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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem vyuziti Ramanovy spektroskopie a Ramanovské
pinzety k analyze a isolaci bakterialnich kment produkujicich polyhydroxyalkanoaty (PHA).
Pomoci plynové chromatografie s FID detekci jsme stanovili obsah polyhydroxybutyrétu
(P(3HB)) vbiomase PHA produkujicich bakterialnich kmentt Burkholderia cepacia,
Halomonas halophila, Cupriavidus necator H16 a jeho mutantniho kmene Cupriavidus
necator H16/PHB-4 a dale Lactobacillus delbrueckii, kterd sice neni producentem
polyhydroxyalkanoatt, ale byla vybrana jakozto zastupce grampozitivnich bakterii. Nasledné
jsme diky Ramanové mikrospektroskopii, Ramanovské pinzeté a FT-IR spektrometru
v kombinaci s Ramanovym FT-modulem dokazali potvrdit ¢i vyvratit ptitomnost P(3HB)
u bakterii. Dale prace popisuje bakterii Cupriavidus necator H16, ktera je modelovym
organismem pro produkci P(3HB), a jeji mutantni kmen Cupriavidus necator H16/PHB-4.
Bakterialni kmen Cupriavidus necator H16 byl kultivovan v produk¢énim mineralnim médiu
0 rizném obsahu dusiku, a zaroven kultivace probihala i v tekutém médiu Nutrient Broth,
¢imz byla pfipravena bakteridlni biomasa s riznym obsahem P(3HB), spektra se nasledné
porovnavala se spektrem bakterialniho kmene Cupriavidus necator H16/PHB—4. Ramanova
spektroskopie nachazi dobré uplatnéni pii charakterizaci sloZeni jednotlivych bakterialnich
bunék, je rychlym, vSestrannym a prakticky neinvazivnim nastrojem pro studium bunék.

KLICOVA SLOVA

Ramanova spektroskopie, Ramanovska pinzeta, Cupriavidus necator H16, Cupriavidus
necator H16/PHB—-4, Burkholderia cepacia, Halomonas halophila, Lactobacillus delbrueckii



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the study of the utilization of Raman spectroscopy and Raman
tweezers for analysis and isolation of polyhydroxyalkanoates (PHA) producing bacteria.
Using gas chromatography with FID detection, we determined the polyhydroxybutyrate
(P(3HB)) content of the PHA biomass of bacterial strains Burkholderia cepacia, Halomonas
halophila, Cupriavidus necator H16 and its mutant strain Cupriavidus necator H16/PHB-4
and Lactobacillus delbrueckii, which is not a producer of polyhydroxyalkanoates but this
bactrea was selected as representative of Gram-positive bacteria. Subsequently, thanks to
Raman microspectroscopy, Raman tweezers and FT-IR spectrometer in combination with
Raman FT-module, we were able to confirm or disprove the presence of P(3HB) in bacteria.
Furthermore, the thesis describes Cupriavidus necator H16, which is a model organism for
the production of P(3HB), and his mutant strain Cupriavidus necator H16/PHB-4. The
bacterial strain Cupriavidus necator H16 was cultivated in a production mineral medium of
various nitrogen contents, while cultivation was also carried out in liquid Nutrient Broth. By
this cultivation we were able to reach various P(3HB) content in bacterial biomass, the spectra
were subsequently compared with the spectrum of the bacterial strain Cupriavidus necator
H16/PHB-4. Raman spectroscopy is well used to characterize the composition of individual
bacterial cells, is a fast, versatile, and virtually non-invasive tool for studying cells.

KEYWORDS

Raman spectroscopy, Raman Tweezers, Cupriavidus necator H16, Cupriavidus
necator H16/PHB—-4, Burkholderia cepacia, Halomonas halophila, Lactobacillus delbrueckii
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1 UVvOoD

Rychla, pfesna a spolehliva identifikace mikroorganismi je dulezitym Kritériem v mnoha
odvétvich vyzkumu ¢i primyslu, at’ uz se jedna o charakterizaci mikroorganismu v 1ékafstvi,
pfi farmaceutické vyrobé nebo v technologiich, které zpracovavaji potraviny. Samotna
identifikace mikroorganismi byva zdlouhava a ¢asto cely proces trva déle neZz jeden den.
Postupné byly vyvijeny rizné analytické metody, které umoziuji rozsdhnou a rychlou
identifikaci mikrobt.

V poslednich dvou desetiletich nabizi velké uplatnéni Ramanova spektroskopie, ktera
poskytuje spolehlivou a nedestruktivni identifikaci jednotlivych bakterialnich bunék. Jednou
Z hlavnich vyhod Ramanovy spektroskopie je schopnost vyobrazeni celkového slozeni buriky,
tato metoda se vyuzivana k charakterizaci nukleovych kyselin, proteinti, sacharida ¢i lipida
v bunikach, mozné je i charakterizace rtiznych typt bun€k a prokazani fyziologickych nebo
fenotypovych zmén v jednotlivych Zivych buiikdch ¢&i charakterizace produkce
polyhydroxyalkanoati (PHA) béhem kultivatniho procesu a detekce mnozstvi PHA
v jednotlivych ¢asech rastu danych bakterii. Diky tomu je mozné Zivé bunky a tkané
identifikovat na zakladé¢ jejich ,,biochemického podpisu® za fyziologickych podminek.

Celosvétovym problémem je momentalné velké mnoZzstvi plastl, které velmi Casto byvaji
V ptirod¢ témet nerozlozitelné, proto se nabizi moznost nahradit klasické plasty na bazi ropy
alternativnimi materialy, které maji podobné vlastnosti, ale navic schopnost degradace. Mezi
nejznaméjsi, biologicky odbouratelné plasty patii PHA, které jsou zcela biosynteticke,
biologicky odbouratelné a pIné recyklovatelné do organického odpadu. PHA jsou
syntetizovany a ulozeny v bakterialnich bunikach ve formeé intracelularnich granuli.

Pomoci Ramanovy spektroskopie jsme schopni detekovat obsah PHA v bakterialnich
bunikach, porovnat mezi sebou spektra a urcit obsah PHB. Diky Ramanovské pinzet¢ mame
schopnost provést analyzu na Grovni jedné bunky, diky optické pasti, kterd se vytvoii k fixaci
buniky, jsme schopni zjistit nejen chemické slozeni buiky, ale bunkkou je mozné nasledné i
manipulovat.

V této diplomové préci jsem se zabyvala uplatnénim Ramanovy spektroskopie a Ramanovské
pinzety v analyze a isolaci PHA produkujicich bakterii. Pomoci Ramanovy spektroskopie a
nasledné Ramanovské pinzety byly studovany bunky jednotlivych zastupci PHA produkujich
bakterii za riiznych podminek piipravy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty (PHA)

Syntetické plasty jsou chemickym primyslem vyrabény od pocatku 30. let, maji pozitivni
vlastnosti, jako je pevnost, lehkost a trvanlivost. Prestoze jsou biologicky nerozlozitelné,
stavaji se dilezitym materidlem pro zlepSeni kvality lidského Zivota. Plastové vyrobky jsou
Casto jednoucelové vyuzivany, zejména pti baleni potravin nebo jako zdravotnicky material.
Protoze plastové vyrobky nejsou biologicky odbouratelné, hromadi se v nasem ekosystému,
coz ma za nasledek zna¢nou zatéZz pro nakladani s pevnym odpadem. Kazdy rok se vyrobi
kolem 400 miliont tun plastu a ztoho az 40 % je pouze na jedno pouziti. Vice nez osm
miliond tun plasti vstupuje kazdy rok do oceanu, nejcastéji jako vyhazované odpadky z lodi
nebo jako pozlstaly odpad z plazi. Odbornici udavaji, Ze do roku 2050 bude mnoZstvi plastu
V ocednu vazit vice nez mnozstvi ryb v ocednu. Je velmi obtizné snizit spotiebu plastovych
vyrobkil kvili jejich vSestrannym vlastnostem, ale je mozné nahradit klasické plasty na bazi
ropy alternativnimi materialy, které maji podobné vlastnosti, ale navic schopnost degradace

[1], [2].

Mezi riznymi typy Dbiologicky rozlozitelnych plasti patii mezi nejzndméjsi
polyhydroxyalkanoaty (PHA), které jsou zcela biosyntetické, biologicky odbouratelné a plné
recyklovatelné do organického odpadu. Polyhydroxyalkanoaty jsou piirodni polyestery
slozené z ruznych hydroxyalkanoatt. Tyto polyestery maji chemické a fyzikalni vlastnosti
podobné plastim vyrabénych na bazi ropy, proto pfitahuji velkou pozornost pievazné
z divodu jejich mozné nahrady. Hlavni vyhodou polyhydroxyalkanoati je biologicka
rozlozitelnost a biokompatibilita [3], [4].

PHA jsou akumulovany v bakterialnich butikach ve formé intracelularnich granuli. Ackoliv
vice nez 300 ruznych mikroorganismi syntetizuje PHA, pouze nékolik z nich,
jako napt. Cupriavidus necator, Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas
oleovorans, Paracoccus denitrificans, Protomonas extorquens a rekombinantni E. coli, jsou
schopné produkovat dostate¢né mnozstvi PHA pro produkci ve velkém méfitku. Ke tvorbé
polymeru dochazi v podminkach nedostatku, kdy rtist samotné biomasy je omezen limitaci
ptisunu dusiku, fosforu nebo kysliku, avSak za nadbytec¢ného pifisunu uhlikatych surovin

[1]. [3], [6].

2.1.1 Historie PHA

Prvnim ptikladem PHA, ktery byl objeven, byl poly(3-hydroxybutyrat) P(3HB). V roce 1926
francouzsky védec Maurice Lamoigne poprvé izoloval a charakterizoval P(3HB)
z grampozitivni bakterie Bacillus megaterium. Od této prvni zminky se zacalo vice soustiedit
na mikroorganismy, ve kterych by se akumulace P(3HB) mohla vyskytovat [7].

Roku 1958 védci Macrae a Wilkinson dokazali, Ze zastupci grampozitivnich C¢i
gramnegativnich bakterii nebo archeabakterii syntetizuji a shromazduji PHA jako z&sobni
formu energie a uhliku za podminek omezeni zivin, av§ak pouze pti vysokém poméru uhliku
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k dusiku. Zacatkem roku 1959 byly zfizeny spole¢nosti, které podporovaly PHA jako
bioplasty Setrné k zivotnimu prostiedi [7].

V roce 1974 dokéazali Wallen a Rohwedder identifikovat i jiné typy PHA nez pouze P(3HB).
Izolaci z aktivovaného kali odpadnich vod bylo ziskdno majoritni mnozstvi
3-hydroxyvalerata (3HV) a minoritni mnozstvi 3-hydroxyhexanoatu (3HHX). Identifikace
dalgich druhtt PHA méla velky vliv na rozvoj vyzkumu téchto polyesterd, vzrostl i obchodni
zajem o tento bakterialni polymer. V roce 1976 spole¢nost Imperial Chemical Industries
(ICI Ltd., UK) uznala potencialni pouzitelnost P(3HB) jakozto moznou nahradu nékterych
druhti plastti pochazejicich z ropy. V této fazi se také uskutecnila prvni primyslova vyroba
kopolymeru slozeného z 3-hydroxybutyratu (3HB) a 3-hydroxyvaleratu (3HV), ktery je
na trhu znadmy pod ndzvem Biopol™ [7], [8].

Zacatkem roku 1980 zapocala dalsi etapa vyvoje, a to ve vyzkumu tykajiciho se klonovani a
charakterizace genti podilejicich se na biosyntéze téchto bakterialnich polyestert. Nastupem
molekularni biologie se vyskytly nové moznosti pro biologicky vyzkum PHA, coZ pfispélo
k pochopeni principu biosyntézy PHA na genové urovni. Od 90. let védci z celého svéta
pracuji na vyuzivani PHA pro rizné pramyslové, zeméd¢lské a 1ékatské aplikace [8].

V poslednim desetileti byla pozornost vénovana piechodu z plastii na bazi ropy na biologické
alternativy, které jsou zaloZeny na obnovitelnych zdrojich, jsou schopné biologického
rozpadu a kompostovani a spliuji vlastnosti klasickych plastd. Aby bylo PHA
konkurenceschopné klasickym plastim na bazi ropy, je potieba, aby byly schopné jim
konkurovat z hlediska jak kvality, tak i hlediska ekonomického. Nékteré studie se zabyvaji
nalezenim a vyuzivanim raznych alternativ, pfevazné levnych surovin nebo odpadnich latek
pro produkci PHA, jako je napf. pouzity fritovaci olej. Nevyhodou vSak stale zistavaji vysoké
vyrobni naklady PHA. Zatimco cena polymerti, jako je polypropylen (PP) nebo polyethylen
(PE) se pohybuje kolem 0,60-0,87/Ib USD, naklady na biopolymer PHA se odhaduji
na 3—4krat vyssi. Hlavnim divodem jsou vysoké naklady za substraty s vysokou cistotou,
jako je tfeba glukosa. Pfedpoklada se, ze s rostouci dostupnosti surovin z obnovitelnych
zdrojii a rostouci poptavkou po odbouratelnych plastech se naskytne vhodnéjsi ekonomicka
ptilezitost pro vyuziti biologicky rozlozitelnych polymert pro biomedicinské, balici a
potravinaiské aplikace [9], [10],[11].

2.1.2 Rozdéleni a typy PHA

Polyhydroxyalkanoaty jsou linedrni polyestery skladajici se z monomert hydroxykyselin
(HA) spojenych pomoci esterové vazby. Tato vazba se vytvati spojenim karboxylové skupiny
jednoho monomeru s hydroxylovou skupinou sousedniho monomeru [1].

Polyhydroxyalkanoaty jsou nejcastéji klasifikovany do dvou skupin v zavislosti na poctu
atomti uhliku v monomernich jednotkdch (Obrézek 1). V mikrobialnich polyesterech se
vSechny monomerni jednotky vyskytuji v konformaci R vzhledem ke stereospecificité
biosyntetickych enzymi. Molekulova hmotnost u PHA se pohybuje v rozmezi
200 000-3 000 000 Da [7].
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R PHA
O C4-C; | scl-PHA
-~ C3-C11 | mcl-PHA
7/\"/ CH; PHB
R O n CoHs PHV

Obrézek 1 - Struktura PHA [12]

Prvni skupinou jsou PHA s kratkym fetézcem (scl— short-chain-lenght), obsahuji 3 az 5
atomi uhlikti a jsou syntetizovany Sirokym spektrem bakterii, jako je napf. Cupriavidus
necator. Pro scl-PHA byly detekovany monomerni jednotky oxidované i v jinych polohach
neZ pouze na tietim uhliku, pfikladem je tifeba 4-hydroxybutyrat (4HB), 4-hydroxyvalerat
(4HV) a 5-hydroxyvalerat (5HV) [7], [13].

Nejlépe charakterizovanym a nejvice studovanym typem PHA, produkovaneho mnoha typy
mikroorganismii, je poly(3-hydroxybutyrat) P(3HB) (Obrazek 1). Procento P(3HB) v téchto
bunikach je normaln€é velmi nizké, mezi 1 % az 30 %, ale za vhodnych fermenta¢nich
podminek, kdy je ptebytek uhliku na tikor dusiku, produkce biopolymeru vzroste na vytéznost
az 90 %. Je to krystalicky, linearni polyester kyseliny 3-hydroxymaselne, generovany celou
fadou bakterii jako uhlikovéa rezerva, primyslové je nejcastéji vyrabén fermentaci glukozy
bakterii Cupriavidus necator. Mechanické vlastnosti P(3HB) jsou velmi podobné béznym
plastim jako je polypropylen nebo polyethylen. P(3HB) ma uzitetné vlastnosti, jako je
nerozpustnost ve vode¢, odolnost viici vlhkosti, opticka Cistota a dobra rozpustnost kysliku.
Nevyhodou je, Ze teplota tani je velmi blizka teploté rozkladu P(3HB), z tohoto divodu je
jeho zpracovani komplikovanéj$i. Mechanické vlastnosti komeréné dostupného P(3HB)
nachazeji uplatnéni pfi aplikaci v 1ékafstvi jako implantaty [5], [8], [14], [15], [17], [18].

