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ABSTRAKT

Predmétem bakalaiské prace bylo studium Gram-negativnich bakterii se schopnosti
akumulovat polyhydroxyalkanoaty pomoci mikroskopie atomarnich sil. V ramci
experimentalni ¢asti prace byly zkoumany bakterialni kmeny Cupriavidus necator H16 a jeho
mutantni kmen Cupriavidus necator PHB™, Rhodospirillum rubrum a Halomonas halophila.
Konkrétnim cilem bylo optimalizovat tuto mikroskopickou metodu pro vyzkum jak bakterii
na vzduchu, tak zivych bakterii v jejich pfirozeném prostiedi. Optimalizace byla provedena
s ohledem na jednoduchost, ¢asovou narocnost a reprodukovatelnost provedeni méfeni. Pro
meéteni na vzduchu byla zvolena imobilizace 10x zifedéné bakterialni suspenze vysuSenim
na sklenéném substratu. Skenovani bylo provedeno pomoci hrotu TESPA-V2 se snizenou
konstantou tuhosti v QI™ médu. V ramci méfeni bakterialnich vzorkd v kapaling byly
zkoumany razné postupy imobilizace bakterii na sklenéném substratu pomoci Poly-L-lysinu
a Poly(ethyleniminu). Jako nejvhodné;si fixace byla zvolena metoda s vyuzitim Poly-L-lysinu.
Pro méfeni v QI™ moédu v kapalném prostedi byly voleny hroty MLCT — A nebo SNL — B
s konstantou tuhosti okolo 0,1 N/m. Nakonec byl proveden pokus o zisk informaci o adhezi
a Youngové modulu vysuSenych i zivych bakterii s ohledem na pfedpokladané ovlivnéni
mechanickych vlastnosti bunék s rozdilnym obsahem polyhydroxybutyratu u bakterialnich
kmen@ Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus necator PHB™.

KLICOVA SLOVA

Mikroskopie atomarnich sil, Cupriavidus necator, Halomonas halophila, Rhodospirillum
rubrum, polyhydroxyalkanoaty, Poly-L-lysin
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ABSTRACT

The purpose of this bachelor thesis was to study Gram-negative bacteria with the ability
to accumulate polyhydroxyalkanoates using atomic force microscopy. During the experimental
part were studied bacterial strains Cupriavidus necator H16 and its mutant strain Cupriavidus
necator PHB™, Rhodospirillum rubrum, and Halomonas halophila. The main aim was
to optimise this microscopy method to study either bacteria in the air or bacteria in liquid
medium under physiological conditions. The optimisation was done considering the procedure's
simplicity, time demands, and reproducibility. 10x diluted bacterial suspense was dried on a
glass surface for measurements in the air. Scanning was performed using TESPA-V2 tip with
lowered Spring constant in QI™ mode. Various procedures for immobilising bacteria on a glass
substrate using Poly-L-lysine and Poly(ethyleneimine) were tested for measurements in liquid.
The method using Poly-L-lysine was chosen as the most sufficient way of immobilisation. The
tips MLCT — A or SNL — B with the spring constant around 0,1 N/m were applied for
measurements in liquid using QI™ mode. Finally, an attempt was made to obtain information
about the adhesion and Young's modulus of dried and live bacteria concerning the high
difference of polyhydroxybutyrate content between the bacterial strains Cupriavidus necator
H16 and Cupriavidus necator PHB™.

KEYWORDS

Atomic force microscopy, Cupriavidus necator, Halomonas halophila, Rhodospirillum
rubrum, polyhydroxyalkanoates, Poly-L-lysine
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1. UVOD

Bakterie jsou prokaryotni organismy s ruznymi tvary a stavbou buriky. V zakladu vSechny
obsahuji bunécnou sténu, cytoplazmatickou membranu, cytoplazmu, ribozomy a chromozom.
Podle slozeni bunécné stény bakterie délime na Gram-pozitivni a Gram-negativni. Nekteré
kmeny bakterii disponuji schopnosti akumulovat ve svém vnitinim prostoru zasobni latky zvané
polyhydroxyalkanoaty neboli PHA, coz jsou estery hydroxykarboxylovych kyselin. Po extrakci
z mikroorganismu vykazuji tyto latky vlastnosti podobné konvencnim plastiim s tou vyhodou,
Ze jsou nejen piirodniho piivodu, ale také jsou biokompatibilni a biodegradabilni.

Za celem vyssi produkce a nizSich nakladl na vyrobu, kdy by mohly PHA plné nahradit
petrochemické plasty, je potieba co nejvice pochopit PHA-produkujici bakterie.
Jednou z moznosti maze byt vyuziti metody mikroskopie atomarnich sil, ktera je schopna jako
jedna zmala mikroskopickych metod poskytnout detailni informace o zivych
mikroorganismech za jejich fyziologickych podminek. Kromé 3D topografie snimku lze také
ziskat mechanické vlastnosti vzorku €i informace o adhezi pii zachovani viability bunék.
Princip metody se zaklada na interakci hrotu s povrchem vzorku, kdy je mozné provadeét méteni
na vzduchu nebo v kapalném prostredi. Zasadni je u této metody fixace vzorku na vhodny
substrat, vybér hrotu a Setrnost skenovani.

Teoreticka Cast predlozené bakalarské prace pojednava o bakteriich predevsim z pohledu
morfologie a nastifiuje problematiku PHA se zminkou o vyznamnych bakterialnich kmenech
se schopnosti akumulace PHA. V textu je téz vysvétlen princip metody mikroskopie atomarnich
sil spolu s nekterymi pouzivanymi rezimy skenovani. V neposledni fad€ je probrana
problematika studia morfologie prokaryotickych bunék a porovnani vybranych metod
s mikroskopii atoméarnich sil.

V této praci je navrzena imobilizace vybranych bakterialnich kment na sklenéném substratu
pro potieby skenovani jak na vzduchu, tak ve fyziologickém prostredi fosfatového pufru. Prace
se také zabyva volbou hrotu a nastavenim pfistroje pro méfeni s cilem ziskat co nejkvalitnéjsi
snimky neposSkozenych bakterii a zhodnotit jejich vlastnosti v souvislosti s mnozstvim
akumulovanych PHA. V ramci pokrocilejsi charakterizace vzorku bakterii pomoci mikroskopie
atomarnich sil byly na zavér promeéfeny adhezni vlastnosti a Youngiv modul u bakterialnich
kmend Cupriavidus necator H16 s vysokym obsahem PHA a Cupriavidus necator PHB™,
ktery naopak neobsahuje zadné ¢i minimalni mnozstvi PHA granul.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Prokaryotické bunky

Prokaryota je skupina mikroorganismi s nepravym jadrem, ktera v sob&€ zahrnuje domény
Archaea a Bacteria. SpoleCnym znakem obou domén je, Ze jejich télo tvoii jedna prokaryoticka
burika. Nicméné do domény Archaea se tadi spise extrémofilni mikroorganismy [1]. Kromé
extrémnich podminek, ve kterych se vyskytuji Archaea, nalezneme bakterie ve vod€, pudé
a prechodné 1 ve vzduchu, kdy vzduch nepfedstavuje jejich prirozené prostiedi, ale spise formu
transportu. Mimo jiné se bakterie nachazeji i na povrchu téla a sliznicich riznych zivocicha [2].

Doba od vyskytu prvnich prokaryotickych bunék na Zemi se odhaduje na 3,5 miliardy let
a byvaji povazovany za fylogenetické predchiidce eukaryotickych bun€k, jejichz prvni objeveni
se na planeté Zemi je odhadovano na 2 miliardy let po burice prokaryotické [3]. Velikosti
prokaryotické buriky se pohybuje v fadu neékolika um [4].

V prubéhu let byly popsany rozdily mezi prokaryotickymi buikami domén Archaea
i Bacteria na molekularni arovni. Buriky obou domén jesté byvaji Casto srovnavany s buiikou
eukaryotickou jako zakladni stavebni jednotkou eukaryotickych organismi, kdy iniciace
translace methioninem patii mezi nejvyznamneéjsi spolecny znak domén Archaea a Eukaryota.
Ob¢ domény téz nejsou, na rozdil od Bacteria, citlivé na antibiotika (napf. chloramfenikol
a kanamycin) a postradaji peptidoglykan, ze kterého je sloZzena buné¢na sténa bakterii [4].

Nepritomnost jaderné membrany a bunéénych organel zase poji domény Archaea a Bacteria,
které maji ribozomy slozené ze stejnych podjednotek (30S a 50S). Cim se viak Archaea
od dalsich dvou zminénych domén lisi, je predevsim ve struktufe bunécnych lipidu [4].

2.1.1 Morfologie bakterii

Prokaryoticka bunka bakterii se vyznaCuje raznymi tvary. ZjednoduSené lze tvary bunek
rozdélit do tfi zakladnich skupin, které zahrnuji rizné varianty a uskupeni. Zakladnimi typy
jsou tyCinkovité, kulovité a vlaknité tvary bakterii. Vyskytuji se také nekteré bakterie
se specifickym tvarem (napf. bakterie s vybezky aj.) [5].

Nejrozsitenéj§im tvarem je prave tyCinkovity. Na délku buiiky maji vliv nékteré faktory jako
napft. fyziologicky stav bunék. TyCinky mohou byt rovné, zakiivené (vibria) €i ve tvaru spiraly
— spirily a spirochety [5].

Bunky kulovitého tvaru vykazuji nejmensi povrch a oznacuyji se jako koky [2]. Nekteré druhy
tvoli rozmanita usporadani bunék zavisla na déleni bakterii v riznych rovinach. ,Provazky*
tvorené streptokoky vznikaji pii déleni v ramci jedné roviny. Délenim ve vice rovinach
je dosazeno tvaru tetrad, sarcin ¢i hroznovitého uspotadani stafylokokut [1; 5].

Bakterie s vlaknitym tvarem téla formuji pravé mycelium. Tento tvar je charakteristicky
napiiklad pro zastupce rodu Actinomyces a Nocardia. Objevovat se mohou i fetézce bunék
tvorici nerozvétvena vlakna ¢i fetézce obalené vlaknitou pochvou [1; 5].

2.1.1.1 Molekularni sloZeni bunék

Podle Kapralka existuji tfi nejdulezitéjsi typy molekul. Nejprve jsou to malé molekuly
s molekulovou hmotnosti (M) vtadu desitek Da, kam patii malé anorganické molekuly
jako voda nebo amoniak. Dal§im typem molekul jsou vétsi molekuly s M; v fadu stovek Da
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(napf. monosacharidy, aminokyseliny, aj.) a v neposledni fadé¢ makromolekuly s molekulovou
hmotnosti v fadu tisici Da a vySe. Makromolekuly se dale poji spontanné slabymi vazbami
a samovolné formuji supramolekularni komplexy (tj. lipoproteiny, ribozomy, membrany atd.)
[3].

Voda tvoii asi 80 % hmotnosti bakterie a jeji vlastnosti umoziuji prubéh zivotné dilezitych
déji. Nejvetsi zastoupeni v suché hmotnosti bakterie maji  bilkoviny (cca 50 %).
Ty v organismu zahrnuji §irokou $kalu funkci a nesou svij podil na expresi genti. Hlavni roli
bilkovin predstavuje jejich mechanicko-stavebni funkce, v pfipadé enzymu pak katalyticka
funkce. Enzymy mohou tvofit enzymové komplexy, které jsou dal§im piikladem vySe
zminovanych supramolekularich celki. Bilkoviny spolu s nukleovymi kyselinami, lipidy
a sacharidy predstavuji vice nez 90 % suché hmotnosti bakterie [3].

2.1.1.2 Stavba buiiky

Mezi nepostradatelné komponenty prokaryotickych bunék bakterii patifi obal celé buiky
nazyvany bunécna sténa, dale cytoplazmatickd membrana ohranicujici protoplast, cytoplazma
a chromozom s ribozomy (viz obrazek 1). Kromé pravé zminénych nezbytnych struktur se
mohou u nékterych bakterii vyskytovat i dalsi pomocné prvky — biciky, pouzdra, fimbrie atd.
Pouzdra rizného slozeni se objevuji napiiklad u bakterii Leuconostoc, Streptococcus
pneumoniae nebo tieba Bacillus anthracis [3]. Fimbrie vytvaii kupt. Escherichia coli a biCiky
1ze pozorovat u nékterych ty¢inkovitych bakterii napt. Pseudomonas aeruginosa [5].

_ cytoplasma

e

chromozom

pouzdro
bunécéna
sténa
cytoplasmaticka
membrana

. - col
ribozomy

Obrazek 1 Struktura bakterialni buniky [2]

e  Bunécna sténa
Jak jiz bylo vySe zminéno, bunéfna sténa tvoii obal buiky a zajiStuje jeji ochranu
pred neptiznivymi vlivy vnéjsiho prostredi. Jako jediny pevny utvar buiiky poskytuje bunécéna
sténa vedle odolnosti proti mechanickému poskozeni i urCitou rezistenci vuci negativnimu
osmotickému tlaku vnéj§iho prostfedi, zafeni nebo tieba chemickym latkdm. Bunécna sténa
navic urcuje tvar buriky a chova se jako semipermeabilni bariéra. Na obrazku 1 ji mizeme vidét
mezi pouzdrem a cytoplazmatickou membranou. [4].
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Zakladni stavebni jednotkou bunécné stény vSech bakterii je peptidoglykan, ktery se sklada
ze stiidajicich se jednotek N-acetylglukosaminu a N-acetylmuramové kyseliny. Spojenim
zminénych jednotek B-(1—4) glykosidickymi vazbami vznikaji linearni fetézce polysacharid
navzajem propojenych pomoci tetra- nebo n€kdy pentapeptidi. Tyto oligopeptidy se napojuji
na karboxylovou skupinu N-acetylmuramové kyseliny a procesem transpeptidace dochazi
ke vzajemnému propojeni peptidovych fetézci a ke vzniku sitovité struktury. NaruSeni f-
(1—4) glykosidické vazby 1ze dosahnout hydrolyzou pomoci lysozymu [1; 4].

Na zaklad¢ tloustky a dalSiho slozeni bunééné stény deélime bakterie na Gram-pozitivni (G+)
a Gram-negativni (G—). Silna vrstva peptidoglykanu v rozsahu 15 az 20 nm je typicka pro G+
bakterie [3]. Sit’ peptidoglykanu je zde silngjsi, protoze jsou propojeny témeéf vSechny zbytky
N-acetylmuramové kyseliny. Skrze sit prostupuji fetézce teichoové kyseliny, ktera je
k peptidoglykanu vazana kovalentné. Mezi dals$i komponenty bunécné stény G+ bakterii patfi
lipoteichoova kyselina ¢i polysacharidy [4]. Typickou rozliSovaci vlastnosti bunécné stény G+
bakterii je jeji odezva na Gramovo barveni, podle jehoz vysledku byla skupina pojmenovana.
Po Gramové€ barveni si tyto bakterie zachovavaji modrofialovou barvu, coz je dusledkem
vzniku komplexu krystalové violeti s Lugolovym roztokem, ktery nelze odbarvit alkoholem
[1].

