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ABSTRAKT

Ligninolytické houby jsou vyznamné svymi biodegrada¢nimi schopnostmi, které lze
vyuzit pfi odstrafiovani mnoha vyznamnych polutanti z zivotniho prostfedi, vcetné
prumyslovych barviv. Jako zastupce této skupiny hub byl vybran Pleurotus ostreatus a byla
vytvofena modelova situace pro jeho primyslové vyuziti pti dekolorizaci textilniho barviva
Remazol Brilliant Blue R (RBBR), které je odpadnim produktem textilniho primyslu. Houba
byla imobilizovana na inertnim nosici (kostky polyuretanové pény) v nepratokovém ,,fixed-
bed* bioreaktoru a byla simulovana kontaminace houbového filtru bakteriemi, kterou lze
pfedpokladat v praktické aplikaci pii CiSténi odpadnich vod. Jako modelovéa bakterie byla
zvolena bakterie Rhodococcus erythropolis. Cilem této prace bylo studium vzajemnych
interakci houby a bakterie v bioreaktoru pifi dekolorizaci barviva. Degrada¢ni schopnosti
houby byly sledovany na zékladé¢ produkce ligninolytickych enzymt, jez se uplatiuji
v procesu dekolorizace.

Pfi pozorovani riistu smésné kultury houby a bakterie v bioreaktoru bylo zjisténo, ze
R. erythropolis v kokultuie s P. ostreatus nerostl, doSlo k vymizeni bakterii z kultiva¢ni
tekutiny. Bylo prokadzano, Ze ani vysokéd koncentrace houbového enzymu lakazy v médiu,
zména pH média vlivem rlstu P. ostreatus nebo sniZeni mnoZstvi glukdzy v médiu vlivem
ristu P. ostreatus nemély negativni vliv na rist bakterii v bioreaktoru. Zivé buiiky R.
erythropolis (4*10°-1,3*10° CFU/ml) byly detekovany asociované s pevnym nosicem
houbové kultury. Efektivita dekolorizace barviva v bioreaktoru nebyla ovlivnéna pfitomnosti
bakterie a dosahovala 80 % za 24 hod. Nejvyssi hladina lakazy (83,3 + 14,3 U/]) byla zjisténa
v bioreaktoru s P. ostreatus a R. erythropolis, kam bylo pfidano RBBR.

Prace se zabyva také morfologickym studiem tvorby smésného biofilmu P. ostreatus a
R. erythropolis na sklenénych mikrokulickach a v tekuté kultufe. Fluorescencni barveni
bakterii prokazalo zivotaschopnost R. erythropolis v pfitomnosti houbovych hyf. Z divodu
vyssi rastové rychlosti bakterie ve srovnani s houbou vSak nebylo v téchto kultivacnich
systémech dosazeno vzniku smésného biofilmu.

Soucasti prace je také proteomickd analyza extracytoplazmatickych a bunécnych
bakterialnich a houbovych proteinti ziskanych z bioreaktoru a z tekutych kultur. 1-D separaci
proteini bylo zjisténo, Ze pritomnost R. erythropolis v bioreaktoru méla na expresi houbovych
proteinti pouze maly ¢i zadny vliv. Ve spektru bunécnych proteint R. erythropolis byla

pozorovana zmeéna exprese proteinu ¢i skupiny proteini pii kultivaci v kultivacni tekutiné po



P. ostreatus, ve které bakterie Spatné¢ rostly. Pomoci 2-D elektroforézy bylo ziskano

podrobngjsi proteinové spektrum obou mikroorganismd.

Kli¢ova slova:

Pleurotus ostreatus, biodegradace, Rhodococcus erythropolis, biofilm, proteom, lakaza,
fixed-bed bioreaktor, mezidruhové interakce



ABSTRACT

Ligninolytic fungi are well known for their ability to degrade a wide range of
xenobiotics contaminating the environment, including synthetic industrial dyes. In this work
Pleurotus ostreatus was used for decolorization of a synthetic textile dye Remazol Brilliant
Blue R (RBBR). To set up a model fungal ,,fixed-bed* bioreactor the fungus was immobilized
on a polyurethane foam and artificially contaminated with a model bacterium Rhodococcus
erythropolis. The development of bacterial contamination can be expected during a real
application of fungal bio filters in wastewater treatment. The main aim of the work was to
study interspecies interactions in the model bioreactors during the dye decolorization.
Ligninolytic enzyme activities were followed in the bioreactor cultures as markers of fungal
biodegradation ability.

In contrast to the controls, no bacterial growth was observed in the P. ostreatus
bioreactor culture liquid. The results showed that fungal laccase, pH of the culture liquid, and
glucose consumption by the fungus had no effect on the bacterial growth. However, 4*10°-
1,3*10° CFU/ml of R. erythropolis was detected to be associated with the fungal solid
support. The presence of these bacteria had no effect on the decolorization performance of the
bioreactors. Dye decolorization efficiency of 80 % in 24h was observed. Reactor cultures
consisting of P. ostreatus and R. erythropolis in the presence of RBBR showed the highest
laccase activity levels (83,3 + 14,3 U/l).

Further this work was aimed at morphological analysis of dual-species biofilms
formed by P. ostreatus and R. erythropolis on glass beads and in liquid cultures. Fluorescent
microscopy proved a viability of R. erythropolis cells in the presence of fungal hyphae.
However, no formation of dual-species biofilms was observed under these culture conditions
most probably for the difference in growth rates of the two microorganisms.

Extracellular and cellular proteins of P. ostreatus and R. erythropolis reactor and
liquid cultures were analysed using 1-D and 2-D electrophoresis. 1-D protein profiles showed
that R. erythropolis had only marginal to none effect on fungal protein expression in
bioreactor cultures. In case of cellular proteins of R. erythropolis changes affecting a group of
proteins were observed when the bacterium was cultivated in a culture liquid obtained from
the P. ostreatus cultures. A better protein profiles of both microorganisms were obtained with

2-D electrophoresis.
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Zkratky pouzitych chemikalii jsou uvedeny v tabulce v Kap. 4.1.
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1. UVOD

Pleurotus ostreatus je dievokazna houba, ktera je soucasti skupiny hub bilé hniloby.
Tato skupina hub je znamé svym Sirokym biodegrada¢nim potencidlem, ktery je umoznén
produkci substratové nespecifickych ligninolytickych enzymi. P. ostreatus dokaze
degradovat obtizné rozlozitelné latky, jako napt. polyaromatické uhlovodiky, primyslova
barviva, endokrinni disruptory, polychlorované bifenyly a pesticidy. Pii potencidlni
prumyslové aplikaci P. ostreatus v ¢isténi odpadnich vod by vSak mohlo dochazet ke
kontaminaci houbové kultury bakteriemi z odpadnich vod. Je proto dilezité vénovat
pozornost vlivu bakterii na Zivotaschopnost a biodegrada¢ni schopnosti houby. Piedkladana
diplomova prace se zabyva interakcemi P. ostreatus ve smésné kultufe s modelovou bakterii
Rhodococcus erythropolis, ktera je Siroce rozsifena v pidé i ve vodé a je nepatogenni. Tato
bakterie byla zvolena také z ditvodu, Ze disponuje obdobnymi biodegradacnimi schopnostmi
jako P. ostreatus, coz dava moznost spoluprice mezi obéma mikroorganismy pfi
biodegradac¢nich procesech.

Prace zahrnuje morfologické studium tvorby smésného biofilmu P. ostreatus a R.
erythropolis na sklenénych mikrokuli¢kach a v tekuté kultufe s pomoci binokularni lupy a
fluorescencni mikroskopie. Pro ucely studia dekolorizace a vzijemnych interakci obou
mikroorganismi béhem dekoloriza¢nich reakci byl pouzit ,,fixed-bed* bioreaktor, v némz je
houba imobilizovana na pevném nosi¢i, kterym jsou kostky polyuretanové pény. V praci jsou
studovany biodegradacni schopnosti obou mikroorganismi pti dekolorizaci antrachinonového
textilniho barviva Remazol Brilliant Blue R. Béhem ristu smésné kultury v bioreaktoru je
sledovana produkce tii ligninolytickych enzymi, které se uplatiuji pfi procesu biodegradace
RBBR — lakazy, mangan-dependentni peroxidazy a mangan-independentni peroxidazy. Byla
provedena také proteomicka analyza extracelularnich a bunéénych bakteridlnich a houbovych
proteind.

Tato prace navazuje na dlouholety vyzkum Laboratofe Environmentélni
Biotechnologie Mikrobiologického ustavu AVCR, v.v.i., ktery je zaméfen na biodegradacni
potencidl ligninolytickych hub. Je soucasti studia degradacnich schopnosti ligninolytickych
hub za redlnych podminek odpadnich vod. Cilem prace je pfinést nové morfologicke,
enzymatické a proteinové poznatky o smésné bakteridlni a houbové kultuie a piiblizit tak
mechanismy hrajici roli ve vzajemnych interakcich mikroorganismti béhem biodegradace

organickych latek znecist'ujicich Zivotni prostfedi. Tento vyzkum by mél pfispét k vyvoji
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biodegradac¢ni technologie zalozené na ligninolytickych houbach a aplikovatelné za redlnych

podminek pramyslovych odpadnich vod.
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2. CILE PRACE

1. Vybér vhodného kultiva¢niho systému pro studium interakci houby Pleurotus
ostreatus a bakterie Rhodococcus erythropolis pfi spole¢né kultivaci.

2. ldentifikace inhibi¢niho agens ovliviujiciho rast bakterii pfi spolecné kultivaci s P.
ostreatus.

3. Biochemicka charakterizace kokultury P. ostreatus a R. erythropolis ve vybraném
kultivaénim zafizeni.

a. Biodegrada¢ni experimenty s barvivem Remazol Brilliant Blue R - sledovani
enzymatické aktivity ligninolytickych enzymu (lakazy, mangan-dependentni
peroxidazy a mangan-independentni peroxidazy) pii Stépeni barviva.

b. Sledovani zmén ve spektru bunéénych bilkovin a extracytoplazmatickych

bilkovin produkovanych kultivacnimi partnery.
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3. LITERARNI PREHLED

3.1. Charakteristika rodu Pleurotus

V této diplomové praci je studovan Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm. Rod
Pleurotus je fazen do tiidy Pleurotaceae, fadu Agaricales a oddéleni Basidiomycota.
Soucasné¢ je tato houba soucasti skupiny tzv. hub bilé hniloby. Tyto dfevokazné
bazidiomycety degraduji lignin, po jehoz rozlozeni zbyde z dievni hmoty celul6za. Dievo tak

ziskava bilou barvu, z ¢ehoz vznikl ndzev této skupiny hub (Reddy 1995).

3.1.1. Biodegradacni potencial hub bilé hniloby

Zastupci skupiny hub bilé hniloby jsou nejvice studovanymi houbovymi
mikroorganismy z hlediska jejich schopnosti biodegradace. Jsou schopné degradovat a
mineralizovat $iroké spektrum obtizné rozlozitelnych organickych latek zne€istujicich Zivotni
prostfedi, coz je odliSuje od bakterii schopnych biodegradace, které maji vice specifické
pozadavky na substrat (Reddy 1995). Mezi organopolutanty, které houby bilé hniloby
degraduji, patii napt. polychlorované bifenyly (PCB), (Cvancarova et al. 2012), polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAU), (Hammel et al. 1992), synteticka barviva (Shin et al. 1997),
herbicidy (Masaphy et al. 1996) a insekticidy (Amitai et al. 1998).

P. ostreatus efektivné odbourdva PAU. Béhem jedendctidenni kultivace odboural 93
% katecholt, 97 % fenanthrenu, 99,6 % pyrenu a 99,8 % benzo[a]pyrenu. Po 15 dnech
kultivace bylo dosazeno 99,2% mineralizace fluorenu a po 35 dnech kultivace 99,4%
mineralizace anthracenu (Bezalel et al. 1995).

P. ostreatus ve srovnani s P. chrysosporium a T. versicolor jediny uspésné odbouraval
komer¢ni smés PCB (Delor 103) v pid€. Po 3 mésicich kultivace degradoval 40 % Deloru
103, u P. chrysosporium a T. versicolor ubytek PCB nebyl zaznamenan (Kubatova et al.
2001).

Houby bilé hniloby jsou dale schopny odbouravat také endokrinni disruptory (ED).
Tyto latky jsou novou skupinou chemikalii zne€ist'ujicich Zivotni prostfedi a maji negativni
efekt zejména na vodni organismy, u kterych mohou naruSovat reprodukci (Kwak et al.
2001), ale také na cloveka. Bylo zjisténo, ze tyto chemikalie mohou in vitro stimulovat rist
bunék rakoviny prsu (Soto et al. 1991). ED napodobuji hormony nebo interferuji s funkei

endogennich hormont, ¢imz dochazi k naruSeni fyziologickych funkci organismu (White et
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al. 1994). Mezi ED patii napt. 4-nonylfenoly (Kwack et al. 2011), bisfenol A (Krishnan et al.
1993), synteticky estrogen 17a-ethinylestradiol (Rose et al. 2002) a antimikrobialni latka
triclosan (Wang a Tian 2015). Cajthaml et al. (2009) studovali schopnost degradace ED u 8
kmenii ligninolytickych hub, mezi nimiz byl i P. ostreatus. U vSech hub byl prokdzan vyrazny
ubytek testovanych ED, v piipadu triclosanu vétSina houbovych kultur snizila jeho mnozstvi
po 14 dnech kultivace na 1-12 % ptvodni hodnoty.

Je zndmo, ze tada hub bilé hniloby, mezi nimi 1 P. ostreatus, degraduje synteticka
barviva (Vyas a Molitoris 1995; McMullan et al. 2001), ktera patii mezi latky vyrazné
zneCisStujici zivotni prostfedi, predevSim povrchové vody. Barviva jsou vypousténa do
zivotniho prostiedi s odpadni vodou napt. z barvirenského ¢i textilniho pramyslu. Jsou
chemicky velmi riznorodé. Zahrnuji aromatické a heterocyklické latky, které jsou v ptirodé
Casto obtizné rozlozitelné. Nékteré mohou byt i toxické nebo karcinogenni. V piipadé dvou
azobarviv, Reactive Orange 16 a Congo Red, a dvou antrachinonovych barviv, Remazol
Brilliant Blue R (RBBR) a Disperse Blue 3, byla pozorovana inhibice rustu testovanych
mikroorganism, které zahrnovaly bakterie, fasy a prvoky, a mutagenni efekt barviv (Novotny
et al. 2006).

Dekolorizace barviv houbami bilé hniloby byla poprvé popsana Glennem a Goldem
(1983), kteti vyvinuli metodu méfeni ligninolytické aktivity Phanaerochaete chrysosporium
zalozenou na dekolorizaci fady sulfonovanych polymernich barviv. Schopnost dekolorizace
barviv byla dale vyuzivana Kk posouzeni biodegrada¢nich schopnosti riznych hub bilé hniloby
(Field et al. 1993). Mezi dalsi houby bilé hniloby, u nichZ byla pozorovana dekolorizace, patii
napf. Phanaerochaete sordida, ktera je schopna dekolorizovat barvivo Reactive Red 120
(Harazono et al. 2003). Trametes versicolor degraduje i strukturné odlisna synteticka barviva,
jako jsou azobarviva, antrachinononova a indigo barviva (Wong a Yu 1999), Trametes hirsuta
také triarylmetanova barviva (Abadulla et al. 2000).

Pasti-Grigsby et al. (1992) ve své praci vyuzivajici modelova syntetizovana barviva
prokazali, ze zahrnuti struktury podobné ligninu do molekuly barviva usnadni jeho degradaci
ligninolytickymi enzymy hub bilé hniloby a dal§imi mikroorganismy. Byl tak potvrzen vztah
mezi chemickou strukturou barviv a jejich biodegradovatelnosti. Tento poznatek by bylo
mozné vyuzit pfi syntéze barviv Setrnych k Zivotnimu prostiedi.

V této praci bylo pifi dekolorizacnich pokusech pouzito antrachinonové barvivo
RBBR (Obr. 1). Jedna se o primyslové vyznamné barvivo, které je pouzivano casto jako
substrat pro syntézu polymerd. Je to antracenovy derivat a predstavuje dilezitou tfidu casto

toxickych a rekalcitrantnich organopolutanti. Molekula RBBR se strukturné podoba
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polycyklickym aromatickym latkam, které jsou substratem pro ligninolytické peroxidazy
(Hammel 1992).

Dekolorizace RBBR byla pozorovana u Pleurotus pulmonarius v kultivaci na pevné
pudé i in vitro za pouziti enzymovych extraktt izolovanych z P. pulmonarius (Bazanella et al.
2013). Pezzella et al. (2014) k dekolorizaci RBBR pouzili lakazu izolovanou z P. ostreatus,
ktera byla imobilizovana na perlitu, poréznim kiemicitém materidlu. Dekolorizace probihala
ve ,,fluidized-bed* reaktoru. Pti kontinudlni kultivaci bylo odbourano 56,1 % RBBR po 4,2

hod kultivace.

/ICJ]\ NH2Q gng
Xy
\j\ﬂ = 0

Obr. 1. — Chemicka struktura Remazol Brilliant Blue R

3.1.2. Enzymaticky aparat hub bilé hniloby a P. ostreatus

Biodegradacni kapacita hub bilé hniloby je spojovana s produkci enzymil
degradujicich lignin, zejména lakazy, mangan-dependentni peroxidazy a ligninové
peroxidazy. Vzhledem k velké polymerni molekule ligninu (viz Obr. 2) jsou tyto enzymy
vétSinou produkované extracelularné. Substratova specifita ligninolytickych enzymi je velmi
nizka kvili nepravidelné struktufe molekuly ligninu. Pravé nizka substratova specifita dodava
ligninolytickym enzymim Siroky biodegradacni potencial. Navic bylo prokazano, ze
ligninolytické enzymy jsou kodovany vZdy nékolika geny, ¢imZ je v houbovych kulturach
umoznéna produkce rlznych izoenzymt liSicich se svymi katalytickymi vlastnostmi
Vv zéavislosti na vnéj$ich podminkach (Martinez 2002).

Mezi hlavni ligninolytické enzymy hub bilé hniloby patii lakaza (Lac, E.C. 1.10.3.2) a
dv€ hemoperoxiddzy - ligninova peroxidaza (LiP, E.C. 1.11.1.14) a mangan-dependentni
peroxidaza (MnP, E.C. 1.11.1.13). Lac (benzennediol:kyslik oxidoreduktdza) je enzym
obsahujici méd’, ktery katalyzuje oxidaci fenolovych substrati za soucasné redukce kysliku na
vodu (Edens et al. 1999). LiP katalyzuje oxidaci nefenolovych aromatickych slozek jako je

veratrylalkohol, zatimco MnP oxiduje Mn*" na Mn** a ten nasledné oxiduje fenolické latky
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(Glenn et al. 1986). Byla popsana také mangan-independentni peroxidaza (MiP, E.C.
1.11.1.13), (Heinfling et al. 1998) a versatilni peroxidaza (VP, E.C. 1.11.1.16), (Ruiz-Duenas
et al. 2001), kombinujici katalytické vlastnosti LiP a MnP.

P. ostreatus produkuje do média lakazu, MnP, MiP (Vyas a Molitoris 1995) a
veratrylalkoholoxidazu (Sannia et al. 1991). Produkce LiP u né& nebyla zaznamenana
(Kimura et al. 1990). Vyas a Molitoris (1995) zjistili, ze P. ostreatus béhem kultivace na
pSeni¢né slam¢ produkuje enzym schopny degradovat barvivo RBBR, tento enzym byl
nazvan RBBR oxygenaza. V katalytickém centru ma kov (pravdépodobné hemovou skupinu),
pro svou c¢innost vyzaduje H,O; a jeho aktivita byla inhibovdna fadou zndmych inhibitort
oxygenaz (Na,S;0s, NaCN a NaNs3), (Vyas a Molitoris 1995). Aktivita tohoto enzymu neni
podminéna piitomnosti RBBR v médiu.

Pozdéji byly u hub bilé hniloby popsany dalsi dvé peroxidazy: hem-thiolatova
peroxidaza (HTP, E.C. 1.11.2.1) a tzv. peroxidaza dekolorizujici barviva (DyP, E.C.
1.11.1.19), (Salvachua et al. 2013). U P. ostreatus HTP nebyla dosud zaznamenana a je znam
pouze jeden ptipad, kdy byla u P. ostreatus nalezena DyP (Faraco et al. 2007).

Na biodegradaci se dale nepiimo podileji enzymy, které nemaji schopnost rozkladat
lignin, ale produkuji H,O, vyzadovany ligninolytickymi peroxiddzami nebo jinak propojuji
lignocelulozové degradaéni drahy. Jsou to napf. glyoxaloxidaza (E.C. 1.2.3.5),
superoxiddismutaza (E.C. 1.15.1.1), gluk6zooxidéza (E.C. 1.1.3.4), arylalkoholoxidaza (E.C.
1.1.3.7) a celobiézodehydrogenaza (E.C. 1.1.99.18), (Leonowicz et al. 2001).
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Obr. 2. — Schématicka struktura ligninu (http://5e.plantphys.net/image.php?id=130)

3.1.3. Bioreaktorové kultury hub bilé hniloby

Studium degradace organopolutantli ligninolytickymi houbami c¢asto probiha
v riznych typech bioreaktordi, které umoziuji kultivaci ve stabilnim prostiedi a zvySeni
objemu kapaliny k dekontaminaci. Mezi Casté moznosti uspofadani bioreaktoru pouZzivané
zejména ve studiich dekolorizace barviv patii ,,packed-bed* a ,,fluidized-bed* bioreaktory
(Zhang et al. 1999; Mielgo et al. 2002; Kasinath 2003). Tankovy ,,packed-bed* bioreaktor byl
napt. pouzit v experimentu dekolorizace diazobarviva Reactive Black 5 imobilizovanym
myceliem Bjerkandera adusta (Mohorcic et al. 2004). Dekolorizace Basic Blue 22 z 80 %
byla dosazena za pouziti houby P. sordida v rota¢nim biologickém kontaktoru, ktery
obsahoval plastikové disky jako nosi¢ pro rist houbového mycelia (Yang et al. 2004).

V systému ,,packed-bed* bioreaktoru jsou houby bilé hniloby péstovany na pevném
podpurném substratu, kterym muze byt odpad z dievaiského ¢i zemédélského pramyslu,

levny umélohmotny material nebo valec z draténého pletiva (Zhang et al. 1999; Mielgo et al.

22



2002; Kasinath 2003; Couto et al. 2006). Poté jsou pouzity jako biofiltr k remediaci vod
zneCisténych textilnimi barvivy. T. hirsuta imobilizovana na pomerancovych slupkach
dekolorizovala polymerni antrachinonové barvivo Poly R-478 s 50% ucinnosti (Couto et al.
2006), P. chrysosporium imobilizovana na polyuretanové péné totéz barvivo odbourala az z
80 % (Mielgo et al. 2002).

Ve ,,fluidized-bed* bioreaktoru (viz schéma na Obr. 3) je houba kultivovéna ve formé
voln¢ plovoucich mycelialnich pelet nebo houbovych bunék imobilizovanych v alginatovych
kuli¢kach. Zhang et al. (1999) pii studiu dekolorizace Orange II houbovym kmenem F29
(neidentifikovand bazidiomyceta) v tomto usporadani prokazali, Ze imobilizace houbovych
bun¢k vedla k vyssi dekolorizacni ti€innosti, nez byla pozorovana u plovoucich mycelialnich
pelet. Imobilizaci mycelia bylo dosazeno vyssi ucinnosti dekolorizace také pfi odbouravani
barviva K-2PB houbou P. chrysosporium provedené Gao et al. (2008).

