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ABSTRAKT 

Tato bakalářská práce je zaměřena na polyhydroxyalkanoáty (PHA) a jejich produkci pomocí 

nesirných purpurových bakterií, konkrétně Rhodospirillum rubrum. Proběhla optimalizace 

kultivačních podmínek pomocí a především stanovení vhodné koncentrace NaCl 

pronásledující evoluční experimenty. U těchto vzorků byl zkoumán růst a produkce PHA 

pomocí plynové chromatografie s FID detektorem. Poté byl tento mikroorganismus 

dlouhodobě pasážován o vysoké koncentraci NaCl (40 g/L). Kultivace probíhala v systému 

pasáží s 48 h intervalem mezi přeočkováním za aerobních podmínek ve tmě. U takto 

kultivovaných vzorků byla stanovena produkce biomasy a P H A pomocí plynové 

chromatografie s FID detektorem. Jako poslední experiment byla provedena PCR analýza pro 

test genů 16S rRNA a phaC. Závěrem práce je provedení úspěšné adaptace R. rubrum na 

koncentraci 40 g/l NaCl. Dále byl prokázán pozitivní vliv stresového podnětu na zvýšenou 

produkci PHA u bakterie Rhodospirillum rubrum. 

Klíčová slova 

Nesirné purpurové bakterie, Rhodospirillum rubrum, polyhydroxyalkanoáty, evoluční 

inženýrství, osmotický stres, plynová chromatografie, PCR 
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ABSTRACT 

This bachelor thesis focuses on polyhydroxyalkanoates (PHA) and their production using 

non-sulfur purple bacteria, specifically Rhodospirillum rubrum. The cultivation conditions 

were optimized especially with respect to the determination of NaCl concentrations for the 

following evolution experiments. Then this microorganism was repeatedly cultured at a high 

concentration of NaCl (40 g/L). Passage system was used in this cultivation with 48 h 

between inoculations under aerobic conditions in the dark. In the samples cultivated in this 

way, the growth rate was investigated using optical density and the amount of biomass and 

PHA using gas chromatography with an FID detector. As the last experiment PCR analysis 

was performed to test the 16S rRNA and phaC genes. The conclusion of the work is the 

successful adaptation of R. rubrum to a concentration of 40 g/1 NaCl. Furthermore, the 

positive effect of stress stimulus on the increased PHA production was proven. 

Key words 

Non-sulfur purple bacteria, Rhodospirillum rubrum, polyhydroxyalkanoates, evolutionary 

engineering, osmotic stress, gas chromatography, PCR 
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1 ÚVOD 

Plasty jsou důležitou součástí dnešní společnosti, a proto stejnou mírou dnešní společnost 

ovlivňuje i jimi zapříčiněné znečištění životního prostředí. V dnešní době jsou klasické 

konvenční plasty z velké části vyráběny petrochemickým způsobem z ropy a nejsou v přírodě 

degradovatelné. Pouze erodují na mikroplasty, které se následně nacházejí v přírodě, 

rostlinách a živočiších. Z toho důvodu jsou momentálně jedním z nej větších polutantů 

životního prostředí na světě, s produkcí 353 milionů tun odpadu každý rok. 

Jedním zmožných řešení pro tuto krizi je využití biodegradabilních plastů, které jsou 

mikroorganismy daného prostředí rozkládány na látky přírodě neškodlivé. V dnešní době se 

již využívají varianty bioplastů například polymer kyseliny mléčné PLA, z kterého se vyrábí 

jednorázové nádobí, lékařské potřeby, zemědělské fólie atd. Dalším možným kandidátem 

z této kategorie biologicky rozložitelných plastů jsou polyhydroxyalkanoáty (PHA). 

Polyhydroxyalkanoáty jsou momentálně zkoumaná skupina polymerů, kdy dle dosavadního 

výzkumu vykazují skvělé vlastnosti poukazující na jejich potenciální využití v mnoha 

průmyslových odvětvích. Nej větší problém PHA je jejich výrobní cena. Z důvodu jejich 

biotechnologické produkce, což obnáší rizika ve formě cenově náročných substrátů, nároků 

na sterilaci a následně i šance nižších výtěžků jsou náklady na průmyslovou produkci PHA 

vysoké. Z toho důvodu se hledají způsoby, jak zlevnit tento proces a jedním z těchto způsobů 

je zkoumání možných nových mikrobiálních producentů a jejich schopnost přežití a produkce 

za určitých podmínek. 

Právě jednou skupinou producentů jsou nesirné purpurové bakterie, do které patří i bakterie 

Rhodospirillum rubrum, která je zajímavá schopností produkce různých polymerů a svým 

univerzálním metabolickým aparátem umožňující různé kultivační podmínky. Právě tato 

práce je zaměřena na zkoumání schopnost R. rubrum růst a produkovat PHA v podmínkách 

mimo její optimum. Extrémní podmínky by mohly být cesta ke snížení nároků a nákladů na 

sterilitu prostředí a tím pádem i celého kultivačního procesu. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Polyhydroxyalkanoáty 

2.1.1 Charakteristika 

Polyhydroxyalkanoáty (PHA) se řadí mezi polyestery, které j sou v přírodě produkovány řadou 

mikroorganismů. Zatím bylo potvrzeno okolo 300 druhů mikroorganismů, které jsou schopné 

produkce a akumulace PHA v cytoplazmě ve formě granulí PHA a mají pro mikroorganismy 

primárně funkci jako zásobárny uhlíku a energie. Syntéza P H A je katalyzována hlavně 

v případě nadbytku uhlíku a nedostatku ostatních živin, jako např. dusíku nebo fosforu. 

U mnohých producentů byla také prokázána protektivní funkce PHA vůči vystavení stresorům 

vnějšího prostředí (např. osmotickému tlaku nebo nepříznivým teplotám), z toho důvodu lze 

vystavením těmto stresorům zvýšit produkci PHA. 

P H A začalo být zkoumáno z důvodu jejich mechanických vlastností, které jsou v mnoha 

případech obdobné petrochemickým plastům. Hlavním rozdílem je jejich biodegradabilita 

v přírodě na oxid uhličitý s vodou a biokompatibilita, díky které je možné P H A využít 

např. i v medicíně či kosmetice. Doba rozkladu PHA se pohybuje v rozmezí 3 až 18 měsíců 

v závislosti na podmínkách prostředí, ve kterém dochází k rozkladu a typu monomeru, ze 

kterého je dané P H A složeno [1,2]. 

2.1.2 Struktura PHA 

PHA jsou lineární polymery hydroxyalkanových kyselin spojených esterovou vazbou. 

Existuje více než 150 možných monomerů s lineární, větvenou, nasycenou, nenasycenou nebo 

aromatickou strukturou, kde rozdílné struktury a monomery poskytují rozdílné mechanické 

vlastnosti výslednému polymeru. 

PHA dělíme do 3 skupin podle délky bočního řetězce, který je na obrázku 1 značen 

písmenem R. Dělíme je na PHA s krátkým řetězcem (tzv. „short-chain lenght PHA", scl-

PHA), do kterých můžeme zařadit např. poly-3-hydroxybutyrát P(3HB), poly-3-

R O - , 

Obrázek 1 - Obecný vzorek PHA, převzato a upraveno [3] 
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hydroxyvalerát P(3HV), které mají v řetězci méně než 6 atomů uhlíku. Dále jsou P H A se 

středně dlouhým řetězcem (tzv. „medium-chain lenghtPHA", mc/-PHA), které disponují 6-14 

atomy uhlíku v řetězci a jako poslední jsou P H A s dlouhým řetězcem (tzv. „long-chain lenght 

PHA", /c/-PHA) svíce než 14 atomy uhlíku v řetězci. SW-PHA j sou krystalické, tuhé a 

křehké s nízkou mechanickou pevností a vysokou teplotou tání, což je limituje v možné 

aplikaci pro průmyslové využití. S mc/-PHA můžeme najít větší diversitu vlastností a využití, 

kvůli elastickým vlastnostem, nízké teplotě tání a méně krystalické struktuře. Při produkci 

kopolymerů s různými monomerními jednotkami záleží na typu mikroorganismu, prostředí, 

metabolické dráze, kterou je P H A syntetizováno, uhlíkovém zdroji a dalších faktorech [4, 5]. 

Mezi nejvíce prozkoumané PHA patří polyhydroxybutyrát P(3HB) z důvodu jeho objevení 

jakožto prvního P H A v bakterii, když je objevil francouzský vědec Lemoigne v roce 1926 

během studie bakterie Bacillus megaterium [6]. P(3HB) je avšak velmi tuhý a křehký 

materiál, z toho důvodu se zkoumají nejrůznější možnosti jak tyto vlastnosti optimalizovat. 

Jako druhý vhodný kandidát k průmyslovému využití je zkoumán kopolymer z P(3HB) a 

polyhydroxyvylerátu (P(3HB-co-3HV)), nebo kopolymer z P(3HB) a 4-hydroxybutyrátu 

(P(3HB-co-4HB)), které jsou více elastické než samotný P(3HB). Kombinace scZ-PHA s mcl-

P H A dává vzniklým polymerům více elastické vlastnosti, které zvyšují možnosti jejich 

průmyslové využití [2]. 

2.1.3 Biosyntéza PHA 

PHA jsou syntetizovány v případě dostatečného množství uhlíkatého substrátu, a nedostatku 

primárně dusíku, nebo fosforu, kdy následně slouží jako zdroj uhlíku a energie pro své 

producenty. Granule PHA s velikostí 0,2-0,5 um jsou skladovány uvnitř mikroorganismu. 

Granule jsou tvořeny z více vrstev, kdy každá z nich má rozdílné vlastnosti. Vnitřní vrstva se 

skládá z hydrofobního jádra polyesteru PHA. Původní představa o struktuře byla tvořena 

převážně pomocí fosfolipidů, které tvořily vnější hydrofilní vrstvu. Později bylo zjištěno, 

že obal se skládá z amfifilního proteinu, který tvoří ochrannou vrstvu před hydrofilním 

prostředím cytoplasmy a zaručuje granulím lepší kompatibilizaci [7]. 

Metabolická dráha biosyntézy scZ-PHA se skládá ze tří enzymaticky katalyzovaných reakcí. 

Mezi dané enzymatické katalyzátory patří 34íetothioláza, acetyl-CoA reduktáza a jako 

poslední P(3HB) syntáza [7]. Acetyl-CoA bakterie získávají zpracováním substrátu, kde záleží 

na jeho druhu (tzn. sacharidy, lipidy, aj.) pro následnou volbu metabolické dráhy. P-oxidace 
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mastných kyselin je prvním z možných metabolických drah, kde po navázání CoA do řetězce 

získá po odštěpení acetyl-CoA. Dalším způsobem může být oxidatívni dekarboxylace 

pyruvátu z glykolýzy v dýchacím řetězci v mitochondriálním matrixu [8]. Jako první reakce 

v syntéze je kondenzace dvou acetyl-CoA za pomoci 3-ketothiolázy a výsledným produktem 

této reakce je acetoacetyl-CoA. Tento produkt je v další reakci redukován díky acetyl-CoA 

reduktázou na R-3-hydroxybutyryl-CoA. V poslední fázi je R-3-hydroxybutyryl-CoA 

polymerizován pomocí P(3HB) syntázy za vzniku P(3HB) a jako vedlejší produkt vznikne 

koenzym A, který je během toho procesu odštěpen od R-3-hydroxybutyryl-CoA. V buňce 

však neprobíhá pouze biosyntéza PHA, ale zároveň probíhá také jejich biodegradace pomocí 

P(3HB) depolymeráz, jakožto součást takzvaného „PHA cyklu" během kterého jsou 

v neustálém procesu polymerovány a obnovovány P H A monomery [7]. 

