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ABSTRAKT 
Táto diplomová práca sa zaoberá využitím metód termickej analýzy pri štúdiu účinkov 
mikrobiálnych inhibítorovĽ kde hlavným cieĐom tejto práce bolo otestovaĢ využiteĐnosĢ 
metódyĽ ktorá sa predovšetkým používa v odlišných oblastiach vedy a výskumu.  Ako 
modelové mikroorganizmy boli zvolené tri bakteriálne kmeneŚ Cupriavidus necator H16, jeho 
mutantný kmeĖ Cupriavidus necator PHB-4 a  Halomonas halophila. Inhibičný účinok kyseliny 
levulovej na rast a mieru metabolickej aktivity bol sledovaný pomocou mikrokalorimetrie. 
Meraním bolo zistenéĽ že baktérie boli schopné adaptovaĢ sa na kyselinu levulovú do určitej 
koncentrácie – Cupriavidus necator do 5 g/l a Halomonas halophila do 2 g/l. Výsledky 
termickej analýzy boli porovnané s konvenčnou metódouĽ ktorá sa bežne používa 
na sledovanie rastu mikroorganizmov. 

ABSTRACT 
This diploma thesis deals with the use of thermal analysis in the study on effects of microbial 
inhibitors. The main aim of this work was to determine the utilization of the method, which 
is mainly used in different fields of science and research. Three bacterial strains: Cupriavidus 
necator H16, its mutant strain Cupriavidus necator PHB-4 and Halomonas halophila, were 
used as model microorganisms. The inhibitory effect of levulinic acid on growth and 
metabolic activity was monitored by microcalorimetry. It was found that bacteria were able 
to adapt to levulinic acid to a certain concentration - Cupriavidus necator to 5 g/l and 
Halomonas halophila to 2 g/l. The thermal analysis results were compared to a conventional 
method, which is commonly used to study the growth of microorganisms. 

KďÚČOVÉ SLOVÁ 
Cupriavidus necator, Halomonas halophilaĽ kyselina levulováĽ mikrokalorimetriaĽ inhibícia 

KEYWORDS 
Cupriavidus necator, Halomonas halophila, levulinic acid, microcalorimetry, inhibition 
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1  ÚVOD  

Mikroorganizmy sa vyskytujú  v aeróbnom aj anaeróbnom prostredíĽ v pôdeĽ v sladkých 
aj v slaných vodáchĽ v iných organizmoch a prechodne ich nachádzame aj v ovzdušíĽ 
prostredníctvom ktorého sú schopné šíriĢ sa. Ich výskyt je určený týmĽ že sú jedinou 
skupinou organizmovĽ ktorá je schopná získavaĢ energiu a zdroje uhlíka pre svoj rast 
pomocou fotoautotrofie, fotoorganotrofiou, chemolitotrofiou a chemoorganotrofiou. 
Každá zmena podmienok prostredia vytvára pre mikrobiálne bunky definovaný rozsah 
podmienok, v rámci ktorých je rýchlosĢ rastu pozitívna – dochádza k rastu mikroorganizmov, 
nulová – mikróby prežívajúĽ alebo negatívna – odumieranie mikroorganizmov. Aby 
mikrobiálne bunky mohli existovaĢ buć v rastovej zóne alebo v zóne prežívaniaĽ musia 
sa adaptovaĢ na prevládajúce podmienky. Výsledkom je „komfortná zóna“ charakterizovaná 
buć rastom alebo prežívaním baktériíĽ predstavujúca významnú úroveĖ vnútornej pružnosti 
organizmu a jeho schopnosti adaptovaĢ sa a vzdorovaĢ následkomĽ ktoré boli vyvolané 
zmenami prostredia. 

 V posledných rokoch sa množstvo štúdii zaoberá prokaryotamiĽ ktoré sú schopné 
akumulovaĢ polyhydroxyalkanoáty v podobe intracelulárnych granúl. Polyhydroxyalkanoáty 
(PHA) slúžia predovšetkým ako zásobáreĖ uhlíka a energieĽ avšak prítomnosĢ granúl 
v baktériach pravdepodobne zvyšuje odolnosĢ buniek voči rôznym stresovým faktorom. 
Nedávne výsledky poukazujú na pozitívny účinok PHA pri ochrane baktérii a zohrávajú 
dôležitú úlohu pri stresových reakciáchĽ čím pomáhajú baktériam adaptovaĢ sa a prežívaĢ 
v stresových podmienkach ako sú nízka i vysoká teplotouĽ UV žiarenie, pred osmotickým 
a oxidatívnym stresomĽ atć. Diplomová práca diskutuje o zapojení PHA pri adaptácii baktérii 
na vybraný chemický inhibítor. Úloha PHA pri adaptácii bola porovnaná v rámci troch 
baktericálnych kmeĖochĽ ktoré sa líšia prostredím v ktorom žijú (rôzna salinita prostredia) 
a schopnosĢou akumulovaĢ PHA. 

 Metabolické procesy mikroorganizmov sú spojené s energetickými procesmiĽ ktoré 
zodpovedajú zákonom termodynamiky. Počas ich rastu dochádza k produkcii tepla 
čo umožĖuje zavedenie metód termickej analýzy k štúdiu rastu a miery metabolickej aktivity 
mikroorganizmov. Termická metóda zaznamenávajúca uvoĐnené teplo systému v reálnom 
čase sa nazýva mikrokalorimetriaĽ ktorá patrí medzi fyzikálne-chemické metódy používané 
v biologických vedách kvôli svojej vysokej citlivosti, vysokej presnosti, automatickosti. Vćaka 
nepretržitému zaznamenávaniu tepla poskytuje kvantitatívne o celkovom vyprodukovanom 
tepleĽ rýchlosti rastu a rastovú krivku mikroorganizmov zo závislosti výkonu na čase. 

 CieĐom práce bolo otestovaĢ a zhodnotiĢ využiteĐnosĢ mikrokalorimetrie pri štúdiu 
mikrobiálnych inhibítorov. Mikrokalorimetria sa na Fakulte chemickej VUT Brno primárne 
nepoužíva k štúdiu mikrobiálneho rastuĽ avšak naša práca poskytla zaujímavé výsledky 
a nový pohĐad na využitie tejto metódy v biologickom smere.  Výsledky mikrokalorimetrie 
udávajú celkové metabolické teploĽ ktoré však môže súvisieĢ s rastom alebo ćalšou 
metabolickou aktivitou. Kvôli tomu je potrebné získané výsledky porovnaĢ s bežnými 
metódamiĽ ktoré sa bežne používajú pri štúdiu mikroorganizmov. Doplnkovou metódou pre 
správnu interpretáciu výsledkov bolo fotometrické stanovenie optickej hustoty.  
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2 TEORETICKÁ ČASġ 

2.1 Mikroorganizmy 

Mikoorganizmy sú nedeliteĐnou súčasĢou nášho sveta a patria medzi najjednoduchšie formy 
živej hmoty. Tvoria samostatnú ríšu organizmovĽ charakterizovanou vlastným metabolizmom 
(látkovou výmenou)Ľ ktorý zahĚĖa súbor chemických reakcií prebiehajúcich v bunkách [1]. 
Za mikroorganizmy považujeme jednobunkové alebo viacbunkové organizmyĽ ktoré nie 
sú schopné tvoriĢ funkčne diferenciované tkanivá alebo pletivá [2]. Spoločným znakom 
mikroorganizmov sú veĐmi malé rozmery ich tielĽ napr. veĐkosĢ vírusov je od 0,01 do 0,25 µm, 
baktérií 0Ľ1 až 10 µm, prvoky 2 až 1000 µm. Ich názov je tak odvodený práve z ich malých 
rozmerov (mikros po grécky znamený malý). Druhým spoločným znakom je ich rýchla 
adaptácia na najrôznejšie živinyĽ fyzikálne alebo chemické podmienky [3]. Vplyvom 
meniacich sa podmienok prostredia a schopnosti orientovaĢ sa v prostredíĽ mikroorganizmy 
svoj metabolizmus regulujú podĐa aktuálnej situácie a na zmenu prostredia reagujú tzv. 
adaptáciou a genetickými mechanizmami a získavajú nové dedičné vlastnostiĽ ktoré im 
umožĖujú prežiĢ vo vonkajšom prostredí. Takto získané nové dedičné vlastnosti môžeme 
vidieĢ napr. pri liečbe ochorení pomocou antibiotikĽ na ktoré sa mikroorganizmy prispôsobili 
prostredníctvom genetickej zmeny a stali sa tak rezistentnými [1]. 

2.1.1 Rozdelenie mikroorganizmov 

Oragnizmy sú klasifikované podĐa systému troch domén – archea, baktérie, eukaryota. 
Klasifikácia vychádza z rozdielov v štruktúre ribozomálnej RNA. Konkrétne na základe 
rozdielov v ich 16S rRNA génoch [4]. Pri porovnávaní sekvencií ribozómovej RNA bázy bolo 
zistenéĽ že organizmy patriace do domény eukaryota sú viac podobné doméne archaea ako 
doméne baktérií. Z týchto výsledkov tak usúdiliĽ že archaea a eukaryota patria do rovnakej 
línie [5]. Archea sú na štruktúrnej úrovni rovnaké baktériam a ich štruktúru tvorí prokaryotická 
bunkaĽ pričom prokaryotické a eukaryotické mikroorganizmy sa líšia v stavbe a zložení bunky 
a to konkrétneŚ 

 prokaryotické bunky sú menšieĽ ich rozmery sú od 0Ľ1 do 10 µmĽ majú jednoduchšie 
štruktúru [6]. VeĐkosĢ eukaryotických buniek je v rozmedzí 10 až 100 µm. 

 Jadro prokaryotickej bunky je zložené len z DNAĽ ktorá predstavuje rovno chromozón 
prokaryotickej bunky. Prokaryota nemajú jadro oddelené od cytoplazmy 
cytoplazmatickou membránou [7]. V bunke sa nenachádza ćalší endomembránový 
systémĽ ktorý by oddeĐoval bunkové organely. Jediným membránovým útvarom 
u baktérií je plazmatická membrána. 

 Ribozómy prokaryotických buniek sú voĐne rozptýlené po celej cytoplazme. 
V eukaryotických bunkách sú ribozómy buć voĐné alebo sú lokalizované 
na endoplazmatickom retikule [8].  

 Po fyziologickej stránke sú mikroorganizmy veĐmi rozmanité. Jednotlivé skupiny 
mikroorganizmov sa vzájomne líšia svojimi nárokmi na výživu (autotrofnéĽ heterotrofné)Ľ 
na kyslík (aerobnéĽ anaerobnéĽ mikroaerofilnéĽ fakultatívne anaerobné)Ľ a na spôsob 
získavania potrebnej energie (fototrofnéĽ chemotrofné) [9]. 
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2.1.2 Rastová krivka mikroorganizmov 

Rast mikroorganizmov je ovplyvnený podmienkami prostrediaĽ v ktorom sa mikróby 
nachádzajú. Počas rastu dochádza k zväčovaniu bunky a to vćaka príjmu energiu a živiny 
z okolia. Zväčšovanie rozmerov bunky zahĚĖa biosyntetické procesyĽ ktorých výsledkom 
je tvorba bunkových zložiekĽ predovšetkým ribozómovĽ bielkovín a nukleových kyselín [8]. 
Bunka však nemôže rasĢ donekonečna. Bakteriálna bunka sa potom rozdelí na dve 
samostatné bunkyĽ ktoré sú schopné ćalej rásĢ. Pri optimálnych podmienkách by z jednej 
bunky v priebehu 48 hodín vzniklo β144 čo je priblížne βĽ5∙1043 buniek. DostupnosĢ živín 
sa v prostredí rýchlo vyčerpáva a metabolity sa nahromadia v takej koncentráciíĽ ktorá bráni 
mikroorganizmom pri ćalšom raste. Kećže mikroorganizmy už nemôžu ćalej rásĢĽ 
je potrebné ich presunúĢ do prostredia s optimálnymi kultiváčnymi podmienkami. 
Na Obr. 1 vidíme graficky znázornený nárast počtu živých buniek pomocou rastovej krivky, 
kde na ose x je vynesený čas v príslušnej jednotke a na ose y logaritmus počtu živých 
buniek v 1 ml [3]. 

 

Obr. 1: Rastová krivka, kde na ose x je čas a na ose y je logaritmus počtu živých buniek v 1 ml, 
1 - lag fázaĽ β - fáza zrýchleného rastuĽ γ - exponenciálna fázaĽ 4 - fáza spomaleného rastuĽ 
5 - stacionárna fáza, 6 - fáza odumierania [3] 

  V  lag fáze nedochádza k rozmnožovaniu buniekĽ počet buniek sa znižuje odumieraním 
buniek vývojovo starších a menej životaschopných. Preživajúce baktérie sa prispôsobujú 
novým podmienkamĽ aktivujú potrebné enzýmy a zväčšujú svoj objem syntézou bunkových 
zložiek [8]. DĎžka lag fázy závisí od druhu mikroorganizmuĽ fyziologického stavu buniekĽ 
veĐkosti inokula a na zložení nového kultivačného média [3]. V súvislosti s lag fázou 
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je potrebné spomenúĢ ešte jav zvaný diauxia, s ktorým sa stretávame v súvislosti s indukciou 
enzýmov. V prípadeĽ že bakteriálna kultúra rastie v prostredí s dvoma zdrojmi uhlíkaĽ rast 
prebieha cez dve lag fázy a dve fázy exponenciálneho rastuĽ ktoré sú od lag fázy oddelené 
prechodnou fázou. Diauxia je spôsobená katabolickou represiou syntézy indukovaných 
enzýmov a ich postupnou indukciou [10]. Ćalej nasleduje fáza zrýchleného rastu, v ktorej 
sú bunky prispôsobené novému prostrediu. Bunky sa začínajú množiĢ s narastajúcou 
rýchlosĢou delenia a intenzita ich metabolizmu sa rýchlo zvyšuje. Vysoká fyziologická aktivita 
bunky je sprevádzaná zvýšenou citlivosĢou k nepriaznivým faktorom prostredia [8]. 

 V exponenciálnej fáze dochádza k intenzívnemu množeniu buniek a ich počet narastá 
geometrickou radou. Intenzívne delenie je sprevádzané aktívnym metabolizmom buniekĽ 
rýchlym využívaním substrátu a tvorbou metabolických produktov. Úbytok odumierajúcich 
buniek je v pomere k prírastku nových jedincov minimálny [8]. Číselná hodnota špecifickej 
rýchlosti rastu závisí od genetických faktorov a od podmienok prostredia (koncentrácia 
a zloženie živínĽ teplotaĽ pHĽ iontová sila a pod) [10]. Predpokladá saĽ že tvar krivky odráža 
rýchlosĢ príjmu živín mikrobiálnymi transportnými proteínmi. Pri dostatočne vysokých 
hladinách živín sú transportné systémy nasýtené a rýchlosĢ rastu sa s rastúcou 
koncentráciou živín ćalej nezvyšuje. Populácia je najviac homogénna z hĐadiska chemických 
a fyziologických vlastností počas tejto fázy [7]. Po exponenciálnej fáze rastu pokračuje krátka 
prechodná fáza spomaleného rastu, pri ktorej dochádza k spomaleniu množenia 
i metabolizmu. RýchlosĢ delenia sa znižujeĽ pretože dochádza k nárastu odumierajúcich 
buniek. Bunky odumierajú na základe vyčerpania dostupných živín v prostredí a kvôli 
hromadeniu metabolických produktov toxickej povahy [8]. 

 V stacionárnej fáze pretrvávajú nepriaznivé podmienky vćaka čomu sa počet 
odumierajúcich buniek môže vyrovnaĢ prírastku nových buniek alebo sa populácia prestane 
deliĢĽ ale zostáva metabolicky aktívna [7]. Posledným úsekom je fáza postupného 
odumierania buniek, v ktorej narastá úbytok buniek nad ich prírastkom. RýchlosĢ delenia 
tu klesá pod nulovú hodnotu a dosahuje tak záporné hodnoty. Táto fáza je výsledkom stále 
sa zhoršujúceho prostrediaĽ v ktorom koncentrácia živín je pod kritickou hodnotou čo má 
za následok zniženie aktivity metabolizmuĽ postupné vyčerpanie rezervných látok a konečné 
hromadenie odumierajúcich buniek [8]. 

2.1.3 Vplyv vonkajších faktorov na rast mikroorganizmov 

Rast mikroorganizmov závisí na podmienkach vonkajšieho prostrediaĽ v ktorom okrem 
dostatočného množstva živín pre syntézu bunkovej hmotyĽ množstva zdrojov využiteĐnej 
energie musia byĢ aj vhodné fyzikálneĽ chemické a biologické podmienky [3]. Nevhodné 
fyzikálneĽ chemické a biologické podmienky predstavujú pre mikroorganizmy stresĽ ktorý 
do istej miery negatívne ovplyvĖuje ich rast. Ako veĐmi citlivé sú mikroorganizmy na daný 
stresť Prirodzená rezistencia zahĚĖa evolučný výber rastovej formyĽ ktorá umožĖuje 
mikróbom tolerovaĢ stres bez nutnosti indukovaĢ špecifické mechanizmy počas pôsobenia 
stresu [8]. Adaptívne mechanizmy zahĚĖajú metabolický program známy ako reakcia 
na stres. Biologický účel reakcie na stres je ochrana bunkových organel pred potenciálne 
nebezpečnými faktormi. Stresová odpoveć sa prejavuje ako zmena metabolickej aktivity 
buniekĽ ktoré sú dôsledkom potláčania syntézy väčšiny proteínov vytvorených v bunke 
za normálnych fyziologických podmienokĽ a vyvolaniu syntézy špecifických skupín proteínovĽ 
ktoré umožĖujú bunke fungovaĢ v nových podmienkach. Biochemické zmeny 
sú sprevádzané fyziologickými zmenamiĽ napr. dočasným spomalením alebo zastavením 
cyklu deleniaĽ morfologickými zmenami v bunke alebo vzniku rezistencie voči rovnakému 
či inému stresovému faktoru [11]. 
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Všetky mikroorganizmy majú spoločnú formu adaptácie na proces hladovania. 
Mikroorganizmy vtedy generujú bunkyĽ ktoré sú schopné fungovaĢ v stacionárnej fáze rastu. 
Tento typ buniek vzniká v dôsledku zmeny metabolizmuĽ sprostredkovaného mechanizmami 
všeobecnej stresovej odpovedeĽ odpovećou na teplotný šok atć. Baktérie v stacionárnej fáze 
sú charakterizované množstvom adaptačných mechanizmovĽ ktoré im umožĖujú využívaĢ 
šetrne dostupné zdroje energie a uhlíka. Najčastejšie k tomu dochádza prostredníctvom 
obmedzenia výdavkov na energiu pre rast a reprodukciuĽ znížením miery metabolizmu 
a aktiváciou autolýznych procesovĽ ktoré zabezpečujú zásobovanie nových živných 
substrátov. Bunkové štruktúryĽ ako je bunková stenaĽ nukleoid a ribozómy sa menia takĽ aby 
sa zvýšila ich stabilita. Výsledkom týchto zmien sú bunky odolné nielen na podmienky 
hladovania, ktoré sú charakteristické pre tútu fázu rastuĽ ale aj pre ćalšie škodlivé fyzikálne 
vplyvy a chemické látky [12]. 

 SchopnosĢ baktérií prispôsobiĢ sa podmienkam je však daná určitou limitnou hranicou 
(bodom) a po jej prekročení dochádza k zastaveniu rastu alebo k usmrteniu bunky. Účinok 
vonkajších faktorov má zákonitý charakter a prejavuje sa charakteristickými bodmi 
minimálnehoĽ optimálneho a maximálneho pôsobenie. VzhĐadom na životné prejavy baktérii 
môžeme minimálny účinok pôsobenia vonkajšieho faktoru vztiahnúĢ na začiatok procesov 
metabolizmu. Najväčšej metabolickej aktiviteĽ kedy je rýchlosĢ rastu maximálna odpovedá 
optimum a pri maximálnom účinku vonkajších faktorov sa životné procesy baktérie zastavujú 
a bunky odumierajú [3]. Vplyv vonkajších faktorov prostredia na baktérie môže byĢ pozitívny 
tak i negatívny. Priaznivo pôsobiace faktory sa používajú pri urýchlení rastu alebo keć 
chceme zvýšiĢ metabolickú aktivitu. Faktory s nepriaznivým účinkomĽ tj. antibakteriálnym 
účinkom majú veĐké uplatnenie pri podmienkách kedy prítomnosĢ baktérii nie je žiadúca 
dokonca je až škodlivá [8]. 

 Metabolickú aktivitu mikroorganizmov môžeme rozdeliĢ do dvoch kategórií metabolických 
reakciíŚ 

1. degradačné metabolické dráhy spojené s uvoĐnovaním energie alebo katabolizmus; 
2. biosyntetické dráhy spojené so spotrebou energie alebo anabolizmus. 

 Rast je tak výsledkom spojenia medzi procesmi katabolizmu a anabolizmuĽ pričom časĢ 
energie pochádzajúcej z degradácie látok a zároveĖ časĢ degradačných produktov 
sa využívajú pre procesy biosyntézy [10]. 

