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ABSTRAKT

Cilem bakalaiské prace bylo studium zapojeni polyhydroxyalkanoati (PHA) do stresové
odpovédi bakterii V pozdni stacionarni fazi. Pro tento experiment byly vybrany bakterie
Cupriavidus necator H16 (schopna produkovat PHA) a Cupriavidus necator H16/PHB-4
(neschopna produkovat PHA). V teoretické ¢asti byla zpracovana literarni reSerSe zabyvajici
se polyhydroxyalkanoaty a stresovou odpovédi bakterii. V praktické casti bylo studovano
zapojeni polyhydroxyalkanoatl do stresové odpoveédi bakterii v pozdni stacionarni fazi vaci
vybranym stresovym faktoriim. Byla studovana odolnost bakterii vi¢i rznym stresovym
podminkam. V pribéhu dlouhodobych kultivaci byla posouzena viabilita a distribuce PHA
Vv bakterialnich bunkach pomoci pritokové cytometrie a obsah PHA v biomase byl
analyzovan pomoci plynové chromatografie s FID detektorem. Na zakladé vysledkt
ziskanych v této praci bylo zjisténo, ze bakterie PHA akumulujici Cupriavidus necator H16
Iépe odolava limitaci uhlikatym zdrojem a také vykazuje vyss$i odolnost vici nékterym
stresovym faktorim ve stacionarni fazi nez PHA neprodukujici bakterie Cupriavidus necator
H16/PHB-4, jako je aplikace ethanolu a zmrazeni.

ABSTRACT

The aim of this work was to study the involvement of polyhydroxyalkanoates into stress
response of bacteria in the late stationary phase. Bacteria Cupriavidus necator H16 (able to
produce PHA) and bacteria Cupriavidus necator H16/PHB4 (unable to produce PHA) were
used for the experiment. In the theoretical part, the polyhydroxyalkanoates and a stress
response of bacteria were reviewed. In the experimental part of the work, the involvement of
polyhydroxyalkanoates into stress response of bacteria in the late stationary phase against
selected stress factors was studied. A resistence against various stress conditions of bacteria
was studied. During long term cultivations a culture viability as well as PHA distribution
among bacterial populations were assessed by using flow cytometry and the PHA content in
biomass was analyzed by gas chromatography with FID detector.. Based on the results
obtained in this work, it was found that the PHA acumulating bacteria Cupriavidus necator
H16 is capable to survive carbon substrate limitations better than the bacteria Cupriavidus
necator H16/PHB. Further, Cupriavidus necator H16 also revealed higher resistence against
various stress factors such as ethanol treatment and freezing.

KLICOVA SLOVA
Polyhydroxyalkanoaty, Cupriavidus necator H16, Cupriavidus necator H16/PHB4, pozdni
stacionarni faze, stresova odpovéd’ bakterii, pritokova cytometrie

KEYWORDS
Polyhydroxyalkanoates, Cupriavidus necator H16, Cupriavidus necator H16/PHB4, late
stationary phase, stress response of bacteria, flow cytometry
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2 UVOD

Hlavnim cilem této prace je zapojeni polyhydroxyalkanoatl do stresové odpovédi bakterii
V pozdni stacionarni fazi. Za timto ucelem bude zpracovana literarni reSerSe zaméfena na
stresovou odpoveéd bakterii a posuzovani polyhydroxyalkanoatii jako stresovych metabolitii.
Dale bude zpracovana experimentdlni Cast, ktera se bude zabyvat studiem zapojeni
polyhydroxyalkanoatii do stresové odpovédi bakterii viici vybranym stresovym faktortm.

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou skupina biologicky rozlozitelnych polymert. Nékteré
bakterie si vyrabé&ji PHA jako formu energie a pfi hladovéni jim slouzi jako zdroj uhliku a
energie. Funguje to na stejném principu, jako kdyz si ¢lovék uklada energii do tuku a tloustne.
Velkou vyhodou polyhydroxyalkanoati je jejich pfirozena rozlozitelnost. Dalsi vyhodou je
skutecnost, ze jsou na rozdil od syntetickych plasti vyrdbénych zropy, pfipravovany
Z obnovitelnych zdrojt. V prostiedi kompostu nebo také z vétsi Casti v ptidé dokazou nékteré
bakterie vyrobky z polyhydroxyalkanoati vyuzit, takze ty se pak obrati v prach. Za ptiznivych
podminek je rozklad polyhydroxyalkanodti otdzkou tydnii nebo mésicli, zatimco u
syntetickych polymerti se hovoii o desetiletich. Nejlépe prostudovanym a v ptirode
nejrozsirenéj$im typem polyhydroxyalkanoati je PHB [1].

Bakterie na nedostatek Zivin a jiné stresy odpovidaji syntézou sigma-faktort. Ty reguluji
transkripci gend, jejichz produkty zmirfiuji G¢inky stresu. Aktivuje se mechanismus
univerzalni odpovédi zalozeny tfeba na zméné propustnosti bunééné membrany pro
antimikrobialni latky [2].

Stres je stav, kdy je organismus vystavovan rliznym podminkédm. Existuje mnoho typi
stresu, napt. hladovéni, vysoka nebo nizké teplota, vysoky osmoticky tlak, nizké pH, oxidacni
stres nebo také aplikace ethanolu. Cilem stresové odpovédi je zabranéni poSkozeni nebo smrti
organismu. Stres muzeme brat jako odchylku od optimalnich hodnot a Casto se projevuje
zastavenim riistu. Bakterie dokazou rast v pfitomnosti mnoha extrémnich faktort prostredi a
muiZeme je najit v kazdém prostfedi na Zemi.

Stanovani viability bylo provadéno pomoci pritokového cytometru, coZ je velmi moderni
metoda umoznujici komplexni studium ur€itych parametri v bunéénych populacich a
poskytuje informace o kazdé butice jednotlive.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Bakterie

Bakterie jsou jednobunécné organismy prokaryotického typu. Z evolu¢niho hlediska tvoii
jednu ze tii domén zivota na Zemi. Velikost bakterii se pohybuje v rozmezi 1-10 um, ale
mohou byt i vétsi, napi. spirochéty [3].

Buiiky nékterych bakterii se vétvi. AZ na nckolik malo vyjimek (mykoplazmata) jsou
buiiky bakterii ohrani¢eny pevnou bunécnou sténou, kterd se vyznacuje stalym tvarem a jako
hlavni chemickou slozku obsahuje peptidoglykany. Co se tyée vyzivy a metabolismu jsou
neékteré bakterie autotrofni (fotolitotrofni nebo chemoorganotrofni), jiné heterotrofni
(fotoorganotrofni a chemoorganotrofni). Fotolitrofni bakterie uskute¢iiuji fotosyntézu za
anaerobnich podminek. Pohyblivé druhy bakterii se pohybuji pomoci bicik. Nékteré druhy
bakterii se vyznacuji klouzavym pohybem [4].

3.1.1 RozmnozZovani bakterii

Ristem bakterii rozumime zvySovani po¢tu bun€k bakterii zpiisobené jejich mnozenim.
Jeho zakladem je u vétSiny bakterii binarni déleni. Mensi pocet bakteridlnich druhti se mnozi
pucenim [3].

3.1.1.1 Binarni déleni bakterii
Bindrnim se oznacuje toto dé€leni proto, Ze z jedné mateiské buiiky vznikaji dvé dcefiné.
Binarni déleni bakterii ty¢kového tvaru mizeme vidét na obrazku €. 1 a probiha takto:

1. Mateiska bunka se prodlouzi ve sméru své podélné osy az na dvojnasobek své ptivodni
délky, jeji tloustka ptitom zlstava stejna.

2.Jest¢ pred rozdélenim buiniky se zreplikuje jeji chromozom (kruznicovda DNA),
vV bunééném cyklu bakteridlni burniky lze oznacit tuto jeho fazi za S-fazi.

3. Uprostfed buiiky se zacne tvofit pticnd prehradka (septum), tj. plazmatickd membrana a
bunécéna sténa, kterd rozdéluje matefskou buniku na dvé stejné dcefiné bunky. Do
kazdé dcefiné bunky vchazi jedna kopie (replika) matefského chromozomu.

4.V konec¢né fazi se dokonci tvorba prehradky, materska buika se Upln€ rozdéli a ztraci
tak svou individualitu [3].



materska burika

l

prodlouzeni
materské
burky
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prehradky

|

dcefiné buriky

Obrazek ¢. 1: Schéma bindrniho délent bakterii tyckového tvaru [3]

3.1.1.2 Déleni bakterii pucenim

Jen malo bakterii se mnoZi timto zpiisobem, ktery je charakteristicky tim, Ze jakmile
matefskd bunika doroste do své normalni velikosti a dozraje k reprodukci, zacne se tvofit na
uréitém misté jejiho povrchu nova bunka. Pfitom se bunécnd sténa noveé vznikajici dcetiné
buniky syntetizuje na novou a matetska butika si ponechava svou buné€nou sténu. Jakmile do
ni matetska buika vySle své rozdélené jadro, dcefind buika se oddéli a dortistd do velikosti
matefské bunky [3].

materska bunka

”

|

odskrcovani
pupenu

dceriné bunky

Obrazek ¢. 2: Schéma mnozeni bakterii pucenim [3]
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3.1.2 Rust bakterii

Bakteridlni bunka roste, pokud ve svém okoli nachdzi vhodné chemické i1 fyzikalni
podminky. Po dosaZeni jisté velikosti se pfi¢n€ rozd€li na dvé buiikky. Dobu mezi dvéma za
sebou jdoucimi délenimi buiiky nazyvame ,,generac¢ni doba®. Doba potiebna k tomu, aby se
Vv rostouci populaci poc¢et bun€k zdvojnasobil, se nazyva ,,doba zdvojeni* a oznacuje se T. [5]

Rust bakterialni buiikky mutze byt dvoji. Bud’ takovy, ze vSechny extenzivni vlastnosti
bunky vzristaji za dany ¢asovy interval stejnou mérou (napt. za dobu T se zdvojnasobi), pak
mluvime o tzv. ristu vyvazeném (balancovaném) nebo tomu tak neni a pak je rlist oznacovan
za nevyvazeny [5].

3.1.3 Rustova kiivka bakterii

Ptibyvani poctu bunck v zavislosti na dob¢ kultivace pii stejné teploté¢ lze vyjadfit
grafickou ktivkou. V nékterych casovych tsecich je rychlejsi, v jinych je pomalejsi. Na kiivce
vymezuji tyto useky tzv. rastové faze. Rulstova kifivka ma typicky tvar pismene S a
rozd€lujeme u ni 4 ristové faze: lag-fazi, exponencialni fazi, stacionarni fazi a fazi odumirani

[4, 6].

3.1.3.1 Lag-fize

Faze, pii které se navenek nic nedéje a mnozstvi organismi zustava stejné. Byva casto
oznacovana jako faze klidova ¢i pfipravna. Bunky se v této fazi jeSté¢ nemnoZi nebo se mnozi
velmi pomalu a piipravuji se na déleni. Bakterie se v této fazi hlavné ptizpsobuji novym
podminkam, vytvareji potiebné enzymy a zvétsuji svilj objem predev§im syntézou bunéénych
slozek nezbytnych k zahdjeni procesu déleni, tj. nukleovych kyselin a bilkovin. Délka této
faze zavisi hlavn€ na podminkach (¢im lepsi podminky, tim kratsi) a také na velikosti a stafi
inokula [4, 5, 6, 7].

