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Abstrakt

Predkladand diplomova praca sa zaobera predovsetkym Ramanovou spektroskopiou a jej
prepojeniami s mikrofluidnymi technikami spolu s potencidlne biotechnologicky zaujimavymi
produktmi bakteridlnych kmenov Janthinobacterium lividum a Azotobacter vinelandii. Metody
pouzité v tejto praci boli zvolené pre ich nedestruktivnu povahu, ktord umoznuje rychlu analyzu
buniek a ich porovnanie s plynovou chromatografiou. Po analyze je mozné bunky d’alej
kultivovat, pripadne pripravit’ generaciu s nadmernou produkciou vybraného metabolitu.

Janthinobacterium lividum je bakteridlny kmen produkujuci pigment - violacein, ktory ma
znaény biotechnologicky potencidl ako liecivo, antioxidant, fluorescen¢na sonda ¢i farbivo.
Schopnost’ rozlisit' bunky produkujice a neprodukujuce violacein moéze mat’ preto Siroké
uplatnenie v diagnostike a identifikacii. V experimentalnej ¢asti boli zmerané spektra troch
kmenov, na zaklade ktorych bol vybrany zastupca Janthinobacterium lividum CCM 160, ktory
bol analyzovany vyuzitim Ramanovskej pinzety spolu s Cupriavidus necator HI16.
Vyhodnotenim pomocou analyzy hlavnych komponentov bola zistend rozliSiteInost
pigmentovanych kultir od nepigmentovanych a bol vybrany potencialny triediaci marker
1 140 cm™! (prislusny pre violacein) pre d’al$ie merania.

Biotechnologicky potencial kmena Azotobacter vinelandii spo€iva v schopnosti fixovat’
dusik z atmosféry, produkovat’ alginat a polyhydroxybutyrat. Experimentalna Cast’ prace sa
zameriava na identifikdciu Ramanovych spektier piatich kmenov a alginatov extrahovanych
znich. Polyhydroxybutyrdt (PHB) je biologicky odburatelny polymér nahradzajuci
petrochemické plasty. Pre vyrobu PHB je Azotobacter vinelandii adeptom pre komercnu
vyrobu, ktory ako jeden z mala vyrdba PHB priamo zo vzdusného dusika, ¢o mdze viest’
k znizeniu vyrobnej ceny a tym aj vySSiemu zastipenia rozlozitelnych plastov na trhu.
Najvyssia odpoved pre PHB v Ramanovych spektrach bola namerana u Azotobacter vinelandii
porovnanie boli ziskané z plynovej chromatografie, ktoré potvrdili merania z Ramanove;j
spektroskopie. Vyhodnotenim nameranych Ramanovych spektier ¢istych alginatov je mozné
predpokladat’, Ze sa jedna o heteropolymérne frakcie, ked’ze v spektrach bol detegovany prejav
réznych monomérov. V zavislosti od zlozenia podjednotiek sa menia vlastnosti alginatu, preto
je potrebné poznat zlozenie pre jeho upravu pre dalSie vyuzitie v medicine alebo
potravinarstve.
obsahom PHB, ktori boli nasledne analyzovani pomocou Ramanovej pinzety. Vyhodnotenim
pomocou analyzy hlavnych komponentov bola zistena rozliSiteI'nost’ tychto kmenov a moznost’
ich nasledného oddelenia vyuzitim triediaceho parametra (1 060 cm™).

Kriacové slova
Ramanova spektroskopia, Ramanovskd pinzeta, optickd pinzeta, mikrofluidné techniky,
violacein, polyhydroxyalkanodaty, alginat, Azotobacter vinelandii, Janthinobacterium lividum



Abstract

The presented diploma thesis primarily focuses on Raman spectroscopy and its connections to
microfluidic techniques, along with potentially biotechnologically interesting products of
bacterial strains Janthinobacterium lividum and Azotobacter vinelandii. The methods were
chosen for their non-destructive nature, which allows for rapid cell analysis and comparison
with gas chromatography. After analysis, cells can be further cultivated or a generation with
excessive production of a selected metabolite can be prepared.

Janthinobacterium lividum is a bacterial strain that produces the pigment violacein, which
has significant biotechnological potential as a drug, antioxidant, fluorescent probe, or dye. The
ability to distinguish between cells producing and not producing violacein can have wide
applications in diagnosis and identification. In the experimental part, the spectra of three strains
were measured, based on which Janthinobacterium lividum CCM 160 was selected for analysis
using Raman tweezers, along with Cupriavidus necator H16. By evaluating with principal
component analysis, the distinguishability of pigmented cultures from non-pigmented ones was
determined, and a potential sorting marker of 1 140 cm™' (corresponding to violacein) was
selected for further measurements.

The biotechnological potential of the Azotobacter vinelandii strain lies in its ability to fix
nitrogen from the atmosphere, produce alginate, and polyhydroxybutyrate. The experimental
part of the thesis focuses on identifying Raman spectra of five strains and the extracted alginates
from them. Polyhydroxybutyrate (PHB) is a biodegradable polymer that replaces petrochemical
plastics. For PHB production, Azotobacter vinelandii is an adept for commercial production, as
it is one of the few that produces PHB directly from atmospheric nitrogen, which can lead to
reduced production costs and thus higher representation of degradable plastics in the market.
The highest response for PHB in Raman spectra was measured for Azotobacter vinelandii DSM
720 and the lowest for Azotobacter vinelandii DSM 85. Quantitative information for
comparison was obtained from gas chromatography, which confirmed the measurements from
Raman spectroscopy. By evaluating the measured Raman spectra of pure alginates, it is possible
to assume that they are heteropolymeric fractions, as the spectra showed the expression of
various monomers. Depending on the composition of subunits, the properties of alginate
change, so it is necessary to know the composition for its adjustment for further use in medicine
or the food industry.

From the five Azotobacter vinelandii strains, producers with the highest and lowest PHB
content were selected, which were subsequently analysed using Raman tweezers. By evaluating
with principal component analysis, the distinguishability of these strains and their separability
using the sorting parameter of 1 060 cm™! was determined.

Keywords
Raman spectroscopy, Raman tweezers, Optical tweezers, microfluidic techniques, violacein,
polyhydroxyalkanoates, alginate, Azotobacter vinelandii, Janthinobacterium lividum
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1 Uvop

V modernom svete ¢elime réznym ekologickym problémom spojenym so zvySujicou sa
populaciou a sucasnymi environmentalnymi praktikami. Aktudlne dochadzka ku rychlo
rastucej spotrebe zdrojov a sucasne narastajucej produkcii odpadov, ¢o vedie k znizovaniu
kvality zivotného prostredia a vycCerpaniu neobnovitelnych zdrojov, ¢o ma dopad
na ekosystémy, zdravie 'udi a ekonomiku [1].

Mysliet’ udrzatel'nejSie znamena prijat’ opatrenia na zniZenie environmentalneho zat'azenia.
Prikladom toho je vyuzivanie obnovitelnych zdrojov ako alternativy k fosilnym palivam,
nahrady plastov petrochemického priemyslu, ¢i zlepSenie kvality ovzdusia, pody a vody.
V sticasnosti st intenzivne Studované biodegradabilné resp. rozlozitelné plasty, medzi ktoré
patria polyhydroxyalkanoaty (PHA) ako potencialna nahrada fosilnych paliv, ktora by mohla
viest’ ku znizeniu emisnej stopy a znizeniu mnozstva odpadu. Na druhej strane je produkcia tzv.
bioplastov zat'azena vysokou cenou, spojenou s vy$sim narokom na pddu pre pestovanie rastlin,
spojenych s ich produkciou. Zaroven su niektoré druhy biodegradabilnych plastov mene;j
odolné a problematika recyklacie je komplexnejSia. Aplikacia polyhydroxyalkanoatov
v biotechnologickom procese je preto spojena s komerénymi poziadavkami na cenu, vytaznost’,
pripadne vyuzitie vedl'ajSich produktov vyroby PHA ur¢enych pre vyrobu bioplastov [2].

Ponukajica sa moznost’ je Azotobacter vinelandii, ktory sa javi po ekologickej stranke ako
vSestranny kandidat, ked’ze ma schopnost’ produkovat’ PHA a sucasne je schopny fixovat’ dusik,
zo vzduchu, ¢o vedie k znizeniu vyrobnej ceny, ked’Ze nie je potrebné pridavat’ dusik do
kultiva¢nych médii. Uplatnenie schopnosti fixacie dusiku je mozné aj v oblasti hnojenia pdody,
kde vedie ku zvyseniu kvality urodnej pody, ktora suvisi s vytaznostou pestovanych rastlin [3].

Okrem toho ma schopnost’ produkovat’ alginat, ktory ma Siroké vyuzitie v potravinarskom
a farmaceutickom priemysle ako emulgator, stabilizator a zahustovadlo. Produkcia alginatu
bakteridlnym kmetniom sa rovnako povazuje za obnovitelny a udrzate'ny zdroj, ¢o by mohlo
priniest mnozstvo vyhod pre zivotné prostredie. Stcasne je mozné Azotobacter vinelandii
kultivovat’ na odpadnych vodach, ¢im by doslo ku zniZeniu ich znecistenia a zaroven zisku
prospesnych zli¢enim pre polnohospodarstvo. Rovnako vyuzitie odpadnych zdrojov ako
vstupnych surovin vedie k znizeniu vyrobnej ceny [4]. Ku akumulédcii PHA dochédza tiez
u Janthinobacterium lividum, ktory sa vyznacuje produkciou violaceinu. Pigment mé znacny
biotechnologicky potencial v oblasti mediciny, kde je mozné ho pouzit’ ako liecivo, antioxidant
alebo farbivo. Violacein moze byt pouzity ako fluorescencné sonda na vizualizdciu membran
a mitochondrii v biomedicine, ¢o umoznuje diagnostiku chor6b a §tadium buniek. Schopnost’
rozlisit' bunky produkujuce a neprodukujuce violacein moze byt preto vyuzitd na presné
identifikovanie mikroorganizmov, sledovanie zmien v populacii a h'adanie novych aplikacii
pre tento pigment [5].

Této praca sa zameriava na pat kmenov Azotobacter vinelandii, ktoré su predpokladanymi
producentmi PHA, alginatu a polyfosfatu. Jedna sa o kmene Azotobacter vinelandii DSM 720,
DSM 13529, DSM 85, DSM 87 aDSM 576, ktorych Ramanovské spektra poskytna
po identifikacii jednotlivych Ramanovskych pasov kvalitativhu informéaciu o obsahu
predpokladanych produktov. Kvalitativna a kvantitativna informéacia o obsahu PHB je
vysledkom plynovej chromatografie. Praca sa tiez zameriava na moznost’ triedenia baktérii
s niz§im obsahom PHB od tych s vys$§im obsahom na zéklade vhodne zvoleného triediaceho
parametra vybraného z nameranych Ramanovych spektier pouzitim Ramanovej pinzety.

Praca sa tiez zameriava na identifikdciu Ramanovych spektier troch bakteridlnych kmenov
Janthinobacterium lividum CCM 160, CCM 1888 a CCM 3308, ktor¢ poskytuju kvalitativnu
informéciu o obsahu violaceinu a PHB. Kvantitativna informacia o obsahu violaceinu je
vysledkom spektrofotometrickej metody a obsah PHB je vysledkom plynovej chromatografie.
Praca sa sustred’uje na triedenie baktérii produkujucich violacein (Janthinobacterium lividum



CCM 160) od neproducentov (Cupriavidus necator H16 CCM 428). Triedenie Ramanovskou
pinzetou je zalozené na vhodne zvolenom triediacom parametri uréenom na zaklade
nameranych Ramanovych spektier.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Ramanova spektroskopia

Ramanova spektroskopia je laserova technologia spadajuca ku analytickym metédam. Vyhoda
spoc¢iva v pouziti Ramanovej spektroskopie ako neinvazivnej, nedestruktivnej a dokonca
bezkontaktnej monitorovacej metddy v rade biomedicinskych oborov. Zakladom metody je
nepruzny rozptyl svetla na molekulach analyzovanej vzorky, ktory umoziuje ziskat’ informacie
o jej Strukture a bol objaveny indickym lekarom Chandrasekharom Venkatom Ramanom.
Vzhl'adom na citlivost’ metdody sa Ramanova spektroskopia prvykrat pouzila k odhaleniu
molekularnych Struktar cistych chemikalii a dodnes sa pouZziva na charakterizaciu a
identifikaciu chemickych zloziek a tuhych latok [5, 6].

Vystupom z analyzy je Ramanovské spektrum, zvycajne vyndSané v Ramanovskych
posunoch (Raman shift) v jednotke [cm™], ktoré st vztiahnuté ku vinovej diZke svetla, ktorym
je ramanovsky rozptyl excitovany. Pre kazdu molekulu alebo mikroorganizmus je unikatny
ramanovsky odtlacok (fingerprint), ktory tvori Ramanovské spektrum v oblasti od 400 cm™!
do 1800 cm™. Vyhodnotenie tejto oblasti je podkladom napriklad pre identifikdciu
jednotlivych mikroorganizmov. Vyuzitie ma v oblasti analyzy polysacharidov (napr. alginat),
polyesterovych skupin (napr. polyhydroxyalkanoatov) a mnoho d’alSich. Porovnanim vhodne
zvoleného parametra (piky pri  konkrétnych vlnoctoch) je mozné selektovanie
mikroorganizmov|[6].

2.1.1 Princip Ramanovej spektroskopie

Principom Ramanovej spektroskopie je meranie rozptyleného ziarenia, ktoré vznika interakciou
monochromatického ziarenia vo viditeI'nej az blizkej infradervenej oblasti so vzorkou [8].
Po dopadnuti ziarenia na hmotu dochédza ku rozptylu, absorpcii alebo opatovnému vyziareniu
ziarenia. RozliSuju sa dva typy rozptylu podl'a frekvencie [9].

Elasticky rozptyl ozna¢ovany aj ako Raylighov rozptyl je jav, pri ktorom pri interakcii svetla
s molekulami je svetlo rozptylené s rovnakou energiou ako méa dopadajuce svetlo. Energia
dopadajuceho a rozptyleného svetla sa zhoduje [10].

Neelasticky rozptyl oznacovany ako Ramanov jav. Pri interakcii svetla s molekulami vzorky
ma mala Cast, priblizne 1 z 10° rozptyleného svetla int energiu/frekvenciu. Ku nepruznému
dosledku dochadza interakciou svetla s hmotou, kedy nastdva prenos energie medzi svetlom
a latkou [9].

Pojem Stokesov posun sa pouziva aj v Ramanovej spektroskopii, kde opisuje, ¢i ma
Ramanovo rozptylené Zziarenie nizS§iu alebo vysSiu energiu ako Rayleighovo rozptylené
ziarenie. Mala Cast’ energie z rozptyleného ziarenia bud’ ¢ast’ svojej energie odovzdala hmote
(Stokesovo ziarenie) teda sa jedna o ziarenie s nizSou energiou, alebo naopak, po interakcii
s hmotou ma vyssiu energiu (Anti-Stokesovo Ziarenie). Prehl'ad ziareni je uvedeny na obrazku
(Obrazok 1) [10].
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Pri Stokesovom Ramanovom rozptyle ziskava molekula kvantum vibra¢nej energie z fotonu
pocas procesu rozptylu a Stokesovo Ziarenie ma preto va¢siu vinova dizku ako dopadajice
ziarenie. Pri Anti-Stokesovom Ramanovom rozptyle nastava opak, ked’ molekula poc¢as procesu
rozptylu straca kvantum vibra¢nej energie a Anti-Stokesovo ziarenie ma preto kratSiu vinova
dizku ako dopadajuce Ziarenie. Ramanove vrcholy su charakterizované ich posunom vinodtu
smerom od dopadajiceho ziarenia, pricom Stokesove vrcholy maji kladny posun vinoctu
a Anti-Stokesove posuny st zadporné [12].