Slozitéj§i uskupeni bunécné stény a slabou vrstvu peptidoglykanu lze pozorovat u Gram-
negativnich bakterii. Bunécna sténa G— bakterii neobsahuje teichoovou kyselinu, ale je pro ni
charakteristickd pfitomnost vnéjSi membrany z fosfolipidové dvojvrstvy, kterd ve svém
usporadani obsahuje proteiny, polysacharidy, lipoproteiny a poriny. Posledni dvé zminéné
makromolekuly Casto zabihaji 1 do periplazmatického prostoru nachazejiciho se pod vnéjsi
membranou. V periplazmatickém prostoru se vyskytuje vySe zminéna slaba vrstva
peptidoglykanu. G— bakterie se po aplikaci Gramova barveni vyznacuji rizovym zbarvenim
[1].

o (ytoplasmaticka membrana
Dal§i zminénou nepostradatelnou soucasti buiky je cytoplazmatickdi membrana
(viz obrazek 1). Cytoplazmatickou membranu tvofi predevs§im fosfolipidova dvojvrstva,
ktera ohraniCuje vnitini prostor buriky. Nékteré v ni zabudované proteiny plni funkci prenasecu,
a to pfedevsim pro ionty a latky nelipofilni povahy. Jiné proteiny zase zajistuji prubéh oxidacni
fosforylace nebo u fototrofnich bakterii prabéh fotosyntézy. Volnou difuzi se pres membranu
transportuji jen neutralni nizkomolekularni latky (molekuly vody, alkoholy apod.) [5].

o  Cytoplazma
Cytoplazma ptedstavuje prostiedi pro prubéh celé fady bunéénych procesu. Je to viskozni
az gelovity vodny roztok biomolekul, ktery vypliiuje cely intracelularni prostor prokaryotické
buriky. Nachazi se v ni velké mnozstvi enzymu zajist'ujicich zivotni d&je bunky (tj. glykolyzu,
Krebsuv cyklus, transkripci, translaci atd.) [4]. Cytoplazma prokaryotickych bunék mize mimo
jiné obsahovat i pigmenty, které zpasobuji specifické zabarveni bunék. Casto se jedna
o karotenoidy, bakteriochlorofyl, erna barviva tzv. melaniny nebo napft. barviva fenazinové
povahy [5]. Cytoplazma kromé rozmanitych biomolekul zahrnuje i1 utvary jako granula,
ribozomy ¢i chromozom [3].

e  Chromozom
Prokaryoticka buitka nema pravé jadro a jaderny material je zde reprezentovan jednou kruhové
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uzavienou dvoutetézcovou molekulou DNA. Bakterialni jadro neboli nukleoid se sklada nejen
z molekuly DNA, ale i zRNA a bilkovin. Cely komplex neni ohranien membranou
a je nekolikrat poskladan, nebot’ jeho rozmeéry vyrazné presahuji délku buriky [4].

e  Ribozomy
Ribozomy jsou makromolekuly skladajici se z ribozomalni RNA (rRNA) a bilkovin, které tvoti
asi 1/3 hmotnosti ribozomu. Ukolem ribozomd je syntéza bilkovin a v kazdé buiice se nachazeji
v odlisSném mnozstvi. Pro ribozomy prokaryotické buriky je typicky sedimentacni koeficient
70S. V cytoplazmé se vyskytuji v podobé dvou rozdélenych podjednotek rtizného tvaru
a konformace se sedimentacnimi koeficienty 30S a 50S, které se poji béhem translace.
Urcita Cast se nachazi ve formé jednotlivych 70S ribozomd, ale nej¢astéji se vytvaii shluky 70S
ribozomu prekladajici mediatorovou RNA (mRNA) [3].

e  Zasobni latky
V podobé inkluzi ¢i granuli se v cytoplazmé mohou objevovat také rezervni latky.
Jako zasobarna fosfatu se v nékterych bakteriich hromadi volutin, vedle kterého muze byt,
napf. u sirnych bakterii, zdsobni latkou 1 sira. NejCasté&ji se vSak jako rezerva energie vyskytuje
glykogen a (specificky pro bakterie) kyselina B-hydroxymaselna [4]. Dale bylo dokazano, ze se
v bakteriich akumuluji rdzné polyhydroxyalkanoaty (PHA), coz jsou polyestery nejen jiz
zminéné kyseliny B-hydroxymaselné, ale i jinych hydroxykyselin [6]. Mnoho zastupct
jak bakterii, tak Archaea se vyznacuje schopnosti vytvaret PHA granule [7]. A pravée bakterie
produkujici a akumulujici PHA jsou predmétem zkoumani této bakalarské prace.

e  Ostatni struktury
Kromé bunétné stény mohou byt prokaryotické buriky obaleny ostfe ohraniCenymi
polysacharidovymi pouzdry, slizovou nebo difusni vrstvou zvanou glykokalyx. V prostoru
cytoplazmy se nckdy objevuji malé struktury DNA zvané plazmidy uplatiujici se
napf. pii konjugaci (spajeni). Z extracelularnich struktur jsou vyznamné pili (fimbrie) a biciky,
které 1ze vidét na obrazku Chyba! Nenalezen zdroj odkazu.. Pili, tvofené bilkovinou pilin, se v
yskytuji pouze u G— bakterii a jejich specialni formy maji sviij podil na konjugaci. Biciky
predstavuji pohybovy aparat nékterych bakterii a byvaji delsi nez samotné bakterie [3].

2.1.2 Produkce polyhydroxyalkanoata

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole 2.1.1.2, mikroorganismy jsou schopné produkce
a akumulace mnoha sekundarnich metabolitti, mezi néz patii i polyhydroxyalkanoaty (PHA).
PHA jsou alifatické polyestery ruznych hydroxykarboxylovych kyselin, jejichz struktura je
zobrazena na obrazku 2 [8]. Objeveny byly okolo roku 1920, ale nejvétsi zdjem o tyto
polyestery zacal az kolem roku 1990. Snaha najit vhodnou biodegradabilni alternativu
ke klasickym plastim vedla ke vzniku velkého mnozstvi publikaci zabyvajicich se tématem
PHA [9]. Jejich syntéza probiha hlavné v bakteriich, kde jsou produkovany jako zasobarna
energie vetSinou pii nedostatku zivin (napf. N, P, S, O, Mg). Nicméné bakterie vystavena
stresovym podminkam musi mit dostateCny pfisun uhliku. Vyprodukované PHA se kumuluji
v cytoplazmé a tvori intracelularni inkluze hydrofobniho charakteru o velikosti 0,2—0,5 um,
kdy je v jedné granuli uchovano 103-10* fetézcd [10]. V nékterych burikach se piitom muiize
nachazet 8—13 granuli, v jinych nalezneme pouze dvé granule, jak je vidét na obrazku 2.
Na mnozstvi granuli vbufice se podili proteiny a enzymy jako PHA polymeraza
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i depolymeraza. Pfi podminkach omezujicich rist, mohou tvofit granule PHA az 90-97 %

suché vahy bakterie [8; 10].
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Obrazek 2 Transmisni elektronovy snimek PHA granuli uvnit¥ bakterie Cupriavidus necator H16
(vlevo) a struktura PHA (vpravo) [6]

Jednotky téchto biopolymerti, konkrétné monomery PHA, jsou slozeny z (R)-3-hydroxy
mastnych kyselin [8]. R () konfigurace vSech chiralnich uhlik(i hlavniho fetézce PHA
zapricinuje jejich slozitou chemickou syntézu. Tuto konfiguraci a kompletni stereospecifitu
jsou schopny zajistit pouze bakterie [11]. Monomerni jednotky PHA tvoii zhruba 150 raznych
hydroxyalkanovych kyselin a pocet nové objevenych se stale zvySuje. Podle monomernich
jednotek se PHA klasicky déli do tfi skupin. Prvni skupinou jsou PHA s kratkym fetézcem
znaCené scl-PHA (z angl. short-chain-length, monomer obsahuje 3-5 uhlikt), dale PHA se
sttedné dlouhym fetézcem znacené mcl-PHA (z angl. medium-chain-length, monomer obsahuje
6—14 uhlik) a PHA s dlouhym fetézcem oznaCované Icl-PHA (z angl. long-chain-length,
monomer obsahuje vice nez 14 uhlikt) [8]. Kazda skupina se od sebe navic li§i svymi
vlastnostmi, které mohou byt jesté ovlivnény funk¢énimi skupinami na bocnim fetézci,
mezi které patii napt. halogeny, methylesterové skupiny, hydroxyl, epoxy, thiofenoxy aj. [11].

Vlastnosti téchto polymert, které vznikaji jako sekundarni metabolity, se odviji od struktury
daného polymeru. Vliv mé, kromé zminénych funk¢nich skupin na bocnich fetézcich
monomernich jednotek, jesté i délka fetézce monomeru, podobné jako rozvétveni a linearita
monomeru. Mohou byt krystalické, amorfni, flexibilni, tuhé 1 elastické [10]. Obecné jsou PHA
granule v bufice amorfni a nerozpustné ve vodé. Po extrakci PHA granule krystalizuji
a disponuji podobnymi vlastnostmi jako konvencni plasty [8]. Nejvétsi vyhodou je jejich
biodegradabilita v kombinaci s rysy termoplasti (scl-PHA) nebo elastomert (mcl-PHA).
Pouziti PHA jako skvélé nahrady za petrochemické plasty také podporuje jejich
biokompatibilita, netoxicky charakter, nerozpustnost ve vodé nebo vysoky stupenl polymerace
(105-107 Da) [8].
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2.1.3 Modelové mikroorganismy producentu PHA

2.1.3.1 Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus necator PHB*

Cupriavidus necator H16 je bakterialni kmen Gram-negativnich mikroorganisma nalezici
do tfidy B-proteobacteria. Tento bakteridlni kmen neni patogenni, netvoii spory a fadi se
k mezofilnim bakteriim. C. necator PHB™* predstavuje fenotypového mutanta bakterie
C. necator H16, ktery byl pouzit v experimentalni casti jako negativni kontrola [12; 13].

V cytoplazmé akumuluje C. necator H16 hlavné scl-PHA, z nichz nejCastéji syntetizuje
auklada do granul poly[(R)-3hydroxybutyrat] (PHB) [6]. Mezi enzymy odpovidajicimi
za syntézu PHB patii PHB syntaza, B-ketothiolaza a NADPH dependentni acetoacetyl-CoA
reduktaza. Pro rozklad PHB pfi nedostatku uhliku vyuziva C. necator H16 enzymy PHB
depolymerazu a PHB-oligomer hydrolazy [14]. VySe zminéné enzymy potiebné pro syntézu
PHB jsou umistény na PHA-operonu phaCAB. Gen pro B-ketothiolazu je znaCen jako phaA,
pro acetoacetyl-CoA reduktazu je znacen jako phaB, nicméné oba enzymy mohou byt
nahrazeny izoenzymy. Zasadni pro tvorbu PHB je gen phaC kédujici PHB syntazu,
ktera zajistuje vyslednou polymeraci meziprodukti na PHB. Bylo zjisténo, ze mutantni
bakterie C. necator PHB™ obsahuje v genu phaC mutaci zptisobujici nefunkénost PHB syntazy.
Ve vysledku neni tento mikroorganismus schopen produkovat PHA, ale vykazuje tvorbu
vys§iho mnozstvi intermediata syntézy PHB (pyruvat, acetyl-CoA) [15].

Bakterie C. necator H16 se jinak chova jako fakultativni chemolitotrof a za aerobnich
podminek roste na organickych substratech, popfipadé vyzaduje H> v kombinaci s COs..
Pro zisk energie oxiduji tyto buiikky H2> pomoci hydrogenaz. Za anaerobnich podminek provadi
C. necator H16 denitrifikaci [12]. Vyznamna je téz schopnost bakterii tohoto kmene degradovat
aromatické latky [14].

2.1.3.2 Rhodospirillum rubrum

Bakterie Rhodospirillum rubrum je jednim z predstavitelt a-proteobakterii rovnéz produkujici
PHA [16]. Kromé aerobnich podminek je tento bakterialni kmen schopen rast i v anaerobnim
prostfedi [17]. R. rubrum se tfadi také mezi Gram-negativni druhy a velikost jednotlivych
bakterii odpovida 0,8—1 pum. Kmen se vyznaCuje piedevSim produkci siry v prabéhu
fotosyntézy, kterd probihd za anaerobnich podminek. V aerobnich podminkach fotosyntéza
neprobiha a kolonie jsou bezbarvé. Fotosyntetizujici bakterie naopak nabiraji fialovou barvu
diky produkci pigmenta (karotenoidy aj.). Mimo potencialni vyuziti kmene pfi vyrobé vodiku
jako paliva budoucnosti je schopen produkovat i akumulovat PHA, konkrétnéji potom PHB
[18].

2.1.3.3 Halomonas halophila

Halofilni mikroorganismy vyzaduji ke svému zivotu substrat obsahujici vy$si koncentraci soli.
Mezi né patti 1 Halomonas halophila, kmen nejlépe rostouci v roztocich s hmotnostni
koncentraci 7,5 % NaCl akumuluje PHA [19]. PHA granule zde mohou piedstavovat zpasob,
jak bakterie zvladaji zit ve slanych substratech. H. halophila je striktné aerobni a podobné
jako predchozi zminéné bakterie je také Gram-negativni. Schopnost akumulace PHA jasné
potvrzuje ptitomnost genu phaC, coz bylo potvrzeno i experimentalné. U tohoto bakterialniho
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kmene byl také zjiStén vliv koncentrace NaCl na mnozstvi syntetizovaného PHB a na jeho
vlastnosti (molekularni hmotnost, aj.) [20].

2.2 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (AFM, Atomic Force Microscopy) je jedna z nejb&znéji
pouzivanych druhti mikroskopie skenujici sondou (SPM). Metoda je zaloZena na tésném
pfiblizeni detekéni sondy ke zkoumanému vzorku, ¢imz ziskame lokalni trojrozmérny obraz
vzorku. Princip AFM mimo jiné vychazi ze skenovaci tunelové mikroskopie (STM), coz je
odnoz SPM. Za vynalezeni STM byla védcim Gerdu Binnigovi a Heinrichu Rohrerovi roku
1986 udélena Nobelova cena za fyziku [21].

V nynéjsi dobé se AFM stala fundamentalnim nastrojem pro méfeni riznorodych povrcha.
Hlavni vyhodou této metody je poskytnuti pravé trojrozmérného obrazu méfeného vzorku,
nebot’ ostatni metody jsou schopné poskytnout pouze topograficky kontrast. Dalsi prednosti
AFM je jednoduché piiprava vzorku pro méfeni, a navic lze méfit ve vzduchu, vakuu ¢i vodném
prostiedi pii riznych teplotach [22]. AFM obecné detekuje distribuci (elektromagnetickych)
atomarnich sil na povrchu zkoumaného vzorku, k jejichz vyvolani dochéazi piiblizenim
skenovaciho hrotu kjeho povrchu [21]. Této metody se hojné¢ vyuzivda k méfeni
interakci v biologickych systémech, protoze 1ze zobrazit i nevodivé materialy. Velmi dobfe se
daji méfit mikroorganismy v jejich pifirozeném prostiedi, biopolymery nebo tfeba bunécné
membrany [23].

2.2.1 Historie

Jak je uvedeno vySe, metoda AFM se vyvinula z SPM, tedy konkrétné ze systematickych
odchylek, které byly pozorovany pii méfeni pomoci STM. Tyto odchylky zptuisobené silovymi
interakcemi mezi hrotem mikroskopu a vzorkem byly poté vyuzity k samotnému méteni [21].
O prvni sestrojeni mikroskopu atomarnich sil se v roce 1985 zaslouzili jiz zmifiovani védci
G. Binnig a H. Rohrer, ktefi se pfedtim zabyvali vyzkumem STM [24]. Praveé oni pfish
s napadem vyuzit silové interakce sondy se vzorkem k pfimému meétfeni. Béhem dalSich let
dochazelo ke konstantnimu vylepSovani a hledani novych prvka pro optimalizaci méfeni AFM
[23].

