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ABSTRAKT

PredloZzena bakalafska prace je zaméfena na studium antimikrobidlnich peptidd a
moznosti jejich aplikace do potravin. Pozornost byla zamétfena zejména na bakteriocin nisin
a antimikrobidlni enzym lysozym. V teoretické casti byla zpracovdna literdrni reSerSe
zaméfena na piehled antimikrobidlnich peptidd pouZivanych v potravinafstvi. V ramci
experimentdlni C4sti prdce byla provedena optimalizace metod stanoveni koncentrace
antimikrobidlnich latek. Byly vyzkouSeny jak spektrofotometrické metody kvantitativni
analyzy celkovych proteinli, tak rovnéZ stanoveni metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Pro ureni molekulové hmotnosti a Cistoty byla pouZzita modifikovand SDS-
PAGE s ptidavkem mocoviny a tricinového pufru.

Déle byly testovany moznosti enkapsulace nisinu do liposoml. Enkapsulované castice
byly pfipraveny pomoci tii postupi: ultrazvuku, etanolového vstiikovani a metody TLE.
Cistice byly podrobeny studiu stability a distribuce velikosti &dstic metodou dynamického
rozptylu svétla. Déle byla sledovdna i stabilita enkapsulovanych peptidi v modelovych
podminkdch a potravinich.

Nakonec byly u vybranych peptidi studovany antibakteridlni vlastnosti s pouzitim kultur
bakterie Bacillus subtilis, kde zejména nisin vykédzal antimikrobidlni efekt jiZ v nizkych
koncentracich - okolo 1 ug/ml. Inhibi¢ni efekt nisinu byl patrny predev§im v tekutych
kulturach.

ABSTRACT

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

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

Finally, antibacterial properties of the selected peptides using test system Bacillus subtilis
were studied. Nisin already showed antimicrobial effect at low concentrations-
about 1 u g-ml'l. The inhibitory effect of nisin was more evident in liquid cultures.

Klicova slova:

Nisin, lysozym, Lacctococus Lactis, Bacilus subtilis, Tricine-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 naplni prace je studium antimikrobidlni aktivity nejznaméjsiho z fad bakteriocind
nisinu. Jde o velmi maly antimikrobidlni peptid, ktery obsahuje pouze tficet Ctyfi
aminokyselin. Je produkovan nékterymi bakteriemi mlécného kvaSeni, pfedevSim druhy
Lactococcus lactis subsp. lactis nebo Streptococcus lactis. 'V souCasné dobé je velmi
diskutovéna tcinnost a naslednd moznost aplikace proti jednomu z nejvétSich potravinovych
patogent Listeria monocytogenes a proti obtizn€ IléCitelnym infekcim zpusobenym
methicilin-rezistentnim zlatym stafylokokem (MRSA), coZ je rezistentni variace bézného
druhu Staphylococcus aureus.

Nisin je pfirodni ldtka, toxikologicky bezpecnd, Siroce vyuZivand jako antibakteridlni
piisada do potravin. Nisin vykazuje antimikrobialni efekt vici fadé grampozitivnich bakterif,
velmi G¢inny je vuci sporam. Naopak nizkou nebo vibec zadnou aktivitu nevykazuje vaci
gramnegativnim bakteriim, kvasinkdm a plisnim. V roce 1969 byl nisin schvalen komisi
experti FAO/WHO jako antimikrobidln{ latka pouZitelna do potravin a dostal oznaceni E234.
Je povolen k pouziti ve vice nez 50 zemich svéta. Je povolen jako piidavek napf. do
zmrzlinovych produkti v koncentraci maximalné 10 mg-kg'l, do pecenych moucnych
vyrobka do 250 mg-kg'l, v syrech a syrovych produktech, olejovych emulzich, raj¢atovych
produktech kolem pH 4,5, v pivu a podobnych ndpojich, produktech s tekutymi Zloutky,
mlécnych vyrobcich, dezertech, omédckach, majonéze, dresinku a dalSich vyrobcich v souladu
s pravidly spravné potravindiské praxe (HACAP). Siroké moZnosti vyuZiti nisinu jsou
podminény jeho zdkladnimi charakteristikami: je netoxicky; pfirozeny producent L.lactis je
povazovan za bezpeCny kmen (food-grade); neni pouZivdn v klinické praxi, a tudiz
nevykazuje zkiiZzenou rezistenci s antibiotiky vyuZivanymi k 1é¢bé infekci a také je rychle
zpracovan v travicim traktu. Od roku 1953 je nisin zndmy pod komerénim ndzvem Nisaplin,
coz je produkt obsahujici asi 2,5% nisinu v mlééném zakladé potfebném pro rist a
fermentacni aktivitu L.lactis. Produkt je standardizovédn na aktivitu 1 mil. UI na gram.

Bakteriociny v podobé antimikrobidlnich peptidl, jakoZto produkty bakterii nicici jiné
bakterie, jsou nad€jnou alternativou soucasné pouZzivanych vice ¢i méné toxictéjSich
konzervacnich prostiedkil v potravinafstvi. Jsou pro ¢lovéka netoxické, jsou témér bez chuti
a zdpachu a jejich aplikace je vhodnd pfedevSim v perspektivni enkapsulované forme, tedy
uzaviené do stravitelnych obalii. Pro své antimikrobidlni GCinky se také nabizi pouZziti
v kosmetice pfi 1écbe problematickych infekei kiize, jako napf. infekce zptisobené MRSA.

Enkapsulace je velmi perspektivni odvétvi a v soucasné dob¢ je tomuto tématu vénovana
velkd pozornost. UmoZiiuje zvySeni stability aktivnich latek a jejich cilené a regulované
uvoliovdni v misté ucinku.

V ptredloZené préci byl studovdn bakteriocin nisin ve volné i enkapsulované forme. Byly
zavedeny metody pro stanoveni koncentrace tohoto obtiZzné analyzovatelného peptidu
s vyuZitim modernich elektromigra¢nich i chromatografickych technik. Uginek nisinu byl
srovnén s dal§im Siroce pouZivanym antimikrobidlnim pfirodnim polypeptidem lysozymem.
Dale byly testovany moZnosti enkapsulace nisinu a lysozymu do liposomu, néasledné byla
studovana stabilita téchto Castic v riznych podminkach a byla téZ provedena aplikace do
modelovych potravin. Antimikrobidlni aktivita byla sledovdna na kulturdch Bacillus subtilis
a byla provedena jak s Cistou, tak s enkapsulovanou formou.
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2 TEORETICKA CAST

21 Bakteriociny

Bakteriociny jsou peptidy produkované bakteriemi, které vykazuji antimikrobidlni
vlastnosti. Jde obvykle o krats$i peptidy, napf. nisin se skldda ze 34 aminokyselin. VSechny
bakteriociny jsou aktivni zejména ke grampozitivnim bakteriim, jelikoZ gramnegativni
bakterie maji odoln€j$i bunécnou sténu, kterd jim poskytuje dostate€nou ochranu. Nazev
bakteriocin pochdzi zroku 1953 a deli se na dveé skupiny, na lantibiotika obsahujici
lanthionin a nelantibiotika, které jej neobsahuji [1].

2.1.1 Déleni bakteriocinu

vvvvvv

tiida I a k nejvyznamnéj$im antimikrobidlnim peptidim vibec, patii prave nisin [2;3;4;5].

Trida I — lantibiotika

malé molekuly (fddové v jednotkédch kDa)

obsahujici netypické aminokyseliny, napf. lanthionin (Obr. 1)
termostabilni

napf. nisin, subtilin, epidermin

Trida II — nizkomolekularni peptidické bakteriociny
malé molekuly (do 10 kDa)

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

Trida III - vysokomolekularni proteinové bakteriociny

e velké molekuly (nad 30 kDa)
e termolabilni
® napf. helveticin, casicin 80

Trida IV — komplexni bakteriociny

¢ velké komplexni molekuly
¢ sloZené z proteinové a neproteinové Casti (napf. lipidické, sacharidové)
e napf. lactocin 27, plantaricin S

2.2 Nisin

Nisin patii mezi nejvice probaddana a nejvice pouzivand lantibiotika. V odborné literatufe
jde také o prvni zndmé lantibiotikum [6]. Nisin byl poprvé objeven v roce 1928, kdy bylo
zjiSténo, Ze bakterie Streptococcus lactis inhibovaly rast kolonii Lactobacillus delbruckii
subsp. bulgaricus a ndzev nisin byl odvozen z podstaty jeho ucinku ,,N inhibitory substance®.
Prvni studie jeho terapeutického vyuZiti zahrnovali testovdni 1é¢by mastitidy dojnic [7].
Vroce 1969 byl WHO uzndn jako netoxicky a povolen jako konzervacni aditivum do
potravin, vroce 1983 byl zaclenén do seznamu potravindiskych aditiv EEC a bylo mu
pfidéleno oznaCeni E234, v roce 1988 byl dle US Food and Drug Agency shleddn jako
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GRAS (generally recognized as safe; obecné shleddno jako bezpecné) a konecné v roce 1996
byl povolen ve vice neZ 50 zemich, vCetné¢ Evropské unie jako bezpecné konzervacni
potravinarské aditivum [8]. V posledni dob¢ se vSak objevuji ohlasy, Ze nisin miZe zpusobit
rezistenci na ostatni antibiotika. Pro Clovéka je neSkodny, toxicita se d4d pfirovnat ke
kuchyniské soli, tzn. pfi perordlnim podani u krys je LDsg 7 g/kg télesné vahy [9].

Vyskytuje se pfirozené v pifrode€, resp. je pfirozené syntetizovdn nekterymi bakteriemi
mléného kvaSeni, pfedevSim bakterii Lactoccocus lactis subsp. lactis, piipadné

Streptococcus lactis [10].

Tab. 1: Obecné informace o Nisinu A [9].

C.AS. 1414-45-5

Molekulova hmotnost: 3354,07 g-mol"l (3,35 kDa)
Sumarni vzorec: C143H230N42037S7
Alternativni ndzvy: E234, NisaplinTM; Nisitrol; Novasin™
Rozpustnost ve vodé: 57 mg-ml’'

Toxicita (LDs, perordlné, krysa): 7 g-kg’

2.2.1 Struktura
V Cisté piirodni formé jde o smés strukturné velmi blizkych antimikrobidlnich peptidu

produkovanych nékterymi bakteriemi mlééného kvaseni. Hlavnim a nejucinnéj$im peptidem
je Nisin A, ktery je komerc¢n€ dostupny pouze v podobé 2,5% preparatu (2,5 % nisin A,
77,5 % NaCl a 20 % netucné susené mléko) [7]. Tento preparét byl pouZzit v podobé& produktu
firmy Sigma — Aldrich pro experimentdlni Cast prace. Izolace je ndroCné a nisin je pfi vySSich
koncentracich nestabilni, proto i 2,5% prepardt je velmi finan¢n€ ndkladny. Druhou
nejrozsitenéj$i modifikaci je Nisin Z, liSici se mirné odliSnou kompozici aminokyselin a
nejméné¢ vyznamny Nisin F.

Nisin je tvofen tficeti Ctyfmi aminokyselinovymi zbytky [11], obsahuje pét cyklickych
struktur a je zasitovan pomoci péti disulfidickych mustkt. Jako zdklad obsahuje
modifikovanou aminokyselinu lanthionin, podle které jsou lantibiotika obecné pojmenovana,
jde v podstaté o dveé molekuly alaninu spojené ptes atom siry (Obr. 1).

0 o ﬁ
— HN N C— —H.\\/C-— \C/
H— Cla T a—H I
H,C
H,C S CH, ‘
- Didehydroalanine
(0]
.
HN ’C’ HN y - H_\\C / -
e/ e/ I
H— Ca Td —H HC
H,C :I/C S CH, Hi
B-Methyllanthionine Didehydrobutyrine

Obr. 1: Aminokyseliny charakteristické pro lantibiotika [6].
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Nisin A 5 15

Obr. 2: Primdrni struktura variant prirodniho nisinu. Aminokyseliny lisici se oproti tém v
nisinu A jsou zvyraznény Sedé. Zkratky: Dha — didehydroalanin; Dhb — didehydrobutyrin;
Ala-S-Ala — lanthionin; Abu-S-Ala — methyllanthionin [6].

14



2.2.2 Vlastnosti nisinu

Je stabilni v kyselém pH, coZz mu umoZiiuje dostateCnou stabilitu v kombinaci s dal$im
typem konzervace — snizovanim pH. Naopak pravdépodobné z divodu urCité chemické
modifikace se v alkalickém prostiedi stava biologicky neaktivnim [8]. Obecné pusobi jako
kationtové povrchoveé aktivni Cinidlo (patii do skupiny kationickych bakteriocinti) a jeho
aktivitu Ize neutralizovat aniontovymi detergenty [13;14].

2.2.2.1 Mechanismus cinku

Pusobeni nisinu proti bakterii je zptisobeno depolarizaci cytoplasmatické membrany, tzn.
vznikem kandlkd, diky kterym burika ztraci membranovy potencidl, protonmotivni silu a
v neposledni fad€ je omezen transport nékterych dulezitych latek, pfedev§im aminokyselin a
patrné je i vytraceni draselnych ionta [14;15].

Nisin specificky rozpoznava peptidoglykanovy prekurzor lipidu (lipid I) a maZe tak diky
N-konci reagovat s dal§im lipidem (lipid II), ktery zprostfedkovdvd tvorbu membrianovych
pora [16]. K reakci s dvéma lipidy je zapotiebi Ctyf molekul nisinu, a to pro kazdou stranu
membrany, takze stechiometrie tvorby port je 8:2. Vysledna velikost takto vzniklych pora je
2 nm [17].

223 Vyznam nisinu

Nisin patfi mezi lantibiotika, coz jsou flexibilni, amfipatické molekuly, které naruSuji
cytoplasmatickou membranu. Inhibuje rast pfedev§im grampozitivnich bakterii, zejména
rody Bacillus, Clostridium, Staphylococcus a Listeria, ovSem byly popsany i interakce mezi
nisinem a neékterymi chelata¢nimi Cinidly (EDTA), které zvySuji antimikrobidlni tcinek proti
gramnegativnim bakteriim [18]. Jde dokonce o patentovany princip, jelikoZ pfitomnost
EDTA zvySuje mimodék i tc€innost proti grampozitivnim bakteriim (Patent US 5 135 910;
5217 950; 5260 271 - Blackburn a kol. [14]). Naopak proti kvasinkdm a plisnim je nisin
témér nebo vibec neucinny.

2.2.4 Biosyntéza

Nisin, je stejné jako ostatni lantibiotika syntetizovan ribozomaln€. Jeho prekurzor s N-
koncovym peptidem a C-koncovou pro-peptidickou oblasti je podroben posttranslacnim
modifikacim, kdy vznikaji specifické aminokyseliny jako je lanthionin [19].

