipidické, sacharidové)
* nag. lactocin 27, plantaricin S

2.2 Nisin

Nisin pati mezi nejvice probddana a nejvice pouzivana latitia. V odborné literatie
jde také o prvni znamé lantibiotikur@][ Nisin byl poprvé objeven v roce 1928, kdy bylo
zZjisténo, Ze bakterieStreptococcus lactisnhibovaly fist kolonii Lactobacillus delbruckii
subspbulgaricusa nazev nisin byl odvozen z podstaty jekimku ,N inhibitory substance®.
Prvni studie jeho terapeutického vyuZziti zahrnovebtovani 18by mastitidy dojnicT].
Vroce 1969 byl WHO uznan jako netoxicky a povoljeko konzervani aditivum do
potravin, v roce 1983 byl Zknén do seznamu potravirgkych aditiv EEC a bylo mu
piidéleno oznaeni E234, vroce 1988 byl dle US Food and Drug Ageshledan jako
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GRAS (generally recognized as safe; olestniedano jako bezpee) a konéné v roce 1996
byl povolen ve vice nez 50 zemich¢etre Evropské unie jako bezfeé konzervéni
potravin&ské aditivum §]. V posledni dob se vSak objevuji ohlasy, Ze nisimibe zpisobit
rezistenci na ostatni antibiotika. Petovéka je neSkodny, toxicita se d&irpvnat ke
kuchyiiské soli, tzn. $ peroralnim podani u krys je P7 g/kg Elesné vahy9].

Vyskytuje se firozerg v prirodk, resp. je firozere syntetizovan ékterymi bakteriemi
mi&ného kvaseni, fpdevSim bakterii Lactoccocus lactis subsplactis, piipadré
Streptococcus lactigl0].

Tab. 1: Obecné informace o Nisinu 8]

C.AS.: 1414-45-5

Molekulovd hmotnost:

3354,07 g-fid3,35 kDa)

Sumarni vzorec:

Cia:H23N4205:S;

Alternativni nazvy:

E234; Nisapllif; Nisitrol; Novasir"

Rozpustnost ve ved 57 mg-mf"

Toxicita (LDsg, peroralg, krysa): 7 g-kg

2.2.1 Struktura

V ¢isté girodni forne jde o smds strukturg velmi blizkych antimikrobialnich peptid
produkovanych &kterymi bakteriemi mléného kvaseni. Hlavnim a né&jangjSim peptidem
je Nisin A, ktery je komem¢ dostupny pouze v podélR2,5% preparatu (2,5 % nisin A,
77,5 % NaCl a 20 % neatoé susené mlékoY]. Tento preparat byl pouzit v podbproduktu
firmy Sigma — Aldrich pro experimentalt@st prace. Izolace je n&ré a nisin je f vyssich
koncentracich nestabilni, proto i 2,5% preparatv@mi finantné nakladny. Druhou
nejrozsterejSi modifikaci je Nisin Z, liSici se mignodliSnou kompozici aminokyselin a
biologickou aktivitou [12;6]. DalSi jiz mér vyznamneé typy jsou Nisin Q a Nisin U (Obr. 2) a
nejmérk vyznamny Nisin F.

Nisin je tvaen fticeti ¢tyfrmi aminokyselinovymi zbytky 11], obsahuje ¢ cyklickych
struktur a je zasovan pomoci @i disulfidickych mistki. Jako z&klad obsahuje
modifikovanou aminokyselinu lanthionin, podle kiggéu lantibiotika obeaghpojmenovana,
jde v podstat o dw molekuly alaninu spojené&gs atom siry (Obr. 1).

o) o) <|3|
, I i e B
—HN _C— —}m\/c— \c/
H— Cla ? a—H I
H,C S CH,
P Didehydroalanine
[
0 J
— N C—
HN y HN y - \C /
o/ e/ |
H— cla T a—H HC
H,C ;/c s CH, H l
B-Methyllanthionine Didehydrobutyrine

Obr. 1: Aminokyseliny charakteristické pro lantibiotif&.
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NisinQ | s -

& () )
ORCNANONNO, ee

S
10

NisinU - COOH

Obr. 2: Primarni struktura variant firodniho nisinu. Aminokyseliny liSici se opraiint v
nisinu A jsou zvyrazimy Sed. Zkratky: Dha — didehydroalanin; Dhb — didehydrojin;
Ala-S-Ala — lanthionin; Abu-S-Ala — methyllanthioé].
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2.2.2 Vlastnosti nisinu

Je stabilni v kyselém pH, coZ mu umoje dostaténou stabilitu v kombinaci s dalSim
typem konzervace — sniZzovanim pH. Naopak pfpedobré z divodu ukité chemickeé
modifikace se v alkalickém prdetli stava biologicky neaktivnind]] Obecré pasobi jako
kationtové povrcho¥ aktivni ¢inidlo (pati do skupiny kationickych bakteriodih a jeho
aktivitu Ize neutralizovat aniontovymi detergentya;fL4].

2221 Mechanismus @&inku

Pisobeni nisinu proti bakterii je #pobeno depolarizaci cytoplasmatické membrany, tzn.
vznikem kanalll, diky kterym buka ztraci membranovy potencial, protonmotivni slu
v neposlednfad je omezen transporekterych dilezitych latek, pedevsim aminokyselin a
patrné je i vytraceni draselnych i6rji4;15].

Nisin specificky rozpoznava peptidoglykanovy predar lipidu (lipid 1) a miZze tak diky
N-konci reagovat s dalSim lipidem (lipid Il), ktemprostedkovava tvorbu membranovych
pon [16]. K reakci s d¢ma lipidy je zapatbi étyt molekul nisinu, a to pro kazdou stranu
membrany, takZze stechiometrie tvorby{pfe 8:2. Vysledna velikost takto vzniklych @ge
2 nm [17)].

2.2.3 Vyznam nisinu
Nisin pati mezi lantibiotika, coz jsou flexibilni, amfipaké molekuly, které naruSuji

cytoplasmatickou membranu. Inhibujést gredevsim grampozitivnich bakterii, zejména
rody Bacillus, Clostridium, Staphylococcad. isteria, ovSem byly popsany i interakce mezi
nisinem a akterymi chelatanimi ¢inidly (EDTA), které zvySuji antimikrobiélnidinek proti
gramnegativnim bakteriinlf]. Jde dokonce o patentovany princip, jelikoBitggmnost
EDTA zvySuje mimodk i Ucinnost proti grampozitivnim bakteriim (Patent U335 910;
5217 950; 5 260 271 - Blackburn a kdl4]). Naopak proti kvasinkam a plisnim je nisin
témef nebo vibec nedinny.

2.2.4 Biosyntéza

Nisin, je stejd jako ostatni lantibiotika syntetizovan ribozom&aldeho prekurzor s N-
koncovym peptidem a C-koncovou pro-peptidickou sthlge podroben posttrangtdm
modifikacim, kdy vznikaji specifické aminokyselijako je lanthionin 19].

2.2.5 VyuZiti v potravinach

Z davodu netoxicity proc¢loveka je nisin konzervi latka vhodné pro potravireke
aplikace, ke kterym byl nisin schvalen WHO jiz «e0l1967 §]. Je aktivni pi nizkém pH,
coz umo#uje aktivitu v firozere kyselejSich potravinach, nebo i v potravinach glam
regulovanou kyselosti. OvSem v zaZivacim traktuysble travi a neovlituje tak stevni
mikrofléru. Jeho dinek je velmi vyznamny igdevSim v potravifdkych produktech
nachylnych na mnozZeni grampozitivni baktelisteria monocytogenegelikoz tepelné
opracovani a skladovaniimizké teplot poskytuje ochranu pouzega gramnegativnimi
bakteriemi. Mezi takovéto produkty pahlavre predgipravené potraviny @ené k pimé
spotebs bez dalSi Upravy, tzv. ,ready to eat”, haprodukty obsahujici maso (speciéln
drabezi), ryby a zeleninu2p;21]. Nap. prizkumy potravin provedené v USA odhaduji
vyskyt patogenni bakterigsteria monocytogenes? v 7,6 % takovychto potravig(.

15



Déale se nisin hogh pouziva pi konzervaci potravin, které nemohou byt standardn
sterilizovany, protoZze by mohlo dojit ke kvalitativijmg, jako nap. u mi&nych vyrobki
(jogurty, syry, mléné dezerty a krémy). U jogurfe ovSem ieba zajistit vhodné kultury,
které nisin produkuji a zarokgsou \aci nému rezistentnigl].

Nisin miZze byt také aplikovan pro prodlouzeni trvanlivqsiia, jelikoZz bakterie kazici
pivo (rody Lactobacillus, Pediococcua Leuconostogjsou na nisin citlivé, ale kvasinky
nikoli. Vhodna je tak zejménaipomnost nisinu uzipfazi kvaseni.

Vhodna je roveZ aplikace nisinu v inteligentnim obalu, tzn. vexgitelné enkapsulované
form¢ (nag. do liposond), kdy dochazi k uvdlvani latky z obalu do prasdi
(do potraviny), aby se zabezja stala @inna hladina latky po poZzadovanou dobu. Princip
je obdobny jako u l&ktypu CR (controlled relase)&zenym uvohovanim I€ivé latky.

2.3 Lysozym

Lysozym nebo také N-acetylmuramidglykanhydrola®a;243;24] je enzym padfci do
skupiny hydrolaz. Jde o enzym vyskytujici seilggnych sekretech, tzn. slinach, slzach,
nosnim hlenu, v matském mléce, dale také v krevni plazra nakonec velky obsah
lysozymu ma také vajay bilek. Je velmi znamy pro své vyznamné antibvédtd (Cinky.

Antibakterialni @inky lysozymu poprvé popsal v roce 1909 P. Lasdtesko R5], ovSem
pojmenovan a izolovan z vé&eého bilku byl az objevitelem penicilinu Alexandrem
Flemingem v roce 192226;27]. Teprve v roce 1930 bylo zji&to, Zze lysozym produkuje
kazdy obratlovecd7;28]. V piirock se tak vyskytuje mnoho forem a nemékvapivé, Ze se
lysozym produkovanylovékem liSi od enzymu produkovaného iaty nebo rostlinami.
V této praci bylo nakladano s konmieim vzorkem od firmy SERVA, ktery byl izolovan
z vaje&ného bilku. Dle JEFCA byl povolen pro potraviske aplikace s ddvodrenim, Ze
povaZovat také za potravinu a jetielo EEC pro potraviriéka aditiva bylo zvoleno E1105.
V roce 1998 byl FDA klasifikovan jako GRAZY).

Naopak nevyhodou lysozymu ziskdvaného zdvajbo bilku je potencialni moznost
zpiasobovat, jakozto vajay produkt, alergickou reakci u lidi alergickychwejce.

Tab. 2: Obecné informace o lysozymu ziskaném zdrabo bilku B0;31;32].

C.A.S.: lysozym z vajmého bilku 12650-88-3
Molekulova hmotnost: ~ 14 400 g- riiqi14,4 kDa)
Kéd enzymu {islo EC): 3.2.1.17

E1105; Muramidase; mucopeptide-glycohydrolase;

Alternativni nazvy: mucopeptide N-acetyl-muramoylhydrolase

Toxicita (LDsc, peroralg, krysa): 4 g-kg

Optimum pH 9,2

2.3.1 Struktura lysozymu

Strukturreé jde o maly protein o velikosti 14,6 kDa, jehoz neduchy polypeptidovy
fettzec se sklada ze 129 aminokyselinovych zbytk je vnitné zesfovan ctyimi
disulfidickymi mistky. Obsahuje ¢&kolik vicemeérk helikalnich segmefit a jeden
tiipramenny antiparalelgi-sklddani list. Podled@kévani je ¥tSina nepolarnich postrannich
fetzca uvnitt molekuly mimo kontakt s vodnym rozpoédiem [28].
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Obr. 3: Protein Data Bank (PDB) render struktury lysozyimalovaného z vaj@mého bilku
slepice (Gallus gallug)33].

2.3.2 Vlastnosti lysozymu

Vykazuje antibakterialni dinky proti grampozitivnim bakteriim, jako jsou rfapody
Bacillus Clostridium Listeria, StreptococcusiebolLactococcug27]. Lysozym je také velmi
stabilni i vysSich teplotach?[7].

2321 Mechanismus @inku

Podstatou &inku je schopnost katalyzovat hydrolyzg1,4 glykosidickych vazeb
peptidoglykari, nachazejicich se v b&mé stn¢ piedevSim grampozitivnich bakterii.
Konktrétre jde o vazbu mezi molekulami N-acetylmuramové kysela N-acetyl-D-
glukosaminu. Z pohledu chemické reakce jdefenpnu acetalu na poloaceta@d. Pro
srovnani neenzymova hydrolyza acetalu je reakayzatvana v kyselém prdastdi H ionty,
zahrnujici protonaci atomu kysliku a nasledngpeti vazby C-O za vzniku alkoholu a
rezonafiné stabilizovaného karbokationu. Adici vody na karidn vznikd poloacetal a
regeneruje se kyselé priedi H ionti. Pro enzymatickou katalyzu pomoci lysozymu tak je
mozné v jeho strukhe v blizkosti reakniho centra nalézt kyselé katalytické skupiny a
skupiny stabilizujici karbokation, f@devsim Glu-35 a Asp-528]. Dle Philipsova
mechanismu tak enzymaticky katalyzovand reakce dgpae zjednoduSené foém
nasledovi. V prvnim kroku se lysozymiipojuje na bakterialni bustnou sénu vazbou na
prislusnou hexasacharidovou jednotku, v druhém krGlu-35 poskytuje ¥ proton k
protonaci atomu kysliku ve slozce &iné stny a vazba C-O je poté roZséna z vzniku
rezonafiné stabilizovaného karbokationu, ktery je stabilizovanizovanou skupinou Asp-
52. Nakonec v poslednim kroku dochazi k adici vbdgztoku a reprotonaci Glu-35.