Ramanov jav poskytuje informaciu o Strukture molekuly a jej interakcii s jej okolim a inymi
molekulami. Vzor Ramanovych linii je charakteristicky pre konkrétny druh molekul a jeho
intenzita je imerna poctu rozptylenych molekul v drahe svetla. Ramanovské spektra sa teda
pouzivaju v kvalitativnej aj kvantitativnej analyze [9].

2.1.2 Ramanovo spektrum

Ramanovské aktivne vibracie st podmienené zmenou polarizovatelnosti molekul. Typicky
sa jedna o nepolarne Casti molekul, dosledkom ¢oho su v Ramanovom spektre zretelnejSie
prejavované pasy vibracii nepolarnych vézieb, ktorych polarizovatel'nost’ je pri vibracii vyrazne
zmenena. VySka alebo plocha pasov charakterizuje intenzitu Ramanovych pasov pri
kvantitativnej analyze. Kazdy vrchol nasledne zodpoveda Specifickej molekularnej vizbe
vibracii [13].

Doba snimania spektier zavisi od roznych podmienok ako napriklad vzorkovania, pouzitého
Ramanovho spektrometru ¢i pozadovanej spektralnej kvality. Typicky je Ramanovo spektrum
namerané v priebehu niekol’kych sekund [14].

Po namerani spektier a pred samotnym vyhodnotenim je potrebné namerané Ramanovské
spektra upravovat’. V pripade mikroorganizmov sa v spektrach prejavuje relativne vysoké
fluorescencné pozadie. Ku odstraneniu st vyuzivané Specidlne matematické postupy na
spracovanie meran¢ho signalu. Medzi najcastejSie pouzivané postupy sa radi Rolling-Circle
Filter (RCF) a analyza hlavnych komponentov (PCA). Priklad Ramanovho spektra baktérie
pred procesom Upravy a po je uvedeny na obrazku (Obrazok 2) [15].
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Obrazok 2 Porovnanie bakterialneho Ramanovho spektra pred upravou (A) a po odcitani
pozadia a normalizacii (B) [15]

RCF je spektralny filter s rotujicim kruhom. Metdda odstranuje fluorescenéné pozadie na
predpoklade rozdielnej polosirke Ramanovych ¢iar. Pri vhodne zvolenom polomere kruhu
dojde k odéitaniu pozadia od spektier, zatial co Ramanove ¢iary zostani nezmenené [ 16]. Filter
s rotujucim kruhom bol pouzity na Upravu nameranych spektier napriklad vo vyskumoch
zameranych na identifikdciu stafylokokov [17], ¢ianalyzu bunkovych biopolymérov
na ¢ajovnikoch infikovanych plestiou [18].

PCA je matematicka Statistickd metoda, ktora sluzi k znizeniu dimenzie dat s ¢o najmensou
stratou informécii. Takymto postupom je mozné d’alej analyzovat Statisticky problém
v podpriestore s mensou dimenziou. Metdda sa pri vyhodnocovani Ramanovskych spektier
vyuziva vroéznych oblastiach [19]. Napriklad na preskiimanie w¢inku pouzitych
antimikrobialnych oSetreni na trvanlivost’ hovéddzieho misa [20]. Zjednodusenie prehladu
bakterialnych kmeiiov obsiahnutych v réznych vzorkach materského mlieka [21] alebo na
identifikaciu metabolitov v moci u $portovcov, ¢o nasledne umoziuje posudenie a kontrolu
fyziologickej ucinnosti [22].

2.1.3 Vyuzitie Ramanovej spektroskopie pri analyze buniek

Mnoho aplikacii Ramanovej spektroskopie vychadza z nedestruktivnej povahy met6dy, malej
spotreby analyzovanej vzorky a jej nenaro¢nej pripravy a nizkej ¢asovej naro¢nosti. Siroké
uplatnenie nachddza Ramanova spektroskopia vo vyskume zameranom na diagnostiku. Rychla
identifikacia bakteridlnych patogénov a profilovanie rezistencie na antibiotikd by ul'ahcila
presnu stratégiu liecby infekénych chorob. V stcasnej dobe boli skonstruované viaceré
referen¢né databazy, ktoré by vyrazne ul'ah¢ili identifikaciu [23].



Uplatnenie Ramanovej spektroskopie je slubnym néstrojom pri testovani sterility. Detekcia
kontaminantov v liekovych produktoch je naméhavy a pomaly proces vyuzivajici kultivacie
vo farmaceutickom priemysle. Vyuzitie Ramanovej spektroskopie a modelu ciastocnej
diskrimina¢nej analyzy najmensich Stvorcov (PLS-DA) vykazuje skveli vykonnost
na rozliSenie vzoriek s bakteridlnymi kontaminantmi. Vyuzitim vzoriek obohatenych
o bakteridlne spéry bola dosiahnuté presnost’ detekcie 99 %. Vyuzitie tejto metddy v kontrole
kvality vo farmaceutickom priemysle ma preto vel'ky potencial [24].

Rovnako sa Ramanova spektroskopia uplatiiuje pri modernej medicine, napr. v onkologii,
kde je potrebné rychle rozliSenie medzi zdravym a rakovinovym tkanivom. Metdédou
Ramanovej spektroskopie s analyzou hlavnych komponentov (PCA) A.4A. Kowalska, M.
Czaplicka a kol. rozlisili nadorové vzorky mozgu od zdravych s presnostou 96 % [25].

Nie len samotné bunky ale aj ich produkty ako napr. exopolysacharidy su analyzované
pomocou Ramanovej spektroskopie, ktord umoziuje ich delenie vd’aka vhodnym markrom
napr. rozdelit’ polysacharidy na glukany a fruktany. Rozdelenie, analyza a identifikacia otvéra
cestu pre komplexntl analyzu uhl'ovodikov v prostredi in vitro [26].

2.2 Techniky pribuzné Ramanovej spektroskopii

Ku alternativnym technikdm Ramanovej spektroskopie patria napriklad rezonan¢nd Ramanova
spektroskopia, povrchom zosilnend Ramanova spektroskopia, ¢asovo rozliSend Ramanova
spektroskopia a Ramanova mikroskopia [27].

Rezonan¢na Ramanova (RR) spektroskopia je technika, pri ktorej energia dopadajiceho
fotonu je blizka elektronovému prechodu skiimanej zluceniny alebo materidlu. Frekvencna
koincidencia, alebo inak rezonancia mdze viest' k znacne zvysenej intenzite Ramanovho efektu
02 az 4 rady, ¢o vedie kulahceniu $tadia chemickych zlicenin pritomnych v nizkych
koncentraciach [28]. Vyuzitie rezonanénej Ramanovej spektroskopie je uzito¢né v oblasti
velkych biomolektl s chromoformi, ako napriklad hemoglobinu alebo proteinov [29]
a v materialovej vede [30]

Rezonan¢na hyper-Ramanova spektroskopia je variaciou rezonancnej Ramanovej
spektroskopie. Cielom je dosiahnut excitaciu na urCiti energeticku hladinu v cielovej
molekule vzorky javom znamym ako dvojfoténova absorpcia. Pri tomto jave st absorbované
dva fotony stcasne do molekuly. Pri uvolneni molekuly z excitovaného stavu do stavu
zakladného sa emituje iba jeden foton. Jedna sa o typ fluorescencie [31].

Povrchom zosilnend Ramanova spektroskopia (SERS) je metdéda vyrazne zosilitujica
Ramanov rozptyl v dosledku interakcie vidite'ného Ziarenia s nanostrukturami plasmonickych
kovov s molekulami lokalizovanymi na ich povrchu. Na vhodny kovovy substrat (najcastejSie
obsahujuci zlaté alebo strieborné nanocastice) sa absorbuju skimané molekuly. Ku naslednému
zosilneniu Ramanovho rozptylu prispieva elektromagneticky (rezonan¢né vybudenie
povrchovych plasmonov v kove) a chemicky jav (prenos naboja medzi absorbatom a povrchom
kovu) [32]. Uplatnenie ma pri urCovani roéznych biochemicky doélezitych druhoch
od jednoduchych vodikovych kationov az  po zlozité Specifické fragmenty DNA.
V medicinskych aplikdcia je SERS Siroko vyuzivand k analyze biologickych vzoriek
zahimajicich DNA, RNA, markery rakoviny, baktérie, virusy, gény, lieky a iné biomolekuly
[33].

Ramanova mikroskopia je kombindciou Ramanovej spektroskopie s mikroskopickymi
metédami. Prikladom je hrotom zosilnend Ramanova spektroskopia (TERS), vyuzivajica
mikroskopiu atomarnych sil so Specidlnym AFM hrotom, ktory umoznuje zisk informacii
7o Struktir na nanometrovej urovni, v kombindcii s chemicky citlivou povrchovo zosilnenou
Ramanovou spektroskopiou (SERS) [34] avyuziva sa na $tadium vedeckych problémov
v biologii, fotovoltaike, katalyze, polovodicoch, uhlikovych nanorarkach, ¢i graféne [34].
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Casovo rozlisena Ramanova spektroskopia (TRRS) umoziiuje §tudovanie mikroskopickych
procesov prebiehajucich kratky casovy usek. Laserovym pulzom je materidl vyvedeny
z termodynamickej rovnovahy anastdva excitovany stav. Zisk Ramanovho spektra
excitovanych molekil méze byt po pouziti rovnakého alebo iného laserového zdroja.
V zavislosti na tom sa jednd o jednofarebni alebo dvojfarebnii pulzni Ramanovu
spektroskopiu [35]. InStrumentacia je vhodna pre meranie delenia Stiepnej kvasinkovej bunky,
relaxéciu Struktiry prechodného deoxyhemoglobinu, ¢i vntitornu konverziu B-karoténu [35].

Koherentnd anti-Stokesova Ramanova spektroskopia (CARS) je druh Ramanovej
spektroskopie zalozeny na nelinearnej konverzii dvoch laserovych lucov na koherentny, laseru
podobny Ramanov lu¢ vysokej intenzity v anti-Stokesovej oblasti. Technika teda zahfia dva
lasery, jeden s pevnou frekvenciou a druhy laditelny na nizSiu frekvenciu. Emisia ja Casto
o mnoho radov vyssia ako normdlny Ramanov rozptyl a vzhl'adom na koherentny a Anti-
Stokesov charakter ziarenia je metdoda velmi uZzito€na na ziskanie Ramanovych spektier
fluorescenénych vzoriek, plynov vo vybojoch, plazmy alebo spalovania [27]. Ako medicinska
zobrazovacia technika je CARS schopny zobrazovat’ celé organy v subcelularnom rozliseni
v realnom case [36].

Casto zmieniovanou technikou pri Ramanovej spektroskopii je infradervena spektroskopia,
ked’ze poskytuje informacie o vibracnych prechodoch v molekule. Metddy su oznacované
za komplementarne, ¢o vyplyva uz z principu metddy. Zatial’ ¢o v Ramanovej spektroskopii ide
o nepruzny rozptyl, v infracervenej spektroskopii je vyuzivana absorpcia ziarenia. Informacie
ziskané vyuzitim infracervenej spektroskopie su zalozené na zmene dipdlového momentu,
kdezto v Ramanovej spektroskopii st vibracie aktivne len pri zmene polarizovatel'nosti
molekuly behom vibracie. Z toho vyplyva, ze konkrétne vibracie mézu byt aktivne v oboch
spektroskopiach, v ziadnej alebo iba v jednej z nich. Pre stredovo simerné molekuly plati
princip exkluzie, Cize vibracie su aktivne v Ramanovej spektroskopii a inaktivne
v infracervenej spektroskopii alebo naopak [37].

2.3 Mikrofluidné techniky

Mikrofluidika je technoldgia manipulacie tekutin na mikroskopickej trovni v priestorovo
obmedzenych Struktirach o velkosti vradoch mikrometrov ako napr. mikrokanaliky,
mikrokomory ¢i mikrokapilary. Mikrofluidny ¢ip je sada mikrokanalov vyleptanych alebo
vylisovanych do materialu ako napriklad sklo, kremik alebo polymér ako polydimethylsiloxan
(PDMS). Mikrokanaly tvoriace mikrofluidny ¢ip st navzajom spojené, aby sa dosiahli
pozadované vlastnosti [38]. Motivaciou v mikrofluidnom vyskume je vyvoj zariadeni lab-on-
chip (LOC). Jedna sa o bioanalytické zariadenia v mikromeritku s vysokou efektivitou pre
sucasnu analyzu vel’kého mnozstva biologicky dolezitych molekul. Potencial tychto zariadeni
je v mikrozariadeniach v diagnostike, vyvoji lie¢iv a zavadzani novych farmaceutik. Vyhoda
metddy spociva v zlepSeni prevedenia, rychlosti a vykonnosti, redukcii ceny, nizkej spotrebe
chemikalii a moznosti paralelnej a integrovanej analyzy [39].

Mikrofluidné systémy typicky transportujii, mieSaju, separuju alebo inak spracuvaju
tekutiny. R6zne aplikacie vyuzivaja pasivnu kontrolu nad tekutinami pomocou kapilarnych sil
vo forme prvkov modifikujacich kapilarny tok. V niektorych aplikdcidch sa na riadeny
transport média pouzivaju externé ovladacie prostriedky [40].

Mikrofluidné techniky mozno rozdelit podla druhov fluidnych tokov medzi zikladne
skupiny: otvorena mikrofluidika, mikrofluidika s kontinudlnym prietokom, mikrofluidika na
baze kvapiek, digitdlna mikrofluidika, mikrofluidika na papierovej baze, na detekciu Castic
a mikrofluidna magnetoforéza. Kazda z tychto metdéd ma pod sebou d’alsie asociované techniky
[41].
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2.3.1 Opticka pinzeta

Optické zachytavanie je vykonny nastroj, ktory vyuziva optické sily na udrzanie cCastice
o vel’kosti od jednotiek nm az po desiatky pm v blizkosti ohniska tesne zaostreného laserového
luc¢a v troch rozmeroch. Kombinacia Ramanovej spektroskopie s optickym zachytdvanim
pontka novy stupen priamej analyzy chemickych zloziek mikroskopickych castic [41].
Kombinacia optickej pinzety a Ramanovej mikrospektroskopie je Casto oznacovana ako
Ramanovska pinzeta. Prva experimentalne realizovana optické pinzeta kombinujuca tieto dve
techniky bola zostavena v roku 1 984 [42]. Jeden fokusovany laserovy Iu¢ sa vyuziva ako zdroj
Ramanovho rozptylu a zaroven ako zdroj tvoriaci opticku pascu. Optické sily pdsobiace na
objekt v Ramanovskej pinzete sa skladaju z rozptylovej sily, ktora zabezpecuje akceleraciu
objektu v smere Sirenia optického zvidzku a gradientovej sily, ktora pdsobi v smere gradientu
intenzity elektromagnetického pol'a. V konstrukcii optickej pinzety pomocou silne
fokusovaného zvizku je gradientna opticka sila zodpovedna za 3D zachytavanie Castice, ¢o
vyzaduje, aby bola gradientna sila vécsia nez sila rozptylova, o bolo dosiahnuté fokusaciou
optického zvidzku mikroskopovym objektivom s vysokou numerickou apertutou (NA)[42].

