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and production. It is extremely important
to reverse as soon as possible the process
of further opening of the scissors, and we
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UVODEM
Vazeni pratelé,

blizi se konec kalendainiho roku a také doba bilan-
covani nasi cinnosti v tomto roce. Pfipomenme si
nas tradi¢ni jarni seminaf, ktery se tentokrat vénoval
problematice aplikace metagenomiky v biotechnolo-
giich, pravidelné informovani naseho ¢lenstva a dalSich
pfiznivcl e-mailovym servisem i webovymi strankami,
novou moderni Upravu vzhledu i zvySeni urovné na-
Seho casopisu Bioprospect a jeho zafazeni do sezna-
mu recenzovanych neimpaktovanych ¢asopisi, naSe
webové stranky jsou archivovany Narodni knihovnou.
ZdGraznéme nasi uzkou spolupraci s EFB charakteri-
zovanou piedevsim ¢innosti regionalni kanceldfe Ev-
ropské federace biotechnologii v ramci Centra pro ze-
meédélsky a biotechnologicky vyzkum v Olomoudi,
aktivni Gcast prof. RNDr. Ivo Fréborta, CSc. ve vedeni
EFB (viz http://www.efb-central.org), Gfast na EBC
(viz dale publikovana zprava) a dalSich biotechnologic-
kych akcich a spolupraci s nasi stfesSni organizaci CSVTS,
kde nase spolecnost byla zastoupena v dozor¢i radé
RNDr. Tomasem Varikem, CSc. Na$i nejvétsi a nej-
zace mezinarodni konference BioTech 2014, spojené
s 6. Cesko-Svycarskym symposiem pofadand ve dnech
1. — 14. ¢ervna 2014 v Naérodni technické knihov-
né v Praze za Ucasti 265 delegdtl z 32 zemi svéta
(viz. zprava publikovana v Bioprospect 24 (2), 22 - 23,
2014). Na webovych strankdch www.biotech2014.cz je
k disposici kniha abstraktGi (Book of Abstracts), foto-
grafie z pribéhu symposia (Gallery) a mnoho dalsich
informaci. V této souvislosti bychom radi vyjadiili nas
dik vdem spoluorganizatorim a zejména nasim spon-
zorGim, vystavovateldm i Gcastnikdm, bez jejichz po-
moci by takto nédro¢né symposium nemohlo byt tak
uspésné.

Tak, jak jsme slibili, bylo nase letosni tfeti ¢islo véno-
vano vybranym ¢lankdm z této konference. Nicméné
ty nejvyznamnéjsi piehledné ¢lanky raznych aktualnich
problémid modernich biotechnologii budou publikovany
ve specidlnim ¢isle prestizniho ¢asopisu Biotechnology
Advances vydavaného nakladatelstvim Elsevier. V sou-
¢asné dobé probihda naro¢né recenzni fizeni c¢lankd
zaslanych k publikaci ve vyhladeném terminu. Toto ¢islo
vyjde v pfistim roce.

Jisté Vam neunikla zprava, Ze Ameritan James
Watson, ktery v roce 1962 obdrzel spolu s Francisem

Crickem a Mauricem Wilkinsem Nobelovu cenu za ob-
jev struktury DNA (objev z r. 1953) se ve svych 86 le-
tech rozhodl dat tuto cenu do drazby a vytézek vénovat
universitam v Bostonu a Cambridge. Drazba, ktera pro-
béhla 4. 12. 2014, pfinesla vytéZek 4,8 milion americ-
kych dolarC nebo chcete-li, asi 3 miliony britskych li-
ber (viz. http://www.bbc.com/news/science-environment-
-3034690). Na prvni pohled by se mohlo zdat, Ze prop
davat tak vyznamné ocenéni neni zrovna etické, ale
fakt, Ze timto ¢inem maze véhlasny védec jesté jednou
vyznamné prospét rozvoji védy (sponzorovanim ziska-
nymi prostfedky) plné opraviiuje tento krok. Watson
tak ucinil jako prvni Zijici nobelista, a tak ziskal moznost
ziskané prostiedky vynalozit dle své vlastni vahy.
V ostatnich pfipadech byla Nobelova cena davana
do drazby az dédici nobelisty. Tak napi. Nobelova cena
jeho spolunobelisty Francise Cricka byla vr. 2013 vydra-
Zena za 2,2 milionu americkych dolart (Crick zemfel
vr. 2004). Watsonova drazba byla mnohem Uspésnéjsi
a pfinesla védeckému badani vétsi profit.

Zavérem naSeho Uvodniku bychom, jiz tradi¢né,
radi pfipomnéli témata clankd, které naleznete v tom-
to cisle. Pfinasime Vam zde informace o Evropském bio-
technologickém kongresu v Edinburgu a o superroz-
lisovaci fluorescen¢ni mikroskopii, za jejiz objev byla
udélena Nobelova cena za chemii pro r. 2014. Nasle-
duji pfehledné ¢lanky o kloubnich implantatech, biofil-
mech, produkci bioethanolu a pouZiti jednobunéénych
fas pfi vyrobé bioplynu. Dale pak o problematice PCR
a o Mycobacterium tuberculosis.

Pfi bilancovani letosniho roku si bohuzel musime i pfi-
pomenout smutné udalosti, které zplsobily a dale pu-
sobi mnoha lidem velké utrpeni. Je to expanse tero-
ru do fady zemi Blizkého Vychodu pod vlajkou tzv.
Islamského statu, nestastna ukrajinska krize, smrt zcela
nevinnych pasazérl malajsijského letadla, nacionalismus
a dalsi jevy, které podkopavaji mezinarodni spolupraci
a spokojeny Zivot na této planeté. Pfejme si, aby politici
v sobé nasli odvahu fesit vsechny tyto problémy uvazené
a s maximalni toleranci.

Vsem nasim ¢tenailim piejeme pfijemné proZiti vanoc-
nich svatkd a po cely pfisti rok 2015 pevné zdravi, dobrou
néaladu a mnoho Gspéch( v profesnim i soukromém Zivoté.

Se srde¢nymi pozdravy se tési na pokracujici spolupraci
a na Vase pfispévky do Bioprospectu.

Jan Kas a Petra Lipovova

KRASNE VANOCE

A

dSPESNY NOVY ROK

Biotechnologicka spolecnost
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EVROPSKY BIOTECHNOLOGICKY KONGRES ECB16

V EDINBURGHU

Hlavni mésto Skotska letos v lété, ve dnech 13 -
- 16. 7., hostilo Evropsky biotechnologicky kongres —
ECB16, na ktery se sjelo téméf 800 delegatli ze viech
koutl svéta. Nejvétsi podil méli zastupci z Velké Brita-
nie, Jizni Koreje a Ciny, z evropskych stat se v prvni
desitce co do poctu delegéttl umistili napfiklad Raku-
$ané, Némci, Cesi, Polaci a Spanélé. Kongres slavnost-
né zahdjila Dr. Anne Glover, vrchni poradkyné pro védu
pfedsedy Evropské komise, svou inspirativni pfednas-
kou o tom, Ze véda a vyzkum pfedstavuji vyznamnou
C¢ast evropské kultury a ze i nadéle je tfeba védecké po-
znatky pfevadét do praxe v podobé lepsiho Zivotniho
prostiedi, kvalitnéjSiho Zivotniho stylu a udrzitelného
rozvoje. Prof. Jay Keasling z University of California, Beri
keley, pfednesl prvni plenarni prezentaci zaméfenou
na biologickou a chemickou syntetickou vyrobu coby
zaklad pro vyrobu biopaliv a jinych bio-materialQ, coz
by mélo v idealnim pfipadé vést k ,neutralité CO,".

Zasedani vykonné rady a valnd hromada Evropské
biotechnologické federace (EFB)

Pfed samotnym zahajenim kongresu v sobotu 12. 7.
se konalo zasedani vykonné rady EFB, na kterém byly
upfesnény organizacni detaily tykajici se ECB16 a byl
pfednesen nédvrh na zalozeni nové sekce zaméfené
na rostlinné biotechnologie, ve které by méla dileZitou
Ulohu hrat ceska regionalni kancelai EFB predstavo-
vana Centrem regionu Hana pro biotechnologicky
a zemédélsky vyzkum v Olomouci vedena prof. Ivo
Frébortem. Na zasedani byli také pfitomni zastupci or-
ganizac¢niho tymu z polského Krakova, kde se 3. - 6. 7.
2016 bude konat pfisti kongres ECB17. Na valné hro-
madé konané v nedéli 13. 7. byla z povéfeni predsedy
prof. Jana Kése Biotechnologické spole¢nost Ceské re-
publiky zastoupena prof. Frébortem. V priibéhu jednani
byli zvoleni ¢lenové vykonné rady EFB na dalsi dvouleté
obdobi ze zastupcli akademické obce — Ervin Balazs,
Diethard Mattanovich a Tomasz Twardowski, primysh
lu — Tony Hitchcock a regionalnich kancelafi — lvo Fré-
bort, Francesc Godia a Pierre Monsan. Byly pfedneseny
a schvaleny auditované rozpocty za rok 2012 a 2013
a predstaven odhad hospodafreni pro zbyvajici ¢ast roku
2014.

Rozmanity védecky program kongresu

Béhem necelych ¢tyf dnli kongresu se v celkem 21
sekcich konalo pies 150 kratkych pfednasek jak v po-
déni zvanych, tak vybranych odbornikl dle zaslanych
abstrakt dostupnych zde (https://www.eisevery-
where.com/file_uploads/33016a7faccc92910fa52b-
9c394e5020_ECB16AbstractBook.pdf). Uéastnici si
mohli vybrat z rozmanité skaly témat od syntetické
biologie, aplikaci metabolického modelovani, indust-
ridlni biotechnologie, bio-katalyzy, aplikaci kmenovych
bunék a genové terapie po bioodpad a bio-rafinerie,
nanotechnologie, genové inzenyrstvi rostlin ¢i biome-
dicinu a vyvoj vakcin. Ceskou republiku reprezentovali
tfi zastupci — prof. Ivo Frébort z Univerzity Palackého
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v Olomouci, doc. Tom&$ Cajthaml z Univerzity Karlovy
v Praze a Ing. Stanislav Obruca z VUT v Brné. Prednas-
ka prof. Fréborta v sekci, kterou vedl emeritni profesor
Marc van Montagu nazvané Genové inZenyrstvi rostlin
se tykala geneticky modifikovanych rostlin je¢mene, kte-
ré nasledné vykazuji vyssi odolnost vici suchu. | ostatni
prednasky v této sekci se tykaly moznych genetickych
uprav rostlin tak, aby se daly péstovat i v nepfiznivych
klimatickych podminkach a na omezené zemédélské
pudé zejména na africkém kontinenté a vyuzit rostliny
nejen jako potravu, ale pfipadné i k vyrobé Iéciv.

Z ostatnich sekci rozhodné stoji za zminku diskuze
o bio-ekonomice zalozené na pifeméné obnovitelnych
biologickych zdroj&i na tzv. bioprodukty a bioenergii
s cilem omezit zavislost na fosilnich a neobnovitelnych
zdrojich a zéroven omezit vliv lidskych aktivit na zmé-
nu klimatu, kterého se ztcastnili také zastupce OECD
James Philp a zastupkyné Evropské komise Eveline
Lecog, ktera informovala o podpofe bio-ekonomiky
v programu HORIZON 2020. ,Na rozdil od ekonomiky
zaloZené na fosilnich palivech bio-ekonomika musi byt
udrzitelnd, aby méla Sanci na uspéch. EU, USA a dalsi
vyznamné zemé a regiony si v souladu s bio-ekonomi-
kou stanovily politické cile a vyvinuly strategické plany
k jejich dosazeni do roku 2020," uved! Alfredo Aguilar,
byvaly vedouci Generélniho feditelstvi pro vyzkum Ev-
ropské komise.

Velmi kontroverzni a podnétna byla i debata o zvysu-
jici se rezistenci chorob vic¢i antibiotikdim a o tom, jaké
jsou alternativy k tomuto druhu lékd do budoucnosti.
O tom, Ze se jedna o skute¢né aktualni a ¢im dal tim
hrozivéjsi problém svédci i iniciativa britského minister-
ského pfedsedy Davida Camerona, ktery sestavil panel
z expertl v oblasti védy, financi, primyslu a zdravotnic-
tvi, aby sestavili plan na podporu vyvoje novych anti-
biotik. V uplynulych 25 letech se nepodafilo vyvinout
zadny novy druh antibiotika, vzdy je to jen variace na jiz
objeveny Iék. Cameron varoval, Zze pokud se zahy nepo-
dafi pfijit s néjakou alternativou, mohla by se medicina
znovu ocitnout v ,dobé temna”, kdy na dnes bézné lé-
¢itelné choroby budou lidé opét umirat.

Poster session a ocenéni

Kromé Ustnich sdéleni bylo prezentovano vice nez
400 posterl, kde méli zejména mladi védci z fad
studentl pfileZitost prezentovat své vysledky. Cenu
¢asopisu New Biotechnology za nejlepsi poster ziskala
Elisabeth Lobner z University of Natural Resources and
Life Sciences ve Vidni, kterd obdrzela ro¢ni piedplatné
¢asopisu spolu s poukazem na bezplatné publikovani
v Casopise. Vitézem ceny ECB17 se stal Jan Schiirmann
z Westfélische Wilhelms-Universitdt v Minsteru, jenz
obdrzel bezplatnou registraci na pfisti kongres ECB17,
ktery se uskute¢ni 3. — 6. 7. 2016 v polském Krakové.
Skupina editorli casopisu Biochemical Engineering
Journal ve spolupraci s organizatory kongresu ECB16
vyhlasili vitéze patého rocniku Ceny pro mladého



védce (Young Investigator Award), kterym se stal
Chetan Goudar z americké spole¢nosti Amgen. Oce-
néni ziskal za publikaci ,A glimpse into the future of
mammalian cell culture process development: innova-
tive approaches to impact time to clinic, product qu-
ality, and cost of process development and commer-
cial manufacturing” (http://dx. doi. org/10. 1016/j. nbt.
2014. 05. 1634).

Spoluprace Evropy a Asie

Na zavér kongresu promluvil Prof. Sang Yup Lee
z Korejského institutu pro védu a technologie (KAIST)
o produkci pfirodnich i syntetickych chemikalii, paliv
a jinych latek prostfednictvim metabolicky konstruo-
vanych mikroorganismd. ,Béhem kongresu Evropska

biotechnologicka federace uzavrela strategické memo-
randum o spolupréci s Asijskou biotechnologickou fe-
deraci a nasim spole¢nym cilem by mélo byt nalezeni
ekonomicky udrzitelné alternativy k ropnym produk-
tdm v co nejkratSim ¢asovém horizontu,” uved| prezi-
dent EFB Marc van Montagu o sméru, kterym by se mél
biotechnologicky vyzkum na globalni trovni ubirat.

Ing. Karolina Chvatalova
(karolina.chvatalova@seznam.cz)

Prof. RNDr. Ivo Frébort, CSc., Ph. D.

Centrum regionu Hana pro biotechnologicky
a zemédélsky vyzkum

OD MIKROSKOPIE K NANOSKOPII

Nobelova cena za chemii pro rok 2014 byla udélena
za ,objev superrozlisovaci fluorescen¢ni mikroskopie”.
Drziteli Nobelovy ceny za chemii pro rok 2014 se stali
Eric Betzig (Janelia Farm Research Campus, Howard
Hughes Medical Institute, USA), Stefan W. Hell (Max
Planck Institut pro Biofyzikalni Chemii, Némecké cen-
trum pro vyzkum rakoviny, Némecko) a William E.
Moerner (Stanfordova Universita, USA).

Mnoho soucasnych znalosti a pochopeni biologic-
kych procesti vychédzi z moznosti pfimé vizualizace.
Ze Siroké 3Skaly zobrazovacich technik je v biologic-
kych védach fluorescen¢ni mikroskopie preferovana
zejména diky moznosti specifického znaceni sledova-
nych molekul a aplikace na Zivé bunky. V tom spociva
jeji vyhoda oproti elektronové mikroskopii. Nicméné,
konven¢ni fluorescenéni mikroskopie byla dosud li-
mitovana pomérné nizkym rozliSenim. V optimalnim
pfipadé Ize dosédhnout rozliseni cca 200 nm lateralné
a 500 nm axialné v zavislosti na vinové délce. Vzhle-
dem k malé velikosti proteind a jinych molekul, jez
jsou pfedmétem zadjmu, bylo toto rozliseni, omezené
difrakénim limitem svétla, nedostate¢né. V poslednich
letech byla proto vénovana zna¢na pozornost vyvoji
novych metod, jejichz cilem bylo tuto difrakéni barié-
ru pirekonat, a umoznit tak fluorescen¢ni mikroskopii
na urovni jednotlivych molekul. To vedlo k objevu bez-
poctu pralomovych vysokorozliSovacich (superresolu-
tion) technik, za které byla Kralovskou Svédskou akade-
mii véd udélena Nobelova cena v oboru chemie.

