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ABSTRAKT

Diplomova praca vychadza z moderného agrochemického konceptu vyuzitia pdédnych baktérii
podporujucich rast rastlin ako ekologickej alternativy konvenéného hnojenia. Inkorporacia
bakterialnych buniek do hydrogélovych nosicov je uz preStudovany proces, no pre svoje
nevyhody zatial nenachadza SirSie uplatnenie v polnohospodarstve. Tato praca ponuka Uplne
novy koncept enkapsulécie baktérii gelaciou priamo z kultury. Tohto efekiu sa dosiahne
siefovanim bakterialneho alginatu, ktory je produkovany modelovym mikroorganizmom
Azotobacterom vinelandii. Slo o pilotné experimenty, kedy boli optimalizované kultivaéné, ako
aj gelacné podmienky. Gravimetricky bola stanovena koncentracia alginatu, ktorého
parametre boli charakterizované pouzitim vybranych analytickych metdéd — infracervenej
spektroskopie pre monitoring kfu€ovych Strukturnych parametrov (monomeérnej kompozicie a
miery acetylacie), dynamického rozptylu svetla na charakteristiku distribacie velkosti ¢i AF4-
MALS-dRI na stanovenie molekulovej hmotnosti. Azotobacter vinelandii je tiez producentom
PHB, ktorého tvorba bola sledovand pomocou plynovej chromatografie a infracervenej
spektroskopie. Druh& Cast prace je zamerana na optimalizaciu tvorby gélov sietovanim
bakterialnej kultdry s vyprodukovanym alginatom pomocou CaCl,, kedy ku kvalitativnemu
popisu vzniknutej gélovej kompozicie sluzili reometrické experimenty.

Bola dokazana moznost gelacie uz po 24 h od naockovania kultury. Maximalna produkcia
alginatu (1,9 £0,3) g/l bola dosiahnuta v Stvrty deri od naockovania. Bolo tiez zistené, ze
pridavok 5 g/l uhli€itanu vapenatého podpori tvorbu alginatu, no vyssi pridavok CaCOs (30 g/l)
negativne vplyva na molekulovd hmotnost alginatu, preto sa neodporuc¢a. Pomocou FTIR aj
GC bola potvrdena tvorba PHB, s maximalnym vytazkom (23 £ 3) % CDW. Reologické testy
potvrdili, ze produktom sietovania kultury je gél. V éase Omin bol sledovany vplyv
koncentracie sietovacieho Cinidla a bolo zistené, ze s vy$Sou koncentraciou vapenatych ibnov
je sprevadzana tvorba hustejsej sieti v Strukture a vy$Sia rigidita gélu. Pri najvy$Sej skumanej
koncentracii sietovadla CaCl. bola hranica linedrnej viskoelastickej oblasti urcena
na (5,0 £0,7) %. Na zaver bola fotografiami potvrdena inkorporacia bakterialnych buniek
do gélu vyuzitim lipofilného fluorescenéného farbiva BODIPY 439/503.

KLUCOVE SLOVA

Azotobacter vinelandii, alginat, enkapsulacia, polyhydroxyalkanoaty, PGPB.



ABSTRACT

The presented diploma thesis focuses on the use of plant growth promoting bacteria as an
ecological alternative to conventional fertilizers. The incorporation of bacterial cells into
hydrogel carriers is already a well-studied topic, but due to its disadvantages it has not yet
found wider application in agriculture. This work offers a novel concept of encapsulating
bacteria by gelation directly from the culture. This is achieved by crosslinking the bacterial
alginate produced by the model microorganism Azotobacter vinelandii. Since this process was
not described before, first its optimization was needed. Alginate production was determined
gravimetrically, and its parameters were further characterized using available analytical
methods — infrared spectroscopy to monitor structural parameters (monomer composition and
the extent of acetylation), dynamic light scattering to characterize the size distribution and AF4-
MALS-dRI to obtain the molecular weight. Bacterial PHB production was also investigated
using gas chromatography and infrared spectroscopy. The second part of the work is focused
on the optimization of the gelling process using bacterial alginate from the culture and CaCl;
as a crosslinking agent. Rheological experiments were used as a tool in understanding the
viscoelastic properties of the prepared gels.

Gelation was demonstrated within the first day after inoculation. Maximum production of
alginate (1,9 £ 0,3) g/l was reached on the fourth day after inoculation. It was found that the
addition of 5 g/l of calcium carbonate promotes the production of alginate. Nevertheless,
further addition of CaCOs (30 g/l) showed adverse effects on the molecular weight and is
therefore not recommended. Production of PHB was confirmed by both FTIR and GC
measurements, with a maximum yield of (23 + 3) % CDW. Rheological testing confirmed that
the product of the crosslinking was a gel. It was found that the crosslinker concentration plays
an important role at time 0 min of the gelation, forming a denser network in the structure and
causing higher rigidity. Using the highest studied concentration of CaCls, the critical strain
reached values of (5,0 £0,7) %. Finally, the incorporation of bacterial cells into the hydrogel
was confirmed using fluorescence microscope.

KEY WORDS

Azotobacter vinelandii, alginate, encapsulation, polyhydroxyalkanoates, PGPB.
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1 UVOD

Polnohospodarstvo je jednou z aktivit Cloveka, ktora najviac prispieva k narastu chemického
znecistenia, a to pre nadmerné pouzivania umelych hnojiv a pesticidov. Tieto nebezpecné
latky devastujuce zivotné prostredia a zaroven predstavuju i priamy risk pre zdravie ludi. Oxid
dusny, ktory je zlozkou dusikatych hnojiv, je jednym z prikladov latok zodpovednych
za globéalne znecistenie. Oficialne udaje FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations) ukazuju , ze emisie pdsobené konvenénymi hnojivami v ramci 21. storo€ia maju
rastuci trend a podla poslednych udajov z roku 2017 dosiahli hodnotu takmer 700 000 Gg [1].
Dal$im negativnym désledkom konvenénych hnojiv je znizena biologicka fixacia dusiku.
V polnohospodarstve je dusik pritomny v hnojive vo forme dusi¢nanu aménneho. Pritomnost
symbiotickych mikrobov je pre vysoky obsah amoniaku pre rastliny nepotrebna, a to vedie
k masivnemu znizeniu ich zastupenia v péde. Amoniak sa nasledne dostava do podzemnych
véd alebo, vdaka denitrifikacnym baktériam, spat do atmosféry [2].

Aplikacia baktérii podporujucich rast rastlin (PGPB) méze byt Ciasto€nou nahradou Ci
dopinkom ku konvenénému hnojeniu, ¢im umoznuje znizit davky mineralnych hnojiv a tym
i odpovedajucu environmentalnu zataz.. PGPB stimuluju rast rastlin, zvySuju urodu, zbavuju
rastlinu patogénov a redukuju bioticky i abioticky stres rastlin. | ked vSetky spominané efekty
boli preukdzané na modelovych experimentoch, v mnohych pripadoch PGPB nevyvolali
pozadované ucinky pri aplikdcii priamo do pbédy. Nedostatocna kolonizacia €i inherentnd
heterogenita pddy je kfuCovou prekazkou. Inokulované baktérie mézu mat tazkosti pri
adaptacii v porovnani s lepsie adaptovanou prirodzenou mikroflérou. Problémom je aj otazka
pouzitého nosi€a. Ak sa ziadny nosi¢ neaplikuje, baktérie su vystavené prostrediu bez
akejkolvek ochrany. Bolo viackrat preukazané, ze nosic¢ je pre aplikaciu PGPB absolutne
esencialny a bez neho su baktérie zvacsa nezivotaschopné. Na druhej strane, inkorporacia
baktérii do nosi€a je technologickou komplikaciou a je spojena s dal$imi finanénymi nakladmi
na nosny material.

Cielom tejto prace je ponuknut alternativu rieSenia spominanych nedostatkov za vyuzitia
inherentnych vlastnosti vybranej baktérie. Zadkladom su uz zname koncepty bakterialne;
produkcie polymérov a vyuzitie doposial nepopisanej kombinacie tychto konceptov. Ide o novy
pristup inkorporacie baktérii do hydrogélovych nosicov, ktory ma potencial zatraktivnit' ich
vyuzitie v polnohospodarstve.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Rast podporujuce (rizo)baktérie

| ked o baktériach sa nevedelo az do ich objavenia holandskym vedcom Antonie van
Leeuwenhoekom (1876), ich vyuzitie na stimulaciu rastu rastlin bolo vyuzivané od staroveku.
Theofrastos z Eresu (373—287 pred Kr.) radil ,dodat péde srdce” zmieSanim réznych vzoriek
zeme [1]. V 19. storoCi Hellriegel a Wilfarth skumali kolonizaciu korefiov travy a strukovin
poédnymi baktériami aich schopnost menit atmosféricky dusik na rastlinami vyuzitelnu
formu [3].Termin rizobaktérie podporujlce rast rastlin (plant growth promoting rhizobacteria —
PGPR) bol zavedeny Kloepperom a Schrothom v roku 1978, ktori sa zaoberali skimanim
narastu hmotnosti redkovky za pridavku réznych kmenov baktérii do pddy [4]. Plant growth
promoting bacteria — PGPB je 8irSi termin, ktory zahrfiuje baktérie nachadzajuce sa
v rizosfére, endosfére alebo fylosfére, ktoré maju pozitivny vplyv na rast rastliny [5]. Rizosféra
je uzka zéna v pbde, ktora obklopuje a ovplyviiuje korene rastlin. Jedna sa o jeden
z najkomplexnejSich ekosystémov na zemi, v ktorom su pritomné baktérie, huby, riasovky,
hlistovce, prvoky, riasy, virusy, archedny a ¢lankonozce. Tito ¢lenovia mikrobiému rizosféry
su sucastou komplexnej potravinovej siete a vyuzivaju velké mnozstvo (5-30 % fotosynteticky
viazaného uhliku) vyzivnych latok uvolfovanych rastlinou (napr. cukry, organické kyseliny
a aminokyseliny). Mikrobialna populacia pritomnd v rizosfére je relativne odliSna od populacie
okolitej pédy pre pritomnost korefiovych exsudatov, ktoré su zdrojom zivin pre mikrobialny
rast. KIu€ové fyzikalne faktory ovplyvnujuce aktivitu rizosféry su teplota, dostupnost vody, pH,
kyslik a Struktura pddy [6]. Ako dokazali Weller a Thomashow (1994), kvantita baktérii
pritomnych v okoli korefov rastlin je spravidla desat az stokrat vy$sia ako mimo rizosfeéry [7].
Kedze majoritnd ¢ast PGPB sa nachadza v rizosfére, ¢asto su terminy PGPB a PGPR
pouzivané ako synonyma [8]. Priklady PGPB ako aj ich hlavné principy pdsobenia na rastlinu
sl zhmuté vtab. 6 v prilohe. Dalsi podobny termin, tzv. bio hnojiva, zvy&ajne oznaduje
produkt, ktory obsahuje pddne mikroorganizmy aplikované pre podporu rastu rastlin. Vessey
(2003) definoval bio hnojiva ako material obsahujuci zivé mikroorganizmy, ktoré pri aplikacii
k semenam, na povrch rastliny alebo do pddy kolonizuje rizosféru alebo vnutro rastliny a
podporuje rast zvySenim prisunu Ci pristupu zakladnych zivin hostujucej rastliny [9].

Prvou ulohou pri moznom pouziti PGPB je najst vhodnu baktériu pre experimenty, o zavisi
hlavne na pestovanej plodine a atributoch pddy, kde sa rastlina pestuje. V doterajSich pracach
zameranych na tdto tému sa identifikovalo nespoCetné mnozstvo PGPB s pestrymi
mechanizmami pdsobenia, ktoré su pre lepsSie porozumenie graficky zhrnuté na obr. 1. Je
uzito¢né rozdelit PGPB na zaklade r6znych kritérii. Podla interakcie PGPR s rastlinou, PGPR
mbzeme rozdelit na symbiotické baktérie, ktoré ziju vo vnutri rastlin a vymienaju si s nimi
metabolity priamo (napr. Azorhizobium, Rhizobia, Sinorhizobium); a volne zijuce rizobaktérie,
ktoré existuju mimo rastlinnych buniek (napr. Azospirillum, Azotobacter, Enterobacter). Dal$ie
delenie méze byt na zdklade mechanizmu ucinku — priamy a nepriamy. Prikladom priameho
mechanizmu ucinku je biofertilizacia, stimulacia rastu korenov Ci kontrola stresu rastliny.
Do tejto kategoérie spada tvorba rastlinnych horménov, napr. auxinov, cytokinazy, gibberelinov,
etylénu alebo kyseliny abscisovej. Nepriamym mechanizmom je preventivna ochrana
pred Skodlivymi efektmi fytopatogénnych organizmov, ktorej sa dosahuje produkciou
sideroforov — malych molekul viazucich kovy. Dal$im moznym nepriamym mechanizmom je
tvorba kyanovodiku a/alebo enzymov degradujucich steny plesfiovych buniek (napr. chitinazy,
B-1, 3-glukanazy), kompetitivha exklizia patogénov ¢i odstranenie fytotoxickych zlu€enin [3;
10; 11]. Na obr. 1 vidime tri hlavné prudy: baktérie bud syntetizuju uzito¢nu zlu€eninu
pre rastlinu, napomahaju prijmu v pbéde pritomnych zivin alebo plnia ochrannu funkciu
pred fytopatogénnymi organizmami (napr. Colletotrichum acutatum, Verticillium dabhliae,

9



Rhizoctonia solani) [12; 13]. Jednotlivé pozitivne vplyvy su blizSie popisané v dalSich
kapitolach.

N, (9) Regulécia rastu rastliny

Ll ‘ Mykorhizné huby ‘
Obr. 1: MoZné mechanizmy pbsobenia PGPB v rizosfére [14]

2.1.1ZlepsSenie tolerancie abiotického stresu v rastlinach

Abioticky stres je vplyv faktorov prostredia, ktory nesuvisi s zivymi organizmami. Obvykle sa
k tymto faktorom radi podnebie, ovzdu$ie, voda, vlhkost, teplota, svetlo, salinita &i
koncentracia tazkych kovov [15]. Prave abioticky stres je vnimany ako hlavna pricina redukcie
vynosu urody; zavisi vSak na druhu pddy a na pestovanej rastline. V tejto suvislosti sa vyuziva
terminu indukovana systémova tolerancia (angl. Induced Systemic Tolerance — IST), ktory bol
navrhnuty pre chemické a fyzikalne zmeny vyvolané PGPB, konkrétne zlepsSenie tolerancie
voCi abiotickému stresu [16]. Spbésoby, ako by sa baktérie dali pouzit v boji s abiotickym
stresom, boli intenzivne Studované: PGPB bojuju proti kontaminacii arzénom, ktory sa
nachadza v pdde ako vysledok ludskej €innosti (pouzivania pesticidov, tazby nerastnych
surovin, skladkovania). Jedna sa o toxicku latku ohrozujucu rast rastliny ako aj zdravie fudi.
Boli navrhnuté techniky kombinujuce mikroorganizmy a rastliny, ktoré vedu k znizeniu
kontaminacie arzénom [17]. Napriklad Pishchik (2002) zistil, ze urcité kmene PGPB maju
schopnost’ viazat kademnaté iény a tak znizovat' toxicitu pody [18].

Extrémne sucho je jednym z najCastejSich a najvaznejSich problémov v polnohospodarstve.
Preto je délezité skumat, ako by mohli PGPB poméct v tejto veci. Medzi pozitivne efekty
pripisované PGPR patri zvySenie obsahu vody v rastline, redukcia poklesu potencialu vody,
zvySenie foliarnej vyzivy a celkovej rastlinnej biomasy. Rovnako bola preukdzana i zvySena
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akumulacia prolinu v suvislosti s PGPB, ktory sluzi ako regulaéni osmoprotektant a pomaha
chranit rastlinu pred suchom [19]

Salinita pody je tiez vaznym problémom, kedze 20 % vSetkych poli a 33 % zavlazovanych poli
je zasiahnutych vysokou mierou zasolenia. Predpoklada sa, ze v roku 2050 bude zasiahnutych
az 50 % celkovej ornej pédy. Problémy suvisiace so salinitou pédy skumali napr. Gonzalez
(2015) ¢i Fasciglione (2015), ktori pouzili bakteridlny kmen Azospirillum brasilense
na zlepSenie tolerancie jojoby a Salatu voci salinite tym, ze tieto baktérie podporili zakorenenie
rastlin v pdde [20; 21].

2.1.2Fixacia dusiku

Ako uz bolo zmienené vyssie, PGPB mbzu zvySovat koncentraciu zZivin v rizosfére roznymi
dusiku niektorymi kmefmi baktérii (napr. Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Azorhizobium,
Rhizobia). Dusik patri medzi najdélezitejSie prvky v kontexte urodnosti pOdy, pretoze je
pre rastliny potrebny na syntézu aminokyselin, proteinov, enzymov, chlorofylu, DNA & RNA.
Pre silné dazde dochadza k vyplavovaniu mineralnych latok a dusiku, €im dochadza k jeho
deficitu v péde. Beznym mechanizmom, ako je atmosféricky dusik zavadzany do pédy je
pomocou prokaryotov, ktori ho menia na organicku formu dalej vyuzitelnu rastlinami.
Konkrétne, pre strukoviny su Specifické symbiotické dusik-fixujuce baktérie [10]. Tie pomocou
enzymu nitrogenazy prevadzaju N2 na amoniak. Typickym zastupcom su baktérie Rhizobia,
ktoré reaguju na molekuly flavonoidov — signaly vyslané strukovinou. Tymto signalom sa
indukuje expresia génov na tvorenie uzlin (angl. nodulation), ¢o spésobi spéatny signal
na miotické delenie buniek v koreni za tvorby uzlov. Jedna sa o komplikovany molekulovy
dialdg medzi hostujucou rastlinou a kompatibilnym kmenom baktérii [11]. Oproti tomu,
nesymbioticka biologicka fixacia Nz je zabezpelena diazotrofmi, napr. kmermi Azoarcus,
Azotobacter, Azospirillum, Burkholdeira, Pseudomonas a iné. Medzi naj¢astejSie hostujuce
rastliny patri ryza, kukurica, cukrova repa €i bavina [3]. Blahodarné ucinky inokulacie aerébnou
heterotrofnou baktériou Azospirillum viackrat opisal Kennedy (2004), vedec pracujuci v Centre
pre fixaciu dusiku na univerzite v Sydney, na experimentoch na Sirokom spektre plodin [22;
23],.

2.1.3Rozpustanie fosforu

Fosfor tiez patri medzi esencialne prvky pre rastliny — je zodpovedny za regulaciu syntézy
proteinov, hra rolu pri deleni buniek a prispieva k spravnemu vyvoju korenového systému
rastliny. Ironicky, pédy maju velku zasobu celkového fosforu, no v nedostupnej forme
pre rastliny. Rastliny prijimaju fosfor v dvoch forméach: ako H.POs™ a HPO42, tie formy su v§ak
v pdde v nizkych koncentraciach [24]. Dévodom je vysokd reaktivita rozpustného fosforu
s oxidmi Zeleza a hlinika v kyslych pédach. Velka Cast fosforu taktiez putuje do véd, o je
vysledkom vysokej akumulécie fosforu v désledku dihodobého hnojenia. Kedze sa jedna
o neobnovitelny zdroj, je potrebné vyvinut systém s ¢o najlepsim vyuzitim fosforu a zaroven
s minimalnym nepriaznivym vplyvom na zivotné prostredie. Ako jednym z rieSeni sa ponukaju
fosfor rozpustajuce mikroorganizmy, ktoré su schopné premenit nerozpustné zluceniny
fosforu na rozpustné formy (va€sinou sa jedna o organické kyseliny obsahujuce fosfor) [25].
Medzi PGPB s touto schopnost'ou patri napr. bakterialny rod Bacillus €i Pseudomonas. Wani
(2007) priniesol zaujimavy koncept, kedy navrhol inokulovat v kombinacii s dusik fixujucimi
baktériami aj fosfor rozpustajuce z dbévodu synergistickej vlastnosti kombinacie kmenov
Azotobacter, Pseudomonas a Penicilium. Modelova plodina, cicer, mala v pripade inokulacie
zvySeny prijem dusika aj fosforu, rastla rychlejsSie a mala viac plodov v porovnani s cicerom
bez pridania baktérii [26]. Zistenia o vyhodach inokulacie kombinaciou baktérii boli preukdzané
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aj inych pracach: Turan (2012) zistil, ze pri jednotlivej inokulacii kmenmi Bacillus subtilis,
Bacillus megaterium a Azospirillum brasilense bol vynos zfn 24 %, 19% a 19 %, no
pri kombinacii tychto troch kmenov sa zaznamenal narast vynosu na 33% v porovnani
s neinokulovanou vzorkou [27]. Je teda dokazané, Zze zmieSana inokulacia PGPB méze byt
efektivna nahrada fosforovych hnojiv.