V poslednej dobe je Ramanovska pinzeta pouzivand v rdznych aplikaciach v bunkovej
biologii ako néstroj na bezkontaktné a nedestruktivne stanovenie vlastnosti zivych buniek [43].
Tento pristup umoziuje detailni analyzu jednotlivych buniek a mikroorganizmov, na rozdiel
od komer¢nych zariadeni, kde je spektrum vysledkom Statisticky vel’kého poc¢tu buniek. Bunky
obsahuju komplexné zmesi biomolekul, napriklad nukleové kyseliny, bielkoviny, cukry alebo
tuky. Pre pochopenie metabolickych procesov je potrebna identifikéacia tychto molekul v Zivej
bunke, na ktord je vhodna Ramanova spektroskopia. Jednou =z vlastnosti Ramanovej
spektroskopie je detekcia latok v malom mnozstve vzorky a zdroven pouzitim optického
zariadenia poskytuje dostatocny ¢as pre ziskanie Ramanovskych spektier prave v jednej bunke.
Tieto schopnosti nachddzaju vyuzitie nie len v bunkovej bioldgii ale aj napriklad pri stadiu
aerosolov a mikrokvapiek, kde sa vyuziva absencia povrchového kontaktu a teda umoziuje
vylagit vietky Gginky vyvolané povrchom. Dal§im vyuZitim optického chytania v kombinécii
s Ramanovou spektroskopiou je stanovenie chemického zlozenia plynovej atmosféry vo vnttri
bubliny, alebo charakterizovat’ rozhranie kvapalina-plyn [42].

2.3.2 Ramanov sorter

Kombinaciou analytického a triediaceho systému Ramanovej spektroskopie v mikrofluidnom
prostredi s ciel'om identifikovat’ a triedit’ biologické objekty vznikol Ramanov sorter. Jedna sa
omoznu aplikaciu optickej pinzety, ktory s mikrofluidnymi c¢ipmi dokaze rozliSovat
Ramanovské odozvy a triedit’ jednotlivé bunky na jej zaklade. Technika je univerzalna
a bezkontaktna. Nedestruktivny charakter tejto optickej analyzy a manipulacie umoziuje
oddelit’ jednotlivé zivé bunky podl'a stanoveného triediaceho parametra v sterilnom prostredi
a naslednu kultivaciu vybranych buniek uréenych pre d’alSie experimenty. Ramanov sorter ma
potenciondlne vyuzitie v mnohych medicinskych, biotechnologickych a biologickych
aplikaciach [43].

Vyhodou Ramanovho sorteru je nendroCnost’ pripravy vzorky, ked’ze samotnd analyzy
vyzaduje len niekol'ko desiatok buniek, ¢o umoziiuje skratit’ ¢as analyzy vynechanim kultivacie
mikroorganizmov, ktord zvycCajne trva 3 dni v zavislosti na kultivovanom mikroorganizme.
V pripade potreby kultivacie je vyhodny tiez pre malé vzorky, kde nie je potrebné cakat’ na
dokoncenie kultivaéného procesu (nesledujeme tvorbu ziadneho metabolitu tvoriaceho sa
v staciondrnej a exponencialnej faze) a sorter tak moze byt’ pouzity napriklad na monitorovanie
potravin, diagnostiku infekcii alebo sledovanie biotechnologickych procesov [44].
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2.3.3 Vyuzitie mikrofluidnych technik pre separaciu buniek

Mikrofluidné techniky su atraktivne pre oblast molekuldrnej diagnostiky a analyzy krvnych
vzoriek. Vyuzitie je tieZ v cytogenetike napriklad DNA mikroc¢ipy alebo proteinové mikroCipy
na detekciu proteinov [45].

BioCipy zahtiaju aplikacie elektroforézy a kvapalinovej chromatografie pre proteiny
a DNA, separaciu buniek (napriklad krvnych), analyzu buniek, zivotaschopnosti a zachytavanie
mikroorganizmov [46].

Kombinaciou Ramanovej spektroskopie s optickym zachytavanim ponuka novy stupeii
priamej analyzy chemickych zloziek mikroskopickych castic. V stcasnosti je klacovym
nastrojom pre bezkontaktni manipuléciu so Sirokou skalou vzoriek. Opticka pinzeta sa vyuziva
na zachytenie zivych buniek, ¢i organél vredlnom case na analyzu a identifikdciu bez
imobilizacie alebo zavadzania biochemickych farbiv, &i znagiek [47]. Dalsim vyuzitim optickej
pinzety je napriklad $tadium vplyvu dizky kultivacie baktérie Cupriavidus necator H16
na produkciu polyhydroxybutyratu v jednotlivych bunkdch. Optimalizaciou kultivacie
a produkcie PHB je mozné vyrazne prispiet’ k zlepSeniu technoldgie ekologickej recyklacie
napriklad olejov na polyméry [48]. Opticki pinzetu je mozné vyuzit aj pre analyzu
eukaryotickych buniek, napriklad na charakterizdciu Stddia vyvoja buniek a moznost rozlisit’
Stadium vyvoja rakovinovych a nerakovinovych buniek [49].

Aplikacie Ramanovho sorteru st prevazne v oblasti identifikacii baktérii, buniek a ich
triedeni. Ramanova spektroskopia ma potencial v spojeni s optickou pinzetou identifikovat’
mikréby priamo z l'udskych telesnych tekutin a mozné buduce vyuzitie v diagnostickom
procese na mieste starostlivosti [50]. Integrovany mikroskopicky systém moze poskytnit
uzitoény nastroj pre pochopenie zékladnych bunkovych procesov a diagnostikovat’ bunkova
karcinogenézu [51].

2.4 Bakterialne kmene vybrané pre meranie

2.4.1 Janthinobacterium lividum

Janthinobacterium je rod gramnegativnych, pohyblivych, aerébnych pédnych saprofytickych
baktérii z druhu proteobacteria [52]. Jedna sa o ty¢inky pozitivne na katalazu [53]. Katalaza je
enzym katalyzujuci rozklad peroxidu vodika na vodu a kyslik, ¢o zabezpecuje ochranu baktérie
pred oxidacnym stresom, umoznuje detoxikacii prostredia a poskytuje zdroj energie pre
metabolizmus. Rod produkuje purpurovo-fialovy pigment violacein, z ktoré¢ho latinského
pomenovania janthinus nesie rod pomenovanie vid. 2.5./. Fialové zafarbenie je volne
pozorovatel'né na kultirach, vid’. Obrdzok 3. Baktérie znasaju chlad, ultrafialové Ziarenie a iné
environmentalne stresory. Zaroven su znadme svojimi protiplesiovymi uc¢inkami. Izoluju sa
z podnych avodnych vzoriek, avSak moézu sa vyskytovat v morskych biotopoch.
Janthinobacterium je pre l'udi, zvierata a rastliny nepatogénny. Rod mé pritomné gény pre
produkciu scl-PHA a mcl-PHA [54].
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Obrazok 3 Kultura Janthinobacterium lividum [55]

2.4.2 Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii je gramnegativna baktéria a diazotrof a teda dokaze fixovat dusik pri
aerdbnej kultivacii. V baktérii sa tvoria cysty odolné voci vysychaniu a ako zdsobny polymér
su produkované polyhydroxyalkanoaty, vid. na Obrdzok 4. Kmene divokého typu su casto
pohyblivé a morfolégia buniek je premenlivd od fyziologického stavu a podmienok rastu.
Baktéria ma tri verzie nitrogenaz s réznymi kovmi v ich centralnych kofaktoroch. Nitrogenazy
sa mozu navzajom nahradzat’ za nepritomnosti esencialnych kovov a vplyvom réznych teplot
tak, aby umoznili rast mikroorganizmu. Druh rastuici za pritomnosti mensiecho mnozstva zeleza
produkuje azotobaktin. Jedna sa o charakteristicky nedénovo zeleny pigment [3].

Vyuzitie Azotobacter vinelandii je mozné aj v procese spracovania vedl'ajSicho produktu pri
vyrobe paliva a to glycerolu. Azotobacter vinelandii je mozné vyuzit’ ako lacni fermentac¢na
technologiu, vd’aka moznosti viazat' atmosféricky dusik a recyklovat’ tak surovy glycerol na
funkéné biopolyméry. Azotobacter vinelandii vykazoval rast aj pri zriedeni surového glycerolu
bez akejkol'vek tpravy sterilizovanou vodou z vodovodu. Ku vycerpaniu glycerolu dochadza
do 48 hodin a za tvorby polyhydroxybutyratu a alginatu. Blokovanim drahy syntézy alginatu je
mozné zvysit produkciu polyhydroxybutyratu desatnasobne [4].
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Obrazok 4 Zobrazenie z elektronového mikroskopu baktérie Azotobacter vinelandii (siva farba),
v ktorych sa nachadzaju PHA granule (biela farba) [4]
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2.5 Latky produkované vybranymi kmenmi

2.5.1 Violacein

Baktérie Janthinobacterium lividum produkuju violacein. Jedna sa o vSestranny pigment, ktory
vykazuje rézne biologické aktivity, vd’aka ktorym ma komerc¢né vyuzitie v kozmetickom
priemysle, medicine a tkaninach [5]. Violacein je prirodny vo vode rozpustny bis-indolovy
pigment (vid. Obrazok 5) s antioxidanymi, protizdpalovymi, protiplesiovymi,
protivirusovymi, protinadorovymi a antibakteridlnymi vlastnostami. V niekol'kych $tadiach
o linidch rakoviny hrubého ¢reva, prsnika, hlavy a krku sa preukazal antiproliferantny potencial
violaceinu. Produkcia pigmentu je odpoved’ou na environmentalny stres v spojeni s prezitim
v nepriatel'skych podmienkach. Baktérie vyuzivaji fialovy pigment na ochranu pred inymi
mikrobmi [56].

Obrazok 5 Chemicka Struktura violaceinu [57]

Violacein je sekundarnym metabolitom zo skupiny alkaloidov tvoreny tromi Struktirnymi
jednotkami ato 5-hydroxyindol, oxindol a 2-pyrolidén. Siroka $kéala biologickych aktivit
vzbudila zaujem o pochopenie metabolizmu ucinku s cielom potencionalneho terapeutického
vyuzitia [57]. Violacein je v sucasnosti skimanou oblast’ou aj z dévodu vysokych nakladov pre
konven¢ny medicinsky vyskum. Cielom je vyvinut’ nové a efektivne postupy pre zvysenie
efektivity a produktivity vytazkov tohto sekundarneho metabolitu, od ktorého sa ocakava
znizenie nakladov a nasledne uplatnenie v medicinskom vyskume [58].

2.5.2 Alginat
Kyselina alginova s kovmi ako je sodik &i vapnik tvori jej soli zvané alginaty. Struktiirne sa
jednéd o linearny kopolymér tvoreny monomérmi [B-b-manuronovej (M) a a-L-guluronovej
kyseliny (G) viazanymi (1,4) glykozidovou vézbou. Usporiadanie monomérov moze byt

homopolymérne do blokov MM (Obrazok 6) a GG (Obrazok 7), alebo do striedajucich sa
blokov M a G (Obrazok 8), kde pomer je zavisli od zdroja alginatu [59].

Na
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Obrdzok 6 Struktira M-M sekvencie [60]
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Obrazok 7 Struktiira G-G sekvencie [60]
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Obrazok 8 Struktiira M-G-M sekvencie [60]

Alginat je vS§eobecny pojem pre prirodzene sa vyskytujuce polysacharidy, ktoré sa sti¢asne
extrahuju z morskych rias. Jedna sa o komer¢ne zaujimavé latky, ktoré sa vyuzivaji ako
stabilizacné, zahustovacie, gélotvorné alebo filmotvorné ¢inidla. Vyskum pouzitia alginatov
ako imobiliza¢nych matric sa zameral prevazne na procesy v potravinarskom priemysle [60].

Z komer¢ného hladiska je najddlezitejSou charakteristikou alginatov ich schopnost
vytvarat’ roztok a gél. Viskozita roztoku je urovand vnutornou viskozitou, ktora je zavisla
na molekulovej hmotnosti polyméru. Gélovacie vlastnosti alginatov stvisia s ich schopnost'ou
viazat’ mnozstvo dvojmocnych alebo viacmocnych kationov. Najvyznamnej$imi zastupcami st
i6ny vépnika, po ktorého pridani prechadza alginat konforma¢nymi zmenami. Takto vzniknuty
gél sa pouziva v potravinarskom priemysle. NajpouzivanejSou formou je l'ahko rozpustna sodna
sol. Jednou z Castych aplikacii je pouzitie alginatu ako primesi do zmrzliny, kde zabraiuje
krystalizacii a zmr§t'ovaniu a poskytuje homogénny produkt. Sluzi tiez ako stabilizator, ktory
zabranuje separacii napriklad pri horcici alebo dresingoch. Vdaka nizkemu kalorickému
obsahu moéze byt pouzity ako plnidlo pri formulovani hypokalorickych produktoch a teda
nizkokalorickych variantoch napriklad majonéz. Propylénglykoalginat sluzi pri vyrobe piva na
zvySenie urovne peny. Vdaka schopnosti vytvarat tepelne stabilné¢ gély sa pouziva
v pekarenskych vyrobkoch, dzemoch, mlie¢nych vyrobkoch a rovnako aj v konzervach pre
domace zvierata [60].

Bakterialne alginaty si potencialne zaujimavé pre farmaceuticky a medicinsky priemysel,
ked’Ze je dosahované vysokého stupiia Cistoty a charakterizované chemické zlozenie [60].

2.5.3 Polyfosfat

Anorganicky polyfosfat je polymér ortofosfatu a nachadza sa vo vSetkych zivych organizmoch.
Polyfosfat existuje v troch molekuldrnych Struktirach: linearnej, cyklickej (znamy ako
metafosfat) arozvetvenej (zndmy ako ultrafosfat) vid. Obrazok 9. Molekularna Struktara
rozvetveného polyfosfatu je nazornd, dizka bocného retazca sa modze menit. Pocet
monomérnych jednotiek (k) v Struktire sa meni. V pripade linedrneho a rozvetveného
polyfosfatu sa pohybuje od 0 do 1000 a pri cyklickom polyfosfate je rozsah od 1 do 10. Kazda
P-podjednotka v polyfosfatovom retazci ma jeden silne kysli vodik. Linearny polyfosfat ma
jeden kysly vodik na kazdom konci retazca polyfosfatu [61].
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Po rozpusteni polyfosfatu vo vode sa rozvetvené ret'azce stavaji nestabilné a spontanne
rychlo hydrolyzuju. Preto $tidium polyfosfatov v biologickych vzorkach nezahfia tito formu
polyfosfatu. V zivych organizmoch je najbeznejsia linedrna konfigurécia polyfosfatov [61].

linearny polyfosfat cyklicky polyfosfat

o o] o ] :
o [ . ol o
0—P—0—P=+0—P=+0 . [ [
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rozvetveny polyfosfat
o
-0—-P=0
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-0—P—0—P10-P+0"
M
k
Obrazok 9 Molekularne Struktury polyfosfatov [61]

Mikroorganizmy vyuzivaji molekuly polyfosfatu ako zdroj energie a fosfatu. Uplatnenie ma
vSak aj pri funkcidch spojenych s motilitou, virulenciou a génovou expresiou. Aplikécie
polyfosfatov su Siroké. Pocinajuc odstranovanim tazkych kov az po priemyselné
a biotechnologické vyuzitie v oblasti potravinarskych prisad, enzymovych technologii a prisad
do detergentov. Polyfosfat sa vyuziva aj v oblasti mediciny na doruc¢ovanie lieckov a nadvrh
terapeutickych liekov [62].

Produkecia polyfosfatu v bunkach je obmedzena a pre biotechnologicky pokrok je potrebné
zvysit vynosy. To je mozné prostrednictvom metabolickych stratégii, klasickej akumulacnej
metddy, avSak obmedzene. Potencialne rieSenie pontikaji moznosti ako kyslé pH, osmoticky
stres, obmedzenie zivin, fosfatov a aminokyselin, ¢i pritomnost’ organickych znecistujucich
latok [62].

