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Abstrakt

Tato diplomovéa praca sa venuje overeniu vyuzitelnosti vybranych fyzikalne-chemickych
a spektroskopickych metdd pri charkterizacii cyanobaktérii, a to sa so zvlaStnym doérazom
na moznosti kvalitativnej a kvantitativnej analyzy polyhydroxyalkanoatov (konkrétne
polyhydroxybutyratu (PHB)) akumulovanych v bunkach cyanobaktérii. Vzorkovu zékladiu
prace tvorili kultary cyanobakteralnych kmeniov Synechocystis sp. PCC 6803 a Synechocystis
salina CCALA 192, ktoré boli kultivované viacerymi sposobmi za tG¢elom pokrytia ¢o
autotrofného spdsobu kultivacie na trepacke a v multikultivatori v zakladnom kultivacnom
médiu, v médiach obohatenych o 2% soli (NaCl) a tiez mixotrofnych kultivaciach— médiach
Sroznymi typmi uhlikového substratu. Po niekolko tyzdnovej kultivacii boli ziskané
cyanobakteridlne kultiry komplexne analyzované nasledujiicimi technikami— bunkové
suspenzie boli analyzvané prictokovou cytometriou a UV-VIS spketrofotometriou
(v transmisnom a difuznom transmisnom mode), zatial ¢o suchda biomasa bola
charakterizovana plynovou chromatografiou, ktorou bol stanoveny presny obsah PHB, a d’alej
FT-IR spektrometrickou a termogravimetrickou analyzou.

Ciel'om prace bolo jednak posudit’, ¢i niektora z uvedenych metdd moze predstavovat’ rychlu
a dostupnu alternativu stanovenia obsahu PHB k najCastejSie vyuzivanej metdde plynovej
chromatografii, ale tiez posudit, aké dalSie informacie o fyziologickom stave
cyanobaktéridlnych buniek mézu testované metddy poskytnit. Najvyssia korelacia na obsahu
PHB bola stanovena pre parametre stanovené infracervenou spektroskopiou, pri ktorej boli
dolezité konkrétne piky z charakteristickych vinoctov pre polyhydroxybutyrat. Slabé korelacie
na obsahu PHB boli dosiahnut€ pri termogravimetrickej analyze a cytometrii, kedy bola vyuzita
hydrofoébna fluorescencnd sonda BODIPY 439/503, ktora sa naviazala na lipofilné Casti buniek.

Popri stanoveniu PHB bolo mozné prietokovou cytometriou a UV-VIS spektrometriou
s difuznym transmisnym méodom stanovit’ pigmenty, ktoré sa nachadzaju v siniciach (ako su
chlorofyl, fykocyanin a karotenoidy).

Na zaver boli vysledky experimentov zo vsetkych technik porovnané PCA analyzou, aby sa
zistila vzajomna podobnost’ v§etkych analyzovanych vzoriek.

KPacové slova

Polyhydroxyalkanoaty cyanobaktérie, Synechocystis sp. PCC 6803, Synechocystis salina
CCALA 192, GC-FID, FT-IR, turbidimetria, integratna gula, UV-VIS spektrometria,
termogravimetria



Abstract

The diploma thesis is confused to verify the applicability of selected physicochemical and
spectroscopic methods for characterization of cyanobacteria, with special emphasis on
possibilities of qualitative and quantitative analysis of polyhydroxyalkanoates (specifically
polyhydroxybutyrate (PHB)) accumulated in cyanobacterial cells. The sample basis of the work
was formed by cultures of cyanobacterial strains of Synechocystis sp. PCC 6803
and Synechocystis salina CCALA 192. The cultures were were cultivated in several ways to
cover the widest possible range of physiological conditions and PHB contents, in particular
using an autotrophic way of cultivation on shakers and multicultural culture method in a basic
culture medium,and in media enriched with 2% salt (NaCl ) as well as mixotrophic culture
media with different types of the carbon substrate. After few weeks of cultivation,
cyanobacterial cultures were obtained and complexly analyzed by following techniques- cell
suspensions were analyzed by flow cytometry and UV-VIS spectrometry (transmission and
diffusion transmission mode), dry cell biomass was characterised by gas chromatography
to obtain a exact amount of PHB, and then FT-IR spectrometry and thermogravimetric
analysis.

The work aimed to assess whether any of these methods can be a quick and affordable
alternative to the determination of PHB content to the most commonly used method of gas
chromatography, but also to assess what additional information about the physiological state of
cyanobacterial cells can provide test methods. The highest correlation on PHB content was
determined for the parameters determined by infrared spectroscopy, in which specific peaks
from the characteristic wavelengths for polyhydroxybutyrate were important. Weak
correlations on PHB content were achieved in thermogravimetric analysis and cytometry, using
the hydrophobic fluorescent probe BODIPY 439/503, which bound to lipophilic parts of cells.
In addition to the determination of PHB, it was possible to determine pigments present
in cyanobacteria (such as chlorophyll, phycocyanin and carotenoids) by flow cytometry and
UV-VIS diffusion transmission spectrometry.

In the end, results from all used techniques were compared by PCA analysis to determine
the similarity of all analyzed samples.

Keywords

Polyhydroxyalkanoates, cyanobacteria, Synechocystis sp. PCC 6803, Synechocystis salina
CCALA 192, GC-FID, FT-IR, turbidimetry, integration sphere, UV-VIS spectroscopy,
thermogravimetry analysis
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1 UvoD

Rozlozitel'né plasty su v sicasnej dobe predmetom mnohych §tadii intenzivneho vyskumu.
Je tomu hlavne z dovodu, Ze plasty ako také st neodSkriepitenou sucast’ou naSich Zivotov
a pouzivame ich ako obalové a krycie materialy, alebo veci na kazdodenné pouzitie (folie,
flasky, zubné kefky).

Mnohé plasty st pouzivané iba jednorazovo, a preto, je nutna ich recyklacia, alebo rozklad.
Medzi v stcastnosti intenzivne Studované rozloziteIné resp. biodegradovatelné plasty patria
polyhydroxyalkanoaty (PHA). PHA st polyestery, produkované mikroorganizmami (baktérie,
sinice), ktoré si ich tvoria ako energetickii zdsobu—podobne ako zivocichy zasoby tuku
z uhlikovych zdrojov (glukoza, actetat, CO2). Enzymami (depolymerazami), alebo vplyvom
vonkaj$ich podmienok (teplota, pH, a iné) mozu byt rozloZené na oxid uhli¢ity a vodu [1].

Produkcia PHA pomocou mikroorganizmov je vSak drahSia ako vyroba syntetickych
plastov, preto sa hladaju rozli¢né alternativy, ktorymi by bolo mozné vyrobu zlacnit
a zefektivnit'. Jednou z takych alternativ je napriklad vyuzitie fotoautotrofnych cyanobaktérii.
Cyanobaktérie, alebo tiez sinice, vedia tvorit PHA z oxidu uhli¢itého ako zdroja uhlika. Vd’aka
fotosyntéze zaslne¢ného ziarenia, su sinice schopné tvorit monosacharidy a
energetické zasoby v podobe polyhydroxybutyratu (PHB), najznamejSicho polyesteru
zo skupiny PHA. Navyse, sinice takto mozu prispievat’ K zniZzovaniu jedného zo sklenikovych
plynov (CO2) v atmosfére [2].

Tvorba PHA sa odvija od viacerych faktorov, akymi st typ mikroorganizmu, intenzita
svetla, mnozstvo zivin v médiu, v ktorom sa cyanobaktérie nachadzaju, teplota a d’alSie [2].
Tieto podmienky ovplyviiuji mnozstvo PHA, ktoré si sinice vedia vytvorit. Dnes beZnou
a vysoko-spolahlivou metodou, ktord pouzivame pri stanoveni obsahu PHA je plynova
chromtografia. Nevyhodou tejto metody vsak je to, Ze priprava vzoriek na samotnu analyzu je
¢asovo naro¢na a trva az niekol’ko dni. Dalej zahfiia pouzivanie karcinogénnych a toxickych
latok, akymi su chloroform, alebo methanol. V neposlednom rade mame taktiezZ aj cenu
pristroja, ktory si skratka menSie laboratoria nemozu dovolit. Je preto dolezité ndjst’ vhodné
metddy, ¢iuz kvalitativne, alebo kvantitativne, akymi by sme mohli Studovat’ PHA tvoreného
sinicami.

Tato diplomovd praca sa zaobera viacerymi typmi metdd, ¢i uz sa jedna
0 metody spektrofotometrické (UV-VIS, FT-IR), termické (termogravimetria), alebo analyza

na urovni jednej bunky (prietokova cytometria). Cielom prace je overenie vyuziteI'nosti tychto
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metod pri kvalitativnej a kvantitativnej analyze PHB akumulovaného v bunkéach cyanobaktérii.
Vedlajsim cielom je tiez posudit’ to, aké d’alSie infrmacie o chemickom zlozeni pripadne
0 fyziologickom stave cyanobakteridlnych buniek mdzu testované metddy poskytnu. V praci je
zhrnutd literarna reser§ a rovnako tak aj sicasné rieSenie danej problematiky. K mnohym
technikam sa vraciame po tom, Co bola v ramci bakalarskej prace overena ich vyuziteInost
pri stanoveni PHB u heterotrofnych producentov, schopnych produkovat’ a akumulovat’ vysoké
obsahy PHB. V pripade sinic sa vSak stretivame s novymi vyzvami, ¢i uz v ramci kultivacii,
priprav vzoriek, alebo merania u jednotlivych technik. Okrem toho sa obecne cyanobakterialni
producenti oproti heterotrofom vyznacuji vyrazne mensimi intracelulanymi obshami PHB
atiez Specifickymi chemickymi a spektroskopickymi parametrami, stGvisiacimi s obsahom
fotosynetickych pigmentov, ako je chlorofyl, karotenoisy a fykocyanin. Preto bolo nutné
vybrané techniky najskor optimalizovat’ Specificky pre analyzu cyanobakterialnych kultar.
Vysledkom diplomovej prace by mali byt techniky, ktoré by mohli zefektivnit a zjednodusit’
pracu pri stanoveni obsahu polyhydroxyalkanoatov Vv cyanobaktériach, pripadne poskytnut

komplexné informacie o fyziologickom stave analyzovanej cyanobakterialnej kultury.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) st linearne polyestery hydroxykyselin, ktoré st syntetizované
gram—pozitivnhymi aj gram-—negativhymi baktériami. Baktérie su schopné produkovat’
a akumulovat’ PHA ako uhlikovil a energeticku rezervu vo forme intracelularnych granul.
Za stresovych podmienok, akymi je napr. limitacia zivin (dusik, fosfor) moézu potom baktérie
vd’aka tejto energetickej zasobe prezivat’. Tak isto moze produkcia intracelularnych granal PHB
prebiehat’ pri nepriaznivych podmienkach (zvySena teplota, vystavenie sa UV zZiareniu), kedy
dochadza k zvyseniu rezistencie bakterialnych buniek. Medzi druhy baktérii, ktoré tvoria PHA
vo viac¢Som mnozstve patria napr. heterotrofné baktérie rodu Cupriavidus, Hallomonas,
Azotobacter, ale tiez aj niektoré druhy fofotrofnych cyanobaktérii (Synechocystis sp,
Synechocystis salina). Baktérie st schopné vytvorit' granule obsahujuce PHA az do 90%
hmotnosti vysuSenej biomasy bunky, pri cyanobaktériach je tento obsah vyrazne mensi
(u rekombinantnej Synechocystis sp. PCC 6803 to bolo maximalne okolo 41 hm.%,
pri prirodzenych kmenoch je to menej) [1].

Polyhydroxyalkanoaty sa skladaju z r6znych typov monomérnych jednotiek a tvoria rozne
dlhé polymérne retazce. Molekulovd hmotnost’ produkovaného PHA zavisi na type
mikroorganizmu, podmienkach kultivacie (zdroj uhlika, teplota), vo vel’kovyrobe aj od spdsobu
fermentacie (vsadkovy, kontinualny proces), a moze sa pohybovat’ v Sirokom rozmedzi od 200
po 3 000 kDa [1].

2.1.1 Struktira a klasifikacia

Ako uZz bolo spominané vuvode, PHA je suhrnny ndzov pre polyestery tvorené
hydroxykyselinami ako monomérnymi jednotkami. V §truktGre monoméru sa vyskytuje
chiralny uhlik, v pravotocivej R—konfiguracii, z dovodu stereoSpecifity syntetizujtcich
enzymov [1]. V zavislosti od dizky uhlikovych retazcov u monomérnych jednotiek, je mozné
rozdelit PHA na SCL-PHA (short-chain-lenght), obsahujtacich 3-5 uhlikov, a MCL-PHA
(medium-chain.lenght), pri ktorom monomér PHA obsahuje 6—14 atémov uhlika, ako je mozné
vidiet’ na nasledujicom obrazku (Obrdzok 1). Viac ako 14 atomov uhlika obsahuju LCL-PHA
(long-chain.length), ktoré zatial’ neboli detekované v ziadnom prirodzenom producentovi PHA,
ale popisana bola iba ich in vitro produkcia [3, 4]. Monomérne jednotky vytvaraju polymérne

retazce o priemernej dizke 1000-30 000 jednotiek [1].
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Obrézok 1 Rozdiel medzi SCL a MCL PHA [5]

Polymérne retazce sa mézu skladat’ z rovnakého druhu monomérnych jednotiek, ako napr.
kyselina 3-hydroxybutanova, ktora tvori monomérnu jednotku pre polyhydroxybutyrat (PHB).
V takom pripade sa jedna o homopolymér. PHB je najznamej$im a najlepsie
charakterizovanym polyhydroxyalkanoatom, patriacim medzi SCL-PHA. Avsak, priemyselné
aplikacie PHB su obmedzené kvoli jeho vlastnostiam (ako je napr. termicka stabilita) a z toho
dovodu je preferovana tvorba kopolyméru s MCL-PHA (napr. poly-4-hydroxyoktanatom),
ktoré su elastoméry s malou pevnost'ou v tahu. Kopolyméry SCL-MCL PHA vykazuju lepSie
fyzikalne a chemické vlastnosti ako samotné homopolyméry [6, 7].

Ak sa polymérne retazce skladajia z dvoch, alebo viacerych monomérnych jednotiek, jedna
sa 0 heteropolyméry (napr. kopolymér 3-hydroxybutyratu s 3-hydroxyvaleratom P(3HB—co—
3HV)). To, ¢i dojde k tvorbe homopolyméru, alebo heteropolyméru zavisi na substrate, ktory

mikroorganizmus vyuziva ako zdroj uhlika [8].

212 Fyzikalne a chemické vlastnosti polyhydroxyalkanoatov

Vlastnosti izolovanych polymérov PHA zavisia predovietkym od dizky retazca
monomérnych jednotiek a molekulovej hmotnosti polymérov [9].

Ako uz bolo zmienené Vv kapitole 2.1.1 vlastnosti SCL a MCL-PHA sa liSia v termickej
stabilite, krystalinite a pevnosti. SCL-PHA st obecne krystalické s vysokym stupiiom
krystalinity, ktora pri niektorych polyméroch moéze dosiahnut' az 70% (jedna sa napr.
0 kopolymér 3—hydroxybutyratu s valeratom). Na druht stranu maji MCL-PHA niZ§i stupen
krystalinity a st vysoko elastické a flexibilné (maju velké hodnoty prediZenia). Teplota
rozkladu SCL-PHA sa pohybuje 200°C a je blizka teplote topenia (pri PHB je to 180°C), zatial
¢o MCL-PHA patria medzi termoplastické polyméry (teplota topenia dosahuje okolo 160°C,
teplota degradacie 180°C), dosahuju nizsiu teplotu skleného prechodu ako SCL-PHA, ale
vyssiu teplotu krystalizacie [10].
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Ako uz bolo zmienené pred vyssie, pevnost’ materialu vyrobené¢ho z PHA sa lisi v zavislosti
od molekulovej hmotnosti polyméru. Podl'a $tadie Spitalsky akol. (2006), sa so zvysenim
molekulovej hmotnosti PHA z 100 kDa na 300 kDa, zaroven zvysi aj pevnost materialu
z 10 MPa na 30 MPa [11].

Z dovodu lepsich technologickych a uzitkovych vlastnosti sa zvyCajne vyuzivaji
kopolyméry SCL a MCL-PHA tvorené z monomérnych jednotiek ako napr. 3—hydroxybutyrat
s 3-hydroxyoktanoatom P(3HB—co—3HO) (napr. v medicine). Takéto kopolyméry zabezpecuji
lepSie mechanické vlastnosti, vysSiu termicka stabilitu a lepSiu elasticitu. Na zaklade
spominanych vlastnosti m6zu byt porovnatel'né so synteticky produkovanymi plastami (napr.
PHB s polypropylénom) [1, 10, 12].

Kopolymér hydroxybutyratu a hydroxyvaleratu (PHBV) zasa zvySuje odolnost’ voci
vonkajSim podmienkam. Pevnost’ izolovanych polyhydroxyalkanoatov a teplota topenia
polyméru sa tiez meni tvorbou kopolymérov, pricom je mozné kombinovat’ az 150 r6znych
monomérov. Mechanické vlastnosti (termoplasticita, pevnost’) sa daji zmenit’ modifikovanim
povrchu— pripravou kompozitou PHA sinymi polymérmi (PLA, PGA) a anorganickymi
materialmi (hydroxyapatit) [13]. Medzi charakteristické vlastnosti polyhydroxyalkanoatov
patri UV stabilita a tiez hydrofobicita, ktora sposobuje, Ze sa PHA rozpustaju iba v nepolarnych
rozpustadlach (napr. chloroform) anie st rozpustné (ani neboptnaju) vo vode.
Polyhydroxyalknoaty su d’alej netoxické a biokompatibilné, teda dobre znédSané v Zivom
organizme so schopnost’ou postupného samovstrebavania. PHA su ziskavané z obnovite'nych
zdrojov (ako baktérie, sinice) a tiez si biodegradabitelné v prirode, ¢o znamena, ze PHA su

prirodzene rozloziteI'né na netoxické latky akymi st voda a oxid uhlicity [1, 12].

2.1.3 Syntéza polyhydroxyalkanoatov

Polyhydroxyalkanoaty su syntetizované v bunkach pri Specifickych druhoch baktérii
(napr: A. eutrophus, Protomonas exorquens) za pritomnosti nadbytku uhlikového zdroja
(napr. glukdza) a limitnom mnozstve ostatnych biogénnych prvkov, prevazne dusika a fosforu,
alebo prvkov ako horcik a sira. Tvorbu PHA granul moze ovplyvnit’ aj teplota, pH, alebo UV
ziarenie [14].

Bioyntéza PHA vychadza z acetyl-CoA, vzniknutého z pyruvatu z Calvin-Bensonovho
cyklu. Nasyntézu PHB z acetyl-CoA su potrebné tri hlavné reakcie katalyzované tromi
enzymami. V cyanobaktériach sa nachadzaju Styri gény na dvoch rozdielnych miestach

vV genodme, ktoré st regulované dvomi odliSnymi operonmi. Obrazok 2 zobrazuje syntézu PHA
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pri cyanobaktérii Synechocystis sp. PCC 6803. Gén PhaA2 koéduje enzym p—ketoacylCoA

thiolazu, ktora katalyzuje kondenzaciu dvoch acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA. Dalsiu

reakciu katalyzuje acetoacetyl-CoA dehydrogenaza za pritomnosti NADPH (kodovana

PhaB2), ktora katalyzuje hydrogenaciu karbonylovej skupiny na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA.

Polymerizaciu monoméru katalyzuje PHB polymeraza (kodovana phaE/phaC) [1, 14].
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] {
i - =il
- N // B <Y
HaC E{ SCoA

(R)-3-hydroxybutyryl-CoA

Obrdzok 2 Biosyntetickd cesta tvorby PHB u Synechocystis Sp PCC 6803 [16]

V baktériach sa polyhydroxyalkanoaty nachadzaji vo forme intraceluldrnych granul

v cytoplazme. Pocet a vel'kost’ PHA grantl zavisi na podmienkach kultivacie vybranych druhov

mikroorganizmov. Schéma Struktary intracelularnej granule je mozné vidiet' na nasledujucom

obrazku (Obrdzok 3), kde je z dovodu lepsej prehl'adnosti zvacsené jadro v pomere k obalu

proteinov, tzv. phasinov. Obrdzok 3 sa tyka baktérie Cupriavidus necator H16, nejedna sa

o sinice [17].
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Obrazok 3 Struktira intraceluldrnej granule obsahujiicej PHA [17]

Tieto intracelularne granule pozostavaji z hydrofobneho polymérneho jadra, ktoré je
obklopené struktarnymi proteinmi (phaziny) a enzymami (PHA syntazy, PHA depolymerazy).
PHA syntazy st viazané na retazce polyméru a su zodpovedné za syntézu retazca, (PHA
depolymerazy zasa retazce PHA rozkladaji). Retazce polyhydroxyalkanoatov maja
hydrofébny charakter, avSak pri intraceluldrnej akumulacii PHA nedochadza k zvySovaniu
osmotického tlaku, z dévodu pritomnosti proteinového povrchu [17]. Proteiny okolo jadra
tvoria monovsrtvu, ktord brani aglomeracii grantl na viacsiu granulu (tzv. koalescencia).
Phaziny st amfibolické proteiny, ktoré sa ne$pecificky viazu cez hydrofobny koniec na polymér

a hydrofilna ¢ast’ smeruje k rozpustadlu [18, 19].

2.1.4 Polyhydroxybutyrat ako hlavny zastupca polyhydroxyalkanoatov
Ako uz bolo zmienené v podkapitole 2.1.1, polyhydroxybutyrat (PHB) je z pomedzi

vSetkych polyhydroxyalkanoatov najrozsirenej$im a vel'mi dobre preskimanym polymérom.
Jeho monomérom je 3—hydroxybutanova kyselina, ktora sa bezne nachadza v zivych systémoch
(tvori i6bnové kanaly) [19].

