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ABSTRAKT

Rod Bacillus patri medzi grampozitivne aerdbne pali¢ky, najviac rozsirené v pode, kde sa
velmi rychlo rozmnozuju, produkujii r6zne metabolity a ich charakteristickym znakom je
tvorba endospoér. Jeho druhy maji bohaté enzymové vybavenie, preto mozu rozkladat’ rozne
druhy organickych zlucenin.

Stucasné klimatické zmeny maji vplyv na zmenu koncentracie latok v réznych zloZzkach
environmentu. Baktérie patria medzi mikroorganizmy, ktoré¢ sa prirodzene vyskytuju v pode,
vo vodach a ako spory aj v ovzdus$i. Zmenou iénovej sily pod a vod sa meni aj prirodzené
prostredie pre ich rast.

Aj vplyvom l'udskej ¢innosti sa do pody dostdva mnoZzstvo kontaminantov, ktoré posobia na
vyvoj a aktivitu podnej mikroflory. Je to predovSetkym aplikaciou agrochemikalii
a zavlazovanim nevhodnou zavlahovou vodou, pri¢om nasledkom odparovania tejto vlhkosti
zostavaji v podnom profile rezidud roéznych soli. Mikroorganizmy sa tak musia
prisposobovat’ tymto zmenenym podmienkam.

Baktérie Bacillus sp. maju vyznamné vyuzitie v biotechnoldgiach ako producenti biologicky
aktivnych latok, predovSetkym enzymov a antibiotik. St zdrojom velkého mnozstva rdznych
extracelularnych enzymov, najmid amylaz, neutrdlnych a alkalickych peptidaz, ktoré maju
rozsiahle priemyselné vyuzitie, a to v potravinarstve, vo farmaceutickom a textilnom
priemysle, v chemickom priemysle pri vyrobe detergentov a v modernych technolégiach

kontroly a dekontaminacie zivotného prostredia.

KTucové slova: Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, i6nova sila



ABSTRACT

The genus Bacillus belongs to the gram-positive aerobic rods, the most widespread in soil,
where they reproduce rapidly, producing different metabolites and their main feature is the
formation of endospores. Its species are equipped with high number of ensymes, which allows
them to degrade various types of organic compounds.

The current climate changes are affecting the change of concentration agents in the different
components of environment. Bacteria belong to the kind of microorganisms naturally
occuring in soil, waters, as well as spores in the air. Changes in the ionic strenght of soil and
water are affecting their natural environment.

Human activity increases the amount of contaminants in the soil, which affects the
development and activity of the soil microflora. It is maily caused by application of
agrochemicals and by irrigation of improper irrigation water and due to evaporation of
moisture, residue profiles of different salts remain in the soil. Then microorganisms have to
adapt to these changed conditions.

Bacillus sp. have important uses in biotechnology as the producers of biologically active
substances, especially enzymes and antibiotics. They provide a large variety of extracellular
enzymes, particularly amylases, neutral and alkaline peptidases, which have and extensive
industrial use in food, pharmaceutical and textile industry, chemical industry in production of

detergents, as well as in advanced control technologies and environmental decontamination.
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UvVOD

Medzi komercne najvyuzivanejSie mikroorganizmy patria baktérie rodu Bacillus.
Su to vyznamni producenti antibiotik bacitracin a polymyxin, ale aj d’alSich biologicky
aktivnych latok, predovSetkym extracelularnych hydrolytickych enzymov. Preto su
tieto baktérie neustale predmetom zdujmu mikrobioldégov, biotechnoldégov a v posledne;j
dobe aj vedcov, ktori sa zaoberaju ochranou zivotného prostredia.

Vyroba avyuzitie enzymov patri k najrozSirenejSim oblastiam aplikacie
biotechnologii v pol'nohospodarstve,  potravinarstve,  chemickom  priemysle
a v zdravotnictve. Najvyznamnej$imi producentmi komercne vyuzivanych enzymov st
baktérie rodu Bacillus. Enzymy st prirodzene sa vyskytujice bielkoviny, ktoré
umoznuju priebeh zivotnych biochemickych procesov a nachadzajii sa vo vsetkych
potravinarskych surovinach. Niektoré enzymy vo forme potravinarskych vysoko
purifikovanych pripravkov upravuju vlastnosti a kvalitu potravindrskych surovin napr.
lepSiu chut a vofnu, textiru a stravitelnost. VacSina enzymov sa pouziva
v potravinarstve pri vyrobe piva, vina, octu, sacharidov a v mliekdrenstve, d’alej sa
enzymy vyuzivaju pri vyrobe pracich praskov, v garbiarstve a v textilnom priemysle
a ako stcast’ lie€iv vo farmaceutickom priemysle.

Intenzivna priemyselnd vyroba a polnohospodarstvo st zdrojom kontaminantov
a odpadov v podach, vodach a v ovzdusi. V sucasnosti sa vytvarajuce klimatické zmeny
mozZu postupne viest’ aj k zmene koncentracii soli v prostredi a mikroorganizmy sa tak
musia prispdsobovat’ tymto zmenenym podmienkam.

Detailné poznanie metabolizmu a zivotného cyklu Bacillus sp. vSak dovol'uje rozvijat’ aj
dalSie vyuzivanie tychto baktérii, a to v procese bioremediécie.

Remediacné technolodgie vyuzivaju biologické postupy degradacie anorganickych a
organickych latok, metabolicki aktivitu mikroorganizmov na odstraiiovanie
kontaminantov zo Zivotného prostredia. Baktérie Bacillus sp. si schopné transformovat’
kontaminanty na menej Skodlivé alebo neskodné latky a produkcia extracelularnych

enzymov moze byt indikatorom tolerancie tychto latok v prostredi.



1 PREHEAD OSUCASNOM STAVE RIESENEJ
PROBLEMATIKY

1.1 Mikrobiologicka charakteristika baktérii

V prirode su vel'mi rozsirené baktérie a nachddzame ich v rozlicnych prostrediach,
ako je: poda, voda, vzduch, organizmy. Patria sem rozmanit¢ prokaryotické
mikroorganizmy, zhladiska tvaru a velkosti, ktoré si v Bergeyho systéme
charakterizované¢ ako jednobunkové prokaryotick¢é organizmy alebo jednoduché
spojenia podobnych buniek zalozené na spdsobe rozmnoZzovania, rovinach delenia
a separécii buniek (Stevlikova et al., 2002).

Bunky baktérii st obalené bunkovou stenou, ktord je zlozena =z bielkovin,
sacharidov, tukov a peptidov. Pevnl poréznu siet’ vytvaraju polymérne sacharidy, na
ktoru su kovalentne napojené bielkoviny a peptidy, ¢im vytvaraju peptidylglykanovu
Struktaru. 40-90 % susiny bunkovej steny tvori tato Struktira. Bunkova stena dodava
bunke tvar a umoznuje jej vydrzat vysoky osmoticky tlak. Okrem peptidglykénovej
kostry s v stene pritomné aj iné polymérne latky (polysacharidy, kyselina teichova,
polypeptidy a bielkoviny), ktorych obsah tvori 50 % v prepoéte na susinu (Stevlikova —
Kacaniova, 2005).

U baktérii sa vytvara slizovy obal (kapsula) polypeptidovej alebo polysacharidove;j
povahy, na povrchu buniek, ktory ochrafiuje bunky pred nepriaznivymi vplyvmi.

Jadrovy materidl je umiestneny v cytoplazmatickom priestore, zlozeny z DNA, ktory
je obklopeny asi 20 az 30 tisicami ribozémov. Okrem vel'kej molekuly chromozémove;j
DNA taktiez bakterialne bunky obsahuji omnoho mensie, v cytoplazme rozptylené
kruhové molekuly DNA, nazyvané plazmidy. Cytoplazmaticky priestor je zloZeny
z r6znych inklizii ako rezervnych latok (amylopektin, polyhydroxybutyrat, Skrobové
granule, polyfosfaty, vosky CaCO;, glykogén, n-alkdny ainé¢). Okrem toho tiez
obsahuju aj latky sekundarneho latkového metabolizmu, ktoré st zastipené hlavne
antibiotikami. Kvalita mikrobidlnej biomasy vyplyva aj zlatkového a prvkového
zloZenia mikrobialnej bunky (Tab. 1) a takisto aj poziadavky na mineralne latky, ale

i rozsah metabolickej aktivity. (Michalik et al., 1999).



PrehPad prvkového a latkového zloZenia v bakteriilnej bunke
(Michalik et al., 1999)

Tabulka 1

Organické % v prepocte na | Prvkové zloZenie % v prepocte na
zliceniny susinu susinu
bielkoviny 60 C 50
nukleové kyseliny 19 0] 20

- DNA 3 N 15

- RNA 6 H 8
tuky 15 P 3
polysacharidy 3 S 1

1.2 Taxonomické zatriedenie rodu Bacillus

RISA (REGNUM): Monera
ODDELENIE (DIVISIO): Firmicutes
TRIEDA (CLASSIC): Firmibacteria

SKUPINA (GROUP): 18. skupina grampozitivne palicky a koky tvoriace spory

ROD (GENUS): Bacillus

Druhy Bacillus vicSinou tvoria grampozitivne
sporotvorné aerébne palicky (Obr. 1). Su to najviac
rozsirené pddne mikroorganizmy, ktoré sa rozmnozuju
vel'mi rychlo, intenzivne produkuju rézne metabolity,
najmd rozne organické kyseliny. Ich izolacia a
kultivacia nie je zlozita, su flexibilné a pristupné

umelym zdsahom, ktoré m6zu menit’ ich vlastnosti.