2.5.4 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty, oznacované PHA, su biopolyestery a bioplasty. Z chemického hl'adiska
sa jedna o alifatické polyestery hydroxyalkanoatov [2]. PHA mo6Zze byt syntetizované viacerymi
sposobmi, ako napriklad mikroorganizmami, ¢i transgénnymi rastlinami. Mikroorganizmy
produkuju PHA za ucelom ukladania uhlika a zvySenia redoxného potencidlu [2]. Uhlik
akumuluju vo forme intracelularnych granulii na uchovéavanie energie. Priklad ako vyzeraju
granule PHA v baktéridch pri zobrazeni transmisnym elektrénovym mikroskopom je zobrazeny
na obrazku (Obrazok 10) [63].
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Obrazok 10 Fotka PHA granul (biela a bledosiva farba na obrazku) v baktériach (tmavsia oblast sivej
farby na obrazku) z transmisného elektronového mikroskopu s mierkou 500 nm [63].

Ku akumulacii dochadza za extrémnych podmienok, kedy sa PHA uchova v granulovanej
forme o velkosti od 0,2 do 0,5 um v cytoplazme. Za extrémne podmienky sa povazuju vsetky
hodnoty teploty, pH, tlaku a iné hodnoty odlisné od normalnych podmienok, ¢ize teploty
v rozmedzi 20-25 °C, neutralneho pH (6-8), atmosférického tlaku a 20 % obsahu kysliku
v atmosfére. Granulovana forma v cytoplazme je ozna¢ovana ako inkluzia , ktora je vo vodnom
prostredi nerozpustna. Jedna sa o opticky aktivne molekuly, v ktorych sa nachadzaju jednotky
(R)-3-hydroxyalkanovych kyselin, ktoré su navzijom prepojené esterovou védzbou medzi
hydroxylovou skupinou jedného monoméru a karboxylovou skupinou iného (Obrazok 11) [64].
Vo vseobecnom Struktirnom vzorci polyhydroxyalkanoatov predstavuje substituent R alkylova
skupinu, ktorou méze byt napriklad vodik, metyl, etyl, propyl, pentyl a nonyl [65].

R O R ®) R O

HO 0 OMOH

Obrazok 11 Vseobecna struktura PHA, kde R je alkylova skupina a n je v rozmedzi 100—-30 000 [66]

Z monomérov sa tvorenia polyméry s vysokou molekulovou hmotnost'ou, ktora sa pohybuje
v rozmedzi 200 az 3 000 kDa. Typ polyhydroxyalkanoatu a sivisiaca molekulova hmotnost’ st
Specifické pre rdzne mikroorganizmy. Délezitym faktorom je zdroj uhliku a okolité podmienky,
ako su teplota, alebo pH [2].

Vyznamnou vlastnostou polyhydroxyalkanoatov je ich biologicky charakter a sti¢asne
podobnost’ vlastnostami syntetickym plastom. PHA su preto oznacované ako zelené plasty a
maju pozitivny environmentdlny dopad, vdaka ich biokompatibilite a biologickej
odburatelnosti. Produkcia PHA je mozna z r6znych obnoviteI'nych zdrojov, akymi su napriklad
sacharidy (konkrétne napriklad sacharéza, gluk6za, maniokovy skrob alebo trstinova melasa),
¢i oxid uhlicity [66], kde ku produkcii dochddza v koncentracii dusika, fosforu, siry alebo
kyslika, pre optimalizaciu vytazkov PHA v priemysle. Pri zvySovani produkcie st problémom
naklady na zdroj uhliku metabolizovaného rastlinami, preto je PHA produkované
z obnovitel'nych a lacnych substratov, ktorymi st rastlinné a zivocisne oleje aj z odpadovych
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tokov olejarni, alebo tieZ pouzité oleje z priemyslu [67]. Dalsimi zdrojmi su odpady z vyroby
bionafty (glycerol, odpadné oleje), odpadné priemyselné vody obsahujuce organické latky ako
napriklad papierne. Ich hlavné vyhody tkveji v ekonomickom a ekologickom hladisku [7,8,9].
Dal$ou vyhodou je, Ze ako jediné bioplasty st celé produkované mikroorganizmami [66].

Klasifikécia polyhydroxyalkanoatov je mozné na zaklade viacerych faktorov, napriklad
podr'a dizky ret'azca alebo podla biotechnologickej vyroby. Delenie podla dizky retazca zavisi
od poctu uhlikov vid’ Tabulka 1 [65].

Tabulka 1 Delenie PHA podla dizky retazca [65].

Trieda PHA Pocet uhlikov
kratke scl — short chain lenght 3 az 5 atbmov
stredné mcl — medium chain lenght 6 az 14 atbmov

dlhé Icl — long chain lenght 15 alebo viac

Technologickd vyroba rozdel'uje vzniknuté produkty na homopolyméry a heteropolyméry.
Homopolyestery pozostavaju zjedného druhu monoméru. Zastupcami homopolymérov su
napriklad poly(3-hydroxybutyrat) alebo poly(3-hydroxyoctanoat). Heteropolyestery st tvorené
monomérmi s odlisnymi  zdkladnymi alebo postrannymi retazcami. Zastupcom
heteropolymérov je napriklad P(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat-co-3-
hydroxyoctanat). Heteropolyestery nasledne vytvaraji kopolyestery [65].

Celkovo identifikovanych bolo uz viac ako 150 r6znych monomérov PHA. Nejedna sa vSak
o findlny pocet aprave zdovodu chemickej a fyzikalnej modifikacie, alebo genetickou
modifikaciou producentov PHA prirodzenych molekul PHA, st ziskavané nové molekuly PHA
snovymi vlastnostami [71]. Vo vSeobecnosti su najviac preskimanymi skupinami
polyhydroxyalkanodtov homopolyméry s kratkym alebo stredne dlhym retazcom, vd’aka ich
podobnosti s klasickymi plastmi [72].

Vzhl'adom nato, Ze polyhydroxyalkanoaty plnia zasobnu funkciu pre uhlik v bunke a teda sa
jedna o latky zasobné, musi mikroorganizmus disponovat’ systémom, ktory prevedie PHA
opitovne na zdroj uhlika. Jedna sa o proces casovo mnohonasobne pomalsi ako pri syntéze
PHA. Biodegradicia prebicha v aerébnom a anaerobnom prostredi. Bolo zistené, Zze
najprirodzenej$im prostredim pro biodegradaciu PHA je poda. Prirodzena degradacia PHA
zacina fotodegradaciou a nasleduje metabolizacia mikroorganizmami [73].

Povodné vyuzitie polyhydroxyalkanoatov prevazne na vyrobu predmetov kazdodenného
pouzitia sa za posledné desatroia rozsirilo. Polyhydroxyalkanoaty nachadzaju Siroké
uplatnenie vzhl'adom na ich biologicki odburatelnost’ a moznost’ vytvarat’ bioplasty s touto
vlastnostou. Podstatnou vyhodou je tiez termoplasticita a netoxicita, ¢im su schopné
konkurovat’ petrochemickym polymérom. AvSak dolezitym je rovnako uplatnenie v oblasti
lekarskeho a farmaceutického priemyslu a to prave vd’aka ich biologickej odburatel'nosti, kde
ma najvacsi potenciadl homopolymer P(3HB) a kopolymér P(3HB-co-3HV). Polyméry by mohli
byt vyuzité na vyrobu kardiovaskularnych zariadeni, napriklad srdcové chlopne, steny, alebo
kardiovaskularne naplasti. Uplatnenie je tiez v oblasti mikronosi¢ov pre protinadorovu terapiu,
nanosi¢ov pre transport lieckov aich cielené uvoliiovanie. Zo skupiny mcl-PHA sa testuju
nemodifikované formy za ucelom novych scaffoldov pre tkanivové inzinierstvo, kde
dosiahnutie lepsej kompatibility s 'udskym tkanivom zabezpecuje napriklad hydroxyapatit,
ktory je substratom pre kostné tkanivo, avSak kompatibilitu zvySuje aj zelatina, hodvab alebo
kolagén. Vyuzitie ma PHA ako prekurzor pre syntézu lieCiv, antibiotik alebo vitaminov.
Prikladom je kyselina 3-hydroxyoktanova, ktorda méa antimikrobialne uc¢inky [1,14,15].

Vyuzitie nachadzaju taktiez v polnohospodarstve, kde tvoria film so zavedenymi
herbicidmi, ktory umoznuje ich postupné uvolfiovanie a vstrebanie do pody. Na tato aplikaciu
sa pouziva kopolymér P(3HB-co-3HV), ktory je rovnako zasiaty do pddy spolu
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s pol'nohospodarskymi plodinami. Pouzitie PHA moze zvysit' skladovatelnost, ucinnost’
a spol'ahlivost’ komer¢nych o¢kovacich latok sluziacich pre zvysenie fixacie dusika v rastlinach
[76].

2.6 Sucasny stav problematiky

Ramanova spektroskopia je technika rychlej mikrobidlnej detekcie a identifikacie. Medzi
popredné vyhody tejto metddy patri vysoko Specificka povaha, vdaka ¢omu je vyuzivana
v roznych oblastiach [77]. Ramanovu spektroskopiu je mozné vyuzit na identifikaciu
mikrébov, detekciu urcitych faktorov ako napriklad antimikrobidlnu rezistenciu, tvorbu
biofilmu [50] ¢i produkciu uréitych chemickych latok [78].

Pre Ramanovské spektra baktérii su typické pasy v urcitych oblastiach, ktorym st priradené
rozne vazby (Tabulka 2).

Tabulka 2 Prehlad priradenych pasiem v bakterialnych Ramanovskych spektrach [79]

pozicia Ramanovskej signatary [cm™] priradenie pasiem v bakterialnych Ramanovskych

spektrach
1660 vibracie amidovych skupin
1242
1001 aminokyseliny
1610 phenylalanin a tyrosin
1575 nukleové kyseliny (prevazne adenin a quanin)
2932 viazba CH v skupinach CH3 a CH»

v bielkovinach, lipidoch, nukleovych kyselinach
a sacharidoch

Bakteridlne kmene vybrané pre tito pracu maju predpoklad tvorit’ polyhydroxyalkanoaty,
alginaty a polyfosfat [59].

Pri identifikacii polyhydroxyalkanoatov je dolezitd identifikdcia vodikovej vizby
v Struktire. Pri experimentoch monitorujucich produkciu PHB u baktérii bol pouzity kmen
Cupriavidus necator H16 a jeho mutantny kmen Cupriavidus necator PHB- 4. V experimente
bolo zistené, ze koncentracia PHB priamo koreluje s pasmi v Ramanovom spektre v oblasti
1734 cm™'. Signal v tejto oblasti je priradeny vibraciam karbonylovej vizby C=0 [79]. Z toho
dovodu je Ramanova spektroskopia ozna¢ovana za rychlu a vhodnu metédu pre monitorovanie
PHB v baktériach [80] aj pre urcenie jej formy (krystalicka alebo amorfna) [79]. Medzi d’alSie
piky priradené prejavu PHB v spektrach patri oblast 357, 417, 600, 837, 1055, 1100
a 1455 cm™ [80].

Ramanova spektroskopia umoznuje rozli§it' heteropolymérne a homopolymérne frakcie
kyseliny alginovej podla charakteristickych pasov (Tabulka 3). Kyselina alginova je
kopolymér kyseliny B-p-manuronovej (M) a a-L-guluronovej (G). Monoméry spojené (1,4)
glykozidovou vidzbou tvoria dve homopolymérne frakcie MM a GG a heteropolymérnu frakcie
MG [81].
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Tabulka 3 Prehlad charakteristickych pasov pre frakcie kyseliny alginovej [81]

;. . priradenie pasiem v Frakcie
pozicid R,a manm_']s kej bakterialnych Ramanovskych
signatiry [em™'] spektrach
946 poly-D-mannuronat Homopolymérne
863
799 - 788
928 -913 poly-L-guluronatu
890 - 889
797
730 MG Heteropolymérne

Heteropolymérne frakcie predstavuju dva charakteristické pasy, znich intenzivnejsi
a dolezitejsi je pas 730 cm™! dosledkom prstencového dychacieho vibraéného modu [81].

Ramanovo spektrum polyfosfatu pozostiava zo silného piku v oblasti 1145-1177 cm’!
a slabsieho piku v oblasti 682—700 cm'. V oblasti 738 a 1022 cm’! sa nachadzaji Ramanovské
péasy pre napinanie vizieb POy a P-O-P. Tieto vinové dizky mozu byt posunuté s narastom
dizky retazca [61].

Identifikédciou Ramanovych spektier violaceinu sa zaoberal Jehlicka a kol., kde porovnavali
prejavy violaceinu predpokladané vypoctom s nameranymi spektrami (Obrdzok 12).
Ramanovo spektrum violaceinu pri 785 nm ma vyrazné piky v oblasti 269, 680, 728, 945-958,
1141, 1175, 1296, 1369, 1465 a 1553 cm™'. Vysledky ukazuju, Ze pri merani bakterialneho
spektra Chromobacterium violaceum obsahujuceho violacein je vhodnejSie pouzit' laser
s excitaénou vinovou dizkou 532 nm, naopak pri merani extrahovaného violaceinu je
vhodnejsie pouZitie lasera s excitaénou vinovou dizkou 785 nm [82]

Intenzita
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Obrazok 12 Namerané spektrum cisteho violaceinu extrahovaného z Chromatobacterium violaceum
v porovnani s vypocitanymi vibracnymi prejavmi (Cervené ciary) violaceinu v Ramanovom spektre
meranom pri pouZiti cerveného lasera o vinovej dizke 785 nm [82].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pouzité baktérie, chemikalie, pristroje a material pri merani

3.1.1 Baktérie

Pre experimentalnu Cast’ diplomovej prace boli vybrané bakteridlne vzorky troch kmenov a to
Azotobacter vinelandii DSM 720, DSM 13 529, DSM 85, DSM 87 a DSM 576 pochadzajtcich
z nemeckej zbierky mikroorganizmov a bunkovych kultar, Janthinobacterium lividum CCM
160, CCM 1888, CCM 3308 pochadzajucich z ¢eskej zbierky mikroorganizmov rovnako ako
Cupriavidus necator H16 CCM 428.

3.1.2 Chemikalie

- CaCl, -2 H,0O Lachema
Etanol Lachner

- Nutrient Broth w/1 % peptone HiMedia, India

- Na,HPO, ‘- 12 H,O Lachner

-  KH,PO, Lachner

- MgSO, - 7H,0 Lachner

- Glycerol Lachema

- Chloroform Lachner

- (NH4)2S04 Lachner

- Beef Extract Powder HiMedia, India

- Peptone, Bacteriological HiMedia, India

- NaH;PO, - 2 H,O Lachner

- Na,HPO, ‘- 2 H,O Lachner

- Glukéza Lachema

- Kvasinkovy extrakt HiMedia, India

- Metanol Lachner

- 2-propanol Lachner

- Kyselina sirova Lachner

- Kyselina benzoova Lachner

- Hydroxid s6dny Lachner

- Dekahydrat pyrofosforecnanu sodného Sigma-Aldrich

- hexametafosfat sodny Sigma-Aldrich

3.1.3 Pristroje

- Laminarny box Aura mini, BioAir Instruments

- Predvazky Kern EW 620

- Analytické vahy Boeco

- Magnetickd miesacka bez ohrevu technoKartell, (MERCI s.r.0.)
- Temperovana trepacka Heidolph unimax 1 010, Labicom s.r.0.
- Analytické vahy Boeco

- Vortex TK3S, Kartell spa

- Mikrocentrifuga Sigma 1-14

- Centrifuga Hettich Zentrifugen

- Ramanov mikroskop, Renishaw, inVia
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- Plynovy chromatograf s FID, (Thermo Scientific, Trace 1300; kolona: DB-WAX 30 m
by 0,25 mm)

- Bezné laboratorne sklo a vybavenie

- Centrifuga vysokorychlostna chladena, Hermle Z 36 HK

3.1.3.1 Ramanov spektrometer Renishaw inVia

Merania vsetkych bakteridlnych kmenov boli uskuto¢nené na disperznom Ramanovom
spektrometri Renishaw inVia (Obrdzok 13). Spektralny rozsah je od ultrafialovej oblasti po
infracervenu a teda od 200 nm do 1 700 nm.

