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Abstrakt

Predmétem piedlozené diplomové prace je vliv elektrochemicky tvofeného peroxidu vodiku
na produkci polyhydroxyalkanoatii. Peroxid vodiku byl v této praci generovan piimo
V kultivacnim médiu s bakteriemi, a to dvouelektronovou redukci kysliku. Tato prace
je délena na teoretickou c¢ast, ktera se vénuje piiblizeni tématiky polyhydroxyalkanoati,
oxidativniho stresu, elektrochemické produkce H202> a propojeni elektrochemie
s biotechnologii. Experimentalni ¢ast je zaméfena na aplikaci téchto poznatki. Peroxid vodiku
byl generovan aplikaci elektrického potencidlu na elektrodovy systém slozeny konkrétné
Z nerezové ocelové pracovni elektrody, titanové protielektrody a pseudoreferenéni Ag/AgCl
elektrody vlozenych do polypropylenového drzaku. Po pocateéni elektrochemické
charakterizaci piipraveného systému byl vybran potencial -0,8 Va-1V pro aplikaci
v kultivacnich experimentech. Zde byl zkouman vliv H202 na stresovou odpovéd’ bakterie
Cupriavidus necator H16 z Ceské sbirky mikroorganismi. Z vysledkt kultivadnich
experimentt bylo patrné, Ze elektrochemicky produkovany H202 nema vyrazny vliv na vyvoj
bakterialni kultury. AvSak samotny elektrodovy systém pozitivné ovliviiuje bakteridlni rust.
Vliv H202 nebyl patrny z divodu nizké produkce v médiu. Ta byla zplsobena nizkou
koncentraci kysliku v objemu kultivaéniho média. V pribéhu prace byl navrhnut novy
elektrodovy systém s vyssi tvorbou H2O, ktery mohl vyuzivat vzdusného kysliku pro redukci
na H>O,. Avsak ani s timto systémem nebylo dosazeno chténé stresové odpovedi bakterie,
jelikoz zvysené tvorbé H2O> branil biofilm vznikly na elektrodach. Dale bylo v praci zjisténo,
7e materialy pouzité na elektrodovy systém podporuji tvorbu biofilmu, a to hlavné titan,
nerezova ocelova miizka a polypropylen.
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Polyhyroxyalkanoaty, peroxid vodiku, oxidativni stres, Cupriavidus necator H16,
elektrochemicka redukce kysliku



Abstract

The subject of the presented thesis is the effect of electrochemically formed hydrogen
peroxide on the production of polyhydroxyalkanoate. In this work, hydrogen peroxide was
generated directly in the medium with bacteria by two-electron reduction of oxygen.
This thesis is divided into a theoretical part, which is devoted to approaching the topic
of polyhydroxyalkanoate, oxidative stress, electrochemical production of H20. and
the connection of electrochemistry with biotechnology. The experimental part is focused
on the application of these findings. Hydrogen peroxide was generated by applying
an electrical potential to an electrode system composed of a stainless-steel working electrode,
a titanium counter electrode, and a pseudo-reference Ag/AgQCl electrode embedded
in a polypropylene holder. After initial electrochemical characterization of the prepared
system, a potential of -0,8 V and -1 V was selected for application in cultivation experiments.
Here, the effect of H.O> on the stress response of the bacterium Cupriavidus necator H16
from the Czech collection of microorganisms was investigated. From the results
of the cultivation experiments, it was evident that the electrochemically produced H20:
does not have a significant effect on the development of the bacterial culture. However,
the electrode system itself positively affects bacterial growth. The influence of H.O> was not
noticeable due to the low production in medium. This was caused by a low concentration
of oxygen in the medium. During this work, a new electrode system with higher H20>
production was designed, which could use atmospheric oxygen for reduction to H20..
However, even with this system, a desired stress response was not achieved, because
increased production of H,O2 was prevented by the formation of biofilm on the electrodes.
Furthermore, it was found that the materials used for the electrode system support
the formation of biofilm, mainly titanium, stainless-steel mesh and polypropylene.
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Polyhydroxyalkanoates, hydrogen peroxide, oxidative stress, Cupriavidus necator H16,
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1. Uvod

Biotechnologie maji v lidské historii dlouhodobou tradici. Jiz od starovéku vyuzivali lidé
mikroorganismy pro zisk riznych latek pfedevsim pro potravinarské ucely. V prabéhu casu
byly objeveny dalsi mikroorganismy, schopné produkovat zajimavé latky jako jsou
antibiotika, organické kyseliny, enzymy ¢i polymery. Biotechnologie vSak neni pouze
0 mikroorganismech, ale zapojuje i jiné zivé organismy ¢i jejich ¢asti pro zisk pozadovaného
produktu. Pravé vyuzitim zivych organismi muizeme ziskat latky, které by byly velmi tézké
piipravit chemickou cestou. V dnesni dob¢é biotechnologie zahrnuji a propojuji fadu odvétvi
jako je napriklad genetika, bioinformatika ¢i elektrochemie. Propojeni biotechnologie
s elektrochemii je pomérné¢ nové. Jednim z moznych propojeni je elektro-fermentace.
Hlavni vyhoda této technologie je, Ze lze ovliviiovat pocty redoxnich reakci a tim 1 vysledné
mnozstvi produktu [1]. Dale se mohou Vv biotechnologiich pouzivat elektrochemické
biosenzory.

V poledni dobé byla fada studii zaméfena na nalezeni vhodné nahrady petrochemickych
plasti. Jak je znamo, plast je diky svym vlastnostem jeden z nejvyuzivangjSich materiala
na svété. Problémem vSak je jeho nasledné zpracovani, protoze tento material nelze
biologicky rozlozit. Jednou z moznosti je recyklace, avSak ¢im vice je plastovy materidl
recyklovan tim vice se zhorsSuji jeho vlastnosti. Jednou z moznych ndhrad petrochemickych
plastii jsou takzvané bioplasty polyhydroxyalkanoaty (PHA). Vlastnostmi se tyto PHA
podobaji petrochemickym plastim, avSak jsou biologicky rozlozitelné a biokompatibilni.
Tyto biopolymery jsou tedy vhodnou alternativou ke klasickym plastim. Jedna se o polymery
produkované fadou bakterii, jakozto 0lozist¢ energie a uhliku [2]. AvSak velkoobjemové
produkci tohoto biopolymeru brani vysoka vyrobni cena. Nicméné pro sniZzeni ceny
vysledného produktu existuje nckolik moznosti napf. vyuziti odpadnich materiala
jako uhlikového substratu, nové bakterialni druhy zejména ze skupiny extrémofilnich
mikroorganismi ¢i zvySeni syntézy PHA pomoci aplikace stresovych podminek. V mnoha
studiich byl popsan vliv riznych druht stresu na produkci PHA. Kdyz je bakterialni kultura
vystavena vhodnému mnozstvi stresoru dochazi Kk navysSeni produkce PHA. Jednim z typu
tohoto stresu je oxidativni stres, ktery vyvolavaji ROS coz jsou reaktivni slouceniny kysliku
jako jsou napft. hydroxylovy radikal ¢i peroxid vodiku. Samotny vliv H,O2 na syntézu PHA
byl jiz dfive popsan, konkrétné bylo pfidano 5 mM H20; diky ¢emuz doslo kK navySeni obsahu
PHA v bunice o necelych 6 % [3]. Nicméné jako druha moznost vyuziti peroxidu vodiku
béhem kultiva¢niho procesu je piiprava této slouceniny elektrochemickou cestou, a to oxidaci
vody ¢i redukei kysliku.

Pokud bychom tedy chtéli navysit produkci PHA mohly bychom propojit biotechnologicky
proces syntézy tohoto polymeru s elektrochemickou generaci H,O,. Pouzitim systému,
ktery by produkoval H>O> piimo v kultivaénim médiu, by mohl vzniknout novy kontinualni
proces vyroby PHA. A pravé timto se zabyva tato diplomova préce.



2. Teoreticka cast

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Jak jiz bylo kratce zminéno v Givodu, polyhydroxyalkanoéty jsou biopolymery s podobnymi
vlastnostmi jako petrochemické plasty. Tyto polymery jsou syntetizovany celou fadou bakterii
v nadbytku uhlikového substratu pii nedostatku ostatnich zivin jako je dusik, fosfor ¢i kyslik.
Jejich velkou vyhodou je biologicka rozlozitelnost a také biokompatibilita, diky ¢emuz
je o tyto biopolymery velky zajem [2].

2.1.1 Charakteristika

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polyestery (R)-hydroxyalkanovych kyselin produkované
fadou bakterii napiiklad Cupriavidus necator H16 ¢i Bacillus megaterium. Diky jejich
vlastnostem jako je biokompatibilita a biologicka degradabilita, jsou tyto polymery jednou
z moznosti, jak nahradit bézné petrochemické plasty [2, 4] Bakterie je tvoti jako zdroj energie
a uhliku, ¢i jako ochranu pfed moznym stresem, jako je napiiklad osmoticky ¢i oxidativni
stres. PHA jsou syntetizovany v dob¢, kdy maji dostatek zdroje uhliku a nedostatek jinych
zivin jako je fosfor, kyslik ¢i dusik [5, 6]. Tyto biopolymery jsou syntetizovany intracelularné
ve formé granuli o praméru 0,2-0,5um [7,8]. Slozeni a struktura PHA se lisi
podle producenta, uhlikového substratu ¢i podminek pii tvorbé, ale vzdy se jedna o R-izomer,
a to z davodu stercospecifity enzymu PHA syntazy [7,9]. Zakladni struktura PHA
je zobrazena na obrazku 1 [5]. Polyhydroxyalkanoaty mohou byt déleny do tii skupin podle
délky jejich fetézce, a to na PHA s kratkym fetézcem (scl-PHA) 3-5 atomu uhliku,
PHA se stiedn¢ dlouhym fetézcem (mcl-PHA) 6-14 atomt uhliku a posledni skupinou
je PHA s dlouhym fetézcem (Icl-PHA), jehoz fetézec obsahuje vice nez 14 atomu uhliku,
tento typ PHA je neobvykly [10, 11]. Molekulova hmotnost PHA se pohybuje v rozmezi
od 2 x 10°-3 x 10° Da [12]. Podle svych vlastnosti mizeme PHA fadit mezi termoplasty.
Zatimco mcl-PHA jsou pevné a tuhé a jejich teplota tani je primérné 40 °C, scl-PHA
jsou elastomerni a flexibilni s pramérnou teplotou tani 180 °C [13, 14]. Jedna se o velmi
prostudovanou skupinu, u které je znamo az 150 raznych monomert, které muiZzeme
klasifikovat podle poc¢tu uhlikdi, polohy hydroxylové skupiny ¢i funkénich skupin
V postrannich fetézcich [15]. Dale muzeme délit PHA podle zastoupeni monomerd.
Pokud jsou vSechny monomery stejné, jedna se o homopolymer, pokud je piitomno
vice typt monomeru, jedna se o heteropolymer ¢i kopolymer. Zastupci PHA jsou napiiklad
poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat),  poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat),
poly(4-hydroxybutyrat) nebo poly(3-hydroxybutyrat) (PHB) [2].
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Obrazek 1, zakladni stavebni jednotka PHA [5]



2.1.2 Produkce polyhydroxyalkanoati

Produkce polyhydroxyalkanoati se lisi podle toho, jaky je pozadovany vysledny polymer
a Vv jakém mnozstvi mé byt vyprodukovan. Na to ma vliv pouzity uhlikovy substrat, kultiva¢ni
podminKy, vybrana bakteridlni kultura a jeji metabolické drahy pro syntézu PHA.
V této kapitole jsou popsany biosyntetické drahy vyuzivané bakteriemi pro produkci
polyhydroxyalkanoatt a také obecné podminky pro jejich kultivaci [16].

2.1.2.1 Biosyntéza

Bakterie potiebuji dostatek uhlikového zdroje pro produkci PHA, a to zejména cukry, mastné
kyseliny ¢i aminokyseliny. Jak jiz bylo zminéno v piedchazejici kapitole 2.1.1., mnozstvi
vyprodukovaného polymeru a typ polymeru zavisi na druhu substratu [16]. Pro produkci
polyhydroxyalkanodtli nejprve musi vzniknou monomery ve formé hydroxyacyl-CoA,
které nasledné¢ podléhaji polymerizaci [17]. Pro syntézu monomert PHA se vyuzivaji
nejcastéji tii drahy a to glykolyza, B-oxidace a biosyntéza mastnych kyselin [18].
Na obrazku 2 jsou popsany jednotlivé metabolické cesty, které vedou k produkci PHA.

Prvni driha Druha draha Treti draha
e Mastné kyseliny Cukr
/ Acyl-CoA. \ Acetyl-CoA
- G— l
Acetyl-CoA 3-Ketoacyl-CoA Enovl-CoA Malonyl-CoA
Phad N / |
o o> (8)-3-hvdroxvacvl-CoA [, Malonyl-ACP
> e
Acyl-
\ans / cyl-Coa,
PhaB l C NAD(P)+ (R)-3-hydroxyacyl-CoA
Enoyl-ACP
R)-3-hydroxyb 1-CoA
(R)-3-hydroxybutyryl-Co. PhaC l %; \ 3-Ketoacyl-ACP
(R)-3-hydroxyacyl-ACP

Obrazek 2, metabolické drdhy pro syntézu PHA upraveno z [10]

Prvni drédha vychazi z glykolyzy a je typickd pro syntézu scl-PHA jako je naptiklad PHB.
V bakterialni bufice dojde k rozkladu cukru az na acetyl-CoA. Nasledn¢ za pomoci enzymu
ketothiolazy (Pha A) kondenzuji dvé molekuly acetyl-CoA a vznika acetoacetyl-CoA.
Ten je dale redukovan na 3-hydroxybutyryl-CoA za vyuziti acetoacetyl-CoA reduktazy
(Pha B) a NADPH. Poslednim krokem je polymerizace pomoci enzymu syntazy (Pha C)
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za vzniku PHB [17, 19]. Dalsi draha vyuziva syntézy mastnych kyselin pro produkci PHA.
Pfi této syntéze vznikda R-3-hydroxyacyl-ACP, ktery lze ptevést na R-3-hydroxyacyl-CoA
za pomoci acyl-ACP-CoA transacylazy (PhaG). Dale nasleduje polymerizace na vysledny
polymer PHA [14, 18]. Posledni cesta je zalozena na B-oxidaci. Vychozi latkou pro tuto drahu
jsou mastné kyseliny. U p-oxidace dochazi k rozkladu mastnych kyselin na ftadu
produktt, které mohou byt pievedeny na R-3-hydroxyacyl-CoA pisobenim reduktaz,
epimeraz a hydrataz. Jednim z téchto produktii je enoyl-CoA, ktery mulze byt preveden
na R-3-hydroxyacyl-CoA pomoci R-3-hydroxyacyl-CoA hydratazy (Phal). Finalnim krokem
je polymerizace R-3-hydroxyacyl-CoA na mcl-PHA diky enzymu syntaze (PhaC) [16, 21].
Produkce PHA je mozna ovlivnit riznymi stresory, regulatory enzymi ¢i nedostatkem Zzivin.
Bakterie syntetizuji PHA pfevazné ve stacionarni fazi rustu [17].

2.1.2.2 Podminky kultivace

pouzity bakteridlni kmen, pH, pomér C/N a obsah rozpusténého kysliku. Az 300 riiznych
bakterii je schopnych produkovat PHA a kazda z nich ma specifické podminky rustu,
které musi byt dodrzeny napft. teplota, ptistup kysliku, pH, dostatek zivin [22]. Jak jiZz bylo
zminéno pomér C/N ma vyznamny Vliv na akumulaci PHA v bunce, kdy vysoky pomér C/N
podporuje PHA akumulaci a nizky zase rast kultury [23, 24]. Mirnou tGpravou poméru C/N
lze také ménit slozeni polymeru [23]. Také hodnota pH ovliviiuje mikrobialni aktivitu
a metabolismus buiiky, a tak 1 nepfimo tvorbu PHA. Pfi neutralnim pH je produkce polymeru
nejvyssi. To vSak neznamena, ze nejlepsi podminky pro produkcei jsou pii konstantnim pH.
Bylo prokazano, ze pro dobrou akumulaci PHA je dulezité, aby hodnota pH kolisala.
Na zacatku kultivace je ptidan substrat a pH vzroste, avSak postupem casu se vrati na ptivodni
hodnotu [22, 23, 24]. Rovnéz piistup kysliku je dilezity v ramci mikrobialni kultivace,
naptiklad aerobni organismy potiebuji kyslik pro rtust. Kyslik je u téchto organismi finalnim
akceptor elektront v dychacim fetézci, a tim piispiva ik tvorbé energie ve form¢ ATP.
Pokud je obsah kysliku nizky dochazi ke sniZeni rustu Kultury. Vysledny vytézek PHA
je stejny, ale obsah rozpusténého kysliku v médiu muze ovlivnit sloZeni biopolymeru, a to na
urovni monomera [22, 23].

2.1.3 Vyuziti

V dnesni dob¢ se zacina zvysSovat poptavka po ndhradach petrochemickych plasti, za uacelem
snizeni produkovaného odpadu. Polyhydroxyalkanoaty by diky svym vlastnostem,
hlavné pak kvuli jejich biodegradabilité, mohly byt vhodnym materidlem. Avsak jejich
produkce je stale velmi nakladna. Doposud se vyuzivaji jen v malé mife, a to hlavné
v zemé&d¢€lstvi, medicing a v potravinaistvi [26, 27, 28]. V Iékaistvi se PHA pouzivaji zvlasté
kvuli jejich biokompatibilit¢ a netoxické povaze [27]. V tomto oboru nalézaji uplatnéni
napiiklad jako nosice léku, implantaty ¢i stehy [28]. Dalsim moznym vyuzitim je pfi tvorbé
scaffoldii pro regeneraci kize, kde se vyuziva poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
[29]. Jednou ze zajimavych vlastnosti PHB je jeho schopnost vazat se na rakovinné buiky
pomoci specifickych proteinti, které zdravé buiky nemaji. Této schopnosti by mohlo byt
vyuzito pro lé¢bu rakovinovych onemocnéni. [27, 30]. V ramci zemédélstvi se PHA vyuzivaji
jako muléovaci folie, ochranné folie proti pfirodnim podminkam, enkapsulované hnojiva,

11



pesticidy ¢i semena a mnohé dalsi. Pfi¢emz mulCovaci folie z PHA jsou vhodnou nahradou
klasickych polyethylenovych folii, které znecistuji ptidu. Navic ma PHA dobry vliv na ptadni
strukturu, zabranuje jeji kontaminaci a zadrzuje vodu. Diky své nizké propustnosti pro kyslik
nachazi PHA vyuziti i jako ochranné filmy [27, 28]. Dalsim z vyuziti polyhydroxyalkanoata
je v potravinarském primyslu, kde se pouzivaji jako obaly. Diky svym hydrofobnim
vlastnostem, termoplastické povaze a nepropustnosti pro plyny jsou pro toto vyuziti vhodné.
PHA se také pouziva pro vyrobu jednorazovych piiboru, bréek, kelimku, vicek atd [28, 31].

2.2 Oxidativni stres a jeho vliv na bakterie

Bakterie jsou neustale vystavovany riznym Stresovym faktorim jako je naptiklad osmoticky
tlak, teplota ¢i reaktivni formy kysliku. Aby byly bakterie schopné piezit v takovych
neptiznivych podminkach vyvinuli se U nich rizné ochranné mechanismy. Bylo zjisténo,
ze polyhydroxyalkanoaty nemaji pouze zasobni funkci, ale i ochranou [5, 6]. Tato kapitola
je vénovana oxidativnimu stresu, bakterialni odpovédi na tento stres a vlivu oxidativniho
stresu na syntézu PHA.

2.2.1 Oxidativni stres

Oxidativni stres je zpusoben vysoce reaktivnimi formami kysliku neboli ROS. Ty mohou
oxidovat rizné dualezité slozky bunék jako jsou lipidy, proteiny ¢i nukleové kyseliny
na slouceniny toxické pro buiku. ROS mohou vznikat aerobnimi pochody v bunice (dychani),
nebo exogenné pii vystaveni oxidaénim ¢inidlim [32]. Bakterie se umi branit proti
oxidativnimu stresu, a nékdy ho mohou vyuzivat i jako signalni molekulu pro fizeni n€kterych
procest jako je naptiklad tvorba biofilmu. AvSak pouze pokud se jedna o nizké koncentrace
ROS [33, 34]. Dojde-li, ale k navyseni ROS bunka neni nadale schopna eliminovat stres
superoxidovy aniont Oy, peroxid vodiku H2O a hydroxylovy radikdl *OH. Superoxidovy
aniont vznika z kysliku, ktery pifijme elektron od donoru. V bufice vznika tento aniont
autooxidaci enzymu jako je napt. dehydrogenaza, kdezto exogenné¢ muize vznikat ze slouc¢enin
podobnych chinonum. Dal§im zastupcem je hydroxylovy radikal. Jedna se o velice reaktivni
latku, ktera oxiduje vSechny slozky bunky jako jsou proteiny, nukleové kyseliny, lipidy
a dalsi [34]. V biologickém systému vznika hlavné Fentonovou reakci, kdy dochazi k reakci
peroxidu vodiku s kovovymi kofaktory za vzniku OH™ [35]. Tento zastupce ROS nejde
rozlozit pomoci enzymi ajeho tvorba muze byt pro buniku fatalni. Peroxid vodiku
také zptisobuje oxidativni stres. Intracelularné¢ dochazi k tvorbé peroxidu pievazné
z dismutace O a autooxidace flavoenzymi. Peroxid vodiku muze ptechazet ptes bunécnou
membranu a je stabilnéj$i nez superoxidovy aniont, konkrétné se rozkldda za pomoci enzymu
peroxidazy [34, 36].

