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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se v teoretické ¢asti zaobird pfimymi a nepfimymi mechanismy podpory
rustu rostlin prostfednictvim rhizobakterii, na které navazuje ¢ast o vybraném modelovém
organismu Azotobacter vinelandii. Druha ¢ést teorie se zaobird elektronovou mikroskopii od
moznych interakci elektronového svazku se vzorkem, pies typy elektronovych mikroskopi az
po rtizné metody pfipravy biologickych vzorka. V experimentalni Casti je pojednavano
o kultivaci vybrané bakterie, gelaci ptipravenych bunéénych kultur prosttednictvim vybranych
sitovacich cinidel (chlorid vapenaty, kyselina jable¢na, glukono-8-lakton s uhli¢itanem
vapenatym) a predevSim o rtiznych metodach ptipravy a analyzy Cistych i enkapsulovanych
kultur pro elektronovou mikroskopii. Konkrétné byla vybrana analyza pomoci kryogenni
skenovaci elektronové mikroskopie a skenovaci transmisni elektronové mikroskopie. Obéma
technikami byly uvnitf bakterii pozorovany poly-3-hydroxybutyratové granule, u kterych bylo
potvrzeno, Ze jsou elastické i za kryogennich teplot. Dale bylo zjisténo, ze dochazi k sitovani
extracelularniho alginatu i u vzorkli bez pridavku sitovacich Ccinidel, avSak ptitomna
hydrogelova sit’ byla u téchto vzorkl podstatné {idsi nez u vzorka s ptidavkem vSech pouzitych
sitovacich Cinidel. V této praci byla také porovnavana hustota hydrogelové sité sitované
glukono-6-laktonem, kdy pfi vyuziti tohoto Cinidla s pifidavkem uhli¢itanu vapenatého byla
pozorovana vyrazné hustsi hydrogelova sit’, nez pfi pouZiti ¢inidla samotného. V neposledni
fad¢ bylo pfi porovnani ziskanych vysledka s literarni resersi zjiSténo, ze bakterie A. vinelandii
tvofti kapsule, pfi jejichz tvorbé dochazi ke zméné tvaru z ovalné na kulovitou bakterii a také
ke zmenSeni dané bunky. Z vyslednych snimkl bylo zjiSténo, Ze jsou tyto kapsule tvofeny
dvéma vrstvami, které se v literatufe nazyvaji jako elektrontransparentni intin a elektrondenzni
exin.

KLICOVA SLOVA

Elektronova mikroskopie, kryogenni skenovaci elektronovd mikroskopie (cryo-SEM),
skenovaci transmisni elektronova mikroskopie (STEM), rhizobakterie podporujici rtst rostlin
(PGPR), Azotobacter vinelandii, alginat, poly-3-hydroxybutyrat.



ABSTRACT

In the theoretical part, this thesis deals with direct and indirect mechanisms of plant growth-
promoting rhizobacteria, which is followed by a section on the selected model organism
Azotobacter vinelandii. The second part of the theoretical section deals with electron
microscopy starting with the possible interactions of the electron beam with the sample, through
types of electron microscopes to various methods of preparing biological samples. The
experimental part discusses the cultivation of selected bacterial cultures, the gelation of the cell
cultures using chosen cross-linking agents (calcium chloride, malic acid, glucono-d-lactone
with calcium carbonate) and, above all, various methods of preparation and analysis of pure
and encapsulated cultures by the means of electron microscopy. In particular, cryogenic
scanning electron microscopy and scanning transmission electron microscopy imaging were
selected. Using both techniques, poly-3-hydroxybutyrate granules, which were confirmed to be
elastic even at cryogenic temperatures, were observed inside the bacteria. Furthermore, it was
found that cross-linking of extracellular alginate occurs even in samples without the addition
of cross-linking agents. However, the hydrogel network present in these samples was
significantly thinner than in samples with the addition of all cross-linking agents used. In this
work, the density of the hydrogel network cross-linked with glucono-4-lactone was also
compared. When using this agent with the addition of calcium carbonate, a significantly denser
hydrogel network was observed in comparison with using the agent alone. Last but not least,
when comparing the obtained results with the literature, it was found that the A4. vinelandii
bacteria form capsules, during the formation of the capsules the shape of the cells changes from
an oval to a spherical bacterium and also the size of the given cell is reduced. From the resulting
images, it was found that these capsules are made up of two layers, to which literature refers as
electron-transparent intine and electron-dense exine.

KEYWORDS

Electron microscopy, cryogenic scanning electron microscopy (cryo-SEM), scanning
transmission electron microscopy (STEM), plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR),
Azotobacter vinelandii, alginate, poly-3-hydroxybutyrate.
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1 UvVOD

Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi pii OSN, znama pod zkratkou FAO, vydala v roce 2015
zpravu s nazvem Stav svétovych pudnich zdroju (Status of the World's Soil Resources), podle
které je v dnesni dob¢ vétSina celosvétové obdélavané pudy jiz znacné vycerpana vlivem
neudrzitelného zemédélstvi. To znamend, Ze dochazi ke ztraté¢ organické hmoty a Zivin
dualezitych pro rist rostlin, coZ ma za nasledek snizeni vynosi zemédélskych plodin. Kromé
toho jsou se zhorSenou kvalitou zeméd¢€lské pidy spjaty i dalsi soucasné problémy, jako je
zména klimatu, emise sklenikovych plynt, ¢i snizeni biodiverzity. Vychodiskem z této situace
je udrzitelné zeméd¢lstvi a obnova dnes jiz degradované ptidy.

Mezi nové vyvijené moderni technologie potencialné pouzitelné v ramci udrzitelného
zemédélstvi patii biohnojiva, sestavajici se z bakterii podporujicich ristu rostlin (PGPB, plant
growth-promoting bacteria). Jednd se o bakterie majici pfiznivy vliv na rist rostlin
prostiednictvim riznych piimych a nepfimych mechanismt. Piikladem téchto bakterii jsou
rhizobakterie, jez kolonizuji kofeny nebo se nachazeji v jejich bezprostfedni blizkosti. Mezi
tyto rhizobakterie spada modelovy organismus Azotobacter vinelandii. Jednd se o pudni,
nepatogenni, gramnegativni bakterii. Mechanismus podpory ristu rostlin prostfednictvim této
bakterie spociva ve schopnosti fixace a nasledného poskytnuti vzdusného dusiku, ¢i v tvorbé
siderofort vazajicich Zelezo. Kromé toho je tato bakterie producentem intracelularniho poly-3-
hydroxybutyratu, coz je polymer potencidln¢ vyuzitelny namisto dnes pouzivanych
syntetickych polymerti jako je naptiklad polypropylen. Déle A. vinelandii produkuje
extracelularni alginat, ktery nejen Ze chrani pfed vysychanim samotnou bakterii, ale také
pfitomné rostliny, coZ je jeden z mechanismil podpory rlstu rostlin.

Tato bakterie je dnes hojné¢ zkoumdana pro vyuziti v zeméd¢lstvi praveé kvili pfimé produkei
alginatu, ktery neni pro enkapsulaci bakterie potfeba doplhovat, coz tuto metodu Ccini
technologicky jednodussi a levnéj$i. Enkapsulace téchto PGPB je dilezita kvili chranéni
vitalnich bakterii pfed riznymi stresovymi faktory prostiedi.

Elektronova mikroskopie je soucésti vyzkumu A. vinelandii, slouzici ke zjiSténi morfologie
a ultrastruktury této bakterie. AvSak tradicni protokoly pfipravy bakteridlnich suspenzi pro
skenovaci 1 transmisni elektronovou mikroskopii zahrnuji pouZiti relativné velkého mnozZstvi
chemikalii, které jsou jednak Casto pro zdravi Skodlivé a také mohou ovliviiovat vyslednou
ultrastrukturu bakterii. Oproti tomu pro kryogenni techniky neni pfidavek dalSich chemikalii
nutny, jelikoZ dochazi k fixaci fyzikalnim zpsobem, konkrétné¢ zmrazenim. Z tohoto diivodu
je tato metoda pro ptipravu bakterialnich suspenzi velmi atraktivni, jelikoZ pfipravené preparaty
jsou podobné nativnimu stavu jednotlivych bunck. AvSak zkoumana bakterie 4. vinelandii je
enkapsulovana v alginatu, konkrétn€ ve form¢ hydrogelu, coz pro kryogenni techniky pfinasi
problém pfi ptipravé vzorki zmrazenim. Pii mrazeni ma totiz dojit k tvorbé amorfniho ledu,
coz je podminéno velmi rychlym zmrazenim. Oproti tomu u standardné¢ pouZzivanych
chemickych technik je zde problém s prosycovanim preparatii, jelikoz pfitomna hydrogelova
struktura ztéZuje penetraci fixativ, dehydratacnich Ccinidel au pfipravy pro transmisni
elektronovou mikroskopii také pryskyfice. S vyuzitim nejen téchto poznatkli o rtznych
piipravach preparatii pro elektronovou mikroskopii byly pro tuto praci vybrany techniky pro
ptipravu Cistych i enkapsulovanych kultur modelového organismu Azotobacter vinelandii.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Bakterie podporujici rust rostlin

V soucasném svét€ pozorujeme trvaly narst populace, coz vede ke stale rostouci potiebé
zajiSténi dostatecného mnozstvi potravin. Nicméné dalsi rozSifovani zemédelské pdy je témet
nemozné a jiz existujici zemédélskd pida je znacné vycCerpana plisobenim abiotickych
a biotickych stresovych faktort. K abiotickym stresovym faktorim patii sucho, vodni a vétrna
eroze, zasoleni pidy a s tim spojené zmény pH pudy. Naopak mezi biotické stresové faktory se
fadi pfedevs§im rizné choroby rostlin zpisobené houbami, bakteriemi, viry ¢i parazity [1].

Jednim z potencidlné vyuzitelnych hnojiv pro zvySeni vynosnosti piid v ramci udrZitelného
zemé&dé€lstvi jsou biohnojiva. Mezi tato hnojiva se piredevsim fadi mikroorganismy podporujici
rust rostlin, oznacované téz jako PGPM (plant growth-promoting microorganism), mezi néz
spadaji napiiklad rhizobakterie podporujici rast rostlin (PGPR, plant growth-promoting
rhizobacteria) [2]. Jedna se o ptidni bakterie, které v prvni fadé kolonizuji povrchy kotenti, kde
vytvareji oblast zvanou rhizosféra. Zadruhé maji tyto bakterie pozitivni vliv na rist rostlin, coz
spociva ve vzajemné symbidze téchto dvou organismi nebo nepifimém ovliviiovani rostlinného
ristu. Rostliny vylucuji do pudy sacharidy prostfednictvim kofenového systému, coz
predstavuje vyhodu pro dané bakterie, které je nasledné vyuzivaji jako zdroj uhliku. Zaroven
dochézi k ptiznivému vlivu bakteridlnich metabolickych procesii na rist rostlin [1]. PGPR se
mohou vyskytovat bud’ uvniti kotenového systému, kde tvoii kofenové uzliny, a proto jsou
oznacovany jako intraceluldrni, nebo naopak mohou byt extracelularni, vyskytujici se na
povrchu nebo v bezprostiedni blizkosti kotfene, kde uzliny netvofti [3].

Mechanismy podpory rustu rostlin rhizobakteriemi Ize obecné rozdé€lit na pfimé a nepiimé.
Mezi pfimé mechanismy patii vSechny procesy, pfi kterych dochéazi ke stimulaci transportu
zivin nebo produkci fytohormontd bakteriemi. Druhou skupinou jsou nepiimé mechanismy,
které jsou spojeny s potlacenim abiotickych a biotickych stresovych faktorti ptisobicich na
rostlinu (obrazek 1) [3].

PRIME MECHANISMY & . NEPRIME MECHANISMY
PODPORY RUSTU ROSTIMyy, & | PODPORY RUSTU ROSTLIN
n ; /1/1/\

* Produkce antibiotik

* Produkce bakteriocinti

§ © Produkce extracelularnich

rozkladnych enzymt

& ° Produkce ACC-deaminazy

* Produkce tekavych latek

* Produkce exopolysacharidi

* Indukovana systémova
rezistence

* Fixace dusiku

* Zptistupnéni fosforu
e Zpftistupnéni drasliku
* Produkce fytohormont

* Produkce siderofort:
- Zpristupnéni Zeleza - Bioremediace - Inhibice patogenti

Obrazek 1: Schéma rozdeéleni mechanismii podpory riistu rostlin (vychazi z [3]).



2.1.1 Primé mechanismy

Prvni pfimy mechanismus podpory rustu rostlin prostfednictvim rhizobakterii spoc¢iva v jejich
schopnosti fixovat vzdusny dusik (N2) a chemicky jej pfeménit na formy absorbovatelné
rostlinou. Konkrétné se jedna o amoniak (NH3) a dusi¢nany (NO3) [3]. Interakce rostlin s dusik
fixujicimi PGPR mitize byt bud’ symbioticka, ktera se vyskytuje u intracelularnich PGPR,
napiiklad bakterie rodu Rhizobium, nebo nesymbiotickd interakce, ktera se vyskytuje
u extracelularnich PGPR. Extracelularni bakterie také fixuji dusik, ale uvolnuji jej do pidy,
odkud je nésledné absorbovan rostlinami. Mezi tyto extracelularni PGPR patii napiiklad
Azospirillum, Azotobacter a Bacillus [1]. Mechanismus biologické fixace atmosférického
dusiku je energeticky narocny proces, pro fixaci jedné molekuly N> je zapotiebi az 16 molekul
adenosintrifosfatu (ATP). Biologické fixace dusiku zahrnuje dva kli¢ové enzymy, dohromady
oznacované jako nitrogenazovy komplex. Prvnim enzymem je nitrogenaza, neboli FeMo-
protein, ktery vaZze a redukuje molekulu N2 na molekulu NH3. Druhym pfitomnym enzymem je
nitrogendza-reduktaza, jinak ozna¢ovana jako Fe-protein, jeZ je donorem potiebnych elektrond.
Cinnost tohoto enzymu je rychlost urujici krok celé fixace atmosférického dusiku [4; 5].
Nésledné mlize dochazet k pfeméné NH;3 na NO3 v procesu zvaném nitrifikace [3].

Dalsim kli¢ovym prvkem pro rist rostlin je fosfor, ktery, podobné jako dusik, je v ptirodé
hojné zastoupeny, avsak rostliny jsou schopné absorbovat pouze ionty odvozené od kyseliny
fosfore¢né, konkrétné H,PO; a HPO3~. Fosfor v pfirodé mlZe byt vazan v anorganickych
1 organickych slou¢enindch, podle ¢ehoz se li§i mechanismus jeho zpftistupnéni [6]. Fosfor ve
formé nerozpustnych anorganickych sloucenin, ptfesnéji ve formé soli kyseliny fosforecné
(naptiklad Ca3(PO4)2, AlIPO4, FePO4), je rozpoustén prostfednictvim nizkomolekuldrnich
organickych kyselin, jako je kyselina glukonova, octova, jablecnd, vinna a dalsi. Tyto kyseliny
jsou vylucovany PGPR v rdmci jejich metabolismu sacharidl [3]. Organické kyseliny snizuji
pH ptidy, coz vede ke zvySeni rozpustnosti anorganickych sloucenin fosforu, a zaroven slouzi
jako chelatacni ¢inidla, kterd vdZou kationty z anorganickych soli na tyto kyseliny, pficemz se
uvolnuje potiebny fosforeCnanovy anion. Do této skupiny patii zastupci z rodt Bacillus,
Azotobacter nebo Pseudomonas [7]. Druhou skupinu tvoii fosfor vazany v organickych
slouceninéch, jako jsou fosfolipidy a nukleové kyseliny. Odbourdvani a pfeména téchto latek
na formy absorbovatelné rostlinou probiha pomoci enzymd, zejména fostatdz. Tyto enzymy
produkuji zéstupci z rodl Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, i Rhizobium [3].

Poslednim prvkem z primarnich zivin je draslik, ktery se v pfirod¢ obvykle vyskytuje ve
form¢ mineralt jako je Zivec. AvSak pro rostliny je draslik dostupny pouze ve formé draselného
kationtu. Mechanismus rozpousténi nedostupnych draselnych sloucenin je obdobny jako
u rozpousténi fosfati. PGPR vylucuji organické kyseliny, které nasledné rozpousti nedostupné
formy drasliku a uvoliuji jej ve formé kationtu. Mezi tyto organické kyseliny patii napiiklad
kyselina §t'avelova, glukonové a vinna. Mezi organismy produkujici tyto kyseliny patii zastupci
rodu Bacillus, ¢i Pseudomonas [3; 8].

Zelezo je astym kofaktorem dilleZitych enzymi. Obecné existuji dva oxidaéni stavy Zeleza:
prvni je Zeleznaty kation, ktery je pfi fyziologickém pH rozpustny, a druhy je kation Zelezity,
ktery rozpustny neni. AvSak vétSina zeleza se v ptirod¢ vyskytuje pravé v nerozpustném stavu.
Podpora riistu rostlin prostiednictvim zptistupnéni zeleza spociva v tvorbé siderofort, coz jsou
nizkomolekuldrni slouceniny, schopné reverzibilné¢ véazat kationt Zzelezity. Tento kation je
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nasledn¢ redukovan na kationt zeleznaty, ktery mutze byt absorbovan rostlinou [3]. Krom¢
tohoto pfimého mechanismu vykazuji siderofory také dva neptimé mechanismy podpory riistu
rostlin. Prvni spociva ve snizeni dostupnosti zeleza v pid¢, ¢imz je inhibovan rtst patogennich
organismd, které pro sviij rust Zelezo potiebuji [1]. Druhym nepfimym mechanismem je proces
zvany bioremediace, jehoz podstatou je navazani nezadoucich tézkych kovi na rhizobakterie
podporujici rist rostlin, ¢imz dochazi k odstranéni téchto kontaminantt z pudy [9]. Siderofory
jsou produkovany bakteriemi patiicimi do rodid Pseudomonas, Bacillus, Escherichia, ¢i
Streptomyces [3].

Krom¢ vySe uvedenych piimych mechanismii maji PGPR schopnost produkovat
fytohormony, coz jsou molekuly regulujici rist rostlin jiz pti nizkych koncentracich. Mezi tyto
fytohormony patfi auxiny, jejichz hlavnim zastupcem je kyselina indol-3-octova (IAA). Kdyz
je IAA produkovana PGPR, ptsobi pfiznivé na rist kofent, ¢imz je zvétSovana jejich plocha,
coz je dulezité pro vyménu zivin [1]. Dal$i skupinou fytohormont jsou cytokiny, které ptisobi
podobné jako auxiny, maji tedy pozitivni vliv na vyvoj a déleni kotenil, ale zaroven inhibuji
jejich prodluzovani [3]. Posledni zde zminénou skupinou fytohormonti jsou gibereliny, které
ptispivaji k celkovému rlstu rostlin, protoze i kdyz jsou tyto hormony pivodné piijiméany
koteny, mohou byt distribuovany do nadzemnich ¢asti rostliny, coz rozsituje jejich tc€inek [1].