2.2.5 Vyuziti v potravinach

Z divodu netoxicity pro Clovéka je nisin konzervacni latka vhodnd pro potravinaiské
aplikace, ke kterym byl nisin schvdlen WHO jiz v roce 1967 [8]. Je aktivni pfi nizkém pH,
coZz umoziuje aktivitu v pfirozené kyselejSich potravinidch, nebo i v potravinidch s uméle
regulovanou kyselosti. OvSem v zazivacim traktu se rychle trdvi a neovliviiuje tak stfevni
mikrofléru. Jeho ucinek je velmi vyznamny predevSim v potravinafskych produktech
nichylnych na mnoZeni grampozitivni bakterie Listeria monocytogenes, jelikoZ tepelné
opracovani a skladovani pfi nizké teploté poskytuje ochranu pouze pfed gramnegativnimi
bakteriemi. Mezi takovéto produkty patii hlavné pfedpfipravené potraviny urcené k piimé
spotieb& bez dalsi dpravy, tzv. ,ready to eat, napf. produkty obsahujici maso (specidlné
dribezi), ryby a zeleninu [20;21]. Napf. pruzkumy potravin provedené v USA odhaduji
vyskyt patogenni bakterie Listeria monocytogenes az v 7,6 % takovychto potravin [20].
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Dale se nisin hojné pouziva pfikonzervaci potravin, které nemohou byt standardné
sterilizovany, protoZze by mohlo dojit ke kvalitativni Gjme, jako napf. u mléénych vyrobkt
(jogurty, syry, mlécné dezerty a krémy). U jogurtl je ovSem tieba zajistit vhodné kultury,
které nisin produkuji a zaroven jsou vuc¢i nému rezistentni [21].

Nisin muaze byt také aplikovan pro prodlouZeni trvanlivosti piva, jelikoz bakterie kazici
pivo (rody Lactobacillus, Pediococcus a Leuconostoc) jsou na nisin citlivé, ale kvasinky
nikoli. Vhodna je tak zejména pfitomnost nisinu uZ pti fazi kvaSeni.

Vhodna je rovnéz aplikace nisinu v inteligentnim obalu, tzn. ve stravitelné enkapsulované
formé (napf. do liposomi), kdy dochéazi kuvolovani litky zobalu do prostiedi
(do potraviny), aby se zabezpecila stdld G¢innd hladina latky po poZadovanou dobu. Princip
je obdobny jako u 1€kt typu CR (controlled relase) s fizenym uvolnovanim 1éCivé latky.

23 Lysozym

Lysozym nebo také N-acetylmuramidglykanhydrolasa [22;23;24] je enzym patfici do
skupiny hydroldz. Jde o enzym vyskytujici se v télesnych sekretech, tzn. slindch, slzéch,
nosnim hlenu, v matefském mléce, dile také v krevni plazm€& a nakonec velky obsah
lysozymu ma také vajeCny bilek. Je velmi zndmy pro své vyznamné antibakteridlni Gcinky.

Antibakteridlni u€inky lysozymu poprvé popsal v roce 1909 P. Laschtschenko [25], ov§em
pojmenovidn a izolovdn z vajeCného bilku byl az objevitelem penicilinu Alexandrem
Flemingem v roce 1922 [26;27]. Teprve v roce 1930 bylo zjisténo, Ze lysozym produkuje
kazdy obratlovec [27;28]. V piirod¢ se tak vyskytuje mnoho forem a neni piekvapivé, Ze se
lysozym produkovany clovékem liS§i od enzymu produkovaného zvitaty nebo rostlinami.
V této praci bylo nakldddno s komerénim vzorkem od firmy SERVA, ktery byl izolovin
z vajecného bilku. Dle JEFCA byl povolen pro potravinaiské aplikace s odivodnénim, Ze
pokud se ziskdva z ZivocCiSnych tkdni (vejce) béZné pouzivanych jako potraviny, je mozné jej
povazovat také za potravinu a jeho ¢islo EEC pro potravindiskd aditiva bylo zvoleno E1105.
V roce 1998 byl FDA klasifikovan jako GRAS [29].

Naopak nevyhodou lysozymu ziskdvaného z vajecného bilku je potencidlni moZnost
zpusobovat, jakoZto vajecny produkt, alergickou reakci u lidi alergickych na vejce.

Tab. 2: Obecné informace o lysozymu ziskaném z vaje¢ného bilku [30;31;32].

C.A.S.: lysozym z vajecného bilku 12650-88-3
Molekulova hmotnost: ~ 14 400 g-mol"l (14,4 kDa)
Kéd enzymu (éislo EC): 3.2.1.17

E1105; Muramidase; mucopeptide-glycohydrolase;

Alternativni ndzvy: mucopeptide N-acetyl-muramoylhydrolase

Toxicita (LDsg, perordlng, krysa): 4 gkg'
Optimum pH 9,2
23.1 Struktura lysozymu

Strukturné jde o maly protein o velikosti 14,6 kDa, jehoZz jednoduchy polypeptidovy
fetézec se sklada ze 129 aminokyselinovych zbytkli a je wvnitin€ zesitovdn Ctyfmi
disulfidickymi mustky. Obsahuje né€kolik viceméné helikdlnich segmenti a jeden
tifpramenny antiparalelni f-sklddani list. Podle ocekdvani je vétSina nepolarnich postrannich
fetézcu uvniti molekuly mimo kontakt s vodnym rozpoustédlem [28].
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Obr. 3: Protein Data Bank (PDB) render struktury lysozymu izolovaného z vajecného bilku
slepice (Gallus gallus) [33].

23.2 Vlastnosti lysozymu
Vykazuje antibakteridlni GCinky proti grampozitivnim bakteriim, jako jsou napf. rody
Bacillus, Clostridium, Listeria, Streptococcus nebo Lactococcus [27]. Lysozym je také velmi

Vv

stabilni pfi vySSich teplotach [27].

2.3.2.1 Mechanismus ucinku

Podstatou tucinku je schopnost katalyzovat hydrolyzu p-1,4 glykosidickych vazeb
peptidoglykand, nachdzejicich se v bunécné stén€ predevs§im grampozitivnich bakterii.
Konktrétné jde o vazbu mezi molekulami N-acetylmuramové kyseliny a N-acetyl-D-
glukosaminu. Z pohledu chemické reakce jde o pfeménu acetalu na poloacetal [28]. Pro
srovnani neenzymova hydrolyza acetalu je reakce katalyzovand v kyselém prostiedi H" ionty,
zahrnujici protonaci atomu kysliku a ndsledné Sté€peni vazby C—O za vzniku alkoholu a
rezonan¢n¢ stabilizovaného karbokationu. Adici vody na karbokation vznikd poloacetal a
regeneruje se kyselé prostiedi H' iontid. Pro enzymatickou katalyzu pomoci lysozymu tak je
mozné v jeho struktufe v blizkosti reakéniho centra nalézt kyselé katalytické skupiny a
skupiny stabilizujici karbokation, pfedevSim Glu-35 a Asp-52([28]. Dle Philipsova
mechanismu tak enzymaticky katalyzovand reakce vypadd ve zjednodusené formeé
nasledovn&. V prvnim kroku se lysozym pfipojuje na bakteridlni bunéCnou sténu vazbou na
piislusnou hexasacharidovou jednotku, v druhém kroku Glu-35 poskytuje svij proton k
protonaci atomu kysliku ve sloZce bunécné stény a vazba C-O je poté rozst€pena z vzniku
rezonan¢n¢ stabilizovaného karbokationu, ktery je stabilizovdn ionizovanou skupinou Asp-
52. Nakonec v poslednim kroku dochdzi k adici vody z roztoku a reprotonaci Glu-35.

2.33 Funkce v Zivych systémech

Lysozym v organismu zabezpecuje pifedev§im ochranu vstupnich cest do organismu pred
invazi patogennich bakterii. Tuto roli plni jako sloZka slin, pfi ochrané vstupu dile do
travictho traktu. Ddle plsobi také jako slozka hlenu nosni sliznice chranici vstup do
dychacich cest nebo slz pro ochranu o¢niho kanalku a celkové o¢i jakoZto vysoce dulezitého
smyslového organu. Jeho pfitomnost v matefském mléce je také nutnd pro zachovani kvality
a aseptickych vlastnosti mléka.
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24 Kultivace mikroorganismu

Pro studium antimikrobidlnich vlastnosti je potfeba zvolit vhodny mikroorganismus a
vytvofit vhodné podminky pro kultivaci a vhodné zvoleni a provedeni antimikrobidlniho
testu na vhodnych zivnych padach.

24.1 Rozdéleni mikrobu

Mikroorganismy jsou velmi malé jednobunéné a pouze mikroskopicky viditelné
organismy. D¢Ii se pfevdzné na prokaryota (bakterie) a eukrayota (plisné, kvasinky).

Bakterie se déli na dvé hlavni skupiny podle barveni metodou dle Grama. Prvni skupinou
jsou bakterie nazyvané grampozitivni, které maji diky pfitomnosti vysokého obsahu
peptidoglykana v bunééné sténé a absenci vnéjsi vrstvy lipopolysacharidi na povrchu na
konci barveni modrofialovou barvu. Druhou skupinou jsou naopak gramnegativni bakterie,
které se barvi podle Grama pouze svétle rizové. Dal§i déleni bakterii muze byt podle
patogenity na nepatogenni a patogenni, které mohou vlivem produkce toxind raznych
vlastnosti zptisobovat nejrizné&jsi zdvazné nemoci.

2.4.2 Charakteristika testovacich bakterii druhu Bacillus subtilis

o4 Yev s

Bakterie rodu Bacillus patii mezi nejrozsifenéjSi bakterie, at' uz jde o prostfedi vody,
vzduchu nebo ptdy. Tvofi velmi rezistentni spory, které prezivaji i vysoky var, extrémni pH,
radiaci a vystaveni organickym rozpoustédlim. Tento mikroorganismus je také obavanym
kontaminantem v potravindiské praxi, ovSem otravy nejsou Casté a Ujmy jsou prevazné
kvalitativni. Tvoii proteolyticky enzym subtilisin [34;35].
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Obr. 4: Bakterie Bacillus subtilis barvené dle Grama [36]

243 Zivna média

Zivnd média by méla obsahovat Zivotn& ddlezité latky a hlavné vodu jako rozpoustédlo.
V praxi se jako zdroj zédkladnich Zivin pouZivd masovy vytazek z hovéziho masa (Beef
Extrakt). Jako zdroj peptidd, aminokyselin a rastovych faktord se pouziva bilkovinny
hydrolyzét (Pepton). V pifipadé pevnych médii je potfeba pouZzit latky zpeviiujici médium.
BéZné se pouziva se agar jakoZto suSend substance z motské tasy (Agar agar), kterd zpétne
bobtnd v pfitomnosti vody. Vhodnd hodnota pH média je pro bézné druhy okolo 7. Jako
zdroj manganatych iontl je vhodny piidavek malého mnozstvi siranu manganatého [37].
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2.4.4 Kultiva¢ni metody

Kultivaci se rozumi umélé namnoZeni bakterii, které je provadéno na Zivnych pudach za
ucelem ziskani Cisté kultury vhodné pro dany typ vyuziti. Kultivacnich metod je velkd fada
razného zaméteni. Déli se predevsim podle poZadavkt mikroorganismu na kyslik (aerobni a
anaerobni) a riznych typu slozek Zivnych pud. Ty jsou déleny dle pivodu na pfirozené a
umélé. Podle obsahu Zivin délime média na zdkladni a obohacené a podle konzistence na
tekutd, polotuhd a pevnd (agar) [37].

2.4.4.1 Kultivace v tekutych médiich

Metoda kultivace v tekutych substratech se pouziva pouze pro pomnoZeni kultury nebo
pro riznd stanoveni zdkalu, barvy a na antimikrobidlni testy. Je nevhodnd k izolaci Cistych
kultur bakterii.

2.44.2 Kultivace na pevnych médiich

Naopak metoda kultivace na pevnych médiich je vyuZivana pro zisk Cistych kultur. Tato
metoda je vhodna napf. na razné selektivni testy, napi. Endiv agar, MacConkeyav agar,
k diskové difuzni metod€ pouzivané k zjiSténi inhibicniho G€inku antimikrobidlnich l4tek na
narostlé kolonie a v neposledni fad€ také na pocitdni vzniklych kolonii [37].

245 Latky potlacujici rust

Do skupiny latek potlacujici rist mikroorganismt patii zejména latky zvané antibiotika.
Jsou jiz po staleti pouzivana k terapeutickym tcelim, at' uz nevédomé v podobé obkladu
z plesnivych potravin jiZz od davnych dob, nebo od objeveni penicilinu Alexandrem
Flemingem v roce 1928 v Iékové forme. Jde o heterogenni skupinu latek a neexistuje typickd
struktura. OvSem nejznaméjSim antibiotikem bude navZzdy penicilin.

Nejdulezitejsi vlastnosti antibiotik je jejich selektivnost, kdy nici urcité bakterie, tedy
puvodce infekce, ale pacienta v podstaté nijak nepoSkozuji, i kdyz je zndma fada
nezadoucich ucinkd, predevsim likvidace stfevni mikrofléry. Selektivnost je dana dGéinnosti
na razné druhy bakterii. Nejcastéji se pouZivaji Sirokospektra antibiotika ucinkujici na vice
bakterialnich druhl, naopak uzkospektra antibiotika zasahuji bud’ gramnegativni Ci
grampozitivni bakterie a Casto dokonce jen urcité bakteridlni rody. Vzhledem k riznym
ucinnostem se zavadi minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) nutna k potlaceni rustu a
minimdalni baktericidni koncentrace (MBC) nutnd k usmrceni bakterii [38].

Antimikrobidlni peptidy patii do skupiny bakteriocini a kvali pfipodobnéni
k antibiotikim se nazyvaji lantibiotika. Jde o latky produkované bakteriemi, které nici jiné
bakterie, jde tedy zifejmeé o typ pfirozené selekce vramci preziti. Nejvétsi vyhodou
antimikrobidlnich peptidi je moZnost zastoupeni klasickych antibiotik pfi boji s infekcemi
zpusobenymi multirezistentnimi bakteridlnimi kmeny [39].

24.6 Vyuziti mikrobialnich systému pri nékterych analytickych stanovenich

2.4.6.1 Stanoveni antimikrobidlni aktivity

Podstatou je aplikace antimikrobidlni latky na zacatku kultivace pro omezeni rastu, resp.
potlaceni ristu daného mikroorganismu, piipadné pfidani antimikrobidlni latky do jiz
narostlé kultury a sledovani jejiho inhibi¢niho vlivu. Je obvykle vyuZivano diskové difuzni
metody, kdy se na agarovou plotnu vlozi papirovy kruh o priméru 5 mm nasakly
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antimikrobidlni latkou a je sledovdna inhibi¢ni z6éna, nebo jen prosté naneseni roztoku
antimikrobidln{ latky na plotnu, pfipadné do predem vytvorené skuliny [37].