Pristroj disponuje siborom viacerych excitaénych laserov s réznymi vinovymi dizkami,
z nich kazdy je vybaveny optimalizovanou optickou drdhou pre excitaciu v oblasti viditeI'ného
svetla (Vis), blizkej infracervenej oblasti (NIR) alebo infracervenej oblasti (IR), ¢o umoziuje
dosiahnut’ maximalny pomer signal/Sum v Ramanovom spektre. Prepnutie medzi lasermi je
riadené¢ softwarom a prebieha automaticky. Excita¢né lasery v spektroskope st nasledovné:

- Diddovy DPSS laser s vinovou dizkou 532 nm, s maximalnym vykonom 50 mW, ktory
je chladeny vzduchom aje vybaveny zabudovanym plazma filtrom pre optimalne
fungovanie.

- Diddovy NIR laser s vinovou dizkou 785 nm, s maximalnym vykonom 300 mW, ktory
je taktiez chladeny vzduchom.

Pristroj je vybaveny Rayleighovymi hranolovymi filtrami s hranou maximalne 100 cm™ od
excitacnych linii laserov.

Spektroskop dosahuje spektralne rozlisenie vyssie nez 1 cm™' (FWHM — full width at half
maximum), ¢ize je schopny rozliSit rozdiely vo frekvencidch Ramanovych signalov
s presnost’ou lepSou nez 1 cm™'[83].

RENISHAW ¢

inVia Raman Microscope

Obrazok 13 Ramanov spektroskop Renishaw inVia
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3.1.3.2 Opticka pinzeta

Experiment s vyuzitim Ramanovskej pinzety bol realizovany na aparatire v laboratoriu
Ustavu piistrojové techniky Akademie véd Ceské republiky. Ramanove spektra studovanych
bakterialnych kultur boli ziskané pomocou Ramanovskej pinzety zaloZenej na komerénom
Ramanovom mikroskope Renishaw inVia (3.1.3.1). Blizsia schéma usporiadania zvizkov
v optickej pinzete je uvedend na obrazku (Obrdzok 14). Pre implementaciu optického
zachytavania do mikroskopického systému bol vlozeny modul, ktory umoznoval napojenie
zachytavajuceho laserového luca do optickej drahy pristroja medzi telo mikroskopu a SoSovku
mikroskopu (Obrazok 15). Pre meranie bol pouzity objektiv Olympus UPLSAPO60XW (60X,
NA 1.2, vodna imerzia)[84].

Chytaci zvdzok
na 1 064\1 nm

Pasmovy filter
na 1 064 nm

Optické vlakno

Ramanovsky rozptyl

Obrazok 14 Schéma optickej pinzety

JAPAN

UPlanSAp

Ia/$0x/1.20 W
013-0.21/FN:

Obrazok 15 Experimentalne usporiadanie optickej pinzety a meranie vzorky v mikrokomorke
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3.2 Kultivacia baktérii
3.2.1 Priprava inokula

Pre bakteridlne kmene Janthinobacterium lividum CCM 1888, CCM 160 a Cupriavidus necator
H16 bolo pripravené inokulacné médium, ktoré pozostavalo z komplexného média Nutrient
Broth v koncentracii 25 g/l. Bolo pripravenych 50 ml média do 100 ml Erlenmeyerovej banky
a nasledne boli vsetky banky sterilizované po dobu 30 minut. Po ochladeni na laboratérnu
teplotu boli do inokulaéného média zaockované kultury z kryoskimaviek v objeme 0,75 ml
v duplikatoch. Kultivacia prebehla pri optimalnej teplote 30 °C po dobu 24 hodin a trepani pri
180 rpm.

Pre Azotobacter vinelandii bolo pripravené inokulacné médium (7abulka 4). Pripravenych
bolo 50 ml média do 100 ml Erlenmeyerovej banky a nasledne boli vSetky banky sterilizované
po dobu 30 minut. Glukéza bola sterilizovana samostatne a pridanad dodato¢ne po sterilizacii
aochladeni na laboratérnu teplotu v sterilnych podmienkach laminarneho boxu. Do
inokulaéného média boli zaockované kultary zkryoskimaviek v objeme 0,75 ml
v duplikatoch. Kultivacia prebehla pri optimalnej teplote 30 °C po dobu 22 hodin a trepani pri
180 rpm.

Tabulka 4 Zlozenie inokulacného média pre Azotobacter vinelandii

Latka Hmotnost’ [g] Objem [ml]
Glukoza 20,0
Kvasinkovy extrakt 6,0
Na,HPO, - 2 H,0O 2,5
(NH4)2S04 0,6
MgSO, - 7H,0 0,3
Destilovana voda 1 000

3.2.2 Priprava produkéného média

Pre Janthinobacterium lividum CCM 1888 a CCM 160 bolo pripravené produkéné médium
(Tabulka 5). Produkéné médium o objeme 100 ml v Erlenmeyerovej banke o objeme
250 ml bolo pripravené pre dve paralelné stanovenia a bolo sterilizované 30 minut. Bakteridlne
kultary boli po preoCkovani do produkéného média pri laboratérnej teplote po dobu 72
a 120 hodin a trepani pri 180 rpm. Vzorka kultivovana 72 hodin bola oznacend ako A a po dobu
120 hodin bola oznacena A+.

Tabulka 5 Zlozenie produkcného média pre Janthinobacterium lividum CCM 1888 a CCM 160

Latka Hmotnost’ [g] Objem [ml]
Glycerol 10,0
Beef Extract Powder 3,0
Peptone 5,0
NaH,PO, - 2 H,O 5,72
Na,HPO, - 2 H,O 11,3
Destilovana voda 1 000

Pre Cupriavidus necator H16 bolo pripravené produkéné médium (7abulka 6) o objeme
100 ml v Erlenmeyerovej banke (250 ml) v dvoch paralelnych opakovaniach. Produkéné
médium bolo vysterilizované, pri¢om zasobné roztoky stopovych prvkov MES a fruktozy boli
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sterilizované samostatne anasledne pridané do produkénych médii pred zaockovanim
bakteridlnych kultar. Do sterilizovanych produkénych médii bolo zaockovanych 5 obj. %
bakterialnej kultary z inokula.

Tabulka 6 Zlozenie produkcného média pre Cupriavidus necator HI16

Latka Hmotnost’ [g] Objem [ml]
KH,PO, 1,0
(NH4)2SO4 3,0
Na,HPO, - 12 H,O 11,1
MgSO, - 7H,0 0,2

Destilovana voda 1 000

MES 20
Fruktoza 100

Roztok MES je roztok stopovych prvkov. V roztoku MES sa na 1 I nachadza: 9,7 g FeClz - 6
H>0, 7,8 g CaCl, - 2 H0, 0,156 g CuSOs - 5 H20, 0,119 g CoCl2 - 6 H20, 0,118 g NiCl> - 6
H>0, 0,1 g ZnSO4- 7 H2O a1 000 ml 0,1 M HCL

Bakteridlne kultury boli po preockovani do produkéného média temperované na 30 °C po
dobu 72 hodin a trepani pri 180 rpm.

Do predom sterilovaného produkéného média pre Azotobacter vinelandii (Tabulka 7), bolo
naockovanych 5 obj. % kultary z inokula pre kmeit DSM 85 a 10 obj. % pre kmenn DSM 720
v duplikatoch, ked’Zze doslo k menSiemu narastu kultary. Kultivacia prebehla pri optimalnej
teplote 30 °C po dobu 96 hodin a trepani pri 180 rpm.

Tabulka 7 Zlozenie produkcného média pre Azotobacter vinelandii

Latka Hmotnost’ [g] Objem [ml]

Glukoza 20,0
Kvasinkovy extrakt 6,0
Na,HPO, - 2 H,O 2,0
(NH4)2S04 0,6
MgSO, - 7H,0 0,3
CaCOs 1,0

Destilovana voda 1 000

Zasobny roztok glukozy bol sterilizovany samostatne a pridany dodatocne po sterilizacii
a ochladeni na laboratérnu teplotu v sterilnych podmienkach laminarneho boxu.

3.3 Pouzité metody

3.3.1 Gravimetrické stanovenie biomasy a alginatu

Pre gravimetrické stanovenie biomasy kmenov Azotobacter vinelandii, Janthinobacterium
lividum a Cupriavidus necator H16 boli pripravené vzorky o objeme 10 ml v skimavkach
v duplikatoch. Vzorky boli nasledne centrifugované po dobu 5 mintt pri 6 000 rpm. Po
odstredeni bol supernatant odliaty zo vzoriek a bol odlozeny pre stanovenie alginatu v pripade
Azotobacter vinelandii, ked’ze sa jedna o extracelularny produkt a pri ostatnych kmenoch bol
zliaty. Zakoncentrovana biomasa bolo premyta 5 ml destilovanej vody, votexovana a nasledne
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boli vzorky opétovne vlozené do centrifigy na 5 minat pri otd¢kach 6 000 rpm. Po odliati
prebyto¢nej vody boli vzorky vysusené v susiarni pri 70 °C do konsStantnej hmotnosti.

Pre gravimetrické stanovenie algindtu vo vzorkach kmenov Azotobacter vinelandii boli
vzorky supernatantu vychladené v chladnicke a néasledne boli zrdzané vychladenym etanolom
o dvojnasobnom mnozstve. Po vyzrazani alginatu boli vzorky centrifugované 10 minat pri
6 000 rpm a teplote 4 °C. Nasledne bolo odliaty supernatant a zakoncentrovany alginat bol
zmieSany s 3 ml destilovanej vody a 6 ml etanolu. Vzorky boli vortexované a nasledne opat
centrifugované 10 minut pri 6 000 rpm a teplote 4 °C. Nasledne boli vzorky zliate a susené
v susiarni pri 70 °C do konstantnej hmotnosti.

3.3.2 Spektrofotometrické stanovenie violaceinu

Pre stanovenie violaceinu bol upraveny postup z vyskumu zameraného na koprodukciu PHB
a violaceinu publikovaného vyskumnym timom Kumar a kol.[85]. Pre spektrofotometrické
stanovenie violaceinu bolo sto¢enych 5 ml kultury pri 6 000 rpm po dobu 5 minut. Nasledne
bol pipetou odobrany supernatant. Extrakcia prebehla resuspendovanim peliet v 5 ml metanolu
a naslednym sto¢enim na centrifige pri 6 000 rpm po dobu 5 mintt. Supernatant bol odobrany
do cistej skumavky. V pripade zafarbenia peliet na fialovo aj po extrakcii bol proces extrakcie
opakovany a bola zaznamenavana spotreba metanolu. Odobrané frakcie boli zliate do jedne;j
vzorky a premerané na spektrofotometri. Meranie bolo uskuto¢nené voci blanku — metanolu pri
vlnovej dizke 570 nm. Z kalibraénej krivky bola nasledne vypoéitana koncentracia violaceinu
vo vzorkéach Janthinobacterium lividum CCM 160.

3.3.3 Plynova chromatografia

Pri priprave vzoriek pre GC- FID (plynovy chromatograf s plamenovo ioniza¢nym detektorom)
bolo potrebné previest’ 3-hydroxyalkanové kyseliny vo vzorkdch nastiepenim na polyméry
anasledne metylestery, ktoré st detekovatelné audavaji kvantitativnu aj kvalitativnu
informaciu o obsahu PHB vo vzorkach.

Samotna priprava vzoriek prebehla navazenim vysusenej biomasy v rozmedzi 8 az 10 mg
do krimpovacich vialiek na analytickych vahach a naslednym pridanim 1 ml chloroformu a 0,8
ml vnatorného Standardu ( pozostava z 15 % kyseliny sirovej v metanole s obsahom 5 g/l
kyseliny benzoovej sluziacej ako vnutorny standard). Vzorky boli zakrimpované a vlozené do
termobloku temperovaného na 94 °C po dobu 3 hodin. Po skoncéeni esterifikacie boli vzorky
vybrané, vychladené na laboratérnu teplotu a nasledne boli zneutralizované prevedenim do
skrutkovacich vialiek obsahujucich 500 pul NaOH roztoku o koncentracii 50 mM a ocistené od
polutantov premiesanim a extrakciou do vodnej faze. Po rozdeleni faz bolo odpipetovanych 50
ul zo spodnej chloroformovej faze obsahujucej metylestery 3-hydroxyalkanovych kyselin do
malych skimaviek obsahujacich 900 pl propan-2-olu. Takto pripravené vzorky boli
zanalyzované na plynovom chromatografe.

3.3.4 Ramanova spektroskopia

Meranie prebehlo na Ramanovom spektroskope Renishaw inVia. Pri vSetkych vzorkach bol
Vzorky boli merané na CaF; skle, z dévodu nizsieho fluorescenéného pozadia od skla. CaF»
sklo sluzilo tiez na zniZenie prejavu odrazeného od skla objektivu v nameranych spektrach pri
nizsie koncentrovanych vzorkach. Spektra boli merané vyuzitim objektivu o zvacseni 20krat
a 50krat. Rozsah pre vSetky merania bol nastaveny na 670 az 1770 cm™!' ateda so stredom
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v 1250 cm™!. Nasledne boli vybrané spektra s mensim fluorescenénym pozadim pre jednotlivé
kmene a vzorky. Priprava jednotlivych vzoriek pre meranie bola r6zna v zavislosti od vlastnosti
vzoriek.

3.3.4.1 Analyza Azotobacter vinelandii

Vzorky Azotobacter vinelandii boli kultivované v submerznej forme. Z dévodu produkcie
algindtu tymto kmetiom boli vzorky testované na schopnost’ gélovatenia zmieSanim 2 ml
kultary a 3 ml 2 % CaCl, (Obrazok 16). Schopnost’ tvorit’ gél s vapenatymi ionmi mali vzorky
kultar DSM 87, DSM 576 a DSM 13 521. Z tychto vzoriek bola odliata prebyto¢na voda. Takto
pripravené vzorky gélu boli nasledne napipetované o objeme 2 pl a meranie bolo nastavené na
60 akumulécii po dobu 1 sekundy a spektra boli namerané z 10 r6znych miest.

Obrazok 16 Priklad vzorky nevytvarajucej gél (nalavo) a tvoriacej gél (napravo)

Tekuté vzorky vSetkych kultar Azotobacter vinelandii boli merané hned’ po napipetovani
a meranie bolo nastavené na 120 akumulacii po dobu 1 sekundy a spektra boli namerané z 5
r6znych miest. Nasledne po vysuSeni bolo meranie nastavené na 120 akumulacii po dobu
1 sekundy a spektra boli namerané z 5 r6znych miest.