Vedle dekolorizace syntetickych barviv jsou vlaknité houby v rtiznych reaktorech
testovany i na degradace jinych xenobiotik, jako jsou napft. chlorované latky (Yadav et al.
2015), jopromidu, antibiotika ofloxacinu (Gros et al. 2014) a jinych farmaceutik (Cruz-
Morato et al. 2013). Reaktory jsou v soucasnosti také pouzivany ve studiich zaméfenych na
nadprodukci pramyslové vyuzitelnych enzymu ligninolytickych hub (Moilanen et al. 2015)
nebo houbovych polysacharidt s antioxida¢nimi ucinky (Cao et al. 2014).

Pro biodegradacni ucely jsou pouzivany také membranové reaktory s imobilizovanymi
purifikovanymi ligninolytickymi enzymy (shrnuto v Lopez et al. 2002). Imobilizace enzymu
zvySuje jeho stabilitu viéi teplotnim zménam, inhibitorim a primyslovym aditiviim

(Abadulla et al. 2000).
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Obr. 3. — Schéma ,,fluidized-bed* bioreaktoru. Pfevzato od Zhang et al. 1999.

media vessel = zasobnik média; decolourised media vessel = zdsobnik odbarveného média; liquid
pump = peristaltickd pumpa; mycelial pellets = mycelialni pelety; stainless steel wire mesh = draténé
pletivo z nerezové oceli; air out = odvod vzduchu; sampling = odbéry vzorki; air filter = filtr vzduchu;
air humidifier = zvlh¢ovac vzduchu; air = pfivod vzduchu
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3.1.4. Riist vlaknitych hub

Vladknité houby jsou pfizpisobené k riistu na povrchu, dikazem je jejich apikalni
hyfalni rist a produkce extracelularnich enzymu, kterymi ziskavaji molekuly potfebné k ristu
(Jones 1994). Jsou rozdilné nazory na to, zda vlaknité houby tvofi ¢i netvoii biofilm.

Je znamo, Ze bakterie se v ptirozeném prostiedi ziidka vyskytuji jako samotné bunky,
rostou pievazné ve formé biofilmu. Biofilm je definovan jako buiiky ireverzibilné pfichycené
K zivému ¢i nezivému povrchu a k sobé navzajem a obklopené matrix z extracelularnich
polymerd, kterou samy produkuji (Donlan a Costerton 2002). Bunky zijici v biofilmu
vykazuji odlisné fenotypové vlastnosti nez volné€ Zzijici bunky, jako je vySs$i odolnost vici
chemickému, biologickému a fyzikdlnimu stresu a vyssi rezistence k antimikrobialnim latkam
(Olson et al. 2002).

VIaknité houby spliuji vySe uvedenou definici biofilmu fadou svych rastovych
charakteristik. Houby rostou ve formé hyfalnich svazki ¢i vrstev, bunky jsou asociovany
s povrchem a obklopeny extraceluldrni polymerni matrix, kterou vyprodukovaly (Mowat et

al. 2008). Ve form¢ biofilmu se vyznacuji zvysenou odolnosti k antimikrobidlnim latkam,
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zménami v produkci a sekreci enzymii a metabolitii a fyziologickymi zménami (Mowat et al.
2007).

Navzdory témto faktim jsou ve spojitosti s ristem vlaknitych hub pouzivany spise
terminy ,,houbova biomasa“ (Gulis et al. 2008), ,,mnohobuné¢na masa“ (Mowat et al. 2008) a
,mycelialni rohoze* (Beauvais et al. 2007). Jako argument, pro¢ biomasa vlaknitych hub neni
biofilmem, je predkladan fakt, Ze houby béhem svého ristu pronikaji do substratu, coz se
neslucuje s terminem ,,biofilm®, jelikoz slovo ,,film* nevystihuje invazivni rast (Gulis et al.
2008).

Na Obr. 4 jsou uvedeny tfi modely tvorby biofilmu, Obr. 4a zachycuje model tvorby
bakterialniho biofilmu. Cyklus zahrnuje pét fazi: adsorpci planktonickych bunék k povrchu
(na zaklad¢ fyzikalné-chemickych interakci bunék s povrchem), reverzibilni adhezi (pocatek
tvorby exopolysacharidd, shlukovani bunék), tvorbu mikrokolonii (buiikky se mnozi a shlukuyji,
prisedaji dalsi buiiky a zvySuje se produkce extracelularni matrix), maturaci biofilmu (dochazi
k dosazeni maximalni mozné tloustky biofilmu, vznikaji vodni kanalky) a disperzi (z
biofilmu se uvoliuji planktonické bunky, které ptisedaji na novy povrch a zacinaji cyklus
znovu).

Obr. 4b vystihuje tvorbu biofilmu kvasinky Candida albicans, ktery je rozsiten proti
bakterialnimu modelu o pseudohyfalni ¢i hyfalni rist. Ve tfeti fazi po vzniku zékladnich
vrstev kvasinkovych mikrokolonii dojde k zahdjeni hyféalniho ristu a hyfy vytvoii vrstvu nad
mikrokoloniemi. Nasleduje opét faze maturace a disperze kvasinkovych bunék.

Harding et al. (2009) navrhli model vzniku biofilmu vlaknitych hub (viz Obr. 4c) na
zaklad¢ studii rastu hub Aspergillus niger (Villena et al. 2003), Aspergillus fumigatus (Mowat
et al. 2008), Fusarium solani a F. oxysporium (Imamura et al. 2008). V prvni fazi dochazi
Kk adsorpci propagule (spory, hyfalniho fragmentu ¢&i sporangia) k povrchu. Druha faze
zahrnuje aktivni pfichyceni k povrchu skrze sekreci adhezivnich substanci. Ve tfeti fazi
vznikaji jednovrstevné mikrokolonie, dochazi k prodluZzovani hyf a jejich vétveni, hyfy
prozkoumavaji substrat a mohou do n¢j zacit invadovat. Ve ctvrté fazi hyfy tvofi kompaktni
sit s mnoha vrstvami, prostoupenou vodnimi kanalky a hyfalni svazky jsou pospojované
dohromady exopolymerni matriX. V paté fazi dochdzi k tvorbé plodnic a sporogennich bunck

a v Sesté fazi dochazi k uvolnéni spor nebo fragmentt biofilmu.
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Obr. 4 — Vznik biofilmu u bakterii (a), kvasinky Candida albicans (b) a navrh modelu tvorby
biofilmu u vlaknitych hub (c). Pievzato od Harding et al. 2009.

Pesciaroli et al. (2013) pfi studiu rastu biofilmu P. ostreatus potvrdili strukturni
kritéria pro tvorbu biofilmu u vlaknitych hub, ktera byla navrzena ve studii Harding et al.
(2009). Biofilm tvofil po ¢tyfech dnech kultivace velmi tenkou vrstvu pfisedlé biomasy, ktera
obsahovala mnoho kanali a porii. Extracelularni matrix (ECM) byla pozorovéna ve formé
fidce se vyskytujicich vlaken. Po 7 dnech kultivace doslo k Giplnému obaleni hyf ECM a
tloustka biofilmu vyrazné vzrostla. ZvySeni hustoty biofilmu nemélo negativni vliv na jeho
vitalitu. Analyza odhalila frekvenci vyskytu cylindrickych intravakuolarnich struktur, které
jsou povazovany za jednotku objemu biofilmu, v sedmidennim biofilmu stejnou jako ve
¢tyfdennim biofilmu. Chemickou analyzou biofilmu bylo zjisténo, Zze ECM je sloZena
prevazné ze sacharidli a mensi ¢ast tvoii proteiny, ostatni slozky nebyly identifikovany.

Ve studii byla pozorovana také vyssi odolnost biofilmu P. ostreatus vic¢i kadmiu ve
srovnani s plovoucimi kulturami, pfi¢emz biofilm stary 7 dni byl vice odolny nez biofilm
stary 4 dny. Pfi¢inou mize byt vznik metabolickych gradientii mezi biofilmem a povrchem,
které jsou vyrazngjsi u star§iho biofilmu s vyssi tloustkou. Se zvySovanim tloustky biofilmu
dochéazi ke snizeni difuze Zivin a kysliku ke spodnim vrstvam biofilmu. Bunky v nizsich
vrstvach biofilmu rostou pomaleji a vykazuji vyssi odolnost k toxickym latkdm nez rychle

rostouci bunky na povrchu biofilmu (Walters et al. 2003).

3.2. Charakteristika bakterii rodu Rhodococcus

Rod Rhodococcus je Siroce rozsifen. Byl izolovan z pudy, hloubkovych wvrt,

povrchové vody, moiskych sedimentli, dale ze zvifeciho trusu nebo ze stieva hmyzu
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(Goodfellow 1989). Jsou to aerobni, gram-pozitivni, nesporulujici a nepohyblivé bakterie,
klasifikované jako nokardioformni aktinomycety obsahujici ve svych bunéénych sténach
mykolovou kyselinu, stejné¢ jako rody Mycobacterium, Nocardia a Corynebacterium
(Goodfellow 1977; Goodfellow 1989). Pii rustu tvoii mycelium, které se v pozdni fazi

fragmentuje na ty¢inkovité ¢i kokovité utvary (nokardioformita), (Lechevalier 1989).

3.2.1. Biodegrada¢ni potencial bakterii rodu Rhodococcus

Bakterie rodu Rhodococcus jsou povazovany za jedny z nejvhodnéjSich skupin
bakteridlnich organisml pro biodegradaci obtizné¢ odbouratelnych latek, které nemohou byt
snadno transformovany jinymi organismy. Rod Rhodococcus je schopen transformovat nebo
degradovat Sirokou skalu chemikalii, ktera zahrnuje jednoduché uhlovodiky, aromatické
uhlovodiky a nitroaromaty az po chlorované polycyklické uhlovodiky jako jsou PCB (shrnuto
v Warhurst a Fewson 1994). Mnoho z téchto substratli jsou komplexni syntetické molekuly se
znac¢nou stabilitou a toxicitou.

Rhodococcus se vyznacuje toleranci vuéi organickym rozpoustédlim. Jednim
Z obrannych mechanismt bunék vici rozpoustédliim je schopnost upravovat sloZzeni mastnych
kyselin v buné&né sténé¢ (de Carvalho et al. 2007). V zavislosti na ptitomnosti uréitych
substratti v kultivaénim médiu bakterie méni slozeni lipidi bunééné stény a tim upravuje
fluiditu bunétného obalu (de Carvalho et al. 2005). Dalsi reakci na pfitomnost rozpoustédla
Vv prostiedi je snaha o zmenSeni povrchu vystavenému pilisobeni solventu, ktery primarné
poskozuje bunétnou membranu a tim ovliviiuje bunééné déleni. Béhem kultivace v médiu
S obsahem butanolu a etanolu dosahovaly zivé bunky R. erythropolis az osmkrat mensich
rozmért nez nezivotaschopné bunky (de Carvalho et al. 2004). V médiu s butanolem a
dimetylformamidem bylo pozorovano shlukovani bunék. Naproti tomu v pfitomnosti etanolu
bylo pozorovano rapidni snizeni poc¢tu shlukli buné€k, etanol pravdépodobné udava povrchu
bunék hydrofilni charakter (de Carvalho et al. 2004).

Cejkova et al. (2005) ve své praci ukézali, Ze odolnost bunék viidi toxickym latkam je
zvySovana také schopnosti bakterii rodu Rhodococcus tvorit biofilmy na nosi¢ich vhodnych
pro biotechnologické uéely, kterymi mohou byt napi. ¢astice syntetického zeolitu (Cejkova et
al. 2005).

S biodegradacnimi schopnosti bakterii rodu Rhodococcus je spojena produkce
surfaktantll a flokulantti. Dlouhé alifatické fetézce mykolovych kyselin v bunééném obalu

bakterii Rhodococcus funguji jako povrchové surfaktanty a usnadnuji adhezi bun¢k na
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hydrofobni fazi ve dvoufazovém systému (Neu 1996). Bakterie produkuji flokulanty v reakci
na chemicky ¢i fyzikalni stres (Chang et al. 2003), tyto molekuly maji ochrannou funkci a
umoziuji lepsi vyuziti zdroji uhliku (Chang et al. 2009). Flokulant produkovany R.
erythropolis se sklada z polypeptida a lipidd, pievazné z glykolipidii obsahujicich mykolat
(Kurane et al. 1994; Kurane et al. 1995).

Rhodococcus je také schopen akumulace iontl t€Zkych kovi, vcetné radioaktivnich
kovi (Tomioka et al. 1994).

Bakterie Rhodococcus hraji dulezitou roli v pfirodni degradaci xenobiotik a
Vv bioremediaci. Mohou se pfirozené nachazet v kontaminovanych oblastech. Rhodococcus
muze perzistovat v pad¢ i v nepfiznivych podminkach a degradace polutantli neni ovlivnéna

pfitomnosti snadnégji asimilovatelnych zdroji uhliku (Warhurst a Fewson 1994).

3.2.2. Priumyslové vyuziti bakterii rodu Rhodococcus

Bakterie rodu Rhodococcus jsou vyuzivany k produkci surfaktanti a flokulantt
(Kurane a Tomizuka 1992; Finnerty 1994). Rhodococcus produkuje surfaktanty v mnozstvi,
které je dostate¢né pro prumyslové vyuziti (Abu-Ruwaida et al. 1991). Surfaktanty snizuji
povrchové napéti mezi fazemi, v pramyslu jsou vyuzivany napt. k ¢isténi naftovych nadrzi,
obnov¢ oleju k opétovnému vyuziti nebo ke zvySeni vytézku tézby ropy z ptirodnich depozit.
Flokulanty jsou Siroce pouzivany v primyslovych procesech, jako je ¢iSténi odpadnich vod,
fermentace, pivovarnictvi, odstraiiovani téZkych kovii z Zivotniho prostfedi a odstrafiovani
oleje zvody (shrnuto v Salehizadeh a Shojaosadati 2001). Peng et al. (2014) popsali
vlastnosti flokulantu, ktery produkuje R. erythropolis. Je schopen fungovat v Sirokém rozmezi
pH (2-12) a dosahuje efektivity flokulace az 98 %. Jeho pouzitim lze odstranit az 80 %
barviva z odpadni vody, v kombinaci se siranem méd’natym az 94 %.

Pramyslové vyuzitelné fenotypové vlastnosti rodu Rhodococcus mohou byt pieneseny
do jiného mikroorganismu metodami genetické manipulace. Byly zkonstruovany klonovaci
vektory, které umoziuji prenos téchto genti do Escherichia coli ¢i v ramci rodu Rhodococcus.
Jednim z nich je plazmid pLAFRS5 nesouci geny SOXABC, které u R. erythropolis IGTS8
podminuji schopnost oxidovat sirné slouceniny, napt. dibenzothiofen. Geny byly nezéavisle na
sob¢é naklonovany a pieneseny do E. coli, kde byly tspésné exprimovany (Denome et al.
1994). Tyto geny byly tGspésné pieneseny také do Rhodococcus fascians D188-5, ktery
pfirozené¢ neni schopen oxidovat dibenzothiofen (Denome et al. 1993). Bakterie rodu

Rhodococcus typicky nesou velké linearni a cirkularni plazmidy, které mohou obsahovat
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znacény pocet katabolickych genl. Vysokéd frekvence rekombinace popsand u nékterych
kmeni Rhodococcus mize prispét k flexibilité jejich genomu a schopnosti snaze ziskavat

nové geny a s tim i nové enzymatické aktivity (Larkin 2006).

3.3. Vyuziti smésnych mikrobialnich kultur v biodegradacich

3.3.1. Degradacni potencial smésnych spolecenstev

Soucasné biodegradac¢ni studie ukazaly, ze smésné mikrobialni kultury slozené z vice
druhii organismii mohou mit vys$i degradacni potencial nez jednotlivé mikroorganismy
v ¢istych kulturach. Nascimento et al. (2011) pozorovali, ze smés hub ziskana ze sedimentu
ptirodnich nedot¢enych vodnich nadrzi byla schopna odbarvit vice nez 90 % barviva Reactive
Red 198 za 7 dni kultivace, aniz by dochazelo k adsorpci barviva na biomasu.

Na zéklad¢ znalosti o degradacnich schopnostech hub a bakterii byly studovany
moznosti kooperace téchto dvou skupin mikroorganismi pii degradaci xenobiotik. Kooperace
mize byt zalozena na §tépeni xenobiotik ligninolytickymi houbami za produkce metabolitt,
které jsou dale odbouravané bakteriemi. Ptikladem je napiiklad schopnost hub bilé hniloby
Stépit ftalocyaninovy kruh primyslovych barviv, ¢imz vznikne ftalimid (Heinfling-
Weidtmann et al. 2001; Coneely et al. 2002), ktery je dale degradovan aerobnimi bakteriemi
(Reemtsma et al. 2001). Ve smésném spolecenstvi mize degradace probihat také zcela jinymi
metabolickymi drahami, nez jsou ty, které vyuzZivaji jednotlivé mikroorganismy. Tuto
skute¢nost odvodili Kadam et al. (2011) na zéklad¢ identifikovanych metabolit pii degradaci
barviva Reactive Navy Blue HE2R z odpadni vody spolecenstvim houby Aspergillus
ochraceus a bakterie Pseudomonas sp. SUK 1.

Bakterialni a houbové smésné kultury se ukazaly byt efektivni pii biodegradaci PAU.
Bonchan et al. (2000) studovali schopnost bakterialni a houbové kokultury odbouravat
vysokomolekularni ~ PAU  (chrysen,  pyren,  benzo[a]pyren, benz[a]anthracen,
dibenz[a,h]anthracen).  Kokultura  houby  Penicillium  janthinellum s  bakterii
Stenotrophomonas maltophilia v ptdé efektivné degradovala benzo[a]pyren. Béhem pokusu
bylo odbourano 53 % piidaného radioaktivng znaceného **C benzo[a]pyrenu b&hem 100 dni.
Ostatni PAU (chrysen, pyren, benz[a]anthracen a dibenz[a,h]anthracen) byly po 100 dnech
kultivace odbourany z 44-80 % vychozi koncentrace (Bonchan et al. 2000).

Pozitivnich vysledkli bylo také dosazeno pii ¢iSténi odpadnich vod z textilniho

prumyslu. Novotny et al. (2011) pozorovali dekolorizaci smési primyslovych barviv smésnou
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kulturou Irpex lacteus a aktivovaného kalu. Zatimco . lacteus je schopen odbarvit az 90 %
barviva nezavisle na jeho struktuie za méné nez tyden, aktivovany kal vykazuje velmi nizkou
schopnost dekolorizace. Pfi smésné kultivaci I. lacteus s aktivovanym kalem bylo dosazeno
odbourani 94-99 % barviva po 5 dnech.

Pii studiu schopnosti dekolorizace barviva K-2PB houbou P. chrysosporium za
nesterilnich podminek bylo naopak zjisténo, ze piitomnost bakterii neméla na efektivitu
biodegradace barviva houbou zadny vliv (Gao et al. 2008).

Také smésna bakteridlni spoleCenstva jsou cCasto uvadéna jako ucinnéjsi
v biodegradaci xenobiotik ve srovnani s jednotlivymi kmeny. Naptiklad u smésné bakterialni
kultury tvotfené Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa a rodem Flavobacterium byla
zjiSténa vysSi schopnost degradace PAU anthracenu a pyrenu nez u jednotlivych izolatd
(Trzesicka-Mlynarz a Ward 1995).

Bakterialni smésna spolecenstva jsou s uspéchem vyuzivana také pro dekolorizaci
syntetickych barviv. Pfi pokusu, kdy byla sledovana dekolorizace barviva Red HE3B
smésnou kulturou sloZenou z Providencia sp. a P. aeruginosa doslo ke 100% degradaci
barviva jiz po 1 hodiné (Phugare et al. 2011). V praci bylo navrzeno, Ze vyhoda smésné
kultury proti jednotlivym kmenlim spocivala v moznosti kombinovat enzymatické aktivity
obou bakterii.

Na druhou stranu byly provedeny studie, kdy byla zaznamenana efektivné;si
dekolorizace ¢istymi bakterialnimi kulturami neZ bakterialni smési. Larcher a Yargeau (2011)
vytvorili bakterialni konsorcia z bakterii B. subtilis, P. aeruginosa, P. putida, R. equi, R.
erythropolis, R. rhodochrous a R. zopfii. Na zakladé ristovych inhibi¢nich testi byly tyto
bakteridlni kmeny rozdéleny do dvou skupin tak, aby ve skupiné byly kmeny, které se
vz4jemné neinhibuji. Tyto skupiny byly pouZity pro studium biodegradace sulfometaxazolu
(SMX). U obou kultur byla efektivita degradace SMX v porovnani s ¢istymi kulturami nizsi.
Ob¢ skupiny vykazovaly 5% ubytek SMX po 300 hod kultivace, zatimco R. equi odboural 5
% SMX jiz po 24 hod. Je zfejmé, ze pii praci se smésnymi spoleCenstvy je nutné vénovat
pozornost optimalizaci jejich sloZeni.

Andersson et al. (2000) ve své studii vlivu hub na koncentraci PAU v ptidé pozorovali
antagonismus rustu hub a ptidnich bakterii. Do piidy kontaminované PAU byly pfidany houby
P. ostreatus, P. chrysosporium a Hypholoma fasciculare. U vsech tii hub byla ve sterilni ptudé
pozorovana schopnost degradovat PAU, zatimco v pfitomnosti pidnich bakterii degradace
PAU neprobihala. Dvé¢ ze tii hub v pfitomnosti bakterii nerostly, pouze H. fasciculare byla

schopna rist v nesterilni kultivacni padeé.
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3.3.2. Vznik a optimalizace smésnych kultur

3.3.2.1. Uméla mikrobialni konsorcia

Pfiprava smésnych kultur miize probihat nékolika zplsoby. Jednim z nich je vytvofeni
umélého mikrobialniho konsorcia, které vznikne smichanim jednotlivych kment
mikroorganismu. Takovy postup pouzili Phugare et al. (2011), ktefi nejprve provedli kultivaci
Cistych bakteridlnich kmenta P. aeruginosa BCH a rodu Providencia SDS oddélené a poté je
smichali dohromady v bakterialni konsorcium nazvané SDS.

Ve studii Ho et al. (2010) byla k piipravé bakterialniho konsorcia Gspé$né pouzita
metoda ,.toxicity-to-extinction®, kterou bylo ziskdno minimalni funkéni konsorcium, jez
efektivné degradovalo meta-, para- a orto-kresoly. Byla pozorovéana degradace kresolt, které
byly pfidany v koncentraci 0-1 000 mg/l do aktivovaného kalu. Se zvySovanim pocatecni
koncentrace kresolli bylo pozorovano snizeni mikrobidlni diverzity. Ke studiu bakteridlni
diverzity v aktivovaném kalu byla pouzita denaturaéni gradientova gelova elektroforéza
(DGGE), kterou byly studovany amplifikované fragmenty genti 16S rRNA ziskanych ze
vzorkl aktivovaného kalu.

Dynamika mikrobidlnich populaci mizZe byt ovlivnéna také ptfidanim surfaktanti do
média, které mohou zvysit dostupnost PAU (naftalen, fenanthren, anthracen) pro degradujici
bakterie. Ve studii Gonzaleze et al. (2011) byl studovan vliv biologicky odbouratelného
surfaktantu Tween-80 a biologicky neodbouratelného surfaktantu Tergitolu NP-10 na
degradac¢ni kapacitu bakterialniho konsorcia C2PL05, tvofeného Pseudomonas sp.,
Sphingomonas sp., Sphingobium sp. a Agromonas sp. Bez piidani surfaktantu do média
nedochézelo k odbouravani PAU. Po pfidani Tergitolu NP-10 byly PAU odbourany za 40 dni,
po pfidani Tween-80 po 15 dnech. Dale vysledky ukazaly, ze pokud byl Tween-80 jedinym
zdrojem uhliku v médiu, konsorcium ho Uspé$né degradovalo. Pokud byl v médiu jedinym
zdrojem uhliku Tergitol NP-10, buniky nerostly. Je zfejmé, Ze vybér surfaktantu za ucelem
zvySeni biologické dostupnosti PAU je pro in situ bioremediaci dilezity, protoZze toxicita
muze pretrvavat, pokud surfaktanty nejsou biologicky odbouratelné.

