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Abstrakt (CZ)

Tato prace se zabyva studiem kmenu hub RJ0258 (Geosmithia sp.9), u kterého byla
diive zjisténa produkce sekundarnich metabolitli s antimikrobialni aktivitou. Produkce
sekundarnich metaboliti je znacné zéavisld na kultivacnich podminkadch a nésledné
ziskavani téchto metaboliti na typu pouzité extrakéni metody. Prace zahrnuje optimalizaci
kultivacnich podminek houbové kultury pro =zajiSténi maximalni produkce latek
s antimikrobialni aktivitou, nasledné zpracovani fermenta¢niho média, metodiku extrakce
téchto biologicky aktivnich latek a jejich separaci kapalinovou chromatografii.

Pii provedenych testech bylo zjiSténo optimalni sloZeni kultivaéniho média — agar
s maltézovym extraktem (MEA — 100 ml, maltézovy extrakt — 2 g, glukosa — 2 g, pepton
0,1 g, uprava pH na 5-6). Déle bylo zjisténo, ze nejvhodné&jsi doba kultivace je 11 dni od
pocatku kultivace, kdy dochézi na zakladé testli biologické aktivity k nejvetsi produkcei
sekundarnich metaboliti s antimikrobialni aktivitou. Po kultivaci bylo fermenta¢ni médium
extrahovdno metodou kapalina-kapalina roztokem 5% kyseliny octové v ethylacetatu. Po
odpateni a rozpuSténi ziskaného extraktu byl extrakt analyzovan metodou UPLC-DAD-
TOF-MS. Analyzy probihaly na koloné Acquity UPLC BEH C18 a extrakt byl separovan
za pouziti linedrni gradientové eluce s mobilnimi fazemi (A) 0,1% vodného roztoku
kyseliny mravenci a (B) acetonitrilu. UPLC umozZiiuje diky své vysoké ucinnosti separovat
mnoho sekundarnich metabolith ve slozité matrici, pouziti DAD detekce spolu
s hmotnostni detekci nam potom poskytuje mnoho dilezitych informaci o jednotlivych
latkach. Antimikrobidlni aktivita extrakt byla testovana Kirby-Bauerovym diskovym

difiznim testem pomoci indikacniho organismu Kocuria rhizophila.

Kli¢ova slova: houby rodu Geosmithia, SPE, LLE, UPLC-DAD-TOF-MS

Predmétova hesla: studium biologicky aktivnich mikrobidlnich sekundarnich metabolit
hub, hleddni novych antibiotik, novéd antibiotika z pfirodnich zdroji, test biologické

aktivity



Abstract (EN)

This work is dealing with study of fungal strain RJ0258 (Geosmithia sp.9) which was
previously found to be the producer of secondary metabolites with antimicrobial activity.
Production of secondary metabolites is significantly dependent on the conditions of
cultivation and the subsequent gaining of these metabolites depends on the extraction
method as well. This thesis involves the optimization of the cultivation conditions for
fungal culture to ensure maximum production of substances with antimicrobial activity, the
subsequent treatment of the fermentation medium, the extraction procedure focused on
biologically active substances and finally the chromatographic separation.

The most suitable design of the fermentation broth was chosen based on the tests - Malt
extract agar medium (MEA — 100 ml, malt extract — 2 g, glucose — 2 g, pepton 0,1 g, pH
adjusted to 5-6). Moreover, it was found out, that the optimal time of cultivation is 11 days,
because, according to the test of biological activity, there is the highest production of
secondary metabolites with antimicrobial activity. Following cultivation, the fermentation
medium was extracted liquid-liquid extraction employing solution of 5% acetic acid in
ethyl acetate. After evaporation and dissolution of the extract the obtained extract was
analyzed by UPLC-DAD-TOF-MS. Separation was carried out on Acquity UPLC BEH
C18 column under linear gradient elution program with mobile phase (A) 0.1 % aqueous
formic acid and (B) acetonitrile. UPLC enables due to its high efficiency the separation of
high amount of secondary metabolites in difficult matrix, the employment of both DAD
and mass spectrometric detection provide, moreover, a lot of important spectral
characteristic of the present substances. The antimicrobial activity of the extracts was
tested using Kirby-Bauer disc diffusion test with Kocuria rhizophila as indicating

organism.

Key words: fungi of the genus Geosmithia, SPE, LLE, UPLC-DAD-TOF-MS

Subject heading: study of bioactive secondary metabolites produced by fungi, searching

for new antibiotics, new antibiotics from natural resources, bioassay tests



Podékovani

Zde bych rad pod¢koval mé Skolitelce RNDr. Tereze Tylové, Ph.D. za profesionalni
pristup, ptatelskou atmosféru, pifijemné pracovni prostfedi, ochotu kdykoli pomoci a
poskytnout uziteCnou radu po celou dobu zpracovani této bakalatrské prace. Mé velké diky
patii také Mgr. Miroslavu Kolatikovi, Ph.D., bez n€hoZz by tato prace viibec nebyla mozna,
za ochotu pomoci a za udé€leni potfebnych informaci ohledné feSené problematiky. Dale
bych rad pod€koval Skolitelce-garantce Doc. RNDr. Zuzan¢ Bosékové, Csc. za vstiicné
jednani, poskytovani cennych informaci a rad. Pod€kovéani patii také RNDr. Miladé
Chudickové za ptijemnou spolupraci a poskytovani informaci.

V posledni fad¢ bych chtél podékovat rodi¢iim a mym nejbliz§im za podporu béhem

celého studia.



Obsah

T UVOM oo eesssseeeee e 9
1.1 Mikrobialni metabolity a jejich VyuZiti ..............ccccoccoviiiiiiiniie, 9
L2 CHIE PIrACE. ...ttt ettt ettt 9

2 Teoreticka CASt .............c.ooviviiee s 11
2.1 PRIrOAnT TAKY .....c..oooiiiiiiiiiee ettt et e 11
2.2 MEtaDOLISIIUS ........oiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt st 11

2.2.1 Primarni metaboliSmus ..............cc..cooiiiiiiiiii e 12
2.2.2 Sekundarni metaboliSmus..............cocooiiiiiiiiiiiii 12
2.3 Biologicka aKtivita..............occoiiiiiiiiiic e e 13
2.3.1 Testovani biologické aKtivity ...............ccccoooiiiiiiiiiiieeeee 13
2.4 ANtDIOtIKA. ........ooiii e e 13
2.4.1 Problematika antibiotické rezistence...................ccccoooiiiiiiiiiniiiiee 13
2.5 Houby jako producenti sekundarnich metaboliti........................ccoeeverirnnnnnn. 14
2.5.1 Houby rodu Geosmithia...................cccoooiiiiiiiiiniicee e, 14
2.5.2 Kultivace mikroorganismi v laboratornich podminkach ............................ 15
2.6 Extrakce sekundarnich metaboliti z kultivaéniho média .................................. 15
2.6.1 Extrakce kapalina-kapalina .....................ccoccconiiiiiiiiii e, 16
2.6.2 Extrakce na pevné fazi ..............cccoooiiiiiiiiiiii e 16
2.7 Chromatografie. ..........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiceeeee e e 17
2.7.1 Kapalinova chromatografie ...............cc..ccocciiiiiniiiiiiniiceceeeeeceene 17
2.7.2 Utinnost separace v chromatografii..................cooovveueviueeueeeeeeeeeeeenen. 17
2.8 Vysokoucinna kapalinova chromatografie.....................cccooovviiviiniiiiieniieneee, 19
2.8.1 Chromatografie s normalni fazi.....................ccoccoiiiiiiiiince 20
2.8.2 Chromatografie s obracenou fazi...............c.ccoooiiiiiiiiniiiniiii e, 20
2.8.3 Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie .....................c.cccccoeeinnnen. 20
2.9 Detekce v kapalinové chromatografii...................ccocooeiiiiiiiiniic e, 21
2.9.1 Detektor diodovEho pole ..............coocoiiiiiiiiiiiiiiii e 21
2.9.2 Detekce hmotnostni speKtrometrii ................cooovieiiiiiiniiinniieieeee e, 21
2.9.2.1 Ionizace eleKtroSPrejem .............cooovieiiiiiiieeeiiiiiee et eeee e 22
2.9.2.2 Priletovy analyZAtor ..............ccoooeeeiieiiiiiiieiieeie et 22



3 Experimentalni CASt...............ocoooiviiiiiii s 24

3.1 ChemIKANE. ..ottt 24
32 INSErUMEIEACE ......oouiiiiiiiiiieiie ettt ettt ettt ettt e bt s e e sbe e st sbeeeaneens 24
3.3 Kultivacni podminky pro kmen RJ0258 (Geosmithia sp.9)...............cceuuenn..... 25

R ) ) SRS SRRSO 25

B SPE ettt ettt et st e bt et 25
3.6 UPLC-DAD-TOF-MMS ...ttt sttt st 26
3.7 Stanoveni biologické aktivity sekundarnich metabolita v extraktu .................. 26