Katabolické 
metabolické dráhy 
generující ATP 
a/nebo syntézy 
ostatních metabol i tů 

Cukry, mastné kyseliny apod. 

1 
I 
i 

Acetyl-CoA + Acetyl-CoA 

| 3-ketothioláza (PhaA) 

Acetoacetyl-CoA 

PHA CYKLUS 

CoA 
transferáza 

Acetyl-CoA reduktáza (PhaB) 

PHA monomery 
PhB \ / 

polymeráza\ J 

PHA 
(PhbZ) 

R-3-hydroxyacyl-CoA 
PhA 

syntáza 
(PhbC) 

P-oxidace 
mastných kyselin 

o Potentní chemické chaperony 
o Substráty pro syntézu ostatních ochranných 

metabolitů 
o Indukce ppGpp syntézy 
° Aktivace alternativních sigma faktorů např RPoS 

De novo syntéza mastných 
kyselin 

Obrázek 2 - Metabolická dráha biosyntézy PHA s náznakem PHA cyklu, převzato a upraveno [7] 

2.1.4 Biodegradace PHA 

P H A jsou molekuly, které jsou degradovány svými producenty, případně ostatními 

mikroorganismy, které disponují enzymatickým aparátem pro jejich rozklad. Tato vlastnost je 

jedním z důvodů, proč se o P H A uvažuje jako o náhradě petrochemických plastů. Schopnost 

degradace P H A se nevyskytuje pouze u mikroorganismů, které jsou schopny PHA 
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produkovat. Degradaci P H A využívají houby, bakterie a mnoho dalších mikroorganismů 

napříč mnoha místy a ekosystémy. P H A degradující mikroorganismy byly nalezeny v půdě, 

kompostu, v kalu z čističek, ve sladké i slané vodě [9]. 

Mikroorganismy mohou P H A degradovat za intracelulárních i extracelulárních podmínek, 

taktéž za podmínek aerobních i anaerobních pomocí depolymeráz. Za anaerobních podmínek 

se rozkládá na methan a vodu, zatímco za aerobních podmínek se rozkládá na oxid uhličitý a 

vodu. Tyto depolymerázy enzymaticky hydrolyticky rozkládají esterovou vazbu polymeru na 

monomery a oligomery. Pomocí depolymeráz lze hydrolyzovat pouze esterové vazby v (R)-

konfiguraci [9, 10]. 

Degradace P H A probíhá také jako součást P H A cyklu, který lze vidět na obrázku 2. 

V prvotním krokuje P H A hydrolyzováno pomocí P H A depolymerázy. Touto reakcí vzniká R-

3-hydroxybutyrát, který je R-3-hydroxybutyrát dehydrogenázou přeměněn na acetoacetát 

[7, 9]. Acetoacetát je dále rozkládán ß-ketothiolazou na acetyl-CoA. Za přítomnosti kyslíku je 

v citrátovém cyklu dále rozkládán až na C O 2 a H 2 O [11]. Za anaerobních podmínek je dráhou 

ß-oxidace rozkládán na C H 4 , C O 2 a H 2 O [12]. 

2.1.5 Praktické využití 

P H A je díky svým vlastnostem, které jsou podobné petrochemickým plastům, jedna 

z možností na nahrazení klasických plastů. Možná úprava jejich fyzikálně-chemických 

vlastností v závislosti na složení jednotlivých monomerů v polymeru z P H A tvoří extrémně 

variabilní alternativu. Tímto jsou využitelné ve většině průmyslových odvětví. Využití by 

mohly mít např. jako obalové materiály, v kosmetice, zdroj biopaliva, nanovlákna nebo ve 

tkáňovém inženýrství. Hlavní nevýhodou ohledně využití P H A je jejich cena, která je 

podstatně vyšší oproti petrochemickým plastům a jím podobným výrobkům [13]. 

Díky svým netoxickým vlastnostem jsou P H A zkoumány jako možné náhrady a výztuž 

v medicínských aplikacích. Za vlastnost biokompatibility vděčí P H A kyselině ß-

hydroxymáselné, také nazývané 3-hydroxybutyrát, která se přirozeně vyskytuje v lidské krvi 

v koncentracích 0,3-1,3 mM [14]. Mc/-PHA s vyšší měkkostí, jako například kopolymer 

P ( 3 H B - c o - 3 H V ) , jsou využívány jako scaffoldy pro regeneraci pokožky. Kopolymer P ( 3 H B -

c o - 4 H B ) je možné využít při operacích cév a srdečních komor díky jeho amorfním 

a elastickým vlastnostem [12]. Další možné využití je při regeneraci buněk kostní dřeně 

12 



a kostní tkáně. V tomto využití byl při testování nejvíce kompatibilní kopolymer P(3HB) a 3-

hydroxyhexanoátu P(3HB-co-HHX). Pak díky hydrofobním vlastnostem je možno využít jako 

přenašeče léčiv na místo potřeby v těle [15]. Nejvíc pozornosti však budí schopnost PHA 

nacházet rakovinné buňky pomocí specifických proteinů. Z tohoto hlediska je tedy možné 

využití pro detekci rakoviny [12]. 

Možnost biodegradability pomocí mikroorganismů je největší rozdíl oproti petrochemickým 

plastům, které by mohli být bioplasty, jako je PHA, nahrazeny. P(3HB), P(3HB-co-3HV) 

a směsi PHA/P(3HB) s kyselinou polymléčnou (PLA), termoplastickým škrobem mají 

vysokou odolnosti vůči vodě, viditelnému světlu, U V záření a oxidativním procesům, kterým 

jsou obalové materiály ve velké míře vystavované. Díky lamelami sktruktuře P(3HB) jsou 

také dostatečně odolné vůči plynům s paropermeabilitou okolo 560 g/m2/den. Díky tomu byly 

P H A využity jako obalové materiály pro suroviny s kratší dobou skladovatelnosti. Největší 

nevýhoda využití jako obalové materiály je opět cena výroby [14, 15]. Další možnost 

zakomponování potravinářského průmyslu do produkce PHA je využití potravinářských 

odpadů, jejichž každoročně vzniká obrovské množství, například slupky, odpadní rostlinný 

olej apod. Mikroorganismy produkující P H A využívají takové látky jako substrát nebo zdroj 

energie. Tímto způsobem je možné snížení množství potravinářského odpadu a zlevnit 

výrobní cenu PHAjakožto obalových materiálů [15]. 

2.2 Rhodospirillum rubrum 

2.2.1 Struktura a vlastnosti 

Rhodospirillum rubrum je mezofilní G" nesirná bakterie s teplotním optimem mezi 25-30 °C. 

Bakterie Rhodospirillum rubrum je fakultativně anaerobní bakterie spirochetního tvaru 

s mnohovrstvými vnějšími obaly. Je schopna růst fotoautotrofně, fotoheterotrofně 

i fotomixotrofně. Uvnitř buněk lze pozorovat přítomnost chromatoforů, což jsou zploštělé 

disky obsahující barviva jako např. bakteriochlorofyl umožňující fotosyntézu absorpcí 

světelného záření a karotenoidy [16, 17, 18]. V chromatoforech se také vyskytuje elektron 

transportní řetězec pro tvorbu ATP [19]. V aerobním prostředí je Rhodospirillum rubrum 

bezbarvá, díky inhibici fotosyntézy kyslíkem. V anaerobním prostředí získává díky 

probíhající fotosyntéze červenou barvu způsobenou produkcí a akumulací karotenoidů, 

bakteriochlorofylu a a ostatních barviv v chromatoforech [20]. 
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Rhodospirillum rubrum je fakultativně anaerobní mikroorganismus, což znamená, že je 

schopna změny metabolických drah v závislosti přístupu ke kyslíku. V aerobních podmínkách 

využívá řetězec buněčného dýchání k obnově kofaktoru N A D + / N A D H přenosem elektronů 

[21]. Při anaerobní respiraci jsou alternativními akceptory elektronů dimethylsulfoxid, nebo 

trimethylaminoxid. Tato změna elektronových akceptorů umožní využití malátu, acetátu 

a sukcinátu jako růstových substrátů a zdrojů uhlíku. Z hlediska přeměny energie vykazovaly 

dimethylsulfoxid a trimethylaminoxid pouze 33-41% účinnost oproti kyslíku [22]. 

Obrázek 3 - Rhodospirillum rubrum [23] 

Purpurové bakterie se dělí na sirné a nesirné, kde je jejich hlavní rozdíl v schopnosti 

metabolizovat síru. Rhodospirillum rubrum patří mezi nesirné bakterie, v tom případě 

nevyužívá síru a sirné sloučeniny jako donory elektronů pro jejich oxidaci při fotosyntéze. 

Purpurové nesirné bakterie jsou schopné do určité míry síru využívat, ale vždy pouze z okolí a 

neuchovávají si sirné sloučeniny uvnitř buňky. Místo sirných sloučenin využívají organické 

sloučeniny jako malát nebo sukcinát [24]. 

2.2.2 Metabolismus 

2.2.2.1 Anoxygennífotosyntéza 

Anoxygenní fotosyntéza je druh fotosyntézy, při které není využíván kyslík jako finální 

akceptor elektronů, tzn. probíhá bez přítomnosti kyslíku. U Rhodospirillum rubrum bývají 

tímto akceptorem organické sloučeniny [25]. 
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Organismy schopné fotosyntézy bez přítomnosti kyslíku využívají jiných redukčních činidel 

namísto vody, která je využívána u fotosyntézy s přístupem kyslíku, například vodík, síru, 

organické sloučeniny nebo jiné donory elektronů. Tato změna je způsobena odlišným 

fotopigmentem, kde místo chlorofylu využívají bakteriochlorofyl. Rozdílnost může způsobit 

přítomnost různých typů karotenoidů pro každý organismus [26]. 

Bakterie s tímto typem fotosyntézy disponují dvěma reakčními centry. První typ reakčního 

centra absorbující světlo o vlnové délce 840 nm využívá zelené sirné bakterie a druhý typ 

reakčního centra využívá purpurové bakterie, mezi které se řadí i Rhodospirillum rubrum. 

V každém centru je světlo absorbováno o jiné vlnové délce. Reakční centrum II absorbuje 

světlo o délce 870 nm, kdežto reakční centrum I absorbuje světlo o vlnové délce 840 nm. 