2.1.4Produkcia fytohorménov

Rastlinné hormény, nazyvané fytohormény, su chemické mediatory ovplyvhujuce schopnost
rastlin reagovat na svoje prostredie. Su to prirodné organické latky, efektivne vo velmi malych
koncentraciach. Vaésinou su priamo syntetizované v niektorej €asti rastliny a podla potreby su
transportované do inych €asti. Ovplyvriuju fyziologické funkcie ako rast, diferenciaciu a vyvoj,
ale aj biochemické a morfologické procesy. Niektoré typy fytohorménov su tvorené mimo
rastliny a nazyvaju sa regulatormi rastu rastlin (angl. plant growth regulator) [28]. Tieto
prirodné regulatory su ddlezitym ¢ldnkom a nastrojom posilnenia polnohospodarskej
produkcie a preto si zasluzia priestor na detailnejSie popisanie.

2.1.4.1 Auxiny

Tato skupina latok dostdva vo vyskume vela pozornosti, kedze patri k najbeznejSim
fytohorménom, ktoré baktérie produkuju. Fyziologicky najviac aktivny auxin sa nazyva kyselina
indol-3-octova, vaésinou uvadzana skratkou IAA (z angl. indole-3-acetic acid). Tato latka je
najlepSie charakterizovana, kedze sa jedna o najbeznejSie sa vyskytujuci regulator rastu
rastlin. Az 80 % baktérii (napr. Azotobacter, Bacillus, Dioscorea) izolovanych z rizosféry
dokaze syntetizovat IAA. Hlavnym ucinkom tohto rastlinného horménu je podpora rastu
korefiov a pozitivny efekt na kliCenie [29].

2.1.4.2 Cytokininy

Cytokininy su tiez délezitymi fytohorménmi. Pre ich nizku koncentraciu vo vzorkach je ich
tazké identifikovat aj kvantifikovat. Maju vyrazne pozitivny efekt na delenie buniek, ako aj
na vyvoj korefov, tvorbu korenovych vlaskov €i rozpinavost' listov. Rastliny si tento hormén
vytvaraju samy, ale dokazu ho produkovat aj niektoré kmene baktérii o vedie k zvySeniu
obsahu cytokininu v pdde. Medzi baktérie produkujuce cytokininy patri Bacillus subtilis,
Pseudomonas fluorescens, Rhizobium leguminosarum a Paenibacillus polymyxa [3]. Liu
(2013) priamo preukazal kontribuciu produkcie cytokininu baktériou Bacillus subtilis, ktoréa sa
vyznacuje vysokou produkciou cytokininu, no nie je dusik fixujuca, neprodukuje iné
fytohormény ani siderofory a nepatri ani medzi fosfor rozpustajuce baktérie, a teda vsetky
benefity v jeho praci mali pévod v bakterialnom cytokinine [30].

2.1.4.3 Gibberelin

Dal$im vyznamnym fytohorménom je gibberelin, ktorého dominantnym efektom je predizenie
vyhonku. Taktiez vplyva na kvitnutie, vyvoj plodu i rast listov. Prikladmi baktérii produkujucich
tuto latku je napr. Bacillus pumilus i Bacillus liceniformis [31].

2.1.4.4 Etylén

Etylén je dalS§im rastlinnym horménov riadiacim rézne procesy, ako napr. dozrievanie ovocia,
padanie listov, klicenie semien & odozvy na stres. Na druhej strane, vysoké koncentracie
etylénu po kli€eni vyvold defoliaciu a bunkové procesy, ktoré vedu k inhibicii rastu korerov
a k pred€asnému starnutiu rastlin. Vysledkom tychto negativnych efektov je znizene urody
[10].

1-amynocyklopropan-1-karboxylat (ACC) je okamzitym prekurzorom etylénu a je tvoreny
samotnou rastlinou. Niektoré baktérie vytvaraju enzym ACC deaminazu, nazyvany aj ,odtok
pre ACC*, ktory hydrolyzuje ACC na a-ketobutyrat a amoniak, ktoré mézu byt baktériou vyuzité
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ako zdroj uhlika a dusika pre rast. Znizovanim vysokej koncentracie etylénu nepriamo
napomaha rastu rastliny. Medzi bakterialne kmene, ktoré disponuju tymto enzymom, patri
Achromobacter, Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Phyllobacterium Gi
Rhizobium [32].

2.1.5Produkcia prchavych organickych zluéenin

Prchavé organické zlu€eniny (z angl. volatile organic compounds, VOC) su nizkomolekularne
zlu€eniny, ako alkoholy, aldehydy Ci ketény, ktoré maju dostatocne vysoky tlak par za
normalnych podmienok na to, aby sa vyparovali a vstupovali do atmosféry. Tvorba VOC
poédnymi baktériami je ddélezitym mechanizmom podpory rastu rastlin a medzi typickych
zastupcov tychto PGPB patria kmene ako Bacillus sutilis a Enetrobacter cloacae [3]. Tieto
baktérie produkuju latky 2,3-butandiol a acetoin, ktoré podporuju rast, zlepSuju odolnost’ vo i
patogénom, zvySuju rastlinnu biomasu a toleranciu voéi abiotickému stresu [19]. Zhuang
(2007) taktiez preukazal, ze VOC produkované baktériami reguluju gény zodpovedné
za modifikaciu bunkovej steny a produkciu auxinov. Presny mechanizmus pésobenia VOC
zatial nie je jasne popisany [33].

2.1.6 Produkcia sideroforov

Fe®* kation sa bezne nachadza v prirode, no pre jeho nerozpustnost vo forme mineralov je
nedostupny rastlinam. Najviac zasiahnuté su zasadité pédy, ktoré maju vysoky deficit zeleza.
Riesenim problému su siderofory, malé molekuly, ktoré viazu zelezité idbny z pody. Ked ma
rastlina nedostatok zeleza, baktérie produkujuce siderofory mézu tento deficit doplnit, ¢im
nepriamo ovplyviiuju kondiciu rastliny [34]. Vazba zelezitych ibnov mdze byt pouzita aj v boiji
proti fytopatogénnym organizmom. Produkcia sideroforov dovoli baktériam konkurovat
patogénnym organizmom tym, ze odstranuju zelezo z prostredia. Tym zbavuju patogén
esencialnej latky pre ich rast a aktivitu [35]. Medzi bakterialne rody produkujuce siderofory
mozno zaradit napr. Phyllobacterium, Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium a iné [36].

2.1.7Modelovy mikroorganizmus Azotobacter vinelandii

Z hladiska témy tejto diplomovej prace bolo klu€ovym krokom vyber modelového
mikroorganizmu, ktorym sa stala baktéria Azotobacter vinelandii. Jedna sa o Gram-negativnu,
mezofilnu, strikine aerdbnu a Siroko distribuovanu volne zijucu pddnu baktériu. Rastie
na Sirokom spektre cukrov, alkoholov i organickych kyselin. Na rozdiel od inych diazotrofov,
Azotobacter vinelandiiviaze N2 z atmosféry aj v pritomnosti kysliku. Je to zaujimava vlastnost,
pretoZe nitrogendza (enzym zodpovedny za Stiepenie trojitej vazby v molekule N3) je bezne
aktivna len za anaerdébnych podmienok. Azotobacter vinelandii vSak disponuje réznymi
mechanizmami, ktorymi zabranuje deaktivacii nitrogendzy kyslikom. Medzi diskutované
mechanizmy patri tvorba komplexu takzvanym Shethna proteinom, sebaochrana redukovanim
kysliku na vodu ¢i morfologicka ochrana [37; 38].

Azotobacter vinelandii syntetizuje dva vyznamné priemyselné polyméry. Ako prvy spomeniem
alginat, ktory je syntetizovany z frukt6za-6-fosfatu za pomoci mnoho enzymov [39]. Alginat je
zlozeny z podjednotiek D-mannurénovej (M) a L-gulurénovej (G) kyseliny, ktoré mézu byt
Ciastocne acetylované. Tieto monoméry su distribuované v polymérnom retazci v blokoch,
rovnako ako pri alginate extrahovanom z hnedych rias [40]. Najnovs$ie vyskumy su zamerané
na modelovanie kultivaénych podmienok baktérii tak, aby sa ziskal €o najvy$si vytazok
alginatu o pozadovanych vlastnostiach (molekulova hmotnost, pomer M/G, miera acetylacie a
iné). Napr. v ¢lanku od Fuminori (2015) sa porovnava produkcia tvorby alginatu a PHB na
r6znych zdrojoch uhlika — sachar6ze, glycerole a glukdze. Najvyssi vytazok alginatu bol
dosiahnuty za pouzitia glukdzy. Zaroven zistili, ze produkcia alginatu a PHB je kompetitivny
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proces. Pomocou skenovacej elektronovej mikroskopie (SEM) (vid obr. 2) zachytili proces
sekrécie alginatu bunkami Azotobacter vinelandii [41]. Tiez preukazali negativny vplyv
octanov, ktoré sa neodporucaju pridavat do kultivatného média [42]. Treba vSak podotknut,
Ze ini autori naopak preukazali zvySenu produkciu alginatu po pridavku acetatu [40], o dobre
ilustruje nakolko komplexny a doposial nie dokonale preStudovany biotechnologicky proces
produkcia bakterialneho alginatu predstavuje. V literature bolo taktiez preukazané, ze
pritomnost uhli€itanu vapenatého podporuje rast baktérii a fixaciu dusiku, no v p6de mbéze mat
i negativne ucinky, kedy vie podporit baktérie oxidujuce amoniak a akumulovat emisie N>O
[43].V publikacii od Browning a kol. (2020) bola tiez preukazana schopnost alginatu
adsorbovat sa na povrch CaCOs3; a tvorit hydratované vrstvy, €¢oho by sa pri enkapsulacii
baktérii mohlo vyuzit [44].

Publikacie tykajuce sa mikroorganizmu Azotobacter vinelandii sa zaoberaju aj vplyvom kysliku
na molekularny mechanizmus tvorby alginatu ajeho molekulovi hmotnost, konkrétne
parametre DOT (z angl. dissolved oxygen tension) a qO- (z angl. specific oxygen uptake rate).
Cim mensie hodnoty nadobudaju tieto veli¢iny, tym je vy$sia molekulova hmotnost alginatu
[45; 46; 47]. V €lanku od Pacheco-Leyva (2016) sa upozorfiuje na fakt, Ze acetylované M
podjednotky su chranené pred epimerizaciou, pretoze len neacetylované M jednotky mézu
epimerizovat na G jednotky pomocou enzymu AlgG epimerazy. Jedna sa o délezity poznatok
z hladiska tvorby gélov, kedze za pouzitia Ca®** ako sietovacieho cinidla je prave G
podjednotka tou klucovou (vid 2.3). Je vhodné zmienit, ze niektori autori tvrdia, ze alginat
produkovany baktériou Azotobacter vinelandii nie je acetylovany, kym v inych publikaciach
potvrdili pritomnost acetylovanych skupin [48; 49; 50]. Rovnako bol preukazany vyznamny
vplyv pridavku vapenatych soli do kultivaéného média na pomer G a M monomérov. Nizke
koncentracie Ca?* podporili vznik mannurénovej kyseliny, pri zvy$enej koncentracii bol
vznikajuci polymér bohatsi na gulurénovu kyselinu [47].

Obr. 2: Sekrécia alginatu z bunky baktérie Azotobacter vinelandlii [41]
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Druhym vyznamnym polymérom produkovanym bunkami kmefa Azotobacter vinelandii je
polyhydroxybutyrat (PHB), syntetizovany v trojkrokovom procese z acetylkoenzymu
A za pomoci troch phb génov. Azotobacter vinelandii akumuluje PHB za stresovych rastovych
podmienok aby ho v pripade potreby mohol vyuzit ako zdroj energie a uhliku. PHB je pritomny
v cytoplazme bakteridlnej bunky ako vo vode nerozpustné granule. Okrem toho, ze PHB sluzi
ako rezervnd latka, ma sa podielat aj na fixacii dusiku. O niektorych mutantoch baktérie
Azotobacter vinelandii sa uvazuje ako o potencialnom priemyselnom zdroji PHB [39; 41].
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2.2 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) su skupina znamych biodegradovatelnych biopolymérov. Od ich
objavenia v baktérii Bacillus megaterium v roku 1926, bola identifikovang Siroka skala PHA
s rébznymi vlastnostami uviac ako 90 rodov baktérii. Medzi producentov patria kmene
Pseudomonas sp., Cupriavidus necator, Bacillus sp. a Azotobacter vinelandii, ktoré syntetizuju
PHA pod rastovym stresom. Bioprodukciou PHA sa vyznacuju aj niektoré transgénne rastliny,
napr. Arabidopsis thaliana, Camelina sativa, Nicotiana tabacum a Saccharum officinarum [51].
PHA sa v ostatnych rokoch venuje vysoka pozornost, pretoze sa povazuju za alternativu
ku konvenénym petrochemickym plastom. Maju porovnatelné mechanické vlastnosti
s polypropylénom, no navy$e su biokopatibilné a biodegradovatelné [52].

Poly(3-hydroxybutyrat) (skratka PHB) je v prirode najrozSirenej§im PHA, laboratérne sa vSak
podarilo pripravit rézne kopolyméry s lepSimi vlastnostami alebo modifikaciami podla
aplikacie. ldentifikacia novych bakteridlnych kmenov so schopnostou tvorit nové PHA
monoméry stale prebieha. Produkcia PHA na industrialnych fermentoroch je uz doladeny
biotechnologicky proces. Cielom je €o najvy$$i vytazok produkcie PHA s minimalnymi
nakladmi. Ako zdroj uhliku sa naj¢astejSie pouziva glukbéza. PHA pre svoju biokompatibilitu
nachadza uplatnenie v medicine alebo vo farmaceutickom sektore (napr. pri priprave scaffoldu
alebo enkapsulacii lie€iv), no zalina najst vyuzitie aj v polnohospodarstve (napr. material
pre mul€ a ochranné siete), kde je vyuzivana predovsetkym pre jej dobru biodegradabilitu [53;
54].

2.2.1 Molekularna struktara PHA

PHA su lineéarne polyestery hydroxyalkanovych kyselin. Jednotlivé hydroxyalkanové kyseliny
sU spojené esterovou vazbou, ktoré vznikaju kondenzacnou reakciou medzi hydroxylovou
a karboxylovou skupinou monomérov. Typ monomérov urCuje vlastnosti vyslednych
materiélov [53].

PHA mézeme rozdelit do troch skupin na zaklade poctu atobmov uhliku v monomérnych
jednotkach  (vid obr. 3). PHA skratkym retazcom (angl. short-chain-lenght
hydroxyalkanoate = SCL-HA) maju 3 az 5 atdmov uhliku, so stredne dlhym retazcom (angl.
middle-chain-lenght hydroxyalkanoate = MCL-HA) maju 6 az 14 atobmov uhliku a PHA s dlhym
retazcom (angl. long-chain-lenght hydroxyalkanoate = LCL-HA) m& 14 a viac atémov uhliku.

Pozname az 150 réznych PHA monomérov, ¢o z nich robi najvacsiu skupinu prirodnych
polyesterov. Zaujimavostou je, ze vSetky doteraz charakterizované PHA maju atém uhliku
substituovany hydroxyskupinou v R-konfiguracii. Ide o désledok stereo$pecifity enzymov
zapojenych do produkcie PHA [55; 56].
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Obr. 3: (a) V8eobecna molekularna Struktura PHA, hodnoty x typicky 1 aZz 8; hodnoty n
typicky 100 az 1 000. (b) BeZne syntetizované monomeéry s kratkym retazcom a so stredne
dlhym retazcom. 3HB: 3-hydroxybutyrat; 3HV: 3-hydroxyvalerat, 3HHXx: 3-hydroxyhexanonat;
3HO: 3-hydroxyoktanoat; 3HD: 3-hrydroxydekanoat; 3HDD: 3-hydroxydodekanoat [52]

2.2.2Vyhody PHA producentov v polnohospodarstve

Fixacia vzdusného dusiku, jedna z najddlezitejSi prispevok pédnych baktérii, je energeticky
zatazujuci proces. Producenti PHA maju (voci neproducentom PHA) vyhodu, ze mézu tieto
energetické naroky Ciastocne pokryt degradaciou zasobného PHA [57].

Dalej je zname, ze PHA podporuje prezitie baktérii za réznych stresovych podmienok. Studie
zapojenia PHA do stresovej odpovedi baktérii su zalozené na skumani stresovych faktorov
na producenta PHA v porovnani s neprodukujucim mutantom rovnakej baktérie. Tal a kol.
(1985) preukazali vysSiu odolnost voci UV ziareniu, extrémnemu suchu a osmotickému tlaku
[58]. Bolo opakovane preukazané, ze prave PHA zaruCuje prezitie baktérii pri nizkych
teplotach, dokonca boli ndjdeni PHB producenti v subarktickych regidonoch [59; 60]. Produkcia
PHA je ddlezitd pre PGPR aj v procese nodulécie. Aneja a kol. (2005) preukazali, ze ukladat
zasoby PHB vbunkach je klu€éovym faktorom pre konkurenéné prezitie
pri fluktuacii dostupnosti uhlika [61].

Baktérie benefituju z produkcie PHA aj pri biosanacii — procese odstranenia kontaminacie
z vody ¢&i pédy mikroorganizmami. Zo samotnej definicie biosanacie je jasna jej limitacia:
vysoké hodnoty kontaminantov su obycCajne toxické nie len pre nés, ale aj pre samotné
baktérie. Prave v tomto bode PHA pomdze svojim producentom prezit, ktori mézu pokracovat
VO svojej prospesnej ¢innosti dekontaminacie [62].

Tieto vyssSie uvedené ochranné funkcie chrania PHA producentov v pdde, kde su vystavené
uz spominanym stresovym faktorom. PHA produkciu, spojenu s celkovo lepSou kondiciou,
robustnostou a odolnostou baktérii, povazujem za silnu vyhodu baktérii v polnohospodarstve.

17



2.3 Alginat

Alginat je polysacharid patriaci medzi linearne biokopolyméry. Ziskava sa hlavne z hnedych
morskych rias, ktoré vdacia za pevnost a pruznost prave alginatu v ich buneénych stenach.
Alginat pozname vo forme alginovej kyseliny, no vyuzivanejSia a viac prestudovana je jej sol,
alginat sodny. Vo vodnom prostredi sa sietuje pomocou viacmocnych katiénov za tvorby
hydrogélu [63]. Hydrogély su definované ako trojrozmerné sietovité Struktury, ktoré dokazu
absorbovat velké mnozstvo vody do svojej poréznej Struktury. Su to materidly, ktoré sa
vytvaraju fyzikalnou interakciou alebo chemickym sietovanim hydrofilného polymérneho
retazca. Molekuly vody prenikaju do intersticialnych priestorov trojdimenzionalnej polymémej
siete, ¢im hydrogél imituje biologické tkanivo. Mnozstvo absorbovanej vody zavisi na porozite
hydrogélu a na hydrofilite funkénej skupiny polyméru. Aplikacia alginatovych gélovych Castic
mbze byt uzitoéna v potravindrskom, chemickom, farmaceutickom priemysle, ale aj
v pofnohospodarstve [64].

Celkova produkcia alginatu je asi 40 000 ton ro¢ne, z €oho 30 % je pouzitych v potravinarstve
[65]. Alginatové gélové Ccastice su €asto pouzivané pre ich vyborné vlastnosti ako
biokompatibilita, biodegradabilita, jednoducha a relativne lacna vyroba. Alginat je mimoriadne
hodnotny pre jeho moznu aplikaciu pri enkapsulacii, kde pdsobi ako nosi€¢ pre aktivne
materialy. V potravinarstve sa méze vyuzit jeho reologickych vlastnosti (napr. zahustenie),
vybornej schopnosti viazat vodu, no pouziva sa aj ako stabilizaény alebo formotvorny
element [66].