3.1.3.2 Exponencidlni faze ristu

Buiiky se v exponencialni fazi vyznacuji intenzivnim mnozenim a rychlost déleni v této
fazi je konstantni. V této fazi jsou organismy v nejlepsim fyziologickém stavu a v kultufe je
nejvyssi procento zivych bunék. Exponencidlni fize se jmenuje proto, Ze rdst a mnozeni
bakterii se dé&e podle exponencialy. Koncentrace bunék (koncentrace biomasy) X je
exponencialni funkci ¢asu. Zpravidla to znamena, Ze kultura je v ustaleném stavu. Ubytek
bunék zplsobeny odumiranim je v poméru k pfiristku novych jedinci minimalni. Mezi
faktory ovlivitujici délku této faze patii vedle druhovych vlastnosti péstované kultury
predevsim prostiedi a teplota kultivace [4, 5, 6, 7].

3.1.3.3 Stacionarni faze

V této fazi jiz builkky nepiibyvaji ani neubyvaji, tj. jejich koncentrace je stabilni. Tato
konstantnost miize byt spiSe vyrazem dynamické rovnovahy mezi tibytkem a pfirtistkem poctu
bun¢k, nez aby znamenala skute¢nou nepiitomnost obou déji. Diive nez mnozeni se zastavuje
rust. Ve svoji podstaté existuji dvé pticiny pfechodu kultury do stacionarni faze: vyCerpani

Mrwe

jedné z zivin a potom také nahromadéni toxickych zplodin metabolismu. Druhd pficina je
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komplexni a nesnadno analyzovatelna. Patfi sem zvySena koncentrace neuplné oxidovanych
uhlikatych sloucenin, jako jsou ruzné alkoholy a organické kyseliny [4, 5, 6, 7].

Pokles pH souvisi s tvorbou kyselin a muze byt pfi¢inou zastaveni ristu. AvSak prvni
pri¢ina, vyCerpani limitujici Ziviny, je dulezitéjSi a obvyklejsi. Pokud je pfechod
Z exponencialni faze do stacionarni faze zptisobem vycCerpanim jedné limitujici ziviny, je to
prechod tzv. nahly a to predevsim diky malé hodnoté saturacni konstanty Ks. Naopak je-li
piechod povolny, pak to znamena, ze ptiiny pfechodu do stacionarni faze jsou komplexné;jsi
nez vycerpani jedné ziviny. Pokud je jesté¢ z ¢eho, tak buiikky hromadi zasoby. Organismy
aktivuji obranné mechanismy [4, 5, 6, 7].

3.1.3.4 Faze odumirdani

V této fazi vétSina organisml umird, protoze se jim nedostava dostatek zivin. Téz se ji fika
faze poklesu a odpovida Casovému useku charakterizovanému nartstajicim ubytkem bunék,
ktery nabyva stale vétsi prevahy nad ptiristkem. Rychlost déleni v této fazi klesa pod nulu a
stava se tak negativni. Tento stav je podminén nadéle se zhorSujicimi podminkami prostiedi.
Kdyz se snizi koncentrace zivin pod kritickou hladinu, tak to mé za nésledek snizeni aktivity

metabolismu, postupné odbourani rezervnich latek a kone¢né¢ hromadné odumirani bun¢k [4,
5,6, 7].

Pocet Exponenciani
bunék faze ! Stacionarnifaze

Faze odumirani

Inukulum

Obrazek ¢. 3: Rustova krivka bakterii (1-Lag-fdaze, 2-Exponencidlni faze, 3-Staciondrni faize, 4-faze
odumirani) [8]

3.1.4 Stresova odpovéd’ bakterii

Bakterie muze prezivat v riznych prostfedich. Zejména tam, kde se teplota, dostupnost
zivin a pfitomnost riznych chemickych latek mulze liSit. MiZeme u ni pozorovat, jak
jednobunécné organismy reaguji na vlivy okolniho prostfedi. VétSina bakterii spojenych
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S potravinovou infekci miizou prezit za riznych podminek a to jak uvnitf, tak vné hostitele [9,
10].

3.1.5 Stresové faktory

3.1.5.1 Teplotni stres

Teplotni stres je vSudypfitomny jev, ktery umoznuje buitkdm piezit rizné vlivy okolniho
prostiedi. Odpovéd’ teplotniho stresu byl prvni globalni regulacni systém, ktery byl objeven a
je jednim z nejvice zdsadnich stresti. Odpovéd’ teplotniho Stresu obecné zkouma ve vsech
zivych buitkach ochranny a homeostaticky bunéény proces, ktery zvysuje termotoleranci. To
bylo zkoumano v mnoha bunécnych systémech, tfeba u bakterii, kvasinek, hmyzu a savci.
Odpoveéd’ je charakterizovana indukci celé fady proteini (proteint teplotniho Soku — HSPS)
Vv dusledku rapidniho nértstu teploty v zivotnim prostiedi [10, 11].

3.1.5.2 Studeny Sok

Nahly pokles teploty vyvolava u bakterii odpovéd’ na studeny Sok. Tento fyzicky stresovy
faktor ovliviiuje néckolik Zzivotné dulezitych parametr. Dva hlavni problémy vznikaji
z vystaveni bakterialni buniky nahlému poklesu teploty, na kterou se bakterie musi ptizptisobit
[11].

Pfi odpovédi na studeny Sok exponencialné rostou buiiky a mohou byt rozdéleny do tii
riznych fazi. Faze 1. ptedstavuje prvni, piechodovou odezvu na studeny Sok (tzv.
»aklimatizaéni faze* = zpozdéni ristu bun€k), po které ihned nésleduje vystaveni chladu, coz
muze trvat az nékolik hodin v zavislosti na bakterialnich druzich. KdyZz mezofilni bakterie
E.coli zméni teplotu z 37° C na teplotu nizsi nez 20° C, rast bunék se pozastavi pro dobu
aklimatizace, ktera mtze trvat nékolik hodin. Béhem faze 1. nastane homeoviskozni adaptace
a dramatické preprogramovani genové exprese [11].

Kdyz je bakterie vystavena studenému Soku, ptejde z tekutého stavu do tuzsi formy a je
nutné v¢lenit do membrany mastné kyseliny, které maji schopnost udrzet pivodni tekutost a
maji zarovenl niz8§i bod tani. Bakterie musi opravovat fluiditu membrany dle aktualnich
podminek k optiméalnimu funkénimu stavu, ktery tak udrzi potfebnou homeostazu buiky a
propustnost membrany. Zde popsané pfizptisobovani se nazyva homeoviskozni adaptace [12].

Béhem faze II. ptichazi zotaveni, bunky zacnou rast vyznamné rychleji. Pozdé&ji jsou
bunky povazovany za ptizptisobené chladu a vstupuji do faze II1., neboli stacionarni faze [11].

3.1.5.3 Vodni stres

Osmoregulace je dulezity mechanismus k preziti vSech bunck. Cytoplazma bakteridlni
buniky obvykle obsahuje 300 az 400 g/l makromolekul (DNA, RNA, proteinil), které zabiraji
20 —30 % bunééného objemu. Primarnim zpiisobem pfispivaji k osmolalité cytoplazmy.
Zvyseni (,,hyperosmotic up-shift®) nebo snizeni (,,hypo-osmotic-down-shift) ve vné&jsi
osmolalité¢ zplsobi, ze vody proudi pfes membranu v disledku koncentrace nebo ziedéni
cytoplazmy. Zmény v obsahu vody maji za nasledek zmény objemu, viskozity,
membranového napéti a pripadné i membranovych potenciala [11].

Kdyz osmolalita klesa, tak voda proudi do bunky a mlze dochazet az Kk lyzi bunck.
K prevenci lyzi a plazmolyzy buiika odpovidd na ,,up- and downshifts* tim, Ze rapidné
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hromadi nebo uvoliiuje osmolality S nizkou molekularni hmotnosti. Kandly a transportéry
osmoregulatort vnimaji a reaguji na osmoticky stres pomoci riznych mechanismu. Pfi
osmotickém ,,upshift bude voda proudit ven z buiiky, vnitini tlak se snizi a buitky mohou
vykonavat plazmolyzu. K prevenci lyzi a plazmolyzy bakterie piizpiisobuji své vnitrobunécéné
osmolytické koncentrace tim, Ze piijmou konkrétni zwitteriony organickych rozpoustédel,
jako je naptiklad glycerin, betain nebo ektoin, tedy osmoprotektanty obecné odkazované na
kompatibilni rozpoustédla. Tyto slouceniny mohou byt nahromadéné na moléarnich trovnich a
stabilizovany nativnimi proteinovymi strukturami. Cytoplazmatické membrany na bazi
proteind se podileji na prvni bakteridlni odpovédi pii osmotickém ,,up- and down-shift®.
Jejich membranova lokalizace je zaméfena na hledani podnétu, ktery zjisti. Senzorické
domény mohou zistat spojené s periplazmatickou a cytoplazmickou plochou membrany [11].

3.1.5.4 Oxidacni stres

Kyslik je nezbytny pro vétSinu zivych organismu S vyjimkou pomérné malé skupiny
anaerobnich bakterii, které jsou zavislé na jeho pfitomnosti v prostfedi. Je potieba pro vyrobu
energie ve form& ATP béhem procesu oxidativni fosforylace. Tento proces je spojen s redukci
O, molekuly vody a to je hlavni proces poskytujici energii aerobnim organismum [13].
Mikroorganismy byly navrzeny jako pomérn¢ jednoduchy a uzitecny model pro zkoumani
bunécné reakce na oxidacni stres. U nékterych kli¢ovych mikrobidlnich druhd, jako je tfeba
Escherichia coli a Saccharomyces cerevisiae, byly mechanismy oxida¢niho stresu Siroce
zkoumany [14].

Béhem procesu dychani v buiice se kyslik postupné snizuje o regulovany piivod ctyf
elektronti, ¢imz se ziskd voda. Neuplné snizeni kysliku je mozné a vede ke vzniku
chemickych latek, které jsou stale jesté silnymi oxidanty. Tyto molekuly jsou znamé jako
reaktivni kyslikové druhy (ROS), jako je O, , peroxid vodiku (H,O,), hydroxylovy radikal
(OH) a oxid dusnaty [14].

Expozice bakterialni bunky oxidativnimu stresu zptsobi aktivaci n€kolika metabolickych
drah, zapojenych do oxidac¢niho stresu odpovédi. Podle podminek oxida¢niho stresu jsou
nekteré molekuly konstitutivné pfitomny v buiice a poméhaji udrzovat intracelularni prostredi
nebo odstranuji chemicky reaktivni formy kysliku. Napfiiklad redukovany glutathion, ktery je
pfitomny v buiikach, pfi vysokych koncentracich udrzuje silné redukéni intracelularni
prostiedi. Jeho redukované formy jsou generovany glutathion reduktdzou pomoci NADPH
jako zdroje sniZeni vykonu, proto buiiky v oxidacnim stresu potfebuji k udrzeni vysoky pomeér
NAD(P)H/NAD(P)" [15].

3.2 Polyhydroxyalkanoaty (PHA)

Polyhydroxyalkanoaty jsou skupina biologicky rozloZitelnych polymert majici podobné
vlastnosti jako tfeba polypropylen nebo polyethylen. Diky svym fyzikalnim vlastnostem muze
PHA nahradit bézné plasty v mnoha aplikacich, jako mohou byt tfeba plastové nadoby,
vodéodolny povrch na lepence nebo nosice pro fizené uvolnovani 1ékd a hormoni [16].