Dalším rozdílem je využití odlišných primárních akceptorů elektronů. Zelené sirné bakterie 

využívají chlorofyl a fylochinon s návazností na řadu Fe-S proteinů k přenašečům elektronů 

ferrodoxinem a ferrodoxin-NADP+ reduktázou na finální N A D [26, 27] 

Pro purpurové bakterie včetně Rhodospirillum rubrum je absorbováno světlo o vlnové délce 

870 nm, které je absorbováno pomocí světlosběrných komplexů. Poté je přeneseno do dimeru 

molekul bakteriochlorofylu 870 (BChh). Jakmile dosáhne dimer excitačního stavu, jsou 

elektrony přeneseny na bakteriochlorofyl (BChl), který slouží jako primární akceptor 

elektronů. Elektron je dále zachycen na bakteriofytin (BPhe) a následně předán na primární 

ubichinonový akceptor (Qa). Z něhož jde elektron na sekundární ubichinonový akceptor (Qb), 

který přijme dva takovéto elektrony a protony z cytoplasmy a přesune se do ubichinonového 

poolu (Q-cyklu). Sekundární akceptor Qb je poté reoxidován komplexem cytochromu (bci), 

z kterého se elektron přesune do cytochromového komplexu (d) na obrázku 5, který jako 

finální krok tohoto cyklu reoxiduje dříve využitý dimer bakteriochlorofylu 870. Po absorbci 

dvou fotonů reakčním centrem jsou přesunuty čtyři protony do extracelulárního prostoru, 

které jsou následně využity pro syntézu ATP ATP je tvořeno pomocí protonového gradientu, 

který vzniká v periplazmě díky danému cyklu a přesunu čtyř protonů H + do 

periplazmatického prostoru. Tento gradient následně spouští protonovou hybnou sílu do 

cytoplasmy, která způsobí konformační změnu ATPázy a otevření kanálu zpět do cytoplasmy. 

Proud protonů následně roztočí hlavu ATPázy a díky tomu dochází k fosforylaci 

adenosindifosfátu (ADP) na adenosintrifosfát (ATP) [27]. 

15 



Feofytin-chinonové Železo-síra centrum 

Obrázek 4 - Reakční centra pro anoxygenní fotosyntézu, převzato a upraveno [27] 

ADP+P, ATP 

Obrázek 5- Schéma anoxygenní fotosyntézy a jejího spřažení v tvorbou ATP, převzato a upraveno [28] 

2.2.2.2 Calvin-Benson-Basshamův cyklus (CBB) 

Z důvodu schopnosti fotoautotrofního i fotoheterotrofního způsobu růstu využívá 

Rhodospirillum rubrum Calvin-Benson-Basshamův cyklus k fixaci C O 2 během růstu [29]. 

Celý cyklus se skládá ze 13 reakcí celkově katalyzovaných pomocí 11 enzymů a může být 

rozdělen na 3 katalytické fáze: karboxylaci, redukci a regeneraci. Celý cyklus začíná 

přijmutím 3 molekul C O 2 na ribulózu-l,5-bisfosfát (RuBP) pomocí enzymu Rubisco a ATP. 

Dochází ke vzniku 6 molekul 3-fosfoglycerátu (3PGA), který je následně fosforylován na 1,3-
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bisfosfátgylcerát (1,3-BPGA). Tato molekula redukována na glyceraldehyd-3-fosfát (GA-3P) 

za souběžné oxidace N A D P H na NADP+H"1". V tento moment se 1 z 6 molekul oddělí z cyklu 

a zbylých 5 pokračuje v regeneraci na původní RuBP Z GA-3P se pomocí triózafosfát 

izomerázy dá izomerovat dihydroxyaceton-fosfát (DHAP). Tento krok je reverzibilní 

z důvodu závislosti na dalším využití v daném cyklu. Z tohoto bodu se dá pokračovat pomocí 

fruktóza-1,6-bisfosfát aldolázy na šestiuhlíkatou fruktózu-1,6-bisfosfát (Fru-l,6-BP) nebo 

na sedmiuhlíkovou sedoheptulózu-l,7-bisfosfát (Sed-l,7-BP). Fru-l,6-BP je pomocí fruktóza-

1,6-bisfosfatázy přeměněna na fruktózy-6-fosfát (Fru-6P), která se redukuje na xylulózu-5-

fosfát (Xyl-5P). V dalším krokuje pomocí fosforibulokinázy přeměněna na ribulózu-5-fosfát 

(Ru-5P). Sed-l,7-BP je v průběhu cyklu pomocí sledu reakcí přeměněna na ribulózu-5-fosfát 

(Ru-5P). Spotřebováním jedné molekuly ATP je Ru-5P fosforylována na původní ribulózu-

1,5-bisfosfát [29]. 

Obrázek 6 - Schéma CBB cyklu [29] RuBP ribulóza-1,5- bisfosfát; 3PGA - 3-fosfoglycerát; 1,3-
BPGA - 1,3-bisfosfoglycerát; GA-3P- glyceraldehyd-3-fosfát; DHAP dihydroxyacetonfosfát; Sed-
1,7-BP sedoheptulóza-1,7-bisfosfát; Sed-7P- sedoheptulóza-7-fosfát; R-5P ribóza-5-fosfát; E-4P 

- erytróza-4.fosfát; Fru-l,6-BP - fruktóza-1,6-bisfosfát; Fru-6P -fruktóza-6-fosfát; Xyl-5P 
xylulóza-5-fosfát; Ru-5P ribulóza-5-fosfát; PGK - fosfoglycerát kináza; GAPDH - glyceraldehyd-3-

fosfát dehydrogenáza; TPI- triózafosfát izomeráza; Aid - fruktóza-1,6-bisfosfát aldóza; FB -
fruktóza-1,6-bisfosfatáza; TK- transketoláza; SB - sedoheptulóza-1,7-bisfosfatáza; PRK 

fosforibulokináza 
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2.2.2.3 Fixace dusíku 

Rhodospirillum rubrum je svým metabolismem velmi všestranná bakterie, díky čemuž je 

schopná i fixovace vzdušného dusíku. Tento proces je katalyzovaný enzymatickým 

komplexem nitrogenázou, která redukuje dusík ve formě N 2 na dusík ve formě amoniaku 

NH3. Tento proces je energeticky náročný a vyžaduje vysokou spotřebu ATP. Zároveň zde 

dochází k tvorbě vodíku, u kterého se spekuluje jeho využití jako novodobé palivo 

z obnovitelného zdroje. U purpurových nesirných bakterií se mohou vyskytovat tři druhy 

nitrogenázy, Mo-nitrogenáza, Fe-nitrogenáza a V-nitrogenáaza. Rhodospirillum rubrum 

disponuje pouze prvními dvěma druhy nitrogenáz [30, 31]. 

Na regulaci fixace dusíku se podílí mnoho faktorů např. obsah molybdenu, železa, amoniaku. 

Dále se na regulaci podílí takzvaný Ntr systém. V tomto systému se nachází velká řada genů 

ovlivňující tento proces např. nifA (transkripční aktivátor), glnK (signalizační protein 

pro transdukci Pu) a amtB (kódující domnělý transportér amoniaku). Dále se zde nachází 

mnoho proteinů například GlnD, NtrB, NtrC a Pu. NtrB je histidinová kináza, která 

fosforyluje NtrC v limitních podmínkách dusíku a jako fosfatáza defosforyluje NtrC při 

dostatku dusíku. Při nedostatku dusíku se proteiny Pu urydilují, což zamezí jejich interakci 

s NtrB, která následně převládá v kinázové aktivitě. Fosforylovaná forma NtrC funguje jako 

aktivátor pro transkripci nifA a dalších genů, které následně regulují aktivity Mo-nitrogenázy 

a Fe-nitrogenázy [32]. 

2.2.3 Polyhydroxyalkanoáty a odpověď na stresové podněty 

2.2.3.1 Osmotický stres 

Osmotický tlak je na buňku vyvíjen v různých prostředích, čímž se řadí mezi nej častější 

vnější stresové podněty pro buňku. Změna osmolarity může nastat velmi rychle v různých 

prostředích, z toho důvodu je pro buňky životně důležitá schopnost dostatečně rychlé reakce 

na tuto změnu. V hypotonickém prostředí dochází k transportu vody do buňky ve snaze 

vyrovnání iontové koncentrace obou prostředí, vně i mimo buňku, kde v kritickém případě 

dochází k prasknutí buňky z náporu množství vody. Opačný případ je hypertonické prostředí, 

kdy je voda exportována z buňky. V extrémních případech může dojít k úplné dehydrataci 

vnitřní cytoplazmy [33]. 
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Princip ochrany spočívá ve vlastnostech P H A granulí. Jejich téměř bezvodá struktura 

umožňuje jejich funkci jakožto hydrofobního lešení pro oporu buňky při zmenšení objemu 

cytoplasmy v důsledku dehydratace, případně plazmolýzy v případě vystavení buňky 

hypertonickému prostředí. U hypotonického prostředí vykazují buňky s obsahem PHA vyšší 

odolnost nejspíše díky mnohem menším poškozením membrány a možnému udržení funkce 

membránových pump a kanálků pro udržování stability prostředí buňky [34]. 

Tato vlastnost byla zkoumána u mikroorganismu Cupriavidus necator H16 vystavenému 

hypotonickému prostředí. Porovnávány byly divoký kmen schopný akumulace PHA a 

mutantní kmen zbavený této schopnosti. Nej vyšší procento úmrtnosti bylo pozorováno u 

kultury mutantního kmene C. necator PHB-4, kde pouze 2 % původního množství dokázalo 

přežít vystavení osmotickému šoku zvýšením a následném snížením koncentrace NaCl. 

Zatímco u kmenu C. necator H16, kultivovaného v médiu s limitujícím faktorem dusíku, byla 

konečná koncentrace P H A v buňce 74 % suché buněčné hmoty a byla pozorována úmrtnost 

pouze 30 %. Avšak v tomto případě nebyl pozorován úbytek buněk následkem poškozením 

buněk vystavením osmotickému tlaku [34]. 

V případě Cupriavidus necator H16 vystavovanému hypertonickému prostředí byl pozorován 

ochranný účinek P H A díky stabilizaci buněčné membrány poškozené plazmolýzou. V tomto 

případě byly P H A granule využívány k zaplnění prasklin buněčné stěny a minimalizaci úniků 

cytoplazmy. Tento efekt byl možný díky jejich amorfnímu charakteru a struktuře P H A granulí, 

které v tomto případě vykazovaly překvapivě tekutinám podobné vlastnosti. Tento efekt byl 

sledován při porovnávání divokého a mutantního kmenu. Při kultivaci ve 4 různých 

koncentracích NaCl. Ve všech případech byla pozorována vyšší schopnost přežití 

osmotického tlaku u divokého kmene, kde v nejvyšší koncentraci 200 g/l soli přežilo okolo 

60 % buněk oproti 35 % mutantního kmene bez P H A [33]. 

Další výzkum na podložení protektivních vlastností P H A vůči osmotickému tlaku byl 

prováděn u modifikované E. coli schopné produkce P(3HB) a divokého kmene. Tyto dva 

kmeny byly vystaveny prostředí s 25 % glukózy. Při těchto podmínkách byl pozorován 

radikální pokles procent živých buněk u divokého kmene, kde po 40 minutách zůstala pouze 

2 % původního množství buněk. K porovnání u modifikovaného organismu přežilo 40 

minutové vystavení okolo 10 % původního množství. Tento rozdíl byl znát i u kratšího 
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intervalu 20 minut, kde u divokého kmene přežilo okolo 12 % a u P H A produkujícího kmene 

přežilo okolo 35 % původních buněk [35]. 

2.2.3.2 UVZáření 

U V záření je jeden z nej častějších stresových podnětů pro živé organismy z důvodu jeho 

přítomnosti ve slunečním světle. U V záření se dělí na 3 typy v závislosti na vlnové délce a 

každý typ má trochu jiné vlastnosti. U V A záření je ve vlnové délce od 315 nm do 400 nm. 