2.2.2 Princip

Nejbéznéji pouzivanym AFM je ten s laserovou diodou [21]. Mikroskop je slozen z nékolika
Casti (viz obrazek 3). Vyznamny pro samotné méfeni je piezoelektricky skener, ktery slouzi
k pohybu hrotu. Dal§imi esencialnimi castmi jsou laserova dioda, fotodetektor (nejcastéji
kvadrantni), elektricky obvod zpétné vazby mikroskopu a pomocné soucasti. Nejdilezitéjsim
pro samotné méfeni je vSak nosnik (cantilever) se sondou zakonCenou hrotem [23]. Hrot je
kolmo pfipojen k nosniku, coz je tenky prouzek z pruzného materialu, nejcastéji kremiku
pokrytého oxidem kfemiCitym nebo nitridem kiemicitym. Pro specialni méfeni se mnohdy
pouziva i jinych material(i (antimon, hlinik, zlato atd.) [21].
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Obrdazek 3 Princip detekce AFM [25]

Laserova dioda generuje laserovy paprsek, kterym sviti na nosnik, jak je patrné z obrazku 3.
Z nosniku se paprsek odrazi na fotodetektor. Pfi zméné ohnuti nosniku se zméni i uhel dopadu
na fotodetektoru, ktery zaznamenava pozici dopadajiciho paprsku a jeho zmeény. Citlivost
fotodetektoru je velmi vysoka, protoze polomér zakiiveni nosniku se pohybuje v ramci setin
nanometra [23].

Hrot se pohybuje nad vzorkem nebo se vzorku pfimo dotyka. Na zéaklade piiblizeni hrotu
ke vzorku mezi nimi vznikaji sily, které zpusobuji vychylku nosniku. Tato vychylka
zapri¢inéna vzajemnym pusobenim hrotu se vzorkem je poté detekovana. Zminéné sily jsou
pfitazlivé nebo odpudivé, coz zavisi na vzdalenosti hrotu od vzorku. Pfitazlivé sily pusobi,
pokud je zminéna vzdalenost dostatecné velka. Pii velmi malych vzdalenostech zase pusobi
sily odpudivé, které vznikaji pii piekryvu elektronovych orbitalti hrotu a vzorku [21].

Meéfenymi silami jsou pfi vétSich vzdalenostech nejCastéji sily Van der Waalsovy
a pii vzdalenostech mensich, nez je soucet atomovych poloméru (pfekryv orbital), se méfi
sily odpudivé, plynouci z Pauliho principu — sily kratkého dosahu. Dalsi sily kratkého dosahu
jsou adhezni, deformacni, tfeci nebo vazebné, jako je chemiresorpce. Mezi sily pusobici
na delSi vzdalenost se pocitaji magnetické a elektrostatické, kdy jedna odpovida signalu a druha
zapticinuje Sum. Vyznamnymi silami jsou také kapilarni sily, které mohou ztézovat méteni tim,
Ze prekryji ostatni pusobici sily. Pfitomnost zminénych sil zavisi na podminkach daného méfeni
[21].

2.2.3 Zobrazovaci rezimy

AFM je vybaven nékolika zobrazovacimi rezimy neboli mody. Ruzné mody se vyuzivaji
pro rizné charakteristiky vzorku a jsou aplikovany v mnoha oblastech vyzkumu [24].
Nejcasteji se vyuziva 3 zakladnich modia. Ze statickych je to kontaktni (dotykovy) rezim.
Dalsi typ tvori dynamické mody, kam spadaji dalsi dva casto pouzivané mody,
a to bezkontaktni (bezdotykovy) a poklepovy mod. Vybér rezimu zavisi na vlastnostech
prfedmétu zkoumani a na silach, které se budou uplatiiovat na povrch daného vzorku atd. [26].
V dnesni dobé jiz existuje i velké mnozstvi zdokonalenych modua, které maji konkrétni
nastaveni pro méfeni specifickych vzorkli ¢i umoziuji studovat mnohé vlastnosti
zobrazovanych povrchll bez Casové narocné optimalizace [27].
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2.2.3.1 Kontaktni reim

Pfi tomto rezimu je hrot vzdy v kontaktu s povrchem vzorku, po kterém se pohybuje, a profil
zkoumaného vzorku zpisobuje vychyleni nosniku. Jelikoz se tento mod pohybuje ve velmi
malych vzdalenostech, tak zde plisobi mezi hrotem a vzorkem odpudivé sily v fadech 10~7 N.
Vlivem zminénych odpudivych sil dochazi k ohnuti nosniku smérem od povrchu. Rozliseni
tohoto mddu se pohybuje v ramci periodicity miizky [21].

Dotykovy rezim lze provadét ve dvou variantach. Prvni varianta je s konstantni vyskou,
kdy se musi zajistit konstantni poloha zakladny nosniku a méfi se pouze jeho ohyb. Zde je velmi
dilezita kalibrace nosniku. Druha varianta je méfeni s konstantni silou, kdy je zajisténo
konstantniho ohnuti nosniku a tim se zptsobi, ze se pifi méfeni pohybuje cely nosnik podle
profilu nahoru a dolt. Tato varianta se vyuziva Castéji pro méfeni biologickych vzorku, i kdyz
je pomalejsi. Kombinovany rezim jiz zminénych modu predstavuje tieti variantu, ktera je
ale malo pouzivana [21].

2.2.3.2 Bezkontaktni reiim

V bezkontaktnim rezimu se hrot piimo nedotyka povrchu vzorku. A to z divodu, aby se
zabranilo poskozeni nebo kontaminaci vzorku. Hrot, ktery by mohl poskozeni zptsobit, se zde
nachazi ve vzdalenosti 1-10 nm nad povrchem. Pfi méfeni se vyuzivaji hlavné Van der
Waalsovy sily. Nosnik v tomto rezimu kmita okolo své 1. rezonan¢ni frekvence s amplitudou,
pii které nedojde k dotyku hrotu s povrchem vzorku. Sily, které na hrot s nosnikem pusobi,
meéni jeho frekvenci, a na zakladé rozdilné vzdalenosti hrotu od vzorku se mize vyhodnocovat
topograficky obraz povrchu. V tomto rezimu mohou byt sledovany rovnéz zmeény rezonanc¢ni
frekvence nosniku [21]. Tento rezim je Casto vyuzivany a osvéd¢il se hlavné€ pro méfeni
biologickych vzorki nebo tenkych organickych filma, tedy celkové mékkych vzorka [24].
Nemaly vyznam v ramci méteni v tomto modu mé volba materialu nosniku [21].

2.2.3.3 Poklepovy reZim

Kombinace predchozich rezim@i dala vzniknout poklepovému modu, kdy nosnik kmita
v blizkosti své rezonancni frekvence, avSak amplituda se li§i podle pfiblizeni vzorku.
Po priblizeni hrotu ke vzorku pokrytému vrstvou kapaliny na n€j zaCnou puasobit Van der
Waalsovy, elektrostatické a dalsi sily, diky cemuz dojde ke zvySeni amplitudy, az se hrot dotkne
povrchu vzorku [26]. Pii dotyku ztrati hrot energii a dojde ke snizeni amplitudy nosniku, ¢imz
hrot opét kmitd v bezkontaktnim rezimu. Vhodné nastaveny poklepovy rezim je obecné
vlidnéjsi ke vzorku, protoze posun hrotu do stran probiha v okamziku, kdy neni se vzorkem
v kontaktu. Tento rezim vznikl jako optimalizace obou predchozich rezima. Nedochazi tolik
k poskozeni vzorku, ale zaroveri je zajisténo vyssi rozliseni diky dotyku. Nicméné vzorek mize
stale byt kontaminovan hrotem [21].

2.2.3.4 Kvantitativni zobrazovani (QI™ Quantitative Imaging)

Mezi progresivni mody patit QI™, diky kterému lze jednoduse zobrazovat mékké vzorky
s horsi pfilnavosti k substratu. Hodi se zejména pro zobrazovani bunék ¢i mikroorganismu
v laboratorni atmosféfe i v kapalném prostiedi. Princip tohoto rezimu je zalozen na piiblizovani
a (po dosazeni urcité sily) oddalovani hrotu od vzorku, kdy lze ziskat informace o adhezi,
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tuhosti, vySce vzorku aj. Vyhodou je, ze se hrot dotkne vzorku pouze jednou v ramci kazdého
meéfeného pixelu [27].

2.24 Charakterizace vzorki pomoci AFM

Hlavni uplatnéni AFM je v méfeni fyzikalnich sil a trojrozmémém zobrazovani povrchu.
Diky méteni sil lze ziskat predevsim mechanické vlastnosti, napf. Younglv modul
nebo tvrdost. Jak uz bylo nékolikrat zminéno, také se pii zobrazovani béhem méfeni postupné
generuje trojrozmérny obraz povrchu vzorku. Mnohdy se musi vystup v prub&éhu méfeni
upravovat, a i pfesto neni ziskany obraz Casto dostatecné kvalitni (pfedevsim u biologickych
vzorkt). Na mist€ jsou tedy pozdéjsi tpravy snimka [26].

Meéfenymi vlastnostmi pomoci AFM mohou byt: hydrofobicita ¢i hydrofilita, naboj povrchu,
mechanické vlastnosti atd. Pfi méfeni mikroorganismu se mapuji povrchové vlastnosti jako je
elasticita bunécné stény, turgor, adheze a dalSi charakteristiky [23]. Stejné tak se
prostiednictvim AFM méfi strukturni usporadani vzorkl, napf. struktura zivych bunék
v realném Case srozliSenim v ramci nanometrd. AFM tak celkové poskytuje celou fadu
moznosti, jak charakterizovat rizné vzorky za odlisSnych podminek [28].

2.2.5 Meéreni biologickych vzorku

Zpracovani biologickych vzorku, a tedy i pfiprava daného vzorku pro méfeni pomoci AFM,
se odviji od charakteru vzorku, at’ uz se jedna o vzorek tkané ¢i bakterialni buriky, a proto je
nutné dopredu zvazit vhodny rezim, vybér sondy a dal§ich parametri. Konkrétni podminky
meéfeni mikroorganismii souvisi s negativnim nabojem na jejich povrchu, zpusobenym
pfitomnosti aniontl, karboxylovych skupin a fosfati v povrchové membrané [23].
Také spravna ptiprava substratu a vytvorfeni kontrolovaného prostiedi s pozadovanymi
parametry predstavuje zakladni podminku uspé$ného méreni [26]. Nejdulezitéjsi je upevnéni
a imobilizace vzorku k hladkému povrchu bud’ adsorpci k substratu, nebo chemickou fixaci,
aniz by se narusil nativni stav biologického vzorku. Nejvice vyuzivanymi substraty jsou slida,
sklo a oxid kiemicity [23].

Slida (muskovit) je velmi Casto pouzivanym substratem, ktery je idealni pro zobrazovani
DNA, komplextt DNA s proteiny nebo tfeba pomocnych lipidovych filmt. Jako mineralni
material s mnoha nanometrovymi vrstvami muze byt snadno rozstipnut, ¢imz se ziska negativné
nabity, Cisty a rovny povrch. Modifikace povrchu slidy mize probéhnout riznymi zpusoby
zaucelem podpory adsorpce nebo navazani biomolekul kovalentnimi vazbami [29].
Pro bakterie, na rozdil od biomolekul, neni slida tolik vhodnym substratem, protoze pfi pouziti
jednoduché adsorpce neposkytuje povrch slidy bakterii dostateCnou kontaktni plochu a ta se
muze snadno uvolnit [23].

Dal§im zminénym substratem pro biologické vzorky je sklo, vhodné predev§im
pro zobrazovani vét§ich struktur a bunék. Jeho pomérné hruby povrch se moc nehodi
pii zobrazovani adsorbovanych molekul. Sklo je nutné vhodné ocistit, protoze je vzdy pokryto
organickymi casticemi, které mohou kontaminovat vzorek. Povrch tohoto substratu lze také
modifikovat napt. molekulami silanu, aj. [29].

Oxid kiemicity je polovodivy material. Zatimco se vyznacuje hladSim povrchem, nez ma
sklo, je naro¢néjsi na manipulaci a je také mnohem drazsi variantou [29].
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2.2.5.1 Metody imobilizace

Jelikoz byly v ramci experimentalni prace této bakalafské prace proméfeny bunky raznych
bakterialnich kment, byla reSerSe ohledné metod imobilizace biologickych vzorkti zaméfena
timto smérem. Upevnéni bakterii 1ze provést nékolika zptisoby a jeho spravné provedeni je
nezbytnym predpokladem pro uspéch celého méfeni. Metody se mohou délit v zavislosti
na tom, vjakém prostiedi bude samotné zobrazovani probihat. NejCastéjSimi piistupy
imobilizace jsou vysuSeni, adsorpce a chemicka fixace [23].

V prostredi vzduchu je nejjednodussim zptisobem imobilizace vysusenim. Kapicka suspenze
bunék se po naneseni na substrat necha zaschnout na vzduchu a nasledné po vyschnuti probiha
meéfeni [30]. Navic bylo zji§téno, ze pii spravném skladovani je mozné vysuSené vzorky opét
pouzit i po nékolika letech. Opétovna rehydratace také neni vyloucena [31]. Prestoze se jedna
o silnou imobilizaci, jejim omezujicim faktorem je snizeni viability bunék v disledku ztraty
vody [23].

Komplexnégjsi a komplikovanéjsi ptistup fixace vyzaduje zobrazovani ve vodném prostredi,
at’ uz se jedna o zobrazovani pifimo ve vod¢€, kultivaénim médiu ¢i pufru. Hlavnim divodem
zobrazovani ve vodnych prostfedich je zkoumani zivych bunék. Imobilizace by tedy méla
zachovat zivotaschopnost bunék, nejlépe bez morfologickych zmén. Neméné dulezity je téz
aspekt sily fixace a jeji stability v Case z divodu Casove narocnych méfeni [32].

Jednou z moznosti muze byt imobilizace kratkym vysusenim s naslednou rehydrataci, ale i to
muze vést k ovlivnéni viability ¢i morfologie zobrazovanych bunék [33]. Jiny pfistup
predstavuje fixace bunék chemicky, pomoci kovalentnich vazeb. Zde je Casta uprava povrchu
substratu tfeba glutaraldehydem. Vlivem kovalentnich vazeb vSak neni vylouCena ztrata
viability zptasobena napf. denaturaci proteind. Pouzitim kovalentnich vazeb pro fixaci lze
dosahnout snimkl s vysokym rozlisenim [23].

Velmi vyznamna a casto aplikovanad imobilizace bunék spociva v oSetfeni povrchu
substratu polykationty. Vzniklé elektrostatické interakce upevni zaporné nabité buriky bez
mechanického namahani. Standardné se substraty za ucelem ziskani kladné nabitého povrchu
oSetfuji Poly-L-lysinem (PLL) nebo Poly(ethyleniminem) (PEI). Podstatna je zde iontova sila
pouzitého média, ktera by méla byt co nejnizsi [33].

PLL je ¢inidlo hojn€ vyuzivané v riznych studiich pro upevnéni bakterii k substratu [30; 32;
34; 35].

PEI jiz byl v minulosti uspéSné pouzit v neékterych predchozich studiich zkoumajicich
bakterie pomoci AFM [36; 37]. Je to polymer schopny vytvorit kladné nabity povrch substratu.
Vyskytuje se v linearni i v rozvétvené formé, ktera byla pouzita v této bakalarské praci. PEI byl
zvolen jako imobilizaéni ¢inidlo, pfestoze by mohl mit vliv na propustnost vn€j§i membrany
G- bakterii [38]. Podle studie skupiny Helander et al. [38] by vSak PEI nemél vyrazné pusobit
na rust bakterii.

2.3 Metody studia morfologie prokaryotickych bunék

Pro studium morfologie bunek existuje cela fada mikroskopickych technik, liSicich se
principem a podminkami méfeni, k nimz patii predevsim svételna, fluorescencni a konfokalni
rastrovaci mikroskopie. Tyto techniky se odliSuji nejen principem, ale 1 mirou rozliSeni
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a pfiblizeni, které mohou poskytnout. S ohledem na vysoké rozliSeni se vyuzivaji mimo AFM
také naptiklad skenovaci elektronova (SEM) a transmisni elektronova mikroskopie (TEM).
VUci zminénym technikam ma AFM nékolik vyhod, ale i nevyhod [39].