2.3.3 Funkce v Zivych systémech

Lysozym v organismu zabezpge predevsim ochranu vstupnich cest do organisied p
invazi patogennich bakterii. Tuto roli pIni jakcodka slin, pi ochrar® vstupu dale do
traviciho traktu. Dale {msobi také jako sloZka hlenu nosni sliznice chrang&tup do
dychacich cest nebo slz pro ochragnibo kanalku a celk@voci jakoZto vysoce ieziteho
smyslového organu. Jehsitomnost v matiském mléce je také nutna pro zachovani kvality
a aseptickych vlastnosti mléka.
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2.4 Kultivace mikroorganismi

Pro studium antimikrobidlnich vlastnosti je iedta zvolit vhodny mikroorganismus a
vytvorit vhodné podminky pro kultivaci a vhodné zvolenp@vedeni antimikrobialniho
testu na vhodnych Zivnychigach.

24.1 Rozdéleni mikrobi

Mikroorganismy jsou velmi malé jednobitmé a pouze mikroskopicky viditelné
organismy. [Bli se gevazre na prokaryota (bakterie) a eukrayota (pjdtvasinky).

Bakterie se &i na dw hlavni skupiny podle barveni metodou dle GramaniPskupinou
jsou bakterie nazyvané grampozitivni, které majkydpiitomnosti vysokého obsahu
peptidoglykaii v burg¢cné séné a absenci wjSi vrstvy lipopolysacharitl na povrchu na
konci barveni modrofialovou barvu. Druhou skupinsou naopak gramnegativni bakterie,
které se barvi podle Grama pouzetk rizow. DalSi dleni bakterii nize byt podle
patogenity na nepatogenni a patogenni, které matioem produkce toxifi raznych
vlastnosti zfisobovat nejizr¢jSi zavazné nemaoci.

2.4.2 Charakteristika testovacich bakterii druhu Bacillus subtilis

Vv s

vzduchu neboimy. Tvari velmi rezistentni spory, které&gzivaji i vysoky var, extrémni pH,
radiaci a vystaveni organickym rozpaitBtim. Tento mikroorganismus je také obavanym
kontaminantem v potraviigké praxi, ovSem otravy nejsaiasté a Ujmy jsou rpvazri
kvalitativni. Tvai proteolyticky enzym subtilisin3g;35)].
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Obr. 4: Bakterie Bacillus subtilis barvené dle Grafid®]

2.4.3 Zivna média

Zivna média by rla obsahovat ZivothdileZité latky a hlavia vodu jako rozpoustlo.
V praxi se jako zdroj z&kladnich Zivin pouziva mgswytaZzek z hovziho masa (Beef
Extrakt). Jako zdroj peptid aminokyselin a tustovych faktoh se pouziva bilkovinny
hydrolyzat (Pepton). Vifpac pevnych médii je pétba pouzit latky zpeéwijici médium.
Bézre se pouziva se agar jakozZto suSena substancéskéiasy @gar agap, ktera zgtné
bobtn& v pitomnosti vody. Vhodna hodnota pH média je pedng druhy okolo 7. Jako
zdroj manganatych iofije vhodny pidavek malého mnozstvi siranu manganat8ip [
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2.4.4 Kultiva ¢ni metody

Kultivaci se rozumi uéé namnoZzeni bakterii, které je pro¥ad na Zivnych fidach za
Ucelem ziskantisté kultury vhodné pro dany typ vyuziti. Kulttwdich metod je velk&ada
raizného zar&eni. DEli se gedevsim podle pozadavknikroorganismu na kyslik (aerobni a
anaerobni) aiznych typm slozek Zivnych pd. Ty jsou dleny dle mivodu na pirozené a
unmelé. Podle obsahu Zivineime média na zakladni a obohacené a podle konzistaa
tekuta, polotuha a pevna (agadY].

2.4.4.1  Kultivace v tekutych médiich

Metoda kultivace v tekutych substratech se poupiwdze pro pomnoZzeni kultury nebo
pro mizna stanoveni zakalu, barvy a na antimikrobialsiyteJe nevhodnd k izolagistych
kultur bakterii.

2.4.4.2  Kultivace na pevnych médiich

Naopak metoda kultivace na pevnych médiich je wara pro ziskistych kultur. Tato
metoda je vhodna n&pna fzné selektivni testy, ndpEndiv agar, MacConkel agar,
k diskové difuzni metatlpouzivané k zji&ni inhibicniho &inku antimikrobialnich latek na
narostlé kolonie a v neposledait také na péitani vzniklych kolonii 7).

2.4.5 Latky potla éujici rast

Do skupiny latek potkajici rist mikroorganism pati zejména latky zvané antibiotika.
Jsou jiz po staleti pouzivana k terapeuticky®elim, & uz newdone v podokk obklad
z plesnivych potravin jiz od davnych dob, nebo objegeni penicilinu Alexandrem
Flemingem v roce 1928 v Iékoveé fo¥mlde o heterogenni skupinu latek a neexistujekgpi
struktura. OvSem nejzna@jB8im antibiotikem bude navzdy penicilin.

NejdilezitéjSi vlastnosti antibiotik je jejich selektivnostdyk nici urcité bakterie, tedy
puvodce infekce, ale pacienta v podstatijak nepoSkozuji, i kdyz je znaméada
nezadoucich dinku, predevSim likvidace stvni mikroflory. Selektivnost je dan&idnosti
na tizné druhy bakterii. N&@astji se pouzivaji Sirokospektra antibiotik&irikujici na vice
bakterialnich drutn, naopak Uzkospektra antibiotika zasahujid bgramnegativni ¢i
grampozitivni bakterie &asto dokonce jen &ité bakteridini rody. Vzhledem kznym
acinnostem se zavadi minimalni inhibi koncentrace (MIC) nutna k patlni ristu a
minimalni baktericidni koncentrace (MBC) nutna knuseni bakterii 39].

Antimikrobiélni peptidy pa do skupiny bakteriocin a kwili pfipodobréni
k antibiotikim se nazyvaji lantibiotika. Jde o latky produkovdmaéteriemi, které ®i jiné
bakterie, jde tedy iejm¢ o typ pgirozené selekce vramcitgriti. Nejwtsi vyhodou
antimikrobiélnich peptill je moZnost zastoupeni klasickych antibiotik poji s infekcemi
zpasobenymi multirezistentnimi bakterialnimi kmerd@|.

2.4.6 VyuZziti mikrobialnich systému p¥i nékterych analytickych stanovenich

2.4.6.1  Stanoveni antimikrobialni aktivity

Podstatou je aplikace antimikrobiélni latky n&&tku kultivace pro omezeniistu, resp.
potlaeni tistu daného mikroorganismutipadreé pridani antimikrobiélni latky do jiz
narostlé kultury a sledovani jejiho inkibiho vlivu. Je obvykle vyuzivano diskové difuzni
metody, kdy se na agarovou plotnu vlozi papirov@athkro pfiméru 5 mm nasakly
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antimikrobialni latkou a je sledovana inhibi zona, nebo jen prosté naneseni roztoku
antimikrobialni latky na plotnu,ifpadré do predem vytvéené skuliny 7).

2.5 Vybrané metody analyzy a charakterizace peptid a bilkovin

251 Absorpéni spektrofotometrie

Podstatou vSech metod je reakce proteitinidlem grislusné metody za vzniku zbarveni,
které je umdrné koncentraci proteinu (za konstantnich podmirdik) Lambert-Beerova
zékona a je zsgfitelné pomoci spektrofotometruripgnamé vinové délce, kdy dochazi k
maximu absorpce.

Zdroj z&eni spektrofotometru vysila &o o dané vinove délce (tity z&ivy tok @) a
pomoci detektoru se detekuje kyvetou proStéria(urity zaivy tok @). Z rozdilu hodnot se
vypccita transmitance (1), tzn. relativni hodnota proegle&eni, kterd nabyva hodnot od
nuly do jedné, fipadré po vynasobeni stokrat odpovidaji hodnoty proomant

0 1=2
@

vstupujicl zafivy tok dy

Al

prodly zafivy tok @

4

kyvela se
vzorkem

Obr. 5: Absorpce g pricchodu zéeni kyvetou se vzorkgd)].

Lambert-Beeiv zakon je vztah mezi absorbanci a koncentraci tithg. Vyjaduje jej
rovnice (2), kdeA je bezrozmirnd hodnota absorbancgje extinkéni koeficient (zavisly na
vinové délce, jednotka dimol™-cm?), | je délka optické drahy (tlodka kyvety, obvykle
1cm) ac je koncentrace stanovované latky ve vzorku v nmof.dAbsorbance souvisi
s transmitanci dle rovnice (3).

2 A=¢, [t =konstle
() A=-logT

Z nantfenych hodnot absorbanceaady vzorki o vziistajici koncentraci Ize tak sestrojit
kalibratni zavislost (kKivku; primku). Lambert-Bediv zakon je splén jen pro redné

roztoky do koncentrace ccad@nol-dm®. Proto pi pouZiti [li§ koncentrovanych roztdk
nebo gipadném nadbytku barviv ¢inidla mize dochazet k deformaci kalildrd kiivky.
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Obr. 6: Oblast platnosti Lambert-Beerova zakdd4).

2.5.1.1 Biuretova metoda stanoveni celkovych protein

Metoda je zaloZena na chelatacédnatého iontu imidovymi strukturami polypeptidu
ionizovanymi v sil@ alkalickém prosedi za vznikwerveného komplexu. Nazev vychazi ze
sloweniny biuret, coz je slaenina vznikajici tavenim ndoviny za odstpeni amoniaku a
slouzici jako model peptidové vazby, ktera vytvgarevny komplex s &ali.

Se stanovenim interferuji latky redukujicédi jako nap. glukdza, nebo na sulfhydryove
skupiny bohaté proteiny, amonné soli nelitateré fosfaty. Metoda je vhodna pro vzorky
obsahujici 1 az 10 mg proteinu v ml, kteréiedi zhruba gkrat gidanim ¢inidla na
konenou koncentraci 0,2 az 2 mg proteinu na ml.

Biuretovécinidlo se sklada ze sinalkalického (NaOH) roztoku skalice modré a vinanu
sodno-draselného. Tmé&ververeé zbarvené roztoky pak poskytuji maximum absorbaoice
550 nm p(Q.

2.5.1.2 Metoda Hartree-Lowryho

Pavodni metoda Lowryho z roku 1951 je zaloZzena naudiazkovémcinidle. Prvnim je
biuretové a druhym je Folin-Ciocalteatinidlo na fenoly. Jde o reakci polykyselin
fosfomolybdenové a fosfowolframové, které se regiukgrozinovymi zbytky protei a
barvi se pak mae a poskytuje nejvyssi absorbankigb0 nm.

Vroce 1972 Hartree metodu modifikoval, kdy pouadliSnou kompozicic¢inidel a
metoda se tak stala cittipgi [50].

25.13 Metoda dle Bradfordové

Metoda vyuziva vazby barviva Coomassie (BriliahteBG250) na protein v kyselém pH.
Vazba je realizovana dma zpisoby. Prvnim je vazba trifenylmethanové skupinywivarna
nepolarni ¢ast proteinu a druha s@wa ve vazb sulfoskupiny na vedlejSietzce
aminokyselin nesouci kladny naboj (haprginin a lysin). B vazk® na protein dochazi
k barevné zring, ktera je Undrna mnozstvi proteinu. i se g 595 nm. Citlivost metody je
zhruba fikrat WwtSi nez ostatni metody. Stanoveni je ruSedktemymi detergenty, ndp
SDS BQ).

2514 Bicinchoninova metoda

Metoda vyuZziva alkalické redukce éd@natého iontu na mlny protein a nasledné
chelataci mid’ného iontu kyselinou bicinchoninovou za vzniéerveného zbarveni, které je
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meieno i vinové délce 562 nm. Citlivost zavisi na teplat dolk inkubace a interferuji
nap. amonné ionty a sacharidyq.

2.5.1.5  Absorp‘ni spektrum v UV oblasti

V proteinu absorbuiji tité slozky, které se nazyvaji chromofory (jde & ='). Elektrony
7 mohou i excitaci frechazet do antivazebného MO.

Proteiny obsahuijici fenolové nebo indolové strokttedy tyrosin a tryptofan absorbuji
UV swétlo v oblasti spektra okolo 280 nm. Naopak fenylstréiktury (fenylalanin) absorbuje
jen velmi slak. P kratSich vinovych délkach, nappri 235 nm, resp. 225 nm absorbuji
prevazrie disulfidické, resp. peptidové vazby.

Promefeni UV spektra je nutné nappro chromatografickou analyzu pomoci PDA
detekce pro zjighi maxima £0;50]

252 Gelova elektroforéza

Elektroforéza je prakticka a ob&cpouzivana metoda pro analytick&ehi a stanoveni
molekulové hmotnosti protein VyuzivA migrace iorit proteini ve stejnoskrném
elektrickém poli v poréznim gelu, separace je talozna na rozdilné elektroforetické
pohyblivosti a na velikosti molekul, dle velikogibri gelu.

Bézneé pouzivanym gelem je inertni, mechanicky pevny @hlgdny polyakrylamidovy
gel, ktery skytd moZznostiipravy nosie riznych gedem uEenych vlastnosti (hustota
zestovani, gradient hustoty aj.). Takovyto druh elekirézy se oznaije zkratkou PAGE,
mezi dalSi metody pételektroforéza na agarosovém gelu vhodigdevsim pro stanoveni
relativni molekulové hmotnosti nukleovych kyselin.