Dnes je znamo, ze PHA je syntetizovano Sirokou Skalou mikroorganizml. Pro mnohé
bakterie slouzi nahromadény polymer pii hladovéni jako zdroj uhliku a energie. PHA
predstavuji idedlni skladi§t¢ pro energii a uhlik, zejména diky jeho nizké rozpustnosti a
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vysoké molekulové hmotnosti, ktera vyvolava zanedbatelny osmoticky tlak uvnitf bakterialni
bunky [17].

Polyhydroxyalkanoaty jsou rozdéleny do dvou skupin na zéklad¢ poctu uhlikovych atomu
V jejich monomernich jednotkach. RozliSujeme short-chain-length (SCL) a medium-chain-
length (MCL) polyhydroxyalkanoaty. Prvni skupina se sklddd z monomert s 3 az 5 atomy
uhliku a druhd obsahuje monomery s 6 az 14 atomy uhliku [18].

R, 0O R, 0O
H, - CH C /]/
D/ (CH,)x \\::n’/' .\?EH:{ \\o n

Obrdzek ¢. 4: Hlavni struktura polyhydroxyalkanodti [19]

Vice nez 100 riznych monomernich jednotek bylo identifikovéno jako slozky tlozného
PHA. To vytvaii moznost pro vyrobu riznych druhti biologicky rozlozitelnych polymert
s rozséhlou fadou vlastnosti. Molekulova hmotnost polyhydroxyalkanoatt je v rozmezi
50000 — 1000000 Da a lisi se podle PHA produkéniho organismu. Monomerni jednotky jsou
vsechny v D(-) konfiguraci vzhledem k stereospecifité biosyntetickych enzymu [20].

3.2.1 Historie

Lemoigne roku 1923 v Institutu Pasteura prokazal, ze aerobni sporulujici bacily tvofi
mnozstvi 3-hydroxymadselné kyseliny V anaerobnich suspenzich. Pokracoval v dal$im
zkoumani a byl velmi uspé$ny v odhadu kvantitativniho mnozstvi 3-hydroxymaselné
kyseliny, kterou tvofil. V roce 1927 byl kone¢né schopny extrahovat latku z bakterie Bacillus
magaterium pomoci chloroformu a dokazat, ze material byl polymer z 3-hydroxymaselné
kyseliny. Nicmén¢ produkce poly-(3-hydroxybutyratu) neboli P(3HB), byla prozkoumana
Vv komerénim méfitku az na zac¢atku Sedesatych let v minulém stoleti [21].

Prikopnicka prace Babtisty a Werbera ve W.R. Grace & Co (U.S.A.) jim vynesla n¢kolik
patentll na vyrobu a izolaci P(3HB). Tito védci zacali pouzivat polymer pro rizné protetické
pomucky. Jejich usili muselo byt zastaveno, protoze vynosy fermentac¢nich procesi byly nizké
a polymer byl znecistén zbytky bakterialnich bunék. Kromé toho proces rozpoustéci extrakce
byl velmi nakladny [21].

3.2.2 Vlastnosti a praktické vyuZiti polyhydroxyalkanoati

PHA jsou netoxické, biokompatibilni, biologicky rozlozitelné termoplasty, které mohou
byt vyrobeny z obnovitelnych zdroji. Maji vysoky stupen polymerace, jsou vysoce
krystalické a nerozpustné ve vodé€. Polyhydroxyalkanoaty maji Sirokou Skélu vyuziti
vzhledem k jejich novym funkcim. Jejich aplikace se rozsifila jak v mnozstvi, tak v druzich
béhem poslednich 2 —3 desetiletich. Zpocatku byly PHA pouzivany jako obaly (napf.
kosmetické obaly, lahve od Sampont, kartony na mléko a folie). Nyni krom¢ moznosti jejich
vyuziti jako plastu jsou také pouzitelné jako slouceniny, které mizou slouzit jako chiralni
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prekurzory pro chemické syntézy opticky aktivnich sloucenin. Tyto slouceniny se pouzivaji
zejména jako biologicky rozlozitelné nosice pro davkovani 1ékli, hormont, insekticidi a
herbicida [20, 22].

Polyhydroxyalkanoaty jsou povazovany jako zdroj pro syntézu chiralnich sloucenin a jsou
to suroviny pro vyrobu natérovych hmot. Tyto plasty mizou byt snadno depolymerované na
bohaty zdroj opticky aktivnich, ¢istych, bifunkénich kyselin. Kromé v§eho pomahaji nahradit
stavajici rozpoustédla, estery a derivaty kyseliny 2-hydroxybenzoové [20, 22].

V zévislosti na zastoupeni monomert lze ziskat fadu PHA s pozadovanymi vlastnostmi.
Polymer miize byt tézky a krystalicky nebo pruzny a elasticky. P(3HB) je vysoce krystalicky
s teplotou tani pii 180 °C. Material je kiehky a tuhy. Nicméné zavedeni raznych HA
monomerd, jako jsou 3-hydroxyvalerat (3HV) nebo 3-hydroxyhexanoat (3HHx) do fetézce
vyrazn¢ zlepSuje vlastnosti materialu P(3HB) [21].

P(3HB), biokompatibilni polymer, je opticky Cisty a ma piezoelektrickou vlastnost, ktera
pomaha pii osteoindukci. P(3HB-3HV) ma nizsi teplotu tani a nizsi krystalinity nez P(3HB).
Molarni procento 3HV v polymeru je dtlezité pro uréeni vlastnosti kopolymeru. P(3HB-co-
3HV) obsahujici vice nez 20 % mol 3HV jednotek mohou byt pouZzity pro vyrobu filma a
vlaken s riznou elasticitou. Na druhé strané P(4HB) je silny a poddajny termoplasticky
materidl s pevnosti v tahu téméf srovnatelnou S pevnosti polyethylenu. Ma prodlouzeni pfi
100 % pfetrZzeni coZ ma za nasledek extrémné elastické vlastnosti. Pokud jsou kombinovany
s jinymi hydroxykyselinami, mohou byt materidlni vlastnosti P(4HB) velmi pestré. Materialni
vlastnosti P(3HB), P(3HB-3HV) a P(4HB) jsou shrnuty v nasledujici tabulce [21].

Tabulka ¢.1: Fyzikalni vilastnosti poly(3HB), poly(3HB-3HV), poly(4HB) [21]

Vlastnosti poly(3HB) poly(3HB-3HV) poly(4HB)
Teplota tani (°C) 177 150 60
Teplota skelného prechodu (°C) 4 —7,25 -50
Pevnost v tahu (MPa) 40 25 104
ProdlouZeni pfi ptetrzeni (%) 6 20 1000

3.2.3 Biologicka rozlozitelnost

Biologicka rozlozitelnost polymeru se fidi pfedev§im svymi fyzikalnimi a chemickymi
vlastnostmi. Bylo zjisténo, Ze s nizkou molekulovou hmotnosti jsou PHA nachylngjsi
k biologickému rozkladu. Teplota tani je dulezitym faktorem, ktery je tfeba vzit v tivahu pfi
studiu biodegradace. Jak se bod tani zvySuje, biologické rozlozitelnost se sniZuje. S rostouci
teplotou tani enzymaticka rozlozitelnost klesd. Mochizuki a Hirami vysvétlili, ze biologicky
rozklad pevnych polymera je ovlivnén chemickou strukturou (zejména funkéni skupiny) a
vysoce uspofddanymi strukturami (hlavné krystalinitou, orientaci a morfologickymi
vlastnostmi). Tokiwa zase se spolupracovniky potvrdil, Ze krystalinita hraje velmi dilezitou
roli v biologické rozlozitelnosti. Kromé toho mikrobialni populace v daném prostiedi a teplota
rovnéz prispivaji k biologické rozlozitelnosti v prostiedi [21].
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3.2.4 Obnovitelné zdroje v prirodé a Zivotni cyklus

vvvvvv

jejich vyroba je biologickda a na bazi obnovitelnych zdroji. Fermentacni vyroby
polyhydroxyalkanoati vyuzivaji zemé&délskych zdroji. Mezi zemédélské zdroje se fadi
naptiklad cukry a mastné kyseliny nebo tfeba uhlik a zdroj energie. Syntéza a biologicky
rozklad PHA jsou zcela kompatibilni s cyklem znazornénym na obrazku ¢. 5. Pro nékteré
aplikace je biologicka rozlozitelnost zcela rozhodujici, avsak PHA ziskaly pozornost zejména
diky tomu, Ze jsou zalozeny na obnovitelnych slou¢eninach namisto fosilnich paliv [23].

Energie Zdroje uhliku

\ (cukry, tuky)
Kyslik /

Slunecni svétlo

Oxid uhli€ity

Voda e—p

O

Extrakce,
cisténi Kompostovani
Liti

A 4

PHAs ’ Bio plastické produkty
(polyhydroxyalkanoaty) (krabice, implantaty, atd.)

‘\_—/
Recyklace

Obrazek ¢. 5: Zivotni cyklus PHA [23]

Studie ohledné Zivotniho cyklu PHA vykazuji obavy, ze vyroba téchto biopolymerQ
nemusi byt o nic lepsi pro Zivotni prostiedi nez vyroba konvenénich polymeri. Podle téchto
studii by se v prubéhu zivotniho cyklu PHA spotiebovalo vice energie od péstovani rostlin po
tvarovani konecného produktu nez v zivotnim cyklu béznych plati. Nicméné fermentace PHA
se rozviji, zatimco vyroba petrochemickych plastt je plné€ rozvinuta [23].
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3.3 Zapojeni PHA do stresové odpovédi

Bakterie maji vyvinuté mechanismy, které jim umoznuji piezit hladovéni a tolerovat
vystaveni vice stresovych faktorG prevladajicich v zZivotnim prostiedi. Hladovéni buiky
Vv laboratornich podminkach vykazuje obecnou stresovou reakci, kterd zvySuje jejich ochranu
pfed volnymi kyslikovymi radikaly, vysokymi nebo nizkymi koncentracemi iontt,
ultrafialovym zafenim (UV) a teplotnimi nebo studenymi Soky. Hromadéni polymert, jako
polyhydroxyalkanoati (PHA), zvySuje pieziti v ménicich se podminkach. Pfedchozi studie
ukazuji, ze polymer pfispiva bakterii ke zvySené schopnosti preziti a k toleranci vici stresu.
Mikroorganismy obyvajici antarktické oblasti jsou pfirozené vystaveny stresovym
podminkam v zivotnim prostiedi, jako jsou naptiklad nizké teploty, Siroké zmény intenzity
svétla a vysoké UV zafeni. Béhem testovani produkujicich kment patficich do rodu Bacillus
byl v antarktickych vzorcich prostfednictvim klasického zahtivani necekané izolovan kmen
Pseudomonas, ktery produkuje vysoké hladiny polyhydroxybutyratu (PHB) [24].

Ayub a Kkolektiv analyzovali Pseudomonas sp. 14-3, ktery byl schopen akumulovat
polyhydroxybutyrat (PHB), tj. nejznaméjsi PHA. Pseudomonas sp. 14-3 syntetizuje velké
mnozstvi PHB z oktanoatu a vykazoval vysokou odolnost vii¢i stresu ve srovnani s ostatnimi
druhy Pseudomonas [25].

