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ABSTRAKT

Predkladana bakalarska praca sa zaobera Ramanovou spektroskopiou bakterialnych buniek.
Tato metoda sa ukazuje ako velmi vhodna na sledovanie kultivacnych podmienok tychto
bakteridlnych kmerniov, pretoze je vo svojej podstate nedeStruktivna arychla v porovnani
s plynovou chromatografiou. Vd’aka nedestruktivnemu charakteru je mozné zmerané bunky
d’alej kultivovat’. Tuto analyticki metodu je d’alej mozné vyuzit k triedeniu a vyberu jedincov
so zvySenou schopnostou tvorby PHB. Tymto vyberom by bolo potom mozné vybrat generaciu
tzv.  superproducentov = PHB.  Polyhydroxybutyrat (PHB) pati do  skupiny
polyhydroxyalkanoatov (PHA), ktoré sluzia ako nahrada plastov z petrochemického priemyslu,
ktorych spotreba narasta obzvlast v dobe pandémie. Sucasne biodegradabilné nadhrady s na
baze Skrobu, ¢im vSak dochadza ku odCerpavaniu nutricného materialu pre l'udi a zvierata. Tato
bakalarska praca moze sluzit ako podklad ku znizeniu ceny vyroby PHB, ked’ze vysledky mozu
byt pouzité pri kultivacii buniek ako senzor obsahu PHB v reakcii na kmen baktérii.
V experimentalnej Casti prace boli premerané Ramanové spektra vybranych baktérii, kde
vysledok ukazal najvacsiu odozvu pre PHB u Chelatococcus shambunathi —a najnizsiu u
termofilny izolat BZ (Paenibacillus sp.). Kvantitativna informacia o obsahu PHA v baktériach
bola zistena plynovou chromatografiou, kde najvyssi obsah mala baktéria — Chelatococcus
shambunathi a naopak najnizsi Termobacillus composti. Predmetom druhej casti bolo
oddelenie zmesi dvoch bakterialnych kultar produkujucich a neprodukujucich PHA.
Vysledkom bol jednoznacny dokaz, ze zmes je oddelitelna na zéklade intenzity vybraného
triediaceho parametra.

ABSTRACT

The presented bachelors thesis deals with the Raman spectroscopy of bacterial cells. This
method proves to be very suitable for monitoring the culture conditions of these bacterial strains
because it is essentially non-destructive and fast compared to gas chromatography. Due to it‘s
non-destructive nature, it is possible to further cultivate the measured cells. This analytical
method can also be used to sort and select individual cells with increased ability to produce
PHB. This would enable the possibility to select the generation of so-called PHB
superproducers. Polyhydroxybutyrate (PHB) belongs to the group of polyhydroxyalkanoates
(PHA), which serve as a substitute for plastics made in the petrochemical industry, whose
consumption is increasing, especially during a pandemic. Current biodegradable substitutes are
based on starch, which, in turn, depletes nutritional material for humans and animals. This
bachelor thesis can serve as a basis outline for reducing the cost of PHB production, because
Raman spectroscopy can be used in cell culture as a sensor of PHB content in response to a
bacterial strain. In the experimental part of the work, the Raman spectra of selected bacteria
were measured, where the result showed the greatest response to PHB in Chelatococcus
shambunathi and the lowest in the thermophilic isolate BZ (Paenibacillus sp.). Quantitative
information on the content of PHA in bacteria was obtained by gas chromatography, where the
highest content was the bacteria - Chelatococcus shambunathi and the lowest Termobacillus
composti. The subject of the second part was the separation of a mixture of PHA-producing
and non-PHA-producing bacterial cultures. The result clearly proves that the mixture is
separable based on the intensity of the selected sorting parameter.
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1 UVOD

V kazdodennom zivote Celime mnohym vaznym témam tykajucich sa budicnosti nasej planéty.
Jednou znajhlavnejSich je prave jej zneCistenie astym spojend problematika plastov,
vyrabanych petrochemickym priemyslom, vyuzivanych v kazdodennom zivote ¢loveka. Plasty
su §iroko vyuzivanym materialom vd’aka ich nizkej cene a dobrym materialovym vlastnostiam
vo vSetkych odvetviach bezného zivota. Uplatnenie nachadzaju od najmensich predmetov
v domacnosti cez odvetia akymi je zdravotnictvo, kde je zvySena potreba jednorazovych
vyrobkov aich obmedzenie nie je ziadlice, az po stavebnictvo, kde je vyzivana prave ich
dlhodoba degradabilita. Na jednej strane je vyhodnou vlastnostou plastov ich odolnost’ voci
okolitému prostrediu, ¢o vyuziva napriklad stavebny priemysel pri vyrobe okien,
protihlukovych stien a striech vystavenych poveternostnym podmienkam , na druhej strane
vSak tazko rieSitelnym problém ich tazka rozlozitelnost. Likvidacia plastov je casto
uskutocniovana ich dlhodobym skladovanim, ¢oho dosledkom je znecistovanie vody a pddy,
alebo jeho nedokonalym spalovanim, ¢im dochadza ku znecisteniu ovzdusia. RieSenie tejto
problematiky ponukaju prave bioplasty, ktoré by svojimi vlastnostami pripominali bezne
pouzivané plasty avsak ich vyhoda by spocivala v biodegradovatelnosti (rozlozitel'nosti latky
prirodnym mechanizmom), sktorou maji suCasne konvencné plasty znacny problém.
V dnesnej dobe st bioplasty najcastejsie vyrabané zo Skrobu. Vstupnymi surovinami st v tomto
pripade kukuri¢ny Skrob alebo repny cukor, ktoré vSak so sebou nesu moralny problém, a to
moznost’ ich vyuzitia v podobe potravy pre tretinu populacie, ktora trpi nutri¢nou podvyzivou.
Bioplasty  vyrabané z polyhydroxyalkanoatov si  vSak v prostredi s vhodnymi
mikrooganizmami rozloziteIné v priebehu niekolkych mesiacov a nevyuzivaju ku svojej
vyrobe bezne konzumovatelné plodiny. Tieto mikroorganizmy najCastejSie nachadzame
v odpadne z pol'nohospodarskeho alebo potravinarskeho priemyslu [1].

Vhodnou alternativou splfiajucou tieto poziadavky su polyhydroxyalkanoaty, oznatované aj
skratkou PHA. Jedna sa o latky produkované mikroorganizmami, pre ktoré su zasobnou latkou
uhliku a energie. Vyroba bioplastov je vSak v biotechnologickom priemysle spojend aj
s komerénymi poziadavkami na vyrobu, akymi je napriklad nizka cena alebo vysoka vytaznost’.
V tomto pripade je potrebne hl'adiet’ na vhodny vyber bakteridlneho kmena, ktory je schopny
produkovat’ ¢o najvacSie mnozstvo PHA, v Co najlepsej Cistote a malej krehkosti a zarover je
potrebné hl'adiet’ na o najnizsie financné naroky danych procesov [2]. Tu sa ako moznost
ponukaju extremofilné baktérie, ktoré prezivaju v extrémnych fyzickych a geochemickych
podmienkach. Z nich konkrétne termofilné baktérie, ktorych optimalna teplota rastu (50-64 °C)
je vyssia nez optimalna teplota rastu baktérii v okoli (laboratérna teplota), ktoré st schopné
kontaminovat vzorky. Vdaka vyssej teplote je potom mozné znizit' naklady na sterilizaciu,
ked’ze pri kultivacii termofilnych bakterii pri vysSich teplotach dojde ku odstraneniu vzdusnych
kontaminantov, ktorych optimalna teplota pre rast je v oblasti beznej laboratornej teploty.
Ked'ze nie je potrebné zahrievanie pre sterilizaciu, nie je nasledne potrebné ani chladenie na
laboratornu teplotu pri kultivacii, ¢o predstavuje velki vyhodu pre vyrobné prevadzky.
V sucasnej dobe je vSak cena vyroby tychto plastov patkrat vyssSia nez syntetickych. Ciel'om
vedeckej prace v tejto oblasti je preto vyber najvhodnejSieho kmena bakterii a kultivacnych
podmienok pre zvySenie produkcie PHA a dosiahnutia ¢o najvyssSej kvality daného produktu
[3].

Tato praca sa zmeriava na sedem kmenov termofilnych baktérii, ktoré su predpokladanymi
producentami PHA, z toho su S§tyri termofilné izolaty. Konkrétne Chelatococcus composti
DSM 101465, Chelatococcus shambunathii DSM 18167, Aneurinibacillus sp. HI CCM 8960,
termofilny izolat BZ (Paenibacillus sp.), termofilny izolat M7 (Bacillus shackbetorii), izolat 34
a Termobacillus composti DSM18 247. Hlavnu Cast’ predstavuje meranie Ramanovych spektier
vybranych termofilov, ktoré poskytnu kvalitativnu informaciu o pritomnosti PHB v bunkach
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termofilov, identifikaciou spektralnych pozicii Ramanovského pasu prislusiaceho PHB.
Kvantitativna informacia je vysledkom plynovej chromatografie.

Praca sa tiez zameriava na moznost triedenia baktérii produkujucich PHA od
neprodukujucich na zéklade vhodne zvoleného triediaceho parametra vybraného z nameranych
Ramanovych spektier. K tomuto vyberu bakteridlnych buniek bola vyuzita Ramanovska
pinzeta.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) su alifatické polyestery hydroxyalkanoatov. V bunkach
mikroorganizmov sa akumuluji ako intracelularne granule na uchovéavanie energie [2].
K tomuto dochadza za extrémnych podmienok, kedy sa PHA uchova v granulovanej forme
ovelkosti od 0,2 do 0,5 um v cytoplazme. Za extrémne podmienky sa povazuju vsetky
hodnoty pH, teploty, tlaku ainé hodnoty odlisné od normélnych podmienok, Cize teploty
v rozmedzi 20-25 °C, neutralneho pH (6-8), atmosferického tlaku a 20 % obsahu kysliku
v atmosfére. Granulovana forma v cytoplazme je oznacovand ako inkluzia avo vodnom
prostredi je nerozpustna. Jedna sa o opticky aktivne molekuly, v ktorych sa nachadzaju
jednotky (R)-3-hydroxyalkanovych kyselin. VSeobecna Struktura polyhroxyalkanatu je
zobrazena na obr. 1. Kde R je alkylova skupina a n je v rozmedzi 100-30 000. [4]
R @) R O R O

HO 0 O)\)LOH

n
Obrazok 1: Vieobecnd Struktura PHA [5]

Z monomérov nasledne vznikaju polyméry, ktorych molekulova hmotnost' je vysoka —
nachadza sa v rozmedzi 200 000 az 3 000 000 Da. Typ polyhydroxyalkanoatu a s nim stvisiaca
molekulova hmotnost je Specificka pre rozne mikroorganizmy, ale rovnako zavisi aj na zdroji
uhliku a okolitych podmienkach ako napriklad teplota alebo pH.