Zahrnutim (3-hydroxyvaleratu) (3HV) do struktury P(3HB) vznika kopolymer poly(3-
hydroxyburyrat-co-3-hydroxyvalerat) P(3HB-co-3HV). Mnozstvi 3HV v kopolymeru je
dilezitym parametrem pro dosaZzeni optimalnich vlastnosti materidlu. Zvyseny obsah 3HV
V kopolymeru ma za nasledek snizeni teploty tani, ale zaroveni i1 snizeni pevnosti a pruznosti
v tahu, jsou tedy i Iépe tvarné, a proto jsou lepsimi kandidaty na komoditni material nez Cisty
P(3HB). Porovnani vlastnosti P(3HB) a jeho kopolymeru je uvedeno nize (Tabulka 1).
Také bylo dokazano, ze méné krystalicka slozka 3HV v kopolymeru vykazuje vyssi rychlost
degradace nez vysoce krystalicka slozka 3HB, proto je mozné upravou procentualniho slozeni
obsahu 3HV v kopolymeru ,,ladit* pozadovanou dobu degradace [15], [19], [20].
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Tabulka 1 - Srovnani fyzikalnich vlastnosti polymerii [20]

Polymer Bod tani (°C)  Pevnost v tahu PruZnost
P(3HB) 179 40 3,5
P(3HB-c0-3HV) 3 mol% 3HV 170 38 2,9
P(3HB-c0-3HV) 9 mol% 3HV 162 37 1,9
P(3HB-c0-3HV) 14 mol% 3HV 150 35 1,5
P(3HB-c0-3HV) 20 mol% 3HV 145 32 1,2
P(3HB-c0-3HV) 25 mol% 3HV 137 30 0,7
Polypropylen (PP) 170 35 1,7
Polyethylentereftalat (PET) 262 56 2,2
Polystyren (PS) 110 50 3,1

Druhou skupinou jsou PHA s dlouhym fetézcem (mcl — medium-chain-lenght) skladajici se
Z 6 az 14 atomd uhliku. Mezi hlavni zastupce schopné akumulace PHA s dlouhym fetézcem
patii pfevazné druhy rodu Pseudomonas. Na rozdil od scl-PHA zde byly vSechny doposud
zjisténé monomerni jednotky oxidovany pouze na tietim uhliku, vyjimku tvofi nedavno
identifikovany 4-hydroxyhexanoat (4HHx). PHA s dlouhym fetézcem jsou elastomery s velmi

v v

elastiCtéjSim materialem, nez je PHA s kratkym fetézcem [1], [7], [13].

2.1.3 Biosyntéza PHA

PHB muze byt vyrobeno bud’ pomoci chemické syntézy, nebo biosyntézou, kdy jsou PHA
syntetizovany a intracelularné akumulovany v bufice. Chemicka syntéza vychazi
z polymerace B-butyrolaktonu, kdy dochazi Kk otevirani kruhu cyklické slouceniny
(ring-opening polymerization). Reakci katalizuji hlavné organokovové katalyzatory na bazi

zinku a hliniku [22].

O

Kat. O
= - o)
] n

B-butyrolakton poly(B-hydroxybutyrat)

Obrazek 2 - Ring-opening polymerization [23]

Polyhydroxyalkanoaty v bakteriich slouzi jako intracelularni zasobarna potravy a energie,
jsou produkovany buiikou pfi omezeném mnozstvi Zivin v prostfedi. Omezenim Zzivin se
aktivuje metabolicka cesta, ktera shlukuje acetylové jednotky z Krebsova cyklu (TCA) a dale
pokracuje az k samotné vyrobé P(3HB). Syntéza P(3HB) zavisi na fadé¢ podminek, véetné
povahy pouzitych zdroju uhliku a dusiku, ve vétsin¢ bakterii se P(3HB) syntetizuje, pokud je

12



zdroj uhliku v nadbytku a dalsi Zivina, nej¢astéji dusik, sira nebo fosfor, je limitovana [21],
[22].

Pocet metabolickych cest k produkci P(3HB) se neustale zvysuje, av§ak nejprostudované;si
biosyntetickad draha pro produkci P(3HB) se sklada ze sledu tfi enzymatickych reakci, které
jsou katalyzovany tfemi riznymi enzymy. Tristupiiovou reakci zahajuje acetyl-CoA. Dvé
molekuly acetyl-CoA jsou kondenzovany na acetoacetyl-CoA pomoci enzymu j-
ketoacylthiolasu (PhaA), ten je nasledné¢ redukovan na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA, kde je
reakce katalyzovdna NADPH-dependentni reduktdzou (PhaB). Poslednim krokem je
kondenzace dvou monomernich jednotek, katalyzovanych stereospecifickou PHA syntazou
(PhaC) za vzniku poly(3-hydroxyalkanoatii). V této biosyntetické draze jsou zapotiebi geny
phaA, phaB a phaC, které koduji piislusné enzymy [15], [22].

CH,OH
HO 4—OH
Hog )
H OH
OH OH 0o
Glukéza Hac/”\s,cw\ TCA cykius

\» Acetyl-CoA T/'
\to N
R - ketothiolaza \‘ \

g R -oxidace mastnych

o o kyselin

J\/U\S,COA

H3C F//
Acetoacetyl-CoA

NADPH+H'

Acetoacetyl-CoA-reduktaza

4

> NADP"

OH O
CoA
e g

(R)-3-hydroxybutyryl-CoA

PHA syntaza HSCoA

P —

H
o O

HyC OH
n

Poly-(R)-3-hydroxybutyrat

Obrézek 3 - Biosynteticka dréha poly(3-hydroxybutyratu) [16]
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Biosyntéza PHA je regulovdna na enzymatické tGrovni a je ovlivnéna vybérem vhodného
substratu, ktery zajisti optimalni podminky pro akumulaci P(3HB). Intracelularni koncentrace
acetyl-CoA a volného koenzymu A ma vyznamny vliv na regulaci syntézy polymert.
Pfi vhodnych rastovych podminkach, kdy je mikroorganismus kultivovan v médiu
bez limitace dusikem, se acetyl-CoA oxiduje v Krebsové cyklu (TCA). Béhem reakce se
generuje NADH, vyuzivané pro biosyntetické ucely. Pti pfetrvavajicim ristu se zvysuje
koncentrace NADH, ¢imz se snizuje aktivita cyklickych enzymi TCA, citrdt syntazy a
isocitrat dehydrogenazy [22].

2.1.4 Biodegradace P(3HB)

Biodegradace je proces, pii kterém dochazi k rozkladu slozitych strukturu organickych
slouenin na netoxické produkty sniz§i molekulovovu hmotnosti. Kone¢né produkty
biodegradace mohou byt dale vyuzity pro specialni bakterie, které jsou schopny zpracovat
nezadouci organické slouCeniny jako zdroj energie a uhliku pro svuj rast. Jednou
Z jedine¢nych vlastnosti PHA materialt je jejich biologickda rozlozitelnost v pfirodnim
prostiedi, jako je puda ¢i voda. Biodegradace PHA muzZe probihat za anaerobnich podminek,
kdy kone¢nymi produkty je oxid uhli¢ity, voda a methan, nebo pii aerobnich podminkach za
vzniku oxidu uhli¢itého a vody [24], [25].

Enzymaticka degradace je dvoustupnovy proces. V prvnim kroku se navaze enzym
na polymerni substrat a nasledné¢ katalyzuje hydrolytické Stépeni. Obecné existuji dva typy
PHA depolymeraz, které jsou Kklasifikovany jako intracelularni PHA depolymerazy a
extracelularni PHA depolymerazy [25].

Pii intracelularni degradaci dochazi k hydrolyze endogennich zasob uhliku, ktery je
naakumulovan uvnitf buiky. Enzymy, katalyzujici intracelularni degradaci PHA, jsou
intracelularni PHA depolymerazy. Intracelularni P(3HB) depolymerazy dokazi rychle a
efektivné hydrolyzovat nativni P(3HB) granule, které obsahuji proteiny a lipidy. Je znamo, Ze
ne¢které bakterie produkujici PHA intracelularné degraduji PHA ve stresovych ¢i néjak
nepfiznivych podminkach pro sviij rust. Ackoliv intracelularni P(3HB) depolymerazy hraji
fadu dulezitych roli pii degradaci P(3HB), kvuli slozitosti jejich pisobeni neni o tomto
enzymu tolik znamo [8], [25], [26].
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Obréazek 4 - Degradace PHA. Lahev z P(3HB-co-3HV) inkubovina béhem léta pii primérné teploté
20 °C ve splaskovém kalu. Pribéh degradace zaznamenavan v 0, 2, 4, 6, 8 a 10 tydnech
(zleva doprava) [29]

V piirozeném prostfedi se granule PHA nahromadéné v bakteriich uvolnuji do Zivotného
prostiedi po lyzy bunék. Extracelularni degradace vyuziva hydrolyzy pevného, castecné
krystalickeho polymeru P(3HB), ktery neni mozné hydrolyzovat intracelularni P(3HB)
depolymerazou na ve vodé rozpustné oligomery a monomery pomoci extracelularnich
P(3HB) depolymeraz, které produkuji nékteré druhy mikroorganismi. Extracelularni PHA
depolymeréazy jsou rozdéleny do dvou tiid na zaklad¢ jejich substratové specifité. Jedna
skupina obsahuje scl-PHA depolymerazy, které degraduji pouze P(3HB) a jeho kopolyestery.
Druha skupina se sklada z depolymeraz mcl-PHA. Primarn¢ rozkladaji alifatické a aromatické
PHA, skladajici se z dlouhych 3-hydroxyalkanoati se 6 az 14 atomy uhliku. Podle studie je
znamo, ze vétSina PHA degradujicich mikroorganismi produkuje pouze jeden typ PHA
depolymeraz [8], [25], [26].

Na proces biodegradace ma vliv nékolik faktor, mezi ty nejzédsadnéjsi patii teplota, vlhkost,
pH, obsah Zzivin a kysliku nebo polymerni sloZeni. Rychlost enzymatické eroze P(3HB)
depolymerdzou je siln¢ zavisla na koncentraci enzymu. Povrchové podminky ¢i celkova
chemicka struktura hraji dalezitou roli v biodegrada¢nich procesech. Obecné plati, ze

polyestery s postrannimi fetézci jsou méné asimilovany nez ty, které postranni fetézce nemaji
[25], [26].

2.1.5 Bakterie produkujici PHA

Polyhydroxyalkanoaty jsou ve véts$ing bakterii syntetizovany a intracelularné akumulovany
ve form¢ granuli za nepfiznivych podminek ristu, jako je omezeni dusiku, fosforu, hotc¢iku
nebo kysliku, a to za ptitomnosti nadbytku uhliku. Kazda granule je obklopena fosfolipidovou
membranou, ve které jsou umisténé proteiny, véetné PHA syntazy a depolymerazy. Velmi
dulezité je proto vyvinout takovou kultivaéni strategii, aby byla vyroba PHA co
nejefektivné;si [28], [30].
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2.1.5.1 Cupriavidus necator H16

Bakterie Cupriavidus necator H16, dfive znama pod nazvem Ralstonia eutropha H16 je
gramnegativni, fakultativné chemolitotrofni prokaryota, ktera nasla Siroké uplatnéni jako
biotechnologicky produkéni mikroorganismus, zejména k produkci biopolymerd. Tato
bakterie je schopna vyuzivat CO2 a Hz jako zdroj uhlik a energie pro svij rust. Pro svij
aerobni rist vyzaduje jednoduché zdroje uhliku ve formé fruktosy ¢i glukosy a pridavek
mineralnich soli [31], [32].

Cupriavidus necator H16 je producentem scl-PHA, obvykle P(3HB). Buriky této bakterie jsou
schopné akumulace PHA polymeru v mnozstvi az 80 hm. % suché bunééné hmoty.
V pritomnosti glukosy a kyseliny propionové, jakozto prekurzoru k tvorbé 3HV, je
Cupriavidus necator H16 schopna syntézy kopolymeru P(3HB-co-3HV) sobsahem 3HV
v rozmezi 5 az 25 mol. % [30], [31], [32].

2.1.5.2 Cupriavidus necator H16/PHB-4

Na zacatku Sedesatych let 20. stoleti ptfitahovaly pozornost riizné druhy mutantnich druh
bakterii Cupriavidus necator, jakozto mozny producent tzv. single-cell proteinu (SCP),
uréeny K vyrobé vyzivy pro zvifata a nebo jako potrava pro kosmonauty ve vesmiru. Béhem
téchto vyzkumt byl izolovan mutantni kmen a nejvyznamnéj$i zastupce PHB negativnich
mutanti  Cupriavidus necator H16/PHB-4. Tento mutant byl izolovan pievazné z toho
duvodu, Ze zvifata i lidé nejsou schopni polymer P(3HB) degradovat, a proto pro né nema
zadny nutri¢ni vyznam [34].

Mutantni kmen, bakterie Cupriavidus necator H16/PHB-4, je tedy stejnou bakterii jako
modelovy organismus pro produkci PHA, bakterie Cupriavidus necator H16, avSak stim
rozdilem, ze neni mozna produkce polymeru P(3HB) [34].

2.1.5.3 Burkholderia cepacia

Burkholderia cepacie je gramnegativni bakterie, ptivodné parazitujici na cibulovitych
rostlindch. Spoleéné s dalsimi bakteriemi tvoii tzv. Burkholderia cepacia komplex (BCC).
V soucasnosti tento komplex obsahuje okolo dvaceti pfibuznych druhi bakterii. Tato bakterie
je problematickym patogenem u pacientl s onemocnénim jako je cystickd fibréza nebo
chronickd granulomatézni choroba. Burkholderia cepacie vykazuje vysokou odolnost vici
mnoha antibiotiklim a dezinfek¢nim latkam [35], [36].
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Pro bakteii Burkholderia cepacie je mozné vyuzivat Sirokou $kalu zdroji uhliku, vcetné
xylulézy, galaktozy, glukézy, glycerolu, k produkci PHA skratkym fetézcem (scl-PHA).
Krom¢ homopolymeru polyhydroxybutyrdtu P(3HB) a polyhydroxyvaleratu P(3HV), je
schopna produkce i kopolymeru P(3HB-co-3HV). Zaclenénim P(3HV) s P(3HB) za vzniku
kopolymeru je mozné ziskat niz$i krystalinitu a leps$i elasti¢énost materialu [35], [37], [38].

2.1.5.4 Halomonas halophila

Halomonas halophila, diive znama jako Deleya halophila, je gramnegativni a aerobni,
halofilni bakterie. Tato bakterie produkuje PHA, v ptipadé kultivace v minerdlnim médiu
s omezenym obsahem dusiku je Halomonas halophila schopna akumulace PHA az 82hm. %
bunééné susiny. Jelikoz se jedna o halofilni bakterii, nejvysSich vytézkt P(3HB) dosahuje
pti optimalni koncentraci NaCl 60 g/l. [42], [43], [44].

2.1.6 Aplikace PHA

Soucasnym problémem je nadmérna produkce odpadu spolu s nadmérnym mnoZstvim
vyprodukovanych plastii, které se v pfirodé rozkladaji mnoho desitek aZz stovek Ilet.
Momentalné¢ je kladen diiraz na ekologickou ¢innost a zamezeni nadbytecné produkce
odpadu, proto se ¢im dal vice zvySuje zadjem o vyuzivani PHA, hlavni pfi¢inou je, ze PHA
jsou netoxické, biokompatibilni a biologicky odbouratelné¢ termoplasty, jejichz velkou
vyhodou je moznost jejich vyroby z obnovitelnych zdroji. Diky vlastnostem, jako je vysoka
krystalinita, opticka aktivita ¢i nerozpustnost ve vod¢, jsou velkou konkurenci polypropylenu,
nejvice vyuzivaného plastu ziskavaneho v petrochemickém pramyslu [15], [28].