Zhao a kolektiv porovnavali dva kmeny: Aeromonas hydrophila 4AK4 a Aeromonas
hydrofila CQ4. Divoky kmen Aeromonas hydrophila 4AK4 produkuje kopolymer, ktery se
sklada z 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyhexanoatu (PHBHHX), které vykazuji lepsi
biokompatibilitu a mechanické vlastnosti nez PHB a PHBV. Aeromonas hydrofila CQ4 je
mutantni kmen s naruSenou PhAc-syntazou. Oba bakterialni kmeny byly inkubovany pfi
teploté 30°C po dobu dvanacti hodin. V jejich studii bylo zjisténo, ze A.hydrofila 4AK4 byla
odolngj$i vici teplotnimu Soku, pusobeni mrazu, UV =zafeni, ethanolu a vysokému
osmotickému tlaku ve srovnani s A.hydrofila CQ4 [26].

3.4 Prutokova cytometrie

Je to jedna z modernich metod, ktera je jedine¢na vtom, Ze poskytuje informace o
jednotlivych buiikach, resp. jejich jednotlivych molekulach a nikoliv o bunééné populaci jako
celku, jak tomu byva u vétSiny jinych metod. Pocet analyzovanych jednotlivych bunck se
pohybuje v fadu 10 a vice, coz nam umoziuje velmi presné zhodnoceni ziskanych dat.
Metoda se pouziva pro stanoveni viability bunék, stanoveni velikosti jednotlivych bunék,
studium karyotypu nebo stupné granulace cytoplazmy a ma spoustu dalSich vyuziti [27].

Vlastni analytické zafizeni se skladd ze systému fluidniho, optického (detek¢niho) a
elektronického. Fluidni systém ma za ukol zajistit, aby do detekéni ¢asti pristroje pfichazely
buniky oddélené. Jev, ktery se k tomuto vyuZivd, se nazyva hydrodynamické fokusovani.
Bunécné suspenze protéka zuzujici se kapilarou a na jejim konci jsou poté bunky strhavany
vodici kapalinou (,,sheath fluid*) tak, ze vytvafi fetéz jednotlivych bunék, ktery pokracuje
dale do detekéniho systému pfistroje [28].
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proud vzorku

Obrdzek ¢. 6: Fluidni systém pritokového cytometru [29]

Princip této metody spociva ve sledovani a detekovani rozptylu svétla a miry fluorescence
jednotlivych bunék v dané bunétné populaci, ve které mira fluorescence odpovida
sledovanému parametru [27].

Pti kontaktu buniky se svétlem dochazi k rozptylu svétla ve vSech smérech. V prittokoveé
cytometrii se vyuziva méfeni rozptyleného svétla ve dvou smérech, a to v pfimém sméru a
V bo¢nim sméru. U méfeni rozptyleného svétla v ptimém sméru (obvykle do 20° v uhlu od
sméru dopadajiciho paprsku) je velikost signalu je pfimo imérna velikosti bun¢k. Vystup u
méteni rozptyleného svétla v pfimém sméru se znaci jako tzv. ,,Forward Scatter Channel*
(FSC) nebo ,,Small Angle Light Scattering (SALS). Druhy parametr, oznacovany jako tzv.
»Side Scatter Channel” (SCS) nebo ,,Large Angle Light Scattering™ (LALS), méfi intenzitu
svétla rozptyleného ¢astici v bocnim sméru (nejcastéji v uhlu 90° od sméru dopadajiciho
paprsku). Velikost signdlu je pfimo imérnad vnitini slozitosti bunék (naptiklad dle poctu a
velikosti granuli) [28].

Druhou veli¢inou, ktera se v prutokové cytometrii vyuziva, je fluorescence. Ziskana data
jsou zpracovana pocitatoveé. Koncentrovana suspenze se Opatii fluorescencni znackou, ktera
se specificky vdze na cilovou molekulu. Fluorescenc¢nich barviv existuje fada, nejCastéji
vyuzivanym je propidium jodid (hlavné pro ozna¢eni DNA). Bunétna suspenze se nejprve
ultrazvukem v trysce pritokového cytometru rozdéli na malé kapicky, z nichz kazda obsahuje
pouze jednu buiiku. Poté jednotlivé kapicky prochézi ptistrojem a kazda je ozafena laserovym
paprskem. Excitovana fluorescenéni znacka emituje zateni, které se pro kazdou jednotlivou
bunku zachycuje detekénim zatizenim a uklada se v pocitaci [27].

Zivé buiiky po excitaci neposkytuji tak velkou fluorescenci jako buitky mrtvé, a proto je
moznost je navzajem od sebe odlisit a stanovit jejich pocty nebo procentualni poméry. Diky
pouziti fluorescenénich barviv lze stanovit viabilitu, ploiditu, profilaci nebo napftiklad
apoptozu. Dalsi ¢asto pouzivana fluorescencni barviva jsou 7-amino-aktinomycin, fluorescein
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diacetat, Rhodamin 123 a jiné. Krom¢ jiz zminénych fluorescencnich barviv vsak existuje i
fada komer¢nich kitl pro stanoveni viability vSech typil bunék [28].

Existuji i cytometry se sortovacim zafizenim, kde se kazdé kapicce udéli elektricky naboj a
ty se pak pti pruchodu elektrickym polem déli podle velikosti naboje a je mozné je
zachycovat do oddélenych zkumavek. Jednou z hlavnich vyhod pritokové cytometrie je fakt,
ze buiky nejsou pifi méfeni nijak poskozeny ani znehodnoceny a lze je pouzivat pro dalsi
méfeni [27].

zdroj ultrazvuku bun&éna suspenze
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Obrazek ¢. T: Pritokovy cytometr se sortovacim zarizenim [27]
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4 PRAKTICKA CAST
4.1 Pouzité chemikalie, material a pristroje

4.1.1 Pouzité bakterialni kmeny

K praci byly pouzity dva kmeny bakterii: Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus necator
PHB4. Kmen Cupriavidus necator H16 byl ziskan z Ceské sbirky mikroorganismi
Masarykovy univerzity v Brn¢. Kmen Cupriavidus necator PHB 4 byl zakoupen z Leibnitz
Institute DSMZ-German Collection of Microoorganicm and Cell Cultures, Braunschweig,
Némecko.

4.1.2 Chemikalie pro kultivaci mikroorganismii

Agar Powder (Himedia)
Nutrient Broth (Himedia)
Peptone (Himedia)

Beef extrakt (Himedia)
NaCl (LACHEMA)

4.1.3 Ostatni chemikalie

Nilska ¢erven (Sigma Aldrich)
Propidium jodid (eBioscience)

4.1.4 Pristroje

Prutokovy cytometr, Apogee A50, Apogee Flow Systems

Plynovy chromatograf: GC-FID detektor (Hewlett Packard, Series I1 5890)
Kolona — DB-WAX 30 m by 0,25 mm

Predvazky, Kern EW 620-3NM

Analytické vahy, Boeco (Némecko)

Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments (USA)

Centrifuga, Sigma (Sartorius)

Centrifuga, Sigma Laborzentrifugen 3-15

Centrifuga, Boeco U-32R (Némecko)

Temperovana tiepacka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.o (CR)

Termostat, Biotech Julabo TW2

Termostat blokovy, Stuart SBH 200D

Spektrofotometr, Biotech (Implen)

Vortex, TK3S, Tecno Kartell (USA)

Inkubator, Biotech IP60

Bézné laboratorni sklo a vybaveni.

4.1.5 Priprava inokula

Nejprve bylo potteba ozivit kultury, které byly lyofilizované. Kultury byly oZiveny a
kultivovany na pevném médiu pii zhruba 30 °C. PfeoCkovani bakterii se provade¢lo pravidelné
Vv intervalu 30 dni.
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Inokulum pro kultivaci bylo pfipravovano ve ¢tyfech 100 ml Erlenmeyerovych baiikach,
které obsahovaly 50 ml média. Inokulum bylo vicekrat zaoCkovano bakteriologickou klickou
z agarové plotny. Poté bylo inokulum ponechano 24 hodin na temperované tiepacce pii 30 °C
a nasledné bylo ptipravenym médiem zaockovano produkéni médium.

4.1.6 Zivna média

Pro kmen Cupriavidus necator H16 i Cupriavidus necator PHB 4 bylo pouzivano kapalné
médium. Pro uchovani kultury se zpravidla pouzivalo médium Nutrient Broth:

SlozZeni:
Hovézi extrakt  10g/I
NaCl 549/l
Pepton 10g/1
Agar 209/

Produk¢ni mineralni médium pro kultivaci kmenti Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus
PHB 4 m¢lo nasledujici slozeni:

Siran amonny 39
Dihydrogenfosforecnan draselny 1,029
Fosfore¢nan disodny 11,19
Siran hofecnaty 0,29
Fruktoza 209
Roztok stopovych prvki” 1ml
Destilovana voda 1000 ml

*SloZeni roztoku stopovych prvki

CaC|2 7.8 g
FeCI3 9,7 g
CuSO, 0,156 g
CoCl, 0,119 g
NiCl, 0,118 g
crcl, 0,062 g

Destilovand voda 1000 ml

Vsechny sterilace Zivnych médii byly provadény v tlakovych hrncich. Roztok fruktozy se
musel sterilizovat samostatng, protoZze vyzaduje sterilizaci v tlakovém hrnci s otevienym
ventilem.

V ockovacim boxu bylo do Erlenmeyerovych banck s produkénim minerdlnim médiem
ptidano 10 ml z narostenych kultur (2x z Cupriavidus necator PHB 4 a 2x z Cupriavidus
necator H16), dale bylo pfidano 100 pl stopovych prvki a fruktéza, aby jeji koncentrace
¢inila 20 g/1.
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4.2 Prevedeni do mineralniho média bez fruktézy

Nejprve byla ovéfena schopnost/neschopnost produkce PHA u kultury Cupriavidus
necator PHB 4 a kultury Cupriavidus necator H16 na priutokovém cytometru pomoci barviva
nilské cervené. Stanoveni probéhlo stejné jako v kapitole 4.8.

Nasledné bylo pfipraveno 1000 ml produkéniho minerdlniho média. Slozeni média bylo
stejné jako v kapitole 4.1.6. Jediny rozdil v pfipravé byl takovy, ze se nepfidavala fruktoza.
Fruktéza nebyla ptfiddna proto, ze bylo pozadovéano, aby kultury mély stejné podminky.
Médium bylo zhruba hodinu sterilizovéno.

Erlenmeyerovy banky s Cupriavidus necator H16 obsahujici i fruktézu byly celé slity do
dvou specialnich nadob pro centifugaci. To samé bylo provedeno s kulturou Cupriavidus
necator PHB 4. Kultury byly zcentrifugovany (5000 rpm, 10 minut, laboratorni teplota) a po
centrifugaci byl v ockovacim boxu slit supernatant ze vSech sto¢enych kultur. Malé mnozstvi
mineralniho média bylo pfelito do specialni nddoby s usazenym sedimentem, takovato smés
byla resuspendovana a nasledné ptelita do nové pfipraveného mineralniho média. Tento
postup byl opakovan se vSemi kulturami.

4.3 Stanoveni PHA pomoci plynového chromatografu s FID

Jedna se o ptevedeni PHA na lépe tékavé methylestery za pomoci kysele katalyzované
esterifikace.

