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ABSTRAKT

Predlozena diplomova praca mala za ciel zaviest metodiku pre kvantifikaciu glykogénu
v cyanobakterialnych bunkéach a posudit unich vplyv osvitu a dalSich parametrov na
akumuléciu zasobnych polymérov, glykogénu a polyhydroxyalkanoatov (PHA), konkrétne
poly(3-hydroxybutyratu) (PHB). Experimenty boli realizované s vyuzitim dvoch kmernov,
menovite Synechocystis sp. PCC 6803 a Synechocystis salina CCALA 192, ktorych rast bol
pozorovany pri kultivaciach v Erlenmayerovych bankach (EB) aj v multikultivatore (MK). Na
zaklade sledovanej literarnej reserSe a prevedenej optimalizacie bola zavedena metodika pre
kvantifikéaciu glykogénu v cyanobakterialnych bunkéach. Pozorovanie vplyvu osvitu spocivalo
v kultivacii v dusik-deficientnom médiu M220, u prvého zmieneného spdsobu bol svetelny
rezim pri raste kultar v ¢asovom ramci 16 hodin svetla a 8 hodin tmy. Po vyc¢erpani dusikatych
zasob v médiu doslo u buniek k typickému prechodu do dormantného chlorotického stavu
a boli rovnomerne prerozdelené — Cast’ bola nasledujucich 5 dni kultivovana v tme a zvySok
pokraCoval v predoslom ilumina¢nom nastaveni. Vysledky ukazali u Synechocystis sp. PCC
6803 pokles hladiny oboch zasobnych polymérov vplyvom tohto stresu. Naopak u druhej
kultary, Synechocystis salina CCALA 192, bola cast glykogénu odburand po zastaveni
osvetlenia za biosyntézy PHB, avSak koncentracia polyesteru nedosiahla vysSich hodnoét, ako
v kultirach na svetle. Rovnako tak bol pozorovany negativny vplyv zmeny svetelného rezimu
na hladinu biomasy, naopak koncentracia fotosyntetickych pigmentov bola ovplyvnena
pozitivne, nakol'ko bunky d’alej nedegradovali svoje fotosystémy vplyvom chlorézy. Pokusy
v MK prebiehali s vyuzitim toho istého mineralneho média, ale s nepretrzitym 24 hodinovym
osvetlenim ana konci s rovnakou tmavou/svetlou periddou. Synechocystis sp. PCC 6803
v tychto experimentoch nasledovala iny trend, kedy vtmavych podmienkach nedoslo
k odburavaniu PHB (ani k jeho syntéze), ale iba k poklesu hladiny glykogénu. Synechocystis
salina CCALA 192 sa spravala obdobne, ako pri kultivaciach v EB, produkovala vS§ak takmer
4-nasobne viac polyesterovych granul, nez prvy pouzity kmen. Nakol'ko vysledky nadobudnuté
zMK boli zatazené velkymi odchylkami a nepravidelnostami spdsobenymi radou
nevyraznych rozdielov v kultivacnych podmienkach, neboli posidené ako vhodné z hl'adiska
vyslovovania zaverov o vplyve osvitu na akumulaciu tychto polymérov. Na zaklade toho sa
v druhej Casti tieto kultivacie zamerali skor na sledovanie moznej produkcie kopolymérov PHA
v pritomnosti znamych prekurzorov. Analyzy vsak nepotvrdili ani vjednom pripade
pritomnost’ inej monomérnej jednotky, ako 3-hydroxybutyratu (3HB).

KIUCOVE SLOVA

Polyhydroxyalkanoaty, cyanobaktérie, Synechocystis sp. PCC 6803, Synechocystis salina
CCALA 192, glykogén, zasobné polyméry, vplyv osvitu, fotoautotrofné kultivacie, mixotrofné
kultivacie



ABSTRACT

The submitted diploma thesis is focused on establishing a quantification method for glycogen
analysis in cyanobacterial cells in order to be able to consider the impact of illumination and
other parameters on accumulation of reserve polymers, glycogen and polyhydroxyalkanoates
(PHA), namely poly(3-hydroxybutyrate) (PHB). The experiments were conducted with two
cyanobacterial species, Synechocystis sp. PCC 6803 and Synechocystis salina CCALA 192,
which were grown both in Erlenmayer flasks (EF) and multicultivator (MC). The methodology
for glycogen accumulation was introduced based on available literature and conducted
optimalization. The effect of different illumination conditions was observed in a nitrogen-
limiting media M220, in which half of the cultures were cultivated with a 16 hours of light and
8 lights of darkness periods (EF) for the whole duration of the experiment. Others were
transfered into full-time dark period after entering the dormant chlorosis state, following the
exhaustion of nitrogen levels in the media. Synechocystis sp. PCC 6803 showed a decrease in
both of the reserve polymers accumulation when introduced to this type of stress conditions.
On the other hand, Synechocystis salina CCALA 192 converted some of the glycogen into PHB
in the dark, but the polyester levels were lower than those of the cultures continuously cultivated
under the lamp. A negative effect on the biomass concentration was also detected, while
cyanobacterial pigments seemed to be unaffected by the lack of light, their levels in the EF that
remained illuminated decreased due to chrolosis. The experiments in the MC were conducted
in the same way, but the light period consisted of constant, 24-hour illumination. Synechocystis
sp. PCC 6803 seemed to follow a different trend than in cultivations in EF, the PHB
concentration was not affected by the dark period and remained on the same amounts, while
glycogen was metabolised. Synechocystis salina CCALA 192 increased its polyester reserves
in the darkness and in comparison with the first species accumulated almost 4 times more PHB.
However, the results acquired from cultivations in MC seemed to be very unequal due to a lot
of small differences in the cultivation conditions. That was the reason why in the later stages of
experiments they were focused more on a possible PHA copolymer formation, rather than
comparing the functions of these two reserve polymers in the light/dark cycles. However, none
of the cultivations was succesful in this matter and no monomer other than 3-hydroxybutyrate
(3HB) was detected in the dried biomass.
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CCALA 192, glycogen, reserve polymers, impact of illumination, photoautotrophic
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1 UVOD

Vedecky a materialovy vyskum viedol k mnohym skvelym vynalezom a zlepSeniam, ktoré
prudko zvysili nasu zivotnu uroveri, ul'ah¢ili v mnohych ohl'adoch Zivot a otvorili ndm dvere
k novym moznostiam. Medzi najvyznamnej$ie z nich jednoznacne patria plasty, ktoré vd’aka
Sirokej Skale vlastnosti, ktora medzi materialmi inych druhov snad’ ani nema obdoby, a ¢asto
vel'mi nizkej vyrobnej cene, rychlo nasli uplatnenie takmer v kazdom odvetvi. Napriek tomu,
aké benefity nam prinasaju, vSak netreba zabudat' na to, ze predstavuju obrovské riziko pre
zivotné prostredie, ktorého ochrana by mala pre dobro nés aj budutcich generacii byt prioritou
Cislo 1. Najvacsie riziko, ktoré predstavuju, spociva v ich dlhom rozklade v prirode, radovo sa
pohybujicom v desiatkach az stovkach rokov. Kedze ich spalovanie je sprevadzané so
vznikom toxickych produktov, recyklacia je najma v pripade jednorazovo pouzivanych plastov
takmer nemozna a hlavne z dévodu I'udskej lenivosti a egoizmu aj tak neredlna, naskytla sa
potreba najdenia nahrady, ktora by pre zivotné prostredie nepredstavovala také riziko.

Ako jedna z viacerych vhodnych alternativ sa naskytuju polyhydroxyalkanoaty. Jedna sa
o mikrobialne zasobné latky, ktoré vdaka svojmu biologickému pdvodu disponuju
vlastnostami, ktoré si od ,bezpecnej nahrady plastov* slubujeme. Jedna sa hlavne o rychlu
biodegradabilitu za vzniku produktov, ktoré pre nase okolie nepredstavuju d’alSiu zataz. Ich
primarna funkcia u mikrobialnych buniek spociva hlavne v hromadeni zasob energie ¢i uhlika
v idealnych podmienkach pre pripad nastupu podmienok neidealnych, ¢i v lepSej adaptacii na
stresové podmienky. Studiom ich metabolizmu sa viak dostavame stale blizsie k pochopeniu
tohto procesu a identifikacii novych, a€innych vyrobnych stratégii, vd’aka ktorym by sme mohli
tuto bionahradu tazko odburatel'nych plastov produkovat’ vo vel'kom priemyselnom meritku za
priblizne rovnaku cenu, a asponl z Casti tak zastavit Coraz vacsiu globalnu krizu.

Cyanobakterialna produkcia polyhydroxyalkanoatov sa sice z hl'adiska dosiahnutelnych
vytazkov zatial' nepriblizuje heterotrofnym producentom, jej obrovska vyhoda vSak spociva
vich akumulécii tak povediac ,,z ni¢oho“. Nielenze ich produkuji zo vSadepritomného
slne¢ného ziarenia, zarovent m6zu pomahat’ odburavat’ oxid uhlicity vznikajuci pri priemyselnej
vyrobe a premiefiat ho do podoby bioplastov. Problém cyanobaktérii spociva v tom, ze ich
metabolizmus stale nie je dokonale preskimany a pritomnost dvoch druhov zasobnych
polymérov, ktora je pre mikrobidlne bunky vel'mi atypicka, a jej spojenie s fotoautotrofnym
druhom generovania energie a zivin tak otvara rdzne otazky ohl'adom ich funkcii a vzajomnom
vztahu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Cyanobaktérie

Cyanobaktérie (sinice) su monofyletické, staroveké, morfologicky rozmanité a ekologicky
velmi dolezité fototrofické mikroorganizmy, ktoré realizuju vodu-oxidujucu, kyslik-
generujucu fotosyntézu obdobnu rastlinam [1]. Bezne sa vyskytuju v rozmanitych prostrediach
- v moriach, jazerach, nadrziach a inych stojatych vodnych plochéch, ale aj riekach a potokoch,
kde hraju esencialnu ulohu v regulacii dynamiky uhlika, dusika ¢i kyslika [2]. Nachadzaju sa
vsak aj v prostrediach ¢asto oznaCovanych ako extrémne, v zamrznutych vodach, termalnych
pramerioch ¢i soliskach [3].

Presné doba vyskytu prvych cyanobakteridlnych buniek je stale nejasna, zachované su vsak
fosilie staré 2-3,5 miliardy rokov, pricom k najvicSej diverzifikacii doslo pravdepodobne
niekedy pred zhruba 2 miliardami rokov [1, 2]. Z hl'adiska vyvoja Zivota na Zemi je im
pripisovana zasluha za primarne okysliCovanie atmosféry, ¢o viedlo k rozvoju aerobneho
respiracného systému. To bol prvy krok k vyvoju vyssich rastlin a zivo€ichov a eventualne
inteligentnych foriem zivota. Cyanobaktérie nielenze vykazuji velku odolnost v ramci
samostatnej existencie, ale tvoria aj symbiotické vzt'ahy s komplexnejsimi formami zivota, ako
napriklad dusik fixujuci druh Anabeana (alebo Nostoc) azolae symbiozujuci s plavajucou
papradou Azolla, Casto sa vyskytujiucou v jazerach ¢i mociaroch. Prave endosymbidza
cyanobakterialnej bunky s bezfarebnou eukaryotickou bunkou, ktora ju pohltila a zachovala,
dala vznik pravekym predchodcom dnesnych rastlinnych a riasovych chloroplastov [2].

Sinice boli v minulosti klasifikované ako modro-zelené riasy kvoli ich vzhl'adu blizkemu
riasam, ich obsahu chlorofylu, nie baktériochlorofylu a ich produkcii kyslika prostrednictvom
dvojfotosyntetizujuceho systému, ako u vysSich rastlin a rias. Vnatrobunec¢na Struktura sa v§ak
skor podoba prokaryotickym bunkam, pretoze im chyba typické eukaryotické jadro ainé
organely, aje unich pritomna peptidoglykanova bunefna stena vyskytujica sa u gram-
negativnych Eubaktérii. NavysSe obsahuju mnozstvo d’al§ich znakov, ktoré ich odliSuju od
ostatnych baktérii, najma v ich fotosyntetickom aparate a tvorbe kysliku [2].

Dnes su taxonomicky na zaklade Medzinarodného bakteriologického kddu radené do rise
Monera (Prokaryota), oddelenia Eubacteria, triedy Cyanobacteria [3]. V poslednych rokoch su
tradicné taxonomické principy nahradzané molekularnymi metédami, ako napriklad
sekvenaciou malych podjednotiek rRNA génov, ktoré pravdepodobne do taxonomie a
fylogenézy prinesu nové poznatky. K dnesnému driu do tejto triedy radime 5 radov, priblizne
150 rodov obsahujucich zhruba 2 000 cyanobakterialnych druhov rozli¢nych tvarov a vel'kosti
[2, 3]. Ako skupina vykazuju jednu z najsofistikovanejSich morfologickych diferenciacii
v ramci baktérii a mnohé druhy sa svojim skupinovym chovanim priblizujd mnohobunkovym
organizmom. Predpokladé sa, ze ich globalna biomasa presahuje 10'° gramu a tvoria vyznamnu
Cast’ globalnej primarnej produkcie biomasy v oceanoch [1].

2.1.1 Cytologia a morfologia

Sinice vykazuju relativne vysoky pocet morfologickych znakov v porovnani sinymi
prokaryotmi [4]. Sirka cyanobakterialnych buniek sa pohybuje v rozmedzi 0,5 um (napriklad
u Prochlorococcus) a 50-100 um (Chroococcus, niektoré Oscillatoria), Co je vyrazne viac ako
u vacsiny inych baktérii ¢i archei (okolo 4 um). Tvar buniek sa ¢asto lisi v zavislosti na sposobe



zivota a prostredi. Jednobunkové druhy a druhy tvoriace kolénie moézu byt gulovité,
baciloidné, alebo vretenovité (podlhovasté, s vyraznym rozsirenim v strede bunky), niektoré
druhy vykazuju pleiomorfizmus, kedy svoj tvar a vel'kost prispdsobuju podmienkam prostredia
[1]. Druhy tvoriace filamenty (vlakna) byvaju diskoidné, tyCinkovité ¢i Spiralovité aich
trichdmy c¢asto dosahuju milimetrov [1, 5]. Kolonie jednobunkovych cyanobaktérii mézu mat’
pravidelni (napr. Merismopedia), alebo nepravidelnu (Microcystis) distribiciu buniek a
ich pocet sa li§i v rozmedzi 2 az niekolko tisic v ramci jednej kolénie. Rod Pleurocapsales
vykazuje komplexnu tvorbu kolonii, pripominajucu filamenta, vetvenie a bunky moézu byt
heteropolarne. Vlaknité druhy vykazuju pravé aj falosSné vetvenie. Zatial Co falo§né sa
vyskytuje u vSetkych druhov, pravé vetvenie je typické len pre rod Nostocales [4].

2.1.1.1 Povrchové obaly cyanobakterialnych buniek

Na zaklade dnes este stale bezne pouzivaného delenia prokaryotickych bunecnych obalov
na gram-negativne a gram-pozitivne, ktoré si zaloZzené najmé na rozdielnostiach v Strukture
peptidoglykanu, ktora vyrazne ovplyviiuje mechanicku stabilitu, permeabilitu a odolnost’ voci
chemickym zlucCeninam, sa sinice podobaju viac gram-negativnym prokaryotom. Napriek
tomu, ze tato klasifikacia je vo vSeobecnosti napomocna, ignoruje fakt, ze najvicSia
a pravdepodobne najrozmanitejSia skupina baktérii — cyanobaktérie, obsahuje bune¢né obaly
s kombinaciami tychto znakov [6]. Peptidoglykanova vrstva je u sinic vyrazne hrubs$ia nez
u vacsiny inych gram-negativnych druhov. U jednobunkovych druhov (napr. Synechocystis)
dosahuje okolo 10 nm [7], u vléknitych druhov (Phormidium uncinatum) sa pohybuje
v rozmedzi 15-35 nm a u vel'kych zastupcov (Oscillatoria princeps) az 700 nm [6, 8]. Stupen
zosietovania medzi peptidoglykanovymi vlaknami mureinu u Synechocystis sp. PCC 6714 je
mnohonasobne vyssi (56-63 %) [9], ako u inych gram-negativnych druhov (20-33 %) [10]
a tymito hodnotami sa priblizuje skor gram-pozitivinym prokaryotom [6, 11].

Rozdielne znaky bakteridlnych stien sa prejavuji aj u cyanobakterialnych vonkajSich
membran. Lipopolysacharidy (LPS) pritomné v tychto membranach nielenze obsahuju malé
mnozstvo naviazanych fosfatov [12], ale ¢asto im chyba deoxyoktonat [13], typicky LPS
komponent u gram-negativnych druhov [6]. Na druhej strane je pritomny O antigen podobny
Escherichia coli O antigénu [14], zodpovedny za adsorpciu cyanofagov ¢i endotoxicku aktivitu
vo vodnych prostrediach [6, 15]. VonkajSie membrany obsahuju aj d’alSie latky netypické pre
gram-negativne baktérie, ako su karotenoidy [16], netypické mastné kyseliny (B-
hydroxypalmitova kyselina) [17], ¢i poriny, ktoré su ukotvené na peptidoglykanovu vrstvu [6,
18]. VonkajSie membrany su u baktérii ¢asto pokryté vonkaj§imi povrchovymi vrstvami - S-
vrstvami, auhlovodikovymi vrstvami (vid® obr. 1) [19, 20]. S-vrstvy s krystalického
charakteru, tvorené jednym druhom glykoproteinu, ktoré pokryvaju cely povrch bunky [21].
Plnia ochrannu funkciu, funkciu molekulovych sit, podiel'aju sa na bunecnej adhézii a Casto
byvaji jednym z pozorovanych znakov pri bunenom rozpoznavani [22]. Mnohé sinice
produkuju ako odpoved’ na rozli€né faktory prostredia viaceré vonkajSie uhlovodikové
Struktary [6, 19, 23]. Niektoré maju charakter slizu, su sekretované do prostredia a napoméhaja
pri pomalom, povrchovom pohybe, tzv. kizanim (z angl. gliding) [24], nakol'ko u cyanobaktérii
neboli objavené biciky zabezpecujice pohyb, ako u vacSiny baktérii. Iné Struktury, ako
napriklad puzdra, si s bunkou relativne pevne spojené [24].
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Pod vrstvou peptidoglykanu sa nachadza cytoplazmatickd membrana, oddel'ujuca centralny
bunecny priestor od bunecnych obalov a prostredia. Okrem toho plni transportné funkcie —
podiel’a sa na transporte latok a energie. U cyanobaktérii, na rozdiel od inych gram-negativnych
baktérii, vSak uzko suvisi s tvorbou a funkciami fotosystémov [25] a systému membran
thylakoidov [26] apodiela sa na udrziavani homeostazy pri vysokom pH vonkajSieho

prostredia [27].

Obrazok 1 — Snimka z elektronového mikroskopu zachytavajiica bunecné obaly gram-
negativnych prokaryotov - cyanobaktérie P. uncinatum (A) a E. coli (B). Pozoruhodnd je najmdi
hriubka  peptidoglykanovej — vrstvy  neodpovedajiica  taxonomii.  VonkajSia  vrstva
u cyanobakteridlnej bunky je tvorend S-vrstvou a oscilinovymi vidknami. Vysvetlivky: EL —
vonkajsia vrstva (External Layer), OM - vonkajSia membrana (Outer Membrane), P —
peptidoglykdan, CM — cytoplazmaticka membrdna. Prebraté z [6].

2.1.1.2 Membrany thylakoidov

Membrana thylakoidov je §pecializovanym miestom, kde prebieha fotosyntéza. U rastlin je
obklopena stromou, u rias plastidmi, u sinic cytoplazmou [28, 29]. Fotosyntetické eukaryoty
ziskali schopnost’ fotosyntézy prave vdaka cyanobaktériam, kedy eukaryoticka hostitel'ska
bunka obsahujuca organely ako jadro, mitochondrie, endoplazmatické retikulum a Golgiho
aparat endosymbioticky pohltila pradavnu bunku obdobnu dneSnym siniciam a tento
endosymbiont sa stal dnesSnym primarnym plastidom [29, 30].

Struktara thylakoidov u cyanobaktérii je odligna od plastidov, centrum ma cibulovity tvar
a nachadza sa paralelne s plazmatickou membranou (obrazok 2) [29]. Prepojenie plazmatickej
membrany a membrany thylakoidov je dodnes predmetom diskusie. Pracuje sa s tromi teoriami
ich vzijomného vztahu: 1. v mieste vzniku budiceho thylakoidu sa nachadzaja struktiry, ktoré
syntetizuju proteiny, lipidy a pigmenty pre danu konkrétnu membranu, 2. komplexy protein-
pigment su syntetizované a zostavované v plazmatickej membrane a nasledne prestvané do
thylakoidov, 3. thylakoidné ,centra® st tvorené ako Specializované Struktury zahajujuce
biosyntézu danych membran [31, 32]. Momentéalne sa povazuje za najpravdepodobnejsi treti
model, podporovany viacerymi pozorovaniami. Vo vSeobecnosti sa thylakoidy vyskytuju vo
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forme paralelnych zoskupeni v tvare listov, v blizkosti plazmatickej membrany, v niektorych
miestach sa koncentruju za tvorby tzv. thylakoidnych centier [32, 33]. Tie boli popisané ako
valcové Struktary o rozmeroch 30 na 20 nm, skladajuce sa z gulovitych podjednotiek
naskladanych v skupinach, ktoré vyzeraju byt naviazané na thylakoidy [32, 34].

Vonkajsia membrana

Cytoplazma

& Nepravé . Ribozémy . Thylakoidné O Karboxyzédmy

jadro centra

Obrdzok 2 — Struktira typickej jednobunkovej cyanobaktérie. Thylakoidné membrdany
obklopujii tzv. lumeny a su spojené s plazmatickou membranou v thylakoidnych centrdch.
Dodnes nie je jasné, ako su plazmaticki membrana a membrany thylakoidu
(periplazma/thylakoidny lumen) fyzicky prepojené. Prebraté, upravené z [32].

2.1.1.3 Centralny bunecény priestor

Hoci cyanobaktérie neobsahuju membranovo viazané organely, obsahuju viaceré bunecné
Struktury ainklazie so Specializovanymi funkciami, ktoré prispievaju k ich ekologickému
uspechu [2]. Okrem fotosyntetizujucich thylakoidnych membran sa v nich nachadzaju aj
fykobilizomy, nukleoidnd oblast, alebo centroplazma v centre bunky, ktord obsahuje
komplexne zlozent kruhovii DNA, Casto vo viacerych kopiach. V bunkéch sa taktiez vyskytuju
rozne zasobné zlozky, vratane glykogénovych granul, cyanofycinovych granul, v ktorych je
ulozeny dusik v podobe argininu a kyseliny asparagovej, karboxyzomy obsahujuce ribuloza-
1,5-bisfosfat  karboxylazy/oxygenazy (RuBisCO), ktoré zasobuji bunku tymito
fotosyntetickymi enzymami ako aj dusikom, a polyfosfatové granule [2]. Tieto inkluzie
umoziuju bunkdm akumulovat’ energiu a nutrienty d’aleko nad ramec ich aktualnej potreby [2].
Bunky viacerych planktonickych druhov obsahuju az tisicky plynovych vakuol, ktoré su duté,
pre vodu nepriestupné valce zlozené z proteinovych podjednotiek. Tieto sa napifiaja plynmi,
ktoré difunduju z okolitého média a poskytuji bunkam a koloniam vztlakovu silu v pripade
potreby nadnésat’ sa k hladine za svetlom pre vyssiu efektivitu fotosyntézy [2]. Niektoré druhy
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podstupuju dennu migraciu hore a dole vramci vodného stipca zmenou obsahu hustych
uhl'ovodikovych inkluzii, ktoré plnia funkciu zataze [2].

Eukaryotické bunky si vyvinuli sofistikované DNA-zbal'ujice mechanizmy, normalna
eukaryotickd bunka obsahuje jadro a pri deleni sa objavuji kondenzované chromozomy.
Prokaryotické bunky taktiez obsahuji zhluky ¢i zviazky DNA, nazyvané nukleoidy,
v cytoplazme, kde st ribozémy a mnohé iné komplexy vylucované k periférii nukleoidu [35,
36]. Nedochadza tu vSak ktak vyraznym transformaciam azmenadm pri deleni ako
u eukaryotickych chromozomov. U cyanobaktérie Synechococcus elongatus PCC 7942
tyCinkovitého tvaru o rozmeroch 2-5 um bola pozorovana pritomnost 2-8 kopii kruhovej
chromozomalnej DNA skladajucej sa priblizne z 2,7 Mbp [37, 38]. Pouzitim fluorescencne;j
mikroskopie bolo pozorované, ze DNA u tohto kmenia vyrazne meni svoju podobu v zavislosti
na svetelnom rezime [39]. Fluorescencné znacenie ukazalo, ze DNA bola via¢Sinou uniformne
ulozena v cytoplazme a obklopena hrubou vrstvou thylakoidnych membran. Ked’ bol vSak tento
druh kultivovany v rezime 12 hod svetlo/12 hod tma, DNA vyzerala byt zbalovana vzdy na
konci svetelnej periody, zatial' ¢o v inych intervaloch bola rozbalend v cytoplazme [35, 39].
Murata a kolektiv vizualizovali DNA u tohto kmeria pomocou vysoko-napdtovej kryo-
elektronovej tomografie a pozorovali, Ze u rychlo zmrazenych buniek mala zlozenda DNA tvar
vlniacej sa tyCinky podobajucej sa kondenzovanému eukaryotickému chromozému [35].

