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ABSTRAKT

Bakalaftska prace se zaobira studiem vhodnych podminek pro kultivaci bakterii vybranych roda
Janthinobacterium, konkrétné kmene CCM 160 a CCM 1888 a rodu lodobacter fluviatilis
kmene CCM 3308 z Ceské sbirky mikroorganismd. Byly zkoumany nejidealn&j§i podminky
pro rast bakterii. Cilem prace bylo nalézt nejidealné€jsi produkéni médium, kultivacni objem,
teplotu a podminky v podobé& submerzni a statické kultivace. Zaroven byl z pouzivanych kmena
vybran jeden, ktery se jevil jako nejlepsi producent sledovanych metabolitt. Pfi kultivaci byla
pozorovana produkce fialového pigmentu violaceinu a polyhydroxyalkanoati. Violacein byl
extrahovan pomoci methanolu a koncentrace obsahu vyprodukovaného violaceinu se mérila
pomoci UV/VIS spektrofotometrie. Obsah PHA byl zji§tovan pomoci plynové chromatografie.
Udaje se mezi sebou porovnavaly a bylo zjisfovano, zdali se produkce obou metabolitl
navzajem ovliviiuje. Déale byla provedena kultivace na pevném nosici, kterd se v produkci
violaceinu osvédcila vice nez v tekutém médiu. Tento typ kultivace by mohl v budoucnu vést
ke komercni produkci violaceinu, ktery ma fadu zajimavych vlastnosti. Pomoci multiplexni
PCR byly u studovanych kment identifikovany geny /65 rRNA a phaC.

KLIiCOVA SLOVA

bakterie; violacein; polyhydroxyalkanoaty; plynova chromatografie; spektrofotometrie; PCR



ABSTRACT

This bachelor's thesis deals with the study of appropriate conditions for the cultivation of
bacteria of selected genera Janthinobacterium, specifically strains CCM 160 and CCM 1888
and the genus lodobacter fluviatilis strain CCM 3308 from the Czech collection of
microorganisms. The most suitable conditions for bacterial growth were investigated. The aim
was to identify ideal production medium, cultivation volume, temperature and conditions in the
form of submerged and static cultivation. At the same time, one of the strains used was chosed,
which appeared to be the best producer of metabolites. Production of the purple pigment
violacein and polyhydroxyalkanoates (PHA) was observed during the cultivations. Violacein
was extracted using methanol and the concentration of the produced violacein content was
measured using UV/VIS spectrophotometry. The PHA content was determined using gas
chromatography. The obtained data were compared with each other and it was determined
whether the production of both metabolites is mutally affected. Furthermore, cultivation on a
solid carrier was carried out, which proved more effective in the production of violacein than
in a liquid medium. This type of cultivation could in the future lead to the commercial
production of violacein, which has a number of positive properties. The /65 rRNA and phaC
genes were detected using the multiplex PCR method.

KEY WORDS
Bacteria; violacein; polyhydroxyalkanoates; gas chromatography; spectrophotometry; PCR
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1 UVOD

Vyuziti biomolekul si v poslednich letech moderni civilizace ziskalo velkou pozornost.
Polyhydroxybutyrat (PHB) a violacein jsou primyslové vyznamné biomolekuly s Sirokou
Skalou vyuziti. PHB je linearni polyester 3-hydroxybutyratu, ktery je syntetizovan mnoha druhy
bakterii, jako je naptiklad Cupriavidus necator. Spole€né s mnoha dal$imi bakteriemi uklada
uhlik ve formé PHB granuli jakozto zdsobarnu energie. Polyhydroxyalkanoaty (PHA), pod
které spadaji PHB, maji elastomerni vlastnosti a jsou biodegradabilni. Proto maji potencial pro
vyuziti ve formé nahrazek béznych petrochemickych plasti a také jako biomaterial pro
medicinsky a farmaceuticky pramysl [1].

Violacein je derivat indolu, jedna se o fialové zbarveny sekundarni metabolit, ktery je
produkovan bakteriemi jako je naptiklad Chromobacterium violaceum nebo Janthinobacterium
lividum. Tento modro-fialovy pigment je tvofen violaceinem a deoxyviolaceinem. Violacein je
latka disponujici Sirokou biologickou aktivitou, zejména antioxidacni, protinddorovou,
antibakterialni, antivirotickou apod. Také ma fadu vyuziti v kosmetice (je soucasti opalovacich
krému), v textilnim primyslu a v medicing [1].

Janthinobacterium patfi mezi aerobni Gram-negativni bakterie, které jsou schopny
produkovat pigment violacein, ten je zodpovédny za jejich fialovou barvu. Prezivaji
v extrémnich podminkéach za nizkych teplot a za vlivu UV zafeni v antarktickych prostfedich

2]



2 TEORETICKA CAST

2.1 Violacein

Violacein je typ univerzalniho pigmentu, ktery se kazdym rokem vic a vic vyuziva
v kosmetickém, potravinaiském, tkaninovém prumyslu a v medicin€ [2]. Jedna se o indolovy
derivat fialové barvy, ktery je produkovan v ramci sekundarniho metabolismu [1]. Vznika
kondenzaci dvou molekul tryptofanu piisobenim péti proteinti — vioABCDE [3]. Nejcastéji je
ziskavan z bakterie Chromobacterium violaceum, ale da se ziskat i z jinych mikroorganismt
rodu Janthinobacterium, Pseudoaltermonas, apod. Producenti violaceinu se lisi fylogeneticky
a produkce zavisi od mista, kde se bakterie nachazi [2]. V tabulce ¢. 1 jsou vypsany
mikroorganismy, které violacein produkuji a také misto, kde byly poprvé izolovany [3].

Tabulka 1: Kmeny bakterii produkujici violacein a misto, kde byly izolovany [3]

Kmen Misto izolace Reference
Chromobacterium Reka, odpadni voda, Gisticka [4], [5]
violaceum odpadnich vod
Collimonas sp. Pobftezi arktickych vod [6]
Duganella sp. Zemédelské pudy (olivovniky) [7]
D. violaceinigra Lesni pady [8]
Janthinobacterium lividum Ledovec [9]
J. svalbardensis Ledovec [10]
Pseudoalteromonas sp. Hloubky moftskych vod (320 m) [11]
P. luteoviolacea Povrch motskych hub [12]

2.1.1 Struktura a vlastnosti
Studium violaceinu probiha v riznych Castech svéta, vyuziva se rozdilnych aspekti
bakterii jako je aspekt mikrobiologicky, fyziologicky a geneticky [2]. Chemicka struktura

violaceinovych pigmentt je zobrazena na Obrazku 1 [3].

OH H
OH v

Deoxyviolacein Oxyviolacein

Violacein
Obrazek 1: Chemickd struktura violaceinu, deoxyviolaceinu a oxyviolaceinu vykazujici pritomnost
nebo nepritomnost hydroxylovych skupin [3]

Violacein vykazuje schopnost inhibovat riist Gram-pozitivnich bakterii, nikoliv rast
Gram-negativnich bakterii a hub. Napfiklad bakterie Duganella violaceinigra z lesni pudy
vykazuje schopnost produkce violaceinu. V porovnani s béznymi zivinami je nejefektivné;si
produkce violaceinu zdroj z doplikti na bazi cukru s L-tryptofanem [2].

Violaceinovy pigment se sklada zviolaceinu a z deoxyviolaceinu. Vykazuje rtizné
biologické aktivity [1]. Nutno zminit jeho protirakovinné ucinky a ucinky antibiotické proti
Staphylococcus aureus a dalsim grampozitivnim patogentim [3].



2.1.2 Biosyntéza

Biosyntéza modro-fialového pigmentu je spojovana se sekundarni metabolickou drahou
zahrnujici tryptofan, ktery je studovan od roku 1934. Efektivni izolace violaceinu muze byt
dosazeno v péti krocich biosyntetické drahy, ktera je zobrazena na Obrazku 2. Draha zahrnuje
transformaci dvou L-tryptofanovych residui. [2].
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Obrazek 2: Metabolicka drdaha syntézy violaceinu, prevzato, upraveno [2]

Draha zacina u L-tryptofanu, ktery je katalyzovan enzymem vioA (flavin-dependentni
tryptofan-2-monooxygenaza) a zoxidovan na imin kyseliny indol-3-pyrohroznové (IPA).
Reak¢ni krok je doprovazen kofaktorem FAD, ktery se redukuje na FADH;. V druhém
reakénim kroku enzym VioB pfeméni IPA dimerizaCnim procesem na imin-dimer, coz je
molekula s kratkodobou zivotnosti. Tato molekula je nasledné katalyzovana enzymem VioE za
vzniku kyseliny prodeoxyviolaceinové (PVA). Dale dochazi ke koordinované akci dvou
oxygenaz. Prvni znich je VioD, ktery je schopny hydroxylovat PVA na pozici patého
indolového kruhu za vzniku proviolaceinu. Druhou oxygenazou je VioC a ten oxiduje zbylé
indolové kruhy na druhé pozici za vzniku oxindolu, ktery je finalné produkovan na violacein
[2].

1,2-sigmatropni presmyk na indolovém jadru na levé strané€ violaceinové struktury je
povazovan za nejatraktivnéj$i biosynteticky mechanismus v celé navrhované biosyntetické
draze, jelikoz  biosyntéza  zaddného jiného  pigmentu nezdlezi na  tomto
presmyku a ani se nevyskytuje v zd&dném jiném znamém piirodnim produktu syntetické drahy

[2].
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Tato draha vyzaduje pfitomnost péti enzymt — vioA, vioB, VioC, vioD a vioE. Tyto
enzymy byly klonovany a studovany in vitro. DNA fragment kodovani téchto enzymti je 7,3 kb
a jsou slozeny z péti genti jménem vioA, vioB, vioC, vioD, vioE, které jsou zasadni v produkci
violaceinu v bakteriich C. violaceum [2].

| VioA H vioB || vioC H vioD. | w’oE‘

Obrazek 3: Pét genit DNA fragmentu kodujici enzymy violaceinu [2]

2.1.3 Vyuziti violaceinu

Vyuziti violaceinu je Siroké, protoze vykazuje leishmanicidické, trypanocidické,
antifungicidni, antivirotické, antibakterialni, antioxidacni, antiprotozoalni a protinadorové
aktivity [2].

Violacein slouzi jako antimikrobialni ochrana chranici pred riznymi bakterialnimi
mikroorganismy a dalsimi konkurenty. Jeho Siroka bunécna toxicita se ukazuje uzitecna jako
terapeutikum proti riznymi patogennimi a endogennimi bunéénymi poskozenimi. V souvislosti
s timto faktem se violaceinu pfipisovalo mnoho farmakologickych vlastnosti [3].

Bakterie J. lividum dokaze produkovat violacein, ktery je stabilni v kyselych i
alkalickych roztocich (pH 2-11) a to 1 pfi zahfivani ve vodni lazni na teplotu 55 °C po dobu
jedné hodiny. Diky této vlastnosti mize byt violacein pouzit jako ptirodni barvivo pro bavinéné
latky. Dale se pouziva pro rostliny jakozto prevence pifed skadci. Vyznacuje schopnost
inhibovat rist patogennich hub a parazitickych had’atek, proto je uzivan jako efektivni kontrola
rostlin pfed antraknézou, hnilobou stonku a plisnémi. Také je znamo, zZe violacein a jeho
derivaty se pouzivaji jako slozka insekticidi a fungicidd a vyuzivaji se proti plisnim travy,
plisnim sazenic fazolovych klicka a proti parasitickym had’atkim, které napadaji vodni
melouny [2].

Violacein produkovany bakterii J. /ividum pomaha k preziti svému vlastnimu hostiteli,
kterym muze byt napfiklad mlocik popelavy. Tento plaz je globalné ohrozen infekénim koznim
onemocnénim zvanym chytridiomykoza. Toto onemocnéni ma na svédomi houbovy patogen
Batrachochytrium dendrobatidis. J. lividum pomaha mlo¢ikiim prezit toto kozni onemocnéni,
nachazi se na jejich kiizi a produkuje antifungicidni molekuly violaceinu, které dokazou branit
ristu patogenu, nebo jej upln€ usmrtit. Timto zptisobem se dokaze mlocik popelavy chranit a
prezivat tato kozni onemocnéni [13].

2.1.3.1 Potencionilni komerc¢ni vyuziti

Violacein by mohl byt vyuzivan v kosmetickém pramyslu spole¢né s jeho derivaty
v kombinaci s lipofilnimi a hydrofilnimi latkami. Kosmetické produkty obsahuji pfirodni
mikrobicidy zahrnujici violacein ziskany z bakterie C. violaceum. Violacein vykazuje dilezitou
antibiotickou aktivitu proti S. aureus a také antioxida¢niho efektu na kyseliné linoleové [2].