2.1.2 NepFimé mechanismy

Jak jiz bylo zminéno vySe, neptimé mechanismy podpory ristu rostlin prostfednictvim PGPR
spocivaji v potlaceni Gcinku abiotickych i biotickych stresovych faktord, které omezuji rist
a vyvoj rostlin. Mezi tyto nepfimé mechanismy patii naptiklad schopnost PGPR produkovat
antibiotika, coZ jsou nizkomolekularni latky, které jiz pfi nizkych koncentracich inhibuji
metabolismus nebo usmrcuji jiné v daném misté pfitomné mikroorganismy, ale také houby
a prvoky [3]. Prikladem producentii antibiotik je rod Bacillus, jehoz zastupci vytvareji latky
jako subtilin, bacilyzin nebo mykobacilin. Naopak zastupci rodu Pseudomonas jsou producenty
2,4-diacetyl floroglucinolu, azomycinu, ¢i karalicinu [1].

Dal$im nepfimym mechanismem je produkce bakteriocinti. Jedné se o mikrobidlni proteiny
majici baktericidni, ¢i bakteriostatické vlastnosti vic¢i bakteriim stejného nebo blizce
ptibuzného druhu, coZ mé za nasledek zvyhodnéni dané bakterie. Producenty téchto latek jsou
zastupci z rodu Escherichia, Enterobacteriaceae, €1 Pseudomonas [3; 10].

Mezi nepiimé mechanismy patii také schopnost produkovat extracelularni rozkladné
enzymy. Tyto enzymy maji schopnost katalyzovat degradaci rliznych polymert pfitomnych
v bunécné sténé nezddoucich patogenti, ¢imz zpusobi jejich lyzi [3]. Jednim z ptikladd téchto
enzymu je chitindza, kterd katalyzuje degradaci chitinu, linedrniho polysacharidu slozeného
z molekul N-acetyl-D-glukosaminu spojenych B-1,4-glykosidickou vazbou. Chitin se vyskytuje
v bunécnych sténach hub, exoskeletti korysii nebo Clenovct [11]. DalSim ptikladem je enzym
B-glukanaza, enzym $tépici glykosidické vazby v B-glukanu, coz je polysacharid skladajici se
z B-D-glukopyranézovych podjednotek spojenych bud’ B-1,4- nebo B-1,3-glykosidickymi
vazbami. | tento polysacharid se nachazi v bunécnych sténach hub a kvasinek [12]. Oba vyse
zminéné polysacharidy jsou v bunécné st€n€ hub obsazeny v proteinové matrici, ktera miize byt
degradovéna proteindzou [3].
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Ethylen je fytohormon dtlezity ve vyvoji rostlin, naptiklad stimuluje rast listd, kvéth
a plodu [13]. AvSak za abiotickych podminek, jako je sucho nebo zasoleni, dochazi k jeho
nadmérné produkci, coz vyvolava nezadouci uéinky, naptiklad starnuti a odlupovani listi nebo
vadnuti kveéth. Mechanismus nepfimé podpory rastu rostlin spo¢iva v produkci ACC-
deamindzy, coz je enzym degradujici 1-aminocyklopropan-1-karboxylovou kyselinu, ktera
v rostliné¢ funguje jako prekurzor pro tvorbu ethylenu. Tim dochdzi k inhibici syntézy
nadmérné¢ho mnozstvi ethylenu, coz snizuje celkovou stresovou reakci rostliny [3].

Nasledujici mechanismus spoc¢iva v produkci tékavych latek, které nasledné ovliviiuji rast
rostlin. Naptiklad zastupci z rodu Bacillus produkuji 3-hydroxybutanon a 2,3-butandiol, coz
jsou slouceniny s inhibi¢nimi ucinky na houbové patogeny. Zastupci také z rodu Bacillus, ¢i
Pseudomonas jsou schopni vylucovat kyanovodik, ktery zpiisobuje inhibici ristu nezaddoucich
okolnich rostlin, pti¢emz pro hostitelskou rostlinu je neSkodny [3].

V neposledni fad¢ jsou PGPR schopné také produkovat extraceluldrni polysacharidy, neboli
exopolysacharidy (EPS), které jsou klicové pii pfilnuti bakterii na kotfeny rostlin a tvorbé
biofilmu. Kromé¢ toho hraji roli v zadrzovani vody v rhizosféie, zejména pokud jsou pfitomné
polysacharidy v hydratovaném stavu, tedy ve form¢ hydrogelu, ¢imz dochazi k ochrané rostlin
pted suchem. VétSina EPS byva pfitomna ve formé aniontu, kvili pfitomnosti pyruvatové,
fosfatové, ¢i siranové skupiny. Tyto polymery jsou Casto kyselé, jelikoz obsahuji karboxylové
a hydroxylové skupiny [14]. Z téchto skutecnosti plyne jejich afinita ke kationtim kovi, coz
muze vést k separaci tézkych kovi jak z rostlin, tak i z pidy [15]. Mezi bakterie produkujici
extracelularni polysacharidy patti zéastupci z rodu Bacillus, Azotobacter, Enterobacter, ¢i
Streptococcus [3].

Indukovana systémova rezistence (ISR) piedstavuje dal$i nepfimy mechanismus podpory
rastu rostlin prostfednictvim rhizobakterii. Jedna se o nespecifické posileni obranyschopnosti
rostlin vii¢i plsobeni bakterialnich, virovych, ¢i houbovych patogentll. Zisk této vlastnosti je
vyvolan pisobenim specifickych enviromentdlnich podnétd, jako jsou jiz dfive zminéné
siderofory, lipopolysacharidy, 3-hydroxybutanon nebo 2,4-butandiol. ISR ma za nésledek
spuSténi obrannych enzymd, véetné vySe zminéné chitindzy a -glukanazy, stejné jako fady
dalSich enzymi, naptiklad katalazy, peroxidazy nebo lipoxygenazy [1; 3]

2.1.3 Modelovy organismus Azotobacter vinelandii

Zastupci zrodu Azotobacter piedstavuji striktn€ aerobni, nepatogenni bakterie, jejichz
morfologie je polymorfni [5]. Konkrétn€ maji ovalny az kulovity tvar s velikosti 2 az 10 pm na
délku a 1 aZ 2 um na Sitku [16]. Jedna se o gramnegativni bakterie, z ¢ehoZ plyne, Ze jejich
bunécna sténa je slozena ze dvou vrstev: vnitini peptidoglykanové a vnéjsi lipopolysacharidové
membrany [17]. Rist a vyvoj téchto bakterii je citlivy na teplotu a kyselé pH [16].

Bakterie rodu Azotobacter jsou hojné zastoupeny v pudé, kde podporuji rist rostlin pfimymi
1 nepfimymi mechanismy. Pfimé mechanismy zahrnuji schopnost fixace dusiku a uvoliiovani
jeho ptebytecného mnozstvi do piidy. Déale maji schopnost produkce fytohormont, jako jsou
auxiny (zejména IAA), cytokiny a gibereliny. Bakterie rodu Azotobacter rovnéz produkuji
siderofory, které pisobi pfimym inepifimymi mechanismy. Dochazi k zpfistupnéni Zeleza
rostlindm, inhibici rlistu patogent, jejichz rlst je na Zeleze zavisly, a eliminaci tézkych kovl
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z pudy. Kromé toho syntetizuji tyto bakterie rizné exopolysacharidy a antimikrobialni latky,
které ptisobi proti nezadoucim patogentim [16].

Azotobacter vinelandii je modelovy organismus vyznamny pro studium fixace dusiku,
respirace a dalSich metabolickych aktivit. Tento zastupce obsahuje tfi rtizné typy nitrogenaz,
liSicich se pfitomnym kofaktorem, ktery miize obsahovat bud’ molybden a Zelezo, vanad
a zelezo nebo samotné zelezo. Tato variabilita nitrogendz je vyhodna, protoze umoziuje
bakterii fixovat dusik i1 za podminek, kdy néjaky z kofaktort chybi [5]. Fixaci dusiku inhibuje
pritomnost kysliku, avSak kviili vysoké rychlosti respirace v porovnani s ostatnimi bakteriemi
za obdobnych podminek, dochézi k udrzeni nizkych koncentraci intraceluldrniho kysliku. Tim
je umoznéna fixace N» 1 pii1 vysokych koncentracich extracelularniho kysliku [18]. Schopnost
fixace vzdusného dusiku umoznuje rust téchto bakterii v minimalnim médiu bez zdroje
dusiku [19]. Dalsi vyhodou tohoto organismu je schopnost riist na Siroké skale uhlikovych
substratli jako jsou sacharidy, organické kyseliny a alkoholy [20]. Azotobacter vinelandii
rovnéZ produkuje riizné druhy siderofort, napiiklad azotobactin. Jedna se o neonové zelenou
latku syntetizovanou za nedostatku zeleza, kterd je schopna vézat nejen zelezo, ale také
molybden a vanad [21]. V neposledni fad€ syntetizuje tato bakterie uzitecné biopolymery,
konkrétné intracelularni poly-3-hydroxybutyrat (PHB), ktery funguje jako zasobni polymer,
a extracelularni alginat, chranici bakterii pred vysychanim [5].

2.1.3.1 Alginat

Alginat je linedrni aniontovy polysacharid slozeny z kyseliny B-D-manuronové (M) a jejiho
epimeru kyseliny a-L-guluronové (G), propojenych B-1,4-glykosidickou vazbou (obrazek 2)
[22]. Molekulova hmotnost komercné dostupného algindtu sodného se pohybuje mezi 32
a400 kDa [23]. Tento polymer lze extrahovat z hnédych moiskych fas, konkrétné rodu
Laminaria nebo Macrocystis. Nicméné izolovany alginat vykazuje Sirokou distribuci
molekulové hmotnosti, poméru a rozloZzeni M a G jednotek. Pro ziskani alginatu s pfesnymi
vlastnostmi, jako je molekulova hmotnost, distribuce M a G jednotek a stupenl acetylace, se
uptfednostiuje bakteridlni produkce. Alginat je vyluCovan bakteriemi, ¢imz tvoii vnéjsi obal
bunécné stény, coz jim poskytuje ochranu pred vysychdnim. U bakteriemi produkovaného
alginatu dochéazi k riznému stupni acetylace M-jednotek. Bakterie schopné syntetizovat
extracelularni alginat ndlezi do rodu Pseudomonas nebo Azotobacter [5; 18; 24].

Alginat je netoxicky, biokompatibilni a biodegradabilni polysacharid, ktery nachazi
uplatnéni v mediciné jako material pro vlhké hojeni ran nebo ve farmaceutickém
a potravinaifském primyslu jako zahustovadlo a stabilizator [24]. Savci vSak nejsou schopni
alginat odbourat, protoze jim chybi enzym zvany alginaza [23]. Alginat také 1ze vyuZit k obaleni
bakterii podporujicich rist rostlin, pficemz u bakterii produkujicich alginat je mozna jejich
enkapsulace piimo. Enkapsulace alginatu slouZi k regulaci koncentrace kysliku nebo k ochrané
pted suchem [5].

13



“00C OH “00C ~00C
S OH <A} OH
O
b ! =t 50
o X P e OH
% OH  C=0 CH
i ~oocC H,C 3 “00C HO
G G M acetylovana M. acetylovana

Obrazek 2: Struktura alginatu, kde G oznacuje kyselinu a-L-guluronovou a M kyselinu
p-D-manuronovou [24].

Syntézu bakteridlné¢ produkovaného alginatu graficky znazoriiuje obrazek 5. Vychozi
molekulou této syntézy je fruktoza-6-fosfat, kterd je prostfednictvim enzymu
fosfomanozaizomeraza (PMI-GMP, AlgA) izomerizovana na mandzu-6-fosfat. Tato mandza-6-
fosfat je dale transformovéana fosfomanomutazou (PMM, AlgC) na manodza-1-fosfat. Dalsi
reakce se op¢t Ucastni enzym PMI-GMP, a vznikd GDP-mandza, kterd je ndsledné oxidovana
GDP-manozadehydrogenazou (GMD, AlgD) na kyselinu GDP-manuronovou. Polymeraci této
kyseliny pomoci enzymu manuronitova polymerdza (MP, Alg8) vznikd polymanuronova
kyselina. Tato kyselina mize dale podléhat acetylaci nebo epimerizaci za vzniku guluronatu.
U bakterie Azotobacter vinelandii nasleduje sedm reakci, které vedou k vytvoreni vysledného
alginatu [22; 24].

Alginat se vyznacuje schopnosti vytvaret hydrogely, pficemz jejich vlastnosti jsou zavislé
na chemickém sloZeni, molekulové hmotnosti polymeru atypu sitovani. Nejcastéji
vyuZivanym mechanismem pro sitovani alginatu je iontové sitovani, jehoz principem je snizeni
elektrostatického odpuzovani mezi karboxylovymi kyselinami alginatu, pficemZz mezi
kationtem a kyselinou vznik4 iontova vazba [25]. Tyto vazby vznikaji jen mezi G-jednotkami
alginatu a kationty, protoZe G-jednotky poskytuji vysoky stupen koordinace kationtti. Vysledny
gel je tim pevnéj §1 a kieh¢i, ¢im vice G—jednotek obsahuje a naopak éim Vice M-j ednotek tirn
hydrogelu zavislé na molekulové hmotnosti alglnatu, protoze ¢im vys$si molekulova hmotnost,
tim pevnéjsi hydrogel, avSak nad 240 kDa je zavislost pevnosti na molekulové hmotnosti
zanedbatelna [25].

Nejéasté&ji vyuzivanym sitovacim ¢inidlem pro alginat je kation vapenaty (Ca®"), konkrétné
ve form¢ CaCl. Tyto hydrogely vznikaji rychle, ale jsou méné uspotrddané. Pro zpomaleni
gelace a tedy 1 vznik uspotadanéjSich a pevnéjSich gelt se pouzivaji pufry obsahujici fosfatové
skupiny, které kompetitivné reaguji s Ca** ionty, nebo Ize vyuzit CaCOs, ktery je sice ve
vodném prostfedi nerozpustny, avsak po piidavku D-glukono-o-laktonu (GDL) dochazi
postupnému k uvoliiovani potiebnych Ca®" iontil, ¢im vznik4 uspoiadany hydrogel. Kromé
Ca?" lIze k sitovani vyuzit i dalsi kationty (Ba®", Fe?", Zn?**, atd.), v&etné trojmocnych (Al**,
Fe’") ijednomocnych (H"). Mechanismus gelace prostiednictvim H' je dan protonaci
karboxylovych kyselin alginatovych jednotek, ptikladem pouzitelného sitovaciho €inidla je
samotné GDL. Zde je sitovani alginatu zavislé na hodnoté pH jeho roztokd, jelikoz plati, ze
¢im niz$i pH, tim pevnéjsi hydrogel, protoze dochazi k vétSimu mnozstvi interakci a také
vzniku vétsiho poctu vodikovych mistki [23; 25].
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Obrazek 3: Schéma gelace algindtu prostiednictvim Ca’" [27].
2.1.3.2 Poly-3-hydroxybutyrat (PHB)

Poly-3-hydroxybutyrat se sklada z monomeria 3-hydroxybutyratu, které jsou spojeny esterovou
vazbou (obrdzek 4). Tento polymer patii do skupiny polyhydroxyalkanoati (PHA) s kratkym
fetézcem. Ne&které gramnegativni i1 grampozitivni bakterie mohou syntetizovat PHB za
nevyvazenych podminek, kdy je v médiu prebytek uhliku, ale nedostatek dalsich zivin, jako je
kyslik, fosfor nebo draslik [28; 29]. Produkce intracelularniho PHB ve formé ve vodé
nerozpustnych granuli slouZi bakteriim jako zasobarna uhliku a energie. Tyto granule mohou
piedstavovat az 80 % celkové hmotnosti bunék v suchém stavu [28].

Syntéza PHB vychazi z acetyl-CoA, kde B-ketothiolaza (phbA) katalyzuje kondenzaci dvou
acetyl-CoA, coz vede ke vzniku acetoacetyl-CoA. Nésledné acetoacetyl-CoA-reduktidza (phbB)
redukuje acetoacetyl-CoA na 3-hydroxybutyryl-CoA za souc€asné oxidace molekuly NADPH.
3-hydroxybutyryl-CoA je zikladnim monomerem pro tvorbu poly-3-hydroxybutyratu
prostfednictvim PHB-syntazy (phbC) (obrazek 5) [22; 30]. Mezi bakterie schopné produkovat
PHB patii zastupci rodu Cupriavidus, Azotobacter, Pseudomonas, Bacillus a dalsi [29].

CH, O

~OH
n

O

i

Obrdazek 4: Struktura poly-3-hydroxybutyratu [29].

Poly-3-hydroxybutyrat je netoxicky, biokompatibilni a biodegradabilni polymer, jehoz
termoplastické vlastnosti jsou srovnatelné s polyethylenem nebo polypropylenem [30]. PHB je
pevny, ale kiehky semikrystalicky materidl s vysokym stupném krystalinity. Molekularni
hmotnost se pohybuje v rozmezi 10 az 3000 kDa [28; 29]. Z téchto jeho vlastnosti plyne jeho
mozné vyuziti jako alternativa k dnes hojné pouzivanym syntetickym polymerim, coz miize
prispét ke snizeni mnozZstvi pouzivanych syntetickych polymert a tim také k menSimu zatiZeni
zivotniho prostredi [31].
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Obrazek 5: Schéma syntézy alginatu a PHB bakterii Azotobacter vinelandii (upraveno) [22].
2.2 Elektronova mikroskopie

Vynalezu prvniho elektronového mikroskopu piedchazela fada dulezitych objevi, které
umoznily jeho sestrojeni. Prvnim z té€chto diileZitych objevil bylo popsani zaporn€ nabitych
¢astic, které pozdéji dostaly ndzev elektrony, a to anglickym fyzikem J.J. Thomsonem v roce
1897. Dal§im vyznamnym krokem bylo zjisténi L. de Broglie v roce 1924, Ze dualismus viny
a Castice plati také pro elektrony, a sestavil rovnici, ktera popisuje vztah mezi vinovou délkou
A a hmotnosti elektronu me, kde 7 je Planckova konstanta a v rychlost elektronu (rovnice 1).
V roce 1926 H. Busch navézal na tyto poznatky a zjistil, Ze na elektron v magnetickém poli
plsobi sila F, je-li tihel o mezi vektorem rychlosti elektronu ¥ a vektorem magnetické indukce
k vytvofeni elektromagnetické Cocky, kterd slouzi k vychyleni drahy elektront. VSechny tyto
objevy byly potiebné k tomu, aby roku 1932 némecti védci E. Ruska a M. Knoll sestrojili prvni
transmisni elektronovy mikroskop. Skenovaci elektronovy mikroskop byl poprvé sestrojen
o Sest let pozdéji M. von Ardennem. Vyvoj elektronové mikroskopie umoznil studovat vzorky
pii veétsSim zvétSeni a s veétsi rozliSovaci schopnosti [32].