Polyakrylamidovy gel vznik& kopolymerizaci akrylaim (AA) a metylenbisakrylamidu
(BIS), ktera je zahajena volnymi radikaly vzniklypii rozpadu APS (amonium persulfate,
neboli peroxodisiran amonny). Radikaly jsou stabifany gidavkem latky TEMED, cozZ je
tetrametyletylendiamin. Fyzikalni vlastnosti gelu velikost pofi jsou dany podilem
polyakrylamidu v gelu a stupm zesfovani (stup# Ize menit zménou pongru AA/BIS).
NejcastjSi koncentrace AA jsou vrozmezi 3 — 15% (@ % T), picemz koncentrace
BIS obvykle odpovida 5% celkového mnozstvi AA @ree % C) 50].

Uspadadani elektroforézy byva obvykle tenkovrstvé, avtoorizontalni nebo vertikalni
poloze podle typu aparatury. V pokilejSich separacich se pouZzivA kombinace dvou
koncentraci gél De¢lici (separani) gel, ktery je husjSi se pekryje asi 1 cm zaasivaciho
(startovniho) gelu s velkymi pory.

Zaostovaci a vzorkovaci pufr fgavany do vzorku) obsahuji Tris-HCI pufr, jehoz pH
(6,8) je zhruba o dvjednotky nizsi, nez pH pufruéticiho gelu (8,8; 9,2). Elektrodovy
roztok obsahuje ovSem Tris-Glycinovy pufr o pH 8gbo 8,8. Podstatou je, Ze v ptedi
nizsi. Za zonou chlorid nasleduji zony bilkovin $azené podle elektroforetickych
pohyblivosti. Posledni zénu tkiaglycin. Takto stazené ionty se pohybuji stejnou rychlosti.
Po vstupu s@zenych iont do cliciho gelu, ktery ma vyssi pH, se glycin stavahgm
nejpohybliwjSim hned po chloridech. Pohylela se indikuje fidanim nizkomolekularniho
barviva (bromfenolova mayike vzorku, které vytud ostry pruh putujici gelem.

Hodnoty intenzity proudu a n&b jsou obvykle nastaveny po celou dobu elektrafgnéa
konstantni velikostq0].

22



2521 Laemmli-SDS-PAGE

Castou variantou PAGE je elektroforézaiitgmnosti SDS, ktery se vaze na bilkoviny
v poeru pxiblizné 1,4 g SDS na g bilkoviny a &dje jim uniformni naboj. Resna povaha
takto vzniklych Utval neni gesré znama, ale je pra¥godobné, Ze jde o micelarni strukturu,
uvnité které dochazi k nekovalentnim interakcim mezi windibkovymitetézci dodecylsiranu
a hydrofobnimi oblastmi bilkoviny. Nabité skuping povrchu micely jsou pak v kontaktu
s pufrem. Celkovy nabgastice je ptom zaporny $0].

Aby tyto ¢astice mohly vzniknout, jeeéba nejprve zredukovat disulfidickéigtky, nap.
pomoci merkaptoethanolu a proteiny cekkaenaturovat i zvySenou teplotou v rozmezi 60 —
100 °C. Vzniklé asociaty maji uniformni zaporny ogltvar tyinky o konstantnim gimeru
a délce urarné relativni molekulové hmotnosti. Nutny jéigavek SDS jak ke vzorku, tak i
do gelu.

Metoda je vhodna katkni proteir idealre nad 20-30 kDa. Pro separaci mensich prétein
je nutno pouzit vysSich koncentraci geléppadré je nutny pidavek m@oviny primo do
gelu, coz zabrauje migraci malych peptids asociaty41].

Barveni gelu pro detekci byva&dg realizovano pomoci barviva Coomassie Brilliant
Blue G250, pipadré stibrem (AgNQ) [41;42,50).

25.2.2 Tricine-SDS-PAGE

Pro dleni malych peptitl do 10 kDa je pdeba modifikovana verze SDS-PAGE.
Modifikace spdiva v jiné volg katodového pufru, kdy je komponenta Tris nahrazena
Tricinem [42]. Pifinos Tricine-SDS-PAGE pro separaci velmi malycht@ra je patrny na
modelovém gkladu (Obr. 7).

DalSi odliSnosti oproti standardnimu LaemmliieSeni je fdavek mg@oviny o
koncentraci 6 mol/dfy kterd z nezndmych ddodu brzdi vznik ¢astic SDS-kratky
protein @1,42].

a b
kDa
172 - | S
14.6 — T
10.8 —
82 N ————
6.4 —
25 —  —

Obr. 7: Srovnani rozéleni bromkyanovych fragmeint myoglobinu f pouZiti Tricine-SDS-
PAGE (a) a Laemmli-SDS-PAGE (b) s pouzitim (10%88C3gelu[42].
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2.5.3 Vyuziti chromatografie v analyze proteini

2.5.3.1  Princip chromatografie

Chromatografie p#t do analytickych sepataich metod. Jejim z&kladnim principem je
prichod stanovované latky unasené mobilni fazi (pohgb) a rozdleni mezi mobilni a
stacionarni (nepohyblivou) fazi.

Jednotlivé slozky vzorku tak mohou byt staciondédi zachycovany a nadity cas
zdrZzeny oproti mobilni fazi. Vice se zdrzuji ty g, které jsou stacionarni fazi poutany
silngji. Poté jsou viizném case opt eluovany a na vystupu zachyceny ihapn-line
pritokovym detektorem nebo jako frakce a nastedietekovany jinym zjpsobem £0].

2.5.3.2  Zakladni d¥leni chromatografickych metod

Chromatografické metody mohou bylehy podle dznych parameir[40].
Podle skupenstvi mobilni faze:
» Kapalinova chromatografie — (LC) mobilni fazi je kapalina
* Plynova chromatografie— (GC) mobilni fazi je plyn
Podle usptadani stacionarni faze:
» Kolonova — stacionarni faze je umést v trubici
» Papirova- stacionarni fazi je chromatograficky papir
» Tenkovrstva — stacionarni fazi je obvykle hlinikova folie pbeéad poréznim
materialem
Podle povahy ¢e prevladajiciho fi separaci:
* Rozdélovaci chromatografie— zakladni technika, kdy je vzorek regimban mezi
stacionarni a mobilni fazi dzném nebo stejném skupenstvi
» Adsorpéni chromatografie — separace je zavisla na rozdilné schopnosti bogar
se na povrch stacionarni faze
* lontoméni¢ova chromatografie— separace jéizena elektrostatickymi silami mezi
ionty vzorku a funknimi skupinami stacionarni faze (ionteémic)
* Gelova chromatografie—slozky se separuji dle velikosti na poréznimugel
uplatiuje se sitovy efekt (mensi molekuly se zdrzuji déle
» Afinitni chromatografie — stacionarni faze vaze pouze€itgr slozky, ke kterym ma
vysokou afinitu

2.5.3.3  Vysokowinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Mobilni fazi je zde kapalina. Modernfigtroje jsou natolik &inné, Ze jsou ozr@avany
HPLC (High Performance Liquid Chromatography). @aseaci rozhoduje mimo interakce
vzorku se stacionarni fazi také volba mobilni fgi@. Behem separace je analyt r@iml/an
mezi stacionarni a mobilni fazicas, ktery stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisifivaté ke
kazdé z nich. Elve se pouzivaly polarni stacionarni faze a nepolaobilni faze, kdy tento
typ byl vhodny pro polarni vzorky, které ovSem ngby rozumném ¢ase eluovany
z kolony B9]. Proto je v dneSni d&bobvyklé pouziti metody Reversed Phase High
Performance Chromatography (RP-HPLC), kdy jsou nigldazi prohozeny. Stacionarni
faze je nepolarni, obvykle vlivem alkylvazanych na silikagel (obvykle patentované
komekni reSeni) a mobilni faze je polarni (voda, acetonitnithanol).
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Retence slozek roste s jejich klesajici polardoentSujici se polarnéasti molekul a je
vhodna pro vSechny typy vzarkTento typ roz8ovaci chromatografie je vhodnyguevsim
pro cEleni latek menSich azietinich relativnich molekulovych hmotnost0].

Kapalinovy chromatograf se sklad&erpadla, s#Sovaciho a davkovaciho izzeni a
piedevSim z vhodné namvé kolony. Kolony mohou mitiznou délku, vnini primér a
piedevsim napl a mohou byt pzptisobeny na detekciiznych latek, nafp malych peptid.
Kolony byvaji také termostatovany na konstantniatiep

Mezi metody detekce paspektrofotometricka z&eni (v praci bylo vyuZzito detekce
diodovym polem), dale fiZe byt vyuzit také refraktometricky, elektrochenyick
fluorescekini detektor nebo hmotnostni spektromd;§Q.

fotodiodové
pole

zdroj pritona
zaleni kyveta l

Obr. 8: Schéma detekce pomoci diodoveého pole (RB@)

Vysledkem separace vzorku metodou kapalinové chtognafie je chromatogram
(Obr. 9). Jde o zavislost intenzity signalu &ase kdeh je vySka piku,Y Sitka piku
v zakladr, Yy, Sitka piku v polovig vySky, A plocha piku a; retertni ¢as, po ktery se
slozka zdrzi v kolo#i Prvni pik nebo piky jsou nazyvany inerty a repreaji latky
prochazejici kolonou bez zdrzeni, stgmko nosna mobilni fazel ().

- slozka A |
=
§ start l
3 inert h '
Q
ot |
! pik {
- I zékladni ;
1] — |
linie {
. > |
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[» t 7 1
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Obr. 9: Chromatogram HPLQ4Q].

Kvalitativni analyza
Pro identifikaci dané latky je podstatné uraist maxima piku v chromatogramu,
predevsim n&asové ose dle retémihocasu.

Kvantitativni analyza

Plocha piku, resp. jeho velikost obvykle rostevgeistajici koncentraci stanovované
slozky vzorku. V modernich HPLC systémech je ploghika paitana integraci vifslusném
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vyhodnocovacim programuidpaiet plochy piku na koncentraci je pak realizovan poim
interni nebo externi kalibrace s vyuzitim sadyokétstandard o znamé koncentraci.

2.5.3.4  Specifika analyzy peptiimetodou RP-HPLC

Volba stacionarni faze

Pro biopolymery nad 2 kDa je vhodna chromatografee obracenych fazich (RP)
s kolonou obsahujici dlouhétzce vazané na silikageldq43]. Vhodné je hlava pouziti
RP-HPLC s kolonou navrzenou pro¢lehi peptid, ktera ma obvykle charakter
molekulového sita.

Volba mobilni faze

Hlavnimi rozpou&dly v RP-HPLC jsou polarni latky voda, methanoletaaitril a THF.
V praxi se obvykle pouzivd voda v kombinaci slawny &innym methanolem, nebo
drazSim a z hlediska viskozity lepSim acetonitrilem

Rostouci podil organického rozpotditi zvySuje eltni silu a sniZuje reténi cas a také
pongr rozpoustdel ovliviwuje selektivitu prodzné analyty40].

2.6 Metody enkapsulace peptid a analyzy enkapsulovanycléastic

2.6.1 Liposomy

Jsou to malé vesikuly tvené hydrofobni fosfolipidovou dvojvrstvou, které moo byt
uni- nebo i multilamelarni. Mezi vrstvami fosfoliii je uzawvena hydrofilni faze, kam
mohou byt enkapsulovanyiané polarni latky. Pokud je z&mem enkapsulovat latky
hydrofobni, je mozné je naopak zabudovat do lipéddvojvrstvy.

Prvni liposomy fipravil A.D. Bangham jiz v 60. leteck4l]. V nasledujicich desetiletich
byly liposomy intenziva studovany za delem terapeutické aplikace v podok&civ se
zvySenou tinnosti a pozvolnym uvabvanim. Bylo vyvinuto &kolik metod gipravy a je
mozné vytvdit liposomy s fiznym povrchovym nabojem nebo velikosti.
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Obr. 10 Model liposomu46.
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2.6.1.1 Chemické sloZeni liposain

Zakladni slozkou pro ffpravu liposoni je kyselina fosfatidova, resp. jeji estery s
alkoholem, nap derivaty glycerolu, sterolu. Profipravu se tak pouZziva naklad
fosfatidylcholin (lecitin), pro stabilizaci membr&e gidava cholesterol. Fosfolipidy jsou ve
vodném prosedi velmi omezeh rozpustne, a tak se v takovéto disperzi reorg@nciul
dvojvrstev. D¢ vrstvy fosfolipidi obsahujici hydrofobniettzce se orientujiétmito fetzci
k sol& a hydrofilni fosfatovou hlaékou k okolnimu vodnému polarnimu priesti.

2.6.1.2 Roz@leni liposomi

Dle struktury Ize dlit liposomy na:
* Malé unilameléarni vesikuly (SUV) o velikosti 200 Bim
» Velké unilamelérni vesikuly (LUV)o velikosti nad A@m
* Multilamelarni vesikuly (MLV)o velikosti 100 - 200@ nm
(MLV)

e

(SUV) o) 77N\
;;""I';'_ \ \}‘!
J \J ié‘?{ﬂ

Obr. 11 Typy liposomalnéastic[45].

Dle naboje je mozno liposomyld na:
* Neutralni
* Kladre nabité (kationické)
e Z&porre nabité (anionicke).