Diky sou¢asnému vyvoji ve vysokorozliSovaci fluores-
cencni mikroskopii a pokofeni fyzikdlniho limitu ma-
ximalniho mozného rozliseni postulovaného Ernstem
Abbem, jiZz neni pozorovani malych molekul v Zivych
objektech nemoiné. A to zejména diky prikopnické
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praci tfech letosnich laureat Nobelovy ceny za chemii.
Americti védci Eric Betzig a William E. Moerner byli oce-
néni za tzv. ,lokaliza¢ni mikroskopii” umozujici zobra-
zovat jednotlivé molekuly. Metoda je zaloZzena na moz-
nosti aktivace fluorescence jen v ¢&asti populace fluo-
roforl ve vzorku, ktery je po dlouhou dobu snimém.
Vysledny rekonstruovany obraz mé pak rozliseni v fa-
dech nanometrd. Némecky védec, vasnivy saxofonista
a zakladatel firmy Abberior, Stefan W. Hell pak umoznil
pfechod z mikrosvéta do nanosvéta diky technice zalo-
Zené na stimulované depleci emise (z angl.: stimulated
emission depletion, STED). V této metodé je vyuzivano
dvou laser(, jeden pro vybuzeni sledovaného fluoro-
foru, druhy pro depleci jeho emise. Nesmime oviem
také zapomenout na bohuzel ptfedcasné zesnulého
pionyra dalsi superrozliSovaci techniky: strukturni ilu-
mina¢ni mikroskopie, Matse Gustafssona (Janelia Farm
Research Campus, Howard Hughes Medical Institute,
USA). Nepostradatelny piinos ve vyvoji lokaliza¢nich
metod méla také Xiaowei Zhuang (Harvardska univer-
sita, USA).

VysokorozliSovaci fluorescen¢ni mikroskopie jisté
bude podstatnym pfinosem i pro vyzkum na Vysoké
Skole chemicko-technologické. Umozni ndm rozsifit
v soucasné dobé pouzivané metody konfokalni mik-
roskopie a fluorescenéniho zobrazovéni Zivych bunék
(live imaging) a zaznamenat nejen v soucasnosti po-
zorované dynamické procesy v burice, ale také zachytit
sledované pochody na molekularni trovni. Potvrzeni
interakce proteint ¢i jinych molekul zdjmu jiz nebude
diky nanometrovému rozliseni nadéle problémem.

Silvie Rimpelova, Tomas Ruml



ODBORNE PRISPEVKY

BIOFILMY

Bohacova Martina, Pazlarova Jarmila

VSCHT Praha, Ustav biochemie a mikrobiologie; Martina.Bohacova@vscht.cz

Uvod

Biofilmy spolu s polymernimi latkami jsou nékdy
oznacovany jako mésta bakterii a latky, matrice, ktera
jednotlivé buriky obklopuje jejich domem." Odhadu-
je se, Ze az 98 % bakterii Zijicich v pfirozenych pod-
minkéach vytvéfi biofilmy, které se tak stavaji nedil-
nou soucasti pfirozenych ekosystéma.2 Mikroorganismy
interaguji mezi sebou ale i s prostiedim, ve kterém Ziji.
Existence téchto spolecenstev nachazi uplatnéni v bio-
remediacnich procesech, ale také vyznamné zasahuje
do biomediciny a potravinaiského pramyslu.> Produkce
polymernich latek mize poskytovat mikroorganismim
evolu¢ni vyhodu oproti mikroblim, jez je neprodukuji.*

V literatufe jiz existuje mnoho definici biofilmu® & 7.
Biofilmy jsou konsorcia bunék obklopena sebou vy-
produkovanymi polymernimi latkami (matrici), ktera
jsou pfilnuta k biotickému ¢i abiotickému povrchu,
jedna se o velmi dynamické systémy se Sirokou skalou
mikroprostfedi ménici se v ¢ase, jejich vznik je vysled-
kem dialogu mezi mikroorganismy samymi a jejich pro-
stfedim.

Pfitomnost extracelularnich polymernich substanci
(EPS) na povrsich v kontaktu s potravinami umozriuje
kolonizaci potencialné nebezpecnych patogenti nebo
mikroorganism@ hniloby a usnadriuje kontaminacni
proces. Snizena penetrace biocidu do biofilmu, diky
pfitomnosti matrice, je jednim z faktor( pfispivajicim
ke zvySené rezistenci v(ici antimikrobialnimu pfipravkuy,
napi. rostouci hydrofilita bakteridlniho povrchu vede
ke snizené penetraci antimikrobialniho pfipravku hyd-
rofobniho charakteru.®

Tvorba a vyvoj biofilmu

Proces tvorby biofilmu zacina pfilnutim k povrchu,
vznikem mikrokolonii a pokrac¢uje zranim biofilmu
a uvolnénim bunék. Struktura biofilmu zéleZi prede-
v3im na povrchu, mikroorganismu, ale i napf. na do-
stupnosti Zivin a dalSich faktorech. Motilita se jevi
jako dlezity faktor pro tvorbu biofilmu, napf. mutanti
Pseudomonas aeruginosa s naru$enou motilitou ne-
tvofi biofilmy.

Povrch je pfed kolonizaci pokryt filmem organickych
molekul.” Tento proces probiha kontinualné. Transport
molekul je pomérné rychly a jeho vysledkem je adsorp-
ce. Vlastnosti substratu jsou ovlivnény pfitomnosti fil-
mu. Snizenim hydrofobicity povrchu se substrat nabije
zaporné a zméni se jeho potencial.®

Pfilnuti k povrchu je komplexni proces s fadou roze
poznanych mechanismd. Proces adsorpce spadéa pod
zékony fyzikalni chemie a je ovlivnén piedevsim ion-
tovymi silami. Proces adheze je specificka interakce
charakterizovana stereochemickou orientaci molekul
a jedna se o reverzibilni proces.” Primarni adsorpce
je proces, ktery se odehrava v méfitku nékolika nano-
metrG diky slabym vazebnym interakcim s nizkou spe-
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cifitou jako Van der Waalsovy sily." Ireverzibilni ad-
sorpce, adherence, je specifickd interakce vodikovych
mustk(, iontovych vazeb, hydrofobnich interakci a di-
pola odehravajici se v rozmezi 5 nm. Tato vazba vznika
diky sekreci EPS nebo pfitomnosti fibrilarnich struktur.
MnozZstvi nevratné adsorbovanych bunék roste s po-
¢tem délicich se bunék. Proces je limitovan fyziolo-
gickymi procesy a koncentraci nutrient(i. Pfisednutim
bunék k povrchu dochazi ke zméné exprese nékterych
gen( a produkci EPS."?

Béhem adherence bakterie pouzivaji transportni me-
chanismy souvisejici s proudénim na fazovém rozhra-
ni jako laminarni proudéni ve vztahu k sedimentaci,
motilité a molekulérni difuzi nebo turbulentni prou-
déni k transportu vétsich castic jako konvekci a difuzi.
Mikroorganismy se také mohou aktivné pohybovat skrz
«difuzni podvrstvu” pomoci bi¢iku nebo pili. Mikroorga-
nismy pfilnou na ¢astici reverzibilné nebo ireverzibilné.

Rana kolonizace je zprostifedkovana specifickymi i
nespecifickymi iontovymi interakcemi povrchu pokry-
tého filmem s dalSimi slozkami matrice. Mechanismy
adsorpce vedou k akumulaci bunék, nasleduje déleni
a faze uvolnéni buriky z biofilmu a navraceni k plank-
tonni formé rdstu. Uvolnéni je aktivni ¢i pasivni proces
vedouci k preziti populace nebo kolonizaci a je ovlivné-
no fadou environmentalnich faktord.

Polymikrobialni biofilmy jsou funkéni konsorcia, ktera
¢asto disponuji kombinovanou metabolickou aktivitou,
rozmanitéjsi nez u jednodruhovych biofilmd. Pozdni ko-
lonizatofi jsou schopni rozpoznat odliSny geneticky stav
populace. ® Piilnuti geneticky rozdilnych bakterii skrze
specifické molekuly je oznac¢ovéno jako koagregace.™

VyCerpanim nutrientd a energie nutné k zachovani
metabolickych procesti dochazi k degradaci biofilmu.
Hladovéni mUize vést, az k vnitinimu rozloZeni systému,
jelikoz intracelularni komponenty jsou vyuzivany misto
exogennich nutrientl. Kdyz jsou posledni zésoby ener-
gie spotfebovany, biofilm zanika.> *»

Matrice extracelularnich polymernich
latek

Jednim z hlavnich strukturnich komponent biofil-
mu je matrice, kterd se sklada z extracelularnich poly-
mernich latek, mezi néz patfi polysacharidy, proteiny
a nukleové kyseliny." '® Matrice je produkovéna buri-
kami samotnymi, ale i dalsi struktury bakterialni stény
prispivaji k jejim celkovym vlastnostem napf. fimbrie,
pili a povrchové proteiny.' Jeji vlastnosti ovliviiuji poro-
zitu, denzitu, ndboj, sorpci, hydrofobicitu, mechanickou
stabilitu a proto vytvaii podminky, v nichz bunka Zije.!

Produkce EPS planktonnimi a pfisedlymi burikami
hraje dulezitou roli v procesu adheze a udriby. Matrice
chrani organismus proti vysuseni, oxida¢nim ¢inidl&im,
antibiotikim a ultrafialovému zéfeni. Vnéjsi vrstvy
absorbuji poskozeni a vnitini maji potom vice ¢asu



na odpovéd vici stresu.” Dynamické prostiedi matri-
ce vytvafi zény s pozménénou aktivitou. Organizace
matrice umoziiuje vznik nutri¢nich a osmotickych gra-
dientl. Tyto procesy vedou ke stratifikaci a diverzifikaci
mikrobialnich bunék a vzniku rlznych mikroprostre-
di.’® ™ Takovéto uspofadani vylepsuje bakterialni ob-
ranné mechanismy. Kmeny produkujici EPS, zvlasté
nizkomolekularni, mohou mit evolu¢ni vyhodou oproti
kmen@im, jez tolik EPS neprodukuji. Buriky produkujici
matrici totiz utlumuji sousedici buriky matrici nepro-
dukujici, na druhé strané se oviem chovaji altruisticky
k burikdm nad nimi a posouvaji je ke zdroji Zivin, kys-
liku nebo mimo zvySenou koncentraci toxickych latek.*

Vlastnosti EPS se méni v zavislosti na vnitfnich
a vnéjsich faktorech. Mezi vnitini faktory patfi gene-
ticky ,make up”, vnéjsi reprezentuje fyzikalné-che-
mické prostiedi.’® EPS pfirozené obsahuje burika-
mi sekretované molekuly a také absorbované Ziviny,
ale vétsina latek je téice biodegradovatelna.” Ackoli
je Vvétsi cast EPS Casto nevyuzitelnd pro bunku, rizné
komponenty mohou slouzit jako rozpoustédlo, ty pak
snadno interaguji s bakterialni kapsulou diky fyzikalné
chemickym vlastnostem napf. viskozité. Velmi dlezitou
schopnosti matrice je vazani Zivin z prostfedi.’

EPS se vytvaii béhem specifické adheze. Matrice
umozZni néslednou kolonizaci a hraje duleZitou roli
ve vyvoji architektury biofilmu do zralého stavu. EPS
zesili interakce mezi mikroorganismy, zapficini irever-
zibilni adherenci a umozni vznik bunéc¢nych agregatd.
Matrice je produkovana béhem celého cyklu tvorby
biofilmu, ale pravdépodobné se nejvétsi mnozstvi tvofi
béhem maturacni faze."™

Nukleové kyseliny

Ackoli je extracelularni DNA (eDNA) Siroce studova-
nou molekulou ve vztahu k biofilmam, jeji ddlezitost
byla rozpoznana az v poslednim desetileti, tedy celkem
nedavno.® eDNA je ubikvitni slozkou prostiedi a jeji
pfitomnost je spojovana s bunéc¢nou smrti, autolyzi,
ale i sekreci. eDNA poskytuje dulezity zdroj Zivin v eko-
systémech, ve smyslu rezervoaru dusiku a fosforu.?°
Jeji prevalence poskytuje volnou DNA a matrice vytvari
prostiedi s vysokou frekvenci horizontalniho genetic-
kého transferu.™ 2" eDNa je také dullezitym pfirodnim
lepidlem vyznamné se Gcastnici procesu adheze a koa-
gragace."”

Velikost makromolekul je mensi nez velikost buné¢-
nych struktur, proto musi buriky pfekonat repulzni sily
(odpudivé). Pfitomnost eDNA potom pfipiva k ireverzi-
bilni adherenci. " Navic acid-base interakce (kyselina-
-zdsada) probihaji v stereochemickém mikroprostiedi
a jejich vysledkem je velmi silné interakce mezi makro-
molekulami a polarnimi komponenty buné¢né stény.?

Plivod eDNA je nejisty. Nékteré studie naznacuji,
Ze eDNA je ptivodem genomova nebo ji alespon velmi
podobna." 2 Jini autofi uvadéji, Ze plivod eDNA neni
tolik dulezity, protoze kazdé eDNA bude fungovat jako
jakakoli jina DNA v prostiedi.* eDNA z eukaryotnich
systémi zahustuje hlen a vytvaii lepivéjsi prostiedi
u pacientt trpicich s cystickou fibr6zou. eDNA je také
hlavni slozkou biofilmu Pseudomonas aeruginosa, zna-
mého patogena téchto pacientl. eDNA vykazuje spe-
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cifickou prostorovou distribuci ve vztahu ke stafi biofil-
mu. MnozZstvi eDNA se lisi dokonce i u blizce pfibuz-
nych druhd@ mikroorganismu napf. S. aureus produkuje
vice eDNA nei S. epidermidis.?®

Produkce autolysin( je regulovana procesem quorum
sensing. Autolyziny spousti uvolnéni eDNA v biofilmech
Streptococcus na rozdil od mutantd, ktefi tuto schop-
nost ztratili. Autolysin (AItE) spousti autolyzu subpopu-
lace S. epidermidis.?® Zatim nebylo vylouceno, Ze eDNA
muize byt sekretovana pomoci vezikuld.” Schopnost
pfilnout ke sklu, polystyrenu a nerezové oceli se zhor-
Sila u mutantG L. monocytogenes argA, argD. ArgD je
pfedpokladanym prekurzorem Gcastnicim se produkce
autoindukovanych peptidi nutnych pro tvorbu biofil-
mu, ale pfimé dlkazy o propojeni s quorum sensing
zatim chybi.?”

Proteiny

Proteiny jsou velmi abundantni slozkou EPS a v né-
kterych pfipadech mohou pifesdhnout i obsah sacha-
ridG napf. v biofilmech aktivovaného kalu a kanald.”
Mimobunécné sekretované proteiny maji vétsinou
molekularni hmotnost 10 kDa — 200 kDa, 40 — 60 %
proteind je hydrofébniho charakteru.? Polypeptidy jsou
Castéjsi u gramnegativnich druhd.

Proteiny matrice propojuji povrch bakterie a zby-
tek EPS, tyto proteiny, jsou Casto schopny vazat cukry
a tvorit sité. BapL jsou peptidoglykany vazajici protein
L. monocytogenes, téZz znamy jako Lmo0345, dulezity
v tvorbé biofilmu. Knock out mutanti vykazovali sniZe-
nou schopnost adheze k povrchu. The BapL je pfito-
men v mnoha environmentalnich izolatech, ale neni
esencialni pro virulenci v mysi na rozdil od dalSich Bap
protein(i?®. BapL je analogem dalSich s povrchem asoci-
ovanych povrchovych proteini produkovanych nékoli-
ka bakterialnimu druhy véetné Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa a Salmonella enterica.?®

Analyza exoproteom planktonnich a biofilmovych
bunék L. monocytogenes EGDe odhalila rozdily v 31
proteinech, ale pouze 9 jich bylo uspésné identifiko-
vano. Dalsi proteiny jsou ¢asto enzymy Ucastnici se
degradace biopolymer. Z biopolymert nasledné
vznikaji nizkomolekularni latky, které jsou vyuZivany
jako zdroj uhliku a energie. Substratem byvaji ve vodé
rozpustné (cukry, nukleové kyselina a protein) nebo
ve vodé nerozpustné molekuly (lipidy, celuldza).
Dalsi skupina enzymi se Ucastni uvolnéni nékterych
¢asti EPS. EPS degradujici enzymy jsou aktivni prede-
v3im béhem hladovéni. Tyto enzymy jsou schopny vyu-
zivat také EPS jinych bakterii. Obecné maji tuto schop-
nost hydrolazy a lyazy, které pomalu rozkladaji exopo-
lysacharidy.™

Nékteré enzymy jsou virulenénimi faktory Gcastnici
se infekce."” Streptokoky produkuji enzymy s pfimou
¢i nepfimou imunomodulaé¢ni funkci, ovliviiuji napf.
imunoglobuliny nebo faktory komplementu.®' Enzymy
jsou take vyuzivany v ¢istickach vod, pro purifikaci, hra-
ji dtlezitou roli v biodegradaci syntetickych polymerd
a pfirozené zpUsobuiji korozi.*?