2.1.4 Enzýmy 

Enzýmy majú významnú úlohu ako katalyzátory pri chemických reakciach v metabolizme 
mikroorganizmov. Všetky enzýmy sú syntetizované v bunke, ale len časĢ z nich (napr. 
Į-amylázaĽ hexokinázaĽ atć.) sa v bunke uplatĖuje. Zvyšná časĢ sa vylučuje do okolitého 
prostrediaĽ kde sa prejaví ich účinok [13].  Enzýmy ako špecifické katalyzátory rekacie nie len 
umožĖujúĽ ale súčasne usmerĖujú a dovoĐujú riadiĢ rýchlosĢ reakcií. Vnútrobunkové enzýmy 
sú natoĐko špecifickéĽ že katalyzujú premenu jednej určitej látkyĽ označovanej ako substrátĽ 
na výslednú zlúčeninu nazývanú produkt [6]. Substrát sa na povrch molekuly enzýmu viaže 
na aktívne miesto a tvorba komplexu enzým-substrát sa realizuje pomocou stechiometrickej 
väzby molekuly substrátu na aktívne miesto enzýmu [2]. PrítomnosĢ aminokyselín v aktívnom 
miesteĽ ktoré viažu funkčné skupiny v substráteĽ zabezpečuje adekvátnu polohu substrátu 
a tvorbu prechodného medziproduktu [14]. Pri viacerých enzýmoch samotné aktívne miesto 
nestačí na špecifickú väzbu substrátu a jeho aktiváciu. V takýchto prípadoch sa substrát 
viaže aj prostredníctvom koenzýmuĽ ktorý je primárne súčastou katalytického miesta [13]. 
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Okrem aktívneho miesta môže enzým obsahovaĢ ćalšie oblasti - miesta, kam sa viažu látkyĽ 
ktoré fungujú ako modifikátoryĽ tzv. efektory katalytickej funkcie enzýmu. Efektory sú napr. 
ionty kovov (Ca2+, Mg2+, Co2+, Pb, Hg, Cd,)Ľ ktoré sa podieĐajú na stabilizácii štruktúry 
niektorých enzýmov alebo na zmene štruktúry podmieĖujúcu alebo uĐahčujúcu aktivitu 
enzýmu [15]. Aktivita oligomerných enzýmov nachadzajúcich sa na kĐúčových miestach 
metabolických dráh je regulovaná alosterickými efektormiĽ teda látkamiĽ ktoré sú schopné 
vyvovalaĢ jemné konformačné zmenyĽ ktoré sa šíria molekulou enzýmu a tým regulujú jeho 
aktivitu. Miesta pôsobenia týchto efektorov sú označované ako alosterické centra [16]. 
Príkladom regulácie aktivity oligomérnych enzýmov je c-AMP-dependentná proteínkinázaĽ 
ktorá je dôležitým regulačným enzýmom podieĐajúcim sa na fosforylácii serínových 
a treonínových zvyškov. Tento enzým pozostáva zo štyroch podjednotiek; dve z nich 
sú katalytické a dve regulačné. Cyklický AMP (c-AMP) je alosterický aktivátor tohto enzýmu. 
Katalytická podjednotka viazaná na regulačnú podjednotku je neaktívna a väzba dvoch 
c-AMP molekúl na alosterické miesta každej regulačnej podjednotky indukuje ich 
konformačnú zmenuĽ ktorá vedie k disociácii tetramérneho komplexu a k aktivácii 
katalytických podjednotiek. Zníženie koncentrácie c-AMP vedie k jej disociácii 
z alosterického miesta a k asociácii regulačných a katalytických podjednotiek s následnou 
inaktiváciou katalytických podjednotiek [17]. Na obrázku β môžeme vidieĢ všeobecnú 
schému interakcie alosterického efektoru s enzýmomĽ kde vo vrchnej časti je znázornený 
enzýmĽ ktorý má väzbové miesto pre alosterický aktivátor i inhibítor. V konformácii A  enzým 
pevne viaže inhibítor a neviaže aktivátor a substrát, pretože má nízku afinitu voči aktivátoru 
a substrátu. V konformácii B pevne viaže substrát a môže tak katalyzovaĢ jeho premenu 
na produkt. V tejto konforámcii enzým pevne viaže aj aktivátorĽ ktorého väzba uĐahčuje vznik 
tejto konformácie. V dolnej časti obrázku je znázornená alosterická inhibícia a aktivácia 
dimérových enzýmov (skladajú sa z dvoch monomérov) [13].  

 

Obr. 2: Schéma interakcie alosterického efektoru s enzýmom; vrchná časĢ – enzým má väzbové 
miesto pre alosterický aktivátor a inhibítor. Konformácia A viaže pevne inhibítorĽ ale má malú afinitu 
pre aktivátor a substrát (S). Konformácie B pevne viaže substrát aj aktivátor B; spodná časĢ – 
alosterická inhibícia a aktivácia dimérových enzýmov [13]. 



13 
 

Efektory môžu aktivitu enzýmov buć zvyšovaĢ alebo znižovaĢ. Zvyšovanie aktivity spôsobujú 
pozitívne efektoryĽ tiež známe ako aktivátory enzýmovej aktivity. V kapitole 2.1.5 sú bližšie 
charakterizované negatívne efektoryĽ tzv. inhibítoryĽ ktoré enzýmovú aktivitu naopak znižujú. 
Efektory ćalej delíme na prirodzené (fyziologickéĽ endogénne) a neprirodzené (exogénne). 
Medzi prirodzené efektory patria zložky buniek (metabolityĽ koenzýmy), ktoré sú dôležité pri 
regulácii bunkového metabolizmu. Medzi neprirodzené efektory patria modelové látky 
a mnohé liečivá [16]. 

2.1.5 Inhibítory 

Inhibítory majú veĐmi dôležité miesto v chápaní enzýmovej kinetiky a ich používanie zohralo 
významnu úlohu v histórií dynamickej biochémie. Kineticky môžeme inhibítory 
charakterizovaĢ ako látkyĽ ktoré spomaĐujú priebeh enzýmovej reakcie [18]. Reagujú 
s niektorou dôležitou zložkou proteínovej skupiny (napr. HCN s mećou alebo železom 
v prostetickej skupine oxidáz)Ľ alebo s reaktívnymi skupinami proteínovej časti enzýmu 
(napr. formaldehyd sa viaže na voĐné aminokyseliny a tým mení priestorovú štruktúru 
apoenzýmu) [13]. 

 Po chemickej stránke sú inhibítory ionty (Hg+, Fe2+, Cu+, Pb2+), organické látky  
(N-etylmaleimid, diizopropylfosfofluoridátĽ oligomycín)Ľ nízkomolekulové látky alebo 
vysokomolekulové látky (peptidyĽ proteínĽ atć). Inhibítory môžu vyvolaĢ zmenu štruktúry 
molekulyĽ následkom čoho enzým stráca schopnosĢ katalytickej účinnosti. Ćalej môžu 
inhibítory konkurovaĢ substrátu v pôsobení na aktívne miesto a znižujú tak rýchlosĢ premeny 
alebo neinaktivujú voĐný enzýmĽ ktorý je spolu so substrátom komplexom. Inhibícia 
enzýmovej aktivity je jedným z hlavných regulačných prostriedkov živej bunky. Okrem toho 
má aj praktický významĽ kde použitie inhibítorov je jednou z najdôležitejších diagnostických 
metód enzymológie. Poskytuje nám dôležité údaje o špecifite enzýmuĽ stavbe aktívneho 
miesto a mechanizme účinkuĽ ale zohráva významnú úlohu aj pri identifikácii intermediátov 
rôznych metabolických ciest. Inhibítory zároveĖ umožĖujú zasahovaĢ do látkovej premeny 
ogranizmu a vćaka tomu nachádzajú široké uplatnenie napríklad v medicíne a hygiene v boji 
proti infekciám (sulfonamidy)Ľ pri transplantáciach (imunosupresíva tlmiace imunitný systém)Ľ 
v záhradníctve (herbicídy) [16]. 

2.1.5.1 Rozdelenie inhibítorov 

Ako už bolo zmienené v predchadzajúcej kapitoleĽ inhibítorov je cela škála a často ich 
rozdeĐujeme poćĐa špecifity účinku na špecifické a nešpecifické. Špecifické pôsobia len 
na jeden enzým a medzi ne patria jedy a liekyĽ ktoré spôsobujú inhibíciu enzýmov 
v baktériachĽ vírusoch alebo rakovinových bunkách. Nešpecifické vyvolávajú inaktiváciu 
viacerých rôznych enzýmov a pôsobí tak väčšina denaturačných činidiel (teplotaĽ kyseliny 
a zásadyĽ alkoholyĽ Ģažké kovyĽ redukčné činidlá)Ľ ktoré denaturujú proteínovú časĢ enzýmu 
a táto inhibícia je nezvratná [19]. 

 Inhibícia môže byĢ vratnáĽ kedy je možné inhibítor odstrániĢ napr. dialýzou kedy sa aktivita 
enzýmu obnoví. Pri vratnej inhibícii je inhibítor väčšinou viazaný na enzým pomocou 
nekovaletnej väzby [13]. Druhou možnosĢou je nevratnáĽ kedy aktivitu enzýmu 
už neobnovíme nijakým zásahom. Nevratný inhibítor sa veĐmi pomaly disociuje od svojho 
cieĐového enzýmuĽ pretože sa pevne viaže na enzým kovalentnou alebo silnou 
nekovalentnou väzbou. Medzi ireverzibilné inhibítory patria niektoré dôležité liekyĽ ako napr. 
penicilínĽ ktorý pôsobí kovalentnou modifikáciou enzýmovej transpeptidázyĽ čím zabraĖuje 
syntéze bakteriálnej bunkovej stene a dochádza tak k odumieraniu baktérie [20]. PodĐa 
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kinetickej charakteristiky a pri vratnej inhibícii aj podĐa miesta na povrchu molekuly enzýmuĽ 
na ktoré sa viaže inhibítorĽ rozoznávame kompetitívne, nekompetitívne, akompetitívne 
a alosterické inhibítory [13]. 

 kompetitívne (súĢaživé) inhibítoryĽ ktorých štruktúra je veĐmi podobná štruktúre 
substrátuĽ takže enzým nie je schopný ich rozoznaĢ a vytvorí sa tak inaktívny komplex 
s inhibítoromĽ ktorý sa nepremení na produktĽ namiesto komplexu so substrátom. 
Tvorba komplexu s inhibítorom je vratná a účinok inihibítoru môžeme odstániĢ 
dostatočne veĐkou koncentráciou substrátu [16]. Príkladom kompetitívneho inhibítora 
je metotrexátĽ ktorý je štruktúrnym analógom tetrahydrofolátuĽ čo je koenzým 
pre enzým dihydrofolátreduktázuĽ ktorý zohráva úlohu pri biosyntéze purínov 
a pyrimidínov. Metotrexát sa viaže na dihydrofolátreduktázu 1000-násobne pevnejšie 
ako prirodzený substrát a inhibuje tak syntézu nukleotidovej bázy [20]. 

 nekompetitívne inhibítory neovplyvĖujú väzbu substrátu na enzýmĽ ale znižujú 
rýchlosĢ jeho premeny na produkt. Účinok je potom nezávislý na koncentrácií 
substrátu a nie je teda možné odstrániĢ inhibítor zvýšením koncetrácie substrátu. 
Inhibítor sa viaže mimo aktívne miestoĽ čím ovplyvĖuje afinitu k substrátuĽ alebo 
ireverzibilne inaktivuje priamo aktívne miesto [13]. Príkladom nekompetitívnych 
inhibítorov sú koagulačné kaskádové serínové proteázy. Protrombinázový komplexĽ 
ktorý štiepi a aktivuje protrombínĽ pozostáva z faktora Va a faktora Xa serínovej 
proteázyĽ sa nachádza napovrchu aktivovaných krvných doštičiek. Para-
aminobenzamidínĽ ktorý sa viaže v S1 kapse serínových proteázĽ je nekompetitívnym 
inhibítorom protrombínového štiepenia protrombinázou [21].  

 akompetitívne inhibítory sa viažu na komplex ES (enzým-substrát)Ľ neinterferuje 
s väzbou substrátu do aktívneho miestaĽ ale zabraĖuje disociácii komplexného 
enzýmového substrátu a zabráĖuje tak jeho premene na produkt [16]. 

 alosterické sa uplatĖujú pri oligomerných enzýmoch (zložené z niekoĐkých 
podjednotiek). Väzba inhibítora na alosterické miestoĽ ktoré nie je totožné s aktívnym 
miestom. Väzbou alosterického inhibítoru vznikajú konformačné zmeny v povrchu 
štruktúry molekuly enzýmu a enzým už nie je schopný viazaĢ substrát alebo 
ho aktivovaĢ [13]. 

2.1.5.2 Kyselina levulová 

Kyselina levulováĽ ktorej štruktúrny vzorec je zobrazený na Obr. 3Ľ je päĢ uhlikatá zlúčeninaĽ 
ktorá patrí medzi kĐúčové chemikálie v priemyselnom odvetí. Kyselina levulová patrí medzi 
mastné kyseliny s krátkym reĢazcom a molekulový vzorcom C5H8O3. Kyseliny má vo svojej 
štruktúre ketónovú karbonylovú skupinu a kyslú karboxylovú skupinuĽ ktoré jej tak umožĖujú 
reagovaĢ s rôznymi funkčnými skupinami za vzniku širokého spektra derivátov. Vćaka tomu 
je kyselina levulová považovaná za vysoko variabilnú chemikáliu [22]. Kyselina levulová je 
dôležitým biologickým stavebným prvkom pre kyselinu valérovúĽ metyltetrahydrofuránĽ alkyl 
levulinátĽ kyselinu difenolovúĽ kyselinu į-amino levulovú a kyselinu jantárovú [23]. Jej využitie 
je pri výrobe rôznych molekul z obnoviteĐných surovín. Konkrétne v oblasti chirálnych činidielĽ 
biologicky aktívnych materiálovĽ polyhydroxyalkanoátovĽ polymérovĽ iniciátorov polymerácieĽ 
mazívĽ adsorbentovĽ tlačiarenských fariebĽ fotografiíĽ drug delivery systémov alebo v oblasti 
inihibítorov [24]. Používa sa pri príprave sklenenej syntetickej živice ako zložky hydraulických 
brzdových kvapalín a pri výrobe nylonu a gumy. Sodná soĐ kyseliny bola navrhnutá ako 
náhrada etylénglykolu v nemrznúcej zmesi [25]. Kyselina levulová je potenciálnym 
prekurzorom paliva dostupným z pentózových aj hexózových cukrov. Hexózové cukry sú 
dehydratované kyslou katalýzou na hydroxymetylfurfural (HMF)Ľ ktorý je ćalej konvertovaný 
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rehydratáciou na LA  a jednému ekvivalentu kyseliny mravčej. Konverzia glukózy na HMF 
však nie je Đahká, preto prebieha najprv izomerizácia glukózy na fruktózu napríklad 
Lewisovými kyselinamiĽ enzýmami alebo bázami. Pentózové cukry sa Đahko konvertujú 
na furfural kyslou katalýzou a je ćalej hydrogenovaný na furfurylalkoholĽ z ktorého kyslou 
katalýzou dostaneme LA [26]. 

 

Obr. 3: Štruktúrny vzorec kyseliny levulovej [22] 

 Kyselina levulová ako organická kyselina je v určitej koncentrácii toxická pre 
mikroorganizmy. Bolo však zistenéĽ že niektoré mikróby sú schopné nízke koncentrácie LA 
metabolizovaĢ a využiĢ ju pre akumuláciu polyhydroxyalkanoátov. Napríklad u baktérii 
Cupriavidus necator kyselina levulová indukuje biosyntézu terpolymeru poly(γ-
hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerát-co-4-hydroxyvalerát). Kyselina je metabolizovaná cez 
acetyl-CoA a propionyl-CoA thioesterázovou dráhouĽ tak ako všetko organické kyseliny 
s krátkym reĢazcom [27].   

2.2 Polyhydroxyalkanoáty 

Polyhydroxyalkanoáty (PHA) sú biologicky odbúrateĐné polyestery produkované na širokej 
škále mikroorganizmov ako zdroj uhlíka a energie. PHA pôsobí ako ideálna skladovacia 
zlúčenina kvôli jej nerozpustnosti vo vnútri bakteriálnej cytoplazmy a pomáha tak baktériam 
prežiĢ počas hladovaniaĽ pretože PHA ako energetický rezervný materiálĽ spomaĐuje 
bunkovú autolýzu a následne jej smrĢ [28]. Okrem toho PHA monoméry vytvorené 
metabolizmom PHA chránia enzýmy a iné biologické molekuly pred škodlivými účinkami 
oxidačného tlakuĽ vysokej teplotyĽ rozptyĐujú UV žiarenieĽ čím poskytuje UV-ochrannú 
funkciu [29, 30]. 

2.2.1 Štruktúra, vlastnosti, syntéza a degradácia polyhydroxyalkanoátov. 

 Baktérie sú schopné syntetizovaĢ polyméry a ukladaĢ ich vo forme nerozpustných sférických 
inklúzii alebo PHA granúl. Štruktúra granúl pozostáva z hydrofobného polyesterového jadraĽ 
ktorého lipofilná povaha zabráĖuje zvyšovaniu osmotického tlaku pri akumulaci. Okolo 
polyesterového jadra se nachádza vrstva funkčných a štruktúrnych proteínovĽ ktoré zahrĖujú 
PHA polymerázuĽ PHA depolymerázauĽ fazíny a regulačné proteiny [31, 32]. Štruktúra PHA 
je tvorená lineárnymi polymérmi γ-hydroxymastných kyselín [33]. V závislosti od počtu 
uhlíkov v monoméroch PHA klasifikujem PHA s krátkym reĢazcom (SCL)Ľ ktorých monomér 
má γ až 5 uhlíkov a PHA s priemernou dĎžkou reĢazca (MCL)Ľ ktorých monomér má 6 až 14 
uhlíkov. Napr. poly(3-hydroxybutyrát) (PHB)Ľ poly(3-hydroxyvalerát) (PHV) a ich kopolymér 
sú typickými príkladmi PHA s krátkym reĢazcomĽ poly(3-hydroxyoktanoát) (PHO) a poly(3-
hydroxynonanoát) (PHN)Ľ ktoré sú primárne vytvorené ako kopolyméry s 3-
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hydroxyhexanoátom (HHx), 3-hydroxyheptanoátom (HH) a / alebo 3-hydroxydekanoátom 
(HD)Ľ sú typickými príkladmi MCL-PHAs [34]. 

 

Obr. 4: a) všeobecný vzorec PHAĽ kde x=1-8 a n = 100 do 1000 b) niektoré syntetizované monoméry 
PHA s krátkym reĢacom (SCL-HA) a monoméry PHA so stredným reĢacom (MCL-HA). 3HB: 3-
hydroxybutyrátĽ γHVŚ γ-hydroxyvalerátĽ γHHxŚ γ-hydroxyhexanoátĽ 3HO: 3-hydroxyoctanoátĽ γHDŚ γ-
hydroxydecanoátĽ γHDDŚ γ-hydroxydodecanoát. Snímka z TEM zobrazuje tenké rezy 
rekombinantných buniek R. eutropha PHB-4Ľ ktoré obsahujú veĐké množstvo poly(γHB-co-5mol% 
3HHx) [34] 

V závislosti od druhu baktérií a podmienok rastuĽ môžu vznikaĢ buć homopolyméryĽ náhodné 
kopolyméry alebo blokové kopolyméry PHA [35]. Vlastnosti kopolymérov PHA silne závisia 
od typuĽ obsahu a distribúcie monomérnych jednotiek tvoriacich polymérne reĢazceĽ 
priemernej molekulovej hmotnosti a distribúcie molekulovej hmotnosti [36]. Usporiadanie 
monomérov určuje vlastnosti týchto polymérovĽ ktoré sa pohybujú od termoplastických 
po elastomérne s rôznymi stupĖami kryštalinity a adhéznymi vlastnosĢami [33]. PHA 
sú nerozpustné vo vodeĽ ale rozpustné v chloroforme a iných chlórovaných rozpúšĢadláchĽ 
sú odolné voči UV žiareniu a uĐahčujú anaerobnú biodegradáciu v sedimentoch. Okrem toho 
sú biokompatibilné a biologicky odbúrateĐné (napr. podliehajú degradácii v pôde) a správajú 
sa ako piezoelektrické materiály. Teplota skleného prechoduĽ teplota topeniaĽ teplota 
tepelného rozkladuĽ pevnosĢ v Ģahu a Youngov modul sa líšia podĐa typu vzniknutého 
polyméru a zloženia monomérnych jednotiek [37]. Pre predstavu a porovanie sú v Tab. 1 
uvedené fyzikálne vlastnosti poly(3-hydroxybutyrátu)Ľ poly(4-hydroxybutyrátu) a poly(3-
hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerátu). 

