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Abstrakt

Bakalarska praca sa zaobera vyuzitim osmotického stresu ako nastroja evolu¢ného inZinierstva
PHA produkujucich bakteridlnych kmenov. Cielom prace je posudit’ vyuziteI'nost' adaptacie
mikroorganizmov na hypoosmotické prostredie ako inzinierskeho nastroja na ovplyvnenie
efektivity biosyntézy PHA. Teoretickd Cast’ prace sa zaobera principom evolu¢ného
inzinierstva, metédami tejto stratégie a vplyvom fyzikalnych faktorov na mikroorganizmus.
V ramci experimentalnej Casti bol realizovany experiment adaptivnej laboratornej evolucie
s vyuzitim bakterialneho kmenia Halomonas halophila CCM 3662. Ako stresovy faktor pocas
sériovej kultivacie bol aplikovany osmoticky tlak v podobe znizenej koncentracie soli
V produkénom médiu. Za ucelom vyvinutia PHA produkujicich adaptovanych mutantnych
kmetiov boli jednotlivé pasaze analyzované pomocou metod spektrofotometrie, gravimetrie a
GC-FID. Na zéklade vysledkov dlhodobej kultivacie bol zisteny adaptacny potencial kmena
HH35, kultivovaného pri 35 g/l NaCl, u ktorého obsah biomasy a koncentracia PHB vykazovali
najvyssie hodnoty. Z jednotlivych generacii kmefia HH35 bola pre podrobnejsiu analyzu
vybrana 15. pasaz a 30. pasaz, ktoré spolu s kontrolnym divokym kmeniom H. halophila, boli
podrobené hyperosmotickému a hypoosmotickému Soku. Pomocou metod FC a TGA bola
sledovana stresova odpoved bakterialnych kmenov, v snahe zistenia viability buniek c¢i
potencialnych morfologickych zmien. Vyizolované polyméry boli charakterizované FTIR
analyzou.

Abstract

This bachelor thesis deals with the application of osmotic stress as a tool for evolutionary
engineering of PHA producing bacterial strains. The aim of this thesis is to evaluate a bacterial
adaptation to hypoosmotic environment, as an engineering tool in order to increase the
production of PHA. The theoretical part focuses on the evolutionary engineering principle,
methods of the strategy and the effect of physical factors on microorganism. The aim of
experimental part was to performed an adaptive evolutionary experiment with the bacterial
strain Halomonas halophila CCM 3662. Reduced osmotic pressure was used as a stressing
factor during the serial cultivation. In order to generate PHA producing mutant strains, each
passage was characterized using spectrophotometric and gravimetric method and by GC-FID.
It was found that after the long-term cultivation, the mutant strain HH35, cultivated in 35 g/l
NaCl, was associated with the highest biomass and PHB concentration. The 15th and 30th
passages, along with the wild type strain H. halophila were subjected to further cell-robustness
analysis with the application of hyper- and hypoosmotic shock. The stress response, viability
of cells and morphological changes were analyzed using FC and TGA methods. Isolated
polymers were characterized using FTIR analysis.

Kracové slova
Evolu¢né inZinierstvo, sériova kultivacia, osmoticky stres, polyhydroxyalkanoaty (PHA),
Halomonas halophila

Keywords
Evolutionary engineering, serial cultivation, osmotic stress, polyhydroxyalkanoates (PHA),
Halomonas halophila
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1 UVvoD

Evolucia ako nezastaviteI'ny proces vyvoja, ¢i uz organizmov alebo prirody v ¢ase a priestore,
je neoddelitel'nou sucastou nasej existencie. Prirodzeny vyber a postupnd variacia viedla
k vzniku novych druhov jedincov s ur€itym genotypom a teda aj fenotypom. Postupom ¢asu
bolo zistené, ze hlavnym zdrojom variability st nahodné mutacie, ktoré si vyvolané uréitymi
faktormi, priCom prave tieto mutacie sa povazuju za hnaciu silu evoltcie. Organizmus si vSak
tieto mutacie nevyberd, vznikajui spontanne a ich nasledky mozu mat’ r6zny charakter. Napriek
vyskytu urcitych mutécii, ktoré mézu mat az fatdlny dopad na organizmus, sa mutacie povazuji
za vyznamny proces veduci k vzniku novych druhov.

Studovanim tohto procesu vznikla myslienka cieleného zavadzania muticii do génov
vybranych organizmov, za uUCelom vytvorenia organizmu s vylepSenymi vlastnostami
a funkciami. Prave tymito metddami sa zaobera aj evolu¢né inzinierstvo, ktorého stratégia je
postavena na idei vytvorenia pozadovanych vlastnosti, ako napriklad zvysena produkcia
ur¢itého metabolitu, prirodzenou cestou. Vdaka tejto myslienke by evolu¢né inzinierstvo
mohlo predstavovat’ ndstroj pre efektivnejSiu a finanéne menej narocnejSiu produkciu
materialov, ktorych priprava je limitovana prave vysokymi nakladmi na ich realizaciu.

Jednym z tychto materialov by mohli byt prave polyhydroxyalkanoaty (PHA), biologicky
degradovatel'né biopolyméry produkované mikroorganizmami, ktoré sa v poslednej dobe stali
centrom zaujmu nie jedného vyskumu. Nahradenie syntetickych petrochemickych plastov,
perspektivnymi bioplastami na baze PHA, by predstavovalo vyrazne pozitivny dopad na
environmentalne prostredie. Syntézu tohto polyméru v praxi, vSak doteraz limituje vysoka
cena. Preto sa naskytuje myslienka, posudit’ vyuzitie konceptu evoluc¢ného inzinierstva ako
nastroja na zvysenie efektivity produkcie PHA bakteridlnymi kmetimi.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Evoluéné inzinierstvo

2.1.1 Vyvoj evolu¢ného inZinierstva

Pociatky experimentalnej evolucie siahaji do druhej polovice 19. storocia, kde prvotnu teoriu
evoltcie prirodzenym vyberom sformuloval Charles Darwin v roku 1859 v jeho knihe
,,O povode druhov* [1]. Darwinova teoria polozila zaklady v $tudiu evolucie a inSpirovala
mnohych vedcov v d’alSom experimentalnom vyskume. Louis Pasteur sa zaoberal vyvojom
patogénnych zarodkov a ich moznym prepuknutim v ochorenie, ¢o sa stalo konceptom tedrie
0 choroboplodnych zarodkoch [1]. V tejto praci neskor pokracoval aj Robert Koch, ktory
skimal vyvoj mikrobidlnych kultar aich vztah Kk ochoreniu, ¢o viedlo k sformulovaniu
Kochovych postulatov [1].

Prvé experimenty adaptivnej laboratornej evolucie (ALE) publikoval William Dallinger pred
viac ako 100 rokmi, ktory chcel dosiahnut’ d’alSie dokazy o Darwinovom zdkone subeznej
adaptacie na sufasné zmeny zivotného prostredia [3]. Predmetom jeho zaujmu sa stali
jednobunkové organizmy s kratkym zivotnym cyklom v priemere 4 minuty, ¢o predstavovalo
vznik 360 generacii za den. Pozoroval vplyv zvySujucej sa teploty a toleranciu
mikroorganizmov vo¢i zmenenym podmienkam, pricom dochadzalo k vyvinu novych druhov

[2, 3].

Od 60. rokov sa zaujem o vyuzivanie ALE zna¢ne zvysil u inZinierstva mikrobidlnych kmenov.
Stadium priemyselnych mikroorganizmov, ako vyhodnych modelov pre aplikiciu ALE,
zaznamenalo velky pocet experimentov pre konstrukciu mutantnych kmenov s istymi
evoluénymi vyhodami. Ako modelovy mikroorganizmus sa vyuziva predovSetkym baktéria
Escherichia coli ako zastupca prokaryotickej riSe a Saccharomyces cerevisiae ako zastupca
eukaryotickej rise [2, 3].

Nedavny vyvoj v oblasti DNA sekvenénych technoldgii umozituje vyhodnotenie vyvinutych
populécii aj na molekularnej Grovni. Vd’aka tymto pristupom ALE nachadza vyuzitie ako
nastroj na objavovanie a pochopenie novych biologickych mechanizmov. Tieto mechanizmy,
ako napriklad predtym necharakterizované aktivity enzymov, moézu byt dalej pouzité pri
rozvoji kmenovych aktivit a k zefektivneniu produkcie metabolitov [2, 3].

2.1.2 Charakteristika a princip

Predstava inZinierstva ako konceptu navrhov pre vytvorenie objektov, vypracovanych na
zaklade uz znamych principov a metdd bohuZzial’ nepostacuje na navrhnutie a pripravu latok
s pozadovanymi vlastnostami a funkciami. Alternativou pre vyrieSenie tohto problému je prave
evoluéné inzinierstvo, ktoré vyuziva princip prirodzeného vyvoja, variaciou a vyberom.
Komplementarna stratégia napodobiiujuca evoluény vyvoj pontka vedecké a aplikované
vyhody pre navrhnutie biopolymérov, nukleovych kyselin a proteinov s pozadovanymi
vlastnostami. Vyuzitim riadenej evolucie, teda vyvoja do pozadovaného smeru, dochddza
zavedenim mutécii do génov k vytvéaraniu genetickej diverzity. Ziskana variabilita prispieva
k vyvinu kmetiov, ktoré st za neustaleho skriningu triedené tak, aby sa ziskali len mutantné
kmene spozadovanym fenotypom. V biologickom a chemickom vyskume priemyselne
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vyuzivanych mikrobidlnych organizmov je beznou metdédou na mnozenie populécie a zisk
produktov so zlepSenymi vlastnostami, ako je environmentalna tolerancia a odolnost” voci
selekénym tlakom [4]. Pod selekénym tlakom mdzeme chéapat’ rozne stresové faktory ako
napriklad teplota, pH prostredia, osmolarita, toxicita, obsah soli atd’. Aplikaciou urcitého stresu,
¢i ich kombinaciou na skimané bunky sa sleduje zmena fenotypu daného kmena v réznych
casovych horizontoch. Hlavnou vyhodou tejto techniky je napodobnenie prirodzené¢ho vyvoja,
s tym rozdielom, Ze tento vyvoj prebieha rychlejSie a efektivnejSie. Pocas kultivacie vznikaju
adaptivne mutanty, teda jedinci so zvySenou odolnostou, ktoré d’alej rozsiruji populaciu
S vyvinutym toleranénym fenotypom. Zlozit¢ dynamické interakcie v bunkovych systémoch
a komplikované predpovedanie sekundarnych odpovedi a vedlajSich ucinkov, Ccasto
obmedzuju pouzitie metabolického inZinierstva, ktorého postupy st prevazne zalozené na uz
znamych a dostupnych molekularnych znalostiach [5]. RieSenim tychto obmedzeni by mohlo
byt prave pouzitie stratégii evolu¢ného inzinierstva, ktoré nevyzaduji podrobnu znalost
0 genetickom pozadi pre dany fenotypovy znak [3-6].

2.1.3 Stratégie evolu¢ného inZinierstva

Evolu¢né inzinierstvo zahiha viacero moznosti laboratdrneho prevedenia experimentu riadenej
evolucie ako znazornuje Obrazok 1. Stratégie st zamerané na zavadzanie mutacii ¢i prepis
genomu, ktoré zvysuju geneticku diverzitu populécie, ¢im sa zvysuje aj efektivnost’ evolu¢ného
inzinierstva. Kazda stratégia ma svoje vyhody ako aj nevyhody, ktorymi vacsinou byva dlha
doba kultivacie, ¢i zvySend frekvencia nevyhodnych mutacii. Postupom casu vsak doslo
k zavedeniu novych metdd, v snahe zvysit efektivnost’ a eliminovat neziaduce zmeny.
Inverzné techniky vyuZivané na zlepSenie pozadovanych vlastnosti priemyselnych
mikroorganizmov, ktorych zakladom je napodobnit’ prirodzeny vyvoj, st zaloZené na mnozeni
buniek mikroorganizmov za pdsobenia selekéného tlaku, ¢im dochadza k vzniku genetickej
diverzity [4]. Predpokladanym vysledkom stratégie je optimalizacia fenotypu a adaptacia
mutantnych kmenov na neprirodzené podmienky. Tieto kmene su nasledne vyselektované
a analyzované pomocou vysokovykonnych skriningovych pristupov (agarové alebo
mikrotitracné dosky, fluorescencné znacenie), ktoré umoziuje rychlu identifikdciu vyvinutych
mutantnych kmenov s pozadovanymi vlastnostami [3, 4].
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2.1.3.1 Fyzikdlna a chemicka mutagenéza

Mutagenéza sa povazuje za vyznamny zdroj genetickej diverzity v populacii. Tento proces
moze byt docieleny viacerymi metdodami, najCastejSie vystavenim organizmu réznym
chemickym ¢i fyzikdlnym mutagénom (vid® Obrazok 1). Medzi chemické mutagény patria
modifikacie a analdgie baz, ktoré su zaclenené do DNA pocas replikécie, ¢im dochadza k
vymene Specifickych nukleotidov a tzv. ,,frame-shiftingu* [4]. Niektoré mutagény vratane
etylmetansulfonatu (EMS) mozu sposobovat’ aj deléciu uréitej dizky DNA [5]. Fyzikalne
mutagény ako UV Ziarenie alebo ioniza¢né Ziarenie (RTG, y Ziarenie) vyvolavaju Struktirne
poskodenia DNA, dokonca pri vystaveniu vysokych davok méze dojst’ az k usmrteniu buniek.
Vyuzitie tychto mutagénov moze zvysit rychlost’ a frekvenciu mutacii az 1000x viac, ako
Vv pripade spontdnnej mutacie, ¢im je docieleny vznik velkej genetickej variability. Vysoka
frekvencia mutacii ale nemusi byt vZdy vyhodna pri prevadzani experimentov. Vac¢sina mutacii
nema ziadny vplyv na bunky, alebo m6ze mat’ opacne az Skodlivy ucinok. Nizka frekvencia
uzito¢nych mutacii a nekontrolovatelny priebeh predstavuji zna¢ny problém pri pouziti tychto
metod. RieSenim by mohla byt nova metéda ARTP (atmospheric and room temperature
plasma) mutagenézy, ktora si v poslednej dobe ziskala velka pozornost. Metoda ARTP je
zaloZend na pouziti plazmového pradu radiofrekvencného Zziarenia s atmosférickym tlakom,
ktory je schopny mutagenézy s vyssou uéinnost'ou [3-5, 7].
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2.1.3.2 Adaptivna laboratérna evolicia

Pre pochopenie zakladnych mechanizmov na molekularnej trovni a adaptacie na vyvolané
zmeny je adaptivna laboratérna evolucia vhodnym a ¢asto pouzivanym nastrojom v roznych
biologickych studiach. Vedecky pristup vyuzivajuci vyvoj v riadenom smere ma zna¢ne dlhsiu
dobu kultivacie ako vyssie spominana mutagenéza, ktora méze trvat’ niekol’ko tyzdnov az roky.
ALE ponuka 2 typy metod, a to sériové davkovanie a kultivaciu v bioreaktoroch /chemostatoch
(vid’ Obrazok 1) [4].

