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ABSTRAKT 
Táto d ip lomová práca s a zaoberá využit ím metód termickej analýzy pri štúdiu účinkov 
mikrobiálnych inhibítorov, kde hlavným cieľom tejto práce bolo otestovať využi teľnosť 
metódy, ktorá s a predovšetkým používa v odl išných oblast iach vedy a výskumu. Ako 
modelové mikroorganizmy boli zvolené tri bakteriálne kmene: Cupríavidus necator H16, jeho 
mutantný kmeň Cupríavidus necator P H B " 4 a Ha lomonas halophila. Inhibičný účinok kysel iny 
levulovej na rast a mieru metabol ickej aktivity bol s ledovaný pomocou mikrokalorimetr ie. 
Meraním bolo zistené, že baktérie boli schopné adaptovať s a na kysel inu levulovú do určitej 
koncentrácie - Cupríavidus necator do 5 g/l a Halomonas halophi la do 2 g/l. Výsledky 
termickej analýzy boli porovnané s konvenčnou metódou, ktorá s a bežne používa 
na s ledovan ie rastu mikroorganizmov. 

ABSTRACT 
This d ip loma thesis dea ls with the use of thermal analys is in the study on effects of microbial 
inhibitors. T h e main a im of this work w a s to determine the utilization of the method, which 
is mainly used in different f ields of sc ience and research . Three bacterial strains: Cupriavidus 
necator H16, its mutant strain Cupriavidus necator P H B " 4 and Halomonas halophila, were 
used as model microorganisms. T h e inhibitory effect of levulinic ac id on growth and 
metabol ic activity w a s monitored by microcalorimetry. It w a s found that bacter ia were able 
to adapt to levulinic ac id to a certain concentrat ion - Cupriavidus necator to 5 g/l and 
Halomonas halophila to 2 g/l. T h e thermal analys is results were compared to a convent ional 
method, which is common ly used to study the growth of microorganisms. 

KĽUCOVE SLOVA 
Cupriavidus necator, Halomonas halophila, kysel ina levulová, mikrokalorimetr ia, inhibícia 

KEYWORDS 
Cupriavidus necator, Halomonas halophila, levulinic ac id , microcalorimetry, inhibition 
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1 ÚVOD 

Mikroorgan izmy s a vyskytujú v aeróbnom aj anaeróbnom prostredí, v pôde, v s ladkých 
aj v s laných vodách, v iných o rgan izmoch a p rechodne ich nachádzame aj v ovzduší, 
prostredníctvom ktorého sú schopné šíriť s a . Ich výskyt je určený tým, že sú jed inou 
skupinou organizmov, ktorá je schopná získavať energiu a zdroje uhlíka pre svoj rast 
pomocou fotoautotrofie, fotoorganotrof iou, chemolitotrof iou a chemoorganotrof iou. 
Každá z m e n a podmienok prostredia vytvára pre mikrobiálne bunky def inovaný rozsah 
podmienok, v rámci ktorých je rýchlosť rastu pozitívna - dochádza k rastu mikroorganizmov, 
nulová - mikróby prežívajú, a lebo negatívna - odumieranie mikroorganizmov. Aby 
mikrobiálne bunky mohli existovať buď v rastovej zóne a lebo v zóne prežívania, mus ia 
s a adaptovať na prevládajúce podmienky. Výs ledkom je „komfortná zóna" charakter izovaná 
buď rastom alebo prežívaním baktérií, predstavujúca významnú úroveň vnútornej pružnosti 
o rgan izmu a jeho schopnost i adaptovať s a a vzdorovať nás ledkom, ktoré boli vyvolané 
zmenami prostredia. 

V posledných rokoch s a množstvo štúdii zaoberá prokaryotami, ktoré sú schopné 
akumulovať polyhydroxyalkanoáty v podobe intracelulárnych granúl. Polyhydroxyalkanoáty 
(PHA) slúžia predovšetkým ako zásobáreň uhlíka a energie, avšak prí tomnosť granúl 
v baktér iách pravdepodobne zvyšuje odolnosť buniek voči rôznym stresovým faktorom. 
Nedávne výsledky poukazujú na pozitívny účinok P H A pri ochrane baktérii a zohrávajú 
dôležitú úlohu pri stresových reakciách, čím pomáhajú baktér iám adaptovať s a a prežívať 
v stresových podmienkach ako sú nízka i vysoká teplotou, U V žiarenie, pred osmot ickým 
a oxidatívnym s t resom, atď. Diplomová práca diskutuje o zapojení P H A pri adaptáci i baktérii 
na vybraný chemický inhibitor. Úloha P H A pri adaptáci i bola porovnaná v rámci troch 
bakter icálnych kmeňoch, ktoré s a líšia prostredím v ktorom žijú (rôzna sal inita prostredia) 
a schopnosťou akumulovať P H A . 

Metabol ické procesy mikroorganizmov sú spojené s energet ickými procesmi , ktoré 
zodpovedajú zákonom termodynamiky. Počas ich rastu dochádza k produkci i tepla 
čo umožňuje zaveden ie metód termickej analýzy k štúdiu rastu a miery metabol ickej aktivity 
mikroorganizmov. Termická metóda zaznamenáva júca uvoľnené teplo systému v reálnom 
čase s a nazýva mikrokalorimetr ia, ktorá patrí medz i fyz ikálne-chemické metódy používané 
v biologických vedách kvôli svojej vysokej citl ivosti, vysokej presnost i , automatickost i . Vdáka 
nepretrž i tému zaznamenávaniu tepla poskytuje kvantitatívne o ce lkovom vyprodukovanom 
teple, rýchlosti rastu a rastovú krivku mikroorganizmov zo závislosti výkonu na čase. 

Cieľom práce bolo otestovať a zhodnot iť využi teľnosť mikrokalorimetr ie pri štúdiu 
mikrobiálnych inhibítorov. Mikrokalor imetr ia s a na Fakul te chemickej V U T Brno pr imárne 
nepoužíva k štúdiu mikrobiálneho rastu, avšak naša práca poskyt la zauj ímavé výsledky 
a nový pohľad na využit ie tejto metódy v bio logickom smere . Výsledky mikrokalorimetrie 
udávajú celkové metabol ické teplo, ktoré však môže súvisieť s rastom a lebo dá lšou 
metabol ickou aktivitou. Kvôli tomu je potrebné získané výsledky porovnať s bežnými 
metódami , ktoré s a bežne používajú pri štúdiu mikroorganizmov. Doplnkovou metódou pre 
správnu interpretáciu výsledkov bolo fotometr ické s tanovenie optickej hustoty. 
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 

2.1 M ik roorgan izmy 

Mikoorganizmy sú nedel i teľnou súčasťou nášho sveta a patria medzi naj jednoduchšie formy 
živej hmoty. Tvor ia samostatnú ríšu organizmov, charakter izovanou vlastným metabo l izmom 
(látkovou výmenou) , ktorý zahŕňa súbor chemických reakcií prebiehajúcich v bunkách [1]. 
Z a mikroorganizmy považujeme jednobunkové a lebo v iacbunkové organizmy, ktoré nie 
sú schopné tvoriť funkčne di ferenciované tkanivá a lebo pletivá [2]. Spoločným z n a k o m 
mikroorganizmov sú veľmi malé rozmery ich tiel, napr. veľkosť vírusov je od 0,01 do 0,25 um, 
baktérií 0,1 až 10 um, prvoky 2 až 1000 um. Ich názov je tak odvodený práve z ich malých 
rozmerov (mikros po grécky znamený malý). Druhým spoločným z n a k o m je ich rýchla 
adaptácia na najrôznejšie živiny, fyzikálne a lebo chemické podmienky [3]. Vp lyvom 
meniac ich s a podmienok prostredia a schopnost i or ientovať s a v prostredí, mikroorganizmy 
svoj metabo l izmus regulujú podľa aktuálnej situácie a na z m e n u prostredia reagujú tzv. 
adaptáciou a genet ickými mechan i zmami a získavajú nové dedičné vlastnost i , ktoré im 
umožňujú prežiť vo vonkajšom prostredí. Takto získané nové dedičné vlastnosti môžeme 
vidieť napr. pri l iečbe ochorení pomocou antibiotik, na ktoré s a mikroorganizmy prispôsobil i 
prostredníctvom genetickej z m e n y a stali s a tak rezistentnými [1]. 

2.1.1 Rozdelenie mikroorganizmov 

Oragn izmy sú klasif ikované podľa sys tému troch domén - archea, baktérie, eukaryota. 
Klasif ikácia vychádza z rozdielov v štruktúre r ibozomálnej R N A . Konkrétne na základe 
rozdielov v ich 16S r R N A génoch [4]. Pri porovnávaní sekvencií r ibozómovej R N A bázy bolo 
zistené, že organ izmy patr iace do domény eukaryota sú v iac podobné doméne a rchaea ako 
doméne baktérií. Z týchto výsledkov tak usúdil i, že a r chaea a eukaryota patria do rovnakej 
línie [5]. A r c h e a sú na štruktúrnej úrovni rovnaké baktér iám a ich štruktúru tvorí prokaryot ická 
bunka, pr ičom prokaryot ické a eukaryot ické mikroorganizmy s a líšia v s tavbe a zložení bunky 
a to konkrétne: 

• prokaryot ické bunky sú menšie, ich rozmery sú od 0,1 do 10 um, majú jednoduchš ie 
štruktúru [6]. Veľkosť eukaryot ických buniek je v rozmedzí 10 až 100 um. 

• Jad ro prokaryotickej bunky je z ložené len z D N A , ktorá predstavuje rovno chromozón 
prokaryotickej bunky. Prokaryota nemajú jadro oddelené od cytoplazmy 
cytop lazmat ickou membránou [7]. V bunke s a nenachádza dálší endomembránový 
systém, ktorý by oddeľoval bunkové organely. Jediným membránovým útvarom 
u baktérií je plazmatická membrána. 

• Ribozómy prokaryot ických buniek sú voľne rozptýlené po celej cy top lazme. 
V eukaryot ických bunkách sú r ibozómy buď voľné a lebo sú lokal izované 
na endop lazmat ickom retikule [8]. 

P o fyziologickej stránke sú mikroorganizmy veľmi rozmanité. Jednot l ivé skupiny 
mikroorganizmov s a vzá jomne líšia svojimi nárokmi na výživu (autotrofné, heterotrofné), 
na kyslík (aerobně, anaeróbne, mikroaerof i lné, fakul tat ívne anaeróbne) , a na spôsob 
získavania potrebnej energ ie (fototrofné, chemotrofné) [9]. 
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2.1.2 Rastová krivka mikroorganizmov 

Ras t mikroorganizmov je ovplyvnený podmienkami prostredia, v ktorom s a mikróby 
nachádzajú. Počas rastu dochádza k zväčovaniu bunky a to vďaka príjmu energiu a živiny 
z okol ia. Zväčšovanie rozmerov bunky zahŕňa biosyntet ické procesy, ktorých výs ledkom 
je tvorba bunkových zložiek, predovšetkým r ibozómov, bielkovín a nukleových kyselín [8]. 
B u n k a však nemôže rasť donekonečna. Bakteriálna bunka s a potom rozdelí na dve 
samostatné bunky, ktoré sú schopné ďalej rásť. Pri opt imálnych podmienkach by z jednej 
bunky v pr iebehu 48 hodín vznik lo 2 1 4 4 čo je pribl ižne 2 .5 -10 4 3 buniek. Dostupnosť živín 
s a v prostredí rýchlo vyčerpáva a metabolity s a nahromad ia v takej koncentrácií , ktorá bráni 
mikroorganizmom pri ďalšom raste. Kedže mikroorganizmy už nemôžu ďalej rásť, 
je potrebné ich presunúť do prostredia s opt imálnymi kult ivačnými podmienkami . 
N a Obr . 1 v idíme graficky znázornený nárast počtu živých buniek pomocou rastovej krivky, 
kde na o s e x je vynesený čas v príslušnej jednotke a na o s e y logaritmus počtu živých 
buniek v 1 ml [3]. 

x 

0 

k 

5 
4 

\ 
3 / \ 

2 

1 

č a s 

Obr. 1: Rastová krivka, kde na ose x je čas a na ose y je logaritmus počtu živých buniek v 1 ml, 
1 - lag fáza, 2 - fáza zrýchleného rastu, 3 - exponenciálna fáza, 4 - fáza spomaleného rastu, 
5 - stacionárna fáza, 6 - fáza odumierania [3] 

V lag fáze nedochádza k rozmnožovaniu buniek, počet buniek s a znižuje odumieraním 
buniek vývojovo starších a menej ž ivotaschopných. Prežívajúce baktérie s a pr ispôsobujú 
novým podmienkam, aktivujú potrebné enzýmy a zväčšujú svoj objem syntézou bunkových 
zložiek [8]. Dĺžka lag fázy závisí od druhu mikroorganizmu, fyziologického stavu buniek, 
veľkosti inokula a na zložení nového kul t ivačného média [3]. V súvislosti s lag fázou 
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je potrebné spomenúť ešte jav zvaný diauxia, s ktorým s a st retávame v súvislosti s indukciou 
enzýmov. V prípade, že bakteriálna kultúra rastie v prostredí s dvoma zdrojmi uhlíka, rast 
preb ieha c e z dve lag fázy a dve fázy exponenciá lneho rastu, ktoré sú od lag fázy oddelené 
prechodnou fázou. Diauxia je spôsobená katabol ickou represiou syntézy indukovaných 
enzýmov a ich postupnou indukciou [10]. Ďalej nasleduje fáza zrýchleného rastu, v ktorej 
sú bunky pr ispôsobené novému prostrediu. Bunky s a začínajú množiť s narastajúcou 
rýchlosťou de len ia a intenzita ich metabol izmu s a rýchlo zvyšuje. Vysoká fyziologická aktivita 
bunky je sprevádzaná zvýšenou cit l ivosťou k nepriaznivým faktorom prostredia [8]. 

V exponenciálnej fáze dochádza k intenzívnemu množeniu buniek a ich počet narastá 
geometr ickou radou. Intenzívne delenie je sprevádzané akt ívnym metabo l izmom buniek, 
rýchlym využívaním substrátu a tvorbou metabol ických produktov. Úbytok odumierajúcich 
buniek je v pomere k prírastku nových jed incov minimálny [8]. Číselná hodnota špecif ickej 
rýchlosti rastu závisí od genet ických faktorov a od podmienok prostredia (koncentrácia 
a zloženie živín, teplota, p H , iontová si la a pod) [10]. Predpokladá s a , že tvar krivky odráža 
rýchlosť prí jmu živín mikrobiálnymi t ransportnými proteínmi. Pri dostatočne vysokých 
hladinách živín sú t ransportné systémy nasýtené a rýchlosť rastu s a s rastúcou 
koncentráciou živín dálej nezvyšuje. Populácia je najviac homogénna z hľadiska chemických 
a fyziologických vlastností počas tejto fázy [7]. P o exponenciálnej fáze rastu pokračuje krátka 
prechodná fáza spomaleného rastu, pri ktorej dochádza k spomalen iu množenia 
i metabol izmu. Rýchlosť de len ia s a znižuje, pretože dochádza k nárastu odumierajúcich 
buniek. Bunky odumiera jú na základe vyčerpania dostupných živín v prostredí a kvôli 
hromadeniu metabol ických produktov toxickej povahy [8]. 

V stacionárnej fáze pretrvávajú nepriaznivé podmienky vdáka čomu s a počet 
odumierajúcich buniek môže vyrovnať prírastku nových buniek a lebo s a populácia prestane 
deliť, a le zostáva metabol ický aktívna [7]. Posledným úsekom je fáza postupného 
odumierania buniek, v ktorej narastá úbytok buniek nad ich prírastkom. Rýchlosť delenia 
tu klesá pod nulovú hodnotu a dosahuje tak záporné hodnoty. Táto fáza je výs ledkom stále 
s a zhoršujúceho prostredia, v ktorom koncentrácia živín je pod kritickou hodnotou čo má 
z a následok zníženie aktivity metabol izmu, postupné vyčerpanie rezervných látok a konečné 
hromadenie odumierajúcich buniek [8]. 

2.1.3 Vplyv vonkajších faktorov na rast mikroorganizmov 

Ras t mikroorganizmov závisí na podmienkach vonkajš ieho prostredia, v ktorom okrem 
dostatočného množstva živín pre syntézu bunkovej hmoty, množstva zdrojov využiteľnej 
energ ie mus ia byť aj vhodné fyzikálne, chemické a biologické podmienky [3]. Nevhodné 
fyzikálne, chemické a biologické podmienky predstavujú pre mikroorganizmy stres, ktorý 
do istej miery negatívne ovplyvňuje ich rast. A k o veľmi citlivé sú mikroorganizmy na daný 
s t res? Prirodzená rez is tenc ia zahŕňa evolučný výber rastovej formy, ktorá umožňuje 
mikróbom tolerovať stres bez nutnosti indukovať špecif ické mechan izmy počas pôsobenia 
stresu [8]. Adapt ivně mechan izmy zahŕňajú metabol ický program známy ako reakc ia 
na stres. Biologický účel reakcie na stres je ochrana bunkových organel pred potenciálne 
nebezpečnými faktormi. Stresová odpoveď s a prejavuje ako z m e n a metabol ickej aktivity 
buniek, ktoré sú dôs ledkom potláčania syntézy väčšiny proteínov vytvorených v bunke 
z a normálnych fyziologických podmienok, a vyvolaniu syntézy špecif ických skupín proteínov, 
ktoré umožňujú bunke fungovať v nových podmienkach . Biochemické zmeny 
sú sprevádzané fyziologickými zmenam i , napr. dočasným spomalením a lebo zastavením 
cyklu de len ia, morfologickými z m e n a m i v bunke a lebo vzn iku rezistencie voči rovnakému 
či inému st resovému faktoru [11]. 
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Všetky mikroorganizmy majú spoločnú formu adaptácie na proces h ladovania. 
Mikroorganizmy vtedy generujú bunky, ktoré sú schopné fungovať v stacionárnej fáze rastu. 
Tento typ buniek vzniká v dôsledku z m e n y metabol izmu, sprostredkovaného mechan i zmami 
všeobecnej stresovej odpovede, odpoveďou na teplotný šok atď. Baktérie v stacionárnej fáze 
sú charakter izované množstvom adaptačných mechan izmov, ktoré im umožňujú využívať 
šetrne dostupné zdroje energie a uhlíka. Najčastejšie k tomu dochádza prostredníctvom 
obmedzen ia výdavkov na energiu pre rast a reprodukciu, znížením miery metabol izmu 
a akt iváciou autolýznych procesov, ktoré zabezpečujú zásobovanie nových ž ivných 
substrátov. Bunkové štruktúry, ako je bunková s tena, nukleoid a r ibozómy s a men ia tak, aby 
s a zvýši la ich stabil ita. Výs ledkom týchto zm ien sú bunky odolné nielen na podmienky 
h ladovania, ktoré sú charakterist ické pre tútu fázu rastu, a le aj pre dálš ie škodl ivé fyzikálne 
vplyvy a chemické látky [12]. 

Schopnosť baktérií pr ispôsobiť s a podmienkam je však daná určitou limitnou hranicou 
(bodom) a po jej prekročení dochádza k zastaven iu rastu a lebo k usmrteniu bunky. Účinok 
vonkajších faktorov má zákonitý charakter a prejavuje s a charakter ist ickými bodmi 
minimálneho, opt imálneho a maximálneho pôsobenie. Vzhľadom na životné prejavy baktéri i 
môžeme minimálny účinok pôsobenia vonkajš ieho faktoru vzt iahnuť na začiatok procesov 
metabol izmu. Najväčšej metabol ickej aktivite, kedy je rýchlosť rastu maximálna odpovedá 
opt imum a pri max imálnom účinku vonkajších faktorov s a životné procesy baktérie zastavujú 
a bunky odumiera jú [3]. Vp lyv vonkajších faktorov prostredia na baktérie môže byť pozitívny 
tak i negatívny. Pr iazn ivo pôsobiace faktory s a používajú pri urýchlení rastu a lebo keď 
c h c e m e zvýšiť metabol ickú aktivitu. Faktory s nepr iaznivým účinkom, tj. ant ibakter iálnym 
účinkom majú veľké uplatnenie pri podmienkach kedy prí tomnosť baktérii nie je ž iadúca 
dokonca je až škodl ivá [8]. 