A= (1)
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F=e-BxB sina (@)

Elektrony jsou ¢astice s hmotnosti zanedbatelné¢ malou ve srovnani s hmotnosti protont ¢i
neutront. Diky jejich zapornému ndboji mohou byt urychleny elektrickym napétim U, coz
vytvaii kinetickou energii, kterd je ddna rovnici 3. Ze spojeni této rovnice s de Broglieho rovnici
(rovnice 1) plyne, ze vlnova délka A urychlenych elektronti je nepfimo umérna hmotnosti
elektronu me. a také pouzitému napéti U, jak ukazuje rovnice 4 [32].

1
e-U=E-m-v2 (3)

h
A= (4)
J2-mg-e-U

Vyuziti elektronti v elektronové mikroskopii umoziuje vétsi zvétseni a rozliseni diky jejich
krat§i vlnové délce oproti viditelnému svétlu pouzivanému v optickych mikroskopech.
RozliSovaci schopnost mikroskopti je funkci vinové délky a je dana rovnici 5, kde A predstavuje
vinovou délku pouzitého zéieni, n oznacuje index lomu a & je polovicni aparaturni uhel ¢ocky.
ZjednoduSenim vyrazu, kdy je jmenovatel roven jedné, ziskame rozliSovaci schopnost rovnu
ptiblizné polovin¢ vlnové délky dané¢ho zafeni. To znamena, ze pro viditelné svétlo ma
rozliSovaci schopnost stovky nanometrti, zatimco pro elektrony je teoreticky tato schopnost
v tadech pikometrt [33].

0,61-1

RozlisSovaci schopnost = ———
n-sina

()

Proud elektront predstavuje ionizujici zafeni, které disponuje dostateCnou energii na
odtrZeni elektronu z elektronového obalu atomu. Kdyz primarni svazek elektront interaguje se
vzorkem, generuje riizné uZitené signaly (obrazek 6). Signaly, které jsou uvedeny nad vzorkem
(obrazek 6) vyuziva skenovaci elektronova mikroskopie, patfi sem sekundarni elektrony (SE),
zpétn€é odrazené elektrony (BSE), Augerovy elektrony (AE), rentgenové zafeni
a katodoluminiscence. Oproti tomu signaly, které jsou zobrazeny pod vzorkem (obrazek 6), jsou
vyuZivany v transmisni elektronové mikroskopii a jednad se o pruzné a nepruzné rozptylené
elektrony [34].

Sekundarni elektrony vznikaji pfedanim ¢asti energie primarniho svazku elektronu s nizsi
energii obsazeném ve vzorku, ¢imz ho ionizuje a dodava mu malou kinetickou energii. Tyto SE
nesou informace o topografii vzorku. Zpétn¢ odraZené elektrony pochazeji z vétsi hloubky
vzorku nez SE a poskytuji informace o povrchu vzorku a jeho slozeni, jelikoZ je jejich produkce
umeérné protonovému ¢islu daného atomu ve vzorku. Pfi tvorbé sekundérnich elektront doslo
k vyzafeni elektronu zniz8i hladiny, coZ je energeticky nestabilni stav. Proto dochazi
pro dany atom k vyzafeni charakteristick¢ého rentgenového zaieni, které nese informace
o slozeni vzorku. Tato metoda se nazyva energiové disperzni spektroskopie (EDS). Augerovy
elektrony jsou vytvoteny obdobnym zptisobem a také poskytuji informaci o prvkovém slozeni
vzorku. Kromé¢ toho mize dojit po dopadu primérnich elektron na vzorek k jevu zvanému
katodoluminiscence, neboli k emisi fotonti [35; 36].
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Pti interakci elektronti se vzorkem dochazi také k jejich rozptylu. Pruzny rozptyl elektronti
vede ke zméné jejich sméru, ale nedochazi ke ztraté¢ energie, vinova délka je tedy zachovéna.
Oproti tomu nepruzny rozptyl elektront zptsobuje ztratu energie, z ¢ehoz vyplyva zména jejich
vinové délky. Rozptyl elektront ovlivituje tloustka vzorku, piicemz plati, Zze ¢im tlustsi je
vzorek, tim delsi je draha elektronli, coz vede k jejich mnohonasobnému rozptylu, a to jak
pruznému, tak nepruznému. Dojde-li vlivem nepruznych rozptyli ke ztraté veskeré energie je
elektron vzorkem absorbovan. Cast vzorku, do které prostupuji primarni elektrony, se nazyva
interak¢ni objem, ktery roste s energii elektronti a klesa s rostoucim atomovym ¢islem. Posledni
moznosti je, ze elektrony s latkou pfi prichodu vitbec neinteraguji [34].

Primarni svazek
clektronti BSE

Rentgenové zateni

Katodoluminiscence

Nepruzny rozptyl

Bez interakce
Obrazek 6: Schéma signalit generovanych po interakci primarniho svazku elektronii se vzorkem [34].
2.2.1 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci elektronova mikroskopie slouzi zejména k analyze povrchu vzorku. K tomu se
vyuziva pohyblivy svazek elektront, ktery pronika do vzorku a generuje signdly, jeZ jsou
nasledné zpracovany pro vytvofeni detailniho obrazu. Tyto signaly zahrnuji nejen zpétné
odrazené a sekundarni elektrony, které jsou klicové v tvorbé vysledného obrazu, ale jak jiZ bylo
zminéno vyse (kapitola 2.2), dochézi k emisi i dalSich typta zafeni, které mohou byt vyuzity pro
analyzu prvkového slozeni vzorku nebo ur€eni orientace krystali. Vyznamnou vyhodou SEM
oproti optickému mikroskopu je vysoké rozliSeni, které se pohybuje pod 10 nm, u nejlepSich
verzi mikroskopt 1ze dosdhnout rozliSeni i 1 nm [37; 38].

Schéma skenovaciho elektronového mikroskopu znazornuje obrazek 7. Zdrojem elektronti
je tzv. elektronové délo, které slouzi k vytvoteni stabilniho elektronového svazku. Sklada se
z katody, kterd miize byt ve formé zhaveného wolframového vlékna, jenz je vytvarovano do
pismene ,,V* a lze jej povazovat za relativné levny typ katody [37]. Dal§$im moZnym zdrojem
elektrond je krystal z hexaboridu lanthanu (LaBg), ktery ale vyZaduje vyS$8i vakuum nez
wolframové vlakno [33]. Oproti tomu u autoemisnich zdroji probihd emise predevsim
elektrickym polem, patii sem zdroje vysokoteplotni a zdroje pracujici pii laboratorni teplot¢.
Obecné autoemisni zdroje vytvareji vice koherentni svazek elektronli nez ptedchozi
termoemisni [39]. Pro termoemisni zdroje obecné plati, ze na vldkno je pifivedeno vysoké
zéporné napéti a stejnosmérny proud, coz ma za nasledek ohtati kovového vldkna a emisi
elektrond. Optimalni teplota je pro kazdy typ vldkna odli$nd, ale vzdy je nejvhodnéjsi
dosédhnout bodu nasyceni vldkna, coz je teplota, pfi niz je emitovan nejvyssi pocet elektrontl.
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Pti dalSim zahtivani pocet emitovanych elektronti jiz neroste a dochazi k presyceni, které¢ ma
zanasledek poskozeni vlakna. Emitované elektrony se $ifi do vSech smért, pro jejich usmérnéni
se pouziva Wehneltv valec. Nésledné jsou elektrony pfitahovany k uzemnéné anod¢, ktera ma
tvar disku s kruhovym otvorem uprostied [37; 40].

Timto otvorem vanodé nasledné¢ prochazi cast elektronového svazku dale ke
kondenzorovym ¢ockam, jejichz role spociva ve zpiesnéni svazku na vystupu ze systému ¢ocek.
Pocet pouzitych ¢ocek se odviji od potiebné rozliSovaci schopnosti, avSak standartné se pouziva
série dvou az tii CoCek. Elektromagnetické Cocky vykazuji ruzné typy vad, které snizuji
vysledné rozliSeni. Mezi tyto vady patii sféricka aberace, ktera je zpisobena tvarem cocek, kdy
dochazi k vyraznéjSimu lomu paprsku na okraji nez uprostied ¢ocky, coZ mé za nasledek jiné
zvétSeni okrajii a sttedu obrazu. Pro odstranéni této vady se pouzivaji clony, které odstinuji
okrajové casti paprsku nebo také Ize zmenSit ohniskovou vzdélenost. Dalsi vadou je
chromatickd aberace, kterd souvisi s nejednotnou energii elektronid. Elektrony s niz8i energii,
tedy s delsi vinovou délkou maji ohnisko bliZe nez elektrony s energii vyssi, to ma za nasledek
opét snizeni rozliSeni. Reenim tohoto typu vady je napiiklad pouziti monochrométoru.
Posledni vadou je astigmatismus, ktery je zpisoben nedokonalostmi geometrie ¢ocky a také
necistotami na ¢oCkach ¢i v mikroskopu, které¢ se nabiji atim ovliviiuji svazek elektront.
Dochézi ktomu, ze paprsky zbodového elektronového svazku se po pruchodu cockou
neprotnou opét v jednom bodé€, coz je zplsobeno tim, ze elektromagnetické pole cocky je
siln€j8i v jednom sméru, coz mé za nasledek eliptické zobrazeni kulovitych objektii. Pro korekci
této vady je v mikroskopu umistén stigmator. Jeho funkce spocivd v pfivodu malého
protilehlého pole v opaéném sméru, nez ve kterém dochézi k astigmatismu, a vysledkem je
kulaty elektronovy svazek [37; 41].

Po soustavé kondenzorovych ¢ocek pokracuje elektronovy svazek pies vychylovaci civku,
kterd vychyluje elektronovy svazek, jenz nasledné skenuje vzorek bod po bodu, ¢imz vznika
vysledny obdélnikovy rastr. Poté prochédzi kone¢nou objektivovou cocku az na vzorek, ktery je
pfipevnén na uzemnény kovovy nosi¢, aby nedochéazelo k hromadéni naboje a tepla. Interakci
svazku se vzorkem dochézi ke generovani riznych signalfi, predevSim k emisi sekundarnich
elektrontl, které se §iii do vech smérti. Casto pouzivanym detektorem je Everhart-Thornleyho
elektronovy detektor, jenz se sklad4 z kovové miizky, na které je udrzovano kladné napéti, kvili
kterému jsou SE s nizkou energii pfitahovany. Tyto elektrony jsou dale jesté vice pfitahovany
scintilatorem, na ktery je umisténo jesté vyssi kladné napéti. Scintilator je fosforeskujici
material, ktery preménuje dopadajici elektrony na fotony. Vzniklé fotony jsou nasledné
svétlovodem ptivedeny na fotondsobic, ktery prichozi signal zesili [37; 42].

Kontrast vysledného obrazu je tvofen 3 zédkladnimi sloZzkami. Prvni je topograficky kontrast
vychazejici z nerovnosti povrchu, mista poloZend blize detektoru jsou svétlejSi neZ mista
vzdalenéjsi. Dalsi slozkou je hranovy kontrast, pfi kterém jsou hrany vyrazné svétlejsi nez
interpretaci kontrastu je materidlovy kontrast, ktery souvisi s protonovym ¢islem, protoze emise
BSE je pfimo imérné protonovému ¢islu, coz znamena, ze prvky s niz§im protonovym ¢islem
budou tmavsi nez prvky s vysokym protonovym ¢islem [37; 42].

Posledni neméné¢ diilezitou ¢asti skenovaciho elektronového mikroskopu je vakuovy systém,
ktery se sklada z fady vyvev, ventilli a ochrannych prvki. Jeho ukolem je udrzovani vakua od
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elektronového déla az po komoru se vzorkem, ¢imz dochazi ke chranéni katody pied oxidaci,
zabranéni kolizi elektronového svazku s molekulami plynu, ataké k ochran¢ vzorku pied
kontaminaci [37].
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Obrazek 7: Schéma zobrazujici hlavni casti skenovaciho elektronového mikroskopu [37].
2.2.1.1 Chemicka priprava biologickych vzorkii pro SEM

Obecné plati, ze vzorky pro skenovaci elektronovou mikroskopii by mély byt vodiveé,
mechanicky 1 tepelné stabilni a v neposledni fadé bezvodé, aby nedochéazelo ke zhorSeni vakua
a tim 1 obrazu vlivem odparu vody ze vzorku [43]. AvSak tyto podminky biologické vzorky
nespliuji, proto musi projit fadou procesti, aby je bylo mozné pozorovat v SEM. Béhem
chemické ptipravy musi biologické vzorky projit o€isténim povrchu, fixaci ultrastruktury, ktera
vzorky chrani pfed smr$ténim v pribeéhu nasledujiciho suseni. Poté jsou vzorky pfipevnény na
nosi¢ a nakonec je mozné pokovit jejich povrch. Az po téchto ukonech muze byt vzorek
presunut do komory skenovaciho elektronového mikroskopu a pozorovan [44]. Velikost vzorku
pro SEM je Casto omezena pouze velikosti vzorkové komory, protoze zde neni nutné, aby
fixa¢ni Cinidla penetrovala celym vzorkem, jelikoz bude pozorovan pouze jejich povrch.
Problém muze nastat u vzorkd, které jsou v pribéhu piipravy fezany kvili odhaleni vnitini
struktury. V tomto piipadé musi byt vzorek dostateén& maly (do 1 mm?), proto aby bylo mozné
jej kompletné prosytit fixacnimi ¢inidly [33].

Prvnim krokem chemické ptipravy biologickych vzorki je €isténi povrchu od necistot, proto
aby pfi dal$i manipulaci se vzorkem nedochdzelo k jejich fixaci, coz by mélo za nasledek
zakryti struktury povrchu vzorku. Necistoty se nejcastéji odstraiuji oplachem roztokem pufru,
ktery je vhodny pro dany vzorek. Vhodny pufr znamend, Ze musi mit optimalni pH, teplotu
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a osmotickou silu, tak aby nedochazelo k poSkozeni vzorku [37]. Mezi nejcCastéji pouzivané
pufry patii fosfatovy nebo kakodylanovy pufr [33].

DalSim krokem chemické ptipravy je fixace. Jejim cilem je stabilizace a imobilizace
jednotlivych slozek vzorku, proto aby nedochazelo ke zméné jeho struktury nebo k jeho
poniceni. Fixace mize byt az dvoukrokovy proces, kdy k primarni fixaci dochdzi pomoci
aldehydt, které situji proteiny, poté nasleduje sekundarni fixace pomoci sloucenin tézkych
kovti, které reaguji s nenasycenymi mastnymi kyselinami [43]. I u fixacnich ¢inidel je tieba
dbat na optimalni slozeni, proto jsou tato Cinidla pfipravena v roztoku vhodného pufru.
Nejcastéji pouzivanymi aldehydy pro primarni fixaci je glutaraldehyd, formaldehyd a jejich
smes. Systematicky nazev glutaraldehydu je pentandial, z cehoz plyne, Ze se jedna o molekulu
obsahujici na kazdém svém konci aldehydickou skupinu. Této skutecnosti se vyuziva pravé pro
fixaci, kdy mohou reagovat ob¢ aldehydické skupiny a sit'ovat tak ptitomné proteiny, u kterych
zUstava zachovéna tercialni struktura. Nevyhodou tohoto ¢inidla je jeho pomalé pronikani do
vzorku apii vysSich koncentracich vykazuje denaturacni uU€inky [37]. Druhym casto
pouzivanym aldehydem je formaldehyd, neboli methanal, ktery naopak do biologickych vzorkt
proniké rychle, protoZe se jedna o malou molekulu, avSak kvalita fixace je oproti vzorkiim
Pouziti smési téchto dvou aldehydi spojuje pozitiva formaldehydu, tedy rychlou fixaci, kterou
je tkan docasné stabilizovéana, a glutaraldehydu, ktery sice pronikd do vzorku pomaleji, ale
sit'uje jej kvalitnéji. Tato smés se vyuziva predevsim pro vétsi vzorky [45]. Pouziti sekundarnich
fixa¢nich Cinidel je vhodné ze dvou diavodi. Prvnim ditvodem je dalsi sitovani vzorku, jelikoz
tato Cinidla oxiduji nenasycené mastné kyseliny obsaZzené¢ v membrandch bunck. Zaroven
dochézi k redukci tézkého kovu fixacniho €inidla, coZ mé za nésledek jeho ztmavnuti, které je
dilezité pro zisk kontrastu. Casto pouzivanym sekundarnim fixa¢nim ¢inidlem je oxid
osmicely, ktery sice do vzorku pronikd pomaleji nez dfive zminéné aldehydy, ale kvili své
hodnot€ molekulové hmotnosti poskytuje po interakci s elektronovym svazkem velké mnoZstvi
sekundarnich elektronti, které jsou nasledné detekovany [37]. Krom¢ OsO4je mozné také pouzit
uranyl acetdt nebo manganistan draselny. Primarni isekundarni fixace se provadi bud’
ponoienim vzorku do roztoku daného ¢inidla nebo u nékterych ¢inidel je mozna fixace 1 v jeho
parach. Speciélni technikou fixace biologickych preparati je perfuzni fixace, pii které dochazi
k prosyceni vzorku ¢inidlem pomoci cévniho systému piitomného ve vzorku, jenZ €inidlo
rozvede 1 do slozitych vnitinich struktur [41].