V poslednich letech se spoleCnosti zaCaly =zajimat o vyuziti PHA v obalovych,
biomedicinskych ¢i zemédé€lskych aplikacich. Pavodné byly PHA pouzivany k vyrobé
béznych piredmétd, jako jsou lahve na Sampon a obalové materidly. PHA byly pievazné
vyvinuty jako obalové folie, predevsim k pouziti jako nakupni tasky, obaly a jednorazové
predméty. Mohou byt pouzity 1 jako nosice pro dlouhodobé uvolnovani herbicidi nebo
insekticidii. Vysoka molekulova hmotnost PHA muze byt uzite¢na pii vyrobé ultra silnych
vldken vyuzivanych v rybatstvi [28].

Homopolymer P(3HB) a kopolymer P(3HB-co-3HV) jsou nejvice studované PHA
pro lékatské aplikace. V poslednich letech jsou povazovany za ptedni materidl pii vyrobé
kardiovaskuldrnich ptipravkl (srdecni chlopné, stenty, §té€py), uplatnéni nachazeji i jako drug
delivery systémy (tablety, mikronosic¢e pro protinddorovou lécbu), pii 1é€bé ran (stehy), ale 1
v ortopedii jako implantaty, prostiedky na opravu §lach. Diky vysoké imunotoleranci, nizké
toxicité a mozné biologické odbouratelnosti je ptinosné uplatnéni polyhydroxyalkanoatd
v tkanovém inzenyrstvi [28], [45].

Kazdym rokem poptavka po bioplastech roste, ale i piesto jsou polyhydroxyalkanoaty stale
relativné novou skupinou biologicky rozlozitelnych polymert, které maji v budoucnu velky
potencial vyuziti diky jejich Sirokému spektru mozného uplatnéni [28].
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2.2 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je laserova technologie, kterd se v poslednich dvou desetileti
rozrostla od fyziky a chemie az k biomediciné. Mize byt vyuzivana jako neinvazivni,
nedestruktivni, dokonce i bezkontaktni monitorovaci metoda v fadé biomedicinskych obord.
Ramanovské spektrum vyobrazuje celkové molekularni slozeni, véetn€ specifickych signala
z proteinti, nukleovych kyselin, lipidd a sacharidd, ale i anorganickych latek biologickych
vzorki. Diky tomu mohou byt zivé bunky a tkané identifikovany na zaklad¢ jejich
,,biochemického podpisu“ za fyziologickych podminek. Ramanova spektroskopie poskytuje
spolehlivé vysledky, které Ize rychle ziskat z minimalniho objemu vzorku [46].

2.2.1 Historie Ramanovy spektroskopie

Objevitelem tzv. Ramanova rozptylu je indicky Iékai Chandrasekhara Venkata Ramana, ktery
jej nejdiive piedpovédél a poté roku 1928 popsal jako novy druh sekundarniho zafeni.
Ramanuv efekt je nepruznym rozpylem elektromagnetického zafeni, ktery vznika v disledku
vymény energie mezi zafenim a molekulovymi vibracemi. Roku 1930 C. V. Raman ziskal
Nobelovu cenu za vyzkum svételného rozptylu a objevu Ramanova rozptylu [46], [47].

Vzhledem K citlivosti metody byla Ramanova spektroskopie poprvé pouzita k odhaleni
molekularnich struktur ¢istych chemikalii a dodnes se vyuziva k charakterizaci a identifikaci
chemickych slozek a pevnych latek [46].

2.2.2  Princip Ramanovy spektroskopie

Ramanova spektroskopie je rychld, pfima a nedestruktivni analytickd metoda, ktera studuje
vibra¢ni piechody molekul, diky kterym ziskdvame informace o struktufe a vlastnostech
molekuly. Tato metoda je zalozena na méfeni rozptyleného zafeni vznikajiciho z interakci
monochromatického laserového paprsku, ktery dopada na molekuly vzorku, a tim dochazi
k jeho excitaci ze zakladniho elektronového stavu do tzv. virtudlniho energetického stavu
[49], [50].

Jsou zndmy dva typy rozptylii, Rayleighiiv a Ramantv. Pii Rayleighové (elastickém) rozptylu
je molekula excitovana ze zdkladniho stavu do virtualniho stavu a pii nasledné deexcitaci je
emise zafeni o stejné energii 1 vlnové délce, jako byla jejich ptivodni hodnota. U Ramanova
(neelastického) rozptylu dochdzi ke zméné energie zareni. Pokud se molekula po deexcitaci
vraci na vyssi energetickou vibracni hladinu zékladniho elektronového stavu a emituje zafeni
o niz§i energii, tedy vétSi vinové délce, nez bylo budici zafeni, projevi se zde zména
v Ramanové spektru jako Stokesovy linie. Molekuly, které se nachdzi ve vyss$i vibracni
hlading elektronového stavu a po deexcitaci se vraci z virtualni hladiny na zakladni vibra¢ni
hladinu zékladniho elektronového stavu s vétsi energii emisniho zafeni a niz§i vinovou délkou
nez u budiciho zafeni, vykazuji v Ramanové spektru tzv. anti-Stokesovy linie [49], [50].
Zobrazeni jednotlivych ptechodu je znazornéno na obrazku nize (Obrdzek 6).
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Obrazek 6 - Zndzorneéni jednotlivych piechodii mezi energetickymi stavy molekuly [51]

Podminkou aktivity vibrace v Ramanové spektroskopii je zména polarizovatelnosti molekuly
béhem vibrace. Polarizovatelnost molekuly je v podstaté mirou schopnosti posouvat
v molekule naboje pasobenim elektrického pole a vytvafet indukovany dipdl.
Polarizovatelnost molekuly ma Gzky vztah k charakteru molekulovych orbitald. Zména
polarizovatelnosti je zptisobena jejich deformaci. Polarizovatelnost molekuly ma velky
vyznam pii studiu nepolarnich vazeb. Ramanovo spektrum popisuje zavislost intenzity
Ramanova rozptylu na vlnové délce, popiipad¢ relativnim vino¢tu [49], [52].

Jelikoz je Ramaniiv rozptyl velmi slaby, je nutné vyuzit takovy zdroj zafeni, ktery poskytuje
stabilni a intenzivni zafeni. NejCastéji se pouzivaji lasery produkujici laserové svétlo
ve viditelné oblasti Nd:YAG (napf. 532 nm) nebo blizké infraervené oblasti (napi. 785 nm),
pro oddéleni pomérné slabého Ramanova rozptylu od intenzivniho Rayleighového rozptylu
se vyuziva dvojity, poptipadé trojity monochromator a rtizné druhy filtri. Rozptylené zafeni
se poté méii kolmo na smér dopadajiciho paprsku. Jako detektory se Casto vyuzivaji citlivejsi
CCD detekce [46], [49].
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2.2.3 Vyuziti Ramanovy spektroskopie

Ramanovu spektroskopii je mozné vyuzit k identifikaci Sirokého spektra latek. Ramanovu
spektroskopii je mozné provadét jak kvalitativni, tak i kvantitativni analyzu stopového
mnozstvi Sirokého spektra latek. Vyhodou této techniky je identifikace jak tuhych, tak
I tekutych vzorkti. Ramanova spektroskopie nevyzaduje, aby byly vzorky opticky ¢isté, proto
neni potfeba zadné specialni upravy vzorka [49], [50], [53].

Tato analyticka metoda nasla uplatnéni k identifikaci zneuzivanych a nezakonnych latek,
mezi které nejCastéji patii amfetamin, barbiturat ¢i kokain. Byl popsan i zplisob vyuziti
Ramanovy spektroskopie s Fourierovou transformaci a infracervenou spektroskopii
pro charakterizaci benzodiazepinti, které se vyuzivaji jako sedativa, antiepileptika nebo
myorelaxancia. Ramanova spektroskopie mitize byt vyuzita i pro mikrostrukturni
charakterizaci nosi¢ovych systému, prevazné k pochopeni interakei 1é¢iv a pomocnych latek
[49], [50].

Jednim z nejzajimavéjSich potencidlnich aplikaci Ramanovy spektroskopie je studium
farmaceutickych slou¢enin. V redlném Case mohou byt monitorovany in vitro distribuce 1é¢iv
a bunécna odpovéd’, coz mize napomoct jak k finanénimu sniZeni stadii vyvoje 1éCiv, tak i
potieb¢ studii na zvifatech. Apoptéza, bunéénd odpovéd’ na toxickou latky, mize byt
detekovana zménami Ramanovych spekter. Tato technika jiz byla pouzita k prokazani
distribuce protinadorového 1é¢iva pii rakoviné prsu. Dalsim velkym potencidlem pouziti
Ramanovy spektroskopie je diagnostika riznych onemocnéni, jako je aterosklerdza,
osteoartr6za a rakovina. Mnoho onemocnéni pochazi ze zakladnich biochemickych zmén
uvnitt bunék a Ramanova spektroskopie dokaze detekovat tyto jemné zmény [55].

S Ramanovou spektroskopii se miZzeme setkat v oblastech od potravinaiské chemie,
biotechnologie, mikrobiologie az po genové inzenyrstvi. Obrovské uplatnéni nachazi

ivoboru mediciny, kde je mozné Ramanovu spektroskopii vyuzit k diagnostice
napft. nadorovych bun¢k [53], [54].

2.2.4 Ramanova spektroskopie bunék

Ramanova spektroskopie je rychlou metodou k identifikaci vyznamnych druht
mikroorganismti, jako jsou kvasinky, bakterie, fasy, plisn¢, ale slouzi i k rozpoznani
biologickych vzorkd. Tato metodou poskytuje jakysi chemicky ,otisk prstu®, ktery je
charakteristicky pro jednotlivé buiniky. Ramanovo spektrum dokaze poskytnout cenné
informace o vnitinim prostfedi bunék. Buiika je zdkladni biologickou jednotkou vSech Zivych
organismii a pochopeni principu bunééné dynamiky a procesti kolem je nezbytné pro
biologicky vyznam, protoze vétSina onemocnéni se vyskytuje pravé v dusledku bunéénych
abnormalit zplUsobenych intraceluldrnimi biochemickymi zménami. Celularni zobrazovani
umoziuje tyto intracelularni biochemické zmény rozpoznat, Ramanova spektroskopie je proto

vhodnou zobrazovaci metodou bun€k, protoze piekondva néktera omezeni soucasnych
technik [55], [56], [57], [58].
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Ramanovu spektroskopii, na rozdil od infracervené spektroskopie, je mozné provadét
ve vhodnych podminkach, kvili slabé intenzité signalu vody. Buiiky mohou byt zobrazeny
bud’ ve fosfatovém pufru (PBS), nebo médiu [55].

Jednou z hlavnich vyhod Ramanovy spektroskopie je schopnost stanovit zékladni chemickou
strukturu buriky, ¢im dal ¢astéji byva tato metoda vyuzivana k charakterizaci nukleovych
kyselin, proteinti, sacharidi ¢i lipidd v buiikdch, moznéd je i charakterizace rtznych typi
bunék a prokazani fyziologickych nebo fenotypovych zmén v jednotlivych zivych buiikéach ¢i
charakterizace produkce P(3HB) béhem kultivaéniho procesu a detekce mnozstvi P(3HB)
Vv jednotlivych bodech ristu danych bakterii [55], [57].

Prvni studie na zivych bunkéach byly provedeny pomoci Ramanova spektrometru spojeného
s mikroskopem. Nasledné studie zdaraznily, ze pouziti vhodného laserového paprsku je
zasadni pro zachovani integrity vzorku a zivotaschopnosti bun¢k [46].

2.2.5 Ramanovska pinzeta

Spojenim Ramanovy spektroskopie s konfokalnim optickym mikroskopem Ize dosahnout
analyzy velmi malého objemu vzorku. Tuto techniku lze uplatnit pouze na imobilizované
vzorky. Existuje vSak velka skupina latek, pfevazné zivych bunék, které jako soucast zivych
organismu, vytvaii Browniv pohyb nebo néjaky typ pohybu a pfi jejich analyze je nutné je
znehybnit, v mnoha pfipadech ale diky tomu mtze dojit k nezddoucimu naruseni chemickych
reakci v zivych bunkach. Dal$im omezenim klasické Ramanovy spektroskopie je neschopnost
s objekty manipulovat, tedy klesd moznost dikladné analyzy biologickych molekul
bez fyzickeho kontaktu [59], [61].

Hlavnim priikkopnikem optického laserového zachyceni je Arthur Ashkin. Roku 1970 uspésné
vyuzil radiacni tlak ze souvislého laserového zdroje a zachytil tak ¢astice o velikosti mikront.
Tento princip byl pozdéji vyuzity k zachyceni atomt a elektrickych ¢astic. Prvni opticka
pinzeta byla vyvinuta roku 1986 a méla schopnost ovladat objekty (atomy, viry, bakterie,
proteiny, buiiky a jiné biologické molekuly) v rozmezi od 5nm do vice nez 100 mm.
Roku 2018 ziskal A. Ashin, spolu s G. Morou a D. Stricklandem Nobelovu cenu za pievratné
objevy v oboru laserové fyziky [59], [60].

2.2.5.1 Princip

Relativné nedavny vyvoj optickych pinzet a s tim spojeny opticky zptisob imobilizace bun¢k
ptinesl prulom ve studiich na trovni jedné buriky. Opticka pinzeta je zatizeni vyuzivajici
mechanického t¢inku fokusovaného laserového paprsku k prostorovému zachyceni a moznost
premistovani mikroobjektli a nanoobjekti. Ramanovska pinzeta je tedy technika, ktera
kombinuje nefyzikalni zachyceni pomoci optické pinzety spolu s Ramanovou spektroskopii,
diky tomu tato technika umoZziiuje porozumét jednotlivym buiikdm ¢i mikroorganismim
V jejich fyziologickém prostiedi [59], [61], [63].
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Obrazek 7 - Schéma Ramanovské pinzety [62]

Laser prochazi uzkopasmovym filtrem LF a cockou C je veden optickym vldknem
k expandéru Exp, dale prochazi dichroickym zrcadlem D1 a odrazem dopada na dichroické
zrcadlo D2 do objektivu mikroskopu, tvofi se opticka past. Rozptylené zafeni prochazi
pies pasmové filtry NF, kde odfiltruje vinovou délku pouzitého laseru a zachycené bunky
shird objektiv. Zbytek rozptyleného zafeni prochazi pies ¢ocku L2 do spektroskopické
sestavy, kterd zpracovava romanovsky signal. Buiiky je mozné pozorovat v bilém svétle, které
se odrazilo od dichroického zrcadla D2 a D pres filtr infracerveného svétla F1 a polarizaéni
déli¢ PBS do dvou nezavislych kamer CCD [62].