Zatimco rozliSeni svételné a fluorescencni mikroskopie je omezeno vinovou délkou svétla
a limit se pohybuje okolo 0,2 um, AFM dosahuje rozli§eni v ramci nanometri. Nejen u AFM,
ale 1 u svételné a fluorescencni mikroskopie mohou byt vzorky pozorovany jak ve vzduchu,
tak ve vodném prostredi. Tudiz 1ze v téchto piipadech pozorovat zivé i nezivé buriky [39; 40].

Jisté zdokonaleni fluorescen¢ni techniky predstavuje konfokalni skenovaci mikroskopie,
diky niz lze ziskat 3D obrazy vzorki [39]. Konfokalni mikroskopie odstifiuje nepiesnosti
fluorescen¢nich mikroskopt vyuzitim clonky (pinhole) a umoziiuje tak ziskani kvalitné&jsiho
obrazu. Nevyhodu oproti AFM muze predstavovat rozliSeni, které je stale omezeno vinovou
délkou svétla, nebo nutnost pouziti fluorescencniho barveni nefluoreskujicich vzorkd, coz
predstavuje dalsi problém, a dale také vybélovani (photobleaching) fluoroforti. Proto je u této
techniky zasadni nalézt kompromis mezi degradaci fluorofort, rozliSenim a rychlosti skenovani
vzorku [41]. N. Mitik-Dineva et al. vyuzili porovnani vysledka z konfokalniho mikroskopu
s AFM ke studiu produkce neznamych extracelularnich latek bakteriemi Pseudoalteromonas
issachenkonii [40]. Sadin et al. zase velmi podrobné popisuje vyuziti metody AFM v kombinaci
s konfokalni skenovaci mikroskopii k dosazeni jesté vyssiho rozliSeni zobrazeni. Ve studii je
detailné popsan postup méteni a vyhody zminéného spojeni, které povazuje za velmi piinosné
pro pozorovani zivych bun€k a slibuje zisk cennych informaci z obou technik, jako jsou
moznost sledovat skenovany objekt nebo pfima kombinace mapovani sil pomoci AFM
s konfokalnimi snimky na jedné platformé [42].

V minulosti byly pro dosazeni vysokych rozliSeni, pohybujicich se v ramci nanometri,
nejvice pouzivany elektronové mikroskopy. Pro lepsi pochopeni morfologie a usporadani
bunék je dilezité se pohybovat v nano-méfitku. Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)
vyuziva vinové délky elektront a tim dosahuje potiebného rozliSeni. Principem je detekce
elektrond prochazejicich vzorkem, ktery musi byt velmi tenky a vodivy. Biologické vzorky se
proto Casto barvi tézkymi kovy. Hlavni nevyhoda TEM oproti AFM tedy bude ve slozité;si
piipraveé vzorku, ktery by navic mél byt odolny viéi vakuu, jez TEM vyzaduje. Oproti tomu
zobrazovani vzorki pomoci AFM je mozné i za laboratornich podminek a vyzaduje pouze
dobrou vazbu bunék na substrat [39; 43]. Na rozdil od AFM neni metoda TEM schopna méteni
zivych bunék a ¢asto dochazi ke vzniku artefaktt pii piipravé vzorkd. Na druhou stranu TEM
zprostredkovava vysoké rozliSeni a dovoluje kvantitativni analyzu [44]. Obé metody byly
pouzity napiiklad ve studii provedené skupinou Bassas et al. [43], ktera se piimo zabyvala
zobrazovanim bakterii obsahujici PHA.

Druhym zakladnim typem ze skupiny elektronovych mikroskopt je skenovaci elektronovy
mikroskop (SEM). Podobné jako u TEM je i zde velmi narocna piiprava vzorku, ale jiz neni
potieba tenkych fezl, protoZe technika SEM je zalozena na detekci elektrond odrazenych
z povrchu vzorku. Kromé barveni a fixace bunék je opét nutné zajistit prostredi vakua, a tudiz
neni realné zobrazeni zivych bakterii [39]. Jak uz bylo nékolikrat napsano, v tomto ma AFM
nepiekonatelnou vyhodu nad elektronovymi mikroskopy, kdy lze méfit biologické vzorky
v kapalném prostredi 1 ve vzduchu (popt. ve vakuu) [22]. SEM také neumoziiuje kvantifikaci
a Casto opét dochazi ke vzniku artefakti zpisobenych béhem piipravy vzorku [37]. Na zakladé
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detekovanych elektronii mizeme u SEM ziskat informaci o topografii nebo o chemickém
slozeni povrchu vzorku. Zobrazovana oblast je mnohem vétsi nez u AFM, ale vystup je pouze
dvojrozmérny. U AFM se obecné méfi jen fyzikalni vlastnosti a ma malou zobrazovaci oblast,
kdy oproti SEM lze zobrazit plochu maximalné 150x150 um. SEM ma také lepsi hloubku
ostrosti a jeho méfeni je podstatné rychlej§i nez u AFM [22; 26]. Studie kombinujici
¢i porovnavajici techniky SEM 1 AFM jsou velmi Casté a shrnuji jak vyhody, tak nevyhody
téchto technik [37; 39; 40; 44].

Obecné lze fici, ze je AFM velice vhodnou metodou pro zobrazovani prokaryotickych bunek,
nebot zachovani nativniho stavu a viability bunék pfedstavuje spolu s vysokym rozliSenim
obrazti a pomeérné jednoduchou piipravou vzorku hlavni pfednosti této metody. Jako vyhodné
se zda byt spojeni AFM s jinymi technikami pro dosazeni podrobnéjSich informaci a ziskani
tak komplexniho pohledu na prokaryotické buiikky v nano-méfitku.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni Casti bylo optimalizovat metodu méfeni buné€k rtiznych bakterialnich
kmenti pomoci mikroskopie atomarnich sil jak ve vzduchu, tak v kapalném prostiedi. Diraz
byl kladen predevsim na ptipravu reprodukovatelné imobilizace vzorkl v kombinaci s volbou
vhodného hrotu pro méfeni vybranych mikroorganismti. Méfeni bylo provadéno na pfistroji
NanoWizard 4 na Fakulté chemické VUT.

3.1 Pouzité chemikalie, pristroje a organismy

3.1.1 Chemikalie

Biotin (Sigma Aldrich Inc.)

CHj3Cl (Penta)

D-Fruktosa (Lach-Ner)

Glukosa (Lach-Ner)

H>SO4 (Sigma Aldrich Inc.)
Isopropylalkohol (Penta)

KH>PO4 (Lach-Ner)

K>HPO4/KH>PO4 (Lach-Ner)
Komplexni zivné médium

Kyselina benzoova (Lach-Ner)
Kyselina kapronova (98 %, Carl Roth)
Lenox LB Broth (Sigma Aldrich Inc.)
MgS0O4-7 H20 (Lach-Ner)

NaCl (Lach Ner)

Na;HPO4-12 H20 (Lachema)

NaOH (Lachema)

(NH4)2SO4 (Sigma Aldrich Inc.)
Nutrient Broth (Himedia)

Octan sodny (Penta)

Peptone (Himedia)

Poly-L-lysine hydrobromide (P6282, Sigma Aldrich Inc.)
Poly(ethyleneimine) solution (181978, Sigma Aldrich Inc.)
Roztok stopovych prvki

SYN salts

Yeast exctract powder (Himedia)

3.1.2 Pristroje

Analytické vahy, Boeco

Bruker/JPK NanoWizard 4 AFM

Centrifuga EBA 200

Laboratorni sklo a bézné vybaveni laboratote
Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments
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Magneticka michacka MMS-3000, Biosan
Mikrocentrifuga Sigma 1-14, Sartorius

NanoPhotometr P3, IMPLEN

pH metr, XS Instruments

Plynovy chromatograf, GC-FID, Thermo, TRACE 1300
Temperovana tfepacka Orbitah shaker ES-20, Biosan
Tlakovy hrnec, Tefal

Vortex, Benchmixer V2

3.1.3 Testované hroty

MLCT - A, C (hroty z Si3N4 s primérem 20 nm)
SNL - B (hrot z SizN4 s primérem 2 nm)
TESPA-V2 (kfemikovy hrot s primérem 7 nm)

3.1.4 Pouzité mikroorganismy

V experimentalni ¢asti byly pouzivany ctyfi bakterialni kmeny, které (kromé jednoho —
negativni kontrola Cupriavidus necator PHB™*) maji schopnost akumulovat ve vétsi mife PHA.
Nejpouzivangjsim kmenem byl Cupriavidus necator H16 CCM 3726, na kterém probihaly
vSechny puvodni testy imobilizace. Zbylé testovaci kmeny byly Halomonas halophila CCM
3662, ziskany (stejné jako C. necator H16) z Ceské sbirky mikroorganismt Masarykovy
univerzity v Brnég, dale mutantni kmen Cupriavidus necator PHB DSM 514 a Rhodospirillum
rubrum DMS 467, oba znémecké sbirky Liebnitz institutu (German Collection of
Microorganism and Cell Cultures).

3.2 Kaultivace

Bakterialni kmeny Halomonas halophila, Cupriavidus necator H16 a PHB™ byly uchovavany
v kryozkumavkach v 10 obj. % glycerolu jakozto kryoprotektantu, v celkovém mnozstvi 1,5 ml
smési v mrazaku pifi —80 °C. Bakterie Rhodospirillum rubrum se uchovéavaly obdobnym
zpusobem v 15 obj. % glycerolu. Jednotlivé kmeny vyzadovaly odlisné podminky kultivace
rozepsane nize.

3.2.1 Cupriavidus necator H16 a PHB*

Pro kultivaci bakterialnich kmenti C. necator H16 a PHB™ byl ptipraven roztok Nutrient Broth
(NB) podle navodu na koncentraci 25 g/l. Do Erlenmeyerovych ban¢k (100 ml) bylo umisténo
50 ml pfipraveného NB o slozeni:

Beef extract 10 g/l
NaCl Sgh
Pepton 10 g/l

Takto pfipravené banky se zazatkovaly a nechaly sterilovat v tlakovém sterilaCnim hrnci
pfi teploté 220 °C a polouzavieném ventilu po dobu 30 minut. Po sterilaci probéhlo chlazeni
banék s NB na laboratorni teplotu a nasledné¢ naockovani meédia pfislusSnymi kulturami
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za sterilnich podminek v lamindrnim boxu. Kazdé inokulum se vzdy kultivovalo po dvou
vzorcich a do pfipravenych banék piislo 300-750 pl suspenze rozmrazenych bakterii.
Po zaoCkovani byly bariky s inokuly okamzit€¢ umistény do tfepacky vyhiivané na 30 °C
a kultivovany pfi 180 rpm.

Po 24hodinové kultivaci se preoCkovalo 5 ml (5 obj. %) inokula do nového, predem
ptipraveného produkcniho média s nasledujicim slozenim:

Destilovana voda 11
KH2PO4 1,02 g
MgSO4-7 H20 02¢g
Na;HPO4-12 H>0 11,1¢g
(NH4)2S04 lg

Po 100 ml takto nachystaného produkcniho média bylo rozlito do Erlenmeyerovych ban¢k
(250 ml) a bylo vysterilovano obdobng, jak je zminéno vySe u sterilace NB. Po vychlazeni bylo
do média v ockovacim boxu jesté pridano 100 ul (1 ml/l) roztoku stopovych prvka (MES)
a 5 ml fruktosy o koncentraci 20 g/1, ktera zde plni roli zdroje uhliku pro tvorbu PHA. Nakonec
byly pfidany jednodenni kultury (inokula). Timto zptisobem pfipravené bariky byly umistény
na tfepacku pfi 30 °C, 180 rpm na dobu 72 h. Po uplynuti kultiva¢ni doby probihal odbér vzorka
pro méfeni na AFM. Roztok MES obsahoval nasledujici slozky:

CaClh 78 ¢
CoCl, 0,119 ¢
CrCl, 0,062 g
CuSOq4 0,156 g
FeCl3 9,7¢
HCI (0,1 M) 11
NiCl» 0,118 g

3.2.2 Halomonas halophila

Pro tvorbu inokula bakterii Halomonas halophila se ptipravilo komplexni zivné médium

(CNM) o slozeni:

Destilovana voda 11
Glukosa lg
NaCl 66 g
Peptone 15¢
Yeast extract powder 3g

Priprava a kultivace inokula zde probihala stejnym zptsobem jako u kmenu C. necator,

jen s rozdilem pouziti CNM misto NB.

Po 24 hodinach kultivace nasledovalo opét pfeockovani do produk¢éniho média skladajiciho

se z téchto komponent:
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Destilovana voda 11

KH2PO4 1,02 g
MgSO47 H20 02¢g
NaCl 66 g
Na;HPO4-12 H20 11,1g
(NH4)2S04 3g

Do Erlenmeyerovych banék (250 ml) se 100 ml vysterilovaného produkéniho média
obohaceného o NaCl bylo steriln€ napipetovano 100 pl (1 ml/l) roztoku MES, 5 ml glukosy
o koncentraci 20 g/l a 5 ml bakterialni kultury. Kultivace poté probihala stejné€ jako u bakterii
C. necator, na tfepacce po dobu 72 h pii 30 °C a 180 rpm. Nasledné probihal odbér narostlych
kultur.

3.2.3 Rhodospirillum rubrum

Bakterie se zkryozkumavek ockovaly na sterilni Petriho misky obsahujici smés agaru
o koncentraci 1,7 hm. % a LB broth skladajici se ze Ctyt slozek:

Destilovana voda 11
NaCl S5¢
Trypton 10 ¢
Yeast extract 5¢g

R. rubrum se na takto pfipravenych Petriho miskach kultivovalo 5 dni ve tmé pti 30 °C.
Poté se bakterie sterilné preockovavaly do 100 ml submerzniho LB média v Erlenmeyerovych
barikach (500 ml) a nechaly se kultivovat 3 dny na tfepacce opét ve tmé pti 30 °C a 160 rpm.
Po uplynulé kultivaci se vzdy méfila opticka hustota (OD) narostlé kultury pifi 660 nm proti LB
médiu jako blanku. Hodnota OD by se zde méla pohybovat okolo absorbance 1. Podle vysledné
hodnoty OD se voli mnozstvi inokula, které se ockuje do produkéniho média na pocatecni
hodnotu OD cca 0,1.

Pro AFM méfeni byly testovany tii verze produkéniho média liSici se ve zdroji uhliku.
Zakladni slozeni média pro jednu kultivaci R. rubrum je:

Biotin 0,1 ml
Destilovana voda 744 ml
K>oHPO4/KH2PO4 0,5 ml
SYN salts 200 ml
Zdroj uhliku 50 ml

Slozeni SYN salts na 1 I destilované vody:

CaClx-2 H20 0,66 g/1
Chelated FeMo 50 ml
MgSO4-7 H20 1,25 g/l
MOPS pufr 10,5 g/l
NH4Cl1 S5¢gl
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NiCl, 5 ml

Ptipraveny roztok se nasledné upravoval 30% roztokem NaOH na pH 7,1 a byl sterilovan
ve sterilacnim hrnci pii otevieném ventilu po dobu 30 minut pii 220 °C.

Jako zdroj uhliku byl pouzit acetat, fruktosa nebo hexanoat. Kazdy v takovém mnozstvi,
aby celkova koncentrace uhliku ve 100 ml média odpovidala 100 mM. K tomu byly pouzity
roztoky o koncentraci 340 mM pro hexanoat a fruktosu. V pripad¢ acetatu se pouzil 1 M roztok.

Po sterilnim zaockovani bakterii do pfipravenych médii s pfisluSnym zdrojem uhliku
probihala kultivace na tfepackach pti 30 °C, 160 rpm a ve tmé. Odbéry bakterii pro méteni
na AFM probihaly po 24 a po 48 hodinach kultivace.