Pro optimalizaci mikrobidlniho konsorcia byla vyzkouSena fada metod. Jednou
z nejjednodussich metod je sestaveni mikrobidlniho konsorcia na zékladé rastovych
vlastnosti, tj. kombinace kmentli bakterii ¢i hub, které rostou na daném substratu podobnou

rychlosti. Ovéteni funk¢nosti mikrobialniho konsorcia pomoci ristovych inhibi¢nich testa
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nemusi byt vzdy dostacujici metodou pro optimalizaci smésnych kultur, jak bylo ukézano ve
studii Larcher a Yargeau (2011), zminéné v Kap. 3.3.1.

Naproti tomu Kausar et al. (2010) dosahli pozitivniho vysledku pii tvorbé konsorcia
Z lignocelulolytickych hub, které byly izolovany z ryzové slamy. Konsorcium bylo sestaveno
na zakladé¢ rastovych charakteristik a vzajemné kompatibility kment. Byly vybrany houby A.
niger a Trichoderma viride. Konsorcium degradovalo celuléozu, hemicelulézu a lignin
efektivnéji nez jednotlivé kmeny.

Podobné také Alkhatib et al. (2011) ve své studii biodegradace ropy sestavili
mikrobialni konsorcium na zékladé rastovych vlastnosti. Ke studiu biodegradace vyuzili
bakteridlni kmeny izolované z pidy kontaminované ropou. Dvanact z nich, které nejlépe
rostly v minimalnim médiu s ropou jako jedinym zdrojem uhliku, bylo pouzito pro tvorbu ¢ty
bakteridlnich konsorcii. Konsorcia byla sestavena tak, aby byly kombinoviany kmeny s
podobnou riistovou rychlosti. Nejlépe rostlo konsorcium slozené z bakterii s nejvyssi ristovou
rychlosti, které bylo poté pouzito pro studium biodegradace, po 4 dnech bylo odbourano 98,8
% ropy. Kmeny tvofici toto konsorcium byly identifikovany jako Klebsiella pneumoniae a
Enterobacteriaceae.

Jako vhodnd metoda pro vznik mikrobialniho konsorcia se ukézala byt postupna
subkultivace v pfitomnosti ryzové slamy, kterou pouzili Wang et al. (2011) pro vytvoreni
bakteridlniho konsorcia WCS-6. Komunita tvofena minimaln€é C¢trnacti aerobnimi a
anaerobnimi bakteriemi, které byly ziskany ze vzorkli kompostu, efektivné degradovala
celuloézovy material (ryZovou slamu, bavinu a filtracni papir).

Nejpouzivanéj§i metody pro optimalizaci mikrobidlnich konsorcii jsou v soucasné
dobé zaloZzené na statistickém navrhu experimentli, jako je napf. ,,Response Surface
Methodology“. Ayed et al. (2010b) vyuzili k optimalizaci bakterialniho konsorcia analyza¢ni
program, ktery experimentalné navrhl poméry bakterialnich kmenti. V pokusu byla sestavena
bakterialni konsorcia tvofena bakterialnimi kmeny Sphingomonas paucimobilis, B. cereus
ATCC14579 a B. cereus ATCC11778 v pomérech od 0 % do 100 %. Nejvyssi hodnoty
dekolorizace dosahovalo bakterialni konsorcium s pievahou B. cereus ATCC11778 a B.
cereus ATCC14579, po 48 hod kultivace bylo odbourano 92 % barviva.

Stejny postup pii ptipravé bakterialniho konsorcia pouzili Ayed et al. (2010a) také
v dalsi studii, kdy byla sledovana dekolorizace metylové Cerveni bakteriemi Sphingomonas
paucimobilis, Bacillus sp. a Staphylococcus epidermidis. Konsorcium z téchto tii bakterii se

ukdzalo byt v degradaci metylové Cerveni efektivni nad ramec ptedpokladanych hodnot.
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Jin et al. (2012) vyuzili poc¢itatovy program k vypoctu optimalniho poméru smési
bakterii Arthrobacter sp. NB1, Serratia sp. NB2 a Stenotrophomonas sp. Vsechny tii kmeny
bakterii byly schopny degradovat nitrobenzen, ve smési byla u¢innost degradace dvakrat vyssi
nez pro jednotlivé kmeny. Jako optimalni pomér bakterii ve smési se ukazal pomér 4:4:5
Vv poradi uvedeném vyse.

Umeéle pfipravend bakteridlni konsorcia ale jen stézi vystihuji chovani
mikroorganismil v jejich pfirozeném prostfedi, proto jsou pro studium biodegradace casto
vyuzivana také mikrobidlni konsorcia ziskand piimo z plidy kontaminované danym

xenobiotikem.

3.3.2.2. Prirozena mikrobialni konsorcia

Jednou z moznosti, jak ziskat ptirozené mikrobialni konsorcium, jsou obohacovaci
kultivaéni techniky. Tuto metodu pouzili Patel et al. (2012) pii ziskani stabilniho
bakterialniho konsorcia DV-AL z pidnich sedimentt, které efektivné degradovalo naftalen.
Ze¢ sedimentii na pobiezi byly odebrany vzorky, které¢ byly pfidany do média s naftalenem
jako jedinym zdrojem uhliku. Po tydnu byla kultura pteockovdna do cerstvého média
S vy$§im obsahem naftalenu a tento postup byl jeSté nékolikrat opakovan. Takto ziskané
mikrobialni konsorcium béhem 24 hodin kultivace odbouralo 1000 ppm naftalenu. Analyza
16S rRNA gent tohoto konsorcia ukézala, ze je tvofeno Ctyfmi bakteridlnimi kmeny, a to
Achromobacter sp. BAB239, Pseudomonas sp. DV-AL2, Enterobacter sp. BAB240 a
Pseudomonas sp. BAB241. Konsorcium bylo schopno také vyuzivat dal§i aromatické a
alifatické uhlovodiky jako jediny zdroj uhliku. Degradace naftalenu nebyla naruSena
pritomnosti dalSich polutantti, jako jsou tézké kovy a ropné uhlovodiky, coz mu dava
potencial pro vyuziti v bioremediacnich procesech.

Obohacovaci kultivaéni techniky pouzili také Sasikala et al. (2012) pro ziskani
bakterialniho konsorcia ze zemédélské pudy, které bylo vyuzito k degradaci pesticidu
chlorpyrifos. Ze vzorku pidy byly ziskany ctyfi z bakteridlnich kment, které degradovaly
chlorpyrifos s nejvétsi efektivitou, a z nich bylo pfipraveno konsorcium. Pomoci analyzy 16S
rDNA bylo zjisténo, Ze se jedna o P. putida, Klebsiella sp., P. stutzeri a P. aeruginosa. Po 30
dnech kultivace konsorcium odbouralo pfes 70 % chlorpyrifosu v médiu. Bakteridlni
konsorcia tedy mohou byt suspéchem vyuzivana k degradacim zbytkli pesticida

v zemédelské pide.
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3.3.2.3. Vliv kontaminace na funk¢nost mikrobialniho konsorcia

V prostredi, kterému by byly vystaveny houby pii pimyslové aplikaci pii ¢iSténi
odpadnich vod, lze pfedpokladat kontaminaci houbového filtru jinymi mikroorganismy a tim
padem vznik smésné kultury. Byly provedeny studie, kdy bylo zjistovdno, zda tato
kontaminace ovlivni u hub schopnost biodegradace.

Li et al. (2015) sledovali degradaci farmaceuticky aktivnich latek karbamazepinu a
naproxenu houbou P. chrysosporium za nesterilnich podminek. Houba byla kultivovana ve
dvou typech bioreaktoru, ve kterych byla imobilizovana na dievénych pilinach nebo tvoftila
voln¢ plovouci mycelialni pelety. Degradace obou latek byla v imobilizovaném systému
ucinngj$i. Byl pozorovan negativni vliv bakterialni kontaminace na schopnost houby
degradovat xenobiotika.

Gros et al. (2014) sledovali degradaci rentgenové kontrastni latky jopromidu a
antibiotika ofloxacinu houbou T. versicolor za sterilnich a nesterilnich podminek. Kultivace
probihala ve ,,fluidized-bed* bioreaktoru. Ve sterilnich podminkach bylo po 8 dnech kultivace
odstranéno 87 % jopromidu, v nesterilnich podminkach bylo odbourano 65,4 % jopromidu.
Efektivita degradace ofloxacinu byla bakteridlni kontaminaci neolivnéna, v obou piipadech
dosahovala pfiblizné 99 %.

Stejné tak i Hai et al. (2013) pozorovali snizeni efektivity dekolorizace azobarviva
Acid Orange 7 houbou Coriolus versicolour vlivem bakterialni kontaminace. Ve studii byly
pouzity dva bioreaktory. V jednom byla houba kultivovana ve formé& voln¢ plovoucich
mycelidlnich pelet a v druhém byla kombinace plovoucich mycelidlnich pelet a biomasy
rostouci na podkladu. Oba typy kultivace dosahovaly vysoké efektivity dekolorizace. Béhem
1 dne bylo odbourano kolem 95-99 % barviva. V bioreaktoru s mycelialnimi peletami byla po
26 dnech kultivace zaznamenana bakterialni kontaminace, ktera zpusobila vyrazné snizeni
dekolorizacni schopnosti pelet a jejich desintegraci. V druhém typu bioreaktoru nebyla
pozorovana vyznamna bakteridlni kontaminace, ani sniZeni miry dekolorizace. Imobilizované
mycelium bylo tedy odoln€jsi vici bakteridlni kontaminaci a vhodnégjsi pro praktickou
aplikaci nez volné plovouci mycelialni pelety.

Negativni vliv bakterialni kontaminace pozorovali ve své studii také Olivieri et al
(2012), kteti sledovali degradaci fenolt z odpadni vody z vyroby olivového oleje houbou P.
ostreatus. Endogenni mikroorganismy pfitomné v odpadni vodé kompetovaly s P. ostreatus o
kyslik a odbouravani fenolt v odpadni vodé neprobihalo. Pokud byla odpadni voda 2 dny

pted ockovanim houby provzdusnéna, fenoly byly uspésné degradovany.
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Naproti tomu Cruz-Morato et al. (2013) nezjistili ve své studii zadny vliv bakterialni
kontaminace na schopnost houby odbouravat xenobiotika. Ve studii byla sledovana degradace
farmaceuticky aktivnich latek za nesterilnich podminek houbou T. versicolor. Houba byla
kultivovana ve ,,fluidized-bed* bioreaktoru v odpadni vodé¢, v niz bylo detekovéno celkem
deset farmaceuticky aktivnich latek, které patii mezi analgetika, beta-blokatory, antibiotika a
psychiatrickd 1éCiva. Zhruba 50 % z nich bylo po 8 dnech kultivace odbourano zcela, 25 %
Z nich bylo odbourano ¢astecné. Ve sterilnich podminkach byla efektivita degradace stejna
jako za nesterilnich podminek.

Halecky et al. (2013) popsali situaci pii studiu dlouhodobé degradace smési fenolu,
kdy byla bakterialni kultura v bioreaktoru kontaminovana ¢tyfmi houbovymi druhy.

V uvedeném piehledu zminéné prace nestuduji konkrétni mechanismy, jak se
kompetujici organismy vzajemné ovliviiuji a zjakého duvodu dochazi ke snizeni
degrada¢niho potencialu houby. S vyjimkou prace Olivieri et al. (2012) se zabyvaji pouze

ucinnosti degradace.

3.3.3. Metody studia smésnych kultur

V soucasné dob& mezi nejpouzivanéjsi metody studia smésnych kultur patii
molekularni metody, které nejsou zavislé na kultivaci mikroorganismii a umoznuji tak
detekovat 1 nekultivovatelné mikroorganismy. Jsou tedy mnohem vyhodnéjsi nez klasické
kultiva¢ni metody. Molekularni techniky zaloZené na analyze piidni DNA usnadiuji studium
mikrobialni ekologie a diverzity a umoznuji detekci a analyzu gend podilejicich se na
biodegradaci. Mezi tyto metody patii techniky jako je PCR, DNA sekvenace a analyza genti
kodujicich 16S rRNA a 18S rRNA a proteinové techniky.

Vyznamnou metodou je DGGE, ktera je Siroce pouzivana k charakterizaci ptidnich
bakterialnich a houbovych spolecenstev. Touto metodou je mozné detekovat kmeny, které
jsou zastoupeny ve spolecenstvu pouhym 1 % (Muyzer et al. 1993). Piestoze DGGE nabizi
fadu vyhod, neumoZznuje ziskat funkéni kmeny pro bliz§i analyzu a praktickou aplikaci.
V takovém piipad¢ je potom nutnd klasickd izolace mikroorganismi.

Metodu analyzy gent a transkripti 16S a 18S sRNA pomoci DGGE pouzili Demanou
et al. (2006) ve své studii, ktera se zabyva vlivem fungicidu mefenoxamu a médi na strukturni
a funk¢ni diverzitu bakterialnich a houbovych spolecenstev.

Metody PCR a DGGE byly také pouzity ve studii Chen et al. (2014a) k charakterizaci

spolecCenstva bakterii a hub v pid€ znecisténé pesticidem chlorpyrifos. Byly ziskany izolaty
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schopné degradovat chlorpyrifos, které byly podrobné charakterizovany za pouziti
enterobakterialni repetitivné intergenni konsensus-PCR (ERIC-PCR). Tyto ERIC-sekvence se
vyskytuji u gram-negativnich bakterii a jsou to repetitivni elementy, které jsou rozmisténé
podél celého bakteridlniho chromozomu v intergenovych oblastech polycistronnich operont
nebo ohraniCujicich oteviené cteci ramce. Jejich nukleotidovd sekvence je vysoce
konzervovana, ale umisténi se mezi druhy 1isi (Hulton et al. 1991). Pii ERIC-PCR dochazi
k amplifikaci fragmenti genomové DNA =za pouziti riznych sad primerd, které jsou
komplementarni k témto kratkym repetitivnim sekvencim (Yuan et al. 2010).

Ve studii zabyvajici se vlivem smési tézkych kovli (Cd, Cu, Pb a Zn) na rast a
diverzitu mikrobialniho spoleenstva v pidé byla rovnéz vyuzita metoda DGGE. Ve
spole€enstvu po pridavku tézkych kovl doslo k znatelnému tbytku mnoZzstvi a diverzity hub,
zatimco mnoZzstvi a diverzita bakterii byla ovlivnéna méné. Néaslednou sekvenaci prouzkl
DGGE bylo zjisténo, Ze nejvice inhibovanymi skupinami ve spolecenstvu byly Acidobacteria,
Ascomycota a Chytridiomycota (Chen et al. 2014b).

Metody PCR a DGGE byly pouzity k analyze biodiverzity hub, které kontaminovaly
bioreaktory shoubami bilé hniloby degradujicimi barviva. Bylo zjisténo, ze v prib&hu
kultivace diverzita kontaminace v sekvenénim bioreaktoru stoupala, zatimco v kontinudlnim
bioreaktoru klesala. Ve studii byl také sledovan vliv houbové kontaminace na degradaéni
schopnost hub bilé hniloby. Kontaminujici houby kompetovaly s P. chrysosporium o Ziviny a
mély tak negativni efekt na jeji rtst, coz vedlo ke snizeni G¢innosti dekolorizace (Lu et al.
2010).

Cyplik et al. (2011) pouzili ke studiu dynamiky bakteridlniho spoleCenstva
degradujiciho naftu real-time PCR.

Jho et al. (2014) studovali vliv Fentonova ¢inidla, které je piidavano do odpadnich
vod, na strukturu a funkci mikrobidlniho spolecenstva v anaerobnim bioreaktoru, které
degradovalo chlorované alifatické latky (chlorethan a tetrachlorethen). Ke strukturni analyze
spolecenstva byla pouzita metoda sekvenovani 16S rRNA genli a automatizovana analyza
intergennich ribozomalnich spacerti (ARISA). Metoda ARISA je zaloZend na amplifikaci
mezigenovych oblasti mezi 16S a 23S rRNA genii v trRNA operonu, zndmych jako ITSI
oblast, které jsou typické zna€nou variabilitou v délce a nukleotidové sekvenci napftic¢
riznymi bakterialnimi genotypy (Daffonchio et al. 2003). Ve spolecenstvi, které bylo
vystaveno pusobeni Fentonova ¢inidla, doslo ke snizeni degradace chlorovanych alifatickych

latek a zménam ve struktufe spolecenstva (Jho et al. 2014).
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Spolecenstvo v pidé miize byt charakterizovano i proteomickymi metodami, mezi
které patii jednorozmérné a dvourozmérnd polyakrylamidova gelova elektroforéza (1-D a 2-D
PAGE). Metodu 1-D PAGE pouzili napt. Williams et al. (2010) ve své studii charakterizace
proteomu mikrobidlniho spoleCenstva v pudé vystavenému ptlisobeni toluenu. S pomoci
hmotnostni spektrometrie bylo zji§téno, ze bunky produkovaly ve vétsi mife nékteré proteiny
(ABC transportéry, extracytoplazmatické vazebné proteiny a proteiny vnéjsi membrany). Ve
studii byla provedena také sekvenace geni 16S rRNA, ktera odhalila, Ze ve spoleCenstvech
ovlivnénych ptfitomnosti toluenu v ptidé z 80 % dominovaly bakterie velmi piibuzné rodu
Bacillus, ktery je odolny vici toluenu. Bylo studovano také spektrum metylesterd mastnych
kyselin.

Detekovat mikroorganismy v pudé lze také pomoci metody analyzy fosfolipidi
bakterialné ¢i houbové specifickych mastnych kyselin (phospholipid fatty acids analysis,
PLFA). Tuto metodu pouzili ve své studii Andersson et al. (2000), ktefi pozorovali vliv hub
na koncentraci PAU v ptidé a na ptudni bakterialni populaci.

Vyse uvedené metody jsou vhodné pro studium struktury komplexnich spolecenstev.
S jejich pomoci lze charakterizovat biodiverzitu v pidé a strukturu a dynamiku spolecenstva
béhem degradace. Ve vyse uvedenych pracech vSak nebylo feseno, jak spolu mikroorganismy
interaguji a jaké mechanismy k tomu vyuzivaji. Vyjimkou je studie Beaufort et al. (2012), ve
které byl studovan fenomén kompetice mezi modelovymi organismy E. coli a kvasinkou S.
cerevisiae. Do bioreaktoru byla ockovana S. cerevisiae a o par dni pozdgji byla pfidana E.
coli, ktera méla napodobovat kontaminaci. S. cerevisiae exprimovala zeleny fluorescen¢ni
protein a E. coli ¢erveny fluorescen¢ni protein, které byly detekovany skenovaci konfokalni
laserovou mikroskopii. Ve studii byla demonstrovana schopnost kvasinek tvofit biofilmy, ale
bakterialni biofilm kvasinky rychle pferostl. Nicméné bakteridlni biofilm mél na vyvoj
kvasinkového biofilmu pozitivni efekt tim, ze dochazelo k zachycovani kvasinkovych bunék

do bakterialni exopolymerni struktury.

3.3.4. Mechanismy mezidruhovych interakci ve smésnych spolecenstvech

VétSina poznatkii o biofilmech byla ziskdna pozorovanim jednodruhového biofilmu,
ale v zivotnim prostfedi je biofilm obvykle tvofen nékolika bakteridlnimi druhy a jeho
soucasti byvaji Casto také houby, fasy a prvoci (Jass et al. 2002). Mezidruhové interakce

v biofilmu jsou studovany zejména kvili klinickému vyznamu vicedruhovych biofilmi
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(Pastar et al. 2013), podobné mechanismy byly pozdé&ji objeveny také v bakterialnich
biofilmech izolovanych z pfirodniho prostiedi (Burmolle et al. 2006).

Je znadmo, Ze zivot v biofilmu bakteriim poskytuje tfadu vyhod ve srovnani
s planktonnimi bunikami (viz Kap. 3.1.4). Ochranna funkce biofilmu se jesté zvysuje, je-li
biofilm tvofen vice bakterialnimi druhy. Tuto skute¢nost dokazali Burmolle et al. (2006) na
ptikladu ctyt bakteridlnich kment izolovanych z moiské vody, které pifi spolecné kultivaci
vytvotily o vice nez 167 % vyssi vrstvu biofilmu neZ je tloustka jednodruhového biofilmu
téchto bakterii. Builkky ve vicedruhovém biofilmu byly také odolnéjsi vuaci ptisobeni
tetracyklinu a peroxidu vodiku a invazi bakterie Pseudoalteromonas tunicata nez
V jednodruhovém biofilmu.

Ve vicedruhovych biofilmech byla zaznamendna zvySena virulence ve srovnani
S jednodruhovymi biofilmy. Infekce rany methicillin-rezistentnim S. aureus USA300 a P.
aeruginosa a nasledny vznik dualniho biofilmu zputsobily podstatné pomalejsi uzdravovani,
nez jaké bylo zaznamenano u neinfikované rany ¢i u rany infikované jen jednim bakteridlnim
druhem (Pastar et al. 2013). Stejn¢ tak i houby mohou stimulovat virulenci S. aureus. Pti
koinfekci S. aureus a C. albicans doslo ke zvyseni virulence S. aureus dvéma zpusoby (Peters
et al. 2010). Bylo zjisténo, ze bakterialni buiiky jsou tésné asociovany s houbovymi hyfami,
coz pravdépodobné zvySuje invazivitu S. aureus skrze epitelidlni vrstvy. Analyza proteint
odhalila, Ze béhem kokultivace doSlo ke snizeni transkripce globalniho transkripéniho
represoru CodY, ktery u S. aureus reprimuje funkce souvisejici s virulenci (Peters et al.
2010).

Vicedruhové biofilmy mohou tvofit optimalni prostiedi pro koexistenci druht
Sriznymi typy metabolismu, napf. aerobnich a anaerobnich druhii bakterii. Takoveé
usporadani je napft. v biofilmech odstranujicich dusik v Cistirnach odpadnich vod, nitrifika¢ni
bakterie vyzadujici kyslik tvofi povrch biofilmu a anaerobni denitrifikacni bakterie jsou ve
spodnich vrstvach (Terada et al. 2003).

Vyssi odolnost a konkurenceschopnost vicedruhovych biofilmi zvySuje potencidl
téchto spolecenstev pro vyuziti v biodegradaci latek zneciStujicich zivotni prostiedi. Ve
vicedruhovém biofilmu byla zaznamenana vyssi schopnost degradace PAU (Stach et al.
2002).

Ve vicedruhovych biofilmech ¢asto probihd pfenos genii mezi riznymi bakterialnimi
druhy horizontalnim genovym pienosem (HGT). Byl zaznamenan pienos genu tetracyklinové
rezistence (TetM) na konjugativnim transpozonu z Veillonella dispar do ¢&tyf kmeni

Streptococcus spp. v biofilmu ustni dutiny (Hannan et al. 2010). Blizkost vice bakterialnich
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druhti pravdépodobné také zvySuje cCetnost HGT. Bakterialni kmen Ochrobactrum
rhizosphaerae nebyl schopen piijmout plazmid, pokud byl kultivovan pouze s donorovym
kmenem E. coli. Ve spoleCenstvu tvofeném celkem 15 bakterialnimi druhy konjugace
probéhla tspés$né (de la Cruz-Perera et al. 2013).

V mikrobidlnich spolecenstvech a pii tvorbé biofilmu hraje dtlezitou roli quorum
sensing. Gram-negativni bakterie vyuzivaji ke komunikaci N-acyl homoserin lakton (AHL)
(Galloway et al. 2011), zatimco gram-pozitivni bakterie peptidy (Tomasz 1965). Komunikace
skrze AHL je druhové specificka (Riedel et al. 2001), zatimco autoinduktor 2 (furanosyl-
borat-diester) se pravdépodobn¢ uplatituje v mezidruhové bakterialni komunikaci (Saito et al.
2008).

