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Abstrakt

Cilem prace bylo porovnat indukci bioluminiscence volnych a imobilizovanych bun¢k
bioluminiscen¢nich bioreportérit Pseudomonas fluorescens HK44 a Pseudomomas
putida TVAS. Ps. fluorescens HK44 je geneticky upraveny mikroorganismus, emitujici
bioluminiscenci v piitomnosti salicylové kyseliny naftalenu, a skupiny dalSich
polyaromatickych uhlovodiku. Ps. putida TVAS je geneticky upraveny mikroorganismus,
produkujici bioluminiscenci v pfitomnosti toluenu a dalSich aromatickych latek (BTEX). V
ramci prace byla prométena zavislost intenzity bioluminiscence Ps. fluorescens. HK44
na koncentraci salicylové kyseliny v rozsahu 0 az 500 mg.ml™ a Ps. putida TVAS8 na
koncentraci toluenu v rozsahu 0 az 0,88 ug.ml ™. Bioluminiscenéni bioreportéry byly
imobilizovany do polyvinylalkoholového gelu technologii Lenikats®. Intenzity
indukované bioluminiscence Ps. putida TVA8 volnych i bun¢k imobilizovanych do
¢ocek Lentikats® byly prakticky stejné, kdezto v piipadé Ps. flurescens HK44
imobilizaci doSlo k tomu, ze maxima bioluminiscence bylo dosazeno za vice nez
dvojnasobné delsi dobu. Dale byla sledovana opakovatelnost a skladovatelnost. Cocky
Lentikats® byly skladovany po dobu jednoho mésice. B&hem této doby bylo mozné
indukovat bioluminiscenci. Intenzita bioluminiscence byla zavisld na podminkéach
skladovani a zptsobu ,,0ziveni“. Moznost pouziti imobilizovanych bioluminiscenénich
bioreportéri k detekci znecisténi v realném vzorku byla ovéfena detekci vodou
znecisténou BTEX odebranou v kontaminované lokalité v severnich Cechach.
Intenzita bioluminiscence redlného vzorku byla Umérnd intenzit¢ indukované
standartnim roztokem toluenu, pokud byl vzorek pfislusn€¢ natfedén. Intenzita
bioluminiscence koncentrovaného vzorku byla niZsi v disledku toxického plisobeni
vysoké koncentrace dalSich znecist'ujicich latek na mikroorganismy biosenzoru.

Kli¢ova slova:

Bioluminiscen¢ni bioreportéry, detekce znecisténi aromatickymi latkami, biosenzory,
imobilizované mikroorganismy, Lentikats®.



Abstract

The aim of this work was to compare induction of bioluminescence of free and
immobilized bioluminescent bioreporters. Pseudomonas fluorescens HK44 and
Pseudomomas putida TVAS8. Ps. fluorescens HK44 is genetically engineered
microorganisms producing bioluminescence in presence of salicylic acid, naphthalene,
and other polyaromatic hydrocarbons. Ps. putida TVAS8 is genetically engineered
microorganisms producing bioluminescence in presence of toluene and other aromatic
hydrocarbons (BTEX). In this study the dependencies of intensities of
bioluminescence of Ps. fluorescens HK44 on concentration of salicylic acid in the
range from 0 to 500 mg.ml™* and Ps. putida TVA8 on concentration of toluene in the
range from 0 to 0.88 pg.ml? were measured. Bioluminescent bioreporters were
immobilized in polyvinylacohol matrix via Lentikats® technology. Intensities of
induced bioluminescence of Ps. putida TVAS, free and cells in Lentikats®, were
similar, whereas in case of Ps. fluorescens HK44 immobilization cased that the
bioluminescence maxima were appeared after twice longtime. Further reproducibility
and shelf life were followed. Lentils of Lentikats® were stored for one month and
during that time, it was possible to induce the bioluminescence. Intensities of induced
bioluminescence were dependent on storages conditions and mode of recovery. A
potential of application of Lentakits® immobilized bioreporters was checked with real
water sampled in contaminated area in north Bohemia. Intensity of bioluminescence
of real sample was proportional to intensity induced with toluene solution only in case
that sample was correspondingly diluted. Intensity of bioluminescence of concentrated
sample was lower due to toxicity of high concentration of pollutants to the organisms
of .biosensor.

Key words:

Bioluminescent bioreporters, detection of contamination with aromatic compounds,
immobilized microorganisms, Lentikats®.
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1 Uvod

Kvalita zivotniho prostfedi zna¢né ovlivituje zdravi ¢lovéka, zvitat, rostlin a
okoli. Clovek je s ptirodou tizce svazan — tvoii dynamicky fungujici systém. Jak se
lidska populace vyviji, tak se méni i kvalita Zivotniho prostiedi. Clovék piisobi na
zivotni prostedi v lokalnim, ale i globalnim méfitku. S rozvojem techniky a pramyslu,
bohuzel cloveék piirodé ¢im dal vice Skodil. K nejhorSim zménam doslo v dobé
prumyslové revoluce v dusledku industrializace, rozvoje dopravy a nadmérného
vyuzivani ptirodnich zdroji (uhli, ropy). Do prostiedi zacaly byt vnaSeny chemické
latky, které v pfirod¢ byly pivodné pfitomny jen v minimalnich koncentracich nebo
se vubec nevyskytovaly. Chemické latky, které jsou ve velkém mnozstvi Skodlivé a
zne€ist'uji zivotni prostiedi, se nazyvaji polutanty. (Loucka, 2014).

Mezi nejzésadnéjsi polutanty se fadi naptiklad kovy (pfedevsim toxické kovy
jako rtut, olovo, kadmium aj.), azbest, kyanidy, monocyklické aromatické uhlovodiky,
polycyklické aromatické uhlovodiky, pesticidy a produkty jejich rozkladu a dalsi.
(Loucka, 2014). V zivotnim prostiedi se nachazi téchto znecist'ujicich latek mnoho, a
proto je dulezity jejich monitoring. Monitorovanim zne¢i$téni zivotniho prostedi za
pouziti modernich chemickych analyz, lze docilit piesného stanoveni celkové
koncentrace $kodlivych chemickych latek. Chemicka analyza vSak neposkytuje
informace o biologické dostupnosti a celkové toxicité¢ kontaminantt. Alternativni
metodu piedstavuji bioreportéry jako senzory pro méteni kontaminace vody a pudy
(Close & kol., 2009). Tato metoda poskytuje informace o celkové toxicité, biologické
dostupnosti a o celkovém realném dopadu na organismy. Bakterialni biosenzory jsou
schopné citlivé reagovat na chemické latky nebo fyzikalni Cinitele v jejich okoli
produkci viditelného svétla. Méfitelny signal je pfimo imérny koncentraci analytu ve
vzorku. (Sayler & kol., 1998, Kuncova & kol., 2011). Hlavnimi vyhodami biosenzort
je jejich jednoduchost, rychld odezva a vlastni specificnost. V Zivotnim prostiedi se
biosenzory pouzivaji zejména pro sledovani biologického degrada¢niho procesu
riznych organickych polutantti, luminiscenéni stanoveni znecistujicich latek, nebo
vizualizaci znecisténi.

Metoda monitorovani zne€isténi neni tak pfesna, jako chemicka analyza pomoci
plynové chromatografie (GC), ale poskytuje semikvantitativni tdaje o biologické
dostupnosti skupiny polutantli a pti zpracovani vét§iho poc¢tu vzorkil z jedné lokality
je 1 levnéjsi.



2 Cil prace

Detekce kontaminantli pomoci bioluminiscenénich bioreportért, geneticky
upravenych mikroorganismil, produkujicich bioluminiscenci v pfitomnosti urcitych
znéCistujicich latek. Cilem prace je vypracovat postup detekce polyaromatickych
uhlovodikti (PAHS) pomoci imobilizovanych bioluminiscencnich bioreportéra v
mikrotitra¢ni desti¢ce a porovnat s vysledky chemické analyzy realného vzorku.

3 Literarni reSerse

3.1 Aromatické slouceniny jako polutanty

Aromatické uhlovodiky (arény, aromaty) jsou slou¢eniny uhliku a vodiku usporadané
do jednoho ¢i vice aromatickych jader. Strukturu aromatického jadra tvori Sestice uhliki
uzavienych do kruhu, ve kterém se stfidaji jednoduché a dvojné vazby. Arény jsou
kapaliny (napf. benzen, toluen, xyleny) nebo pevné latky (napf. naftalen, fenanthren).
Jsou to tékavé, jedovaté slouceniny vétSinou S typickym zapachem a vyznacuji se
dobrou rozpustnosti v organickych rozpoustédlech. Tato skupina latek patii mezi
vyznamné polutanty zneciSt'ujici Zivotni prostfedi. Ropné latky a uhli jsou hlavni
surovinou pro jejich vyrobu. Aromaty se déli do dvou zékladnich skupin podle poctu
benzenovych jader na monocyklické a polycyklické. Mezi monocyklické patii benzen,
toluen, etylbenzen, xylen (BTEX), styren a kumen. Do skupiny polycyklickych
aromatickych uhlovodiki (PAU) patii naftatel, fenantren, antracen, fluoren, fluoranten,
pyren a dalsi (Arnika ©2014, Tloucka, 2014).

3.1.1 Toluen

Toluen (obr.1) je monocyklicka aromaticka sloucenina s charakteristickym
nasladlym zapachem. Je to bezbarva tékava kapalina, jejiz pary jsou na vzduchu
vybusné. Této latky se vyuzivd jako primyslového rozpoustédla, k barveni kizi,
vyrobé benzenu a dalSich chemickych latek. Uvoliluje se do prostredi z benzinu,
unikanim ze skladek odpadu anebo cigaretového koute, coz ma za nasledek negativni
dopady na okoli a Zivé organismy véetné ¢lovéka. Skodi lidskému organismu, drazdi
o¢1, dychaci cesty a ma narkotické ucinky. Chronickd expozice se projevuje
neurotoxicky, napt. encefalopatii, pii nizZ dochazi k poskozeni mozku a zraku, které
mohou zptisobit az oslepnuti (©IRZ, Loucka, 2014).

Obr. 1: Toluen (Loucka, 2014)
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Ke stanoveni koncentrace toluenu v prostfedi se vyuzivd mnoha laboratornich
technik. Od chemické ¢i fyzikalni analyzy, pfes plynovou chromatografii nebo
plynové chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii a dalSich.
Alternativni metodou stanoveni toluenu ve vodé ¢i pidé€ je stanoveni koncentrace
analytu ve vzorku pomoci bioluminiscen¢niho bioreportéru Pseudomonas putida
TVAB8. Geneticky upraveny bakterialni kmen, ktery v pfitomnosti benzenu, toluenu,
etylbenzenu a xylenu (BTEX) produkuje snadno méfitelny svételny signal —
bioluminiscenci. Tento gen byl pouzit v mnoha studiich pro stanoveni koncentrace
toluenu ve vod¢ i v padeé. V publikaci (Kuncova & kol., 2016) byl pouzit bunéény
bioreportér imobilizovany Vv hydrogelu oxidu kiemicitého za pouziti optického vldkna
ve vzorcich vody. Bioluminiscence takto imobilizovanych bun¢k byla indukovana
toluenem pii nejvy$si koncentraci (26,5 mg.lt) a pii nejnizsi (5,3 mgl?) z
koncentraéni fady. K dosazeni maxima doslo do 12 hodin méteni po indukci. Dalsi
¢lanek (Zajic & kol., 2016) se vénuje adsorpci bunék Pseudomonas putida TVAS8 na
povrchu optického vlakna z kiemene po oSetieni 3-aminopropyltriethoxysilanem
(APTES). Kde byly porovnany vysledky méfeni bioluminiscence z obou stran vrstvy
adsorbovanych bun¢k. V diplomové praci (Hlavata, 2009) byl pouzit luminiscenéni
bioreportér k detekci ropnych latek a jejich derivata.

3.1.2 Naftalen

Naftalen patii do skupiny polyaromatickych sloucenin. Jedna se o uhlovodiky
tvofené nejméné dvéma benzenovymi jadry (obr. 2). PAU se béZné vyskytuji v zivotnim
prostiedi. Jsou disledkem z vulkanické ¢innosti ¢i pozart, nicméné k nejveétsim emisim
dochézi antropogenni ¢innosti z dopravy, primyslu, topenist, nebo pfi grilovani. Tyto
Skodliviny se nejastéji navazi na pevné Castice v atmosféfe a dochdzi k jejich
Zivotnim prostiedi pfeménuji velmi pomalu. Produkty jejich pfemén mohou byt jesté
toxictejs$i nez puvodni uhlovodiky (Arnika ©2014, Tloucka, 2014).

