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ABSTRAKT

Tato diplomova praca sa zaobera vyuzitim metdéd termickej analyzy pri studiu ucinkov
mikrobialnych inhibitorov, kde hlavnym cielom tejto prace bolo otestovat vyuzitelnost
metddy, ktora sa predovSetkym pouziva v odliSnych oblastiach vedy a vyskumu. Ako
modelové mikroorganizmy boli zvolené tri bakterialne kmene: Cupriavidus necator H16, jeho
mutantny kmen Cupriavidus necator PHB* a Halomonas halophila. Inhibiény uginok kyseliny
levulovej na rast a mieru metabolickej aktivity bol sledovany pomocou mikrokalorimetrie.
Meranim bolo zistené, ze baktérie boli schopné adaptovat sa na kyselinu levulovu do urcitej
koncentracie — Cupriavidus necator do 5 g/l a Halomonas halophila do 2 g/l. Vysledky
termickej analyzy boli porovnané s konvenénou metddou, ktora sa bezne pouziva
na sledovanie rastu mikroorganizmov.

ABSTRACT

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

Mikroorganizmy sa vyskytuju v aerébnom aj anaerébnom prostredi, v péde, v sladkych
aj v slanych vodach, v inych organizmoch a prechodne ich nachadzame aj v ovzdusi,
prostrednictvom ktorého su schopné Sirit sa. Ich vyskyt je uréeny tym, Ze su jedinou
skupinou organizmov, ktora je schopna ziskavat energiu a zdroje uhlika pre svoj rast
pomocou fotoautotrofie, fotoorganotrofiou, chemolitotrofiou  a chemoorganotrofiou.
Kazda zmena podmienok prostredia vytvara pre mikrobidlne bunky definovany rozsah
podmienok, v ramci ktorych je rychlost rastu pozitivha — dochadza k rastu mikroorganizmov,
nulova — mikréby prezivaju, alebo negativna — odumieranie mikroorganizmov. Aby
mikrobialne bunky mohli existovat bud v rastovej zéne alebo v zbéne prezivania, musia
sa adaptovat na prevladajuce podmienky. Vysledkom je ,komfortna zéna“ charakterizovana
bud rastom alebo prezivanim baktérii, predstavujuca vyznamnu uroven vnutornej pruznosti
organizmu a jeho schopnosti adaptovat sa a vzdorovat nasledkom, ktoré boli vyvolané
zmenami prostredia.

V poslednych rokoch sa mnozstvo S$tudii zaobera prokaryotami, ktoré su schopné
akumulovat polyhydroxyalkanoaty v podobe intraceluldrnych granul. Polyhydroxyalkanoaty
(PHA) sluzia predovSetkym ako zasobareri uhlika a energie, avSak pritomnost granul
v baktériach pravdepodobne zvySuje odolnost buniek voé&i réznym stresovym faktorom.
Nedavne vysledky poukazuju na pozitivny uc¢inok PHA pri ochrane baktérii a zohravaju
délezitu ulohu pri stresovych reakciach, ¢im pomahaju baktériam adaptovat sa a prezivat
v stresovych podmienkach ako su nizka i vysoka teplotou, UV zZiarenie, pred osmotickym
a oxidativhym stresom, atd. Diplomové praca diskutuje o zapojeni PHA pri adaptéacii baktérii
na vybrany chemicky inhibitor. Uloha PHA pri adaptacii bola porovnana vramci troch
baktericalnych kmenoch, ktoré sa liSia prostredim v ktorom ZzZiju (rézna salinita prostredia)
a schopnostou akumulovat PHA.

Metabolické procesy mikroorganizmov su spojené s energetickymi procesmi, ktoré
zodpovedaju zakonom termodynamiky. Pocas ich rastu dochadza k produkcii tepla
¢o umoziuje zavedenie metdd termickej analyzy k Studiu rastu a miery metabolickej aktivity
mikroorganizmov. Termicka metdéda zaznamenavajuca uvolnené teplo systému v realnom
¢ase sa nazyva mikrokalorimetria, ktora patri medzi fyzikalne-chemické metody pouzivané
v biologickych vedach kvéli svojej vysoke;j citlivosti, vysokej presnosti, automatickosti. Vdaka
nepretrzittmu zaznamenavaniu tepla poskytuje kvantitativne o celkovom vyprodukovanom
teple, rychlosti rastu a rastovu krivku mikroorganizmov zo zavislosti vykonu na ¢ase.

Cielom prace bolo otestovat a zhodnotit vyuzitefnost mikrokalorimetrie pri Studiu
mikrobialnych inhibitorov. Mikrokalorimetria sa na Fakulte chemickej VUT Brno primarne
nepouziva k Studiu mikrobialneho rastu, avSak nasa praca poskytla zaujimavé vysledky
a novy pohlad na vyuzitie tejto metddy v biologickom smere. Vysledky mikrokalorimetrie
udavaju celkové metabolické teplo, ktoré v8ak mbze suvisiet srastom alebo dalSou
metabolickou aktivitou. Kvéli tomu je potrebné ziskané vysledky porovnat s beznymi
metodami, ktoré sa bezne pouzivaju pri Studiu mikroorganizmov. Doplnkovou metédou pre
spravnu interpretaciu vysledkov bolo fotometrické stanovenie optickej hustoty.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mikroorganizmy

Mikoorganizmy su nedelitelnou su€astou nasho sveta a patria medzi najjednoduchsie formy
zivej hmoty. Tvoria samostatnu riSu organizmov, charakterizovanou vlastnym metabolizmom
(latkovou vymenou), ktory zahffia subor chemickych reakcii prebiehajucich v bunkach [1].
Za mikroorganizmy povazujeme jednobunkové alebo viacbunkové organizmy, ktoré nie
su schopné tvorit funkéne diferenciované tkaniva alebo pletiva [2]. Spoloénym znakom
mikroorganizmov su velmi malé rozmery ich tiel, napr. velkost virusov je od 0,01 do 0,25 ym,
baktérii 0,1 az 10 um, prvoky 2 az 1000 pm. Ich nazov je tak odvodeny prave z ich malych
rozmerov (mikros po grécky znameny maly). Druhym spoloénym znakom je ich rychla
adaptacia na najréznejSie ziviny, fyzikalne alebo chemické podmienky [3]. Vplyvom
meniacich sa podmienok prostredia a schopnosti orientovat sa v prostredi, mikroorganizmy
svoj metabolizmus reguluju podla aktualnej situacie a na zmenu prostredia reaguju tzv.
adaptaciou a genetickymi mechanizmami a ziskavaju nové dedi¢né vlastnosti, ktoré im
umoziuju prezit vo vonkajSom prostredi. Takto ziskané nové dedi¢né vlastnosti mézeme
vidiet napr. pri lie€be ochoreni pomocou antibiotik, na ktoré sa mikroorganizmy prispésobili
prostrednictvom genetickej zmeny a stali sa tak rezistentnymi [1].

2.1.1 Rozdelenie mikroorganizmov

Oragnizmy su klasifikované podla systému troch domén — archea, baktérie, eukaryota.
Klasifikacia vychadza z rozdielov v Strukture ribozomalnej RNA. Konkrétne na zaklade
rozdielov v ich 16S rRNA génoch [4]. Pri porovnavani sekvencii ribozomovej RNA bazy bolo
zistené, ze organizmy patriace do domény eukaryota su viac podobné doméne archaea ako
doméne baktérii. Z tychto vysledkov tak usudili, ze archaea a eukaryota patria do rovnakej
linie [5]. Archea su na Strukturnej urovni rovnaké baktériam a ich Strukturu tvori prokaryoticka
bunka, pricom prokaryotické a eukaryotické mikroorganizmy sa liSia v stavbe a zlozeni bunky
a to konkrétne:

e prokaryotické bunky su mensie, ich rozmery su od 0,1 do 10 um, maju jednoduchsie
Strukturu [6]. Velkost eukaryotickych buniek je v rozmedzi 10 az 100 um.

e Jadro prokaryotickej bunky je zlozené len z DNA, ktora predstavuje rovnho chromozon
prokaryotickej bunky. Prokaryota nemaju jadro oddelené od cytoplazmy
cytoplazmatickou membranou [7]. V bunke sa nenachadza dalSi endomembranovy
systém, ktory by oddeloval bunkové organely. Jedinym membranovym utvarom
u baktérii je plazmatickd membrana.

¢ Ribozémy prokaryotickych buniek su volne rozptylené po celej cytoplazme.
V eukaryotickych bunkach su ribozdmy bud volné alebo su lokalizované
na endoplazmatickom retikule [8].