3.3.4.2 Analyza alginatu vo vzorkach Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii je kmen produkujuci do extracelularneho priestoru alginat, ktorého
priprava pre meranie Ramanovych spektier je uvedena v 3.3.1. Cisty vysuSeny alginat bol
premiestneny na CaF» sklo, ktoré sluzilo na znizenie prejavu odrazeného od skla objektivu
v nameranych spektrach, ktorého prejav by bol v pripade pouzitia skla prili§ vysoky, ked’ze
vzorky boli vo forme priesvitnych tenkych Supiniek. Meranie bolo nastavené na 15 a 60
akumulacii po dobu 1 sekundy a spektra boli namerané¢ vzdy z 5 réznych miest. Pri 60
akumulaciach bol ziskany signal vyssi.

3.3.4.3 Analyza polyfosfatov
Pri stanoveni bakteridlnych fosfatov boli nakupené komercné polyfosfaty (hexametafosfat
sodny a dekahydrat pyrofosforecnanu sodného). Meranie bolo nastavené na 15 akumulacii po

dobu 1 sekundy a spektra boli namerané vzdy z 3 r6znych miest, ked’ze sa jednalo o Cisté latky
merania nebolo potrebné opakovat’ viackrat.
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3.3.4.4 Analyza kmenov Janthinobacterium lividum zo statickej kultivacie

Vzorky Janthinobacterium lividum CCM 160, CCM 1888 a CCM 3308 boli prvotne staticky
kultivované na Petriho miskach pre overenie obsahu violaceinu a prejav v spektrach. Z toho
dovodu ich bolo potrebné previest do 1 ml fosfatového tlmivého roztoku (PBS). Zlozenie
tlmivého roztoku na 1 000 ml bolo nasledovné: 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,24 g KH2PO4a 1,44 g
Na;HPO4-2H,0. Z dévodu nizsej koncentracie vzoriek, bolo meranie vzoriek uskuto¢nené
vyuzitim ¢erveného laseru po dobu 1 sekundy a 10 snimani, aby nedoslo k spaleniu vzorky. Pri
kazdej vzorke bolo meranie opakované 10krat.

3.3.4.5 Meranie bakterialnych kultar Janthinobacterium lividum a Cupriavidus
necator

V dal$ich meraniach boli pouzité vzorky Janthinobacterium lividum CCM 1888 a CCM 160
zo submerznej kultivacie a kultary Cupriavidus necator H16. Tekuté vzorky vsetkych kultar
boli napipetované o objeme 2 ul a merané hned’ po napipetovani v kvapalnej forme a nésledne
po vysuseni.

Meranie pre vzorky Janthinobacterium lividum CCM 1888 bolo nastavené na 60 akumulacii
po dobu 1 sekundy a spektra boli namerané vzdy z 20 réznych miest pri pouziti objektivu
so zvacSenim 50krat. Pri zvacSeni 20krat bolo meranie nastavené na 15 akumulacii po dobu
1 sekundy a spektra boli namerané vzdy z 10 r6znych miest.

Meranie pre vzorky Janthinobacterium lividum CCM 160 kultivovanej submerzne
s rozdielnou dobou kultivacie o 48 hodin bolo nastavené na 120 akumulacii po dobu 1 sekundy
a spektra boli namerané vzdy z 10 roznych miest pri pouZiti objektivu so zvac¢senim 50krat.

Meranie pre vzorky Cupriavidus necator H16 bolo nastavené na 60 akumulacii po dobu 1
sekundy a spektra boli namerané vzdy z 20 rdéznych miest pri pouziti objektivu so zva¢Senim
50krat. Pri zvacSeni 20krat bolo meranie nastavené na 60 akumulacii po dobu 1 sekundy
a spektra boli namerané vzdy z 6 r6znych miest.

Meranie spektier, ktoré sluzili na vyber potenciondlneho triediaceho parametra pre d’alSie
merania s optickou pinzetou boli realizované pomocou objektivu so zvacSenim 50krat a teda
vyssim NA kvoli lepSej simulacii experimentu s optickou pinzetou, kedy st vzorky merané
s lep§im rozlisenim v menSom objeme vzorky.

3.3.5 Ramanova spektroskopia v kombinacii s optickou pinzetou

Metoda bola zvolena na zédklade predpokladu oddelitelnosti podl'a zvoleného triediaceho
parametra v pripade vzoriek Azotobacter vinelandii bol predpoklad oddelite'nosti na obsah
obsahom PHB. Druhé ¢ast’ merania sa zmeriavala na moznost’ oddeliteI'nosti buniek na zaklade
vhodne zvoleného triediaceho parametra obsahujucich violacein (Janthinobacterium lividum
CCM 160) od buniek bez violaceinu (Cupriavidus necator H16).

Na triedenie boli pripravené vzorky Azotobacter vinelandii DSM 85 a DSM 720, ktoré boli
po kultivacii napipetované o objeme 1 ml do 0,5 ml 30 % glycerolu do kryoskumaviek a vzorky
boli zamrazené. Rovnako boli pripravené vzorky na triedenie Janthinobacterium lividum
CCM 160 (A+) a Cupriavidus necator H16.

Na prvotné meranie boli vzorky centrifugované 5 mintt pri otackach 4 000 rpm pre
odstranenie média s glycerolom. Zahustené vzorky boli napipetované do mikrokomoérky medzi
podlozné sklo a krycie sklo. Namerané boli samostatné kultary Janthinobacterium lividum

29



CCM 160 a Cupriavidus necator H16 a ich zmesna kultura, avSak pozadie od skla prejavujuce
sa v nameranych spektrach bolo prili§ vysoké.

Meranie pigmentovanych a nepigmentovanych kultir bolo opakované po zmene za CaF»
sklo, kde do predpripravenej cely (Obrdzok 17) bola napipetovana vzorka baktérii samostatne
a nasledne zmesnej kultury bez odstranenia glycerolu pomocou centrifugy. Pre odstranenie
glycerolu z bakteridlneho spektra boli namerané samotné spektra 10 % glycerolu, ktoré boli
nasledne odc¢itané od nameranych bakteridlnych spektier.

Meranie samostatnych vzoriek Azotobacter vinelandii DSM 85, DSM 720 a zmesi bolo
nastavené na 30 akumulécii po dobu 1 sekundy (celé meranie trvalo 15 minat). Rovnaké
nastavenie bolo pouzité aj pri vzorkach Janthinobacterium lividum CCM 160 (A+)
a Cupriavidus necator H16.

o skla
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4 VYSLEDKY MERANI A DISKUSIA

4.1 Vyhodnotenie gravimetrického stanovenia

Gravimetricky bol stanoveny obsah biomasy a alginatu piatich kmenov Azotobacter vinelandii.
Z vysledkov je mozné konstatovat’, Ze schopnost’ tvorit’ gél nezavisi len na kvantite alginatu,
alebo aj na jeho zlozeni, ked’ze najmensia produkcia alginatu 0,3 = 0,1 mg/ml bola stanovena
vo vzorke kmetiu DSM 13 529, ktora tvorila gél po pridani vapenatych i6nov. Na rozdiel od
vzorky DSM 720, ktord mala trojnasobne vyssi obsah alginatu a netvorila gél. Testy gélovatenia
boli sucast'ou pripravy vzoriek v kapitole 3.3.1. (Obrdzok 16)

Pre meranie boli zvolené rozne kmene Azotobacter vinelandii z dovodu SirSieho rozmedzia
produkcie polyhydroxyalkanoatov, extracelularneho sacharidu rdzneho zlozenia astym
stivisiacimi roznymi typmi gélovatenia v zavislosti na kvantite a kvalite alginatu. Najviac
biomasy obsahoval kmeit DSM 87 (9,5 £ 0,1 g/l) a naopak najmenej kmeit DSM 720 (4,2 £
0,3 g/l).

Pri stanoveni alginatu vzorkou s najva¢sou produkciou extracelularneho polysacharidu bol
kmen DSM 87 o priemernej koncentracii alginatu 2,1 £ 0,8 mg/ml. Z vysledkov je mozné
konstatovat, ze schopnost’ tvorit’ gél nezavisi len na kvantite alginétu, alebo aj na jeho zlozeni,
ked'ze najmensia produkcia alginatu 0,3 = 0,1 mg/ml bola stanovenid vo vzorke kmeiu
DSM 13 529, ktora tvorila gél po pridani vapenatych iénov. Na rozdiel od vzorky DSM 720,
ktorda mala trojnasobne vyssi obsah alginatu a netvorila gél. Testy gélovatenia boli stcast'ou
pripravy vzoriek v kapitole 3.3.4.

Tabulka 8 Gravimetrické stanovenie biomasy a algindtu kmernov Azotobacter vinelandii

Bakterialny kmen Priemerna Odchylka Priemerna Odchylka
koncentracia [g/] koncentracia [mg/ml]
biomasy|g/1] alginatu [mg/ml]

DSM 720 4,2 +0,3 1,1 +0,2
DSM 13 529 8,7 +0,2 0,3 +0,1
DSM 85 7.4 +13 0,5 +0,3
DSM 87 9,5 +0,1 2,1 +0,8
DSM 576 9.6 +0,4 2,1 +0,1

Nasledne bol stanoveny obsah biomasy gravimetricky vo vzorkach vybranych pre dalSie
meranie na Ramanovskej pinzete (Tabulka 9). Rozna koncentracia biomasy vzoriek bola
sposobend rozlicnostou bakteridlnych druhov, rozlicnymi podmienky kultivacie (otackami,
popr. teplotou) a sucasne rézne zvolenych kultivatnych médiami. Tie boli optimalizované
v pripade Janthinobacterium lividum CCM 160 tak, aby dochadzalo ku tvorbe violaceinu,
v dosledku ¢oho sa biomasa pohybuje v rozmedzi + 2 g/l. V pripade kultivacie Cupriavidus
necator H16 bolo pouzité optimalne médium pre tvorbu biomasy a PHB, ¢im bola dosiahnuté
vyrazne vyssia priemerna koncentracia biomasy.
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Tabulka 9 Gravimetrické stanovenie biomasy

Priemerna koncentracia

Bakterialny kmei Odchylka [g/1]

biomasy|g/l]
Cupriavidus necator H16 7,57 +0,04
Janthinobacterium lividum
CCM 160 A 1.76 +0,08
Janthinobacterium lividum
CCM 160 A+ 1,92 0,01

4.2 Vyhodnotenie stanovenia violaceinu

Spektrofotometrické stanovenie violaceinu sluzilo ako porovnavacia metéda ku Ramanove;j
spektroskopii. Namerané absorbancie vzoriek boli dosadené do kalibracnej rovnice
A=0,0734 - ¢ (ziskanej rozpustenim znameho mnoZzstva violaceinu v methanole) [85], z ktorej
boli ziskané vysledné koncentracie violaceinu vo vzorkach Janthinobacterium lividum CCM
160 kultivovanych 72 (vzorka A) a 120 (vzorka A+) hodin. Obsah violaceinu
spektrofotometrickym stanovenim bol preukazany v oboch vzorkach, avsak vyssi obsah bol
dosiahnuty po dlhsej kultivacii vo vzorke A+ (Tabulka 10) a to takmer sedemnasobne. Vyrazne
vyssia pigmentacia vzoriek je viditeI'na na obrazku (Obrdzok 18).

Tabulka 10 Koncentrdcie violaceinu v jednotlivych vzorkach

Janthinobacterium . . . . .
. . Absorbancia Priemerna koncentracia ,
lividum ] jolaceinu [mg/l] Odchylka [mg/l]
CCM 160 violaceinu [mg
A 0,16 1,1 0,1
A+ 1,07 7,3 0,3

Obrazok 18 Vzorky Janthinobacterium lividum CCM 160
A (eppendorfka nalavo), A+ (eppendorfka napravo)

4.3 Vyhodnotenie plynovej chromatografie

Vysledkom plynovej chromatografie bolo stanovenie koncentracie 3-hydroxybutyratu
v kmenoch Azotobacter vinelandii, ktora bola vypocitand z kalibracnej rovnice zavislosti
vynesenom na nameranych pomeroch ploch pikov analytu (3-hydroxybutyrat) a inertného
Standardu (kyselina benzoova) na koncentracii analytu (Cisty 3-hydrobutyrat).
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Prehl'ad vysledkov uvadza Tabulka 11. Najvyssi obsah 3-hydroxybutyratu vyprodukoval kmen
DSM 720, ktory obsahoval 32,6 + 7,4 %. Naopak najmensie percento PHB obsahoval kmen
DSM 85ato2,6+1,7 %.

Tabulka 11 Obsah PHB u kmeriov Azotobacter vinelandii

Bakterialny kmei PHB v biomase [%] Odchylka [%]
DSM 720 32,6 +7,4
DSM 13 529 16,2 +6,0
DSM 87 19,3 +2.2
DSM 576 14,0 +0,8
DSM 85 2,6 +1,7

Janthinobacterium lividum CCM 160 je sicasne producentom violaceinu aj PHB. Z vysledkov
vyplyva, Ze kmefi obsahoval v nezavislosti na dizke kultivacie pribuzné mnozstvo PHB a to
priemerne 23,8 + 4,5 %. V jednotlivych vzorkach bol vyssi obsah PHB pri kratSom case
kultivacie vo vzorke Janthinobacterium lividum CCM 160 A (72 hodin) s obsahom 24,4 +
1,6 %.

Tabulka 12 uvéadza vysledky plynovej chromatografie a potvrdzuje, ze Cupriavidus necator
H16 je producentom PHB. Rovnako uvadza obsah PHB v bunkach Janthinobacterium lividum
CCM 160, ktoré su nie len producentom violaceinu, ale aj producentom PHB. Z vysledkov
vyplyva, ze kmefi obsahoval v zavislosti na dizke kultivacie podobné mnozZstvo PHB a to
priemerne 23,8 £ 4,5 %. V jednotlivych vzorkdch bol vyssi obsah PHB pri kratSom case
kultivacie vo vzorke Janthinobacterium lividum CCM 160 A ato 72 hodin s obsahom
24,4 +2 %.

Tabulka 12 Obsah PHB u vybranych kmeriov

Bakterialny kmei PHB v biomase [%] Odchylka [%]
Cupriavidus necator H16 62,4 +31,3
Janthinobacterium lividum
CCM 160 A 24.4 +1,6
Janthinobacterium lividum
CCM 160 A+ 23,5 5.4

Janthinobacterium lividum

CCM 160 celkovo 23,8 4.5

4.4 Vyhodnotenie Ramanovej spektroskopie

Jednotlivé vysledné Ramanovské spektra prezentované v praci su vysledkom ziskania
priemeru z nameranych spektier pre jednotlivé vzorky po aplikécii viacerych Gprav. Namerané
data boli upravené vyhladenim spektier pomocou Savitzky-Golay algoritmu, ktory bol
nastaveny na stupen polynomu 2 a vel'kost’ segmentu 7. Nasledne bolo zo spektra odstranené
fluorescencné pozadie pomocou RCF (Rolling circle filter), kde bol nastaveny radius na 100 px
(priblizne 100 cm™) a opakovanie 20krat. Nasledne boli spektra normalizované na najvyssi pik
z dovodu prehladnosti. Po prevedeni uprav boli vybrané vhodné markery pre triedenie
(Tabulka 19, Tabulka 20). Namerané spektra, ktoré sa vyrazne lisili od va¢S$iny nameranych
spektier (tzv. outliers), boli vyradené z analyzy. Jednalo sa o prili§ zaSumené spektra, ktoré
vznikli v désledku nizkej koncentracie meranej vzorky.
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Namerané spektralne pozicie Ramanovskych pésov Cistych polyfosfatov (Obrazok 19)
sluzili pre identifikaciu v spektre (Tabulka 13) a d’alej budd sluzit pre identifikdciu
v bakterialnych spektrach.
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Obrazok 19 Ramanovské spektrum hexametafosfatu sodneho (4) a dekahydrat pyrofosforecnanu
sodného (B)

Tabulka 13 Prehlad spektralnych pozicii cistych polyfosfatov sluziacich ako zrovndavacii Standart [61]

pozicia Ramanovskej signatury
polyfosfatov [em™]

hexametafosfat dekahydrat priradenie pasiem v spektrach
sodny pyrofosforecnanu
sodného
686 P-O-P v fosfat esterovej vizby
740 v POy a P-O-P
1024 1024 v POy a P-O-P
1105
1163 v POy

Legenda: v oznacuje vibracné pohyby siimerne okolo rovnovaznej polohy, nazyvané stretching (napinanie). 6
oznacuje vibra¢né pohyby, kde sa atdbmy pohybuju v rovine okolo rovnovaznej polohy, nazyvané deformacia.