Po fixaci vzorku je nutné jej oplachnout, aby doSlo k vymyti nezreagovaného c¢inidla
a k odstranéni pufrovacich soli. Poté nasleduje suSeni vzorku, které je dulezité predevsim
u biologickych vzorki, jeZ obsahuji velké mnozstvi vody. Existuji tii zdkladni susici metody,
lyofilizace, metoda kritického bodu a suSeni na vzduchu. U kazdé z té€chto metod dochézi vice
¢i mén¢ ke smrsténi vzorku, které je nezaddouct, proto je potfeba individudlné pro kazdy vzorek
vybrat optimalni metodu. Podstatou lyofilizace neboli suseni mrazem je rychlé zmrazeni vzorku
pfi teploté¢ minimalné —80 °C a za vakua. Nasledn¢ dochazi k sublimaci ledu ze vzorku, kdy
vznikajici para je bud’ odvadéna vakuovym systémem nebo absorbovana vysouSecim ¢inidlem.
Jakmile je proces suseni u konce, dojde ke skokovému zlepSeni vakua. Pti této metodé dochazi
sice pouze k malému smrsténi vzorku, av§ak metoda se pfili§ ¢asto nevyuziva z divodu vzniku
krystalick¢ formy ledu [37; 41]. Druhou metodou je metoda kritického bodu, pti které je
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nejdiive veSkera voda obsazena ve vzorku substituovana ethanolovou nebo acetonovou fadou,
tedy roztoky s postupné rostouci koncentraci vybraného ¢inidla. Nasledn¢ je vzorek dan do
tlakové nadoby, ve které je ethanol nebo pfipadné aceton substituovan za kapalny oxid uhlicity.
Poté za vyuziti znalosti fdzového diagramu daného rozpoustédla dochazi k postupnému
zvysSovani teploty az nad hodnotu kritického bodu, coz je kombinace tlaku a teploty, pfi které
mizi rozhrani mezi kapalinou a plynem, a tudiz mizi povrchové napéti, které by mohlo vzorek
poskodit. Po dosazeni tohoto bodu je udrzovana konstantni teplota, ale postupné se snizuje tlak,
coz ma za nasledek ptechod kapalného CO> na plynny, ktery je postupné uvoliiovan z komory.
Konec suSeni je dan dosazenim atmosférického tlaku, kdy veskery kapalny CO> byl pifeménén
v plyn, ¢imz byl vzorek vysusen [37]. Oxid uhli¢ity se pro tuto metodu vyuziva kvuli relativné
nizké teploté (31,1 °C) atlaku (7,3 MPa) v kritickém bod¢. Tato metoda je oproti lyofilizaci
rychla, ale mize dochazet k vétSimu smrsténi vzorku [41]. Posledni metodou suseni vzorku je
prosté suseni na vzduchu, které ale neni vhodné pro vzorky, jez obsahuji velké mnozstvi vody,
jelikoz by pfi suSeni doslo k vyraznému smrsténi a tedy 1 ke zborceni struktury vzorku. Tuto
metodu je mozné pouzit pro vzorky obsahujici kapaliny s niz§im povrchovym napétim, nez ma
voda, jako je naptiklad hexamethyldisilazan [37].

Takto fixovany a dehydratovany vzorek je pfipevnén na kovovy nosi€. Poslednim krokem
chemické ptipravy vzorkti mize byt potazeni povrchu vzorku velmi tenkou vrstvou kovu nebo
uhliku. Vyhoda této vrstvy spoc¢iva v zabranéni hromadéni naboje, coz by jinak mélo za
nasledek vznik artefaktli na vysledném obrazu. Zarovenn dochazi k tepelné ochrané vzorku
a také je tento povlak zdrojem detekovatelnych sekundarnich elektroni [37]. Prvni metodou
pokoveni je napraSovéni, jejimZz principem je srdzka iontu nebo neutrdlniho atomu
s dostatecnou energii s kovovym ter¢em ve vakuu. To ma za nasledek, Ze nékteré atomy z terce
dostanou dostateCnou energii na poruSeni vazeb, ¢imZ dojde k jejich uvolnéni, nasledné
dopadaji povrch na vzorku, kde tvoii vrstvu dané¢ho kovu. Druhou technikou pokoveni je
vakuové napafovéani. Dany kov je ve vysokém vakuu postupné zahfivan az na teplotu, kdy
dochazi k postupnému odpatfovani jednotlivych atoma, které po styku s chladnéjSim vzorkem
nazpét kondenzuji a tvoii vrstvu kovu na jeho povrchu. [46].

2.2.1.2 Mrazova priprava biologickych vzorkii pro SEM

Kryogenni skenovaci elektronovd mikroskopie, zkracené cryo-SEM, spojuje klasickou
skenovaci elektronovou mikroskopii s kryogennimi technikami, kdy oproti chemické ptiprave
vzorkil (kapitola 2.2.1.1) nedochézi k ptidavku zadné cizorodé¢ latky, ale biologicky vzorek je
fixovan fyzikalni cestou, konkrétné rychlym zmrazenim. Pfi cryo-SEM jsou vzorky nejen
pfipraveny kryogennimi technikami, ale také jsou v mikroskopu upevnény na specialni cryo-
drzak, jenZ je v pribéhu pozorovani chlazen tekutym dusikem. [33].

Prvnim krokem mrazové ptipravy vzorki je pravé zmrazeni, jehoz pritbéh urcuje uspésnost
celé piipravy. Jsou-li parametry mrazeni vybrany spravné¢, nedochdzi v jeho pribéhu k poruseni
vnitini struktury daného vzorku vlivem vzniku krystalického ledu. Cilem mrazeni biologickych
vzorkll je tvorba amorfni struktury ledu, kterd vznikd procesem nazyvanym vitrifikace.
Hlavnimi parametry mrazeni je rychlost mrazeni a rychlost odvodu tepla ze vzorku. Biologické
vzorky museji byt zamrazeny co nejrychleji, proto aby doslo k tvorb&é amorfniho ledu, ktery
neposkozuje jejich strukturu. Oproti tomu rychlost odvodu tepla je dana schopnosti zabranit
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vzniku takzvaného Leidenfrostova jevu, ukterého dochdzi pii styku kapaliny s vyrazné
teplejSim povrchem, ke vzniku izolacni vrstvy pary této kapaliny, coz nésledné prodluzuje
1 dobu zmrazeni. Mezi pouzivané kryogeny patii kapalny ethan, propan nebo dusik. Nevyhodou
kapalného dusiku je blizka hodnota teploty varu a tani, kviili cemuz muze dojit po kontaktu se
vzorkem ke vzniku Leidenfrostova jevu. Tento jev lze potlacit bud’ aplikaci vysokého tlaku
béhem mrazeni nebo pouzitim tzv. slush N2, coz je systém obsahujici jak kapalny, tak pevny
dusik, ktery zmensuje tloustku izolacni vrstvy pary [47]. Oproti tomu nevyhodou ethanu
a propanu je hoflavost jejich par, proto je pii praci stémito kryogeny potfeba vyrazné
obezietnosti [33].

Zmrazeni biologickych vzorkti mize byt uskutecnéno mnoha metodami. Mezi metody
probihajici za atmosférického tlaku patii imerzni kryofixace, pfi které je vzorek upevnény na
kovovy nosi¢, rychle ponoten do kapalného kryogenu. Vzorky pro tuto metodu musi byt tenké,
jelikoz hloubka spravného zmrazeni je 1 az 3 pm. Dal§i moZnosti je sprejovani suspenze vzorku
do chladiciho média. Tento zplisob mize byt vylepSen proudem kryogenu nebo pohybem
vzorku v kryogenu, kdy ob¢ tato vylepsSeni zptisobuji rychlejsi odvod tepla ze vzorku, jelikoz
dochézi k mensimu ohfevu okolniho média. Tteti metodou probihajici za atmosférického tlaku
je mrazeni pomoci kovového zrcadla, pti které dochéazi ke styku povrchu vzorku s velmi
vychlazenym kovovym pfedmétem, ¢imz dojde k zmrazeni povrchu vzorku. Tato metoda je
ucinnd do hloubky vzorku 5 az 10 pm. Posledni moZnosti mrazeni je vysokotlaké mrazeni, pfi
kterém, jak ndzev napovida, dochéazi k rychlému zmrazeni vzorku pod vysokym tlakem a pfi
velmi nizké teploté kryogenu, konkrétné kapalného dusiku. Pii téchto podminkach dochazi
k vyraznému zvySeni hustoty vody, coz potlacuje vznik ledovych krystald, proto mize mrazeni
probihat pomaleji oproti metoddm probihajicim za atmosférického tlaku. Vysokotlaké mrazeni
je ucinné do tloustky vzorku rovné 0,2 mm [33; 48]. Dal$i manipulace se zmrazenymi vzorky
musi probihat za kryogennich teplot, proto aby nedoSlo k rekrystalizaci ledu, ¢i tvorbé
exogenniho ledu na povrchu [47].

DalSim krokem mrazové piipravy biologickych vzorkd pro cryo-SEM je lamani, které
umozni odkryti vnitini struktury vzorku. Lamani lze provést pomoci chlazeného skalpelu nebo
kryoultramikrotomem [47]. Klomu dochédzi v mistech sniz§i mechanickou pevnosti,
u biologickych vzork je to nejcastéji podél bunécnych membran [33].

Po laméni vzorku nasleduje krok sublimace, ktery se provadi ze dvou diivodd. Prvnim je
sublimace exogenniho ledu, ktery vznikl na povrchu vzorku béhem ptedchozi ptipravy.
Druhym divodem je odstranéni endogenniho ledu po lomu vzorku, coz ma za nésledek
zvyraznéni vnitini struktury. Béhem sublimace dochdzi ke kontrolovanému narustu teploty na
urcitou dobu, avsak i pfi této teploté je vzorek stale hluboce zmrazen [47]. Neobsahuje-li SEM
aparaturu pro kryogenni SEM, muze byt vzorek dale podroben lyofilizaci [33].

Pro zlepSeni signalu a snizeni nabijeni vzorku mize byt i zmrazeny vzorek potaZzen vrstvou
vodivého kovu. Pro cryo-SEM je idealni technikou napraSovéni, jelikoz pfi této metodée
nedochazi k ohfevu vzorku. Krok pokoveni vzorku je mozné vynechat, je-li nasledné¢ v SEM
nastavena nizk4 hodnota proudu a nap¢ti, ktera zabrani poSkozeni vzorku [47].

Mezi nedostatky mrazové piipravy biologickych vzorkll patii potfeba prace s tenkymi
vzorky, které jsou nutné pro dosaZeni optimalniho a rychlého zmrazeni. Cim vétsi vzorek je,
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formy ledu. Cilem zmrazeni je pfeména kapalné vody ve vzorku na amorfni led, coz je
u biologickych vzorkii obsahujicich velky podil vody obtiznéjsi, jelikoz tento amorfni led se
rychle pfeménuje na organizovanou krystalickou strukturu, kterd deformuje a poskozuje
strukturu dané¢ho vzorku [49]. Naopak mezi vyhody patii rychlost pfipravy vzorkii obzvlast
v porovnani s chemickou metodou, kterd je Casové narocna. A také nedochazi k ptidavku
dalsich chemikalii, které by mohly zptisobit zménu nativni struktury vzorku, jako je naptiklad
denaturace proteint [33].

2.2.2 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Transmisni elektronovd mikroskopie je prozafovaci technika, kterd poskytuje informace
z vnitini struktury vzorku. Tloustka ptipraveného vzorku se li§i v zavislosti na typu vzorku, ale
také na energii elektronového svazku. Pro vSechny vzorky vSak plati, Ze museji byt
elektrontransparentni. Po dopadu elektronového svazku na vzorek dochazi k elektronovému
rozptylu, jenz je bud’ pruzny nebo nepruzny. Nepruzny rozptyl mé za nasledek ztratu energie,
coz by v ptipadé tlustSich vzorkid znamenalo absorpci elektronu [50].

Konstrukcei transmisniho elektronového mikroskopu lze rozdélit na tii zakladni ¢asti. Prvni
casti je osvétlovaci systém, ktery se sklada z komponent, které generuji svazek elektronii a dale
jej fokusuji na vzorek. Poté nasleduje systém pro manipulaci se vzorkem, ktery zahrnuje
komponenty dilezité pro spravné umisténi vzorku v komote, ptipadné i jeho nataceni. Posledni
nejniZe poloZenou ¢asti je zobrazovaci systém slouZici k tvorbé€ obrazu ze signal generovanych
interakci vzorku s elektronovym svazkem (obrazek 8) [37].

Osvétlovaci systém je tvofen elektronovym délem, které se stejné jako u SEM
(kapitola 2.2.1) sklada z katody, kterd miZe byt tvofena wolframovym vlaknem, krystalem
LaB¢ nebo autoemisnimi zdroji. Hodnota pouZitého urychlovaciho napéti zavisi na typu
zkoumaného vzorku. Pro standardni materidlovou védu je pouzivano napéti 100 az 400 kV,
avsak pro citlivgjsi materidly se vyuZiva napéti nizsi, které vzorek poskodi méné [51]. Obecné
plati, Ze ¢im niZ§i urychlovaci napéti, tim vySsi kontrast, av§ak zaroven, tim niz$i rozliSeni [37].
Dalsi ¢asti TEM je Wehneltiv valec auzemnéna anoda, jejimz stiedem prochazi svazek
elektront [32]. Tento elektronovy svazek nasledné pokracuje pies kondenzorové ¢ocky, jejichz
ucelem je zaméieni svazku na vzorek [37].

Systém pro manipulaci se vzorkem slouzi ke sprdvnému uchyceni a umisténi vzorku
v komote. Vzorky na kovové sitce jsou dany do specialnich drzakt [32]. Drzék spole¢né se
vzorkem je dan do pfedkomory, ze které je nasledné vy€erpan vzduch a pfi dostatecné vysokém
vakuu je vzorek nésledné zaveden do komory. Kovova sitka se vzorkem musi byt v tésném
kontaktu s drzékem, aby pfi pozorovani nedochazelo k hromadéni naboje a tepla na vzorku, coz
by mohlo zptsobit vznik artefaktii obrazu nebo jeho poskozeni [37].

Posledni ¢asti transmisniho elektronového mikroskopu je zobrazovaci systém, ktery slouzi
k tvorbg, zvétSeni a zobrazeni vysledného obrazu. Po interakci elektronového svazku se
vzorkem, pokracuji rozptylené elektrony do objektivu, ktery tvoii primarni obraz a jehoZz
vysoka kvalita je zadsadni pro tvorbu kvalitniho obrazu. Stejn€ jako u kondenzorovych cocek,
jsou iu objektivu pfidany clony, jejichz ucelem je zachyceni okrajovych casti elektronového
svazku, coz mé za nasledek zvySeni kontrastu. Dale plati, Ze ¢im vétsi otvor v clonach
objektivu, tim mensi hloubka ostrosti. V oblasti vzorku jsou také pfitomny antikontaminatory,
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coz jsou vysoce chlazené kovy, na kterych dochazi ke kondenzaci necistot. A stejné jako u SEM
je izde pfitomen stigmator pro odstranéni astigmatismu c¢ocek. Poté pokracuji elektrony do
intermedialni Cocky, kterd zvétSuje vznikly obraz. Pro dalsi zvétSeni obrazu nésleduji projektivy
[37]. Stejné jako u SEM maji i zde elektromagnetické Cocky své vady, mezi které patii sféricka
aberace dana riznym zaostfenim paprski ve stfedu a na okraji elektronového svazku, dale
astigmatismus, ktery zpusobuje rtiznou silu pole v riznych smérech a posledni vadou je
chromaticka aberace, kterd je spojena s nekoherentnosti elektronového svazku, coz ma za
nasledek snizeni rozliSeni [41]. Nakonec dopadaji elektrony na detektor, ktery diive byval ve
formé fluorescencniho stinitka, jenz na povrchu obsahoval vrstvu sulfidu zine¢natého, coz
emitovalo viditelné zaieni. DalSimi vyuzitelnymi detektory jsou polovodicové detektory a CCD
kamery. AvSak dnes se vyuzivaji predevsim pfimé detektory elektront. [32]. V neposledni fadé
je 1 zde potieba vakuovy systém [37].

Elektronové
délo
= Katoda
-\-R Anoda
Kondenzorové
Cocky >< =
Vzorek Clona objektivu
Coéky objektivu
ZL Intermediélni/
] difrakéni Zoky
EHPH - ¢ s
) Cocky projektivu
N

[j Fluorescen¢ni
obrazovka

obrazu

d Systém ziznamu
| —

Obrdazek 8: Schéma zobrazujici hlavni casti transmisniho elektronového mikroskopu [52].
2.2.2.1 Chemicka priprava biologickych vzorkii pro TEM

Obdobné jako u skenovaci elektronové mikroskopie (kapitola 2.2.1.1) musi byt vzorky 1 pro
transmisni elektronovou mikroskopii stabilni vii¢i svazku elektronil, nemagnetické a navic
dostatecné tenké, aby bylo mozné detekovat proslé elektrony. Avsak tyto podminky biologické
vzorky nespliiuji, proto je nutné je upravit pro pozorovani v TEM. Chemickd piiprava
biologickych vzorkd zahrnuje n€kolik krokl, mezi které patii primarni fixace, sekundarni
fixace, dehydratace, substituce pryskyfici a vytvrzovani. Jakmile je vzorek zality v pryskyfici
vytvrzen nésleduje krajeni, uchyceni na sitku a pozorovani v TEM [32].
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Prvnim krokem chemické ptipravy je tedy fixace, ktera je zde obdobna jako u chemické
piipravy vzorki pro SEM (kapitola 2.2.1.1). I zde lze fixaci rozd¢€lit na primarni a sekundarni.
Mezi primarni fixacni prostifedky patii opét aldehydy, predevsim formaldehyd a glutaraldehyd.
A mezi sekundarni patii slouceniny tézkych kovt, jako je oxid osmicely, ktery slouzi nejen
k fixaci, ale také dodava vzorku pozadovany kontrast. Pro zachovani nativni struktury vzorkt
musi byt roztoky fixacnich cinidel pfipraveny ve vhodnych pufrech [37]. Oproti piiprave
biologickych vzorkii pro SEM, musi byt vzorky pro TEM kompletné penetrovany fixa¢nim
¢inidlem. Kazdé fixa¢ni ¢inidlo ma riiznou rychlost penetrace, avSak obecné€ jsou pozadovany
vzorky do 1 mm? [33].

Dalsim krokem ptipravy vzorka je dehydratace, pifi které dochazi k nahrazeni vody ve
vzorku vybranym dehydratacnim ¢inidlem. K tomu dochézi pomoci dehydratacni tady, tedy
pomoci roztokti daného ¢inidla s postupné rostouci koncentraci, kdy na konci je veskera voda
substituovana za dané Cinidlo [37]. Dehydratace vzork je dalezita kvili naslednému prosyceni
pryskyfici. Pokud by nebyl vzorek dostate¢n¢ dehydratovan, tak inasledné zalévani do
pryskyfice by bylo nedokonalé, protoze pouzivané pryskyfice nejsou ve vode rozpustné. Mezi
nejcasteji pouzivand dehydratacni €inidla patii ethanol a aceton, kromé téchto lze také vyuzit
propylenoxid, methanol nebo dimethoxypropan. Pfi pouziti téchto Cinidel je potfeba mit na
paméti jejich nedostatky, mezi které patii mozna extrakce bunécnych komponent, jako jsou
lipidy ¢i proteiny, toxicita, nebo smrsténi vzorku [53].