Sériovéa davkovanie/kultivacia sa uskuto¢iiuje v jednoduchych Erlenmayerovych bankach, kde
prebieha propagacia buniek v paralelnych kulturach za laboratérnych podmienok. Je nutné
neustale trepanie na trepackéch, aby bola zabezpecena homogenita varky. Kultivaéné banky su
obvykle uzavreté¢ vatovymi Spuntami, vd’aka ktorym prenika plyn do banky len diftziou.
V pravidelnych intervaloch sa alikvotna Cast’ exponencidlne rastiicich buniek prenesie do nove;j
banky s ¢erstvym médiom na d’alSie kolo propagacie. Tento proces sa nazyva aj pasazovanie,
kde kazdé d’alSie preockovanie predstavuje nova pasaz. Pocet pasazi sa liSi v zavislosti od
jednotlivého experimentu. Experimenty sa mozu tiez vykonavat’ na mikrotitracnych doskach ¢i
agarovych platniach, kde sa mozu pestovat’ az stovky mikrobidlnych kultar paralelne. Ide
0 pomerne jednoducht a finan¢ne vel'mi dostupnu metdédu. Nevyhodou tejto metdédy moze byt
prili§ dlha doba kultivacie, pripadne nekontrolované podmienky pre rast [4, 8, 9].

Kultivacia v bioreaktoroch respektive chemostatoch, predstavuje kontinudlnu kultivaciu
s konsStantnym privodom Zivin a separaciou nahodnych jedincov populécie a odpadu. Jedna sa
0 automatizovanu kultivaciu mikroorganizmov, ktorej vyhoda spociva v zachovani takmer
kons$tantnych hodnét v procesnych parametroch ako je pH, hustota buniek alebo rastova
rychlost. Na rozdiel od sériového davkovania je kultivacia v chemostate zalozena na raste
buniek s obmedzenym prijmom zivin. NajCastejSie sa jedna o toleranciu na obmedzené
mnozstvo cukrov ako glukozy alebo glycerolu. Je taktiez potrebné zabezpedit' premieSavanie
a prevzdus$novanie varky, aby sa zabranilo usadzovaniu rychlo sedimentujucich buniek a doslo
tak ku koncentracnej aj teplotnej homogenite Kultivacie. V porovnani so sériovou kultivaciou
ide o finan¢ne narocnejsiu techniku. Okrem chemostatu sa na kontinualnu kultivaciu vyuzivaju
aj turbidistaty s konstantnou koncentraciou biomasy a auxostaty, ktorych konstantny parameter
savisi s rastom (substrat, Oz, CO>) [4, 8, 9].

2.1.3.3 Evolucia na urovni genomu

Cielend uprava genému predstavuje dal§iu moznost' vyvoja mikrobidlnych kmeiiov so
zlepSenymi vlastnostami. Gendmova rekombindcia sa ukdzala ako uc¢inny nastroj v evolu¢énom
vyvoji, predovsSetkym prinosom rdéznych informacii o genetickom zdklade komplexnych
fenotypov. Zmeny na Grovni gendmu s zvyc¢ajne uskuto¢nované pohlavnou alebo in vivo
rekombinaciou ¢i faziou protoplastov [10]. Novym nastrojom na zefektivnenie tradi¢nych
postupov by mohlo byt globélne transkripéné inzinierstvo (gTME), ktoré sa zameriava na
transkripéné faktory a generuje diverzitu na trovni transkripcie, pricom dochadza k vytvoreniu
stboru variantov s heterogénnymi fenotypmi (vid’ Obrazok 1) [10-12].
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2.1.3.4 Asistované evolucné inZinierstvo

Metody asistovaného evolucného inzinierstva v spojeni s vysoko vykonnym skriningom
mikrobidlnych buniek su schopné prekonat’ limity klasickych metéd pri obmedzenych
znalostiach o genetickom zaklade. Asistovana evolucia zahfia rézne pristupy, ktoré vyuzivaji
napriklad biosenzory na riadenie evolucie, ¢i fluorescen¢né farbenie na vizualizaciu a triedenie
mutovanych jedincov [4].

Biosenzor predstavuje molekularne zariadenie, ktoré reaguje ako na metabolity, tak aj na
selekény tlak. MozZe sa jednat bud’ o regulatory, riadené transkripénym faktorom alebo o
sekundarne RNA Struktiry sligandami Specifickymi na uréity metabolit [15]. Dokaze
Specificky detegovat dany metabolit a vd’aka prevedeniu tohto signalu na pozorovatelny
fenotyp, je mozné cielene riadit’ jeho produkciu. Biosenzorom riadena evolucia vyuZziva
fluorescenény vystup biosenzora na riadenie selekéného tlaku k zvySeniu produkcie
pozadovaného metabolitu. Bunky sa d’alej triedia pomocou fluorescen¢ne aktivovanych buniek
(FACS), pricom sa izoluji bunky s najvy$s§im fluorescenénym vystupom. Pouzitim separacie
na principe FACS s biosenzorom, ktory nie je geneticky kodovany bunkami podliehajuce
evolucii, je mozné predist’ faloSne pozitivnym jedincom V populacii, ktori mézu negativne
ovplyvnit' vysledky experimentu [15]. Aby biosenzorom riadena evolacia bola ¢o
najefektivnejsia a bolo by mozné objasnit’ novovzniknuté mutécie, je potrebné vybrat’ celé
gendémy a sekvenovat ich [13-15].

Spétne regulovany vyvoj fenotypu (FREP) je adaptivny kontrolny systém, ktory reguluje
rychlost’ mutacie, tak aby vznikala dostato¢na genetickd diverzita a zvySovala sa koncentracia
cielového metabolitu. Pouzitim senzora Sa meria koncentraciu metabolitu, na zaklade ¢oho
ovplyviuje zmenu rychlosti mutacii [16].

VERT alebo vizualizécia evoluéného vyvoja v redlnom Case dokaze identifikovat’ adaptivne
javy pomocou vizualneho stanovenia relativnych podielov fluorescen¢ne znacenych buniek.
Mikrobidlne bunky st znacené Specialnymi plazmidmi, ktoré koduji fluorescencné proteiny.
Pocas kontinualnej evolicie dochddza k zvySovaniu selekéného tlaku ak je zaznamenana
adaptacia organizmov, ¢im sa zvysi relativny podiel niektorej farebne znacenej populacie [17].

2.1.4  Skrining mutantnych kmernov

Vsetky experimenty evolu¢ného inZinierstva pozostavaji z dvoch krokov: generovanie
genetickej diverzity a vysokovykonny skrining (HTS) alebo selekcia. V poslednych rokoch boli
vyvinuté ré6zne metddy skriningu, preto vyber vhodného pristupu HTS je dolezitym aspektom
uspesného a efektivneho experimentu. Pri analyze mutantov sa skrining casto kombinuje so
selekciou, pomocou ktorej sa eliminuju neziadice varianty a vyberu sa len jednotlivci s
cielovymi fenotypmi [18, 19].

2.1.4.1 Mikrotitracné a agarové dosky

Tradi¢nymi a bezne pouzivanymi skriningovymi pristupmi st analyzy na mikrotitra¢nych alebo
agarovych doskach. Jedna sa 0 vel'mi jednoduché a dostupné metody, zaloZzené na vizualnej
identifikacii mutovanych jedincov. Pri skriningu na agarovej platni sa bakteridlne kolonie
inkubuju zaroven S enzymom a substratom, kde premena substratu na produkt je sprevadzana
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vizudlnym javom ako zmena farby alebo fluorescencia. Pri sledovani enzymovej aktivity sa
vyuzivaji kolorimetrické a fluorometrické testy. V pripade Ciastoéného vymiznutia produktu
(vyblednutia jeho zafarbenia), je mozné spektrofotometricky pozorovat intenzitu absorbancie
alebo fluorescencie pomocou Specialnych ¢itaciek [20, 21].

2.1.4.2 Triedenie fluorescencne aktivovanych buniek

FACS predstavuje spdsob triedenia fluorescenc¢ne farbenych buniek v suspenzii na zéklade
intenzity fluorescenéného signdlu. Ide o Specidlny typ prietokovej cytometrie, kde prad
jednotlivych buniek prechddza laserovym lu¢om, pricom je detegovany rozptyl svetla
Vv priamom a bo¢nom smere a intenzita fluorescencie. Bunky o ur¢itom signaly su zachytavané
do zberného systému. Na znacenie buniek sa bezne vyuZzivaju fluorescenéné sondy ako
fluorescencné proteiny, napriklad zeleny fluorescencny protein (GFP) alebo fluorescencne
znacené protilatky. Jednd sa orychlu a vysoko efektivhu techniku, ktord umoziuje
multiparametrovu analyzu ¢o sa tyka fyzikalnych aj chemickych vlastnosti buniek [4, 22].

2.1.5 Aplikacia konceptu evolu¢ného inZinierstva

Metody evoluéného inzinierstva st vyuzivané predovSetkym k vyvoju mikroorganizmov
vyuzitenych v priemysle s vylepSenymi komplexnymi fenotypmi, ako je zvySena produkcia
metabolitov ¢i lepsie odolavanie selekénym tlakom. Zlepsenie environmentalnej tolerancie na
urcité chemické latky umoznuje docielit’ vyssiu efektivitu Vo vyrobe biopaliv z obnovitelnych
zdrojov azvysSenie vytazku produktu umozni zna¢ny zisk biodegradabilnych latok.
Predpoklada sa, ze kombinaciou s inymi vyvojovymi stratégiami ako je systémova biologia,
metabolické inzinierstvo a genetika, ¢i spojenim s analytickymi technikami a bioinformatikou,
sa stane evolu¢né inzinierstvo mocnym nastrojom pri modelovani bunkovych funkcii a prinesie
rieSenia na identifikciu mechanizmov na molekularnej arovni [4, 12].

2.2  Vplyv fyzikalnych stresov na baktérie

Mikroorganizmy musia pocas kultivacie odoldvat’ réznym stresovym faktorom prostredia,
ktoré maji vplyv na ich prezivanie. Staly rast a pravidelnd reprodukcia je podmienena
optimalnymi fyziologickymi podmienkami. V neprirodzenych podmienkach st natené vyvijat’
rozne regulacné a obranné mechanizmy aby odolali tymto zmenadm. Posobenie stresov ma r6zne
stupne, teda nemusi mat hned’ letdlny dopad na organizmus. Pri miernom vychyleni
Z optimalnych hodnét sa zacnu prejavovat’ zmeny vo vlastnostiach, ktoré mozu byt evolu¢né
(dlhodobé pdsobenie) alebo fyziologické (rychle odpovede). U roznych organizmov sa tieto
zmeny moézu lisit, obvykle vSak ide o zmenu rychlosti rastu a rozmnozovania, Cci
aktivaciu/deaktivaciu metabolickych drah [23]. Za stresové faktory si povazované vsetky
vonkajsie vplyvy, ktoré vyvolavaju u organizmov odpoved’. Tieto faktory sa z biologického
hladiska delia na abiotické (nezivé), ¢o su fyzikalne a chemické vplyvy, a na biotické (Zivé),
napriklad posobenie ostatnych organizmov [23].

2.2.1 Vplyv teploty

Teplota, ako jeden z najdodlezitejSich parametrov prostredia, v zna¢nej miere ovplyviuje
prezivanie mikroorganizmov. Zavislost’ rastu ¢i rozmnozovania na teplote nie je symetricka,
pretoze bunky dokazu tolerovat’ len uzke teplotné rozmedzie, pricom kazda vyssia odchylka
vyrazne zasahuje do ¢innosti bunky. U jednotlivych skupin mikroorganizmov sa ich teplotna

13



tolerancia 1iSi. Nizke teploty sposobuju spomalenie rychlosti delenia, az Giplne zastavenie pri
extrémne nizkych hodnotach, ale obvykle nemaji letalne nasledky. To znamena, ze
mikroorganizmy su schopné rast’ aj pri nizsich teplotach ako je ich optimalna teplota rastu [23-
26].

Délezity faktor je rychlost chladenia. Cim je tato rychlost pomalsia, tym viac dochadza
k poskodeniu buniek, nikdy nie vSak k iplnému vyhubeniu populacie. Ak je zmrazovanie
prevedené rychlo, bunky zamrznu, ale prezija, o je princip dlhodobého uchovavania kulttr
v kryoskimavkach s vhodnymi ochrannymi latkami tzv. kryoprotektanty (napr. glycerin).
Zvysenie teploty naopak vedie k poskodeniu bunkovych Struktar alebo usmrteniu, o sa v praxi
vyuziva pri ich likvidécii. Pri vystaveni organizmu vysokym teplotdm dochadza k denaturécii
proteinov vratane enzymov, ¢o negativne ovplyviiuje rychlost’ a smer metabolickej drahy.
Taktiez dochadza k zmene zloZenia, Struktiry a transportnych vlastnosti cytoplazmatickej
membrany a jej poskodeniu. ZvySenim teploty sa zniZuje rigidnost’ zvySkov mastnych kyselin
fosfolipidov a membrana sa stava tekutejSou [26]. Periférne a integralne proteiny zabudované
Vv membrane denaturuju, ¢o moze zvysit jej priepustnost’, a tym sa umozni pohyb proteinov
a inych molekul cez membranu, pripadne vstup potencialne skodlivych latok do vnutra bunky
[23-26].

2.2.2 Pésobenie UV Ziarenia

Medzi d’alSie vyrazne negativne vplyvy na zivotaschopnost’ buniek patri elektromagnetické
ziarenie. Prave vplyv ultrafialového ziarenia (UVR) sa povazuje za prvotného pdvodcu
prirodzenej evolucie proteinov a enzymov, v dobach kedy ozénova vrstva nebola tplne
vybudovana, ¢im nebranila v prechode UVR. Silné mutagénne G¢inky UV Ziarenia (vinové
dizky v oblasti 100-400 nm) posobia letalne na mikroorganizmy. Predovietkym UV Ziarenie
s vinovou dizkou v oblasti 260-265 nm, ktoré je absorbované nukleovymi kyselinami, &im
dochadza k zmenam a poskodeniu genetickej informacie [27, 28].

Poskodenia DNA indukované UV ziarenim vedu k nespravnemu zaradeniu baz pocas
replikdcie, vzniku dimérov susednych nukleotidov a hydrolytickym ¢i oxidacnym
posSkodeniam. Vysledkom hydrolytickych poskodeni méze byt’ deaminacia, pri ktorej sa jedna
baza modze previest na inl, alebo dojde k depurinacii/depyrimidécii, teda k tplnému
odstraneniu jednotlivej bazy, ¢o ma za nasledkom prerusenie retazcov az delécie chromozomov

[27, 28].

Odolnost’ a mechanizmus ochrany vo¢i t¢inkom UVR sa u jednotlivych mikroorganizmov lisi.
Napriklad pigmentécia spér hrd vyznamnu rolu pri ochrane proti UV ziareniu. Baktérie alebo
kvasinky obsahujuce karotenoidné farbiva su rezistentnejSie voci ziareniu absorbujii menej UV
svetla na rozdiel od bezfarebnych mikroorganizmov. Konkrétne, syntéza karotenoidnych
pigmentov predstavuje antioxida¢nu obranu proti oxida¢nému stresu vyvolanym UV Ziarenim
[29]. Medzi odolné organizmy patria endospory rodu Bacillus, ktoré vykazujt Siroké spektrum
pigmentacie. Okrem toho sa zvys$ena odolnost’ pripisuje aj inym Specifickym vlastnostiam spor
ako zmenena fotochémia DNA veduca k vzniku fotoproduktu (5-tyminyl-5,6-dihydrotymin),
akumulécia kyseliny dipikolinovej (DPA) ako Ca?* chelét ¢i pritomnost’ hrubého proteinového
obalu spor [30]. Naopak u niektorych druhov méze uz len kratke vystavenie posobit’ smrtel'ne.
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Tato skutoCnost’ sa vyuziva pri sterilizacii prostredia pomocou germicidnej UV lampy, ktora
pouzitim kratkovlnného ultrafialového svetla UV-C (100-280 nm) s vlnovou dizkou okolo 260
nm, inaktivuje alebo usmrcuje mikroorganizmy. Metoda ultrafialového germicidneho
ozarovania (UVGI) sa vyuziva predovsetkym k dezinfekcii vzduchu, pitnej a odpadovej vody
alebo na sterilizaciu zdravotnickych nastrojov [27-32].