Dals$i vyznamna potencialni oblast komer¢niho vyuziti violaceinu je v piipravcich pro
ochranu lidské pokozky proti slunci. Vyuzivalo by se antioxidacni a antimikrobialni
fotoprotektivni aktivity violaceinu. Tyto aktivity byly pozorovany pii doplnéni violaceinu
k extraktiim okurky a listi aloe vera. Violacein také dokaze zvysit ti€¢innost ochranného faktoru
(SPF) opalovaciho krému. Potencidlnim vyuzitim tohoto pigmentu je vyroba novych
opalovacich krému na bazi biologickych materialti [14]. U opalovacich krému, do kterych byl
pfidan violacein, se zlepSila absorpce UV v rozmezi 290-320 nm [15], diky toho je mozno
zvysit ochranny faktor spole¢né s kombinaci dalSich slozek vyuzivajicich se pfi vyrobé
opalovacich krému. Toto vyuziti pfineslo myslenku pouziti violaceinu jakozto fotoprotektiva
[14].

V textilnim primyslu by se aplikace violaceinu, jakozto fialového pigmentu, dala vyuzit
napfiiklad u svétlo stalych barevnych vlaken [16].
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2.1.3.2 Antibiotikum a protirakovinné vlastnosti

Violacein ma antibakterialni potencial, jelikoz ma schopnost pisobit patogenné na
nekteré organismy, konkrétné je schopen usmrtit bakterie rodu Staphylococcus a Escherichia,
které se vyskytuji u krav a zpusobuji zanéty vemene. Tyto dvé bakterie jsou nejCastéjSim
problémem u krav a také v mlékarenském pramyslu, jelikoz jsou zodpovédné za vazné
ekonomické ztraty zptisobené zanéty mlécnych zlaz krav. Vyhodnoceni antibakterialni aktivity
violaceinu za vyuziti druhu S. aureus nevykazuje rizné stupné rezistence vuci antibiotikim.
Indikovana citlivost na violacein vykazuje minimalni koncentrace pro inhibici v rozsahu od
6,25 do 25 umol-dm™. Derivaty violaceinu maji synergické efekty, spoleéné v kombinaci
s jinymi antibiotiky, zejména Penicilinem, jsou ucinn&j§i vuci velice odolnym kmendm
bakterii, vcetné¢ téch multirezistentnich [2]. Tato vlastnost by se mohla uplatnit proti
patogennim bakteriim odolnych vici antibiotiktim, jako je MRSA [3].

Pigment violaceinu byl také testovan pro své protirakovinné vlastnosti proti riznym
lidskym rakovinnym liniim, jmenovité mezi n€ patii rakovina jater, plic, kiize, nosni piepazky.
Buiiky byly oSetfeny riznymi koncentracemi pigmentu béhem logaritmické rustové faze.
Pro stanoveni antimikrobialni aktivity se violaceinovy pigment pfidal v riznych koncentracich.
Vysledky zkoumani vedou k zavéru, ze violaceinovy pigment dokéaze vykazovat cytotoxickou
aktivitu proti vSem testovanych rakovinovych bunécnych linii. VSechny zde testované
rakovinové bunécné linie jsou citlivé na violaceinovy pigment s vice nez 50 % bunécnou smrti
nad 100 puM koncentraci [1]. Vzhledem ktomu, Zze violacein je cytotoxicky i vuci
nerakovinovym bunikam [17], kritickym faktorem pro jeho klinické vyuziti je fakt, ze je
toxiCtejsi pro rakovinné buriky nez pro buriky zdravé [3].

2.2 Violacein tvorici bakterie

Vsechny v soucasnosti znamé bakterialni druhy produkujici violacein jsou heterotrofni a
byly objeveny prevazné€ ve vodnim prostiedi. Mnoho zastupct bylo izolovano z chladného
prostredi, jako jsou arktické ledovce, sladkovodni i motské oblasti [3].

2.2.1 Bakterialni pigmenty

Pfirodni pigmenty pochdzejici zrud, hmyzu, rostlin a zvifat byly pouzivany
uz od prehistorického obdobi. Synteticka barviva, kterd v poloviné 19. stoleti pfirodni pigmenty
nahradila, jsou stale Castéji vyuzivana i pies jejich nebezpeCny vliv na Clovéka a zivotni
prostfedi [18]. Bakterialni pigmenty, na rozdil od syntetickych barviv, nabizeji lepsi
biologickou rozlozitelnost a vyssi kompatibilitu s zivotnim prostiedim. Toho lze vyuzit
v mnoha aplikacich pro obory jako je potravinafistvi, textil, medicina, farmacie ¢i kosmetologie
[19].

Bakterialni pigmentace se bézn¢ pouziva pro taxonomickou identifikaci a zafazeni druhu.
Fototrofni bakterie lze identifikovat podle Cerveného, ruzového, Zzlutého a oranzového
pigmentu, jejichz charakteristicky vzhled je zpusoben syntézou karotenoidu [20]. Zelena
pigmentace je spojovana s produkci chlorofylu u sinic nebo se soucasnou pfitomnosti
karotenoidi a bakteriochlorofylu u nékterych bezkyslikatych fototrofti [21]. Fialové pigmenty
jsou bézné predevsim u anaerobnich fototrofnich fialovych sirnych a nesirnych bakterii [22].
Ve vzacnych pripadech je fialova pigmentace pfipisovana produkci violaceinu u gram
negativnich beta proteobakterii zrodu Oxalobacter vCetné rodt Janthinobacterium,
Collimonas a Duganella stejné jako Chromobacterium [23].
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2.2.2 lodobacter

Zastupci rodu lodobacter jsou Gram-negativni bakterie tyCinkovitého tvaru. Vyskytuji se
jednotlivé, v parech a nekdy 1 v fetézcich. Patfi mezi fakultativné anaerobni bakterie. Jak
napovida jejich jméno, ioeides je z tectiny fialovy. Byly takto pojmenovany po své schopnosti
vytvaret fialovou pigmentaci [24]. Charakteristicka modro-fialova pigmentace se objevuje
predevsim v centru kolonii [1]. Nékdy se lze setkat i s kmeny, které vytvari nepigmentové
kolonie. Péstuji se na béznych peptonovych médiich pii 4-30 °C, idealni rist se ale uvadi pfi
25 °C. Mezi druhy této bakterie patii lodobacter fluviatilis [24].

2.2.3 Duganella

Bakterie maji vyvinuté mechanismy, které jim umoznuji riist a pfeziti i v nepfiznivém
prostiedi pidy a rhizosféry [7]. Rhizosféra divokych dlouhovékych dievin by mohla byt
dobrym zdrojem pro nové bioaktivni slouceniny produkujici bakterie. Mezi péstovanymi a
divokymi stromy, olivovnik patii mezi druhy se zna¢nou dlouhovékosti a nejbohatsi genetickou
rozmanitosti [25], [26] . Diky tomu byla izolovana a poprvé identifikovana Duganella spp.
v rhizosfére dievin ve stftedomorském prostiedi, kterd dokaze produkovat modrofialovy
sekundarni metabolit violacein [7].

Izolat z rodu Duganella z ¢inského ledovce Tianshan produkuje modro-fialovy pigment
violaceinu a deoxyviolaceinu [27].

2.3 Janthinobacterium

podminkach, zejména v mistech chladného a suchého prostredi za ptritomnosti UV zafeni. Maji
tmavé fialovou barvu diky své schopnosti produkovat fialovy violacein, ktery lze vidét na
Obrazku 4 [2].

Obrazek 4: Janthinobacterium Zivid.um [37]

2.3.1 Vyskyt

Antarkticky kmen Janthinobacterium sp. byl izolovan roku 2014 ze vzorkt ledovcu
[28]. Tento kmen oznacovany jako SMN 33.6 byl definovan morfologicky, biochemicky a
fylogeneticky stejn€ jako jeho ethanolovy extrakt obsahujici violacein. Tento ethanolovy
extrakt byl studovan proti multi-resistentnim Gram-negativnim bakteriim Acinefobacter
baumannii a Pseudomonas aeruginosa [2], [28]. Byly ziskdny hodnoty MIC (nejnizsi
koncentrace antimikrobialni latky, ktera dokaze inhibovat viditelny rist mikroorganismu pies
noc [29]) a to v rozmezi od 0,5 do 16 pug/ml [28].

Janthinobacterium sp. B9-8 byl izolovan z nizkoteplotnich odpadnich vod ¢inského
meésta Xinjiang. Také dokaze produkovat violacein. V nedavné dobé byla sestavena cela genova
sekvence této bakterie, coz v budoucnu povede k lepsi pruimyslové produkci violaceinu a také
k lepSimu pochopeni celého mechanismu jeho biosyntézy. Tato bakterie dokaze rist velmi
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rychle a dosahnout vysokého mnozstvi buné€k a obsahu violaceinu za 24 hodin pfi teploté 25 °C
[30].

Janthinobacterium sp. Ant5-2-1, ktery byl izolovan ze sezon€ zamrzlého preglacialniho
jezera Podprudnoye v Schirmacher Oasis ve vychodni Antarktidé, je psychrotolerantni a Gram-
negativni bakterie, které se dafi v extrémné chladnych a suchych podminkéach s vysokymi
hodnotami ultrafialového zateni (UV). Diive bylo uvadéno, ze fialovy pigment podobny
violaceinu (PVP) produkovany Ant5-2 dokéaze absorbovat UVA, UVB a UVC zafeni
a projevuje silnou antimikrobialni a protirakovinnou aktivitu [31].

2.3.2 Vybrani zastupci rodu Janthinobacterium

2.3.2.1 Janthinobacterium lividum

J. lividum je bakterie béZné izolovatelna z mikrofl 6ry pudy a vody fek, jezer a pramend.
Tento kmen je jednim z nejbéznéjsich fialové pigmentovanych druht, které produkuji fialovy,
ve vodé nerozpustny, pigment, ktery je rozpustny v alkoholech jako je methanol a ethanol
av acetonu. Tento kmen se po kontaminaci muze podilet na kazeni pasterizovaného mléka,
prilezitostné je schopen zptsobit oportunni infekce, které mohou vést ke septikémii [32]. Tento
kmen je také schopny produkce polyhydroxyalkanoati za vyuziti glukozy. [33]

2.3.2.2 Janthinobacterium svalbardensis

Tento kmen izolovany ze vzorku ledovce z Arktidy je piibuzny Janthinobacterium
lividum, ale ptedstavuje novou linii odliSnou od doposud znamych druhti tohoto rodu. Kmen
byl testovan na fenotypové znaky a bylo zjisténo, ze je schopen produkovat tmave
cervenohnédé az Cerné pigmenty, které jsou od fialového pigmentu produkovaného rody
Janthinobacterium, Chromobacterium a lodobacter odlisné. Izolat jsou psychrotrofni,
gramnegativni bakterie ty¢inkovitého tvaru [10].

2.3.2.3 Mofrsti zastupci Janthinobacterium

Moftské mikroorganismy jsou dulezitymi zdroji pro objev novych pfirodnich produkti
s unikatni strukturou a rozmanitou skalou bioaktivit. Dva vzacné polyketidy, pojmenované jako
janthinopolyenemycin A a janthinopolyenemycin B byly izolovany ze spole¢né kultury dvou
moftskych bakterii Janthinobacterium spp. ZZ.145 a ZZ148. Jejich struktury byly stanoveny
kombinaci rozsahlych NMR spektroskopickych analyz. Oba janthinopolyenemyciny A 1 B
(Obr. 5) vykazuji aktivitu pfi inhibici ristu bakterii Candida albicans [34].
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Obrazek 5: Struktury janthinopolyenemycin A a B [19]

Oba kmeny ZZ145 a ZZ148 byly izolovany ze vzorku motiského dna. Zpocatku byly
kultivovany nezavisle za pouziti riznych typt médii. Chemicka analyza a test antifungalni
aktivity ukazaly, ze kmen ZZ145 v médiu EY produkoval nékteré sekundarni metabolity
se slabou antifungalni aktivitou a kmen ZZ148 v médiu B produkoval méné€ metaboliti se
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silngj8i antifungélni aktivitou. Jelikoz ziskané vysledky nebyly uspokojivé, byly zahgjeny
pokusy kokultivace t€chto dvou kmenut v riaznych médiich, aby se vyvolala produkce novych
pfirodnich produkti. Zajimavosti je, Ze, ze spoleCna kultivace kmeni ZZ145 a ZZ148
na pevném médiu ryze produkovala vyrazné sekundarni metabolity se silnés§i biologickou
aktivitou. Chemické zkoumani surového extraktu pfipraveného zrozsahlé spole¢né kultury
obou kment v ryZovém médiu vedlo k izolaci dvou novych polyketidd, které jsou uvedené vyse
[34].