Fixovany a dehydratovany vzorek je nasledn¢ zalévan do pryskyfice, coz mu dodava
piedevsim pevnost a také velikost pro lepsi manipulaci. Idealni pryskytice musi byt rozpustna
ve zvoleném dehydratacnim cinidle a odolna vici elektronovému svazku, dale by neméla
zpiisobovat zasadni zmény objemu vzorku pii polymerizaci nebo extrakci bunécnych
komponent. Existuji tii zakladni typy pryskyfic, kterymi miize byt vzorek prosycen. Prvnim
vyuZivanym typem jsou akrylatové pryskyfice, znamé napiiklad pod obchodnim nazvem
Lowicryl. Dnes se tyto pryskyfice vyuzivaji pfedev§im pro imunocytochemii. Pficemz jejich
vyhodou je mozna polymerizace 1pii teplotach pod bodem mrazu, tedy za kryogennich
podminek. AvSak mezi jejich negativa patfi vyraznd zména objemu pii polymerizaci a také
Spatna stabilita vici kysliku 1 elektronovému svazku [33; 54]. Druhym typem jsou polyesterové
pryskyftice zndmé napiiklad pod obchodnim nazvem Vestopal W, jedna se o priizra¢né kapaliny
s vysokou viskozitou, které jsou rozpustné v acetonu. Vyhodou je snadné kontrastovani, ale pfi
ptipravé ultratenkych fezt dochazi ke vzniku fady artefakti [41]. Tretim a nejvyuzivanéjSim
typem jsou epoxidové pryskyfice. Mezi jejich vyhody patii malé smrsténi pi1 polymerizaci,
dobra stabilita vici elektronovému svazku a relativné rychlé pronikani vzorkem [41; 54].
Prikladem epoxidové pryskyfice je Epon, ktery se sklada z epoxidové pryskyftice, dvou druhti
tvrdidel a inicidtoru. Jako tvrdidla se vyuZivaji anhydridy, pfesnéji anhydrid kyseliny
dodecenyljantarové (DDSA) a anhydrid 1-methyl-5-norbornen-2,3-dikarboxylové kyseliny,
nazyvany také jako nadic methyl anhydrid (NMA). Jejich pomér urcuje vyslednou tvrdost
pryskyfice, pfevazuje-li NMA je polymer tvrdsi a naopak je-li vice DDSA je vysledny polymer
mekci [37]. Jako inicidtor polymerizace se zde pouziva tercidlni amin odvozeny od fenolu [41].
DalSim ptiikladem epoxidové pryskyfice je Spurr, ktery se skladd z diepoxidu zvaného
vinylcyklohexendioxid (VCD). Jednd se o pryskyfici s nizkou viskozitou, coz zpusobuje
snadnéjsi prinik vzorkem, avsak je velmi citlivd na vlhkost [37]. Po pfipravé pryskyfice

26



nasleduje samotné prosyceni vzorku, pro které je pfipravena rostouci koncentra¢ni fada roztoki
pryskyfice a rozpoustédla pouzitého pro dehydrataci, pticemz posledni roztok obsahuje pouze
Cistou pryskyfici. Nasledné jsou vzorky presunuty do specialnich forem ¢i kapsuli a nakonec
dochazi k polymerizaci nejcastéji pomoci zvySené teploty, avSak pro nékteré pryskytice 1ze
vyuzit i UV zafeni [41].

Vytvrzené blocky jsou vyjmuty z forem ¢i kapsuli a nésleduje jejich prvotni iprava nazyvana
trimovani. Podstatou tohoto kroku je sefiznuti piebytecné pryskyfice z blocku tak, aby pii
dalsim krajeni byl v fezu pfitomen vzorek a ne jenom cista pryskyfice. Po trimovani nasleduje
kréjeni ultramikrotomem, tedy piiprava tenkych fezl, které jsou nutné pro pozorovani v TEM.
Obecné se pro krajeni pouzivaji dva typy nozu, sklenény, ktery je sice levny, ale ma velmi
kratkou zivotnost, nebo diamantovy, ktery je podstatné drazsi, ale pfi spravné manipulaci ma
velmi dlouhou zivotnost. Samotné krajeni ultramikrotomem probiha automaticky, kdy je
nastavena rychlost krajeni a tloustka vysledného fezu. Hotové fezy jsou splavovany na vodni
hladinu, ze které jsou nakonec sbirany na kovové sitky, jez mohou byt naptiklad z médi, niklu,
platiny, ¢i zlata. [41].

Obecné lze fezy rozdé€lit do tfech skupin, tenké majici tloustku 60 az 90 nm, polotenké
s tloustkou 100 az 120 nm a tlusté s tloustkou 1 az 2 pym. Polotenké a tlusté fezy se Casto
vyuzivaji jako prizkumné fezy a jsou pozorovany pod svételnym mikroskopem [37; 41].
Tloustka fezil je zjiSténa podle barev vzniklych interferenci svétla mezi povrchem fezi a vodni
hladinou. Barva ptechazi od Sedé (tloustka fezu pod 60 nm) pies stiibrnou (tloustka kolem
70 nm), zlatou (tloustka kolem 100 nm), fialovou (tloustka mezi 150 a 180 nm) az po modrou,
kterou maji fezy o tloust’ce 190 az 240 nm [41].

Hotové fezy na sitkach byva nutné jesté pied pozorovanim v TEM déle kontrastovat, protoze
sekundarni fixace naptiklad OsOg, kterd zaroven dodava vzorku kontrast, nebyva dostatecna.
Kontrastovani v této fazi chemické piipravy biologickych vzorkl se obecné déli na pozitivni
a negativni. Pozitivni barveni je technika vyuZivajici soli tézkych kovi, které se vazi na
bunécné komponenty, ¢imz jim dodadvaji hustotu a tim 1 poZadovany kontrast. Mezi nej€astcji
vyuzivand kontrastujici cCinidla patfi uranyl acetat, ktery reaguje s fosfatovymi
a aminoskupinami, vaZe se tedy na nukleové kyseliny a proteiny, avSak jedna se o radioaktivni
latku, ptesnéji o alfa zati¢. Druhym Casto pouzivanym Cinidlem je citrat olova, ktery reaguje se
zaporné nabitymi komponenty vzorku. Oproti tomu pii negativnim barveni, vyuZivajicim také
soli tézkych kovil, dochazi ke zvySeni hustoty pozadi vzorku, coz ma za nasledek tmavée
zbarvené pozadi a svétly vzorek. Zde se jako kontrastujici ¢inidlo vyuZziva uranyl acetat nebo
kyselina fosfowolframova [37]. Z dGivodu regulacnich obtiZi spojenych s vyuZivanim sloucenin
obsahujicich uran, jako je jejich dovoz, skladovani a likvidace, jsou dnes vyvijena kontrastujici
¢inidla na bazi lanthanoida. Ptikladem je Cinidlo skladajici se z ytterbia ve formé trojmocného
kationtu a kyseliny fosfowolframové. Ytterbium se zde vyuziva z divodu vyrazného rozptylu
elektront a schopnosti siln¢ interagovat s kyselinou fosfowolframovou, ktera dale interaguje se
vzorkem, coz ma za nésledek zvyseni kontrastu danych struktur [55].

2.2.2.2 Mrazova priprava biologickych vzorkii pro TEM

Stejn¢ jako wukryogenni pfipravy vzorkii pro skenovaci -elektronovou mikroskopii
(kapitola 2.2.1.2) existuje také pro transmisni elektronovou mikroskopii kryogenni metoda
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piipravy biologickych vzork, jejiz hlavni vyhodou je pozorovani nativni struktury vzorkt bez
pridavku jakékoliv cizorodé latky. Naopak hlavni nevyhodou je potieba specidlniho vybaveni
pro praci za velmi nizkych teplot [33].

Prvnim krokem piipravy preparatu je fixace pomoci rychlého zmrazeni vzorku, jehoz princip
je stejny jako u cryo-SEM. Je tedy potieba zmrazit vodu pfitomnou ve vzorku do struktury
amorfniho ledu, jelikoz pfi vznikl krystalli by doslo k poSkozeni struktury preparatu. Pro
kryogenni transmisni elektronovou mikroskopii, zkracené¢ cryo-TEM se vyuzivaji nékteré
metody mrazeni vzorkli jako pro cryo-SEM, patii mezi né imerzni kryofixace, sprejovani
suspenze a vysokotlaké mrazeni (kapitola 2.2.1.2) [33].

Dalsim krokem je krajeni, ke kterému lze vyuzit stejné jako u chemické piipravy
ultramikrotom, ktery ale musi byt opatien specialni kryokomorou. Poté jsou fezy posbirany na
sitku a stale v hluboce zmrazeném stavu pieneseny do transmisniho elektronového mikroskopu
také vybaveného kryokomorou a elektronovym svazkem o nizké intenzité.

Krajeni vzorku Ize provést také na ultramikrotomu bez kryokomory, avSak pted samotnym
krajenim je nutné zmrazeny vzorek upravit. Nejdiive je nutné provést mrazovou substituci, pii
které dochazi v pribéhu teplotniho a ¢asového programu k nahrazeni vody organickym
rozpoustédlem, naptiklad acetonem nebo methanolem. Prvnim krokem mrazové substituce je
preneseni zamrazenych vzorkii do komory temperované na —90 az —80 °C, tato teplota je
udrzovéna po dobu 2 az 4 dni. Béhem této doby dochézi k postupnému rozpusténi zmrzlé vody
ve stale kapalném organickém rozpoustédle a zaroven dochdzi k diftizi vody ven ze vzorku
a rozpoustédla do vzorku. Pro zvySeni kontrastu je mozné do organického rozpoustédla ptidat
oxid osmicely, ¢i uranyl acetat. Nasledné dochazi k postupnému zvySovani teploty na —20 °C
a dale aZzna 4 °C. Pti téchto teplotach dochazi k difuzi kontrastujici latky do vzorku, kde reaguje
se vzorkem, vysledkem ¢ehoZ je redukce a ztmavnuti téchto latek. Nakonec jsou vzorky
vyjmuty z komory a promyty cistym rozpoustédlem, aby doSlo k vymyti nezreagované
kontrastujici latky [56]. Nasledné zaliti vzorku do pryskyfice ajeho krajeni je totozné
s chemicky pfipravovanymi vzorky (kapitola 2.2.2.1) [33].

2.2.3 Skenovaci transmisni elektronova mikroskopie (STEM)

Pti skenovaci transmisni elektronové mikroskopii se vyuziva skenovéani vzorku bod po bodu
obdobn¢ jako u SEM. Zaroven musi byt vzorek dostatecné tenky, aby jim prosly elektrony,
které jsou nésledné¢ detekovany, coz naopak odpovida technice TEM [57]. V dne$ni dobé Ize na
trhu nalézt specializované skenovaci transmisni mikroskopy, nicméné existuje také moznost
piidat STEM detektor do skenovaciho elektronového mikroskopu nebo zjednodusené feceno
pridat skenovaci civky do transmisniho elektronového mikroskopu (obrazek 9) [58].
Konstrukce tedy zavisi na vybraném typu mikroskopu. AvSak obecné plati, ze je pomoci
elektronového dé¢la, anody a kondenzorovych cocek vytvoren velmi uzky svazek elektront,
ktery nasledné prochdzi skenovacimi civkami, jejichz tkolem je postupné vychyleni paprsku
pti rastrovani vzorku [32]. Pro detekci proslych elektronti se vyuzivaji dva typy detektora, které
se vzajemn¢ doplnuji. Do detektoru svétlého pole (bright field, BF) vstupuji elektrony bud’
nerozptylené, nebo rozptylené jen pod malymi Uhly. Tento detektor je umistén v ose
elektronového svazku a mé tvar disku. Druhym typem detektoru je detektor tmavého pole (dark
field, DF), do kterého vstupuji elektrony rozptylené pod tthlem vyrazné vétSim. Tento detektor
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ma tvar prstence, ktery obklopuje pravé BF detektor, proto se vyuziva oznaceni prstencovy
detektor tmavého pole (annular dark field, ADF) [32; 59]. Vyraznou vyhodou tohoto detektoru
je jeho citlivost vii¢i protonovym ¢islim jednotlivych atomt ve vzorku. Oddéleni detektoru BF
a DF je odlisnosti a vyhodou oproti TEM, protoze lze pofidit snimky BF a DF soucasné
z jednoho mista na vzorku, coz umoznuje ziskani velkého mnozstvi informaci [60]. U STEM
dochazi ke zvétSovani pomoci rastrovani vzorku, nedochazi tedy ke zvétSovani obrazu ¢ockami,
a proto je zde niz8§i mnozstvi chromatickych aberaci vysledného obrazu [32]. Dalsi vyhodou
oproti konven¢nim vysokonapétovym TEM je moznost vyuziti nizkého napéti pro pozorovani
vzorkl, coz mé za nasledek zjednoduseni jejich piipravy, protoze neni nutné kontrastovat
piipravené tenké fezy na sitkach t€zkymi kovy jako je uranyl acetat nebo citrat olova. Avsak
na trhu je mozné nalézt také nizkonapétové TEM, pro které mulze byt pfiprava také
zjednodusena [61]. Nevyhodou skenovaci transmisni elektronové mikroskopie je vétsi
namahani a tedy i nasledné poskozeni vzorku elektronovym svazkem, jelikoz je zde vzorek
rastrovan bod po bodu a ne snimén jako celek [32].
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Obrazek 9: Schéma konstrukce STEM v TEM (A) a schéma konstrukce STEM v SEM (B) [58].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité mikroorganismy

V této diplomové préaci byly pouzity bakterie kmene Azotobacter vinelandii, konkrétné se
jednalo o jednoho zastupce z Ceské sbirky mikroorganismti oznaceného CCM 289 a dva

zastupce z némecké sbirky mikroorganismi s oznacenim DSM 87 a DSM 720.

3.2 Pouzité chemikalie

Pro kultivaci a gelaci bunéénych kultur

D-glukono-9-lakton

Dihydrat chloridu vépenatého

Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného
Glycerol

Heptahydrat siranu hote¢natého

Kvasni¢ny extrakt

Kyselina jable¢na

Monohydrat D-glukézy

Siran amonny

Sigma-Aldrich
Lach-Ner
Lach-Ner
Lach-Ner
Lach-Ner
HiMedia
Lach-Ner
Lach-Ner

Lachema

Uhli¢itan vapenaty Penta chemicals
Pro elektronovou mikroskopii
Aceton VWR
Dusik, kapalny Linde Gas
Epoxy Embedding Medium kit Sigma-Aldrich
Ethanol VWR
Glutaraldehyd Electron Microscopy Sciences

HexakyanoZelezitan draselny
Chloroform

Kakodylan sodny trihydrat
N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova
kyselina

Paraformaldehyd

Spurr’s Low Viscosity Embedding kit

Oxid osmicely

UA-zero

VWR
VWR
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Electron Microscopy Sciences
Electron Microscopy Sciences

Agar Scientific
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3.3  Pouzité pristroje

Analytické vahy LAG Advanced
VWR

Centrifuga CompactStar CS4
VWR

Centrifuga MiniSpin plus
Eppendorf

Digitalni inkubator INCU-Line
VWR

Loading station

Leica Microsystems
Mrazova substituéni jednotka AFS2

Leica Microsystems

Skenovaci elektronovy mikroskop Helios G4 HP
Vybaveny detektorem STEM 3+
ThermoFisher Scientific

Skenovaci elektronovy mikroskop Magellan 400/L

Vybaveny cryo-systémem a STEM 3+ detektorem

FEI Company
Transportni jednotka

Leica Microsystems
Ultramikrotom EM UC7

Leica Microsystems
Ultrazvukova lazen EMMI-20HC

Emag Technologies
Vakuova komora ACE 600

Leica Microsystems
Virovy mixér 7ZX3

VELP Scientifica
Zatizeni pro vysokotlaké mrazeni EM ICE

Leica Microsystems
3.4 Kaultivace mikroorganismu

VSichni tfi pouziti zastupci kmene Azotobacter vinelandii, tedy CCM 289, DSM 87
a DSM 720, byli skladovani pfi teploté —80 °C v cryo-zkumavkach s 30% glycerolem.

Pro kultivaci téchto bakterii bylo do 100 ml Erlenmayerovy batky pfipraveno 33 ml
inokulacniho média (tabulka 1), tato barika byla poté 30 minut sterilizovana. Po vychlazeni zpét
na laboratorni teplotu byl ve sterilnim boxu pfidan roztok glukézy o koncentraci 5 obj.%.
Nasledné bylo ptidano 0,75 ml suspenze dané bakterie v glycerolu ohtaté na laboratorni teplotu.
Takto pfipravené inokulacni médium bylo kultivovano na temperované tiepacce pii teploté
30 °C arychlosti tfepani 180 ot/min. Doba kultivace se liSila v zavislosti na pouzitém zastupci
A. vinelandii, rist kultur se pohyboval mezi 24 az 48 hodinami.

31



Tabulka 1: SloZeni inokulacniho média.

Chemikalie Hmotnost [g]
Glukéza 20,0
Kvasni¢ny extrakt 6,0
Na,HPO, 2,0
(NH4)2S04 0,6
MgSOs - 7 H,O 0,3

Chemikalie Objem [ml]
Destilovana voda 1000,0

DalSim krokem kultivace byla pifiprava 100 ml produkéniho média do 250 ml
Erlenmayerovy baiiky, jehoz slozeni uvadi tabulka 2. Izde probihala sterilizace po dobu
30 min. Po vychladnuti zpét na laboratorni teplotu bylo pfidano 5 obj.% glukézy a 10 ml
narostlého inokula¢niho média. Nésledna kultivace probihala také na temperované tiepacce pti
30 °C, avSak zde byla pouZita rychlost 200 ot/min. Cela kultivace trvala 5 dnt.

Tabulka 2: Slozeni produkcniho média.

Chemikalie Hmotnost [g]
Glukoza 20,0
Kvasni¢ny extrakt 6,0
Na,HPO, 2,0
(NH4)2S04 0,6
MgSOs - 7 H,O 0,3
CaCO; 1,0

Chemikalie Objem [ml]
Destilovana voda 1000,0

3.5 Gelace bunéénych kultur

Mikrobiélni kultury byly odebrany 5. den kultivace a nasledné byly smichany s ekvivalentnim
mnoZzstvim sitovacich ¢inidel o danych koncentracich. Mezi vybrana sitovaci Cinidla patfil
CaCl; o koncentraci 2 hm.%, kyselina jable¢na o koncentraci 0,5 M a GDL o koncentraci 1 M,
pficemz u druh¢ sady vzorki byl k GDL pfidan navic CaCO3 o koncentraci 0,5 M.

3.6  Vysokotlaké mrazeni vzorki

Pted vysokotlakym mrazenim bylo nejdfive nutné vzorky spravné pfipravit. Z kazdé cisté
kultury bylo odebrano 10 ml do centrifugaéni zkumavky, nasledné byly suspenze bakterialnich
bunék centrifugovany po dobu 3 minut a rychlosti 3500 ot/min. Poté byl slit pfebytecny
supernatant a z kazdé kultury bylo odebrano 1,5 ml do mikrozkumavek Eppendorf, které byly
centrifugovany po dobu 8 min a rychlosti 4000 ot/min (pro kulturu DSM 87 bylo potieba piidat
dalSich 5 min pfi této rychlosti). Opét byl odlit nadbytecny supernatant. Oproti tomu piiprava
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gelovych vzorkl spocivala v jejich nakrajeni za pouziti skalpelu na kousky o vhodné velikosti,
pricemz nésledné byly pouzity segmenty z vnitinich ¢asti hydrogelt.