Gélové castice alginatu sa najbeznejSie ziskavaju ibnovou gelaciou. Velkost vzniknutych
kapsul zavisi na sposobe pripravy a pohybuje sa o priemere od niekolkych stoviek nanometrov
az po milimetre. Husta Struktura gélovej matrice uzamyka material v jadre a tvori ochrannu
bariéru, ktora obmedzuje difiziu molekul na zaklade ich velkosti a/alebo naboja. Dalej méze
matrica minimalizovat degradaciu jadrového materialu, zapri€inenu vonkajsim prostredim &i
maskovat neziaduce senzorické vlastnosti potravinarskych ingrediencii [67].

2.3.1 Molekularna struktara a kompozicia

Alginat je tvoreny dvoma monomérmi: 8-D-mannurénovou kyselinou, oznacovanou “M”, a a-
L-gulurénovou kyselinou, oznaovanou “G”. Tieto podjednotky su viazané B-(1—4)
glykozidovymi vazbami za tvorby kopolyméru — alginatu. Ako vidiet na obr. 4, alginat je tvoreny
blokmi, ktoré mézu obsahovat len M jednotky, len G jednotky alebo alternujiuce bloky MG
v rdznom pomere a poradi. Pomer a zastupenie jednotlivych podjednotiek ma kluovy vplyv
na moznosti sietovania. Alginat méze extrahovany z hnedych rias (Phaeophyceae) alebo
ziskavany bakteridlnou biosyntézou (napr. Azotobacter, Pseudomonas). Priemerna
molekulova hmotnost alginatu sa pohybuje okolo 20 000 az 200 000 Da [68; 69]. Alginat je
komercne dostupny vo forme sodnej, draselnej ¢&i amonnej soli [70].
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M blok

G blok COO- -00C

Obr. 4: Chemicka Struktura M podjednotiek, G podjednotiek a MG podjednotiek alginatu [71]
2.3.2Morfoldgia

Ako uz bolo spomenuté, alginat je atraktivnym materialom pri enkapsulacii — procese uzavretia
aktivnej latky do ochranného obalu s uelom separacie aktivnej faze od vonkajsieho
prostredia. Kym uspesnost tvorby gélov ovplyvnuju javy na molekularnej urovni, vysledna
morfolégia a velkost gélovych Castic zavisi najma na metdde pripravy. Alginatové gélové
Castice mézu existovat ako jednojadrovy (angl. single-core) alebo viacjadrovy (angl. multi-
core) systém, zobrazené na obr. 5. V jednojadrovom systéme je enkapsulovana latka
koncentrovana v strede aje obalena vrstvou alginatového gélu. V druhom pripade je
enkapsulovany material dispergovany v alginatovej matrici [66].

MG blok

Enkapsulovany material

Vzduchovy vacok

O
O o)
2%

Jednojadrovy systém Viacjadrovy (multi-core) systém

Obr. 5: MoZné morfologické usporiadania enkapsulovaného jadrového materialu
v alginatovych gélovych casticiach [66]
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2.3.3Tvorba gélov

Popri polysacharidoch ako chitozan, Skrob &i agar, aj alginat je schopnych tvorby gélu. Existuju
dve bezné metddy, ktorymi mozno alginat gelovat: ibnové sietovanie kationmi a kyslé
zrazanie.

Kyslé gély su tvorené, ked pH roztoku je znizena pod hodnotu disociacnej konstanty pKa

polyméru. M a G podjednotky alginatu maju hodnoty pKa 3,38 a 3,65, v uvedenom poradi [72].
Z tychto hodnét vyplyva, ze alginat je zaporne nabity v Sirokom rozmedzi pH.

Existuju dve metédy ako znizit pH. Prvou je rychly postup, pri ktorom sa rychlo znizi pH
a alginat sa zraza vo forme agregatov. Druhou je pomaly postup, kedy sa tvori kyselina
alginova vo forme objemového gélu. Na rozdiel od ibnovych gélov, kyslé gély su stabilizované
vodikovymi vazbami a M jednotky hraju kfu€ovu rolu [63; 66].

Ibnové zrazanie je najrozSirenejSi spbsob tvorby alginatového gélu. Vyuziva sa pri fiom
pritomnosti viacvalentnych iénov. Jedna sa o vysoko selektivny proces a afinita alginatu
ku katibnom narasta v nasledujucom poradi:

Mn < Zn, Ni, Co < Fe < Ca < Sr<Ba < Cd < Cu < Pb.

Zo spominanych katiénov je pouzitie Cd, Cu a Pb limitované pre ich vysoku toxicitu. Zriedka
sa pouzivaju Sr a Ba kationy, ktoré su mierne toxické. NajlepSou volbou su dvojvaletné katidny
Ca?*, ktoré s netoxické a preto Siroko pouzivané [73]. Negativom vapenatych iénov (o ktorom
sa malo diskutuje, ale predstavuje vyrazny problém) je, Ze vytvoreny gél sa lahko destabilizuje
chelatovymi Cinidlami ako citraty, fosfaty, uhliitany a laktaty. Predstavuje to prekazku, ked
potrebujeme uchovat enkapsulované baktérie v izotonickom prostredi (napr. vo fosfatovom
pufre) [74].

Afinita alginatu ku katidnom je priamo zavisla na poéte M, G a MG blokov pritomnych v jeho
Strukture. Specifickejsie, Ca?* sa viaze s G a MG blokmi, Ba?* s G a M blokmi a Sr?* jedine s G
blokmi [73]. Mechanizmus reakcie pozostava z dimerizacie G jednotiek. Pridavok Ca?*
do roztoku polyméru spdsobi vazbu dvoch G retazcov na opacnych stranach. Tymto
usporiadanim sa vytvori ,diera“ v tvare diamantu pozostavajuca z hydrofilnej dutiny, ktora sa
viaze s Ca?* ionmi multikoordinaciou, vyuzijuc atdbmy kyslika z karboxylovych skupin alginatu.
Vysledkom tejto konfiguracie je tvorba takzvaného ,egg-box* modelu — 3D siete prepojenych
regionov [75]. Ako vidiet na obr. 6, jeden katién sa viaze so Styrmi G jednotkami. Ak sa chce
dosiahnut kompaktnejSieho gélu, pouzivaju sa trivalentné kationy, napr. Al** alebo Fe®* [76].

V ramci ibnového zrazania existuju dva pristupy. V najjednoduchSom pripade je roztok soli
alginatu (najCastejsie alginatu sodného) kvapkany do roztoku rozpustnej vapenatej soli (napr.
CaCly). Okamzite nastava tvorba gélov, ktoré si zachovavaju gulovity tvar kvapiek. Druhym
pripadom je interna metdda. Pri nej su pritomné vapenaté iény v chelatovanej forme. Zmenou
pH sa Ca?* ibny uvolnia a tvoria gél s alginatom. NajStudovanej$im systémom je uhlicitan
vapenaty s D-glukono-b-lakténom, ktory pomaly hydrolyzuje na glukénovu kyselinu, ktora
spbsobi znizenie pH ¢im sa zvysuje rozpustnost CaCO3; a nastava uvolfovanie sietovacich
vapenatych iénov [72].
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Obr. 6: Tvorba hydrogélu pomocou sietovania alginatu katiénmi Ca?* [77]

Okrem kyslej a idbnovej cesty tvorby gélov existuju aj nové, nekonvenéné metddy. Prvym
prikladom je kryogelacia, ktorej zaujimavostou je tvorba kryogélov s makropormi az gigapérmi
tvorenymi rastdcimi krystalmi rozpustadla. Dalsim prikladom je zrazanie ponorenim. Vodny
roztok alginatu sa ponori do organického rozpustadla, naj¢astejSie do metanolu ¢i etanolu.
Molekuly alkoholu difunduju do vodného roztoku polyméru za vzniku alkogélu. Proces je
sprevadzany zmrs$tenim. Posledny proces, ktory spomeniem, je tvorba gélov indukovana
oxidom uhli€itym. Do suspenzie uhli€itanu (Ca, Sr, Ba, Zn, Cu, Ni alebo Co) vo vodnom roztoku
alginatu sodného je privadzany oxid uhli€ity pod tlakom po dobu niekolkych hodin. Nastava
uvolnenie katidbnov z nerozpustnej alebo chelatovanej formy a vytvori sa gél [72].
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2.4 Enkapsulacia

Ako uz bolo zmienené v podkapitole 2.3.2, enkapsulaciou sa separuje aktivna latka
od vonkajsieho prostredie a to z r6znych dévodov — bud' ide o ochrannu funkciu, o maskovanie
neziaducich vlastnosti, o postupné uvolfiovanie &i prediZenie moznej doby skladovania.
Odvetia, pre ktoré je enkapsulacia vysoko atraktivna, su potravinarsky, farmaceuticky Ci
kozmeticky priemysel [78].

Povaha aktivnej zlozky ako aj obalu méze byt velmi réznoroda. Musi sa vychadzat z toho,
preCo enkapsulujeme, €o enkapsulujeme a do €oho enkapsulujeme. Ako aktivne latky sa
najCastejSie enkapsuluju enzymy, lie€iva, baktérie, vitaminy a oleje. Poziadavky na obalovy
material sa liSia, no najvyuzivanejSie su hydrofilné &i hydrofobne polyméry. V literatire sa
najCastejSie spominaju nasledovné hydrogély: zelatina, alginat, chitin, etyl celuléza a iné [79].

2.4.1 Enkapsulaéné techniky

Pre vacsinu aplikacii je velkost gélovych Eastic klu€ovy parameter. Mikrogély nachadzaju
vyuzitie predovSetkym v potravinarstve, kym mensie castice sa vyuzivaju v medicine.
Nanogély o velkosti 100-200 nm sa pouzivaju pri pokusoch v boji s rakovinovymi bunkami,
zatial ¢o pri intravendznej aplik&cii lieCiv sa pouzivaju nanogély o velkosti okolo 500 nm.
Castice s velkostou nad 1 000 pm sa nazyvaji makrogély, kym éastice o priemere mensom
nez 1 000 um sa nazyvaju mikrogély [80]. Ako uz bolo naznacené vyssie, enkapsulacia ma
Siroké uplatnenie v rdznych oboroch, pricom sa kladu rézne poziadavky na finalny produkt.
Preto bolo vyvinutych mnoho postupov, ako enkapsulovat’ a tie najpouzivanejsie techniky su
blizSie popisané v nasledujucich podkapitolach.

2.4.1.1 Extruzia a modifikovana extruzia

Jedna sa o jednoduchu metddu, ktora spocCiva v kvapkani roztoku alginatu do gelovacieho
roztoku sietovacieho Cinidla (najéastejSie roztok CaCl. o danej koncentracii). Kvapky sa
aplikuju pomocou striekacky. Pri aplikacii vznika na Spike ihly kvapka, ktora narastd az sa
oddeli a pada do kupele (vid obr. 7). Sférickd kvapka sa vytvara pre povrchové napétie
kvapaliny. Limitacia tejto metédy moznost vyuzitia len pre roztoky s nizkou viskozitou
(<200 mPas), inak déjde k upchatiu. Nevyhodou je aj neuniformita kvapiek a problémy
s definiciou ich velkosti. Extruzia je pouzivana pre kvapalné enkapsulované materidly (napr.
esencialne oleje, prichute), preto je tato technika popularna v potravinarstve [81].

Vdaka nedostatkom klasickej extruzie boli vyvinuté r6zne modifikované postupy. Napriklad
vyuzitie vibrujucej trysky, kde je pohyb zabezpeceny piezoelektrickym materialom. Frekvencia
vibrovania uréuje velkost generovanych kvapiek. Dalsou moznostou je pridat rotujuci disk
s drétmi pod trysku. Ot&€anie disku narusi tok alginatu za vzniku definovanych kvapiek,
ktorych velkost je ur€ena uhlovou rychlostou disku. Nevyhoda tejto metddy je, ze ked drét
prechadza cez prud roztoku alginatu, material sa méze rozprsknut do okolia alebo sa zachytit
na dr6te a zaschnut, €oho vysledkom je strata asi 5% materialu. Inou alternativou extrizie je
elektrostatickd atomizacia, ktora vyuziva efekiu vonkajSieho elektrického pola
na hydrodynamické vlastnosti alginatovych kvapiek. Elektrické pole sp6sobi vznik elektrického
naboja na povrchu kvapaliny, éim sa deformuje a predizi tok. Naboj na povrchu zdokonali
gulovy tvar [66]. Zmienené modifikované metddy su schematicky zobrazené na obr. 8.
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Obr. 7: Schéma extruzie [82]
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Obr. 8: Modifikovana extruzia: (a) elektrostaticka atomizacia, (b) vibraéna tryska, (c) rotujuci
disk [66]
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2.4.1.2 Emulgacia

Dal$ou enkapsulanou technikou je emulgécia. Vo véa&sine pripadov ide o emulziu voda v oleji,
kde malé mnozstvo vo vode rozpustného polyméru je pridané do velkého objemu rastlinného
oleja (s6joveho, slnecnicového €i kukuriéného). Zmes sa mechanicky homogenizuje pomocou
mixérov, miesadiel alebo koloidného mlynu za tvorby emulzie voda v oleji a polymér je
zosietovany za vzniku malych gélovych Castic v olejovej faze (vid obr. 9). Olejova faza sa
oddeli centrifugaciou. Velkost vznikajucich ¢astic (25 pm az 2 mm) je kontrolovana rychlostou
miesania, typom emulgatoru, koncentraciou a pomerom zloziek. Vo vSeobecnosti plati, ze
emulgatory (napr. Span 80, Tween 80) znizuju velkost Eastic [83].

Roztok polyméru

Kvapky roztoku
polyméru

Kvapka sietovacieho
roztoku

Kvapka roztoku
polyméru

Gélova kapsula

Obr. 9: Tvorba gélovych castic emulgaciou [82]

2.4.1.3 Tvorba gélu pomocou aerosolu

Nevyhodou extriznych metdd, €i uz klasickej alebo modifikovanej extruzie, je nevyhnutnost
gélovacej lazne, ktord robi zenkapsulacie vsadzkovy proces. Ten je nevyhodny,
pri zva€Sovani vyroby a je energeticky naroény. Aby sa predislo tymto nevyhodam, bola
navrhnuta tvorba gélu pomocou aerosolu. Ako vidiet naobr. 10, podstata spociva
v protichodnej atomizacii roztoku sietovacieho Cinidla a alginatu v reakénej komore. Malé
kvapky atomizovaného alginatu sodného su okamzite gelované pri kontakte s roztokom
vapenatych i6nov. Novo vytvorené zosietované alginatové mikrokapsule sa usadia na dne
reaktoru, kde su potom odvadzané [84].
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Obr. 10: Schéma reakénej komory pre tvorbu gélu pomocou aerosodlu [66]
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Jednym z moznych rieSeni redukcie pouzivania konvenénych hnojiv je pouzitie uz zmienenych
PGPB, ktorych pozitivne uc¢inky a mechanizmy pdsobenia boli popisané v kapitole 2.1. Zatial
vSak baktérie a ich inokulacia predstavuju nizky podiel v celosvetovom polnohospodarstve. Je
to pre nekonzistentné vlastnosti inokulovanych PGPB, pre vysoku cenu a technologické
komplikacie. Klu€om k uspesSnému pouzivaniu PGPB je v prvom rade prezitie tychto baktérii
v péde. Minimalny pocet buniek, ktory je dostatoény na ziskanie pozadovanych efektov sa liSi
od kmena, no vacsinou sa pohybuije okolo hodnoty 10 az 107 buniek baktérii na rastlinu. Preto
je délezita formulacia inokulacie. Je nevyhnutné sustredit sa na baktérie, ktoré maju zvySenu
odolnost’ voci abiotickému stresu (napr. producenti PHA) a poskytnut baktériam vhodné
mikroprostredie, ktoré bude mat dostatocnu ochrannu funkciu [85]. Prvym cielom pri pouZziti
PGPB musi byt spravny vyber bakterialneho kmeria alebo kombinacie niekolkych PGPB.
Dnes je uz detailne popisané velké mnozstvo PGPB aich vyber by mal byt zalozeny
na cielovej plodine a s ohladom na typ pédy, kde sa bude aplikovat. Dalsim krokom je néavrh
formulacie inokula. Poslednym bodom je metéda aplikacie PGPB do pddy, ktora by mala brat
do Uvahy limity a moznosti polnohospodarstva.

3.1 Charakterizacia nosi¢a pre baktérie

Nosi¢om nazyvame abioticky substrat, ktory pouzivame pri formulaénom procese. Méze sa
jednat o pevnu, kvapalnu ¢i gélovu Strukturu. Formulacia je laboratérny alebo industrialny
proces spajania PGPB a nosica. Inokulum je teda finalny produkt formulacie baktérie a nosica.
Medzi zakladné polnohospodarske poziadavky pre idealne inokulum patri jednoduchost
pouzitia, kompatibilita s vysevnym zariadenim, moznosti skladovania, variabilita pouzitia
pre rdzne plodiny a rézne typy pbddy a netoxicita materidlov. Z pohladu funkcie by malo
inokulum spifat tieto fundamentaine predpoklady: nosi¢ by mal chranit PGPB, podporovat ich
rast a zaruéit, ze v dobe inokulacie pédy bude dodany dostatony pocet zivych baktérii
v dobrej kondicii pre rastlinu. Dva hlavné aspekty, ktoré su potrebné pre celkovu uspesnost
procesu vyuzitia baktérii v agropriemysle, je teda efektivita bakterialneho izolatu a spravna
technolégia jeho aplikacie do pddy [86].

Délezitym aspektom produkcie nosi€ov je ich sterilizacia, ktora je esencialna pre dosiahnutie
¢o najvyssieho poctu baktérii vo koneénej formulacii ako aj pre prediZenie moznej doby
skladovania produktu. Vacsina komerénych formulacii je vSak nesterilna pre vysoké naklady
spojené s tymto procesom. Sterilizacia je vSak dblezita pre rast a prezitie baktérii. Medzi trendy
v sterilizacii patri ozZiarenie produktov v polyetylénovom vrecku y-ziarenim. Nevyhodou su
naklady a zdihavost tohto kroku. Lacnej$ou alternativou je pouzitie autoklavu (vaésinou 60 min
pri 121 °C) [87].

NosiCe mozno rozdelit do niekolkych kategérii. Méze sa jednat o lyofilizaciou alebo olejom
suSené baktérie, dalej je ako nosi€ vyuzivana zemina, raselina, uhlie il ¢i anorganické péda.
Odpadové rastlinné materidlu priemyselného €&i polnohospodarskeho pévodu su tiez moznou
alternativou. Dal$ou skupinou nosiéov su inertné materialy, napr. polyméry & spracované
fragmenty hornin (vermikulitu i perlitu). Su zname aj kvapalné nosice, kedy je do média PGPB
pridana latka podporujuca lepkavost a stabilitu [85].

V ¢lankoch sa toto delenie moze mierne lisit, preto vid obr. 11, kde je znazornené delenia
nosicov podla r6znych zdrojov.

26



Kvapalny inokulant, kult. Lyofilizované
médium + voda/olej + kultary
aditiva

Ziadna formulacia,
kult. médium + voda

PGPB
Anorganické
inokulanty
Sucha forma
Vermikulit, perlit
Mirkoenkapsulacia Rolymere Hiina Mastenec

inokulanty

Mokra forma
Obr. 11: Alternativne delenie nosi¢ov PGPB, upravené z [86]

Dnes su uz na trhu pritomné rézne formulacie. Prikladmi komeréne dostupnych formul&cii su
baktérie v raselinovom nosi¢i (napr. HiStick®) alebo v kvapalnom nosi¢i (Rhizolig®). | ked
viaceré Studie naznacili, ze najperspektivnejSim su polymérne nosice, stale nie su priemyselne
vyuzivané [88]. Bioenkapsulacia je uspesSnou novovznikajucou oblastou vo farmaceutickom
priemysle, nanotechnoldgiach, liekoch a v kozmetike. V polnohospodarskom priemysle je teda
nevyhnutna modernizécia, rychlejSia reakcia na nové vedecké poznatky a prebratie uz
zabehnuté procesy z inych odvetvi.