2.6.1.3  Stabilita liposoni
Pro udrzeni fyzikalni stability liposomovydiastic v suspenzi jettezity naboj, protoze
zabrauje agregactastic. Z toho dvodu jsou nap neutrdini liposomy nachylné na agregaci
a naslednou sedimentaci. Velikost povrchového aboyje zeta potencial prasdi.
Chemicka stabilita fize byt naruSena hydrolyzou esterovych vazékpadré oxidaci
vazeb na uhlovodikovém konci.

2.6.2 Enkapsulace latek do liposoni
Pro enkapsulaci je petbné definovat nasledujici pojmy:
* Enkapsulovany objemu{/umol)
Jde o0 membranou uz@ny objem latky vztazeny na jednotku lipid
* Enkapsul&ni (€innost (%)
Jde o podil enkapsulované latky k jejimivpdnimu mnoZstvi.

Postup enkapsulace je zavisly na meétgaipravy, oviem elementarnse provadi
pridanim fosfolipidu k roztoku enkapsulované latkgaslednym rozmichanim. Enkapsuia
acinnost je priméra ovliviiovana enkapsulovanou latkou, ovSem svoji roli zageh pouzita
metoda enkapsulacé4;61].
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2.6.2.1  Ultrazvukovéa enkapsulace

K vodnému roztoku vzorku enkapsulované latky jgdgn nap. séjovy lecitin a
cholesterol v ufitém pongéru a pomoci zdroje ultrazvuku je &smpo utity ¢as intenzivi
promichavana.

2.6.2.2 Ethanolové vstikovani

Etanolovy roztok lecitinu, ktery byl ziskan acetwou a etanolovou extrakci z v&aeho
Zloutku [BQ] je pomoci injekni stikacky vstikovan do vodného roztoku vzorku latkyané
k enkapsulaci, kde nasletininaji tvait liposomy.

2.6.2.3 Metoda TLE

Smes soOjového lecitinu a cholesterolu je spolu s roBgdlem (methanolem a
chloroformem v wfitém pongru) odpaena na vakuové ratai odparce a poté je do &sn
pridan roztok vzorku ve fosfatovém pufru o tepldd °C.

2.6.3 Moznosti aplikace a stabilizace antimikrobialnich &tek v potravinach
Liposomy jsou v rozumném mnozstvi netoxicke, pfetgsou pirozenou sotasti vSech

burgk celého &la. Jsou tedy jedlé a je moZzné do nich dizavejriznejsi latky, nap. I&Civa,
enzym a tedy i antimikrobialni latky. Tyto latky pak mohou do okoli uvtibvat postupé a
mohou fisobit delSi dobu. Zaroviegpokud jde nap o jednoduché liposomy, ty jsou v prvni
¢asti traviciho traktu rozlozeny vlivem nizkého plgastup® degradovany.

V ramci experimentalnicasti byly gipravené liposomov&astice s enkapsulovanymi
antibakterialnimi peptidy podrobeny testovanictygech modelovych potravinach a pase
byla zji¥ovana jejich stabilita a uvainé mnozstvi. Také byla otestovana stabilita v

Zaludeéni, pankreaticke a Ztoveé Faw.

2.6.4 Charakterizace ¢astic metodou DLS

Jde o metodu vyuZivajici dynamického rozptylétisv(DLS), kdy je pomoci ostlovani
castic vzorku laserem #&tena fluktuace intenzity rozptylenéhoéa. Rozptyl s¥étla je
tvoien pra¢ koloidnimi ¢asticemi, které se v roztoku nahédpohybuji podle Brownova
pohybu. Métenim ziskané informace o Browrtoypohybu jsou poté pomoci vhodného
software pevadny do vztahu s velikostiastic 7] dle prisluSnych rovnic. Vysledkem je
integralni a distribéni funkce daného soubotiastic. Pomoci nastavce na kyvetu (elektrod)
je mozné niiit dalSi parametr, a t@potencial.

Pocet Ohjem Intenzita
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R R R
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Obr. 12Distribucecastic dle patu, objemu a intenzity47,48].
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svétlo zlaseru

vétiina svétla prochazi nerozptylena
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detektor

prumérna intenzita

Obr. 13:Schématické znazaimi rozptylu s¥tla a jeho nasledné detekp#7].

2.6.4.1  Zeta potenciél

Pro veSkeré elektrokinetické jevy je fmdia nenulovd hodnota elektrokinetického
potencialu {- potencialu), jinak by nemohla fungovat namlektroforéza. RowZ pro
stabilitu liposoni je jeho hodnota vysoceiakzitd. Hodnotal- potencialu se u liposoin
obvykle pohybuje od 30 mV do 100 mV absolutnihoaj@ifnad 30 mV, resp. pod -30 mV)

.....

s takovym nabojem malo stabilni. Potencial je adivan gFitomnosti elektrolyt [62)].

—si Elektrickd dvojvrstva
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Difuzni vrstva
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Stemuv potencial
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0 sy v v v
Vzdalenost od povrchu ¢astice

Obr. 14: Schématické znazorneni elektrostatického potenglig).

29



3 CIiL PRACE

Cilem prace je testovani moznosti enkapsulace #mthbialniho peptidu nisinu do
organickychcastic. Soudasti prace jéeSeni nasledujicich dith ukof:

* Optimalizace metod stanoveni koncentrace nisinysazimu, ¥etné konvergénich
spektrofotometrickych a vysokdiiné kapalinové chromatografie.

* Optimalizace identifikace nisinu a lysozymu pom8EiS-PAGE.

* Studium antimikrobiélni aktivity nisinu a lysozymma kulturachBacillus subtilis
v tekutych i pevnych médiich.

* Enkapsulace nisinu a lysozymu do liposgnanalyza enkapsulovanyatastic a
studium stability¢astic v modelovych podminkéch.

» Aplikace enkapsulovanych pepiido modelovych potravin.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité mikroorganismy

V této praci byla pouzita bakterialni kultuBacillus subtilisCCM 2793, ktera pochazi
z Ceské sbirky mikroorganisimVlasarykovy univerzity v Bré

4.2 Pouzité standardni chemikalie
¢ Nisin, Sigma — Aldrich (Nmecko)
* Lysozym, Serva (Bmecko)
 BSA,Sigma — Aldrich (Nmecko)

4.2.1 Chemikalie pouzité na spektrofotometrické stanoveni

« Modra skalice (pentahydréat sirangdimatého), Lach-ne(R)
+ Vinan sodno-draselny, LachenR)

« Hydroxid sodny, Lach-neCR)

« Uhligitan sodny, Lach-neCR)

* Folin-Ciocalteawinidlo, Serva (Nmecko)

» Coomassie Brilliant blue G250,Servag(iNecko)

« Ethanol,Lach-ner{R)

» Kyselina fosforéna,Lach-ner(R)

* 4,4 -dikarboxy-2,2"-bichinolin (dvojsodndly Sigma — Aldrich (Nmecko)
« Vinan sodny,Lach-nefR)

« Hydrogenuhkitan sodny, Lach-neCR)

4.2.2 Chemikalie pouzité na elektroforézu

* N,N’-metylenbisakrylamid, Serva g@shecko)

* Akrylamid, Serva (Nmecko)

* Akrylamid (Rothiphorese),Roth @¥ecko)

e Tris, Serva (Nmecko)

e Tricine, Serva (Nmecko)

* SDS, Serva (Bmecko)

* APS, Serva (Rmecko)

« TEMED,Serva (Nmecko)

* Coomassie Brilliant Blue G250, ServagfNecko)

 Chloroform,Lach-ner¢R)

« Methanol,Lach-ner(R)

« Kyselina octova,Lach-ne€R)

* Protein test mixture 6 for SDS PAGE, Serva&rfie¢cko)

 Recombinant SDS PAGE Protein Marker 10 — 150 kD&J®,Lliquid mix, Serva
(Némecko)

4.2.3 Chemikalie pouzité na HPLC

e Acetonitril pro HPLC, Sigma — Aldrich (&necko)
« Kyselina trifluoroctova, Lach-nefR)
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4.2.4 Chemikalie pouzité na kultivaciBacillus subtilis

» Agar Powder, Himedia (India)

* Pepton, Himedia (India)

* Howzi extrakt, Difco laboratories (USA)
« Siran manganaty, Lach-n&tR)

4.3 Pristroje a pomicky

4.3.1.1  Pristroje

* Thermo Scientific Finnigan Surveyor PDA Plus Debect

* Thermo Scientific Finnigan Surveyor Pump

» Koloidni DLS analyzéator Zetasizer ZS, Malvern (UK)

e IMPLEN Nanophotometer UV-VIS

* ELISA ReaderBioTek ELx808

» Sada BIORAD Mini-PRTOEAN

e Zdroj stejnosrarného proudu

» Ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HS3200, Bamgeli
* Rotani vakuova odparka

* Laminarni box Aura mini, Bioair

» Temperovanéepaka Heidolph Unimax 1010, Labicort'R)
* Analytické vahy, Boeco, (&inecko)

* Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen g(hecko)

» Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)

« Termostat LS-35,(R)

* Termostat IP 60, LTE Scientific, @hecko)

« Kolona Phenomenex - Aeris Peptide 3,6u XB-C18 N@@n 150x4,6mm

4.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteiti a peptidi

V ramci optimalizace metod stanoveni antimikrafiiéth latek nisinu a lysozymu byly
vyzkousSenoctyti zakladni metody kvantitativni analyzy protéinJako srovnavaci protein
byl pouzit aloumin (BSA). Nakonec bylo také pré&éeno elektronové absampi spektrum
v UV ¢asti spektra u vSech protéimcetre refereniho BSA.

Postupovano bylo vifpadt biuretové, Hartree-Lowryho metody a metody Bradéwe
podle navod [50] a v pripact bicinchoninové metody podle protokolu The Colorirte
Detection and Quantitation of Total Protefi].

Kalibratni zavislost koncentrace proteinu na absorbana Bgsstrojena na zakkadiat
ziskanych msfenim absorbance roztbko znamé koncentraci (po reakcicisidlem
piislusnym dané meté)l na spektrofotometruipdané vinové délce odpovidajici pouzité
metod. Redéni roztoki bylo realizovano destilovanou vodou.

4.4.1 Biuretova metoda

Do jednotlivych zkumavek byla ztipraveného roztoku proteinu o koncentraci 3 mg/ml
série standafdv rozmezi koncentraci 500 — 3000 pg*ralke kazdému vzorku byldigano
0,3 ml biuretovéhcinidla. Po 30 minutach inkubace za laboratorni dgpbyla zngéfena
absorbanceip550 nm proti slepému vzorku neobsahujici protein.

32



Na gipravul00 mlbiuretovéhaiinidla byly piipraveny nasledujici chemikaligd].
* 0,15 gpentahydratu siranugdnateho

* 0,6 gvinanu sodno-draselného (tetrahydratu)

e 30 ml hydroxidu sodného o koncentraci 10%

Po rozpu&ni uhlicitanu a vinanu v hydroxidu byla ssdoplréna na 100 ml dest. vodou.

4.4.2 Metoda Hartree-Lowry

Byl piipraven z&sobni roztok proteinu o koncentraci Og83mi* a z i byla vytvaena
série kalibranich standaril o koncentraci v rozmezi 30 — 150 pg'mlU nisinu bylo
provedeno vzdy o jednu mezikoncentraci vice gipguné odhaleni nahodnych fluktuaci.

Do kazdé zkumavky bylofglano 0,9 ml Hartree-Lowryh@inidla A a roztoky byly
inkubovany pi 50 °C po dobu 10 minut. Po inkubaci byly ochlazea laboratorni teplotu a
po gidani 0,1 mi¢inidla B byly ponechany 10 minutiplaboratorni teplat Nakonec bylo
piidano mnozstvi 1 méinidla C (Zedkné Folin-Ciocalteakinidlo) a oggt inkubovano p
50 °C po dobu 10 minut. Nasletlhyla na spektrofotometru zifena absorbanceiB50 nm
proti slepému vzorku neobsahuijici protein.

M¢éteni bylo provedeno pro srovnani na ELISA readeryuzitim jeho spektrofotometru,
ovSem jelikoZz neobsahuje monochromator, tak pouzagjblizSi dostupné vinové délce
630 nm.

Na @ipravul00 micinidla A bylo gipraveno nasledujici mnozstvi chemikab0].
* 10 guhli¢itanu sodného

« 1 gvinanu sodno-draselného (tetrahydratu)

« 50 ml hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol-3m

Po rozpu&ni uhlicitanu a vinanu v hydroxidu byla ssmdoplréna na 100 ml dest. vodou.

Na gipravul00 ml¢inidla B bylo gipraveno nasledujici mnozstvi chemikah0].
* 1 gpentahydratu siranuganatého

e 2 gvinanu sodno-draselného (tetrahydratu)

10 ml hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol-dm

Po rozpu&i skalice a vinanu v hydroxidu byla &rdoplrgna na 100 ml dest. vodou.

443 Metoda dle Bradfordové

Sada kalibranich standardu o koncentraci 25 — 150 pg-hylla gipravena ze zasobniho
roztoku o koncentraci 1,5 mg-Ppridanim utitého mnoZstvi do kazdé a dophim na 1 ml
destilovanou vodou.

Po @idani 2 ml ¢inidla a 5 minutové inkubaci za laboratorni tepldiyla zn&tena
absorbanceip595 nm.

Na gipravul00 ml¢inidla bylo gipraveno nasledujici mnozstvi chemikato].
* 10 mgbarviva Coomassie Briliant Blue G250

* 10 ml kyseliny fosforéné o hmotnostni koncentraci 88%
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*« 4,7 mlethanolu o hmotnostni koncentraci 96%

Barvivo bylo rozpu&no v ethanolu a porglani kyseliny fosforéné byla snis zfiltrovana
a doplrgna na 100 ml destilovanou vodou.

