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UVODEM
Vazeni pratelé,

jak vsichni vite, letosni rok byl velmi naro¢ny. SnaZzili
jsme se eliminovat resty vzniklé coronavirovou pande-
mii v minulém roce, a navic museli fesit nové vzniklé
problémy zplisobené necekané silnou novou pan-
demickou vinou. Perfektné pfipravenou mezinarodni
konferenci Biotech 2020 na ¢erven 2020 jsme odloZili
o rok v nadéji, Ze ji pfisti rok zrealizujeme v planova-
ném rozsahu. Jiz na zacatku letosniho roku bylo ziejmé,
Ze pokud konferenci chceme realizovat, a ne ji zrusit, je
virtualni forma jedinou alternativou. S takovou organi-
zaci jsme ovsem nikdo nemél zkusenosti. Musime tedy
velmi podékovat viem ¢lendm organiza¢niho vyboru
za nesmirné Usili, kterym se podafilo tuto mezinarodni
udalost uspésné realizovat. Bylo oviem tieba provést
fadu organizac¢nich zmén (misto plvodné planovanych
tii paralelnich sekci realizovat dvé, coz se podaifilo sni-
Zenim poctu hodinovych piednasek a nutnosti zrusit
exkurse a doprovodny program). Virtudlni program
piinesl i ¢aste¢né oslabeni spoluprace se Svycarskymi
partnery a rliznymi spolupracujicimi organizacemi.

Na druhé strané je mozno velice pozitivné hodnotit,
Ze na symposiu participovali G¢astnici ze 23 zemi, po-
chopitelné nejvice z Ceské republiky (190) a Svycarska
(13), dale z Ciny (9), Némecka (7), Ruska (6), Italie (4),
Srbska (4), Lucemburska (3), Rakouska (3), Slovenska
(2), Velké Britanie (2), Chile (1), Japonska (1), Portu-
galska (1), Polska (1), Nizozemska (1), Rumunska (1),
Izraele (1), Bulharska (1), Albanie (1), Belgie (1), No-
vého Zélandu (1) a Madarska (1).

Na konferenci byly pfedneseny 3 plenarni pfednasky,
52 ustnich sdéleni a prezentovano 50 postert. Cely pra-
béh konference, véetné zaznamu o jejim zahajeni, vcet-
né projevli predsedkyné& CSAV pi. prof. RNDr. Evy ZaZi-
malové, CSc. a pana rektora VSCHT prof. Dr. RNDr. Pav-
la Matéjky naleznete na webové strance konference
www.biotech2020.cz.

Abstrakta si oteviete na webové strance konfe-
rence www.biotech2020.cz, Virtual Conference a Book
of Abstract — Download.
nebo pfimo: https://www.biotech2020.cz/book-of-
-abstracts/ a download.

Prijemné proZiti vanocnich svdtkd
a po celyj pristi rok pevné zdravi,
spokojenost, pohodu, stésti
a mnoho tspéchi
preji
za Biotechnologickou spolecnost
a redakci Bioprospectu

Jan Kas a Petra Lipovovd

Abstrakta pfednasek a posterl nahrazuji vydani dru-
hého a tietiho ¢isla Bioprospectu.

Covidova pandemie, kterd si vyzadala nesmirné za-
tizeni pedagogickych pracovnikli (pfiprava virtualnich
pfednasek aj.), védeckych pracovnikd i studentd snizila
moznost vénovat se obvyklé publikac¢ni aktivité. Nedo-
statkem praci trpi v soucasné dobé i cela fada komer¢-
nich c¢asopisu.

Dale bychom Vas radi informovali, Ze se pfipravu-
je specialni &islo prestizniho casopisu Biotechnology
Advances (IF = 14,227) pod nazvem Biotechnology
Noveltis, které bude publikovéno v pfistim roce nakla-
datelstvim Elsevier a bude obsahovat pfehledné ¢lan-
ky zalozené na vybranych prezentacich prednesenych
na nasem virtudlnim sympoziu Biotech 2020.

V nasem uvodniku prvniho letosniho cisla jsme
se stru¢né zminili o trendech vyvoje vakcin proti
COVIDU-19. Vyvoj vakcin intenzivné pokracuje tak, aby
byly G¢inné proti novym mutacim, zajistovaly prodlou-
Zenou imunitu a také aby byly stabilni pfi skladovani,
transportu, vysokych teplotach a vzhledem k dalS$im
problémim spojenym s jejich pouZitim v rdznych
klimatickych podminkéach. Pro sezndmeni s témito
pfistupy doporucujeme sledovat c¢asopis Biopharm
International (napfi. z kvétna 2021, Vol. 34, No. 5).
Dalsim trendem je Uprava testovacich technik umoz-
nujicich provadét vysoké pocty PCR-testll (napf.
LabMedica International Vol. 38, No. 6, 10/2020)
umoznujici realizovat 2 miliony testd béhem tydne
a udajné by byli schopni tuto kapacitu i zdvojnasobit.

Zavérem naseho kratkého tvodniku bychom Vas radi
pozéadali o intenzivnéjsi spolupraci pfi vydavani nase-
ho Bioprospectu, kde radi uvefejnime i stru¢né infor-
mace o novinkach, které Vas zaujali, o tom, co se déje
ve Vasem okoli a velice uvitime vsechny zajemce
o pravidelnou spolupraci v redakéni radé i organech
nasi Biotechnologické spole¢nosti.

Letosni rok se chyli ke konci, a proto Vam vsem pfie-
jeme pfijemné proziti vanocniho ¢asu a po cely rok
pevné zdravi, pracovni Uspéchy a pohodu nejen Vam,
ale i vSem Vam blizkym.

Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova
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MEMBER OF PPF GROUP

Tiskova zprava

Pripravek SOT101 ma slibné vysledky u pacienti
s pokrocilymi pevnymi nadory

° U vétSiny pacienti, kterym byl pfipravek SOT101 (SO-C101) podavan v kombinacni
casti klinicke studie, byl zaznamenan klinicky pkinos terapie.

° Pozitivni odezva na podani hodnoceného pfipravku byla pozorovana i u pacienti,
u nichz doslo béhem piedchozi lécby PD-1 inhibitory ke zhorSeni onemocnéni.

° Piipravek SOT101 byl dobie tolerovan u pacientii s pokrocilymi/metastazujicimi
pevnymi nadory, a to jak v ramci monoterapie, tak i pri kombinaci s pembrolizu-

mabem.

Praha, 12. listopadu 2021

SOTIO Biotech, biotechnologicka spolecnost vlastnéna skupinou PPF, zvefejnila
nova data z probihajici klinické studie AURELIO-03 faze 1/1 b hodnotici pFipra-
vek SOT101 na bazi interleukinu IL-15 u pacienti s pokrocilymi a metastazuji-
cimi nadory. Informace budou v sobotu 13. listopadu sdileny s odbornou veiejnos-
ti v ramci tfi prezentaci na 36. vyrocnim zasedani Spolecnosti pro protinadorovou
imunoterapii (Society for Inmunotherapy of Cancer, SITC), které se kona ve dnech
10. - 14. listopadu 2021 v americkém Washingtonu.

SOT101 je pfripravek, ktery stimuluje imunitni systém
tak, ze aktivuje bilé krvinky, hlavné T-lymfocyty nebo
NK buriky, aby zabijely nddorové buriky. V imunoonko-
logii jde o velmi nadéjnou terapeutickou latku, ktera se
navic dobfe kombinuje se zavedenymi onkologickymi
[éky.

V ramci klinické studie AURELIO-03 byl u vétsiny
z 13 pacientd s pokrocilymi/metastazujicimi pevnymi
nadory prokazan klinicky pfinos kombinace pfipravku
SOT101 s pembrolizumabem, véetné pacient(, u nichz
nepomohla ptedchozi lé¢ba tzv. checkpoint inhibitory
(CPI). V ramci studie, jejimz cilem je nalézt spravnou
davku pfipravku, lékafi tcastnici se klinického hod-
noceni zaznamenali tfi potvrzené Caste¢né odpovédi
na lécbu a ctyfi pripady dlouhodobé stabilizace one-
mocnéni u pacient, ktefi jiz absolvovali jiné formy
lé¢by. Kombinace pfipravku SOT101 s pembrolizuma-
bem byla také dobfe tolerovana organismem pacientd.

V (dasti studie zaméiené na uziti SOT101 jako mo-
noterapie (bez kombinace s jinymi druhy lécby) byly

u 30 pacientl s pokrocilymi ¢i metastazujicimi pevnymi
nadory prokazany slibné znamky Gcinnosti pfipravku,
vcetné pacientl u nichz nepomohla pfedchozi lé¢ba
CPI. Doposud byla potvrzena jedna klinicka i radiolo-
gicka odpovéd na lé¢bu a ctyfi pfipady dlouhodobé
stabilizace onemocnéni. Jeden pacient déle vykazal
¢astecnou odpovéd na lécbu SOT101 v kombinaci
s pembrolizumabem poté, co béhem monoterapie pfi-
pravkem SOT101 doslo k navratu onemocnéni. SOT101
byl organizmem dobfe snasen bez vyznamnéjsich ved-
lejSich Gcinkd. V ramci studie byla stanoveno doporu-
¢ena davka pro pfipravovanou dalsi studii faze 2.
«Prezentované vysledky jsou velmi nadéjné a po-
mahaji stanovit dal$i sméfovani naseho klinického
vyvoje. Pfipravek SOT101 prokazal v klinické studii vy-
sokou uroven bezpecnosti a slibnou UGcinnost jako
monoterapie i v kombinaci s pembrolizumabem,” fika
prof. Radek Spisek, generalni feditel SOTIO. ,Odpovédi
na hodnoceny lécivy pfipravek pozorované u pacientd
s pokrocilymi pevnymi nadory jsou povzbudivé. Véfime,
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ze dalsi vyvoj pfipravku SOT101 navaze na dosavadni
vysledky jak v rdmci probihajici klinické studie faze 2,
tak i pfipravované velké studie faze 2, ktera bude zaha-
jena béhem pristiho roku.”

Vedouci lékai koordinujici klinickou studii s pfi-
pravkem SOT101, imunoonkolog z pafizského Ustavu
Gustava Roussyho, prof. Aurélien Marabelle, dodava:
+Ackoli jsme byli v poslednim desetileti svédky vyznam-
ného pokroku v oblasti vyvoje novych onkologickych
Ié¢iv, stale naléhavé potiebujeme nové terapeutické
moznosti pro pacienty s rznymi druhy nadorovych
onemocnéni. Data prezentovana na letosni konferenci
SITC prokazuji velky potencial pfipravku SOT101 u lé¢by
pokrocilych nebo metastazujicich pevnych nador(.”

VSechny prezentace jsou dostupné na internetovych
strankach spolecnosti SOTIO Biotech.

O pripravku SOT101:

Pripravek SOT101 je fazni protein IL-15 a IL-15Ra.
Jedna se o novy imunoterpauticky pfistup s potencio-
nalnim vyuzitim u fady onkologickych onemocnéni.
SOT101 prokazal velmi silnou Gcinnost v rdznych pre-

klinickych nadorovych modelech v oblastech zvy3eni
délky dlouhodobého piefziti, regrese nadoru a pfizni-
vého toxikologického profilu. V preklinickych modelech
byla prokdzana schopnost SOT101 zvySovat Gcinnost
dalSich metod lécby, napfiklad checkpoint inhibitord
(CPI1). SQOTIO zahdjilo prvni klinickou studii s pfipravkem
SOT101 v roce 2019.

0 konferenci SITC:

Spole¢nost pro protinadorovou imunoterapii (SITC)
kazdoro¢né porada nejvétsi svétovou konferenci zamé-
fenou vyhradné na oblast vyuziti imunoterapie v boji
s onkologickymi onemocnénimi. Setkava se na ni vice
nez 5000 odbornikd z celého svéta, védcul, lékaid,
zastupcll biotechnologickych a farmaceutickych firem
i specialistl z regulatornich a statnich instituci.

Kontakt:

Richard Kapsa
feditel komunikace
T: (+420) 224 174448
M: (+420) 603280971
kapsa@sotio.com

O spolecnosti SOTIO Biotech

SOTIO Biotech je mezindrodni biotechnologickd spo-
le¢nost, ktera zastfeSuje aktivity skupiny PPF v oblas-
ti vyzkumu a vyvoje novych protinadorovych léciv.
Produktové portfolio spolecnosti zahrnuje pfipravky
na bazi interleukinu IL-15, platformu bunécné terapie
CAR T, i novou generaci protinddorovych pfipravkd
na bazi konjugatu protilatky a léku (ADC).

Vice informaci na adrese: www.sotio.com.

SOTIO je registrovand ochranna znamka spole¢nosti
SOTIO Biotech, a. s. ve vybranych zemich.

(sptio
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ODBORNE CLANKY

PROJEKT XENOPIG - BUNKOVE INZINIERSTVO
A TRANSPLANTACNA CHIRURGIA V BOJI PROTI
NADOROM PANKREASU

Jan Strnadel', Jana Juhasova?, Romana Zahumenska', Sandra MerSakova', Dominika Hajdichova’,
Michal Pokusa®, Blazej Palkoci’, Martin Vojtko*, Miroslav Pindura*, Roman Kycina*, Marek Smolar‘, Vla-
dimir Nosal’, Michal Kalman®, Juraj Marcinek®, Lukas Plank®, Martin Kertys’, Nela Zidekova’, Kristian
Prso’, Slavomira Novakova', Henrieta Skovierova', Katarina Janikova', Maria Skerefiova’, Andrea Kapino-
va', Hana Studenovska®, Barbora Mitruskova®, Marian Grendar', Vincent Lucansky’, Dusan Brany', Zuzana
Dankova', Ludovit Laca®, Jan Janik®, Erika Halasova', Stefan Juhas?