Vysokotlaké mrazeni vzorkl probihalo pomoci pfistroje EM ICE pii tlaku 9,2 bard. Tento
piistroj byl vychlazen tekutym dusikem a zaroven bylo vzdy po mrazeni vzorku zkontrolovano,
ze se rychlost zamrazeni pohybovala okolo 300 ms. Ptipravené Cisté kultury byly pro TEM
mrazeny do pozlacenych médénych nosi¢ii o priméru 3 mm, pfi¢emz byla pouzita strana
o hloubce 0,2 mm, kterd byla navic potazena tenkou vrstvou 1% roztoku lecitinu
v chloroformu, k této stran¢ byla pfidana hladka strana dalSiho nosice jako poklicka. Vzorky
téchto kultur byly pro SEM mrazeny do 6 mm hlinikovych nosict. I zde byla vybrana hladka
a 0,2 mm hluboka strana, avSak tentokrat bez lecitinu. Oproti tomu piipravené gelové kultury
byly pro SEM i TEM mrazeny do pozlacenych médénych 6 mm nosic¢t (0,2 mm hluboka
a hladka strana). Jedinym rozdilem mezi nosici pro SEM a TEM bylo potazeni nosict pro TEM
tenkou vrstvou lecitinu. Kazdy vzorek pro TEM byl zamrazen ve 3 kopiich a pro SEM ve 2
kopiich. Takto zamrazené vzorky byly uchovavany pod pfislusSnym oznacenim v Dewarové
nadobé¢ s tekutym dusikem. Piehled vSech zamrazenych vzork uvadi tabulka 3. Mrazeni
vzorki bylo kviili reprodukovatelnosti vysledkti provedeno ve dvou opakovénich, pficemz byly
pro kazdé opakovani pouzity Cerstvé bunécné kultury.

Tabulka 3: Prehled zamrazenych vzorkit pro SEM i TEM. Kazdy vzorek byl mrazen ve dvou

opakovanich z dvou riznych kultivati vSech zkoumanych zastupcii.

Forma Zastupce A. vinelandii Sit’ovaci ¢inidlo
CCM 289 -
Cisté bunééné kultury DSM 87 -
DSM 720 -
CaCl,
CCM 289 Kyselina jable¢na
GDL
CaCly
Eggsszfﬁgﬁigeﬁ DSM 87 Kyselina jable¢na
GDL
CaCl,
DSM 720 Kyselina jable¢na
GDL

3.7 Priprava a analyza zmrazenych vzorki pomoci cryo-SEM

Pted pozorovanim vzorkl pomoci cryo-SEM bylo provedeno mrazové lamani a sublimace jiz
zmrazenych vzorkl. Veskera nésledujici ¢innost probihala v tekutém dusiku. Zmrazené vzorky
byly upevnény na specificky drzak pro dva nosice s primérem 6 mm. Nasledn¢ byl drzak se
vzorky pfesunut do loading station, kde byly vzorky pfikryty médénou poklickou, jenz slouzi
k ochran¢ vzorkli ptfed kontaminaci ndmrazou pii pfenosu z tekutého dusiku do vakuové
komory ACE 600 vychlazené tekutym dusikem na —130 °C. Zde byly vzorky nejdiive lamany
pomoci skalpelu, aby doslo k odkryti vnitinich struktur. A poté byla spusSténa sublimace slouzici
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k odstranéni pfebytecného exogenniho a endogenniho ledu, jak bylo popsano v kapitole 2.2.1.2.
Sublimace vzdy trvala 7 min pii teploté —95 °C, pticemz krok ohievu byl nastaven na 5 °C/min.

Po zpétném ochlazeni na —130 °C byl vzorek pienesen pomoci vychlazené transportni
jednotky do cryo-SEM Magellan 400/L vychlazeného na —120 °C. Nasledné byl sefizen
mikroskop, coz spocivalo ve vycentrovani elektronového svazku, nastaveni pracovni
vzdalenosti na 4 mm, nastaveni proudu na 13 pA a napéti na 2 kV a v neposledni fad¢ uprave
astigmatismu cocek. Déle byly nastaveny parametry snimani, coz spocivalo v nastaveni
rozliSeni, integrace obrazu, ¢i spusténi korekce posunu. Tyto vlastnosti byly upravovany podle
pozadavkl jednotlivych vzorku tak, aby byly potizeny co nejkvalitngjs$i snimky bez velkého
mnozstvi artefakti zpisobenych radia¢nim poskozenim, jelikoz byly pozorovany vzorky bez
pokoveni.

Avsak pfi pozorovani nékterych vzorki bylo zjisténo, ze sublimace ve vakuové komote byla
nedostatecnd, jelikoz bunééné struktury byly stile pokryty vrstvou ledu. V téchto piipadech
byla provedena dodate¢na sublimace piimo v mikroskopu, kterd spocivala v ohfevu drzéku
vzorku na —95 °C. Jakmile bylo dosazeno této teploty, zacal se tento drzak opét chladit na
—120 °C. Cryo-SEM analyza byla provedena ve dvou opakovanich.

3.8 Priprava a analyza zmrazenych vzorki pomoci STEM

Pro pozorovani zmrazenych vzorki pomoci STEM bylo nutné vzorky nejdiive pfipravit.
Prvnim krokem této pifipravy byla mrazova substituce, nasledovana prosycenim pryskyfici
a vytvrzenim. Takto pfipravené vzorky byly dale krajeny ultramikrotomem, splavovany na
vodni hladinu a sbirdny na médéné sitky, které byly nasledné pozorovany v mikroskopu.

Prvnim krokem ptipravy zamrazenych vzorki pro STEM byla mrazova substituce, pfi které
dochazi v pribéhu daného asového a teplotniho programu k nahrazeni zmrzlé vody acetonem
apoté také k fixaci akontrastovani prostfednictvim OsOs4. Mrazova substituce zacinala
vychlazenim substitu¢ni jednotky AFS2 tekutym dusikem a ptipravou roztoku OsO4 v acetonu
o koncentraci 1,5 hm.%. Tento roztok byl rozpipetovan do oznacenych vialek, které byly
nasledné vychlazeny v AFS2. Vzorky zamrazené metodou vysokotlakého mrazeni byly
nasledné preneseny do jednotlivych vialek, pficemZz musely byt stidle ponofeny v tekutém
dusiku. Poté byl spustén dany program (tabulka 4), ktery zacinal pfi teploté¢ —90 °C, pfi které
dochazi k nahrazeni ledu acetonem, jenz je pfi této teploté stale kapalny, jelikoZz teplota tuhnuti
acetonu je —95 °C. Nasledné¢ dochazi k postupnému ohtevu, kdy kolem teploty —20 °C zacina
reagovat 1 pritomny OsOs. Po skon¢eni mrazové substituce byly vzorky ponechany po dobu 1 h
pfi laboratorni teploté.

Tabulka 4: Nastaveni programu mrazové substituce v AFS2.

Krok Pocatecni teplota Konecna teplota  Rychlost ohi‘evua  Doba setrvani
[°C] [°C] [°C/h] [h]

1 =90 =90 0 72

2 -90 —20 5 14

3 =20 =20 0 24

4 =20 4 3 8

5 4 4 0 18
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Acetonem substituované vzorky byly 3krat promyty 100% acetonem (po 15 min), kdy pfi
druhém promyvani byly vytazeny kovové nosi¢e. Behem promyvani byla pfipravena pryskytice
Epon potifebna k naslednému prosycovani. Pro tyto vzorky byla zvolena stiedni tvrdost
vysledné pryskyfice, proto bylo smichano 25 g média epoxidové pryskytice Epon, 16,6 g
tvrdidla DDSA, 9,7 g tvrdidla NMA a 0,77 ml akceleratoru DMP-30. Vyslednd smés byla
vortexovana a nakonec byla pro odstranéni vzduchovych bublin déna do ultrazvukové 1azn€ na
10 min. Samotné prosycovani vzorkl probihalo v postupné fad¢ rostoucich koncentracich
smesi Eponu a acetonu. Byly tedy pfipraveny roztoky, jejichz pomér acetonu ku Eponu byl
roven2:1,1:1al:2,tytoroztoky byly vzdy po 1 h vyménovany. Nakonec byly vzorky dany
na 1h do 100% pryskyfice, kterd byla po 1 h vyménéna opét za Cistou pryskyfici. Takto
ptipravené vzorky byly do druhého dne ponechdny v exikdtoru s vyvévou, proto aby doslo
k odstranéni co nejvét§stho mnozstvi zbyvajicitho acetonu a pryskyfice dokonale prosytila
pfipravované buiiky. Druhy den byly vzorky pomoci pinzety pteneseny do konickych BEEM
kapsli a zality cistou pryskyfici, do které byl vlozen prouzek papiru s oznaenim vzorku.
Nakonec byly vzorky umistény na 48 h do inkubatoru nastaveného na 62 °C, aby doslo k jejich
vytvrzeni.

Po vytvrzeni byly vzorky vyjmuty z BEEM kapsli a nakr4jeny na ultratenké fezy o tloust'ce
70 nm pomoci ultramikrotomu EM UC7 a diamantového noze. Pfipravené fezy z prvniho
opakovani byly pfemistény na médéné sitky a dany do komory elektronového mikroskopu
Helios G4 HP vybaveného detektorem STEM 3+, pficemz byl pozorovan BF signal. AvSak
druhé opakovani bylo pozorovano v elektronovém mikroskopu Magellan 400/L, ktery byl
vybaven stejnym STEM 3+ abyl také pozorovan BF signdl. Poté byly oba mikroskopy
nastaveny obdobné& jako u vzorkd pro cryo-SEM. Byl tedy vycentrovan elektronovy svazek,
nastavena pracovni vzdalenost na 4 mm, proud na 13 pA, napéti na 15-18 kV a upraven
astigmatismus ¢ocek. Nasledné byly nastaveny parametry snimani, mezi které patii nastaveni
rozliSeni, integrace obrazu nebo korekce posunu. Pfi pofizovani snimka byly vyhledavany
bakterie v blizkosti médéné miizky, proto aby nedochézelo k hromadéni prebytecného néboje.

3.9 Chemicka pfiprava vzorki a jejich analyza pomoci STEM

Kromé¢ kryogennich metod byla Cistd bunécnd kultura A. vinelandii CCM 289 ptipravena také
chemickou cestou. Prvnim krokem byla centrifugace této kultury stejné¢ jako u mrazeni
(kapitola 3.6). Nasledoval krok fixace, kdy jako fixa¢ni ¢inidlo byl vybran roztok obsahujici
2,5 % glutaraldehydu a 2 % formaldehydu. Roztok tohoto fixa¢niho ¢inidla byl pfipraven bud’
v 0,1 M kakodylanovém pufru nebo v 0,1 M HEPES pufru (N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-
ethansulfonova kyselina), pfi¢emz pH obou pufri bylo upraveno na hodnotu 7,2.
Kakodylanovy pufr je bézn€ pouZivany pufr v chemické ptipravé vzorkl pro elektronovou
mikroskopii, avSak obsahuje toxicky arzen, z toho diivodu byl pouzit také netoxicky pufr
s oznacenim HEPES. Tato fixace probihala ptes noc pii teploté 4 °C. Druhy den byly vSechny
vzorky 3krat promyty danym pufrem, vzdy po dobu 15 min.

Nasledovala dalsi fixace a kontrastovani vzorkid pomoci 1% roztoku OsO4 v odpovidajicim
pufru s 1% roztokem Ks[Fe(CN)g]. Tento krok probihal po dobu 1 hodiny pii laboratorni
teplote. Stejné jako po prvni fixaci, byly vzorky i zde nasledné promyty pufrem, konkrétné
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2krat po dobu 15 min. Poté nésledovalo jedno promyti destilovanou vodou a jedno promyti
20% ethanolem, vzdy po dobu 15 min.

Dale bylo provedeno kontrastovani celého objemu vzorku pomoci komeréné prodavaného
roztoku UA-zero, ktery neobsahuje klasicky pouzivany uranyl acetat, ale je na bazi lanthanoidi,
jak bylo zminéno v kapitole 2.2.2.1. Jedna se o roztok citlivy na svétlo, proto musel tento krok
probihat ve tm¢ atrval také 1 hodinu. Poté byly vzorky opét promyty 20% ethanolem
(2 X 2 min).

Nasledoval proces dehydratace, ktery spocival v postupném nahrazeni pfitomné vody
ethanolem. Konkrétné byla postupné zvySovana koncentrace ethanolu od 70 %, ptes 80 %,
90 % az po 100 %, kazda vyména ethanolu probihala po 15 minutach a posledni krok s ¢istym
ethanolem byl opakovan 2krat kvili naprostému odstranéni vody ze vzorkd.

Dalsim krokem bylo zalévani vzorku do pryskyfice, pficemz byla pouzita epoxidova
pryskyfice Spurr. Byla tedy pouZita jind pryskyfice neZ u mrazové ptipravy, jelikoz zde byl pro
dehydrataci vyuzit ethanol, ktery je oproti acetonu pouzivaném pfi piipravé zmrazenych vzorkl
(kapitola 3.8) méné tékavy, coz by mohlo mit za nasledek nedokonalé prosyceni pryskyfici,
z dlivodu nedokonalého nahrazeni ethanolu pryskyfici. Proto byla vybrana pryskyfice Spurr,
ktera ma niz8i viskozitou nez Epon, coZ usnadnilo prosyceni danych vzorkl. Samotné
prosycovani téchto vzorkl probihalo totozné¢ jako u vzorkti zmrazenych. Byly tedy pfipraveny
roztoky s pomérem ethanolu ku Spurrurovnému 2 : 1,1: 1,1 : 2 a 100% Spurr. Kazda vyména
za roztok s vyssi koncentraci pryskyftice probihala po 1 hodiné, pficemz posledni krok s Cistou
pryskyfici byl opakovan 2krat. Takto pfipravené vzorky byly ponechany ptes noc v exikéatoru
s vyvévou a nasledné byly druhy den dany do BEEM kapsli a vytvrzeny pfi teploté 62 °C po
dobu 48 h.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této diplomové prace byla pfiprava a nasledné pozorovani bakterii kmene Azotobacter
vinelandii ve stavu co nejbliz§im stavu nativnimu. Kromé toho byly také zkoumény vzorky
s ptidavkem riznych sitovacich ¢inidel, které vedly k enkapsulaci bakterii do hydrogelu. Cilem
ptipravy téchto vzorkl pro elektronovou mikroskopii nebyla pouze snaha o dosazeni témeét
nativni struktury bunck, ale také snaha o zachovani struktury pfitomného hydrogelu. Mezi
vybrané techniky zkoumani pattila kryogenni skenovaci elektronova mikroskopie a skenovaci
transmisni elektronova mikroskopie. U cryo-SEM byly pozorovany zamrazené vzorky bez
pokoveni. Pro STEM byly vzorky ptipraveny dvéma metodami, prvni spocivala v zamrazeni,
mrazové substituci, pfi¢emz nésledna ptiprava probihala dle tradi¢né pouzivanych protokola
pro pfipravu vzorkii pro TEM. Druhou metodou byla metoda chemickd, kterd vyuzivala
bezuranové kontrastujici ¢inidlo na bazi lanthanoida (kapitola 3).

4.1 Analyza vzorki pomoci cryo-SEM

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3, byly pro cryo-SEM pfipraveny vzorky Cistych i sitovanych
kultur 4. vinelandii CCM 289, DSM 87 a DSM 720. Zmrazeni vzorkli po tuto analyzu je
popsano v kapitole 3.6 a jejich nasledné zpracovani vcetné nastaveni mikroskopu Magellan
400/L je uvedeno v kapitole 3.7. Cryo-SEM analyza byla provedena ve dvou opakovanich kvuli
zajisténi reprodukovatelnosti vysledkll. Z potfizenych snimki bylo zjiSténo, Ze obé opakovani
jsou obdobna a proto byly nasledné ze v§ech cryo-SEM snimki vybrany reprezentativni snimky
od kazdého zkoumaného zéstupce tohoto druhu. Na kazdém snimku je v této praci v pravém
dolnim rohu znazornéno meftitko, jehoz velikost je uvedena v popisku.

Nejdiive byly analyzovany vzorky vsech tii Cistych kultur 4. vinelandii, tzn. bez ptidavku
sitovaciho ¢inidla (obrazek 13). Z literarni reSerSe bylo zjiSténo, Ze tato bakterie tvoii za
nepiiznivych podminek cysty, které se skladaji z dané butiky, jeZ je obklopena dvouvrstevnatou
kapsuli, konkrétné se jedna o vrstvy nazyvané intin a exin [62; 63]. Béhem tvorby té€chto cyst
dochazi ke zméné tvaru z ovalné bunky na bunku kulovitou a také ke zmenSeni pfiblizné na
1,5-2 pm z ptivodnich 2—-10 um na délku a 1-2 pm na $itku [16; 64; 65]. Tvorba cyst slouzi
k ochrané¢ bunky pifed fyzikalnimi, ¢i chemickymi stresy, jako je napfiklad sucho nebo
UV zéfeni. Zralé cysty se tvoii po 3 az 5 dnech. Vytvorené¢ kapsule obsahuji alginat, ktery tato
bakterie produkuje do extracelularniho prostoru [62; 63]. Konkrétné je ¢ast kapsule zvana intin
slozena z 44 % sacharida, 9,1 % proteind, 37 % lipidi, oproti tomu exin obsahuje sacharidi jen
32 %, avsak proteinti 28 % a lipidii 30 %. Mezi sacharidy obsazené v obou vrstvach patii
gluko6za, manoza, xyl6za nebo rhamndza, av§ak pouze exin obsahuje podle ¢lanku glukosaminy
a galaktosaminy [66]. Krom& zminénych sacharidii obsahuje intin a exin také uronové kyseliny,
které v intinu piedstavuji 72 % a v exinu 40 % pfitomnych sacharidi. Pfesnéji se zde nachazi
kyselina manuronovd, pfevazujici v intinu, a kyselina guluronova, kterd naopak pievazuje
v exinu [67].