444 Bicinchoninova metoda

Byl pripraven zasobni roztok proteinu o koncentraci 2mig-a z i byla pipravena
fada kalibranich standariilo koncentraci 125 — 2000 pg-hl

Z takto vytvaenych roztok bylo ve zkumavkach fano k 50 pl vzorku 1 ml BCA
¢inidla a ponechano inkubacti b0 °C po dobu 30 minut. Poté byla &®na absorbanceip
562 nm proti slepému vzorku. BCénidlo vzniklo smichanim 50 dil¢inidla B s 1 dilem
¢inidla B.

Na pipravu 100 ml ¢inidla A bylo ve 100 ml destilované vody rozpimt navazené
mnoZstvi nasledujicich chemikalg153]:

» 1 gdisodné soli kyseliny bicinchoninové

e 1,71 guhli¢itanu sodného

e 0,160 gvinanu sodného

e 0,4 ghydroxidu sodného

* 0,95 ghydrogenuhliitanu sodného

Na pipravu 10 ml ¢inidlaB bylo v 10 ml rozpugho 0,4 g pentahydratu siranu
meédnateho.

4.4.5 Stanoveni absorgniho spektra v UV oblasti

Absorgni spektrum bylo progfeno se vzorky o koncentraci 0,3 mg’mh
spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 — 460 a ze ziskanych elektronovych
absorgnich spekter bylaiiblizné odvozena struktura a mnozstvi chromafor

4.5 SDS-PAGE

45.1 Laemmli-SDS-PAGE

Priprava vertikalni elektroforézy s pufry podle Laehinm [54] probihala podle protokolu
BIORAD [55], kdy bylo pouzito uvedené mnozstvi akrylamidufrpu roztoku SDS a
ultracisté vody Milli-Q pro docileni koncentrace gelu 8 fésp. 15 %. Byl pouzit komari
roztok akrylamid/bisakrylamid Rothiphorese od firRgth.

Elektroforéza byla provedena ve dvou variantaabzdilnou koncentraci ndoviny, ktera
byla do roztoku pdana v mnozstvi 3,604 g, resp. 4,805 g, coz odi@owysledne
koncentraci 6 mol-dif) resp. 8 mol-dift na cely roztok. Do roztoku obsahujicih@tsf
obsah mooviny bylo gidano vice APS a TEMED pro lepSi iniciaci polymeracrychlejsi
tuhnuti, a to 60 ul APS a 7 pl TEMED. Vijpads roztoku s 6 mol/dfhmozovinou ¢&inilo
mnoZstvi pidaného APS a TEMED 50 pl, resp. 5 pkipPava zaosgbvaciho 8% gelu
prokéhla jiz presré podle protokolu BIORAD%Y], stejre jako piprava roztok SDS, APS,
vzorkovaciho, gelového a elektrodového pufru.

Jako standard byl zvolen proteinovy standard SERR&&ombinant SDS PAGE Protein
Marker 10— 150 kDa PLUS Liquid Mix a elektroforétyla provedena se vzorkem
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lysozymu a d¥ma vzorky nisinu. Elektroforéza probihala z podrkiri®0 V, 400 mA a
barveni bylo provedeno pomoci Coomassie BrilianeBE250.

4.5.2 Tricine-SDS-PAGE

Modifikovand metoda elektroforézy a@na pro dleni malych peptiél byla provedena
podle protokolu NATURE42]. Gel obsahoval rowz ma:ovinu a katodovy pufr obsahoval
namisto sloteniny Tris Tricine. Zaogbvaci gel byl zvolen o koncentraci 4 % a sefaira
gel 16 %. Namisto komé&miho roztoku Rothiphorese jako tepichozim fipadc byl
piipraven samostatny roztok (49,5% T, 3% C) smicharighg akrylamidu a 1,59
bisakrylamidu se 100 ml Milli-Q vody.

Jako standard byl pouzit proteinovy standard SERRfAtein Test Mixture 6 pro SDS
PAGE obsahujici menSi peptidy (od 6,5 kDa). Eldknéza probihala za podminek 100 V,
400 mA a barveni bylo provedeno pomoci CoomassiairBlue G250.

4.6 Stanoveni koncentrace nisinu metodou HPLC

Nadal$i analyzu pomoci RP/HPLC bylo vyuZitafizeni Thermo Scientific Finnigan
Surveyor PDA s detekci pomoci diodového polegaspna pumpa mobilni faze Thermo
Scientific Finnigan Surveyor Pump a k vyhodnoceyid lvyuZito software Xcalibur. Obeén
bylo pouzito metody RP-HPLC, kdy mobilni fazi bybwplarni rozpoustlla a stacionarni
nepolarni nagi kolony.

Nastik byl davkovan po 20 pul. Kalib&ai zavislost byla sestrojena pomoci koncentraci v
rozmezi u nisinu 0,625 — 125 pgha u lysozymu 7 — 1000 pg-Thl

4.6.1 Volba stacionarni faze (kolony)

Pro analyzu stanovovanych antimikrobialnich ldigla pouZzita specialni 150 mm kolona
Aeris Peptide XB-C18 obsahujici 3,6 uiastice Core-Shell® vazané na silikagelu
s vnitnim piimérem 4,6 mm $6]. Kolona je uéena na analyzu mensich peptiéritok byl
zvolen na 600 pl-miha kolona byla temperovana na 30°C.

4.6.2 Volba mobilni faze

Jako mobilni faze byla dle specifikaci kolony pitausnes rozpoustdel voda a acetonitril
v poneru 20:80, ob s 0,1% obsahem kyseliny trifluorocto&r].

Jelikoz rostouci podil organického rozp@d$ zvySuje eloni silu a sniZzuje reténi cas
a také porar rozpoustdel ovliviiuje selektivitu pro dzné analyty40], bylo vyzkouSeno
pouziti gradientuq7], ovSem tento krok némes| pozadovany efekt a bylo od jeho pouZziti
upuséno.

4.7 Antimikrobialni test

Jako pokusny organismus byla zvolena nepatogersnhmpzitivni bakterieBacillus
subtilis na kterou ob studované antimikrobialni latky vykazuji antimikialni aktivitu.

4.7.1 Kultivace Bacillus subtilis
Kultura byla uchovavana na Petriho miskatihgplo® 4 °C.
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4.7.1.1 Zivna média

Pro kultivaci bakterialni kulturyBacillus subtilisbylo pouzito médium o nasledujicim
slozeni (Tab. 3). Vifpact tekutého média beziplavku agaru.

Tab. 3: SloZeni tuhych i tekutych Zivnych médsg.

Latka Mpoistvi na 500 ml_
tuhého/tekutého média
Agar 10g/-g
Pepton 25¢g
Beef extract 159
MnSQyH,0O 0,005 g
Destilovana voda 500 ml

Sterilizace probihala v tlakovém hrnci 30 minutokulum kulturyBacillus subtilisbylo
zockovano z Petriho misky do 30 ml sterilniho média M@ ml Erlenmayeray baice.
Kultivace prokhla za staléhar¢pani pi teplot 30 °C. Z takto fipraveného inokula byly po
24 hodinach zatxovany (po 1 ml kultury) do Erlenmeyerovychiles (100 ml) 30 ml tekuta
média a (po 0,5 ml inokula) pevné agarové plotngnkig byly pouzity na stanoveni
antimikrobialni aktivity nisinu. Kultivace v &ach prolhla za staléhorépani rovez pri
teplog 30 °C. Agarové plotny byly kultivovany v termostatii teplot 30 °C a nasledn
pouzity pro stanoveni antimikrobialni aktivity emplsailovanych antimikrobialnich peptid

4.7.2 Testy antimikrobialni aktivity

4.7.2.1  Studium antimikrobidlni aktivity nisinu

Nejprve byl gipraven sterilni roztok nisinu o koncentraci 0,08§- mi*. Dvanact bagk
ze sady bylo rozfleno do dvou sad po Sesti a v laminarnim boxu pkitbthno dané mnoZzstvi
roztoku obsahujici nisin pro dosazeni koncentm@zorgné v Tab. 4. Béka scislem 6 a
12 byla v obou sadéach povaZzovana za kontrolni @l mebni gidany Zadny objem nisinu.

Tab. 4: Koncentrace nisinu v kéach.
Cislo | Koncentrace pfidaného

baiky nisinu [pug/mi]
1,7 2,7500
2,8 1,3750
3,9 0,6875
4,10 0,3575
5,11 0,1742
6, 12 0

VSech dvanact bahk bylo ponechanoip30 °C na temperovanépace. Po 24h byl v prvni
sad zneten zakal spektrofotometrickyfip630 nm a stanoven obsah suSiny gravimetricky.
Po dalSich 24 h byl @pzmeten zakal, tentokrat vSak v druhé sad

4.7.2.2  Oweieni antimikrobialni aktivity enkapsulovanych latek

Do dvou agarovych ploten bylo vytieno 9 dr sterilni Spikou od pipety a vzdy détyt
bylo vpraveno 2 pliislusného roztoku nisinu (do dveéistého a do dvou enkapsulovaného),
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do dalSich ¢tyt 2 pul gislusného roztoku lysozymu (do dvotistého a do dvou
enkapsulovaného) a pata slouzila jako kontrola, Kayta vpravena jen sterilni voda
v mnozstvi 2 pl.

Metody enkapsulace byly zvoleny nasledujici. @kt&kova enkapsulace se 450 mg
lecitinu a ethanolové viskovani s pordrem 1:2. Koncentrace nisintinily u ultrazvukové
motody 0,025 mg-rifl a u lysozymu 1 mg-ml U ethanolového vikovani 0,3 mg-mt u
nisinu, resp. 25 mg- Mlu lysozymu.

Agarové plotny byly inkubovanyipteplo& 30 °C a po projevenicinku byl vysledek
zaznamenan.

@ nisin

@® voda (kontrola)

O lysozym

ﬁ nisin (enkapsulovany)

& lysozym (enkapsulovany)

Obr. 15:Znazorrni davkovani testovanych antimikrobiélnich latelagar.

4.7.3 Stanoveni koncentrace biomasy testovaciho kmene tarsoveni
antimikrobialni aktivity v tekutém médiu

Béhem kultivace byla biomasa witych intervalech stanovovana pomoci
spektrofotometrického #&teni zakalu, kdy byl z b&k s kulturou odebran 1 ml b&meé
suspenze a z&ren na spektrofotometruigg30 nm oproti destilované védPokud byl zakal
velky (obvykle u kontrolnich bak), byl vzorek #edn destilovanou vodou.

4.7.4 Kalibraéni kiivka

Kalibratni kiivka byla sestrojena z gravimetrického stanovegingu Kdy bylo odebrano
z jednotlivych badk 10 ml roztoku bu&iné suspenze. Poté bylo na centrifuz&esto i
12 000 otékach po dobu 20 minut. Nasledbyl roztok nad biomasou slit (supernatant) a
usazena biomasa (sediment) byla kvantitgivprenesena do ipdem zvazenych a
vysuSenych hlinikovych misek, které byly suSetiylp5 °C do konstantni hmotnosti.
Hmotnost vysuSenych misek s biomasou byla porarsdhmotnosti prazdnych misek a
tak byla vyp@itana hmotnost biomasy v 10 ml #epedena na jednotku .|

4.8 Enkapsulace

48.1 Priprava liposomi

Pomoci ti metod enkapsulace bylyfipraveny liposomy, a to vetdch variantach
s tiznym mnozstvim fosfolipidu.

48.1.1 Ultrazvuk

Do sady kadinek obsahujicich 20 ml vodného roztukinu o koncentraci 0,025 mg-Tl
resp. lysozymu o koncentraci 1 mg”nlylo navaZeno dané mnoZstvi séjového lecitinu a
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cholesterolu a s#és byla vystavena jednu minutu intenzivnimu pronmvéma pomoci
ultrazvuku. Zarove byla provedena kontrola pouze s 20 ml vody.

Tab. 5:MnoZstvi gidavaného lecitinu a cholesterolu.

Cislo vzorku Lecitin Cholesterol
1 90 mg 10 mg
2 180 mg 20 mg
3 450 mg 50 mg

48.1.2 Etanolové vstikovani

Do mikrozkumavek (typ eppendorf) obsahujicich dabjem vodného roztoku nisinu o
koncentraci 0,025 mg- M| resp. lysozymu o koncentraci 1 mg/ml byl v danpomsru
k vodnému roztoku vEknut etanolovy roztok lecitinu izolovaného z vajého Zloutku
pomoci acetonové a ethanolové extralt®.[ Zarover byla provedena kontrola pouze s
roztokem vody.

Tab. 6: Ponmer a mnozstvi vodného roztoku a lecitinu.

Cislo vzorku Pomeér Objem roztoku Objem etanolového
roztok:lecitin antimikrobiélni latky roztoku lecitinu

1 1:0,25 1ml 0,25 ml

2 1:0,5 0,5 ml 0,25 ml

3 1:1 0,5 ml 0,5 ml

4.8.1.3 Metoda TLE

Na vakuové rotani odparce bylo odgano dané mnozstvi lecitinu a cholesterolu spolu
s 10 ml rozpougtla (8 ml chloroformu a 2 ml methanolu). Poté bgldatsi pridan roztok
nisinu o koncentraci 0,025 mg- i 50 mM fosfatovém pufru o pH 8, resp. lysozymu o
koncentraci 1 mg-ritla teplo& 40 °C byl gilit v mnoZstvi 10 ml pidan do snisi. Sns byla
sttidaw michana na vortexu a ultrazvukovana, dokud neddéSiplnému rozpushi
lipidového filmu na stnach baky. Zarovei byla provedena kontrolni sada pouze s roztokem
pufru.