Nejjednodussim polycyklickym uhlovodikem se dvéma aromatickymi jadry je
naftalen. Ma pevnou krystalickou strukturu bilé barvy. Patii mezi hoflavé a explozivni
latky. Bézné& se nachazi v ropé€ a Cernouhelném dehtu, odkud se také ziskava. Ptirozené
vznikd pii hofeni organického materidlu. Je dulezitou surovinou pfi vyrobé barviv
(indigo), farmak, pryskyfic a rozpoustédel. Vyuziti nachazi také v domacnosti jako
dezinfekce, nebo insekticid. Naftalen ma toxické ucinky na organismus, konkrétné
nefrotoxické (poskozuje ledviny), hepatotoxické (miize zptisobit poskozenti jater), anemické
(muze za rozpad Cerveného krevniho barviva - hemoglobinu) a dermatologické. Ma
drazdivé ucinky na o¢i (muze dojit k poskozeni rohovky ¢i sitnice), na travici trakt po poziti
a nasliznice dychacich cest. Je silné toxicky pro vodni prostiedi (Tloucka, 2014).



Obr. 2: Naftalen (Pavlovsky & kol., 2013)

Stanoveni naftalenu a dalsich PAU v ovzdusi je velmi komplikované kvuli
vysokém bodu varu latek a desorpci z pevnych ¢astic béhem vzorkovani. Ke stanoveni
se vyuziva nékolika chromatografickych metod. Mezi nejrozsitenéjsi metody patii
plynova chromatografie S hmotnostni nebo plamenovou ioniza¢ni detekci. Dale
metoda izotopového zied'ovani anebo kapalinova chromatografie za pouziti
spektrometrického detektoru, snimajiciho fluorescencni zatfeni. Vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC) s fluorescencni detekci je metoda, ktera se pouziva
pro méteni naftalenu ve vod€. Vhodné je vyuziti i1 jinych detektort, jakymi jsou
napiiklad hmotnostni spektrometry. Zjisténi koncentrace naftalenu v pidé se provadi
bud’ extrakénimi metodami. VeSkeré analyzy vSak potitebuji specializovanou laboratof
a jsou nakladné. Navic je potieba klast vyssi naroky na zjistovani biodostupnostia
toxicity téchto polutantli v€etné jejich vlivu na zivy organismus. K tomuto ucelu se
stadle vice vyuzivd mikroorganismu, hlavné bakterii, které je mozné napéstovat v
laboratornich podminkéach, které pak odpovidaji na konkrétni podnét snadno
meéfitelnou odezvou pomoci svétla (Arnika, ©2014, © IRZ).

Alternativni metodou pro stanovenim naftalenu v Zivotnim prostiedi, je pouZziti
luminiscen¢niho bioreportéru Pseudomonas fluorescens HK44, produkujiciho
bioluminiscenci v pfitomnosti nékterych polyaromatickych uhlovodikii (naftalenu
resp. salicylatu). Tato metoda byla riizné modifikovana. Napfiklad v ¢lanku (Trogl &
kol., 2004) byly pouzity burniky bakteridlniho bioreportéru, které byly imobilizovany
do pfedpolymerizovaného tetramethoxysilanu. Bioluminiscence byla zaznamenana po
50 minut po indukci a maxima odezvy bylo dosazeno po 4,5 hodiny. Byla zde
zaznamenana linearni zavislost mezi koncentraci bunék a luminiscenéni odezvou
biosenzoru. Cim vys§i koncentrace bunék byla pouZita pii experimentu, tim vy3si
odezvy bylo dosazeno. Bohuzel se zvySujici koncentraci bunc¢k se snizovala
mechanicka odolnost biosenzoru. Byly pfipraveny kalibra¢ni fady, jak pro toluen, tak
pro salycilat. Minimalni koncentrace indukujici detekovatelnou bioluminiscenci byla
u koncentrace naftalenu 1,2 mg.I"! a salicylatu 0,5 mg.I.Bioreportérova Gi¢innost Ps.
fluorescens HK44 imobilizovaného alginatu, sitovaného ionty stroncia, byla
zkouména v simulovanych podzemnich vodach s riznymi rezimy pH. Tato studie
naznacila, Zze HK44 je uzite¢ny pro dlouhodobé aplikace biosenzoru v podminkach
mirné kyselych az neutrdlnich podzemnich vod. S umyslem vytvofit mikrobialni
senzor pro biodegradaci kyseliny salicylové pomoci Ps. fluorescens HK44 pfisel roku
2007 tym védeckych pracovnikli z Brazilie. Ve své studii (Tatyane & kol., 2007)



popisuji schopnost HK44 reagovat na degradaci kyseliny salicylové v jednoduché
formé ve vodnich systémech. Tento kmen ma slibnou budoucnost ve vyuziti ve form¢e
luminiscen¢niho mikrobialniho snimace. V disertacni praci (Trogl, 2005) je popsana
studie o imobilizaci bunék Ps. fluorescens HK44 metodou sol-gel do kiemicitych
vrstev, se kterymi byly provedeny série méieni. Experimenty byly zalozeny na
stanoveni vlastnosti a zivotaschopnosti imobilizovanych bung¢k, jejich nasledné pouziti
pro konstrukci optického biosenzoru, a pro detekci naftalenu ¢i salicylatu. Rozdil
Vv bioluminiscenci volnych a imobilizovanych bunék nebyl prakticky zadny, za to se
imobilizované buiiky daly opakované pouzit pro dal$i méfeni experimentl (fadove
meésice). Maxima bioluminiscence bylo dosazeno po 4 — 12 hodinach indukce podle
toho, ktery induktor (naftalen ¢i salicylat) byl pouZit-

3.1.3 Salicylova kyselina

Jako alternativa naftalenu se muze pouzit salicylat, stul salicylové kyseliny.
Salicylova kyselina patii mezi organické kyseliny. Je to krystalicka bezbarva latka bez
zapachu. Radi se mezi maélo hotlavé chemické latky. Vyznacuje se $patnou rozpustnosti
ve vode (pfi 20 °C). Pii intenzivnim zahtivani vytvari se vzduchem vybusné smési.
Salicylova kyselina se primyslové syntetizuje metodou Kolbe-Schmitt ze suchého
fenoxidu sodného, v proudu oxidu uhli¢itého pii 150 — 160 °C a tlaku 500 kPa.
Salicylova kyselina slouzi jako hlavni surovina pro vyrobu acetylsalicylové kyseliny
(aspirinu). V malych koncentracich se pouziva v koznim lékatstvi k podpofe ristu
epitelu kiize. Pfi zvySeni koncentrace se kyselina pouzivd k 1é¢bé lupénky nebo
bradavic na nohach. Pfi kontaktu s kiizi mé mirné drazdivé ucinky a miize zpusobit
vazné poskozeni o¢i. V piipadé¢ vdechnuti mize zpusobit kaSel a dusnost.
Nejpouzivangjsi soli salicylové kyseliny je salicylat sodny. Tato siil ma podobné
ucinky na zdravi ¢loveka, jako samotna kyselina (Lysakova, 2017).

Obr. 3: Salicylova kyselina (Lysakova, 2017).
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3.2 Bioluminiscence

Bioluminiscence je specifickym piipadem chemiluminiscence. Je produkovana
Zivymi organismy, jedna se o tzv. ,svétélkovani organismi‘“. Existuje cela fada
organismii v pfirod¢, které jsou schopny bioluminiscence jako napi. mofiSti
zivocichové, chobotnice, meduzy, ryby, fasy, bakterie na hnijicim substratu, modie
svétélkujici prvoci, ¢lenovci, svétlusky aj. Ryby patii mezi jediné obratlovce, kteti jsou
schopny bioluminiscence. Jen na dné oceand zije tisice druhd svétélkujicich



organismi. Vice neZ polovina vSech druhti meduz produkuje svétlo k obrané proti
predatorim. Zajimavy je ptipad svétélkovani svétlusek, protoze schopnost bioluminiscence
maji jen vSechny larvy svétlusek. Larvy pravdépodobné vyuzivaji svétélkovani k
odrazeni predatora, zatimco néktefi dospélci svétluSek pro lakani sameckt. Dravé
druhy ¢&lenovet napodobuji svétlo svétlusek pro lakani kofisti. Zivo¢ichové jsou
schopni produkovat svétlo sami, pomoci bunék zvané photocyty. Tyto bunky jsou
rizn¢ rozmisténé ve tkanich zivocichl, nebo se seskupuji ve specializovanych
organech, zvané photophory. Neéktefi zivo€ichové potitebuji k produkci svétla
symbioticky zijici druhy bakterii, které se usidlily v organech ryb a hlavonozcu
(Meighen, 1991, James & kol., 2000).

Bioluminiscence je vysledkem slozitych chemickych reakci v téle organismu.
Pti kterych dochazi k vyzateni az 96 % svétla, zbytek je teplo. Bioluminiscenéni svétlo
je svétlem tzv. ,,studenym®. Chemické reakce se ucastni luciferin (nizkomolekuldrni
substrat tukovité povahy) a enzym luciferaza (ktery S$tépi substrat luciferin), pficemz
se emituje sv&tlo. Luciferin je v organismech syntetizovan, nebo je dodavan potravou.
Luciferini existuje vice druhti, podle toho, ze kterych organismu byly izolovany.
Luciferaza je enzym katalyzujici luminiscencéni reakci za piitomnosti kysliku.
Luciferin se oxiduje molekularnim kyslikem za pfitomnosti enzymu luciferazy,
vznikne oxyluciferin v excitovaném stavu a prebyte¢na energie se vyzaii ve formé
modrozeleného svétla o vinové délce 490 nm. Reakce se ¢asto tiCastni navic flavinové
a nikotinové kofaktory, energie ve form¢é Adenosintrifosfatu (ATP), a n€kdy i ionty
kovu (obr. 4). Luciferin, ziskany z moiskych bakterii Vibrio harveyi, Vibrio fischeri je
dvoukomponentni systém sestavajici se z flavin mononukleotidu a dlouhého
alifatického aldehydu (Hakkila & kol., 2002, Close & kol., 2009).

Obr. 4: Obecné schéma bakterialni bioluminiscence (Close & kol., 2009).
FMNH: + O; + R-CHO — FMN + H:0 + R-COOH + svétlo (~ 490 nm)
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Luciferin (alifaticky aldehyd s dlouhym fetézcem) reaguje s redukovanym flavin
mononukleotidem za vzniku flavin mononukleotidu, vody a odpovidajici mastné
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kyseliny. Svétlo vznika jako vedlejsi produkt luciferazou katalyzované reakce. Této
reakce je vyuzivano ke sledovani exprese genll exprimujicich enzym luciferazu a to
nejen v genovém inzenyrstvi (Meighen, 1991, Close & kol., 2009).

Nejvyznamnéjs$i skupinou bioluminiscenénich jednobunéénych organismi
jsou bakterie motské, sladkovodni ¢i pudni. Nejznaméjsi jsou rody bakterii Vibrio,
Photobacterium a Xenorhabdus. Mezi nejvice prozkoumané druhy se fadi napt. Vibrio
harveyi, Vibrio fischeri, Photobacterium phosphoreum, Photobacterium leiognathi a
Xenorhabdus luminescence (Hakkila & kol., 2002). Bakterie mohou zit samostatné
nebo symbioticky v organech zivoCichii. Luminiscen¢ni bakterie mohou byt i
patogenni (Photorhabdus asymbiotica). Rizné typy luciferint, podle toho z jakych
zivocicht byla latka izolovéany, jsou znazornény na obr. 5.