Tab. 1: Fyzikálne vlastnosti poly(γ-hydroxybutyrátu)Ľ poly(4-hydroxybutyrátu a poly(γ-hydroxybutyrát-
co-3-hydroxyvalerátu [38] 

Vlastnosti poly(3HB) poly(4HB) poly(3HB-3HV) 

teplota skleného prechodu [°C] 4 -50 -7,25 

teplota topenia [°C] 177 60 150 

pevnosĢ v Ģahu [MPa] 40 104 25 
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Baktérie produkujú rôzne typy PHA prostredníctvom sérii enzymatických reakcií a baktérie 
rozdeĐujeme podĐa biosyntézy PHA do dvoch skupín. V prvej skupine sú baktérie 
(Cupriavidus necator, Pseudomonas oleovorans a Pseudomonas putida), ktoré akumulujú 
PHA len pri obmedzenom množstve živín ako je fosforĽ dusíkĽ kyslík alebo horčík [37]. Druhá 
skupina baktérii (napr. rekombinantná Escherichia coli) akumulujú PHA počas rastovej fázy 
a nepotrebuje žiadne obmedzenie živín [39]. 

 Polyhydroxyalkanoáty sú syntetizované a degradované cyklickým mechanizmomĽ takže 
biosyntéza i degradácia PHA prebiehajú v bunkách súčasne [40]. Mikroorganizmy 
sú schopné akumulovaĢ PHA z rôznych uhlíkových zdrojov od rastliných olejovĽ cez mastné 
kyselinyĽ alkány až po jednoduché sacharidy [28]. Konečná štruktúra polyméru tak 
zodpovedá metabolickej dráhej biosyntézy PHA. Rozlišujeme tri základné metabolické dráhy 
podĐa zdroju uhlíka. Prvou dráhou dochádza k vzniku polyhydroxybutyrátuĽ ktorý 
je produkovaný baktériou C. necator, ktorá disponuje scl PHA-syntázou. Detailný popis 
je zhrnutý v kapitole 2.2.2. 

 Druhá dráha syntézy PHA je spájaná s mikrobiálnym príjmom mastných kyselín. 
Po ȕ-oxidácii mastných kyselín acetyl-CoA vstupuje do procesu syntézy monomérov PHA. 
Pomocou enzýmu R-3-hydroxyacyl-CoA-hydratázy je enoyl-CoA vznikajúci v ȕ-oxidácii 
prevedený na R-3-hydroxyacyl-CoA, a ten je prekurzorom polymerizácie mcl PHA. 
Polymerizáciu zabezpečuje mcl PHA-syntáza. Túto dráhu je možné pozorovaĢ napríklad 
u Pseudomonas putida, Pseudomonas oleovorans a Pseudomonas aeruginosa. 

 Tretia dráha vychádza z in situ syntézy mastných kyselín. Tento cyklus poskytuje 
na syntézu PHA R-3-hydroxyacyl-ACP. KĐúčovým enzýmom je 3-hydroxyacyl-ACP-CoA-
transferázaĽ ktorá prevádza γ-hydroxyacyl-ACP opäĢ na 3-hydroxyacyl-CoA. Ukázalo saĽ 
že vlastná syntéza mastných kyselín a ȕ-oxidácia môžu prebiehaĢ nezávisle na sebe 
k dopĎĖaniu prekurzorov pre syntézu PHA [41]. Degradačná dráha PHAĽ ako je popísaná 
vo väčšine baktériíĽ začína depolymerizáciou PHA na D-ȕ-hydroxybutyrátové monomery 
pomocou PHA depolymerázy (kódovanej pomocou phaZ). Degradácia PHA môže ćalej 
pokračovaĢ intracelulárne alebo extracelulárne. Extracelulárne PHA depolymerázy 
sú vylučované mnohými baktériami z veĐmi rozmanitých prostredí v aeróbnych 
a anaeróbnych podmienkach na využitie zvyšných PHA v prostredí po lýze buniekĽ v ktorých 
sa tieto zlúčeniny nahromadili. Naopak intracelulárne PHA depolymerázy degradujú 
intracelulárne PHA granule v akumulačnom kmeniĽ s cieĐom mobilizovaĢ 
polyhydroxyalkanoáty v neprítomnosti vhodného zdroja exogénneho uhlíka alebo zdroja 
energie [40]. 
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Obr. 5: Hlavné metabolické dráhy syntézy polyhydroxyalkanoátov podĐa použitého uhlikového zdroja 
[41] 

2.2.2 Poly(3-hydroxybutyrát) 

Poly(3-hydroxybutyrát) je najpreskúmanejším polyhydroxyalkanoátom a prvý krát bol 
popísaný v roku 1řβ5 francúzskym vedcom Lemoignem. Od vtedy bolo objavené veĐké 
množstvo mikroorganizmov (archaebaktérieĽ grampozítivne i gramnegatívne baktérieĽ 
fotosyntetické baktérie vrátane cyanobaktérií)Ľ ktoré sú schopné akumulovaĢ PHB aerobným 
alebo anaerobným spôsobom [28]. Cupriavidus necator akumuluje polyhydroxybutyrát pri 
obmedzenom množstve  živin a pri nadbytoku uhlíka. PHB sa syntetizuje z acetyl-CoA tromi 
sekvenčnými enzýmami kódovanými génmi phaAĽ phaB a phaC [42]. Najprv dochádza 
ku kondenzácii dvoch acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA katalyzovaného ȕ-ketotiolázou 
(phaA). Potom je acetoacetyl-CoA redukovaný na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA pomocou 
NADPH-dependentnej acetoacetyl-CoA reduktázy (phaB). PHA syntáza (phaC) nakoniec 
polymerizuje (R)-3-hydroxybutyryl-CoA s rastúcim reĢazcom PHB. Počas normálneho rastu 
baktérie je γ-ketotioláza inhibovaná voĐným koenzýmom AĽ ktorý vychádza z Krebsovho 
cyklu. Avšak ak vstup acetyl-CoA do Krebsovho cyklu je obmedzený (počas obmedzenia 
výživy bez obsahu uhlíka)Ľ nadbytok acetyl-CoA je vedený do biosyntézy PHB [39].  

 PHB je izotaktický polokryštalický polymérĽ relatívne krehký a tuhý [43]. Teplota topenia 
a tepelného rozkladu PHB je veĐmi podobná a preto je tepelne nestabilný a citlivý na tepelnú 
degradáciu [34]. Na zlepšenie vlastností PHB sa produkujú kopolyméry poly(3-
hydroxybutyrát-ko-3-hydroxyvalerát) nahradením metylovej skupiny v hlavnom reĢazci PHB 
etylovou skupinou. Tieto mikrobiálne kopolyméry sa syntetizujú z kyseliny propiónovej alebo 
pentánovej baktériami Cupriavidus necator. Pridanie polyhydroxyvalerátu (PHV) do matrice 
PHB zvyšuje spracovateĐnosĢ polyméru v dôsledku zníženej krehkosti [43]. 
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2.3 Modelový mezofilný producent polyhydroxyalkanoátov Cupriavidus 
necator 

Pre porovnanie rôznych stratégii adaptácie na stres boli vybraté bakteriláne kmeneĽ ktoré 
sú schopné žiĢ v extrémnych a pri normálnych podmienkách.  Modelový mezofilným 
bakteriálnym kmeĖom použitým v tejto diplomovej práci bola baktéria Cupriavidus necator 
H16Ľ ktorá je tiež známa pod jej skorším názvom Ralstonia eutropha H16 alebo Wautersia 
eutropha H16 [42]. VeĐký záujem o túto baktériu prišiel pred 50 rokmi a to vćaka jej 
schopnosti produkovaĢ a skladovaĢ veĐké množstvo poly(γ-hydroxybutyrátu) (PHB) [44]. 
Najvýznamnejším mutantným kmeĖom je Cupriavidu necator PHB-4Ľ ktorý síce nevytvára 
PHBĽ ale vykazuje podobný rast ako pôvodný kmeĖ (wild type) Cupriavidus necator H16. 
Tento mutantný kmeĖ je známymĽ pretože sa často používa na identifikáciu génov PHB 
syntézy z iných baktérií [45]. 

2.3.1 Vlastnosti a metabolizmus baktérie 

Cupriavidus  necator je nepatogénnaĽ gramnegatívnaĽ ȕ-proteobaktériaĽ ktorá  sa vyskytuje 
vo vode i v pôde. Je to chemolitoautotrofná baktérie a vie prechádzaĢ medzi heterotrofným 
rastomĽ kedy využíva organické zlúčeniny ako zdroj energieĽ a autotrofnou fixáciou CO2, 
kedy využiva H2 ako zdroj energie (Obr. 6). Počas autotrofného rastuĽ kedy nie sú prítomné 
organické substrátyĽ je CO2 fixovaný do Calvin-Benson-Basshamovho cyklu a H2 
je oxidovaný katalýzou dvoch NiFe hydrogenáz. V anaerobných podmienkach môže bunka 
rásĢ použitím nitrátovej reduktázy a reduktázy oxidu dusnatéhoĽ ktoré sú súčasĢou 
denitrifikačnej dráhy s použitím NO3

- a NO2
- ako akceptorov elektrónov [46]. Cupriavidus 

necator ako zdroj energie pre heterotrofný rast využíva medziprodukty cyklu trikarboxylových 
kyselínĽ cukrové kyseliny ako kyselina glukónováĽ mastné kyseliny alebo iné organické 
kyseliny a aminokyseliny. Gény kódujúce metabolizmus organických kyselín sa nachádzajú 
na chromozóme 1 a schopnosĢ kmeĖa H16 metabolizovaĢ cukry je obmedzená na fruktózu 
a N-acetylglukozamín. C. necator H16 nemá fosfofruktokinázový enzýmĽ ktorý premieĖa 
fruktózu-6-fosfát na fruktózu-1,6-bisfosfát v Embden-Meyerhof-Parnas dráhe. Preto sa pre 
metabolizmus hexóz používa Entner-Doudoroff dráha [44] 

 Cupriavidus necator má veĐký potenciál pre biotechnologické využitieĽ preto je potrebné 
analýzovaĢ sekvenciu genómuĽ ktorý poskytuje pohĐad na jeho pozoruhodnú všestrannosĢ 
metabolizmu. Genóm baktérie pozostáva z troch kruhových replikónov (chromozóm 1Ľ 
chromozóm β a megaplazmid pHG1) a jeho celková veĐkosĢ je 7 416 678 bp [44]. 
Megaplazmid pHG1 má veĐkosĢ 45β 156 bp a nesie 4βř génovĽ ktoré obsahujú základnú 
genetickú informáciu pre fakultatívne litoautotrofný a fakultatívne anaerobný spôsob rastu. 
Najväčšia funkčná skupina má 41 génovĽ ktoré súvisia s litoautotrofiou baktérie. Ćalší veĐký 
klaster zase nesie genetickú informáciu pre denitrifikáciu. V oblasti denitrifikácie je tiež 
umiestnená skupina génov pre biosyntézu cytochrómu c [47]. Genóm obsahuje i sedem 
génovĽ ktoré kóduju izoenzýmy PHB depolymerázy. Gény phaZ1 a phaZβ sú umiestnené 
na chromozóme 1, phaZ3, phaZ5, phaZ6 a phaZ7 na chromozóme β a phaZ4 
na megaplazmide pHG1 [44]. 
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Obr. 6: Schématické znázornenie kĐúčových aspektov litoautotropného a heterotrofického 
metabolizmu. Žlté kruhy predstavujú procesy centrálneho metabolizmuĽ zatiaĐ čo žltozelený kruh 
je cyklus Calvin-Benson-Bassham. Červené valce symbolizujú dve NiFe hydrogenázy. Šedé kruhy 
vo vnútri baktérie označujú granule na ukladanie polyhydroxyalkanoátov (PHA) [44]  

2.4 Modelový extrémofilný producent polyhydroxyalkanoátov Halomonas 
halophila 

Halomonas halophila patrí medzi extrémofilné baktérie a z tohoto dôvodu môžeme 
predpokladaĢ rozdielnú adaptáciu na kyseliny levulovú v porovaní s mezofilnou baktériou 
Cupriavidus necator. Halomonas halophila je známa tiež ako Deleya halophila, ktorá bola 
izolovaná zo slaných pôd v blízkosti mesta Alicante v juhovýchodnom Španielsku. Patrí 
medzi gram-negatívneĽ striktne aróbneĽ nesporulujúce baktérie tyčinkovitého tvaru. Bunka 
môže obsahovaĢ jeden až osem bičíkovĽ vćaka ktorým sa pohybuje [48]. 

 Tieto tyčinkovité baktérie rastú v prostredíĽ kde obsah chloridu sodného je od β do γ0 % 
(optimum 7,5 %). Halofilné mikróby vyvíjajú stratégie na prekonávanie osmotického stresu 
vyvolaného vysokými koncentráciami solí v prostredí. Boli opísané dva základné 
mechanizmy osmoadaptácieŚ (1) typ KClĽ ktorý si udržiava cytoplazmatickú koncentráciu KCl 
podobnú podmienkam prostredia a (β) kompatibilný typ rozpustenej látky s použitím 
organických osmolytovĽ nazývaných tiež kompatibilné rozpustené látky (prípadne chemické 
chaperony). Tieto osmolyty patria medzi organické zlúčeniny s nízkou molekulovou 
hmotnosĢouĽ ktoré vyvažujú osmotický tlak a udržiavajú vysoký intracelulárny turgor [49]. 
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Rod Halomonas a jeho príbuzné druhy syntetizujú a mobilizujú polyhydroxyalkanoáty (PHA), 
napr. poly(3-hydroxybutyrát)Ľ ako súčasĢ ich prirodzeného metabolizmu. Halofily sú obzvlášĢ 
zaujímavé v produkcii PHA v dôsledku nižších nákladov na fermentáciu [50]. Kučera 
a kolektív vo svojej práci zistiliĽ že bakteriálne bunky Halomonas halophila akumulujú 
podstatne viac PHA v minerálnom médiu s obmedzeným obsahom dusíkaĽ pričom obsah 
PHA granúl v bunkách bohatých na PHA predstavuje priblížne γ8Ľ4 ± βĽ7 % objemu buniek. 
Horná hranica obsahu PHA v bunkách je určená geometriou buniek a stérickými faktormi. 
Z hĐadiska materiálových vlastnosti produkovaného PHA je veĐmi zaujímavéĽ že v prípade 
H. halophila obsah soli v kultivačnom médiu ovplyvĖuje aj molekulovú hmotnosĢ polyméru 
a jeho polydisperzitu. Pri nízkej koncentrácii NaCl sa akumuluje PHB s nižšou hmotnosĢouĽ 
ale veĐmi úzkou polydisperzitouĽ zatiaĐ čo molekulová hmotnosĢ polyméru a tiež 
polydisperzita sa zvyšujú paralelne so zvyšujúcim sa osmotickým tlakom. Pri vyššej 
koncentrácii NaCl (60Ľ 80 a 100 g/l) sa akumulujú polyméry s vysokou molekulovou 
hmotnosĢou. H. halophila je schopná rásĢ na širokom spektre cukerných substrátov ako 
je napr. ramnózaĽ sacharózouĽ glukózaĽ celobiózaĽ xylózaĽ manóza alebo galaktózaĽ a použiĢ 
ich ku akumulácii PHB. PHB tak môže byĢ akumulované z rôznych lacných substrátov ako sú 
lignocelulózy alebo melasy [51].  

2.5 Termická analýza 

2.5.1 Úvod 

Termická analýza ako vedná disciplína vznikla až v roku 1887, kedy Le Chatelier publikoval 
výsledky termického správania ílovitých hornín tzv. heating curve metódouĽ ktorá odpovedá 
diferenčnej termickej analýze bez referenčnej vzorky. Vplyv teploty na vlastnosti rôznych 
meteriálov Đudia študovali už dávnejšieĽ avšak na konci 1ř. storočia kedy už bola k dispozícii 
meriaca a prístrojová technika (teplomeryĽ teplotné stupniceĽ termočlánkyĽ pyrometre atć.) 
použiteĐná k definovaniu teplotného programu a zaznamenaniu teploty a hodnoty študovanej 
vlastnosti boli položené základy pre termickú analýzu [52]. 

Pojem termická analýza zahĚĖa skupinu metódĽ ktoré zaznamenávajú chemické 
a fyzikálne zmeny zloženia a vlastnosti látky v závislosti na teplote. Tepelné zaĢaženie 
vzorky prebieha podĐa nastaveného programu a môže byĢ dynamické štúdium vlastosti 
materiálov v širšom teplotnom rozmedzí (ochladzovanie alebo zahrievanie) alebo statické 
(pri konštantnej teplote v závislosti na čase)Ľ ktoré sa používa na meranie tepelných 
vlastností (tepelná kapacitaĽ entalpiaĽ entropia a voĐná energia) s vysokou presnosĢou [53]. 
PodĐa vlastnostiĽ ktorej zmena sa mení s teplotou sa nazýva i príslušná analýza. Jednotlivé 
metódy sa nachádzajú v tabuĐke 2. 

Počas merania môže dôjsĢ v materiále k zmene jednej alebo viacerých týchto vlastnosti. 
Zmena môže byĢ fyzikálnaĽ napr. topenieĽ odparovanie alebo môže byĢ chemickáĽ ktorá 
zahĚĖa zmenu chemickej štrukúry materiálu prebiehajúcimi reakciam. Okrem fyzikálnej 
a chemickej zmeny môže dôjsĢ k zmene v biologických procesochĽ ako je metabolizmusĽ 
biologická interakcia alebo biologický rozklad [54]. 
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Tab. 2: Metódy termickej analýzy [55] 

Metóda Sledovaná vlastnosĢ (okrem teploty) 
Termometria čas 

Diferenčná termická analýza teplotný rozdiel 
Dilatometria dĎžka alebo objem 

Termomechanická analýza rozmer a mechanické vlastnosti 
Termogravimetria hmotnosĢ 

Dynamická mechanická analýza namáhanieĽ čas 
Elektrická termická analýza elektrický výboj 
Analýza elektrickej vodivosti elektrický odpor 
Emanačná termická analýza uvoĐnenie rádioaktívnych látok z materiálu 

Analýza vyvíjaného plynu pyrolýza s analýzou plynu 
Analýza tepelnej vodivosti tepelná vodivosĢ 
Analýza tepelnej difúznosti tepelná difuzivita 
Termoakustická analýza akustické vlastnosti 

Termofraktografia 
tepelná frakcionácia spojená s tenkou 

vrstvou chromatografiou 
Termoluminiscenčná analýza emisia svetla 

Termomagnetická analýza magnetická citlivosĢ 
Termooptická analýza optické vlastnosti 

Termosonimetria zvukové efekty 
Kalorimetria teplo 

Termická analýza je založená na princípoch termodynamiky a je veĐmi dôležité ich vedieĢ 
rozpoznaĢ. Prvý termodynamický zákon hovoríĽ že energia izolovaného systému 
je konštantná. Druhý termodynamický zákonŚ v izolovanom systémeĽ spontánne procesy 
sú sprevádzané so zvyšovaním entropie. Entropia (S) systému je termodynamická funkcia 
súvisiaca so štatistickým rozdelením energie v rámci tohto systému. Druhý zákon popisuje 
systém a okolieĽ ktoré spontánne zmenia stav s nízkou pravdepodobnosĢou na stav 
maximálnej pravdepodobnostiĽ ktorý bude rovnovážnym stavom. Jedným z príkladov 
je miešanie dvoch ideálnych plynov pri atmosférickom tlaku. Dôjde k tomu spontáne vtedyĽ 
ak existujúcu bariéru medzi nimi odstránenime. Žiadna zmena teploty alebo tlaku nie je 
zahrnutáĽ ale zmena jasne zahĚĖa nárast náhodnosti systému po zmiešaní plynov. Tretí 
zákon termodynamiky hovoríŚ všetky perfektné kryštály majú rovnaké entropie pri absolútnej 
nule. Na použitie entropieĽ ako kritéria pre spontánne zmenyĽ je potrebné preskúmaĢ systém 
i jeho okolie. Z tohoto pohĐadu lepšie slúži Gibbsová voĐná energia systémuĽ ktorej zmena 
(ȴG) pri konštantnom tlaku a teplote je daná vzĢahomŚ 

 ,STHG   (1) 

 kde ȴH je zmena entalpie, T je absolutná teplota a ȴS je zmena entropie počas procesu. 
Každý systém sa snaží za konštantnej teploty a konštantného tlaku dosiahnuĢ stav s nižšou 
hodnotou Gibbsovej voĐnej energie [54]. Ako príklad môžeme uviesĢ modifikačnú premenu 
látky z jednej kryštalickej formy do druhejĽ ktorá má za danej teploty nižšiu hodnotu 
Gibbsovej voĐnej energie a je stabilnejšia. K vytvoreniu kryštalickej štruktúry alebo iného 
stavu s nižšou hodnotou voĐnej Gibbsovej energie môže dôjsĢ pri ohreve i cez jednotlivé 
medzistupne [53]. Vćaka širokému rozsahu merania sa termická analýza používa pri 
základnej charakterizácii materiálovĽ vo výskumeĽ vývoji a kontrole kvality v priemysle 
a vo vedeckom odvetví [56]. 
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2.5.2 Mikrokalorimetria 

V porovnaní s konvenčnými kalorimetrickými metódami majú metódy mikrokalorimetriu 
zýšenú citlivosĢ a sú schopné odhaliĢ zmeny teplaĽ ktoré prebiehajú v mikromolárnych 
množstvách reaktantov s tepelnými účinkami v rozsahu mikrowatov. Mikrokalorimetria tak 
predstavuje všestranú techniku pre štúdium tepelnej aktivity z hĐadiska teplaĽ tepelného toku 
a tepelnej kapacity. Mikrokalorimetria patrí medzi nedeštruktívna a neinvazívna metódaĽ 
ktorá priamo a nepretržite meria študovaný proces. Vćaka tejto metóde môžeme študovaĢ 
procesy spojené s malými tepelnými zmenami u látok v pevnom, kvapalnom i plynnom 
skupenstve [57]. Do popredia sa dostáva využitie mikrokalorimetrie k štúdiu 
mikroorganizmov čomu sa prispôsobuje zloženie prístrojovĽ ktoré pre mikrobiologické 
merania obsahujú termoelektrické článkyĽ cez ktoré prúdi teplo vyrobené počas reakcie 
čo vedie k elektrickému prúduĽ ktorý je priamo úmerny tepelnému toku. Termočlánok 
je zvyčajne doska vyrobená z polovodičového materiálu a produkuje slabý potenciál 
(milivolty)Ľ ktorý je zosilnený na signál vhodný pre záznam [58]. 