PHA su zluceniny, ktoré maju napriek ich biologickému charakteru podobné vlastnosti
syntetickym plastom. Nazyvaju sa preto aj zelené plasty a maju pozitivny enviromentalny
dopad, vd’aka ich biokompatibilite a biologickej odburatel'nosti [2]. Produkcia PHA je mozna
zroznych obnovitelnych zdrojov, akymi st napriklad sacharidy (konkrétne napriklad
sacharoza, glukdza, maniokovy Skrob alebo trstinova melasa), ¢i oxid uhlicity [4]. AvSak ich
najvacSou vyhodou je, ze ako jediné bioplasty su celé produktom mikroorganizmov [3].

2.1.1 Rozdelenie

Delba polyhydroxyalkanoatov je mozna z viacerych hladisk, ako napriklad dizky retazca,
alebo na zaklade biotechnologickej vyroby. Pri technologickej vyrobe rozlisSujeme
homopolyestery a heteropolyestery. Homopolyestery pozostavaju z jedného druhu monoméru.
Zastupcom homopolymérov je napriklad poly(3-hydroxybutyrat), P(3HB), P(3HO) alebo
poly(3-hydroxyoctanoat). Heteropolyestery su tvorené monomérmi odlisSnych zéakladnych
alebo postrannych retazcov. Zastupcom heteropolymérov je napriklad P(3HHx-co-3HO).
Heteropolyestery nasledne vytvaraja kopolyestery. Polyhydroxyalkanoaty tvorené monomérmi
odlisnymi v postrannych retazcoch patria do skupiny terpolyesterov [1].

Delenie podl'a dizky retazca je potom nasledovne rozdelené podl'a poétu uhlikov v retazci
na kratke (scl — short chain lenght PHA, 3 az 5 atémov uhlika), stredné (mcl — medium chain
lenght PHA, 6 az 14 atdbmov uhlika) a dlhé (Icl — long chain lenght PHA, 15 alebo viac atomov
uhlika) [1].

2.1.2 Fyzikalne a chemické vlastnosti polyhydroxyalkanoatov

Identifikovanych je celkovo viac ako 150 roznych monomérov PHA, tento pocet vsak stale
narasta z dovodu predstavovania novych typov PHA vd’aka chemickej a fyzikalnej modifikacii



prirodzenych molekul PHA [6], alebo genetickou modifikaciou producentov PHA. Vo
vSeobecnosti su najviac preskumanymi skupinami polyhydroxyalkanoatov homopolyméry
s kratkym alebo stredne dlhym retazcom. V tabulke ¢. 1 su porovnané vlastnosti tychto dvoch
skupin a uvedeni hlavni zastupcovia tychto skupin [7].

Tabulka 1: Chemické a fyzikalne viastnosti scl - PHA a mcl - PHA [7]

vlastnosti scl - PHA mcl - PHA
Krystalinita (%) 80 40
Bod topenia (°C) 179 86
Teplota skleného prechodu (°C) 4 - 40
Maximalne prediZenie (%) 40 300
Pevnost’ v tahu (Mpa) 5 20
Youngov modul (Gpa) 3.5 1-2
Hustota (g.cm™ ) 1,25 1,05
Odolnost voc¢i UV Zziareniu dobra dobra
Odolnost’ voéi rozpustadlam slaba slaba
Biodegradabilita dobra dobra
Zastupcovia 3-hydroxybutyrat, 3-hydroxyhexanoat,
3-hydroxyvalerat 3-hydroxyoktanoat

Svojimi vlastnostami su obe tieto skupiny podobné syntetickym formam plastu, akymi st
napriklad polyetylén (PE) alebo polypropylén (PP) [8]. Pri polyhydroxyalkanoatoch s kratkym
retazcom dominuje termoplasticky charakter (od urcitej vyssej teploty je tento plast plasticky
Cize tvarny), kdezto pre polyhydroxyalkanoaty so stredne dlhym retazcom su typické
elastomerické vlastnosti. PHA st netoxické a biodegradabilné, vdaka Comu nachadzaja
podstatné uplatnenie vo farmaceutickom ¢i potravinarskom priemysle [8].

2.1.3 Biosyntéza

Polyhydroxyalkanoaty st produkované mnohymi zivymi organizmami ako napriklad
mikrooganizmami a transgénnymi rastlinami. Prijatelné pre velkovyrobu PHA su rastliny
a baktérie, avSak vytazky PHA z rastlinnych buniek st len vel'mi nizke, nepresahuju 10 %
hmotnosti. Je to spdsobené v dosledku negativneho vplyvu vyssej koncentracie PHA na rast
a vyvoj rastliny. Na rozdiel od rastlin, v baktériach su akumulované vysoké hladiny PHA a to
az do 90 % hmotnosti v suchej bunkovej hmote. Vytazky nadobudaju také vysoké hodnoty
preto, Ze je to pre baktérie prirodzeny sposob ukladania uhlika a teda energie. Ku hromadeniu
takychto polyesterov dochadza, ked baktéria vyCerpa zdroj dusika, fosforu alebo kyslika
a pocas toho ma nadbytocné mnozstvo uhlika. V bunkéach baktérii vznikaja PHA vo forme
granul, ked’Ze su tieto latky nerozpustné vo vodnom prostredi. Na povrchu granul sa nachadza
vrstva proteinov. Na rozhrani granul prevladaju proteiny triedy fazeiny, ktoré ovplyviiuju pocet
a velkost granil PHA [9]. Priklad ako vyzeraju granule PHA v baktériach je zobrazena na
obrazku ¢. 2.
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Obrazok 2: Fotka PHA granule (biela farba na obrdékz;) v baktérii (tlhc;vfia oblast na obrazku)
z transmisného elektronového mikroskopu [10].

Biosyntéza PHA granil v bunke mdze prebiehat rozne. V zavislosti na enzyme, ktory
katalyzuje vznik PHA, su rozdelené metabolické drahy syntézy PHA do troch skupin.
Najznamejsia draha je prva, ktora vyuziva ako zdroj uhlika cukor. Kondenzaciou dvoch
molekul acetyl-CoA z Krebsovho cyklu z acetoacetylu- CoA vznikaji monomérne jednotky
3-hydroxybutyratu (3HB). Acetoacetyl-CoA je redukovany enzymom Acetoacetyl CoA-
reduktazou na 3-hydroxybutyryl-CoA. Nasledne enzym PHA syntaza katalyzuje cez
esterifikaciu polymeraciu z 3-hydroxybutyryl-CoA na poly(3-hydroxybutyrat) [9].

B- oxidaciou mastnych kyselin tvori druha draha substrat, ¢ize 3-hydroxydecanoyl-CoA.
Reakcia je katalyzovana enzymom transcylazou. Polymeraciou vznika zo substratu PHA [9].

Tretia draha z uhlikového zdroja ako napriklad fruktoza alebo glukdza vytvara monoméry
PHA. Z p-oxidacie mastnych kyselin vznikd intermediat (R)-3-hydroxyacyl, z ktorého
transacylaciou vznika CoA. Prehl'ad vSetkych troch metabolickych drah je uvedeny na obrdzku
& 3[9).
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Obrdazok 3: Metabolické drahy syntézy PHA (phaA - [-ketothioldza, phaB — NADPH — dependentna
acetoacetyl-CoA reduktdza, phaC — PHA syntdza, phaG — 3- hydroxyacyl-ACP:CoA transferdza, phaJ
— (R)-enoyl-CoA hydratdza, FabG 3-ketoacyl-CoA reduktdza) [9].

2.1.4 Biadegradabilita polyhydroxyalkanoatov

Ked'ze polyhydroxyalkanoaty su tvorené v mikroorganizmoch ako zasobné latky, v ktorych je
viazany uhlik, tak prirodzene vedia uhlik z PHA opitovne obnovit. Kodovana je pre tento ucel
intracelularna PHA depolymeraza génom phaZ. Moze dochadzat' aj ku extracelularnej tvorbe
PHA depolymerazy, ktora slizi na rozkladanie PHA vo vonkaj§om prostredi [2]. Dalsimi
faktormi ovplyviujucimi rozklad PHA st podmienky prostredia (napriklad teplota alebo pH),
vlastnosti PHA, akymi st napriklad krystalinita, rozne vyuzité prisady (napriklad valerat, alebo
kombinovanim PHA sinymi polymérmi, enzymami a anorganickymi materialmi), alebo
povrchova plocha PHA. AvSak je zrejmé, ze vSetky faktory ovplyvilujuce degradaciu spolu
vzajomne suvisia. KIicové su naprie¢ vSetkému hlavne mikroorganizmy, ktoré vylucuju
extracelularnu depolymerdzu PHA. Takéto mikroorganizmy sa nachadzaju v réznych
podmienkach. Napriklad v morskej vode je to baktéria Comamonas testosteroni, v pode to je
napriklad Acidovorax faecilis, v aktivovanom kale to su Alcaligenes faecalis alebo
Pseudomonas, v jazerach je zastupcom Pseudomonas stutzeri, dokonca v anaerébnom kale to
je llybacter delafieldii. Degradacia je pochopitelne zna¢ne vyznamny faktor pri uréeni vyuzitia
PHA v priemysle a pre zivotné prostredie [11].
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2.1.5 Vyuzitie polyhydroxyalkanoatov

Polyhydroxyalkanoaty nachadzaju Siroké uplatnenie vzhladom na ich biologicku
odburatel'nost’ a moznost’ vytvarat' bioplasty s touto vlastnostou. PHA zapada do myslienky
zelenej ekonomiky a to vd’aka potencialu nahradit’ vyrobu plastov z fosilnych zdrojov. Avsak
dolezitym je rovnako uplatnenie v oblasti lekarskeho a farmaceutického priemyslu a to prave
vd'aka ich biologickej odburatel'nosti, ¢o je vyuzivané pri stehoch, spojovacich materialoch,
skrutkach, ¢i kostnych nahradach v ortopédii [2]. Podstatné su avSak vtejto oblasti aj
kardiovaskularne naplasti, alebo implantaty ocnych buniek, ¢i nahrady koze. Pre farmaciu su
vhodnymi nanonosi¢mi pre transport liekov a ich cielené uvoltiovanie. Vyuzitie nachadzaju
taktiez v polnohospodarstve, kde tvoria film so zavedenymi herbicidmi, ktory umoziuyje ich
postupné uvoliovanie a vstrebanie do pody [13].