4.3.1 Stanoveni kalibra¢ni kiivky

Do ptedem pfipravenych vialek byl pfidan roztok komeréné dostupného PHA o piesné
koncentraci 10 mg/ml v mnozstvich 0,05; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 ml. Postupné byl ptidan
chloroform na vysledny objem 1 ml a nasledné bylo napipetovano po 0,8 ml 15 % roztoku
kyseliny sirové v methanolu. Vialky byly tadn¢ zazatkovany a poté byly vlozeny do
termostatu, kde byly inkubovany pii 95 °C 2 hodiny. Na skonceni inkubace byly vialky
schlazeny na co nejmensi teplotu a ochlazeny produkt byl extrahovan 0,5 ml 0,5 M NaOH.
Smés byla protfepana a po oddé€leni fdze byla spodni chloroformova ¢ast odpipetovana a
pfenesena do novych vialek, které byly uzavieny a nasledné méfeny.

4.3.2 Stanoveni PHA v biomase

V boxu bylo odebrano 10 ml z obou jiz zminénych kultur do specidlnich centrifugacnich
zkumavek a tyto zkumavky byly zcentrifugovany (8000 rpm, 5 minut, 20 °C). Po centrifugaci
byl slit supernatant a zkumavka byla pies noc ponechana v susarné pii 75 °C.

Do piipravenych vialek bylo pfidano ptiblizné¢ 10 mg biomasy, 1 ml chloroformu a 0,8 ml
15 % kyseliny sirové v methanolu. Divod pfidavani 15 % kyseliny sirové v methanolu je
takovy, ze se polymery nastepi a vzniklé 3—hydroxykyseliny se pfevedou na methylestery.
Vialky byly fadn¢ zazatkovany a poté byly vlozeny do termostatu, kde byly inkubovany pfi
95 °C 3 hodiny.

Po uplynuti tfech hodin bylo do vétSich vialek pipetovano 0,5 ml 0,5M NaOH a do téchto
vialek byl vylit obsah vzorkii z termostatu (obsah musel nejprve schladnout). Smés byla
protiepana a po oddé€leni faze bylo 50 upl spodni chloroformové ¢asti a 950 ul chloroformu
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pipetovano do novych vialek. Vialky byly uzavieny a pfipraveny k méfeni na plynovém
chromatografu s FID detektorem.

4.4 Stanoveni biomasy pomoci spektrofotometrického stanoveni zakalu

Méfeni bylo provadéno na spektrofotometru pii vinové délce 630 nm. Jako blank byla
pouzita destilovana voda a vzorky byly 20x zfedény (tj. 150 pl vzorku a 2,85 ml destilované
vody).

Mgéfeni bylo provadéno na principu turbidimetrie. Cim vice bunék je pfitomnych ve
vzorku, tim vice se rozptyluje svétlo a tim padem vykazuje vzorek vyssi zdanlivou
absorbanci.

4.4.1 Stanoveni kalibra¢ni k¥ivky

Pro sestrojeni kalibracni pfimky byla fedéna suspenze bunék destilovanou vodou. Aby
bylo mozné stanovit susinu, tak bylo odebrano 10 ml roztoku buné¢né suspenze a tento roztok
byl centrifugovan (8000 rpm, 5 minut, 20°C). Supernatant byl slit a biomasa byla nasledné
resuspendovana v1 ml destilované vody. Nasledné¢ byla tato suspenze kvantitativné
pfevedena do ptfedem zvazenych a vysuSenych hlinikovych misek a ty se nésledné susily pii
105°C do konstantni hmotnosti. Po vysuSeni byly misky ochlazeny v exsikatoru a poté byly
op¢t zvazeny. Rozdil navazenych hmotnosti vazenek (vaZzenky po vysuSeni a vazenky pred
vySuSenim) udaval pfesnou hmotnost biomasy v 10 ml. Kultura s jiz znamou koncentraci
biomasy byla fedéna a nasledné byla sestrojena kalibra¢ni ptimka Agzp nm = T (Chiomasa)-

4.5 Posouzeni viability dle roztéru na pevné médium

Bylo pfipraveno zivné médium Nutrient Broth, jehoZ slozeni je popsano v kapitole 4.1.6 a
toto médium se nechalo zhruba hodinu sterilizovat. Po sterilizaci bylo médium rozlito na 6
misek. Po zatuhnuti agaru byly misky ockovany kiizovym roztérem zobou kment (3X
kmenem PHB 4 a 3x H16).

4.6 Stanoveni fruktozy

4.6.1 Stanoveni kalibra¢ni kiivky

Do ptfedem piipravenych zkumavek byl pipetovan roztok fruktézy (kdy navazka fruktozy
¢inila 0,5 g) v mnozstvi 0,1; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 ml a vSechny zkumavky byly doplnény
destilovanou vodou do 5 ml. Do novych zkumavek bylo napipetovano 0,5 ml takto
ptipravenych vzorkl a k nim bylo pfidano 0,5 ml ¢inidla 3,5—dinitrosalicylové kyseliny. Poté
byly vzorky zahfivany na vodni 1azni pti 70°C po dobu 10 minut a nasledné byly ponechany
ve tm¢ zchladnout. Nasledné byly vSechny zkumavky doplnény destilovanou vodou na objem
5 ml a v$e bylo diikladné promichano. Vzorky byly analyzovany pomoci spektrofotometru pfti
vinové délce 540 nm. Slepy vzorek (blank) byl pfipravovan spolu s ostatnimi vzorky a
obsahoval 0,5 ml ¢inidla (tj. neobsahoval roztok frukt6zy). Po vyjmuti z vodni 1azné (70°C po
dobu 10 minut) a nasledném vychladnuti byl slepy vzorek doplnén 4,5 ml vody na objem 5
ml. Pomoci rovnice kalibracni kfivky sestrojené pro dané koncentrace glukézy bylo
vypocitano mnozstvi celkovych sacharidi ve vzorku.
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4.7 Stanoveni viability bunék pomoci priitokového cytometru

Sledovani zivotaschopnosti neboli viability bun¢k je mozné diky nejriiznéjSim metodam.
Jednou z nich je napiiklad stanoveni Zivotaschopnosti na pevnych médiich, ale tato metoda se
povazuje za naro¢nou, zejména Casoveé. Stanoveni viability bunék je zalozeno na detekci
zivotn¢ dulezitych funkci a ty muzou byt sledovdny pomoci selektivniho znaceni
fluorescenénimi sondami. Skéla komeréné dostupnych fluorescenénich sond je jiz na dne$nim
trhu vysokd. Mezi ostatni vybaveni pro sledovani bunck patii naptiklad fluorescenéni
mikroskop a hlavné pritokova cytometrie.

Stanoveni zivotaschopnosti bun¢k diky detekci membranové integrity je zaloZeno na
aplikaci latek, které za béznych podminek neprochdzeji neporuSenymi bunécnymi
membranami. Na druhou stranu, je-li membrana ve velké mife rozruSena a latky mtzou do
bunky projit, dojde k vazbé¢ na slozky bunécné hmoty a k zesileni nebo posunu spektra
fluorescence. Zivé buiiky toto barvivo vyluéuji. Pro toto stanoveni se pouZiva propidium
jodid, ktery je vyuzivan v fad¢ studii. Jedna se o fenantrolinové interkala¢ni ¢inidlo, které se
vaze na nukleové kyseliny a po navazani dochéazi k posunu a zvySeni intenzity fluorescence
emitované v ¢ervené oblasti spektra [30].

Protoze hlavnim ukolem mé prace bylo sledovani viability v ramci tydnti az mésicti, tak
byl pro toho stanoveni pouzivan pratokovy cytometr, ktery je jednak piesny a nijak
neposkozuje pouzité buiiky. Pro stanoveni viability bylo pouzivano jiz zminéné fluorescencni
barvivo, propidium jodid.

Preparat byl piipravovan néasledovné. V ockovacim boxu bylo odebrano po 1 ml kultur
obou kment a ty byly nasledn¢ 10x zfedény. Tj. do mikrozkumavek bylo napipetovano 0,1 ml
kultury a ta byla ziedéna s 0,9 ml pufru PBS’. Viechny mikrozkumavky byly centrifugovany
(10000 rpm, 5 minut, laboratorni teplota), poté byl slit supernatant a precipitat byl
resuspendovan v pufru. Mikrozkumavky byly opét centrifugovany pfi stejnych podminkach.
Nasledné se supernatant ze zkumavek opét slil, buniky byly resuspendovany v pufru. Bylo
ptidano 5 ul propidium jodidu, cca 5 minut byly zkumavky ponechany ve tmé a nasledné byla
stanovena viabilita pomoci pritokového cytometru.

“Slozeni pufru PBS:
NaCl 8/l
KCI 0,2 g/l
KH,PO, 0,24 g/l

Na,HPO,4-2H,0 1,44 g/l
Destilovania voda 1000 ml

4.7.1 Stanoveni viability po aplikovani riiznych stresovych faktori

Hlavnim ukolem tohoto experimentu bylo zjistit, jak reaguji na rtizné stresové faktory dva
kmeny, z nichz jeden je schopen produkovat PHA a druhy toho neni schopen. Zamérem
experimentu bylo, jak na aplikaci rtiznych stresii pisobi kmeny v pozdni stacionarni fazi,
proto tato studie byla provadéna aZ v pozdni stacionarni fazi bakterii. Byly vyuzity tfi stresové
faktory — ethanolovy stres, stres zmrazenim a stres zahfatim.
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4.7.1.1 Stres zahidatim

Od kazdého kmene byl odebran 1 ml kultury do mikrozkumavek. Tyto kultury byly
centrifugovany (10 000 rpm, 5 minut, laboratorni teplota), supernatant byl slit a sediment byl
resuspendovan v 1 ml pufru PBS. Poté byly obé mikrozkumavky ponechdny v termostatu pfi
60 °C asi 10 minut. Pfed méfenim na pritokovém cytometru byla kultura zfedéna 10x (tj. 0,1
ml vafené kultury + 0,9 ml pufru PBS) a ktakto zfedéné kultuie bylo piidano 5 pl
fluorescen¢niho barviva propidium jodidu. Po zméfeni na pritokovém cytometru se z
histogramu posuzovalo procento zivych a mrtvych bunék.

4.7.1.2 Stres zmrazienim

Od kazdého kmene byl odebran 1 ml kultury do mikrozkumavek. Tyto kultury byly
centrifugovany (10 000 rpm, 5 minut, laboratorni teplota), supernatant byl slit a sediment byl
resuspendovan v 1 ml pufru PBS. Obé mikrozkumavky byly umistény po dobu 30 minut
v mrazaku a po uplynuti této doby byly rozmrazeny pfi laboratorni teploté. Pfed méfenim na
pratokovém cytometru byla kultura zfedéna 10x (tj. 0,1 ml vatfené kultury + 0,9 ml pufru
PBS) a k takto ziedéné kultuie bylo pfidano 5 pl fluorescen¢niho barviva propidium jodidu.
Po zméteni na prutokovém cytometru se z histogramu posuzovalo procento zivych a mrtvych
bunék.