Zhruba 99 % U V záření dopadajícího na povrch země je právě UVA. Druhý typ je U V B 

ve vlnových délkách od 280 nm do 315 nm. Toto záření je značně škodlivé pro organismy 

z důvodu možného poškození struktur sloučenin v organismu. U V B záření je převážně 

pohlcováno ozónovou vrstvou v atmosféře země. Třetí typ je U V C , do kterého patří záření 

s vlnovými délkami menšími než 280 nm. Toto záření je nejnebezpečnější z důvodu nejvyšší 

schopnosti průniku do organismů. Dopadem U V C je atmosférický kyslík O 2 štěpen a následně 

vzniká ozón O3. Nebezpečí U V záření spočívá převážně v možnosti navození změny struktury 

DNA, RNA, lipidů a proteinů, což jsou všechno esenciální molekuly pro život organismů. U V 

záření při absorpci organismy začne tvořit reaktivní formy kyslíku (ROS), které svou 

reaktivitou zapříčiňují již zmíněné strukturní změny. Mnoho organismů si jako obranný 

mechanismus vůči U V záření produkuje různé pigmenty např. melanin, scytonemin, 

sphaerophorin. P H A granule vykazují schopnost částečně odrážet U V záření, a tím 

minimalizovat celkovou absorpci do organismu a následnou tvorbu ROS [36]. 

PHA granule, které jsou v buňce obsaženy, hrají také u některých mikroorganismů svou roli 

v ochraně proti U V záření a jeho následkům na organismus. Vliv v ochraně byl pozorován 

u Azospirillum brasilense, kde se porovnávaly dva typy buněk. Typ s vyšším obsahem PHA, 

okolo 40 % suché hmotnosti biomasy, vykazoval mnohem vyšší odolnost a životaschopnost 

oproti typu s nízkým obsahem PHA, okolo 5 % suché hmotnosti biomasy. V dalším případě 

byla tato schopnost P H A potvrzena u geneticky modifikované Escherichia coli s geny na 

produkci a hydrolýzu P H A v porovnání s normálním typem bez těchto genů. U 

mikroorganismu C. necatorH\6 a jeho mutantního kmene PHB-4, který je neschopný 

produkce PHA, došlo při vystavení U V záření po dobu 45 s k poklesu u divokého kmene na 

zhruba 60 % a u mutantního kmene k poklesu až na zhruba 20 % původního množství živých 

buněk [36]. 
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Další důkaz vykazující P H A protektivní vlastnosti u A. brasilense vykazoval, že při využití 

divokého kmene schopného P H A produkce a mutantního kmene této schopnosti zbavené byl 

divoký kmen výrazně odolnější. Při vystavení U V záření po dobu až 60 s šlo pozorovat 

výrazný pokles živých buněk mutantního kmene až na 2 % původního množství. U divokého 

kmene bylo po stejnou dobu vystavení živých stále 19,7 % původních buněk [37]. 

2.2.3.3 Teplota 

Při odezvě na teplotní výkyvy má produkce a akumulace P H A také svou úlohu. U teplotních 

rozdílů se odděleně zkoumá vliv P H A na teplotní extrém v hodnotách nad, či pod teplotním 

optimem. V prvním případě byl pozorován vliv při kultivaci v teplotách pod hranicí teplotního 

optima. Nízké teploty inhibují růst mikroorganismů zpomalením syntézy proteinů, tuhnutím 

cytoplazmatické membrány, denaturací proteinů chladem, tvorba ledových krystalů. 

V prováděné studii na bakteriích rodu Pseudomonas při kultivaci při 10 °C byl pozorován 

zásadní rozdíl v růstu. U mutantního typu této bakterie, který nebyl schopen produkovat PHA, 

nedošlo během 3 dnů kultivace k žádnému nárůstu množství buněk. Divoký typ Pseudomonas 

vykazoval růst a do stacionární fáze růstu se dostal po době dvou dnů. Další potvrzení 

hypotézy bylo provedeno experimentem, při kterém byly oba kmeny kultivovány při 

optimálních 28 °C a následně přeočkovány do média o teplotě 10 °C. Zde opět divoký kmen 

vykazoval slabý početní úbytek buněk, kdežto u mutantního kmene byl pokles buněk 

drastický [38, 39]. 

Pro teploty pod bodem mrznutí vody byly také pozorovány kryoprotektivní účinky. U bakterie 

typu Sphingopyxis chilensis S37 při nedostatku uhlíkového substrátu a kryogenních 

podmínkách byla snaha prostudovat kryoprotektivní účinky PHA. Tato bakterie byla 

kultivována společně s Sphingopyxis alaskensis pro porovnávání životaschopnosti těchto dvou 

typů. Při kultivaci v R 2 A médiu po dobu 48 h byly bakterie následně suspendovány 

v minerálních solných roztocích bez zdroje uhlíku. Tato suspenze byla inkubována v rozmezí 

48-120 h při 30 °C a následně zmražena při teplotě -20 °C po dobu 48 h. U obou bakterií byla 

po 48 h pozorována životaschopnost, kde u Sphingopyxis chilensis došlo k úbytku na 10 % 

živých buněk. Jako kontrolní organismus byla použita E. coli K-12, která byla zmrazením 

usmrcena. U obou dvou kmenů byla pozorována akumulace PHA naznačující ochranné 

účinky vůči extrémně nízkým teplotám [40]. Dále tyto účinky potvrzuje test kryogenních 

účinků 3-hydroxybutyrátu (3HB) v buňkách. Byl testován tento efekt při cyklu zmražení a 
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rozmrazování zvoleného typu enzymatické lipázy Rhizopus oryzea. Při přidání 3HB 

v koncentraci 100 mM bylo pozorováno nulové poškození enzymu při 5 mrazících cyklech, 

kde pro porovnání u enzymu bez 3HB byl pozorován pokles aktivity na 59 % původní 

hodnoty [41] 

Posledním razantním rizikem, co se týče teplotních výkyvů prostředí organismů, je vysoká 

teplota. Vysoké teploty představují riziko ohledně denaturace proteinů a jejich následnou 

ztrátu vlastností esenciálních pro metabolismus buňky. Pro potvrzení ochranných efektů PHA 

při dlouhodobém vystavení vysokých teplot byl teplotně namáhán typ bakterie Bacillus 

thuringiensis YBT-1520. Kultivace probíhala při dvou teplotách, a to 30 a 42 °C. Při 30 °C 

probíhala kultivace kontrolní kultury a při 42 °C, což je u tohoto typu maximální testovaná 

hodnota vykazující možný růst. Z těchto kultur byly odebrány vzorky po 8, 12 a 16 h 

kultivace. V průběhu celé kultivace šlo pozorovat produkci PHA v obou kulturách. Množství 

bylo porovnáváno, kde při 8 h bylo pozorováno větší množství u kultury při 30 °C. Po 12 h 

bylo množství P H A srovnatelné u obou kultur a od 16 h probíhala produkce P H A ve větším 

množstvím v kultuře při 42 °C. Maximum obou kultur nastalo po 48 h, kde u teplotně 

stresované kultury došlo k produkci 17krát většímu množství P H A než u kontrolní kultury. 

Tato metabolická změna potvrzuje ochranné vlastnosti P H A na dlouhodobé vystavení 

vysokým teplotám [42]. Při vystavení teplotnímu šoku lze pozorovat stejné vlastnosti PHA. U 

divokého kmenu a mutantu, neschopného produkce PHA, bakterie Pseudomonos aeruginosa 

PAOl a F R D l byl po vystavení teplotě 50 °C pozorován pokles živých buněk. Po vystavení 

teplotnímu šoku po dobu 5 minut byl pozorován počet buněk na 1 ml. Pro divoké kmeny byly 

hodnoty okolo 2300, pro mutantní kmen P A O l byly hodnoty okolo 1900 a pro mutantní kmen 

FRD1 byly hodnoty okolo 1000. Kmen PAOl i jeho mutant vykazovaly vyšší tepelnou 

toleranci než divoký a mutantní kmen FRD1, kde po 10 minutách bylo nalezeno skoro nulové 

množství živých buněk, zatímco pro P A O l byly stále nalezeny živé buňky [43]. 

2.2.3.4 Oxidační stres 

Oxidační stres je do určité míry všudypřítomný a to z důvodu vyššího zastoupení kyslíku na 

zemi. Oxidační stres je často způsoben tzv. reaktivními formami kyslíku (ROS). Mezi různé 

formy ROS patří např. peroxid vodíku H 2 O 2 . Důsledkem vystavení ROS může být změna 

struktury DNA, RNA, proteinů, lipidů i volně se vyskytujících aminokyselin. Celkovou 

koncentraci ROS v buňce mohou ovlivnit i vnější vlivy jako třeba U V záření [44]. 
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Proti oxidačním stresu pomáhají mezi produkty při tvorbě a celého metabolismu PHA. Mezi 

tyto sloučeniny patří převážně methylesterifikované dimery a trimery 3-hydroxybutyrátu 

(ME-3HB). Tyto sloučeniny mají vysokou schopnost vychytávání hydroxylových radikálu, 

které jsou tvořeny např. štěpením H 2 O 2 . Vychytávají tyto radikály 3krát více než glutathion a 

až llkrát více než vitamín C nebo kyselina P-hydroxymáselná. Díky této schopnosti posilují 

odolnost organismů vůči oxidačnímu stresu [45, 46]. 

Protektivní vlastnosti PHA vůči oxidačnímu stresu byli prokázány u E. coli pGEM-

T:\phbCAB cn, kde při vystavení T Í O 2 ve třech různých koncentracích byla pozorována vyšší 

schopnost přežití takového stresu u bakterií s P H A granulemi oproti těm bez granulí. Už po 60 

minutách vystavení byla koncentrace živých buněk 25krát nižší u E. coli, které neobsahovaly 

PHA. Při následném vystavení U V záření byl rozdíl odolnosti oxidačnímu stresu více 

znatelný [44]. 

Další důkaz ochranných vlastností P H A byl zkoumán u Herbaspirillum seropedicae. U 

tohoto typu mikroorganismu byla zkoumána genová exprese a aktivita genu Fnr, gen, který 

funguje jako regulátor pro změnu metabolismu z aerobního na anaerobní. Byly posuzovány 

divoký kmen schopný produkce P(3HB) a phaCl mutant, kterému chyběl gen pro PHA 

syntázu. Během exponenciální fáze růstu bylo u mutantního kmene pozorováno o 50 % větší 

množství ROS uvnitř buňky a na konci dané růstové fáze až o 75 % větší množství. Dále byly 

tyto kmeny testovány na jejich schopnost neutralizovat ROS po vystavení chemickému 

antioxidantu Nac. U divokého kmene bylo v exponenciální fázi pozorováno zmírnění počtu 

ROS o 60% a u mutantního kmene nebyla pozorována žádná změna oxidačního stresu [47]. 

2.2.3.5 Těžké kovy 

Kontaminace přírodního prostředí těžkými kovy je celosvětový problém z důvodu jejich 

toxické povahy. Mezi hlavních pět kontaminantů se řadí arsen (As), kadmium (Cd), chrom 

(Cr), rtuť (Hg) a olovo (Pb), dále pak do této skupiny patří kovy jako měď (Cu), nikl (Ni), 

stříbro (Ag) a zinek (Zn). Tyto kovy se v přírodě vyskytují vlivem lidské aktivity ve stále 

větším množství a v mnoha případech je jejich koncentrace vyšší než udávaná kritická 

hodnota v prostředí. Na mikrobiální úrovni jsou těžké kovy nebezpečné převážně kvůli jejich 

podobnosti buněčně důležitých elementům. Způsobují inhibici biologických funkcí, zvyšují 

množství ROS, destabilizují strukturu molekul DNA, R N A a proteinů [48, 49]. 
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Mnoho mikroorganismů je schopno vlastní ochrany vůči těžkým kovům. Mohou se chránit 

před efekty těžkých kovů anebo aktivně snižovat vliv a přítomnost toxických kovů v prostředí 

pomocí detoxikací, precipitací nebo odstraněním [48]. 