2.2 Termofilné mikroorganizmy
2.2.1 Charakteristika

Jednym zo zakladnych podmienok pre zivot je vhodna teplota prostredia, v ktorom sa
mikroorganizmus nachadza. Kategoria organizmov adaptovanych na zivot vo vysokych
teplotnych podmienkach sa nazyva termofilna. Termofilné mikroorganizmy ¢asto nachadzame
v roéznych geotermalne vyhrievanych oblastiach, akymi st komposty, raSeliniska, ¢i rozne
geotermalne pramene, ale taktiez aj v pustnych pieskoch, morskych prepadliskach, odpadovych
vodach, ¢i v jedle. Optimalna teplota pre rast tychto baktérii sa nachadza v rozmedzi od 55 do
80 °C (maximalna teplota pre rast je vyssia 50 °C pre vSetky termofilné mikroorganizmy).
Baktérie su charakterizované taktiez podl'a toho, ¢i si gram-pozitivne, ¢i gram-negativne,
ked’ze sa od toho odliSuje charakter Struktury bunkovej steny. Termofilné baktérie sa vSak
hlavne vyznacuju ich Specifickym adaptacnym mechanizmom, ktory sluzi na prezitie pri
vysokych teplotach. Pod tymto adaptaénym mechanizmom rozumieme napriklad membranové
lipidy, ktoré obsahuju éterova vézbu, su nasytené, maju vysoku molekulovii hmotnost a su
vetvené. Taktiez dochadza k vysokej organizacii hydrofébnych reakcii, zvySenej odolnosti
DNA vd'aka enzymu — reverznej gyraze a vyuzitiu sol'nych mostikov. Podstatna je tiez zvySena
koncentracia parov G-C v nukleovych kyslinach, ktoré st viazané tromi vodikovymi vazbami,
naproti parom A-T, ktorych vodikové vazby st len dve. A vneposlednom rade taktiez
zabezpecenie resyntézy molekil ATP a NAD, ktoré sa pri vysokych teplotach rozkladaju [12].

2.2.2 Rozdelenie a podmienky pre zivot

Termofilné mikroorganizmy je mozné rozdelit na zdklade roznych kritérii. Jednym z deleni je
podla teploty rastu. Mikroorganizmy, ktorych rast nastava pri teplote 50-64 °C sa nazyvaju
termofilné. Extrémne termofilné si mikroorganizmy rastuce pri teplote v rozmedzi 65-79 °C.
Skupina nazyvajuca hypertermofilnd dokaze rast pri teplotach wvyssich ako 80 °C.
Z tylogenetického hladiska su vSak termofilné mikroorganizmy radené do skupiny baktérie
a hypertermofilné mikroorganizmy spadaju do skupiny archea. Termofili vSak modzeme
rozdelit aj podl'a inych kritérii, napriklad na gram-pozitivne, ¢i gram-negativne. Na zaklade
tvaru mézeme rozdelit’ baktérie na Spiralovité, valcovité, gulovité alebo termofilné [14].

Ku prikladom termofilnych mikroorganizmov, ¢ize baktérii patria napriklad rady
Thermotogales, Aquificales, Thermoanaerobacteriales, Sphingobacteriales, Dictyoglomales
a Thermales. Ku prikladom hypertermofilnych mikroorganizmov, €ize archeii patria napriklad
rady: Sulfolobales, Thermoproteales, Desulfurococcales, Thermococcales a Archaeloglobales.
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Konkrétnym prikladom je napriklad baktéria 7Thermus aquaticus, ktora je zdrojom tepelne
odolného enzymu Taq DNA polymerdzy, vyuzivanej v DNA amplifikacnej technike
polymerazovej retazovej reakcie [15]. Fotosyntetickou baktériou je napriklad Chloroflexus
aurantiacus, ktory pri kultivacii v tme ma oranzovu farbu, avsak pri kultivacii na slne€nom
svetle je tmavozelena [16].

2.3 Vybrané baktérie pre meranie
2.3.1 Chelatococcus composti

Baktéria Chelatococcus composti bola prvykrat izolovana z penicilinovych fermentanych
zvyskov hub pomocou kompostu z bravéového hnoja. Fylogenetickou analyzou na zaklade
porovnani génovych sekvencii 16S rRNA s baktériou Chelatococcus daeguensis bola zistena
podobnost na 98,9 %, s baktériou Chelatococcus Sambhunathii, sbaktériou Chelatococcus
caeni 98,4 % a s Chelatococcus asccharovorans 96,0 %. Na zaklade tychto zisteni bola
zaradena k rodu Chelatococcus. Bunky kmena PC-2T st tyCinkovitého tvaru, ako je mozné
vidiet' na obrazku ¢.4. Gramovo farbenie vykazuje negativne vysledky. Baktéria sa pohybuje
vdaka jednému polarnemu biciku, ktory je 0,8—1,0 um Siroky a 1,8-2,8 um dlhy. Koldnie
baktérie su kruhového tvaru, si lesklé, hladké, stredne zlté as priemerom 0,8-2 mm po
naoCkovani na LB agar po dobu 2 dni pri 40 °C. Optimalna teplota pre rast baktérie je
v rozmedzi 35-40 °C , avSak dokaze rast’' v rozmedzi tepl6t 20-60 °C . V testoch na katalazu je
baktéria pozitivna, rovnako je pozitivna aj pri stanoveni enzymatickej aktivity oxidazy
a katalazy. Ku rastu dochadza v rozmedzi pH 5,5-10,0, avSak optimélna hodnota je 7,5-8.
Podstatna je avSak aj pritomnost vhodnej koncentracie chloridu sodného (NaCl). Pri
koncentracii v rozmedzi 0—4 % chloridu s6dneho dochadza ku rastu baktérie Chelatococcus
composti, av§ak optimalna koncentracia pre rast baktérie je 0—1 % [17].

Obrdazok 4: Zobrazenie transmisného elektronového mikrografu baktérie Chelatococcus composti [17]

2.3.2 Chelatococcus shambunathii

Bakterialny kmenn TH4T bol vdaka viacfazovej taxonomickej §tudii zaradeny do rodu
Chelatococcus. 1zolovany bol prvykrat z horiceho pramena v Athamallik, Orisaa v Indii.
Vyskum bakterialnych druhov z horticich prameniov je ddlezity kvoli biochémii a extrémnym
podmienkam, v ktorych sa tieto baktérie nachadzaju. Baktéria Chelatococcus shambunathii ma
tyCinkovity tvar, ako je mozné vidiet na obrdzku ¢.5. Gramovo farbenie vykazuje negativne
vysledky. Je to baktéria vytvarajica hladké kruhovité kolonie, ktorych charakter je mukoidny.
Baktéria dokaze rast' v podmienkach v rozsahu 20-50 °C, avSak ideélna je teplota medzi 37—
42 °C. Prezit dokaze v rozsahu pH 6-8,5, avSak optimum je medzi 7,5-8. Testy na katalazu
a aktivitu oxidazy a katalazy su pozitivne [18].
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Obrdazok 5: Elektronovy mikrograf bunky baktérie TH4" [18]

2.3.3 Aneurinibacillus sp. H1

Jedna sa o grampozitivnu baktériu, ktora optimalne rastie pri teplote medzi 45 a 50 °C a je
schopna produkovat rézne polyméry scl-PHA s moznymi variaciami zlozenia monoméru.
Jedna sa omierne termofilni baktériu. Vyhodnou vlastnostou baktérie je schopnost
syntetizovat kopolyméry a terpolyméry PHA, ¢o je vhodny predpoklad pre potencionalnu
vyrobu PHA v priemysle [19]. Rozne zlozenie monomérov ovplyviiuje nasledne fyzikalno-
chemickeé vlastnosti materialov. Pri nizSom zastapeni monomérov PHA v polymérnom ret'azci
dochadza ku kvalitativnej a kvantitativne] zmene kryStalinity PHA, o znamena, ze sa zmeni
typ mriezky alebo stupeni krystalinity. Rovnako sa d4 vdaka vhodnej kompozicii monomérov
menit odolnost’ materialu pre tepelnu alebo enzymaticka degradaciu [21].

2.4 Ramanova spektroskopia

Ramanova spektroskopia je analyticka metoda, ktora na zaklade nepruzného rozptylu svetla na
atomoch alebo molekulach analyzovanej vzorky umoziuje ziskat informacie o jej Strukture.
Vystupom z analyzy je potom ramanovské spektrum. Toto spektrum je zvycCajne vynasané
v Ramanovskych posunoch (Raman shift) v jednotke [cm™], ktoré st zvyCajne vztiahnuté ku
vlnovej 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 identifikaciu jednotlivych mikroorganizmov. Vyuzitie ma tiez pri selektovani
jedincov s vysokym obsahom PHB na zéklade vhodne zvoleného triediaceho parametra [20].

2.4.1 Princip

Ramanova spektroskopia je rychla nedeStruktivna metoda. Jej princip spociva v merani
rozptyleného ziarenia. Toto Zziarenie vznika interakciou monochromatického ziarenia so
vzorkou [22].

Ziarenie dopadajiice na hmotu mdze byt rozptylené, absorbované a znovu vyZiarené.
Rozptyly su dalej delené podla frekvencie rozptylu na dva typy. Elasticky rozptyl tj.
Rayleighov rozptyl je jav, pri ktorom pri interakcii svetla s molekulami sa svetlo rozptyluje
s rovnakou energiou ako ma dopadajuce svetlo. Takto rozptylené svetlo méa zhodnu energiu ako
svetlo dopadajuce. Mala Cast, priblizne 1 z 10, rozptyleného svetla ma int energiu/ frekvenciu
[23]. Takyto jav sa nazyva neelasticky rozptyl alebo Ramanov jav, pomenovany po Sirovi C.V.
Ramanovi, ktory prvy predpovedany jav experimentalne overil [24]. Nepruzny rozptyl je
dosledok interakcie svetla s hmotou, kedy dochadza k prenosu energie medzi svetlom a latkou.
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Nastat’ mozu dve moznosti ato bud’ ma rozptylené svetlo energiu nizs§iu — Cize hovorime
o Stokesovom ziareni, kde je Cast’ energie svetla odovzdana hmote, alebo druha moznost’, kedy
je energia rozptyleného ziarenia vysS$ia, ¢ize hmota odovzdala Cast’ svojej energie Ziareniu —
¢ize hovorime o Antistokesovom ziareni. Ramanov jav dava pouzivatelovi informaciu
o Struktare molekuly a jej interakcii s inymi molekulami v jej okoli [23].

Ramanovo spektrum je znazoriované ako zavislost intenzity rozptyleného ziarenia na
Ramanovom posune [cm™'] vztiahnuté k budiacej vlnovej dizke. Ramanov posun médzeme
chéapat’ ako energeticky rozdiel medzi dopadajicim, tj. laserovym svetlom a rozptylenym, tj.
detekovanym svetlom [25]. Ramanov posun je potom mierou energie potrebnej ku zmene
vibra¢ného stavu molekuly a je nezavisly na vlnovej dizke lasera [26].