2.4 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) byly objeveny francouzskym védcem Maurice
Lemoignem roku 1925 v kultute Bacillus megaterium ve formé poly(3-hydroxybutyratu). PHA
jsou skupina biopolymerd, ktera je produkovana celou fadou prokaryotickych mikroorganismu
jakozto subcelularni zdroj energie a taktéz jako zasobarna uhliku ve formé lipofilnich granuli.
Tyto granule se od sebe mohou li§it chemickym slozenim a uspotfadanim, to zavisi na typu
mikroorganismu, ktery produkuje konkrétni granuli. Vice nez 90 rodd gram-pozitivnich
1 gram-negativnich bakterii dokdzou produkovat PHA za aerobnich i anaerobnich podminek.
Tyto bakterie se daji rozdelit do dvou hlavnich skupin. V prvni skupiné jsou bakterie, které
vyzaduji pouze omezeny piisun zivin (fosfor, dusik, kyslik, hot¢ik) a neakumuluji vznikly PHA
v prubéhu rastové faze. Do této skupiny muzeme zafadit napiiklad C. necator. Do druhé
skupiny patii bakterie (napt. rekombinantni £. coli), které akumuluji PHA béhem rastové faze
a nevyzaduji omezeni v pfisunu zivin [35].

Biodegradabilita a biokompatibilita jsou vlastnosti, které délaji z PHA latky se Sirokym
vyuzitim v odvétvich, jako je biomedicina, bioinzenyrstvi ¢i farmacie, vyrabi se znich
napiiklad bio-implantatové naplasti nebo obvazy. PHA jsou ekologicky Setrné materialy, které
maji, na rozdil od béznych plastd, pozitivni socialni a environmentalni dopad [35].

2.4.1 Struktura PHA

PHA jsou biopolymery obvykle se skladajici z opakujicich se B-hydroxyalkanovych
kyselin, mezi karboxylovou skupinou jednoho monomeru a hydroxylovou skupinou sousedniho
monomeru se uplatiuji esterové vazby [33]. Monomery jsou slozeny ze 3 az 16 atoma uhliku
s riznymi nasycenymi nebo nenasycenymi, linearnimi nebo rozvétvenymi fetézci, které
obsahujici alifatické nebo aromatické postranni skupiny [36]. Obecné se daji PHA rozdélit do
tfi zakladnich skupin na zakladé délky uhlikového fetézce. Prvni skupinou jsou PHA s kratkym
fetézcem (scl-PHA = short chain length), ty maji 3-5 uhlika [37]. Mezi tyto kratko fetézcové
polymery patii napiiklad polyhydroxybutyrat (PHB), coz je homopolymer obsahujici
monomery o ¢tyfech uhlicich [33]. Druhou skupinou jsou PHA se stfedné dlouhym uhlikatym
fetézcem (mcl-PHA = medium chain length), sklada se z monomert o 6-14 uhlicich a vétSinou
existuji jakozto kopolymery v bakteriich. Tteti skupinou jsou PHA s dlouhym uhlikatym
fetézcem o obsahu vice nez 14 atomu uhliku (Icl-PHA = long chain length). Dalsi mozné déleni
rozdéluje PHA na homopolymery obsahujici pouze jeden typ monomerni jednotky a na
heteropolymery (kopolymery), které jsou slozeny z dvou a vice nez jednoho stejného typu
monomerni jednotky. Kopolymery jsou slozené bud jen ze scl-PHA/mcl-PHA, nebo jejich
kombinaci [37]. Monomerni strukturu PHA udava nékolik faktori, mezi které patii predevsim
typ PHA-syntaz (klicové enzymy zapojené do polymeracniho kroku biosyntetické drahy PHA),
typem mikroorganismu, uhlikovym zdrojem, ktery je vyuzivan bakterii béhem procesu
fermentace a metabolické cesty vedouci k produkci PHA [33].

Obecna struktura polyhydroxyalkanoatt je uvedena na Obrazku 6 [35].
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Obrazek 6: obecnd struktura PHA [35]

2.4.2 Biosyntéza PHA

PHA biosyntéza je pfimo nebo nepfimo spojena s mnoha centralnimi metabolickymi
drahami, jako je glykolyza nebo Krebstv cyklus. Existuje 14 druht biosyntetickych drah PHA,
ve vSech se uplatiiuje acetyl-CoA, ktery je velice dulezitym prekursorem pro biosyntézu
scl-PHA a mcl-PHA. Detailné popsanou drahou je syntéza poly(3-hydroxybutyrat)u, neboli
PHB u druhu C. necator. Tato draha se sklada ze tii reak¢nich kroka, za které jsou zodpoveédné
ti rizné enzymy: acetyl-CoA-acetyltransferaza (PhaA), acetoacetyl-CoA-reduktaza (PhaB)
a PHA-syntaza (PhaC’) [38].

Glukézou vznikly Acetyl-CoA se navaze do aktivniho mista enzymu, coz vede ke
kovalentni vazbé acetylu na enzym pomoci thiol-esterické vazby a k odstoupeni volného CoA.
Nasledné do aktivniho mista pfichdzi dalsi acetyl-CoA, ktery kondenzuje s acetylem na
acetoacetyl-CoA. Prvni krok metabolické drahy je tedy dvoukrokovy. V druhém kroku
acetoacetyl-CoA-reduktaza (PhaB) redukuje acetoacetyl-CoA na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA,
jako kofaktor se zde uplatiiuyje NADPH. V poslednim kroku drahy PHA-syntaza (PhaC)
polymerizuje hydroxyalkanolové kyseliny, z drahy odchazi HSCoA a vznikd PHB. Cela tato
metabolick4 draha je popsana na Obrazku 7 [38]. V soucasné dobé bylo popsano vice nez 60
raznych gent kodujicich rizné formy PhaC [39].

TCA cyklus
Glukoza

\_, J Citratova syntiza
T Acetyl-CoA
) ~
B-ketothioldza SCo

Acetoacetyl-CoA ’ @

Acetoacetyl-CoA-reduktaza NADPH + H
NADP*

(R)-3-OH-Butyryl-CoA

PHB syntaza & HSCoA

Obrazek 7: Metabolicka drdaha syntézy PHB u Cupravidus necator, prevzato, upraveno [40]
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2.4.3 PHA syntaza

PHA syntaza (phaC) je kliCovym enzymem v biosyntéze PHA kde polymeruje
monomery na PHA polymery. Typy monomeru zaclenénych do dlouhého fetézce PHA jsou
urCeny substratovou specifitou phaC. V soucasné dobé existuji dva phaC s Uspésné
prozkoumanou strukturou katalytické domény jedna se o PHA syntazy C. mnecator
a Chromobacterium sp. USM2 [41].

Existuji Ctyti tfidy phaC, kmenovité jsou to Ttida I, Ttida II, Tfida I a Ttida IV. Pro
kazdou z nich jsou typické urcité vlastnosti. Jsou rozdéleny na zakladé primarni struktury
odvozené z aminokyselinovych sekvenci, substratové specifity a slozeni podjednotek [42].
Syntazy 1. Tridy jsou schopny pouzivat CoA-thioester hydroxyalkanoat, které maji jako
substrat uhlik o 3-5 atomech [43]. Jsou to strukturované enzymy s jednou jednotkou do dvou
domén (N-terminalni dominantni doména a C-terminalni katalyticka doména) [41]. PHA
syntaza II. Tridy zahrnuji jednotkové enzymy obecné mensi nez u 1. Ttidy. Jsou schopny
vyuzivat CoA-thioestery hydroxyalkanoati s 6 az 14 atomy uhliku jako substrat [43]. Vyskytuji
se hlavné u rodu pseudomonad, naptiklad v ptipadé P. aeruginosa, ktera koduje dva phaC [41].
I1. Ttida vyzaduje dvé podjednotky, aby byla funkéni — katalytickou podjednotku kodovanou
genem phaC a druhou phaF, jehoz funkce ale zatim zUstava neznama. Trida IV se také sklada
ze dvou podjednotkovych enzymu, avsSak k funkCnosti je potieba katalytickou podjednotku
koédovanou phaC a phaR, jejiz funkce také zistava neznama. Tato tiida prevlada u organisma
rodu Bacilus [44].

2.4.4 Produkce PHA a koprodukce PHA a violaceinu

Polyhydroxyalkanoaty jsou produkovany velkym poctem mikroorganismu jakoZzto zasobni
zdroje energie. Tyto mikroorganismy dokazou diky PHA zit v riznorodém prostiedi, jako jsou
slané i sladké vody, piida, Cisticky odpadnich vod, i v extrémnich prostfedich za nizkych teplot
a ptisobenim UV [1].

Koprodukce primyslové relevantnich biopolymert a biomolekul pomoci mikroorganisma
maji biotechnologicky vyznam. Zde se uplatriuje neobvykla bakterie kmene lodobacter sp.
PCH 194 z ledovcovych jezer zapadnich Himal4ji. Dokaze koprodukovat biopolymery PHA
s biomolekulami pigmentu violaceinu. Staticka optimalizace poskytla oba produkty v médiu
obsahujici glukézu a trypton jakozto zdroje uhliku a dusiku. Purifikované PHA byl
polyhydroxybutyrat (PHB) a pigment tvofen violaceinem (50-60 %) a deoxyviolaceinem (40-
50 %). Bioproces ve 22 litrech fermentoru s 20 % rozpusténého Oz vyprodukuje 11+1 g/l PHB,
coz ¢ini 58 % suché bunécné hmoty a violaceinovy pigment o 1,5+0,08 g/l. Ziskané PHB bylo
pouzito pro vyrobu bioplastického filmu [1].

Kolonie bakterii lodobacter sp. PCH 194 byly izolovany ze vzorku sedimentu
ledovcového jezera v Sach Pass v zdpadnich Himalgjich. Vzorek sedimentu byl sériové ziedén
a nanesen na médium tvorené antarktickymi bakteriemi (0,5% pepton, 0,2% kvasinky a 2%
agar) a inkubovan po dobu 5 dni pfi teploté 20 °C. Vsechny jednotlivé kolonie byly dale
odebrany a purifikovany nanesenim na ABM desticky. Bakterialni izolat byl zkontrolovan na
potencial produkce PHA na biochemické urovni na agarovém médiu, které je ureno pro
produkci PHA. Toto médium obsahuje barvivo nilska cervenl. Morfologie kolonii byla
pozorovana na AMB destickach po dobu 48 az 72 hodin inkubace pii stalé teplote¢ 20 °C.
Bakterialni izolaty byly testovany na potencialni produkci PHA a na pfitomnost genu phaC.

[1].
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Obrazek 8: Koprodukce PHA a violaceinu, prevzato, upraveno [1]

lodobacter sp. PCH 194 ma fialovou pigmentaci a patii mezi Gram-negativni kmeny.
Charakteristické modro-fialové zbarveni se objevuje predevsim v centru kolonii, kdy rostou pri
teploté 20 °C po dobu 48 hodin. Bakterialni buiiky maji toto zbarveni v tekutém zivném médiu
po 30-36 hodinach inkubace pfi teploté 20 °C. Tyto bakterie maji pozitivni vysledky pfi syntéze
PHA[1].
Neékteré kmeny Janthinobacterium (konkrétné UMAB-56 a UMAB-60) spolecné
s dal§imi dvéma kmeny Pseudomonas (UMAB-08 a UMAB-40), které byly spolecné izolovany
z Antarktiky, jsou schopné produkovat PHA. Bylo zjisténo, ze Pseudomonas nesou geny PHA-
syntaz, které spadaji do dvou riznych genovych klastrd PHA — tiidy I a tfidy II, které jsou
zodpoveédné za biosyntézu PHA s kratkym a se stfedné dlouhym fetézcem. Na druhé strang,
Janthinobacterium nesou tfidu I a blize necharakterizované geny podilejici se na syntéze PHA.
Izolaty Janthinobacterium., spadaji do samostatného kladu z béznych tiid I, I, III a IV
fylogenetického stromu PHA-syntazy (Pha(C’). Vicenasobné srovnani sekvenci ukazalo, ze blize
necharakterizované geny PHA-syntazy obsahuji vSechny vysoce konzervované
aminokyselinové zbytky a také katalytickou triadu PHA-syntazy. Vysledky biosyntézy PHA a
in vitro PhaC enzymatického testu ukazaly, ze tato blize necharakterizovana PHA-syntaza
z Janthinobacterium sp. UMAB-60 je funk¢ni [39].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité mikroorganismy, chemikalie a pristroje

3.1.1 Pouzité mikroorganismy

Vtéto praci se pracovalo skmeny Janthinobacterium lividum CCM 160 [45],
Janthinobacterium lividum CCM 1888 [45] a lodobacter fluviatilis CCM 3308 [40]
zakoupenymi z Ceské sbirky mikroorganisma.