3.1.1 Enkapsulacia mikroorganizmov v pofnohospodarstve

Enkapsulacia zabezpec€uje do€asnu ochranu pred prostredim v péde a pred mikrobialnymi
konkurentmi a postupné uvolfovanie baktérii z kapsule. Uvolnenie PGPB nastava, ked je
ochranny material degradovany, napr. inymi pédnymi organizmami. NajcastejSie pouzivanymi
materidlmi su alginat, chitozan, pektin a iné. Podmienkou pouzitia materialu je netoxicita,
pomala degraddcia pddnymi mikrébmi, poskytnutie fyzikalnej ochrany PGPB,
dispergovatelnost vo vode pre umoznenie prechodu baktérie z polyméru k rastline. Alginat je
najoblubenejsim polymérom v tejto oblasti, hlavne pre cenovu dostupnost, jednoduchy proces
tvorby gélov a pre zabezpecenie dostatocnej vihkosti pre baktérie [89]. NajcastejSie sa
vzniknuta gélova forma inokulantu prevadza do suchej podoby, napr. lyofilizaciou alebo
suSenim vzduchom pri teplote okolo 40 °C. Aby sa zlepSili viastnosti kapsul, pridavaju sa rézne
latky, ktoré maju skvalitnit inokulum v réznych smeroch. Méze ist o pridavok sekundarneho
polyméru za uCelom zvySenia mechanickej pevnosti a stability povrchu kapsul. Typickym
druhotnym polymérom je polyetylénimin podporujuci elasticitu. Casto sa pouziva aj
kombinacia alginatu s chitozanom, kedy bola preukdzana zvySena mechanicka odolnost.
Chitozan tiez predizuje dobu ochrany baktérii, kedze ma pomalSie degradovat v pode [90].
Inkorporacia Skrobu do alginatovych kapsul vedie k zvy$eniu susiny, napomaha k postupnému
uvolfiovaniu mikroorganizmov a preukazatelne chrani baktérie pri aplikacii do extrémne
suchych pbéd [91; 86]. V literatire sa hovori aj o pridavku mastenca ¢&i kaolinu k suchej
formulacii alginatovych kapsul po lyofilizacii, €o vedie k zlepSeniu podmienok na prezitie pre
niektoré baktérie (napr. Streptomyces) [92]. NajnovSie Studie obohacuju algindt o huminové
latky, ktoré sluzia ako zdroj uhliku pre baktérie v gélovej matrici a tym napomahaju k ich
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viabilite. [93]. Vdaka benefitom kombinéacie tychto latok bola preukazana dlhsia mozna doba
skladovania (5 mesiacov), ako aj lepsSia adaptacia v pode [93; 94].

3.2 Aplikaéné formy PGPB

Ako uz bolo spomenuté, existuje velmi velké mnozstvo publikacii ohfadom PGPB a takisto
o konvenénych & modernych nosi€ovych systémoch. Opak je v8ak pravdou pri ziskavani
inform@cii o technologickych aplikacnych formach spominanych formulacii PGPB a nosica.
Velakrét je (aj napriek dobrej formulacii) prekazkou prave aplikacna forma pre SirSie vyuzivanie
PGPB. Polnohospodarske postupy sa zriedka menia v snahe prispdsobit sa novym
technolégiam V porovnani s medicinou €i farmaceutickym priemyslom ide o konzervativnejSie
odvetvie, s mensim prisunom penazi. Preto treba mat na mysli vyrobcov ako aj farmarov
pri formulacii PGPB. Lahk& manipulacia a rychla obsluha su klu¢ové k pinému odstartovaniu
tohto koncept zurodnovania péd [95].

V polnohospodarstve sa pouzivaju dve hlavné aplikaéné formy. Prvou je inokulacia semien
rastlin. Pred zasiatim sa semena poprasia najCastejSie raselinovym inokulantom, ktory sa vSak
pri dalSich procesoch lahko oddeli. Aby sa predislo stratam, zvy&ajne sa pridavaju adhezivne
latky, napr. arabska guma, karboxymetylceluldza &i rastlinné oleje. Dal$im aditivom méze byt
vapenec, ktory sa pouziva v pripad kyslych pbéd. Tri hlavné Styly inokulacie semien su
inkrustacia, filmovy potah a peletovanie [96; 97]. Nevyhodou inokulacie semien je, ze mézu
byt obalené limitovanym mnozstvom baktérii. Proces moze viest k poSkodeniu semien, ¢oho
efektom je, Ze rastlina nevyklici [86].

Druhou moznostou je inokulacia samotnej pédy. Jednd sa vacsinou o granule, ktoré su
vloZené v semenisti pod, nad alebo pozdiz semien v ¢ase siatia (vid obr. 12). Medzi hlavné
pozitiva tejto metédy patri, ze nedochadza k posSkodeniu semien €i k stratdim materialu.
Navys$e su rastliny vystavené vysSej koncentracii baktérii. Nevyhodou je, ze pri aplikacii tejto
techniky je potrebné mat Specidlne vybavenie a pocita sa s vy§Sim mnozstvom inokula, €o sa
odrazi v cene [86].

Inokulum

[} Semeno
0
I

Obr. 12: Rbzne pozicie inokula a semena [86]

Ako uz bolo spomenuté, enkapsulacia PGPB do hydrogélov je Studovany proces, no doposial
nebola popisana enkapsulacia polymérom priamo produkovanym baktériou. Tymto novym
pristupom ddjde k uspore na nosi€ovom materiali, k technologickému zjednoduseniu procesu
a zaroven budu vyuzité uz opisanych benefity alginatu ako nosi¢a PGPB.
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Pouzité mikroorganizmy, chemikalie a pristroje
4.1.1 Pouzity mikroorganizmus

Pri praci sa ako modelovy mikroorganizmus pouzila baktéria z Ceskej zbierky Azotobacter
vinelandii so zbierkovym &islom CCM 289.

4.1.2 Pouzité chemikalie

4.1.2.1 Chemikalie pre kultivaciu mikroorganizmov
Dihydrogénfosfore€nan draselny (Lachner)
Dihydrogénfosfore€¢nan sodny dihydrat (Lachner)
Glukéza monohydrat (Lachema)
Hydrogénfosfore€nan amoénny (Lachner)
Hydrogénfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Lachner)
Chlorid sodny (Lachner)

Chlorid zZelezity (Lachner)

Molybdénan sodny dihydrat (Lachema)

Siran amoénny (Lachner)

Siran horeénaty heptahydrat (Lachner)

Siran vapenaty (Lachner)

Yeast extract (HiMedia)

4.1.2.2 Ostatné chemikalie

Azid (Lachner)

BODIPY 439/503 (Thermo Fisher Scientific)
Etanol (Lachner)

Fenol (Lachner)

Hydroxid sodny (Lachner)

Chlorid vapenaty (Lachner)

Chloroform (Lachner)

Kyselina 3,5-dinitrosalicylova (Lachner)
Kyselina sirova, konc. (Lachner)
Kyseliny benzoova (Lachner)

Toluén (Penta)

Vinan sodno-draselny (Lachner)

4.1.3 Pristrojové vybavenie

Automaticky mikro viskozimeter, Anton Paar
Centrifuga EBA Hettich

DLS — ZetaSizer Nano ZS, Malvern Instrument
Enkapsulator BUCHI B-395

Fluorescencény mikroskop, MicroTime 200, PicoQuant GmbH
Hustomer DMA 4500, Anton Paar

FTIR spektrofotometer NicoletiS50, Thermo Scientific
Inkubator biologicky IP100-U, Biotech

Laminarny box Aura Mini, Bio Air Instruments
Miechacka magneticka bez ohrevu MMS-300
Miechacka magnetickda KARTELL TKO
Nanofotometer PEARL

Reometer AR G2, TA Instruments
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AF4 Eclipse AF4 system s detektormi

MALS Dawn Heleos Il a

dRI Optilab T-rEX

Termoblok SBH130 Stuart

Trepacka digitalna, orbitalna SHO-2D, ZWYR-D2401, Labwit
Trepacka temperovana ES20 Biosan

Trepacka Vortex BV 1000-E

Vahy analytické PA224C

Vahy EW 620

Vodna kupel BL 4/150

ZetaSizer Nano ZS, Malvern Instruments

Zostava pre GC: Finnigan Trace GC Ultra, koléna — DB-WAX 30 m/0,25 mm, FID detektor
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4.2 Kultivaéné experimenty
4.2.1VSeobecné kultivaéné podmienky

4.2.1.1 Uchovavanie kultury
Do sterilnej kryoskumavky s 0,5 ml 30% glycerolu bol pridany 1 ml inokula a nasledne bola
kultira zamrazena a uchovana v mraznicke pri — 80 °C.

4.2.1.2 Priprava inokula

Do 100 ml Erlenmeyerovej banky bolo pripravenych 33 ml média (médium 1A, vid nizSie).
Banka bola nésledne sterilizovana v tlakovej nddobe po dobu 40 min a po jej ochladeni
na laboratérnu teplotu bolo v steriinom boxe pridanych 1,7 ml glukézy a 0,8 ml rozmrazenej
baktérie v glycerole.

4.2.1.3 Teplota kultivacie

Azotobacter vinelandii je mezofilna (teplotné optimum od 20 do 40 °C) baktéria, preto bola
pocas vSetkych experimentov kultivovana na temperovanej trepacke pri 30 °C za intenzivneho
miesania (200 rpm).

4.2.2 Optimalizacia produkéného média

Najprv bol prevedeny zakladny skriningovy kultivaény experiment, ktorého ciefom bolo zvolit
optimalne produkéné médium pre nasledné hlavné produkéné kultivacie. Pre kultivaciu
Azotobacter vinelandii boli na zaklade reSerSe zvolené dve média ato s ohfadom na ¢o
najvy$siu produkciu alginatu [41; 98; 42]. Denne boli odobrané vzorky, z ktorych bol
gravimetricky stanoveny alginat (vid 4.3.2.1). Experiment trval 10 dni. Zlozenie produkénych
médii su uvedené nizsie:

Produkéné médium 1A

Glukéza 20 ¢
Yeast extract 69
NazHPO4 29
(NH4)2S04 0,69
MgSQ4.7H0 0,3¢g
Destilovana voda 1000 ml

Produkéné médium 1B
Zlozenie produkéného média 1B sa liSi od 1A len pridavkom 5 g/l CaCOs.

Produkéné médium 2A (modifikované Burkovo médium)

Glukéza 20 ¢

NaCl 0,2¢
MgS0O4.7H20 0,2¢g
CaSO0q4 0,059
FeCls 0,0029 ¢
KzHPO4 0,027 g
KH2PO4 0,66 g
Na:Mo04.2H20 0,16 g
Destilovana voda 1000 ml

Produkéné médium 2B (modifikované Burkovo médium)

Zlozenie produkéného média 2B sa liSi od 2A len pridavkom 5 g/l CaCOs.
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4.2.3 Produkéna kultivacia pre charakterizaéné a gelaéné experimenty

Kedze z gravimetrickych merani bolo uréené médium 1B ako optimalne (dalej v texte ako
optimalne médium), médium 1A, 2A ani 2B neboli pouzivané pri dalSich experimentoch.
Pre nasledujuce kultivacie ateda icharakterizané a gelacné testy bolo vyuzivané len
optimalne médium. Nasledne, kedze bol pozorovany pozitivny efekt pridavku uhli¢itanu
vapenatého na tvorbu alginatu, boli baktérie tiez kultivované v rovnakom médiu, ale
s vy8Sim pridavkom, kontkrétne 30 g/l CaCQOs, a sledovali sa rozdiely spésobené vysSou
koncentraciou CaCOs.

4.3 Analyza vzoriek bakterialnych kultur v priebehu kultivacie

V priebehu kultivaénych experimentov boli kazdy den stanovené zakladné rastové parametre
(vid podkapitola 4.3.1) azvlast bol analyzovany supernatant (vid podkapitola 4.3.2)
a bioamasa (vid podkapitola 4.3.3). Supernatant bol ziskany odstredenim 10 ml kultiry
pri 6 000 rom po dobu 5 min. Biomasa bola premyta 10 ml destilovanej vody a znova
centrifugovana za rovnakych podmienok. Nasledne sa vzorky biomasy susili pri 70 °C.

4.3.1 Stanovenie obsahu susiny a optickej hustoty kultury

Po vybere optiméalneho kultivacného média bol gravimetricky stanoveny obsah susiny. Denne
bolo odpipetovanych 10 ml kultiry do napred zvazenych skumaviek, ktoré sa nasledne
centrifugovali pri 6 000 rpm po dobu 5 min. Odlial sa supernatant abiomasa bola
resuspendovala v 10 ml destilovanej vody a opéat centrifugovala. Po odliati supernatantu, bola
biomasa susena pri 70 °C. Po uplnom vysus$eni boli vzorky zvazené na analytickych vdhach.

Pre stanovenie optickej hustoty kultiry bola denne merana absorbancia vzoriek pri vinovej
dizke 630 nm. Vzorky kultury boli pre potrebu merania patdesiatkrat riedené destilovanou
vodou a kazdé meranie bolo zopakované trikrat.

4.3.2 Analyza supernatantov ziskanych odstredenim buneénej kultury

4.3.2.1 Gravimetrické stanovenie alginatu

Alginat méze byt zrazany zo supernatantu odstredenej kultary (vid' 4.4) pridavkom réznych
rozpustadiel ako etanol, izopropanol & acetén. Precipitat sa nasledné premyje, vysusi
a zvazi [98]. V tejto praci bol vyuzivany etanol, vdaka ktorému sa najprv stanovoval vytazok
alginatu priréznom zlozeni médii. Dalej sa pracovalo s optimalnym médiom, popripade
s vy$8Sim pridavkom CaCOs (30 g/l), pricom bol skimany trend tvorby alginatu v Case.

V oboch pripadoch bol pouzity nasledujuci postup: najprv bol scentrifugovanim kultury ziskany
supernatant, s ktorym sa dalej pracovalo. Supernatant bol zmieSany s etanolom v pomere 1:3.
Nasledovala centrifugacia pri 8 000 rom a 4 °C po dobu 15 min. Supernatant bol opatrne
odliaty a gélovity zvySok bol resuspendovany v 1 objeme destilovanej vody pomocou vortexu.
Znova boli pridané 3 objemové jednotky vychladeného etanolu a bola zopakovana
centrifugacia za rovnakych podmienok. Vyzrazany alginat bol potom suseny pri 70 °C a
nasledne bol suchy vytazok zvazeny.

U vybranych vzoriek vyzrazaného alginatu bola stanovena molekulovd hmotnost. Pre jej
urCenie bolo pouzita frakcionacie AF4 (z angl. asymmetric flow field-flow fractionation)
v kombinacii s detekciou pomocou detektorov MALS (z angl. multiangle light scattering —
viacuhlovy rozptyl svetla) a dRI (koncentracny detektor). Meranie sa za€alo nastrekom vzorky
(300 ul) na separaény kandl svySkou tzv. spacera 350 um a membranou kanala
z regenerovanej celulézy s cut-off 10 kDa. Najprv je kanal fokusovany protipridom a nasledne
je spustena elucia vzorky, kedy je vzorka vymyvana z kandla za sucasnej aplikacie
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tangencialneho toku. Mobilnou f4zou bol NaNOs o koncentracii 0,1 mol/l; prietok mobilnej faze
bol 4 ml/min s konstantnym tokom do detektoru 1 ml/min a rozdielnym, tzv. cross flow
tangencidlnym tokom mobilnej faze. Vzorky boli pripravené rozpustenim 1 g/l gravimetricky
ziskaného alginatu v destilovanej vode

Vzorky vyzrazaného alginatu pripravené v ramci produkénych experimentov (vid kapitola
4.2.3)boli taktiez analyzované metédou intracervenej spektroskopie s Fourierovou
transformaciou, a to postupen zhodnym pre analyzu biomasy, ktory je popisany v kapitole
4.3.3.2.

4.3.2.2 Stanovenie zvySkovej glukézy pomocou 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny

Metdda je zalozena na reakcii kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej (DNS) s redukujucimi sacharidmi
(vtomto pripade s glukézou) za vzniku 3-amino-5-nitrosalicylovej kyseliny, ktora silne
absorbuije svetlo pri vinovej dizke 540 nm [99].

Priprava reakéného Cinidla

Postup pripravy pouzitého roztoku DNS bol nasledovny: bolo navazené 2 g DNS, ktory bol
rozpusteny v 100 ml destilovanej vody. Dalej bolo pridanych 40 ml 2 mol/l NaOH. Nasledne
bolo pridanych 60 g vinanu sodno-draselného a objem bol doplneny destilovanou vodou
na 200 ml.

Priprava kalibraénej krivky

Za ucelom stanovenia kalibraénej zavislosti bol pripraveny roztok glukézy o koncentracii 4 g/l
a do skimaviek bolo napipetovanych 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 a 3,5 ml tohto roztoku.
Nasledne sa objemy upravili na 4 ml pridanim destilovanej vody. Bolo odobranych 0,5 ml
tychto vzoriek a k nim bolo pridanych 0,5 ml €inidla 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny. Skimavky
boli inkubované pri 70 °C vo vodnom kupeli po dobu 10 min. Po vychladnuti bol objem
doplneny na 10 ml a po premie$ani bola stanovena absorbancia pri vinovej dizke 540 nm.
Body boli vynesené do grafu a bola ur€ena rovnica kalibracnej krivky.

Stanovenie zvy$kovej glukdzy vo vzorkach bunecnych kultar

Pri samotnom stanoveni bolo pouzitych 0,5 ml vhodne nariedenej vzorky supernatantu a
0,5 ml pripraveného Cinidla 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny. Vzorky boli zahrievané vo vodnom
kupeli o teplote 70 °C po dobu 10 min. Vzorky sa schladili na laboratérnu teplotu a boli
doplnené destilovanou vodou na objem 10 ml. Takto pripravené vzorky boli analyzované
spektrofotometricky pri vinovej dizke 540 nm. Absorbancia bola stanovena trikrat.
Koncentracia bola vypoc€itana z rovnice kalibra¢nej krivky (vid priloha obr. 49) a z priemernych
hodndt minimalne dvoch opakovani kazdého merania.

4.3.2.3 Stanovenie hustoty a viskozity
Viskozita bola merand za uéelom rychleho nepriameho skriningu obsahu alginatu ako
doplnkova metdda ku gravimetrickému stanoveniu alginatu.

Po dobu 6 dni bolo denne odobranych 20 ml kultary, ktora sa odstredila pri 6 000 rpm po dobu
5 min, aby sa oddelila biomasa. K supernatantom bol pridany roztok azidu, ktory sluzi ako
konzervant. Takto pripravené vzorky boli uchované v chladni¢ke az po deri experimentu.

Hustota bola merana pomocou hustomeru Anton Paar DMA 4500 Density Meter. Pristroj bol
kalibrovany metédou Density Check za pouzitia destilovanej vody. Pred kazdym merani bola
meracia cela premyta vodou, prdidom suchého vzduchu a samotnou vzorkou. Experiment
prebiehal pri 25°C a opakoval sa dvakrat.
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K uréeniu kinematickej viskozity bol pouzity kapilarny mikroviskozimeter. Kapilara, v ktorej sa
nachadza gul6cka, bola naplnena stanovovanou vzorkou. Principom experimentu bolo
meranie ¢asu, za ktory gulé¢ka urazi vzdialenost medzi dvoma ryskami v naklonenej kapilare.
Merania boli Styrikrat opakované a prebiehali pri 25°C a pri uhle 60°. Zo ziskanych hodnét
hustoty a kinematickej viskozity bola vypocitana dynamicka viskozita.

4.3.2.4 Stanovenie velkosti a stability ¢astic rozptylovymi technikami

Na pristroji Zetasizer Nano ZS bola stanovena velkost Ccastic, C-potencial aindex
polydisperzity (PDI). V softvéri pristroja bol nastaveny rezim Size and Zeta Potencial a
nasledujuce hodnoty: 30 s temperacie, 25 °C, 30 cyklov a tri merania. Ako material bol zvoleny
polymér a ako rozpustadlo voda. Tato metéda sluzi ako skrining velkosti polymérnych
retazcov ako aj pritomnosti a velkosti vznikajucich agregatov. Ide o doplnujucu velkokapacitnu
metodu k MALS.

4.3.3 Analyza suchej biomasy bakterialnych kultar

4.3.3.1 Chromatografické stanovenie obsahu PHB

Pre stanovenie obsahu PHB v bunkach bola pouzita metdéda plynovej chromatografie (GC)
s plameniovou ionizac¢nou detekciou (FID). V su€asnosti je plynova chromatografia
najbeznejSou metddou analyzy PHB. Pre tuto analyzu je potrebna preduprava analyzovanych
vzoriek, ktord spocCiva v kyslej transesterifikacii polyesterov za vzniku metylesterov
odpovedajucich hydroxykyselin. Nasledne su tieto metylestery stanovené vyuzitim plynove;j
chromatografie.