'Martinské centrum pre biomedicinu (BioMed Martin), Jesseniova lekdrska fakulta v Martine, Univerzita Komenské-

ho v Bratislave, Slovenska republika

2(Jstav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i, Libéchov, Ceskd republika
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ska republika
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8(Jstav makromolekuldrni chemie AV CR, Praha, Ceskd republika
°Oddelenie lekdrskej genetiky, Univerzitnd nemocnica Martin, Slovenskd republika

jan.strnadel@uniba.sk

Uvod

Duktéalny adenokarcinom (PDAC) predstavuje jednu
z najagresivnejsich foriem nadorov pankreasu u ludi.
Incidencia tohto typu nadoru sa neustale zvysuje. \i¢as-
né diagnostika nie je uspesna kvoli absencii vhodnych
biomarkerov'. K manifestacii nadoru tak dochéadza
az v case, ked je akékolvek lietcba netcinng, pricom
terapeutické moznosti su pri tomto nadore znacne
obmedzené. Len mall cast pacientov je mozné liecit
chirurgickou resekciou nadoru. PreZivanie pacientov
s duktdlnym adenokarcindmom je jednym z najniz-
Sich zo v3etkych nadorovych ochoreni a to aj napriek
obrovskému Usiliu mnozstva vyskumnych laboraté-
rii a objemu investovanych finanénych prostriedkov?.
Jednou z moznych pric¢in nasho neuspechu v boji proti
nadorom pankreasu moze byt nedostatok vhodnych
in vitro (bunkovych) a in vivo (Zivoc¢isnych) modelov.
Z tychto dévodov Martinské centrum pre biomedicinu
(Biomed, Jesseniova lekarska fakulta UK, Slovenska re-
publika) spolu s Ustavom Zivo¢isné fyziologie a gene-
tiky, wi. AV CR v Lib&chové vytvorilo koncept projektu
s cielom vyvinat novy predklinicky model pre duktalny
adenokarciném. Niekolkoro¢né skuisenosti s derivova-
nim unikatnych ludskych 3D nadorovych a nenadoro-
vych (iPSc) linii na jednej strane a pritomnost velkych
hereditarnych (MeLiM), aj génovym inZinierstvom pri-
pravenych ZivociSnych modelov (model Huntingtono-
vej choroby) a technoldgie ich vyuZitia na strane druhej
dava tejto spolupraci realnu Sancu, Ze nami vytvoreny
model posunie moznosti vyskumu a lie¢by nadorov
pankreasu dopredu.

In vitro nadorové modely

Modelovanie nadorov v in vitro podmienkach je
tradi¢ne realizované bunkovymi liniami. Ide hlavne
o tzv. 2D bunkové linie, ktorych kultivéacia je jednodu-
cha a relativne nendro¢na na skusenosti (Obr. 1 A).
Pre ludsky duktalny adenokarcindm pankreasu existu-
je niekolko bunkovych linii, ktoré sa v stcasnosti vyu-
Zivaju vo vyzkume. Su dostupné komeréne alebo cez
tzv. bunkové repozitorové centra (ATCC a pod.). Pouzi-
tie komer¢ne dostupnych linii je vyhodné z viacerych
hladisk — z ¢asového, ekonomického a aj kvoli faktu, ze
k takymto liniam je mozné néjst mnozstvo publikova-
nych informécii. Nevyhodou tychto bunkovych modelov
je, Ze v dosledku tisicov pasazi dochadza nevyhnutne
k tvorbe novych mutécii a novy mutacny fenotyp takej-
to bunkovej linie uz nie je obrazom pévodného [ud-
ského néadoru*. Z tohto dévodu niektoré laboratoria
preferuji ¢asovo aj finan¢ne naro¢nejsiu pripravu no-
vych bunkovych linii a ich pouzitie v skorych pasazach
kultivacie. Efektivita izolacie novej bunkovej linie zavisi
od viacerych faktorov (pristupu k Cerstvej vzorke nado-
ru, skdsenosti vyskumného timu, pouzitého protokolu
izolacie) a zvycajne sa pohybuje na trovni 5 — 30 %.
Napriek relativne malej Uspesnosti a ¢asovej a finan¢-
nej naro¢nosti procesu izolacie novej bunkovej linie
je vytvorenie kazdého nového bunkového modelu
vitané, pretoze navySuje vyskumny arzenal v oblasti
onkologického vyskumu. Vytvorenie novej bunkovej
pracovisk o spolupracu s pracoviskom, v ktorom bola
bunkova linia vytvorena. Tvorba novych bunkovych linii
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Obr. 1. Nadorové bunky, rastice v 2D (A) a 3D (B) kultire
vo forme sféroidu. Zdroj - vlastné experimenty, mierka
predstavuje 20pym (A) a 500 pm (B).

je niekedy stimulovana aj samotnou vedeckou komu-
nitou — napr. v roku 2015 bola cez portal Innocentive
vyhlésena vyzva na tvorbu bunkovych linii, odvodenych
z neuroendokrinnych nadorov (NET). Pre vyskum tychto
raritnych nadorovych ochoreni vtedy neboli dostupné
takmer Ziadne bunkové linie. Spolo¢nost Neuroendo-
crine Tumor Research Foundation® (Boston, USA) vtedy
vy¢lenila sumu takmer 600000 americkych dolarov pre
laboratdrium alebo laboratéria, ktoré NET bunkovu li-
niu vyrobia. V histérii portalu Innocentive to bola jedna
z najvacsich odmien, alokovanych za splnenie zadanej
dlohy. Clen vedeckého timu Martinského centra pre
biomedicinu pripravil a charakterizoval vébec prvi 3D
nadorovu liniu, pochadzajicu z NET pankreasu. Tato
linia bola evaluovana v laboratériach Harvardovej uni-
verzity v Bostone a aj ked's velkou pravdepodobnostou
nebude medzi vyhernymi bunkovymi liniami (pacient
zomrel skor, ako mal moznost podpisat dodato¢ny
informovany sthlas umoziiujtci okrem vedeckého vy-
uzitia linie aj jej komerénd distribtciu), zaujem, ktory
vyvolala potvrdzuje trend v tejto oblasti — neustéle sa
zvysujuci zaujem o tzv. 3D bunkové kultary. Nadorové
bunky, rasttice vo forme sféroidov (Obr. 1 B) svojou 3D
architekttrou lepsie modeluju realny nadoré. 3D bun-
kové linie tieZ umoznuju v€asnu eliminaciu experimen-

talnych lieciv, ktoré sa napriek ucinnosti na 2D bun-
kovych kultirach neskor ukazali netcinné pri skasani
na experimentélnych zvieratach. Rozvoj v oblasti kul-
tivatnych technik a definovanych syntetickych extra-
celularnych komponentov spolu s pokrokmi v oblasti
3D tlace biologickych systémov priniesol v oblasti 3D
modelovania nadorov vela novych moznosti. V stcas-
nosti je evidentny zdujem o nahradenie Standardnej
2D platformy in vitro modelovania nadorov 3D systé-
mom.

In vivo modelovanie PDAC

In vivo modelovanie nadorov pankreasu reprezentuju
animalne modely, ktoré je mozné rozdelit do niekolkych
skupin: spontanne modely, chemicky indukované Zivo-
¢iSne modely, modely pripravené metédami génového
inZinierstva a transplanta¢né modely. Vo vécsine pripa-
dov v3ak ide o malé Zivocisne modely, zaloZzené na my-
Siach’, potkanoch a dokonca rybickach® (Danio rerio).
V roku 2017 publikovala skupina z Univerzity v Illinois®
v USA vytvorenie kRAS a p53 mutovaného transgé-
nneho modelu PDAC na velkom Zivo¢iSnom modeli —
prasati (Sus scrofa). Prasa predstavuje velky Zivocisny
model, ktory je na urovni fyziologickej, anatomickej
a imunologickej velmi podobny ¢loveku a ma preto
potencial byt vhodnym modelovym zvieratom. Oproti
primatom je prasa vyhodnejsie aj z hladiska etickych
otazok, kedze je to zviera, ktoré ¢lovek chova ako hos-
podarsky druh. Nevyhodou vy3sie spomenutého nado-
rového modelu vsak ostéva fakt, ze ide o prasaci, nie
[udsky pankreaticky nador. Z tohto dévodu sme sa roz-
hodli pripravit projekt vyvoja nového prasacieho mode-
lu na modelovanie ludskych PDAC nadorov (Obr. 2i).
Podstatou nového modelu bude ortotopickéd xeno-
transplantacia novovyvinutych ludskych 3D nadorovych
linii do pankreasu imunosuprimovaného prasata. Ked-
zZe v repertoari Martinského centra pre biomedicinu st
aj nadorové bunkové linie, odvodené z metastaz PDAC
v peceni, uvazujeme aj o vytvoreni metastatického mo-
delu priamou transplantéaciou tychto nadorovych bu-
niek do pecene (iSlo by teda o in situ vytvorenie me-
tastatického loZiska). Dal$im metastatickym modelom
by mohli byt zvieratd, ktoré by boli transplantované
bunkovou liniou s velkou metastatickou schopnos-
tou, priamo do pankreasu. Transplantacie planujeme
realizovat Standardnymi (open-field surgery) a neskér
aj menej invazivnymi opera¢nymi technikami (laparo-
skopiou) (Obr. 2 A-C). Laparoskopicky pristup by zéro-
ven vyuzZil aj na priebezny monitoring rastu nadorov.
Pri priprave modelu bude transplantovand suspenzia
3D nadorovych sféroidov s podchladenym roztokom
extracelularnych (tzv. matrix) proteinov. Extracelularne
proteiny v zmesi podstatne zvy3uju efektivitu transplan-
tacie a maju este jednu zaujimavu vlastnost — v pod-
chladenom stave je zmes takychto proteinov tekuté
a tuhne resp.polymerizuje az pri kontakte so zvySenou
teplotou transplantovaného orgénu. Tym vlastne zaro-
ven vytvori akusi ,zatku”, zabrafujicu spatnému toku
suspenzie transplantovanych buniek z miesta aplika-
cie. V rdmci projektu planujeme vytvorit vhodny apli-
kator resp. katéter na aplikaciu takejto suspenzie na-
vrhom dvojplastového, vodou chladeného zariadenia
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D izolacia 3D nadorovych linii
z PDAC pacientov

¥ -
xenotransplantacia

o

imunosupresia

odber krvi a izolacia
cirkulujucich nadorovych
buniek
L 4
izolacia a sekvenovanie ludskej ctDNA
stanovenie metabolomického profilu

charakterizacia miRNA profilu
expresia vybranych onkoproteinov a

cytokinov proteinovymi Cipmi

Obr. 2. Schéma projektu XenoPig (D) a obrazky z pi-
lotného transplantacného experimentu (priprava lapa-
roskopického pristupu transplantacie (A,B) a detail injek¢nej
pumpy na déavkovanie suspenzie buniek (C).

s nutenou cirkulaciou chladiacej vody. Na zabranenie
odmietnutia ludskych nadorovych buniek imunitnym
systémom prasata sa pouzije unikatna forma imuno-
supresie, pripravena Dr. Hanou Studenovskou z Ustavu
makromolekularni chemie AV CR v Prahe. Podstatou
tejto imunosupresie su polymérne castice, obsahu-
juce imunosupresivum Tacrolimus, ktoré je po jed-
norazovej podkoznej injekénej aplikacii kontinualne
uvolfiované do organizmu zvierata po dobu dvanastich
dni (odpada tym kazdodenna nutnost injekénej aplika-
cie imunosupresiva). Mnozstvo uvolneného Tacrolimu
je mozné zaroven aj regulovat a to mnozstvom apliko-
vanych polymérnych ¢astic.

uzitie XenoPig modelu na hladanie

biomarkerov pre PDAC

Vytvoreny ZivociSny model s rastticim [udskym nado-
rom pankreasu zaroveii planujeme poutzit v sérii expe-
rimentov, zameranych na biomarkerové profilovanie
[udského duktélneho adenokarcindmu na viacerych
trovniach: i) molekularnej, ii) metabolomickej, iii) se-
kretomickej a iv) bunkovej. V pripade molekularneho
profilovania sa bude izolovat a nasledne sekvenovat
cirkulujuica fudska nadorova DNA z krvi zvierat s rastu-
cim nadorom. Vzhladom na fakt, Zze jedinym moznym
zdrojom sekvencii ludskej DNA v modelovom zvierati
je prave rastuci nador predpokladame, ze bude mozné
LZviditelnit” aj DNA sekvencie, ktorych detekcia nie je
mozna pri podobnych analyzach na ludskych pacien-
toch. Vhodnou Upravou mnoizstva transplantovanych
buniek bude mozné navysit koncentraciu cirkulujtcej
DNA tak, aby ju bolo mozné bez problémov identifiko-
vat. V ramci molekularno-biologickych analyz sa pozrie-
me aj na celkovy miRNA profil rastiiceho nadoru. V pri-
pade metabolomickych analyz vyuzijeme skusenosti
nasej metabolomickej vyskumnej jednotky (Laboratori-
um farmakokinetiky) s profilovanim nadorovych mode-
lov™ na cielent detekciu v zmene cca 180 réznych me-

tabolitov. Na urovni sekretomiky budeme analyzovat
expresiu 84 onkoproteinov a 104 cytokinov (signalnych
proteinov) v krvi zvierat s rasticimi nadormi metodou
multiplexovych protilatkovych cipov. Poslednou, ale
rovnako dolezitou analyzou bude fenotypova analyza
cirkulujacich ludskych nadorovych buniek prietokovou
cytometriou po ich izoldcii z krvi zvierat s rastucimi na-
dormi metddou tzv. magnetického sortingu. Kontrolnt
skupinu zvierat budu tvorit jedince transplantované
s ludskymi pankreatickymi prekurzorovymi bunkami,
derivovanymi z krvnych alebo koZnych buniek zdravého
darcu pomocou technoldgie indukovanej pluripoten-
cie. Tato technoldgia, vyvinuta v roku 2006 japonskym
lekdrom Shinyom Yamanakom™ a ocenena Nobelovou
cenou v roku 2012, umoziuje premenu akejkolvek so-
matickej, findlne diferencovanej bunky na bunku plu-
ripotentnt (kmeriovt). Naslednou riadenou diferen-
ciaciou je mozné z takychto kmerovych buniek (nazy-
vanych aj indukované pluripotentné kmeriové bunky)
vytvorit akykolvek iny typ bunky pre terapeutické alebo
experimentélne ucely. Uvedend metdda reprogramova-
nia buniek bola uspesne zavedena na pdde Jessenio-
vej lekarskej fakulty a viedla aj k vytvoreniu vébec prvej
slovenskej iPSc bunkovej linie™.