Obrazok 1
Bacillus subtilis (http 1)



Zucastiuji roznych procesov, ako transformécie silikatovych mineralov, anorganickych
aj organickych materidlov a tvorby novych sekundarnych lozisk, ¢o dava predpoklady
pre ich praktické vyuzitie v predpriprave nerastnych surovin a spracovani odpadov
v priemysle (Styriakova, 2000).

Tvorba endospér je spolocnym znakom baktérii rodu Bacillus, ktora je T'ahko
mikroskopicky viditeI'na a poskytuje jednoducht identifikaciu pre ¢elad’ Bacillaceae.
V ramci tejto cel'ade bol zavedeny rod Bacillus. Tento rod zahfna druhy, ktoré su pre
¢loveka a zvierata patogénne, ale aj druhy, ktoré su v aplikovanej mikrobiologii vel'mi
vyznamné. Niektoré baktérie, ako su Bacillus licheniformis alebo Bacillus cereus, su
fakultativne anaeréby (Stevlikova — Kaéaniova, 2005). Vacsina druhov tohto rodu je
nepatogénnych, Bacillus anthracis tvori vynimku, ¢iasto¢ne Bacillus cereus a skupina

druhov patogénnych pre hmyz, ako st Bacillus pupillae a Bacillus thuringiensis.

Vdaka nepritomnosti vonkajSej membrany u Gram-pozitivnych baktérii dokazu
zéastupcovia tohto druhu vylu¢ovat’ vel'ké mnozstvo extraceluldrnych proteinov priamo
do zivného média (Humphery-Smith, Hecker, 2006).

Bacillus subtilis je pddny mikroorganizmus, ¢asto izolovany aj z vody, vzduchu a z
rozkladajicich sa zvySkov rastlin. Uvedené prostredie obsahuje Siroké spektrum
réznych uhlikatych substratov, vratane velkého mnozstva polysacharidov
pochadzajucich z rastlin, zvierat a mikroorganizmov. Bacillus subtilis produkuje velké
mnozstvo glykolytickych enzymov, napr. a-amylazy, pullulazy, endo-B-1,4-manazu,
levanézu, glukan-1,4-a-maltohydrolazu, pektatlydzy a endo-1,4-B-xylanazy, ktoré st
vylucované do bezprostredného okolia buniek (Sonenshein et al., 2002). Okrem tychto
enzymov Bacillus subtilis produkuje aj proteolytické enzymy, a je tak vhodnym
organizmom pre vyrobu ¢istych biochemikalii, nukleotidov, vitaminov a aminokyselin
(Waites et al., 2005).

Viacsina druhov mé vel'mi aktivne amylolytické enzymy, ktoré rozkladaji skrob, mnoho
druhov ma pektolytické enzymy, ktoré Stiepia rastlinné pektiny a vdéSina druhov ma
vel'mi aktivne proteolytické enzymy, takze sa uplatiluje pri aerobnom a anaerébnom
rozklade bielkovin. Mnozstvo druhov produkuje antibiotikd peptidovej povahy,
z ktorych niektoré sa pomocou tychto baktérii vyrabaju priemyselne (Stevlikova —

Kacaniova, 2005).
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Bacillus licheniformis je mozné aplikovat’ aj ako expresny systém pre markérové gény,
pretoze vysledné rekombinované druhy moézu byt vyuzivané napr. pri rychlej a
efektivnej detekcii rastovych podmienok vhodnych pre velkopriemyslova vyrobu,

alebo pri in situ detekcii druhov v prirode (Tamagnini et al., 2008).

1.3 Kultivacia bakterialnych kmefiov rodu Bacillus

Pri jednorazovej aj kontinualnej hibkovej submerznej kultivacii bunky baktérii rasta
v kvapalnom médiu. VicSina druhov Bacillus je schopnd rast na/v relativne
jednoduchom zivnom médiu (Todar, 2009). Pri jednordzovej kultivacii sa bakteridlne
kmene naockuju do sterilnej zivnej pddy, v ktorej bunky rasti, rozmnozuju sa a sucasne
sa spotrebovavaju Ziviny z média. Sacharidy s v§eobecne vybornym zdrojom uhlika a
energie, najmd glukoza, ktord je vyznamnym substrdtom vicSiny mikroorganizmov
(Waites et al., 2005).
V procese rastu bakteridlnej kultary sa podmienky kultivacie postupne s ¢asom menia.
Homogenita prostredia a dostatok kyslika v celom objeme Zivnej pddy sa zabezpeci
nepretrzitym premiesavanim. V désledku intenzivneho rastu a rozmnozovania baktérii
dochadza ku akumulécii metabolitov a mikrobidlnej biomasy. Proces rastu ovplyviuju
kultivacné podmienky ako zlozenie zivnej pddy, aerdcia, teplota, pH a sterilita
prostredia (Michalik, 1999).
Zakladnym, limitujucim faktorom kultivacie aerobnych mikroorganizmov je kyslik.
Rast buniek zavisi od mnozstva kyslika rozpusteného v médiu, ale jeho rozpustnost
klesa so zvySujicou sa teplotou a zvySujucou sa koncentraciou média. V bioreaktore sa
potrebnd koncentracia kyslika v médiu zabezpeci intenzivnou aeraciou za zvysSené¢ho
tlaku. Pri kultivacii mikroorganizmov v malom objeme zivnej pody je pridavanie
vzduchu formou aeracie hladiny pri intenzivhom premieSavani dostatocné pre
zabezpecenie potrebnej koncentracie kysliky v celom objeme Zivnej pody. Mikrobidlne
bunky si Cerpaju kyslik zo vzduchu, ktory prechadza cez bakteriologicku zatku a je
rozmieSany v médiu (Michalik, 1999).
Dolezitou podmienkou kultivacie mikroorganizmov je zabezpecenie teploty optimalne;j
pre rast danych buniek a pH Zivnej pody. Koncentracia H' ovplyviluje aktivitu
enzymov, funkciu cytoplazmatickej membrany a transport latok. Kazdy
mikroorganizmus si pre svoju existenciu vyzaduje urCité pH prostredia. Bunky svojim

metabolizmom a produkciou extracelularnych metabolitov ¢asto menia pH zivnej pody.

11



Tato zmena mdze limitovat’ ich rast, a preto sa pocas kultivacie pH média kontroluje
a reguluje.

V priemyselnej vyrobe sa ako zdroje uhlika ¢asto pouzivaju glukéza, hydrolyzovany
skrob, laktoza, susena srvatka, Skrob (jaémenny, arasSidova muka, ovsend muka, razna
muka, sdjova muka), sachardza alebo melasa (Smith, 2004). Zdrojmi dusika mo6zu byt
anorganické amoénne soli a dusi¢nany, mocovina alebo komplexné suroviny ako
jaémenna muka, repnd melasa, kukuricny vyluh, araSidovd muka, ovsend mika,
bavinikova muka, razna muka, s6jovad muka, suSend srvatka (Smith, 2004). Vodik a
kyslik mézu byt zabezpecené z vody a organickych zlucenin. Fosfor je pristupny v
anorganickej forme a sira je pridavand vo forme sulfidovych a siranovych soli, alebo
ako sucast komplexnych surovin obsahujucich sirne aminokyseliny (Waites et al.,

2005).

1.4 Charakteristika enzymov

Enzymy su latky, ktoré posobia ako katalyzatory, teda urychluju biochemické
reakcie. Pracuji ako ostatné katalyzatory, liSia sa len v niektorych aspektoch, ako je
napr. ich vysoké ucinnost’, umoznenie reakcie i za miernych podmienok (nizka teplota,
neutralne pH, apod.) aTlahka regulovatelnost, ¢o je pre zivot za meniacich sa
podmienok okolia ddlezité. Medzi enzymom a premienajucou sa latkou (substratom)
dojde k vytvoreniu jedného alebo niekol’kych prechodnych stavov. Jedna reakcia sa tak
rozdeli na niekol’ko postupne mensich, s nizSou hodnotou aktivacnej energie, co je pre
organizmus uskutoc¢nitel'né (Ledvina et al., 2005).

Z chemického hl'adiska enzymy patria medzi jednoduché alebo zlozité bielkoviny.
Enzymy jednozlozkové dvojkomponentné su zlozené z bielkoviny (apoenzym)
a nebielkovinovej zlozky (koenzym alebo prosteticka skupina). Apoenzym spolu
s koenzymom vytvara holoenzym (Michalik et al., 1999). Koenzym zodpoveda za
ucinkovu Specifitu - navedenie enzymoveého systému na prislusny substrat. Substrat sa
viaZe len na urcité miesto na povrchu molekuly enzymu. Toto miesto sa nazyva aktivne
alebo katalytické centrum.

Enzymy sa nachddzaju vo vsetkych zivych systémoch. Najjednoduchsie bunky
obsahuju okolo 3000 enzymov, ktoré riadia rychlost’ prakticky vSetkych reakcii, ktoré v
nich prebiehaji. Pocet enzymov sa odhaduje na miliardy. Enzymy popri urychl'ovani

reakcii neovplyviluju zlozenie rovnovaznej zmesi, rychlost’ reakcie sa zvySuje oboma
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smermi. Smer priebehu reakcie nie je ovplyvilovany katalyzatorom, ale je dany
energetickymi a koncentraénymi pomermi v reagujicom systéme (Elliott — Elliott,

2009).

Enzymové reakcie sa uskutocniuji v ur€itom reakénom prostredi, preto ich budua
ovplyvilovat’ najmd fyzikalno - chemické parametre tohto prostredia. Urcité faktory
posobia aktivacne a iné inhibi¢ne. Medzi najdolezitejSie faktory ovplyviiujuce rychlost’
enzymovej reakcie patria: koncentracia substratu, mnozstvo enzymu, pH, teplota,
koncentrécia idnov, redox potencial, aktivatory a inhibitory.