Preduprava vzoriek a meranie prebiehalo podla nasledujucich krokov: bolo navazenych 8 az
10 mg suchej biomasy do vialek. Dalej bol pridany 1 ml chloroformu a 0,8 ml vnitorného
Standardu (5 mg/ml kyselina benzoova a 15% Kkyselina sirova v metanole). Vialky boli
uzatvorené a zmes bola reesterifikovana pri 90 °C po dobu 3 h. Nasledne bolo do vacsich
vialiek napipetovanych 0,5 ml 50 mmol/l NaOH a bol pridany obsah malych vialiek. Vzorky boli
rychlo uzavreté, pretrepané a ponechané stat, aby doslo k oddeleniu faz. Do vialiek s insertom
bolo napipetovanych 900 ul chloroformu a 50 pl spodnej chloroformovej faze z vacsich vialiek
a vzorky boli pripravené na analyzu.

4.3.3.2 Struktuarna analyza metédou infradervenej spektroskopie

Suché vzorky biomasy (ziskané postupom vbode 4.3.1) boli analyzované na FTIR
spektrofotometre Nicolet iS50 metédou zoslabeného Upiného odrazu (z angl. Aftenuated Total
Reflection — ATR) za pouzitia jednoodrazového diamantového ATR krystalu. Kazdé spektrum
bolo ziskané ako priemer 32 skenov. Experimenty prebiehali pri Standardnom rozsahu 4 000
az 400 cm™ a v rozliSeni 2 cm™'. Rovnakym spdsobom boli analyzované tiez vybrané vzorky
vyzrazaného alginatu (vid podkapitola 4.3.2.1).

4.4 Gelacia buneénych kulutr
4.4.1 Kvapkova metoda tvorby gélov z kultiry a supernatantu

Dalej bola denne charakterizovana samotna kultira (produkéna kultivacie, vid podkapitola
4.2.3) ajej supernatant kvapkovou metédou, ktora vizualne monitorovala mieru gelacie.
Konkrétne, do Petriho misky s dostato€nym mnozstvom 1 hm. % roztoku CaClz (ktory sluzil
ako sietovacie Cinidlo pre alginat) bolo za pouzitia Pasteurovej pipety pridané malé mnozstvo
kultary alebo supernatantu. U&innost tvorby gélu bola hodnotend vizualne a z kazdého dna
boli zhotovené fotografie.
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4.4.2Mikroenkapsulacia

Medzi dalSiu metdda, ktora bola otestovana za ucelom tvorby gélu, bola mikroenkapsulacia.
Disperzia baktérie Azotobacter vineladnii v kulivatnom médiu bola premiestnend
do reagencnej flase, z ktorej boli vedené dve hadice; jedna na privod vzduchu a dalSia
na davkovanie vzorky do enkapsulatora. Privod vzduchu bol regulovany tak, aby bol prad
kvapaliny €o najtensim, a zaroven nedoslo k zasekom toku. Pod tryskou bol umiestneny roztok
CaCl, o koncentracii 1 hm. %, ktory mal sluzit k sietovaniu padajucich kvapiek. Bola pouzita
tryska s priemerom 700 um. Dalej boli nastavené nasledujlice parametre: frekvencia 800 Hz,
napatie 2 500 V a tlak bol korigovany podla potreby v rozmedzi od 12 az 28 mPa.

4.4.3Tvorba makrogélov

Pre skumanie rozliénych faktorov na uspesnost tvorby gélu boli pripravené makrogély
v roznych varigciach (vid tab. 1). Vyber skumanych faktorov bol inSpirovany dostupnou
literatarou [100; 101].

K 4 ml zivej kultury (po 4 dnoch kultivacie) bol pridany ur€ity objem (2, 4 alebo 6 ml) o danej
koncentracii (1, 3 alebo 5 hm. %) roztoku CaCl.. Pre podporu tvorby gélu bol k niektorych
vzorkam pridany Skrob tak, aby bolo dosiahnuté vyslednej koncentracie 1 alebo 2 hm. %
(pre prehlad vzoriek vid tab. 1). Vzorky boli prikryté a ponechané stat pri laboratornej teplote
po dobu 30 h.

Tab. 1: Popis vzoriek pre makrogelacné experimenty

Popis Viuiara: Vcaciz Weaciz  Wskrob  Ccacos POPIS Viuitura: Vecaciz  Weaci Wskrob  CcaCO3
1A 4:2 6A 4:2
1B 4:4 1 hm. % 0 hm. % 5 g/l 6B 4:4 1hm.% 0hm.% 30g/l
1C 4:6 6C 4:6
2A 4:2 7A 4:2
2B 4:4 3hm.%0hm.% 5g/l 7B 4:4 3hm.% 0hm.% 30¢g/l
2C 4:6 7C 4:6
3A 4:2 8A 4:2
3B 4:4 5hm.%0hm.% 5g/l 8B 4:4 5hm.% 0hm.% 30g/l
3C 4:6 8C 4:6
4A 4:2 9A 4:2
4B 4:4 5hm.%1hm.% 5g/l 9B 4:4 5hm.% 1hm.% 30¢g/l
4C 4:6 9C 4:6
5A 4:2 10A 4:2
5B 4:4 5hm.%2hm.% 5¢g/l 10B 4:4 5hm.% 2hm.% 30g/l
5C 4:6 10C 4:6

Nakoniec bola vyvinuta snaha pripravit gél tak, aby bolo mozné €o najefektivnejSie odstranit
sietovacie Cinidlo a dalej manipulovat s gélom. Optimalizovany postup bol nasledovny:
do skimavky bolo pridanych 1,5 ml roztoku CaCl. a pomocou pipety bolo pridanych 0,5 ml
kultury. V réznych ¢asoch bol pomocou Pasteurovej pipety oddeleny zvySok sietovacieho
¢inidla a bolo mozné opatrne manipulovat s gélom za pouzitia lyzicky.

4.5 Charakterizacia pripravenych gélov

Vzorky gélov boli najprv charakterizované z hladiska mechanickych vlastnosti. Bolo potrebné
potvrdit, Ze naozaj ide o gél a porovnat mechanické vlastnosti v zavislosti na pouzitej kulture
a spOsobe sietovanie. Okrem potvrdenia vznikajuceho gélu bolo potrebné potvrdit, ze gély

35



skuto€ne obsahuju inkorporované baktérie, k €omu sluzila analyza na fluorescen¢nom
mikroskope.

4.5.1 Analyza deformaénych vlastnosti metédou oscilaénej reometrie

Vybrané gély (vid tab. 2) pripravené modifikovanym postupom (vid podkapitola 4.4.3) boli
podrobené reologickej charakterizacii v podobe dvoch testov — amplitidového testu
a frekvenénému testu.

4.5.1.1 Amplitadovy test

Amplitudovy test je metdda, ktora sluzi k charakterizacii gélu, k potvrdeniu, &i vzorka vébec
vykazuje deformacné chovanie charakteristické pre gély, ako aj k zisteniu takzvanej linearnej
viskoelastickej oblasti (LVO), na zaklade ktorej je vybrand hodnota konstantnej amplitudy
deformacie pre frekvencné testy (vid 4.5.1.2).

Boli skimané rézne faktory a ich vplyv na uspesnost tvorby gélov priamo z kultdr (vid tab. 2).
Do malych skumaviek bolo napipetovanych 1,5 ml sietovacieho roztoku CaCl. o réznych
koncentraciach (vid tab. 2). Opatrne bolo na spodok skumavky pridanych 0,5 ml kultary.
V réznych ¢asovych intervaloch (vid tab. 2) bol odpipetovany roztok CaClz a vzniknuty gél bol
analyzovany prostrednictvom reometra.

Tab. 2: Popisy vzoriek pre amplitudoveé a frekvenéné testy (oznacené *)

P OPiS Ccaco3 Wecaci2 Lsietovania P OpiS Ccaco3 Wcaci2 Lsietovania

1A 0 min 4A 0 min
1B 59/ 0,3hm.% 60 min 4B 30¢g/l 0,3hm.% 60 min
1C 120 min | 4C 120 min
2A 0 min 5A 0 min
2B 59/ 0,5hm.% 60 min 5B 30g/l 0,5hm.% 60 min
2C 120 min | 5C 120 min
*3A 0 min *6A 0 min
*3B 59/l 50hm.% 60min | 6B 30g/l 5,0hm.% 60 min
*3C 120 min | *6B 120 min

Amplitidovy test prebiehal pri teplote 25 °C, odpod€ivaci krok, sluziaci na temperaciu
arelaxaciu gélu, trval 60 s. Amplitida deformécie bola najprv nastavena na 0,01 % az
1 000 %, no gél bol privelmi deformovany, takze bolo upravené maximum na 100 %.
Frekvencia oscilacie, ktora je pri amplitudovom teste konstantna, bola nastavena na hodnotu
0,5 Hz. Amplitida deformécie bola aplikovana vo vzrastajucom mode v logaritmickom rezime
S0 6 bodmi na dekadu.

Aby bola preukazana opakovatelnost merania, v prvok kroku bola osemkrat premerana
rovnaka vzorka 1A (vid tab. 2). KedzZe bola potvrdend opakovatelnost, dalSie vzorky boli
z Casovych dévodov merané iba dvakrat.

4.5.1.2 Frekvenény test

Na amplitidovy test nadvéazoval uz zmieneny frekvencny test. Ide o test s konstantnou
amplitidou deformécie, ktora bola na zaklade LVO uréena na 0,6 %. Ostatné nastavenia
techniky boli zachované. Rozsah frekvencii bol nastaveny na 0,02 az 20 Hz. VSetky merania
boli trikrat opakované.

Pre vy$Siu €asovlu narocnost tohto testu boli skimané len vzorky sietované pomocou CaClz
s koncentraciou 5 hm. % (v tab. 2 oznacené *).
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4.5.2 Overenie pritomnosti mikrobialnych buniek v géli

Na zaklade vysledkov nameranych pomocou reometra (vid podkapitola 5.2.3) boli vybrané
a pripravené gély 3B a 6B (pre popis vid tab. 2). Nasledne bol kusok gélu premiestneny
do skimavky s 1,5 ml destilovanej vody. Pomocou pipety boli pridané 2 pul lipofilného
fluorescencného farbiva BODIPY 439/503 a vzorky boli dalej inkubované v tme po dobu 5 min
pri laboratérnej teplote. Vzorky boli nasledne analyzované na fluorescenénom mikroskope
a boli zhotovené fotografie.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA
5.1 Optimalizacia kultivacie a jej charakterizacia

Prvym krokom prace bola optimalizacia kultivaéného média pre modelovy mikroorganizmus
Azotobacter vinelandii. KedZze sa s touto baktériou na fakulte doposial nepracovalo, boli
navrhnuté kultivatné média na zaklade dostupnej literatary [41; 98; 42]. Po vybere
optimalneho média bolo toto médium charakterizované s ohfadom na produkciu alginatu
a PHB.

5.1.1 Vyber kultivaéného média

Kritériom vyberu optimalneho kultivaéného média bola ¢o najvy$sia produkcia bakterialneho
alginatu. Boli skimané dve rézne média (vid 4.2.2) v dvoch variantoch — s pridavkom 5 g/l
CaCOs alebo bez pridavku a bol priebezne stanoveny vytazok alginatu (vid 4.3.2.1) po dobu
10 dni. Hlavny rozdiel v zlozeni produkénych 1 a 2 bol obsah dusiku v médiu 1.

Pri porovnani média 1 a 2 (vid' obr. 13), jasne vidiet, ze médium 1 ma lep$i vplyv na produkciu
alginatu. Méze to byt spdsobené tym, ze médium 2 neobsahuje dusik, ktory podla literatury
mdze ovplyviiovat produkciu alginatu [102]. Najpriaznivejsi vplyv na produkciu alginatu malo
produkéné médium 1B, s vytazkami v rozmedzi od (2 + 2) do (6 £ 2) g/I. Vychadzajuc z tychto
udajov bolo pre dalSie experimenty pouzivané toto zloZzenie média (dalej len optimalne
médium). Slo o pilotné experimenty optimalizacie alginatu, kde dochadzalo k vy$sim
odchylkam vysledkov pravdepodobne pre odoberanie prili§ malého objemu k analyze (2 ml).
Napriek tomu, maximum produkcie alginatu bolo jednoznaéne pozorovatelné pocas
odoberania kultiry a potvrdzuju to aj udaje z grafu na obr. 13. S ohladom na presnejsSie
vysledky bolo pre dalSie gravimetrické stanovenia alginatu odoberanych 10 ml vzorky (vid
podkapitola 5.1.3.2).
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Obr. 13: Vytazok alginatu za pouZitia testovanych médii;
pre presné zloZenie vid' 4.2.2
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5.1.2 Rast bakterialnej kultiry v optimalnom produkénom médiu

K ziskaniu informacii o raste baktérii boli zvolené dva postupy: gravimetrické stanovenie
susiny a odcitanie optickej hustoty buneénej suspenzie v €asovom rozmedzi Siestich dni.
Z rastovych kriviek baktérii v optimalnom médiu (vid obr. 14) plynie, ze prvé dva dni rastu
baktérie pomalsie (lag faza) a dalSie dni prebieha exponencialna (log) faza. Stacionarna faza
je pravdepodobne zatienena pritomnostou nerozpustného CaCOs. Vysledky koncentracie
susiny za pouzitia gravimetrickej metddy su zatazené vaésou chybou, pravdepodobne
spOsobenou pritomnostou malo rozpustného CaCOs v susine.
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Obr. 14: Porovnanie zavislosti koncentracie susiny
a optickej hustoty kultiry na ¢ase

5.1.3Produkcia alginatu a charakterizacia jeho kvality

Okrem charakterizacie samotného rastu buniek je délezité zistit' trend tvorby bakterialneho
alginatu, kedze ide o klucovy produkt v kontexte tejto prace, ktorej hlavnym cielom je otestovat
moznost enkapsulacie baktérii do alginatu, ktory si sami vytvoria. Kedze uspesnost tvorby
gélu zavisi na koncentracii alginatu, jeho molekulovej hmotnosti, na zastupeni M a G
podjednotiek ako aj miere acetylacie, bola vyvinuta snaha dostupnymi metédami priamo
stanovit, pripadne aspon nepriamo monitorovat ich zmeny v priebehu kultivacie.

5.1.3.1 Skrining gelaénych schopnosti buneénej kultary kvapkovou metédou
Kvapkova metdda sluzila ako rychly test nachylnosti danej bunecnej kultury pre tvorbu gélu
v navaznosti na jeho konkrétne chemické a Strukturne parametre ako su napr. koncentracia
alginatu, jeho molekulova hmotnost €i M/G pomer kultury. Na tento experiment bola pouzita
kompletna bunecna kultdra, ako aj supernatant zbaveny biomasy. Ciefom tvorby gélu
zo supernatantu bolo zistit, ¢i maju v kulture pritomné baktérie negativny vplyv na tvorbu gélu.
Ako vidiet na fotkach (obr. 15 a obr. 16), gél sa pri kultivacii v optimalnom médiu tvori uz v prvy
den (Cize po 24 h) od naockovania kultivaénych médii. Jedna sa o malo rigidny gél, ktory sa
lahko dezintegruje (napr. aj pri jemnom premiesani spésobenom pohybom Petriho misky).
V druhy den bol pozorovany gél kompaktnejsi a stabilnejSi a v dalSie dni sa uz nedali vizualne
rozoznat ziadne vyznamné rozdiely.
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Gél vytvarany priamo z kultiry ma spociatku bielu farbu (1. den) a od tretieho dna je nazltly
(vid' obr. 15). Za pouzitia supernatantu vznika priesvitny gél (vid obr. 16), ktory je menej pevny.
Subjektivnym pozorovanim bolo vyvodené, ze za pouzitia kultury vznika rigidnejsi gél
a sietovanie je efektivnejSie. Tento skriningovy experiment je v kontexte zamerania prace
velmi vyznamny, kedZze dokazuje v8eobecnu moznost tvorby gélu priamo z kultury, bez
akychkolvek pridavkov (napr. pridavnych gélotvornych polymérov).

Obr. 15: Kvapkova metdda tvorby gélu za pouZitia
kultary, deri 1az 6
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Obr. 16: Kvapkova metdda tvorby gélu za pouZitia
supernatantu kultary, deri 1, 3a 6

5.1.3.2 Stanovenie koncentracie alginatu a zvyskovej glukézy

Pre dalSiu skupinu experimentov bola opakovana kultivacia za pouzitia optimalneho média
a po dobu Siestich dni bol stanoveny alginat. Taktiez bol sledovany vplyv ubytku glukézy
na vytazok alginatu, ako aj korelacia dynamickej viskozity supernatantov s gravimetricky
stanovenym mnozstvom produkovaného alginatu.

Bakterialny alginat bol stanoveny gravimetrickou metédou — beznym postupom stanovovania
tohto polysacharidu. Ako sa predpokladalo, v prvy den bol zaznamenany mierny narast
koncentracie alginatu, konkrétne (0,6 + 0,2) g/l, a nasledujuce dni produkcia rastla. Na obr. 17
vidiet, ze maxima koncentracie alginatu, konkrétne (1,9 + 0,3) g/l, sa dosiahlo v 4. den. Dalsie
dni nastal pokles tejto hodnoty.

Pricinu poklesu tvorby alginatu mozno hladat v zmenéach koncentracie glukdzy —substratu
pre biosyntézu alginatu. Zmena koncentracie zvyskovej glukézy bola skimana pomocou DNS
(vid kapitola 4.3.2.1). Na zaciatku kultivicie (0. der) bolo pridanych 20 g/l glukézy a v dalSie
dni bol sledovany pokles jej zasob. Ako vidiet z grafu (obr. 17), v piaty den je koncentracia
glukdzy prakticky nulova — (0,19 £ 0,09) g/l €o je sprevadzané aj poklesom tvorby alginatu.
Na zaklade tychto udajov mozno usudit, ze od piateho dha dalej nemozno o¢akavat novu
tvorbu alginatu.
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Obr. 17: Gravimetricky vytaZok alginatu, dynamicka viskozita supernatantu
a koncentracia zvySkovej glukézy v kulture v priebehu 6 dni

5.1.3.3 Stanovenie hustoty a dynamickej viskozity

Ako uz bolo prezentované vyssie (vid obr. 17), alginat, ako hlavna extracelularna polymérna
zlozka bunecnej kultury, bude vyrazne ovplyvnhovat viskozitu supernatantu. Boli stanovené
hodnoty dynamickej viskozity supernatantov kultury po€as Siestich dni. Viskozimetrom bola
ur¢ena kinematicka viskozita vzoriek a po stanoveni hustoty boli vypocitané hodnoty
dynamickej viskozity jednoduchym vztahom:

n=p-v (1)

Cielom bolo stanovit zmeny dynamickej viskozity supernatantov optimalnej kultary v jednotlivé
dni kultivacie a zhodnotit vyuzitelnost’ viskozimetrie ako jednoduchej techniky k monitoringu
produkcie alginatu, bez nutnosti jeho priamej izolacie (ako je tomu v pripade gravimetrického
stanoveni). Ako vidiet zgrafu (vid obr. 17), hodnoty dynamickej viskozity a hodnoty
gravimetricky stanovenych koncentracii alginatu maju rovnaky trend a obe krivky dosahuju
maximum vo $tvrty den, kedy dynamicka viskozita nadobuda hodnotu (1,524 + 0,002) mPa-s.
Toto zistenie je dolezité, lebo ponuka jednoduchu a rychlu moznost ziskania informacie o tom,
aka je koncentracia alginatu v kulttre (gravimetrickd metdda je €asovo naro¢nejsia a musi sa
pockat na vysusenie vzoriek), i ked' viskozita suvisi aj s molekulovou hmotnostou alginatu,
ktora sa v jednotlivé dni kultivacie moze menit. Ako uz bolo spomenuté, z grafu (obr. 17) vidiet,
ze v piaty den baktérie spotrebuju takmer vSetku glukdézu a nastava aj pokles viskozity, resp.
koncentracie produkovaného alginatu. Baktérie uz nemaju stavebné bloky pre dalSiu tvorbu
alginatu. Z tychto dévodov som urcila Stvrty den ako optimalny pre gelaéné experimenty.