Zaver

Prebiehajtica niekolkoro¢na spolupraca medzi Jesse-
niovou lekarskou fakultou UK v Martine a Ustavem Zi-
votisné fyziologie a genetiky, AV CR v Lib&chové v ob-
lasti pouzitia prasacieho modelu na transplantaciu
iPSc-derivovanych neurélnych prekurzorov a niekolko-
ro¢née skusenosti s nami zavedenou technoldgiou pri-
pravy 3D nadorovych a iPSc-derivovanych bunkovych
linii nas priviedla k myslienke vyvoja nového modelu na
modelovanie ludskych PDAC nadorov. Ustav Zivocisné
fyziologie a genetiky AV CR (UZFG) v Lib&chové dispo-
nuje kompletnym technologickym vybavenim a know-
-how v oblasti génovej manipulacie, embryo transferu
a aj vlastnym chovom prasiat. Spojenie technickych
moznosti s know-how oboch instittcii predstavuje
redlny zaklad pripravy modelu s kddovym oznacenim
XenoPig, ktory bude nasledne k dispozicii vedeckym
pracoviskdm a farmaceutickym spolo¢nostiam. O vy-
uzitie modelu uz prejavili zaujem viaceré pracoviska.
Martinské centrum pre biomedicinu, na Jesseniove;j le-
karskej fakulte UK v Martine pouZije novovyvinuty model
na komplexnt charakterizéciu ludského pankreatické-
ho duktalneho adenokarcinému a profilovanie biomar-
kerov na viacerych trovniach.
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Souhrn

Strnadel J. et al.: Projekt XenoPig - bunkové inZinierstvo a transplantacna chirurgia v boji proti nadorom pankreasu
Pankreaticky duktalni adenokarcinom (PDAC) piedstavuje jeden z nejagresivnéjsich typ lidskych malignit. V soucasnosti je toto zhoub-
né onemocnéni ¢tvrtou nejéastéjsi piiinou umrti na rakovinu. Pétileté pieZiti pacientl s duktalnim adenokarcinomem je méné nez 8 %.
Nové in vitro a in vivo modely jsou proto nutné potiebné pro vyvoj novych terapii. S vlastni technologii pro derivaci novych, unikatnich
3D nadorovych bunéénych linii izolovanych z lidskych nador( a ve spolupraci s Ustavem Zivotisné fyziologie a genetiky AV CR v Libé-
chové piedstavujeme plan vyvoje velkého zvifeciho modelu pro modelovani lidského PDAC. S vyuZitim tohoto modelu a nejmodernéj-
Sich laboratornich technik provedeme profilovaci analyzy (detekce a fenotypovani cirkulujicich rakovinnych bunék, izolace a sekvenovéni
cirkulujici DNA, metabolomické profilovani a analyzu onkoproteind, a detekce cytokint pomoci multiplexnich protilatkovych ¢ipt za Gce-
lem nalezeni biomarker( nadoru pankreatu. Nové vyvinuty model zérover poskytneme pro potieby vyzkumu spolupracujicim védeckym
pracovistim a farmaceutickym spole¢nostem.

Klicové slova: duktalni adenokarcinom pankreatu, 3D bufikové linie, xenotransplantace, imunosuprese, prase¢i model.

Summa

Strnadel :.yet al.: XenoPig project - cell engineering and transplant surgery in the fight against pancreatic tumors

Pancreatic ductal adenocarcinoma represents one of the most aggressive type of human malignancy. Currently, this malignancy is the
fourth most frequent cause of dead. 5-year survival of patients with ductal adenocarcinoma is less than 8 %. New in vitro and in vivo mo-
dels are therefore desperately needed for new therapy development. With our own technology for derivation of new, unique 3D cancer
cell lines from human tumors and in collaboration with Institute of Animal Physiology and Genetics, AS CR, in Libechov, we present here
the plan for the development of large xenograft animal model (pig) bearing human pancreatic tumor. With the use of this model and
state-of-the-art lab.techniques, we will perform multiple profiling analyses (circulating cancer cell detection and phenotyping, circulating
DNA isolation and sequencing, metabolomic profiling and cancer-related proteins and cytokines detection with multiplex antibody array

chips in order to find the hallmarks of pancreatic tumor.

Keywords: pancreatic ductal adenocarcinoma, 3D cell lines, xenografting, immunosuppression, pig animal model.

SENZORICKY AKTIVNI LATKY A LEGISLATIVA OVOCNYCH

DESTILATU

Josef Balak

Ustav Biotechnologie, Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze; balakj@vscht.cz

Uvod

Vyroba ovocnych destilat(, nebo také ovocnych paéle-
nek, a konzumace ma dlouhou tradici v zemich celého
svéta'. Existuje velké mnozZstvi druh( ovocnych destila-
ta vyrabénych z raznych surovin a lisicich se postupem
vyroby, kdy spole¢nymi znaky vSech ovocnych destilétd
jsou pfeména zkvasitelnych cukri obsazenych v suro-
viné na ethanol ¢innosti mikroorganismd a nasledna
destilace tohoto kvasu?. V pravnich fadech rdznych
statd jsou implementovany pfedpisy stanovujici poza-

davky na kvalitu a technologii vyroby jednotlivych druhd
ovocnych destilat(>. Destilaty byvaji nejcastéji vyrabény
ze surovin, které jsou v jednotlivych lokalitdch snadno
piistupné. Nejznaméjsi jsou destilaty ze Svestek, me-
runék, jablek, hrusek a vinnych hroznt (korak, brandy,
pisco), ale k jejich vyrobé mize byt pouzito jakékoliv
ovoce s dostate¢né vysokym obsahem zkvasitelnych
cukrti. Technologii destilace znaly jiZ starovéké civilizace
a prosla v pribéhu ¢asu dlouhym vyvojem.

Ovocné destilaty obsahuji kromé ethanolu Siroké
spektrum dalSich chemickych sloucenin, jejichz kon-
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centrace, atributy viiné a prahové hodnoty vnimani
jsou dtlezité pro kvalitu a typicnost destilatu. Slozeni
ovocnych destilatd midze byt ovlivnéno mnoha fakto-
ry, pfedevsim vybérem vhodnych a kvalitnich surovin,
podminkami fermentace, zplisobem provedeni desti-
lace a dobou a podminkami, pfi kterych destilat pfed
uvedenim na trh zraje?. Konkuren¢ni boj o zékazniky
vede producenty destilatd ke snaze vyrobit destilat s co
nejlepsimi organoleptickymi vlastnostmi. Nenahradi-
telnym nastrojem k uréeni organoleptickych vlastnosti
destilatl je senzoricka analyza, kterd je viak pomérné
naro¢na na provedeni a nepfindsi vidy jednoznacné
vysledky. Chemické slozeni ovocnych destilatt byva ob-
vykle sledovano pomoci plynové chromatografie*s. Pfi
dobré znalosti souvislosti organoleptickych vlastnosti
a analytickych profild destilatt je mozné ve vyrobni pra-
xi provadét pribéznou kontrolu kvality produkovanych
destilatd pomoci chemické analyzy, jejiz provedeni je
rychlejsi a pfinasi presné vysledky.

Ovocné destilaty z pohledu pravniho

Vzhledem k tomu, Ze ovocné destilaty jsou potraviny
urcené k lidské spotiebé, je jejich produkce podfizena
legislativé a podléha kontrolam. V Ceské Republice sta-
novuje pozadavky na vyrobu, distribuci, prodej a kvali-
tu potravin zakon 110/1997 Sb. o potravinach a taba-
kovych vyrobcich, ktery zpracovava pfislusné piedpisy
EU. Sledovanim jakosti a kvality potravin se zabyva dle
tohoto zakona Ceské zemé&dé&lska a potravinafska in-
spekce, Statni veterinarni sprava a Krajska hygienicka
stanice®. Vyhlaska Ministerstva zemédélstvi ¢. 335/1997
Sb. o potravinach a tabakovych vyrobcich je provadéci
vyhlaskou k zékonu o potravinach a tabakovych vyrob-
cich ¢ 110/1997 Sb. a vénuje se zejména kategorizaci
jednotlivych druh lihovin a jejich charakterizaci’.

Podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU)
787/2019 ze dne 17. dubna 2019 se ovocné destilaty
fadi mezi lihoviny. Toto nafizeni definuje lihoviny jako
alkoholické napoje o urcitych organoleptickych vlast-
nostech, které jsou urceny k lidské spotfebé a obsahu;ji
minimalné 15% ethanolu. Lihoviny mohou byt vyra-
bény bud kvasnym pochodem a naslednou destilaci
vzniklého kvasu, nebo takzvané studenou cestou, ¢ili
michanim lihu nebo destilatu zemédélského ptvodu
s dalsimi pfisadami (jako napfiklad s vodou, cukrem,
sladidly, aromatizujicimi latkami ¢&i jinymi lihovinami),
nebo maceraci ¢asti rostlin v lihu ¢i destilatu zemé-
délského plvodu. Toto nafizeni klasifikuje a stanovuje
pozadavky na jednotlivé kategorie lihovin, jimiz jsou
napfiklad ovocné destilaty, palenky ziskané macera-
ci a destilaci, rumy, whiskey ¢i whisky, vinné destilaty,
brandy, giny, likéry, vodky, aromatizované vodky a po-
dobné3.

Ovocné destilaty jsou dle této vyhlasky kategorii li-
hovin obsahujici minimalné 37,5 % (obj.) a jejich des-
tilace je vedena do obsahu alkoholu nizsiho nez 86 %
(obj.). Do ovocnych destilat nesmi byt pfidan zadny
dalsi ethanol ani destilat zemédélského pavodu. Ovoc-
né destilaty obsahuji minimalné 200 g tékavych latek
na hektolitr ¢istého ethanolu. Pfidavek aromatizujicich
latek neni povoleny. Legislativou je vymezovan i obsah

nékterych pro lidsky organismus toxickych latek, které
by se potencialné v destilatu mohly v nezadoucich kon-
centracich vyskytnout. Destilaty vyrabéné z nevypecko-
vaného ovoce smi mit obsah kyseliny kyanovodikové
nejvyse 7 g pfipadajicich na hektolitr ¢istého ethanolu.
Obsah methanolu je regulovén na nejvyse 12 g metha-
nolu na litr ¢istého ethanolu pro palenky vyrobené ze
Svestek, sliv, mirabelek, hrusek, jablek, ostruzin, ma-
lin, merunék nebo broskvi, dale na maximalné 13,5 g
methanolu na litr ¢istého ethanolu pro palenky vyro-
bené z hrusek odridy Williams, ¢erného a ¢erveného
rybizu, bezinek, jefabin, kdouli ¢i bobuli jalovce a na
maximalnich 10 g methanolu na litr stoprocentniho
lihu pro palenky vyrobené z ostatniho ovoce®. Ovoc-
né destilaty mohou obsahovat pro lidsky organismus
potencidlné mutagenni ethylkarbamat. Jeho obsah je
v ovocnych destilatech regulovan Doporu¢enim Komi-
se (EU) 22/2016 ze dne 7. ledna 2016 o prevenci a sni-
zeni kontaminace lihovin z peckovin a lihovin z vylisk{
peckovin ethylkarbamatem a o zruSeni doporuceni
2010/133/EU, které uvadi doporucenou nejvyssi kon-
centraci ethylkarbamatu 1 mg/l, ale tuto hodnotu lze
aktualizovat s ohledem na ziskané zkusenosti. Prodej
ovocnych destilatt s vy$sim obsahem ethylkarbamatu
tak neni v souladu s pfislusnym doporucenim, neni
viak protipravnie.

Ovocné destilaty obsahuji ethanol, a vztahuji se tak
na né piedpisy tykajici se lihu. Zakon ¢. 61/1997 Sb.
o lihu vymezuje podminky pro vyrobu, Gpravu, sklado-
vani, evidenci a obéh lihu, popisuje postupy zajistujici
danové pfijmy statniho rozpoctu®. Lih je jednim z vyrob-
ka zatizenych spotiebni dani. Zdkon o spotiebni dani
¢. 353/2003 Sb. stanovuje nalezitosti nutné k evidenci
lihu a odvadéni pfislusnych dani. Zékon se mimo jiné
zabyva pojmem danovy sklad, coz je prostor, do které-
ho musi byt ulozen veskery vyprodukovany lih, ze které-
ho jesté nebyla odvedena spotiebni dan'. Dle Zékona
¢. 364/2019 Sb., kterym se méni nékteré zakony v ob-
lasti dani v souvislosti se zvySovanim pfijma vefejnych
rozpottd, je od 1. 1. 2020 v Ceské republice spotfebni
dan na hektolitr lihu 32250 K¢". Zakon 676/2004 Sb.,
ktery zavadi povinné znaceni lihu, napomaha dohlizet
na vybér spotiebni dané a zamezuje distribuci nezdané-
nych lihovin a lihovin nevyhovujicich pfredepsanym nor-
mam'2. Vyhlaska Ministerstva financi ¢. 140/1997 Sb.,
o kontrole vyroby a obéhu lihu je provadécim pfedpi-
sem k Zakonu o lihu a tedy stanovuje praktické postu-
py, vypocty, vzory evidenci lihu a podobné®™. Viyhlaska
Ministerstva zemédélstvi ¢. 141/1997 Sb., o technickych
pozadavcich na vyrobu, skladovani, a zpracovani lihu
je dalsim provadécim piedpisem k zékonu o lihu. Tato
vyhlaska stanovuje technické pozadavky na vyrobni za-
fizeni jako je jeho uspofadani ¢i pouzité materialy. Dale
popisuje metody pouZitelné pro stanoveni koncentrace
lihu, pouZzitelna ¢inidla k denaturaci lihu ¢i normy ztrat
lihu pfi staceni, skladovani a dopravé'™.

Slouceniny ovocnych destilati,

jejich piivod a organoleptické vlastnosti
Konecné sloZeni hotového ovocného destilatu je vy-

sledkem pGsobeni mnoha faktor béhem vyrobniho
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procesu. Na spektrum senzoricky aktivnich latek ma vliv
slozeni pouzitého ovoce, fermentace, pribéh destilace
i zrani a stafeni destilatu?.

Kvalitu destilatu ovliviiuje v prvni fadé odrdda ovo-
ce, stupen jeho zralosti a spektrum mikroorganism,
které se vyskytuji na povrchu ovoce a stoji nasledné
za fermenta¢nimi procesy?>™*®. Dezintegrace ovoce
pfed kvasenim by méla byt provadéna tak, aby byly
sacharidové slozky duziny co nejpfistupnéjsi pro fer-
mentujici mikroorganismy, a soucasné ale nedocha-
zelo k poruseni jader, coz by mohlo vést k nadmér-
nému uvoliiovani nékterych senzoricky aktivnich latek
(benzaldehydu) do kvasu a k vyvoji toxickych latek
(ethylkarbamétu)' . DalSim faktorem ovliviiujicim slo-
Zeni ovocného destilatu je zplsob provedeni destilace,
a to jak z pohledu pouZitého vybaveni (vsadkova des-
tilace v alembiku/kolonova destilace), tak i z pohledu
vedeni destilace (intenzita ohfevu, intenzita michani,
mira deflegmace, ¢asovy usek jimani prokapu a podob-
né)™®2, Vysledkem destilace je bohatad smés tékavych
latek, ktera neni v chemické rovnovaze a béhem na-
sledného zrani lihoviny tak dochazi k dalS$im pomalym
spontannim chemickym déjim sméfujicim k této rov-
novaze>?'.