Po fyziologickej stranke su mikroorganizmy velmi rozmanité. Jednotlivé skupiny
mikroorganizmov sa vzajomne liSia svojimi narokmi na vyzivu (autotrofné, heterotrofné),
na kyslik (aerobné, anaerobné, mikroaerofiiné, fakultativne anaerobné), ana spésob
ziskavania potrebnej energie (fototrofné, chemotrofné) [9].



2.1.2 Rastova krivka mikroorganizmov

Rast mikroorganizmov je ovplyvneny podmienkami prostredia, v ktorom sa mikroby
nachadzaju. Pocas rastu dochadza k zva€ovaniu bunky a to vdaka prijmu energiu a ziviny
z okolia. ZvacSovanie rozmerov bunky zahffa biosyntetické procesy, ktorych vysledkom
je tvorba bunkovych zloziek, predovsetkym ribozomov, bielkovin a nukleovych kyselin [8].
Bunka v8ak nemoéze rast donekoneéna. Bakteridlna bunka sa potom rozdeli na dve
samostatné bunky, ktoré su schopné dalej rast. Pri optimalnych podmienkach by z jednej
bunky v priebehu 48 hodin vzniklo 2'* &o je priblizne 2,5:10* buniek. Dostupnost Zivin
sa v prostredi rychlo vy€erpava a metabolity sa nahromadia v takej koncentracii, ktora brani
mikroorganizmom pri dalSom raste. Kedze mikroorganizmy uz nemdzu dalej rast,
je potrebné ich presunut do prostredia s optimalnymi kultivaénymi podmienkami.
Na Obr. 1 vidime graficky znazorneny narast poctu zivych buniek pomocou rastovej krivky,
kde na ose x je vyneseny Cas v prislusnej jednotke ana ose y logaritmus poctu zivych
buniek v 1 ml [3].

A

In x

-/

0 >
éas

Obr. 1: Rastova krivka, kde na ose x je €as ana ose y je logaritmus poltu zivych buniek v 1 ml,
1 - lag faza, 2 - faza zrychleného rastu, 3 - exponencialna faza, 4 - faza spomaleného rastu,
5 - stacionarna faza, 6 - faza odumierania [3]

V lag faze nedochadza k rozmnozovaniu buniek, pocet buniek sa znizuje odumieranim
buniek vyvojovo starSich a menej zivotaschopnych. Prezivajuce baktérie sa prispdsobuju
novym podmienkam, aktivuju potrebné enzymy a zvaésuju svoj objem syntézou bunkovych
zloziek [8]. Dizka lag fazy zavisi od druhu mikroorganizmu, fyziologického stavu buniek,
velkosti inokula ana zlozeni nového kultivatného meédia [3]. V suvislosti s lag fazou



je potrebné spomenut’ este jav zvany diauxia, s ktorym sa stretavame v suvislosti s indukciou
enzymov. V pripade, ze bakteridlna kultura rastie v prostredi s dvoma zdrojmi uhlika, rast
prebieha cez dve lag fazy a dve fazy exponencialneho rastu, ktoré su od lag fazy oddelené
prechodnou fazou. Diauxia je spdsobena katabolickou represiou syntézy indukovanych
enzymov a ich postupnou indukciou [10]. Dalej nasleduje faza zrychleného rastu, v ktorej
su bunky prispdésobené novému prostrediu. Bunky sa zacinaju mnozit s narastajucou
rychlostou delenia a intenzita ich metabolizmu sa rychlo zvySuje. Vysoka fyziologicka aktivita
bunky je sprevadzana zvySenou citlivostou k nepriaznivym faktorom prostredia [8].

V exponenciadlnej faze dochadza k intenzivnemu mnozeniu buniek aich pocet narasta
geometrickou radou. Intenzivne delenie je sprevadzané aktivnym metabolizmom buniek,
rychlym vyuzivanim substratu a tvorbou metabolickych produktov. Ubytok odumierajlcich
buniek je v pomere k prirastku novych jedincov minimainy [8]. Ciselna hodnota $pecifickej
rychlosti rastu zavisi od genetickych faktorov a od podmienok prostredia (koncentracia
a zlozenie zivin, teplota, pH, iontova sila a pod) [10]. Predpoklada sa, ze tvar krivky odraza
rychlost prijmu zivin mikrobialnymi transportnymi proteinmi. Pri dostatoéne vysokych
hladinach zivin su transportné systémy nasytené a rychlost rastu sa s rastucou
koncentraciou zivin dalej nezvysuje. Populacia je najviac homogénna z hladiska chemickych
a fyziologickych vlastnosti poc€as tejto fazy [7]. Po exponencidlnej faze rastu pokracuje kratka
prechodna faza spomaleného rastu, priktorej dochadza k spomaleniu mnozenia
i metabolizmu. Rychlost delenia sa znizuje, pretoze dochadza k narastu odumierajucich
buniek. Bunky odumieraju na zaklade vy€erpania dostupnych zivin v prostredi a kvdli
hromadeniu metabolickych produktov toxickej povahy [8].

V stacionarnej faze pretrvavaju nepriaznivé podmienky vdaka c&omu sa pocet
odumierajucich buniek moze vyrovnat prirastku novych buniek alebo sa populacia prestane
delit, ale zostava metabolicky aktivna [7]. Poslednym usekom je faza postupného
odumierania buniek, v ktorej narasta ubytok buniek nad ich prirastkom. Rychlost delenia
tu klesa pod nulovu hodnotu a dosahuje tak zaporné hodnoty. Tato faza je vysledkom stale
sa zhorsujuceho prostredia, v ktorom koncentracia zivin je pod kritickou hodnotou ¢o ma
za nasledok znizenie aktivity metabolizmu, postupné vycerpanie rezervnych latok a kone¢né
hromadenie odumierajucich buniek [8].

2.1.3 Vplyv vonkajsich faktorov na rast mikroorganizmov

Rast mikroorganizmov zavisi na podmienkach vonkajSieho prostredia, v ktorom okrem
dostatoéného mnozstva zivin pre syntézu bunkovej hmoty, mnozstva zdrojov vyuzitelnej
energie musia byt aj vhodné fyzikalne, chemické a biologické podmienky [3]. Nevhodné
fyzikalne, chemické a biologické podmienky predstavuju pre mikroorganizmy stres, ktory
do istej miery negativne ovplyvhuje ich rast. Ako velmi citlivé su mikroorganizmy na dany
stres? Prirodzena rezistencia zahffia evolu¢ny vyber rastovej formy, ktord umozriuje
mikrébom tolerovat’ stres bez nutnosti indukovat Specifické mechanizmy pocas pésobenia
stresu [8]. Adaptivne mechanizmy zahffhaju metabolicky program znamy ako reakcia
na stres. Biologicky ucel reakcie na stres je ochrana bunkovych organel pred potencialne
nebezpeénymi faktormi. Stresova odpoved sa prejavuje ako zmena metabolickej aktivity
buniek, ktoré su désledkom potlacania syntézy vacsiny proteinov vytvorenych v bunke
za normalnych fyziologickych podmienok, a vyvolaniu syntézy Specifickych skupin proteinov,
ktoré umoznuju bunke fungovat v novych podmienkach. Biochemické zmeny
su sprevadzané fyziologickymi zmenami, napr. doasnym spomalenim alebo zastavenim
cyklu delenia, morfologickymi zmenami v bunke alebo vzniku rezistencie voéi rovnakému
¢i inému stresovému faktoru [11].
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Vsetky mikroorganizmy maju spoloénu formu adaptacie na proces hladovania.
Mikroorganizmy vtedy generuju bunky, ktoré su schopné fungovat' v stacionarnej faze rastu.
Tento typ buniek vznika v désledku zmeny metabolizmu, sprostredkovaného mechanizmami
v8eobecnej stresovej odpovede, odpovedou na teplotny Sok atd. Baktérie v stacionarnej faze
su charakterizované mnozstvom adaptaénych mechanizmov, ktoré im umozniuju vyuzivat
Setrne dostupné zdroje energie a uhlika. NajcastejSie k tomu dochadza prostrednictvom
obmedzenia vydavkov na energiu pre rast areprodukciu, znizenim miery metabolizmu
a aktivaciou autolyznych procesov, ktoré zabezpeCuju zasobovanie novych zivnych
substratov. Bunkové Struktury, ako je bunkova stena, nukleoid a ribozémy sa menia tak, aby
sa zvysila ich stabilita. Vysledkom tychto zmien su bunky odolné nielen na podmienky
hladovania, ktoré su charakteristické pre tutu fazu rastu, ale aj pre dalSie Skodlivé fyzikalne
vplyvy a chemické latky [12].