Je zndmo, ze bakterie mohou Zit i za téch nejextrémnéjSich podminek, jelikoz disponuji celou
Skalou protektivnich mechanismt. Hlavni slozkou téchto mechanismi jsou geny pro
regulovani stresové odpovédi organismu. Tyto geny nastartuji expresi novych proteint,
diky nimz se butika pfizplisobi novym extrémnim podminkam. Proti oxidativnimu stresu mayji
mikroorganismy rozdilné typy ochrany. Naptiklad vyuzivaji sekundarni metabolity, systémy
pro obnovu poskozenych ¢asti a v neposledni fad¢ také enzymatické, redoxni a transkripcni
regulacni systémy [37, 38]. Bakterialni antioxida¢ni systém vyuziva latky jako je katalaza,
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superoxiddismutaza, gluthationperoxidaza, reduktiaza a nékteré neenzymatické latky jako
je napiiklad thioredoxin, peroxiredoxin pro vypoiadani se se stresem. Dal$i moznosti bunky
je zapojeni redoxnich regulatort kuptikladu OxyR, MosR, OhrR, SaZ atd. [37].

Pro spravnou funkci téchto obranych mechanismu jsou dulezité kofaktory NADH a NADPH
a jejich oxidované formy, které ovliviiuji celkovy redoxni stav buniky u aerobnich organismd.
NADH zprosttedkovava funkci nosice elektront pfi tvorbé ATP, kterd je spirazena s dychacim
fetézcem, kde vznikaji ROS. NADPH je také nosi¢em elektrontl, ale jeho redukéni povahy
je vyuzivano pii bunécéné syntéze. Tento kofaktor také chrani buiiku pted oxida¢nim stresem,
nebot’ reaguje s reakénimi formami kysliku, a to pfimou ¢i nepfimou cestou. NADP vznika
v pentoézofosfatové draze ureakcich katalyzovanych glukézo-6-fosfatdehydrogenazou
a glukonatdehydrogenazou. Pomoci transhydrogenaz Ize tyto kofaktory ptevadét mezi sebou.
Diulezitou roli maji tyto kofaktory pii zménach centralniho uhlikového metabolismu,
jelikoz se jedna o koenzymy oxida¢né-redukénich reakei [32].

2.2.1.1 Reakce bakterii na peroxid vodiku

Jak jiz bylo naznaceno vySe, mikroorganismy disponuji celou fadou obrannych mechanismt
S ohledem na stresovy faktor. V pfipadé¢ zvySené koncentrace peroxidu vodiku v okoli
mikroorganismu, nedokazi jiz enzymy na povrchu bunky zadrzet H.O> a pronika do bunky.
VétSina  mikroorganismd ma mechanismus, ktery je brani pied ucinky H20..
Modelovym systémem je OxyR bakterie Escherichia coli, coz je peroxidem aktivovany
transkrip¢ni faktor [39]. K jeho aktivaci dochazi, kdyz se koncentrace H>O, v cytoplazmé
zvysi na pramérné 0,2 uM [40]. Zbytek cysteinu na OxyR proteinu podléha piimé oxidaci
H20, a vznika kyselina sulfenova a systém je aktivovan [41]. U jinych bakterii redukovany
OxyR plni funkci represoru, ktery se uvolni po oxidaci. V obou pfipadech dochazi k expresi
fady genu, hlavné pro proteiny, které snizuji koncentraci peroxidu v bunce, zmensuji zasobu
zeleza a reaguji na poSkozeni zptisobené peroxidem [39].

Zéasadni protektivni roli pfi styku mikroorganismii s peroxidem vodiku hraji enzymy,
konkrétn¢ peroxidaza (AhpCF) a katalaza (katG), které maji za ukol snizit mnozstvi peroxidu.
Peroxidaza ke svému pusobeni poticbuje dostateck NADH jinak se snizuje jeji aktivita.
Tudiz za podminek s omezenym piijmem zivin bunka potfebuje vyuzit dals$i enzym
a to katalazu. Pro sniZeni zasob Zeleza vyuziva bunika Dps (dodekamericky mini-feritin),
ktery inkorporuje Zelezo do svého jadra. Aby mohla tato reakce probéhnou musi byt pfitomen
H20; a také musi dojit k oxidaci Zeleza z Fe?* na Fe®*. Dale dochézi k indukci represoru Fur.
Jakmile pominou stresové podminky, signalizuje tento represor, jestli je dostatek Zeleza,
a tim ukoncuje expresi genu pro transportni systémy. Peroxid tento systém Fur blokuje,
a tak dochazi k nekontrolovanému transportu Zeleza do bufiky. Poslednim z této skupiny
je protein YaaA, ktery sniZzuje mnozstvi zeleza, ale doposud neni znamo, jakym zpisobem.
Snizenim obsahu Zeleza v buiice v§ak mulZe nastat problém, a to z diivodu potieby syntézy
enzymu s Fe kofaktorem. Proto potiebuje buiika udrzovat takovou hladinu Zeleza, aby mohly
byt produkovany enzymy a zaroven nedochdzelo k poSkozeni nukleovych kyselin.
E. Coli k tomuto ucelu vyuziva Clp proteazu, ktera udrzuje rovnovahu [39, 42].
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Takto popsany mechanismus OxyR se muze liit pro jiné druhy mikroorganismi, anebo mize
byt vyuzivan odlisny Systém. Tim muze byt napfiklad mechanismus Per R na bazi Fe,
ktery vyuziva reakce Fe?* a H20; [39, 43]. Per R patii do skupiny regulatorti vychytavajici
molekuly Zeleza neboli metaloregulacnich transkripénich faktora. Struktura Per R je dimerni,
jedna podjednotka ma strukturni misto, kde se nevratné vaze Zn?* a druhd regulaéni vazebné
misto pro kov, kdy preferovanym kovem je Fe?*. Pokud je nedostatek Fe?*, tak mohou nékteré
bakterie vyuzivat Mn?*. Regulace timto zpGsobem je zalozena na oxidaci Fe** na Fe’*
Vv regulacnim misté. Za vhodnych podminek, jinymi slovy bez pfitomnosti stresoru je dimer
stabilni, diky vazbé regulacniho kovu, a tim dokaze lépe interagovat s DNA, coz vede
k represi regulonu Per R. Pfi vystaveni bunky vys§im koncentracim peroxidu vodiku dochazi
k oxidaci zZeleza v regulacnim misté Fentonovou reakci a dojde k derepresi regulovanych
gend. Tyto geny se predev§im ucastni metabolismu a ochrany proti H.O> stresu,
dale na udrzeni homeostaze kovi ¢i tvorbé surfaktantti [34].

2.2.2  Vliv oxidativniho stresu na syntézu polyhydroxyalkanoati

Bakterie se vyrovnavaji s oxidativnim stresem fadou mechanismt, které byly popsany vyse.
Pro jejich fadnou funkci se v bakteridlni buiice akumuluje NADPH a dochéazi k inhibici
citratového cyklu. Tim vznikne ptebytek acetyl-CoA, ktery je vyuzivan k syntéze PHA.
Z toho vyplyva, Ze oxidativni stres by se mohl vyuzivat k zvySeni produkce tohoto
biopolymeru. Avsak nejprve musi byt zjisténa vhodna mira oxidativniho stresu, ktera bude
stimulovat tvorbu PHA a zaroven neposkodi buiku. Aplikace stresu také snizuje bakterialni
rust, proto by bylo vhodné ho aplikovat az v stacionarni fazi rastu. Dalsi propojeni PHA
a oxidativniho stresu je pies jeho ochranou funkci [44]. Bylo zjisténo, Ze na povrchu PHA
granuli jsou pritomny proteiny tzv. phasiny, které chrani bakterie ptfed stresovymi faktory
jako jsou ROS [44, 45]. V piedchozich studiich byla také popsana antioxidac¢ni aktivita
3-hydroxybutyratu, monomeru PHB. To vSak neni jedind slouCenina chréanici bunky
pied stresovymi faktory. Dal$imi takovymi latkami jsou degradacni produkty PHB.
Bylo zjisténo, Ze methylesterifikované 3-hydroxybutyratové oligomery jsou antioxidacné
aktivni proti hydroxylovému radikalu [46].

Samotny vliv peroxidu vodiku na produkci PHA byl jiz zkouman ve studii od Obruci et al.
zroku 2010. Zamé¢iili se na to, jak H202 ovliviiuje biosyntetickou drahu PHA
a na enzymatickou regulaci tohoto procesu, a také jestli dochazi ke zménam molekularni
hmotnosti takto produkovaného PHA. V této praci byl zkouman i vliv etanolu, ale zde bude
ptiblizeno pouze pusobeni peroxidu vodiku. Pouzitym mikroorganismem byla bakterie
Cupriavidus necator H16 (CCM 3726). Kultivace probihala na tfepa¢ce pii otackach 150 rpm
a teploté¢ 30 °C, jako uhlikovy substrat byla pouzita fruktéza o finalni koncentraci 20 g/l
v médiu. Peroxid vodiku (3 %) byl pfidan v60h Kkultivace o takovém objemu,
aby bylo dosazeno potiebné koncentrace. Bylo prokazano, Ze aplikace stresu zvySuje
akumulaci PHA, nejlepsich vysledki oproti kontrole bylo dosazeno pii koncentraci 5 mM
H20:2 na zacatku staciondrni faze. Dale byla zkoumdna bakteridlni odpoveéd’ na pouzity stres,
a to pomér NADPH/NADP. Bylo zjisténo, ze buiiky pod oxida¢nim stresem zvySuji aktivitu
glukoza-6-fosfatdehydrogenazy, a proto byla v této praci méfena aktivita tohoto enzymu.
Bylo zjisténo, ze aktivita se po pouziti H202 vyrazné zvysila. To mohlo byt zptisobeno vyssim
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pomérem NADPH/NADP coz zvysilo obsah acetyl-COA Vv buiice. Diky ¢emuZz niz§i obsah
volného CoA podporoval aktivitu [B-ketothiolazy. Vyssi pomér NADPH/NADP
také podporuje aktivitu acetoacetyl-CoA reduktazy. VsSechny tyto faktory pravdépodobné
zpusobily zvySenou produkci PHA oproti kontrole. Molekularni hmotnost PHA byla
pfi mirnych stresovych podminkach vyssi, avSak se zvySujici se koncentraci peroxidu vodiku
se snizovala. Na zaklad¢ vysledka vyplyva, ze koncentrace 5 mM H20- navysila obsah PHA
na 79,3 % oproti kontrole z 73,34 %, azaroven i zvySila molekularni hmotnost
na 9,054 x 10° Da oproti kontrole z 1,870 x 10° Da [3].

2.3 Elektrochemicka tvorba peroxidu vodiku

Elektrochemické4 produkce peroxidu vodiku je moznd dvéma cestami, a to redukci kysliku
nebo oxidaci vody. V této praci bude priblizen vznik H>O> reduk¢énimi reakcemi kysliku.

2.3.1 Princip elektrochemické tvorby peroxidu vodiku

Elektrochemicka tvorba peroxidu vodiku je ekologi¢téjsi alternativa k bézné vyrobé H20»
plyny maji vybuSnou povahu. Elektrochemicka generace peroxidu vodiku byla poprvé
navrzena roku 1887 Trauberem, ktery navrhl dvouelektronovou redukci kysliku
na katodé (ORR) [47]. Dalsi moznosti pro elektrochemickou tvorbu peroxidu vodiku je ptes
oxidaci vody na anodé¢ (WOR). Ob¢ cesty maji konkuren¢ni mechanismy. Zatimco u ORR
dochazi k redukci kysliku az na vodu pies Ctyfelektronovou cestu, tak u WOR prob&hne
oxidace vody na kyslik pies multielektronovy, ¢tyfelektronovy ¢i jednoelektronovy pienos.
Béhem téchto reakci vznikaji kyslikové meziprodukty jako jsou *OOH, *O, *OH. Reakce
redukce kysliku jsou zobrazeny na rovnici 1 a 2[48].

Reakce dvouelektronové cesty u ORR:
0, +2H* +2e~ > H,0, Q)
Reakce Ctytelektronové cesty u ORR:

0, + 4H* + 4e~ > 2H,0 )

2.3.2 Redukéni reakce kysliku (ORR)

ORR je vicestupiiovy proces uskuteénény disociativnim ¢i asociativhim mechanismem.
U disociativniho procesu dojde k rozbiti vazby O-O za vzniku dvou kyslikovych radikala *O
k ¢emuz dojde po adsorbci kysliku, ktery je redukovan na OHags @ H2Oags. Pti asociativni cesté
zustava vazba O-O zachovana za vzniku H.O nebo H>Oz. Nejprve se Oz navaze na aktivni
misto a dojde k pifenosu elektron a vznikne *OOH, ktery je dale redukovan na peroxid
vodiku. H20 vznikne redukci *OOH na *O, pokud je rozStépena vazba mezi kysliky.
Typ produktu zavisi na ucCinnosti katalyzatoru disociovat O-O vazbu na *OOH.
elektrolytu. Vyse popsané reakce probihaji pti kyselém pH. V alkalickém pH (vyssi nez 11,6)
vznikd u 2e” cesty HO2", a pii 4e” procesu je tvofen OH". Jednotlivé reakce jsou znazornény
na rovnicich 3-7[47, 49].
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Reakce s kyslikovymi intermediany:

0, +*+H* +e~ > *OOH (3)
U dvouelektronové cesty:
*00H + H* + e~ > H,0, (4)
U ctytelektronové cesty:
*OOH+ H* +e~ > *0+ H,0 (5)
*OOH+ H* +e~ > *0+ H,0 (6)
*OH+ H* 4+ e~ - H,0 (7)

Pro primyslovou vyrobu peroxidu vodiku procesem ORR je dulezité¢ pouzit katalyzatory
s vysokou selektivitou dvouelektronové cesty, tento proces je termodynamicky vyhodnéjsi
nez cCtytrelektronova cesta. DalSim problémem je, Ze mize dojit k nasledné redukci
nebo rozkladu H>0> na H20. Vybrany Kkatalyzator tedy musi byt selektivni
pro dvouelektronovou cestu, a zaroven potlacit tvorbu H2O z peroxidu vodiku. Bylo navrzeno
mnoho potencialné vhodnych Kkatalyzatort jako jsou uslechtilé kovy a jejich slitiny,
materialy na bazi uhliku, organické molekuly atd. Uslechtilé kovy, jako je Au, Pd, Pt a jejich
slitiny maji dobrou aktivitu a selektivitu, avSak jejich vétSimu pouziti brani vysoka cena.
Neuslechtilé piechodné kovy jsou levnou alternativou, které vSak musi byt upraveny
naptiklad propojenim s uhlikovymi materidly, jinak dochézi k disproporcionaci H»O-
a disociaci Oz. Tyto uhlikové materialy jsou levné, vodivé a maji dobré mechanické
vlastnosti. Samy o sob¢ vsak nejsou vhodné pro katalyzu ORR reakce. Jednou z moznosti
zlepSeni jejich vlastnosti je obohaceni materialu o heteroatomy O, N, S, P atd. Nicméné jsou
neustale zkoumany dalsi materialy pro katalyzu ORR, které¢ by byly levné, nemusely
se upravovat a zaroven mély vysokou ucinnost [50].

2.3.3 Vyuziti elektrochemicky tvoreného H>O>

Elektrochemicka vyroba chemickych sloucenin je zajimavou alternativou k bézné chemické
cesté, a t0 z divodu Setrnosti k Zivotnimu prostiedi. Takto tvoteny H2O: také nepotiebuje
dalsi precisténi, které je u chemicky vyrobeného H202 nutné pro aplikace napi. v mediciné
[51, 52]. Peroxid vodiku ma mnohé vyuziti jako ekologicky oxidant, nejéastéji pii béleni
papirové buni€iny, chemické syntéze, dezinfekce. Dal$i moznost jeho vyuziti je pfi ¢iSténi
vody i odpadnich vod a plynd [52]. K ¢isténi odpadnich vod se vyuziva elektro-Fentontv
proces. Tento systém propojuje elektrochemickou tvorbu H.O. a elektroregeneraci Fe?*,
kde reakci H20, s Fe** vznika *OH pouZivany pro degradaci organickych kontaminantii
napf. barviv, pesticidd, herbicidd, fenolovych sloucenin atd. Kromé elektro-fentonova procesu
se zacali v posledni dobé objevovat nové metody na bazi elektrochemické tvorby peroxidu,
jako naptiklad elektrochemicky tizené UV/H2O> procesy [53].
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2.3.4 Tvorba peroxidu vodiku v mikrobialni cele

Jednou z moznosti syntézy peroxidu vodiku, je elektrochemickd syntéza v mikrobidlni
elektrochemické cele. K produkci H20, v tomto uspofadani dochdzi nasledovné.
Elektroaktivni bakterie obsazené v anodovém biofilmu oxiduji organicky substrat,
a tak produkuji elektrony a protony. Elektrony jsou pfeneseny vnéj$im obvodem na katodu,
kde dojde k redukci kysliku za wvzniku H20, nebo H20. Protony piechazeji
pres proton-selektivni membranu, aby byla zachovana nadbojova neutralita. Tento proces musi
probihat ve dvoukomorové cele, aby nedoslo k poskozeni anodickych bakterii peroxidem
vodiku. Kdyby byl pouzit acetit jako organicky substrat, fungoval by tento systém
bez potieby externiho zdroje energie [54].

2.4 Spojeni elektrochemie s biotechnologii

Propojeni elektrochemie s biotechnologii je relativné nové a muze zahrnovat napiiklad
mikrobidlni  elektrochemické systémy anebo vyuZiti elektrochemickych senzorh
Vv biotechnologickych procesech. Mikrobidlni elektrodové systémy vyuzivaji interakci
mikroorganismi s povrchem elektrod, pii kterych dochazi k pfeménam mezi elektrickou
a chemickou energii. Vyhodou této technologie je to, Ze elektrody mohou zastavat funkci
akceptoru ¢i donoru elektronti v metabolismu mikroorganismtl, toho je vyuzivano napiiklad
u elektro-fermentace ¢i mikrobialnich palivovych ¢lanka [55].

2.4.1 Elektro-fermentace

Procesem fermentace ziskavame mnohé zajimavé produkty uz po staleti napi. Kyselinu
octovou, Kkyselinu citronovou, probiotika, enzymy, biopolymery, biopaliva atd.
Pti primyslové produkci vSak mize dochazet k nékolika problémim jako je vysoké
produkéni cena, zpiisobena pouzitim drahého substratu, naroénym up-streamem ¢i nasledné
piecCistovani produktu. Dalsi nevyhodou miize byt redoxni nerovnovaha fermentace,
coz miize vést k vzniku vice produktt. Jednim z moznych zpisobt, jak tomuto predejit
je probublavanim plynem, piidanim dal$iho substratu ¢i kontrolou pH. Elektro-fermentace
tyto problémy muize vytesit. Pfidanim elektrod Ize fermentaci fidit tak, aby se zvysila Cistota
produktu nebo podpofil rist bunék. Zakladnim principem elektro-fermentace je, Ze elektricky
proud zastava funkci donoru ¢i akceptoru elektront. Jedna se o novy obor spojujici klasickou
fermentaci se zaklady elektrochemie, a to tak, ze k fizeni a kontrole fermentace slouzi
elektrochemické prostiedky [1, 56, 57].

Je znamo, ze mikrooganismy potiebuji akceptor a donor elektronit k spravné funkci
metabolismu. Redoxni reakce probihajici pfi fermentaci jsou ¢asto cyklické, kdy NAD?
je redukované na NADH po oxidaci substratu a k regeneraci NAD" dochazi pfi redukci
oxidovaného substratu na kone¢ny produkt. Mnozstvi ziskaného produktu lze zménit,
a to upravou toku elektronti napt. zménou pH ¢&i tlaku. Pomér NAD*/NADH lze také ménit
pomoci elektrod. Elektro-fermentace tedy mize ovladat tvorbu oxidovanych
nebo redukovanych produktt. Pienos elektronti mezi elektrodami a mikroorganismy probiha
pomoci elektron transportnich systémt, anebo pomoci rozpustnych redoxnich mediatori,
které mohou difundovat do buinky. Zakladni systém pro elektro-fermentaci se sklada
ze dvou elektrod (anoda, katoda), elektrolytu (kultivacniho média) a externiho zdroje [56, 58].
Pii anodové elektro-fermentaci elektroda pfijima elektrony a tim snizuje obsah NADH,
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tudiz nemize dochédzet k redukci oxidovaného substratu. Tohoto procesu se da vyuzit,
pokud je pozadovany produkt ziskan jen po oxidaci substratu. Anoda by také mohla nahradit
kyslik jakozto finalni akceptor elektrond a tim zménit aerobni proces na anaerobni [57, 59].
Pokud anoda odebira elektrony piimo z mikroorganismii, soucasné za vzniku elektrické
energie je tento systém nazyvan mikrobialnim palivovym c¢lankem [58]. U katodové
elektro-fermentace dochazi ke zvyseni obsahu NADH, protoze funguje jako donor elektront.
Navyseny obsah NADH tak muize vést k vyssi produkci kone¢ného redukovaného produktu
[57, 59]. Zatizeni vyuzivajici katodickou elektro-fermentaci se nazyva elektro-fermentaéni
Clanek nebo bioelektro-synteticky ¢lanek. Rozdil mezi témito oznaenimi je v tom,
jaky substrat je vyuzivan. KdyzZ je substratem CO: jedna se o bioelektro-synteticky ¢lanek,
pokud organicka latka tak jde o ¢lanek elektro-fermenta¢ni [58]. Dalsi moznosti tohoto typu
fermentace je pasivni Uprava redoxnich podminek, bez zasahu do metabolismu organismd,
nejedna se tedy o elektricky aktivni organismy [56].