Obr. 5: Ruzné typy Luciferinu (URL 5)
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3.2.1 Bioluminiscence Aequorea victoria

Meduza Aequorea victoria, obyvajici zvlasté tepla mofe, vytvaii zelenou zafti
kolem okraje svého téla (zvonu) priachodem svého ptivodné modrého svétla skrz
slou¢eninu znamou jako zeleny fluorescenéni protein (GFP - Green Fluorescent Protein).
GFP je schopny absorbovat svétlo dvou riaznych vinovych délek (obr. 6). Tento protein
byl syntetizovan v laboratofi a uméle vlozen do sekvenci DNA jinych druht. Protein
se vyznacuje jedine¢nou vlastnosti a to takovou, ze pod ultrafialovym svétlem (395
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nm) vydava zelené fluorescen¢ni zafeni (o vlnové délce 508 nm). Diky tomu lze
pritomnost GFP snadno detekovat s pouzitim fluorescenc¢niho spektrofotometru. Protein ma
specifickou strukturu, kterd chrani jeho chromofor, takze dochéazi k zachovévani
fluorescence v piitomnosti vysokych teplot, denaturujicich latek a detergentd. U toho
proteinu nejsou nutné zadné substraty nebo kofaktort, kterych je tieba u bakterialnich
bioluminiscen¢nich systému. GFP protein védcum umoziiuje lepsi sledovani genové
exprese Vv bakterialnich a eukaryotnich bunikach, a prozkoumani t¢l zivocicht (Kendall
& Badminton, 1998, Hakkila & kol., 2002). V roce 2008 obdrzeli za objev a vyzkum
tohoto proteinu védci Osamu Simomura, Martin Chalfie, Roger Y. Tsien Nobelovu
cenu za chemii. Osamu Shimomura izoloval latku z meduzy a objevil jeji fluorescen¢ni
schopnosti, Martin Chalfie zjistil, jakym zptsobem 1ze GFP navazat na jiné proteiny a
Roger Y. Tsien vysvétlil detaily fluorescencniho ptisobeni a objevil dalsi varianty
tohoto proteinu.

Obr. 6: Zeleny fluorescenéni protein (GFP — Green Fluorescent Protein), (Close
& Kkol., 2009).

Protein GFP je schopny absorbovat svétlo dvou riznych vinovych délek. Dvojité
absorp¢ni piky v spektrech GFP jsou vysledkem riznych stavi v chromoforu GFP.
Neutrélni stav (vlevo) je zodpovédny za hlavni pik pti vinové délce 397 nm, zatimco
aniontova forma (vpravo) je odpovédna za mensi pik pii vinové délce 475 nm. Bez
ohledu na stav nabiti chromoforu dochézi k emisi pfi vinové délce 504 nm (zelena
barva), (Close & kol., 2009).

3.2.2 Bioluminiscence Vibrio fischeri

Moiska bakterie Vibrio fischeri patii k nejprozkoumanéjsim luminiscenénim
bakteriim. Zije hlavné v teplych a subtropickych oblastech. Patii mezi aerobni,
heterotrofni, gramnegativni bakterie. Pro sviij zivot potiebuje asi 2% roztok NaCl.
Vibrio fischeri Zije bud’ volné, nebo v symbidze s riznymi druhy dal$ich moiskych
zivocichi, kterym umoziiuje proces bioluminiscence v jejich svételnych organech.
Produkce svétla u Vibrio fischeri je energeticky naro¢na. K tomu je potieba dostatek
kysliku a pro volnou bakterii nemé prakticky Zddnym vyznam. Zde se pravé vyuziva
symbiozy bakterii, které se usidlily v organech Zivogichd. Zivo¢ichové poskytuji



energii a ziviny bakteriim a bioluminiscencni bakterie na oplatku Zivo€ichim zdroj
svétla. Bioluminiscence se projevuje az pii vyssich bunéénych koncentracich (James
& kol., 2000). Vibrio fischeri koduje 10 genti, ozna¢ovanych jako lux C, D, A, B, E, F,
I, R, G, Y. Geny luxG a luxF maji neznamou funkci. Geny luxA a luxB kéduji dvé
podjednotky enzymu luciferazy. Podjednotky tvz. reduktdzového komplexu jsou
kodovany pomoci gent luxC, luxD a luxF. LuxY koéduje tzv. zluty fluorescenéni protein
a LuxR a luxl koduji regulac¢ni proteiny odpovédné za quorum sensing (Quorum
sensing je mechanismus mezibunééné komunikace, ktery umoziuje bakterii vnimat a
reagovat na zmény v densité¢ bakterie v daném okoli coz ovliviiuyje Sirokou fadu
biologickych funkci, jako je napftiklad bioluminiscence nebo virulence (Anand
Pai, Duke’s Pratt School of Engineerin). VSech 10 lux gend je uspotfadanych do
operonu (segmentu DNA, ktery obsahuje geny strukturni, opera¢ni a regulacniho)
genu LuxICDABEG se spole¢nym promotorem (sekvence DNA, ktera obsahuje
informace o zacatku transkripce DNA) (Meighen, 1991, James & kol., 2000).

3.3 Biosenzory

Biosenzor je citlivy analyticky aparat, jehoz hlavni ¢asti je biologicky material.
Kazdy biosenzor je tvofen bioreceptorem, ktery citlivé reaguje na dany analyt a
prevodnikem, ktery zprostfedkovava snadno méfitelny fyzikdlni nebo chemicky
signal. Mg¢fitelny signal je piimo iimérny koncentraci analytu ve vzorku. Bioreceptorem
muze byt enzym, bunka, ziva organela, tkan (zvifeci nebo rostlinnd), nukleova
kyselina, protilatka a v neposledni fadé mikroorganismus (Kizek & kol., 2003).
Konstrukce biosenzoru je vidét na obrazku 7.

Obr. 7: Biosenzor (Skladal, 1990).
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3.3.1 Déléni biosenzori

Biosenzory se d¢li podle toho jaky je jejich biorozpoznavaci material na
molekulové, tkanové a bunétné (Skladal, 2002). Hlavni slozkou molekulovych
biosenzord je biomolekula nebo subcelularni struktura. Biomolekulou mizou byt
protilatky, nukleové kyseliny nebo enzymy. Subcelularni strukturou, tedy drobnymi
mikroskopickymi Utvary uvniti bunék, byvaji bunétna organela nebo enzymovy
komplex. Vyhodou molekulovych senzort je jejich vysoka selektivita a reakcni
rychlost. Nevyhodou je vysoka cena, v disledku naro¢né izolaci biomolekul, které
jsou pak vice nachylné na podminky prostiedi (Trogl, 2005).

Tkanové biosenzory jsou tvoiené izolovanymi tkanémi vyssich eukaryotickych
organismu. V praxi Se moc nepouzivaji, s vyjimkou nékterych medicinskych aplikaci.
Hlavni nevyhodou je opét naro¢na izolace tkanovych kultur a také jejich kultivace,
obdobné jako u molekulovych biosenzoru (Vo-dint & Cullum, 2009, Miso, 2012).

Soucasti bunéénych senzort, jak vyplyva z nazvu, jsou celé izolované buiky,
jednoho ¢i vice typi mikrobialnich bakterii ¢i kvasinek. Bunééné biosenzory vyuzivaji
ke konstrukei hlavné moiskych svétélkujicich bakterii Vibrio fisheri a Vibrio Harveyi
nebo chemiluminiscen¢nich latek. Vyhodou je selektivita, jednodussi izolace a
nasledna kultivace bunék. Nevyhodou je t€z8i odhad chovani slozitého systému
bakterialnich bun¢k (Mello & Kubota, 2002, Kizek & kol., 2003).

Biosenzory se déli podle typu prevodniku, coz je zafizeni, které prevadi zmény
fyzikalni veliCiny (tlak, jas) na elektricky signal, ktery je pak zaznamenavan
zaznamovym zafizenim. Pfevodnik specificky reaguje na dany typ chemické reakce,
kterd probihd mezi analytem a reakéni sloZzkou. Do této skupiny patii biosenzory
ampérometrické, potenciometrické, konduktometrické a optické. Optické biosenzory
jsou zalozeny na méfeni bioluminiscence. V soucasné dob¢ jsou moderni hlavné diky
pokroku Vv laserové technologii a technologii optickych vlaken. Interakce biokatalyzatoru
s cilovym analytem téchto senzorli je zaloZzena na metodach vyuzivajicich absorpci v UV-
VIS oblasti, bioluminiscenci, fluorescenci a méfeni indexu lomu. Optické luminiscenéni
senzory maji uplatnéni ve fermentacnich a alkoholovych procesech nebo pfi
stanovovani sacharidd. Mezi hlavni vyhody optickych biosenzori patii moznosti jejich
pouziti na dalkové snimani a nizké potizovaci ndklady. Jejich miniaturni velikost mtze
byt vyhodou, ale i zaroven nevyhodou, jelikoz mize dojit k ovlivnéni odezvy. Mezi
nevyhody patii slozity mechanismus mikroorganismd, ktery ne vzdy lze pfedem
odhadnout (Mello & Kubota, 2002).
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3.3.2 Vyuziti biosenzoru

Biosenzory maji v soucasné dobé velmi Sirokou Skalu vyuziti. Prvni optické
snimace byly zalozené zejména na méfeni kysliku, oxidu uhli¢itého, pH nebo
koncentrace glukoézy v krvi. Mezi prukopniky komerénich biosenzort patii
glukometry a enzymova elektroda. Prvni glukometr vyvinuty A. H. Clemensem (Ames
Reflectance Meter, obr. 8) byl patentovan v roce 1971. Ke stanoveni se pouzila
fotometricka metoda. Tento glukometr méfil glykémie v rozpéti 0,6-22 mmol/l, byl
napajen ze sité a pred pouzitim bylo tfeba 30 minutové ,,zahtati". Princip glukometru
je zalozeny na stanoveni glukézy pomoci fotometrické metody ¢i elektrochemické
(obr. 9). Fotometricka metoda je zaloZzena na zméné absorbance vhodné vinové délky
elektromagnetického zéfeni, zplisobené nékterym produktem ¢i meziproduktem
chemické reakce, jejiz soucasti je samotnd glukéza. Tato metoda vyuziva stejné
reakce, jen vznikly peroxid vodiku se stanovuje oxida¢ni kopulaci se substituovanym
fenolem a 4 - aminoantipyrinem za katalyzy enzymem peroxidazou. Vznika barevny
produkt, ktery absorbuje svételné zafeni pii 498 nm. Mnozstvi vzniklého barevného
produktu (chromogen cervené barvy) je tmérné koncentraci glukozy ve vzorku
(Skladal, 2002, Broz, 2006, Stéchova, 2016).

Elektrochemické glukometry pracuji na principu pfitomnosti enzymu a piimého
méteni elektrickych veli€in. Pro pfimou detekci krevnim metabolitii se vyuZziva enzymu
glukézaoxidazy, ktery katalyzuje oxidaci glukozy kyslikem. Vznika glukonova kyselina
a peroxid vodiku, ktery je elektrochemicky redukovan na vodu a vznikly elektricky
proud, ktery je tmérny koncentraci glukozy (Wiener, 1995, Kizek & kol., 2003, Broz,
2006). Elektrodovy systém je v ptimém kontaktu se vzorkem, ktery se pted vlastnim
méfenim nefedi ani jinak neupravuje krev, plasma ¢i sérum). Pfi stanoveni dochazi k
soucasnému spotiebovavani glukozy a rozpusténého kysliku ve vzorku. Protoze se
méfi elektricky proud, jedna se o ampérometrické stanoveni. Ampérometrie méii
okamzitou velikost elektrického proudu uvolfiovaného pii reakci. Lze také zméfit
elektricky naboj (coulometrické stanoveni). Pfimé coulometrické stanoveni se provadi
do uplného spotiebovani analytu (Kizek & kol., 2003, Broz, 2006).

Obr. 8: Glukometr Ames Reflectance Meter (Broz, 2006).
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Obr. 9 :Princip stanoveni glukézy v glukometrech (Broz, 2006).
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Senzory maji velky vyznam v oblasti mediciny, kde slouzi pacientim trpici
Diabetes mellitus (cukrovka). Nemoc se projevuje zvysenou koncentraci glukozy v
krvi, vznikajici v disledku nedostatku inzulinu. Zdravy ¢lovék ma standardni hladinu
glukozy v krvi mezi 3,5 a 5,5 mmol.It. Zvyseni koncentrace glukdzy po jidle stimuluje
rychlé uvolnéni inzulinu, ktery zirovenl umozni vstup glukézy dovnitt bunék a
soucasné zabrani jeji tvorbé v jatrech. U diabetiki je tato regulace naruSena a inzulin
se pacientim musi podavat. Hlavnim cilem klinické diagnostiky je vyvoj glukdzového
biosenzoru pro detekci in vivo, ktery by pacientovi pribézné davkoval dle potieby
inzulin fizenym pumpou (Skladal, 2002, Vo-dint & Cullum, 2009).