Karboxyzomy sa vyskytuju v dvoch rozdielnych formach na ziklade formy enzymu
RubisCO, ktory enkapsuluju. a-karboxyzomy enkapsulujat RuBisCO 1A, vyskytujici sa
u cyanobaktérii rodov Prochlorococcus, morskych rodov Synechococcus a proteobaktérii, ako
napriklad Thiobacillus, zatial' ¢o B-karboxyzémy obsahuju formu 1B, ktort vSetky ostatné
cyanobakterialne rody zdiel'aju s eukaryotickymi riasami, napriklad s rodom Chlamydomonas
[40]. Za kl'aCov ulohu karboxyzomov je povazovana ich schopnost’ kontroly prudenia malych
molekal dnu avon prostrednictvom sily sprostredkiivanej proteinovymi pérmi v ich obale.
RubisCO je totizto problematickym enzymom s malymi vytazkami, nizkou afinitou
k substratu, oxidu uhli¢itému, a zlou selektivitou k jeho druhému, konkurencnému substratu,
molekule kyslika. Cyanobaktérie, spolu s niektorymi chemoautotrofmi, vyrazne zvySuju
ucinnost fixacie uhlika skupinou mechanizmov znamych ako uhlik koncentrujuce mechanizmy
(z angl. Carbon Concentrating Mechanism, CCM) [40, 41]. Napriklad pre
hydrogenuhli¢itanovy anion HCOs3™ (bikarbonat), ktory je prenasany cez bunecni membranu,
pasivne difunduje cez cytoplazmu a je nasledne premiefiany na oxid uhliity prostrednictvom
uhlikatych anhydraz len v pritomnosti RuBisCO [40]. Vysledkom aktivity CCM je
koncentracia CO; sprostredkuvavana pre RuBisCO az vo vyske 50 mM [42]. Ked'Ze na rozdiel
od bikarbonatu, oxid uhli¢ity moze rychlo difundovat naprie¢ buneCnymi membranami
aunikat' tak zbunky, RuBisCO a CA su lokalizované vo vnutri karboxyzémov. Tieto
nezvycajne vel'ké (Casto viac ako 90 nm) mnohostenné cCastice obklopuju proteinové jadro
skladajuce sa najma z RuBisCO, obalené v tenkom (3-6 nm) proteinovom obale [41]. Nedavne
experimenty ukazuju, ze tento obal funguje ako difuzna bariéra pre CO>, umoziujuca
akumuléciu tejto molekuly v blizkosti enzymu [43].

2.1.14 Pigmenty
U cyanobaktérii, fykobilizomy (z angl. phycobilisomes, PBS) sluzia ako ,antény“ pre
fotosynteticky pigmentovy aparat [44]. Ide o granule nachadzajtice sa na vonkajSom povrchu
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vnutornej membrany thylakoidov. Obsahuju pestro sfarbené fykobiliproteiny (z angl.
phycobiliproteins, PBP) a vytvaraji obrovské supramolekularne komplexy o velkosti 3000-
7000 kDa, 2 az 3 krat véacsie ako ribozomy, obsahujuc 200 az 500 fykobilinovych chromoforov
(chromofor je ta Cast’ molekuly, kde dochéadza k absorpcii a teda k najvacSej zmene geometrie,
elektronovej hustoty atd’., po excitaénom procese [45]) kovalentne viazanych k proteinom. Je
znamych viac ako 10 PBP, ktoré spadaju do jednej z troch skupin: fykoerytriny, fykocyaniny
a alofykocyaniny. Duté kotue PBP trimérov a hexamérov st usporiadané do véalcov
bezfarebnymi spajajucimi proteinmi a tieto kotice su nasledne zostavované do PBS. Typicky
polokotucovy PBS sa sklada z centralneho jadra, obsahujticeho 3 alofykocyaninové valce a 6
lateralnych valcov pozostavajucich z inych PBP a pripojenych k jadru (vid’ obrazok 3). Pocet,
vel'kost a zlozenie pigmentov PBS zavisi u sinic na svetelnych podmienkach a inych faktoroch
prostredia. Zatial ¢o PBS maju isté vyhody oproti inym absorbujicim , anténam®, tieto
proteinové komplexy vyzaduju viac energie pre svoju biosyntézu ako chlorofyl a/b a chlorofyl
a/c proteiny vyskytujuce sa u inych organizmov praktizujucich oxygénnu fotosyntézu [44].
Z hl'adiska chemickej Struktary st PBP chromofory rovnaké ako biliny (zI€ové pigmenty),
preto sa nazyvaju fykobiliny. Na rozdiel od hémov a chlorofylov, fykobiliny neobsahuju ziadny
atom kovu [46]. Su zname 4 fykobiliny vyskytujice sa u cyanobaktérii: fykocyanobilin,
fykoerytrobilin, fykourobilin a fykoviolobilin [47]. Hlavnymi funkciami PBS je absorpcia
svetelného kvanta a transport absorbovanej energie na chlorofyl [44]. Koncom 19. storocia
Engelmann demonstroval, ze oziarenie cyanobaktérii celym viditelnym spektrom vyustuje
v najvy$§iu produkciu kyslika v oblasti vinovych dizok 570 az 630 nm, kedy dochadza
k absorpcii PBS [44, 48].

Eh,
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Laterdlne valce  Trojvalcové jadro
Obrazok 3 — Chemicka Struktura fykobilinov: (a) fykocyanobilin, (b) fykoerytrobilin, (c)
Jvkourobilin. Na obrazku (d) je zobrazena Struktiira PBS pozostavajiica z trojvalcového jadra
a Siestich lateralnych valcov tvorenych fykocyaninovymi a fyvkoerytrinovymi hexamérmi
(APC = alofykocyanin, PC = fyvkocyanin, PE = fykoerytrin). Prebraté a upravené z [44].

Chlorofyly, alebo hor¢ikom chelatované cyklické tetrapyrolové komplexy, intenzivne
absorbuju ziarenie vo viditel'nej a infraervenej oblasti. Pomenovanie chlorofylov je abecedné,
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suvisi s poradim, v akom boli objavené. Funk¢ne sa delia na hlavné a doplnkové, pricom prva
skupina je sucast'ou fotosyntetickych reakénych centier, zatial' ¢o druha plni len funkciu antén.
Reakcné centra vSak obsahuju okrem chlorofylov vykonavajucich fotochemické reakcie aj
molekuly chlorofylov sluziace ako antény jadra reakénych centier, ktoré sami o sebe nedokazu
dodavat’ dostatok excitanej energie pre fotoautotrofiu. Dévodom je, Ze ich miera absorpcie
fotonov je o niekol'ko radov nizsia, nez je obrat reakénych centier. Tento problém je rieseny
pritomnostou dodatocnych svetlo-zachytavajucich komplexov obsahujucich vel'ké mnozstvo
molekal chlorofylov aPBP. Tie absorbujii Ziarenie rdznych vlnovych dizok spektra
a redistribuuju energiu medzi reakénymi centrami fotosystémov I a IT (PST a PSII). Za zmienku
stoji, ze absorpcné spektra chlorofylov in vivo sa takmer vzdy liSia od spektier chlorofylov
rozpustenych v organickych rozpustadlach. U cyanobaktérii je takmer vylu¢ne pritomny ako
hlavny chlorofyl typu a, vynimo¢ne d a vacSinou neobsahuju doplnkové chlorofyly, hoci
niektoré tvoria typy b, ¢ a f [49].

Karotenoidy su vel'kou (pozname viac ako 640 druhov) skupinou prirodnych pigmentov
vyskytujacich sa u mikroorganizmov, hub, rias, rastlin aj zivo¢ichov. Vécsina sa sklada z 40
uhlikatej kostry, obsahujucej osem S-uhlikatych isoprenoidnych jednotiek s mnozstvom
konjugovanych vézieb [50]. U fotosyntetizujucich organizmov plnia dve hlavné funkcie: su
doplnkovymi absorbujiicimi pigmentami a chrania pred fotooxidaénym posSkodenim. Prva
funkcia spociva v absorpcii fotonov v rozsahu 450-570 nm a prenosu energie na chlorofyl [51].
U Synechococcus sp. boli pozorované karotenoidy viazané na komplexy chlorofyl-protein,
ktoré boli tvorené najma B-karoténom, absorbujucim pri vinovych dizkach 505 a 470 nm,
v pripade aktivnej formy vyskytujucej sa v blizkosti membranovej roviny. U neaktivnej formy
orientovanej kolmo na membranovu rovinu dochadzalo k absorpcii pri 495 a 465 nm.
V reakénom centre PSII boli taktiez popisané dve molekuly B-karoténu, u ktorych bolo
dokéazané, ze chrania chlorofyl P680 pred svetelnym poskodenim u izolovanych PSII [50, 52].

2.1.1.5 Rast, rozmnozovanie, diferenciacia a z nich odvodena taxonomia

Niektoré druhy kultivované za idealnych podmienok vykazuju Casy zdvojenia odpovedajuce
niekol'kym hodinam. V prirode je bezné, naymé v kvetucich (z angl. blooming) planktonickych
populéciach, ze za den dojde k jednému, ale aj k viacerym zdvojeniam a delenie je vyrazne
ovplyviiované dennou periodicitou. Mnohé cyanobaktérie nevd'acia za svoj ekologicky uspech
rychlemu rastu, ale svojej schopnosti rast pomaly a nepretrzite v podmienkach pre iné
organizmy nepriaznivych [1].

Sinice sa bezne rozmnozuju delenim, ale charakteristiky bunecného delenia, ktoré sa lisia,
vytvaraji morfologicki mnohotvarnost’, ktora nema u prokaryotov obdoby (priloha 1). Je
prekvapujuce, ze hoci je tato morfologicka vsestrannost tak vzacna v bakterialnom svete, nase
znalosti regulacie ich delenia aich morfologické dopady na biochemickej a molekularnej
urovni su takmer nulové [1].

Jednobunkové a kolonie-tvoriace druhy vytvaraju vetky krycie Struktary (cytoplazmaticka
membranu, bunecnu stenu, vonkaj§iu membranu aj slizové puzdro) vo vnutri materskej bunky,
vacsinou v ekvatorialnej polohe. Genetickd schopnost vyberu medzi dvomi ¢i tromi
ortogonalnymi deliacimi rovinami umoziuje priestorové usporiadanie kolonii, ako
u Merismopedia (planarne kolonie), ¢t Myxosarcina (priestorové kolonie). Viacnasobné delenia
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v pripade absencie bunec¢ného rastu vedu k tvorbe mnozstva malych dcérskych buniek —
baeocytov, ktoré sa nasledne uvoltiuju zo zvyskov materskej bunky [1].

Opakujuce sa delenie v jednej rovine bez uplného rozdelenia buniek ma za nasledok vznik
vlaknitych foriem. V morfologicky zlozitych vlaknitych forméach moézu byt vonkajSie
povrchové vrstvy spojené v ramci trichomu a je pozorovany vznik stien ¢i priehradiek (septum)
vsunutim plazmatickej membrany ¢i bunecnej steny, napriklad u Nostoc. U vlaknitych druhov
zradu Oscillatoriales moze byt zahdjeny vznik viacerych povrchovych vsunuti (budacich
stien) este pred delenim bunky. Pomerne rozirena zmena v rovine delenia u buniek pozdiz
trichdmu moze viest’ ku vzniku dvoch ¢i viacerych radov buniek rastacich vedl'a seba a zmena
v rovine delenia iba u jednej bunky, ktora je udrzana po viacero deleni, vedie k vzniku pravého
vetvenia (Stigonema) [1].

O rozsahu morfologicke] zlozitosti cyanobaktérii jednoducho sved¢i dosiahnutie
multicelularity. Skupina tvoriaca heterocysty (Nostocales a Stigonematales) a niektoré
Oscillatoriales na prvy pohl'ad nie su len linearne zhluky buniek, ale skuto¢ne viacbunkové
organizmy, o ¢om svedcCia ich viaceré vlastnosti: nadbunecné Strukturne prvky, jednotné
behavioralne odpovede na stimuly zvonkajSiecho prostredia a prerozdelovanie funkcii
prostrednictvom bunecnej diferenciacie roznym bunecnym typom [1].

Medzi najvyznamejSie diferenciované typy buniek patria hormogonie, heterocysty, akinéty,
ale aj koncové vlasové vlakna (z angl. terminal hairs) ¢i nekridické bunky [1].

Hormogonie su kratke retiazky buniek (zvyGajne o dizke 5-25 buniek) vznikajuce z
a opustajuce parentalny trichom. Plnia rozmnozovaciu funkciu, nakolko sa po oddeleni
usadzaju a vyvijaju sa v samostatny vegetativny organizmus [1].

Heterocysty st morfologicky odliSné bunky, ktoré vznikaju ako reakcia na nedostatok
viazaného dusika v prostredi. VacSinou sa jednd o bunky vicSich rozmerov nez st bunky
vegetativne, sbledym sfarbenim, silnejSou buneCnou stenou asvyrazne nizSou
autofluorescenciou. Su §pecializované na fixaciu molekul dusika N> za aerdbnych podmienok,
predstavuju rieSenie problému inaktivacie nitrogenaz vol'nym kyslikom u kyslik-produkujucich
organizmov. Zdroj redukcie pre tvorbu ATP je poskytovany v podobe organického uhlika
okolitymi vegetativnymi bunkami, ktoré na oplatku ziskavaju viazany dusik vo forme
aminokyselin (najma glutaminu) [1].

Akinéty su nepohyblivé bunky véacsich rozmerov oproti bunkam vegetativnym, s hrubSou
bunkovou stenou, pridavnymi povrchovymi vrstvami a velkymi zasobami dusika v podobe
cyanofycinovych granul. Na zaklade ich odolnosti voci réznym faktorom prostredia sa
povazované za pokojové Stadium cyanobakterialnych buniek. V prirodzenych planktonickych
populaciach dochadza k masivnej tvorbe akinét na konci rastovej sezony a naopak ich klicenie
nastava za podmienok vhodnych pre vegetativny rast [1].

Koncové vlasové vlakna si mnohobunecné diferenciacie vyskytujuce sa na koncoch
trichdmov u niektorych zastupcov Calothrix a pribuznych sinic. Su odpoved’ou na nedostatok
nutrientov v prostredi (napr. fosforu), kedy sa koncové Casti trichomov nevratne diferencuju do
dlhych, tenkych radov bezfarebnych, vakuolitych buniek (pripominajucich vlasy). V tychto
miestach je masivne uprednostiiovana expresia povrchovo viazanych fosfataz [1].

Nekridické bunky sa vyskytuju len u pravych mnohobunkovych druhov. Tieto bunky cielene
podstupuju apoptozu, eventualne sa roztrhna a uplne rozpadnu, alebo sa zachovaju v podobe
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malych, izolovanych zakrpatenych buniek a susedné bunky sa vacSinou premierniaju na bunky
morfologicky odpovedajuce koncovym bunkam. Tvorenie nekridii méze viest k rozdeleniu
jedného trichdmu na dva v ramci proliferacie, alebo v pripade tvorby hormogonii k odtrhnutiu
od vegetativnych buniek filamenta [1].

2.1.2 Metabolizmus a fyziologia

Cyanobaktérie su fotoautotrofné, dusik fixujuce prokaryoty [53], charakteristické hlavne ich
schopnostou vykonavat oxygénnu fotosyntézu [54], hoci sa vyskytuji aj nefotosyntetizujuce
druhy, vykazujuce obligatne endosymbiotické Crty [55]. Okrem toho mozu niektoré druhy
vyuzivat' aj sulfidy ako donory elektronov pocas anoxygénnej fotosyntézy [54] a s zname aj
druhy schopné fermentacie v bezkyslikatych podmienkach ¢i v tme [56, 57]. Su povazované za
jednych  znajdolezitejSich  producentov  biomasy na Zemi, s neopomenutelnou
biogeochemickou funkciou cirkulacie prvkov [53, 58]. Momentalne st Siroko skiumané ako
modelové organizmy pre Stadium fotosyntetickych drah, sledovanie cirkadidlnych rytmov,
fixacie dusika, produkciu biopaliv a sekundarnych metabolitov a taktiez stresovych odpovedi
na rozne abiotické stresy [53], ked'Ze obsahuju bunkovu organizaciu a metabolické systémy
podobné baktériam a fotosyntetické systémy podobné eukaryotickym rastlinam [53, 59].

2.1.2.1 Metabolizmus uhlika — Fotosyntéza a Calvin-Bensonov cyklus

Hoci niektoré cyanobakterialne druhy su schopné utilizovat’ cukry ¢i iné uhlikaté zla¢eniny,
oxid uhlicity je primarnym zdrojom uhlika [57, 60]. Vo vodnych prostrediach zavisi dostupnost’
oxidu uhli¢itého na pH a intenzitach difuzie, ktoré, mimo inych faktorov, ovplyviiuju rast [57,
61]. Rozpustené CO; sa navySe vyskytuje v roznych anorganickych formach podla reakcie:

(C): CO, + H,0 o H,CO5 & HCO3™ + HY & C03* + 2H™,

priCom rovnovaha tejto reakcie je pH-dependentna. Vo forme plynného CO> sa vyskytuje
v kyslych podmienkach, zatial €o bikarbonat (HCO3") pri neutralnych a alkalickych
podmienkach, obe vyuzitel'né sinicami [57, 62]. Pri utilizacii uhlika je velI'mi dolezita rola CCM
popisana na priklade vyssie (koniec kapitoly 2.1.1.3).

Fotosyntéza prebieha v dvoch fazach: prvou je svetlom pohanana premena slnecnej energie
na energiu chemicka, ktorej vysledkom je vznik adenozintrifosfatu (ATP)
a nikotinamidadenindinkuleotid hydrogenfosfatu (NADPH), a druhou je Calvin-Bensonov
cyklus, vyuzivajuci vyprodukovant chemicku energiu pre fixaciu oxidu uhli¢itého, ktora vedie
k tvorbe cukrov (obrazok 4) [29]. Svetlom pohanané reakcie vyuzivaju S§tyri hlavné
makromolekulové komplexy nachadzajuce sa v membrane thylakoidov — fotosystém II (PSII),
cytochrom bef, fotosystém I (PSI) a ATP syntazu [29].

Svetlo je urastlin, zelenych rias a organizmov obsahujicich sekundarne plastidy
zachytavané pomocou integralnych membranovych komplexov obsahujucich naviazané
chlorofyly, ktoré zachytavaju slnecnu energiu a prenasaju ju do fotosystémov. V siniciach tuto
funkciu plnia uz spominané fykobilizomy (kapitola 1.1.1.4), ktoré sa okrem nich vyskytuja len
u glaukofytov a ¢ervenych rias [29].

Proces zacina excitaciou diméru PSII svetelnou excitaciou chlorofylov P680. Ten nésledne
uvolnuje elektron, ktory putuje reakénym centrom PSII aredukuje plastochinon (PQ).
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Vzniknuty nedostatok elektronov v P680 je dopliiany oxidaciou vody manganatym zhlukom
(z angl. Cluster). Oxidacia vody vedie k uvoltiovaniu kyslika a proténov do thylakoidného
lumenu a prispieva k tvorbe protonového gradientu vznikajiceho na membrane thylakoidu.
Elektrony z PQ-poolu st nasledne prenasané na komplex cytochromu bef, kde jeden z nich
krazi v ramci podjednotky be a vracia sa do PQ-poolu. Druhy elektron je zachytavany
rozpustnym elektronovym prenasacom ce (alebo plastocyaninom) prostrednictvom Rieskeho
zelezno-sirového proteinu a f podjednotky cytochromu. Aktivitou PQ-poolu a cytochromu bsf
vznikd d’alsi proton vnikajici do lumenu thylakoidu. Plastocyanin aj cytochrom ce maja
schopnost’ prenasat’ jeden elektron do PSI [29, 63]. Reakéné centrum PSI obsahuje §pecialny
par P700 excitovany svetelnou energiou za vzniku elektronu putujiiceho k ferredoxinu, ktory
redukuje. U sinic sa vyskytuje odliSny PSI ako urastlin — elektronovy deficit v P700 je
cyanobaktérii dopliiany elektronom z cytochromu cs [29, 64] a PSI je u nich tvoreny trimérom,

zatial' ¢o u inych organizmov je monomérny [29, 65]. Ferredoxin je nasledne oxidovany
katalyzou ferredoxin-NADP-reduktazy za uvolniovania NADPH do cytozolu. Vzniknuty
protonovy gradient pohana aktivitu ATP syntazy za tvorby ATP pri jej hlavici v cytozole [29].
2xi¥0

14 HY Membrana 10 H*

2 ! = thylakoidu
ATPase
(())
2% NADPH
2 x Pj
1 3 bisfosfo-
gylcerat 2x
f glyceraldehyd-3-fosfat
(+4) (0)
2 X ATP—PGK) (0) P-cukor

(+4)

2x 3-fosfoglycerat

-y Vg,

(+4)

COZ.‘

0)

ribuléza-1,5-bisfosfat

(0)
—»ATP ribuloza-5-fosfat

Obrazok 4 — Schématické zobrazenie fotosyntézy — svetelnej fazy generujiicej NADPH a ATP,
a Calvin-Bensonovho cyklu fixujiiceho oxid uhlicity do organickej formy v podobe cukru.

Cervené cisla v zatvorkdach vyjadrujii oxidacny stav uhlika, zvyrazijiici redoxmii povahu tohto
komplexného cyklu. Skratky jednotlivych enzymov su uvedené v texte. Prebraté, upravené [66].

Oxygénne fototrofy vyuzivaju Calvin-Bensonov cyklus na fixaciu oxidu uhli¢itého v
Ltmavej faze“ fotosyntézy. Fotosyntéza je v zasade redukcny proces. Redukcia atomu uhlika
v CO2 (oxidaény stav +4) na atom uhlika v Strukture cukru (priemerny oxidacny stav 0)
vyzaduje Styri elektrony, ktoré st dodavané z oxidacie dvoch molekul vody v PSII [66].
V jednoduchosti teda oxygénna fotosyntéza prenasa elektrony z vody na uhlik prostrednictvom
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svetlom pohananej reakcie zacinajucej kyslik generujucim komplexom v PSII akonci
NAD(P)H-dependentnou glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazou (GAPDH) (cely proces je
vyobrazeny na obrazku 4). T4 CO2 neredukuje priamo, ale katalyzuje reakciu, ktora dava
Calvin-Bensovomu cyklu jeho alternativne nazvy — fotosynteticky uhlik redukujuci cyklus ¢i
redukCny uhlik viazajuci cyklus, podmiefiujuce redoxnu podstatu tejto metabolickej drahy [66—
68]. Pri navidzovani molekuly oxidu uhli¢itého do molekuly cukru najprv RubisCO vytvara
organicku kyselinu, ktora GAPDH opét zredukuje na cukor, ¢im vytvara podmienky pre
obnovu substratu pre RubisCO a generuje cukornaté fosfaty so zafixovanym uhlikom. Reakcia
RubisCO je exergonicka, ale cely cyklus vyzaduje 3 molekuly ATP [66].

2.1.2.2 Metabolizmus dusika

Cyanobaktérie dokazu vyuzivat anorganické dusikaté zdroje, naymé vo forme dusi¢nanov
a amonia. Mnoh¢ druhy dokazu syntetizovat’ aj enzym nitrogenazu pre fixaciu molekuly dusika
N>. Nezélezi na forme, v akej je dusik prijaty do bunky, vzdy je premieilany na améonium kvoli
asimilacii do metabolitov. Dusi¢nany vyzaduju pritomnost nitrat a nitrit reduktazy, aby mohli
byt premenené na amonium, zatial' o fixacia N> je eSte energeticky naro¢nejsia, vyzadujuca
pritomnost’ oboch redukovanych kofaktorov a az 16 molekul ATP pre vznik jednej molekuly
amonia. Nitrogenazy navySe vyzaduju nizku hladinu kyslika v bunke pre ich spravne
fungovanie, ¢o podmieriuje Specialnu diferenciaciu. Niektoré vlaknité druhy preto formuju
heterocysty zaClenené medzi vegetativnymi bunkami, ktoré takéto vnutorné prostredie
poskytuju. Alternativou je fixacia N aj fotosynteticka generacia O v tej istej bunke, ale tieto
procesy su regulované cirkadialnymi cyklami, teda fixacia dusiku prebieha vyhradne v noci
[62, 69]. Amoénium je zarovenl preferovanym zdrojom dusiku, potlacujicim pouzitie inych
foriem az do jeho vycerpania v okolitom médiu, rovnako tak fixacia Nz a heterocysticka
diferenciécia prebiehaju len v nepritomnosti amonia ¢i dusi€nanov v okoli [62]. SG zname dve
cesty k viazaniu dusika v podobe amoénia — glutamin syntetaza/glutamat syntazovy cyklus
a priama asimilacia prostrednictvom reakcie katalyzovanej glutamat dehydrogendzou, obe
vyzadujuce pritomnost’ 2-oxoglutaratu, jedného z medziproduktov Krebsovho cyklu [62, 70].

Non-diazotrofné cyanobaktérie, vratane Synechocystis, reaguju na nedostatok dusikatého
zdroja zah4jenim procesu chlorozy [71, 72]. Tento adaptacny mechanizmus je charakterizovany
degradaciou fotosyntetickych pigmentov, ¢o spdsobuje zmenu sfarbenia buniek z modro-
zelenej na zlta. Pocas chlorozy sa bunky naposledy rozdelia a nasledne zacina spomaleny
bunecny cyklus, vramci ktorého degraduju vacSinu proteinov a fotosynteticky aparat,
zanechavajuc iba rezidualnu fotosyntetickt aktivitu [72]. Navyse utlmuju svoj metabolizmus
minimalizaciou energiu-vyzadujucich reakcii, ako proteosyntéza a iné anabolické deje. Tieto
molekularne adaptacie spdsobuju necinnost’ buniek, ktord im umoziuje prezit’ v nepriaznivych
podmienkach dlhy ¢as [72, 73]. Energia produkovana rezidualnou fotosyntetickou aktivitou je
dostatocna na prezitie buniek, ktoré nevyzaduja takmer ziadne ATP. Chlorotické bunky navyse
rapidne akumuluju rezervné polymeéry, ako su glykogén a polyhydroxybutyrat [72—-74].