2.2.3 Osmoticky stres

Ak je bunka vystavena prostrediu s vyrazne odlisnou osmolaritou, dochadza k naru$eniu
homeostazy Vv dosledku zvySenia koncentracného gradientu mnozstva idnov a d’alSich
osmoticky aktivnych latok V intracelularnom resp. extracelularnom prostredi. Odolnost
organizmu vo¢i osmotickému stresu vyrazne ovplyviiuje Struktiru buniek a schopnost’ baktérii
prezivat’ arast. V dosledku zvySenia extracelularnej osmolarity (hypertonické prostredie)
dochadza k transportu vody von z buniek, ¢o vedie k zmenSeniu objemu, dehydratacii
cytoplazmy a poskodeniu plazmatickej membrany pocas tzv. plazmolyzy. V procese
plazmolyzy dochadza k zmene Struktary fosfolipidov, ¢o ma za nasledok zvySenie tekutosti
plazmatickej membrany [33]. Naopak v prostredi so znizenou koncentraciou osmoticky
aktivnych latok (hypotonické prostredie), je indukovany transport vody do bunky, ¢im sa
zvacésuje jej objem a zvySuje sa vnutorny turgor (tlak). Vd’aka pritomnosti peptidoglykanove;j
bunkovej steny, zabranujucej prasknutiu bunky, su baktérie viacej odolnejsie voci
hypoosmotickému prostrediu nez eukaryotické bunky. Premenlivost’ osmolarity prostredia je
beznym javom, na zaklade ktorého si organizmy vyvinuli rézne obranné mechanizmy,
pomocou ktorych sa snazia vyrovnat koncentraciu na oboch stranich membrany.
Osmoregulacné procesy odpovedaji na zvySenie respektive znizenie osmotického tlaku
prostredia, ¢im sa snazia o udrzanie vSetkych fyziologickych funkcii nevyhnutnych pre Zivot.
Beznym obrannym mechanizmom v nepriaznivych podmienkach je akumulécia a uvol'fiovanie
anorganickych ionov (K*) alebo organickych osmolytov (trehaldza, glutamat) [37]. Pri
vystaveniu hypertonickému prostrediu dochadza v bunke k hromadeniu alebo biosyntéze
osmolytov, ktoré sa nasledne uvolniuju do okolitého prostredia, ak je bunka vystavena
hypotonickym podmienkam [33-37].

2.3  Modelovy mikroorganizmus Halomonas halophila

Halomonas halophila, tiez znama ako Deleya halophila, je zastupcom gramnegativnych
aerobnych tyciniek, pdvodne izolovana z hyperslanych pod v blizkosti Alicante v Spanielsku
[39]. Patri medzi mierne halofilné baktérie, u ktorych je optimalna koncentracia NaCl pre rast
7,5 % (hm./obj.), pricom maximalna hranica tolerancie je az 30 % (hm./obj.). Na zéklade
poziadaviek na sol’ sa prevazne vyskytujui v hyperslanych vodach a slanych podach. Co sa tyka
poziadaviek na fyzikdlne vlastnosti prostredia si univerzalne a dokaZzu rast’ v ro6znych
teplotnych a pH rozmedziach. Teplotné optimum pre rast je 30-37 °C, pricom toleruju teploty
od 15-45 °C. Vyhovujuce hodnoty pH sa pohybujt v oblasti od pH 5 az 10 [38-40].

2.3.1 Morfoldgia baktérii rodu Halomonas

Baktérie rodu HalomoOnas maji bunky ty¢inkovitého tvaru, ktoré moézu byt bud’ rovné alebo
zakrivené. Na povrchu buniek sa nachadzaju lateralne alebo peritrichové bi¢iky, zodpovedné
za bunkovy pohyb. Bakteridlne kolonie st obvykle bieleho alebo svetlo zltého zafarbenia, ktoré
V neskorSom $tadiu vyvoja bunky moze prejst’ aZ na svetlo hnedé. Vel'kost buniek je priblizne

15



0,6-0,8 x 1,6-1,9 um [41]. Objem a velkost buniek moze byt v znacnej miere ovplyvnena
mnozstvom intracelularnych granul, ktoré sa vytvéaraju za nepriaznivych podmienok ako
zasobné latky. Akumuluji sa vo vnutri buniek vo forme amorfnych granul, obsahujtcich
polymér polyhydroxybutyrat, ktoré sluzia ako bunkové inklazie, ¢im zvySuju odolnost’ bunky
za pdsobenia roznych stresovych faktorov [38]. U baktérii rodu Halomonas moézu tieto
nahromadené intracelularne granule predstavovat’ az 82 % susiny buniek [38, 41-42].

2.3.2 Polyhydroxybutyrat

Ako bolo zmienené vyssie v kapitole 2.3.1 baktérie rodu Halomonas akumulujt intracelularne
granule, ktorych zakladnou zlozkou je polyhydroxybutyrat (PHB). Jedna sa o polymér patriaci
do skupiny polyhydroxyalkanoatov (PHA), konkrétne scl-PHA (short-chain-length PHA), teda
polyhydroxyalkanoaty s kratkym retazcom. Z chemického hl'adiska su to linearne polyestery
hydroxyalkanovych kyselin (vid’ Obrazok 2). PHB ako intracelularny polymér je produkovany
radom mikroorganizmov [38, 42].

CHj 0

Obrazok 2: Chemicka Struktura PHB

Granule PHB sa vytvaraju ako rezervny zdroj uhlika a energie v limitujucich podmienkach
s obmedzenym mnoZstvom Zivin a V prebytku uhlika. Existuju v§ak aj mikroorganizmy, ktoré
moZu produkovat’ PHA aj bez limitacie potrebnych Zivin, na zaklade ¢oho sa delia na dve
skupiny. Prva skupina predstavuje mikroorganizmy, ktoré syntetizuji PHA za limitujicich
podmienok, patria sem zastupcovia ako Cupriavidus necator alebo Bacillus subtilis [44]. Do
druhej skupiny mikroorganizmov prirodzene produkujucich PHA sa radia napriklad Alcaligens
latus ¢i rekombinantna Escherichia coli [42-44].

2.3.2.1 Mikrobidlna biosyntéza PHB

Pre mikrobialnu syntézu PHA boli popisané viaceré biosyntetické drahy. Pri produkcii PHB sa
naj¢astejSie vychadza z jednej drahy (vid’ Obrazok 3), zacinajucej kondenzaciou dvoch molekul
acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA, ktory je nasledne redukovany pomocou NADPH-
dependetnej acetoacetyl-CoA reduktazy na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA [44]. Kone¢nym
krokom je polymeriza¢na reakcia dvoch monomérov katalyzovand PHB syntdzou, kde
dochadza k vzniku poly(3-hydroxybutyratu) (P(3HB)) [44-45].
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Obrazok 3: Biosynteticka drdaha tvorby PHB [44]

2.3.2.2 Fyzikalne vlastnosti PHB

Ddévodom rozsiahlych $tidii PHA, je predovsetkym ich potencial biologicky degradovatel'nych
bioplastov, ziskanych z obnovitelnych zdrojov, ktorych vlastnosti sa vyznamne podobaju
petrochemicky vytvorenym plastom. PHB patri medzi najslubnejSie bioplasty a je Casto
vyuzivany ako ekologickejSia alternativa syntetickych polymérov ako su polypropylén alebo
polyetylén. Vyhodou PHB su lepsie biologické vlastnosti, predovsetkym biokompatibilita a uz
zmienena biodegrabilita. V zavislosti od konkrétneho zlozenia monomérnych jednotiek maju
polyhydroxyalkanoaty rozne mechanické vlastnosti, od krystalickych a pruznych po elastické
vlastnosti. Krehka povaha PHB je spdsobena sekundarnou krystalizaciou pocas dlhSieho
skladovania po pociato¢nej krystalizacii, kedy dochadza k reorganizécii lamelarnych krystalov.
Tomuto krehnutiu sa d& jednoducho predist’ Zihanim po pociatocnej krystalizacii. Fyzikalne
vlastnosti mézu byt’ zlepsené zaclenenim viacerych druhov monomérnych jednotick PHA do
struktiry, ¢im sa ovplyvni krystalinita, tuhost’ ¢i teplota topenia latky [44-46].

2.3.3  Aplika¢ny potencial H. halophila ako producenta PHB

Halofiln¢ baktérie rodu Halomonas st povazované za potencialne mikrobidlne tovarne na
produkciu PHB, nakolko akumuluji tento polymér, mimo iné aj za ucelom odolavania
osmotickému tlaku. Z biotechnologického hladiska ich vysoky potencidl spo¢iva najmi
v ekonomicky dostupnej vyrobe. Produkéné médium pre kultivaciu bakteridlnych kultir méze
byt’ pripravené z relativne lacnych substratov, ako s (agro)priemyselné odpady a prebytocné
materidly. Vyhodou je, Ze aj napriek lacnym substratom moze byt dosiahnuty vysoky podiel
vysledného metabolitu. Dalsou vyhodou je aj obsah soli v médiu, ktoré chrani mikrobialnu
kultaru pred kontaminaciou. Taktiez bolo zistené, Ze uz aj malym odchylenim od optimélne;j
koncentracie soli v médiu, je mozné vyprodukovat vysSie koncentracie PHB s roznymi
preddefinovanymi materialovymi vlastnostami [38, 43].
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2.4  Sihcasné trendy v biotechnologickych aplikaciach evolu¢ného inZinierstva
Stratégia evolu¢ného inzinierstva uputala v poslednej dobe vel’ku pozornost’, najma v roku 2018
kedy bola profesorke chemického inzinierstva Frances H. Arnold udelend Nobelova cena za
chémiu za jej vyskum v oblasti riaden¢ho vyvoja enzymov. Vysledky preukazali, Ze riadena
evolucia skutocne predstavuje revolucny pristup pri hl'adani proteinov a inych biologickych
molekil s novymi vylepSenymi vlastnostami [47].

24.1 Vyuzitie evolu¢ného inZinierstva na zlepSenie rastu a fermentacie kvasiniek
Saccharomyces pastorianus v hyperosmotickych podmienkach

V nasledovnej $tadii sa Ekberg a kol. (2013) zaoberali vyuzitel'nost'ou evolu¢ného inzinierstva
na zlepSenie rastu kvasiniek Saccharomyces pastorianus v hyperosmotickych podmienkach a
vplyvom tohto stresu na ich fermenta¢ni vykonnost. Experiment bol zamerany na vyvoj
geneticky stabilnych pivovarskych kvasiniek, schopnych rastu v prostredi vysokej osmoticke;j
sily, scielom zvysit' rychlost fermentaénych procesov. Kvasinky boli mutagenizované
pridavkom EMS (etyl metansulfonat) a nasledne boli pripravené zasobné suspenzie
mutagénnych kvasiniek v glycerole. Kultivacia kvasiniek v YP médiu (Yeast Extract, Pepton,
Manitol, metanol) obsahujucom maltézu a sorbitol (210 g/l) prebichala v Erlenmayerovych
bankach za neustaleho trepania a po dosiahnuti urcitej hodnoty optickej hustoty bola kultira
preockovana do cerstvého média. Po vystaveni hyperosmotickym podmienkam boli kvasinky
prenesené na agarové platne bez sorbitolu a so sorbitolom. Na doskéch s obsahom sorbitolu sa
neoSetrené populacie objavili po 4 dioch inkubacie, zatial ¢o populdcie vystavené
osmotickému tlaku po dobu 27 cyklov sa prvé kolonie objavili uz po 2 diioch. Fermentacia
mladiny s vybranymi kmeifimi prebiehala vo valcovych koénickych nadobach pri 15 °C.
Osmotolerantné kmene vykazujuce rychly rast na sorbitole preukazovali vyrazne rychlejsiu
dobu fermenticie a akumulovali vyznamne menej intraceluldrnej trehaldozy ako pdovodné
kmene. Trehal6za sa hromadi v bunkich kvasiniek v stresovych podmienkach, s uc¢elom
stabilizacie bunkovych membran a proteinov. Je vSak zndme, Ze vysoké koncentracie trehalozy
pri stresovej reakcii moze inhibovat’ fermentaciu. Vysledky teda naznacuju, Ze pocas evoltcie
kvasiniek doslo k zjavnej adaptécii na osmoticky stres, pricom fermenta¢né vykonnost’ a kvalita
produktu nebola negativne ovplyvnena [48].

2.4.2 Vyuzitie riadenej evoliicie na zlepSenie rastu a produkcie rekombinantného
proteinu rHSA v kvasinkach Pichia pastoris

Metody adaptivneho laboratorneho vyvoja boli vyuzité v roznych vyskumoch a stadiach za
ucelom vylepsenia mikrobidlnych kmenov pre biotechnologické ucely. V snahe zanalyzovat’
prinosy riadenej evoltcie, bol vykonany experiment pod vedenim Mosera a kol. (2017), ktory
sa zameral na zlepSenie rastu a produkcie rekombinantného proteinu v methylotrofnych
kvasinkach Pichia pastoris. Dlhodoba sériova kultivacia sa uskutoc¢novala po dobu 250
generacii v rastovom médiu, kde sluzil ako zdroj uhlika metanol. Boli pouzit¢ média YPM
obsahujuce Yeast Extract, Pepton, Manitol, 1% metanol o pH 7.4 a BMM (Buffered Minimal
Methanol) obsahujuce fosfore¢nan draselny, biotin, Yeast Nitrogen Base, 1% metanol. YPM
predstavovalo bohaty zdroj Zivin pre rast, na rozdiel od BMM, ktoré naopak obmedzovalo
rastové podmienky. Na 24 jamkovych dostickach boli kultivované 4 populacie pre obe rastové
podmienky a v 24-hodinovych intervaloch boli prenesené na novu Cerstva dosku, pri¢om kazda
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pasaz bola néasledne analyzovana. Pomocou rastovych testov boli vyselektované mutantné
kmene na identifikaciu mutacii s pozorovanymi rastovymi fenotypmi. Poc¢as experimentu boli
populacie analyzované z hl'adiska rychlosti rastu a vytazku biomasy. Celkovo bolo pozorované
vyznamne zlepSenie rychlosti rastu na oboch médiach. Populécie kultivované v YPM médiu
dosiahli rast 4,3 generacii za den, na rozdiel od populdcii v BMM médiu, kde sa pocet generacii
pohyboval okolo 3,4 generécii za defi. Celkovy pocet bunkovych deleni bol v rozmedzi od 10%%
do 10'°% pre YPM kultiry a 10%% az 10%%° pre BMM kultiry. Vytazok biomasy bol
stanovovany z kazdej pasaZze pomocou merania optickej hustoty ODsoo, pomocou ktorej bol
vypocitany pocet bunkovych deleni. Najvdcsi vytazok bol pozorovany u populacii
prispdsobenych na BMM médium, ktorych hodnota ODegoo dosiahla v priemere zvysenie o
77 % v porovnani s povodnym divokym kmenom. Resekvencia gendému odhalila zlepSenie
rastového vykonu a produkcie rekombinantnych proteinov v médiach na baze metanolu.
Niektoré klony vyvijané v BMM s vysokou poc¢iato¢nou koncentraciou biomasy (ODeoo = 4)
vykazovali zvySenie vytazku proteinov rHSA o 28 %, zatial’ ¢o klony s nizkou pociato¢nou
koncentraciou (ODgoo = 0,2) vykazovali zvySenie o 78 %. Vysledky tejto stidie dokazuju, ze
potencidl stratégie ALE sa d4 vyuzit' nie len na zlepSenie tolerancie voci stresu, ale aj na
zvySenie produkcie proteinov v P. pastoris [49].
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3
3.1

3.11

EXPERIMENTALNA CAST
Pouzité mikroorganizmy, chemikalie a pristroje

Pouzité mikroorganizmy

Pri prevadzani experimentalnych pokusov bol pouzivany bakteridlny kmen Halomonas
halophila CCM 3662 ziskany z Ceskej zbierky mikroorganizmov.