2.5 Vybrané metody analyzy a charakterizace peptidu a bilkovin

2.5.1 Absorp¢ni spektrofotometrie

Podstatou vSech metod je reakce proteinu s ¢inidlem piisluSné metody za vzniku zbarventi,
které je umerné koncentraci proteinu (za konstantnich podminek) dle Lambert-Beerova
zékona a je zmefitelné pomoci spektrofotometru pfi zndmé vlnové délce, kdy dochdzi k
maximu absorpce.

Zdroj zéateni spektrofotometru vysila svétlo o dané vlnové délce (urCity zafivy tok @) a
pomoci detektoru se detekuje kyvetou proslé zareni (urCity zafivy tok @). Z rozdilu hodnot se
vypocitd transmitance (1), tzn. relativni hodnota pro§lého zéreni, kterd nabyva hodnot od
nuly do jedné, pfipadné po vynasobeni stokrat odpovidaji hodnoty procentim.
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Obr. 5: Absorpce pri priichodu zdreni kyvetou se vzorkem [40].

Lambert-Beertiv zdkon je vztah mezi absorbanci a koncentraci dané latky. Vyjadfuje jej
rovnice (2), kde A je bezrozmérnd hodnota absorbance, ¢; je extinkéni koeficient (zdvisly na
vlnové délce, jednotka dm®*-mol™-cm™), I je délka optické drahy (tloustka kyvety, obvykle
1cm) a ¢ je koncentrace stanovované latky ve vzorku v mol-dm™. Absorbance souvisi
s transmitanci dle rovnice (3).

(2) A=¢g,-l-c=konst.-c
3) A=-logT

Z naméfenych hodnot absorbance u fady vzorka o vzrustajici koncentraci lze tak sestrojit
kalibrac¢ni zavislost (kfivku; piimku). Lambert-Beeriv zdkon je splnén jen pro ziedéné

roztoky do koncentrace cca 10? mol-dm™. Proto pfi pouZiti piili§ koncentrovanych roztoki
nebo piipadném nadbytku barviva ¢i ¢inidla maze dochazet k deformaci kalibracni kiivky.
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Obr. 6: Oblast platnosti Lambert-Beerova zdkona [40].

2.5.1.1 Biuretovd metoda stanoveni celkovych proteinii

Metoda je zaloZend na chelataci médnatého iontu imidovymi strukturami polypeptidu
ionizovanymi v siln€ alkalickém prostfedi za vzniku Cerveného komplexu. Ndzev vychdzi ze
slouceniny biuret, coZ je sloucenina vznikajici tavenim mocoviny za odStépeni amoniaku a
slouZici jako model peptidové vazby, kterd vytvaii barevny komplex s medi.

Se stanovenim interferuji latky redukujici méd’, jako napt. glukéza, nebo na sulthydryové
skupiny bohaté proteiny, amonné soli nebo nékteré fosfaty. Metoda je vhodnd pro vzorky
obsahujici 1 aZ 10 mg proteinu v ml, které se fedi zhruba pétkrat pridinim cinidla na
konec¢nou koncentraci 0,2 aZ 2 mg proteinu na ml.

Biuretové Cinidlo se sklada ze siln€ alkalického (NaOH) roztoku skalice modré a vinanu
sodno-draselného. Tmaveé Cervené zbarvené roztoky pak poskytuji maximum absorbance pfi
550 nm [50].

2.5.1.2 Metoda Hartree-Lowryho

Pivodni metoda Lowryho z roku 1951 je zaloZena na dvouslozkovém Ccinidle. Prvnim je
biuretové a druhym je Folin-Ciocalteau cinidlo na fenoly. Jde o reakci polykyselin
fosfomolybdenové a fosfowolframové, které se redukuji tyrozinovymi zbytky proteind a
barvi se pak modfe a poskytuje nejvyssi absorbanci pfi 650 nm.

Vroce 1972 Hartree metodu modifikoval, kdy pouZil odliSnou kompozici Cinidel a
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metoda se tak stala citlivéjsi [S0].

2.5.1.3 Metoda dle Bradfordové

Metoda vyuZzivd vazby barviva Coomassie (Briliant Blue G250) na protein v kyselém pH.
Vazba je realizovana dvéma zpusoby. Prvnim je vazba trifenylmethanové skupiny barviva na
nepoldrni Cast proteinu a druhd spocivd ve vazbé sulfoskupiny na vedlejsi fetézce
aminokyselin nesouci kladny ndboj (napf. arginin a lysin). Pfi vazbé na protein dochdzi
k barevné zmeéng, kterd je imérnd mnoZstvi proteinu. MeEfi se pti 595 nm. Citlivost metody je
zhruba tfikrdt vétSi neZ ostatni metody. Stanoveni je ruSeno nékterymi detergenty, napf.
SDS [50].

2.5.14 Bicinchoninovd metoda

Metoda vyuziva alkalické redukce meédnatého iontu na meédny protein a ndsledné
chelataci méd’'ného iontu kyselinou bicinchoninovou za vzniku ¢erveného zbarveni, které je
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meéfeno pii vinové délce 562 nm. Citlivost zavisi na teplot€ a dob¢ inkubace a interferuji
napf. amonné ionty a sacharidy [50].

2.5.1.5 Absorpcni spektrum v UV oblasti

V proteinu absorbuji urcité slozky, které se nazyvaji chromofory (jde o = > ). Elektrony
7 mohou pfi excitaci prechdzet do antivazebného MO.

Proteiny obsahujici fenolové nebo indolové struktury, tedy tyrosin a tryptofan absorbuji
UV svétlo v oblasti spektra okolo 280 nm. Naopak fenylové struktury (fenylalanin) absorbuje
jen velmi slabé. Pii kratSich vlnovych délkach, napf. pfi 235 nm, resp. 225 nm absorbuji
pievazné disulfidické, resp. peptidové vazby.

Proméfeni UV spektra je nutné napf. pro chromatografickou analyzu pomoci PDA
detekce pro zjiSténi maxima [40;50]

2.5.2 Gelova elektroforéza

Elektroforéza je praktickd a obecné pouzivand metoda pro analytické d€leni a stanoveni
molekulové hmotnosti proteinti. Vyuzivd migrace iontd proteini ve stejnosmérném
elektrickém poli v poréznim gelu, separace je tak zaloZena na rozdilné elektroforetické
pohyblivosti a na velikosti molekul, dle velikosti péra gelu.

BéZné pouzivanym gelem je inertni, mechanicky pevny a prihledny polyakrylamidovy
gel, ktery skytd mozZnost piipravy nosice ruznych pfedem urCenych vlastnosti (hustota
zesitovani, gradient hustoty aj.). Takovyto druh elektroforézy se oznacuje zkratkou PAGE,
mezi dalSi metody patii elektroforéza na agarosovém gelu vhodné pfedev§im pro stanoveni
relativni molekulové hmotnosti nukleovych kyselin.

Polyakrylamidovy gel vznikd kopolymerizaci akrylamidu (AA) a metylenbisakrylamidu
(BIS), kterd je zahdjena volnymi radikaly vzniklymi pfi rozpadu APS (amonium persulfate,
neboli peroxodisiran amonny). Radikdly jsou stabilizovany ptfidavkem latky TEMED, coz je
tetrametyletylendiamin. Fyzikdlni vlastnosti gelu a velikost pérd jsou dany podilem
polyakrylamidu v gelu a stupném zesitovani (stupenn 1ze ménit zmeénou poméru AA/BIS).
Nejcastejsi koncentrace AA jsou v rozmezi 3 — 15% (znaceno % T), pfiCemZ koncentrace
BIS obvykle odpovida 5% celkového mnoZstvi AA (znaci se % C) [50].

Uspotadéni elektroforézy byva obvykle tenkovrstvé, a to v horizontdlni nebo vertikalni
poloze podle typu aparatury. V pokrocilejSich separacich se pouzivd kombinace dvou
koncentraci gelt. Délici (separacni) gel, ktery je hustéjsi se prekryje asi 1 cm zaostfovaciho
(startovniho) gelu s velkymi pory.

Zaostiovaci a vzorkovaci pufr (pfiddvany do vzorku) obsahuji Tris-HCI pufr, jehoZz pH
(6,8) je zhruba o dvé jednotky nizsi, nez pH pufru délictho gelu (8,8; 9,2). Elektrodovy
roztok obsahuje ovSem Tris-Glycinovy pufr o pH 8,3 nebo 8,8. Podstatou je, Ze v prostiedi
niz§i. Za zénou chloridd nasleduji zény bilkovin sefazené podle elektroforetickych
pohyblivosti. Posledni zénu tvoii glycin. Takto sefazené ionty se pohybuji stejnou rychlosti.
Po vstupu sefazenych iontd do déliciho gelu, ktery ma vyssi pH, se glycin stava druhym
barviva (bromfenolovd modr) ke vzorku, které vytvafi ostry pruh putujici s ¢elem.

Hodnoty intenzity proudu a napéti jsou obvykle nastaveny po celou dobu elektroforézy na
konstantni velikost [50].
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2.5.2.1 Laemmli-SDS-PAGE

Castou variantou PAGE je elektroforéza v pfitomnosti SDS, ktery se vaZe na bilkoviny
v pom¢éru piiblizné 1,4 g SDS na g bilkoviny a ud€luje jim uniformni néboj. Pfesnd povaha
takto vzniklych utvara neni pfesné znam4, ale je pravdépodobné, Ze jde o miceldrni strukturu,
uvnitt které dochdzi k nekovalentnim interakcim mezi uhlovodikovymi feté€zci dodecylsiranu
a hydrofobnimi oblastmi bilkoviny. Nabité skupiny na povrchu micely jsou pak v kontaktu
s pufrem. Celkovy nédboj Céstice je pfitom zdporny [S50].

Aby tyto Castice mohly vzniknout, je tfeba nejprve zredukovat disulfidické mustky, napf.
pomoci merkaptoethanolu a proteiny celkoveé denaturovat i zvySenou teplotou v rozmezi 60 —
100 °C. Vzniklé asociaty maji uniformni zdporny naboj, tvar tyCinky o konstantnim priméru
a délce imeérné relativni molekulové hmotnosti. Nutny je pridavek SDS jak ke vzorku, tak 1
do gelu.

Metoda je vhodna k déleni proteinti idedln€ nad 20-30 kDa. Pro separaci mensich proteint
je nutno pouzit vy$Sich koncentraci gelu, ptipadné je nutny pfidavek mocoviny piimo do
gelu, coz zabrariuje migraci malych peptidi s asociaty [41].

Barveni gelu pro detekci byva bézné realizovdno pomoci barviva Coomassie Brilliant
Blue G250, piipadneé stiibrem (AgNOs) [41;42;50].

2.5.2.2 Tricine-SDS-PAGE

Pro déleni malych peptidd do 10 kDa je potieba modifikovand verze SDS-PAGE.
Modifikace spocivd v jiné volbé katodového pufru, kdy je komponenta Tris nahrazena
Tricinem [42]. Piinos Tricine-SDS-PAGE pro separaci velmi malych proteina je patrny na
modelovém piikladu (Obr. 7).

Dalsi odliSnosti oproti standardnimu Laemmliho feSeni je pfidavek mocoviny o
koncentraci 6 mol/dm> , kterd zneznamych davodu brzdi vznik Cc¢astic SDS-kratky
protein [41;42].
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Obr. 7: Srovndni rozdéleni bromkyanovych fragmentit z myoglobinu pri pouZiti Tricine-SDS-
PAGE (a) a Laemmli-SDS-PAGE (b) s pouZitim (10%T; 3%C) gelu [42].
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2.5.3 Vyuziti chromatografie v analyze proteinu

2.5.3.1 Princip chromatografie

Chromatografie patii do analytickych separaCnich metod. Jejim zdkladnim principem je
pruchod stanovované latky unasené mobilni fazi (pohyblivou) a rozdéleni mezi mobilni a
staciondrni (nepohyblivou) fazi.

Jednotlivé slozky vzorku tak mohou byt staciondrni fazi zachycovany a na urcity Cas
zdrzeny oproti mobilni fazi. Vice se zdrzuji ty slozky, které jsou staciondrni fazi poutdny
siln€ji. Poté jsou v rizném cCase opét eluovany a na vystupu zachyceny napf. on-line
prutokovym detektorem nebo jako frakce a nasledné detekovany jinym zptsobem [40].

2.5.3.2 Zdkladni déleni chromatografickych metod

Chromatografické metody mohou byt déleny podle raznych parametra [40].
Podle skupenstvi mobilni faze:
¢ Kapalinova chromatografie — (LC) mobilni fazi je kapalina
¢ Plynova chromatografie — (GC) mobilni fiz{ je plyn
Podle uspofaddni staciondrni faze:
¢ Kolonova - stacionarni faze je umisténa v trubici
e Papirova — staciondrni faz{ je chromatograficky papir
e Tenkovrstva —stacionarni fazi je obvykle hlinikovd folie potaZzend poréznim
materidlem
Podle povahy déje prevladajiciho pfi separaci:
* Rozdélovaci chromatografie — zdkladni technika, kdy je vzorek rozd€lovan mezi
staciondrni a mobilni fazi o rizném nebo stejném skupenstv{
¢ Adsorpcni chromatografie — separace je zavisld na rozdilné schopnosti adsorbovat
se na povrch staciondrni faze
¢ Jontoménicova chromatografie — separace je fizena elektrostatickymi silami mezi
ionty vzorku a funk&nimi skupinami stacionarni faze (iontomenic)
e Gelova chromatografie —slozky se separuji dle velikosti na poréznim gelu,
uplatriuje se sitovy efekt (mensi molekuly se zdrzuji déle)
e Afinitni chromatografie — stacionarni fize vaze pouze urcité slozky, ke kterym ma
vysokou afinitu

2.5.3.3 Vysokouicinnd kapalinovd chromatografie (HPLC)

Mobilni fazi je zde kapalina. Moderni pfistroje jsou natolik ucinné, Ze jsou oznaCovany
HPLC (High Performance Liquid Chromatography). O separaci rozhoduje mimo interakce
vzorku se staciondrni fazi také volba mobilni faze [40]. Béhem separace je analyt rozd€lovan
mezi staciondrni a mobilni fazi a Cas, ktery stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisi na afinité ke
kazdé z nich. Dfiive se pouZzivaly polarni stacionarni fize a nepoldrni mobilni faze, kdy tento
typ byl vhodny pro poldrni vzorky, které ovSem nebyly vrozumném cCase eluoviny
z kolony [39]. Proto je v dneSni dobé obvyklé pouZziti metody Reversed Phase High
Performance Chromatography (RP-HPLC), kdy jsou polarity fazi prohozeny. Staciondrni
faze je nepolarni, obvykle vlivem alkyli vazanych na silikagel (obvykle patentované
komer¢ni feseni) a mobilni faze je poldrni (voda, acetonitril, methanol).
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Retence sloZek roste s jejich klesajici polaritou a zvétSujici se polarni ¢asti molekul a je
vhodna pro vSechny typy vzorkl. Tento typ rozd€lovaci chromatografie je vhodny predevsim
pro déleni latek mensich aZ stfednich relativnich molekulovych hmotnosti [40].