Bakterialni bunky v biofilmu jednodruhovém i vicedruhovém spolu piimo i nepiimo
interaguji. Pfim4 interakce, kdy jsou buiiky vzdjemné v t€ésném kontaktu, byly nalezeny napf.
Vv biofilmu ustni dutiny. Tato specifickd interakce se nazyva koagregace a Casto se podili na
vzniku vicedruhového biofilmu (Kolenbrander et al. 2010). Pti nepfimé interakci dochazi
K usnadnéni tvorby biofilmu jednoho druhu bakterie pfitomnosti jiného bakterialniho druhu.
Takova interakce byla pozorovana pii tvorbé biofilmu P. aeruginosa a patogenniho kmene E.
coli O154:H7. E. coli samostatné biofilm netvotila, ale byla schopna pfisednout na biofilm
preformovany P. aeruginosa (Klayman et al. 2009).

Ve vicedruhovém biofilmu miZe probihat kooperace na Urovni metabolismu. Ve
smésném biofilmu P. putida a Acinetobacter sp. byla pozorovana kooperace pfi rustu na
benzyl alkoholu. Acinetobacter metabolizoval benzyl alkohol na benzoat, ktery dale
spotiebovavala P. putida (Hansen et al. 2007).

Cho et al. (2003) ve své studii pozorovali pozitivni vliv fluorescentnich pseudomonad,
které byly izolovany z povrchu P. ostreatus, na rist houbového mycelia a tvorbu primordii a
basidiomu. Hiscox et al. (2010) popsali ve své studii mezidruhovy houbovy antagonismus
mezi T. versicolor a péti dal$imi houbami, ktery se projevil zvySenou produkci oxidativnich
enzymi v zonach interakce mycelii, zejména lakazy a MnP.

Zminény piehled praci dokazuje, Ze smésna bakteridlné-houbova spolecenstva mohou
byt efektivni v biodegradacich a kontaminace dcistych kultur, vedouci také ke vzniku
smésnych spolecenstev, mize mit pozitivni 1 negativni vliv na biodegradacni potencial hub.
Zatim je vSak znamo jen malo o mechanismech tohoto ovlivnéni biodegrada¢niho potencialu.
Soucasné DNA, proteinové i mikroskopické techniky ndm davaji nastroj, jak analyzovat

smésnd spoleCenstva i1 interakce mezi jednotlivymi mikroorganismy. Tato price se na
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modelovém systému smésné kultury houby P. ostreatus a bakterie R. erythropolis snazi

priblizit interakci bakterie a houby a to 1 v pribéhu degradace syntetického barviva RBBR.
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4.

MATERIAL A METODY

4.1. Chemikalie

Nazev chemikalie Vyrobce ZKkratka
2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6- AppliChem ABTS
sulfonova kyselina

2,6-dimethylfenol, purum > 97 % (GC) ve 20% | Fluka DMP
EtOH

3,5-dinitrosalicylova kyselina (>98%) Sigma Aldrich DNS
Aceton Lachema

Agar (Agar Bacteriological) Oxoid

Akrylamid Serva

Benzonaza (2000 U) Merck

Bisakrylamid Serva

Bromfenolova modf Lach-ner

Coomassie Brilliant Blue G-250 Serva

D-gluk6za monohydrat G.R. Lach-ner

Dithiotreitol Serva DTT
Dusi¢nan stiibrny Penta

Ethanol Lagron

Fenol (pro molekularni biologii) Fluka

Glycerol Lach-Ner

Glycin Serva

Hydroxid sodny, p.a. P-lab
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio] Serva CHAPS
propan-1-sulfonat

Chlorid hotec¢naty Lach-Ner

Izopropanol Lach-Ner

Kyselina ethylendiamintetraoctova Sigma-Aldrich EDTA
Kyselina chlorovodikova Lach-Ner

Kyselina malonova p.a. Sigma-Aldrich

Kyselina octova, p.a. P-lab

Kyselina trichloroctova Lach-Ner TCA
Methanol Lach-Ner
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Mocovina AppliChem
Octan sodny p.a. Lachema
Peroxid vodiku 30% p.a. Penta
Peroxodisiran amonny Sigma-Aldrich APS
Pharmalyte pH 3-10 Sigma-Aldrich
Phenylmethansulfonylfluorid Sigma-Aldrich PMSF
Remazol Brilliant Blue R Sigma-Aldrich RBBR
Dodecylsulfat sodny P-lab SDS
Siran manganaty p.a. P-lab
Sifi¢itan sodny, bezvody (p.a.) Mach Chemikalie
S.I.0.
Tetramethyldiamin Serva TEMED
Thiomoc¢ovina Sigma-Aldrich
Tris-HCI Serva
Vinan draselno-sodny, tetrahydrat Lachema
4.2. Laboratorni vybaveni a pristroje
Piistroje Vyrobce
Binokularni digitalni lupa Motic Group Co. Ltd., Cina
Binokularni lupa ]
National
Digitalni fotoaparat Olympus Powershot A460 Olympus, Japonsko
Skener Expression 10 000 XL Epson, USA
Centrifuge Z 160 M Hermle, Némecko
_ Spectrafuge™ Mini Centrifuge Labnet, USA
Centrifugy _
Universal 320 R HETTICH, Némecko
Spectrafuge 24D Labnet inc., USA
UV/Vis SpectraMax Plus 384 Molecular Devices, USA
spektrofotometr
Digitalni mikroskop Motic BA | Motic Group Co. Ltd.,
. 300 s faizovym kontrastem Cina
Mikroskopy Fluorescen¢ni mikroskop Zeiss Zeiss, Némecko
Jenalumar s digitalni kamerou
DSLR Nikon D 300
Digitalni vahy ACB plus — 600H | Adam Equipment, Velka
Vahy Britanie
Analytické vahy A 200 S Sartorius, Némecko
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Piesné vahy 572

Kern, Némecko

Kyvace, michace,

Kyvac ProBlot™ Rocker 25

Labnet, USA

Micha¢ Magnetic Stirrer 4802-02

Cole Parmer®, USA

trepacky Micha¢ Microstirrer VELP Scientifica, Italie
Ttepacka Orbitron Infors-HT, Svycarsko
Genie Bender & Hobein AG,
Vortexy Svycarsko
IKA® MS1 Minishaker IKA-Werke GmbH & Co,
Némecko
Automatické pipety Automatické pipety Pipetman® Gilson®, USA
Multi-pipety Eppendorf Xplorer Eppendorf, Némecko
AccuBlock™ Digital Dry Bath Labnet, USA
Inkubétor Ttepacka TH30 Edmund Biihler GmbH,
Némecko
oH metr 1Q140 pH/mV/Temp/ORP System | 1Q Scientific Instruments,
USA
Ultrasonic homogenizer 4710 Cole Parmer®, USA
Series
Homogenizéry

T 18 digital Ultra-Turrax®

IKA labortechnik,

Némecko

Vybaveni pro 1-D

elektroforézu

Aparatura Atto AE-6220

Atto Technology inc.,

Japonsko

Vybaveni pro 2-D

Electrophoresis Power Supply
EPS 3501 XL

Amersham Biosciences,
Svédsko

Multiphor Il Electrophoresis

Pharmacia Biotech,

elektroforézu system Svédsko
2-D Casting and Running Systems | Genomic Solutions, USA
Investigator
Mikrokulicky Sklenéné mikrokuli¢ky ¢. 10, vel. | Ornela a.s., Ceska
265-325 pm republika
GUMA s.r.o0., Ceska
Polyuretanova péna .
republika

Mikrotitra¢ni desticka

6-jamkova

Nunc Nunclon Delta

Thermo Scientific, USA

Mikrotitra¢ni desticka

96-jamkova

Nunc MicroWell 96

Thermo Scientific, USA
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4.3.

Pocitacovy program SoftMax Pro 4.6 Molecular Devices, USA
k UV/IVIS
spektrofotometru

Sterilizace materialu

Veskeré laboratorni vybaveni pouzité pro ockovani a kultivaci mikroorganismu vcetné

kultivacnich médii a nosict (sklenéné mikrokulicky, kostky polyuretanové pény) bylo

sterilizovano v autoklavu po dobu 25 min pii 121 °C pod pietlakem 0,15 kPa.

4.4.

4.5.

4.5.1.

Biologicky material

Bakterialni kmeny Rhodococcus erythropolis CCM 2595 a Serratia marcescens
subsp. marcescens CCM 303 pochazi z Ceské sbirky mikroorganismi v Ustavu
experimentalni biologie Prirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné.
Kmeny byly uchovavany v laboratofi v B1 médiu s 30% glycerolem pii -80 °C. Tato
zasobni konzerva obsahovala kulturu o O.D.ggonm = 2,0.

Kmen Pleurotus ostreatus 3004 byl ziskan ze sbirky basidiomycet CCBAS,
Mikrobiologicky ustav AVCR, v.v.i. Houbovy kmen byl uchovavan na MEG
agarovém médiu pii 4°C a subkultivovan po péti mésicich.

Enzym lakaza z kmene Pleurotus ostreatus 3004 byl purifikovan v laboratofi
Environmentélni biotechnologie v Mikrobiologickém tstavu AVCR, v.v.i. Zasobni

roztok o koncentraci enzymu 231 U/ml byl uchovévan pii -20 °C.

Mikroskopie

Binokularni lupa

Binokuldrni lupa National byla pouzivana pro morfologické studie rstu P. ostreatus a

R. erythropolis na sklenénych mikrokuli¢kéach a plovouciho biofilmu téchto organismd.
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4.5.2. Opticka mikroskopie

Opticky mikroskop Motic umoznujici digitalni snimani obrazu byl vyuzivan k
pozorovani smésnych kultivaci na kulickach, zda bakterie rostou na houbovych vlaknech
nebo mikroorganismy tvoii oddélena spole¢enstva. Cést kultury z misky byla odebréana,

zbavena kuli¢ek a byla ptipravena jako preparat pro mikroskopii. Vzorek nebyl barven.

4.5.3. Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie byla pouZzita pro stanoveni Zivotaschopnosti bunék R.
erythropolis pti smésné kultivaci na kulickach s P. ostreatus. Stanoveni probihalo metodou
,»live/dead barveni, kde barva pronika do mrtvych bunék. Pro barveni vzorki byl pouzit kit
LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, Inc., USA), postup dle

priloZzeného navodu.

4.6. Metody kultivace

4.6.1. Kultiva¢ni média

e Nutrient Broth w 1% peptone (B1)
Slozeni (na 100 g) smési Bl (Himedia, Indie):

hovézi extrakt 409
pepton 40 g
chlorid sodny 2049

Ptiprava 1 1 Bl média: 25 g smési B1 doplnit do 1 | destilovanou vodou. Pro ptipravu
pevného média piidat 20 g agaru. Médium sterilizovat v autoklavu. Koneéné pH média je 7,2

+0,2 pii 25 °C.

e Malt extract gluk6zové médium (MEG)
Slozeni (na 1 1):
Malt extract Broth (Oxoid, Velka Britanie) 5 ¢

glukoza 109
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Pfiprava 1 1 Malt extract-glucose (MEG) média: 5 g Malt extract Broth doplnit do1 |

destilovanou vodou a pridat 10 g glukézy. Pro ptipravu pevného média piidat 20 g agaru.

Médium sterilizovat v autoklavu. Konecné pH média je pH 5,4 + 0,2 ve 25 °C.

4.6.2. Kultivace bakterialnich a houbovych kultur na pevném a Vv tekutém
médiu
4.6.2.1. Kultivace P. ostreatus na pevném a v tekutém médiu

Ke kultivaci P. ostreatus na pevném médiu byly pouzity Petriho misky o priméru 10
cm s 25 ml MEG média s pridanym agarem (2 %). Terc¢ik agaru s myceliem (primér 8 mm)
byl odebran ze zasobni agarové misky P. ostreatus staré 10 dni a byl umistén do stfedu nové
agarové misky. Kultivace probihala v termostatu pii 28 °C, misky byly obaleny parafilmem a
alobalem.

Pro kultivaci P. ostreatus v tekutém médiu byly pouzity 250ml Erlenmeyerovy bariky
s 25 ml MEG média. Korkovrtem byly ze zasobni agarové kultury odebrany 3 terCiky agaru
s myceliem a pfeneseny do baiky. Kultivace probihala staticky v termostatu pti 28 °C 14 dni.
Poté byla kultura homogenizovéana pomoci T 18 digital Ultra-Turrax® (IKA Labor Technik,
Némecko) a vysledna suspenze byla pouzita pro inokulaci kultivace na sklenénych
mikrokulickach ¢i ve formeé plovouciho biofilmu.

Ke kultivaci P. ostreatus na polyuretanové péné¢ (PUF) byly pouzity 250ml
Erlenmeyerovy bankky s 50 ml MEG média a 1,5 g PUF kostek (o rozméru 1 cm®). Kultura
rostouci na pevném MEG médiu byla rozkrajena skalpelem na kousky cca 5x5 mm a do
banky byla pfenesena tietina obsahu misky (mycelium 1 s agarem). Kultivace probihala
staticky v termostatu pii 28°C 2 tydny. Kultura narostla na PUF kostkach byla pouzita pro

oc¢kovani ,,fixed-bed bioreaktoru.

4.6.2.2. Priprava zasobnich bakterialnich kultur

Zasobni kultury R. erythropolis a S. marcescens v glycerolovych konzervach byly
piipraveny z tekuté kultury v B1 médiu, ktera byla kultivovana ptes noc pti 28 °C na orbitalni
ttepacce pri 160 rpm. Do mikrozkumavek Eppendorf® o objemu 1,5 ml bylo pfidano 500 pl
bakteridlni kultury a 500 ul 60% glycerolu, vyslednd O.D.goonm zdsobnich kultur ve 30%
glycerolu byla ptiblizné 2,0. Takto pfipravené zasobni kultury byly skladovany v -80 °C.
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4.6.2.3. Kultivace R. erythropolis na pevném a v tekutém médiu

Tekuté kultury R. erythropolis byly ptipraveny ve 100ml Erlenmeyerové bance v 10
ml Bl nebo MEG média. Tekutad kultura byla zaockovana 300 pl zésobni kultury
z glycerolové konzervy a kultivace probihala pfes noc v termostatu pii 28 °C, na orbitalni
ttepacce pti 160 rpm.

Ke kultivaci R. erythropolis na pevném médiu byly pouzity Petriho misky o praméru
10 cm s25 ml MEG média s pfidanym agarem (2 %). Na misku bylo ockovano 10 pl
bakterialni kultury (no¢niho inokula). Kultivace probihala v termostatu pii 28 °C po dobu 6
dni.

4.6.2.4. Kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis na agarovém médiu

Houbové a bakterialni kultury byly kultivovany spole¢né na MEG agarovém médiu
s cilem sledovat tvorbu inhibi¢nich z6n mezi organismy. Ke kultivaci byly pouzity Petriho
misky (pramér 10 cm) s 25 ml MEG agarového média. Do stiedu misky byl inokulovan 1
tercik ze zasobni kultury P. ostreatus. Ve vzdalenosti cca 1,5 cm od houbového terciku byla
inokulovana kultura R. erythropolis, a to bud’ v ¢ase ockovani P. ostreatus, nebo 3 dny po
zahgjeni kultivace P. ostreatus. K inokulaci bylo pouzito 10 pl tekuté bakteridlni MEG
kultury (viz Kap. 4.6.2.3). Inokulované misky byly zalepeny parafilmem a inkubovany 6 dni
pti 28 °C.

Jako kontrola byly pouzity misky s P. ostreatus, které¢ byly také zaoCkovany 1
ter¢ikem ze zasobni kultury P. ostreatus a misky s R. erythropolis, které byly inokulovany 10

ul tekuté bakterialni MEG kultury. Kontrolni kultivace probihala 6 dni pii 28 °C.

4.6.2.5 Kultivace S. marcescens v tekutém médiu

Tekuté kultury S. marcescens byly piipraveny ve 100ml Erlenmeyerové baice v 10 ml
B1 nebo MEG média. Tekutéd kultura byla zaockovana 300 ul zasobni kultury z glycerolové
konzervy a kultivace probihala pfes noc v termostatu pii 28 °C, na orbitalni tfepacce pii 160

rpm.

4.6.3. Kultivace P. ostreatus a R. erythropolis na sklenénych mikrokuli¢kach

Dalsi metodou pouzitou pro smésnou Kultivaci obou mikroorganismu byla kultivace

na sklenénych mikrokulickach. Pied pokusem byly mikrokulicky promyty a povaieny v 0,1M
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HCI (100 °C, 30 min) a nasledn¢ jest¢ dikladn¢ omyty vodovodni a nasledné destilovanou
vodou. Poté byly mikrokuli¢ky vysuseny na vzduchu a vysterilizovany v autoklavu.

Kultivace probihala na Petriho miskach o priméru 6 cm. Na dno misek bylo umisténo
10 ml vysusenych a vysterilizovanych sklenénych mikrokulicek a pfidano 5 ml MEG média.
Misky byly rovnomémné zaockovany pomoci 1 ml homogenizované suspenze kultury P.
ostreatus v MEG médiu (viz Kap. 4.6.2.1). Jako inokulum R. erythropolis bylo pouzito 1
ml tekuté bakterialni kultury v B1 médiu o O.D.gponm = 2,0 (Viz Kap. 4.6.2.3). Tato bakterialni
suspenze byla nakapana na povrch kulicek, u smésnych kultur byla nakapana na povrch
mycelia.

Misky s houbou P. ostreatus byly kultivovany staticky 8 dni pii 28 °C ve vlhké
komurce, poté byl ptidan R. erythropolis a kultivace pokracovala dalsi 3 dny. Misky
obsahujici pouze R. erythropolis byly kultivovany po dobu 8 dni pii 28 °C. Misky byly po 3
(bakterialni kultura), 8 (houbova kultura) a 11 (smésna kultura) dnech kultivace vyfoceny
fotoaparatem a vyhodnoceny za pouziti binokuldrni lupy. Rovnéz byly odebrany vzorky pro

proteomickou analyzu.

4.6.4. Kultivace P. ostreatus a R. erythropolis ve formé plovouciho biofilmu

Dalsim pouzitym kultivaénim systémem byla kultivace ve formé plovouciho biofilmu
v 6-jamkové mikrotitracni desti¢ce s tekutym médiem. Do jamek bylo sterilné nalito 7 ml
média. Byla pfipravena 1 desticka s Bl médiem a 2 desticky s MEG médiem. Inokulum P.
ostreatus V tekuté kultufe bylo zhomogenizovdno a jamky zaockovany touto suspenzi do
finalni koncentrace 3 %, 5 % ¢i do 7 % (v/v). Inokulum R. erythropolis v Bl médiu
ptipravené dle Kap. 4.6.2.3 bylo ockovano do tii vyslednych koncentraci — na O.D.goonm = 0,4,
0,5a1,0. Desti¢ky byly zao¢kovany nasledovné: desti¢ka s B1 médiem pouze R. erythropolis,
jedna desticka s MEG médiem pouze P. ostreatus, druhd s MEG médiem byla zaockovana
smési obou mikroorganismt. Kultivace probihala staticky po dobu 13 dni pii 28 °C, po

ukonceni kultivace byly potizeny snimky biofilmu fotoaparatem a binokuldrni lupou.

4.6.5. Kultivace P. ostreatus a R. erythropolis ve ,,fixed-bed* bioreaktoru

Jako dalsi kultivacni systém pro kokultivaci P. ostreatus a R. erythropolis byla pouzita
kultivace ve ,.fixed-bed* bioreaktoru. Bioreaktor byl tvofen 250ml Erlenmeyerovymi baitkami

se vzdus$nénim (viz schéma na Obr. 5) a byl inokulovan houbovou kulturou narostlou na PUF

48



kostkach (viz Kap. 4.6.2.1). Do bioreaktoru byl asepticky ptenesen cely obsah jedné banky
PUF kultury P. ostreatus a bylo pfidano 80 ml MEG média. Jako inokulum R. erythropolis
byly pouzity tekuté kultury narostlé ve 20 ml MEG média (viz Kap. 4.6.2.3). Bioreaktor byl
o¢kovan bakteriemi na vyslednou O.D.goonm = 0,2 vV 80 ml MEG média. Pro méfeni schopnosti
dekolorizace P. ostreatus a R. erythropolis bylo do vybranych bioreaktord piidano barvivo
RBBR na vyslednou koncentraci 100 mg/l v kone¢ném objemu kultivacniho média. Po
inokulaci byly bioreaktory pfipojeny ke vzduSnéni a kultivace probihala staticky pfi
laboratorni teploté po dobu 24 hodin. V prabéhu kultivace byly v ¢asech 0, 4, 6 a 24 hod
odebirany vzorky (0,6 ml kultivaéni tekutiny) K méfeni mnozstvi bakterii v médiu, ke
stanoveni mnozstvi barviva RBBR v médiu a k méfeni enzymatické aktivity lakazy (Lac),
mangan-dependentni peroxiddzy (MnP) a mangan-independentni peroxidazy (MiP).
Zpracovani vzorkl je popsano v nasledujicich podkapitolach. VSechna spektrofotometricka
méfeni probihala v objemu 200 pl na 96-jamkové destic¢ce ve spektrofotometru SpectraMax

Plus 384. Jako blank slouzilo ¢ist¢ MEG médium.

sterilni filtr

ptivod vzduchu

odvod vzduchu /
sterilni filtr
vzduchovaci motorek
PUF kostky,
MEG médium

Obr. 5. — Schéma kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis ve ,,fixed-bed* bioreaktoru.
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Obr. 6. — Snimek z digitalniho fotoaparatu; kultivace P. ostreatus ve ,,fixed-bed* bioreaktoru.

4.6.5.1. Stanoveni rustu bakterii ve ,,fixed-bed* bioreaktoru

Z odebraného vzorku kultivacni tekutiny bylo nejprve 200 pl pouzito na stanoveni
absorbance pti vinové délce 600 nm (Absl) ihned po odebrani vzorku, nasledné byl zbytek
vzorku sto¢en na centrifuze pfi 10 000 g po dobu 60 s a u supernatantu byla opét métena
absorbance ptfi 600 nm (Abs2). Rozdil hodnot absorbance Absl — Abs2 udava mnozstvi
bakterii v médiu. Méfeni ristu bakterii v médiu Vv bioreaktoru bylo opakovano Sestkrat.

Po ukonceni kultivace byly ze dna bioreaktoru sterilné odebrany 3 PUF kostky,
zZ nichZ bylo vymackano zhruba 500 pl média. Médium bylo nasledné prefiltrovano za pouziti
injek¢ni stiikacky s nitrocelulozovym filtrem s pory o velikosti 0,45 um, aby bylo vy¢isténo
od casti houbového mycelia. Z takto ziskanych vzorkd byly pfipraveny fedici fady. Od
kazdého vzorku bylo pfipraveno fedéni 100x a 1000x. Z kazdého fedéni, vcetné nefedénych
suspenzi, bylo zaockovano 50 pl na Petriho misku s B1 médiem. Misky byly kultivovany 2
dny pii 30 °C, poté byl vyhodnocen narast bakterialnich kolonii. Experiment byl provadén ve

dvou opakovanich.

4.6.5.2. Dekolorizace barviva RBBR ve ,,fixed-bed“ bioreaktoru

Na pocatku kultivace bylo do bioreaktoru ptfidano barvivo RBBR o koncentraci 100
mg/l. V pribéhu kultivace byl méfen jeho ubytek. Ze vzorku kultivaéni tekutiny odebrané

z reaktoru v casech 0, 4, 6 a 24 hod a stocené na centrifuze pii 10 000 g po dobu 60 s bylo
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pouzito 200 pl na méfeni absorbance pii vlnové délce 592 nm. Ubytek barviva RBBR

Vv bioreaktoru byl méfen ve ¢tyfech opakovanich.