Schopnost' baktérii prispbsobit sa podmienkam je vSak dana uritou limitnou hranicou
(bodom) a po jej prekroéeni dochadza k zastaveniu rastu alebo k usmrteniu bunky. U&inok
vonkajSich faktorov ma zakonity charakter a prejavuje sa charakteristickymi bodmi
minimalneho, optimalneho a maximalneho pésobenie. Vzhladom na zivotné prejavy baktérii
moézeme minimalny uéinok pdsobenia vonkajsieho faktoru vztiahnut na zaciatok procesov
metabolizmu. NajvacSej metabolickej aktivite, kedy je rychlost rastu maximalna odpoveda
optimum a pri maximalnom ucinku vonkajSich faktorov sa zivotné procesy baktérie zastavuju
a bunky odumieraju [3]. Vplyv vonkajsich faktorov prostredia na baktérie moze byt pozitivny
tak inegativny. Priaznivo pésobiace faktory sa pouzivaju pri urychleni rastu alebo ked
chceme zvysSit metabolicku aktivitu. Faktory s nepriaznivym ucinkom, tj. antibakterialnym
uc¢inkom maju velké uplatnenie pri podmienkach kedy pritomnost baktérii nie je ziaduca
dokonca je az skodliva [8].

Metabolicku aktivitu mikroorganizmov mézeme rozdelit do dvoch kategérii metabolickych
reakcii:

1. degradaéné metabolické drahy spojené s uvolnovanim energie alebo katabolizmus;
2. biosyntetické drahy spojené so spotrebou energie alebo anabolizmus.

Rast je tak vysledkom spojenia medzi procesmi katabolizmu a anabolizmu, pricom Cast
energie pochadzajucej z degradacie latok a zarovenn cCast degradaénych produktov
sa vyuzivaju pre procesy biosyntézy [10].

2.1.4 Enzymy

Enzymy maju vyznamnu ulohu ako katalyzatory pri chemickych reakciach v metabolizme
mikroorganizmov. VSetky enzymy su syntetizované v bunke, ale len ¢ast znich (napr.
a-amylaza, hexokinaza, atd.) sa v bunke uplatiiuje. Zvy$na Cast sa vyluCuje do okolitého
prostredia, kde sa prejavi ich ucinok [13]. Enzymy ako Specifické katalyzatory rekacie nie len
umoznuju, ale suc¢asne usmernuju a dovoluju riadit rychlost reakcii. Vnutrobunkové enzymy
su natolko Specifické, ze katalyzuju premenu jednej urcitej latky, oznaCovanej ako substrat,
na vyslednu zlu€eninu nazyvanu produkt [6]. Substrat sa na povrch molekuly enzymu viaze
na aktivne miesto a tvorba komplexu enzym-substrat sa realizuje pomocou stechiometrickej
vazby molekuly substratu na aktivne miesto enzymu [2]. Pritomnost aminokyselin v aktivhom
mieste, ktoré viazu funkéné skupiny v substrate, zabezpecuje adekvatnu polohu substratu
a tvorbu prechodného medziproduktu [14]. Pri viacerych enzymoch samotné aktivne miesto
nestaéi na $pecificku vazbu substratu ajeho aktivaciu. V takychto pripadoch sa substrat
viaze aj prostrednictvom koenzymu, ktory je primarne sucastou katalytického miesta [13].
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Okrem aktivneho miesta méze enzym obsahovat dalSie oblasti - miesta, kam sa viazu latky,
ktoré funguju ako modifikatory, tzv. efektory katalytickej funkcie enzymu. Efektory su napr.
ionty kovov (Ca*, Mg?, Co?*, Pb, Hg, Cd,), ktoré sa podielaju na stabilizacii $truktdry
niektorych enzymov alebo na zmene Struktury podmieniujucu alebo ulahujucu aktivitu
enzymu [15]. Aktivita oligomernych enzymov nachadzajucich sa na klu€ovych miestach
metabolickych drah je regulovana alosterickymi efektormi, teda latkami, ktoré su schopné
vyvovalat jemné konformacéné zmeny, ktoré sa Siria molekulou enzymu a tym reguluju jeho
aktivitu. Miesta pésobenia tychto efektorov su oznacované ako alosterické centra [16].
Prikladom regulacie aktivity oligomérnych enzymov je c-AMP-dependentna proteinkinaza,
ktora je délezitym regulaénym enzymom podielajucim sa na fosforylacii serinovych
a treoninovych zvy8kov. Tento enzym pozostava zo Styroch podjednotiek; dve z nich
su katalytické a dve regulaéné. Cyklicky AMP (c-AMP) je alostericky aktivator tohto enzymu.
Katalyticka podjednotka viazana na regulaénu podjednotku je neaktivha a vézba dvoch
c-AMP molekul na alosterické miesta kazdej regulatnej podjednotky indukuje ich
konformaénu zmenu, ktora vedie k disociacii tetramérneho komplexu a k aktivacii
katalytickych podjednotiek. Znizenie koncentracie c-AMP vedie k jej disociacii
z alosterického miesta a k asociacii regulacnych a katalytickych podjednotiek s naslednou
inaktivaciou katalytickych podjednotiek [17]. Na obrazku 2 mézeme vidiet vSeobecnu
schému interakcie alosterického efektoru s enzymom, kde vo vrchnej Casti je znazorneny
enzym, ktory ma vazbové miesto pre alostericky aktivator i inhibitor. V konformacii A enzym
pevne viaze inhibitor a neviaze aktivator a substrat, pretoze ma nizku afinitu voci aktivatoru
a substratu. V konformacii B pevne viaze substrat a méze tak katalyzovat jeho premenu
na produkt. V tejto konforamcii enzym pevne viaze aj aktivator, ktorého vézba ulahcuje vznik
tejto konformacie. V dolnej Casti obrazku je znazornena alostericka inhibicia a aktivacia
dimérovych enzymov (skladaju sa z dvoch monomérov) [13].

aktivator
inhibitor
a) v I
_— ‘
-—
substrat
KONFORMACIA A KONFORMACIA B
b) I
_—
%

INHIBOVANY DIMER . .
AKTIVOVANY DIMER

Obr. 2: Schéma interakcie alosterického efektoru s enzymom; vrchna ¢ast — enzym ma vézbové
miesto pre alostericky aktivator a inhibitor. Konformacia A viaze pevne inhibitor, ale ma malu afinitu
pre aktivator a substrat (S). Konformacie B pevne viaze substrat aj aktivator B; spodna Cast -
alostericka inhibicia a aktivacia dimérovych enzymov [13].
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Efektory mézu aktivitu enzymov bud’ zvySovat alebo znizovat. ZvySovanie aktivity spésobuju
pozitivne efektory, tiez zname ako aktivatory enzymovej aktivity. V kapitole 2.1.5 su blizSie
charakterizované negativne efektory, tzv. inhibitory, ktoré enzymovu aktivitu naopak znizuju.
Efektory dalej delime na prirodzené (fyziologické, endogénne) a neprirodzené (exogénne).
Medzi prirodzené efektory patria zlozky buniek (metabolity, koenzymy), ktoré su délezité pri
regulacii bunkového metabolizmu. Medzi neprirodzené efektory patria modelové latky
a mnohé lie€iva [16].

2.1.5 Inhibitory

Inhibitory maju velmi délezité miesto v chapani enzymovej kinetiky a ich pouzivanie zohralo
vyznamnu ulohu v histérii  dynamickej biochémie. Kineticky mdzeme inhibitory
charakterizovat ako latky, ktoré spomaluju priebeh enzymovej reakcie [18]. Reaguju
s niektorou délezitou zlozkou proteinovej skupiny (napr. HCN s medou alebo zelezom
v prostetickej skupine oxidaz), alebo s reaktivnymi skupinami proteinovej ¢asti enzymu
(napr. formaldehyd sa viaze na volné aminokyseliny a tym meni priestorovu Strukturu
apoenzymu) [13].