Metabol ickú aktivitu mikroorganizmov môžeme rozdeliť do dvoch kategórií metabol ických 
reakcií: 

1. degradačné metabol ické dráhy spojené s uvoľňovaním energ ie a lebo katabolizmus; 
2. biosyntet ické dráhy spojené so spotrebou energie a lebo anabolizmus. 

Ras t je tak výs ledkom spojenia medz i procesmi katabol izmu a anabo l i zmu, pr ičom časť 
energ ie pochádzajúcej z degradácie látok a zároveň časť degradačných produktov 
s a využívajú pre procesy biosyntézy [10]. 

2.1.4 Enzýmy 

Enzýmy majú významnú úlohu ako katalyzátory pri chemických reakciách v metabol izme 
mikroorganizmov. Všetky enzýmy sú syntet izované v bunke, ale len časť z nich (napr. 
cr-amyláza, hexokináza, atď.) s a v bunke uplatňuje. Zvyšná časť s a vylučuje do okol i tého 
prostredia, kde s a prejaví ich účinok [13]. Enzýmy ako špecif ické katalyzátory rekacie nie len 
umožňujú, ale súčasne usmerňujú a dovoľujú riadiť rýchlosť reakcií. Vnút robunkové enzýmy 
sú natoľko špecif ické, že katalyzujú p remenu jednej určitej látky, označovanej ako substrát, 
na výslednú zlúčeninu nazývanú produkt [6]. Substrát s a na povrch molekuly enzýmu viaže 
na aktívne miesto a tvorba komplexu enzým-substrát s a realizuje pomocou stechiometr ickej 
väzby molekuly substrátu na aktívne miesto enzýmu [2]. Prí tomnosť aminokysel ín v akt ívnom 
mieste, ktoré viažu funkčné skupiny v substráte, zabezpečuje adekvátnu polohu substrátu 
a tvorbu prechodného medziproduktu [14]. Pri v iacerých enzýmoch samotné aktívne miesto 
nestačí na špecif ickú väzbu substrátu a jeho akt iváciu. V takýchto prípadoch s a substrát 
viaže aj prostredníctvom koenzymu, ktorý je pr imárne súčasťou katalyt ického miesta [13]. 
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Okrem aktívneho miesta môže enzým obsahovať ďalšie oblasti - miesta, kam s a viažu látky, 
ktoré fungujú ako modif ikátory, tzv. efektory katalytickej funkcie enzýmu. Efektory sú napr. 
ionty kovov ( C a 2 + , M g 2 + , C o 2 + , P b , Hg , Cd, ) , ktoré s a podieľajú na stabilizácii štruktúry 
niektorých enzýmov a lebo na z m e n e štruktúry podmieňujúcu a lebo uľahčujúcu aktivitu 
enzýmu [15]. Aktivita o l igomerných enzýmov nachádzajúcich s a na kľúčových miestach 
metabol ických dráh je regulovaná aloster ickými efektormi, teda látkami, ktoré sú schopné 
vyvovalať j emné konformačné zmeny, ktoré s a šíria molekulou enzýmu a tým regulujú jeho 
aktivitu. Mies ta pôsobenia týchto efektorov sú označované ako alosterické centra [16]. 
Príkladom regulácie aktivity o l igomérnych enzýmov je c -AMP-dependentná proteínkináza, 
ktorá je dôležitým regulačným enzýmom podieľajúcim s a na fosforylácii serínových 
a t reonínových zvyškov. Tento enzým pozostáva zo štyroch podjednotiek; dve z nich 
sú katalyt ické a dve regulačné. Cykl ický A M P ( c - A M P ) je alosterický aktivátor tohto enzýmu. 
Katalyt ická podjednotka v iazaná na regulačnú podjednotku je neaktívna a väzba dvoch 
c - A M P molekúl na alosterické miesta každej regulačnej podjednotky indukuje ich 
konformačnú z m e n u , ktorá vedie k disociácii te t ramérneho komplexu a k aktivácii 
katalyt ických podjednotiek. Zníženie koncentrácie c - A M P vedie k jej disociácii 
z aloster ického miesta a k asociácii regulačných a katalyt ických podjednotiek s následnou 
inaktiváciou katalyt ických podjednotiek [17]. N a obrázku 2 môžeme vidieť všeobecnú 
schému interakcie aloster ického efektom s enzýmom, kde vo vrchnej časti je znázornený 
enzým, ktorý má väzbové miesto pre alosterický aktivátor i inhibitor. V konformáci i A enzým 
pevne viaže inhibitor a neviaže aktivátor a substrát, pretože má nízku afinitu voči akt ivátoru 
a substrátu. V konformáci i B pevne viaže substrát a môže tak katalyzovať jeho premenu 
na produkt. V tejto konforámci i enzým pevne viaže aj aktivátor, ktorého väzba uľahčuje vznik 
tejto konformácie. V dolnej časti obrázku je znázornená alosterická inhibícia a aktivácia 
d imérových enzýmov (skladajú s a z dvoch monomérov) [13]. 

aktivátor 

a ) 

inhibitor 

substrát 

K O N F O R M A C I A A K O N F O R M A C I A B 

I N H I B O V A N Y D I M E R 
AKTIVOVANÝ D I M E R 

Obr. 2: Schéma interakcie alosterického efektom s enzýmom; vrchná časť - enzým má väzbové 
miesto pre alosterický aktivátor a inhibitor. Konformácia A viaže pevne inhibitor, ale má malú afinitu 
pre aktivátor a substrát (S). Konformácie B pevne viaže substrát aj aktivátor B; spodná časť -
alosterická inhibícia a aktivácia dimérových enzýmov [13]. 
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Efektory môžu aktivitu enzýmov buď zvyšovať a lebo znižovať. Zvyšovanie aktivity spôsobujú 
pozit ívne efektory, tiež známe ako aktivátory enzýmovej aktivity. V kapitole 2.1.5 sú bližšie 
charakter izované negatívne efektory, tzv. inhibitory, ktoré enzýmovú aktivitu naopak znižujú. 
Efektory ďalej del íme na prirodzené (fyziologické, endogénne) a neprirodzené (exogénne). 
Medz i pr i rodzené efektory patria zložky buniek (metabolity, koenzymy) , ktoré sú dôležité pri 
regulácii bunkového metabol izmu. Medz i nepr i rodzené efektory patria modelové látky 
a mnohé liečivá [16]. 

2.1.5 Inhibitory 

Inhibitory majú veľmi dôležité miesto v chápaní enzýmovej kinetiky a ich používanie zohra lo 
významnú úlohu v histórií dynamickej biochémie. Kinet icky môžeme inhibitory 
charakter izovať ako látky, ktoré spomaľujú pr iebeh enzýmovej reakcie [18]. Reagujú 
s niektorou dôležitou z ložkou proteínovej skupiny (napr. H C N s meďou a lebo že lezom 
v prostetickej skupine oxidáz), a lebo s reaktívnymi skupinami proteínovej časti enzýmu 
(napr. formaldehyd s a viaže na voľné aminokysel iny a tým mení pr iestorovú štruktúru 
apoenzýmu) [13]. 

P o chemicke j stránke sú inhibitory ionty ( H g + , F e 2 + , C u + , P b 2 + ) , organické látky 
(N-ety lmaleimid, di izopropylfosfofluoridát, ol igomycín), nízkomolekulové látky a lebo 
vysokomolekulové látky (peptidy, protein, atď). Inhibitory môžu vyvolať z m e n u štruktúry 
molekuly, následkom čoho enzým stráca schopnosť katalytickej účinnosti . Ďalej môžu 
inhibitory konkurovať substrátu v pôsobení na aktívne miesto a znižujú tak rýchlosť premeny 
a lebo neinakt ivujú voľný enzým, ktorý je spolu so substrátom komplexom. Inhibícia 
enzýmovej aktivity je jedným z hlavných regulačných prostr iedkov živej bunky. Ok rem toho 
má aj praktický význam, kde použit ie inhibítorov je jednou z najdôležitejších diagnost ických 
metód enzymolog ie . Poskytu je nám dôležité údaje o špecif i te enzýmu, s tavbe akt ívneho 
miesto a mechan i zme účinku, a le zohráva významnú úlohu aj pri identifikácii intermediátov 
rôznych metabol ických ciest. Inhibitory zároveň umožňujú zasahovať do látkovej premeny 
ogran izmu a vďaka tomu nachádzajú široké uplatnenie napríklad v medicíne a hygiene v boji 
proti infekciám (sulfonamidy), pri t ransplantáciách ( imunosupresíva t lmiace imunitný systém), 
v záhradníctve (herbicídy) [16]. 

2.1.5.1 Rozdelenie inhibítorov 

A k o už bolo zmienené v predchádzajúcej kapitole, inhibítorov je ce la škála a často ich 
rozdeľujeme podľa špecif i ty účinku na špecifické a nešpecifické. Špeci f ické pôsobia len 
n a j e d e n enzým a medzi ne patria jedy a lieky, ktoré spôsobujú inhibíciu enzýmov 
v baktér iách, vírusoch a lebo rakovinových bunkách. Nešpecif ické vyvolávajú inaktiváciu 
v iacerých rôznych enzýmov a pôsobí tak väčšina denaturačných činidiel (teplota, kysel iny 
a zásady, alkoholy, ťažké kovy, redukčné činidlá), ktoré denaturujú proteínovú časť enzýmu 
a táto inhibícia je nezvratná [19]. 

Inhibícia môže byť vratná, kedy je možné inhibitor odstrániť napr. dialýzou kedy s a aktivita 
enzýmu obnoví. Pri vratnej inhibícii je inhibitor väčšinou viazaný na enzým pomocou 
nekovaletnej väzby [13]. Druhou možnosťou je nevratná, kedy aktivitu enzýmu 
už neobnovíme ni jakým zásahom. Nevratný inhibitor s a veľmi pomaly disociuje od svojho 
cieľového enzýmu, pretože s a pevne viaže na enzým kovalentnou a lebo si lnou 
nekovalentnou väzbou. Medz i ireverzibi lné inhibitory patria niektoré dôležité lieky, ako napr. 
penici l ín, ktorý pôsobí kovalentnou modif ikáciou enzýmovej t ranspept idázy, čím zabraňuje 
syntéze bakteriálnej bunkovej s tene a dochádza tak k odumieraniu baktérie [20]. Podľa 
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kinetickej charakterist iky a pri vratnej inhibícii aj podľa miesta na povrchu molekuly enzýmu, 
na ktoré s a viaže inhibitor, rozoznávame kompetitívne, nekompetitívne, akompetitívne 
a alosterické inhibitory [13]. 

• kompet i t ívne (súťaživé) inhibitory, ktorých štruktúra je veľmi podobná štruktúre 
substrátu, takže enzým n ie j e schopný ich rozoznať a vytvorí s a tak inaktívny komplex 
s inhibítorom, ktorý s a nepřemění na produkt, namiesto komplexu so substrátom. 
Tvo rba komplexu s inhibítorom je vratná a účinok inihibítoru môžeme odstániť 
dostatočne veľkou koncentráciou substrátu [16]. Príkladom kompet i t ívneho inhibítora 
je metotrexát, ktorý je štruktúrnym analógom tetrahydrofolátu, čo je koenzým 
pre enzým dihydrofolátreduktázu, ktorý zohráva úlohu pri biosyntéze purínov 
a pyrimidínov. Metotrexát s a viaže na dihydrofolátreduktázu 1000-násobne pevnejšie 
ako pr irodzený substrát a inhibuje tak syntézu nukleotidovej bázy [20]. 

• nekompet i t ívne inhibitory neovplyvňujú väzbu substrátu na enzým, ale znižujú 
rýchlosť jeho premeny na produkt. Účinok je potom nezávislý na koncentrácií 
substrátu a nie je teda možné odstrániť inhibitor zvýšením koncetrácie substrátu. 
Inhibitor s a viaže mimo aktívne miesto, čím ovplyvňuje afinitu k substrátu, a lebo 
ireverzibilné inaktivuje pr iamo aktívne miesto [13]. Príkladom nekompet i t ívnych 
inhibítorov sú koagulačné kaskádové serínové proteázy. Protrombinázový komplex, 
ktorý štiepi a aktivuje protrombín, pozostáva z faktora V a a faktora X a serínovej 
proteázy, s a nachádza napovrchu akt ivovaných krvných doštičiek. P a r a -
aminobenzamidín , ktorý s a viaže v S1 kapse serínových proteáz, je nekompet i t ívnym 
inhibítorom protrombínového št iepenia protrombinázou [21]. 

• akompet i t ívne inhibitory s a viažu na komplex E S (enzým-substrát) , neinterferuje 
s väzbou substrátu do akt ívneho miesta, a le zabraňuje disociácii komplexného 
enzymového substrátu a zabraňuje tak jeho p remene na produkt [16]. 

• alosterické s a uplatňujú pri o l igomerných enzýmoch (zložené z niekoľkých 
podjednotiek). Väzba inhibítora na alosterické miesto, ktoré nie je totožné s akt ívnym 
miestom. Väzbou aloster ického inhibitoru vznikajú konformačné z m e n y v povrchu 
štruktúry molekuly enzýmu a enzým už nie je schopný viazať substrát a lebo 
ho akt ivovať [13]. 

2.1.5.2 Kyselina le vulo vá 

Kyselina levulová, ktorej štruktúrny vzo rec je zobrazený na Obr . 3, je päť uhlíkatá zlúčenina, 
ktorá patrí medzi kľúčové chemikál ie v pr iemyselnom odvetí. Kyse l ina levulová patrí medz i 
mastné kysel iny s krátkym reťazcom a molekulový vzo rcom C 5 H 8 0 3 . Kysel iny má vo svojej 
štruktúre ketónovú karbonylovú skupinu a kyslú karboxylovú skup inu, ktoré jej tak umožňujú 
reagovať s rôznymi funkčnými skupinami z a vzniku širokého spektra derivátov. V d ä k a tomu 
je kysel ina levulová považovaná z a vysoko variabi lnú chemikál iu [22]. Kyse l ina levulová je 
dôleži tým biologickým stavebným prvkom pre kysel inu valérovú, metyl tetrahydrofurán, alkyl 
levulinát, kysel inu di fenolovú, kysel inu 5-amino levulovú a kysel inu jantárovú [23]. Jej využit ie 
je pri výrobe rôznych molekul z obnovi teľných surovín. Konkrétne v oblasti chirálnych činidiel, 
biologicky aktívnych materiálov, polyhydroxyalkanoátov, polymérov, iniciátorov polymerácie, 
mazív, adsorbentov, t lačiarenských farieb, fotografií, drug delivery systémov a lebo v oblasti 
inihibítorov [24]. Používa s a pri príprave sk lenenej syntetickej živice ako zložky hydraul ických 
brzdových kvapalín a pri výrobe nylonu a gumy. Sodná soľ kysel iny bola navrhnutá ako 
náhrada etylénglykolu v nemrznúcej zmes i [25]. Kyse l ina levulová je potenciálnym 
prekurzorom pal iva dostupným z pentózových aj hexózových cukrov. Hexózové cukry sú 
dehydratované kyslou katalýzou na hydroxymetylfurfural (HMF) , ktorý je dälej konvertovaný 
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rehydratáciou na L A a j ednému ekvivalentu kysel iny mravčej . Konverz ia glukózy na H M F 
však nie je ľahká, preto preb ieha najprv izomerizácia glukózy na fruktózu napríklad 
Lewisovými kysel inami, enzýmami a lebo bázami. Pentózové cukry s a ľahko konvertujú 
nafur fura l kyslou katalýzou a je ďalej hydrogenovaný na furfurylalkohol, z ktorého kys lou 
katalýzou dos taneme L A [26]. 

Kyse l ina levulová ako organická kysel ina je v určitej koncentráci i toxická pre 
mikroorganizmy. Bolo však zistené, že niektoré mikróby sú schopné nízke koncentrácie L A 
metabol izovať a využiť ju pre akumuláciu polyhydroxyalkanoátov. Napríklad u baktéri i 
Cupríavidus necator kysel ina levulová indukuje biosyntézu terpolymeru poly(3-
hydroxybutyrát -co-3-hydroxyvalerát -co4-hydroxyvalerát ) . Kyse l ina je metabol izovaná c e z 
ace t y l -CoA a prop iony l -CoA thioesterázovou dráhou, tak ako všetko organické kysel iny 
s krátkym reťazcom [27]. 

2.2 P o l y h y d r o x y a l k a n o á t y 

Polyhydroxyalkanoáty (PHA) sú biologicky odbúrateľné polyestery produkované na širokej 
škále mikroorganizmov ako zdroj uhlíka a energie. P H A pôsobí ako ideálna sk ladovac ia 
z lúčenina kvôli jej nerozpustnost i vo vnútri bakteriálnej cytoplazmy a pomáha tak baktér iám 
prežiť počas h ladovania, pretože P H A ako energet ický rezervný materiál , spomaľu je 
bunkovú autolýzu a následne jej smrt' [28]. Ok rem toho P H A monomery vytvorené 
metabo l izmom P H A chránia enzýmy a iné biologické molekuly pred škodl ivými účinkami 
ox idačného t laku, vysokej teploty, rozptyľujú U V žiarenie, čím poskytuje UV-ochrannú 
funkciu [29, 30]. 

2.2.1 Štruktúra, vlastnosti, syntéza a degradácia polyhydroxyalkanoátov. 

Baktérie sú schopné syntet izovať polyméry a ukladať ich vo forme nerozpustných sfér ických 
inklúzii a lebo P H A granúl. Štruktúra granúl pozostáva z hydrofobného polyesterového jadra, 
ktorého lipofilná povaha zabraňuje zvyšovaniu osmot ického tlaku pri akumulac i . Oko lo 
polyesterového jadra se nachádza vrstva funkčných a štruktúrnych proteínov, ktoré zahrňujú 
P H A polymerázu, P H A depolymerázau, fazíny a regulačné proteiny [31, 32]. Štruktúra P H A 
je tvorená l ineárnymi polymérmi 3-hydroxymastných kyselín [33]. V závislosti od počtu 
uhlíkov v monoméroch P H A klasif ikujem P H A s krátkym reťazcom ( S C L ) , ktorých monomér 
má 3 až 5 uhlíkov a P H A s pr iemernou dĺžkou reťazca (MCL) , ktorých monomér má 6 až 14 
uhlíkov. Napr. poly(3-hydroxybutyrát) (PHB) , poly(3-hydroxyvalerát) (PHV) a ich kopolymér 
sú typickými príkladmi P H A s krátkym reťazcom, poly(3-hydroxyoktanoát) (PHO) a poly(3-
hydroxynonanoát) (PHN) , ktoré sú pr imárne vytvorené ako kopolyméry s 3-

0 

O H 

Obr. 3: Štruktúrny vzorec kyseliny levulovej [22] 
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hydroxyhexanoátom (HHx), 3-hydroxyheptanoátom (HH) a / a lebo 3-hydroxydekanoátom 
(HD), sú typickými príkladmi M C L - P H A s [34]. 

S C L - H A M C L - H A 

Obr. 4: a) všeobecný vzorec PHA, kde x=1-8 a n = 100 do 1000 b) niektoré syntetizované monomery 
PHA s krátkym reťacom (SCL-HA) a monomery PHA so stredným reťacom (MCL-HA). 3HB: 3-
hydroxybutyrát, 3HV: 3-hydroxyvalerát, 3HHx: 3-hydroxyhexanoát, 3HO: 3-hydroxyoctanoát, 3HD: 3-
hydroxydecanoát, 3HDD: 3-hydroxydodecanoát. Snímka z T E M zobrazuje tenké rezy 
rekombinantných buniek R. eutropha PHB" 4 , ktoré obsahujú veľké množstvo poly(3HB-co-5mol% 
3HHx) [34] 

V závislosti od druhu baktérií a podmienok rastu, môžu vznikať buď homopolyméry, náhodné 
kopolyméry a lebo blokové kopolyméry P H A [35]. Vlastnost i kopolymérov P H A si lne závisia 
od typu, obsahu a distr ibúcie monomérnych jednotiek tvoriacich polymérne reťazce, 
pr iemernej molekulovej hmotnosti a distr ibúcie molekulovej hmotnosti [36]. Uspor iadan ie 
monomérov určuje vlastnosti týchto polymérov, ktoré s a pohybujú od termoplast ických 
po e lastomérne s rôznymi stupňami kryštalinity a adhéznymi v lastnosťami [33]. P H A 
sú nerozpustné vo vode, ale rozpustné v chloroforme a iných chlórovaných rozpúšťadlách, 
sú odolné voči U V žiareniu a uľahčujú anaeróbnu biodegradáciu v sed imentoch . Ok rem toho 
sú biokompatibi lné a biologicky odbúrateľné (napr. podl iehajú degradáci i v pôde) a správajú 
s a ako piezoelektr ické materiály. Teplo ta sk leného prechodu, teplota topenia, teplota 
tepelného rozkladu, pevnosť v ťahu a Y o u n g o v modul s a líšia podľa typu vzniknutého 
polyméru a zloženia monomérnych jednotiek [37]. P re predstavu a porovanie sú v Tab . 1 
uvedené fyzikálne vlastnosti poly(3-hydroxybutyrátu), poly(4-hydroxybutyrátu) a poly(3-
hyd roxy b uty rát-co-3 - hyd roxy va I e rátu). 