2.4.2 Elektricky aktivni mikroorganismy

Mikroorganismy pouzivané pro klasickou fermentaci by meély spliiovat jisté pozadavky.
A to schopnost vyuzivat Siroky sortiment levnych substratu, mirné kultiva¢ni podminky
a syntetizovat pozadovany produkt v dostate¢né mite. Pro elektro-fermentaci musi byt pouzity
organismus tzv. elektricky aktivni. To znamena, ze dany organismus je schopny transportovat
prebyteéné elektrony pies bunééné membrany k elektrodé. A to pfimou cestou anebo
transportem zprostfedkovanym mezi vnéj§im a vnitinim prostiedim. [60] Toho 1ze dosahnout
pouzitim povrchovych proteini jako jsou cytochromy, anebo endogennich bunécénych
mediatord. Mikroorganismy pro béznou fermentaci casto tuto vlastnost postradaji.
Avsak za pouziti vnéjSich elektronovych nosict jako je neutrdlni ¢erven ¢i methylenovd modi
by se elektroneutralni bakterie mohly ucastnit elektro-fermentace [58]. Naopak vysoce
elektroaktivni mikroorganismy neprodukuji dostatecné mmnozstvi rozlisSnych produkti.
Nicmén¢ tento problém lze vyfesit pomoci genového inZenyrstvi. Kuptikladu E. Coli se stala
modelovym mikroorganismem pro navyseni elektrické aktivity pomoci gent z elektroaktivni
bakterie Shewanella oneidensis. Takto upravend bakterie byla vyuzita pro anodickou
fermantaci glycerolu. Vysledkem bylo, ze doslo k produkci vice oxidovaného produktu, a to
acetatu. Druhou moZnosti je zaclenit zadané metabolické drahy do jiz elektroaktivniho
mikroorganismu. Kuptikladu do bakterie S. oneidensis byly vlozeny geny z B. subtilis
pro syntézu acetoinu, diky ¢emuz doslo k nevyvazené anaerobni kultivaci a pfeméné laktatu
na acetoin [61, 62, 63]. Jednim z organismi, ktery je elektroaktivni a zarovén dokaze
syntetizovat zajimavé produkty je Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4.
Tento mikroorganismus produkuje rozpoustédla a to aceton, butanol a ethanol z glukozy
pies Emden-Meyerhof-Parnas metabolickou cestu. Vysledkem elektrické fermentance byla
vy$si produkce butanolu [58].

2.4.3 Vyznam elektro-fermentace

Vyuziti mikrobialni elektro-fermentace by mohlo mit velky pfinos pro syntézu biopaliv
a jinych cennych fermentacnich produkti. Zatim vSak nizk4 G€innost a produktivita téchto
systémil brani jejich primyslovému vyuziti. Hlavni divod nizké ucinnosti a produktivity
je nedostatek extracelularnich elektronovych transporti a nedostatek nastroji pro genové
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inzenyrstvi. Dal§im problémem v pouziti téchto procesti ve vétSim métitku jsou elektrodové
materialy ¢i stavba a provoz bioreaktoru. Elektrodovy material by mél byt biokompatibilni,
chemicky stabilni, mit dostate¢ny povrch, vysokou vodivost, mechanickou pevnost a nizkou
cenu. Také musi dojit k optimalizaci bioreaktoru, kde se musi brat v potaz vnitini odpor
reaktoru a kultiva¢ni podminky (teplota, pH, salinita) [60].

Elektro-fermentace by mohla byt uzite¢nou technikou pro zisk latek, jejichz bézna produkce
je velmi obtizna. Katodicka elektro-fermentace piedstavuje obrovsky potencial s ohledem
na produkci redukovanych sloucenin. Ta vyuziva elektfiny jakozto levné redukeni sily.
Toho mize byt vyuzito pro syntézu dioll a jim podobnych sloucenin, které patii do skupiny
obtizn¢ produkovanych latek. Tyto latky se vyuzivaji jako zadkladni prvky polymert
napf. uretanu. Kuprikladu 1,4-butandiol 1ze =ziskat elektro-fermentaci ze sukcinatu.
Pro pfeménu sukcinatu na 1,4-butandiol je nutna vysoka reduk¢ni energie. Pokud by energie
byla ziskavana z organického materialu, znamenalo by to nartst ceny celého procesu, coz je
nezadouci. Vyuzitim elektrické energie je tak mozné snizit cenu vyroby 1,4-butandiolu [64].

2.5 Mikrobialni palivové ¢lanky

Mikrobialni palivové c¢lanky jsou jednou z novych moZznosti zisku obnovitelné energie.
Funguji na principu pfemény chemické energie vazeb na elektrickou energii za pomoci
uréitych mikroorganismii a jejich metabolickych drah [65]. Mikrobidlni palivovy ¢lanek
se sklada s anodové a katodové komory, které jsou od sebe oddéleny membranou propustnou
pro protony. V anodové komote dochazi k rozkladu substratu mikroorganismy za vzniku CO»,
protonu a elektronti. Poté jsou elektrony transportovany externi cestou a vyuzity pro redukci
kysliku v katodové oblasti spolecné s protony, které projdou pies polopropustnou
membranu [65, 66]. Kontinualni tvorba elektrické energie je mozna diky odebrani finalniho
akceptoru elektronti pii rozkladu substratu napt. kysliku, a jedinym akceptorem elektronu
je tedy anoda [67].

Velmi dulezity aspekt u mikrobialnich palivovych ¢lanku je vybér elektrod, kde se musi brat
V potaz jak povrch elektrod, tak 1 velikost poru elektrodového materialu, a to z ditvodu tvorby
bakterialniho biofilmu na povrchu elektrody. Pouzivanymi materialy jsou naptiklad uhlik,
uhlikové kompozity a smési ve formé tyCi, bloku ¢i kartact. DalSim dilezitym hlediskem
pro vybér elektrodového materidlu je objem Clanku. Zatim co v mikroméfitku se pouziva
kovovy ¢i uhlikovy vodi¢, tak v makrométitku se pouzivaji uhlikové zavoje, a to z divodu
vhodného poctu mikrokanalkii, které zvySuji permeabilitu a tim zlepSuji pienos Zzivin.
Dalsi vyhodou tohoto materialu je nizky odpor, diky jeho celistvosti [68].

Mezi dal$i dalezité ¢asti mikrobialniho palivového ¢lanku rozhodné patii i mikroorganismy,
které se nachéazeji v anodické komote. Jednd se o anaerobni chemoheterotrofy, které mayji
schopnost pfenaset elektrony z buniky ven. Tyto bakterie se rovnéZ nazyvaji elektrogenni
afadime mezi né napt. Geobacter sulfurreducens, Pseudomonas aeruginosa,
Shewanella oneidensis. Neékteré druhy elektroaktivnich organismi naptiklad zminéna
Shewanella oneidensis vyuzivaji procesu, ktery se nazyva piimy pienos elektrond.
Ten vyuziva redoxné aktivnich proteinti napf. cytochrom c pro pienos elektroni na elektrodu.
Proto je dllezity kontakt bakterii s materidlem elektrody, protoZe pouze ty organismy,
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které jsou imobilizovany mohou pienaset elektrony na elektrodu, a tim zvySit produkci
energie. Dal$i mozny transport elektrontl je pomoci sekundarnich metaboliti tzv. nepfimy
a zprosttedkovany prenos [69]. Pro spravny rist mikroorganismi a také vyssi produkci
energie je velmi dilezity druh substratu. Vybrany substrat by mél byt levny a nemél
by potebovat velkou piedipravu. Jednou z moznosti je vyuziti odpadnich vod s vysokym
obsahem kysliku napf. z pivovarstvi, textilniho ¢i papirenského primyslu, které mohou
byt ndhradou pouzivanych Cistych latek jako je glukdza a acetat. Navic komplexni slozeni
odpadii by mohlo vést k obohaceni mikrobialni kultury, a tudiz k zvyseni produkce elektrické
energie [66].

2.5.1 Aplikace mikrobialniho palivového ¢lanku

Kromé zfejmé aplikace jako nova moznost zisku elektrické energie méa mikrobidlni palivovy
Clanek 1 jina vyuziti. Jednou z téchto moznosti je technologie zpracovani odpadnich vod
a odpadi. Jedna se o vhodné spojeni, kde dojde jak k odstranéni organickych latek
Z odpadnich vod, tak i k zisku energie. Mohlo by se jednat o vhodnou nahradu aerobniho
zpracovani odpadii a odpadnich vod z hlediska nizSich nékladd. A to zejména z divodu
provzdusnovani a zpracovani kall, které je u aerobnich technologii nutné. Vyuziti ¢lanku
jako biosenzoru je také jednou z moznosti, jelikoz by mohl slouzit k méfeni znecisténi vod
naptiklad pomoci méteni biologické koncentrace a spotieby kysliku. Dalsi moznosti aplikace
mikrobidlniho palivového c¢lanku je vyroba vodiku. Zménami v €lanku lze docilit toho,
ze bude vyrabén vodik, a ne elektricka energie [70, 71].

2.6 Elektrochemické analytické metody

Elektrochemické analytické metody maji Sirokou Skalu vyuziti naptiklad pro analyzu 1€ku,
potravindiskych aditiv ¢i latek znecCistujicich Zivotni prostiedi. Vyhodou téchto metod
je jejich cenova dostupnost, vysoka citlivost a presnost. Mezi elektrochemické metody se fadi
naptiklad voltametrie, amperometrie, potenciometrie, elektrochemicka impedancni
spektroskopie atd [72]. V této praci je priblizena chronoamperometrickda metoda,
ktera je hlavni elektrochemickou metodou pouzitou v experimentalni ¢asti prace.

2.6.1 Chronoamperometrie

Chronoamperometrie je jednou z nejjednodussich a nejvyuzivanéjsich voltametrickych metod.
ZjednoduSené se jedna o metodu, ktera spociva v aplikaci konstantniho potencialu
na pracovni elektrodu viici referencni elektrodé a nasledném meéteni proudu protékajicim mezi
pracovni elektrodou a protielektrodou. [73]. V chronoamperometrickém experimentu dojde
ke zméné pocateéniho elektrodového potencialu (Ep), pii kterém nedochazi k vyméné
elektronti na potencial (Ef), u kterého dochazi k faradaickému procesu. Vysledny proud
je zavisly na Case viz. obrazek 3 graf b. Jak Ize vidét, na obrazku 3 je graf a znazoriujici
zavislosti potencialu na case pro elektrochemickou oxidacni reakci. Hodnota potencialu Ef
je pro takovou reakci vys$si nez hodnota potencialu E°, kde rychlost prenosu elektronu jiz
neovlivituje proud. Vysledny proud je ovlivnén tokem latek, které mohou podléhat redoxnim
reakcim, anebo Kinetikou reakci pro regeneraci téchto latek. Pokud je tok téchto latek fizen
difazi, je mozné ziskat difuzni koeficient elektroaktivnich latek z Cottrellovy rovnice [74, 75].
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Obrazek 3, graf a: pritbeh aplikovaného potencialu, graf b: vysledna zavislosti proudu na Case.
Oba grafy jsou pro elektrochemickou oxidativni reakci. Upraveno z [T4]

Chronoamperometrické méfeni mize byt provedeno jednou ze dvou metod. A to aplikaci
jednoho pocatec¢niho potencialu (Ep), a méfeni vysledného proudu. Anebo pouzitim dvojitého
potencialového kroku, kde je aplikovan pocate¢ni potencidl (Ep) a po uplynuti urcité doby
je potencial (Ef) vracen na ptivodni hodnotu [75].

Ackoli je chronoamperometrie velice uziteéna metoda ma i fadu nevyhod. Je to pomérné
casové narotnda metoda a také se nejednd o velmi selektivni metodu. Vysledny proud
je souctem faradaickych proudi produkovanych vSemi ionty v roztoku, které podléhaji
redoxnim reakcim [73].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1.1 Chemikalie

e 3,37,5,5-Tetramethylbenzidin (Sigma-Aldricg, DEU)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, CZE)

e Ethanol 99,8 % (Lach-Ner, CZE)

e Fruktoza (Lach-Ner, CZE)

e Glutaraldehyd 50 % vodny roztok (Sigma-Aldrich, DEU)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Lach-Ner, CZE)
e Hexamethyldisilazan (Sigma-Aldrich, DEU)

e Hydroxid sodny (Lach-Ner, CZE)

e Chloroform, stabilizovany v 2-methyl-2-butene (VWR Chemicals, USA)
e lzopropylalkohol (PENTA, CZE)

e Nutrien broth (HiMedia, IND)

e Roti®fair PBS 7,4 (Carl Roth, DEU)

e Peroxidaza (Sigma-Aldrich, DEU)

e Siran amonny (Lachema, CZE)

e Siran hofe¢naty heptahydrat (Lach-Ner, CZE)

3.1.2 Pristroje

e 3D tiskarna, Raise3D E2

e Analytické vahy, OHAUS Pioneer model PA224C
e Centrifuga, Hettich EBA 200

e Centrifuga, Hettich ROTINA 420R

e ELISA reader, Biotek, SYNERGY H1

e Laboratorni zdroj, Keysight E36313A

e Laminarni box Aura mini, BioAir — Euroclone

e Magneticka michacka, Biosan MMS-3000

e Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific Trace 1300
e Potenciostat, lvium Octostat

e PocketSTAT2, IVIUM TECHNOLOGIES

e Skenovaci elektronovy mikroskop FEI VVerios 460L
e Termoblok, Bibby Scientific Stuart SBH 200D

e Termostat, LTE IP100U

e Ttepacka, Witeg, SHO-2D

e Temperovana tfepacka, IKA KS4000 i control

e Unisense puSensor Instruments, Opto-F1 UniAmp

e Vortex, Benchmark BenchMixer

e Laboratorni vybaveni
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3.1.3 Mikroorganismy

V této praci byla pouzita bakterie Cupravidus necator H16 CCM 3726, ziskana
z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity v Brng.

3.2 Metody

3.2.1 Sestaveni elektrodovych systému

Material pro vyrobu elektrodovych systému byl vybran podle poznatk z diplomové prace
Ing. Runstukové [76]. Elektrodovy systém (viz obrazek 4 a 5) se sklada z pracovni elektrody
(katoda), referencni elektrody a protielektrody (anoda). Aby nedochazelo ke zkratu elektrod
byl navrzen polypropylenovy (PP) drzék, ktery dava systému potiebnou oporu. Tento drzak
byl vytisknut pomoci 3D tiskarny. Pro upevnéni systému v Erlenmeyerové barice byla
k polypropylenovému drzaku piidana zavitova ty¢ zakonéena Spuntem. Ty¢ byla opatiena
buZirkou, aby nezkorodovala a byla naSroubovana do PP drzidku a pfilepena epoxidovym
lepidlem. Dale byl pro udrzeni konektorti jednotlivych elektrod nad Spunt pfipevnén
polypropylenovy nastavec. Jako pracovni elektroda byla pouzita nerezova ocel 316L
0 celkovém povrchu 27,6 cm? Protielektroda byla vyrobena z titanového dratu o celkovém
povrchu 3,5krat vétSim nez u pracovni elektrody. Jako referen¢ni elektroda byla pouzita
pseudoreferencéni elektroda Ag/AgCl, vyrobena dle postupu z prace Bc. Floriana [77].
Takto piipravené elektrody byly poté upevnény do drzaku a pfipajeny k dratim zakoncenych
konektory, které umoznily zapojeni elektrod k potenciostatu. Pokud elektrody nesly napajet,
v ptipadé¢ ocelové elektrody, bylo kontaktu dosazeno obtocenim elektrody dratkem.
Zda je mezi elektrodou a konektorem kontakt bylo ovéfeno zmétenim elektrického odporu.

Obrazek 4, elektrodovy systém. 1- pracovni elektroda, 2- protielektroda, 3- pseudoreferencni
elektroda, 4- polypropylenovy drzdak

V pribéhu experimentll byla vyménéna pracovni elektroda, kdy byl pivodni ocelovy drat
nahrazen ocelovou miiZkou o pfiblizné stejném povrchu (viz obrazek 5). Tato miiZzka nebyla
pfipajena, ale pouze omotana a pfidratovana k napajecimu dratu, z divodu Spatného pajeni
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oceli. U nové zhotovené pracovni elektrody byl zméfen odpor, aby bylo zjisténo,
zda je toto upevnéni vhodné. Mrizka byla umisténa na polypropylenovy drzak, tak aby kdyz
bude systém ponoien do vody, byla mfizka z poloviny v médiu a z poloviny nad hladinou.
Toto uspotadani zajistilo, ze pti michani banky dochézelo k omyvani celé pracovni elektrody
(mfizky), a pro redukci kysliku tak mohl byt vyuzit vzdusny kyslik.

Obrdzek 5, elektrodovy systém s vyménénou pracovni elektrodou (mrizka): 1- konektor, 2- drzdk
konektori, 3- Spunt, 4- spojovact draty, 5- ty¢, 6- polypropylenovy drzaik

3.2.1.1 Ocisténi elektrodovych systému pomoci vyvoje vodiku

Ptfed kazdym méfenim bylo provedeno ocisténi elektrodového systému. Systém byl ponofen
do 0,1 M roztoku NaOH. Pracovni elektroda byla piipojena k zapornému zdroji napéti
a protielektroda ke kladnému. Poté byl navySovan potencial, dokud se nezacal vyvijet vodik
na pracovni elektrod¢. Potencial byl pfivadén po dobu 4 min od zacatku tvorby bublin.

3.2.2 Pouzité elektrochemické metody

3.2.2.1 Elektrochemicka impedanéni spektroskopie

Pied kazdym méfenim s elektrodovym systémem, jeho charakterizaci ¢i kultivaénim
experimentem, byla vzdy zmétena elektrochemicka impedanéni spektroskopie (EIS). Méfeni
bylo provedeno z divodu zjisténi odporu systému, a zda se néco nezménilo ¢i nedoslo
k chybé pii pripravé experimentu. Samotny experiment probihal poté tak, Ze elektrodovy
systém byl vloZen do média a zapojen do potenciostatu, ktery byl ovladan pomoci IviumSoft
programu. Takto pfipravené meéfeni probihalo od 1 MHz do 1 Hz samplitudou 10 mV
a krokem 10 frekvenci na dekadu.

3.2.2.2 Chronoamperometrie

Tato metoda slouzila k méteni elektrického proudu, ktery vznikne faradayickymi procesy,
po piiloZzeni vybraného potencialu na pracovni elektrodu viz 2.6.1. Vystup tohoto méfeni
je poté graf zavislosti proudu na Case. Pficemz potencial byl na elektrodovy systém piivadén
pomoci potenciostatu. Také tato metoda byla nastavena v softwaru lviumSoft i s potiebnymi
parametry, které byly pro vSechna méfeni stejné skrz ctyfelektrodové zapojeni.
Doba méfeni a interval snimani se liSily pro jednotlivé experimenty. Metoda byla spusténa
vzdy aZ po zapnuti michani tfepacky a zmé&feni EIS.
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3.2.3 Charakterizace elektrodového systému

Elektrodovy systém byl charakterizovan v 100 ml kultiva¢niho média o slozeni viz tabulka 1.
Po celou dobu méfeni byl cely systém ponofen v médiu a michdn na tfepa¢ce domaci vyroby.
Meéfeni probihalo od potencialu -0,2V do -1V skrokem -0,1V. Pro aplikaci potencidlu
na elektrodovy systém byla pouzita chronoamperometrickd metoda popsana vyse.
Kazdé mé&feni trvalo po dobu 1 h. Po uplynuti této doby byl odebran vzorek pro stanoveni
vzniklého H2O: dle postupu nize.