 Počas mikrobiálnej aktivity stimulovanej prítomnosĢou živín sa generuje tok tepla, ktorý 
priamo súvisí so zvýšením alebo znížením uvoĐĖovanej energie z rôznych zdrojov. 
Na sledovanie zmeny energetických stavov je mikrokalorimetrická technika užitočným 
nástrojomĽ pretože táto metóda vyžaduje len znalosĢ hodnoty počiatočného a konečného 
energetického stavu a je nezávislá od druhu organizmov a reakčných ciest [59]. 
Mikrokalorimetria tak poskytuje všeobecný analytický nástroj na charakterizáciu 
mikrobiálneho rastu. Jedným z najvýznamnejších znakov procesu mikrobiálneho rastu 
je uvoĐĖovanie tepla v dôsledku enzymatických katabolických reakcií. Ak je teplo 
monitorované mikrokalorimetrom a vynesené v závisloti na čase, môžeme tak získaĢ tepelný 
profil alebo termogramĽ ktorý nám poskytne kvalitatívne a kvantitatívne informácie [58]. Tvar 
termogramu sa mení v priebehu cyklu rastu mikróbovĽ začína sa v logaritmickej fázeĽ ćalej 
stúpa ak rast mikroorganizmu pokračuje v kultúreĽ potom klesá s poklesom metabolickej 
aktivity a nakoniec sa zastaví. Každý typ mikróbov má jedinečnú stopu závislosti výkonu 
na čase (power-time) zaznamenávanú mikrokalorimetrom pri definovaných podmienkách 
rastu. Každá látkaĽ ktorá môže modifikovaĢ procesy metabolického rastu zapojené do bunkyĽ 
zmení krivku závisloti výkonu na čase získanú z mikrokalorimetra. Z kriviek výkonu na čase 
sa dá získaĢ nielen termodynamickáĽ ale aj kinetická informácia [60]. Analýzou 
exponenciálnej fázy rastových kriviek výkonu na čase môžeme vyhodnotiĢ kinetické 
parametreĽ ako je rýchlostná konštanta rastu baktérií a maximálny výkon pre mikrobiálnu 
aktivitu [61]. Tepelný efekt vyplývajúci z každého metabolizmu mikroorganizmov je dôležitou 
hodnotou pre štúdium charakteristík mikrobiálnej aktivity. Pri tejto metóde sa všetky 
zaznamenané aeróbne a anaeróbne udalosti kvantifikujú hodnotami entalpie. Týmto 
spôsobom sa kalorimetria javí ako vhodná technika na sledovanie biologického procesu 
v heterogénnych systémoch [62]. Analýzou niektorých kvantitatívnych informácií z kriviek 
výkonu na čase je možné presne vyhodnotiĢ účinky liekov na mikrobiálny rast a poskytnúĢ 
užitočné informácie pre potenciálne použitie týchto zlúčenín ako nových antibakteriálnych 
látok [63]. 
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2.5.3 Thermal Activity Monitor III 

Na experimentálnu prácu bol použitý systém TAM III (Thermal Activity Monitor) 
od spoločnosti TA Instruments. TAM III je multikanálový mikrokalorimetrický systémĽ ktorý 
ponúka maximálnu citlivosĢĽ flexibilitu a výkon. Môže byĢ použitý s najcitlivejšími 
mikrokalorimetrami a širokou škálou príslušenstva na presné riadenie experimentálnych 
podmienok. TAM III je úplne modulárny a umožĖuje pridávaĢ viac kalorimetrov k zvýšeniu 
kapacity alebo funkčnosti vzorky. Pridaním multikalorimetra obsahujúceho šesĢ nezávislých 
minikalorimetrov dôjde k podstatnému zvýšeniu výkonnosti merania [57]. Je navrhnutý takĽ 
aby nepretržite monitoroval širokú škálu procesov a komplexných systémovĽ ako je tepelná 
aktivita fyzikálnychĽ chemických a biologických procesov z hĐadiska teplaĽ tepelného toku 
a tepelnej kapacity v teplotnom rozmedzí 15-150 °C [64]. Mikrokalorimeter je vhodný pri 
experimentoch v oblastiach izotermickej titračnej kaklorimetrieĽ stanovení rozpúšĢacieho 
teplaĽ štúdiu tepelných zmien pri raste mikroorganizmov vo vzorke alebo pri štúdiu vplyvu 
vlhkosti na správanie vzorky. Základ mikrokalorimetruĽ tvorí termostat s citlivosĢou 
0,0001 °CĽ ktorý môže pracovaĢ v izotermickom, krokovo izotermickom alebo teplotne 
skenovacom režime. Ćalšou súčasĢou je súbor štyroch rôznych kalorimetrov s rozdielnými 
objemami meriacej cely (nanokalorimeterĽ mikrokalorimeterĽ multikalorimeter so šiestimi 
minikalorimetrami a rozpúšĢací kalorimeter) [65]. 

 

Obr. 7: Meriaca cela multikalorimetra so šiestimi minikalorimetrami [65] 
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3 SÚČASNÝ STAV RIEŠENEJ PROBLEMATIKY 

3.1 Využite konvenčných metód k štúdiu rastu a adaptácie mikroorganizmov 

Existuje mnoho rôznych spôsobov merania rastu mikrobiálnych populácií. Väčšina metód 
je založená na nepriamom stanovení – turbidimetria, meranie metabolickej aktivity, alebo 
na priamom počítaní – filtráciaĽ počítanie buniek pomocou mikroskopuĽ počítanie buniek 
pomocou výsevu na agarovných platniach. 

 Merania optickej hustoty (OD) je štandardným prístupom používaným v mikrobiológii 
na charakterizáciu koncentrácií baktérií v kultivačnom médiu. OD je založená na meraní 
optickej absorbancie vzorky pri jednej vlnovej dĎžke. Samantha E. McBirney a jej kolegovia 
(β016) vo svojej práci sledovali rast dvoch rôznych druhov baktérií Pseudomonas aeruginosa 
ako laboratórny referenčný kmeĖ a štyri rôzne klinické kmene Staphylococcus aureus. Rast 
bol pozorovaný pomocou Tecan Magellan Sunrise Spektrofotometra pri jednej vlnovej dĎžke 
(600 nm, OD600) a pomocou Biochrom WPA Spectrawave S1200 Spektrofotometra 
v rozmedzí vlnových dĎžok od γ50 do 800 nm. Práca bola zameraná na implementáciu kroku 
normalizácie vlnovej dĎžky do analýzyĽ čo umožní presnejšiu charakterizáciu rastu 
baktériálnych kultúry oproti konvenčnej technike OD600. K normalizovanému meraniu bolo 
pre každú baktériu vybratých sedem vlnových dĎžok na základe rovnakých kritérií. Pre všetky 
štyri kmene S. aureus je vlnová dĎžkaĽ ktorá podlieha maximálnej zmene 446 nm a vlnová 
dĎžkaĽ ktorá podlieha minimálnej zmene je 787 nm. Pri P. aeruginosa sa vlnová dĎžka 644 nm 
mení najviacĽ zatiaĐ čo 600 nm sa mení najmenejĽ hoci je to vlnová dĎžka používaná 
v typických meraniach OD600. Pre všetky štyri kmene data normalizované vlnovou dĎžkou 
vykazujú dobre definovanú logaritmickú fázu rastu. Naproti tomu OD600 vykazuje v priebehu 
sledovaného obdobia kombinovaný lineárny a logaritimický trend. V prípade P. aeruginosa 
OD600 nie je schopný spoĐahlivo detegovaĢ rastĽ pretože šum v údajoch je väčší ako signálĽ 
zatiaĐ čo prístup založený na vlnovej dĎžke Đahko deteguje rastovú krivku s vysokou vernosĢ. 
Kvôli zlej absorbancii pri 600 nmĽ klasická metóda merania OD600 nie je schopná spoĐahlivo 
detekovaĢ rýchlosĢ rastu. Protokol o normalizácii vlnových dĎžok na detekciu rýchlosti rastu 
baktérií sa ukázal ako účinnejší a môže byĢ Đahko prijatý výskumnými laboratóriamiĽ pretože 
vyžaduje iba použitie štandardného spektrofotometra a implementáciu metódy priamej 
analýzy údajov [66]. 

 Alonso-Calleja a kolektív (β015) sledovali adaptáciu a krížovú adaptáciu Escherichia coli 
ATCC 1β806 na rôzne koncentrácie biocídov – fosforečnan trisodný (TSP)Ľ dusitan sodný 
(SNI) a chlórnan sodný (SHY). MIC (minimálna inhibíčna koncentrácia) bola stanovená ako 
najnižšia koncentrácia biocídu potrebná na zabránenie rastu po 48 hodinách inkubácie. Rast 
bol sledovaný dvoma spôsobmiŚ meraním optických hustôt (OD) s použitím 
širokopásmového filtra (oblasĢ pásma 420 – 580 nm; OD420 – 580) a počítaním 
životaschopných buniek v agare po 48 hodinách inkubácie pri γ7 °C. StupeĖ korelácie medzi 
optickými hustotami a mikrobiálnymi počtami bol skúmaný lineárnou kontinuálnou regresiou 
dát. Po zistení MIC bol sledovaný vplyv inhibítorov na rast E.coli bol monitorovaný pred 
inkubáciou (v hodine 0) a každú hodinu až do uplynutia 1β0 hodín. Turbidimetrická metóda 
poskytla lineárny vzĢah optickej hustoty len v rozsahu 0,2 – 0,7 v porovnaní s počtom 
životaschopných buniek. Tieto výsledky sú v súlade s ćalšími štúdiamiĽ ktoré ukázaliĽ že táto 
metóda je schopná detegovaĢ koncentrácie buniek približne 107 buniek/ml. Na druhej strane, 
po γ0 hodinách inkubácie neboli údaje lineárne a boli vyradenéĽ pretože ku koncu 
exponenciálnej fázy rastu dochádza k bunkovej smrti s následným poklesom 
životaschopných baktérii. Avšak turbidimetrické meranie určuje ako životaschopnéĽ tak aj 
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neživotaschopné bunkyĽ a teda nie je pozorované žiadne zníženie optickej hustoty ako 
dôsledok smrti buniek. Hodnoty MIC biocídov pre E. coli pred vystavením sub-inhibičným 
koncentráciám biocídov boliŚ 10Ľ4 mg/ml (TSP), 14,9 mg/ml (SNI) a 0,2 mg/ml (SHY). 
Po niekoĐkých pasážach prostredníctvom postupne vyšších koncentrácií biocídov boli 
maximálne koncentrácie zlúčenínĽ ktoré umožnili rast baktérií po 7β hodinách inkubácie pri 
37 °C boli 1Ľ1, 2,5 a 1,7-násobok hodnoty MIC materských (neprispôsobených) buniek. 
V neprítomnosti selektívneho tlaku sa bunky adaptované na TSP vrátili k citlivosti pred 
adaptáciou. Keć sa bakteriálne kultúry prispôsobené SNI alebo SHY nechali prejsĢ cez 
médium bez biocídu počas 7 dníĽ bunky boli schopné rásĢ v prítomnosti maximálnej 
koncentrácie biocídov umožĖujúcej rast baktérií bezprostredne po adaptácii. Tieto výsledky 
tak naznačujúĽ že adaptívna tolerancia voči SNI a SHY pre E. coli  ATCC 12806 bola stabilná 
aspoĖ 7 pasáží a vystevenie subletálnym koncentráciam tak prispieva k adaptácii baktérii na 
tieto biocídy. Autori pomocou výsledkov dospeli k záveruĽ že nevhodné použitie biocídov 
v potravinárskom priemysle predstavuje skutočné riziko pre rozvoj adaptácie a krížovej 
adaptácie na množstvo antimikrobiálnych látok [67]. 

 Vplyv naringeninu na tvorbu biofilmu Streptococcus mutans pozorovali Yue a kolektív 
(2018), ktorý antimikrobiálne účinky stanovili pomocou minimálnej inhibíčnej koncentrácie 
(MIC)Ľ rastových kriviek a rýchlosti inhibície biofilmu. Hodnota MIC naringenínu bola 
stanovená medzi 100 a β00 ȝg/ml. Rastové krivky S. mutans ukázaliĽ že 100 i β00 ȝg/ml 
naringenínu spôsobujú inhibíciu rastu a koncentrácia β00 ȝg/ml naringenínu pri 4 a β4 
hodinách takmer úplne inhibovala tvorbu biofilmu. Koncentrácia 100 ȝg/ml naringenínu 
vykázala približne 70% inhibičný účinok a 50 ȝg/ml naringenínu inhibovalo takmer 50% 
tvorby biofilmov. Naringenín úspešne inhiboval druhé a tretie štádium tvorby biofilmu 
S. mutans a vćaka týmto antimikrobiálnym účinkom má veĐký potenciál pre zubné kliniky pri 
boji proti zubnému kazu. Naringenín môže napríklad slúžiĢ ako základný náter pre zubné 
lepidlo alebo aditívum ústnej vodyĽ aby sa zabránilo rastu biofilmu S.mutansĽ čo vedie 
k požadovanej stabilite väzby estetickej obnovy a čistému mikroprostrediu ústnej dutiny [68]. 

 Mikrobiálna toxicita nanočastíc oxidov kovu (CuO, NiO, ZnO, Sb2O3) bola sledovaná 
na Escherichia coli, Bacillus subtilis a Streptococcus aureus v štúdii Yong-Wook Baek 
a Youn-Joo An (2011). Nanočastice oxidov kovu boli dôkladne dispergované v kultivačnom 
médiu a mikroorganizmy boli kultivované na agarových Petriho miskách s Luria-Bertani (LB) 
médiom obsahujúcich rôzne koncentrácie nanočastíc oxidu kovu. Mikroorganizmy na Petriho 
miskách boli inkubované pri teplote γ7 °C počas noci a následne boli počítané z hĐadiska 
jednotiek tvoriacich kolónie (CFU). Účinky nanočastív oxidov kovov na mikrobiálny rast 
sa preukázali ako druhovo špecifické – citlivosĢ na testované nanočastie bola rôzna pri 
testovaných mikroorganizmoch. Najcitlivejším druhom bola E. coli a B. subtilis spolu 
s S.aureus boli menej citlivé na nanočastice CuO. Pri vystavení nanočasticiam NiO a ZnO 
sa ukázaloĽ že B.subtilis a S. aureus sú citlivejšie ako E. coli. V súčasnosti nie je možné 
interpretovaĢ druhovú citlivosĢ z hĐadiska bakteriálnej klasifikácie (Gram + a Gram -). Na LB 
agarových platniach boli pozorované rozdiely vo veĐkosti bakteriálnych kolóniíĽ pričom 
existuje kvantitatívny vzĢah medzi koncentráciami oxidov kovovĽ počtom kolónií a veĐkosĢou 
kolónií. Tri testované mikroorganizmi vytvorili relatívne málo kolónií v prítomnosti všetkých 
testovaných nanočastíc oxidov kovovĽ takže všetky testované nanočastice oxidu kovu 
preukázali mikrobiálnu toxicitu pre testované druhy. Nanočastice CuO boli najtoxickejšie 
z testovaných nanočastícĽ po ktorých nasledovali nanočastice ZnO (okrem S. aureus), NiO 
a Sb2O3  [69]. 
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Ann a kolektív (β014) študovali antibakteriálny účinok dvoch (ZnO-1,ZnO-β) rozdielných 
štruktúr ZnO na tri typy patogénnych kožných baktériíĽ a to Streptococcus pyogenes, 
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Rast baktérií bol meraný pomocou 
spektrofotometra s vlnovou dĎžkou svetelného zdroja 600 nm bola stanovená optická hustota 
(OD)Ľ ktorá indikovala úroveĖ rozptylu svetla spôsobenú turbiditou baktériíĽ pričom vyšší 
počet bakteriálnych kolónií odpovedá vyššej hodnote OD. Merania OD baktérii S. aureus 
a P. aeruginosa prebiehalo pravidelne každú hodinu po dobu 8 hodín. VzhĐadom na typický 
pomalý rast S. pyogenes sa rast baktérií monitoroval až do 10 hodín. S. aureus v prítomnosti 
ZnO-1 a ZnO-2 vykazoval exponenciálny rast a obidva typy ZnO majú podobné inhibičné 
trendy v tomĽ že zvýšená koncentrácia ZnO (0Ľ5; 1Ľ0; 1,5 a βĽ0 mM) zvyšuje inhibíciu. 
V porovnaní s kontrolou S. aureus sa OD výrazne znížila po pridaní ZnO. Vzorky ZnO (0,5; 
1,0; 1,5 a 2,0 mM) významne znižujú rast baktérií a po 8 hodinách od pridania ZnO 
sa množstvo bakteriálnych buniek znížilo o 6ř% (ZnO-1) a 52% (ZnO-2) v porovnaní 
s kontrolou. Pri P. aeruginosa zvýšená koncentrácia ZnO-1 a ZnO-2 viedla k zníženiu OD 
a k zníženiu rastu baktérií. ZnO-1 významne znížil rast baktérií pri koncentrácii viac ako 
1,0 mM, zatiaĐ čo ZnO-β významne inhiboval rast baktérií pri koncentrácii vyššej ako 1Ľ5 mM. 
Po 8 hodinách inkubácie s ZnO-1 a ZnO-β znížili množstvo P. aeruginosa o 72% a 66%. 
Koncentrácia 0Ľ5 mM ZnO-1 aj ZnO-β vykazovali vysokú inhibíciu voči S. pyogenes 
a redukcia bakteriálneho množstva ZnO-1 a ZnO-2 bola 84% a 85%. Koncentrácie 1Ľ0Ľ 1Ľ5 
a βĽ0 mM potlačili rast S. pyogenes a spôsobili vysoké percento bakteriálnej inhibície 
(> 95%). Predpokladá saĽ že ZnO-1 a ZnO-β vykazujú vysoký toxický účinok a potenciálny 
baktericídny účinok voči baktériám. Po 8 až 10 hodinách inkubácie ZnO-1 a ZnO-2 
vykazovali najväčšiu afinitu voči S. pyogenes v porovnaní so S. aureus a P. aeruginosa [70]. 

3.2 Využitie termických metód pri štúdiu rastu mikroorganizmov 

Kalorimetria sa v  súčasnosti sa využíva pri štúdiu interakcii liekov a organizmov (vrátane 
orgánovĽ buniekĽ organel a biomakromolekúl atć.)Ľ čo má veĐký význam pri usmerĖovaní 
návrhu liekov a odhaĐovaní interakcii medzi liekmi a prírodnými mikroorganizmami. 

 Guo a kolektív (β01β) skúmali vplyv rôznych koncentrácii antimykotických liečivĽ 
konkrétne ketokonazolu (KTZ) a itrakonazolu (ITZ)Ľ na rast kvasinky Candida albicans. 
K štúdiu inhibičného efektu bol použitý multikanálový monitoro tepelnej aktivity TAM ββ77 
spolu s peristaltickou pumpou, ktorou bola prietokom 50 ml/h čerpaná kultúra kvasinky 
a liečivá. Meranie bolo ukončené v momente, kedy sa krivka tepelnej energie vrátila 
na základnu líniu. Rastová krivka C. albicans v neprítomnosti liečivá má 4 fázy rastuŚ lag 
fázuĽ exponenciálnu fázuĽ stacionárnu fázu a fázu poklesu. Krivky tepelného výkonu odrážajú 
účinok KTZ na rast C. albicans a metabolickú aktivitu. V porovnaní s krivkou tepelného 
výkonu kontrolnej skupiny, rast  C. albicans v prítomnosti liečiva ukázal dlhšiu lag fázu, 
posun rastového vrcholu a pokles maximálneho tepelného výkonu rastovej fázeĽ ako 
aj celkovej vyrobeného tepla. So zvýšením koncentrácie lieku sa zmena stala zrejmejšouĽ 
čo naznačuje významnú inhibíciu KTZ na rast a metabolizmus C. albicans. Itrakonazol 
posobil tiež inhibične na rast kvasinkyĽ dokonca jeho vplyv bol v porovnaní s ketokonazolom 
vyšší [71]. 