Tazké kovy su vnizkych koncentraciach esencialnymi prvkami asu aktivatormi
enzymovych reakcii, ale pri vysSich koncentraciach pdsobia ako inhibitory, ktoré

vyvolavaju neodstranitel'né, ireverzibilné zmeny v molekule enzymu.

Podl'a typu katalyzovanej reakcie zaradila Komisia pre enzymy Medzindrodne;j
biochemickej spolo¢nosti enzymy do nasledovnych tried a podtried:
Trieda 1. Oxidoreduktazy — katalyzuji oxidoredukcéné reakcie a ulohu akceptora vodika
a elektrénov vykondva NAD", NADP', FAD, FMN, O, cytochrémy a pod. Enzymy 1.
triedy sa delia na 17 podtried.
Trieda 2. Transferazy — enzymy, ktor¢ katalyzuju prenos atomov a molekul. V zavislosti
od toho aku latku prendsaju sa delia na 8 podtried.
Trieda 3. Hydrolazy — katalyzuji reakcie hydrolyzy (ale 1isyntézy) zlozitych
organickych zlicenin za priamej ucasti vody. Delia sa na 11 podtried.
Trieda 4. Lyazy — katalyzuji nehydrolytické Stiepenie latok alebo ich syntézu. Tieto
enzymy sa delia na 7 podtried.
Trieda 5. Izomerdzy — katalyzuju vnutromolekuldrne premeny substratovych molekul.
Do tejto tiedy enzymov patri 6 podtried.
Trieda 6. Ligdzy — katalyzuji syntézu zlozitych organickych zlucenin z jednoduchych
zlicenin za spotreby energie vo forme ATP alebo inych makroergickych zlucenin. Delia

sa na 5 podtried.
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1.4.1 Charakteristika proteolytickych enzymov

Proteolytické enzymy - peptidazy tvoria sucast’ 3. triedy enzymov, t. j. hydrolaz
a katalyzuju Stiepenie peptidovych vézieb roznych bielkovin. Rychlost’ a Specifita
Stiepenia peptidovych vizieb zavisi od aktivity enzymu a zaroven od aktualnej Struktary
polypeptidového substratu (Skarka — Ferenéik, 1992).
Tieto enzymy maju vyznamni ulohu vo fyziologickych procesoch organizmov
a v sucasnosti patria do jednej z troch najrozsirenejSich komer¢ne vyuzivanych skupin
enzymov. Predstavujil 60 % svetového predaja enzymov. Enzymy mozu byt ziskavané
viacerymi sposobmi, napriklad extrakciou z rastlinnych ¢i zivociSnych zdrojov, alebo
produkciou mikroorganizmami (Sondergaard et al., 2005), pricom kazda skupina

enzymov vykazuje urcité Specifika.

Peptidazy sa klasifikuji na zaklade réznych kritérii:
1. podla povodu (rastlinné, zivoc¢isne, mikrobialne),
2. podlaich lokalizacie (intracelularne, extracelularne),

3. podla optimélneho pH (kyslé, neutralne, alkalické) (Hrckova et al., 2004).

Peptiddzy su pritomné prakticky vo vSetkych zivych bunkdch a navySe su
vylucované aj do vonkajSicho prostredia, resp. do trdviaceho systému vysSich
organizmov. VSeobecne st zname ich rozne regulacné funkcie v intermediarnom
metabolizme (limitovana proteolyza, ucast’ pri zrdzani krvi, aktivacia traviacich
enzymov, aktivity pri réznych obrannych mechanizmoch atd’.). Okrem toho st zndme
aj ich rozsiahle praktické aplikacie vo forme enzymovych preparatov v priemyselnej
praxi (biodetergenty, produkcia syrov, spracovanie koze, produkcia hydrolyzatov
bielkovin, stabilizacia piva a i.), v medicine a farmadcii (preparaty zlepsSujuce travenie,
Cistenie kontaktnych SoSoviek, vyuZzivanie pre terapeuticky zasah), v kozmetike
(keratolytické zmékcujuce pripravky, pletové peelingové masky), v beznej laboratdrnej
praxi a vramci experimentdlnej vedecko-vyskumnej ¢innosti. Proteolytické enzymy
vyznamne ovplyviuju nutricné, senzorické, texturové a iné vlastnosti potravinarskych
surovin a vyrobkov. MnoZzstvo a typ peptidovych vézieb, ktoré méze peptidaza stiepit’ je
zavislé na tom, z ktorych aminokyselin sa protein sklada a ktoré st navzajom pril'ahlé

(Hrekova et al., 2004). Specifita peptiddz nezavisi na dizke retazca, ale na povahe
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aminokyselin a na pritomnosti alebo nepritomnosti blizkych nabitych skupin (Beyon -

Bond, 2001).

Exopeptidazy (EC 3.4.11 — 19) stiepia bielkoviny od koncov polypeptidového
retazca. Podl'a toho na ktory koniec pdsobia sa rozdel'ujt na:

1. aminopeptidazy (EC 3.4.11) - odStepuju N-koncovu aminokyselinu,

2. karboxypeptidazy (EC 3.4.16 - 18) a peptidyl-dipeptidazy (EC 3.4.15) -
odstepuju koncovi aminokyselinu z C-konca,

3. dipeptidylpeptidazy a tripeptidylpeptidazy (EC 3.4.14) - odstepuji koncové
dipeptidy a tripeptidy,

4. dipeptidazy (EC 3.4.13) - hydrolyzuju dipeptidy,

5. omegapeptidazy (EC 3.4.19) - odstepuje substituované, cyklizované alebo
izopeptidovymi vizbami spajané zvysky (Hrckova et al., 2004; Urminska et
al., 20006).

Aminopeptidazy (EC 3.4.11.) sa nachadzajii v prokaryotickych aj eukaryotickych
bunkdch v mnohych subcelularnych organelach, si zlozkami proteinov membran
a cytosOlu. Vacsina aminopeptiddz st metaloproteiny zinku (Stano - Fiordemondo,
2007). V metabolizme bielkovin maji okrem pdsobenia na N-konce peptidov, aj viaceré
Specifické funkcie, ako napriklad aktivaciu a inaktivaciu biologicky aktivnych
bielkovin alebo odstranenie N-koncového metioninu z novosyntetizovanych proteinov.
Metionyl aminopeptiddza 1, Aminopeptidaza Y a Aminopeptiddza I st aminopeptidazy
izolované zo Saccharomyces cerevisiae. Aminopeptidaza Y vyZaduje pre svoju aktivitu
pritomnost’ i6nov Co*" aje inhibovana pritomnostou iénov Zn** a Mn®". PepA
aminopeptidaza izolovana z Escherichia coli vykazuje preferenciu pre leucin alebo
metionin a potrebuje pre svoju aktivitu pritomnost’ zinku (Minh et al., 2009). Arima et
al. (2008) purifikovali aminopeptiddzu Pz Streptomyces costaricanus. Enzym
vykazoval §irokl substratova $pecifitu a preferenciu pre idny Zn”". Dipeptid-peptidazy
(EC 3.4.13.) a tripeptidyl-peptidazy (EC 3.4.14.) hydrolyzuju dipeptidy a tripeptidy na
prislusné aminokyseliny.

Karboxypeptidazy (EC 3.4.16.-18.) a peptidyl-dipeptidazy (EC 3.4.15.) odstepuju
koncovu aminokyselinu z C-konca polypeptidového retazca (Polaina et al., 2007). Na
zaklade charakteru aminokyselinovych zvyskov v aktivnom mieste enzymu sa delia do

troch skupin: karboxypeptidazy serinového typu (EC 3.4.16.) st izolované z Penicillium

15



spp., Saccharomyces spp. a Aspergillus spp. Maji podobnu substratovl Specifitu, ale
vykazuju roéznorodost’ v oblasti pH optima, stability, molekularnej hmotnosti a efektu
inhibitorov. Metalokarboxypeptidazy (EC 3.4.17.) st izolované z rodov Saccharomyces
a Pseudomonas a vyzaduju pre svoju aktivitu iony Zn*" a Co>". Omegapeptidazy (EC
3.4.19.) katalyzuju hydrolyzu koncovych zvySkov substituovanych, cyklizovanych
alebo izopeptidovymi vizbami spdjanych aminokyselin (Rao et al., 1998). Galvao et al.
(2009) wyuzili karboxypeptiddzu A na odstranenie fenylalaninu z hydrolyzatu
srvatkového proteinu, ¢im dosiahli mozné vyuzitie srvatkového hydrolyzatu pre l'udi

trpiacich fenylketonuriou.

Endopeptidazy (EC 3.4.21 - 24 a EC 3.4.99) hydrolyzuju peptidové vizby vo vnutri
polypeptidového retazca. Podl’a Struktury katalytického miesta sa rozdel’'uju na:
1. serinové peptidazy (EC 3.4.21),
2. cysteinové (tiolové) peptidazy (EC 3.4.22),
3. aspartatové (karboxylové) peptidazy (EC 3.4.23),
4. metalopeptidazy (EC 3.4.24),
5. treoninové peptidazy (EC 3.4.25),
6. zatial neklasifikované peptidazy (EC 3.4.99) (Skarka - Ferenéik, 1987;
Hrckova et al., 2004; Urminska et al., 2006).