Kapalinovy chromatograf se skldda z Cerpadla, sméSovaciho a davkovaciho zafizeni a
predevsim z vhodné ndplinové kolony. Kolony mohou mit riznou délku, vnitini primeér a
predevsim néaplii a mohou byt pfizpasobeny na detekci raznych latek, napt. malych peptidi.
Kolony byvaji také termostatovany na konstantni teplotu.

Mezi metody detekce pafi spektrofotometrickd zatizeni (v praci bylo vyuZito detekce
diodovym polem), didle muze byt vyuzit také refraktometricky, elektrochemicky,
fluorescencni detektor nebo hmotnostni spektrometr [40;60].

fotodiodové
pole

zdroj pratodna
zaleni kyveta L

Obr. 8: Schéma detekce pomoci diodového pole (PDA) [40].

Vysledkem separace vzorku metodou kapalinové chromatografie je chromatogram
(Obr.9). Jde o zavislost intenzity signdlu na Case kde h je vySka piku, Y Sitka piku
v zdkladng, Y, Sitka piku v poloviné vysky, A plocha piku a ¢, retencni Cas, po ktery se
slozka zdrZzi v kolon&. Prvni pik nebo piky jsou nazyvédny inerty a reprezentuji latky
prochdzejici kolonou bez zdrzeni, stejné jako nosnd mobilni faze [40].
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Obr. 9: Chromatogram HPLC [40].
Kbvalitativni analyza
Pro identifikaci dané latky je podstatné umisténi maxima piku v chromatogramu,
piedevSim na Casové ose dle retencniho Casu.

Kvantitativni analyza

Plocha piku, resp. jeho velikost obvykle roste se vzrustajici koncentraci stanovované
slozky vzorku. V modernich HPLC systémech je plocha piku pocitdna integraci v piisluSném
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vyhodnocovacim programu. Prepocet plochy piku na koncentraci je pak realizovdn pomoci
interni nebo extern{ kalibrace s vyuzitim sady roztoka standardi o zndmé koncentraci.

2.5.34 Specifika analyzy peptidit metodou RP-HPLC

Volba stacionarni faze

Pro biopolymery nad 2 kDa je vhodnd chromatografie na obricenych fazich (RP)
s kolonou obsahujici dlouhé fetézce vdzané na silikagelu [40;43]. Vhodné je hlavné pouZiti
RP-HPLC skolonou navrzenou pro deéleni peptidd, kterd ma obvykle charakter
molekulového sita.

Volba mobilni faze

Hlavnimi rozpoustédly v RP-HPLC jsou polarni latky voda, methanol, acetonitril a THF.
V praxi se obvykle pouZivd voda v kombinaci slevnym a udcinnym methanolem, nebo
draz§im a z hlediska viskozity lepSim acetonitrilem.

Rostouci podil organického rozpoustédla zvySuje elucni silu a sniZuje reten¢ni Cas a také
pomeér rozpoustédel ovliviiuje selektivitu pro rizné analyty [40].

2.6 Metody enkapsulace peptida a analyzy enkapsulovanych ¢astic

2.6.1 Liposomy

Jsou to malé vesikuly tvofené hydrofobni fosfolipidovou dvojvrstvou, které mohou byt
uni- nebo i multilameldrni. Mezi vrstvami fosfolipidi je uzaviena hydrofilni faze, kam
mohou byt enkapsulovdny rtzné polarni latky. Pokud je zamérem enkapsulovat latky
hydrofobni, je mozné je naopak zabudovat do lipidové dvojvrstvy.

Prvni liposomy pfipravil A.D. Bangham jiZ v 60. letech [44]. V nésledujicich desetiletich
byly liposomy intenzivné studovdny za ucelem terapeutické aplikace v podobé l€Civ se
zvysenou Ucinnosti a pozvolnym uvoliovanim. Bylo vyvinuto n€kolik metod piipravy a je
mozné vytvofit liposomy s riznym povrchovym nabojem nebo velikosti.

%1%888 868 JJ pr g enkapsulované castice

Q
°§ O 0?%0 lipidova dvojvrstva
: ;g O E$— hydrofobni skupiny
%:% O 3:? hydrofilni skupiny
za” O og&s T

Obr. 10. Model liposomu [46].
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2.6.1.1 Chemické sloZeni liposomii

Zakladni slozkou pro piipravu liposomt je kyselina fosfatidovd, resp. jeji estery s
alkoholem, napf. derivity glycerolu, sterolu. Pro pfipravu se tak pouZivd naptiklad
fosfatidylcholin (lecitin), pro stabilizaci membran se pfiddva cholesterol. Fosfolipidy jsou ve
vodném prostfedi velmi omezené rozpustné, a tak se v takovéto disperzi reorganizuji do
dvojvrstev. Dvé vrstvy fosfolipidi obsahujici hydrofobni fetézce se orientuji témito fetézci
k sobé a hydrofilni fosfatovou hlavi¢kou k okolnimu vodnému poldrnimu prostiedi.

2.6.1.2 Rozdéleni liposomii

Dle struktury lze d€lit liposomy na:
e Malé unilameldrni vesikuly (SUV) o velikosti 20 - 50 nm
e Velké unilamelédrni vesikuly (LUV)o velikosti nad 100 nm
e Multilamelarni vesikuly (MLV)o velikosti 100 - 20 000 nm

Obr. 11. Typy liposomdlni cdstic [45].

Dle nédboje je moZzno liposomy dé¢lit na:
e Neutralni
e Kladné nabité (kationické)
e Zaporn€ nabité (anionické).

2.6.1.3 Stabilita liposomi
Pro udrzeni fyzikdlni stability liposomovych Castic v suspenzi je dulezity naboj, protoze
zabranuje agregaci Castic. Z toho divodu jsou napf. neutrdlni liposomy nachylné na agregaci
a naslednou sedimentaci. Velikost povrchového ndboje urcuje zeta potencidl prostiedi.
Chemickd stabilita miZe byt narusena hydrolyzou esterovych vazeb, piipadné oxidaci
vazeb na uhlovodikovém konci.

2.6.2 Enkapsulace latek do liposomu
Pro enkapsulaci je potfebné definovat ndsledujici pojmy:
¢ Enkapsulovany objem (pul/umol)
Jde o membranou uzavieny objem latky vztaZeny na jednotku lipida.
¢ Enkapsulacni dc¢innost (%)
Jde o podil enkapsulované latky k jejimu pivodnimu mnozstvi.

Postup enkapsulace je zdvisly na metod€ piipravy, ovSem elementdrné se provadi
pfidanim fosfolipidu k roztoku enkapsulované latky a ndslednym rozmichdnim. Enkapsulacni
ucinnost je primarné ovliviiovdna enkapsulovanou l4tkou, ovSem svoji roli zde hraje i pouZitd
metoda enkapsulace [44;61].
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2.6.2.1 Ultrazvukovd enkapsulace

K vodnému roztoku vzorku enkapsulované latky je pfidin napf. séjovy lecitin a
cholesterol v ur¢itém poméru a pomoci zdroje ultrazvuku je smés po urcity €as intenzivné
promichédvéna.

2.6.2.2 Ethanolové vstiikovani

Etanolovy roztok lecitinu, ktery byl ziskdn acetonovou a etanolovou extrakei z vaje¢ného
Zloutku [50] je pomoci injek¢ni stiikacky vstfikovan do vodného roztoku vzorku l4tky uréené
k enkapsulaci, kde nasledné¢ zacinaji tvofit liposomy.

2.6.2.3 Metoda TLE

Smés soéjového lecitinu a cholesterolu je spolu srozpousStédlem (methanolem a
chloroformem v ur€itém pomeéru) odpafena na vakuové rotacni odparce a poté je do smési
pfidan roztok vzorku ve fosfatovém pufru o teploté 40 °C.

2.6.3 Moznosti aplikace a stabilizace antimikrobialnich latek v potravinach

Liposomy jsou v rozumném mnoZstvi netoxické, protoZe jsou pfirozenou soucdsti vSech
enzym a tedy i antimikrobidln{ latky. Tyto latky se pak mohou do okoli uvoliiovat postupné a
mohou pusobit delsi dobu. Zaroven pokud jde napt. o jednoduché liposomy, ty jsou v prvni
Casti traviciho traktu rozloZeny vlivem nizkého pH a postupné degradovény.

V rdmci experimentdlni Casti byly pfipravené liposomové Castice s enkapsulovanymi
antibakteridlnimi peptidy podrobeny testovani ve ¢tyfech modelovych potravindch a po Case
byla zjiStovdna jejich stabilita a uvolnéné mnozstvi. Také byla otestovdna stabilita v
Zalude¢ni, pankreatické a ZluCové Stave.

2.6.4 Charakterizace ¢astic metodou DLS

Jde o metodu vyuzivajici dynamického rozptylu svétla (DLS), kdy je pomoci osvétlovani
Castic vzorku laserem meéfena fluktuace intenzity rozptyleného svétla. Rozptyl svétla je
tvofen pravé koloidnimi Cdsticemi, které se v roztoku ndhodné pohybuji podle Brownova
pohybu. M¢étenim ziskané informace o Brownové pohybu jsou poté pomoci vhodného
software pfevadény do vztahu s velikosti Castic [47] dle pfisluSnych rovnic. Vysledkem je
integrdlni a distribu¢ni funkce daného souboru ¢éastic. Pomoci nédstavce na kyvetu (elektrod)

je mozné méfit dalsi parametr, a to {-potencidl.
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Obr. 12:Distribuce cdstic dle poctu, objemu a intenzity [47;48].
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Obr. 13: Schématické zndzornéni rozptylu svétla a jeho ndsledné detekce [47].

2.6.4.1 Zeta potencidl

Pro veskeré elektrokinetické jevy je potfeba nenulovd hodnota elektrokinetického
potencidlu ({- potencidlu), jinak by nemohla fungovat napf. elektroforéza. Rovnéz pro
stabilitu liposomu je jeho hodnota vysoce dulezitd. Hodnota {- potencidlu se u liposomu
obvykle pohybuje od 30 mV do 100 mV absolutniho ndboje (nad 30 mV, resp. pod -30 mV)
a hodnoty okolo nuly se souhrnné nazyvaji hrani¢ni - potencidl, kdy jsou jiZ Céstice
s takovym ndbojem malo stabilni. Potencidl je ovliviiovan pfitomnosti elektrolyta [62].
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Obr. 14: Schématické zndzorneni elektrostatického potencidlu [48].
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CIL PRACE

Cilem price je testovdni moZnosti enkapsulace antimikrobidlniho peptidu nisinu do
organickych Castic. Soucasti prace je feSeni nasledujicich dil¢ich dkola:

Optimalizace metod stanoveni koncentrace nisinu a lysozymu, véetné konvenc¢nich
spektrofotometrickych a vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Optimalizace identifikace nisinu a lysozymu pomoci SDS-PAGE.

Studium antimikrobidlni aktivity nisinu a lysozymu na kulturdch Bacillus subtilis
v tekutych i pevnych médiich.

Enkapsulace nisinu a lysozymu do liposomu, analyza enkapsulovanych ¢astic a
studium stability ¢4stic v modelovych podminkéch.

Aplikace enkapsulovanych peptidi do modelovych potravin.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité mikroorganismy

V této prici byla pouzita bakteridlni kultura Bacillus subtilis CCM 2793, kterd pochazi
z Ceské sbirky mikroorganismé Masarykovy univerzity v Brné.

4.2 Pouzité standardni chemikalie
e Nisin, Sigma — Aldrich (Némecko)
® Lysozym, Serva (Némecko)
e BSA,Sigma — Aldrich (Némecko)

&
N
[

Chemikalie pouzité na spektrofotometrické stanoveni

Modri skalice (pentahydrat siranu méd'natého), Lach-ner (CR)
Vinan sodno-draselny, Lachema (CR)

Hydroxid sodny, Lach-ner (CR)

Uhlicitan sodny, Lach-ner (CR)

Folin-Ciocalteau ¢inidlo, Serva (Némecko)

Coomassie Brilliant blue G250,Serva (Némecko)
Ethanol,Lach-ner (CR)

Kyselina fosforecnd,Lach-ner (CR)
4,4"-dikarboxy-2,2"-bichinolin (dvojsodna sul), Sigma — Aldrich (Némecko)
Vinan sodny,Lach-ner (CR)

Hydrogenuhligitan sodny, Lach-ner (CR)

=
A
o

Chemikalie pouzité na elektroforézu

N,N’-metylenbisakrylamid, Serva (Némecko)
Akrylamid, Serva (Némecko)

Akrylamid (Rothiphorese),Roth (Némecko)

Tris, Serva (Némecko)

Tricine, Serva (Némecko)

SDS, Serva (Némecko)

APS, Serva (Némecko)

TEMED,Serva (Némecko)

Coomassie Brilliant Blue G250, Serva (Némecko)
Chloroform,Lach-ner (CR)

Methanol,Lach-ner (CR)

Kyselina octovd,Lach-ner (CR)

Protein test mixture 6 for SDS PAGE, Serva (Némecko)
Recombinant SDS PAGE Protein Marker 10— 150 kDa PLUS, liquid mix, Serva
(Némecko)

4.2.3 Chemikalie pouzité na HPLC

e Acetonitril pro HPLC, Sigma — Aldrich (Némecko)
e Kyselina trifluoroctovd, Lach-ner (CR)
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424 Chemikalie pouzité na kultivaci Bacillus subtilis
Agar Powder, Himedia (India)

Pepton, Himedia (India)

Hoveézi extrakt, Difco laboratories (USA)

Siran manganaty, Lach-ner (CR)

4.3 Pristroje a pomicky

4.3.1.1 Pristroje

® Thermo Scientific Finnigan Surveyor PDA Plus Detector

e Thermo Scientific Finnigan Surveyor Pump

e Koloidni DLS analyzétor Zetasizer ZS, Malvern (UK)

e IMPLEN Nanophotometer UV-VIS

e ELISA ReaderBioTek ELx808

e Sada BIORAD Mini-PRTOEAN

® Zdroj stejnosmeérného proudu

e Ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HS3200, Bandeline

® Rotacni vakuova odparka

e [aminarni box Aura mini, Bioair

e Temperovand tiepacka Heidolph Unimax 1010, Labicom (CR)

® Analytické vahy, Boeco, (Némecko)

¢ (entrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen, (Némecko)

e Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)

e Termostat LS-35, (CR)

e Termostat IP 60, LTE Scientific, (Némecko)

e Kolona Phenomenex - Aeris Peptide 3,6u XB-C18 New Column 150x4,6mm
4.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteinu a peptidu

V rdmci optimalizace metod stanoveni antimikrobidlnich latek nisinu a lysozymu byly
vyzkouSeno Ctyfi zdkladni metody kvantitativni analyzy proteint. Jako srovnavaci protein
byl pouZzit albumin (BSA). Nakonec bylo také proméfeno elektronové absorpcni spektrum
v UV c¢asti spektra u vSech proteinti véetné referencniho BSA.