3.1.2

Pouzité chemikalie

Dihydrat dihydrogénfosforecnanu sodného, Lach-Ner
Dihydrogénfosfore¢nan draselny, Lach-Ner
Dodekahydrat hydrogénfosfore¢nanu sodného, Lach-Ner
D-Glukéza monohydrat, Lach-Ner

Heptahydrat siranu hore¢natého, Lach-Ner

Hydroxid sodny, Lach-Ner

Chlorid sodny, Lach-Ner

Chloroform, VWR International

Pepton, bakteriologicky, HiMedia

Siran amonny, Lach-Ner

Yeast extract, HiMedia

Pouzité pristroje

Analytické vahy, Ohaus Pioneer

Centrifuga, Sigma 1-14

Centrifaga, Hettich EBA 20

Laminarny box Aura mini, BioAir Instruments - Euroclone

Magneticka miesacka bez ohrevu, Biosan MMS-3000

Nanofotometer, Implen, P 300

Plynovy chromatograf's FID, Thermo Scientific, Trace 1300; kolona: DB-WAX 30 m
by 0,25 mm

Prietokovy cytometer, Apogee Flow Systems, Apogee A50

SEC chromatograf s kolonou PLgel mixed-C 5 pm, 300 by 7.5 mm, Agilent
Technologies; detektory: MALS — DAWN HELEOS II, diferen¢ny refraktometer
OPTILAB T-REX, Wyatt Technology

Spektrometer Nicolet iS50 FTIR, Thermo Scientific

Temperovana trepacka, Heidolph, Inkubator 1000

Termoblok, Stuart, SBH130D

Termogravimetricky (TGA) analyzator Q5000, TA Instruments

Vahy, Kern EW 620-3NM

Vortex, Benchmark, BenchMixer

Bezné laboratorne sklo a vybavenie
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3.2  Kultivacia mikroorganizmov Halomonas halophila CCM 3662

3.2.1 Priprava komplexnych inokiil a kultivacia

Ako inokulum pre baktérie Halomonas halophila CCM 3662 bolo pripravené submerzné
komplexné médium o optimalnej koncentracii NaCl (66 g/l). Inokuld boli uchovavané
v Erlenmayerovych bankach o objeme 100 ml s50 ml média, vzdy v paralelnych
prevedeniach.

Zlozenie komplexného inokula:

e Pepton 159
e Yeast extract 30
o glukoza 19
e NaCl 66 ¢

e destilovand voda 1 000 ml

Jednotlivé chemikalie boli navazené na laboratérnych vahach a nasledne boli rozpustené
Vv destilovanej vode za sti¢asného mieSania na magnetickej miesacke. Banky s médiom boli
sterilizované v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom po dobu 30 min pri teplote 220 °C.
Vysterilizované média boli ochladené na laboratérnu teplotu. V sterilnom laminarnom boxe
boli média zaockované pomocou sterilnej bakteriologickej klicky z Petriho misky celkovo
trikrat. Zaockované inokuld boli kultivované na temperovanej trepacke po dobu 24 hodin pri
teplote 30 °C a 180 rpm.

3.2.2 Kultivacia v produkénom médiu

Po kultivacii inokula v komplexnom médiu, bola bakterialna kultura preockovana do
produkéného média s obsahom glukézy ako zdrojom uhlika. Za ucelom zvySenia produkcie
biomasy so zvySenym obsahom PHA, bol aplikovany osmoticky stres v podobe znizenia
optimalnej koncentracie NaCl v médiu (66 g/l). Média boli pripravované do Erlenmayerovych
baniek 0 objeme 250 ml so 100 ml média.

Zlozenie produkéného média:

e (NH4)2SO4 3,009
e KH2PO4 1,02 g
e NaHPO412H,O 11,109
e MgSO47H,0 0,209

e NaCl 65; 60; 55; 50; 45; 40; 35; 30 ¢
e glukdza 5ml
e roztok MES* 0,1 mil

e destilovand voda 1 000 ml

Samostatne boli pripravené zasobné roztoky glukozy o koncentracii 400 g/l a stopovych prvkov
MES.
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*Zlozenie roztoku MES:

e FeCls 9,709

e CaCl, 7,80 ¢

e CuSO4 0,156 g
e CoCl; 0,1199¢
e NiCl; 0,118 ¢
e CrCl 0,062 g
e 0,1 mol/l HCI 1 000 ml

Rovnako ako pri priprave inokula boli jednotlivé navazky rozpustené v destilovanej vode za
sticasného miesSania na magnetickej miesacke. Banky s médiom boli sterilizované v tlakovom
hrnci so zatvorenym ventilom po dobu 30 min. Roztok gluko6zy bol sterilizovany pri otvorenom
ventile. Vysterilizované produkéné média boli ochladené na laboratornu teplotu. V sterilnom
laminarnom boxe boli do médii pridané roztoky glukdzy a stopovych prvkov MES. Nasledne
boli zaoCkované 5 obj. % kultury zinokula. ZaoCkované média boli kultivované na
temperovanej trepacke po dobu 48 hodin pri teplote 30 °C a 180 rpm.

3.3  Adaptacné experimenty

Za icelom ziskania adaptovanych kmenov s vyuzitim konceptu evoluéného inzinierstva bol na
bakterialne kmene aplikovany selekény tlak v podobe hypoosmotického stresu. Konkrétne bol
bakterialnym kmenom pri paralelnej kultivacii znizovany obsah soli v produkénom médiu z ich
optimalnej koncentracie 66 g/l na 65; 60; 55 resp. 50 g/I (vysledky vid’ kapitola 4.1) a 45; 40;
35 a 30 g/l NaCl (vysledky vid’ kapitola 4.2). V snahe ziskat’ mutanty schopné rastu a sucasne;j
produkcie PHB, bola za limitn koncentraciu soli v médiu zvolena hodnota 30 g/l NaCl,
nakolko z predchadzajucich experimentov vyplynulo, Ze niZSie koncentracie soli su uz pre
divoky kmen H. halophila letalne. U vSetkych realizovanych adapta¢nych experimentov bola
vyuzita stratégia sériovej kultivacie (vid kapitola 3.3.1)

3.3.1 Sériova kultivacia — pasaZovanie

Experiment bol prevadzany pouzitim metddy sériovej kultivacie v jednoduchych bankach (vid’
Obrazok 4). Vzdy po 48 hodinach bolo nové produkéné médium zaoCkované 5 obj. % kultary
starého produk¢éného média. Z komplexného inokula boli zaockované média s koncentraciami
65-50 g/l NaCl. Po ziskani 2. pasaze boli pomocou kultury z média so 65 g/l NaCl, zaockované
nové média s koncentraciami 45-30 g/l NaCl. Dalgie preogkovanie bolo prevadzané vzdy do
média s rovnakou koncentraciou soli ako malo predchadzajiice médium. Sériova kultivacia bola
ukon¢end po dosiahnuti 30. pasaze. Zpasdzi 9, 15 a30 bola kultira prenesend
do kryoskuimaviek a uchovana pri teplote -70 °C pre neskorsiu analyzu.
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Produkéné

Bakterialna Komplexné medlum
kolonia inokulum
(24 h) (48 h)

Obrdzok 4: Schéma sériove] kultivacie

Pre jednoduchSie opisovanie boli nasledne zavedené skratené oznaCenia mutantnych
bakterialnych kmenov (vid’ Tabulka 1).

Tabulka 1: Skratené oznacenia bakterialnych kmernov

kmeii + koncentracia NaCl v kultivaénom médiu oznacenie
mutantny kmen H. halophila, 45 g/l NaCl HH45
mutantny kmeni H. halophila, 40 g/l NaCl HH40
mutantny kmen H. halophila, 35 g/l NaCl HH35
mutantny kmen H. halophila, 30 g/l NaCl HH30

3.3.2  Stanovenie obsahu biomasy

3.3.2.1 Spektrofotometrické stanovenie obsahu biomasy

Koncentracia buniek v produk¢nom médiu po 48 hodinach bola stanovovana pomocou merania
optickej hustoty pri vinovej dizke 630 nm oproti destilovanej vode. Meranie bolo prevadzané
vzdy pre kazdl pasaz. Z kazdého média pasaze, bola odobrata vzorka kulttry, ktord bola pred
meranim 50krat zriedena v kyvete destilovanou vodou na celkovy objem 1 ml. Meranie vzorky
bolo opakované vzdy 3krat.

3.3.2.2 Gravimetrické stanovenie obsahu biomasy

Pre stanovenie obsahu biomasy v médiu bolo z kazdého média pasaze odobratych 10 ml kultury
do centrifugacnej skamavky vzdy v dvoch paralelnych prevedeniach. Vzorky kultary boli
odstredené v centrifiige pri 6 000 rpm po dobu 5 minut. Po centrifugacii bol supernatant zliaty
a sediment bol premyty 10 ml destilovanej vody. Po dispergacii zmesi na vortexe boli vzorky
druhykrat odstredené v centrifiige. Supernatant bol opét’ zliaty a skiimavky so sedimentom boli
ususené v suSiarni pri 70 °C po dobu minimalne 24 hodin, dokym vzorky nedosiahli konstantna
hmotnost. Po vysuSeni obsahu skumavky boli vzorky zvazené na analytickych vahach, na
zaklade ¢oho bol stanoveny obsah biomasy (v jednotkach g/l). Gravimetrické stanovenie bolo
prevadzané vzdy pre kazdu pasaz.
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3.3.3 Stanovenie obsahu PHB v biomase

Obsah PHB vo vzorkéch vysuSenej biomasy bol stanoveny s pouzitim plynovej chromatografie
s plamenovou ioniza¢nou detekciou (FID). Principom analyzy je kyslo katalyzovana hydrolyza
polyesterov nahromadenych v biomase a nasledna esterifikacia monomérnych jednotiek, za
vzniku prchavych metylesterov 3-hydroxylakanovych kyselin, ktoré je mozné pomocou
metody GC-FID kvantitativne aj kvalitativne stanovit'.

3.3.3.1 Priprava Standardnych roztokov pre stanovenie kalibracnej krivky

K réznym navazkam (2-11 mg) polyméru P(3HB) bol pridany 1 ml chloroformu a 0,8 ml
vnutorného standardu (15 % kyselina sirova v metanole a 5 mg/ml ISTD, kyselina benzoova),
takto pripravené vialky boli d’alej zakrimpované a ulozené do termobloku k trojhodinovej
esterifikacii pri 90 °C. Po vychladeni boli extrahované 50 mmol/l roztokom NaOH. Do vialiek
s chloroformom bolo pridanych 50 ul spodnej fazy zmesi. Takto pripravené Standardné roztoky
boli analyzované na plynovom chromatografe GC-FID a na zaklade vysledkov bola zhotovena
kalibra¢na zavislost’ pomeru plochy piku na koncentracii polyméru.

3.3.3.2 Priprava vzoriek pre GC-FID analyzu

Z vysuSenej biomasy (priprava vid kapitola 3.3.2.2) bolo odobranych priblizne 10 mg vzorky
do krimpovacich vialiek, vzdy v dvoch paralelnych prevedeniach. Vzorky boli pripravené
rovnakym postupom ako Standardy (vid’ kapitola 3.3.3.1). Pripravené vzorky boli spolo¢ne so
Standardmi analyzované na plynovom chromatografe. GC-FID analyza bola prevadzana vzdy
pre kazdu pasaz.

3.4 Porovnanie tolerancie adaptovanych kmenov a divokého kmena
H. halophila na osmoticky stres

Pre posudenie vhodnosti aplikacie evoluéného inzinierstva na mikroorganizmy Halomonas
halophila za G¢elom zlepSenia produkcie PHB boli porovnavané schopnosti tolerancie voci
osmotickému stresu u adaptovanych mutantov a divokého kmena. Boli pouzit¢é mutantné
kmene ziskané z 15. a 30. pasaze, pri koncentracii 35 g/l NaCl (HH35) a divoky kmen
Halomonas halophila CCM 3662. U divokého typu sa sledovala tolerancia voci
hypoosmotickému prostrediu (35 g/l NaCl), naopak u adaptovanych mutantnych kmenov sa
sledovala tolerancia na hyperosmoticky stres (66 g/l NaCl).

3.4.1 Kultivacia adaptovanych kmernov a divokého kmeria pri zmenenej osmolarite
Kultivacia mikroorganizmov prebiehala vzdy pri dvoch koncentraciach NaCl paralelne, a to
35 g/l a 66 g/l. Boli pripravené komplexné inokula (priprava vid’ kapitola 3.2.1) s koncentraciou
NaCl 35 g/l umutantnych kmenov a 66 g/l u divokého kmena. Inokula boli zaoCkované
z kryoskumaviek. Pre dalSie opisovanie boli zavedené skratené oznaCenia kmenov, vid
Tabulka 2.

Tabulka 2: Oznacenia bakterialnych kmernov

kmen + koncentracia NaCl v kultivaénom médiu oznacenie
divoky kmen H. halophila, 35 g/l NaCl WT-35
divoky kmen H. halophila, 66 g/l NaCl WT-66
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mutantny kmen H. halophila - 15. pasaz, 35 g/l NaCl P15-35
mutantny kmeni H. halophila - 15. pasaz, 66 g/l NaCl P15-66
mutantny kmen H. halophila - 30. pasaz, 35 g/l NaCl P30-35
mutantny kmeni H. halophila - 30. pasaz, 66 g/l NaCl P30-66

Nasledne bola bakteridlna kultira preockovana zinokula do dvoch produkénych médii
s koncentraciami NaCl 35 g/l a 66 g/l (priprava a kultivacia vid’ kapitola 3.2.2). Pre lepSie
porozumenie je postup kultivacie bakteridlnych kmenov znazorneny na nasledujicej schéme

(vid’ Obrazok 5).
WT-35
P 35 g/l NaCl
WT D -

e WT-66
66 /IN cl -
gl e 66 g/l NaCl

P15-35
- 35 g/l NaCl
15. pasaz B —
35 g/l NaCl P15-66
66 g/l NaCl
P30-35
- 35 g/l NaCl
30. pasaz @ — é L
35 g/l NaCl P30-66
66 g/l NaCl

Obrazok 5: Schéma kultivacie bakteridalnych kmenov

3.4.1.1 Stanovenie obsahu biomasy a akumulovaného PHB

Stanovenie obsahu biomasy bolo prevadzané spektrofotometricky a gravimetricky rovnakym
postupom ako v kapitole 3.3.2. Na stanovenie obsahu PHB v biomase bola pouzita GC-FID
analyza (postup vid’ kapitola 3.3.3). Vzorky boli analyzované v dvoch, pripadne troch
paralelnych prevedeniach za ucelom eliminacie chyby merania. Cela kultivaéna séria bola
prevedena v dvoch opakovaniach.
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3.4.1.2 Izoldcia a charakterizacia polyméru PHB vyprodukovaného bakterialnymi
kmerimi

Na charakterizaciu fyzikalno-chemickych vlastnosti PHB mutantnych kmenov a divokého

typu, boli vyizolované polymérne filmy. Na analyzu boli pouzité pasaze 15 a 30 (35 g/l NaCl)

a divoky typ, ktoré boli uchované v kryosktimavkach. Kultivacia (vid kapitola 3.2) prebiehala

pri dvoch koncentracie NaCl, a to pri 35 a 66 g/l.