4 VysledKy a diSKUZe................c.ccooooiiiiiiiiiece e 28
4.1 Optimalizace kultivaénich podminek ........................coooiiiiiii, 28
4.2 Optimalizace extrakénich metody................coccooiiniiiiniiniiiieee 31
4.2.1 Srovnani metod LLE a SPE ... 34
4.3 Optimalizace UPLC-DAD-TOF-MS..........cccoiiiieieeeeeeee e 34
SZLAVEY ...t 36
O PIILONY .......ooooo e 37
T LECIATULA ...ttt 38



Seznam zkratek a pouzitych symboli
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chemicka ionizace

butyl

oktadecyl

detektor diodového pole (z angl. ,,Diode array detector)
ionizace elektronovym paprskem

ionizace elektrosprejem

plynova chromatografie (z angl. ,,Gas chromatography*)
vyskovy ekvivalent teoretického patra kolony

vysokoucinna kapalna chromatografie (z angl. ,,High-
performance liquid chromatography*)

délka kolony

kapalinova chromatografie (z angl. ,,Liquid chromatography*)
kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
s pruletovym analyzatorem

extrakce kapalina-kapalina (z angl. ,,Liquid-liquid extraction®)
molekulova hmotnost

pomér hmotnost/naboj iontu

ionizace laserem za spoluti€asti matrice

maltézovy extrakt (z angl. ,,Malt Extract®)

agar s maltézovym extraktem (z angl. ,,Malt Extract Agar*)
hmotnostni spektrometrie (z angl. ,,Mass spectrometry*)

pocet teoretickych pater kolony

chromatografie s normalni fazi (z angl. ,,Normal-phase HPLC*)
zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych ionti

zivné médium s oznacenim RK

chromatografie na reverzni fazi (z angl. ,,Reverse-phase HPLC*)
laboratorni teplota ( z angl. ,,Room temperature*)

rota¢ni vakuova odparka

superoptimalni médium ( z angl. ,,Super Optimal Broth*)

extrakce na pevné fazi (z angl. ,,Solid-phase extraction®)
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TSB
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UPLC-DAD-TOF-MS
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YEAST
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tenkovrstva chromatografie (z angl. ,, Thin-layer
chromatography*)

praletovy analyzator (z angl. ,,Time-of-flight*)

hmotnostni spektrometrie s praletovym analyzatorem
retencni Cas

tryptonové sojové médium (z angl. ,,Tryptone soya broth*)
linearni rychlost mobilni faze

ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. ,,Ultra-
performance liquid chromatography*)

ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie s detektorem
diodového pole a tandemové zapojenym hmotnostnim
detektorem s priletovym analyzatorem
ultrafialové/viditelné zafeni (z angl. ,,Ultraviolet/Visible*)
kvasni¢ni extrakt

naboj iontu



1 Uvod
1.1 Mikrobialni metabolity a jejich vyuziti

Cloveék stile objevuje a vyrabi nové latky. Vétdinou jsou to sloudeniny &lovéku
prospésné, mize se vSak jednat i o latky Skodlivé pro lidské zdravi i zivotni prostiedi.
Tento fakt je spojen také s vyskytem novych onemocnéni ¢i rozsifenim rizika vzniku
infekci a rakoviny [1, 2]. Souvisejicim celosvétovym problémem je stile stoupajici
rezistence patogennich Cinitelli na pouzivana farmaka. To vede ke zvySujici se potieb¢ po
nahrad¢ antibiotik, na které si nékteré mikroorganismy v priabéhu své evoluce vytvofili
resistenci. Od objevu prvnich antibiotik az dodnes jsou nejpouzivanéjSim druhem
antibiotik latky ziskané z mikrobidlnich kultur, jejich semisyntetické a syntetické derivaty
¢i analogy. Mikroorganismy jsou nejstar$i formou zivota na zemi, dokézali se
ptizptisobovat svému okoli a €ini tak i dnes [1].

Z tohoto faktu vyplyva, ze studium mikrobialnich sekundarnich metaboliti mélo a stale
muze mit velky piinos pro lidské zdravi, nebot’ tyto organismy jsou schopné produkovat
velké mnozstvi dosud nezndmych metabolitli vykazujicich biologickou aktivitu. Samotna
produkce metabolitd je vSak zna¢né ovlivnéna vnéjSimi podminkami. Rozhodujicim
faktorem je pfedevSim sloZeni a mnozstvi Zivin, které ma mikroorganismus k dispozici.
Neméné dulezitd je i doba, po kterou organismus Zije na daném misté¢ a pfi danych
podminkach. Po del§i dobé muize dochazet k vy€erpani Zivin, coZ miZe mit za pfic¢inu
umrti mikroorganismu nebo Upravu metabolickych drah s ohledem na dostupné latky.
Samotna izolace metabolitli pak zavisi na charakteru latek a tim i na druhu pouzité
extrakéni metody. V kazdém ohledu mohou mikrobidlni sekundarni metabolity poskytnout
feSeni v problematice bakteridlni rezistence na znama lé¢iva a mohou vést k objeveni 1é¢iv
na doposud nevylécitelné nemoci €1 poskytnout latky vhodné pro Setrnéjsi zplisoby 1€cby

piijatelngjsi pro pacienty [1].

1.2 Cile prace

Cilem této bakalatfské prace bylo studium vybraného kmene hub RJ0258 (Geosmithia
sp.9) z rodu Geosmithia. Prvnim krokem byl vyvoj extrakéni metody vhodné pro extrakci
sekundarnich metabolitll s antimikrobialni aktivitou, které je vyuzitelna pro extrakci téchto
latek ve velkém mnoZstvi z diivodu jejich nasledné izolace. Dale pak byly optimalizovany

podminky kultivace tohoto kmene s cilem zajiSténi takovych podminek, které vedou



k maximélni produkci biologicky aktivnich sekundarnich metaboliti. Analyzy byly
provedeny metodou UPLC-DAD-TOF-MS a pro samotné testovani antimikrobidlni
aktivity byl vyuzit Kirby-Bauertv diskovy difizni test na indikaénim organismu Kocuria

rhizophila.
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2. Teoreticka cast

2.1 Prirodni latky

Terminem piirodni latky (pfirodni produkty) jsou minény latky ziskané z ptirodnich
zdrojii. Mezi takovéto piirodni zdroje miizeme zahrnout prakticky vSechny zivé organismy,
které latky produkuji nebo tyto latky pifimo obsahuji [3]. Jsou produkovany hlavné
mikroorganismy (bakterie, houby aj.), fasami, rostlinami ¢i hmyzem. Tyto organismy jsou
soucasti ekosystému, v nichZ jsou mezi sebou vzdjemné propojeny a v nichz spolu
v mnoha smérech interaguji [1]. Pfedstavuji tak potencidlni nekone¢ny zasobnik znamych
a mozna i dosud neznamych latek, které maji ¢i mohou mit sviij uzitek ve spole¢nosti.
Ptirodni latky jsou v zadjmu zkoumani Siroké védecké spolecnosti a d4 se predpokladat, ze
stale existuji organismy ¢lovékem nepopsané, které mohou byt zdrojem velmi uZziteCnych
doposud neznamych latek. Tento piedpoklad plati hlavné pro mikrobialni producenty,

kterych je obrovské mnozstvi a jsou nejméné probadany [1, 3].

Tabulka 1. Pocet znamych a moznych druhii mikroorganismi [3].

skupina popsané predpokladané
Bakterie ~ 6000 1 500 000
Aktinomyceta =~ 4000 50000-80000
Houby ~ 8000 n¢kolik miliond
Viry ~ 5000 ~ 50000

Rasy ~ 2500 ~ 400000

Vyssi rostliny =~ 35000 1 500 000
Hmyz vice neZ milion 8-10 milionli
Mofsti bezobratli 20000-25000 nékolik miliont
Obratlovci ~50000 50000-55000

2.2 Metabolismus

Metabolismus definujeme jako souhrn biochemickych reakci zprostfedkovanych
organismem. Takovéto reakce miizeme také oznacit jako metabolické drahy, které délime
na primarni a sekundarni. Produkty téchto metabolickych drah pak oznacujeme jako

primarni a sekundarni metabolity [3, 4].
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2.2.1 Primarni metabolismus
Primarni metabolismus mtizeme definovat jako souhrn majoritnich biochemickych
reakci potfebnych k zivotu a samotné funkci organismu. Zaroven tyto reakce poskytuji jen

nékolik kone¢nych produkta [4].

2.2.2 Sekundarni metabolismus

Jako sekundarni metabolismus miZeme oznacit biochemické reakce probihajici
v organismu za ucelem syntézy funkcné profitujici pro dany organismus. Produkty téchto
reakci jsou sekundarni metabolity [3]. Samotny proces sekundarniho metabolismu je ¢asto
spojeny se specifickou c¢asti zivotniho cyklu organismu, nebot organismus samotné
sekundarni metabolity nepotiebuje pro sviij rist a vyvoj. Ve srovnani s primarnimi
metabolity zde nalezneme nckolik podstatnych rozdilt od struktury az po vlastnosti. Pokud
se podivame na vlastnosti sekundérnich metabolitt, zjistime, Ze jsou Casto specifické svym
ucinkem na své okoli. Zaroven druh a charakter sekundarnich metabolitt se 1iSi mezi
jednotlivymi producenty. Stejné ¢i podobné metabolity jsou tudiz schopny syntetizovat jen
malé skupiny organismu ¢i pouze dany druh organismu [3]. Velmi vyznamnou vlastnosti
sekundarnich metabolitl je jejich Casta biologicka aktivita. Diky této vlastnosti si fada
sekundarnich metaboliti naSla své uplatnéni, a to predevSim ve farmacii v podob¢
antibiotik [3]. Uginky sekundarnich metabolitt, hlavné rostlinného pivodu, byly znamy jiz
ve starovéku, nicméné nejznaméj$im piikladem vyznamnosti sekundarnich metabolitl je
objev penicilinu Alexandrem Flemingem (1929) [1, 3].