Po chemickej stranke su inhibitory ionty (Hg*, Fe®*, Cu*, Pb?), organické latky
(N-etylmaleimid, diizopropylfosfofluoridat, oligomycin), nizkomolekulové latky alebo
vysokomolekulové latky (peptidy, protein, atd). Inhibitory mézu vyvolat zmenu Struktury
molekuly, nasledkom &oho enzym straca schopnost katalytickej uéinnosti. Dalej mézu
inhibitory konkurovat substratu v pésobeni na aktivhe miesto a znizuju tak rychlost premeny
alebo neinaktivuju volny enzym, ktory je spolu so substratom komplexom. Inhibicia
enzymovej aktivity je jednym z hlavnych regulaénych prostriedkov zivej bunky. Okrem toho
ma aj prakticky vyznam, kde pouzitie inhibitorov je jednou z najddlezitejSich diagnostickych
metéd enzymologie. Poskytuje nam délezité udaje o Specifite enzymu, stavbe aktivnheho
miesto a mechanizme ucinku, ale zohrava vyznamnu ulohu aj pri identifikacii intermediatov
réznych metabolickych ciest. Inhibitory zaroven umoznuju zasahovat do latkovej premeny
ogranizmu a vdaka tomu nachadzaju Siroké uplatnenie napriklad v medicine a hygiene v boji
proti infekciam (sulfonamidy), pri transplantaciach (imunosupresiva timiace imunitny systém),
v zahradnictve (herbicidy) [16].

2.1.5.1 Rozdelenie inhibitorov

Ako uz bolo zmienené v predchadzajucej kapitole, inhibitorov je cela $kala a &asto ich
rozdelujeme podla $pecifity Uginku na Specifické a ne$pecifické. Specifické posobia len
najeden enzym a medzi ne patria jedy a lieky, ktoré spbsobuju inhibiciu enzymov
v baktériach, virusoch alebo rakovinovych bunkach. Nes$pecifické vyvolavaju inaktivaciu
viacerych réznych enzymov a posobi tak vaésina denaturaénych cinidiel (teplota, kyseliny
a zasady, alkoholy, tazké kovy, redukéné cinidla), ktoré denaturuju proteinovu €ast enzymu
a tato inhibicia je nezvratna [19].

Inhibicia mdze byt vratna, kedy je mozné inhibitor odstranit napr. dialyzou kedy sa aktivita
enzymu obnovi. Pri vratnej inhibicii je inhibitor vaéSinou viazany na enzym pomocou
nekovaletnej vézby [13]. Druhou moznostou je nevratna, kedy aktivitu enzymu
uz neobnovime nijakym zasahom. Nevratny inhibitor sa velmi pomaly disociuje od svojho
cielového enzymu, pretoze sa pevne viaze na enzym kovalentnou alebo silnou
nekovalentnou vazbou. Medzi ireverzibilné inhibitory patria niektoré délezité lieky, ako napr.
penicilin, ktory pdsobi kovalentnou modifikaciou enzymovej transpeptidazy, ¢im zabranuje
syntéze bakterialnej bunkovej stene a dochadza tak k odumieraniu baktérie [20]. Podla
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kinetickej charakteristiky a pri vratnej inhibicii aj podla miesta na povrchu molekuly enzymu,
na ktoré sa viaze inhibitor, rozoznavame kompetitivne, nekompetitivne, akompetitivne
a alosterické inhibitory [13].

o kompetitivne (sutazivé) inhibitory, ktorych Struktura je velmi podobna Strukture
substratu, takze enzym nie je schopny ich rozoznat a vytvori sa tak inaktivny komplex
s inhibitorom, ktory sa nepremeni na produkt, namiesto komplexu so substratom.
Tvorba komplexu s inhibitorom je vratnd a ucinok inihibitoru mézeme odstanit
dostatocne velkou koncentraciou substratu [16]. Prikladom kompetitivheho inhibitora
je metotrexat, ktory je Strukturnym analégom tetrahydrofolatu, €o je koenzym
pre enzym dihydrofolatreduktdzu, ktory zohrava ulohu pri biosyntéze purinov
a pyrimidinov. Metotrexat sa viaze na dihydrofolatreduktazu 1000-nasobne pevnejsie
ako prirodzeny substrat a inhibuje tak syntézu nukleotidovej bazy [20].

e nekompetitivne inhibitory neovplyvhAuju véazbu substratu na enzym, ale znizuju
rychlost jeho premeny na produkt. U&inok je potom nezavisly na koncentracii
substratu a nie je teda mozné odstranit inhibitor zvySenim koncetracie substratu.
Inhibitor sa viaze mimo aktivne miesto, ¢im ovplyvnuje afinitu k substratu, alebo
ireverzibilne inaktivuje priamo aktivne miesto [13]. Prikladom nekompetitivhych
inhibitorov su koagulacné kaskadové serinové proteazy. Protrombinazovy komplex,
ktory Stiepi a aktivuje protrombin, pozostdva z faktora Va a faktora Xa serinovej
protedzy, sa nachadza napovrchu aktivovanych krvnych dosti¢iek. Para-
aminobenzamidin, ktory sa viaze v S1 kapse serinovych proteaz, je nekompetitivnym
inhibitorom protrombinového Stiepenia protrombinazou [21].

e akompetitivne inhibitory sa viazu na komplex ES (enzym-substrat), neinterferuje
s vazbou substratu do aktivneho miesta, ale zabrariuje disociacii komplexného
enzymového substratu a zabranuje tak jeho premene na produkt [16].

e alosterické sa wuplathuju pri oligomernych enzymoch (zlozené z niekolkych
podjednotiek). Vazba inhibitora na alosterické miesto, ktoré nie je totozné s aktivnym
miestom. Vazbou alosterického inhibitoru vznikaju konformaéné zmeny v povrchu
Struktury molekuly enzymu a enzym uz nie je schopny viazat substrat alebo
ho aktivovat [13].

2.1.5.2 Kyselina levulova

Kyselina levulova, ktorej Strukturny vzorec je zobrazeny na Obr. 3, je pat uhlikata zlu€enina,
ktora patri medzi klu¢ové chemikalie v priemyselnom odveti. Kyselina levulova patri medzi
mastné kyseliny s kratkym retazcom a molekulovy vzorcom CsHgO3. Kyseliny ma vo svojej
Strukture keténovu karbonylovu skupinu a kyslu karboxylovu skupinu, ktoré jej tak umozriuju
reagovat s roznymi funkénymi skupinami za vzniku $irokého spektra derivatov. Vdaka tomu
je kyselina levulova povazovana za vysoko variabilnu chemikaliu [22]. Kyselina levulova je
délezitym biologickym stavebnym prvkom pre kyselinu valérovu, metyltetrahydrofuran, alkyl
levulinat, kyselinu difenolovu, kyselinu 8-amino levulovu a kyselinu jantarovu [23]. Jej vyuzitie
je pri vyrobe réznych molekul z obnovitelnych surovin. Konkrétne v oblasti chiralnych Einidiel,
biologicky aktivnych materialov, polyhydroxyalkanoatov, polymérov, iniciatorov polymeracie,
maziv, adsorbentov, tlaCiarenskych farieb, fotografii, drug delivery systémov alebo v oblasti
inihibitorov [24]. Pouziva sa pri priprave sklenenej syntetickej zivice ako zlozky hydraulickych
brzdovych kvapalin a pri vyrobe nylonu a gumy. Sodna sol kyseliny bola navrhnutd ako
nahrada etylénglykolu v nemrznucej zmesi [25]. Kyselina levulova je potencialnym
prekurzorom paliva dostupnym z pentézovych aj hexézovych cukrov. Hexézové cukry su
dehydratované kyslou katalyzou na hydroxymetylfurfural (HMF), ktory je dalej konvertovany
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rehydrataciou na LA ajednému ekvivalentu kyseliny mrav€ej. Konverzia glukézy na HMF
vSak nie je lahka, preto prebieha najprv izomerizdcia glukézy na fruktézu napriklad
Lewisovymi kyselinami, enzymami alebo bazami. Pentézové cukry sa lahko konvertuju
na furfural kyslou katalyzou a je dalej hydrogenovany na furfurylalkohol, z ktorého kyslou
katalyzou dostaneme LA [26].

i -

OH

Obr. 3: Struktimy vzorec kyseliny levulovej [22]

Kyselina levulova ako organicka kyselina je v urlitej koncentracii toxicka pre
mikroorganizmy. Bolo v8ak zistené, ze niektoré mikréby su schopné nizke koncentracie LA
metabolizovat a vyuzit ju pre akumulaciu polyhydroxyalkanoatov. Napriklad u baktérii
Cupriavidus necator kyselina levulova indukuje biosyntézu terpolymeru poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat-co-4-hydroxyvalerat). Kyselina je metabolizovana cez
acetyl-CoA a propionyl-CoA thioesterdzovou drahou, tak ako vSetko organické kyseliny
s kratkym retazcom [27].