Tabulka 1, sloZeni kultivacniho produkcniho média pro bakterii Cupriavidus necator HI16

latka koncentrace [g/1]
KH2PO4 1,02

(NH2)2S04 3,0

Na;HPO, - 12 H,O 11,1

MgSOs - 7 H,0 0,2

Fruktoza 20

MES 1 ml/l

Tabulka 2, sloZeni roztoku stopovych prvkit MES

latka koncentrace [g/1]
FeCls - 6 H,O 9,7

CaClz - 2 H.0 7,8

CuSOs - 5 H:0 0,156

CoClz - 6 H0 0,119

NiCl; - 6 H.0 0,118

ZnS0O; - 7 H,O 0,1

0,1 M HCI 1000 mli

3.2.3.1 Méreni dlouhodobé produkce peroxidu vodiku

Z vysledkl charakterizace elektrod byl vybran potencial -0,8 V a -1V, pii jejichz aplikaci
byla zméfena vysokd koncentrace H2O,. Pokus probihal ve 100 ml kultivaéniho média
v 250 ml Erlenmeyerové bafice. Médium bylo sterilizované v tlakovém hrnci po dobu
30 minut s jiz vloZzenym elektrodovym systémem a hadickou pro odbér. Roztok fruktozy
a stopovych prvkit MES byl pfiddn pomoci hadicky a v lamindrnim boxu. Nasledné byla
bailka umisténa na tiepacku (viz obrazek 6), bylo zméfeno elektrochemické impedanéni
spektrum (EIS) a poté byl aplikovan dany potencial. Vzorky byly nasledné odebirany pomoci
hadicky v nepravidelnych intervalech a byl stanoven obsah H20,. Délka experimentu se lisila
pro jednotliva méfenti.
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Obrazek 6, standardizace elektrodového systému v mediu na domdcky vyrobené trepacce

3.2.4 Stanoveni koncentrace peroxidu vodiku

Pro stanoveni obsahu H>O, ve vzorcich byla pouzita metoda vyuzivajici barvivo
tetramethylbenzidin (TMB) a enzym peroxiddza (HRP). Tato metoda je zaloZena na reakci,
pii niz dojde k oxidaci TMB barviva pomoci H2O0 a vznikne modry komplex
jehoz absorbance lze zméfit pti 653 nm. Enzym peroxidaza je pfidan pro urychleni reakce.
Pro toto stanoveni je nutné pfipravit roztok sloZeny ze tii slozek, a to roztoku barviva TMB,
enzymu HPR a Mcllvaineho pufru. Roztok barviva byl ptipraven o koncentraci 10 mg/ml
v dimethylsulfoxidu (DMSO). Enzymova slozka byla pfipravena 0 koncentraci 2 mg/ml
Vv deionizované vodé, kdy aktivita enzymu byla 89,63 U/mg. Nakonec byl ptipraven pufr
smichanim 435 ml 0,2 M roztoku NazHPO4 a 315 ml 0,1 M kyseliny citronové s vyslednych
pH okolo 5,7. Roztoky barviva a enzymu byly uchovany v mrazaku, roztok pufru
pfi laboratorni teploté. Vysledny roztok pro stanoveni H20: byl pfipraven o objemu 1 ml,
kde 993 pl tvoril pufr, 2 ul enzym HRP a 5 ul TMB barvivo. Takto namichany roztok bylo
mozné uchovat v lednici po dobu maximalné 5 h, poté musel byt pfipraven novy roztok pro
stanoveni H20:.

Za tcelem stanoveni H2O2 byla pouzita mikrotitracni desticka, kde byl napipetovan nejprve
vzorek apoté pripraveny roztok v celkovém objemu 200 pl, pomér vzorku a roztoku byl
takovy, aby absorbance dosahovala hodnot mensich nez 1 a v rozsahu kalibraéni kiivky.
Nésledné byla desticka vlozena do ELISA readeru Biotek Synergy H1 a byla zméfena
absorbance pii 653 nm. Ze ziskanych hodnot byla vypocitana koncentrace H20, za vyuziti
kalibra¢ni kiivky. Ta byla pfipravena a zmétena, vZzdy po pfipraveni nového roztoku pufru
v rozsahu koncentrace 0-30 uM.
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3.2.5 Kaultivace

3.2.5.1 Priprava inokula

Do 100 ml Erlenmayerovych baiiek bylo nalito 50 ml Zzivného média nutrient broth
(slozeni v tabulce 3) o koncentraci 25 g/l. Takto pripravené banky byly sterilovany v
tlakovém hrnci po dobu 30 minut. Dale byla média ochlazena na laboratorni teplotu a
nasledné zaoCkovana bakterialni kulturou Cupriavidus necator H16 v laminarnim boxu.
Takto piipravena inokula byla umisténa na tfepacku vyhiatou na 30 °C s otackami 180 rpm
po dobu 24 h.

Tabulka 3, sloZeni roztoku nutrient broth pro pripravu inokula

SloZeni NB [a/1]
Pepton 10

Hovézi extrakt 10

Chlorid sodny 5

3.2.5.2 Kultivace s elektrodovymi systémy

Produkéni meédium bylo pfipraveno v potfebném objemu o sloZeni viz tabulka 1.
Ptipraveny roztok byl rozlit po 100 ml do 300 ml Erlenmeyerovych banék. Poté byly
kontrolni banky a banky s vloZzenym elektrodovym systémem a hadickou sterilovany
v autoklavu. Nasledné¢ byl v laminarnim boxu pomoci hadi¢ky pifidan roztok fruktozy
(finalni koncentrace v médiu 20 g/l) a roztok stopovych prvkd o slozeni viz tabulka 2.
Nakonec bylo ptidano 10 ml inokula a banky byly umistény na otevienou tfepacku s otackami
95 rpm. Doba kultivace se liSila podle jednotlivych kultivaci. Po 24 h ¢i 48 h byl aplikovan
stresovy faktor nasledujicim zpisobem. Tiepani bylo pozastaveno a elektrodové systémy
byly pfipojeny  k potenciostatu a bylo zméfeno jejich impedan¢ni  spektrum.
Dv¢ Erlenmeyerovy baiky s vlozenymi elektrodovymi systémy nebyly pfipojeny
Kk potenciostatu a byly ponechany jako kontroly. Poté byla nastavena chronoamperometricka
metoda s potencialem -0,8 V ¢i -1 V, obnoveno tiepani a Spusténa metoda. Jak tento typ
kultivace probihal je znazornéné na obrazku 7. V prubéhu kultivace byly odebirany vzorky
pro stanoveni optické hustoty, obsahu biomasy a PHB. Pi1 odebirani vzorka bylo pozastaveno
trepani a pomoci sterilni injekéni stiikacky byl odebran dostate¢ny objem média. Aby byla
CO nejvice omezena moznost kontaminace, byly hadicky slouZzici k odbéru obaleny alobalem
a pred i po kazdém odbéru otfeny ethanolem.

3.2.5.3 Odisténi elektrodovych systému po ukonceni kultivace

Po ukonceni kultivace byly elektrodové systémy vyjmuty a oplachnuty pod tekouci vodou.
Nasledné byl systém zcela ponotfen do 0,1 M roztoku NaOH a umistén do ultrazvuku, kde byl
sonifikovan po dobu 10 min. Poté byly elektrody oplachnuty deionizovanou vodou a byl
zkontrolovan jejich stav. Nasledn¢ byly jesté ocistény dle postupu v kapitole 3.2.1.1.
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Obrdzek 7, kultivace s elektrodovym systémem

3.2.5.4 Kultivace s ¢astmi elektrodového systému

Produk¢ni médium bylo namichano o slozeni viz tabulka 1. Jednotlivé slozky byly navazeny
a rozpustény v potiebném objemu destilované vody. Po uplném rozpusténi byl roztok
produkéniho média rozlit po 100 ml do 250 ml Erlenmeyerovych ban&k. Nasledné byly
do ban€k piidany jednotlivé casti elektrodového systému a také cast hadicky pro odbér
vzorku. Kultivace probihala v paralelnim provedeni a s kontrolnimi vzorky bez piitomnosti
danych ¢asti. Poté byly baiiky sterilovany v tlakovém hrnei po dobu 30 minut. Déale byl do
média piidan roztok stopovych prvki MES, roztok fruktozy (finalni koncentrace 20 g/l)
a 10 ml inokula. Kultivace trvala 72 h na oteviené tiepacce pod lampou pii otackach 95 rpm.
Kazdych 24 h byl v lamindrnim boxu odebran vzorek pro urceni optické hustoty a mnozstvi
biomasy a PHB.

3.2.6 Stanoveni biomasy

Obsah biomasy byl stanoven u vzorkd odebiranych z produkéniho média. Stafi bunécné
suspenze se liilo, protoze vzorky byly odebirany po celou dobu kultivace. Pro stanoveni byly
pouzity dvé metody, a to spektrofotometricka a gravimetricka.

3.2.6.1 Spektrofotometrické stanoveni ristu bakterialni kultury

Opticka hustota média byla stanovena kazdy den kultivace. Nejprve bylo nutné zjistit spravny
pomér pro fedéni vzorku. Vzorek byl fedén roztokem PBS v takovém poméru,
aby absorbance nepiesahla hodnotu 1. Pfipraveny vzorek byl proméien v spektrofotometru
pfi vlnové délce 600 nm.
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3.2.6.2 Gravimetrické stanoveni biomasy

V pribéhu kultivace byly také odebirdny vzorky, u kterych byl obsah biomasy stanoven
nasledujicim zpsobem. Dany objem vzorku V rozmezi 4-10 ml byl sto¢en po dobu 5 min
pii 6000 rpm apoté byl oddélen supernatant. Dale byl do centrifugacni zkumavky ptidan
roztok PBS, ve kterém byla usazena biomasa rozsuspendovana pomoci vortexu. Nasledné byl
vzorek opét stoCen, za jiz zminénych podminek a supernatant opét slit. Takto pfipravené
vzorky byly suSeny pii 70 °C do konstantni hmotnosti a poté zvazeny, diky ¢emuz byly
stanoveny koncentrace biomasy v ptivodnich vzorcich.

3.2.7 Stanoveni obsahu PHB

Obsah PHB byl stanoven ve vysuSené biomase ziskané z jednotlivych odbéri
(viz podkapitola 3.2.6.2), ze které Dbylo navazeno 8-11mg biomasy do 2 ml vialek.
Nasledné byl do vialek ptidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml esterifikaéni smési s vnitinim
standardem. Jako esterifika¢ni smés byla pouzita 15 % kyselina sirova v methanolu a jako
vnitini standard kyselina benzoova o koncentraci 5 mg/ml. Po pfidani roztoku byly vialky
zakrimpovany a vloZeny do termobloku po dobu 3 h pii teploté 94 °C za ucelem esterifikace.
Po uplynuti dané doby byly vzorky vyjmuty z termobloku a nechdny vychladnout.
Nasledn¢ byl cely objem pielit do 4 ml vialky, ktera obsahovala 0,5 ml 0,05 M NaOH,
ktery byl pouzit pro neutralizaci vzorku. Takto pfipravend vialka byla dikladné protiepana,
aby doslo k odd€leni fazi. Byly nachystany 2 ml Sroubovaci vialky, do kterych bylo ptidano
0,9 ml isopropylalkoholu a napipetovano 50 pl spodni faze vzorkt. Takto pfipraveny vzorek
byl dale charakterizovan na plynovém chromatografu s FID detekci.

3.2.8 Stanoveni obsahu kysliku

Obsah kysliku byl méfen v produkénim médiu v prabéhu celé kultivace pomoci kyslikového
senzoru Unisense psensor Instruments, Opto-F1 UniAmp. Tento senzor funguje na principu
zhaSeni luminiscence pomoci Oz molekul, ¢im vice pfitomnych Oz molekul tim nizsi
luminiscence. Produkéni médium i inokulum bylo pfipraveno dle postupu vySe
(viz kapitola 3.2.5). Kalibrace elektrody byla provedena nasledovné. Bylo pfipraveno
dostatecné mnozstvi produkéniho média obsahujicitho vSechny slozky kromé bakterialni
kultury do dvou nadob. V prvni nddobé bylo médium 20 min probublavano plynnym dusikem
a ve druhé vzduchem. Po uplynulé dob¢ byl senzor nejprve ponoien do média nasyceného
dusikem a nasledné¢ do média probublaného vzduchem. Pfi tomto stanoveni byl méfen
parcidlni tlak O, v médiu, v kalibraénim médiu probublaném vzduchem byl normalni
parcialni tlak O2 a to 21 %. Kalibrace byla provedena pted kazdym meétfenim. Po kalibraci
byla meéfici elektroda opatrné otfena ethanolem a vlozena v laminarnim boxu do média,
které obsahovalo jiz vSechny slozky. Nasledné byla Erlenmeyerova banka s vloZzenym
senzorem a zaockovanym médiem umisténa na tfepacku pod lampu, kde kultivace probihala
po dobu 72 h pti otackach 95 rpm.

3.2.9 Priprava vzorki pro skenovaci elektronovou mikroskopii

Pro pozorovani pod skenovacim elektronovym mikroskopem (SEM) byly vybrany
tfi materidly, a to nerezovd ocelovd mfizka, titanovy drat a polypropylenovy disk.
Tyto vzorky Dbyly upraveny na takovou velikost, aby je bylo mozné pozorovat
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pod elektronovym mikroskopem. Nasledné byly tyto materialy vloZzeny do produkéniho média
o slozeni viz tabulka 1. Poté bylo toto médium sterilovano po dobu 30 min v tlakovém hrnci.
Druhy den bylo médium zaockovéno inokulem, pfipravenym podle postupu v kapitole 3.2.5.1.
Celkové bylo ptipraveno pét kultivacnich banék jedna banka pro polypropylen,
dvé pro miizku advé pro titan (jedna Ssodbérem po 24h a druha po168h).
Kultivace probihala po dobu 168 h pti otackach 95 rpm na oteviené tfepacce a pod lampou.

Po ukonceni kultivace byly kousky materidlu opatrn¢ vyjmuty a oplachnuty v PBS. Pro fixaci
bakterialnich bun€k na dany materidl byl pouzit 2,5% roztok glutaraldehydu pfipraveny
z50 % vodného roztoku glutaraldehydu a 0,1 M PBS. Vtomto roztoku byly vzorky
ponechany 20 h pii 4° C. Poté byly vzorky opatrné¢ vyjmuty a vloZzeny do roztoku PBS,
kde byly ponechany 10 min pii 4 °C. Vroztoku PBS byly oplachnuty celkové¢ tiikrat.
Pro dehydrataci vzorkt byly pouzity roztoky ethanolu o koncentraci 50 %, 60 %, 70 %, 80 %,
90 %, 95% a 99,8 %. Vzorky byly vjednotlivych roztocich ponechany po dobu 10 min
av 99,8 % roztoku byly dehydratovany celkem tfikrat. Poté byly vzorky vlozeny do roztoku
hexamethyldisilazanu a suseny po dobu 2 h pti 35° C.

Pfred samotnym pozorovanim na elektronovém mikroskopu byly vzorky nalepeny
na uhlikovou pasku a pozlaceny. A to ztoho diavodu zajisténi jejich vodivost. Poté jiz
probéhlo snimani na skenovacim elektronovém mikroskopu FEI Verios 460L s vysokym
rozliSenim za pouziti urychlovaciho napéti 5 kV.
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4. Vysledky a diskuse

Cilem této diplomové prace bylo pouziti elektrochemicky tvofeného peroxidu vodiku,
generovaného  pfimo v kultivaénim  médiu, za  GCelem  zvySeni  produkce
polyhydroxyalkanoatii. Jak jiz bylo zminéno vySe, studie od Obruca et. al. zroku 2010
popisuje vliv H2O> na produkci PHA, kdy pii vhodné koncentraci H202, 5 mM dojde
k navyseni obsahu PHA z73,34% na 79,30 % [3]. Vysledky této studie jsou jednim
Z podnétl pro tuto praci. Pokud by bylo mozné navysit produkci PHA v bakterialni burice
pomoci H20. generovaného piimo v kultivatnim médiu, mohlo by se jednat o novy
kontinudlni zpisob produkce PHA, tzv. nemuselo by se do média nic pfidavat v pribéhu
kultivace. Tato prace se sklada ze dvou Casti, a to z elektrochemické a biotechnologické.
Elektrochemicka cast je zaméfena na sestrojeni elektrodového systému, ktery je schopen
produkovat peroxid vodiku v dostate¢né mire. VEtSi €ast prace je poté vénovana kultivaénim
experimentlim s aplikaci elektrodového systému a optimalizaci téchto kultivaci.

4.1 Charakterizace elektrodového systému

Nejprve byl sestaven elektrodovy systém dle postupu v kapitole 3.2.1. Materialy pro vyrobu
byly vybrany podle vysledkti prace Ing. Runstukové [76]. Jako pracovni elektroda byla
pouzita nerezova ocel 316L, je to levny materidl, ktery je selektivni pro dvouelektronovou
cestu redukce kysliku. Protoze vSechna méfeni probihala v jednokomorovém uspofadani byl
vybran titan jako protielektroda, jelikoz tento material nepodporuje zpétnou oxidaci H20,.
Jako referenc¢ni elektroda byla pouzita Ag/AgCl elektroda.

Po sestaveni elektrodového systému byla nutnd jeho charakterizace z divodu nalezeni
optimalniho potencialu, pfi jehoz aplikaci vznikne dostate¢né mnozstvi H20,. Nebot peroxid
vodiku vznika v médiu dvouelektronovou redukci kysliku, ke které dochazi na katodé, tedy
pracovni elektrodé. Elektrodovy systém byl pied kazdym méfenim ociStén, aby mohl byt
vyuzit cely povrch pro adsorpci Oz. Charakterizace probihala v produkénim médiu o slozeni
viz tabulka 1, podobu jedné hodiny a poté byl zméfen obsah H>O. dle postupu
v kapitole 3.2.4. Vysledky tohoto méfeni jsou zaznamenany na obrazku 8a. Zde je znazornén
graf zavislost koncentrace vyprodukovaného peroxidu vodiku na pouzitém potencialu. Z grafu
je patrné, ze pro potencial -0,3V, -04V a -05V je koncentrace peroxidu vodiku
velmi podobna anizka v praméru 8,96 +0,69 uM. AvSak od potencialu -0,6 V dochazi
k navySovani produkce peroxidu vodiku. A to tak, ze ¢im vyssi aplikovany potencial tim vyssi
koncentrace H20..

Pro jednotlivé potencidly byla také stanovena hodnota vyménéného ndboje, ktery prosel
elektrochemickym systémem za dobu méfeni. Naboj byl vypocitan integraci proudu
podle ¢asu. Zavislost naboje na jednotlivych potencialem je znazornéna na obrazku 8b.
V tomto grafu je patrny stejny trend jako u predchoziho grafu, se zvysujicim se potencialem
narlsta i velikost vyménéného naboje. CoZ znamena, Ze pii vyssim potencidlu dochazi k vétsi
mife redoxnich reakci. Je nutné se zamyslet 1 nad tim, jaké reakce probihaji na anodé¢,
tedy protielektodé. Zde musi dochazet k oxidaénim reakcim, aby byla zachovana rovnovéaha
systtmu. Jak jiz bylo zminéno materidlem proticlektrody je titan, tedyje velmi
nepravdépodobné, ze by dochazelo k zpétné oxidaci H.O2. Dle slozeni média by mohlo
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dochazet k oxidaci fruktozy, ktera je v médiu 0 koncentraci 20 g/l. Samotny povrch titanové
elektrody muze podléhat oxidaci, a to na TiO,. V priabéhu experimenti byla pozorovana
zména barvy protielektrody, ktera je dikazem oxidace titanu na TiO».

-0,30 -040 -0,50 -0,60 -0,70 -0,80 -0,90 -0,95 -1,00 -0,30 -0,40 -0,50 -0,60 -0,70 -0,80 -0,90 -0,95 -1,00
E(V) E(V)

Obrdzek 8, a) graf zavislosti koncentrace peroxidu vodiku na pouzitém potencidalu, b) graf zavislosti
naboje na pouzitéem potencialu

4.1.1 Dlouhodoba produkce peroxidu vodiku

Na zaklad¢ vysledku z kapitoly 4.1 byl pro ucely této prace vybran potencial -0,8 V,
kde koncentrace peroxidu dosahla 70,80 uM po jedné hodiné. Pro tento potencial byla
zméfena 1 dlouhodoba produkce peroxidu vodiku, kde byla pribézné stanovovana
koncentrace H.O2 po dobu 120 h. Pouzitelné vysledky byly do 50 h, jelikoz poté doslo
ke kontaminaci média a nebylo mozné obsah stanovit. Jelikoz vzorky pro stanoveni
koncentrace H,O2 nebyly odebirany po celou dobu méfeni, ale pouze v ur¢itych intervalech,
nelze presné fici v jakém Case bylo dosazeno maximalni koncentrace. Je vSak pravdépodobné,
7e k tomu doslo nékdy mezi 7-27 h experimentu. Pokud tento fakt opomeneme, je z prub¢hu
grafu na obrazku 9 ziejmé, Ze koncentrace H.O; je v case relativné konstantni,
a to okolo 250 uM.
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Obrdzek 9, dlouhodoba produkce peroxidu vodiku pro potencidal -0,8 V a -1V
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Po provedeni prvniho kultivacniho experimentu s potencidlem -0,8 V, bylo na zakladé
vysledkii rozhodnuto pouzit potencial s vyssi produkci H20., a to presné potencial
0 hodnot¢ -1 V. U tohoto potencialu byla koncentrace H2O2 po hodinové charakterizaci
Vv produkénim médiu 221,72 uM. Dlouhodobé produkce peroxidu vodiku v ¢ase pro vybrané
potencialy byly porovnany (viz obrazek 9) na zaklad¢é ¢ehoz bylo zjisténo, ze koncentrace
H20: je pro potencial -1 V vyssi, jak bylo pfedpokladano. Avsak pribéh zavislosti se lisi.
Zatim co u potencialu -0,8Vije od 7h koncentrace H;O, relativné konstantni,
u potencialu -1 V, dochazi k poklesu koncentrace v ¢ase. To mize byt zpisobeno tim,
ze U potencidlu -1V je rychleji spotiebovavan kyslik v médiu. Nebot vyss$i potencial
podporuje rychlejsi vyménu elektroni mezi pracovni elektrodou a kyslikem v médiu.
Dal§im moznym vysvétlenim je, ze mize dochazet k redukci H202 na vodu. KdyZ porovname
plochu pod obéma kiivkami zjistime, ze pii aplikaci potencialu -1 V ziskame pouze o 28,28 %
vice H2O2 v ¢ase oproti pouziti potencidlu -0,8 V. To plati, ale pouze pro zméfené hodnoty,
je mozné ze v Case od 7 h do 24 h vystoupala koncentrace peroxidu vyse nez 400 pM.