Kmen CCM 160 byl izolovan z pudy [47], kmen CCM 1888 zjezerni vody [48] a kmen
CCM 3308 z teky Wey, Velka Britanie [46].

3.1.2 Pouzité chemikalie
Destilovana voda

Dihydrogenfosforecnan draselny, Lach-Ner, s. r. o.
Dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat, Lach-Ner, s. r. o.
Glukoza, Lach-Ner, s. 1. o.

Glycerol, Lach-Ner, s. r. 0.

Hovézi extrakt, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, Lach-Ner, s. r. o.
Chlorid sodny, Lach-Ner, s. r. 0.

Kvasnicovy extrakt, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.
L-tryptofan, PanReac AppliChem

Pepton, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.

Siran amonny, LACHEMA, a. s.

Siran hotfeCnaty heptahydrat, Lach-Ner, s. r. 0.

Vsechny pouzité chemikalie byly v Cistoté p. a. a vyssi.
Trypton, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.

3.1.3 Komponenty pro PCR, gelovou elektroforézu a preciSténi DNA

Master Mix OneTaq Hot Start (2x koncentrovany) se standardnim pufrem (slozeni: 20 mM
Tris-HCI (pH 8,9), 1,8 mM MgClI2, 22 mM NH4CI2, 22 mM KClI, 0,2 mM dNTPs, 5% glycerol,
0,06% IGEPAL CA-630, 0,05% Tween 20, 25 jednotek/ml OneTaq Hot Start DNA polymeraza
(New England Bio Labs, UK)

25 mM MgCl2 (ThermoScientific, USA)

Midori Green Advance DNA Stain (Nippon Genetics Europe, EU)

Sterilni voda Aqua pro injectione (B.BraunMedical, SRN)

Primery (Generi-Biotech, CR)

Agardza (Sigma-Aldrich, SRN)

DNA zebiicek s fragmenty o délce 3000, 1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200
a 100 bp (Nippon Genetics Europe, EU)

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel, SRN)

3.1.4 Pouzité pristroje

Analytické vahy, Boeco

Centrifuga MIKRO 200, Hettich

Centrifuga Hettich EBA 20, Maneko
Laminarni box Aura mini, BioAir-Euroclone
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Magneticka michacka Magnetic Stirrer MMS-3000, BioSan

Microspin FV-2400, BioSan

Plynovy chromatograf Trace GC Ultra, Thermo Scientific, kolona DB-WAX 30 m by 0.25 mm
Predvazky EW 620-3NM, Kern

Termoblok SBH200D, Stuart equipment

Termocyklér Biorad MyCycler

Trepacka SHO-2D, Witeg Germany

UV/VIS Spektrofotometr ,,Nanophotometer Pearl“, Implen

Vortex, Heidolph Reax Top

Bézné laboratorni sklo a vybaveni

3.2 Priprava kryo konzerv

Byl pripraven 30% vodny roztok glycerolu, ktery se nasledné rozpipetoval po 0,5 ml
do pripravenych kryozkumavek. Kryozkumavky byly vysterilovany. Do takto pfipravenych
zchlazenych kryozkumavek bylo napipetovano po 1ml dané kultury. Kultury
v kryokonzervach byly uchovavany v mrazicim boxu pfi teploté -70 °C.

3.3 Kultivace bakterii

Kultury vybranych tii bakterialnich kment Janthinobacterium a lodobacter byly
kultivovany v Erlenmayerovych baikéach o objemu 100 ml v 50 ml zivného média NB w/1%
pepton. Pfed kazdym naoCkovanim kultury byly Erlenmayerovy baiky spolu s médiem
vysterilizovany. Po vychladnuti bylo néasledné do média naockovano 1,5 ml kultury. Ockovalo
se v sterilnim prostfedi laminarniho boxu. Erlenmayerova barika byla sterilné uzaviena a
umisténa na tfepacku nastavenou na 145 rpm. Rast bakterii probihal za laboratorni teploty
(23 az 26 °C) po dobu 24 h.

Meédium NB (komercné dostupné)

Hovézi extrakt 1 g/l
Pepton 1 g/l
NaCl 0,5 g/l
Agar 0,2 g/l

3.4 Optimalizace produkéniho média
Na optimalizaci byla pouzita tato produkéni média:
Dantas et al. [49]

Glukoéza 5¢g/l
Pepton 5¢g/l
Kvasnicovy extrakt 2,5 g/l
L-tryptofan 0,3 g/l

Destilovana voda 1000 ml

Kumar et al. [1]

Glukoéza 40 g/l
Trypton 5¢g/l
NaCl 1 g/l

Destilovana voda 1000 ml
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Kanelli [50]

Glukoza/glycerol 10 g/l
Hovézi extrakt 3 g/l
Pepton 5¢g/l
NaHPOs - 2H,0 5,72 g/1
Na;HPO4- 12H,O0 11,3 g/l
Destilovana voda 1000 ml

Hl6

KH2PO4 1,02 g/l
(NH4)2S04 1/3 g/l
Na;HPO4- 12H,O0 11,1 g/l
MgSOs - TH20 0,2 g/l
L-tryptofan 0,3 g/l
Glycerol 20 g/l
Destilovana voda 1000 ml
MES 1 ml/l

Po uplynuti 24 h byly kmeny pouzitych bakterii preockovany do vySe uvedenych
produk¢nich médii. Ty byly pfipraveny tak, ze byly pouzity Erlenmayerovy baiiky o objemu
250 ml a celkovy objem média Cinil 95 ml. Bariky s médiem byly vysterilovany. Po vychladnuti
bylo do média napipetovano 5 ml pavodni kultury. Tento krok se provadél steriln€ v prostiedi
laminarniho boxu. Erlenmayerova barika s pteockovanou kulturou se umistila na tfepacku pfi
intenzité tfepani 145 rpm. Kultivace probihala pfi laboratorni teploté (23-25 °C) po dobu
72 hodin.

3.4.1 PHA

Po uplynuti 72 h byla ukoncena kultivace. Z kazdé Erlenmayerovy baiky se 100 ml kultury
v daném produkénim médiu se odebralo dvakrat po 10 ml roztoku. Roztok se centrifugoval
10 minut pti otackach 6000 rpm. Nasledné se supernatant odpipetoval a k biomase usazené na
dné zkumavky se ptidalo 5 ml destilované vody pro promyti vzorku. Na vortexu se usedlina
rozsuspendovala a nasledné se opét centrifugovalo 10 minut na otacky 6000 rpm. Supernatant
se opét odpipetoval a pelet se umistil do susarny nastavené na 70 °C. Po Uplném vysuSeni
se pelet zvazil na analytickych vahach s presnosti na 4 desetinna mista. Nasledné se navazilo
12-18 mg biomasy na naslednou analyzu do krimpovacich vialek.

3.4.2 Esterifikace

Do krimpovacich vialek s navazenou biomasou se napipetovalo po 1 ml chloroformu
a 0,8 ml smési interniho standartu ISTD (sklada se z 15 hm.% kyseliny sirové v methanolu
a kyseliny benzoové o koncentraci 5 mg/ml), vialky se uzaviely zatkou pomoci krimpovacich
klesti. Takto pfipravené vzorky se umistily do termobloku, ktery byl pfedehiaty na 94 °C.
Esterifikace vzorku probihala po dobu 3 h. Po tuto dobu se vzorky pravidelné kontrolovaly, zda
z nich neunika vzorek. Do velkych Sroubovacich vialek se napipetovalo 0,5 ml 50 mM NaOH,
vychladly obsah po esterifikaci se do ni prelil a vialka se poradné protfepala. Po ustaleni fazi
se ze spodni organické faze odpipetovalo 50 pul do Sroubovaci vialky, ve které bylo prichystano
900 ul izopropylalkoholu. Pfichystané vzorky byly pfipraveny na analyzu na plynovy
chromatograf s plamenovym ioniza¢nim detektorem (GC-FID).
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3.4.3 Extrakce violaceinu a spektrofotometrické stanoveni violaceinu

Pro stanoveni violaceinu byl pfevzaty a upraveny postup ze studie zamétené na koprodukci
PHB a violaceinu publikovaného vyzkumnym tymem Kumar a kol. (viz kapitola 2.4.3) [1]
Z kazdé Erlenmayerovy baiky se 100 ml kultury v daném produkénim médiu se odebralo
dvakrat po 10 ml roztoku. Roztok se centrifugoval 10 minut pii ota¢kach 6000 rpm. Nasledné
se supernatant odpipetoval a k biomase usazené na dné zkumavky se pfidalo 5 ml methanolu.
Na vortexu se usedlina rozsuspendovala a nasledné se opét centrifugovala 10 minut na otacky
6000 rpm. Supernatant se odpipetoval do novych, Cistych plastovych zkumavek. Pokud byl
pelet stale fialovy, krok se zopakoval a ptridalo se dalsi mnozstvi methanolu.

Takto pfipravené vzorky byly méfeny na spektrofotometru v plastovych kyvetach pri
vlnové délce 570 nm, blankem je methanol.
Vypocet koncentrace a hmotnosti violaceinu ze vzorku kultury:

A
Cmethanol = m [mg/l]

C
c = metganol [mg/l]
V

“" 1000

[mg]

Kalibra¢ni kiivka pro fialovy pigment méfeny pii 570 nm byla pfebrana z publikované
prace tymu Kumar a kol. V ¢lanku byla pfipravena rozpusténim znamého mnozstvi komercniho
violaceinu v methanolu. [1].

3.5 Optimalizace produkéniho média Kanelli s glycerolem

Pti dalsi kultivaci se pracovalo pouze s produkénim médiem Kanelli s glycerolem, kterému
se upravilo slozeni viz Tabulka 2. A) byla zopakovana kultivace média s pavodnim slozenim,
za B) misto peptonu byl pouzit trypton, a to ve stejném mnozstvi (5 g/l) a za C) bylo
k pivodnimu slozeni ptidano 0,3 g/l L- tryptofanu. Pfehledné zobrazuje tabulka ¢. 2:
Tabulka 2: Optimalizace produkcniho média Kanelli s glycerolem

Chemikalie Navazka A B C
glycerol 10,0 g/l v v v
hovézi extrakt 3,0 g/l v v v
pepton 5,0 g/l v - v
NaH,P042 H,O | 5,7 g/l v v v
Na,HPO4 12 H,O | 11,3 g/l v v v
L-tryptofan 0,3 g/l - - v
Trypton 5,0 g/l - v -

Jednotlivé byly navazeny vSechny slozky zvolenych variant produkéniho média.
Nasledné bylo médium rozlito po 95 ml do 250 ml sklenénych Erlenmayerovych ban¢k, které
se uzavrely zatkou a pfekryly alobalem a bariky se vysterilovaly. Po vychladnuti bylo nasledné
do média napipetovano 5 ml pavodni kultury CCM 160, CCM 1888 a CCM 3308. Tento krok
se provadél sterilné v prostfedi laminarniho boxu. Erlenmayerova barika s preockovanou
kulturou se umistila na tfepacku pfi intenzité tfepani 145 rpm. Kultivace probihala pod lampou
pfi teploté 30 °C po dobu 72 hodin.

Po uplynuti ¢asového intervalu se stejnym zpusobem jako u optimalizace produkéniho
média odebraly vzorky na ur€eni mnozstvi PHA a na extrakci violaceinu.
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3.6 Kultivace pri tfepani a stani

Na kultivaci bylo stejnym zptisobem jako u optimalizaci pfipraveno produkcni médium,
pracovalo se s médiem Kanelli s glycerolem a s bakterialnim kmenem CCM 160. Bylo
pfipraveno 12 Erlenmayerovych ban€k o objemu 250 ml s 95 ml produkéniho média, do
kterého bylo nasledné pfidano 5 ml pavodni kultury. Tento krok se provadél steriln€ v prostiedi
laminarniho boxu. Pribéh celého experimentu je graficky znazornén na Obrazku 9.