Ramanovska pinzeta je pomérné nova technologie, ktera spojuje optické pinzety
s Ramanovou spektroskopii. Prostfednictvim optickych pinzet mizeme vzorek fixovat.
Tato technika optické imobilizace mize analyzovat vzorek bez fyzického kontaktu. Laserovy
paprsek je zaveden do invertovaného mikroskopu pies vysoce rozliSovaci objektiv za ucelem
vytvofeni optické pasti. Optickd past se vytvafi, kdyZz laserovy paprsek vtahne studovany
objekt do svého stfedu, tedy do mista s nejvyssi intenzitou, pozorovany objekt je poté mozné
drzet na misté, nebo jim posunovat. Pro proud fotoni ze svétla je pozorovany objekt
prithledny, to znamena, Ze jednotlivé fotony jim projdou, nepohlti se ani neodrazi, ale zméni
svilj smér z divodu vyssiho indexu lomu objektu nez okolniho prosttedi. Foton, ktery projde
objektem pii zméné sméru, ¢ast své hybnosti pieda, a tim se objekt posune, timto zpisobem je
objekt vtahovan zaostienym proudem mnoha fotoni do mista s nejvyssi intenzitou [59], [64].
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Pro aplikaci Ramanovské pinzety se obecné vyuzivaji kontinudlni lasery. Pouziti laseru
s dlouhou vinovou délkou vede k tomu, Ze na detektor dopadd mensi mnozstvi Ramanova
rozptylu nez pii krat§i vinové délce, ¢imz se snizi pomér signal-Sum. Biologické bunky
obsahuji komplexni smési biomolekul v buné¢nych membranach a ty obsahuji nukleové
kyseliny, proteiny, polysacharidy a lipidy. Pochopeni riznych bunéénych procesti vyzaduje
identifikaci molekul uvnitf zivych bunék, a proto je Ramanovska pinzeta vhodnym nastrojem
k dosazeni téchto informaci [59], [65].

Vysledky z Ramanovské pinzety jsou zobrazeny jako Ramanova spektra, kdy kazdy vrchol
spektrogramu piedstavuje ve vzorku uréity druh molekuly (DNA, aminokyselina, amid).
Pro kazdou molekulu je spektrum jedine¢né, coz umoziuje charakteristicky ,,otisk prstu*
u kazdé molekuly [59].

2.2.5.2 Isolace a tiidéni bunék

Jednim z nejvyuzivanéjsich nastroji k odd€leni bunéénych populaci je prutokova cytometrie,
ale jeji nevyhodou je pomérné obtizné studium bun€k bez fluorescenéniho znaceni nebo
nasledna nemoznost vyuziti zivych bun€k po rozttidéni. Manipulace s jednotlivymi bunkami
ma mimotfadny vyznam v biomedicinském vyzkumu, jako je oplodnéni in vitro,
mikrobiologie, kmenové bunky ¢i regeneraéni medicina. Pro manipulaci s jednotlivymi
bunikami byly vyvinuty dva hlavni typy technik. Prvni technikou jsou skenovaci sondy, jako
je mikroskop pro atomovou silu (AFM) nebo skenovaci tunelovy mikroskop (STM), druhym
typem je technika fungujici jako gradientni past, ktera zahrnuje optické pinzety a
dielektroforetické pasti. Pfi méfeni Ramanovskou pinzetou se vyuziva laser o vinové délce
1064 nm slouzici k manipulaci zachycené buriky a poté laser o vinové délce 532 nm nebo
785 nm slouzici k vytvofeni excitace molekuly a k ndslednému ziskani charakteristického
spektra [66], [67].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité mikroorganismy, chemikalie a p¥istrojové vybaveni

311

Pouzité mikroorganismy

Pro experimentalni praci byly pouzity bakterialni kmeny Cupriavidus necator H16 CCM
3726, Halomonas halophila CCM 3662, Burkholderia cepacia CCM 2656 a Lactobacillus

delbrueckii CCM 7190 ziskané z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity

v Brn¢. Dale byla pouzita bakterialni kultura Cupriavidus necator H16/PHB—4 DSM 541
zakoupena z Liebnitz institutu, Némecké sbirky mikroorganismi a bunéénych kultur
Braunschweig.

Pouzité chemikalie

Citrat zelezito-amonny, Fluka, Ceska republika

Dihydrat chloridu vapenatého, Lachema, Ceska republika
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, lach-ner, Ceska republika
Dodekadyhrat dihydrodenfosfore¢nanu sodného, lach-ner, Ceské republika
Fruktosa, lach-ner, Ceska republika

Glukosa, lach-ner, Ceska republika

Heptahydrat siranu hofe¢natého, lach-ner, Ceska republika
Chlorid sodny, lach-ner, Ceska republika

Chloroform, VWR International, USA

Immersion Oil Type DF, Cargille laboratory, USA
Kyselina benzoova, Penta, Ceska republika

Methanol, VWR International, USA

MRS Broth, Himedia, Indie

Nutrient Broth, Himedia, Indie

Peptone, Himedia, Indie

Siran amonny, lach-ner, Ceska republika

Yeast Extrack Powder, Himedia, Indie

Pouzité chemikalie byly v Cistoté p.a. a vyssi.

3.1.3
.
.
.

Pouzité pristrojové vybaveni

Analytické vahy, Ohaus, PA224C (Svycarsko)

Centrifuga, HERMLE, Z 36 HK (Némecko)

Centrifuga, Hettich, D-78532 (Némecko)

Centrifuga, Sigma, 1-14 Microfuge

FT-IR spektrometr, Nicolet is50 v kombinaci s Ramanovym FT-modulem
Inkubétor, IP60

Laminarni box Aura mini, BioAir
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e Magnetickd michacka, Kartell, TKO
e Nanofotometr, Implen, P300

e Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300; kolona: DB-WAX 30 m

by 0,25 mm

e Ramantv mikrospektrometr, Renishaw inVia (Velka Britanie)
e Temperovana ttepacka, Heidolph, Incubator 1000 (Némecko)

e Termoblok, Stuart, SBH130D

e Vahy, Kern EW 620-3NM (Némecko)

e Vortex, Kartell, TK3S
e Bé&Zné laboratorni sklo a vybaveni

3.2 Kultivace mikroorganismu

3.2.1 Priprava a kultivace bakterialnich inokul

Na ptipravu inokul pro bakterie Cupriavidus necator H16, Cupriavidus necator H16/PHB—4,
Burkholderia cepacia bylo pfipraveno tekuté Nutrient Broth médium (NB) o koncentraci
25 g/l. Kptipravé inokula pro bakterii Lactobacillus delbrueckii bylo pouzito tekutého
MRS Broth médium o koncentraci 55,15 g/l. Pro piipravu inokula kmene Halomonas

halophila bylo pouzito komplexni Zivné

medium (CNM). V Erlenmeyerovych bankach

o objemu 100 ml s50 ml NB média byly kmeny kultivovany vzdy ve dvou paralelnich

provedenich.

SloZeni NB média:

e Peptone
e Beef extract
e NaCl

e Destilovana voda

Slozeni MRS Broth média:

e Proteinovy pepton
e Hov¢zi extrakt

e Kvasni¢ny extrakt
e Dextrosa

e Polysorbat 80

e Citrat amonny

e Octan sodny

e Siran hofe¢naty

e Siran manganaty
e Hydrogenfosfore¢nan didraselny
e Destilovana voda

10,00 g
10,00 g
5,00 g
1000 ml

10,00 g
10,00 g
5,00 g
20,00 g
1,00 g
2,00 g
5,00 g
0,10 g
0,05g
2,00 g
1000 ml
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SloZeni CNM média:

e Peptone 15,00 g
e Yeast extract powder 3,009

e Glukose 1,009

e NaCl 66,00 g
e Destilovana voda 1 000 ml

Navazené mnozstvi daného média bylo rozpusténo v destilované vodé. Pripravené tekuté
médium bylo sterilovano v tlakovém hrnci s uzavienym ventilem pfi teploté 121 °C po dobu
20 minut v tlakovém hrnci s uzavienym ventilem.

Po ukonéeni sterilace a nasledném ochlazeni média na laboratorni teplotu byly v laminarnim
sterilnim boxu zao¢kovany kultury z dfive pfipravenych kryozkumavek.

Nasledna kultivace inokula probihala u bakterialnich kment Cupriavidus necator H16,
Cupriavidus necator H16/PHB-4, Burkholderia cepacia a Halomonas halophila
na temperované tiepacce S frekvenci tfepani 180 rpm pii teploté 30 °C po dobu 24 hodin.
U kmene Lactobacillus delbrueckii kultivace inokula probihala taktéz na temperované
ttepacce s frekvenci tiepani 180 rpm po dobu 24 hodin, avsak pfi teploté 37 °C.

3.2.2 Kultivace bakterii za i¢elem produkce P(3HB)

Za ucelem produkce polyhydroxyalkanoati byla pfipravena inokula pfeockovana
do produkéniho média s obsahem fruktosy nebo glukosy, coz bylo pouzito jako zdroj uhliku.
Pro bakterialni kmeny Cupriavidus necator H16, Cupriavidus necator H16/PHB-4,
Burkholderia cepacia a Halomonas halophila byla pouzita produk¢ni média v uvedeném
slozenim. Kmen Cupriavidus necator H16 byl navic pteockovan i do tekutého média Nutrient
Broth z duvodu nasledného porovnani produkénich vlastnosti P(3HB). V Erlenmeyerovych
banikach o objemu 250 ml se 100 ml produk¢niho média byly kmeny kultivovany vzdy
ve dvou paralelnich provedenich.

Jako produk¢éni mineralni médium pro bakteridlni kmeny Cupriavidus necator H16 a
Cupriavidus necator H16/PHB—4 bylo pouzito produkéni mineralni médium o nasledujicim
slozeni:

° (NH4)2504 3,00 g

o KH2PO4 1,02 g

e NaHPO;4 - 12H,0 11,10 ¢
e MgSO4 - 7TH20 0,20 ¢

e Fruktosa 20 g

e Roztok stopovych prvkit MES™ 1ml

e Destilovana voda 1 000 ml
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Roztok stopovych prvki MES a zasobni roztok fruktosy o koncentraci 400 g/l byly

ptipraveny a sterilovany separatng.

Mineralni médium pouzité pro kmen Halomonas halophila bylo nasledujiciho slozeni:

e (NH4)2S04

e KH2PO4

e NaHPO4 - 12H,0

e MgSO;4 - 7TH20

e NaCl

e Glukosa

e Roztok stopovych prvki MES™
e Destilovana voda

3,00 ¢
1,02 g
11,10¢
0,20 g
66 g
209
1ml

1 000 ml

Roztok stopovych prvkia MES a zasobni roztok glukosy o koncentraci 400 g/1 byly pfipraveny

a sterilovany separatné.
“Slozeni roztoku stopovych prvkit MES:

e FeCl;-6H20
e CaCl; - 2H.0
e (CuSOq4-5H0
e CoCly-6H20
e NiCly - 7H20
e 7ZnSO; - 7TH20
e 0,1 mol/l HCI

9,79
7,80
0,156 g
0,119¢
0,118 ¢
01g

1 000 ml

Pro bakterialni kmen Burkholderia cepacia bylo pouzito produkéni médium o nasledujicim

slozeni:

e (NH4)2S04

o KH2PO4

e NaHPO4 - 12H,0

e MgSO;s - 7TH0

e CaCly-7H20

e NHs - Fe'' citrat

e Glukosa

e Roztok stopovych prvkt TES™
e Destilovana voda

0,759
1,50 g
9,08 g
0,2¢g
01g
0,06 g
209
1ml

1 000 ml

Roztok stopovych prvka TES a z&sobni roztok glukosy o koncentraci 400 g/l byly ptipraveny

a sterilovany separatné.
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“*Slozeni roztoku stopovych prvki TES:

e ZnSO4 0,19

e MnCl; 0,039

e H3BO3 0,3g

e CoClz 0,02 g

e NiCl; 0,02 g

o Na:MoOq4 0,03 g

e 0,1 mol/l HCI 1 000 ml

Navazky danych chemikalii byly rozpusStény v pozadovaném mnozstvi destilované vody.
Ptipravené tekuté médium a roztoky stopovych prvkit MES a TES byly sterilovany pii teploté
121 °C po dobu 20 minut v tlakovém hrnci s uzavienym ventilem.

Vysterilovand média a ostatni roztoky byly nasledné ochlazeny na laboratorni teplotu.
V laminarnim sterilnim boxu bylo do jednotlivych médii pfidano piislusné mnozstvi fruktosy
¢1 glukosy a roztok stopovych prvkit MES ¢i TES. Nasledné byla do pfipravenych roztokt
zaoCkovany piislusna inokul vzdy v mnozstvi 10 % objemu media.

Piipravené zaoCkované kultury bakterialnich kment Cupriavidus necator H16, Cupriavidus
necator H16/PHB-4, Burkholderia cepacia a Halomonas halophila byly kultivovany
na temperované ttepacce S frekvenci ttepani 180 rpm teploté pii 30 °C po dobu 48 hodin.
U kmene Lactobacillus delbrueckii kultivace probihala taktéZz na temperované tiepacce
s frekvenci tiepani 180 rpm po dobu 48 hodin, avSak pfi teploté 37 °C.

3.2.3 Kultivace bakterie Lactobacillus delbrueckii

Pro bakterialni kmen Lactobacillus delbrueckii bylo na kultivaci pouzito MRS Broth médium,
tedy stejné jako na pfipravu bakteridlniho inokula (3.2.1). V Erlenmeyerovych bankach
o objemu 250 ml se 100 ml produkéniho média byly kmeny kultivovany vzdy ve dvou
paralelnich provedenich.

Navazka daného MRS Broth média byla rozpusténa v pozadovaném mnozstvi destilované
vody. Pfipravené tekuté bylo sterilovany pii teploté¢ 121 °C po dobu 20 minut v tlakovém
hrnci s uzavienym ventilem.

Vysterilované médium bylo nasledné ochlazeno na laboratorni teplotu. V laminarnim
sterilnim boxu bylo do sterilnitho média zaockovano piislusné inokulum vzdy v mnoZstvi
10 % objemu média.

Pfipravena zaockovana kultura bakterialniho kmene Lactobacillus delbrueckii byla
kultivovano na temperované tfepacce S frekvenci tfepani 180 rpm pii teploté 37 °C po dobu
48 hodin.
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3.3 Stanoveni biomasy

Obsah biomasy byl stanovoven po 48 ¢i 72 hodinach, a to gravimetrickou metodou. U vzorka
Cupriavidus necator H16, Burkholderia cepacie a Halomonas halophila byl z vysusené
biomasy nasledn¢ stanoven obsah polyhydroxyalkanoata.

3.3.1 Gravimetrické stanoveni obsahu biomasy

Po ukonceni kultivace bylo odebrano vzdy 10ml vzorku do pfedem zvazenych zkumavek.
Vzorky byly nasledné centrifugovany pii 6 000 ot/min po dobu 5 minut. Vzniklé supernatany
byly slity ze zkumavky a nésledné bylo k sedimentu ptfidano 10 ml destilované vody. Smési
byly rozsuspendovany pomoci Vortexu a poté znovu centrifugovany pti 6 000 ot/min po dobu
5 minut. Supernatany byly opét slity a ziskana biomasa byla suSena v susarné pii 75 °C
do konstantni hmotnosti.

Po wplném vysuSeni byla pomoci analytickych vah stanovena koncentrace biomasy
ve vzorcich v g/l vzdy ve dvou paralelnich provedenich.

3.4 Stanoveni PHA pomoci plynové chromatografie s FID

Ve vysuSené biomase byla pomoci plynové chromatografie s FID detektorem provedena
kvalitativni a  kvantitativni  analyza  polyhydroxyalkanoata. Pro  stanoveni
polyhydroxyalkanoatt je nutné vzorky nejprve pievést pomoci kysele katalyzované hydrolyzy
a nasledné esterifikaci na methylestery, které lze analyzou plynové chromatografie s FID
detekci stanovit.

3.4.1 Stanoveni kalibracni zavislosti

Kalibracni zavislost pro stanoveni 3-hydroxybutyratu ve vzorcich byla ziskana pomoci
plynové chromatografie sFID detektorem, analyzou standardi o znamém obsahu
jednotlivych monomert.