Déle byla stanovena zavislost proudovych hustot v Case pro oba pouzité potencidly
(obrazek 10). Piky viditelné na obou kiivkach byly zptusobeny odebiranim vzorku, kdy bylo
nutné zastavit michani médii. Nicméné je z grafu ziejmé, ze prubéh kiivky pro -1V je z ¢asti
upln¢ konstantni, a to okolo druhého dne pokusu. V této dob¢ doslo ke ztrat¢ dat z diivodu
odpojeni potenciostatu. Dale byla pozorovana i proudova hustota, ktera u obou potencialt
nartsta do 7 h méfeni a poté je jiz relativné konstantni. To odpovida i zmefené koncentraci
H20, pro tento pokus viz obrazek 9. Jak bylo pfedpokladano je zde pomérné velky rozdil
mezi hodnotami proudové hustoty u pouZitych potenciald, a to az 0 400 pA/cm?,

t (dny)

00 T L,

-200

ol

-300

j (UA/cm?)

—-08V -1 V. ——odpojeni potenciostatu

Obrdzek 10, graf zavislosti proudové hustoty na case pro potencial -0,8V a-1V
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4.2 VIiv elektrochemicky produkovaného peroxidu vodiku na bakterialni rist

Po charakterizaci elektrodového systému byly vybrany potencialy -0,8 V a -1 V pro aplikaci
Vv kultivacnich experimentech. Tato kapitola se zabyva priabéhem téchto kultivaci.

4.2.1 Kultivace s aplikovanym potencialem -0,8 V

Na zakladé ziskanych dat z ptedchazejici kapitoly byl pro prvni kultivacni experiment pouzit
potencial -0,8 V, kdy postup ptipravy a pribéhu vSech kultivacnich pokusi je popsan
v kapitole  3.25. Jako produkéni  mikroorganismus byla  vybrana = bakterie
Cupriavidus necator H16, jelikoz se jedna o modelovou produkci PHB. Samotny experiment
probihal v Sesti opakovanich s aplikovanym stresem (dale oznacovano jako skupina
potencial -0,8 V), dvou kontrolach s elektrodovym systémem (zadna produkce H20>)
a dvou kontrolach  bakteridlnich  kultivaci bez pfitomnosti elektrodového systému.
Stresor, vtomto piipadé produkce peroxidu vodiku, byl aplikovan ve 24 h kultivace.
A to z divodu potiebného naristu bakterialni kultury, protoze aplikace H2O> by mohla
zpomalit rast nebo i zabit kulturu, coz neni v z4jmu této prace. V prubéhu experimentu byly
kazdych 24 h odebirany vzorky pro stanoveni optické hustoty (OD) kultury a také pro zjisténi
obsahu PHB a biomasy v g/l. Vysledky téchto stanoveni jsou uvedeny v tabulce 4.
Kultivace byla ukon¢ena po 96 h. V prub&hu experimentu byla také méfena zavislost proudu
na Case, avSak tato data byla po ukonceni pokusu ztracena. Tento experiment se 1i$i od vSech
dalsich, protoze produkéni médium nebylo zaockovano 10 % inokula, ale pouze 5 %.
Jednalo se o0 pilotni experiment, podle kterého byly nasledné upraveny jak kultivaéni
parametry, tak i postupy odebirani vzorkl piedevsim z kultivaci z elektrodovymi systémem.

Tabulka 4, priimeérné hodnoty parametrii OD, koncentrace PHB a biomasy v g/l pro jednotlivé skupin

parametr t[h] Potencial -0,8 V | Kontrola s elektrodami Kontrola
24 4,80 +0,14 6,68 + 0,59 5,68 £ 0,81
48 20,25 +1,45 19,95 +2,76 22,05 +3,18
o 72 30,98 = 3,01 27,65+ 3,18 31,95+ 0,21
96 42,50 £531 41,60 + 10,32 47,15 £4,60
t[h] Potencial -0,8 V | Kontrola s elektrodami Kontrola
24 1,69 +£0,30 1,98 £ 0,06 1,45+ 0,00
Biomasa [g/l] 48 3,61 +£0,21 4,00+ 0,23 3,85+0,18
72 5,06 £0,17 5,29 +0,27 5,98 +0,17
96 5,99 +0,17 5,90 + 0,30 7,09 + 0,45
t[h] Potencial -0,8 V | Kontrola s elektrodami Kontrola
24 0,44 +£0,21 0,52 +0,15 0,42 +0,00
PHB [g/l] 48 2,52 +0,10 2,83 £0,07 2,58 £0,15
72 3,59+0,22 3,79 £0,21 4,17 £0,08
96 4,13 £0,21 4,16 £ 0,01 5,22 +0,50
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Opticka hustota bakterialni kultury je parametr, z kterého lze urcit rist daného kmene v case.
Z hodnot zapsanych Vv tabulce 4 je ziejmé, Ze vSechny skupiny v Case stale nartstaly
a nedochazelo k odumirani buné¢k. Je vSak patrné, ze z rostoucim ¢asem roste i chyba méteni,
ktera je nejvyssi v 96 h kultivace pro kontrolni skupinu s elektrodami. K této chybé mohlo
dojit pti ptipraveé vzorku pro stanoveni optické hustoty. Dals§i moznosti pro vznik této chyby
by mohla byt tvorba biofilmu na elektrodovém systému bez produkce H>O,. Tvrzeni,
ze U vSech skupin nedochdzelo k odumirani bunc¢k podporuje i dal§i ze stanovenych
parametru, ato koncentrace biomasy. Z tabulky je patrné, ze koncentrace biomasy rostla
Vv Case opét pro vSechny skupiny a od 72 h byl vyssi nartst biomasy u skupiny kontrola,
kde nebyl aplikovan stres ani nebyl vloZzen elektrodovy systém. Poslednim ze zméfenych
parametrt byla koncentrace PHB. Jelikoz jednim z cili této prace je navysit produkci tohoto
polymeru je koncentrace PHB velmi podstatny faktor. AvsSak z vysledkii zaznamenanych
vySe vyplyva, Ze nejlepSich vysledka s nejvy$sim obsahem PHB dosahla kontrolni skupina,
ato od 72 h kultivace. Vzorky, na které byl aplikovan stres vykazuji niz§i koncentraci PHB
i biomasy. Je tedy mozné, ze produkce H2O> v kultivaénim médiu méla negativni vliv na rust
bunék a produkci PHB a to po 48 h kultivace. Kdyz se zamétime na vysledky kontrolni
skupiny s elektrodovym systémem, lze tento piedpoklad vyvratit. Koncentrace PHB
a biomasy je porovnatelna pro stresovanou skupinu a kontrolni skupinu s elektrodovym
systémem. Zavérem prvniho kultivacniho experimentu s elektrodovym systémem je tedy to,
ze byl vyznamny rozdil mezi kontrolni skupinou a dal§imi dvéma skupinami. Avsak skupina
potencial -0,8 V a skupina kontrola s elektrodovymi systémy maji velmi podobné vysledky.
To by mohlo znamenat, ze vyvijeny H2O2 nema vyrazny vliv na rist bakteridlni kultury
ani na produkci PHB, a Ze pfitomnost elektrodového systému ovliviiuje bakterialni rust.
Bohuzel kvili ztrat¢ dat zaznamenané zavislosti proudu na ¢ase nelze porovnat produkci
H.0O, vtomto experimentu svysledky méfeni dlouhodobé tvorby H202 V pribéhu
experimentu byl také odebran vzorek pro stanoveni H>O. metodou z kapitoly 3.2.4.
Timto zpiisobem nebyl zjistén zadny obsah H20,. Je tedy mozné, ze vyprodukovany H2O>
okamzit¢ zreagoval s organickou hmotou a nemohlo dojit k jeho stanoveni.

4.2.2 Kultivace s vyssi produkei peroxidu vodiku

Vysledky prvniho pokusu naznacuji, ze aplikovany stresor nemél zadny vyznamny vliv
na produkci PHB ¢i rist bakterialni kultury. Je mozné, ze produkce H2O2 byla nedostate¢na
a buniky se stouto koncentraci vypoiadaly bez spusténi stresové odpovédi, ktera zahrnuje
zvySeni produkce PHB. Proto byl pro dalsi pokus vybran potencidl -1 V, jelikoZ pii tomto
potencialu vznika vétsi mnozstvi H2O2 viz obrazek 9. Kultivace probihala po dobu 144 h
tedy Sest dni, a stresovani bylo aplikovano po 24 h kultivace. Pocet vzorki ve skupinach byl
stejny jako v pfedchozim pokusu.
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Tabulka 5, priimérné hodnoty parametric OD, koncentrace PHB a biomasy v g/l pro jednotlivé skupiny

parametr t [dny] Potencial -1 V Kontrola s elektrodami Kontrola
1 8,16 + 0,25 6,79 £ 0,63 4,36 +0,80
2 24,24 £ 0,03 23,52 £ 0,01 16,26 + 0,02

ob 3 37,12+ 0,60 40,32+ 0,76 312+043
6 48,06 + 4,80 45,13 +£4,35 52,2 +1,56

t [dny] Potencial -1 V Kontrola s elektrodami Kontrola

1 4,00 £0,22 3,56 £0,06 2,49 +0,01

Biomasa [g/I] 2 8,29 + 0,58 7,40 £0,57 529 40,10
3 8,94 + 0,53 8,77 £0,27 7,49 + 0,33

6 8,12 £0,56 8,43 + 0,60 8,58 +£0,13

t [dny] Potencial -1 V Kontrola s elektrodami Kontrola

1 1,87 + 0,07 1,76 + 0,02 1,01 £0,12

PHB [g/1] 2 4,81 0,18 4,01 +0,28 2,69 £ 0,07
3 5,29 +£0,57 5,54 +£ 0,00 4,14 £0,39

6 4,32 +£0,49 4,72 £ 0,61 4,98 £0,89

V tabulce 5 jsou uvedeny vysledky méfeni jednotlivych parametri. U hodnot optické hustoty
je opét ziejma chyba meéfeni, a to hlavné pro Sesty den kultivace. Proto bude pribéh
experimentu popsan podle parametru koncentrace biomasy. Podle ziskanych hodnot
koncentrace biomasy je patrny rozdil mezi skupinami uz od pocatku kultivace. Jiz v prvnim
dni, tedy pted aplikaci stresu, je koncentrace biomasy pro skupinu potencial -1V vyssi
nez pro dve zbylé skupiny. Vyrazny rozdil je hlavné mezi touto skupinou a skupinou kontrola.
Tento poznatek by mohlo podpofit domnénku, Ze jiz pouze ptitomnost elektrodového systému
ma vliv na rust bakterialni kultury. Po aplikaci stresu byla koncentrace biomasy
pro stresovanou skupinu opét nejvyssi a stejné tak koncentrace PHB. Ze vzorkti odebranych
tretiho dne kultivace je ziejmé, ze vzorky ze skupiny kontrola s elektrodovym systémem
a skupina potencial -1V dosahly svého maxima jak v koncentraci biomasy, tak i PHB.
Sesty den doslo u obou skupin k poklesu, hlavné pak v koncentraci PHB.

To by mohlo znamenat, Ze bakterie zacaly rozkladat PHB a vyuZivat ho jako zdroj uhliku.
Druhou moznosti je, ze by koncentrace H202 byla tak vysoka, ze by bakterie aktivovaly jednu
ze svych moznych stresovych odpovédi. A zacaly rozkladat PHB na methylesterifikované
oligomery, které bunice pomahaji vyrovnat se se stresovymi podminkami [46]. Tato moznost
je v8ak nepravdépodobna, jelikoz k poklesu obsahu PHB doslo i u kontrolni skupiny
s elektrodovym systémem, kde nebyl aplikovan Zadny stresor. Pravdépodobnéjsi je prvni
tvrzeni, Ze bakterie zacaly rozkladat PHB a vyuZivat ho pro svij rist. To by naznacovalo,
ze doslo k vy€erpani primarniho zdroje uhliku, fruktézy. Rychly nartist bakteridlni kultury
by tuto myslenku mohl potvrdit. Skupina kontrola méla pomalejsi rlst, jak je zjevné
z vysledka v tabulce 5, a maxima koncentrace biomasy i PHB dosahla Sest¢ho dne na rozdil
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od dvou zbylych skupin. Zavérem lze fici, Ze ptitomnost elektrodového systému v médiu ma
pozitivni vliv na rast bakterialni kultury. Pokud bychom se zamérili na to, zda byl v tomto
pokusu patrny vliv H2O2 bylo by to pouze druhy dne kultivace, poté co byl stres aplikovan
den pfedtim. Nejvyssi obsah PHB 4,81 £0,18 g/l je u vzorkli stresované skupiny,
a to s nejvétsim rozdilem oproti jinym dniim kultivace. 1 z grafu zavislosti proudové hustoty
na Case (obrazek 11), je zfejmé, ze produkce H.O> byla nejvyssi do druhého dne Kkultivace.
Na obrazku 11 lze vidét, ze do druhého dne kultivace jsou hodnoty proudové hustoty nejvyssi.
Je tedy pravdépodobné, Ze v tomto ¢ase dochazelo k nejvyssimu poctu redukcénich reakei,
tudiz bylo vyprodukovano nejvice H2O2. Ten mohl spustit stresovou odpoveéd bungk,
ktera ve vysledku zptsobila prebytek acetyl-CoA, vychozi slouceniny potiebné pro PHA
syntézu [44].
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bez bakterii s bakteriemi ——odpojeni potenciostatu

Obrazek 11, graf zavislosti proudové hustoty na case pro médium bez bakterii a s bakteriemi

V ramci experimentu byla rovnéz stanovena zavislost proudové hustoty na Case pro tento
pokus (s bakteriemi) astejnd zavislost ziskana pii méfeni dlouhodobé produkce H20>
V produkénim médiu bez bakterii (viz obrazek 11). Osa Casu je uvedena ve dnech od aplikace
stresu, coz znamena od prvniho dne kultivace, kdy zao¢kovani produkéniho média je nulty
den. Stres byl tedy aplikovan po dobu péti dni a celkova doba kultivace byla Sest dni.
Jak muzete vidét na obrazku 11 pro médium s bakterialni kulturou, roste proudova hustota
do prvniho dne po spusténi a poté klesa. Pii porovnani kiivek média s bakteriemi a bez,
je patrné, ze médium bez bakterii ma vyrazné vyss§i hodnotu proudové hustoty nez médium
s bakteriemi. To naznacuje, ze u kultivaéniho pokusu dochazi k niz§imu poctu redukénich
reakci. Jednim z moZnych vysvétleni tohoto poklesu je to, Ze podminky kultivace pouzité
bakterie Cupriavidus necator H16 jsou aerobni. To znamena, ze bakterie ke svému rustu
vyuzivaji  kyslik, jako finalni akceptor elektronii v elektron-transportnim fetézci.
Kyslik v médiu je tedy spotfebovavan bakteridlnimi buitkami, a nemlze byt zcela pouZit
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pro produkci H>O. Tato bakterie muze byt kultivovana i za anaerobnich podminek,
ale v tomto experimentu se zamétujeme pouze na aerobni zpisob kultivace [78].

4.2.3 Rust bakterialni kultury za stresovych podminek

Pro zjisténi pribéhu bakterialniho ristu a ovéfeni jiz ziskanych dat pii kultivacnich
experimentech s elektrodovymi systémy byl proveden tieti experiment, ktery probihal
po dobu osmi dni. Pro tento pokus byl pouzit jak potencial -0,8 V, tak i -1 V. Pocet vzorka
byl ¢tyfi opakovani pro kazdy potencial, dvé kultivace pro skupinu kontrola s elektrodami
a kontrola bez elektrodového systému. Na nasledujicich grafech (viz obrazek 12a-d)
je znazornén vyvoj kultivaéniho experimentu z hlediska koncentrace biomasy, PHB a optické
hustoty pro jednotlivé dny. V prubéhu tohoto pokusu bylo zjisténo, Ze jeden ze systému,
na ktery byl ptfivadén potencial -0,8 V ma velmi odlisny priabéh od ostatnich. Po bliz§Sim
pozorovani bylo objeveno, ze dochéazi k aplikaci jiného potencialu nez -0,8 V z divodu
ponicené referencni elektrody. Tento vzorek byl proto vyfazen a neni zahrnut do vysledkd.
Dal§im z vyfazenych vzorkli byl vzorek ze skupiny kontrola s elektrodovym systémem,
a to z divodu velmi odliSného riistu kultury. Optické hustota tohoto vzorku byla vyrazné niZsi
nez u ostatnich, stejné tak obsah biomasy. Prib&éh experimentu pro jednotlivé skupiny
je znazornén na obrazku 12.
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Obrazek 12, graf zavislosti optické hustoty, koncentrace PHB a biomasy na case pro jednotlivé
skupiny vzorki.

Rist bakterialni kultury jde nejlépe popsat riistovou kiivkou, zavislosti poctu bunék na Case,
kterd je rozdélena na né€kolik fazi. Prvniz nich je lag faze, bunky se uzplsobuji novym
podminkam. Poté nastava faze exponencialni, pro tuto fazi je typicky rychly rist kultury.
Nasleduje faze stacionarni, kdy je pocet vznikajicich a odumirajicich bun¢k vyrovnany.
V této fazi také dochazi k syntéze sekundarnich metaboliti. Posledni fazi je takzvana faze
odumirani [79]. Vramci této prace je rastova kfivka v tomto experimentu zavislosti
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koncentrace biomasy na Case. Vysledky této kultivace jsou uvedeny na obrazku 12a-d.
Pro skupinu -0,8 V je vidét rychly rast kultury do druhého dne kultivace (viz obrazek 12a).
V tento den tedy kon¢i exponencidlni faze ristu a dale nastava stacionarni. V této fazi by méla
byt produkce PHB nejvyssi coz také odpovida, tato faze trva od druhého do ¢tvrtého dne
kultivace. Ctvrtého dne je jiZz patrny Gbytek koncentrace biomasy i PHB a je ziejmé, ze dale
dochazi jiz k odumirani bun€k takzvand faze odumirani. Prabé¢h ristové kiivky pro vzorky
skupiny potencial -1 V je odlisny od piedchozi skupiny. Exponencialni faze konci az tieti den
a poté se jiz snizuje koncentrace biomasy v ¢ase, dochazi k postupnému odumirani.
V dusledku toho stacionarni fdze neni zjevna pro tuto skupinu. Obsah PHB je nejvyssi
téz treti den. Kontrolni skupina by méla mit typicky prib¢eh ristové kiivky (viz obrazek 12c¢),
exponencialni faze trva do tfetiho dne, a tu nasleduje stacionarni, ktera trva az do Sestého dne
pokusu. Poté je na prubéhu kiivky patrny pokles koncentrace biomasy odpovidajici fazi
odumirani. Nejvyssi koncentrace PHB bylo dosazeno ctvrtého dne, tedy ve staciondrni fazi.
Posledni skupinou je kontrolni skupina s elektrodovym systémem. Jako u piedchozi skupiny
kon¢i rustova faze tietiho dne. Nasleduje lehky pokles v koncentraci biomasy a od ¢tvrtého
dne je mozné fici, Ze je koncentrace konstantni. Obé& kontrolni skupiny maji od ctvrtého dne
relativné konstantni koncentraci biomasy i PHB. U stresovanych skupin je patrny pokles jak
v koncentraci biomasy, tak i PHB. Tyto vysledky by mohly potvrdit vySe zminénou
domnénku, Ze po tfetim dni kultivace zacinaji bakterie rozkladat PHB a vzniklé slouceniny
vyuzivaji k ochran¢ bunky pied oxida¢nim stresem viz kapitola 2.2.2 [46]. Bakterialni buiiky
tak zacinaji reagovat na vyS$§i hladinu stresoru, vtomto piipadé H20.. Je mozné,
ze koncentrace H2O: je piili§ vysoka a nepodporuje tvorbu PHB, ale spise jeho rozklad
¢1 odumirani bunék.