Postupovéno bylo v piipad€ biuretové, Hartree-Lowryho metody a metody Bradfordové
podle navodu [50] a v pfipadé bicinchoninové metody podle protokolu The Colorimetric
Detection and Quantitation of Total Protein [51].

Kalibra¢ni zdvislost koncentrace proteinu na absorbanci byla sestrojena na zdklad¢é dat
ziskanych méfenim absorbance roztokii o zndmé koncentraci (po reakci s Cinidlem
pfisluSnym dané metod€) na spektrofotometru pii dané vlnové délce odpovidajici pouzité
metod&. Redéni roztokd bylo realizovdno destilovanou vodou.

44.1 Biuretova metoda

Do jednotlivych zkumavek byla z pfipraveného roztoku proteinu o koncentraci 3 mg/ml
série standardd v rozmezi koncentraci 500 — 3000 pg-ml™ a ke kazdému vzorku bylo piidano
0,3 ml biuretového Cinidla. Po 30 minutdch inkubace za laboratorni teploty byla zmeéfena
absorbance pti 550 nm proti slepému vzorku neobsahujici protein.
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Na ptipravu 100 ml biuretového Cinidla byly pfipraveny nasledujici chemikélie [52].
e (0,15 g pentahydratu siranu médnatého
® (0,6 g vinanu sodno-draselného (tetrahydrétu)
¢ 30 ml hydroxidu sodného o koncentraci 10%

Po rozpusténi uhliCitanu a vinanu v hydroxidu byla smé&s doplnéna na 100 ml dest. vodou.

44.2 Metoda Hartree-Lowry

Byl piipraven zdsobni roztok proteinu o koncentraci 0,3 mg-ml™ a z n&j byla vytvofena
série kalibratnich standardd o koncentraci vrozmezi 30— 150 ug-ml™. U nisinu bylo
provedeno vZdy o jednu mezikoncentraci vice pro pfipadné odhaleni ndhodnych fluktuaci.

Do kazdé zkumavky bylo ptfiddno 0,9 ml Hartree-Lowryho ¢inidla A a roztoky byly
inkubovany pfti 50 °C po dobu 10 minut. Po inkubaci byly ochlazeny na laboratorni teplotu a
po pfidéni 0,1 ml Cinidla B byly ponechdny 10 minut pfi laboratorni teploté. Nakonec bylo
pfiddno mnoZstvi 1 ml €inidla C (zfedéné Folin-Ciocalteau €inidlo) a opét inkubovano pfi
50 °C po dobu 10 minut. Nésledné byla na spektrofotometru zméfena absorbance pti 650 nm
proti slepému vzorku neobsahujici protein.

Meéfeni bylo provedeno pro srovnani na ELISA readeru s vyuZitim jeho spektrofotometru,
ovSem jelikoZ neobsahuje monochromdtor, tak pouze pfi nejbliZzs§i dostupné vlnové délce
630 nm.

Na pripravu 100 ml ¢inidla A bylo pfipraveno néasledujici mnoZstvi chemikalif [50].
e 10 g uhlicitanu sodného
¢ 1 g vinanu sodno-draselného (tetrahydritu)
¢ 50 ml hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol-dm™

Po rozpusténi uhli¢itanu a vinanu v hydroxidu byla smés doplnéna na 100 ml dest. vodou.

Na pripravu 100 ml ¢inidla B bylo pfipraveno nasledujici mnoZzstvi chemikalii [50].
¢ 1 g pentahydrétu siranu médnatého
e 2 g vinanu sodno-draselného (tetrahydritu)
¢ 10 ml hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol-dm™

Po rozpusténi skalice a vinanu v hydroxidu byla smés doplnéna na 100 ml dest. vodou.

4.4.3 Metoda dle Bradfordové

Sada kalibragnich standardu o koncentraci 25 — 150 ug-ml" byla pfipravena ze zasobniho
roztoku o koncentraci 1,5 mg-ml'1 pfidanim urcitého mnozstvi do kazdé a doplnénim na 1 ml
destilovanou vodou.

Po pfidani 2 ml ¢inidla a 5 minutové inkubaci za laboratorni teploty byla zméfena
absorbance pti 595 nm.

Na pripravu 100 ml ¢inidla bylo pfipraveno nasledujici mnoZstvi chemikalii [50].

¢ 10 mg barviva Coomassie Briliant Blue G250
¢ 10 ml kyseliny fosforecné o hmotnostni koncentraci 88%
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e 4,7 ml ethanolu o hmotnostni koncentraci 96%

Barvivo bylo rozpusténo v ethanolu a po pfidani kyseliny fosforecné byla smé&s zfiltrovana
a doplnéna na 100 ml destilovanou vodou.

444 Bicinchoninova metoda

Byl piipraven zdsobni roztok proteinu o koncentraci 2 mg-ml”' a z n&j byla pfipravena
fada kalibracnich standardt o koncentraci 125 — 2000 p g-ml'l.

Z takto vytvofenych roztoki bylo ve zkumavkach pfiddno k 50 ul vzorku I ml BCA
¢inidla a ponechdno inkubaci pti 50 °C po dobu 30 minut. Poté byla zmé&fena absorbance pfi
562 nm proti slepému vzorku. BCA ¢inidlo vzniklo smichanim 50 dila ¢inidla B s 1 dilem
¢inidla B.

Na piipravu 100 ml ¢inidla A bylo ve 100 ml destilované vody rozpusténo navizené
mnoZstvi nédsledujicich chemikalii [51;53]:
1 g disodné soli kyseliny bicinchoninové
1,71 g uhlic¢itanu sodného
0,160 g vinanu sodného
0,4 g hydroxidu sodného
0,95 g hydrogenuhlicitanu sodného

Na ptfipravu 10 ml ¢cinidlaB bylo v 10 ml rozpusténo 0,4 g pentahydritu siranu
meédnatého.

4.4.5 Stanoveni absorp¢niho spektra v UV oblasti

Absorp¢ni spektrum bylo proméfeno se vzorky o koncentraci 0,3 mg-ml'1 na
spektrofotometru v rozmezi vlnovych délek 200 — 400 nm a ze ziskanych elektronovych
absorpc¢nich spekter byla pfiblizn€ odvozena struktura a mnozstvi chromofora.

4.5 SDS-PAGE

4.5.1 Laemmli-SDS-PAGE

Ptiprava vertikdlni elektroforézy s pufry podle Laemmliho [54] probihala podle protokolu
BIORAD [55], kdy bylo pouZito uvedené mnoZstvi akrylamidu, pufru, roztoku SDS a
ultracisté vody Milli-Q pro docileni koncentrace gelu 8 %, resp. 15 %. Byl pouZit komercni
roztok akrylamid/bisakrylamid Rothiphorese od firmy Roth.

Elektroforéza byla provedena ve dvou variantich s rozdilnou koncentraci moc€oviny, kterd
byla do roztoku pfiddna v mnoZstvi 3,604 g, resp. 4,805 g, coZ odpovidd vysledné
koncentraci 6 mol-dm™, resp. 8 mol-dm™ na cely roztok. Do roztoku obsahujiciho vétsi
obsah mocoviny bylo pfidano vice APS a TEMED pro lepsi iniciaci polymerace a rychlejsi
tuhnuti, a to 60 ul APS a 7 ul TEMED. V piipadé€ roztoku s 6 mol/dm® mo&ovinou &nilo
mnoZzstvi pridaného APS a TEMED 50 ul, resp. 5 ul. Priprava zaostfovaciho 8% gelu
probéhla jiz piesné podle protokolu BIORAD [55], stejné€ jako piiprava roztoku SDS, APS,
vzorkovaciho, gelového a elektrodového pufru.

Jako standard byl zvolen proteinovy standard SERVA Recombinant SDS PAGE Protein
Marker 10-150 kDa PLUS Liquid Mix a elektroforéza byla provedena se vzorkem
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lysozymu a dvéma vzorky nisinu. Elektroforéza probihala z podminek 100 V, 400 mA a
barveni bylo provedeno pomoci Coomassie Briliant Blue G250.

4.5.2 Tricine-SDS-PAGE

Modifikovand metoda elektroforézy urCena pro déleni malych peptidi byla provedena
podle protokolu NATURE [42]. Gel obsahoval rovné€Z mocovinu a katodovy pufr obsahoval
namisto slou€eniny Tris Tricine. Zaostfovaci gel byl zvolen o koncentraci 4 % a separacni
gel 16 %. Namisto komercniho roztoku Rothiphorese jako v predchozim piipadé byl
pfipraven samostatny roztok (49,5% T, 3% C) smichdnim 48 g akrylamidu a 1,5¢g
bisakrylamidu se 100 ml Milli-Q vody.

Jako standard byl pouzit proteinovy standard SERVA Protein Test Mixture 6 pro SDS
PAGE obsahujici mensi peptidy (od 6,5 kDa). Elektroforéza probihala za podminek 100 V,
400 mA a barveni bylo provedeno pomoci Coomassie Briliant Blue G250.

4.6 Stanoveni koncentrace nisinu metodou HPL.C

Nadalsi analyzu pomoci RP/HPLC bylo vyuZito zafizeni Thermo Scientific Finnigan
Surveyor PDA s detekci pomoci diodového pole, spfazend pumpa mobilni faze Thermo
Scientific Finnigan Surveyor Pump a k vyhodnoceni bylo vyuZito software Xcalibur. Obecné
bylo pouzito metody RP-HPLC, kdy mobilni f4zi byly polarni rozpoustédla a staciondrni
nepoldrni napln kolony.

Nastrik byl davkovan po 20 pl. Kalibracni zavislost byla sestrojena pomoci koncentraci v
rozmezi u nisinu 0,625 — 125 pg-ml'l a u lysozymu 7 — 1000 pg-ml'l.

4.6.1 Volba stacionarni faze (kolony)

Pro analyzu stanovovanych antimikrobidlnich latek byla pouZita specidlni 150 mm kolona
Aeris Peptide XB-C18 obsahujici 3,6 um castice Core-Shell® vizané na silikagelu
s vnitinim primérem 4,6 mm [56]. Kolona je urCena na analyzu mens$ich peptidd. Pratok byl
zvolen na 600 pl-min'1 a kolona byla temperovana na 30°C.

4.6.2 Volba mobilni faze

Jako mobilni faze byla dle specifikaci kolony pouZita smés rozpoustédel voda a acetonitril
v pomeéru 20:80, obé€ s 0,1% obsahem kyseliny trifluoroctové [S7].

Jelikoz rostouci podil organického rozpoustédla zvySuje elucni silu a sniZuje retencni Cas
a také pomér rozpoustédel ovliviiuje selektivitu pro rizné analyty [40], bylo vyzkouSeno
pouziti gradientu [S7], ovSem tento krok nepfinesl poZadovany efekt a bylo od jeho pouZiti
upusteno.

4.7 Antimikrobialni test

Jako pokusny organismus byla zvolena nepatogenni grampozitivni bakterie Bacillus
subtilis, na kterou ob¢€ studované antimikrobidln{ 1atky vykazuji antimikrobidlni aktivitu.

4.7.1 Kultivace Bacillus subtilis
Kultura byla uchovédvéana na Petriho miskéch pfi teploté 4 °C.
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4.7.1.1 Zivnd média

Pro kultivaci bakteridlni kultury Bacillus subtilis bylo pouZzito médium o ndsledujicim
sloZeni (Tab. 3). V pripad¢ tekutého média bez ptidavku agaru.

Tab. 3: Slozeni tuhych i tekutych Zivnych médii [S8].

Latka Mnozstvi na 500 ml
tuhého/tekutého média
Agar 10g/-g
Pepton 25¢
Beef extract 15¢
MnSO4~H20 0,005 g
Destilovana voda 500 ml

Sterilizace probihala v tlakovém hrnci 30 minut. Inokulum kultury Bacillus subtilis bylo
zockovéano z Petriho misky do 30 ml sterilnfho média ve 100 ml Erlenmayerové barice.
Kultivace probéhla za stdlého tfepdni pfti teploté 30 °C. Z takto pfipraveného inokula byly po
24 hodinéch zao€kovdany (po 1 ml kultury) do Erlenmeyerovych baiiek (100 ml) 30 ml tekuta
média a (po 0,5 ml inokula) pevné agarové plotny. Bailky byly pouZity na stanoveni
antimikrobidlni aktivity nisinu. Kultivace v baiikdch probéhla za stdlého tfepani rovnéz pfi
teploté 30 °C. Agarové plotny byly kultivovdny v termostatu pfi teploté 30 °C a nédsledné
pouzity pro stanoveni antimikrobidlni aktivity enkapsulovanych antimikrobialnich peptidi.

4.7.2 Testy antimikrobialni aktivity

4.7.2.1 Studium antimikrobidlni aktivity nisinu

Nejprve byl piipraven sterilni roztok nisinu o koncentraci 0,025 mg-ml"'. Dvanéct ban&k
ze sady bylo rozdéleno do dvou sad po Sesti a v lamindrnim boxu bylo pfiddno dané mnoZstvi
roztoku obsahujici nisin pro dosazeni koncentrace zndzornéné v Tab. 4. Barika s Cislem 6 a

s, o~z

12 byla v obou sadach povazovéna za kontrolni a nebyl do ni pfidany Zadny objem nisinu.

Tab. 4: Koncentrace nisinu v bankach.

Cislo Koncentrace pridaného
banky nisinu [pg/ml]

1,7 2,7500

2,8 1,3750

3,9 0,6875

4,10 0,3575

5,11 0,1742

6,12 0

Vsech dvanéct ban€k bylo ponechdno pii 30 °C na temperované tiepacce. Po 24h byl v prvni
sadé zméfen zdkal spektrofotometricky pfi 630 nm a stanoven obsah suSiny gravimetricky.
Po dalSich 24 h byl opét zméren zédkal, tentokrdt v§ak v druhé sadeé.

4.7.2.2 Ovéreni antimikrobidlni aktivity enkapsulovanych ldtek
Do dvou agarovych ploten bylo vytvofeno 9 dér sterilni Spickou od pipety a vZzdy do Ctyt
bylo vpraveno 2 ul pfislu§ného roztoku nisinu (do dvou Cistého a do dvou enkapsulovaného),
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do dalsich ctyt 2 ul pfislusSného roztoku lysozymu (do dvou < istého a do dvou
enkapsulovaného) a patd slouzila jako kontrola, kam byla vpravena jen sterilni voda
v mnozstvi 2 pl.