V soucasné dobé je vénovana nejveétsi pozornost hlavné sekundarnim metabolitim
produkovanych mikroorganismy, a to hned z n€kolika diivodi. Svét mikroorganismti neni
zdaleka zcela prostudovan a stale jsou objevovany organismy dosud nepopsané.

Jako dalsi diivod miizeme uvést stale se zvEtSujici problém resistence mikroorganismil
na nékteré formy léCiv (pfedevSim na antibiotika), vznik novych patogennich latek a
pochopitelné 1 nemoci, na které ¢lovék dosud nenasel 1€k. S t€émito problémy je Uzce
svazana snaha lidi nahradit dosavadni farmaceutické preparaty ¢i najit zcela nové. A jsou
to pravé mikrobidlni sekundarni metabolity, jak bylo uvedeno vyse, které naSly v mnoha

ptipadech uplatnéni jako 1éky ve farmacii [2-5].
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2.3 Biologicka aktivita

Tento termin oznacuje obecné vSechny typy interakci mezi chemickou latkou a
libovolnym molekularnim subjektem nebo Zivym organismem. Tato aktivita se muze
projevit ,,in vitro* na molekuldrni arovni, nebo mtze byt pozorovana ,,in vivo* na cinnosti

celého organismu [3].

2.3.1 Testovani biologické aktivity

Kirby-Bauertiv diskovy difuzni test patfi k velmi ¢asto vyuzivanym testiim ke zjisténi
biologické aktivity studovanych latek. Provadi se za ucelem stanoveni citlivosti nebo
rezistence patogennich aerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii vici rdznym
antimikrobidlnim l4tkdm. Patogenni bakterie je nanesena na agarovou pudu, na jejiz
povrch se nasledné umisti disky z filtracniho papiru impregnovaného antimikrobidlni
latkou. Nasledna piitomnost nebo absence ristu okolo diskli je nepiimym méftitkem
schopnosti této slouceniny inhibovat organismus pii kultivaci. V ptipadé, ze neni kmen
rezistentni, se v zdvislosti na citlivosti bakterie a koncentraci antibiotika vytvoii okolo

diski inhibicni zony [6, 7].

2.4 Antibiotika

Sekundarni metabolity izolované z mikroorganismli vykazujici antimikrobidlni,
protinadorové a antivirové uinky jsou oznaCovany jako antibiotika. Antibiotikum je
obecné latka (sekundarni metabolit) regulujici ristové procesy, replikaci nebo pusobici
danou reakci (regulacné, inhibicng, stimulacn€¢) na zivot prokaryotickych nebo

eukaryotickych buné€k na biochemické trovni pfi své minimalni koncentraci [3].

2.4.1 Problematika antibiotické rezistence

Terminem rezistence oznacujeme necitlivost patogenniho mikroorganismu na Ié¢ivo.
RozliSujeme pfirozenou rezistenci (vyplyva z podstaty organismu) a ziskanou rezistenci
(nadmérné uzivani antibiotik ¢i staly styk bakterii s antibiotiky vylu¢ovanymi do Zivotniho
prostiedi vedouci ke vzniku rezistence). Ziskand mikrobidlni rezistence piedstavuje

celosvétovy problém a vede k nutnosti hledat nové antibiotika [2].
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2.5 Houby jako producenti sekundarnich metabolita

Houby jsou druhou nejrozsitenéjsi skupinou eukaryot a zahrnuji mnoho kment
s unikdtnimi a neobvyklymi biochemickymi vlastnostmi. Touto vlastnosti je hlavné
schopnost metabolicky syntetizovat Siroké spektrum latek, které pak mohou byt
potencionalnimi toxiny, léky, a nebo dokonce obojim. Ve srovnani s pocty znamych,
neprobadanych a ocekavanych moznych druhti organismi v ptirodé¢ (Tabulka 1) se jevi
houby jako nejvétsi mozny zdroj latek s ndslednym moznym vyuzitim [3]. Potencial
vyuziti hub stoupa s piihlédnutim k faktu, ze stidle dochazi k objevovani novych
nepopsanych kment, ptficemz kazdy takovy kmen byva specificky schopnosti syntetizovat
urc¢itou skupinu latek. Dal§im faktem je spjatost zivota hub s rliiznymi a nékdy i unikatnimi
styly ekosystému (extrémni podminky, mote, pida atd.). Poznavanim novych druht hub
jesté vzroste tato chemickd diverzifikace produkovanych latek a s tim 1 moZnost jejich
vyuziti pro ¢lovéka. Vezmeme-li v ivahu vSechny tyto poznatky, dava objevovéni a
studium hub (jejich metabolismu a produkovanych latek) velky potencial pro budoucnost

[3,4].

2.5.1 Houby rodu Geosmithia

Filamentarni houby rodu Geosmithia (Ascomycota: Hypocreales) jsou méalo zndmé,
ackoli jsou celosvétové rozsifenym symbiontem karovci (Coleoptera: Curculionidae,
Scolytinae). JakoZto symbiont interaguje houba s hostitelskou rostlinou mnoha sméry,
nicméné povaha téchto interakci je v pfipadé hub Geosmithia stile neznama. Studium a
identifikace produkovanych latek nam pak poskytuji nahled na ekologii rodu téchto hub.
Sekundarni metabolity symbiotickych hub vykazuji ¢etnou biologickou aktivitu, ktera
z nich déla mozné kandidaty na ptipadnd nova farmaka a pro jiné dalsi aplikace. Jednim z
hlavnich diivoda ke zkoumani toho rodu hub je fakt, Zze fenotyp rodu Geosmithia se velmi
podoba rodu Penicillium, jenz je producentem znamého penicilinu. Tato skutecnost tedy
vkladd do rodu Geosmithia velké nadéje pro jejich mozné vyuziti [8-10]. Pro studium

biologicky aktivnich sekundarnich metaboliti byl vybran kmen RJ0258 (Geosmithia sp.9),

vvvvvv
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2.5.2 Kultivace mikroorganismi v laboratornich podminkach

Jak jiz bylo zminéno, rast organismu a ptipadna produkce sekunddrnich metaboliti
organismem je zavisld na podminkéach kultivace a pfisunu zivin potfebnych pro zivot
mikroorganismu (houby). Je tedy nutné najit vhodné kultivacni podminky, které by
nahradily pfirozené prostiedi mikroorganismu. V souladu stim je také nutné zajistit
podminky, pii kterych houba produkuje sekundarni metabolity, a to pfedevsim ty, které se
vyznacuji mikrobialni aktivitou. Produkce sekundarnich metabolitli je pfedevSim ovlivnéna
sloZzenim kultiva¢niho média [12]. Pro spravnou kultivaci hub je nutné zajistit organismu
dostate¢ny zdroj uhliku nejcastéji v podobé€ riznych organickych latek, které mohou houby
metabolizovat. VétSina hub je schopna vyuzit jako zdroj uhliku sacharidy (sachardza,
glukoza, maltoza), ale i jiné latky na bazi uhlovodiki. Houby vsak na rozdil od nekterych
organismu Casto potfebuji i zdroj dusiku (napft. asparagin). Pro spravnou kultivaci hub jsou
Casto vyzadovany i pfidavky rtiznych minerdlnich latek nebo vitamini. VétSinu téchto
potfeb dnes spliluji komeréné vyrdbénd Zivnd média jako agar s maltdozovym extraktem
(MEA), maltézovy extrakt (ME), superoptimalni extrakt (SOB), kvasni¢ni extrakt
(YEAST) aj., které se piipadné doplni zdrojem uhliku a dusiku dle potfeby. Kromé vlivu
zivin je dale kultivace zavisla také na teploté, hodnoté pH a dobé&, po kterou kultivace
probiha [13, 14].

Pro maximalni produkci biologicky aktivnich latek je proto nutné tyto podminky

otestovat a najit ty nejvhodnéjsi.