Majoritnimi skupinami sloucenin ovocnych destilatd
jsou alkoholy, estery, karbonylové slouceniny, organické
kyseliny a dale také terpenoidy, acetaly a réizné dalsi or-
ganické slouceniny. Nejhojnéjsimi alkoholy v ovocnych
destilatech jsou ethanol, hlavni produkt anaerobni al-
koholové fermentace kvasinek, a methanol uvolfiova-
ny enzymatickou degradaci pektinu z ovoce??2. Kvan-
titativné nejzastoupenéjsi skupinou slozek ovocnych
destilatt jsou vyssi alkoholy zvané téz fizlové alkoholy,
které jsou vedlejsimi produkty kvasinkového metabo-
lismu aminokyselin®. Mezi fazlové alkoholy pfitomné
v ovocnych destilatech se fadi zejména isoamylalkohol
(3-methylbutanol) majici pavod v leucinu, 2-methyl-
butanol (opticky aktivni isoamylalkohol) pochazejici
z isoleucinu, 2-methylpropanol (isobutylalkohol) po-
chazejici z valinu, 2-fenylethanol vznikly z fenylalani-
nu, p-hydroxyfenylethanol vznikajici z tyrosinu a také
1-propanol. Pojem fiizlové aroma ma svdj pdvod v né-
meckém slové ,der Fusel” oznacujicim nekvalitni alko-
holické napoje odpovida alkoholové a pfipéalené vini.
Vyjimku tvofi 2-fenylethanol s vini kvétinovou. Tyto
slou¢eniny maji v lihu pomérné vysoké prahové kon-
centrace vnimani a pfi nizsich koncentracich pomaha-
ji utvaiet ovocny charakter viiné a chuti. Pfi zvySenych
koncentracich jsou pfi¢inou nezadoucich drazdivych
a fazlovych vini a chuti destilat(?. Zastoupeni téchto
alkoholl je v destilatech rliznorodé a zavisi na druhu
a odriidé kvaseného ovoce, na spektru fermentujicich
mikroorganismi a provedeni destilace?*?*. Nékteré
dalsi alkoholy vyskytujici se v destilatech, napfiklad
1-butanol a 1-hexanol, nejsou produktem metabolis-
mu aminokyselin, ale maji svij ptivod v suroviné?, jsou
produkovany béhem fermentace' % a nebo vznikaji
termicky katalyzovanymi reakcemi béhem destilace™.

Majoritni slozkou karbonylové frakce destilatd je ace-
taldehyd s ostrou a drazdivou vini, ktery vznika de-
gradaci pyruvétu a je intermediatem drahy vedouci ke
vzniku ethanolu. V ovocnych destildtech ma vysokou

prahovou hodnotu vniméni a vyznamné neovliviuje je-
jich kvalitu. Acetaldehyd je vysoce tékavou latkou a jeho
velky podil je oddélen v ukapu. V prostiedi bohatém
na ethanol dochazi z acetaldehydu k pozvolné tvorbé
1,1-diethoxyethanolu, coZ ma za nasledek postupnou
redukci mozného drazdivého vlivu zplisobeného ace-
taldehydem?"”. Nékteré vyssi aldehydy jako napfiklad
nonanal, ktery je nositelem ovocné viné, pochazeji
z pouzitého ovoce a podileji se tak na charakteristické
ovocné vini destilatu?®. Vyznamnym aldehydem nacha-
zejicim se zejména v destilatech z peckového ovoce
je benzaldehyd, ktery se vyznacuje mandlovou vini.
Vznikéd rozkladem amygdalinu, pochézejiciho z jader,
béhem fermentace plsobenim B-glukosidas. Benzal-
dehyd dodava destilatu charakteristickou viini pecek®".
Dalsi karbonylovou slou¢eninou je diacetyl, ktery je for-
movan pfedevsim bakteriemi mlé¢ného kvaseni a ¢as-
te¢né téz kvasinkami. Ten je ve vyssich koncentracich
pfi¢inou nezadouci maslové viiné a chuti?’.

Organické karboxylové kyseliny jsou ve fermentova-
nych napojich pfitomny v dasledku jejich uvoliiovéni
do média z kvasinek v souvislosti s formovanim jejich
plasmatické membréany. Kvasinky tvoii zejména vys-
$i mastné kyseliny se sudym poc¢tem uhlik(i, nenasy-
cené mastné kyseliny jsou pak tvofeny v zavislosti na
kultiva¢nich podminkach. Mastné kyseliny maji tukové,
voskové a mydlové aroma. Obsah mastnych kyselin
je v destilovanych napojich redukovan jejich oddéle-
nim v dokapu béhem destilace a také jejich spontan-
ni esterifikaci s ethanolem béhem fermentace a zrani
destilatu2'62823, Kyselina octova je béznym produktem
kvaseni, avSak pii vysokych koncentracich zpUsobuje
nezadouci octovou viini a chut®.

Velmi vyznamnou skupinou latek ovocnych destila-
td jsou ze senzorického hlediska estery. Maji obecné
zadouci organoleptické vlastnosti a vyznamné pfispi-
vaji k vini destilatd, protoze jejich koncentrace v nich
Casto prevysuje prahové hodnoty vnimani. Estery maji
v destilatech pvod v pouzitém ovoci a zaroven mo-
hou vznikat esterifikaci riznych alkohol( a organickych
kyselin béhem fermentace a zrani destilatd. Priklady
vyznamnych esterG pfitomnych v ovocnych destilo-
vanych népojich mohou byt ethyl 2-methylbutanoat,
ethyl hexanodt, ethyl oktanoat, ethyl acetat, isoamyl
acetat, isobutyl acetat, hexyl acetat ¢&i 2-fenylethyl ace-
tat217313233_ Ethyl acetdt mlze pfi koncentracich vyssich
nez 4mg na 1 ml ¢istého ethanolu pfispivat k neza-
doucim pachim pfipominajicim fedidla a laky>'. Ethyl
estery vy$sich mastnych kyselin jsou nositeli voskovych
a tukovych vini a jejich velky podil je oddélen v doka-
pu béhem destilace2°.

Nékteré terpenové uhlovodiky a jejich derivaty,
hlavné alkoholy, pfitomné v destilatech maji sv(j pa-
vod hlavné v ovoci, jsou nositeli riznych kvétinovych,
ovocnych a pryskyficnych vini a kladnym zpUso-
bem tak mohou ovliviiovat organoleptické vlastnosti
destilat(i>™. Kvasinky jsou schopné metabolizovat ter-
penoidy z poufzité suroviny a prevadét je na terpenoidy
jiné (napfiklad pfeména geraniolu na nerol, citronellol,
linalool ¢i terpineol). Popséana byla i de novo syntéza
nékterych terpenoidl kvasinkami, napfiklad geraniolu,
nerolu, citronellolu, linalooly, terpineolu ¢i nerolidolu®.
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Zaveér

Ovocné destilaty obsahuiji Siroké spektrum sloucenin
obsazenych v rlznych koncentracich. Organoleptic-
ké vlastnosti ovocnych destilatd jsou zavislé na kon-
centraci jednotlivych sloZek, prahovych koncentracich
senzorického vnimani a charakteru viiné pfinasené jed-
notlivymi slozkami. Nékteré slouceniny maji vysokou
senzorickou aktivitu a mohou pozitivnim ¢i negativ-
nim zplsobem ovlivnit vlastnosti destilatu i pfi malych
koncentracich. RGzné latky pfitomné v hotovém napoji
mohou mit svij plvod v rlznych fazich vyroby a pro

dosazeni kvalitniho népoje je potieba peclivé kontrolo-
vat cely vyrobni proces. Kritickym je pro kvalitu destilétd
zejména kvasny proces, béhem kterého je produkova-
na vétsina tékavych latek pfitomnych v hotovém napoji.
Mozné defekty v kvasu, napfiklad zvy3ena metabolicka
aktivita nezadoucich mikroorganismd, tak mohou vést
k produkci latek snizujicich kvalitu vysledného destila-
tu. Chemicka analyza ovocnych destilatd, napfiklad po-
moci plynové chromatografie, mize slouzit k objektivni
kontrole jejich kvality.
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Souhrn

Balak J.: Senzoricky aktivni latky a legislativa ovocnych destilatii

Ovocné destilaty jsou alkoholické napoje s dlouhou tradici vyroby i konzumace po celém svété. Spole¢nymi kroky vyroby viech druhd
ovocnych destilatl jsou pfiprava ovocného kvasu a jeho nasledna destilace. Zplisobem provedeni vyroby ovocnych destilat je mozné
ovlivnit jejich sloZeni a organoleptické vlastnosti. Tento ¢lanek predstavuje néhled do problematiky vlivu vyrobni technologie na analy-
ticky profil ovocnych destilatd a do souvislosti mezi sloZzenim destilatd a jejich organoleptickymi vlastnostmi. Popsan je zde také pravni
ramec vyroby a distribuce ovocnych destilatd.

Klicova slova: ovocny destilat, palenka, sloZeni, tékavé latky, organoleptické vlastnosti, vyrobni technologie

Summary

Balak J.: Sensorically active compounds and legislation of fruit distillates

Fruit spirits are alcoholic beverages and their production and consumption has a long tradition all around the world. Common steps in
production of all kinds of fruit spirits are fermentation and distillation of fermented mash. The manner in which the production process
is carried out can affect the composition and organoleptic properties of fruit spirits. This article is a swift preview of problematics of
relations between production technology of fruit spirits, their composition and organoleptic properties. It also describes legislation of

production and distribution of fruit distillates.

Keywords: fruit distillate, fruit spirit, composition, volatile compounds, organoleptic properties, production technology

MORSKY BIOFOULING A ANTIFOULINGOVE TECHNOLOGIE

Markéta Kulisova
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha, kulisovm@vscht.cz

Uvod

Moisky biofouling je charakterizovan tvorbou mik-
robialniho biofilmu na ponofenych povrsich, na ktery
nasledné snadno adheruji rozmanité makroorganismy.
Tato kolonizace povrch( lodi a dalich ponofenych za-
fizeni negativné ekonomicky ovliviiuje provoz lodi, ale
ma i ekologické a bezpecnostni rizika. Biofouling pfispi-
va ke zvySovani odporu lodi, coz Gsti ve vy3si spotiebu
paliva a v dlsledku toho zvySeni emisi sklenikovych
plynd. Diky témto a fadé dalSich komplikaci spojenych
s biofoulingem je nutné hledat ucinné antifoulingo-
vé mechanismy. V minulosti vyuzivané antifoulingové
strategie byly shledany toxickymi pro Zivotni prostfedi,
a tudiz je dnesni vyzkum soustfedén na ekologické, Si-
rokospektralni a dlouhodobé technologie.

Biofouling

Biofouling je termin popisujici nezddouci akumulaci
celé fady organisml na ponofené povrchy jako jsou
trupy lodi, plovouci plosiny, potrubi a fada dalsich.
Vzhledem k tomu, Ze k biofoulingu dochazi témér kde-
koliv, kde je pfitomna voda, pfedstavuje tento proces
riziko pro Sirokou skalu préimyslovych odvétvi, jako je
zpracovani potravin, vyroba papiru ¢i odsolovaci zafize-
ni'. Co se ty¢e moiského biofoulingu, viechna plavidla
a mofska zafizeni vykazuji urcity stupen biofoulingu, jiz
béhem nékolika minut po ponofeni Cistého povrchu
do moiské vody.

Celosvétové existuje vice nez 4000 druht organisma
podilejicich se na moiském biofoulingu, z nichz vétsina
Zije predevsim v mél¢ich vodach podél pobfiezi a v pfi-
stavech. Tyto organismy mohou byt rozdéleny do dvou
kategorii. Prvni z nich zahrnuje bakterie a rozsivky, které
se podili na tzv. mikrofoulingu. Druha kategorie zahr-
nuje makrofoulingové druhy, jako jsou fasy, svijonoz-
ci, slavky, mnohostétinatci a dalsi2. Proces biofoulin-
gu (Obr. 1) zacina vytvofenim vrstvy kondiciona¢niho
filmu na povrchu substratu. Tento film je sloZeny

z organickych materiald, jako jsou bilkoviny, polysacha-
ridy a proteoglykany. Jeho vznik probiha jednoduchou
fyzikalni interakci za velmi kratkou dobu (1 minuta)
a poskytuje lepkavéjsi povrch pro nasledné pfilnuti dal-
Sich organism(?. Biofilm se nasledné vyviji dalsi adhezi
bakterii a mikrofas k jeho stavajicimu povrchu. Koloni-
zace mikroorganismy zahrnuje dva odlisné kroky - re-
verzibilni adsorpci a nevratnou adhezi. Prvni jmenova-
néd se fidi hlavné fyzikalnimi efekty, jako je Brown(v
pohyb, van der Waalsovy sily, elektrostatické interakce,
gravitace a tok vody*. K nevratné adhezi dochézi prede-
vsim prostiednictvim biochemickych zékonitosti, jako je
sekrece extracelularnich polymernich latek (EPS). Bé-
hem tvorby biofilmu v mofském prostfedi jsou nejvice
zastoupenymi mikroorganismy rozsivky. Po vzniku a vy-
voji biofilmu se na jeho povrch pfichyti larvy ¢i spory
makrofoulingovych mikroorganismd. O dva az tii tydny
pozdéji se z téchto organismd vyvine komplexni bio-
logickd komunita®. Pfi pokusech sledujicich ponofteni
Cistétho materidlu do mofe obvykle dochazi k adhezi
makroorganismi az po tvorbé mikrobialniho biofilmu?®.
Neni tomu tak vsak vzdy, napfiklad larvy nékterych dru-
ht mechovci®, mnohostétinatcd’ a dalsich biofoulin-
govych organismd mohou adherovat k povrchdim jiz
pfed vznikem biofilmu®.