Christ a kol. identifikovali piky prislusné pre polyfosfaty v zivych organizmoch, ktoré boli

identifikované tiez vo vysSie nameranych spektrach (Obrazok 19). V spektre dekahydratu
pyrofosforeénanu sodného bol navyse prejav v spektre na pozicii 1 105 cm™ [61].
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Obrazok 20 Ramanovské spektrum alginatov ziskanych z kmernov Azotobacter vinelandii DSM 85 (A),
DSM 87 (B), DSM 576 (C), DSM 720 (D), DSM 13 529 (E) s vyznacenymi poziciami Ramanovych
signatur dolezitych pri identifikacii alginatov a charakteru zloZenia blokov alginadtov

Tabulka 14 Prehlad spektralnych pozicii Ramanovskej signatury a ku nej priradenych pasiem v
Ramanovych spektrach pre alginaty ziskané z roznych kmenov Azotobacter vinelandii [81, 85]

pozicia Ramanovskej signatury priradenie pasiem v
alginatov z Azotobacter vinelandii [cm™] Ramanovskych spektrach
DSM 85 DSM87 DSM576 DSM720 DSM 13529
A) (B) © (D) (E)
814 814 814 814 C—O-H, skeletal
(vC-C,vC-0,6C-CH,5$
C-C-O
840 840 rezim ohybu C-C-O
890 890 890 890 v C-C-H, s C-O-H,
v sym C-O-C (1,4
glykozidova vizba)
GG
963 963 963 963 6 C—C-H, 6 C-OH.
MG
1130 1130 1130 1130 dychaci rezim
glykozidického kruhu

Legenda: v oznacuje vibracné pohyby stimerne okolo rovnovaznej polohy, nazyvané stretching (napinanie). 6
oznacuje vibra¢né pohyby, kde sa atdbmy pohybuju v rovine okolo rovnovaznej polohy, nazyvané deformacia.

Tabulka 14 prehladne zhfnia vSetky analyzované piky patriace monomérnym jednotkam
kyseliny alginovej v alginate extrahovanom zo supernatantu kmenov Azotobacter vinelandii
avSak namerané spektra (Obrdazok 20) boli zasumené z ddvodu tenkej vrstvy vzorky
fluorescenciou, ked’ze priemernd koncentracia alginatu vo vzorkach sa pohybovala do 2,1 %
(Tabulka 8). Z analyzy Ramanovych spektier ¢istého alginatu vyplyva, ze sa pravdepodobne
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jednalo o heteropolymérne frakcie alginatu, ktoré su castejsie. Ked'ze v spektrach boli poziciam
pikov priradené piky prislusné aj pre homopolymérne bloky aj pre heteropolymérne bloky
sucasne. Vplyv na meranie méze mat’ aj rozklad analytu v doésledku zahrievania laserom.

V studii Campos-Vallette a kol. zameranej na rozliSenie monomérnych jednotiek alginatov
bolo identifikovanych viac spektralnych pozicii, z dovodu vyssej citlivosti povrchovo
zosilnenej Ramanovej spektroskopie (SERS) [81].
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Obrazok 21 Ramanovské spektrum Azotobacter vinelandii DSM 576 v roznych formach. extrahovany
alginat (A), kvapka (B), vysusena vzorka (C) a gél (D)

Pre vsetky merané bakterialne kmene boli merané vzorky v kvapalnej (B) a vysusenej podobe
(C), pre zisk ¢o najcistejSicho spektra bez Sumu. Vzorky A4. vinelandii boli navySe merané
vo forme gélu, pokial’ ho tvorili s vapenatymi iénmi (D). Z kazdého kmena bol extrahovany
Cisty alginat, ktory bol nésledne rovnako analyzovany (A) (Tabulka 15).

Tabulka 15 Prehlad spektralnych pozicii Ramanovskej signatury a ku nej priradenych pdsiem v
bakterialnych Ramanovych spektrach pre Azotobacter vinelandii DSM 576 a ich prejav vo vietkych
meranych formdach [79, 80, 81]

pozicia Ramanovskej signatiry priradenie pasiem v
Azotobacter vinelandii DSM 576 [em™] bakterialnych
Ramanovskych spektrach
Alginat Kvapka Uschnuta Gél
(A) (B) kvapka D)
©
738 Polyfosfat
(v PO2- a P-O-P)
813 813 813 C—O-H, skeletal
vC-C,vC-0,6 C-C-H, s
C-C-0
890 890 890 890 GG monomérne jednotky
alginatu
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925 GG monomérne jednotky

alginatu
960 960 960 & C-C-H, 6 C-OH.
MG
1 060 1 054 1 060 PHB, HB
1130 1130 1130 dychaci rezim
glykozidického kruhu
1410 COO
1 660 1 666 1 660 amid |

Legenda: v oznacuje vibracné pohyby siimerne okolo rovnovaznej polohy, nazyvané stretching (napinanie). 6
oznacuje vibra¢né pohyby, kde sa atdbmy pohybuju v rovine okolo rovnovaznej polohy, nazyvané deformacia.

Vo vsetkych vzorkach bol pozorovany prejav glukézy z produkéného média a to na poziciach
okolo 1030, 1130 na 1350 cm’'[87]. NavySe prejav v oblasti 1340 cm™' nie je mozné
identifikovat’ ako pik, ked’Ze sa jedna o zvy$nu fluorescenciu skla. Prejav v pozicii 1 130 cm™!
je prejavom dychacieho rezimu glykozidického kruhu, ktory je pritomny aj v Struktare kyseliny
alginovej, ¢ize prejav v piku mdze byt’ sucasne prejavom oboch latok. Zaroven pri identifikacii
polyfosfatu vo vzorkéach bol viditeI'nejsi a identifikovany mensi z pikov nameranych vyssie,
ked'Zze vys$i zpikov sa nachadza v oblasti prejavu viacerych latok a obsah polyfosfatov
v bunkdch je nizky (desiatky az stovky mikromoélov na gram biomasy). Pre presnejSie
vyhodnotenie by bolo vhodné pouzit' dekonvoluciu spektier vyuzivajiicu r6zne matematické
nastroje a algoritmy. Z nameranych spektier vyplyva, ze vysusené vzorky mali najcistejsi
Ramanov signdl ateda je mozné viiom pozorovat prejav najviacSicho mnozstva latok
(polyfosfaty, alginaty, polyhydroxybutyrat, amidys,...).

Namerané spektra Cupriavidus necator H16 vykazuju vysoku odozvu na obsah
polyhydroxybutyratu (PHB), ¢o zodpoveda datam nameranym plynovou chromatografiou
(4.3).
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Obrazok 22 Priemerné Ramanovskeé spektra Cupriavidus necator H16, v ktorom su vyznacené pasy
prislusné pre prejav PHB. Oznacenie (A) ma vysusend vzorka, (B) je vzorka merana ako kvapka.
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Namerané spektrum (A) je zo suchej vzorky a (B) je kvapka rovnakej vzorky. Na spektrach je
pozorovatel'ny rozdiel po od¢itani pozadia. Vo vzorke (B) (Obrazok 22) je vyssi prejav Sumu,
ktory nebol odstraneny pri upravach spektier, prevazne v oblasti od 700 do 1 000 cm™!. Ked'ze
pouzitim parametrov nastavenych na mensi priemer rotujuceho kruhu pri RCF by doslo
k odstraneniu pikov a teda znemozneniu identifikacie.

Tabulka 16 Prehlad spektralnych pozicii Ramanovej signatury a ku nej priradenie pasiem
v Ramanovych spektrach pre vzorku Cupriavidus necator H16 [80]

pozicia Ramanovskej signatiry priradenie pasiem v bakterialnych Ramanovskych
Cupriavidus necator H16 [cm™] spektrach
840 kryst. marker, Tyr, PHB, HB
899 v (COC), HB, PHB
995 HB
1 060 PHB, HB
1102 PHB, HB, v(>PO5") sym
1142 v(C-N), v(C-C)
1352 PHB
1450 CH; deformacia,lipidy, v ktorych je prejav PHA napr. PHB,
HB
1 667 amid [
1733 PHA

Legenda: v oznacuje vibracné pohyby siimerne okolo rovnovaznej polohy, nazyvané stretching (napinanie). 6
oznacuje vibra¢né pohyby, kde sa atdbmy pohybuju v rovine okolo rovnovaznej polohy, nazyvané deformacia.
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Obrazok 23 Priemerné Ramanovské spektra Janthinobacterium lividum 160 A+, v ktorom su
vyznacené pasy prislusné pre prejav violaceinu a ostatnych identifikovanych latok (Tabulka 17).
Oznacenie (A) je vysusena vzorka, (B) je kvapka.

Rovnako ako bolo uvedené v pripade Cupriavidus necator H16 jedna sa o namerané vzorky
v kvapalnej forme a po uschnuti. V pripade vzorky (B) opétovne doslo k skresleniu spektra
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z dovodu neuplného odéitania pozadia. V ramci merania prace bola merand aj vzorka
Janthinobacterium lividum CCM 160 A kultivovand 72 hodin. V tomto spektre nebol
pozorovany prejav violaceinu.

Tabulka 17 Prehlad spektrdalnych pozicii Ramanovej signatury a ku nej priradenie pasiem
v Ramanovych spektrach pre vzorku Janthinobacterium lividum CCM 160 A+ [82].

pozicia Ramanovskej signatiry priradenie pasiem v bakterialnych
Janthinobacterium livﬁ'dum CCM 160 A+ Ramanovskych spektrach
[em™]
728 violacein aromaticky kruh C-C CCC vézby
812 violacein
959 violacein
1 140 violacein C-C napinanie
1370 violacein CNC napinanie
1420 violacein CNC napinanie
1 554 violacein C=C jednotka v diketoalkene

Legenda: v oznacuje vibra¢né pohyby stiimerne okolo rovnovaznej polohy, nazyvané stretching (napinanie).

Tabulka 17 prehl'adne uvadza identifikované prejavy violaceinu vo vzorke Janthinobacterium
lividum CCM 160 kultivovanej 120 hodin, ktord preukézatelne obsahovala violacein
v nameranych spektrach vo vy$Som mnozstve vzhl'adom na vyssi signal v spektrach, ktory
v spektrach s kratSou dobou kultivacie nebol pozorovany. Spektrofotometricky ziskané
informacie o obsahu violaceinu vo vzorkich zodpovedaji vysledkom z Ramanovej
spektroskopie (4.2.).

Prejav polyhydroxyalkanoatov nebol identifikovany v spektre Janthinobacterium lividum
CCM 160 A+. Vysledky plynovej chromatografie vSak ukazuju, Ze obsah PHB bol v zavislosti
na Case kultivacie takmer nemenny (4.3). Rozdiel medzi metdédami je spoésobeny vysokym
obsahom violaceinu a jeho prejavu v spektrach, ktory ma nasobne vysSie intenzity ako prejav
PHB a teda prejav PHB sa zda v spektrach nizsi. Rovnako ma vplyv na vysledné spektrum aj
normalizacia spektier (v tomto pripade na najvyssi pik spektra), v zavislosti na ktorej sa pomery
pikov mo6zu menit. V pripade kvalitativnej analyzy dochadza k nizSej/vysSej viditeI'nosti
niektorych pikov, avsak v pripade kvantitativnej analyzy nie je takéto vyhodnocovanie
nameranych dat vhodné.

Z vyhodnotenia nameranych spektier Cupriavidus necator H16 (Tabulka 16)
a Janthinobacterium lividum CCM 160 (Tabulka 17) predpokladame ich oddelitelnost
pomocou Ramanovskej pinzety podla triediaceho parametra prislusného pre violacein a to
1140a1 554 cm™.

4.5 Vyhodnotenie Ramanovej spektroskopie v kombinacii s optickou pinzetou

Vyhodnotenie nameranych spektier Ramanovskou pinzetou spocivalo v spracovani
nameranych spektier, ¢o zahfnia odstranenie Sumu, pripadne normaliziciu intenzit a iné upravy
(4.4). Nasleduje identifikéacia pikov, ktoré su charakteristické¢ pre vibracie molekul v zmesi
buniek. Identifikacia pikov je dolezita pri urCovani zlozenia buniek a prebicha porovnanim
nameraného spektra s referenénymi spektrami znamych latok (Tabulka 16, Tabulka 17, Tabulka
18). Poslednym krokom bola Statistickd analyza ateda konkrétne analyza hlavnych
komponentov, ktord poskytuje informécie o variabilite zloZzenia buniek v zmesi a ich distribucii
(4.5.1).
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Obrazok 24 Namerané Ramanovské spektra Azotobacter vinelandii DSM 85 s vyznacenymi
identifikovanymi pasmi (Tabulka 18)
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Obrazok 25 Namerané Ramanovské spektra Azotobacter vinelandii DSM 720 s vyznacenymi
identifikovanymi pasmi (Tabulka 18)

Spektra Azotobacter vinelandii DSM 85(Obrdzok 24) a DSM 720 (Obrdzok 25) boli spracované
a nasledne identifikované vibracie prejavujice sa podl'a pozicie pikov (Tabulka 18). Uvedené
spektra neboli priemerované, pre lepSie zobrazenie variability jednotlivo nameranych spektier,
ktoré boli nasledne spracované pomocou analyzy hlavnych komponentov.
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Tabulka 18 Prehlad spektralnych pozicii Ramanovej signatury a ku nej priradenie pdasiem v
Ramanovych spektrdach pre vzorky Azotobacter vinelandii DSM 85 a DSM 720 [79, 80, 81]

pozicia Ramanovskej signatiry priradenie pasiem v bakterialnych
Azotobacter vinelandii [cm™] Ramanovskych spektrach
DSM 85 DSM 720
830 + 851 820 + 851 tyrosinovy dublet
840 840 kry$t. marker, PHB, HB a tyrosin
925 925 GG monomérne jednotky alginatu
980 980 fenylalanin- nat'ahovanie vizby C-N
1 060 1 060 PHB, HB
1103 1104 PHB, HB, v(>PO>) sym
1 260 C-H v alginate
1347 1 348 amid 11
1459 1459 CH; deformacia,lipidy, v ktorych je prejav PHA
napr. PHB, HB
1653 1 652 amid I
1730 1730 PHA

Legenda: v oznacuje vibra¢né pohyby stiimerne okolo rovnovaznej polohy, nazyvané stretching (napinanie).