5.1.3.4 Charakterizécia alginatu pomocou IC

Ako uz bolo spomenuté (vid 2.3.3), relativne zastupenie podjednotiek M a G je klu€ovéa
vo vztahu k tvorbe gélu. Kedze sa Ca?* idny viazu silnejSie s G podjednotkami, alginat
s niz8§im pomerom M/G bude vhodnejSi pre gelaciu. Boli charakterizované vzorky
gravimetricky ziskaného alginatu z jednotlivych dni. Na z&klade literatary bol navrhnuty postup
orientacného stanovenie pomeru M a G podjednotiek alginatu [103]. V kratkosti ide o urcenie
pomeru piku pri priblizne 1 030 cm™, ktory sa meni v zavislosti na zastipeni M podjednotiek,
apiku 1080 cm™, ktory je zvoleny ako vnatorny Standard. Pik 1 030 cm™ reprezentuje
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deformacnu vibraciu OH skupiny a koreluje so zastupenim M podjednotiek. V pripade spektier
skiimanych vzoriek bol tento pik posunuty smerom k vinoétu 1 020 cm™, takze bolo uréené
maximum v tejto oblasti. Pik 1 080 cm™ bol prideleny C-O-C vazbovej vibracii Sestclenného
kruhu M a G podjednotky. Pre suhrnné priradenie pikov vid obr. 53 v prilohe. IC spektra
jednotlivych vzoriek su zobrazené na obr. 18.
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Obr. 18: FTIR spektra bakterialneho alginatu(Ciselné oznacenie vzoriek
v legende grafu reprezentuje dizku kultivacie v drioch)

Vysledky stanovenia relativneho pomeru M/G st znazornené v stipcovom grafe (vid obr. 19).
Celkové vysledky indikuju, ze alginat produkovany v jednotlivé dni kultivacie sa v pomere M/G
lisia minimalne. V treti den vidime mierny narast zastupenia M podjednotiek, ¢o sa mdze
prejavit v horSich gélotvornych schopnostiach. Pri orientatnej tvorbe gélov kvapkovou
metddou (vid podkapitola 5.1.3.1) vSak neboli pozorované ziadne zjavné zmeny v kvalite
gélov. Vysvetlenim méze byt, ze v pripade algindtu produkovaného v analyzovanych
kultivaciach je celkova koncentracia alginatu je délezitejSim faktorom pre uspesnu tvorbu gélov
ako pomer M/G podjednotiek.
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Obr. 19: Pomer absorbancii pri 1 030 cm™ a 1 080 cm™' charakterizujici pomer M/G

Ako uz bolo uvedené v teoretickej €asti prace, tvorbu gélov okrem pomeru M/G ovplyviiuje aj
miera acetylacie (vid 2.1.7). Publikacie hovoria o vplyve acetylacie na vlastnosti alginatu, napr.
na viskozitu, interakciu s vapenatymi iénmi. Tiez je zname, ze acetylované M pojdenotky su
neschopné epimerizacie na G podjednotku [104]. VSetky tieto vplyvy mdézu mat efekt
na vyslednu tvorbu gélov. Preto bola pomocou IC skimana aj miera acetylacie vzoriek
v jednotlivé dni kultivacie. Charakteristické piky pre O-acetylované skupiny alginatu su 1 730
a 1250 cm™ (vid obr. 53 v prilohe). V spektrach vsetkych skimanych vzoriek boli tieto piky
identifikované, €o dokazuje, ze bol alginat Ciastoéne acetylovany. Ide o délezitu skutoénost,
kedze v publikaciach nevladne konsenzus v otazke, ¢i je alginat produkovany Azotobacterom
vinelandii acetylovany alebo nie [48; 49; 50]. Z pomeru pikov pri 1 730 a1 020 cm™ boli
stanovené relativne zmeny acetylacie alginatu (vid obr. 20). Prvé tri dni miera acetylacie klesa
a dalSie znova rastie. Teoreticky by teda v treti den mala byt umoznena najvys$sSia miera
epimerizacia M na G.
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Obr. 20: Pomer absorbancii pri 1 730 cm™ a 1 030 cm™!
charakterizujuci mieru acetylacie alginatu

Dalej bola skimana pritomnost alginatu v susine. Boli porovnané absorbancie pri 1 050 cm™
(charakterizujlce alginat) a 1 640 cm™ (charakteristicky vibracny pas proteinov, tzv. amid |,
reprezentujuci zvyskovu biomasu). Vysledky su zobrazené na obr. 21. Ako vidiet, medzi
jednotlivymi dhami sa tento pomer prili§ nemeni. Maximum bolo dosiahnuté v druhy deri. Bolo
zistené, ze i napriek odstredeniu a premytiu biomasy je v nej alginat stale pritomny v podobe
malych guli¢iek. Vdaka nim, ako aj vdaka CaCOs pritomnom v su$ine, bol naroény homogénny
odber vzorky pre analyzu. Ztychto dévodov su prilozené vysledky skér orientaéné,
kazdopadne v$ak hovoria o pritomnost alginatu v biomase.
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Obr. 21: Pomer absorbancii pri 1 050 cm™ a 1 640 cm’!
charakterizujuci pritomny alginat v biomase
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5.1.3.5 Velkost a stabilita ¢astic v supernatante

Supernatanty jednotlivych dni kultury boli podrobené rovnako analyze velkosti a stability
meranim dynamického rozptylu svetla (DLS). Vzorky boli zmerané trikrat a z tychto hodnét bol
vypocitany priemer a smerodajna odchylka (vid tab. 3). Ak predpokladame, ze dominujucim
zdrojom rozptylu ziarenia v supernatantu je extracelularne produkovany alginat, méze tato
metdda poskytnut cenné informacie, ako sa meni velkost, stabilita a agregacné chovanie
alginatu v priebehu kultivacie. Kedze presné stanovenie molekulovej hmotnosti alginatu je
v8eobecne metodologicky a instrumentalne pomerne naro¢né, podobne ako tomu bolo
u viskozimetrie, bola taktiez technika DLS navrhnuta ako alternativha metéda umoznujuca
nepriamy monitoring pripadnych zmien v polymeratnom stupni alginatu v zavislosti
na kultivaénych podmienkach.

Tab. 3: Priememé hodnoty velkosti Castic (objemova distribdcia),
index polydisperzity a {-potencialu

Den | vel'kost’ (nm) PDI (-) {-potencial (mV)
1 301 £ 38 0,84 £ 0,07 -27,4£0,8
2 235+ 20 0,69 £ 0,05 -26,4 £ 0,1
3 224 +9 0,69 £ 0,06 -29,9+0,4
4 368 * 71 0,9+0,1 -27,1+£0,2
5 394 + 29 0,651 + 0,005 -23,9+£0,3
6 454 +10 0,25 £ 0,01 -27,5+0,2

Napriek tomu, ze fundamentalna distribucia velkosti generovana pomocou DLS je intenzitna
distribdcia (relativny prispevok Castic o danej velkosti k intenzite meraného signalu, t. j.
fluktuacia intenzity rozptyleného ziarenia), tito hodnotu mozno podla matematickej Mie teérie
previest na objemovu distribuciu. Intenzitna distribucia méze byt zavadzajuca, pretoze malé
mnozstvo agegratov (alebo velkych ¢&astic) dominuje celej distribucii. Kym intenzitna
distriblcia opisuje relativny podiel viacerych zloziek na zaklade rozptylu, objemova distriblcia
ho opisuje na zaklade ich hmotnosti/objemu. Aby bola mozna transformacia z intenzitnej
na objemovu distribuciu, musia byt prijaté tieto predpoklady: vSetky Castice su sférické
a homogénne, s zname optické parametre Castic (redlna a imaginarna zlozka indexu lomu)
a ze v distribucii intenzity nie je ziadna chyba. Objemova distribucia je sice zatazena
matematickou chybou (danou obmedzenou platnostou tychto predpokladov pre realny
analyzovany systém) a nemala by sa povazovat za absolutnu, no je vyhodna pre porovnavacie
ucely v pripade pritomnosti viac velkostnych frakcii v systéme, teda i v pripade tychto merani.
V grafe na obr. 22 s porovnané hodnoty intenzitnej a objemovej distriblcie meranych vzoriek
a vidime vyrazny narast v priemernej velkosti medzi tretim a Stvrtym dfiom. Podobné vyrazné
skoky v ramci Stvrtého dna boli pozorované aj pri gravimetrickom stanoveni alginatu (vid
5.1.83.2) i skumani viskozity (vid' 5.1.3.3). Kedze metédou DLS bol detekovany vyssi rozptyl,
mozno tvrdit, ze vysledky zo spominanych merani koreluju a bol potvrdeny Stvrty den
kultivacie ako optimalny pre gelaéné experimenty.
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Obr. 22: Porovnanie priemernych velkosti ¢astic v priebehu kultivacie
stanovenych z intenzitnej resp. objemovej distribucie velkosti Castic

Globalne priemery, uvedené v grafe na obr. 22, vSak neposkytuju dostatoéne prehladnu
ilustraciu velkostnych zmien, ktoré v systéme v priebehu kultivacie nastavaju. Za tymto ucelom
je vhodna podrobnejsia analyza distribu¢nych kriviek, ktoré su znazornené na obr. 23.
Z porovnania distribacii na obr. 23 je vidiet, ze prvé tri dni su v skimanom supernatante
pritomné dve dobre separované velkostné frakcie (dva piky). V literatare je tento jav
vysvetleny dvoma relaxacnymi rezimami algindtu v pritomnosti soli [105]. Rychly rezim je
spojeny s jednotlivymi molekulami alginatu, kym pomaly rezim reprezentuje dynamiku vacsich
Struktur — agregatov. Agregaty vznikaju vdaka pritomnosti kladne nabitych ibnov v roztoku,
ktoré prepajaju zaporné skupiny v retazci alginatu. Tento jav bol opakovane dokédzany, kedy
v roztoku alginatu (alebo inych polyelektrolytov) bez soli je pritomny iba jeden pik [105]. KedZe
je malo pravdepodobné, ze by boli vo vzorke dve frakcie alginatu s tak odliSnou velkostou,
vacsie frakcie boli priradené prave spominanym agregatom.
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Obr. 23: Intenzitna distribucia velkosti astic v supernatante analyzovanych
buneénych kultar v zavislosti na dobe kultivacie — dni 1az 6

Pre kazdu zo spominanych frakcii bola zvlast uréena priemerna velkost v jednotlivé dni. Ako
vidiet zgrafu (vid obr. 24), frakcia 1 ma najnizSiu velkost v prvy den, konkrétne
(664 £ 169) nm, a najvySSiu velkost v piaty den, s hodnotou (1 179 £ 31) nm. Frakcia 2 ma
tiez minimum v druhy den, s hodnotou (58 £ 17) nm a maximum v Stvrty def s hodnotou
(209 £ 11) nm. Tretia frakcia je pritomna iba v Stvrty a piaty den s rddovo vy$Simi hodnotami,
konkrétne (4 699 + 271) nm v Stvrty deni a (5 312 + 85) nm v piaty den.

Taktiez bola boli stanovené percentualne zastupenie jednotlivych frakcii., konkrétne na obr.
25, kde su porovnané plochy jednotlivych frakcii v %. Napr. v prvy den vidime, ze viac nez
80 % Castic patri (vacsej) frakcii 1, Cize vaésina alginatu je agregovana pdsobenim pritomnych
katiénov. Dal$ie dni bol zaznamenany narast zastUpenia mensich &astic reprezentovanych
frakciou 2. Kedze tato frakcia ma reprezentovat samotné molekuly alginatu, mozno tieto
vysledky vysvetlit narastom koncentracie alginatu (pri€om sa koncentracia katiénov a teda
kapacita pre vznik elektrostaticky sietovanych agregatov v roztoku nemeni), ktora bola
dokazana napr. gravimetrickym stanovenim (vid' 5.1.3.2).
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Obr. 24: Zmeny priemernej velkosti (intenzitna distribucia) jednotlivych frakcii
zastupenych v supernatante bunecnej kultury pocas Siestich dni kultivacie
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Obr. 25: Percentualne zastupenie ¢astic v jednotlivych
frakciach (intenzitna distribucia)

Dalej boli prostrednictvom DLS ZetaSizer stanovené hodnoty PDI, ktory je definovana ako
podiel $tandardnej odchylky distribucie priemeru ¢asti strednym priemerom Castic. Pouziva sa
na odhad priemernej uniformity &astic v roztoku. Cim vy$sia je hodnota PDI, tym je vy3sia
distribuciu velkosti ¢astic vo vzorke [106]. Vzorka sa povazuje za monodisperznu, ak je PDI
mensi ako 0,05. Ak je hodnota vy$Sie ako 0,7, vzorka méze byt nevhodna na techniku DSL.
KedZze hodnoty PDI meranych vzoriek su po€as viacerych dni vy$Sie ako spominana hodnota
0,7, je vhodné brat ziskané data skér ako orientaéné. PDI je najvys$Si vo Stvrty den, konkrétne

Castic bola v Siesty den s hodnotou 0,25 + 0,01.
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Pre stabilitu Castic je délezity naboj zabrariujuci agregacii ¢astic. Velkost povrchového naboja
urCuje C-potencial, ktory bol merany technikou elektroforetického rozptylu svetla (ELS)
na rovnakom zariadeni (ZetaSizer Nano ZS). Z nameranych hodnét ¢-potencialu bolo zistené,
ze systém je najstabilnejsi v treti den s hodnotou C-potencidlu (-29,9 + 0,4) mV. Beruc
do uvahy odchylku, jedine vtento den prekraCuje C-potencial hraniénu hodnotu stability
-30 mV (vo vSeobecnosti povazujeme Castice za stabilné, ked je absolutna hodnota (-
potencidlu vacsia ako 30 mV). Najmenej stabilna bola vzorka z piateho dna s hodnotou
(-28,9 £0,3) mV. Znamena to, ze vzorky su na pomedzi stability a nemozno vyluéit, ze budu
agregovat.

5.1.4 Stanovenie a charakterizacia PHB

Ako uz bolo popisané (vid 2.1.7), druhym vyznamnym polymérov, ktory Azotobacter vinelandli
produkuje, je PHB. Tento bakteridlny polymér sice nie je klu€ovy z hladiska tvorby gélov,
av8ak, ako bolo uvedené v tedrii (vid 2.2.2), produkcia a akumuléacia PHB méze mat zasadny
vplyv na buneénu robustnost a stresovu odolnost, ¢o mdze byt velmi dblezité pre pripadné
aplikaéné rozmery prace (ak su bunky odolnejsSie a robustnejsie, je vacsia pravdepodobnost,
ze preziju pri aplikacii do pédy) (vid podkapitola 2.2.2). Preto boli stanovené a
charakterizované vytazky PHB v jednotlivé dni kultivacie pomocou technik GC a IC a blizsie
vysledky su popisané v nasledujucich podkapitolach nizsie.

5.1.4.1 Stanovenie PHB pomocou GC

Je zname, ze produkcia alginatu a PHB baktériou Azotobacter vinelandii je kompetitivny
proces, preto je uzitoéné mat informaciu o trende tvorby oboch polymérov [41]. Zaujimalo nas,
¢i baktérie za danych kultivaénych podmienok produkuju PHB a trend jeho produkcie
s ohfadom na suvisiacu produkciu alginatu. Zo vzoriek odoberanych v priebehu predoslych
experimentov v rozmedzi Siestich dni boli pripravené triplikaty. V tabulke (vid tab. 4) su
vysledky tychto merani. Po 24 h (1. den) bol obsah PHB (23 + 3) % suchej hmotnosti buniek
(ang. cell dry weight — CDW). Druhy deh sa zaznamenalo maximum s hodnotou (31 £4) %
CDW PHB. Dalsie dni nasleduje pokles koncentracie PHB, pravdepodobne spdsobeny
nedostatkom glukdzy. Baktérie v tejto faze siahaju na zasoby energie a uhliku ulozenej
v podobe PHB, preto vidime pokles jeho koncentracie.

Tab. 4: Stanovenie PHB pocas Siestich dni; optimalne médium

Den WpHB (% CDW)

1 23+3
2 31+4
3 25+9
4 19+6
5 10+3
6 6+2

Na obr. 26 je porovnanie trendu tvorby alginatu a PHB baktériami — dvoch kompetitivnych
procesov. Vidiet, ze zo zacCiatku (prvy a druhy den) dominuje tvorba PHB. Od tretieho dna vSak
zaznamenavame zlom, kedy je tvorba alginatu zjavne preferenénym procesom - bolo
dosiahnuté maximum jeho tvorby, kym koncentracia PHB klesa. Tato preferencia produkcie
alginatu je logické uprednostnenie uschovy energie v porovnani s PHB. Z podstaty tejto prace
sa priorizuje tvorba alginatu (v porovnani s tvorbou PHB), preto bol uréeny Stvrty den
(s maximom produkcie alginatu) ako optimalny. Kazdopadne, miera intracelularnej akumulacie
PHB v tento den kultivacie zostava pomerne vyznamna, ¢o vzhladom k vy$Sie uvedenému
mdze predstavovat dalSiu vyhodu gelacie bunecnych kultur prave v tejto rastovej faze.
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Obr. 26: Porovnanie produkcie alginatu a PHB

5.1.4.2 Struktirna analyza PHB v biomase metédou infrac¢ervenej spektroskopie

PHB v biomase mozno identifikovat pomocou infracervenej spektroskopie (spektra vid obr.
27). Pik pri vinoéte 1 730 cm™, signifikantny pre PHB, reprezentuje vazbovu vibraciu funkéne;
skupiny C=0 esterov. Presna poloha piku a jeho tvar sa mézu menit v zavislosti od krystalinity
PHB. Dal$i charakteristicky pik pre PHB je pri vinoéte 1 180 cm™, ktorého vyhodou je, ze
neinterferuje s alginatom (nedochadza ku prekrytiu so ziadnym z vibracnych pésov
charakteristickych pre alginat). Piky pri spomenutych vino€toch boli porovnavané s pikom
priasi 1640 cm™, ktory je charakteristicky pre biomasu (Amid | pas proteinov biomasy).
Pre suhrnné priradenie pikov vid obr. 54 v prilohe.

Ako ukazuje graf (vid obr. 28), v pripade oboch skimanych pomerov bol zaznamenany narast
v prvé dva dni a nasledne koncentracia PHB klesa. Pri porovnani vystupov z GC bolo zistené,
Ze udaje velmi dobre koreluju. Oboma metédami bola dokazana pritomnost PHB v biomase
s maximom produkcie v druhy den. Z tohto vysledku je patrné, ze FTIR analyza ako pomerne
dostupna, jednoducha a ¢asovo nenaroéna metdda bez narokov na upravu vzoriek méze
sluzit nielen k potvrdeniu pritomnosti, ale i k zakladnému monitoringu zmien v koncentracii
PHB v produkovanej biomase.
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Obr. 28: Porovnanie dvoch metod (FTIR a GC) stanovenie vytazku PHB
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5.1.5Vplyv vyssieho pridavku CaCOg3 na priebeh kultivacie

V kapitole 5.1.1 (Vyber kultivaéného média) sme mohli vidiet, ze pri pridani uhli¢itanu
vapenatého v koncentracii 5g/l k produkénému meédia 1A bola zvySena produkcia
bakterialneho alginatu (pre grafické zobrazenie vid obr. 13). Z tohto dévodu a na zaklade
literatury (vid podkapitola 2.1.7) bola realizovana tiez kultivacia pri navySenej koncentracii
uhlicitanu vapenatého na 30 g/l aboli sledované efekty tohto pridavku v porovnani
s optimalnym médiom, v ktorom je koncentracia uhli¢itanu vapenatého 5 g/I.