Sacharidy

Exopolysacharidy se zdaji byt nejzastoupené;jsi sloz-

kou mnoha bakterialnich biofilm{. Sacharidy jsou ¢asto



dlouhé linedrni nebo vétvené sité o velikosti v jednot-
kdch miliond Daltont.™ Heteropolysacharidy a homo-
polysacharidy jsou strukturni oporou matrice. Polysa-
charidy matrice jsou casto nerozpustné se schopnosti
vazat pozitivné nabité molekuly jako soli a kovy. Vétsina
matrice je casto slozena z neutralnich cukrd jako hexo-
za ¢i uronové kyseliny. Substituenty byvaji estery kyseli-
ny octové, pyruvat, formiat, sukcinat.?

Derivaty glukant a fruktany jsou produkovény v ust-
nich biofilmech streptokokd. Celulézu tvofi nékolik
druht bakterii Agrobacterium sp., Rhizobium sp. nebo
Enterobacteriaceae a Pseudomonaceae.>* Heteropoly-
sacharidy se skladaji z koktejlu nabitych a nenabitych
rezidui, které obsahuji skélu organickych a anorganic-
kych substituent( ovliviiujici jejich fyzikalni a biologic-
kou aktivitu.
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Biofilmy obklopené extracelularnimi polymernimi latkami pfedstavuji jeden z nejéastéji objevujicich se fenotyp( v pfirodé. Biofilmy jsou
proto nedilnou soucasti pfirozenych ekosystémd. Mikroorganismy interaguji mezi sebou ale i s prostfedim, ve kterém Ziji. Pfitomnost
extraceluldrnich polymernich substanci na povrsich v kontaktu s jidlem umoziiuje kolonizaci potenciélné nebezpe¢nych patogent nebo
mikroorganism@ hniloby a usnadriuje kontaminaéni proces. Hlub3i poznani jednotlivych slozek matrice miize podpofit rozvoj strategii
umoziujicich G¢inné rozruseni a odstranéni biofilmu. Tento ¢lanek je vénovéan predevsim piedstaveni slozek matrice a jejich zékladnim

funkcim.
Klicova slova: biofilmy, matrice, extracelularni polymerni latky



Summary
Bohacova M., Pazlarova J.: Biofilms

Biofilms encased by extracellular polymeric substances are very common phenotype across the nature. Therefore they are inseparab-
le part of natural habitats. Microorganisms interact with each other and also with environment they live in. Presence of extracellular
polymeric substances on the surface facilitates colonisation of potentially dangerous pathogens or food spoilage. Better understanding
of matrix components can support the development of treatment strategies that successfully disrupt biofilm structure. This article aims

to characterise the matrix components and their basic functions.
Keywords: biofilms, matrix, extracellular polymeric substances

PROBLEMATIKA INFEKCIi KLOUBNICH IMPLANTATU
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Uvod

Umélé klouby pomahaji kazdy rok zkvalitnit Zivot mi-
lionu lidi po celém svét&. Uspésna implantace kloubni
nahrady poskytuje pacientdim ulevu od bolesti, obno-
vuje funkénost koncetin a vraci lidem zpét jejich neza-
vislost. Napfiklad v USA bylo v roce 2010 implantovano
332 000 umélych kycelnich kloubli a 719 000 kolen-
nich kloubd. Pfedpoklada se, ze do roku 2030 tato ¢isla
dosahnou fadu miliont'.

Bohuzel, infekce implantatd jsou v soucasné dobé
velmi vazinou komplikaci. Porézni povlaky na povr-
chu implantatt, které usnadiiuji osteointegraci (pfi-
mé strukturni a funkéni spojeni Zivé kosti s umélym
implantatem), vytvéii az o 700 % vétsi plochu ve srov-
nani s idealni rovinou a tim extrémné zvysuji nachylnost
k bakterialni kolonizaci a nasledné tvorbé biofilmu.
A pravé zminéna tvorba biofilmu je pficinou vétSiny
infekci kloubnich nahrad, se kterymi se v dnesni dobé
potykame?.

Biofilm

Schopnost mikroorganism0 cilené regulovat adhezi
v zavislosti na fyziologickém stavu je jednim z nejddle-
zitéjSich faktord, ktery ovliviiuje rovnovahu mezi plank-
tonickou formou buriky a tvorbou biofilmu3. Biofilmem
je mikrobni spolecenstvi uzaviené v biopolymerni
matrix, pfichycené k povrchu, nebo k sobé navzajem.
Mikroorganismy ve formé biofilm& casto kontaminuji
biomedicinska a primyslova zafizeni a zpGsobuji oko-
lo 60 % nozokomialnich infekci (vzniklych v souvislos-
ti s hospitalizaci pacienta), jako jsou napfiklad infekce
protéz ¢i katetrl. Biofilmové infekce zpomaluji hojeni
ran a Casto vedou az k opétovné hospitalizaci pacienta.
Z tohoto ddivodu ziskala prevence ¢i eradikace biofilma
v poslednich deseti letech zvlastni pozornost mnoha
védeckych skupin®.

Mikroorganismy zpiisobujici infekce

Mezi nejbéznéjsi bakterie zplsobujici infekce kloub-
nich implantatu patfi: koagulasa-negativni stafyloko-
ky (30 - 43 %), Staphylococcus aureus (12 — 23 %),
zastupci streptokokd (9 - 10%), pfedevsim Strepto-
coccus gallolyticus subsp. gallolyticus, méné ¢asto
Streptococcus pneumoniae. Déle zéstupci enteroko-
ki (3 - 7 %), gramnegativnich bacilt (3 - 69%), na-
priklad Escherischia coli a Pseudomonas aeruginosa
a anaerobnich bakterii (2 — 4%), napfiklad Clostri-
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dium spp., Bacteroides fragilis, Peptostreptococcus spp.
a Actinomyces spp.’*%. Jako zastupce mycobakterii Ize
jmenovat Mycobacterium tuberculsis. Méné nez 1%
infekci je zplsobeno zastupci z fad kvasinek a plis-
ni. Nejcastéji izolovanymi kvasinkami (809% pfipad()
jsou Candida albicans a Candida parapsilosis’. Z in-
fikovanych materiald byly také izolovany zastupci plis-
ni Aspergillus spp.’, napfiklad Aspergillus fumigatus®.
Polymikrobiélni infekce, zplsobené vicedruhovymi
biofilmy, jsou pozorovany u zhruba 10 — 11 % pfipadd
infekci kloubnich néhrad’.

Klasifikace infekci

Klasifikace infekci kloubnich nahrad je rozdélovana
podle mechanismu jejich vzniku ¢i podle doby, za kte-
rou se infekce projevi po implantaci®.

Podle mechanismu vzniku

Mikroorganismy se dostavaji do mista infekce bud
exogenné (z vnéjsiho prostiedi), nebo hematogenné
(krevnim fecistém)e.

Obr. 1: Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) experi-
mentalné infikovaného implantatu v téle morcete. Po za-
hojeni rany po implantaci uméle infikovaného teflonového
implantétu S. aureus — na obrazku jsou vidét dva granulocyty,
které zjevné nejsou schopny eliminovat bunky S. aureus, kte-
ry je ve formé agregatt pfichycen na povrch implantatu — ne-
pravidelny povrch znazorfiuje pfitomnost exopolysacharida™.



K exogennim infekcim casto dochazi béhem sa-
motného chirurgického zakroku nebo brzy po operaci
v pfipadé Spatného hojeni operacni rany. Tento problém
je pozorovan piedevsim u pacientd s velkymi hematomy.
Vizacné dochazi k exogenni infekci pozdéji po zakroku
pii provadéni artrocentézy (odbér synovinalni tekutiny
z kloubniho pouzdra pomoci injekéni stiikacky) za uce-
lem diagnostiky synovinélni infekce nebo po spontan-
nim ¢ traumatickém prichodu implantatu skrz po-
kozku. Tento druh patogeneze je pozorovan piede-
v3im u osteosyntézy (fixace komplikovanych zlomenin
hieby a dlahami pfimo na kost nebo vnéjsi metodou
skrz kdzi), méné casto pak v pfipadé kloubnich nahrad®.

K hematogenni infekci dochazi pies krevni fecisté
kdykoliv po provedeni chirurgického zékroku. Bylo pro-
kadzano, ze pfitomnost ciziho télesa lokalné oslabuje
obranu hostitele. Granulocyty, které se hromadi okolo
implantétu, nejsou zcela funkéni (Obr. 1), pravdépo-
dobné v disledku poruchy fagocytdzy, coz vede k de-
granulaci, poskozeni pohlcovani ¢astic a produkci supe-
roxidu. S ohledem na takto sniZzenou obranyschopnost
je kolonizace implantdtu mikroorganismy a nasledna
infekce zcela pochopitelna.

Podle doby vzniku infekce od implantace

Nejcastéji je infekce klasifikovana podle doby, kte-
ra uplyne od implantace do prvnich pfiznakl infekce.
PouzZiva se oznaceni ¢asna, zpozdéna a pozdni infekce.
Casna infekce se objevuje b&hem prvnich dvou mésicd
po chirurgickém zakroku, zpozdéna infekce mezi tfetim
a dvacatym ctvrtym mésicem po implantaci a pozdni
déle nez po dvou letech od operace™.

Obr. 2: Artrografie (rentgenové kontrastni vysSetie-
ni kloubu) nahrady kycelniho kloubu 5 let po operaci.
Pozdni infekce zplisobena S. aureus™.

Casné a zpozdéné infekce byvaji zpravidla exogenni
a zpusobuji je pfedevsim virulentni mikroorganismy,
jako jsou Staphylococcus aureus ¢&i Escherischia coli.
Oproti tomu k pozdnim infekcim (Obr. 2) obvykle do-
chézi po uplynuti poopera¢niho obdobi bez piiznak
infekce a vznikaji hematogenni cestou. Byvaji zplsobe-
ny mikroorganismy s nizkou virulenci, jako jsou nékteré
druhy staphylokokd nebo napfiklad Propionibacterium
acnes. Nejcastéji dochazi k infekci pokozky a mékkych
tkani v okoli implantatu. Tyto infekce mohou vzni-
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kat pfechodem z mocového Ustroji, dychaciho Ustroji,
gastrointestinalniho traktu ¢ Gstni dutiny”. Casto neni
mozné identifikovat primarni ohnisko infekce, proto-
ze ve chvili kdy dochézi k lokélnim pfiznakdim infekce,
je plvodni zdroj jiz zahojeny. Nejcastéji zptsobuje he-
matogenni infekce implantatd bakterie Staphylococcus
aureus®.

Klinicke projevy infekci

Klinické projevy se lisi v zavislosti na virulenci infiku-
jicitho mikroorganismu, na mechanismu vzniku infek-
ce, na imunitni odpovédi pacienta, na struktuie okolni
mékké tkané a mife poskozeni kloubniho implantatu.
Nicméné obecné pozorovanymi symptomy jsou bolest
v misté zasazeni, otok kloub(, hnisavy vytok, zarudnuti
a ohiev pokozky v okoli infekce, zimnice s horec¢kou'.

Diagndza

Diagndza infekci kloubnich nahrad je zalozena
na kombinaci klinickych nalezd, laboratornich vysled-
ka ziskanych z odbéru synovinalni tekutiny a periferni
krve, mikrobiologickych dat, histologického hodnoceni
periprostetické tkané, pfedoperacni kontroly a v nékte-
rych pfipadech rtg snimkd. Obecny pfistup k diagnoze
téchto infekci musi byt ze dvou hledisek. Nejprve je nut-
né zjistit, zda je kloubni implantat skute¢né infikovan
a v pfipadé kladné odpovédi musi byt identifikovan
mikroorganismus, ktery infekci zplsobuje, nakonec
musi byt stanovena jeho antimikrobialni stabilita.
Na zakladé téchto zjisténi je nasledné navrzen lécebny
postup'.

Boj proti infekci

Jelikoz mikroorganismy v biofilmu obecné velmi
snadno vytvafi rezistenci vici tradi¢nim antibiotikim,
neni mozné lécit infekci kloubnich nahrad pouhym
podavanim lékd. V soucasné dobé vyzaduje Uspés-
nd lécba infekci kloubnich néhrad chirurgicky zakrok
v kombinaci s dlouhodobou antimikrobni lé¢bou za-
méfenou proti adhezi bunék na povrch implantatu’.
Optimalni antimikrobidlni |é¢ba bez chirurgického
zékroku neni doposud zndma'.

Existuji dvé moznosti antibiofilmovych strategii.
Prvni z nich je preventivni — zabranéni mikrobni adheze
na pfislusny materidl a tim i predejiti tvorby samotného
biofilmu. Druhou moznosti je eradikace jiz vytvofeného
mikrobniho biofilmu.

Prevence vzniku infekci

Identifikace a optimalizace vsech ovlivnitelnych ri-
zikovych faktorli pfed samotnym vlozenim kloubniho
implantatu do téla pacienta jsou zasadni pro prevenci
vzniku infekce. Mezi tyto faktory patfi v pfipadé diabe-
tikd kontrola hladiny glukosy v krvi, u kufdkd podpora
odvykani koufeni, diagnostika jakékoliv stavajici infek-
ce v téle pacienta, apod'. Dobrou prevenci je poctivé
a pravidelné ¢isténi pracovnich nastrojt, rukou a ves-
kerého vybaveni; ovsem dezinfekéni prostiedky mo-
hou byt toxické a navic jejich velkd spotieba znac¢né
zvySuje naklady celého procesu. Bylo prokazano, ze
pouZiti médénych nastroji sniZuje mnohonasobné
riziko kontaminace. Méd je vieobecné zndma svymi



antibakterialnimi vlastnostmi®. Pfi zapoceti samotného
chirurgického zakroku by méla byt poctivé vydezinfiko-
vana pokozka v misté operac¢niho zésahu. Velky vyznam
ma také provedeni pfedoperacni antimikrobialni profy-
laxe pro pfedejiti pfipadné infekce (¢asto byva pouziva-
no antibiotikum cefazolin ¢i vankomycin)'.

Prevence tvorby biofilmu na samotné kloubni nahra-
dé spociva bud v totalnim predejiti ¢i redukci jeho vzni-
ku pouzitim antiadhezniho ¢i antimikrobniho povrchu.
Tim se bud zabrani ulpivani bakterii na povrchu, nebo
jsou znic¢eny veskeré bunky, které vstoupi do kontaktu
s povrchem. V pfipadé pfipravy antiadhezivnich mate-
ridlG lze upravovat drsnost povrchu pomoci fyzikalni
modifikace, zménou povrchové energie’ nebo imo-
bilizaci antiadhezivnich latek jako jsou poly(ethylen-
glykol) nebo polysacharidy'®. Pro tvorbu biocidniho
povrchu Ize pouzit imobilizaci antibiotik inkorporaci
& kovalentni vazbou pfimo k povrchu®™. Casto je také
pouzivan kvartérni dusik® ¢i stiibro?'.

Lécba infikovaného materidlu

Eradikace biofilmu je obtizn4, protoze pfisedlé mik-
roorganismy jsou vyrazné odolnéjsi vici antibiotikim
(oproti planktonickym bunkém az 1000x), biocidiim
a hydrodynamickym stfiznym sildm. ZvySovanim kon-
centrace antibiotik dochazi postupné k multirezistenci
mikroorganismi a neprospiva to Zivotnimu prostiedi.
Je moiné odstranovat biofilm mechanicky tfenim,
coz ale mdze byt pro pacienta velmi bolestivé nebo
enzymaticky napfiklad pouzitim enzymu dispersinu B2,
Celkové je ale lepsi rozvijet preventivni techniky, nez
odstranovat jiz vzniklou infekci*.

Navrhované reseni

Pfirodni produkty jsou velmi slibné pro pisobeni
proti biofilmu, protoZe vykazuji Sirokou skélu antimik-
robniho plsobeni pfi nizkych koncentracich a nepod-
poruji vznik bakterialni rezistence*. Mohou mit vliv
na rtzné fyziologické a morfologické vlastnosti bunék
a na fyzikalné chemické vlastnosti bunécnych struktur
véetné EPS matrix (extracelularni polymerni substan-
ce). Diky tomu mohou ovliviiovat vznik nebo i zniceni
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jiz vytvofeného biofilmu. Vhodné pfirodni produkty byly
nalezeny predevsim u mikroorganismd a rostlin?3.