2.2 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) su biologicky odburatelné polyestery produkované na Sirokej
Skale mikroorganizmov ako zdroj uhlika a energie. PHA pésobi ako idealna skladovacia
zluéenina kvéli jej nerozpustnosti vo vnutri bakterialnej cytoplazmy a pomaha tak baktériam
prezit poCas hladovania, pretoze PHA ako energeticky rezervny material, spomaluje
bunkovu autolyzu a nasledne jej smrt [28]. Okrem toho PHA monoméry vytvorené
metabolizmom PHA chrania enzymy a iné biologické molekuly pred skodlivymi uc€inkami
oxidacného tlaku, vysokej teploty, rozptyluju UV ziarenie, ¢im poskytuje UV-ochrannu
funkciu [29, 30].

2.2.1 Struktdra, vlastnosti, syntéza a degradacia polyhydroxyalkanoatov.

Baktérie su schopné syntetizovat polyméry a ukladat ich vo forme nerozpustnych sférickych
inkluzii alebo PHA granul. Struktira granul pozostava z hydrofobného polyesterového jadra,
ktorého lipofilna povaha zabrariuje zvySovaniu osmotického tlaku pri akumulaci. Okolo
polyesterového jadra se nachadza vrstva funkénych a Strukturnych proteinov, ktoré zahrrniuju
PHA polymerazu, PHA depolymerazau, faziny a regulaéné proteiny [31, 32]. Struktira PHA
je tvorena linearnymi polymérmi 3-hydroxymastnych kyselin [33]. V zavislosti od poctu
uhlikov v monoméroch PHA klasifikujem PHA s kratkym retazcom (SCL), ktorych monomér
ma 3 az 5 uhlikov a PHA s priemernou dizkou retazca (MCL), ktorych monomér ma 6 az 14
uhlikov. Napr. poly(3-hydroxybutyrat) (PHB), poly(3-hydroxyvalerat) (PHV) a ich kopolymér
su typickymi prikladmi PHA s kratkym retazcom, poly(3-hydroxyoktanoat) (PHO) a poly(3-
hydroxynonanoat) (PHN), ktoré suprimarne vytvorené ako kopolyméry s 3-
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hydroxyhexanoatom (HHx), 3-hydroxyheptanoatom (HH) a / alebo 3-hydroxydekanoatom
(HD), su typickymi prikladmi MCL-PHAs [34].

a
b
\{\O>\)J\O 0 o (o} (o)
3HB 3HV L HHX IHO 3HD 3IHDD
L Y } [ V- J
SCL-HA MCL-}

Obr. 4: a) vSeobecny vzorec PHA, kde x=1-8 a n = 100 do 1000 b) niektoré syntetizované monoméry
PHA s kratkym retacom (SCL-HA) a monoméry PHA so strednym retacom (MCL-HA). 3HB: 3-
hydroxybutyrat, 3HV: 3-hydroxyvalerat, 3HHx: 3-hydroxyhexanoéat, 3HO: 3-hydroxyoctanoat, 3HD: 3-
hydroxydecanoat, 3HDD: 3-hydroxydodecanoat. Snimka zTEM zobrazuje tenké rezy
rekombinantnych buniek R. eutropha PHB™, ktoré obsahuji velké mnozstvo poly(3HB-co-5mol%
3HHXx) [34]

V zavislosti od druhu baktérii a podmienok rastu, mézu vznikat bud homopolyméry, nahodné
kopolyméry alebo blokové kopolyméry PHA [35]. Vlastnosti kopolymérov PHA silne zavisia
od typu, obsahu a distribucie monomérnych jednotiek tvoriacich polymérne retazce,
priemernej molekulovej hmotnosti a distribucie molekulovej hmotnosti [36]. Usporiadanie
monomérov uruje vlastnosti tychto polymérov, ktoré sa pohybuju od termoplastickych
po elastomérne s réznymi stupfiami krystalinity a adhéznymi vlastnostami [33]. PHA
su nerozpustné vo vode, ale rozpustné v chloroforme a inych chlérovanych rozpustadiach,
su odolné voci UV ziareniu a ulah&uju anaerobnu biodegradéaciu v sedimentoch. Okrem toho
su biokompatibilné a biologicky odburatelné (napr. podliehaju degradacii v péde) a spravaju
sa ako piezoelektrické materialy. Teplota skleného prechodu, teplota topenia, teplota
tepelného rozkladu, pevnost vtahu a Youngov modul sa liSia podla typu vzniknutého
polyméru a zlozenia monomérnych jednotiek [37]. Pre predstavu a porovanie su v Tab. 1
uvedené fyzikalne vlastnosti poly(3-hydroxybutyratu), poly(4-hydroxybutyratu) a poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvaleratu).

Tab. 1: Fyzikalne vlastnosti poly(3-hydroxybutyratu), poly(4-hydroxybutyratu a poly(3-hydroxybutyrat-
co-3-hydroxyvaleratu [38]

Vlastnosti poly(3HB) poly(4HB) poly(3HB-3HV)
teplota skleného prechodu [°C] 4 -50 -7,25
teplota topenia [°C] 177 60 150
pevnost v tahu [MPa] 40 104 25
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Baktérie produkuju rézne typy PHA prostrednictvom sérii enzymatickych reakcii a baktérie
rozdelujeme podla biosyntézy PHA do dvoch skupin. V prvej skupine su baktérie
(Cupriavidus necator, Pseudomonas oleovorans a Pseudomonas putida), ktoré akumuluju
PHA len pri obomedzenom mnozstve zivin ako je fosfor, dusik, kyslik alebo horcik [37]. Druha
skupina baktérii (napr. rekombinantna Escherichia coli) akumuluju PHA pocas rastovej fazy
a nepotrebuje Ziadne obmedzenie zivin [39].

Polyhydroxyalkanoaty su syntetizované a degradované cyklickym mechanizmom, takze
biosyntéza i degraddcia PHA prebiehaju v bunkach sucasne [40]. Mikroorganizmy
su schopné akumulovat PHA z réznych uhlikovych zdrojov od rastlinych olejov, cez mastné
kyseliny, alkany az po jednoduché sacharidy [28]. Konecna Struktura polyméru tak
zodpoveda metabolickej drahej biosyntézy PHA. RozliSujeme tri zakladné metabolické drahy
podla zdroju uhlika. Prvou drahou dochadza k vzniku polyhydroxybutyratu, ktory
je produkovany baktériou C. necator, ktora disponuje scl PHA-syntazou. Detailny popis
je zhrnuty v kapitole 2.2.2.

Druha draha syntézy PHA je spajana s mikrobialnym prijmom mastnych kyselin.
Po B-oxidacii mastnych kyselin acetyl-CoA vstupuje do procesu syntézy monomérov PHA.
Pomocou enzymu R-3-hydroxyacyl-CoA-hydratazy je enoyl-CoA vznikajuci v B-oxidacii
prevedeny na R-3-hydroxyacyl-CoA, a ten je prekurzorom polymerizacie mcl PHA.
Polymerizaciu zabezpecCuje mcl PHA-syntaza. Tuto drahu je mozné pozorovat napriklad
u Pseudomonas putida, Pseudomonas oleovorans a Pseudomonas aeruginosa.

Tretia drdha vychadza z in situ syntézy mastnych kyselin. Tento cyklus poskytuje
na syntézu PHA R-3-hydroxyacyl-ACP. Kru€ovym enzymom je 3-hydroxyacyl-ACP-CoA-
transferdza, ktora prevadza 3-hydroxyacyl-ACP opéat na 3-hydroxyacyl-CoA. Ukazalo sa,
ze vlastna syntéza mastnych kyselin a B-oxidacia mézu prebiehat nezavisle na sebe
k dopifianiu prekurzorov pre syntézu PHA [41]. Degradaéna draha PHA, ako je popisana
vo vacsine baktérii, zaCina depolymerizaciou PHA na D-B-hydroxybutyratové monomery
pomocou PHA depolymerazy (kédovanej pomocou phaZ). Degradacia PHA méze dalej
pokracovat intracelularne alebo extracelularne. Extracelularne PHA depolymerazy
su vyluéované mnohymi baktériami z velmi rozmanitych prostredi v aerdébnych
a anaerobnych podmienkach na vyuzitie zvySnych PHA v prostredi po lyze buniek, v ktorych
sa tieto zlu€eniny nahromadili. Naopak intracelularne PHA depolymerazy degraduju
intracelularne  PHA granule v  akumulaénom kmeni, s cielom mobilizovat
polyhydroxyalkanoéaty v nepritomnosti vhodného zdroja exogénneho uhlika alebo zdroja
energie [40].
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Obr. 5: Hlavné metabolické drahy syntézy polyhydroxyalkanoatov podla pouzitého uhlikového zdroja
[41]