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

Vlastnost i poly(3HB) poly(4HB) poľy(3HB-3HV) 

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

teplota topenia [°C] 177 60 150 

pevnosť v ťahu [MPa] 40 104 25 
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Baktérie produkujú rôzne typy P H A prostredníctvom sérii enzymat ických reakcií a baktérie 
rozdeľujeme podľa biosyntézy P H A do dvoch skupín. V prvej skupine sú baktérie 
{Cupríavidus necator, Pseudomonas oleovorans a Pseudomonas putidä), ktoré akumulujú 
P H A len pri o b m e d z e n o m množstve živín ako je fosfor, dusík, kyslík a lebo horčík [37]. Druhá 
skup ina baktérii (napr. rekombinantná Escheríchia coli) akumulujú P H A počas rastovej fázy 
a nepotrebuje ž iadne obmedzen ie živín [39]. 

Polyhydroxyalkanoáty sú syntet izované a degradované cykl ickým mechan i zmom, takže 
biosyntéza i degradácia P H A prebiehajú v bunkách súčasne [40]. Mikroorganizmy 
sú schopné akumulovať P H A z rôznych uhl íkových zdrojov od rastl iných olejov, c e z mastné 
kysel iny, alkány až po jednoduché sachar idy [28]. Konečná štruktúra polyméru tak 
zodpovedá metabol ickej drahej biosyntézy P H A . Rozl išujeme tri zák ladné metabol ické dráhy 
podľa zdroju uhlíka. Prvou dráhou dochádza k vzniku polyhydroxybutyrátu, ktorý 
je produkovaný baktériou C. necator, ktorá disponuje sc l PHA-syntázou. Detailný popis 
je zhrnutý v kapitole 2.2.2. 

Druhá dráha syntézy P H A je spájaná s mikrobiálnym prí jmom mastných kyselín. 
P o (3-oxidácii mastných kyselín ace ty l -CoA vstupuje do p rocesu syntézy monomérov P H A . 
P o m o c o u enzýmu R-3-hydroxyacyl-CoA-hydratázy je enoy l -CoA vznikajúci v (3-oxidácii 
prevedený na R-3-hydroxyacy l -CoA, a ten je prekurzorom polymerizácie mcl P H A . 
Polymerizáciu zabezpečuje mcl PHA-syntáza. Túto dráhu je možné pozorovať napríklad 
u Pseudomonas putida, Pseudomonas oleovorans a Pseudomonas aeruginosa. 

Tret ia dráha vychádza z in situ syntézy mastných kyselín. Tento cyklus poskytuje 
na syntézu P H A R-3 -hyd roxyacy l -ACP. Kľúčovým enzýmom je 3 - h y d r o x y a c y l - A C P - C o A -
transferáza, ktorá prevádza 3 -hyd roxyacy l -ACP opäť na 3-hydroxyacy l -CoA. Ukázalo s a , 
že vlastná syntéza mastných kyselín a (3-oxidácia môžu prebiehať nezávisle na sebe 
k dopĺňaniu prekurzorov pre syntézu P H A [41]. Degradačná dráha P H A , ako je popísaná 
vo väčšine baktérií, začína depolymer izáciou P H A na D-/3-hydroxybutyrátové monomery 
pomocou P H A depolymerázy (kódovanej pomocou phaZ). Degradácia P H A môže dälej 
pokračovať intracelulárne a lebo extracelulárne. Extracelulárne P H A depolymerázy 
sú vy lučované mnohými baktériami z veľmi rozmanitých prostredí v aeróbnych 
a anaeróbnych podmienkach na využit ie zvyšných P H A v prostredí po lýze buniek, v ktorých 
s a tieto zlúčeniny nahromadi l i . Naopak intracelulárne P H A depolymerázy degradujú 
intracelulárne P H A granule v akumulačnom kmeni , s cieľom mobi l izovať 
polyhydroxyalkanoáty v neprí tomnost i vhodného zdroja exogénneho uhlíka a lebo zdroja 
energ ie [40]. 
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aminokyseliny mastné kyseliny 

DRAHA III acetyl-CoA DRÁHA II 

DRÁHA I 

acetoacetyl-CoA 

R-3-hydroxyacyl-ACP 
3-hydroxybutyryl-CoA 

R-3-hydroxyacyl-CoA R-3-hydroxyacyl-CoA 
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mel PHA mcl PHA 

scl-mcl PHA 

Obr. 5: Hlavné metabolické dráhy syntézy polyhydroxyalkanoátov podľa použitého uhlíkového zdroja 

2.2.2 Poly (3 -hydroxybutyrát) 

Poly(3-hydroxybutyrát) je najpreskúmanejším polyhydroxyalkanoátom a prvý krát bol 
popísaný v roku 1925 f rancúzskym vedcom Lemo ignem. O d vtedy bolo objavené veľké 
množstvo mikroorganizmov (archaebaktér ie, grampozít ivne i gramnegat ívne baktérie, 
fotosyntet ické baktérie vrátane cyanobaktéri í) , ktoré sú schopné akumulovať P H B aerobným 
a lebo anaeróbnym spôsobom [28]. Cupríavidus necator akumuluje polyhydroxybutyrát pri 
o b m e d z e n o m množstve živin a pri nadbytoku uhlíka. P H B s a syntetizuje z ace t y l -CoA tromi 
sekvenčnými enzýmami kódovanými génmi phaA, p h a B a p h a C [42]. Najprv dochádza 
ku kondenzáci i dvoch ace t y l -CoA z a vzniku ace toace ty l -CoA katalyzovaného (3-ketotiolázou 
(phaA). Potom je ace toace ty l -CoA redukovaný na (R)-3-hydroxybutyry l -CoA pomocou 
N A D P H - d e p e n d e n t n e j ace toace ty l -CoA reduktázy (phaB). P H A syntáza (phaC) nakoniec 
polymerizuje (R)-3-hydroxybutyry l -CoA s rastúcim reťazcom P H B . Počas normálneho rastu 
baktérie je 3-ketotioláza inhibovaná voľným koenzýmom A , ktorý vychádza z K rebsovho 
cyklu. Avšak ak vstup ace t y l -CoA do Krebsovho cyklu je obmedzený (počas obmedzen ia 
výživy bez obsahu uhlíka), nadbytok ace t y l -CoA je vedený do biosyntézy P H B [39]. 

P H B je izotaktický polokryštal ický polymér, relatívne krehký a tuhý [43]. Tep lo ta topenia 
a tepelného rozkladu P H B je veľmi podobná a preto je tepelne nestabi lný a citlivý na tepelnú 
degradáciu [34]. N a zlepšenie vlastností P H B s a produkujú kopolyméry poly(3-
hydroxybutyrát-ko-3-hydroxyvalerát) nahradením metylovej skupiny v h lavnom reťazci P H B 
etylovou skup inou. Tieto mikrobiálne kopolyméry s a syntet izujú z kysel iny propiónovej a lebo 
pentánovej baktériami Cupríavidus necator. Pr idanie polyhydroxyvalerátu (PHV) do matrice 
P H B zvyšuje spracovateľnosť polyméru v dôsledku zníženej krehkosti [43]. 

[41] 
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2.3 M o d e l o v ý m e z o f i l n ý p roducent p o l y h y d r o x y a l k a n o á t o v Cupriavidus 
necator 

Pre porovnanie rôznych stratégii adaptácie na stres boli vybraté bakteri láne kmene, ktoré 
sú schopné žiť v ext rémnych a pri normálnych podmienkach . Modelový mezof i lným 
bakter iálnym kmeňom použitým v tejto diplomovej práci bola baktéria Cupriavidus necator 
H16, ktorá je t iež známa pod jej skorším názvom Ralstonia eutropha H16 a lebo Wautersia 
eutropha H16 [42]. Veľký záu jem o túto baktériu prišiel pred 50 rokmi a to vdáka jej 
schopnost i produkovať a skladovať veľké množstvo poly(3-hydroxybutyrátu) (PHB) [44]. 
Najvýznamnejším mutantným kmeňom je Cupriavidu necator P H B " 4 , ktorý síce nevytvára 
P H B , ale vykazuje podobný rast ako pôvodný kmeň (wild type) Cupriavidus necator H16. 
Tento mutantný kmeň je známym, pretože s a často používa na identif ikáciu génov P H B 
syntézy z iných baktérií [45]. 

2.3.1 Vlastnosti a metabolizmus baktérie 

Cupriavidus necator je nepatogénna, gramnegatívna, B-proteobaktéria, ktorá s a vyskytuje 
vo vode i v pôde. J e to chemol i toautotrofná baktérie a vie prechádzať medz i heterotrofným 
rastom, kedy využíva organické zlúčeniny ako zdroj energie, a autotrofnou f ixáciou C 0 2 , 
kedy využíva H 2 ako zdroj energie (Obr. 6). Počas autotrofného rastu, kedy nie sú prí tomné 
organické substráty, je C 0 2 f ixovaný do C a l v i n - B e n s o n - B a s s h a m o v h o cyklu a H 2 

je oxidovaný katalýzou dvoch N iFe hydrogenáz. V anaeróbnych podmienkach môže bunka 
rásť použitím nitrátovej reduktázy a reduktázy oxidu dusnatého, ktoré sú súčasťou 
denitr i f ikačnej dráhy s použit ím N 0 3 " a N 0 2 " ako akceptorov elektrónov [46]. Cupriavidus 
necator ako zdroj energie pre heterotrofný rast využíva medziprodukty cyklu tr ikarboxylových 
kyselín, cukrové kysel iny ako kysel ina g lukónová, mastné kysel iny a lebo iné organické 
kysel iny a aminokysel iny. Gény kódujúce metabo l izmus organických kyselín s a nachádzajú 
na ch romozóme 1 a schopnosť kmeňa H16 metabol izovať cukry je obmedzená na fruktózu 
a N-acetylglukozamín. C. necator H16 nemá fosfofruktokinázový enzým, ktorý premieňa 
fruktózu-6-fosfát na fruktózu-1,6-bisfosfát v Embden -Meye rho f -Pa rnas dráhe. Preto s a pre 
metabo l izmus hexóz používa Entner-Doudorof f dráha [44] 

Cupriavidus necator má veľký potenciál pre biotechnologické využit ie, preto je potrebné 
analyzovať sekvenc iu genómu, ktorý poskytuje pohľad na jeho pozoruhodnú všestrannosť 
metabol izmu. Genóm baktérie pozostáva z troch kruhových repl ikónov (chromozóm 1, 
chromozóm 2 a megap lazmid p H G 1 ) a jeho celková veľkosť je 7 416 678 bp [44]. 
Megap lazm id p H G 1 má veľkosť 452 156 bp a nesie 429 génov, ktoré obsahujú zák ladnú 
genet ickú informáciu pre fakultatívne l i toautotrofný a fakultatívne anaeróbny spôsob rastu. 
Najväčšia funkčná skup ina má 41 génov, ktoré súvisia s litoautotrofiou baktérie. Ďalší veľký 
klaster z a s e nes ie genet ickú informáciu pre denitr i f ikáciu. V oblasti denitrif ikácie je t iež 
umiestnená skup ina génov pre biosyntézu cy tochrómu c [47]. Genóm obsahuje i s e d e m 
génov, ktoré kódujú izoenzýmy P H B depolymerázy. Gény phaZ1 a phaZ2 sú umiestnené 
na chromozóme 1, phaZ3 , phaZ5 , p h a Z 6 a phaZ7 na chromozóme 2 a phaZ4 
na megap lazmide pHG1 [44]. 
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l i toautotrófny metabo l i zmus 
heterotrófny metabo l i zmus 

Obr. 6: Schématické znázornenie kľúčových aspektov litoautotropného a heterotrofického 
metabolizmu. Žlté kruhy predstavujú procesy centrálneho metabolizmu, zatiaľ 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 M o d e l o v ý e x t r é m o f i l n ý p roducent p o l y h y d r o x y a l k a n o á t o v Halomonas 
halophila 

Halomonas halophila patrí medz i extrémofi lné baktérie a z tohoto dôvodu môžeme 
predpokladať rozdielnu adaptáciu na kysel iny levulovú v pórovaní s mezof i lnou baktériou 
Cupríavidus necator. Halomonas halophila je známa tiež ako Deleya halophila, ktorá bola 
izolovaná zo slaných pôd v blízkosti mes ta A l icante v juhovýchodnom Španielsku. Patrí 
medzi gram-negat ívne, striktne aróbne, nesporulujúce baktérie tyčinkovitého tvaru. Bunka 
môže obsahovať jeden až o s e m bičíkov, vdäka ktorým s a pohybuje [48]. 

Tieto tyčinkovité baktérie rastú v prostredí, kde obsah chloridu sodného je od 2 do 30 % 
(optimum 7,5 %). Halofi lné mikróby vyvíjajú stratégie na prekonávanie osmot ického stresu 
vyvolaného vysokými koncentráciami solí v prostredí. Boli opísané dva základné 
mechan izmy osmoadaptác ie: (1) typ KCI, ktorý si udržiava cytoplazmat ickú koncentráciu KCI 
podobnú podmienkam prostredia a (2) kompatibi lný typ rozpustenej látky s použit ím 
organických osmolytov, nazývaných tiež kompat ib i lné rozpustené látky (prípadne chemické 
chaperony). Tieto osmolyty patr ia medz i organické zlúčeniny s nízkou moleku lovou 
hmotnosťou, ktoré vyvažujú osmot ický tlak a udržiavajú vysoký intracelulárny turgor [49]. 
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R o d Halomonas a jeho príbuzné druhy syntet izujú a mobil izujú polyhydroxyalkanoáty (PHA) , 
napr. poly(3-hydroxybutyrát) , ako súčasť ich pr i rodzeného metabo l izmu. Halofi ly sú obzvlášť 
zauj ímavé v produkci i P H A v dôsledku nižších nákladov na fermentáciu [50]. Kučera 
a kolektív vo svojej práci zistil i, že bakter iálne bunky Halomonas halophila akumulu jú 
podstatne v iac P H A v minerá lnom médiu s obmedzeným o b s a h o m dusíka, pričom obsah 
P H A granúl v bunkách bohatých na P H A predstavuje pribl ižne 38,4 ± 2,7 % objemu buniek. 
Horná hranica obsahu P H A v bunkách je určená geometr iou buniek a stérickými faktormi. 
Z hľadiska mater iá lových vlastnosti produkovaného P H A je veľmi zauj ímavé, že v prípade 
H. halophila obsah soli v kul t ivačnom médiu ovplyvňuje aj molekulovú hmotnosť polyméru 
a jeho polydisperzi tu. Pri nízkej koncentráci i NaCI s a akumuluje P H B s nižšou hmotnosťou, 
ale veľmi úzkou polydisperzi tou, zatiaľ čo molekulová hmotnosť polyméru a tiež 
polydisperzi ta s a zvyšujú parale lne so zvyšujúcim s a osmot ickým t lakom. Pri vyššej 
koncentráci i NaCI (60, 80 a 100 g/l) s a akumulu jú polyméry s vysokou molekulovou 
hmotnosťou. H. halophila je schopná rásť na širokom spektre cukerných substrátov ako 
je napr. ramnóza, sacharózou, glukóza, celobióza, xylóza, manóza a lebo galaktóza, a použiť 
ich ku akumuláci i P H B . P H B tak môže byť akumulované z rôznych lacných substrátov ako sú 
l ignocelulózy a lebo melasy [51]. 

2.5 T e r m i c k á a n a l ý z a 

2.5.1 Úvod 

Termická analýza ako vedná disciplína vzn ik la až v roku 1887, kedy Le Chate l ier publ ikoval 
výsledky termického správania ílovitých hornín tzv. heating curve metódou, ktorá odpovedá 
diferenčnej termickej analýze bez referenčnej vzorky. Vp lyv teploty na vlastnosti rôznych 
meteriálov ľudia študoval i už dávnejšie, avšak na konci 19. storočia kedy už bola k dispozíci i 
mer iaca a prístrojová technika (teplomery, teplotné stupnice, termočlánky, pyrometre atď.) 
použiteľná k def inovaniu teplotného programu a z a z n a m e n a n i u teploty a hodnoty študovanej 
vlastnosti boli položené základy pre termickú analýzu [52]. 

Po jem termická analýza zahŕňa skupinu metód, ktoré zaznamenáva jú chemické 
a fyzikálne zmeny zloženia a vlastnosti látky v závislosti na teplote. Tepelné zaťaženie 
vzorky preb ieha podľa nastaveného programu a môže byť dynamické štúdium vlastosti 
materiálov v š iršom teplotnom rozmedzí (och ladzovanie a lebo zahr ievanie) a lebo statické 
(pri konštantnej teplote v závislosti na čase), ktoré s a používa na meranie tepelných 
vlastností ( tepelná kapaci ta, entalpia, entropia a voľná energia) s vysokou presnosťou [53]. 
Podľa vlastnost i , ktorej z m e n a s a mení s teplotou s a nazýva i príslušná analýza. Jednot l ivé 
metódy s a nachádzajú v tabuľke 2. 

Počas meran ia môže dôjsť v materiále k z m e n e jednej a lebo viacerých týchto vlastnosti . 
Z m e n a môže byť fyzikálna, napr. topenie, odparovanie a lebo môže byť chemická, ktorá 
zahŕňa z m e n u chemickej štrukúry materiálu prebiehajúcimi reakciám. Ok rem fyzikálnej 
a chemickej z m e n y môže dôjsť k z m e n e v biologických p rocesoch , ako je metabol izmus, 
biologická interakcia a lebo biologický rozklad [54]. 
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Tab. 2: Metody termickej analýzy [55] 

Metoda Sledovaná vlastnosť (okrem teploty) 
Termometr ia čas 

Diferenčná termická analýza teplotný rozdiel 
Di latometr ia dĺžka a lebo objem 

Termomechan ická analýza rozmer a mechanické vlastnosti 
Termograv imetr ia hmotnosť 

Dynamická mechanická analýza namáhanie, čas 
Elektr ická termická analýza elektr ický výboj 

Analýza elektrickej vodivost i elektr ický odpor 
Emanačná termická analýza uvoľnenie rádioaktívnych látok z materiálu 

Analýza vyví janého plynu pyrolýza s analýzou plynu 
Analýza tepelnej vodivost i tepelná vodivosť 
Analýza tepelnej difúznosti tepelná difuzivita 

Termoakust ická analýza akust ické vlastnosti 

Termofraktograf ia 
tepelná frakcionácia spojená s tenkou 

vrstvou chromatograf iou 
Termolumin iscenčná analýza emis ia svet la 

Termomagnet ická analýza magnet ická citl ivosť 
Termoopt ická analýza opt ické vlastnosti 

Termoson imet r ia zvukové efekty 
Kalor imetr ia teplo 

Termická analýza je založená na princípoch termodynamiky a je veľmi dôležité ich vedieť 
rozpoznať. Prvý termodynamický zákon hovorí, že energ ia izolovaného systému 
je konštantná. Druhý termodynamický zákon: v izo lovanom systéme, spontánne procesy 
sú sprevádzané so zvyšovaním entropie. Entropia (S) systému je termodynamická funkcia 
súvisiaca so štat ist ickým rozdelením energ ie v rámci tohto systému. Druhý zákon popisuje 
systém a okol ie, ktoré spontánne z m e n i a stav s nízkou pravdepodobnosťou na stav 
maximálnej pravdepodobnost i , ktorý bude rovnovážnym s tavom. Jedným z príkladov 
je miešanie dvoch ideálnych plynov pri atmosfér ickom tlaku. Dôjde k tomu spontáne vtedy, 
ak existujúcu bariéru medzi nimi odstránenime. Ž iadna z m e n a teploty a lebo tlaku nie je 
zahrnutá, ale z m e n a jasne zahŕňa nárast náhodnost i sys tému po zmiešaní plynov. Tretí 
zákon termodynamiky hovorí: všetky perfektné kryštály majú rovnaké entropie pri absolútnej 
nule. N a použit ie entropie, ako kritéria pre spontánne zmeny, je potrebné preskúmať systém 
i jeho okol ie. Z tohoto pohľadu lepšie slúži Gibbsová voľná energ ia systému, ktorej z m e n a 
(AG) pri konštantnom tlaku a teplote je daná vzťahom: 

A G = A H - T A S , C ) 
kde A H je z m e n a entalpie, T je absolutná teplota a A S j e z m e n a entropie počas procesu. 