Byla publikovdna fada latek izolovanych z rostlin
(polyfenoly, terpenické latky a dalsi), které potlacuji
mikrobni adhezi’. Dal$i zajimavou moznosti je pouziti
inhibitord quorum sensing (QS) (sloZity proces umoz-
nujici komunikaci mezi burikami, zprostfedkovavany
malymi molekulami - autoiduktory, vylu¢ovanymi sa-
motnymi mikroorganismy). Inhibitory QS jsou v pod-
staté zaloZeny na pferuseni komunikace mezi mikroor-
ganismy, napfiklad genovou manipulaci nebo pouzitim
konkurenénich molekul, které se navazou na receptory
misto autoinduktord®. Mnoho polyfenoll izolovanych
ze zeleného ¢aje nebo ovoce, jako jsou brusinky, ma-
liny, ostruziny a jahody jsou antagonisty acetylovanych
homoserinovych laktont (tfida signalnich molekul za-
pojenych do bakteridlnich quorum sensing) v mikroor-
ganismech. Také kofein byl zjistén jako inhibitor quo-
rum sensing. DalSimi pfirodnimi latkami potlacujicimi
biofilmové infekce jsou napfiklad nékteré flavonoidy
(napfiklad naringenin, kaempferol, kvercetin, apigenin),
béiné pouzivané kofeni (vanilin, kurkumin, kapsaicin),
terpenové slouceniny (boswelova kyselina) a ursany
(pentacyklické triterpeny)?.

Zaver

Infekce kloubnich implantatd jsou v sou¢asné dobé
obrovskym a peclivé studovanym problémem. Nad za-
branénim jejich vzniku a zpGsobem lécby bez nutnosti
dalsiho chirurgického zékroku stale visi veliky otaznik.
Nadéjné vypadajicim feSenim je pfiprava modifikova-
nych povrchi materiald samotnych kloubnich nahrad.
Dale podavani pfirodnich latek pacientiim, které ne-
zpUsobuji u mikroorganismd vznik rezistence nebo
pfipadné kombinace pfirodnich latek a antibiotik, ¢imz
by bylo docileno posileni tcinku jinak nepfilis vyhovuiji-
cich, doposud pouzivanych antibiotik.
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Souhrn

Kvasnickova E.: Problematika infekci kloubnich implantata

Infekce kloubnich implantéatti je obtizné nejen diagnostikovat, ale piedevsim Ié¢it. Tyto infekce vznikaji diky mikrobni adhezi na dany ma-
terial a nasledné tvorbé biofilmu. Mikroorganismy ve formé biofilmu snadno ziskavaji rezistenci vii¢i tradi¢né pouzivanym antibiotikaim.
Jedinou moznosti lé¢by je v soucasné dobé dalsi chirurgicky zékrok v kombinaci s dlouhodobou lé¢bou antibiotiky. Byla popsana cela
fada pfirodnich latek, které jsou Gi¢inné proti mikrobni adhezi nebo funguiji jako inhibitory quorum sensing a zarovei nepodporuji vznik
mikrobialni rezistence. Poufiti téchto latek je slibnou moznosti pro feseni problému infekci kloubnich néahrad.

Klicova slova: kloubni implantaty, infekce, biofilm, pfirodni latky, quorum sensing

Summary

Kvasnickova E.: Prosthetic joint infections

The infections of prosthetic joints are not only difficult to diagnose, but also treat it. These infections occur by microbial adhesion
on the surface and the formation of biofilm consequently. Microorganisms in biofilm soon develop a resistance against traditional anti-
biotics. Entirely one solution is known today — additional surgery in combination with long-term antibiotic therapy. Recently, there were
described a wide range of natural products, which are able to decrease microbial adhesion or inhibit quorum sensing system and they
do not support the emergence of microbial resistance. The use of these substances is promising way for solving the problem with these
infections.

Keywords: prosthetic joints, infection, biofilm, natural products, quorum sensing

FERMENTACNI VYROBA BIO-BUTANOLU: SOUfASoN? STAV
A VYZKUM VYUZITi ALTERNATIVNICH SUBSTRATU

Jan Kolek §
Ustav biotechnologie, VSCHT v Praze; kolekj@vscht.cz

Uvod Stédla pomoci ABE fermentace vsak byly rozptyleny
po celém své&tg, véetné USA a Evropy. V Ceské Repub-
lice se nachézel priimyslovy provoz vyroby butanolu
v poloviné 50. let v obci Réjec nad Svitavou'.

V 50. letech 20. stoleti zacal byt butanol vyrabén me-
todou hydratace butanu, ktery je ziskavan, jako odpad-
ni produkt pfi zpracovani ropy na pohonné hmoty. Diky
vyrazné nizsi cené vyroby touto cestou se ABE fermen-
tace stala postupné absolutné nekonkurenceschop-
a vyrazné nizéi schopnost vazat vodu, ktera je asto ~ NYM procesem a viechny primyslové provozy zamé-
hlavnim problémem uZiti ethanolu. fené na \v/yrobuvbutanolu pomoci AB’E fermentace’bxly

Aceton-butanol-ethanolové kvageni (ABE fermenta-  POStupné uzavfeny. Dnes je veskery butanol vyrabén
ce) je proces znamy jiz vice nez 100 let, ktery poprvé prévé hydrataci bt_!tarlu. | pfes tuto skytecnos_,t je ABE
kolem roku 1912 detailn&ji popsal Chaim Weizmann. fermentace intenzivné zkoumanou a ¢asto diskutova-

Butanol je ctyfuhlikaty alkohol, vyuZitelny napfiklad
jako rozpoustédlo, zakladni surovina pro vyrobu bio-
plastti a dalSich chemikalii ¢i jako potenciélni palivo
nebo piimés pohonnych hmot. Pouziti butanolu do po-
honnych hmot nabizi nékolik zasadnich vyhod oproti
dnes béiné pouzivanému bezvodému ethanolu. Je to
predevsim jeho vyssi energeticka hustota, mensi ko-
rozivni plsobeni na kovové soucasti, mensi tékavost

Proces fermenta¢ni vyroby organickych rozpoustédel nou technologii, ktera by mohla pfispét napf. k fesent
byl v minulosti hojné vyuZivan a jedna se o jeden otazky efek_tlv’mho zpracovani odpadd. Navic, s ohle-
z prvnich, ve velkém méfitku aplikovanych, pramy- dem na fosilni ’charakter ropnych palllv,v!)y sevbudouc_-'
slovych procesii vibec. ,Zlatym vékem” ABE fermen- nosti mohla stat ABE fermentace duleZI_tOLf technologvu
tace, bylo predeviim obdobi 2. svétové valky, kdy vy- pro produkci pohonnych hmot a organickych rozpous-
razné stoupla poptavka po acetonu, ktery byl jednou tédel.

z dulezitych komodit vyuzivanych ve zbrojnim pri-
myslu. Po obdobi svétovych vélek se primysl pfeorien- ABE fermentace

toval pfedevsim na produkci butanolu (diky fermentac- ABE fermentace je Zivotni strategii tzv. solventogen-
ni vyrobé je Casto oznacovan jako bio-butanol), jako nich druh@ bakterii rodu Clostridium. Jedna se o strikt-
duleZitého rozpoustédla a chemikélie pro syntézu dal- né anaerobni, Gram-pozitivni bakterie, které béhem
Sich latek. Nejvétsi primyslové provozy na vyrobu bu- svého Zivotniho cyklu prochézi sloZitou diferenciaci
tanolu se nachazely pfedevdim na Gzemi Asie (Cina, zahrnujici tvorbu odolnych endospor. Mezi nejznamé;jsi
Korea, Rusko) ¢i dnesni Jihoafrické Republiky, kde byl a nejlépe popsané producenty rozpoustédel patfi dru-
posledni provoz uzavien teprve v devadesétych letech hy Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii
20. stoleti. Mensi zavody vyrabéjici organické rozpou- a Clostridium saccharoperbutylacetonicum. Solvento-
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gennich druht v3ak existuje mnoho, dal$imi znamymi
producenty organickych rozpoustédel jsou napft. Clost-
ridium pasteurianum, Cl. roseum, Cl. tetanomorphum
a mnoha dalsi.

ABE fermentace klasicky probihd ve dvou fazich.
V prvni (tzv. acidogenni) fazi dochazi ke zpracovani nej-
Castéji sacharidického zdroje uhliku a energie na orga-
nické kyseliny. Konkrétné se tvofi pfedevsim kyselina
maselnd, octova a mlé¢nd. S tvorbou kyselin je také
nevyhnutelné spojeny pokles pH v kultivatnim médiu
(za ptedpokladu, ze pH v systému neni vyrovnavano
pomoci béze). Ve druhé, tzv. solventogenni fazi, pro-
bihd pfeména casti vytvorenych organickych kyselin
na organicka rozpoustédla. Tim dochazi k opétovnému
mirnému vzestupu pH média a je umoznéno pokraco-
vani ristu produkéniho mikroorganismu. Konec ABE
fermentace je zpravidla charakterizovan tvorbou spor
a zastavenim rdstu biomasy i produkce metabolitd.
Priklad pribéhu ABE fermentace je zobrazen na obraz-
ku 1.

Typickymi finalnimi produkty ABE fermentace jsou
organické kyseliny (maselnd, octova, mlé¢na) a ace-
ton, butanol, ethanol v poméru zhruba 3:6:1. Nékte-
ré solventogenni druhy se vSak mohou v proporcich
produkovanych metabolit( i pribéhu samotné fermen-
tace vyrazné odliSovat. Cl. tetanomorphum napfiklad

neprodukuje viibec aceton a produkuje pouze ethanol
a butanol v poméru cca 1:22. Nékteré kmeny Clostri-
dium beijerinckii zase mohou produkovat namisto ace-
tonu isopropanol’.

Problémy praktického vyuziti ABE
fermentace v soucasnosti

Hlavnim problémem efektivniho vyuziti ABE fermen-
tace v soucasnosti je nizkd dosazitelna finalni kon-
centrace organickych rozpoustédel ve fermentacnim
médiu (typickéa finalni koncentrace butanolu se
pohybuje zhruba v rozmezi 5 — 17 g/l). Negativné pfi-
spiva samoziejmé i skutecnost, Ze pfirodni producenti
produkuji butanol (nejvice cenény produkt s nejvétsi
moznosti uplatnéni) vidy spole¢né s dalSimi rozpous-
tédly a organickymi kyselinami, coz znesnadriuje jeho
izolaci a purifikaci a také snizuje jeho celkovou vytéz-
nost. Pro izolaci butanolu z fermenta¢niho média se
standardné vyuziva jeho destilace.

Butanol je primarni alkohol, tudiz je stejné jako jiné
alkoholy (napf. k desinfekci béziné vyuzivany ethanol)
silné toxicky pro bakteriadlni burky. Alkoholy obecné
zplsobuji destabilizaci a narusSovéani cytoplasmatic-
kych membran, degradaci ¢i precipitaci extracelularnich
i intracelularnich proteind ¢i naruseni enzymovych akti-
vit uvniti buriky. Butanol je pro bakterialni buriky obec-
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Obr. 1: Piiklad pribéhu ABE fermentace: pouZity producent Clostridium pasteurianum NRRL B-598, TYA médium?*, zdroj uhliku

a energie glukdza 20 g/, 37°C.
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né toxicky jesté vice nez ethanol a zplsobuje zastaveni
rGstu a smrt bakterialnich bunék jiz v koncentraci okolo
0,5 - 1% (v/v).

Druhym, neméné vyznamnym problémem ABE fer-
mentace je vysokd cena vstupniho substratu. Typickymi
substraty pro ABE fermentaci jsou sacharidy. Dle vyuZi-
tého produkéniho kmene, Ize pouzit jako substrat pro
fermentaci Sesti- i pétiuhlikaté monosacharidy (gluko-
za, fruktdza, arabinodza, xyloza atd.), disacharidy (sacha-
roéza, maltdza, laktdza atd.) i polysacharidy (Skrob nebo
pektiny). V prdmyslovych provozech se v minulosti
nejcastéji pouzivala melasa (zbytkovy produkt vznikly
pfi vyrobé cukru) ¢i rGzné predupravené Skrobnaté
substraty (zemédélské odpady a zbytky). Pfikladem
v minulosti primyslové uZivanych substratli je napf.
kukufi¢na kase pfedupravena ptsobenim vysoké teplo-
ty a tlaku nebo odpady ziskané pii mleti mouky predu-
pravené pusobenim silnych kyselin ¢i louhd®.

Nejvétsi podil z celkové ceny bio-butanolu tvofi pra-
vé naklady na samotny substrat. Hlavni Gspory v celém
procesu ABE fermentace by bylo tedy moiné docilit
vyraznym zlevnénim této vstupni suroviny. Jednou
z nabizejicich se moznosti je pouziti odpadnich, nevy-
uzivanych substratd, které mohou byt velmi levné. Dalsi
mozZnosti je zavedeni substratl novych, které by moh-
li byt taktéz ziskavany za velmi nizké ceny. Mezi tyto
alternativni, potencialné vyuzitelné substraty se uva-
zuje napf. surovy glycerol, plynné substraty, substraty
na bazi lignocelulézy a dalsi, méné obvyklé substraty.

Alternativni substraty pro ABE fermentaci

Glycerol

Surovy glycerol je jednim ze dvou hlavnich vedlejsich
produktd vznikajicich béhem transesterifikacni reakce
pfi vyrobé bionafty. V poslednich letech vyroba bionafty
vyrazné vzrlista a zvySuje se tedy také mnozstvi odpad-
niho glycerolu vzniklého béhem vyroby. Surovy glycerol
obsahuje mnoho pfimési, pfedevsim methanol, vodu,
mydlo a anorganické soli, pficemz obsah téchto latek
se velmi liSi podle pouZitého postupu vyroby a pouzi-
té vstupni suroviny (rlizné rostlinné oleje). Napi. obsah
vody mize takto fluktuovat mezi 6 — 26 %°. Tyto pfimé-
si mohou negativné ovliviiovat rdst mikroorganismd,
na druhou stranu je vSak cena surového glycerolu, jako
odpadni suroviny, o poznani nizsi nez cena sacharidd
pouzitelnych pro fermentace.

Nejznaméjsi klostridia schopna utilizovat glycerol
jsou fazena do druhu Clostridium pasteurianum. Pro-
dukce 1,3-propandiolu a butanolu byla v minulosti de-
monstrovana napi. s pouzitim kmenu Clostridium pas-
teurianum DSM 525, kdy bylo pfi pouZité koncentraci
glycerolu 60 g/l dosazeno finalni koncentrace butanolu
az 18 g/I°. Tato i dalsi publikované prace v3ak vyuzivaji,
jako modelovy substrat Cisty glycerol a prozatim pouze
v nékolika pfipadech bylo skute¢né odzkouseno pouZziti
surového glycerolu. Pfi porovnani obou druht glycero-
lu bylo ukézéno, ze pouZiti surového glycerolu vedlo
ke snizeni celkové produkce rozpoustédel az o 20 %.
Pfi vyufziti glycerolu, jako substratu pro ABE fermentaci,
tedy lze ziskat pomérné vysokou koncentraci butano-
lu a pfi poutziti odpadniho surového glycerolu Ize také
dramaticky snizit naklady za substrat pro fermenta-
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ci. Problémem je na rozdil od pouZiti sacharidd mélo
prozkoumana technologie vyroby a omezené mnozstvi
odpadniho glycerolu vyprodukovaného priimyslovymi
provozy, jelikoz odpadni glycerol je dnes bézné vyuzi-
van jinymi konkurenénimi technologiemi (napi. kosme-
tickym prdmyslem).

Plynné substraty

Nezvyklym zdrojem uhliku a energie pro ABE fermen-
taci mize byt také oxid uhelnaty, fermentacni plyny
obsahujici CO, s pfimési H,, nebo tzv. synteticky plyn
neboli syngas. Pouziti téchto plynd je vyhodné piede-
vsim z hlediska ekonomiky (jedna se o v soucasnosti
zcela nevyuzivané substraty) i flexibility jejich poutziti.
Vhodné plynné smési lze ziskat, jako vedlejsi produkt
rznych, pfedevsim anaerobnich kultivaci. Touto ces-
tou vsak lze zpravidla ziskat jen omezené mnozstvi
plynného substratu. Pfi vyuZiti CO Ize uvaZovat také
o0 spfazeni procesu napf. s rznymi spalovnami, kde by
se vznikajici smés CO a CO, obohacena o malé mnoz-
stvi vodiku pfivadéla pfimo do fermenta¢niho média,
jako zdroj uhliku. K vyuziti pro ABE fermentaci by vSak
tato smés musela byt zarover zbavena zbytkového kys-
liku a dalSich plynnych slozek, které by mohli inhibovat
rlst anaerobnich klostridii. Vyuziti cistych, komeréné
dodavanych plyn( je v tomto pfipadé z hlediska eko-
nomiky procesu naprosto vyloucené.