Jedna sa o polymér v skupine SCL-PHA, ktorého Struktirny vzorec je mozné vidiet
na Obrazku 4. Vyskytuje sa ako homopolymér (sluzi ako zasoba energie pre mikroorganizmy),
alebo vo forme derivatu (napr. S polyfosfatom draselnym), kedy slizi ako neurénovy prenéasac

ionov [19, 20].

14



CH; H (9)

/o.__c/ (|:|

P i \CHz/
P(3HB)

Obrazok 4 Struktiira monomérnej jednotky PHB [23]
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Baktérie produkuji linearnu a amorfnu formu PHB. Teplota skleného prechodu sa pohybuje
okolo 4°C a teplota topenia polyméru je pri 180°C. Hustota PHB je 1,18 g/cm®. Mechanické
vlastnosti tohto polyméru su podobné izotaktickému polypropylénu [21]. Navzdory amorfnej
povahe nativneho PHB v intracelularnej granuli, po izolovani z mikroroganizmu, vykazuje
PHB vysoku krystalinitu, ato kvoli prisnemu zachovaniu R—konfigurdcie vo vSetkych
monomérnych jednotkéach. Prechod z amorfného do Ciastocne krystalického stavu (okolo 55%)
je vyvolany z dovodu posobenia chemického, alebo fyzikalneho stresu na proteiny obklopujice
jadro polyesteru [22]. Izolované PHB tvori laminarne krystaly, ktoré su zoskupené do dosticiek,
alebo sférulitov s pravotocivou konfiguraciou, o napomaha rychlejsej degradacii. Molekularna
hmotnost’ priemyselne tvoreného PHB zavisi na producentovi, rastovych podmienkach
a metodach, akymi sa ziskava izolovany polymér —mdze sa preto pohybovat’ v rozmedzi od 200

do 3 000 kDa [20, 21].

2.15 Vyuzitie polyhyroxyalkanoatov

Spominané  fyzikdlne achemické vlastnosti v  podkapitole 2.1.2  robia
Z polyhydroxyalkanoatov  atraktivne materidly S vysokym aplikacnym potencidlom.
Predovsetkym kvoli stale rasticemu znec€isteniu Zivotného prostredia hra biodegradabilita ako
jedna z esencialnych vlastnosti PHA, kIai¢ovli rol'u v modernom materidlov inZinierstve.
V porovnani s pouzivanymi plastami sa PHA mo6zu rozkladat’ na oxid uhli¢ity a vodu, pricom
extracelularne PHA depolymerazy (tvorené taktiez samotnymi baktériami) tento proces iba
urychlia. Z toho dovodu moézu nachadzat’ svoje uplatnenie v priemysle a sluzit’ na vyrobu
potravinovych folii a obalov v potravinarstve, tieZ na vyrobu flias a vreciek [13].

Avsak jeho pouzitie sa netyka iba potravinarskeho priemyslu, PHA je mozné vyuzit' aj
v medicine vd’aka ich biokompatibilite. Pre I'udsky organizmus su PHA netoxické a preto je
mozné ich vyuzit’ na vyrobu samovstrebate'nych niti, alebo implantatov. Mozno pouzit’ PHA
aj v zmesi s polymle¢nou kyselinou (PLA), na zlepSenie mechanickych vlastnosti, ako je napr.
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pevnost’. Pri vyrobe scaffoldov (t.j. oporné materialy) sa z PHA vyuzivaju rozli¢né primesi
S anorganickymi materialmi (napr. hydroxyapatit), alebo inymi typmi polymérov (PLA, PGA).
Takto vyrobené scaffoldy je mozné pouzit pri regeneracii kostného tkaniva, kde budu
poskytovat’ mechanicka oporu a zaroven stimulovat’ rast buniek [13, 24, 25].

Svoje uplatnenie maju PHA aj vo farmakologii v distribucii lieCiv v organizme. Vdaka
hydroféobnemu charakteru, si PHA vhodné na ucinni enkapsulaciu hydrofobnych liekov
vo forme mikro a nanocastic. Mikroporozita povrchu castic nosica prispieva k urychleniu jeho
degradacie, preto aby nosi¢ vydrzal dlhsie, je nutna jeho modifikacia— ¢i uz chemicka,
synteticka, alebo kopolymérna syntéza [25].

Doélezitym faktorom pri technologickom vyuziti PHA je jeho cena. Vhodné médium,
produkcia vo velkom mnozstve v bioreaktoroch a samotny down-streamovy proces (izolacia
polyméru z mikroorganizmov) su vel'mi nakladné. Predajna cena izolované¢ho polyméru sa
modze znizit vdaka vyvoju fermentacnych, purifikaénych technologii a metdéd génového
inzinierstva na 4 $/kg. Cena syntetického polypropylénu alebo polyethylénu sa pohybuje
od 0,25 po 0,5 $/kg, ¢o je stale priblizne 10 krat menej ako cena PHA [26].

Hlavne z dovodu predajnej ceny je jednou z hlavnych priorit najst’ lacnejSiu alternativu
vyroby PHA. Ako substraty sa pri baktériach rodu Cupriavidus pouzivaju odpadové oleje, alebo
iné odpadné substraty [27].

Niekol’ko $tadii sa zameralo na vyuzitie odpadovych vod a naslednu produkciu polyméru
ato konkrétne pri vyuziti cyanobaktérii. Sinice ako autotrofy st schopné syntetizovat
zlozitejsie uhlikova molekuly (ako PHB) vd’aka sIneénému ziareniu, vode a uhlikovému zdroju
COq2. Kedy pri pouziti CO2 ako uhlikového zdroja mdzu sinice prispiet’ k jeho zniZeniu
v atmosfére a vd’aka fotosyntéze zasa k produkcii kyslika. Prave to, robi zo sinic vhodné
nizkonakladové primarne producenty PHB [28, 29].

Rovnako tak, je mozné vyuzit’ ako lacny a 'ahko ziskateI'ny uhlikovy zdroj napr. odpadovi
vodu, vdaka ¢omu by bolo mozné znizit' celkové naklady na vyrobu PHB [28]. Aulossira
fertilissima sa po 15 dni inkubacie ziskalo az 200 mg.I"* PHB. Vysledky z experimentov
poukazuju na to, ze odpadové vody by mohli byt pouzivané pri ziskavani cennych produktov
zZ cyanobaktérii bez zbytocnych vydavkov spojenych s pouzivanim pitnej vody a Zivin ako je

tomu u ¢istych kultar [29].
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2.2 Cyanobaktérie ako producenti polyhyroxyalkanoatov

Cyanobaktérie, alebo tiez pod nazvom sinice patria do skupiny gram-negativnych
fototrofnych prokaryot. Cyanobaktérie st schopné rast’ a prezivat’ v rozli¢nych prostrediach
apri tom tvorit sekundarne metabolity vratane biologicky aktivnych zlucenin napr.
s antibakterialnou ¢i antivirovou aktivitou (alkaloidy, polyketidy). Medzi najdolezitejSie
sekundarne metabolity cyanobaktérii patria PHA a glykogén. Dalsie dolezité metabolity su
enzymy, alebo UV—absorbujlice pigmenty a fluorescenc¢né farbiva [30, 31].

Velka cast’ cyanobaktérii je schopnd oxidativnej fotosyntézy a dokaze syntetizovat’
chlorofyl a ako najcastejsi fotosynteticky pigment a phycobiliproteiny ako pigmenty
zachytavajice svetlo. Ako uz bolo zmienené vyssie, sinice fixuju oxid uhli¢ity (CO2) ako zdroj
uhlika, konkrétne vyuzivaji primarne reduktivnu pentdzo-fosfatova drahu. Pocas tmy, sinice
mobilizuju vytvorené polyméry v Calvinov-Bensonovom cykle (CCB). Biosyntetické drahy

prebiehajlice v cyanobaktériach je mozné vidiet' na obrazku 5 [32].
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Obrdzok 5 Biosyntetické drdahy v cyanobaktériach [33]

Cyanobaktérie potrebujii svetlo, aby boli schopné fotosyntézy a to vo vlnovej dizke 400—
700 nm. Zo ziskaného absorbovaného slnecného ziarenia, moéZzu cyanobaktérie previest’

maximalne 9% na biomasu. Na tGspe$ni produkciu biomasy musi byt intenzita Ziarenia
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V optimalnom rozmedzi. Vel'mi nizka intenzita ziarenia nie je dostaCujuca, na druha stranu
prili§ vysoka intenzita Ziarenia méze sposobit’ fotoinhibiciu (teda stratu aktivity fotosystému)
[32].

Bolo zistené, ze sinice su dobre uplatnitel'né ako nizko—nakladovi producenti PHA, vd’aka
ich malym poziadavkam na zdroje Zzivin aschopnosti akumulovat PHA oxidativnou
fotosyntézou. Tvorba a akumuldcia PHA prebicha za ucelom tvorby uhlikovej rezervy
V staciondrnej fazy rastu. Ako uz bolo viackrat spomenuté, akumuldcia PHA zavisi na druhu
cyanobaktérii a od fyzikalnych a chemickych podmienok, ktoré podporuju ich rast (ako je
cyklus svetlo/tma, teplota, pH, limitacia zivin) a rovnako zdroj uhlika (organicky, anorganicky
zdroj). Z pomedzi tychto podmienok je limitované mnozstvo zivin—prevazne dusika a fosforu,
najéastejsi vyuzivany pristup k akumulacii PHA [29].

Sinice neprodukuju iba PHA, ale rovnako aj monosacharidy (podobne ako riasy, alebo nizsie
rastliny). Monosacharidy, rovnako ako di-, oligo-, a poly-sacharidy st energetickou rezervou
a sucast'ou bunkovej steny u zelenych sinic. Cyanobaktérie syntetizuju glykogén (zdsobny
polysacharid) pocas fotosyntézy a uskladituju ho ako granuly na membranach tylakoidov [29].

Vd’aka nedavnym $tadiam bola potvrdena spojitost’ medzi produkciou PHB a glykogénu
V cyanobaktériach. Tieto Studie potvrdzuji Ze za nepriaznivych podmienok (ako nedostatok
zivin), hrd glykogén v cyanobaktériach v energetickom zésobeni vacsiu rolu ako PHB. Avsak
vyhodou cyanobaktérii je, ze akumulacia PHA prebicha aj za heterotrofnych podmienok, kedy
polyhydroxyvalerat a jeho kopolymér s polyhydroxybutyratom mo6zu byt ziskané s pouzitim
glukdzy, acetatu, kyseliny propionovej a valereovej ako zdroje uhlika. V tomto pripade, proces
zahfna acetyl koenzym A, alebo acylkoenzym A ako intermediat a kon¢i polymerizaciou

pomocou enzymu PHA syntazy [29].

2.2.1 Modelové cyanobakterialne kmene produkujice polyhydroxyalkanoaty

Medzi kmene cyanobaktérii, ktoré st vyuzivané na produkciu PHA moZu patrit’ prirodzeni,
alebo rekombinantni producenti, Ktori obsahuju vybrany gén z baktérie (napr. Cupriavidus
necator) za ucelom zvysenej produkcie polyméru.

Prirodzeni producenti vyuzivaju fotosyntetick drahu k produkcii PHA s vyuzitim CO2 ako
uhlikového zdroja, ¢o vedie k ziskaniu malych vytazkov polyméru (okolo 6% z vysusenej
biomasy). K prirodzenym producentom patria napr. kmene Spirulina, Aphanothece sp,
Oscillatoria limosa, alebo termofilicky rod Synechococcus. Vynimku tvori termofilna

cyanobaktéria Synechococcus sp. MA19, kde bol zaznamenany obsah PHB az 27 hm%. Aby
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bolo dosiahnutej vyssej produkcie PHA vyuzivaja sa rozli¢né ovplyviujace faktory, ktoré buda
blizsie opisané v kapitole 2.2.3 (limitacia N a P, teplota, stresové podmienky) [34, 35].
V stadiach, kde boli vyuzité iné uhlikové zdroje (napr. acetat) bola zistena vyssia produkcia
PHA- napr. obsah PHB sa pri Synechocystis sp. PCC 6803 pohyboval okolo 20 hm. % [34].

Rekombinantni producenti st dalSou mozZnostou ako zvySit produkciu, PHA.
Do cyanobaktérie sa implikuje jeden, alebo viacero génov z PHA produkujicej baktérie (napr.
Cupriavidus). Vlozené gény podmienuju zvysenu syntézu PHA (ovplyviuja aktivitu enzymov
ako acetoacetyl-CoA reduktaza, B-ketothiolaza), popripade inhibuju depolymerazy, aby sa PHA
nerozkladalo, ale bolo intraceluarne akumulované v bunke. V stadii Nyok-Sean Lau a kol.
(2014) do baktérie Synechocystis sp. PCC 6803 vlozili gén z Cupriavidus necator, zodpovedny
za kodovanie enzymu acetoacetyl-CoA syntazy, ktora katalyzovala nevratni kondenzaciu
acetyl-CoA, a malonyl-CoA na acetoacetyl-CoA. V ramci tohto experimentu sa dosiahol obsah
PHA az 14 hm.%. Ked’ d’alej pokracovali v §tidii a rekombinantnym cyanobaktériam dali zdroj
uhlika vo forme acetatu, produkcia PHA sa vysplhala na 41% z vysusenej biomasy [3].

Vysoky obsah PHB bol dosiahnuty aj pri morskej cyanobaktérii Synechococcus sp. PCC
7002 ato az 52% hmotnosti vysusenej biomasy. Jednalo sa o rekombinantnti cyanobaktériu,
do ktorej bol vlozeny plazmid z baktérie Cupriavidus necator [3].

V tejto diplomovej praci sa ako modelové organizmy vyuzili dva kmene cyanobaktérii a to—
Synechocystis sp. PCC 6803 a Synechocystis salina CCALA 192. Ako modelové organizmy sa
vyuzili z dovodu, ze st schopné produkovat a akumulovat PHA V Sirokom rozmedzi a st
pomerne dobre preskiimané [36].

Synechocystis sp. PCC 6803 je prirodzenym producentom PHA, pri¢om je vel'mi dobre
preskimanou cyanobaktériou, a to geneticky aj fyziologicky. Jedna sa o jednobunkovu baktériu
nefixujucu dusik, ktord sa pouziva ako modelovy organizmus po celom svete. Rast
Synechocystis sp PCC 6803 je pomerne rychly (minimalny ¢as delenia je menej ako sedem
hodin) a nevyzaduje $pecifické nutriéné podmienky[37, 38]. Navyse, Synechocystis sp. PCC
6803 je prvy fotosyntetizujuci organizmus, ktorého cely genom bol nasekvenovany. TaktiezZ
bolo urobenych vel'a experimentov, v ktorych bol skiimany vplyv limitacii zivin, inkubacii
V tme, ¢i zdrojov uhlika (opisané v kapitole 2.2.3) na produkciu a akumulaciu PHB [34].

Synechocystis sp. PCC 6803 moze rast’ na agarovych plotniach, a rovnako tak aj v kvapalnej
kultare, pricom optimalne rozmedzie pH by sa malo pohybovat od 7-8,5. Rast prebieha
za svetla, avsak je podkmen ATCC 27184, ktory moze rast’ heterotrofne za tmy, v pritomnosti
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uhlikového zdroja. Tento podkmen na rozdiel od materského kmenia PCC 6803 vie zuzitkovat
glukozu ako zdroj uhlika [39, 40]. .

Synechocystis salina CCALA 192 bola vybrana ako druhy modelovy mikroorganizmus.
Produkcia PHB je u CCALA 192 prirodzene vyssia, ako je tomu u Synechocystis sp. PCC 6803
a na zaklade viacerych $§tadii je sfubnym producentom PHB. Synechocysti salina CCALA 192
moze byt zaockovana z malého objemu inokula a napriek tomu sa dokaze rychlo adaptovat’
a rastie. Pri kultivacii s dostatkom Zivin, fixovanim CO; ako zdroju uhlika a svetelnom cykle
16/8 hod. (svetlo/tma) sa pohybuje produkcia PHB okolo 10-11 hm.%. Produkciu PHB je
mozné eSte navysit’ napr. pridanim soli chloridu sodného (NaCl) arovnako ako Vv pripade
Synechocystis sp. PCC 6803 je mozné zvysit' obsah PHB acetatom, ¢o bude neskor opisané
v kapitole 2.2.3 [51, 42]. .

2.2.2 Rastova krivka cyanobaktérii

Rast bakteridlnych buniek prebiecha postupne v rozmedzi dni az tyzdiov, o zavisi
od konkrétneho typu mikroorganizmov. Bunky z mikrobiologického izolatu st umiestnené
do tekutého média, obsahujuceho potrebné ziviny s kontrolovanymi podmienkami (ako okolita
teplota, tlak). V pripade optimalnych podmienok pre rast, méze byt bakteridlna biomasa
merana ako mnozstvo buniek, ¢im je mozné ziskat rastova krivku, ktort mozno vidiet
na Obrazku 6. Rast baktérii a cyanobaktérii sa liSi v rychlosti. Na rozdiel od baktérii, kde sa
doba rastu pohybuje véac¢Sinou v hodinach, popripade trva niekol’ko malo dni, cyanobaktérie

rastu dlhsie v rozmedzi tyzdnov az mesiaca [43].
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Obrdzok 6 Rastovd krivka baktérii [43]
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Priebeh rastu je mozné rozdelit’ na Styri fazy: Lag faza, Exponencialna, stacionarna a faza
zéniku. Kazda zo spominanych faz reprezentuje urcité obdobie rastu, ktoré je sprevadzané
fyziologickymi zmenami v bakterialnej kultare [43].

Pocas ,,Lag fazy* sa cyanobaktérie adaptuju na rastové podmienky- ako na vyzivu, rovnako
tak aj na vonkajsie podmienky, ako teplota, pH a iné. V lag faze bunky dospievaju a zatial’ nie
su schopné sa delit’, avSak prebieha u nich syntéza RNA, tvorba enzymov a d’alSich molekul.
Mnozstvo bakterialnych buniek sa vel'mi V tejto faze nemeni [44]. Dizka fazy sa odvija od typu
média a od pociatocnej vel'kosti inokula [43].

Exponencialna faza (niekedy nazyvana aj logaritmickd) je charakterizovana zdvojenim
buniek. Bunky cyanobaktérii pocas exponencialnej fazy rasth a delia sa a pokial’ ich rast nie je
limitovany mnozstvom zivin, delenie bude pokracovat’ v konsStantnej rychlosti, takze aj pocet
buniek aj populacia sa bude zvysSovat dvojnasobne kazdi nastdvajicu Casovu periodu.
Exponencialny rast nemdze pokracovat’ donekonecna kedze z média sa vyZiva postupne
spotrebuva a hromadi sa odpad (strata esencidlnej vyzivy vedie k formovaniu inhibujicich
produktov— napr. organickych kyselin) [43].

Potom nastdva stacionarna faza, kde su stupen rastu aumrtie buniek rovnaké. Prave
V stacionarnej f4zy nastava produkcia PHA a celkovych sekunddrnych metabolitov pri limitécii
N, P a dostatku uhlikového substratu [40, 45]. Vyskumy ukazuju, Ze pocas stacionarnej fazy
zaroven so zvySovanim koncentracie PHB, dochadza k zniZeniu biomasy. ZvySovanie
koncentracie PHB pocas stacionarnej fazy je moZzné pozorovat aj volnym okom, kedy
dochéadza k zmene sfarbenia kultiry zo zelenej na zIti. Podl'a $tidie Troschl a kol. (2018)
dochadza k znizeniu fykocyaninu a naopak, k zvySovaniu karotenoidov. Plati, ze ¢im dlhsie
prebieha kultivacia sinic, tym vysSie mnozstvo PHB obsahuju [41].

Poslednou fazou je faza poklesu, alebo faza umrtia, pocas ktorej dochadza k odumieraniu
buniek. Odumieranie je najCastejsie sposobené nedostatkom Zzivin, ale pri¢inou mozu byt aj
vonkajSie podmienky ako teplota okolia, alebo zniZena tolerancia okolitych podmienok

pre dany druh, popripade metabolity, ¢i iné Skodlivé vplyvy [40].
2.2.3 Faktory ovplyviiujice zvySenu tvorbu polyhydroxyalkanoatov

2231 Zdroj uhlika

Ako uz bolo niekol’ko rat zmienené, mnozstvo vyprodukovaného polyhydroxyalkanoatu sa
1i8i u réznych druhov cyanobaktérii a v zavislosti na podmienkach ich kultivacie. Napriklad

pri oxide uhli¢itom ako zdroji uhlika bol dosiahnuty obsah 6% z vysusenej biomasy,
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s vynimkou Synechococcus sp. MA19, kde bola zaznamenana akumulacia 27 hm. % PHB.
Avsak, pri limitnom mnozstve fosfatu dosahoval vytazok v stadii Panda a Mallick (2006) PHB
az 55 hm.%. Zvysena produkcia PHB bola zistena aj pri mixotrofnych podmienkach s acetatom
u Synechocystis sp. PCC 6803 —do 15 hm.%.V pripade nedostatku fosfatu sa akumulacia PHB
V pritomnosti acetatu vySplhala na az 29 hm. % [34].

Panda a kol. vo svojej stadii (z roku 2005) vyuzili viacero typov uhlikovych zdrojov, aj
pre Synechocystis sp. PCC 6803, ktoré mali podporovat’ tvorbu PHA. Jednalo sa o glukdzu,
maltdzu, acetat, etanol a fruktézu v koncentraciach od 0,2 do 0,6 % (Obrdzok 7) [46].
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Obrazok T Zavislost rozlicnych koncentrdcii rozdielnych zdrojov uhlika na akumuldciu PHB pri
Synechocystis sp. PCC 6803 v priebehu 14 dennej inkubdcie [46]

Najvyssia akumulacia PHA bola zistena pri médiu s 0,4 % acetatu ako uhlikového zdroja.