4.2.3.1 Porovnani proudovych hustot pro médium s bakteriemi a bez bakterii

V ramci charakterizace kultivaci s elektrodovym systémem byly i v tomto pfipad¢ stanoveny
proudové hustoty naméiené pro skupiny potencial -0,8 V a potencial -1 V. Obrazek 13
znazornuje proudovou hustotu ziskanou pro potencial -0,8 Vv médiu s bakteriemi
a bez bakterii. Z prab¢hu zavislosti pro médium s bakteriemi je ziejmé, Ze proudova hustota
roste vcase a okolo druhého dne od aplikace stresu je relativné konstantni.
Piky, které se objevuji v prub&hu kiivky jsou piesné v ¢asech, kdy doslo k odbéru vzorku
a bylo pozastaveno tfepani. V porovnani s médiem bez bakterii je jasné, Ze doslo k poklesu
proudové hustoty, a tudiz nedochazelo k takové produkci H20> jak bylo ptedpokladano (okolo
210 uM). Nicméné podle vysledkt je mozné Fici, ze koncentrace H20> se s rostoucim ¢asem
zvySuje. RovnéZz lze pomoci proudové hustoty konstatovat, ze se pocet redukcénich reakei
nesnizuje (v prabéhu kiivky od 3. dne kultivace), tudiz je pravdépodobné, ze obsah H20:
je stale stejny. Tato skuteénost by mohla byt vysvétlenim pro odumirani stresovanych bunék
zacinajici po tietim dni kultivace (viz obrazek 12a-b). Je mozné, Ze bakterie se od tfetiho dne
nedokaZi vyrovnat s permanentni ptitomnosti H202 a za¢inaji umirat.
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——bez bakterii s bakteriemi

Obrazek 13, graf zavislosti proudové hustoty na case pro skupinu potencial -0,8 VvV porovnani
S médiem bez bakterii

Oproti potencialu -0,8 V byl stanoven pro potencial -1 V Uplné jiny pribéh této zavislosti
(viz obrazek 14) Do prvniho dne po Spusténi stresu proudova hustota prudce nartista a poté
dochazi k poklesu. Lze tedy fici, Ze u vzorku, kde byl aplikovan potencial -1V dochazi
rychleji ke spotfebovani kysliku a k vyssi produkci H2O2 nez u potencialu -0,8 V. Vysledky
skupiny potencial -1 V by mély byt nejvice ovlivnény vznikajicim H202. AvsSak podobny
pribéh rustu lze vidét i u skupiny -0,8 V, jak bylo popsano vyse. Zde byla také vyjadiena
mySlenka, Ze koncentrace H.O; je v pozdé¢jsi fazi kultivace pfilis§ vysokd a dochazi
k odumirani bun¢k z této pficiny. Ale to, ze vysledky stresovanych skupin u obou potenciali
jsou tak podobné této teorii nenasvédCuje. Na zakladé nameétfenych proudovych hustot
je ziejmé (obrazek 13 a 14), ze elektrodovy systém, na ktery byl aplikovan potencial
-1V by mél tvorit mnohem vice H202 nez ten, kde byl pouzit potencial -0,8 V. Proudova
hustota pro potencial -1V se pohybuje Vrozmezi -100 az -400 pA/cm?, zatimco
u potencialu -0,8 V okolo -40 pA/cm?. Pravdépodobné tedy je, Ze na odumirani bunék
po tfetim dni kultivace nemd vliv koncentrace H20,, ale spiSe vycCerpani fruktdzy
jakozto zdroje uhliku pro rist bakterii. Kdyby byl v tomto experimentu vice ziejmy vliv H20-
muselo by dojit k nadprodukci PHB, anebo k rychlejsimu odumirani ¢i zpomaleni ristu
bakteridlnich bunék.
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Obrazek 14, graf zavislosti proudové hustoty na case pro skupinu potencial -1V s porovnanim
S médiem bez bakterii

4.3 Stanoveni obsahu kysliku

Z duvodu vysledka piedchozich kultivaénich experimentd, bylo rozhodnuto stanovit obsah
kysliku v kultivaénim médiu, jelikoz je to dulezity faktor pro tvorbu H.0,. Jak jiz bylo
zminéno v kapitole 4.1 peroxid vodiku je tvofen redukci kysliku na pracovni elektrod¢,
ktera je zcela ponofena do kultivaéniho média. Stanovenim obsahu kysliku je tedy mozné
zjistit kolik H2O2 1ze maximalné produkovat v kultivaénim médiu spole¢né s bakteriemi.
Postup, ktery byl pouzit pro tento kol je popsan v kapitole 3.2.8. V médiu je stanoven
parcialni tlak rozpusténého kysliku pti atmosférickém tlaku a laboratorni teploté.

Meéieni bylo provedeno dvakrat a vysledky jsou znazornény na obrazku 15. Z grafu je patrné,
7e na zacatku kultivace je obsah kysliku mezi 14-16 % a postupné klesa az do Sesté hodiny
kultivace. Poté klesne koncentrace kysliku na 0% a zdstane na této hodnoté az do konce
kultivace. Pficemz rozdil mezi jednotlivymi méfenimi mohl byt zptsoben kalibraci senzoru,
kdy pted kazdym stanovenim bylo nutné senzor zkalibrovat. Diky ¢emuz mohla vzniknout
odchylka, jelikoz podminky kalibrace se mohly lisit, zejména laboratorni teplota. Z vysledki
je tedy ziejmé, Ze po Sesté hoding kultivace jiz neni zadny kyslik v médiu. Senzor byl umistén
uprostfed média, jak je zobrazeno na obrazku 16. Jak uz bylo vySe zminéno, pouZity
mikroorganismus Cupriavidus necator H16 muze rist v aerobnich i anaerobnich podminkach.
Pro anaerobni podminky je typickd dlouha lag faze a nizkd produkce biomasy [78].
Avsak v pribéhu pokusu byl viditelny nértst kultury toto zakaleni média je dobte viditelné na
obrazku 16. Na konci obou méfeni byl také odebran vzorek pro stanoveni koncentrace
biomasy. Pro prvni méfeni byla koncentrace 7,88 + 0,13 g/l a pro druhé 8,01 + 0,28 g/l.
Jelikoz kultivaéni podminky byly stejné pro tento pokus i pokusy s elektrodovymi systémy
muzeme porovnat prubeh ristu bakteridlni kultury pro tento pokus s vysledky
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z kapitoly 4.2.3. Zde mizeme vidét ristovou kiivku pro kontrolni skupinu na obrazku 12c.
Na této kiivce neni zfejma dlouhd lag faze ani nizka koncentrace biomasy. Je tedy mozné fici,
ze se stale jednd o aerobni podminky. Stanoveny nulovy obsah kysliku v médiu by mohl
znamenat, ze dochazi k malé difuzi vzdusného Kysliku do média anebo, ze rozpustény kyslik
je ptevazné u hladiny ¢i ihned spotfebovavan bakteriemi, a proto nelze stanovit. V obou
ptipadech nemtize vznikat H2O> redukci kysliku, v takovém méfitku, jak bylo oc¢ekavano,
jestli viibec k né¢jaké produkci peroxidu vodiku v médiu dochazi.

——druhé meéreni

— prvni meieni

t (dny)

Obrdazek 15, zavislost koncentrace kysliku na case

Obrazek 16, méreni koncentrace Oz V pritbehu kultivace, cerny kiizek oznacuje umisténi snimaci casti

senzor
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Je tedy otazkou, k jakym reakcim tedy muze dochazet v kultivaénim médiu s bakteriemi,
kdyz zde neni ptitomny kyslik. Podle hodnot proudové hustoty ziskanych z pfedchozich
experimentl, dochazi v kultivaénim médiu k redukénim reakcim. Téchto reakci je vSak méné
vyuzivani kysliku bakteriemi. Tudiz k produkci H2O2 neni pouzit veskery obsah kysliku,
ale pouze ten, ktery bakterie nespotiebuji. Novy poznatek o tom, ze v médiu pravdépodobné
neni zadny kyslik tuto myslenku vyvraci. Jaké dalsi latky by tedy mohly byt redukovany
v médiu krom¢ zminéného kysliku. Pfi pouziti potencidlu -1V by mohlo dochazet
k elektrolyze vody, kdy dochazi k redukci vody a vyvoji vodiku na katodé a oxidaci vody
a vyvoji kysliku na anodé. Pokud by v médiu vznikal kyslik a vodik mohlo by dochazet
k zvyseni koncentrace biomasy v médiu. Nebot' kyslik zastava roli finalniho akceptoru
elektroni a vodik ma funkci donoru elektronii u chemolithotrofniho metabolismu.
Nami zvolena bakterie Cupriavidus necator H16 je schopna vyuzivat jak chemolithotrofni,
tak 1 heterotrofni metabolismus. V ramci této prace by to mohlo znamenat, Ze v ptipadé
vyCerpani fruktozy, jakozto organického substratu pro heterotrofni metabolismus,
zacne bakterie vyuzivat chemolithotrofni cestu, ve které je zdrojem uhliku CO2 [78].
Avsak pfi porovnani koncentraci biomasy pro stresovanou skupinu a kontrolni skupinu
s elektrodovym systémem je zfejmé, Ze koncentrace biomasy je relativné stejna
viz kapitola 4.2.3. Pokud tedy dochazelo k elektrolyze vody nebylo to v takovém méfitku,
aby to ovlivnilo bakterialni kulturu.

Dalsi moznou reakci je redukce fruktozy na sorbitol a manitol. Poté jsou v médiu pfitomny
jen soli a bakteridlni bunky, pfipadné odpadni latky vznikl¢é béhem bakteridlni kultivace.
Cupriavidus necator H16 neni elektro-aktivni organismus, takze je velmi nepravdépodobné,
ze by dochazelo k vyméné elektronti s bakterialnimi buiikami. Pravdépodobnéjsi je tedy
redukce fruktozy na sorbitol a manitol. Ve studii od Creus et. al. zroku 2023 je popsana
elektrochemicka redukce fruktézy za vzniku sorbitolu a manitolu. V praci byla pouzita
meédeéna katoda a jednalo se o dvoukomorovy ¢lanek. Vysledkem této prace bylo navyseni
konverze fruktdzy na své redukované formy, a to az na 77 %. Pouzity roztok m¢l 0,1 M
koncentraci fruktézy v 0,12 M PHB pfi pH 11,3. Podminky produkce byly nasledujici proud
-20 mA, proudova hustota -5,3 mA/cm? a aplikace 1,37 V vs. RHE oxidaé¢ni pulz po dobu
5 s kazdych 5 min, ten byl aplikovan pro zajisténi stability médéné elektrody. V této studii byl
pouzit galvanostaticky mod. Vysledkem této studie je, ze lze ziskat sorbitol a manitol
elektrochemickou redukci fruktézy v pomérné vysoké koncentraci [80]. V této praci je pouzit
zcela jiny elektrochemicky systém i podminky. Pro pouzité materidly nebyl nalezen ¢lanek
popisujici redukéni reakce fruktozy, ale je mozné Ze k nim v médiu dochazi. Porovnanim
proudovych hustot v médiu s a bez bakterii je zfejmé, ze hodnoty této veli¢iny nartstaji
do uréitého bodu a poté je proudova hustota relativné konstantni az do konce experimentu.
Fruktéza je vSak vyuzivana bakteriemi pro svij rast. TakZze pokud bychom piedpokladali,
ze hlavni redukéni reakce je reakce fruktézy muselo by dochazet k poklesu proudové hustoty
Vv Case, z diivodu spotiebovani fruktozy pro rist bunck.
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4.4 Novy typ pracovni elektrody

Novy typ pracovni elektrody byl navrhnut diky doposud ziskanym poznatkiim
(viz obrazek 17). Bylo zjisténo, ze obsah kysliku je v kultivaénim médiu nulovy od 6 h
kultivace. Nemuize tedy dochazet k redukci kysliku na peroxid vodiku. Proto bylo navrhnuto
vyménit ocelovy drat, jez zastava funkci pracovni elektrody za ocelovou miizku. Tato miizka
byla v Erlenmeyerové bance umisténa tak, aby byla zpoloviny ponofena v médiu
a z poloviny nad hladinou média. Plocha miizky byla ptiblizné stejna jako plocha ocelového
dratu ve starém systému. Diky michani na tfepacce dochazelo k omyvani celkového povrchu
miizKy, a pro tvorbu H20> tak mohl byt vyuzit i vzdusny kyslik.

‘W

Obrazek 17, novy typ elektrodového systému S Miizkou ponorenou Z poloviny do kultivacniho média

U takto obmeénéného elektrodového systému byla zméfena dlouhodoba produkce H20-
pro potencial -0,8 V a -1 V. Vysledky tohoto méfeni jsou znazornény na obrazku 18, kde jsou
porovnany se starSim typem elektrodového systému. Z grafu zavislosti koncentrace na Case
je ziejmé, ze pii pouziti nového typu elektrodového systému se zvysi produkce peroxidu
vodiku. Konkrétné pro potencidl -0,8 V se zvysi tvorba H202 0 61,92 % a pro potencial -1 V
041,07 %. Lze tedy konstatovat, ze novy typ elektrodového systému ma vyrazné¢ vyssi
produkci H20. nez piedchozi typ. Coz znamena, ze dokaze vyuzivat vzdusny kyslik
pro redukéni reakce, jelikoz pro potencial -0,8 V se koncentrace H.O. pohybuje okolo
650 uM a pro -1V okolo 600 uM. Zajimavé je, ze pro stary elektrodovy systém byla
koncentrace H20: v ¢ase vyssi pro potencial -1 V. Pro novy elektrodovy systém je vyssi
pii pouziti potencidlu -0,8 V. Vysvétlenim tohoto tikazu je nejspiSe to, ze potencial -0,8
V je lepsi pro tento typ redukce kysliku, kde se vyuziva i vzdusny kyslik. Proto byl tento
potencial vybran i pro nasledujici kultivac¢ni experiment.
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Obrazek 18, zavislost koncentrace H;O; na case pro elektrodovy systéem s mrizkou a elektrodovy
system s dratem pro potencial -0,8Va-1V

Rovnéz byla pro novy elektrodovy systém stanovena zavislost proudové hustoty na Case
pro potencial -0,8 V (viz obrazek 19). Roztfepeni kifivky pro proudovou hustotu
u elektrodového systému s miizkou je zpiisobeno nedokonalym kontaktem mezi miizkou
a konektorem, jelikoz nebylo mozné k nému miizku ptipajet. Na grafu je zietelné¢ vidét,
ze novy typ elektrodového systému ma vyssi proudovou hustotu po celou dobu métenti, a to az
0100 pA/cm? Na zaGatku méfeni muiZeme vidét rychly narist proudové hustoty, ktery
se poté¢ vraci a zistava relativné konstantni az do konce méfeni. Tento narGist mohl byt
zpusoben tim, Ze v médiu je na zacatku vice Oz a jeho koncentrace se v Case snizuje
pii produkci H202. Dalsi mozné vysvétlenim by mohlo byt, Zze doslo k upravé elektrodového
systému, a tudiz k posunuti miizky. Plocha miizky jiz nemusela byt z poloviny v médiu,
ale vice nez z poloviny. Coz by znamenalo, Zze vzdu$ny kyslik byl méné vyuzivan pro tvorbu
H.0,.
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Obrdzek 19, graf zdavislost proudové hustoty na case pro potencial -0,8 V pro stary (drdt) a novy
(mrizka) typ elektrodového systému

4.5 Kaultivace s novym typem elektrodového systému

Po charakterizaci nového elektrodového systému, na ktery byl aplikovan potencial -0,8 V
(viz kapitola 4.4), byl tento systém vyuzit v ramci bakterialnich kultivaci za u¢elem navyseni
produkce PHB. A jak jiz bylo zminéno vySe, tento potencial byl vybran z divodu vyssi
produkce H.O2 nez u potencial -1 V. V tomto experimentu bylo o¢ekavano, ze bakterialni
bunky budou vystaveny vyssi koncentraci H2O», a tudiz by mohla byt pozorovdna vétsi
stresova odpovéd’ bunék nez v pfedchozich kultivaénich experimentech. Pro tento pokus byl
postup opét stejny jako v kapitole 3.2.5. Ale bylo dbano na to, aby se pii kazdém odbéru
upravil elektrodovy systém tak, aby byla miizka vzdy z poloviny v kultivaénim médiu.
Stresovani bylo zapnuto po prvnim dni Kultivace, jako u pfedchozich pokust, aby tyto pokusy
mohly byt porovnany. Samotny experimenttrval sedm dni. Ve skupiné s aplikovanym
potencialem bylo Sest vzorkut, skupina kontrola s elektrodovym systémem méla dva vzorky
akontrola bez elektrodového systému také dva. | vtomto experimentu byly
kultivace zkoumany z hlediska OD, koncentrace biomasy a mnozstvi naprodukovaného PHB
(viz tabulka 6).

Tabulka 6, vysledné hodnoty optické hustoty, koncentrace biomasy a PHB pro vsechny skupiny

parametr t [dny] Potencial -0,8 V Kontrola s elektrodami Kontrola
1 20,75 £2,24 22,72 +£2,40 13,78 £ 0,04
2 37,54 £ 3,47 34,17 +1,31 24,78 +£2,44
OD [-] 3 47,83 +7,35 36,70 + 5,83 35,20 + 2,48
4 43,24 +£4,01 34,40 £5,01 44,53 +£5,76
7 46,61 +£2,41 38,15+ 3,83 42,88 £2.23
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parametr t [dny] Potencial -0,8 V Kontrola s elektrodami Kontrola
1 3,57+0,23 3,57+0,25 2,45 +0,04

2 7,44 + 0,38 7,70 £ 0,25 5,05+0,11

Biomasa [g/1] 3 8,50 +0,74 6,26 + 0,48 7,09 £ 0,61
4 8,07 +£0,28 6,19 + 0,51 7,81 +1,29

7 7,24 + 0,66 5,92 £ 0,57 7,50 +£ 0,55

t [dny] Potencial -0,8 V Kontrola s elektrodami Kontrola

1 1,43 +0,11 1,41 + 0,05 0,90 + 0,05

PHB [g/l] 2 3,67 +£0,17 3,68 + 0,07 2,48 + 0,33
3 4,34 £0,55 2,69 +0,39 3,84 £0,43

4 4,03 +0,49 2,59 + 0,46 4,46 £0,89

7 3,63 +0,39 2,27 +0,76 3,86 £0,37

Pied aplikaci stresu byla koncentrace biomasy stejna pro skupinu potencial -0,8 V a kontrolu
s elektrodovym systémem stejné tak opticka hustota a koncentrace PHB. U skupiny kontrola
jsou vSechny parametry niz$i nez u dvou ostatnich. Opét bylo potvrzeno, Ze pouha pfitomnost
elektrodového systému podporuje riast bakteridlni kultury. Nejvyssi koncentrace biomasy
a PHB byla stanovena ve tietim dni kultivace pro skupinu potencial -0,8 V. Poté dochazi
k poklesu obou koncentraci. Pro skupinu kontrola s elektrodami koncentrace PHB a biomasy
dosahne maxima V druhém dni, a poté dochazi k poklesu. Kontrolni skupina ma opét
pomalejsi narGist a nejvys$si koncentrace PHB dosdhne ve ¢tvrtém dni Kultivace.
V tomto pokusu je poprvé patrny vliv H2O. Stresovana skupina dosdhne ve tietim dni
koncentrace 4,34 + 0,55 g/l PHB. U kontrolni skupiny byl obsah PHB 4,46 +0,89 gll,
ato ¢tvrty den kultivace. Kdyz porovname ob¢é hodnoty PHB je ziejmé, Ze obsah PHB
U kontrolni skupiny je sice vyssi, ale také ma vyssi odchylku. Mizeme tedy konstatovat,
ze pouzitim nového elektrodového systému dosahneme vysoké koncentrace biomasy 1 PHB,
a to jiz treti den kultivace.

V pribéhu experimentu byla métfena i zavislost proudové hustoty na case (viz obrazek 20),
kdy médium s bakteriemi ma opét nizsi proudovou hustotu oproti médiu bez bakterii.
Nartst proudové hustoty je zpocatku pomaly a od ¢tvrtého dne je jiz prakticky konstantni.
Rozdil mezi kiivkami pro médium s a bez bakterii je skoro o 150 pA/cm? To znamen4,
ze produkce H20: je opét vyrazné niz§i nez u méfeni dlouhodobé produkce peroxidu vodiku
pro médium bez pritomnosti bakterii.
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Obrazek 20, graf zavislosti proudové hustoty na case pro médium sa bez bakterii, pouzity
potencial -0,8 V

Po ukonceni experimentu bylo u nékterych elektrodovych systému objeveno pokryti miizky
pracovni elektrody bakteriemi. Na obrazku 21 je porovnani elektrodového systému,
ktery produkoval H>O; (obrazek 21a) a dalsiho, ktery slouzil jako kontrola (obrazek 21b).
Je ziejmé, Ze u kontrolni skupiny je pokryti elektrody bakteriemi hustsi. Produkce H20, tedy
elektrodovy systém brani proti vzniku biofilmu, ale nedostatecné. I na tomto systému
je zietelné pokryti biofilmem. U pouzité bakterie Cupriavidus necator H16 neni vznik
biofilmu typicky pro tento typ kultivace [81, 82]. Mohlo tedy dojit k shlukovani bunék
V mezerach miizky. Nicméné vznik tohoto pokryti at’ uz biofilmu nebo jen shluku bunck,
muze byt zodpovédné za rozdily ve vzorcich skupiny kontrola s elektrodovymi systémy.