Serinové peptidazy tvoria velmi vyznamnu skupinu enzymov, ¢i uz z hl'adiska
potravinarskeho alebo farmakologického. Zucastiiuji sa Sirokej Skaly fyziologickych
procesov organizmu, vratane travenia, hemostazy a imunitnej odpovede (Zakharova et
al., 2009). Maju Sirokt substratova Specifitu aich katalytické centrum je tvorené
serinovym zvySkom s volnou hydroxylovou skupinou. S najrozSirenejSou skupinou
proteolytickych enzymov mikroorganizmov a Zivo¢ichov (Cera, 2009). Serinové
peptidazy st aktivne pri neutrdlnom a alkalickom pH s optimom medzi hodnotami 7 -
11. Maju Sirokt substratovu Specificitu a vyznacuju sa aj esterolytickou aktivitou. Su to
enzymy s molekulovou hmotnost'ou 18,5 - 35 kDa (Vodrazka et al., 1998).

Najviac preStudovanymi Ser-peptiddzami su traviace enzymy trypsin a
chymotrypsin. Trypsin (EC 3.4.21.4) je peptidaza zivo¢isSneho poévodu, produkovana
v pankrease. Stiepi polypeptidovy retazec len v miestach, kde sa v peptidovej vizbe
viaze karboxylova skupina argininu alebo lyzinu, pri optimdlnom pH 7 — 9 (Ferencik et

al., 2000). Trypsin sa spolu s chymotrypsinom vyuzivaju na Upravu Specidlnych
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bielkovin pre pripravu hypoalergénnych diét (Bonomi et al., 2000), napr. na pripravu
hydrolyzatov srvatkovych proteinov (Mota et al., 2006). Kyung-Koh et al. (2008)
sledovali hydrolytické u€inky trypsinu na pSeni¢ny lepok a zistili, ze produkt obsahoval
zvySené mnozstva nizkomolekularnych peptidovych frakcii.

Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) vznika v tenkom creve zivocichov a Stiepi substrat na
miestach, kde sa na tvorbe peptidovej vézby zlcastiiuje karboxylova skupina
aromatickych aminokyselin (tyrozin, fenylalanin) alebo aminokyselin s velkym
nepolarnym retazcom (metionin, leucin, tryptofan) (Lieberman — Marks, 2009).
Chymotrypsin je inaktivovany pankreatickym trypsinovym inhibitorom, ale za Gc¢inku
Ca”" katidnov je tento proces spomalovany (Fioretti et al., 1994). Chymotrypsin sa
pouziva ako sucast’ liekov pri lieceni podliatin, zlomenin a ran. Castillo-Yafiez et al.
(2006) izolovali chymotrypsin z traviacej sustavy sardiniek, ktory sa moéze vyuzit ako
biotechnologicky preparat pre vyuzitie odpadu v priemysle spracovania ryb, ako

materidlu pre produkciu kvalitného bielkovinového hydrolyzatu.

Mikrobialne serinové peptidazy mozu byt rozdelené na:

a) Trypsinu podobné peptidazy, ktoré prednostne Stiepia peptidové vizby tvorené

zasaditymi aminokyselinami a ich optimalne pH je 8. Na ich ziskavanie sa prevazne
vyuziva produkcia baktériami rodu Streptomyces (Fuhong et al., 2010).

b) Alkalické peptidazy, ktoré maji najvyssiu aktivitu pri pH 10 a ich producentmi st

baktérie rodu Bacillus, mikroskopické huby Aspergillus sp., Neurospora crassa a
kvasinky Sacharomyces cerevisiae. Vel'mi Casto vyuzivanou alkalickou proteazou je
»Subtilizin“ produkovany baktériou Bacillus licheniformis (Potumarthi et al., 2007).

¢) Myxobacter alfa-lytické Ser-peptidazy su produkované rodom Sorangium a vykazuji

silni lyticka aktivitu vo¢i mnohym pdodnym baktéridm. Su Specifické na Stiepenie
vdzieb obsahujucich karboxylové skupiny neutrdlnych alifatickych aminokyselin. Do
tejto podtriedy patri aj enzym elastaza (Hrckova et al., 2004).

d) Stafylokokové peptidazy, ktoré produkuje napr. Staphylococcus aureus (Popowicz

et al., 2006). Posobia Specificky na vizby kyslych aminokyselin pri pomerne Sirokom

pH optime 4,0 — 7,8 (Urminska et al., 2006).

Cysteinové peptiddzy maju aktivne centrum tvorené trojicou aminokyselin cystein,
histidin a glutamin (Wagstaff et al., 2002). Obsahuju tiolova skupinu —SH

v katalytickom centre aich aktivitu inhibuju latky, ktoré sa viazu s touto skupinou.
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Aktivne centrum musi obsahovat’ aj zvySok histidinu (Urminska et al., 2006). Patria se
rastlinné enzymy papain, ficin, bromelain, kaspazy a r6zne iné enzymy mikrobidlneho
povodu.

V potrvindrstve ma vyznamné vyuzitie papain (EC 3.4.22.2), ktory ziskava sa zo
zelenych, nezrelych plodov papaje Carica papaya. Okrem peptidovych védzieb
hydrolyzuje aj esterové a amidové vdzby a uGfinkom pripomina chymotrypsin, ale
pdsobi v neutralnom pH. V potravindrstve sa pouziva pri tenderizécii médsa a misovych
produktov a na pripravu proteinovych hydrolyzatov, d’alej sa vyuziva pri Cireni piva,
v menSej miere v cukrovinkarstve a v mliekarenstve pri vyrobe syrov (James -
Simpson, 1996). V praxi sa papain aplikuje aj v pecivariiach, a to pri vyrobe peciv
z cicerovej muky pre potrebu bezlepkovej diéty.

Ficin (EC 3.4.22.3) sa ziskava z latexu stromu Ficus glabatra a Ficus carica. Tieto
zelené figy o hmotnosti 10 az 15 g obsahuju 100 — 150 mg enzymu. Ficin sa pouziva na
stabilizaciu piva a hydrolyzu r6znych bielkovin (Vodrazka et al., 1998).

Bromelain je to pomenovanie skupiny enzymov, objavenych v rdéznych druhoch
celade Bromeliaceae, najviac je vyuzivany ananas. Gautam et al. (2010) porovnavali
mnozstvo a aktivitu bromelainu pritomného v stonke av plode anandsu (4Ananas
Comosus). Zistili, ze bromelain v stonke vykazuje lepSiu enzymaticku aktivitu ako
bromelain v plode. Bromelain mé Siroké vyuzitie pri hydrolyze va¢Siny rozpustnych
proteinov, napr. pri vyrobe napolitdnok a oblatiek. Vyznamné vyuzitie ma aj vo
farmacii, kde bol dokédzany jeho protizapalovy, protizrazaci a fibrinolyticky ucinok
(Maurer, 2001).

Mikrobialne cysteinové peptidazy sa podl'a ich producenta delia na dve skupiny:

a) clostripainové peptidazy — ich producentom je Clostridium histolyticum. Tieto
enzymy Stiepia peptidové vizby bazickych aminokyselin (Urminska, 1997).

b) streptokokové peptiddzy — st produkované baktériami Streptococcus sp. ako
zymogény, ktoré sa autokatalyticky premiefiaji na aktivne enzymy. Tieto enzymy maji

Sirok substratovu Specifitu (Hrckova et al., 2004).

Aspartatové peptidazy sa oznacuju aj ako karboxylové endopeptidazy, pretoze maja
v katalytickom mieste dve karboxylové skupiny, ktoré su stcastou kyseliny
aspardgovej. Medzi Zivoc¢iSne aspartatové peptiddzy patri hlavne pepsin, gastrin

a chymozin.
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Pepsin sa nachadza v zalidocnej Stave stavovcov a vytvara sa zpepsinogénu A.
Hydrolyzuje peptidové vézby, ktoré tvoria hydrofobne, predovSetkym aromatické
zvySky aminokyselin (Kageyama et al., 2009). K aspartatovym peptiddzam d’alej patria
extracelularne peptidazy rastlin a mikroorganizmov, katepsiny D a E, ktoré patria medzi
intracelularne peptidazy a renin. Renin ma optimalne pH v neutralnej oblasti, a tym sa
odliSuje od ostatnych karboxylovych peptidaz (Urminska et al., 2006).

Mikrobialne aspartatové peptiddzy sa rozdeluju na:

a) aspartatové peptidazy pepsinového typu, ktoré produkuju mikroorganizmy rodov
Aspergillus (Wang et al., 2008), Penicillium, Rhizopus (Kumar et al., 2005), Trametes
a Neurospora crassa.

b) aspartdtové peptiddzy reninového typu — produkuji ich rézne mikroorganizmy,
Endothia parasitica, Mucor sp. a Aspergillus candidus (Rao et al., 1998). V humanne;j
medicine sa skimaju aspartatové peptidazy, ktoré su produkované kvasinkami Candida
albicans a Candida tropicalis, a povazuju sa za vazny faktor virulencie virusu HIV

(Hidalgo — Vazques, 2010).

Metalopeptidazy maju v prostetickej skupine pritomny i6n kovu, zvyCajne zinku,
ktory moze byt v niektorych pripadoch nahradeny aj inym prechodnym kovom.
Metalopeptidazy prednostne katalyzuju hydrolyzu peptidov s hydrofébnymi
postrannymi ret’azcami, obsahujucimi napr. fenylalanin a leucin. Vykazuji vel'mi slabu
esterazovu aktivitu (Urminska et al., 2006).

Z potravinarskeho hl'adiska st najznamejSie metalopeptidazy produkované baktériami
a mikroskopickymi hubami, obsahujice vo svojej molekule zinok, ktory je nevyhnutny
pre ich aktivitu. Vapnik je potrebny najmé na stabilizdciu ich proteinovej Struktury

(Hrckova et al., 2004).