U mikroorganismu A. brasilense byly porovnávány kmeny Sp7 a Sp245 pod vlivem těžkých 

kovů. Přesněji v koncentraci 0,2 mM C u 2 + a Z n 2 + . V tomto experimentu byla pozorována 

zvýšená produkce P H A jako odezva vystavení prostředí s těžkými kovy oproti kontrolnímu 

vzorku v malátovém médiu [49]. 

Další výzkum poukazuje na zvýšení akumulace P H A při vystavení prostředí s těžkými kovy. 

Při zkoumání mikroorganismu C. necator H16 byla kultura vystavena koncentraci 

0,02 mmol/1 C 0 C I 2 a NiCh . V obou případech byla pozorována zvýšená produkce P H A až o 

6 %, oproti kontrole v dusík limitujícím médiu. Při zvýšení koncentrací sloučenin kovů 

docházelo ke snížení produkce biomasy a tím i poklesu produkce P H A [50]. 

2.3 Evoluční inženýrství a adaptace 

Evoluční inženýrství patří k jednomu z přístupů, které mohou být využity ke zvýšení 

produkce metabolitů. V dnešní době patří k často využívané metodě v biologickém výzkumu 

k vylepšení vlastností daných mikroorganismů. Nejčastěji se jedná o zvýšení odolnosti vůči 

různým stresovým podnětům nebo ke zvýšení produkce požadované látky. Jedná se o metodu, 

ve které je snaha o podněcování určitého fenotypu nebo fyziologických charakteristik určitého 

kmene, během které nebudou ovlivněny přirozené dobré vlastnosti buňky. Zahrnuje 

nepřetržitý vývoj mikrobiální populace pod selektivně zvoleným stresem. Mezi nej častější 

způsoby evolučního inženýrství patří techniky mutageneze, evoluce genomu a adaptivní 

laboratorní evoluce. Z hlediska fenotypové evoluce genů může být využito inverzní 

metabolické inženýrství [51]. 

2.3.1 Mutageneze 

Z hlediska mutageneze se převážně využívají chemické a fyzikální mutageny. Mezi chemické 

mutageny se řadí analogy bází nukleových kyselin, modifikátory nukleových bází v jejich 

struktuře a mutagen posunu v rámci nukleotidů. Mezi fyzikální řadíme U V záření, a, P a y 

radioaktivní záření. Tyto mutageny mohou zvýšit šanci mutace a jejich četnost více než 

tisíckrát. Konvenční metody mutageneze mohou zvýšit četnost mutací po určitou mez. 
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Frekvence prospěšných mutací je velmi nízká a směr mutací a vlastností získaných 

mutantních kmenů je složité kontrolovat [51]. 

Způsob, kterým se může cílené mutageneze dosáhnout, je aplikace plazmy. Vysokou 

pozornost má metoda využití plazmatu o pokojové teplotě a atmosférickém tlaku, což zvyšuje 

četnost mutací. Použití vykazuje vysokou odlišnost v mutacích a žádné znečištění 

prostředí [51, 52]. 

Metodou vystavení plazmatu byl získán mutant mikroorganismu Enterobacter cloacae. Tento 

nový mutantní kmen vykazoval toleranci na NaCl, kdy dosahoval standardního růstu i 

v médiu s 7,5 % NaCl. Při porovnávání s divokým kmenem stejného mikroorganismu 

vykazoval mnohonásobně zvýšenou koncentraci draselných iontů K + uvnitř buňky. 

Předpokládá se, že právě tento mechanismus zvyšuje schopnost mutantního kmene přežít 

vyšší osmotický tlak způsobený vysokou koncentrací soli v médiu [52]. 

2.3.2 Genová evoluce 

U genomové evoluce se využívá techniky zvané míchání genomů, při které dojde k přesunu 

více D N A genů a k jejich následné rekombinaci pro žádaný výsledek. Může se tímto tvořit 

kombinace různých fenotypu od různých rodičovských kmenů z různých druhů, například 

spojení vysoké odolnosti vdaném prostředí s vysokou výtěžností produktu. Tento způsob se 

prokázal být rychlou a efektivní strategií a byl proveden na prokaryotních i eukaryotních 

buňkách [51]. 

Míchání gtnomů 

© 
t Zfskánt mut j i i t n i i h 

kmenů 

0 O 0 

t Spojeni mutantních 
kmenů 

eis 
t Kombinovaný mutan t 

kmenů 

Obrázek 7 - Schéma míchaní genomů, převzato a upraveno, [51] 
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Globální transkripční inženýrství (gTME) se soustředí na hlavní faktory ovlivňující expresy 

genů, jako jsou například transkripční faktory. Může se pak regulovat exprese genů pro 

dosažení ideálního a požadovaného fenotypu. Dalším způsobem, jak ovlivnit expresy genů, je 

ovlivnění ribozomální RNA, a změnit tak proces translace. Tato metoda se nazývá 

ribozomální inženýrství, avšak vedlejší efekt použití této metody je možnost inhibice růstu 

buňky [51]. 

2.3.3 Adaptivní laboratorní evoluce 

V případě adaptivní laboratorní evoluce (ALE) se využívá prodloužené kultivace pro 

akumulaci postupných mutací, využívá se dlouhodobého vystavení mikroorganismu médiu 

s určitými podmínkami, které by měly zapříčinit žádanou adaptaci [51]. 

A L E se dá provozovat vícero způsoby. Jeden z těchto způsobuje sériová kultivace v baňkách. 

Vždy se po stejném časovém intervalu, který je zvolen v závislosti na rychlosti růstu 

mikroorganismu, se kultura mikroorganismu přesune do nové sady baněk s čerstvým médiem 

obsahujícím zvolený stresor pro udržení kultury v exponenciální fázi růstu a zajištění 

dostatečného množství živin a substrátu. Doba této kultivace může být velice dlouhá od týdnů 

až po roky s přesně definovanými podmínkami, které podpoří vznik chtěného fenotypu. 

Hlavní výhodou tohoto postupu je možnost vysokého množství paralelních kultur kvůli nízké 

náročnosti na prostor a náklady. Lehce se dají kontrolovat určité podmínky, jako okolní 

teplota a homogenita kultury, pomocí konstantního míchání. Tento způsob má i své nevýhody 

v dlouhé potřebné době kultivování, nemožnosti ovlivňovat podmínky v médiu jako pH, 

množství rozpuštěného kyslíku, aj. Také je u této metody variace v množství hustoty kultury a 

měnící se rychlost růstu. Tuto metodu popisuje obrázek 8A [51, 53]. 

Druhý způsob kultivace je kontinuální. Při této kultivaci se do reaktoru vpouští nové médium 

a také se stále odčerpává médium s metabolity. Výhodou oproti předchozímu způsobu je 

konstantní rychlost růstu a hustota kultury. Tohoto je dosaženou kontrolou podmínek uvnitř 

reaktoru nejčastěji například pH, rozpuštěného kyslíku nebo koncentrace substrátu 

či metabolitu. V závislosti na podmínkách je následně automatizován přítok nového média 

s živinami a substrátem, právě pro dosažení ideálních podmínek po celou dobu kultivace. 

Stejným systémem se reguluje odtok stávající kultury a média z reaktoru pro udržení stále 

konstantního objemu a podmínek. Hlavní nevýhodou této metody jsou náklady na údržbu 
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z důvodu vysoké spotřeby média. V posledních letech se zlepšily možnosti mikro bioreaktorů 

a následného snížení nákladů. Tuto metodu popisuje obrázek 8B [51, 53, 54]. 

A) sér iová kultivace B) kont inuáln í kultivace 

l i t o b n i k kultury 

Obrázek 8 - Schéma ALE kultivací, převzato a upraveno [51] 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Mikroorganismy, chemikálie, přístroje 

3.1.1 Mikroorganismy 

V této práci byla použita bakterie Rhodospirillum rubrum ze sbírky Leibnizova institutu, číslo 

sbírky D S M 467. 

3.1.2 Použité chemikálie 

• L B Broth (Sigma-Aldrich) 

• Kvasničný extrakt (HiMedia) 

• Chlorid sodný (Lach-Ner) 

• Chlorid draselný (Lach-Ner) 

• Chlorid amonný (Lach-Ner) 

• Biotin (Sigma-Aldrich) 

• Hydrogenfosforečnan draselný (Lach-Ner) 

• Dihydrogenfosforečnan draselný (Lach-Ner) 

• D-fruktóza (Lach-Ner) 

• Octan sodný (Penta) 

• Heptahydrát síranu horečnatého (Lach-Ner) 

• MOPS (Sigma-Aldrich) 

• Dihydrát chloridu vápenatého (Lach-Ner) 

• Chlorid nikelnatý (Lach-Ner) 

• Kyselina trihydrogenboritá (Penta) 

• Síran železitý (Lach-Ner) 

• Sodná sůl kyseliny etylendiamintetraoctové (Lach-Ner) 

• Molybdenan sodný (Lach-Ner) 

• Dodekahydrát hydrogenfosforečnanu disodného (Lach-Ner) 

• Hydroxid sodný (Lach-Ner) 

• Chloroform (Sigma-Aldrich) 

• Kyselina sírová (Sigma-Aldrich) 

• Methanol (Sigma-Aldrich) 
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Isopropylalkohol (Lach-Ner) 

Kyselina benzoová (Sigma-Aldrich) 

PCR loading Yellow load (Top-Bio) 

Master Mix Hot Start (New England BioLabs) 

Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe) 

PCR agaróza (Top-Bio) 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Lach-Ner) 

3.1.2.1 Média a roztoky 

V tomto experimentu bylo R. rubrum kultivováno v komplexním médiu L B Broth a následně 

v produkčním médiu S Y N FAY. 

Složení L B Broth: 

• Trypton 10 g 

• Kvasničný extrakt 5 g 

• NaCl 5 g 

• Destilovaná voda 1000 ml 

Při kultivaci na Petriho miskách bylo přidáno 1,5-2% agaru 

Složení S Y N FAY: 

SYN salts (5x) 200 ml 

K2HPO4/KH2PO4 0,5 ml 

Biotin 2 mg/ml 0,1 ml 

1,5 M roztok fruktózy 10 ml 

1M roztok acetátu 10 ml 

Kvasniční extrakt 50 g/l 20 ml 

De stilovaná voda 1000 ml 

Složení S Y N salts (5x): 

• MgS0 4 7H 20 1,25 g 

• MOPS 10,5 g 

• NH4CI 5g 

• CaCl 2 • 2H 20 0,66 g 
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• 20 mM NiCl 2 5 ml 

• Roztok FeMo chelated 50 ml 

• Destilovaná voda 1000 ml 

Složení FeMo chelátovaného roztoku: 

• H3BO3 0,28 g 

• Na2EDTA 2 g 

• FeS0 4 0,4 g 

• Na 2Mo0 4 0,1 g 

• Destilovaná voda 1000 ml 

Složení fosfátového pufru PBS: 

• NaCl 8 g 

• KC1 0,2 g 

• Na 2HP0 4 12H20 13,86 g 

• KH2PO4 0,24 g 
• Destilovaná voda 1000 ml 

Složení TBE lOx: 

• Tris(hydroxymethyl)aminomethan 108 g 

• H3BO3 55 g 
• EDTA 9,3 g 

• Destilovaná voda 1000 ml 

3.1.2.2 Příprava médií 

Při přípravě komplexního média L B Broth byly výše uvedené složky po navážení rozpuštěné 

v požadovaném množství destilované vody na magnetické míchačce. Dále bylo médium 

rozlito do 500ml Erlenmeyerových baněk po 100mi a následně sterilováno za zvýšené teploty 

okolo 121 °C a zvýšeného tlaku po dobu 35 minut. 