Kalibra¢ni zavislost byla sestavena pomoci standardniho roztoku obsahujici kopolymer
P(3HB-co-3HV) s obsahem 88 % 3HB a 12 % HV. Standardni roztok byl napipetovan
do krimplovacich vialek o objemu 0,05; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 ml a dopIn¢n chloroformem
na celkovy objem 1 ml. K roztokam bylo pridano 0,8 ml 15 % kyseliny sirové v methanolu a
5 mg/ml kyseliny benzooveé, jakozto interniho standardu (ISTD). Zakrimplované vialky byly
umistény do termobloku na 3 hodiny pri teploté 94 °C. Po ukonceni esterifikace a ndsledném
chlazeni na laboratorni teplotu byl celkovy objem smichan s 0,5 ml hydroxidem sodného
o koncentraci 0,05 mol/dm®. Po protiepani a nasledném oddéleni fazi bylo ze spodni faze
odpipetovano 0,05 ml do cistych vialek a pridano 0,95 ml chloroformu a objem byl doplnén
nal ml. Vialky byly fadné uzavieny a jednotlivé standardy analyzovany pomoci plynové
chromatografie s FID detektorem.
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3.4.2 Priprava vzorki pro plynovou chromatografii
Zaroven se stanovovanim obsahu biomasy gravimetrickou metodou byl stanovovan i obsah
polyhydroxyalkanoata v biomase.

Do krimplovacich vialek bylo odebrano vzdy priblizné 10 mg vysusené biomasy
(Gravimetrické stanoveni obsahu biomasy), poté byl pridan 1 ml chloroformu a 0,8 ml 15 %
kyseliny sirové v methanolu a 5mg/ml kyseliny benzoové (ISTD). Vialky byly
zakrimplovany a smés byla udrzovana po dobu 3 hodin v termobloku pri teplote 94 °C.
Po esterifikaci a nasledném ochlazeni na laboratorni teplotu byla smés extrahovana 0,5 ml

roztoku chloridu sodného o koncentraci 0,05 mol/dm®. Po oddéleni vrstev bylo do nové
pripravenych vialek napipetovani 0,05 ml roztoku ze spodni chloroformové faze a pridano
0,95 ml chloroformu. Vialky byly fadné uzavreny a vzorky byly analyzovany pomoci plynove
chromatografie s FID detektorem vzdy ve dvou paralelnich provedenich.

3.5 Spektroskopicke techniky

U vybranych bakteridlnich kmeni byla stanovena charakteristickd ramanovska spektra
pomoci FT-IR spektrometru v kombinaci s Ramanovym FT-modulem, Ramanovym
mikrospektrometrem a Ramanovskou pinzetou.

3.5.1 Priprava vzorki na Ramanovu analyzu

Vzorky byly nakultivovany podle postupu jiz vySe zminéného (3.2.2 a 3.2.3). Kultivace
bakterialnich kmenii probihala po dobu 48 hodin. Po ukonceni kultivace bylo odebrano
do 2 ml zkumavek Eppendorf mnozstvi 1,5 ml bakterialni kultury, nasledné¢ byly vzorky
upraveny podle poZadavku na dany typ Ramanovského spektrometru.

3.5.1.1 FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem

Pii méfeni Ramanovskych spekter pomoci FT-IR spektrometru v kombinaci s Ramanovym
FT-modulem byla odebrana bakterialni kultura centrifugovana pii otackach 6 000 ot/min
po dobu 5 minut. Vzniklé supernatany byly slity ze zkumavky a nasledné bylo k sedimentu
pfidano 1,5 ml destilované vody. Smési byly rozsuspendovany pomoci Vortexu a poté znovu
centrifugovany pii 6 000 ot/min po dobu 5 minut. Supernatany byly opét slity a ziskana
biomasa byla susena v susarné pii 75 °C do konstantni hmotnosti. VysuSena biomasa byla
nasledné métena pomoci FT-IR spektrometru v kombinaci s Ramanovym FT-modulem
laserem s vinovou délkou 1 064 nm, s vykonem 200-500 mW, minimalnim mnoZstvim skent
256 a rozlisenim 1 cm™. Pti zpracovani dat nebyl odfiltrovan Rayleighiiv rozptyl z pozadi.
Spektra byla snimana v rozsahu 400-4 000 cm?, avsak pfi vyhodnocovéani byl bran ohled
pouze na oblast 700-1 800 cm™.
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Obréazek 8 - FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem [68]

3.5.1.2 Ramanova mikrospektroskopie

Pro Ramanovu mikrospektroskopii byla odebrand bakteridlni kultura centrifugovana
pii otackach 3 000 ot/min po dobu 2 minut. VVzniklé supernatany byly slity ze zkumavky a
nasledné bylo k sedimentu ptidano 1,5 ml destilované vody. Smési byly rozsuspendovany
pomoci Vortexu a poté znovu centrifugovany pii 3 000 ot/min po dobu 2 minut. Ptiblizné
5-10 ul bunééné suspenze bylo napipetovano na kalciumfluoridové (CaF) podlozni sklicko a
méfeno za pouziti Ramanova mikrospektrometru Renishaw. Taktéz byly méfeny bunécni
suspenze, které se suSily na vzduchu piiblizné 30 minut, a nasledné i vzorek naneseny p¥imo
z média, jednotliva spektra byla méfena minimalné tfikrat a poté mezi sebou porovnana.
Vsechna méfeni probihala za pouziti laseru o vlnové délce 532 nm a 785 nm s vykonem
500 mW a intenzitou 100 %, objektivu x20, expozice 1 s a 30 akumulaci. U zeleného laseru
532 nm byla spektra snimana v rozsahu 400-2 100 cm™, pii pouziti derveného laseru 785 nm
byla spektra snimana v rozsahu 724-1 800 cm!. P¥i zpracovani naméfenych hodnot byla
spektra zohlednéna pouze vrozsahu 700-1800 cm? vpiipadé laseru 532nm a
730-1 800 cm* pro laser 785 nm. Pi vyhodnocovani spekter bylo odstranéno pozadi pomoci
funkce Rolling Circle Filter (RCF) s nastavenim 300 pixeli s 60ndsobnym provedenim a
nasledné odfiltrovan Sum pomoci funkce Savitzky-Golay.

Jeden z problémi Ramanovych spekter je piitomnost relativné vysokého fluorescenéniho
pozadi. RCF je vysokofrekvenéni signalni filtr, pouzivany k odstranéni pozadi. Tato metoda
je zalozena na rozdilu polomért zakiiveni Ramanovych pika a pozadi [69].
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Obréazek 9 - Ramanova mikrospektroskopie

3.5.1.3 Ramanovska pinzeta

Vzorky nakultivované v tekutych kultiva¢nich médiich byly ptimo naneseny do prostoru mezi
sklenéné podlozni a kryci sklicko mikroskopu v objemu asi 5-10 ul. Pfed zahajenim méfeni
byl na kryci sklicko nanesen imerzni olej typu DF. Laser o vinové délce 1 064 nm byl pouzit
Kk vytvoieni optické pasti. Nasledné byl na zachycenou buiiku v optické pasti pouzity laser
o0 vinové délce 532 nm s vykonem 500 mW a intenzitou 100 %, objektivu x20, expozice 1 s a
30 akumulaci. Spektra byla snimana v rozsahu 400-2 100 cm™, aviak pfi zpracovani
spektrem byla spektra zohlednéna pouze v rozsahu 700-1800 cm™. P#i vyhodnocovani
spekter bylo odstranéno pozadi pomoci funkce Rolling Circle Filter (RCF) s nastavenim
300 pixeli s 60nasobnym provedenim a nasledné odfiltrovan Sum pomoci funkce
Savitzky-Golay.

R

8 |3
R

Obrazek 10 - Vizualizace principu Ramanovske pinzety, Foto 1 - Buriky Cupriavidus necator H16
zachycené pri méreni Ramanovym mikrospektroskopem, Foto 2 - Vytvoreni optické pasti laserem
0 vinové délce 1 064 nm, Foto 3 - Ukazka zachycenych bunék po vypnuti optické pasti
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni cast diplomové prace byla zaméfena na studium vyuziti Ramanovy
spektroskopie a Ramanovské pinzety pfianalyze gramnegativnich bakteridlnich kment
produkujicich PHA — Cupriavidus necator H16 a jeho mutantniho kmene Cupriavidus
necator H16/PHB—4, Burkholderia cepacia a Halomonas halophila a grampozitivni bakterii
Lactobacillus delbrueckii, ktera neprodukuje biopolymer PHA.

Bakterie Cupriavidus necator H16 byla kultivovana v tekutém Nutrient Broth médiu a
v produkénim mineralnim médiu (3.2.2) S riznym obsahem siranu amonného, a to v mnozstvi
1g, 3g a 59 siranu amonného na 11 média. Ostatni bakterialni kmeny — Cupriavidus
necator H16/PHB—4, Burkholderia cepacia, Halomonas halophila a Lactobacillus delbrueckii
byly kultivovany v médiich uvedenych v kapitole 3.2.2 a 3.2.3.

U Cupriavidus necator H16, Cupriavidus necator H16/PHB-4, Burkholderia cepacia,
Halomonas halophila a Lactobacillus delbrueckii byl po 48hodinové kultivaci stanoven obsah
biomasy gravimetrickou metodou a nasledné pomoci plynové chromatografie s FID detekci
byl u PHA produkujicich bakterii stanoven obsah P(3HB) v biomase.

Pomoci Ramanovy spektroskopie, Ramanovy mikrospektroskopie a Ramanovské pinzety byla
stanovena charakteristicka Ramanovska spektra jednotlivych bakterii, ktera byla mezi sebou
nasledné porovnana a diskutovana.

4.1 Gravimetricke stanoveni obsahu biomasy
Obsah biomasy byl stanovovan gravimetrickou metodou po 48hodinové kultivaci z 10 ml
bakterialni kultury (3.3.1) vzdy ve dvou paralelnich provedenich.

Tabulka 2 - Gravimetrické stanoveni obsahu biomasy

ci [o/1] c2[g/l] ec[g/l] smodch

Cupriavidus necator H16 1g/l (NH4)2SO4 3,72 3,65 3,69 0,05
Cupriavidus necator H16 3g/l (NH4)>SO. 3,96 3,99 3,98 0,02
Cupriavidus necator H16 5g/1 (NH4)>SO. 4,72 4,84 4,78 0,08
Cupriavidus necator H16 NB médium 2,21 2,33 2,27 0,08
Cupriavidus necator H16/PHB-4 2,89 2,72 2,81 0,12
Burkholderia cepacia 1,38 1,28 1,33 0,07
Halomonas halophila 1,57 1,38 1,48 0,13
Lactobacillus delbrueckii 1,62 1,68 1,65 0,04
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Obréazek 11 - Grafické zndzornéni obsahu biomasy jednotlivych bakterialnich kmenit gravimetrickou
metodou

Je patrné, Ze nejvétsiho mnozstvi biomasy bylo dosazeno u bakterialniho kmene Cupriavidus
necator H16 (Obrazek 11), kde bylo v médiu obsazeno 5 g/l siranu amnonného, poté
S klesajicim mnozstvim siranu amonného klesal i obsah biomasy. U bakteridlnich kment
Burkholderia cepacia, Halomonas halophila a Lactobacillus delbrueckii bylo dosazeno velmi
podobnych hodnot obsahu biomasy v susiné.

4.2 Stanoveni obsahu PHA v biomase

Pomoci plynové chromatografie s FID detekci byl stanoven obsah polyhydroxyalkanoati
V biomase jednotlivych vzorku, které jsou schopné akumulace. Z ptipravené kalibra¢ni fady
roztokd (3.4.1) byla stanovena kalibra¢ni piimka y = 0,0748987 - x pro stanoveni obsahu
PHA v biomase.

Jednotlivé plochy piklh danych vzorkli byly odecteny na zaklad€ retencnich casi
Z chromatogramti. Nésledné byl pomoci rovnice kalibracni ptfimky stanoven obsah P(3HB)
v biomase.
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Tabulka 3 - Stanoveni obsahu P(3HB) plynovovu chromatografii

P(3HB) [%0] smodch
Cupriavidus necator H16 1g/l (NH4),SO4 75,47 1,29
Cupriavidus necator H16 3g/l (NH4),SO4 72,23 0,93
Cupriavidus necator H16 5g/1 (NH4),SO4 70,71 1,81
Cupriavidus necator NB médium 45,52 3,35
Burkholderia cepacia 0,57 0,00
Halomonas halophila 81,88 3,16
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Obrazek 12 - Obsah P(3HB) v biomase u jednotlivych bakteridlnich kménii produkujicich PHA

Nejvyssiho mmnozstvi P(3HB) po 48hodinové kultivaci dosahoval bakteridlni kmen
Halomonas halophila, a to obsahu 81,88 % (Obrazek 12). U bakterialniho kmene Cupriavidus
necator H16 se s ptibyvajicim mnozstvim siranu amonné¢ho v médiu snizoval obsah P(3HB)
kterd byla kultivovana v Nutrient Broth (NB) médiu, toto médium neni vhodnou volbou
pro kultivaci bakterii za ucelem produkce PHA. Bakterialni kmen Burkholderia cepacia
vyprodukoval téméi nulové mnozstvi P(3HB), pfedpoklada se, Ze tato bakterie neméla
dodrzené optimalni podminky pro biosyntézu polymeru, proto nedoslo k jeho akumulaci.
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4.3 Spektroskopické techniky

4.3.1 Studium charakteristickych Ramanovskych spekter vybranych bakteridlnich
kmeni

V experimentu se pracovalo s bakteriemi Cupriavidus necator H16, Cupriavidus
necator H16/PHB—-4, Burkholderia cepacia, Halomonas halophila a Lactobacillus
delbrueckii. Za tc¢elem ziské&ni charakteristickych Ramanovych spekter bakterii byl vyuzity
FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem, Ramantv mikrospektrometr a
Ramanovska pinzeta. Je tfeba poznamenat, ze pied spektroskopickym méfenim byla
provedena Uprava bakterialni kultury (3.5.1) a navic z davodu porovnani vlivu média
na vysledné spektrum byla Ramanovym spektroskopem analyzovana i ptimo bakterialni
médium, ve které byly bakterie kultivovany.