Proces biofoulingu probiha jak fyzikalnimi, tak bio-
chemickymi reakcemi. Fyzikalni reakce jsou fizeny fak-
tory jako elektrostatické interakce a tok vody, a vedou
k tvorbé kondicionac¢niho biofilmu a adsorbci mikroor-
ganismd. Mezi biochemické reakce patii sekrece EPS,
pohyb a sekundarni adheze mikroorganismd, zrani
biofilmu a adheze makrofoulingovych organismu. Za-
timco fyzikalni reakce jsou obvykle reverzibilni, reakce
biochemické jsou nevratné. Z tohoto faktu lze odvodit,
ze by bylo snazsi zabranit biofoulingu béhem reakci fy-
zikalnich nez biochemickych. Uspé&sna inhibice fyzikal-
nich reakci by omezila pozdé;jsi vznik reakci biochemic-
kych®.
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Obr. 1. Schematické zobrazeni moiského biofoulingu (Tian a kol., 2021, upraveno)

Adheze bakterii

Bakteridlni adheze nastdava v disledku interakce
planktonnich bunék s povrchem pomoci fyzikalnich
reakci (elektrostatické interakce™, gravitace a proudé-
ni vody"). Po pocatecni reverzibilni adsorpci pouzivaji
bakterie produkci extracelularnich polymerd k docas-
nému pfilnuti k povrchu. Tyto polymery jsou slozeny
zejména z polysacharidi na bazi glukosy a fruktosy®.
Biofilm je tvofen pfi vylucovani vétsiho mnozstvi EPS.
Je to vysoce organizované spolecenstvi tvofené obvyk-
le fadou mikroorganism, jehoz vznik je pro zahrnuté
mikroorganismy vysoce prospésny™. Po dozréani biofil-
mu disperguji bunky do vody, ¢imz je zprostfedkovano
Siteni téchto mikrobialnich druhl do okoli. Pfedpokla-
dem fenotypové zmény mezi reverzibilnimi a ireverzi-
bilnimi stavy je systém quorum sensing. Tento systém
je zaloZzeny na buné¢né hustoté — bakterialni burka je
schopna vycitit, Ze je soucasti koncentrace bunék ur-
¢ité velikosti (the quorum) rozpoznanim specifickych
nizkomolekularnich signalnich sloucenin vylu¢ovanych
a akumulovanych buiikami. Quorum sensing je diile-
zity systém pro mnoho aspektl preZiti bunék™. Obec-
né fe¢eno, hmotnost bunék v biofilmech tvofi pouze
2 - 5 % z celkové hmotnosti, pficemz zbytek tvofi mat-
rice EPS, ktera zahrnuje fadu extracelularnich sacharidg,
proteint, nukleovych kyselin, glykoprotein(, fosfolipid
a dalSich latek. Pomér zastoupeni riznych extracelular-
nich slou¢enin vylu¢ovanych rGznymi druhy je zcela od-
liSny. Dokonce i stejny mikrobiélni druh mize vyluc¢ovat
rtzné slouceniny EPS za rliznych podminek™. Mezi té-
mito slou¢eninami jsou zejména polysacharidy vysoce
heterogenni a obsahuji rizné druhy monosacharido-
vych jednotek a anorganickych material(. Sekretova-

né proteiny, které zahrnuji fadu enzymd degradujich
polymery, maji také heterogenni sloZeni®™. Tyto faktory
ilustruji nedostatek spole¢nych ryst mezi biofilmy riiz-
nych bakterialnich druhd, coz ¢ini Sirokospektralni anti-
fouling velmi obtiznou zaleZitosti.

Adheze mikrofas

Hlavnimi eukaryotickymi moiskymi mikroorganismy
jsou rozsivky, houby a prvoci, z nichz dominantnimi
jsou rozsivky®. Adheze rozsivek je komplikovanéjsim
procesem nez u bakterii. Vétsiné rozsivek chybi biciky,
tudiz se nemohou aktivné pfiblizit k danému povrchu,
ale pouze pasivné pfistdt na povrchu pomoci gravi-
tace ¢ vodnich proudd™. Poté, co rozsivky pfistanou
na povrchu, za¢nou aktivné sekretovat EPS pro primarni
reverzibilni adhezi. Nasledné se samy pfeorientuji a po-
hybuji se po povrchu do pro né idealni pozice. Tento
pohyb se nazyva jako tzv. klouzéni rozsivek. Obecné se
predpoklada, Ze klouzani rozsivek je vysledkem aktivity
aktin-myosinového pohybového systému zprostiedko-
vaného extracelularnimi proteoglykany”. Po nalezeni
ideélni pozice rozsivky adheruji k povrchu ireverzibilné
a zacnout vylu¢ovat velké mnozstvi EPS™. EPS rozsivek
je slozeno z karboxylovanych nebo sulfatovych kyse-
lych polysacharidd, které se podileji na klouzani téch-
to organismG a zesitovani matrice biofilmu®. Stejné
jako u bakterii jsou EPS produkované rtiznymi druhy
rozsivek rGznorodé a zahrnuji rGzné proteinové frakce
a komplexni polysacharidy s heterogennimi kombi-
nacemi monosacharidi®. Kromé toho Ize u stejného
druhu rozsivek detekovat alespon dva rdizné druhy vy-
lu¢ovanych slizG®. Na druhou stranu byly vsak zjisté-
ny nékteré spole¢né rysy rozsivek, jako jsou modularni
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proteiny slizu a jejich supramolekularni uspofadani ad-
hezivnich nanovlaken?'. Tento spole¢ny rys by mohl byt
prvnim impulzem hledani metodiky eliminace adheze
rozsivek pfi biofoulingu.

Adheze makroorganismi

Nejvice problematické efekty biofoulingu souvisi s ko-
lonizaci makroorganism, jako jsou mechovci, mékky-
8i, mnohostétinatci, plasténci, larvy svijonoZcli a spory
makrofas®. Osidleni povrchu makroorganismy nastava
po utvoieni biofilmu bakteriemi, rozsivkami a dalSi-
mi mikroorganismy. Neni vSak pravidlem, ze by vznik-
ly biofilm usnadiioval adhezi viech makroorganism.
Predpoklada se, ze kvili kompetici o Ziviny a svétlo mik-
roorganismy produkuji metabolity, které maji za kol od-
puzovat specifické makroorganismy?2. Mechanismy ad-
heze jsou u konkrétnich makroorganism( zcela odlisné.
Dobie prozkoumanou problematikou je adheze mak-
rofas rodu Ulva, které jsou velmi dileZitymi biofoulin-
govymi Cinidly kvali svému hojnému zastoupeni v mof-
ské vodé a schopnosti pfizplsobivosti riznym Zivotnim
prostiedim?®. Pohyblivé spory téchto makrofas maji Ctyfi
biciky a chybi jim polysacharidovéa bunécna sténa. Tyto
spory obvykle pfilnou k povrch@im sekreci glykoproteinu
a poté zatdhnou bitiky a vytvofi bunéénou sténu?. Cer-
stvé uvolnény glykoprotein ze spor makrofas rodu Ulva
ma silnou adhezni schopnost a takto pfichycené spory
zpravidla neni mozné odstranit pfirozené silou vodni-
ho proudu pfi pluti vétsiny lodi**. Proteinové adheziva
fas, slavek a mnohostétinatcti maji nékolik spole¢nych
rysd, vcetné vysokého obsahu lysinu, glycinu a serinu
a rozsahlych polypeptidovych repetic s postrannimi fe-
tézci s obsahem dihydroxyfenylalaninu, které vytésnuiji
molekuly vody a usnadiiuji silnou adhezi®.

Vliv biofoulingu

Soubor organismd, ktery roste na ponofenych ma-
teridlech, se sklada ze stovek druhd, jako jsou bakte-
rie, prvoci, fasy, mékkysi a dalsi. Tyto organismy, které
mohou tvofit hmotu o vaze vice nez 150 kilogram( na
jeden metr ctverecni, pevné pfilnou na povrch, rychle
rostou a maji velky potencial reprodukce?. V dasledku
tohoto adhezniho procesu, urychluje biofouling koro-
zi materiald a zpUsobuje ztraty v provozni energetické
uc¢innosti lodi. Koroze a podobna poskozeni postihuji
plavidla, ropné a plynové plosiny, vyzkumna zafizeni ¢i
zafizeni spojena s akvakulturou (akvaria, klece, potrubi,
¢erpadla)2 Vliv biofoulingu Ize rozdélit ze tfi uhlG po-
hledu - toxicita antifoulingovych natér(; vliv na Gcin-
nost lodi, provozni a ekonomické problémy pfi plavbé
lodi; environmentalni rizika.

1. toxicita antifoulingovych néatérd

Antifoulingové natéry na bazi cinu, zinku a dalSich
sloucenin, predstavuji velké riziko pro zachovani mof-
skych ekosystému. Pozivanim téchto typd natérd, které
obsahuji vysoce znecistujici biocidy jako je tributylcin,
jsou ohrozeny Usti fek, zalivy, oteviené mofe, obchodni
pristavy, oblasti lovu moiskych plodi a rybolovu?’. Kon-
krétné slouc¢eniny tributylcinu se akumuluji v moiskych
sedimentech a mohou se hromadit v tukovych tkénich
organismu?.

2. Gcinnost lodi, provozni a ekonomické problémy
pfi plavbé lodi

Pokud maji lodé na trupu biofoulingovou vrstvu, vy-
tvafi se tim vyssi odpor vody v disledku tieni mezi zne-
C¢isténym trupem a vodou. Tento odpor snizuje rychlost
lodi, zvySuje spotiebu paliva a vyZzaduje vice zastavek
na udrzbu a cisténi trupu. Rovnéz se zvySuje Cas stra-
veny v docich pro kompletni odstranéni biofoulingové
vrsty, ¢imZ nar(staji provozni vydaje?.

3. environmentalni rizika

Vzhledem k soucasnym rozmérim modernich lodi
a velkému poctu plavidel plujicich v oceanech, existuje
ddvod k obavam z biofoulingu a jeho vlivu na Zivotni
prostiedi. ZvySeni spotfeby paliva v dlsledku vyssiho
odporu vody zptsobeného znedisténim trupu lodi vede
k vaznym environmentélnim problémam, jako je zvyse-
ni emisi sklenikovych plynd (CO,, N,0) do atmosféry,
a z toho plynouci navyseni uhrni kyselych dest(*°. Ky-
selé desté snizuji pH oceant a mofi a vyrazné ovliviuji
mofsky Zivot. Biofouling spolu s balastni vodou je rov-
néz jednim z hlavnich pficin zavle¢eni invazivnich dru-
ha do citlivych ekosystém(. Tento problém je jesté za-
vaznéjsi, pokud se jedna o zaoceanské lodé, které pluji
na velké vzdalenosti, a tedy propojuji velmi odlisné
ekosystémy. V disledku tohoto transportu nezadoucich
organismu na trupech lodi se ptvodni druhy ocitaji tisi-
ce kilometrd od svého domaciho prostiedi. Pfikladem
muize byt invazivni druh mékkySe s ¢eskym nazvem
slavitka mnohotvarna (Dreissena polymorpha), ktery
pochazi z mofi severni Evropy. Pfepravou na obchod-
nich lodich se dostal do oblasti Velkych jezer v Sever-
ni Americe, kde postupné nici velkou ¢ast biodiverzity
v jezerech a fekach?'.

Antifoulingové technologie

Pro zamezeni mikrobialni adheze na povrchy byla vy-
vinuta fada typU protektivnich natérd. Pfedpoklada se,
ze vétsina antifoulingovych natér vyuzivanych v minu-
losti pracovala na principu uvolnéni biocid( ¢i toxini do
prostiedi ve snaze eliminace adheze mikroorganismd.
Mezi dfive vyuzivané biocidy patii oxid médnaty, tribu-
tylcin, tributylcinoxid a organické biocidy (Irgarol 1050°,
Sea Nine 211®, dichlofluanid, chlorothalonil, pyrithion
zine¢naty)32. Az do Sedesatych let minulého stoleti byly
alkylovanych cinli, zejména tributylcinu, ktery byl po-
vazovan za téméf trvalé feSeni problému mofiského
biofoulingu®. U tributylcinu byly viak objeveny jeho
neurotoxické a genotoxické tcinky na fadu moiskych
druhd, coz vedlo od roku 2008 k jeho celosvétovému
zdkazu pouzivani v antifoulingovych natérech. Uvol-
fiovani i ostatnich zmifiovanych latek z antifoulingovych
natérd muze pusobit toxicky na celou fadu organisma
vcetné ¢lovéka®. Pro zachovani moiského prostiedi je
nezbytné vyvijet netoxické antifoulingové technologie
vyuZivajici ekologicky bezpec¢né produkty.

Mezi soucasné antifoulingové technologie patii pie-
devsim polymery odolné vici proteiniim, natéry uvol-
nujici antifoulingovou slozku do prostiedi, antifou-
lingové natéry snizujici adhezni silu mezi organismy
a substratem, vodivé natéry a systémy zalozené na fo-
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todynamice. Aplikace polymer( odolnych vici protei-
ndm patfi mezi preventivni antifoulingovou technologii,
protoZe tyto polymery mohou brénit adhezi proteind
a inhibovat vyvoj biofoulingu na substratu®. U natérd
uvolnujicich antifoulingovou slozku jsou vyuzitelna ze-
jména netoxicka pfirodni antifoulingova cinidla ¢i nizko
toxicky oxid médnaty*’, které jsou pfipojeny na poly-
merni matrice a postupné se 3ifi v moiské vodé. Pfirod-
ni antifoulingové latky jsou povazovany za idealni, po-
kud vyuzivaji extrakci G¢innych latek pfimo z moiskych
mikroorganism( a vodnich rostlin. Aktivita pfirodnich
antifoulingovych cinidel ma vsak vy$si naroky na stabil-
ni moiské prostiedi, coz je velmi obtizné, jak pfi studiu
téchto cinidel, tak pfi potencialnim prdmyslovém vyu-
ziti. Natéry snizujici adhezni silu mezi biofoulingovymi
organismy a substratem nepotrebuji k dosazeni svého
tc¢inku uvolnéni antifoulingovych latek do prostiedi. Po
minimalizaci adhezni sily na zdkladé nizké povrchové
volné energie staci k u¢innému odstranéni organism
pouze hydrodynamické naméahani béhem plavby ¢i jed-
noduché mechanické ¢isténi*. Mezi vyuzivané natéry
funguijici timto principem patfi natéry na bazi kiemiku
(poly(dimethylsiloxan)), fluoru (poly(fluoroethylen))
a kombinované fluoro-kiemicité materialy, které spojuji
nizké povrchové napéti kiemicitych materialG a tuhost
fluorovanych sloucenin®. Natéry vyuzivajici grafen jsou
rovnéZ slibnou strategii, protoze povrchova energie
materidlu a elektrostatické interakce mezi materialem
a bakteriemi jsou ovlivnény jiz v nanomolekularnim
méfitku®. O praktické aplikaci antifoulingovych vodi-
vych natérl a fotodynamickych systémé je doposud
pouze velmi maélo studii. Podle stavajicich experimen-
td maji vsak tyto dvé metody vynikajici antifoulingové
Gcinky a jsou zaroven netoxické, citlivé k Zivotnimu
prostiedi a nejsou ekonomicky néro¢né. Pfi jejich prak-
tickém vyuziti existuje vSak fada problém. Vodivé sys-
témy jsou omezeny pouze na mala plavidla a rozsah
aplikaci fotodynamickych technologii ma také své limi-
tace®.