Tab. 7:MnoZstvi gidavaného lecitinu a cholesterolu.

Cislo vzorku Lecitin Cholesterol

1 80 mg 10 mg

2 100 mg 12,5 mg

3 420 mg 15 mg
4.8.2 Stanoveni enkapsuléni G¢innosti

Enkapsulani &innost byla vyhodnocena pomoci stanoveni volnéhsinmj resp.
lysozymu v roztoku po enkapsulaci. Ke stanoveniabpbuZzita optimalizovana metoda
HPLC.

Enkapsuléni &innost (%) byla sp&itana jako podil enkapsulovaného mnoZstvi
k celkovému mnozstvi viggodnim roztoku.
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4.8.3 DLS méreni parametni liposomi

Pripravené liposomy byly analyzovany na koloidnimlgr@toru a byla zji$na distribuce
velikosti¢astic a stabilita, ktera byla odvozena z hodna petencialu.

4.8.3.1 Distribuce velikosti¢astic a zeta potencial

Do kyvety byl umisin desetkréat, resp. u ethanolovéhorikevani a TLE dvacetkrat
ziedny vzorek enkapsulovanyaastic. Poté byla kyveta umdsta do DLS pistroje Malvern
Zetasizer ZS a byla zj&ta distribuce velikosticastic. Poté siimdanym elektrodovym
nastavcem byl zgiten zeta potencial.

4.8.4 Studium stability enkapsulovanychéastic v modelovych podminkach

Vybrané enkapsulovanéastice pipravené pomociit metod byly podrobeny studiu
v modelovych podminkach traviciho traktu. ¥pgad nisinu Slo u etanolového witovani o
variantu s porrem lecitin:vzorek 1:1, u ultrazvuku o variantus04ng lecitinu a u metody
TLE o variantu se 120 mg lecitinu.

Zaludeni ¥ava byla pipravena z 0,25 g pepsinu, ktery byl rozgostve 100 ml
destilované vody. Nasledrbylo pidano 0,84 ml 35% HCI a hodnota pH byla upravena na
hodnotu 0,9. Pankreatick@a¥a byla pipravena rozpushim 0,25 g pankreatinu a 1,5 g
NaHCQ; v 100 ml destilované vody, pH bylo upraveno na. &fucové Favy byly
prichystany pidanim 0,8 g Zlsovych soli do 200 ml pufru (pH 8).

Ve vSech fipadech byly vzorky ifipraveny v poniru 1:1 ($avatastice) a byl zrien
zeta potencial a koncentrace nisinu a lysozymiase nula a po 30 minutachgmbeni gavy,
piicemzZ byly vzorky inkubovanyip 37 °C. Mnozstvi uvoléného nisinu bylo stanovenou
metodou HPLC, resp. u lysozymu metodou podle Heutti@vryho.

4.8.5 Aplikace enkapsulovanychéastic do modelovych potravin

Pripravené liposomovéastice s enkapsulovanym peptidem byly ponecharyddnt ve
¢tyfech modelovych typech potravin a vip¢hu testovani byla sledovana stabilita a
uvolnéné mnozstvi peptidu.

Prvnim modelem (model A) byla simulace vodnéhdakz, kdy modelovou potravinu
tvorila jen destilovana voda. Dalsim modelem (modeb@p simulovano kyselé prasdi a
modelova potravina byla tvena 3% kyselinou octovou. Model C fila potravina
obsahujici ethanol a simulujici tak alkoholickoutrpeinu. Posledni model (model D)
simuloval ti¢nou potravinu a obsahoval rostlinny olej a vodwwgru 1:1.

Pro tento pokus byly vybrdnsastice pipravené pomoci ultrazvuku, 450 mg lecitinu a
50 mg cholesterolu ajgavekéastic do modeloveé potravirgnil 20 %.

Modelové potraviny byly inkubovany 7 dnifi 28 °C. Po prvnim dni, pdegch dnech a po
tydnu byla stanovena hodnota zeta potencialu. Swkbbyly modelové potraviny
skladovany fi 5 °C a u &chto vzorki byla stanovena hodnota zeta potencialu po tydnu. U
obou variant bylo po tydnu stanoveno uvol@ mnozstvi enkapsulantu.
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S VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Optimalizace metod stanoveni koncentrace peptidkonvenénimi
metodami

5.1.1 Kalibra éni kiivky

Kalibraeni kiivky, jakozto zavislosti absorbance na koncentpmoieinu, byly sestrojeny
na zaklad postupi popsanych v experimentalédsti (4.4). U nisinu bylo gfeni provedeno
ze spektrofotometrickych metod pouze metodou Hextti@wvry, bicinchoninovou metodou a
dale na HPLC. Kalibkni kiivky lysozymu byly sestrojeny s vyuzitim vSech
spektrofotometrickych metod a porovnany s refémén vzorkem albuminu. Kazda hodnota
kalibratni zavislosti byla réfena dvakrat a v grafu je uvedendirpérna hodnota ze dvou
méteni.

5111 Biuretova metoda

Vzhledem ktomu, Ze biuretova metoda je zaloZemachelataci rd’natého iontu
imidovymi strukturami proteinu, je vhodna pro ste@oi lysozymu, ktery m&cthto struktur
dostatek, na rozdil od nisinu. Raémrefereni BSA podava tést identickou odezvu jako
lysozym. Tato metoda je také vhodna pésvkoncentrace protein

08 Albumin

0,7 |
0,6 |
05 |
0,4 |
0,3 |
02 |
0,1 |
00 b
0,0 0,5 2,5 3,0 3,5

y = 0,2229x
Rz =0,9987

Absorbance i 550 nm

1,0 1,5 2,0

Koncentrace [mg- mt]
Obr. 16:Kalibracni zavislost albuminu/pouZiti biuretové metody.
Lysozym
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Obr. 17:Kalibracni zavislost lysozymuigoouziti biuretové metody.

Absorbance i 550 nm
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5.1.1.2 Metoda dle Hartee-Lowryho

U této metody bylo navic provedeno porovnani ndSBLreaderu, ovSem pouzdip
630 nm, coz neodpovidd maximu absorpce u metodyHdgree-Lowryho, a tak ma
kalibratni kiivka jiny sklon, resp. sgmnici. Z nangfenych hodnot je patrné, Ze je metoda
dolre pouZzitelnd pro stanoveni obsahu lysozymu i nisihpiipack nisinu bylo zvolena SirSi
série kalibranich standani pro omezeni nahodnych fluktuaci.

Albumin

X650 nm y = 3,7964x

+630 nm R2 =0,9928
y =2,3321x
R2=0,992

070 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
Koncentrace [mg- mt}]

0,6

Absorbance
o o o o
N w SN (6)]
T T T T

o
[EEN
T

Obr. 18: Porovnani kalibranich zavislosti metody Hartree-Lowry u albuminu a#&mnych
na spektrofotometrup650 nm a na ELISA readerui30 nm.

Lysozym
08 ySOzZy
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Obr. 19: Porovnani kalibranich zavislosti metody Hartree-Lowry u lysozymu dvamych
na spektrofotometru/p650 nm a na ELISA readerui30 nm.
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Obr. 20: Porovnani kalibranich zavislosti metody Hartree-Lowry u nisinu @&emych na
spektrofotometru 650 nm a na ELISA readerui30 nm.

5.1.1.3 Metoda dle Bradfordové

Rovrez byla vyzkouSena jednoducha metoda barveni pfofmmoci barviva Coomassie.
Z naméienych dat je patrnd mensi citlivost ve vySSich katracich, kdy jiZ neni absorbance
relevantd umeérna koncentraci a kalib¥ai kiivka zaina byt konkavni, stejné znaky lze
pozorovat v u obou protaina tak pravépodobr nejde o chybuedni [50]. Jinak jde o
relativreé citlivou metodu. Z proloZeni prvni poloviny ziskah hodnot regresnitjpnkou je
patrny jiz vhodsjsi trend kalibrani kiivky.
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Obr. 21:Kalibracni zavislost albuminu/ppouziti barviva Coomassie.
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Lysozym

c r =
s07 . y _0,0091x
R2=0,8968

y = 0,0063x
R2 =0,3085

0,0-||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Koncentrace [ug- miY]

Obr. 22:Kalibracni zavislost lysozymuigoouziti barviva Coomassie.

5.1.1.4  Bicinchoninova metoda (BCA)

Nakonec byla vyzkouSena a optimalizovana metodaA,B&dy bylo pouZito
nejvhodréjSiho postupu uvedeného i v protokohl]. Metoda podava dobré vysledky jak u
lysozymu, tak u nisinu. Intenzita zbarveni je velariabilni a zavisi na délce inkubace a
teplo€. Vzorky proto byly inkubovanyip vyssi teplot (50 °C), ovSem po standardni dobu
30 minut. Vyhodou je pokryti velkého rozsahu koricaei - od 125 do 2000 pg/mil.
Nevyhodou je vysoka sp@ba cinidla, resp. jeho nejdrazsi komponenty - dvojsodok
kyseliny bicinchoninové (samostatna kyselina nempustna ve vag.
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Obr. 23:Kalibracni zavislost albuminu/ppouziti BCA metody
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Lysozym
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Obr. 24:Kalibracni zavislost lysozymuigouZiti BCA metody.
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Obr. 25:Kalibracni zavislost nisinuf pouziti BCA metody.

5.1.2 Stanoveni absorgniho spektra

Z absorpniho spektra kazdého proteinu je patrné, kdy danfem absorbuje a v jakém
mnoZstvi se dané slozky (chromofory)igpbujici absorpci nachazejiti R80 nm absorbuji
prevazre aromatické sloteniny, které jsou v lysozymu (maximum 1,091 281 nm) Iépe
piistupné a vykazuji vysSi absorpci UMedi nez v gipact albuminu (maximum 0,286ip
279 nm), ktery je #Si acast aromatickych skupin die byt stigna uvnit molekuly. Jak
lysozym, tak albumin p&tke globularnim proteiim, u nichz je zastoupeni aromatickych
aminokyselin piblizné stejné 0. Pod 240 nm absorbujifgvazié disulfidické mistky a
aminokyseliny obsahujici disulfidicketstky (Met), gipadré dalSi mén obvyklé struktury
jako fenolické (Tyr, Phe) a heterocyklické (His) n@konec nejblize hodnot205 nm
peptidické vazby. | 230 nm je u lysozymu (maximumétgi nez detekni limit
spektrometru) patrny &Si obsah danych struktur nez u albuminu (maximub2 fi
228 nm).

Naopak tvar UV spektra nisinu nazog v podstat absenci aromatickych krihcoz je
v souladu se strukturou peptidu. Struktura nisimedena v kapitole (2.2)1
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Obr. 26: UV absorghi spektrum albuminw$200 — 400 nm.
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Obr. 27:UV absor@hi spektrum lysozymwi200 — 400 nm.
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Obr. 28: UV absorgni spektrum nisinu/ 200 — 400 nm.
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5.2 Optimalizace stanoveni koncentrace peptil pomoci HPLC

Dale byly s vyuzitim vysokaiinné kapalinové chromatografie sestrojeny katibfa
kiivky pro nisin i lysozym, které byly pozfl vyuZity predevSim Kk zji&ni enkapsuléni
acinnosti. Metoda byla provedena dle postupu uvedenétapitole (6.2).

Kazda hodnota kalibéai zavislosti byla réfena dvakrat a v grafu je uvedenamérna
hodnota ze dvou (&teni.
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Obr. 29Zavislost plochy piku v chromatogramu na koncemmagnu.
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Obr. 30: Zavislost plochy piku v chromatogramu na koncemisegsozymu.

5.3 Identifikace proteini pomoci SDS-PAGE

Metoda PAGE-SDS byla provedena dle postupu uvdueréapitole 4.6). Zatimco i
pouZiti maoviny (6 i 8 mol-drif) byly zény nisinu nasele elektroforeogramu a skt
separace lysozymu a nisinu nebyla patrnid, ppuziti Tricine-SDS je separace malych
peptich zcela jasna a usgna a potvrzuje i Mr lysozymu cca 14,4 kDa a niskmlem
3,3 kDa. Tuto metodu Ize tedy vyuZzit k identifikaseparaci malych peptidie snési.
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Zaroven vSak doSlo prawgpodobre z divodu pouziti pilis vysokého mnozZstvi
proteinového standardu k rozmazani zén nejmensSiokeipi. OvSem oBb zony nisinu
(3,4 kDa) jsou dote patrné i bez srovnavaciho standardu.

5.3.1 Laemmli-SDS-PAGE

A

Obr. 32:Vysledek Laemmli-SDS-PAGH pouZziti mmvovmy-.o koncentraci 8 mol-din
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5.3.2 Tricine-SDS-PAGE

97.4 kDa
. 67,0kDa
~ 45,0kDa
29,0 kDa
- 21,0 kDa
- 12,5kDa
6,5 kDa

Obr. 33:Vysledek Tricine-SDS-PAGE s dnwinou o koncentraci é-mol-d?rﬁ52]

54 Testy antimikrobialnich vlastnosti

54.1 Tekutd média

Dvé sady ba#k obsahujici kulturyBacillus subtilisa rozdilnou koncentraci nisinu byly
inkubovany ti dny (72 h) pi 30°C (4.7.2). V pibé¢hu inkubace byl rren zékal
spektrofotometricky $ 630 nm vzdy po 24h.

Po prvnich 24h byla sestrojena kalibra zavislost zékalu na koncentraci biomasy
potrebna pro budoucitppaity nantreného zédkalu na koncentraci a na tvorbstavych
kiivek.

Tab. 8: Koncentrace nisinu v médiich a gravimetrické stand koncentrace susiny.