2.6 Extrakce sekundarnich metabolitii z kultivaéniho média

Nutnym krokem piedchéazejicim chromatografické analyze sekundarnich metabolitd je
jejich extrakce z kultivaéniho média. Samotné kultivacni médium je velmi slozitd matrice
obsahujici mnoho latek, a proto je tfeba pfed samotnou analyzou vzorek precistit a
v mnoha ptipadech i zakoncentrovat. V tomto kroku jsou analyty (sekundarni metabolity)
zbaveny latek, které by s nimi mohly interferovat a ovlivnit tak jejich stanoveni.
Provedenim purifikace a prekoncentrace vzorku pak docilime zvySeni citlivosti a
spolehlivosti stanoveni. Pro takovéto Upravy vzorkl jsou v zavislosti na matrici nejcastéji
pouzivané extrakce kapalina-kapalina (LLE, z angl. ,Liquid-liquid extraction®) nebo

extrakce na pevné fazi (SPE, z angl. ,,Solid-phase extraction®) [15, 16].
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2.6.1 Extrakce kapalina-kapalina

Metoda LLE vyuziva riznych rozpustnosti latek ve dvou nemisitelnych fazich - vodné
a organické fazi. Extrahovand latka prechazi do rozpoustédla (faze), ve kterém je vice
rozpustna, a zbytek matrice zlstava ve fazi druhé. K odstranéni nepoldrnich necistot, napf.
lipidii a cholesterolu, se pouzivaji rozpoustédla jako je hexan a cyklohexan. Metoda je
vhodna pro praci s vétSimi objemy. Je vSak ¢asové narocna, a je zavisla na slozeni matrice
a latkéach, které chceme stanovit. Nevyhody mohou spocivat napiiklad v moznosti ztraty

vzorku adsorpci na sklo [15, 16].

2.6.2 Extrakce na pevné fazi

Principem SPE je zachytavani analytu nandSeném v kapalné fazi na fazi stacionarni na
zakladé riznorodych interakci analytu a staciondrni faze. Selektivita extrakce je dosazena
chemickou povahou pouzitého sorbentu, volbou kapalné faze ¢i Upravou vzorku na
pozadovanou hodnotu pH. Vzorek je, nejcastéji za snizeného tlaku, nanesen v jednom
rozpoustédle a filtruje se pres patronu SPE. Nasleduje promyti, pfi kterém se odstrani
vétSina zneciStujicich a interferujicich latek. Posledni fazi je eluce rozpoustédlem, ve
kterém je analyt rozpustny [15]. Patrony se vyrabi v podobé malych jednordzovych kazet
(kolonek) naplnénych sorbentem. Jako sorbent (stacionarni faze) se nejcastéji pouziva
silikagel ¢i polymerni sorbent, €asto schemicky vazanymi skupinami jako octadecyl
(C18), fenyl, aminopropyl, iontoménice (katexy i anexy) a v neposledni fad€ i afinitni
materidly pro imunoadsorpci. S pfidanim dalSich funkénich skupin je ddle moZzné rozsifit
pouziti a selektivitu SPE [15].

Extrakce pomoci SPE ve srovnani s LLE md mnoho vyhod, jako napt. vyznamné niZsi
spotiebu rozpoustédel, jednoduchost nebo vyssi reprodukovatelnost. Dalsi velkou vyhodou
je fakt, Ze b€hem extrakce dochézi k ¢isténi vzorku a zaroven k jeho zakoncentrovani, coz
vede ke zvySeni ciltivosti metody [15, 16].

Velmi dobré vysledky byvaji dosazeny kombinaci SPE extrakce s chromatografickymi

metodami.
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2.7 Chromatografie

Chromatografie je separacni metoda, pti které dochazi k rozdélovani (separovani) latek
obsazenych ve vzorku. Vzorek se vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné¢ faze, které
oznacujeme jako fazi stacionarni a mobilni. Metoda je dnes Siroce vyuzivana ke
kvalitativni 1 kvantitativni analyze vzorku [17]. Jak plyne z nadzvu, stacionarni faze je
nepohyblivd, mobilni fize je naopak pohybliva. Vzorek se nanese na zacatek stacionarni
faze a pohybem mobilni faze pfes stacionarni fazi je vzorek unasen chromatografickou
soustavou. Latky obsazené ve vzorku mohou se stacionarni fazi interagovat, zachycuji se
na stacionarni fazi a tim se pii pohybu zdrzuji. Sila interakce riznych latek se stacionarni
fazi se lisi. Tim dochazi k rozdilnému zadrzovani latek stacionarni fazi a separaci slozek ve
vzorku. Stacionarni fazi nejdiive prochdzi latky které¢ jsou nejméné zadrzované, a nebo
nejsou zadrzovany vibec [17, 18].

Z chromatografickych technik se pro separaci mikrobidlnich sekundarnich metabolitt
v ziskanych extraktech vyuzivd vysokoucinnd kapalnd chromatografie (HPLC, z angl.
»High-performance liquid chromatography*) [15, 19, 20], ultra-vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie (UPLC, zangl. ,Ultra-performance liquid chromatography*) [21] a
plynova chromatografie (GC, zangl. ,Gas chromatography*) [22, 23]. Mimo
instrumentalnich metod je mozné vyuzit i tenkovrstvé chromatografie (TLC, z angl. ,,Thin-

layer chromatography*) [23, 24].

2.7.1 Kapalinova chromatografie

U kapalinové chromatografie (LC, z angl. , Liquid chromatography*) slouzi jako
mobilni faze kapalina. Rozhodujicim faktorem pro separaci latek jsou nejen jejich
interakce se stacionarni fazi, ale 1 volba pouzité mobilni faze vyrazné ovlivni vyslednou
separaci sloZzek ve vzorku. B&hem separace se analyt rozdéluje mezi mobilni a stacionarni
fazi a doba, kterou stravi v jedné nebo druhé fazi, je dana afinitou analytu k jednotlivé fazi
[17]. Podle uspotadani pak mizeme rozdélit kapalinovou chromatografii na kolonovou,

tenkovrstvou a papirovou.
2.7.2 U&innost separace v chromatografii

Utinnost kolony definujeme jako jeji schopnost separovat slozky, které jsou obsazeny

ve vzorku. Uginnost kolony roste s jeji schopnosti od sebe oddélovat slozky ve smési.
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Uginnost kolony je vyjadiovana tzv. poétem teoretickych pater kolony — n. Teoretické
patro je pomyslna ¢ast kolony, kde dochazi k ustanoveni rovnovahy analytu mezi mobilni a
staciondrni fazi. Délka této ¢asti je vySkovy ekvivalent teoretického patra kolony — H.
Vyskovy ekvivalent teoretického patra pro kolonu je urcen podilem jeji délky — / a poctem
teoretickych pater kolony — n. U¢innost kolony tedy roste s poétem teoretickych pater a
klesa s vysSkou teoretického patra.

Utinnosti kolony se zabyvé van Deemterova teorie, podle niz vedou k rozsifovani zony
v kolonég a zaroven k riistu vySkového ekvivalentu teoretického patra tfi déje - odpor proti
prenosu hmoty, turbulentni a molekularni difize. Souvisejici Van Deemterova rovnice pak
popisuje vztah mezi linedrni rychlosti mobilni faze u a vyskou teoretického patra kolony H
nebo uéinnosti kolony. Uginnost separace nebo vyska teoretického patra H kolony podle

van Deemtera je dana Rovnici €.1.

H=A+B/u+Cu 1)

kde A, B a C jsou konstanty charakterizujici kolonu a u je linearni rychlost mobilni
faze nejcasteéji méfend v milimetrech za sekundu. Grafickym znazornénim této rovnice je
pak van Deemterova kiivka (Obrazek 1). Minimum van Deemterovy kiivky pak odpovida
idedlni u, kdy kolona dosahuje své nejvyssi ti€innosti [25-27].

Vzhledem k tomu, ze velikost ¢astic je jednou z proménnych van Deemterovy kiivky,
muze tato veli¢ina vyznamné ovlivnit u¢innost chromatografické separace (Obrazek 1).
Mens$i Castice maji tendenci snizovat hodnotu H, to znamena, Ze se zvySi pocet
teoretickych pater kolony na jednotku délky a kolona se stava ucinn&jsi. Castice
stacionarni faze o mal¢ velikosti maji za nésledek rychlejsi prenos latek mezi stacionarni a
mobilni fazi, protoze se podstatné¢ zmensi délka jejich difuzni drahy. Jednou z vyhod
pouziti malych castic stacionarni faze je to, Ze kolona muze byt zkricena a pocet
teoretickych pater kolony zlstava stejny nebo podobny. Zkraceni délky kolony znamena
rychlejsi separaci, které mize byt dosazeno, jelikoz mira separace je umerna délce kolony

[17, 25, 26].
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Obr. 1 Graf van Deemterovych krivek za pouZiti kolon o rozdilné velikosti

castic [28].

2.8 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC je instrumentalni chromatografickd metoda vyuZzivana k separaci latek ze smési,
pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni latek ve vzorku, nebo k piecisténi latek. HPLC je
zaloZena na principu klasické kapalinové chromatografie s tim rozdilem, ze HPLC je
¢astecné ¢i Upln€ automatizovana a pracuje s vyssimi tlaky [17].

Kapalinovy chromatograf HPLC se skladd obvykle z cerpadla, davkovace,
chromatografické kolony a detektoru, za kterym nasleduje zapisovaci zatizeni (pocitac).

Cerpadla musi zajistit linearni piivod mobilni fize. V koloné& probiha samotna separace
latek. Analytické HPLC kolony jsou bézné€ vyrabény o rozmérech 2,1 - 4,6 mm v priméru
a délce 30 - 250 mm. Kolony jsou naplnéné sorbentem o velikosti ¢astic nejcasteji 2 - 50
mikrometrti. To HPLC zarucuje vysokou tc¢innost pfi separaci, a z tohoto diivodu je dnes
jednou z nejpouzivangjSich chromatografickych metod.