Cyanobaktérie produkovali a akumulovali PHA v rozmedzi 20-30 hm. % z vysuSenej biomasy
[46].

2.2.3.2 Abiotické faktory

Ako uz bolo niekol’ko krat spominané, rast baktérii a akumulacia PHA méze byt ovplyvnena
vonkaj$imi podmienkami, ktoré mozu byt rozdelené na biotické a abiotické faktory. Biotické
faktory zahffiaju pritomnost’ patogénov (ako baktérie, huby, virusy), abiotickymi faktormi st

teplota, pH, salinita, mnozstvo nutrientov v médiu (fosfor, dusik) a svetlo [47].
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Intenzita svetla patri medzi najdolezitejSie faktory v procese fotosyntézy, S ¢im priamo
stvisi rast mikroorganizmov atvorba PHA, vratane inych sekundarnych metabolitov.
V otvorenych kultirach slnecné svetlo prechadza priamo do kultiry, ale moze sa stat’, ze dojde
k nerovnomernej distribtcii v médiu. Oproti tomu vo fotobioreaktoroch a pri lampach dochadza
k lepSej distribucii svetla. Intenzita svetla moze byt ovplyvnena hustotou a pigmentaciou
buniek [48, 49].

Rovnako ako intenzita ziarenia, tak aj teplota ovplyviuje metabolické procesy a rychlost’
biologickych reakcii. Niektoré Studie poukdzali, Ze termostres pri siniciach zvySuje akumulaciu
lipidov a PHA [47].

Dalsim dolezitym faktorom je pH média. U vicSiny baktérii sa pH optimum pohybuje
v rozmedzi 7,0-9,0. Nespravne pH modze zapri¢init’ fyziologické zmeny v baktériach, preto je
dolezité udrziavat’ optimalne pH [50].

Specifické poziadavky na mieru salinity zavisia od druhu mikroorganizmov. Zmeny
v obsahu soli maju vplyv na rast a zlozenie baktérii z dovodu osmotického stresu a zmien
vV membranovej priepustnosti ionov [47]. Podl'a Li a kol. (2009) osmostres zvySuje syntézu

karotenoidov a lipidov a je priamo spojeny s produkciu PHA [51].

2.3 Kvalitativne a kvantitativne metody stanovenia PHA v sti¢asnosti
pouzivané U cyanobaktérii

2.3.1 Plynova chromatografia ako referen¢na technika

Na stanovenie PHA sa najCastejSie vyuziva prave metdda plynovej chromatografie
S plamenovou ionizacnou detekciou, alebo vtandemovom spojeni S hmotnostnou
spektrometriou (GC/MS), ktora je vhodna na kvalitativnu aj kvantitativnu analyzu —jedna sa
0 spolahliva a presntl, avSak €asovo naro¢ni metddu, pri ktorej je potrebné derivatizovat
polymér [52].

Casova naro¢nost’ plynovej chromatografie spo¢iva v tiprave vzoriek. Nie je mozné stanovit’
samotny polymér PHB (z dovodu nemoznosti jeho uvedenia do plynného stavu), preto je
stanovovany jeho derivat— napr. methyl-3hydroxybutyrat, v ¢om spociva d’al$ia nevyhoda tejto
techniky. Aby mohol byt polymér derivatizovany, musi najskor dojst’ k jeho rozpusteniu
V nepolarnom rozpustadle, akym je najcastejSie chloroform (CHCls), ktory je karcinogénny
atoxicky. Dalej sa pri Uprave ¢asto pouziva methanol akoncentrovana kyselina sirova,
podobne ako v stadii u Manangan, Shawaphun a kol. (2010). Pri tejto $tadii na stanovenie

obsahu PHA, autoripouzili vzorky zo susenej biomasy, ktoré rozpustili v chloroforme, pridali
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inertny standard (methylbenzoat), methanol a koncentrovanu kyselinu sirovi. Vzorky boli
zohrievané v olejovom kupeli pri 100°C po dobu 2 hod. Po ochladeni vzoriek na laboratérnu
teplotu, boli premyté vodou anasytenym roztokom hydrogenuhli¢itanu sodného
(NaHCOg), vysusené pomocou Na,SO4 a nasledne prefiltrované. Takto pripravené vzorky boli
analyzované na plynovom chromatografe s plamefiovym ionizaénym detektorom (FID) [53].

Podobne to bolo v stadii u Bhati a Mallick (2017), ktori extrahovali vysuSeni biomasu
V horicom chloroforme pri 60°C a postupovali podl'a starSicho protokolu od Yellore a Desie
(1998). Po 36 hod extrakcii, bol extrakt zrazany v studenom diethyl ethéry a nasledne
filtrovany. Precipitant bol premyty acetonom a diethyl étherom pred vysusenim na konStantna
vahu [54, 55].

Stadia iba potvrdzuji fakt, Ze napriek tomu, Ze sa jedna o najéastejsie vyuzivant a velmi
presnu techniku, akou PHA stanovujeme, zahffia pomerne velké nevyhody spocivajice

V naro¢nej pfiprave vzorky na analyzu (€asova naro¢nost’ a toxické latky).

2.3.2 Termicka analyza

Termické analyzy sa sustred'uji na stanovenie fyzikalnych a chemickych vlastnosti
analyzovanych latok, ako su polyméry, anorganické latky (minerdly, horniny), alebo lieky.
Zahrnuje obecné experimentdlne metddy, pri ktorych su analyzované zmeny zlozenia
a vlastnosti Studovaného materialu pri tepelnom zatazeni. V priebehu tepelného zat'azenia
dochadza u vzorky k vyvolaniu, alebo zmene intenzity procesu napr. rozkladu, chemickej
reakcie, objemu. Podl'a typu zmeny, ku ktorej dochadza sa nazyva aj prislusna analyza- t.j
termogravimetrickd analyza (meranie hmotnosti), diferen¢né skenovacia kalorimetria (meranie
tepelného toku), termomechanicka analyza (rozmer a mechanické vlastnosti), diferen¢na

termicka analyza (rozdiel teplot) a pod [56, 57].

Termogravimetricka analyza

Termogravimetrickd analyza spociva v merani hmotnosti vzorky V priebehu urcit¢ho
teploteho programu. Termogravimetria je vhodnou metodou na analyzu syntetického, alebo
prirodného materialu, pri ktorom sa teplota topenia moze pohybovat’ az do tisicoch stupiioch
Celsia, v zavislosti od pristroja. Pre TGA analyzu je kIicovy termicky rozklad- uvolnenie
plynnych degrada¢nych produktova stym spojeny pokles hmotnosti vzorky. Pri PHA sa
teplotna degradacia pohybuje v rozmedzi 160-270 °C [57].
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K. Roja akol. (2019) podrobili termickej degradacii vzorky biomasy z Chlorella sp,
O.salina, L.valderiana a S. elongatus. Postupny tibytok hmotnosti nastava az k teplote 150°C
pre vsetky Styri vzorky z dovodu pritomnosti molektl vody a taktieZ aj pritomnosti necistot
z procesu extrakcie PHA. Termicka degradacia polyméru nastala pri teplotach 217°C, 238°C,
261°C a249°C, ¢o zaviselo od poc¢tu monomérnych jednotiek [58]. Zatial' ¢o termicka
degradacia PHA ziskaného z cyanobaktéric Nostoc muscorum Agardh bola stanovana
na teplotu 223°C [55].

Meixner a kol. (2017) vo svojej Studii termogravimetricy stanovili extrahované PHB
z baktérii Synechocystis salina a Cupriavidus necator H16. Priblizne 5 mg vzorky umiestnili
na hlinikové kelimky a zahrievali z teploty 25°C na 550°C s krokom 10°C/min, aby zistili
termalnu stabilitu extrahovaného PHB a porovnali ju s komerénymi produktami. Teplota
degradacie extrahovaného PHB zo Synechocystis salina sa pohybovala pri teplotach 259, 256
a254°C (v zavislosti od rozpustadla pouzitého na extrahovanie). Teplota degradacie PHB
extrahovaného z Cupriavidus necator H16 bola 284°C [60].

Kovalcik a kol. v d’alsej studii z roku 2017 analyzovali S. salina technikou TGA v dvoch
médiach— MM 1(mineralne médium) a DS2 (digestate supernatant). Komer¢ne vyrabany PHB
sa pouzil ako referencia a meranie prebichalo do 500°C. Zaciatok degradacie PHB u sinic nastal
pri teplote 283°C a281°C (degradacia referencného PHB nastala pri 286,7°C). Rozdiel
Vv teplotach degradacie pri oboch médiach bol maly. Médium MM1 rovnako ako médium DS2
demonstruji termalnu stabilitu typickt pre P(3HB) v porovnani s referenénym komeréne

vyrabanym PHB [61].

Diferecna skenovacia kalorimetria

Pri diferen¢nej skenovacej kalorimetrii (DSC) dochadza k skimaniu tepelnej vymeny
meraného materialu a okolia v priebehu daného teplotného programu. Pomocou DSC sa mimo
iné urcuju teploty topenia, skleného prechodu a kryStalizacie materialov, alebo je metéda DSC
vyuzivana pri analyze kinetiky reakcii [59]. Polyméry obecne predstavuji jedny z najéastejsie
analyzovanych materidlov technikou DSC.

Dolezitym parametrom pri DSC metdde je tepelnd kapacita, ktora vyjadruje mnozstvo tepla
dodavaného telesu, aby sa zvysila teplota telesa o 1 K. Tepelna kapacita moze byt vyjadrena
z tepelného toku a rychlosti ohrevu. Dalou dolezitou veli¢inou je entalpia, vyjadrujuca tepelnt
energiu v jednotkovom mnozstve latky. Entalpia je termodynamickou veli¢inou, ktora stvisi

S vnatornou energiou, objemom a tlakom sustavy [59, 62].
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Ako uz bolo spominané, teplota skleného prechodu je jednym z dolezitych vystupnych
udajov z merania. Je tomu tak preto, ze skleny prechod je spojeny so zmenou vnutornej
Struktiry materialu. Zmena vnutornej Struktiry sa prejavi hlavne na mechanickych
vlastnostiach materidlu— pod teplotou sklené¢ho prechodu je materidl krehky a tvrdy.
Po prekroceni teploty skleného prechodu sa material stdva pruzny ateda aj tvarovatelny.
Okrem zmeny mechanickych vlastnosti, dochadza aj k zmene tepelnej kapacity [59].

K. Roja a kol. (2019) charakterizovali izolované PHA pomocou DSC pri merani v rozsahu
teplot od -30°C po 200°C s krokom 10 °C/min. Teplota skleného prechodu a teplota topenia
izolovaného PHA polyméru boli stanované na 0,8°C a 178°C. Pri zmene zlozenia polyméru
doslo k zniZeniu oboch teplot. Degradacia PHA polyméru bola zaznamenand pri 251°C
a pri 284°C doslo k uplnej degradacii PHA ziskaného z Natrinema altunense kmefia RM-G10
[58].

V inej §tadii od Salgaonkar a Braganca z roku 2015, prostrednictvom TGA spozorovali
ubytok hmotnosti okolo 241°C a celkova strata hmotnosti nastala v blizkosti 305°C. DSC
metdda stanovila teplotu topenia a teplotu skleného prechodu, ktoré sa pohybovali v zavislosti
od typu cyanobaktérie- napr. pri Chlorella sp. bola teplota topenia 90°C a teplota skleného
prechodu (Tg) pri 6°C apri O. salina sa teplota topenia pohybovala pri 116°C a Ty
pri 9,35°C [62].

2.3.3 Optické techniky

2331 Spektrometria ultrafialového a viditel’'ného Ziarenia

Spektroskopia v ultrafialovej a viditelnej casti spektra (UV-VIS) je klasicka analyticka
metdda, merajiica zmenu intenzity dopadajiceho Ziarenia pri prechode vzorkou. Ziarenie ma
po prechode vzorkou mensiu intenzitu ako pdvodné, pretoze Cast’ energie Sa absorbuje.
Absorbovanie elektromagnetického ziarenia charakterizuje fyzikalna veli¢ina absorbancia [63].

UV-VIS spektrometria sa vyuziva samostatne, ale ¢asto tiez ako detekcia spojena s inou
technikou, ktorou moéze byt napriklad vysokotlakova kvapalinova chromatografia
(HPLC) [64].

Pri merani cyanobaktérii v stadii Carpine a kol. (2017) bola koncentracia biomasy merana
spektrofotometricky pri vinovej dizke 730 nm. Analyza susenej biomasy prebehla po pripraveni
10 ml odobranych z kultry, prefiltrovanych a nasledne vysuSenych na 60°C. Hodnoty
nameranej optickej hustoty (OD) boli prevedené na koncentraciu biomasy s vyuZzitim vhodne;j

kalibracnej krivky zo zavislosti OD na hmotnosti susenej biomasy. Vysledky sa lisili pri dvoch
26



roznych médiach jednej kultary Synechocystis sp PCC 6803. Jedno médium obsahovalo
vyvazené mnozstvo zivin, zatial’ ¢o druhé médium bolo zbavené dusika. Vysledky z merania
optickej hustoty (OD) ukazali, Ze pri vyvazenom médiu bol rast buniek exponencialny pocas
20 dni, zatial' ¢o tvorba PHB bola od 10 dna konstantna a dosiahla 0,4% obsahu vysusene;j
biomasy. Pri médiu ochudobnenom o dusik bol naopak koncentracia buniek niz$ia, avsak
tvorba PHB aj po desiatom dni stale stiipala a vysledny obsah PHB sa vysplhal az ku 1 hm.%
biomasy [33].

Metodou UV-VIS je mozné stanovit' celé absorpéné spektrum, zktorého sa da
charakterizovat’ absorbancia jednotlivych pigmentov obsiahnutych v cyanobaktériach.
Pigmenty sa li§ia absorbanciou pri rozdielnych vinovych dizkach. Stanovit je mozné
chlorofyl a , absorbujuci vidite'né Ziarenie pri vinovych dizkach 435 a 670 nm, viz na Obrdzok
8. Okrem chlorofylu, cyanobaktérie obsahuju aj karotenoidy (beta—karotén, myxoxanthophyl,
zeaxanthin), ktoré vytvarajii absorpéné piky pri vlnovych dizkach v okoli 400-500 nm.

Pri vlnovej dizke 630 nm absorbuje sprievodny fotosyntetizujuci pigment—fykocyanin [41].
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Obrdzok 8 Absorpcné spektrum CCALA 192 v réznych dioch kultivicie [41]
2.3.3.2 Infracervend spektroskopia s Fourierovou transformdciou

Infracervena spektroskopia s Fourierovou transformaciou (FTIR) je analytickd metdda,
pri ktorej je merané infraCervené Zziarenie absorbované, alebo rozptylené vzorkou. Analyza
suvisi so zmenou rotacnych a vibracnych stavov molekuly v zavislosti na zmenach dipolového
momentu. Infracervené ziarenie sa pohybuje v rozsahu od 0,78 do 1000 nm, ¢o odpoveda
rozsahu vlnoctu 12 800-10 cm™, pricom analyticky sa najviac vyuziva oblast 4 000-400 cm™.
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FT-IR nepouziva na ziskanie spektra disperzné prvky ako mriezku, alebo hranol, ale
interferometer. V interferometri dochadza k skladaniu dvoch lu¢ov do jedného svetelného luca,
z ktorého sa ziska spektrum z interferogramu pomocou Fourierovej transformacie [66, 67].

K. Roja akol. (2019) vyuzili infracerventi spektrometriu s Fourierovou transformaciou
na kvalitativne stanovenie extraktov zrias Chlorella sp., O. Salina, L. Valderiana aS§.
elongatus. Spektrum bolo merané vrozmedzi 4000-400cm™, kde boli skimané
charakteristické funkéné skupiny. Signidl pre PHA sa objavil pri vlnoctoch 3339 cm?,
3348 cm™? a3349 cm?, ktory reprezentuju vibracie -OH v ramci karboxylovej skupiny.
Vyskyt pikov v okoli 2920 cm™ reprezentuje C-H vibraciu z methylovej a methylénovej
skupiny Vv polymére. V okoli vIno¢tu 1630 cm? bola najdena vibracia pre skupinu C=O.
Absorbancia v regione pri1400cm? reprezentuje asymetrické a symetrické vibracie
methylovych skupin pritomnych vo vzorkach PHA. Piky pri 1020 cm™ znazoriuji skupinu
C=0 v esterovej skupine. Charakteristické skupiny potvrdzuju pritomnost’ PHA vo vzorkach
spominanych rias. Podobné pokusy boli dokdzané¢ aj inymi vyskumnymi timami (napr.
Salgaonka a Braganca, alebo Kavitha akol.) [58]. Stru¢ny prehlad charakteristickych
vibra¢nych skupin sa nachadza v tabulke I:

Tabulka 1 Charakteristické piky pri infracervenej spektroskopii [67]

Vibracia charakteristickej skupiny VInoé&et (cm™) Poznamky
Alifatické skupiny (CHs—, —CH32-) 2 900-2 850 -
Karbonylova skupina (v esterovej

vizbe) 1737 Charakteristické pre PHB
Amidy 1540 Amid asociovany s proteinmi
Methylové skupiny (CH3-) 1454,1 379 -

Krystalické PHB 1229,1279 -

Amorfné PHB 1189 —
Polysacharidy (C-O-C) 1 200-900 Glykogén v cyanobaktériach
2.3.4 Prietokova cytometria

Dal$ou velmi vyuzivanou technikou patri prietokova cytometria, ktora umoziiuje rychlu
analyzu niekol’kych tisicov buniek za sekundu na urovni jedinej bunky. InStrumentacia je
optimalizovand na analyzu jednotlivych buniek. Princip merania funguje na nasati bunecnej

suspenzie do prietokovej cely, do ktorej je privadzana nosnou tekutinou (napr. destilovana
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voda, fyziologicky roztok, pufor). Bunky st pred samotnou analyzou v nosnej tekutine
jednotlivo zoradené v rychlej sérii. Zoradenie buniek jednotlivo za sebou sa deje pomocou tzv.
hydrodynamickej fokusacie, kedy nosna kvapalina strhava bunky z centralneho jadra systému
a meni tok v centralnom jadre na parabolicky tzn. najvyssia rychlost’ je uprostred, ¢im je tazna
sila schopna uvadzat' suspenziu sbunkami do pohybu. Vzorka je dalej oZiarena
monochromatickym Zziarenim (laserom) a cez ststavu zrkadiel a SoSoviek, ziarenie dopada na
detektor. Detektory zaznamenavaju rozptyl (priamy abocny) a fluorescenciu. Po dopade
signalu na detektor je mozné ziskat’ informacie o velkosti buniek a ich vnutornej Strukture.
Pristroj je schopny merat a odliSovat fluorescenciu, podl'a definovanych excitatnych
a emisnych vlnovych dizok, ktoré sa lisia podl'a pouzitého fluoroforu [68].

Medzi zname fluorofory, pouzivané aj v tejto diplomovej praci patri napr. nilska cerven,
alebo BODIPY. Pri oboch fluorescenénych sondach sa jedna o lipofilné farbiva, ktoré sa viazu
na triacylglyceroly (TGA). Na zaklade oblasti, v akej sa pohybuje fluorescencia bodipy
anilskej ¢ervene (okolo 500 nm-zavisi od typu sondy), v jednej zo stadii- Rumin J. a kol.
(2015) vyuzili na identifikaciu lipidovych zloziek v riasach prave spomenuté fluorescencné
farbiva, aby sa vyhli neZiaducej autofluorescencii  chlorofylu  (fluorescencia
pri 675+20 nm) [69].

Chlorofyly u rias, rovnako ako aj v pripade cyanobaktérii, mozu byt pri fluorescneénej
mikroskopii, alebo pri cytometrickom stanoveni neziaducimi, z dévodu autoflorescencie.
Autoflorescencia méze mat’ vplyv na signal z fluorescencnych sond améze tak dojst’
k interferencii ziarenia, alebo k tvorbe Sumu na pozadi [69]. Oba vplyvy zamedzuja spol’ahlivej
kvantifikacii lipidov nilskou cervefiou. Pri vyuziti fluorescenénych sond, ktoré posobia
pri uréitych vinovych dizkach sa moze negativnemu vplyvu autofluorescencie predist. VIinové
dizky 450-500 nm viedli k dobrej detekcii vysoko hydrofébnych zlu¢enin, ako neutralne lipidy,
zatial’ ¢o vys§ie excita¢né vlnové dizky (515-560 nm) viedli k fluorescencii polarnych lipidov
Z interakcii s intracelularnou membranou fosfolipidov. Avsak, prienik nilskej cervene
na lipofilné Casti v bunkach méze byt problémovy kvoli Strukture bunkovej steny. Hruba
bunkovéa stena pdsobi ako bariéra pre prienik nilskej Cervene do bunky anaviazani sa
na intracelularne lipidy. Penetracia do bunky tak prebieha pomaly. Interakcia nilskej ¢ervene
s bunkovymi zlozkami (napr. proteinmi) je hlavnym oneskorujicim faktorom [69].

Naopak, lipofilné farbivo BODIPY 505/515 sa viaze iba na lipofilné ¢asti molekuly ako su
lipidové latky a chloroplasty. Pri excitacii modrym laserom (450-490 nm) je tak cervena

autofluorescnecia chloroplastov odlisitelna od zelenej fluorescencie sondy BODIPY.
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Pri permeacii sondy do vnutra buniek rias sa sonda BODIPY javi Gi¢innej$ia ako nilska ¢erven
aj pri bunkach s hrubou bunkovou stenou (ako Chlorella vulgaris, Dunaliella primolecta) [69].