Cislo |Koncentrace pidaného| Prazdna | Vazenkase| Su$ina | SuSina
baiiky nisinu [ug- mr] vazenka [g] | susinou [g] | [g-10 mIY] | [g-17]

1 2,7500 15,479 15,481 0,002 0,180
2 1,3750 16,100 16,104 0,004 0,370
3 0,6875 16,374 16,381 0,007 0,780
4 0,3575 15,691 15,702 0,010 1,020
5 0,1742 15,925 15,944 0,019 1,900
6 0 16,467 16,489 0,022 | 2,160

48



Zavislost zakalu na susSi& po 24h

0,45
0,40
0,35
0,30 | y =0,1887x
025 | R2 =0,9927
0,20
0,15 r
0,10
0,05 r
0,00 ' ' ' '
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Koncentrace susiny [g-H]

X

Obr. 34:Zavislost zakalu greného spektrofotometrickyi®30 nm na koncentraci susiny.

Tab. 9: Koncentrace biomasy v médiich ziskdna pomoci kalilh zavislosti (Obr. 34)

Cislo | Koncentrace biomasy| Koncentrace biomasy| Koncentrace biomasy
baiiky po 24h [g-1 po 48h [g-1Y po 72h [g-1Y

1 0,168 1,042 19,714

2 0,313 7,737 22,487

3 0,665 21,763 14,732

4 0,954 22,099 13,672

5 1,849 17,788 11,994

6 2,268 14,662 9,981

Zakal v pribéhu kultivace
25

M24h u48h m72h

N
o
T

Koncentrace susiny [g-H]
'—\
o

Cislo baiky

Obr. 35:Priibézna koncentrace biomasy v médiich.
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Rustové kivky
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Obr. 36: Ristové Kivky jako zavislost koncentrace biomasy'ase.

Z vysledki je patrné, Ze v souvislosti s vysledky zavislaskalu na koncentraci, kdyip
odkeru po 48 hodinach byla koncentrace biomasy 8kbah s obsahem nisinu vyssi, nez v
kontrolni bace, byl zvolen nevhodny interval cif.

Podle tfistové Kivky bakterie Bacillus subtilis[58] vrchol exponencialni faze nastava
zhruba po 24 hodinach a po 48 hodinach jiz kulhaehazi daleko ve fazi odumirani. Tam
kde byl gitomen nisin se protahla doba lag faze a exponkemddze startovala pozf
(nisin bakterie nedgil, ale po utity ¢as zabraoval mnoZeni). Tato situace by se dala
odstranit pizpasobenim interval odkéru nistove Kivce bakterie, nap po 4h.

0s Rustova kiivka bakterie Bacillus subtilis
0,7 |
0,6 |
05 |
< 04
0,3 3
02 |
01 |
0,0 vt e e
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Cas [N]

Obr. 37: Ristova Kivka Bacillus subtilig58]
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5.5 Enkapsulace

5.5.1 Enkapsulaéni G¢innost

V praci byly zavedeny gkteré metody enkapsulace nisinu a lysozymu. EnKajrsiu
Gcinnost byla zji§ovana u enkapsulace roztoku nisinu o koncentragi@snl* a lysozymu o
1 000 pg-mit.

NejlepSi enkapsutai innost byla dosazena sroztokem lysozymu u ultrieavél
enkapsulace (okolo 51 %figouziti 180 mg lecitinu (59,5 %), naopak nejhangledek byl
nantien celko¥ u etanolového viskovani, kdy se hodnoty enkapsémd (€innosti v Fipact
nisinu a pondru lecitin:vzorek 1:2 a 1:4 rovnaji té&nnule. Ri pouziti pongru 1:1 ¢ini
acinnost v @ipack nisinu 11,89 % a vifpact lysozymu 17,18 %. Metoda TLE poskytuje
enkapsulani (&innost paiimeérné okolo 30 %.

Tab. 10: Enkapsul&ni (€innost a enkapsulované mnoZzstvi.

PouZita metoda Fipravy | Vzorek %rérr?r?(?:tl[?%" mig;i?\zu[t)gigﬁ]
ultrazvuk 100 nisin 9,29 3,07
ultrazvuk 100 lysozym 51,61 521,48
ultrazvuk 200 nisin 25,58 8,46
ultrazvuk 200 lysozym 59,50 601,24
ultrazvuk 500 nisin 23,51 7,77
ultrazvuk 500 lysozym 51,07 516,04
TLE 90 nisin 19,72 6,52
TLE 90 lysozym 7,52 69,83
TLE 112,5 nisin 26,66 8,81
TLE 1125 lysozym 40,51 376,26
TLE 135 nisin 29,81 9,86
TLE 135 lysozym 23,03 213,93
etanolové vstkovani 1:1 nisin 11,89 1,69
etanoloveé vstkovani 1:1 | lysozym 17,18 109,66
etanolové vstkovani 1:2 nisin 0,70 0,06
etanolové vstkovani 1:2 | lysozym 4,60 33,62
etanolové vstkovani 1:4 nisin 0,00 0,00
etanoloveé vstkovani 1:4 | lysozym 2,59 23,20
5.5.2 Analyza ¢astic s enkapsulovanym nisinem a lysozymem

5521 Distribuce velikosti¢astic

Analyza liposomovych¢astic byla provedena na koloidnim analyzatoru neiod
dynamickéeho rozptylu stla. Byly prontfeny vzorky vSech modelovych metodigravy
liposom.

VSeobect nejlepSi distribucicastic dava ultrazvukova enkapsulace u nisinu, a to
nezavisle na mnozstvi lecitinu a cholesterolu. Wéa vzorku je pak patrnd pouze jedna
velikost ¢astic okolo 100 nm. V dalSich distribucich je patrizna velikostéastic. Velikost
¢astic je zde obvykle okolo 100 nm, pak 500 nniiidka 1 000 nm.
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Distribuce velikosti ¢astic enkapsulovaného nisinu
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Obr. 38: Distribuce velikostiastic nisinu.
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Obr. 39: Distribuce velikostiastic lysozymu.
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Obr. 40: Distribuce velikosteastic nisinu.

52



.
o N b

Intenzita [%J

o N B~ O

intenzita [%0]
I o

N

Distribuce velikosti ¢astic enkapsulovaného
lysozymu - etanolové vdtkovani

L - = —pontr 1:4 (lec:lysozym

®e
e
®e
L
......
®eee
oo

------ poner 1:2 (lec:lysozym

AR pomer 1:1 (lec:lysozym

intenzita [%]
SN

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Velikost ¢astic [nm]
Obr. 41:Distribuce velikostiastic lysozymu.
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Obr. 42: Distribuce velikostiastic nisinu.
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Obr. 43:Distribuce velikosttstic lysozymu.
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5.5.2.2  Zeta potencial

Zeta potencial protitenychc¢éastic byl téndt ve vSech fipadech v intervalu od -30 mV do
-60 mV. Pouze vijpac etanolového vikovani klesl lehce nad hrami hodnotu -30 mV.
Konkrétre k hodnotam -23,7 mV a -28,9 mV, které jiz lezisgpv hraninim intervalu zeta
potencialu a takovéteastice se jiz nedaji pokladat za 100% stabilnichdpi ke shlukovani
(agregaci) do &Sich agregét Naopak ve dvouifpadech - u ultrazvukové enkapsulace a
TLE se pohyboval nad -60 mV. Konkrétru ultrazvuku s pogrem lecitin/cholesterol
180/20 mginila hodnota zeta potenciélu -63,5 mV a u metotfz pri pomeéru 100/12,5 mg
¢inila -62,1 mV. VSeobeeénse dafici, Zze nejstabil§Si c¢astice byly pipravené pomoci
ultrazvuku nebo metody TLE, bez ohledu na enkapsuiy peptid.

Tab. 11: Zeta potencial fipravenych liposomovycBastic.

PouZzita metoda Fipravy | MnoZstvi lec./chol. [mg] Vzorek | ¢- potencial [mV]
ultrazvuk 100 90/10 nisin -54,8
ultrazvuk 100 90/10 lysozym -43,3
ultrazvuk 200 180/20 nisin -53,8
ultrazvuk 200 180/20 lysozym -63,5
ultrazvuk 500 450/50 nisin -56,5
ultrazvuk 500 450/50 lysozym -56,7
TLE 90 80/10 nisin -55,3
TLE 90 80/10 lysozym -49,0
TLE 112,5 100/12,5 nisin -62,1
TLE 112,5 100/12,5 lysozym -48,3
TLE 135 120/15 nisin -59,4
TLE 135 120/15 lysozym -49,0
etanolové vstkovani 1:1 1:1 (lecitin:vzorek)/0 nisin -38,5
etanolové vétkovani 1:1 1:1 (lecitin:vzorek)/0 | lysozym -23,7
etanolové vstkovani 1:2 1:2 (lecitin:vzorek)/0 nisin -33,9
etanolové vstkovani 1:2 1:2 (lecitin:vzorek)/0 | lysozym -28,9
etanolové vstkovani 1:4 1:4 (lecitin:vzorek)/0 nisin -35,3
etanolové vitkovani 1:4 1:4 (lecitin:vzorek)/0 | lysozym -30,0
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Obr. 44: Zeta potencial ppravenychcastic v zavislosti na metegripravy.
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5.5.3 Studium stability ¢astic v raiznych modelovych podminkach

Ze studia stabilityastic v modelovych podminkach, resp. modelovychidiéh §avach
vyplyva, Ze podle &ekavani byly¢astice nejméh stabilni v kyselém prostdi Zaludenich
Srav. Hodnoty zeta potencialu klesly pod -5 mV¥ippdré dokonce az do kladnych hodnot.
Naopak nejvice stabilni bylytipzadsaditétm pH Zkové §avy, kdy sice hodnota zeta
potencialu klesla, ovSem stale nedosahovala ¢mahodnoty -30 mV. V pankreatick &
se obec# hodnoty pohybovaly pod -20 mV, coz se jiz nedagiovat za 100% stabilni
castice. Obech se také d&ici, Ze stabilita se odijglani do ndfeni po 15 minutach jiz
vyrazre nentenila.

Co se tge uvolrtného mnozstvi, je situace obdobna. Ve&awych §avach se neuvolnilo
Za&dné mnozstvi, ale v pankreatick&\& se jiz uvolnilo paimérné stejré jak v Zaludeni
staw, kdecastice vykazovaly nejnizsi zeta potencial.

Zawrem lze ftici, Ze vhodna enkapsulace nisinu a stabikitastic v modelovém
fyziologickém prosiedi umo#uje fizené vyuziticastic s obsahem nisinu v priesti steva,
kde miZe napomoci regulaciistvni mikrofléry.

Zeta potencial po 15 minutach

-50
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-40 - Nisin/TLE (120/15)
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<
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Q
N

10 I .

20

Zaludeni ¥ava pankreatické’ava Zlkova $ava
Obr. 45: Zeta potencial enkapsulovaného nisinu po 15 maofutdl gidani travici $avy.
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Obr. 46: Zeta potencial enkapsulovaného lysozymu po 15taghwd gidani travici $avy.
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Tab. 12: Stabilitacastic v modelovych traviciclt&vach a uvoltné mnoZstvi nisinu

Typ travici | Enkapsulent/pouzita| {-potencial| {-potencial po | {-potencial Uvr(])ilsrilgny
Stavy metoda (varianta) (0 min) | pridani &avy | (15 min) (g mi]
zaludeni Nisin/etanol (1:1) 38,5 17,7 15,8 0,57
stava
zaludeni | \LGinTLE (120015) | -59.4 6,4 3,0 1,29
stava
zaludent | \in/ultrazvuk (500 -56,5 5,1 5,1 0,75
stava
pankreatickd  \<in/etanol (1:1) -38,5 16,1 147 0,96
stava
pankreatickd \.nTLE (120115) | -59.4 18,0 18,7 216
stava
pankreatickd \icinuitrazvuk (500)  -56,5 21,3 18,2 1,34
stava
zlucova Nisin/etanol (1:1) 38,5 -30,9 28,7 0,00
stava
zlucova Nisin/TLE (120/15)|  -59,4 35,6 36,2 0,00
stava
Zlucova | \iniultrazvuk (500)  -56,5 32,7 36,9 0,00
stava

Tab. 13: Stabilitacastic v modelovych travicicitdvach a uvolené mnozstvi lysozymu.

Typ travici | Enkapsulent/pouzita| {-potencial| {-potenciél po | {-potencial Uvolnény
oz . . i £t ias . lysozym
stavy metoda (varianta) (O min) | p¥idani &avy | (15 min) (g mi]

zaludeni || oo mietanol (1:4)  -30,0 17,6 17,6 2,89

Stava

Zaludeni Lysozym/TLE (90) |  -49,0 5,7 3,9 3,30
Stava

g?,ludénl Lysozym/ultrazvuk 567 55 5.2 8.46

Stava (500)

pankreatickay | o/ mietanol (1:4)  -30,0 17,0 16,5 4,74

Stava

pankreatickay | o vm/TLE (90) | -49,0 17,4 21,4 0,00
Stava

pankreatickd Lysozym/ultrazvuk ) i )

Sava (500) 56,7 22,4 19,1 1,03

zluova 1) v sozymietanol (1:4)  -30,0 -30,2 31,7 0,00

Stava

zlucova Lysozym/TLE (90) |  -49,0 36,4 40,5 0,00
Stava

gl’u'cova Lysozym/ultrazvuk 56,7 33,9 342 0,00

Stava (500)
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Obr. 47:Mnozstvi uvoléného nisinu v zavislosti na metodruhy $avy metod pripravy.
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Obr. 48: Mnozstvi uvoléného lysozymu v zavislosti na metdduhy $avy metod pripravy.