3.3 Charakterizace narostlych kultur

3.3.1 Opticka hustota

Po kultivaci se provadélo méteni optické hustoty (OD, z angl. optical density) narostlych kultur.
Absorbance vzorku bakterii kmene C. necator a H. halophila se odecitala pfi vinové délce
630 nm a pro R. rubrum pti 660 nm. Méfeni probihalo v plastovych kyvetach obsahujicich 1 ml
vhodné natfedéného vzorku a jako blank slouzila destilovana voda ¢i fosfatovy pufr pro R.
rubrum. Pro kazdou kulturu byla provedena dvé meéfeni absorbance, kterd se poté
zpramérovala.

3.3.2 Plynova chromatografie

Mnozstvi PHA v biomase bylo urCovano pomoci plynové chromatografie. Ptiprava vzorku
probihala nasledujicim zpusobem: Nejprve se pfipravila biomasa na suSeni, kdy z kazdé
narostlé kultury byly odebrany dva vzorky po 10 ml do centrifuga¢nich zkumavek
a centrifugovany. Centrifugace probihala po dobu 5 minut pti 6000 otackach. Nasledné byl slit
supernatant a sediment se rozsuspendoval v 10 ml destilované vody za pomoci vortexu.
Takto pfipravené suspenze se znovu umistily do centrifugy na 6000 otaek a po 5 minutach
centrifugace byl odlit supernatant. Odstfedéna biomasa se umistila do susarny na 70 °C,
kde byla vysuSena a nasledné zvazena na analytickych vahach.

Do krimpovacich vialek bylo na analytickych vahach navazeno 9—-11 mg z predem vysusené
biomasy, kdy se z kazdého vzorku pfipravila 1 vialka. Do kazdé ptfipravené vialky se ptidal
1 ml CH3Cl a 0,8 ml vnitiniho standardu sloZzeného z 15% roztoku H2SO4 v methanolu
a kyseliny benzeoové o koncentraci 5 mg/ml. Takto ptipravené vialky byly uzavieny pomoci
krimpovacich klesti a umistény do topného bloku na vialky, kde probihala esterifikace po dobu
3 hodin pfi teploté 94 °C.

Po esterifikaci se obsah vychladlych vialek prelil do vétSich 4 ml vialek, kam bylo dale
ptidano 0,5 ml 50 mM NaOH za ucelem precisténi a neutralizace vzorku. Po protiepani se
rozdelil obsah vétsich vialek na spodni organickou a horni vodnou fazi, kdy v sobé spodni faze
zahrnovala ndmi zkoumané produkty esterifikace PHA. Do dalSich vialek bylo odebrano 50 pl
organické faze a smichano s 900 pl isopropylalkoholu, ¢imz byly vzorky pfipravené
pro naslednou plynovou chromatografii.
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3.4 Optimalizace metody pripravy vzorku pro méfeni na AFM

3.4.1 Priprava vzorkua

Pro zobrazovani vzorka bakterii na vzduchu a v kapalném prostiedi pomoci AFM byly pouzity
razné imobilizacni postupy. Pii volbé vhodné metody byl kladen duraz predevsim
na jednoduchost pfipravy a kvalitu dané fixace. Priprava v§ech vzorkt probihala na sklenénych
podloznich sklickach predstavujicich substrat pro uchyceni bakterii. Kontaminaci vzorka
se predchéazelo umisténim vsech sklicek do sterilnich Petriho misek. Veskera manipulace se
vzorky probihala v rukavicich a co nejrychleji s minimalnim oteviranim Petriho misek.

3.4.1.1 Zobrazovani na viduchu

Po kultivaci byly bakterialni kmeny 2x promyty fosfatovym pufrem (PBS) o slozeni:

Destilovana voda 11
NaCl 8¢g
Na;HPO4:2 H2,0 1,44 g
KCl 02¢g
KH>POq4 0,24 ¢

Pro halofilni bakterie H. halophila bylo do PBS pufru jesté pridano 66 g/l NaCl. Promyté
bakterie byly nasledné zfedény 10x, 100x%, 1000% a v¢etné nefedéného vzorku bylo naneseno
50 pl rizné zfedénych suspenzi bunek na sklicka. Vétsina suspenze byla ze sklicka ihned odsata
zpét do pipety a mala ¢ast vzorku, ktera na sklicku zlstala, se nechala zaschnout v Petriho misce
pii laboratorni teploté. Druha varianta pfipravy vzorku vyzadovala pouze 5 ul bakterialni
suspenze rozprostienych na sklicku pomoci pipety do kruhu o priméru 1 cm.

Totozné postupy byly provedeny také s destilovanou vodou misto PBS.

3.4.1.2 Zobrazovani v kapaliné

Pro méfeni mikroorganismi v kapalném prostiedi bylo aplikovano nékolik postupt imobilizace
za pouziti Poly-L-lysin hydrobromidu a Poly(ethyleniminu), zakoupenych od spolecnosti
Sigma Aldrich Inc. Po dvojnasobném promyti bunck v pfislusném pufru byly bakterie
skenovany pii rizném fedéni v zavislosti na OD narostlé kultury. Redéni kultur piitom
zpravidla odpovidalo pravé fedéni, které vyhovovalo méfeni OD. I zde byla vSechna sklicka
vzdy uloZena ve sterilnich Petriho miskach, aby nedoslo ke kontaminaci vzorkd prachem
¢i jinymi necistotami. Kromé& pouzitych fixacnich cinidel byla téz provedena imobilizace
vysuSenim s naslednou rehydrataci prostym prelitim vysusenych bakterii destilovanou vodou.

e  Poly-L-lysin
Imobilizace pomoci Poly-L-lysinu (PLL) byla provedena s PLL ve formé Poly-L-lysin
hydrobromidu, ktery byl podle instrukci od vyrobce nafedén na koncentraci 1 mg/ml. Fixace
bunék pomoci PLL byla testovana v nékolika variantach, které byly nasledné srovnany (viz nize
a, b, ¢). Pro fixace byly pouzity suspenze bez fedéni, s fedénim 10x, 100x a s fedénim podle
OD (20x nebo 50x). Nafedény roztok PLL byl uchovavan ve zkumavkach v mnozstvi 5 ml
v mrazaku pti —20 °C. Rozmrazeni prob&hlo vzdy tésné pred pouzitim a nasledné byl roztok
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ihned vracen zpét do mrazaku.

Testované imobilizacni postupy:

a) Na podlozni sklo bylo aplikovano 1 ml 0,01 mg/ml roztoku PLL. Skli¢ko bylo umisténo
do uzaviené Petriho misky, kde fixacni Cinidlo pasobilo 5 minut a po uplynuti této doby bylo
peclivé oplachnuto destilovanou vodou. Pfed nanesenim vhodné ziedéné suspenze bunék se
nechalo sklicko 1 h a v druhé varianté 2 h schnout pii laboratorni teplot€. 1 ml suspenze zivych
bakterii byl napipetovan na zaschly povrch podlozniho skla a po 5 minutach bylo sklicko omyto
10 ml PBS, ihned umisténo do Petriho misky a zalito 20 ml PBS tak, aby bakterie nebyly
vystaveny vysychani. Takto pfipraveny vzorek byl poté podroben samotnému méfeni pomoci
AFM.

b) 0,5 ml 0,01 mg/ml roztoku PLL se nechalo na podloznim skle ptisobit po dobu 1 h pfi
laboratorni teploté, nasledné bylo sklo omyto destilovanou vodou a ihned pokryto 1 ml
bakterialni suspenze na dobu 1 h. Poté bylo sklicko splachnuto 10 ml pfislu§ného pufru,
ulozeno zpét do Petriho misky a zalito 20 ml pufru, ¢imz byl vzorek pfipraven pro méfeni.

c) Dalsi vzorek byl pfipraven tak, Ze se po naneseni a rozetieni 20 ul, 40 ul, 50 ul, 70 ul
a 100 pl 0,01% roztoku PLL nechalo ¢inidlo zaschnout na podloznim skle umisténém v susarné
rozehiaté na 50 °C. Po uschnuti povrchu na né byla za laboratorni teploty napipetovana
suspenze bakterii (1 ml) na 30 min, ktera byla nasledné oplachnuta 10 ml pufru. Sklo bylo ihned
ulozeno do sterilni Petriho misky a zalito 20 ml pfislu§ného pufru.

e  Poly(ethylenimin)

N/\\/NHQ
(N N H

N N N
H2N’A'\-/ \/\H/\/ \/?/\\/ \//\NHQ

N
HoN™ > " NH,

Obrazek 4 Struktura pouzitého PEI

Dal§im imobiliza¢nim ¢inidlem byl zvolen Poly(ethylenimin) (PEI) zakoupeny ve formeé
50hm. % PEI v HxO. Naobrazku 4 lze pozorovat primarni, sekundarni 1 tercialni
aminoskupiny, diky nimz vznika vrstva polykationtii na sklenéném substratu.

Nejprve byl pfipraven 0,2% vodny roztok PEI ktery byl v mnozstvi 1 ml aplikovan
na podlozni sklo. Vzorek se nechal adsorbovat za laboratorni teploty po dobu 3 h, 6 h a 24 h.
Poté bylo podlozni sklo oplachnuto destilovanou vodou a ihned na néj byl napipetovan 1 ml
nezfedéné bakterialni suspenze. Po jedné hodiné byly neuchycené bakterie splachnuty 10 ml
PBS a sklicko bylo zalito v Petriho misce 20 ml PBS.
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3.5 Nastaveni AFM pro méreni

Pro méfeni jednotlivych bakterii byl zvolen QI™ méd, ktery by mél byt nejsetrn&jsim a podle
vysledku literarni reSerse také nejvhodn€jsim rezimem pro zobrazovani zivych bunék. VSechna
méfeni byla provadéna pii teploté 25 °C. Nastaveni piistroje pro mé&feni v QI™ modu bylo
nasledujici:

Pfi vybéru hrotu bylo nutné dbat na jeho parametry, které vyznamné ovliviiuji celé méfeni.
Po nasazeni vybraného hrotu do drzaku a umisténi do hlavy mikroskopu byl predem pfipraveny
vzorek polozen na zakladnu mikroskopu. Po nasazeni hlavy mikroskopu na zékladnu byla
pomoci pozi¢nich §roubl vybrana oblast pro skenovani.

V programu JPK SPM Desktop byl vybran mod QI™ Advanced Imaging, kdy bylo nasledné
nutné zacilit laser na vybrany hrot a vyrovnat polohu detektoru tak, aby paprsek laseru mifil
doprostred ctyrkvadrantniho detektoru. S vyrovnanym detektorem bylo potieba v programu
vybrat nazev Cipu, na kterém se nachdzel zvoleny hrot, prostfedi pro méfeni, teplotu okoli
a predpokladanou vysku vzorku. Nasledné byla provedena kalibrace nosniku.

V pifipad€é zobrazovani v kapalném médiu byl pfed kalibraci ponofen hrot s drzakem
do kapaliny nad vzorkem, kdy musela byt upravena poloha zrcatka, a hrot byl hodinu smacen
pro ustaleni signalu. Nasledovala jiz zmifiovana kalibrace nosniku, ktera stanovila hodnotu
Setpoint (silu hrotu na vzorek).

V karté Aquire data byly upraveny parametry Setpoint, Z Speed (rychlost skenovani) a Pixel
Time urcujici délku skenovani jednoho pixelu. V neposledni fadé byla nastavena velikost
skenované plochy, ktera mohla byt az 100x100 um, a celkové rozliseni a kvalita ziskaného
obrazu pod nazvem Pixels. Po finalnim nastaveni parametri bylo spusténo automatické
pfiblizeni hrotu ke vzorku pomoci piezoelektrického efektu.

3.6 Meéreni mechanickych vlastnosti

V ramci experimentalniho méfeni byla provedena charakterizace mechanickych vlastnosti
bakterii kmene Cupriavidus necator H16 a C. necator PHB™. Méieni bylo provedeno jak
na vzduchu s vysuSenymi vzorky, tak v kapalném prostiedi PBS. Nastaveni mikroskopu bylo
upraveno na delsi dobu skenovani (10 min na vzduchu a minimélné€ 20 min v PBS) za t¢elem
ziskani kvalitnich kfivek pfiblizeni a retrakce, z jejichz prabéhu by bylo mozné urcit Youngtv
modul ¢i adhezi.

3.7 Zpracovani vystupu méreni

Snimky ziskané z méfeni byly nasledné€ vyhodnoceny a zpracovany prostiednictvim programu
JPK Data Processing, konkrétné charakteristiky Adhesion, Height a Slope Fit. Kazdou tuto
charakteristiku Ize samostatné vybrat pro zpracovani a upravovat. Snimky byly dale doplnény
méfitkem & piimkou znazorfiujici vzdalenost dvou bodi. QI™ mod také umoziiuje zpracovat
kiivky naméfené béhem skenovani. Ze ziskanych kfivek byla vypocitana adheze vzorku
a Younguv modul.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Experimentalni ¢ast této bakalarské prace byla provedena na zakladé€ teoretickych poznatku
ziskanych z literarni reSerSe. Cilem prace bylo seznamit se s mikroskopem atomarnich sil
a zvolit vhodny mod, pouzitelny pro zobrazovani bun€k vybranych bakterialnich kmend.
Kromé volby modu byly porovnavany hroty s riznymi charakteristikami, které by co nejméné
ponicily bakterie, ale zaroven aby bylo dosazeno snimka s vysokym rozliSenim. Pro méfeni
byly testovany a hodnoceny také odliSné imobilizacni postupy s vyuzitim vicero fixacnich
¢inidel. Kazdy bakterialni kmen byl téz charakterizovan z hlediska mnozstvi akumulovanych
PHA a narostlé biomasy.

4.1 Charakteristika mérenych bakterialnich kmenu

4.1.1 Opticka hustota

Opticka hustota jednotlivych bakterialnich suspenzi byla ziskana podle postupu, ktery je popsan
v kapitole 3.3.1. Z vysledki naméfené optické hustoty jednotlivych kultur bylo nasledné
vyhodnoceno dalsi fedéni pro analyzu pomoci AFM. Jako nejvhodnéjsi bylo experimentalné
zvoleno pouziti stejného fedéni pro AFM jako pro métfeni hodnoty OD.

Bakterie C. necator H16 byly zvoleny pro svou vysokou produkci PHB. Jak Ize vidét
v tabulce 1, pro bakterie C. necator H16 byly namétfeny nejvyssi hodnoty optické hustoty
a po 72 h kultivace vykazovaly nejvétsi koncentraci bunék v suspenzi. U negativni kontroly
(C. necator PHB™) byly naméfeny znateln& niz§i hodnoty OD poukazujici na mensi narostlou
biomasu (1,40 a 1,45 g/1). Jejich vysledné fedéni se také odpovidajicim zptisobem lisilo. O néco
vice nez C. necator PHB™ narostl bakterialni kmen H. halophila, u kterého téz stacilo fedéni
20x%. U této bakterie se muselo davat pozor na salinitu prostfedi a v ramci méfeni na AFM byl
testovan vliv vysoké salinity prostiedi (66 g/l NaCl) na priubéh skenovani. Dale byly
analyzovany bakterie kmene R. rubrum rostouci natfech rliznych substratech, kdy byl
porovnavan vliv vybéru substratu na mnozstvi narostlé biomasy. Hodnoty OD jsou zde nasobné
vyS$si pro 48 h kultivaci, kdy musela byt bakterialni suspenze 10x fedéna, oproti 24 h kultivaci,
kdy ftedéni nebylo potfeba. Vybér substratu mél také vliv na rozmanitost mnozstvi
vyprodukovaného PHB, které se charakterizovalo pomoci plynové chromatografie.