Při přípravě kultivačního média S Y N FAY byl nejprve připraven roztok S Y N salts (5x), kde 

byly navážené složky rozpuštěny v odměrné baňce obsahující požadované roztoky a doplněny 

na daný objem destilovanou vodou. Následně bylo pH S Y N salts roztoku upraveno na 7,1 

pomocí NaOH. Poté bylo připraveno médium S Y N FAY přidáním všech roztoků zmíněných 

výše do odměrné baňky a doplněno destilovanou vodou na daný objem. V pozdější fázi 
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experimentu bylo v destilované vodě rozpuštěno dané množství NaCl pro požadovanou 

výslednou koncentraci v médiu o hodnotách 10, 20, 30, 40 a 60 g/l. Sterilní roztok biotinu byl 

do média přidán ve sterilním boxu před zaočkovaním kultury. 

3.1.3 Použité přístroje 

• Analytické váhy ew620-3NM, K E R N 

• Centrifuga Hettich EVA20, M A N E K O 

• Centrifuga Sartorius Weender Landestrasse, Sigma Santorius 

• Magnetická míchačka technoKartell, MERCI s.r.o 

• Vortex BENCHMIXER, Benchmark Scientific Inc. 

• Termocyklér My Cycler™, BIO-RAD 

• Plynový chromatograf s plamenoionizačním detektorem FID, Thermo Scientific, 

Trace 1300 (kolona D B - W A X 30m by 0,25mm) 

• pH metr pH 50+ DHS, XS Instruments 

• Termoblok Block heater SBH130D, Stuart 

• Temperovaná třepačka, Heidoplh, Icubator 1000 

• UV-VIS Spektrofotometr Hitachi U-3900H s integračním nástavcem óOmmDIA 

• Běžné laboratorní sklo a vybavení 

3.2 Kultivace R. rubrum 

R. rubrum bylo původně kultivováno na Petriho miskách na L B Broth médiu. Petriho misky 

byly zaočkovaný z kryozkumavek. Z misek byly zaočkovaný 2-3 kličky do inokulačního L B 

média. Dané kultury byly kultivovány v temperované třepačce při 160 rpm a 28 °C po dobu 

2-3 dnů. Poté byly kultury zaočkovaný do 500 ml Erlenemyerových baněk s 100 ml S Y N 

FAY média. Byl zaočkován přesný objem inokula, aby počáteční optické hustota média byla 

0,1 měřeno na vlnové délce 660 nm. 

3.2.1 Optimalizace kultivace 

Pro optimalizaci kultivace bylo připraveno 10 Erlenmeyerových baněk s 100 ml S Y N FAY 

média s koncentracemi NaCl o hodnotách 0, 10, 20, 30, 40 g/l. Do médií byl zaočkován 

objem inokula tak, aby počáteční optická hustota byla 0,1 měřeno na vlnové délce 660 nm. 

Preočkovaní probíhalo v sterilním boxu. Kultivace probíhala v temperované třepačce 

při 160 rpm a 28 °C po dobu 3 dnů. Byly odebrány vzorky biomasy po 48 h a po 72 h. 
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3.2.2 Evoluční inženýrství 

Při pasážování R. rubrum byly vždy připraveny 2 Erlenmeyerovy baňky s 100 ml S Y N FAY 

média s koncentrací 40 g/l NaCl. Do těchto baněk bylo zaočkováno inokulum, v průběhu 

experimentu bylo inokulum nahrazeno předchozí pasáží, v daném objemu, aby počáteční 

hodnota optické hustoty byla 0,1 měřeno při vlnové délce 660 nm. Preočkovaní probíhalo 

v sterilním boxu. Kultivace probíhala na temperované třepačce při 160 rpm a 28 °C. Doba 

kultivace jedné pasáže byla 48 h. Po této době byla kultura přeočkovaná do nového média a 

odebrány vzorky biomasy pro následné analýzy. 

K uchování vybraných pasáží (každá třetí) byly použity kryozkumavky obsahující 0,5 ml 

roztoku s 30 obj. % glycerolu. Do těchto kryozkumavek bylo v sterilním boxu přidáno 0,5 ml 

kultury dané pasáže. Výsledná koncentrace glycerolu v kryozkumavkách byla 15 obj. %. 

Takto zakonzervované pasáže byly následně skladovány při -80 °C. 

3.2.3 Finální kultivace 

Při finální kultivaci R. rubrum byly z kryozkumavek na Petriho misky zaočkovaný vzorky do 

L B média. Z misek byly následně očkovány 2-3 kličky do 100 ml inokulačního L B média 

v 500 ml Erlenmeyerových baňkách. Byly kultivovány vzorky divokého kmene R. rubrum a 

třinácté pasáže z předchozího experimentu. Baňky byly kultivovány na třepačce při 160 rpm 

při 28 °C po dobu 2-3 dnů. Následně byly z inokulačních médií s divokým kmenem 

zaočkovaný dvě 500 ml Erlenmeyerovy baňky s 100 ml S Y N FAY média s koncentrací NaCl 

0 g/l. Z inokula s třináctou pasáží bylo zaočkováno šest Erlenmeyerových baněk s 100 ml 

S Y N FAY média s koncentracemi NaCl o hodnotách 0, 40 a 60 g/l. Očkovaný objem byl 

naměřen tak, aby počáteční optická hustota v produkčním médiu byla 0,1 měřeno na 

spektrofotometru na vlnovou délku 660 nm. Kultury v produkčních médiích byly kultivovány 

na třepačce při 160 rpm při 28 °C po dobu 2 dnů. Po této době byly odebrány vzorky biomasy 

na následné analýzy. 

3.3 Stanovení biomasy 

3.3.1 Spektrofotometrické stanovení biomasy 

Optická hustota kultury byla měřena spektrofotometricky při vlnové délce 660 nm . Jako 

blank byl využit PBS pufr/LB Broth médium. Do plastové kyvety byl odebrán 1 ml kultury a 

následně byla změřena optická hustota. 
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3.3.2 Gravimetrické stanovení biomasy 

Z Erlenmeyerových baněk bylo odebráno 10 ml kultury do centrifugačních zkumavek. Dané 

zkumavky byly centrifugované při 6000 rpm po dobu 5 minut. Po centrifugaci byl slit 

supernatant a následně byly vzorky promyty 5 ml PBS. Obsah byl zhomogenizován 

navortexu a následně znovu stočen při stejných podmínkách. Po druhé centrifugaci byl opět 

slit supernatant a vzorky byly umístěny do sušárny pro vysušení do konstantní hmotnosti. 

Po vysušení byly vzorky zváženy. 

3.4 Stanovení obsahu PHA pomocí plynové chromatografie s FID detektorem 

Množství P H A bylo stanoveno pomocí plynové chromatografie s plamenoionizačním 

detektorem (FID). Stanovovaly se methylestery získané kyselou hydrolýzou a následnou 

esterifikací vzniklého monomeru. 

3.4.1 Příprava vzorků 

Do krimpovacích vialek bylo naváženo 10-15 mg usušené biomasy. Do každé vialky byl 

následně napipetován 1 ml chloroformu a 0,8 ml kyseliny sírové v methanolu s vnitřním 

standardem kyselinou benzoovou o koncentraci 5 mg/ml. Vzorky byly následně 

esterifikovány v termobloku po dobu 3 hodin při 94 °C. Po esterifikací byly vzorky 

převrhnuty do 5 ml vialek obsahujících 0,5 ml 50 mM roztoku NaOH, následně byly vialky 

důkladně protřepány. Po oddělení fází, vrchní vodné fáze a spodní organické fáze, bylo 

z organické fáze odpipetováno 50 ul vzorku do 2 ml šroubovací vialky obsahující 0,9 ml 

isopropylalkoholu. Vialky byly uzavřeny a následně analyzovány na plynovém chromatografu 

s FID. 

3.5 PCR 

3.5.1 Izolace DNA 

Pro izolaci D N A byly odebrány vzorky kultur divokého kmene R. rubrum a třinácté pasáže 

z finální kultivace. Bylo sterilně odebráno 800 ul do 1,5 ml Eppendorfových zkumavek, které 

byly následně centrifugovány po dobu 3 minut na 4000 rpm. Po zcentrifugování vzorků byl 

odpipetován supernatant a přidáno 100 ul lyzačního pufru. Zkumavky byly následně 

zhomogenizovány na vortexu a vloženy do termobloku na 10 min při 90 °C. Následně byly 

vzorky stočeny na centrifuze na 10 minut při 10 000 rpm a následně byl sterilně odpipetován 

supernatant pro PCR. 
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3.5.2 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

V případě tohoto experimentu byla prováděna multiplex PCR, přesněji duplex PCR s dvěma 

druhy primerů pro dva geny. Byly použity primery 16S-f a 16S-R pro detekci genů 16S rRNA, 

pro potvrzení bakteriálního původu dané kultury. Druhá sada primerů G-D a G-1R byla 

použita pro detekci genů pro phaC. Tento gen je důležitý pro tvorbu P H A syntázy první třídy. 

Bylo připraveno 6 vzorků o objemu 25 ul do 100 ul Eppendorfových zkumavek. Dva vzorky 

s D N A divokého kmene R. rubrum, dva vzorky s D N A z třinácté pasáže R. rubrum, jeden 

vzorek jako pozitivní kontrolu s D N A Cupravidus necator a jeden vzorek jako negativní 

kontrolu bez DNA. Takto připravené vzorky byly následně vloženy do termocykléru na 

program v tabulce 1. 

Složení vzorku pro PCR 

• Master mix 12,5 ul 

• M g 2 + 2,6 ul 

• Primer 4 • 1 ul 

• PCR H 2 0 4,9 ul 

• DNA 1 ul 

Tabulka 1 Teplotní profil pro duplexní PCR (pro 16S rRNA a phaC) 

Krok 
Podmínky 

Krok 
Počet cyklů Teplota [°C] Doba trvání [s] 

Iniciační denaturace 1 94 30 

Denaturace 94 30 

Annealing 30 55 30 

Extension 68 90 

Elongace 
1 

68 300 

Chlazení 
1 

4 60 

3.5.3 Agarózová gelová elektroforéza 

Pro elektroforézu na agarózovém gelu byl nejprve připraven gel. Gel byl připraven pomocí 

PCR agarózy a následně zalit TBE pufrem lx koncentrovaným. V našem případě byl použit 

1,2 % agarózový gel. Bylo naváženo 1,8 g agarózy a ta byla zalita 150 ml TBE lx pufru, 

který byl zředěný destilovanou vodou z TBE lOx pufru v poměru 9:1. Po uschnutí gelu byl 

vložen do vany na elektroforézu a byly do jamek napipetovány vzorky. K 10 ul vzorku D N A 
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z PCR byly přidány 3 ul barevného roztoku a z obarveného vzorku D N A bylo na gel 

napipetováno 10 ul. Žebříčku byly na gel pipetovány 4 ul. Po napipetování vzorků byla vana 

naplněna TBE lx pufrem. Elektroforéza byla spuštěna na 30 minut na 90 V. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

4.1 Optimalizace podmínek pro kultivaci R. rubrum 

Prvotní část experimentu byla optimalizace podmínek pro kultivaci bakterie R. rubrum. 