Na bazi biosenzorti se vyuziva malych laboratornich zatizeni, které jsou citlivé
kromé& glukdzy naptiklad na sacharézu, mo€ovinu, laktat ¢i alkohol. Za zminku stoji
ru¢ni multikanalovy elektrochemicky pfistroj i-STAT (obr. 10), ktery poskytuje rychlé
informace o stavu pacienta. Zakladni modul obsahuje mimo méficich senzoru také
zasobni roztok standardu a prostor, kam se nanese krev pacienta. Modul s krvi se
zasune do pfistroje, ktery dale zméti i mineralni latky jako sodik, draslik, chloridy,
oxid uhli¢ity, dale pH, mocovinu a hematokrit. Kalibra¢ni roztok je soucasti vyménné
kartridze, ktery zarucuje vysoké kvality vysledkt. S i-STATem je mozné se setkat
v ordinaci praktickych I1ékait, veterinaiti a dokonce i ve vojenstvi (Mello & Kubotsa,
2002, Kizek & kol., 2003).

Obr. 10: i-STAT (Skladal, 2002)




V potravinaiském prumyslu Se biosenzorti vyuziva pii kontrole Cerstvosti
potravin nebo pii fermentaénich procesech. Slouzi hlavné pro detekci kontaminace
pomoci bakterii, Stanoveni sacharidii a vitamind. Nejvétsi pfinos v soucasné dobé ma
pouziti biosenzori v zivotnim prostfedi v chemickych laboratofich. Ve vodohospodarstvi
pii monitoringu znecisténi pitné vody a vodni toka (Skladal, 2002).

3.4 Imobilizace biologického materialu

Imobilizace predstavuje zachyceni biologického materialu na povrch nebo
dovnitf inertni matrice. Timto procesem lze docilit vylepSeni vlastnosti biologického
materidlu biosenzoru. Imobilizované organismy pak maji vysSi odolnost viici
toxickym latkam a mikroorganismtim, které by mohli biologicky material né¢jakym
zpusobem kontaminovat. Prodlouzi se jejich zivotaschopnost, a tim i moznost
opakovaného pouziti. Imobilizovanych bunék se vyuziva v oblastech biotechnologie,
pramyslu, pfi biodegradacich organickych polutanti a v mediciné. Dale slouzi ke
konstrukci biosenzori a k monitorovani zivotniho prostiedi (Woodward, 1988, Mello
& Kubota, 2002).

3.4.1 Metody imobilizace biologického materialu

Metod pro imobilizaci Zivého materialu biosenzort je velky pocet a stale se
vyvijeji dalsi nové metody. Zptsob imobilizace zdvisi na povaze vazby mezi matrici
a imobilizovanym materidlem. Imobilizace muZe byt realizovana nejriznéj$imi
metodami, jako naptiklad mechanickym zachycenim biokomponent na povrch
pievodniku, v gelu ¢i polymeru (enkapsulace). Dalsim zpisobem je zesitovani
biomolekul, pomoci elektropolymerace apod (Mikulicova, 2009).

Jednoduchou a nenaro¢nou metodou je mechanické zachyceni biomolekul na
povrchu prevodniku. Roztok biologického materidlu (celuldzy, acetylcelul6zy nebo
polykarbonati) se nanese na povrch pfevodniku a ptekryje se dialyzaéni membranou
tak, aby byla umoZnéna diflize analytu, ale zaroven aby byly dostatecné zachyceny
biokomponenty na svém misté. Ukotveny material se uchovava ve vhodném roztoku
pufru. Takto zkonstruovany biosenzor uz nelze rozebrat. Zminéna technika je zadouci
pro tkanové fezy Dalsi zpisob imobilizace piedstavuje ukotveni biomaterialu v gelu
¢i  polymeru. Mezi nejpouzivanéjsi latky patii polyakrylamid, Zelatina,
polyvinylalkohol (PVA) a Hema. Zelatina (5% roztok) se pouziva tak, Ze nejprve
nabobtna, rozpusti se pti zvysené teploté (okolo 40 °C), smicha s enzymem a nakonec
se nalije na vodorovnou podlozku. Po 12 ti hodinovém vysychani (pii 4 °C) se vzniklé
membrany aplikuji na aktivni plochu senzoru a zachyti dialyzacni membranou
(Skladal, 2002).

Imobilizace zesitovanim molekul praxi znamend vytvofeni membrany piimo
zmolekul enzyml ¢i jakykoliv jinych molekul jejich zesitovanim vhodnym
bifunkénim cCinidlem. Nejvhodné€j§im cCinidlem je glutaraldehyd. Glutaraldehyd se
smicha s roztokem bilkoviny, v zavislosti na koncentraci slozek vytvaii spontanné
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retikulum bud’ pfimo na povrchu senzoru, nebo na vhodném podkladovém materidlu.
Takto vytvofené enzymové membrany maji velmi dobrou stabilitu v dasledku
zna¢ného podilu latentni enzymové aktivity.

34.1.1 Imobilizace v PVA matrici do ¢ocek Lentikats®

v

Mezi nejSetrnéj$i imobilizacni postupy, patii vneseni biokomponentu do
neutralniho, hydrofilniho a ve vodé silné bobtnajiciho polymeru PVA. Prepolymer se
pripravuje hydrolytickou reakci polyvinylacetatu. Po nasledném zesitovani vznikne
kone¢ny polymer. Pro chemické zesitovani PVA se vyuziva triisokyanatt (TIC), které
jsou schopné pospojovat jednotlivé postranni hydroxyly PVA (Skladal, 2002, Polyak
& kol., 2001).

V této praci byly bakterie imobilizované v polyvinylalkoholové matrici (tzv.
Biokatalyzator Lentikats®). Tato metoda imobilizace vyuziva mikroorganismy
enkapsulovanych (zapouzdienych) do PVA ¢ocek patentovanym postupem dle
Vorlopa (tzv. Biokatalyzator Lentikats = BL). Tato technologie se pouziva v
prumyslovém meéfitku firmou LentiKat’s a.s. Imobilizace technologii Lentikats je
vysoce biokompatibilni. Cocky Lentikats® maji specificky Gockovity tvar, ktery
nebrani difuzi latek v matrici. PVA matrice umoziiuje rozmnozovani imobilizovanych
mikroorganismu a pii dostatku Zivin, je mozné udrzet dlouhodobou aktivitu BL (Jahnz
& kol. 2001, Sievers & kol. 2002). Diky imobilizaci v PVA matrici, ziskavaji bakterie
ochrannou vrstvu, ktera zvysuje jejich zivotaschopnost.

3.5 Bioreportéry

Bioreportéry jsou geneticky upravené zivé buniky mikrobialniho ptivodu. Jsou
upravené tak, aby produkovaly méfitelny signal jako odpovéd’ na ptitomnost
specifického podnétu. Casto to byvaji podndty napf. chemické (napf. piitomnosti
néjaké latky), fyzikalni (teplota, UV zafenim), biologické povahy nebo metabolické
(stresem). (Leveau & Lindow, 2002). Bioreportér se sklada ze dvou zakladnich gent
— promotorovy a reportérovy. Promotorovy gen aktivuje reportérové geny ve chvili,
kdy je rozpoznana konkrétni latka v okoli bakterialni buniky. Za promotor se oznacuje
oblast DNA v burce, ktera ma na starost transkripci (pfepis) gent. Jednad se o
fyziologickou odpovéd’ na ptitomnost n¢jaké latky ve svém okoli. Tento zplsob reakce
mikrobialnim buikdm umozni obranu proti toxickému plisobeni cizorodych latek nebo
komunikaci s dalsimi mikroorganismy produkci chemickych signalti (Trogl, 2005).

Reportérové geny zacnou produkovat reportérové proteiny, které nasledné
generuji detekovatelny signal (obr. 11). Jako reportérovy gen lze pouzit prakticky
jakykoliv gen, pro bioluminiscenci, fluorescenci i pro extracelularni enzymy, jejichz
aktivita se snadno méfi. Z luminiscen¢nich genti se nejCasteji pouZivaji bakterialni geny z
Vibrio fischeri, geny svétlusek a geny z mediazy Aequorea victoria. Z fluorescencnich genti
se nejvice vyuziva GFP, jehoz vyhodou je snadnd detekce bez nutnosti pfidani
substrati, vysoka citlivost stanoveni a jednoduché provedeni. Vysledny signal nesmi
byt rusen matrici méfeného vzorku. Musi byt snadno odliSitelny (v komplexnich
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smésich) na zakladé aktivity enzymu, fluorescence nebo bioluminiscence s dostate¢né
rychlou a citlivou odezvou (Leveau & Lindow, 2002, Skladal, 2002). Pomoci této
metody lze stanovovat Siroké spektrum analytti od tézkych kovi a toxickych organickych
chemickych latek, pies protilatky az po stanoveni virt. Smyslem konstrukce bakterialnich
bioreportéri je V prvni fadé analytické pouziti mikroorganismi K detekci toxickych a
rozmanité pozorovani chovani mikroorganismu (Polyak & kol., 2001).

Obr. 11: Princip detekce analytu pomoci aktivace promotorového genu
bioreportéru (Skladal, 2002).

analyt ._l......ai-------..,,.h".

regulacni protein

"zpravodajsky" gen
o — > 00
transkripce translace . .

mRNA "zpravodajsky" -
. protein .
P ... promotor

Princip detekce analytu pomoci aktivace
‘.., "zpravodajského" genu

3.6 Geneticky modifikované organismy (GMO)

Geneticky modifikovany organismus, je veSkery organismus kromé ¢loveka, jehoz
puvodni dédi¢ny material byl upraven metodou genového inZenyrstvi, stanoveny zakonem.
¢. 78/2004 Sh., o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi
produkty, ve znéni pozdéjSich predpisti a vyhlaskou 209/2004, o blizsich podminkach
nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi produkty, ve znéni
pozdgjsich piedpisti (MZP, ©2008 — 2018). Tyto zmény lze provést deaktivaci
konkrétniho genu ¢i zaclenénim genu jiného organismu. Prvni genetické modifikace
byly provadény s jednodussimi organismy, jako jsou bakterie a kvasinky. S rozvojem
genového inzenyrstvi se postupné zacalo s upravami dédi¢ného materidlu bunék
vys$8ich organismi, hlavné savci a krytosemennych rostlin (Sayler & Ripp, 2000).
Nakladani s GMO a genetickymi produkty je dovoleno pouze na zékladé opravnéni
podle téchto pravnich piedpist. Dulezité je zajisténi ochrany zdravi cloveéka a zvifat,
zivotniho prostiedi a biologické rozmanitosti (MZP, ©2008 — 2018). GMO se
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ponejvice vyuzivaji ve vyzkumu, jehoz vysledky vedou k lepSimu poznani podstaty
nékterych nemoci. Maji vysokou rezistenci viuci infekénim chorobdm, parazitim,
herbicidiim aj. Pouziti geneticky upravenych organisma v potravinach a zemédélskych
plodinéch je vSeobecné velmi kritizovano. Konzumace takovychto plodin ¢lovékem
muze zpusobit alergickou reakci.

3.7 Pseudomonas putida TVAS

Rod Pseudomonas, poprvé popsany v roce 1895 Walterem Migulou, patii mezi
ekologicky vyznamné bakterie Zijici v padé, vod¢ i motském prostiedi. Pseudomonas
putida TVAS8 je geneticky upravena bakterie, ktera je schopna pouzit toluen a strukturné
podobné latky jako zdroj uhliku pro svij riist. Roste velmi rychle a miize vyuzivat celou
fadu substratu vcetné alifatickych nebo aromatickych uhlovodika, tak i dal§ich
toxickych organickych latek. Pii jejich degradaci vyuziva degradac¢ni drahu
toluendioxygenazy (TOD). Teplotni optimum bakterie je 28 °C. Tato bakterie byla
vytvofena vlozenim inzertu mini-Tn5Kmtod-lux pomoci systému transpozonu na

chromozom bakterie Pseudomonas putida F1.