Ku cca 100 mg vysuSenej biomasy (vid kapitola 3.3.2.2) v pyrex skimavkach bolo pridanych
10 ml chloroformu a zmes bola extrahovana v termobloku pri 70 °C po dobu 24 hodin. Po
ukonceni extrakcie boli skimavky vychladené a prefiltrované cez hladky filter do Petriho
misky. V digestoriu bol zo zmesi odpareny chloroform a vyizolovany polymér bol ziskany vo
forme filmu.

Izolované filmy PHB boli analyzované pomocou infracervenej spektroskopie s Fourierovou
transformaciou (FTIR) na analyzatore Nicolet iS50 (Thermo Scientific) meracou technikou
zoslabeného tplného odrazu (ATR) s pouzitim jednoodrazového diamantového krystalu. FTIR
spektra boli zmerané ako priemer 32 skenov v spektralnom rozsahu 4 000 — 400 cm
s rozlisenim 2 cm™.

3.4.2 Expozicia adaptovanych kmerov a divokého kmera osmotickému Soku

K analyze boli zvolené pasaze 15 a 30 (35 g/l NaCl), ktoré boli uchované v kryoskiimavkach
pri teplote -80 °C. Na porovnanie vlastnosti bol pouzity divoky kmen Halomonas halophila
CCM 3662. Pasaze boli ozivené a nasledne rozkultivované (vid’ kapitola 3.2). Po 48 hodinach
v produkénom médiu bolo odobranych 10 ml kultary, ktora bola centrifugovana pri 6 000 rpm
po dobu 5 minat. Potom bol supernatant zliaty asediment bol pouzity na vystavenie
osmotickému Soku. Pre porovnanie bola pripravena aj kontrola.

3.4.2.1 Hyperosmoticky Sok

Ako hyperosmotické prostredie bol pouzity fosfatovy tlmiaci roztok s koncentraciou soli
200 g/l NaCl. Na premyvanie a kontrolu bol pripraveny 50mM fosfatovy roztok (pH = 7,4)
s koncentraciou 35 g/l NaCl (66 g/l NaCl u divokého kmena).

Zlozenie 50mM fosfatového roztoku (pH = 7,4):

e NaHPO412H,0 139¢

e NaHxPO4-2H,0 1849

e NaCl 200g;35Q;66 g
e destilovana voda 1000 ml

Jednotlivé chemikalie boli navazené na laboratérnych vahach a nasledne boli rozpustené v
destilovanej vode za sti¢asného miesania na magnetickej miesacke.

Ku sedimentu kultary bolo pridanych 10 ml fosfatového roztoku s 35 g/l NaCl u mutantnych
kmenov, resp. 66 g/l NaCl u divokého kmena. Po dispergacii na vortexe bola zmes odstredena
pri 6 000 rpm po dobu 5 mintt. Supernatant bol opét’ zliaty a k sedimentu bolo pridanych 10
ml fosfatového roztoku s 200 g/l NaCl. Po dispergacii bol obsah skimavky preneseny do
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Erlenmayerovej banky o objeme 50 ml a bol uloZzeny na trepac¢ku na 2 hodiny pri teplote 30 °C
a 180 rpm.

3.4.2.2 Hypoosmoticky Sok

Sediment kultury bol premyty 10 ml destilovanej vody. Po dispergacii na vortexe bola zmes
odstredena pri 6 000 rpm po dobu 5 mintt. Supernatant bol zliaty a k sedimentu bolo pridanych
10 ml destilovanej vody. Po dispergacii bol obsah skimavky preneseny do Erlenmayerovej
banky o objeme 50 ml a bol uloZeny na trepacku na 1 hodinu pri teplote 30 °C a 180 rpm.

3.4.2.3 Kontrola

Ku sedimentu kultiry bolo pridanych 10 ml fosfatového roztoku s 35 g/l NaCl u mutantnych
kmernov, resp. 66 g/l NaCl u divokého kmena (vid’ kapitola 3.4.2.1). Po dispergacii na vortexe
bola zmes odstredena pri 6 000 rpm po dobu 5 mintt. Supernatant bol zliaty, k sedimentu bolo
pridanych 10 ml fosfatového roztoku s35 g/l NaCl (resp. 66 g/l NaCl) azmes bola
dispergovana. Obsah skiimavky bol preneseny do Erlenmayerovej banky o objeme 50 ml a bol
ulozeny na trepacku na 1 hodinu pri teplote 30 °C a 180 rpm.

3.4.2.4 Termogravimetrickd analyza bakteridlnych buniek po posobeni osmotického Soku
Pre termogravimetricki analyzu bola bakteridlna kultura vystavend hyperosmotickému
a hypoosmotickému Soku (vid’. kap. 3.4.2.1 - 3.4.2.3). Po uplynuti urcitej doby kultivacie
Vv danom prostredi, boli odobrané 2 ml kultiry do eppendorfky, ktora bola nasledne 2 minuty
centrifugovana pri 14 800 rpm. Bunkova suspenzia bola dosusena vatovou ty¢inkou od
prebytocnej kvapaliny a bola premerand na termogravimetrickom analyzatore Q5000 (TA
Instruments) metédou izotermickej kalorimetrie.. Panvicka so vzorkou bola zahriata na 70 °C
a po dobu 40 minat bola zaznamenavana hmotnost’ vzorky pri tejto teplote. Nasledne bola
vzorka zahriata na teplotu 200 °C, pri ktorej sa udrziavala 10 minut, kvoli dosuseniu zvyskovej
vody vo vzorke.

3.4.2.5 Stanovenie viability baktérii po posobeni osmotického Soku pomocou prietokovej
cytometrie

Viabilita baktérii bola sledovana po prekonani hyperosmotického a hypoosmotického Soku. Pre

porovnanie bola prevedena aj kontrola v prostredi bez posobenia osmotického stresu.

Po uplynuti urcitej doby kultivacie v danom prostredi (vid’ kapitola 3.4.2.1 - 3.4.2.3), bolo
Z Erlenmayerovych baniek odobratych 5 ul bakterialnej kulttry, ktoré boli nasledne zriedené
995 pl 50mM fosfatového roztoku. Pripravené zriedené vzorky boli ofarbené roztokom
propidium jodidu apo uplynuti priblizne 10 min bola premerand viabilita buniek na
prietokovom cytometri Apogee A50 (Apogee Flow Systems).

27



4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1  Adaptacny experiment s niz§ou intenzitou hypoosmotického stresu

Pre optimalizaciu postupu experimentov a zakladny skrining vhodnych stresovych davok pre
nasledna systematicku stadiu evolu¢ného inZinierstva s pouzitim osmotického stresu, bol
prevedeny kratkodoby experiment. V experimente bol na pdvodny bakteridlny kmen
H. halophila aplikovany mierny osmoticky stres v podobe znizenia optimalnej koncentracie
66 g/l NaCl v médiu na 65; 60; 55 a 50 g/l NaCl (priprava a kultivacia vid’ kapitola 3.2). Sériova
kultivécia (vid’ kapitola 3.3.1) bola prevadzana po dobu 4 pasazi, za ucelom zistenia schopnosti
tolerancie baktérii uz na mierne odchylky od optimalnych hodnot.

4.1.1 Obsah biomasy v jednotlivych pasazach sériovej kultivacie

Zakladny skrining obsahu biomasy v kultivacnom médiu bol realizovany spektroskopicky.
Vzorky (priprava vid’ kapitola 3.3.2.1) s koncentraciou 65-50 g/l NaCl v kultivaénom médiu
boli pred analyzou zriedené 50krat. Kazda vzorka bola premerana 3krat pri vinovej dizke
630 nm oproti destilovanej vode.

35 1 —— 65 g/l

—— 60 g/l
30 A
55 g/l

25 1 —»— 50 g/l
20 A

15

ODg3 [-]

10 1

pasai

Obrazok 6: Hodnoty optickej hustoty pri 630 nm jednotlivych pasdzi sériovej kultivacie H. Halophila
pri roznych koncentrdciach NaCl mierne zniZenych oproti optimu

Vysledky spektrofotometrického merania ukazali schopnost’ halofilného bakterialneho kmena
H. Halophila tolerovat’ mierne znizeni koncentraciu NaCl v médiu. Pri ziadnej hodnote
koncentracie nedoslo k usmrteniu kultiry, na zaklade ¢oho bolo usudené, ze v experimente je
mozné pokracovat. Z hodndt vyplyva, ze najvacsi obsah biomasy bol namerany prave pri
najnizSej koncentracii, a to 50 g/ NaCl u 2. pasaze, pricom najmensi obsah bol zaznamenany
pri 60 g/l NaCl u 3. pasaze (vid’ Obrazok 6). Hodnoty u poslednej 4. pasaze, poklesli len vel'mi
nepatrne poklesli oproti hodnotam z 1. pasaze. U kmena rasticom pri 50 g/1 bol zaznamenany
dokonca maly narast 0 0,47 % oproti 1. pasazi.

Pre potvrdenie zaveru spektroskopického skriningu obsahu buniek pri tvodnom adaptacnom
experimente bol obsah biomasy stanovovany aj gravimetrickou metdédou, nakol’ko sa tato
metoda povazuje za presnejsiu ako spektofotometrické stanovenie. VysuSené vzorky (priprava
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vid’ kapitola 3.3.2.2) s koncentraciou 65-50 g/l NaCl v médiu boli zvazené na analytickych
véahach.

——65 g/l

2 —*%—60 g/l

Chiomasa [g"f l]

55 g/l

—— 50 g/l

pasaZ

Obrazok T: Gravimetricky stanoveny obsah biomasy v jednotlivych pasdzach sériovej Kultivdcie H.
Halophila pri réznych koncentraciach NaCl mierne znizenych oproti optimu

Ako je mozné vidiet’ na vysledkoch, trend hodnét sa Gplne nezhoduje s hodnotami ziskanymi
pomocou merania optickej hustoty, preto sa d’alej vykonavali obe metddy stanovenia obsahu
biomasy, v snahe eliminacie chyby merania. Z vysledkov ale taktieZ vyplyva, Ze najvac¢si obsah

(3,26 g/l) v 2. pasazi pri 65 g/l NaCl (vid Obrazok 7). Hodnoty u poslednej 4. pasaze pri
vSetkych koncentraciach iba mierne poklesli oproti 1. pasazi, pricom pokles nebol ani u jedného
kmena vicsi ako 7 %.

Kratkodoby experiment optimalizdcie podmienok preukdzal, ze stratégia evolu¢ného
inzinierstva pouzita na bakterialny kmeni Halomonas halophila s vyuzitim hypoosmotického
stresu ako selekéného faktoru moze byt aplikovatelna. Baktérie, aj napriek svojej halofilnej
povahe, boli schopné tolerovat’ znizenie osmolarity kultivacného prostredia. Podl'a obidvoch
stanoveni obsahu biomasy nedoslo pri ziadnej hodnote koncentracie NaCl k usmrteniu
populacie, a aj po 4 pasazach sériovej kultivacie, bola koncentracia buniek takmer totozna
s hodnotami ako na zaciatku experimentu.

4.1.2 Obsah PHB v jednotlivych pasazach sériovej kultivacie

Jednym z kIiCovych cielov prace, bolo overit vztah medzi salinitou kultivaéného média
a mierou akumuldcie PHB v bunkach, a v nadviznosti na to, posudit’ vyuziteI'nost’ aplikacie
osmotického stresu v spojeni s evoluénym inzinierstvom za t¢elom zvySenej produkcie PHB.
Preto aj v tvodnom experimente, zameranom na expozicii kmenia H. halophila nizkym davkam
hypoosmotického stresu, bol merany obsah akumulovaného polyméru vo vzorkach metodou
GC-FID (priprava vid’ kapitola 3.3.3.2). Z vyslednych chromatogramov boli od¢itané plochy
pikov daného analytu (3HB) a pomocou kalibra¢nej priamky (vid’ priloha kapitola 8.1) bol
prepoCitany obsah PHB v biomase. Stanovené obsahy st znazornené na nasledujicich
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grafickych zavislostiach (vid’ Obrazok 8 a Obrazok 9) a v prilohe v kapitola 8.2, ato pre
prehl'adnost’ v porovnani s celkovym obsahom biomasy.

50 g/l NaCl

® biomasa
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Obrazok 8: Porovnanie obsahu PHB a celkového obsahu biomasy v jednotlivych pasazach sériovej
kultivacie H. Halophila pri 50 g/l NaCl
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Obrdzok 9: Porovnanie obsahu PHB a celkového obsahu biomasy v jednotlivych pasazach sériovej
kultivdacie H. Halophila pri 60 g/l NaCl

Z vyhodnotenia bolo zistené, Ze baktérie aj za posobenia hyposmotického stresu akumulovali
intracelularne granule PHB. Bakterialny kmen kultivovany pri 50 g/l NaCl v médiu vykazoval
najvyssie hodnoty akumulovaného PHB ato az 95,94 % hmotnosti suSiny (1. pasaz), ¢o
predstavuje koncentraciu 4,2 g/l PHB v biomase (vid® Obrazok 8). Najnizsi obsah PHB bol
vyprodukovany kmefiom rastucim pri 60 g/l NaCl, kde bola priemerné produkcia PHB o 30 %
mensia (vid’ Obrazok 9). Po kratku dobu riadenej evolucie si bakterialny kmen pri 50 g/l NaCl
udrzal najvyssie hodnoty obsahu PHB zo vSetkych koncentracii NaCl (vid’ priloha kapitola 8.2),
pric¢om po 4. pasazach baktérie produkovali o 18,57 % menej PHB ako v 1. pasazi.

Z vysledkov stanovenia obsahu PHB dalej vyplyva, ze obsah naakumulovaného PHB
u poslednej pasaze neklesol pri Ziadnej koncentracii NaCl pod 60 % suchej hmotnosti biomasy,
o predstavovalo d’al$iu motivaciu pre pokracovanie v experimente evoluéného inZinierstva.
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4.2  Adaptacny experiment s vys$ou intenzitou hypoosmotického stresu

Z vysledkov tuvodného experimentu zameraného predovSetkym na optimalizaciu
experimentalnych podmienok, vyplynula dobra tolerancia pouzitého kmena H. Halophila na
mierne znizenie salinity kultivacného prostredia. V nadvizujucom systematickom evolu¢nom
experimente, ktory tvori hlavnu experimentalnu ¢ast’ prace, boli preto ¢iastocne adaptované
bakteridlne kmene vystavené este vac¢Siemu osmotickému stresu (znizenie na 45; 40; 35; 30 g/l
NaCl), v snahe zvysenia intenzity selek¢ného faktoru a pripadne zistenia hranice minimalne;j
koncentracie soli, nevyhnutnej pre rast buniek.