Metody enkapsulace byly zvoleny ndsledujici. Ultrazvukova enkapsulace se 450 mg
lecitinu a ethanolové vstfikovani s pomérem 1:2. Koncentrace nisinu Cinily u ultrazvukové
motody 0,025 mg-ml™” a u lysozymu 1 mg-ml™. U ethanolového vstiikovani 0,3 mg-ml™' u
nisinu, resp. 25 mg-ml™' u lysozymu.

Agarové plotny byly inkubovény pfi teploté 30 °C a po projeveni Gcinku byl vysledek
zaznamenan.

@ nisin

® voda (kontrola)

O lysozym

Q nisin (enkapsulovany)

& lysozym (enkapsulovany)

Obr. 15: Zndzornéni ddvkovdni testovanych antimikrobidlnich ldtek na agar.

4.7.3 Stanoveni koncentrace biomasy testovaciho kmene — stanoveni
antimikrobialni aktivity v tekutém médiu

Béhem kultivace byla biomasa vurCitych intervalech stanovovdna pomoci
spektrofotometrického meéfeni zdkalu, kdy byl z ban€k s kulturou odebrdn 1 ml bunécné
suspenze a zméfen na spektrofotometru pii 630 nm oproti destilované vod¢. Pokud byl zdkal
velky (obvykle u kontrolnich banék), byl vzorek zifedén destilovanou vodou.

4.7.4 Kalibracni kfivka

Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena z gravimetrického stanoveni suSiny. Kdy bylo odebrano
z jednotlivych ban€k 10 ml roztoku bunécné suspenze. Poté bylo na centrifuze stoCeno pfi
12 000 otaCkach po dobu 20 minut. Nésledné€ byl roztok nad biomasou slit (supernatant) a
usazend biomasa (sediment) byla kvantitativn€ pifenesena do piedem zvaZenych a
vysusenych hlinikovych misek, které byly suSeny pti 105 °C do konstantni hmotnosti.

Hmotnost vysuSenych misek s biomasou byla porovnana s hmotnosti prazdnych misek a
tak byla vypocitdna hmotnost biomasy v 10 ml a pfevedena na jednotku g.l'l.

4.8 Enkapsulace

4.8.1 Priprava liposomu

Pomoci tifi metod enkapsulace byly pfipraveny liposomy, a to ve tfech variantich
s riznym mnozstvim fosfolipidu.

4.8.1.1 Ultrazvuk

Do sady kddinek obsahujicich 20 ml vodného roztoku nisinu o koncentraci 0,025 mg-ml'l,
resp. lysozymu o koncentraci 1 mg-ml” bylo navdZeno dané mnoZstvi séjového lecitinu a
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cholesterolu a smés byla vystavena jednu minutu intenzivnimu promichdvani pomoci
ultrazvuku. Zaroven byla provedena kontrola pouze s 20 ml vody.

Tab. 5: MnozZstvi ptiddvaného lecitinu a cholesterolu.

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

4.8.1.2

Do mikrozkumavek (typ eppendorf) obsahujicich dany objem vodného roztoku nisinu o
koncentraci 0,025 mg-ml'l, resp. lysozymu o koncentraci 1 mg/ml byl v daném poméru
k vodnému roztoku vstiiknut etanolovy roztok lecitinu izolovaného z vajecného Zloutku
pomoci acetonové a ethanolové extrakce [S0]. Zarovenn byla provedena kontrola pouze s
roztokem vody.

Etanolové vstiikovani

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

Cislo vzorku Pomér Objem roztoku Objem etanolového
roztok:lecitin antimikrobialni latky roztoku lecitinu
1 1:0,25 1 ml 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 rotacni odparce bylo odpafeno dané mnozstvi lecitinu a cholesterolu spolu
s 10 ml rozpoustédla (8 ml chloroformu a 2 ml methanolu). Poté byl ke smési pridan roztok
nisinu o koncentraci 0,025 mg-ml'1 v 50 mM fosfatovém pufru o pH 8, resp. lysozymu o
koncentraci 1 mg-ml™ a teplot& 40 °C byl piilit v mnoZstvi 10 ml piidan do smési. Smés byla
sttidavé michdna na vortexu a ultrazvukovédna, dokud nedoSlo k dplnému rozpusténi
lipidového filmu na sténdch baiiky. Zarovein byla provedena kontrolni sada pouze s roztokem
pufru.

Tab. 7: MnoZstvi ptiddvaného 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

Enkapsulac¢ni dcinnost byla vyhodnocena pomoci stanoveni volného nisinu, resp.
lysozymu v roztoku po enkapsulaci. Ke stanoveni byla pouZita optimalizovand metoda
HPLC.

Enkapsula¢ni tucinnost (%) byla spocitina jako podil enkapsulovaného mnoZstvi
k celkovému mnoZstvi v pivodnim roztoku.

Stanoveni enkapsulacni ac¢innosti
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4.8.3 DLS méfeni parametru liposomu

Ptipravené liposomy byly analyzovany na koloidnim analyzétoru a byla zjiSténa distribuce
velikosti Castic a stabilita, kterd byla odvozena z hodnot zeta potencidlu.

4.8.3.1 Distribuce velikosti ¢dstic a zeta potencidl

Do kyvety byl umistén desetkrat, resp. u ethanolového vstfikovani a TLE dvacetkrat
zfedény vzorek enkapsulovanych Castic. Poté byla kyveta umisténa do DLS pfistroje Malvern
Zetasizer ZS a byla zjiSténa distribuce velikosti Castic. Poté s pfidanym elektrodovym
ndstavcem byl zmeéten zeta potencidl.

4.8.4 Studium stability enkapsulovanych ¢astic v modelovych podminkach

Vybrané enkapsulované castice pfipravené pomoci tii metod byly podrobeny studiu
v modelovych podminkdch traviciho traktu. V pfipadé€ nisinu $lo u etanolového vstfikovéani o
variantu s poméerem lecitin:vzorek 1:1, u ultrazvuku o variantu s 450 mg lecitinu a u metody
TLE o variantu se 120 mg lecitinu.

Zaludeéni §téva byla pfipravena z 0,25 g pepsinu, ktery byl rozpuitén ve 100 ml
destilované vody. Nasledn¢ bylo ptfiddano 0,84 ml 35% HCI a hodnota pH byla upravena na
hodnotu 0,9. Pankreatickd $tdva byla pfipravena rozpusténim 0,25 g pankreatinu a 1,5 g
NaHCO; v 100 ml destilované vody, pH bylo upraveno na 8,9. Zlutové §tdvy byly
pfichystany ptiddnim 0,8 g Zlu€ovych soli do 200 ml pufru (pH 8).

Ve vsech pfipadech byly vzorky pfipraveny v poméru 1:1 (St'dva:Castice) a byl zméfen
zeta potencial a koncentrace nisinu a lysozymu v ¢ase nula a po 30 minutdch pasobeni §t'avy,
pficemZ byly vzorky inkubovany pii 37 °C. MnoZstvi uvolnéného nisinu bylo stanovenou
metodou HPLC, resp. u lysozymu metodou podle Hartree-Lowryho.

4.8.5 Aplikace enkapsulovanych ¢astic do modelovych potravin

Pripravené liposomové Céstice s enkapsulovanym peptidem byly ponechdny 1 tyden ve
Ctyfech modelovych typech potravin a v prubéhu testovani byla sledovdna stabilita a
uvolnéné mnozstvi peptidu.

Prvnim modelem (model A) byla simulace vodného roztoku, kdy modelovou potravinu
tvotila jen destilovand voda. Dal§im modelem (model B) bylo simulovédno kyselé prostiedi a
modelovd potravina byla tvofena 3% kyselinou octovou. Model C tvofila potravina
obsahujici ethanol a simulujici tak alkoholickou potravinu. Posledni model (model D)
simuloval tu¢nou potravinu a obsahoval rostlinny olej a vodu v poméru 1:1.

Pro tento pokus byly vybrany cCéstice pfipravené pomoci ultrazvuku, 450 mg lecitinu a
50 mg cholesterolu a ptidavek ¢astic do modelové potraviny €inil 20 %.

Modelové potraviny byly inkubovédny 7 dni pfi 28 °C. Po prvnim dni, po tfech dnech a po
tydnu byla stanovena hodnota zeta potencidlu. Soubé&Zné byly modelové potraviny
skladovany pfi 5 °C a u téchto vzorkd byla stanovena hodnota zeta potencialu po tydnu. U
obou variant bylo po tydnu stanoveno uvolnéné mnozstvi enkapsulantu.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Optimalizace metod stanoveni koncentrace peptidu konven¢nimi
metodami
5.1.1 Kalibra¢ni krivky

Kalibracni kfivky, jakoZto zdvislosti absorbance na koncentraci proteinu, byly sestrojeny
na zakladé postupt popsanych v experimentalni Casti (4.4). U nisinu bylo méfeni provedeno
ze spektrofotometrickych metod pouze metodou Hartree-Lowry, bicinchoninovou metodou a
dile na HPLC. Kalibraéni kfivky lysozymu byly sestrojeny s vyuZitim vSech
spektrofotometrickych metod a porovnany s referencnim vzorkem albuminu. Kazda hodnota
kalibra¢ni zavislosti byla méfena dvakrat a v grafu je uvedena primérna hodnota ze dvou
meéfeni.

5.1.1.1 Biuretovd metoda

Vzhledem ktomu, Ze biuretovd metoda je zaloZena na chelataci méd'natého iontu
imidovymi strukturami proteinu, je vhodnd pro stanoveni lysozymu, ktery ma téchto struktur
dostatek, na rozdil od nisinu. Rovnéz referen¢ni BSA podédva témef identickou odezvu jako
lysozym. Tato metoda je také vhodna pro vétsi koncentrace proteind.
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Obr. 16: Kalibracni zdvislost albuminu pri pouZiti biuretové metody.
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Obr. 17: Kalibracni zavislost lysozymu pri pouZiti biuretové metody.
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5.1.1.2 Metoda dle Hartee-Lowryho

U této metody bylo navic provedeno porovnini na ELISA readeru, ovSem pouze pfi
630 nm, coZz neodpovidd maximu absorpce u metody dle Hartree-Lowryho, a tak ma
kalibracni kiivka jiny sklon, resp. smérnici. Z namétenych hodnot je patrné, Ze je metoda
dobfe pouzitelnd pro stanoveni obsahu lysozymu i nisinu. V pfipad¢ nisinu bylo zvolena Sirsi

série kalibra

¢nich standardli pro omezeni ndhodnych fluktuaci.
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Obr. 18: Porovndni kalibracnich zdvislosti metody Hartree-Lowry u albuminu namérenych
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Obr. 19: Porovndni kalibracnich zdvislosti metody Hartree-Lowry u lysozymu namérenych

na spektrofotometru pri 650 nm a na ELISA readeru pri 630 nm.
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Obr. 20: Porovndni kalibracnich zdvislosti metody Hartree-Lowry u nisinu namérenych na
spektrofotometru pii 650 nm a na ELISA readeru pii 630 nm.

5.1.1.3 Metoda dle Bradfordové

Rovnéz byla vyzkousena jednoducha metoda barveni proteinii pomoci barviva Coomassie.
Z naméfenych dat je patrnd mens${ citlivost ve vySSich koncentracich, kdy jiz neni absorbance
relevantné umeérnd koncentraci a kalibracni kiivka zacind byt konkdvni, stejné znaky lze
pozorovat v u obou proteini a tak pravdépodobné nejde o chybu fedéni [50]. Jinak jde o
relativné citlivou metodu. Z proloZeni prvni poloviny ziskanych hodnot regresni pfimkou je

Yev s

patrny jiZ vhodné;jsi trend kalibracni kiivky.
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Obr. 21: Kalibracni zdvislost albuminu pri pouZiti barviva Coomassie.
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Obr. 22: Kalibracni zdvislost lysozymu p¥i pouZiti barviva Coomassie.
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Bicinchoninovd metoda (BCA)

Nakonec byla vyzkouSena a optimalizovina metoda BCA, kdy bylo pouzito
nejvhodnéjsiho postupu uvedeného i v protokolu [S1]. Metoda podédva dobré vysledky jak u
lysozymu, tak u nisinu. Intenzita zbarveni je velmi variabilni a zdvisi na délce inkubace a
teploté. Vzorky proto byly inkubovany pfii vyssi teploté (50 °C), ovSem po standardni dobu
30 minut. Vyhodou je pokryti velkého rozsahu koncentraci - od 125 do 2000 pg/ml.

Vv

180

Nevyhodou je vysokd spotfeba ¢inidla, resp. jeho nejdrazsi komponenty - dvojsodné soli
kyseliny bicinchoninové (samostatna kyselina nenf rozpustnd ve vode).
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Obr. 23: Kalibracni zdvislost albuminu pri pouZiti BCA metody
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Lysozym
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Obr. 24: Kalibracni zdvislost lysozymu pri pouZiti BCA metody.
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Obr. 25: Kalibracni zdvislost nisinu pri pouZiti BCA metody.

5.1.2 Stanoveni absorp¢niho spektra

Z absorpCniho spektra kazdého proteinu je patrné, kdy dany protein absorbuje a v jakém
mnoZstvi se dané slozky (chromofory) zpusobujici absorpci nachazeji. Pii 280 nm absorbuji
pfevazné aromatické slouceniny, které jsou v lysozymu (maximum 1,091 pfi 281 nm) 1épe
piistupné a vykazuji vys$si absorpci UV zéfeni nez v piipadé albuminu (maximum 0,286 pfti
279 nm), ktery je vétsi a ¢ast aromatickych skupin muZe byt stinéna uvnitf molekuly. Jak
lysozym, tak albumin patii ke globularnim proteintim, u nichZ je zastoupeni aromatickych
aminokyselin pfiblizn¢ stejné [50]. Pod 240 nm absorbuji prevazné disulfidické mustky a
aminokyseliny obsahujici disulfidické mustky (Met), pfipadné dalsi méné obvyklé struktury
jako fenolické (Tyr, Phe) a heterocyklické (His) a nakonec nejblize hodnoté 205 nm
peptidické vazby. I pfi 230 nm je u lysozymu (maximum veétSi nez detekCni limit
spektrometru) patrny veétsi obsah danych struktur neZ u albuminu (maximum 2,255 pfi
228 nm).

Naopak tvar UV spektra nisinu naznaCuje v podstaté absenci aromatickych kruht, cozZ je
v souladu se strukturou peptidu. Struktura nisinu uvedena v kapitole (2.2.1).