U zastupcu 4. vinelandii CCM 289 a DSM 87 byly pozorovany utvary kolem jednotlivych
bunék, které by mohly byt pravé vyse zminénou kapsuli, i proto Ze tyto vzorky byly pfipraveny
pro cryo-SEM 5. den od pocatku kultivace (obrazek 13 A, B, D, E; modré Sipky). Avsak pro
porovnani nebyly nalezeny c¢lanky, které by dané vzorky zkoumaly touto metodou.
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Vsechny nalezené ¢lanky, obsahovaly snimky bakterii pfipravenych tradi¢ni chemickou cestou
pro TEM, i proto byly vzorky nasledné ptipraveny dalSimi metodami (kapitola 4.2). Dale bylo
dle ptedpokladu zjisténo, ze se u 4. vinelandii CCM 289 nenachazel sitovany alginat vné téchto
cyst, byl pouze v t€sném okoli jednotlivych bun€k (obrazek 13 A; zelena Sipka). Nicméné
u zastupci DSM 87 a DSM 720 byla pozorovana hydrogelova sit’ nejen kolem bungk, ale také
vné 1 piesto, ze se jedna o vzorky, do kterych nebylo ptfidano zaddné sitovaci ¢inidlo (obrazek
13 B, C, E, F; Zluté Sipky). Tuto skute¢nost je mozné vysvétlit pritomnosti malé koncentrace
Ca?" kationt{i pochézejicich z produkéniho média pouzitého pii kultivaci. Av§ak toto sitovani
bylo podstatné slabsi nez u vzorki s pridanym sitovacim ¢inidlem, jelikoz pouzité ¢isté kultury
byly tekuté a makroskopicky homogenni, kdezto u sitovanych vzorkd byl pfitomen pevny
a okem pozorovatelny hydrogel (obrazek 10, obrazek 11, obrazek 12). U vSech tii zastupctli byla
pii vétsich zvétSeni potvrzena produkce zasobnich PHB granuli, vyskytujicich se uvnitf bunek
(obrazek 13 D, E, F; Cervené Sipky).
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Obrazek 12: Fotograf Te kulturyA vznelandzz DSM 87 (vlevo) a DSM 720 (vpravo) sitované tremi

riznymi cinidly.
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A. vinelandii CCM 289 A. vinelandii DSM 87 A. vinelandii DSM 720

Obrazek 13: Cryo-SEM snimky cistych kultur Azotobacter vinelandii. Cervené Sipky ukazuji na PHB granule, modré Sipky na kapsule, kterymi jsou bakterie
obaleny, zelena Sipka na plochu bez hydrogelu a zluté Sipky na zesitovany hydrogel. U snimkii A, B, C je meFitko 10 um a u snimkii D, E, F 3 um.
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Kromé¢ vzorkl cistych kultur A. vinelandii byly dale pro cryo-SEM piipraveny a také
pozorovany vzorky s ptidavkem sitovacich Cinidel, konkrétné s piidavkem CaCl,, kyseliny
jable¢né nebo GDL s CaCOs. Vybér z potizenych snimkli znézoriiuje obrazek 14. Stejné jako
u Cistych kultur byly i u vSech vzorkt se sitovacimi ¢inidly pozorovany PHB granule (obrazek
14, cervené Sipky). Na vybranych snimcich (obrazek 14 E, obrazek 22 v ptiloze) 1ze pozorovat
PHB granule, které jsou elastické i za velmi nizkych teplot vyuzivanych v cryo-SEM, jelikoz
nedoslo k jejich poskozeni béhem lamani. DalSim shodnym znakem vzorki Cistych kultur
a vzorki s ptidavkem sitovaciho ¢inidla je tvorba piedpokladané kapsule okolo jednotlivych
bunék, z ¢ehoz bylo usouzeno, Ze se nejspise také jedna o cysty. Pouze u vzorku A4. vinelandii
DSM 720 sitovaného CacCl; je tato kapsule mén¢ patrna (obrazek 14 A—I, modré Sipky).

Obecné lze fici, ze u vSech vzorkl s ptidavkem jakéhokoliv pouzitého sitovaciho ¢inidla
bylo pozorovano vét§i mnozstvi zesitovaného alginatu v okoli bunék nez u vzorka Cistych
kultur (obrazek 14 A1, Zluté Sipky). Struktura tohoto volného hydrogelu je obdobna u vzorkt
vSech zkoumanych zastupctli, u kterych jako sitovaci ¢inidlo byl pouzit CaCl.. U kultur
sitovanych kyselinou jable¢nou je volny hydrogel podobny u zastupcii CCM 289 a DSM 87,
avSak vyjimkou je zastupce DSM 87 (obrazek 14 E), u kterého doslo k pftili§ velké sublimaci,
ale struktura hydrogelu je patrnd i zde.

Struktura hydrogelu sitovaného GDL a CaCOs je od dvou ptfedchozich naprosto odli$na.
Jedna se o hustéji sitovany hydrogel, ktery kompletné obklopuje pozorované buiiky (obrazek
14 G-I). Jak jiz bylo zminéno v experimentalni ¢asti (kapitola 3.5) byly u vzorki sitovanych
prostiednictvim GDL pouzity dvé metody. V prvnim piipadée byl jako sitovaci ¢inidlo pouzit
samotny GDL, kdeZto ve druhém ptipad€ byl ke GDL ptiddn CaCOs3. Mechanismus sit'ovani
alginatu prostfednictvim tohoto ¢inidla je uveden v kapitole 2.1.3.1. Zjednodusen¢ feceno,
piidavek GDL zptisobuje uvoliiovani Ca®" kationtli z nerozpustného CaCOs. Uhlicitan vapenaty
byl v prvnim piipadé pfitomen pouze v produkénim médiu, kdeZto v druhém doslo navic k jeho
pfidavku spolecné s GDL. Z této skuteCnosti plyne, Ze ve druhém piipadé¢ byla vyssi
koncentrace Ca®* kationtd schopnych sitovat produkovany extracelularni alginat. Proto lze na
obrazku 15 pozorovat na snimcich A, B a C naprosto odlisné gely neZ na snimcich D, E a F, coZ
odpovidé predpokladu, Ze gely s pfidavkem CaCOj3; budou mit hustsi hydrogelovou sit’ nez gely,
které Ca’" kationty ziskavaji pouze z produkéniho média.

Bakterie na snimcich ¢istych i sitovanych kultur jsou stejné staré (5 dnti). V teoretické ¢asti
bylo feceno, Ze se jednd o ovalné az kulaté bunky s rozméry 2—10 pm na délku a 1-2 um na
Sitku (kapitola 2.1.3). Oproti tomu zralé cysty, by mély mit kulovity tvar a velikost 1,5-2 um
(kapitola 3.7). Na snimcich ¢istych kultur (obrazek 13 A—C) lze pozorovat pfevazné bunky
kulovitého tvaru, tedy nejspiSe jiz ve formé cyst. AvSak je dilleZité nezapominat na fakt, Ze se
jedna pouze o dvourozmérné snimky, na kterych jsou bakterie orientovany nidhodné. Na
snimcich pofizenych pfi vétSich zvétSeni jsou pfitomny nejen kulovité, ale také ovalné burky,
coz muze znacit, Ze proces encystace neni u vSech bunék dokoncéen. Pfiblizna priimérna velikost
kulovitych bunék na vybranych snimcich (obrazek 13 D-F, obrazek 14 A—I a obrazek 15 A—F)
se pohybuje okolo 2—3 pm a primérna velikost ovalnych bunék se na téchto snimcich pohybuje
mezi 3—6 um na délku (byly méfeny bunky, na kterych jsou ¢ervenou Sipkou znadzornény PHB
granule). Tyto hodnoty odpovidaji pfiblizné hodnotam pro velikost zralych cyst nebo
vegetativnich bunék, avsak je tfeba je brat s rezervou kvili riizné orientaci bunék pii laméani.
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Obrazek 14: Cryo-SEM snimky
zesitovanych kultur Azotobacter
vinelandii. Cervené Sipky ukazuji
na PHB granule, modré na
kapsule  obklopujici  bakterie

IMGDLa
0,5 M CaCO,

a zluté na zesitovany hydrogel.

Meéritko je u vsech snimkii 3 um.
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A. vinelandii CCM 289

A. vinelandii DSM 720

| +

1M GDLa
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Obrazek 15: Cryo-SEM snimky zesitovanych kultur Azotobacter vinelandii pomoci ¢inidla GDL. Cervené Sipky ukazuji na PHB granule, modré Sipky na

kapsule, kterymi jsou bakterie obaleny a zluté Sipky na zesitovany hydrogel. MéFitko je u vSech snimkit 5 um.
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4.2  Analyza vzorki pomoci STEM

Kromé kryogenni skenovaci elektronové mikroskopie byly pfipravené vzorky analyzovany
nez pro cryo-SEM, jelikoz jsou pozorovany ultratenké fezy vzorkl substituovanych pryskyfici.

Pro tuto praci byla jako hlavni metoda pfipravy vzorkd pro STEM vybrdna metoda
spocivajici ve vysokotlakém zmrazeni vzorka (kapitola 3.6) a ndsledné mrazové substituci
(kapitola 3.8). Tato metoda byla vybrédna z divodu moznosti porovnani vyslednych snimkt
nejen s pofizenymi snimky z cryo-SEM, ale také se snimky z literarni reserSe, jelikoz byly
nalezeny clanky obsahujici snimky této bakterie pouze z transmisniho -elektronového
mikroskopu, které se od snimkl pofizenych cryo-SEM znaéné li§i. Vzorky pfipravené
kryogennimi technikami pro STEM pochazely ze stejnych bunéénych kultur jako vzorky pro
cryo-SEM.

Nakonec byla jako dopliujici metoda STEM vybrana chemicka piiprava vzorkd, ktera
spocivala v chemické fixaci vzorkli roztokem glutaraldehydu a paraformaldehydu a nasledném
kontrastovani roztokem UA-zero (kapitola 4.2.2). Touto metodou byla pfipravena pouze Cista
kultura 4. vinelandii CCM 289, ktera byla vybrana jako reprezentativni zastupce.

4.2.1 Analyza vzorki pripravenych kryogenni metodou

Stejné jako pro cryo-SEM byly kryogennimi technikami i pro STEM pfipraveny vzorky €istych
i sitovanych kultur 4. vinelandii CCM 289, DSM 87 a DSM 720, pfi¢emzZ jejich piiprava byla
provedena dle standardnich protokolti (kapitola 3.8). Izde byly vzorky pfipraveny
a pozorovany ve dvou opakovanich, pficemz bylo zjisténo, Ze pozorované struktury jsou velmi
podobné, a proto byly nasledné vybrany reprezentativni snimky od kazdé studované kultury
1 pouzitého sitovaciho ¢inidla. Na kazdém snimku je v pravém dolnim rohu znézornéno
méftitko, jehoz velikost je uvedena v popisku.

Jako prvni byly analyzovany vzorky cistych bunécnych kultur (obrazek 16). Obecné lze
konstatovat, Ze vzorky vSech zkoumanych cistych kultur byly relativné dobie prosyceny
pryskyfici, jelikoZ jednotlivé fezy nebyly potrhané. Na vSech uvedenych snimcich je mozné
pozorovat elektrontransparentni PHB granule, které jsou oznaeny €ervenou Sipkou.

Déle byl na téchto snimcich pozorovan sitovany hydrogel, i piesto, ze se jednd o kultury bez
pridavku sit'ovaciho ¢inidla (obrazek 16 A, B, C, Zluté Sipky). Jak jiz bylo feceno v kapitole 4.1,
tento sitovany hydrogel se zde nachdzi kvili pouziti CaCOs3 jako soucésti kultivacniho média,
piicemz pravé Ca** kationty piitomny alginat sit'uji. Na obrazku 16 C znazortiuje fialova Sipka
buniku poskozenou krystalizaci. Toto poskozeni bylo nejspiSe zpiisobeno pii vysokotlakém
mrazeni, kdy doSlo k tvorbé krystalického ledu namisto amorfniho, coz bylo s vysokou

V neposledni fadé byly na téchto snimcich dobte pozorovatelné kapsule, jejichz vyskyt byl
u cryo-SEM pouze predpokladan (obrazek 16, modré Sipky). Dle literarni reSerSe se kapsule
sklada ze dvou vrstev, vnitini nazyvané intin a vnéj$i nazyvané exin. Ob¢ tyto vrstvy byly
pozorovany uvSech zkoumanych Ccistych kultur. Elektrontransparentni intin znézorfiuje
obrazek 16 D, E, konkrétné oranzové Sipky a vnéjsi elektrondenzni exin zase obrazek 16 D, E,
F, konkrétné zelené Sipky. Divod pro¢ na obrazku 16 F neni pozorovan intin je nejspiSe dan
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stafim dané buiky, jelikoz z literarni reserSe bylo zjisténo, ze tvorba kapsule zacind tvorbou
exinu a az nasledné¢ dochazi k tvorbé intinu pravé mezi jiz pfitomnym exinem a bunécnou
sténou bakterie [63].
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A. vinelandii CCM 289 A. vinelandii DSM 87 A. vinelandii DSM 720

Obrazek 16: STEM snimky cistych kultur Azotobacter vinelandii pripravenych kryogenni metodou. Cervené Sipky ukazuji na PHB granule, modré Sipky na
kapsule obklopujici bakterie, zluté Sipky na zesitovany hydrogel, fialova Sipka na bakterii poskozenou krystalizaci, oranzové Sipky na intin a zelené na exin.

U snimku A, B, C je méeFitko 2 um a u snimkit D, E, F I um.
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Vyjma Cdistych kultur byly pro STEM kryogenni metodou piipraveny také kultury
A. vinelandii s ptidavkem sit'ovacich Cinidel, pficemz byl opét pouzit CaCl,, kyselina jable¢na
a GDL s CaCOs. Prehled vybranych snimkti danych kultur s pfidavkem sitovacich ¢inidel
znazoriiuje obrazek 17. Na vSech vybranych snimcich Ize pozorovat uvniti bun¢k zasobni PHB
granule (obrazek 17, Cervené Sipky). Prosyceni PHB granuli bylo v ptipad¢ zgelovanych vzorki
mén¢ kvalitni, jelikoz ¢astéji a snadnéji dochézelo k tvorbé trhlin v pfipravenych ultratenkych
fezech kvili plsobeni elektronového svazku. To bylo nejspiSe zplsobeno pfitomnosti
sitovaného gelu v okoli bunék, ktery ztézoval, piipadné az znemoznoval, kompletni prosyceni
vzorkl s bakteriemi pryskyfici.

Tento okolni zesitovany alginat byl totiz podstatné hustsi v porovnani se vzorky cistych
bunécénych kultur (obrazek 17, Zluté Sipky). Mnozstvi pfitomného hydrogelu je dobie patrné pfi
porovnani mist, kde se nachazi hydrogel (zluté Sipky, obrazek 17 a obrazek 24 v ptiloze)
s misty, kde se nachazi pouze Cista pryskyftice (zelené Sipky, obrazek 17 a obrazek 24 v ptiloze).
U bakterie A. vinelandii CCM 289 lze na snimcich A, D (obrazek 17) pozorovat velmi
podobnou strukturu hydrogelu sitovaného CaCl, nebo kyselinou jable¢nou, avsak u GDL
s CaCOs (snimek G) Ize vidét vyrazné hife prosyceny hydrogel. To samé plati také pro zastupce
DSM 87, u kterého jsou vzorky sitované prvnimi dvéma zminénymi sitovacimi ¢inidly
(snimky B, E) obdobné, avsak posledni zminéné ¢inidlo je vyrazné odlisné (snimek H). Mezi
témito dvéma zastupci A. vinelandii nebyly pozorované velké rozdily v pozorované strukture.
Oproti tomu se kultura DSM 720 (snimky C, F, 1) liSila hlavn& u vzorku, ktery byl sitovan
kyselinou jable¢nou. U tohoto vzorku se totiZ v okoli bun€k nachazelo jen velmi malé mnoZstvi
pozorovatelného hydrogelu (snimek F).

Pro vyssi kontrast pfitomného hydrogelu by bylo moZzné v budoucnu vyuzit kontrastujici
¢inidlo rutheniovd cerven. Jedna se o kationtové ¢inidlo pouzivané pro zvySeni kontrastu
zaporng nabitych polysacharidi vn€ bunék [68; 69]. V této praci nebylo toto ¢inidlo vyuZito,
jelikoz byl zde pouzit tradi€né pouZivany protokol pro piipravu vzorkll prostiednictvim
mrazove substituce.

Kromé porovnani jednotlivych sitovacich ¢inidel 1ze také porovnat ¢inidla vyuzivajici GDL,
jelikoz u prvniho opakovani byly bunééné kultury sitovany pouze GDL, avSak u druhého
opakovani byl ke GDL ptidan CaCOs (kapitola 3.5). Z porovnani téchto dvou opakovanich
plynou stejné zavéry jako ucryo-SEM (kapitola 4.1), kde bylo konstatovano, ze €inidlo
s ptidavkem CaCOs tvofi vyrazné hustsi hydrogel, nez samotny GDL. To odpovida
ptedpokladu, jelikoz u vzorki s ptidavkem CaCOs dochdzi k uvolnéni vétsiho mnozstvi Ca*"
situjicich kationtl (obrazek 18). Na hydrogelu sitovaného prostfednictvim GDL s CaCOs lze
vidét trhliny (obrazek 18 aobrazek 23 v piiloze), které jsou zplisobeny nedostateCnym
prosycenim relativné hodné viskozni pryskyftici Epon, jez nemohla kviili hustoté hydrogelové
sit¢ dostate¢né penetrovat celym vzorkem.

Dale 1ze na potizenych snimcich pozorovat ochranné kapsule obklopujici jednotlivé buniky
(obrazek 17, obrazek 18, modreé Sipky a obrazek 19, oranZové a zelené Sipky). Posledni zminény
obrazek 19 zndzornuje detailni strukturu pozorovanych bunék. Na snimcich A, B lze vidét
vrstevnatou strukturu téchto kapsuli, konktrétné oranzové Sipky oznacuji elektrontransparentni
intin a zelené Sipky zase elektrondenzni exin. Na snimku A, 1ze vidét, Ze je samotny intin slozen
ze dvou vrstev, pficemz vnitini vrstva je v literatufe oznacovana CC2 a vnéjsi CC1 [62; 70].
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Bohuzel u kultury A. vinelandii DSM 720 doslo béhem vysokotlakého mrazeni ke krystalizaci
vzorku, coz m¢lo za nasledek poskozeni struktury vzorku, jak lze vidét na snimku C, fialova
Sipka. K této krystalizaci dosSlo nejspiSe kvuli nedokonalému uzavieni hlubokého nosice
hladkym, jelikoz hydrogelové vzorky byly kréjeny pouze skalpelem, kdy je obtizné piesné
stanovit tlouStku fezu, kterd miize byt v zavislosti na pouzitych nosi¢ich maximalné 0,2 mm.
Jako alternativa pro krajeni hydrogelli by bylo mozné vyuzit pfistroj zvany vibratom, pro ktery
by vSak musely byt pfipraveny relativné pevné a kompaktni hydrogelové vzorky.