3.8 Pseudomonas fluorescens HK44

Bakterie druhu Pseudomonas fluorescens patii mezi nepatogenni bicikaté
bakterie, které se vyskytuji jak v pidé, vod¢, tak na povrchu rostlin (Trogl, 2005). U
této bakterie byla zjiSténa produkce fluoreskujiciho pigmentu dobfe rozpustného ve
vodé. K produkci pigmentu dochazi pfi nedostatku Zeleza v okolnim prostredi. Ps.
fluorescens HK44 je geneticky modifikovana bakterie, ktera je odvozena od bakterie
Pseudomonas fluorescens HK9 (dfive oznacovana jako 18H). Smyslem genetické
modifikace bylo vpraveni umélého plazmidu pUTK21 do bakterialni DNA. Ps.
fluorescens HK44 v pfitomnosti salicylatu, naftalenu a nékterych dalSich
aromatickych uhlovodiki (anthracen, fenanthren atd.) vykazuje m¢éfitelnou
luminiscenci diky vlozenym gentim luxCDABE (King, 1990, Heitzer & kol., 1992). Ps.
fluorescens HK44 ma rezistenci k ampicilinu, chloramfenikolu a tetracyklinu. Bakterie ma
teplotni optimum rastu v rozmezi 20 — 30 °C. Rozsah pH vhodny pro déleni tohoto kmenu
jeccabs - 8 (Trogl, 2005).
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4 Metodika

Veskera experimentalni prace byla provadénd v oddéleni Vicefdzovych reaktort, v
laboratofi imobilizovanych biokatalyzatorti a optickych senzort, na Ustavu chemickych
procesit AV CR, V. V. i., v Praze 6 — Suchdole.

Prace je zaméfena na detekci kontaminanti pomoci bioluminiscen¢nich bioreportéri.
Pseudomonas putida TVA8 je geneticky upraveny mikroorganismus, produkujici
bioluminiscenci v pfitomnosti monocyklickych aromatickych uhlovodika (toluenu).
Pseudomonas fluorescens HK44 produkuje méfitelnou bioluminiscenci v piitomnosti
polyaromatickych uhlovodikii (naftalenu resp. salicytatu). Oba bakterialni kmeny byly
pouzity ve volné i imobilizované formeé v PVA (polyvinylalkohol) gelu.

4.1 Pouzité chemikalie

Agar, A7002 Sigma - Aldrich, Némecko
Bakterialni pepton, LP0037, Oxoid, VB
Dihydrofosfore¢nan sodny, p. a., Lach-ner, CR

Dusi¢nan amonny, p. a., Lach-ner, CR

Ethanol, p. a., Lach-ner, CR

Glycerol p. a. Sigma — Aldrich, Némecko
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, p. a. Penta CR

Hydroxid sodny, p. a. Lach-ner, CR

Chlorid sodny p. a. Lach-ner, CR

Chlorid vapenaty, p. a. AppliChem, Némecko
Chlorid zelizity hexahydrat, p. a. Lach-ner, CR

Kanamycin Sigma — Aldrich, Némecko
Kvasnicovy extrakt, 70161 Fluka, SRN

Kyselina borita, p. a. Reanal, Mad’arsko
Kyselina chlorovodikova, p. a. Lach-ner, CR

Kyselina salicylovd p. a. Penta, CR

Molybdenan sodny, ¢isty Lach-ner, CR

Oxid hoteénaty, p. a. Lach-ner, CR

Siran hofeénaty heptahydrat, p. a. Lach-ner, CR

Siran méd’naty pentahydrat, p. a. Lach-ner, CR

Siran sodny, &isty Lach-ner, CR
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Siran zine¢naty heptahydrat, p. a. Lach-ner, CR

Sukcinat sodny hexahydrat, p. a. Fluka, SRN

Tetracyklin Sigma — Aldrich, Némecko
Toluen, p. a. Lach-ner, CR

Trypton, LP0042 Oxoid, VB

4.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy AA-200DS, Denver Instrument Companies, USA
Autoklav Chirana — PS 121V/1, CR

Biohazard box Trigon plus, Thermo Scientific, Némecko
Centrifuga Universal 32R, Hettich, Némecko

Chladici inkubator, FTC 901, Anglie

Elektronovy mikroskop Jeol JEM 1010, Jeol, Japonsko
Lednice, Liebherr, Némecko

Hlubokomrazici box, Arctiko, USA

Magnetickd michacka, Variomag Poly15, Roth, Némecko
pH metr MiniTrode, Hamilton, Némecko

Predvazky APX-602, Instrument Companies, USA
Spektrofotometr SPECTROstar Omega, BMG Labtech, USA
Termostat Memmert, CR

Ttepacka rota¢ni Unimax 1010DT, Heidolph, Némécko
UV-VIS Spektrofotometr HP8452A, Hewlett-Packard, USA
Vortex Velp, Italie

4.3 Pouzité roztoky a média

K ptipravé roztokt a médii byla pouZita destilovana voda. Sterilizace roztokti a médii
bylo provadéno autoklavovanim. Byly téz filtrovany pies filtr (Whatman, s velikosti
pora 0,22 um), roztoky antibiotik. Filtry Whatman jsou jednorazové sterilni filtry,
které¢ jsou tvofeny plastovym filtracnim ndstavcem se zabudovanou membréanou.
Podminky sterilizace — doba 20 minut, 120 °C a tlak 0,1 - 0,15 MPa. Hodnota pH
roztokt a medii, bylo upraveno na pH 7,2 £ 0,2, pomoci 1M hydroxidu sodného nebo
IM kyseliny chlorovodikové.
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Priprava roztoku antibiotik

0,1 g tetracyklinu (TC) byl rozpustén v 10 ml destilované vody. Stejnym postupem byl
pfipraven i roztok kanamycinu (KN). Pfipravené zasobni roztoky o koncentraci 10
g.Itantibiotik byly sterilizovany. Ze zasobniho roztoku se pfipravil roztok pracovni o
koncentraci 50 pg.ml.Roztoky byly uchovavany v lednici (4 °C) maximalné po dobu
14 dnd, nebot’ antibiotikum se rozklada.

Piiprava roztoku toluenu (R)

Nasyceny roztok toluenu byl pfipraven 24hodinovym michanim destilované vody a
toluenu v Erlenmeyerové bance pii 25 °C. Po hodin¢ stani pfi teploté 25 °C se bylo
sklenénou pipetou odebrano z vodni vrstvy 0,28 ml nasyceného roztoku toluenu do
100ml odmérné baiky se zabrusem a obsah baiiky byl doplnén minerdlnim médiem
MSM po rysku. Vysledny roztok (R) ma koncentraci 1,325 mg.I. Takto piipraveny
roztok toluenu byl pouzivan po dobu dvou tydnii.

Piiprava roztoku salicylové kyseliny

Odvazené mnozstvi 0,5 g na analytickych vahach salicylové kyseliny se rozpustilo v
destilované vod¢ tak, aby jeji findlni objem byl 100 ml. Vyslednd koncentrace
zasobniho roztoku (oznacen jako I) je 500 mg.ml, pak se roztok sterilizoval. Roztok
se poté nafedil (viz tab. 1). Takto pfipraveny roztoky kys. salycilové byl pouzivan po
dobu dvou tydnd.

Tab. 1: Kalibra¢ni roztoky salicylové kyseliny

. odmeér.banka Odebrano ze zasob. Vysledna koncentrace
oznaceni 1
(ml) roztoku (ml) (mg.ml™)
S1 10 1 50

50 0,5 5
S3 100 0,1 0,5

Pozn. Barevné znaceni jednotlivych roztokl bylo dale pouzito v grafech.

Piiprava fosfatového pufru (c=0,5 mol.I', pH = 7)

33 g dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného a 103 g fosfore¢nanu sodného bylo
rozpusténo Vv destilované vodé¢ tak, aby finalni objem byl 100 ml. Po kontrole pH
nasledovala sterilizace roztoku.

19



Priprava roztoku siranu sodného

1,44 g siranu sodného bylo rozpusténo tak, aby finalni objem byl 100 ml. Poté byl
roztok sterilizovan. Stabiliza¢ni roztok byl pouzivan pro stabilizaci imobilizovanych
bun&k v PVA gelu, podle certifikované metodoy Lentakits® (viz kapitola 4. 6. 4.).

Piiprava stopovych prvku

latka navazka (g.I%)
MgO 10

CaCl; 2,94

ZnSO4 . 7 H20 1,44

CuSO4 . 5 H0 0,39

H3BO3 0,062
Na;MoOQOg . 2 H20 0,53

FeCls . 6 H.0O 5,4

Roztok hexahydratu chloridu Zelezitého byl pfipraven zvlast' (z dtvodu usazovani
¢erveného zakalu). Poté byl pfipraven roztok stopovych prvkl. Oxid manganaty a
borita kyselina byly rozpustény jako prvni s 96 ml destilované vody a 4 ml
chlorovodikové kyseliny (¢ = 0,1 mol.I). Z d@vodu $patné rozpustnosti oxidu
manganatého ve vode — ktery tvoii bilou srazeninu). Po rozpusténi srazeniny byly do
roztoku pfidany ostatni slouceniny. Oba vzniklé roztoky byly sterilizovany kazdy
zvlast sterilizaci prestiiknutim ptes filtr (Whatman, 0,22 um) Takto pfipravené
roztoky byly uchovavany v lednic¢ce (4 °C) obalené parafilmem v ledni¢ce

Piiprava (mineralniho) MSM média

latka mnozstvi
FeCls. 6 H.O 0,1 mi
Fosfatovy pufr ( ¢=0,5 mol.l-1, pH =7) 100 ml
MgSQOs . 7 H20 0,1g.I%
NH4NO3 0,2 9.l
Stopové prvky 0,1 mi

Destilovana voda 900 ml

Nejdiive bylo v 900 ml destilované vody rozpustény latky heptahydrat siranu
hofecnatého a dusi¢nan amonny. Takto vznikly roztok byl sterilovan po dobu 30
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minut. Po vychladnuti roztoku bylo pfidano 100 ml sterilniho roztoku fosfatového
pufru (viz vyse, str. 19), poté 0,1 ml roztoku hexahydratu chloridu zelezitého a
nakonec 0,1 ml roztoku stopovych prvki (viz vyse, str. 20). Priprava indukéniho MSM
média byla provadéna v Biohazard boxu. Vzniklé médium bylo uchovavano ledniéce
(4 °C) maximalné po dobu 14 dnt.

LB (Luria — Bertani) médium

Tekuté LB médium bylo ptipraveno odvazenim a smichanim 1 g chloridu sodného,
0,5 g kvasnicového extraktu a 1 g tryptonu. Odvazené mnozstvi latek bylo rozpusténo
ve 100 ml destilované vody. Poté bylo pH média upraveno na hodnotu pH 7,2 + 0,2,
pomoci 1M hydroxidu sodného nebo 1M kyseliny chlorovodikové a nésledné
sterilizovano.

Tuhé LB médium bylo pfipraveno stejn¢ jako LB tekuté, avsak dale byly pfidany 2 g
agaru. Vse bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody. Po kontrole pH opét
nasledovala sterilizace. Po vychladnuti sterilizovaného média (30 — 40 °C) bylo
ptidano antibiotikum pro dany bakterialni kmen (kanamycin pro TVAS, tetracyklin
pro HK44), tak aby jeho vysledna koncentrace byla 50 ug.ml™. Nasledovalo aseptické
rozlévani do Petriho misek tak, aby vznikla vrstva pfiblizné 0,5 cm silnd. Po ztuhnuti
vzniklé vrstvy agaru byly misky uchovavany v lednici (4 °C) po dobu 2 tydnu.

YEPS (yeast extract-pepton-succinate) médium

Na analytickych vahach bylo postupné navéazeno 0,02 g dusi¢nanu amonného, 0,02 g
kvasni¢ného exktraktu, 0,1 g peptonu a 0,27 g sukcinatu sodného. Odvazené mnozstvi
latek bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody. Bylo upraveno pH média a poté
sterilovano.

Vzorek realné vody

Vzorek realné vody byl odebran z kontaminované lokality v severnich Cechach. Obsah
aromatickych latek ve vzorku (viz tabulka) byl stanoven v laboratofich Aquatest podle
platnych norem. Benzen a styren nebyl ve vzorku prokéazan.

latka koncentrace (g.1™%)
benzen <MD
ethtylbenzen 6,2
styren <MD
toluen 10,45
xylen 16,96

4.4 Pouzity organismus
Pseudomonas fluorescens HK44, ktery je rezistentni k tetracyklinu (TC) a
Pseudomonas putida TVAS8 s rezistenci ke kanamycinu (KN) byly poskytunuty ze
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sbirky Center for Environmental Biotechnology, University of Tennessee Knoxville,
v USA.