Na zéklad¢ rtznych interakci latek se staciondrni fazi (sorbentem) za stejnych
podminek chromatografie vyuzit HPLC ke kvalitativnim stanovenim dle ziskanych
retencnich veli¢in. Detektor po separaci v kolon€ poté generuje signal imérny mnozstvi
latky ve vzorku a tim umoZznuje kvantitativni analyzu slozek obsazenych ve vzorku [17,

18].
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2.8.1 Chromatografie s normalni fazi

Chromatografie s normalni fazi (NP-HPLC, z angl. ,,Normal-phase HPLC*) byla jako
prvni usporadani kapalinové chromatografie vyvinuta jiz na zac¢atku 20. stoleti. V tomto
uspotadani se vyuziva polarni stacionarni faze na bazi oxidu kiemicitého nebo oxidu
hlinitého. Jako mobilni faze se pak uziva nepolarni rozpoustédlo (napt. hexan), ke kterému
se pridava pro upravu polarity malé mnozstvi polarniho rozpoustédla (napt. ethanol,
methanol). Tato metoda je vhodnd predevSim pro vysoce hydrofobni latky, které jsou

nerozpustné v polarnich nebo vodnych rozpoustédlech [17].

2.8.2 Chromatografie s obracenou fazi

Pouziti NP-HPLC se omezilo po roce 1970 s vyvinutim chromatografie na reverzni fazi
RP-HPLC (z angl. ,,Reverse-phase HPLC*), které je dnes pfednostné vyuzivana. Hlavnim
divodem byla Spatnd reprodukovatelnost retencnich ¢ast v disledku pfitomnosti vody
nebo protickych organickych rozpoustédel [17]. U RP-HPLC je stacionarni faze
nepolarniho charakteru a mobilni fazi naopak polarniho. Dnes pouzivané stacionarni
nepolarni faze jsou uhlovodikové fetézce (C4 - C18), které jsou chemicky vazané na nosic¢
na bazi silikagelu, kopolymert styrenu a divinylbenzenu aj. potazené uhlikem. Ve vétSing
ptipadii slouzi jako mobilni faze smés vody a organického rozpoustédla (napt. acetonitrilu,
isopropanolu, methanolu). Vzhledem k nepolarnimu charakteru stacionarni faze k ni maji
vétsi afinitu latky s vy$S§im obsahem hydrofobnich oblasti, tedy méné polarni. Na pocatku
analyzy jsou obvykle délené latky rozpustény ve vode a svymi hydrofobnimi skupinami se
zachyti na kolonu; poté se postupné z kolony eluuji s rostoucim gradientem koncentrace

organického rozpoustédla [17].

2.8.3 Ultra-vysokucinna kapalinova chromatografie

Spolu s postupnym zdokonalovanim technik bylo mozné vyrabét stacionarni faze
omensi velikosti ¢astic. Pochopitelné¢ pak dosSlo ke zdokonaleni a vylepSeni mnoha
analytickych metod. Metoda UPLC funguje na stejném principu jako HPLC, 1i8i se vSak
v pouziti kolon s mensi velikosti ¢astic (méné nez 2 um) a s tim souvisejicich vySsich tlaki
nez je tomu u HPLC. Hlavnimi vyhodami tohoto relativné nového piistupu chromatografie

je ucinngj$i separace, zvysena citlivost, rychlejsi analyza, sniZzeni provoznich nakladi, ¢i
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nizsi spotieba rozpoustédla. Nevyhodou UPLC je vysSsi generovany zpétny tlak nez je
tomu u konven¢ni HPLC, a proto UPLC vyzaduje specialni instrumentaci. Celkové UPLC

pfinasi vyznamné vylepSeni v chromatografickych technikéach [18, 26-28].

2.9 Detekce v kapalinové chromatografii

Nejbéznéji pouzivanymi detektory jsou fotometrické, refraktometrické, fluorescencni a
hmotnostni. K dosazeni nejlepsi citlivosti stanoveni se dnes pak vyuziva tandemového
zapojeni dvou detektort. Prvni z nich je pak zpravidla nedestruktivni a druhy naopak
destruktivni. K detekci sekundarnich metaboliti z téchto tandemovych zapojeni je pak pro
vysokou citlivost nejrozsitenéjsi pouziti detektoru diodového pole (DAD, z angl. ,,.Diode
array detector) s tandemové zapojenym hmotnostnim spektrometrem (MS, z angl. ,,Mass-

spectrometry*) [17, 18, 20, 29].

2.9.1 Detektor diodového pole

DAD detektor patii do skupiny fotometrickych detektorii zaloZzenych na principu
absorpce zatreni v oblasti vinovych délek viditelného a ultrafialového zéateni (UV/VIS).
DAD detektor v tomto smyslu snima v realném case celé spektrum vinovych délek bez
preruseni. Ve spojeni s poc¢itaCem (fidici jednotkou) umoznuje detekci latky pii jakékoliv
zvolené vlnové délce a porovnani métenych spekter s ulozenymi, ptredem naméfenymi daty

nebo s knihovnou spekter.

2.9.2 Detekce hmotnostni spektrometrii

MS je analytickd metoda, kterd stanovuje hmotnosti molekul a atoml po jejich
pfevedeni na ionty. Podstatou MS je separace iontli produkovanych v iontovém zdroji
pfistroje na zaklad¢ jejich efektivni hmotnosti (m/z, kde je m-hmotnost iontu a z-nabojové
¢islo) a jejich nasledna detekce [30, 31].

Hmotnostni spektrometr je tvofen z téchto soucésti: iontovy zdroj, hmotnostni
analyzator, detektor a pocitat. K tvorbé iontl (ionizaci) v hmotnostni spektrometrii
muZeme dosdhnout nékolika zplsoby napft. ionizaci elektronovym paprskem (EI), ionizaci
elektrosprejem (ESI), chemickou ionizaci (CI), desorpci laserem za spoluti¢asti matrice
(MALDI) aj. U vétSiny ioniza¢nich metod je moZnost tvorby jak pozitivné tak i negativné

nabitych iontll vzorku. Vytvofené ionty jsou pak déleny v hromadném analyzatoru. Mezi
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nejbeéznéjsi analyzatory patii kvadrupolovy, iontova cyklotronova rezonance, iontova past,
a priletové analyzatory (TOF, zangl. , Time-of-flight). Detektor pak nasledné
poskytuje signal imérny poctu dopadajicich iontii detekci elektrického proudu. Vysledkem
metody je hmotnostni spektrum iontd zkoumaného vzorku, které zobrazuje zastoupeni
jednotlivych iontl v zavislosti na hodnoté m/z [17, 30, 31].

Hmotnostni spektrometrie patii k nejdokonalejSim a nejmodernéjSim analytickym
metodam vibec. Kromé kvantitativni a kvalitativni analyzy poskytuje i1 analyzu
izotopického slozeni jednotlivych prvki, ze kterych je vzorek slozen. V lékatstvi je
vyuzivana ve screeningu vrozenych metabolickych poruch a k detekci metaboliti obecné

[32, 33].

2.9.2.1 Ionizace elektrosprejem (ESI)

Technika ionizace je urcend predevSim pro disperzi kapalin a aerosoll ve spojeni
s riznymi druhy analyzatort. Hlavni uziti pfedstavuje v on-line spojeni UPLC/HPLC
s MS. Patii mezi mekké techniky ionizace, coz znamena, ze energeticky prebytek dodany
molekule a vznikla fragmentace primarn¢ vzniklého iontu je mald. Ionizace elektrospejem
produkuje vznik nabitych ionti [M+zH]", [M+zH]", kde M je molekulova hmotnost a z je
naboj iontu [17, 29-31].

2.9.2.2 Pruletovy analyzator

V TOF analyzatoru jsou ionty po akceleraci v elektrickém poli separovany v letové
trubici na zakladé jejich m/z. lonty jsou z iontového zdroje akcelerovany napétim a
stanovuje se doba priletu iontu letovou trubici k detektoru. Mezi dvéma riznymi ionty je
tedy rozdil v dobach letu trubici [30, 31].

TOF-MS ma velky vyznam pro analyzu latek, protoZe tyto analyzatory poskytuji
vysokou specifitu jak kviili vysoké ptesnosti a vysokému rozliSeni stanoveni hmotnosti, ale
umoziuje 1 tvorbu vysoce selektivnich pfesnych hmotnostnich chromatogramt
studovanych latek ve slozitych matricich. Pfesné uréeni hmotnosti a ziskané elementarni
sloZeni studovanych latek mohou byt pouzity i pro navrzeni struktury analytii [29].

Vyhodou analyzatoru TOF-MS je jeho schopnost analyzovat vzorek obsahujici
teoreticky neomezeny pocet latek. Proto se svyhodou spojuje s kapalinovou

chromatografii ( LC-TOF-MS) pro schopnost sledovani velkého poctu analyti s vysokou
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citlivosti béhem jedné analyzy. Kombinace s UPLC pak jen podtrhuje vyznamné vyhody
tykajici se citlivosti, selektivity a rychlosti stanoveni. TOF poskytuje selektivitu a uplnou
kontrolu pfesné hmotnosti a UPLC vytvaii uzké piky, coz snizuje moznost vzniku
nezadoucich interferenci [17, 29-32, 34, 35].