Zajimavou moznosti je vyroba tzv. syntetického ply-
nu (syngasu) metodou zplynovani biomasy. Ke zply-
novani lze pouzit rGzné lignocelulézové substraty, jako
je napf. odpadni dievo (dievni stépka, hobliny, piliny
atd.), slama nebo zemédélské produkty (proso, ku-
kufice, odpady z mleti zrnin, atd.). Jedna se o termo-
chemickou metodu, pfi které je biomasa prevedena
na plyn, slozeny zejména z CO, CO, a H,, pficemz Gcin-
nost pienosu energie touto metodou mdze dosahovat
az 80 %®. Prvnim krokem zplyfiovani je pfedtprava sub-
stratu, zahrnujici jeho dokonalou homogenizaci, vysu-
Seni, popf. zformovani do malych pelet nebo rozemleti
do praskové formy. Dalsi moznosti pfedtpravy je napf.
kratkodobé kompostovani, které zvysuje celkovy obsah
ligninu, ¢imZ se zvySuje vysledny obsah H, v plynu®.
Samotné zplynéni je provadéno plsobenim vysoké
teploty za definovaného tlaku a pfistupu O,. V prvni
fazi (teplota 100 — 200°C) dochazi k uplnému dosuse-
ni biomasy. Ve druhé fazi (teplota vy3si nez 200°C, bez
pfistupu O,) dochazi k termalnimu rozkladu substratu
(pyrolyze), jejimu zuhelnaténi a k uvolfiovani plynnych
uhlovodik(. Po pyrolyze vznika stabilni smés zuhel-
naténé biomasy, methanu, CO, CO, a dehtu (Puig-Ar-
navat et al. 2010). V dalsi fazi je do systému piiveden
atmosféricky kyslik. Dochazi k oxidaci zuhelnaténé bio-
masy za uvolnéni CO, CO, a vody. Dle podminek
reakce (teplota, tlak a obsah O,) Ize ovlivnit vyrazné
pomér CO:CO, v kone¢ném plynu. Pfi nedostate¢cném
vzdusnéni totiz dochazi pouze k Caste¢né oxidaci
a vznikd vice CO, coz mGze byt prospésné napf.
pravé pro rast nékterych klostridii. Finalnim krokem
je endotermicka redukce pfi teploté 800 — 1000°C'™.
Takto pfipraveny syngas obsahuje samoziejmé mnoho
dalSich ptimési. Pfedeviim se jedna o methan a vodu
a déle napf. o ethan, ethen, ethyn, benzen, naftalen,



amoniak, kyanidy nebo oxidy dusiku a siry. Plyn tedy
pied pfipadnym pouzitim musi projit jesté finalnim prey
¢isténim™.

Clostridium carboxidivorans je producent butanolu
izolovany v roce 2005 z moiského sedimentu, ktery
je schopen rast heterotrofné za pouziti klasickych cu-
kernych substratd, ale také autotrofné za utilizace CO
nebo syngasu. Produkty fermentace jsou pfedevsim
kyselina octovd, ale také kyselina maselna, ethanol
a butanol™. Na rozdil od vétsiny ostatnich solventogen-
nich druhl zcela postradé dréhu pro produkci acetoa
nu®. Patrné nejznaméjsim a nejvice zkoumanym sol-
ventogennim druhem, ktery je schopen vyuZivat CO
a syngas, jako zdroj uhliku a energie je Clostridium
ljunghdalii. Nejedna se sice pfimo o producenta buta-
nolu, je vdak schopen produkovat ethanol a dalsi dtle-
zitou zakladni chemikalii — 1,3-butandiol. Podobnymi,
syngas a CO utilizujicimi producenty jsou jesté Clostri-
dium autoethanogenum a Clostridium ragsdalei. Na-
déjné se v tomto pfipadé zdaji byt pokusy o genetickou
modifikaci kmen0 utilizujicich syngas. Jejich hlavnim
cilem je vloZeni biosyntetické drahy butanolu do téch-
to producentd a nasledna pomaléd produkce butanolu
ze syngasu ve vysoké koncentraci. Prozatim byly po-
psany pokusy o produkci butanolu pravé pomoci
Cl. ljunghdalii a Cl. autoethanogenum a produkci ace-
tonu pomoci Cl. aceticum™.

VyuZiti syngasu je prozatim velmi neprobadanou
oblasti ABE fermentace a stejné tak samotny postup
vyroby syngasu prozatim vétSinou nedosahuje kvality
potiebné pro fermentaci, aniz by dochézelo k inhibici
rGstu mikroorganism® nebo znatelnému snizeni kon-
centrace produktd. Hlavnim problémem také zlstava
velmi mala koncentrace vznikajicich rozpoustédel, ktera
je v tomto piipadé jesté o poznani nizsi, nez pfi kla-
sickém provedeni ABE s cukernym substratem (final-
ni koncentrace rozpoustédel se pohybuje v rozmezi
cca do 1 g/l). Nejvétsi prednosti procesu je moznost
pomérné G¢inného zpracovani lignocelul6zovych sub-
stratd a také fakt, Ze syngas, fermentacni ani spalino-
vy plyn neni v soucasnosti vyuzivan k fermenta¢nimu
zpracovani a tato technologie tedy mize oteviit zcela
nové moznosti jejich vyuziti.

Lignocelulézové substraty

Jedna z moznosti vyuziti lignocelulézovych substratt
byla jiz popséana vyse — k vyrobé syngasu. Mnohem ¢as-
téji je vSak v soucasnosti uvazovana hydrolyza téchto
substratCi na jednoduché, zkvasitelné cukry, které mo-
hou byt nasledné pouzity pro ABE fermentaci. Ligno-
celuldza je zakladni stavebni material rostlin. Jedna se
o kompaktni polymer tvofeny pfedevsim celul6zou
(polysacharid sestavajici z podjednotek glukézy), he-
micelulézami (polysacharid tvofeny glukézou, dalSimi
monosacharidy a uronovymi kyselinami) a ligninem
(polyfenolickd amorfni latka), jejichZ zastoupeni se vy-
razné lisi podle druhu materialu. Prvnim krokem hyd-
rolyzy lignocelulolytického materiélu je vidy jeho vhod-
na preddprava. Prvnim, nezbytnym krokem, je stejné
jako v piipadé vyroby syngasu jeho vysuseni, mleti
a homogenizace. Dalsim krokem je oddéleni celuldzy,
hemiceluléz a ligninu. Toto je zcela zasadni krok, je-
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likoz celul6zové mikrofibrily jsou kryty vrstvou hemi-
celulozy, ktera je pevné vazéana pomoci kovalentnich
vazeb na okolni lignin®. V tomto stavu je totiz ligno-
celuléza prakticky nedostupna pro enzymy, které jsou
schopny rozkladat celulézu a hemicelulézy na jedno-
duché, zkvasitelné cukry. Pro tuto prvotni Gpravu bylo
vyvinuto mnoho postupd, jako je napf. parni expanze,
kysela nebo zasadita hydrolyza za vysoké teploty a tla-
ku, SPORL (spoluptsobeni sific¢itanu a kyseliny sirové),
AFEX (plGsobeni amoniaku), atd.”®. Pfedupraveny sub-
strat je jiz mozné hydrolyzovat pomoci celulolytickych
enzym( a vzniklé monosacharidy pouzit, jako substrat
pro fermentaci. Nejvétsim problémem hydrolyzy ligno-
celuldzy je vysoka cena celulolytickych enzyma, pomér-
né draha preduprava substratu a také vznik inhibitord
branicich rdstu fermentujicich mikroorganism, které
mohou vznikat béhem prvotni pfedipravy. Pro ABE
fermentaci byly jako hlavni inhibujici slozky popsany
kyselina mravenci a rozpustény lignin'” nebo produkty
rozpadu ligninu a hemiceluléz, jako je syringaldehyd,
kyselina ferulova nebo kyselina p-kumarova.

V literatufe lze najit mnoho praci zaméfenych na pro-
dukci organickych rozpoustédel z lignocelul6zovych
substratl. Pfikladem muze byt préace, kde byla pouZita
pseni¢na slama piredupravena pomoci kyselé hydroly-
zy. Hydrolyzét byl nasledné enzymaticky sacharifikovan
pomoci celulaz a pouzit jako substrat pro Clostridium
beijerinckii P260. Takto bylo docileno vysledné kon-
centrace vSech rozpoustédel okolo 25 g/I™. V jiné praci
byly zase pouzity ryzové otruby pfedupravené kyselou
hydrolyzou. S pouzitim typového kmene Cl. beijerinckii
NCIMB 8052 bylo dosazeno celkové koncentrace roz-
poustédel 16,42 g/l (z toho 12,24 g/I butanolu)™.

Zcela oddélenou skupinou klostridii jsou celulolytic-
ka klostridia. Mezi né patii termofilni, mezofilni i psy-
chrofilni druhy, které jsou schopny rozkladat celulézu
a pfimo ji vyuZivat, jako zdroj uhliku a energie. Zadné
z prozatim popsanych celulolytickych klostridii bohuzel
neprodukuje butanol. Existuje vSak nékolik druh(, kte-
ré produkuji ethanol a jsou tedy potencialné vyuzitelné
pro jeho vyrobu. Stejné tak jsou tyto druhy intenzivné
zkoumany pro moznost vneseni syntetickych enzyma-
tickych drah pro produkci butanolu nebo dalSich roz-
poustédel ¢i jejich ko-kultivace se solventogennimi
kmeny. Celulolyticka klostridia jsou v pfirodé hojné za-
stoupena v anaerobnich habitatech, kde se spoluti¢aste
ni rozkladu lignocelul6zovych materialG.

Dalsi substraty

Nezvyklym substratem, ktery mize byt vyuzitelny
pro ABE fermentaci je napi. biomasa jednobuné¢nych
& mnohobunéénych fas. Rasy mohou rdst autotrofné
pouze za dodavky svétla, CO, a pfitomnosti zakladnich
mineralnich soli a jsou schopny akumulovat napf.
glycerol, mastné kyseliny nebo polysacharidy. Rasova
biomasa také celkové obsahuje mnoho organickych
latek, esencidlnich pro rdst mikroorganismd. Jejich
hlavni nevyhodou je velmi pomaly rast (doba zdvoje-
ni se pohybuje okolo 24 h), narlst do relativné nizké
hustoty pfi autotrofnim ristu a také fakt, ze technologie
pro péstovani fas ve velkém méfitku nejsou pfilis rozsi-
fené ani probadané?" 222,



Dal3imi potenciadlné vyuZitelnymi substraty uvadé-
nymi v literatufe jsou napf. odpady vznikajici pfi vyro-
bé syrt, obsahujici vysoky podil zbytkovych sacharidd
(predevsim laktozy) a zaroven syrovatkovy protein (vy-
uzitelny za jistych okolnosti jako zdroj dusiku), odpady
vzniklé po vylisovani mostu z jablek ¢i jiného ovoce,
sulfitové vyluhy a dalsi odpady papirenského préimyslu
¢i destilacni vypalky*.

Zaver

ABE fermentace v sou¢asném stavu poznani nemuze
konkurovat vyrobé butanolu z ropy a nelze zatim uva-
Zovat o jeho plosné vyrobé touto cestou. Jelikoz se v3ak
ropa fadi mezi fosilni paliva, spolu s neustéle se zvySu-
jici spotiebou a zten¢ovanim svétovych zasob ropy lze
ocekavat neustalé zvySovani jeji ceny. Na druhou stranu
Ize ocekavat dalsi progres ve vyzkumu ABE fermentace,
véetné pokroku v metodach metabolického a geno-
vého inzenyrstvi, které muze vést k vytvoieni novych,
lepSich kmen(. Nelze opomenout napf. ani vyzkum
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Kolek J.: Fermentacni vyroba bio-butanolu: soucasny stav a vyzkum vyuZiti alternativnich substrata

ABE fermentace je proces, kterym lIze vyrabét organicka rozpoustédla. Nejvice cenénym produktem s nejvétsim rozsahem uplatnéni je
butanol, ktery mlze byt pouzit, jako alternativni palivo ¢i pfimés pohonnych hmot, ale také je to dilezita zakladni surovina pro vyrobu
chemikalii. V souasnosti je veskery butanol vyrabén z ropy, kvili vyrazné nizsi cené vyroby. V budoucnu by se viak ABE fermentace
mobhla stat opét duleZitou technologii k vyrobé organickych rozpoustédel. Vyrazné Gspory by mohlo byt docileno vyuzitim alternativnich
substratd, kterymi mohou byt napi. surovy glycerol, lignocelul6zové hydrolyzaty, plynné substraty, fasova biomasa a dalsi.

Klicova slova: ABE, butanol, rozpoustédla, Clostridium, alternativni substraty

Summa

Kolek J.: |goduction of bio-butanol by ABE fermentation: current state and investigation of an alternative substrates

ABE fermentation is process which could be used for organic solvents production. Butanol is the most valuable product of this process.
It can be use as alternative biofuel, its additive and also as raw material for chemical industry. Nowadays, whole butanol production is
achieved through the refining of oil because of its lower price. In the future ABE could be important for organic solvents production again.
Using of alternative substrates could lead to considerable savings in ABE fermentation. These substrates are for example: crude glycerol,
lignocellulosic substrates, algae biomass etc.

Keywords: ABE, butanol, solvents, Clostridium, alternative substrates
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INHIBICE PCR A JEJi DETEKCE
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Uvod

Polymerazova fetézova reakce, znama pod zkrat-
kou PCR z anglického ,polymerase chain reaction”, se
od svého objevu v 80. letech minulého stoleti stala jed-
nou ze zakladnich metod detekce pfitomnosti Zivych
¢i odumfielych organism( a identifikace variability je-
jich genetického zakladu. Diky variantam metody jako
real-time PCR je mozna téz kvantifikace nukleovych ky-
selin ve vzorku'. Jednoduchy princip a proveditelnost
spolu s vysokou reproducibilitou, robustnosti, citlivosti
a specificitou metody jsou dlivodem rychlého rozsite-
ni a zavedeni Siroké Skaly aplikaci nedlouho po jejim
objevu'. Diky schopnosti detekovat i mala mnozstvi
DNA v Siroké paleté vzorkd z rlznych zdrojd se pouzi-
va v mnoha aplikacich v oblasti molekularni biologie,
pfirodnich véd, zemédélstvi i mediciny. Mimo pouziti
ve vyzkumu nachéazi uplatnéni v diagnostice, identifi-
kaci a kvantifikaci mikroorganismd, identifikaci trans-
genl v geneticky modifikovanych organismech nebo
forenzni analyze'?34.

Metoda spociva v exponencialnim namnozeni urcité-
ho Useku cilové DNA na principu DNA replikace: nej-
prve dochazi k denaturaci DNA a rozpojeni dvousrou-
bovice vlivem zvySené teploty, nasleduje duplikace
jednotlivych fetézc pomoci enzymu DNA polymerazy
a tento proces je opakovan, dokud nedojde k syntéze
dostate¢ného poctu kopii, které mohou byt vizualizova-
ny. To, ktery isek DNA bude pfi reakci zmnozZen, urcuji
tzv. primery — oligonukleotidy o délce okolo 20 nukleo-
tidd komplementarni k cilovému uUseku, ktery ohra-
nicuji. NamnoZenou DNA je pak mozné vizualizovat
v agarozovém elektroforetickém gelu pomoci UV zafeni
a vhodného barviva (nejcastéji ethidium bromid) nebo
je prokazat fragmentacni analyzou fluorescen¢né zna-
¢enych usekl v kapilarni elektroforéze. Timto zpUso-
bem je viak moziné pouze prokéazat (ne)pfitomnost
daného uUseku DNA. Pfi real-time PCR je moiné po-
rovnanim s vhodnym standardem DNA i kvantifikovat.
V reakéni smési je totiz pfitomna tzv. fluorescen¢ni
sonda, kterd vice ¢i méné specificky doseda na pravé
amplifikovany Gsek DNA a emituje fluorescenc¢ni za-
feni, jehoz intenzita je Umérna poctu pfitomnych kopii
DNA'. Dalsi moznosti je digitalni PCR, ktera umozriuje
absolutni kvantifikaci na zakladé statistického rozdéleni
piitomnosti nebo absence pfislusného amplikonu.