Každý systém s a snaží z a konštantnej teploty a konštantného tlaku dosiahnuť stav s nižšou 
hodnotou G ibbsove j voľnej energie [54]. A k o príklad môžeme uviesť modi f ikačnú premenu 
látky z j edne j kryštalickej formy do druhej, ktorá má z a danej teploty nižšiu hodnotu 
G ibbsove j voľnej energie a je stabilnejšia. K vytvoreniu kryštalickej štruktúry a lebo iného 
stavu s nižšou hodnotou voľnej G ibbsove j energ ie môže dôjsť pri ohreve i c e z jednot l ivé 
medz is tupne [53]. Vďaka š i rokému rozsahu meran ia s a termická analýza používa pri 
základnej charakterizáci i materiálov, vo výskume, vývoji a kontrole kvality v pr iemysle 
a vo vedeckom odvetví [56]. 
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2.5.2 Mikrokalorimetria 

V porovnaní s konvenčnými kalor imetr ickými metodami majú metody mikrokalorimetriu 
zýšenú citl ivosť a sú schopné odhaliť z m e n y tepla, ktoré prebiehajú v mikromolárnych 
množstvách reaktantov s tepelnými účinkami v rozsahu mikrowatov. Mikrokalor imetr ia tak 
predstavuje všestranú techniku pre štúdium tepelnej aktivity z hľadiska tepla, tepelného toku 
a tepelnej kapacity. Mikrokalor imetr ia patrí medzi nedeštrukt ívna a neinvazívna metóda, 
ktorá pr iamo a nepretržite mer ia študovaný proces. Vďaka tejto metóde môžeme študovať 
procesy spojené s malými tepelnými zmenami u látok v pevnom, kvapa lnom i p lynnom 
skupens tve [57]. Do popredia s a dostáva využit ie mikrokalorimetrie k štúdiu 
mikroorganizmov čomu s a pr ispôsobuje zloženie prístrojov, ktoré pre mikrobiologické 
meran ia obsahujú termoelektr ické články, c e z ktoré prúdi teplo vyrobené počas reakcie 
čo vedie k elektr ickému prúdu, ktorý je pr iamo úmerný tepe lnému toku. Termočlánok 
je zvyčajne d o s k a vyrobená z polovodičového materiálu a produkuje slabý potenciál 
(milivolty), ktorý je zosi lnený na signál vhodný pre záznam [58]. 

Počas mikrobiálnej aktivity st imulovanej pr í tomnosťou živín s a generuje tok tepla, ktorý 
pr iamo súvisí so zvýšením a lebo znížením uvoľňovanej energ ie z rôznych zdrojov. 
N a s ledovan ie z m e n y energet ických stavov je mikrokalor imetr ická techn ika uži točným 
nástrojom, pretože táto metóda vyžaduje len znalosť hodnoty počiatočného a konečného 
energet ického stavu a je nezávislá od druhu organ izmov a reakčných ciest [59]. 
Mikrokalor imetr ia tak poskytuje všeobecný analyt ický nástroj na charakter izáciu 
mikrobiálneho rastu. Jedným z najvýznamnejších znakov p rocesu mikrobiálneho rastu 
je uvoľňovanie tepla v dôsledku enzymat ických katabol ických reakcií. A k je teplo 
moni torované mikrokalor imetrom a vynesené v závisloti na čase, môžeme tak získať tepelný 
profil a lebo termogram, ktorý nám poskytne kvalitatívne a kvanti tatívne informácie [58]. Tvar 
termogramu s a mení v pr iebehu cyklu rastu mikróbov, začína s a v logaritmickej fáze, ďalej 
stúpa ak rast mikroorganizmu pokračuje v kultúre, potom klesá s pok lesom metabol ickej 
aktivity a nakon iec s a zastaví. Každý typ mikróbov má jed inečnú stopu závislosti výkonu 
na čase (power-time) zaznamenávanú mikrokalor imetrom pri def inovaných podmienkach 
rastu. Každá látka, ktorá môže modif ikovať procesy metabol ického rastu zapojené do bunky, 
zmení krivku závisloti výkonu na čase získanú z mikrokalor imetra. Z kriviek výkonu na čase 
s a dá získať nielen termodynamická, ale aj kinetická informácia [60]. Analýzou 
exponenciálnej fázy rastových kriviek výkonu na čase môžeme vyhodnot iť kinetické 
parametre, ako je rýchlostná konštanta rastu baktérií a maximálny výkon pre mikrobiálnu 
aktivitu [61]. Tepelný efekt vyplývajúci z každého metabol izmu mikroorganizmov je dôležitou 
hodnotou pre štúdium charakteristík mikrobiálnej aktivity. Pri tejto metóde s a všetky 
zaznamenané aerobně a anaeróbne udalosti kvantif ikujú hodnotami entalpie. Týmto 
spôsobom s a kalorimetria javí ako vhodná technika na s ledovan ie biologického procesu 
v heterogénnych systémoch [62]. Analýzou niektorých kvanti tatívnych informácií z kriviek 
výkonu na čase je možné presne vyhodnot iť účinky l iekov na mikrobiálny rast a poskytnúť 
užitočné informácie pre potenciálne použit ie týchto zlúčenín ako nových ant ibakter iálnych 
látok [63]. 
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2.5.3 Thermal Activity Monitor III 

N a exper imentálnu prácu bol použitý systém T A M III (Thermal Activity Monitor) 
od spoločnost i T A Instruments. T A M III je mult ikanálový mikrokalor imetr ický systém, ktorý 
ponúka maximálnu citlivosť, flexibilitu a výkon. Môže byť použitý s najcit l ivejšími 
mikrokalor imetrami a širokou škálou príslušenstva na presné r iadenie exper imentálnych 
podmienok. T A M III je úplne modulárny a umožňuje pridávať v iac kalorimetrov k zvýšeniu 
kapaci ty a lebo funkčnost i vzorky. Pridaním mult ikalorimetra obsahujúceho šesť nezávislých 
minikalorimetrov dôjde k podstatnému zvýšeniu výkonnost i meran ia [57]. J e navrhnutý tak, 
aby nepretrži te monitoroval širokú škálu procesov a komplexných systémov, ako je tepelná 
aktivita fyzikálnych, chemických a biologických p rocesov z hľadiska tepla, tepelného toku 
a tepelnej kapaci ty v teplotnom rozmedzí 15-150 °C [64]. Mikrokalor imeter je vhodný pri 
exper imentoch v oblast iach izotermickej t itračnej kaklorimetrie, stanovení rozpúšťacieho 
tepla, štúdiu tepelných zm ien pri raste mikroorganizmov vo vzorke a lebo pri štúdiu vplyvu 
vlhkosti na správanie vzorky. Základ mikrokalorimetru, tvorí termostat s cit l ivosťou 
0,0001 °C, ktorý môže pracovať v izotermickom, krokovo izotermickom a lebo teplotné 
s k e n o v a c o m režime. Ďalšou súčasťou je súbor štyroch rôznych kalorimetrov s rozdielnymi 
ob jemami meriacej cely (nanokalorimeter, mikrokalorimeter, mult ikalorimeter so šiestimi 
minikalorimetrami a rozpúšťači kalorimeter) [65]. 

prístupová trubica jednej 

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

3.1 V y u ž i t e k o n v e n č n ý c h m e t ó d k š t ú d i u rastu a a d a p t á c i e m ik roorgan izmov 

Existuje mnoho rôznych spôsobov meran ia rastu mikrobiálnych populácií. Väčš ina metód 
je založená na nepr iamom stanovení - turbidimetria, meranie metabol ickej aktivity, a lebo 
na pr iamom počítaní - f i l trácia, počítanie buniek pomocou mikroskopu, počítanie buniek 
pomocou výsevu na agarovných platniach. 

Meran ia optickej hustoty (OD) je š tandardným prístupom používaným v mikrobiológii 
na charakter izáciu koncentrácií baktérií v kul t ivačnom médiu. O D je založená na meraní 
optickej absorbanc ie vzorky pri jednej vlnovej dĺžke. S a m a n t h a E. McB i rney a jej ko legovia 
(2016) vo svojej práci s ledoval i rast dvoch rôznych druhov baktérií Pseudomonas aeruginosa 
ako laboratórny referenčný kmeň a štyri rôzne klinické kmene Staphylococcus aureus. Rast 
bol pozorovaný pomocou T e c a n Mage l lan Sunr i se Spektrofotometra pri jednej vlnovej dĺžke 
(600 nm, OD600 ) a pomocou Biochrom W P A Spec t rawave S 1 2 0 0 Spektrofotometra 
v rozmedzí v lnových dĺžok od 350 do 800 nm. Práca bola zameraná na implementáciu kroku 
normal izácie vlnovej dĺžky do analýzy, čo umožní presnejšiu charakter izáciu rastu 
bakter iálnych kultúry oproti konvenčnej technike O D 6 0 0 . K normal izovanému meraniu bolo 
pre každú baktériu vybratých s e d e m vlnových dĺžok na základe rovnakých kritérií. P re všetky 
štyri kmene S . aureus je v lnová dĺžka, ktorá podl ieha maximálnej z m e n e 446 nm a vlnová 
dĺžka, ktorá podl ieha minimálnej z m e n e je 787 nm. Pri P. aeruginosa s a vlnová dĺžka 644 nm 
mení najviac, zatiaľ čo 600 nm s a mení najmenej, hoci je to v lnová dĺžka používaná 
v typických meran iach O D 6 0 0 . Pre všetky štyri kmene data normal izované v lnovou dĺžkou 
vykazujú dobre def inovanú logari tmickú fázu rastu. Naproti tomu O D 6 0 0 vykazuje v pr iebehu 
s ledovaného obdob ia kombinovaný l ineárny a logarit imický trend. V prípade P. aeruginosa 
O D 6 0 0 nie je schopný spoľahl ivo detegovať rast, pretože šum v údajoch je väčší ako signál, 
zatiaľ čo prístup založený na vlnovej dĺžke ľahko deteguje rastovú krivku s vysokou vernosť. 
Kvôli zlej absorbanci i pri 600 nm, klasická metóda meran ia O D 6 0 0 n i e j e schopná spoľahl ivo 
detekovat' rýchlosť rastu. Protokol o normalizáci i v lnových dĺžok na detekciu rýchlosti rastu 
baktérií s a ukázal ako účinnejší a môže byť ľahko prijatý výskumnými laboratór iami, pretože 
vyžaduje iba použit ie š tandardného spektrofotometra a implementáciu metódy priamej 
analýzy údajov [66]. 

A lonso-Ca l le ja a kolektív (2015) s ledoval i adaptáciu a krížovú adaptáciu Escherichia coli 
A T C C 12806 na rôzne koncentrácie biocídov - fosforečnan tr isodný (TSP) , dusi tan sodný 
(SNI) a ch lornan sodný (SHY) . MIC (minimálna inhibíčna koncentrácia) bola s tanovená ako 
najnižšia koncentrácia biocídu potrebná na zabránenie rastu po 48 hodinách inkubácie. Rast 
bol s ledovaný dvoma spôsobmi : meraním opt ických hustôt (OD) s použitím 
š i rokopásmového filtra (oblasť pásma 420 - 580 nm; O D 4 2 0 - 580) a počítaním 
ž ivotaschopných buniek v agare po 48 hodinách inkubácie pri 37 °C. Stupeň korelácie medzi 
opt ickými hustotami a mikrobiálnymi počtami bol skúmaný l ineárnou kont inuálnou regresiou 
dát. P o zistení M IC bol s ledovaný vplyv inhibítorov na rast E.coli bol moni torovaný pred 
inkubáciou (v hodine 0) a každú hodinu až do uplynutia 120 hodín. Turbid imetr ická metóda 
poskyt la l ineárny vzťah optickej hustoty len v rozsahu 0,2 - 0,7 v porovnaní s počtom 
ž ivotaschopných buniek. Tieto výsledky sú v súlade s ďalšími štúdiami, ktoré ukázali , že táto 
metóda je schopná detegovať koncentrácie buniek pribl ižne 1 0 7 buniek/ml . N a druhej strane, 
po 30 hodinách inkubácie neboli údaje l ineárne a boli vyradené, pretože ku koncu 
exponenciálnej fázy rastu dochádza k bunkovej smrti s následným pok lesom 
ž ivotaschopných baktéri i . Avšak turbidimetr ické meranie určuje ako ž ivotaschopné, tak aj 
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neživotaschopné bunky, a teda nie je pozorované ž iadne zníženie optickej hustoty ako 
dôsledok smrti buniek. Hodnoty MIC biocídov pre E. coli pred vystavením sub- inhibičným 
koncentráciám biocídov boli: 10,4 mg/ml ( T S P ) , 14,9 mg/ml (SNI) a 0,2 mg/ml (SHY) . 
P o niekoľkých pasážach prostredníctvom postupne vyšších koncentrácií biocídov boli 
maximálne koncentrácie z lúčenín, ktoré umožnil i rast baktérií po 72 hodinách inkubácie pri 
37 °C boli 1,1, 2,5 a1 ,7 -násobok hodnoty MIC materských (nepr ispôsobených) buniek. 
V neprí tomnost i selektívneho tlaku s a bunky adaptované na T S P vrátili k citlivosti pred 
adaptáciou. Keď s a bakteriálne kultúry pr ispôsobené SNI a lebo S H Y nechal i prejsť c e z 
médium bez biocídu počas 7 dní, bunky boli schopné rásť v prí tomnosti maximálnej 
koncentrácie biocídov umožňujúcej rast baktérií bezprost redne po adaptáci i . Tieto výsledky 
tak naznačujú, že adaptívna to lerancia voči SNI a S H Y pre E coli A T C C 12806 bola stabilná 
aspoň 7 pasáží a vystevenie subletálnym koncentráciám tak pr ispieva k adaptáci i baktérii na 
tieto biocídy. Autori pomocou výsledkov dospel i k záveru, že nevhodné použit ie biocídov 
v potravinárskom pr iemysle predstavuje skutočné riziko pre rozvoj adaptácie a krížovej 
adaptácie na množstvo ant imikrobiálnych látok [67]. 

Vplyv nar ingeninu na tvorbu biofilmu Streptococcus mutans pozoroval i Y u e a kolektív 
(2018), ktorý ant imikrobiálne účinky stanovil i pomocou minimálnej inhibíčnej koncentrácie 
(MIC), rastových kriviek a rýchlosti inhibície biofi lmu. Hodnota MIC nar ingeninu bola 
stanovená medz i 100 a 200 ug/ml. Rastové krivky S . mutans ukázali , že 100 i 200 ug/ml 
nar ingeninu spôsobujú inhibíciu rastu a koncentrácia 200 ug/ml nar ingeninu pri 4 a 24 
hodinách takmer úplne inhibovala tvorbu biofi lmu. Koncentrácia 100 ug/ml nar ingeninu 
vykázala pribl ižne 7 0 % inhibičný účinok a 50 ug/ml nar ingeninu inhibovalo takmer 5 0 % 
tvorby biofi lmov. Nar ingenín úspešne inhiboval druhé a tretie štádium tvorby biofi lmu 
S . mutans a vdáka týmto ant imikrobiálnym účinkom má veľký potenciál pre zubné kliniky pri 
boji proti zubnému kazu . Naringenín môže napríklad slúžiť ako základný náter pre zubné 
lepidlo a lebo adit ívum ústnej vody, aby s a zabráni lo rastu biofilmu S.mutans, čo vedie 
k požadovanej stabilite väzby estetickej obnovy a č istému mikroprostrediu ústnej dutiny [68]. 

Mikrobiálna toxicita nanočastíc oxidov kovu ( C u O , N iO , Z n O , S b 2 0 3 ) bola s ledovaná 
na Escherichia coli, Bacillus subtilis a Streptococcus aureus v štúdii Y o n g - W o o k Baek 
a Y o u n - J o o A n (2011). Nanočast ice oxidov kovu boli dôk ladne dispergované v kul t ivačnom 
médiu a mikroorganizmy boli kult ivované na agarových Petr iho miskách s Luha-Ber tan i (LB) 
médiom obsahujúcich rôzne koncentrácie nanočastíc oxidu kovu. Mikroorganizmy na Petr iho 
miskách boli inkubované pri teplote 37 °C počas noci a následne boli počítané z hľadiska 
jednotiek tvoriacich kolónie ( C F U ) . Účinky nanočastív oxidov kovov na mikrobiálny rast 
s a preukázali ako druhovo špecif ické - citl ivosť na testované nanočast ie bola rôzna pri 
testovaných mikroorganizmoch. Najcit l ivejším druhom bola E coli a B. subtilis spolu 
s S.aureus boli menej citlivé na nanočast ice C u O . Pri vystavení nanočast ic iam N i O a Z n O 
s a ukázalo, že B.subtilis a S. aureus sú citl ivejšie ako E coli. V súčasnost i nie je možné 
interpretovať druhovú citl ivosť z hľadiska bakteriálnej klasif ikácie (Gram + a G r a m -). N a LB 
agarových platniach boli pozorované rozdiely vo veľkosti bakter iálnych kolónií, pr ičom 
existuje kvantitatívny vzťah medz i koncentráciami oxidov kovov, počtom kolónií a veľkosťou 
kolónií. Tri testované mikroorganizmi vytvorili relatívne málo kolónií v prí tomnosti všetkých 
testovaných nanočastíc oxidov kovov, takže všetky testované nanočast ice oxidu kovu 
preukázal i mikrobiálnu toxicitu pre testované druhy. Nanočast ice C u O boli najtoxickejšie 
z testovaných nanočastíc, po ktorých nasledoval i nanočast ice Z n O (okrem S . aureus), N i O 
a S b 2 0 3 [69]. 
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A n n a kolektív (2014) študoval i antibakteriálny účinok dvoch (ZnO-1 ,ZnO-2) rozdielnych 
štruktúr Z n O na tri typy patogénnych kožných baktérií, a to Streptococcus pyogenes, 
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Ras t baktérií bol meraný pomocou 
spektrofotometra s v lnovou dĺžkou svetelného zdroja 600 nm bola s tanovená opt ická hustota 
(OD), ktorá indikovala úroveň rozptylu svet la spôsobenú turbiditou baktérií, pr ičom vyšší 
počet bakteriálnych kolónií odpovedá vyššej hodnote O D . Meran ia O D baktérii S . aureus 
a P. aeruginosa prebiehalo pravidelne každú hodinu po dobu 8 hodín. Vzhľadom na typický 
pomalý rast S . pyogenes s a rast baktérií monitoroval až do 10 hodín. S . aureus v prí tomnosti 
ZnO-1 a Z n O - 2 vykazova l exponenciá lny rast a ob idva typy Z n O majú podobné inhibičné 
trendy v t o m , že zvýšená koncentrácia Z n O (0,5; 1,0; 1,5 a 2,0 mM) zvyšuje inhibíciu. 
V porovnaní s kontrolou S . aureus s a O D výrazne zníži la po pridaní Z n O . Vzorky Z n O (0,5; 
1,0; 1,5 a 2,0 mM) významne znižujú rast baktérií a po 8 hodinách od pr idania Z n O 
s a množstvo bakteriálnych buniek znížilo o 6 9 % (ZnO-1) a 5 2 % (ZnO-2) v porovnaní 
s kontrolou. Pri P. aeruginosa zvýšená koncentrácia ZnO-1 a Z n O - 2 v iedla k zníženiu O D 
a k zníženiu rastu baktérií. ZnO-1 významne znížil rast baktérií pri koncentráci i v iac ako 
1,0 m M , zatiaľ čo Z n O - 2 významne inhiboval rast baktérií pri koncentráci i vyššej ako 1,5 m M . 
P o 8 hodinách inkubácie s ZnO-1 a Z n O - 2 znížili množstvo P. aeruginosa o 7 2 % a 66%. 
Koncentrácia 0,5 m M ZnO-1 aj Z n O - 2 vykazoval i vysokú inhibíciu voči S . pyogenes 
a redukc ia bakter iálneho množstva ZnO-1 a Z n O - 2 bo la 8 4 % a 8 5 % . Koncentrácie 1,0, 1,5 
a 2,0 m M potlačili rast S . pyogenes a spôsobil i vysoké percento bakteriálnej inhibície 
(> 95%). Predpokladá s a , že ZnO-1 a Z n O - 2 vykazujú vysoký toxický účinok a potenciálny 
baktericídny účinok voči baktér iám. P o 8 až 10 hodinách inkubácie ZnO-1 a Z n O - 2 
vykazoval i najväčšiu afinitu voči S . pyogenes v porovnaní so S . aureus a P. aeruginosa [70]. 