 Účinok efedrínu bol sledovaný Zhao (β01γ) a kolektívom na baktérii Escherichia coli 
pomocou mikrokalorimetrie. Metabolické krivky v podobe závisloti tepelného výkonu na čase 
baktérie boli získané izotermickým mikrokalorimetrom pri teplote γ7 °C a pri meraní 
vo vzduchovej atmosfére. Rastovú krivku E. coli bez prídavku efedrínu môžeme rozdeliĢ 
do piatich fázyŚ lag fázaĽ prvá exponenciálna fázaĽ stacionárna fázaĽ druhá exponenciálna 
fáza a fáza odumierania. Inhibičný účinok efedrínu bol závislý od koncentrácie kedy 
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sa percento inhibície rastu baktérií zvýšilo so zvýšením koncentrácie tejto zlúčeniny. 
Koncentrácia γ76Ľ8 ȝg/ml efedrínu môže spôsobiĢ 50% inhibíciu rastu E. coli. Všetky tieto 
výsledky ilustrujúĽ že efedrínĽ ako sympatomimetický amínĽ vykazuje silné antibakteriálne 
účinky na patogénne E. coli [63]. 

 Sledovanie mikrobiálnej aktivity umožĖuje tiež štúdovaĢ toxicitu látok na životné 
prostredie. MikrokalorimetriuĽ ktorej metodika je založená na zmenách tepla uvoĐneného 
mikroorganizmamiĽ vo svojej práci použili aj Salgado a kolektív (β017)Ľ ktorí sledovali 
mikrobiálnu aktivitu pôd po prídavku glukózy ako substrátu a rôznych koncentráciach dvoch 
iónových kvapalín (IL). K meraniu bol použitý izotermický mikrokalorimeter TAM ββ77, 
v ktorom bola nastavená teplota merania β5 °C. Z výsledkov získali krivku výkonu a časuĽ 
ktorá mala štyri fázyŚ lagĽ logĽ stacionárnu a fázu poklesu. Výsledky ukázali veĐmi dlhú lag 
fázu a úzkyĽ vysoký exotermických vrchol. ZistiliĽ že toxický účinok nezávisí len 
na koncentrácii iónových kvapalínĽ ale aj na type pôdy (hodnota pH) a druhu mikroorganizmu 
v pôdeĽ ktorý má významný vplyv na účinok iónových kvapalín na pôdu. Mikrokalorimetrické 
výsledky tak ukázaliĽ že navrhovaný postup by mohol byĢ veĐmi spoĐahlivou metódou 
na štúdium toxických účinkov IL na mikrobiálnu aktivitu v rôznych druhoch pôd. Mohol by byĢ 
použitý na všetky druhy pôd a so všetkými IL. Výhoda mikrokalorimetrie oproti iným 
tradičným technikám je predovšetkým nepretržité monitorovanie pôdnej mikrobiálnej aktivityĽ 
ktorá poskytuje skutočné a priame informácieĽ ktoré vedú k dôležitým záverom týkajúcim 
sa inhibície alebo dokonca toxického účinku vyvolaného pridaním IL [72]. 

 Biologický efekt uhlíkový bodiek (CDs) na pôdne mikroorganizmy sledovali Liu a kolektív 
(β015) pomocou mikrokalorimetrie. Vo svojej práci použili multikanálový mikrokalorimeter 
TAM IIIĽ ktorý zaznamenával tok tepla mikrobiálneho biologického procesu pri teplote 28 °C. 
Zaznamenané rastové krivky sa s nárastom koncentrácie CDs pravidelne menia a profil 
krivky má dva typické píky. Metabolizmus mikroorganizmov v pôde je veĐmi zložitý a rôzne 
vrcholy krivky závislosti výkonu na čase môžu byĢ z metabolizmu rôznych mikroorganizmovĽ 
alebo z tých istých mikroorganizmovĽ ktoré môžu využívaĢ rôzne metabolické dráhy. Prvý 
vrchol predsavuje prípadnú adaptáciu pôdnych mikroorganizmov (aerobnéĽ fakultatívne 
anaerobné) na aeróbný metabolizmu a druhý vrchol sa pripisuje anaeróbom prispôsobujúcim 
sa anaeróbným podmienkam. Konštanta rýchlosti metabolizmu a maximálny tepelný výkon 
rastovej fázy sú významné termodynamické parametre pre metabolizmusĽ pretože vykazujú 
schopnosĢ mikroorganizmu rásĢ za špecifických podmienok. Pri nízkych koncentráciách CDs 
(0–50 ȝg/g) sa ich hodnoty zvyšujú so zvyšovaním koncentrácie CDsĽ takže CDs majú 
pozitívny vplyv na aktivitu pôdnych mikroorganizmov. Pri koncentrácii 50 ȝg/g sú ich hodnoty 
maximálne z čoho vyplývaĽ že pri nízkych koncentráciách CDs nemajú škodlivý vplyv na rast 
pôdnych mikróbov. Negatívny vplyv nastáva až pri vyšších koncentráciach CDs 
(100–1000 ȝg/g) keda sa hodnoty rýchlostnej konštanty a maximálneho tepelného výkonu 
sa znižujú. Zmena celkového tepelného výkonu sa s rastúcou koncentráciou CDs v čase 
nemení a v porovnaní s konštantou rýchlosti a maximálnym tepelným výkonom rastovej fázy 
je hodnota celkového tepelného výkomu konštantná. Je to pravdepodobne preto, 
že prítomnosĢ CDs nemení metabolický spôsob mikroorganizmov v pôdeĽ pričom toxická 
aktivita CDs okamžite neobmedzuje metabolizmus pôdnych mikroorganizmov - spôsobuje 
len malé poškodenie ich fyziologickej funkcie a postupne dochádza ku chronickej toxicite. 
Predpokladá saĽ že časĢ tepelného účinku pochádza z prínosu aktivity biomasy 
a prežívajúcich mikroorganizmovĽ čo vysvetĐuje prečo je celkový tepelný účinok v podstate 
konštantný aj napriek zvyšujúcej sa koncentrácii CDs. Z výsledkov tak zistiliĽ že  CDs mierne 
ovplyvĖujú metabolizmus mikroorganizmov v pôde a nižšie koncentrácie CDs môžu maĢ 
stimulujúci účinok na rast pôdnych mikróbov. Potenciál uhlikových nanotrubíc ako 
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netoxických fotoluminiscenčných nanočastic pre bio-aplikácie je vćaka týmto výsledkom 
veĐmi vysoký [73]. 

 Mikrobiálna aktivita sa bežne určuje v čistej kultúre a výsledky jej stanovenia tak poskytujú 
dôležitý pohĐad na toĽ ako určitý organizmus alebo druh prežíva alebo sa prispôsobuje 
nespočetným množstvám premenných. Mnohé infekcie u Đudí a zvierat sa vyskytujú ako 
asociácie dvoch alebo viacerých bakteriálnych druhov. Izolovaná čistá kultúra sa môže 
správaĢ veĐmi odlišneĽ ako keć sa skombinuje s inými druhmi. Preto sa Fredua-Agyeman 
(β018) a jeho kolegovia zamerania na štúdium správania Pseudomonas aeruginosa 
v zmiešanej kultúre so Staphylococcus aureus alebo Escherichia coli pomocou 
mikrokalorimetrie. Výslekdy boli získané izotermickým mikrokalorimeterom TAM ββ77 pri 
teplote 37 °C. Rast mikroorganizmov v mikrokalorimetri typicky vedie k exponenciálne 
zvyšujúcemu sa signálu (reprezentujúcemu teplo produkované rastúcim mikroorganizmom), 
až kým sa koncentrácia zdroja energie nestane obmedzenímĽ a dochádza k tvorbe toxických 
metabolitovĽ pričom v takomto prípade sa signál pomaly vracia k základnej línie. Táto štúdia 
ukázalaĽ že P, aeruginosa, S. aureus a E. coli majú charakteristické rastové krivky 
v kultivačnom médiu Nutrient Broth. Pri zmiešaní v rôznych hustotách bola pozorovaná 
dominancia rastu jedného druhu nad druhýmĽ ktorá môže byĢ spôsobená adaptáciou 
a efektívnym použitím živín v médiu alebo produkciou inhibičných látokĽ ktoré by mohli 
ovplyvniĢ rast ostatných druhov. Izotermická mikrokalorimetria sa tak ukázala ako cenná 
metóda na štúdium správania zmiešaných kultúr a môže byĢ potenciálne použitá na štúdium 
klinicky relevantnej interakcie [74]. 

 Toxický efekt kadmia na Candida humicola a Bacillus subtilis bol sledovaný pomocou 
mikrokalorimetrie autorom Chen a jeho kol. (2008). V tejto štúdii bol k vyhodnoteniu 
krátkodobého účinku kadmia v rôznych koncentráciach použitý multikanálový mikrokalorimter 
TAM III. Kadmium bolo pridávané ako k čistým kultúram tak i k zmiešanej kultúre 
mikroorganizmov. Časové závislosti tepelného výkonu pre rast C. humicola, B. subtilis a ich 
zmes pri 28 °C v prítomnosti rôznych koncentrácií Cd2+ môžu byĢ rozdelené do štyroch fáz: 
lag fázy, logaritmickej fázyĽ stacionárnej fázy a fázy poklesu.  Výkonové krivky pre zmiešanú 
kultúru sa dajú tiež rozdeliĢ na štyri fázyĽ v ktorých log fáza a fáza poklesu sú veĐmi podobnéĽ 
avšak stacionárna fáza sa výrazne odlišujú od stacionárnej fázy čistých kultúr 
C. humicola a B. subtilis. Prostredníctvom experimentov vyhodnotili inhibičný efekt Cd2+ 
na mikroorganizmy B. subtilis a C. humicola. Efekt na C. humicola je odlišný od B. subtilis. 
Nízka dávka (0 až 60 ȝg/ml pre B. subtilisĽ 0 až β00 ȝg/ml pre C. humicola) Ģažkého kovu 
Cd2+ bude stimulovaĢ rast dvoch mikroorganizmov v krátkom čase a vysoká koncentrácia 
60-240 ȝg/ml pre B. subtilis, β00 až 800 ȝg/ml pre C. humicola) bude inhibovaĢ rast týchto 
dvoch mikroorganizmov [64].  
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4 EXPERIMENTÁLNA ĆASġ 

4.1 Použité baktérie, chemikálie a prístroje 

4.1.1 Baktérie 

Experimentálna časĢ bola zameraná na baktériu Cupriavidus necator H16Ľ jej mutantný 
kmeĖ Cupriavidus necator PHB-4 a baktériu Halomonas halophila. Bakteriálny kmeĖ 
Cupriavidus necator H16 a Halomonas halophila pochádzajú z Českej zbierky 
mikroorganizmov Masarykovej univerzity v Brne a Cupriavidus necator PHB-4  pochádza 
z Leibnity Institute DSMZ-German Collection of Microorganism and Cell Cultures, 
Braunschweig, Nemecko.  

4.1.2 Použité chemikálie pri kultivácii baktérii 

Nutrient Broth, (HiMedia) 

Pepton (HiMedia) 

Yeast extract (HiMedia) 

Dihydrogenfosforečnan draselnýĽ (Lach-NerĽ ČR) 

Dihydrát hydrogenfosforečnan sodnýĽ (Lach-NerĽ ČR)  

Síran amonnýĽ (Lach-NerĽ ČR)  

Heptahydrát síranu horečnatéhoĽ (Lach-NerĽ ČR) 

FruktózaĽ p.a.Ľ (Lach-NerĽ ČR) 

Glukóza monohydrát (Lach-NerĽ ČR) 

Chlorid sodný (Lach-NerĽ ČR) 

Kyselina levulová (Sigma Aldrich Inc.) 

Destilovaná voda 

4.1.3 Použité prístroje 

Analytické váhyĽ Boeco   

Centrifuga, Hettich zentrifugen EBA 200  

Laminárny box Aura miniĽ Bio Air Instruments  

Temperovaná trepačka Heidolph1000Ľ Labicom s.r.o  

Termostat, LS-35 

Modulárny mikrokalorimeter TAM IIIĽ TA Instruments 

ELISA reader ELx808, BioTek 
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4.2 Kultivácia Cupriavidus necator 

4.2.1 Príprava a zloženie inokulačného a produkčného média pre Cupriavidus 
necator 

Pre kultiváciu bolo pripravené inokulum do 100 ml Erlenmayerovej bankyĽ ktorá obsahovala 
50 ml submerzného média Nutrient Broth o koncentrácii β5 g/l. Inokulum i minerálne 
produkčné médium boli stertilizované v tlakovom hrnci pri zavretom ventile po dobu 55 minút. 
Ćalšie použité roztoky (fruktózyĽ kyseliny levulovej) boli sterilizované pri otvorenom ventile 
rovnako 55 minút. V laminárnom boxe Aura mini bolo inokulum sterilne zaočkované buć 
z kryoskúmavky alebo pomocou bakteriálnej kĐučky bola izolovaná kolónia baktérie 
z agarovej misky nanesaná trikrát na steny Erlenmayerovej banky. Po zaočkovaní bolo 
inokulum kultivované β4 hodín na temperovanej trepačke pri teplote γ0 °C a frekvencii 
trepania 180 rpm. 

Zloženie Nutrient BrothŚ 

Beef extract 10 g 
Pepton 10 g 
NaCl 5 g 
Agar 20 g 
Destilovaná voda 1000 ml 

Po β4 hodinách bolo 5 obj.% inokula použitého na zaočkovanie produkčného minerálneho 
médiaĽ v ktorom boli baktérie ćalej kultivované 7β hodín na temperovanej trepačke 
pri rovnakých podmienkach. 

Zloženie minerálneho produkčného média a roztoku stopových prvkov 

(NH4)2SO4 1 g 
KH2PO4 1,02 g 
Na2HPO4 ∙ 12 H20 11,1 g 
MgSO4 ∙ 7 H20 0,2 g 
Fruktóza 20 g 
Destilovaná voda 1000 ml 
Roztok stopových prvkov: 1 ml 

FeCl3 9,7 g  
CaCl2 7,8 g 

CuSO4 0,156 g 
CoCl2 0,119 g 
NiCl2 0,118 g 

CrCl2 0,062 g 
0,1 M HCl 1000 ml 

4.3 Kultivácia baktérie Halomonas halophila 

4.3.1 Príprava a zloženie inokulačného a minerálneho média pre Halomonas 
halophila 

 
Na kultiváciu baktérie bolo do dvoch 100 ml Erlenmeyerových baniek pripravené inokulačné 
médium o celkovom obsahu 50 ml. Médium bolo vysterilizované pri uzavretom ventile 
na keramickej dvojplatničke po dobu γ5 minút. Po sterilizácii a vychladnutí média 
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na laboratórnu teplotu, bolo inokulum v laminárnom boxe sterilne zaočkované pomocou 
kryoskúmavky. Pripravené inokulum bolo kultivované β4 hodín v temperovanej trepačke pri 
teplote γ0 °C a rýchlosti trepanie 180 rpm. 

Zloženie inokulaŚ 

pepton 15 g 
yeast extract 3 g 
glukóza 1 g 
NaCl 66 g 
destilovaná voda 1000 ml 
 
Po β4 hodinách bola kultúra preočkovaná do minerálneho médiaĽ ktoré je pre produkciu PHA 
najvhodnejšie. Do β50 ml Erlenmeyerovej banky bolo pripravených 100 ml minerálneho 
médiaĽ ktoré bolo vysterilizované v tlakovom hrnci s uzavretým ventilom po dobu γ5 minút. 
Po sterilizácia a vychladnutí bolo v laminárnom boxe do minerálneho média pridaných 5 ml 
bakteriálnej kultúryĽ 5 ml glukózy zo sterilného zásobného roztoku o koncentrácii β0 g/l 
a 0,1 ml MES. 

Zloženie minerálneho médiaŚ 

(NH4)2SO4 1 g 
KH2PO4 1,02 g 
Na2HPO4 ∙ 12 H20 11,1 g 
MgSO4 ∙ 7 H20 0,2 g 
NaCl 66 g 
destilovaná voda 1000ml 

Pripravené médium bolo kultivované po dobu 7β hodín v temperovanej trepačke pri teplote 
γ0°C a rýchlosti trepanie 180 rpm. 

4.4 Štúdium účinkov mikrobiálnych inhibítorov pomocou mikrokalorimetrie 

CieĐom experimentálnej časti bolo otestovaĢ a zhodnotiĢ využiteĐnosĢ metód termickej 
analýzy pri popisu účinku inhibtoru pri realizácii modelového experimentu. Na otestovanie 
vybranej metódy boli baktérie vystavené rôznym koncentráciam kyseliny levulovejĽ ktorá bola 
zvolená ako mikrobiálny inhibítor. Analyzované boli obidva baktérialné kmene C. necator 
a baktéria Halomonas halophila kultivované v minerálnom médiu. Použité koncentrácie 
kyseliny levulovej boli: 0,1; 0,5; 0,6; 0,75; 0,9; 1; 2; 3; 4; 5 a 10 g/l. Roztok bez kyseliny 
levulovej slúžil ako kontrola pri každom meraní. 

4.4.1 Príprava roztokov s kyselinou levulovou 

Základom všetkých roztokov bolo βĽ5 g peptonu a od vybranej koncentrácie pomer objemu 
zásobného roztoku kyseliny levulovej o koncentrácii 10 g/l a fosfátového pufru 50 mM, 
pH 7Ľ4. Stresové roztoky pre Halomonas halophilu boli pripravené v dvoch sadách – prvá 
sada bola bez prítomnosti NaClĽ druhá sada obsahovala 66 g/l NaCl. 

Zloženie fosfátového pufruĽ 50 mM, pH 7,4 

Na2HPO4 ∙ 12H20 6,89 g 
NaH2PO4 ∙ 2H20 1,761 g 
Destilovaná voda 1000 ml 
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4.4.2 Príprava vzoriek pre mikrokalorimetrické meranie 

Z nakultivovanej baktériálnej kultúry bolo v laminárnom boxe odobraných 5 ml suspenzie, 
ktorá bola zcentrifugovaná pri 5000 rpm po dobu 5 minút. Supernatant bol zliatý a biomasa 
bola rozsuspendovaná v 5 ml roztoku kyseliny levulove (viz 4.4.1). Z takto pripravenej 
bunečnej suspenzie bol do mikrokalorimetrickej ampulky odpipetovaný 1 ml a amuplka bola 
pomocou kliešti sterilne uzavretá. 

4.4.3 Mikrokalorimetrické meranie 

Mikrokalorimetrické meranie bolo prevedené v modulárnom mikrokalorimetry TAM III 
od firmy TA Instruments. Pripravené vzorky (viz 4.4.2) boli umiestnené 
do multikalorimetrickej meriacej cely so šiestimi minikalorimetrami. Meranie sa uskutočnilo 
v izotermickom režime pri teplote β5 °C. Výsledky boli ćalej spracované v MS Excell. 

4.5 Štúdium rastových kriviek baktérii 
 
Pomocou absorbančného fotometru boli sledované rastové krivky baktérie Cupriavidus 
necator H16Ľ jeho mutantného kmeĖa PHB-4 a baktérie Halomonas halophila. Z produkčnej 
kultúry bolo v laminárnom boxe odpipetovaných 500 µl kultury CN H16Ľ ktorá bola 
zcentrifugovaná po dobu 5  minút a 5000 otáčkach. Po vyliatí supernatantu bol sediment 
rozsuspenzovaný v řĽ5 ml stresovaného roztoku kyseliny levulovej o rôznej koncentrácii (0; 
0,1; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 10 g/l). Z bakteriálnej kultúry CN PHB-4 a Halomonas halophila bolo 
odpipetovaných 500 µlĽ ktoré boli rozsuspenzované v 4Ľ5 ml stresového roztoku. 

 Z takto pripravených bakterilánych kultúr bolo pridaných β00 µl kultúry do každej jamky 
mikrotitračnej platničkyĽ pričom každá koncentrácia bola pripravená v piatich opakovaniach. 
Takto pripravené mikrotitračné platničky boli zatvorené a ponechané pri laboratórnej teple. 
Meranie bolo nastavené na teplotu β5 °CĽ vlnovú dĎžku 6γ0 nm a pĜed začiatkom merania 
pretrepanie platničky pred meraním absorpancie a samotné meranie prebehlo v troch 
opakovaniach. V MS Excelli boli z nameraných hodnôt vypočítané priemer a smerodatná 
odchylka absorbancie pre každú koncentráciu. Rastové krivky boli zostrojené v závisloti 
absorbancie na čase. 
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5 Výsledky a diskusia 

Hlavným cieĐom práce bolo otestovaĢ využiteĐnosĢ mikrokalorimetrie pri sledovaní 
metabolickej aktivity mikroorganizmovĽ pretože mikrokalorimetria nepatrí bežné metódyĽ 
ktoré sa v rámci Fakulty chemickej VUT Brno používajú k sledovaniu metabolickej aktivite 
mikroorganizmov. K optimalizácii metódy boli vybraté dva veĐmi študované baktérialne 
kmene produkujúce PHAĽ ktorého prítomnosĢ má dôležitú úlohu pri prežívaní a adaptácii 
prevažne na fyzikálne stresy [29, 30, 75]. U vybratých baktérii môžeme predpokladaĢ rôzny 
mechanizmus stresovej adaptáciiĽ pretože Cupriavidus necator je mezofilnou baktérie 
a Halomonas halophila patrí medzi extrémofilné baktérie. Okrem rôzných metablocikých 
stretégii adaptácie sme sme mali možnosĢ posúdiĢ úlohu PHA pri adaptácii vćaka 
mutantnému kmeĖu CN PHB-4Ľ ktorý neakumuluje PHA. Obidve baktérie patria medzi 
aerobné mikroorganizmyĽ preto bolo veĐmi dôležité zvoliĢ vhodný objem meranej vzorky takĽ 
aby pomer kultúry voči vzduchu bol dostačujúci pre dlhodobé meranie a nedochádzalo tak 
k odumieraniu baktérii vyčerpaním vzduchu. 