10 Erlenmayerovych ban¢k bylo umisténo na tfepacku a submerzné kultivovano pfi
intenzité tfepani 145 rpm za laboratornich podminek (teplota 23-25 °C), zbylé 2 Erlenmayerovy
bariky se postavily na pracovni desku vedle tfepacky a kultivovaly se staticky za stejnych
laboratornich podminek. Po uplynuti 72 h se zanalyzovaly 2 Erlenmayerovy barky z tfepacky
a jedna ze statické kultivace, ktera byla pfed odebranim vzorku promichana. Bylo odebrano
10 ml na biomasu a 10 ml na extrakci violaceinu. Postup byl stejny jako je uveden vyse.
Erlenmayerova barika, ktera se doposud kultivovala staticky a bylo z ni pravé odebrano se opét
umistila zpét na pracovni desku. Zbylé dvé se po odebrani vylily. Jiné 4 Erlenmayerovy barky
byly také postaveny na pracovni desku na statickou kultivaci.

Po uplynuti 120 h od zacatku kultivace byly zanalyzovany 2 Erlenmayerovy bariky
z tfepacky, 2 Erlenmayerovy bariky, které se staticky kultivovaly po dobu 48 h a jedna, ktera
stala od zacatku kultivace a bylo z ni pted 48 h odebrano. Opét se odebraly vzorky pro stanoveni
biomasy a extrakci violaceinu. Po odebrani vzorkt se Erlenmayerovy bariky vylily a dale se
s nimi uz nepracovalo. Na tfepacce zustaly 2 a na pracovni desce 3 banky (dve staly 48 h, jedna
120 h).

Po uplynuti 168 h od zacatku kultivace byly zanalyzovany 2 zbylé Erlenmayerovy bariky
z tfepacky a zbylé 3 Erlenmayerovy banky z pracovni desky. Opét bylo odebrano pro stanoveni
biomasy a extrakci violaceinu. Po odebrani vzorkid se uz dale s bainikami nepokracovalo
a experiment byl ukoncen.

Oh

72 h

168 h

Obrazek 9: Schéma experimentu kultivace pri tfepani a ndsledném stani produkcniho média s
naockovanou kulturou CCM 160 23



3.7 Kultivace ve tmé, staticka a nasledné submerzni s riznymi objemy

Béhem predchozich kultivaci bylo zpozorovano, ze bakterie reaguji na svétlo, proto byla
tato kultivace provadéna za tmy.

Bylo pfipraveno 8 Erlenmayerovych baiiek s produkénim médiem Kanelli s glycerolem.
Médium bylo rozlito do ban¢k nésledn¢: 2x 30 ml, 2x 50 ml, 2x 75 ml a 2x 95 ml. Podle objemu
média bylo pfidano mnozstvi bakteridlni kultury CCM 160 tak, aby bylo médium stale
obsahovalo 5 % kultury. Takto pfipravené Erlenmayerovy baiky se umistily na vypnutou a
zatemnénou tiepacku. Kultivace probihala 72 h za laboratorni teploty (23-25 °C). Po uplynuti
této doby se zanalyzovala polovina vzorku (vZdy jeden vzorek od kazdého objemu), druha
pulka vzork( zlstala na tfepacce, ktera se zapnula na intenzitu tfepani 145 rpm a opét byla
zakryta. Kultivace pokrac¢ovala nasledujicich 48 h. Po uplynuti 120 hodin od zacatku kultivace
se odebralo 2x 10 ml pro stanovené biomasy a 2x 5 ml na extrakci violaceinu, postupovalo se
stejnym zpusobem, ktery je uveden vyse.

3.8 Kultivace na pevném podkladu

Pro tento experiment byla vybrana bunécna kultura CCM 160 a produkéni médium
Kanelli s glycerolem. Bylo pouzito 6 plastovych Petriho misek, do kterych byla nastfihana
bunicita vata a filtracni papir pfesné na velikost dna Petriho misky. Bunicité vaty byly pouzity
3 vrstvy afiltracniho papiru 4 vrstvy, které byly pfed umisténim do Petriho misek vysterilovany.
Sterilné v prostiedi laminarniho boxu se kultura z inokula naockovala do produk¢éniho média a
z n¢j byly nasledné napipetovany 4 ml do kazdé Petriho misky s filtraénim papirem a 10 ml do
Petriho misky s bunicitou vatou. Petriho misky se upevnili parafinovym filmem. Dvé Petriho
misky s filtranim papirem a dvé s buniCitou vatou se umistily na pracovni desku a jedna
a jedna se umistily do tmy. Kultivace probihala 120 h pfi laboratorni teploté (23-25 °C).

Po uplynuti této doby byl extrahovan violacein v methanolu a to tak, Ze se obsah z Petriho
misky vylouhoval v 10-15 ml methanolu a nasledné se poradné vymackal. Tento krok se
opakoval trikrat, aby bylo dosahnuto maximalniho vytézku violaceinu. Nasledné se vzorky
méfily na spektrofotometru pii 570 nm oproti methanolu.

3.9 PCR

24 hodin pfed zahajenim experimentu polymerazové fetézové reakce bylo naockovano
inokulum vSemi tfemi pouzivanymi bakterialnimi kmeny CCM 160, CCM 1888 a CCM 3308.
Vsechny tyto kmeny spadaji do genovych klastria PHA - 1. bakterialni tfidy.

3.9.1 Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena ztekutych kultur. Na ptipravu hrubého lyzatu bylo
odebrano 300 ul z kazdé kultury, ktera se sterilné v prostiedi laminarniho boxu napipetovala do
1,5 ml sterilni Eppendorfovy zkumavky, které se nasledné centrifugovaly po dobu 5 minut na
4000 rpm. Supernatant se odpipetoval a k peletu se napipetovalo 100 ul lyzacniho pufru.
Eppendorfovy zkumavky se zabalily do koSilky zalobalu a umistily se na 10 minut do
termostatu predehiatého na 94 °C. Po uplynuti této doby se vzorky zcentrifugovaly na 10 minut
na 10000 rpm. Ze zcentrifugovaného vzorku se opatrné odebralo 60 pl supernatantu tak, aby se
nenabral zadny pelet. Pfiprava na samotné PCR spocivala v pipetovani vSech nezbytnych
slozek. Do novych, 0,5 ml Eppendorfovych zkumavek se podle schématu napipetovalo:

Master mix 12,5ul
Mg,Cl 2,6 ul
Primer 4x1 pl
DNA 1 ul
H,O 4,9 ul
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Bylo pfipraveno 5 vzorkd, vzorek s kulturou CCM 160, CCM 1888 a CCM 3308, dale
vzorek s DNA na pozitivni kontrolu a vzorek s destilovanou vodou na negativni kontrolu.
Vzorky se umistily do PCR termocykléru na 2 hodiny a 15 minut.

3.9.2 Agaroézova gelova elektroforéza
Poslednim krokem celého experimentu byla elektroforéza, na kterou byl pouzit
1,5% agarozovy gel, ktery se pripravil rozpusténim 1,5 g agarézy v 100 ml destilované vody.
Nasledné se ptipravil TBE pufr 1x koncentrovany:
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 108 g

H3;BO; 55¢g
EDTA 93¢
Destilovana voda 1000 ml
Nakonec byl pfipraven unaseci pufr, ktery obsahoval barvivo a glycerol:
Bromfenolova modft 20 mg
Glycerol 3 ml
Destilovana voda 1000 ml

Na kousku parafinového filmu se smichaly pipetou 3 pl unaseciho pufru a 10 pl vzorku,
z kterého se po promichani odebralo 10 pl, které se napipetovaly do jamky v gelu. Nasledné se
napipetovalo 5 ul Zebficku (ladder). Po napipetovani vSech vzorkt do pfislusnych jamek se gel
zalil TBE pufrem a spustila se elektroforéza na 40 minut pii 90 V. Po uplynuti této doby se gel
nafotil a vyhodnotil.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace produkéniho média

Janthinobacteria patii mezi aerobni mikroorganismy [2], proto byly béhem optimalizace
produk¢niho média kultivovany na tfepaCce, aby jim byla zaji§téna dostate¢na aerace. Cilem
experimentu bylo najit nejidealnéjsi produkcni médium pro kultivaci testovanych kmend, ve
kterém budou bakterie produkovat co nejvice violaceinu. Zaroven se také sledovala produkce
PHA a zjistovalo se, zdali se produkce obou metaboliti navzajem ovliviiuje. Dal§im ukolem
bylo vybrat jeden ze tfi studovanych kment, ktery je schopen nejucinnéjsi produkce violaceinu,
a se kterym se bude pokraCovat v nasledujicich experimentech. B€hem tohoto experimentu se
zkousela produk¢éni média Dantas, Kumar, H16 a Kanelli, jejichz pfesné slozky a navazky jsou
uvedeny vySe v kapitole 3 .4.

4.1.1 Produkce PHA v ruznych médiich

V Tabulce 3 jsou prehledné vypsany naméfené a vypocitané hodnoty pro dané produkéni
média a pro jednotlivé kmeny v nich kultivované. Hodnoty byly taktéz vyneseny do grafu, ktery
je zobrazen na Obrazku 10.
Tabulka 3: Namérené a vypocitané hodnoty z GC pro optimalizaci produkcniho média

Médium Kultura b‘?g/lgsa odchylka | % PHA |PHB (g/l)

160 1,08 0,05 17,67 0,350

Dantas 1888 1,22 0,55 6,42 0,076

3308 0,46 0,03 4,68 0,021

160 422 1,24 4427 1,837

Kumar 1888 0,75 0,26 0,44 0,003

3308 037 0,10 10,69 0,040

160 228 0,14 11,84 0,269

H16's 1 g/l (NHy),SO4 1888 1,64 0,03 8,79 0,144

3308 0,93 0,91 1,22 0,013

160 1,80 0,02 9,01 0,162

H16's 3 g/l (NH4),SO04 1888 1,86 0,10 9,74 0,181

3308 0,38 0,01 1,71 0,006
160 - - - -

Kanelli s glukézou 1888 3,04 0,14 21,37 0,640

3308 2,19 0,05 27.78 0,607

160 1,95 0,13 921 0,178

Kanelli s glycerolem 1888 2,38 0,01 2439 0,579
3308 0,53 0,03 - -
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160 |1888|3308| 160 [1888/3308| 160 |1888/3308| 160 |1888(3308| 160 [1888|3308| 160 |1888|3308

H16s1g/l H16s3 g/l Kanelli s
(NH4)2504 (NH4)2s04 glukozou

Kmeny CCM 160, CCM 1888 a CCM 3308 v rlznych produkénich médiich
M biomasa (g/1) m PHA (g/I)

Dantas Kumar

Kanelli s
glycerolem

Obrazek 10: Graf obsahu biomasy a PHA v g/l ziskané béhem optimalizace produkcniho média

Polyhydroxyalkanoaty jsou produkovany mikroorganismy jakozto zasobni zdroj energie
a uhliku [1], tudiz vyssi produkce tohoto metabolitu nastava v pfipade, kdy maji bakterie
nevhodné nebo nepfiznivé podminky. Z Tabulky 3 a grafu na Obrazku 10 l1ze vy¢ist, ze nejvice
biomasy vyprodukoval kmen CCM 160 v produkénim médiu Kumar. Biomasa zaroven
obsahovala nejvétsi podil PHA (44,27 %), kterého bylo pii optimalizaci dosahnuto. Dle Ceské
sbirky mikroorganismu jsou pro vSechny tfi pouzité kmeny pouzivany podminky kultivace pfi
25 °C v produk¢énim médiu 30 (chromobacterium médium) o hodné pH 7,2, které obsahuje
[51]:

Pepton 10 g/l
NaCl 5¢g/l
Agar 20 g/l

Destilovana voda 1000 ml

Lze si vSimnout, Ze toto produk¢ni médium je podobné médiu Kumar, které bylo pouzito
pro optimalizaci produkéniho média v této praci. Akorat s tim rozdilem, ze médium Kumar
obsahuje misto peptonu trypton, a navic obsahuje glukozu. To je divod, pro¢ bakterie kmene
CCM 160 v tomto médiu vyprodukovala nejvice PHA, jelikoz podle literatury je glukoza pfi
produkci PHA J. lividum potiebna [33].

Bakterie kmene CCM 3308 s produkci PHA oproti dvéma zbyvajicim kmentim neuspély.
Jejich vyprodukovana biomasa obsahovala velice malé mnozstvi PHA, jedinou vyjimkou je
kultivace v produkénim médiu Kanelli s glukdézou. Zde kmen CCM 3308 vyprodukoval
27,78 % PHA z vyprodukované biomasy.

Produkéni médium H16 bylo vyzkouseno s riznymi navazkami siranu amonného,
konkrétné s 1 g a se 3 g. Jak si Ize z grafu v§imnout, procentualni obsah PHA z biomasy se u
jednotlivych kmend nijak zasadné nelisi, tudiz lze fict, Zze siran amonny neni hlavni slozkou
média, ktera by ovliviiovala produkci PHA.
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4.1.2 Stanoveni violaceinu

Vyextrahovany violacein byl zméfen na spektrofotometru pii vilnové délce 570 nm,
z hodnot absorbance byla nasledné vypocitana koncentrace v mg/l, ktera je graficky znazornéna
na Obrazku 11. Na jejich zakladé bylo rozhodnuto, ze se nasledujici kultivace bude provadét
s produkénim médiem Kanelli s glycerolem, jelikoz koncentrace vyprodukovaného violaceinu
byla u kmene CCM 160 nejvyssi — 1,373 mg/l.