3.2 V y u ž i t i e t e r m i c k ý c h m e t ó d pri š t ú d i u rastu mik roorgan izmov 

Kalor imetr ia s a v súčasnost i s a využíva pri štúdiu interakcii l iekov a organ izmov (vrátane 
orgánov, buniek, organel a b iomakromolekúl atď.), čo má veľký význam pri usmerňovaní 
návrhu l iekov a odhaľovaní interakcii medz i l iekmi a prírodnými mikroorganizmami . 

G u o a kolektív (2012) skúmal i vplyv rôznych koncentráci i ant imykot ických liečiv, 
konkrétne ketokonazolu (KTZ) a i t rakonazolu (ITZ), na rast kvas inky Candida albicans. 
K štúdiu inhibičného efektu bol použitý mult ikanálový monitora tepelnej aktivity T A M 2277 
spolu s peristalt ickou pumpou , ktorou bo la pr ietokom 50 ml/h čerpaná kultúra kvasinky 
a liečivá. Meran ie bolo ukončené v momente , kedy s a kr ivka tepelnej energie vrátila 
na zák ladnu líniu. Rastová krivka C. albicans v neprí tomnost i l iečivá má 4 fázy rastu: lag 
fázu, exponenciá lnu fázu, stacionárnu fázu a fázu pok lesu. Krivky tepelného výkonu odrážajú 
účinok K T Z na rast C. albicans a metabol ickú aktivitu. V porovnaní s krivkou tepelného 
výkonu kontrolnej skupiny, rast C. albicans v prí tomnosti l iečiva ukázal dlhšiu lag fázu, 
posun rastového vrcholu a pok les maximálneho tepelného výkonu rastovej fáze, ako 
aj celkovej vyrobeného tepla. S o zvýšením koncentrácie lieku s a z m e n a stala zrejmejšou, 
čo naznačuje významnú inhibíciu K T Z na rast a metabol izmus C. albicans. Itrakonazol 
pôsobil t iež inhibičné na rast kvasinky, dokonca jeho vplyv bol v porovnaní s ke tokonazo lom 
vyšší [71]. 

Účinok efedrínu bol s ledovaný Z h a o (2013) a kolektívom na baktérii Escherichia coli 
pomocou mikrokalorimetrie. Metabol ické krivky v podobe závisloti tepelného výkonu na čase 
baktérie boli z ískané izotermickým mikrokalor imetrom pri teplote 37 °C a pri meraní 
vo vzduchove j atmosfére. Rastovú krivku E. coli bez prídavku efedrínu môžeme rozdeliť 
do piatich fázy: lag fáza, prvá exponenciá lna fáza, stacionárna fáza, druhá exponenciálna 
fáza a fáza odumierania . Inhibičný účinok efedrínu bol závislý od koncentrácie kedy 
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s a percento inhibície rastu baktérií zvýši lo s o zvýšením koncentrácie tejto zlúčeniny. 
Koncentrácia 376,8 pg/ml efedrínu môže spôsobiť 5 0 % inhibíciu rastu E. coli. Všetky tieto 
výsledky i lustrujú, že efedrín, ako sympatomimet ický amín, vykazuje silné ant ibakter iálne 
účinky na patogénne E. coli [63]. 

S ledovan ie mikrobiálnej aktivity umožňuje tiež študovať toxicitu látok na životné 
prostredie. Mikrokalor imetr iu, ktorej metodika je za ložená na zmenách tepla uvoľneného 
mikroorganizmami, vo svojej práci použili aj S a l g a d o a kolektív (2017), ktorí s ledoval i 
mikrobiálnu aktivitu pôd po prídavku glukózy ako substrátu a rôznych koncentráciách dvoch 
iónových kvapalín (IL). K meraniu bol použitý izotermický mikrokalor imeter T A M 2277 , 
v ktorom bola nastavená teplota meran ia 25 °C. Z výsledkov získali krivku výkonu a času, 
ktorá ma la štyri fázy: lag, log, stacionárnu a fázu pok lesu. Výsledky ukázali veľmi dlhú lag 
fázu a úzky, vysoký exotermických vrchol . Zistil i, že toxický účinok nezávisí len 
na koncentráci i iónových kvapalín, ale aj na type pôdy (hodnota pH) a druhu mikroorganizmu 
v pôde, ktorý má významný vplyv na účinok iónových kvapalín na pôdu. Mikrokalor imetr ické 
výsledky tak ukázali, že navrhovaný postup by mohol byť veľmi spoľahl ivou metódou 
na štúdium toxických účinkov IL na mikrobiálnu aktivitu v rôznych druhoch pôd. Moho l by byť 
použitý na všetky druhy pôd a so všetkými IL. Výhoda mikrokalorimetrie oproti iným 
tradičným technikám je predovšetkým nepretržité monitorovanie pôdnej mikrobiálnej aktivity, 
ktorá poskytuje skutočné a pr iame informácie, ktoré vedú k dôležitým záverom týkajúcim 
s a inhibície a lebo dokonca toxického účinku vyvolaného pr idaním IL [72]. 

Biologický efekt uhlíkový bodiek (CDs) na pôdne mikroorganizmy sledoval i Liu a kolektív 
(2015) pomocou mikrokalorimetrie. V o svojej práci použili mult ikanálový mikrokalor imeter 
T A M III, ktorý zaznamenáva l tok tepla mikrobiálneho biologického procesu pri teplote 28 °C. 
Zaznamenané rastové krivky s a s nárastom koncentrácie C D s pravidelne men ia a profil 
krivky má dva typické piky. Metabo l i zmus mikroorganizmov v pôde je veľmi zložitý a rôzne 
vrcholy krivky závislosti výkonu na čase môžu byť z metabol izmu rôznych mikroorganizmov, 
a lebo z tých istých mikroorganizmov, ktoré môžu využívať rôzne metabol ické dráhy. Prvý 
vrchol predsavuje prípadnú adaptáciu pôdnych mikroorganizmov (aerobné, fakultatívne 
anaeróbne) na aeróbný metabol izmu a druhý vrchol s a pripisuje anaeróbom pr ispôsobujúcim 
s a anaeróbnym podmienkam. Konštanta rýchlosti metabol izmu a maximálny tepelný výkon 
rastovej fázy sú významné termodynamické parametre pre metabol izmus, pretože vykazujú 
schopnosť mikroorganizmu rásť z a špecif ických podmienok. Pri nízkych koncentráciách C D s 
(0 -50 ug/g) s a ich hodnoty zvyšujú so zvyšovaním koncentrácie C D s , takže C D s majú 
pozitívny vplyv na aktivitu pôdnych mikroorganizmov. Pri koncentráci i 50 ug/g sú ich hodnoty 
maximálne z čoho vyplýva, že pri nízkych koncentráciách C D s nemajú škodlivý vplyv na rast 
pôdnych mikróbov. Negatívny vplyv nastáva až pri vyšších koncentráciách C D s 
(100 -1000 pg/g) keda s a hodnoty rýchlostnej konštanty a maximálneho tepelného výkonu 
s a znižujú. Z m e n a celkového tepelného výkonu s a s rastúcou koncentráciou C D s v čase 
nemení a v porovnaní s konštantou rýchlosti a maximálnym tepelným výkonom rastovej fázy 
je hodnota celkového tepelného výkomu konštantná. J e to p ravdepodobne preto, 
že prí tomnosť C D s nemení metabol ický spôsob mikroorganizmov v pôde, pr ičom toxická 
aktivita C D s okamži te neobmedzu je metabo l izmus pôdnych mikroorganizmov - spôsobuje 
len malé poškodenie ich fyziologickej funkcie a postupne dochádza ku chronickej toxicite. 
Predpokladá s a , že časť tepelného účinku pochádza z prínosu aktivity b iomasy 
a prežívajúcich mikroorganizmov, čo vysvetľuje prečo je celkový tepelný účinok v podstate 
konštantný aj napriek zvyšujúcej s a koncentráci i C D s . Z výsledkov tak zistil i, že C D s mierne 
ovplyvňujú metabol izmus mikroorganizmov v pôde a nižšie koncentrácie C D s môžu mať 
st imulujúci účinok na rast pôdnych mikróbov. Potenciál uhlíkových nanotrubíc ako 
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netoxických foto luminiscenčných nanočast ic pre bio-apl ikácie je vďaka týmto výs ledkom 
veľmi vysoký [73]. 

Mikrobiálna aktivita s a bežne určuje v čistej kultúre a výsledky jej s tanoven ia tak poskytujú 
dôležitý pohľad na to, ako určitý o rgan izmus a lebo druh prežíva a lebo s a pr ispôsobuje 
nespočetným množstvám premenných. Mnohé infekcie u ľudí a zvierat s a vyskytujú ako 
asociácie dvoch a lebo v iacerých bakter iálnych druhov. Izolovaná čistá kultúra s a môže 
správať veľmi odl išne, ako keď s a skombinuje s inými druhmi. Preto s a F redua -Agyeman 
(2018) a jeho ko legovia zameran ia na štúdium správania Pseudomonas aeruginosa 
v zmiešanej kultúre so Staphylococcus aureus a lebo Escheríchia coli pomocou 
mikrokalorimetrie. Výslekdy boli z ískané izotermickým mikrokalor imeterom T A M 2277 pri 
teplote 37 °C. Ras t mikroorganizmov v mikrokalorimetri typicky vedie k exponenciá lne 
zvyšu júcemu s a signálu ( reprezentujúcemu teplo produkované rastúcim mikroorganizmom), 
až kým s a koncentrácia zdroja energ ie nestane obmedzením, a dochádza k tvorbe toxických 
metaboli tov, pr ičom v takomto prípade s a signál pomaly vrac ia k základnej línie. Táto štúdia 
ukázala, že P, aeruginosa, S. aureus a E. coli majú charakterist ické rastové krivky 
v kul t ivačnom médiu Nutrient Broth. Pri zmiešaní v rôznych hustotách bola pozorovaná 
dominanc ia rastu jedného druhu nad druhým, ktorá môže byť spôsobená adaptáciou 
a efektívnym použit ím živín v médiu a lebo produkciou inhibičných látok, ktoré by mohli 
ovplyvniť rast ostatných druhov. Izotermická mikrokalorimetr ia s a tak ukázala ako cenná 
metóda na štúdium správania zmiešaných kultúr a môže byť potenciálne použitá na štúdium 
klinicky relevantnej interakcie [74]. 

Toxický efekt kadmia na Candida humicola a Bacillus subtilis bol s ledovaný pomocou 
mikrokalorimetrie autorom C h e n a jeho kol. (2008). V tejto štúdii bol k vyhodnoteniu 
krátkodobého účinku kadmia v rôznych koncentráciách použitý mult ikanálový mikrokalorimter 
T A M III. Kadmium bolo pr idávané ako k čistým kultúram tak i k zmiešanej kultúre 
mikroorganizmov. Časové závislosti tepelného výkonu pre rast C. humicola, B. subtilis a ich 
z m e s pri 28 °C v prítomnosti rôznych koncentrácií C d 2 + môžu byť rozdelené do štyroch fáz: 
lag fázy, logaritmickej fázy, stacionárnej fázy a fázy pok lesu. Výkonové krivky pre zmiešanú 
kultúru s a dajú t iež rozdeliť na štyri fázy, v ktorých log fáza a fáza pok lesu sú veľmi podobné, 
avšak stacionárna fáza s a výrazne odlišujú od stacionárnej fázy čistých kultúr 
C. humicola a B. subtilis. Prostredníctvom exper imentov vyhodnoti l i inhibičný efekt C d 2 + 

na mikroorganizmy B. subtilis a C. humicola. Efekt na C. humicola je odl išný od B. subtilis. 
Nízka dávka (0 až 60 ug/ml pre B. subtilis, 0 až 200 ug/ml pre C. humicola) ťažkého kovu 
C d 2 + bude st imulovať rast dvoch mikroorganizmov v krátkom čase a vysoká koncentrácia 
60-240 ug/ml pre B. subtilis, 200 až 800 ug/ml pre C. humicola) bude inhibovať rast týchto 
dvoch mikroorganizmov [64]. 

29 



4 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 

4.1 P o u ž i t é b a k t é r i e , c h e m i k á l i e a p r ís t ro je 

4.1.1 Baktérie 

Exper imentálna časť bola zameraná na baktériu Cupríavidus necator H16, jej mutantný 
kmeň Cupríavidus necator P H B " 4 a baktériu Halomonas halophila. Bakteriálny kmeň 
Cupríavidus necator H16 a Halomonas halophila pochádzajú z Českej zbierky 
mikroorganizmov Masarykove j univerzity v Brne a Cupríavidus necator P H B " 4 pochádza 
z Leibnity Institute D S M Z - G e r m a n Col lect ion of Microorgan ism and Cel l Cul tures, 
B raunschwe ig , N e m e c k o . 

4.1.2 Použité chemikál ie pri kultivácii baktérii 

Nutrient Broth, (HiMedia) 

Pepton (HiMedia) 

Y e a s t extract (HiMedia) 

Dihydrogenfosforečnan draselný, (Lach-Ner , ČR) 

Dihydrát hydrogenfosforečnan sodný, (Lach-Ner , ČR) 

Síran amonný, (Lach-Ner , ČR) 

Heptahydrát síranu horečnatého, (Lach-Ner , ČR) 

Fruktóza, p.a., (Lach-Ner , ČR) 

Glukóza monohydrát (Lach-Ner , ČR) 

Chlor id sodný (Lach-Ner , ČR) 

Kyse l ina levulová (S igma Aldr ich Inc.) 

Dest i lovaná voda 

4.1.3 Použité prístroje 

Analyt ické váhy, B o e c o 

Centr i fuga, Hettich zentr i fugen E B A 200 

Laminárny box A u r a mini, Bio Ai r Instruments 

Temperovaná t řepačka Heido lph1000, Lab icom s.r.o 

Termostat , L S - 3 5 

Modulárny mikrokalor imeter T A M III, T A Instruments 

E L I S A reader E L x 8 0 8 , B ioTek 
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4.2 K u l t i v á c i a Cupriavidus necator 

4.2.1 Príprava a zloženie inokulačného a produkčného média pre Cupriavidus 
necator 

Pre kult iváciu bolo pr ipravené inokulum do 100 ml Er lenmayerovej banky, ktorá obsahova la 
50 ml submerzného média Nutrient Broth o koncentráci i 25 g/l. Inokulum i minerálne 
produkčné médium boli stert i l izované v t lakovom hrnci pri zavretom ventile po dobu 55 minút. 
Ďalšie použité roztoky (fruktózy, kysel iny levulovej) boli steri l izované pri o tvorenom venti le 
rovnako 55 minút. V laminárnom boxe A u r a mini bolo inokulum steri lné zaočkované buď 
z kryoskúmavky a lebo pomocou bakteriálnej kľučky bola izolovaná kolónia baktérie 
z agarovej misky nanesaná trikrát na steny Er lenmayerovej banky. P o zaočkovaní bolo 
inokulum kult ivované 24 hodín na temperovanej t repačke pri teplote 30 °C a frekvenci i 
t repania 180 rpm. 

Zloženie Nutrient Broth: 

Beef extract 10 g 
Pepton 10 g 
NaCI 5 g 
Aga r 20 g 
Dest i lovaná voda 1000 mi 

P o 24 hodinách bolo 5 obj .% inokula použi tého na zaočkovanie produkčného minerálneho 
média, v ktorom boli baktérie dälej kul t ivované 72 hodín na temperovanej t repačke 
pri rovnakých podmienkach. 

Zloženie minerálneho produkčného média a roztoku stopových prvkov 

( N H 4 ) 2 S 0 4 1 g 
K H 2 P 0 4 1,02 g 
N a 2 H P C v 12 H 2 0 11,1 g 
M g S O v 7 H 2 0 0,2 g 
Fruktóza 20 g 
Dest i lovaná voda 1000 mi 
Roz tok stopových prvkov: 1 ml 

F e C I 3 9,7 g 

C a C I 2 7,8 g 

C u S 0 4 0,156 g 

C o C I 2 0,119 g 

N iC I 2 0,118 g 

C r C I 2 0 ,062 g 
0,1 M HCI 1000 ml 

4.3 K u l t i v á c i a b a k t é r i e Halomonas halophila 

4.3.1 Príprava a zloženie inokulačného a minerálneho média pre Halomonas 
halophila 

N a kult iváciu baktérie bolo do dvoch 100 ml Er lenmeyerových baniek pr ipravené inokulačné 
médium o ce lkovom obsahu 50 ml. Médium bolo vyster i l izované pri uzavretom ventile 
na keramickej dvojplatničke po dobu 35 minút. P o steril izácii a vychladnutí média 
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na laboratórnu teplotu, bolo inokulum v laminárnom boxe steri lně zaočkované pomocou 
kryoskúmavky. Pripravené inokulum bolo kult ivované 24 hodín v temperovanej t repačke pri 
teplote 30 °C a rýchlosti t repanie 180 rpm. 

Zloženie inokula: 

pepton 
yeast extract 
g lukóza 
NaCI 
dest i lovaná voda 

1 5 g 

3 g 
i g 
66 g 
1000 ml 

P o 24 hodinách bola kultúra preočkovaná do minerálneho média, ktoré je pre produkciu P H A 
najvhodnejšie. Do 250 ml Er lenmeyerovej banky bolo pr ipravených 100 ml minerálneho 
média, ktoré bolo vyster i l izované v t lakovom hrnci s uzavretým venti lom po dobu 35 minút. 
P o steri l izácia a vychladnutí bolo v laminárnom boxe do minerálneho média pr idaných 5 ml 
bakteriálnej kultúry, 5 ml glukózy z o ster i lného zásobného roztoku o koncentráci i 20 g/l 
a 0,1 ml M E S . 

Zloženie minerálneho média: 

Pr ipravené médium bolo kult ivované po dobu 72 hodín v temperovanej t repačke pri teplote 
30°C a rýchlosti t repanie 180 rpm. 

4.4 Š t ú d i u m ú č i n k o v m i k r o b i á l n y c h i n h i b í t o r o v p o m o c o u mikrokalor imetr ie 

Cieľom exper imentálnej časti bolo otestovať a zhodnotiť využiteľnosť metód termickej 
analýzy pri popisu účinku inhibtoru pri realizácii modelového exper imentu. N a otestovanie 
vybranej metódy boli baktérie vystavené rôznym koncentráciám kysel iny levulovej, ktorá bola 
zvolená ako mikrobiálny inhibitor. Ana lyzované boli ob idva bakteriálne kmene C. necator 
a baktéria Halomonas halophila kult ivované v minerálnom médiu. Použité koncentrácie 
kysel iny levulovej bol i : 0 ,1 ; 0,5; 0,6; 0,75; 0,9; 1; 2 ; 3; 4; 5 a 10 g/l. Roztok bez kysel iny 
levulovej slúžil ako kontrola pri každom meraní. 