Co sa tyka vytazku susiny, boli zaznamenané vyssie hodnoty v porovnani s optimalnym
médiom (vid obr. 29). Tieto vysledky su zatazené vyS$Sou chybou, pravdepodobne
spbsobenou nehomogénnym odberom vzoriek pre vysoky obsah CaCOQOs, ktory sa usadzoval
na dno banky. Rastova krivka ur¢end odcitanim optickej hustoty vykazovala podobny trend
ako v pripade optimalneho média s nizS8ou koncentraciou uhli¢itanu (5 g/l) a je zobrazena
v prilohe (vid obr. 50).
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Obr. 29: Porovnanie vytazkov susiny v rozmedzi Siestich dni, optimalne
médium resp. médium s pridavkom 30 g/| CaCOs3

Taktiez v pripade kultivacie so zvySenym obsahom CaCOjs; bol gravimetricky stanoveny
vytazok alginatu. Z grafu (vid obr. 30) vidiet, ze vy$8i pridavok CaCQOj3 podpori tvorbu alginatu,
ktora dosahuje maximum uz v treti den (pre optimalne médium je to Stvrty den) s hodnotou
(2,2£0,1) g/l. V porovnani s optimalnym meédiom s maximalnym vytazkom (1,9 £0,3) g/l a
beruc do Uvahy odchylky, ide o podobné hodnoty. Vyznamny je v8ak rozdiel v tom, Ze pri 30 g/I
CaCOQOs sa dosahuje tohto maxima o den skér (v treti den kultivacie).
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Obr. 30: Porovnanie vytazkov alginatu v rozmedzi Siestich dni; optimalne médium resp.
meédium s pridavkom 30 g/| CaCOs

Podobne ako vytazok alginatu bol porovnany aj vytazok PHB stanoveny prostrednictvom GC
v jednotlivé dni kultivacie. Celkovy trend tvorby PHA (vid' v prilohe obr. 51) je podobny ako
v pripade optimalneho média s 5 g/l CaCOs. Podobne ako pri optimalnom médiu, bolo
maximum dosiahnuté v druhy den s mierne vys$Sim vytazkom (35 + 3) %, ako pri optimalnom
médiu s vytazkom (31 £4) %. Znovu mozno skonstatovat, ze v ramci odchylky sa jedna
o Statisticky nevyznamné rozdiely. Dal$ie navy$enie obsahu uhligitanu vapenatého teda nema
vyznamny vplyv na produkciu PHB v bunkéch.

Vzorky s vy$Sim pridavkom CaCOs boli podrobené uz zmienenym analyzam metédou FTIR
(vid kapitoly 5.1.3.4 a 5.1.4.2) a vysledky boli porovnané s datami za pouzitia optimalneho
média. Spekira si zobrazené naobr. 55 a obr. 56 v prilohe. Co sa tyka orientaéného
stanovenia pomeru M/G, hodnoty v jednotlivé dni sa prakticky neliSili; maximélne zastupenie
M podjednotiek bolo najvyssie v treti deh a priemerna hodnota v ramci vSetkych dni bola
(1,30 £0,03). V porovnani s optimalnym médiom, kde priemernd hodnota M/G bola
(1,4 £0,1), mozno potvrdit, ze s vy8Sou koncentraciou vapenatych soli klesa podiel M
podjednotiek. Tieto vysledky koreSponduju s literatirou [47].

Dalej bola opéat sledovana miera acetylacie, kedy bol zaznamenany podobny trend ako
pri pomere M/G (vid obr. 31 ). Porovnanie tychto hodnét zodpoveda teérii, kedze pri vysokej
miere acetylacie sa predpoklada vyssie zastupenie M podjednotky, kedze nemaju byt schopné
epimerizovat [47; 50].
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Obr. 31: Vplyv miery acetylacie na pomer M/G, médium s pridavkom 30 g/| CaCOs3

Pomocou FTIR spektroskopie bola skimana aj pritomnost PHB v biomase. Ziskané data boli
opat porovnané s vystupom z GC, podobne ako o optimalneho média (vid kapitola 5.1.4.2).
Udaje na grafe nizsie (vid obr. 32) opat potvrdzujl, Ze je mozné stanovenie PHB ako
za pouzitia GC, tak za FTIR.
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Obr. 32: Porovnanie dvoch metod (FTIR a GC) stanovenie vytazku PHB;
meédium s pridavkom 30 g/| CaCOs

Dalej boli skimané vzorky v priebehu kultivacie (od 2. diia od poéiatku kultivacie) pomocou
DLS a data boli analyzované rovnakym postupom ako pre optimalne médium (vid kapitola
5.1.3.5). Ako vidiet na obr. 33, su pritomné dve dominantné frakcie, podobne ako
u optimalneho média. V druhy den je vzorka najmenej polydisperzdna s hodnotou PDI/
(0,39 + 0,08). Dalej, v grafe (vid obr. 34) st znazornené zmeny vo velkosti ¢astic jednotlivych
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frakcii. Obe frakcie dosahuji maximalnu velkost v treti den. Co sa tyka zastipenia Castic,
vyrazne dominuju vacsie castice. Je to mozné vysvetlit tym, ze v tomto meédiu je vySsia
koncentracia vapenatych iénov, ktoré prispievaju k tvorbe uz diskutovanych agregatov, ktoré

sU reprezentované frakciou 1.
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Obr. 33: Intenzitna distribucia velkosti ¢astic alginatu v priebehu kultivacie;
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Obr. 34: Zmeny velkosti jednotlivych frakcii (intenzitna distribucia) v priebehu
kultivacie; médium s 30 g/ CaCOs
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5.1.5.1 Stanovenie molekulovej hmotnosti alginatu

Ako uz bolo zmienené, molekulova hmotnost alginatu je klu€ovym faktorom pri tvorbe gélov,
preto bola pre vybrané vzorky priamo stanovenad pomocou AF4-MALS. Bol porovnany
bakterialny alginat tvoreny baktériami v optimalnom produkénom médiu, ako aj v médiu
s pridavkom 30 g/l CaCOs. Pre obe média bola stanovena hmotnostne stredna molekulova
hmotnost M, z dvoch réznych Kkultivacii (vid tab. 5). Bolo stanovené, ze za pouzitia
optimédlneho média ma alginat vys$siu molekulovu hmotnost, konkrétne (107 £5) kDa,
ako pri vysSom pridavku uhli¢itanu vapenatého (61 £11) kDa. Ako je zname, vySSia
molekulova hmotnost alginatu podporuje schopnost gelacie, preto je pre ucely tejto prace
jednoznacne lepsie pouzit optimalne médium.

Tab. 5: Stanovenie My, alginatu z optimalneho média z média

s pridavkom 30 g/| CaCOs
Médium My (kDa) | Priemer My (kDa)
optimaine 1?8; : g? 107 5
s pridavkom 30 g/l CaCOs gig i : ig 61 +11
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5.2 Gelacia vyprodukovanych buneénych kultuar

Existuje niekolko pristupov tvorby gélov z alginatu (blizSie popisané v kapitole 2.3.3). V tejto
praci nebol tvoreny gél zo samotného alginatu, ale priamo z kultiry obsahujucej zivé baktérie.
Kedze sa jedna o novy pristup, bolo nutné tento proces optimalizovat. Vyuzitie gelaéné
pristupov bolo limitované pre pritomnost baktérii v gelaénom procese. Vo vsetkych pripadoch
bola pouzité sietovanie roztokmi CaCl,. Ako uz bolo spomenuté (vid 2.3.3), ide
o najjednoduch$i a najbeznejS§i spbésob tvorby alginatovych gélov, ktory zaroven
nepredstavuje hrozbu pre pritomné baktérie.

5.2.1 Mikroenkapsulacia

Pre povzbudivé vysledky orientaénej kvapkovej tvorby gélov (vid 5.1.3.1) bolo pristipené
k pokusu o mikroenkapsulaciu na enkapsulatore BUCHI B-395. Experimenty v8ak nedopadli
podla predstav. ZapriCinila to pravdepodobne nizka pevnost vznikajuceho gélu, ktory sa
pri tomto drsnejSom procese rychlo dezintegroval. Na obrazku (vid' obr. 35b) je vysledok tohto
experimentu. Pre porovnanie prikladam fotografiu (vid obr. 35a) ,vydarenej* enkapsulacie
(za pouzitia praskového alginatu z hnedych rias) z mojej bakalarskej prace.

Na zaklade skusenosti s mikroenkapsulac¢nou technikou (ziskanych v ramci rieSenia
bakalarskej prace) je mozné usudzovat, ze za neuspechom mikroenkapsulaéného postupu
stoja nevhodné Strukturne parametre produkovaného alginatu (molekulova hmotnost,
monomérne zlozenie). Kedze sa jedna o pilotnu pracu, ktorej ucéelom bolo vSeobecne
otestovat vyuzitelnost samotného konceptu gelacie bunecnych kultar, nebola technike
mikroenkapsulacie venovana dalSia experimentalna pozornost. AvSak v ramci nadvazujuceho
vyskumu by bolo mozné o tejto technike znovu uvazovat v pripade, keby boli najdené
moznosti upravy kultivatného postupu, ktoré by viedli k produkcii alginatu s vhodnejSimi
gelaénymi predpokladmi.

Obr. 35: Enkapsulacné pokusy (a) uspesna enkapsulécia baktérie Cupriavidus H16 [107],
(b) neuspedna enkapsulacia baktérie Azotobacter vinelandii
priamo z kultivaéného média
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5.2.2Tvorba makrogélov

Pre komplikéacie pri mikroenkapsulacii boli nasledujiuce snahy zamerané na vplyv faktorov
na uspesnost tvorby makrogélov. Skumala sa vplyv koncentracie sietovacieho Cinidla CaClz
(1, 3 a5hm. %) ako aj CaCOs v kultivaénom médiu (5 a 30 g/l). Dalej boli podrfa vzoru
dostupnej literatary skimané r6zne pomery kultury a CaClz (4:2, 4:4 a 4:6) a pridavok Skrobu
pre zvySenie viskozity buneénej kultury pre gelaciou (1 resp. 2 hm. %). Na fotografiach (vid
obr. 36) vidiet, ze sa gély tvoria lokalne a nie homogénne v celom objeme, ako by bolo
ziaduce. Na zaklade subjektivneho pozorovania bolo stanovené, ze najvy$Sia pouzita
koncentracia (5 g/l) CaCl, a jeho najvyssi pouzity objem (6 ml) maju najlepsi vplyv na tvorbu
gélu (vid 3C a 8C na obr. 36), o suhlasi aj s literatarou [100; 101]. Pri pridavku Skrobu ako
modelového zahustovadla neboli sledované zZiadne pozitivne efekty na vysledné gélacie.

Obr. 36: Vplyv réznych faktorov na tvorbu gélu
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V ramci optimalizacie bolo dalej zistené, ze je vhodnejsSie pridavat kulturu do roztoku CaClz
nez naopak. Pri vytvoreni malych ,guliiek* za pouzitia pipety, si gély v roztoku zachovavaju
svoj tvar a sedimentuju na dno (vid obr. 37a), no pri akejkolvek manipulacii gély znova
dezintegruju. Je vhodnejSia priprava gélu v skimavke, kedy sa najprv prida asi 1,5 ml
sietovacieho €inidla a nasledne je cez ponorenu pipetu pridana kultura (pre lepS$iu predstavu
vid obr. 37b). Pripokusoch o filtrovanie sietovacieho Ccinidla sa takto pripraveny gél
dezintegruje, ale je mozné jeho izolacia odsatim prebyto€ného roztoku pomocou pipety.
S takto pripravenym gélom je mozna opatrna manipulécia za pouzitia lyzicky.

Obr. 37: Gelacné experimenty: (a) usadzanie gélov v nadobe,
(b) vytvorenie suvislej vrstvy gélu

5.2.3 Mechanické vlastnosti ziskanych makrogélov

Reologické experimenty boli pouzité pre potvrdenie, ze vzniknuty material je naozaj gél, ako
aj pre podrobnu charakterizaciu gélov pripravenych réznymi sietovacimi postupmi.
Porovnavala sa tvorba gélov v zavislosti od koncentracie sietovacieho €inidla CaCl,, od €asu
sietovania a od koncentracie CaCOs v kultivaénom médiu (vid tab. 2).

5.2.3.1 Vyhodnotenie amplitudového testu

V prvom kroku bola osemkrat premerana vzorka 1A (pre popis vzorky vid tab. 2), aby bola
zistena opakovatelnost a odchylky v merani. U vzorky tohto gélu boli predpokladané najhorsie
vysledky (pre najnizSiu koncentraciu CaCl> a najkratSi Cas sietovania) ateda inajvyssie
odchylky. Na grafoch v prilohe je znazornena zavislost komplexného modulu G* (vid priloha
obr. 57) a stratového uhlu (vid priloha obr. 58) na amplitide deformacie. Na zaklade chybovych
useciek mozno usudit, ze merania pri malych hodnotach amplitudy deformacie su zatazené
vys$Sou chybou, ale celkova opakovatelnost je dobra. Z relativnych smerodajnych odchylok
tohto merania boli potom vypocCitané smerodajné odchylky pre ostatné vzorky.

Pre zhodnotenie, €i je skumany material gél alebo nie, platia nasledovné kritéria: i) v linearnej
viskoelastickej oblasti LVO je elasticky modul G’ va¢si ako viskdzny modul G"; ii) pri navyseni
amplitudy deformacie méa déjst k miernemu narastu G", ktoré dosahuje maximum a potom
znova strmo klesa.

Druhy zmieneny deformacny znak typické pre gélové materidly opisuje stratu Casti
deformacnej energie v podobe vnutorného trenia pocas deformacie. Vysvetluje sa to tym, ze
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malymi trhlinami vzniknu volne pohyblivé fragmenty, ktoré uz nie su integrované v sieti. Tieto
fragmenty za€inaju vykazovat vnutorné viskdzne trenie, a teda nastava premena deformacnej
energie na teplo [107]. Ako vidiet na reprezentativnom grafe vzorky 3B (vid obr. 38), zmienené
kritéria su splnené a jedna sa teda o gél.
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Obr. 38: Priklad zavislosti viskoelastickych modulov pri amplitidovom teste (vzorka 3B).
Sipkou st vyznacené oba typické rysy chovania gélovych materialov

Zo zavislosti stratového uhlu & na amplitude deformacie bola ur¢ena linearna viskoelasticka
oblast LVO a hranica linearity LVO pre jednotlivé vzorky. Pre lepSiu predstavu je na obr. 39
zobrazeny vzorovy graf s vyznacenou oblastou LVO a naznacenim hranice LVO. V ramci
samotného merania bola porovnana hranica LVO jednotlivych vzoriek. lde o hodnotu
amplitudy deformacie, kedy sa nevratne meni Struktira materidlu a je naruSena vratna
(elastickd) zlozka systému. Porovnané vzorky su zobrazené v grafoch na obr. 40 a obr. 41.
Pre optimalne médium (vzorky 1A az 3C) sa hrani¢né hodnoty LVO pohybuju od (2,2 + 0,8) %
pre vzorku 3B, do (6 +2) % pre vzorku 2C. Podla udajov mozno skonstatovat, ze skumané
parametre nemaju vyrazny vplyv na hranicu LVO. Znamena to, ze o hranici LVO rozhoduju
skér parametre alginatu (koncentracia, Struktura, molekulova hmotnost) a az tak nezalezi
na koncentracii vapenatych iénov €i na dobe gelacie. Vynimkou vidime iba pri ¢ase 0 min,
kedy s rasticou koncentraciou CaClz rastie aj hranica LVO (vid ZIté stipce na obr. 40). Tohto
by bolo vhodné vyuzit pri procese enkapsulacie, kde je potrebné, aby bol hned pri kontakte
alginatu so sietovacim cinidlom (Cize v €ase 0) vytvoreny dostatoéne rigidny gél, kiory sa
nerozpadne. Pre budldce experimenty je teda vhodné volit €o najvysSiu koncentraciu
sietfovacieho cCinidla.

Pri médiu s vy$Sim pridavkom CaCOs (vzorky 4A az 6C) sa hodnoty pohybuju od (2,0 + 0,6) %
pre vzorku 6A, do (12 £ 2) % pre vzorku 4B. Pri niektorych vzorkach nebolo uréena limitna
hodnota LVO, pretoze i pri opakovanom merani nebolo mozné pripravit gél vyhovujuci vyssie
spominanym kritériam.
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Obr. 39: Zavislost' & na amplitude deformacie; v grafe je vyznaéeny rozsah amplitud
vyhodnocovany ako linearna viskoelasticka oblast' LVO a urenie hranice LVO
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Obr. 40: Porovnanie hodnét hranice LVO v zavislosti na r6znych koncentraciach
CaClz a réznych ¢asoch; optimalne médium
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Obr. 41: Porovnanie hodnét hranice LVO v zavislosti na réznych
koncentraciach CaCl- a réznych ¢asoch; médium s pridavkom 30 g/| CaCOs.
(N/A = data nie su k dispozicii).

Dalej bola skimana priemema hodnota komplexného modulu G* v linearnej oblasti
(pri amplitudach deformécie nizSich ako hranica LVO) (vid obr. 42). Tato hodnota reprezentuje
celkovy odpor voci deformécii, bez ohladu na to, Ci ide o elasticku (vratnd) alebo viskéznu
(nevratnu) deformaciu. Inymi slovami, komplexny modul G*indikuje rigiditu gélu pri deformacii.
Pri porovnani hodnét v éase nula (Zlté stipce na obr. 43) vidime rovnaky trend ako pri hranici
LVO - s rastucou koncentraciou sietovacieho Cinidla je tvoreny gél rigidnejsi. Rovnako to plati
aj pre €as 60 min. Je vSak zaujimavé, ze pri meraniach po 120 min p6sobenia CaCl: je opacny
trend. Moznym dbévodom je, ze pocas dlhSieho ¢asového intervalu dochadza k rozpustaniu
gélu v nadbytku roztoku sietovadia.
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Obr. 42: Zavislost G* na amplitude deformacie
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Obr. 43: Porovnanie G*v LVO v zavislosti na réznych koncentraciach CaCl-

a réznych casoch; optimalne médium
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Obr. 44: Porovnanie G*v LVO v zavislosti na réznych koncentraciach
CaClz a réznych ¢asoch; médium s pridavkom 30 g/| CaCO:s.

(N/A = data nie su k dispozicii).
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5.2.3.2 Vyhodnotenie frekvenéného testu

Frekvencné testy vo vSeobecnosti sluzia na opis spravania gélu v rozsahu nedestruktivnej
deformacie (uréenej z amplitidovych testov). Vysoké frekvencie simuluju rychly pohyb
v kratkom €ase, kym nizke frekvenciu simuluju pomaly pohyb v SirSom ¢asovom rozmedzi.
Tato metdd moédze sluzit aj k rozhodnutiu €i v materiali pri danom charakteristickom cCase
deformacie previada elasticka alebo viskézna zlozka deformacnej odozvy. Rozdielny
charakter viskoelastického telesa kvapalného charakteru (liquid-like) atuhého charakteru
(solid-like) sa pri tomto teste prejavuje v linearych viskoelastickych moduloch G' a G”. Ak ma
elasticky modul G' vy$Siu hodnotu ako viskdézny modul G”, potom mozno povazovat systém
za solid-like. Zaroven pre gély ma platit, ze v danom rozmedzi frekvencii su krivky G' a G”
rovnobezné a ze stratovy uhol nadobuda hodnoty pod 45°. Ako vidiet na demonstrativnej
vzorke 3B (vid obr. 45), spomenuté kritéria platia, o opat potvrdzuje gélovy charakter
vzniknutého materialu.
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Obr. 45: Zavislost G’, G” a 6 na frekvencii; vzorka 3B

Dalej boli porovnané priemerné hodnoty stratového uhlu vzoriek v linearnej oblasti. Plati, ze
¢im ma viskoelastickd latka nizSiu hodnotu stratového uhlu, tym viac je podobna elastickému
(,hookovskému®) materialu. Ako vidiet z grafu (vid obr. 46), vzorky nadobuldaju hodnoty
od (15 £2)° po (44 +8)°. Hodnoty stratového uhlu (okrem vzorky 6C, beric do uvahy
odchylku) odpovedaju typickym hodnotam gélov (. j. pod 45°). Elasticka zlozka, za ktoru je
zodpovedna sietova Struktura gélu, ma za podmienok experimentu vys$Sie hodnoty ako
viskézna zlozka. Vysledky tiez naznacuju, ze pri médiu s 30 g/l CaCOs su gély (napriek
podobnej koncentracii alginatu) menej elastické. Takisto, kym pre optimalne médium mozno
povazovat stratovy uhol nezavisly od doby sietovania (beruc do uvahy odchylky), pri vy$Som
pridavku CaCOs klesd elasticita s dlhSou dobou sietovania.