Bakterie byly péstovany v Petriho miskach na tuhém LB médiu (agaru) s
antibiotikem TC v piipadé Pseudomonas fluorescens HK44 a KN (Pseudomonas
putida TVA8). Pro zao¢kovani inokula byly pouzivany bakterie napéstované v Petriho
miskach na agaru s antibiotikem (a) nebo bakterie pfimo ze zamrazené kultury z
hlubokomraziciho boxu (b). Petriho misky byly uchovavany v lednic¢ce (4 °C) po dobu 2
— 3 tydni. Mikroorganismy byly pfeockovany ¢arkovanim na Cerstvé prichystané LB
agary s piislusnym antibiotikem (TC u HK44, KN u TVAB8) a kultivovany nkubatoru
a to bakterie TVAS8 pti 25 °C po dobu 24 hodin a HK 44 pti 28 °C po dobu 48 hodin.
Misky s narostlou kulturou byly obaleny parafilmem, popsany a uloZeny do lednice.
Kazdé 3 tydny byly bakterie pfeockovany na Cerstvy agar.

K¥izovy roztér bakterii:

1) Byla piipravena agarova miska s antibiotikem (200 ml tuhého LB média vystacilo
na cca 6 misek).

2) (a) byly pouzity bakterie napéstované v Petriho miskach na agaru s antibiotikem
(TC u HK44, KN u TVAS), uchovavané v ledni¢ce (4 °C)

(b) zkumavka eppendorf s buné¢nou suspenzi byla vyjmuta z hlubokomraziciho
boxu ve smési se sterilnim 50% glycerolem v poméru 1:1 (0,5 ml kultury a 0,5 ml
glycerolu) a obsah zkumavky se nechal roztat v Biohazard boxu.

3) Kli¢kou (ktera byla vyzihana a ochlazena o agar) byla suspenze rozetiena na misku
rovnomeérné, pomoci nékolika rovnymi tahy.

4) Klicka byla opét vyzihana, zchlazena o agar a udélany 3 - 4 Cary ptes husty natér,
¢imz se docililo zfedéni bunék z ptivodniho natéru.

5) Po vyzihani klicky, se miska dala do inkubatoru (viz postup kultivace v termostatu
vyse).

6) Pro napéstovani bunék se bralo z takto pfipravenych misek.

Cely postup byl provadén piisné steriln€, miska byla otevirdna co nejméné a
klicka byla pted odlozenim znovu zihaha v plameni (oc¢ko i dratek klicky byly
vyZzihany v oranZové ¢asti plamene). Kli¢ka byla ochlazena pfed odbérem vzorku, aby
nedoslo k usmrceni bakterii.

4.5 Méreni bioluminiscence

Bioluminescence byla méfena pomoci spektrofotometru SPECTROstar Omega
S moznosti prométfovat vzorky piimo z desticky. Je to specidlni spektrofotometr
schopny zméfit absorbanci i luminiscenci. VSechny piipravené vzorky byly
promé&fovany v mikrotitracni destic¢ce (az 96 vzorkd najednou). Kazda jamka desticky
je schopna pojmout maximalni mnozstvi roztoku 200 pl. Software ,,Reader Control*
slouzi pro ovladani pfistroje a ,,MARS Data Analysis Software pro analyzu dat.
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Podminky nastaveni byly stejné pro oba bakterialni kmeny. Pfed vlozeni byla desticka
prekryta specialni folii (Breathe-Easy®), aby nedoglo k vypafeni mé&fenych vzorkl z
jamek desticky, a tim k poskozeni pfistroje.

Tab 3: Podminky nastaveni méficiho programu

méfend veli¢ina luminescence absorbance
nazev desticky COSTAR 96 COSTAR 96
nastaveni pro méfeni desticky
pocet cyklu 76 76
¢asovy interval jednoho cyklu (S) 0,26
vilnova délka (nm) max. 500 600
snimaci modul orbitalni primérovani
pramér sniméani (mm) 3
optické nastaveni cocka
nastaveni tfepani
frekvence (rpm) 300 300
modul dvojité orbitalni dvojité orbitalni
druh tiepani 10 s pied kazdym cyklem | 10 s pted kazdym cyklem
obecné nastaveni
optika snimani ze spodu snimani ze shora
polohovaci zpozdéni 0,1 0,2
nastavena teplota (° C) 28 28

4.6 Pouzité metody

4.6.1 Konzervace mikroorganismi

Do Erlenmeyerovy baiky se 100 ml tekutého LB média s antibiotikem (KN
pro TVAS8, TC pro HK44), byla zaockovana bakterialni kultura pomoci ockovaci
klicky, dale kultivovana pti 28 °C a 120 rpm na tfepacce pifes noc. Druhy den
nap&stovana kultura byla smichana s 50% glycerolem (sterilizovanym) v poméru 1:1.
Smés byla ddvkovana do sterilnich zkumavek Eppendorf (2 ml) vzdy po 1 ml (0,5 ml kultury
+ 0,5 ml glycerolu). Takto ptipravené zkumavky byly umistény do mraziciho boxu
nastaveného na teplotu -70 °C. Oba bakteridlni kmeny konzervovany stejnym
zpiisobem.

4.6.2 Kultivace mikroorganismu

Kultivace bun¢k probihala v Erlenmeyerové bance se 100 ml tekutého LB
média s antibiotikem (viz kapitola 4. 4.). Pro zaockovani inokula byly pouzity bakterie
Ps. putida TVAS8 a Ps. fluorescens HK44, které byly napéstovany v Petriho miskach
na LB agaru s antibiotikem (viz kapitola 4. 4.) nebo bakterie zamrazené v glycerolu.
V ptipad¢€ pouziti zamrazenych bakterii v glycerolu byl do Erlenmeyerovy barnky se
100 ml tekutého LB média s antibiotikem pfidan cely obsah suspenze ze zkumavky
Eppendorf . Bunky byly kultivovany pii 28 °C a 120 rpm na tfepacce ptes noc. Druhy
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den bylo odebrano inokulum a pfeockovano do Cerstvého média (viz tab. 5). Pak se
bunéénd suspenze nechala nartst do logaritmické faze (faze intenzivni mnozeni
bakterii, aktivni metabolismus), pfi¢emz se narust kontroloval méfnim absorbance
pristrojem HP8452A (kyveta s délkou optické drahy 1 cm), pii vinové délce A = 600
nm pro TVA8 a A = 546 nm pro HK44), dale oznatovano OD (Opticka hustota,
anglicky Optical density resp. O. D., jednotky dale oznacovany jako ODU = Optical
density units ). Mé&feni optické hustoty se Casto pouziva v mikrobiologii jako
jednoduché metody k urceni koncentrace poctu bunék v suspensi, protoze v jistém
rozsahu plati pfiblizn€ linearni vztah mezi koncentraci bun¢k a O. D. OD bylo méteno
proti slepému vzorku (¢isté médium, destilovana). Narostla buné¢na suspenze (viz tab
4.) byla odsttedéna a promyta médiem. Nakonec byla peleta nafedéna
(resuspendovana) tak, aby vysledna koncentrace bunék v roztoku byla 1. 10° V piipadé
TVAS byla koncentrace bunék ziedéna minerdlnim MSM médiem a buiiky HK44
médiem YEPS.Postup kultivace byl stejny. Buné¢na suspenze byla napipetovana do
Erlenmeyeovy banky na tfepacku, pti 28 °C a 120 rpm pies noc (,,vyhladovéni*) a
druhy den byla pouzita k méfeni.

Tab. 4: Parametry kultivaci bunék

Bakterialni kmen Ps. p TVA8 Ps. f. HK44
Mnozstvi odebraného
; 1 5
inokula (ml)
OD (nm) 600 546
Logaritmicka faze 05-0,6 08-1
Podminky odstiedéni
Teplota (°C) 25 5
Cas (min) 10 10
RCF (x g) 1882 2381
Resuspendovéano (ml) 50 5
2. odstfedéni
Teplota (°C) 25 5
Cas (min) 10 10
RCF (x g) 1882 2381

Pozn. RCF (relative centrifugal force, Cesky relativni odstfediva sila) se méfi v sile x
gravitace nebo sila g. Toto je sila vyvijena na obsahu rotoru, vyplyvajici z otacek
rotoru odstfedivky.

4.6.3 Indukce volnych bunék

Pro indukci byla pouzita ,,vyhladovéla“ (bez pfistupu zivin) bunécna suspenze
bunék Ps. putida TVAS. Dale bylo pouzito mineralni MSM médium (viz podkapitola
3.4.1.1), kalibra¢ni roztoky toluenu (viz podkapitola 3. 4. 1. 1), pfipravené ve 100ml
odmérnych baitkkach a bunétna suspenze. Indukce bunck probéhla v 96jamkové
mikrotitracni desti¢ce (glass coated microplate na obr. 12), ktera byla vzdy sterilni.
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Nejprve byl napipetovan roztok toluenu, poté mineralni médium a nakonec bunécna
suspenze. Vzorky byly méteny ve tfech paralelnich opakovani. Indukce volnych bunék
Ps. fluorescens HK44 probéhla uplné stejné, jen bylo pouzito zivné YEPS médium
(ptiprava viz 4. 3.) a roztoky salicylové kyseliny. Hotova mikrotitrani desti¢ka byla
piikryta folii a ihned vlozena do SPECTROstar Omega kde probéhlo meéteni
indukované bioluminiscence, které je uvadéno v L.U. (luminescent units cesky
luminiscen¢ni jednotky).

Obr. 12: Mikrotitra¢ni desticka (foto)
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4.6.4 Imobilizace bunék

K imobilizaci byla pouzita nakultivovana no¢ni kultura (podkapitola viz 4.6.2.)
Bunécnd suspenze se nechala narist do logaritmické faze délce pro dany bakteridlni
mikroorganismus, ktera byla pfeoCkovana do Cerstvého zivného LB média s
antibiotikem (viz tab. 5). Imobilizace probéhla v PVA matrici (technologie
Lentikats®). PVA gel se rozht4l na vodni 1azni pii teploté 90 °C. Ke zchladlému PVA
gelu (32 ml) byla pfidana narostla buné¢na suspenze (7,5 ml). Suspenze PVA gelu a
bun¢k byla fadné promichana na vortexu a nalita na sklenénou Petriho misku. Do
Petriho misky byla umisténa specialni hlava (dale jen hlava) na piipravu cocek
Lentikats® (obr. 9). PVA gel s mikroroganismy zachyceny na hrotech hlavy byl
pfenesen na vic¢ko sterilni sklenéné Petriho misky. Poté byly ponechany misky s
ptipravenymi imobilizovanymi ¢o¢kami v Biohazard boxu. Po dosazeni 30 % vahy
Cerstvych Cocek, byly stabilizovany v roztoku siranu sodného (michanim na
magnetické michacce) po dobu 2 hodin. Po stabilizaci byly ¢o¢ky promyty mineralnim
médiem MSM, rozdéleny do dvou Erlenmeyerovych ban€k s zivnym LB médiem a
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antibiotikem a ponechény kultivovat pfes noc na ttepacce (28°C, 120 rpm). Druhy den
byly ¢ocky prendany do sterilnich plastovych Petriho misek a zality uchovavacim
roztokem s pfidanym antibiotikem. Petriho misky s imobilizovanymi builkami ve
formé codek Lentikats® se uchovavaly v ledniéce. Imobilizace bunék probéhla stejnym
postupem u obou bakteridlnich kmeni.

Obr. 13: Hlava pro tvoieni ¢oéek Lentikats®
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Obr. 14: Coéky Lentikats®

Cogky (vlevo) byly erstvé pﬁpravéﬁy, ¢ocky na obrazku (vpravo) jsou po dosazeni
30 % vahy Cerstvych cocek.

4.6.5 Indukce imobilizovanych bunék

Indukce imobilizovanych bunék Ps. putida TVA8 a Ps. fluorescens HK44
probéhla stejn¢ jako v ptipadé volnych bunék (podkapitola 4.6.3), pouze S tim
rozdilem, Ze nejprve byla do mikrotitraéni desti¢ky vloZena, ¢ocka Lentikats®, s
imobilizovanymi TVAS8 nebo HK44 a poté byl pfidan roztok induktoru (toluenu nebo
salicylové kyseliny) a média. Vzorky byly provadény ve tfech paralelnich opakovanim
(jako v predeslych pokusech). Naplnéna mikrotitra¢ni destiCka byla piikryta specilni folii
a ihned vlozena do SPECTROstar Omega, kde probéhlo méfeni indukované
bioluminiscence.