Z uvedenych vlastnosti vyplyva, ze zvolena instrumentace je velmi vhodna pro analyzu

neznamych sekundarnich metabolit ptitomnych ve slozité matrici.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Chemikalie

Pro LLE extrakci byl pouzit: ethylacetat (99,70%, Lach-Ner, CR), hexan (99,00%,
Merck, Némecko), chloroform (99,80%, Chromservis, CR), kyselina octova (99,00%,
Sigma-Aldrich, Némecko).

Pti SPE extrakci byl pouzit: hydroxid amonny (30,00%, Sigma-Aldrich, Némecko),
kyselina mravenéi (98,00%, Sigma-Aldrich, Némecko), methanol LC-MS (99,95%,
Biosolve, Nizozemsko) a voda (HPLC gradient grade) pfipravena reverzni osmoézou
ptistrojem Milli-Q (Millipore, USA).

Na ptipravu mobilnich fazi pro UPLC-DAD-TOF-MS analyzy byl pouZit: acetonitril
(99,95%, Biosolve, Nizozemsko), kyselina mravenci (98,00%, Sigma-Aldrich, Némecko) a
voda (HPLC gradient grade) pfipravend reverzni osmozou ptistrojem Milli-Q (Millipore,

USA).

3.2 Intrumentace

Pro filtraci pted extrakci na pevné fazi byly pouzity filtracni papiry Filter Discs
(Quant.) Grade: 392 (Munktell Filter AB, Svédsko).

SPE byly provadény na kolonkach Oasis MCX, Oasis HLB (Waters, USA) a Strata-X-
C (Phenomenex, USA) o objemu 3 ml s obsahem 60 mg sorbentu. U Oasis MCX a Strata-
X-C je pouzivan sorbent na bazi polymeri s funkci kationtové vymény, Oasis HLB
pouziva sorbent na bazi kopolymeru N-vinylpyrrolidonu (hydrofilni) a divinylbenzenu
(lipofilni).

K odstfedéni vzorkl pfed analyzami UPLC byla pouzita centrifuga Mini Spin plus
(Eppendorf AG, Némecko).

K UPLC analyzdm byl vyuZzivan ultra-vysokouc¢inny kapalinovy chromatograf Acquity
UPLC (Waters, Praha, CR) slozeny zvysokotlaké pumpy (Acquity UPLC Solvent
Manager), automatického davkovace (Acquity UPLC Sample Manager), termostatu
(Acquity UPLC Column Heater/Cooler), detektoru diodového pole (Acquity UPLC Diode
Array Detector) a tandemové zapojeného Waters LCT Premier XE hmotnostniho
spektrometru s analyzadtorem TOF s ESI ionizaci (Waters MS, Manchester, UK). Pro
analyzy byla pouzita kolona Acquity UPLC BEH C18 (100 x 2,1 mm, 1,7 um, Waters,
USA). Data byla vyhodnocena v programu MassLynx V4.1 software (Waters, USA).
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3.3 Kultiva¢ni podminky pro kmen RJ0258 (Geosmithia sp.9)

Inokulum kmene RJ0258 bylo ponechdno na miskach agaru s maltézovym extraktem
(MEA; slozeni: maltézovy extrakt, 20 g/l a agar, 20 g/l) a nasledn¢ zaockovano
do tekut¢tho MEA média €. 3 (slozeni uvedeno v Tabulce 2) v 250ml Erlenmeyerovych
bankach a tfepano na rotacni tfepacce po dobu 11 dni vtemnu pii 24 °C. Slozeni
kultivaéniho média a délka kultivace byly vybrany na zaklad¢ testl, které jsou popsany
dale vtextu (Kapitola 4.1). Po uplynuti doby kultivace bylo u fermentacnich médii
zméteno pH, médium bylo centrifugovano (3500 G, 10min, RT) a zfiltrovano za snizeného

tlaku za pouziti Biichnerovy nalevky s filtracnim papirem.

Tabulka 2. SloZeni kultiva¢niho média a podminky kultivace.

oznaceni sloZeni pH teplota doba kultivace
média
MEA - 100 ml
3 ME-2g 5-6 24°C 11 dni

glukosa—2 g
pepton - 0,1

MEA-agar s maltézovym extraktem, ME-malt6zovy extrakt

34 LLE

Pro extrakci bioaktivnich sekundarnich metaboliti z fermentaéniho média byla jako
optimalni metoda LLE zvolena dvoustupniova extrakce roztokem 5% kyseliny octové
v ethylacetatu. K extrakci bylo pouzito 20 ml fermentatniho média, které bylo
extrahovano vzdy 20 ml extrakéniho ¢inidla (15 min). Poté byl cely objem centrifugovan
(3500 G, 10 min, RT). Frakce ethylacetatu byly poté spojeny, odpateny do sucha na rotacni

vakuoveé odparce (RVO) a prerozpustény ve 40 ul methanolu.

3.5 SPE

K prvotnimu testovani optimalniho sloZeni kultivaéniho média byla pouZzita dfive
publikovand SPE metoda pomoci sorbentu Oasis MCX [21]. Na zacatku kazdé extrakce
byla kolonka kondiciovdna 4 ml methanolu a nasledné ekvilibrovana 4 ml Milli-Q vody.
Po promyti bylo na kolonku nanaSeno 20 ml fermenta¢niho média, u které¢ho se upravilo
pH kyselinou mravenci na hodnotu 2,5. Po sorpci analytu na sorbent kolonky byla kolonka

promyta 1 ml 1% vodnym roztokem kyseliny mravenci. Po promyti byla kolonka suSena
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prosavanim vzduchem po dobu 5 minut. V poslednim kroku byl analyt eluovan z kolonky

1 ml methanolu a eluat poté odparen do sucha na RVO a pterozpustén ve 40 ul methanolu.

3.6 UPLC-DAD-TOF-MS

Analyzy sekundarnich metaboliti metodou UPLC byly uskutecnény na koloné Acquity
UPLC BEH C18 (100 x 2,1 mm, 1,7 pm) s linedrni gradientovou eluci (Tabulka 3) za
pouziti mobilnich fazi (A) 0,1% vodného roztoku kyseliny mravenci a (B) 100%
acetonitrilu. Rychlost pritoku mobilni faze byla 0,4 ml/min, teplota kolony 25 °C a teplota
vzorkl byla 10 °C. Davkovany objem vzorku byl 2 ul a data byla méiena v UV/VIS oblasti
v rozmezi vlnovych délek 200-600 nm.

Rozhrani ionizace ESI Waters LCT Premier XE TOF-MS bylo nastaveno pro praci jak
v rezimu pozitivnich, tak i negativnich iontll a parametry hmotnostni detekce TOF-MS
byly nasledujici: napéti na vstupnim kuzelu 40 V, napéti na sprejové kapilafe +2500 V,
teplota bloku iontového zdroje 120 °C, teplota desolvata¢niho plynu (dusiku) 350 °C,
pratok desolvata¢niho plynu 800 L/h, pritok plynu na vstupnim kuzelu 50 L/h, W mdd,
cas skenu 0,1 s, ¢asova prodleva mezi skeny 0,01 s. Pfesnost mefené hmotnosti byla

zajiSténa pomoci kontinualniho nastiiku referen¢ni latky leucinu-enkefalinu.

Tabulka 3. Linearni gradientova eluce uzita pri UPLC-DAD-TOF-MS analyzach.

&as (min) A (%) B (%)
0 95 5
15 65 35
25 0 100
27 0 100
30 95 5

* A-0,1% vodny roztok kyseliny mravenci, B-acetonitril
3.7 Stanoveni biologické aktivity sekundarnich metaboliti v extraktu
Biologicka aktivita sekundarnich metaboliti v pfipravenych extraktech byla testovana
Kirby-Bauerovym diskovym difiznim testem. Na tercik ze sterilniho filtra¢niho papiru
bylo naneseno dvakrat po 12 pl testovaného extraktu rozpusténého v methanolu.
Impregnovany ter¢ik filtracniho papiru byl nasledn€ suSen do odpatfeni veSkeré¢ho
methanolu. Po vysuSeni byl terCik pfilozen na agarovou misku, ktera byla pfedem
zaoCkovana souvisle po celém povrchu indika¢nim organismem Kocuria rhizophila

(Gram-pozitivni bakterie, CCM552). Inhibice rastu byla sledovana po 16ti hodinové
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inkubaci pii 37 °C a v ptipad¢ pozitivniho vysledku vyhodnocovdna zméfenim primeéru

inhibi¢ni zony.
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4.0 Vysledky a diskuze

4.1 Optimalizace kultiva¢nich podminek

Celkem bylo testovano 10 kultivacnich médii za danych podminek kultivace. Ziskané
extrakty z téchto fermentacnich médii byly poté testovany na biologickou aktivitu. Na
zaklad¢ nejvétsich inhibi¢nich zén v Kirby-Bauerové testu bylo vybrano nejvhodnéjsi
kultivacni médium zajiStujici nejvyssi produkci biologicky aktivnich sekundéarnich
metabolitl. Slozeni jednotlivych kultivacnich médii a inhibic¢ni zony ziskanych extrakt
jsou uvedeny v Tabulce 4 (Ptilohy). Inokula byla ptfipravena do 250ml Erlenmeyerovych
banck a vlozena na rotacni tiepacku, kde v temnu po dobu 14 dni a pii 24 °C probihala
kultivace. Po uplynuti doby kultivace bylo u fermenta¢nich médii zméteno pH, média byla
centrifugovdna (3500 G, 10min, RT) a zfiltrovana za snizené¢ho tlaku. Pro extrakci
sekundarnich metabolitd byla pouzita dfive publikovand SPE metoda pomoci sorbentu
Oasis MCX (viz. Kapitola 3.5, [21]).