Stanovenim obsahu PHB v baktériach pomocou prietokovej cytometria sa zaoberali
Vo svojej Studii Alves a kol. (2017) pouzili nilsku ¢erven ako lipofilné farbivo pomocou ktorého
by bolo mozné stanovit PHA. Avsak, pred zafarbenim intracelularneho PHB bolo potrebné,
aby nilska Gerven presla bakteridlnymi membranami. Prienik nilskej ¢ervene membranou
vyriesili pouzitim tlmivého roztoku TBE (jednalo sa o sacharézovy pufor), ktory zlepSoval
priepustnost membran. TBE bol aplikovany u buniek Synechocystis sp. PCC 6803
a Escherichia coli. Optimalna uprava meranych vzoriek je pri kazdom druhu baktérii
Specificka, preto bola prave uprava kritickym krokom pre optimalizaciu. Vysledok Stadie
ukazal, ze prietokova cytometria a GC, ktoré boli pouzité na kvantifikaciu PHB, vykazovaly
vysoky korela¢ny koeficient (R?)- az 0,99 [70].
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EXPERIMENTALNA CAST

3.1

3.1.1 Pouzité bakterialne kmene

Pouzité chemikalie a pristroje

V experimentalnej Casti boli pouzité kultury cyanobaktérii Synechocystis sp. PCC 6803

a Synechocystis salina CCALA 192 zo zbierky autotrofnych organizmov, Institatu botaniky,

Trebon v Ceskej republike.

3.1.2 Pouzité chemikalie

1,4-butandiol, Sigma-Aldrich

BODIPY 439/503, Thermo Fisher Scientific

Dusi¢nan sodny, Lach-Ner

Dusi¢nan Zelezity nonahydrat, Penta
Hydrogenfosfore¢nan disodny, Lach-Ner
Hydrogénfosfore¢nan draselny
Hydroxid sodny, Lach-Ner (CR)
Chlorid draselny, Lach-Ner (CR)
Chlorid sodny, Lach-Ner (CR)
Chlorid véapenaty dihydrat
Chloroform, Lach-Ner

Kyselina sirov4, Penta

Methanol, VWR International (USA)
Nilska cerven, Sigma Aldrich

Octan sodny trihydrat, Penta
Propionat sodny , Sigma-Aldrich
Propinium jodid, eBioscience

Siran hore¢naty heptahydrat (Penta)
Uhligitan sodny, Lach-Ner (CR)
y—butyrolakton, Sigma-Aldrich

NaNOs
9H,0.Fe(NO3)3
NaHPO4
KH2PO4
NaOH

KCI

NaCl

2H20. CaCl;
CHCl3
H2SO04
CH3OH

CH3COONa. 3H20

7H20.MgSOq4
Na.COs3

Vsetky pouzité chemikalie boli 0 Cistote p.a. a vyssej
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3.1.3 Pristroje pouzité na meranie

Analytické vahy, PA224C (Ohaus)

Bezné laboratérne sklo a vybavenie

Centrifuga Hettich EBA 20 (Hettich)

Centrifuga vysokorychlostna, HERMLE Z 36 HK (HERMLE)

Diferen¢ny skenovaci kalorimeter DSC Q2000, TA Instruments

FT-IR spektrometer Nicolet iS50, Thermo Fisher Scientific Inc.
e jednoodrazovy diamantovy nadstavec iS50 ATR

Laminarny box Aura mini, Bio Air Instruments

Lampa MASTER HPI-T Plus 250W/645 (Philips)

Lampa MASTERColour CDM MW Eco 230W/842 (Philips)

Mikrocentrifuga Centrifuge 5417R

Multi-Cultivator MC 1000-OD

Plynovy chromatograf s plamenovym ionizaénim detektorom (Thermo Scientific, Trace

1300; DB-WAX 30 m by 0,25 mm)

Prietokovy cytometer (Cytek® Aurora, NL 2 000)

Termogravimetricky analyzator Q5000, TA Instruments

Termostat, LS-35

Trepacka, SHO-2D, Witeg Germany

UV-VIS spektrofotometer, Hitachi U-3900H
e Integracna gula (60mmDIA) na diftizne-transmitancné meranie
e Transmisny mod

Predvazka EW 620-3NM (Kern)

Vortex TK3S (Kartell)

3.2 Kultivacia cyanobaktérii

V diplomovej praci bolo pripravenych viacero typov vzoriek uréenych na kvantitativne
a kvalitativne stanovenie PHA. Na kultivaciu boli vybrané modelové cyanobaktérie
Synechocystis salina  CCALA 192 a Synechocystis spirulina PCC 6803. Modelové
cyanobaktérie boli zaockované do roznych typov médii, aby sme dosiahli Siroké rozmedzie

produkovaného PHA.
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Zakladom vsetkych kultar je kvapalne médium 220, ktorého zloZenie je nasledovné:

NaNO3 0,450 g
Fe(NO3)3.9H:0 0,025¢g
NaCl 0,001 g
MgSO4. 7TH20 0,100 ¢
CaClz. 2H.0 0,600 ¢
Roztok stopovych prvkov 1,500 ml
Na2,CO3 0,200 g
KH2PO4 0,080 g
Destilovana voda 1 000 ml

Jednotlivé latky boli priddvané postupne Vv poradi az po CaCl.. 2H,0, do polovi¢ného
objemu. Uhli¢itan sodny a dihydrogenfosfore¢nan draselny boli zmieSané zvlast vo zvysnych
500 ml. Az po rozpusteni vSetkych latok, boli oba roztoky zmieSané anazaver bolo
do celkového objemu pridanych 1,5 ml/l z predpripraveného roztoku stopovych prvkov (Trace
element solution).

Takto pripravené médium bolo sterilizované po dobu 35 min a po ochladeni bolo do neho
napipetovanych 5 0bj.% inokula¢nej kultry (CCALA 192, alebo PCC 6803) v sterilnom boxe.
Ako prvy experiment boli obe kultiry kultivované v Standardnom meédiu 220. Kultivacia
prebiehala na okne za pritomnosti slneéného Ziarenia ako zdroja svetla, a to po dobu 4 tyzdnov.
Druhy experiment prebiehal v multikultivatore, kde sa pouzilo médium 220 resp. médium 220
s pridavkom 2% NaCl. V tretom experimente boli pripravené heteromédia s roznymi zdrojmi

uhlika.

321 Multikultivator

Na kultivaciu s vyuzitim multikultivatoru bolo pripravenych osem kultar. V sterilnom boxe
bolo odobranych 76 ml vopred vysterilizovaného média 220, do ktorého boli naockované 4 ml
z kultar PCC 6083 (4 skumavky) a CCALA 192 (4 skaimavky). Po zaockovani boli skiimavky
s kultrami umiestnené do multikultivatora so striedanim denného a no¢ného cyklu (16/8 hod)
a s intenzitou 50 pE .

Dalsi experiment prebiehal pri zaotkovani kultar PCC 6803 a CCALA 192 do média 220
a do média 220 s pridavkom soli NaCl (2%). Z oboch kultur boli pripravené vzorky po dvoch.

Ockovanie prebiehalo v sterilnom boxe, kde bol pripraveny opit’ 5% roztok (4 ml kultary
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do 76 ml média). Intenzita ziarenia v multikulivatore bola nastavena na 50 pE. Zaroven bola

pristrojom merana kazdych 10 min optické hustota (OD). Tento experiment bol opakovany.

3.2.2 Mixotrofné média

Na dosiahnutie vy$Siecho obsahu PHA atiez na porovnanie fyziologického stavu
u mixotrofne kultivovanych cyanobaktérii boli vyuzité uhlikové substraty. Tieto kultivacie
prebiehali na trepackach spolu s kontrolou, ktord neobsahovala ziadny pridany uhlikovy
substrat. Prehl’'ad mixotrofnych médii s rozdielnym obsahom zdroja uhlika je mozné vidiet
V nasledujucej tabul’ke:

Tabulka 2 Kultury s rozdielnym zdrojom uhlika

Médium ¢. Zdroj uhlika Koncentracia [g/1]
1 Octan sodny 1
2 Octan sodny + propionat 1+1
3 Octan sodny + 1,4-butandiol 1+1
4 Octan sodny + ybutyrolalkohol 1+1
A - -

Pri kulture oznacenej ako ,,A*“ (autotrofna) sa jedna o médium obsahujice iba Médium 220
bez pridaného zdroja uhlika. Pred samotnym zaockovanim vSetkych médii bolo potrebné
upravit' pH na 7,5 kyselinou chlorovodikovou (v koncentracii 1 mol/l), pretoze inak by bolo pH
prili§ vysoké a mohlo by prist’ k usmrteniu kultar.

Kultary €. 1,2,3 a 4 boli pripravené v dvoch opakovaniach, aby kultivacia mohla prebichat’
jednak pri svetle - na trepackach so zdrojom svetla (16/8 hod) pri intenzite 250 W (neskor boli
vymenené lampy a kultivacia prebiehala pri 230 W). — tak v druhom pripade pre porovnanie
tiez v tme, kedy boli banky s kulturami obalené alobalom, z dovodu zamedzenia pristupu
svetla. Kultivacia kultary ,,A“ predstavovala autotrofné médium bez pridavku cukru
a prebiehala za svetla.

Kultivacia vSetkych kultir prebiehala po dobu 4 tyzdiov v laboratérnych podmienkach
pri teplote 24°C. V priebehu kultivacie dochadzalo k sterilnému odoberaniu vzoriek na meranie

optickej hustoty kultary pri 435 nm (absorbancia chlorofylu), ¢im bol sledovany rast baktérii.
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3.2.3 Priprava vzoriek na analyzy

3.23.1 Priprava suSenej biomasy

Z0 vsetkych kultar bolo odobranych priblizne 80 ml (ktoré neboli pouzité pri UV-VIS
spektrofotometrické a cytometrické analyze) do plastovych sktimaviek, ktoré boli nasledne
odstredené na centrifiige pri 6 000 rpm po dobu 5 min. Po zcentrifugovani bol supernatan zliaty
a usadend kultura bola premyta destilovanou vodou. Po premyti boli skimavky odlozené do
suSiarne vyhriatej na 70°C. SuSenie biomasy trvalo min 48 h apo vysuSeni boli suSiny
pripravené na meranie plynovou chromatografiou a infratervenou spektroskopiou (FTIR),

ktorych postup bude popisany v nasledujucich kapitolach.

3.2.3.2 Priprava fosfatového pufiu
Vsetky latky pouzité na pripravu fosfatového pufru (d’alej iba PBS) boli spolu zmie$ané

Vv destilovanej vode. Obsah fosfatového pufru a navazené hmotnosti latok st nasledujuce:

NaCl 8,00 g
KCI 0,20 g
Naz;HPO4 1,449
KH2PO4 0,24 ¢

Destilovand voda 1000 ml

Vysledné pH pufru bolo upravené na 7,5.

3.24 Plynova chromatografia

Vzorky na analyzu metddou plynovej chromatografie boli pripravené rozpustenim 8-12 mg
susiny (priprava je opisana v predchadzajucej podkapitole 3.2.3.1) v 1 ml chloroformu
a naslednom pridani 800 pul roztoku 15 % kyseliny sirovej v methanole a kyseline benzoovej,
ktora sluzi ako vnutorny Standard. Vzorky sa pripravili vo vialkach, nasledne boli hermeticky
uzatvorené a pripravené na esterifikaciu. Esterifikacia prebieha pri 94 °C po dobu 3 hodin,
za vzniku methylesteru polyhydroxybutyratovej kyseliny.

Po ukonceni esterifikacie sa vzorky v celom objeme preliali do pripraveného 0,5 ml
hydroxidu sodného (0,05 M) a obsah vialiek sa pretrepal, désledkom ¢oho doslo k vyzrazaniu
kyseliny sirovej a rozdeleniu vzorky na dve vzajomne nemiesitel'né fazy. Zo spodnej fazy sa
odobralo 50 pl vzorky, ktora sa zriedila s 900 pul chloroformu. Analyza takto pripravenych

vzoriek prebieha na pristroji s FID detektorom spojenym s hmotnostnou spektrometriou.
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3.2.5 Cytometricka analyza

Na cytometrické stanovenie buniek bolo z pripravenych kultir odobranych po 1 ml vzorky.
Vzorka bola zriedend na pozadovany objem (dobre narastené a vaic zakalené kultary boli
zriedené 50%, menej narastené kultary boli zriedené 20x%). Po zriedeni boli vzorky premyté PBS
pufrom a centrifugované pri 8 000 rpm po dobu 2 min. Vzorky boli 2krat premyté. Po premyti
k nim bolo pridanych po 1 pl fluorescenénej sondy BODIPY 439/503 (koncentrace 1 mg/ml
v DMSO0), alebo propidium jodidu (1 mg/ml) a nasledovala 5 min inkubacia v tme.

V pripade pouzitia nilskej Cervene boli po zcentrifugovani vzorky fixované 1 ml 20%
ethanolu pri 4°C po dobu 10 min. Po fixacii bola suspenzia 2krat premyta 1 ml PBS pufru.
Vzorky boli zriedené rovnako ako v predchadzajucom pripade (50x) a bolo k nim pridanych

po 1 ul nilskej Cervene. Inkubacia prebiehala v tme po dobu 15 min.

3.2.6 Spektroskopické analyzy v ultrafialové a viditelné oblasti

Kultary boli merané na UV-VIS spektrometri v den ukonéenia kultivacie. Z kazdej kultary
bolo odobranych 6 ml, ktoré boli premyté roztokom PBS (6 000 rpm, 5 min). Po premyti a zliati
supernatanu bolo doplneny fosfatovy pufor na pociato¢ny objem a vzorka bola pripravena
na meranie. Kazda z povodnych vzoriek bolo niekolko krat riedena roztokom PBS, aby sa
ziskala zavislost’ rozptylené¢ho Ziarenia na pocte buniek— to, sluzilo k d’alSiemu vyhodnoteniu
dat V zavislosti od pociatocnej absorbancie bolo pripravenych 5-10 réznych riedeni, ako je
mozné vidiet’ v tabulke 3:

Tabulka 3 Riedenie vzoriek pre UV-VIS analyzu

Roztok €. 1 2 3 4 5 6 7 8
Zriedenie  Ox 10x 20x 30x  40x 50x 60x 70x

Kazdy roztok bol merany na UV VIS spektrofotometri v rozsahu vinovych dizok 900-
200 nm s krokom 0,5nm. Tymto spdsobom boli premerane vSetky pripravené roztoky
S beznym zapojenim spektrometra (transmisny mod, turbidimetria) a so zapojenim integracnej

gule (difizne trasnmisny mod).

3.2.7 Infracervena spektroskopia s Fourierovou transformaciou

Po vysuseni vzoriek (kapitola 3.2.3.1) bolo odobrané malé mnozstvo na FTIR analyzu (cca

4 mg). Analyza prebiechala na FT-IR spektrometeri Nicolet iS50 (Thermo Fisher Scientific Inc).
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Vzorky boli merané ATR metodou na diamantovom krystaly v spektralnom rozsahu 4 000—

400 cm. Kazdé zaznamenané spektrum predstavuje priemer 64 skenov s rozlienim 2 cm™.

3.2.8 Termogravimetricka analyza

VysuSené vzorky kultar (priprava je opisand v kapitole 3.2.3.1) boli merané
termogravimetrickym analyzatorom Q5000 od firmy TA Instruments. Vzorky boli nanesené
na platinovua panvicku v mnozstve cca 5 mg avlozené do pece pristroja. Meranie vzorky
prebiehalo vaZenim jej hmotnosti za stfasného zvySovania teploty S krokom 10°C/min

na konecnu teplotu 800°C. Vzorky boli analyzované v oxida¢nej vzduchu.
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4 VYSLEDKY MERANI A DISKUSIA

4.1 Vplyv kultivaénych podmienok na bunkovy rast a produkciu PHB

Kultivacia mikroorganizmov prebiehala viacerymi spésobmi, ato jednak preto, aby boli
ziskané rozdielne mnozstva obsahu PHB v bakteridlnych kultarach, ale tiez preto aby boli
testované kultary v réznej fyziologickej kondicii. Samotné postupy kultivacie boli zo zaciatku
viac krat upravované a optimalizovang¢, aby sa dosiahlo vhodné médium, v ktorom kultury
mohli niekol’ko tyzdiov rast’.

Mnozstvo akumulovaného PHB bolo u vsetkych vzoriek zistené plynovou chromatografiou
(vid’ pripravu v kapitole 3.2.4) ako v si¢asnosti najrozsirenejSou metodou, ktora vsak so sebou
nesie celt radu limitacii, vid kap. 2.3.1

Prvy experiment pozostaval zkultar kultivovanych na trepackach za cyklu 16/8 h
(svetlo/tma), takze autotrofné cyanobaktérie si boli samy schopné pomocou fotosyntézy
syntetizovat’ cukry a tvorit PHB bez akéhokol'vek uhlikového zdroja. Kultivacia cyanobaktérii
trvala Styri tyzdne, pri¢om bola zavisla od toho, z akych kultar doslo k zaockovaniu. Pri pouziti
mladych kultar, prebiehala ich adaptacia v novom médiu dlhSie a tym padom aj samotné
kultary rastli pomalsie, ako tomu bolo pri starSich kultarach. Vhodné na kultivaciu boli tym
padom kultary staré minimélne 4 tyzdne. Vysledky prvého pokusu, kedy kultary boli este
zelené, mozeme vidiet’ v tabulke 4.

Tabulka 4 Vysledky prvého experimentu kultivdcie na trepackdch

Kultara PHB [%]
CCALA 184
PCC | 038

Pri Synechocystis salina CCALA 192 doslo k akumulacii vyssieho obsahu PHB, na rozdiel
od Synechocystis sp. PCC 6803. V druhom pokuse sme kultivovali tzv. pozitivnu kontroly,
ktoré mali produkovat’ PHB (oznacené ako ,,+), a negativne kontroly, kedy kultiry nemali
tvorit’ PHB, resp. ho tvorili iba v malom mnozstve. Hmotnostny obsah PHB u tychto kultar je

uvedeny V nasledujucej tabul’ke.
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Tabulka 5 Obsah PHB pri pozitivnej a negativnej kontrole

kultura PHB [%]
PCC + 1,10

CCALA + 12,99
PCC- 0,60

CCALA - 0,25

Pozitivna kontrola sa u CCALA 192 vyS$plhala takmer na 13% z hmotnosti vysuSene]
biomasy, pricom u PCC 6803 to bolo 1 hm %. Pri negativnej kontrole sa obsah PHB u oboch
kultar pohyboval pod 1 hm.% a kultary boli sfarbené na tmavozeleno. Pri kultirach, ktoré
obsahovali vySSie mnozstva PHB bola charakteristickd zmena sfarbenia. Ti bolo mozné
pozorovat’ vol'nym okom, kedy sa tmavozelené kultry sfarbili do Zlta.

V druhom experimente boli vzorky umiestnené do multikultivatora vo velkych 100 ml
skimavkach, pric¢om boli osvietené wolframovymi Ziarovkami po celej dizke skamavky
0 intenzite Ziarenia 50 uE. Okrem klasického kultivacného média 220 bolo pri kazdej kultare
pouzité aj médium 220 s 2% obsahom soli NaCl. Motivacia pridavku soli bola za G¢elom
stresovej odpovedi baktérii vo forme intenzivnejsej tvorby PHB granul. Baktérie sa tymto
sposobom brania vo¢i zvySenému osmotickému stresu sposobeného pritomnost’ou NaCl [73].

Pocas tohto experimentu bola zo za¢iatku merana aj opticka hustota vSetkych kultar kazdych

10 min pri 680 nm. Rastova krivka je zobrazena na nasledujucom obrazku.
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Den kultivacie

Obrdzok 9 Priebeh rastu CCALA 192 a PCC 6803 v multikultivatore, cisla 1 a 2 platia pre kultury
v médiu 220, cisla 3 a 4 oznacuju média s 2% pridavkom NaCl

Podra rastovej krivky moéZeme vidiet’, Ze do 4 diia sa rast buniek vyrazne nemeni. Kultury
su v tzv. lag faze. Po $tvrtom dni dochadza k exponencialnej fazy, resp. k fazy intenzivneho
rastu cyanobaktérii. Rastova krivka je merand iba do 25 dna kultivacie, kedy je vidiet’, Ze
exponencidlna faza rastu uz preSla do stacionarnej fazy. V stacionarnej faze dochadza
k produkcii a akumulacii polyhydroxyalkanoatov v bunkach. V pripade CCALA 1 a CCALA 2
(Tabulka ), kedy sa jedna o kultary v médiu 220, bez pridavku chloridu sodného, bola
kultivacia ukoncena eSte vo faze rastu. Dovodom je, Ze tieto kultiry sa uchytili neskor, ako
ostatné, ¢o znaci aj nizsi obsah PHB V porovnani s prvym pokusom v tabulke 6. Pri prvom
pokuse (Tabulka 6) sa obsah PHB vysplhal u CCALA takmer na 20% z hmotnosti vysuSenej
biomasy, zatial’ ¢o pri druhom pokuse (Tabulka 7) obsah PHB pri rovnakej kultire a rovnakom
médiu dosahoval 0,72 resp. 2,51%.
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Vysledné mnozstva akumulovaného PHB su zobrazené v nasledujucich tabul’kach.