4.6.5.3. Stanoveni enzymatické aktivity ligninolytickych enzymi v bioreaktoru

V prubéhu kultivace byla sledovana aktivita ligninolytickych enzymii Lac, MnP a
MiP, které do média produkuje P. ostreatus. Aktivita byla méfena ve vzorcich kultivaéni
tekutiny z bioreaktoru, které byly odebirany v ¢asech 0, 4, 6 a 24 hod kultivace a stoeny na
centrifuze pti 10000 g po dobu 60 s. Stanoveni enzymatické aktivity probihalo
spektrofotometricky pomoci kolorimetrickych reakci ve spektrofotometru SpectraMax Plus
384 a za vyuziti programu SoftMax Pro 4.6. Ke v§em stanovenim bylo pouzito 20 ul vzorku a
vSechna stanoveni probihala ve tfech opakovanich. Experiment byl opakovan Sestkrat. Jedna
jednotka enzymatické aktivity U je definovana jako mnoZstvi enzymu tvofici 1 pumol

reakéniho produktu za minutu. Vypocet byl proveden podle nasledujici rovnice:

AA Vg,
_‘[.a.l.xv;Zw

Kde ,,U/l* je mnozstvi jednotek enzymu (U) v litru (1) vzorku, ,,AA“ je zména absorbance
reak¢éni smési za cCas ,,t* (jednotky min), ,,Vrm* je objem reakcni smési (jednotky 1), ,,& je
molarni extinkéni koeficient reakéniho produktu (kationtu ABTS® / oxidovaného DMP)
v jednotkach pM™.cm™, 1« je délka optické dréhy svételného paprsku (jednotky cm) a ,,Vyz*

je objem testovaného vzorku (jednotky I).

4.6.5.3.1. Pufry a roztoky pro stanoveni enzymatické aktivity
e 120mM Na-acetatovy pufr (pH 5.0):

o Rozpustit 0,7206 g kyseliny octové ve 100 ml destilované vody. Ptipravit
roztok octanu sodného smichanim 0,984 g octanu a 100 ml destilované vody.
Smichat oba roztoky az do kone¢ného pH 5,0.

e 65,8mM Na-malonatovy pufr (pH 4.5):

o Do 100 ml destilované vody pfidat 1,37 g kyseliny malonové, pH upravit na
hodnotu 4,5 pomoci 3M NaOH a doplnit na celkovy objem 200 ml
destilovanou vodou.

e 10mM H,0,:
o Do 44 ml destilované vody ptidat 50 pl 30% H,0,,
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4.6.5.3.2. Stanoveni enzymatické aktivity lakdzy
Aktivita Lac byla stanovovana pomoci oxidace 5 mM ABTS v Na- acetatovém pufru

pii pH 5,0. Molarni extink¢ni koeficient ABTS+ pro vypocet enzymové aktivity byl 36 000
Mtem™,

Reakéni smés pro stanoveni enzymové aktivity obsahovala 20 pl z kazdého vzorku,
160 pl Na-acetatového pufru a 20 pul 50 mM roztoku ABTS. Thned po ptfidani ABTS byla
meéfena absorbance roztoku pii vlnové délce 420 nm. Absorbance byla méfena v 12-ti

sekundovych intervalech po dobu 5 min.

4.6.5.3.3. Stanoveni enzymatické aktivity Mn-dependentni peroxiddzy a Mn-independentni

peroxidazy
Stanoveni aktivity MnP a MiP je zaloZzeno na oxidaci ImM 2,6-DMP v Na-

malonatovém pufru o pH 4,5.

Pro stanoveni enzymatické aktivity MnP a MiP jsou nutné tfi reakce pro kazdy vzorek
(A, B a C). Vysledné hodnoty MnP a MiP aktivity byly ziskany pfepoctem z vysledku téchto
tii reakci. Reakéni smési mély slozeni podle Tab. 1. Tésné pied zahajenim méfeni byla
spusténa reakce pridanim 10 pl 20mM 2,6-DMP. M¢éteni absorbance probihalo pii vinoveé
délce 469 nm, po dobu 5 min s intervalem méfeni 12 sekund. Molarni extinkéni koeficient pro
vypolet enzymové aktivity byl 49 600 M™*.cm ™.

Hodnoty naméfené z reakéni smési A udavaji aktivitu Lac. Aktivitu MnP ziskame

odectenim hodnot reakéni smési C od hodnot reakéni smeési B. Aktivitu MiP ziskame

odeétenim hodnot reakéni smési A od hodnot reakéni smési C.

Reakéni smés A Reakéni smés B Reakéni smés C
20 pl vzorku 20 pl vzorku 20 pl vzorku
170 ul Na-malonatového 152 pl Na-malonatového 152 pl Na-malonatového
pufru pufru pufru
10 ul 20 mM 2,6-DMP 10 ul 20 mM MnSQO4 10 ul 20 MM EDTA
8 ul 10 mM H,0, 8 ul 10 mM H,0,
10 ul 20 mM 2,6-DMP 10 ul 20 mM 2,6-DMP

Tab. 1. — SloZeni reakénich smési pouzitych pro spektrofotometrické stanoveni enzymatické
aktivity Lac, MnP a MiP.
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4.6.6. Rust bakterii v kultivacni tekutiné po kultivaci P. ostreatus

Pro bliz§i studium vlivu extracelularnich latek produkovanych P. ostreatus do média na
bakterie v bioreaktoru byl sledovan rust bakterii v tomto médiu po kultivaci P. ostreatus (kultiva¢ni
tekutina). Kromé R. erythropolis byla v experimentu pouzita také bakterie Serratia marcescens.
Ke kultufe P. ostreatus narostlé na PUF (viz Kap. 4.6.2.1) bylo po 14 dnech kultivace
doplnéno 100 ml MEG média, po dalSich 2 dnech byla kultivace ukoncena a kultura byla
steriln¢ pfefiltrovana za pouziti vakuové filtrace a sterilniho filtru (nitroceluléozovy filtr,
velikost pora filtru 0,45 um). Inokulum R. erythropolis a S. marcescens byla napéstovana ze
zasobnich konzerv ve 100ml Erlenmeyerovych baiikdch s 10 mIl MEG média (viz Kap.
4.6.2.3).

Prefiltrovand kultivaéni tekutina P. ostreatus byla rozdélena steriln¢ do 100ml
Erlenmeyerovych ban¢k po 10 ml a ockovédna bakteridlnimi kulturami na vychozi zakal
0.D.g00nm = 0,1. Nasledna kultivace probihala na tfepacce po dobu 24 hodin pti 160 rpm ve 28
°C. Priibézné byl sledovan bakteridlni riist. Bylo odebirdno 200 pl kultivaéni tekutiny a na
mikrotitra¢ni desticce byla méfena absorbance pii 600 nm, jako blank bylo pouzito ¢ist¢ MEG

médium. Stanoveni absorbance probihalo v objemu 200 pl.

4.6.7. Pozorovani vlivu lakazy v médiu na rist bakterii

Vliv Lac na rust bakterii R. erythropolis a S. marcescens byl sledovan pomoci
pfidavku tohoto enzymu do média.

Bakterialni kultury byly kultivovany v 250ml Erlenmeyerovych bankach s 20 ml
cerstvého MEG média. Ockovany byly na vychozi O.D.goonm = 0,03 z tekut¢ MEG kultury
bakterii ptipravené podle Kap. 4.6.2.3. Kultivace probihala 8 hod na tfepacce pti 160 rpm a
28 °C. V hodinovych intervalech byly odebirany vzorky kultur (200 ul), z nichz bylo
spektrofotometricky stanoveno mnozstvi bakterii v médiu. Po 4 hodinach kultivace byla do
média ptidana Lac (purifikovany enzym z P. ostreatus) nafedéna v MEG médiu (celkovy
objem 400 pl) na vyslednou enzymatickou aktivitu 200 mU ve 20 ml média, do kontrol bylo
pfidano 400 ul MEG média. Nasledn¢ byl sledovan bakteridlni rast, z odbérta provadénych po
ptidani Lac byla stanovovana také enzymaticka aktivita Lac (metodika viz Kap. 4.6.5.3.2).
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4.6.8. Pozorovani vlivu zmény pH MEG média na rast bakterii

Ke kultute P. ostreatus rostlé na PUF (viz Kap. 4.6.2.1) bylo po 2 tydnech kultivace
piidano 100 ml MEG média, po dalSich 2 dnech inkubace pti 28 °C byla kultivace ukoncena a
kultiva¢ni tekutina steriln€ prefiltrovana za pouziti filtru (nitrocelulézovy filtr, velikost pora
0,45 um). V prabéhu dvoudenni Kkultivace P. ostreatus s ptidanym MEG médiem bylo
méteno pH kultivacni tekutiny v ¢ase 0, 24 a 48 hod pomoci pH metru.

Prefiltrovana kultivacni tekutina byla rozdélena do 500ml Erlenmeyerovych banék po
50 ml a byla zaoCkovana R. erythropolis na vychozi zakal kultury o O.D.goonm = 0,05.
Kultivace probihala na ttepacce pti 160 rpm pii 28 °C po dobu 24 hod. V pribéhu kultivace

byly provadény odbéry, z nichz bylo zjistovano mnozstvi bakterii v médiu a pH média.

4.6.9. Stanoveni ubytku glukozy v tekutém médiu po kultivaci P. ostreatus

Po 24 hodinach kultivace P. ostreatus v bioreaktoru byla odebrana kultiva¢ni tekutina,
ve které byla kolorimetricky stanovena hladina glukozy. Vzorky byly desetkrat nafedény, aby
bylo dosazeno koncentrace glukézy pod 2 g/l a byly ptipraveny V triplikatech. Zaroven byla
pfipravena fada standardi v rozmezi 0-2 g/l glukdzy. Ke kazdému vzorku a standardu byl
pfidan 1 ml 1% roztoku DNS (ptiprava viz Tab. 2) na 1 ml kultivaéni tekutiny. Smés byla
zahtata v uzaviené nadobé na 90 °C a inkubace trvala 15 min. Poté bylo ke kazdému vzorku
piidano 0,33 ml 40% roztoku vinanu sodno-draselného a smés byla zchlazena ve vodni 1azni
na laboratorni teplotu. U vzorkli a standardli byla stanovena absorbance pii 575 nm. Dle
kalibra¢ni kfivky standardli byla spocitdna koncentrace glukézy ve vzorcich kultivacéni

tekutiny.

40% roztok vinanu Standardy

0)
1% roztok DNS sodno-draselného

Zasobni roztok glukézy
(bezvoda/monohydrat)
Vv destilované vod¢, 10g/I

40 g vinanu sodno-

10 g dinitrosalicylové kyseliny draselného

Doplnit destilovanou

2 g fenolu vodou do 100 ml.

0,5 g sificitanu sodného

10 g hydroxidu sodného

Doplnit destilovanou vodou do 1 I.

Tab. 2. — Roztoky pouZité pro stanoveni koncentrace glukézy a jejich priprava.

54




4.7. Polyakrylamidova gelova elektroforéza

4.7.1. Pufry, roztoky a Kkity pro pripravu vzorku
e Lyzaéni pufr - 50 mM Tris-HCI pH 8; 10 mM MgCl,; 50 pl 100 mM PMSF.
Uchovavat pti 4 °C.

e Inhibitory proteaz:

o Complete" - Protease Inhibitor Coctail Tablets (Roche, Némecko) —
1 tableta do 500 pl deionizované H,O. Uchovavat pii -20 °C.

o PMSEF - 100 mM roztok v izopropanolu. Uchovavat pii -20 °C.
e Benzonéza — uchovavat pii -20 °C.
e 50% TCA (w/v) — k25 g TCA ptidat deionizovanou H,O do kone¢ného objemu 50
ml. Uchovavat pti 4 °C.

e Ledovy aceton — uchovavat pii -20 °C

e Vzorkové pufry:
o Vzorkovy pufr pro 1-D elektroforézu - slozeni: 500 ul 1 M Tris-HCI (pH 6,8);
500 pl 98% glycerolu; 2,5 g moc€oviny, 500 mg SDS, 500 mg DTT, 1 mg

bromfenolové modii a doplnit do 10 ml destilovanou H20. Uchovavat pti — 20
°C.
o Vzorkovy pufr pro 2-D elektroforézu - 7 M mocovina, 2 M thiomocovina, 4%

CHAPS (w/v), 1% Pharmalyte pH 3-10; 1% DTT (w/v), nékolik krystalka

bromfenolové modii. Uchovavat pii — 80 °C.

4.7.2. 1zolace proteint

4.7.2.1. 1zolace bunéénych bakteridlnich proteinii z tekuté kultury

Buné¢né bakterialni proteiny byly izolovany z kultivace R. erythropolis v kultivac¢ni
tekutiné P. ostreatus a kontrolnich tekutych kultur R. erythropolis kultivovanych na MEG
médiu. Po ukonéeni kultivace bylo 50 ml bakterialni kultury slito do zkumavek Falcon® a ty
byly sto¢eny pti 5 500 g 10 min pii 4 °C. Supernatant byl ze zkumavek, peleta promyta 10 ml
lyza¢niho pufru a zkumavky opét stoceny. Poté byl supernatant slit a k peleté ptidano 10 ml
lyza¢niho pufru a 10 pl Complete (inhibitor proteaz). Vzorky byly vychlazeny na ledu a
sonikovany 4 cykly po 30 s, v mezi€ase byly vzorky chlazeny 1 min na ledu. Po sonikaci byla

do vzorku ptidana benzonaza (1 pl na 10 ml vzorku) a vzorky byly inkubovany 20 min ve 37
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°C ve vyhfevném bloku, poté byly stoceny pii 3 000 g 5 min ve 4 °C. Supernatant byl
odebran do nové zkumavky a vzorky byly srazeny pomoci TCA o finalni koncentraci 6 %
TCA (v/v). Lyzat byl inkubovan 1 hodinu na ledu, poté byly zkumavky stoceny pii 10 000 g
10 min ve 4 °C, supernatant slit a peleta oplachnuta 2 ml ledového acetonu. Zkumavky byly
opét stoceny pii 10 000 g 10 min ve 4 °C, aceton slit a peleta byla resuspendovana v 600 pl
vzorkového pufru pro 1-D elektroforézu a prenesena do mikrozkumavky Eppendorf®. Vzorky
byly umistény do -80 °C. Po rozmrazeni byly vzorky povatfeny 5 min ve vodni lazni a pouzity

pro 1-D elektroforézu.

4.7.2.2. Izolace extracelularnich bakterialnich proteini z tekuté kultury

Po ukonceni kultivace R. erythropolis a S. marcescens v kultiva¢ni tekutiné P.
ostreatus bylo 50 ml bakterialni kultury slito do 50ml zkumavek Falcon® a stoCeny na
centrifuze pii 3 000 g 5 min. Supernatant byl odebran do novych zkumavek, ptfidan inhibitor
protedz (Complete ¢i PMSF) a bylo pokracovano ve srdzeni bilkovin pomoci TCA (viz Kap.
4.7.2.1), jen finalni koncentrace kyseliny byla 10%. Pokud nedoslo k Gplné solubilizaci
vzorkd ve vzorkovém pufru, bylo mozno vzorky kratce sonikovat (30 sec). Vzorky byly

analyzovany pomoci 1-DE.

4.7.2.3. 1zolace extracelularnich proteini z média a bunéénych proteint P. ostreatus
z PUF kostek z ,,fixed-bed* bioreaktoru

Po ukonceni kultivace bylo z bioreaktor vypusténo 60 ml média do zkumavek
Falcon®™. Sterilni pinzetou byly vybrany PUF kostky a injekéni stiikadkou z nich bylo
vymackano zbylé médium, které bylo pfidano k vypusténé frakci. Ke vzorkiim média bylo
ptidano 5 pl PMSF ¢&i Complete a izolace bilkovin pokracovala dle Kap. 4.7.2.1.

K PUF kostkam zbavenym média bylo pfidano 25 ml lyza¢niho pufru, vzorky byly
vychlazeny na ledu a poté sonikovany 2 cykly po dobu 30 skvili uvolnéni houbového
mycelia z povrchu PUF kostek, v mezicase byly 1 min chlazeny na ledu. Lyzaéni pufr
s obsahem rozbitych bun¢k byl injekéni stiikackou z PUF kostek vymackan a ziskany roztok
byl stocen pifi 3 000 g 5 min pii 4 °C, odstranén debris. Supernatant byl odebran do ¢isté
zkumavky a byla k nému ptidana 50% TCA na vysledny 6% roztok (v/v). Srazeni vzorki
pokracovalo dle protokolu (viz Kap. 4.7.2.1.) Takto ptipravené vzorky byly dale zpracovany

pomoci 1-D elektroforézy.
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4.7.2.4. 1zolace bunéénych proteini P. ostreatus a R. erythropolis z kultivace na kuli¢kach

Po 11 dnech kultivace P. ostreatus na sklenénych mikrokulickach bylo mycelium
narostlé na povrchu kuli¢ek odebrano do 50ml zkumavky Falcon®, zbylé mikrokulicky byly
promyty 4 ml lyza¢niho pufru, stoeny 5 min pii 3 000 g pii 4 °C a supernatant byl ptidan
k myceliu. Ke vzorku byly pfidany 3 ml lyza¢niho pufru a zkumavka byla pies noc ponechana
v -80 °C. Po rozmrazeni byl vzorek sonikovan 6 cykli po 30 s, v mezi¢ase 1 min chlazeni na
ledu. Poté byl vzorek inkubovan 20 min ve 37 °C a opét sonikovan 3 cykly po 30 s,
v mezicase 1 min chlazeni na ledu. Do zkumavky bylo pfidano 1,5 pl benzondzy a vzorek byl
stoen 5 min pii 3 000 g pti 4 °C, ¢imz doslo k oddéleni bunécné debris a supernatant byl
ptelit do nové zkumavky. K supernatantu byla ptidana 48% TCA na vysledny 6% roztok (v/v)
(viz Kap. 4.7.2.1). Peleta byla resuspendovana v 400 ul vzorkového pufru pro 2-D
elektroforézu.

K izolaci bunéénych proteinti R. erythropolis byly pouzity 3 dny staré kultury narostlé
na sklenénych mikrokuli¢kach. Cely obsah Petriho misky byl pfemistén do 50ml zkumavky
Falcon®, ke vzorku byly pridany 4 ml lyza¢niho pufru a 10 ul Complete. Kulicky byly
promyty a supernatant odebran do nové zkumavky. Takto bylo promyti kulicek opakovano
jesté dvakrat. Ziskany supernatant byl sonikovan 6 cykll po 30 s, v mezicase 1 min chlazeni
na ledu. Ke vzorku bylo pfiddano 1,5 pl benzonézy, poté byl inkubovan 20 min ve 37 °C.
Vzorek byl sto€en 5 min pii 3 000 g pii 4 °C a supernatant pfenesen do nové zkumavky.
K supernatantu byla ptidana 48% TCA na vysledny 6% roztok (v/v), viz Kap. 4.7.2.1. Peleta

byla resuspendovana v 400 pl vzorkového pufru pro 2-D elektroforézu.

4.8. Stanoveni koncentrace proteinii ve vzorku

Ke stanoveni koncentrace proteini ve vzorku byl pouzit 2-D Quant Kit (GE
Healthcare Life Sciences, USA), postup podle navodu vyrobce. Principem metody je
kvantitativni precipitace proteinli, kdy dochdzi ke specifické vazbé ionti medi na protein.
Nenavazana méd’ v roztoku je poté meétfena spektrofotometricky pii 480 nm. Nameétfend
absorbance je nepfimo umérnd koncentraci proteinil, ktera je stanovena podle standardni

kalibra¢ni kiivky BSA.
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4.9. Jednorozmérna elektroforéza (1-DE)

4.9.1. Pufry a roztoky pro 1-D elektroforézu

e Tris-HCI pufry
o pufr I: 1,5M Tris-HCl pH = 88 (w/v) — 36,3 g Tris baze, doplnit

deionizovanou H,O do 200 ml. Uchovavat pii 4 °C.
o pufrll: 0,5M Tris-HCI pH = 6,8 (w/v) — 3,0 g Tris baze, doplnit deionizovanou
H,O do 50 ml. Uchovavat pii 4 °C.
o 30% akrylamid (w/v; zasobni roztok) — 29,2% akrylamid (w/v), 0,8% bisakrylamid
(W/v). Smichat 58,4 g akrylamidu a 1,6 g bisakrylamidu, doplnit deionizovanou H,O

do 200 ml. Piefiltrovat, uchovavat ve tm¢ pii 4 °C.

e 10% APS (peroxodisiran amonny) (w/v) — 100 mg APS doplnit deionizovanou H,0O
do 1 ml. Pfipravovat vzdy Cerstvy.

e 10% SDS (sodium dodecylsulfat) (w/v) — 10 g SDS doplnit deionizovanou H,O do
kone¢ného objemu 100 ml. Uchovavat pii laboratorni teploté.

e TEMED (Tetramethyldiamin)

® 10x koncentrovany elektrodovy pufr (zasobni roztok) — 144 g/l glycinu, 0,25M Tris,
1% SDS (w/v). Uchovavat pfti 4 °C.
e 1,2% (w/v) Colloidal Coomassie Blue G-250

4.9.2. Jednorozmérna elektroforéza

Jednorozmeérna elektroforéza byla vyuZita pro proteomickou analyzu extracelularnich
bakterialnich a houbovych proteinli z tekutych kultur. Byla pouZzita sodium dodecylsulfat-
polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE) podle Laemmliho (1970), pii které jsou
proteiny déleny podle jejich molekulové hmotnosti. Separaéni gel mél 12% koncentraci

polyakrylamidu, zaostfovaci gel mél koncentraci 4 %.
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Rozpis na 40 ml 12% separacniho gelu: Rozpis na 12 ml 4% zaostifovaciho gelu:
30% akrylamid 16 ml 30% akrylamid 1,6 ml

1,5M Tris pH 8,8 10 ml 0,5M Tris pH 6,8 3ml

10% SDS 400 pl 10% SDS 120 ul

10% APS 400 pl 10% APS 120 pl
TEMED 40 pl TEMED 15 ul
deionizovana H,O 13,2 ml deionizovana H,O 7,2 ml

Tab. 3. — Rozpis chemikalii na piipravu separa¢niho a zaosti‘ovaciho gelu na 1-DE.

Déleni bilkovin probihalo na aparatuie ATTO (Atto AE-6220, stiedni typ, velikost
geli 16 x 16 cm). Gely pro déleni bilkovin byly pfipraveny dle rozpisu uvedeného vyse
v Tab. 3.

Vzorky proteini byly resuspendovany ve vzorkovém pufru pro 1-D. Byla stanovena
koncentrace proteint ve vzorku (viz Kap. 4.8.). Na gel bylo nanaseno 40 - 60 ug proteinu na
drahu.

Jako standard byl pouzit PageRuler Prestained Protein Ladder (firma Thermo
Scientific), v mnozstvi 5 ul na drahu. Zatizeni na déleni proteinti obsahuje mista pro 2 gely,
pfi tomto osazeni byl konstantné nastaven proud 80 mA. Doba dé€leni se pohybovala kolem 2
hodin. Bilkoviny byly nasledné detekovany pomoci barvy Colloidal Coomassie Blue G250
(viz Kap. 4.10.).

4.9.3. Dvourozmérna elektroforéza

Piiprava vzorku na 2-D elektroforézu je uvedena v Kap. 4.7.2.4. Stanoveni
koncentrace proteinti bylo obdobné, jako je uvedeno u 1-DE (viz Kap 4.8.). Analyza vzorku
pomoci 2-D elektroforézy byla provedena v Laboratofi buné¢éné signalizace technickym

pracovnikem MVDr. Silvii Bezouskovou dle zavedeného postupu (Bjellgvist et al. 1993).