Mikrobialne metalopeptiddzy sa delia na:
a) kyslé metalopeptidazy,
b) neutralne metalopeptidazy,
c) alkalické metalopeptidazy,
d) Myxobacter peptiddza I,
e) Myxobacter peptidaza II.
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Medzi kyslé metalopeptidazy sa zarad’'uju najmé peptidazy Penicillium caseicolum,

P. roqueforti, Aspergillus sojae a A. oryzae. Neutrdlne metalopeptiddzy su Specifické
voci hydrofobnym a objemnym aminokyselinovym zvyskom. Neutrdlne protedzy typu
Aspergillus sp. sa v potravinarstve pouzivaji na odstranovanie horkej chuti
hydrolyzatov (Hrckova et al., 2004). NajznamejSou neutrdlnou metalopeptidazou je
termolyzin produkovany baktériou Bacillus thermoproteolyticus (Grandi et al., 2009).
Je stabilny do 80 °C. Jeho molekula obsahuje zinok, ktory je viazany dvoma zvyskami
histidinu a jednym glutamatovym zvySkom. V Struktire sa nachadzaju aj 4 atomy
vapnika, ktoré¢ st zodpovedné za termostabilitu enzymu (Hrckova et al., 2004).
Alkalické peptidazy su produkované baktériami Pseudomonas aeruginosa a Serratia
marcescens. Myxobacter peptidaza I Specificky podsobi na malé aminokyselinové
zvysky na obidvoch koncoch Stiepeného polypeptidového retazca. Tato peptiddza je
schopné lyzovat bunkové steny Arthrobacter crystallopoites a inych grampozitivnych
baktérii. Myxobacter-peptidaza II je enzym Specificky pre hydrolyzu lyzinovych
zvySkov na N-konci Stiepeného retazca. Nemd schopnost’ lyzovat’ bakteridlne bunky

(Kalitz, 1988; Hrckova et al., 2004).

Vseobecne si najrozSirenej$Sim zdrojom industridlnych enzymov  mikroorganizmy
(Ibrahim, 2008). Vyhodou ich vyuzivania je rychly rast, Siroké spektrum
produkovanych enzymov a moznosti génovych manipulacii s cielom zvySenia, alebo
urychlenia produkcie. Vacsina priemyselnych enzymov je produkovanych relativne
malym poctom rodov mikroorganizmov, z hub su najviac vyuzivané rody Aspergillus,

Trichoderma a Streptomyces a z baktérii rody Bacillus (Leisola et al., 2010).

1.5 Produkcia enzymov rodom Bacillus

Rod Bacillus je vel'mi rozsiahly a v prirode je vel'mi rozSireny. Jeho druhy maja
bohaté¢ enzymové vybavenie, takze mdzu rozkladat’ rézne druhy organickych zlucenin.
Viacsina druhov ma velmi aktivne amylolytické enzymy a pektolytické enzymy
(B. subtilis, B. macerans) a vacSina druhov ma vel'mi aktivne proteolytické enzymy,
ktoré sa uplatiiuji pri aerébnom i anaerébnom rozklade bielkovin (B. licheniformis,
B. amyloliquefaciens, B. mycoides, B. putrificus, B. sporogenes ai.). Iné druhy tvoria

slizové puzdra polysacharidovej povahy (z levanov a dextranov), ktoré spdsobuju
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neziadicu nitkovitost’ pe¢iva a pseniéného chleba (B. subtilis var. niger) (Stevlikova —
Kacaniova, 2005).

Peptidazy, ktoré st aktivne v alkalickom prostredi st produkované réznymi druhmi
rodu Bacillus sa oznacuju ako subtiliziny (Kumar - Takagi, 1999; Maurer, 2004).
Prirodzenymi substratmi pre tieto enzymy su nativne polypeptidy a peptidy, ale pdsobia
aj na syntetické peptidy, amidy a estery peptidov. Subtiliziny (EC 3.4.21.62) st tvorené
peptidovymi ret'azcami, ktoré v aktivnhom centre obsahuju aminokyselinu serin, a preto
sa zarad’uju medzi tzv. serinové peptidazy (Hsino et al., 1993). NajrozsirenejSie vyuzitie
maju subtilizin Calsberg, produkuje ho Bacillus licheniformis, subtilizin Novo
a subtilizin BPN, ktoré produkuje Bacillus subtilis, var. amyloliquefaciens (Hrékova et
al., 2004; Sumantha et al., 2006). Enzymy st vyuZivané v detergentoch, najmi v pracich
praskoch (Kalisz, 1988; Beg - Gupta, 2003). Okrem toho sa subtilizin Carlsberg
pouziva na upravu funkénych vlastnosti bielkovin, ktoré sa hydrolyzou vyrazne zlepSuju
¢o do textury, ale aj chutovych vlastnosti (Kristinsson - Rasco, 2000), pri ziskavani
arom a chuti do polievok a misovych konzerv (Hrckova et al., 2004). Peptididzy
subtilizinovej skupiny sa vyuzivaji aj vo farmaceutickom priemysle ako sucast

preparatov pre lieCenie popalenin a ran (Rao et al., 1998).

Sharipova (2002) sledovala u baktérii rodu Bacillus tvorbu hydrolaz a z nich hlavne
peptidaz, ktoré tento mikroorganizmus sekretuje v neskorSom stadiu tvorby spor.
Bakteridlne amylazy ziskané z Bacillus subtilis sa uplathuju v pivovarnictve
a v textilnom priemysle. Bacillus polymyxa sa pouziva pre kvasni vyrobu 2,3-
butandiolu a Bacillus macerans ma silné¢ pektolytické ucinky, a preto sa vyuziva
v textilnom priemysle (Silhankova, 1995). V Zivodisnej vyrobe sa vyuZivaju hlavne
Bacillus licheniformis, Bacillus cereus, Bacillus coagulans a Bacillus subtilis na
zvySovanie prirastkov, pretoze ako probiotikd zlepSuju konverziu krmiva a zdravie
zvierat (Link et al., 2003). Baktérie produkujt peptidazy, amyldzy, katalazy, ¢im sa daji
vysvetlit’ lepSie hmotnostné prirastky zZivoc¢ichov. Tieto enzymy napomahaji traveniu
krmiva a peptidazy produkované rodom Bacillus, stimuluju rast laktobacilov (Hosoi,
2000).

Prehl'ad niektorych enzymov produkovanych rodom Bacillus je uvedeny v tabul’ke 2.
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Prehl’ad produktov ziskavanych ¢innost’ou baktérii rodu Bacillus

(Hudecova — Simkovi¢, 2009)

Tabul’ka 2

Rod Bacillus

Produkty

Farmaceutické preparaty

Bacillus brevis

gramicidin S

Bacillus subtilis bacitracin
Bacillus polymyxa polymyxin B
Enzymy

Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis

alfa-amylaza

Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus
polymyxa

beta-amylaza

Bacillus amyloliquefaciens

beta-glukanaza

Bacillus sp.

gluk6zaizomeraza

Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus

neutralna peptidaza

thermoproteolyticus
Bacillus sp. alkalickd peptidaza
Bacillus sp. renin
Vitaminy
Bacillus megatherium B 12

1.5.1 Stabilita proteolytickych enzymov

Pod pojmom stabilita enzymu sa rozumie schopnost’ zachovat’ si aktivitu pri r6znych
podmienkach vonkajSieho prostredia. Medzi zakladné faktory, ktoré moézu najviac
ovplyvnit’ stabilitu enzymu patri pH prostredia a koncentracia soli, vratane rizikovych
prvkov (Shroomburg - Salzman, 1991).

Podl'a mechanizmu katalyzy sa proteolytick¢é enzymy klasifikuji do 4 skupin,
zahriujucich serinové, cysteinové, aspartatové a metalopeptidazy.

Najvéacsiu skupinu proteolytickych enzymov mikrobidlneho povodu tvoria serinové
peptiddzy. Aminokyselina serin, ktora sa nachaddza v ich aktivnom centre je inhibovana
fluoridovymi reagentami, komercne sa vyuZzivaji napr. dizopropylfluorofosfat alebo
fenylmetylsulfonylfluorid (Urminska, 1997), ktoré maji vyznamné vyuzitie ako sucast’
organofosfatovych insekticidov. Pritomnost’ tychto latok v prostredi, ¢i uz pri raste
produk¢nej baktérie alebo pri vyuzivani enzymu vyvold neodstranitelnt inhibiciu

(Vodrazka, 1992).
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Metalopeptidazy obsahuju v aktivnom centre kation kovu, ktory je nevyhnutny pre ich
katalytické pdsobenie. Tymto kovom je najcastejSie zinok (Graycar, 1999). Kovovy i6n
je vyznamnym pri hydrolytickom Stiepeni peptidovej vdzby v bielkovinach preto, lebo
ma silny elektrofilny efekt. Molekula vody potrebna pre posobenie peptidaz je
naviazana na enzym vodikovou vézbou, konkrétne na zvySok kyseliny glutdmovej
ned’aleko aktivneho centra enzymu. Karboxylova skupina kyseliny glutdmovej odobera
proton a hydroxyl atakuje karbonyl pepidovej vézby. Aktivitu metaloendopeptidaz
inhibuji chelatacné latky, ako je EDTA (Hrckova et al., 2004). Ku strate aktivity
enzymu dochédza aj vymenou esencialneho prvku za iny kation, napr. tazky kov.
Vizbou na peptidové retazce biologicky aktivnych bielkovin sa vyznacuju
predovsetkym kadmium, kobalt a selén.