Tabulka 6 Obsah PHB z multikultivatora ¢.1

Kultura PHB [%]

CCALA 1t 0,00
PCC 1t 0,00

CCALA 4t 19,53
PCC 4t 3,54

Tabulka 7 Obsah PHB z multikultivatora ¢&.2

Kultara PHB [%]

PCC1 5,67
CCALA 1 2,51
CCALA 2 0,72

S NaCl (2%)

PCC3 4,44

PCC4 4,22
CCALA 3 7,77
CCALA 4 5,84

Pri kultivacii Synechocystis sp. PCC 6803 (PCC 1) bolo mnozstvo PHB 5,67 hm% v médiu
220 (dvojica—PCC 2 ztoho istého média bola kontaminovana, preto sa stiou dalej
nepracovalo). Pri oboch médiach s 2% pridavkom NaCl bol obsah PHB vyrazne vyssi ako
pri obycajnych médiach.

V tretom opakovani experimentu boli dosiahnuté vysSie mnoZstva PHB, ako mozno vidiet
Vv nasledujucej tabulke.

Tabulka 8 Obsah PHB z multikultivatora &.3

Kultara PHB [%]
PCC1 3,31
PCC 2 2,37
CCALA 1 9,37
CCALA 2 9,58
S NaCl (2%)
PCC3 3,55
PCC 4 3,27
CCALA 3 12,60
CCALA 4 11,88
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Kultary sa v tomto pripade vSetky pomerne rychlo uchytili a rastli 35 dni, o je o 7 dni viac
ako v predchadzajicom pripade. Medzi obyCajnym médium 220 v pripade kultary
Synechocystis salina CCALA 192 a médium s pridavkom soli je vidiet’ rozdiel v obsahu PHB
pri porovnani s tabulkou 7. Kultivaciou CCALA 192 v médiu 2% NaCl bolo dosiahnutych cca
12 hm. %. PHB. Rozdiel medzi pokusmi je pravdepodobne spésobeny zaotkovanim média
Z nerozrastenej kultary, ked’ze vSetky ostatné podmienky kultivacie boli rovnakeé.

Z oboch pokusov je pri tom jasné, ze pridavok soli vyrazne zvysSuje tvorbu PHB granul.
S obsahom PHB pri kultare Synechocystis salina CCALA 192 sme sa v tomto experimente
dostali az na 12 hm.% PHB, ¢o je pri cyanobaktériach v ramci tychto pokusov pomerne vysoké
Cislo. Rovnako tak aj pri kultare Synechocystis sp. PCC 6803 bol obsah PHB takmer 0 1 hm.%
vy$si, ako pri kultire v Standardnom médiu.

V poslednom, tretom experimente prebichala mixotrofna resp. heterotrofna kultivacia
S pouzitim médii, ktoré obsahovali acetat, propionat, 1,4—butandiol ay-butyrolakton, ako
pridaného zdroja uhlika. Kultivacia heterotrofnych médii prebichala po cely ¢as v tme, ¢o malo
viest’ k rastu sinic iba na uhlikovom zdroji bez akéhokol'vek prispevku fotosyntetického
vyuzitia svetelného ziarenia. Avsak, v priebehu prvého tyzdna sa ukézalo, ze tento experiment
vedie k usmrteniu kultur.

Kedze sinice ako autotrofné organizmy potrebuju aspon nejaky zdroj svetla, zvolila sa
varianta s pouzitim kultivaéného média 220 obohateného 0 spomenuté uhlikové substraty,
ktoré bolo vystavené svetelnému ziareniu o intenzite 250 W (neskor 230 W). Na nasledujucom
obrazku (Obrdzok 10) st vidiet’ rastové krivky (v tomto pripade vyjadrené ako postupny narast

optickej hustoty pri 435 nm) v priebehu kultivacie CCALA 192,
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den kultivacie

Obrdzok 10 Mixotrofnd kultivacia kultur CCALA 192

Opticka hustota bola merana spektrofotometricky vzdy po 24 hod v rovnakom ¢ase, aby bolo
mozné sledovat priebeh rastu kultir. Podla Obrdzok 10 najrychlejSie rastla kultara
v médiu S acetatom a propionatom a najmenej sa ODazsnm zvySovala pri médiu s acetatom a y-
butyrolalktonom. Akondhle sa ODagsnm prestala zvySovat, bunky baktérii sa ocitli
Vv staciondrnej fazy, kedy zacali akumulovat PHA. Staciondrna fdza zacala v tomto pripade
od 28 dna kultivacie. Vysledny obsah PHB u jednotlivych médii je mozné vidiet' v tabul'ke
(Tabulka 9).
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Tabulka 9 Obsah PHB u mixotrofnych médii CCALA 192

Médium Znacenie PHB (%)
Autotrofné médium A 7,76
acetat 1M 15,67
Acetat +propionat 2M 15,09
Acetat+ 1,4-butandiol 3M 21,91
Acetat + y—butyrolakton aM 15,94

Najvyssia produkcia nastala pri médiu s obsahom acetatu a 1,4—butandiolu, kedy sa obsah

PHB vysplhal na takmer 22 hm%, ¢o bolo najviac v tejto diplomovej praci.

Kultivacia kultury Synechocystis sp. PCC 6803 prebichala vo dvojiciach. Pouzité boli

rovnaké zdroje uhlika ako pri CCALA 192. Kultira sa v médii s pridavkom acetatu a y—

butyrylaktonu neuchytila a po tyzdni bola vyradena z experimentu. Pred ukon¢enim kultivacie

vSak bolo zmerané jej pH, ktoré dosahovalo hodnoty 6,56 v jednej banke a 6, 33 v druhej. Treba

pripomenut, ze na zaciatku sa pH vSetkych médii pohybovalo okolo 7,5. Nizsie hodnoty pH

mozu znacit’ vytvorenie kyslich organickych zltcenin, pravdepodobne z uhlikového zdroja (y—

butyrolaktonu), ktoré cyanobaktérie vyprodukovali svojimi biosyntetickymi drahami.

Rovnako ako v pripade CCALA 192 bola stanovena rastova krivka s pravidelnym meranim

optickej hustoty (Obrdzok 11). Kultary Synechocystis sp. PCC 6803 ale rastli pri dennom svetle

alampa bola pouzita az v poslednom tyzdni kultivacie. Samotna kultivacia trvala celkom

7 tyzdnov.
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Obrazok 11 Mixotrofna kultivacia kultur PCC 6803

Analyze na obsah PHB predchadzala zmena sfarbenia zo smaragdovo zelenej na ZIt0, ktora
nastala pri médiu 1 (acetat) a médiu 2 (acetat+ propionat). V médiu acetatu s 1,4 butandiolom,
rovnako ako v autotrofnom médiu tito zmena nenastala atak je pravdepodobné, Ze ich
kultivacia bola ukonéend predCasne, aj napriek dobe trvania kultivacie. Médium s acetatom
a 1,4-butandiolom bolo zo zaciatku tiez kultivované v dvojici, ale v priebehu kultivovania jedna
banka s kultirou prestala d’alej rast’, tak sme ju taktieZ museli vyradit’ z experimentu. Vysledné

mnozstva PHB mixotrofnych médii PCC 6803 sa nachadzaju v tabulke 10..
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Tabulka 10 Vysledné mnozstva PHB U mixotrofnych médii kultury PCC 6803

Médium Oznacenie PHB (%) PHB (%)
a b
Autotrofné médium A 0,12 0,91
acetat 1 7,45 7,53
Acetat +propionat 2 9,99 9,49
Acetat+ 1,4-butandiol 3 8,57 -

Rovnako ako pri Synechocystis salina CCALA 192 nastala aj vtomto pripade
U mixotrofnych médii s pridavkom zdroja uhlika zvySena produkcia polyhydroxybutyratu.
Kultare PCC 6803 podla vysledkov vyhovovali iné typy uhlikové substratu ato- acetat
S propionatom, pri ktorom sa dosiahol obsah takmer 10 hm.% PHB. Médium acetatu
v kombinacii s 1,4 butandiolom malo vysledny obsah mensi o 1%-— teda 8,5 hm.%. Obsah PHB
v médiu so samotnym acetatom bol stanoveny na 7,5 hm % Vysledné obsahy PHB pri kulttre
PCC 6803 su takmer o polovicu mensie ako je to v pripade CCALA 192.

Vysledky uvedené v tejto kapitole dobre ilustruju, Ze cyanobakteridlna produkcia PHB
predstavuje zlozity biotechnologicky proces, ktory je aj napriek kontrole kIi¢ovych
kultivaénych parametrov (ako typ, intenzita a cyklus osvitu, pouzité kultivaéné médium, dizka
kultivacie) komplexny a tazko reprodukovatelny. Na druht stranu, ked’ze cielom tejto prace
vzorkoviu zadkladnu pre nasledné fyzikalne-chemické a spektroskopické charakterizacie
bunkovych kultar, je moZné konStatovat’, Zze uvedenou kombinaciou kultiva¢nych procedur sa
podarilo vytvorit' bohata kolekciu vzoriek nie len z hl'adiska obsahu PHB, ale aj obecne
z hladiska ich fyziologického stavu. Vdaka tomu boli v navédzujicich experimentoch
analyzované vzorky ziskané v roznych fazach rastu, sréznym obsahom sekundarnych
metabolitov (PHB, glykogén) s r6znym zlozenim a obsahom pigmentov a pod. To je vyhodné
predovsetkym pre zhodnotenie informaéného prinosu jednotlivych testovanych technik nie len
Sohladom na obsah PHB, ale aj na dalSie chemické a Strukturne -charakteristiky

cyanobakteridlnych buniek.

4.2 Prietokova cytometria

Prvou metddou, ktorou boli ziskané kultary charakterizované, bola prietokova cytometria.
Dovod, preco sme sa rozhodli vysktsat prave prietokova cytometriu bol taky, ze existuje Siroky

vyber roznych typov lipofilnych sond, ktoré sa moézu naviazat na intracelularne PHB.
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Predpokladali sme, ze ¢im véacSie mnozstvo PHB budu vzorky obsahovat, tym bude
fluorescencia lipofilni sondy intenzivnejSia, takze by tato metéda mala byt vyuziteI'na
na kvantitativne stanovenie PHB. Mimo to, je samotna analyza a priprava vzoriek na meranie
pomerne rychla a nendrocnd. Vzorky kultar boli pred meranim premyté, nariedené
na pozadovany objem a nasledne analyzované v kvapalnom stave.

To predstavuje vyrazni vyhodu oproti naro¢nej priprave vzorky pre referencnu techniku
plynovej chromatografie. Na rozdiel od nej by bolo mozné cytometrické stanovenie pouzit’ aj
ako skriningovu techniku off-line monitoring obsahu PHB priamo v priebehu kultivacie. Okrem
toho tato analyza automaticky umoznuje stanovenie poctu buniek, ¢o predstavuje d’alsi klI'aCovy
kultivaény parameter (napr. ako paralélna technika na stanovenie rastovej krivky). Specifickou
vlastnost'ou cyanobakteridlnych buniek z hladiska ich cytometrickej analyzy je obsah celej
rady charakteristickych fluoroforov (predovsetkym fotosyntetickych pigmentov). To sice
na jednu stranu komplikuje vyber cytometrickych sond a omedzuje ich pouzitelnost’ iba na tie,
u ktorych nedochadza k prekryvu tychto fluoroforov. Na druhu stranu to vSak umoziiuje rozsirit’
celkovi informaciu, ziskanti z cytometrickej analyzy, o parametry autofluorescencie
charakterizujuce zlozenie a obsah pigmentov v bunke.

V ramci optimalizacie techniky pre pouzitie k analyze cyanobaktérii boli testované rozne
fluorescenéné sondy ako proponium jodid, nilska ¢erveit a BODIPY 439/503. Propinium jodid
stanovuje viabilitu buniek, ktora pre nas v tejto praci nebola zcela relevantna, ale moze byt
kl'acova napr. v pripadoch, kedy sa pre ovplyvnenie fyziologického stavu testovanych vzoriek
pouzije expozicia kultiry intenzivnej davke urcitého stresového faktoru. Pri pouZiti nilskej
Cervene ako sondy reagujucej na obsah PHB bolo nutné fixovat’ premyté vzorky ethanolom,
aby sa lipofilna sonda dostala do vnutra buniek a mohla sa tak naviazat’ na intracelularne
granule. Pri pouziti fluorescenénej sondy BODIPY 439/503, nebolo treba vzorky Specialne
upravovat’ (vid’ kapitolu 3.2.5) a inkubacia sondy trvala iba 5 mintt. Preto, sme sa v d’alSich
pokusoch rozhodli pouzivat’ prave BODIPY 439/503.

Z vysledkov merania bolo okrem analyzy fluorescenéného signalu farbiva (viz dalej)
na zaklade merania rozptylu svetla vyhodnotené, kolko buniek sa v jednotlivych médiach
nachadzalo. Déta boli neskdr pouZité pri vyhodnocovani turbidimetrie, rozptylu Ziarenia
na bunkach (vid’ kapitolu 4.3.1.2).

Pouzita fluorescenéna sonda BODIPY 439/503, je hydrofébna fluorescenc¢na sonda, ktora sa
inkorporuje do lipofilnych komponentov bunky, ako st napr. PHA granule. Ked’Ze sa sonda

vyznacuje intenzivnou zelenou fluorescenciou, ktora sa pohybuje v emisnej/excitacnej oblasti
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493/503 nm, je mozné ju pouzit’ aj pri mikroorganizmoch obsahujtcich chlorofyl. Na zaklade
literatiry bola pouzitd koncentracia 1 mg.ml?, vdaka ¢omu bola optimalna hodnota
fluorescencie. Vys$8ie koncentracie by mohli viest k samozhasaniu fluorescencie.
Autoflorescencia chlorofylu u baktérii sa pohybovala v oblasti 435 a 675 nm, ¢o nemalo vplyv
na fluorescen¢ne znacené hydrofobne cCasti sinic (ako su spominané PHA granule). Ked'ze
sonda sa moZe naviazat’ aj na iné hydrofobne Casti buniek akymi st granule (napr. bunkova

stena), vystupom merania bola stredna hodnota fluorescencie BODIPY 439/503.
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Obrdzok 12 Histogrami a cytogrami kultzz» CCALA 192 (obr. A) a PCC 6803 (obr. B)
Na obrazku 12 je vidiet' ukazku histogramov a cytogramov oboch kultar kultivovanych
v multikultivatore. Va¢Sina histogramov vyzerala podobne a vo vysledku bola ¢asto iba jedna
populécia. Pri autotrofnych médiach (kultivovanych v experimente ¢.3 spolu s mixotrofnymi
médiami), ktoré obsahuju iba kultiru CCALA 192, popripade PCC 6803, bolo vidiet' dve
populacie, vid’ Obrazok 13.
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Obrdzok 13 Histogram kultury kultivovanej v autotrofnom meédiu s dvomi populdaciami

Vysledné aritmetické priemery intenzity fluorescencie sondy boli vynesené do zavislosti
na% obsahu PHB, aby sme zistili, ¢i existuje nejaka korelacia medzi touto metodou
a referenénou hodnotou ziskanou plynovou chromatografiou. Pri kulturach v autotrofnom
médiu (kultivovanych v rdmci mixotrofnych kultivacii) ktoré obsahovali dve populécie bola
stredna hodnota vyratana z intenzity BODIPY 439/503 v jednotlivych populaciach, ktoré boli
vynasobené po¢tom buniek, nachadzajucich sa v danych populaciach. Vysledok bol podeleny
celkovym poctom buniek. Graf aritmetického priemeru intenzity fluorescenciec BODIPY
439/503 na obsahu PHB je vidiet’ nizsie (Obrdzok 14). Korelacia medzi metdédami je nizka-
koeficient spol'ahlivosti R? sa rovna 0,2741, ¢o moze byt pri¢inou d’alich hydrofobnych &asti

buniek, ktoré sa zafarbuju pouzitou sondou (napr. membrany, tylakoidy a pod).
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Obrazok 14 Zavislost aritmetického priemeru intenzity BODIPY 439/503 na PHB
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Ako uz bolo zmienené predtym, autofluorescencny signal tych fluoreskujucich pigmentov
u sinic, ktoré st excitované pri vinovych dizkach pouZitych pri cytometrickej analyze mozu byt
d’alsim dolezitym tdajom, ktoré by sa dali ziskat’ prietokovou cytometriou. Rovnako, ako
v pripade BODIPY 439/503 bol zistovany aj aritmeticky priemer intenzity chlororfylu, [-

karoténu a fykocyaninu z prislusnych kanalov, prehlad je v Tabulka 11

Tabulka 11 Prehlad excitacnych a emisnych dizok vybranych pigmentov [71]

Pigment  Excitaéna vinova Emisna vinova  Stredna vlnova

dizka (nm) dizka (nm) dizka (nm)
Chlorofyl 651 678 664
669 687 678
p—karotén 451 466 458
518 539 528
Fykocyanin 606 630 618

Celkové priemery, ktoré boli zistené v niektorych pripadoch aj zdvoch, alebo troch
populacii boli neskér pouzité v analyze hlavnych komponentov a porovnané s vystupom UV-

VIS spektroskopickej analyzy v difizne-transmitanénom mode (kapitola 4.5).

4.3 Spektrofotometrické techniky

431 Spektrofotometrické analyzy

Spektroskopiou v ultrafialovej a viditelnej oblasti (d’alej UV-VIS) boli merané absorbancie
na vzorkach zriedenych a neriedenych kultir cyanobaktérii. Kultiry boli merané v kvapalnom
stave, takze nebola potrebna ¢asovo naro¢na uprava vzorky, viz kapitolu 3.2.6. Meranie
prebiehalo priamo, v transmisnom modde, a pri zapojeni s integratnou gulou (v diftizne
transmisnom mode). V oboch pripadoch bola vystupom merania transmitancia, tj. relativne
mnozstvo svetla, ktoré preslo vzorkou. Pri prvom type merania (t.j transmisny mod) je toto
ziarenie detekované iba Vv smere Sirenia povodného Iuca, zatial Co v pripade diftzne
transmisného modu je vd’aka pouzitému gulovému integraénému zrkadlu, detekovany cely
roztpylovy kuzel’ vychadzajuci v smere z analyzovanej vzorky. Z toho dovodu je mozné vyuzit’
transmisny mod na turbidimetrické meranie — ziarenie rozptylené na bunkach, pripadne na ich
vnutornej Struktare nie je detekované a prispieva k hodnote zdanlivej absorbance (vypocitanej

ako zaporny logaritmus transmitancie nameranej pre dant vinovu dizku Ziarenia). Meranie
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v difizne transmisnom mode oproti tomu minimalizuje vplyv rozptylu svetla a vd’aka tomu
zvySuje citlivost’ fotometrického stanovenia komponent, ktoré Ziarenie v analyzovanej oblasti
absorbuju (u viditeInej casti spektra chromoforov, ktoré davaji bakterialnej kultire jej

charakteristicku farbu).
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Obrdzok 15 Porovnanie absorbancii z transmisného modu a difiizne transmisného modu pre vysoky
a nizky obsah PHB

Na obrdzku 15 st zrovnavané absorpéné spektra (zavislost zdanlivej absorbance, tj.
zaporného logaritmu transmitancie nameranej spektrometrom) z transmisného, resp. diftzne
transmisného moddu spektrofotometrickej analyzy. Na ilustraciu toho, akd je informacna
hodnota jednotlivych typov spektier su na obrdzku 15 porovnavané spektra pre priblizne
rovnakt koncentraciu (cca 4.107 buniek/ml) dvoch rozdielnych vzoriek tej istej kultiry. Jednalo
sa 0 vysoky (19,53 hm.%) a nizky (2,51 hm.%) obsah PHB. Pre leps$iu prehl'adnost’ st spektra
normalizované vrozsahu 0-1. Na obrdzku 15 modzeme postrehnit’ rozdiel medzi
normalizovanymi pikmi v oblasti 430, 630 a 680 nm. Konkrétne pri vinovej dizke 430 nm
(chlorofyl) pri vystupe z integracnej gule je vyssi pik pri vySSom obsahu PHB, pri vystupe
z turbidimetrie sa to javi byt opa¢né. Tento spektralny rys dobre charakterizuje vizualnu zmenu
farby kultary zo zelenej na zlta pri zvysenej produkcii PHB. Z porovnania spektier je tiez
zjavné, Ze spektralna informacia o zmene farebnosti vzorky je podstatne lepsie viditeI'na
z0 spektier zaznamenanych v difuzne transmisnom moéde. NavysSe, V pripade transmisného
modu je z dovodu intenzivneho rozptylu pre nameranie spektra v rozsahu citlivosti detektoru
samotnu vzorku nutné niekol'ko krat riedit’. Pri integrac¢nej guli (difizne transmisnom maode) je
mozn¢é sledovat’ spektrum aj pri nezriedenych vzorkach, ¢im sa ziskaju intezivnejSie a lepSie

interpetovatelné piky.
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43.1.1 Vysledky spektrofotometrickej analyzy v difiizne transmisnom mdde

Spektrofotometricka analyza v difuzne transmisnom mode bola preto vyuzita predovsetkym
k charakterizacii obsahu jednotlivych typov pigmentov Vv jednotlivych bunkovych kultarach.
Difizne transmisné spektra obsahujt piky Vv charakteristickych vInovych diZkach, kvoli
pritomnym pigmentom akymi st chlorofyl (680, 440 nm), p—karotén (485 nm), a fykocyanin
(630 nm). Tieto piky nachadzajice sa v meranych vzorkach boli overené aj na zaklade
literatury [41]. Nazorné spektra z integracnej gule sa nachadzaju na nasledujacich obrazkoch
(Obrazok 16, Obrazok 17), oboje pre mixotrofné média kultairy CCALA 192 a PCC 6803.
Spektra su opadt normalizované a cervenou Sipkou st oznacené charakteristické piky

jednotlivych typov fotosyntetickych pigmentov.