Tabulka 4 - Ramanovy pdsy pozorované ve spektrech bakteridlnich bunék [70], [71], [72]

VInoé&et [cm™] Charakteristicka skupina
745-749
780-791 DNA (fosfodiesterova vazba)
830-838 P(3HB)
1 001-1 004 v (CC) proteiny (fenylalanin)
1121-1 127 v (C-0-0) symetricka glykosidicka vazba
v (C-N)av (C-C)
1 305-1 340 Lipidy
1417-1 458 Lipidy
1 580-1 586 Amid 11
1663-1670 Amid |
1735-1740 P(3HB)

4.3.1.1 Cupriavidus necator H16

Pomoci Ramanovy mikrospektroskopie s vyuzitim laseru 532 nm bylo stanoveno
charakteristické spektrum bakterie Cupriavidus necator H16 (Obrazek 13). Vzorek byl
aplikovan na podlozni sklicko ve formé kapky, obsahujici bakteridlni kulturu zbavenou
kultivatniho média (3.5.1.2), nasledné¢ byla métfena ta sama kapka, avSak po zaschnuti
na podloZznim skli¢ku. Z divodu porovnani vlivu kultivaéniho média na Ramanovo spektrum
byly analyzovany vzorky také ptimo z kultivacniho média. Pti vyuZziti Ramanovské pinzety
nebyl vzorek pted aplikaci do prostoru mezi podlozni a kryci sklicko n&jak upraven, byla tedy
pouzita pfimo bakterialni kultura, ve kterém byla bakterie Cupriavidus necator H16
kultivovana.
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Obrazek 13 - Cupriavidus necator H16,
meéreno zelenym laserem 532 nm

Z obrazku (Obrazek 13) muzeme vidét, Zze spektra bakterie Cupriavidus necator H16
piirizné upravé vzorku pied aplikaci jsou si velmi podobna. Ziskali jsme intenzivni signal
v oblastech charakteristickych pro bézné bunky. Mezi nejvyraznéjsi piky se v tomto spektru
fadi 745 cm™, 1125cm™? a 1580 cm™. Vrchol kolem 1125 cm™? by mohl byt piifazen
valenéni (stretching) vibraci, pfi které se méni délka vazby v (C-O-C) ze symetrickych
glykosidickych vazeb nebo v (C-N) a v (C—C). Pik 1 580 cm™* by mohl byt amid I1, ktery je
zpusoben deformacni (bending) vibraci 0 (NH), pii které se méni valen¢ni thel a valen¢ni
vibraci v (CN). Pro identifikaci P(3HB) se vyskytuji odezvy v nékolika Ramanovych
posunech (Raman shift) pievazné ve vlnoctech 830cm™? a 1738 cml. Nejvyrazngjsi
pro identifikaci P(3HB) byva pik kolem vIno¢tu 1 738 cm, ktery odpovid4 valenéni vibraci
esterovych skupin v (C=0). Na zaklad¢ téchto spekter mizeme jako nejlepsi vyhodnotit to,
ve kterém byla analyzovana bakterie Cupriavidus necator H16 ve formé vysusené kapky, kdy
bakterialni kultura byla pfed analyzou promyta vodou z divodu zbaveni se kultiva¢niho
media v kultute. V tomto pfipadé jsou zfeteln¢ vidét i Ramanovy piky ve vinoétech 1 002 cm™
! které odpovidaji proteinim (fenylalanin), 1 452 cm™ nebo 1 310 cm™ lipidy (C—H) a nebo
1670 cm™ odpovidajici amidu I, ktery je zptisoben valenéni vibraci v (C=0) v peptidovych
vazbach.
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Dalsim ptikladem je stanoveni spekter pomoci Ramanovy mikrospektroskopie s vyuzitim
laseru 785 nm (Obrézek 14). Vzorky byly pfipraveny stejnym zpusobem jako pii méfeni
spekter laserem 532 nm, avsSak v tomto ptipadé nebyla pouzita Ramanovska pinzeta z divodu
pouziti skla, které poskytuje velkou fluorescenci v oblasti kolem 1 200 cm™-1 400 cm™
pti pouziti cerveného laseru 785 nm. Pres fluorescenci pak velmi slabé Ramanovy signaly
nelze vidét.

CN H16-3g Kapka

CN H16-3g Vysusena kapka

CN H16-3g Kapka (medium)

CN H16-3g Vysusens kapka (medium)
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Obrazek 14 - Cupriavidus necator H16,
méreno cervenym laserem 785 nm

Opét si mizeme povSimnout (Obrdzek 14), ze jednotliva spektra bakterie Cupriavidus
necator H16 jsou si velmi podobna. Na prvni pohled se jako dominantni jevi piky 836 cm™ a
1 740 cm, které signalizuji ptitomnost P(3HB) v bakteridlnich buiikach Cupriavidus necator
H16. V tomto piipadé jsou zietelng vidét i Ramanovy piky ve vinoétech 785 cm™, ktery
odpovida DNA (fosfodiesterova vazba), poté 1 002 cm™ proteiny (fenylalanin), 1 452 cm™
nebo 1 310 cm™? lipidy (C—H) a nebo 1 670 cm™ odpovidajici amidu 1.
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FT-IR spektrometrem v kombinaci s Ramanovym FT-modulem jsme ziskali Ramanovskeé
spektrum bakterie Cupriavidus necator H16 (Obrazek 15). V tomto pfipadé byla
na experiment vyuzita vysusSena biomasa (3.5.1.1).
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Obrazek 15 - Cupriavidus necator H16,
FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem

Pii analyze FT-IR spektrometrem v kombinaci s Ramanovym FT-modulem (Obrazek 15) byl
vyuzivan laser o vinové délce 1 064 nm, ktery poskytuje slabsi intenzitu zéaieni nez lasery
532 nm ¢i 785 nm. Ptitomnost P(3HB) je i zde mozné ovéfit pomoci piku ve vilnoétu
1742 cm L. Ostatni dilezité piky jako proteiny 1 009 cm™, lipidy 1 426 cm™ ¢i 1 310 cm'?,
amid 1 1677 cm™ jsou ve spektru také zaznamenany. | FT-IR spektrometr v kombinaci
s Ramanovym FT-modulem je vhodnou metodou k charakterizaci bakterie Cupriavidus
necator HI6 pomoci Ramanového spektra, nevyhodou této metody vSak je pomérné
zdlouhava ptiprava vysusené biomasy.

Pfi porovnani vSech laserti zeleny laser 532 nm excituje néjaké prechody navic, pfevazné
ve vlnoétech 745 cm™t, 1125 cm™* a 1 580 nm™L. Toto je zpisobeno vétsi intenzitou zateni, a
tedy schopnosti excitovat molekuly vzorku ze zakladniho elektronového stavu do virtualniho
energetického stavu. Nevyhodou je vSak pomérné vysoka hodnota fluorescence ve vzorku.
Nejvice se nam tedy osvédc¢ilo vyuzivani ¢erveného laseru 785 nm, které poskytuje presné
spektrum bez nezddouci fluorescence vzorku, ale i v tomto piipadé se vyskytla nevyhoda, a to
pfi vyuzivani Ramanovské pinzety k identifikaci bakterie. Ramanovska pinzeta umoziuje
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zachyceni jedné buiiky, v nasem ptipadé se ndm zachyceni na urovni jedné bunky nepodatilo,
a to kvili pfili§ husté bakteridlni kultufe. Tyto experimenty jsou zdroven screeningem
moznosti vyuziti Ramanovské pinzety k isolaci PHA produkujicich bun¢k pomoci
Ramanovské pinzety. Podle naSich vysledkti je pomoci Ramanovské pinzety jednoznaéné
mozné identifikovat bakteriec bohaté na PHA a diky manipula¢nim moznostem Ramanovské
pinzety je tedy principialné mozné vyuzit Ramanovskou pinzetu k isolaci a purifikaci PHA
produkujicich bakterii. Jako nejpodrobnéjsi spektrum bylo stanoveno spektrum pii vyuZiti
laseru 785 nm, kdy byla pouzita vysuSena, média zbavena kapka bakterialni kultury
Cupriavidus necator H16.

4.3.1.2 Cupriavidus necator H16/PHB-4

Ramanovou mikrospektroskopii s vyuzitim laseru 532 nm bylo stanoveno charakteristické
spektrum bakterie Cupriavidus necator H16/PHB—4 (Obrazek 16). Vzorek byl aplikovan
na podlozni sklicko ve formé kapky, obsahujici bakteridlni kulturu zbavenou kultivaéniho
média (3.5.1.2), nasledné byla méfena stejna kapka, avSak po zaschnuti na podloznim skli¢ku.
Z divodu porovnani vlivu kultivaéniho média na Ramanovo spektrum byly analyzovany
vzorky také piimo z kultivaéniho média. Pfi vyuziti Ramanovské pinzety nebyl vzorek
pied aplikaci do prostoru mezi podlozni a kryci sklicko né&jak upraven, byla tedy pouzita
piimo bakterialni kultura, ve kterém byla bakterie Cupriavidus necator H16/PHB-4
kultivovana.
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Obrézek 16 - Cupriavidus necator H16/PHB-4,

méreno zelenym laserem 532 nm
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Naobrdzku vyse (Obrdzek 16) je zndzornéno spektrum bakterie Cupriavidus
necator H16/PHB—4 piirtuzné Gpravé vzorku pted aplikaci. Ramanovo spektrum odhaluje
nékteré charakteristické signaly charakteristické pro bézné buiiky, mezi nejvyraznéjsi piky
Vv tomto spektru patii 749 cm?, 1127 cmt a 1 586 nm. Vrchol kolem 1 127 cm™ by mohl
byt piifazen valen¢ni (stretching) vibraci, pfi které se méni délka vazby v (C-O-C)
ze symetrickych glykosidickych vazeb nebo v (C-N) a v (C—C). Pik 1 586 cm™ by mohl byt
amid II, ktery je zptsoben deformacni (bending) vibraci ¢ (NH), pti které se méni valen¢ni
uhel a valen¢ni vibraci v (CN). Bakterie Cupriavidus necator H16/PHB-4 je mutantnim
kmenem bakterie Cupriavidus necator H16, piestoze se jedna o téméf totozny kmen, mutant
Cupriavidus necator H16/PHB-4 neni schopny produkce polymeru P(3HB), a tutiz i
v Ramanovych spektrech zcela chybi piitomnost pikéi ve vinostech 830 cm™ a 1738 cm™,
které signalizuji pfitomnost P(3HB). Jako nejlepsi z analyzovanych spekter lze povazovat to,
ve kterém byla pouzita bakterie Cupriavidus necator H16/PHB—4 ve formé vysusené kapky,
tedy bakterialni kultura byla pfed analyzou promyta vodou atimto zpisobem zbavena
kultivaéniho média v kultufe. Zfetelné jdou vidét Ramanovy piky ve vinoétech 791 cm™,
ktery odpovidda DNA (fosfodiesterova vazba), poté 1004 cm™ proteiny (fenylalanin),
1307 cm? lipidy (C—H) a nebo 1 671 cm™ odpovidajici amidu I, ktery je zptisoben valenéni
vibraci v (C=0) v peptidovych vazbach.

Dale jsme stanovovali Ramanova spektra mutantniho kmene Cupriavidus necator
H16/PHB-4 pomoci Ramanovy mikrospektroskopie s vyuzitim laseru 785 nm (Obrazek 17).
Vzorky byly pfipraveny stejnym zptusobem jako pii méfeni spekter laserem 532 nm, avSak
V tomto piipadé nebyla pouzita Ramanovské pinzeta z divodu pouziti skla, které poskytuje
velkou fluorescenci v oblasti kolem 1200 cm™-1400 cm™ piipouziti Cerveného laseru
785 nm. Pies fluorescenci pak velmi slabé Ramanovy signaly nelze vidét.
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Obrazek 17 - Cupriavidus necator H16/PHB-4,
meéreno cervenym laserem 785 nm

Na prvni pohled se mezi dominantni piky fadi 1 001 cm™ proteiny (fenylalanin), 1 419 cm™
¢i 1310 cm lipidy (C—H) a 1 670 cm™, ktery odpovida amidu I. Drobny pik 786 cm™ poté
odpovida DNA (fosfodiesterova vazba).

Nasledn¢ jsme pomoci FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem ziskali
Ramanovské spektrum bakterie Cupriavidus necator H16/PHB—4 (Obrazek 18). V tomto
piipad¢ byla na experiment vyuzita vysu$ena biomasa (3.5.1.1).
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Obrazek 18 - Cupriavidus necator H16/PHB-4,
FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem

Pii analyze (Obrazek 18) byl vyuZzivan laser o vinové délce 1 064 nm, ktery poskytuje slabsi
intenzitu zareni nez lasery 532 nm ¢i 785 nm. I zde mezi dalezité¢ piky patii proteiny
1002 cm?, lipidy 1 310 cm™ a amid | 1 673 cm™. Piestoze spektrum vykazuje naznak Sumu
je i piesto FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem vhodnou metodou
k charakterizaci bakterie Cupriavidus necator H16/PHB-4 pomoci Ramanového spektra,
nevyhodou této metody je vSak pomérn¢ zdlouhava ptiprava vysusené biomasy.

Pii porovnani vSech lasert zeleny laser 532 nm, stejné¢ jako Cupriavidus necator H16,
excituje n&které prechody navic, prevazné ve vinoctech 749 cm™?, 1127 cm™* a 1586 nm™.
Toto je zplsobeno vétsi intenzitou zafeni, a tedy schopnosti excitovat molekuly vzorku
ze zékladniho elektronového stavu do virtudlniho energetického stavu. Nevyhodou je vsak
pomérné vysokd hodnota fluorescence ve vzorku. IVtomto piipadé se ndm osvedEilo
vyuzivani cerveného laseru 785 nm, které poskytuje piesné spektrum bez nezadouci
fluorescence vzorku, ale s neschopnosti pouzit Ramanovskou pinzetu k identifikaci bakterie.
Jako nejpodrobnéjsi spektrum bylo stanoveno spektrum pii vyuziti laseru 785 nm, kdy byla
pouzita vysuSena, média zbavena kapka bakterialni kultury Cupriavidus necator H16/PHB—4.
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4.3.1.3 Halomonas halophila

Spektrum bakterie Halomonas halophila (Obrazek 19) bylo stanoveno Ramanovou
mikrospektroskopie s vyuzitim zeleného laseru 532 nm. Vzorek byl aplikovan na podlozni
sklicko ve formé kapky, obsahujici bakterialni kulturu zbavenou kultiva¢niho média (3.5.1.2),
nasledné¢ byla métfena stejna kapka, avSak po zaschnuti na podloznim sklicku. Z divodu
porovnani vlivu kultiva¢niho média na Ramanovské spektru byly analyzovany vzorky také
pfimo z kultivacniho média. Pfi vyuziti Ramanovské pinzety nebyl vzorek pired aplikaci
do prostoru mezi podlozni a kryci sklicko néjak upraven, byla tedy pouzita pfimo bakterialni
kultura, ve kterém byla bakterie Halomonas halophila kultivovana.
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Obrazek 19 - Halomonas halophila,
méreno zelenym laserem 532 nm

Spektra bakterie Halomonas halophila pfi rizné upravé vzorku pied aplikaci jsou si velmi
podobnd. Mezi nejvyrazn&jsi linie se Vtomto spektru fadi 836 cm™* a 1735cm™?, které
signalizuji piitomnost P(3HB). Nejvyrazn&jsi pro identifikaci P(3HB) je pik 1 735 cm?, ktery
odpovida valenéni vibraci esterovych skupin v (C=0). Na zakladé téchto spekter mizeme
jako nejlepsi vyhodnotit to, ve kterém byla analyzovana bakterie Halomonas halophila
ve form¢ vysuSené kapky, bakteridlni kultura byla pfed analyzou promyta vodou z diivodu
zbaveni se kultivaéniho média v kultuie. Mezi dalsi vyrazné piky patii 748 cm?, 1 126 cm?,
odpovidajici valenéni (stretching) vibraci, pfi které se méni délka vazby v (C-O-C)
ze symetrickych glykosidickych vazeb nebo v (C-N) a v(C-C) a 1586 cm™* amid II,
zptisobeny deformaéni (bending) vibraci & (NH). Decentni pik 780 cm™ je ptifazen DNA
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(fosfodiesterova vazba), 1 002 cm™ proteiny (fenylalanin) a nebo 1663 cm™ odpovidajici
amidu I, ktery je zptsoben valen¢ni vibraci v (C=0) v peptidovych vazbach. Zaznam spektra
ve formé vysusené kapky (médium) ndm v tomto ptipadé neposkytuje zcela Citelné spektum,
piky jsou zde o velmi nizké intenzité.