Oba kmene pouzivané v tejto praci, Synechocystis sp. PCC 6803 aj Synechocystis salina
CCALA 192 st non-diazotrofné, nedokazu viazat vzdusny molekulovy dusik a si preto
odkazané na dusik viazany v zluceninach mineralneho média [75, 76].
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2.2 Polyhydroxyalkanoaty

V poslednych dekadach prudko rastol zaujem o vyskum aaplikaciu polymérov
z obnovitel'nych zdrojov z dévodu environmentalnych problémov a obmedzenych zasob ropy
ako suroviny pre vyrobu petrochemickych plastov [77].

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) predstavuji skupinu prirodzenych biodegradabilnych
polymérov polyesterovej povahy, ktoré su intracelularne produkované a akumulované Sirokou
skupinou mikroorganizmov za ucelom ukladania energie a uhlika [77, 78]. Biosyntéza PHA je
stimulovana nevyvazenymi rastovymi podmienkami ako defenzivny mechanizmus mikrébov
[79]. Prikladom je limitacia nutrientov, dusiku ¢i fosforu, za si¢asného nadbytku uhlika [80].

Monomérne jednotky su tvorené estermi kyseliny hydroxyalkanovej pripadne jej derivatmi,
medzi najbeznejSie sa vyskytujuce patria 3-hydroxybutyrat (3HB) alebo 3-hydroxyvalerat
(3HV) [77]. V zavislosti na pocte uhlikov tvoriacich tieto monoméry sa polyestery rozdel'uju
na short-chain-length PHAs (scl, pocet atdmov uhlika 3-5), medium-chain-length (mcl, 6-14
uhlikov) a long-chain-length (Icl, 15 a viac atomov uhlika). Najcastejsie sa vyskytuju polyméry
prvej skupiny, kam patria poly(3-hydroxybutyrat) (PHB) a poly(3-hydroxyvalerat) (PHV)
pripadne ich kopolymér. Je znamych viac ako 150 druhov monomérov, o znich robi
najrozmanitejSiu skupinu prirodnych polymérov [77, 81].

2.2.1 Vlastnosti a aplikacie PHA

7 dovodu ich biologického povodu (enzymatickej stereospecifity) su polyhydroxyalkanoaty
striktne isotaktické, vyskytuju sa vylu¢ne v R-konformacii chiralneho stereocentra v hlavnom
retazci [80]. Ich potencial ako nahrady petrochemickych plastov spociva najmi
v biodegradabilite [82]. Degradacia prebieha najmé za aerobnych podmienok a dochadza k nej
hlavne za predpokladu, ze su pritomné zdroje fosforu, dusika, soli (iontov) a inych stopovych
prvkov, ale aj vhodnej teploty a vlhkosti pre dany mikroorganizmus [80]. Tieto podmienky su
vacsinou splnené v pode ¢i komposte, ale nie pri beznych aplikaciach, takze k biodegradabilite
nedochadza pri denno-dennom vyuziti. Rychlost rozkladu zalezi hlavne na takticite
a monomeérnom zlozeni. Za aerobnych podmienok dochadza k vzniku oxidu uhli¢itého a vody,
v pripade anaerobneho rozkladu sa uvoltiuje metan, pricom vsSetky medziprodukty su
netoxické. Mikroorganizmy obsahujice degradany enzymaticky aparat su navySe Siroko
rozsirené v naSom okoli [80, 83, 84]. PHA vykazuju dobru odolnost’ voci ultrafialovému
ziareniu, ale zIi voci posobeniu kyselin a zasad [85].

Z hladiska izolacie, purifikacie a aplikacie je dolezitou vlastnost'ou rozpustnost. PHB je vo
vSeobecnosti povazované za hydrofobne ateda vo vode nerozpustné, tato vlastnost' vSak
Ciastocne zavisi na morfologii a orientacii monomérnych jednotiek. U isotropnych Struktir
moze pritomnost’ nedokonalych minikrystalickych Struktur poskytnut’ priestor pre Ciastocnu
absorpciu molekul vody na karbonylové Casti. Sorpcia organickych rozpustadiel s vacsimi
molekulami (aceton) nie je zavisla na morfologii PHB [82, 86]. Z praktického hl'adiska sa pre
extrakciu PHB pouzivaju hlavne chloroform alebo dichlormetan [82].

Polyhydroxyalkanoaty st termoplastické a ich vlastnosti sa vyrazne liSia v zavislosti na
chemickej Strukture [85]. Mcl-PHA tvoria amorfné makromolekuly s klesajucou teplotou
skleného prechodu s rasticou dizkou bo&ného retazca. Vlastnosti scl-PHA mozu byt
vykreslené pomocou PHB, ktory vykazuje vysoky stupen krystalinity (55-80 %) a tvori krystaly
s teplotou topenia okolo 175 °C [80]. Fyzikalne vlastnosti PHA dolezité pre komeréna
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aplikovatelnost’ a ich porovnanie s najbeznejsie pouzivanymi polyolefinmi — polypropylénom
(PP) a nizko-hustotnym polyethylénom (LDPE) su vyobrazené v nasledujucej tabul'ke.

Tabulka 1 — porovnanie viastnosti PHA a polyolefinov, 20V = Poly(3-hydroxybutyrdt-co-
20mol% hydroxyvalerat); 6HA = = Poly(3-hydroxybutyrdt-co-6mol% HAs), HAs = 3% 3-
hydroxydekanodt, 3% 3-hydroxydodekanodt, < 1% 3-hydroxyoktanodt, 5-hydroxydodekanodt,
prevzaté a upravené z [87].

PHB 20V 6HA PP LDPE
Teplota topenia [°C] 175 145 133 176 110
Teplota sklené¢ho prechodu [°C] 4 -1 -8 -10 -30
Krystalinita [%] 60 - - 50 50
Hustota [g-cm™] 1,25 - - 0,91 0,92
Modul pruznosti v tahu [GPa] 3,5 0,8 0,2 1,5 0,2
Modul pevnosti v tahu [MPa] 0 20 17 38 10
PrediZenie pri pretrhnuti [%] 5 50 680 400 600

Z tabul'ky 1 je zretel'né, ze vlastnosti PHB st pomerne podobné polypropylénu a vo vécSine
parametrov dokonca prekonavaju polyethylén. Najnegativnejsie posobi predizenie pri
pretrhnuti, ktoré suvisi s nizkou odolnost'ou, neohybnost'ou a drobivostou. Tieto vlastnosti
PHB su spdsobené hlavne pritomnostou vel'kych krystalov vo forme sferulitov vznikajacich
casom pri procese tzv. fyzikalneho starnutia (z angl. physical ageing). Na druhej strane jeho
pevnost a vysoky modul pruznosti v tahu ponukaji moznost’ polymérnych modifikacii, ktoré
by mohli jeho odolnost” a deformabilitu vyrazne zlepsSit. Kopolyméry sa vlastnostami ovela
viac priblizuja LDPE, ale ich dostupnost’ a cena stale predstavuju prekazku z hl'adiska ich
konkurencie beznym polyolefinom [82]. ZvySovanie obsahu HV umoziiuje zlepSenie
kontaktnej odolnosti a znizuje teplotu topenia, teplotu skleného prechodu, pevnosti v tahu,
krystalinity a permeability vody [82, 88, 89]. Vysledky kopolymerizacie 3HB a 3HV sa vSak
liSia, niektoré studie naznacuju, ze tieto monomérne jednotky su isodimorfné, z dovodu ich
podobnej vel'kosti a tvaru su jednotky 3HV inkorporované do P(3HB) krystalickej mriezky [90,
91]. Ztoho dovodu vlastnosti kopolyméru nie su vyrazne lepSie od homopolyméru.
Kopolyméry s optimalnej§imi vlastnostami mozu byt pripravené kopolymerizaciou
s hydroxyalkdnovymi kyselinami s dlh§imi retazcami, ktoré tvoria separatnu krystalicku
mriezku, alebo nekrystalizuji vobec, ako napriklad 3-hydroxyhexanoat (3HH) [82, 90].

Ako  uvsSetkych  druhov  bioplastov, pouzitie = PHA  je  spité  sich
environmentalnymi vyhodami a charakteristickymi vlastnost’ami. Striktne isotakticka Struktira
fermenta¢nou metddou pripraveného PHB je nevyhodou pri jeho spracovani. Pouziva sa na
vyrobu flia§ a nadob, ako aj podnosov, poharov ¢i tanierov. Tie m6zu byt vhodne odburané
vdaka ich biodegradabilite aerobnou ¢ anaerébnou cestou. Dalej sa v dnesnej dobe produkuju
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flexibilné filmy, ktoré sa pouzivaju v podobe odpadovych sackov na kompostovatel'ny a iny
organicky odpad, ¢im znizuji naklady spojené sich spracovanim. V potravinarstve nasli
vyuzitie ako obalovy material vdaka ich skvelym bariérovym vlastnostiam [80, 92]. Ich
netoxicita a biokompatibilita otvara dvere pre Siroké biomedicinske uplatnenie, kde sa skimaju
pri aplikovanom kontrolovanom dlhodobom uvol'fiovani latok a tkanivovom inzinierstve [80].

2.2.2 Metabolizmus a bioprodukcia PHA

Polyhydroxyalkanoaty boli objavené ako sekundarne metabolity bakterialnych buniek a ich
biologickd produkcia mikrobidlnou fermentaciou je v dnesnej dobe najvyuzivanejSia
a najvyznamnejsia. Okrem toho existuje aj moznost chemickej syntézy PHB prostrednictvom
polymerizacie butyrolaktonu, pri  ktorej dochadza k roztvoreniu jeho heterocyklu.
V poslednych rokoch sa pracuje aj s geneticky upravenymi rastlinami ako potencialnymi
producentmi, od industrialnej aplikacie ma vSak tato technologia eSte pomerne daleko [82].

Za bakterialnou produkciou PHA stoja desatrocia vyskumov a vedeckej Cinnosti, ktoré
odhalovali/odhal'uju zékladné principy, mechanizmy a moznosti modifikécie tychto procesov.
Prvym krokom biosyntézy je konverzia daného uhlikatého zdroja na acetat a nasledny vznik
thioesterove] vdazby medzi acetatom a kofaktorom — koenzymom A, ktory je univerzalnym
prenaSacom acylovych skupin vyskytujicim sa u vSetkych PHA producentov. Spatnou
kondenzaciou s d’alSou molekulou acetyl-CoA vznika dimér acetoacetyl-CoA, ktory je
nasledne redukovany na monomérnu jednotku (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. PHB wvznika
polymerizaciou tychto monomérnych jednotiek, pricom si zachovava asymetrické centrum [82,
93]. Propagacia pokracuje viazanim d’alSich monomérov na vol'na thiolova skupinu aktivneho
centra, nasledovana d’alSou thioester-oxyester zamenujucou reakciou za vzniku triméru atd’.
Hnacou silou tejto vymeny je vysSia vdzobna energia oxyesterove] skupiny v porovnani
s thiolovou, na zaklade ktorej je tento proces termodynamicky vyhodny a spontanny. Syntaza
teda pracuje ako iniciacny aj katalyticky prvok procesu polymerizacie, ktory pokracuje sériou
inserénych reakcii [82]. Enzymaticky aparat zodpovedny za regulaciu biosyntézy sa sklada z 3-
ketotiolazy (PhbA), ktorej aktivitou vznikd acetoacetyl-CoA, acetoacetyl-CoA reduktazy
(PhbB) generujucej] monomér za spotreby NADPH a polymerizacného enzymu — v pripade
PHB sa jedna o P(3-HB) syntazu (PhaC) (vid obrazok 5). Po d’alSich krokoch je cyklus
uzatvarany acetoacetyl-CoA synthetazou, zatial' ¢o zvy$ny acetoacetyl-CoA je regenerovany,
priemiefiany na acetyl-CoA, ktory je metabolizovany v citratovom cykle [80, 84, 94]. Dalsie
vychodiskové substraty mézu mat’ povod v B-oxidacii mastnych kyselin, ktoré su taktiez
vhodné pre produkciu PHA. Tato draha generuje rozne hydroxyalkanoatové monoméry
aktivitou (R)-enoyl-CoA hydratazy, acyl-CoA oxidazy a 3-ketoacyl-CoA reduktazy [95-97].
Jednoduché a financne nenakladné, Casto odpadové substraty ako odpadné vody, aktivovany
kal, tuky zivoc¢i§neho pdvodu, uhl'ovodiky a podobne obsahuju §iroké spektrum uhlikatych
zdrojov ako glukoza, sachardza, laktoza atd. Tie mozu byt vyuzivané na premenu (R)-
hydroxyacylovych medziproduktov z ich acyl prenéasajucej formy (z angl. Acyl Carrier Protein,
ACP) na Co-A formu v pritomnosti acyl-ACP-CoA transacetylazy a nasledne mozu byt
hydroxyalkanoatové monoméry polymerizované [97, 98].
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Bolo dokazané, ze PHB je akumulované Sirokym spektrom baktérii za podmienok
nevyvazeného rastu, ked’ dojde k limitacii niektorého z esencialnych zdrojov zivin (amoénium,
sulfat, fosfat, magnézium ¢i zelezo) a zaroven je k dispozicii nadbytok uhlika. V pripade
vyvazeného rastu je hladina CoA relativne vysoka, takze dochadza k inhibicii biosyntézy PHB
a acetyl-CoA je metabolizovany v Krebsovom cykle. V pripade limitacie zivin bez nadbytku
uhlika nemo6ze dochadzat k proteosyntéze a nastava zvysSovanie koncentracie NADH. Ten
inhibuje syntézu citratu a acetyl-CoA nie je mozné dostato¢ne rychlo oxidovat’ a dochadza
k jeho akumulacii. Hoci hodnota rovnovaznej konstanty spétnej kondenzacie acetoacetyl-CoA
nie je naklonend v prospech jeho vzniku, v nadbytku NADH a acetyl-CoA a nizkych
koncentraciach CoA dochéadza k biosyntéze PHB [82, 93].

Vel'ké mnozstvo bakterialnych druhov produkuje polyhydroxyalkanoaty, najma PHB, za
roznych podmienok asroznymi vytazkami. Syntéza kopolymérov, zlozenych najmi
z kombinacie 3HA a3HYV, je uz charakteristicka pre niz§ie spektrum mikroorganizmov a je
ovplyvnitel'nd substratovym zlozenim ¢i pritomnostou roznych prekurzorov [82]. Prikladom
moze byt napriklad C. necator, ktory pri kultivacii v pritomnosti cukrov, ethanolu ¢i dokonca
plynnej zmesi oxidu uhlicitého a vodika produkuje PHB [100]. Neskor bolo zistené [101], ze
v pritomnosti propionatu ¢i valeratu dochadza k inkorporacii HV jednotiek do polyméru
v rozmedzi 0-47%, kvdli relativne rychlemu metabolizovaniu propionyl-CoA a acetonyl-CoA
[102, 103]. Vyssieho obsahu HV (0-95%) bolo dosiahnutého kombinaciou kyseliny maslovej
avalérove] a existuyje aj moznost priamej inkorporacie fermentaciou Vv pritomnosti
monomérnych jednotiek, napriklad kyseliny 4-hydroxybutanovej ¢i 3-hydroxypropionove;j
[82]. Okrem homopolyméru PHB su technologicky zaujimavé najmé kopolyméry s 3- Ci 4-
hydroxyvaleratom, zdovodu nizsej kryStalinity a mézu byt produkované technologiami
akceptovatelnymi z ekonomického hladiska [82]. Medzi najviac §tudovanych bakterialnych
producentov PHA patria Cupriavidus necator, Alcaligenes spp., Azotobacter spp., Bacillus
spp., Nocardia spp., Pseudomonas spp. ¢i Rhizobium spp. [104].

2.2.3 Cyanobakterialna produkcia PHA
Prva zmienka o produkcii polyhydroxyalkanoitov pomocou sinic je zroku 1966,
pozorovana anglickym profesorom N. G. Carrom, ktory pracoval s dusik-fixujicou
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cyanobaktériou Chlorogloea fritschii [105]. Vincenzi a De Phillippis v roku 1999 rozsiahlo
zevidovali priblizne 90 cyanobakterialnych druhov produkujucich PHA prisluchajucich k 4
fylogenetickym skupinam [106].

Sinice su schopné bunecného rastu a produkcie PHA fotoautotrofne, heteroautotrofne aj
mixotrofne. Hoci ich produktivita je v porovnani s bakteridlnymi heterotrofmi vyrazne nizsia,
potencial ich vyuzitia spoCiva v utilizacii oxidu uhli¢itého vznikajuceho pri priemyselnej
vyrobe a jeho premena do formy biodegradabilného plastu. S fotoautotrofnou €1 mixotrofnou
produkciou sa zaroven prudko znizuju kultivacné naklady, nakolko klesa cena uhlikatych
substratov. Na rozdiel od baktérii vSak geneticky nemodifikované druhy cyanobaktérii
produkuju iba PHB, pripadne jeho kopolyméry s valeratom. Metabolicky aparat zodpovedny
za syntézu PHA sa vo svojej podstate nelisi od heteroautotrofnych producentov, s vynimkami
vo forme spracovania uhlikatého substratu (oxidu uhlicitého) procesom fotosyntézy [99].

Niekol'ko cyanobakterialnych kmenov akumuluje PHA za autotrofnych podmienok, ostatné
vyzaduju suplementaciu acetatom ¢i inym organickym uhlikatym zdrojom. Syntéza je
stimulovana nedostatkom jedného, pripadne oboch makronutrientov — fosforu a dusiku, ¢im
dochéadza k zvySovaniu pomeru C:N ¢i NADPH:ATP. Vyuziva sa preto tzv. dvojstupriove]
kultivacie, kedy prvy krok (rastova faza), ktorej cielom je dosiahnut’ maximalnu koncentraciu
biomasy, prebieha za vyvazenych podmienok. V druhom kroku (akumulacnej faze) dochadza
k nutri¢nej limitacii, ¢o stimuluje produkciu polyméru. Separacia buniek a kultivacného média
po prvom kroku by vSak sposobila bunkam stres v podobe nedostatku kyslika ¢i vplyvu
striznych sil. RieSenim byva nastavenie koncentracie makronutrientu v médiu tak, aby doslo po
istej dobe k jeho vycCerpaniu. Medzi rody, ktorym sa venuje najvacsia pozornost’ z hl'adiska
produkcie tychto bioplastov patria napriklad Arthrospira spp., Aulosira spp., Gloeothece spp.,
Nostoc spp., Synechocystis spp. €1 Synechococcus spp [99].

Najviacsou prekazkou komercnej priemyselnej vyroby PHA pomocou sinic je neschopnost
konstrukcie ekonomicky realizovatelného masového kultivatného systému [99]. Rast
cyanobakterialnej kultary je ovplyvilovany najméd abiotickymi faktormi - teplotou,
koncentraciou zivin, plynov, toxinov, pH ¢i slanost'ou, parametrami kultivacie, ako su strizné
sily pri miesani, kultivatna hibka ¢&i riedenie. Do Gvahy treba brat aj biotické faktory, teda
pritomnostou patogénov (baktérii, hub a virusov) a konkurencieschopnost’ voci inym siniciam
¢i riasam [107]. V ramci priemyselnej produkcie by teda pripadali do ivahy dve kultivac¢né
alternativy — uzavreté fotobioreaktory ¢i otvorené nadrzové systémy [108]. Kultivacie
v otvorenych systémoch maju viacero prekazok, ako je nemoznost’ presného monitoringu, ale
hlavne regulacie dolezitych kultivacnych parametrov (pH, teplota, mieSanie ¢i pristup svetla).
Privadzany oxid uhli¢ity ma velmi kratky ¢as zadrze, ktorého vysledkom je zla rozpustnost
avel'ké straty, asezonne zmeny sposobuju nemoznost replikacie vysledkov. Dochadza
k velkému odparu vody anemoznost zabranit kontaminacii znizuje vytazky pripadne
sposobuje uplnu stratu produkéného kmena [109-113]. Z uzavretych systémov existuje viac
druhov fotobioreaktorov, napriklad trubkové reaktory, laminarne ploché reaktory, visiace
vreckovité reaktory ¢i tankové fermentory [109, 112]. Okrem poslednej moznosti mézu byt
vSetky druhy osvetlované prirodzenym svetlom. Hoci st tieto systémy podstatne zlozitejSie,
ponukaju ovel'a lepsiu moznost’ regulacie prebiehajuceho procesu a zaroven vyrazne znizuju
moznost’ kontaminacie. Hlavnymi problémami su pristup svetla, privod oxidu uhlicitého, odvod
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kyslika vznikajuceho pri fotosyntéze a efektivne mieSanie. Napriek vSetkym vyhodam
v porovnani s otvorenymi systémami vSak najvacsou prekazkou zostava neporovnatel'ne vyssia
konstruk¢éna a procesna cena [109].

2.3 Glykogén

Zivé bunky ukladaju uhl'ovodiky vo forme roznych polymémych a oligomérnych §truktur,
spomedzi ktorych najrozsirenejsim je glykogén, nakolko sa vyskytuje u archei, baktérii aj
eukaryotov [114]. Ide o formu akumulacie energie a uhlika pre pripad, Ze sa bunka vyskytne
v situacii, ze nebudu pristupné z okolitého prostredia. Vyhodou polysacharidov ako zasobnych
latok je fakt, ze maju len vel'mi nizky vplyv na osmoticky tlak v bunkach vd’aka ich molekulam
o vysokej hmotnosti a inym fyzikalnym vlastnostiam. Hoci su bakterialny glykogén a glykogén
vyskytujaci sa u cicavcov Strukturne podobné, mechanizmus ich biosyntézy sa 1isi. Hlavaym
rozdielom je gluk6zovy donor pri predlzovani primarneho glukanu [115].

2.3.1 Struktira glykogénu

Skladd sa z monomérnych jednotiek tvorenych glukozou, navzdjom pospajanych a-1,4-
glykosidickymi vazbami do polymérneho retazca, preto patri medzi a-1,4 glukany. Ret'azce su
vetvené a-1,6 viazbami, ktoré tvoria zhruba 7-10 % monomérnych prepojeni a su rovnomerne
rozmiestnené v ramci molekuly glykogénu. Kazdy retazec, s vynimkou vonkajSich
nevetvenych retazcov, podopiera d’alSie dva retazce, ¢o umoziuje sféricky rast Castice za
vzniku , poschodi“ (z angl. tier) (obrazok 6). Tie predstavuju kruznicovy priestor medzi dvomi
za sebou nasledujucimi vetvami zo vsetkych retazcov nachadzajucich sa v rovnakej
vzdialenosti od centra Castice glykogénu. Pri vyskyte dvoch a-1,6 vetveni na jeden glukanovy
polyméry retazec tak dochadza k exponenciadlnemu rastu hustoty ret'azcov smerom od centra
tejto Castice ku periférii. Matematicky model tak predpokladd maximalnu velkost
glykogénovej Castice 42 nm, skladajucej sa z 55 000 glukdzovych jednotiek a 12 | poschodi®,
nakol'ko dalSie vetvenie by =zabranilo pristupu a interakcii enzymov glykogénového
metabolizmu [114]. Az 36 % tychto jednotiek sa nachadza vo vonkajSej nevetvene] vrstve,
vd’aka ¢omu su jednoducho pristupné enzymom a mozu byt katabolizované bez potrebného
rozvetvovania [116]. In vivo sa teda tento polysacharid vyskytuje vo forme limitnych Castic
(makroglykogén) ataktiez menSich granul, predstavujucich prechodné formy medzi
biosyntézou a degradaciou (proglykogén) [116]. Glykogénové Castice su plne rozpustné vo
vode a predstavuju tak formu existencie glukdzy, ktora vykazuje niz§iu osmoticku aktivitu
a zarovenl je plne pristupna pre rychlu mobilizaciu enzymami glykogénového katabolizmu
[114].

Stadie zaoberajuce sa lokalizaciou glykogénu v bunkach roznych typov viedli k rozliénym
zaverom, ktoré su pravdepodobne sposobené odlisSnymi technikami extrakcie (horuci hydroxid
draselny, studena ¢i horuca trikarboxylova kyselina, horuca kyselina sirova a studena ¢i vruca
voda) pouzivanymi v odliSnych laboratoriach. Napriklad u kvasiniek su pritomné dva druhy
glykogénu s mierne odliSnymi funkciami. Jeden je vo vode nerozpustny, extrahovatelny
kyselinami, ktory sa nachadza na vonkajSej strane buneCnej membrany a druhy, vo vode
rozpustny, extrahovatel'ny alkaliami, sa nachaddza vo vnatri membran. V tkanivach sa glykogén
viaze s proteinmi (najma enzymami jeho metabolizmu) o hmotnosti 2-4 krat va¢Sou nez je
hmotnost samotného polysacharidu adsorpénym mechanizmom [117]. Tento par protein-
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glykogén tvori samostatnu funk¢nu jednotku a je povazovany za dynamickii nemembranovu
organelu morfologicky podobnu ribozomu, ktord sa nazyva glykozém. Modzu byt volne
rozptylené v cytozole ¢i viazané na membrany endoplazmatického retikula ¢i komponenty
cytoskeletu [117].

Obrazok 6 — Struktira makroglykogénu v maximdlnej moznej velkosti, kedy este mozu
k poslednej vonkajSej nevetvenej vrstve pristupovat enzymy. Z obrazka je viditelné vetvenie
pomocou a-1,6-glykosidickych vdizieb, ako aj postupny ndrast hustoty s rastucim poctom
,poschodi*. Prebraté z [114].