V tomto případě se prováděla optimalizace koncentrace NaCl v médiu, aby byla zjištěna 

maximální koncentrace NaCl, u které by byl možný růst bakterie spolu s produkcí PHA.. 

V tomto experimentu byla použita média S Y N FAY s koncentracemi NaCl od 0 do 40 g/l. 

Výsledné naměřené absorbance lze pozorovat na obrázku 9 ve formě růstové křivky. 

t [h ] 

Obrázek 9 - Růstová křivka R. rubrum při různých koncentracích NaCl 

Na obrázku 9 lze pozorovat téměř lineární křivku růstu pro médium bez NaCl. U ostatních 

koncentrací je vidět zásadní pokles v rychlosti růstu i množství narostlé biomasy. Inhibiční 

efekt soli je pozorovatelný u koncentrace 10 g/l a při vyšší koncentraci 20 g/l lze vidět větší 

efekt inhibice, ale růst při koncentracích 20 g/l a 30 g/l NaCl je takřka identický bez 

pozorovatelných rozdílů. U koncentrace 40 g/l je viditelné největší snížení růstu oproti 

kontrole (0 g/l), avšak překvapivě bylo R. rubrum stále schopno růst i v té nejvyšší testované 

koncentraci NaCl. 
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10 g/l 20 g/l 30 g/l 

Obrázek 10 - Kultury R. rubrum staré 48 h kultivované v rozdílných koncentracích NaCl 

Také lze pozorovat trend snížení produkce pigmentu se zvyšující koncentrací soli dle obrázku 

10. Snížení množství pigmentu může být způsobeno metabolickou odpovědí na osmotický 

stres způsobený vyššími koncentracemi soli v médiu. Metabolickou odpovědí by měla být 

větší preference metabolické cesty pro tvorbu P H A jakožto možného obraného mechanismu 

vůči osmotickému tlaku oproti fotosyntéze, ke které je potřeba barevných pigmentů 

schopných pohlcovat sluneční záření. 

4.1.1 Stanovení množství biomasy a PHA 

Součástí optimalizace bylo také stanovení množství biomasy a P H A u odebraných vzorků 

po 48 a 72 h. Množství byla určována pomocí plynové chromatografie s FID detektorem 

podle postupu uvedeného v kapitole 3.4. Výsledné hodnoty lze pozorovat v grafu na obrázku 

11. 

i biomasa [g/l] 

P(3HB) [g/l] 

l i l 
24.11. 48h 24.11. 48h 24.11. 48h 24.11. 48h 24.11. 48h 25.11. 72h 25.11. 72h 25.11. 72h 25.11. 72h 25.11. 72h 
WT Og/I WT 10g/l WT 20g/l WT 30g/l WT 40g/l WT Og/I WT 10g/l WT 20g/l WT 30g/l WT 40g/l 

Obrázek 11 - Graf koncentrací biomasy a P(3HB) při 48 ha 72 h při různých koncentracích NaCl 
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Na obrázku l i j e patrné snížení výtěžku se zvyšující se koncentrací NaCl. U nulové 

koncentrace NaCl byl pozorován nejvyšší nárůst v množství biomasy mezi 48 a 72 h 

s zvýšením z 0,9 ± 0,07 g/l na 1,360 ±0,03 g/l biomasy. Nejnižší nárůst biomasy byl u 

koncentrace 40 g/l s 0,385 ± 0,015 g/l na 0,535 ± 0,015 g/l. Produkce PHA měla opačný trend, 

je totiž viditelný zvyšující se obsah PHA se zvýšením koncentrace NaCl. Procentuální zvýšení 

produkce PHA je v koncentracích zásadní. U koncentrací 0 a 10 g/l bylo obsaženo méně než 

1 % PHA v biomase. Při 20 g/l obsahovala biomasa 3,1 % PHA. U koncentrace 30 g/l byl 

procentuální obsah P H A na 11,62 %. Nejvyšší procentuální obsah byl u koncentrace 40 g/l 

s 16,38 % PHA v biomase. Nejvyšší obsah P H A byl pro danou koncentraci vždy naměřen po 

48 h. Z důvodu schopnosti bakterie stále růst a nejvyšší produkce PHA byla vybrána 

koncentrace 40 g/l pro další experiment s kultivační dobou 48 h. Zvyšující se koncentrace soli 

se dá předpokládat jako odpověď bakterie na zvyšující se osmotický stres. Ochranný účinek 

P H A vůči stresovým podnětům, konkrétně osmotickému šoku, je známý a vyvolává u bakterie 

produkci. Jsou experimenty dokazující tuto metabolickou odpověď mikroorganismů jako 

například u Haloferax mediterranei, kde byla pozorována zvýšená produkce P H A j ako odezva 

na zvyšující se osmotický tlak [55]. Podobný efekt byl využit i v druhém experimentu, kde 

pomocí vystavení osmotickému tlaku byla vyvolána produkce PHA, podle které pak byli 

producenti izolováni z aktivovaného kalu [56]. 

4.2 Evoluční inženýrství R. rubrum 

V následující části práce bylo metodami evolučního inženýrství dosaženo adaptace R. rubrum 

na zvýšenou koncentraci soli (40 g/l). Hlavním cílem tohoto experimentu byla snaha zvýšení 

tolerance této bakterie na koncentrace NaCl v prostředí a s tím spojená zvýšená produkce 

PHA. Pasáže byly vždy přeočkovány po 48 h do nového média s celkovým počtem 13 pasáží 

(viz. Kapitola v experimentální části). Na obrázku 12 lze pozorovat adaptaci kultury na 

vysokou koncentraci NaCl během prvních tří pasáží díky zvýšení OD660 a následné ustálení 

hodnot v rozmezí 1,529 ± 0,067 od 4. pasáže. 
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Obrázek 12 - Graf hodnot optické hustoty při 660 nm jednotlivých pasáží 

Jako další měřítko života schopnosti kultury bylo měřeno pH od čtvrté pasáže. Každá bakterie 

má své optimální pH pro růst. Hodnota pH může být dobrým identifikátorem dostatku živin 

a substrátu a případným změnám stavu média [57]. Metabolická aktivita může být také 

ovlivněna změnou pH a kvůli tomu následně produkce metabolitů, v našem případě by to 

mohlo mít za následek změnu v množství produkce P H A [58]. Na obrázku 13 lze pozorovat 

konstantní hodnoty pH v průběhu celého experimentu s hodnotami 7,717 ±0,045. Tyto 

hodnoty naznačovaly stálý stav kultury bez větších výkyvů, kterou potvrdily i hodnoty 

optické hustoty z grafu na obrázku 12. 

X 
CL 

14 j 
13 : -
12 -• 
11 --
10 : -

9 --
8 : -
7 -• 
6 : -
5 : -
4 -• 
3 : -
2 -• 
1 --
0 : -

X X X X X X X X 

1—I—I—I—I—I—I—r-

X X 

8 9 

Pasáž 

10 l i 12 13 14 

Obrázek 13 - Graf hodnot pH v pasážích 
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Dále lze v grafech 12 a 13 pozorovat životaschopnost bakterie R. rubrum v prostředí 

s poměrně vysokou salinitou, vzhledem k ustálení trendu růstu kultury v průběhu 

experimentu. Tyto výsledky poukazují na možnost využití mořské vody pro kultivace R. 

rubrum z důvodu průměrné salinity mořské vody odpovídající 35 g/l solí [59]. V tomto 

experimentu byla kultivace prováděna v médiu s vyšší salinitou při koncentraci 40 g/l NaCl. 

Tato skutečnost by mohla mít zásadní vliv na ekonomické nároky při případném využití této 

bakterie jakožto průmyslového producenta PHA. Ekonomické rozdíly by mohly být 

způsobeny vyšší přístupností k zdroji mořské vody oproti sladkovodním zdrojům a nižším 

cenovým zatížením při využití mořské vody oproti vodě sladké. Podobné využití mořské vody 

a mikroorganismů v ní schopných přežít bylo zmíněno například pro využití v těžařském 

průmyslu v odlehlejších oblastech s nižším přístupem k sladké vodě, zvláště při obdobích 

sucha [60]. Avšak co se týče tohoto využití R. rubrum, by byly potřeba další experimenty, při 

kterých by byla součástí média mořská voda, jelikož mořská voda neobsahuje pouze NaCl, ale 

i řadu dalších mikroelementu, na rozdíl od klasické sladké vody obohacené o určitou 

koncentraci NaCl. Mořská voda má komplexní složení z mnohým minerálních látek a může se 

lišit v závislosti na geologické poloze [61]. 

4.2.1 Stanovení množství biomasy a PHA 

V průběhu evolučních experimentů byly odebírány vzorky biomasy pro stanovení množství 

PHA. Hodnoty stanovené biomasy i P H A j sou uvedené v obrázku 14. 
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Obrázek 14 - Graf koncentrace obsahu biomasy a PHA v jednotlivých pasážích 
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Lze pozorovat shodující se koncentrace biomasy jako při optimalizačních kultivacích. 

Množství biomasy dosahovalo hodnot 0,346 ± 0,036 g/l pro pasáže 3 až 13, u prvních dvou 

pasáží byla koncentrace biomasy 0,160 ±0,02 g/l. V průběhu pasážování však došlo ke 

zvýšení množství P H A až hodnoty 22,14 ± 2 , 8 3 % . Zvýšení produkce PHA oproti 

optimalizaci bylo nejspíše způsobeno kontinuálnímu vystavení osmotickému stresu v podobě 

NaCl jako jeden z následků výsledné adaptace. Ochranné vlastnosti PHA vůči stresovým 

podnětům už byly popsány v předchozí kapitole 2.2.3. Při kontinuálním vystavení stresuje na 

buňku nátlak vyšší oproti nárazovému vystavení a tento nátlak vyvolá v bakterii adekvátní 

obrannou odezvu, v našem případě zvýšení produkce P H A jakožto ochranného prvku. 

Podobnou adaptaci bakterií se zvýšením produkce P H A při osmotickém stresu byla dokázána 

při experimentu s bakterií C. necator [62]. 

4.3 Kultivace adaptovaného kmene v rozdílných koncentracích soli 

U finální kultivace byla porovnána kultura poslední 13. pasáže s původním divokým kmenem 

R. rubrum. Tato kultivace byla prováděna pro porovnání schopnosti růstu adaptované kultury 

v různých koncentracích. Kultura divokého kmenu sloužila v tomto případě jako kontrola při 

nulové koncentraci soli. Při této kultivaci šlo opět pozorovat stejný trend v tvorbě pigmentů 

jako při optimalizaci koncentrace NaCl v médiu v kapitole 4.1. U nulových koncentrací NaCl 

lze na obrázku 15 vidět narůžovělé zbarvení způsobené tvorbou pigmentů pro fotosyntézu. 