44



Albumin

»
(9}

2,255

Absorbance (A)
p— p— [\ o)
> wu o

L
W

o
o

200 225 250 275 300 325 350 375 400
VInova délka (nm)

Obr. 26: UV absorpcni spektrum albuminu pri 200 — 400 nm.
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Obr. 27: UV absorpcni spektrum lysozymu pri 200 — 400 nm.

e
o

Nisin

»
(9}

2,151

Absorbance (A)
p— p— [\ o)
> W o

L
W

0,0 (0 v vy oy e ——
200,0 225,0 250,0 275,0 300,0 3250 3500 3750 400,0

VInova délka (nm)

Obr. 28: UV absorpcni spektrum nisinu pri 200 — 400 nm.
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5.2 Optimalizace stanoveni koncentrace peptidu pomoci HPLC

Déle byly s vyuzZitim vysokouc¢inné kapalinové chromatografie sestrojeny kalibracni
kfivky pro nisin i lysozym, které byly pozd¢&ji vyuZity predevSim k zjiSténi enkapsulacni
ucinnosti. Metoda byla provedena dle postupu uvedeného v kapitole (6.2).

Kazda hodnota kalibra¢ni zavislosti byla méfena dvakrat a v grafu je uvedena primeérna
hodnota ze dvou (méfeni.
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Obr. 29:Zavislost plochy piku v chromatogramu na koncentraci nisinu.
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Obr. 30: Zdvislost plochy piku v chromatogramu na koncentraci lysozymu.

5.3 Identifikace proteini pomoci SDS-PAGE

Metoda PAGE-SDS byla provedena dle postupu uvedeného v kapitole (4.6). Zatimco pfi
pouZziti moCoviny (6 i 8 mol-dm™) byly z6ny nisinu na Cele elektroforeogramu a skute¢na
separace lysozymu a nisinu nebyla patrnd, pii pouziti Tricine-SDS je separace malych
peptidi zcela jasnd a UspéSnda a potvrzuje i Mr lysozymu cca 14,4 kDa a nisinu kolem
3,3 kDa. Tuto metodu lze tedy vyuZit k identifikaci i separaci malych peptidii ve smési.
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Zaroven vSak doSlo pravdépodobné zdavodu pouziti pfiliS§ vysokého mnoZstvi
proteinového standardu k rozmazani zon nejmensich proteind. OvSem obé z6ny nisinu
(3,4 kDa) jsou dobfe patrné i bez srovnavaciho standardu.

5.3.1 Laemmli-SDS-PAGE

40 kDa
30 kDa

20 kDa

10 kDa

Obr. 32: Vysledek Laemmli-SDS-PAGE pri pouZiti mocoviny o koncentraci 8 mol-dm’™.
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5.3.2

Tricine-SDS-PAGE

Obr. 33: Vysledek Tricine-SDS-PAGE s mocovinou o koncentraci 6 mol-dm™ [52]

54

5.4.1

Tekuta média

Testy antimikrobialnich vlastnosti

Dvé sady ban¢k obsahujici kultury Bacillus subtilis a rozdilnou koncentraci nisinu byly
inkubovany tfi dny (72 h) pii 30°C (4.7.2). V prubéhu inkubace byl méfen zakal
spektrofotometricky pti 630 nm vzdy po 24h.

Po prvnich 24h byla sestrojena kalibracni zdvislost zdkalu na koncentraci biomasy
potfebna pro budouci pfepocty nameéfeného zdkalu na koncentraci a na tvorbu rustovych

kfivek.

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

Cislo |Koncentrace piidaného| Prazdna | VaZenka se SuSina | SuSina
baiiky nisinu [pg-ml™] vazenka [g] | suSinou [g] | [gr10 mI™] | [g:1"]
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 0,730
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
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Obr. 34: Zdvislost zdkalu méreného spektrofotometricky pri 630 nm na koncentraci susiny.

Tab. 9: Koncentrace biomasy v médiich ziskdna pomoci kalibracni zdvislosti (Obr. 34)

Cislo | Koncentrace biomasy | Koncentrace biomasy | Koncentrace biomasy
baiiky po 24h [g-1'!] po 48h [g-1'!] po 72h [g-1'!]

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
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9}

Koncentrace suSiny [g-1-]

o

Zakal v pribéhu kultivace

Cislo baiiky

M24h M48h ®72h

Obr. 35: Pritbéznd koncentrace biomasy v médiich.
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Riistové krivky
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Obr. 36: Riistové krivky jako zdvislost koncentrace biomasy na Case.

Z vysledku je patrné, Ze v souvislosti s vysledky zavislosti zdkalu na koncentraci, kdy pfi
odbé&ru po 48 hodindch byla koncentrace biomasy v baiikdch s obsahem nisinu vyssi, nez v
kontrolni baiice, byl zvolen nevhodny interval odbéra.

Podle rastové kiivky bakterie Bacillus subtilis [58] vrchol exponencidlni fiaze nastiva
zhruba po 24 hodinidch a po 48 hodindch jiz kultura nachdzi daleko ve fazi odumirani. Tam
kde byl pfitomen nisin se protihla doba lag fidze a exponencidlni fize startovala pozdéji
(nisin bakterie neniCil, ale po urCity Cas zabranoval mnoZeni). Tato situace by se dala
odstranit pfizplisobenim intervalti odbéru rustové kiivce bakterie, napft. po 4h.

Rustova krivka bakterie Bacillus subtilis
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Obr. 37: Rustovd kiivka Bacillus subtilis [58]
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5.5 Enkapsulace

5.5.1 Enkapsulacni dc¢innost

V prici byly zavedeny nékteré metody enkapsulace nisinu a lysozymu. Enkapsulacni
G¢innost byla zji§fovana u enkapsulace roztoku nisinu o koncentraci 25 pg-ml™ a lysozymu o
1000 pg-ml™.

NejlepSi enkapsulacni tucinnost byla dosaZena s roztokem lysozymu u ultrazvukové
enkapsulace (okolo 51 %) pfi pouziti 180 mg lecitinu (59,5 %), naopak nejhorsi vysledek byl
nameéten celkové u etanolového vsttikovani, kdy se hodnoty enkapsula¢ni G¢innosti v piipadée
nisinu a pomeru lecitin:vzorek 1:2 a 1:4 rovnaji témé&f nule. Pfi pouZiti poméru 1:1 Cini
ucinnost v pripad€ nisinu 11,89 % a v ptipad€ lysozymu 17,18 %. Metoda TLE poskytuje
enkapsulacni ucinnost primeérné okolo 30 %.

Tab. 10: Enkapsulacni ti¢innost a enkapsulované mnoZstvi.

Pouzita metoda pripravy | Vzorek I?lnél:;fs:tl[a ‘;01}1 mﬁl;l;:tls)rﬁrg‘igﬁl]
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 112,5 lysozym 40,51 376,26
TLE 135 nisin 29,81 9,86
TLE 135 lysozym 23,03 213,93
etanolové vstrikovani 1:1 nisin 11,89 1,69
etanolové vstrikovani 1:1 lysozym 17,18 109,66
etanolové vstrikovani 1:2 nisin 0,70 0,06
etanolové vstfikovani 1:2 | lysozym 4,60 33,62
etanolové vstrikovani 1:4 nisin 0,00 0,00
etanolové vstiikovéni 1:4 | lysozym 2,59 23,20
55.2 Analyza ¢astic s enkapsulovanym nisinem a lysozymem

5.5.2.1 Distribuce velikosti Cdstic

Analyza liposomovych C¢éstic byla provedena na koloidnim analyzdtoru metodou
dynamického rozptylu svétla. Byly proméfeny vzorky vSech modelovych metod pfipravy
liposom.

Vseobecné nejlepSi distribuci ¢astic davd ultrazvukova enkapsulace u nisinu, a to
nezdvisle na mnoZstvi lecitinu a cholesterolu. V daném vzorku je pak patrnd pouze jedna
velikost ¢astic okolo 100 nm. V dal$ich distribucich je patrna rtzna velikost ¢astic. Velikost
castic je zde obvykle okolo 100 nm, pak 500 nm a zfidka 1 000 nm.
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Obr. 38: Distribuce velikosti Cdstic nisinu.

Distribuce velikosti ¢astic enkapsulovaného
lysozymu - ultrazvuk

- = =90 mg lecitinu
eeeees 180 mg lecitinu

— 450 mg lecitinu

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Velikost ¢astic [nm]
Obr. 39: Distribuce velikosti cdstic lysozymu.
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Obr. 40: Distribuce velikosti Cdstic nisinu.
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Distribuce velikosti ¢astic enkapsulovaného
lysozymu - etanolové vstrikovani
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Obr. 41: Distribuce velikosti Cdstic lysozymu.
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Obr. 42: Distribuce velikosti Cdstic nisinu.
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Obr. 43: Distribuce velikosti cdstic lysozymu.
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55.2.2 Zeta potencidl

Zeta potencidl promefenych Castic byl téméf ve vSech piipadech v intervalu od -30 mV do
-60 mV. Pouze v piipadé etanolového vstfikovani klesl lehce nad hrani¢ni hodnotu -30 mV.
Konkrétné k hodnotdm -23,7 mV a -28,9 mV, které jiz lezi spiSe v hrani¢nim intervalu zeta
potencidlu a takovéto Castice se jiz nedaji pokladat za 100% stabilni a dochdzi ke shlukovani
(agregaci) do veétsich agregati. Naopak ve dvou piipadech - u ultrazvukové enkapsulace a
TLE se pohyboval nad -60 mV. Konkrétn€¢ u ultrazvuku s pomérem lecitin/cholesterol
180/20 mg Cinila hodnota zeta potencidlu -63,5 mV a u metody TLE pfi poméru 100/12,5 mg
Cinila -62,1 mV. VSeobecné se dd fici, Ze nejstabilngjSi Castice byly pfipravené pomoci
ultrazvuku nebo metody TLE, bez ohledu na enkapsulovany peptid.

Tab. 11: Zeta potencidl pfipravenych liposomovych Castic.

Pouzita metoda pripravy | Mmnozstvi lec./chol. [mg] Vzorek ¢- potencial [mV]
ultrazvuk 100 90/10 nisin -54.8
ultrazvuk 100 90/10 lysozym 43,3
ultrazvuk 200 180720 nisin -53,8
ultrazvuk 200 180720 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 vstikovani 1:1 1:1 (lecitin:vzorek)/0 nisin 38,5
etanolové vstiikovani 1:1 1:1 (lecitin:vzorek)/0 lysozym 23,7
etanolové vstfikovani 1:2 1:2 (lecitin:vzorek)/0 nisin 33,9
etanolové vstiikovani 1:2 1:2 (lecitin:vzorek)/0 lysozym 28,9
etanolové vstrikovani 1:4 1:4 (lecitin:vzorek)/0 nisin 35,3
etanolové vstiikovani 1:4 1:4 (lecitin:vzorek)/0 lysozym -30,0
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Obr. 44: Zeta potencidl pripravenych cdstic v zdvislosti na metodé pripravy.
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5.5.3 Studium stability ¢astic v ruznych modelovych podminkach

Ze studia stability ¢astic v modelovych podminkach, resp. modelovych travicich §tavach
vyplyva, Ze podle ocekdvani byly Castice nejméné stabilni v kyselém prostiedi ZaludeCnich
$tav. Hodnoty zeta potencidlu klesly pod -5 mV, piipadné€ dokonce az do kladnych hodnot.
Naopak nejvice stabilni byly pfi zasadittm pH ZluCové S§tdvy, kdy sice hodnota zeta
potencidlu klesla, ovSem stdle nedosahovala hrani¢ni hodnoty -30 mV. V pankreatické §tdve
se obecné hodnoty pohybovaly pod -20 mV, coz se jiZ nedd povazovat za 100% stabilni
Castice. Obecné se také da fici, Ze stabilita se od pfiddani do meéfeni po 15 minutich jiz
vyrazné€ neménila.

Co se tyce uvolnéného mnozstvi, je situace obdobna. Ve zluCovych §tdvach se neuvolnilo
7zadné mnozstvi, ale v pankreatické §tave se jiZz uvolnilo pramérné stejné€ jak v zaludecni
stave, kde Castice vykazovaly nejnizsi zeta potencidl.

Zéveérem lze fici, Ze vhodnd enkapsulace nisinu a stabilita Céastic v modelovém
fyziologickém prostiedi umoZiluje fizené vyuZiti castic s obsahem nisinu v prostiedi stieva,
kde muze napomoci regulaci stievni mikroflory.

Zeta potencial po 15 minutach

-50
® Nisin/etanol (1:1)

40 W Nisin/TLE (120/15)
E 30 L ® Nisin/ultrazvuk (500)
= 20
2]
g
s 0 [ ]
%]
N

20
Zaludec¢ni §t'dva pankreaticka Stdva Zlucova §tdva

Obr. 45: Zeta potencidl enkapsulovaného nisinu po 15 minutdch od priddni trdvici stavy.

Zeta potencial po 15 minutach
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Obr. 46: Zeta potencidl enkapsulovaného lysozymu po 15 minutdch od priddni trdvici stavy.

55



Tab. 12: Stabilita ¢astic v modelovych travicich §tdvach a uvolnéné mnozstvi nisinu

Typ travici | Enkapsulent/pouzita | {-potencial | {-potencial po | {-potencial lei)ilslglelny
stav metoda (varianta 0 min ridani Stav 15 min -
y ( ) | (Omin) | p y | ( ) | ug-ml™]

%E’II/UdCCIll Nisin/etanol (1:1) -38,5 17,7 15.8 0,57
Stdva

zalodecnl | NiGin/TLE (120/15) | 59,4 6.4 3.0 1,29
Stdva

zaludeCnl |\ infulirazvuk (500) | -56.5 5,1 5.1 0,75
Stdva

p ?{lkreatwka Nisin/etanol (1:1) -38,5 -16.1 -14,7 0,96
Stdva

pankreatickd | \yGin/TLE (120/15) | -59.4 18,0 (187 | 216
Stdva

pankreatickd |\ in/ultrazvuk (500) | -56.5 213 18,2 1,34
Stdva

%l’ulcova Nisin/etanol (1:1) -38.,5 -30,9 -28,7 0,00
Stdva

Zlucovd Nisin/TLE (120/15) |  -594 35,6 3621 000
Stdva

ZUSONE | Nisinjultrazvuk (500) | -56.5 32,7 369 | 000

Tab. 13: Stabilita ¢astic v modelovych travicich §tdvach a uvolnéné mnozstvi lysozymu.

l v d

Typ travici | Enkapsulent/pouZita | {-potencial | {-potencial po | {-potencial vasoogerl;y
$avy metoda (varianta) | (0 min) | pfidani3cavy | (15min) | > 00

[ug-ml™]
%a’ll/udecnl Lysozym/etanol (1:4) -30,0 17,6 17,6 2,89
Stéva
%a’ll/udecnl Lysozym/TLE (90) -49,0 -5,7 -3.9 3,30
Stéva
%ajl/udecnl Lysozym/ultrazvuk 567 55 52 8,46
$fdva (500)
pankreaticka
e Lysozym/etanol (1:4) -30,0 -17,0 -16,5 4,74
Stéva
g t?:il\li:eatlcka Lysozym/TLE (90) -49,0 -17.4 214 0,00
E)a’lflkreatlcka Lysozym/ultrazvuk 567 224 -19,1 1,03
$fdva (500)
%I’I{COVEI Lysozym/etanol (1:4) -30,0 -30,2 -31,7 0,00
$téva
%l’ulcova Lysozym/TLE (90) -49,0 -36,4 -40,5 0,00
$téva
%l’licova Lysozym/ultrazvuk 567 339 342 0,00
$fdva (500)
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Obr. 47: MnoZstvi uvolnéného nisinu v zdvislosti na metodé druhy stdvy metodé pripravy.
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Obr. 48: MnoZstvi uvolnéného lysozymu v zdvislosti na metodé druhy stdvy metodé pripravy.