2.3.2 Metabolizmus glykogénu

V ramci glykogénu je glukéza metabolizovanad vd’aka aktivacii vo forme nukleotid-cukru
prostrednictvom NDP-glukéza pyrofosforylazy. VsSetky zname eukaryoty s vynimkou
Archaeplastida, syntetizuju glykogén z UDP-glukozy, zatial ¢o vSetky gram-negativne
glykogén akumulujuce baktérie (a teda aj cyanobaktérie) vyuzivaju ADP-glukozu, ktord je
baktério-Specifickym metabolitom neobjavenym zatial' u ziadneho heterotrofného eukaryota
(obrazok 7) [114]. Zatial' co UDP-glukoza je vyuzivana vSetkymi zivymi bunkami na syntézu
Sirokého spektra molekul, ADP-glukéza je vyuzivana iba pre syntézu glykogénu, pripadne
cyanobakteridlneho osmoprotektantu glukosylglycerolu [114, 118-120]. Aktivovana gluko6za
je potom prenasana k neredukujucemu koncu rastuceho a-1,4 viazaného retazca a pripajana
pomocou glykogén syntazy. Vetvenie prebieha inym mechanizmom — roz§tiepenim vopred
pripravenej a-1,4 vizby a intra- alebo inter-molekularneho transferu odrthnutého retazca do
polohy a-1,6 [114].

Vetvené polyméry podstupuju degradaciu prostrednictvom spoluprace glykogén fosforylazy
a rozvetvovacieho enzymu. Glykogén fosforylaza odtrhava jednotky gluk6zy z neredukujuceho
konca a fosforyluje ich v pritomnosti orthofosfatu. Nedokaze vsSak Stiepit o-1,6 vizby
a zastavuje Stiepenie hlavného ret'azca 4 jednotky glukozy od nasledujticeho vetvenia, ktoré su
nasledne odburané rozvetvovacimi enzymami [121, 122]. Mechanizmy ucinku tychto
rozvetvovacich enzymov sa liia u eukaryotov a prokaryotov. U eukaryotov sa vyskytuje tzv.
nepriamy vetvy-§tiepiaci systém, v ramci ktorého spolupracuju dve aktivne miesta bifunkéného
enzymu a-1,4-glukanotransferazy a a-1,6-glukozidazy. Transferdza najprv hydrolyzuje
poslednu a-1,4 pred novou vetvou a prenasa zvysné tri glukdzové zbytky v podobe maltotriozy
anaviaze ich na dalSie 4 zbytky iného retazca. Fosforyldza potom opat odstiepi tieto tri
jednotky, zatial o druhé aktivne miesto Stiepi a-1,6 vdzbu vetvenia a vysledkom celého
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procesu su jednotky glukozy a glukédza-1-fosfatu [114]. Proces odburavania glykogénu
u baktérii je podstatne jednoduchsi, rozvetvovaci enzym priamo §tiepi a-1,6 vizby za vzniku 4
jednotiek glukdzy (maltotetradzy) [122]. T4 je nasledne degradovana spolocnou aktivitou
a-1,4- glukanotransferazy a maltodextrin fosforylazy odlisnej od glykogén fosforylazy [114].
Transferaza opét spaja maltotetradzu a maltotridzu, ¢o umoziuje maltodextrin fosforylaze
dalSiu degradaciu. Tento priamy krok u baktérii zarovenl naznacuje prepojenie metabolizmu
glykogénu a metabolizmu malto-oligosacharidov, ktory sa u eukaryotov nevyskytuje [114].

Glukéza-1-fosfat

ADP-Glukdza UDP-Glukoza
pyrofosforylaza pyrofosforylaza

(baktérie) (eukaryoty) Glukéza

Glukéza-1-fosfat
NDP-Glukéza (ADP/UDP)

Glykogén syntazy ‘ T Glykogén

Linearne glukany fosforylaza

Gluké ‘ Vetviace enzymy _
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Obrazok 7 — Grafické zobrazenie metabolizmu glykogénu. Prebraté a upravené z [114].

2.3.3 Funkcie glykogénu

Glykogén sa vyskytuje u mnohych baktérii a k jeho akumulacii dochadza za podmienok
prostredia, pri ktorych je obmedzeny rast a delenie organizmu a zarover je pristupny nadbytok
uhlikatého zdroja [115, 120, 123, 124]. Bolo dokazané, ze ktejto akumulécii dochadza
v stacionarnej faze rastového cyklu z dovodu limitacie zdroja siry, dusika ¢i fosforu. Glykogén
nie je esencialny pre rast a mutanti bez génov kodujucich enzymy jeho metabolizmu mézu rast
rovnako ako prirodzene sa vyskytujuce druhy. Jeho funkciou je hlavne zachovavanie bunec¢ne;j
integrity v pripade nepristupnosti uhlikatého zdroja, nakol'ko baktérie maju energetické potreby
aj v pripade, ze nedochadza k rastu kultary [120]. Pre priklad mozno spomenut’ udrziavanie
pohyblivosti a intracelularneho pH, chemotaktické odpovede, obrat proteinov a RNA
a osmoticku regulaciu. V médiach postradajicich uhlikaty zdroj kultary Escherichia coli a
Enterobacter aerogenes obsahujuce glykogén nedegraduji svoju RNA a proteinové §truktary,
zatial Co v nepritomnosti glykogénu dochadza k uvolfiovaniu amoniaku z dusikatych
komponentov [124].

Dalsia mozna funkcia glykogénu je pozorovatelna u baktérii rodu Clostridia, ktoré dokazu
akumulovat’ tento polysacharid az do obsahu 60% hmotnosti susiny. U tychto prokaryotov
dochadza pred vznikom spor k rychlemu rozkladu glykogénu, u mutantov neschopnych jeho
syntézy je pozorovana zla schopnost’ ich tvorby, ¢o naznacuje jeho ulohu ako zdroja uhlika
a energie pre diferenciaciu a maturaciu spor [125]. Hoci podobné §tadie naznacuju, ze glykogén
ma dolezitu ulohu pri proliferacii baktérii, kontrastom su napriklad bunky Sarcina lutea bohaté
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na tento zasobny polymér, ktoré pri starvacii vo fosfatovom pufry umieraju rychlejSie nez
bunky bez glykogénu [126].

Za zmienku stoji aj rola glykogénového obratu ako ochrany proti substratom-akcelerovanej
bunecnej smrti a zlepSovanie proliferacie buniek v stresovych podmienkach. U Sacharomyces
cerevisiae vystavenej stresovym podmienkam v gluk6zovom médiu dochadza k , recyklacii
glykogénu namiesto indukcie jeho degradéacie ¢i akumulacie. Je dolezité spomenut, ze
v stresovych podmienkach je buneCny rast spomaleny ¢i pozastaveny a dochadza teda
k nerovnovahe ATP v hornej adolnej casti glykolytického aparatu. Oxidacia glukozy
v glykolyze spdsobi nadprodukciu ATP, glukoza-6-fosfatu, vycCerpanie fosfatovych zasob
a smrt bunky. RieSenie tejto situacie spociva v stresom indukovanej transkripcnej aktivacii,
a ked’ze enzymy metabolizmu glykogénu su regulované tymto spdsobom, dochadza k rovnake;j
miere expresie enzymov syntézy aj degradacie a glykogénovy obrat chrani bunku pred
vycCerpanim fosfatovych zasob. Tento ,,zbyto¢ny“ cyklus navySe pomaha kvasinkam pri
aklimatizécii na rozne podmienky a je vyuzivany v pivovarnictve, kedy su kvasinky cielene
vystavované proliferanym podmienkam, pri ktorych dochédza k rozkladu glykogénu a syntéze
sterolov a mastnych kyselin. Glykogén je jedinym zdrojom pre biosyntézu membranovych
komponentov a jeho obsah na zaciatku fermentacie ma priamy vplyv na vitalitu a metabolicku
aktivitu kvasiniek [117].

U cyanobaktérii zastava glykogén ddleziti ulohu z hladiska prisposobivosti organizmu
a jeho prezitiu a rastu pri cykloch striedania diia a noci [127]. Prechod medzi svetlom a tmou
je sprevadzany zmenami v cytoplazmatickom pH, redoxnych potencialoch, ako aj zmenami
v intracelularnych koncentraciach $pecifickych metabolitov ¢i kovovych ionov. Tieto faktory
reguluju naymé zmeny medzi asimilaénymi, fotosyntetickymi drahami a katabolickymi drahami
v cyanobakterialnych bunkach [128]. Mutanti neschopni syntézy glykogénu (s deléciou ADP-
glukoza pyrofosforylazy ¢i glykogén syntaz) vykazuji ovela vacsiu senzitivitu k aklimatizacii
na cykly svetlo-tma, o dokazuje rolu glykogénu (ako aj rolu jeho metabolizmu) ako zasobnej
latky aj protektantu voci tomuto druhu stresoru [129].  V tmavych podmienkach, ked
fotosynteticka aktivita neprebieha, je energia auhlik ulozeny v glykogéne vyuzivany na
udrziavanie bunec¢ného metabolizmu a integrity [127]. Inaktivacia syntézy glykogénu by teda
mala vyustit' v genotyp neschopny rastu. To sa nepotvrdilo a predpoklada sa kompenzacia
chybajuceho glykogénu inymi, jednoduchs§imi substratmi, ako cukry, lipidy ¢i chlorofyly ako
endogénnych minoritnych respiraénych substratov. Znizena viabilita a znizend respiracna
spotreba kyslika vSak naznacuji, ze glykogén je hlavnym respiranym substratom
u cyanobaktérii. NavySe bolo dokazané, ze metabolizmus glykogénu pomaha siniciam chranit
sa pred nepriaznivymi podmienkami prostredia a limitaciami makronutrientov. Fenotypy
mutantov neschopnych syntézy glykogénu v médiu s deficienciou dusika sa vyznacovali
znizenou tvorbou kyslika, senzitivitou na glukézu, nebledniucim (z angl. non-bleaching)
fenotypom a ,preplnenim“ (z angl. overflow) pyruvatom a 2-oxoglutaratom. VSetky tieto
odchylky sa objavovali vylu¢ne za svetla, kedy je ziadané syntéza glykogénu a bunka registruje
vyznamné uhlikaté toky [129]. Znizend tvorba kyslika stvisi so zniZzenou fotosyntetickou
aktivitou, tento jav bol popisany u mnohych fotosyntetickych producentov neobsahujucich
polyglukany ajeho presnd pri¢ina zatial nebola identifikovana. Preplnenie uhlikatymi
metabolitmi je sposobené tym, ze nadbyto¢na energia a uhlik nemo6zu byt ukladané do formy
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glykogénu, na o bunka reaguje tym, ze ich vylucuje von. Tento jav je tiez znadmy a nazyva sa
energy spilling“. Mnozstvo uhlika vylu¢eného z bunky odpovedalo 30-60 % uhlika, ktory by
bol ulozeny vo forme glykogénu a poukazuje na jeho rolu ako bunecného nastroja pre
udrziavanie bunecCne] a energetickej homeostazy. Senzitivita na glukozu savisi s tzv.
fotomixotrofnou senzitivitou, kedy pri sucasnej asimilacii glukézy aj oxidu uhlicitého naraz
pracuju v podstate protichodné drahy — glykolyza aj glukoneogenéza, ako aj Calvinov cyklus
a oxidativny pentdzovy cyklus. To vyrazne zvySuje rast Symechocystis, u mutantov
neschopnych syntézy glykogénu vSak nastdva opacny efekt, kedy bunky stracaju viabilitu.
Tento jav je taktiez znamy u inych metabolickych delécii, predpoklada sa, ze spracovavana
glukdza naras$a uhlikovy metabolicky tok a rovnovahu, ale presny mechanizmus nepozname.
Pozorovany neblednuci fenotyp stuvisi s neschopnostou mutantov delit’ sa a podstupovat stav
chlorozy, teda degradovat fykobilizomy. Dokonca ani po 7 dnioch limitacie dusika nedoslo
k zmene sfarbenia kultiry zo zelenej na hnedo-zltu [129]. Zaujimavé ale je, Ze zatial’ ¢ou ,,wild-
type* kultary doslo po dusikovej limitacii za nasledujucich 24 hodin k d’alSiemu zdvojeniu,
u mutantnych buniek doslo k okamzitému zastaveniu rastu. To indikuje rolu degradacie
fykobilizomov ako zdroja dusika v pripade limitacie tohto makronutrientu. Spdsob regulacie
chlorézy ako odpovede na nutricny stres prostrednictvom biosyntézy glykogénu vSak taktiez
zatial' nie je vysvetleny [130]. VSetky tieto zmeny poukazuji na komplexnt rolu tohto
polyglukanu v bakterialnom metabolizme, ktora stale zostava netiplne pochopena.

2.4 Vztah medzi glykogénom a polyhydroxyalkanoatmi

Vzajomna syntéza oboch uhlikatych polymérov, glykogénu aj polyhydroxyalkanoatov,
u Synechocystis a niektorych inych cyanobaktérii je vynimkou pravidla, ze kazdy druh tvori iba
jeden typ zasobného polyméru [129]. S metabolizmom glykogénu je spojena celad rada dejov
aregulacii v cyanobakterialnych bunkach, na druht stranu uloha biosyntézy PHB je stale
nedostatocne preskimand [75]. Skumanie ich vzajomného vztahu je najCastejSie spojené
s pracou s mutantnymi kmenimi s modifikaciami v enzymatickom aparate tychto polymérov.

V suvislosti s nutrientnymi limitaciami je nutné spomenut’ fakt, ze mutanti tohto druhu
s narusenou PHB biosyntetickou drahou (konkrétne AphaAB, kédujucich B-ketothiolazu
a acetoacetyl-CoA reduktazu) podstupuju pri nedostatku dusika rovnaké fyziologické zmeny
ako ,,wild-type“. V ramci chlorézy u nich teda dochadza k degradacii fykobilizomov a ich
viabilita je len mierne znizena [129, 131]. Naproti tomu bunky neschopné syntézy glykogénu
tieto zmeny nepodstupuju, su neschopné chlorézy a bunecného delenia a po par diloch stracaju
viabilitu. Tieto data naznacuju, ze u tohto druhu ma glykogén a jeho syntéza dolezitejSiu tlohu
z hl'adiska metabolickych zmien v ramci aklimatizacnych odpovedi a prezitia organizmu, nez
PHB [129].

Jeho esencialnu rolu pri regeneracii vegetativnej bunky z bunky chlorotickej popisuje aj
Doello a kolektiv, ktori skamali rolu jednotlivych uhlikovych katabolickych drah pri tejto
premene u Synechocystis sp. PCC 6803. Po pridavku dusi¢nanu k chlorotickym bunkam zacina
prechod z dormantného metabolizmu charakterizovaného rezidualnou fotosyntézou a nizkou
hladinou ATP do heterotrofnej faze, pri ktorej dochadza k respiratnému rozkladu glykogénu
a prudkému zvySeniu koncentracie ATP. To dod4 bunkam prvotny impulz k reStartu fixacie
oxidu uhli¢itého a pomalom zapojeni fotosyntézy, ¢im zafina mixotrofna faza regeneracie, za
stalej spotreby glykogénu. V ramci nej poskytuje spolocna aktivita Pentozofosfatového cyklu
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a Entner-Doudoroffovej drahy metabolické medziprodukty potrebné k anabolickym reakciam
obnovujucim konstiticiu vegetativnych buniek [72].

Stal a kolektiv skumali rolu oboch zasobnych latok u morského druhu Oscillatoria limosa
[132]. V ramci akumulacie pozorovali znamy fakt, ze obsah PHA sa zvySoval v neskorsej
exponencialnej faze rastu a maximum dosiahol vo faze stacionarnej. Po presunuti kultary do
média s deficienciou uhlika dochadzalo k rychlej degradacii polyesterovych zasob, ktora ale
nebola pozorovana u kultary bez svetelného zdroja, s pristupom ani bez pristupu kyslika.
Naproti tomu hladina glykogénu u kultivacie bez iluminacie vyrazne klesala aktivitou Pentoza
fosfatového cyklu a energia v iom ulozena bola teda vyuzivana na bunecné metabolické deje
[132, 133]. K rovnakym zaverom prisli aj pri kultivacii Gloeothece sp. PCC 6909 bohatej na
PHA, ktord nezacCala polymér po preruSeni osvetlenia degradovat [134]. Tieto zistenia
naznacuju, ze v pripade neprebiehajucej fotosyntézy cyanobaktérie utilizuju glykogén ako
primarny energeticky zdroj, zatial' ¢o PHA plnia skor funkciu uhlikatého zdroja [133]. Uloha
PHA ako regulatorov vnutrobuneéného reducného néboja u fotoautotrofov, tzv.
pseudofermentacia, bola skimand De Philippisom a kolegami v roku 1992. Ten taktiez
prichadza k obdobnému zaveru o role jednotlivych biopolymérov u druhov Spirulina maxima
a Rhodopseudomonas palustris. Nacrtava, ze na zaklade nizkej aktivity enzymov
glyoxalatového skoku, ktoré su zodpovedné za dokoncenie Calvinovho cyklu u sinic a teda
vznik acetyl-CoA a generovanie energie, bude uloha PHA u fotoautotrofov spocivat skor v
generovani/spotrebovavani redukovanych pyridinovych nukleotidov, teda v regulacii redukcnej
sily a udrziavani intracelularnej redoxnej rovnovahy [135].

24.1 NarusSenie glykogénovej biosyntetickej/biodegegradacnej drahy

Na zaklade predpokladu konkurencie medzi PHA a glykogénom vo vyuzivani
vnutrobunecnych zasob uhlika sa skumali rozne geneticky upravené kmene a pozoroval sa
vplyv tychto manipulacii na akumuléciu polymérov. Wu a kolektiv skimali mutanta s
deletovanym agp génom (gén kodujuci ADP-glukédza pyrofosforylazu) za limitacie fosforom.
Tento mutant dosiahol 21% narast biomasy pri suplementacii acetatom a 24% pri pridavku
glukozy, fotoautotrofna kultivacia vyustila v priblizne rovnaka koncentraciu buniek.
Vykazovali o 20-25 % zvySenu produkciu kyslika, ¢o naznacuje zvySenu mieru fotosyntézy,
pravdepodobne z doévodu kompenzacie nepritomnosti glykogénu ako zasobnej latky, ¢oho
dosledkom bol nadbytok uhlika a energie, ktory vyustil do syntézy bunecnych kompartmentov
a bunecného rastu. Hladina polyhydroxybutyratu stipla pri fotoautotrofnom raste o priblizne
12% CDW (z angl. Cell Dry Weight — percento v susine) na celkovych 14% oproti druhu bez
mutacie. U mixotrofnej kultivacie v pritomnosti 15 mM acetatu bolo pozorované zvySenie
koncentracie priblizne o 9%, na celkovo 19% CDW, o priblizne 3% u mixotrofnej kultivacie s
5 mM glukézy v médiu a o priblizne 5,5% CDW u kombinacie tychto dvoch uhlikatych
substratov. U buniek s deletovanym génom teda doslo k dosiahnutiu vys§ej koncentracie PHB
vo vSetkych kultivaciach, narast vSak nebol linearny vzhl'adom k rozdielu hladiny glykogénu
medzi mutantom a prirodzenym druhom. To naznacuje, Ze nie vSetka energia a uhlik, ktoré mali
byt vyuzité pre syntézu glykogénu boli vyuzité pre syntézu PHB [136]. Dutt a Srivastava tento
jav neskor odovodnili a presne popisali prostrednictvom izotopového znacenia so zaverom, ze
priblizne 74 % uhlika ulozeného v PHB pochadza z glykogénu [137]. Ako reakcia na dusikata
limitaciu, je velké mnozstvo viazaného uhlika ulozené u rodu Synechocystis v podobe
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glykogénovych granul. Takéto dlhodobé experimenty zaroven ukazali, Ze zatial' ¢o bunky su v
stave chlorozy, glykogén po povodne) rychlej akumulacii pomaly degraduje, ale koncentracia
PHB pomaly, ale konS§tantne rastie [138, 139]. Na overenie tedrie, ze PHB je syntetizované
premenou z glykogénu, Koch a kolektiv skamali produkciu PHB u r6znych mutantov, u ktorych
boli prerusené rozne metabolické kroky [138]. Jednotlivé experimenty su popisané v nizsie.

Pre tieto experimenty pracovali s kultirami limitovanymi dusikom a bez génov pre jednu z
dvoch isoforiem glykogénsyntazy, glgAl a glgA2, a bez génov pre glukoza-1-fosfat
adenylyltransferazu, glgC, po dobu 3 tyzdiov [138]. U gigAI doslo k viditelnému poskodeniu
v priebehu procesu chlordzy a bunky sa nedokazali po 2 tyzdiioch limitacie zviabilizovat'. U
,,wild type™ (dalej len WT) dosiahol glykogén koncentraéné maximum po tyzdni a nasledne
jeho hladina pomaly klesala. U oboch mutantov bola pozorovana rovnaka hladina glykogénu
ako u WT, ale tato hladina zostala vysoka aj v nasledujucich tyzdiioch pri akumulécii PHB. U
glgA2 akumulacia PHB prvych 7 dni taktiez odpovedala WT, ale nasledne spomalila, zatial’ ¢o
u glgAl bola draha trvalo poskodena. Z toho sa da vyvodit, ze GIgAl hra ovela dolezitejSiu
rolu z hl'adiska aklimatizacie na N-deficienciu, viabilitu, a teda aj obsah PHB, hoci produkuju
takmer rovnaku koncentraciu glykogénu. To by sa dalo vysvetlit' tym, ze malé rozdiely v
glykogéne produkovanom tymito dvoma izoenzymami pravdepodobne ustia v ich rdzne
metabolické ulohy [138]. Tieto $truktime rozdiely v dizke a vetveni refazca glykogénu
produkovaného izoenzymami boli uz popisané Yoo a kolektivom [140]. GlgC mutant sa
nedokaze dostatone prisposobit dusikovej limitacii, vykazuje nizku viabilitu, nedokaze
syntetizovat’ glykogén a akumuluje malo PHB, ¢o sa zda, odporuje teodrii, ze PHB je derivované
z glykogénu. Vyzera to teda tak, ze za urcitych podmienok sa moézu uhlikové prekurzory PHB
vyhnat glykogénovému poolu. V pripade vyradenia glgC nemoze byt glukoza-1-P (pripadne
glu-6-P) premiefiana na ADP-glukozu a akumuluje sa. Dalgim krokom je teda jej premena na
glyceraldehyd-3-P a postupna modifikacia na monomér a polymerizacia do PHB [138].

Ak by glykogénovy obrat vyustil v akumulaciu PHB pocas chlordzy, syntéza PHB by
nemala prebiehat’, ak je poruSena degradabilita glykogénu [138]. Glykogén je degradovany
(podobne ako syntetizovany) dvoma fosforylazami, izoenzymami koédovanymi glgPl a glgP?2.
Doello a kolektiv prisli k zaveru, ze glgP2 kodovana fosforylaza je hlavnym enzymom
zodpovednym za degradaciu glykogénu pri zotavovani sa z chlorozy a vyradenie glgPI nijako
neovplyviuje tato schopnost’ [72]. V priebehu troch tyzdiiov mutant glgPl dosiahol najprv
vyssiu koncentraciu glykogénu ako WT, ale jeho hladina nasledne aj vyraznejSie klesla. U
mutanta glgP2 a dvojitého mutanta glgP1/2 nedoslo k jeho degradacii, Co potvrdzuje teoriu
Doello a kolektiv. To sa prejavilo aj na schopnosti akumulovat PHB, zatial' ¢o mutant gligP1
produkoval obdobnu koncentraciu ako WT, glgP2 a dvojity mutant tvorili vyrazne menej
polyméru, o opat’ potvrdzuje spojitost’ s nedostato¢nou degradaciou v désledku delécie gligP?2.
To bolo potvrdené aj fluorescen¢nou mikroskopiou, kedy tieto dva mutanty obsahovali vel'mi
malé, ak vobec nejaké granule PHB [138]. To demonStruje, ze GlgP2 fosforylaza je kl'iCova z
hl'adiska degradacie glykogénu a syntézy PHB.

Predchadzajuce experimenty odhalili a potvrdili tedrie, Ze aktivita enzymov zapojenych do
syntézy a degradacie glykogénu ma velky vplyv na koncentraciu PHB a ze glykogénovy obrat
aktivitou GlgP2 fosforylazy dodéava uhlikaté prekurzory pre jeho biosyntézu. Pre pochopenie
metabolizmu molekul glukéza-fosfatov smerujucich k tvorbe PHB boli §tudovani mutanti troch
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najdolezitejSich glykolytickych drah. Prvym bol mutant deda, neschopny katalyzovat cez
Entner-Doudoroffovu (ED) metabolicku drahu, Agnd cez Pentézofosfatovy cyklus (PC) a
Apfkl, Apfk2 a Apfkl/2 s deletovanou fosfofruktokinazou 1,2, alebo oboch zaroven. To
znefunk¢nilo aktivitu Embden-Meyerhof-Parnasovej (EMP) drahy [138]. Pre grafické
znazornenie vid obrazok 8.
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Obrazok 8 - Grafické vyobrazenie metabolizmu prekurzorov PHB u Synechocystys, s cervenym
oznacenim mutovanych/deletovanych génov vramci experimentov a vyobrazenim EMP zelenou,
ED modrou a OPP Zltou farbou. Prevzaté, upravené z [138].