4.10. Detekce bilkovin pomoci Colloidal Coomassie Blue G250

Po ukonceni 1-D ¢i 2-D elektroforézy byly gely 3 x 10 min promyty v deionizované

vodé a pres noc barveny za stalého kyvani v roztoku Colloidal Commasie Blue G250 dle
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protokolu (Dyballa a Metzger 2009). Nasledujici den byla barva slita a gely byly odbarvovany

Vv deionizované vodé. Digitalizace gelti byla provedena na odpovidajicim skeneru.
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5. VYSLEDKY

5.1. Riistové charakteristiky kultivacnich partnert

5.1.1. Rist R. erythropolis v tekuté pudé

Pro zjisténi rastovych parametrti R. erythropolis v B1 a MEG médiu byl sledovan rtst
bakterie pii kultivaci v téchto médiich. Na Obr. 7 je uvedeno grafické znadzornéni
reprezentativniho pokusu sledovani rastu R. erythropolis v Bl a MEG médiu. Vychozi zakal
kultury byl ptiblizné¢ ODgoonm = 0,05, kultivace probihala 10 hodin. Lag faze v MEG médiu
trvala 190 min, v B1 médiu 60 min. Pfiblizna doba lag fize ve sledovanych médiich je v grafu
oznacena hvézdickou. Ristova rychlost bakterie v MEG médiu byla vypocitana ze smérnice
rovnice linedrni regrese dat y = 0,0058x + 4,8115, kterd byla stanovena podle rastu kultury
v rozmezi 295. — 580. minuty Kkultivace. Rustova rychlost v B1 médiu byla vypocitana ze
smérnice rovnice linearni regrese dat y = 0,0113x + 5,0264, ktera byla stanovena podle riistu
kultury v rozmezi 60. - 240. minuty kultivace. Doba zdvojeni v MEG médiu je 172 min, v B1

médiu je vyrazné kratsi, pouze 88 min.

Rust R. erythropolis v B1 a MEG médiu
12
@ B1 médium
11 .
B MEG médium
10 ¢
- . *
[=]
g ° .
G 8 ¢ —
S ¢ 0
w 7 ¢ u =
2 [ |
6 * ¢
I L 2 * W
5 m N u
4
0 100 200 300 400 500 600 700
cas (min)

Obr. 7. — Ristova k¥ivka R. erythropolis v tekutém B1 a MEG médiu. Zavislost log, (O.D.*1000)
na Case kultivace (min). Pfiblizna doba lag faze ve sledovanych médiich je oznacena hvézdickou.
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5.1.2. Kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis na pevné puadé

Kultury P. ostreatus a R. erythropolis byly spole¢né kultivovany na MEG agarové
pud¢ a bylo sledovano, zda pfi spolecné kultivaci obou mikroorganismi na pevném médiu
dojde ke vzniku inhibi¢nich zén. Cilem bylo zjistit, zda se organismy pii spolecném riistu
vzajemné neinhibuji.

Kultivace probihala staticky pii 28 °C po dobu 6 dni na pevném MEG médiu, poté
byly misky vyfoceny a byl vyhodnocen vznik inhibi¢nich zén. V kontrolni kultivaci P.
ostreatus vytvofil po 6 dnech kultivace bohaté mycelium o priméru 6 cm (Obr. 8 A).
Bakterialni kolonie po 6 dnech kultivace jsou vidét na Obr. 8 B. Byly piipraveny dvé verze
kokultivace, v jedné byly oba organismy ockovany zaroven (Obr. 8 D), v druhé byl R.
erythropolis na misku o¢kovan okolo houbového mycelia po 3 dnech kultivace (Obr. 8 C) a
poté kultivace pokracovala dalsi 3 dny (Obr. 8 E). Pii obou typech kokultivace nebyl
pozorovan vznik inhibi¢nich zén mezi mikroorganismy, pfitomnost bakterii ani nijak

neovlivnila rychlost naristu houbové kolonie (Obr. 8 A vs. Obr. 8 D, E).

62



Obr. 8. — Sledovani tvorby inhibi¢nich zén p¥#i kokultivaci P. ostreatus a R. erythropolis na
pevném médiu (fotografie z digitalniho fotoaparatu).

A — P. ostreatus, kultivace 6 dni; B — R. erythropolis, kultivace 6 dni; C — P. ostreatus, kultivace 3
dny; D - P. ostreatus a R. erythropolis, kultivace 6 dni; E - P. ostreatus, kultivace 6 dni a R.
erythropolis, kultivace 3 dny
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5.2. Morfologicka analyza mikrobialniho spoleCenstva

5.2.1. Tvorba smésného biofilmu na sklenénych mikrokuli¢kach

Jako kultivacni systém pro studium tvorby smésného biofilmu byla zvolena kultivace
na sklenénych mikrokuli¢kach. Systém byl tvofen Petriho miskou naplnénou sklenénymi
mikrokulickami a MEG médiem, jehoz mnozstvi bylo zvoleno tak, aby hladina média
dosahovala k povrchu kuli¢ek a tim vznikal vhodny prostor pro tvorbu biofilmu. Petriho
misky byly umistény ve vlhké komtrce (viz Kap. 4.6.3.)

Tato kultivaéni metoda se ukazala jako nevhodnd z divodu, ze nedoslo ke vzniku
smésného biofilmu. Pokud byly organismy ockovany na misku zaroveii, doslo k rychlému
nartstu biofilmu R. erythropolis, ktery zna¢né omezil rust P. ostreatus (viz Obr. 9 A), ve
srovnani s tim samotnd kultura P. ostreatus vytvofila za 11 dni husty nartist mycelia (Obr. 9
C).

Nasledujici experimenty byly provadény s ¢asovym posunem inokulace bakteridlni
kulturou, P. ostreatus byl na miskach kultivovan po dobu 8 dni a R. erythropolis byl nasledné
zaoCkovan na jiz narostlé houbové mycelium, poté kultivace pokracovala dalsi 3 dny. Na Obr.
9 D lze pozorovat, ze bakterialni kultura ztstala na povrchu mycelia v izolovanych kapkach,

nebylo tedy dosaZeno vzniku smésného biofilmu.
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bakterialni biofilm
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bakterialni biofilm houbové mycelium

houbové mvcelium
Obr. 9. — Fotografie z digitalniho fotoaparatu a fotografie z binokularni lupy, zvétSeni 30x:
morfologicka analyza tvorby smésného biofilmu P. ostreatus a R. erythropolis na sklenénych
mikrokuli¢kach.

A — Smésna kultura P. ostreatus a R. erythropolis, 11 dni kultivace; B — R. erythropolis, 3 dny

kultivace; C — P. ostreatus, 11 dni kultivace; D - Smésna kultura P. ostreatus a R. erythropolis, 11 dni
kultivace, R. erythropolis ockovan po 8 dnech kultivace
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5.2.2. Analyza smésné kultury na mikrokulickiach metodou ,,live/dead“

barveni

K analyze byla pouzita smésna kultura P. ostreatus a R. erythropolis po 11 dnech
kultivace na sklenénych mikrokulickach, kdy R. erythropolis byl na houbové mycelium
ockovan s ¢asovym posunem po 8 dnech kultivace (viz Kap. 5.2.1). Z povrchu mikrokuli¢ek
byly odebrany vzorky smésné kultury, nabarveny (za pouziti Live/Dead BacLight Bacterial
Viability Kit) a pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem. Cilem bylo zjistit
zivotaschopnost bun¢k R. erythropolis v kokultivaci s P. ostreatus.

Na Obr. 10 lIze pozorovat pievazné zelené zbarvena vlakna houbového mycelia P.
ostreatus. V okoli vlaken jsou patrné zelené i oranzové zbarvené buiiky R. erythropolis, které
misty nasedaji na vlakno houby. OranZové zbarvené buiiky jsou mrtvé, zelené zbarvené jsou

Zivé.

Vlakna P ostreatus

Bunky R. él‘}’l/ll'OpO[l'S

Obr. 10. — Vzorek smésné kultury P. ostreatus a R. erythropolis na sklenénych mikrokuli¢kach po
11 dnech kultivace, R. erythropolis o¢kovan s ¢asovym posunem po 8 dnech Kkultivace. Vzorek byl
analyzovan metodou ,live/dead” barveni. Fotografie z fluorescen¢niho mikroskopu, zvétSeni
objektiv 40x.
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5.2.3. Tvorba plovouciho smésného biofilmu P. ostreatus a R. erythropolis

P. ostreatus a R. erythropolis byly také spolecné kultivovany ve formé plovouciho
biofilmu v kultivaénim systému, ktery byl tvofen 6-jamkovou mikrotitraéni destickou
s tekutym médiem. Do jamek bylo ptidano 7 ml B1 ¢i MEG média. Prvni desti¢ka obsahovala
B1 médium a byla zaoc¢kovana R. erythropolis na vyslednou O.D.goonm = 0,4, 0,5 a 1,0. Druha
desticka s MEG médiem byla zaockovana homogenizovanou kulturou P. ostreatus na 3 %, 5
% a 7 % (v/v) vysledného objemu kultivaéni smési. Tieti desticka obsahujici MEG médium
byla ockovana smési obou mikroorganismu v téchto pomérech: R. erythopolis (O.D.soonm =
0,4) + P. ostreatus 3 % objemu, R. erythopolis (O.Dgoonm = 0,5) + P. ostreatus 5 % objemu, R.
erythopolis (O.D.goonm = 1,0) + P. ostreatus 7 % objemu. Doba kultivace byla 13 dni,
probihala staticky ve 28 °C. Po 13 dnech byl vyhodnocen narGst biofilmu a pofizeny snimky
z fotoaparatu a z binokularni lupy (Obr. 11)

Bylo pozorovano, ze oba mikroorganismy tvoii biofilm na hladin¢ tekutého média. Po
13 dnech kultivace byly na dn¢ jamek s bakteridlnim biofilmem pozorovany odumfielé burky.
P. ostreatus po 13 dnech kultivace vytvofil husté mycelium na hladiné média (Obr. 11 B). Pfi
smésné kultivaci se nepodafilo zkoordinovat rist mikroorganismt. R. erythropolis rostl
rychleji nez P. ostreatus. Na tfeti desticce vyrazné pievladd bakteridlni biofilm, houbové

mycelium pozorujeme pouze v podob¢ ojedinélych shluka vlaken (Obr. 11 C).
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bakterialni biofilm

houbové

0OD.05/59% oD 10/7 bakterialni biofilm

- —

‘_J};// {

houbové

Obr. 11. Morfologicka analyza tvorby plovouciho smésného biofilmu P. ostreatus a R.
erythropolis

(fotografie z digitalniho fotoaparatu a fotografie z binokularni lupy, zvétSeni 30x).

A — R. erythropolis, Bl médium, 13 dni kultivace; jamky ockovany R. erythropolis na vychozi
O-D-600nm= 0,4, 0,5 a 1,0,

B - P. ostreatus, MEG médium, 13 dni kultivace; jamky ockovany P. ostreatus do 3 %, 5% a 7 %
objemu média;

C — P. ostreatus, R. erythropolis, MEG médium, 13 dni kultivace; jamky o¢kovany R. erythropolis na
vychozi O.D.gponm = 0,4; 0,5 a 1,0 a P. ostreatus do 3 %, 5% a 7 % objemu média (jamka vpravo dole
nebyla vyhodnocena, médium vyschlo).
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5.3. Kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis ve ,fixed-bed*

bioreaktoru

Pro nasledujici experimenty byl vybran kultiva¢ni systém ,,fixed-bed bioreaktor (viz
schéma na Obr. 5, Kap. 4.6.5.), ktery byl sestaven ze vzdu$néné Erlenmeyerovy bainky o
objemu 250 ml s kulturou P. ostreatus narostlou na PUF kostkach. Ke kultufe bylo ptidavano
80 ml sterilniho MEG média a R. erythropolis byl do bioreaktoru o¢kovan z tekuté kultury na
vyslednou O.D.goonm = 0,2. Bioreaktory byly pfipojeny ke vzdusnéni, kultivace probihala
staticky pfi laboratorni teploté po dobu 24 hod a v ¢asech 0, 4, 6 a 24 hod byly odebirany
vzorky. Ze vzorkl byl analyzovan rtst bakterii v bioreaktoru, mira dekolorizace barviva
RBBR a enzymatickd aktivita ligninolytickych enzymii lakdzy, mangan-dependentni
peroxidazy a mangan-independentni peroxidazy. Po ukonceni kultivace byly odebrany vzorky

k analyze proteint a ke zjisténi poctu bakterii v PUF nosi¢i houbové kultury.

5.3.1. Rist R. erythropolis ve ,,fixed-bed* bioreaktoru

V priubéhu kultivace mikrobialniho spolecenstva v bioreaktoru byly v ¢asech 0, 4, 6 a
24 hod odebirany vzorky média, ze kterych bylo zjistovano mnozstvi bakterii v bioreaktoru.
Z dtivodu ptitomnosti barviva RBBR v médiu byla u vzorkl obsahujicich barvivo stanovena
absorbance pfi vlnové délce 600 nm ihned po odebrani, nasledné byly vzorky stoceny a opét
zmeéfena O.D.goonm. Rozdil hodnot udava mnozstvi bakterii v médiu.

Tab. 4 shrnuje vysledky ze dvou az péti opakovani pokusu. Bylo zjisténo, Ze mnozstvi
bakterii R. erythropolis v médiu v bioreaktoru v kokultivaci s P. ostreatus se jiz od pocatku
kultivace snizuje, po 24 hod kultivace doslo k uplnému vymizeni bakterii z volné kultiva¢ni
tekutiny. V grafu na Obr. 12 jsou vyneseny normalizované hodnoty O.D.goonm média
z bioreaktoru v zavislosti na ¢ase, kde lze pozorovat postupny rust bakterii v kultivaci bez

ptitomnosti houby a pokles mnozstvi bakterii v médiu v kokultivaci s P. ostreatus.

Re. Re. + RBBR

O.D.goonm | O-D.goonm | O.D-goonm | O.D.goonm | O-D.goonm | O.D.600nm
1 2 1 2 3 4

0 hod 0,114 0,105 0,102 0,096 0,011 0,082

4 hod 0,021 0,12 0,109 X 0,112 0,101

6 hod 0,01 X 0,121 0,115 0,161 0,105

24 hod | 1,038 1,333 0,840 0,490 X 0,206
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P.o. +R.e. P.o. + R.e. + RBBR

O-D-600nm O-D-GOOnm O-D-GOOnm O-D-GOOnm O-D-GOOnm O-D-GOOnm O-D-GOOnm O-D-GOOnm O-D-GOOnm
1 2 3 4 5 1 2 3 4

0 hod 0,122 0,106 0,065 0,114 0,085 0,165 0,024 0,078 0,079

4 hod 0,077 | 0,065 0,012 0,015 0 0,040 | 0,058 0,046 X
6 hod 0,038 | 0,047 0,006 0,022 0 0,036 | 0,023 0,038 0,055
24 hod 0 0,000 0 0,255 0 0 0 0,004 0,009

Tab. 4. — Tabulka shrnuje ubytek mnozstvi bakterii R. erythropolis v bioreaktorech v ¢ase,
srovnani kultivace R. erythropolis a kokultivace R. erythropolis s P. ostreatus, v obou pripadech
bez piidani a po pfidani RBBR. Vzorky byly méfeny ve dvou aZ péti opakovanich.

R.e. = bioreaktor s R. erythropolis.

R.e. + RBBR = bioreaktor s R. erythropolis, ptidano barvivo RBBR.

P.o. + R.e. = kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis.

P.o. + R.e. + RBBR = kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis, ptidano barvivo RBBR.

Okna v tabulce s ,,x“ zna¢i chybé&jici hodnoty.

Rust R. erythropolis v bioreaktoru
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Obr. 12. — Grafické zobrazeni normalizovanych hodnot absorbance kultiva¢niho média pii
vinové délce 600 nm.

Vsechny hodnoty O.D.g00 nm byly vztazeny k pocatecni hodnoté O.D.ggg nm, ktera odpovida 1.

R.e. = bioreaktor s R. erythropolis.

R.e. + RBBR = hioreaktor s R. erythropolis, pfidano barvivo RBBR.

P.o. + R.e. = kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis.

P.o. + R.e. + RBBR = kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis, ptidano barvivo RBBR.

Jako soucast sledovani rustu bakterii v bioreaktoru bylo zjistovano, zda se v PUF
houbovém nosi¢i nachazeji Zivotaschopné bakterialni buiiky. Po ukonceni kultivace byly z
bioreaktori odebrany 3 PUF kostky, z nichz bylo ziskano médium zbavené ¢asti mycelia. Ze

vzorkll byla pfipravena fedici fada, bylo pouzito fedéni 100x a 1000x. Vzorky byly vysety na
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Petrino misky s Bl médiem a po 3 dnech kultivace ve 28 °C byly spocitany bakterialni
kolonie. Vysledky ze Sesti opakovani pokusu jsou uvedeny v Tab. 5.

Ackoli bakterie pfi kokultivaci sP. ostreatus z volné kultivaéni tekutiny b&hem
kultivace ubyvaly, v PUF kostkach byly detekovano cca 1,3*10° zivotaschopnych bunék na 1
ml. Pocet detekovanych bakterii byl niz$i v bioreaktoru s RBBR (4*10° CFU/mI). Zna&né

mnozstvi bakterii bylo v kontrolni kultivaci, kde byla pfitomna v bioreaktoru pouze bakterie.

bioreaktor prumérny pocet CFU/ml
P.o. + R.e. bez RBBR 1,3*10°

P.o. + R.e. s RBBR 4*10°

R.e. bez RBBR nepocitatelné

Tab. 5. — Tabulka shrnuje primérné mnozstvi Zivotaschopnych bakterialnich bunék p¥itomnych
v PUF kostkach v jednotlivych uspoiadanich bioreaktorii po 24 hod kultivace.

P.o. + R.e. bez RBBR = kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis, bez barviva RBBR.

P.o. + R.e. s RBBR = kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis, ptidano barvivo RBBR.

R.e. bez RBBR = bioreaktor s R. erythropolis, bez barviva RBBR.

5.3.2. Dekolorizace barviva RBBR smésnou Kkulturou ve ,fixed-bed*

bioreaktoru

Béhem kokultivace P. ostreatus s R. erythropolis ve ,,fixed-bed” bioreaktoru byla
sledovana schopnost houby P. ostreatus odbouravat textilni barvivo RBBR. Barvivo bylo
piidano do MEG média v koncentraci 100 mg/l. V pribéhu kultivace byl z odebiranych
vzorkll spektrofotometricky zjistovan ubytek barviva v case. Cilem bylo zjistit, zda
ptitomnost R. erythropolis bude ovliviiovat schopnost P. ostreatus barvivo odbouravat.

Graf na Obr. 13 shrnuje vysledky ¢tyi opakovani pokusu. Nejvyssi ubytek barviva
RBBR v médiu po 6 a 24 hodinach byl zjistén v bioreaktoru s P. ostreatus a v kokultivaci P.
ostreatus a R. erythropolis (viz Obr. 13 A, B). Rozdil v dekolorizaci mezi témito dvéma
bioreaktory je nepatrny, po 6 hodinach kultivace doslo v obou bioreaktorech k odbourani
zhruba 60 % barviva, po 24 hodinach kultivace bylo odbourano kolem 80 % barviva. Samotna
bakterie R. erythropolis barvivo RBBR ziejmé neodbourava, po 6 hodinach ubylo 16 %
barviva, po 24 hodinach 20 % barviva. Tyto hodnoty jsou srovnatelné s kontrolou, ktera
obsahovala pouze PUF nosi¢, MEG médium a RBBR (po 6 hodinach ubytek o 19 % barviva,
po 42 hodinach 0 18 % barviva). V kontrole dochazelo k viditelné sorpci barviva na povrch
PUF kostek.
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Ubytek RBBR v bioreaktoru
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Obr. 13. — Grafické znazornéni ubytku barviva RBBR v priibéhu kultivace ve ,,fixed-
bed‘ bioreaktoru po 6 a 24 hodinach kultivace.

P.o. + RBBR = bioreaktor s P. ostreatus, ptidano barvivo RBBR.

P.o. + R.e. + RBBR = kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis, pfidano barvivo RBBR.

R.e. + RBBR = hioreaktor s R. erythropolis, pfidano barvivo RBBR.

RBBR = pouze barvivo RBBR.

5.3.3. Produkce ligninolytickych enzymii ve ,,fixed-bed“ bioreaktoru

Ze vzorkl odebiranych z bioreaktoru v pribéhu kultivace byla zjistovana také aktivita
extracelularnich ligninolytickych enzymi, které produkuje P. ostreatus. Sledovanymi enzymy
byla lakaza (Lac), mangan-dependentni peroxidaza (MnP) a mangan-independentni
peroxidaza (MiP). Bylo zjistovano, zda na produkci houbovych enzymi bude mit vliv
pritomnost bakterie R. erythropolis a barviva RBBR v bioreaktoru.

Ze skupiny nami sledovanych enzymu byla majoritné produkovanym enzymem Lac.
MnP a MiP byly v médiu zjistény ve velmi nizkém mnozstvi a s velkou smérodatnou
odchylkou. V bioreaktorech byly naméteny aktivity obou enzymu v hodnotach do 5 U/L. Data
nejsou uvedena.

Na Obr. 14 je uvedeno grafické znazornéni enzymatické aktivity Lac po 6 a 24 hod
kultivace v bioreaktoru v uvedeném uspoiadani, které zahrnuje vysledky Sesti pokust. Po 6
hodinach kultivace bylo nejvétsi mnozstvi Lac zjisténo pfi smésné kultivaci bez barviva

RBBR, enzymaticka aktivita ¢inila primérné 63,9 + 14,5 U/I. O trochu niz$i koncentrace byla
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pii kokultivaci s barvivem RBBR, praimérné 57,9 + 19,0 U/Il. V kultivaci P. ostreatus bez
RBBR byla aktivita 53,6 + 16,8 U/l a v kultivaci P. ostreatus s RBBR byla 45,3 + 13,4 U/l.
V kultivaci R. erythropolis s RBBR bylo zjisténo minimalni mnozstvi Lac, primérn¢ 2,6 +
2,8 U/

Po 24 hod kultivace byla nejvyssi koncentrace Lac pii kokultivaci s RBBR, kde
vzrostla na 117,2 + 21,6 U/l. Mén¢ Lac bylo v kultivaci P. ostreatus s RBBR, kde bylo
pramérné 87,2 + 6,9 U/l a v kultivaci P. ostreatus bez RBBR, kde bylo zjisténo 83,3 + 14,3
U/I. Pti kokultivaci bez RBBR, kde byla hladina Lac po 6 hodinach kultivace nejvyssi, bylo
po 24 hodinach naméteno 76,5 + 11,6 U/I. V kultivaci R. erythropolis s RBBR byla pramérné
1,5+ 2,6 UI.

Koncentrace lakazy v bioreaktoru
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Obr. 14. — Grafické znazornéni koncentrace lakazy ve ,fixed-bed*“ bioreaktoru po 6 a 24
hodinach kultivace.

P.o. = bioreaktor s P. ostreatus.

P.o. + R.e. = kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis.

P.o. + RBBR = bioreaktor s P. ostreatus, ptidano barvivo RBBR.

P.o. + R.e. + RBBR = kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis, pfidano barvivo RBBR.

R.e. + RBBR = bioreaktor s R. erythropolis, pfidano barvivo RBBR.

RBBR = pouze barvivo RBBR.
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5.4. Rust bakterii v kultivaéni tekutiné P. ostreatus

V ramci studia vlivu houby P. ostreatus na rust bakterii byly testovany bakterie R.
erythropolis a S. marcescens, které byly kultivovany v kultivaéni tekutiné ziskané filtraci
kultiva¢ni tekutiny po kultivaci houby P. ostreatus na MEG médiu. Bakteridlni kultury byly
péstovany v objemu 10 ml v Erlenmayerové bafice. Jako kontrola byla pouzita bakterialni
kultura péstovana v MEG médiu. Kultivace probihala dle Kap. 4.6.6. Pokus byl proveden ve
ttech paralelnich opakovénich. V pribé¢hu kultivace byl zjistovan narist bakterii
spektrofotometricky.