Tabulka 1 Opticka hustota jednotlivych bakteridlnich kmenii

Vinova délka | Bakterialni kmen | Substrat Meéfeni AFM Stari OD Redéni
C. necator H16 | Fruktosa na vzduchu 72 h 44,35 50x%
C. necator PHB* | Fruktosa na vzduchu 72h 3,56 20x%
630 nm C. necator H16 | Fruktosa v PBS 72 h 38,85 50x%
C. necator PHB* | Fruktosa v PBS 72 h 3,45 20x
H. halophila Glukosa | navzduchui vPBS | 72h 8,51 20x

R. rubrum Acetat | navzduchuivPBS | 24 h 0,84 | nefedéno

R. rubrum Fruktosa | na vzduchui vPBS | 24 h 0,42 | nefedéno

660 nm R. rubrum Hexanoat | na vzduchui vPBS | 24 h 0,23 | nefedéno
R. rubrum Acetat v PBS 48 h 2,52 10x
R. rubrum Fruktosa v PBS 48 h 4,31 10x
R. rubrum Hexanoat v PBS 48 h 1,94 10x
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4.1.2 Plynova chromatografie

Data z plynové chromatografie byla ziskana podle postupu popsaného v kapitole 3.3.2
a charakterizuji mnozstvi PHB akumulovaného v jednotlivych bakterialnich kmenech.
Tyto vysledky predstavuji klicovou informaci ke zhodnoceni snimka ziskanych pomoci AFM.
U bakterii s vysokym mnozstvim vyprodukovaného PHB lze totiz predpokladat vyssi profil,
ptipadné rozdilnou topografii povrchu buriky.

Tabulka 2 MnozZstvi biomasy a koncentrace PHB v g/l a v % suché biomasy pro jednotlivé bakterialni
kmeny

Bakterialni kmen | Staii Méi'eni AFM Biomasa (g/1) | PHB (g/) PHB

C. necator H16 72 h na vzduchu 9,11 8,57 94,1 %

C. necator PHB-4 72 h na vzduchu 1,45 0,01 0,7 %

C. necator H16 72 h v PBS 8,98 7,49 83.4 %

C. necator PHB-4 72 h v PBS 1,40 0,01 0,7 %

H. halophila 72h | navzduchuiv PBS 1,49 0,65 43,6 %

R. rubrum (acetat) 24 h | navzduchuiv PBS 0,07 0,02 28,6 %
R. rubrum (fruktosa) | 24 h | na vzduchuiv PBS 0,03 nestanoveno | hestanoveno
R. rubrum (hexanoat) | 24h | na vzduchuiv PBS 0,02 nestanoveno | nestanoveno

R. rubrum (acetat) | 48h v PBS 0,55 0,07 12,7 %

R. rubrum (fruktosa) | 48 h v PBS 0,86 0,01 1.2 %

R. rubrum (hexanoat) | 48 h v PBS 0,66 0,03 4,5 %

Jak je vidét v tabulce 2, tak nejvétsi mnozstvi PHA se prokéazalo u kmene C. necator H16.
Nejnizsi mnozstvi PHB pak bylo zaznamenano u C. necator PHB™ coz odpovida
predpokladiim. Diky tomuto velkému rozdilu v mnozstvi PHB mohly byt porovnavany bakterie
stejného kmene (s riaznou produkci PHB) pomoci AFM.

H. halophila obsahovala po 72 h kultivace 43,6 % PHB, kdy mnozstvi narostlé biomasy bylo
podobné jako u C. necator PHB™. Jak jiz bylo zminéno, u tohoto bakterialniho kmene §lo
predevsim o provéreni vlivu salinity na pribéh meéfeni na AFM. Vysledky z GC poté byly
vyuzity pro porovnani vlivu mnozstvi naakumulovaného PHB na vysku a topografii bakterii.
Bakterie kmene R. rubrum rostouci na fruktose a hexanoaté nemély po jednodenni kultivaci
dostatecné mnozstvi biomasy, a proto je nebylo mozné analyzovat pomoci plynové
chromatografie. I pfesto se Casné kultivacni hodiny vyuzily pro méfeni na AFM skrze zji§téni
vlivu substratu na samotnou morfologii bunék a pro porovnani této morfologie se starSimi
kulturami.

Vliv akumulovaného PHB na vysku buriky se hodnotil predevsim u kultur o staii 48 h.
Nejvyssi mnozstvi vyprodukovaného PHB bylo potvrzeno u bakterie R. rubrum rostouct
na acetaté s koncentraci 0,07 g/l (12,7 % PHB suché biomasy). Po 48 h kultivace byla nejnizsi
koncentrace PHB namétena u kultur rostoucich na fruktose, kde v§ak narostlo nejvétsi mnozstvi
biomasy.

4.2 Optimalizace méfeni zvolenych bakterialnich kmeni na vzduchu

Jak uz bylo zminéno vyse, pro métfeni bakterialnich bunék pomoci AFM na vzduchu je velmi
dilezita imobilizace samotného vzorku, vybér vhodného hrotu a zvolené parametry méfeni.
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4.2.1 Imobilizace

Imobilizace na vzduchu probihala vysuSenim nanesené suspenze bud’ v PBS nebo v destilované
vodé na podlozni sklo. Vzorky obsahujici PBS byly v tomto pfipadé nepouzitelné, jelikoz se
pfi vysychani suspenze zacCaly tvofit krystaly soli obsazenych v pufru. Tato skutecnost
znamenala, ze se pomoci AFM nepodafrilo ziskat zadny snimek bakterie.

Naproti tomu vzorky bakterii suspendovanych v Cisté vodé dokonale vyschly a na sklicku
nebyly pozorovany zadné rusivé elementy. Podle vybraného fedéni se Casto vytvofila zakalena
skvrna, ktera indikovala oblast pro skenovani. V tomto ptipadé se u v§ech skenovanych bakterii
prokazalo nejvhodnéjsim fedéni 10x. Nefedéné vzorky obsahovaly pfiliS mnoho bakterii
a povrch byl velmi Clenity a vysoky, protoze bakterie byly husté u sebe a piekryvaly se. Naopak
vy$§im fedénim bylo dosazeno nizkého poctu bakterii ve skenovaci oblasti.

Pro pftipravu vzorkl byl preferovan postup s rozetfenim 5 pl suspenze na prameér kruhu 1 cm.
Tato varianta totiz pracovala s men§im mnozstvim suspenze, ale kvalitni snimky byly ziskany
v obou piipadech.

4.2.2 Vybér hrotu

Pii méfeni na vzduchu byly testovany rizné€ opotiebené hroty TESPA-V2, kde se na Cipu
nachazi vzdy pouze jeden nosnik s hrotem. Vyrobcem uvadéna hodnota Spring Constant
neboli konstanta tuhosti nosniku je 42 N/m. Zminény hrot je vhodny pfedev§im pro méfeni
v poklepovém modu pii zobrazovani na vzduchu. Nejprve byly pouzity upln€ nové hroty,
které vSak byly pfili§ ,tuhé“, béhem meéfeni dochazelo kniCeni bakterialnich povrcha
avysledkem byly snimky poni¢enych bakterii (viz obrazek 5). Teprve po dostateném
opotiebovani hrotu a jeho ,,otupéni® se podafilo ziskat snimky neponic¢enych bakterii. V tomto
ptipadé hrot po kalibraci vykazoval konstantu tuhosti jen 23 N/m.

Pro méfeni na vzduchu bylo také testovano pouziti hrotu mék¢iho jiz z vyroby, a to konkrétné
SNL - B s konstantou tuhosti 0,12 N/m, ale pfistroj po spusténi sken okamzité zastavil a neslo
v méfeni dale pokraCovat. To mohlo byt zptusobeno tim, ze je zminény hrot specifikovan
pro méfeni v kapalném prostiedi.
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Obrazek 5 Snimek bakterie C. necator H16 neporusené (vlevo) a mechanicky porusené béhem mérent
(vpravo)
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4.2.3 Nastaveni parametru méreni

Predpokladana vyska vzorku byla pfi stfedni adhezi nastavena na 500 nm. Hodnota Setpoint
byla vzdy pii méfeni hrotem TESPA-V2 ponechana podle kalibrace a pohybovala se v rozmezi
60-90 nN. Stejn¢ tak se pro méfeni nijak neupravovala prednastavena hodnota Z lenght,
jejiz hodnota byla vétSinou 300 nm. Ukazalo se, ze je nejlepsi udélat prvotni sken vétsiho
rozsahu (napf. 50x50 pm) s niz§im rozlisSenim. A pro dalsi skeny jiz byly vybirany konkrétni
bakterie a velikost rozli§eni byla volena bud’ 256x256 pixelt, nebo 512x512 pixeld. Casové
zabralo posledni zminéné rozliSeni asi tfikrat del$i dobu neZ rozliSeni 256x256 pixeld,
konkrétné kolem 30 minut.

4.2.4 Vysledky

Vysledné snimky bakterii byly v programu JPK Data Processing upraveny a opatieny osami
i stupnici udavajici vysku ve sméru osy z (viz obrazek 6).
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Obrazek 6 Cupriavidus necator H16 na velkém skenu 50x50 um

U osamocenych bakterii natoenych kolmo ke sméru skenovani byly provedeny podrobné;jsi
skeny, které mizeme vidét na nasledujicich obrazcich. Bylo dualezité volit kolmo natocené
bakterie, aby se zamezilo vzniku nezadoucich fragmentd a artefakti pii méfeni. Jak bylo
zminéno vySe v kapitole 4.2.14.2.1, vSechny snimky byly pofizeny pii fedéni bakterialni
suspenze 10x.

Na nasledujicim obrazku 7 1ze pozorovat porovnani razného rozliSeni pii skenovani jedné
bakterie. Jak je vidét, tak rozliseni 256x256 pixelt (obrazek 7 vlevo) oproti rozliseni 512x512
pixela (obrazek 7 vpravo) je naprosto postacujici, a proto bylo toto rozliSeni i nadale pouzivano
pro skenovani jednotlivych bakterii.
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Obrazek 7 Snimky bakterie C. necator H16 pri rozliSeni 256 <256 (vievo) a 512x512 pixelii (vpravo)

Vyse vyobrazena bakterie Cupriavidus necator H16 se fadi mezi producenty PHA. Snimky
z AFM zde ukazuji topografii jejiho povrchu. Jak jiz bylo diive zminéno, vyska bakterie je
ovlivnéna predev§im mnozstvim akumulovanych PHA, a tedy 1 velikosti granuli. Pfi srovnani
snimk(i C. necator H16 s obrazky mutantni bakterie C. necator PHB™, ktera neni schopna
produkovat PHA, se jejich vyska i Clenitost povrchu zna¢né lisi, coz je viditelné na obrazku 8.
Zde je rozdil mezi realnymi vySkami oskenovanych bakterii konkrétné¢ 600 nm, kdy zde
zobrazena bakterie C. necator H16 ma maximalni naméfenou vysku 710 nm. Pfi srovnani
snimk s odpovidajicimi vysledky plynové chromatografie, kdy pro C. necator H16 vyslo
mnozstvi PHB na 94,1 % suché biomasy a pro C. necator PHB™ vyslo 0,7 %, je jasné patrny
vliv vyprodukovanych PHB na vysku vzorku. Z obrazku je téz viditelny rozdil v mohutnosti
bakterii, kdy C. necator H16 pusobi plné&jsim, vice zavalitym dojmem s Sitkou 1,5 um
v nejsirsim misté. Naproti tomu C. necator PHB™, postradajici PHB granule, je mnohem tenci
s malou vyskou a maximalni Sitkou jen 1 pm.
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Obrdazek 8 Bakterie Cupriavidus necator H16 (vievo) a Cupriavidus necator PHB™( vpravo)

Dale byl skenovan bakterialni kmen H. halophila, taktéz akumulujici PHA. Na nasledujicim
obrazku 9 lze pozorovat rozméry a tvar této bakterie ve vysuSené forme. Ze znacné vysky
bakterie muzeme soudit pfitomnost PHB granuli, coz potvrzuji i vysledky z plynové
chromatografie, kde vyS§lo mnozstvi PHB na 43,6 %. V porovnani s C. necator HI6 je to
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0 50,5 % méné obsahu PHB v biomase. Realna maximalni vyska bakterie na obrazku 9 je
513 nm, coz je uz jen o 200 nm méné nez maximalni vyska C. necator H16 na obrazku 8.
Pti pripravé vzorku vysuSené bakterie H. halophila byla opét bakterialni suspenze promyta 2x
v destilované vod¢ za ucCelem odstranéni jednak metabolit a necistot, ale také nadbytecné soli,
ktera byla v kultivatnim médiu ve velkém mnozstvi. Vzorek tedy vysychal v suspenzi
s destilovanou vodou, ale jak je mozné pozorovat na obrazku 9, tak se vedle bakterie
pravdépodobné nachazi krystal z pouzitého pufru. Tyto reziduélni krystaly byly pozorovany
v pritomnosti vSech skenovanych bakterii. Pro odstranéni krystald je tedy nejspiSe potieba
suspenzi vicekrat promyt destilovanou vodou. Celkové se zda, ze krystaly vyrazné neovlivnily
morfologii skenovanych bakterii. Vétsi vliv mélo pravdépodobné jejich vysuSeni. Namérené
bakterie se téz zdaji mensi, nez by mély byt [45]. Vzhledem ke statistické vyznamnosti by vSak
bylo potfeba proméfit vétsi mnozstvi bunék.

©

[um]

[um]

Obrazek 9 Snimek 6x6 um bakterie Halomonas halophila s naznacenou délkou buriky

V neposledni fadé byly ve vysuSeném stavu skenovany kultury Rhodospirillum rubrum staré
24 h, kultivované v raznych substratech (viz kapitola 3.2.3.). Odlisné substraty byly voleny pro
zjisténi narustu biomasy a produkce PHA pfi riznych podminkach kultivace. Po 24 h bakterie
pravdépodobné jesté neobsahovaly vétsi mnozstvi PHA granuli, protoze jejich vyskovy profil
neni tak vyrazny, coz ukazuje snimek 10. Pro zjisténi hodnoty OD tyto kultury nemusely byt
fedény. Nejvyssi koncentrace bunék v suspenzi byla naméfena pfiikultivaci na acetaté
s OD = 0,84. U této kultury bylo také zjiSténo, ze obsahuje 28,6 % PHB. R. rubrum rostouci na
acetaté ma z pouzitych substrati nejvyssi profil s maximalni vyskou 397 nm. Z obrazku 10
(vlevo nahote) je téz znatelné mirné zahnuti dvou bakterii a nelze si nev§imnout, ze obé bakterie
maji vétSinu hmoty nahromadénou v koncovych castech bunek. Pro bakterie rostouci na acetaté
byla naméfena hodnota OD = 0,42. Je tedy druhou nejvice koncentrovanou kulturou R. rubrum,
kdy vSak neposkytla dostatecné mnozstvi biomasy pro charakterizaci pomoci GC. Vyska
bakterie zobrazené na snimku 10 vpravo nahote je 182 nm a Ize pfedpokladat jen velmi malé
mnozstvi vyprodukovaného PHB. Pii porovnani této bakterie s bakterii C. necator PHB™
(viz obrazek 8 vpravo) se maximalni vyska lii jen o 72 nm. U R. rubrum rostouci na fruktose
je téz patrné vét§i zahnuti buriky s pravidelné rozlozenym obsahem. Nejmensi koncentrace
bunék v suspenzi byla namétena u bakterii R. rubrum, jejichz kultivace probihala v hexanoaté.
Hodnota optické hustoty Cinila 0,23 a stejné jako u bakterii rostoucich na fruktose nebyla
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zméfena koncentrace PHB z diivodu malého mnozstvi biomasy. Maximalni vyska vysuSenych
R. rubrum na hexanoaté byla 266 nm a z téchto dat 1ze odhadovat, ze tyto bakterie obsahovaly
vice PHB nez v ptipadé¢ pouziti fruktosy. Na snimku 10 dole jsou vidét pravdépodobné dveé
bakterie s minimalnim zahnutim. Kromé pouzitého substratu mohlo mit na morfologii vliv
i vysuSeni bakterii, proto probehly dalsi skeny v kapalném prostredi s zivymi bakteriemi.
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Obrazek 10 Snimky 4,5%4,5 um bakterie R. rubrum rostouci na acetaté (vlevo nahore), na fruktose
(vpravo nahore) a na hexanodité (dole)

4.3 Optimalizace méfeni bakterialnich kmenu v kapaliné

Meéfieni bakterii v kapalném prostiedi predstavuje zpusob, jak sledovat zivé bakterie
za fyziologickych podminek. Umoziiuje to téz srovnat vysledky s vysusenymi bakteriemi
a sledovat zmény morfologie spojené s vysouSenim. Méfeni v kapalindch je néarocnéjsi
z hlediska ptipravy vzorku a Casové narocnosti celého méfeni. Podstatna pro uspéch méteni je
zde volba optimalniho postupu imobilizace a vybér vhodného hrotu.