4.2.1 Obsah biomasy kmeiov adaptovanych na hypoosmoticky stres

Pocas adaptivnej laboratornej evolucie pri aplikacii vyssej miery selekéného tlaku v podobe
hypoosmotického stresu, bol stanovovany obsah biomasy v zavislosti na poCte pasazi, za
ucelom zistenia schopnosti tolerancie voc¢i tomuto stresu. Meranie prebiehalo u kazdej pasaze
pri vSetkych koncentraciach NaCl samostatne (45-30 g/l). Stanovenie bolo uskuto¢nené
spektroskopicky a gravimetricky, ato vzdy v dvoch paralelnych prevedeniach, za tcelom
vyssej presnosti stanovenia obsahu.

Pri spektroskopickom stanoveni obsahu biomasy boli vzorky (priprava vid’ 3.3.2.1) pred
samotnym meranim zriedené 50krat (pripadne 20krat), aby namerané¢ hodnoty spadali do
oblasti, kde dochadza k linearnej korelacii hodnoty optickej hustoty a koncentracie buniek.
Mnozstvo biomasy bolo po premerani prepocitané na povodnu nezriedent kultaru.

35 g/l NaCl
40 -
30 A X X X
x *
—_— XX hot % X X X
N » X }(){x % W
= J K
2 20 - bt ¥
Q v X
)
04 x X
0 . . . . . .
0 5 10 15 20 25 30
pasaZ

Obrazok 10: Hodnoty optickej hustoty pri 630 nm jednotlivych pasazi kmena HH35
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Obrazok 11: Hodnoty optickej hustoty pri 630 nm jednotlivych pasazi kmena HH30

Spektrofotometricky bol sledovany vyvoj bakterialnych kultar po dobu 30 pasazi sériovej
kultivacie. Hodnoty optickej hustoty kmenov HH35 a HH30 vid’ Obrazok 10 a Obrazok 11, pre
kmene HH45 a HH40 vid’ priloha kapitola 8.3.

Vzhl'adom na viditeI'né odchylky a nie vel'mi konstantné hodnoty, bolo spektrofotometrické
stanovenie viac-menej orientacné. Napriek tymto odchylkam je stadle mozné pozorovat’,
ze priemere najvacsi obsah biomasy bol vyprodukovany adaptovanym kmenom HH35 rastiicim
pri koncentracii 35 g/l NaCl (vid’ Obrazok 10), pricom u 30. pasaze doslo k zvySeniu obsahu
vykazoval bakteridlny kmen HH30 (vid® Obrazok 11). Po dosiahnuti maximalneho obsahu
biomasy u 11. pasaze (ODs30 = 32,82), zacala koncentracia buniek v kulture vyrazne klesat’ az
do ukoncenia experimentu, kedy obsah biomasy poklesol az 0 41,15 % oproti pociatocnej
hodnote.

Obsah celkovej biomasy v bakterialnych kultarach bol podobne ako v tivodnom experimente
stanovovany taktiez pomocou gravimetrickej metody (vid® kapitola 3.3.2.2). Ked'Ze pri
gravimetrickom stanovovani nedochddzalo k vzniku zna¢ne viditelnych odchylok, bola tato
metdda povazovana za presnejSiu ako stanovenie pomocou merania optickej hustoty.
Gravimetricky stanovené obsahy biomasy pre vybrané pasdZe adaptovanych kmenov
znazornuje Tabulka 3.

Tabulka 3. Gravimetrické stanovenie obsahu biomasy u adaptovanych kmernov

adaptovany kmen | pasaz @ Coiomasa [9/1]
1 418+0,16
HH45 15 3,92 +£0,06
30 4,22 +0,40
1 4,24 +0,06
HH40 15 4,12+0,21
30 4,05+0,10
1 4,93 £0,06
HH35 15 5,58 £ 0,06
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30 4,45 £+ 0,05
1 3,03 £0,05
HH30 15 3,79 +£0,11
30 1,95 + 0,06
. - 35 g/l NaCl
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Obrazok 12: Obsah biomasy jednotlivych pasazi kmeina HH35

V priemere najvicsi obsah biomasy bol za celi dobu kultivacie vyprodukovany kmefiom
kultivovanym pri koncentracii 35 g/l NaCl, pricom najvys$sia hodnota bola zaznamenana u
9. pasaze (6,12 g/l) (vid Obrazok 12). U tohto kmena bola pozorovana zna¢na adaptacia na
osmoticky stres v priebehu celej kultivacie, pocas ktorej si mutantny kmen HH35 zachoval
takmer konstantné hodnoty obsahu biomasy. Po ukonéeni experimentu riadenej evolacie doslo
k poklesu koncentracie buniek iba 0 9,74 % oproti 1. pasazi, pricom tato findlna hodnota bola
stale najvyssia v porovnani s ostatnymi kmenmi (vid’ Tabulka 3).
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Obrazok 13: Obsah biomasy jednotlivych pasazi kmeiia HH30

NajmensSiu toleranciu na osmoticky stres vykazoval kmen rastuci pri 30 g/l NaCl. Napriek
zaznamenaniu pomerne vysokého obsahu biomasy u 9. pasaze (6,04 g/1), dochadzalo od tohto
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bodu k nahlemu poklesu koncentracie buniek, a to az na hodnotu 1,95 g/l u 30. pasaze (vid
Obrazok 13). Oproti hodnotam na zaciatku experimentu teda obsah biomasy poklesol o
35,64 %. Nizky obsah biomasy v bakterialnych kulturach kmenia HH30, mohol byt spésobeny
prili§ nizkou koncentraciou soli v médiu, ktord halofilnym baktéridm obmedzovala rastové
podmienky. Taktiez sa nevylucuje moznost’, Ze tieto nizke hodnoty mohli byt spdsobené

potencialnou kontaminéciou urcitej bakteridlnej kultary, ktord v procese sériovej kultivacie
d’alej expandovala.
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Obrazok 14: Obsah biomasy jednotlivych pasazi kmeria HH45
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Obrazok 15: Obsah biomasy jednotlivych pasazi kmeria HH40

Kmene H. Halophila sériovo kultivované pri 45 a 40 g/l NaCl, vykazovali veI'mi podobné
hodnoty obsahu biomasy pocas celého experimentu (vid® Tabulka 3). Maximalne hodnoty
dosiahli v 3. a4. pasazi a priemerny obsah biomasy v bakterialnych kultarach bol 4,31 g/l
(HH45) a 4,13 g/l (HH40). Po 7. pasazi bola pozorovana adaptacia, ktora sa prejavila v podobe
takmer konStantnych hodnot koncentracie buniek az do ukonCenia experimentu riadenej
evolucie (vid’ Obrazok 14 a Obrazok 15). U poslednej pasaze kmena HH45, bola koncentracia
skoro totozna, dokonca nepatrne vyssia, v porovnani s koncentraciou buniek v prvej pasazi,
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pricom obsah biomasy kmena HH40 poklesol oproti pociato¢nej hodnote len o 4,48 %.
Z vysledkov teda vyplyva, Ze oba kmene sa na osmoticky stres dokazali adaptovat’.

4.2.2

Prostrednictvom GC-FID analyzy bola opat
u jednotlivych pasazi sériovej kultivacie H. Halophila pri jednotlivych koncentraciach NaCl.

Obsah PHB akumulovaného mutantnymi kmeiimi adaptovanymi na
hypoosmoticky stres

sledovand produkcia polyméru PHB

Stanovenie bolo uskutoénené vzdy v dvoch paralelnych pokusoch, za ucelom zvySenia
presnosti stanovenia. Vysledky stanovenia obsahu PHB pre vybrané pasaze vid’ Tabul'ka 4, pre

vsetky pasaze vid’ Obrazok 16 - Obrazok 19.

Tabulka 4: Stanovenie obsahu biomasy a PHB u adaptovanych kmeriov

adaptovany kmen | pasaz Coiomasa [9/1] PHB [hm. %] PHB [g/1]
1 4,18 +0,16 63,01 £2,30 2,63 +0,00
HH45 15 3,92 +£0,06 56,48 +1,02 2,21 +0,01
30 4,22 +£0,40 58,70 +4,79 2,46 £ 0,03
1 4,24 +0,06 63,49 +2,01 2,69+0,12
HH40 15 4,12+0,21 60,64 + 3,20 2,49 £0,01
30 4,05+0,10 58,49 +2,18 2,37 +0,03
1 4,93 +0,06 62,41 £3,48 3,08 £0,21
HH35 15 5,58 £ 0,06 69,60 + 1,32 3,88+0,12
30 4,45+0,05 60,60 + 0,22 2,69 £ 0,02
1 3,03 +£0,05 69,58 + 13,81 2,11 +0,45
HH30 15 3,79+0,11 57,64 £0,21 2,18 +0,07
30 1,95 £ 0,06 30,88 +£0,55 0,60 + 0,03
- 35 g/l NaCl
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Obrazok 16: Obsah biomasy a PHB u jednotlivych pasdzi kmeria HH35

Najvyssia produkcia polyméru PHB bola zaznamenand u mutantného kmena HH35, u ktorého
bol pocas riadenej evolicie priemerny obsah PHB 3,47 g/l. Maximalny obsah bol
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vyprodukovany kmenom HH35 v 9. pasazi, kedy jeho koncentracia vzrastla od zaciatku
experimentu 0 50,32 % na 4,63 g/l PHB. Z dlhodobého pozorovania si tento kmen udrzal
pomerne konstantne vysoké hodnoty obsahu polyméru PHB, v porovnani s ostatnymi kmeiimi,
a to aj po ukoncéeni experimentu (vid Tabulka 4). Napriek zaznamenaniu ur¢itého narastu
koncentracie PHB v priebehu sériovej kultivacie, doslo u poslednej pasaze k poklesu obsahu
PHB 012,66 % oproti prvej pasazi (vid Obrazok 16). Z vysokého obsahu biomasy,
sprevadzaného zvySenou produkciou PHB vyplyva, Ze mutantny kmen HH35 vykazoval
najlepsie adaptacné schopnosti na osmoticky stres, podl'a ¢oho bola koncentrécia 35 g/l NaCl
Vv médiu posudena za najvhodnejsiu pre d’alSie analyzy.

30 g/l NaCl

B biomasa
61 PHB

c [g/]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
pasaz

Obrazok 17: Obsah biomasy a PHB u jednotlivych pasdzi kmeria HH30

Osmotickému stresu najmenej odolaval kmen HH30, ¢o sa prejavilo ako na biomase, tak aj na
produkcii polyméru. Na zaklade stanovenia obsahu biomasy bolo jasné, Zze dochadzalo
K postupnému vymieraniu bakterialnej kultary, ¢o zna¢ne ovplyviiovalo aj intracelularnu
zaznamenand hodnota spomedzi vSetkych mutantnych kmenov. Navzdory tomu, Ze kmen
HH30 do 9. pasaze vykazoval zvySenie produkcie PHB, dochadzalo od tohto momentu k
znaénému poklesu, kedy produkcia PHB u poslednej pasaze bola v porovnani s prvou pasazou
nizsia az o 71,56 % (vid’ Obrazok 17). Z vysledkov je teda mozné pozorovat’, ze koncentracia
30 g/l NaCl v médiu je prili§ nizka a nie je vhodna pre dlhodoby experiment adaptivnej
evolucie.
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45 g/l NaCl
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Obrazok 18: Obsah biomasy a PHB u jednotlivych pasazi kmernna HH45
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Obrazok 19: Obsah biomasy a PHB u jednotlivych pasazi kmeria HH40

Kmene HH45 a HH40 rovnako ako pri stanoveni obsahu biomasy, vykazovali podobné hodnoty
aj v produkcii PHB (vid’ Tabul’ka 4). Priemerne vyprodukované mnozstvo PHB bolo 2,83 g/l
u kmena HH45 a 2,65 g/l u kmena HH40. Oba kmene zaznamenali maximalne hodnoty u
4. pasaze (HH45: 4,35 g/l; HH40: 3,99 g/l), po ktorej produkcia polyméru mierne Klesla.
Z dlhodobého hladiska bol vSak u tychto kmenov zaznamenany najmensi rozdiel v porovnani
hodnét na zaciatku a na konci experimentu, a to konkrétne u kmena HH45, u ktorého doslo
k poklesu len 0 6,46 % (vid’ Obrazok 18). Adaptac¢na schopnost’ tychto dvoch kmenov bola
vel'mi podobné. Oba kmene znaSali osmoticky stres pomerne dobre, ale ¢o sa tyka pomeru
biomasy a PHB, hodnoty neboli také perspektivne ako u kmena HH35.

Posobenie osmotického stresu vyvolalo uréité zvysenie koncentracie PHB u kazdého kmena,
Z ¢oho vyplyva, Ze zmena osmotického tlaku modze byt pozitivnym ndstrojom na zvySenie
produkcie ur¢itych metabolitov. Z hladiska konceptu evolu¢ného inzinierstva, vsak
k dosiahnutiu maximalnych hodnét produkcie PHB doslo v roznych pasazach. U kmenov
HH45 a HH40 bolo maximum produkcie v 4. pasazi a u kmeinov HH30 a HH35 v 9. pasazi,
teda kratkodoba sériova kultivécia sa ukézala efektivnejSia ako dlhodoba. Okrem kmena HH30
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si vSak ostatné mutantné kmene udrzali pomerne konstantné hodnoty po zvysok evoltucie,
Z ¢oho bolo mozné pozorovat’ urc¢iti adaptaciu. Kvoli obmedzenym ¢asovym podmienkam bola
riadend evolucia uskutocnend len po dobu 30. pasazi, ¢o z klasickych pristupov evolu¢ného
inzinierstva nie je dostato¢ne dlha doba na adaptaciu organizmov na rozdielne podmienky.
Preto je mozné, Ze ak by experiment prebiehal po dlhsiu dobu ako 30. pasazi, mohlo by dojst’
k zvySeniu schopnosti tolerancie. Pri navrhu takéhoto nadvazujiceho experimentu, je vSak
mozné na zaklade tu uvedenych vysledkov odporucit’ koncentraciu 35 g/l NaCl ako vhodnu
mieru selekéného tlaku.

4.3 Porovnanie tolerancie adaptovanych kmenov a divokého kmena
H. halophila na osmoticky stres

4.3.1 Porovnanie rastovych a produkénych vlastnosti bakterialnych kmeriov
v prostredi o réznej salinite

Pre porovnanie schopnosti tolerovat’ rozne osmotické prostredia, bol vybrany mutantny kmen
HH35 rastuci pri 35 g/l NaCl v médiu a divoky kmen Halomonas halophila. Kmen HH35 bol
zvoleny na zaklade vyhodnotenia uskuto¢nenych analyz, kde vykazoval najlepSie adaptacné
schopnosti a najvacsiu produkciu PHB spomedzi ostatnych kmenov. Pre analyzu boli vybraté
pasaze 15 a 30. Adaptované kmene a divoky typ boli kultivované pri 35 resp. 66 g/l NaCl aby
sa porovnala ich robustnost’ — rozdiel rastovych a produkénych schopnosti pri nahlej zmene
z ich optimalnych podmienok na prostredie so zmenenym osmotickym tlakom (kultivacia vid’
kapitola 3.4.1). Experimenty boli prevedené v troch sériach pokusov aby sa eliminovali chyby
merania.

4.3.1.1 Porovnanie obsahu biomasy pri kultivacii divokého a adaptovanych kmeriov

Vv prostredi o réoznej salinite
Stanovenie obsahu biomasy Vv jednotlivych bakterialnych kultirach bolo uskutoénené pomocou
spektrofotometrickej a gravimetrickej metddy. Priprava vzoriek vid’ kapitola 3.3.2.