Ptipravené bakterialni kultury byly stejné jako u cryo-SEM 5 dnt staré, coz odpovida
predpokladu z literarni reserse, ze by se mély v této dobé ve vzorcich vyskytovat buiiky ve
formé¢ cyst. Jsou-li bakterie ve form¢ cyst, jejich tvar je spiSe kulovity nez ovalny a jejich
velikost je dle reSerSe 1,5-2,0 um [65]. Na snimcich ze STEM (obrazek 16 a obrazek 17) byly
stejn¢ jako na snimcich z cryo-SEM (kapitola 4.1) méteny bunky, na kterych jsou cervenou
Sipkou oznaceny PHB granule, avSak i zde je nutné nezapominat na ndhodou orientaci bunék
pii krajeni. Primérnd velikost téchto bakterii byla stanovena pfiblizné na 1,5-3,5 um, coz
zhruba odpovidad udajim z literarni reSerSe. VEét$i velikost nebo vice ovalny tvar bun¢k je
v némz neni proces encystace zcela dokoncen. Obrazek 17 C zobrazuje ptiklad takové bakterie,
ktera ma stale ovalny tvar a jeji kapsule je v této fazi cyklu velmi nevyrazna, pricemz zde uplné
chybi elektrontransparentni vrstva zvand intin.
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Obrazek 17: STEM  snimky
zesitovanych kultur Azotobacter
vinelandii
kryogenni
Sipky ukazuji na PHB granule,

pFipravenych
metodou.  Cervené
modré na kapsule obklopujici
bakterie, Zluté na zesitovany
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snimkii 2 ym.

48



A. vinelandii CCM 289 A. vinelandii DSM 87 A. vinelandii DSM 720

1M GDL

1 M GDLa
0,5 M CaCoO,

Obrazek 18: STEM snimky zesitovanych kultur Azotobacter vinelandii pripravenych kryogenni metodou a sitovanych pomoci ¢inidla GDL. Cervené Sipky
ukazuji na PHB granule, modré Sipky na kapsule obklopujici bakterie a zluté Sipky na zesitovany hydrogel. Méritko je u vSech snimkii 2 um.
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A. vinelandii CCM 289 A. vinelandii DSM 87 A. vinelandii DSM 720

Obrazek 19: STEM detailni snimky kultur Azotobacter vinelandii pripravenych kryogenni metodou a sitovanych 2 hm.% CaCly. Oranzové Sipky ukazuji na

intin, zelené na exin a fialova na buriku poskozenou krystalizaci. Mévitko je u vSech snimku 1 pm.
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4.2.2 Analyza vzorku pripravenych chemickou metodou

Jako dopliujici metoda byla vybrana chemické ptiprava vzorkl a jejich nasledné pozorovani
v STEM. Pro piipravu byl vybran pouze vzorek Cisté kultury 4. vinelandii CCM 289, jakozto
reprezentativni zastupce. Pti této metod¢ byl jako fixacni ¢inidlo vybran roztok glutaraldehydu
s paraformaldehydem a jako kontrastujici ¢inidlo bez uranylovy UA-zero roztok, ktery je dle
protokolll pouzivany s ethanolem jako dehydrataénim a promyvacim c¢inidlem. Dale byly
vybrany dva pufry, prvni byl tradi¢né€ pouzivany kakodylanovy pufr a druhy HEPES pufr byl
vybran jako méné pro zdravi skodliva alternativa. V neposledni fad¢ byla vybrana epoxidova
pryskyfice Spurr, kterd mé oproti pryskytici Epon nizsi viskozitu, proto ji 1ze pouzit s méné
tékavym ethanolem.

Z potizenych snimka (obrdzek 20, obrazek 21) plyne, Ze oba pouzité pufry, tedy
kakodylanovy i HEPES, jsou srovnatelné. Tedy, Ze neni tfeba vyuzivat zdravi Skodlivy
kakodylanovy pufr, kdyz vysledné buriky, pro které byl vyuzit HEPES puft, jsou rovnocenné.

Rozdil mezi témito dvéma vzorky sice je, ale neni zplisobeny vybérem pufru, nybrz byly
nejspisSe zachyceny bakterie v rozdilné fazi bunécného cyklu. Builka na obrazku 20 je nejspise
mladsi, jelikoz je$t€¢ nemd vytvoreny intin, ktery se tvofi pozd¢ji nez exin, jenZ je oznacen
fialovymi Sipkami [63]. A zarovenl v této buiice nejsou pozorovany PHB granule, jejichz
produkce nastava také v pozdéjsich fazi bunééného cyklu. Oproti tomu bakterie znazornéna na
dal$im snimku (obrazek 21) ma jiz viditeln€é vytvoiené ob¢ vrstvy, tedy jak exin, oznaceny
fialovou S$ipkou, tak intin, oznaceny Sipkou oranzovou. Tyto vrstvy byly urceny podle
nalezenych clanki [66; 70]. Zaroven bylo uvnitt této bakterie pozorovdno velké mnoZstvi
zasobnich PHB granuli.

Ve vétsiné nalezenych ¢lankd, byva intin, stejné jako zde elektrontransparentni (obrazek 21),
avSak byl nalezen clanek, ktery jako fixacni Cinidlo vyuZil glutaraldehyd s Bouinovym
roztokem, ktery se vyuziva pro fixaci jemnych struktur a sklada se z formaldehydu, kyseliny
octové a kyseliny pikrové. Po fixaci timto ¢inidlem byla v daném c¢lanku pozorovatelna
elektrondenzni vlakenna struktura intinu [70; 71].
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Obrazek 20: Detailni snimek bakterie A. vinelandii CCM 289 pripravené chemickou cestou za pouziti
kakodylanového pufru. Modra Sipka ukazuje na kapsuli obklopujici bakterii, fialova na elektrondenzni

exin a zelend na bunécnou stenu. U snimku A je méritko 500 nm a u snimku B 400 nm.

Obrazek 21: Detailni snimky bakterie A. vinelandii CCM 289 pripravené chemickou cestou za pouZziti
HEPES pufiru. Cervené Sipky ukazuji na PHB granule, modrd na kapsuli obklopujici bakterii, Zlutd na
zesitovany hydrogel, fialova na elektrondenzni exin a oranzova na elektrontransparentni intin.

U snimku A je méeritko 500 nm a u snimku B 200 nm.
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo provedeni analyzy morfologie a ultrastruktury nejen Cisté
bakteridlni kultury Azotobacter vinelandii, ale také hydrogelovych forem vzniklych
enkapsulaci této bakterie do ji produkovaného extracelularniho alginatu. Pro splnéni tohoto cile
byly vybrany metody elektronové mikroskopie, konkrétné byla vybrana kryogenni skenovaci
elektronova mikroskopie a skenovaci transmisni elektronovéa mikroskopie, pficemz pro STEM
byly vybrany dvé metody piipravy vzorkl. Prvni znich zahrnovala vysokotlaké mrazeni
a mrazovou substituci pfitomné vody acetonem nasledovanou tradi¢nimi postupy piipravy
biologickych vzorkl pro TEM. Druhou metodou byla standardné pouzivana chemicka metoda
ptipravy biologickych vzorkli, avSak byly vyuzity méné zdravotné zavadné alternativy
kontrastujicich ¢inidel a pouzitého pufru.

Celkov¢ byly analyzovany dvé skupiny vzorkti. Prvni skupinou byly ¢isté bunécné kultury
Azotobacter vinelandii, ptiCemz byli vybrani zastupci zceské anémecké sbirky
mikroorganismil s ozna¢enim CCM 289, DSM 87 a DSM 720. Druhé skupina zahrnovala téZe
kultury, avSak s ptidavkem rtznych sitovacich cinidel, konkrétné s chloridem vépenatym
o koncentraci 2 hm.%, 0,5 M kyselinou jable¢nou nebo 1 M glukono-é-laktonem s pfidavkem
0,5M uhli¢itanu vapenatého. Kvuli reprodukovatelnosti byly vSechny zkoumané vzorky
pripraveny ve dvou opakovanich, které byly pro vSechny vzorky velmi obdobné.

Prvni vybranou technikou byla tedy kryogenni skenovaci elektronova mikroskopie, jejimz
prvnim krokem bylo vysokotlaké mrazeni. Mrazeni Cistych bunéfnych kultur probihalo
standardné, napipetovanim suspenze na nosi¢. AvSak mrazeni hydrogelovych vzorkli bylo
vyrazné obtiznéjsi, jelikoZ neexistuje zavedeny postup pro mrazeni hydrogeld. Pro tuto praci
byl zvolen postup krajeni skalpelem, pfi¢emz byly vzorky krajeny na co nejtenci platky, proto
aby doslo ke spravnému zmrazeni. Néasledujicim krokem bylo mrazové lamani a substituce, coz
slouzilo k odkryti vnitfnich struktur vzorkl. Takto pfipravené vzorky byly poté pozorovany
v elektronovém mikroskopu Magellan 400/L vybaveném cryo-systémem.

U vSech touto metodou piipravenych vzorkil byly uvnitt bakterii pozorovany PHB granule,
které, jak bylo potvrzeno, jsou elastické i1 za kryogennich teplot. Dal§Sim prekvapivé shodnym
znakem cistych i sitovanych kultur byla pfitomnost hydrogelové sité tvofené pravdépodobné
alginatem vné jednotlivych bunék. Vyskyt tohoto hydrogelu u Cistych kultur byl vysvétlen
piitomnosti CaCOs v produkénim médiu pouzitém pro kultivaci, pfic¢emz pravé Ca’* kationty
alginat sit'uji. AvSak mnozZstvi sitovaného alginatu bylo u Cistych bakteridlnich kultur vyrazné
niz$i, nez u enkapsulovanych kultur. Spravnosti tohoto odiivodnéni také odpovida rozdil mezi
kulturami s pfidavkem pouze GDL a kulturami s pfidavkem GDL a CaCOs. Kdy pravé
u druhych zminénych kultur byl pozorovan vyrazné hustéji sitovany hydrogel, coz bylo
zplisobeno piitomnosti vétsiho mnozstvi Ca** kationtii. V neposledni fadé byly prostiednictvim
cryo-SEM pozorovany hydrogelové ttvary v tésném okoli jednotlivych bunék. Podle literarni
reSerse bylo zjisténo, Ze A. vinelandii tvoii kapsule slouZici k ochrané pted riznymi stresovymi
faktory. AvSak ptitomnost téchto kapsuli nebylo mozné pomoci cryo-SEM jednoznacné
potvrdit, jelikoz nebyla nalezena literatura obsahujici snimky pravé z cryo-SEM. I proto byly
pouzity dal$i metody pro zjiSténi detailnéjsi ultrastruktury zkoumanych vzorku.
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Druhou vybranou technikou byla skenovaci transmisni elektronova mikroskopie. Jako
hlavni metoda piipravy vzorkli pro STEM byl vybran postup spocivajici ve vysokotlakém
mrazeni (probihajicim totozné jako u cryo-SEM) a mrazové substituci roztokem acetonu
a oxidu osmicelého nasledované prosycovanim pryskyfici a ptipravou ultratenkych feza, které
byly nasledné pozorovany bud’ v elektronovém mikroskopu Helios G4 HP nebo Magellan
400/L, pticemz oba mikroskopy byly vybaveny stejnym STEM 3+ detektorem.

Vysledky ztéto metody odpovidaji zavérim zcryo-SEM. Izde byly pozorovany
elektrontransparentni PHB granule uvnitt bunék a zesitovany hydrogel v okoli bunék, a to jak
u enkapsulovanych vzork, tak i u vzorkl Cistych kultur, u kterych vSak byla hydrogelova sit’
podstatné fidsi. Dale také vzorky sitované GDL s pfidavkem CaCO3; mély hustsi hydrogelovou
sit' nez vzorky s ptidavkem pouze GDL. V neposledni fad¢€ byla prokézana ptitomnost, u cryo-
SEM pouze ptedpokladanych, kapsuli v tésném okoli jednotlivych bakterii. Bylo zjisténo, ze
se tyto kapsule sklddaji ze dvou vrstev, prvni je elektrontransparentni vrstva zndma pod nazvem
intin, okolo které se nachézi elektrondenzni vrstva zvana exin. Tyto kapsule Ize vidét na vSech
potizenych snimcich spravné zmrazenych vzorkl. U nedokonale zmrazenych vzorkli byla
poni¢ena nativni struktura danych vzorku, jelikoz v pribéhu mrazeni doSlo k nezadouci
krystalizaci.

Jako doplnkova metoda STEM byla vybrana chemicka cesta pripravy cisté bunécné kultury
A. vinelandii CCM 289. Tato bakterie byla vybrana jako reprezentativni zastupce. Vybrana
metoda chemické ptipravy tohoto vzorku neni tradi€né pouzivéana. Pro fixaci byl sice vybran
standardni roztok 2,5% glutaraldehydu a 2% formaldehydu, avSak dalSim krokem bylo
kontrastovani bezuranylovym roztokem UA-zero. Jako pufracni roztoky byl vybran klasicky
pouzivany kakodylanovy pufr a méné vyuzivany HEPES puft, pfi¢emzZ na vyslednych snimcich
nebyl zjiStén rozdil vychazejici z typu pouzite¢ho pufru, proto l1ze pro dalsi analyzy téchto
vzorkl pouzivat zdravi méné Skodlivy HEPES puft. I pfi této metodé€ byla dokdzana pfitomnost
zasobnich PHB granuli a také kapsule v t€sném okoli jednotlivych bakterii, kterd se sklada
z vrstev zvanych intin a exin. AvSak u vzorku, pro ktery byl pouzit kakodylanovy pufr, nebyl
elektrontransparentni intin pozorovan. Z literarni reSerSe bylo zjiSténo, Ze se intin tvoii pozdé&ji

Obecné tedy lze konstatovat, Ze pomoci cryo-SEM byly pozorovany nejen bakterie
obsahujici PHB granule, ale také hydrogelova sit’ velmi podobna nativnimu stavu. Jedna se
o metodu sice ndrocnou na vybaveni, ale pro morfologickou analyzu velmi rychlou. Kryogenni
ptiprava vzorkl a jejich nasledné pozorovani v STEM je oproti cryo-SEM vyrazné Casové
ultrastrukturni analyzu. U obou zminénych metod byly vzorky fixovany fyzikdlni cestou,
konkrétné zmrazenim. Vyhodou této metody je prace bez ptidavku dalSich chemikalii, které by
mohly ovlivnit strukturu pozorovanych ¢istych ienkapsulovanych bakterii. AvSak proces
mrazeni musi byt proveden spravné¢, aby doSlo k tvorbé pouze amorfniho ledu, ktery nenic¢i
nativni strukturu pfipravovanych preparatii. U posledni v této praci pouzité¢ metody byly vzorky
pfipraveny chemickou cestou, z ¢ehoz plyne, Ze dochazi k ptidavku riznych chemikalii, které
osmoticka sila, jelikoz pouzivané roztoky musi byt pro zkoumané buiiky izotonické. DalSim
problémem této metody je nutnost penetrace vSech pouzitych fixa¢nich, kontrastujicich
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u bakterii obalenych kapsuli natoz obklopenych navic sitovanym alginatem. Jelikoz pokud neni
pti kazdém prosycovani témito Cinidly a pryskyfice dosazeno maximalni Grovné prosyceni,
dochazi pfi nasledném krajeni a pozorovani v mikroskopu k potrhani jednotlivych fezi.
Z téchto diivodu byla tato metoda pouze doplitkova.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

7.1  Seznam pouzitych zkratek

A. vinelandii

ACC
ADF

AE

ATP

BF

BSE

CoA
cryo-SEM
cryo-TEM
DDSA
DF

EDS

EPS

G

GDL
GDP

GMD, AlgD

HEPES
IAA
ISR

M

MP, Alg8
NADPH
NMA
PGPB
PGPM
PGPR
PHA
PHB
phbA
phbB

Azotobacter vinelandii
1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina
prstencovy detektor tmavého pole

Augerovy elektrony

adenosintrifosfat

detektor svétlého pole

zpétné odrazené elektrony

koenzym A

kryogenni skenovaci elektronova mikroskopie
kryogenni transmisni elektronova mikroskopie
anhydrid kyseliny dodecenyljantarové
detektor tmavého pole

energioveé disperzni spektroskopie
extracelularni polysacharidy

a-L-guluronova kyselina

D-glukono-9-lakton

guanosindifosfat

enzym GDP-mané6zadehydrogenédza
N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina
indol-3-octova kyselina

indukovana systémova rezistence
B-D-manurova kyselina

enzym manuronatova polymeraza
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

anhydrid 1-methyl-5-norbornen-2,3-dikarboxylové kyseliny
bakterie podporujici rtist rostlin
mikroorganismy podporujici rast rostlin
rhizobakterie podporujici riist rostlin
polyhydroxyalkanoaty
poly-3-hydroxybutyrat

enzym B-ketothioldza

enzym acetoacetyl-CoA-reduktiza
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phbC

PMI-GMP, AlgA
PMM, AlgC

SE

SEM

STEM

TEM

VCD

enzym PHB-syntaza

enzym fosfomandzaizomeraza

enzym fosfomanomutaza

sekundarni elektrony

skenovaci elektronova mikroskopie

skenovaci transmisni elektronova mikroskopie
transmisni elektronova mikroskopie

vinylcyklohexendioxid

7.2  Seznam pouzitych symboli

IS

<

<

uhel mezi vektorem rychlosti a vektorem magnetické indukce pole [°]
polovi¢ni aparaturni thel ocky [°]

vektor magnetické indukce pole [kg's ZA™!]

naboj elektronu [A-s]

sila plisobici na elektron v magnetickém poli [kg'm-s 2]
Planckova konstanta [J-s]

vlnova délka [nm]

hmotnost elektronu [kg]

index lomu []

napéti [m*kgs A

rychlost elektronu [m-s ']

vektor rychlosti elektronu [m-s ']
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8 PRILOHY

8.1 Analyza vzorki pomoci cryo-SEM

-

AN Y.

i

‘i .A xl ,

Obrazek 22: Cryo-SEM snimek bakterie Azotobacter vinelandii DSM 87 sitované CaCl,. Cervend

Sipka ukazuje na PHB granule, modra na kapsuli obklopujici bakterii a Zluta na zesitovany hydrogel.

Meritko je 2 um.
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8.2  Analyza vzorki pripravenych kryogenni metodou pomoci STEM

.;_-f, .-“;‘;' % .\ " }> .
Obrazek 23: STEM snimek kultur A. vinelandii CCM 289 s pridavkem sitovaciho cinidla obsahujiciho
GDL a CaCO:s pripravenych kryogenni metodou. Modreé Sipky ukazuji na trhliny. Mévitko je 5 um.
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A. vinelandii CCM 289 A. vinelandii DSM 87 A. vinelandii DSM 720

Obrdazek 24: STEM snimky pro porovnani kultur A. vinelandii sitovanych CaCl; a pripravenych kryogenni metodou. Zelené Sipky ukazuji na Cistou pryskyrici
a zluté Sipky na zesitovany hydrogel. Mévitko je 5 um.

68