Ramanovské aktivne vibracie si podmienené zmenou polarizovatelnosti molekul, o je
typické pre nepolarne ¢asti molekul, coho dosledkom su v Ramanovom spektre vyraznejsie
prejavované pasy vibracii nepolarnych vazieb, ktorych polarizovatel'nost je pri vibracii vyrazne
zmenena. Intenzita Ramanovych pasov je charakterizovana ich vyskou alebo plochou pri
kvantitativnej analyze [26].

2.4.2 Vyhodnotenie spektier — odstranenie pozadia, analyza hlavnych
komponentov

Jednou z komplikacii v analyze Ramanovych spektier mikroorganizmov je pritomnost
relativne vysokého fluorescencného pozadia. To vyzaduje vyuzitie Specialnych matematickych
postupov na spracovanie meraného signalu. Jednym z takychto postupov je Rolling- Circle
Filter (RCF) — spektralny filter s rotujucim kruhom. Metoda je zalozena na rozdielnej polosirke
Ramanovych ¢iar a fluorescencného pozadia. V jednoduchosti ddjde ku vytvoreniu kruhu,
ktory sa vali pod spektrom a odcita fragmenty krivky, ktorych polomer zakrivenia je vacsi ako
r — polomer, ktory je zavisly na tvare pozadia. Pri ur€itom vhodnom polomere kruhu sa pozadie
odcita, zatial co Ramanove Ciary zostanu nezmenené [27].

PCA - analyza hlavnych komponentov je matematicka Statisticka metoda vyuzivajica
ortogonalnu transformaciu na prevedenie prvkov mnoziny pozorovani, kde je moznost’, ze st
korelované, na prvky takej mnoziny, ktoré st linearne nekorelované. Nasledne su oznaované
ako hlavné komponenty. Pri analyze takychto komponentov je néasledne zdmerom najst’ taka
mnozinu linearnych kombinacii povodnych premennych, ktora zachova ¢o najviac péovodnych
informacii, ale zarover jej dimenzia bude mensia alebo nanajvys rovna ako dimenzia povodne]
mnoziny. Takymto postupom je mozné Studovat Statisticky problém v podpriestore s mensou
dimenziou. Vyuzitie ortogonalnej transformacie znamena, ze je vyuzivana metdda, vdaka
ktorej maju prvé hlavné komponenty najvacsiu variaciu (su zoradené zostupne) spomedzi
vSetkych moznych linearnych kombindacii vektora pozorovani [28]. Metdda sluzi na rozliSenie
jednotlivych biomolekul, druhov organizmov, kmenov popr. Kmertiov s réznymi vlastnostami
( napr. schopnost'ou tvorit’ biofilm) [29].

2.4.3 Aplikacie Ramanovej spektroskopie

Ramanova spektroskopia je aktuadlne Siroko vyuzivana metoda, ktora sa pouziva v roznych
priemyselnych aplikaciach (napriklad pri procese krystalizacie, identifikacie polymorfie,
reakciach polymérov, chemickych syntézach, ¢i taktiez napriklad pri enzymatickej katalyze)
[30, 31, 32]. Praktické uplatnenie najdeme aj vo forenznych vedach, kde je vyuzivana pri
analyze drog, farmaceutik (rychla metdda na overenie kvality liekov s nedestruktivnymi
vlastnost'ami), farbiv alebo vlakien. Rovnako podstatna je nasledne aj v serologii, kde pomocou
tejto metody dochadza ku urceniu, ¢i sa jedna o 'udska alebo zvieraciu krv [33]. V oblasti
mineraldgie je pouzivana na identifikaciu mineralov [34]. Zaujimavou je taktiez oblast’ Stidia
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starnutia zaznamovych prostriedkov, kde je Ramanova spektrokoskopia vyuzivania na urcenie,
¢i dokumenty starli vplyvom tepelného alebo svetelného starnutia bez poskodenia vzorky, ¢im
je ucinnou metodou na zistovanie pravosti dokumentov [35]. Ramanovu spektroskopiu je
taktiez mozné vyuzit na identifikaciu baktérii [36, 37], ¢o nachadza uplatnenie nasledne pri
klinickej liecbe, ktora sa pre jednotlivé druhy lisi. Prikladom je identifikacia stafylokokov [38]
alebo identifikacia schopnosti vytvarat’ biofilm u bakteridlnych a kvasinkovych kmeriov [39].
Perspektivne su tiez vyuzitia tejto metddy v oblasti Stidia univerzalnej diagnostiky rakoviny uz
v pociatocnom S$tadiu [40].

2.44  Optické chytanie v kombinacii s Ramanovou spektroskopiou

Optické zachytavanie je vykonny nastroj, ktory vyuziva optické sily na udrzanie Castice o
vel'kosti od jednotiek nm az po desiatky pwm v blizkosti ohniska tesne zaostreného laserového
luc¢a v troch rozmeroch. Kombinacia Ramanovej spektroskopie s optickym zachytavanim
ponuka novy stupenn priamej analyzy chemickych zloziek mikroskopickych castic [41].
Kombinacia optickej pinzety a Ramanovej mikrospektroskopie je Casto oznaCovand ako
Ramanova pinzeta. Prva experimentalne realizovana opticka pinzeta kombinujtca tieto dve
techniky bola zostavena v roku 1 984 [42]. Jeden fokusovany laserovy 1U¢ sa vyuziva ako zdroj
Ramanovho rozptylu a zarovenn ako zdroj tvoriaci opticki pascu. V poslednej dobe je
Ramanova pinzeta pouzivana v roznych aplikaciach v bunkovej biologii ako nastroj na
bezkontaktné a nedestruktivne stanovenie vlastnosti zivych buniek [43]. Biologické bunky
obsahuju komplexné zmesi biomolekul, napriklad nukleové kyseliny, bielkoviny, cukry alebo
tuky. Pre pochopenie metabolickych procesov je potrebna identifikacia tychto molekul v zivej
bunke, na ktoru je vhodna Ramanova sprektroskopia. Vd'aka jej schopnosti detekovat latky
v malom mnozstve vzorky a zaroven pouzitim optického zariadenia poskytuje dostato¢ny Cas
pre ziskanie Ramanovkych spektier prave v jednej bunke. Tieto schopnosti nachadzaju vyuzitie
nie len v bunkovej biologii ale aj napriklad pri Studiu aerosolov a mikrokvapiek, kde sa vyuziva
absencia povrchového kontaktu a teda umoziuje vylucit' vsetky ucinky vyvolané povrchom.
Dalsim vyuzitim optického chytania v kombinacii s Ramanovou spektroskopiou je stanovie
chemického zlozenia plynovej atmosféry vo vnutri bubliny, alebo charakterizovat’ rozhranie
kvapalina-plyn [42].

2.4.5 Ramanov sorter a jeho vyuzitie

Mikrobialne bunky a ich enzymové produkty sprostredkivaju mnoho biologickych procesov.
Zisk tychto buniek a produktov je vSak znacne naroCny, kedZe sa jedna o bunky v pohybe
(v dosledku invazie zapricinenej delenim buniek, Brawnovského pohybu v médiu alebo tokom
v mikrofluidnom ¢ipe), o mikrometrovych rozmeroch a €asto tazko kultivovatelné. Samotna
kultivacia a testovanie bakterialnych buniek moéze zabrat az 3 dni (v zavislosti od
mikroorganizmu), k analyze pomocou Ramanovskej pinzety je vSak potrebné len niekolko
desiatok buniek, Go umoziiuje znaéne skratit kultivaény proces. Daldia mozna aplikacia
Ramanovskej pinzety je Ramanovsky sorter, ktory v kombinacii s mikrofluidnymi ¢ipmi
dokaze triedit’ jednotlivé bunky na zaklade Ramanovskej odozvy [42].

Vyuzitie Ramanovho sorteru je prevazne v oblasti identifikacii baktérii a jednotlivych buniek
a ich triedeni. Vyuzitim Ramanovho triedenia bola vysvetlena tloha morskej ,,mikrobialne;
tmavej hmoty“ v globalnom cykle uhlika prostrednictvom kultivacie druhov
Synechococcus spp. a Pelagibacter spp na aktivity fixacie a toku uhlika in sifu. Ramanovo
triedenie a metagenomické sekvenovanie odhalilo baktérie viazuce uhlik v oceane [44].
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Pouzité baktérie, chemikalie, pristroje a material pri merani
3.1.1 Baktérie

Pre prva Cast experimentalnej prace bolo vybranych sedem bakterialnych vzoriek ato
konkrétne Chelatococcus composti DSM 101465, Chelatococcus shambunathii DSM 18167,
Aneurinibacillus sp. H1 CCM 8960, termofilny izolat BZ (Paenibacillus sp.), termofilny izolat
M7 (Bacillus shackbetorii), izolat 34 a Termobacillus composti DSM18 247.

Pre druhu Cast’ boli zvolené Cupriavidus necator H16 DSM428 ajeho mutant PHB-4
NCIMB 11599.

3.1.2 Chemikalie

- Nutrient Broth w/1% peptone (HiMedia,IND)
- Na,HPO, - 12 H,0, Lachner
-  KHyPO4, Lachner

- NH4ClI, Lachner

- MgSOs- 7 H,0, Lachner

- CaCl; - 2 H,0, Lachner

- Fe(IlI)NHs-citrat, Fluka

- Yeast Extract Powder (HiMedia, IND)
- Glycerol, Lachema

- Chloroform, Lachner

- Roztok Tes II

- CuClz ' 2 H,0, Lachner

- ZnCl,, Lachner

- FeCls, Lachner

- CoCly - 6 H20, Lachner

- MnCl; - 6 H,0, Lachner

- H3BOs, Lachner

-  EDTA, Lachner

- FeCl;- 6 H,0, Lachner

- CaCl;- 2 H,0, Lachema

- CuSOs4- 5 H,0, Lachner

- CoCly- 6 H20, Lachner

- NiClz - 6 H,0, Lachner

- ZnSOs4 - 7 H,0, Lachner

- HCI, Lachner

- NaOH, Lachner

3.1.3 Pristroje

- Laminarny box Aura mini, BioAir Instruments

- Predvazky Kern EW 620

- Analytické vahy Boeco

- Magneticka mieSacka bez ohrevu technoKartell, (MERCI s.r.0.)
- Temperovana trepacka Heidolph unimax 1 010, Labicom s.r.o.
- Vortex TK3S, Kartell spa
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- Centrifuga Hettich Zentrifugen

- Mikrocentrifuga Sigma 1-14

- Nanofotometr P 300, (Implen)

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

- Ramanov mikroskop, Renishaw, inVia

- Ramanov sorter

- Bezné laboratorne sklo a vybavenie

3.1.3.1 Ramanov spektrometer Renishaw inVia

V oboch ¢astiach merania bol pouzity disperzny Ramanov spektrometer Renishaw inVia, ktory
je zobrazeny na obrdzku ¢.6. Ktorého spektralny rozsah je od UV po IR ato od 200 nm do
1 700 nm. Technicka Specifikéacia zariadenia je nasledovna:

1.