Ziskané extrakty byly poté analyzovany metodou UPLC-DAD-TOF-MS a podrobeny
testu biologické aktivity podle Kirby-Bauera. Na zaklad¢ dosaZenych vysledkd bylo jako
optimalni kultivacni médium zvoleno testované médium oznacené €. 3, zajist'ujici produkci
nejvétsiho mnoZstvi biologicky aktivnich sekundarnich metaboliti.

Po zvoleni nejvhodnéjsiho sloZzeni média pro kultivaci bylo nutné také zjistit optimalni
dobu kultivace, kdy studovany houbovy kmen RJ0258 produkuje do fermenta¢niho média
nejvice biologicky aktivnich metabolitd. K testovani bylo pfipraveno osm ban¢k
s vybranym kultivaénim médiem (MEA, & 3). Sest znich bylo zaotkovano houbou
RJ0258 a zbylé dvé byly pouZity jako tzv. blankové médium (absence houbovych kultur).
Poc¢inaje druhym dnem kultivace byl kazdy druhy az tfeti den odebiran alikvot 5 ml
fermenta¢niho média z kazdé z ban€k ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu (aby bylo
zabranéno kontaminaci). Odebrané objemy fermentatniho média byly spojeny a
extrahovany popsanou metodou LLE (viz. Kapitola 3.4). Metoda LLE (misto dfive pouzité
SPE) byla zvolena na zdklad€ uskutecnénych testli extrakéniho metody, jak je uvedeno
v nésledujici Kapitole 4.2. Testy biologické aktivity podle Kirby-Bauera ukazaly, ze
nejvétsi biologickou aktivitu vykazuje extrakt ziskany po 11 dnech kultivace a nasledné
dochazi k jejimu poklesu. Z tohoto faktu bylo usouzeno, Ze optimalni doba kultivace je 11
dni. Hodnoty pH a vysledky testli biologické aktivity v pribéhu kultivace jsou uvedeny

v Tabulce S. Ukazky vysledki testovani biologické aktivity extraktl pomoci
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Kirby-Bauerova diskového testu jsou uvedeny na Obrazku 2. Ukdzky UPLC-DAD
chromatogramu extraktii fermenta¢niho média po 2, 11 a 20 dnech kultivace jsou uvedeny
na Obrazku 3, kde je zvyraznén potencionalné biologicky aktivni sekundarni metabolit
s oznacenim SMI. Z tohoto obrazku je evidentni, ze po 2 dnech (t = 2d) jest¢ nedochazi
k produkci sekundarnich metabolitli, cozZ odpovida nulové biologické aktiviteé a vysSimu
pH fermentacniho média. V 11 dnech kultivace (t = 11d) je pak produkce maximalni, coz
opét koreluje s aktivitou. A po 20 dnech kultivace (t = 20d) biologicka aktivita klesa.
Porovnanim chromatogrami je vidét i ubytek nékterych latek v chromatogramu, coz znaci
moznou nestabilitu a rozklad latek.

Srovnani chromatogrami extraktu z blankového média (absence houbovych kultur) a
kultivace po 11 dnech uvadi Obrazek 4. Na zaklad¢ tohoto porovnani je mozné urcit, které

latky pochazi ze samotného média a které jsou sekundarni metabolity produkované houbou
RJ0258.

Tabulka 5. Sledovani biologické aktivity a hodnoty pH kultivaéniho média v prubéhu

kultivace.
odbér doba oH média DH blank biologicka prumér
kultivace aktivita inhibi¢ni zony

1 2 dny 5,0 neméfeno ne 0,0 cm
2 4 dny 3,72 5,51 ano 1,1 cm
3 6 dni 3,66 5,44 ano 1,5cm
4 8 dni 3,60 4,39 ano 1,5cm
5 11 dni 3,61 4,28 ano 1,7 cm
6 13 dni 3,62 4,26 ano 1,0 cm
7 15 dni 3,64 421 ano 1,0 cm
8 18 dni 3,65 4,23 ano 1,0 cm
9 20 dni 3,63 4,24 ano 0,9 cm
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Obr.
antimikrobialni aktivity houbovych extrakti béhem kultivace.

2. Ukazka Kirby-Bauerova difuzniho (diskového) testu pro zjistovani
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Obr. 3. UPLC-DAD chromatogramy extraktu fermenta¢niho média po 2, 11 a 20

dnech kultivace (shora dolu).
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Obr. 4. UPLC-DAD chromatogramy extraktu blankového (nahore) a fermentacniho
média (dole) po 11 dnech kultivace.

4.2 Optimalizace extrakéni metody

Ve snaze izolovat co nejvice biologicky aktivnich latek z fermenta¢niho média byla
testovana rtizna rozpoustédla pro LLE a riizné sorbenty pro SPE. Jednalo se o nasledujici
soustavy: ethylacetat, chloroform, hexan a 5% roztok kyseliny octové v ethylacetatu (LLE)
a Oasis HLB, Oasis MCX a Strata-X-C (SPE). K extrakci bylo pouzito vzdy 20 ml
fermenta¢niho média.

Pro LLE extrakce byly zvoleny nasledujici podminky: Extrakéni pomér
médium-rozpoustédlo byl 1:1 (v/v). Testovani s ethylacetitem, chloroformem a 5%
roztokem kyseliny octové v ethylacetitu bylo provadéno jednokrokovou extrakci. Pro
hexan byla zvolena dvoukrokova extrakce, kdy v prvnim kroku bylo fermentacni médium
extrahovano hexanem a po oddéleni hexanové faze bylo médium nasledné reextrahovano

ethylacetatem.
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Podminky SPE extrakci za pouziti rtiznych sorbenti jsou uvedeny v Tabulce 6.
Testované sorbenty byly vybrany na zakladé diive provedené studie riznych kmena hub
rodu Geosmithia. V této studii bylo také zjisténo, ze sekundarni metabolity obsazené ve
fermentaénim médiu jsou neutralni ¢i slabé kyselé povahy [21]. Tento fakt byl také
podpofen srovnanim pH fermenta¢niho média béhem kultivace s pH fermenta¢niho média
s kultivaci blankového média (absence houbovych kultur), kdy dochézi béhem kultivace
k poklesu pH média obsahujiciho inokulum. Vzhledem k povaze sorbentu bylo u testovani
kolonek Oasis MCX a Strata-X-C upraveno pH fermenta¢niho média kyselinou mravenci
na pH=2,5.

Po extrakci zminénymi zplsoby byly organické frakce odpafeny do sucha a poté
rozpustény ve 40 pl 100% methanolu. Po rozpusténi byly vzorky extraktii podrobeny
Kirby-Bauerovym diskovym difiznim testim pro zjisténi biologické aktivity (popsano
v Kapitole 3.7) a analyzovany UPLC-DAD-TOF-MS metodou. Vysledky testovani
biologické aktivity jednotlivych extraktl jsou uvedeny v Tabulce 7 a 8.

Béhem testovani byla u iontoménicovych SPE kolonek pozorovéana biologicka aktivita
pouze pro eluaty ziskané eluci 1, ale eluaty z eluce 2 aktivitu nevykazovaly (viz. Tab. 6).
Nevim, co to je? M¢lo by byt v pfedchazejicim textu oznaceno Z toho plyne, ze vSechny
antimikrobialni latky se eluuji v kroku 1 a jedna se tudiZ o neutrdlni nebo slabé& kyselé
latky, jak je uvedeno dfive. Elu¢ni krok 2 byl proto pfi extrakci vynechan.

Z porovnani Tabulky 7 a 8 vyplyva, Ze nejvyssi inhibi€ni zony vykazoval extrakt
ziskany metodou LLE za pouziti 5% kyseliny octové v ethylacetatu jako extrakéniho
¢inidla. Tento postup byl proto zvolen jako nejvhodnéjsi pro ziskani nejvétsiho mnozZstvi
biologicky aktivnich sekundarnich metabolitii. K dosazeni vétsi vytéznosti byla zavedena
misto jednostupniové extrakce, pouZzité pro testovani, extrakce dvoustupiiovd, piicemz

extrakéni pomér byl zachovan (1:1, v/v) a extrakty byly nasledné spojeny.
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Tabulka 6. Postup testovani SPE metody.