Opét boli sledované hladiny glykogénu a PHB v ramci troch tyzdniov dusikovej deficiencie.
Naru$enim ED drahy bol mutant PHB-fenotypicky nezmeneny oproti WT a obsah glykogénu
zostal vysoky pocas celého experimentu, zatial ¢o u WT do§lo po 7 diioch k postupnému
poklesu. U mutanta so zmenou v PC doSlo k vyrazne niz§ej akumulacii polyesteru v prvych
desiatich diloch, po ktorych nasledovala stagnacia a mierny pokles, zatial' ¢o hladina glykogénu
priblizne odpovedala WT. U mutanta Apfk1/2 bol pozorovany opacny jav, kedy prvotna nizsia
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syntéza PHB bola neskor vystriedana zvySenim a dosiahnutim koncentracie ako u mutanta PC.
U jednotlivych mutantov fosfofruktokinazy bola vysledna koncentracia PHB mierne mensia
(80%) ako u WT, &o naznaluje schopnost’ isoenzymov navzajom dopliiiat’ svoju aktivitu, zatial
¢o dvojity mutant PHB neakumuloval vobec. VSetky 3 modifikécie fosfofruktokinazy dosiahli
mierne vys$Sich koncentracii glykogénu, ako WT. Z toho vyplyva, ze drahy PC a EMP
prispievaju k tvorbe PHB, zatial' ¢o ED metabolicka draha nie [138].

2.4.2 NaruSenie biosyntetickej drahy PHB

Pre tento posledny experiment skupina Koch a kolektiv pracovala s mutantom AphalC
teoreticky neschopnym syntézy PHB. Tento mutant v porovnani s WT akumuloval vyrazne viac
glykogénu, ale zaroven ho rychlejSie degradoval, takze vysledna hladina glykogénu po 21
dnoch bola takmer rovnaka. PHB podl'a o¢akavania nesyntetizoval, v absencii tejto drahy by sa
mohli bunky metabolitov degradacie glykogénu zbavovat’ prebytkovymi reakciami (z angl.
overflow reactions). Kazdopadne to naznacuje, ze glykogén a PHB nesuperia o oxid uhlicity
ako zdroj uhlika, ale glykogén je metabolicky nadradeny PHB [138].

Z tychto pokusov boli mimo uz spomenuté fakty teda vyvodené viaceré dolezité zavery.
Bolo pozorované, ze pomalSia/chybajuca degradacia glykogénu je Casto spojend s naslednou
nizkou/chybajicou syntézou PHB, Co podporuje nacrtnutu tedriu, ze PHB vznika len ak
dochéadza k degradacii glykogénu pocas chlorézy [138]. U mutantov s chybajucimi oboma
fosforylazami ¢i oboma fosfofruktokinazami, teda u narusenej schopnosti degradacie, dokonca
dochadzalo k zvySovaniu koncentracie glykogénu aj v stave chlorozy, o pri funkcnej
depolymerizacii pravdepodobne nie je viditelné. Tento zbytkovy metabolizmus je
pravdepodobne ddlezity pre opravu zivotne dolezitych makromolekul — proteinov, nukleovych
kyselin, pre osmoregulaciu a pre pripravu pre mozna zmenu koncentracie zivin v prostredi. Aj
,,vyhladovené* bunky potrebuju neustaly prijem ATP a redukénych ekvivalentov a schopnost’
vytvarat' bune¢né kompartmenty. V sulade s tymto bola pozorovana produkcia PHB hlavne
prostrednictvom EMP drahy, ktorda ma najvacsi vytazok ATP, aj prostrednictvom PC, ktora
dodava prekurzory pre biosyntetické deje ako je oprava biomolekul. V kontraste s tym, mutacia
ED drahy, ktord ma mensi vytazok ATP nez EMP a je metabolicky najblizsia fotosyntéze a
Calvin-Bensonovmu cyklu, neovplyvnila syntézu polyesteru. Zaroven bola v Case pozorovana
produkcia PHB u PC mutanta, ktora nasledne prestala a simultanne u druhej kultivacie mutanta
EMP v tom istom Casovom useku syntéza zacCala, Co naznacuje naslednost’ tychto dvoch drah
pocas dusikom vyvolanej chlorézy [138].

Ziskavanie d’alSich poznatkov o intracelularnych uhlikovych tokoch méze priniest’ nové
informacie o regulacii produkcie PHB a tym umoznit’ presmerovanie va¢sieho mnozstva uhliku
ulozeného v glykogéne do akumulacie tohto polyesteru u cyanobaktérii, ¢im by doslo k ich
zefektivneniu a zatraktivneniu ako potencialnych priemyselnych producentov [138].
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Pouzité organizmy, chemikalie a pristroje

3.1.1 Pouzité organizmy

V ramci tejto diplomovej prace boli pouzité a analyzované dva cyanobakterialne kmene —
Synechocystis sp. PCC 6803 a Synechocystis salina CCALA 192. Oba tieto kmene pochadzaju
od partnerskej vyskumnej skupiny pod vedenim Ass. Prof. Ines Fritz, PhD. Posobiacou
v University of Natural Resources and Life Sciences (Universitdt fur Bodenkultur — BOKU,
Wien), Vienna, Institute of Environmental Biotechnology, Tulln an der Donau, Rakusko.

3.1.2 Pouzité chemikalie

Acetat sodny, Lach-Ner, s. 1. 0.

Amyloglukozidaza, Megazyme

Acetonitril, Sigma-Aldrich s. 1. o.

Dusi¢nan sodny, Sigma-Aldrich s. r. o.

Dusicnan zelezity nonahydrat, Lach-Ner s. r. o.

Etanol absolut., Sigma-Aldrich s. 1. o.

Hexakyanozeleznatan draselny trihydrat, Sigma-Aldrich s. r. o.
Hydrogenfosfore¢nan draselny, Sigma-Aldrich s. r. o.

Hydroxid draselny, Lach-Ner s. r. o.

Chlorid véapenaty dihydrat, LACHEMA a.s.

Chloroform, Sigma-Aldrich s. 1. 0.

Glykogeén, Standard z ustric (Cistota > 0,75), Sigma-Aldrich s. 1. 0.
Isopropylalkohol, Lach-Ner, s. r. o.

Kyselina octova, Lach-Ner, s. r. o.

Kyslina sirova, Sigma-Aldrich s. 1. 0.

Kyselina benzoova, Sigma-Aldrich s. 1. 0.

Lyzozym, zo slepacich bielok, SERVA

Metanol, Sigma-Aldrich s. 1. 0.

Uhli¢itan sodny, Lach-Ner s. r. o.

Siran hore¢naty heptahydrat, Sigma-Aldrich s. 1. 0.

Siran zino¢naty heptahydrat, Sigma-Aldrich s. r. o.
y-butyrolaktén, Sigma-Aldrich s. r. o.

Zmes stopovych prvkov (TES, z angl. Trace Elements Solution), dodavana z BOKU, Tulln an
der Donau, Rakusko, presné zloZenie je uvedené v kapitole 2.2.
Pozn. Pouzité chemikalie boli v Cistote p.a. a vy$Sej, ak nie je uvedené inak.

3.1.3 Pouzité pristroje

Analytické vahy PA224C, Ohaus

Centrifuga MIKRO 200, Hettich

Centrifuga Hettich EBA 20, Hettich

Centrifuga chladena Centrifuge 5417 R, Eppendorf
Kvapalinovy chromatograf LC10A, SHIMADZU
Laminarny box Aura mini, BioAir
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Lampa MASTERColour CDM-T MW eco 230W/842 E40, Phillips
Lampa MASTER HPI-T Plus 250W/645 E40, Phillips

Magneticka miesacka Magnetic Stirrer MMS-3000, BioSan
Microspin FV-2400, BioSan

Multikultivator MC 1000-OD, Photon Systems Instruments s.r.0
pH meter pH 50+ DHS, XS Instruments

Plynovy chromatograf Trace 1300 s FID DB-WAX 30 m/0,25 mm, Thermo Scientific
Predvazky EW 620-3NM, Kern

Termoblok SBH200D, Stuart equipment

Trepacka SHO-2D, Witeg Germany

Vortex , Heidolph Reax Top

UV/VIS Spektrofotometer ,,Nanophotometer Pearl“, Implen
UV-VIS Spektrofotometer U-3900H, Hitachi

Vodna lazein TW2, JULABO LABORATORTECHNIK

3.2 Kultivovanie cyanobakteridlnych kmenov

Obe cyanobakterialne kultury boli kultivované v dusik-deficientnom mineralnom médiu
M220, ktorého presné zlozenie je uvedené nizsie v ramci tejto kapitoly.

Erarne kultary urCené na nasledné ocCkovanie pokusnych kultur boli pripravované
v laminarnom boxe do vopred vysterilizovanych baniek s médiom inokulaénym pomerom
zhruba 9 0bj.%. To pri kultivaciach v 250 ml Erlenmayerovych bankach (d’alej EB) odpovedalo
100 ml sterilného meédia a 10 ml kultary, u 500 ml baniek 200 ml M220 a20 ml
cyanobakterialnej kultury a u litrovych EB pomeru 400 ml média a 40 ml kultary. VSetky média
boli pre ucely experimentov Standardne vysterilizované s pouzitim tlakovych hrncov.

Takto pripravené EB boli kultivované na trepackach rotujacich rychlost'ou 90 otacok/minttu
pre mensie objemy a 130 o/min pre vacSie objemy, prispdsobujuc sa efektivite mieSania.
Teplota kultivacie odpovedala laboratornej teplote, pohybujuc sa v rozmedzi 21-23 °C.
Svetelny rezim lampy bol nastaveny na 16 hodin svetla a 8 hodin tmy. Kultury v§ak neboli od
zaciatku kultivované pod svetelnym zdrojom, nakol'ko bola jeho intenzita pre zriedené kultary
prili§ vysoka, boli pod neho presunuté az po aklimatizacii a dosiahnuti vyssej optickej hustoty.

Presné zlozenie kvapalného mineralneho média M220:

e NaNOs3 0,450 g
e Fe(NOs3); - 9H20 0,025 ¢
e MgSO4-7H0 0,100 g
e (aCl; - 2H,O 0,600 g
e TES 1,500 ml
e NaxCOs3 0,200 g
e KoHPO4 0,080 g
e Destilovana voda 1000 ml
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Zlozenie zmesi stopovych prvkov TES:

e H3BOs3 0,509 g
e CuSOs4-5H>0 0,150 g
e KI 0,181 g
e FeCls- 6H20 0,293 ¢
e MnSOs- HO 0,296 g
e NaxMoOs - 2H>0 0,082 g
e NiSO4- 6H,0 0,275 ¢
e Co(NO3)2- 6H,O 0,100 g
e 7ZnSOs4-7H20 0,490 g
e KAISO4)2- 12H20 0,395 ¢
e KCr(S04)2- 12H20 0,470 g
e Destilovana voda 1000 ml

Priprava média M220 prebiehala v troch krokoch. V prvom boli do poloviéného objemu
destilovanej vody pridané a rozpustené prvé Styri zlozky — dusi¢nan sodny, nonahydrat
dusi¢nanu zelezitého, heptahydrat siranu hore¢natého a dihydrat chloridu vapenatého. Druhym
krokom bolo do zvy$ného objemu pridat’ posledné dve zlozky — hydrogenfosfore¢nan draselny
a po jeho dokladnom rozpusteni uhli¢itan sodny. Nakoniec boli tieto dva objemy zmieSané
a bolo do nich napipetované odpovedajuce mnozstvo zmesi TES. Takto pripravené médium
bolo uschovéavané pri 4°C.

3.2.1 Pokusné kultiry v Erlenmayerovych bankach

Kultary boli pri pokusoch kvoli dosiahnutiu uniformity pripravované nasledovne:
dostatocne narastené erarne kultury v exponencialnej faze rastu boli najprv sterilne zliate do
vopred vysterilizovanych litrovych flia§ Pyrex v laminarnom boxe. Z takto ziskanej kultary
bolo odobraté a bola premerana opticka hustota (z angl. Optical Density, d’alej len OD) pri
vilnovej dizke 720 nm proti médiu M220 ako blanku. Nasledne bolo z tejto hodnoty zistené
riedenie potrebné na dosiahnutie OD72 priblizne odpovedajuce 0,6-0,7. Na zaklade tejto
informéacie bola kultira vo flasi Pyrex nariedena sterilnym médiom M220 tak, aby toto OD
dosiahla a bola umiestnena na 8-12 hodin (cez noc) na trepacku, kde sa aklimatizovala na nové
chemické podmienky a za tento Cas dosSlo k narastu OD na hodnotu priblizne 0,8. Takto
aklimatizovana kultura bola potom pomocou sterilného odmerného valca v laminarnom boxe
rozdelena po 100 ml do vopred vysterilizovanych EB o objeme 250 ml aumiestnena na
trepacky so svetelnym rezimom 16/8 (ak povaha experimentu nevyzadovala inak).

3.2.2 Pokusné kultary v multikultivatore

Pokusy prebiehajuce v multikultivatore (dalej MK) vyzadovali pred kazdym cyklom
sterilaciu zariadenia. Skumavky s prevzdusnovacimi hadicami boli sterilované v tlakovych
hrncoch obdobne ako Erlenmayerove banky. Rovnako bola sterilovana aj voda, cez ktoru
prechadzal prevzdusiiovaci vzduch a odpovedajuce vzduchové filtre. Plastova prevzdusiiovacia
trubica bola sterilovana iba chemicky, vstreknutim antimikrobialnej latky (Savo/Incidin) a jej
posobenim po dobu zhruba 20 minat anaslednym dokladnym preplachom etanolom
a vysuSenim jeho odparom.
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Fotoautotrofné kultivacie prebiehali po celd dobu experimentu v multikultivatore. Do
vysterilovanych kultivaénych skimaviek bolo pridané sterilné médium o objeme 75 ml a bolo
pridanych 5 ml kultary. Skimavky boli uzavreté, vlozené do MK a pripojené na zdroj vzduchu.

Mixotrofné kultivacie prebiehali prvé 3 tyzdne v Erlenmayerovych bankach. Takto
narastené kultary boli podobne ako v kapitole 3.2.1 zliate do flase Pyrex, ale neboli d’alej
riedené. Homogénna kultura bola sterilne rozdelena do kultivaénych skimaviek, bol pridany
konkrétny uhlikaty zdroj odpovedajici pozadovanej koncentracii a kultary boli vlozené do MK
a pripojené na zdroj sterilného vzduchu.

Vsetky kultivacie prebiehajuce v multikultivatore boli pri nepretrzitom 24 hodinovom
osvetleni, ktoré zabezpecovali vybojky zabudované v fiom, nastavené na intenzitu ziarenia
25 %, &o odpoveda 250 pmol.m2.s™. Ak si to podstata experimentu vyzadovala (v tmavej faze),
boli vybojky vypnuté a kultary boli odizolované aj od okolitého svetla zaobalenim MK do
alobalu. Teplota sa pohybovala v rozmedzi asi 25-26 °C.

3.3 Pripravy vzoriek a analyzy

Vzorky na jednotlivé analyzy boli pri pokusoch v Erlenmayerovych bankach odoberané
sterilne, v laminarnom boxe. Pri kultivaciach prebiehajucich v multikultivatore nebolo sterilné
odoberanie mozné, preto boli odbery realizované semisterilne — v rukaviciach sterilovanych
etanolom boli tymto alkoholom strickou ostriekané zavity spajajuce kultivaéné banky a zdroj
sterilného vzduchu. Tieto zavity boli nasledne rozpojené a sterilnou striekackou bolo odobraté
potrebné mnozstvo kultiry. Po odbere bol zavit opét rychlo uzavrety.

3.3.1 Extrakcia a analyza koncentracie glykogénu

Z analyzovanej kultury boli odobraté 2 mililitre (v neskorsich fazach pri vyssej koncentracii
biomasy postacoval aj 1 ml) do skimaviek Eppendorf s konickym dnom. Boli centrifugované
pri zatazi 8 000 g po dobu 5 minut a boli dvakrat premyté destilovanou vodou. Po tomto kroku
boli do skumaviek typu Eppendorf navazené aj dva glykogénové Standardy o hmotnosti 1-3
miligramy a d’alej sa s nimi pracovalo rovnako ako s analyzovanymi vzorkami. Pelety biomasy
boli po druhom premyti rozsuspendované v 400 pl 30 hm.% roztoku hydroxidu draselného
a inkubované po dobu 2 hodin v termobloku pri teplote 95 °C. Po inkubécii a vychladnuti bolo
pridanych 1 200 pul 100 obj.% predmrazeného etanolu a vzorky boli cez noc uchované
v mrazniCke. Nasledujuci deri boli na chladenej centrifiige vzorky sto¢ené pri 4 °C po dobu 15
minut pri zatazi 10 000 g atrikrat premyté, v prvych dvoch krokoch 70 obj.% etanolom
avtretom 100 obj.% etanolom. Pri premyvani bolo nutné pozorne sledovat’ stav peletu
a prispdsobovat’ mu mnozstvo odpipetovaného mnozstva etanolu, aby nedochadzalo k stratam.
Ziskany pelet bol suSeny v susSiarni pri teplote 70 °C po dobu zhruba 40 minut (do uplného
vysusenia, ale nie presusenial). Takto vysuSené pelety mozu byt skladované a naraz pripravené
na analyzu vo va¢§om mnozstve. Dalsim krokom je ich rozsuspendovanie pomocou vortexu v 1
ml 100 mM acetatového pufru o pH 4,5, ktorého zlozenie a priprava st uvedené na konci tejto
kapitoly. Do tejto zmesi bolo nasledne napipetované 12,5 ul roztoku amyloglukozidazy (3 260
U/ml) a bola inkubovana vo vodnej lazni predhriatej na teplotu 55 °C po dobu 2,5 hodiny. Po
inkubacii bola prevedena precipitacia — v prvom kroku bolo pridanych 40 ul roztoku
hexakyanozeleznatanu draselného (10,65 g trihydratu tejto soli na 100 ml destilovanej vody),
vzorky boli premieSané a ponechané stat’ po dobu 5 minut. Druhy krok prebiehal rovnako,
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rozdiel bol v napipetovani 40 pl roztoku siranu zino¢natého (28,8 g heptahydratu na 100 ml
destilovanej vody). Po 5 minutach boli vzorky centrifugované po dobu 20 minat pri zat'azi
10 000 g a supernatant bol prefiltrovany do novych skimaviek typu Eppendorf a analyzovany
na kvapalinovom chromatografe. Ddlezité je mysliet na upravu pH v zavislosti na pouzitej
kolone pri kvapalinovej chromatografii.

Analyza prebiehala na kvapalinovom chromatografe s refraktometrickou detekciou (RID).
Mobilnou fazou bola zmes acetonitrilu s vodou v objemovom pomere 80:20. Tato zmes bola
pripravena do flaSe Pyrex a dokladne odplynend pomocou ultrazvukovej lazne. Kolona
rozdel'ujuca jednotlivé zlozky bola plnena uhlovodikom s naviazanymi aminovymi skupinami,
o rozmeroch 3,9x300 mm. Prietok mobilnej faze bol nastaveny na 1,2 ml/min, tlak na kolone
sa pohyboval v rozmedzi 80-120 bar, teplota na koléne 35 °C a na detektore 30 °C. Pri analyze
bol vzdy najprv premerany Standardny roztok glukoézy, kvoli identifikacii retenéného Casu
(zlozenie mobilnej faze a podmienky merania sa mdézu mierne liSit), nasledne pripravené
glykogénové standardy a nakoniec vzorky. Kvoli nepritomnosti autosampleru boli vzorky na
kolonu nastrekované ruéne — premytim davkovacej ihly, nasatim vzorku, vstreknutim do
davkovaca a suasnym pootocenim polohy davkovaca a tym vstreknutim vzorku na kolonu a
zapnutim priebehu analyzy v pouzitom programe.

Na pripravu acetatového pufru bol najprv namiesany 0,1 M roztok acetatu sodného (Co
odpoveda 13,61 g/l) a 0,1 M roztok kyseliny octovej (¢o odpoveda 5,72 ml 100% kyseliny alebo
7,15 ml 80% kyseliny a doplnenim destilovanou vodou do objemu 1 litru). Priprava pol litra
pufru o pH 4,5 nasledne vyzadovala zmieSanie 285 ml roztoku kyseliny a 215 ml roztoku
acetatu sodného.

3.3.2 Analyza koncentricie PHB

Z kultar bolo pre analyzu obsahu PHB odobratych 10 mililitrov do centrifugaénych
skumaviek. Tie boli centrifugované po dobu 15 minut pri 6 000 o/min, supernatant bol odliaty
a biomasa bola premyta 5 ml destilovanej vody, opat’ stocena a susSena pri 70 °C. Po vysuSeni
bola jej hmotnost’ zistend na analytickych vahach a bola navazena priblizne v rozmedzi 8-13
mg do krimplovacich vialiek. Rovnako bolo navazenych aj 5 bodov kalibra¢nej krivky PHB
odpovedajucich 3-10 mg Standardu. V d’alSom kroku bol k biomase pridany 1 ml chloroformu
a0,8 ml zmesi vnutorného Standardu, obsahujuce; 15 hm.% kyseliny sirove] v metanole
a kyselinu benzoovl o koncentracii 5 mg/ml, ktora sluzi ako vnutorny Standard. Zmes bola
zakrimplovana a vlozend do termobloku, kde prebiehala esterifikdcia po dobu 3 hodin pri
teplote 94 °C. Obsah vialiek bol pravidelne kontrolovany, obzvlast poc€as prvych 30 mintt,
kvoli moznosti tniku zmesi pri zlom uzavreti ¢i poskodeni vialky, v takom pripade bola
krimplovacia zatka vymenena. Po ukonceni a vychladnuti prebehlo odkrimplovanie a zmes
bola prevedena do vicsej vialky o objeme 4 ml so zavitom, do ktorej bolo predpipetovanych
0,5 ml 50 mM roztoku NaOH. Ta bola uzavreta a zmes dokladne pretrepana. Po rozdeleni fazi
bolo nasledne do mensich vialiek so zavitom o objeme 2 ml napipetovanych 900 pl
isopropylalkoholu a 50 pul zo spodnej, organickej faze. Takto pripravené vzorky boli uzavreté a
uschované v mraznicke do analyzy.

Analyza prebiehala na plynovom chromatografe s plamefiovym ionizaénym detektorom
(FID). Princip spocival v stanoveni koncentracie metylesteru prislusnej hydroxyalkanovej
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kyseliny, ktory vznikol kyslou hydrolyzou PHA a naesterifikovanim jeho monomérne;j
jednotky.

3.3.3 Extrakcie a stanovenie koncentracie pigmentov

Pre extrakciu chlorofylu a a karotenoidov bol odobraty 1 ml cyanobakterialnej biomasy do
skumavky Eppendorf. T4 bola centrifugovana pri laboratornej teplote pri zatazi 7000 g po dobu
7 minut a nasledne bol dokladne odstraneny supernatant. K peletu bol pridany 1 ml metanolu
predchladeného na 4 °C azmes bola Co najrychlejS§ie zhomogenizovana vortexovanim ci
jemnym pipetovanim, zakryta alobalom a ponechana v chladnicke po dobu 30-40 minut. Po
tomto kroku bola preextrahovana kultira znova centrifugovana, tentokrat na chladenej
centrifuge pri teplote 4 °C po dobu 7 minut pri zatazi 10 000 g a po tomto kroku bolo potrebné
vizualne skontrolovat’ farbu vzniknutého peletu. Ten by mal mat’ po extrakcii modro-fialova
farbu, v opacnom pripade je potreba znovu zmes zhomogenizovat a pokraovat v extrakcii.
Koncentracia pigmentov bola stanovena spektrofotometricky, premeranim vinovych dizok 720,
665 a 470 nm supernatantu proti metanolu ako blanku. Tieto hodnoty boli dosadené do rovnic:

ug
em(Chly) = 12,9447 - (Ages — Azz0) || M
¢ (Chly) = 14,4892 - (Ages — A720) [UM] (2)
cm(Chly)  [1g
em(Karot.) = [1000 (Aszo = A7z) — 2,86 (o) [ 3)

Pozn. Extrakcia a spektrofotometrické stanovenie by mali prebiehat pod minimalnym
osvetlenim a nizkej teplote (v krokoch, v ktorych sa teplota ovplyvnit nedé, je treba pracovat
¢o najrychlejsie) kvoli degradacii volnych farbiv. Tato extrakcia bola prevedend podla
protokolu [141].

Na extrakciu fykocyaninu bolo odobratych 2,5 ml cyanobakterialnej kultury a bolo k nej
pridanych 50 pl roztoku lyzozymu o koncentracii 10 mg/ml v destilovanej vode, ¢im bola
dosiahnuta jeho koncentracia 50 pg/ml. Zmes bola inkubovand po dobu 5 hodin pri
laboratornych podmienkach a zhruba kazdu hodinu jemne premiesand. Po rozlozeni buniek boli
uskutonené 2 rozmrazovacie cykly, pricom v tomto kroku je mozné vzorky ponechat
v mrazaku a naslednu spektrofotometricka analyzu previest' s va¢§im mnozstvom vzoriek. Po
druhom rozmrazovacom cykle bola kultura centrifugovana pri 3 000 ot/min po dobu 10 minut
a spektrofotometricky premerana voci destilovanej vode pri vinovych dizkach 280, 562, 615,
620 a 652 nm. Po centrifugacii by mal mat’ pelet zelenu farbu a supernatant obsahujuci
vyextrahovany fykocyanin modrasta farbu. Extrakcia prebiehala podl'a protokolu poskytnutého
partnerskou skupinou z Tulln an der Donau.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Stadium vzajomného vztahu medzi glykogénom a PHB, ich metabolického vyznamu a
preferenciach u cyanobaktérii, si najprv vyzaduje zavedenie jednotnej metodiky analyzy ich
koncentracie v biomase. Metdda na kvantifikaciu PHB pomocou plynovej chromatografie uz
bola zavedena a optimalizovana, zostava tak eSte potreba navrhnutia postupu pre stanovenie
koncentracie glykogénu.