Pristroj ma viacero excitatnych laserov o réznych vlnovych dizkach, kazdy z nich ma
vlastnu opticka drahu, ktora je optimalizovana pre VIS, NIR alebo IR excitaciu a teda
dosiahnutie o najlepsieho pomeru signal/Sum v Ramanovom spektre. Prepinanie medzi
lasermi je automatické pomocou softwaru. Excita¢né lasery su nasledovné:

532 nm — diodovy DPSS laser o maximalnom vykone 50 mW, laser je chladeny
vzduchom so zabudovanym plazma filtrom ,

785 nm — diddovy NIR laser o maximalnom vykone 300 mW, chladeny vzduchom
Pristroj mé pre excitacné lasery Rayleighové hranové filtre s hranou maximalne 100 cm”
Y'od excitaénych linii laserov.

Spektralne rozliSenie pristroja je vySSie nez 1 cm! (FWHM - full width at half
maximum) [45].

RENISHAW ¢

inVia Raman Microscope

Obrazok 6: Ramanov spektroskop vyuZity pre meranie Ramanovskych spektier v experimentdlnej casti.
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3.1.3.2 Ramanov sorter

Ku triedeniu v Ramanovom sorteri (LTRS — Laser Tweezers Raman Spectroscopy [54])
dochadza na zaklade Ramanovskych spektier z jednotlivych buniek. Ramanovym spektrom
dochéadza k odhaleniu urcitej metabolickej funkcie, napriklad druh produkovanych olejov alebo
fixovany pomer oxidu uhli¢itého. Vyhodou je vSak, ze nedochadza ku zni¢eniu bunky. A na
zaklade ramanovskych signatir dochadza ku triedeniu buniek v LTRS [42]. Na obrazku ¢.7 je
uvedena schéma aparatiry Ramanovského sorteru.

il Mikroskop a objektiv
/ Filter typu dolny priepust

LL

AL2 AL1 [ASER
b,
1

Jednovidové
optické vlakno

Obrazok 7: Schéma aparatiry Ramanovho sorteru, kde Lyje oznacenie SoSoviek, M, oznacenie zrkadiel,
NF je notch filter

Pre budenie Ramanovho rozptylu a optické zachytenie je pouzivany jeden laserovy Iuc¢.
Zorné pole Ramanovského mikroskopu bolo zobrazené pomocou Standardnej CCD kamery cez
zrkadlo M2 a zaostrené SoSovkou L2. Zorné pole mikroskopu bol priblizne 100 um na 100 pum.

3.2 Kultivacia baktérii
3.2.1 Priprava inkuba¢ného média

Inkuba¢né média pre bakteridlne kmene atermofilné izolaty boli pripravené vyuzitim
komplexného média Nutrient Broth, ktoré sa sklada z masového peptonu v koncentracii 10 g/l,
hovédzieho extraktu v koncentracii 10 g/l a chloridu sdédneho v koncentréacii 5 g/l. Inkubacné
média boli pripravené v objeme 50 ml do 100 ml Erlenmeyerovych baniek v dvoch paralelnych
prevedeniach. Pripravené komplexné média boli sterilizované a nasledne temperované na
temperovane] trepacke na 50 °C pri rychlosti 180 rpm.

Inkubacné média pre druhu cast boli rovnako pripravené v objeme 50 ml do 100 ml
Erlenmeyerovych baniek v dvoch paralelnych prevedeniach. Pripravené komplexné média boli
sterilizované a nasledne vychladené na laboratornu teplotu.

3.2.2 Priprava inokula

Inokulum pre termofilné baktérie a izolaty pre prvua Cast bolo pripravené do Erlenmeyerovych
baniek s pripravenym inkubanym médiom. Baktérie boli nasledne zaockované
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z kryoskumaviek do sterilného inkubacného média. Takto pripravené banky boli vlozené do
temperovanej trepacky pri 50 °C pri rychlosti 180 rpm do d’alSieho diia.

Inokula pre druhu Cast’ merania, ¢ize pre Cupriavidus necator H16 a pre jeho mutanta PHB-4,
boli pripravené rovnakym sposobom s rozdielom temperovanej teploty, ktora bola 30 °C.

3.2.3 Priprava produkéného média

Pre vSetky bakteridlne kmene z prvej Casti bolo zvolené mineralne (chelatococcové) médium.
Mineralne médium bolo pripravené pre dve paralelné stanovenia pre jednotlivé baktérie do
100 ml Erlenmayerovej banky v objeme 50 ml. Rozdiel v zloZzeni média bol pri baktérii
Termobacilus composti, kde nebol pouzity dihydrogén, ked’Ze jeho pridanim by zacalo
dochadzat’ ku neziaducemu vzniku pufru, ¢im by bolo znemoznené upravit pH na potrebnu
hodnotu 9 anasledne by doslo ku popukaniu baktérii. Pre vSetky baktérie bolo pripravené
mineralne médium so zlozenim uvedenym v tabulke ¢.2.

Tabulka 2: ZloZenie minerdlneho média

Latka Hmotnost’ [g] Objem [ml]
Na2HPO4 - 12 H20 6,3
NH4Cl 0,7
MgSO4 - 7H20 0,14
CaCl2 - 2 H20 0,014
Fe (IIT) NH4 — citrat 0,00084
KH2PO4 0,9 (na 600 ml)
Yest extract 0,35
Tes I 0,7
Destilovana voda 700

TES 1I je roztok stopovych prvkov, v ktorom sa na 1 000 ml destilovanej vody nachadza
50,00 g EDTA, 13,80 g FeCls - 6 H,0, 0,84 g ZnCly, 0,13 g CuCl - 2 H,0, 0,10 g CoCl, - 6
H;0, 0,016 g MnCl; - 6 H,O a 0,10 g H3BOs. Tento roztok bol do médii pridany az po
sterilizacii.

Pripravené produkéné média spolu s glycerolom o koncentracii 20 g/l pre baktérie
Aneurinibacillus sp. H1 a Termobacillus composti boli sterilizované. V bankach pre
Termobacillus composti bolo upravené pH na 8,99 pomocou hydroxidu sodneho.

Nasledne boli bakterialne inokuld preo¢kované do pripravenych mineralnych medii a pre
dosiahnutie biomasy s vysokym obsahom zdroja uhlika boli do zmesi pridané sacharidy a to
nasledovne podl'a tabulky c.3.

Tabulka 3: Prehlad pridanych substrdtov

Baktéria Substrat Koncentracia [g/l]
Chelatococcus composti glukoza 20
Chelatococcus shambunathi fruktdza 20
Aneurinibacillus sp. H1 glycerol 20
Paenibacillus sp. BZ glycerol 20
Bacillus shackbetorii M7 glycerol 20
Izolat 34 glycerol 20
Termobacillus composti glycerol 20

Sterilizacia zasobnych roztokov aroztoku TES II prebehla samostatne. Do jednotlivo
pripravenych médii boli pridané potrebné latky a nasledne prebehlo zaockovanie prislu§nych
baktérii z inokuld v mnozstve 5 obj. % v sterilnych podmienkach laminarneho boxu. Nasledne
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boli média kultivované na temperovanych trepackach pri stabilnej teplote 50 °C 72 hodin
a 180 rpm.

Pre druhu cCast' ateda baktérie Cupriavidus necator H16 a jeho mutant PHB-4 bolo
pripravené produkéné médium so zloZzenim uvedenym v fabulke ¢.4. Médium bolo pripravené
o objeme 100 ml do 250 ml Erlenmayerovych baniek v paralelnom prevedeni. Do jednotlivych
médii bolo o¢kovanych 5 obj. % kultury.

Tabulka 4. ZloZenie produkéného média

Latka Hmotnost’ [g] Objem [ml]
Na,HPO, - 12 H,0 5,55
KH,PO, 0,51
MgSO, - 7H,0 0,1
(NH4),S0, 0,5
MES 0,1
Destilovana voda 500
Fruktoza (400 g/1) 5

Roztok MES je roztok stopovych prvkov, ktory mal koncentraciu 40 g/100 ml. V roztoku
MES sa na 1 000 ml nachadza: 9,7 g FeCls - 6 H,0, 7,8 g CaCl, - 2 H,0, 0,156 g CuSOs4- 5
H,0, 0,119 g CoCl, - 6 H,0, 0,118 g NiCl, - 6 H,0, 0,1 g ZnSO;- 7 H,0 a1 000 ml 0,1 M
HCL

3.3 Pouzité metédy
3.3.1 Spektrofotometrické a gravimetrické stanovenie biomasy

Pre gravimetrické stanovenie boli pripravené pre jednotlivé vzorky po 3 skimavky obsahujuce
10 ml vzorky. Tieto vzorky boli néasledne centrifugované pri 6 000 rpm po dobu 5 minat. Po
sto¢eni bol odliaty supernatant a nésledne priliatych 10 ml destilovane; vody na premytie
vzorky premieSanej na vortexe. Vzorky boli nasledne opatovne v centriftige po dobu 5 minut
pri 6 000 otackach. Vzorky boli vysuSené pri 70 °C do konstantnej hmotnosti. Takto vysusené
biomasy boli nasledne zvazené pre stanovenie koncentracie baktérii vo vzorke.

Spektrofotometrické stanovenie obsahu biomasy vo vzorke sa nevyznaCuje vysokou
presnostou. Z toho dévodu bolo to meranie vyuzité pre orientany charakter zistenia obsahu
biomasy vo vzorkach pomocou zrovnania. Intenzita zakalu na spektrofotometri bola merana pri
vilnovej dizke 630 nm vogi blanku, ktory predstavovala destilovana voda. Pre meranie bolo
potrebné vzorky nariedit’ do 1 ml kyvety. Vzorky boli merané v kyvete s optickou drahou dlhou
I cm.