Dals$im mozinym pfistupem pro vyvoj antifoulingo-
vych systém0 je vyuziti biomimetiky. Prostfednictvim
dlouhodobého pozorovani mofiskych organism@ bylo
zjisténo, Ze i kdyz jsou rostliny a Zivocichové dlouhodo-
bé ponofeni v moiské vodé, jejich povrch je stéle Cisty.
Vétsina sledovanych mofskych organism@ (vodni rostli-
ny, zraloci, velryby, koraly) odolavaji biofoulingu sekreci
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hlenu ¢i tvorbou specialnich struktur na svém povrchu.
V hlenu mohou byt zastoupeny Gcinné baktericidni
latky. Na zakladé téchto skutec¢nosti se nyné;jsi vyzkum
zabyva extrakci antifoulingovych latek z mofiskych orga-
nismd a napodobovéanim jejich epidermalnich struktur
pro vyutziti v boji s biofoulingem*:. Zajimava zjisténi po-
skytly studie zabyvajici se analyzou povrchu tél Zralok,
velryb, delfin(i a koralG. Analyzou SEM struktury Zraloci
kdze bylo zjisténo, Ze jeji povrch ma strukturu plakoid-
nich Supin, které maji lepsi hydrofobicitu*. Povrch kiize
velryb je mikropérovity a je pokryt vlastnim slizem, ktery
Uspésné blokuje adhezi mikroorganisma*. U delfin je
kaze hladkéa se schopnosti produkce slizu, mlze snizit
tfeci odpor a tak inhibovat biofouling®. Harmonickym
pohybem chapadel koral( je také sniZovana adheze
biofoulingovych organismd*. Tyto povrchové vlastnos-
ti tél jmenovanych mofiskych Zivocichl byly vyuZity pfi
experimentalni tvorbé novych antifoulingovych natért
a vsechny vykazovaly velmi dobré antifoulingové vlast-
nosti. V biomimetické technologii zalozené na studiu
rostlinnych struktur se vyuzivd napfiklad lotosovy list.
Jeho povrch je slozen z husté sité drobnych emboso-
vanych blokd, které maji silné hydrofobni a samodistici
vlastnosti*¢. Pro $irSi vyuZiti biomimetiky v antifoulin-
gu je vsak nutné zvysit komplexnost danych poznatk
a aplikovat je pro vyvoj novych ucinnych materiald.

Zaver

Vznik moiského biofoulingu je obecné charakterizo-
van dvéma jevy, z ¢ehoz prvnim je tvorba biofilma, ktera
zahrnuje reverzibilni adsorbci a nevratnou sekundarni
adhezi mikroorganism@. Druhym krokem je usazovani
a rist makroorganismt na tomto vzniklém biofilmu. Ve
vétsiné piipadl je pro makroorganismy snazsi usadit
se na specifickych biofilmech nez na hladkém povrchu.
Biofouling jako takovy zplsobuje fadu komplikaci pro
lodni primysl, véetné zvysenych provoznich a ekono-
mickych naklad na provoz lodi. Dalsi stinnou stran-
kou biofoulingu jsou environmentalni rizika, ktera jsou
spojena zejména s uvoliiovanim toxickych latek z anti-
foulingovych nétérd do moiského prostiedi. Z tohoto
ddvodu je nyni nutné aktivné hledat nové, ekologicky
nezdvadné alternativy antifoulingovych technologii.
Tyto pfistupy jsou velmi rozmanité a pro jejich sprav-
nou aplikaci je nezbytné k této problematice pfistupo-
vat multidisciplinarné.
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Souhrn

KuliSova M.: Moisky biofouling a antifoulingové technologie

Biofouling, jakoZto postupna adheze mikro- a makroorganism@ na ponofené povrchy zplsobuje fadu problémd v lodnim primysluy,
vcetné zvySené koroze material(i, environmentalnich rizik a dalSich. Diky tomu je v dnesni dobé kladen dtiraz na vyvoj novych, ekologicky
bezpeénych antifoulingovych technologii, které by napomahaly s prevenci vzniku biofoulingu ¢i s jeho eliminaci. Tyto technologie zahr-
nuji vyuziti polymerd odolnych vi¢i proteintim, antifoulingovych natérd s uvolitovanou slozkou do prostiedi ¢i vyuZiti biomimetického
pfistupu.

Klicova slova: mofisky biofouling, biofilm, adheze, antifoulingové natéry

Summary

KuliSova M.: Marine biofouling and antifouling technologies

Biofouling, as the gradual adhesion of micro- and macroorganisms to submerged surfaces, causes a number of problems in marine
industry, including increased corrosion of materials, environmental risks and more. Due to this, emphasis is currently being placed on
the development of new, ecologically safe antifouling technologies that would help prevent or eliminate biofouling. These technologies
include the use of protein-resistant polymers, coatings that release the antifouling component into the environment or biomimetic
approach.

Keywords: marine biofouling, biofilm, adhesion, antifouling coatings
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LIDSKA STREVNI MIKROBIOTA

Thi Tra My Nguyenova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha; nguyenoh@vscht.cz

Uvod

Albert Einstein kdysi fekl: ,Skute¢nou hodnotu lid-
ské bytosti Ize nalézt v mife, do niZ dosahl osvobozeni
od sebe sama”. Po dlouha léta byl pohled na ,ja“ ome-
zen pouze na vlastni télo slozené z eukaryotnich bu-
nék kodovanych genomem. V soucasné éfe omickych
technologii a systémové biologie je v novém pohledu
zahrnuto také souZiti s mikrobialnim spolecenstvem.
Tyto prokaryotni buriky pievysuji vlastni lidské buriky
a obsahuji nejméné desetkrat vice DNA nez lidsky ge-
nom. Vyménou za potravu a pfistiesi vykonavaji mik-
robidlni komunity v hostiteli riizné metabolické funkce.
Kazdy jedinec vytvéii spolu s mikroby ucelenou jed-
notku, a proto mize byt ¢lovék chapan jako super-
organismus'.

Stievni mikrobiom (soubor vSech mikroorganism
a jejich gen) je nedilnou soucasti zakladnich procest,
jako je normalni fungovani imunitniho systému, pro-
dukce vitamin(, traveni, energetickd homeostaza, inte-
grita stfevni bariéry ¢i angiogeneze?. Mikrobiom muze
byt také povazovan jako potencialni zdroj novych tera-
peutik®.

Prvni kolonizace

Mikrobialni kolonizace ¢lovéka zapoc¢ne ihned po
narozeni. SloZeni stfevni mikrobioty ditéte je zavislé
na zplGsobu porodu (vaginalni porod, cisafsky fez),
na krmeni (matefské mléko, uméla vyziva), geografii
a vystaveni antibiotikdm*>. Pfi porodu pfirozenou ces-
tou obsahuje mikrobiota nemluvnat rody Lactobacillus,
Prevotella, Atopobium nebo Sneathia spp., zatimco pfi
porodu cisaiskym fezem je slozeni mikrofléry podobné
kozni fléfe matky (Staphylococcus spp.)® a byvé méné
riznorodé’, proto mohou byt tyto déti nachylnéjsi
k obezité® ¢i na alergie a astma®™. Slozeni mikrobiomu
se vyviji béhem prvnich tii let Zivota a zlstdva az do
dospélosti™.

Strevni mikrobiota

Clovék je osidlen az bilionem (10'2) mikroorganismd
souhrnné oznacovanymi jako mikrobiota™?. Mnohdy se
uvadi, Ze pocet mikrobialnich bunék v lidském téle je az
desetkrat vétsi, nedavno byl tento pomér pfezkouman
pro bakterialni buriky na 1,3:1™. Na genetické urovni
je piiblizné 99 % gend mikrobialniho pdvodu (vice nez
10 mil gen()™.

VétSinu lidské mikroflory najdeme ve stievech,
v tlustém stievé se pohybuje hustota mikrobiélnich bu-
nék kolem 10" bunék/g obsahu, coz odpovida 1-2 kg
télesné hmotnosti. Mlze se jednat o bakterie, kvasin-
ky, houby, archaea ¢i parazity (viry a prvoci). Nejlépe
jsou charakterizovany bakterie®'”, nejcastéji se vysky-
tuji kmeny Firmicutes, Bacteroidetes a Actinobacteria,
zatimco Proteobacteria, Fusobacteria, Cyanobacteria
a Verrucomicrobia jsou méné zastoupeny. Dalsi dule-
zitou slozkou lidského mikrobiomu je také mykobiom

(fungélni mikrobiom), patfi sem napfiklad rody Can-
dida, Saccharomyces, Aspergillus, Cryptococcus, Ma-
lassezia, Cladosporium, Galactomyces, Pentatricho-
monas, Entamoeba a Trichosporon'®-2.

Lidska stfevni mikroflora se da roz¢lenit na prospés-
né (esencialni) a oportunni bakterie. Mezi prospésné
bakterie Ize zafadit rody Lactobacteria (L. rhamnosus,
L. acidophilus, L. plantarum, atd.), Bifidobacterium
(B. bifidum), Enterococci, Propionobacteria a Pep-
tostreptococci, do zastupcl oportunnich bakterii patfi
Bacilli, Clostridia, Enterobacteria (kmen Bacteriodes,)
a Peptococci, Staphylococci, Streptococci (kmen Acte-
nobacteria) nebo také kvasinky?. Nerovnovaha mezi
témito skupinami bakterii zplsobuje dysbiosu, ktera
muZe vést ke gastrointestinalnim porucham, pfikladem
muizZe byt syndrom dréazdivého tra¢niku, ulcerézni ko-
litida, Crohnova choroba, kolorektalni karcinom a me-
tabolické poruchy??>?3. Stfevni bakterie mohou byt téz
zapojeny do syntézy neuroaktivnich molekul a metabo-
litGi, které mohou modulovat patogenezi riznych neu-
rodegenerativnich onemocnéni?+-2¢.

Dysbiosa je pfevaziné spojovana se snizenym mnoz-
stvim bakterii schopnych produkovat mastné kyseliny
s kratkym fetézcem (octova, propionova, maselna ky-
selina; SCFA). Pokles SCFA je asociovén se zanétlivym
prostiedim a narusenou integritou stfevniho epite-
lu?’. Tyto kyseliny zasahuji do genové expresi hostitele
acetylaci a methylaci histond, ¢imz ovliviuji buné¢né
a metabolické procesy?®.

Ackoli byva lidsky mikrobiom viceméné stabilni, dieta
s vysokym obsahem tuku, antibiotika nebo stres mo-
hou zmeénit strukturu mikrobialniho spole¢enstva?-*'
(napfiklad sniZzenim mikrobialni diverzity). Vyzkumy
ukazuji, ze kmeny Bacteroidetes a Actinobacteria pozi-
tivné koreluji s tukem a negativné s vlakninou ve stra-
vé, zatimco pro kmeny Firmicutes a Proteobacteria to
platilo naopak®. Na slozeni stfevniho mikrobiomu ma
nicméné vliv i genetika hostitele®.

Metabolity mikrobiomu mohou ménit charakter na-
piiklad neurodegenerativnich onemocnéni, a to dvé-
ma mechanismy, imunitné zprostfedkovanou neuro-
degeneraci, nebo pfimym Gc¢inkem mikrobialnich
metabolitd na bunky centralni nervové soustavy
(CNS).

Gastrointestinalni trakt pfedstavuje nejvétsi povrch
lidského téla, stfevni sliznice je vystavena obrovs-
kému mnoizstvi rGznych cizich antigen pochazejicich
z mikroorganism@ (komenzalG i patogenll) anebo
z potravy®. Imunitni systém piimo ovliviiuje komen-
zalni mikrobiom a naopak. Regula¢ni T-lymfocyt maze
byt neuroprotektivni tim, Ze je schopen zvysit remyeli-
nizace neuront a diferenciaci oligodendrocyt.

Pfimé ucinky mikrobialnich metabolitl na CNS jsou
v soucasné dobé malo pochopeny, i kdyz je znamo, ze
produkuji neurotransmitery, jako jsou kyselina y-ami-
nomaselna, histamin, dopamin, noradrenalin, seroto-
nin®. Pravdépodobné produkuji velké mnozZstvi dalSich
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neuroaktivnich latek, které mohou pfimo interagovat
s burikami CNS?¢.

V piipadé autoimunitnich a zénétlivych onemocnéni
(diabetes 1. typu, artritida, idiopatické stfevni zanéty
a astma) by se dala aplikovat [é¢ba modulaci mikrobio-
mu?’. Toho Ize dosahnout podavanim probiotik, prebio-
tik anebo kombinaci obou, symbiotik3s 3°.

Studium osy mikrobiota-stfevo-mozek

Osa mozek-stievo je obousmérnym komunika¢nim
kanal mezi ,velkym” mozkem v lebce a enterickou
nervovou soustavou (,maly mozek”) v bfise, ktery je
propojeny neurony sympatického a parasympatické-
ho nervového systému a cirkulujicimi hormony ¢i dal-
$imi neuromodula¢nimi molekulami®. Tento koncept
byl rozsifen o mikrobiotu (mikrobiota-stievo-mozek),
ponévad: tyto stfevni bakterie by mohly mit dopad
na ,velky mozek”. Mikrobiom by mohl slouzit jako po-
tencialni diagnosticky a terapeuticky nastroj u réiznych
poruch, jako je Parkinsonova a Alzheimerova choro-
ba, amyotroficka lateralni skler6za, autismus, mrtvice,
deprese a drogova zavislost*.

Ke studiu symbiotického vztahu mezi hostitelem
a mikrobem se vyuzivaji napfiklad bezmikrobni zvifa-
ta (germ free, GF), ktera jsou cennym nastrojem pro
pochopeni vztahG mikrob-hostitel*2. GF zvifata maji
ve srovnani se zvifaty osidlenymi komenzélnimi bak-
teriemi odliSny vyvoj a fyziologii, dale maji mensi
télesnou hmotnost, zhorsenou stfevni funkci*’, na-
ruseny imunitni systém, dysregulovanou hormonalni
signalizaci nebo zménény metabolismus*. Tyto expe-
rimenty prokdzaly vliv mikrobiomu na morfologicky
a funkéni vyvoj rdiznych ¢asti mozku, které se projevu;ji

Literatura:
1. Sleator RD: Med. Hypotheses 74, 214 (2010).
2. Benson AK: Nat. Genet. 48, 1301 (2016).
3. Kumar M, Babaei P, Ji B, et al.: Nutr. Heal. Aging 4,
3 (2016).
4, Jakobsson HE, Abrahamsson TR,
MC, et al.: Gut 63, 559 (2014).

5. Neu J: Semin. Fetal Neonatal Med. 21, 373 (2016).
6. Dominguez-Bello MG, Costello EK, Contreras
M, et al.: Proc. Natl. Acad. Sci. 107, 11971 (2010).

7. Azad MB, Konya T, Maughan H, et al.: Can. Med.

Assoc. J. 185, 385 (2013).
8. Tamburini S, Shen N, Wu HC, et al.: Nat. Med. 22,
713 (2016).
9. Negele K, Heinrich J, Borte M, et al.: Pediatr. Allergy
Immunol. 15, 48 (2004).
10. Bager P, Wohlfahrt J, Westergaard T: Clin. Exp. Aller-
gy 38, 634 (2008).
11. Yatsunenko T, Rey FE, Manary MJ, et al.. Nature
486, 222 (2012).
12. Ursell LK, Metcalf JL, Parfrey LW, et al.: Nutr. Rev. 70,
S$38 (2012).
13. Sender R, Fuchs S, Milo R: Cell 164, 337 (2016).
14. D'Argenio V, Salvatore F: Clin. Chim. Acta 451, 97
(2015).
15. Walker AW, Duncan SH, Louis P, et al.: Trends Micro-
biol. 22, 267 (2014).