V porovnani s béznymi zivinami je nejefektivnéjsi produkce violaceinu na substratech na
bazi cukru s L-tryptofanem [2]. Produkéni médium Dantas spliiuje oboje tyto podminky, proto
je produkce violaceinu druha nejvyssi u kmene CCM 160, u kmene CCM 1888 je dokonce
nejvyssi a u kmene CCM 3308 také patii k tém nejvyssim. Média Kumar a Kanelli s glukézou
obsahuji glukozu, coz by mélo vést k vysokym vytézktim violaceinu. Jak jde ale vidét z grafu,
produkce v téchto dvou produkcnich médiich nepatii k tém nejvyssim.
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Obrazek 11: Koncentrace obsahu violaceinu pro optimalizaci produkcniho média

4.1.3 Vizualni analyza
Na Obrazku 12-17 vidime fotografie ban€k obsahujici bakterialni kmeny CCM 160, CCM 1888
a CCM 3308 ve vsech typech produkénich medii, se kterymi bylo pracovano.

Z nize uvedenych obrazki 1ze vidét, ze bakterie rodu Janthinobacterium vyprodukovaly
v produkénim médiu Kanelli s glycerolem nejvice violaceinu, jelikoz je produkéni médium syté
zbarveno do fialova. Na zakladé ziskanych dat spektrofotometrickou analyzou a vizualni
analyzou se v dalSich experimentech pracovalo s médiem Kanelli s glycerolem. Nasledné byl
ze vSech pouzitych kmenti vybran kmen CCM 160, jelikoz v téméf vSech piipadech vsech
pouzitych médii byla produkce violaceinu u tohoto bakterialniho kmene nejvyssi.

Na nékterych obrazcich si miizeme vSimnout, ze se v médiu vyskytuji barevné srazeniny
pigmentl (napt. Obrazek 15, kmen CCM 1888 v produkénim médiu Kanelli s glukozou). Jedna
se o shluky bakterii, které se snazi si vytvofit biofilm, o kterém je vice popsano v kapitole 4.4.2.
Vlivem michani na tfepacce je schopnost produkce biofilmu znemoznéna.

Obrazky nam slouzi pfi odhadu mnozstvi vyprodukovaného violaceinu pied jeho
samotnou extrakci a méfenim. Podle fotek si také miizeme ovéfit ziskana data.
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Obrazek 12: Kmeny CCM 160, CCM 1888 a CCM 3308 v produkcnim médiu Dantas po 72 h kultivaci

Obrdzek 13: Kmeny CCM 160, CCM 1888 a CCM 3308 v produkcnim médiu Kumar po 72 h kultivaci
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Obrdzek 14: Kmeny CCM 160, CCM 1888 a CCM 3308 v produkcnim médiu H16 s 1 g (NH4):S04 po 72 h kultivaci

Obrazek 15: Kmeny CCM 160, CCM 1888 a CCM 3308 v produkcnim médiu H16 s 3 g (NH4):504 po 72 h kultivaci
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Obrdzek 16: Kmeny CCM 160 a CCM 1888 v produkcnim médiu Kanelli s glukézou po 72 h kultivaci

T

Obrazek 17: Kmeny CCM 160, CCM 1888 a CCM 3308 v produkcnim médiu Kanelli s glycerolem po 72 h kultivaci
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4.2 Optimalizace produkéniho média Kanelli s glycerolem

Jak jiz bylo zminéno, na zaklad¢ dat obsahu vyprodukovaného mnozstvi violaceinu bylo
rozhodnuto, ze se zoptimalizuje produkéni médium Kanelli s glycerolem. Lehce se pozménilo
slozeni a to tak, ze se v jednom pfipadé pouzil trypton misto peptonu, v druhém ptipadé bylo
k pivodnimu slozeni pfidano 0,3 g/l L-tryptofanu a v tfetim piipadé zistalo médium
v puvodnim slozeni. Kultivace byla provedena pro v§echny 3 kmeny — CCM 160, CCM 1888,
CCM 3308. Pepton je smés polypeptidi a aminokyselin tvofena castecnou hydrolyzou bilkovin,
pusobi jako zdroj dusiku pro rast mikroorganismt [52]. Na druhou stranu trypton je smés
peptidi  vytvofena Sté€penim kaseinu. Z tohoto divodu se vyuziva jako zdroj dusiku
v kultivacnich médiich, kde je vyzadovan enzymaticky hydrolyzovany kasein [53]. Na zakladé
toho se predpokladalo, ze po zaméné peptonu za trypton by mohlo byt mnozstvi
vyprodukovaného violaceinu vyssi. To bohuzel potvrzeno nebylo, viz kapitola 4.2.2.

4.2.1 Produkce PHA na optimalizovaném médiu

Stejnym zpusobem jako v kapitole 3.4.1. byly odebrany, pfipraveny, analyzovany
a vyhodnoceny vzorky, pro upravené produkéni médium Kanelli s glycerolem podle Tabulky 2.
Vysledky jsou zaznamenany v Tabulce 4 a graficky na Obrazku 18. Nejvice biomasy bylo
vyprodukovano kmenem CCM 1888 béhem kultivace v médiu Kanelli s glycerolem
obohaceném o L-tryptofan. Obsah PHA byl vSak pouze 6,54 %, coz mohlo byt zptsobeno tim,
ze bakterie v médiu mély dobré podminky pro rust, tudiz se jejich pocet snadno zvétsoval a diky
vyhovujicim kultivaénim podminkdm se nepotiebovaly sousttedit na produkci PHA. Naopak
nejveétsi mnozstvi PHA vyprodukoval kmen CCM 160 v zakladnim slozeni produkéniho média
Kanelli s glycerolem a v médiu obohaceném o L-tryptofan, coz se dle slozeni média a vhodnych
kultivaénich podminek dalo oCekavat. Nejhtf na tom s produkci PHA je zastupce rodu
lodobacter, jelikoz vyzaduje odlisné kultivani podminky nez rod Janthinobacterium, kmen se
vice soustfedil na produkci violaceinu jak si 1ze potvrdit z Obrazka 19-21.

Tabulka 4: Namérené a vypocitané hodnoty z GC pro optimalizaci produkcniho média Kanelli s
glycerolem

Kmen bl‘(’;gsa odchylka | %PHA | PHB (g/)
160 1,64 0,06 23,63 0,388
A) 1888 1,68 0,08 11,34 0,195
3308 0,80 0,05 0,99 0,008
160 1,40 0,07 9,86 0,138
B) 1388 145 0,02 1,17 0,019
3308 0,93 0,03 0,39 0,004
160 1,49 0,13 29,83 0,440
C) 1888 2,29 0,28 6,54 0,150
3308 0,65 0,08 1,18 0,008
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Obrazek 18: Grafobsahu biomasy a PHA v g/l pro optimalizaci produkcniho média Kanelli s glycerolem

4.2.2 Produkce violaceinu

Stejnym zpusobem jako v kapitole ¢. 3.4.2. byly odebrany a vyextrahovany vzorky pro
upravené produkéni médium Kanelli s glycerolem podle Tabulky 2. Zadnych vysledki ale
nebylo dosédhnuto, jelikoz byly bakterie kultivovany na tfepacce pod lampou, ktera dokazala
produk¢ni médium zahtat na 30 °C, coz bylo zjisténo, Ze je pro produkci violaceinu nevhodna,
az inhibic¢ni teplota. Naopak si z grafu na Obrazku 10 mizeme vS§imnout, Ze oproti vysledku,
z optimalizace produkcniho média je obsah PHA mnohem vySsi.

Z pohledu kultivace vedouci k produkci violaceinu byla tato kultivace nezdafena, ale na
druhou stranu pfinesla nové poznatky, co se ty¢e kultivacni teploty. Teplota 30 °C je pro
zastupce rodu Janthinobacterium vhodnym stresovym faktorem, ktery vedl k tvorbé PHA.
Naopak si mizeme vsimnout, ze kmen CCM 3308, tudiz patfici do rodu lodobacter, vyssi
kultivacni teplotu toleruje ¢i mozna i preferuje a béhem kultivace za zvySené teploty
vyprodukoval vice violaceinu nez pfi kultivaci za laboratorni teploty. To 1ze usoudit pouze
vizualné z Obrazka 19-21 podle fialové pigmentace.

4.2.3 Vizualni analyza

Uz na prvni pohled z Obrazku 19 az 21 je viditelné, ze bakterie za pro n¢€ neoptimalnich
podminek nevyprodukovaly v podstaté zadny violacein. Produk¢ni média jsou zluto-hnéda.
Jediny nadech fialové pigmentace lze byt vidét u bakterialniho kmene CCM 3308, jehoz
pozadavky pro rast se od Janthinobacterium lehce lisi.
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Obrdzek 19: Kmeny CCM 160, CCM 1888 a CCM 3308 v produkcnim médiu Kanelli s glycerolem po 72 h kultivaci pod
lampou

CCM 1888 CCM 3308

Obrdzek 20: Kmeny CCM 160, CCM 1888 a CCM 3308 v produkcnim médiu Kanelli s glycerolem, ndhrada tryptonu za pepton
po 72 h kultivaci pod lampou

CCM 160 CCM 1888 CCM 3308

34



Obrdzek 21: Kmeny CCM 160, CCM 1888 a CCM 3308 v produkcnim médiu Kanelli s glycerolem s pridavkem L-tryptofanu
po 72 h kultivaci pod lampou

CCM 160 CCM 1888 CCM 3308

4.3 Kultivace p¥i tFepani a stani

Pro tuto kultivaci bylo vybrano produkcni médium Kanelli s glycerolem a kmen CCM 160.
Erlenmayerovy bariky s naockovanym produkénim médiem byly riznou dobu tfepany
a nasledné postaveny na pracovni desku, kde kultivace pokraCovala dale ve stabilni poloze.
Jelikoz bakterie ve statické poloze uplatiiuji schopnost tzv. quorom sensing (tato vlastnost je
podrobné sepsana v kapitole 4.4.2), ktera ma na svédomi produkci biofilmu, ¢ekala se vyssi
vytéznost violaceinu. Doba tfepani-stani probihala rizné dlouho, vysledky byly mezi sebou
porovnany.

4.3.1 Stanoveni violaceinu pri statické a dynamické kultivaci

Bylo zjisténo, ze bakterie potiebuji delsi kultivacni Cas, nez je 72 h, proto byly pro
porovnani kultivovany po dobu 120 a 168 hodin. Jak mizeme vidét v grafu na Obrazku 22,
nejvice violaceinu vyprodukovaly bakterie v Erlenmayeroveé barice, ktera stala 120 h a po této
dobé z ni bylo 1 odebrano. Kdyz se baiika nechala stat déle, 168 h, produkce violaceinu rapidné
klesla, jelikoz provzdu$néni kultury vlivem statické kultivace bylo nedostatecné. Druhou
nejvyssi produkci mé na svédomi kultura v Erlenmayerovée baiice, kterd se tfepala po dobu
120 h. Kultura méla dostatek Casu pro produkci violaceinu. Na zakladé tohoto faktu bylo
rozhodnuto, ze kultivacni ¢as 120 h je pro bakterie nejvyhodnéjsi. Tieti misto v produkci
violaceinu obstarala Erlenmayerova barika, ktera byla tfepana a zanalyzovana po 168 hodinach.
Dutivodem je, ze z banky jiz bylo po 72 h odebrano, takze barika méla mensi objem produkéniho
média, a taktéz se po celou dobu tfepala, takze ji byla zajisténa dostateCna aerace. Toto zjiSténi
vedlo k naslednému experimentu, pii kterém se optimalizoval objem produkéniho média.
Nejhtire na tom s produkci violaceinu byly bakterie, které byly tfepany 72 h a nasledné byly
z tfepacky sundany a byly postaveny na pracovni desku, kde kultivace pokracovala staticky.
Bakterie se zifeymé adaptovaly na tiepani a pfistup kysliku, ktery jim byl po 72 h odebran
a kultura zacala vlivem nedostatku kysliku a umirat. Ve vSech ptipadech, kdy kultivace
probihala pfi tfepani po dobu 72 h je produkce violaceinu nejnizsi. Bylo zjisténo, za 72 h
bakterie vyprodukovaly vice violaceinu ve stabilni poloze bez tfepani. Bakterie mohly drzet
u sebe, ale zaroven nestradaly nedostatkem kysliku.
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Obrazek 22: Koncentrace obsahu violaceinu pro kmen CCM 160 pri kultivaci za tFepdni a nasledného stdani
4.3.2 Stanoveni PHA

Nejvice biomasy, kterd obsahovala zaroven nejvys$si podil PHA - 32,09 %,
vyprodukovaly bakterie, které se 168 h tiepaly a po této dobé byly 1 zanalyzovany (Tabulka 5).
V porovnani s ostatnimi vzorky, mély tyto bakterie vice ¢asu na produkci biomasy a zaroven
byly dostatecné aerovany diky tfepani na rozdil od vzorku G, jehoz bakterie byly kultivovany
po stejny Cas, ale s rozdilem, ze kultivace probihala staticky. Bakterie vyprodukovaly jedno
z nejmensich naméfenych mnozstvi biomasy, v niz byl procentualni obsah PHA pouze 1,02 %.
Bakterie vlivem nedostate¢ného provzdusovani presly do faze odumirani.