Chl 1
orofy ‘ Karotenoidy

Autotrof (7, 76%)
Chlorofyl M4 (15,04%)
M3 (21,91%)
_ M2 (15,1%)
Fykocyanin M1 (15 67%)

\

MNormalizovana absorbancia [-]

| ! ! | ! I ! |
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Obrdzok 16 Vynesené spektrum v zavislosti norm. absorbancie na vinovej dizke pre CCALA 192,
mixotrofné médid su obohatené o uhlikovy zdroj podla oznacenia: M1- acetat; M2- acetdt + propiondt;
M3- acetat+1,4 butandiol, M4- acetat +y-butyrolakton; v zatvorkach legendy sa nachadza obsah PHB
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Obrdzok 17 Vysledné spektrum v zavislosti norm. absorbancie na vinovej dizke pre PCC 6803;
oznacenie médii podla pridavku uhlikového zdroja: A- autotrofné; 1- obohatené o acetat; 2-
obohatené o acetat a propiondt, 3- obohatené o acetdt a 1,4- butandiol; v zdtvorkdch sa nachdadza
obsah PHB u jednotlivych vzoriek

Pigmenty nachadzajtice sa v roznych typoch médii s navyse s rozdielnym mnozstvom PHB
sa liSia vo svojej absorbancii. Na obrdazku 18 je porovnanie normalizovanych absorbancii
pigmentov (chlorofyl, fykocyanin a p—karoten) v zavislosti na roéznom obsahu PHB.
Karotenoidy (konkrétne B-karotén pri 485 nm) su viac menej vo vSetkych médiach rovnaké.
Vyraznejsie rozdiely nastdvaju pri absorbancii fykocyaninu. V§eobecne v médiach pre CCALA
192, obsahujucich vyssie mnozstva PHB, je ich absorbancia nizka a naopak s niz$im obsahom
PHB, je absorbancia fykocyaninu vysoka (0,72 hm. % PHB). Na podobné pokusy sa zamerali
v §tadii Santos, Correa a kol (2019), kde kultivovali neupravené médium a médium s nizkym
obsahom dusika. Zistili, ze v druhom type média dochadza k zvysenej produkcii PHB, ale
k nizSiemu obsahu fykocyaninu, a karotenoidov, zatial' ¢o pri neupravenom médiu tomu bolo
presne naopak [73].

Nami analyzované cyanobakterialne kultiry sa liSia vo viacerych podmienkach, nie len
v obsahu PHB, ale aj v type kultivacie. Pri mixotrofnom médiu kultary PCC 6803 (7,75 hm. %
PHB) je napr. absorbanca fykocyaninu mensia v porovnani s médiom s obsahom 3,54% PHB,
ktoré¢ bolo kultivované v multikultivatori. Vysoké obsahy PHB nemusia vzdy zarucene

znamenat’ niz§ie mnoZzstva pigmentov v cyanobaktériach.
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Obrazok 18 Normalizované absorbancie pigmentov v rozsahu 0-1 (hodnotu 1 dosahoval vidy
najviac intenzivny pik pri 435 nm (chlorofyl))pre média s réznymi obsahmi PHB

Hlavné ziskané parametry spektrofotometrickej analyzy boli korelované s vystupmi
z ostatnych  analytickych  technik avyuzit¢é v PCA analyze charakterizovanych
cyanobakterialnych kultar. Vysledky tychto pokrocilych Statistickych analyz st uvedené v kap.
4.5.

43.1.2 Vysledky turbidimetrickej analyzy

Turbidimetrické meranie bolo v pripade heterotrofnych producentov v minulosti uspesne
aplikovana za ucelom nepriameho sanovenia obsahu PHB granul v bunke. PHB granule
v tychto pripadoch fungovali ako pridavny zdroj rozptyleného Ziarenia a v porovnani s PHB
negativnou kontrolou prispievali ku zvyseniu zdanlivej absorbancie vzorky, a to v zavislosti
na vinovej dizke Ziarenia a tmmerne obsahu PHB v bunke [74]. Na zéklade toho vzisla otazka,
¢i aj v pripade sinic bude platit, Ze sinice s vys§im obsahom PHB granul budi rozptylovat
ziarenie viac ako tie s malo, alebo ziadnymi granulami.

Na vyhodnotenie zmeranych dat postupom uvedenym v citovanej referencii bolo potrebné
zistit pocet buniek v jednotlivych kultirach. Pocet buniek bol stanoveny cytometrickou
analyzou, ktora bola blizsie opisana v kapitole 4.2. Dalej bolo nutné zvolit' vhodnu vinova
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dizku pre turbidimetricka charakterizaciu vzorky. Pri merani neriedenych roztokov pomocou
integracnej gule bolo zistené, Ze k najnizSej absorbancii Ziarenia dochadza pri vlnovej dizke
560 nm. To viedlo k predpokladu, Zze by v tejto oblasti dochadzalo iba k rozptylu ziarenia,
pretoze sa tam nenachadzaju pigmenty, ktoré by svojou absorbanciou mohli ovplyvnit
vysledky. Zavislost zdanlivej absorbancie pri vinovej dizke 560 nm na podte buniek
pri jednotlivych riedeniach (vypocitanych na zaklade merania prietokovou cytometriou) bola
pre kazdu analyzovanu vzorku prelozena rovnicou linearnej regresie, vypocitana smernica tejto
zavislosti, ktora charakterizuje rozptyl ziarenia na jednej bunke v danej vzorke (Obrazok 29).
Tato smernica v pripade heterotrofnych producentov PHB rastla s obsahom PHB, pretoze
vysoky obsah PHB granul sposoboval vyrazny prispevok roztpylu svetla na vnutornej Struktare
bunky. Preto boli smernice tychto linearnych regresii vynesené v zavislosti na obsahu PHB
pre jednotlivé cyanobakterialne kultiry analyzované v tejto diplomové praci, ¢im bol ziskany

nasledujuci Obrdzok 19.
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Obrdzok 19 Smernica z absorbancie pri 560 nm vynesena na obsahu PHB

Z grafu na obrazku 19 je zjavné, ze pre kultary Synechocystis sp. PCC 6803 a Synechocystis
salina CCALA 192 nebola preukazana korelacia smernice zavislosti zdanlivej absorbancie
pri 560 nm na pocte buniek a obsahu PHB v bunkach. Nas§ povodny predpoklad, ze by sme
pomocou turbidimetrie ziskali zavislost’ na obsahu PHB sa teda nesplnil. Pri¢inou méze byt
odlisna velkost' cyanobaktérii oproti heterotrofnej kultare C. necator, pre ktort bola
turbidimetrickd metoda stanovenia obsahu PHB stanovena, rovnako ako fakt, ze

cyanobakterialni bunky obsahuji vyrazne mensie mnozstvo intracelularnych grantl PHB.
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Turbidimetria samo o0 sebe nie je dostate¢ne citliva na to, aby dokazala rozliSit prispevok

rozptylu Ziarenia na vnatornej Strukture cyanobakterialnych buniek.

4.3.1.3 Zhodnotenie spektrofotometrickych technik

UV-VIS spektroskopia ma nakoniec va¢si vyznam v pripade stanovenia pigmentov, ktoré
cyanobaktérie obsahuju, ako pri stanoveni intracelularnych granul PHB. Integratna gula
navy$e poskytuje znacnu vyhodu, pretoZze bezne sa pigmenty, nachadzajiice sa v riasach
a siniciach, analyzuju prostrednictvom vysokotlakovej kvapalinovej chromatografie HPLC,
pred ktorou je nutnd ich extrakcia. Izolacia a extrakcia pigmentov pri merani na integrac¢nej guli
nie je nutnd. Vyhodou analyzy je stanovenie celého spektra v UV aviditenej oblasti.
Pri integra¢nej guli na rozdiel od turbidimetrie nedochadza k zakaleniu, takze samotné vzorky
sa riedia malo (najCastejSie sme sa stretli s riedenim 5x), alebo takmer vobec. Zjednodusenie
pripravy vzorky o hl'adanie optimalneho riedenia moze celkom znaéne urychlit’ celti analyzu.

Rovnako tak je UV-VIS spektrometria relativne lacnou technikou pri porovnani s HPLC,
alebo prietokovou cytometriou. Okrem samotnej ceny, je mozné vyzdvihnat' aj jednoduchu
pripravu vzorky a rychly ¢as samotnej analyzy, ktord napr. nezahfiia premyvanie samotného
pristroja. Vzorky je tym padom moZzné analyzovat rychlo za sebou. Nevyhodou tejto techniky
je, Ze nie je repetitivna. Vzorky kultiur cyanobaktérii bolo nutné merat’ ihned’ v den ukoncenia
kultivacie, pretoze v siniciach stale mohli d’alej pokracovat’ r6zne biochemické procesy. Tym,
ze vzorky museli byt’ pri merani tak povediac ¢erstvé, nemohli sme si dovolit’ ich zamrazit’,

alebo uskladnit’, ¢o je mozné pri inych technikéach.

4.3.2 Molekulova spektroskopia

Dalsou aplikovanou metédou analyzy ziskanych cyanobakterialnych kultar bola
infraervena spektroskopia spojena s Fourierovou transformaciou. V bakalarskej praci, v ktorej
sme stanovovali PHA vo vzorkach baktérii Cupriavidus necator H16, tato technika vykazovala
zna¢nt korelaciu s obsahom PHB stanovenym referen¢nou technikou plynovej chromatografie.
Metdda spociva v analyzovani vzorky vysusenej biomasy (vid’ priprava v kapitole 3.2.3.1)
infraervenou spektroskospiou s technikou zoslabeného odrazu (attenuated total reflectance,
ATR metoda) na diamantovom krystaly. Bolo merané spektrum v rozsahu 4000-400 cm™.
Meranie vzoriek vysusenej biomasy prebiehalo priamo v tuhom stave, teda nebol doévod ich
pred meranim Specidlne upravovat, ¢im sa zjednodusila priprava vzorky a zkratil sa potrebny
Cas. NavySe, sa jedna o nedestruktivnu techniku, po ktorej je mozné meranie zopakovat’,

popripade merat’ d’alej vzorku inym pristrojom, ked’Ze zostane neposkodena.
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Urc¢ité skupiny (ako je napr. dvojita védzba, esterova alebo amidova skupina) vykazuji
vibracie pri Specifickych vilno¢toch, ¢im je mozné charakterizovat’ molekularnu Struktaru
konkrétnej latky. Pri analyze cyanobakterialnych producentov PHB sa zaujimame hlavne
o identifikaciu a stanovenie polyhydroxybutyratu (charakteristické vibraéné pasy polyesterovej
vizby pri 1 737,1 230 a 1 189 cm™), no FTIR analyza moze poskytnut informacie aj o dalsich
zaujimavych molekulovych komponentach cyanobakterii, je napr. glykogén (charakteristické
intenzivne polysacharidové pasy C-O vibracii pri 1200-900 cm™). Po zmerani spektra sa
vybrali piky pri viacerych vinoétoch, ktoré charakterizovali konkrétne skupiny (stru¢ny prehl’ad
charakteristickych vibra¢nych skupin sa nachadza v kapitole 2.3.3.2).

Priklady spektier aj S vyzna¢enymi charakteristickymi pikmi mozno vidiet’ na nasledujicom

obrazku (Obrazok 20).

—— CCALA-(0.247% PHB)
—— CCALA+ (12.97% PHB)
—— PCC- (0.6% PHB)
—— PCC+ (1.1% PHB)
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b

T T T T T
4000 3500 3000 1800 1600 1400 1200 1000 800 @800 400

vinoéet (cm™)

Obrdzok 20 Vystup z FTIR- zavislost absorbancie na vinocte pre vzorky kultivované na trepackdach
(v zatvorkach je % obsah PHB)
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Vlnodet 1737 cm™, reprezentujiici vibracie v esterovej vizbe, bol normalizovany
K vlno¢tu 1540 cm™ (amidova vazba v bielkovinach, tzv. pas Amid II) a vyneseny na obsahu

PHB, ako je mozné vidiet’ na nasledujucom grafe (Obrdzok 21).
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Obrazok 21 Pomer charakteristickych absorbancii PHB vynesenych na obsahu PHB pre vsetky
analyzované vzorky

Koeficient spol'ahlivosti R? je v tomto pripade vysoky (R?= 0,7558), takze v tomto pripade
mozeme hovorit o dobrej korelacii absorbancie meranej infracervenou spektroskopiou
k obsahu PHB. V tomto pripade rozne typy médii pri analyze nehraju velka rolu, pretoze st
analyzované piky charakteristickych vibracii PHB abielkovin, u ktoryhc nedochadza
k prekryvu s absorpénymi pasmi  d’alSich komponentov cyanobakterialnych buniek
(polysacharidy, pigmenty). Obdobne dobra korelacia bola ziskana pri normalizacii spektra
na aborbancii pri vinoéte 1 640 cm™ (Amid I).

Dal3ou vyhodou infradervenej spektroskopie je to, ze vd’aka detailnej analyze pozicie a tvaru
pasov charakteristickych vibracii je mozné zistit' aj informéacie o stupni usporiadanosti, t.j
0 miere krystalinity, resp. amorfnosti polyméru. To, ¢i sa PHB nachadza v amorfnom, alebo
krystalickom stave je dobré vediet’ ako z hl'adiska postidenia miery poSkodenia buniek oproti
ich fyziologickému stavu pri priprave vzoriek biomasy (viz [75]), tiez aj z toho aplika¢ného
(kvoli izolacii a spracovaniu polyméru). Priemyselne vyhodna je vyssia miera amorfnosti PHB,
ktora sa v spektre prejavuje rastiicim absorénym pasom pri vinoétu 1 189 cm™. Krystalické
PHB naopak reprezentuju charakteristické piky pri  vlnoStoch 1229 al279cm™.

Zo zékladného porovnania spektier (pripadne konkrétny pasov charakteristickych pre amorfny
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a krystalicky polymér) ziadne rozdiely nevyplynuli a vo vSetkych pripadoch sa prejavuje
semikrystalicka povaha PHB (pritomnost’ amorfného a semikrystalického pasu). Avsak aj tieto
piky boli zaradené do zaverec¢nej podrobnej Statistickej analyzy PHB (korelacnd + PCA

analyza), ktora sa nachadza v kapitole 4.5.

4.4 Termogravimetricka analyza

Termogravimetrickd analyza bola vybrana ako posledna z metod stanovenia PHA. Ako
u jedinej z pouzitych technik sa jedna o Ciste fyzikalne-chemicka metodu, ktora na rozdiel
od chromatografickych resp. spektroskopickych metod neposkytuje priamu informaciu
0 chemickom zloZzeni a molekulovej struktare buniek. Analyza spociva v merani Ubytku
hmotnosti kontinualne so zvySujucou sa teplotou. Podobne ako u FTIR techniky, tak aj
Vv pripade TGA vychadzame z predchadzajucich skusenosti z bakalarskej prace. Pri bakalarske;j
praci sa pre heterotrofné poducenty PHB (C. necator H16) z tibytku hmotnosti v danom
rozmedzi teplot (200—400°C) prejavila vysoka korelacia s obsahom PHB. Z toho dévodu sme
cheeli overit, ¢i sa prejavi korelacia aj v pripade analyzovania sinic s niz$imi obsahmi
polyhydroxybutyratu.

Samotné meranie prebiehalo rychlost'ou 10 °C/min do teploty 800°C. Prvy tbytok hmotnosti
nastava v rozmedzi laboratornej teploty a cca 150 — 200 °C. Tento ubytok je interpretovany ako
odstranenie zbytkovej vody zo vzorky. Spalenie termicky najviac labilnych zloziek organicke;j
hmoty zacina pri teplote priblizne 220°C (viz Obrdazok 22, v ktorom sa jedna o vzorku
s obsahom 19,53% PHB). Pri zvysujucej se teplote st postupne termicky degradované
aj stabilngjsie zlozky organickej hmoty. Pomerne dobre separovany krok poklesu hmotnosti
nastava u vSetkych vzoriek pri teplote cca 500°C, kedy dochadza k tibytku najstabilnejsich
zloziek biomasy (proteiny, heterocyklické Struktiirne motivy v pigmentoch). Rezidudlna
hmotnost’ vzorky pri 800°C bola povazovand za mieru obsahu nespalitenych zlozZiek (popol,
zbytky soli z kultiva¢ného média). Na obrdazku 22 mozeme vidiet, ze k vysledku merania bola
pridana vedlajsia 0s (derivacie hmotnosti podl'a teploty), ktora prehl'adne zobrazuje priebeh

jednotlivych krokov termickej degradacie vzorky.
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Obrdzok 22 Priebeh analyzy TGA u vzorky s obsahom PHB 19,53%

Ako uz bolo spominané, pocas zvySovania teploty, dochddza viac krat k ubytku hmotnosti
vzorky. Pri vyhodnoteni dat, boli pouzité dve rozmedzia, v ktorych nastal ubytok hmotnosti,
ktory bol podl'a poznatkov o termickej stabiite PHB mal zahiiiat’ termicky rozklad tejto
bunkovej komponenty:

)} od 200°C do 300°C,

i) od 200°C do 400 °C

Zistené ubytky hmotnosti boli nasledne vyjadrené ako relativne frakcie organickej (t.j suche;j
bezpopol'ovej) hmoty vzorky. Za tymto ucelom boli relativne hmotnostné obsahy stanovené
pre oba analyzované rozsahy podelené celkovou hmotnostou, od ktorej bola odratana vlihkost’
(relativny pokles hmotnosti v rozsahu 0-200 °C) , viz oznacenie Cervenou Sipkou na 0brdzku
22) a obsah nespalitelného podielu (vyznacenie druhej $ipky pri teplote cca 700°C), ktory sa
v kazdom médiu lisil.

V tabulke 12 sa nachadzaju vysledky TGA analyzy kultary CCALA 192 z0 vsetkych troch
experimentov a pre porovnanie ich obsah PHB. Dalej bol graficky vyneseny relativny obsah

organickej hmoty degradovany v dvoch teplotnych intervaloch v zavislosti na obsahu PHB
(Obrazok 23).
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Tabulka 12 Ubytky hmotnosti pri spalovani metédou TGA pre CCALA 192

Kultura PHB  Ubytokm Ubytokm  vlhkost popol  Rel.Obsah Rel. Obsah
(%) 200-300°C 200- (%) (%) organickej  organickej
(%) 400°C (%) hmoty 1 hmoty 2
(%) (%)

1. experiment

CCALA 1,84 19,43 46,38 8,00 8,83 23,00 56,00
2. experiment

Multik. 1: 0,00 18,08 43,28 7,52 4,61 21,00 49,00

CCALA 1t

CCALA 4t 19,53 41,96 57,53 6,40 4,24 47,00 64,00

Multik. 2: 2,51 20,75 45,06 7,49 13,02 26,00 57,00

CCALA1

CCALA 2 0,72 19,24 44,1 8,59 7,56 23,00 53,00

CCALA 3 7,77 33,06 51,79 7,22 4,28 37,00 59,00

CCALA 4 5,84 26,81 48,43 7,22 6,85 31,00 56,00

Multik. 3: 9,37 28,97 48,9 8,41 1,35 32,00 54,00

C1

c2 9,58 30,52 46,45 9,08 0,36 34,00 51,00

c3 12,60 35,34 50,28 7,97 1,71 39,00 56,00

ca 11,88 36,03 53,18 7,27 2,68 40,00 59,00
3. experiment

M1 15,67 37,95 54,57 5,37 13,49 47,00 61,00

M2 15,09 36,56 49,85 6,10 4,77 41,00 62,00

M3 21,91 30,58 50,95 6,23 13,97 38,00 59,00

M4 15,94 30,32 46,24 6,66 6,80 35,00 57,00

Autotrof. 7,76 25,10 46,38 8,00 10,42 31,00 56,00
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Obrdzok 23 Vynesené ubytky hmotnosti, ziskané viacerymi spésobmi na obsahu PHB: modrou
farbou je oznaceny ubytok hmotnosti v rozsahu teplot 200-300°C, oranzovou ubytok hmotnosti
V rozmedzi teplot 200—400°C

Na grafe vyssie je vidiet, ze vyssia korelacia (R?=0,7686) sa prejavila pri pouziti tibytku
hmotnosti 200-300°C. Pri relativnom ubytku hmotnosti vzorky v oblasti 200400°C bola
vysledna korelacia vyrazne nizsia (R?=0,1405). Tieto vysledky potvrdzuju predpoklad, ze PHB
predstavuje jednu ztermicky najmenej stabilnych komponent organickej hmoty buniek
(Synechocystis salina CCALA 192) kjeho termickému rozkladu teda dochadza uz
pri najnizsich teplotach do 300°C.