5.1 Vplyv kyseliny levulovej na rast baktérie Cupriavidus necator H16 

Jedným z cieĐov diplomovej práce bolo overiĢ využiteĐnosĢ mikrokalorimetrie pri štúdiu rastu 
a metabolickej aktivite mikroorganizmov. Jednotlivé merania trvali niekoĐko dniĽ pokiaĐ 
tepelný tok pri všetkých vzorkách neklesel späĢ na základnú líniu. Na Obr. 8 pozorujeme 
závislosĢ tepelného toku na čase pre kontrolnú vzorku (obsahuje pepton - zdroj zmiešaných 
peptidovĽ voĐných aminokyselínĽ organického dusíka - vo fosfátovom pufri) baktérie 
Cupriavidus necator H16Ľ ktorá nám umožĖuje sledovaĢ priebeh adaptácie a mieru 
metabolickej aktivity. Začiatok krivky začína ostrým nárastom tepelného tokuĽ ktorý 
je spojený s vložením mikrokalorimetrickej ampule do meriacej cely a nesúvisí s vlastným 
metabolizmom baktérie. Metabolická aktivita sa prejavuje najprv tzv. adaptačnou fázouĽ 
počas ktorej sa baktérie prispôsobia daným podmienkam. Po adaptácii dochádza k zvýšeniu 
metabolickej aktivityĽ ktorá sa prejavuje nárastom tepelného tokuĽ ktorý vytvára dva píky 
na krivke – jeden pri 100 µW a druhý ostrejší pík o hodnote 140 µW. Dva píky môžu byĢ 
prejavom viacerých metabolických ciest baktérieĽ alebo napr. v našom prípade by mohlo 
dochádzaĢ k diauxickému rastuĽ kedy z využiteĐných substrátov si baktéria vyberie pre seba 
ten výhodnejší a po jeho vyčerpaní  je schopný spracovaĢ ćalší substrát. Po ostrom píku 
dochádza k strmému poklesu tepelného toku a po dvoch dĖoch tak dochádza k obmedzeniu 
metabolickej aktivity na minimum.  

 Časovým integrálom tepelného tokuĽ získame závislosĢ celkového vyprodukovaného tepla 
na časeĽ ktorá je zobrazená na Obr. 9. Profil krivky vyprodukovaného tepla môžeme 
porovnaĢ s krivkou tepelného toku v časeĽ kde môžeme pozorovaĢ spoločné znakyŚ 

 nárast tepla je zo začiatku veĐmi malý čo odpovedá ostrému píku tepelného tokuĽ 
ktorý vznikol vložením ampule do meriacej cely a tepelnému toku nesprevádzanej 
adaptácie baktérie; 

 priblížne v čase 0Ľ5 dĖa po adaptácii sa metabolická aktivita prejavuje lineárnym 
nárastom tepla; 

 medzi 1Ľ5 až β dĖami pozorujeme nárast ostrého píku v závisloti tepelného toku 
na časeĽ ktorý sa pri vyprodukovanom teple prejavuje zmenou smernice krivkyĽ kedy 
dochádza k maximálnej hodnote celkového tepla; 

 obmedzením metabolickej aktivity po vyčerpaní substrátu dochádza k poklesu 
tepelného tokuĽ avšak hodnota tepla sa už ćalej nemeníĽ ostáva konštantné. 



35 
 

 

 

Obr. 8: ZávislosĢ tepelného toku na čase kontrolnej vzorky pre baktériu Cupriavidus necator H16  

 

Obr. 9: ZávislosĢ tepla na čase kontrolnej vzorky pre baktériu Cupriavidus necator H16 

Ćalším krokom práce bolo zistiĢ vplyv koncentrácii kyseliny levulovej na metabolickú aktivitu 
baktérie. Na Obr. 10 vidíme závislosĢ tepelného taku na čase pre koncetrácie kyseliny 
levulovej 0,1; 0,5; 1; 5 a 10 g/l a kontrolu (svetlo modrá krivka)Ľ ktorá neobsahuje kyselinu 
levulovú. Z výsledkov pozorujemeĽ že baktérie vykazujú rôzny priebeh metabolickej aktivity 
pri jednotlivých koncentráciach kyseliny levulovej a zároveĖ môžeme vidieĢ vplyv 
koncentrácii kyseliny levulovej na dĎžku adaptácie. Modrou farbou je vyznačená kontrolaĽ 
ktorej metabolická aktivita bola popísana na predchadzajúcich dvoch obrázkoch. Koncetrácia 
kyseliny 0,1 g/l (oranžová krivka) má podobný priebeh metabolickej aktivity čo sa týka počtu 
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píkov. Rozdielom je vyšší pokles tepelného toku priblížne do 18 hodin (0Ľ75 dĖa)Ľ kedy došlo 
k spomalenie metabolizmu vrámci adaptácie baktérii na kyselinu levulovú. Po adaptácii 
dochádza k zvýšeniu tepelné tokuĽ ktorý v čase medzi 1 až 1Ľ5 dĖom prevyšuje hodnoty 
tepelného toku kontroly. Pri koncentráciach 0Ľ5 g/l (šedá krivka) a 1 g/l (žltá krivka) je profil 
krivky v porovnaní s kontrolou jednoduchší – nedochádza k druhému ostrému nárastu 
tepelného toku. ČasĽ potrebný na adaptáciu sa s rastúcou koncentráciou samozrejme 
zvyšujeĽ čím sa predĎžuje samotná dĎžka metabolickej aktivity. Napr. v prípade kontroly 
baktérie po vyčerpaní substrátu nevykazujú metabolickú aktivitu už v druhom dni, pri 
koncentrácii 1 g/l v druhom dni dochádza k spomalenii metabolickej aktivityĽ ktorá sa zastaví 
po βĽ5 dĖoch. Pri koncentráciach 5 g/l (tmavo modrá krivka) a 10 g/l (zelená krivka) 
nepozorujeme žiadnu metabolickú aktivituĽ kde ani po troch dĖoch nedošlo k zvýšeniu 
tepelného toku. 

 

Obr. 10Ś ZávislosĢ tepelného toku na čase baktérie Cupriavidus necator H16 v prítomnosti 
koncentrácii kyseliny levulovej v rozsahu od 0,1 g/l do koncentrácie 10 g/l a kontrolnej vzorky bez 
prítomnosti kyseliny levulovej 

Z výsledkov na  Obr. 11Ľ môžeme vidieĢ závislosĢ tepla na časeĽ kde celkové vyprodukované 
teplo pri 0,1 g/l je o niečo málo väčšie ako pri kontroleĽ ktorá maximálne teplo vyprodukovala 
skôrĽ kedže okrem peptonu nemala prítomný iný substrát. Môžeme tak  predpokladaĢĽ 
že koncentrácia 0Ľ1 g/l miesto inhibícieĽ rast aktivuje a kyselina levulová slúži ako ćalší 
substrát a zdroj uhlíka pre baktérie. Koncentrácie do 1 g/l majú minimálny vplyv na celkové 
vyprodukované teploĽ ktoré vzniká po adaptácii. Baktérie po adaptácii nestrácajú svoju 
metabolickú aktivitu. 

 Preložením prvých dvoch častí krivky zo závislosti tepla na čase lineárnou regresiou 
a nájdením ich spoločného priesečníka sme získali priblížne hodnoty doby adaptácie 
jednotlivých koncentráciiĽ ktoré sú zobrazené v Tab. 3. Rast baktérii v kontrolnej vzorke začal 
rásĢ po 18 hodinách. Adaptácia na kyselinu levulovú baktériam pri koncentrácii 0Ľ1 g/l trvala 
o 3 hodiny viac ako v prípade kontrolyĽ kde mali baktérie pepton ako substrát. Pri 1 g/l 
je rozdiel v začiatku rastu kontroly a rastu baktérii po adaptácii na LA priblížne 8 hodín. 



37 
 

Tab. 3: Hodnoty vypočítaných dôb adaptácie pre kontrolu a koncentrácie 0Ľ1; 0Ľ5 a 1 g/l. 

koncentrácie [g/l] doba adaptácie [hod] 
kontrola 0 18,5 

0,1 21,3 
0,5 19,8 
1 26,0 

 

 

Obr. 11Ś ZávislosĢ tepla na čase pre baktériu Cupriavidus necator H16 bez kyseliny levulovej a pri 
koncentráciach od 0Ľ1 g/l do 10 g/l 

Porovnaním koncentrácii 0Ľ5 (šedá krivka) a 1 g/l (žltá krivka) na Obr. 10Ľ pozorujeme dlhšiu 
adaptáciu baktérie na vyššiu  koncetráciu kyseliny levulovej. Pre lepšiu predstavu boli 
pridané  koncentrácie v rozsahu od 0,5 g/l až 1 g/l (Obr. 12). Z výsledkou môžeme vidieĢĽ 
že pri tomto experimente u koncentrácie 0Ľ5 g/l (červená krivka) došlo k rýchlejšiemu 
začiatku rastu ako pri kontroleĽ čo však pri predchadzajúcom meraní nebolo pozorované. 
Koncentrácie v rozmedzí od 0Ľ6 do 0Ľř g/l majú začiatok rastu skoro rovnaký s kontrolou 
a nepozorujeme tu žiadne adaptačnú fázu. Jediným rozdielom pri týchto koncentráciach 
je pokles tepelného toku spôsobený odumieraním baktérii. V prípade kontroly je tento pokles 
strmejší ako pri koncentráciach  0Ľ6-0,9 g/l čo pravdepodobne súvisí s vyčerapním peptonu 
ako jediného zdroja uhlíka pre rast. Posun rastu v čase vplyvom kyseliny levulovej ako 
inhibítora je viditeĐný až pri koncentrácii 1 g/l. 

 Pri koncentráciach 0Ľ5 až 1 g/l kyseliny levulovej maximálna hodnota tepelného toku 
(Obr. 12) a celkového tepla (Obr. 13) sú porovnaním s kontrolou rovnaké a pri tomto meraní 
nedochádza k výraznému poklesu tepelného toku alebo tepla. Koncentrácia 1 g/l má mierny 
inhibičný efektĽ ktorý je pozorovaný práve oneskoreným začiatkom rastuĽ ale po adaptácii 
nedochádza k zníženiu metabolickej aktivity baktérieĽ kedže hodnota celkového tepla 
je rovnaká ako pri kontrole a zvyšných koncentráciach. 
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Obr. 12: ZávislosĢ tepelného toku na čase baktérie Cupriavidus necator H16 bez kyseliny levulovej 
ako kontroly (tmavo modrá krivka) a v prítomnosti koncentrácii kyseliny levulovej v rozsahu od 0,5 g/l 
do koncentrácie 1 g/l 

 

Obr. 13: ZávislosĢ tepla na čase baktérie Cupriavidus necator H16 bez kyseliny levulovej ako kontroly 
(tmavo modrá krivka) a v prítomnosti koncentrácii kyseliny levulovej v rozsahu od 0,5 g/l 
do koncentrácie 1 g/l 
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Z predošlých experimentov bola zistená hraničná koncentrácia kyseliny levulovejĽ ktorá 
má inhibičný efekt. Otázkou však ostávaloĽ ktorá koncetrácia v rozmedzí medzi od 1 g/l 
do 5 g/l je ešte dostatočná pre rast baktériiť Výsledky merania zobrazené na Obr. 14, 
korešpondujú s tými predchadzajúcimi a potvrdzujú takĽ že koncentrácie kyseliny levulovej 
nižšie ako 5 g/l je Cupriavidus necator H16 schopný metabolizovaĢ a využiĢ ich ako zdroj 
uhlíku. Pri tomto koncentračnom rozmedzí porozujeme najdlhší adaptačný čas baktérii. 
Baktérie po dlhšom čase boli schopné sa adaptovaĢ aj na vyššie koncetrácieĽ pri ktorých 
obmedzili svoju metabolickú aktivitu len k ich rastu. Vplyv vyšších koncentrácii pozorujeme 
aj na tvare krivkyĽ kde pri koncentráciach do β g/l po adaptácii dochádza k rýchejšiemu rastuĽ 
ktorý sa prejavuje ostrým píkomĽ kdežto pri vyšších koncentráciach (nad β g/l) je rast pomalší 
v dôsledku dlhšej adaptácie a vzniknutý pík nie je ostrý. 

 

 

Obr. 14: ZávislosĢ tepelného toku na čase baktérie Cupriavidus necator H16 bez kyseliny levulovej 
ako kontroly (svetlo modrá krivka) a v prítomnosti koncentrácii kyseliny levulovej v rozsahu od 1 g/l do 
koncentrácie 5 g/l 

 Koncentráciu β g/l môžeme považovaĢ ako hraničnú čo sa týka vplyvu kyseliny na mieru 
metabolickej aktivityĽ kde hodnoty maximálneho vyprodukovaného tepla dosahujú baktérie 
rovnakéĽ len za dlhší čas porovnaní s kontrolou (Obr. 15). Nad touto hranicou dochádza 
k zníženiu celkovej metabolickej aktivity baktériiĽ ktoré ani za dlhší časový úsek 
nevyprodukovali rovnaké konštantné celkové teplo ako kontrola. Ako už bolo spomenutéĽ 
koncentrácia 5 g/l má silný inhibičný efekt na metabolickú aktivitu a celkové vyprodukované 
teplo po 14 dĖoch merania činilo γ7 % z celkového tepla kontroly. 



40 
 

 

Obr. 15: ZávislosĢ tepla na čase pre baktériu Cupriavidus necator H16 bez kyseliny levulovej (svetlo 
modrá krivka) a pri koncentráciach od 1 g/l do 5 g/l 

Mikrokalorimetrickým meraním získame informáciu o celkovom vyprodukovanom tepleĽ ktoré 
pripisujeme rastu a ćalšej metabolickej aktivite baktérii. Pre správnu interpretáciu 
termogramov boli výsledky mikrokalorimetrie porovnané s rastovými krivkami baktériiĽ ktoré 
boli sledované pomocou fotometrického stanovenia optickej hustotyĽ ktorého postup 
je popísaný v kapitole 4.5. Na Obr. 16 vidíme rastové krivky  baktérie Cupriavidus necator 
H16 s koncentráciami 0Ľ1; 0Ľ5; 5 a 10 g/l, kde rast kontroly, 0,1 g/l a 0,5 g/l nastal priblížne 
po β7 hodináchĽ čo sa v mikrokalorimetrii prejavuje postupným nárastom teplaĽ ktoré 
po dosiahnutí maximálnej hodnoty ostáva konštantné. Hodnoty absorbancie sa s rastom 
zvyšujú a po prekročení 55 hodiny absorbancia postupne stúpa a klesá. Tieto výkyvy hodnôt 
môžu byĢ spôsobené buć týmĽ že v prípade keć mikrotitračná platnička bola zarosenáĽ bolo 
potrebné ju v laminárnom boxe otvoriĢĽ čím baktérie došli do styku so vzduchomĽ a tým 
znovu zintenzívnili svoju metabolickú aktivitu čo sa prejavilo práve zvýšením absorbancie 
napr. medzi 500 až 600 hodinou. Alebo to môže súvisieĢ s prítomnosĢou mĚtvych buniekĽ 
ktoré úplne nelyzovali a mali vplyv na optickú hustotu. V prípade kalorimetrie oproti tomu 
vyprodukované maximálne teplo ostáva konštantné a prítomnosĢ mĚtvych buniek nemá vplyv 
na produkciu tepla. Pri koncentrácii 5 g/l boli baktérie schopné adaptovaĢ sa na kyselinu 
levulovú a začaĢ rasĢ priblížne po β00 hodinách. Výsledky zo stanovenia optickej hustoty tak 
korelujú s výsledkami z mikrokalorimetrie (Obr. 15)Ľ pri ktorých bol pozorovaný nárast 
celkového tepla spojený s rastom baktériiĽ avšak baktérie pravdepodobne spomalia svoj 
metabolizmus – tepelný tok nerastie a hodnota tepla je nízka – a prítomné zdroje živin 
využijú predovšetkým na svoj rast. Úplný inhibičný účinok sa potvrdil pri  koncentrácii 10 g/l, 
pri ktorej nedochádza k rastu ani k produkcii tepla. Pri porovnaní koncentrácii od 1 do 4 g/l 
(Obr. 17) s výsledkami z mikrokalorimetrie (Obr. 15) pozorujeme rovnaký vplyv kyseliny 
levulovej na rast baktériiĽ kde silnejší inhibíčny efekt sa prejavuje dlhšou dobou adaptácie až 
pri 3 a 4 g/l .   
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Obr. 16: Rastová krivka baktérie Cupriavidus necator H16 v prítomnosti koncentrácii kyseliny levulovej 
(0,1; 0,5; 5 a 10 g/l) a bez kyseliny levulovej ako kontroly (tmavo modrá krivka) 

 

Obr. 17: Rastová krivka baktérie Cupriavidus necator H16 v prítomnosti koncentrácii kyseliny levulovej 
(1; 2; 3 a 4 g/l) a bez kyseliny levulovej ako kontroly (tmavo modrá krivka) 
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5.2 Vplyv kyseliny levulovej na rast baktérie Cupriavidus necator PHB-4 

Cupriavidus necator PHB-4 je mutantný kmeĖĽ ktorý je nie schopný akumulovaĢ 
polyhydroxyalkanoáty. Kedže kyselina levulová môže byĢ baktériou využitá ako zdroj uhlíku 
pri produkcii PHA alebo ako zdroj živín pri rasteĽ pri tomto mutantnom kmeni sa LA využíva 
len ako zdroj uhlíku potrebný pre rast. Postup práce a hodnoty koncentrácii kyseliny levulovej 
boli rovanké ako pri baktérii Cupriavidus necator H16. Na Obr. 18 vidíme znázornené krivky 
metabolickej aktivity baktérie Cupriavidus necator PHB-4Ľ kde svetlo modrá krivka je kontrola 
(bez kyseliny levulovej). Vplyv kyseliny levulovej s rastúcou hodnotou koncentrácii 
pozorujeme pri predĎžovaní lag fázyĽ pričom koncentrácia 0Ľ1 g/l (oranžová krivka) sa opäĢ 
javí stimulačneĽ kde ostrý nárast tepelného toku začína skôr ako pri kontrole. 
Pri koncentráciach 0,5 g/l (šedá krivka) a 1 g/l (žltá krivka) je vplyv kyseliny na začiatok rastu 
viditeĐnejší a doba potrebná na adaptáciu narastá so zvyšujúcou sa koncetráciou. 
Koncentrácie 5 g/l (tmavo modrá krivka) a 10 g/l (zelená krivka) sú aj pre tento kmeĖ toxické 
a majú značný inhibičný účinok na baktériu. 

 

Obr. 18: ZávislosĢ tepelného toku na čase baktérie Cupriavidus necator PHB-4 bez kyseliny levulovej 
ako kontroly (svetlo modrá krivka) a v prítomnosti koncentrácii kyseliny levulovej v rozsahu od 0,1 g/l 
do koncentrácie 10 g/l 

 Pri koncentráciach 0Ľ5 g/l a 1 g/l došlo síce k posklesu tepelného tokuĽ avšak hodnota 
celkového tepla (Obr. 19) odpovedá hodnote tepla pre kontrolu. Celkové vyprodukované 
teplo je priblížne rovnako veĐké a bolo dosiahnuté za dlhší časový úsek ako pri kontrolnej 
vzorke. Tieto výsledky poukazujú na skutočnosĢĽ že po adaptácii majú baktérie rovnako 
veĐkú metablickú aktivitu ako v prípade kontrolyĽ dokonca pri 0Ľ5 g/l a 1 g/l je hodnota tepla 
vyššia než u kontroly. Pri koncentráciach 5 g/l (4 J) a 10 g/l (1,5 J) ani po 10 dĖoch nebol 
pozorovaný nárast tepla rovný teplu kontrolej vzorky (11Ľ1 J) a prítomné baktérie tak mali 
nízku metabolickú aktivity spôsobenú prítomnosĢou kyseliny levulovej ako inhibítora.  
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Obr. 19: ZávislosĢ vyprodukovaného tepla na čase pre baktériu Cupriavidus necator PHB-4 bez 
kyseliny levulovej (svetlo modrá krivka) a pri koncentráciach kyseliny levulovej v rozmedzí od 0Ľ1 g/l 
do 10 g/l 

Pri Cupriavidus necator PHB-4 dochádza k rastu kontroly po β6 hodinách a baktéria potrebuje 
ćalších 10 hodínĽ aby sa adaptovala na koncentráciu 1 g/l kyseliny levulovej (Tab. 4). Ako už 
bolo vyššie spomenutéĽ koncentrácia 0Ľ1 g/l má zrejme aktivačný účinok na rast baktérieĽ 
ktorý začal o β hodiny skôr ako pri kontrole. 