4.1 Zavedenie metodiky pre kvantifikaciu glykogénu v cyanobakterialnych
bunkach

4.1.1 Odber a precistenie biomasy

Pre analyzu cyanobakterialnych kultir je najprv potrebné z nich odobrat vhodné mnozstvo
biomasy (obsahujuce dostatoéné mnozstvo glykogénu). To sa samozrejme moze liSit
v zavislosti na faze rastu, v ktorej sa kultira nachadza (na zaciatku exponencialnej fazy pri
nizkej koncentracii biomasy bude hladina glykogénu vyrazne nizsia), ale aj na aktualnom stave
kultary (vstup buniek do chlorotického stavu moze hladinu glykogénu vyrazne ovplyvnit).
Dalsim faktorom, ktory treba brat do uvahy je urdite aj citlivost pristrojov pouZitych na
analyzu, pripadne ich limity detekcie. Vzhladom na starSi typ pouzitého vysokoucinného
kvapalinového chromatografu (d’alej len HPLC) boli teda v pociato¢nych fazach rastu kultar
odoberané na analyzu 2 ml. V neskorsich fazach, hlavne pri viditelnom zaciatku prechodu do
chlorotického stavu uz bol odoberany iba 1 ml, nakol'ko akumulacia glykogénu by sa nim mala
zvysit [72-74]. Ked'ze cely d’alsi postup az po samotnu analyzu bude prebiehat’ v tych istych
skimavkach typu Eppendorf, je ddlezité¢ dodat’, ze skimavky s konickym dnom su pre tato
analyzu ovela vhodnejSie, nez tie s dnom plochym. Dévody podporujuce toto tvrdenie budu
Specifikované v konkrétnych kapitolach.

Dalim krokom je preéistenie odobratej biomasy. Z hl'adiska vhodnej pevnosti (prilnavosti)
peletu, aby nedochadzalo pri izolacii supernatantu k stratim a zaroven pri premyvani
destilovanou vodou bol pelet jemnym prepipetovanim resuspendovatelny, sa zdala byt
najvhodnejsia zat'az zhruba 7-8 000 x g po dobu 5-6 minut. Tieto vlastnosti cyanobakterialneho
peletu vSak taktiez zaviseli aj na faze (stave) kultary, bunky v stave chlorozy s vysSou
koncentraciou biomasy su paradoxne jednoduchS$ie resuspendovatelné, ako mlada zelena
kultura (z vlastnej skusenosti). Pri pouziti skimaviek s konickym dnom sa pelet navySe pekne
usadi na dne a supernatant je mozné jednoducho odliat’, pripadne odpipetovat’ vac§ie mnozstvo.
Kultury je potrebné premyt’ opakovane pre zisk ¢o najcistejsej vzorky.

4.1.2 Bunecna lyza a spristupnenie glykogénu

V ramci rozruSenia bune¢nych obalov a spristupnenia bune¢ného obsahu sa naskytuje vel'ké
mnozstvo moznosti a postupy mnohych autorov sa navzajom casto pomerne odlisuju. Vo
vSeobecnosti sa naskytuju 4 moznosti bunecnej lyzy — chemickd, mechanicka, termicka
a sonicka [142, 143]. Chemicka cesta je najCastejSie pouzivand a moze sa jednat’ o alkalicku
alebo kyslu hydrolyzu. Alkalicka hydrolyza spociva v inkubacii resuspendovanych buniek pri
vysokej teplote so silnou alkaliou pre zisk hydrolyzatu buniek s rozpustenym glykogénom.
Kysla hydrolyza prebieha obdobne, jedna sa o vystavenie kultary vplyvu kyseliny pri vysokych
teplotach, vysledkom je vSak hydrolyzat obsahujuci glykogén uz rozlozeny na glukozu.
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Mechanické narusenie bunecnych stien je mozné previest viacerymi sposobmi, napriklad
premieSavanim v podchladenom stave v pritomnosti sklenenych, zirkéniovych ¢i kovovych
guli¢iek. Termolyticky rozklad zase spociva v inkubacii kultary, ktord bola predtym
extrahovana etanolom ¢i metanolom, resuspendovanej v destilovanej vode, pri teplote 100 °C
a principom sonickej lyzy je vystavenie buniek cyklom ultrasonikacie pri vysokej frekvencii
a nizkej teplote [142, 143].

Problém kyslého rozkladu spociva v tom, ze sice pomerne urychluje samotné stanovenie,
nakol’ko nie je potrebné vykonavat nasledovnu precipitaciu, precistenie a hydrolyzu, pretoze
dochadza k efektivnemu naruSeniu glykozidickych vézieb, ale nie je Specificky pre glykogén.
U cyanobaktérii bolo identifikovanych vel'ké mnozstvo inych glukokonjugatov, ako napriklad
sukroza [119], glukosylglycerol [144] ¢i celuloza [146] a pri pouziti kyslej hydrolyzy by teda
doslo kvyraznému skresleniu vplyvom glukézy nederivovanej z glykogénu [143]. Vidal
a Venegas-Caleron porovnavali alkalicki hydrolyzu, termolyzu a mechanické naruSenie
bunecnych stien ako formu extrakcie pre 3 rozne objemy a ich zaverom bolo, ze alkalickou
hydrolyzou bol stanoveny obsah glykogénu vacsi az o jeden rad (obrazok 9). Dévodom je, ze
po extrakcii fyzikalnou cestou zostava glykogén ulozeny vo vode-nerozpustnej frakcii, zatial
o alkalicka hydrolyza umoziiuje jeho rozpustenie a naslednt precipitaciu [142].
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Obrazok 9 — Porovnanie jednotlivych bezne pouZivanych extrakcnych postupov a ich vplyv na
stanovenie hladiny glykogénu u cyanobakterialnych kultur. Prebraté, upravené z [142].

Takmer ziadny postup zahriiujici mechanicku extrakciu navySe nekvantifikuje obsah
glykogénu v nerozpustnej frakcii, vSetky ho kvantifikuju priamo zo supernatantu po oddeleni
od zbytkového bunecného obsahu. Yoo a kolektiv extrakciou pomocou DMSO a naslednou
precipitaciou etanolom zistili, ze az 26% celkového glykogénu je u Synechocystis sp. PCC 6803
v tejto vo vode-nerozpustnej frakcii [142, 145]. Termolyticky rozklad dosiahol vyrazne vy§Sich
hodnét, pravdepodobne kvoli prispevku vysokej teploty k rozpustnosti glykogénu, analyzovany
obsah bol vSak stale omnoho nizsi, nez ten ziskany alkalickou hydrolyzou [142].
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Najcastejsie pouzivanou metddou medzi autormi je alkalicka hydrolyza, ktora bola pouzita
aj v tejto praci. BuneCny pelet bol po druhom premyti destilovanou vodou resuspendovany
v 400 wl 30 hm.% roztoku KOH vortexovanim, jemne stoeny na microspine a vlozeny do
termobloku na 2 hodiny pri teplote 95 °C. Vzorky v termobloku je vhodné zat'azit, aby pri
pripadnom otvoreni skumaviek typu Eppendorf nedoslo k odparu.

Z obrazku 9 su u tohto druhu stanovenia viditelné vel'ké chybové usecky. Tato metoda je
niektorymi autormi kritizovana pre jej nizku reprodukovatelnost’ [142, 143], ktorej bola v tejto
praci venovana pozornost’ a bude popisana a optimalizovana v kapitole 4.1.3.

4.1.3 Precipitacia a precistenie

Po ukonceni alkalickej bunecnej hydrolyzy je rozpusteny glykogén potrebné precipitovat,
aby mohol byt oddeleny od ostatnych rozpustenych bunecnych zloziek. Na precipitaciu je
bezne autormi pouzivany predmrazeny etanol [142], na kol'ko glykogén je v iom nerozpustny.
Tato nerozpustnost rastie so zvySujucou sa koncentraciou alkoholu [147], s klesajucou teplotou
[148] aje ovplyvnena aj pritomnostou a koncentraciou elektrolytov roznej povahy [149].
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Obrazok 10 — Rozpustnost glykogénu v zavislosti na koncentracii etanolu. Prebraté, upravené
z[147].

Z obrazku 10 je viditeI'né, ze pri obsahu zhruba 70 obj.% etanolu je dosiahnutd maximalna
precipitacia glykogénu. Po ukoncCeni alkalickej hydrolyzy boli teda vzorky ponechané
vychladnuat a bolo k nim napipetovanych 1200 pl 100 obj.% etanolu, ¢im sa dosiahla priblizna
koncentracia 70-75 obj.% etanolu v zmesi (v zavislosti na objeme, ktory zostal spolu s peletom
po druhom premyti). Takto upravené vzorky boli premieSané kvoli homogenizacii a ponechané
v mraznicke pri -20°C cez noc na precipitaciu.

Pre oddelenie vyzrazaného glykogénu od zvySku zmesi a zarovefi zabraneniu spédtnému
rozpustaniu je potrebné vzorky centrifugovat’ pri znizenej teplote. Premyvanie vyzrazaného
glykogénu a jeho precistenie od KOH a inych rozpustenych zloziek je kritickym bodom tohto
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stanovenia, ¢o prezentuju viaceri autori [142, 143] avyplyva to aj z osobnej skusenosti.
Vzniknuty glykogénovy pelet je totizto velmi krehky. Tato krehkost’ sa kazdym premytim
zvySuje a pelet je aj po centrifugécii pri vysokych otackach a relativne dlhej dobe nestabilny
arozpada sa na mensie Castice. V kombindcii s relativne nizkou viskozitou etanolu, ktorym je
premyvany, tak vznikd moznost velkych chyb podmienenych l'udskym faktorom, co znizuje
opakovatel'nost’ procesu a sposobuje vel'ké odchylky. Z tohto dovodu bolo potrebné previest’
experiment hl'adajuci vhodnu alternativu umoziiujucu zamedzeniu strat a zaroven efektivnemu
premytiu vzorku. V pripade nedostatocného premytia vzorku v iom mozu zostat' rezidualne
mnozstva KOH, ktoré m6zu spdsobit’ odklonenie od pH optima enzymu pouzitého v d’alSom
kroku, ¢i znemoznit HPLC analyzu (z vlastnej sktisenosti, zle prevedené premytie si vyziadalo
hodinovy preplach kolony).

Autori véac§inou aplikuji dve premytia etanolom od roztoku KOH [138, 142]. Z hl'adiska
zamedzenia vznikajicim stratdm bolo porovnané dvojnasobné premytie s odstranenim vac§iny
etanolu s trojndsobnym premytim za odstrafiovania mensieho mnozstva za predpokladu, ze
ddjde k dostatocnému nariedeniu (a odstraneniu) hydroxidu a zaroveni k niz§im stratdm pri
odpipetovavani.

Vsetky pokusy pre overenie presnosti a opakovatelnosti stanovenia boli prevedené na
piatich vzorkach. Pre oba spOsoby premyvania bolo navazenych 5 vzoriek glykogénového
Standardu v rozmedzi 0,7-2,5 mg abol odobraty 1 ml kultury v stave chlordzy. S takto
odobratymi a navazenymi vzorkami bol prevedeny cely analyticky postup a boli vyhodnotené
na HPLC.

Z obrazku 11 je viditel'né, Ze pri pozorovani presnosti stanovenia doslo k znaénému rozdielu
v koncentracii nameraného glykogénu z jeho Standardu. Zatial' €o pri dvojnasobnom premyti
bola priemerna strata vypocitana na 11,34 %, u trojndsobného premytia doslo k poklesu na
5,96%, takze takmer o polovicu. U prvého zmieneného sa navyse stanovenia navzajom vyrazne
viac lisili, ¢o sa odrazilo na vySe dvojnasobnej vel'kosti smerodajnej odchylky. Pri hodnoteni
tohto vysledku je vSak potrebné brat’ do tvahy, ze glykogénové Standardy boli vazené na
analytickych vahach vaziacich na 4 desatinné Cisla, teda navazky boli zatazené chybou
0,05 mg.

Pokus zamerany na opakovatelnost’ tejto metddy spocivajuci v analyze 5 vzoriek tej istej
kultary nepotvrdil markantny rozdiel medzi tymito postupmi. Bol vSak sledovany nepatrny
opacny trend, kedy bola pri troch premytiach namerana mierne nizSia hladina glykogénu,
rozdiel bol vSak iba 1,55 % a hodnota smerodatnej odchylky bola vécsia iba o necelu tretinu.

Opacny trend ako v prvom pozorovanom bode moze byt spdsobeny tym, ze pelet ziskany
alkalickou hydrolyzou cyanobakterialnej kultury je po prvej centrifugacii a premyti vyrazne
pevnejsi, nez pelet ziskany hydrolyzou praskového glykogénového Standardu. Ten je uz na prvy
pohlad vyrazne nesudrzny. Napriek tomu vSak treba zhodnotit, ze pri navrhovanom
trojndsobnom premyvani s niz§im odberom doslo k znizeniu strat vzniknutych ludskym
faktorom. Tie vSak velmi zavisia na schopnosti a pozornosti osobnosti prevadzajucej
experiment. Straty je navySe mozné skorigovat’ navazenim viacerych Standardov, aplikéaciou
celého postupu spolu so vzorkami, ¢im sa pri rovnakych pracovnych chybach da ziskat' tzv.
recovery value, ktorou vynasobenim ziskanych hodnot pre realne vzorky je nasledne mozné
vzniknuté odchylky c¢iastoéne kompenzovat'. Je treba podotknut, ze pouzitie skimaviek typu
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Eppendorf s konickym dnom je pre tento krok vyrazne odporucané, nakolko umoziuju
separaciu vacsieho objemu etanolu od krehkého peletu.
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Obrazok 11 — Graf vyjadrujici presnost’ stanovenia koncentracie glykogénu navrhovanou
metodou vo vzorke pri dvojnasobnom a trojndasobnom preplachu glykogénového Standardu po
precipitdcii a opakovatelnost tejto metody pre analyzovanii kultiiru Synechocystis salina
CCALA 192. Cervend farba pritomna v prvych dvoch stipcoch vyjadruje straty pri priprave.

Prvé dve premytia boli realizované predmrazenym roztokom etanolu s destilovanou vodou
o koncentracii 70 obj.%, posledné premytie bolo kvdli zefektivneniu nasledujiiceho susiaceho
kroku prevedené so 100 obj.% etanolu. Pri premyvani je nevyhnutné nesnazit sa pelet
resuspendovat, ani ho nevortexovat, aby sa Co najviac zachovala celistvost peletu.
Centrifugécia bola prevadzana pri 4 °C a zat'azi 10 000 g po dobu 15 minut. Po trefom premyti
boli pelety so zbytkovym etanolom vlozené do susiarne pri teplote 70 °C a po zhruba pol hodine
pravidelne kontrolované, aby nedoslo k presuseniu peletu. To modze spdsobit’ velmi zlu
resuspendizaciu v d'alSom kroku, ¢o bolo opiat’ potvrdené vlastnou skiisenostou a zdoraziiuju
to aj ini autori [143].

4.1.4 Enzymaticky rozklad glykogénu

Vyextrahovany glykogén je kvoli stanoveniu na HPLC nutné rozlozit na monomérne
jednotky glukézy. Vidal a Venegas-Caleron spracovanim velkého mnozstva postupov zistili,
ze priblizne 19 % autorov vyuziva vo svojich postupoch kyslu hydrolyzu, ktorej nevyhoda bola
popisana v kapitole 4.1.2. Rovnakému problému (neSpecifite stanovenej glukdzy) Celia aj iné
nespecifické metody stanovovania glykogénu ¢i glukozy, ako su metdda s pouzitim o-toluidinu,
antrénu, Nelsonova metoda, DNS ¢i fenol-sulfurova metoda. ZvySok autorov sa priklana
k enzymatickému rozkladu, ktory je vd’aka Specifite pouzitého enzymu Specificky pre rozklad
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glykosidickych vézieb v glykogéne a navySe dosahuje za rovnaky cCas aj lepSie vytazky, nez
acidicka hydrolyza. Medzi autormi je najpouzivanej§im enzymom amyloglukozidaza (AMG)
ziskavana z plesne Aspergillus niger, ktora efektivne Stiepi glykozidické vézby a je vysoko
Specificka pre glykogén a Skrob [142].

Aby bol enzymaticky rozklad efektivny, je v§ak najprv potrebné docielit idealne podmienky
a zistit Cas potrebny na kompletny rozklad glykogénu v kulture s jeho vysokym obsahom. Pelet
ziskaného glykogénu je teda najprv potrebné resuspendovat’ (vortexovanim/jemnym
pipetovanim) v acetatovom pufre o pH 4,5 (presné zlozenie je v kapitole 3.3.1), ¢im bolo
dosiahnuté pH optimum pouzitého enzymu. Dal§im krokom je pridavok amyloglukozidazy,
jemné premieSanie vortexovanim, kratke stoCenie na microspine, aby bol cely obsah skimavky
vystaveny zahriatiu a inkubacia pri vhodnej teplote (55 °C). Pouzitie vhodného mnozstva
enzymu, ¢asu potrebného na enzymaticky rozklad, ako aj porovnanie zahrievacej schopnosti
vodnej lazne s termoblokom, boli optimalizované pre obe pouzité kultury v stave chlorozy
(obrazok 12). Pouzita amyloglukoziddza ma vyrobcom udanu aktivitu 3 260 U/ml.
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Obrazok 12 — Optimalizdcia pouZitia mnozstva amyloglukoziddzy a casu enzymatickej
hydrolyzy pre kompletné rozloZenie glykogénu vo vyextrahovanom pelete. Na obrdzku A je
zobrazena doba inkubacie 1 hodina, na B 2 hodiny a na C 3 hodiny.

Ako je viditel'né z grafov na obrazku 12, rozklad glykogénu a analyzované mnozstvo sa
vyrazne li§ia pri porovnani tychto dvoch kultar, najma pri hodinovej kultivacii vyobrazenej na
prvom grafe (A). Hoci mala kultara, Synechocystis sp. PCC 6803, ocividne vys$s§i obsah
glykogénu, ten bol uz po hodine kultivacie vo vodnej lazni pri napipetovani objemu 10 pl
kompletne rozlozeny. U druhej kultary, Synechocystis salina CCALA 192, dochadzalo
k priblizne linearnemu narastu koncentracie rozlozeného glykogénu, ¢o indikuje minimalne
potrebu dlhsej inkubécie. Tento rozdiel mohol byt jednak sposobeny drobnymi chybami
a odchylkami (rozdiely v distribucii tepla pri zahrievani vo vodnej lazni ainé), ale aj
moznostou miernych odlisnosti v Struktire glykogénu medzi oboma kmerimi. Glykogén je
biomakromolekulou vel'kych rozmerov a medzidruhovo sa mdze lisit v percentualite vetvenia,
distribuciou velkosti a disperzity polymérnych castic a podobne [150]. To mbze mat’ vplyv na
pristupnost’ enzymu atym na jeho schopnost hydrolyzovat glykozidické vizby. Dal3ou
moznostou je neuplnost resuspendovania glykogénového peletu, ¢o znemoziiuje aktivitu
enzymu. Kvoli moznosti vzniknutia tohto problému je vhodné k vysuSenému peletu najprv
napipetovat’ pouzivany acetatovy pufer, zmes zvortexovat a v pripade nerozpustnosti ho
ponechat v pufri nahydratovat a postup pripadne opakovat. Aby ktomuto problému
nedochadzalo je potrebné proces suSenia monitorovat’ a zbyto¢ne ho nepredlzovat. Moznost'ou
moze byt pripadné rozbitie presuseného peletu ultrazvukom.

Na druhom grafe uz vidno iba minimalny narast medzi koncentraciou 5 a 10 ul
enzymatického preparatu na mililiter acetdtového pufru atakmer ziadny nérast medzi
pridavkom 10 a 15 pl. Na grafe Cislo 3 uz nie je ziadny narast evidovany, poklesy boli
sposobené pravdepodobne skor stratami pocas celého procesu pripravy.

Na zéklade tychto vysledkov bola ako kompromis medzi ekonomickym (cena enzymu)
a Casovym (trvanie rozkladu) hladiskom do postupu zaradena koncentracia tohto
enzymatického preparatu 12,5 pl/ml pufru a €as rozkladu 2,5 hodiny. To by malo v prepocte
odpovedat’ aktivite priblizne 40,25 U/ml a postaCovat’ aj v pripade analyzy kultury s vy§sim
obsahom glykogénu.
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Okrem optimalizacie ¢asu hydrolyzy a koncentracie enzymu bola porovnavana aj u¢innost
inkuba¢ného zariadenia, hoci bol vysledok pokusu predpokladany, nakol'’ko prestup tepla medzi
skumavou typu Eppendorf pri tesnom kontakte kvapaliny je urcite mnohonasobne presnejsi
a konzistentnejsi. Na obrazku 13 je graficky vyobrazené toto porovnanie, priCom bol
predpoklad potvrdeny. Vysledky stanovenia si vo vécSine pripadov podstatne nizSie, su
nekonstantné (neodpovedaju trendu predpokladanému na zéklade pomeru medzi jednotlivymi
koncentraciami enzymu a ¢asmi inkubacie) a st zatazené omnoho vacSimi chybami. Na
grafoch ¢islo 2 a 3 v tomto obrazku navysSe doSlo pri vysSej koncentracii enzymu u kultury
Synechocystis sp. PCC 6803 k prvotnému poklesu a k naslednému prudkému narastu, ktory sa
neda vysvetlit’ inak ako zlym prestupom tepla v niektorych polohéach konkrétneho termobloku.
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Obrazok 13 — Porovnanie vhodnosti vodnej lazne a termobloku pre inkubdciu pocas hydrolyzy
amyloglukoziddzou. Chybové usecky pokusov zvodnej lazne boli kvoli prehladnosti
odstranené, v pripade potreby siu vvobrazené v obrdazku 12

Tento vysledok méze byt samozrejme sposobeny nestalostou konkrétneho pouzitého
termobloku a je pravdepodobné, ze v tomto kroku (ako jedinom) by skamavky typu Eppendorf
s plochym dnom boli kvoli lepSiemu kontaktu so stenou termobloku vhodnejsie. Hoci alkalicka
hydrolyza (kapitola 4.1.2) bola realizovana v termobloku, pri vyske teploty, ktora bola pouzita
(95 °C), adobe vystavenia 2 hodiny boli tieto straty zanedbatel'né (vdcS§ina autorov navyse
aplikovala kratSie Casy alkalickej hydrolyzy). Tak vysoka teplota je navySe vo vodnej lazni
horsie (a pomalsie) dosiahnutel'na a spdsobuje vyrazny odpar.

Vzhl'adom na vysledok tohto pokusu bola inkubacia za uc¢elom enzymatického rozkladu
glykogénu na glukozu realizovana vzdy vo vodnej 1azni.

4.1.5 Precipitacia, filtracia, neutralizacia a analyza

Pred odstranenie zvyS$nych rozpustenych proteinov a lipidov bola prevedena Carrezova
precipitacia. Jedna sa o metodu bezne pouzivanu pri analyzach cukrov, cukrovych alkoholov,
ale aj inych uhl'ovodikov a ich derivatov v pripade, ze sa ziskavaju zo vzoriek bohatych na tieto
latky, ako su napriklad potraviny [151-153]. Casto sa jedna o analytické metddy v spojeni
s kvapalinovou chromatografiou, aby sa zabranilo zachytavaniu tychto latok v kolonach, ¢im
by dochadzalo k ich upchéavaniu, pripadne k interferenciam. Carrezova precipitacia pozostava
z aplikovania dvoch roztokov — roztok C1 (K4Fe(CN)e¢ o koncentracii trihydratu 10,65 g/100
ml destilovanej vody) a roztok C2 (ZnSO4 * 7TH>0 28,8g/100 ml ddH20) [154].

Vzhl'adom na relativne nizky obsah biomasy vyskytujuci sa u pouzitych cyanobakterialnych
druhov (odkaz na nasledujuce kapitoly kde bude koncentracia biomasy) a tym padom nizky
obsah vyzrazatel'nych latok a vysoku koncentraciu Carrezovych reagentov nie je na precipitaciu
potrebné vel'ké mnozstvo tychto roztokov. Po aplikéacii 40 pl kazdého roztoku je vzorky
potrebné pretrepat’ a ponechat’ 5 minut stat’ pre plnohodnotné vyzrazanie. Po pridavku roztoku
C1 je ihned’ pozorovany vznik bielej zrazeniny, ktora po pridavku roztoku C2 zmeni farbu na
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bledomodru (priloha 2). Precipitaty je d’alej potrebné od supernatantu efektivne oddelit’, ¢o je
realizované centrifugéaciou pri 12-13 000 rpm po dobu zhruba 20 minut.

Pre dokonalu cCistotu od celého precipitatu a ochranu HPLC kolony je eSte nevyhnutné
vzorky prefiltrovat’ do novej skimavky typu Eppendorf, preliatim supernatantu do striekacky
s vytiahnutym piestom a nasadenym filtrom a naslednym pretlacenim obsahu cez filter. Takto
Cisty supernatant je nakoniec potrebné zneutralizovat/inak upravit pH v zavislosti na pH
optime pouzitej kolony. U amidovej kolony pouzitej v tejto praci sa jednalo o neutralne pH, ¢o
bolo dosiahnuté neutralizaciou supernatantu pomocou zriedeného roztoku NaOH.

Priebeh samotného stanovenia pomocou vysokoucinného kvapalinového chromatografu,
ako aj jeho podmienky su uz popisané v kapitole 3.3.1.