4.7 Experimenty s Pseudomonas putida TVA8

4.7.1 Rustova krivka

Do Erlenmayerovy baiky se 100 ml tekutého LB média s kanamycinem, byla
zaoCkovana bakterialni kultura. Smés byla kultivovana pti 28 °C a 120 rpm na tfepacce
ptes noc. Druhy den se odebrala narostla kultura (1 ml u TVAS8, 5 ml u HK44) a
pieoCkovéna do Cerstvého LB média s KM. Poté bylo méteno kazdych 30 minut OD
narostlé kultury, pti dané vinové délce 600 nm.

4.7.2 Zavislost optické hustoty na log poctu bunék v 1 ml

Do Erlenmeyerovy barky se 100 ml LB média s KN, byla zaockovana kultura
TVAS8 a ptes noc kultivovdna na tfepacce pii 28 °C a 120 rpm. Nasledujici den se
odebral 1 ml narostlé kultury, pieockoval do Cerstvého LB média s KN a kultura se
dale nechala kultivovat na tfepacce pfi laboratorni teploté. Suspenze narostlych bunék
byla postupné odebirana a po zméfeni OD pti 600 nm bylo 0,1 ml rozetfeno na
agarovou misku s LB s KN. Pii vyssich OD byla suspenze fedéna tak, aby pocet
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narostlych kolonii byl pocitatelny, tj. niz§i nez cca 600. Vysledky (viz kapitola 5.2.1
str. 28) byly vyneseny do grafu a prolozeny rovnici pfimky.

4.7.3 Vliv koncentrace toluenu na bioluminiscenci volnych bunék

Nakultivované bakterie TVAS8 (viz 4.6.2.) byly indukovany v mineralnim
MSM médiu s pridavkem toluenu jak je uvedeno v tabulce 5. Slepym vzorkem bylo
¢isté mineralni médium MSM. Roztok toluenu R (viz kapitola 4. 3) byl pipetovan jako
prvni pfimo do kazdé jamky desticky zvlast’ (viz tab. 5), pak bylo pfiddno mineralni
médium MSM a nakonec bunécnd suspenze. Kazdy vzorek vzdy testovan ve tfech
paralelnich opakovanich..

Tab 5: Koncentraéni fada toluenu

. Vyslednd koncentrace v jamce
Objem roztolu (ul) 4
(ng.ml™)
20 0,15
60 0,44
120 0,88

4.7.4 Vliv bunééné koncetrace v jamce na bioluminiscenci

Nakultivované bakterie byly rozdéleny na polovinu. Prvni ptilka suspenze bunék
byla dale zfedéna (100 x) mineralni médiem MSM. Pfipravené dvé sady bunécnych
suspenzi byly pouzity pro méteni v jedné mikrotitra¢ni desti¢ce, kazda suspenze byly
napipetovany do jedné poloviny desticky. V prvni poloviné se uchovavala
koncentrovana bunécna suspenze a v druhé poloviné 100x ziedéna suspenze v
mineralnim MSM médiu. Nakultivované bakterie (viz kap. 4. 6. 2.) se indukovaly v
mineralnim MSM médiu s ptidavkem toluenu (pokus v Kapitole 4.7.4).

4.7.5 Srovnani bioluminiscence volnych a imobilizovanych bunék
V jedné poloviné mikrotitra¢ni desti¢ce byly indukovany volné TVAS a ve
druhé TVAS imobilizované v PVA matrici ve formé ¢ocek Lentikats® .

4.7.6 Vliv skladovaciho média na bioluminiscenci

Polovina imobilizovanych bun&k ve formé ¢ocek Lentikats® byla skladovana
V ledni¢ce v. MSM a druha polovina v zivném tekuté médiu LB s KN. Pfed indukci
byly vSechny ¢ocky kultivovany ve 100 ml zivného LB média na tifepacce pii 28°C a
120 rpm pfes noc. Druhy den byly ¢ocky promyty MSM média. Do kazdém jamky
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mikrotitraéni desti¢ky byla vloZena jedna ¢ocka. Co&ky byly indukované toluenem.
Jedna polovina ¢ocek, byla indukovand v MSM médiu a druhd v tekutém LB médiu S
KN.

4.8 Experimenty s Pseudomonas fluorescencs HK44

S bioluminiscen¢nim bioreportérem PS. fluorescencs HK44 byly provedeny pokusy
stejnymi postupy, tak jak je popsano pro Ps. putida TVAS8. Byly pouzity media a
induk¢ni roztoky specifické pro kmen HK44 jak je uvedeno v kapitole 4.3.

4.9 Realny vzorek vody

Pro indukci byly pouzity ¢ocky Lentikats® s Ps. Putida TVA 8 ( koncentrace bunék
1,3.101 B.mlY) a HK44 (koncentrace bunék ....). Cocky byly den pied indukci
kultivovany v tekutém Zivném médium LB s antibiotikem, na tfepacce pii 28 °C a 120
rpm pies noc. Druhy den byly ¢oc¢ky indukované v jedné desticce. Pro indukci byl
pouzit koncentrovany realny vzorek i ztedény a roztok toluenu R. Obsah jednotlivych
jamek je uveden na obr. 'V jamkach v fadé D (viz obr ..) byl ke koncentrovanému a
ziedénému vzorku pridan roztok toluenu R (koncentrace v jamce 0.44 ng.ml!). Toto
sloZeni v jamce bylo pouzito pro kontrolu vlivu dalSich latek, pfitomnych v redlném
vzorku ale neurenych, na intenzitu indukované bioluminiscence.
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5 Vysledky

5.1 Pseudomonas putida TVAS

Zavislost optické hustoty bunék (OD) na dobé& kultivace mikroorganismt je
znazornéna na obr 15. Obrazek popisuje rist mikroorganismi v uzavieném prostoru.
Bunky byly kultivovany v zivném LB médiu. V rozmezi od 0 — 120 minut probihala
lag faze (bunky se pfizpusobovaly prostfedi), v ¢asovém intervalu 120 — 330 minut
nastala log faze (bunky se zacaly mnozit) a mezi 330 — 600 minutou doslo k ustanoveni
stacionarni faze.

0 120 240 360 480 600
Cas [min]

Obr. 15: Ristova kiivka mikroorganismu TVA8

Na obr. 16 je mozné vidét zavislost optické hustoty na log poétu bun¢k v 1 ml.

Suspenze narostlych bunék byla postupné odebirdna a po zméteni OD (optické

hustoty) pti 600 nm byla vzdy 1 ml rozetiena na agarovou misku LB s KN. Vysledky
byly vyneseny do grafu a proloZeny rovnici piimky.
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Obr. 16: Zavislot optické hustoty bunék na bunééné koncentraci
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Zmeétena Casova zavislost luminiscence volnych bunék v MSM médiu po indukci toluenem (koncentracni rozmezi 0 — 0,88 pg.ml-1) je znazornéna
na obr- 18. Méteni bylo provedeno v jedné mikrotitracni desticce ve Ctyfech paralelnich opakovani (pozice A-D, viz obr. 12). Do grafu byl zanesen
primér kazdého paralelniho opakovani (Cerna barva). Nejvyssiho rozdilu bylo dosazeno u koncentraci 0,30 a 0,44 pg.ml-1 toluenu v jamce.
Zavislost bioluminiscence volnych bunék na koncentraci indukovaného toluenu byla prométena v rozmezi koncentraci (0 — 0,88 ug.ml-1) v Case.
Maxima bioluminiscen¢ni odezvy bylo dosazeno po 90 — 120 min indukce. Zavislost bioluminiscence je pfimo imérnd koncentraci toluenu v

jamce.

Vzorek [pg.ml1]
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=)
=l 1,5£403 | 1,5E403 1,56403 1,5€+03 1,5E403
3
(7]
[«5)
=
g 1,0E+03 1,0E+03 1,0E+03 1,0E+03 1,0E+03
S
o]
5,0E+02 5,0E+02 5,0E+02 5,0E+02 5,0E+02
0,0E+00 .& 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00
0 60 120 180 240 60 120 180 240 60 120 180 240 0 60 120 180 240 60 120 180 240

¢as [min]

Obr. 17: Opakovatelnost luminiscen¢ni odezvy volnych bunék TVA8

31




Obr 18 ukazuje zavislost bioluminiscence na koncentraci toluenu vV mineralnim MSM
médiu v ¢ase. Intenzita bioluminiscence stoupala se vzristajici koncentraci toluenu od
0 do 0,88 pg.ml! v jamce. Mensi rozdil v intenzité bioluminiscence byl mezi
koncentracemi 0,44 ug/ml a 0,88 pg.ml™.

8,0E+04 A
kontrola
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= 0,44 pg/ml
[«6)
S 4,0E404 - —=—(,88 pug/ml
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= 2,0E+04
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m
0,0E+00 P e — — e
0 60 120 , . 180 240 300
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Obr. 18: Vliv koncentrace toluenu na bioluminiscenci volnych bunék

Zavislost bioluminiscen¢ni odezvy na koncentraci volnych bun¢k TVAS je zndzornéna
na obr. 19. Byly proméfeny dvé bunééné suspenze, jedna s koncentraci 1.10.° B.mlI (pIna
¢ara) a druha s koncentraci 1.107 (te¢kovana ¢ara). Po natedéni volnych bunék doslo
k poklesu bioluminiscenéni odezvy piiblizné 3X. Obé bunétné suspenze byly
indukovany toluenem v mineralnim MSM médiu.
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Obr. 19 : Vliv buné¢né koncentrace v jamce na bioluminisce
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Casovy pribéh bioluminiscence volnych (plna &ara) a imobilizovanych bunék TVAS
v PVA matrici (te¢kovana ¢ara) o stejné koncentraci 1,3.101° B.mI2. Buitky TVAS
byly indukovany kalibra¢ni fadou toluenu O - 0,88 pg.ml* v MSM médiu v &ase.
Intenzita bioluminiscence volnych i imobilizovanych mikroorganismii byla skoro
stejnd, coz naznacuje obr. 21.
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Obr. 21: Srovnani bioluminiscence volnych a imobilizovanych bunék TVAS v
Lentikats®

Na obrazku €. 22 je zndzomén vliv média na intenzitu bioluminiscence imobilizovanych
bunék TVAS8 v PVA matrici ve formé ¢ogek. Cocky byly skladovany v mineralnim MSM
médiu (plnd ¢éara) a Zivném LB médiu (teCkovand ¢ara) indukované toluenem. Vyssi
odezva bioluminiscence byla v ptipadé imobilizovanych bunék. V grafu vliozen vytez.
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Obr. 22: Vliv podminek skladovani na bioliminscenci imobilizovanych bunék
TVAS8 ve formé ¢oéek Lentikats®
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Obr. 23: Vliv skladovéani bunék TVAS imobilizovanych v Lentikats®, na indukovanou bioluminiscenci v minerdlnim MSM (pln ¢4ra) a Zivném
LB (teckovana ¢ara) médiu




Na obr. 23 je znazornéno skladovani imobilizovanych ¢odek Lentikats® po dobu
jednoho mésice. V prvni poloving grafu jsou ¢ocky skladovany v zivném LB médiu.
Imobilizované buitkky TVAS byly zméfeny po 3, 12, 13 a 20 dnech skladovanych v
ledni¢ce v uchovavacim zivném LB médiu. Dosazeni maxima se pohybovalo v
rozmezi 150 — 200 minutami po indukci toluenem. V druhé poloviné grafu byly bunky
uchovavany v minerdlnim MSM médiu. Méfeni probihalo shodné s buiikami v LB
médiu. Dosazeni nejvyssi intenzity bioluminiscence bylo dosazelo po 100 — 150
minutach indukce toluenem. Z obrazku je ziejmé, ze pouziti zivného LB média je pro
imobilizované ¢ocky vyhodnéjsi.

5.2 Pseudomonas fluorescencs HK44

Zavislost optické hustoty bunék (OD) na dob¢ kultivace mikroorganismi je
znazornéna na obr 24. Obrazek popisuje riist mikroorganismii v uzavieném prostoru.
Bunky byly kultivovany v zivném YEPS médiu. V rozmezi od 0 — 100 minut probihala
lag faze (buniky se ptizptisobovaly prostiedi), v ¢asovém intervalu 100 — 180 minut
nastala log faze (buniky se zacaly mnozit). Obrazek je analogicky obrazku 16.