Zbarvení není příliš výrazné, pouze lehce narůžovělé z důvodu přítomnosti kyslíku, která 

inhibuje syntézu pigmentů u R. rubrum. U zvýšených koncentrací 40 g/l a 60 g/l NaCl lze 

vidět čistě žluté zbarvení způsobené barvou S Y N FAY média a zákalem z růstu kultur, které 

produkovaly podstatně méně pigmentů, než kultury rostoucí v médiu bez NaCl. 

41 



Obrázek 15 - Kultury finální kultivace 

Na obrázku 16 lze pozorovat produkci biomasy při daných koncentracích soli. Nejvyšší 

množství biomasy lze pozorovat u kontrolního divokého kmene (WT) s hodnotou 

0,770 ± 0,07 g/l. U kultivace adaptované pasáže v nulové koncentraci NaCl lze vidět lehce 

nižší koncentraci biomasy s hodnotou 0,647 ± 0,085 g/l z důvodu adaptace na obsah soli 

v médiu a změny optimálního složení pro růst, které se liší od optima pro divoký kmen. Stejně 

snížená koncentrace biomasy se projevila i v koncentraci 40 g/l. Při nejvyšší koncentraci 

60 g/l lze pozorovat velmi nízkou koncentraci s hodnotou 0,026 g/l, jelikož kultura 

projevovala spíše známky vymírání než růstu. Tento projev značí polohu horní hranice 

koncentrace NaCl, při které je R. rubrum schopno přežít, tedy mezi 40 - 60 g/l. 

Je zajímavé, že adaptovaný kmen R. rubrum produkoval PHA pouze v médiu s koncentrací 

soli 40 g/l. Tato skutečnost společně s výsledky z optimalizačních kultivací poukazuje na 

teorii, že R. rubrum potřebuje stresový podnět pro produkci PHA. Obsah PHA byl v tomto 

případě 14,64 ± 0,33 %. V koncentraci 60 g/l nedošlo k tvorbě P H A z už zmíněného důvodu 

nepříznivých podmínek pro růst a vymírání kultury. Podobný efekt stresu na produkci PHA 

byl pozorován při adaptaci C. necator na NaCl a C u 2 + . V tomto experimentu došli 

k podobným výsledků, kde aktivita enzymů stojících za produkci PHA byla u adaptace na 

měďnaté ionty dvojnásobná a při adaptaci na NaCl trojnásobná oproti divokému kmeni. 

Výsledné množství PHA v divokém kmeni bylo ve výsledku větší, to ale přisuzovali i zvýšení 

degradace PHA u adaptovaným kmenů [62]. 
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Obrázek 16 - Graf množství biomasy a PHA při finální kultivaci 

4.4 Polymerázová řetězová reakce 

Při duplexové PCR byly použily dva sety primerů, které mohly být využity díky rozdílné 

velikosti genů a stejné annealingové teplotě. První využitý pár primerů byl 16S-f a 16S-R 

pro detekci a multiplikaci genů 16S rRNA. Tento gen o velikosti okolo 1500 bp vypovídá 

o bakteriálním původu zkoumaného vzorku [63]. Druhým využitým párem primerů byl G-D 

a G-1R. Pomocí těchto primerů byl při PCR multiplikován gen pro phaC o velikosti 551 bp, 

který kóduje P H A syntázu první třídy. Přítomnost P H A syntázy první třídy u bakterie R. 

rubrumyiz byla potvrzena [64]. 

Obrázek 17 - Agarózová elektroforéza duplexové PCR pro geny 16S rRNA a phaC 
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Tabulka 2 Vysvětlivky k obrázku 17 

la, lb Divoký kmen 

Z Žebříček 

2a, 2b Třináctá pasáž 

NK Negativní kontrola 

PK Pozitivní kontrola (Cupravidus necatof) 

Na obrázku 17 lze pozorovat kladnou detekci genu 16S rRNA u obou zkoumaných vzorků. 

Pro 16S rRNA gen odpovídá první viditelný bend a pro gen phaC odpovídá druhý viditelný 

bend. Pozitivní detekce je pozorovatelná i pro gen phaC a toto nám potvrzuje, že nedošlo 

k žádným nežádoucím změnám ve schopnosti produkce PHA v důsledku vysoké koncentrace 

NaCl. 
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5 Závěr 

Tato práce byla zaměřena na ověření schopnosti produkce PHA u nesirných purpurových 

bakterií, konkrétně u bakterie Rhodospirillum rubrum. Nadále byla zkoumána její schopnost 

přežívat v podmínkách mimo její optimum za stálé produkce PHA. Hlavním cílem byla 

adaptace na zvýšenou koncentraci NaCl v médiu a identifikace změn vyvolaných danou 

adaptací. 

Nejprve byla provedena optimalizace počáteční koncentrace NaCl v médiu a doby kultivace. 

Pro tento experiment byla využita média o koncentracích 0, 10, 20, 30, 40 g/l NaCl, 

ve kterých byla bakterie R. rubrum kultivována po dobu 48 a 72 h. Vzorky byly odebrány po 

48 a 72 h pro určení optimální kultivační doby. Ze získaných výsledků byla zjištěna schopnost 

růstu při 40 g/l NaCl s nej vyšším procentuálním výtěžkem P H A během kultivační doby 48 h. 

Následně bylo prováděno evoluční inženýrství pasážováním kultury R. rubrum ve zvoleném 

intervalu 48 h v koncentraci 40 g/l NaCl při aerobních podmínkách za tmy. V průběhu celého 

procesu byla u každé pasáže měřena hodnota pH, optická hustota a odebrán vzorek biomasy 

pro následné stanovení množství biomasy a P H A pomocí plynové chromatografie s FID 

detektorem. Z výsledků získaných během tohoto experimentu byla potvrzena adaptace kultury 

na koncentraci NaCl díky ustálení optické hustoty a množství biomasy od 3. pasáže na 

hodnotě 0,346 ± 0,036 g/l. Stabilní hodnoty pH také poukazovaly na úspěšnou adaptaci na 

zvolené podmínky. Dále bylo během tohoto experimentu zjištěno zvýšení produkce PHA, 

které se od optimalizačních kultivací zvýšilo z 16,38 % na 22,14 ± 2 , 8 3 % . Toto zvýšení 

poukazuje na reakci zvýšení produkce P H A jako ochranný mechanismus na stresový podnět, 

v tomto případě osmotický tlak způsobený NaCl. Toto pozorování je v souladu s výsledky 

několika jiných studií s jinými mikroorganismy, kde kontinuální vystavení stresu taktéž 

vyvolalo zvýšení produkce P H A oproti krátkodobému a nárazovému vystavení stresovému 

stimulu. 

Poté byl prováděn experiment kultivace adaptované kultury R. rubrum v třech rozdílných 

koncentracích NaCl 0, 40 a 60 g/l. Také byl kultivován divoký kmen jako kontrolní výsledek 

pro hodnoty v nulové koncentraci NaCl. Tato kultivace byla prováděna po dobu 48 h za tmy 

při aerobních podmínkách. Z výsledků tohoto experimentu byl poukázán vliv adaptace na 

optimální podmínky média při kultivaci. Při porovnávání množství biomasy v nulových 
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koncentracích NaCl dosáhl divoký kmen vyšších hodnot oproti adaptované kultuře. Divoký 

kmen dosáhl hodnoty 0,770 ± 0,07 g/l a adaptovaná kultura 0,647 ± 0,085 g/l. Koncentrace 

60 g/l NaCl byla pro bakterii R. rubrum příliš vysoká, jelikož kultivace prokazovala známky 

spíše vymírání než růstu. Z tohoto usuzujeme, že horní hranice koncentrace NaCl, při které je 

R. rubrum schopno růst, leží mezi hodnotami 40 - 60 g/l. Dalším zajímavým poznatkem 

tohoto experimentu byla produkce P H A pouze u adaptované kultury při koncentraci NaCl 

40 g/l. Tento výsledek poukazuje na teorii, že R. rubrum potřebuje pro vyšší produkci PHA 

stresový podnět. 

Jako poslední experiment byla provedena gelová elektroforéza divokého kmene a adaptované 

kultury na geny 16S rRNA a phaC. Pro gen 16S rRNA potvrzující bakteriální původ byly 

použity primery 16S-f a 16S-R. Pro gen phaC, který stojí za tvorbou P H A syntázy první třídy, 

byly použity primery G-D a G - l R . V tomto testu byl pozitivně potvrzen výskyt obou genů 

v obou testovaných vzorcích poukazujících na žádnou změnu na genové úrovni jako následek 

adaptace. 

Výsledky této práce prokázaly na možnou adaptaci R. rubrum na vyšší koncentrace NaCl 

bez ztráty růstu a produkce PHA. Také poukazují na možnost využití mořské vody pro 

budoucí kultivace a její možné pozitivní vlivy na ekonomickou stránku kultivačního procesu. 

Tuto teorii bude třeba potvrdit dalšími rozšiřujícími experimenty, při kterých by byla součástí 

média mořská voda, jelikož mořská voda neobsahuje pouze NaCl, ale i řadu dalších 

mikroelementu, na rozdíl od klasické sladké vody obohacené o určitou koncentraci NaCl. 
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Použité zkratky 

PHA - Polyhydroxyalkanoáty 

5C / - P H A - Polyhydroxyalkanoáty s krátkým postranním řetězcem 

P(3HB) - Poly-3-hydroxybutyrát 

P(3HV) - Poly-3-hydroxyvalerát 

mcZ-PHA - Polyhydroxyalkanoáty se středně dlouhým postranním řetězcem 

/cZ-PHA - Polyhydroxyalkanoáty s dlouhým postranním řetězcem 

(P(3HB-co-3HV)) - Kopolymer poly-3-hydroxybutyrátu a poly-3-hydroxyvalerátu 

(P(3HB-co-4HB)) - Kopolymer poly-3-hydroxybutyrátu a poly-4-hydroxybutyrátu 

Co A - koenzym A 

P(3HB-co-HHX) - Kopolymer poly-3-hydroxybutyrátu a 3-hydroxyhexanoátu 

P L A - Polymer kyseliny mléčné 

N A D + - oxidovaná forma nikotinamidadenindinukleotidu 

N A D H - redukovaná forma nikotinamidadenindinukleotidu 

N A D P + - Nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

N A D - Nikotinamidadenindinukleotid 

BChl - Bakteriochlorofyl 

BPhe - Bakteriofytin 

Q a - Ubichinonový akceptor 

Q b - Ubichinonový akceptor 

bei - Cytochromový komplex 

C2 - Cytochromový komplex 

ATP - Adenosintrifosfát 
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ADP - Adenosindifosfát 

C O 2 - O x i d uhličitý 

CH 4 -Methan 

H 2 O - Voda 

gTME - globální transkripční inženýrství (Global transcription machinery engineering) 

N A D P H - Nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NADPH+H + - Nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NH3 - Amoniak 

NaCl - Chlorid sodný 

ROS - Reaktivní forma kyslíku 

O 2 - Kyslík 

O3- Ozón 

H 2 O 2 - Peroxid vodíku 

A L E - Adaptivní laboratorní evoluce 

MOPS - kyselina 4-morfolinopropansulfonová 

FID - plamenoionizační detektor 

PCR - polymerázová řetězová reakce 

WT - „wild type", divoký kmen 
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