4.4.1 Príprava roztokov s kyselinou levulovou 

Zák ladom všetkých roztokov bolo 2,5 g peptonu a od vybranej koncentrácie pomer objemu 
zásobného roztoku kysel iny levulovej o koncentráci i 10 g/l a fosfátového pufru 50 m M, 
pH 7,4. Stresové roztoky pre Halomonas halophilu boli pr ipravené v dvoch sadách - prvá 
s a d a bola bez prítomnosti NaCI, druhá s a d a obsahova la 66 g/l NaCI . 

Z loženie fosfátového pufru, 50 m M , pH 7,4 

N a 2 H P 0 v 1 2 H 2 0 6,89 g 
N a H 2 P O 4 - 2 H 2 0 1,761 g 
Dest i lovaná voda 1000 mi 

( N H 4 ) 2 S 0 4 

K H 2 P 0 4 

N a 2 H P 0 4 - 12 H 2 0 
M g S 0 4 • 7 H 2 0 
NaCI 
dest i lovaná voda 

1 g 
I, 02 g 

I I , 1 g 
0,2 g 
66 g 
1000mi 
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4.4.2 Príprava vzoriek pre mikrokalorimetr ické meranie 

Z nakult ivovanej bakteriálnej kultúry bolo v laminárnom boxe odobraných 5 ml suspenz ie , 
ktorá bola zcentr i fugovaná pri 5000 rpm po dobu 5 minút. Supernatant bol zliatý a b i omasa 
bola rozsuspendovaná v 5 ml roztoku kysel iny levulove (viz 4.4.1). Z takto pripravenej 
bunečnej suspenz ie bol do mikrokalorimetrickej ampulky odpipetovaný 1 ml a amup lka bola 
pomocou kliešti steri lné uzavretá. 

4.4.3 Mikrokalorimetrické meranie 

Mikrokalor imetr ické meranie bolo prevedené v modulárnom mikrokalorimetry T A M III 
od firmy T A Instruments. Pripravené vzorky (viz 4.4.2) boli umiestnené 
do multikalorimetrickej meriacej cely so šiestimi minikalor imetrami. Meran ie s a uskutočni lo 
v izotermickom režime pri teplote 25 °C. Výsledky boli ďalej spracované v M S Exce l l . 

4.5 Š t ú d i u m r a s t o v ý c h kriviek bak té r i i 

P o m o c o u absorbančného fotometru boli s ledované rastové krivky baktér ie Cupríavidus 
necator H16, jeho mutantného kmeňa P H B 4 a baktérie Halomonas halophila. Z produkčnej 
kultúry bolo v laminárnom boxe odpipetovaných 500 ul kultury C N H16, ktorá bola 
zcentr i fugovaná po dobu 5 minút a 5000 otáčkach. P o vyliatí supernatantu bol sediment 
rozsuspenzovaný v 9,5 ml s t resovaného roztoku kysel iny levulovej o rôznej koncentráci i (0; 
0 ,1 ; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 10 g/l). Z bakteriálnej kultúry C N P H B " 4 a Halomonas halophila bolo 
odpipetovaných 500 ul, ktoré boli rozsuspenzované v 4,5 ml st resového roztoku. 

Z takto pr ipravených bakter i lánych kultúr bolo pr idaných 200 ul kultúry do každej jamky 
mikroti tračnej platničky, pr ičom každá koncentrácia bola pr ipravená v piatich opakovan iach . 
Takto pr ipravené mikrot i tračné platničky boli zatvorené a ponechané pri laboratórnej teple. 
Meran ie bolo nastavené na teplotu 25 °C, v lnovú dĺžku 630 nm a před začiatkom merania 
pretrepanie platničky pred meraním absorpanc ie a samotné meranie prebehlo v troch 
opakovan iach . V M S Excel l i boli z nameraných hodnôt vypočí tané pr iemer a směrodatná 
odchy lka absorbanc ie pre každú koncentráciu. Rastové krivky boli zostrojené v závisloti 
absorbanc ie na čase. 
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5 Výsledky a diskusia 

Hlavným cieľom práce bolo otestovať využi teľnosť mikrokalorimetr ie pri s ledovaní 
metabol ickej aktivity mikroorganizmov, pretože mikrokalor imetr ia nepatrí bežné metódy, 
ktoré s a v rámci Fakulty chemickej V U T Brno používajú k s ledovaniu metabol ickej aktivite 
mikroorganizmov. K optimalizáci i metódy boli vybraté dva veľmi š tudované bakteriálne 
kmene produkujúce P H A , ktorého prí tomnosť má dôležitú úlohu pri prežívaní a adaptáci i 
prevažne na fyzikálne stresy [29, 30, 75]. U vybratých baktérii môžeme predpokladať rôzny 
mechan i zmus stresovej adaptáci i , pretože Cupríavidus necator je mezof i lnou baktérie 
a Halomonas halophila patrí medz i extrémofi lné baktérie. Ok rem rôznych metablocikých 
stretégii adaptácie s m e s m e mali možnosť posúdiť úlohu P H A pri adaptáci i vdäka 
mutantnému kmeňu C N P H B " 4 , ktorý neakumulu je P H A . Ob idve baktér ie patria medz i 
aerobné mikroorganizmy, preto bolo veľmi dôležité zvoliť vhodný objem meranej vzorky tak, 
aby pomer kultúry voči vzduchu bol dostačujúci pre d lhodobé meranie a nedochádzalo tak 
k odumieraniu baktérii vyčerpaním vzduchu. 

5.1 Vp lyv kysel iny levulovej na rast b a k t é r i e Cupríavidus necator H16 

Jedným z cieľov diplomovej práce bolo overiť využi teľnosť mikrokalorimetrie pri štúdiu rastu 
a metabol ickej aktivite mikroorganizmov. Jednot l ivé meran ia trvali niekoľko dni, pokiaľ 
tepelný tok pri všetkých vzorkách nek lesel späť na zák ladnú líniu. N a Obr. 8 pozoru jeme 
závislosť tepelného toku na čase pre kontrolnú vzorku (obsahuje pepton - zdroj zmiešaných 
peptidov, voľných aminokysel ín, organického dusíka - vo fosfátovom pufri) baktérie 
Cupríavidus necator H16, ktorá nám umožňuje sledovať pr iebeh adaptácie a mieru 
metabol ickej aktivity. Začiatok krivky začína ostrým nárastom tepelného toku, ktorý 
je spojený s v ložením mikrokalorimetrickej ampule do meriacej cely a nesúvisí s v lastným 
metabo l izmom baktérie. Metabol ická aktivita s a prejavuje najprv tzv. adaptačnou fázou, 
počas ktorej s a baktérie pr ispôsobia daným podmienkam. P o adaptáci i dochádza k zvýšeniu 
metabol ickej aktivity, ktorá s a prejavuje nárastom tepelného toku, ktorý vytvára dva piky 
na krivke - jeden pri 100 p W a druhý ostrejší pík o hodnote 140 pW. Dva piky môžu byť 
prejavom viacerých metabol ických ciest baktérie, a lebo napr. v našom prípade by mohlo 
dochádzať k d iauxickému rastu, kedy z využi teľných substrátov si baktéria vyber ie pre s e b a 
ten výhodnejší a po jeho vyčerpaní je schopný spracovať ďalší substrát. P o ostrom piku 
dochádza k s t rmému pok lesu tepelného toku a po dvoch dňoch tak dochádza k obmedzen iu 
metabol ickej aktivity na min imum. 

Časovým integrálom tepelného toku, z ískame závislosť celkového vyprodukovaného tepla 
na čase, ktorá je zobrazená na Obr. 9. Profil krivky vyprodukovaného tepla môžeme 
porovnať s kr ivkou tepelného toku v čase, kde môžeme pozorovať spoločné znaky: 

• nárast tepla je z o začiatku veľmi malý čo odpovedá ost rému piku tepelného toku, 
ktorý vznikol v ložením ampule do meriacej cely a tepe lnému toku nesprevádzanej 
adaptácie baktérie; 

• pr ibl ižne v čase 0,5 dňa po adaptáci i s a metabol ická aktivita prejavuje l ineárnym 
nárastom tepla; 

• medz i 1,5 až 2 dňami pozoru jeme nárast ostrého píku v závisloti tepelného toku 
na čase, ktorý s a pri vyprodukovanom teple prejavuje z m e n o u smern ice krivky, kedy 
dochádza k maximálnej hodnote celkového tepla; 

• obmedzením metabol ickej aktivity po vyčerpaní substrátu dochádza k pok lesu 
tepelného toku, avšak hodnota tepla s a už dälej nemení, ostáva konštantné. 
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Obr. 8: Závislosť tepelného toku na čase kontrolnej vzorky pre baktériu Cupriavidus necator H16 
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Obr. 9 Závislosť tepla na čase kontrolnej vzorky pre baktériu Cupriavidus necator H16 

Ďalším krokom práce bolo zistiť vplyv koncentráci i kysel iny levulovej na metabol ickú aktivitu 
baktérie. N a Obr. 10 v idíme závislosť tepelného taku na čase pre koncetrácie kysel iny 
levulovej 0 ,1 ; 0,5; 1; 5 a 10 g/l a kontrolu (svetlo modrá krivka), ktorá neobsahuje kysel inu 
levulovú. Z výs ledkov pozoru jeme, že baktérie vykazujú rôzny pr iebeh metabol ickej aktivity 
pri jednot l ivých koncentráciách kysel iny levulovej a zároveň môžeme vidieť vplyv 
koncentráci i kysel iny levulovej na dĺžku adaptácie. Modrou farbou je vyznačená kontrola, 
ktorej metabol ická aktivita bola popísaná na predchádzajúcich dvoch obrázkoch. Koncetrácia 
kysel iny 0,1 g/l (oranžová krivka) má podobný pr iebeh metabol ickej aktivity čo s a týka počtu 
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pikov. Rozd ie lom je vyšší pokles tepelného toku pribl ižne do 18 hodin (0,75 dňa), kedy došlo 
k spomalen ie metabol izmu vrámci adaptácie baktérii na kysel inu levulovú. P o adaptáci i 
dochádza k zvýšeniu tepelné toku, ktorý v čase medz i 1 až 1,5 dňom prevyšuje hodnoty 
tepelného toku kontroly. Pri koncentráciách 0,5 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. Čas, potrebný na adaptáciu s a s rastúcou koncentráciou samozre jme 
zvyšuje, čím s a predlžuje samotná dĺžka metabol ickej aktivity. Napr. v prípade kontroly 
baktérie po vyčerpaní substrátu nevykazujú metabol ickú aktivitu už v druhom dni , pri 
koncentráci i 1 g/l v druhom dni dochádza k spomaleni i metabol ickej aktivity, ktorá s a zastaví 
po 2,5 dňoch. Pri koncentráciách 5 g/l (tmavo modrá krivka) a 10 g/l (zelená krivka) 
nepozoru jeme žiadnu metabol ickú aktivitu, kde ani po troch dňoch nedošlo k zvýšeniu 
tepelného toku. 

čas [dni] 

Obr. 10: Závislosť 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 . 11, môžeme vidieť závislosť tepla na čase, kde celkové vyprodukované 
teplo pri 0,1 g/l je o niečo málo väčšie ako pri kontrole, ktorá maximálne teplo vyprodukova la 
skôr, kedže okrem peptonu nema la prí tomný iný substrát. Môžeme tak predpokladať, 
že koncentrácia 0,1 g/l miesto inhibície, rast aktivuje a kysel ina levulová slúži ako dälší 
substrát a zdroj uhlíka pre baktérie. Koncentrácie do 1 g/l majú minimálny vplyv na celkové 
vyprodukované teplo, ktoré vzniká po adaptáci i . Baktérie po adaptáci i nestrácajú svoju 
metabol ickú aktivitu. 

Preložením prvých dvoch častí krivky z o závislosti tepla na čase l ineárnou regresiou 
a nájdením ich spoločného pr iesečníka s m e získali pribl ižne hodnoty doby adaptácie 
jednot l ivých koncentráci i , ktoré sú zobrazené v Tab . 3. Ras t baktérii v kontrolnej vzorke začal 
rásť po 18 hodinách. Adaptác ia na kysel inu levulovú baktér iám pri koncentráci i 0,1 g/l trvala 
o 3 hodiny v iac ako v prípade kontroly, kde mali baktérie pepton ako substrát. Pri 1 g/l 
je rozdiel v začiatku rastu kontroly a rastu baktérii po adaptáci i na L A pribl ižne 8 hodín. 
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Tab. 3: Hodnoty vypočítaných dôb adaptácie pre kontrolu a koncentrácie 0,1; 0,5 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 

12 T 

čas [dni] 

Obr. 11: Závislosť tepla na čase pre baktériu Cupriavidus necator H16 bez kyseliny levulovej a pri 
koncentráciách od 0,1 g/l do 10 g/l 

Porovnaním koncentráci i 0,5 (šedá krivka) a 1 g/l (žltá krivka) na Obr. 10, pozoru jeme dlhšiu 
adaptáciu baktérie na vyššiu koncetráciu kysel iny levulovej. P re lepšiu predstavu boli 
pr idané koncentrácie v rozsahu od 0,5 g/l až 1 g/l (Obr. 12). Z v ý s l e d k o u môžeme vidieť, 
že pri tomto exper imente u koncentrácie 0,5 g/l (červená krivka) došlo k rýchlejšiemu 
začiatku rastu ako pri kontrole, čo však pri predchádzajúcom meraní nebolo pozorované. 
Koncentrácie v rozmedzí od 0,6 do 0,9 g/l majú začiatok rastu skoro rovnaký s kontrolou 
a nepozoru jeme tu ž iadne adaptačnú fázu. Jediným rozdie lom pri týchto koncentráciách 
je pok les tepelného toku spôsobený odumieraním baktéri i . V prípade kontroly je tento pokles 
strmější ako pri koncentráciách 0,6-0,9 g/l čo p ravdepodobne súvisí s vyčerapním peptonu 
ako jed iného zdroja uhlíka pre rast. P o s u n rastu v čase vplyvom kysel iny levulovej ako 
inhibítora je viditeľný až pri koncentráci i 1 g/l. 

Pri koncentráciách 0,5 až 1 g/l kysel iny levulovej maximálna hodnota tepelného toku 
(Obr. 12) a celkového tepla (Obr. 13) sú porovnaním s kontrolou rovnaké a pri tomto meraní 
nedochádza k výraznému pok lesu tepelného toku a lebo tepla. Koncentrácia 1 g/l má mierny 
inhibičný efekt, ktorý je pozorovaný práve oneskoreným začiatkom rastu, a le po adaptáci i 
nedochádza k zníženiu metabol ickej aktivity baktérie, kedže hodnota celkového tepla 
je rovnaká ako pri kontrole a zvyšných koncentráciách. 
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Obr. 12: Závislosť 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 

12 T 

čas [dni] 

Obr. 13: Závislosť 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 exper imentov bola zistená hraničná koncentrácia kysel iny levulovej, ktorá 
má inhibičný efekt. Otázkou však ostávalo, ktorá koncetrácia v rozmedzí medz i od 1 g/l 
do 5 g/l je ešte dostatočná pre rast baktéri i? Výsledky meran ia zobrazené na Obr . 14, 
korešpondujú s tými predchádzajúcimi a potvrdzujú tak, že koncentrácie kysel iny levulovej 
nižšie ako 5 g/l je Cupríavidus necator H16 schopný metabol izovať a využiť ich ako zdroj 
uhlíku. Pri tomto koncentračnom rozmedzí porozu jeme najdlhší adaptačný čas baktéri i. 
Baktérie po d lhšom čase boli schopné s a adaptovať aj na vyššie koncetrácie, pri ktorých 
obmedzi l i svoju metabol ickú aktivitu len k ich rastu. Vp lyv vyšších koncentráci i pozoru jeme 
aj na tvare krivky, kde pri koncentráciách do 2 g/l po adaptáci i dochádza k rýchlejšiemu rastu, 
ktorý s a prejavuje ostrým píkom, kdežto pri vyšších koncentráciách (nad 2 g/l) je rast pomalší 
v dôsledku dlhšej adaptácie a vzniknutý pík nie je ostrý. 

čas [dni] 

Obr. 14: Závislosť tepelného toku na čase baktérie Cupríavidus 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 2 g/l môžeme považovať ako hraničnú čo s a týka vplyvu kysel iny na mieru 
metabol ickej aktivity, kde hodnoty maximálneho vyprodukovaného tepla dosahujú baktérie 
rovnaké, len z a dlhší čas porovnaní s kontrolou (Obr. 15). N a d touto hranicou dochádza 
k zníženiu celkovej metabol ickej aktivity baktéri i , ktoré ani z a dlhší časový úsek 
nevyprodukoval i rovnaké konštantné celkové teplo ako kontrola. A k o už bolo spomenuté, 
koncentrácia 5 g/l má silný inhibičný efekt na metabol ickú aktivitu a celkové vyprodukované 
teplo po 14 dňoch merania činilo 37 % z celkového tepla kontroly. 
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Obr. 15: Závislosť tepla na čase pre baktériu Cupriavidus necator H16 bez kyseliny levulovej (svetlo 
modrá krivka) a pri koncentráciách od 1 g/l do 5 g/l 

Mikrokalor imetr ickým meraním z ískame informáciu o ce lkovom vyprodukovanom teple, ktoré 
pr ip isujeme rastu a dälšej metabol ickej aktivite baktéri i . P re správnu interpretáciu 
termogramov boli výsledky mikrokalorimetrie porovnané s rastovými krivkami baktéri i, ktoré 
boli s ledované pomocou fotometr ického s tanovenia optickej hustoty, ktorého postup 
je popísaný v kapitole 4 .5 . N a Obr. 16 vidíme rastové krivky baktérie Cupriavidus necator 
H16 s koncentráciami 0,1; 0,5; 5 a 10 g/l, kde rast kontroly, 0,1 g/l a 0,5 g/l nastal pribl ižne 
po 27 hodinách, čo s a v mikrokalorimetri i prejavuje postupným nárastom tepla, ktoré 
po dosiahnutí maximálnej hodnoty ostáva konštantné. Hodnoty absorbanc ie s a s rastom 
zvyšujú a po prekročení 55 hodiny absorbanc ia postupne stúpa a klesá. Tieto výkyvy hodnôt 
môžu byť spôsobené buď tým, že v prípade keď mikrot i tračná platnička bola zarosená, bolo 
potrebné ju v laminárnom boxe otvoriť, čím baktérie došli do styku so vzduchom, a tým 
znovu zintenzívnil i svoju metabol ickú aktivitu čo s a prejavilo práve zvýšením absorbanc ie 
napr. medz i 500 až 600 hodinou. A lebo to môže súvisieť s pr í tomnosťou mŕtvych buniek, 
ktoré úplne nelyžovali a mali vplyv na opt ickú hustotu. V prípade kalorimetrie oproti tomu 
vyprodukované maximálne teplo ostáva konštantné a prí tomnosť mŕtvych buniek nemá vplyv 
na produkciu tepla. Pri koncentráci i 5 g/l boli baktérie schopné adaptovať s a na kysel inu 
levulovú a začať rasť pribl ižne po 200 hodinách. Výsledky z o s tanoven ia optickej hustoty tak 
korelujú s výsledkami z mikrokalorimetrie (Obr. 15), pri ktorých bol pozorovaný nárast 
celkového tepla spojený s rastom baktéri i, avšak baktérie p ravdepodobne spomal ia svoj 
metabol izmus - tepelný tok nerast ie a hodnota tepla je nízka - a pr í tomné zdroje živin 
využi jú predovšetkým na svoj rast. Úplný inhibičný účinok s a potvrdil pri koncentráci i 10 g/l, 
pri ktorej nedochádza k rastu ani k produkcii tepla. Pri porovnaní koncentráci i od 1 do 4 g/l 
(Obr. 17) s výsledkami z mikrokalorimetrie (Obr. 15) pozoru jeme rovnaký vplyv kysel iny 
levulovej na rast baktéri i , kde silnejší inhibíčny efekt s a 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) 
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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 V p l y v kysel iny levulovej na rast b a k t é r i e Cupriavidus necator P H B " 4 