Avsak, pri kulture Synechocystis sp. PCC 6803 nebola tato korelacia potvrdena, viz Obrdazok
24. To je pravdepodobne spdsobené tym, ze tato kultura produkuje (nezéavisle na produkcii
PHB) aj d’alsie termicky labilné komponenty, ktoré ovplyviuji relativny pokles hmotnosti
v uvedenom teplotnom rozsahu. Jednym z moznych kandidatov na tato interferujiacu zlozku je
glykogén, avsak iba na zaklade vysledkov termogravimetrickej analyzy tito domienku nie je

mozné jednoznacéne posudit’.
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Tabulka 13 Ubytky hmotnosti pri merani metédou TGA u PCC 6803

Kultuira PHB(%) zmenam zZmenam vihkost (%) popol (%) Rel. Obsah Rel. Obsah
200-300°C  200-400°C org. Hmoty org. Hmoty
(%) (%) 1 (%) 2 (%)
1. experiment
PCC 0,38 22,71 452 822 | 560 26,00 52,00
2. experiment

Multi 1: 3,54 27,98 50,78 7,73 6,20 33,00 59,00
PCC 4t
Multi 2 5,67 27,89 47,96 7,86 3,99 32,00 54,00
PCC1
PCcC3 4,44 30,09 48,36 7,09 4,26 34,00 55,00
PCC4 4,22 31,37 47,93 7,54 4,14 36,00 54,00
Multi 3 3,31 28,99 53,98 7,07 2,91 32,20 59,96
PCC1
PCC2 2,37 29,26 48,62 7,75 4,65 33,40 55,50
PCC3 3,55 37,14 49,04 8,68 9,00 45,12 59,57
PCC4 3,27 34,87 50,96 8,56 5,08 40,38 59,01
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Obrdzok 24 zavislost rel. obsahu org hmoty na obsahu PHB pri kultire PCC 6803, modrou farbou
Jje znaceny ubytok hmotnosti org. hmoty v teplotnom rozmedzi 200-300°C a oranzovou v oblasti 200—

400°C

Vysledky TGA v podobe relativneho obsahu labilnej organickej hmoty obecne

pre cyanobakterialne kultiry nevykazuju taka mieru korelacie s obsahom PHB, ako je tomu
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pri heterotrofnej produkcii PHB u C. necator H16. Metoda TGA tak nie je metodou
na stanovenie obsahu PHB univerzalne pouZzitelnou pre ré6zne cyanobakteridlne kultary.
Pravdepodobnym vysvetlenim tohto zistenia je, podobne ako to uz bolo diskutované
U ostatnych testovanych technik, vyrazne mensi obsah PHB granul v bunkéch cyanobaktérii.
Cyanobaktérie naviac z hl'adiska chemickej a Struktirnej povahy svojich buniek predstavuju
podstatne komplexnejsi bunkovy systém. Rovnako ako u spektroskopickych metod, tiez aj
u TGA sa Vv cyanobakteridlnych kulturach vyskytuji bunkové komponenty, ktorych signal
interferuje so signalom PHB. Pomerne dobra korelacia relativneho obsahu labilnej organicke;j
hmoty (degradacia 200-300°C) s PHB v pripade kultary Synechocystis salina CCALA 192
naznacuje, ze pre niektoré konkrétne cyanobakteridlne kmeny moéze byt tito metdda
pre sledovanie obsahu PHB vyuzitad. Vyhodou tejto techniky v takom pripade aj nad’alej zostava
aj nad’alej zostava jednoducha priprava vzorky, ktora sa pred samotnou analyzou musi vysusit’.

Taktiez na analyzu staci maly obsah vzorky, ¢o je praktické pri malych vytazkoch.

4.5 Statisticka analyza stiboru analytickych vystupov testovanych technik

Na zaver prace sme sa rozhodli previest’ detailnejSiu analyzu vystupov zo vsetkych technik,
ktoré boli pouzité v diplomovej praci. Cielom bolo vyhladat pripadné korelacie medzi
jednotlivymi parametrami, nad rdmec korelacii povodne predpokladanych (predovsetkym
korelaciou s obsahom PHB). Vzorky sa samo 0 sebe totizto neliSia iba v rozdielnom obsahu
PHB (aj napriek tomu, Ze taky bol povodny umysel), ale liSia sa aj v obsahu a zlozeni
pigmentov, alebo glykogénu. Korelacna analyza umoZiiuje celkovo vybrat hodnoty, ktoré
medzi sebou vzijomne suvisia. Tento typ analyzy tak umoziiuje lepSie posudit’ celkova
informacnu hodnotu jednotlivych analytickych metod, respektive ich Specifickych kombinéacii
pri charakterizacii cyanobakterialnych kultur.

Vystupné data z FT-IR analyzy zahfiiaji normalizované absorbancie pri  vsetkych
signifikantnych pasoch (viz Tabulka 1, ktoré sa v spektre objavili (vinocty pre CHz a CH:
skupiny, esterové skupiny, polysacharidy) normalizicia prebehla na 1640 cm™ (amid I). Z UV-
VIS analyzy boli vybraté pomery absorbancie pri konkrétnych vlnovych dizkach pigmentov
(680 nm—chlorofyl, 485 nm—fB-karotén, 630 nm—fykocyanin) a vzajomné pomery tychto
absorbanci, ktoré su Specificky prisudzované jednotlivym typom pigmentom (chlorofyl, -
karotén a fykocyaninu). Z analyzy prietokovou cytometriou bola vzata stredova hodnota
intenzity fluorescencie sondy BODIPY (ktora farbila lipofilné Casti bunky), a stredové hodnoty

intenzit vzatych pigmentov (chlorofylu, B-karotén a fykocyanin). Ked'ze nie vSetky vzorky boli
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analyzované termogravimetrickou analyzou (z dovodu omedzenej meracej kapacity pristroja)
Korela¢na analyza bola prevedena dvakrat— pre vSetky vzorky s korelaciou vysledkov
cytometrie, spektrofotomeitre a FTIR spektroskopie, a potom zvlast pre vzorky analyzované aj
TGA. Z TGA techniky boli pouzié vysledky relativnej hmotnosti labilnej organickej hmoty a to
zvlast pre relativny obsah hmoty degradovanej v rozmedzi teplot 200—-300°C a 200—400°C.

Ako d’alsi krok Statistickej analyzy bola prevedena analyza hlavnych komponentov (PCA),
ktora sa pouziva k redukcii viacrozmernych dat. Metdda analyzy hlavnych komponentov
pomohla roztriedit’ v priestore tie vzorky, ktoré mali nejaky spolo¢ny charakteristicky znak,
alebo kombinaciu spolo¢nych znakov. PCA analyzou bolo zistené, ktoré z parametrov medzi
sebou korelovali, tym padom davali ¢iastoéne rovnaku informaciu o vzorke. Z velkého
mnozstva povodnych analytickych parametrov, ktoré sme pouzili (viz Tabulka 14) sa pomocou
analyzy hlavnych komponentov vytvori malé mnozstvo novych premennych (tvorenych
linedrnou kombinaciou pdévodnych parametrov), ktoré ¢o najlepSie popisuju variabilitu
analyzovanych vzoriek. Na zdklade tychto premennych je potom mozné prehl'adnym spdsobom
vyjadrit’ podobnost’, resp odliSnost’ medzi jednotlivymi pozorovaniami (v nasom pripade medzi
jednotlivymi testovanymi kultirami).

Vysledky korelaénej analyzy uvadza Tabulka 14, ktora predstavuje vyber porovnavanych
premennych (tabulka s kompletnymi vysledkami sa nachadza v prilohe 8). Korelacia je
V bunkach ozna¢ena farebne; zelene oznacené bunky reprezentuju priamu korelaciu s hodnotou
Pearsonovho korelacného koeficientu nad 0,5 (tmavozelené bunky znadia R > 0,8). Bunky
oznacené Zltou farbou zasa reprezentujii nepriamu korelaciu s R < —0,5. Z tabul’ky je jasne
vidiet, Ze medzi obsahom PHB a pikom 1737 cm™ z FTIR analyzy je vysoka korelacia nad 0,8.
Délezité su aj piky pri vino¢toch 1 305; 1 261 (kedy sa jedna o krystalické PHB) a 1 189 cm™
(amorfné PHB). FTIR technika je teda najvhodnejSou pri stanoveni polyhydroxybutyratu
zo vSetkych metod pouZitych v tejto diplomovej praci. O nieCo menSia, ale stale zaujimava
korelacia s obsahom PHB sa potom vyskytuje uz iba pri analyze prietokovou cytometriou
a pouzitim sondy BODIPY 439/503 (R=0,5362)

Zaujimava je korelacia z technik, ktoré poskytuju informacie predovsetkym o bunkovych
pigmentoch tj. z prietokovej cytometrie adiftiznej transmisnej spektrofotometrie.
Analyzovanim chlorofylu obomi technikami sa zistila korelacia s korelacnym koeficientom
R=0,5368. Onieto vyssia je korelacia chlorofylu zcytometrie a fykocyaninu
o spektrofotometrie, kde je R = 0,668. To méze znacit’ spolo¢nu produkciu oboch pigmentov

Vv bunkach, ale tiezZ to m6Ze naznacovat, Ze zvolené spektralne rozsahy emisnych (cytometria)
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resp. absorpcénych spektier (spektrofotometria) nie su dostatocne Specifické pre jednotlivé
farbiva a dochadza k ich ¢iastoénému prekryvu. Zaujimava je aj nepriama korelacia chlorofylu
zisteného cytometricky s karotenoidmi analyzovanymi integracnou gul'ou (R =-0,6329).
Vzijomné pomery absorbancii z integracnej gule je mozné porovnat s jednotlivymi
absorbanciami pri konkrétnych vinovych dizkach pigmentov— napr. pri chlorofyle (680 nm) je
nepriama korelacia s karotenoidmi pri 485 nm, alebo pri pomere chlorofylu k fykocyaninu.

Tabulka 14 Vybrané vysledky korelacnej analyzy (bez TGA) tabulka uvddza hodnoty Pearsonovho
korelacného koeficientu R); tucne su vyznacené hodnoty, kde bola stanovena koreldacia na hladine
Statistickej vyznamnosti a=0,05

Difdzna transmisna

GC Prietokova cytometria :
spektrofotometria
CF
Premenné PHB [%] bodipy (chlorofyl) chlorofyl fykocyanin karoten 680nm 630nm 485nm

(GIN®) PHB [%] 0,536 -0,255 -0,360 -0,031 0,420 -0,156 -0,246 0,486

o bodipy 0,536 0,001  -0,035 0264 0,668 -0,156 -0,235 0,346
% Chlorofyl
£  (emisia578)  -0,255 0,001 0,700 0584 0,188 0,537 0,668 -0,647
g 651 nm)
- Chlorofyl
2 (emisia687)  -0,360 -0,035 0354 0,106 0,169 0367 -0,327
S 669 nm)

S Fykocyanin 0,031 0,264 0,584 0,340 0,498 0,182  -0,419
e Karoten 0420 0668 0188 0,106 0,340 0131 -0,130 0,141
680 nm 0,156 -0,156 0,537 0,169 0498 0,131 0,676

22 e30mm 0,246 0235 0,668 0367 0,18  -0,130
ET  4s5nm 0,486 0,346 -0,647 0,327  -0419 0,141
§ :g 680 "n"r;/ 630 0178 0178 -0565 -0,180  -0,268 0,047
o ©
E % 485 "nnr;/ 30 0216 0183 -0548 -0,130  -0,376 0,003
o " a8 "nr:]/ 680 1321 0248 0593 -0212  -0464 0,005
2925cm® 0,065 -0,242 -0,141  -0,475  -0,006 -0,184 0,267 0,131  -0,243
_9 2854cm® 0,082 -0,070 0,198 0,162 0,163 0,022 0446 0,388  -0,420
S 137emt  |JOJSBSN 0278 0314  -0406  -0035 0172 0251 -0,344 0,530
8 1542cm® 0,106 0,155 0,671 0,784 0371 0272 0,102 0287 -0,187
X 1454cm™ 0226 -0245 -0,191 -0,370  -0,128 -0,300 -0274 -0,172 0,237
§ 1382cm® 0,588 0,016 -0,298  -0,341  -0,197 -0,061 -0,394 -0,306 0,536
S 1305 cm't 0252 -0244  -0256  -0,093 0115 -0,268 -0,207 0,490
% 1261 cm' 0256 -0240  -0229  -0,174 0200 -0,283 -0,201 0,522
£ 1189 cm' 0453 -0253 0253  -0042 0,190 -0278 -0,246 0,536
£ 1151cm® 0,127 -0273 -0,266  -0,542 0,005 -0,407 0,108 -0,072 0,118

1035 cm™? 0,058 -0,204 -0,371 -0,668 -0,106 -0,286 0,008 -0,180 0,049
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Vysledky PCA analyzy zobrazuju obr. 25 a 26. K ilustracii odliSnosti, resp. podobnosti
jednotlivych testovanych kultir prvé dva hlavné komponenty s najvyS$Sou mierou popisu
variability systému (F1 a F2 celkom popisuju 52,35% variability). Projekcia jednotlivych
analytickych parametrov do stradnicového systému dvoch hlavnych komponentov F1 a F2
uvadza obrdzok 25. Tento obrazok tiez znovu ilustruje, akym spdsobom su jednotlivé parametry
ziskané jednotlivymi analytickymi metdédami koreluji atiez to, akym spdsobom budu
do stradnicového systému F1-F2 projektované jednotlivé bakterialne kultary. Do prvého
kvadrantu (vpravo hore) tak spadaju napr. projektované kultiry s vysokym obsahom PHB (viz
projekciu parametrov hm. % PHB, 1737 (absorbancia pri 1737cm™) a pod.), zatial' ¢o
do druhého kvadrantu budu projektované kultury s nizkym obsahom PHB (viz projekcia
parametrov 1 542 (absorbancia pri 1 542 cm™?), ktory charakterizuje vysoky relativny obsah
proteinov Vv biomase) avysokym obsahom chlorofylu (viz projektované parametre

z cytometrie).
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1542 rid kREeglang
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.EE. cytoIPe—popl
~ cytol chlorGhyse_
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— cyto2 chjlorofyl
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cyto
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Obrazok 25 Suhrnny parameter, korelacie prvého a druhého hlavného komponentu
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Obrazok 26 Analyza hlavnych komponentov u vzoriek cyanobaktérii- (bez TGA) ; ,,x* st oznacené
kultary CCALA 192, ,,0* kultary PCC 6803

Samotna projekcia analyzovanych bakterialnych kultir je uvedena na obrdazku 26. Z tejto
projekcie (Obrazok 26) je vidiet ze vzorky sa projektuji do vsetkych Styroch kvadrantov.
Do prvého kvadrantu (vzorky s vysokym obsahom PHB) sa projektovali predovsetkym kultury
ziskané mixotrofnou kultivaciou na uhlikovom substrate. Diagonalne od nich (treti kvadrant,
vl'avo dole) sa nachadzajii hlavne média z multikultivatora. Dovodom tohto rozloZenia méZu
byt prave rozdiely v pigmentoch, ked’ze média na uhlikovych substratoch si dokazu tvorit’
cukry a tuky aj bez intenzivnej fotosyntézy. Média kultivované v multikultivatore mali naopak
pristup k vicSej intenzite svetla a potrebovali si vytvorit’ sacharidy a uhlikové rezervy (napr.
PHB), preto je pravdepodobné, ze fotosyntéza u nich prebiehala intenzivnejSie.

Analogicky bola prevedend korelacnd a PCA analyza pre Cast’ vzoriek, ktoré boli merané
termogravimetricky, ako uz bolo spominané na zaciatku tejto kapitoly. Korelacna analyza (viz
Tabulka 15) v tomto pripade ukazala korelaciu medzi TGA metédou a obsahom PHA, ¢o bolo
mozné vidiet uz v kapitole 4.4. Jednalo sa o slabu korelaciu (s hodnotami R 0,585 resp. 0,598)
relativnych ubytkov hmotnosti pri oboch rozsahoch (200-300 a 200-400°C), ¢o modze byt
sposobené aj tym, ze vzorky CCALA 192 a PCC 6803 sa spravali odlisne. Priama korelacia
nastava v pripade uréitych pikov z FTIR (1 737, 1 261 a 1 189 cm'%, ktoré charakterizuju PHB).
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Zaujimava je vtomto pripade nepriama korelacia medzi vystupmi z TGA a parametrami
charakterizujicimi obsah (z vystupov z cytometrie a difuzne transmisnej spektrofometrie)
a fykocyaninom (vystup zo spektrometrie). Priama korelacia nastava aj medzi TGA a -
karoténom meranym spektrofotometricky, ¢o moze znamenat’, Zze v rozmedzi 200—400°C
dochadza k degradacii B-karoténu v siniciach. To moze byt dovod, preco vysledna korelacia
TGA s obsahom PHB je slabsia ako tomu bolo pri baktériach rodu Cupriavidus, kde sa obsah
PHB pohyboval vyrazne vyssie (40-70 hm.%), pricom heterotrofné baktérie neobsahovali
pigmenty.

Tabulka 15 Vybrané data z korelacnej analyzy vratane TGA Tabulka uvadza hodnoty Pearsnovho
korelacného koeficientu R; tucne su vyznacené hodnoty, kde bola stanovend koreldcia na hladine
Statistickej vyznamnosti a=0,05

Rel obsah org Rel Obsah org.

hmoty (200- Hmoty (200-
Premenné PHB [%] 300°C) 400°C)
PHB [%] 0,585 0,598

TGA  Rel. Obsah (200-300°C) 0,585
Rel. Obsah (300-400°C) 0,598

bodipy 0,534 0,143 0,238
® Chlororfyl (emisia 0448 0617 0,384
= 678 nm)
g Chlorofyl (emisia 687 -0.420 -0.594 -0.322
4 nm) ’ ’ ’
© B- karotén -0,062 -0,199 -0,057
© Fykocyanin -0,390 -0,245 -0,251
= 680 nm -0,499 -0,305 -0,626
g2 E 630 nm 0,514 -0,696 -0,487
2 £ 5 485 nm G723 0,600 0,698
& &  680nm/630nm 0,540 0,700 0,582
o X
& 485nm/630 nm 0,661 0,600 0,681
7 4ssnm/esonm  [NNONOZEN < o4co  [NENNCTOSINNN
2 925 cm? -0,349 0,273 0,019
2873 cm? -0,346 0,022 -0,065
2854 cm't -0,413 -0,106 -0,197
= 1737 cm! 0,669 0,692
9 1542 cm? -0,072 -0,532 -0,197
8 1454 cm? 0,160 0,404 0,539
£ 1392 cm™ 0,382 0,250 0,570
S 1382 cm! 0,669 0,550
® 1305 cm’? 0,531 0,661
g 1261 cm’! 0,554 0,652
3 1240 cm™ 0,508 0,202 0,545
8 1189 cm* 0,568
< 1151 cm™ -0,325 0,340 0,215
1099 cm™ 0,300 0,559 0,686
1079 cm? -0,138 0,463 0,396
1035 cm’? -0,105 0,566 0,393
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PCA analyza je zobrazena na obrazku 27. Pri analyze vzoriek, ktoré boli merané vSetkymi

metddami pouzitymi v tejto diplomovej praci sa ukazalo, ze prvé dva hlavné komponenty

popisuju celkov variabilitu s 59,18%.
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Obrdzok 27 PCA analyza vzoriek meranych vsetkymi metédami, projekcia nameranych parametrov
do kombindcie prvych dvoch hl. komponentov
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Obrdazok 28 Analyza hlavnych komponentov u vzoriek cyanobaktérii vratane TGA ; ,,x* su
oznacené kultiry CCALA 192, ,,0 kultary PCC 6803
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Z projekcie analyzy hlavnych komponentov zahtiajuc vysledky z TGA (Obrazok 28) je
mozné vidiet, rovnako ako Vv predchadzajucom pripade (Obrazok 26), ze vzorky sa opat
projektuju do Styroch kvardantov. V tomto pripade dochadza k prehl'adnejSiemu rozdeleniu
kultar Synechocystis salina CCALA 192 a Synechocystis sp. PCC 6803- v hornych kvadrantoch
sa nachadzaji vzorky kultary Synechocystis sp. PCC 6803, zatial’ ¢o v celej spodnej Casti
projekcie sa nachadzaja vzorky Synechocystis salina CCALA 192. Za toto vyrazné rozdelenie
kultir mézu pravdepodobne vysledky zo samotnej termogravimetrickej analyzy, kedy
dochéadzalo k vyraznym odliSnostiam medzi rozmedzim teplot pri 200-300°C a 200—400°C
(opisané v kapitole 4.4). Dalim dolezitym parametrom je opét’ obsah PHB, ako je mozné vidiet
v pravom dolnom kvadrante, kde sa nchadzaji vzorky s najvy$sim % obsahom PHB,

diagonalne od toho (vl'avo hore) zasa vzorky s najmensim obsahom PHB.
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5 ZAVER

Primédrnym cielom tejto diplomovej prace bolo ndjst najst’ a vyskuasat kvalitativne
a kvantitativne metody stanovenia polyhydroxyalkanoatov u sinic. Najprv bolo potrebné
kultivovat  sinice tak, aby vyprodukovali rézne mnozstvd PHA-— konkrétne
polyhydroxybutyratu, ktory sme stanovovali. V priebehu prace boli vyskasané tri rozne typy
kultivacie. Najskor bola pouzita lampa v cykle 16/8 hod, pod ktorou sinice vyprodukovali
maximalne 13 % PHB z hmotnosti vysuSenej biomasy. Nasledovalo pouzitie multikultivatora,
kde sinice dokazali vyprodukovat az 19% PHB v beznom type kultivaéného média a pri uz
spominanom cykle 16/8 hod. Podobny vysledok sa nam uz za rovnakych podmienok nepodarilo
zopakovat’, no okrem pouzitia klasického média, bolo vyskusané aj médium s 2% pridavkom
soli NaCl, kde sa vysledné mnozstva PHB pohybovali v rozmedzi od 4 do 12,6%.

Najvyssi obsah PHB bol ziskany z kultivovanych mixotrofnych médii, kedy mali sinice
k dispozicii rézne typy uhlikového substratu—acetat a propionat sodny, 1,4 butandiol a y-
butyrolakton. S pomocou pridaného uhlikového zdroja, sinice boli schopné vyprodukovat
takmer 23% PHB. Kultary Synechocystis salina CCALA 192 a Synechocytis sp. PCC 6803 sa
v akumulacii granudl polyhydroxybutyratu boli vyrazne rozdielne pri vSetkych typoch kultivécii.

Metody, pouzité v tejto diplomovej praci boli vybrané tak, aby ¢o najrychlejsie a S najvyssou
efektivitou bolo mozné stanovit’ obsah polyhydroxyalkanoatov. Zacalo sa od analyzy vzoriek
V kvapalnom stave, bez vyraznych uprav, cez suSenie biomasy vzoriek a ich analyze bez, alebo
so Specidlnou upravou. Celkovo boli pouzité S$tyri techniky— cytometria, UV-VIS
spektrometria, termogravimetrickd analyza, infracevena spektroskopia s Fourierovou
transformaciou. Navrhnuté techniky boli vo vysledku korelované s obsahom PHA, zistenym
plynovou chromatografiou ako referen¢nou technikou, v sti¢astnosti Standardne vyuzivanou za
ucelom stanovenia PHB v bunkéach.