Dalsim zajimavym faktem je, ze u vzorkd B, E a F vys§lo mnozstvi PHA v g/l dost
podobné (s odchylkou 0,008 g/l). VSechny 3 vzorky byly kultivovany stejnou dobu, akorat
s rozdilem, ze vzorek B byl po celou domu tfepan, vzorek E se celou dobu kultivoval pfi statické
poloze a vzorek F se nejprve 72 h tiepal a nasledné 48 h stal. To ukazuje, ze pfi kultivaci nehraje
velkou roli to, jak jsou bakterie kultivovany — zda se tfepou, stoji anebo oboje dohromady.
Zmenil se ale procentudlni obsah vyprodukovaného PHA, ktery je u vzorku B a F podobny,
ale u vzorku E je jeho hodnota dvakrat vétsi. Dulezit€jsim faktorem kultivace je Cas, ktery jak
vidime z Obrazku 23 je nejidealn&)si pii 120 h. Pfi krat§im kultivanim Case nemaji bakterie
dostatek Casu vyprodukovat metabolity, jelikoz maji pfi statické kultivaci prodlouzeny
generacni Cas vlivem nehomogenniho pokryti kysliku v médiu. Pfi delSim case, pokud neni
barika s kulturou tfepana, bakterie umiraji. Oproti vzorku G byl kultivaéni ¢as u vzorku E 0 48 h
kratsi, tudiz 1 kdyz oba vzorky pfi kultivaci staly, jesté nedoslo k pfechodu ze stacionarni faze
do faze odumirani.

Tabulka 5: Namévené a vypocitané hodnoty z GC pro kmen CCM 160 pri kultivaci za tFepdni
a ndsledného stani

Oznacenti biomasa
na Obr. 22 odchylka | % PHA | PHB (g/l)
423 (g

tfepana 72 h, odebrano po 72 h A 1,69 0,13 15,11 0,270
tfepana 120 h, odebrano po 120 h B 1,85 0,02 20,06 0,380
tfepana 168 h, odebrano po 168 h C 2,01 0,01 32.09 0,616
stala 72 h, odebrano po 72 h D 0,64 0,05 0,00 0,011
stala 120 h, odebrano po 120 h E 0,74 0,02 52,53 0,391
tfepana 72 h, stala 48 h, odebrano po 120 h F 1,5 0,1 252 0,369
stala 168 h, odebrano po 168 h G 0,69 0,01 1,02 0,006
tfepana 72 h, stala 96 h, odebrano po 168 h H 1,29 0,05 16,07 0,203
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Obrazek 23: Graf obsahu biomasy a PHA v g/l kmene CCM 160 pFi kultivaci za tfepani a ndsledného
stdni

4.3.3 Vizualni analyza

Na Obrazku 24 muzeme vidét banky s kulturou po 72 hodinach kultivace, vSechny tyto
bariky bylo po tuto dobu kultivovany za stalého tfepani. Na Obrazku 25 jsou vyfoceny ty stejné
banky po dalsich 48 h kultivace, jak si mizeme v§imnout, kultury jsou mnohem vice fialové
nez na predchozi obrazku, jelikoz vyprodukovaly vice violaceinu. U baiky G, ktera celou dobu
stala a leva barka F, kterd byla kultivovana 72 h za tfepani a nasledné 48 h staticky, se vytvofil
biofilm, ktery po pohnuti s batikou klesl ke dnu. Prava barika F je pro porovnani jiz vyfocena
po rozmichani biofilmu. Vyfocena barika s biofilmem ze spodu je vyfocena na obrazku 31 nize
v kapitole 4.4.2.

Na Obrazku 26 je vyfoceno zbylych 5 banék, které se kultivovaly po dobu 168 h. Nalevo
je barika s oznacenim B, ktera je nejsyt€ji zbarvena fialovym pigmentem.

Obrazek 24: 72 h kultivace pri tFepdni
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Obrazek 25: 120 h kultivace

Obrazek 26: 168 h kultivace

4.4 Kaultivace pri stani a nasledném trepani

Béhem této kultivace bylo vyzkouS§eno vymeénit poradi statické a submerzni faze. Nejprve
naockované médium Kanelli s glycerolem s bakterialnim kmenem CCM 160 staticky stalo na
vypnuté tfepacce ve tmé, po 72 h probihala kultivace standardné pfi tfepani 145 rpm. Zaroven
byly porovnavany odlisné objemy produkéniho média, a to konkrétné pii 30 ml, 50 ml, 75 ml
a 95 ml vSe ve dvou sadach. Staticka kultivace probihala po dobu 72 h, potom se jedna sada
odebrala na analyzu a druh4 sada se dale kultivovala akorat se zapnutou tfepackou na 145 rpm,
i nadale za tmy po dobu dalsich 48 h. Po této dobé se vzorky taktéz zanalyzovaly.

Z grafu na Obrazku 27 lze vycist, ze vyssi hodnoty koncentrace violaceinu bylo
dosazeno pii delSim Casovém intervalu kultivace, tudiz lze za ideélni Cas kultivace povazovat
120 h. V porovnani s pfedchozim pokusem, kdy nejprve probihala faze tfepani a nasledné stani
muzeme vidét, Ze pii 72 h kultivace bakterie vyprodukovaly vice violaceinu ve statické poloze
(2,94 mg/l) nez pii tiepani (0,96 mg/l) v objemu 95 ml média. Hodnoty vyprodukovaného
violaceinu se béhem stani zvysily jesté vic diky mensimu objemu média, konkrétné nejvic pfi
objemu 50 ml - 5,00 mg/l, coz je 1,5krat vice. Kdyz se stejn€ porovna i 120 h kultivace, kdy se
v minulém experimentu kultura vmeédiu 72 h tfepala a nasledné¢ 48 h stala s timto
experimentem, kdy 72 h stala a 48 h tfepala, tak si mizeme vSimnout, ze bakterie ve stejném
produk¢énim médiu o stejném objemu 95 ml vyprodukovala vice violaceinu v druhém pripadé.
Konkrétné 4,16 mg/l oproti 0,72 mg/l v minulém ptipad€. I v tomto ptipadée plati, ze s nizSim
objemem média koncentrace vyprodukovaného violaceinu stoupla.
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Obrazek 27: Graf koncentrace violaceinu kmene CCM 160 pri kultivaci za stani a ndsledného trepdni

Kdyz porovname 120 h kultivace a) tfepani-stani, za b) stani, za c) tfepani a za d) stani-
ttepani, podle Tabulky 6, zjistime, ze bakterie dokédzaly vyprodukovat nejvy§si mnozstvi
violaceinu pfi 120 h statické kultivace. Bakterie mé&ly dostatek Casu pro produkci metabolitu
a zaroven jesté nestradaly znedostatku okysliceni média. Hodnoty koncentrace violaceinu
varianty kultivace pfi tfepani anebo stani a nasledném tfepani se od sebe nijak zdsadné nelisi,
tudiz mizZeme fict, ze obé tyto metody maji stejny vysledek. Nejhufe skoncila kultivace za
ttepani a nasledném stani. Zteymé proto, ze bakterie si zvykly na konstantni pfisun kysliku
zpusobenym tifepanim a po postaveni na pracovni desku zaCaly bakterie umirat vlivem
nedostatku kysliku. Dalsi moznou variantou je, ze bakterie rostou za tiepani rychleji, tudiz po
zanalyzovani po 120 h uz mohly byt mrtvé. Zatimco bakterie, které se kultivovaly staticky,
rostly pomaleji, jelikoz nebyl pfistup kysliku v médiu homogenni.

Za nejidealngjsi objem pro 120 h kultivaci pfi stani bych vybrala objem 75 ml, jelikoz
lze stejné jako v pripadé tohoto experimentu piedpokladat, ze vyprodukovana koncentrace
violaceinu bude vys$i nez u objemu 95 ml média.

Tabulka 6: Riizné varianty 120 h kultivace pri objemu produkcniho média 95 ml pro kmen CCM 160

Oznaceni Typ kultivace ¢ (mg/l)
a) trepani-stani 0,720
b) stani 20,620
c) tfepani 4,629
d) stani-tfepani 4,160

4.4.1 Stanoveni PHA

Stejné jako pii produkei violaceinu, i u produkce PHA pomohlo prodlouzit kultivacni
Cas ze 72 h na 120 h. Bakterie maji zfejmé& béhem statické kultivace delsi generacni dobu, nez
prejdou z exponencialni faze do faze stacionarni. Bakterie se kultivovaly 72 h staticky, kdy
vlivem nehomogenniho zdroje kysliku v médiu rostly pomaleji. Po této dobé nastalo 48 h
trepani, kdy doslo k dostatecnému provzdusnéni média a bakterie zacaly rust rychleji
a produkovat vice metabolitd.
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V Tabulce 7 muzeme vidét hodnoty pro vyprodukovanou hmotnost biomasy,
procentualni mnozstvi vyprodukovaného PHA ajeho mnozstvi v g/l. Jak mizeme vidét, nejvice
PHA vyprodukovala bakterie pfi 120 h kultivaci v 75 ml produkéniho média Kanelli
s glycerolem, ale procentualné je to z vyprodukované biomasy pouze 19,28 %. Nejvétsi
procentualni podil se nachazi u 72 h statické kultivace pfi objemu média 75 ml (27,02 %) a
95 ml (27,52 %). To je zfejmé zpusobeno tim, ze za 72 h statické kultivace bakterie rostly
pomaleji, proto je naméfend hodnota biomasy mensi nez u 120 h kultivace. Zaroveni bakterie
produkovaly PHA, jelikoZ nedostatek kysliku inhibuje Krebsiv cyklus a tok acetyl-CoA je
nasledné smétovan do syntézy PHA.

Nejnizsi vyprodukovana hodnota PHA (0,052 g/) je zaroven ta nejvyssi hodnota
vyprodukovaného violaceinu, jejiz koncentrace je 7,355 mg/l. Jak jiz bylo zminéno vysSe,
bakterie mély optimalni podminky pro produkci violaceinu, proto se nezameétovaly na tvorbu
PHA. Na druhou stranu je nejvyssi hodnota vyprodukovaného PHA (0,348 g/l) zaroven i ta
druha nejvyssi hodnota vytvoreného violaceinu (7,114 mg/l). Bakterie pfi statické kultivaci
meély vhodné mnozstvi produk¢éniho média na tvorbu biofilmu, ktery byl syté zbarven do fialova
a obsahoval vysoké mnozstvi pigmentu.

Tabulka 7: Namérené a vypocitané hodnoty z GC pro kmen CCM 160 pri kultivaci za stani a ndasledného
trepani

biomasa (g/l)| odchylka % PHA | PHB (g/1)
30 ml 0,82 0,12 9,08 0,081
72 b stani 50 ml 0,86 0,03 20,84 0,179
stant 75 ml 0,74 0,02 27.02 0,199
95 ml 0,55 0,01 27.52 0,151
30 ml 125 0,16 4,14 0,052
72 h stani, 48 h 50 ml 1,53 0,01 9,64 0,147
tfepani 75 ml 1,81 0,05 19,28 0,348
95 ml 1,53 0,02 22,04 0,336
2,5
2,0
— 1,5
G
€ 1,0
i 1 l L L
00 -
30 ml 50 ml 75 ml 95 ml 30 ml
72 h stani 72 h stani, 48 h trepani

Kmen CCM 160 pfi kultivaci za stani a nasledného tfepani
W biomasa (g/l) m3HB (g/l)

Obrazek 28: Graf obsahu biomasy a PHA v g/l pro kmen CCM 160 pFi kultivaci za stani a ndasledného
trepani
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4.4.2 Vizualni analyza

Na Obrazku 29 je vyfocenych vSech 8 bané€k s riznymi objemy kultivaénich médii
a naockovanou kulturou CCM 160 po 72 h statické kultivace. Banky byly vyfoceny pied
rozmichanim biofilmu, ktery bakterie vyprodukovaly na hladiné média. V mnoha pripadech
biofilm po pohybu s barikou klesl ke dnu. Na Obrazku 30 jsou vyfoceny 4 baiiky s 30 ml, 50 ml,
75 ml a 95 ml produkéniho média po rozmichéani biofilmu po 120 h kultivaci za 72 h stani a 48 h
tfepani.