Obrazek 21, elektrodovy systém po ukonceni kultivace, a) elektrodovy systém na kterém probihala
produkce H.O, b) elektrodovy systém kontrolni skupiny
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4.5.1 Porovnani kultivace se starym a novym elektrodovym systémem

Diky naméfenym datim jsme porovnali proudové hustoty pro experiment s novym a starym
typem elektrodovych systému (viz obrazek 22). Zajimavé je, ze zacatek kiivky proudové
hustoty je pro oba typy systému ve stejném rozsahu. K rozdé¢leni kiivek dochazi az ptred
druhym dnem od aplikace stresu. Poté je jiz proudova hustota pro novy systém s miizkou
stale vyssi cca 0 20 pA/cm?. To ze od aplikace potencidlu dochézelo skoro ke stejnému poétu
redukénich reakci u obou systému by mohlo byt vysvétleno ndsledovné. Na obrazku 21
je viditelné pokryti elektrody bakteriemi. Tim mohlo dojit ke sniZeni plochy elektrody, a to by
vedlo K niz§imu poctu redukénich reakci. AvsSak v prubéhu kultivace mohl byt biofilm
caste¢né odstranén vznikajicim H2O2 a vyuzitelnd plocha pro redukci by se opét zvysila.
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Obrazek 22, zavislost proudové hustoty na case pro pokus s novym typem elektrodového systému
a starym typem systému z kapitoly 4.2.3

Z hlediska porovnani produkce biomasy a PHB u vzorki zpokusu se starym a novym
systémem, byl vybran tieti den kultivace, jelikoZ pro oba pokusy bylo v tuto dobu dosazeno
nejvyssi koncentrace PHB a biomasy (viz obrdzek 23). Hodnoty pro stary systém jsou
z kapitoly 4.2.3. Koncentrace biomasy je nejvyssi pro novy systém (8,50 + 0,74 g/l), poté pro
stary s pouzitym potencialem -0,8 V (8,30 + 0,78 g/l) a nejnizsi pro potencial -1 V u starého
systému (8,19 + 0,78 g/l). Avsak tyto rozdily nejsou nijak vyznamné. To plati i pro obsah
PHB. U tohoto parametru je vyssi koncentrace u skupiny potencial -0,8 V pro stary systém
(4,92 £ 0,54 g/l), poté pro stejny systém potencial -1 V (4,62 + 0,85 g/l) a nejnizsi koncentraci
PHB ma novy systém s potencialem -0,8 V (4,34 + 0,55 g/lI). Tyto vysledky jsou piekvapivé
zvlasté proto, ze podle proudovych hustot (viz obrazek 22) ma dochazet k vice redukénim
reakcim pfi pouZziti nového systému. Dale bylo pfi stanoveni obsahu O2 zjiSté€no, ze v médiu
zadny kyslik neni od 6 h kultivace a potencial je aplikovan az v 24 h. Proto byl navrhnut novy
systém, ktery vyuziva i vzdusny kyslik k redukci na H>O». Piedpoklad pro tento pokus byl
takovy, ze zde bude vliv H2O2 vyraznéjsi. Ale vysledky ukazuji, ze obsah PHB je pro tento
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pokus nizsi nez u predchozich se starym elektrodovym systémem. Je tedy mozné,
ze koncentrace peroxidu vodiku je stidle nizkd pro Spusténi chténé stresové odpovédi.
Ktera spo¢iva v tom, ze je produkovan nadbytek NADPH a dojde tak k zablokovani
citritového cyklu. To znamend, Zze se hromadi acetylCoA, ktery muze bunka vyuzit pro
syntézu PHB [44]. Pii porovnani vysledku je zjevné, ze elektrodovy systém musi mit né&jaky
vliv na bakterialni kulturu i bez produkce H20,. A to hlavné z divodu rychlejsiho ristu
kultury.

Ebiomasa ®=PHB

10 r
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B s
° oy
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1
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potencial -0,8 V potencial -1 V potencial -0,8 V
— !
Stary systém Novy systém

Obrdazek 23, porovnant koncentrace biomasy a PHB pro novy a stary systém

V tomto experimentu bylo zjisténo, Ze kontrolni skupina s elektrodovym systémem ma
odlisny pribch ristu od pfedchozich pokust. Pro experiment s novym systémem je rist
podobny se stresovanou skupinou jen do druhého dne kultivace a poté se zpomaluje. Nejvyssi
koncentrace biomasy pro kontrolni skupinu s novym elektrodovym systém je 7,70 + 0,25 g/l
aPHB 3,68 = 0,07 g/l. U kontrolni skupiny se starym systém byla nejvyssi koncentrace
biomasy 8,64 + 0,13 g/l aPHB 5,33 + 0,30 g/l (hodnoty jsou zprimérované z vysledka
kapitoly 4.2.2 a 4.2.3). Moznym vysvétlenim je pouziti miizky jako pracovni elektrody.
Je mozné, ze tvorbou biofilmu ¢i shlukii na mfiZzce se sniZzuje obsah biomasy v médiu.
Tudiz z odebraného vzorku ur¢ime nizsi koncentraci, nez je opravdova, protoze ¢ast bunck je
zachycend na elektrodovém systému. To také vysvétluje zavér predchozi kapitoly 4.5, kde je
uvedeno, ze v experimentu Snovym elektrodovym systémem byl patrny vliv H20..
Ve zminéné Kapitole je feceno, ze vzorek stresované skupiny ma nejvys$si koncentraci
biomasy a PHB Vv porovnani s kontrolni skupinou. Pokud vsak tyto vysledky porovname
S kontrolni skupinou se starym elektrodovym systémem je ziejmé, Ze ani pro novy
elektrodovy systém neni patrny vliv H202.
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4.6 Vliv stari kultury na stresovou odpovéd’ bakterii

Novy elektrodovy systém byl vyzkousSen i S ohledem na staii kultury a aplikaci vybraného
stresu. V tomto ptipadé byl pouzit stejny potencial -0,8 V, ale byl aplikovan az po 48 h
kultivace. Z piedchozich vysledku je ziejmé, Ze kultura ma nejrychlejsi rast do 48 h a poté
se rast zpomali a nastane stacionarni faze. Aplikaci stresu az Vv staciondrni fazi by mohlo dojit
k vyssi produkci PHB, pokud bude koncentrace H2O> dostateéna. Jestlize bude generovano
malé mnozstvi H2O, nebude na pribéhu kultivace znatelny zadny rozdil. Teoreticky by mél
novy elektrodovy systém produkovat pomérné vysoké mnozstvi H.O2 a to okolo 650 pM
atuto koncentraci by si mél i udrzet. Nicméné v kultivacnich experimentech bude
koncentrace niZsi, protoZze médium neobsahuje zadny kyslik nebo pouze minimalni mnoZstvi.
Je pravdépodobné, ze H20 bude vznikat hlavné z O, nad médiem. Pocet vzork
Vv jednotlivych skupinach je Sest pro potencial -0,8 V a po dvou pro ob¢ kontrolni skupiny.

Tabulka 7, hodnoty parametrii pro jednotlivé skupiny vzorkii pri aplikaci stresu na 48 h starou kulturu

parametr t [dny] Potencial -0,8 V | Kontrola s elektrodami Kontrola
1 17,50 £ 3,53 13,38 £ 0,85 9,55 +0,07
2 37,73 £ 3,07 35,68 +£4,71 28,30+ 0,07
OD [] 3 46,78 £10,01 47,13 £0,53 48,23 1,24
4 43,98 £9,35 37,98 £ 5,65 41,08 £2,16
7 44,89 + 8,90 43,93 £12,65 38,00 + 2,05
t [dny] Potencial -0,8 V | Kontrola s elektrodami Kontrola
1 3,71 £0,28 3,65+0,20 2,58 +0,17
Biomasa 2 7,29 £0,50 6,93 + 0,49 4,87 £0,28
[g/1] 3 8,24 +0,93 7,00 0,88 7,46 £0,05
4 7,73 £ 0,89 7,72 £0,21 8,06 +0,61
7 6,92 + 0,99 6,80 +0,70 7,07 £ 0,44
t [dny] Potencial -0,8 V | Kontrola s elektrodami Kontrola
1 1,44 +£0,15 1,35=+0,08 1,02 +£0,20
PHB [g/1] 2 3,69 + 0,39 3,34 £ 0,41 291+041
3 4,19 +£0,89 3,27 £ 0,35 3,86 + 0,08
4 3,59 + 0,97 3,44 + 0,45 3,65+ 0,45
7 3,20+ 0,39 1,87 £0,28 3,22 +0,30

Vysledky pro tento pokus pro stresovanou skupinu jsou velmi podobné s piedchozim
pokusem s novym elektrodovym systémem (viz tabulka 7). Rozdil je vSak v kontrolni skuping
s elektrodovym systémem, prub¢h ristu je odliSny od predchozi skupiny. U minulého pokusu
se koncentrace biomasy a PHB sniZovala od tietiho dne, zde dochazi k poklesu az sedmého
dne. V téchto skupinach by nemél byt zadny rozdil, jelikoz byly nachystany upln¢ stejné.
Po ukonceni pokusu byly elektrodové systémy prohlédnuty a opét bylo naleznuto pokryti
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bakteriemi na mtizce pracovni elektrody. To mtze byt jeden z ditvodu pro vysokou odchylku
u parametru OD, a proto tento parametr neni az tak smérodatny.

Pfi porovnani priméru proudové hustoty tohoto métfeni a proudové hustoty pifi stanoveni
dlouhodobé produkce H20a, je patrné Ze hustota u pokusu je znatelné nizs§i (obrazek 24).
Avsak neni tak roztfepend coz znamena, ze zde byl lepsi kontakt elektrod. Nizs§i proudova
hustota také znamend, ze nedochéazi k takové redukci jako u pokusu bez bakterii. Moznym
vysvétlenim je, Ze otdCky na po domdacku vyrobené tiepacce jsou vyS$i nez 95 rpm
na tiepacce pouzité pro kultivaéni experimenty, a tudiz dochdzi k rychlej§imu omyvani
elektrody a tim k vy$s$i moznost redukce vzdusného kysliku. Druhé mozné vysvétleni jiz bylo
popsano u experimentu vyse a to takové, ze médiu s bakteriemi obsahuje méné Oo.

t (dny)

150
-200
250 |
300 |
350
400 |
450 L

j (LA/cm?)

——s bakteriemi bez bakterii

Obrdazek 24, zavislost proudové hustoty na case pro médium s bakteriemi a bez bakterii

Na obrazku 25 je porovnani proudovych hustot pro pokus s novym elektrodovym systémem,
kdy byl stres aplikovan ve 24 h a 48 h kultivace. Jelikoz v jednom z pokusa byl stres
aplikovan az ve druhém dni kultivace za¢ind zdznam proudové hustoty az od této hodnoty.
Doba kdy byl proveden odbér vzorku je opét zietelna diky piktim vzniklych vypnutim
tiepacky. Proudova hustota pro obé kiivky narista az do ¢tvrtého dne a poté je relativné
konstatni. Mezi kiivkami je patrny rozdil v hodnotdch proudové hustoty. Pro kultivaci
s aplikovanym potencidlem v 24 h je proudova hustota vy$s$i. V obou méfenich byl pouZit
stejny potencial a to -0,8 V, tudiz tento rozdil mohl vzniknout jinymi podminkami kultivace.
Pii aplikaci stresu v 48 h kultivace byla nejvyssi koncentrace biomasy 8,24 + 0,93 gl
a koncentrace PHB 4,19 +0,89 g/l. V kapitole 4.5 byl stres aplikovan v 24 h a nejvyssi
koncentrace biomasy byla 8,50 + 0,74 g/l a PHB 4,34 + 0,55 g/l. Aplikaci stresu v 48 h
ziskdme niz§i koncentraci biomasy i1 PHB, avSak u téchto vzorkl je pomémné vysoka
odchylka. Lze tedy fici, ze stafi bakterialni kultury nema vliv na stresovou odpoveéd’ bakterii
v tomto pokuse.
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Obrazek 25, graf zavislosti proudové hustoty na case pro novy systém s aplikaci stresu ve 24 ha 48 h

4.7 VIiv necistot na elektrodovém systému na produkci peroxidu vodiku

Po ukonéeni piedchoziho kultivacniho pokusu byla zkoumana ¢istota elektrodového systému.
Za timto ucelem byly vybrany dva elektrodové systémy a byl proveden pokus generace H>O>
v Cistém produkénim médiu bez bakterii. Elektrodovy systém byl pfed méfenim ponoien
do deionizované vody a poté ponechan 24 h pfi laboratorni teploté. Nasledné byl na systém
po dobu 1h aplikovan potencial -0,8 V avzorky pro stanoveni koncentrace H2O. byly
odebrany po 30 a 60 minutach. Poté byl systém ocistén podle postupu v kapitole 3.2.1
a experiment prob&hl znovu nyni jiz s ¢istym elektrodovym systémem. Obrazek 26 ukazuje
elektrodovy systém pfed a po ocisténim. Pied ociSténim je miizka viditelné pokryta
bakteriemi (obrazek 26 vlevo), miizka vypada rozmazang. Oproti tomu u ¢istého systému jsou
mezery miizky dobie rozpoznatelné (obrazek 26 vpravo). Lze tedy fici, ze pred ocisténém byl
systém pokryt bakteriemi. Jaky mél tento fakt vliv na produkci H202 Vv Cisttm médiu
je znazornéno na obrazku 27.

Obrazek 26, elektrodovy systém 1 pred ocisténim a po ocistent
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Z grafu na obrazku 27 je ziejmé, Ze tvorba peroxidu vodiku je nizsi pro neo¢isténé elektrody.
V ptipad¢é prvniho elektrodového systému nedochazi ani k vyraznému nartstu koncentrace
H20, v Case pro neoCistény systém. Po ocisténi systému dojde k zvyseni koncentrace H20:
0 64,12 %, u prvniho elektrodového systému a 0 47,59 % u druhého. Tento rozdil mize byt
zpusobem tim, Ze i ptesto ze byly oba elektrodové systémy ocistény stejnym postupem, druhy
elektrodovy systém mohl byt hiife ocistén. To by znamenalo, Ze vyuZzitelny povrch elektrody
je nizsi, a dochazi k mén¢ redukénim reakcim. Jelikoz se jedna o ru¢ni vyrobu kazdy systém
muze mit trochu jiné parametry, a to by také mohlo byt divodem tohoto rozdilu.

m pred ocisténim  m po ocisteni

el. systém 1 el. system 1 el. system 2 el. system 2
t: 30 min t: 60 min t: 30 min t: 60 min

Obrdazek 21, graf koncentrace vyprodukovaného H>O; elektrodovym systémem pred a po ocisténi

S ohledem na cistotu systému byla také stanovena zavislost proudové hustoty na ¢ase pro
elektrodovy systém 1 pfed a po ocisténi (viz obrazek 28). Z grafu je patrné, Ze ocistény
systém mé& mnohem vyssi proudovou hustotu nez neocistény. Pro ocistény systém proudova
hustota strmé narust4, kdeZzto u neocisténého je také patrny rist, ale mnohem pomalejsi.
Jednim z moznych vysvétleni je, ze zbylé kultury se zachytili na elektrod€, uschly na ni,
a tim se snizila pracovni plocha. To by mohlo naznacovat vznik biofilmu, avSak u tohoto typu
kultivace s touto bakterii to neni typické. Druhda moznost je ta, Zze se nejedna o biofilm,
ale pouze o zachycené buiky na mfizce.
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Obrazek 28, zavislost proudové hustoty na case pro elektrodovy systém 1 pred a po ocistént systému

4.8 Vliv pouzitych materialu na bakterialni rist

Kultivace s ¢astmi elektrodového systému byla provedena za ucelem zjistit, zda materialy
pouzité¢ pro sestrojeni elektrodového systému neovliviiuji néjakym zplisobem vyvoj
bakterialni kultury. Pokus byl proveden dle postupu v kapitole 3.2.5. Tato kultivace probé&hla
dvakrat a pocet vzorku byl dva pro kazdy material a vzorek kontroly. Pouzité materialy byly
titanovy drat, drat a miizka z nerezové oceli 316L, polypropylenovy disk, stiibrny dratek
a silikonova hadicka. Jednotlivé Casti systému mély stejny povrch jako v elektrodovém
systému. Po ukonceni pokusu byl z kazdé Erlenmeyerovy banky odebran vzorek pro urceni
koncentrace PHB a biomasy. Nasledn¢ byly zbanky vyjmuty jednotlivé soucastky
a zkontrolovany. Na obrazcich 29-32 jsou casti systému, na kterych byla pozorovana
pritomnost bakterialni kultury.

Na obrazku 29a je titanova elektroda, kde v zakrutech clektrody byly nalezeny shluky
bakterii. Je pravdépodobné, ze pii kultivaci se za pomoci michani zacaly Vv zakrutech
elektrody zachytavat builky, a tak vznikly tyto shluky. Stejnym zplsobem doslo 1 k uchyceni
bakterii na elektrodé znerezové oceli, buiiky jsou zde patrné pouze v zdhybech dratu
¢i v mistech, kde je drat blizko u sebe Vviz obrazek 29b.

55



Obrdzek 29, a) titanovy drat, protielektroda, b) dradt z nerezové oceli, pracovni elektroda ve starém
elektrodovem systému

Ocelova miizka pouzitd pro novy elektrodovy systém jako pracovni elektroda je vidét
na obrazku 30. Po ukonceni kultivace bylo na mfizce nalezeno velké mnozstvi shlukt
bakteriadlnich bunék. To bylo ocekavano po vysledcich predchozich experimentii s novym
systémem. Z obrazku muzeme fici, ze vétSina shlukli je v mezerach miizky a jsou zde
ve veétsim mnozstvi nez u predchozich elektrod. Jelikoz velikost ok miizky je ve stovkach um,
muze miizka fungovat jako sito a zachytavat bakterie.

Obrazek 30, ocelova mrizka, pracovni elektroda v novéem elektrodovém systému

I na polypropylenovém disku zobrazeného na obrazku 31 jsou velmi dobie viditelna mista,
kde jsou uchyceny bakterie. Shluky bakterii jsou pro tento material nejvetsi v porovnani
s ostatnimi. K pfichyceni dochazelo pievazné v hrubych ¢astech polypropylenového disku,
které vznikli pfi 3D tisku.
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Obrazek 31, polypropylenovy disk

Poslednim materidlem, na kterém bylo viditelné zachyceni bunck byla silikonova hadicka,
ktera v pokusech s produkci H2O> slouzila k odbéru vzorku. Shluky bakterii byly nalezeny
uvniti hadicky a pravdépodobné vznikly prutokem média skrz hadicku (viz obrazek 32).

Obrdzek 32, silikonovd hadicka pro odbéri vzorku z média

Vysledky koncentrace biomasy a PHB pro vzorky odebrané na konci bakterialni Kultivace
jsou zaznamenané na obrazku 33. Tyto hodnoty jsou zprimérované ze dvou kultivaci
a celkovy pocet vzorkl byl ¢tyfi. Z grafu je patrné, Ze vyrazny nartist biomasy oproti ostatnim
vzorkim maji vzorky, kde byl umistén polypropylenovy disk a titanovy drat. Pro ocelovou
miizku a drat je koncentrace biomasy nepatrné vyssi nez u kontroly. Zatimco pfi ptidani
sttibrného dratu je koncentrace biomasy stejna jako u kontroly. Velikost pouzitého dratu je
velmi mald, a proto nikterak neovliviiuje bakteridlni kulturu. Kromé casti elektrodového
systému byla vloZena do kultivacniho média i hadi¢ka pro odbér a pro ni byla koncentrace
biomasy tieti nejvyssi. Tento vzorek ma vsak také nejvyssi odchylku, protoze vysledky prvni
a druhé kultivace nebyly velmi podobné. Obsah PHB ve vzorcich je opét nejvyssi
u polypropylenového disku, poté u titanového dratu. U ostatnich pouzitych materidlu je obsah
PHB velice podobny kontrole.
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Obrazek 33, graf zobrazujici koncentraci PHB a biomasy v g/l pro 72 h kultivace

Z obrazku vyse (viz obrazek 31) je ziejmé, Ze polypropylenovy disk je nejvice pokryt
bakteriemi a z vysledk (viz obrazek 33) je patrné, Ze piitomnost PP disku podporuje
bakterialni rast. Koncentrace biomasy byla pro PP disk 8,85+ 0,06 g/l a obsah PHB
4,83 +0,35 g/l. Na titanovém dratu nebylo spatfeno velké mnozstvi bakterialnich shluku,
avSak 1 pro tento material byl stanoven vysoky obsah biomasy 8,35+ 0,559/l i PHB
4,06 = 0,55 g/l. Oba zminéné vzorky téchto materiald maji pomérné velky povrch, coz by
mohl byt jeden z dlivoda pro¢ je zde vyssSi nartist biomasy, nebot’ se zde bakterie mohou 1épe
shlukovat a rist. PP disk ma povrch 35,07 cm? a titanovy drat 96,47 cm?. Povrch ocelového
dratu i miizky je roven 27,6 cm?. Neni tedy tak velky rozdil ve velikosti povrchu ocelovych
elektrod a PP disku. A proto velikost povrchu pouzité ¢asti elektrodového systému neni hlavni
divod vyssi koncentrace biomasy a PHB. Déle byl také zohlednén typ materidlu. V pfedchozi
studii od Johnston et. at. zroku 2019 bylo zjisténo, ze polypropylen muiize byt pouzit pro
produkci PHA. V této studii byl polypropylenovy vzorek upraven termooxidaci a nasledné byl
vlozen do kultivacniho média. Pouzity bakterialni kmen pro tuto praci byl Cupriavidus
necator H16 NCIMB 10442, ATCC 17699. Vysledkem této prace bylo, Ze upraveny PP miize
slouzit jako dal$i zdroj uhliku pro rust bakterie [83]. Vysledky kultivaci s ¢astmi
elektrodového systému ukazuji, ze nejvySsi koncentrace biomasy i PHB je u PP disku. Jednim
z moznych vysvétleni je vyuziti PP disku jako dal$iho zdroje uhliku. Jak bylo zminéno vyse
lze tohoto dosdhnout jen pifi Upravé polypropylenového materidlu. V této praci byl
polypropylen vystaven pouze sterilizaci v tlakovém hrnci po dobu 30 min. Je tedy
nepravdépodobné, ze by doslo k naruSeni jeho struktury. Polypropylenové disky byly také
zvazeny pted a po kultivaci. A jejich hmotnost se nikterak nelisila. Konkrétn¢ byly vzorky
zvazeny po 72 h suseni. Pfed prvnim vazenim PP disku po kultivace byla jeho hmotnost
az 0 0,5 g vyssi nez u disku pred kultivaci. Po prohlidce disku byla objevena zaschla biomasa.
Proto byl disk znovu a 1épe vyciStén a ususen, a poté jiz nebyl rozdil v hmotnosti disku pied
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a po kultivaci. Je znamo, ze polypropylen i titan maji hydrofobni povrch [84, 85]. A bakterie
by tak mohly povrch téchto materiali vyuzit pro tvorbu shlukt ¢i biofilmu. To je mozné
vysvétleni pro vyssi koncentrace biomasy u média S vlozenym PP diskem a titanovym dratem.
Vyse byl zminén i vliv velikosti povrchu na rast bakteridlni kultury. Pro ocelové materidly je
koncentrace biomasy i PHB porovnatelnd s kontrolou, avsak jejich povrch je jen o 7,47 cm?
mensi nez povrch PP disku. Aby byla teorie o vlivu velikosti povrchu pravdiva, musel by byt
vetsi rozdil v koncentraci biomasy pro kontrolni vzorek a vzorek s vlozenou ocelovou

elektrodou. Pravdépodobnéjsi je teorie o povaze povrchu materialu, protoze povrch oceli je
hydrofilni na rozdil od dalSich dvou materialt [86].