Nakol’ko spektrofotometrickd metdda bola kvoli vdcsej chybe merania povazovana len za
orienta¢nu, bola pre vyhodnotenie pouzita predovSetkym gravimetricka analyza. Vysledky
spektrofotometrického stanovenia obsahu biomasy vid' priloha kapitola 8.4. Pomocou
presnejsej gravimetrickej metody bol stanoveny obsah biomasy vo vzorkach jednotlivych
kmenov po 48 hodinach kultivacie.
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Obrazok 20: Gravimetrické stanovenie obsahu biomasy pri porovnani jednotlivych kmernov

Z vysledkov je mozné pozorovat, ze najvacsi obsah biomasy bol zaznamenany u divokého
kmena (vid’ Obrazok 20), adaptované kmene vykazuju nizsiu produkciu biomasy, a to ako pri
osmolarite, na ktora boli adaptované, tak aj pri vyssom obsahu soli. Za ur€ity experimentalny
prejav adaptacie kmenov na nizsiu salinitu by mohla byt povazovana nizsia produkcia biomasy
oboch adaptovanych kmenov pri vyssej koncentracii soli. Mierne vyssie hodnoty sa vyskytovali
U kmenov P15-35 aP30-35, teda opidtovné vlozenie do optimalneho prostredia nemalo
P30-66, a to 2,85 g/l biomasy. Na druhej strane, napriek znamej optimalnej koncentracii 66 g/1
NaCl pre divoky kmen bola vyssia hodnota obsahu biomasy aj v jeho pripade prekvapivo
zaznamenana u kmena WT-35 (kultivovany pri 35 g/l NaCl), a to 4,84 g/I. Pre vysvetlenie tohto
javu a vyvodenie jednoznac¢nejsich zaverov o rastovych vlastnostiach porovnavanych kmenov
by bola nutna hilbsia analyza kinetiky rastu (porovnanie tvaru rastovych kriviek).

4.3.1.2 Porovnanie obsahu PHB pri kultivdcii divokého a adaptovanych kmeriov

Vv prostredi o roznej salinite
Stanovenie obsahu PHB naakumulovaného bakterialnymi kmenmi prostrednictvom plynovej
chromatografie, bolo prevadzané rovnako ako v kapitole. Priprava vzoriek vid’ kapitola 3.3.3.2.

Tabulka 5: Hodnoty obsahu biomasy a PHB pri porovnani jednotlivych kmeriov

kme Cbiomasa [9/1] PHB [hm. %]  PHB [g/l]
WT-35 4,84 +1,31 71,61+298  3,44+0,78
WT-66 4,15 = 1,00 74,04 £545 3,08 +0,85
P15-35 3,28 +1,85 36,39 £19,64 1,42 +1,48
P15-66 2,92 +£1,32 35,12 £ 16,41 1,16 £ 1,05
P30-35 3,27 +£1,33 39,52 £19,15 1,46 £1,02
P30-66 2,85+£1,23 34,69 £17,03 1,13 +£0,79
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Obrazok 21: Stanovenie obsahu biomasy a PHB pri porovnani jednotlivych kmernov

Na zaklade vyhodnotenia je mozné pozorovat, Zze maximalna produkcia PHB bola u divokého
kmena WT-35, ato 3,44 g/l (vid Tabulka 5 a Obrazok 21). Oproti optimalnym podmienkam,
Vv ktorych rastol kmen WT-66, bola tito koncentracia vyssia 10,47 %, z ¢oho vyplyva, ze
osmoticky stres v urcitej miere pozitivne ovplyvnil produkciu PHB u divokého kmeria, nie vSak
vel'mi vyrazne. U mutantnych kmenov boli hodnoty takmer zhodné ako v pripade stanovenia
obsahu biomasy (vid® Obrazok 21). Maximalny obsah PHB u adaptovanych mutantov bol
vyprodukovany kmetiom P30-35, u ktorého bol zaznamenana koncentracia PHB 1,46 g/I. Tato
hodnota je ale podstatne nizsia ako u vysledkov z adaptivnej evoltcie (vid’ Tabulka 4), kde
tento kmen vyprodukoval 2,69 g/l PHB. Rozdiely mohli byt spdsobené kontaminaciou,
pripadne r6znym sposobom kultivacie, nakol’ko bakterialne kmene boli dlha dobu ulozené

evwe

viedlo aj ku najnizsej produkcii PHB, a to 1,13 g/I.

Porovnanim mutantnych kmenov a divokého typu Halomonas halophila, bolo zistené, Ze
osmoticky stres ma pozitivny vplyv na produkciu PHB. Divoky kmen vykazoval mierne vyssie
hodnoty v nepriaznivych podmienkach (35 g/l NaCl) ako v optimalnom prostredi (66 g/l NaCl),
nakol’ko dochadzalo k akumulovaniu intracelularnych granul PHB, za ufelom odoldvania
vyvolanému stresu. U mutantnych kmenov, ktoré uz presli pésobenim osmotického stresu
v podobe dlhodobej adaptivnej evolucie, kde prebiehala kultivacia pri 35 g/l NaCl, uz vsak
nezaznamenali ndrast pri opdtovnom vloZzeni do média sich povodnou optimélnou
koncentraciou NaCl (66 g/l). Pri porovnani produkcie PHB s divokym kmenom WT-35, bola
koncentracia PHB aZ o0 67,15 % niz$ia ako u adaptivneho kmena P30-35. Teda d’alSia uroven
osmotického stresu uz neposobila priaznivo na produkciu PHB, ¢o sa preukazalo znaénym
znizenim koncentracie naakumulovaného polyméru.

4.3.1.3 Porovnanie chemickej struktiry PHB produkovaného adaptovanymi kmerimi

a divokym kmeriom
Na charakterizaciu vyizolovaného polyméru PHB bola pouzitd infracervena spektroskopia
s Fourierovou transforméciou (postup vid kapitola 3.4.1.2). Vystupom bolo spektrum
zostrojené zo zavislosti absorbancie na vinocete v strednej infracervenej oblasti. Pomocou
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ziskaného spektra boli vzorky PHB analyzované z hl'adiska chemickej Struktary a také so
zameranim na kryStalinitu a amorfnost’ latky. Na analyzu boli pouzité vyizolované polymérne
filmy (priprava vid’ kapitola 3.4.1.2) mutantnych kmenov P15-35, P30-35 a divoky kmen
WT-35, vsetky kultivované pri 35 g/l NaCl (kultivacia vid’ kapitola 3.4.1).
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Obrdzok 22: A) FTIR spektrum vyizolovaného PHB u divokého kmena WT-35 a mutantnych kmeriov
P15-35 a P30-35, B) FTIR detailné spektrum v oblasti 2 000 — 400 cm*

Analyza FTIR bola pouzita v snahe zistit’, ¢i pdsobenim stresového faktora doSlo k zmene
zakladnej chemickej prip. fyzikalnej struktary (tj. stupna krystalinity) polyméru. Vyhodnotenie
bolo zalozené na charakteristickych vibracnych pasoch, ktoré poskytuji informécie o urcitej
chemickej vizbe. Pik s najvy$Sou intenzitou v oblasti 1 700 — 1 800 cm™ predstavuje
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karbonylovti skupinu, v tomto pripade ide o esterova viizbu. V oblasti 1 400 — 800 cm™ sa
vyskytuje viacero intenzivnych pikov, ktoré vypovedaju o krystalickej Strukture. Vysoka
hodnota absorbancie pri vinocete 1 277 cm™ je charakteristicka pre vyssiu krystalinitu, zatial
o pik pri 1 180 cm™ vypoveda o amorfnosti latky. Z detailnych spektier (vid’ Obrazok 22) je
mozné pozorovat’, ze vplyvom adaptivne]j evolucie s aplikaciou osmotického stresu nedoslo
k Ziadnym viditeI'nym zmenam v $trukture polyméru PHB.
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Obrazok 23: PCA analyza divokého kmena WT-35 a mutantnych kmernov P15-35 a P30-35

Pre podrobnejsiu Studiu korelacie vybranych kmetiov, bola prevedend analyza hlavnych
komponentov (PCA). Pomocou Statistickej PCA metddy boli pre viacrozmernu analyzu
softwarom vybrané komponenty 1 a 2, na zdklade ktorych sa sledovala pozitivna a negativna
korelacia medzi prvkami jednotlivych kmenov. Z grafickej projekcie (vid® Obrazok 23) je
viditeIné, Ze mnoziny prvkov sledovanych kmenov sa nerozdelili do osobitnych zo6n, o
znamena, ze nebola zistena ziadna vyrazna odliSnost’” v chemickej $truktare ani v stupni
krystalinity vyizolovaného polyméru PHB medzi jednotlivymi kmefimi.

4.3.2 Expozicia adaptovanych a divokého kmeiia osmotickému Soku

Okrem posudenia rastovych a produkénych schopnosti adaptovanych kmetiov pri rdznej
salinite kultivaéného prostredia, bola dalej posudena schopnost kmenov odolavat
intenzivnemu hyper- resp. hypo-osmotickému Soku. Bunky boli exponované prostrediu
0 extrémne nizkej resp. vysokej salinite a nasledne bola stanovena viabilita buniek metdédou
prietokovej cytometrie a ich integrita pomocou metody izotermickej termogravimetrie.

4.3.2.1 Termogravimetricka analyza bakteridalnych buniek
Metoda izotermickej termogravimetrie, bola pouzitd na analyzu zmien v integrite bunky,
v dosledku posobenia hyperosmotického (200 g/l NaCl) a hypoosmotického Soku (destilovana
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voda). Na TGA stanovenie boli pouzité mutantné kmene ziskané z 15. pasaze (P15-35) a 30.
pasaze (P30-35) kultivované pri koncentracii 35 g/l NaCl. Ako kontrola pre porovnanie
pripadnych zmien bol pouzity divoky kmen H. halophila (WT-66) kultivovany pri 66 g/l NaCl.
Priprava a postup vid’ kapitola 3.4.2. Technika termickej analyzy bola optimalizovana v $tadii
pod vedenim Sedldcka a kol. (2019), v ktorej bol sledovany vplyv PHA na zachovanie integrity
buniek u baktérii C. necator a H. halophila [34]. Na zéaklade tejto prace bola prevedena TGA
analyza na mutantnych kmenoch H. halophila po ukonceni adaptivnej evolucie. V pripade
halofilnych baktérii je vyhodnotenie analyzy obt'aznejsie, kvoli vysokému obsahu soli, ktory
moze znacne ovplyvnit’ vysledky.

Pomocou termogravimetrickej metddy bola sledovana zmena hmotnosti vzorky v zavislosti na
Case pri konstantnej teplote (70°C). Vysledné termogramy zhotovené uz pre zavislost’ zmeny
hmotnosti na zvyskovom obsahu vody, boli normalizované na maximalnu hmotnostnu zmenu,
kvoli jasnejSej viditeInosti zmien (vid® Obrdzok 24). Krivky priebehu rychlosti suSenia sa
vyznacuju 3 typickymi stupniami: v prvom stupni dochiddza k ndhlemu ndarastu rychlosti
susenia, kedy sa vzorka zahrieva na pozadovanu teplotu analyzy v TGA analyzatore; v druhom
stupni, vyznacujucim sa takmer konStantnou rychlost'ou, nastdva odparenie extracelularnej
vody; V tretej faze po prekonani kritického obsahu vody sa rychlost’ suSenia vyrazne znizuje
a dochadza k vyparovaniu intracelularnej vody [34].

Na termogramoch je mozné pozorovat, Ze krivky susenia po hypoosmotickom Soku mali
typicky trojstupnovy tvar, zatial ¢o krivky kontroly a hyperosmotického Soku tento tvar
nedosiahli, a tym padom nebolo mozné presne urcit okamih zmeny mechanizmu susenia,
a tomu odpovedajuci kriticky obsah vody (vid’ Obrazok 24). Tato zmena tvaru krivky by podl'a
vy$8ie publikovanych experimentov mohla naznacovat, ze Vv dosledku pdsobenia
hyperosmotického Soku doslo k poSkodeniu membrany, az plazmolyze, ¢im bunka stratila
bariéru spdsobujucu zmenu rychlosti suSenia. Krivky kontrolnych kultar bez aplikacie
osmotického Soku, vSak vykazovali podobny trend. Ako pravdepodobnejSie vysvetlenie sa
preto javi, ze v pripade kontrolnych a hyperosmoticky namdhanych vzoriek, dochadza
z dovodu vysokej mobility vody cez bunkovu stenu, k postupnému uvolfiovaniu intracelularne;j
vody v priebehu celého suSiaceho experimentu, ¢o je spojené s absenciou jasného kritického
bodu, predstavujiceho nahlu zmenu suSiaceho mechanizmu. Charakter suSenia je
pravdepodobne ovplyvneny aj pritomnostou PHB v bunkach. Granule polyméru majt vplyv na
aktivitu intracelularnej vody, a tym padom ovplyviiuja jej transport medzi extracelularnym
a intracelularnym priestorom.

V pripade kriviek hypoosmotického Soku, bol trend u vSetkych kmetiov takmer podobny
a hranice oddelenia danych vod boli jasne viditelné, z ¢oho je mozné usudit’, Zze Vv urcitom
okamihu dochadza pri suseni vzorky k zmene transportného mechanizmu (vid® Obrazok 24).
To by mohlo byt znamkou hypoosmotickej lyzy buniek, ktora spdsobuje uvolnenie
intracelularnych komponentov do okolitého roztoku. V priebehu susiaceho experimentu je
potom najprv odparovana volna voda a v uré¢itom okamihu sa mechanizmus susenia skokovo
zmeni stym, ako v systéme oOstava iba voda pevne viazana na hydratované bunkové
komponenty.
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Aj napriek obtaznému stanoveniu V pripade kontrolnych a hyperosmoticky namahanych
vzoriek, bol pre vSetky termogramy urceny kriticky obsah vody (linearnou regresiou dvoch
susednych trendov v termograme pomocou softwaru OriginLab). U divokého kmena WT-66
bol kriticky obsah vody najnizsi, pricom smernica suSenia intracelularnej vody klesala
najstrmsie. Pri¢ina zvySenej strmosti bola pravdepodobne spOsobené znizenim obsahu
intracelularnej vody vplyvom osmotického stresu, ktord bola pevne viazand na bunkové
povrchy, atym dochadzalo k odparovaniu iba najmenej viazanej vody. V porovnani
s adaptivnymi kmenimi bola najvyssia hodnota kritického obsahu vody zaznamenana u kmena
P30-35, u ktorého aj strmost’ smernice suSenia intracelularnej vody klesala vyrazne menej.
Tento posun hodnoty kritického obsahu vody znadil o tom, Ze bunky boli v tomto pripade viacej
hydratované, teda obsahovali vi¢Sie mnoZstvo intracelularnej vody, ¢im klesala aj rychlost’
suSenia. U tohto kmena bol vyrazny aj Start suSenia, ktory sa pohyboval v okoli hodnoty 4
gramy vody na gram su$iny, na rozdiel od ostatnych kmenov, kde susenie zacinalo okolo
2,5 gramu vody na gram suSiny. Z tvaru krivky je mozné usudit’, Ze mutantny kmen P30-35
zvladal hypoosmoticky Sok najlepSie a bunky po prekonani stresu ostali aspon ciastoéne
neposkodené. Na zéklade uvedenych vysledkov je mozné povedat’, ze adaptivna laboratérna
evolucia s aplikdciou osmotického stresu mala pozitivny efekt na odolnost’ bakteridlnych
buniek v extrémnom hypoosmotickom prostredi.
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4.3.2.2 Stanovenie viability baktérii po posobeni osmotického Soku pomocou prietokovej
cytometrie

Stanovenie mnozstva zivych buniek (viabilita) v bakterialnych kultarach jednotlivych kmefov,
bolo prevadzané pomocou metddy prietokovej cytometrie. Viabilita buniek bola sledovana po
vystaveni nahlemu osmotickému Soku v podobe hyperosmotického prostredia (fosfatovy
roztok s 200 g/l NaCl) a hypoosmotického prostredia (destilovana voda). Priprava vid’ kapitola
3.4.2.5. Z vyslednych histogramov boli od¢itané mnozstva zivych a mftvych buniek na celkovy
pocet cca 10 000 buniek vo vzorke, ktoré boli nasledne prevedené na percentualne zastipenie.