Ziskané hodnoty optické denzity média s bakteriemi jsou uvedeny v Tab. 6 a
normalizované hodnoty jsou graficky znazornény na Obr. 15. Pfi kultivaci R. erythropolis
v kultivaéni tekutiné P. ostreatus byl prvnich 7,5 hod kultivace pozorovan ubytek bakterii, po
24 hod mnozstvi bakterii v médiu vzrostlo na O.D.goonm = 0,341, cozZ je vyrazné nizsi hodnota
nez v kontrolni MEG Kultivaci. Po dvou hodinach kultivace v kultiva¢ni tekutiné P. ostreatus
byly v médiu pozorovany shluky bakterii, kterych postupem ¢asu piibyvalo, to mélo vliv i na
presnost méteni zakalu bakterii v médiu. V kontrolni kultivaci v MEG médiu bakterie rostly
standardné. Byla pozorovana lag faze trvajici 2 hodiny a po 24 hod zakal média dosahoval
O.Dsoonm = 2,356.

Pti kultivaci S. marcescens v kultiva¢ni tekutiné P. ostreatus byl pozorovan ubytek
bakterii v médiu. Po 24 hod kultivace zakal média poklesl na O.D.goonm = 0,059. V kontrolni
kultivaci v MEG médiu byla zaznamenana lag faze dlouha 6,5 hod. Na konci kultivace po 24
hod mnozstvi bakterii v médiu dosahovalo O.D.goonm = 2,146. V kultivaci S. marcescens

tvorba shlukii nebyla pozorovana.

R.e. MEG O.D.goonm | R.€. kult. tek. O.D.s00nm | S:M- MEG O.D.goonm | S.m. kult. tek. O.D.goonm
0 hod 0,128 0,124 0,104 0,092
7,5 hod 0,554 0,063 0,114 0,082
24 hod 2,356 0,341 2,146 0,059

Tab. 6. — Souhrnna tabulka hodnot O.D.gonm bakterii v pribéhu kultivace R. erythropolis a S.
marcescens v kultivacni tekutiné P. ostreatus.

R.e. MEG =R. erythropolis v MEG médiu.

R.e. kult. tek. = R. erythropolis v kultivacni tekutiné P. ostreatus.

S.m. MEG = S. marcescens v MEG médiu.

S.m. kult. tek. = S. marcescens v kultivaéni tekutiné P. ostreatus
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Rust bakterii v kultivacni tekutiné P. ostreatus
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Obr. 15. — Grafické zobrazeni normalizovanych hodnot mnoZstvi bakterii R. erythropolis a S.
marcescens Vv kultivaéni tekutiné P. ostreatus a v ¢istém MEG médiu béhem 24 hod kultivace.
Vsechny hodnoty O.D.s00nm byly vztazeny k pocatecni hodnoté O.D.goonm, ktera odpovida 1.

R.e. MEG =R. erythropolis v MEG médiu.

R.e. kult. tek. = R. erythropolis v kultiva¢ni tekutiné P. ostreatus.

S.m. MEG = S. marcescens v MEG médiu.

S.m. kult. tek. = S. marcescens v kultiva¢ni tekutiné P. ostreatus.

5.5. Inhibi¢ni vlivy na ruast bakterii v kultiva¢ni tekutiné po P.

ostreatus

5.5.1. Vliv lakazy pritomné v kultiva¢ni tekutiné na rust bakterii

V tomto experimentu byl studovan vliv pfidavku enzymu lakdzy do kultiva¢niho
média na rust bakterialni kultury R. erythropolis a S. marcescens. Byla pouzita lakaza
izolovana z kmene P. ostreatus 3004. Bakterie byly standardné kultivovany v MEG médiu a
po 4 hod kultivace byla do média ptidana lakaza v mnozstvi 200 mU enzymové aktivity na
kulturu (objem kultury 20 ml). Poté byly provadény odbéry vzorka kultury, z nichz bylo
zjisStovano mnozstvi bakterii v kultufe a enzymaticka aktivita lakdzy. Experiment byl
provadén ve tfech opakovanich, vysledky pokusu jsou uvedeny na Obr. 16.

Lag faze v obou kultivacich R. erythropolis trvala 60 min. Cas ptidani lakazy do

média je v grafu vyznacen hvézdickou. Pfidavek enzymu nemél vliv na rust bakterie. Doba
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zdvojeni bakterie byla vypocitana z hodnot v ¢ase 240.—495. minuty kultivace, tedy po piidani
lakazy do média. Doba zdvojeni v kultivaci R. erythropolis s lakazou ¢inila 182,3 + 39,7 min,
v kultivaci bez lakazy 174,8 + 38,2 min.

Bakterii S. marcescens v prubéhu experimentu ani v jedné kultivaci nepiibyvalo (viz
Obr. 16 B). Tato kultivace proto nebyla dale vyhodnocovéana.

V pribéhu kultivace byla také sledovana enzymaticka aktivita lakazy v bakterialnich
kulturach s pfidanym enzymem. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v grafu na Obr. 17. Jako
kontrola bylo pouzito MEG médium bez bakterii, do kterého bylo pfidano stejné mnozstvi
enzymu jako K bakterialnim kulturam a které bylo kultivovano soucasné s testovanymi
bakteriemi. Vysledky ukazaly, ze i po 255 minutach kultivace ptetrvalo v kulturach 80-90 %
pfidaného enzymu. V kontrole byl pozorovan 20% ubytek enzymu zplisobeny deaktivaci

enzymu za kultivaénich podminek.
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Obr. 16. — Grafické znazornéni ristu R. erythropolis (A) a S. marcescens (B) v MEG médiu po
pridani lakazy. Pridavek lakazy do média v priubéhu kultivace je oznacen v grafu hvézdickou.
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Enzymaticka aktivita lakdzy v meédiu
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Obr. 17. — Grafické znazornéni mnoZstvi enzymatické aktivity lakazy v médiu pri kultivaci
bakterii R. erythropolis a S. marcescens

5.5.2. Stanoveni zmény pH kultiva¢ni tekutiny po P. ostreatus

P. ostreatus byl kultivovany na PUF kostkaich v MEG médiu. Ziskana kultivaéni
tekutina po této kultivaci dale slouzila k testovani bakterii, tentokrat s ohledem na zménu pH
média.

Nejprve byla sledovana zména pH MEG média v kultufe P. ostreatus na PUF
kostkach. V case 12 dni kultivace bylo ke kultute P. ostreatus ptidano 100 ml ¢erstvého MEG
média, které mélo pH 4,88. Po ptidani média do kultivace byla sledovana zména pH média po
dobu 48 hod (viz Tab. 7). Métenim bylo zjisténo, ze za 48 hod nedoSlo k vyznamnym
zméndm hodnot pH .

Po 48 hodinach kultivace byla kultiva¢ni tekutina zfiltrovana od houbovych kultur a
pouzita pro naslednou kultivaci R. erythropolis. V prabéhu kultivace bylo pak sledovano pH
média.

Bakterialni kultury rostly stejné jako v pfedchozim experimentu (viz Kap. 5.5.1). Na
Obr. 18 lze pozorovat, ze béhem 24 hod kultivace bakterie R. erythropolis doslo ke zvySeni
pH vV kultivacéni tekutiné z P. ostreatus i pfii kontrolni kultivaci pouze v MEG médiu.
V kultivacni tekutin€ z P. ostreatus zména nastala rychleji. V ¢ase 4,25 hod je primérné pH
média v této kultivaci 5,31, v kontrolni kultivaci je primérné pH média 5,07. Po 24 hod

kultivace je vyssi pH média v kontrolni kultivaci, kde dosahuje hodnoty 5,49, zatimco
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V kultivacni tekutiné z P. ostreatus je pramérmé pH 5,41. Po 24 hod kultivace doslo
Vv kultiva¢ni tekutiné z P. ostreatus ke zvySeni pH média zhruba o 0,37 jednotky, v kontrolni
kultivaci 0 0,45 jednotky.

P. ostreatus v pribéhu 48 hod kultivace pH MEG média prakticky neméni. Naproti

tomu bakterie R. erythropolis v pribéhu 24 hod kultivace Vv kultivaéni tekutiné zvySuje pH

média.

¢as (hod) pH média
0 4,88

24 4,93 +0,08
48 4,90 + 0,06

Tab. 7. — Hodnoty pH kultiva¢niho média v pribéhu kultivace s P. ostreatus.
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Obr. 18. — Zména pH média v kultivaci R. erythropolis béhem 24 hod.

5.5.3. Stanoveni ubytku glukézy v tekutém médiu béhem Kkultivace P.

ostreatus

Po 24 hodinach kultivace P. ostreatus v bioreaktoru byly odebrany vzorky média pro
kolorimetrické stanoveni obsahu glukozy. Cilem bylo zjistit, zda nedochéazi vlivem kultivace
P. ostreatus v médiu k poklesu glukdzy natolik, aby byl timto ovlivnén rist bakterii, jak bylo

pozorovano v Kap. 5.4.
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V Tab. €. 8 jsou uvedeny hodnoty gluk6zy v MEG médiu a v kultivaéni tekutin€ po P.
ostreatus. Vzorky byly méfeny v triplikatech. Po 24 hodinach kultivace v médiu zbyvalo 65

% vychoziho mnozstvi glukozy, coz by méla byt dostate¢na hodnota pro riist bakterii.

MEG médium Kultivacni tekutina
Obsah glu v g/l 15,69 + 0,432 10,15 + 0,237
Obsah glu v % 100 % 65 %

Tab. 8. — Hladina glukézy v MEG médiu a Vv kultiva¢ni tekutiné P. ostreatus ziskané
z bioreaktoru.

5.6. Proteomicka analyza bakterialnich a houbovych proteint

5.6.1. Proteinovy profil bunéénych a EC proteint houby a bakterie (1-DE)

Houbové a bakterialni vzorky z vySe uvedenych kultivaénich experimentii poslouzily i
pro proteomické analyzy. Pomoci 1-D elektroforézy byly separovany proteiny ziskané
z tekutych kultur bakterii nebo z ,,fixed-bed* bioreaktoru.

Bylo porovnano spektrum extracytoplazmatickych proteint (ECP) v kultivaéni
tekutin¢ z P. ostreatus (SUP), ve které byla nasledné kultivovana S. marcescens a R.
erythropolis se spektrem ECP S. marcescens a R. erythropolis kultivované v MEG médiu
(MEG). Cilem bylo detekovat houbové proteiny, které P. ostreatus produkuje do média, a
zjistit, jak pritomnost bakterii pfi kultivaci tyto houbové proteiny ovliviiuje.

Ve vzorcich ECP S. marcescens a R. erythropolis kultivovanych v SUP (Obr. 19,
drahy €. 3 a 5) pozorujeme vyrazny prouzek v oblasti 45 kDa, ktery neni pfitomny u ECP S.
marcescens a R. erythropolis kultivovanych pouze v MEG (drahy ¢. 2 a 4). Proteinovy
prouzek ve stejné oblasti je pfitomen i u vzorki ECP z bioreaktoru - kultivace P. ostreatus
samostatné i kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis (drahy ¢. 6, 7 a 8). Toto zjisténi
nasvédCuje tomu, Ze tento dominantni prouzek by mohl byt houbovym produktem. Intenzita
tohoto prouzku je v kultivaci s S. marcescens niz$i nez pii kultivaci s R. erythropolis, coz by
mohlo souviset s rozdilnou rychlosti degradace této bilkoviny v zavislosti na typu kultivace.

Ve vzorku ECP bakterie R. erythropolis kultivované v MEG (draha ¢. 2) pozorujeme
prouzky v oblasti 55-90 kDa a v oblasti 15-25 kDa, které chybi ve vzorcich ECP z bakterie R.
erythropolis kultivované v SUP (draha ¢. 3), coz by mohlo poukazovat na proteiny

produkované samotnou bakterii R. erythropolis.
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Dalsi vyrazny prouzek v oblasti 170 kDa je pfitomen ve vzorcich ECP ze SUP, jak
houby kultivované v bioreaktoru, tak z kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis
Vv bioreaktoru (drahy ¢. 6, 7 a 8). Tento prouzek rovnéz pozorujeme ve vzorku ECP R.
erythropolis kultivované v SUP (draha ¢. 5), ale nebyl zachycen ve vzorku ECP S.
marcescens kultivované v SUP (draha ¢. 3). I pfesto by se mohlo jednat o unikétni houbovy
protein, ktery mohl byt opét béhem kultivace s bakterii S. marcescens degradovan.

Pti srovnani vzorkl z bioreaktoru, kdy byl kultivovan v zafizeni pouze P. ostreatus
(drahy ¢. 6 a 7) se vzorky z kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis (draha ¢. 8), byly
pozorovany pouze drobné kvantitativni zmény a to v oblasti 15 kDa a 25 kDa.

Vyrazngj$i proteinové zmény byly prekvapivé zaznamenany mezi duplikéty kultivace
P. ostreatus Vv bioreaktoru (drahy ¢. 6 a 7), pfestoze byly dodrzeny stejné podminky kultivace.
Nicméné jedna se opét prevazné o zmény kvantitativniho charakteru, a to v oblasti 170 kDa,
45 kDa, 25 kDa a rozmezi 10 az 20 kDa.

Pro uplnost bylo MEG médium podrobeno stejné izolaéni procedufe pro ziskani
proteint jako u ostatnich vzorkt (drédha €. 1). Tato kontrola poslouzila pro vylou¢eni mozné
kontaminace vzorkll proteiny obsazenymi v médiu. V médiu nebyly detekovany proteiny

vV mnozstvi, které by bylo pro tuto analyzu rozhodujici.
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¢. vzorku: 1 2 3 4 5 6 7 8
std MEG MEG SUP MEG SUP P.o. P.o. P.o.+R.e.

§ .(l. P svenminil ) 4 sima. -

!
|
i

\_Y_}\
| | |
MEG médium S.m. ECP R.e. ECP bioreaktor - ECP

Obr. 19. — 1-DE gel ECP bakterii a hub.

std = standard molekulovych hmotnosti, jeho hodnoty uvedeny v levé ¢asti obrazku

1. MEG médium = proteiny izolované z MEG média

2.S.m. ECP MEG = ECP izolované¢ z MEG média po kultivaci bakterie S. marcescens

3. S.m. ECP SUP = ECP izolované z kultivacni tekutiny (,,supernatant) po nasledné kultivaci
bakterie S. marcescens

4. R.e. ECP MEG = ECP izolované z MEG média po kultivaci bakterie R. erythropolis

5. R.e. ECP SUP = ECP izolované z kultiva¢ni tekutiny po nasledné kultivaci bakterie R. erythropolis
6. BR ECP P.o. = ECP ziskané z kultivacni tekutiny z bioreaktoru - kultivace P. ostreatus

7. BR ECP P.o. = ECP ziskané z kultiva¢ni tekutiny z bioreaktoru - kultivace P. ostreatus

8. BR ECP P.o. + R.e. = ECP ziskané z kultiva¢ni tekutiny z bioreaktoru — kokultivace P. ostreatus a

R. erythropolis
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Spektrum bunéénych bakterialnich proteini (Obr. 20) z kultur narostlych v kultiva¢ni
tekutin¢ P. ostreatus je prakticky shodné se spektrem protein z kultur narostlych v MEG
médiu (drahy ¢. 9 a 10). Vyjimkou je prouzek v oblasti 70 kDa, ktery je u kultur rostoucich
Vv MEG médiu zietelnéjsi. Exprese této skupiny proteinli by mohla byt negativné ovlivnéna
latkami produkovanymi P. ostreatus.

Byly také srovnavany vzorky bunéénych proteind z Kultivace P. ostreatus
v bioreaktoru a kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis z bioreaktoru. Mezi vzorky nejsou
patrné Zadné rozdily, pfitomnost bakterie nema vliv na expresi houbovych bunéénych

proteinu. ¢. vzorku: 9 10 11 12

std MEG SuP P.o. P.o.+R.e.

B . YTy g

28 |

-
-~
"

R.e. buiikky  bioreaktor - bunky

Obr. 20. — 1-DE gel bunéénych proteint bakterii a hub.

std = standard molekulovych hmotnosti, jeho hodnoty uvedeny v levé ¢asti obrazku

9. R.e. buiiky MEG = bunééné proteiny R. erythropolis po kultivaci v MEG médiu

10. R.e. buiiky SUP = buné¢né proteiny izolované z kultiva¢ni tekutiny po nasledné kultivaci bakterie
R. erythropolis

11. BR buiiky P.0. = bun&tné proteiny P. ostreatus ziskané z PUF kostek z bioreaktoru — kultivace P.
ostreatus

12. BR buiiky P.0.+R.e. = bunééné proteiny smésné kultury ziskané z PUF Kkostek z bioreaktoru —
kokultivace P. ostreatus a R. erythropolis



5.6.2. Buné¢ény proteom P. ostreatus a R. erythropolis

V pilotnim proteomovém experimentu jsme chtéli otestovat, jak dobte Ize bilkoviny
houbové 1 bakterialni separovat pomoci 2-DE a jak odlisné budou jejich bilkovinné profily.

2-D elektroforéza byla pouzita pro analyzu bunéCnych proteini P. ostreatus a R.
erythropolis, které byly ziskany z kultivace na kulickach v MEG médiu.

Obr. 21 a 22 predstavuje proteomy P. ostreatus a R. erythropolis kultivované na
inertnim povrchu — sklenéné kulicky s MEG médiem. U obou vzorkli nebyl problém se
solubilizaci a délenim bilkovin. Vysledné bunétné proteomy jsou velmi odlisné, zasadni
rozdil 1ze pozorovat ve spektru proteinii houby P. ostreatus, ktera ma proteiny zastoupeny
Vv celé Skale pouzitého rozmezi pH stripu, tj. pH 3 az 10, zatimco u bakterie R. erythropolis je
pfevazna c¢ast proteinit v kyselé oblasti stripu v rozmezi pH 4-7. ProtoZze se nepodafilo
vypéstovat na mikrokulickédch smésnou kulturu, kde by byly oba mikroorganismy zastoupeny
stejnym pomeérem, nebylo mozné ziskat proteom smésné kultury. Proteomy ziskané z 2-DE

nebyly proto dale hodnoceny.
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3 K > 10
pH

Obr. 21. — 2-DE gel bunéénych proteini P. ostreatus z kultivace na sklenénych mikrokuli¢kach.
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3 < . > 10
pH
Obr. 22. — 2-DE gel bunéénych proteini R. erythropolis z kultivace na sklenénych
mikrokuli¢kach.
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6. DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo studium vzajemnych interakci houby P. ostreatus a
bakterie R. erythropolis pii biodegrada¢nich procesech. Oba mikroorganismy disponuji
velkym biodegrada¢nim potencialem (shrnuto v Cohen et al. 2002 a v Martinkova et al. 2009)
a proto byly vybrany do experimentu za ucelem navysSeni degradacni kapacity. Moznost
kooperace houby a bakterii v biodegrada¢nich reakcich byla jiz diive navrhovana na zakladé
jejich metabolickych schopnosti a potvrzena ve studiich se smésnymi kulturami (shrnuto
Vv Mikeskova et al. 2012). V piipadé dekolorizace smési pramyslovych barviv v odpadnich
vodach byla takovato kooperace pozorovana napi. se smésnou kulturou Irpex lacteus a
aktivovaného kalu (Novotny et al. 2011).

V préci bylo vyzkouseno n¢kolik kultivacnich systémt pro vzajemnou kokultivaci P.
ostreatus a R. erythropolis. Nejprve byl pro testovani vzajemné inhibice rustu obou
organismi pouzit jednoduchy inhibi¢ni test na Petriho miskach podle prace Radtke et al.
(1994), ktery ukazal, ze by nemélo dochazet k vzajemnym inhibi¢nim interakcim mezi
sledovanymi druhy (Obr. 8).

Prvni ¢ast prace pak zahrnovala vyzkouseni rGznych kultivacnich zatfizeni vhodnych
pro kokultivaci i sohledem na nasledujici ziskani obou partnert pro morfologickou a
biochemickou analyzu. Biochemické charakterizace zahrnovala biodegradacni experimenty,
sledovani enzymatické aktivity ligninolytickych enzymu v kulturach a proteomickou analyzu.
Pouzit byl dvoufazovy systém podle Nquyen et al. (2005) - sklenéné mikrokulicky s tekutym
médiem, které uritym zplsobem simuluji ptirozené prostiedi (¢astecky pudy). Tento systém
byl suspéchem pouzit pro studium diferenciace u streptomycet (Nquyen et al. 2005;
Petrackova et al. 2013) a je vhodny pro naslednou ¢istou izolaci proteint. Dal§i vyhodou
tohoto prostfedi je, ze kulicky tvofi inertni povrch, ktery houba neni schopna svymi
extracelularnimi enzymy degradovat, na rozdil od agaru. Pozorovani kultur v tomto systému
ukazalo, ze soucasna inokulace houby i bakterie vedla k rychlému naristu bakterialniho
biofilmu kvuli vyssi rychlosti ristu bakterii a tim doslo k inhibici riistu houby. Ani ptedsazeni
inokulace houby pted bakterii nemélo Zadouci vliv na sjednoceni rastu. Jak ukazuji snimky
z binokularni lupy (Obr. 9), hydrofobni povrch mycelia znemoznil pfilnuti bakterii
k houbovym vlaknim a jejich rtst, nebylo tedy dosazeno vzniku smésného biofilmu.
Fluorescentni barveni bakterii pak ukéazalo pfitomnost Zivych i mrtvych bakterialnich bunék
V blizkosti houbovych hyf (Obr. 10). Zivé bakterie misty pfisedaly na povrch houbovych

vldken. Obdobné problémy nastdvaly pii kokultivaci v tekutém médiu (plovouci biofilm),
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(Obr. 11). Ve spole¢né kultivaci vyrazné pievazoval bakterialni biofilm, ktery neumoznil
dostate¢ny prostor pro riist houbového mycelia. Ale i1 presto takovato konsorcia vldknitych
hub a bakterii mohou byt Gspé$na v dekolorizaci syntetickych barviv (Gou et al. 2009;
Novotny et al. 2011).

Pro dal$i pokusy a biochemickou charakterizaci kokultur P. ostreatus a R. erythropolis
byl vybran systém bioreaktorovy, ve kterém houba byla imobilizovana na PUF kostkach
(podle Kasinath et al. 2003). Zhang et al. 1999 ve své studii dekolorizace barviva Orange I1
houbovym kmenem F29 zjistili, ze imobilizace mycelia pfispivda ke zvysSeni ucinnosti
dekolorizace. V této praci bioreaktorovy systém napodoboval moznou primyslovou aplikaci
houbového filtru pii C¢isténi odpadnich vod, kdy lze predpokladat jeho kontaminaci
bakteriemi. Pfedkultivaci houbového mycelia na PUF kostkach, které byly nésledné
pteneseny do bioreaktoru, bylo ve srovndni s pfedchozimi kultivaénimi systémy dosazeno
dostate¢ného nartstu houby.