= pe e . == o
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."fr-'/ 1 - 'j J w3 !
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30 ml 30.ml 2

/3 ) 50ml ml fv
g 9 aif3 A 75.ml 75ml 95 Kl

Obrazek 30: po 72 h kultivace p¥i stani a ndsledné po 48 h trepdni

Kultivace pii stani a nasledném roztiepani pfinesla pozitivni vysledky. Prvnich 72 h
kultivace béhem stani bakterie vytvorily fialovy biofilm, ktery 1ze vidét na Obrazku 31. Timto
se podafilo ovéfit, ze na produkci mé pozitivni vliv, pokud mohou byt bakterie v blizkém
kontaktu, jde o tzv. quorum sensing (QS). Jedna se o proces komunikace mezi buiikami, ktery
umoziuje bakteriim sdilet informace o bunééné hustoté a podle toho upravovat genovou expresi
[54]. Zaroven podporuje transkripci urcitych cilovych gent v bakterialnich bunkach, coz vede
k aktivaci riznych bunécnych procest, znichz nékteré souvisi stvorbou bakterialniho
biofilmu. Tvorba téchto biofilmt podporuje naptiklad rezistenci vaci antibiotikiim [55].

Po uplynuti této doby nasledovala 48 h kultivace za tfepani, pii které se bakterie aerovaly, a tak
dochézelo k provzdusnéni kultury. Nejidealn&jsi kultiva¢ni objem se ukazal byt 75 ml média
s pfidanym 5% zastoupenim bakterialni kultury.
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Cilem studie bylo zhodnotit antimikrobidlni potencial violaceinu na biofilmu
Staphylococcus epidermidis. Bylo zjiSténo, ze violacein vykazuje antibiofilmové ucinky a
inhibuje tvorbu biofilmu [56].

Produkce violaceinu a biofilmu u J. /lividum je tizena zdrojem uhliku a zesilena
glycerolem [32]. Z tohoto divodu lze predpokladat, ze bakterie vytvoiily v médium Kanelli
s glycerolem tolik biofilmu, ktery obsahoval vysoké mnozstvi violaceinu.

L

Obrazek 31: Vytvoreny fialovy film po 72 h statické kultivaci kmene CCM 160

4.5 Staticka kultivace na pevném podkladu

Béhem vsech predeslych kultivaci bylo zpozorovano a potvrzeno, ze se pii statické
kultivaci bakterie shlukuji a vytvareji biofilm. Proto byla vyzkousSena staticka kultivace na
bunicité vate a na filtratnim papiru. Jak si Ize z gratu na Obrazku 32 v§imnout, bunicita vata
byla pro bakterialni kmen CCM 160 lepsim pojidlem nez filtracni papir, pravdépodobné proto,
ze do sebe dokazala Iépe nasdknout produkéni médium, nema tak pevnou a hustou strukturu
jako filtracni papir a zaroven extrakce probihala snadné&ji. Violacein se snadnéji uvolnil do
methanolu a nasledné se bunicita vata snadn€ji vymackavala. Z grafu si také mizeme vSimnout,
ze u statické kultivace nemélo na produkeci violaceinu nijak zasadni vliv svétlo ¢i tma.
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Obrazek 32: Graf koncentrace violaceinu pri statické kultivaci na pevném podkladu pro kmen CCM 160

4.5.1 Vizualni analyza

Na nasledujicim Obrazku 33 je vyfoceno vSech 6 Petriho misek, na kterych se kultivoval
kmen CCM 160. Na tfech levych miskach je pevnym podkladem bunicita vata a na pravych
ttech miskach je filtracni papir.

Kultivovény na svétle

Obrdazek 33: Petriho misky se statickou kultivaci na pevném podkladu s kmenem CCM 160

Primysl v dnesni dobé€ neni schopen levné a efektivné produkovat bakterialni pigmenty
v Cistych a koncentrovanych formach [19], proto by tento typ kultivace mohl mit budoucnost
v komercni produkci violaceinu. Bakterie by se mohly kultivovat na bunicité vaté ve velkych
Petriho miskach o vétsi plose, napiiklad o priméru 200 mm. Petriho misky by mohly byt
naskladany na sobé v ne€kolika patrech, takze by produkce nebyla naro¢na na prostory. Bakterie
by se ani nemusely osvétlovat, jelikoz jak bylo zjisténo, svétlo ¢i tma nemaji na produkci
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violaceinu zasadni vliv. Produkce by probihala po dobu 120 h a nasledné by byly bunicité platy
bohaté na fialovy pigment promyvany v methanolu, kde by probéhla extrakce. Pomoci lisu by
se vymackal veSkery methanol s pigmentem.

4.6 PCR detekce genu phaC

Na Obrazku 34 1ze vidét identifikaci produkti pomoci multiplexni PCR metody na gelu
agarové gelové elektroforézy. Negativni 1 pozitivni kontrola vysla spravné. Pfiblizné na Grovni
fragmentu o velikosti 1500 bp metoda PCR detekovala gen /65 rRNA u kmene CCM 160
a CCM 1888, ktery je charakteristicky pro vSechny bakterie. U kmene CCM 3308 tento gen
detekovan nebyl, jelikoz mohlo dojit k chyb& béhem izolace, nebo pii purifikaci DNA. Jelikoz
ale doslo k amplifikaci phaC genu, lze tento vysledek povazovat za pozitivni pro oba geny.
Duvodem je, ze phaC gen je mnohem kratsi, nez je gen /6S rRNA, proto dochazi k preferencni
amplifikaci. Dale doslo k amplifikaci fragmentu o velikosti odpovidajici 500 bp u kmene
CCM 1888. Tento amoplikon indikuje ptfitomnost PHA-syntazy, ktera zodpovida za produkci
scl-PHA a mcl-PHA. Stejny tsek DNA je detekovan i u pozitivni kontroly, kde byla nanesena
DNA zbakterie C. necator, ktera ma taktéz schopnost produkovat PHA. Bylo zji§téno, ze
v DNA kmene CCM 160 neni mozno detekovat phaC gen. To ale nevypovida o neschopnosti
bakterie vytvaret PHA. O tom se 1ze presvédcit z vysledka prace této zavérecné prace, kdy byla
u tohoto kmene pozorovana koprodukce violaceinu a PHA. To dokazuje naptiklad udaj
z Tabulky 3, kde je uvedena hodnota 1,837 g/, coz je hodnota mnozstvi vyprodukovaného PHA
kmene CCM 160 v produkénim médiu Kumar. Tato hodnota PHA je nejvyssi namérenou
hodnotou v celé praci. Tento kmen ma ziejmé lehce odliSnou genovou sekvenci PHA-syntazy
nez zbylé dva pouzité kmeny a je proto lze predpokladat, ze jej nebylo mozné, s vyuzitim
pouzitych primerd, detekovat.

R 160 1888 3308

1500 bp

500 bp

Obrazek 34: Gel po elektroforéze se vzorky bakterialnich kmenu CCM 160, CCM 1888 a CCM 3308
z PCR pro detekci 16S rRNA a phaC genu
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5 ZAVER

Polyhydroxyalkanoaty jsou skupina biopolymeri produkovana celou fadou
mikroorganismti. Jejich hlavni funkci je, Zze slouzi jako zasobarna energie a uhliku. Maji
vyborné schopnosti biodegrability a biokompability, coz se vyuziva v riznych odvétvich jako
je biomedicina, bioinzenyrstvi nebo farmacie [35]. Jsou produkovany naptiklad bakteriemi
rodu Janthinobacterium. Diky produkci a akumulaci PHA dokdzou tyto bakterie zit
v extrémnich podminkach za nizkych teplot a s nedostatkem zivin [33]. Jsou to Gram-negativni
bakterie fialové barvy. Tmavé fialova barva je zpusobena barevnym pigmentem jménem
violacein, ktery produkuji [13]. Tento pigment se skladd ze dvou slozek — violacein
a deoxyviolacein [1]. Violacein je velice vyznamnou slou¢eninou, ktera ma nespocet vlastnosti
a vyuziti. Vykazuje napfiklad protirakovinné vlastnosti, je cytotoxicky pro nékteré lidské
rakovinné linie. Také ma antibioticky potencial, jelikoz dokaze patogenné pusobit na nékteré
mikroorganismy. Zabranuje napiiklad zanétim mlécnych Zzlaz u krav. V potencialnim
komerénim vyuziti by se nejvice mohl vyuzivat v kosmetice k vyrobé opalovacich krémd,
jelikoz je violacein fotoprotektivni a dokaze zvySovat ucinnost ochranného faktoru (SPF).
V textilnim pramyslu se vyuZziva pii vyrobé€ svétlostalych barevnych vlaken [2].

Béhem prace bylo zji§téno, ze se produkce PHA a violaceinu navzajem ovliviiuje. Kdyz
jsou bakterialni kmeny kultivovany za nepfiznivych podminek v podobé lampy (teplota 30 °C)
nebo nevyhovujiciho produkéniho média, nezamétuji se na produkci violaceinu, nybrz na
produkci PHA, které jim slouzi jako zasobarna energie. Naopak pokud maji bakterie béhem
kultivace dostatek vhodného produkéniho média, kysliku a vhodnou kultivacni teplotu,
zaméfuji se na produkci violaceinu, kterého je oproti prvnimu piipadu podstatné vice.

Bylo zjisténo, ze kultiva¢ni podminky vsech tfi pouzivanych kmena se lehce lisi, nejvice
vSak mezi kmeny Janthinobacterium a kmenem lodobacter. Bylo zji§téno, ze kmen CCM 3308
bakterie lodobacter vice vyhovuje kultivace za vyssi, nez laboratorni teploty (30 °C) a za
ptitomnosti silnéjsiho zdroje svétla.

Dale bylo zjisténo, ze ze vSech pouzivanych kment je schopny nejvétSi produkce
violaceinu kmen CCM 160, s kterym se pracovalo po vétsi ¢ast prace.

Vysledkem této prace jsou poznatky ohledné kultivace bakterialntho kmene
Janthinobacterium [lividum kmene CCM 160 izolovaného zpudy. Bylo zjisténo, ze
nejidealnéjsi podminky pro jeho kultivaci v tekutém médiu je pouziti produkéniho média
Kanelli s glycerolem o objemu 75 ml a 5% obsahem naockované kultury, doba kultivace
120 hodin za statického stani.

PCR analyza detekovala gen /65 rRNA u kmene CCM 160 a CCM 1888 a potvrdila phaC
gen u bakterialnich kmentt CCM 1888 a CCM 3308. U kmene CCM 160 se sice ptitomnost
phaC genu nepotvrdila, to ale neznamena, ze neni produkce PHA schopen, coz bylo potvrzeno
v laboratoii béhem meéfeni na tuto zavérecnou praci. Kmen CCM 1888 nebyl v produkci
violaceinu v porovnani s kmenem CCM 160 tak efektivni, ale po vybrani vhodnych stresovych
faktori, by mohla byt vhodnym producentem PHA, jelikoz potencial na produkci diky phaC
genu ma. To stejné plati u kmene CCM 3308, jehoz optimalni kultivaéni podminky se od
J. lividum lehce lisi.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
PHA = polyhydroxyalkanoat

PHB = polyhydroxybutyrat

PHO = polyhydroxyoctanat

MIC = nejniz§i koncentrace antimikrobialni chemické latky, které inhibuje viditelny rlist
mikroorganismu po inkubaci pfes noc

PhaC = PHA-syntaza

scl-PHA = kratka délka fetézce

mcl-PHA = stfedni délka fetézce

Icl-PHA = dlouha délka fetézce

CDM = susina bunék

PCR = Polymerazova fetézova reakce

IPA = imin kyseliny indol-3-pyrohroznové

FAD, FADH; = flavinadenindinukleotid

NADPH = Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
PVA = kyseliny prodeoxyviolaceinové

pHaB = acetoacetyl-CoA-reduktaza

SPF = ochranny faktor

MRSA = meticilin-rezistentni zlaty stafylokok
GC-FID = plynovy chromatograf s plamenovym ioniza¢nim detektorem
QS = quorum sensing
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