Cupríavidus necator P H B " 4 je mutantný kmeň, ktorý je nie schopný akumulovať 
polyhydroxyalkanoáty. Kedže kysel ina levulová môže byť baktériou využitá ako zdroj uhlíku 
pri produkci i P H A a lebo ako zdroj živín pri raste, pri tomto mutantnom kmeni s a L A využíva 
len ako zdroj uhlíku potrebný pre rast. Pos tup práce a hodnoty koncentráci i kysel iny levulovej 
boli rovanké ako pri baktérii Cupriavidus necator H16. N a Obr . 18 vidíme znázornené krivky 
metabol ickej aktivity baktérie Cupriavidus necator P H B " 4 , kde svetlo modrá krivka je kontrola 
(bez kysel iny levulovej). Vplyv kysel iny levulovej s rastúcou hodnotou koncentráci i 
pozoru jeme pri predlžovaní lag fázy, pr ičom koncentrácia 0,1 g/l (oranžová krivka) s a opäť 
javí st imulačne, kde ostrý nárast tepelného toku začína skôr ako pri kontrole. 
Pri koncentráciách 0,5 g/l (šedá krivka) a 1 g/l (žltá krivka) je vplyv kysel iny na začiatok rastu 
viditeľnejší a doba potrebná na adaptáciu narastá so zvyšujúcou s a koncetráciou. 
Koncentrácie 5 g/l (tmavo modrá krivka) a 10 g/l (zelená krivka) sú aj pre tento kmeň toxické 
a majú značný inhibičný účinok na baktériu. 

k o n t r o l a 0 g/l 

0,1 g/l 

čas [dni] 

Obr. 18: Závislosť 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 koncentráciách 0,5 g/l a 1 g/l došlo síce k posk lesu tepelného toku, avšak hodnota 
celkového tepla (Obr. 19) odpovedá hodnote tepla pre kontrolu. Celkové vyprodukované 
teplo je pribl ižne rovnako veľké a bolo dosiahnuté z a dlhší časový úsek ako pri kontrolnej 
vzorke. Tieto výsledky poukazujú na skutočnosť, že po adaptáci i majú baktérie rovnako 
veľkú metabl ickú aktivitu ako v prípade kontroly, dokonca pri 0,5 g/l a 1 g/l je hodnota tepla 
vyššia než u kontroly. Pri koncentráciách 5 g/l (4 J) a 10 g/l (1,5 J) ani po 10 dňoch nebol 
pozorovaný nárast tepla rovný teplu kontrolej vzorky (11,1 J) a prí tomné baktérie tak mali 
nízku metabol ickú aktivity spôsobenú prí tomnosťou kysel iny levulovej ako inhibítora. 
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Obr. 19: Závislosť vyprodukovaného tepla na čase pre baktériu Cupriavidus necator PHB" 4 bez 
kyseliny levulovej (svetlo modrá krivka) a pri koncentráciách kyseliny levulovej v rozmedzí od 0,1 g/l 
do 10 g/l 

Pri Cupriavidus necator P H B " 4 dochádza k rastu kontroly po 26 hodinách a baktéria potrebuje 
ďalších 10 hodín, aby s a adaptova la na koncentráciu 1 g/l kysel iny levulovej (Tab. 4). A k o už 
bolo vyššie spomenuté, koncentrácia 0,1 g/l má zre jme akt ivačný účinok na rast baktérie, 
ktorý začal o 2 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 

Pok les tepelného toku medz i koncentráciám 0,5 a 1 g/l je výraznejší u Cupriavidus necator 
P H B " 4 (Obr. 20) v porovnaní s Cupriavidus necator H16 (Obr. 10). Pri Cupriavidus necator 
P H B " 4 majú koncentrácie 0,6 a 0,75 g/l rovnaký pr iebeh rastu i hodnotu tepelného toku. 
Hodnota tepelného toku pri koncentrácia 0,5 g/l je nižšia a porovnateľná s hodnotou 
tepelného toku koncentrácie 0,9 g/l, pri ktorej však dochádza k posunu rastu v čase 
a maximálnu hodnotu tepelného výkonu dosahuje z a dlhší čas. Najväčší pokles tepelného 
toku je pri najvyššej koncetráci i (1 g/l), pri ktorej adaptácia baktérii trvá samozre jme 
najdlhšie. 
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Obr. 20: Závislosť 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 

Z o závislosť vyprodukovaného tepla na čase pozoru jeme, že baktéria Cupriavidus necator 
P H B " 4 je schopná vyprodukovať prakticky rovnaké maximálne teplo pri všetkých použitých 
koncentráciách. Baktériám trvá rôzne dlho kým s a adaptujú s a danú koncentráciu kysel iny 
levulovej, preto hodnotu max imálneho tepla dosahujú v rozl ičnom čase. 
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0 1 2 3 4 

č a s [dni] 

Obr. 21 Závislosť vyprodukovaného tepla na čase pre baktériu Cupriavidus necator PHB" 4 bez 
kyseliny levulovej (červená krivka) a pri koncentráciách kyseliny levulovej v rozmedzí od 0,5 g/l 
do 1 g/l 
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Inhibičný efekt kysel iny levulovej môžeme pozorovať na Obr. 22 , kde svetlo modrou farbou 
je kontrola bez prítomnosti kysel iny levulovej. Zvyšovaním koncentrácie kysel iny levulovej 
dochádza k zvýšeniu času potrebného k adaptáci i baktéri i , k zníženiu metabol ickej aktivity 
a k pok lesu maximálneho tepelného toku. Koncentrácia 5 g/l má pre baktériu 
najsilnejší inhibičný efekt z vybraných použitých koncentráci i . Metabol ická aktivita baktér ie 
pri tejto koncentráci i (5 g/l) nie je dostatočne vysoká aby bola zaznamenaná 
mikrokalor imetrom ako nárast tepelného toku. 

Maximálne vyprodukované teplo, ktorého priebeh v čase je znázornený na Obr . 23 , bolo 
dosiahnuté pri kontrole a pri koncentráciách v rozmedzí 1 až 4 g/l. Baktérie s a adaptujú tým, 
že metabol izujú kysel inu levulovú a využívajú ju pre svoj rast. S rastúcou koncentráciou 
kysel iny levulovej s a zvyšuje potrebný čas pre adaptáciu na kysel inu levulovú a dosiahnut ie 
maximálneho tepla. Pri koncentráciách 1 až 4 g/l je dosiahnuté rovnaké relatívne množstvo 
teplo ako celkové teplo kontroly a adaptované baktérie majú rovnakú mieru metabol ickej 
aktivity ako kontrola (Obr. 23). Pri koncentráci i 5 g/l nebol pozorovaný nárast tepelného toku 
v dôsledku rastu, čo neplatí pre teplo, kde hodnota vyprodukovaného tepla v 12 dni bo la 6 J 
čo činí takmer polovicu maximálne teplo vyprodukované pri kontrole (11,7 J) . 

čas [dni] 

Obr. 22: Závislosť 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: Závislosť vyprodukovaného tepla na čase pre baktériu Cupriavidus necator PHB" 4 bez 
kyseliny levulovej (svetlo modrá krivka) a pri koncentráciách kyseliny levulovej v rozmedzí od 1 g/l 
do 5 g/l 

Cupriavidus necator P H B " 4 slúžil ako negatívna kontrola, ktorá nemá metabol ickú cestu 
k produkci i P H B . Publ ikované výsledky exper imetnov založených na porovnávaní týchto 
dvoch kmeňov poukazujú na odolnosť bakteriálnych buniek voči rôznym stresovým 
podmienkam (najmä fyzikálnym stresom) vďaka intracelulárnej akumuláci i a degradáci i P H B 
(viď. [29, 30, 75]). Výs ledky porovnania dĺžok adaptačných fázy a celkového tepla 
vyprodukovaného baktériami C N H16 a C N P H B " 4 po 14 dňoch meran ia (Tab. 5) poskytuje 
tieto informácie: 

• vyššie koncentrácie L A vedú k pomalšej adaptáci i a dĺžka adaptačnej fázy narastá 
strmšie v prípade mutantného kmeňa, napr. adaptácia 2 g/l je skoro t ro jnásobne 
dlhšia ako lag fáza pri kontrole, kdežto pri C N H16 je nárast miernejší a porovnaním 
s kontrolu pri 2 g/l s a dĺžka adaptácie zvýši la o 30 %; 

• celkové vyprodukované teplo je pri C N H16 je s i ce nižšie, avšak pred exper imentom 
nebol zistený počet buniek vo vzorke, preto nie je isté, že tento kmeň má nižšiu 
metabol ickú aktivitu; 

• porovnaním relatívneho vyprodukovaného tepla pri rôznych koncentráciách vzhľadom 
ku kontrole s m e zistil i, že metabol ická aktivita baktérii s a vplyv L A výrazne neznížila 
a napr. koncentrácia 4 g/l v iedla k menej ako 5 % pok lesu celkového tepla 

Z týchto výsledkov môžeme predpokladať, že baktéria C N H16 s a rýchlejšie adaptuje 
na kysel inu levulovú vďaka jej metabol ickým dráham, ktoré ved ia kysel inu využiť ako zdroj 
uhlíka a energie pre rast a akumuláciu P H B , ktorý má pozitívny vplyv na adaptáciu 
a prežívanie baktéri i . Kysel iny levulová má vplyv na dĺžku adaptácie, a le neovplyvňuje mieru 
metabol ickej aktivity ani pri jednom z o porovnávaných kmeňov. 
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Tab. 5: Porovnanie doby adaptácie a celkového teplo vyprodukovaného po 14 dňoch merania pre 
baktérie Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus necator PHB" 4 kontroly a koncentrácii 1,2,3 a 4 g/l 

C N H16 C N P H B " 4 

koncentrácia 

[g/H 

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 

Predlžovanie lag fázy pri rastových kr ivkách baktérie Cupriavidus necator P H B " 4 (Obr. 24, 
Obr . 25) nekoreluje so zvyšovaním koncentráci i kysel iny levulovej ako je to pri 
mikrokalor imetr ickom meraním. Negatívny vplyv L A pozoru jeme až pri koncentráciách 
vyšších ako 1 g/l, pr ičom pri mikrokalor imetr ickom meraní 1 g/l má mierny inhibčný účinok 
a doba adaptácie v porovnaní s kontrolou je dlhšia. Pri vyšších koncentráciách nad 1 g/l, 
baktéria Cupriavidus necator metabol izuje kysel iny levulovú a využíva ju ako zdroj uhlíku pre 
svoj rast, čo odpovedá stále zvyšujúcej s a hodnote absorbanc ie . Nárast absorbanc ie pri 
koncentráci i 5 g/l pozoru jeme pribl ižne po 8 dňoch pričom nárast absorbanc ie stále 
pokračoval . Výsledky mikrokalorimetrie poukazujú na produkciu tepla počas rastu (Obr. 23), 
ale miera metabol ickej aktívny nie je dostatočne vysoká, aby bol pozorovaný nárast 
tepelného toku v čase (Obr. 22). Tento nárast absorbanc ie však môže byť ovplyvnení t iež 
pr í tomnosťou mŕtvych buniek, ktoré s a úplne nerozpadl i . 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 
čas [dni] 

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" v prítomnosti koncentrácii kyseliny 
levulovej (1 g/l až 4 g/l) a bez kyseliny levulovej ako kontroly (tmavo modrá krivka) 

5.3 V p l y v kysel iny levulovej na rast b a k t é r i e Halomonas halophila 

5.3.1 Inhibícia kyselinou levulovou 

Pos tup práce pri inhibícii kysel inou levulou u baktérie Halomonas halophila (HH) bol rovnaký 
ako pri baktérii Cupriavidus necator (CN) . N a Obr. 26 závislosť tepelného toku na čase, ktorý 
zaznamenáva adaptáciu baktérie na prí tomné substráty. Prvotný ostrý nárast tepelného toku 
bol opäť spôsobený v ložením ampulky do meriacej cely a nepr ip isujeme ho metabol izmu 
baktérie. P o vložení dochádza k pok lesu tepelného toku v dôsledku metabol ickej aktivity 
baktérii počas lag fázy. P o lag fáze dochádza k zvýšeniu metabol ickej aktivity využi t ím 
substrátu k rastu, pr ičom dochádza k nárastu tepelného toku na hodnotu 130 pW. Tepelný 
tok následne mierne k lesne a následne opäť rastie pribl ižne do hodnoty 200 pW, po ktorej 
dochádza k s t rmému pok lesu tepelného toku odumieraním buniek spät na zák ladnú líniu 
a hodnota tepelného toku ostáva konštantná. Porovnaním kontroly s kontrolou C N H16 
(Obr. 8) u oboch baktérii pozoru jeme prí tomnosť dvoch píkov počas rastu a zároveň vidíme, 
že hodnoty tepelného toku pri H H sú vyššie čo môže byť prejavom zvýšenej citlivosti 
mikrokalorimetrie k štúdiu použitých halofi lných baktéri i . Vyššia hodnota tepelného toku však 
môže byť aj prejavom vyššej koncentráci i buniek vo vzorkách H H , takže nie s m e schopní 
vyvodiť presný záver z týchto výsledkov. 
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Obr. 26: Závislosť tepelného toku na čase baktérie Halomonas halophila v prítomnosti NaCI pre 
kontrolu 

Závislosť tepla na čase znázorňuje mieru metabol ickej akivity počas adaptácie, kde 
v pribl ižne 0,5 dňa bol nárast tepla pomalý a nízky rovnako ako pri zázname tepelného toku 
(Obr. 27). Pribl ižne v polke dňa došlo k rýchlemu nárastu tepla vyprodukovaného počas 
rastu. Maximálna hodnota tepelného toku bola dosiahnutá pribl ižne v 1,2 dni čo odpovedá 
hodnote maximálneho vyprodukovaného tepla v rovnakom čase. P o 1,2 dni baktérie 
postupne odumieral i čo nemalo vplyv na vyprodukované teplo, pretože jeho maximálna 
hodnota osta la nadälej konštantná. 
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Obr. 27: Závislosť tepla na čase baktérie Halomonas halophila v prítomnosti NaCI pre kontrolu 
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Prvotný screen ing zobrazený na Obr . 28 poskytuje prvotný náhľad, z ktorého môžeme vidieť, 
že Halomonas halophila je citl ivejšia na prí tomnosť kysel iny levulovej už i pri nízkych 
koncentráciách hoci profil metabol ickej krivky je pri týchto koncentráciách rovnaký ako pri 
kontrole (prí tomnosť dvoch píkov). Z o zvyšujúcou s a koncentráciou dochádza k adaptáci i 
baktérie na kysel inu levulovú predlžovaním adaptačnej fázy. Koncentrácie 5 g/l a 10 g/l majú 
silný inhibičný efekt na rast a dälšiu metabol ickú aktivitu baktérie. 

Celkové vyprodukované teplo, ktorého pr iebeh je zobrazený na Obr . 29 nám poskytuje 
informáciu o miere metabol ickej aktivity, kde červenou farbou je koncetrácia 0,1 g/l, pri ktorej 
pozoru jeme vyššie vyprodukované celkové teplo, ktoré môže byť prejavom vyššej 
metabol ickej aktivity adaptovaných baktérii a lebo akt ivačným vplyvom tejto nízkej 
koncentrácie LA. Adaptované baktérie pri koncentráciách do 1 g/l boli metabol ický menej 
aktívne ako kontrola a L A ma la mierny inhibičný vplyv na ich metabo l izmus. Vyššie 
koncentrácie boli natoľko inhibičné, že pr í tomné baktérie buď odumrel i a lebo s a na 
prí tomnosť L A prispôsobil i odmedzením a lebo úplným spomalením svojej metabol ickej 
aktivity. 

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

K silnej inhibícii kysel inou levulovou dochádza medz i koncentráciou 1 g/l a 5 g/l rovnako ako 
pri baktérii Cupríavidus necator. N a Obr. 30 v idíme závislosť tepelného toku na čase baktérie 
Halomonas halophila v prí tomnosti NaCI a v koncentračnom rozmedzí kysel iny levulovej 
1-5 g/l, kde tmavo modrá kr ivka odpovedá kontrole (bez kysel iny levulovej), pri ktorej 
pozoru jeme nárast tepelného toku v dôsledku rastu a metabol ický aktívnych baktéri i. Pri 
koncentráciách 1 g/l (červená krivka) a 2 g/l (zelená krivka) pozoru jeme adaptáciu baktérie 
na prí tomnosť kysel iny levulovej a aj tu platí pr iama úmera, kde s rastúcou koncentráciou s a 
predlžuje doba adaptácie - baktérie mus ia obmedziť energiu pre reprodukciu, znížiť 
metabol ickú aktivitu a využiť pr í tomné zdroje živin pre svoj rast. Koncentrácie vyššie ako 2 g/l 
sú pre H. halophila veľmi inhibičné a baktéria nie je schopná s a na tieto koncentrácie 
adaptovať. Samotné meranie trvalo 8 dní, avšak ani po tak d lhom čase nedošlo k nárastu 
tepelného toku, ktorý by s ignal izoval rast baktéri i. Baktérie sú schopné prispôsobiť s a a rásť 
len do koncentrácie 2 g/l. Pri vyšších koncentráciách baktérie spoma l ia svoj metabo l izmus 
a vďaka pr í tomnému peptonu prežívajú až do jeho vyčerpania. 
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Obr. 30: Závislosť tepelného toku na čase baktérie Halomonas halophila v prítomnosti NaCI 
a v koncentračnom rozmedzí kyseliny levulovej 1 -5 g/l, kde tmavo modrá krivka odpovedá kontrole 
(bez kyseliny levulovej) 

Z o závislosti tepla na čase opäť pozoru jeme schopnosť adaptovaných baktérii vyprodukovať 
maximálne teplo pri vzorkách do 2 g/l odpovedajúce kontrole, čo znamená, že adaptované 
baktérie majú rovnakú celkovú mieru metabol ickej aktivity a prí tomnosť L A ju neznižuje 
(Obr. 31). S rastúcimi koncentráciami pozoru jeme z m e n u v profile krivky, kde s postupnou 
adaptáciou dochádza k predlžovaniu nárastu tepla vplyvom adaptácie, čo s a prejavuje 
postupným ohýbaním krivky. Pri koncentráciách vyšších ako 2 g/l vyprodukované teplo 
je veľmi malé z čoho môžeme predpokladať, že prí tomné baktérie obmedzi l i svoju 
metabol ickú aktivitu na min imum a všetku energiu využil i pre svoj rast. 
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Obr. 31: Závislosť tepla na čase baktérie Halomonas halophila v prítomnosti NaCI a v koncentračnom 
rozmedzí kyseliny levulovej 1-5 g/l, kde tmavo modrá krivka odpovedá kontrole (bez kyseliny 
levulovej) 
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Z o závislosti tepla na čase boli pre všetky tri použité baktérie vypočí tané doby adaptácie, 
ktoré s a spolu s celkovým vyprodukovaným teplom po 9 dňoch meran ia nachádzajú v T a b . 6 
pre H H a v Tab . 5 pre C N . Porovnaním doby adaptácie s m e zistili, že: 

• porovnaním kontrol v idíme, že H H ako extrémofi l má odlišný metabo l izmus a k jej 
rastu dochdáza skoro o polovicu kratší čas ako v prípade C N ; 

• nárast doby potrebnej pre adaptáciu s koncentráciami L A je pri H H zřetelnější 
a relatívny začiatok rastu pri prvých dvoch koncentráciách vzhľadom ku kontrole 
odpovedá relatívnym dĺžkam adaptácie C N P H B 4 , napr. pri 2 g/l relatívna doba 
adaptácie vzhľadom ku kontrole je vyššia o 1 5 0 % pri H H , o 1 7 3 % pri mutantom 
kmeni C N P H B - 4 a len o 28 % pri C N H16. 

Porovnaním relatívneho vyprodukovaného tepla vzhľadom ku kontrole bolo opäť zistené, 
že baktérie H H nestrácajú svoju metabol ickú aktivitu vp lyvom kysel iny levulovej a pok les pri 
2 g/l je pri všetkých troch baktér iách menší ako 4 % celkového vyprodukovaného tepla 
jednot l ivým kmeňom. Z výsledkov môžeme predpokladať, že metabo l izmus C N H16 je z o 
skúmaných baktérii najviac pr ispôsobený pre spracovan ie a vyyužit ie L A ako substrátu pre 
svoj rast. 