Inhibitory a enhancery PCR

PCR je velice citlivd a spolehlivdi metoda zejména
v piipadé, Zie ze vzorku lze ziskat dostatec¢né purifi-
kovanou DNA. DNA ale byva izolovéna ze slozitych
matric, které mGzou do vzorku uvolfovat rizné latky,
které mohou probihajici PCR reakci ovliviiovat. Tak zva-
né inhibitory mohou reakci ¢aste¢né nebo i pIné inhi-
bovat>¢’. To mlze mit za nasledek sniZzenou citlivost,
respektive faleSny negativni vysledek>’. To se projevu-
je sniZzenou intenzitou fluorescence pfi real-time PCR
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nebo nepfitomnosti pfislusného prouzku pfi elektro-
foretickém zobrazeni u klasické PCR? (Obr. 1). Obsah
daného tseku DNA ve vzorku je tak podhodnocen.
Latky s opacnym stimulujicim efektem, tzv. enhancery,
jsou méné casté a zpUsobuiji zase jeho nadhodnoceni®.
Pro spravnou interpretaci obdrzenych vysledk je tedy
nutné pfipadnou inhibici (pfip. stimulaci) identifikovat
a urcit jeji miru®. Inhibitory se ve velkych mnozstvich
vyskytuji zejména v potravinaiskych a forenznich vzor-
cich; s pfipadnou inhibici je ale nutné pocitat i u ostat-
nich vzorkd, nebot latky s inhibujicim tG¢inkem se do re-
akéni smési mohou dostavat i pfi vzorkovacim procesu,
Gpravé vzorku nebo izolaci DNA3>#,

S
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Obr. 1: Elektroforetické zobrazeni produktd PCR reakci
probihajici bez (A) a za pfitomnosti NaCl v reakéni smési
(B: 70 mM, C: 80 mM, D: 90 mM, E: 100 mM).

Inhibice PCR reakce je pomérné komplexni jev, ktery
zévisi na mnoha faktorech. Mimo druhu a koncentrace
inhibitoru zavisi i na typu pouzité polymerazy a ostat-
nich slozek reakéni smési, protoze rGzné typy smési
maji rlznou schopnost pfipadnou inhibici vyrovnat.
Zélezi i na délce a slozeni cilové DNA, pficemz delSi
fetézce s vysSim obsahem guaninu a cytosinu jsou
k inhibici nachylnéjsi®.

Inhibujici t¢inky byly pozorovany u celé fady latek, ne
u vSech byl ale objasnén pfesny mechanismus efektu.
Nejcastéji se mlzeme setkat s ttemi moznymi mecha-
nismy. Inhibitory mohou ovliviiovat DNA polymerazu,
napfiklad ji degradovat nebo denaturovat tak, Ze jiz
nemulzZe katalyzovat duplikaci cilové DNA sekvence.
Nepfimo Ize enzym ovlivnit napfiklad chelataci Mg?* ka-
tiontd, které jsou ddlezitym kofaktorem nezbytnym pro
spravnou funkci enzymu. Inhibujici latky mohou také
pusobit pfimo na cilovou DNA, a to bud degradaci fe-
tézce, nebo navazanim se na cilovou sekvenci. Nékteré
latky také stini nebo absorbuiji fluorescenc¢ni zéafeni, pfi-
padné jinak reaguji s pouzitym fluoroforemé.

Shrnuti rGznych inhibitord spolu s mechanismem
Gcinku je uvedeno v Tab. 1. Pii navrhovani DNA analyzy
vzorku je nutné pfipad od pfipadu uvazovat mozné pifi-
tomné inhibitory ve vSech fazich procesu. Mezi inhibi-
tory pochézejici pfimo z matrice vzorku patii hem, imu-



noglobuliny a laktoferrin v krvi, Zlu¢ové kyseliny a poly-
sacharidy ve fekaliich, huminové latky v pidé, melanin
v kdzi a vlasech, myoglobin ve svalové tkani, plasmin
a vapenaté ionty v mléce, prachové castice ve vzduchu
nebo barviva jako napfiklad indigo v textilu®. Inhibitory
pochazejici z procesu odebirani a tpravy vzorku mohou
byt obsazeny v materialu, ze kterého se vzorek ode-
bira nebo ze vzorkovacich pomUcek. Napfiklad alginat,
ktery je obsazen ve specialnich stérkach pro odebirani
nasofaryngedélnich vzorkd, nebo prasek pfidavany do la-
texovych rukavic (nejcastéji se jedna o CaCO; nebo
Skrob) jsou silné inhibitory PCR®. Mezi Gi¢inné inhibitory
patfi také fenol pouzivany pfi purifikaci DNA, proteazy
pouZzivané pfi izolaci DNA nebo slozky médii pro kulti-
vaci mikroorganismui®. Pro spravnou funkci PCR analy-

zy je tedy nutné optimalizovat viechny kroky analyzy
od odebirani vzorku, pfes jeho Upravu, izolaci DNA az
po sloZeni reakéni smési a pouzité enzymy a primery.
Je nutné také vzit v ivahu, o jaky vzorek se jedna a kolik
je v ném obsazeno DNA. Jiny pfistup je nutny pfi ode-
birani klinickych vzorkd, které jsou ¢asto homogenni
a sterilni (krev, mo¢, atd.) a je snadné kontrolovat jejich
odebirani a uchovéni. Naproti tomu forenzni, potravi-
néiské nebo pfirodni vzorky jsou odebirany ¢asto v pro-
stiedi, kde mize snadno dojit ke kontaminaci, a mu-
Zou mit velice slozitou a ¢asto neznamou matrici, které
muizZe obsahovat mnoho inhibujicich slozek®. U téch-
to vzorkd mulzZe byt odebirani vzorku i samotna PCR

vvvvvv

Vv

Tab. I: Piehled latek inhibujici PCR a real-time PCR (podle Hedman and Radstrom, 2013°)

Puvod inhibitoru | Latka Zdroj Mechanismus

Odebirani vzorku | AP+ Pouzivani hlinikovych nastrojii | Zména iontového slozeni
Alginat Sggéggg%muc“ s alginatem Adsorpce Mg?* nebo polymerazy
Celuloza, nitroceluléza | Vzorkovaci filtry Navazani na DNA

Vzorek, matrice Bilirubin Fekalie Kompetice s termplatem
Ca?* MIé¢né vyrobky Kompetice s Mg?*
Kolagen Kosti Zména iontového sloZeni vazanim kationtd
EDTA Antikoagulant Chelace Mg2*
Formaldehyd Konzervant Interference s DNA a DNA polymerazou
Fulvokyseliny Pida Navazani na polymerézu
Hem Krev g\t/:rlrr:sgiuia(:rr:tﬁ Zeleza a kompetice
Huminové latky Pada Stinéni flugrescenc_(_e, int,er,akce _ .

s polymerézou a pfisedanim primerd

Imunoglobulin G Krev Navazéni na DNA
Kyselina fytova Fekalie Chelace Mg?* nebo zména iontového slozeni
Laktoferin Krev Uvolnéni iontl Zeleza
LiCl Ristové médium Zména iontového sloZeni
Melanin Kize, vlasy Navazani na polymerazu
MgCl, Ristové médium Zména koncentrace Mg?*
Mocovina Moc Interakce s polymerazou a piisedanim primerd
Myoglobin Svalova tkan Uvolnéni iontl Zeleza
NaCl Zména iontového sloZeni
Polysacharidy Fekalie Navazani na polymerazu
Proteinazy (plazmin) MIlécné vyrobky Degradace polymerazy
Trisloviny Pida Navazani na polymerazu
Huminové létky Pada < polymerstou s phaedénim primer
Zlu¢ova kyseliny Fekalie Navazani na polymerézu

Uprava vzorku Ethanol Izolace DNA Srazeni DNA
Ethidium bromid Izolace DNA Navazani na DNA
Fenol Piecisténi DNA Denaturace a navazani na polymerazu
Heparin Antikoagulant Adsorpce na DNA kompetice s templitern,
Isopropanol Izolace DNA Srazeni DNA
KAc/K,Cr,0, DNA extrakce Zména iontového slozeni
NaOH DNA extrakce Degradace DNA, denaturace polymerazy
NH,Ac DNA extrakce Zména iontového sloZeni
Polyethylenglykol Izolace DNA Srazeni DNA
Polymerni povrchy Spotfebni material gi?:gﬁ_ds?glécgg‘e:aW'V’
Volné radikaly UV zéieni Reakce s polymerazou
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Detekce a kvantifikace inhibice PCR

Opatrnym provedenim a zvolenim vhodného zptsobu
vzorkovani nebo zpracovani vzorku Ize vyskyt a mnoz-
stvi inhibitor( ve vzorku sniZit. V nékterych pfipadech
ale ani nejpeclivéjsSim postupem neni mozné inhibujici
slozky zcela eliminovat a u vzork(i s nezndmou nebo
velmi slozitou matrici to ¢asto ani neni mozné. Kazda
PCR analyza by tedy méla byt doprovazena i vhodnym
sledovanim pfipadné inhibice, coZ je dulezité zejmé-
na v diagnostice, kde je nutné identifikovat pfipadné
falesné negativni vysledky. Cistotu DNA lIze stanovit
spektrofotometricky ¢i na zakladé méreni fluorescence.
Hodnoty optické hustoty vzorku pfi urcitych vinovych
délkach odhali znecisténi bilkovinami ¢i dalSimi latka-
mi absorbujicimi v méfeném spektru. Pfitomnost jinych
inhibujicich latek je nutné ovéfit jinymi metodami®®”.

Jednim z moznych zpisobt je uréeni efektivity am-
plifikace. Spociva v konstrukci kalibra¢ni kfivky ziskané
analyzou nékolika sériovych fedéni daného vzorku>%”.
Redénim koncentrace inhibitor(i klesa, coz mé za na-
sledek zvySeni sklonu kalibra¢ni kfivky a efektivita je
pak vy3si nez 1. Tento postup je ale pomérné ¢asové
néarocny a spotiebuje velké mnozstvi reagencii. Nehodi
se také pro vzorky s nizkou koncentraci DNA®. DalSim
zplsobem je pouzit cizorodou DNA, ktera je v rGznych
koncentracich pfidéna ke stejnému objemu daného
vzorku; koncentrace inhibitord tak v tomto pfipadé
zGstava stejna a odpada problém s nizkou koncentra-
ci cilové DNA>’. Tento zplsob ale stale nefesi ¢asovou
i finan¢ni néro¢nost.

Mnohem rychlejsim a elegantnéjSim zplsobem, jak
odhalit inhibici PCR reakce, je pouZiti takzvané interni
kontroly>¢7. Interni kontrola (IK) je exogenni DNA pfi-
tomna na rozdil od (externi) pozitivni kontroly pfimo
v dané PCR reakci a je koamplifikovana spolu s cilovym
vzorkem>%’. ProtoZe je vychozi koncentrace IK zna-
ma, Ize ur¢it, zda a do jaké miry byla PCR inhibovéna.
Pii amplifikaci midze IK vyuZivat stejnych primerQ jako
cilova sekvence; pak se jedna o tzv. kompetitivni IK,
nebot ,soutézi” s cilovou frekvenci o tytéZz primery?s,
Zde je nutné optimalizovat pouzitou koncentraci vzorku
i IK, aby nedochazelo k pfednostni amplifikaci kontroly
na ukor vzorku. Je nutné i vhodné zvolit délku IK, pro-
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toZe kratsi sekvence byvaji amplifikovany rychleji, nez
sekvence delsi®. Pro IK je také moiné pouZit specialni
primery, pak ji nazyvdme jako nekompetitivniz®. V re-
akéni smési jsou tak pfitomny dvé rGzné sady prime-
ri, coz mUze zase zpUsobovat problematické interakce
mezi jednotlivymi primery. Vhodny typ IK je tedy nut-
no zvolit v zavislosti na konkrétnim vzorku a pouzitych
primerech?. Asi nejjednodussim zplsobem je pfidani
cizorodé DNA (tzv. chimérickda DNA), pfipadné upravit
cilovou sekvenci odstranénim, vloZzenim nebo nahra-
zenim nékterych nukleotidd (tzv. mimicka DNA)?%°.
Je mozné i vyvinout zcela unikatni DNA sekvenci, ktera
neni podobna zadné jiné v pfirodé se vyskytujici. IK se
¢asto vklada do plasmidovych vektorl pro lepsi stabi-
litu i snadnéjsi pouziti. Pro dlouhodobé skladovani je
mozné vysledny plasmid vlozit do bakterialni konzervy®.
Interni kontroly byly vyvinuty pro mnoho rdiznych PCR
analyz zejména pro detekci patogennich bakterii2#>71°
a poutziti IK je doporu¢ovano i v nékterych 1ISO norméch™.
Zaver

| pfes vysokou robustnost a opakovatelnost jsou po-
stupy vyuzivajici metodu PCR pomérné citlivé na pfi-
tomnost latek, které mohou pribéh reakce inhibovat,
pfipadné stimulovat. Vzhledem k tomu, Ze se v dnesni
dobé PCR poutziva i pro kontrolni ucely a v klinickych
stanovenich, je nutné eliminovat veskeré vlivy, které by
mohly vysledek reakce zkreslit. Urcité latky vsak nelze
béhem zpracovani vzorku odstranit a nékteré kroky pfi
zpracovani dokonce mohou vzorek nechténé o rusivé
latky obohatit. Proto cely postup analyzy musi byt mo-
nitorovan systémem kontrol. Hledaji se postupy, které
umoznuji pfitomnost rusivych latek spolehlivé odhalit
a které jsou zéroven ¢asové i cenové nenaro¢né. Mezi ty
muzeme zaradit systém internich kontrol ve formé plas-
mida s referencni sekvenci DNA, ktera neinterferuje se
samotnou reakci. Tyto interni kontroly je ale nutné vidy
optimalizovat pro vyuZziti v riznych reakénich smésich.
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Souhrn

Sovova T., Ovesna J.: Inhibice PCR a jeji detekce

Polymerazova fetézova reakce, znama pod anglickou zkratkou PCR, se od svého objevu v 80. letech minulého stoleti stala jednou
ze zakladnich metod detekce a kvantifikace nukleovych kyselin. Diky vysoké rychlosti, citlivosti a specificité se pouziva v mnoha aplikacich
v oblasti molekularni biologie, pfirodnich véd, zemédélstvi i mediciny. Do reakéni smési se ale mohou ze vzorku nebo v pribéhu jeho
zpracovani dostat latky, které mohou PCR reakci inhibovat nebo stimulovat. Vysledkem je pak nadhodnoceni, resp. podhodnoceni obsa-
hu DNA ve vzorku. Inhibici PCR reakce Ize rozpoznat pomoci uréeni efektivity reakce, spocivajici v analyze sériovych fedéni vzorku. Rych-
lejsi a elegantnéjsi zplsob spociva v poutziti interni kontroly, coZ je nejcastéji exogenni DNA, kterd je koamplifikovana spolu se vzorkem.
Klicova slova: polymerazova fetézova reakce, inhibitor, efektivita, interni kontrola

Summary

Sovova T., Ovesna J.: Inhibition of PCR and its detection

Since its discovery in the 1980, the polymerase chain reaction (PCR) has become one of the main methods for detection and quantifica-
tion of nucleic acids. Because of its speed, sensitivity and specificity, PCR is used in many applications in molecular biology, life sciences,
agriculture and medicine. However, many substances may get into in the reaction mixture from the sample or during the sample pro-
cessing that can inhibit or enhance the PCR reaction. As a result, the DNA content in the sample is under- or overestimated, respectively.
It is possible to indentify the inhibition by evaluating the efficiency of the PCR reaction by analysing serial dilutions of the sample. More
elegant and faster method consists in using an internal control which is a usually exogenous DNA coamplified with the target DNA.

Keywords: polymerase chain reaction, inhibitor, efficiency, internal control

Mycobacterium tuberculosis:
NEPREKONATELNY NEPRITEL

Iva Machova, Iva Pichova §
Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v. v; iva.machova@uochb.cas.cz

Uvod ciho i na MTb. V roce 1952, resp. 1957 nasledovalo
zavedeni dalSich antituberkulotik isoniazidu a rifampi-
cinu'. S rozsifenim uc¢innych antibiotik se tuberkuléza
stala lécitelnou chorobou a nejoptimisti¢téjsi odhady
predpovidaly jeji velmi brzké vymyceni. Tyto piredpo-
klady se vsak nenaplnily.

Dle WHO bylo v roce 2013 zaznamenano 9 miliond
novych pfipadl aktivni tuberkulézy a 1,5 miliond osob
zemfelo v disledku této nemoci. Spole¢né s HIV/AIDS
je tuberkuléza nejrozsifenéjsim infekénim onemocné-
nim na svété. K vétsiné smrtelnych pfipadi tuberkul6zy
dochézi pfedevsim v rozvojovych zemich, kde prevence
a dodrzovani dlouhodobé Ié¢by nejsou na takové trov-
ni jako ve vyspélych statech. Tuberkuloza pfedstavuje
také velkeé riziko pro osoby infikované HIV. Téméf jedna
¢tvrtina lidi nakazenych timto virem zemie v dtsledku
koinfekce s MTb2.