3.3.2  Plynova chromatografia

Plynovd chromatografia udava kvalitativhu aj kvantitativnu pre stanovenie
polyhydroxyalkanoatov vo vysuSenej biomase. Pre toto meranie bol vyuzity plynovy
chromatograf s plameriovo ionizacnym detektorom, ktory je schopny merat’ metylestery, ktoré
boli ziskané z 3-hydroxyalkanovych kyselin ziskanych nastiepenim polymérov. Principom
metédy je kyslo katalyzovana hydrolyza polyesteru anasledujuca transesterifikacia
vzniknutych monomérnych jednotiek.
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3.3.2.1 Priprava vzoriek

Priprava vzoriek pre GC-FID analyzu prebehla pripravenim navazok vzoriek v rozmedzi 8-
10 mg do krimpovacich vialiek na analytickych vahach. Nasledne pre esterifikaciu bolo
pridanych 1 ml chloroformu a 0,8 ml vnutorného §tandardu zlozeného z 15 % kyseliny sirovej,
5 mg/ml kyseliny benzoovej doplnenej metanolom. Vialky boli zazatkované a vlozené do
termobloku, kde prebiehala po dobu 3 hodin pri teplote 94 °C esterifikacia. Nasledne boli vialky
vybrané a ponechané na vychladnutie pri laboratornej teplote. Po ochladeni boli vialky
odzatkované a prevedené do skutkovacich vialiek s 0,5 ml 50 mM roztoku NaOH, ktory sluzil
na neutralizaciu kyseliny sirovej. PremieSanim roztokov doslo ku extrakcii polutantov analytu
do vodnej faze. Nasledne prebehlo rozdelenie a ustalenie faz, vdaka comu mohlo byt
odpipetovanych 50 ul  chloroformovej fazy do novych wvialiek obsahujucich 0,9 ml
isopropylalkoholu.. Téato faza sa nachadzala pod vodnou fazou a obsahovala metylestery 3-
hydroxyalkanovych kyselin. Takto pripravené vzorky boli nasledne analyzované na plynovom
chromatografe s FID detektorom.

3.3.2.2  Priprava vzoriek pre Ramanovu spektroskopiu

Jednotlivé bunecné kultary boli kultivované podla postupu vysSie. Nasledne boli
skoncentrované vzorky stocené na centrifuge pri 6 000 ota¢kach po dobu 5 minut napipetované,
na sklo z fluoridu vapenatého, z dovodu potlacenia fluorescencného pozadia od skla na 785 nm.
Pre kazdu kultaru boli napipetované tri vzorky kvapky po 2 mikrolitre okrem Aneurinibacillus
sp. H1, kde boli vzorky pipetované po 3 mikrolitre.

3.3.3 Ramanova spektroskopia v kombinacii s optickou pinzetou

Ako uz bolo popisané v predchadzajucej Casti — Ramanovska pinzeta je analyticky nastroj,
ktory vyuziva optické sily ku zachyteniu objektu a sicasne je zachyteny objekt analyzovany
pomocou svojej Ramanovskej odozvy [46]. Optické sily posobiace na objekt mézeme rozdelit’
do dvoch zloziek ato na silu rozptylovi a gradientmi [46]. Rozptylovd sila pdsobi v smere
Sirenia zvazkov, Cize je zodpovedna za akceleraciu objektu v smere Sirenia optického zvéazku.
Gradientna sila pdsobi v smere gradientu intenzity elektromagnetického pol'a. Pri optickej
pasci konstruovanej pomocou silne fokusovaného zvizku je gradientnd opticka sila zodpovedna
za 3D zachytavanie Castice. Ku konStrukcii optickej pinzety je teda nutné, aby gradientna sila
bola vacsia nez sila rozptylova [46]. To bolo dosiahnuté fokusaciou optického zvizku
mikroskopovym objektivom s vysokou numerickou aperturou (NA). Experiment bol namerany
na aparatire postavenej v laboratoriu Ustavu piistrojové techniky Akademie véd Ceské
republiky. Detaily aparatury st uvedené na obrdzku ¢ 7. Obrazok jednotlivej bunky zachytene;j
v Ramanovej pinzete je na obrdzku c.8.
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chyteny objekt

Obrazok 8: Bunka zachytend v Ramanovej pinzete pri zornom poli 100 x 100 um
3.3.3.1 Priprava vzoriek

Presny postup pripravy vzoriek bol uvedeni vysSie v Casti 3.2. Vzorky pre meranie na
komerénom Ramanovom spektrometre Renishaw boli zahustené a napipetované na CaF; sklo,
na ktorom boli nasledne suSené v suSiarni pri teplote 70 °C do konstantnej hmotnosti. Vzorky
pre meranie na Ramanovom sorteri boli pripravené do destilovanej vody. Takto pripravené
vzorky boli eSte nasledne d’alej riedené demineralizovanou vodou vzhladom na potreby
oddelenia jednotlivych buniek pri merani.

3.3.3.2 Meranie na Renishaw in Via

Ramanova spektroskopia poskytuje informéacie o intramolekularnych a intermolekularnych
vibraciach. V tejto praci bola vyuzita pre kvalitativnu analyzu.

Meranie termofilnych baktérii bolo realizované s objektivom o zvacSeni 20krat. Pri merani
baktérii Cupriavidius necator bol pouzity objektiv o zva¢Seni S0krat. Aj napriek rozdielnemu
zvacSeniu objektivu bola laserova stopa dostatoéne velka, aby Ramanovské spektrum bolo
odozvou mnohych baktérii avysledné spektrum modzeme chéapat ako odozvu mnohych
bakterialnych buniek. Na oba typy vzoriek (termofilné baktérie a Cupriavidius necator) bol
pouzity Serveny laser o vinovej dizke 785 nm, ktory bol vyhodnoteny za najvhodnejsi z dovodu
najnizs§ieho fluorescenéného pozadia (vzhladom k moznym laserovym zdrojom). Z kazdej
vzorky kvapky boli namerané po 3 spektra z roznych miest, ako vidiet aj v tabulke C. 5 pre
kazdy bakteridlny kmen boli pripravené 3 vzorky (tj. z kazdej vzorky bolo nameranych 9
spektier). Z dovodu vyrazného rozdielu niektorych spektier (tzv. outlier), boli niektoré spektra
vyradené z analyzy. K tomuto doslo zrejme z dévodu nizkej koncentracie vzorky a vzniknuté
spektra boli prili§ zaSumené.

Meranie druhej Casti Cupriavidius necator H16 a jeho mutanta bolo realizované pomocou
objektivu so zvacSenim 50krat. Vyber objektivu s vacS§im zvacSenim (vysSie NA) lepSie
simuloval experiment s optickou pinzetou, kedy meriame s lepSim priestorovym rozliSenim, ale
na vyrazne niz§om objeme analyzovanej vzorky. Rovnako ako v prvej Casti bol pouzity ¢erveny
laser o vinovej dizke 785 nm. Pre obe merané kultury bolo nameranych priblizne po 60 spektier
avSak niektoré kvapky vzoriek Cupriavidius necator H16 a jeho mutanta, pripravené na CaF,
sklo, mali prili§ nizku koncentraciu a spektra prili§ zaSumené. Z tychto dévodov bolo opéat
niekol'ko spektier vyradenych. Z ostatnych spektier bol spraveny priemer pre vyhodnotenie
merania.
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3.3.3.3 Ramanovskd pinzeta

Analyza pomocou Ramanovskej pinzety je vykonavana na jednotlivych bunkéch, Cize
objektoch s mikrometrovymi rozmermi. Pre meranie bol vyuzity objektiv Olympus UPLSAPO
100x0il, NA=1,4. V kontraste s komercnym zariadenim, kde bolo spektrum snimané zo
statisicov buniek. Spektra z Ramanovskej pinzety tak ukazuju jednotlivé bune¢né fingerprinty
a teda vlastnosti jednotlivych mikroorganizmov, na rozdiel od Ramanovského spektrometru,
ktorého vysledok je priemer mnohych buniek. Tento fakt umoziuje d’alSie mozné vyuzitie
Ramanovskej pinzety a to je triedenie objektov na zaklade pozadovaného parametra v spektre.
Pre otestovanie funkcnosti takéhoto optického triedenia bola vytvorend zmes baktérii
Cupriavidius necator obsahujuca dva kmene, kde jeden je producentom PHB a druhy nie je.
Boli vybrané vhodné triediace parametere a to Ramanovska signatira na 841 cm™! (detaily
o vybere triediaceho parametra st uvedené v sekcii 4.2.2.).
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Premeranie Ramanovskych spektier vybranych termofilnych
producentov polyhydroxyalkanoatov

4.1.1 Vyhodnotenie spektrofotometrického a gravimetrického stanovenia
biomasy

Vysledky tejto Casti merania si uvedené v fabulke ¢. 5, kde je uvedeny prehl'ad nameranych
hmotnosti biomas jednotlivych vzoriek, ich opticka hustota. Najvacsiu opticku hustotu mali
vzorky kmenu Chelatococcus shambunathi ato 14,56 £ 0,7 a naopak najniz§iu mali vzorky
kmenu Aneurinibacillus sp. H1 ato 1,241 + 0,2.

Tabulka 5: Prehlad nameranych hodnot

Mikroorganizmus biomasa (g/l) | odchylka (g/l) oD odchylka
Aneurinibacillus sp. H1 0,260 0,131 1,241 0,151
Chelatococcus composti 1,497 0,074 5,694 0,285
Termobacillus composti 0,300 0,070 3,016 0,151

(;ZZZZZO;;;%S 3.663 0.176 14.56 0,728
Paenibacillus sp. BZ 0,910 0,040 2.886 0,144
Bacillus shackbetorii M7 1,763 0,771 5,382 0,269
Izolat 34 2,287 0,790 3,146 0,157

4.1.2 Vyhodnotenie plynovej chromatografie

Pre vypocet hmotnosti PHA vo vzorkach bola vyuzita kalibracna krivka zostrojena na grafe ¢. 1
a pre zistenie obsahu PHB bola vyuzita kalibracna rovnica y = 0,0781442 - x. Kalibra¢né
priamky boli zostrojené zo zavislosti nameranych pomerov ploch pikov analytu a interného
Standardu na koncentracii analytu. Merany bod 4 bol vylaceny pre jeho prilisné odchylenie od
ostatnych meranych hodnot.

1,4 y=0,1233x  _x

1,2 R2=0,996
>
g 1
o
2.0,8
o)
g 0,6
o
80,4

0,2

0
0 2 4 6 8 10 12
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Graf 1: Kalibracnd zavislost pre vypocet obsahu PHB
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Vysledné zastipenie PHA, pripadne 3HB a 3HV v PHA v danych vzorkach je uvedené
v tabulke ¢.6. NajvysSie percento PHA obsahoval Chelatococcus shambunathi, ktory mala
53 +3% PHA v biomase. Naopak najniz§iu koncentraciou obsahoval bakteridlny kmen
Termobacillus composti , ktory mala 0,1 £ 0% PHA v biomase. Kmefimi produkujucimi 3-
hydroxyvalerat boli Aneurinibacillus sp. HI, Chelatococcus composti, Bacillus shackbetorii
M7 a izolat 34.

Tabulka 6: Prehlad vysledkov plynovej chromatografie a obsahu 3HB (3-hydroxybutyrat) a 3HV
(3-hydroxyvalerat) v biomasdch.