Zistili sme, Ze najvyssia korelacia s obsahom PHB sa dosiahla pomocou FT-IR, kedy
nastali v konkrétnych oblastiach charakteristické vibracie, ktoré moézeme prisadit’ prave
polyhydroxybutyratu. Pre jednu z testovanych kultar (Synechocystis salina CCALA 192)
korelacia bola dosiahnutéd aj pri termogravimetrickej analyze, kedy nastal ibytok hmotnosti
Vv rozsahu teplot 200-300°C, ktory moze byt prisudeny tepelnej degradacii PHB.

Pri technikach prietokovej cytometrie a UV-VIS spektrometrie neprebehlo tspesné
stanovenie PHB. Tieto metody sa vSak vyplatili v nieGom inom— pomocou nich bolo mozné

charakterizovat’ pigmenty, ktoré sa u sinic nachadzaju. Konkrétne sme boli schopni stanovit
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chlorofyl, karotenoidy a fykocyanin pomocou integra¢nej gule pri UV-VIS spektrometrii
a intenzitu fluorescencie u konkrétnych kanalov v prietokovej cytometrii. Vzajomna korelacia
bola zistend pri chlorofyle.

Na zaver boli porovnané vsetky pouzité techniky a vysledky z nich metédou PCA analyzy.
Najskor, bola spomedzi vSetkych vzoriek prevedena korelacna analyza, kde sa dokazala
korelacia medzi obsahom PHB a vystupom charakteristickych pikov, meranych infracervenou
spektroskopiou. V pripade strednej hodnoty intenzity lipofilnej sondy BODIPY 439/503, ktora
sa pouzila pri prietokovej cytometrii bola zistena slaba korelacia, rovnako ako
pri termogravimetrickej analyze.

Korelacia nastala aj pri vyslednych absorbanciach zuritych vlnovych dizok
pre charakteristické pigmenty. PCA analyzou boli Studované vSetky typy vzoriek a bolo mozné

pozorovat’ medzi nimi vzajomné rozdiely.
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Tabulka 16 Korelacna analyza hl. komponent, uvddzajiica hodnoty Pearsonovho korelacného
koeficientu R; tucne siu vyznacené hodnoty, kde bola stanovena koreldacia na hladine Statistickej
vyznamnosti 0=0,05, farebne zeleno- koreldcia nad 0,5, zltou koreldcia pod -0,5) - 1. ¢ast’;- ¢isla v
zdtvorkdch pri pigmentoch znacia emisné vinové dizky, 1.pop- oznacuje intenzivnejsi pik v pripade

viacerych populacii))
GC Cytometria
= c S N 0= c T8 =5 =9 == =~
2 €% %25 58 %c % &2 53 £3 €3 £5
T S5 5% 2L 58 58 38 S8 §8 SN S
, OB S §T &mT pf 5 @ - 5e @3 58 33
Premenné [%]

(@) -

O pHB [%] -0,254 0,188 0,057 -0,360 0,198 -0,031 -0,169 0451 -0,370 0,420
bodipy 0,001 0,601 0,040 -0,031 0,057 0,263 0,033 0,643 -0,009 0,667
Chlorofyl (678) -0,254 0,001 0,699 -0,118 0,583 0884l 0,143 0,694 0,187
B karotén (466) 0,188 0,601 0,311 0516 0374 0259 0,339 0376 0482 0,406
Fykocyanin
(630) 0,057 0,040 0,256 0,426 0,460 0,300 0,113 0,264 0,330 0,368 0,351
chlorofyl (687) -0,360 -0,035 0,699 0516 0,460 0,518 0,353 0,655 0,091 [GEE 0,105
Bkaroten (539) -0,199 0,057 -0,118 0,374 0,300 0,518 -0,027 -0,194 -0,012 0,497 0,084
Fykocyanin
(630, 1.pop) 0,031 0,263 0583 0,259 0,113 0,353 -0,027 0,600
Chlorofyl (678,
1.pop) 0,169 0,033 0,339 0,264 0,655 -0,194 0,600

« Bkaroten (466,

'S 1. pop) 0451 0643 0,143 0376 0,330 0,091 -0,012 0,112

GEJ Chlorofyl (687,

S 1.pop) 0,371 -0,009 0,694 0,482 0,368 0,497 0,547

5. B-karoten (539,

©  1.pop) 0,420 0667 0,187 0406 0,351 0,105 0,084 0,339
. 680 nm 0,156 -0,156 0,536 -0,190 0,009 0,168 -0,343 0,497 0562 00171 0251 0,130

@ 630nm -0,246 -0,234 0,667 -0,088 0,108 0,367 -0,215 0,181 0,650 -0,042 0,315 -0,130

S 485nm 0486 0,345 -0,647 07213 -0,035 -0,327 0277 -0418 -0,632 0,163 -0,355 0,141

§ 680 nm/630nm 0,178 0,178 -0,564 0,131 -0,085 -0,179 0,316 -0,267 -0,575 -0,028 -0,172 0,047

485nm/630 nm 0,216 0,182 -0,547 0,187 -0,042 -0,129 0,374 -0,376 -0,564 -0,048 -0,163 0,003
485nm/680nm 0,320 0,248 -0,593 0,230 -0,014 -0,212 0,357 -0,464 -0,601 -0,017 -0,266 0,004

2958 cm't 02350 -0,069 0076 0019 -0077 -0211 -0295 0155 0122 -0,067 -0,115 -0,050
2925 cm 0,065 -0,242 -0,140 -0313 -0,149 -0475 -0442 -0,005 -0,120 -0,174 -0,387 -0,184
2873 cm' 0051 -0,098 0229 0004 -0,099 -0,141 -0335 0357 0260 -0,112 -0,002 -0,041
2854 cm-t 0081 -0070 0,198 -0,011 -0,010 -0,162 -0,365 0162 0218 0036 -0,098 0,021
2 1737 em BO8E o073 0314 0062 0001 -0405 -0,202 -0035 -0227 0,167 -0381 0,171
S 1ss2cm 0106 0155 0671 0482 0318 0783 0296 0371 0653 0,190 0712 0,271
8 1454 cmt 0226 -0,245 -0,190 -0,252 -0,045 -0369 -0,309 -0,128 -0,174 -0,325 -0,386 -0,300
£ 13020m? 0254 -0085 -0,115 0,51 -0,080 -0,075 -0,034 -0,148 -0,073 -0281 -0,097 -0,222
2 1382cmt 0,588 0016 -0,297 0025 -0,050 -0,340 -0,192 -0,197 -0224 -0078 -0,349 -0,061
‘T 1305 ¢t 0,252 -0,243 0,167 -0031 -0255 -0112 -0,093 -0,150 0,108 -0,266 0,115
€ 1261cm? 0,256 -0,239 0,168 0061 -0220 -0,092 -0173 -0,146 0220 -0264 0,200
3 1240 o 003 0021 -0,063 0273 -0,094 0128 0116 -0301 -0,030 -0,138 0,045 -0,208
£ 1189 om* BB 0453 -0252 0201 0049 -0253 -0,099 -0,041 -0154 0247 -0251 0,189
= 1151 cm? 0126 0273 -0266 -0396 -0353 -0542 -0428 0004 -0246 -0387 -0434 -0,407
1099 cmt 0347 0209 -0,168 -0,057 -0278 -0,533 -0511 0099 -0,113 -0,001 -0441 -0,061
1079 cmt 0041 -012 -0281 -0,334 -0,308 -0,609 -0,482 -0,034 -0,257 -0236 -0,520 -0,265
1035 cm't 0,058 -0,204 -0371 -0439 -0,283 -0,667 -0,467 -0,106 -0,344 -0273 -0,581 -0,286
1025 cmt 0015 -0254 -0374 -0462 -0289 -0,646 -0439 -0124 -0351 -0317 -0563 -0,327
931 cmt 0032 0197 -0144 -0230 -0286 -0423 -0363 0199 -0114 -0,294 -0277 -0,229
827 cmrt 0,709 0,188 -0,288 -0,037 -0,060 -0,349 -0289 -0,140 -0,216 0309 -0,342 0,150
759 cmt 0152 0387 -0504 -0667 -0204 -0,652 -0356 -0295 -0525 -0292 -0,621 -0,333
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Tabulka 17 Korelacna analyza hl. komponent, uvadzajiica hodnoty Pearsonovho korelacného
koeficientu R; 2. cast’ koreldcia s difiiznou transmisnou spektrometriou

Difuzna transmisna spektrometria

485
680 nm/630 nm/630 485 nm/680
Premenné 680 nm 630 nm 485 nm nm nm nm
8 PHB [%] -0,156 -0,246 0,486 0,178 0,216 0,321
bodipy -0,156 -0,235 0,346 0,178 0,183 0,248
Chlorofyl (678) 0,537 0,668 -0,647 -0,565 -0,548 -0,593
B karotén (466) -0,190 -0,089 0,214 0,131 0,187 0,231
Fykocyanin (630) 0,009 0,108 -0,036 -0,085 -0,042 -0,015
chlorofyl (687) 0,169 0,367 -0,327 -0,180 -0,130 -0,212
e Bkaroten (539) -0,343 -0,215 0,277 0,316 0,375 0,358
] Fykocyanin (630,
g 1.pop) 0,498 0,182 -0,419 -0,268 -0,376 -0,464
S Chlorofyl (678,
1.pop) 0,562 0,650 -0,633 -0,576 -0,564 -0,601
Bkaroten (466, 1.
pop) 0,171 -0,042 0,164 -0,028 -0,049 -0,017
Chlorofyl (687, 1.
pop) 0,252 0,316 -0,355 -0,172 -0,163 -0,266

Difuzna transmisna
spektrometria

InfraCervend spektroskopia

B-karoten (539,
1.pop)

680 nm

630 nm

485 nm

680 nm/630 nm
485 nm/630 nm
485 nm/680nm
2958 cm't

2925 cmt

2873 cmt

2854 cm!

1737 cm!

1542 cm!

1454 cm!

1392 cm!

1382 cm!

1305 cmt

1261 cm?

1240 cm!

1189 cm!

1151 cm!

1099 cm!

1079 cm!

1035 cm?

1025 cm?

931 cmt

827 cm?
759 cm!

0,131

0,322
0,267
0,450
0,446

-0,251
0,102

-0,274

-0,409

-0,394

-0,268

-0,283

-0,289

-0,278
0,108
0,061
0,058
0,008
0,007
0,102

-0,084

-0,103

-0,130
0,676

0,263
0,131
0,295
0,388

-0,344
0,287

0,172

0,173

-0,306

-0,207

-0,201
0,125

-0,246

-0,072

-0,073

-0,102

-0,180

0,172

0,221

-0,186

-0,294

0,141

-0,245
-0,243
-0,394
-0,420
0,530
-0,187
0,237
0,391
0,536
0,489
0,522
0,184
0,536
0,118
0,082
0,014
0,049
0,023
-0,024
0,364
0,066

0,047

0,276
-0,197
0,332
-0,428
0,314
-0,155
0,255
0,327
0,370
0,247
0,236
0,063
0,230
-0,021
-0,030
-0,002
0,071
0,070
0,111

0,141
0,178

0,003

-0,302
-0,272
-0,401
-0,471
0,338
-0,088
0,260
0,414
0,433
0,321
0,322
0,195
0,295
0,117
-0,076
-0,078
-0,010
-0,012
-0,012
0,157
0,079

0,005

-0,296
-0,288
-0,438
-0,464
0,402
-0,112
0,257
0,441
0,490
0,402
0,422
0,264
0,413
-0,147
-0,025
-0,072
-0,013
-0,024
-0,081
0,218
0,047
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Tabulka 18 Korelacna analyza hl. komponent, 3. ¢ast’ s infracervenou spektrometriou

Infraervena spektroskopia (cm-1)

Premenné 2958 2925 2873 2854 1737 1542 1454 1392 1382 1305
O
O PHB [%] 0,235 0,065 0,051 0,082 _ -0,106 0,226 0,254 0,588 -
bodipy -0,069 -0,242 -0,098 -0,070 0,278 0,155 -0,245 -0,085 0,016 0,252
Chlorofyl
(678) 0,077 -0,141 0,230 0,198 -0,314 0,671 -0,191 -0,115 -0,298 -0,244
B karotén
(466) 0,019 -0,313 0,004 -0,012 0,062 0,483 -0,252 0,151 0,026 0,168
Fykocyanin
(630) -0,078 -0,150 -0,099 -0,010 0,001 0,319 -0,045 -0,081 -0,050 -0,031
chlorofyl
e (687) -0,212 -0,475 -0,141 -0,162 -0,406 0,784 -0,370 -0,076 -0,341 -0,256
D Bkaroten
g (539) -0,296 -0,442 -0,335 -0,365 -0,203 0,297 -0,309 -0,035 -0,192 -0,112
> Fykocyanin
(630, 1.pop) 0,156 -0,006 0,358 0,163 -0,035 0,371 -0,128 -0,148 -0,197 -0,093
Chlorofyl
(678, 1.pop) 0,122 -0,120 0,260 0,219 -0,228 0,653 -0,174 -0,073 -0,224 -0,150
Bkaroten
(466, 1.) -0,068 -0,174 -0,112 0,036 0,167 0,191 -0,326 -0,281 -0,078 0,108
Chlorofyl
(687, 1.) -0,115 -0,388 -0,002 -0,099 -0,381 | 0,712 -0,387 -0,097 -0,349 -0,266
B-karoten
(539, 1.pop) -0,050 -0,184 -0,041 0,022 0,172 0272 -0,300 -0,223 -0,061 0,115
‘© 680 nm 0,322 0,267 0,450 0,446 -0,251 0,102 -0,274 -0,409 -0,394 -0,268
E g 630 nm 0,263 0,131 0,295 0,388 -0,344 0,287 -0,172 -0,173 -0,306 -0,207
[Z ]
§ g 485 nm -0,245 -0,243 -0,394 -0,420 0,530 -0,187 0,237 0,391 0,536 0,489
E % 680/630 -0,276  -0,197 -0,332 -0,428 0,314 -0,155 0,255 0,327 0,370 0,247
;§ & 485/630 -0,302 -0,272 -0,401 -0,471 0,338 -0,088 0,260 0414 0,433 0,321
(a)
485/680 -0,464 0,402 -0,112 0,257 0,441 0,490 0,402
2958 cm?t 0,371 -0,338 0,379 0,239 0,263 0,305
2925 cm? 0,235 -0,638 0,514 0,018 0,129 0,036
2873 cm? 0,212 -0,302 0,363 0,130 0,220 0,117
2854 cm? 0,126 -0,301 0,231 -0,051 -0,028 0,003
1737 cm? 0,371 0,235 0,212 0,126 -0,218 0,544 0,492
1542 cm? -0,338 -0,638 -0,302 -0,301 -0,218 -0,388 0,060 -0,135 -0,053
1454 cmt 0,379 0514 0,363 0,231 0,544 0,613 0694 0,428
‘% 1392 cm? 0,239 0,018 0,130 -0,051 0,492 0,060 0,675
%‘3 1382 cm? 0,263 0,129 0,120 -0,028 -0,135
% 1305 cm? 0,305 0,036 0,117 0,003 -0,053
o
- 1261 cm* 0,187 -0,065 -0,011 -0,087 0,002
e
g 1240 cm? 0,133 -0,144 0,003 -0,065 0,140 0,074 0,593 0,440 0,456
>§ 1189 cm? 0,282 0,011 0,080 0,033 -0,033 0,291 0,507 0,729
= 1151 cm? 0,473 0,770 0,585 0,450 0,120 -0,696 0,604 0,060 0,148 -0,052
1099 cm* 0,497 0,635 0,543 0,449 0,438 -0,495 0,584 0,184 0,366 0,285
1079 cm? 0,431 0,740 0,524 0,424 0,227 -0,688 0,640 0,070 0,221 0,029
1035 cm? 0,368 0,713 0,442 0,337 0,287 -0,739 0,684 0,081 0,278 0,071
1025 cm? 0,329 0,688 0,415 0,300 0,225 -0,741 0,666 0,068 0,243 0,024
931 cm 0,397 0,626 0,566 0,323 0,244 -0,516 0,587 0,105 0,235 0,059
827 cm? 0,219 0,154 0,061 0,114 0,691 -0,119 0,181 0,243 0,562 0,657
759 cm! 0,081 0,579 0,133 0,181 0,010 -0,745 0,470 -0,214 -0,025 -0,273

88



Tabulka 19 Korelacnd analyza hl. komponentov, 4. cast’s infracervenou spektrometriou

Infradervena spektroskopia (cm-1)

Premenné 1261 1240 1189 1151 1099 1079 1035 1025 931 827 759
8 PHB [%] 0,104 -0,127 0,347 0,041 0,058 -0,015 -0,031 0,710 -0,152
bodipy 0,256 0,021 0,453 -0,273 0,209 -0,112 -0,204 -0,254 -0,198 0,188 -0,387
Chlorofyl
(678) -0,240 -0,063 -0,253 -0,266 -0,168 -0,281 -0,371 -0,374 -0,144 -0,288 -0,505
B karotén
(466) 0,168 0,274 0,292 -0,396 -0,057 -0,335 -0,440 -0,463 -0,230 -0,037 -0,667
Fykocyanin
© (630) 0,061 -0,095 -0,050 -0,353 -0,279 -0,309 -0,283 -0,290 -0,286 -0,061 -0,205
‘é chlorofyl (687) -0,229 0,129 -0,253 -0,542 -0,533 -0,609 -0,668 -0,646 -0,424 -0,349 -0,653
S Bkaroten (539) -0,093 0,116 -0,099 -0,428 -0,511 -0,483 -0,467 -0,439 -0,363 -0,290 -0,356
o) Fykocyanin
(630, 1.pop) -0,174 -0,301 -0,042 0,005 0,100 -0,034 -0,106 -0,124 0,199 -0,141 -0,296
Chlorofyl
(678, 1.pop) -0,146 -0,030 -0,155 -0,246 -0,114 -0,258 -0,344 -0,352 -0,115 -0,216 -0,525
Bkaroten (466,
1. pop) 0,221 -0,139 0,248 -0,388 -0,001 -0,237 -0,273 -0,317 -0,294 0,310 -0,293
Chlorofyl
(687, 1. pop) -0,264 0,045 -0,252 -0,435 -0,442 -0,520 -0,582 -0,563 -0,277 -0,342 -0,622
B-karoten
(539, 1.pop) 0,200 -0,209 0,190 -0,407 -0,062 -0,266 -0,286 -0,327 -0,229 0,151 -0,333
® 680 nm -0,283 -0,289 -0,278 0,108 0,061 0,058 0,008 0,007 0,102 -0,084 -0,103
é 'g 630 nm -0,201 0,125 -0,246 -0,072 -0,073 -0,102 -0,180 -0,172 -0,221 -0,186 -0,294
v o
§ g 485 nm 0,522 0,184 0,536 -0,118 0,082 -0,014 0,049 0,023 -0,024 0,364 0,066
E % 680/630 0,236 0,063 0,230 -0,021 -0,030 -0,002 0,071 0,070 0,111 0,141 0,178
ZE & 485/630 0,322 0,195 0,295 -0,117 -0,076 -0,078 -0,010 -0,012 -0,012 0,157 0,079
o
485/680n 0,422 0,264 0,413 -0,147 -0,025 -0,072 -0,013 -0,024 -0,081 0,218 0,047
2958 cm! 0,187 0,133 0,282 0,473 0,497 0,431 0,368 0,329 0,397 0,219 0,081
2925 cmt -0,065 -0,144 0,011 0,770 0,635 0,740 0,713 0,688 0,626 0,154 0,579
2873 cmt -0,011 0,003 0,080 0,58 0,543 0,524 0,442 0415 0,566 0,061 0,133
2854 cm! -0,087 -0,065 0,033 0,450 0,449 0424 0,337 0,300 0,323 0,114 0,181
1737 cm? - 0,142 - 0,120 0,438 0,227 0,287 0,225 0,244 0,691 0,010
1542 cm! 0,002 0,140 -0,033 -0,696 -0,495 -0,688 -0,739 -0,741 -0,516 -0,119 -0,745
1454 cm! 0,359 0,074 0,291 0,604 0,584 0,640 0,684 0,666 0,587 0,181 0,470
©
‘g- 1392 cm! 0,625 0,593 0,507 0,060 0,184 0,070 0,081 0,068 0,105 0,243 -0,214
é 1382 cm! 0,440 0,729 0,148 0,366 0,221 0,278 0,243 0,235 0,562 -0,025
% 1305 cm! 0,456 -0,052 0,285 0,029 0,071 0,024 0,059 0,657 -0,273
o
z 1261 cm! 0,503 -0,144 0,222 -0,038 0,013 -0,033 -0,033 0,654 -0,299
c
GEJ 1240 cm! -0,100 0,037 -0,131 -0,198 -0,193 -0,182 0,191 -0,464
’§ 1189 cm! -0,068 0,370 0,032 0,027 -0,036 0,005 0,696 -0,288
= 1151 cm™! 0,795 0,018 | 0,726
1099 cm! 0,222 0,037 0,370 0,341 0,424
1079 cm? -0,038 -0,131 0,032 0,105 0,719
1035 cm? 0,013 -0,198 0,027 0,102 0,790
1025 cm? -0,033 -0,193 -0,036 0,043 0,798
931 cm?! -0,033 -0,182 0,005 0,044 0,584
827 cmt 0,654 0,191 0,696 0,018 0,341 0,105 0,102 0,043 0,044 0,028
759 cm! -0,299 -0,464 -0,2883 0,726 0,424 0,719 0,790 0,798 0,584 0,028
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