Jenmalm

zménou v chovani®. GF zvifata byla ddlezitym vycho-
zim bodem pfi zodpovézeni otazky, zda je mikrobiota
zapojena do daného procesu ¢i nikoli®. V této chvili se
studie rozsituji také o modely bezmikrobnich prasat®.

Dalsim pfistupem ke zkoumani interakci byly mysi ko-
lonizované specifickymi bakteriemi (specific pathogen-
-free) k objasnéni mechanismu komunikace mezi kon-
krétnimi ¢leny mikrobioty a hostitelskym organismem?®
nebo pomoci pfenosu fekalni mikrobioty z jednoho
jedince na druhého, ¢imz se vytvoii mikrobiom v gast-
rointestinalnim traktu podobny darci®.

Déle Ize pouzit také antibiotika, kterymi se dé sledo-
vat dopad na mozek a chovani pfi zméné v mikrofl6te>°.

Zaver
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Clovek je kolonizovéan bilionem mikroorganism(, oznatovanymi jako mikrobiota. Tyto mikroby (bakterie, kvasinky, houby, archaea ¢i
parazity) vytvafi s hostitelem celistvy superorganismus. Nejvice je osidlovano stievo, které je zapojeno do osy stievo-mozek, pfedstavujici
obousmérny komunika¢ni kanal mezi centralni a enterickou nervovou soustavou. Tento koncept byl poté rozsiten o mikrobiotu (osa
mikrobiota-stfevo-mozek). Zmény ve slozeni v mikrobioté mohou souviset s rliznymi onemocnénimi.

Klicova slova: mikrobiota, mikrobiom, osa mikrobiota-stievo-mozek, neurodegenerace, dysbiosa, superorganismus

Summary

Nguyenova T.T.M.: Human intestinal microbiota

Human is colonized by a trillion of microorganisms, called microbiota. These microbes (bacteria, yeast, fungi, archaea, or parasi-
tes) forming together with the host a superorganism. The gut is most colonized and is involved in the gut-brain axis, representing
a two-way communication channel between the central and enteric nervous systems. This concept was then extended to the microbiota

(microbiota-gut-brain axis). Changes in composition of microbiota could be associated with various diseases.
Keywords: microbiota, microbiome, microbiota-gut-brain axis, neurodegeneration, dysbiosis, superorganismus

LIGNIN A JEHO UPLATNENI V PRIPRAVE KOVOVYCH

NANOCASTIC
Dominik Marsik
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha,; marsikd@vscht.cz

Uvod

V soucasné dobé nalézaji nanocastice uplatnéni
v téméi kazdé oblasti lidské cinnosti. Jednoduse se
o tom Ize pfesvéd¢it na volné dostupnych webovych
strankach The Project on Emerging Nanotechnologies
z roku 2005, ktery vznikl mimo jiné za cilem seznamit
Sirokou vefejnost s pokrokem v oblasti nanotechno-
logii a ktery nabizi pravdépodobné nejlepsi piehled
o komer¢né dostupnych produktech vyuzivajici nano-
materialy'. Z dostupnych marketingovych dat vyplyva,
Ze nejvétsi Cast spotiebniho zbozi vyuzivd nanocastice
kovu a obecné nejcastéji vyuzivanym nanomaterialem
je stiibro?. Stéle rostouci spotifeba kovovych materiald
ale vyZzaduje rovnéz zohlednit technologii jejich pfipra-
vy. Dostupné fyzikalné-chemické procesy totiz mohou
mit negativni dopad na Zivotni prostiedi a Casto vyZa-

duji ke své pfipravé zna¢né mnoistvi energie, drahé
materialy, vybaveni, toxicka cinidla nebo vedou ke vzni-
ku nebezpecnych produktd?®. Nanocastice kovi mohou
byt pfipraveny velmi jednoduse i s ohledem k Zivotni-
mu prostiedi metodami zelené syntézy. Mezi velmi ob-
libené patii vyuziti rostlinnych extraktd, které obsahuiji
jak latky redukujici soli kov(, tak stabilizujici vzniklé na-
nocastice*. Nevyhodou tohoto pfistupu je ale strukturni
rozmanitost latek obsazenych v extraktech, ktera zne-
snadiiuje identifikaci slou¢enin odpovédnych za reduk-
ci a stabilizaci nanocastic. Navic kinetika tohoto pro-
cesu je obtizné kontrolovatelna a vysledna morfologie
a velikost nanocastic se muze lisit v zavislosti na Sarzi
pouzitého extraktu®. Nékteré studie se proto zabyvaji
vyuZitim dobfe definovanych latek z pfirodnich zdrojt
jako jsou celulosa®, skrob’, huminové kyseliny® nebo
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fibroin extrahovany z hedvabi®. Tyto latky maji ale i dalsi
pramyslové aplikace. Lignin v3ak priimyslové uplatnéni
ve vyrobé produktt s pfidanou hodnotou téméf nema,
jedna se o dobie dostupny, obnovitelny material a Ize
relativné dobfe charakterizovat jeho strukturu®. Proto
se tato prace zabyva vyuzitim a funkci ligninu v pfipravé
kovovych nanocastic.

Lignin struktura a aplikace

Celosvétova ro¢ni produkce lignocelulosové bio-
masy je 170 az 200 miliond tun. Pokud bude tato
biomasa adekvatné vyuzivana, mohla by pfispét k pre-
chodu k udrzitelnéjSimu vyuzivani zdroja". Lignocelulo-
sa se sklada ptevainé z celulosy, hemicelulosy a ligni-
nu. Zastoupeni jednotlivych biopolymerl se lisi mimo
jiné v zavislosti na druhu, typu pletiva a stafi rostliny™.
Co se ligninu tyce, plvod ¢i environmentalni podminky
ovliviiuji jeho samotnou strukturu sestéavajici se pre-
vaziné z guayacylovych (G), p-hydroxyfenylovych (H)
a syringylovych (S) podjednotek odvozenych z odpovi-
dajicich hydroxyskoficovych alkohol@ koniferylalkoholu,

pficemz lignin bez siry je Setrnéjsi k Zivotnimu prostiedi
a je vzhledem k nepfijemnému zépachu siry vhodnéj-
$i surovinou pro dalsi aplikace. Lignin bez obsahu siry
vznika napfiklad jako vedlejsi produkt vyroby biopaliv
v biorafineriich druhé generace. Dnes se v obou priimy-
slovych odvétvich téméi veskery lignin pro energetické
Gcely spaluje™™ a pouze 2% ligninu se pouzivaji k ji-
nym Gceldm. V primyslovém méfitku se lignin uplatnil
napfiklad ve vyrobé nizkonakladovych pojiv pro uhel-
né brikety, keramiku nebo dfevéné materialy jako pie-
klizky a dievotfiskové desky. Komercni potenciél ligninu
je ale mnohem vyssi a dalsi uplatnéni by mohl nalézt
ve vyrobé primyslovych chemikalii, oleji, syngasu
(smés H,, CO a malého mnozstvi CO,), sorbent(, baterii
a palivovych ¢lankd nebo jako pfisada cementu a dal-
$i>. V oblasti nanotechnologii by mohly nanocastice
ligninu nalézt uplatnéni, vzhledem k vysoké absorp¢ni
kapacité, biologické rozlozZitelnosti a biokompatibili-
té, napiiklad v tkdfovém inZenyrstvi, cileni Ié¢iv nebo
ve vyvoji antifoulingovych materidlG. Navic Ize lignin
vyuZit pro pfipravu kovovych nanodastic®®, které jsou

HO HO

H

P-kumarylalkohol

koniferylalkohol
(H) (G)

HO

H

sinapylalkohol
(S)

Obr. 1. Struktura zakladnich ligninovych prekurozorii p-kumarylalkoholu, koniferylalkoholu a sinapylalkoholu
tvoficich podjednotky ligninu guayacyl (G), p-hydroxyfenol (H) a syringyl (S)™.

p-kumarylalkoholu a sinapylalkoholu (Obr. 1). Mimo
hydroxyskoficové alkoholy bylo ve struktufe ligninu
identifikovano dalSich 32 pfirozené se vyskytujicich
sloucenin™. Komplexni a heterogenni struktura nepra-
videlné zesitovanych fenylpropanoidnich jednotek li-
mituje pouZiti ligninu na vyrobu produktt s pfidanou
hodnotou®™ a lignin je tak stale povazovan za primy-
slovy odpadni produkt™. Strukturu a vlastnosti ligninu
ovliviiuje i samotny izola¢ni proces®™. Nejvétsi mnozstvi
ligninu pochéazi z papirenského primyslu, kde se ob-
vykle vyuzZiva tzv. kraft neboli sulfatovy proces'". Ziska-
ny kraft lignin ma ve své struktufe inkorporovanou siru,

zadané zejména pro své optické, katalytické™ ¢i antimi-
krobidlni vlastnosti?°. At uz upadajici poptavka po pa-
piru, rostouci objem ligninu jako vedlejsiho produktu
biorafinerii nebo ekologické aspekty, nakonec pfiméji
pramysl rozsifit portfolio produktd zaloZzenych na tomto
polymeru'62',

Piehled priimyslovych ligninii

Ligniny Ize jednoduse kategorizovat na zdkladé obsa-
hu siry, ktera je jednim z faktor( uréujicich smér dalsiho
pramyslového vyuziti ligninu®™. V soucasné dobé rozli-
Sujeme Ctyfi hlavni prdmyslové ligniny — kraft, lignosul-
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fonat, organosolv a soda lisici se dale strukturou, vlast-
nostmi nebo obsahem necistot?2.

Nejvétsi mnozstvi ligninu, pfiblizné 85 % celkové pro-
dukce, je ziskavano sulfatovou neboli kraft metodou.
VytéZnost této metody je ve srovnani s ostatnimi me-
todami probihajicimi v alkalickém prostiedi nejvy3si.
Béhem varu v roztoku hydroxidu a sulfidu sodného se
z drevni Stépky uvolni 90 aZ 95 % ligninu, jehoz makro-
molekuly jsou stépeny zejména v pozicich B-O-4 a a-O-
4 na fragmenty o mensi molekulové hmotnosti, které
jsou za téchto podminek rozpustné a vznika tzv. ¢erny
louh'?, Kraft proces neni ale pouze o reakcich degra-
dacnich, ale je na néj potieba nahlizet komplexné jako
na kompetici mezi reakcemi degrada¢nimi a konden-
za¢nimi, které davaji vzniknout novym C-C vazbam?-.
Lignin Ize z ¢erného louhu jednoduse precipitovat oky-
selenim roztoku kyselinou sirovou nebo oxidem uh-
licitym. Po vysuseni se procesem ziska hnédy prasek
rozpustny v zasaditych vodnych roztocich a nékterych
organickych rozpoustédlech jako aceton nebo DMSO?.
Kraft lignin obsahuje velké mnozstvi hydroxylovych sku-
pin pochézejicich z fenolu a ve své struktufe ma navic
inkorporovano zna¢né mnozstvi siry, jejiz celkovy obsah
je obvykle 2 az 3 %?2. Ro¢ni produkce kraft ligninu je
mezi 50 az 90 miliony tun a téméf viechen se spaluje
k rekuperaci tepla®.

tového vyluhu obsahujiciho rozpustény lignin v podobé
lignosulfonatu?, ktery je diky inkorporaci sulfonatovych
skupin rozpustny ve vodé". Viysledné slozeni varného
roztoku je podminéno konkrétnim procesem, ale kom-
plexy sulfatového ligninu obsahuji mimo jiné toxické
derivaty fenolu a jejich vypousténi odpadnimi vodami
je zakazano?. Celkovy obsah siry se pohybuje mezi 3,5
az 8,09%". Protoze je sulfitovy proces postupné nahra-
zovan procesem sulfatovym, vyrabéji nékteré spolec-
nosti lignosulfonat z kraft ligninu?.

Frakcionace lignocelulosy ve smési vody a organické-
ho rozpoustédla se nazyva organosolv proces. Nejcas-
téji pouzivanym extrakénim cinidlem je ethanol. Roz-
vldknéni je obvykle podporovano pfidavkem katalyza-
toru ve formé kyseliny?. Stejné jako kraft lignin nebo
lignosulfonat, obsahuje i organosolv ve své struktuie
karbonylové a hydroxyfenolové skupiny. V pribéhu
extrakce organickym rozpoustédlem dochazi k pferu-
Seni vazeb pfedevsim mezi polysacharidem a ligninem
a 0-0-4 vazeb uvnitf makromolekuly ligninu, zatimco
B-0O-4 vazby jsou Stépeny méné (Obr. 2)%. Timto Se-
trnéjSim procesem frakcionace je mozné ziskat lignin
konstrukéné blizsi nativni struktufe?®. Organosolv je re-
lativné hydrofobni lignin dobfe rozpustny v organickych
rozpoustédlech. Ve srovnéani s ostatnimi ligniny ma
nizkou molekulovou hmotnost a vysokou C(istotu

~Lignin

O-Lignin

HO

Obr. 2. Model struktury ligninu s vyznacenymi pozicemi Stépeni béhem procesu piedipravy organickymi rozpous-

tedly .

Dalsi pramyslové rozsifenou metodou vyroby papiru
je sulfitovy proces. K rozvlaknéni dfevni biomasy do-
chazi za teploty 120 aZ 150 °C v prostiedi kyseliny sifi-

.....

..........

roztok se v prlibéhu procesu dosycuje oxidem sificitym.
Hlavni produkt celulosa je postupné oddélen od sulfi-

tzn. nizky obsah popela a sacharid(. Navic neobsahuje
ve své struktufe siru. V pramyslovém meéfitku se vsak
jedna o velmi nakladny proces frakcionace, coz limituje
jeho rozsiteni'.

Tradi¢ni delignifika¢ni metoda pouzivana ke zpraco-
vani snadno rozvlaknitelnych lignocelulosovych mate-
ridlG, obvykle Inu, sldamy nebo bagasy, se nazyva soda
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proces. Vlyrobni kapacity tohoto procesu jsou znacné
omezené z dlvodu meziro¢ni variability vstupnich su-
rovin'. Metodicky je soda proces podobny kraft pro-
cesu, i zde dochazi k fragmentaci nativni struktury
ligninu za podminek zvySené teploty a silné zasadité-
ho prostfedi*®. Hlavni rozdil spociva v absenci siranu
sodného, ktery je pfi vyrobé sulfatové buniciny redu-
kovan na sulfid sodny. Sulfid sodny déle pfechazi
ve vodném prostiedi na hydrogensulfid sodny a hyd-
roxid sodny. Pfitomnost hydrogensulfidového aniontu
béhem kraft procesu zplsobuje kolaps B-0-4 etherové
vazby mezi fenolickymi jednotkami ligninu a vyrazné
tak zlepsuje selektivitu, rychlost a celkovou ucinnost
delignifikace®'. Naproti tomu, ale béhem soda proce-
su nedochazi k umélému navyseni obsahu siry v ligni-
nu. Vysledny obsah popele je ve srovnéni s organosolv
ligninem stale vysoky"™. Obdobné jako u kraft pro-
cesu lze lignin okyselenim ¢erného louhu precipi-
tovat®.