Mycobacterium tuberculosis (MTb) je patogenni bak-
terie, jejimz jedinym hostitelem a zaroveri rezervoarem
jsou lidé. MTb zpusobuje onemocnéni zvané tuberku-
[6za, v minulosti oznacované téz ,bily mor” ¢i ,soucho-
tiny”. Existence tuberkuldzy je spjata s lidmi po tisici-
leti. Nejstarsi dikazy pochazeji z dob starého Egypta.
Na vice nez 5000 let starych kostrach egyptskych mu-
mii byly nalezeny kosterni abnormality typické pro in-
fekci MTb. Analyza DNA a dalsi sou¢asné metody vyskyt
MTb na téchto kostrach potvrdily. V pribéhu 19. sto-
leti vypukla napfi¢ Evropou a severni Amerikou velka
epidemie tuberkulézy, jez zplsobila umrti tisicd osob
ro¢né. Tato udalost inspirovala i fadu soudobych literar-
nich autor( (E. Bronte, C. Dickens). Plvodce tuberku-
l6zy (Mycobacterium tuberculosis) byl prvné identifiko-
van az v roce 1882 némeckym lékafem a mikrobiolo-

gem Robertem Kochem, ktery je povazovan za zaklada- Co déla infekci Mtb navzdory dostupné lécbé
tele bakteriologie a je drZitelem Nobelovy ceny za fyzio- a existenci vakciny tak neporazitelnym protivni-
logii @ medicinu z roku 1905. kem?

K vyraznému pokroku v prevenci tuberkulézy pfi- Pficin maze byt mnoho, nékteré vyznamné faktory
spéli Albert Calmette a Camille Guérin zavedenim jsou shrnuty v nasledujicim textu
tzv. atenuované (oslabené) vakciny BCG (z franc. Ba-
cille Calmette-Guérin), pfipravené z pfibuzného orga- 1. MTb ma velmi odolnou bunécnou sténu
nismu Mycobacterium bovis. BCG vakcina byla popr- Nejdulezitéjsim faktorem v tuberkuléze je samotny
vé Uspésné aplikovéna v roce 1921 novorozenci, jehoz patogen, ktery onemocnéni zplsobuje. Mycobacterium
matka i babicka trpély tuberkulézou. Po druhé své- tuberculosis je bakterie, jejiz bakteridlni sténu tvofi dvé
tové valce Svétova zdravotnicka organizace (z angl. vrstvy (Obr. 1) — horni vrstva se sklada z volnych lipi-

WHO - World Health Organisation) zahéjila prvni pro- da s kratkymi i dlouhymi mastnymi kyselinami a dolni
gram na kontrolu tuberkul6zy, ktery zahrnoval testovani vrstvu obsahujici komplex peptidoglykanu, arabino-

asymptomatickych osob tuberkulinovym testem a na- galaktanu a kyseliny mykolové véazanych kovalentnimi
sledné ockovani osob s negativni odezvou na tuberku- vazbami. Tento komplex kyselina mykolova-arabinoga-
lin. Béhem tifi let této kampané bylo otestovano téméf laktan-peptidoglykan zlistava neporusen i po chemic-
30 miliond osob a vice nez 14 milionG bylo oc¢kovéno kém rozruseni bunécné stény bakterii. To pfispiva jak
BCG vakcinou. Opravdovy prllom v lé¢bé tuberkulozy k enormni odolnosti bakterie proti lé¢iviim, tak ataktim
Ize spojovat s objevenim streptomycinu v roce 1944, imunitnimu systému a vnitini prostfedi bakterie je tak
prvniho antibiotika s bakteriocidnimi Gcinky pUsobi- chranéno pied vlivy vnéjsiho prostiedi®.
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Obr. 1: Stavba buné¢né stény Mycobacterium tuberculosis.

2. MTb umi oklamat imunitni systém

MTb se obvykle pfenasi v aerosolovych kapénkach
vykaslavanych infikovanym ¢lovékem. Po vdechnuti
téchto kapének zdravym ¢lovékem piechazi bakterie
pies plicni sklipky do plic. Obecné jsou cizorodé bak-
terie rozpoznany imunitnim systémem a je tak zaha-
jen proces jejich eliminace z organismu. V prvni linii
imunitni odezvy jsou predevsim plicni makrofagy, kte-
ré bakterie pohlcuji, ndsledné se pfeménuji na fago-
zomy, které splyvaji s lysozomem a vznika fagolysozom
(Obr. 2A). Ve fagolysozomu je pohlcend bakterie vysta-
vena nepratelskému prostiedi reaktivnich kyslikovych
meziproduktd metabolismu (H,0,, superoxid), kyse-
[ému pH, lysozomélnim enzymlm a dal$im vlivdim,
jejichz spole¢ny ucinek vede k odstranéni pohlcenych
bakterii z organismu.

A B

“n
|

Mycobacterium
tuberculosis

Mycobacterium
tuberculosis

“n

$

Makrofig
s fagocytovanymi
bakteriemi

Makrofag
s fagocylovanymi
bakleriemi

| Fagozom Fagozom

i
Lysozom

ozOm

Fagolysozom Fag

Obr. 2: Schematické znazornéni procesu Gc¢inné eliminace
cizorodé bakterie z organismu (A) a procesu vzniku latentni
infekce MTb (B).

Pfi infekci MTb dochazi k pohlceni bakterie makro-
fagy, ale v nékterych pfipadech mlze MTb efektivné
branit splynuti fagozomu s lysozomem (Obr. 2B) a ne-
dochazi tedy ke zni¢eni bakterii. Pfesné mechanismy,
které mykobaterie pouzivaji pro své preZiti v makrofa-
gach, jsou pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Obranny
mechanismus mykobakterie proti hostitelskému orga-
nismu je ale natolik ucinny, Ze bakterie dokaze ptezivat
skryta ve fagozomech fadu let i desetileti bez jakych-
koliv symptom@ nemoci. Tento stav se oznacuje jako
tzv. latentni infekce. Podle odhadi WHO az tfetina své-
tové populace je latentné infikovana. MTb v latentni fazi
vyckava na oslabeni imunitniho systému hostitelského
organismu spojeného napf. protirakovinnou terapii,
koinfekci s HIV, imunosupresivnimi léky (pfi transplan-
tacich), podvyzivou nebo starnutim. Tento stav snize-
né imunity vede k mnozeni MTb a uvolnéni do plic
(pulmonarni TB), popfipadé se bakterie mlze dostat
do krevniho fecisté a tim do kterékoliv ¢asti lidského
organismu (extrapulmonarni TB). Uvolnénim bakterii
do organismu a jejich mnozenim dochazi ke vzniku
tzv. aktivni tuberkuldzy, ktera je infekéni a vyZzaduje
lé¢bu pomoci antibiotik. V sou¢asné dobé neni dostup-
ny Zadny lék proti latentni infekci MTb.

3. Rezistence MTb k antibiotikiim

Prvni rezistentni kmeny MTb byly popsény kratce
po rozsiteni prvniho antituberkulotika streptomycinu.
V soucasnosti trva standardni [é¢ba aktivni tuberkulézy
obvykle 6 — 9 mésicl a sklada se z tzv. ivodni faze,
ktera trva priblizné 2 mésice antibiotiky pfedevsim
s bakteriocidnim ucinkem, kdy dochazi k usmrceni
délicich se bakterii a vétSinou vyzaduje hospitalizaci
pacienta. Bezprostiedné nasleduje tzv. faze pokracovaci
(4 az 6 mésich) antibiotiky se sterilizacnim ucinkem,
které eliminuji i bakterie s omezenou funkci déleni.
V této fazi lécby uz pacient neni infekéni pro své okoli.
Priklady lé¢ebnych rezimt uvadi Tabulka 1.

Aktualné se stava velkym problémem tzv. multilé-
kova rezistence bakterii k podavanym antibiotikdim,
ktera vede k selhani l1é¢by tuberkulozy. Pfi¢inou vzniku
rezistence muze byt neadekvatni Ié¢ebny rezim, pferu-
Sovand lécba nebo predcasné ukoncena lécba, ktera
ma za nasledek selekci kmenl odolnych proti jednomu
¢i vice antibiotikiim. Nejzavaznéjsi formou multilékové
resistence je tzv. extenzivni lékova rezistence (znace-
na XDR-TB), kdy MTb je rezistentni k fluorochinolovym

Tabulka I. Zakladni Ié¢ebny rezim TB - isoniazid (INH), rifampicin (RIF), ethambutol (EMB), pyrazinamid (PZA)

Preferovany lécebny rezim

Alternativni lécebny reZim

Alternativni lécebny reZim

Uvodni faze
Denné INH, RIF, PZA a EMB*
56 davek (8 tydni)

Uvodni faze

Denné INH, RIF, PZA a EMB*
14 davek (2 tydny), nasledné
2x tydné 12 davek (6 tydna)

Uvodni faze
Ix t\]dné INH, RIF, PZA
a EMB* 24 davek (8 tydn()

Pokracovaci faze
Denné INH a RIF 126 davek (18 tydn()
nebo 2x tydné INH a RIF 36 déavek (18 tydn()

Pokracovaci faze
2x tydné INH a RIF 36 davek
(18 tydnt)

Pokracovaci faze
3x tydné INH a RIF 54 davek
(18 tydnt)

*EMB mUze byt z [écby vyfazen, pokud je dany kmen MTb citlivy k INH, RIF, PZA’.
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antibiotikéim isoniazidu, rifampicinu a minimalné jed-
nomu ze tii parenterdlnich antibiotik capreomycinu,
kanamycinu a amikacinu. Léc¢ba tohoto druhu tuberku-
[6zy obvykle trvéa 18 az 24 mésicl a zahrnuje antibio-
tika tzv. druhé fady, u nichz je zvy3ené riziko nega-
tivnich G&inkd*s. V roce 2009 byl u 15 osob v irdnu
popsan kmen MTb s tzv. totalni rezistenci, ktery je odol-
ny vici vsem pouzivanym antituberkulotik@im®.

4. (Ne)ucinnost BCG vakciny

V soucasné dobé je jedinou dostupnou vakcinou
proti TB téméf sto let stara BCG vakcina. Tato vakcina
je rutinné podavana v fadé zemi jako soucast zéklad-
niho ockovani u déti (vétSinou do stafi 1 roku) a pred-
stavuje ochranu proti fadé forem tuberkul6zy. U&innost
BCG vakciny je neutplna a velmi koliséa u dospivajicich
a dospélych, predevsim u plicni formy TB, kterd je
nejcastéjsi formou Sifeni nemoci. DGvod pro¢ je tato
vakcina G¢inna u déti, ale ne u dospélych zatim neni
zcela znamy. Pfedpoklada se, Ze vyznamnou roli hraje
Dalsimi faktory, které ovliviiuji ic¢innost BCG vakciny je
koinfekce s hlisty (problém pfedevsim v rozvojovych
zemich), viry oslabujici imunitni systém (napi. HIV)
a netuberkul6znimi mykobakteriemi (napf. Mycobacte-
rium avium), které zpUsobuji aktivaci imunitniho sys-
tému. Ockovani BCG vakcinou predstavuje velké zdra-
votni riziko pro lidi s genetickym defektem v kli¢ovych
genech imunitniho systému nebo déti s HIV infekci.
V téchto pfipadech muzZe dojit k tzv. diseminované
BCG nemodci, kterd je na prvni pohled nerozeznatelna
od tuberkuldzy®. Na zakladé téchto zjisténi WHO nedo-
porucuje ockovani BCG vakcinou u déti s HIV.

V Ceské republice bylo plo3né o¢kovani BCG vakcinou
déti ukonceno k 1. 11. 2010. Déti Ize tedy ockovat proti

Literatura

1. Daniel TM: Respir. Med. 100, 1862 (2006).

2. http://www.who.int/mediacentre/factsheets/
/fs104/en. (2014).

3. Brennan PJ: Tuberculosis 83, 91 (2003).

4. Potrepciakova S, Skfickova J: Practicus 4, 24 (2008).

5. Barta V: Interni medicina pro praxi 9, 372 (2007).

6. Velayati AA, et al.: Chest 136, 420 (2009).

7. http://www.cdc.gov/tb/publications/factsheets/
/treatment/treatmentHIVnegative.htm. (2014).

Souhrn

TB pouze na Zadost rodi¢d a pfeockovani se jiz zcela
neprovadi. V dnesni dobé je v rtiznych fazich klinického
testovani pfiblizné 20 vakcin zalozenych na oslabenych
kmenech mykobakterii, BCG ¢i MTb, nebo na rekombi-
nantni fazi MTb proteinu s nosicem®.

Zaver

V 90. letech 20. stoleni byla tuberkul6za zafaze-
na WHO mezi celosvétové hrozby, ¢imz byla TB uve-
dena do popiedi zajmu védct i zdrojt financovani. Brzy
poté byl zmapovan genom MTb a vyzkum tuberkul6zy
se stal multidisciplinarni zalezZitosti, kterd zahrnuje
obory bunéc¢né biologie, imunologie, metabolomiky,
enzymologie aj. Pro navrh novych ucinnych léciv je
nezbytné znat co nejpodrobnéji metabolismus bakte-
rie v rlznych fazich infekce. Ze soucasnych poznatkd
vime, Ze metabolismus bakterie pfeZivajicich v makrofa-
gach v latentni formé je utlumen na nezbytné mi-
nimum a vyrazné se liS$i od metabolismu bakterii
v aktivni fazi mnozZeni. Velky potencial pro névrh ra-
cionalnich léciv ptedstavuje centralni uhlikovy meta-
bolismus zahrnujici citratovy cyklus a glykolyzu/gluko-
neogenezi, vnémz byly na zékladé metabolomickych
studii vytipovany nékteré enzymy, které jsou ve zvySené
mife exprimovany za latentni infekce, napf. isocitratlya-
sa, fosfoenolpyruvat karboxykinasa, fosfofruktokinasa
aj'*". Druhou vyraznou linii vyzkumu je vyvoj novych
vakcin s vysokou Ucinnosti pro déti i dospélé.

Podékovani: Vyzkum metabolismu Mycobacteria tu-
berculosis v raznych fazich infekce byl financovan z pro-
jektu EU-PF7 SysteMTb Collaborative Project 241587,
projektem 7E111070, programem NPU LO 1302, a RVO
61388963 od MSMT.
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Machova L., Pichova I.: Mycobacterium tuberculosis: nepiekonatelny nepfritel

Tuberkuldza je jednou z nejstarsich nemoci, a piestoze je k dispozici fada 1€k, je v sou¢asnosti nejrozsifené;jsi bakterialni infekci ve svété
a spole¢né s HIV je nejvétsim zabijakem. Pfispiva k tomu vysoky vyskyt MTb kmen s resistenci k sou¢asné pouzivanym Iékdim a zvySena
citlivost HIV positivnich pacientl k nakaze MTb. Vice nez tietina svétové populace je nakazena MTb, které pfeziva v latentni podobé u lidi
bez pfiznak a mize byt kdykoliv reaktivovéna snizenim imunity, & ko-infekci dal$imi patogeny. Proto je v sou¢asnosti urgentni potieba
porozumét mechanismim, kterymi se MTb brani imunitnimu systému ¢lovéka a které umozniuji této baktérii dlouhodobé piezivat v hos-
titeli. Tyto poznatky umozni vyvoj 1ékd s novym mechanismem Gcinku.

Klicova slova: Mycobacterium tuberculosis, tuberkuloza, latentni infekce, resistence, metabolismus, léky

Summary

Machova I., Pichova I.: Mycobacterium tuberculosis: unbeatable enemy

Tuberculosis (TB), one of the oldest human diseases, is still one of the biggest killers, despite the availability of drugs. Increased
prevalence of multidrug-resistant MTb strains and dramatically increasing host susceptibility to MTb in HIV-1 positive patients contribute
to high prevalence of this bacterial disease. Almost one-third of the world’s population is infected with MTb. In the majority of these
cases, MTb persists in macrophages in a latent form and can be re-activated any time by immunosuppression or co-infection with other
pathogens. Thus, there is an urgent need for better understanding of MTb metabolism, its adaptation to latency, and for discovery of new
anti-tuberculosis drugs.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis, latent infection, resistance, metabolism, drugs
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POUZITI JEDNOBUNECNYCH RAS JAKO SUBSTRAT

PRO VYROBU BIOPLYNU

Tomas Podzimek', Jan Bartacek? .
'Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha,
podzimet@vscht.cz

Uvod

V posledni dobé se bouflivé rozvijeji biotechnolo-
gické aplikace v rdznych oblastech lidského konani.
U vyuziti jednobunécnych fas tomu neni jinak. Tyto
na prvni pohled jednoduché organismy v sobé skryvaji
velky biotechnologicky a komer¢ni potencidl do bu-
doucna. Mazeme zacit s jejich druhovou diverzitou,
kterd je obrovskd a dosud ne zcela prozkoumana.
Pak mizZeme vzit v ivahu réizné skupiny latek, které ten
ktery druh produkuje (proteiny, lipidy, polysacharidy,
antioxidanty, pigmenty a vitaminy) a jejich variabilitu,
ze které ziskame urcitou predstavu o kvantité a pestrosti
potencialnich produktt. Nékteré z produktt se jiz dnes
vyuZivaji v potravinaiském a kosmetickém pramyslu,
v zemédélstvi a v mediciné. Pro ilustraci uvedme nékos
lik pfikladt fas — Spirulina, Dunaliella, Chlorella nebo
Heamatococcus. V neposledni fadé jsou jednobu-
nécné fasy zkoumany pro vyuziti v palivaiském pra-
myslu jako zdroj mastnych kyselin pro vyrobu bionafty,
ktera by jednoho dne mohla nahradit dochézejici ropu'.
Nespornou vyhodou téchto organismi je schopnost
vyuzit slunecni energii (kterd je dosud zdarma) a pie-
ménit ji na energii chemickou (a to efektivnéji nez je
tomu u rostlin)2. Dalsi vyhodou je jejich pomérné rychly
rist a vytéZzek biomasy na hektar plochy. V tomto pre-
hledu se podivame na potencialni biotechnologické
vyuZiti jednobunécnych fas v energetice'.