Tab. 4: Hodnoty vypočítaných dôb adaptácie Cupriavidus necator PHB-4 pre kontrolu a koncentrácie 
0,1; 0,5 a 1 g/l. 

koncentrácia [g/l] doba adaptácie [hod] 
kontrola 0 25,8 

0,1 24,4 
0,5 28,4 
1 36,2 

 

Pokles tepelného toku medzi koncentráciam 0Ľ5 a 1 g/l je výraznejší u Cupriavidus necator 
PHB-4 (Obr. 20) v porovnaní s Cupriavidus necator H16 (Obr. 10). Pri Cupriavidus necator 
PHB-4 majú koncentrácie 0Ľ6 a 0Ľ75 g/l rovnaký priebeh rastu i hodnotu tepelného toku. 
Hodnota tepelného toku pri koncentrácia 0Ľ5 g/l je nižšia a porovnateĐná s hodnotou 
tepelného toku koncentrácie 0Ľř g/lĽ pri ktorej však dochádza k posunu rastu v čase 
a maximálnu hodnotu tepelného výkonu dosahuje za dlhší čas. Najväčší pokles tepelného 
toku je pri najvyššej koncetrácii (1 g/l)Ľ pri ktorej adaptácia baktérii trvá samozrejme 
najdlhšie. 
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Obr. 20: ZávislosĢ tepelného toku na čase baktérie Cupriavidus necator PHB-4 bez kyseliny levulovej 
ako kontroly (červená krivka) a v prítomnosti koncentrácii kyseliny levulovej v rozsahu od 0,5 g/l do 
koncentrácie 1 g/l 

Zo závislosĢ vyprodukovaného tepla na čase pozorujemeĽ že baktéria Cupriavidus necator 
PHB-4 je schopná vyprodukovaĢ prakticky rovnaké maximálne teplo pri všetkých použitých 
koncentráciach. Baktériam trvá rôzne dlho kým sa adaptujú sa danú koncentráciu kyseliny 
levulovej, preto hodnotu maximálneho tepla dosahujú v rozličnom čase. 

 

Obr. 21:  ZávislosĢ vyprodukovaného tepla na čase pre baktériu Cupriavidus necator PHB-4 bez 
kyseliny levulovej (červená krivka) a pri koncentráciach kyseliny levulovej v rozmedzí od 0Ľ5 g/l 
do 1 g/l 
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Inhibičný efekt kyseliny levulovej môžeme pozorovaĢ na Obr. 22, kde svetlo modrou farbou 
je kontrola bez prítomnosti kyseliny levulovej. Zvyšovaním koncentrácie kyseliny levulovej 
dochádza k zvýšeniu času potrebného k adaptácii baktériiĽ k zníženiu metabolickej aktivity 
a k poklesu maximálneho tepelného toku. Koncentrácia 5 g/l má pre baktériu 
najsilnejší inhibičný efekt z vybraných použitých koncentrácii. Metabolická aktivita baktérie 
pri tejto koncentrácii (5 g/l) nie je dostatočne vysoká aby bola zaznamenaná 
mikrokalorimetrom ako nárast tepelného toku. 

 Maximálne vyprodukované teploĽ ktorého priebeh v čase je znázornený na Obr. 23, bolo 
dosiahnuté pri kontrole a pri koncentráciach v rozmedzí 1 až 4 g/l. Baktérie sa adaptujú týmĽ 
že metabolizujú kyselinu levulovú a využívajú ju pre svoj rast. S rastúcou koncentráciou 
kyseliny levulovej sa zvyšuje potrebný čas pre adaptáciu na kyselinu levulovú a dosiahnutie 
maximálneho tepla. Pri koncentráciach 1 až 4 g/l je dosiahnuté rovnaké relatívne množstvo 
teplo ako celkové teplo kontroly a adaptované baktérie majú rovnakú mieru metabolickej 
aktivity ako kontrola (Obr. 23). Pri koncentrácii 5 g/l nebol pozorovaný nárast tepelného toku 
v dôsledku rastuĽ čo neplatí pre teploĽ kde hodnota vyprodukovaného tepla v 12 dni bola 6 J 
čo činí takmer polovicu maximálne teplo vyprodukované pri kontrole (11,7 J). 

 

Obr. 22: ZávislosĢ tepelného toku na čase baktérie Cupriavidus necator PHB-4 bez kyseliny levulovej 
ako kontroly (svetlo modrá krivka) a v prítomnosti koncentrácii kyseliny levulovej v rozsahu od 1 g/l do 
koncentrácie 5 g/l 
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Obr. 23: ZávislosĢ vyprodukovaného tepla na čase pre baktériu Cupriavidus necator PHB-4 bez 
kyseliny levulovej (svetlo modrá krivka) a pri koncentráciach kyseliny levulovej v rozmedzí od 1 g/l 
do 5 g/l 

Cupriavidus necator PHB-4 slúžil ako negatívna kontrolaĽ ktorá nemá metabolickú cestu 
k produkcii PHB. Publikované výsledky experimetnov založených na porovnávaní týchto 
dvoch kmeĖov poukazujú na odolnosĢ bakteriálnych buniek voči rôznym stresovým 
podmienkam (najmä fyzikálnym stresom) vćaka intracelulárnej akumulácii a degradácii PHB 
(vić. [βřĽ γ0Ľ 75]). Výsledky porovnania dĎžok adaptačných fázy a celkového tepla 
vyprodukovaného baktériami CN H16 a CN PHB-4 po 14 dĖoch merania (Tab. 5) poskytuje 
tieto informácieŚ 

 vyššie koncentrácie LA vedú k pomalšej adaptácii a dĎžka adaptačnej fázy narastá 
strmšie v prípade mutantného kmeĖaĽ napr. adaptácia β g/l je skoro trojnásobne 
dlhšia ako lag fáza pri kontroleĽ kdežto pri CN H16 je nárast miernejší a porovnaním 
s kontrolu pri 2 g/l sa dĎžka adaptácie zvýšila o γ0 %; 

 celkové vyprodukované teplo je pri CN H16 je sice nižšieĽ avšak pred experimentom 
nebol zistený počet buniek vo vzorkeĽ preto nie je istéĽ že tento kmeĖ má nižšiu 
metabolickú aktivitu; 

 porovnaním relatívneho vyprodukovaného tepla pri rôznych koncentráciach vzhĐadom 
ku kontrole sme zistiliĽ že metabolická aktivita baktérii sa vplyv LA výrazne neznížila 
a napr. koncentrácia 4 g/l viedla k menej ako 5 % poklesu celkového tepla 

Z týchto výsledkov môžeme predpokladaĢĽ že baktéria CN H16 sa rýchlejšie adaptuje 
na kyselinu levulovú vćaka jej metabolickým dráhamĽ ktoré vedia kyselinu využiĢ ako zdroj 
uhlíka a energie pre rast a akumuláciu PHBĽ ktorý má pozitívny vplyv na adaptáciu 
a prežívanie baktérii. Kyseliny levulová má vplyv na dĎžku adaptácieĽ ale neovplyvĖuje mieru 
metabolickej aktivity ani pri jednom zo porovnávaných kmeĖov. 
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Tab. 5: Porovnanie doby adaptácie a celkového teplo vyprodukovaného po 14 dĖoch merania pre 
baktérie Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus necator PHB-4 kontroly a koncentrácii 1ĽβĽγ a 4 g/l 

 CN H16 CN PHB-4 
koncentrácia 

[g/l] 
doba adaptácie 

[hod] 
celkové teplo [J] doba adaptácie 

[hod] 
celkové teplo [J] 

kontrola 0 22,3 11,3 19,4 11,8 
1 21,8 11,3 24,9 11,6 
2 28,5 11,4 53,0 11,5 
3 53,2 10,8 76,9 11,4 
4 103,3 10,8 114,8 11,3 

 

PredĎžovanie lag fázy pri rastových krivkách baktérie Cupriavidus necator PHB-4 (Obr. 24, 
Obr. 25) nekoreluje so zvyšovaním koncentrácii kyseliny levulovej ako je to pri 
mikrokalorimetrickom meraním. Negatívny vplyv LA pozorujeme až pri koncentráciach 
vyšších ako 1 g/lĽ pričom pri mikrokalorimetrickom meraní 1 g/l má mierny inhibčný účinok 
a doba adaptácie v porovnaní s kontrolou je dlhšia. Pri vyšších koncentráciach nad 1 g/l, 
baktéria Cupriavidus necator metabolizuje kyseliny levulovú a využíva ju ako zdroj uhlíku pre 
svoj rastĽ čo odpovedá stále zvyšujúcej sa hodnote absorbancie. Nárast absorbancie pri 
koncentrácii 5 g/l pozorujeme priblížne po 8 dĖoch pričom nárast absorbancie stále 
pokračoval. Výsledky mikrokalorimetrie poukazujú na produkciu tepla počas rastu (Obr. 23), 
ale miera metabolickej aktívny nie je dostatočne vysokáĽ aby bol pozorovaný nárast 
tepelného toku v čase (Obr. 22). Tento nárast absorbancie však môže byĢ ovplyvnení tiež 
prítomnosĢou mĚtvych buniekĽ ktoré sa úplne nerozpadli. 

 

Obr. 24: Rastová krivka baktérie Cupriavidus necator PHB-4 v prítomnosti koncentrácii kyseliny 
levulovej (0,1; 0,5; 5 a 10 g/l) a bez kyseliny levulovej ako kontroly (tmavo modrá krivka) 
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Obr. 25: Rastová krivka baktérie Cupriavidus necator PHB-4 v prítomnosti koncentrácii kyseliny 
levulovej (1 g/l až 4 g/l) a bez kyseliny levulovej ako kontroly (tmavo modrá krivka) 

5.3 Vplyv kyseliny levulovej na rast baktérie Halomonas halophila 

5.3.1 Inhibícia kyselinou levulovou 

Postup práce pri inhibícii kyselinou levulou u baktérie Halomonas halophila (HH) bol rovnaký 
ako pri baktérii Cupriavidus necator (CN). Na Obr. 26 závislosĢ tepelného toku na časeĽ ktorý 
zaznamenáva adaptáciu baktérie na prítomné substráty. Prvotný ostrý nárast tepelného toku 
bol opäĢ spôsobený vložením ampulky do meriacej cely a nepripisujeme ho metabolizmu 
baktérie. Po vložení dochádza k poklesu tepelného toku v dôsledku metabolickej aktivity 
baktérii počas lag fázy. Po lag fáze dochádza k zvýšeniu metabolickej aktivity využitím 
substrátu k rastuĽ pričom dochádza k nárastu tepelného toku na hodnotu 1γ0 µW. Tepelný 
tok následne mierne klesne a následne opäĢ rastie priblížne do hodnoty β00 µW, po ktorej 
dochádza k strmému poklesu tepelného toku odumieraním buniek spät na základnú líniu 
a hodnota tepelného toku ostáva konštantná. Porovnaním kontroly s kontrolou CN H16 
(Obr. 8) u oboch baktérii pozorujeme prítomnosĢ dvoch píkov počas rastu a zároveĖ vidímeĽ 
že hodnoty tepelného toku pri HH sú vyššie čo môže byĢ prejavom zvýšenej citlivosti 
mikrokalorimetrie k štúdiu použitých halofilných baktérii. Vyššia hodnota tepelného toku však 
môže byĢ aj prejavom vyššej koncentrácii buniek vo vzorkách HHĽ takže nie sme schopní 
vyvodiĢ presný záver z týchto výsledkov. 
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Obr. 26:  ZávislosĢ tepelného toku na čase baktérie Halomonas halophila v prítomnosti NaCl pre 
kontrolu 

ZávislosĢ tepla na čase znázorĖuje mieru metabolickej akivity počas adaptácieĽ kde 
v priblížne 0Ľ5 dĖa bol nárast tepla pomalý a nízky rovnako ako pri zázname tepelného toku 
(Obr. 27). Priblížne v polke dĖa došlo k rýchlemu nárastu tepla vyprodukovaného počas 
rastu. Maximálna hodnota tepelného toku bola dosiahnutá priblížne v 1Ľβ dni čo odpovedá 
hodnote maximálneho vyprodukovaného tepla v rovnakom čase. Po 1Ľβ dni baktérie 
postupne odumierali čo nemalo vplyv na vyprodukované teploĽ pretože jeho maximálna 
hodnota ostala naćalej konštantná. 

 

Obr. 27: ZávislosĢ tepla na čase baktérie Halomonas halophila v prítomnosti NaCl pre kontrolu 
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Prvotný screening zobrazený na Obr. 28 poskytuje prvotný náhĐadĽ z ktorého môžeme vidieĢĽ 
že Halomonas halophila je citlivejšia na prítomnosĢ kyseliny levulovej už i pri nízkych 
koncentráciach hoci profil metabolickej krivky je pri týchto koncentráciach rovnaký ako pri 
kontrole (prítomnosĢ dvoch píkov). Zo zvyšujúcou sa koncentráciou dochádza k adaptácii 
baktérie na kyselinu levulovú predĎžovaním adaptačnej fázy. Koncentrácie 5 g/l a 10 g/l majú 
silný inhibičný efekt na rast a ćalšiu metabolickú aktivitu baktérie. 

 Celkové vyprodukované teploĽ ktorého priebeh je zobrazený na Obr. 29 nám poskytuje 
informáciu o miere metabolickej aktivityĽ kde červenou farbou je koncetrácia 0Ľ1 g/l, pri ktorej 
pozorujeme vyššie vyprodukované celkové teploĽ ktoré môže byĢ prejavom vyššej 
metabolickej aktivity adaptovaných baktérii alebo aktivačným vplyvom tejto nízkej 
koncentrácie LA. Adaptované baktérie pri koncentráciach do 1 g/l boli metabolicky menej 
aktívne ako kontrola a LA mala mierny inhibičný vplyv na ich metabolizmus. Vyššie 
koncentrácie boli natoĐko inhibičnéĽ že prítomné baktérie buć odumreli alebo sa na 
prítomnosĢ LA prispôsobili odmedzením alebo úplným spomalením svojej metabolickej 
aktivity. 

 

Obr. 28: ZávislosĢ tepelného toku na čase baktérie Halomonas halophila v prítomnosti NaCl 
s koncentračným rozmedzím kyseliny levulovej od 0,1 g/l do 10 g/l a kontrolou (červená krivka) 
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Obr. 29: ZávislosĢ celkového tepla na čase baktérie Halomonas halophila v prítomnosti NaCl bez 
kyseliny levulovej a koncentračného rozmedzia kyseliny levulovej od 0,1 g/l do 10 g/l 

K silnej inhibícii kyselinou levulovou dochádza medzi koncentráciou 1 g/l a 5 g/l rovnako ako 
pri baktérii Cupriavidus necator. Na Obr. 30 vidíme závislosĢ tepelného toku na čase baktérie 
Halomonas halophila v prítomnosti NaCl a v koncentračnom rozmedzí kyseliny levulovej 
1-5 g/lĽ kde tmavo modrá krivka odpovedá kontrole (bez kyseliny levulovej), pri ktorej 
pozorujeme nárast tepelného toku v dôsledku rastu a metabolicky aktívnych baktérii. Pri 
koncentráciach 1 g/l (červená krivka) a β g/l (zelená krivka) pozorujeme adaptáciu baktérie 
na prítomnosĢ kyseliny levulovej a aj tu platí priama úmeraĽ kde s rastúcou koncentráciou sa 
predĎžuje doba adaptácie – baktérie musia obmedziĢ energiu pre reprodukciuĽ znížiĢ 
metabolickú aktivitu a využiĢ prítomné zdroje živin pre svoj rast. Koncentrácie vyššie ako β g/l 
sú pre H. halophila veĐmi inhibičné a baktéria nie je schopná sa na tieto koncentrácie 
adaptovaĢ. Samotné meranie trvalo 8 dníĽ avšak ani po tak dlhom čase nedošlo k nárastu 
tepelného tokuĽ ktorý by signalizoval rast baktérii. Baktérie sú schopné prispôsobiĢ sa a rásĢ 
len do  koncentrácie β g/l. Pri vyšších koncentráciach baktérie spomalia svoj metabolizmus 
a vćaka prítomnému peptonu prežívajú až do jeho vyčerpania.  
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Obr. 30: ZávislosĢ tepelného toku na čase baktérie Halomonas halophila v prítomnosti NaCl 
a v koncentračnom rozmedzí kyseliny levulovej 1-5 g/lĽ kde tmavo modrá krivka odpovedá kontrole 
(bez kyseliny levulovej) 

Zo závislosti tepla na čase opäĢ pozorujeme schopnosĢ adaptovaných baktérii vyprodukovaĢ 
maximálne teplo pri vzorkách do β g/l odpovedajúce kontroleĽ čo znamenáĽ že adaptované 
baktérie majú rovnakú celkovú mieru metabolickej aktivity a prítomnosĢ LA ju neznižuje 
(Obr. 31). S rastúcimi koncentráciami pozorujeme zmenu v profile krivky, kde s postupnou 
adaptáciou dochádza k predĎžovaniu nárastu tepla vplyvom adaptácieĽ čo sa prejavuje 
postupným ohýbaním krivky. Pri koncentráciach vyšších ako 2 g/l vyprodukované teplo 
je veĐmi malé z čoho môžeme predpokladaĢĽ že prítomné baktérie obmedzili svoju 
metabolickú aktivitu na minimum a všetku energiu využili pre svoj rast. 

 

Obr. 31: ZávislosĢ tepla na čase baktérie Halomonas halophila v prítomnosti NaCl a v koncentračnom 
rozmedzí kyseliny levulovej 1-5 g/lĽ kde tmavo modrá krivka odpovedá kontrole (bez kyseliny 
levulovej) 
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Zo závislosti tepla na čase boli pre všetky tri použité baktérie vypočítané doby adaptácieĽ 
ktoré sa spolu s celkovým vyprodukovaným teplom po ř dĖoch merania nachádzajú v Tab. 6 
pre HH a v Tab. 5 pre CN. Porovnaním doby adaptácie sme zistiliĽ žeŚ 

 porovnaním kontrol vidímeĽ že HH ako extrémofil má odlišný metabolizmus a k jej 
rastu dochdáza skoro o polovicu kratší čas ako v prípade CN; 

 nárast doby potrebnej pre adaptáciu s koncentráciami LA je pri HH zretelnejší 
a relatívny začiatok rastu pri prvých dvoch koncentráciach vzhĐadom ku kontrole 
odpovedá relatívnym dĎžkam adaptácie CN PHB-4, napr. pri 2 g/l relatívna doba 
adaptácie vzhĐadom ku kontrole je vyššia o 150 % pri HH, o 173 % pri mutantom 
kmeni  CN PHB-4 a len o 28 % pri CN H16. 

 Porovnaním relatívneho vyprodukovaného tepla vzhĐadom ku kontrole bolo opäĢ zistenéĽ 
že baktérie HH nestrácajú svoju metabolickú aktivitu vplyvom kyseliny levulovej a pokles pri 
2 g/l je pri všetkých troch baktériach menší ako 4 % celkového vyprodukovaného tepla 
jednotlivým kmeĖom. Z výsledkov môžeme predpokladaĢĽ že metabolizmus CN H16 je zo 
skúmaných baktérii najviac prispôsobený pre spracovanie a vyyužitie LA ako substrátu pre 
svoj rast. 