4.1.6 Vyhodnotenie

Vystupom z kvapalinového chromatografu je zavislost jednotky refraktivneho indexu
(z angl. Refraktive Index Unit) na case. Chromatotograf glukézového Standardu,
glykogénového Standardu aj realneho vzorku je zobrazeny v prilohe 3. Po ohraniceni hranic
peaku glukézy sa ziska plocha peaku, ktora je dosadena do rovnice kalibracnej zavislosti plochy
peaku na koncentracii. Tym sa ziska koncentracia glukozy, ktoru je eSte potrebné prepoctom
previest na koncentraciu glykogénu. To sa dosiahne vynasobenim stechiometrickym
multiplikacnym faktorom, ktory ma hodnotu 0,9. Okrem toho je mozné eSte nasobit’ ziskanu
koncentraciu glykogénu uz spominanou ,recovery value“, ktora sa ziska tak, ze navazené
glykogénové Standardy su po aplikovani celého navrhnutého postupu (okrem prvotného
premyvania biomasy) zanalyzované aje vyhodnotena ich koncentracia stanovena
kvapalinovym chromatografom. Pri glykogénovych Standardoch je ddlezité brat’ na vedomie,
ze sa vacsinou neskladaju zo 100% z glykogénu, ale Cast’ ich hmotnosti je tvorena vlhkostou,
napriklad u pouzitého standardu z ustric vyrobca uvadza obsah glykogénu > 0,75, zbytok tvori
vlhkost’ materialu.

4.1.7 Alternativny postup

Moznou alternativou k tomuto postupu, ktord nie je ovplyvnena neselektivitou povodu
glukozy, je tzv. metoda GOPXOD (glukéza-oxidaza/peroxidaza/o-dianizidin). Jedna sa o dnes
uz pomerne rozsireni metodu stanovenia glukozy v biologickych vzorkach ajej aplikacia
z hladiska stanovenia koncentracie glykogénu spociva v dvojkrokovom enzymatickom
postupe. Postup je v podstate zhodny, ako v metodike navrhovanej v tejto praci, teda precistena
biomasa je alkalicky hydrolyzovana, ale po hydrolyzacnom kroku nedochadza k premyvaniu
a precipitacii, ale k neutralizacii na pH optimum amyloglukozidazy (AMG). Tento krok mdze
byt mierne problematicky avyzaduje si dobru optimalizaciu presného neutralizaéného
mnozstva [142]. Po neutralizacii je ziskany glykogén rozlozeny v pritomnosti AMG a po
enzymatickej hydrolyze je pridana zmes GOPXOD, pricom glukéza-oxidaza najprv oxidaciou
uvolnene] glukoézy produkuje H20:, z ktorého je peroxiddzou prenaSany kyslik na
chromogénny kyslikovy akceptor — o-dianizidin. Jeho oxidovand forma vytvara hnedé
sfarbenie, ktoré absorbuje pri vlnovej dizke 420 nm a ktorého intenzita je umerna koncentracii
glukozy [142, 155]. Tato absorpcia je vSak pH dependentnd, v rozmedzi pH 4-7 mé absorbcné
maximum hodnotu 450 nm, pri pH 2 sa presuva na 390 nm [156] a pridavok 26% kyseliny
sirovej ho prestiva na 540 nm a predlzuje jeho stabilitu na niekol'ko hodin [142, 157].
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Viac informacii o tejto metode, ako aj jej optimalizacia pre cyanobakteridlne kultury, je
pristupnych z [142].

Metoda stanovenia pomocou HPLC bola zvolenda z ddvodu uniformity stanovovania
koncentracie glykogénu medzi partnerskymi skupinami FCH VUT v Brne a BOKU v Tulln an
der Donau, Rakusko.

4.2 Posudenie vplyvu osvitu a d’alSich parametrov na akumulaciu zdsobnych
polymérov u cyanobaktérii

Vicsina mikroorganizmov syntentizuje iba jeden druh zasobného uhlikatého polyméru —
glykogénu alebo PHB [129]. Enzymaticky aparat prvého menovaného, prevladajiuceho z tejto
dvojice, je pritomny u vSetkych druhov cyanobaktérii. Niektoré druhy sinic, ako napriklad
Synechocystis sp. PCC 6803 navySe vSak akumuluju aj spominany polyester [158]. Vzhl'adom
na snahu o najdenie vhodného producenta PHA a néslednu optimalizaciu ich priemyselnej
vyroby s cielom znizit environmentalnu zataz, ktord predstavuji dnes velmi rozSirene
pouzivané petrochemické plasty, je teda potrebné preskimat’ vzajomny vztah a tlohy tychto
zasobnych latok a preferencie cyanobaktérii k ich akumulacii. Funkcie glykogénu su relativne
dobre preskumané (kapitola 2.3.3) a je s nim spajané mnozstvo metabolickych funkcii, ako
zachovavanie fotosyntetickej ucinnosti pri svetelnych podmienkach ¢i viabiltia pri stresujacich
podmienkach, ako je tma ¢i nedostatok makronutrientov. Na druhu stranu funkcie PHB su stale
nedostatocne objasnené z dovodu nepritomnosti vyrazného produkéného fenotypu [75].
Cielom tejto prace bolo okrem zavedenia metodiky pre kvantifikaciu glykogénu aj skamat
vplyv osvitu, pripadne inych faktorov, na ich vzajomnu akumulaciu.

4.2.1 Kaultivacie v Erlenmayerovych bankach

Pozorovanie vplyvu osvitu na akumulaciu oboch zasobnych polymérov bolo spojené
s limitaciou makronutrientu, konkrétne dusika v mineralnom médium M220, ktorého zloZenie
je uvedené v kapitole 3.2. Podstata spociva v takej koncentracii dusi¢nanov v médiu, aby doslo
k ich vycCerpaniu az po dostatocnom naraste kultary. Ta potom ako reakciou na tato deficienciu
vstupuje do stavu chlorozy, charakterizovaného akumulaciou zasobnych polymérov [72-74].

P&vodnou ambiciou bolo tento vplyv sledovat u oboch pouzitych kmeriov zaroven aj vo
fosfor limitujucom médiu BG-11, nakol'’ko tento druh stresu taktiez vyvolava akumulaciu PHB,
hoci neevokuje degradaciu fotosyntetickych aparatov a vstup do dormantného chlorotického
stavu [160]. Kultivéacia sledujica oba nutricné deficity u oboch kmeriov bola zahajena (priloha
4), zdovodu atypického spravania sprevadzaného pomalym rastom, uplnym vynechanim
tmavozelenej fazy rastu, zhlukovanim na dne a naslednym prechodom do ZItého sfarbenia bola
po takmer 3 tyzdiioch ukoncCena. Z Casového hladiska suvisiaceho s dlhym rastom kultur,
potrebou vel'kého mnozstva kultiry v dobrej kondicii pre Statisticky vyznamné vysledky, ale
hlavne z technickych pricin spojenych s dlhodobou nefunkcnostou kultivac¢nej lampy chybou
dodavatel'a, bol vztah medzi spominanymi polymérmi sledovany iba v spojeni s dusikovou
deficienciou.

Experiment bol prevedeny s 9 kultivaciami z kazdej kultary, ktoré boli kvoli uniformite
zaoCkované tak, ako je popisané v kapitole 3.2.1. Predoslé skusenosti ukazali (priloha 5), ze pri
oc¢kovani pokusnych kultur individudlne vedie k velkému rozdielu vo faze rastu medzi
jednotlivymi kultivaciami, ¢o je pravdepodobne sposobené kombinaciou vacsieho mnozstva
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malych odchyliek. Menovite by mohlo ist’ o miernu nehomogenitu inokulacnej kultiry, malé
objemové odchylky média ¢i o¢kovacej kultary, rozne uhly dopadu la¢ov iluminacnej lampy
atd. Kombinacia tychto malych odchyliek mdze pri kultivacii trvajucej 3-4 tyzdne spdsobit
vel'ké rozdiely. Sposobom popisanym v experimentalnej Casti sa podarilo dosiahnut’ vyrazne
menSie rozdiely (priloha 6). Pocas rastu boli pravidelne obmieniané ich polohy a pred tmavou
(a svetlou) fazou boli navyse kultiry rovnomerne prerozdelené na zaklade farby.

Ako je vidno z obrazku 14, hladina glykogénu je u Synechocystis sp. PCC 6803 rozdielnymi
podmiekami ku koncu kultivacie vel'mi vyrazne ovplyvnena. Zaujimavé je, ze po prvom tyzdni
kultivacie bola vel'mi blizka nule. To mo6ze byt sposobené faktom, ze sa kultary najprv v prvé
dni prispdsobovali novym podmienkam, najmé vysSej koncentracii zivin, a nie samotnému
rastu. U tejto kultary bolo v prvé 2-3 dni po preo¢kovani pozorované vyrazné zhl'ukovanie na
dne pri centre banky. Toto spravanie vSak u zdravych kultir nepresahovalo nikdy trvanie 3 dni
amalo skor charakter ,,oblaku®, bez viditeIného ohranicenia, nez vlockovania, pritomného
u kontaminovanych kultur (priloha 7). Kvantifikacia vSak mohla byt pri takto nizkej
koncentracii aj pomerne nepresna z dovodu pouzitia star§Sieho HPLC pristroja s vy§§imi limitmi
detekcie. Najprudkejsi nérast je pozorovany medzi 7. a 13. diiom, miernejsi rast (v zavislosti
od konkrétnej kultivacie) zase medzi 13. a21. dilom rastu. V tomto bode boli odobraté aj
vzorky na analyzu PHB, priblizne polka kultar ponechana pri ilumina¢nom cykle 16h svetlo/8h
tma (d’alej len Stylom 16/8) a druha Cast’ bola presunuta na 5 dni do tmy.

Je pozorovatelné, ze u kultir vystavenych iluminacii doSlo za tychto 5 dni takmer
k zdvojeniu koncentracie glykogénu (obrazok 14 A) voci predos§lému narastu za 21 dni. Zmena
svetelnych podmienok experimentu bola zahajena priblizne 3 dni od zaciatku pozorovania
zltnaceho procesu (chlorotického deja). To indikuje, ze energia a uhlik ziskavany
prostrednictvom fotosyntézy az do vycerpania dusikatych zasob boli vyuzivané na bunecné
metabolické deje a bunecné delenie. Po skonzumovani dusi¢nanov v médiu ale zacali bunky
akumulovat vnutrobune¢né uhlikaté zasoby do glykogénového poolu, ktory by mal pocas
dormantného $§tadia (s nefunkénymi fotosystémami) sluzit na udrziavanie rezidualneho
metabolizmu. Tento experiment zaroven podporuje uz viackrat spomenuty fakt, ze pocas
chlorézy cyanobakteridlne bunky akumuluju glykogén [72-74]. U kultir presunutych
do prostredia bez iluminacie (obrazok 14 C) doslo k viac ¢i menej vyraznému poklesu. Z toho
vyplyva, Ze bunky zacali svoje glykogénové zasoby eliminovat’ s cielom zisku energie, ked'ze
vykazovali nulova fotosyntetickl aktivitu. Viacero §tadii uz naznacilo ulohu glykogénu ako
polyméru prispievajucemu k udrziavaciemu (z angl. maintenance) metabolizmu v temnych
periddach. Na druhu stranu neboli ziadnymi Studiami dokazané prispevky PHB v takychto
podmienkach [159].

Preto je prekvapivé, ze u kultur vystavenych tme doslo k jeho vyraznému poklesu (priblizne
o polovicu). Pov§imnutiahodné vSak je, Ze k tejto redukcii intracelularnych zasob doslo iba
u kultar sjeho vySsim obsahom. Kultara s najmensou koncentraciou PHB dokonca
zaznamenala mierny narast a kultivacia s druhou najmensSou koncentraciou si ju zachovala.
Z toho moze vyplyvat’, ze bunky nechcu svoje intracelularne polyesterové zasoby odburat’ pod
istu kritickd hranicu. To nacrtava teoriu, ze PHB musi plnit’ isti funkciu pri procese zvladania
tohto druhu stresoru, alebo po jeho odzneni.
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Damrow a kolektiv sledovali viabilitu mutantnych buniek s vyradenymi génmi kodujucimi
enzymi metabolizmu glykogénu, PHA a oboch zasobnych latok zarovei pri roznych svetelnych
cykloch. Vysledkom bolo, ze mutant neschopny syntézy PHB nemal vyrazne ovplyvnenu
viabilitu v porovnani s WT, zatial' ¢o mutant postradajici glykogén s rasticou dizkou tmavej
periody viabilitu vyrazne straca, s vynimkou nepretrzitého osvetlenia. Kmefi neschopny
akumulovat’ ani jeden z polymérov vykazoval znizeny rast aj pri 24 hodinovej ilumindcii
a v porovnani s mutantom s vyradenym metabolizmom glykogénu jeho zivotaschopnost
klesala vyraznejSie aj pri rezime 16/8, pri nastaveni 12/12 uz neprezil vobec. To sved¢i o tom,
ze oba tieto zasobné polyméry plnia esencidlnu ulohu =z hl'adiska fotoautotrofného
metabolizmu, ale glykogén bude pravdepodobne hlavnym zdrojom energie a uhlika [75].

Naopak, u kultary ponechanej na svetle doslo k miernemu narastu hladiny PHB. Rozdiel bol
pozorovatel'ny aj vizualne (priloha 6), kedy u kultivacii s neustalym svetelnym rezimom 16/8
doslo k oc¢ividnému napredovaniu v procese chlorozy zo zeleno-zltej na zlto-hnedu farbu, zatial
¢o u kultary v tme doslo iba k minimalnej zmene farby oproti stavu pred zmenou svetelnych
podmienok. To je pravdepodobne spdsobené tym, ze bunky vystavené ilumindcii eSte absolvuju
posledné delenia a denaturuji svoje fotosystémy, ktoré nebudu pocas chlordzy potrebné,
nakolko vel'mi nizka spotreba ATP potrebna na udrziavanie rezidualneho metabolizmu bude
kompenzovana pomalym rozkladom glykogénu akumulovaného od zaciatku nastupu chlorézy
[72]. Naproti tomu bunky vystavené tme svoju degradaciu fotosyntetického aparatu spomaluju
az zastavia, rovnako ako bunecné delenie, ktoré by vyzadovalo velké energetické naroky a
pomaly spotrebuvaju svoj glykogén. Fotosystémy su pravdepodobne degradované iba
v minimalnej miere, kvoli zisku esencialnej hladiny dusika na obnovu RNA a nevyhnutnu
proteosyntézu. V pripade, ze by sa ilumina¢né podmienky zmenili, boli by zvys$né fotosystémy
schopné opat’ generovat energiu a uhlikaty zdroj.

Toto tvrdenie bolo potvrdené aj extrakciami cyanobakterialnych farbiv (obrazok 15). Na
obrazku A je pozorovatel'ny pokles koncentracie chlorofylu a u kultar vystavenych iluminacii,
zatial' Co koncentracia u kultir v tme sa nezmenila, pripadne mierne narastla. Koncentracia
karotenoidov (B) zostala nezmenen4, pripadne iba mierne poklesla. Ked'ze sa jedna povacsine
o ¢isto uhlikaté zlaCeniny [50], je logické, ze nie je dovod k ich odburavaniu v pritomnosti
inych zasobnych polymérov. NavySe plnia ochrannu funkciu voci fotooxidacii [51], takze ich
pritomnost’ je nevyhnutna vo svetelnych podmienkach na ochranu rezidualnej fotosynteticke;
aktivity akultiry vtme si ich zachovavaju pre pripadni zmenu svetelnych podmienok.
Obrazok C vyobrazuje pokles koncentracie fykocyaninu u oboch druhov kultar, u buniek
vystavenych konstantnej iluminacii je vSak podstatne vyraznejSia a pravdepodobne taktiez
suvisi s odburavanim pigmentov s cielom zisku dusika, podobne ako u chlorofylu a.

Pociatocny pokles/pomaly narast koncentracie vSetkych pigmentov pozorovanych na
obrazku 15 bol pravdepodobne spdsobeny tym, ze kultiry boli pri vdcS§ine experimentov
nezvycajne svetlocitlivé. Hoci boli riedené na OD720 odpovedajuce vySe 0,8 a prvych par dni
pocas aklimatizacie neboli vystavované priamemu ziareniu, po premiestneni pod iluminac¢nu
lampu (s nizSou intenzitou nez v minulosti) bolo po dvoch diioch pozorovany prechod do
svetlejSich zelenych odtiefiov. To indikovalo mierny uhyn kultar a tie museli byt na d’al§ich
par dni premiestnené mimo priame ziarenie. Kultiry navySe dosahovali v konecnych fazach
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exponencialnej faze rastu OD720 priblizne v rozmedzi 3,5-4, zatial' ¢o v minulosti bolo zvykom
dosahovat’ hodnoty bliziace sa 7.

Damrow a kolektiv [75] navySe sledovali u mutantov drah smerujacich k tymto zasobnym
polymérom schopnost aklimatizdcie na dusikova deficienciu. Mutanti s narusenou
glykogénovou drdhou vykazovali neblednuci fenotyp (poskodeny chloroticky prechod)
a ,spilling” Ciastocne oxidovanych uhlikatych kyselin, ako 2-oxoglutarat ¢i pyruvat, kvoli
nemoznosti ich ukladania v podobe glykogénu. Neschopnost’ prechodu do chlorotického stavu
vyplyva pravdepodobne z neschopnosti ukladania dusikatych zasob vo forme cyanoficinovych
granul. Vsetky tieto charakteristiky boli pozorované aj u dvojitého mutanta glykogén/PHB,
zatial' ¢o samotna delécia génu pre PHB nevyustila v rozdiely z hl'adiska prechodu do stavu
chlorézy a akumulacie glykogénu a cyanoficinu, ani z hladiska prebudzania sa z tohto
dormantného stavu a glykogénového odburavania. To potvrdzuje, ze glykogén hra ovela
vyznamnej$iu rolu vo vSetkych =zatial pozorovanych situaciach auloha PHB zostava
neobjasnend. Z hl'adiska jeho produkcie je vSak dolezité spomenut, ze mutant AglgC
presmerovaval ¢ast' nadbytocného uhlika do polyesterovych zasob, co vyustilo v koncentraciu
v suSine priblizne o 5% vyS§siu, nezu WT.

U druhej kultury, Synechocystis salina CCALA 192, ktorej vysledky su vyobrazené na
obrazku 16, zda sa doSlo k menej vyraznym odchylkam pri zmene svetelnych podmienok.
Prirastok glykogénu do 7. dia kultivacie bol taktiez velmi nizky ateda pravdepodobne
neefektivne detekovatelny pouzitym pristrojom, medzi 7. a 13. diiom kultivacie bol mierne
nizsi, nez v nasledujucom tyzdni. Po rozdeleni kultar na svetlo a do tmy dosiahli bunky pri 16
hodinovej iluminacii mierne vyssich koncentracii glykogénu, ako tomu bolo u prvého kmena.
Tie umiestnené do tmy vSak reagovali vyrazne mensim poklesom hladiny glykogénu
auvacsiny z nich bol pozorovany aj narast hladiny PHB. Dosiahnuta koncentracia sice
nedosiahla taky narast, ako u buniek na svetle, v porovnani s kultrou Synechocystis sp.
PCC 6803 sa vSak moze rovnat aj neustale osvetlenym kultiram. NajdolezitejSim zistenim
vSak je, ze vzhladom na nepritomnost’ svetla a tym padom nefunkcnost’ fotosyntetickych
aparatov nie je iné vysvetlenie ako to, ze uhlik ukladany do polyesterovych zasob pochadzal
prave z glykogénu. Zaujimavé je, ze kultara, ktora dosiahla najvyssej koncentracie glykogénu
(obrazok 16 C a D, kultivacia C1), vSak jeho odburavanim dosiahla najmensi narast PHB,
napriek pociatocnej najvyssej koncentracii. To moze indikovat, ze u tohto kmeria dochadza
k prevodu glykogénu na PHB pri nizSich koncentraciach glykogénu, ako priprava na
dlhodobejsi ,,hlad“ bez pristupu svetla pri poklese na istd hladinu glykogénu. Dalsie
vysvetlenie nacrtava Jendrosek a kolektiv [161], ktori pozorovali moznu ulohu PHB ako
Struktirneho komponentu pocas rovnomerného delenia bakterialnych nukleotidov. To by
mohlo znamenat’, ze po obnoveni vhodnych podmienok by mohlo PHB sluzit ako zdroj energie
a uhlika novovzniknutym dcérskym bunkam a nie priamo materskej bunke.

Vzhl'adom na tieto zistenia mal byt zahajeny d’alsi experiment v Erlenmayerovych bankach,
ktorého cielom bolo jednak sledovat’ hladinu glykogénu a PHB v kratSich tisekoch pocas
chlorézy, aby bol lepsie dedukovatel'ny ich vzajomny prechod, a zarover po niekol’kych diioch
dusikovej deficiencie presun buniek do Cerstvého média M220 a nésledné pozorovanie hladiny
tychto dvoch zésobnych polymérov. Bohuzial kvoli thynu kultar uréenych na tieto
experimenty vplyvom spominanej fotosenzibility (priloha 8) z nevysvetlitelnych pricin, sa
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tento experiment z ¢asovych dévodov nedokoncil. Do budticna by ale toto pozorovanie bolo
vhodné uskutocnit'.

Extrakcie cyanobakterialnych farbiv ukéazali podobné trendy ako u rodu Synechocystis sp.
PCC 6803, kedy u kultar kultivovanych posledné dni v tme nedoslo k vyraznym poklesom ich
koncentracie. Vzorky nadalej vystavené iluminacii zaznamenali mierne poklesy vplyvom
pokracujuceho prechodu do chlorotického stavu a odburavanim fotosystémovych proteinov.

Obrazok 17 zobrazuje vplyv osvitu na hladinu biomasy u oboch pouzitych kultuar.
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Obrdzok 17 — Hladina biomasy u pouzitych kultur — na obrdzku A Synechocystis sp. PCC 6803
a na obrdzku B Synechocystis salina CCALA 192. Zltou farbou kultiiry ponechané po celii dobu
kultivdcie na svetle, zelenou kultiiry vioZené ku koncu kultivacie do tmy.

Zo ziskanych dat je viditelné, ze u kultur kultivovanych v tme dochadza povécsine
k minimalnemu narastu, pripadne stagnacii v raste ¢i k miernemu poklesu koncentracie. Tento
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trend sa medzi dvoma kmenimi vzajomne prili§ nelisi, Synechocystis salina CCALA 192
dosiahla z kvantitativneho hl'adiska mierne vyssich koncentracii, rozdiel v§ak nie je markantny.
Narast hmotnosti biomasy u kultir na svetle je pravdepodobne spdsobeny tym, ze podla
literatiry dochadza pred vstupom do dormantného stavu k poslednému deleniu buniek
arezidualna aktivita fotosyntetického systému ako aj vacSina metabolickych drah zacina
smerovat’ k ukladaniu v§etkého pritomného uhlika do zasob v podobe polymérov [72].

4.2.2 Kultivacie v Multikultivatore (MK)

Kultivacie cyanobakterialnych kultar boli v MK realizované tak, ako je popisané v kapitole
3.2.2. Multikultivator by mal mat’ oproti Erlenmayerovym bankdm viacero vyhod, najmi
z hl'adiska efektivity a vyrovnanosti osvetlenia a intenzivne] aeracie sterilnym vzduchom
v porovnani s prostou difuziou plynov cez $tuple EB. Casom a sktisenostami sa ukazalo, e
tieto vyhody sa stali skor nevyhodami, o mohlo ¢iasto¢ne byt sposobené aj starSim typom
pristroja, ale aj drobnymi odchylkami pri zakladani kultivacie. Vznik neuniformity popisovanej
v kapitole 4.2.1 v pripade Erlenmayerovych baniek sa prejavoval u kultivacii v MK eSte
omnoho vyraznejSie. Rast najkrajSej (najuniformnejSej) kultivacie je pre graficki predstavu
v prilohe 9. Dévodov, ktoré tito nejednotu kultivacii spdsobovali, je hned” viacero a opat sa
pravdepodobne jedna o mnoho malych odchyliek spdsobujucich pocas 3-4 tyzdnovej kultivacie
na konci markantny rozdiel.

V prvom rade asi dochadzalo k velmi miniméalnym rozdielom uz pri oc¢kovani, napriek
pouzivaniu sterilnych odmernych valcov na davkovanie média a pipiet na o¢kovanie kulttry.
Kultivacné skimavky nemali vzdy tplne presné rozmery (najma hrubka steny), hoci sa na
pohl'ad zdali takmer identické, po zaockovani kultury bola hladina v niektorych z nich viditeI'ne
v odlisnej vyske. To spdsobovalo odlisnt vysku stipca plynu v kultivaénej nadobe a teda asi aj
mierne odliSné plynové zlozenie a distribuciu. Aeracia bola navySe relativne obtiazne
regulovatelna, jednak z dovodu potreby velmi citlivych ventilov, kedy pri miernej zmene
polohy ventilu jednej kultivacie doslo k ovplyvneniu aeracie vietkych ostatnych. Dalsim
problémom, ktory bol neskdr vyrieSeny inStalaciou externého ventilu v laboratoriu, bola
nestalost’ tlaku aeracného vzduchu pravdepodobne spdsobovana vplyvom poklesu/narastu tlaku
v celoskolskom privode v zavislosti na aktualnej spotrebe. Kvoli uplnému zastaveniu aeracie
pocas vikendu a uhynu buniek boli 2 kultivacie uplne zrusené.