Zemni plyn

Nejprve je tieba uvést energetiku do vztahu s produk-
ci methanu. Methan je hlavni slozkou zemniho plynu,
jehoz spélenim se ziskava primarni tepelna energie.
Tu je moZno pouzit pfimo nebo pfeménit na energii
mechanickou anebo dale az na elektrickou. Zemni plyn
je jednim z hlavnich zdroja energie vyuzivaného v sou-
¢asné svétové energetice. Bézné se uziva v priimyslu
a vdomacnostech (vytapéni, ohfev vody, vafeni atd.).
Déle slouzi jako pohonna hmota u vozidel v podobé
LNG nebo CNG.

Nejvétsi nalezisté zemniho plynu jsou na Stfednim
Vychodg, v Africe, Cin& nebo Rusku. | kdyZ jsou souéas-
né zasoby plynu pro lidstvo zatim dostate¢né, jedno-
ho dne se museji zdkonité vycerpat. Navic kazdym ro-
kem stoupé celosvétova spotieba vSech zdrojd energie
a ne vsechny zemé maji pfistup k zemnimu plynu, tudiz
jsou zavislé na dovozu z ciziny. Nejvétsi nalezisté ply-
nu se vyskytuji v zemich, které jsou politicky nestabilni,
coz dale maze komplikovat bezpe¢nost dodévek plynu
a vyrazné ovliviiovat celosvétovy trh. V neposledni fadé,
tézba sama o sobé neni vidy Setrnd k pfirodé. Vyhodou
je, Ze tento zdroj produkuje pomérné cistou energii
(dokonalym spalovanim vznika ,pouze” oxid uhlicity)
a existuje pro néj dostupnd infrastruktura. Proto ma

2(Jstav technologie vody a prostfedi, VSCHT Praha;
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smysl hledat feSeni vyroby methanu a tim z néj udée
lat obnovitelny zdroj energie — pro pouZiti plynu jako
paliva, ale také pro vyrobu elektrické energie. Je tieba
podotknout, Ze methan hraje svou roli také v chemic-
kém primyslu (vyroba CO,, sazi jako barviva, acetylenu
a vodiku).

Bioplyn a anaerobni kal

Methan je také slozkou bioplynu. Zatimco na vzni-
ku zemniho plynu se podilely také geologické procesy
trvajici miliony let (proto neni obnovitelnym zdrojem
energie), bioplyn vznikd pouze plsobenim anaerob-
nich mikroorganismd. Tyto mikroorganismy pochazeji
z domény Archea a patii mezi né napi. rody Methano-
saeta, Methanosarcina, Methanobacterium, Methano-
microbium, Methanothermobacter ad. Methan vznika
viude, kde se vyskytuji methanogenni organismy (napf.
ve stfevech pfezvykavct a lidi, v mokfadech, v jezernich
i mofskych sedimentech, extremofilni methanogenni
mikrorganismy byly nalezeny v horkych pramenech)>.

Methanogenni organismy jsou také pfitomny v anae-
robnich kalech a digestétech, tj. v obsahu anaerobnich
fermentorG zpracovavajicich distirenské kaly, energe-
tické plodiny a organické odpady. Tyto kaly jsou oby-
vany pestrou $kadlou mikroorganismd ze vSech tii do-
mén — Archea, Eukaryota a Bacteria. Modernimi sekve-
nac¢nimi technikami bylo odhaleno zastoupeni jednotli-
vych druhd mirkoorganism v rdiznych kalech, pochaze-
jicich z rznych mist na Zemi“. Cely kal je komplexnim
ekosystémem, ve kterém jsou rGizné druhy mikroorga-
nismU propojeny vzajemnymi vazbami. Tyto vazby jsou
dany odlisnymi metabolickymi strategiemi jednotlivych
druh(i, coz v praxi znamena, Ze produkty jednoho or-
ganismu slouzi jinému jako substrat®. Methanogenni
mikroorganismy vyuzivaji substraty produkované aceto-
gennimi a acidogennimi organismy a produkuji methan
dvéma cestami — hydrogenotrofni(1) a acetotrofni(2).
V anaerobnich podminkach je methanogeneze posled-
nim krokem dekompozice biomasy. Hydrogenotrofni
cestou vznikd methan tak, ze dochazi k redukci CO,
pomoci vodiku. Zdrojem vodiku jsou napf. vodik pro-
dukujici fermentativni bakterie (napf. Clostridium sp.).
Acetotrofni cesta vyuZiva kyselinu octovou, kterd je roz-
loZzena na methan a CO, a podle vyzkum{ tato cesta
vyrazné pievazuje nad hydrogenotrofni®.

CO, + 4H, —» CH, + 2H,0
CH;COOH — CH, + CO,

(M
2

Vyutziti Fas pro produkci methanu

V soucasnosti je anaerobni stabilizace kalt dalezi-
tou slozkou ¢istiren odpadnich vod v Ceské republi-
ce (méstskych i primyslovych). Anaerobni kal je také



soucasti bioplynovych stanic. Bioplynové stanice zpra-
covavaji komunalni, primyslovy a zemédélsky odpad
(a energetické plodiny). Podle internetovych stranek
Ceské bioplynové asociace, se na Gizemi Ceské repub-
liky nachazi pres 550 bioplynovych stanic. Z bioply-
nu produkovaného v téchto stanicich se v roce 2013
vyrobilo pies 2,2 TWh elektfiny (z celkové produkce
87 TWh), coz bylo o 34 % vice nez elektfiny vyrobené
ze zemniho plynu. V celé Evropé je instalovano do-
konce pies 14 000 bioplynovych stanic®.

V poslednich letech se zacina prosazovat péstovani
fas jako alternativniho zdroje biomasy pro bioplynové
stanice'. Kromé jiz zminéné vysoké plosné produkce
fas je jejich velkou vyhodou moznost péstovani i v ta-
kovych oblastech, kde zemédélské plodiny péstovany
byt nemohou (napf. oblasti s netirodnou ptidou, nebo
byvalych prlimyslové oblasti). Péstovani fas, a¢ také
naro¢né na plochu, tedy nemusi kolidovat s péstova-
nim plodin vyuZivanych pro produkci potravin.

Alternativou k piimé produkci methanu z fas je pro-
dukce bioethanolu z polysacharidi, nebo bionafty
z tukl obsazenych v fasach v prvnim stupni a anaerob-
ni fermentace fas v druhém stupni. Ackoli dfive byla
tato varianta preferovana, ukazuje se, Ze jeji energeticka
bilance neni nikdy pozitivni a pfiméa produkce bioplynu
se tedy jevi jako perspektivnéjsie.

Projekt ALGAENET

V soucasné dobé se studuje moznost vyuziti jednobu-
nécnych fas jako energetického substratu pro methano-
genni bakterie v ramci celé fady vyzkumnych projektt
po celém svété. Jednim z nich je projekt ,Renewable
energy production through microalgae cultivation:
Closing material cycles (ALGAENET)". Tento projekt je
financovén EU v ramci 7. ramcového programu (Marie
Curie Actions — International Research Staff Exchange)
a spojuje vyzkumna pracovisté v CR, Spanélsku a Chile’.
Idea projektu vychazi z jednoduché bilance, kdy pro-
dukovany methan je spalen a pifeménén na energii
a vedlejsim produktem je CO,, ktery je vracen do sys-
tému jako zdroj uhliku pro rast fas (Obr. 1). Tuto ideu
by bylo mozné realizovat v pfipadé elektrarny, ktera by
v sobé spojovala produkci fas a vyrobu elektrické ener-
gie. CO, uvolnény spalenim je tedy zabudovéan do bu-
nécnych struktur a neni uvolnén do atmosféry. V ideal-
nim pfipadé tedy vzniké (z hlediska uhliku) neutralni
energie.

CH,
T - sluneéni
./  zafeni
KULTURA RAS
biomasa Y Ziviny
€O, + CH,
— ANAEROBNIBIOREAKTOR
organicky zbytek po
odpad degradaci

Obr. 1: Kultivace fas a produkce methanu v anaerobnim reak-
toru v uzavieném cyklu’.
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Vznikly bioplyn se musi dale upravovat v zavislosti
na jeho budoucim pouZiti, protoze obsahuje kontami-
nujici plyny (CO,, H,S ad.), které snizuji obsah metha-
nu a jejich spéalenim vznikaji dalsi nezadouci plyny
vypousténé do atmosféry (napf. SO,). H,S je zarover
vysoce korozivni a toxicky. Absorpci CO, v kultufe fas
je mozné dosahnout kvality biomethanu pozadované
pro vtlageni do plynarenskych siti (v CR je pozadovano
vyhlaskou ¢. 459/2012 Sb. alespoii 95% obsah CH,,
obsah CO, maximalné 5%, O, maximalné 0,5 %)
Dulezité je také udriet nizkou koncentraci O, v bio-
plynu, protoze pfi dosazeni ur¢itétho poméru mnozstvi
obou plynG vznikne vybusnd smés. Pfi prichodu
bioplynu kulturou fas se tedy absorbuje CO,, ale za-
rovefi se methan nebezpe¢né kontaminuje kyslikem
(produkovany fasami). Proto je nutné jesté na zavér
zafadit krok, ktery by snizil koncentraci kysliku.

Vyhody a nevyhody

Rasy potfebuji pro svij rlst hlavné slune¢ni zafeni
jako zdroj energie a CO, jako zdroj uhliku. Oba zdro-
je jsou dostupné v zavislosti na geografické poloze.
Odpada tedy pfidavani energetickych substratd, jako
je glukosa nebo 3krob. Jak bylo uvedeno vyse, CO, Ize
dodéavat do kultury ze spalovani methanu a z produkce
bioplynu.

VWyhodou kultivace fas oproti energetickym plodinam
je kratka generacni doba. Kontinualni pfisun fas do an-
aerobniho fermentoru bude samoziejmé prvnim kli-
¢ovym bodem celého systému. Po celém svété exis-
tuji firmy, které se velkoprodukci jednobunéc¢nych fas
pro komeréni Glely zabyvaji (napf. USA, Spanélsko
a Japonsko), takie tato technologie je dostupna
a je mozné ji dale zdokonalovat za G¢elem zvySovani
vytézku a snizovani nakladd. Produkce fas ma vyssi
vytézky na hektar oproti rostlinam'2. Rasy jsou kulti-
vovany v tubularnich nebo deskovych fotoreaktorech
nebo v takzvanych ,raceway ponds” (mélké bazé-
ny), které je mozno budovat v mistech nevhodnych
pro zemédélskou produkci. Tim padem tato zafizeni
nutné nemusi zmensovat plochu pro rdst hospodai-
skych plodin®.

Zasadni nevyhodou pouZiti fas jako substratu tkvi
v tom, Ze jsou to Zivé organismy opatfené ochrannou
bunéénou sténou. Dostupnost metabolizovatelnych
substratG (lipidy, sacharidy a proteiny) ukryvajicich
se uvniti bunky je tedy hlavnim limitujicim krokem
a efektivita produkce methanu bude zaviset na degra-
dovatelnosti stény. Tuto nevyhodu lze fesit nalezenim
takové fasy, jejiz buné¢na sténa je lépe degradova-
telna (existuji rozdily v chemickém slozeni mezi jed-
notlivymi druhy fas) nebo vyuzit metodu naruseni
bunék (mechanicka, tepelna nebo chemicka pfed-
uprava) pred samotnym vstupem do anaerobniho
bioreaktoru. V soucasné dobé se v ramci projektu AL-
GAENET také zkouma pouziti mutované fasy, kterd
nema kompletni buné¢nou sténu, a tudiz by mohla byt
Iépe degradovatelna nez divoky typ.

Limitujicim faktorem pro rlst fas je dostupnost
slune¢niho zafeni. Nejvice zafeni dopada na oblas-
ti kolem rovniku a smérem od ného intenzita zafeni
klesa. V nékterych geografickych pasmech je intenzita



dale ovlivnéna ro¢nim obdobim. Tyto poznatky je nut- vytézk(i biomasy, coz vyznamné prodrazuje sklizeni

né vzit v ivahu pfi projektovani elektrarny ve vybrané (sedimentace, odstfedovani, filtrace)'.
lokalité. Kromé svétla je také tieba vzit v tvahu dostup-
nost zdroje sladkovodni nebo moiské vody v zavislosti Zaveér
na druhg fasy. ) ) ] ] Cely koncept v sobé ukryvd, ostatné jako kazdy novy
Z hlediska energetické bilance je stale velmi proble- pfistup, mnoho technickych komplikaci, které je nutt
matickd vysoka spotfeba energie pro erpani a michani no odstranit. V soucasnosti nemuze produkce bioplynu
suspenze fas v reaktorech a na sklizeni (zahustovani) ekonomicky sout&it sté&bou a distribuci zemniho
fas. Tubularni i deskové reaktory jsou sice vysoce efek- plynu, stejné tak jako produkce lipidii a vyroba bio-
tivni pro tvorbu i relativné koncentrovanych suspen- nafty neni levn&jsi nei té&iba a zpracovéani ropy.
zi, ale jsou z energetického hlediska velice naro¢né Na druhou stranu, nyn&jsi vyzkum vyuZiti fas v ener-
(nehledé na jejich vysoké konstrukéni naklady). Oproti getice a palivafstvi nam poskytuje uréité moznosti
tomu Setrnéjsi a levnéjsi reaktory typu ,raceway” dosa- do budoucna, do doby, kdy nebudeme moci potitat se
huji podstatné niz3ich objemovych (a tedy i plosnych) zasobami fosilnich paliv.
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Souhrn

Podzimek T., Bartacek J.: Poutziti jednobunécnych fas jako substrat pro vyrobu bioplynu

V soucasné dobé je celosvétové vynakladano velké usili na nahrazeni fosilnich zdroji energie obnovitelnymi zdroji (biomasa, slunce, vitr
atd.), které by navic nezatézovali zemskou atmosféru produkci sklenikovych plynd. Ukazuje se, Ze nelze ocekavat pfichod jedné univer-
zélni technologie, ale je nutné vyuZivat mnoho rdiznych zdroja tak, aby byla zohlednéna geograficka a ekonomicka specifika konkrétni
oblasti, kde se energie vyrabi. Jednim z moznych zdroja energie je produkce bioplynu z biomasy fas péstovanych za timto tu¢elem ve spe-
cidlnich reaktorech. Tento ¢lanek déava stru¢ny piehled metod energetického vyuZivani fas a zmifiuje hlavni ekonomické a technologické
vyzvy pro Uspésné zvladnuti této technologie. Zaroveri je zminén evropsky projekt ,Renewable energy production through microalgae
cultivation: Closing material cycles (ALGAENET)”, ktery spojuje vyzkumna pracoviété v Ceské republice (VSCHT Praha), Spanélsku a Chile.
Klicova slova: bioplyn, anaerobni kal, jednobunééné fasy

Summary

Podzimek T., Bartacek J.: Utilization of microalgae as a substrate for biogas production

Recently, a great effort is being put on the development of new technologies allowing energy production from renewable source that
would not produce greenhouse gases. It is becoming increasingly apparent that one should not expect the advent of a new universal
technology that would replace the entire energy production from fossil fuels. Instead, we need to develop many different technologies
that would satisfy wide range of geographical and economical requirements. Biogas production from microalgae may become such
a site-specific technology. This paper gives a brief list of different approaches to energy production from microalgae and describes the
main economic and technological challenges for biogas production from microalgae. Moreover, an European project “Renewable ener-
gy production through microalgae cultivation: Closing material cycles (ALGAENET)" that is currently being jointly executed by partners
in the Czech Republic (ICT Prague), Spain and Chile.

Keywords: biogas, anaerobic sludge, bioreactor, microalgae
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