Medzi komer¢ne vyuzivané metalopeptiddzy patria kolagendzy a Zelatinazy

produkované baktériami (Neutraza, Termolyzin) (Hrckova et al., 2004).

1.6 Faktory a prvky ovplyviiujice rast a rozmnoZovanie baktérii

Zivotna &innost’ mikroorganizmov a ich vyvoj, s zavislé na vniitornom prostredi.
Aby sa mohli rozmnozovat, musi byt v prostredi dostatocné mnozstvo surovin pre
syntézu bunkovej hmoty a dostato¢né mnozstvo zdroja vyuzitel'nej energie.
Rozmnozovanie organizmov podmieniuje rast a nasledné delenie buniek. V priaznivych
podmienkach prostredia sa rastica jednobunkova populdcia zdvojndsobuje
v pravidelnych intervaloch. Priebeh rastu, pri ktorom logaritmus biomasy alebo poctu
buniek narastd v priamej Umernosti scCasom, sa nazyva logaritmicky alebo
exponencialny. Rast bakteridlnej populacie vSak neprebieha stile exponencidlne. Jeho
spomalenie mdze byt spOsobené spotrebou zivin, tvorbou toxickych produktov,
kombinaciou obidvoch tychto faktorov, ale aj fyzikdlno-chemickymi a fyzikalnymi
vplyvmi, ktoré sposobia zmeny v prostredi. Okrem dostupnosti Zivin, voda, hoci
ivo forme dostatocnej vlhkosti aurcity teplotny interval, patria k najddlezitejSim
faktorom prostredia ovplyviiujicich mnohé fyziologické funkcie mikroorganizmov
(Ferianc — Pangallo, 2005).

Okrem zdroja energie musi zivné prostredie obsahovat vyuzitelné, t. j.

asimilovatel'né zdroje prvkov, ktoré su sucastou bunkovej hmoty. Najvécsie poziadavky
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st kladené na C, H, O, N, P a 'S a zkatiénov je to K, Mg*", Na", Mn?", Ca*", Fe’",
C03+, Cu’"azZn*".

Kationy Co’", Cu*" aZn®" aniektoré aniény su potrebné len vo velmi nizkych
koncentraciach, preto sa dostavaju do zivnej poédy uz ako kontaminanty pouzitych
chemikalii, vody a pod.

Zivné prostredie musi obsahovat’ aj dostatoéné mnoZstvo vody. Zvysena koncentracia
rozpustenych anorganickych aj organickych zlucenin pod urcita hranicu vodnej aktivity
vedie k zastaveniu rozmnoZovania. Vodna aktivita umoZzfiujica rozmnozovanie sa
pohybuje v rozmedzi 0,99 az 0,93. Ak celkova koncentracia soli v roztoku presahuje
6 %, zastavuje sa rozmnozovanie, atiez vysokd koncentrdcia asimilovatelnych
organickych zli€enin zastavuje metabolizmus aj rozmnozovanie.

V Zivnych pddach musia byt zachované urcité pomery jednotlivych katiénov a anioénov,
lebo velky nadbytok jedného idonu moze inhibovat’ transport iné¢ho cez cytoplazmatickt
membranu alebo mdze mat’ inhibiény Géinok na niektoré enzymy (Silhdnkova, 1995).
Tato skuto€nost’ dava do suvisu obsah prvkov, vratane tazkych kovov v prostredi,
v ktorom bacili rasta s aktivitou extracelularnych enzymov, ktoré produkuju.

Vhodnym zdrojom uhlika st zlG€eniny vyuzivané tiez ako zdroj energie, t. j. cukry,
alkoholy, organické kyseliny a pod. NajvhodnejSia koncentracia zakladnych zdrojov
uhlika a energie je 1 aZ 2 % za aerébnych podmienok. Fosfor mikroorganizmy asimiluji
vacsinou vo forme anorganickych fosfatov. K umelym pdédam st fosfaty priddvané
v podobe amoénnych soli, ¢im je Ciastocne zaisteny aj pozadovany dusik. Ako zdroj siry

sa vyuzivaju vac¢sinou sirany, priddvané hlavne ako siran amonny (Silhankova, 1995).

1.7 Ionova sila roztokov

Iénova sila je miera koncentracie i6nov v roztoku. Je dolezitym faktorom
v biochemickych reakcidch apreto ma dolezitd ulohu pre vSetky zivé organizmy.
Enzymy, bielkovinové molekuly, ktoré katalyzuju a reguluji dolezité reakcie pre Zivot,
mézu byt tiez velmi citlivé na prili§ vysokd alebo nizku iénova silu v roztoku,
dosledkom ¢oho moze byt ich nefunkénost’.
Vicsina baktérii sa rozmnozuje v prostredi s vodnou aktivitou 0,99 az 0,93. Niektoré su
schopné rozmnoZovania aj pri nizkych hodnotach 0,65 az 0,63, napr. v pritomnosti 20

az 30 % NaCl. Tieto baktérie sa nazyvaju halofilné (Pace, 2006).

24



Rozmnozovanie vac¢Siny baktérii sa vSak zastavuje, ak sa v prostredi nachaddza 6 az 10

% NaCl (Baker et al., 2010).
1.7.1 Koncentracia soli v prostredi

Morska voda  je neuveritel'ne zlozity a komplexny systém prvkov
a mikroorganizmov, ktory obsahuje 96,5 % vody a 3,5 % inych latok. Ide o organické
zlozky, plyny (64 % dusik, 34 % kyslik) a zmes soli. Typickou vlastnostou morske;j
vody je jej slanost’ (salinita). Salinita je celkové mnozstvo rozpustenych mineralnych
latok v 1 kilograme morskej vody. Priemerna salinita je asi 3,5%, priCom najvacsi
podiel rozpustenych latok ma chlorid sodny, ktory tvori 78%. Obsah soli je v kazdom
mori iny, prevazne sa pohybuje v rozmedzi 3,3 az 3,7%. Atypické moria st napr. Mftve
more, ktoré jej obsahuje takmer desatkrat tol’ko ajeho slanost’ je 30 - 35% alebo
Cervené more, taktieZ znime svojim extrémne vysokym obsahom soli 4,1%. Rozdiely
v koncentrécii soli spdsobuje niekol’ko procesov. Ked morskd voda zamrzne, v 'ade je
obsiahnutd iba Ccistd voda apovodnd sol prispieva k zvySeniu koncentracie soli
v okolitej] morskej vode. Tato novd vzniknutd solanka potom zabraiiuje zamrznutiu
dalsej vody. Naopak topenie l'adovcov spdsobuje nariedenie morskej vody
a koncentracia soli klesa. Vyssia teplota morskej vody ma za nésledok vacsi vypar, ¢im
sa vyparuje ,,¢ista* voda a koncentracia soli v povrchovej morskej vode sa tym zvysuje

(Kutilek, 2008).

Aj vpode su akumulované sodné soli, predovSetkym chloridu sodného (NaCl)
a siranu sodného (Na,SO4). Hlavnym zdrojom soli v pdde, a tym aj vzniku a vyvoja
sol'nych pod, st mineralizované podzemné vody. V oblastiach s vyparnym vodnym
rezimom pddy vynasaji vzlinanim rozpustné soli do pédneho profilu. Po transpiracii
vody sa soli vyzradzaju na povrchu pddnych cCastic a vol'né iény sodika sa viazu na
podny koloidny komplex. Tieto podmienky pre postupné rozsirovanie sol'nych pod, ¢ize
sucha a tepla klima, vyparny vodny rezim pdd a mineralizované podzemné vody, sa na
Slovensku vyskytuju v juznych ¢astiach Podunajskej a Vychodoslovenskej niZiny, ktoré
st pravidelne monitorované (Kobza, 2009). Najcastej$imi aniénmi vystupujucimi v
asociacii so zasolenymi pddami st chloridy, sirany, uhli¢itany a dusi¢nany, z katiénov
su najbeznejSie sodik, vapnik hor¢ik a draslik. Pre zasolené pddy je charakteristicka
kumulacia I'ahko rozpustnych soli (napr. Na,CO;xH,0O, Na,CO3 x 10 H,O, NaySOs,
NaCl, MgSOy, Ca;S04 x SrO4, CaySO4 x H,O, MgCl,, NaNO3) a ich aktivna ucast’ v
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biologickom a geologickom cykle amigracii (Milicka et al., 2005). S touto
problematikou uzko suvisia aj antropogénne zdsahy do chemizmu pdd, predovsetkym
aplikaciou agrochemikalii a zavlazovanim nevhodnou zévlahovou vodou. Nasledkom
odparovania tejto vlhkosti v kapilarnej zone pri povrchu terénu zostdvaju v pddnom

profile rezidué rdéznych soli (Milicka et al., 2005).

V Case topenia snehu sa do pddy dostava chemickym zloZzenim zmenend voda,
vplyvom posypu ciest chloridom sodnym, ¢o ma negativny vplyv na mikroorganizmy,
ktoré¢ sa tu nachadzaji. Vplyvom NaCl sa v roztoku zvysSuje vnutrobunkovy tlak,
v bunkach baktérii ¢asto dochddza k chemickému Soku a naslednej moznej 1yze buniek

(Horniakova - Bugerl’, 2007).

Nahromadenie soli (najmé sodnych soli) je jednou z hlavnych fyziologickych hrozieb
pre ekosystémy. Sol' ovplyviiuje metabolizmus pddnych mikroorganizmov, ¢o vedie
k vdznemu zniZeniu Urodnosti pody. Vysoka urovei salinity v pode spdsobuje vadnutie
rastlin v dosledku zvySeného osmotického tlaku a toxického ucinku soli. Faktory
vedice knadmernému nahromadeniu soli vpode moézu byt prirodné alebo

antropogénne.