4.3.1 Imobilizace

Nejprve byl proveden pokus s imobilizaci vysuSenim a naslednym prelitim vysuSenych bakterii
destilovanou vodou. Tato imobilizace se zdala jako slibna, protoze bakterie béhem méfeni
témet nedriftovaly z méfené polohy. Snimky byly provedeny s 10x ziedénou bakterialni
suspenzi. Tento pokus byl proveden pouze s Cupriavidus necator H16. Méfené bakterie byly
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suSené tyden a zdaji se byt o néco ten¢i nez Cerstvé vysuSené bakterie méfené ihned
po vyschnuti na vzduchu (viz obrazek 11). Je mozné, ze Cerstvé vysuSené bakterie si jeSte
ponechaly urcitou cast intracelularni vody a zachovaly si ptvodni tvar. Naproti tomu byly
rehydratované bakterie o asi 100 nm vyssi, coz mohlo byt zpiisobeno pocateCnim rozdilem
ve vySce téchto dvou bakterii. Dalsi moznosti je, Ze pfi rehydrataci bakterie nasala vétsi
mnozstvi vody a tim vznikl zmifovany rozdil ve vySce. Pro skenovani v kapalin€é zde byl
uspesné testovan hrot SNL — B s vétsi pruznosti nosniku.
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Obrazek 11 Sken bakterie C. necator H16 na vzduchu pomoci hrotu TESPA-V2 (vievo) a sken jiné
bakterie C. necator H16 po rehydrataci pomoci hrotu SNL — B (vpravo)

4.3.1.1 Imobilizace pomoci PEI

U této imobilizace byly testovany rtizné Casy adsorpce 0,2% roztoku PEI na sklenény povrch
(viz kapitola 3.4.1.2). Fixace byla provedena na zakladé dvou ¢lanku, kde skupina Velegol et al.
vyuzila adsorpce roztoku PEI o koncentraci 0,2 % po dobu 3-5 h a skupina Greif et al. pouzila
adsorpci 0,1% roztok PEI po dobu 30 min, kdy v obou publikovanych experimentech byla
fixace uspésna [36; 37]. V nami realizovanych experimentech byly po 3 hodinach adsorpce PEI
provedeny jen vétsi skeny bakterii, protoze vybrana bakterie se pfi bliz§im skenovani vzdy
z fixace uvolnila, jak lze vidét na obrazku 12 vlevo. Stejny problém byl pozorovan
i pti 24hodinové adsorpci. Nejpevnéji fixovany byly bakterie po 6hodinové adsorpci PEI (viz
obrazek 12 napravo). Z divodu Casové naroCnosti vSak tento zpusob imobilizace nebyl
v nasledujicich experimentech pouzivan. VSechny skenované bakterie byly navic ,,zdvojené®,
coz mohlo byt zptisobené vadou pouzitého hrotu nebo snahou bakterie se béhem skenovani
pohybovat, coz by svédCilo o nedostatecné imobilizaci. Ve zminovaném clanku skupiny
Velegol et al. byl feSen stejny problém se ,,zdvojenim* nebo ,,stinem* bakterii. Jejich vysvétleni
spocivalo v geometrii hrotu, ktery nezvladl spolehlivé oskenovat vysokou bakterii. Primérna
vyska jimi skenovanych bakterii Escherichia coli byla 0,75—1,2 um [36]. Podle obrazku 12 Ize
predpokladat podobnou vysku zde métenych bakterii C. necator H16, kde jich navic lze vidét
vice u sebe, coz je dusledek nedostatecného fedéni bakterialni suspenze (10x). Malé fedéni
tu bylo pouzito pro zvyseni pravdépodobnosti zafixovani bakterii, ale pro pouziti Poly-L-lysinu
jiz bylo fedéni zoptimalizovano.
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Obrazek 12 Imobilizace pomoci PEI pri 3hodinové (vlevo) a 6hodinové (vpravo) adsorpci

4.3.1.2 Imobilizace pomoci PLL

Z metod vyjmenovanych a popsanych v kapitole 3.4.1.2 byl po proméfeni vSech variant zvolen
jako optimalni postup c). Tedy nechat roztok PLL zaschnout na podloznim skle a nasledné
na n¢j aplikovat na pil hodiny suspenzi bakterii. Minimalni mnozstvi potfebné k dostatecné
fixaci bakterii, které bylo aplikovano na podlozni sklo, bylo stanoveno na 100 pl pro vSechny
bakterie. Toto mnozstvi schlo v susarné€ pii 50 °C zhruba 1 hodinu. Inspiraci k tomuto postupu
byly ¢lanky skupiny Bolshakova et al. a Lonergan et al. [30; 35]. V obou ¢lancich byl postup
proveden se zaschnutim roztoku PLL bud'to na slidé nebo na podloznim skle. V obou ptipadech
byla imobilizace uspé$na. Skupina Lonergan et al. ji dokonce vyhodnotila jako lepsi nez fixaci
zelatinou [35].

U zbylych dvou variant fixace, tedy a) a b), se neuchytily zddné bakterie ani pfi opakovanych
pokusech. Imobilizace a) byla provedena na zakladé ¢lanku od Benn et al. vyuzivajici jen kratké
adsorpce PLL na substrat [32]. V postupu pouzili k suSeni skli¢ek po adsorpci a omyti dusik,
kdezto v nami realizovaném experimentu byla sklicka ponechana schnout v Petriho miskach
pii laboratorni teploté. V ¢lanku zminuji vliv slozeni kapalného prostiedi a druh bakterialniho
kmene na celkovou imobilizaci. Celkové hodnotili tento postup imobilizace kladné s vysokou
viabilitou bakterii. Nutno také podotknout, ze v ¢lanku pouzili jinou formu PLL nez v naSem
ptipadé, a to P4832 od Sigma Aldrich Inc., coz nejspis mélo vliv na vySe uvedeny netspéch
této imobilizace.

Clanek, ktery byl inspiraci pro fixaci b), se vénoval porovnani Zelatiny a PLL o riznych
molekulovych hmotnostech [34]. VSechna ¢inidla byla nanesena na slidu. Pouzité roztoky PLL
mely jinou molekulovou hmotnost nez roztok pouzity v této bakalarské praci (70 000-
150 000). Narozdil od postupu v tomto ¢lanku, kdy byly bakterie na oSetfeném sklicku
ponechany pouze 10 min, byla v naSem pfipadé ponechana bakterialni suspenze na sklicku
hodinu. Ani tato uprava vSak neposkytla dostatecné podminky pro fixaci bunék.

4.3.2 Vybér hrotu

Pti vybéru ideédlniho hrotu pro skenovani zivych bakterii hrala roli pfedevsim ohebnost nosniku
a velikost hrotu (viz tabulka 3). Pro méfeni byly porovnavany nosniky typu SNL a MLCT (oba
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obsahujici hroty slozené znitridu kiemicitého). Na SNL disku byl testovan jeden hrot
z celkovych ¢tyf, a to hrot B s konstantou tuhosti 0,12 N/m. Celkové se hroty s konstantou
tuhosti pohybujici se okolo 0,1 N/m zdaly pro méfeni bakterii vhodné. Z toho divody byl také
na disku MLCT nejvice testovan hrot A s konstantou 0,07 N/m, diky kterému bylo ziskano
velké mnozstvi obrazkt. Hrot MLCT — C neposkytl vysledek zadny (0,01 N/m), kvuli chybé
zpusobené nejspise nizko nastavenou charakteristikou Setpoint. Tento hrot mél také nejnizsi
Spring constant ze vSech hroti na disku, a i to mohlo byt diivodem, pro¢ se analyza s jeho
vyuzitim nezdafila.

Tabulka 3 Srovndni pouZitych hrotii

. Spring constant | Pramér hrotu oy
Cip Hrot (N/m) (nm) Pouziti
TESPA-V2 | TESPA-V2 42 7 vzduch
SNL B 0,12 2 kapalina
MLCT A 0,07 20 kapalina
C 0,01 20 kapalina

4.3.3 Nastaveni parametru méreni

Pfi nastavené hodnoté adheze na ,stfedni“ byla pfedpokladand vySka vzorku nastavena
na 1 um. Charakteristika Setpoint se po kalibraci hrotu SNL — B nechavala na pfednastavené
hodnot€. Ménila se vzdy jen po kalibraci hrotu MLCT — A, protoze bylo zjisténo, ze software
zde nastavuje Setpoint piili§ nizky (0,12-0,18 nN) a hrot se neni schopen pfiblizit k povrchu
vzorku. Idealni hodnota Setpoint je pro zaCatek méteni bakterii 0,4—0,5 nN. Pro mensi skeny
jednotlivych bakterii byly hodnoty (po prvotnim pfiblizeni hrotu ke vzorku) upraveny nejcastéji
na 0,2 nN. Toto nastaveni bylo pro bakterie nejSetrnéjsi a ty se béhem skenovani nepohybovaly.

Prvni sken pfi méfeni v kapalném médiu byl vzdy 10x10 um za ptfednastavené hodnoty
Z lenght. Takto maly sken se volil za uCelem ovéteni vysky vzorku a predejiti destrukce hrotu.
Dalsi skenovani probihalo stejnym zpusobem jako méfeni na vzduchu (viz kapitola 4.2.3).
U malych skent bylo voleno rozliSeni 256x256 pixeli.

4.3.4 Vysledky

Podle ptedpokladu byly bakterie skenované v kapalném prostiedi vy$si nez bakterie skenované
na vzduchu, u nichz doslo ke ztraté vyrazného podilu intracelularni vody vysuSenim.
Pro ziskani kvalitnich snimka v kapalném prostfedi musela byt na rozdil od méfeni na vzduchu
optimalizovana pfedev§im imobilizace, kdy se osvédCilo nechat zaschnout roztok PLL
o koncentraci 0,01 mg/ml na podloznim skle, kam se néasledné adsorbovaly bakterie. Takto
pfipravené vzorky vydrzely i opakované méfeni bez odtrzeni bakterie od substratu. Dilezitou
roli v tom hrala také hodnota Setpoint, protoze oproti méteni na vzduchu dochazelo zpocatku
pii skenovani v kapaliné k vyraznym deformacim bakterii, zptusobenych pravé vysoko
nastavenou hodnotou Setpoint. Mimo jiné bylo potfeba zvolit vhodnou konstantu tuhosti hrotu
(stejné jako pii méfeni na vzduchu). Na zakladé experimentalnich vysledkt se jako optimalni
jevi konstanta tuhosti okolo 0,1 N/m.
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Nize lze vidét porovnani skend dvou riznych bakterii kmene C. necator H16 méfenych na
vzduchu a poté v PBS (viz obrazek 13). Jak jiz bylo zminéno, hlavni rozdil je ve vySce obou
bakterii, kdy v prostfedi PBS byla priméma naméfena vyska bakterii 1 pum, zatimco
pro vysusené bakterie se vyska pohybovala okolo 700 nm. Naméfené hodnoty z GC dokonce
ukazuji, ze vysuSené bakterie obsahovaly vétsi mnozstvi PHB (94,1 %) oproti bakteriim
meéfenym v PBS (83,4 %). Je tedy mozné, ze pti stejnych koncentracich PHB by byl rozdil
ve vySce bakterii jesté markantnéjsi.

Obdobné velky rozdil ve vysce byl pozorovan i pro bakterie C. necator PHB™, kdy primérna
vySka naméfend v PBS byla 650 nm a na vzduchu jen 100 nm (viz obrazek 14). Vysledky z GC
ukazuji pro oba typy méfeni stejné nizkou koncentraci PHB, ktera byla 0,01 g/1 (0,7 %). Rozdil
ve vySce je tedy mozné pricitat pravé dehydrataci.
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Obrazek 13 Porovnadni snimkii bakterie C. necator H16 na vzduchu (vlevo) a v PBS (vpravo)
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Obrdzek 14 Porovndni snimkii bakterie C. necator PHB™ na vzduchu (vlevo) a v PBS ( vpravo)

Stézejni pfi méfeni v kapalin€ bylo opét porovnani mutantnich bakterii kmene C. necator,
kde je téz jasné vidét profilovy rozdil mezi bakteriemi produkujicimi a neprodukujicimi PHA.
Pfi srovnani bakterii na snimku 13 a 14 je mozné pozorovat znaky typické pro jednotlivé
mutantni bakterie at’ uz ve vysuSeném, nebo nativnim stavu. Typicka mohutnost a vétsi Sirka
dava jednoznacné rozpoznat bakterii C. necator H16 oproti uzké burice jejiho mutanta.
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Na obrazku 15 (vpravo) je bakterie Halomonas halophila ptedstavujici jedinou bakterii v této
praci skenovanou v prostiedi fosfatového pufru, ktery byl obohacen o 66 g/l NaCl, jelikoz se
jedna o halofilni mikroorganismus. Zde bylo ovéfeno, ze se daji ziskat 1 snimky
mikroorganisma v prostiedi s velmi vysokou salinitou. Béhem meéfeni nezptuisobovala vyssi
koncentrace soli zadné problémy. Diraz ale po méfeni musel byt kladen na kvalitni ocisténi
hrotu od zbytki média. Na snimcich nize je opét mozné vidét porovnani dvou bakterii
H. halophila méfenych za riznych podminek (v PBS a vysusené). Bakterie na obrazku 15 vlevo
je vysuSena a ma vysku 400 nm, kdezto bakterie vpravo je méfena v prostredi PBS a ma vysku
800 nm. Znovu lze pozorovat rozdil zpusobeny dehydrataci. Tvar se jinak v obou pfipadech
jevi podobny. Pro obé bakterie byl obsah PHB 43,6 % suché biomasy.
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Obrazek 15 Bakterie H. halophila vysuSend (vievo) a v PBS's koncentraci NaCl 66 g/l (vpravo)

V neposledni fadé¢ byly ziskdny 1 snimky bakterii kmene Rhodospirillum rubrum
kultivovanych na rtznych substratech ve dvou rastovych fazich (viz obrazek 16 az 19).
Pro porovnani jsou nize uvedeny snimky bakterii po 24hodinové kultivaci namérené v PBS
a na vzduchu a na snimku 19 jsou bakterie po 48hodinové kultivaci. Podle namétené optické
hustoty nebyly 24 h staré bakterie pro zobrazovani nijak fedény. Mnozstvi biomasy v g/l téz
potvrdilo, ze je koncentrace bakterii v médiu mala a fedéni neni potieba (viz tabulka 2).
Plynova chromatografie byla provedena pouze pro bakterie rostouci na acetaté (28,6 % PHB),
aiz AFM-snimkd lze usoudit, Ze po 24 hodinach tyto bakterie nejlépe narostly, jelikoz
vykazuji nevyssi profil (viz obrazek 16). V ramci vSech pouzitych substratl Ize na obrazcich
16 az 18 znovu pozorovat zménu ve vysce u zivych bakterii oproti vysuSenym. Bakterie se také
ve vodném prostiedi zdaji byt veétsi a mnohem mohutnéjsi nez po vysuSeni. Typické zahnuti
bakterii tohoto kmene je nejlépe viditelné u bakterii rostoucich na acetaté a fruktose, kde je
i vyrazngjsi oproti jejich vysusenym prot€jskim. R. rubrum rostouci na hexanoaté nevykazuje
takové vyrazné zahnuti, coz mize zpusobovat pravé pouzity substrat. Mimo jiné si lze opét
povS§imnout rozlozeni hmoty v jednotlivych bakteriich, kde bakterie rostouci na acetaté maji
v obou pfipadech (zivé i vysuSené) hmotu nahromadénou v koncovych €astech bunek, kdezto
u dal§ich dvou kultivaci se obsah jevi stejnomérné rozmistén.