4.9 Vznik biofilmu na vybranych materialech

Z predchozich vysledkil je ziejmé, ze v prubehu kultivace dochéazi k pokryti elektrodového
sytému bakteriemi. Pro potvrzeni tohoto tvrzeni byly ¢asti elektrodového systému pozorovany
pod skenovacim elektronovym mikroskopem. Vybrané materidly pro toto méfeni byly
nerezova ocelova miizka 316L (pracovni elektroda), titanovy drat (protielektroda)
a polypropylenovy disk. Pfiprava téchto vzorki je popsana v kapitole 3.2.9. Jednotlivé ¢asti
byly vloZeny do produk¢niho média a kultivace trvala sedm dni. Vzorky byly ptipravené
druhy a sedmy den kultivace.

Druhy den kultivace byly odebrany vzorky elektrodovych materialti, tedy ocelova mitizka
a titanovy drat. V kultiva¢nich experimentech byl aplikovan potencial az druhy den kultivace.
Kdyby byly elektrody pokryty bakteriemi jiz v této dobé, vedlo by to ke snizeni produkce
H20>. Povrch elektrod by byl mensi a kyslik by mél méné prostoru pro adsorpci, ktera je
nutnd pro jeho uspésnou redukci na H20»2. Na obrazku 34 je SEM snimek ocelové miizky,
na kterém je patrné pokryti bakterialnim biofilmem. Bunikky Cupriavidus necator H16 jsou zde
dobfte rozpoznatelné. Z obrazku je patrné, Ze se bakterie drzi spiSe ve skupinach.

ag | W WD t [ 30 pm
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Obrazek 34, SEM snimek ocelové mrizky pro druhy den kultivace
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Pokryti biofilmem je zfetelné i na vzorku titanové elektrody na obrazku 35. Na tomto snimku
je vrstva bakteridlnich bunék pomérné celistva a pokryva relativné velkou Cast elektrody.
Muzeme tedy konstatovat, Ze bakteridlni biofilm vznika jiz od pocatku kultivace, a to jak na
pracovni elektrod¢ (ocelova mfizce) tak i na protielektrod¢ (titanovy drat). Je tedy
pravdépodobné, ze tento fakt zhorsil produkci H.O2. Také by tim mohl byt vysvétlen rozdil
v proudovych hustotdch pro médium s a bez bakterii viz. kapitola 4.5 a 4.6. Jelikoz pfitomnost
biofilmu zpuasobila zmenseni povrchu obou elektrod, a tak dochédzelo k nizSimu poctu
redoxnich reaket.

b
75
1‘, :

mag B3 HFW "u‘..‘f“ t node | det 2\ curr ——— 50 pm
1200x | 173 pym |46 mm | 0° | SE TLD | 5.00 kV | 25pA CEITEC Nano
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Obrazek 35, SEM snimek titanového drdtu pro druhy den kultivace

4.9.1 Pokryti biofilmem po ukoné¢eni kultivace

Dale byly charakterizovany vzorky po ukonéeni kultivace, ktera trvala sedm dni, a to proto
aby byl zjistén stav biofilmu. Dalsim divodem bylo zjistit, zda dochazi k tvorbé biofilmu
na polypropylenovém materidlu. V kapitole 4.8. je zkouman vliv jednotlivych casti
elektrodového systému na rast bakterialni kultury. Z vysledka tohoto experimentu je patrné,
7e nejvysSi koncentrace biomasy i PHB byla u PP disku a poté u titanového dratu.
Jednim z moZznych vysvétlenich je vznik bakteridlniho biofilmu na povrchu téchto materiala.

Na prvnim snimku ocelové miizky (viz obrazek 36 nalevo) jsou patrné pomérné velké shluky
bakterii na mfiZce, tyto shluky byly viditelné pouhym okem na pfipraveném vzorku.
Kromé téchto shlukii se zda povrch mfizky bez pokryti bakteriemi. Na druhém snimku
(viz obrazek 36 napravo) je priblizeny jeden ze shlukl bakterii. Z obrazku je patrné,
ze bakterialni buiiky nartstaji ve vrstvach na sebe. Na snimku je také ziejmé, ze se bunky drzi
hlavné okolo velkého shluku bakterii a déale je jiz pouze volnd miizka. Lze tedy fici,
7e V pribéhu Casu se zvétSuje plocha, kterou bakteridlni biofilm pokryva a také tloustka
tohoto biofilmu.
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Obrazek 36, SEM snimek pro nerezovou ocelovou mrizku meéritko 500 ym a 10 um

Jako druhy materidl byl charakterizovan pomoci techniky SEM titanovy drat, ktery byl
odebran z kultivace po sedmi dnech (viz obrazek 37). U ptiblizeni 30 um je na povrchu dratu
patrné pokryti bakteriemi, a to zejména ve spodni Casti obrazku. Bakterie se nachazeji
prevazné v mnohocetnych skupindch, ale jsou zde viditelné i samostatné buiky (viz obrazek
37 nalevo). Na horni ¢asti obrazku je viditelna ¢ast povrchu titanového dratu bez bakterialnich
bunék. Ze snimku lze fici, Ze titanovy drat je pokryt bakterialnim biofilmem, avSak ne zcela.
Pti pfiblizeni této Casti vzorku (meéfitko 10 pm) jsou pékné viditelné jednotlivé buiky
(viz obrazek 37 napravo). V porovnani se vzorkem ocelové miizky je ziejmé, Ze bakterie zde
netvofi takovou vrstvu biofilmu, jinymi slovy bakteridlni bunky nejsou ve vrstvach.

Pti pozorovani pomoci SEM bylo ziejmé, ze pokryti biofilmem je vyssi u vzorku po ukonceni
kultivace nez u vzorkd z druhého dne kultivace.

HY — a HY 10 pn
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Obrazek 37, SEM snimek pro titanovy drat meritko 30 um a 10 um

Poslednim z materialit sledovanym pod skenovacim elektronovym mikroskopem
byl polypropylen. Kousky polypropylenu byly pozorovany z divodu vysledkt kultiva¢nich
experimenttl s ¢astmi elektrodovych systému (obrazek 38). V tomto méfeni bylo zjisténo,
ze ptitomnost PP disku mé pozitivni vliv na rist bakteridlni kultury. Jednim z divodd,
pro¢ tomu tak mohlo byt je prave tvorba biofilmu.

SEM snimek zobrazuje povrch vzorku polypropylenu (obrazek 38), kde je viditelna
piitomnost bakterialnich bun&k. Pokryti je oproti ostatnim materialim niz$i a bakterie jsou
zde spiSe osamocené nez ve skupindch. Nejvétsi koncentrace bakterii je uprostied snimku,
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kde je viditelnd ryha, kterou vypliuji buniky. Na dalSich mistech jsou jiz bakterie pouze
osamocené a V malém poctu. Je tedy mozné, ze se bakterie pouze zachytili v této ryze a jinak
biofilm na PP netvofi.

sfp | mag BB HFW WD tit | mo HV cu —20 pm ——
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Obrazek 38, SEM snimek pro polypropylenovy material

Zavérem tedy je, Zze povrch vSech vybranych materialti je pokryt bakterialnimi buiikami.
To by mohlo znamenat tvorbu biofilmu. Bakterialni biofilm vznikd dvoustupiiovym
procesem. V prvnim kroku dochézi k reverzibilnimu pfipojeni bunék pomoci
hydrodynamickych a elektrostatickych interakci. Druhy krok je jiz ireverzibilni a buiky jsou
Kk povrchu piipojeny van der Wallsovymi vazbami. Tvorbu biofilmu usnadnuji také bunéc¢né
extracelularni organely (biCiky, pili) a extracelularni polymerni latky. Dal§im z faktort
ovliviujici vznik biofilmu je charakter a velikost povrchu. Biofilmy dobfe vznikaji
na hydrofobnim materialu, ktery ma velky povrch [87]. Jak jiz bylo zminéno u bakterie
Cupriavidus necator HI16 je tvorba biofilmu pfi chemoorganotrofnich podminkach
nepravdépodobna. Avsak na vSech vzorcich bylo pozorovano ¢asteéné pokryti bakteriemi.
Lze tedy fici, ze doslo k tvorbé biofilmu na téchto materialech. Dal§im vysvétlenim by mohla
byt nespravna pfiprava vzorku pro SEM pozorovani, a to hlavné nedokonalym oplachnutim
vzorkll pfed fixaci glutaraldehydem. AvSak c¢asti povrchu bez bakterii nasvédcuji tomu,
ze vzorky byly spravné piipraveny. Kdyby bylo na povrchu vzorku stale ptitomné kultivaéni
médium byl by povrch zcela pokryt bakteriemi. Pro titanovy drat a ocelovou miizku je pokryti
bakteriemi vyrazngjsi. Na povrchu ocelové miizky je pfitomno nejvice velkych shluki bunék.
K jejich tvorbé ziejmé& doslo kvili vInitému povrchu miizky, diky ¢emuz je zde vice ¢asti,
kde se mohou bakterie zachytit. V kapitole 4.8 je popsan vliv ¢asti elektrodového systému
na rast kultury. Nejlepsich vysledkli koncentrace biomasy i PHB doséhl vzorek s vlozenym
PP diskem a poté titanovym dratem. Oba vzorky mély pomérné velky povrch. Bakterie mély
vice mista pro interakce s povrchem danych vzorkli. Bylo prokézano, Ze na titanovém dratu
vznikd biofilm coz by mohl byt divod zvySené koncentrace biomasy a PHB.
U polypropylenového disku bylo zjisténo, Zze bakterie také tvofi biofilm, ale pouze
na nerovném povrchu zptisobenym 3D tiskem.
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5. Zavér

Cilem této diplomové bylo navysit produkci PHA aplikaci oxidativniho stresu. Zvysena
produkce PHA je vyvolana stresovou odpovédi bakterialni bunky. Pfi vystaveni bunky
optimalnimu mnozstvi oxida¢niho stresu, zaéne dana bunika akumulovat NADPH. Nadbytek
této slouceniny zablokuje citratovy cyklus a v buiice se hromadi acetyl-CoA, coz je vychozi
latka pro syntézu PHA. Je znamo, Ze polyhydroxyalkanodty maji nejen zasobni,
ale i ochranou funkci. Pfi vystaveni stresovym podminkam, muze také dojit k degradaci PHA
na monomery ¢i oligomery a ty chrani buniku pifed danym stresorem. V této praci byl jako
stresor pouzit H»O» tvofeny piimo v kultivacnim médiu, a to elektrochemickou redukci
kysliku. Prace je rozdélena na elektrochemickou cast, kterd se zabyvala vyrobou
a charakterizaci elektrodového systému schopného produkovat H.O, pii kultivaénich
podminkach. Biotechnologickd cast se vénovala aplikaci tohoto systému pii bakteridlnich
kultivacich.

V rédmci prace byl sestrojen elektrodovy systém slozeny ze tti elektrod, a to pracovni nerezové
ocelové elektrody, titanové protielektrody a pseudoreferencni Ag/AgCl elektrody. Elektrody
byly vloZeny do polypropylenového drzaku, aby nedoSlo k jejich zkratu. Takto sestaveny
systém byl charakterizovan pro fadu potencialu v produkénim médiu. Nasledné byl vybran
potencial -0,8 V a -1 V, u kterych byla stanovena produkce H,O> v ¢ase. Koncentrace H>O>
pro potencial -0,8V se v case pohybovala okolo 250 uM a pro potencial -1V
mezi 270-400 uM. Takto sestrojeny a charakterizovany systém byl poté pouzit v kultiva¢nich
experimentech.

V ramci kultivaci byl pouzit bakterialni kmen Cupriavidus necator H16. V pocatecnich
kultivaénich pokusech bylo zjisténo, ze elektrochemicka produkce H2O: pii aplikaci
potencialu -0,8 Va -1V je nedostate¢na. Nedochazi k vyvolani chténé stresové odpovédi,
ktera vede k nadprodukci PHB. Koncentrace biomasy a PHB u stresovanych skupin
se vyrazné neliSila od kontrolni skupiny s elektrodovym systémem. A ani nebyl patrny rozdil
mezi skupinami s aplikovanym potencialem -0,8 V a -1 V. Viditelny rozdil byl mezi kontrolni
skupinou a skupinami s vlozenym elektrodovym systémem. Lze tedy fici, Ze samotna
pritomnost elektrodového systému ma vliv na rist bakteridlni kultury a produkci PHB.
Pti bliz§im studiu bakteridlniho ristu bylo zjisténo, Ze od 72 h klesa koncentrace biomasy
a PHB pro stresované skupiny. To vSak pravdépodobné nebylo zplisobeno piitomnosti H2O»,
ale vyCerpanim uhlikového substratu, jelikoz je tento pokles patrny 1 u kontrolni skupiny
s elektrodovym systémem.

Protoze v dosavadnich pokusech nebyl zjistén vliv H20O2, bylo rozhodnuto stanovit obsah
kysliku v kultivaénim médiu. Bylo zji§téno, Ze po Sesti hodindch kultivace klesne koncentrace
O2 na nulu a zde i zdstane. Bakterialni kmen Cupriavidus necator H16 pouzity Vv této praci
muze 7zit za aerobnich i anaerobnich podminek. AvSak pfi anaerobnim rlstu je koncentrace
biomasy velmi nizka. Z praimérnych vysledkd koncentrace biomasy 7,95 + 0,09 g/l je vSak
ziejmé, ze rust kultury nebyl nijak ovlivnén. Proto mizeme tvrdit, Ze v médiu je obsazen
kyslik, avSak neni moZné jej detekovat senzorem umisténym ve stfedu média, protoze
je spotiebovan u hladiny média. Z proudovych hustot ziskanych z kultivacnich experimentt
je ztejmé, ze proudové hustoty média s bakteriemi jsou zna¢né niz$i nez u média bez bakterii.
Dochazi tedy k redukénim reakcim, ale v niz§im méfitku. Kromé kysliku by mohla byt také
redukovana fruktoza, kterd byla pouzita jako uhlikovy substrat. AvSak proudova hustota
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Vv Case roste a koncentrace fruktézy bude v prubéhu ¢asu Klesat z divodu vyuziti bakteriemi.
Dalsi moznosti je elektrolyza vody, ktera by mohla nastat pii pouziti potencidlu -1 V,
avsak tato reakce nebyla nijak prokdzana.

Kwvili ptedchozim zjisténim byl navrhnut novy elektrodovy systém. V tomto systému byla
pouze zaménéna pracovni elektroda za nerezovou ocelovou miizku. Diky této vyméné doslo
k navyseni produkce H20. 0 61,92 % pro potencial -0,8 V. Novy systém mohl vyuzivat
vzdusny kyslik pro redukéni reakci. Tento elektrodovy systém byl otestovan v kultivaénim
experimentu. Vysledky tohoto experimentu byly velmi podobné s experimentem se starym
elektrodovym systémem, koncentrace biomasy byla 8,50 + 0,74 g/l a PHB 4,35 + 0,55 g/,
ato pro 72 h. Pro stary systém byla pii pouziti potencialu -0,8 V koncentrace biomasy
8,30+£0,78 g/l a PHB 4,94 +0,54 ¢/l a pti aplikaci potencialu -1V byl obsah biomasy
8,19+ 0,78 g/l a koncentrace PHB 4,62+ 0,85 g/l (vysledky z kapitoly 4.2.3) pro 72 h
kultivace. Pii porovnani proudovych hustot vSak bylo zjevné, Ze novy systém ma vyssi
proudovou hustotu, a tedy zde dochazi k vicero reduk¢nim reakcim. Koncentrace H.O» zde
musela byt vyssi, avSak stale nedostate¢na pro stimulaci bakterialnich bun¢k k nadprodukci
PHB. Dale byl testovan vliv stafi kultury na stresovou odpoveéd. V tomto pokusu byl pouzit
novy elektrodovy systém, na ktery byl aplikovan potencial -0,8 V a to ve 48 h kultivace
namisto 24 h. Nicmén¢ vysledky pokusu nepotvrdily vyrazny rozdil v aplikaci stresu u rtizné
starych bakterialnich kultur s ohledem na produkci PHB.

Pti pouziti nového elektrodového systému bylo pozorovano pokryti miizky pracovni
elektrody bakteriemi. Zda se tento material pokryva biofilmem ¢i se jednalo pouze
0 zachycené bufiky na miizce bylo zjisténo pomoci SEM. Jak na pracovni, tak i na
protielektrod¢ bylo patrné pokryti bakteriemi, a to jiz v 24 h kultivace. Stanoveni biofilmu
v pribéhu kultiva¢nich experimenti s tvorbou H.O> nebylo provedeno, ale z obrazki
potizenych na konci kultivace 1 vysledkiim méteni z kapitoly 4.7 je mozné fici, Ze 1 v téchto
experimentech byla elektroda pokryta biofilmem. Vznik biofilmu je piekvapivy, protoze
u bakterie Cupriavidus necator H16 by nemélo dochazet k jeho vzniku. Dale byl pozorovan
vliv materialti ¢asti elektrodového systému na bakterialni kulturu. Bylo zjisténo, ze PP disk
a titanovy drat maji pozitivni vliv na rast kultury. Ten mohl byt zplGsobem interakcemi
bakterii s povrchem téchto materiald. Pro PP disk byla koncentrace biomasy 8,85 + 0,06 ¢/l
aPHB 4,83+0,35g/l1. U titanového dratu byla koncentrace biomasy stanovena
na 8,35 + 0,55 g/l a koncentrace PHB na 4,06 + 0,55 g/I.

Zavérem lze tedy fici, ze v praci nebylo dosazeno nadprodukce PHA vlivem elektrochemicky
tvofeného peroxidu vodiku. A to z diitvodu nizké produkce peroxidu vodiku zvlaste¢ kvili
nizké koncentraci Oz v médiu. Dal§im divodem je, Ze diky pokryti elektrod biofilmem
se zmenSil povrch elektrod, a tudiz i volnd plocha pro adsorpci kysliku pro vznik H20o.
Coz vedlo k nizsi tvorbé H202, nez bylo ptedpokladano. Druhym divodem je obecné znamy
fakt, Ze bakterie tvotici biofilm jsou odolnéjsi vici stresu. Pro budouci pokusy by bylo dobré
vybrat materidl, na kterém nebude vznikat bakterialni biofilm jako je naptiklad PEDOT:PSS.
Pokud by ani s timto materialem nebyl patrny vliv elektrochemicky generovaného peroxidu
vodiku dal by se elektrodovy systém vyuZit i jinym zplsobem, a to napiiklad pro Gpravu pH
média ¢i tvorbu jinych slouc¢enin pomoci redoxnich reakci napf. chlornanu. Piinosem
této prace by mohla byt tvorba biofilmu bakterie Cupriavidus necator H16 na titanu
anerezové oceli. Pokud by tato bakterie opravdu tvofila biofilm na téchto materialech,
bylo by mozné toho vyuzit v procesu elektro-fermentaci za ucelem tvorby novych latek.
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7. Seznam pouzitych zkratek

ATP
DMSO
Dps

EIS
HRP
Icl-PHA
MES
mcl-PHA
NADH
NADPH
NB
ORR
PBS
PEDOT:PSS
PHA
PHB

PP

ROS
RHE
SEM
scl-PHA
TMB

adenosintrifosfat

dimethylsulfoxid

dodekametricky mini-feritin
elektrochemickd impedanéni spektroskopie
kfenova peroxidaza

polyhydroxyalkanoaty s dlouhym fetézcem
roztok stopovych prvkil
polyhydroxyalkanoaty se stfedné dlouhym fetézcem
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenidinukleotidfosfat

nutrient broth

redukéni reakce kysliku

fosfatovy pufr
poly(3,4-ethylendioxythiofen): polystyrensulfonat
polyhydroxyalkanoaty

polyhydroxybutyrat

polypropylen

reaktivni formy kysliku

reverzibilni vodikova elektroda

skenovaci elektronova mikroskopie
polyhydroxyalkanoaty s kratkym fetézcem

tetramethylbenzidin
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