Tabulka 6: Percenta zivych buniek v bakterialnych kulturach po posobeni hyperosmotického
a hypoosmotického soku

lmei Zivé bunky [%]
kontrola hyperosmoticky Sok |hypoosmoticky Sok

WT-66 55,97 £ 7,03 3,16 £1,71 6,26 £ 1,28

WT-35 46,70 = 0,00 2,21+ 0,00 7,86 £ 0,00

P15-66 52,11 £0,56 17,13 £ 6,88 21,91 +£1,63

P15-35 70,72 £0,00 2,66 + 0,00 37,17 £0,00

P30-66 85,40 £ 0,08 31,70 £0,90 13,48 £ 2,02

P30-35 91,92 £ 0,64 5,19+ 1,47 25,88 £ 0,36

Nakol'ko meranie viability prebiehalo v prostredi fosfatového roztoku bez obsahu NaCl, je
viditeI'né, Ze percentd zivych buniek u kontroly (bez posobenia osmotického Soku) st pomerne
dost’ nizke (vid’ Tabulka 6). Pésobeniu hyperosmotického Soku dobre odolaval iba kmeni P30-
66, U ktorého bolo percentualne zastupenie zivych buniek 31,70 %. Extrémne vysoké
koncentracie soli naopak najhorsie zvladal divoky kmen WT-35, u ktorého bolo len 2,21 %
zivych buniek. Na hypoosmoticky Sok sa najlepSia znaSanlivost’ prejavila u kmena P15-35
(37,17 % zivych buniek) a taktiez u kmenia P30-35 (25,88 % Zivych buniek).
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hyperosmotického a hypoosmotického Soku

Na zéklade vysledkov je mozné usudit, Ze extrémnym osmotickym Sokom jednoznacne
odolavali lep$ie adaptované kmene ako divoky kmen (vid’ Obrazok 25), u ktoré¢ho ani v jednom
pripade nebolo zastupenie Zivych buniek vyssie ako 10 %. VSeobecne mutantné kmene zvladali
lepsSie hypoosmoticky Sok, ¢o by mohlo nasvedCovat’ tomu, ze adaptivna laboratoérna evolicia
s aplikacia osmotického stresu pozitivne ovplyvnila znasanlivost’ aj na prostredie s extrémne
nizkym obsahom soli.
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5 ZAVER

Cielom bakaldrskej prace bola priprava PHA produkujiacich bakterialnych kmetov
adaptovanych na osmoticky stres, vyuzitim metddy riadené¢ho evolu¢ného inzinierstva.

Na evolu¢ny experiment boli pouzité bakterialne kmene Halomonas halophila CCM 3662,
ktoré sa vyznacuju akumulovanim intraceluldarnych granil PHB ako v priaznivych tak aj
V nepriaznivych podmienkach. Priaznivé podmienky prostredia pre halofilné baktérie,
zabezpecuje predovsetkym vysoky obsah soli (optimum 66 g/l NaCl v médiu), d’alej zdroj zivin
ako glukéza ¢i stopové prvky a optimalna teplota 30 °C. V snahe docielit’ zvysenu produkciu
PHB, ktory sa akumuluje ako ochranny mechanizmus v nepriaznivych podmienkach, bola
optimalna koncentracia soli postupne znizena az na 30 g/l NaCl v médiu.

Samotnému experimentu riadenej evolucie predchédzala optimalizacia podmienok a postidenie
vhodnosti metddy sériovej kultivacie v podobe kratkodobého experimentu. Bakteridlnym
kmetiom bola zniZzené koncentracia soli v médiu na 65; 60; 55 a 50 g/l NaCl, pricom kultivacia
prebiehala po dobu 4 pasazi. Pomocou spektrofotometrie a gravimetrie bola stanoveny obsah
biomasy Vv jednotlivych pasazach a metdédou GC-FID bol stanoveny obsah PHB v biomase. Na
zéklade vysledkov, v ktorych neboli pozorované ziadne fatdlne ani vyrazné dopady na
bakteridlne kmene, pricom koncentraicie PHB sa pohybovali v typickych az zvysSenych
hodnotach, bola potvrdend vhodnost’ dlhodobého evoluéného experimentu.

Pocas dlhodobej adaptivnej evolucie bola bakteridlnych kmeniom vyraznejSie zniZena
koncentrécia soli v médiu na 45; 40; 35 a 30 g/l NaCl. Sériova kultivacia prebiehala po dobu
30 pasazi, kazda jednotliva pasaz bola analyzovana. Obsah biomasy bol sledovany pomocou
spektrofotometrickej metédy a presnejSie pomocou gravimetrie. Zo vSetkych mutantnych
kmenov sa najlepsie ukdzal kmen HH35, rastaci pri 35 g/l NaCl v médiu, ktory si pocas celej
evolucie udrziaval najvyssie hodnoty obsahu biomasy. Taktiez z evolu¢ného hladiska kmen
HH35 preukazal najlepSiu schopnost’ adaptacie na osmoticky stres, kedy po 30 pasazach sa
obsah biomasy udrzal na hodnote 4,45 g/, pricom oproti 1. pasazi nastal pokles len 0 9,74 %.
Kmene HH45 a HH4O0 si v priebehu kultivacie udrziavali o nieCo niZsie hodnoty oproti kmenu
HH35, napriek tomu u nich bol obsah biomasy stale pomerne vysoké. Kmen HH45 dokonca
zaznamenal nepatrny nérast u 30. pasaZe, v porovnani s hodnotami na zaciatku experimentu.
Oba kmene tak vykazovali schopnost adaptacie na nepriaznivé podmienky indukované
osmotickym tlakom. NajmenSie adaptacné schopnosti vykazoval mutantny kmenn HH3O0,
u ktorého bol pozorovany radikélny tbytok biomasy na konci experimentu.

Vplyv osmotického stresu na produkciu polyméru PHB u adaptovanych mutantov bol
sledovany pomocou plynovej chromatografie GC-FID. Rovnako ako Vv pripade stanovenia
obsahu biomasy sa ako najperspektivnejsi ukazal mutantny kmenn HH35, ktorého priemerna
produkcia PHB bola najvysSia zo sledovanych kmenov. V priebehu experimentu bol
zaznamenany narast obsahu PHB az na 4,63 g/1 (9. pasaz), po ktorom nasledoval mierny pokles,
pricom do ukoncenia adaptivnej evolucie sa koncentracia PHB udrzovala v pomerne stabilnych
hodnotach. Hodnoty obsahu PHB u 30. pasaze po ukonceni experimentu sice mierne klesli
V porovnanim s 1. pasazou, no naprieck tomu bol tento obsah (2,69 g/l PHB) stale najvyssi
spomedzi ostatnych mutantnych kmenov. Na zaklade tychto vysledkov bolo ustidené, Ze kmeni
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HH35 preukazal najlepSiu adapticiu na osmoticky stres, pravdepodobne prave vdaka
vysokému obsahu naakumulovanych granil PHB. Nakol'ko ostatné kmene nevykazovali tak
vyrazné vysledky, bol mutantny kmen HH35 vybrany pre d’alSie analyzy, na zdklade jeho
vysokého potencialu v adaptac¢nych schopnostiach.

Po ukonceni riadenej evolucie boli navrhnuté d’alSie experimenty v snahe porovnat’ schopnost’
adaptacie mutantného kmena HH35 na osmoticky stres so schopnostami divokého kmena
H. halophila. Pre experiment bola zvolena 15. a 30. pasaz adaptovaného kmenia HH35. Vsetky
bakteridlne kmene boli kultivované pri pdvodne optimalnych 66 g/l NaCl a pri stresovych
35 g/l NaCl v médiu. Pri stanoveni obsahu biomasy a PHB sa mutantné kmene nepreukazali
ako produktivnejsie, nakol’ko hodnoty koncentracie biomasy aj PHB boli vyrazne nizsie ako
u divokého kmena. Na zaklade tohto vyhodnotenia by sa evolu¢né inzinierstvo neukazalo ako
vyhodny nastroj na pripravu fenotypovo vylepSenych mutantov, avSak vysledky tohto
experimentu sa znacne nezhodovali s vysledkami z dlhodobej evolucie, ¢o mohlo byt
sposobené pripadnou kontaminaciou vzoriek. Aplikacia osmotického stresu sa naopak
preukdzala pozitivnym efektom na produkciu PHB, kedy u divokého kmena kultivovanom
v stresovych podmienkach (35 g/l NaCl) doslo k zvyseniu produkcie PHB 0 10,47 %.

Okrem adaptacie na relativne mierny osmoticky stres, bola sledovana aj stresova odpoved’ na
extrémny hyperosmoticky a hypoosmoticky Sok. Pomocou prietokovej cytometrie bola
stanovena viabilita buniek bakteridlnych kmenov po prekonani Soku. Z vysledkov bolo zistené,
ze mutantné kmene zvladali oba druhy Sokov jednoznacne lepSie ako divoky kmen. Zatial’ co
u divokého kmena nepresiahlo mnozstvo zivych buniek ani 10%, u mutantnych kmeniov boli
tieto hodnoty vyrazne vysSie. VSeobecne zvladali lepSie hypoosmoticky Sok, kde bola
stanovena viabilita na 25,88 % zivych buniek u kmena P30-35 a az 37,17 % zivych buniek
u kmena P15-35. Stresova odpoved’ baktérii na osmoticky Sok bola sledovana aj pomocou
metddy TGA, kde bola reakcia sledovand na bunkovej urovni. Opit’ sa preukazala lepsia
schopnost’ tolerancie na hypoosmoticky Sok, ¢i uz u mutantnych kmenov alebo u divokého
typu. Najvicsiu odolnost’ preukdzal mutantny kmeii P30-35, u ktorého bola hodnota kritického
obsahu vody najvyssia, ¢im boli bunky dostato¢ne hydratované. Na termograme bolo viditeI'né,
ze bunky si zachovali svoju integritu a nedoslo k naruseniu transportného mechanizmu.

Na charakterizaciu vlastnosti vyizolovanych polymérov bola pouzitd metéda FTIR, pomocou
ktorej boli vzorky PHB analyzované z hl'adiska krystalinity a amorfnosti latky. Neboli zistené
ziadne rozdiely medzi vlastnostami polyméru vyprodukovaného mutantnymi adaptivnymi
kmenimi a divokym kmenom.

Z uvedenych vysledkov je mozné konstatovat’, ze evolucné inzinierstvo mé velku perspektivu
Vv priprave fenotypovo vylepSenych a odolnejSich mutantov. Nakol'ko metdda sériovej
kultivacie je materialovo aj finan¢ne nenaro¢na a jednoducho realizovatel'na, bola posidena za
vel'mi vyhodnt a efektivnu metddu. Jediny negativny aspekt by v tomto pripade predstavovala
Casova ndro¢nost’, ked’Ze evolucné experimenty st typické vysokymi poctami generécii. Tym
padom aj v tomto experimente by mohlo ddjst’ k vyraznejsim vysledkom, ak by sa v kultivacii
pokracovalo dlhsie, ako po dobu 30 pasazi. Aplikacia osmotického stresu ako nastroja evolucie,
u ktorej iSlo v podstate iba 0 znizovanie obsahu soli, a tym aj znizovanie nakladov na kultivaciu,
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sa preukdzala vysokou efektivnostou a predovsetkym pozitivnym vplyvom na zvySeni
produkciu PHB u halofilnych baktérii.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ALE
EMS

ARTP
gTME
FACS

FREP
VERT
HTS
GFP
UVR
uv-C
UVGI
PHB
PHA
scl-PHA
P(3HB)
BMM
rpm
MES
GC-FID
ISTD
SEC-MALS

TGA
FTIR
PCA

adaptivna laboratorna evolucia

etylmetansulfonat

mutagenéza plazmou pri atmosférickom tlaku a izbovej teplote
globalne transkripéné inzinierstvo

metoda prietokovej cytometrie s vyuzitim triedenia fluorescencne
aktivovanych buniek

spitne regulovany vyvoj fenotypu

vizualizacia evolu¢ného vyvoja v redlnom case
vysokovykonny skrining

zeleny fluorescencny protein

ultrafialové ziarenie

kratkovlnné ultrafialové ziarenie

metoda ultrafialového germicidneho ozarovania
polyhydroxybutyrat

polyhydroxyalkanoat

polyhydroxyalkanoaty s kratkym retazcom
poly(3-hydroxybutyrat)

Buffered Minimal Methanol medium

otacky za minutu

kyselina 2-(N-morfolino)etansulféonova

plynova chromatografia s plamefiovo ionizaénym detektorom
interny Standard

vylu€ovacia chromatografia s detektorom statického rozptylu svetla vo
viacerych uhloch

termogravimetria

infrac¢ervena spektroskopia s Fourierovou transformaciou
analyza hlavnych komponentov
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8 PRILOHY

8.1  Kalibra¢na krivka pre stanovenie obsahu 3HB v biomase

Kalibra¢na rada Standardnych roztokov o znamej koncentracii polyméru P(3HB) (priprava vid’
kapitola 3.3.3.1) boli premerané na plynovom chromatografe. Z vystupnych chromatogramov
boli zistené pomery plochy pikov latky (3HB) ku ploche piku vnutorného Standardu (ISTD),
ktoré boli nasledne vynesené do zavislosti na koncentracii latky (vid’ Obrazok 26). Na zaklade
kalibra¢nej priamky bol stanoveny obsah 3HB v biomase.

Tabulka 7. Pomery plochy pikov zistené z chromatogramov kalibracnych roztokov

« pomer ploch pikov
¢. Csne [mg/ml] 3HB/ISTD
1 2,467 0,170
2 5,758 0,397
3 8,539 0,588
4 9,700 0,668
0.8 1
0.6 1
=
g 0.4 1
>
0.2 1
0.0 .
0 2 4 6 8 10 12

¢3pp [mg/ml]

Obrazok 26: Kalibracna priamka 3HB
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Optimalizacia podmienok - stanovenie obsahu PHB pomocou GC-FID
65 g/l NaCl
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Obrazok 27: Zavislost obsahu biomasy a PHB na pocte pasdzi pri koncentrdcii 65 g/l NaCl
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Obrazok 28: Zavislost obsahu biomasy a PHB na pocte pasazi pri koncentracii 55 g/l NaCl

Spektrofotometrické stanovenie obsahu biomasy

45 g/l NaCl
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Obrazok 29: Hodnoty optickej hustoty pri 630 nm jednotlivych pasazi kmena HH45
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Obrazok 30: Hodnoty optickej hustoty pri 630 nm jednotlivych pasazi kmena HH40

8.4 Porovnanie tolerancie adaptovanych mutantov a divokého kmeia -
spektrofotometrické stanovenie obsahu biomasy
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Obrazok 31: Hodnoty optickej hustoty pri 630 nm u jednotlivych kmerov
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