4.7.1.3 Ethanolovy stres

Od kazdého kmene byl odebran 1 ml kultury do mikrozkumavek. Tyto kultury byly
centrifugovany (10 000 rpm, 5 minut, laboratorni teplota), supernatant byl slit a sediment byl
resuspendovan v 1 ml pufru PBS. Od kazdé kultury bylo 900 ul napipetovano do
mikrozkumavek a bylo ptidano 100 ul ethanolu. Tyto zkumavky byly ponechany 30 minut pii
pokojové teploté, nasledné byly stoCeny a resuspendovany v pufru PBS. Pfed méfenim na
pritokovém cytometru byla kultura zfedéna 10x (tj. 0,1 ml vafené kultury + 0,9 ml pufru
PBS) a k takto ziedéné kultuie bylo pfidano 5 pl fluorescen¢niho barviva propidium jodidu.
Po zméfeni na pritokovém cytometru se z histogramu posuzovalo procento zivych a mrtvych
bunék.

4.8 Stanoveni obsahu PHA pomoci prutokového cytometru

Stanoveni obsahu PHA se provadi stejnym zplsobem jako stanoveni viability bungk, s tim
rozdilem, Ze se buniky musi nejprve resuspendovat ve 20 % ethanolu, poté je tieba je ponechat
10 minut v lednic¢ce a centrifigovat. Nasledné se opét musi slit supernatant, buiiky se musi
resuspendovat v pufru, musi se ptidat 5 pl fluorescen¢niho barviva nilské ¢ervené a obsah
PHA v bunkéch je nasledné¢ mozné pozorovat pomoci pratokového cytometru.

Nilska Cerveni byla ve studii pouzita proto, ze se pouziva hlavné k detekci
polyhydroxyalkanoatd. Vyslednd fluorescence je zapfi¢inéna hlavné interakci mezi
hydrofobnimi oblastmi molekul s barvivem. Nilska cervenn (neboli 9-diethylamino-5H-
benzo[a]phenoxazin-5-on) se Vv molekularni biologii pouziva ke kvalitativnimu a
kvantitativnimu stanoveni polyhydroxyalkanoatii a i dal$ich esteri u mnoha bakterii, ale i

kvasinek a plisni. [31].
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Kalibrace metod

5.1.1 Kalibrace spektrofotometrického stanoveni biomasy

Kalibracni pifimka biomasy byla sestrojena pomoci spektrofotometrického stanoveni
biomasy. Byla stanovena kalibra¢ni zavislost mnozstvi suché hmotnosti biomasy (fedéni
bunécné suspenze o zndmé koncentraci biomasy) a zékalu suspenze bun¢k z hodnot méteni ze
spektrofotometru pii vinové délce 630 nm.

Tabulka ¢. 2: Zavislost zakalu stanoveného pri A=630 nm na mnozstvi biomasy

Koncentrace suSiny biomasy [g/]] Absorbance pri vinové délce 630 nm
0,6817 1,195+0,013
0,5453 0,983+0,045
0,4544 0,884+0,017
0,3408 0,667+0,015
0,2727 0,558+0,005
0,2272 0,448+0,027
0,1704 0,357+0,027
0,1363 0,269+0,016
0,0682 0,139+0,002
1,4 -
1,2 -
1 - y =1,7257x
R? =0,9932
08 -
B
c
o 06 -
)
<04 -
0,2 -
X
O T T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Koncentrace susiny biomasy [g/I]

Graf ¢. 1: Kalibracni zavislost zakalu stanoveného pri vinove délce 630 nm na suché hmotnosti
biomasy

Z naméfenych dat byla stanovena kalibracni zavislost y = 1,7257X a tato zavislost byla
pouZita pro stanoveni koncentrace biomasy. Hodnota regresniho koeficientu je R? = 0,9932.
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5.1.2 Kalibrace stanoveni koncentrace PHB pomoci plynového chromatografu

Kalibra¢ni ptfimka byla sestrojena pro stanoveni PHB a je to zavislost plochy piku analytu
a interniho standardu na koncentraci 3HB.

Tabulka ¢. 3: Zavislost koncentrace 3HB na plose piku analytu a interniho standardu

Koncentrace 3HB [mg/ml] Plocha piku analytu a interniho standardu
0,458 0,034
1,830 0,170
3,538 0,393
5,368 0,653
7,198 0,896
9,152 0,202
9 -
o 8 - X
£ 5
E 6 - y =0,8183x
c
= R?=0,9959
s 35 -
5=
S84
5 8
3 wn 3 -
a
@© 2 -
S
£ 1
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Koncentrace 3HB [mg/ml]

Graf ¢. 2: Kalibracni zavislost plochy piku analytu a interniho standardu na koncentraci 3HB

Z namé&fenych dat byla stanovena kalibracni zavislost poméru plochy piku analytu a
interniho standardu y = 0,8183x. Hodnota regresniho koeficientu je R*= 0,9959.

5.1.3 Kalibrace spektrofotometrického stanoveni fruktozy

Stanoveni celkovych cukri bylo stanoveno spektrofotometricky pii vinové délce 540 nm.
Byla sestrojena kalibra¢ni zavislost koncentrace vzorku na absorbanci (pfi A = 540 nm).

Test stanoveni celkovych cukrti byl provadén pouze u dlouhodobého experimentu. U zde
zminéného experimentu se obsah bun€k necentrifugoval a tudiz tyto buniky obsahovaly ve
svém médiu fruktézu. U druhého dlouhodobého experimentu by tento test nemél smysl,
jelikoz bunky byly centrifugovany a pievedeny do média bez externiho zdroje uhliku a
kultivaéni médium tim padem neobsahovalo fruktézu.
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Tabulka ¢. 4: Zavislost absorbance namérené pri 540 nm na koncentraci fruktozy

Koncentrace fruktozy [g/l] Nameéi‘ena absorbance pii A = 540 nm
0,01 0,137
0,05 0,171
0,10 0,230
0,15 0,476
0,20 0,792
0,25 0,877
0,30 1,044
0,35 1,303
0,40 1,512
0,45 1,566

Absorbance (540 nm) [-]

0,2 - X

0 T T T T T T T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50

Koncentrace fruktézy [g/1]

Graf ¢. 3: Kalibracni zavislost absorbance namérenou pri 540 nm na koncentraci fruktozy

Z naméfenych dat byla stanovena kalibracni zavislost absorbance naméfené pii 540 nm na
koncentraci fruktézy y = 3,6084x. Hodnota regresniho koeficientu je R? = 0,982.

5.2 Dlouhodoby experiment — bez prevedeni do limitovaného média

V ramci prvniho experimentu bylo porovndno chovani PHB akumulujici kultury
Cupriavidus necator H16 a PHB neakumulujici kultury Cupriavidus necator PHB 4
v pribéhu dlouhotrvajici kultivace. V pribéhu experimentu, ktery celkem trval 36 dni byla
pomoci prutokové cytometrie pribézné stanovovana viabilita obou bakteridlnich kultur a také
monitorovan intracelularni obsah PHA a jeho distribuce v bakteridlni kultufe. Ve vybranych
vzorcich byla navic spektrofotometricky stanovena koncentrace biomasy a redukujicich
sacharidi a dale byl analyzovan intracelularni obsah PHB pomoci plynové chromatografie.
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5.2.1 Barveni kultur Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus necator PHB 4 pomoci
nilské ¢ervené

V pribé¢hu kultivace byl monitorovan obsah PHA pomoci pritokového cytometru. Jako
fluorescen¢ni barvivo byla v tomto experimentu pouzivana nilska Cerven. Nilskd Cerven se
zacleni do polymeru a v jeho pfitomnosti vykazuje oranzovou fluorescenci. Toto bylo zasadni
predevsim u bakterie Cupriavidus necator H16, protoze to je kmen schopny produkovat PHA.
Na druhou stranu kmen Cupriavidus necator PHB4 je kmen neschopny produkovat PHA, a
proto u néj fluorescence byla vzdy vyrazné nizsi.

Tabulka ¢. 5: Ukazky zaclenéni Nilské cervené do bunky v case
Doba
kultivace Cupriavidus necator PHB™4 Cupriavidus necator H16

[dny]

A:5000
a:z000

PHB A nilska corvenfcs . % PHBA.nilska cervenfes ..

PHB4 s nilskou cervenifcs PHBA s nilskou cerveni.fcs

ount A:1000

Ut A:2000

PHB 4 s nilskou cervenifes

Court A:2000

unt A:2000
unt A:5000

PHEA s nilskou corvoni.fcs

16
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Graf ¢. 4: Zavislost prumérné hodnoty fluorescence U kmene HI16 na case kultivace

Test byl dlouhodoby a bakterie byly celou dobu kultivovany pii 30°C. P#i monitoringu
obsahu PHA v bakterialni kultufe pomoci pritokové cytometrie bylo zjisténo, Zze u kmene,
ktery je schopny produkovat PHA (tj. Cupriavidus necator H16) se v prib&hu prvnich
nékolika dni intenzita fluorescence snizovala — bakterie v pfitomnosti extracelularniho
uhlikatého zdroje akumulovala PHA, ale dale se postupné intenzita fluorescence snizuje. TO
je zpusobeno tim, ze kmen Cupriavidus necator H16 vyuziva polymer v pozdni stacionarni
fazi jako zdroj uhliku poté, co vycCerpa extracelularni zdroj uhliku. Postupné snizovani
fluorescence je patrné, jak z tabulky ¢. 5, tak z grafu ¢. 4.

Velkou vyhodou pritokové cytometrie je to, Ze umoziuje sledovat distribuci konkrétniho
parametru v analyzované bunécné populaci. V prvni fazi kultivace byl u bakterialni kultury
Cupriavidus necator H16 pozorovan jeden uzky pik, nicméné od 16. dne kultivace se profil
piku zacina rozSifovat a zaroven se pik zacina rozdélovat na dva. To naznacuje, ze bunky
Vv bakterialni kultufe neutilizovaly intracelularni zasoby PHA stejnou rychlosti a postupné je
mozné rozpoznat dvé subpopulace, prvni vykazuje vyssi intenzitu fluorescence a proces PHA
odbouravani je v ni vyrazné niz8i. Je mozné spekulovat, Ze se jednd o metabolicky méné
pak odbouravala intracelularni zasoby PHA rychleji, z ¢ehoz lze usuzovat, ze se jednalo o
metabolicky aktivnéjsi bunky.

5.2.2 Stanoveni viability obou kmenu Cupriavidus necator pomoci pritokového
cytometru
Pritokova cytometrie byla v mé praci velmi dileZitou metodou. Byla s ni stanovovéana
viabilita bunék a obsah PHA. Bylo sledovano, jak bunky piezivaji, kdyZ jsou vystaveny
hladovéni, cozZ je jeden ze stresovych faktort pro buniky. Analyza na priitokovém cytometru
byla mozna diky tomu, Ze bunky byly obarveny propidium jodidem.
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Tabulka ¢. 6: Viabilita bunék pri dlouhodobém experimentu

Den Zivé buiiky kmene Cupriavidus Zive bunkrfel;:tlg:iﬁgprlawdus
kultivace necator PHB™4 [%0]
[%0]
0 100 98,6
2 100 97,9
5 100 85,0
7 100 89,2
9 100 85,9
16 100 86,4
20 100 81,5
22 100 60,7
28 100 70,6
32 100 49,0
36 100 29,3
120 -
- X_\/)\V
— 80 -
X
z
'S 60 - —=>é=PHB-4
Ko}
8 —=H16
N 40 -
20 -
0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 30 35 40

Cas kultivace [den]

Graf'¢. 5: Procento zivych bunék u obou kmenii v zavislosti na case kultivace

V grafu ¢. 5 je moznost vidét srovnani kmend Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus
necator PHB 4. Experiment trval celkem 36 dni. I po dlouhodobém experimentu se procento
zivych bun€k u kmene Cupriavidus necator PHB 4 nijak nezménilo, zatimco kmen
Cupriavidus necator H16 vykazoval vyrazné vyssi pocet mrtvych bun¢k. Vysvétlenim tohoto
neocekavaného jevu mulze byt rozdilnd dynamika riistu a spotieby extracelularniho zdroje
uhliku. Zatimco kmen Cupriavidus necator H16 vykazoval velice rychly rast a dynamickou
spotfebu fruktézy, kmen Cupriavidus necator PHB 4 rostl vyrazn¢ pomaleji a stejné tak
pomaleji spotiebovéaval fruktézu. Ta byla v médiu po celou dobu kultivace pfitomna
Vv relativné vysokém mnozstvi, buiiky nebyly vystaveny striktni limitaci substratem, a proto
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vykazovali vyrazné vys$i viabilitu, neZz tomu bylo u kmene Cupriavidus necator H16, ktery
musel své energetické naroky pokryt utilizaci intracelularni zasoby PHB.