Jak jiz bylo dfive zminéno, pro kultivace s fruktosou a hexanoatem nejsou znamy
koncentrace PHB v burikach. Je jen mozné odhadovat, ze je jejich koncentrace v bakteriich
niz8i nez v pripad€ acetatu.

42



508 nm b

™
™
o~
o~
— 0nm =

2
[um]

1.21 ym

0O um

na vzduchu (vlevo) a v PBS (vpravo)

]

5
[pm]
Obrazek 16 Bakterie R. rubrum rostouci 24 h na acetaté mévené

188 nm s

1.02 ym

0nm

o

2
[um]

[pm]

Obrazek 17 Bakterie R. rubrum rostouci 24 h na fruktose mérené na vzduchu (vlevo) a v PBS (vpravo)

wn
<

305 nm ¥

861 nm

[pm]

2

3 4 ° 0 1 2 3 4 5
[um] [pm]
Obrazek 18 Bakterie R. rubrum rostouct 24 h na hexanodté mérené na vzduchu (vlevo) a v PBS
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Kultury kultivované po dobu 48 h byly fedény pouze 2%, 1 kdyz se pro ziskani optické hustoty
kultury fedily 10x. Zde bylo potvrzeno, ze u malo nafedénych kultur je obtizné&si vybrat
samostatnou bakterii pro skenovani.

Ziskané skeny neukazuji vyrazny vySkovy rozdil mezi obéma Casy kultivace (viz obrazky 16
az 19). Bohuzel zde neni mozné urcité posoudit vztah mezi vySkou bakterie a mnozstvim PHA
v zavislosti na dobé kultivace. Jednak se vyska bakterii na stejnych substratech béhem 24 hodin
vyrazné nezménila a za druhé chybi vysledky z plynové chromatografie pro kultivaci na
fruktose a hexanoaté. U kultivace na acetatu sice doslo ke zvySeni obsahu akumulovanych
PHA, ale snimky potvrzuji vysku bakterii okolo 900 nm pro oba ¢asy odbéru. Je mozné pouze
odhadovat, ze 1 po 48 h kultivace je mnozstvi a velikost granul s PHA tak malé, ze vyrazné
neovlivni tvar a morfologii bakterie. Jednoznacné Sel zaznamenat narust biomasy u vsSech
substratd, a tudiz muselo byt upraveno fedéni vzorka — jak je jiz zminéno vySe. Nejvétsi narust
biomasy byl pozorovan u bakterii rostoucich na fruktose (z 0,03 g/l na 0,86 g/l béhem 24 h).
Velky skok byl naméfen 1 u bakterii rostoucich na hexanoaté (z 0,02 g/l na 0,66 g/1).

Je vS§ak mozné pozorovat jistou zménu tvaru. Bakterie rostouci na fruktose se zdaji po 48 h
kultivace vice zahnuté, bakterie rostouci na hexanoaté se téz zda byt mirn€ zahnuta.
Na obrazku 19 lze téz pozorovat, ze vétsi Cast vnitini hmoty je nahromadéna v koncovych
Castech bakterii, kdy je to nejlépe viditelné u bakterie rostouci na hexanoate.
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Obrazek 19 R. rubrum po 48 hodindch kultivace na acetaté (vievo nahore), fruktose (vpravo nahore) a
hexanodté (dole)
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4.4 Ziskané charakteristiky

Vyskovy profil vzorku je zakladni charakteristikou pfi métfeni. Z topografického obrazku l1ze
vycist vysku jednotlivych bakterii a udélat si lep§i predstavu o jejich chovani pii vysuSeni oproti
zivé formé. Z té€chto obrazku 1ze pro lepsi predstavu vygenerovat téz 3D snimky.

n
-

/|

1.41 pm

10

[um]

I 0 um

Obrazek 20 Charakteristika Height (vlevo) a 3D snimek (vpravo) Zivé bakterie C. necator HI16

0 5
[pm]

Mezi dalsi ziskané charakteristiky se fadi Slope Fit (viz obrazek 21), coz je parametr udavany
v jednotkach N/m, ktery poskytuje zakladni informaci o elasticité vzorku — pro presné hodnoty
je nutné vypocitat Youngtuv modul. Mapa elasticity je generovana na zaklad€ linearniho
prolozeni kiivek zavislosti sily na vzdalenosti (zmény v amplitudé nosniku). Po kalibraci
nosniku lze tedy ziskat informaci o tuhosti vzorku pro kazdy pixel v ramci jednoho snimku

[46].
) .
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Obrazek 21 Obecnd podoba krivky zavislosti sily na vzddlenosti (vlevo) — upraveno [46] a
experimentdlné ziskand charakteristika Slope Fit pro C. necator H16 v PBS (vpravo)

Charakteristika Adhesion je udavana v jednotkach N a je vyhodnocena softwarem opét
na zakladé krivky zavislosti sily na vzdalenosti (viz obrazek 22). Predstavuje silu, ktera je nutna
k separaci hrotu od vzorku. Zpracovani softwarem probihd pro kazdy pixel snimku,
¢imz ziskdme mapu adheze. Vypocet probiha pro zaporné hodnoty ktivky retrakce [46].

45



700 R
600 ] 174 pN
500 |- -

400 1

300 1
Prace (energie)
200 | 4

100 | 1

vertikalni vychylka (pN)

-100 |

| Maximalni adheze (sila) [

-200 1 L s 1
-150 -100 -50 0 50 100 150 200 250 B
Separace hrot-vzorek (nm) :

Obrazek 22 Obecnd podoba zpiisobu urceni oblasti pro vypocet maximdalni adheze a prdace adheze v
grafu zavislosti sily na vzddlenosti (vlevo) — upraveno [46] a experimentdlné ziskand charakteristika
Adhesion pro C. necator HI6 v PBS

4.5 Younguv modul a adheze

Po optimalizaci méfeni bakterii za pomoci mikroskopie atomarnich sil bylo provedeno meéteni
s pokusem ziskat hodnotu Youngova modulu (E) a tim ziskat informaci o tuhosti jednotlivych
bakterii. Béhem meéfeni bylo zji§téno, ze se vypocitané hodnoty E odliSuji v zavislosti
na nastavené hodnoté Setpoint, rychlosti a délce skenovani. Pfi porovnavani bakterii je tedy
nutné dbat na stejné podminky skenovani. Pro vysuSené bakterie byl sken nastaven na Cas
zhruba 10 minut, kdy nebyly pozorovany zadné vyznamné interference a kiivky mély klasicky
pribéh jak pro C. necator H16 (viz obrazek 23), tak pro C. necator PHB™ (viz obrazek 24).
Meéfteni bylo provedeno s hrotem TESPA-V2 se Spring Constant 23 N/m.

Na druhou stranu pfi skenovani v kapalném prostfedi bylo potfeba dobu vyrazné prodlouzit,
nebot” pii kratké dobé meéteni kiivky nevykazovaly klasicky prabeh a pohybovaly se znacné
daleko od sebe. Ani pii skenu dlouhém 1 hodinu se kiivky dostatecné nepfiblizily. Je mozné
usuzovat, ze je to zpusobeno velkou citlivosti hrotu, kdy byl pro méfeni pouzit hrot MLCT-A
se Spring Constant 0,07 N/m. Skenovani bylo citlivé na jakékoli otfesy ¢i hlasitéjsi zvuky,
které se okamzité projevily na prubéhu kfivek. Youngiv modul je v tomto piipadé spise
orientacni a je nutno ho brat jako porovnani dvou skent provedenych za obdobnych podminek.

Béhem méfeni dlouhych casovych tisekt v kapalin€ se objevil problém v tom, Ze mikroskop
casto dlouhy sken ukoncil predCasné€. Setpoint byl povétsSinou nastaven velmi nizko (0,2 nN),
aby se predeslo deformaci bakterii. Je vSak mozné, ze kvili tomu hrot v pribéhu méfeni ztratil
signal a sken se ukoncil. Do budoucna je tedy doporuceno optimalizovat velikost hodnoty
Setpoint v kombinaci s jinymi hroty pro dosazeni idealniho tvaru kfivek a pro zisk adekvatnich
hodnot adheze a Youngova modulu.

Vyhodnoceni Youngova modulu bylo provedeno v programu JPK Data Processing podle
doporuceni v listu Application Note od spolecnosti JPK Industries [47]. Hodnoty Youngova
modulu byly ziskany za pouziti Hertzova modelu aproximace dat. Dilezité, pro pouZiti tohoto
modelu, bylo znat primér hrotu a Poissontiv pomeér, ktery udava informaci o zméné tloustky
a délky materidlu pfi deformaci tahem a tlakem [48]. Ve vySe zmifiovaném dokumentu
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je doporuceno nastavit tento pomér pro biologické vzorky na hodnotu 0,5 [47]. Pro material
pouzitych hrotd je vSak doporuceno pouzit hodnoty 0,23, a proto byla zvolena a pouzivana
hodnota Poissonova poméru 0,3. Hodnoty E vysusenych bakterii se pohybovaly kolem 10 GPa
pro Cupriavidus necator H16 a v fadu desitek az stovek GPa pro C. necator PHB™. Pi méfeni
v kapalném médiu vychazely hodnoty Youngova modulu pro C. necator PHB* ve stovkach
kPa. Béhem skenovani jedné bakterie pfi riznych délkach skenu (20 a 40 min) byl pozorovan
rozdil v Youngové modulu v ramci jednoho fadu, coz dokazuje nutnost méfeni za stejnych
podminek.

Z dat byly téz stanoveny hodnoty adheze bakterii. Pro vysusené bakterie C. necator H16 se
hodnoty adheze pohybovaly okolo 10 nN, kdezto pro C. necator PHB* byla adheze stanovena
mezi hodnotami 80-140 nN. V kapalném prostiedi vykazovaly baktetie C. necator PHB™ nizsi
adhezi, a to v ramci stovek pN (300-700 pN).
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Obrazek 23 Priibeh kifivek pri méreni vysuSené bakterie C. necator H16 (modrd — kiivka retrakce, bild
— kriivka pribliZeni, zelend — Hertzova aproximace dat)

47



E
]
=
5
fini}
=
8
=
@
5]
a
e
S
E<]
<
>

80 100 120 140 160
Vertical Tip Position {(nm)

Obrdzek 24 Pribéh kiivek pri mérené vysusené bakterie C. necator PHB™ (modrd — kiivka retrakce,
bila — krivka pribliZeni, zelend — Hertzova aproximace dat)
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5. ZAVER

Tato bakalarska prace se zabyvala studiem Gram-negativnich bakterii se schopnosti
akumulovat PHA pomoci mikroskopie atomarnich sil. Cilem bylo optimalizovat pouziti
této metody pro vyzkum jak vysuSenych bakterii na vzduchu, tak zivych bakterii v kapalném
prostfedi. Optimalizace byla provedena ve sméru volby vhodného substratu, imobilizace, hrotu
a nejSetrn€jSiho nastaveni procesu skenovani.

Pro praci byly kultivovany bakterialni kmeny Cupriavidus necator H16 spolu s jeho
fenotypovym mutantem Cupriavidus necator PHB™* pro srovnani bakterii produkujicich
a neprodukujicich PHA, dale halofilni kmen Halomonas halophila a kmen Rhodospirillum
rubrum rostouci na tfech riznych substratech. U kazdé kultivace byla provedena charakterizace
pomoci optické hustoty a stanoveni koncentrace PHA pouzitim plynové chromatografie.

Pro imobilizaci bakterii pfi méfeni na vzduchu bylo provedeno prosté vysuSeni vhodné
nafedéné bakterialni suspenze na sklenéném substratu. Experimentdlné bylo stanoveno
jako idealni vSechny suspenze fedit 10x. Usp&sného méfeni bylo dosaZeno s ,,opotiebovanym®
hrotem TESPA-V2 s konstantou tuhosti 23 N/m, nebot’ nové hroty s konstantou tuhosti 42 N/m
bakterie vzdy mechanicky poskodily. Srovnanim jednotlivych méfeni byl potvrzen vyznamny
vyskovy rozdil mezi bakteriemi produkujicimi PHA, které byly zna¢né vyssi, a bakteriemi bez
schopnosti produkovat PHA.

Pti fixaci zivych bakterii v kapalin€ byla testovana dvé rizna fixacni Cinidla, a to Poly-L-
lysin a Poly(ethylenimin). Kazdé imobiliza¢ni ¢inidlo bylo aplikovano na sklenény substrat
v n€kolika raznych postupech za ucelem najit nejjednodussi a nejspolehlivéjsi metodu fixace.
Pouziti Poly-L-lysinu bylo vyhodnoceno jako nejspolehlivéjsi varianta a nasledné s nim byla
provedena méfeni vSech bakterii v kapalném prostiedi. Bakterialni suspenze byly pro analyzu
pomoci mikroskopie atomarnich sil fedény stejné jako pro zji§téni hodnoty optické hustoty.
Tato fedéni byla experimentalné stanovena jako nejvhodné;si.

Pfi vybéru hrotu pro méteni v kapaliné hrala klicovou roli opét konstanta tuhosti. Ze tii
testovanych hroti se nejvice osvéd¢il hrot MLCT-A (0,07 N/m), ktery béhem skenovani
poskytoval stabilni vysledky. Kvalitni snimky byly naméfeny i1 s hrotem SNL-B s konstantou
tuhosti 0,12 N/m.

Viechna méfeni ve vzduchu i v kapaliné probihala v QI™

modu, jehoz vystup skenovani
zahrnoval informace nejen o vySce a morfologii vzorku, ale také informace o adhezi a elasticite.
Po Gisp€sné optimalizaci méfeni se finalni Cast bakalarské prace zameéfila na vyuziti mikroskopie
atomarnich sil k charakterizaci mechanickych vlastnosti skenovanych vzorkti a ziskani
kvantitativnich informaci ohledné adheze a Youngova modulu buiiky. Tyto charakteristiky 1ze
ziskat z prabéhu kiivek piiblizeni a retrakce. Pfi skenovani ve vzduchu tyto kiivky vykazovaly
klasicky prubéh i pfi krats$i dobé skenu. Naopak ve vodném prostiedi byly pozorovany znacné
odchylky ve tvaru kifivek a je nutné v ramci navazujiciho studia tento typ analyzy dale
optimalizovat.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

G-
G+

PHA
PHB

scl PHA
mcl PHA
Icl1 PHA
AFM
SPM
STM
PLL

PEI

SEM
TEM

NB

OD

GC

QI

E

Gram-negativni bakterie

Gram-pozitivni bakterie

Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxybutyrat

short-chain-lenght PHA

medium-chain-lenght PHA

long-chain-lenght PHA

Mikroskop atomarnich sil (Atomic force microscope)

Mikroskopie skenovaci sondou (Scanning probe microscopy)
Tunelova skenovaci mikroskopie (Scanning tuneling microscopy)
Poly-L-lysine

Poly(ethylenimine)

Rastrovaci elektronova mikroskopie (Scanning electron microscopy)
Transmisni elektronova mikroskopie (Transmission electron microscopy)
Nutrient Broth

Opticka hustota (Optical density)

Plynova chromatografie (Gas chromatography)

Kvantitativni zobrazovani (Quantitative imaging)

Youngtiv modul
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