5.54 Aplikace do modelovych potravin

Studium stability liposomovych Céstic s enkapsulovanymi antimikrobidlnimi peptidy
ukdzalo, Ze se po 7 dnech zeta potencidl klesl pouze v jednom ptipadé (kyseld potravina) pod
-30 mV. Z tohoto se d4 usoudit, Ze takové Castice by byly v potravindch dostatecné stabilni.

Uvolnéné mnozstvi odpovidd predchozimu studiu v travicich $tavach, kdy se v kyselém
prostiedi simulujicim kyselou potravinu uvolnilo v1ml az 84 pg nisinu ze
zhruba celkovych 25ug a u lysozymu az 94,9 ug z celkovych 1 000 pg. Naopak v destilované
vodé se neuvolnilo Zddné mnoZstvi, Castice jsou tedy ve vodé stabilni. V ethanolové
potravin€ uvolnéni zédleZelo ze vSech testovanych piipadi nejvice na teplote, kdy se pii 28°C
uvolnilo vyrazné mnoZstvi jak nisinu, tak predev§im lysozymu, ovSem pfi 5 °C se neuvolnilo

7 vz

mnoZzstvi Zddné. A nakonec tucnd potravina vykdzala také vétSi uvolnéné mnozstvi.

Zajimavé je také zjiSteéni, Ze Cdstice pii 5 °C vykazovaly vétsi stabilitu a nizsi uvolnéné
mnozZstvi, neZ pii uchovani pfi 28 °C.
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Tab. 14: Stabilita ¢astic v modelovych potravinéch.

Latka

nisin

lysozym

nisin | lysozym

nisin

lysozym

nisin | lysozym

Modelova
potravina

A A

B B

C

D

Castice

-56,5 -56,7

-56,5 -56,7

-56,5 -56,7

-56,5 -56,7

Castice
v potraving
0 dni

-62,3 -59.,6

-34,7 -29.4

-48,1 -56,8

-41,3 -44,9

Castice

v potraving
1 den

(28 °C)

440 | 474

-33,1 -25,0

-40,8 -55.5

-38.,8 -43.,4

Castice

v potraving
3 dny

(28 °C)

-41,8 -41,8

-29,2 -24,9

-38.7 -52,2

-39,2 -44,1

Cistice

v potraving
7 dni

(28 °C)

-40,2 -42,6

-28,1 -24,0

-37,7 -36,9

-40,0 -47,8

Castice
v potraving
7 dni (5 °C)

432 | 443

-33,5 -25,7

-39.9 -46,4

-42,9 -48,2

Tab. 15: Stabilita ¢astic v modelovych travicich §tdvach a uvolnéné mnozstvi lysozymu.

Mnozstvi uvolnéného nisinu Mnozstvi uvolnéného lysozymu
Modelova [ug/ml] [ug/ml]
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
s Pribéh zeta potencialu - nisin
; 60 > N o - - A B === «=(C ssssee D
g 55 r S
g S50 ~ RS
% 45 + ~ ~ N -————— __
g 40 L e, :.:,m.ﬁ__‘vu,..—;.—.._ﬂ.:—
g 35 F
N 30 | T
-25
0 dni 1 den 3 dny 7 dni (28 °C)

Obr. 49: Priibéh zeta potencidlu liposomiut s nisinem v modelovych potravindch pri 28 °C.
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Obr.

Priibéh zeta potencialu - lysozym
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50: Pritbéh zeta potencidlu liposomii s lysozymem v modelovych potravindch pri 28 °C.
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Obr. 51: MnoZstvi uvolnéného nisinu v zdvislosti na druhu modelové potraviny.
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Obr. 52: MnoZstvi uvolnéného lysozymu v zdvislosti na druhu modelové potraviny.
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Obr. 53: Priibéh zeta potencidlu v riiznych modelovych potravindch pri teploté 5 a 28 °C.
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Obr. 54: Priibéh zeta potencidlu v riiznych modelovych potravindch pri teploté 5 a 28 °C.

5.5.5 Testovani antimikrobialni aktivity na tuhych médiich

Testovani na tuhych médiich bylo pouZito pro srovndni antimikrobidlniho G¢inku volného
a enkapsulovaného peptidu. V préci bylo zjiSténo, Ze liposomové Céstice, nezdvisle na druhu
enkapsulovaného peptidu  vykazovaly menSi antimikrobidlni aktivitu neZ Cistd
antimikrobialni latka. Uvolnéné mnoZzstvi antimikrobidlni latky z liposomi pfispélo k
inhibici pravdépodobné jen minimalné.

Zajimavé je, Ze velikost inhibi¢ni z6ny pfi pouZiti roztoku nisinu o koncentraci 25 u g-ml'1
ve srovnéni s roztokem o koncentraci 300 u g-ml'1 (dvanéctkrat veétsi koncentrace) vzrostla
jen minimdlné. Naopak u lysozymu pii pouziti dvacetpétkrat koncentrovangjSiho roztoku
byla inhibi¢ni z6na témer dvojndsobna.

Co se tyCe srovnani inhibi¢nitho ucinku nisinu a lysozymu, tak lze z vysledki u
koncentrace lysozymu lpg-ml'1 (3,8 mm) a nisinu 0,3 pg'ml'1 (2,9 mm) usoudit, Ze by
v piipad& pouziti koncentrace nisinu 1 ug-ml'byla velikost inhibiéni zény pravdépodobné
VEtSi.

60



Moznosti testovdni antimikrobidlni aktivity na tuhém médiu bude tifeba jeSté dile
optimalizovat. Vhodné by bylo napf. vyzkouSeni pouZiti diskové difuzni metody. Nakonec
v predlozené préci byly lepsi vysledky ziskdny s vyuZitim tekutych médii.

Tab. 16: Velikost inhibi¢nich zén na tuhém médiu.

Pridavana Enkapsulace Koncentrace | Velikost inhibic¢ni
latka (metoda/varianta) [mg-ml] zony [mm]
Agarové 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
Agarové plotna €. 2
nisin - 0,3 2,9
nisin ethanolové vstrikovani/1:2 0,3 2,6
lysozym - 25 6,3
lysozym ethanolové vstrikovani/1:2 25 5,5
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6 ZAVERY

Tato priace byla zaméfena na studium analyzy, vlastnosti a moZnosti enkapsulace
antimikrobidlniho peptidu nisinu, ktery se v potravindiské praxi pouZziva jako konzervant a
srovnavaciho enzymu lysozymu, ktery je pfirozenou soucdsti slin a slz obratlovct a je rovnéz
pouzivén v podobé¢ lysozymu izolovaného ze slepiciho vejce jako konzervant.

V teoretické Césti byla zpracovdna reSerSe na téma antimikrobidlni peptidy, pfedevSim
zameéfend na nisin a lysozym. Byla popsdna charakteristika, struktura a mechanismus jejich
ucinku a vyuZiti v potravindistvi. Nakonec byly podrobné zpracovidny metodické postupy
analyzy nisinu a lysozymu, metody jejich enkapsulace do liposomt a metody studia stability
takto vzniklych liposomi.

V praktické Casti byl vyuzit jediny dostupny vzorek nisinu, a to 2,5% prepardt. Tim byla
ponekud ztizena optimalizace a nastaveni podminek analytickych postupt. Existuji sice
postupy precistovani, predev§Sim pak zakoncentrovdni pomoci alkoholové extrakce a
ndsledném suSenim pomoci rozpraSovdani, ovSem stdle jsou zde velké financni ndklady na
jednotkové mnozstvi nisinu. Je tedy jasné, Ze pro testovani vétSiho rozsahu by bylo tieba si
nisin vyprodukovat kulturami Lactococcuss lactis..

Nejprve byly optimalizovany metody stanoveni celkové koncentrace proteint, predevsim
tedy metoda biuretovd, Hartree-Lowryho, metoda dle Bradfordové a metoda bicinchoninov4.
Oba proteiny byly srovnany s referencnim proteinem — bovinnim sérovym albuminem. Také
byla pro zjisténi koncentrace vyuzita HPLC s kolonou na déleni malych peptidi. Vzhledem
k ndkladnému vzorku nisinu byly sestrojeny kalibracni kiivky nisinu pouze pomoci metod
podle Hartree-Lowryho, metody bicinchoninové a HPLC. PouZita nakonec byla pro
stanoveni lysozymu metoda Hartree-Lowryho a HPLC, pro nisin pouze metoda HPLC.

Diéle byly peptidy identifikovdny pomoci optimalizované gelové elektroforézy, konkrétné
modifikované SDS-PAGE s pfidavkem mocoviny a tricinového pufru. 1 pfes malou
molekulovou hmotnost nisinu se jej podafilo nakonec uUsp&$né analyzovat a nastavit
podminky separace malych peptidi.

Podstatnou ¢ast prace zaujimd enkapsulace testovanych antimikrobidlnich peptidu.
Studované peptidy byly enkapsulovany do liposomt a byla prostudovana jejich stabilita a
stabilita v modelovych podminkdch. Céstice byly piipraveny pomoci tii metodickych
postupt, pii¢emz nejvétsi enkapsulacni GcCinnost a stabilitu vykazaly cCastice pripravené
pomoci ultrazvuku (aZ 60% enkapsulacni dcinnost, hodnota zeta potencidlu -63 mV),
nasledované metodou TLE (azZ 40% a -62 mV). Naopak metoda etanolového vstrikovéni se
ukazala jako nevyhovujici danym peptidim (aZ 17% a -37 mV).

Pii testovani stability vytvofenych liposomt v modelovém fyziologickém prostiedi bylo
prokazéano, Ze nejveétsi stabilitu vykdzaly liposomy v zZluCovych §tdvach, kdy se neuvolnilo
Zadné mnozstvi, naopak v zaludecni §t'dve byly Castice velmi nestabilni a uvolnéné mnozstvi
bylo rovnéZ vyrazné. U nisinu se uvolnilo 1,3 pg-ml'1 a lysozymu 8,5 pg-ml'1 po 15 minutich
a zékladni enkapsulacni koncentraci nisinu 25 pg-ml'1 a lysozymu 1 000 pg-ml'l. Ponékud
stabilnéjsi byly liposomy i v pankreatické stave.

Pti aplikaci do modelovych potravin se potvrdila vysoka stabilita liposomovych Castic ve
vodné potravingé, kdy se neuvolnilo zZiddné mnoZstvi. Vysokd nestabilita byla naopak
potvrzena v modelové kyselé potraviné, kdy uvolnéné mnoZzstvi Cinilo u nisinu 8,4 pg-ml'l a
u lysozymu a7 94,9 pg-ml™” p¥i 28 °C a zdkladni enkapsulaéni koncentraci nisinu 25 pg-ml™ a
lysozymu 1000 pg-ml”. Naopak &dstice uchované pii 5°C vykdzaly niz§ uvolnéné
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mnoZstvi a vyS$§i stabilitu. Byl také patrny vliv teplot na stabilitu a uvolnéné mnoZstvi
v modelové alkoholické potraving€, kdy se pti niz8i teplot€ neuvolnilo Zadné mnoZstvi
antimikrobidlnich latek z liposomd.

Nakonec byl také proveden antimikrobidlni test na kulturdch Bacillus subtilis, kdy byla
otestovdna antimikrobidlni aktivita nisinu v tekutych médiich, a to v rozmezni koncentraci
0,625 - 2,5 ug-ml”" média. Nisin vykdzal antimikrobidlni aktivitu jiz okolo koncentrace
Iy g-ml'l. Dale bylo provedeno studium antimikrobidlni aktivity enkapsulovanych peptidi na
pevnych médiich, kdy enkapsulované Castice vykazovaly také vyraznou antimikrobidlni
aktivitu.

Zaveérem lze fici, Ze nisin je perspektivni a bezpecnd antimikrobidlni ldtka s rozsdhlym
potencidlnim vyuzitim at' uZz v potravinarském prumyslu, tak i v kosmetice. Neni pfili$
pravdépodobné, ze by mél néjakou spojitost se zvySovanim vyskytu rezistenci vuci
konvenénim antibiotikim, kvuli které je v posledni dobé prezkoumavan. Co se tyce aplikace
v enkapsulované formé, pouzita metoda enkapsulace do liposomu se ukazala jako vhodna pro
aplikace do potravin. Test stability v modelovych potravinich wukdzal, Ze jsou
liposomy v béZnych potravindch relativné stabilni a pozvolna uvolfiuji dostateCnou
koncentraci nisinu pro zajiSténi antimikrobidlni aktivity. Naopak pfi poZiti jsou liposomy
vlivem velmi nizkého pH v Zaludecnich $tavach rychle degradovany a uvolnény nisin je
rovnéz rychle rozloZen a nedochdzi tak k ovliviiovdni sttevni mikroflory.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HACAP — Hazard Analysis and Critical Control Points (Analyza nebezpeci a kritické
kontrolni body)

BSA - bovine serum albumin (hovézi sérovy albumin)

GRAS - Generally recognized as safe (Obecné shleddno jako bezpecné)

FAO - Food and Agriculture Organization (Organizace pro vyZivu a zemé&dglstvi)
WHO — World Health Organization (Svétovd zdravotnickd organizace)

JECFA - The Joint FAO/WHO Committee on Food Additives (Kontrolni komise
FAO/WHO pro potravinéiské ptisady

SDS — sodium dodecyl sulfate (Dodecylsiran sodny)

PAGE - Polyacrylamide gel electrophoresis (Elektroforéza na polyakrylamidovém
gelu)

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

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

TRIS - 2-amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol
TRICINE — N-(2-hydroxy-1,1-bis(hydroxymethyl)ethyl)glycine
BCA — Bicinchonic acid assay (Bicinchoninov4 metoda)

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

HPLC - High Performance Liquid Chromatography (Vysokotcinna kapalinova
chromatografie)

PDA - Photo Diode Array (Diodového pole)
THF — tetrahydrofurane (tetrahydrofuran)
DLS — Dynamic Light Scattering (Dynamicky rozptyl svétla)

TLE — Thin layer evaporation (odpafovéani na tenké vrstve)
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