K frakcionaci lignocelulosy byla vyvinuta cela fada
dalsich fyzikalnich, chemickych nebo biologickych me-
tod, které Ize mezi sebou riizné kombinovat. V bio-
rafineriich se mimo organosolv proces vyuZiva na-
priklad kyselé, alkalické ¢i enzymatické hydrolyzy?'32.
Z fyzikalnich metod je to napfiklad ,steam explo-
sion” proces, pfi kterém se biomasa po kratkou dobu
zahfiva pod vysokym tlakem 7 aZ 50 bar na teplotu 160
az 260°C, po které nasleduje otevieni nadoby
a prudké uvolnéni tlaku. Tlakova kolize zplsobuje
naruseni struktury lignocelulosy a vazeb mezi jejimi
polymery3:.

Doposud nemame k dispozici idealni metodu
pfedupravy lignocelulosového materialu. Vyzvou sou-
¢asného vyzkumu je proto mimo jiné jeji optimaliza-
ce nebo vyvoj novych postupl tak, aby biorafinerie
vedle paliv a chemikalii produkovaly rovnéz lignin
o vysoké kvalité, ktery by bylo mozné vyuzit v dalSich
aplikacich. K tomu je potieba nalézt kompromis
mezi technologickymi, ekologickymi a ekonomickymi
aspekty procesu32.

Role ligninu v pripravé kovovych
nanocastic a jejich aplikace

Lignin obvykle vystupuje v pfipravé kovovych nano-
¢astic jako redukéni, uzaviraci a stabilizaéni ¢inidlo*
3540, Za redukci a naslednou stabilizaci soli kovi stoji
zejména hydroxylové, aldehydové a thiolové skupiny.
Pfitomnost polarnich sulfonatovych skupin napomaha
rozptylu nanocéstic ve vodnych roztocich®**>. Postupy
a podminky jsou ve shodé s principy tzv. zelené syntézy,
ktera pfinasi procesu ekonomické a ekologické be-
nefity.

Stfibrné nanocastice pfipravené s vyuzitim reduk¢-
nich vlastnosti kraft ligninu s nizkym obsahem sulfona-
tu*> a organosolv ligninu3® byly ispésné vyuZity ve vyvoji
novych obalovych materialG na bazi agaru> nebo poly-
laktidu®e. Vybrané biologicky rozlozitelné a obnovitelné
polymery slouZily jako matrice pro stiibrné nanocastice.
Vznikly kompozit byl G¢inny proti bakteriim kontami-
nujici potraviny. Lignin pfitomny na povrchu nanocastic
navic zlepsil tepelné a mechanické vlastnosti polymerni

matrice a podpofil parotésnost a UV bariéru materialu.
V nedavno publikované studii se dale autor@im podafi-
lo aplikovat nanocastice stiibra stabilizované kraft ligni-
nem v kolorimetrickém senzoru pro detekci toxickych
Hg?* iontd®. Kromé stfibrnych nanocastic vykazovaly
dobré antimikrobidlni ucinky rovnéz nanocastice Cu,O
pokryté kraft ligninem, které byly navic zajimavé svoji
morfologii, protoze volné akumulované castice pfipo-
minaly tvar brokolice. Dalsi uplatnéni by mohly nano-
Castice Cu,0 nalézt napfiklad v elektronice, protoze
funguji jako vynikajici polovodice typu P*. Cocciovi
F. a kol.*® se podaiilo s vyuzitim kraft ligninu pfipravit
nanocastice palladia, které byly testovany jako kataly-
zétor pro kiizové vazebné reakce a svoji praci tak vol-
né navazali na R. Hecka, E. Negishio a A. Suzuki, ktefi
za vyvoj kiizové vazebné reakce katalyzované palladi-
em ziskali v roce 2010 Nobelovu cenu za chemii*'. Na-
nocastice palladia stabilizované ligninem vykazovaly
dobré katalytické ucinky a vysledky naznacuji, ze je
mozné jejich opétovné pouziti®®. S pouzitim kraft ligni-
nu, tentokrat ve formé nanocéstic, se podafilo pfipra-
vit rovnéz velice stabilni nanocastice zlata, které by
mohly nalézt uplatnéni napfiklad jako aktuatory nebo
senzory*.

Metodicky odlisny postup zvolili v pfipravé nanocas-
tic lignin-kov Figueiredo P. a kol.*?, kterym se podaiilo
pfipravit komplex nanocastice kraft ligninu s povrchové
vazanym Zelezem a nanocastice kraft ligninu naplné-
né Fe;0,. Oba konstrukty vykazovaly nizky toxicky uci-
nek proti testovanym bunéénym liniim, diky ¢emuz by
mohly nalézt uplatnéni ve farmaceutickém primyslu
jako vhodné nosice ucinnych latek. Supermagnetické
vlastnosti ligninovych nanocastic naplnénych Fe;O, na-
vic mohou diky moznosti magnetického cileni a dobré-
ho zobrazeni pomoci magnetické rezonance poslouzit
v protirakovinné lécbé.

Zaver

Lignin ziskany jakozto odpadni produkt pfi zpracovani
lignocelulosové biomasy je vhodny material k pfipravé
kovovych, potaimo ligninovych nanocastic. Metodic-
ké postupy pfipravy jsou ve shodé s principy zelené
syntézy, ktera nabizi vhodnou alternativu k soucasné
dostupnym fyzikalné-chemickym metodam a méla by
byt vzhledem k stéle nar(stajici poptdvce po nanoma-
terialech vyvijena snaha o jeji prevedeni do priimyslo-
vého méfitka. Pfitomnost ligninu ve struktufe kovovych
nanocastic podporuje stabilitu koloidu a zlepsuje jejich
absorp¢ni vlastnosti. Navic se jedna o slibny systém,
ktery by vzhledem k antimikrobialnim a biokompatibil-
nim vlastnostem ligninu mohl zachovat antimikrobialni
Gcinky kovovych nanocastic a zaroven snizit jejich toxi-
citu pro bunky lidské*. Metodické postupy jsou vsak
zavislé i na typu poutzitého ligninu, ktery mGze pozmé-
nit vlastnosti pfipravenych nanocastic. Proto je potieba
provést dalsi rozsahlé studie zabyvajici se vztahem mezi
typem pouzitého ligninu v pfipravé kovovych nanocas-
tic a jejich kyZzenymi vlastnostmi. Soucasné je potieba
zaméfit se na vyvoj procesu frakcionace biomasy, aby
byl dobfie charakterizovany lignin dostupny ve vysoké
kvalité a dostate¢cném mnozstvi.

Ro¢nik 31

Bioprospect ¢. 4/2021



Literatura:

1. The Project on Emerging Nanotechnologies.: An 25. Tsvetkov MV and Salganskii EA: Russian Journal of
inventory of nanotechnology-based consumer pro- Applied Chemistry 91(7), 1129 (2018).
ducts introduced on the market. https://www.na- 26. Evdokimov AN, Kurzin AV, et al.: Wood Science and
notechproject.tech/cpi/, stazeno 31. fijna 2021. Technology 52(4), 1165 (2018).
2. Vance ME, Kuiken T, et al.: Beilstein journal of na- 27. Rajesh Banu J, Kavitha S, et al.: Bioresource Tech-
notechnology 6(1), 1769 (2015). nology 290, 121790 (2019).
3. Kamran U, Bhatti HN, et al.: Zeitschrift fiir Physika- 28. Constant S, Wienk HL, et al.: Green Chemistry 18(9),
lische Chemie 233(9), 1325 (2019). 2651 (2016).
4. Singh J, Dutta T, et al.: Journal of Nanobiotechno- 29. Jasiukaityté-Grojzdek E, Hu$ M, et al.: Scientific Re-
logy 16(1), 84 (2018). ports 10(1), 11037 (2020).
5. Hu S and Hsieh Y-L: International Journal of Biolo- 30. Windeisen E and Wegener G (2012). Polymer
gical Macromolecules 82, 856 (2016). Science: A Comprehensive Reference, edited by K.
6. Benaissi K, Johnson L, et al.: Green Chemistry 12(2), Matyjaszewski & M. Mdller, pp. 255. Amsterdam:
220 (2010). Elsevier.
7. Raveendran P, Fu J, et al.: Journal of the American 31. Augusto Q.: The role of sulfidity during kraft pulping.
Chemical Society 125(46), 13940 (2003). Pulp & Paper Canada 2021. https://www.pulpand-
8. Dubas S and Pimpan V: Materials Letters 62, 2661 papercanada.com/the-role-of-sulfidity-during-kraft-
(2008). -pulping/, stazeno 31. fijna 2021.
9. Das S and Dhar BB: RSC Advances 4(86), 46285 32. Galbe M and Wallberg O: Biotechnology for Biofu-
(2014). els 12(1), 294 (2019).
10. Vanholme R, De Meester B, et al.: Current Opinion 33. Keskin T, Nalakath Abubackar H, et al. (2019). Bio-
in Biotechnology 56, 230 (2019). hydrogen (Second Edition), edited by A. Pandey, S.
11. Thoresen PP Matsakas L, et al.: Bioresource Tech- V. Mohan, J.-S. Chang, P. C. Hallenbeck & C. Larro-
nology 306, 123189 (2020). che, pp. 321: Elsevier.
12. Bajpai P (2016). Pretreatment of lignocellulosic bio- 34. RoBiger B, Unkelbach G, et al.: Lignin-Trends and
mass for biofuel production, pp. 7: Springer. Applications 99, 120 (2018).
13. Chio C, Sain M, et al.: Renewable and Sustainable 35. Shankar S and Rhim J-W: Food Hydrocolloids 71, 76
Energy Reviews 107, 232 (2019). (2017).
14. Luo H, Klein IM, et al.: ACS Sustainable Chemis- 36. Shankar S, Rhim J-W, et al.: International Journal of
try & Engineering 4(4), 2316 (2016). Biological Macromolecules 107, 1724 (2018).
15. Bajwa DS, Pourhashem G, et al.: Industrial Crops 37. XueY, Qiu X, et al.: ACS Sustainable Chemistry & En-
and Products 139, 111526 (2019). gineering 6(6), 7695 (2018).
16. Haq I, Mazumder P, et al.: Bioresource Technology 38. Li B, Lv W, et al.: Journal of Experimental Nanoscien-
312, 123636 (2020). ce 11(1), 18 (2016).
17. Chen H (2015). Lignocellulose Biorefinery Engi- 39. Coccia F, Tonucci L, et al.: Inorganica Chimica Acta
neering, edited by H. Chen, pp. 37: Woodhead 399, 12 (2013).
Publishing. 40. Wang B, Yang G, et al.: Nanomaterials 10(9), 1869
18. Iravani S and Varma RS: Green Chemistry 22(3), (2020).
612 (2020). 41. Nobel Prize.. The Nobel Prize in Chemis-
19. Sau TK, Rogach AL, et al.. Advanced Materials try 2010.  https://www.nobelprize.org/prizes/
22(16), 1805 (2010). chemistry/2010/summary/, stazeno 31. fijna 2021.
20. Gold K, Slay B, et al.: Advanced Therapeutics 1(3), 42. Figueiredo P, Lintinen K, et al.: Biomaterials 121, 97
1700033 (2018). (2017).
21. Wang H, Pu Y, et al.: Bioresource Technology 271, 43. Hoyo J, lvanova K, et al.: Frontiers in Bioenginee-
449 (2019). ring and Biotechnology 8(439), (2020).
22. Wang Y-Y, Meng X, et al.: Polymers 12(10), 2277 44. Dahmen N, Lewandowski |, et al.: GCB Bioenergy
(2020). 11(1), 107 (2019).
23. Sameni J, Jaffer SA, et al.: Composites Part A: Applied 45. Abdel-Hamid AM, Solbiati JO, et al. (2013). Advan-
Science and Manufacturing 115, 104 (2018). ces in Applied Microbiology, edited by S. Sariasla-
24. Gierer J: Wood Science and Technology 14(4), 241 ni & G. M. Gadd, pp. 1: Academic Press.
(1980).
Souhrn

Marsik D.: Lignin a jeho uplatnéni v pf¥ipravé kovovych nanocastic

Na Zemi vznikne kazdoro¢né procesem fotosyntézy piiblizné 180 x 10" tun lignocelulosové biomasy*, ze kterych piedstavuje pfiblizné
15 aZ 30 % suché hmotnosti lignin®®. PfestoZe se jedné o zasadni zdroj aromatickych sloucenin, neni, az na par vyjimek, zavedeno jeho
prdimyslové vyuziti na vyrobu produktd s pfidanou hodnotou. Nejvétsi mnozstvi ligninu vznika jako vedlejsi produkt papirenského pré-
myslu, jehoz zisky budou pravdépodobné vlivem rostouci oblibenosti on-line komunikace a postupnému snizovani zavislosti firem na
papiru meziro¢né klesat. Zavedenim novych aplikaci ligninu by se podafilo zvy3it jeho trzni cenu a tim i zisk firem produkujicich lignin.
Tento efekt by byl rovnéz zadouci pro biorafinerie druhé generace a nepfimo by podpofil vyzkum v oblasti biopaliv a dal3ich hodnotnych
chemikalii z obnovitelnych zdrojd. Jedna z moznosti, jak tento odpadni biopolymer vyuZit, je v pfipravé kovovych nanodastic, které patfi
mezi komeréné nejvice pouzivané nanomaterialy. Proto tato prace shrnuje nedévné tGspéchy v této oblasti véetné moznosti aplikace
pfipravenych nano¢astic.

Klicova slova: lignin, lignocelulosovéa biomasa, kovové nanocastice, metody zelené syntézy
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Summary

Marsik D.: Lignin and its application in the preparation of metal nanoparticles

The annual production of lignocellulosic biomass by the photosynthesis process on Earth is estimated at 180 x 10" tonnes*, of which
approximately 15 to 30 % of the dry weight is lignin“. Although it is an essential source of aromatic compounds, its industrial use to
produce value-added products, with a few exceptions, is not established. The largest amount of lignin arises as a by-product of the
paper industry, whose profits will probably decrease year after year due to the growing popularity of online communication and lower
dependence of companies on paper. With the introduction of new applications of lignin, it would be possible to increase its market price
and thus the profit of companies producing lignin. This effect would be also desirable for second-generation biorefineries and indirectly
support research dealing with biofuels and other valuable chemicals from renewable sources. One of the ways to use this waste biopo-
lymer is in the preparation of metal nanoparticles, which are among the most commercially used nanomaterials. Therefore, this work
summarizes recent successes in this area, including the possibility of applying prepared nanoparticles.

Keywords: lignin, lignocellulosic biomass, metal nanoparticles, green synthesis methods.
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