554 Aplikace do modelovych potravin

Studium stability liposomovychtéstic s enkapsulovanymi antimikrobialnimi peptidy
ukazalo, Ze se po 7 dnech zeta potencial kleslgpuyednom gipadt (kysela potravina) pod
-30 mV. Z tohoto se da usoudit, Ze takgastice by byly v potravinach dost&te stabilni.

Uvolnéné mnoZzstvi odpovidar@dchozimu studiu v traviciciv@vach, kdy se v kyselém
prostedi simulujicim kyselou potravinu uvolnilo v1mlz a8,4 pg nisinu ze
zhruba celkovych 25ug a u lysozymu az 94,9 ugkoegtch 1 000 pg. Naopak v destilované
vok se neuvolnilo Zadné mnoZstwastice jsou tedy ve veédstabilni. V ethanolové
potravire uvolréni zalezelo ze vSech testovanydippdi nejvice na teplat kdy se pi 28°C
uvolnilo vyrazné mnozstvi jak nisinu, takegdevsim lysozymu, ovSentip °C se neuvolnilo
mnozstvi Zzadné. A nakonectié potravina vykazala takétgi uvolretné mnozstvi.

Zajimaveé je take zji8hi, Zecastice pi 5 °C vykazovaly ¥tSi stabilitu a nizSi uvolmé
mnozstvi, nezip uchovani pi 28 °C.
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Tab. 14: Stabilitacastic v modelovych potravinach.

Latka nisin | lysozym | nisin | lysozym| nisin| lysozym nis | lysozym
Modelova | A B B C c D D
potravina
Céstice -56,5 -56,7 -56,5 -56,7 -56/5 -56,F -56,5 6,75
Castice
Vv potravire | -62,3 -59,6 -34,7 -29,4 -48,1 -56,8 -4113 -44,
0 dni
Castice
YPOURVI® | g40| -474 | -331 -250| -408 555 -388  -43,
1 den
(28 °C)
Castice
YPOUMVIY | 18| 418 | -292 -249| -387 523 392  -44,
3 dny
(28 °C)
Castice
YPOYAIT | 402 | -a26 | 281 -240| 377 369 400 47,
(28 °C)
Castice
v potraviré | -43,2 -44,3 -33,5 -25,7 -39,9 -46,4 -42|9 -48,
7 dni (5 °C)
Tab. 15: Stabilitacastic v modelovych traviciclv&vach a uvolétné mnozstvi lysozymu.
MnoZstvi uvolnéného nisinu MnoZzstvi uvolnéného lysozymu
Modelova [Lg/ml] [ug/mil]
potravina | 7 dni (28°C) 7 dni (5°C) 7 dni (28°C) 7 dni (5°C)
A 0,0 0,0 0,0 0,0
B 8,4 4,0 94,9 28,9
C 1,3 0,0 49,5 0,0
D 0,1 1,2 24,8 12,4
- Pribéh zeta potencialu - nisin
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Obr. 49: Priibeh zeta potencialu liposais nisinem v modelovych potravinaci 28 °C.
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Obr.

Prabéh zeta potencialu - lysozym
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Obr. 51: Mnozstvi uvoléného nisinu v zavislosti na druhu modelové potravin
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Obr. 52: MnoZstvi uvoléného lysozymu v zavislosti na druhu modelové piotyav

100
90 r
80 r
70
60 r
50
40
30 r
20 r
10
0

Uvolnény lysozym [ug- mil]

59
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Obr. 53: Priitbeh zeta potencialu wiznych modelovych potravinach peplot 5 a 28 °C.
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Obr. 54: Priibeh zeta potencialu wiznych modelovych potravinach peplot 5 a 28 °C.

A
o
1

Zeta potencial [mV]
N W
(@) (@)

KN
o
1

5.5.5 Testovani antimikrobialni aktivity na tuhych médiich

Testovani na tuhych médiich bylo pouzito pro sémirantimikrobialniho &inku volného
a enkapsulovaného peptidu. V praci bylo 2jist Ze liposomovéastice, nezavisle na druhu
enkapsulovaného peptidu vykazovaly mensi antimi@tob aktivitu nez cista
antimikrobialni latka. Uvolené mnozstvi antimikrobialni latky z liposé@mprispélo k
inhibici pravéépodobr jen minimalr.

Zajimavé je, Ze velikost inhilsii zony @i pouZiti roztoku nisinu o koncentraci p%- mi*
ve srovnani s roztokem o koncentraci 300 ug- tdvanactkrat $tsi koncentrace) vzrostla
jen minimal®. Naopak u lysozymu ip pouZiti dvacetptkrat koncentrovatjSiho roztoku
byla inhibiéni zona ténd dvojnasobna.

Co se tge srovnani inhi@iniho &inku nisinu a lysozymu, tak lze z vysleédku
koncentrace lysozymu 1 pg-mk3,8 mm) a nisinu 0,3 pg-thi(2,9 mm) usoudit, Ze by
v pifpads pouZiti koncentrace nisinu 1 pg-thyla velikost inhibkni zény pravépodobré
VEtSi.
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Moznosti testovani antimikrobialni aktivity na @& médiu budei¢ba jelt dale
optimalizovat. Vhodné by bylo n&apvyzkouSeni pouZziti diskové difuzni metody. Nakone
v predlozené praci byly lepsi vysledky ziskany s vyioziekutych médii.

Tab. 16:Velikost inhibtnich zén na tuhém médiu.

Pridavana Enkapsulace Koncentrace | Velikost inhibiéni
latka (metoda/varianta) [mg-mi™] z6ny [mm]
Agarova plotna. 1
nisin - 0,025 2,7
nisin ultrazvuk/450 mg lecitinu 0,025 2,4
lysozym - 1 3,8
lysozym ultrazvuk/450 mg lecitinu 1 3,5
Agarova plotna. 2
nisin - 0,3 2,9
nisin ethanolové vikovani/1:2 0,3 2,6
lysozym - 25 6,3
lysozym ethanolové viskovani/1:2 25 55
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6 ZAV ERY

Tato prace byla zafena na studium analyzy, vlastnosti a moznosti enktape
antimikrobialniho peptidu nisinu, ktery se v poirgiské praxi pouziva jako konzervant a
srovnavaciho enzymu lysozymu, ktery j@éqzenou sotasti slin a slz obratlovca je roviz
pouzivan v podablysozymu izolovaného ze sl€fho vejce jako konzervant.

V teoretickécéasti byla zpracovana reSerSe na téma antimikrdbptidy, gedevsim
zan®iena na nisin a lysozym. Byla popsana charakteaisskuktura a mechanismus jejich
acinku a vyuZiti v potravingtvi. Nakonec byly podrolénzpracovany metodické postupy
analyzy nisinu a lysozymu, metody jejich enkapseildo liposonmi a metody studia stability
takto vzniklych liposon.

V praktickécasti byl vyuzit jediny dostupny vzorek nisinu, az®% preparat. Tim byla
porékud ztizena optimalizace a nastaveni podminek tdajgh postug. Existuji sice
postupy pecistovani, pgedevSim pak zakoncentrovani pomoci alkoholové kosgra
nasledném suSenim pomoci rozpraSovani, ovsem jstalezde velké finami naklady na
jednotkové mnozstvi nisinu. Je tedy jasne, Ze estovani wtSiho rozsahu by byladba si
nisin vyprodukovat kulturamiactococcuss lactis.

Nejprve byly optimalizovany metody stanoveni cekkdoncentrace protein predevsim
tedy metoda biuretova, Hartree-Lowryho, metodaBikdfordové a metoda bicinchoninova.
Oba proteiny byly srovnany s refetgim proteinem — bovinnim sérovym albuminem. Také
byla pro zjiS&ni koncentrace vyuzita HPLC s kolonou ridedi malych peptid. Vzhledem
k nakladnému vzorku nisinu byly sestrojeny kaldmiakiivky nisinu pouze pomoci metod
podle Hartree-Lowryho, metody bicinchoninové a HPLBouzita nakonec byla pro
stanoveni lysozymu metoda Hartree-Lowryho a HPLrG nisin pouze metoda HPLC.

Dale byly peptidy identifikovany pomoci optimalizzmé gelové elektroforézy, konkrétn
modifikované SDS-PAGE gfgdavkem mooviny a tricinového pufru. | i@s malou
molekulovou hmotnost nisinu se jej pdilta nakonec Usgsné analyzovat a nastavit
podminky separace malych pejitid

Podstatnouc¢ast prace zaujimd enkapsulace testovanych antibidknich peptid.
Studované peptidy byly enkapsulovany do lipodaenbyla prostudovana jejich stabilita a
stabilita v modelovych podminkéactCéastice byly pipraveny pomoci if metodickych
postumi, piicemZ nejétSi enkapsukni innost a stabilitu vykazalygastice pipravené
pomoci ultrazvuku (az 60% enkapsina innost, hodnota zeta potencidlu -63 mV),
nasledované metodou TLE (az 40% a -62 mV). Naopatoda etanolového v#tovani se
ukazala jako nevyhovujici danym peptid (az 17% a -37 mV).

Pri testovani stability vytvienych liposomi v modelovém fyziologickém prasdi bylo
prokazano, Zze nejtsi stabilitu vykazaly liposomy v Zovych $avach, kdy se neuvolnilo
Zadné mnozstvi, naopak v Zalade¥aw byly castice velmi nestabilni a uvamé mnozstvi
bylo rovréZ vyrazné. U nisinu se uvolnilo 1,3 pghal lysozymu 8,5 pg- mipo 15 minutach
a zakladni enkapsufai koncentraci nisinu 25 pg-tha lysozymu 1 000 pg- il Porgkud
stabilrgjSi byly liposomy i v pankreatick & &w.

Fi aplikaci do modelovych potravin se potvrdila vikacstabilita liposomovychastic ve
vodné potraviy, kdy se neuvolnilo Zadné mnozstvi. Vysokd nestabibyla naopak
potvrzena v modelové kyselé potrayifdy uvolréné mnoZstvtinilo u nisinu 8,4 pg-nmia
u lysozymu aZ 94,9 pg-thpri 28 °C a zakladni enkapsttd koncentraci nisinu 25 pg-
lysozymu 1 000 pug-rifl Naopak ¢astice uchované fp 5 °C vykazaly nizsi uvokné
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mnoZstvi a vysSi stabilitu. Byl také patrny vlivket na stabilitu a uvokné mnozstvi
v modelové alkoholické potravin kdy se pi nizSi teplo¢ neuvolnilo Zadné mnozstvi
antimikrobialnich latek z liposoim

Nakonec byl také proveden antimikrobialni testkndurdchBacillus subtilis kdy byla
otestovana antimikrobialni aktivita nisinu v tekehymédiich, a to v rozmezni koncentraci
0,625 — 2,5 pg-rifl média. Nisin vykazal antimikrobialni aktivitu jizkolo koncentrace
1 pg-mt*. Déle bylo provedeno studium antimikrobiélni akgivenkapsulovanych pepticha
pevnych médiich, kdy enkapsulovaiastice vykazovaly také vyraznou antimikrobidlni
aktivitu.

Zawrem lzefici, Ze nisin je perspektivni a bezpé antimikrobialni latka s rozsdhlym
potencialnim vyuzitim @& uz v potravinéském ptimyslu, tak i v kosmetice. Nenitips
pravdpodobné, Ze by # néakou spojitost se zvySovanim vyskytu rezistendiiv
konverénim antibiotikim, kvali které je v posledni da@bpirezkoumavan. Co sedy aplikace
v enkapsulované forén pouzitd metoda enkapsulace do lipod@a ukazala jako vhodna pro
aplikace do potravin. Test stability v modelovychotravinach ukéazal, Ze jsou
liposomy v BZnych potravinach relatien stabilni a pozvolna uviliji dostaténou
koncentraci nisinu pro zajiti antimikrobialni aktivity. Naopak ip poziti jsou liposomy
vlivem velmi nizkého pH v Zaludeich $avach rychle degradovany a uvéiy nisin je
rovnéz rychle rozlozen a nedochazi tak k oibvani stevni mikrofléry.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
HACAP — Hazard Analysis and Critical Control Poifdsialyza nebezpg a kritické
kontrolni body)
BSA — bovine serum albumin (hé&i sérovy albumin)
GRAS - Generally recognized as safe (Obestiedano jako bezpeé)
FAO - Food and Agriculture Organization (OrganizpoevyZivu a zergdélstvi)
WHO — World Health Organization (8wova zdravotnicka organizace)

JECFA — The Joint FAO/WHO Committee on Food Addis\{Kontrolni komise
FAO/WHO pro potravingke gisady

SDS - sodium dodecyl sulfate (Dodecylsiran sodny)

PAGE - Polyacrylamide gel electrophoresis (Elekiréza na polyakrylamidovem
gelu)

AA — akrylamide (akrylamid)
BIS — N,N’-methylenbisakrylamide (N,N’-metylenbisglamid)
APS — amonium persulfate (Peroxodisiran amonny)

TEMED - N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine (N,N,N’-
tetrametyletylendiamin)

TRIS — 2-amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol
TRICINE — N-(2-hydroxy-1,1-bis(hydroxymethyl)ethglycine
BCA — Bicinchonic acid assay (Bicinchoninova mefoda

ELISA — Enzyme-Linked Imunosorbent Assay (Imunotgi metoda pro detekci
protilatek)

HPLC — High Performance Liquid Chromatography (\Mg@@&inna kapalinova
chromatografie)

PDA — Photo Diode Array (Diodového pole)

THF — tetrahydrofurane (tetrahydrofuran)

DLS — Dynamic Light Scattering (Dynamicky rozptykta)
TLE — Thin layer evaporation (odfmvani na tenké vrsty
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