Vysledky miizou byt obtizné interpretovatelné, protoze podminky v médiu nebyly stejné.
Vysledky se tudiz daji t€Zko srovnavat. Je to hlavné kvili tomu, ze kultura PHB 4 nevyuzila
vSechnu fruktozu a tim padem ji stale zastaval externi zdroj uhliku, kdezto u kultury H16 byla

skoro vSechna fruktdza spottebovana.

Count A:S00

Gated by 4 H16 Cells

PHB4 s Pl.fcs

——
1:CW=128 Events=2360 Peak=253 Mean=286 Evtil=599 ROI% of evts=1.0%
Obrazek ¢.8: Ukdzka histogramu kmenu PHB 4 7 posledniho dne kultivace. Jedna se o zavislost poctu

danych signadlu na intenzité signalu. Zeleny pik je vydefinovan z predchoziho mereni. Lze jednoznacné

posoudit, Ze vSechny buiiky jsou Zive.

B30_35

5.2.3 Vysledky stanoveni PHA v biomase pomoci GC—FID v posledni den kultivace

Tabulka ¢. 7: Stanoveni procentualni stanoveni PHA v kulturach

Doba Navazka Koncentrace i Primér
i . Koncentrace Zastoupeni ,
kultivace | Kultura | biomasy 3HB [mg/ml] PHA PHA [%6] zastoupeni
[den] [mg] g [mg/mi] °l' 1 PHA [%]
36 PHB 4 4,9 0 0 0 0
36 H16 9,1 5,129 5,129 56,36 49,13
36 H16 10,4 4,357 4,693 41,89

Pro stanoveni PHA je kvili vysoké spolehlivosti volen pravé plynovy chromatograf. Za
pomoci plynového chromatografu s plamenovym ionizaénim detektorem (FID) bylo
stanoveno procentudlni zastoupeni polyhydroxyalkanoati v kulturach. Kultura Cupriavidus
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necator PHB 4 podle oc¢ekavani neobsahovala vibec zadné PHA. Na druhou stranu kultura
Cupriavidus necator H16 tento polymer obsahuje a jak je mozno vidét v tabulce ¢. 7 je
Vv kultufe 1 po 36 dnech kultivace piekvapivé vysoky intracelularni obsah PHB — cca 49 %.

5.2.4 Vysledky stanoveni biomasy pomoci spektrofotometrického stanoveni zakalu

Dale byla stanovovana biomasa pomoci spektrofotometrického stanoveni zakalu. Byla
porovnana biomasa u kmene Cupriavidus necator PHB 4 a u kmene Cupriavidus necator
H16 v 36 dnu kultivace.

Tabulka ¢. 8: Stanoveni koncentrace biomasy

Kultura A1 Az A3 X1 Xz X3 Pramér X
(630 nm) | (630 nm) | (630 nm) (a/h (a/h (a/h (a/h

PHB 4 0,210 0,274 0,223 2,43 3,18 2,58 2,13+ 04

H16 1,382 1,369 1,444 16,02 15,87 16,74 16,21 £ 0,5

Z vysledku vyplyva, ze kultura Cupriavidus necator H16 i po tak dlouhé kultivaci
obsahovala piiblizné 6,5krat vétsi obsah biomasy nez kultura Cupriavidus necator PHB 4.

5.2.5 Vysledky stanoveni fruktézy po ukonéeni kultivace

Diky sestrojeni kalibra¢ni pfimky Vv programu Microsoft Excel byla moznost ur€it, kolik
presné se v kulturach nachazi fruktozy. Kazda kultura (kultura s Cupriavidus necator PHB 4 i
kultura Cupriavidus necator H16) byla na spektrofotometru proméfena tiikrat, zprimérovana
a nasledné bylo z kalibra¢ni ptimky vypocteno kolik fruktézy se nachdzelo v kultivacnim
médiu.

Tabulka ¢. 9: MnoZstvi fruktozy v obou kulturdch (méreno v 35 dnu kultivace)

Kultura Absorbance Vypoétené mnozstvi Primérné mnoZstvi
pii A =540 nm fruktozy [g/l] fruktozy [g/l]
. 1,843 0,5108
Cupriavidus
necator 2,016 0,5587 0,5120
PHB 4
1,683 0,4664
Cupriavidus 0,048 0,0133
necator 0,042 0,0116 0,0125
H16
0,045 0,0125

Pocatecni koncentrace fruktdzy byla 20 g/l. V pribéhu kultivace pochopitelné obé kultury
vyuzivaly fruktézu jako uhlikaty substrat k pokryti energetickych narokl spojenych s ristem
a metabolismem. Nicméné ob¢ kultury vykazovaly jinou dynamiku ristu, coz se nutné
odrazilo i v rychlosti utilizace fruktozy. Z tabulky ¢. 9 je patrné, ze kultura Cupriavidus
necator PHB 4 obsahovala na konci kultivace mnohondsobné vice cukru fruktézy nez kultura
Cupriavidus necator H16. Tato skute¢nost vyrazné komplikuje vyhodnoceni tohoto
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experimentu — u kultury Cupriavidus necator PHB 4 pravdépodobné nedoslo v pribéhu
kultivace k zasadni limitaci uhlikatym substratem, coz komplikuje jeji porovnani s kulturou
Cupriavidus necator H16, ktera spotiebovala prakticky vSechen extracelularni substrat a
naroky svého metabolismu v pozd¢jSich fazich kultivace musela pokryt z intracelularnich
zasob — PHB. Jak bylo uvedeno v kapitole vénujici se viabilité kultury v prabéhu dlouhodobé
kultivace, tato skute¢nost méla zcela zasadni vliv na pocet zivych a mrtvych bunék.

5.3 Dlouhodoby experiment — pievedeni kultury do C-limitovaného média

V ramci druhého dlouhodobého experimentu byl zvolen jiny piistup ¢astecné eliminujici
problémy s odlisSnou dynamikou ristu a utilizace extracelularnich uhlikatych substratti u obou
kment kultury Cupriavidus necator. Po 5 dnech kultivace ve standardnim médiu s fruktézou
byly obé kultury sterilné centrifugovany a prevedeny do sterilniho mineradlniho média bez
fruktézy, ¢imz byla u obou kultur navozena intenzivni limitace extracelularnim uhlikatym
zdrojem.

5.3.1 Vysledky stanoveni PHA v biomase obou kultur

Tabulka ¢. 10: Stanoveni procentualni stanoveni PHA v kulturdach

qua N.avéika Koncentrace | Koncentrace Zastoupen Pramér ’
kultivace | Kultura | biomasy 3HB PHA PHA [%6] zastoupeni
[den] [mg] [mg/ml] [mg/ml] PHA [%]
10 PHB 4 10,8 0 0 0 0
10 H16 10,1 4,693 4,693 46,47 46,47
12 PHB 4 11,8 0 0 0 0
12 H16 10,6 3,776 3,776 35,62 35,62
17 PHB 4 11,8 0 0 0 0
17 H16 10,1 3,415 3,415 33,81 33,81
32 PHB 4 12,0 0 0 0 0
32 H16 10,1 1,653 1,653 16,37 16,37
38 PHB 4 50 0,469 0,469 9,38 8,04
38 PHB 4 5,5 0,467 0,467 8,49
38 H16 6,3 0,531 0,531 8,43 8.84
38 H16 6,5 0,601 0,601 9,25
60 PHB 4 8,0 0 0 0 0
60 H16 8,5 0,248 0,248 2,92 2,92
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Graf ¢. 6: Primeérné zastoupeni polyhydroxyalkanoadtit u obou kmenii v zavislosti na case kultivace

Pro stanoveni konkrétni hodnoty obsahu PHA v biomase byl opét volen plynovy
chromatograf. Bylo stanoveno procentualni zastoupeni polyhydroxyalkanoati v kulturach.
Kultura Cupriavidus necator PHB 4 podle o¢ekavani neobsahovala zadné PHA, ale v 38. dnu
kultivace podle nasich analyz obsahovala 8,94 % PHA. Vysvétlenim mutze byt minoritni
kontaminace kulturou Cupriavidus necator HI16, piipadné cCaste¢na reverzni mutace a
opétovné ziskani schopnosti akumulovat polymer. Kultura Cupriavidus necator H16
obsahovala polymer v prubéhu celé kultivace a v tabulce ¢. 10 je mozné vidét, jak se u této
kultury v €asovém pribéhu zmenSuje procentudlni zastoupeni PHA. Dlvod je takovy, ze
Cupriavidus necator H16 zpracovava tento polymer jako intracelularni zdroj energie a uhliku
a tim se jeho obsah zmensuje.

5.3.2 Vysledky stanoveni biomasy pomoci spektrofotometrického stanoveni zakalu

Tabulka ¢. 11: Stanoveni koncentrace biomasy

Kultura D_e ) A1 X
kultivace (630 nm) (/)

PHB 4 10 0,335 3,88
H16 10 1,076 12,47
PHB 4 12 0,307 3,56
H16 12 0,719 8,33
PHB 4 17 0,277 3,21
H16 17 0,606 7,02
PHB 4 32 0,254 2,94
H16 32 0,532 6,17
PHB 4 38 0,130 1,51
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H16 38 0,101 1,17
PHB 4 60 0,139 1,61
H16 60 0,134 1,55

V tabulce €. 11 je vidét jak se koncentrace biomasy v prubéhu Casu snizuje. Ze zacatku
kultivace je koncentrace biomasy u kmene Cupriavidus necator H16 zhruba 3krat vys$si nez u
kmene Cupriavidus necator PHB 4. Na konci kultivace jsou koncentrace biomasy zhruba

stejné.

5.3.3 Barveni kultur Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus necator PHB 4 pomoci

nilské éervené

Dalsi dlouhodobgjsi studie jiz tedy probihala s zcentrifugovanymi buiikami. Buiky byly

pievedeny do stejného média (bez fruktdzy), tudiz mély stejné podminky a ob¢€ kultury se tak

v

mohly lépe porovnat. Pro lepSi srovnani je v tabulce ¢. 12 pferuSovanou modrou c¢arou
uvedena kultura Cupriavidus necator PHB 4 a oranzovy pik vykresluje kulturu Cupriavidus
necator H16, coz je kmen schopny produkovat polyhydroxyalkanoaty.