Ramanova mikrospektroskopie s vyuzitim ¢erveného laseru 785 nm je znazornéna na obrazku
nize (Obrézek 20). Vzorky byly pfipraveny stejnym zptusobem jako pii méfeni spekter
laserem 532 nm, avSak v tomto piipadé nebyla pouzita Ramanovska pinzeta z divodu pouziti
skla, které poskytuje velkou fluorescenci v oblasti kolem 1 200 cm™-1 400 cm™ pii pouziti
cerveného laseru 785 nm. Ptes fluorescenci pak velmi slabé Ramanovy signaly nelze vidét.
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Obrazek 20 - Halomonas halophila,
zméreno cervenym laserem 785 nm

Spektra pro vzorky, které byly pted analyzou zbaveny kultiva¢niho média promytim vodou,
jsou si u bakterie Halomonas halophila velmi podobna (Obrazek 20). Ramanovo spektrum
media ndm v tomto ptipad¢ neposkytuje zcela presné spektrum, je zde pomérné velka absence
dilezitych pik napt. u HH kapka (médium) chybi pik 1730 cm™ piifazeny k polymeru
P(3HB). U bakterie Halomonas halophila, kde jsme se zbavili kultivaéniho média promytim
vodou, jsou hlavni piky signalizujici ptitomnost P(3HB) Vv bakterialnich butikach 838 cm™ a
1738 cm. Ramanovy piky ve vinoétech 1004 cm™ odpovidaji proteinu (fenylalanin),
1425 cm? ¢i1 305 cm™ lipidy (C-H) a1 672 cm™* amidu I.
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Pomoci FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem ziskali Ramanovské
spektrum bakterie Halomonas halophila (Obrazek 21). V tomto pifipadé byla na experiment
vyuzita vysusena biomasa (3.5.1.1).
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Obrazek 21 - Halomonas halophila,
FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem

Pii analyze FT-IR spektrometrem v kombinaci s Ramanovym FT-modulem (Obrazek 21) byl
vyuzivan laser o vinové délce 1 064 nm, ktery poskytuje slabsi intenzitu zaieni nez lasery
532nm & 785nm. Mezi domaninatni pik ve spektru vySe patii 840 cm! DNA
(fosfodiesterova vazba). Ve vinoétu 1 727 cm™ je znazornéna pritomnost polymeru P(3HB).
FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem muze byt pouzit k charakterizaci
bakterie Halomonas halophila pomoci Ramanového spektra, nevyhodou této metody je ale
pomérné zdlouhava ptiprava vysusené biomasy.

Pii porovnani vSech lasert zeleny laser 532 nm opét excituje urcité piechody navic, prevazné
ve vinodtech 748 cm?, 1 126 cm ™ a 1 586 nm . Toto je zplisobeno vétsi intenzitou zéafeni, a
tedy schopnosti excitovat molekuly vzorku ze zakladniho elektronového stavu do virtualniho
energetického stavu. Nevyhodou je vSak pomérné vysokd hodnota fluorescence ve vzorku.
| vtomto ptipadé se nam osvéd¢ilo vyuzivani Cerveného laseru 785 nm, které poskytuje
pfesné spektrum bez nezddouci fluorescence vzorku, ale s neschopnosti pouzit Ramanovskou
pinzetu k identifikaci bakterie. Jako nejpodrobnéjsi spektrum bylo stanoveno spektrum
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ptivyuziti laseru 785 nm, kdy byla pouzita vysusend, média zbavena kapka bakteridlni
kultury Halomonas halophila.

4.3.1.4 Burkholderia cepacia

Pomoci Ramanovy mikrospektroskopie s vyuzitim zeleného laseru 532 nm bylo stanoveno
charakteristické spektrum bakterie Burkholderia cepacia (Obrazek 22). Vzorek byl aplikovan
na podlozni sklicko ve formé kapky, obsahujici bakterialni kulturu zbavenou kultiva¢niho
media (3.5.1.2), nasledné byla méfena kapka po zaschnuti na podloznim sklicku. Z divodu
porovnani vlivu kultivaéniho média na Ramanovo spektrum byly analyzovany vzorky také
piimo z kultivaéniho média. Pfi vyuziti Ramanovské pinzety nebyl vzorek pied aplikaci
do prostoru mezi podlozni a kryci sklicko néjak upraven, byla tedy pouzita pfimo bakterialni
kultura, ve kterém byla bakterie Burkholderia cepacia kultivovana.
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Obrazek 22 - Burkholderia cepacia,
méreno zelenym laserem 532 nm

Z obrazku (Obréazek 22) muzeme vidét, Ze spektra bakterie Burkholderia cepacia pfirizné
upravé vzorku pted aplikaci jsou si velmi podobnd. Ramanovo spektrum odhaluje nékteré
charakteristické emisni pfechody, které se bézné v bakteridlnich buiikdch vyskytuji.
Nejintenzivnéjsich hodnot dosahuji piky v oblastech 746 cm™, 1126 cm™ odpovidajici
valen¢ni (stretching) vibraci, pii které se méni délka vazby v (C-O-C) ze symetrickych
glykosidickych vazeb nebo v (C-N) a v(C-C) a 1580 cm™ amid II, ktery je zpiisoben
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deformacni (bending) vibraci 6 (NH), pii které se méni valencni thel a valen¢ni vibraci
v (CN). Bakterie Burkholderia cepacia je producentem polymeru P(3HB), v nasem piipadé
dochazi k absenci pikil, které signalizujici p¥itomnost polymeru (830 cm™ a 1738 cm™).
Plynovou chromatografii s FID detekci jsme si ovéfili, Ze v této bakterii opravdu nedoslo
k akumulaci polymeru P(3HB). Piedpoklada se, ze tato bakterie neméla pravdépodobné
nastavené optimalni podminky pro biosyntézu polymeru, proto nedoslo k jeho akumulaci.
Dal§i Ramanovy piky ve vlnoétech 1 002 cm™ odpovidaji proteiniim (fenylalanin), 1 440 cm~
! nebo 1308 cm? lipidy (C—H) a nebo 1 668 cm™ odpovidajici amidu I, ktery je zptisoben
valenéni vibraci v (C=0) v peptidovych vazbach. V piipadé méfeni spekter u vzorkd vysusené
kapky bakterie Burkholderia cepacia v médiu zcela chybi nékteré piky, stejny piipad nastal i
u pouziti Ramanovské pinzety. V tomto piipad€ ziejm& chyba nastala pii nedostatecném
zachyceni buriky v optické pasti.

Dals$im ptikladem je stanoveni Ramanovych spekter pomoci Ramanovy mikrospektroskopie
s vyuzitim cCerveného laseru 785 nm (Obrézek 23). Vzorky byly pfipraveny stejnym
zpusobem jako pii méfeni spekter laserem 532 nm, avSak v tomto pfipad€é nebyla pouzita
Ramanovska pinzeta z davodu pouziti skla, které poskytuje velkou fluorescenci v oblasti
kolem 1200 cm -1 400 cm™ piipouziti ¢erveného laseru 785 nm. Pres fluorescenci pak
velmi slabé Ramanovy signaly nelze vidét.
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Obrazek 23 - Burkholderia cepacia,
méreno cervenym laserem 785 nm

Na obrazku vyse (Obrézek 23) si mizeme vSimnout, ze jednotliva spektra bakterie
Burkholderia cepacia jsou si velmi podobna, piestoze spektra jak vysusené, média zbavené
kapky, tak i vysuSena kapka média vykazuji naznak Sumu. Ve spektru jsou nalezeny piky
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980 cm™, 1 121 cm* odpovidajici valenéni (stretching) vibraci, pii které se méni délka vazby
v (C-O-C) ze symetrickych glykosidickych vazeb nebo v (C-N) a v (C-C), 1 334 cm™ nebo
1437 cm* pro lipidy. | v tomto piipadé je ve spektrech absence piku kolem 1 730 cm™, ktery
zna¢i pritomnost polymeru P(3HB). V pifipadé¢ vzorkd bakterie Burkholderia cepacia
ve formé kapky, zbavené média a kapky nanesené ptimo z kultivacniho média lze pozorovat
pik mezi 1 300-1 400 cm™, kultura zfejmé nebyla dostate¢né hustd a davala slaba signal,
ktery fluorescence od skla zcela pohiltila.

FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem vytvofil Ramanovo spektrum
bakterie Burkholderia cepacia (Obrézek 24). V tomto piipadé byla na experiment vyuZita
vysusena biomasa (3.5.1.1).
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Obrazek 24 - Burkholderia cepacia,
FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem

Pii analyze FT-IR spektrometrem v kombinaci s Ramanovym FT-modulem (Obrézek 24) byl
vyuzivan laser o vlnové délce 1 064 nm, ktery poskytuje slabsi intenzitu zafeni nez lasery
532 nm ¢i 785 nm. Spektrum vykazuje vysokou fluorescenci vzorku, a tim se stava témeéf
necitelné. FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem tedy vhodnou
metodou k charakterizaci bakterie Burkholderia cepacia.

Bakterie Burkholderia cepacia, ptestoze je producentem polymeru P(3HB), neobsahovala, jak
se ze spekter ziejmé, zadny polymer, coz je vsouladu se ziskanymi daty z plynové
chromatografie s FID detekci. P¥i vyuziti ¢erveného laseru 785 cm™ vykazovaly vzorky
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naznak $umu. Pfi vyuziti zeleného laseru 532 cm™ se ndm nepovedlo zachytit buitku pomoci
optické pasti, ztoho divodu lze ve spektru vidét pouze spektrum kultivaéniho média.
Bakterie Burkholderia cepacia ziejmé k zachyceni Ramanového spektra vyzaduje laser
0 vyssi intenzité, proto jako nejpodrobnéjsi spektrum bylo stanoveno spektrum pii vyuziti
laseru 532 nm, kdy byla pouzita vysuSena, média zbavena kapka bakterialni kultury
Burkholderia cepacia.

4.3.1.5 Lactobacillus delbrueckii

Pomoci Ramanovy mikrospektroskopie s vyuzitim laseru 532 nm bylo stanoveno
charakteristické spektrum bakterie Lactobacillus delbrueckii (Obrézek 25). Vzorek byl
aplikovan na podlozni sklicko ve formé kapky, obsahujici bakteridlni kulturu zbavenou
kultivatniho média (3.5.1.2), nasledn¢ byla méfena ta sama kapka, avSak po zaschnuti
na podloznim sklicku. Z diivodu porovnani vlivu kultivacniho média na Ramanovo spektrum
byly analyzovany vzorky také ptimo z kultivaéniho média. Pfi vyuziti Ramanovské pinzety
nebyl vzorek pted aplikaci do prostoru mezi podlozni a kryci sklicko né€jak upraven, byla tedy
pouzita piimo bakterialni kultura, ve kterém byla bakterie Lactobacillus delbrueckii
kultivovana.
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Obréazek 25 - Lactobacillus delbrueckii,
méreno zelenym laserem 532 nm
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Na obrazku vyse (Obrdzek 25) je znazornéno spektrum grampozitivni bakterie Lactobacillus
delbrueckii pfirtzné tpravé vzorku pred aplikaci. Nejpresné€jsi spektrum z této série nam
poskytuje to, ve kterém byla pouzita vysuSena, média zbavend kapka bakterie Lactobacillus
delbrueckii. Ramanovo spektrum odhaluje nékteré charakteristické intenzivni signaly, mezi
nejvyraznéjsi piky v tomto spektru patéi 746 cm?, 1126 cm™ a 1583 nm. Vrchol kolem
1126 cm™ by mohl byt pfifazen valenéni (stretching) vibraci, pii které se méni délka vazby
v (C-O-C) ze symetrickych glykosidickych vazeb nebo v (C-N) a v (C-C). Pik 1 583 cm™* by
mohl byt amid II, ktery je zptisoben deformac¢ni (bending) vibraci 6 (NH), pii které se méni
valen¢ni tithel a valen¢ni vibraci v (CN). Daldimi zajimavymi piky jsou 1306 cm™ &i
1 455 cm? zastupujici lipidy nebo 1 668 cm™ pro amid I, ktery je zp@isoben valenéni vibraci
v (C=0) v peptidovych vazbach. V tomto piipadé si lze povSimnout i piku pro DNA
(fosfodiesterova vazba) a to ve vinoétu 782 cm™,

Déle jsme stanovovali Ramanova spektra kmene Lactobacillus delbrueckii, pomoci
Ramanovy mikrospektroskopie s vyuzitim ¢erveného laseru 785 nm (Obrazek 26). Vzorky
byly pfipraveny stejnym zplisobem jako pii méfeni spekter laserem 532 nm, avSak v tomto
piipad€ nebyla pouzita Ramanovskd pinzeta z diivodu pouziti skla, které¢ poskytuje velkou
fluorescenci v oblasti kolem 1 200 cm™-1 400 cm™ pii pouziti erveného laseru 785 nm. Pies
fluorescenci pak velmi slabé Ramanovy signaly nelze vidét.

LD Kapka
LD Vysusena kapka
4.5~ LD Kapka (medium) =
LD Vysusena kapka (medium)

25 1
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Obréazek 26 - Lactobacillus delbrueckii,
méreno Cervenym laserem 785 nm
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Spektra bakterie piirtzné upravé vzorku pied aplikaci jsou si velmi podobna. Mezi
nejvyrazné&j$i emisni linie se v tomto spektru fadi 928 cm™®, 1340 cm™ a 1 458 cm™?, ktery
zastupuije lipidy. Signal 1ze zaznamenat i u prechodu 782 cm™* DNA (fosfodiesterova vazba),
1001 cm™ proteiny (fenylalanin) a 1666 cm™ amid 1. V pifpadé vzorku Lactobacillus
delbrueckii ve formé¢ kapky zbavené média a kapky nanesené piimo z kultivaéniho média lze
pozorovat pik mezi 1 3001 400 cm™, kultura ziejmé nebyla dostate¢né hustd a davala slaba
signal, ktery fluorescence od skla zcela pohltila.

Nakonec jsme pomoci FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem ziskali
Ramanovskeé spektrum bakterie Lactobacillus delbrueckii (Obrazek 27). V tomto piipadé byla
na experiment vyuzita vysusena biomasa (3.5.1.1).
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Obréazek 27 - Lactobacillus delbrueckii,
FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem

Pii analyze FT-IR spektrometrem v kombinaci s Ramanovym FT-modulem (Obrazek 21) byl
vyuzivan laser o vlnové délce 1 064 nm, ktery poskytuje slabsi intenzitu zafeni nez lasery
532 nm ¢&i 785 nm. Mezi hlavni, diilezité piky se fadi 778 cm* DNA (fosfodiesterova vazba),
1453 cm? lipidy a 1 673 cm™® amid 1. FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-
modulem muze byt pouzit k charakterizaci bakterie Lactobacillus delbrueckii pomoci
Ramanového spektra, nevyhodou této metody je ale pomérné zdlouhava ptiprava vysuSené
biomasy.

Bakterie Lactobacillus delbrueckii je grampozitivni bakterii, neprodukujici polymer P(3HB),
a tutiz i v Ramanovych spektrech zcela chybi piitomnost pikti ve vlnocétech 830 cm™ a
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1738 cml, které signalizuji pfitomnost P(3HB). Tato bakterie byla pouzita k analyze
Ramanovych spekter ptevazné jako jediny zastupce grampozitivni bakterie mezi studovanymi
vzorky. Pti porovnani vSech lasert zeleny laser 532 nm opét excituje nékteré piechody navic,
pievazné ve vinoétech 746 cm™, 1 126 cm* a 1 583 nm . Toto je zptisobeno vétsi intenzitou
zateni, a tedy schopnosti excitovat molekuly vzorku ze zakladniho elektronového stavu do
virtudlniho energetického stavu. Nevyhodou je v§ak pomérné vysoka hodnota fluorescence ve
vzorku. Bakterie Lactobacillus delbrueckii stejné jako Burkholderia cepacia ziejmé vyzaduje
k zachyceni Ramanového spektra laser o vySsi intenzité, proto jako nejpodrobnéjsi spektrum
bylo stanoveno spektrum pii vyuziti laseru 532 nm, kdy byla pouzita vysuSend, média
zbavena kapka bakterialni kultury Lactobacillus delbrueckii.

Pomoci plynové chromatografie s FID detekci jsme stanovili obsah P(3HB) v biomase PHA
produkujicich bakteridlnich kment, nasledné¢ jsme diky Ramanové mikrospektroskopii,
Ramanovské pinzeté ¢i FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovym FT-modulem dokéazali
potvrdit pfitomnost P(3HB) u bakterii, které tento polymer produkuji, tedy u Cupriavidus
necator H16 a Halomonas halophila. U bakterie Burkholderia cepacia se nam pfitomnost
polymeru P(3HB) neprokézala ani jednou z uvedenych metod.