Bioluminiscence [L.U.]

0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Cas [min]

Obr. 24: Rustova krivka mikroorganismu
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Na obr. 25 je lze vidét zavislost optické hustoty na log poc¢tu bunék v 1 ml. Suspenze
narostlych bun¢k byla postupné odebirana a po zméteni OD (optické hustoty) pti 600
nm byla vzdy 1 ml rozetfena na agarovou misku LB s TC. Vysledky byly vyneseny

do grafu a proloZeny rovnici ptimky.
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Obr. 25 Zavislost optické hustoty bunék na bunééné koncentraci
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Zméfena ¢asova zavislost luminiscence volnych bunék v YEPS médiu po indukci salicylovou kyselinou (koncentraéni rozmezi 0 — 0,500 mg.ml™ v jamce)
je znazornéna na obr- 26. Méfeni bylo provedeno v jedné mikrotitracni desti¢ce ve Ctyfech paralelnich opakovani (pozice A-D, viz obr. 12). Do
grafu byl zanesen primér kazdého paralelniho opakovani (Serna barva). Nejvyssiho rozdilu bylo dosazeno u koncentraci 5 mg.ml™? salicylové
kyseliny v jamce. Prvniho maxima bioluminiscen¢ni odezvy bylo dosaZeno po 100 minutach indukce. Druhé maximum bylo dosaZeno po cca 200

minutach.
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Obr. 26 Opakovatelnost luminiscencni odezvy volnych bunék HK44
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Zavislost bioluminiscence na koncentraci salicylové kyseliny v médiu YEPS v case
ukazuje obr. 27. Intenzita bioluminiscence stoupala se vzristajici koncentraci od 0 do
50 mg.ml? v jamce. Mensi rozdil v intenzité bioluminiscence byl byl zaznamenan u
koncentracemi 500 mg.ml™,
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Obr.27: Vliv koncentrace salicylitu na bioluminiscence volnych bunék P.
fluorescens

Obr. 28 : Casovy priibéh bioluminiscence stejného mnozstvi volnych (plna ara) a
imobilizovanych (teCkovana ¢ara) bun¢k P. Fluerescens HK44 v PVA matrici ve
formé Cocek Lentikats®, indukované salicylatem.Bioluminiscence imobilizovanych
buné¢k byla rozdilna. Do grafu vloZen vyfez.
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Obr. 28: Srovnani bioluminiscence volnych a imobilizovanych bunék
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Na obrazku ¢. 29 je znazornén vliv média na intenzitu bioluminiscence
imobilizovanych bunék HK44 v PVA matrici ve formé dogek. Cocky byly skladovany
v minerdlnim YEPS médiu (plnd cara) a zivném LB médiu (teckovand c¢éra)
indukované salicylovou kyselinou. Vys§i odezva bioluminiscence byla v piipadé
imobilizovanych bun¢k. V grafu vlozen vyiez.
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Obr. 29: Vliv podminek skladovani na bioliminscenci imobilizovanych bunék
HK44 ve formé& ¢ocek Lentikats®

Imobilizované buiiky byly indukovany redlnym vzorkem, koncentrovanym 1 zfedénym
a standartnimi roztoky toluenu (odstiny zelené barvy), koncentrace 0 do 0,88 pg.ml™
v jamce (barevné). Nejvyssi bioluminiscenéni odezvy bylo dosazeno u ziedéného
vzorku (1:10) realné kontaminované vody jak lze vidét na obr. 30.Vlozen vyiez.
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Obr. 30: Pribéh bioluminiscence imobilizovanych bunék TVA8 v ¢ockach
Lentikats® indukovanych realnym vzorkem
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Imobilizované buniky byly indukovany realnym vzorkem, koncentrovanym i ztedénym
a standartnimi roztoky salicylové kyseliny (odstiny zelené barvy), koncentrace 0 do
0,500 mg.ml*! v jamce (barevné) je znazornéna obr. 30.. Nejvyssi bioluminiscenéni
odezvy bylo dosazeno u zfedéného vzorku (1:10) redlné kontaminované vody.VloZzen
vyiez.
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Obr. 30: Pribéh bioluminiscence imobilizovanych bunék TVAS8 v c¢ockach
Lentikats® indukovanych realnym vzorkem
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6 Diskuze

Experimenty provedené s Pseudomonas putida TVA8

Opakovatelnost ukazuje, Ze jsou rozdily v intenzité bioluminiscence bunék i v
Case dosazeni maxima. Vzrastaly se vzristem koncentrace toluenu v jamce. To zfemé
souvisi s rozdilnou difuzi toluenu do ¢ocky a tim i rozdilnou dosazitelnosi toluenu pro
mikroorganismy. Bioluminiscence stoupa se vzrastajici koncentraci tolueneu od 0 do
0,88 pg.ml™. Mensi rozdil v intenzité bioluminiscence byl mezi koncentracemi 0,44 pg/ml
a 0,88 pg.ml?, coz souvisi s toxickym piisobenim vyssi koncentrace toluenu na buiiky.
Maximalni bioluminiscence bun¢k byla dosazena zhruba po 1,5 — 2 hodinach po indukei
toluenem. Bioluminiscence je zavisla na bunétné koncentraci.

Pouzitd metoda Lentikats® je vhodna pro imobilizaci bakterii. Biouminiscence
imobilizovanych bun¢k Pseudomonas putida TVAS8 byla srovnatelna s volnymi
buitkami, coz naznacuje zachovani zivotaschopnosti vétSiny bunék. Narozdil u bunék
Pseudomonas fluorescencens HK44, kde se odezva lisila. Cas k dosaZeni maxima
bioluminiscence buné¢k TVAS byl delsi pro imobilizované bunky a to zejména pii
nizsich koncentracich toluenu. Pro koncentraci toluenu 0,15 pg.ml? byl rozdil 20
minut, kdezto pro koncentraci 0,88 pug.ml? byl rozdil pouze 5 minut. To souvisi s
difuzi toluenu k buiikdm, imobilizovanym v Lentikats®. Vliv na skladovani ma druh
média. Lepsi je skladovani v LB médiu, protoze ptedstavuje zdroj Zivin pro
mikrorganismus bungk. Pfi skladovani imobilizovanych bunék v zZivném médiu, byla
bioluminiscence zhruba 10 x vyssi nez pii skladovani v MSM mediu. Skladovanim, at’
uz v LB nebo MSM médiu dochazelo postupné k poklesu bioluminiscence. K udrZeni
méfitelné bioluminiscence bylo ptidano nékolik ml zivného média s antibiotikem do
mineralniho media, ve kterém byly bunky skladovany. ZvySeni bioluminiscence
imobilizovanych bun¢k skladovanych v mineralnim médiu, bylo dosazeno 1 jejich
ozivenim, kultivaci pfes noc v zivném médiu.

Experimenty provedené s Pseudomonas fluorescens HK44

Experimenty ukazuji, Ze pfi indukci bunék HK44 salicylovou kyselinou doslo k
prvnimu maximu intenzity bioluminiscence po 80 minutich indukce. Pfi
koncentracich 5 mg.ml™t a 50 mg.ml? je zietelné i druhé bioluminiscen¢i maximum
v ¢ase kolem 200 minut. Pfi koncentraci 500 mg.ml™? se zfejmé jiz projevuje toxicky
uginek vysoké koncentrace kyseliny salicylové. Casovy pribéh intenzity
bioluminiscence byl ve vSech jamkach indukovanych stejnou koncentraci kyseliny
salicylové prakticky stejny. Rozdily v intenzit¢ byly do 20 % s jedinou vyjimkou (5
mg. ml™2).

Bioluminiscence stoupala se vzristajici koncentraci salicylové kyseliny od 0,5
do 50 mg.mlt. U nejvyssi koncentrace 500 mg.ml? doslo k poklesu intenzity

bioluminiscence: Tato vysokd koncentrace salicylatu plsobi jiZ toxicky na volné
bunky HK44. Maximalni intenzity bioluminiscence bunék bylo dosazeno v rozmezi
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90 — 240 minutami po indukci salicylatem. V pribéhu métfeni dosSlo minimalné ke
dvéma zvySenim bioluminiscence. Tento rozdilny pribéh indukce od TVAS je
zpusoben tim, ze geneticky konstrukt odpovédny za produkei bioluminiscence byl
vloZen na plasmidu.

Bioluminiscence volnych i imobilizovanych bunék HK44, indukovanych
stejnou  koncentraci salicylatu byla rozdilna. Maximum  bioluminiscence
imobilizovanych bunék se zvysilo oproti volnym ~ 6x. Kromé koncentrace 5 a 50
mg.ml™ salicylové kyseliny. Cas k dosaZeni maxima bioluminiscence byl asi 2x delsi
pro imobilizované buiiky, zejména pti vysSich koncentracich salicylatu. Prodlouzeni
casu k dosazeni maxima bioluminiscence muze souviset s difuzi salicylatu k buitkdm
imobilizovanym v Lentikats®.

Vliv na skladovani ma druh média. Pti skladovani imobilizovanych bunék v
zivném YEPS médiu, byla bioluminiscence jen o néco vyssi nez pii skladovani v LB
médiu s TC. Ke zvySeni bioluminiscence imobilizovanych bun€k skladovanych v
mineralnim mediu, bylo dosaZzeno jejich kultivaci ozivenim, kultivaci pfes noc v
zivném LB médiu s TC.

Realny vzorek

Priib&h bioluminiscence TVAS8 v ¢ockach Lentikats® indukovanych realnym vzorkem,
koncentrovanym i ziedénym a standartnimi roztoky. Nejvyssi bioluminiscence dosahl
realny vzorek zfedény 1:10 ale aZ po vice nez 6 hodinach indukce. Koncentrovany
vzorek 1 vzorky zfedéné 1:1, 1:50 a 1:100 mély bioluminiscenci niZsi, coZ souvisi
s vysokou koncentraci BTEX, ktera uz je toxicka u koncentrovaného vzorku a vzorku
1:1 a na druhou stranu s nizkou koncentraci BTEX uvzorkt ziedénych 1:50 a 1:100.
V Case odpovidajicimu dosaZeni maxima V jamkach se standartnimi roztoky (konc. 0,44 a
0,88 ng. ml?Y) byla bioluminiscence vzorku zfedéného 1:10 piiblizné odpovidajici
koncentraci toluenu (Ve srovnani se standartnimi roztoky). Vysoka bioluminiscence v
jamkach spiidavkem standartu u realného vzorku, koncentrovaného i ziedéného,
(neuvedeno v grafu ¢. 9) souvisi s ptitomnosti dal$ich, neidentifikovanych, latek
Vv realném vzorku at’ uz zdroji uhliku nebo latek naruSujicich bunéénou membranu,
které zvySuji indukovanou bioluminiscenci.

Bioluminiscence HK44 indukovana realnym vzorkemve vSech ziedénich byla na
urovni slepého pokusu (tzn. bioluminiscence HK44 v YEPS mediu bez induktoru). To
je vsouladu schemickym rozborem, kdy nebyly ve vzorku nalezeny zadné
polyaromatické uhlovodiky.
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7 Zavér a prinos prace

Experimenty provedené v této praci prokazaly podobny prubéh indukce u
volnych i imobilizovanych bun¢k bioreportéri Ps. fluorescens HK44 a Ps. putida
TVAS. Bylo prokazano, ze imobilizavané bioreportéry vV ¢ockach Lentikats® je mozné
skladovat po dobu 1 mésice. Skladovani je nutné provadét v zivném mediu, jinak
dochazi k prudkému poklesu indukované bioluminiscence. Pokud jsou skladovany v
mineralnim mediu, je nutné provést oziveni kultivaci pfes noc v zivném mediu.

Bioreportéry imobilizované do Lentikats® mohou slouzit jako nastroj pro
rychlou a levnou detekci kontaminace kontaminace vody. Vzhledem k ptfitomnsoti
dalsich latek vredlnych vzorcich, které mohou zvySovat ale 1 snizovat
bioluminiscenci, bude vyuziti detekce pomoci imobilizovanych bioreportéri zejména
pfi sledovani kontaminace v urcité lokalité. Nizkd cena jedné analyzy pomoci
bioreportéri imobilizovanych do Lentikats®, umozni casté odebirdni vzorkd.
V ptipad€ hledani nejvice kontaminovaného mista lze detekovat semikvantitativné
kontaminaci ve velkém poctu vzorki a tim ptresnéji urcit nejvice zasazené misto.
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