Tab. 6: Porovnanie dĎžky adaptácie a celkového vyprodukovaného tepla po 9 dĖoch merania pre 
všetky tri baktérie 

koncentrácie 
[g/l] 

Halomonas halophila 
doba 

adaptácie 
[hod] 

celkové 
teplo [J] 

kontrola 0 13,2 11,7 
1 18,5 11,5 
2 33,6 11,3 

 

Rastové krivky Halomonas halophila zobrazené na Obr. 33 a Obr. 33 potvrdzujú rast baktérii 
pri koncentráciach do 4 g/lĽ pričom táto koncentrácia je pre Ėu inhibičná a baktérie potrebuje 
výrazne dlhší čas na adaptáciu vyšších koncentrácii ako 1 g/l. Baktéria nie je schopná 
adaptovaĢ sa na vyššie koncentrácie ako 4 g/lĽ pri ktorých nedochádza k rastu, ale 
postupnému odumieraniu buniek. Porovnaním s rastovou krivkou baktérie Cupriavidus 
necator H16 alebo PHB-4 pozorujeme silnejší inhibičný efekt kyseliny levulovej pri baktérii 
Halomonas halophila,  ktorá je schopná adaptovaĢ sa len na koncentrácie do 4 g/lĽ pričom 
Cupriavidus necator je schopný adaptovaĢ sa a rásĢ až do koncentrácie 5 g/l. Tento rozdiel 
v limitnej kocentrácii môže byĢ spôsobený odlišným metabolizmom baktérii a schopnosĢou 
metabolizovaĢ kyselinu levulovú ako zdroj uhlíka pre svoj rast. 
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Obr. 32: Rastové krivky Halomonas halophila v prítomnosti NaCl a koncentracii kyseliny levulovej od 
0,1; 0,5; 5 a 10 g/l, kde tmavo modrá krivka je kontrola (bez kyseliny levulovej) 

 

Obr. 33: Rastové krivky Halomonas halophila v prítomnosti NaCl a koncentračnom rozmedzí kyseliny 
levulovej od 1 g/l do 4 g/l, kde tmavo modrá krivka je kontrola (bez kyseliny levulovej) 
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5.3.2 Inhibícia kyselinou levulovou a nízkou salinitou 

V kapitole 5.3.1 Halomonas halophila bola v prostredí o vysokej salinite, v ktorom 
je metabolicky aktívna a dochádza k jej rastu. Pre porovnanie metabolicky aktívnych 
a neaktívnych baktérii bola v ćalšom experimente pridaný negatívny vplyv nízkej salinity 
(vzorky neobsahovali prídavok chloridu sodného) za predpokladuĽ že Halomonas halophila 
nebude schopná rásĢ a jej metabolická aktivita sa spomalí až úplne zastaví. Výsledky 
zobrazené na Obr. 34 potvrdiliĽ že v prostredí bez chloridu sodného Halomonas znižuje svoju 
metabolickú aktivitu na minimum - tepelný tok sa postupne znižuje s nárastom mĚtvych 
buniek. Koncentrácie kyseliny levulovej do 5 g/l majú podobný priebeh ako kontrolaĽ z čoho 
môžeme usúdiĢĽ že baktérie neboli schopné metabolizovaĢ prítomný pepton a kyselinu 
levulovú a využiĢ ich ako zdroj energie. Oranžová krivka patrí koncentrácii 5 g/l, ktorej 
priebeh je od kontroly odlišný a spomalenie až úplne obmedzenie metabolickej aktivity pri 
tejto koncentrácii je výraznejšie a dochádza k tomu skôr – odumieranie baktérii pri tak 
vysokej koncentrácii začalo skôr ako pri nižších koncentráciach.  

 

Obr. 34: ZávislosĢ tepelného toku na čase baktérie Halomonas halophila bez prítomnosti chloridu 
sodného a s koncentráciami kyseliny levulovej v rozmedzí od 10 g/l do 0,1 g/lĽ pričom zelená krivka 
odpovedá kontrole (bez kyseliny levulovej) 

Na Obr. 35 porozujem závislosĢ tepla na čase bez prítomnosti NaCl a s koncentráciami 
kyseliny levulovej v rozmedzí od 10 g/l do 0Ľ1 g/lĽ pričom zelená krivka odpovedá kontrole 
(bez kyseliny levulovej). Z výsledkov pozorujeme, že baktérie počas prežívania 
vyprodukovali teplo o hodnote priblížne γ J a bez prítomnosti potrebnej soli baktérie spomalili 
svoj metabolizmus a adaptovali sa daným podmienkam takĽ aby boli schopné prežiĢ 
čo najdlhšie. 
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Obr. 35: ZávislosĢ tepla na čase baktérie Halomonas halophila bez prítomnosti chloridu sodného 
a s koncentráciami kyseliny levulovej v rozmedzí od 10 g/l do 0,1 g/lĽ pričom zelená krivka odpovedá 
kontrole (bez kyseliny levulovej) 

V koncentráčnom rozmedzí 1-5 g/l (Obr. 36) pozorujeme postupný pokles tepelného toku 
s časomĽ počas ktorého boli baktérie v prítomnosti kyseliny levulovej a bez NaCl stále 
životaschopné a metabolický aktívne. Najnižšie dve koncentrácie sú porovnateĐné 
s kontrolnou vzorkou v dĎžke prežívaniaĽ kde prítomnosĢ kyseliny levulovej výrazne 
neovplyvnila spomalenie metabolickej aktivity životaschopných baktérii. Fialová krivka značí 
koncentráciu γ g/lĽ pri ktorej boli baktérie životaschopné po dobu troch dni. Po troch dĖoch 
došlo k postupnému poklesu tepelného toku s nárastom metabolicky neaktívnych baktérii. 
Koncentrácie 4 a 5 g/l mali silnejší inhibičný efektĽ kde druhý pokles tepelného toku 
pozorujeme v priebehu prvých dvoch dní. 

Z výsledkov na Obr. 37 pozorujeme postupný nárast celkového vyprodukovaného tepla 
s rastúcou koncentráciou kyseliny levulovej v rozmedzí od 1 do 5 g/l. Hodnoty prvých troch 
koncentrácii a kontroly sú mierne vyššie ako zvyšných dvoch koncetráciiĽ presne ako je to 
v prípade tepelného tokuĽ ktorý začal klesaĢ vplyvom odumieranie buniek skôr. 
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Obr. 36: ZávislosĢ tepelného toku na čase baktérie Halomonas halophila bez prítomnosti chloridu 
sodného a s koncentráciami kyseliny levulovej v rozmedzí od 1 g/l do 5 g/lĽ pričom tmovo modrá krivka 
odpovedá kontrole (bez kyseliny levulovej) 

 

Obr. 37: ZávislosĢ tepla na čase baktérie Halomonas halophila bez prítomnosti chloridu sodného a 
s koncentráciami kyseliny levulovej v rozmedzí od 1 g/l do 5 g/lĽ pričom tmovo modrá krivka odpovedá 
kontrole (bez kyseliny levulovej) 

Mikrokalorimetrické výsledky sú v súlade s rastovými krivkami baktérie (Obr. 38, Obr. 39), 
na ktorých pozorujeme pokles absorbancie pri kontrole a koncentráciah do γ g/l v dôsledku 
postupného vyčerpania živin potrebných pre rast. Pri koncentráciach 4 g/l a 5 g/l najprv 
dochádza k mierneho nárastu a poklesu absorbancie podobne ako pri poklese tepelného 
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toku pri mikrokalorimetrii. Ćalší nárast a pokles absorbancii pravdepodobne už nesúsiví 
s rastom, ale s prítomnosĢou mĚtvych buniekĽ ktoré sa úplne nerozpadli. Silný inhibičný efekt 
mala koncentrácia 10 g/l, pri ktorej neboli baktérie dlho životaschopné (absorbancia 
sa v priebehu merania výrazne nezmenila – nedošlo ani k jej nárastu ani k strmému 
poklesu). 

 

Obr. 38: Rastové krivky Halomonas halophila bez chloridu sodného a koncentráciach kyseliny 
levulovej 0,1; 0,5; 5 a 10 g/l a tmavo modrá krivka je kontrola (bez kyseliny levulovej) 

 

Obr. 39: Rastové krivky Halomonas halophila bez chloridu sodného v koncentračnom rozmedzí 
kyseliny levulovej od 1 g/l do 4 g/l a tmavo modrá krivka je kontrola (bez kyseliny levulovej) 
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6 ZÁVER 

CieĐom práce bolo otestovaĢ využiteĐnosĢ metód termickej analýzy k štúdiu vplyvu kyseliny 
levulovej na metabolickú aktivitu vybraných mikroorganizmov. Mikrokalorimetria vychádza 
zo skutočnostiĽ že všetky chemické reakcie zahĚĖajú energetické zmenyĽ pri ktorých 
dochádza buć k uvoĐĖovaniu tepla (exotermická reakcia) alebo k absorpcii tepla 
(endotermická reakcia). Metabolická aktivita a rast mikroorganizmov sú spojená práve 
s uvoĐĖovaním teplaĽ vćaka čomu sme schopní toto uvoĐnené teplo zaznamenávaĢ pomocou 
mikrokalorimetra. Meraním vieme získaĢ hodnotu celkového vyprodukovaného teplaĽ ktoré 
udáva mieru metabolickej aktivity. Zo závislosti tepelného toku na čase vieme sledovaĢ 
inhibičný efekt kyseliny levulovej na rast baktérii. 

 Na experimentálnu prácu boli vybraté tri modelové mikroorganizmy – mezofilná baktéria 
Cupriavidus necator H16Ľ jeho mutantný kmeĖ Cupriavidus necator PHB-4 a extrémofilnú 
baktériu Halomonas halophila. CN H16 a HH produkujú PHA avšak sú schopné žiĢ 
v prostrediach s rôznou salinitou – vćaka čomu sme predpokladali rozdielný mechanizmus 
stresovej adaptácie. K posúdeniu úlohy PHA pri adaptácii sme použili mutantný kmeĖ CN 
PHB-4 neakumulujúci PHA. Všetky bakteriálne kmene patria medzi aeróbne mikroorganizmyĽ 
avšak baktérie neboli počas merania v mikrokalorimetrii miešanéĽ preto bolo potrebné zvoliĢ 
vhodný objem kultúry k objemu vzduchu v 4 ml kalorimetrickej ampulke. Tento krok 
optimalizácie metódy bol nevyhnutnýĽ aby nedochádzalo k rýchlemu odumieraniu baktérii 
vyčerpaním vzduchu a tým k nepresným výsledkom. Objem 1 ml kultúry sa osvedčil ako 
vhodný objemĽ pri ktorom bolo možné zaznamenávaĢ metabolickú aktivitu baktérii počas 
desiatich dĖoch bez tohoĽ aby dochádzala k ich usmrteniu vyčerpaním vzduchu. Inhibičný 
efekt kyseliny levulovej bol sledovaný v koncentračnom rozmedzí od 0,1 g/l do 10 g/l. 
Adaptácia baktérii na vybrané koncentrácie kyseliny levulovej boli porovnané s kontrolnou 
vzorkou, ktorej obsah kyseliny levulovej bol 0 g/l. 

 Pri bakteriálnom kmeni Cupriavidus necator H16 bola pozorovaná adaptácia 
na koncentrácie kyseliny levulovej menšie ako 5 g/lĽ pri ktorých boli baktérie metabolicky 
aktívne a došlo k ich rastu. Baktérie počas rastu vyprodukovali rovnaké množstvo tepla ako 
kontrola a metabolická aktivita nebola znížená prítomnosĢou LA. S rastúcou koncentráciou 
kyseliny levulovej sa  doba adaptácie predĎžuje a tým aj časĽ za ktorý boli baktérie schopné 
vyprodukovaĢ celkové teplo. Koncentrácia 5 g/l má silný inhibičný účinok a baktérie 
spomaĐujú metabolickú aktivitu natoĐkoĽ že počas merania nedochádza k výraznému nárastu 
tepelného toku v dôsledku rastu. Metabolická aktivita sa spomalí a vyprodukované teplo po 
14 dĖoch činí γ7 % tepla kontrolyĽ pričom adaptované baktérie využívajú všetku energiu 
a zdroje živín pre svoj rast. Úplný inhibičný účinok na metabolickú aktivitu i rast 
má koncentrácia 10 g/lĽ pri ktorej nie je pozorovaný nárast tepelného toku ani celkového 
tepla. 

 Vplvy kyseliny levulovej na Cupriavidus necator PHB-4 je veĐmi podobný ako na PHA 
produkujúci kmeĖ Cupriavidus necator H16. Cupriavidus necator PHB-4 je rovnako schopný 
adaptovaĢ sa na koncentrácie kyseliny levulovej do 5 g/l a zachovaĢ si metabolickú aktivitu. 
S rastúcou koncetráciou kyseliny dochádzalo k neskoršiemu rastu vplyvom dlhšej adaptácie. 
Celkové vyprodukované teplo pri týchto koncentráciach bolo priblížne rovnaké a metabolická 
aktivita adaptovaných baktérii tak bola rovnako silná ako pri kontrole. Koncentrácia 5 g/l mala 
silný inhibičný účinok na metabolickú aktivitu a rast baktérii nebol pozorovaný v závislosti 
tepelného toku na čase. Baktérie po 14 dĖoch vyprodukovali 5ř % z celkového tepla 
vyprodukovaného kontrolou. Kyselina o koncentrácii 10 g/l mala natoĐko silný inhibičný 
účinok a k adaptácii nedošlo ani po desiatich dĖoch. 
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Negatívnou kontrolou ku Cupriavidus necator H16 z hĐadiska schopnosti produkovaĢ PHA 
bol jej mutantný kmeĖ Cupriavidus necator PHB-4. Tieto kmene sú schopné kyselinu levulovú 
metabolizovaĢ a použiĢ ju ako zdroj energie a uhlíka pre ich rast a v prípade Cupriavidus 
necator H16 ju využiĢ aj k tvorbe kopolyméru. Porovnaním s Cupriavidus necator H16 
mutantný kmeĖ bol citlivejší na nízke koncentrácie od 0,5 do 1 g/l a čas potrebný 
na adaptáciu sa postupne zvyšoval. Pri Cupriavidus necator H16 mali koncentrácie 0Ľ6-
0,9 g/l rovnaký začiatok rastu a dlhšia adaptácia bola pozorovaná až pri koncentrácii 1 g/l. 
Hlavným rozdielom je vplyv koncentrácií 1-4 g/l kyseliny levulovej na dĎžku adaptácie 
a Cupriavidus necator H16 je schopný sa rýchlejšie adaptovaĢ na rovnakú koncentráciu 
kyselinu levulovú ako mutantný kmeĖ Cupriavidus necator PHB-4Ľ napr. pri koncentrácii β g/l 
sa relatívna dĎžka adaptácie zvýšila o 28 % pri CN H16 a 173 % pri CN PHB-4. Z výsledkou 
tak môžeme predpokladaĢĽ že Cupriavidus necator H16 lepšie reaguje na kyselinu levulovú a 
to vćaka metabolickým dráhamĽ ktrorými ju vie metabolizovaĢ alebo účinnou obranou proti jej 
negatívnemu vplyvu vćaka biosyntéze a degradácii PHA. 

 Tretím študovaným bakteriálnym kmeĖom bola Halomonas halophila, pri ktorej bol 
sledovaný vplyv kyseliny levulovej a kombinácia dvoch inhibícii v podobe inhibície kyselinou 
levulovou a hypoosmotickým prostredím. Inhibícia samotnou kyselinou levulovou má pre 
Halomonas halophila silnejší inhibičný účinok ako v prípade Cupriavidus necator. DĎžka 
adaptácia HH postupne narastala už pri nízkych koncentráciachĽ zatiaĐ čo pri CN bol posun 
začiatku rastu zaznamenaný pri koncentráciach nad 1 g/l. Koncentráciam do 2 g/l je baktéria 
HH schopná adaptovaĢ saĽ avšak táto koncetrácia je pre Ėu limitná a pri vyšších 
koncentráciach už nedochádza k rastu vplyvom adaptácie na kyselinu levulovu. Množstvo 
tepla vyprodukovaného pri koncentrácia do β g/l odpovedá hodnote tepla vyprodukovaného 
kontrolu a metabolická aktivita sa po adaptácii neznižuje. Nad koncentráciu β g/l nebol 
pozorovaný nárast tepelného toku v dôsledku adaptácie a tieto koncentrácie boli príliš 
vysoké pre baktérie. Môžeme tak predpokladaĢĽ že Halomonas halophila má odlišný 
metabolický aparát a baktéria je schopná prispôsobiĢ sa prítomnosti kyseliny do koncentrácie 
2 g/lĽ avšak vyššie koncentrácie sú pre Ėu natoĐko inhibičnéĽ že obmedzujú jej rast 
a metabolickú aktivitu. Výsledky získané spojením dvoch inhibícii jasne ukazujú postupné 
odumieranie baktérii v dôsledku neprítomnosti chloridu sodnéhoĽ ktorý je kĐúčový pre ich rast 
a prítomnosĢ kyseliny levulovej len podporila inhibíciu. Tepelný tok hneć po začiatku merania 
začal klesaĢĽ metabolická aktivita bola obmedzanáĽ a postupným odumieraním buniek 
sa tepelný tok priblížil k základnej línii. Vyprodukované teplo pri dvojitej inhibícii bolo veĐmi 
malé a s rastúcou koncentráciu kyseliny levulovej bola hodnota maximálneho tepla nižšia. 

 Porovnaním dĎžky adaptácie a celkového vyprodukovaného tepla všetkých troch kmeĖov 
pozorujeme pri HH vplyvom odlišného metabolického aparátu kratšiu dobu lag fázy 
u kontroly porovnaním s CN. Koncentrácie kyseliny levulovej mali výraznejší vplyv na HH 
a relatívne predĎženie adaptácie je podobné relatívnym hodnotám (vztiahnutým ku kontrolnej 
vzorke) doby adaptácie pre baktériu CN PHB-4. Z výsledkov môžeme predpokladaĢĽ 
že metabolizmus CN H16 je najviac prispôsobený pre spracovanie a využitie LA ako 
substrátu pre svoj rast. Miera metabolickej aktivity bola priblížne rovnaká pri všetkych troch 
kmeĖov u jednotlivých koncentrácii. Pokles ich relatívneho celkového tepla nebol nižší ako 
4 % celkového tepla jednotlivých kontrol. Z hĐadiska celkového tepelného toku boli 
maximálne hodnoty vyššie pri HH ako pri CNĽ preto by sme mohli predpokladaĢĽ 
že mikrokalorimetria môže byĢ citlivejšia k štúdiu metabolickej aktivity Halomonas halophila. 
Avšak vyššia hodnota tepelného toku môže byĢ prejavom vyššej koncentrácie buniek vo 
vzorkeĽ preto by bolo potrebné stanoviĢ počet životaschopných buniek vo všetkých meraných 
vzorkách. 
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Výsledky mikrokalorimetrie poskytujú vo všeobecnosti množstvo teplaĽ ktoré boli baktérie 
schopné vyprodukovaĢ. Samotné teploĽ však neposkytuje úplné informácie o metabolickej 
aktivite a jednotlivých formách metabolickej aktivity – rasteĽ delení buniekĽ atć. Pre 
potvrdenie naších predpokladov a bližšiu charakteristiku vplyvu kyseliny levulovej sme 
pomocou merania optickej hustoty vzoriek kultivovaných v mikrotitračných platničkách 
zaznamenávali rastové krivky baktérii. Výsledky pri všetkých prvých troch experimentálnych 
častiach potvrdili naše predpokladyĽ že nárast tepla je spojený s rastom baktérii a v prípade 
spojených inhibícii je pokles tepla spojený s odumieraním baktérii. 

 Experimentálnou prácou sme preukázaliĽ že mikrokalorimetria ako fyzikálne-chemická 
metóda je vysoko univerzálnaĽ citlivá a vhodná k štúdiu mikroorganizmov a ich metabolickej 
aktivity. Na prvý pohĐad netypická metóda poskytla termodynamické informácieĽ ktoré nie je 
možné získaĢ konvenčnými biologickými technikami. Samotné výsledky z mikrokalorimetre 
nie sú dostatočujúce pre úplny popis inhibičného účinky a neposkytujú kompletné informácie 
o adaptačných stratégiách. Napr. celkové vyprodukované teplo môže súvisieĢ buć s rastom 
alebo s aktiváciou inej metabolickej dráhy. Pre lepšiu interpretáciu získaných 
mikrokalorimetrických výsledkov je potrebné túto techniku kombinovaĢ s ćalším analytickým 
prístupomĽ napr. ako v navrhnutom prípade s metódou zameranou na stanovenie rastových 
kriviek, sledovanie viability buniek, stanovenie obsahu PHA v časeĽ monitorovanie 
koncentrácie kyseliny levulovej a peptonu v časeĽ atć. 

 Výsledky tejto diplomovej práce preukázali využiteĐnosĢ mikrokalorimetrie pri štúdiu 
mikrobiálnych inhibítorov. Vysoká citlivosĢ počas nepretržitého merania v reálnom čase, 
automatickosĢ a nepotrebná pred úprava meraných vzoriek poskytujú mikrokalorimetrii 
vysoký potenciál využitia pri mikrobiologickom výskume. Môžeme tak predpokladaĢĽ že táto 
metóda sa v blízkej budúcnosti stane súčasĢou základných mikrobiologických techník 
zameraných na stanovenie rastu a adaptácie mikroorganizmov.  
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8 ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK A SYMBOLOV 

A  absorbancia 

ȕ  lineárna konštanta rýchlosti ohrevu 

bp  bázový pár 

CoA koenzým A 

Cs  špecifická tepelná kapacita 

DNA deoxyribonukleová kyselina ݂(T, t) tepelný tok z kinetických procesov 

ȴG zmena Gibbsovej energie 

ǻH zmena entalpie 

HCN kyanovodík 

LA  kyselina levulová 

MCL middle chain lenght 

MS Excel Microsoft Excel 

NADPH nikotínamidadeníndinukleotidfosfát 

PHA polyhydroxyalkanoát 

PHB polyhydroxybutyrát 

rRNA ribozomálna ribonukleová kyselina 

ı  smerodajná odchylka 

ȴS  zmena entropie 

SCL short chain lenght 

T  absolútna teplota 

TAM Thermal activity monitor 

UV ultrafialové svetlo 

°C  stupeĖ Celsia 

%  percento 