Okrem toho bola obrovskym problémom sedimentacia u oboch kultir na spodku
kultivaénych skamaviek. Kvoli snahe o eliminaciu tohto problému boli aeracné sklenené
trubi¢ky umiestiiované ¢o najbliz§ie ku dnu, aby prebublavaci vzduch sediment rozhanal. To
vSak problém riesilo iba lokalne v jej tesnej blizkosti. Moznostou bolo snazit’ sa jemnymi
pohybmi aeracnou trubickou sediment rozhana. T4 je vSak znacne krehka a I'ahko sa moze pri
manipulacii zlomit, ¢o znamena koniec kultivacie, pretoze sterilnd vymena nie je mozna.
Usadzovanie sposobovalo teda zna¢né odchylky, nakol’ko ovplyviiovalo koncentraciu buniek
v zmesi a sposobovalo odchylky pri odberoch vzoriek na analyzu zasobnych polymérov. Hoci
bola pri kazdom odbere zmes ,,prefuknuta“ sterilnou odberovou striekackou, sediment bol
relativne pevny a tymto krokom neovplyvneny.

Problém predstavovalo aj odparovanie kultary pocas kultivacie. Zhruba 1/3 objemu média
(odhad) sa ztohto dovodu pocas kultivacie stratila, preto neboli utychto experimentov
realizované stanovenia farbiv, ale iba zasobnych polymérov. Iluminacia prostrednictvom
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zabudovanych ziariviek pravdepodobne taktiez nebola Uplne homogénna, nakolko bol
v niektorych poziciach pravidelne sledovany rychlejsi rast ako vinych. Konstrukcia
multikultivatoru navysSe nedovoluje vypnutie osvetlenia v niektorych poziciach, zatial' o by
ostatné nad’alej svietili. To vyrazne st'azuje porovnavanie kultar v tme a vo svetle, pretoze si to
z dovodu iba jedného pouzitelného MK vyzaduje samostatné kultivacie, ktoré sa z vysSie
uvedenych dévodov budu v ¢ase vstupu do chlorotického stavu vyrazne navzajom odliSovat’.
V neposlednom rade je nevyhodou aj to, ze aeracna trubica, ktorou prechadza sterilny vzduch
je z plastového materialu, co znemoziuje jej sterilaciu v autoklave a prevadzana chemicka
sterilacia nie je uplne idealna, o mdze vyustit' v kontaminaciu. Ta je navySe u aerovanych
kultar tazko pozorovatel'nd, ked’ze vlocky vznikajuce a identifikujiice kontaminaciu (priloha 7)
nie su viditel'né.

Vyssie uvedené dovody sposobovali vyrazné (ovela razantnej§ie nez u kultivacii
v Erlenmayerovych bankach) odchylky aj medzi duplikéatmi (triplikatmi), aj napriek snahe o ich
redukciu rovnakym postupom ako u EB (nariedenie v sterilnej flasi Pyrex na isté OD
a nasledné rozlievanie sterilnym valcom do kultivacnych skumaviek namiesto pipetovania
istého objemu kultary do istého objemu sterilného média). Na zaklade tychto skisenosti je
odporacané buduce experimenty v tomto modely MK zameriavat’ napriklad skor na overenie
produkcie kopolymérov v pritomnosti réznych uhlikatych substratov (Co bolo v neskorSich
fazach prace aj realizované), ako na porovnavanie kultivacii navzdjom. Obzvlast sa to tyka
situacie sledovania vplyvu osvitu pri nemoznosti vyberu iluminacie len v niektorych polohach.
Ciasto&ne by tento problém mohol byt vyrieseny zaradenim d’alsieho MK. Podmienky medzi
nimi by sa sice taktiez Ciasto¢ne odliSovali, ale uz aj fakt, ze by boli kultivacie zalozené
z rovnakej kultary, by mohol vzniknuté odchylky znizit'.

Vysledky ziskané kultivaciami v MK sa teda Casto vyrazne odliSuja, u niektorych viac, u inych
pomenej. Nakolko c¢asto vstupovali kultury do stavu chlorézy v iné dni, a odbery boli
realizované v inom intervale, budu niektoré porovnania zobrazované vo viacerych grafoch.

4.2.2.1 Fotoautotrofné kultivacie

Ako prvé boli realizované fotoautotrofné kultivacie. Prvym pokusom bolo kultivovat obe
kultary naraz, kedy sa dospelo k zaveru, zZe to nie je mozné, nakol’ko kultara Synechocystis sp.
PCC 6803 bola rastom o niekol'ko dni popredu a pri dosiahnuti chlorézy druhou kultarou uz
boli bunky mrtve. Nasledné kultivacie teda uz boli uz realizované vzdy iba s pouzitim jedného
druhu, ked'ze tmavé fazy bolo potrebné zah4jit' priblizne po zaciatku chlorotického prechodu.
Porovnanie vplyvu osvitu u oboch kultir je zobrazené na obrazkoch. Niektoré merania boli
kvoli vel'mi atipickému spravaniu z grafov vylucené.

Synechocystis sp. PCC 6803

Ako je vidiet z obrazka 18, rast kultary Synechocystis sp. PCC 6803 vo svetle (obrazky
A aB) bol velmi neuniformny ¢o sa tyka dosiahnutej hladiny glykogénu aj PHB, ako aj
z hladiska trendov v ich priebehu. Hoci sa jednalo o absolutne replikaty ockované rovnakym
sposobom a kultivované v rovnakych podmienkach vedl'a seba, kultira s najvy$sim obsahom
glykogénu (P5) dosiahla v niektorych diioch az takmer §tvornasobok jeho hladiny v porovnani
s kulturou s naymensim obsahom (P4). Neuniformita sa odrazila aj na obsahu PHB, kedy
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u niektorych kultar bol pozorovany mierny narast (P4, P6, P7 aP8) vramci 5 dni pocas
chlorotického stavu, u ostatnych bola jeho hladina skor stagnujuca, takze kultura sa
pravdepodobne uz nachadzala v neskorej faze dormantného stavu. U nasledujuceho pokusu
sledujuceho vplyv tmy na akumuléaciu oboch polymérov (Obrazok 18 C a D) kultura P3 po
zaoCkovani z neznamych dévodov (pravdepodobne zastavenia oxygenacie pocas vikendu)
uhynula, trend ostatnych kultir dopadol vSak obdobne ako u kultivacii v EB. Hladina
glykogénu po umiestneni do tmy vyrazne klesla u vSetkych kultivacii, na rozdiel od tych
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Obrazok 18 - Akumulacia zasobnych polymérov u Synechocystis sp. PCC 6803 (A, B — svetlo
pocas celej kultivacie, C, D — tma pocas pocas poslednych 5 dni)

prevadzanych v Erlenmayerovych bankach vSak doSlo k miernemu nérastu anie k poklesu
v dosiahnutej hladine PHB. Rozdiel mohol byt sposobeny tym, ze rast v MK bol sprevadzany
svetelnym rezimom 24/0 a nie 16/8. Pri upriameni pozornosti na konkrétne hodnoty dosiahnute;j
koncentrécie je vSak povsSimnutiahodné, ze u kultivacii v MK bola prvotna hladina PHB pred
zahajenim temnej faze nizsia (u kultivacii P1 a P4) a zaznamenala mierny narast na priblizne
rovnaku koncentraciu (zhruba 0,04 g/L), na akt dosiahli kultury v EB pokles (obrazok 14 C
a D). To by mohlo potvrdzovat teoriu vyslovenu vyssie, ze Synechocystis sp. PCC 6803 sa pri
vystaveni stresu v podobe zastavenia iluminacie v spojeni s dusikatou limitaciou snazi
udrzovat isti minimalnu bazalnu koncentraciu PHB. Ta bude pri ukonceni expozicie tomuto
druhu stresoru plnit’ istd funkciu, pravdepodobne ako energeticky a uhlikaty zdroj pre prvé
delenia po vycCerpani hladiny glykogénu na udrziavanie rezidualneho metabolizmu buniek
v stave chlorézy.

Trend rastu glykogénu bol pravdepodobne u oboch kultur skresleny tym, ze dosiahli vyssich
koncentracii skor, ako u kultivacii v EB, preto v posledné dni, kedy bola ich hladina sledovana
najviac, uz nebol prirastok tak markantny, ako u kultivacii na trepackach. Pokles trendu pri
presune do tmy je vSak obdobny.
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Synechocystis salina CCALA 192

U kmena Synechocystis salina CCALA 192 bola situacia z hl'adiska akumulacie PHB opat’
mierne odlisna. Ukoncenie iluminécie u dvoch kultar (C1 a C2 obrazok 19 D) opét znamenalo
narast jeho koncentracie, ujednej kultury, ktora bola rastom mierne popredu, doslo
k nevyraznému poklesu. Pri zamerani sa na dosiahnuté hodnoty PHB v g/ su vSak
pozorovatelné dve zaujimavé zistenia: dosiahnuta hladina polyesteru u kultivacii v tme a vo
svetle bola priblizne rovnaka, ale v porovnani s kultirami rastucimi v EB dosiahla 3-4 krat
vyssie hodnoty. Prvy spomenuty faktor mohol byt jednoducho spdsobeny tym, ze kultivacie
neprebiehali naraz aneboli oCkované ztej istej kultiry ateda su tazko ztohto hl'adiska
porovnatelny. Zaujala vSak druha spomenuta informacia, pretoze tieto dve fotoautotrofné
kultivacie dosiahli po 5 diioch bez iluminacie v prepocte 22,75% a 24,20% CDW (z angl. Cell
Dry Weight) obsah PHB. To bola jedna z najvyssie dosiahnutych koncentracii pri autotrofnych
kultivaciach [133]. U kultar nevystavenych stresu v podobe tmy bola dosiahnuta hladina
18,31% a 18,76% CDW. KedZe je naozaj naroné porovnavat koncentracie a trendy
rastu/poklesu dosiahnuté u experimentov neprebiehajucich sucasne, nakol'ko mohli byt kultury
v dané odberové dni v inej faze rastu, je nemozné vyvodzovat ztohto pozorovania zavery
o pozitivnom vplyve na akumulaciu PHB. VysSej koncentracie bolo dosiahnuté v pripade
kultivacie vystavenej tomuto stresoru, avSak trend narastu bol prudsi u kultivacie pri 24
hodinovej iluminacii. Pre overenie tohto vplyvu by bolo vhodné vyuzitie MK s moznostou
vol'by pozicii, ktoré by boli osvetlované, pripadne kultivacia v dvoch MK zaroven, pricom by
bol jeden z nich na poslednych 5-7 dni ulozeny do tmy. Idedlne by taktiez bolo, keby boli
objemy kultivacnych skimaviek vacsie, pretoze pri maximalnom objeme 80 ml, pri ktorom sa
pracovalo, kedy pride navysSe k odparu zhruba 30 ml vplyvom aeracie a pri potrebe odberu
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10 ml kultury na jednu analyzu koncentracie PHB nie je viac odberov moznych, nehovoriac
o analyze duplikatov.
Ked'ze toto vzajomné porovnavanie bolo diskutabilné a komplikované =z hl'adiska
vyvod'ovania zaverov, boli d’alej uskuto¢iiované mixotrofné experimenty s cielom sledovania
ich vplyvu v kombinacii s 24 hodinovou iluminaciou na tvorbu PHA.

4.2.2.2 Mixotrofné kultivacie

Ako snaha o zvySenie dosiahnutej hladiny P3HB u Synechocystis sp. PCC 6803, pripadne
pozorovanie tvorby kopolyméru s3HV ¢i 4HB, bola ako daldi experiment prevedena
mixotrofna kultivacia (24/0 po celu dizku experimentu) v pritomnosti acetatu v kombinacii
s propionatom a acetatu v kombinacii s y-butyrolaktonom. Vysledky tejto kultivacie su
uvedené na obrazku 20.
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Obrazok 20 - Akumulacia zdsobnych polymérov (A - glykogén, B - PHB) u Synechocystis sp.
PCC 6803 pri mixotrofnej kultivacii v pritomnosti acetdtu v kombindcii s propiondtom
o koncentracii 5g/L (P2, P4 a P6). Kultury P1 a P8 boli kontroly kultivované fotoautotrofne,
kultivacie P3, P5 a P7 boli v pritomnosti acetatu a y-butyrolaktonu o koncentrdcii 5g/L, avSak
po dvoch diioch uhynuli.

Heterotrofné ¢i mixotrofné kultivacie s pridavkami acetatu a propionatu v réznych
pomeroch su Castou metddou pri snahe o zahajenie tvorby kopolymérov s réznym obsahom
3HV [133]. Rovnako tak bola u tohto druhu pozorovana aj tvorba kopolyméru P(3-HB-co-
4HB) o zlozeni az 43% 4HB pri kultivacii v pritomnosti acetatu a y-butyrolaktonu [162]. Ani
jedna z mixotrofnych kultivacii nevyustila v tvorbu ziadnej inej monomérnej jednotky ako 3HB
zakomponovanej do polymérnej Struktury. U experimentov v pritomnosti laktonu navyse aj
napriek optimalizacii kvoli popisovanej toxicite tohto prekurzoru [162], kedy boli tieto kultary
riedené len na OD 0,8 az nasledne ockované do MK s prikrmom, dos§lo k ich thynu. Rovnako
tak v druhej mixotrofnej kultivacii v pritomnosti acetatu a propionatu nebola detekovana
pritomnost 3HV monoméru. Na obrazku 20 B je vidno, ze dosiahli mierne vyssich koncentracii
PHB, to bolo vSak pravdepodobne sposobené tym, ze kultiry rastom predbehli fotoautotrofné
kultivacie (priloha 10). Zaroven bolo pri kultivacii pozorovatelné, ze kultury akumulovali
mensej miere glykogén (obrazok 20 A) a taktiez preskocili typicku najtmavsiu zlto-hnedu fazu
rastu. Hladina glykogénu a PHB ako aj ich vyzor kultur ale opat’ potvrdili, ze kultivacie nie su
absolutne uniformné. Koncentracia glykogénu u kultury P2 konstantne narastala, u P4 narastla
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a nasledne prudko klesla a u P6 iba neustale klesala a koncentracie PHB su taktiez odlisné
a v pripade neukoncenia kultivacie by ich kontrolné kultury pravdepodobne prekonali.
Nakol'ko tento experiment nevyustil v ziadnu tvorbu kopolymérov, ani v narast hladiny
polyesteru, nebola tato kultivacia prevadzana aj s tmavou fazou na jej konci, nakol'ko ¢asové
podmienky uz umoziovali iba priebeh jedného cyklu MK. Druhy pouzity kmen dosiahol pri
fotoautotrofnych kultivaciach ovela lepSie vysledky a preto bol podrobeny obdobnému
experimentu s cielom produkcie kopolymérov. Vysledky s vyobrazené na obrazku 21.
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Obrazok 21 - Akumuldcia zasobnych polymérov (A - glykogén, B - PHB) u Synechocystis salina
CCALA 192 pri mixotrofnej kultivdcii v pritomnosti acetatu (4 g/L) v kombinacii
s y-butyrolaktonom o koncentrdacii 1 g/L (C2) . Kultury C3 a C5 mali iny pomer tychto
uhlikatych substrdatov — acetdt 1,5 g/L a y-butyrolakton 3g/L. Kultiira C6 bola fotoautotrofiou
kontrolou.

Pred diskusiou vysledkov treba podotknut,, ze kultara C1 bola duplikdtom C2, avSak pri analyze
obsahu PHB doslo k odparu stanovovanych metylesterov v dvoch stanovovanych ¢asovych
usekoch a vzhl'adom na nizku koncentraciu biomasy nebolo mozné ju zopakovat. Do vzorky
oznacenej ako C4 bola pridana kyselina valérova (1 g/L) spolu s acetatom (4 g/L) ako pokus
o tvorbu kopolyméru 4HV, av§ak napriek tak nizkej koncentracii doslo k jej thynu. Kultary C2
a C6 navySe uz na 12ty deri dosiahli na zaklade vizualneho dojmu chlorotické maximum a boli
preto ukoncené skor, C3 a C5 boli kultivované eSte d’alsi tyzden.

Ani u tohto kmena nevyustila mixotrofna kultivacia v tvorbu pozadovaného kopolyméru
s monomérom 4HB, ktoru popisuje [162], napriek pouzitiu roznych pomerov acetatu a laktonu.
U kultur sice nedoslo v jeho pritomnosti k bune¢nej smrti, tak ako tomu bolo u Synechocystis
sp. PCC 6803, na hladine glykogénu aj na zaklade faktu, ze kultura vyCerpala svoje dusikaté
zasoby v médiu M220 az o tyzdenl neskor je pozorovatelné, ze ich rast bol jeho vplyvom
vyrazne spomaleny. Odpoveda tomu aj hladina biomasy vyobrazena na obrazku 22. Dalsi
cyklus pozorujuci vplyv zastavenia iluminacie na konci kultivacie nebol z casovych dovodov
uskutocCneny.

Pokusy o zisk kopolymérov boli teda neuspesné, pricom bola pozorovana letalna toxicita
y-butyrolakténu o koncentracii 4 g/L. a kyseliny valérovej o koncentracii 1 g/LL na pouzité
cyanobakterialne kmene.
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Obrdzok 22 — Hladina biomasy v kultivaciach kultury Synechocystis salina CCALA 192 pri
mixotrofnych kultivdacidch v pritomnosti acetatu (4 g/L) v kombinacii s y-butyrolaktonom o
koncentracii 1 g/L (C2) . Kultiry C3 a C5 mali iny pomer tychto uhlikatych substratov — acetdt
1,5 g/L a y-butyrolakton 3g/L. Kultira C6 bola fotoautotrofnou kontrolou.
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5 ZAVER

Cielom tejto diplomovej prace bolo zaviest metodiku pre kvantifikaciu glykogénu
v cyanobakterialnych bunkéach a nasledne pouziti metodiku aplikovat’ v ramci pozorovania
vplyvu osvitu na hladinu glykogénu a poly(3-hydroxybutyratu) ako dvoch rezervnych
polymérov  vyskytujicich sa usinic. Tento vplyv bol pozorovany u kultivacii
v Erlenmayeovych bankach (EB) aj multikultivatore (MK) v spojeni s limitaciou
makronutrientu — dusika, ktora u cyanobaktérii vyustuje v chlorézu.

Zavedenie postupu pre stanovenie hladiny glykogénu bolo realizované formou literarnej
reSerSe postupov vykonavanych Sirokou skalou autorov, ktoré sa od seba relativne odliSovali,
a optimalizaciou niektorych krokov pre nase konkrétne podmienky. Vysledkom bolo zavedenie
postupu, ktory v skratke pozostava z krokov — premyvanie biomasy, alkalickd hydrolyza
v pritomnosti roztoku KOH, precipitacia pridavkom podchladeného etanolu, premyvanie
vyzrazaného glykogénu ladovym etanolom, suSenie, enzymatickd hydrolyza s pouzitim
amyloglukozidazy v acetatovom pufry, Carrezova precipitacia, uprava pH a filtracia od
vyzrazanych bunecnych komponentov a nasledna analyza pomocou HPLC. Kysla hydrolyza je
nevhodnéa z dévodu neselektivneho rozkladu glykozidickych vézieb, mechanicka disrupcia
buniek zase nedosiahne extrakciu glykogénu nachadzajiicu sa v nerozpustnej frakcii. Zavedenie
tejto metodiky bolo spojené s optimalizaciou premyvania etanolom, ¢o je autormi popisované
ako kriticky krok, nakol’ko pri iom dochéadza k vyznamnym stratdm. Experimentmi sa zistilo,
ze zavedenie dodato¢ného premytia etanolom za mensieho premyvacieho objemu sa daju straty
znizit’ takmer o polovicu (z 11,34 % na 5,96%), Co zlepSuje opakovatel'nost’ a presnost’ metody.
Rovnako bola prevedena aj optimalizacia pouzitia amyloglukozidazy pre enzymaticky rozklad
glykogénu na glukozu, kedy sa ako dostacujuca (aj s miernou rezervou) urcila koncentracia
40,25 U/ml ajej posobenie po dobu 2,5 hodiny. Ako doplnkova informacia bola potvrdena
nevhodnost’ termobloku pre tento enzymaticky rozklad.

U kultary Synechocystis sp. PCC 6803 pri kultivaciach v EB nedoslo vplyvom zastavenia
osvitu v posledné dni kultivacie k zvySenej akumulacii PHB. Naopak, hladina oboch zasobnych
polymérov zaznamenala u vacSiny vyrazny pokles, u kultir na svetle narast. U vSetkych
kultivacii v tme vSak doslo k poklesu hladiny PHB na priblizne rovnaku hodnotu, ¢o naznacuje
moznu rolu PHB pri reviabilizacii z chlorotického stavu ¢i opatovnej iluminacii. Extrakcie
cynobakteridlnych pigmentov ukézali, ze kultiry kultivované bez osvitu si svoju hladinu
chlorofylu a zachovali alebo pri§lo k miernemu nérastu, hladina karotenoidov bola priblizne
zachovana u oboch situacii a koncentracia fykocyaninu klesla v oboch pripadoch, ale u kultar
ponechanych cely ¢as na svetle bol tento trend vyraznejsi, ¢o potvrdzuje degradaciu
fotosystémov vplyvom chlorézy.

V pripade Synechocystis salina CCALA 192 doslo vplyvom zastavenia osvitu k zvySeniu
koncentracie PHB prevodom z glykogénu, avSak dosiahnutd hladina bola stale nizSia, nez
u kultar ponechanych na svetle. Preto by bolo vhodné tento experiment zopakovat’ v neskorse;j
faze chlorotického stavu, pripadne bunky po ukonceni presunut’ do Cerstvého média a nad’alej
monitorovat hladinu zasobnych polymérov, pre lepSie pochopenie ich funkcie. Tento
experiment sa kvoli thynu kultar urCenych na toto pozorovanie vplyvom fotosenzitivity
a nedostato¢ného Casového priestoru uz neuskutocnil. U oboch kmenov bolo navySe
pozorované, ze hladina biomasy sa v tme nezvySovala, zatial ¢o u buniek v chlorotickom stave
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doslo vplyvom rezidudlne; fotosyntetickej aktivity eSte k jednému buneCnému deleniu
a akumulacii zasobnych polymérov, o vyustilo v jej narast.

Kultivacie v multikultivatore boli posudené ako nevhodné z hl'adiska pozorovania vplyvu
osvitu na koncentraciu glykogénu aPHB zddévodov velkych odchyliek medzi
duplikatmi/triplikatmi spdsobenych radou malych rozdielov v kultivaénych podmienkach. U
Synechocystis salina CCALA 192 vSak bola pri fotoautotrofnej kultivacii dosiahnuta hladina
22,75% a24,20% CDW PHB po vystaveni tme, ¢o je jedna znajviac dosiahnutych
koncentracii. Nasledne bola u tohto kmena (kvoli nizkej hladine biomasy u Synechocystis sp.
PCC 6803 sa snou dalej nepracovalo) snaha o produkciu kopolymérov 4HB ¢i 4HV
v pritomnosti y-butyrolaktonu ¢i kyseliny valérovej. Ani v jednej kultivacii vSak neboli tieto
prekurzory inkorporované do polyesterového retazca, bol pozorovany iba ich toxicky vplyv,
letalny/spomalujuci rast biomasy.

Pre efektivnejsie posudenie vplyvu osvitu s pozitim MK je odporucané previezt simultannu
kultivaciu v dvoch MK, ktoré budu ockované z tej istej inokulac¢nej kultury a na konci bude
v jednom z nich vypnuté osvetlenie, alebo ju previezt v MK umoziujucom selektivne vypnutie
osvetlenia len v niektorych poziciach. Tym by sa mohlo dosiahnut’ lepsSich a neskreslenych
vysledkov.
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Priloha 1 - Rady cyanobaktérii na zaklade Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology. Na
obrazku st vyobrazené charakteristické morfologické vlastmosti danych radov a typicky

zdstupcovia. Prebraté a upravené z [1].
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Priloha 2 — Farba zrazeniny po Carrezovej precipitdcii v roztoku a po precipitacii. Na tretom
obrazku je mozné pozorovat, ze u mladsej kultury nedochadzalo k vzniku zeleného sfarbenia,
pravdepodobne kvoli nizSiemu obsahu fykocyaninu.
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Priloha 3 — Vystupy z HPLC, na obrdzku A sa nachadza glukozovy Standard pre identifikdciu
retencného casu, na obrazku B glykogénovy Standard s popisanymi peakmi a na obrdzku C
redlna vzorka. Retencné casy sa mozu mierne lisit' v zavislosti na aktudlnom tlaku na kolone
a miernymi odchylkami v aktudlnom zloZeni mobilnej faze
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Priloha 4 — Zahdjenie kultivacie oboch kmenov so zamerom sledovania vplyvu osvitu na
akumulaciu zasobnych polymérov v dusik- aj fosfor-limitujucich médidch M220 a BG-11
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Priloha 5 — Nehomogenita kultur zaockovanych z tej istej kultury, rovnakym objemom, do
rovhakého objemu kultivacného média, kultivovanych pri tych istych podmienkach v tesnej
blizkosti
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Priloha 6 — Dosiahnutie uniformity kultivdcii, na hornych obrdzkoch kultiry pred fazou svetlo-
tma, na spodnych po uplynuti tejto fazy (nalavo kultiry na svetle, vpravo v tme).

Priloha 7 — Rozdiely medzi viockovatenim vplyvom kontamindcie (na 1. obrazku) a vplyvom
aklimatizacie Synechocystis sp. PCC 6803 na novy objem média a koncentraciu Zivin
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Priloha 8 — 2-tyzdiova kultura uhynutda po umiestneni pod lampu pocas vikendu pre dodatocny
ndrast pred zahdjenim experimentu
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Rast kultir v Multikultivatore pocas 3 tyZdnov (zhora v 0.,7.,14. a 21. den)

Priloha 9 —
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Priloha 10 — Rychlejsi rast mixotrofnej kultivdacie (v polohdch 1 a 8 fotoautotrofné kultiry,
v polohdch 2, 4 a 6 kombindcia acetatu s propionatom 5g/L a v polohdch 3, 5 a 7 mrtve kultury
v pritomnosti y-butyrolaktonu)
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