3HB
. . 3HBc | O HB 3HV ¢ SHV PHAV | ichjlka| v
Mikroorganizmus (mg/ml) odchylka (mg/ml) odchylka | biomase (%) PHA
& (mg/ml) | ™8 (mg/ml) | (%) R oo
(1]
Aneurinibacillus 1.88 0,00 0.03 0.00 26,13 0,00 98.66
sp. H1
Chelatococcus | 54 0,25 0,03 0,02 16,83 3,12 (98,36
composti
Termobacil.lus 0.01 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 100
composti
Chelalococcqs 5.09 0.16 0.00 0.00 52,56 3,49 100
shambunathi
Paenibcl;czillus P 020 0.10 0,00 0,00 2,36 1,10 100
Bacillus 424 1.50 0,16 0,07 4485 | 1447 [96.53
shackbetorii M7 ’ ’ | i i ’ ’
Tzoldt 34 2.06 1.44 0.03 0.00 2040 1347 |97.44

4.1.3 Vyhodnotenie spektier nameranych na Ramanovom mikroskope
Renishaw inVia

Namerané data boli spriemerované a boli vynesené spektra do grafov. Vybrané boli dve spektra
a to Paenibacillus sp.) BZ (vid. obrdazok ¢. 8) a Chelatococcus shambunathi, (vid'. obrdzok c.
9) ako demonstracia najvdcSej zmeny v Ramanovom spektre odozvy PHB v pozicii
Ramanovskej signatury 1 736 cm™.

Z obrdzku ¢.9 je mozné identifikovat’ spektralne pozicie Ramanovského pasu prislusiace
PHB Paenibacillus sp. BZ, ktoré su uvedené v tabulke C. 7.
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Obrdazok 9: Priemerné spektrum Paenibacillus sp. BZ ziskané meranim na Ramanovom mikroskope

Renishaw inVia

Tabulka 7: Prehlad spektrdlnych pozicii Ramanovskej signatury aku nej priradenie pdsiem
v bakteridlnych Ramanovych spektrdach s vyznacenim prechodov pre PHB a uvedenim monomérnych
Jjednotiek (HB) PHB pre Paenibacillus sp. BZ [47, 48, 52, 53].

pozicia Ramanovskej signatiiry [em] priradenie pasiem Zpl;il::-;l:;ﬂnym ramanovych
819 RNA, A-typ DNA
832 kryst. marker, Tyr, PHB, HB
899 v (COC), HB, adenin
964 HB
978 =CH bend, HB
1 007 fenylalanin- natahovanie vizby C-N
1 057 PHB, HB
1106 PHB, HB, v(>POy’) sym
1133 v(C-N), v(C-C)
1211 Amid III, Phe, Tro, C-C¢Hs
1352 CH deformacia a CH; symetricka deformacia
1 453 CH, deformacia, PHB,HB-lipidy, v ktorych je
prejav PHA
1 666 amid I, tymin ,guanin ,cytozin
1737 PHB
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Z obrazku ¢.10 je mozné identifikovat’ spektralne pozicie Ramanovského pasu prislusiace
PHB Chelatococcus shambunathi, ktoré su uvedené v tabulke ¢. 8.
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Obrdazok 10: Priemerné spektrum Chelatococcus shambunathi ziskané meranim na Ramanovom

mikroskope Renishaw inVia

Tabulka 8: Prehlad spektrdlnych pozicii Ramanovskej signatury aku nej priradenie pdsiem
v bakteridlnych Ramanovych spektrdach s vyznacenim prechodov pre PHB a uvedenim monomérnych
Jjednotiek (HB) PHB pre Chelatococcus shambunathi [47, 48, 52, 53].

pozicia Ramanovskej signatiiry [em™] priradenie pasiem \Srpl:ll(l::;l:lillnych ramanovych

832 kryst. marker, Tyr, PHB, HB

907 v (COC), HB

965 PHB

1 006 fenylalanin- natahovanie vizby C-N

1 058 PHB, HB

1110 PHB, HB, v(>PO;) sym

1141 v(C-N), v(C-O)

1354 CH deformacia a CH; symet}‘ické deformacia, adenin,
guanin

1 458 CH, deformacia, PHB.HB-lipidy, v ktorych je prejav

PHA
1500 adenin
1738 PHB
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4.2 Vyuzitie Ramanovského sortéru k separacii buniek produkujucich
polyhydroxyalkanoaty

4.2.1 Vyhodnotenie plynovej chromatografie
V tabulke ¢.9 su uvedené navazky a optickd hustota jednotlivych vzoriek. V merania
jednoznacne vyplyva, ze Cupriavidius necator H16 mal nasobne vyssiu opticku hustotu ako

jeho mutantny kmen Cupriavidius necator PHB-4.

Tabulka 9:Navazky a optickd hustota

Mikroorganizmus biomasa (g/l) | odchylka (g/l) oD odchylka
Cupriavidius necator H16 8,525 0,242 41,850 8,061
Mutant PHB-4 1,303 0,036 3,075 0,672

Tabulka 10: Vysledky plynovej chromatografie o obsahu 3HB (3-hydroxybutyrat) a PHA v biomase

. . 3HB odchylka | PHA v biomase , o
Mikroorganizmus 3HB ¢ (mg/ml) (mg/ml) (%) odchylka (%)
Cupriavidius necator H16 3,87 1,07 52,56 13,63
Mutant PHB-4 0,03 0,01 0,30 0,14

Pre vypocet hmotnosti PHA vo vzorkach bola vyuzita kalibracna rovnica y =0,162413 - x.
Kalibracné priamky boli zostrojené zo zavislosti nameranych pomerov ploch pikov analytu
a interného Standardu na koncentracii analytu. Z nameranych hodnét jednoznaéne vyplyva, ze
Cupriavidius necator H16 je producentom PHA, kd’ezto jeho mutant nim nie je.

4.2.2 Vyhodnotenie nameranych Ramanovych spektier
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Obrdzok 11: Priemerné Ramanovské spektrum Cupriavidius necator H16 namerané na Ramanovskej
pinzete.
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Obrdazok 12: Priemerné Ramanovské spektrum Cupriavidiue necator mutant namerané na
Ramanovskej pinzete. V porovnani s obr. 9 je jasne vidiet absenciu pikov prislusnych pre PHB

(841 cm™, 1061 e, 1458 cm™ a1 736 cm™)

Z obrdzku ¢.11 je mozné identifikovat’ spektra Cupriavidius necator H16 ako pozicie piku
v spektre a z obrdzku ¢.12 je mozné identifikovat’ spektrd mutanta ako pozicie piku v spektre

uvedena v tabulke ¢. 11.

Tabulka 11: Prehlad spektralnych pozicii Ramanovskej signatury aku nej priradenie pdsiem
v bakteridlnych Ramanovych spektrdach s vyznacenim prechodov pre PHB a uvedenim monomérnych
Jjednotiek (HB) PHB pre Cupriavidius necator H16 a mutanta [49,51,47, 48].

re L 4 -1
pozicia Ramanovskej signatary [em™] priradenie pasiem v bakterialnych ramanovych
Cupriavidius spektrach
necator H16 mutant
785 - OPO vizba DNA/RNA
830 + 856 tyrosinovy dublet
840 kryst. marker, Tyr, PHB, HB
904 v (COC), HB, PHB
1 006 1006+ 1035 fenylalanin- natahovanie vizby C-N
1060 PHB, HB
1106 PHB, HB, v(>PO;) sym
1142 v(C-N), v(C-C)
1236 1232 amid IIT
1337 amid IIT
CH; deformacia.lipidy, v ktorych je prejav PHA
1435 1433 napr. PHB, HB
1 668 amid [
1737 PHA
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Namerané data na Ramanovom spektroskope boli upravené odstranenim flurescen¢ného
pozadia pomocou RCF Rolling circle filter, kde bol nastaveny radius na 500 px, €o predstavuje
priblizne 500 cm™ a opakovanie 20krat. Nasledne bolo spektrum vyhladené pomocou Savitzky-
Golay algoritmom, kde bol pouzity stuperi polyndmu 2 a velkost segmentu 7 bodov. Nasledne
bolo vyuzité normovanie spektier, vd'aka ktorému zvolenim vhodnej vibracie je vysledkom
prehl'adnej$i graf, ked’ze normovanim ddjde pomerovo ku zmene vel'kosti pikov voci zvolene]
vibracii. Spektra boli nanormované na vibraciu fenylalaninu na 1 006 cm™ [27], ktory sme
predpokladali, ze bude pre vSetky spektra rovnaky a teda je vhodné ho zvolit’ za jednotku. Po
takto prevedenych upravach boli vybrané vhodné markery pre identifikaciu mutanta a to:
841 cm, 1061 cm™, 1458 cm™ a 1736 cm™. Tieto markery boli identifikované pri pouZiti
Cistej substancie PHB a zastupuju Styri najvyraznejSie prechody pre identifikaciu PHB.
Triediaci parameter bol vybrany na zaklade dvoch faktorov ato intenzity Ramanovske;j
signatury a lahkej oddelitelnosti od inych Ramanovskych signatur (tzn. prekryvov pikov).
Vybrany pre dalSie meranie bol triediaci parameter intenzity Ramanovského piku na
841 cm-'[49, 51].

Triedenie buniek prebehlo na zaklade vybraného triediaceho parametera intenzity
Ramanovského piku na 841 cm™'[49, 51]. V tabulke ¢.12 je vyneseny vysledok priemerne;j
hodnoty intenzity Ramanovskych pasov 841 cm™ 1061 cm™?, 1458 cm™! al 736 cm™,
smerodajna odchylka a relativna chyba. Nasledne bol vybrany marker na 841 cm™, pre svoju
vysoku intenzitu a vhodnii poziciu v spektre. Dalsim moznym markerom by mohol byt
1 736 cm™!. Tento Ramanovsky pik nebol nasledne vybrany, pretoze spektra z pinzety nemaju
tento pik tak intenzivny ako 841 cm™. Ddvod tohto javu modze byt napr. klesajuca kvantova
G&innost CCD &ipu v spektroskopickej kamere pre vyssie vinové dizky (tj. vzdialenejsia oblast
spektra). Hodnoty v tabulke ¢. 9 boli ziskané odCitanim intenzity Styroch Ramanovskych pikov
(pre kazdy kmen) z 59 spektier pre Cupriavidius necator H16 a 56 spektier pre mutanta,
z ktorych bol nasledne spraveny priemer, smerodajna odchylka a relativna chyba. Tento marker
ma vysledne pre Cupriavidius necator H16 intenzitu 9,7 + 0,7 a relativau chybu 7 %, mutant
ma intenzitu 0,2 £ 0,2 a.u. a relativau chybu 100 %.

Tabulka 12: Intenzity Ramanovych vibrdcii v Ramanovskych pikoch Cupriavidius necator

Cupriavidius necator H16 mutant

Pozicia
Ramanovskej | 841 1061 1458 1736 841 1061 1458 1736
signatiary

priemerna
hodnota
intenzity
(a.n.)

9.7 7.7 10,1 9,0 0,2 0,1 1,0 0,04

>

smerodajna
odchylka ( 0,7 0,4 0,5
a.u.)