2.2.2 Poly(3-hydroxybutyrat)

Poly(3-hydroxybutyrat) je najpreskumanejSim polyhydroxyalkanodtom a prvy krat bol
popisany vroku 1925 francuzskym vedcom Lemoignem. Od vtedy bolo objavené velké
mnozstvo mikroorganizmov (archaebaktérie, grampozitivne i gramnegativhe baktérie,
fotosyntetické baktérie vratane cyanobaktérii), ktoré su schopné akumulovat PHB aerobnym
alebo anaerobnym spésobom [28]. Cupriavidus necator akumuluje polyhydroxybutyrat pri
obmedzenom mnozstve zivin a pri nadbytoku uhlika. PHB sa syntetizuje z acetyl-CoA tromi
sekvenénymi enzymami kdédovanymi génmi phaA, phaB a phaC [42]. Najprv dochadza
ku kondenzacii dvoch acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA katalyzovaného B-ketotiolazou
(phaA). Potom je acetoacetyl-CoA redukovany na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA pomocou
NADPH-dependentnej acetoacetyl-CoA reduktazy (phaB). PHA syntaza (phaC) nakoniec
polymerizuje (R)-3-hydroxybutyryl-CoA s rastucim retazcom PHB. Po€as normélneho rastu
baktérie je 3-ketotiolaza inhibovana volnym koenzymom A, ktory vychadza z Krebsovho
cyklu. AvSak ak vstup acetyl-CoA do Krebsovho cyklu je obmedzeny (poas obmedzenia
vyzivy bez obsahu uhlika), nadbytok acetyl-CoA je vedeny do biosyntézy PHB [39].

PHB je izotakticky polokrysStalicky polymér, relativne krehky a tuhy [43]. Teplota topenia
a tepelného rozkladu PHB je velmi podobna a preto je tepelne nestabilny a citlivy na tepelnu
degradaciu [34]. Na zlepSenie vlastnosti PHB sa produkuju kopolyméry poly(3-
hydroxybutyrat-ko-3-hydroxyvalerat) nahradenim metylovej skupiny v hlavhom retazci PHB
etylovou skupinou. Tieto mikrobialne kopolyméry sa syntetizuju z kyseliny propiénovej alebo
pentanovej baktériami Cupriavidus necator. Pridanie polyhydroxyvaleratu (PHV) do matrice
PHB zvySuje spracovatelnost polyméru v désledku znizenej krehkosti [43].
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2.3 Modelovy mezofilny producent polyhydroxyalkanoatov Cupriavidus
necator

Pre porovnanie réznych stratégii adaptacie na stres boli vybraté bakterilane kmene, ktoré
su schopné zit v extrémnych a pri normalnych podmienkach. Modelovy mezofilnym
bakterialnym kmenom pouzitym v tejto diplomovej praci bola baktéria Cupriavidus necator
H16, ktora je tiez zndma pod jej skorSim nazvom Ralstonia eutropha H16 alebo Wautersia
eutropha H16 [42]. Velky zaujem o tuto baktériu priSiel pred 50 rokmi ato vdaka jej
schopnosti produkovat a skladovat velké mnozstvo poly(3-hydroxybutyratu) (PHB) [44].
Najvyznamnej$im mutantnym kmerfom je Cupriavidu necator PHB™, ktory sice nevytvara
PHB, ale vykazuje podobny rast ako pévodny kmen (wild type) Cupriavidus necator H16.
Tento mutantny kmen je znamym, pretoze sa c¢asto pouziva na identifikaciu génov PHB
syntézy z inych baktérii [45].

2.3.1 Vlastnosti a metabolizmus baktérie

Cupriavidus necator je nepatogénna, gramnegativna, p-proteobaktéria, ktora sa vyskytuje
vo vode i v pdde. Je to chemolitoautotrofna baktérie a vie prechadzat medzi heterotrofnym
rastom, kedy vyuziva organické zluceniny ako zdroj energie, a autotrofnou fixaciou CO,,
kedy vyuziva H, ako zdroj energie (Obr. 6). Po€as autotrofného rastu, kedy nie su pritomné
organické substraty, je CO, fixovany do Calvin-Benson-Basshamovho cyklu a H;
je oxidovany katalyzou dvoch NiFe hydrogenaz. V anaerobnych podmienkach méze bunka
rast pouzitim nitratovej reduktazy areduktazy oxidu dusnatého, ktoré su sucastou
denitrifikaénej drahy s pouzitim NOjs; a NO, ako akceptorov elektronov [46]. Cupriavidus
necator ako zdroj energie pre heterotrofny rast vyuziva medziprodukty cyklu trikarboxylovych
kyselin, cukrové kyseliny ako kyselina glukénova, mastné kyseliny alebo iné organické
kyseliny a aminokyseliny. Gény kédujuce metabolizmus organickych kyselin sa nachadzaju
na chromozéme 1 a schopnost kmena H16 metabolizovat cukry je obmedzena na fruktézu
a N-acetylglukozamin. C. necator H16 nema fosfofruktokindzovy enzym, ktory premiena
fruktdézu-6-fosfat na fruktdzu-1,6-bisfosfat v Embden-Meyerhof-Parnas drahe. Preto sa pre
metabolizmus hex6z pouziva Entner-Doudoroff draha [44]

Cupriavidus necator ma velky potencial pre biotechnologické vyuzitie, preto je potrebné
analyzovat sekvenciu genému, ktory poskytuje pohlad na jeho pozoruhodnu vSestrannost
metabolizmu. Gendm baktérie pozostdva ztroch kruhovych replikénov (chromozém 1,
chromozém 2 amegaplazmid pHG1) ajeho celkova velkost je 7416 678 bp [44].
Megaplazmid pHG1 ma velkost 452 156 bp a nesie 429 génov, ktoré obsahuju zakladnu
geneticku informaciu pre fakultativne litoautotrofny a fakultativne anaerobny spdsob rastu.
Najvadsia funkéna skupina ma 41 génov, ktoré suvisia s litoautotrofiou baktérie. Dal$i velky
klaster zase nesie geneticku informaciu pre denitrifikaciu. V oblasti denitrifikacie je tiez
umiestnena skupina génov pre biosyntézu cytochromu c [47]. Gendém obsahuje i sedem
génov, ktoré kdduju izoenzymy PHB depolymerazy. Gény phaZ1 a phaZ2 su umiestnené
na chromozéome 1, phaZ3, phaZ5, phaZé aphaZ7 na chromozbme 2 aphaZ4
na megaplazmide pHG1 [44].
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Obr. 6: Schématické znazornenie klu€ovych aspektov litoautotropného a heterotrofického
metabolizmu. ZIté kruhy predstavuji procesy centralneho metabolizmu, zatial &o Zltozeleny kruh
je cyklus Calvin-Benson-Bassham. Cervené valce symbolizuju dve NiFe hydrogenazy. Sedé kruhy
vo vnutri baktérie oznacuju granule na ukladanie polyhydroxyalkanoatov (PHA) [44]

2.4 Modelovy extrémofilny producent polyhydroxyalkanoatov Halomonas
halophila

Halomonas halophila patri medzi extrémofiiné baktérie a ztohoto dévodu moézeme
predpokladat’ rozdielnu adaptaciu na kyseliny levulovu v porovani s mezofilnou baktériou
Cupriavidus necator. Halomonas halophila je znama tiez ako Deleya halophila, ktora bola
izolovana zo slanych pdd v blizkosti mesta Alicante v juhovychodnom Spanielsku. Patri
medzi gram-negativne, striktne arébne, nesporulujuce baktérie tyCinkovitého tvaru. Bunka
mébze obsahovat jeden az osem biCikov, vdaka ktorym sa pohybuje [48].