Z vyhodnotenych nameranych Ramanovskych spektier vyplyva, ze oba kmene Azotobacter
vinelandii DSM 85 a DSM 720 obsahovali PHB. Vyssia odozva pre PHB bola namerana pri
kmeni Azotobacter vinelandii DSM 720, ¢o zodpoveda vysledkom z plynovej chromatografie
(Tabulka 11). Rozdiel pre odozvu PHB je najviac pozorovatel'ny v spektrach na pikoch 1 060,
1 460 cm!, ktoré st vyzna&ené v grafe (Obrdzok 26). Pre lepsie zobrazenie rozdielu intenzit
jednotlivych pikov, bolo vybrané reprezentativne spektrum z jednotlivych kmenov.
Pozorovatelny rozdiel je tiez na identifikovanych pikoch prislusnych pre PHB
nall103al730cm?.
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Obrazok 26 Porovnanie reprezentativnych spektier kmenov Azotobacter vinelandii DSM 85 A DSM
720
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4.5.1 Vyhodnotenie analyzy hlavnych komponentov

Analyza hlavnych komponentov (PCA) je metdda spracovania dat, ktord riesi problémy
s vysokou dimenzionalitou dat jej redukciou. Vysledkom analyzy st body predstavujice jedno
spektrum pripadne jednu bunku. PCA umoziuje zistit podobnost’ alebo odlisnost’ danych
bakteridlnych kmenov, moznost’ ich separacie alebo uspesnost’ oddelenia na zéklade zvoleného
triediaceho parametra.

Oblast’ bodov je vymedzena Mehalanobisovou elipsou a predstavuje hranice 95 % merania.
Cize vo vnutri elipsy je umiestnenych 95 % PC bodov jednej skupiny merani, vd’aka ¢omu sa
pouziva na vizudlne hodnotenie podobnosti alebo odliSnosti medzi réznymi vzorkami na
zéaklade umiestnenia vo vyslednej grafickej reprezentécii.

Obrazok 27 zobrazuje zataze (tzn. loadings) pre analyzu hlavnych komponentov, ktorej
vrcholy predstavuju podiel na oddeleni vzoriek. Piky v grafoch zat'azi pre analyzu hlavnych
komponentov signalizuju miesta, kde je vysoka variancia. Kladné alebo zaporné vysoké
hodnoty naznacuju silny vztah konkrétnej premennej k ur¢itému hlavnému komponentu.
Znamienko zataze oznacuje pozitivnu/negativnu koreldciu medzi premennou a hlavnym
komponentom [89].
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Obrazok 27 Prislusny graf PCA zatazi pre vzorky Azotobacter vinelandii DSM 85 a DSM 720

Grafické zobrazenie kombinacie prvych dvoch komponentov PCA (Obrdzok 28) dvoch
roznych kmenov Azotobacter vinelandii vkazuje na prvom grafe rozdiel v spektrach baktérii
a teda poukazuje na oddelitel'nost’ tychto dvoch kmenov. Na druhych dvoch grafoch dochadza
ku ¢iastoénému prekryvu Mehalanobisovych elips, ¢o naznacuje uréiti mieru podobnosti medzi
spektralnymi charakteristikami baktérii z roznych kmenov, ale zaroven aj isty stupen odliSnosti.
Kedze sa jednalo o dva rozne kmene Azotobacter vinelandii uritd miera podobnosti bola
predpokladana.

Percentudlne hodnoty uvedené v grafoch PCA oznacuju percento variacie vysvetlenej
jednotlivymi hlavnymi komponentami. Napriklad hodnota pri skore 1 (98,8 %) znamena, ze
prvy hlavny komponent vysvetl'uje 98,8 % celkovej variancie dat.
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Obrazok 28 PCA Azotobacter vinelandii DSM 85 a DSM 720 ziskand z nameranych spektier vyuZitim
Ramanovskej pinzety

Obrazok 29 zobrazuje PCA zataze pre vzorky Janthinobacterium lividum CCM 160 A+ a
Cupriavidus necator H16.
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Obrazok 29 Prislusny graf PCA zatazi pre vzorky Janthinobacterium lividum CCM 160 A+
a Cupriavidus necator H16
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PCA kombindcia prvych troch komponentov (Obrazok 30) graficky zobrazuje dva rozne
kmene: Janthinobacterium lividum CCM 160 (A+) a Cupriavidus necator H16. Vykonanou
analyzou bolo zistené, ze kmene je mozné od seba oddelit’, ked’ze na dvoch z troch grafov
nedochadza ku ziadnemu prekryvu Mehalanobisovych elips, ¢o naznacuje, ze v spektrach
meranych baktérii su vyrazné rozdiely v Ramanovskych signatarach, ¢o znaci odliSnost’
v zloZeni a $truktare. Ciastoény prekryv elips v druhom grafe moze byt spdsobeny niektorymi
spolo¢nymi charakteristikami baktérii (napriklad prejav aminov, fenylalaninu, PHB atd’.
v oboch spektrach), avSak vécsina bodov (baktérii) je mimo prekryvu, Co zaroven znaci
odlisnost’ v niektorych aspektoch.
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Obrazok 30 PCA Janthinobacterium lividum CCM 160 a Cupriavidus necator H16 ziskand z
nameranych spektier vyuzitim Ramanovskej pinzety

Na zéklade identifikacie spektier a prislusnych grafov PCA zat'azi bolo vybranych niekol'ko
Ramanovych signatur pre triedenie Azotobacter vinelandii DSM 85 a DSM 720 a to piky 1 060,
1 459, 1 730 cm™'prislu$né pre PHB, ktorych prejav sa nachadza spektrach.

Pre triedenie Janthinobacterium lividum CCM 160 (A+) a Cupriavidus necator H16 boli
vybrané Ramanovské signatary 1 140 a 1 554 cm™!prislusnymi pre violacein. Zvolené markery
boli identifikované na cistom violaceine a predstavuju dva najvyraznejSie prechody pre
identifikaciu violaceinu [82].

vwve

prekryvanie s inymi pikmi (l'ahkt oddelitel'nost’ od inych Ramanovych signatur). Zaroven z
grafov nacitanych komponentov vyplyva, ze na tychto pikoch je velka variancia a teda tieto
piky mozu sluzit’ ako triediace markre.

Pre obe meranie bol vyneseny vysledok priemernej hodnoty intenzity pre jednotlivé pozicie
Ramanovskej signatary (Tabulka 19, Tabulka 20) spolu so smerodajnou odchylkou

a relativnou chybou merania.
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Tabulka 19 Intenzity Ramanovych vibracii v Ramanovskych pikoch triedenych pigmentovanych a
nepigmentovanych baktérii

.o Janthinobacterium lividum
Cupriavidus necator H16

CCM 160
pozicia Ramanovske] 1 554 1 140 1 554 1 140
signatury (cm )
priemern hodnota 10 107 12613 60 370 71 131
intenzity (a.u.)
smerodajna
odchylka (a.1.) 700 994 12 256 14 602
relativna chyba (%) 7 8 20 21

Tabulka 20 Intenzity Ramanovych vibracii v Ramanovskych pikoch triedenych baktérii na zaklade

obsahu PHB
Azotobacter vinelandii Azotobacter vinelandii
DSM 720 DSM 85
pozicia Ramanovske] 1 060 1459 1 060 1459
signatury (cm ™)
priemerna hodnota 32 528 30 530 23 435 22 894
intenzity (a.u.)
smerodajna odchylka 2474 1979 1337 1953
(a.u.)
relativna chyba (%) 8 6 6 9

Pre d’alSie triedenie kmenov Azotobacter vinelandii na zéklade obsahu PHB by bol zvoleny
marker 1 060 cm™!, ktory u baktérie Azotobacter vinelandii DSM 720 mal hodnotu intenzity
32 528 £ 2 474 a.. s relativnou chybou 8 %. Azotobacter vinelandii DSM 85 vSak vykazuje
nizsiu hodnotu intenzity a to 23 435 £ 1 337 a.u. s relativnou chybou 9 %.

Pre triedenie nepigmentovanych a pigmentovanych kultar s obsahom violaceinu by bol
zvoleny marker 1 140 cm™', ktory vykazuje u baktérie Janthinobacterium lividum CCM 160
(A+) hodnotu 71 131 + 14 602 a.u. s relativnou chybou 21 %. Cupriavidus necator H16
vykazuje vyrazne nizSiu priemernu intenzitu 12 613 + 994 a.u. s relativnou chybou 8 %.
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5 ZAVER

V Ccasti diplomovej prace zameranej na pat’ kmenov Azotobacter vinelandii bola stanovena
gravimetricky priemerna koncentracia biomasy vo vzorkach. Z produkéného média, do ktorého
baktérie vylucuju alginat bola stanovena ich priemerna koncentracia. Vzorkou obsahujucou
priemerne najviac alginatu bol kmeit DSM 87 o priemernej koncentracii 2,1 = 0,8 mg/ml
a najmensie mnozstvo 0,3 = 0,1 mg/ml alginatu obsahovala vzorka DSM 13 529. Vyuzitim
plynovej chromatografie bol kvalitativne aj kvantitativnej stanoveny  obsah
polyhydroxybutyratu vo vzorkdch. Najvyssi obsah 3-hydroxybutyratu vyprodukoval kmen
DSM 720, ktory obsahoval 32,6 + 7,4 %. Naopak najmensie percento PHB obsahoval kmen
DSM 85 ato 2,6 £ 1,7 %. Na zaklade coho boli tieto kmene vybrané pre meranie na
Ramanovskej pinzete. Naslednou analyzou nameranych vysledkov bola stanovend pripadna
oddelitel'nost’ tychto dvoch kmenov na zdklade rozdielneho mnozstva polyhydroxybutyratu.

V kmenoch 4. vinelandii bol predpokladany obsah polyfostatov, pre ktoré boli vybrané dva
Standardy dekahydrat pyrofosfore¢nanu sdédneho a hexametafosfat sodny, ktoré boli nasledne
merané pomocou Ramanovho spektroskopu. Pri identifikécii polyfosfatov v bakteridlnych
spektrach boli pozorované piky s nizkymi intenzitami, ked’Zze obsah polyfosfatov v baktériach
bol nizky a v oblasti vyssich pikov dochadzalo ku interferencii s pikmi inych latok.

Azotobacter vinelandii je vyznamnym producentom alginatov, ktoré boli po extrakcii
vysusené¢ a merané pomocou Ramanovej spektroskopie. V spektrach boli identifikované
pozicie priradené glykozidickému kruhu v hlavnej Struktire monomérov kyseliny alginovej. Pri
identifikacii monomérnych jednotiek boli identifikované heteropolymérne jednotky a sucasne
vyrazné homopolymérne jednoty GG. Z analyzy teda vyplyva, ze sa jednalo pravdepodobne
o heteropolymérne frakcie alginatu, ktoré su Castejsie.

Pre vsetky kmene bolo merané spektrum z kvapky, usuSenej kvapky a z extrahovaného
alginatu. V pripade tvorby gélu s vapenatymi ionmi boli vzorky merané aj vo forme gélu.
Najvyssia odozva bola ziskana z vysuSenych vzoriek a ndsledne z gélu. Porovnanie takto
ziskanych spektier bolo ukazané na Azotobacter vinelandii DSM 576.

Z priemernych spektier Azotobacter vinelandii DSM 85 a DSM 720 bola vyssia odozva
namerana pri kmeni Azotobacter vinelandii DSM 720, ¢o zodpoveda vysledkom z plynovej
chromatografie. V praci bola pouzita Ramanovska pinzeta. Namerané spektra boli po upraveni
analyzované pomocou analyzy hlavnych komponentov. PCA zataze poukazovali na piky
s vysokou varianciou, ktoré mozu slazit’ ako triediace markre. V pripade Azotobacter vinelandii
sa jednalo o piky prislusné PHB ato 1 060 cm™'a 1 459 cm™!'. Tymto vyberom by bolo potom
mozné vybrat generdciu so zvysSenou produkciou PHB. Vysledky porovnania hlavnych
komponentov, poukazuji na oddelitelnost’ tychto kmenov, ale zaroven ukazuju aj ich
podobnost’, ktora je prirodzena, ked’Ze sa jedna o rovnaky druh baktérii.

Rovnako v Casti zameranej na pigmentované kultary Janthinobacterium lividum CCM 160
a nepigmentovanu kultiru Cupriavidus necator H16 bola stanovena gravimetricky priemerna
koncentracia biomasy. Pri kmeni Janthinobacterium lividum CCM 160 produkujicom fialovy
pigment violacein bola stanovena spektrofotometricky jeho koncentracia v dvoch vzorkach
sroznou dizkou kultivacie. Sedemnasobne vys§i obsah violaceinu bol vo vzorkach
kultivovanych o 48 hodin dlh$ie. Stanoveny bol aj obsah polyhydroxybutyratu vo vzorkach,
ktory tvoria oba kmene. Cupriavidus necator H16 je poprednym producentom
polyhydroxybutyratu a dosahuje vysoké vytazky (62,4 + 31,3 %). Janthinobacterium lividum
CCM 160 tvori polyhydroxybutyrat v nizZSom mnozstve ato priemerne 23,8 = 4,5 %.
Stanovenie prebehlo rovnako ako pri stanoveni violaceinu na rovnakej vzorke s rozdielnych
casom kultivacie. Vysledné hodnoty obsahu PHB v biomase sa vSak nijako vyrazne neliSili
a teda je mozné konstatovat’, ze doba kultivacie, medzi tymito dvomi ¢asmi, nema vplyv na
zvysenie produkciu PHB, ked’ze bunky si udrziavaju konstantné mnozstvo. Pri merani vzoriek
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na Ramanovom spektroskope ziskané spektra Janthinobacterium lividum CCM 160 vykazovali
silny signdl pre violacein, vd’aka ktorému bol signdl pre PHB pomerovo niz$i a nebol
identifikovany v spektre.

Pre zistenie odliSnosti a naslednej oddelitel'nosti bola vyuzitd Ramanovska pinzeta a analyza
hlavnych komponentov. Vd’aka PCA zat'aziam boli vybrané piky s vysokou varianciou, ktoré
boli nasledne vybrané ako mozné triediace markre. Pre triedenie nepigmentovanych
a pigmentovanych kultar s obsahom violaceinu boli zvolené piky 1 140 cm 'a 1554 cm™'.
Oddelitel'nost’ buniek na zéklade obsahu violaceinu mdze byt’ kI'acova v oblastiach pouzivania
violaceinu ako bakteridlnej fluorescencnej znacky.
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7  ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

%

°C

3HB
3HV
a.u.

C=0
CARS
cm

Da
DNA

G
GC-FID
IR
Icl-PHA
LOC

M
mcl-PHA
MES

ml

PBS
PCA
PDMS
PHA
PHB
PLS-DA
RCF
RNA
rpm

RR
scl-PHA
SERS
SSAW
TERS
TRRS
vizba CH

percento

stupen Celzia

3-hydroxybutyrat

3-hydroxyvalerat

arbitrary unit

karbonylova skupina

Koherentna anti-Stokesova Ramanova spektroskopia
centimeter

Dalton

deoxyribonukleova kyselina

kyselina a-L-guluronova

Plynova chromatografia s plamenovo ionizacnym detektorom
infracervena (oblast)

long chain lenght- polyhroxyalkanoaty s dlhym retazcom
lab-on-chip

kyselina f-D-manuronova

medium chain lenght- polyhydroxyalkanoaty so stredne dlhym retazcom
2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid

mililiter

fosfatovy tlmiaci roztok

principal component analysis- analyza hlavnych komponentov
polydimethylsiloxan

polyhydroxyalkanoaty

polyhydroxybutyrat

model Ciasto¢nej diskrimina¢nej analyzy najmensich Stvorcov
(rolling-circle filter)- spektralny filter s rotujicim kruhom
ribonukleova kyselina

otacky za minutu

Rezonan¢na Ramanova (spektroskopia)

short chain lenght- polyhydroxyalkanoaty s kratkym retazcom
Povrchom zosilnena Ramanova spektroskopia

Standing surface acoustic wave (Triedenie pomocou akustickych vin)
Hrotom zosilnena Ramanova spektroskopia

Casovo rozlisena Ramanova spektroskopia

vizba uhlik-vodik
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