Pre stanovované vzorky boli porovnané aj hodnoty limitnych frekvencii (kedy prestava byt
charakter odozvy nezavisly na frekvencii deformécie; deformacia zacina byt rychlejSia nez
relaxacia siete). Z vysledkov (vid obr. 47) vyplyva, ze vzorky sietované po dobu 60 min
dokazali odolavat najvys$sim frekvenciam, a to (6 = 2) Hz v pripade optimalneho média (vzorka
3B) a (4 £1) Hz v pripade média s vy§Sim obsahom CaCO3; (vzorka 6B). Tieto udaje by mali
byt brané do uvahy pri buducich enkapsulacnych experimentoch, kedy na zéklade tychto
Udajov odporuc¢am ponechat vzorky v roztoku CaCl> po dobu 60 min.
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Obr. 46: Vplyv &asu sietovania na stratovy uhol v oblasti konStantnej frekvencnej
odozvy; optimalne médium a médium s 30 g/l CaCOs
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Obr. 47: Vplyv &asu sietovania na limitnu frekvenciu;
optimalne médium a médium s 30 g/| CaCQOs

66



5.3 Overenie pritomnosti bakterialnych buniek v géli

Ako uz bolo zmienené, zatial €o pri kvapkovych gelaénych testoch za pouzitia odstredeného
supernatantu (t. j. po odstredeni buniek z alginatového roztoku kultary) vznikal priehladny gél,
pri gelacii kompletnej bunkovej kultury vykazovali vznikajuce gélové kvapky zltobiely zakal.
Farba vznikajucich gélov je tak sama o sebe znamkou uspesnej inkorporacie buniek do gélove;j
matrice. AvS8ak, pre nezavislé potvrdenie tohto fakiu bola naviac pouzitda metoda
fluorescencénej mikroskopie so $pecifickym fluorescenénym farbenim buniek.

Vybrané gély boli skimané na fluorescenénom mikroskope za pouzitia fluorescenéného
farbiva. BODIPY 493/5083 je lipofilny fluorofor, ktory je schopny nafarbit bunkové steny baktérii,
ako aj PHB. Cielom tohto experimentu bolo preukazat, Ze baktérie su enkapsulované
v Strukture gélu.

Na obr. 48 vidime fotografiu baktérii zachytenych v géle, ktory je tvoreny vyluéne bakterialnym
alginatom ato priamo z kultdry. Je zjavné, ze baktérie su pritomné v hojnom pocte a ze
neunikli po€as experimentu do roztoku CaCl,, respektive do vody kde prebiehalo farbenie.
Dalej obrazok ukazuje, Ze su baktérie pritomné v zhlukoch, o potvrdzuje, Zze su silne
enkapsulované v Strukture hydrogélu.

Na druhej strane, za pouzitia média s 30 g/l CaCOs nebol dosiahnuty rovnaky vysledok.
Na fotografii vidiet baktérie zachytené v Strukture gélu, ktoré su pravdepodobne viac
rozptylené vo vrstvach (mikroskop dokaze snimat len jednu opticku hladinu). Kedze gél je
v tomto pripade tvoreny alginatom s niz§ou molekulovou hmotnostou (vid podkapitola 5.1.5.1),
pravdepodobne sa nevytvori dostatocne husta siet pre imobilizaciu baktérii.

20 um

Obr. 48: Snimky z fluorescenéného mikroskopu: (a) gél za pouZitia optimalneho média,
(b) gél za pouZitia média s vySSim pridavkom CaCOgs, 40x zvécsenie

67



6 ZAVER

Diplomova praca bola zamerana na optimalizaciu kultivacie dusik fixujucej modelovej baktérie
Azotobacter vinelandii, so zameranim na produkciu alginatu. Ide o jednu z PGPB, ktora je
navySe producentom dvoch vyznamnych biopolymérov — extracelularne produkovaného
alginatu aintracelularne akumulovaného PHB. Produkcia oboch polymérov bola detailne
Studovana z hladiska optimalizacie kultivaéného procesu i z hladiska kvality a koncentracie
produkovanych polymérov.

V prvom rade bolo zistené, ze pritomnost dusika a uhli€itanu vapenatého v kultivacnom médiu
podporuje tvorbu alginatu a na zaklade tychto vysledkom sa urCilo optimalne médium, ktoré
boli pouzité vo vSetkych konsekutivnych experimentoch. Bolo stanovené, ze vo Stvrty den
od naockovania kultury je koncentracia alginatu najvyssia, ¢o predstavuje Uplne zasadny
parameter pre gelaény potencial bunecnej kultury. Gelaénymi experimentmi bola vizualne
hodnotena moznost tvorby gélov, kedy uz 24 h po naockovani bola zaznamenana tvorba malo
rigidného gélu. K pochopeniu gelotvornych schopnosti alginatu boli experimentalne studované
vSetky premenné, ktoré mézu hrat v tejto veci rolu. Okrem uz stanovenej koncentracie boli
skumané strukturne parametre ako monomérne zlozenie (pomer M/G podjednotiek), miera
acetylacie, molekulovd hmotnost a hydrodynamicky priemer. Zo spomenutych parametrov
maju najvyraznejsi efekt na tvorbu gélov koncentracia a molekulova hmotnost alginatu.
Pri skimani zmien pomeru M/G podjednotiek v jednotlivé dni neboli zaznamenané
signifikantné zmeny, iSlo v8ak o orientacné stanovenie, preto by bolo v budicnosti vhodné
ziskat presnejsie vysledky, napr. pomocou *C-NMR ¢i spektroskopie cirkularneho dichroizmu
[107; 103]. Pomocou IC spektier boli detekované aj acetylové skupiny, o ktorych
pritomnost/nepritomnosti v bakterialnom alginate sa nazory v literatdre doposial rozchadzali.

Bol studovany i vplyv vy$Sieho pridavku uhli€itanu vapenatého v kultivaénom médiu a boli
spozorované nasledujuce benefity: produkcie alginatu dosiahla maximum produkcie o den
skor ako za pouzitia optimalneho média a podiel ziaducich G podjednotiek je v porovnani
s optimalnym médiom vysSi. Na druhej strane, boli ngjdené nasledujuce negativne vplyvy:
tvorii sa v roztoku agregata a bolo mensie zastupenie nezagregovaného alginatu
v supernatante. Tiez bola molekulova hmotnost alginatu v porovnani s optimalnym médiom
takmer poloviénd. Ohladom produkcie PHB ¢&i trendu rastu buniek neboli pozorované
signifikantné rozdiely. Vyplyvajuc z literatury, ako aj na z&klade vlastnych skusenosti
povazujem rozdiely v molekulovej hmotnosti za klu€ovu v kontexte tvorby gélov. Kedze alginat
produkovany pri pridavku 30 g/l v médiu ma priblizne polovicnu molekulovd hmotnost,
pridavok vys$8ich koncentracii uhli¢itanu vapenatého neodporu¢am pre buduce gelacné
experimenty.

Napriek tomu, ze kvapkovou metédou bolo mozné buneéné média jednoducho enkapsulovat,
za pouzitia enkapsulatoru bol proces neuspesny, pretoze gél nebol dostatoéne rigidny a hned
sa dezintegroval. Preto bola taziskom druhej polovice prace priprava gélov aich
charakterizacia pomocou reometrickych experimentov, z ktorych vyplynuli dve uzito¢né
informacie. V prvom rade, pri okamzitom kontakte so sietovacim Ccinidlom ma jeho
koncentracia rozhodujuci vplyv na hustotu tvorby siete, ateda i na rigiditu a stabilitu
vznikajucich gélov. Pre buduce enkapsulacné experimenty je vhodné volit vy§sie koncentracie
chloridu vapenatého. Dalej bol uréeny &as 60 min ako optimum doby gelacie.

Poslednym experimentom bola pomocou fluorescenéného mikroskopu potvrdena inkorporacia
baktérii do matrice tvoreného alginatom, ktory bol vlastnou produkciou modelového
mikroorganizmu.
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| ked' inkorporacia baktérii do hydrogélov je uz dlhodobo a systematicky Studovany proces,
v dostupnej literature nie je ziadna zmienka o vyuziti samotného bakteridlneho alginatu
na in situ tvorbu gélov priamo z kultary. Vdaka tomuto pristupu odpada finan¢na zéataz spojena
s externym nosiom, a zarovef sa zabezpecluje ochrana baktérii, ako aj mozny prospekt
postupného uvolfovania baktérii, ktorého mechanizmus by mal byt v buducnosti detailne
skumany. Praca taktiez Ciastoc¢ne riesi dalSi problém pri pouziti PGPB — nizku viabilitu baktérii
v péde. Vdaka preukazanej posilnenej odolnosti producentov PHB voci stresovym faktorom,
je Azotobacter vinelandii vybornym kandidatom pre aplikaciu v polnohospodarstve. Dalsi
vyskum by mal byt orientovany na zlepSenie gelaénych vlastnosti alginatu, mozno dalSimi
alternativami média alebo zmenou ostatnych kultivaénych podmienok. Po uspesnej
enkapsulécii by mal byt Studovany mechanizmus uvolfhovania baktérii z hydrogélu, ako aj
$tadium spravania v pode. Dalej by mala byt zvazena moznost koenkapsulacie, &i uz inych
zastupcov PGPB alebo inych materialov, napr. huminovych latok. Na zaver by mali byt
Studované efekty PGPB v danom nosi€i na konkrétnu rastlinu.
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ZOZNAM SYMBOLOV A SKRATIEK

3C-NMR
3HB
3HD
3HDD
3HHx
3HO
3HV

A

ACC
AF4
ATR
CDW
Da
DLS
ELS
FID
FTIR

G*
G’
G”
GC
Hz
IAA

IST
LCL-HA
LVO

MALS
MCL-HA

Nuklearna magneticka rezonancia na *C izotope uhliku
3-hydroxybutyrat

3-hrydroxydekanoat

3-hydroxydodekanoat

3-hydroxyhexanonat

3-hydroxyoktanoat

3-hydroxyvalerat

Absorbancia (dolny index znagi vinovd dizku/vinoget, pri ktorej bola
hodnota A odcitana)

1-aminocyklopropan-1-karboxylat

z angl. assymetric flow field-flow fractionation

Zoslabeny uplny odraz

Cell dry weight — sucha hmotnost buniek

Dalton

Dynamicky rozptyl svetla

Electroforetic light scattering — elektroforeticky rozptyl svetla
Plamenovy ionizacny detektor

Fourier-transform infrared spectroscopy — infraCervena spektroskopia
s Fourierovou transformaciou

Kyselina a-L-gulurénova

Komplexny modul

Elasticky modul

Viskdzny modul

Plynova chromatografia

Hertz

Kyselina indolyl-3-octova

Infraéervena spektroskopia

Indukovana systémova tolerancia

Z anlg. long-chain-lenght hydroxyalkanoate — PHA s dlhym retazcom
Linearna viskoelasticka oblast

Kyselina B-D-mannurénova

Multiangle light scattering — viacuhlovy rozptyl svetla

Z anlg. middle-chain-lenght hydroxyalkanoate — PHA so stredne dlhym

retazcom

81



M
N/A
oD

PGPB/PGPR
PHA

PHB
SCL-HA
SEM

uv

UV/VIS

VOC

(o]

n

"4

Hmotnostne stredna molekulova hmotnost
Skratka pre angl. not applicable — pouzité, ked data nie su k dispozicii

Opticka hustota (dolny index znaé&i vinovd dizku, pri ktorej bola hodnota
OD odcitana)

Oba terminy oznacuju rast podporujuce (rizo)baktérie
Polyhydroxyalkanoat

Polyhydroxybutyrat

Z angl. short-chain-lenght hydroxyalkanoate — PHA s kratkym retazcom
Skenovaci elektrénovy mikroskop

Ultrafialové Ziarenie

Spektrofotometria v ultrafialovej a viditelnej oblasti
Prchavé organické latky

Stratovy uhol

Dynamicka viskozita

Kinematické viskozita

Hustota
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PRILOHY
Tab. 6: Prehlad baktérii a ich pésobenia na rézne plodiny [16], [19], [9], [11], [10], [3], [108], [109], [110], [111], [112], [113].

Cislo Baktéria Plodina Efekt
1 Acinetobacter & Pseudomonas jatmen a ovos Tvorba ACC deaminazy a IAA.
2 | Aeromonas ryza Tvorba IAA.
3 | Aeromonas, Bacillus pSenica ZvySuje produkciu exopolysacharidov.
4 | Achromobacter piechaudii rajéiny Znizuje level etylénu a napomaha rastu rastlin.
5 | Agrobacterium Salat Tvorba IAA.
6 | Allorhizobium Neptunia natans Symbioticka baktéria, No-fixator.
7 | Ayorhizobium Symbioticka baktéria. No-fixator.
8 | Azoarcus ryza No-fixator.
9 | Azobacter uhorka Syntéza cytokininu.
10 | Azorhizobium pSenica Symbioticka baktéria, No-fixator.
11 | Azospirillum kukurica, cukrova trstina, ryza Ob.m.edZLlee, RIS Na* a pt?dporujfa prl'jemlC,a Sl ZugEe
aktivitu nitrat reduktazy a nitrogenazy. No-fixator. Tvorba IAA.
iy , . Volne Zijuca baktéria. Napomaha korefiovému systému aj
12 | Azospirillum lipoferum psSenica ey NP
pri tazkej kontaminacii olejom.
psenica, ryza, kukurica, lan,
13 | Azotobacter felorls, 2l L, [abes, Nz-fixator: prudukcia IAA.
jacmen, sinecnica, ovos,
cvikla
zemiaky, uhorka, paprika, Syntéza cytokininu, gibberelinu, sideroforov, IAA, auxinov.
14 | Bacillus kukurica, alfaalfa, Spenat, Solubilizacia K, produkcia antibiotik. Tkanivovo $pecificka
pSenica, arabidopsis thaliana  regulacia transportéru sodika HKT1. No-fixator.
15 | Beijerinckia cukrova trstina N2-fixator.
16 | Bradyrhizobium strukoviny Symbioticka baktéria. No-fixator.
17 SIE SR, OV CIE, arasidy Vysoky pomer K*/Na* a zvy$eny obsah Ca®*fosforu a dusiku.

Haererohalobacter
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18
19
20
21
22
23
24
25

26

27
28

29

30

31

32

33

34

35

Burkholderia
Enterobacter
Frankia
Gluconacetobacter
Herbaspirillum
Chryseobacterium
Klebsiella

Kluyvera ascorbata

Mesorhizobium

Mycobacterium

Paenibacillus
Pseudomonas syringae,
Pseudomonas fluorescens,
Rhizobium phaseoli

Phyllobacterium

Pseudomonas

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas mendocina

Pseudomonas pseudoalcaligenes,
Bacillus pumilus

Pseudomonas putida

ryza

ryza

alnus

cukrova trstina

ryza, setaria virdis
rajciny

rajéiny, repka

Brassica

kukurica

borovica, &ierne korenie

mungo fazula

jahody

mungo fazula, pSenica,
bavina, kukurica, zemiaky

arasidy
Salat
ryza

bavina

No-fixator.

Volne zijuca baktéria, tvorba |AA.
No-fixator.

No-fixator.

No-fixator.

Produkcia sideroforov.

Volne zZijuce. No-fixator.

Tvorba sideroforov, 1AA.

Symbioticka baktéria. Tvori chrém-azurol, siderofory, HCN,
IAA. Podpora vegetativneho rastu.
Povzbudenie odolnosti rastlin voci stresu.

Syntéza IAA, solubilizacia K.
Aktivita ACC deaminéazy a zlepSene rastu.

Solubilizacia fosfatu, produkcia sideroforov.

Produkcia chitindzy, beta-glukan6zy, ACC deaminazy,
antibiotik, sideroforov a auxinu. Povzbudenie odolnosti rastlin
voci stresu.

Volne zijuce. Tvori siderofory, IAA. Zu€asthuje sa na tvorbe
ACC deaminazy a sideroforov. Pomaha k nodul&cii

a k zvysSeniu urody.

Aktivita ACC deaminazy a zvySeny prijem esencialnych zivin.
ZvySuje koncentracu glycin betainu. Znizuje peroxidaciu
lipidov a aktivitu superoxid dismutazy.

Zvysuje absorpcia Mg?*, K*, Ca®* a znizuje prijem Na*
rastlinou z pody.
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36

37

38

39
40

41

42

43

44

45

46

47
48
49

50

Pseudomonas putida, Enterobacter
cloacae, Serratia ficaria,
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas rathonis/denitrificans
Pseudomonas syringae,
Pseudomonas fluorescens,
Enterobacter aerogenes

Pseudomonas tolaasii
Rhizobium & Pseudomonas

Rhizobacteria
Rhizobia

Rhizobium

Rhizobium leguminosarum

Rhizobium phaseoli, Pseudomonas
syringae; Pseudomonas
flourescens,

Rhizobium, Pseudomonas

Roultella planticola
Sinorhizobium
Sphingomonas

Streptomyces

pSenica
pSenica, arasidy

kukurica

Brassica
mungo fazula

ryza, psenica

strukoviny, arasidy, ryza

ryza, paprika, rajciny, Salat,
mrkva, mungo fazula
ryza, redkovka, Salat

mungo fazula

kukurica

bavina

Cajanus cajan

rajciny

azadirachta indicka, "mikro
tom" raj€iny

ZvySenie percenta kliCenia, rychlosti klicenia a zvysSeny prijem
zivin.

Tvorba auxinu.
ZvySuje aktivitu ACC deaminazy.

Ochrana pred inhibiénymi u€inkami kadmia. Tvori siderofory,
IAA.

Tvorba IAA a aktivita ACC diaminazy.

Tvori IAA a auxin. Najviac auxinu produkuje v nesterilizovanej
pbode.

N N2-fixator, produkcia HCN. Povzbudenie odolnosti rastlin
voci stresu.

Symbioticka baktéria. Syntéza IAA, ACC deaminazy,
sideroforov. No-fixator.

Tvorba IAA a cytokininu.
Zvysena aktivita ACC deaminazy a zvySena uc€innost
vyuzivania vody.

Znizuje unikanie elektrolytov a zvySuje produkciu prolinu.
Udrziava relativny obsah vody v listoch a selektivny prijem K*.
Aktivita ACC deaminazy.

Symbioticka baktéria. Produkcia chitinazy, beta-glukanozy.
Syntéza gibberelinu.

Aktivita ACC deaminazy a tvorba IAA. Solubilizacia fosfatu.
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Obr. 49: Kalibraéna krivka pre stanovenie zvyskovej glukézy pomocou DNS
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Obr. 50: Porovnanie narastu optickej hustoty v jednotlivé dni odberu, pridavok 5 alebo 30 g/
CaCOs
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Obr. 51: Porovnanie trendu tvorby PHB za kultivacie v optimalnom médium alebo
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Obr. 52: Percentualne zastupenie castic v jednotlivych frakciach;
meédium s pridavkom 30 g/ CaCOs

87



Normalizovana absorbancia (-)

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

Normalizovana absorbancia (-)

1.4

1,2

0,8

0,6

0.4

0,2

(1592) (1080) C-O-C (1020-
antisymetrickd 1400 vazbova vibracia |1030) O-H
vaz. vib. ( ) Sestélenného deformacia

symetricka vaz.
karboxylovych Vﬁ’)_ kruhu Ma G

soli alg. L karboxylovych \(,gait?)())\?éo
1250) O- vibracia '
! ;cetyk))vé kiquxylovych

(1730) O- skupina SKupin
acetylova L
skupina

(1318) C-O (1126)C-C

vézbova vibracia vazbova vibracia

1700 1500 1300 1100 900 700

Vinocet (cm™)
Obr. 53: Priradenie pikov v IC spektre alginatu [107; 103; 114]
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Obr. 54: Priradenie pikov v IC spektre biomasy [115]
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Obr. 55: IC spektré bakteriédineho algindtu, médium s pridavkom 30 g/ CaCOs
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Obr. 56: IC spektré biomasy; médium s pridavkom 30 g/| CaCOj
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Obr. 57: Zavislost' G* na amplitude deformacie; priemer z 6smych
opakovani, vzorka 1A
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Obr. 58: Zavislost stratového uhlu na amplitude deformacie; priemer z 6smych
opakovani, vzorka 1A

Tab. 7: Priememé hodnoty velkosti Castic (objemova distribucia), indexu
polydisperzity a {-potencialu; médium s pridavkom 30 g/| CaCOs3

Den | d (nm) PDI (-) {-potencial (mV)
2 997 + 311 0,39 £ 0,08 -12 +£1
3 1946++1162 0,61+0,04 -145+0,5
4 1876 + 247 0,66 0,09 -20,1+0,4
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