Jednim ze sledovanych faktori kultivace v bioreaktoru byl rast R. erythropolis. Bylo
zjisténo, ze ihned po inokulaci bioreaktoru bakteriemi zacala koncentrace planktonickych
bakterii v kultivacni tekutin¢ klesat, az prakticky vymizely (Obr. 12). Jako pficina této
skute¢nosti bylo zvazovano né€kolik moZnosti. Za jednu z nich bylo povazovano plisobeni
enzymu lakazy (Lac), ktery P. ostreatus produkuje do média v pomérné velkém mnozZstvi. Je
znamo, 7Ze ligninolytické enzymy houby produkuji pii interakei s jinymi organismy, zejména
antagonisty, a pti chemickém stresu (napt. ethanol, isopropanol, chlorid lithny, chlorid
vapenaty), (White a Boddy 1992; Crowe a Olsson 2001). Tyto enzymy mohou ovlivnit
bakterie pfimym napadenim bakterialni membrany nebo mohou uvolnit Ziviny pro bakterie
nasledkem rozkladu organické hmoty (Tornberg et al. 2003). Mohou mit tedy negativni i
pozitivni vliv. V bioreaktoru, kam byla k houbové kultufe pfidana bakterie R. erythropolis a
RBBR, byla zaznamenéana nejvyssi hladina Lac (Obr. 14). Nicméné Ubytek bakterii v médiu
byl v tomto bioreaktoru stejny jako v bioreaktoru, kde byla pouze smésna kultura bez RBBR a
ve kterém hladina Lac nebyla tak vysoka (viz Obr. 12 a 14). Do testovani vlivu Lac na riist
bakterii byla zahrnuta i bakterie S. marcescens, kterd byla vybrana z divodu, ze na rozdil od
R. erythropolis se jedna o zastupce skupiny gram-negativnich bakterii, ale ma podobné
fyziologické vlastnosti jako R. erythropolis (fakultativné anaerobni pidni bakterie). Na gram-
negativni a gram-pozitivni bakterie ptisobi houby rozdiln€. Bylo zjiS§téno, ze mnoZstvi gram-
negativnich bakterii v pudé po inokulaci hub vzrostlo (Tornberg et al. 2003), zatimco rist
gram-pozitivnich bakterii houby casto inhibuji (Coletto a Labollita 1997). ZvySeni rlstu

gram-negativnich bakterii bylo pravdépodobné zpiisobeno uvolnénim Zivin z lyzovanych
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gram-pozitivnich bakterii ¢i z organické hmoty rozkladané houbou (Tornberg et al. 2003).
Bakterie R. erythropolis a S. marcescens byly kultivovany v MEG médiu s Lac, v zadné
kultivaci nebyla zaznamenana odchylka v ristu od kontrolni kultivace (Obr. 16). Enzym Lac
pravdépodobné nebyl pti¢inou hynuti bakterii v bioreaktoru.

V ramci hledani pfiCiny uhynu bakterii v bioreaktoru bylo zjistovano, zda nedochazi
ke snizeni pH média vlivem ptisobeni P. ostreatus. Je znamo, Ze vlaknité houby produkuji do
svého okoli organické kyseliny, které napomahaji degradaci ligninu a celulézy, vyvazuji
toxické kovy zprostfedi za vzniku nerozpustnych sloucCenin a uplatnuji se v procesu
patogeneze rostlin (shrnuto v Gadd 1999). Snizeni pH okoli miize rovnéz prispét ke zvyseni
konkurenceschopnosti hub vii¢i pidnim bakteriim, které 1épe rostou v neutralnim nebo slabé
zasaditém pH (Rousk et al. 2009). MEG médium ma pH piiblizn€ rovno 4,9. Vyrazng&jsi
snizeni hodnoty pH média by mohlo inhibovat bakteridlni rist. Nicméné ke zméné pH média
vlivem pfitomnosti P. ostreatus béhem 24 hodin kultivace nedoslo (Tab. 7) a bakterie
Vv kontrolni kultivaci v MEG médiu o tomto pH vykazovaly normalni nardst (Obr. 18). Faktor
pH se tedy také neprokazal jako pfi¢ina hynuti bakterii v bioreaktoru.

Tfetim moznym faktorem, ktery by mohl mit negativni vliv na bakterialni rist, byla
moznost Ubytku mnozstvi glukézy v médiu vlivem ristu P. ostreatus. Stanovenim mnoZstvi
glukoézy v kultivacni tekutiné odebrané z bioreaktoru bylo zjisténo, Ze v médiu po kultivaci P.
ostreatus stale zbyva ptiblizné€ 10 g/l glukdzy pro rist bakterii. Doporucena komplexni média
pro R. erythropolis pfitom obsahuji 10 g/ glukdzy (B8 médium — kvasinkovy glukozovy agar,
Ceska sbirka mikroorganismi, Masarykova univerzita Brno).

Pfic¢inu hynuti bakterii v kultivaéni tekutiné bioreaktoru by bylo tedy tfeba hledat
jinde. Vzorky kultivaéni tekutiny z kultur P. ostreatus ztéto prace byly piedany na
chemickou analyzu v Laboratofi environmentalni biotechnologie za tcfelem stanoveni
houbovych metabolitli, které by mohly ovliviiovat rist bakterii. Bylo ukazano, ze ptibuzna
houba Pleurotus sajor-caju produkuje organické latky s antimikrobialnimi u¢inky, jako jsou
beta-sistosterol, cholestanol, 1,5-dibenzoylnaftalen a 1,2-benzendikarboxylova kyselina
(Gogavekar et al. 2014). Pfedbézné GC-MS analyzy kultivacni tekutiny P. ostreatus ukazaly,
ze houba produkuje do kultivaéni tekutiny 3°,4"-dimethoxy propiophenon, 6,7-dimethoxy-
1(3H)- isobenzofuranon a 1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahydro- 1,1,4a-trimethyl fenantren (dosud
nepublikovéano). Uginek téchto latek na R. erythropolis viak nebyl dosud studovan. Jeden
derivat isobenzofuranonu byl nedavno izolovan z houby Paraphoma radicina a testovan na
antimikrobialni ucinky (EI-Elimat et al. 2014). Antibakterialni vlastnosti latek produkovanych

P. ostreatus vyzaduji dalsi cilené studium.
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Po ukonceni kultivace v bioreaktoru byly z kultur odebrany PUF kostky, ze kterych
byla vymackana suspenze bunék a vyseta na agarové misky. V suspenzi se nachazelo
pomémné velké mnozstvi zivotaschopnych bakteridlnich bunc¢k (Tab. 5). Je mozné, ze
planktonni bakterie v kultiva¢ni tekutiné¢ v bioreaktoru uhynuly, ale bakterie, které se
prichytily uvnitt PUF kostek a vytvorily biofilm, se tak staly odolné;jsi vii¢i ptisobeni latky,
ktera ovliviiovala jejich planktonicky rist. Je znamo, Ze bakterie zijici v biofilmu vykazuji
vy$8i odolnost vic¢i neptiznivym vlivim nez planktonni bunky (Olson et al. 2002).

Za ucelem sledovani kooperace P. ostreatus a R. erythropolis pii biodegradacnich
procesech bylo do bioreaktoru piidano textilni barvivo RBBR, které¢ je Castym znecisténim
odpadnich vod v zemich s textilnim a barvirenskym primyslem. Smésna kultura P. ostreatus
a R. erythropolis odbouravala barvivo s prakticky stejnou ucinnosti jako c¢ista kultura P.
ostreatus (Obr. 13). Bakterie R. erythropolis nedegradovala antrachinonové barvivo RBBR a
ve smésné kultufe nedoslo ke kooperaci obou mikroorganismi, ktera by vedla ke zvySeni
efektivity dekolorizace RBBR. Podle soucasnych znalosti o dekolorizaci rodu Rhodococcus
jsou tyto bakterie schopny dekolorizovat azobarviva (Chang a Lin 2001), vcetné jejich
sulfonovanych forem (Heiss et al. 1992). U nové objeveného kmene Rhodococcus
gingshengii JB301 byla zjisténa schopnost dekolorizace trifenylmethanovych barviv (Li et al.
2014). Rhodococcus jostii RHA1 disponuje peroxidazou dekolorizujici barvivo Reactive Blue
4, které je rovnéz soucasti tfidy antrachinonovych barviv a je strukturné velice podobné
RBBR (Roberts et al. 2011).

Bakterialni kontaminace muze mit na efektivitu dekolorizace ligninolytickych hub
rizny vliv. Podobné vysledky jako Vv této praci byly pozorovany ve studii srovnavajici
efektivitu dekolorizace RBBR houbou 1. lacteus v pidé ve sterilnich podminkach a
Vv pfitomnosti piidniho bakteridlniho konsorcia ziskaného z plidy kontaminované barvivem
(Bhatt et al. 2000). Smésna kultura byla v dekolorizaci prakticky stejné uspé$na jako
jednotlivé kultury, ackoli samotné bakterialni konsorcium dekolorizovalo barvivo s jesté vyssi
ucinnosti nez samotnd houba. Tato skutecnost je ve studii pfisuzovana antibakterialnimu vlivu
houby. Negativni vliv bakteridlni kontaminace byl sledovan v piipadé T. versicolor, ktera
v Cisté kultufe efektivné degradovala dvé azobarviva a antrachinonové barvivo Reactive Blue
19. Po kontaminaci bioreaktoru bakteriemi nastal pokles ucinnosti dekolorizace. Rist
bakterialni populace v bioreaktoru omezil rist houby a doslo ke snizeni produkce houbovych
peroxidaz (Borchert a Libra 2001). Pozitivni vliv bakteridlni kontaminace na efektivitu

dekolorizace houbou T. versicolor pozoroval ve své studii Baldrian (2004).
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V prub¢éhu kultivace v bioreaktoru byla sledovana hladina tii ligninolytickych enzymu
Vv kultiva¢ni tekutiné — Lac, mangan-dependentni peroxidazy (MnP) a mangan-independentni
peroxidazy (MiP). Obé uvedené peroxidazy se vyskytovaly v kulturdch ve velice nizkém
mnozstvi. Bylo zjisténo, ze po 24 hodinach kultivace je nejvyssi mnozstvi Lac v bioreaktoru
se smésnou kulturou P. ostreatus a R. erythropolis, kam bylo pfidano barvivo RBBR. Je
mozné, ze houba byla stimulovana k vyssi produkci enzymu kombinaci obou téchto faktora,
tedy pritomnosti bakterie i barviva. Ve studii, kterou provedl Baldrian (2004), produkovaly P.
ostreatus a T. versicolor vys$$i mnozstvi Lac po pifidani pudnich bakterii do média, coz
zpusobilo zvyseni dekolorizace barviva RBBR. V této praci pozitivni vliv vyssi koncentrace
Lac na dekolorizaci RBBR smésnou kulturou pozorovan nebyl. Ve studii Baldriana (2004)
m¢éla houba T. versicolor negativni vliv na rast pudnich bakterii, nicméné nebylo prokazano,
7ze by pfi¢inou byla pravé Lac, stejn¢ jako v této praci. ZvysSeni produkce Lac bylo
pozorovano také v blizkosti jinych druht hub, a to zejména v interakénich zoénach (Hiscox et
al. 2010). Produkce Lac miiZze byt soucasti mezidruhovych interakci (White a Boddy 1992). U
houby Trametes versicolor bylo pak prokazano, ze produkce Lac byla indukovana na
transkrip¢ni Grovni organickym polutantem 17a-ethinylestradiolem (Pienosilova et al. 2013) a
smési polychlorovanych bifenyli Delor 103 (Plackova et al. 2012). Synteticka barviva, mezi
nimi i RBBR, méla pak pozitivni vliv na produkci MnP u houby Irpex lacteus (Susla a
Svobodova 2008). Vedle ovlivnéni hladiny produkovanych enzymi ptitomnost barviv vedla i
k produkci forem MnP s jinymi hodnotami pl, nez které byly detekovany v kontrolnich
kultivacich (Susla a Svobodova 2008). Obdobny efekt by tedy RBBR mohlo vykazovat i
v kulturach P. ostreatus.

Za ucelem bliz§iho sledovani vlivu P. ostreatus na bakteridlni rist byl proveden
pokus, kdy byly bakterie kultivovany v kultivac¢ni tekutiné po P. ostreatus, z niz bylo
mycelium odfiltrovano. R. erythropolis v kultiva¢ni tekutiné dosahl podstatné niz§iho nardstu
v porovnani s kontrolni kultivaci v MEG médiu (Obr. 15). Zaroven se v tekuting tvofily
bakterialni shluky. Hydrofobni buiky R. erythropolis se shlukuji v reakci na stres, kdy se
snazi vystavit co nejmensi povrch bun¢k pisobeni skodlivé latky. Ve studii Carvalho et al.
(2004) bylo shlukovani R. erythropolis sledovano vreakci na pfitomnost rozpoustédel
(butanolu a dimetylformamidu) v kultivaénim médiu. Ve studii Chang et al. (2009) byla
v procesu degradace alkand R. erythropolis rovnéz pozorovana tvorba buné¢nych shlukd,
které mély v pruméru az 2 cm. Je tedy mozné, ze R. erythropolis reagoval pii kultivaci
Vv kultivacni tekutiné P. ostreatus na né&jaky, dosud neidentifikovany, houbovy metabolit

pusobici obdobny stres, jaky byl zaznamendn ve zminénych pracech. Pro shlukovéani bunék se
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ukazala jako kli¢ova vlastnost hydrofobicita bunééného povrchu R. erythropolis, ktera je
zpisobena pfitomnosti alifatickych fetézci mykolovych kyselin, glykolipidd, mastnych
kyselin a polysacharidii (shrnuto v Sutcliffe 1998). Hydrofobicita bunééného povrchu
umoznila asociaci bun¢k vzijemné a poté¢ jejich adhezi ke kapénkam uhlovodiki, coz
umoznilo efektivni degradaci alkant (Chang et al. 2009). S. marcescens Vv kultiva¢ni tekutiné
nerostla a tvorba shlukli nebyla pozorovana. V kontrolni kultivaci S. marcescens v MEG
médiu byla zaznamenana dlouhd lag faze. Z toho je ziejmé, ze MEG médium neni pro
kultivaci S. marcescens vhodné.

Soucasti studia interakci houby P. ostreatus a R. erythropolis byla také proteomicka
studie. Za pouziti 1-DE byly separovany extracytoplazmatické a bunééné bilkoviny izolované
ze vzorkl ziskanych bioreaktoru ¢i z tekuté kultury, které byly nasledné porovnany (Obr. 19 a
20). Cilem bylo zjistit, zda pfitomnost bakterie v bioreaktoru ovlivituje expresi houbovych
proteint a rust bakterii pozméni spektrum extracelularnich houbovych bilkovin v kultivaéni
tekutiné. Pomoci 1-DE se podafilo detekovat jak extracelularni houbové proteiny, tak i
extracelularni bakteridlni proteiny. Z vysledkd je patrné, ze houbové extracelularni proteiny
jsou ve vzorcich dominantni a vlivem kultivace bakterii v této houbové kultivacni tekuting
dochazi k mirnym, pfevazné kvantitativnim zménam. Jasné hodnoceni téchto zmén bylo
ovSem problematické vzhledem k nejednotnému zastoupeni houby a bakterie ve vzorku.

Srovnanim vzorkt extracelularnich proteint z bioreaktoru z kultivace P. ostreatus a
vzorkll ze smésné kultivace bylo zjiSténo, Ze pfitomnost bakterie ovlivnila expresi houbovych
proteinti jen velmi nepatrné (Obr. 19, ¢islo vzorku 7 a 8). V ptipadé bunéénych houbovych
proteinti nedoslo vlivem bakterii k zadné zméné (Obr. 19, ¢islo vzorku 11 a 12). Naproti tomu
byly pozorovany rozdily v duplikatech extracelularnich proteinti z kultivace P. ostreatus
Vv bioreaktoru, ptfestoze byly dodrzeny stejné kultivaéni podminky (Obr. 19, Cislo vzorku 6 a
7). Roli zde hraje pravdépodobné biologicka variabilita houbovych kultur, kterd byla v malé
mife pozorovana napiiklad i v proteomu Aspergillus flavus (Pechanova et al. 2013)
V priibéhu této prace bylo n€kolikrat pozorovano, Ze charakteristiky ristu P. ostreatus se
navzdory zachovani stejnych kultiva¢nich podminek lisily.

Separaci bunéénych proteinti R. erythropolis po kultivaci v kultivacni tekutiné a MEG
médiu byl detekovéan protein ¢i skupina proteinil o velikosti pfiblizné 70 kDa (Obr. 20, ¢islo
vzorku 9 a 10), které jsou v kultivacni tekutiné exprimovany méné nez v kontrolni kultivaci.
Tento protein/proteiny by mohly ptedstavovat proteiny ovlivnéné houbou a jejich funkce by
mohla napovédét o mechanismu interakce obou organismil. Je vSak zapotiebi proteiny lépe

separovat, napt. pomoci 2-DE, a identifikovat pomoci hmotnostni spektrometrie.
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2-DE byla v této praci pouzita pro separaci a podrobnéjsi analyzu bunéénych proteint
P. ostreatus a R. erythropolis. Pro tyto experimenty byly separovany vzorky z Cistych kultur
z kultivace na sklenénych mikrokulickéch, jez umoznily ziskat vhodny vzorek pro naslednou
proteomickou analyzu, a na rozdil od smésnych kultur rostly bez problémii. Z uvedenych
vysledk je patrny rozdil mezi proteomy obou mikroorganismt, zejména v rozdéleni proteina
V prvnim rozméru. Zatimco P. ostreatus ma proteiny v celé Skadle pH pouzitého stripu (v
nasem piipadé pH 3 - 10), R. erythropolis ma proteiny pievazné v kyselé oblasti (Obr. 21-22).

Techniky 2-DE separace proteinti jsou v soucasné dob¢é pouzivany ke studiu
extracelularnich i vnitrobunéénych proteinti vlaknitych hub (napf. studie Chimi et al. 2013;
Salvachua et al. 2013; Vasina et al. 2013), protoze na rozdil od proteomickych aplikaci
hmotnostni spektrometrie umoznuji snaz§i komparativni analyzu proteomi a identifikaci
markerovych proteinti. P. ostreatus byl pouzit jako jeden z modelovych organismi pro
optimizaci protokolu 2-DE separace houbovych extracelularnich proteinti (Fragner et al.
2009).

Proteom P. ostreatus ziskany v této praci zkultur ze sklenénych mikrokuli¢ek
pfedstavuje jednu zmala dosud ziskanych proteinovych map této houby. Dosud byly
studovany pievazné sekretomy této houby (Fragner et al. 2009; Salvachua et al. 2013). 1-DE
v kombinaci s hmotnostni spektrometrii byla pouzita na studium extracelularnich i
intracelularnich proteind P. ostreatus (Fernandez-Fueyo et al. 2014) a piibuzné houby
Pleurotus tuber-regium (Zhang et al. 2012). Rozdéleni proteinii P. ostreatus po celé skale
stripu (pH 3-10) odpovida houbovym vnitrobunéénym proteomim z jinych praci (Pechanova
et al. 2013, Chimi et al. 2013). Oproti tomu bunéné proteiny houby T. hirsuta byly
separovany v rozmezi pH 3-6 (Vasina et al. 2013).

Skutecnost, ze proteomy obou studovanych mikroorganismi z této prace se tolik lisi
v pH spektru, by mohla usnadnit identifikaci proteinli obou mikroorganismii ve smésné
kultivaci. Izolace proteinii ze smésné kultury za stejnych podminek vSak nebyla provedena,
protoze se nepodafilo sjednotit nartist mikroorganismli a pomér mnozstvi proteinii houby a
bakterie tedy byl velmi rozdilny. Ziskané 2-DE proteomy nebyly proto dale hodnoceny.

V této praci bylo dokéazano, ze P. ostreatus za studovanych podminek v bioreaktoru
ovlivitoval rist modelové bakterie R. erythropolis. Bakterie neovlivnila biodegradacni
potencial houby, ale R. erythropolis na P. ostreatus reagoval zménou charakteristiky svého
rustu, pravdépodobné v reakci na neidentifikovany houbovy metabolit. Dokonceni 2-DE
proteomové studie bakteridlnich proteinti z kultivace na houbové kultivacni tekutiné a

smésnych kultur by mohlo ukazat na proteinové funkce hrajici roli ve vzdjemné interakci
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organismu. Zaroven je tfeba veénovat vEtsi pozornost identifikaci houbovych metaboliti

S potencidlnimi antibakteridlnimi G¢inky.
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7.

SOUHRN

V prvni ¢asti prace byl vybirdn optimalni kultivaéni systém pro smésnou kultivaci houby
P. ostreatus a bakterie R. erythropolis. V pfipadé kultivace na mikrokulickach a v tekutém
médiu byla provedena morfologicka analyza kultur. V kultivaci na mikrokuli¢kach bylo
zjisténo, ze oba mikroorganismy jsou pfitomny, bakterie jsou zivé, ale stejné jako
Vv tekutych kulturdch v téchto kultivacnich systémech nedochazi ke vzniku smésného
biofilmu. Ve ,.fixed-bed* bioreaktoru bylo mozné houbu uspésné kultivovat v dostate¢ném
mnozstvi V imobilizované podobé na pevném nosi¢i (PUF kostkach) a nasledné
kontaminovat kulturu bakteriemi. Tento systém byl vhodny pro provedeni biodegrada¢nich

experimentl a byl pouzit v dalsi ¢asti prace.

Pii sledovani ristu bakterii v houbovém bioreaktoru bylo zjisténo, ze se mnozstvi bakterii
Vv kultiva¢ni tekutiné v bioreaktoru ihned po inokulaci zacalo snizovat, az v tekutiné
prakticky zadné bakterie nebyly. Nezanedbatelné mnozstvi zivotaschopnych bakterialnich
bunék (4*10°>-1,3*10° CFU/mL) bylo nalezeno v PUF nosi¢i. Za uéelem vysvétleni riistu
bakterii v kokultivaci bylo testovano, zda bakteriim nevadil houbovy enzym lakaza, ktery
byl ptitomen v médiu ve velkém mnozstvi. Dale bylo zjistovano, zda P. ostreatus svym
rastem neovlivnil pH média nebo mnoZstvi glukoézy v médiu. Bylo zjisténo, lakdza neméla
na rust bakterii vliv, pfi kultivaci P. ostreatus k poklesu pH média nedochazelo a zistatek
glukdzy v médiu po kultivaci P. ostreatus byl 65 % pavodni koncentrace, tj. 10 g/1. Ubytek
bakterii v tekutiné v bioreaktoru byl pravdépodobné spojen s produkci neznamého
metabolitu houbou. Byl-li R. erythropolis kultivovan na kultiva¢ni tekutiné ziskané z

kultur P. ostreatus, dochézelo u bakterii k vyrazné zméné morfologie - shlukovani bunék.

Biodegradacéni experimenty ukazaly, ze P. ostreatus uc¢inné odbarvoval barvivo RBBR. U
R. erythropolis biodegradace RBBR zjisténa nebyla. Efektivita dekolorizace byla u smésné
kultury i1 kultury P. ostreatus prakticky stejna (v obou prumérmné 80 %). Bakterie se na

dekolorizaci ve smésné kultute nepodilela.

Majoritnim enzymem v médiu produkovanym houbou P. ostreatus béhem kultivace
Vv bioreaktoru byla lakadza. Nejveétsi mnozstvi lakazy bylo zjisténo Vv kokultivaci P.
ostreatus a R. erythropolis, kam bylo pfidano RBBR. Mangan-dependentni peroxidaza a
mangan-independentni peroxiddza byly v kulturach detekovany pouze v nepatrném

mnozstvi.
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= Zprofili extracytoplazmatickych a bunécnych bakteridlnich a houbovych proteina
Z bioreaktorovych kultur bylo zjisténo, ze ptitomnost R. erythropolis v bioreaktoru neméla
vliv na expresi houbovych bunéénych proteini. Pomoci 1-DE byl nalezen buné¢ny protein
(¢i skupina proteint) R. erythropolis, jejichz exprese je pii kultivaci v kultivacni tekutiné
po P. ostreatus negativné¢ ovlivnéna. Tento protein/proteiny by mély byt dale
identifikovany. V praci byla pouzita rovnéz separace proteinti pomoci 2-DE, ktera poskytla

blizsi predstavu o podobé proteomli obou mikroorganismi.
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