Tieto tyCinkovité baktérie rastu v prostredi, kde obsah chloridu sodného je od 2 do 30 %
(optimum 7,5 %). Halofilné mikréby vyvijaju stratégie na prekonavanie osmotického stresu
vyvolaného vysokymi koncentraciami soli v prostredi. Boli opisané dva zakladné
mechanizmy osmoadaptacie: (1) typ KCI, ktory si udrziava cytoplazmaticku koncentraciu KClI
podobnu podmienkam prostredia a (2) kompatibilny typ rozpustenej latky s pouzitim
organickych osmolytov, nazyvanych tiez kompatibilné rozpustené latky (pripadne chemické
chaperony). Tieto osmolyty patria medzi organické zlu€eniny s nizkou molekulovou
hmotnostou, ktoré vyvazuju osmoticky tlak a udrziavaju vysoky intracelularny turgor [49].
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Rod Halomonas a jeho pribuzné druhy syntetizuju a mobilizuju polyhydroxyalkanoaty (PHA),
napr. poly(3-hydroxybutyrét), ako sucast ich prirodzeného metabolizmu. Halofily su obzvlast
zaujimavé v produkcii PHA v désledku nizSich nakladov na fermentéciu [50]. Kucera
a kolektiv vo svojej praci zistili, ze bakteridlne bunky Halomonas halophila akumuluju
podstatne viac PHA v mineralnom médiu s obmedzenym obsahom dusika, pri€com obsah
PHA granul v bunkach bohatych na PHA predstavuje priblizne 38,4 + 2,7 % objemu buniek.
Horna hranica obsahu PHA v bunkach je uréena geometriou buniek a stérickymi faktormi.
Z hladiska materialovych vlastnosti produkovaného PHA je velmi zaujimavé, ze v pripade
H. halophila obsah soli v kultivaénom médiu ovplyviuje aj molekulovd hmotnost polyméru
a jeho polydisperzitu. Pri nizkej koncentracii NaCl sa akumuluje PHB s nizSou hmotnostou,
ale velmi uzkou polydisperzitou, zatial ¢o molekulovd hmotnost polyméru a tiez
polydisperzita sa zvySuju paralelne so zvySujucim sa osmotickym tlakom. Pri vy$3ej
koncentracii NaCl (60, 80 a 100 g/l) sa akumuluju polyméry s vysokou molekulovou
hmotnostou. H. halophila je schopna rast na Sirokom spektre cukernych substratov ako
je napr. ramnéza, sacharozou, glukdza, celobiéza, xyléza, manéza alebo galaktéza, a pouzit
ich ku akumulacii PHB. PHB tak méze byt akumulované z ré6znych lacnych substratov ako su
lignocelulézy alebo melasy [51].

2.5 Termicka analyza
2,51 Uvod

Termicka analyza ako vedna disciplina vznikla az v roku 1887, kedy Le Chatelier publikoval
vysledky termického spravania ilovitych hornin tzv. heating curve metodou, ktora odpoveda
diferencnej termickej analyze bez referenénej vzorky. Vplyv teploty na vilastnosti réznych
meterialov [udia Studovali uz davnejsie, avSak na konci 19. storoCia kedy uz bola k dispozicii
meriaca a pristrojova technika (teplomery, teplotné stupnice, termoclanky, pyrometre atd.)
pouzitelna k definovaniu teplotného programu a zaznamenaniu teploty a hodnoty studovanej
vlastnosti boli polozené zaklady pre termicku analyzu [52].

Pojem termicka analyza zahffa skupinu metéd, ktoré zaznamenavaju chemické
a fyzikalne zmeny zlozenia a vlastnosti latky v zavislosti na teplote. Tepelné zatazenie
vzorky prebieha podla nastaveného programu a méze byt dynamické Studium vlastosti
materialov v SirSom teplothom rozmedzi (ochladzovanie alebo zahrievanie) alebo statické
(pri konstantnej teplote v zavislosti na &ase), ktoré sa pouziva na meranie tepelnych
vlastnosti (tepelna kapacita, entalpia, entropia a volna energia) s vysokou presnostou [53].
Podla vlastnosti, ktorej zmena sa meni s teplotou sa nazyva i prislusna analyza. Jednotlivé
metody sa nachadzaju v tabulke 2.

Pocas merania méze dojst v materiale k zmene jednej alebo viacerych tychto vlastnosti.
Zmena méze byt fyzikalna, napr. topenie, odparovanie alebo méze byt chemicka, ktora
zahfna zmenu chemickej Strukury materidlu prebiehajucimi reakciam. Okrem fyzikalnej
a chemickej zmeny méze déjst k zmene v biologickych procesoch, ako je metabolizmus,
biologicka interakcia alebo biologicky rozklad [54].
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Tab. 2: Metddy termickej analyzy [55]

Metéda Sledovana vlastnost’ (okrem teploty)
Termometria cas
Diferenéna termicka analyza teplotny rozdiel
Dilatometria dizka alebo objem

Termomechanicka analyza

rozmer a mechanické vilastnosti

Termogravimetria hmotnost
Dynamicka mechanicka analyza namahanie, ¢as
Elektricka termicka analyza elektricky vyboj
Analyza elektrickej vodivosti elektricky odpor

Emanacna termicka analyza

uvolnenie radioaktivnych latok z materialu

Analyza vyvijaného plynu

pyrolyza s analyzou plynu

Analyza tepelnej vodivosti

tepelna vodivost

Analyza tepelnej difuznosti

tepelna difuzivita

Termoakusticka analyza

akustické vlastnosti

Termofraktografia

tepelna frakcionacia spojena s tenkou
vrstvou chromatografiou

Termoluminiscenéna analyza

emisia svetla

Termomagneticka analyza

magneticka citlivost

Termoopticka analyza

optické vlastnosti

Termosonimetria zvukové efekty

Kalorimetria teplo

Termicka analyza je zalozena na principoch termodynamiky a je velmi délezité ich vediet
rozpoznat. Prvy termodynamicky zakon hovori, zZe energia izolovaného systému
je konstantna. Druhy termodynamicky z&kon: v izolovanom systéme, spontanne procesy
su sprevadzané so zvySovanim entropie. Entropia (S) systému je termodynamicka funkcia
suvisiaca so Statistickym rozdelenim energie v ramci tohto systému. Druhy zakon popisuje
systém a okolie, ktoré spontanne zmenia stav s nizkou pravdepodobnostou na stav
maximalnej pravdepodobnosti, ktory bude rovnovaznym stavom. Jednym 2z prikladov
je mieSanie dvoch idealnych plynov pri atmosférickom tlaku. Déjde k tomu spontane vtedy,
ak existujucu bariéru medzi nimi odstranenime. Ziadna zmena teploty alebo tlaku nie je
zahrnuta, ale zmena jasne zahffha narast nahodnosti systému po zmieSani plynov. Treti
zakon termodynamiky hovori: vSetky perfektné krystaly maju rovnaké entropie pri absolutnej
nule. Na pouzitie entropie, ako kritéria pre spontanne zmeny, je potrebné preskumat systém
i jeho okolie. Z tohoto pohladu lepSie sluzi Gibbsova volna energia systému, ktorej zmena
(AG) pri konstantnom tlaku a teplote je dana vztahom:

AG = AH — TAS, (1)
kde AH je zmena entalpie, T je absolutna teplota a AS je zmena entropie po€as procesu.
Kazdy systém sa snazi za konstantnej teploty a konstantného tlaku dosiahnut stav s nizSou
hodnotou Gibbsovej volnej energie [54]. Ako priklad mézeme uviest modifikacnu premenu
latky z jednej krysStalickej formy do druhej, ktora ma za danej teploty nizSiu hodnotu
Gibbsovej volnej energie a je stabilnejSia. K vytvoreniu kryStalickej Struktury alebo iného
stavu s nizSou hodnotou volnej Gibbsovej energie mdze déjst pri ohreve i cez jednotlivé
medzistupne [53]. Vdaka Sirokému rozsahu merania satermicka analyza pouziva pri
zakladnej charakterizacii materialov, vo vyskume, vyvoji a kontrole kvality v priemysle
a vo vedeckom odvetvi [56].
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2.5.2 Mikrokalorimetria

V porovnani s konvenénymi kalorimetrickymi metddami maju metdédy mikrokalorimetriu
zySenu citlivost a su schopné odhalit zmeny tepla, ktoré prebiehaju v mikromolarnych
mnozstvach reaktantov s tepelnymi u€inkami v rozsahu mikrowatov. Mikrokalorimetria tak
predstavuje vSestranu techniku pre studium tepelnej aktivity z hladiska tepla, tepelného toku
a tepelnej kapacity. Mikrokalorimetria patri medzi nedeStruktivna a neinvazivna metéda,
ktora priamo a nepretrzite meria Studovany proces. Vdaka tejto metéde mézeme Studovat
procesy spojené s malymi tepelnymi zmenami u latok v pevnom, kvapalnom iplynnom
skupenstve [57]. Do popredia sa dostdva vyuzitie mikrokalorimetrie k Studiu
mikroorganizmov ¢omu sa prispésobuje zlozenie pristrojov, ktoré pre mikrobiologické
merania obsahuju termoelektrické clanky, cez ktoré prudi teplo vyrobené poc€as reakcie
¢o vedie k elektrickému prudu, ktory je priamo umerny tepelnému toku. Termoclanok
je zvyajne doska vyrobena z polovodicového materidlu a produkuje slaby potencial
(milivolty), ktory je zosilneny na signal vhodny pre zaznam [58].