Environmentalne (prirodné) faktory:

* geologické javy, vplyvom ktorych sa moze zvysit’ koncentracia soli v podzemnej vode
a v dosledku toho aj v pode,

* prirodné faktory, ktoré moézu priviest podzemnu vodu s vysokym obsahom soli na
povrch, blizko k povrchu alebo k vrstvam nad hladinou spodnej vody,

* presakovanie podzemnej vody do oblasti leziacich pod troviiou mora, ako st mikro-
depresie s malym alebo Ziadnym odvodnenim,

* vody pritekajuce z izemi s geologickym podlozim, ktoré uvolnuje velké mnozstva
soli,

* Cinnost’ vetra, ktory mdze v pobreznych oblastiach do vnutrozemia priviat mensie
mnozstva soli.

K prirodnym faktorom ovplyviiujicim salinitu pod patria klima, matersky pddny

substrat, podny kryt, vegetany typ a topografia (Kobza, 2009).

Faktory vyvolané l'udskou ¢innost'ou:

* zavlaZzovanie vodou s vysokym obsahom soli,
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* zvySenie vodnej hladiny spdsobené 'udskymi aktivitami (presakovanie z neutesnenych
kandlov a nadrzi, nerovnomernd distribiicia vody na zavlazovanie, nedokonalé
zavlazovacie postupy, nevhodné odvodnenie),

* pouzivanie hnojiv a inych vstupov, najmé tam, kde mé zem vplyvom intenzivneho
pol'nohospodarstva nizku priepustnost’ a obmedzené moznosti presakovania,

* vyuzivanie odpadovych véd s vysokym obsahom soli na zavlazovanie,

* vypustanie odpadovej vody s vysokym obsahom soli do pddy (Kobza, 2009).

V stcasnosti sa vytvarajiice klimatické zmeny mdzu postupne viest’ aj k zmene
koncentrécii soli v prostredi. Cim d’alej, tym su Gastejsie prudké a dlhorvajiice dazde,
ktorymi sa vyplavuji mineréalne latky z pdd, ndsledne vysoké teploty sposobia
vyparenie vody z roztokov a zasolenie prostredia. Mikroorganizmy sa tak musia

prisposobovat’ tymto zmenenym podmienkam.
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2 CIEL PRACE

Cielom diplomovej prace bolo sledovat zmeny v produkcénej schopnosti baktérii

Bacillus subtilis a Bacillus licheniformis vo vztahu k proteolytickym enzymom

vyvolané zmenou idnovej sily kultivacného prostredia.

Pre splnenie ciel'a bolo potrebné:

spracovat’ literarny prehlad o vyzname baktérii rodu Bacillus v oblasti
produkcie enzymov, o charakteristike baktéridlnych proteolytickych enzymov,
o vplyve i6novej sily na kultivaciu baktérii a produkciu extracelularnych
enzymov,

kultivovat’ vybrané baktérie v optimalizovanej zivnej pdde av Zivnej pdde
s pridavkom NaCl,

stanovit’ aktivitu extracelularnych peptidaz,

popisat’ vplyv zvySenej i6novej sily na rast biomasy a produkénu schopnost’

baktérii.
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3 MATERIAL A METODIKA

3. 1 Kultivacia baktérii rodu Bacillus

Tekutd zivna poda pre kultivaciu kmeniov baktérii Bacillus sa pripravi zo substratov
skrob, susené mlicko, sladinka a kvasni¢ny autolyzat v koncentracii na 200 cm®: 1 g
Skrobu; 2 g suSeného mlieka; 5,4 g lyofilizovanej sladinky a 0,6 g kvasni¢ného
autolyzatu.

Tieto substraty sa rozpustia v 150 cm® destilovanej vody a pomocou NH4OH sa upravi
hodnota pH na 8,5. Po tprave pH sa roztok zivnej pddy doplni destilovanou vodou na
objem 200 cm’. Tento objem Zivnej pddy sa rozleje po 25 cm® do 6smich kultivaénych
baniek, do ktorych sa nasledne pridaju navazené koncentracie NaCl: 0 %; 0,1 %;
0,25 %; 0,50 %; 0,75 %; 1 %; 1,25 %; 1,50 %; 1,75 %; 2 %, 2,25 %; 2,50 %.

Jednotlivé koncentracie sa sleduji v dvoch opakovaniach. Kultiva¢na banka sa nésledne
uzatvori bakteriologickou zatkou a prikryje sa alobalom. Takto pripravené kultivacné
banky so zivnou pddou sa sterilizuju poc¢as 30 mintt pri teplote 120 °C.

Po vychladnuti na teplotu asi 30 °C sa zivné pddy naoCkuju kmenmi Bacillus
licheniformis L a Bacillus subtilis S»y¢s. Kmene sa ziskali zo zbierok mikroorganizmov
z Brna, Prahy a Bratislavy auchovavaju sa na KBB FBP SPU v Nitre na Sikmych
sladinkovych agaroch.

Kultivacia mikroorganizmov sa uskutocnila v aerébnom prostredi v laboratornej

pretrepavacke pri teplote 37 °C pocas 48 hodin.

3. 2 Stanovenie vyt’aznosti biomasy

Po kultivacii baktérii sa obsah kultivaénych baniek odstredovanim po dobu 15 minut

pri 4000 ot.min" oddeli na sediment a supernatant. Supernatant sa pouZije na stanovenie

aktivity extracelularnych peptidéz a sediment pre stanovenie hmotnosti biomasy. Sediment

sa prenesie do hlinikovych vysusadiek a za Standardnych podmienok pri teplote 105 °C je

suSeny do konStantnej hmotnosti. Néasledne sa hlinikové vysusacky nechaju vychladnut,

a potom sa odvéazia.
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3. 3 Stanovenie aktivity peptidaz

Pripravi sa 0,6 % roztok substratu — 0,6 g azoalbuminu sa rozpusti v 10 cm® 50 %
mocoviny, pridd sa 20 cm’ tlmivého roztoku Tris/HCI pH 8,5 adoplni sa na objem
100 cm® deionizovanou vodou.

Stanovenie:

K 1,0 ml roztoku enzymu (supernatant) sa prida 1,0 ml 0,6 % azoalbuminu a reakéna
zmes sa inkubuje 2 hodiny pri 37 °C. Reakcia sa zastavi pridanim 2,0 ml 0,3 mol.dm™
(alebo 5 %) TCA (kyselina trichléroctovd). Vzorka sa da chladit na 5 minat do
mrazni¢ky. Precipitované bielkoviny sa odstredia pri 3000 ot.min™ podas 5 minut. Ku
zdekantovanému supernatantu sa pridaju 2,0 ml 0,3 mol.dm® Na,COs; a meria sa
absorbancia pri 440 nm.

Jedna jednotka proteolytickej aktivity (1 U) zodpovedd mnozstvu peptidaz, ktoré
spdsobia zvysenie absorbancie pri 440 nm o0 0,001 A44o/min. za danych podmienok.
Slepy pokus sa pripravuje rovnakym spdsobom, ale namiesto 1,0 ml enzymu (vzorky)

sa do reakcnej zmesi pipetuje 1,0 destilovanej vody.

Vypocet: {(A 440vz — A 440 blank) : 120} . 10° . R= objemova aktivita [U.cm'3]
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Vyroba avyuzitie enzymov patri Kk najrozSirenejSim oblastiam aplikécie
biotechnologii v pol'nohospodarstve,  potravindrstve, = chemickom  priemysle
a v zdravotnictve.

Produkcia enzymov baktériami Bacillus sp. sa zdokonaluje nielen neustalymi
optimalizaciami kultivacnych médii, ale aj vyuzivanim cielenych uprav genetického
materidlu. Cielom je rychlejSia vyroba kvalitnejSich a stabilnejSich enzymov (Fu et al.,

2007, Harwood — Cranenburg, 2008).

Detailné poznanie metabolizmu a Zivotného cyklu Bacillus sp. vSak dovoluje rozvijat’

aj dalSie vyuzivanie tychto baktérii.

Zakladnou fyzikalnou podmienkou pre kultivaciu mikroorganizmov je kyslik.
Baktérie rodu Bacillus su aerobne, az fakultativne anaerodbne, preto boli kultivované za
pristupu vzduchu. Sterilita bola zabezpecena uzatvorenim kultivacnej banky tzv.
bakteriologickou zéatkou. Kultivacia sa uskutoCnila za kontinudlneho premieSavania,
¢im bola dosiahnutd dobrd aeracia zivnej pody. Dalsou déleZitou fyzikalnou
podmienkou je pH Zivnej pody. Pomocou roztoku NH4OH bolo pH média upravené na
hodnotu 8,5. Do Zivnej pddy boli nasledne pridané r6zne koncentracie NaCl od 0,0 %
do 2,50 % NaCl a pody boli sterilizované. V takto pripravenej zivnej pode prebichala 48

hodinova kultivacia baktérii.

V praci bola pozornost’ sustredend na sledovanie vplyvu idénovej sily na produkciu
peptidaz baktérii rodu Bacillus. Aplikované boli dva kmene, a to Bacillus licheniformis
L7 a Bacillus subtilis Syes.

Kedze Bacillus sp. produkuje extracelularne enzymy, po skonceni kultivacie boli
bakteridlne bunky odstredené andsledne vysuSené ako bakteridlna biomasa,
a supernatante bola stanovena aktivita peptidaz.