Pti praci s Ramanovskou pinzetou se ndm nepodafilo zachytit vzorek na trovni jedné bunky,
ale na prvni pohled bylo zfejmé, ze pouzitim optické pasti se buiiky soustied’ovaly do ohniska
zareni, které past vytvarela, bez fyziologického poskozeni bunc¢k. Pro lepsi vyuziti
Ramanovské pinzety a nasledné manipulaci jednou bunikou je zapotitebi tid$i kultury
s obsahem mens§iho mnozstvi bakteridlnich bun€k, nez bylo pouZito v naSem ptipad¢. Piestoze
pii praci s Ramanovskou pinzetou bylo dosazeno ve spektrech mensi intenzity nez pii vyuziti
Ramanovy mikrospektroskopie, lze Ramanovu pinzetu povazovat za vhodnou metodu
pii kvalitativnim vyhodnocovani spekter, zaroven je jeji nejvétsi vyhodou rychlost analyzy a
neni potfebna specialni uprava vzorku. Principialné vysledky naznacuji, ze Ramanovskou
pinzetu je mozné vyuzit k isolaci PHA produkujicich bakterii ze smésného konsorcia.

Zeleny laser 532 nm ma véEtsi energii nez laser 785 nm a tim padem je vyssi pravdépodobnost
molekulu vybudit, toto plati jak pro Ramanovsky (stokestiv) rozptyl, tak i pro fluorescenci a
Rayleighuv rozptyl. Diky zelenému laseru tedy muzeme ziskat vétsi signal, ale s rizikem
velké fluorescence. Z tohoto diivodu je potieba zvolit vhodny laser a jeho parametry nastaveni
individualné pro kazdy vzorek.

Nejvice se nam pii vyuZiti Ramanovy spektroskopie osvéd¢ila aplikace vzorku, ktery byl
pfed analyzou zbaveny zbytku kultivacniho média, spektra vykazovala pfesnéji vykreslené a
intenzivngj$i piky. Naopak za nejméné informujici spektra lze povaZovat ta, ve kterych byly
pouZity vzorky nanesené piimo z kultivaéniho média, v tomto piipadé byly vykreslené jen
nékteré charakteristické piky, proto Ize tato spektra povaZzovat pouze za orientacni.
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4.3.2 Studium charakteristickych Ramanovskych spekter u bakterie Cupriavidus
necator s riznym obsahem P(3HB)

V tomto experimentu jsem se zaméfila na bakterii Cupriavidus necator H16, ktera je
modelovym organismem pro produkci P(3HB), a jeji mutantni kmen Cupriavidus
necator H16/PHB—4, kter4 naopak neni schopnad produkce polymeru P(3HB) ve svych
bunikach. Bakterialni kmen Cupriavidus necator H16 byl kultivovdn v produkénim
mineralnim médiu (3.2.2) o rizném obsahu dusiku, coz mélo vliv na produkci polymeru, a
zaroven kultivace probihala i v tekutém médiu Nutrient Broth, spektra byla nasledné
porovnéna se spektrem bakteridlniho kmene Cupriavidus necator H16/PHB—4. Za ucéelem
ziskani  charakteristickych Ramanovych spekter bakterii byl vyuzit Ramantv
mikrospektrometr, méfeni probihalo s pouziti zeleného laseru o vlnové délce 532 nm a
nasledné s pouzitim Cerveného laseru 785 nm. Vzorky bakterii byly pfed analyzou promyty
destilovanou vodou a nasledné byly po aplikaci na podlozni sklicko zaschnuty (3.5.1.2).

Na obrazku nize (Obrazek 28) je znazornéno typické Ramanovo rozptylové spektrum bakterie
Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus necator H16/PHB-4 ziskané Ramanovym
mikrospektrometrem s vyuzitim zeleného laseru 532 nm.

x10°

T T T T

——— CNPHB4
CN H16-NB
CN H16-5g
CN H16-3g
~——— CN H16-1g ||

Intensity [a.u.]

/ \\ /\ gig )/\“‘\\ N\ //\
AN NI NI AR M NENEAT Nof N S N
800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Wavenumber [cm'1]

\ 7N
A e W

Obrazek 28 - Cupriavidus necator kultivovand v riiznych kultivacnich médiich, méreno zelenym
laserem 532 nm;

Na prvni pohled je zfejmé, ze spektra (Obrézek 28) bakterie Cupriavidus necator H16 a
Cupriavidus necator H16/PHB—4 jsou si velmi podobna. Hlavnim rozdilem je absence piku

54



u Cupriavidus necator H16/PHB—4 ve vIinoétu kolem 830 cm™ a 1 738 cm?, které signalizuji
ptitomnost P(3HB). Spektrum odhaluje nékteré charakteristické intenzivni signaly, které se
Vv bakteridlnich buiikdch bézn¢ vyskytuji. Mezi nejvyraznéjsi piky se v tomto spektru tadi
745cm™, 1125 cm™a 1580 cm™.

U piku 745 cm™ by se podle ¢lanku [74] mohlo jednat o tryptofan a nebo podle [75]
0 thymin, avSak u obou pfipadi nelze pozorovat ve spektrech vSechny silné prechody [76].
Piipadné by se podle studie z roku 2015 [73] mohlo jednat o ATP, tvorba P(3HB) je neptimo
ovlivnéna mnozstvim dostupného ATP, coz by vysvétlovalo trend ve spektrech,
kde pfi nejvy$sim obsahu P(3HB) v buiice byla velikost piku 745 cm™ nejmensi, naopak
u bakterie Cupriavidus necator H16/PHB-4, ktera neni schopna produkce P(3HB) velikost
piku 745 cm™ dosahovala nejvyssi hodnoty ze studovanych vzorkd. Pik 745 cm™ nelze piimo
identifikovat, i ve studii [70] nebo [77] nebyli schopni tento vrchol pfifadit charakteristické
skuping€, nicméné v naSem piipad¢é je velice zajimavé, Ze jeho intenzita nepifimo koreluje
s obsahem P(3HB) v bakterialnich bunkach. Tato skute¢nost naznacuje, ze identifikace piku
745 cm! je zajimavym experimentalnim Gkolem do budoucna.

Vrchol kolem 1125 cm™ zastupuje valenéni (stretching) vibraci, pii které se méni délka
vazby v (C-O-C) ze symetrickych glykosidickych vazeb nebo v (C-N) a v (C-C). Pik
1580 cm™ je amid II, ktery je zptisoben deformaéni (bending) vibraci & (NH), pfi které se
méni valenéni thel, a valen¢ni vibraci v (CN). Pro identifikaci P(3HB) se vyskytuji odezvy
v nékolika Ramanovych pikach (830 cm™ a 1738 cm™). Nejvyrazngjsi pro identifikaci
P(3HB) byva pik kolem vlnoctu 1738 cm™, ktery odpovida valenéni vibraci esterovych
skupin v (C=0).

Ramanova mikrospektroskopie bakterii Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus

necator H16/PHB—4 s vyuzitim Cerveného laseru 785 nm je znazornéna na obrazku nize
(Obréazek 29).
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Obrazek 29 - Cupriavidus necator kultivovanad v riznych kultivacnich médiich,
meéreno cervenym laserem 785 nm

| na tomto piikladu je ziejmé, Ze emisni linie (Obrazek 29) bakterie Cupriavidus necator H16
a Cupriavidus necator H16/PHB-4 jsou si velmi podobné. U bakterialniho kmene
Cupriavidus necator H16/PHB—4 je ve vIino¢tu kolem 830 cm™ a 1 738 cm™ absence pikd,
které signalizuji ptfitomnost P(3HB). Dale spektrum odhaluje, ze s piibyvajicim mnoZstvim
dusiku v podob¢ siranu amonného v kultivaénim médiu u bakterie Cupriavidus necator H16,
klesalo mnozstvi polymeru P(3HB) v bunkéch této bakterie, podle spektra tedy nejvyssich
hodnot dosahovala kultura Cupriavidus necator H16, kde bylo do produk¢niho mineralniho
kultivace Cupriavidus necator H16 v komeréné dostupném mediu Nutrient Broth, toto
médium neni, diky vysokému obsahu dusiku, vhodnou volbou pro Kkultivaci bakterii
za ucelem produkce PHA.

V experimentu jsem se zameétila zejména na piitomnost biopolymeru P(3HB), ktery se
vyskytuje u vybranych PHA produkujicich bakterialnich kment intracelularné ve formé
granuli. Pfi porovnani Ramanovych spekter (Obrazek 28 a Obrazek 29) s vysledky z plynové
chromatografie s FID detekci (Obrézek 12), pomoci které jsme ziskali pfesny obsah P(3HB)
Vv suSiné bunck, dosazené vysledky spolu dobie korelovaly. V obou piipadech nejvysSich
obsahti P(3HB) dosahovala bakterie Cupriavidus necator H16, kde byla limitace Zivin
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v v

u bakterie Cupriavidus necator H16, ktera byla kultivovana v Nutrient Broth médiu. Mutantni
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kmen Cupriavidus necator H16/PHB—4 neni schopny produkce polymeru PHA, toto jsme si
potvrdili pfi vyhodnocovani spekter, v tomto piipadé charakteristicky pik pro pfitomnost
P(3HB) chybél.

Tato metoda nachdzi dobré uplatnéni piicharakterizaci slozeni jednotlivych bakteridlnich
bunék. Velkou vyhodou Ramanovy mikrospektroskopie je velmi mala spotieba vzorku pfi
analyze. Ramanova mikrospektroskopie je rychlym, vSestrannym a prakticky neinvazivnim
nastrojem pro studium bungk.
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5 ZAVER

Piedlozena diplomova prace byla zaméfena na studium vyuziti Ramanovy spektroskopie a
Ramanovské pinzety k analyze a potenciélni isolaci gramnegativnich bakterialnich kment
produkujicich PHA.

V experimentalni ¢asti byly analyzovany bakterialni kmeny, které za vhodnych podminek
tvoii polyhydroxyalkanoaty — Burkholderia cepacia, Halomonas halophila, Cupriavidus
necator H16 a dale jeho mutantni kmen Cupriavidus necator H16/PHB—4, ktery neni schopny
produkce polymeru P(3HB). Studium se soustiedilo i na bakterii Lactobacillus delbrueckii,
ktera sice neni producentem polyhydroxyalkanoatli, ale byla vybrana jakozto naS jediny
studovany zastupce grampozitivnich bakterii. Pomoci plynové chromatografie s FID detekci
jsme stanovili obsah P(3HB) v biomase PHA produkujicich bakterialnich kmend, nasledné
jsme diky Ramanové mikrospektroskopii, Ramanovské pinzeté ¢i FT-IR spektrometr
v kombinaci s Ramanovym FT-modulem dokazali potvrdit pfitomnost P(3HB) u bakterii,
které tento polymer produkuji, tedy u Cupriavidus necator H16 a Halomonas halophila.
U bakterie Burkholderia cepacia se nam piitomnost polymeru P(3HB) neprokazala ani jednou
z uvedenych metod.

Pfi praci s Ramanovskou pinzetou za pouziti laseru 532 nm se nam nepodafilo zachytit vzorek
na urovni jedné bunky, ale na prvni pohled bylo ziejmé, Ze pouzitim optické pasti se bunky
soustied’ovaly do ohniska, které past vytvaiela, zafeni bez fyziologického poskozeni bunék.
Pro lepsi vyuziti Ramanovské pinzety a nasledné manipulaci jednou bunkou je zapottebi fidsi
kultury s obsahem mensiho mnozstvi bakterialnich bunék, nez bylo pouzito v naSem piipadé.
Pfestoze pti praci s Ramanovskou pinzetou bylo dosazeno ve spektrech mensi intenzity nez
pii vyuziti Ramanovy mikrospektroskopie, 1ze Ramanovu pinzetu povazovat za vhodnou
metodu pii kvalitativnim vyhodnocovani spekter, zaroven je jeji nejvétsi vyhodou rychlost
analyzy a neni potiebna specialni uprava vzorku. Je dulezité zminit, ze pomoci Ramanovskeé
pinzety je mozné identifikovat PHA produkujici bakterie na trovni jedné buiiky a zaroven
s vybranymi bunkami fyzicky manipulovat. Proto je principidlné mozné vyuzit Ramanovskou
pinzetu k isolaci PHA produkujicich kmenti ze smésnych mikrobialnich konsoricii.

Nejvice se ndm pii vyuziti Ramanovy spektroskopie osvédcila aplikace vzorku, ktery byl pred
analyzou zbaveny zbytku kultivacniho média, spektra vykazovala piesnéji vykreslené a
intenzivnéj$i piky. Naopak za nejméné informujici spektra lze povazovat ta, ve kterych byly
pouzity vzorky nanesené piimo z kultivaéniho média, v tomto piipadé byly vykreslené jen
nékteré charakteristické piky, proto Ize tato spektra povaZovat pouze za orientacni.

Pozornost byla dale zaméfena na bakterii Cupriavidus necator H16, ktera je modelovym
organismem pro produkci P(3HB), a jeji mutantni kmen Cupriavidus necator H16/PHB-4,
kterd naopak neni schopna produkce polymeru P(3HB) ve svych bunkach. Bakterialni kmen
Cupriavidus necator H16 byl kultivovan v produkénim mineralnim médiu o rtizném obsahu
dusiku, a zaroven kultivace probihala i v tekutém médiu Nutrient Broth, spektra byla nasledné
porovnana se spektrem bakteriadlniho kmene Cupriavidus necator H16/PHB—4.
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Po porovnani Ramanovych spekter bakterii Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus
necator H16/PHB—4 s vysledky z plynové chromatografie s FID detekci, pomoci které jsme
ziskali presny obsah P(3HB) v susiné¢ bunék, dosazené vysledky spolu dobie korelovaly.
V obou ptipadech nejvyssich obsahtt P(3HB) dosahovala bakterie Cupriavidus necator H16,
kde byla limitace Zivin dusikem, bylo tedy do produkéniho minerdlniho média ptidavano
P(3HB) bylo naméfeno u bakterie Cupriavidus necator H16, kterd byla kultivovana
v Nutrient Broth médiu. Mutantni kmen Cupriavidus necator H16/PHB—4 neni schopny
produkce polymeru PHA, toto jsme si potvrdili pfi vyhodnocovani spekter, v tomto piipadé
charakteristicky pik pro pfitomnost P(3HB) chybél. Intenzita piku 745 cm™ negativng
korelovala s obsahem P(3HB) v bakterialnich buiikach, proto by bylo zajimavé tento pik
ptiradit konkrétnimu metabolitu.

Ramanova spektroskopie nachazi dobré uplatnéni pii charakterizaci slozeni jednotlivych
bakterialnich bunck. Velkou vyhodou Ramanovy mikrospektroskopie je velmi mala spotieba
vzorku pfi analyze. Ramanova mikrospektroskopie je rychlym, vSestrannym a prakticky
neinvazivnim nastrojem pro studium bunék.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

PHA
HA
3HB
4HB
P(3HB)
3HV
4HV
SHV
P(3HB-c0-3HV)
4HHXx
SHHXx
PP
PET
PS

scl
mcl
SCP
TCA
AFM
STM
NB
CNM
ISTD

FT-IR

polyhydroxyalkanoaty
hydroxykyselina
3-hydroxybutyrat
4-hydroxybutyréat
poly(3-hydroxybutyréat)
3-hydroxyvalerat
4-hydroxyvalerat
5-hydroxyvalerat
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
4-hydroxyhexanoat
5-hydroxyhexanoat
polypropylen
polyethylentereftalat
polystyren
short-chain-lenght
medium-chain-lenght
single-cell protein

Krebsiiv cyklus

mikroskop pro atomovou silu
skenovaci tunelovy mikroskop
Nutrient Broth médium
komplexni Zivné médium

interniho standardu

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
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