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

Halomonas halophila 
koncentrácie 

[g/i] 
d o b a 

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 koncentráciách do 4 g/l, pr ičom táto koncentrácia je pre ňu inhibičná a baktérie potrebuje 
výrazne dlhší čas na adaptáciu vyšších koncentráci i ako 1 g/l. Baktéria nie je schopná 
adaptovať s a na vyššie koncentrácie ako 4 g/l, pri ktorých nedochádza k rastu, ale 
pos tupnému odumieraniu buniek. Porovnaním s rastovou krivkou baktérie Cupríavidus 
necator H16 a lebo P H B " 4 pozoru jeme silnejší inhibičný efekt kysel iny levulovej pri baktérii 
Halomonas halophila, ktorá je schopná adaptovať s a len na koncentrácie do 4 g/l, pr ičom 
Cupríavidus necator je schopný adaptovať s a a rásť až do koncentrácie 5 g/l. Tento rozdiel 
v limitnej kocentráci i môže byť spôsobený odl išným metabo l izmom baktérii a schopnosťou 
metabol izovať kysel inu levulovú ako zdroj uhlíka pre svoj rast. 
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Obr. 32: Rastové krivky Halomonas halophila v prítomnosti NaCI a koncentrácii kyseliny levulovej od 
0,1; 0,5; 5 a 10 g/l, kde tmavo modrá krivka je kontrola (bez kyseliny levulovej) 
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Obr. 33: Rastové krivky Halomonas halophila v prítomnosti NaCI 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 bo la v prostredí o vysokej salinitě, v ktorom 
je metabol ický aktívna a dochádza k jej rastu. P re porovnanie metabol ický aktívnych 
a neaktívnych baktérii bola v ďa lšom exper imente pridaný negatívny vplyv nízkej salinity 
(vzorky neobsahova l i prídavok chloridu sodného) z a predpokladu, že Halomonas halophila 
nebude schopná rásť a jej metabol ická aktivita s a spomalí až úplne zastaví. Výsledky 
zobrazené na Obr . 34 potvrdili, že v prostredí bez chloridu sodného Halomonas znižuje svoju 
metabol ickú aktivitu na min imum - tepelný tok s a postupne znižuje s nárastom mŕtvych 
buniek. Koncentrácie kysel iny levulovej do 5 g/l majú podobný pr iebeh ako kontrola, z čoho 
môžeme usúdiť, že baktérie neboli schopné metabol izovať prí tomný pepton a kysel inu 
levulovú a využiť ich ako zdroj energie. Oranžová krivka patrí koncentráci i 5 g/l , ktorej 
pr iebeh je od kontroly odl išný a spomalen ie až úplne obmedzen ie metabol ickej aktivity pri 
tejto koncentráci i je výraznejšie a dochádza k tomu skôr - odumieranie baktérii pri tak 
vysokej koncentráci i začalo skôr ako pri nižších koncentráciách. 

čas [dni] 

Obr. 34: Závislosť 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/l, pričom zelená krivka 
odpovedá kontrole (bez kyseliny levulovej) 

N a Obr . 35 porozujem závislosť tepla na čase bez prítomnosti NaCI a s koncentráciami 
kysel iny levulovej v rozmedzí od 10 g/l do 0,1 g/l, pr ičom zelená krivka odpovedá kontrole 
(bez kysel iny levulovej). Z výsledkov pozoru jeme, že baktérie počas prežívania 
vyprodukoval i teplo o hodnote pribl ižne 3 J a b e z prítomnosti potrebnej soli baktér ie spomali l i 
svoj metabo l izmus a adaptoval i s a daným podmienkam tak, aby boli schopné prežiť 
čo najdlhšie. 
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Obr. 35: Závislosť 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/l, pričom zelená krivka odpovedá 
kontrole (bez kyseliny levulovej) 

V koncentračnom rozmedzí 1-5 g/l (Obr. 36) pozoru jeme postupný pokles tepelného toku 
s časom, počas ktorého boli baktérie v prítomnosti kysel iny levulovej a bez NaCI stále 
ž ivotaschopné a metabol ický aktívne. Najnižšie dve koncentrácie sú porovnateľné 
s kontrolnou vzorkou v dĺžke prežívania, kde prí tomnosť kysel iny levulovej výrazne 
neovplyvni la spomalen ie metabol ickej aktivity ž ivotaschopných baktéri i. Fialová kr ivka značí 
koncentráciu 3 g/l, pri ktorej boli baktérie ž ivotaschopné po dobu troch dni. P o troch dňoch 
došlo k postupnému pok lesu tepelného toku s nárastom metabol ický neaktívnych baktéri i . 
Koncentrácie 4 a 5 g/l mali silnejší inhibičný efekt, kde druhý pokles tepelného toku 
pozoru jeme v pr iebehu prvých dvoch dní. 

Z výsledkov na Obr . 37 pozoru jeme postupný nárast celkového vyprodukovaného tepla 
s rastúcou koncentráciou kysel iny levulovej v rozmedzí od 1 do 5 g/l. Hodnoty prvých troch 
koncentráci i a kontroly sú mierne vyššie ako zvyšných dvoch koncetráci i , p resne ako je to 
v prípade tepelného toku, ktorý začal klesať vp lyvom odumieran ie buniek skôr. 
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Obr. 36: Závislosť 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/l, pričom tmovo modrá krivka 
odpovedá kontrole (bez kyseliny levulovej) 

2.0 

0 1 2 3 4 

čas [dni] 

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

Mikrokalor imetr ické výsledky sú v súlade s rastovými krivkami baktérie (Obr. 38 , Obr. 39), 
na ktorých pozoru jeme pokles absorbanc ie pri kontrole a koncentráciah do 3 g/l v dôsledku 
postupného vyčerpania živin potrebných pre rast. Pri koncentráciách 4 g/l a 5 g/l najprv 
dochádza k mierneho nárastu a pok lesu absorbanc ie podobne ako pri pok lese tepelného 
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toku pri mikrokalorimetri i . Ďalší nárast a pok les absorbanci i p ravdepodobne už nesúsiví 
s rastom, ale s pr í tomnosťou mŕtvych buniek, ktoré s a úplne nerozpadl i . Silný inhibičný efekt 
ma la koncentrácia 10 g/l, pri ktorej neboli baktér ie dlho ž ivotaschopné (absorbanc ia 
s a v pr iebehu meran ia výrazne nezmeni la - nedošlo ani k jej nárastu ani k s t rmému 
poklesu) . 

0 ,5 T 

0,1 4 -
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Obr. 38: Rastové krivky Halomonas halophila bez chloridu sodného a koncentráciách kyseliny 
levulovej 0,1; 0,5; 5 a 10 g/l a tmavo modrá krivka je kontrola (bez kyseliny levulovej) 

< 
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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 

Cieľom práce bolo otestovať využiteľnosť metód termickej analýzy k štúdiu vplyvu kysel iny 
levulovej na metabol ickú aktivitu vybraných mikroorganizmov. Mikrokalor imetr ia vychádza 
zo skutočnost i , že všetky chemické reakc ie zahŕňajú energet ické zmeny, pri ktorých 
dochádza buď k uvoľňovaniu tepla (exotermická reakcia) a lebo k absorpci i tepla 
(endotermická reakcia). Metabol ická aktivita a rast mikroorganizmov sú spojená práve 
s uvoľňovaním tepla, vdäka čomu s m e schopní toto uvoľnené teplo zaznamenávať pomocou 
mikrokalor imetra. Meraním v ieme získať hodnotu celkového vyprodukovaného tepla, ktoré 
udáva mieru metabol ickej aktivity. Z o závislosti tepelného toku na čase v ieme sledovať 
inhibičný efekt kysel iny levulovej na rast baktérii. 

N a exper imentálnu prácu boli vybraté tri modelové mikroorganizmy - mezof i lná baktéria 
Cupríavidus necator H16, jeho mutantný kmeň Cupríavidus necator P H B " 4 a extrémofi lnú 
baktériu Halomonas halophila. C N H16 a H H produkujú P H A avšak sú schopné žiť 
v prostrediach s rôznou salinitou - vdäka čomu s m e predpokladal i rozdielny mechan i zmus 
stresovej adaptácie. K posúdeniu úlohy P H A pri adaptáci i s m e použili mutantný kmeň C N 
P H B " 4 neakumulujúci P H A . Všetky bakteriálne kmene patria medz i aeróbne mikroorganizmy, 
avšak baktérie neboli počas meran ia v mikrokalorimetri i miešané, preto bolo potrebné zvoliť 
vhodný objem kultúry k objemu vzduchu v 4 ml kalorimetrickej ampulke. Tento krok 
opt imal izácie metódy bol nevyhnutný, aby nedochádzalo k rýchlemu odumieraniu baktérii 
vyčerpaním vzduchu a tým k nepresným výs ledkom. Ob jem 1 ml kultúry s a osvedči l ako 
vhodný objem, pri ktorom bolo možné zaznamenávať metabol ickú aktivitu baktérii počas 
desiat ich dňoch bez toho, aby dochádzala k ich usmrteniu vyčerpaním vzduchu . Inhibičný 
efekt kysel iny levulovej bol s ledovaný v koncentračnom rozmedzí od 0,1 g/l do 10 g/l. 
Adaptác ia baktérii na vybrané koncentrácie kysel iny levulovej boli porovnané s kontrolnou 
vzorkou , ktorej obsah kysel iny levulovej bol 0 g/l. 

Pri bakter iálnom kmeni Cupríavidus necator H16 bola pozorovaná adaptácia 
na koncentrácie kysel iny levulovej menšie ako 5 g/l, pri ktorých boli baktérie metabol ický 
aktívne a došlo k ich rastu. Baktérie počas rastu vyprodukoval i rovnaké množstvo tepla ako 
kontrola a metabol ická aktivita nebo la znížená pr í tomnosťou LA. S rastúcou koncentráciou 
kysel iny levulovej s a doba adaptácie predlžuje a tým aj čas, z a ktorý boli baktér ie schopné 
vyprodukovať celkové teplo. Koncentrácia 5 g/l má silný inhibičný účinok a baktérie 
spomaľujú metabol ickú aktivitu natoľko, že počas meran ia nedochádza k výraznému nárastu 
tepelného toku v dôsledku rastu. Metabol ická aktivita s a spomalí a vyprodukované teplo po 
14 dňoch činí 37 % tepla kontroly, pr ičom adaptované baktérie využívajú všetku energiu 
a zdroje živín pre svoj rast. Úplný inhibičný účinok na metabol ickú aktivitu i rast 
má koncentrácia 10 g/l, pri ktorej nie je pozorovaný nárast tepelného toku ani celkového 
tepla. 

Vplvy kysel iny levulovej na Cupríavidus necator P H B " 4 je veľmi podobný ako na P H A 
produkujúci kmeň Cupríavidus necator H16. Cupríavidus necator P H B " 4 je rovnako schopný 
adaptovať s a na koncentrácie kysel iny levulovej do 5 g/l a zachovať si metabol ickú aktivitu. 
S rastúcou koncetráciou kysel iny dochádzalo k neskorš iemu rastu vplyvom dlhšej adaptácie. 
Celkové vyprodukované teplo pri týchto koncentráciách bolo pribl ižne rovnaké a metabol ická 
aktivita adaptovaných baktéri i tak bola rovnako silná ako pri kontrole. Koncentrácia 5 g/l ma la 
silný inhibičný účinok na metabol ickú aktivitu a rast baktérii nebol pozorovaný v závislosti 
tepelného toku na čase. Baktérie po 14 dňoch vyprodukoval i 5 9 % z celkového tepla 
vyprodukovaného kontrolou. Kyse l ina o koncentráci i 10 g/l ma la natoľko silný inhibičný 
účinok a k adaptáci i nedošlo ani po desiat ich dňoch. 
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Negatívnou kontrolou ku Cupriavidus necator H16 z hľadiska schopnost i produkovať P H A 
bol jej mutantný kmeň Cupriavidus necator P H B" 4. Tieto kmene sú schopné kysel inu levulovú 
metabol izovať a použiť ju ako zdroj energie a uhlíka pre ich rast a v prípade Cupriavidus 
necator H16 ju využiť aj k tvorbe kopolyméru. Porovnaním s Cupriavidus necator H16 
mutantný kmeň bol citlivejší na nízke koncentrácie od 0,5 do 1 g/l a čas potrebný 
na adaptáciu s a postupne zvyšoval . Pri Cupriavidus necator H16 mali koncentrácie 0,6-
0,9 g/l rovnaký začiatok rastu a dlhšia adaptácia bola pozorovaná až pri koncentráci i 1 g/l. 
Hlavným rozdie lom je vplyv koncentrácií 1-4 g/l kysel iny levulovej na dĺžku adaptácie 
a Cupriavidus necator H16 je schopný s a rýchlejšie adaptovať na rovnakú koncentráciu 
kysel inu levulovú ako mutantný kmeň Cupriavidus necator P H B " 4 , napr. pri koncentráci i 2 g/l 
s a relatívna dĺžka adaptácie zvýši la o 28 % pri C N H16 a 173 % pri C N P H B " 4 . Z výs ledkou 
tak môžeme predpokladať, že Cupriavidus necator H16 lepšie reaguje na kysel inu levulovú a 
to vďaka metabol ickým dráham, ktrorými ju vie metabol izovať a lebo účinnou obranou proti jej 
negat ívnemu vplyvu vdäka biosyntéze a degradáci i P H A . 

Tretím študovaným bakter iálnym kmeňom bola Halomonas halophila, pri ktorej bol 
s ledovaný vplyv kysel iny levulovej a kombinácia dvoch inhibícii v podobe inhibície kysel inou 
levulovou a hypoosmot ickým prostredím. Inhibícia samotnou kysel inou levulovou má pre 
Halomonas halophila silnejší inhibičný účinok ako v prípade Cupriavidus necator. Dĺžka 
adaptácia H H postupne narasta la už pri nízkych koncentráciách, zatiaľ čo pri C N bol posun 
začiatku rastu zaznamenaný pri koncentráciách nad 1 g/l. Koncentráciám do 2 g/l je baktéria 
H H schopná adaptovať s a , avšak táto koncetrácia je pre ňu limitná a pri vyšších 
koncentráciách už nedochádza k rastu vplyvom adaptácie na kysel inu levulovú. Množstvo 
tepla vyprodukovaného pri koncentrácia do 2 g/l odpovedá hodnote tepla vyprodukovaného 
kontrolu a metabol ická aktivita s a po adaptáci i neznižuje. N a d koncentráciu 2 g/l nebol 
pozorovaný nárast tepelného toku v dôsledku adaptácie a tieto koncentrácie boli príliš 
vysoké pre baktérie. Môžeme tak predpokladať, že Halomonas halophila má odlišný 
metabol ický aparát a baktéria je schopná prispôsobiť s a prítomnosti kysel iny do koncentrácie 
2 g/l, avšak vyššie koncentrácie sú pre ňu natoľko inhibičné, že obmedzu jú jej rast 
a metabol ickú aktivitu. Výsledky získané spojením dvoch inhibícii j asne ukazujú postupné 
odumieran ie baktérii v dôsledku neprítomnost i chloridu sodného, ktorý je kľúčový pre ich rast 
a prí tomnosť kysel iny levulovej len podpori la inhibíciu. Tepelný tok hneď po začiatku merania 
začal klesať, metabol ická aktivita bola obmedzaná, a postupným odumieraním buniek 
s a tepelný tok priblížil k základnej línii. Vyprodukované teplo pri dvojitej inhibícii bolo veľmi 
malé a s rastúcou koncentráciu kysel iny levulovej bola hodnota maximálneho tepla nižšia. 

Porovnaním dĺžky adaptácie a celkového vyprodukovaného tepla všetkých troch kmeňov 
pozoru jeme pri H H vplyvom odl išného metabol ického aparátu kratšiu dobu lag fázy 
u kontroly porovnaním s C N . Koncentrácie kysel iny levulovej mali výraznejší vplyv na H H 
a relatívne predĺženie adaptácie je podobné relatívnym hodnotám (vzt iahnutým ku kontrolnej 
vzorke) doby adaptácie pre baktériu C N P H B " 4 . Z výsledkov môžeme predpokladať, 
že metabo l izmus C N H16 je najviac pr ispôsobený pre spracovan ie a využit ie L A ako 
substrátu pre svoj rast. M ie ra metabol ickej aktivity bola pribl ižne rovnaká pri všetkých troch 
kmeňov u jednot l ivých koncentráci i . Pok les ich relatívneho celkového tepla nebol nižší ako 
4 % celkového tepla jednot l ivých kontrol. Z hľadiska celkového tepelného toku boli 
maximálne hodnoty vyššie pri H H ako pri C N , preto by s m e mohli predpokladať, 
že mikrokalor imetr ia môže byť citl ivejšia k štúdiu metabol ickej aktivity Halomonas halophila. 
Avšak vyššia hodnota tepelného toku môže byť prejavom vyššej koncentrácie buniek vo 
vzorke, preto by bolo potrebné stanoviť počet ž ivotaschopných buniek vo všetkých meraných 
vzorkách. 
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Výsledky mikrokalorimetrie poskytujú vo všeobecnost i množstvo tepla, ktoré boli baktérie 
schopné vyprodukovať. Samotné teplo, však neposkytuje úplné informácie o metabol ickej 
aktivite a jednot l ivých formách metabol ickej aktivity - raste, delení buniek, atď. P re 
potvrdenie našich predpokladov a bližšiu charakterist iku vplyvu kysel iny levulovej s m e 
pomocou meran ia optickej hustoty vzor iek kul t ivovaných v mikrot i t račných platničkách 
zaznamenával i rastové krivky baktéri i. Výsledky pri všetkých prvých troch exper imentálnych 
čast iach potvrdili naše predpoklady, že nárast tepla je spojený s rastom baktérii a v prípade 
spojených inhibícii je pok les tepla spojený s odumieraním baktéri i . 

Exper imentálnou prácou s m e preukázal i , že mikrokalor imetr ia ako fyz ikálne-chemická 
metóda je vysoko univerzálna, citlivá a vhodná k štúdiu mikroorganizmov a ich metabol ickej 
aktivity. N a prvý pohľad netypická metóda poskyt la te rmodynamické informácie, ktoré nie je 
možné získať konvenčnými biologickými technikami. Samotné výsledky z mikrokalorimetre 
nie sú dostatočujúce pre úplný popis inhibičného účinky a neposkytujú kompletné informácie 
o adaptačných stratégiách. Napr. celkové vyprodukované teplo môže súvisieť buď s rastom 
a lebo s akt iváciou inej metabol ickej dráhy. Pre lepšiu interpretáciu získaných 
mikrokalor imetr ických výsledkov je potrebné túto techniku kombinovať s dálším analyt ickým 
prístupom, napr. ako v navrhnutom prípade s metódou zameranou na stanovenie rastových 
kriviek, s ledovan ie viability buniek, s tanovenie obsahu P H A v čase, monitorovanie 
koncentrácie kysel iny levulovej a peptonu v čase, atď. 

Výsledky tejto diplomovej práce preukázali využi teľnosť mikrokalorimetr ie pri štúdiu 
mikrobiálnych inhibítorov. Vysoká citl ivosť počas nepretrži tého merania v reálnom čase, 
automat ickosť a nepotrebná pred úprava meraných vzor iek poskytujú mikrokalorimetri i 
vysoký potenciál využit ia pri mikrobio logickom výskume. Môžeme tak predpokladať, že táto 
metóda s a v blízkej budúcnost i s tane súčasťou základných mikrobiologických techník 
zameraných na stanovenie rastu a adaptácie mikroorganizmov. 
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8 ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK A SYMBOLOV 

A absorbanc ia 

/3 l ineárna konštanta rýchlosti ohrevu 

bp bázový pár 

C o A koenzym A 

C s špecif ická tepelná kapaci ta 

D N A deoxyr ibonukleová kysel ina 

f (T, t) tepelný tok z kinet ických procesov 

A G z m e n a Gibbsove j energie 

A H z m e n a entalpie 

H C N kyanovodík 

L A kyse l ina levulová 

M C L middle chain lenght 

M S Exce l Microsoft Exce l 

N A D P H nikotínamidadeníndinukleot idfosfát 

P H A polyhydroxyalkanoát 

P H B polyhydroxybutyrát 

r R N A r ibozomálna r ibonukleová kysel ina 

o smerodajná odchy lka 

A S z m e n a entropie 

S C L short chain lenght 

T absolútna teplota 

T A M Thermal activity monitor 

U V ultrafialové svetlo 

°C stupeň C e l s i a 

% percento 