Typ SPE Oasis MCX 60mg Oasis HLB 60mg Strata-X-C 60mg
kolonky (Waters) (Waters) (Phenomenex)
hydrofilné-lipofilni
Sorbent silny katex katex
kopolymer
Kondicionace 4 ml 100% methanol 4 ml 100% methanol 4 ml 100% methanol
Ekvilibrace 4 ml H,O 4 ml H,O 4 ml H,O
Fermentacni
20 ml 20 ml 20 ml
médium
(pH 2,5) (bez Gpravy) (pH 2,5)
(aprava pH)
Promyti 1 ml 1% HCOOH 1 ml H,O 1 ml 1% HCOOH
Doba suseni 5 minut 5 minut 5 minut
Eluce 1 1 ml 100% methanol 1 ml 100% methanol 1 ml 100% methanol
1 ml 5% NH4OH — 1 ml 5% NH4OH-
Eluce 2 R
methanol (5:95, v/v) methanol (5:95, v/v)

Tabulka 7. VysledKy testii biologické aktivity pro extrakty ziskané metodou SPE.

BIOLOGICKA AKTIVITA (inhibi¢ni zéna v cm)

Typ SPE kolonky Eluce 1 Eluce 2
Oasis MCX 1,0 0
Oasis HLB 0 0
Strata-X-C 1,5 0

Tabulka 8. Vysledky testii biologické aktivity pro extrakty ziskané metodou LLE.

extrakéni rozpouﬁtédlo BIOLOGICKA AKTIVITA (inhibi¢ni zona v cm)
ethylacetat 1,3
chloroform 1,3
5% CH3COOH-ethylacetat (5:95, v/v) 1,7
hexan — ethylacetat 1,1
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4.2.1 Srovnani metod LLE a SPE

Optimalni rozpoustédlo bylo voleno na zéklad¢ testl biologické aktivity. Podle
pruméru (velikosti) inhibi¢ni zoény lze odhadnout vytéznost extrahovanych biologicky
aktivnich latek.
s malymi objemy vzorku [20] a pro zpracovani vétSiho objemu je lepsi pouzit metodu LLE
[15, 16]. Jelikoz izolované sekundarni metabolity nebyly dosud podrobné specifikovany,
muzeme o vytéznosti a reprodukovatelnosti jen spekulovat. Vzhledem k podobnostem
ptedpokladat, ze 1 zde dojde k potvrzeni fakti z minulosti. To znamend, Ze u SPE miiZzeme
ocekavat jak vyrazn€ lepsi reprodukovatelnost, nicméné pro extrakci vétstho mnozstvi
sekundarnich metabolitii z velkého objemu média (za uUcelem nasledné izolace a

identifikace biologicky aktivnich sekundarnich metabolit) je vhodnéj$i metoda LLE.

4.3 Optimalizace UPLC-DAD-TOF-MS

Optimalizace analyz metodou UPLC probihala na zdkladé dfive pouzitych podminek a
mobilnich fazi pro analyzy UPLC-DAD [21]. Oproti podminkam a sloZeni mobilnich fazi
uvedenych v citaci nedoSlo ke zménam s vyjimkou sloZeni pouZitych mobilnich fazi.
Jednalo se o nahrazeni mobilni faze (A), kde byl diive pouZivan 0,1% vodny roztok
kyseliny trifluoroctové, 0,1% vodnym roztokem kyseliny mraven¢i z dlivodu vétsi
kompatibility s MS detekci. Diky UPLC dochazi k separaci velkého poctu latek ve vzorku
za pomérn¢ kratkou dobu, kdy celd analyza trvala 25 minut. Pouzitim metody UPLC-
DAD-TOF-MS pak ziskavame hodné informaci o kazdé¢ latce v chromatogramu - reten¢ni
cas, UV/VIS spektrum, MS spektrum v ESI modu + i —. Piiklad charakteristiky
sekundéarniho metabolitu SM 1 je uveden na Obr. 5.

Z chromatogramii extraktu z blankového média a fermentacniho média po 11 dnech
kultivace (Obr. 4) je vidét, ze piky odpovidajici detekovanym latkdm s retencnim c¢asem
do 7,5 minuty pochazeji ze samotného kultivacniho média a ostatni jsou latky produkované
houbou RJ0258 s moznou biologickou aktivitou.

UPLC chromatogramy extraktli fermenta¢niho média po 2, 11 a 20 dnech kultivace

(Obr. 3) pak potvrzuji, ze se jednd o biologicky aktivni latky. Porovnanim chromatogrami
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je vidét ubytek nékterych sekundarnich metabolithh v chromatogramu, coz koreluje s testy

biologické aktivity, kdy dochazelo k postupnému poklesu mikrobidlni aktivity extraktu.
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Obr. 5 Spektralni charakteristika piku SM1 (g = 19,6min): A — UV/VIS spektrum
(200-600 nm) ; B — MS spektrum v ESI+ ; C - MS spektrum v ESI-.
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5 Zavér

Jak jiz bylo feceno uvodem, vzristajici rezistence na soucasnd antibiotika podporuje
hledani novych terapeutickych latek naptiklad z ptirodnich zdroji. Symbiotické houby
predstavuji slibny zdroj biologicky aktivnich sekundarnich metabolitii, které mohou byt
potencidlnimi novymi antibiotiky. Pro ziskani bioaktivnich sekundarnich metaboliti je
vSak dulezita spravna kultivace a nasledna extrakce velkého mnozstvi téchto latek, aby
mohly byt dale izolovany v Cistém stavu za uCelem identifikace ¢i testovani biologické
aktivity.

Studium vybraného kmene RJ0258 (Geosmithia sp.9) filamentarni houby rodu
Geosmithia produkujiciho sekundarni metabolity s antimikrobialni aktivitou bylo
provedeno predevSim ve snaze izolovat co nejvetsi mnozstvi biologicky aktivnich latek
z fermenta¢niho média. Béhem studia byly nalezeny vhodné podminky kultivace (sloZeni
kultiva¢niho média, doba kultivace) a vhodna extrakéni metoda (LLE) za ucelem ziskéni
co nejveétsiho mnozstvi biologicky aktivnich sekundarnich metabolitt.

Pti provedenych testech bylo zjiSténo optimélni slozeni kultivaéniho média — médium
MEA, ¢. 3 (MEA — 100 ml, ME — 2 g, glukosa — 2 g, pepton 0,1 g, uprava pH na 5-6) a
doba kultivace 11 dni, kdy dochazi k nejvétsi produkci sekundarnich metabolitd
vykazujicich antimikrobialni aktivitu. Naopak s uplynutim kazdého dalSiho dne dochézi
k poklesu této aktivity. Nepodafilo se vSak objasnit, z jakého diivodu k poklesu dochazi, a
tak moZnymi pfi¢inami mohou byt nestabilita téchto latek nebo postupné spotfebovani
téchto metaboliti houbou jako Zivin pfi jejich nedostatku.

Déle byla vyvinuta metoda extrakce LLE za pouziti 5% kyseliny octové v ethylacetatu,
kterou bylo, podle testi biologické aktivity, ziskano nejvice biologicky aktivnich latek.

K separaci latek byla pouzita metoda UPLC-DAD-TOF-MS, ktera svou vysokou
ucinnosti umoznuje separaci mnoha latek ve slozité matrici, jakou je i1 fermentacni
tekutina. Detekce DAD ve spojeni s TOF-MS detekei ndm pak dava mnoho zajimavych
informaci o kazd¢ latce ve vzorku (UV/VIS spektrum, MS spektrum).

Vysledky ziskané v této bakalafské praci budou dale pouzity pro izolaci biologicky
aktivnich sekundarnich metabolitti houbového kmene RJ0258 pomoci preparativni HPLC a

jejich nasledné identifikace pomoci nuklearni magnetické rezonance.
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6 Prilohy

Tabulka 3. SloZeni kultiva¢niho média a podminky kultivace

(pripravovala RNDr. Milada Chudic¢kova)

Médium

Latka

5.

6.

10.

Dest. H20

100 ml

100 ml

100 ml

100 ml

MEA

100 ml

100 ml

100 ml

100 ml

SOB

100 ml

RK

100 ml

TSB

3g

ME

2¢g

2g

YEAST

0,01g

0,01g

0,005 g

0,005 g

0,05 ¢

05¢g

KCl

0,012 g

0,012 ¢g

0,019¢g

NaCl

0,05 ¢

0,064 g

Ca(S0,);4H,0

0,1g

0,1g

ZnSO,7H,0

0,015 ¢

0,015¢g

FeSO,7H,0

0,002 g

0,002 g

0,025 g

0,025 g

KH,PO4

0,025 g

0,025 g

0,1g

02¢g

Glukéza

10g

2¢g

Sacharéza

10g

4g

3g

L-asparagin

lg

lg

2g

Trypton

0,1g

2g

Pepton

0,1g

0,1g

0,005 g

Mocovina

0,064 g

Uprava pH

5,2

5-6

7,5

5,8

Cornsteep

2g

BIOLOGICKA
AKTIVITA
(inhibi¢ni zéna

v cm)

1,0

11

2,4

1,0

1,3

2.3

1,2

1,0

1,7

0,9
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