0,6 0,2 0,05 0,2

>

0,04

>

relativna

chyba (%) 7 6 5 6 100 40 20 100

4.2.3 Vyhodnotenie Ramanovho sorteru

Spektra ziskané z Ramanovskej pinzety triedicky ukazujii jednoznacnu oddelitelnost
Cupriavidius necator H16 od mutanta, vid’ obrdzok ¢.13 Podl'a spektier z Ramanového sortru
sa ukazuje, ze intenzita piku na 1458 cm™' je nevhodna pre delenie z dévodu silného
ovplyvnenia fluorescenénym pozadim od skla, ktoré sa nepodarilo odstranit’ ani beznymi
filtrovacimi metodami, preto bolo nutné spektralnu oblast 1200 1420 cm™ odstranit
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z analyzy. Vysledné spektra na obrdzku ¢.13 ukazuju, ze sme schopni jednoznacne rozlisit
bakterialny kmen produkujuci PHB od neprodukujacich a najvhodnejsimi triediacimi
parametrami st 841 cm™ta 1 736 cm™.
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Obrdazok 13: Dve Ramanovské spektrd zo zmesi, kde modrou farbou je opticky zachyteny kmeri
produkujuci PHB (Cupriavidius necator HI6) a cervenou farbou je zachytend baktéria kmenu
neprodukujiiceho PHB (spektrum bolo posunuté v smere osi ).

4.2.4 Vyhodnotenie analyzy hlavnych komponentov

Pri spracovani dat bola vyuzita analyza hlavnych komponentov. Ked'ze analyza hlavnych
komponentov je metdda rieSiaca dimenzionalne problémy, vysledkom tejto metddy je vznik
bodov, kde kazdy bod predstavuje jedno spektrum resp. jednu bunku. Vd'aka tejto analyze je
mozné zistit podobnost’ danych bakteridlnych kmenov alebo ich oddelitel'nost, alebo
uspesnost’ oddelenia na zvolenom triediacom faktore. Na obrazku ¢.14 je grafické zobrazenie
kombinécie prvych troch komponentov PCA ktorych vysledkom je zretelné rozdelenie
Cupriavidius necator H16 a jeho mutanta. Oblast’ bodov predstavujicu jednotlivé meranie je
ohrani¢ena Mahalanobisovou elipsou, ktora predstavuje hranice 95 % merania (tj. vo vnutri
elipsy sa nachadza 95 % PC bodov jednej skupiny merani).
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Obrazok 14: PCA Cupriavidius necator HI16 a jeho mutanta ziskand z nameranych spektier na

Ramanovom spektroskope Renishaw in Via

Analyzovany bol Cupriavidius necator H16 a mutant. Namerané boli datasety samostatne
pre Cupriavidius necator H16, samostatne pre mutanta a nasledne pre zmes Cupriavidius
necator H16 a mutanta. Takto vykonanou analyzou bolo zistené, ze ide jednoznacne rozdelit
Cupriavidius necator H16 od mutanta, vid’. obrdzok ¢.15. Vznik dvoch réznych klastrov bol
vysledkom PCA analyzy vykonanej na samostatnom Cupriavidius necator H16, mutantovi

a zmesi vid’. obrdzok ¢. 16.

4 T T T ' T T T T

T

H16
mutant

o . J;:.'E: -

PCA komponent 2
Vysvetlena odchylka udajov 4,67 %
3

3 Il 1 ! 1 1 ! 1

0 2 4 6 8 10 12 14
PCA komponent 1

Vysvetlena odchylka udajov 87,55 %

18

Obrazok 15:Vysledok PCA analyzy spektier ziskanych z Ramanovskej triedicky pre bakteridlne kmene

Cupriavidius necator H16 a mutanta
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Obrazok 16:Vysledok PCA analyzy spektier ziskanych z Ramanovskej triedicky pre samostatné
bakterialne kmene Cupriavidius necator H16, mutanta a pre ich zmes.

Bola vykonana analyza zo zachytenych baktérii Cupriavidius necator H16, mutanta a zmest,
jej vysledok je na obrdzku ¢.16. Z predlozenych vysledkov mozeme jednoznacne konstatovat,
ze aj zmes buniek by bola pomocou PCA rozliSiteI'na. K rozliseniu pomocou PCA je nutna
pomerne velkd skupina spektier z ur€enych baktérii Cupriavidius necator H16 a mutanta.
V porovnani s PCA metdédou je triedenie na zaklade parametru v spektrach vyrazne
jednoduchsia ako na Cas, tak na objem vzorky (pocet buniek).
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5 ZAVER

V prve] Casti  experimentadlnej prace bolo kultivovanych sedem kmetov baktérii.
Spektrofotometricky bola stanovena ich opticka hustota. Kvantitativna informacia o obsahu
polyhydroxyalkanoatov v jednotlivych kmenoch bola stanovend pomocou plynovej
chromatografie, kde bol stanoveny presny percentualny obsah PHA v bunkéch a zastipenie
3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu. Kmefiom obsahujucim najvyssie percento PHA bol
Chelatococcus shambunathi, ktory mal 53 +£3 % PHA v biomase. Kmenmi produkujucimi
3-hydroxyvalerat boli Aneurinibacillus sp. H1, Chelatococcus composti, Bacillus shackbetorii
M7 a izolat 34. Mnozstvo 3-hydroxyvaleratu oproti 3-hydroxybutyratu malo vel'mi nizke
hodnoty, ked’ze jeho maximéalny obsah bol do 4 % z celkového obsahu PHA vyprodukovaného
danym kmefiom.

Kvalitativna analyza jednotlivych kmetiov bola vykonavana na zaklade Ramanovych
spektier, d’alej boli identifikované Ramanovské piky po odstraneni fluorescencného pozadia,
vyhladeni spektier, spriemerovani vSetkych merani aich normalizéacii na intenzitu vibracie
fenylalaninu, prislusnému dychaniu fenylového kruhu na 1006 cm™ Najvicsi rozdiel
v produkci PHB sme zaznamenali medzi dvomi kmefimi a to Paenibacillus sp BZ a
Chelatococcus shambunathi, ako demonstracia najvacsej zmeny v Ramanovom spektre odozvy
PHB v pozicii Ramanovskej signatury 1 736 cm™ a ich spektra boli identifikované.

Najvy$§siu produkciu PHA v oboch metddach dosiahol Chelatococcus shambunathi. Plynova
chromatografia preukézala, ze obsahoval 53 + 3 % PHA v biomase a rovnako mal najvyssiu
odozvu PHB v Ramanovom spektre v pozicii Ramanovskej signatary 1736 cm™. Najniz$iu
produkciu 0,1 + 0 % PHA v biomase dosiahol 7ermobacillus composti, avsak najnizsiu odozvu
PHB v pozicii Ramanovskej signatary 1 736 cm™ mal Paenibacillus sp BZ.

Ked'ze Ramanova spektroskopia poskytuje informacie o vnutornej Struktire latok, v spektre
bola pozorovatelna aj miera krystality PHA v bakterialnych bunkach. Krystalizacia bola
pozorovana pri vSetkych vybranych kmerioch a prejavila sa v intenzite Ramanovskych pikov
v okoli 840 cm™.

Cielom druhej casti experimentalnej cinnosti bakalarskej prace bolo triedenie
mikroorganizmov s réznymi vlastnostami na Ramanovej pinzete, na zdklade zmien v spektre.
Na Ramanovskom mikrospektrometri (Renishaw inVia) bolo vybranych niekolko
Ramanovskych signatur vhodnych ako triedacich parameterov a to piky: 841 cm™, 1061 cm™,
1458 cmtal 736 cm™.

Po kultivacii buniek bola rovnako ako v prvej Casti stanovend opticka hustota kultar
a vykonana kvantitativna analyza pomocou plynovej chromatografie, ktora potvrdzuje, ze
Cupriavidius necator H16 je producentom PHA, ked’ze obsahoval 53 + 14 % PHA na biomasu.
Naopak jeho mutant obsahoval len 0,3 +£0,1 %. Kvalitativna analyza arovnako pripravné
meranie pre zvolenie vhodného triediaceho parametra pre nasledovné meranie bolo vykonané
pomocou Ramanovského mikrospektrometru Renishaw inVia. Nasledne sa ukazalo, ze
vhodnym triediacim parametrom je Ramanovska signatira na pozicii 841 cm™ pre svoju
intenzitu a jednoznacnu poziciu v spektre.

Priemerna intenztita tohto markeru bola 9,7 + 0,7 a.u., kde tento vysledok bol urCeny z 59
merani. Tento triediaci parameter bol vybrany na zaklade intenzity Ramanovskej signatary
a l'ahkej oddelitel'nosti od inych Ramanovskych signatar. Vysledky merania z Ramanovskej
triedicky zo zmesi kultur Cupriavidius necator H16 a mutanta v dostatocne rozriedenom
vodnom prostredi jednoznacne ukazalo, ze je mozné rozdelit producentov od neproducentov
PHA na zaklade tohto parametra a toto bolo aj overené pomocou PCA analyzy. Na zaklade
vysledkov merania je mozné konstatovat, ze jednotlivé bunky sa daju triedit pomocou
Ramanovskej odozvy. Téato praca ukazuje triedenie zmesy buniek Cupriavidius necator H16
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a jeho mutanta pomocou vybraného parametru v Ramanovskom spektre. Tymto vyberom by
bolo potom mozné vybrat’ generaciu tzv. superproducentov PHB.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

3HB- 3-hydroxybutyrat

3HV- 3-hydroxyvalerat

CCD- (charge-coupled device)- ziarenie citlivé na elektricky naboj
DNA- deoxyribonukleova kyselina

DPSS- Diode-pumped solid-state laser- diddou Cerpany tuholatkovy laser
FWHM- full width at half maximum

GC- FID- Plynova chromatografia s plamefiovo ionizacnym detektorom
HB- monomérna jednotka PHB

IR- infraCervena (oblast)

LB- (Lysogeny Broth)- lyzogenézny vyvar

Icl-PHA -long chain lenght- polyhroxyalkanoaty s dlhym retazcom
LTRS- Laser Treezers Raman Spectroscopy

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

MM - mineralne médium

NA- numericka apertira

NIR- Near Infrared- blizka infracervena oblast’

PCA- analyza hlavnych komponentov

PCA- principal component analysis- analyza hlavnych komponentov
PE- polyetylén

PHA - polyhroxyalkanoat

PHB- polyhydroxybutyrat

PP-polypropylén

RACS- Raman activated cell sorter

RACS- Raman activated cell sorter

RCF- (rolling-circle filter)- spektralny filter s rotujucim kruhom

RCF- rolling circle filter

RNA- ribonukleova kyselina

rRNA- ribozomalna ribonukleova kyselina

scl-PHA - short chain lenght- polyhydroxyalkanoaty s kratkym retazcom
TES- roztok mineralnych prvkov

VIS- visible- viditel'ny
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