Zo ziskanych vysledkov vyplyva, ze Bacillus licheniformis L; sa vyznacuje vysSou
produkciou peptiddz ako Bacillus subtilis Syes. NajvysSia aktivita bola ziskana
kultivaciou Bacillus licheniformis v Zivnej pode, ktora obsahovala 0,1 % NaCl, a to

10400,0 U.dm™ (Tabulka 3).
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Vplyv NaCl na produkciu peptidaz kmeniom Bacillus licheniformis L

Tabulka 3
Bacillus licheniformis 1,
Koncentracia NaCl Aktivita peptidaz, U.dm™
0,00 % 9541,7
0,10 % 10400,0
0,25 % 8672,5
0,50 % 7845,8
0,75 % 7787,5
1,00 % 7362,5
1,25 % 6979,2
1,50 % 6591,7
1,75 % 5395,8
2,00 % 3300,0
2,25 % 2625,0

V porovnani s kultivaciou v zivnej pode bez pridavku NaCl bol zaznamenany 8,9 %
narast aktivity, ¢o znamend, ze NaCl pdsobilo stimulacne na produkciu peptidaz.
Halotolerantny kmen Bacillus licheniformis popisali aj Folmsbee et al. (2006) a Mark et
al. (2006). Zvysovanim koncentracie soli v zivnej pode do mnozstva 2,25 % NaCl
vSak produkcia enzymov postupne klesala azna 25 % (Obrazok 2).

Pre kultivaciu Bacillus licheniformis bola tato koncentracia najvysSou, pretoze d’alSim
zvySovanim mnozstva NaCl dochadzalo po sterilizacii k ireverzibilnému vyzrdzaniu
bielkovin zo zloziek Zivnej pody. Takato pdda bola nehomogénna a nepouzitelna pre

aerobnu kultivaciu.
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Obrazok 2

Porovnanie aktivity peptidaz u kmetiov B. licheniformis a B. subtilis
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Zaujimavé vysledky boli ziskané sledovanim vplyvu NaCl na mnoZzstvo biomasy.
Zistili sa, ze hmotnost’ biomasy Bacillus licheniformis 1; sa postupne zvySovala
s narastanim koncentracie NaCl v zivnej pode (Tabulka 4).

V prostredi 2,25 % NaCl bol rast a rozmnozovanie baktérii 2,44 — krat intenzivnejsie
ako v optimalizovanej zivnej pode. Bacillus licheniformis L; je schopny pomerne dobre
tolerovat’ zvySené koncentracie soli v prostredi, ale zmenia sa jeho schopnosti
produkovat’ extracelularne enzymy. Tieto poznatky su v sulade so zavermi Weyens et
al. (2009), ktori popisuji moznosti vyuzitia interakénych vztahov medzi pddnymi

mikroorganizmami, vratane Bacillus sp., a rastlinami na bioremediaciu pdody.
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Vplyv NaCl na hmotnost’ biomasy Bacillus licheniformis L

Tabul’ka 4

Bacillus licheniformis 1,

Koncentracia NaCl

Hmotnost’ biomasy ziskanej
z 1 dm’ Zivnej pody, g

0,00% 6,7
0,10% 7,2
0,25% 7,2
0,50% 6,8
0,75% 9,0
1,00% 9,9
1,25% 11,0
1,50% 11,4
1,75% 13,0
2,00% 15,6
2,25% 16,4

Bacillus subtilis Sjyes produkoval nizsie aktivity extraceluldrnych peptidaz, v Zivnej

pdde bez pridavku soli bolo stanovenych 6391,7 U.dm™ (Tabulka 5), &o je iba 66,98

% produkcie peptidaz baktériou Bacillus licheniformis L; . Aj Urminska et al. (2010) vo

svojej praci poukazali na skuto¢nost, ze kmene Bacillus licheniformis, su lepSimi

producentmi peptidaz, ako kmene Bacillus subtilis.
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Vplyv NaCl na produkciu peptidaz kmeniom Bacillus subtilis Sxz¢s

Tabul’ka 5
Bacillus subtilis S>5s
Koncentracia NaCl Aktivita peptidaz, U.dm™
0,00 % 6391,7
0,10 % 5312,5
0,25 % 47333
0,50 % 42458
0,75 % 44458
1,00 % 4029,2
1,25 % 3479,2
1,50 % 2666,7
1,75 % 3050,0
2,00 % 2512,5
2,25 % 1550,0
2,50 % 920,8

Postupnym zvySovanim koncentracie NaCl v médiu, ktoré bolo az do mnoZstva 2,50 %
aktivita peptidaz klesala. V prostredi s 2,50 % NaCl (vysSie koncentracie denaturovali
bielkoviny zloziek zivnej pody) bola produkcia peptiddaz na urovni 14,4 % oproti
kultivacii v optimalizovanej zZivnej pode.

Aj v pripade Bacillus subtilis Syes bol pozorovany narast biomasy v prostredi s NaCl,
ale iba do koncentracie 2,00 % (Tabulka 6). Stimulacny vplyv NaCl bol v pripade
kultivacie Bacillus subtilis podstatne vyraznejsi ako pri kultivacii Bacillus licheniformis
(Obrazok 3). V prestredi s 2,00 % NaCl sa ziskalo takmer 30 g bakteridlnej masy z 1
litra Zivnej pody.

Dals$im zvySovanim mnozstva soli v prostredi klesala aj hmotnost’ biomasy.
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Vplyv NaCl na hmotnost’ biomasy Bacillus subtilis S»;6s

Tabul’ka 6
Bacillus subtilis S>268
— - .
Koncentracia NaCl Hmotnost3 Iz.lomz}syA11skaneJ
z 1 dm’ Zivnej pody, g
0,00% 8,9
0,10% 9,7
0,25% 11,8
0,50% 14,8
0,75% 17,1
1,00% 19,8
1,25% 21,3
1,50% 249
1,75% 27,5
2,00% 29,4
2,25% 279
2,50% 24,5
Obrazok 3
Porovnanie narastu hmotnosti
35,0
30,0
25,0
on
= 20,0
g
(=]
g 150
=
10,0
50
0,0
0,00% 0,50% 1,00% 1,50% 2,00% 2,50% 3,00%

Koncentracia NaCl (%)

‘ —e— B. licheniformis —=— B. subtilis
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Tieto zistenia su prekvapujlice, pretoze prave Bacillus subtilis je popisovany ako
vhodny bioremediacny organizmus. Napriklad Gorman — Lewis et al. (2005) aplikovali
tento mikroorganizmus ako absorbenta uranovych soli, a zistili, Ze je schopny viazat’
tieto zluceniny do stabilnych komplexov v bunkovej stene. Iné vyuzitie naznacili Zang
et al. (2010), ktori aplikovali vladknitd hubu Aspergillus niger a baktériu Bacillus
subtilis na odstranenie a-naftolu z prostredia.

Liu et al. (2010) Studovali mechanismu remedidcie benzénu pomocou Bacillus
licheniformis a Bacillus subtilis. Benzén predstavoval v zivnej pdde zdroj uhlika
a z nameranych hodnot enzymovej kinetiky (Km) zistili, ze ¢im nizSia je Km (teda ¢im
pomalSie prebiehaju enzymatické reakcie), tym je lepsi remediacny efekt.

Hahne et al. (2010) vyuzili molekuldrno — biologické metdédy pre analyzy transkripcie
mRNA a proteosyntézy v skumani fyziologie a genetiky hyperosmoticky stres —
tolerantnych kmenov Bacillus subtilis. Vysledky poukazuju na expresiu SigB, SigW,

SigM, and SigX regulonov, zodpovednych za syntézu stres — proteinov.
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5 NAVRH NA VYUZITIE VYSLEDKOV

Riesenim diplomovej prace boli ziskané origindlne vysledky, ktoré prispeju k
prehibeniu vedomosti v oblasti vplyvu environmentalnej zataze na rast a produként
schopnost’ Bacillus lichenifoemis a Bacillus subtilis.

Ziskané informécie prispeju k poznaniu metabolizmu baktérii, ktory je vyznamnou
mierou ovplyviiovany zlozenim prostredia, v ktorom rasta; k urCeniu limitov
koncentracii soli v prostredi, ktoré eSte nezasahuji do syntézy extracelularnych

enzymov, resp. narastu hmotnosti biomasy Bacillus sp.
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6 ZAVERY

Cielom diplomovej prace bolo sledovat zmeny v produkénej schopnosti

baktérii Bacillus subtilis a Bacillus licheniformis vo vzt'ahu k proteolytickym enzymom

vyvolané zmenou i6nove;j sily kultivaéného prostredia.

Na zéklade ziskanych vysledkov je mézné konstatovat’, zZe:

1.

najvysSia aktivita peptidaz bola ziskana kultivaciou Bacillus licheniformis L;

v zivnej pode s 0,1 % NacCl,

. zvySovanie koncentracie soli do 2,25 % sa prejavilo znizovanim produkcie

extracelularnych peptidaz,

. pridavok NaCl do kultivacného média mal stimulacny efekt na rast a

rozmnozovanie Bacillus licheniformis L; pretoze stupalo mnozstvo biomasy,

. Bacillus licheniformis L; sa vyznacuje vysSou produkciou peptiddz ako Bacillus

subtilis S>74s,

. Stimula¢ny efekt na narast biomasy bol vyraznejsi pri kultivacii Bacillus subtilis

82268,

Zo ziskanych vysledkov vyplyva, Ze baktérie Bacillus licheniformis L; a Bacillus

subtilis S>,65 si schopné tolerovat’ koncentracie NaCl v prostredi do mnozstva 2,25 %,

resp. 2,50 %, avSak postupne stracaji schopnost’ produkovat’ extraceluldrne enzymy. Na

druhej strane, pritomnost’ soli pozitivne vplyva na syntézu biomasy.
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