Tabulka ¢. 12: Zaclenéni Nilskeé cervenée do bunky v case

Doba
kultivace
[den]

Cupriavidus necator PHB™4

Cupriavidus necator H16

PHBA s NCfes

PHBA s NCfes

PHBA s NCfes
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Opét bylo prokazano, ze kultura Cupriavidus necator H16 vyuZiva polymer v pozdni
stacionarni fazi jako zdroj uhliku. Fluorescence se postupem c¢asu snizuje a dokonce jiz
patnacty den Kultivace je hodnota fluorescence obou kment velmi podobna. Rozdil mezi
piedchozi studii, kdy se buiiky neptevedly do limitovaného média a nyné&jsi studii je patrny,
protoze napiiklad fluorescence u kmene H16 jiz neni tak vysoka, jako tomu bylo v pfedchozi
studii a to ani na poc¢atku kultivace, coz je v souladu s daty z plynové chromatografie. Zda se,
ze kultura Cupriavidus necator H16 v ramci tohoto experimentu akumulovala mens$i mnozstvi
PHB nez v experimentu ptedchozim. Dalsi rozdil mezi obéma dlouhodobymi experimenty
spociva v tom, ze v prib¢hu pozdni stacionarni faze utilizovala intraceluldrni zasoby PHA
V podstaté rovnomérnou rychlosti a nedoSlo tedy ke vzniku dvou jasné oddélitelnych
subpopulaci.
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Graf ¢. 1: Zavislost priimérné hodnoty fluorescence obou kmenii Cupriavidus necator na case
kultivace
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V grafu €. 7 je dalsi moznost vidét jak se primérna fluorescence U Kmene s ¢asem snizZuje.
Na zacatku kultivace je fluorescence u kmene Cupriavidus necator H16 pomérné vysoka a
poté se fluorescence v prvnich dnech kultivace rapidné snizuje. Zhruba od patnactého dne do
konce kultivace kultury H16 je fluorescence nizka a zlstava témét konstantni. U kmene
Cupriavidus necator PHB 4 je dle o¢ekavani fluorescence po celou dobu kultivace velmi
nizka.
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5.3.4 Stanoveni viability obou kmeni Cupriavidus necator pomoci pritokového
cytometru

Krom¢ obsahu PHA byla pomoci pratokového cytometru stanovovana také viabilita
bakterialnich kultur v prub¢hu dlouhodob¢ kultivace.

Tabulka ¢. 13: Viabilita bunék

D_en Zivé buiiky kmene Cupriavidus Zivé buiiky kmene Cupriavidus
kultivace necator PHB4 [%6] necator H16
[den] ° [%]
6 98,4 98,5
7 97,8 98,8
8 08,2 98,7
12 96,1 98,1
13 93,6 95,4
15 95,1 93,1
19 90,6 94,8
42 57,0 85,9
48 56,3 82,5
110 -
100
— 90
X
z
S 80
o)
2>
N 70
60
50 T T T T T T T T

6 11 16 21 .26 31 36 41 46
Cas kultivace [den]

Graf ¢. 8: Procento Zivych bunék obou kmenii v zavislosti na case

Bylo prokazano, ze mutantni kmen rodu Cupriavidus necator (tedy PHB4) pii vyrazné
limitaci a dlouhodobé limitaci zdrojem uhliku umira podstatné rychleji nez kmen Cupriavidus
necator H16. Zhruba po 19 dnech kultivace zacaly buiiky u kmene PHB™4 rychle umirat,
zatimco kmen H16 i po 48 dnech kultivace vykazuje relativné vysokou viabilitu, okolo
82,5 % zivych bunék.
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Obrazek ¢. 9: Priklad gatovani populace (zavislost mérent intenzity rozptyleného svétla v bocnim

smeru na intenzité rozptyleného svétla ve smeru primem)
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Obrazek ¢. 10: Ukazka histogramu kmenu H16 z prvniho dne kultivace. Jedna se o zavislost poctu

danych signdlu na intenzité signdlu

42



5.3.5 Stanoveni viability po aplikovani riznych stresovych faktoru

Cilem dalsiho experimentu bylo ovétit vliv schopnosti akumulovat PHB na odolnost vici

stresu v pozdni stacionarni fazi. Proto byly burniky po 19 dnech kultivace v médiu bez zdroje
uhliku exponovany vybranym stresovym faktorim — zvySené teploté, mrazu a pulsobeni
ethanolu. V literatufe je Casto zminovana souvislost mezi utilizaci intracelularnich zasob PHB

a aktivaci stresovych mechanismil v burice.

Mrtvé bunky [%]

mensi pocet mrtvych bunek.

70

60

50

40

30

20
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PHB 4
(mraZzena
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PHB4
H16 (kultura s

EtOH) H16

(kultura s

(mrazena
kultura)

Graf'¢. 9: Procentudlni zastoupeni mrtvych bunék obou Kultur pred a po aplikovdni riiznych

stresovych faktorii

Je ziejmé, Ze s vyjimkou expozice bunck teplotnimu Soku predstavuje schopnost
produkovat a nasledné utilizovat PHB vyznamnou vyhodu. U kmene Cupriavidus necator
H16 byl pfi stresu zplisobeném zmraZenim 1 ethanolem stanoven vétsi pocet Zivych respektive

Podle literarnich zdroji vede utilizace PHB k navyseni intracelularni koncentrace
alormonu tetraguanosin fosfatu, ktery nasledné navySuje genovou expresi alternativniho
stresového sigma faktoru RPoS. Diky tomu dochazi v bakterialni buiice k adaptaci vici celé
fad¢ stresovych faktorti [32]. Nase data tento obecny mechanismus potvrzuji.
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6 ZAVER

Prace byla zamétena na zapojeni polyhydroxyalkanoati do stresové odpovédi bakterii
V pozdni stacionarni fazi. Pro tuto studii byly pouzity dva kmeny: PHA akumulujici
Cupriavidus necator H16 a jeho PHA neakumulujici mutant Cupriavidus necator
PHB 4.

V praktické ¢asti jsou zahrnuty postupy studii a porovnani kmend Cupriavidus necator
PHB 4 a Cupriavidus necator H16. V praktické ¢asti hraje hlavni roli stanoveni obsahu
PHA a stanoveni viability bunék pomoci pritokového cytometru, jez se osveédcil jako
velmi vhodny pfistroj pro tato stanoveni. Prutokova cytometrie je metoda, kterd na
rozdil od standardnich analytickych technik umoziiuje také studium distribuce
vybraného parametru (v nasem piipad¢ predev§im obsahu) v rdmci vybrané bakteridlni
kultury.

V pribéhu prace byly provedeny dva dlouhodobé experimenty. Prvni probihal bez
prevedeni do limitovaného média a druhy zase s pievedenim do C-limitovaného média.
U prvniho dlouhodobého experimentu byla sledovéna viabilita bunék a obsah PHA
pomoci pritokového cytometru a bylo zjisténo, ze buiiky neprodukujici polymer
vykazuji necekané nizkou ristovou rychlost a také pomalou spotiebu uhlikatého zdroje,
ale také velice vysokou viabilitu. U bunék produkujici polymer (Cupriavidus necator
H16) doslo naopak k velice rychlému ristu a spotfebé externiho uhlikatého zdroje,
v disledku ¢ehoz byla brzy navozena striktni limitace uhlikatym substratem, ktera
vedla k vyskytu vyrazné vyssiho po¢tu mrtvych bunék. Podminky v obou testovanych
kulturach nejspise nebyly stejné a kmeny se proto nedaly porovnat, a proto byly u
druhého dlouhodobého experimentu bunky pfevedeny do C—limitovaného média.

Pii stanoveni obsahu PHA u prvniho experimentu bylo zjisténo, Ze u kmene, ktery je
schopny produkovat polymer se postupné snizuje fluorescence a pocet bunék. To je
zpusobeno tim, ze kmen Cupriavidus necator H16 vyuziva polymer v pozdni
stacionarni fazi jako zdroj uhliku poté, co vyc€erpa extracelularni zdroj uhliku. Zaroven
bylo v ramci prvniho experimentu mozné pozorovat vznik dvou subpopulaci, které se
lisily dynamikou utilizace intracelularnich zdsob PHA. Subpopulace vykazujici vyssi
fluorescenci (a tedy i obsah PHA) byla pravdépodobné metabolicky méné aktivni a
pravdépodobné se jednalo o mrtvé bunky.

Obsah biomasy byl stanovovan na konci prvniho experimentu u obou kment. U kmene
Cupriavidus necator PHB 4 ¢inilo zastoupeni polyhydroxyalkanoati podle ocekavani
0 %, avsak u kmene Cupriavidus necator H16 bylo toto zastoupeni i po 36 dnech
kultivace pomérné vysoké, okolo 49 %. Ke konci prvniho experimentu byl stanovovéan
1 obsah fruktézy v médiu, pficemz na zacatku kultivace ¢inila koncentrace fruktozy 20
g/l. Po 35 dnech kultivace cCinila koncentrace fruktézy u kmene Cupriavidus necator
PHB 4 0,5120 g/l a u kmene Cupriavidus necator H16 0,0125 g/l. Bylo tedy povrzeno,
ze Cupriavidus necator H16 spotiebovaval fruktozu rychleji.

U druhého dlouhodobého experimentu bylo schéma experimentu podobné jako u
experimentu prvniho, avSak s tim rozdilem, Ze kultury byly pfevedeny do C—
limitovaného média a tudiz mely béhem stacionarni faze stejné podminky. U tohoto
experimentu byla konkrétni hodnota obsahu PHA taktéz stanovovana na plynovém
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chromatografu. Kultura Cupriavidus necator PHB4 u tohoto experimentu
neobsahovala zadny polymer, s vyjimkou toho, Ze v 33. dnu obsahovala asi 8,94 %
Procentualni zastoupeni PHA se v ¢asovém pribéhu zmensovalo. Kmen Cupriavidus
necator H16 na za¢atku kultivace obsahoval zhruba 47 % PHA a na konci jen 3 %
PHA. Ze spektrofotometrického méfeni zakalu bylo zjisténo, Ze koncentrace biomasy u
kmene Cupriavidus necator PHB 4 ¢inila na zacatku kultivace 3,88 g/l a na konci 1,61
g/l. U kmene Cupriavidus necator H16 byl tento rozdil vyrazné vyssi, tj. koncentrace
Cinila 12,47 g/l na zacatku a 1,55 g/l na konci kultivace.

Viabilita byla u kmenl v pribéhu druhého experimentu Iépe porovnatelna. Bylo
zjisténo, ze kmen Cupriavidus necator H16 1épe pieziva nez kmen Cupriavidus
necator PHB 4, u n¢hoz se viabilita po 19. dnu kultivace razantné¢ zménila. Kmen
Cupriavidus necator H16 vykazoval i na konci kultivace relativné vysokou viabilitu,
pouze 17,5 % mrtvych bunék.

Po aplikovani riznych stresovych faktor byly bakterie porovnavany a bylo zjisténo, ze
bakterie Cupriavidus necator H16 1épe odolava aplikaci ethanolu a zmraZeni nez
bakterie Cupriavidus necator PHB 4. Na druhou stranu bakterie Cupriavidus necator
PHB 4 Iépe zvladala aplikaci vysoké teploty, ktera byva pro bakterie letalni.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PHA

P(3HB)

P(3HV)

P(4HB)
P(3HB-co-3HV)
3HHXx

SCL PHA

MCL PHA

polyhydroxyalkanoaty
poly(3-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxyvalerat)
poly(4-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
3-hydroxyhexanoat

short-chain-length PHA
medium-chain-lenght PHA
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