Pocas mikrobialnej aktivity stimulovanej pritomnostou zivin sa generuje tok tepla, ktory
priamo suvisi so zvySenim alebo znizenim uvolhovanej energie zrdéznych zdrojov.
Na sledovanie zmeny energetickych stavov je mikrokalorimetrickd technika uzitoénym
nastrojom, pretoze tato metéda vyzaduje len znalost hodnoty pociatoéného a koneéného
energetického stavu a je nezavisla od druhu organizmov areakénych ciest [59].
Mikrokalorimetria tak poskytuje vSeobecny analyticky néastroj na charakterizaciu
mikrobialneho rastu. Jednym z najvyznamnejSich znakov procesu mikrobialneho rastu
je uvolhovanie tepla v dbésledku enzymatickych katabolickych reakcii. Ak je teplo
monitorované mikrokalorimetrom a vynesené v zavisloti na ase, moézeme tak ziskat tepelny
profil alebo termogram, ktory ndm poskytne kvalitativne a kvantitativhe informacie [58]. Tvar
termogramu sa meni v priebehu cyklu rastu mikrobov, za€ina sa v logaritmickej faze, dalej
stupa ak rast mikroorganizmu pokracuje v kulture, potom klesa s poklesom metabolickej
aktivity a nakoniec sa zastavi. Kazdy typ mikrébov ma jedine€nu stopu zavislosti vykonu
na ase (power-time) zaznamenavanu mikrokalorimetrom pri definovanych podmienkach
rastu. Kazda latka, ktora méze modifikovat procesy metabolického rastu zapojené do bunky,
zmeni krivku zavisloti vykonu na €ase ziskanu z mikrokalorimetra. Z kriviek vykonu na €ase
sa da ziskat nielen termodynamickd, ale aj kinetickd informacia [60]. Analyzou
exponencialnej fazy rastovych kriviek vykonu na ¢ase moézeme vyhodnotit kinetické
parametre, ako je rychlostna konstanta rastu baktérii a maximalny vykon pre mikrobialnu
aktivitu [61]. Tepelny efekt vyplyvajuci z kazdého metabolizmu mikroorganizmov je ddlezitou
hodnotou pre Studium charakteristik mikrobialnej aktivity. Pritejto metéde sa vSetky
zaznamenané aerobne a anaerodbne udalosti kvantifikuju hodnotami entalpie. Tymto
spésobom sa kalorimetria javi ako vhodna technika na sledovanie biologického procesu
v heterogénnych systémoch [62]. Analyzou niektorych kvantitativnych informacii z kriviek
vykonu na €ase je mozné presne vyhodnotit ucinky liekov na mikrobialny rast a poskytnut
uzitoéné informacie pre potencialne pouzitie tychto zlu€enin ako novych antibakterialnych
latok [63].

23



2.5.3 Thermal Activity Monitor Il

Na experimentdlnu pracu bol pouzity systém TAM Il (Thermal Activity Monitor)
od spolo¢nosti TA Instruments. TAM Il je multikanalovy mikrokalorimetricky systém, ktory
ponuka maximalnu citlivost, flexibilitu avykon. Méze byt pouzity s najcitlivejSimi
mikrokalorimetrami a Sirokou Skalou prislusenstva na presné riadenie experimentalnych
podmienok. TAM Il je uplne modularny a umozruje pridavat viac kalorimetrov k zvySeniu
kapacity alebo funkénosti vzorky. Pridanim multikalorimetra obsahujuceho Sest nezavislych
minikalorimetrov dojde k podstatnému zvySeniu vykonnosti merania [57]. Je navrhnuty tak,
aby nepretrzite monitoroval Siroku Skalu procesov a komplexnych systémov, ako je tepelna
aktivita fyzikalnych, chemickych a biologickych procesov z hladiska tepla, tepelného toku
a tepelnej kapacity v teplothom rozmedzi 15-150 °C [64]. Mikrokalorimeter je vhodny pri
experimentoch v oblastiach izotermickej titracnej kaklorimetrie, stanoveni rozpustacieho
tepla, Studiu tepelnych zmien pri raste mikroorganizmov vo vzorke alebo pri $tudiu vplyvu
vihkosti na spravanie vzorky. Zaklad mikrokalorimetru, tvori termostat s citlivostou
0,0001 °C, ktory méze pracovat v izotermickom, krokovo izotermickom alebo teplotne
skenovacom rezime. Dal$ou suéastou je stbor Styroch réznych kalorimetrov s rozdielnymi
objemami meriacej cely (nanokalorimeter, mikrokalorimeter, multikalorimeter so Siestimi
minikalorimetrami a rozpustaci kalorimeter) [65].

pristupova trubica jednej
zo Siestich vzoriek

jedna zo Siestich  _|
meriacich jednotiek

Obr. 7: Meriaca cela multikalorimetra so Siestimi minikalorimetrami [65]
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

3.1 Vyuzite konvenénych metéd k Studiu rastu a adaptacie mikroorganizmov

Existuje mnoho réznych spésobov merania rastu mikrobidlnych populacii. Vaésina metod
je zalozena na nepriamom stanoveni — turbidimetria, meranie metabolicke] aktivity, alebo
na priamom pocitani — filtracia, poc€itanie buniek pomocou mikroskopu, pocitanie buniek
pomocou vysevu na agarovnych platniach.

Merania optickej hustoty (OD) je Standardnym pristupom pouzivanym v mikrobiologii
na charakterizaciu koncentracii baktérii v kultivathom médiu. OD je zalozena na merani
optickej absorbancie vzorky pri jednej vinovej dizke. Samantha E. McBirney a jej kolegovia
(2016) vo svojej praci sledovali rast dvoch réznych druhov baktérii Pseudomonas aeruginosa
ako laboratérny referenény kmen a Styri rézne klinické kmene Staphylococcus aureus. Rast
bol pozorovany pomocou Tecan Magellan Sunrise Spektrofotometra pri jednej vinovej dizke
(600 nm, OD600) a pomocou Biochrom WPA Spectrawave S1200 Spektrofotometra
v rozmedzi vinovych dizok od 350 do 800 nm. Praca bola zamerana na implementéciu kroku
normalizacie vinovej dizky do analyzy, &o umozni presnejsiu charakterizaciu rastu
baktérialnych kultury oproti konvencnej technike OD600. K normalizovanému meraniu bolo
pre kazdu baktériu vybratych sedem vinovych diZok na zaklade rovnakych kritérii. Pre véetky
tyri kmene S. aureus je vinova dizka, ktora podlieha maximalnej zmene 446 nm a vinova
dizka, ktora podlieha minimainej zmene je 787 nm. Pri P. aeruginosa sa vinova dizka 644 nm
meni najviac, zatial o 600 nm sa meni najmenej, hoci je to vinova dizka pouzivana
v typickych meraniach OD600. Pre vietky Styri kmene data normalizované vinovou dizkou
vykazuju dobre definovanu logaritmicku fazu rastu. Naproti tomu OD600 vykazuje v priebehu
sledovaného obdobia kombinovany linearny a logaritimicky trend. V pripade P. aeruginosa
ODB600 nie je schopny spolahlivo detegovat rast, pretoze Sum v udajoch je vacsi ako signal,
zatial o pristup zaloZeny na vinovej dizke l'ahko deteguje rastovu krivku s vysokou vernost.
Kvali zlej absorbancii pri 600 nm, klasickd metéda merania OD600 nie je schopna spolahlivo
detekovat rychlost rastu. Protokol o normalizacii vinovych dizok na detekciu rychlosti rastu
baktérii sa ukazal ako u€innej$i a moze byt lahko prijaty vyskumnymi laboratériami, pretoze
vyzaduje iba pouzitie Standardného spektrofotometra a implementaciu metoédy priamej
analyzy udajov [66].

Alonso-Calleja a kolektiv (2015) sledovali adaptaciu a krizovu adaptaciu Escherichia coli
ATCC 12806 na rézne koncentracie biocidov — fosforec¢nan trisodny (TSP), dusitan sodny
(SNI) a chlérnan sodny (SHY). MIC (minimalna inhibi¢na koncentracia) bola stanovena ako
najnizsia koncentracia biocidu potrebna na zabranenie rastu po 48 hodinach inkubacie. Rast
bol sledovany dvoma spdsobmi: meranim optickych hustét (OD) s pouzitim
Sirokopasmového filtra (oblast pasma 420 — 580 nm; OD420 - 580) a pocitanim
zivotaschopnych buniek v agare po 48 hodinach inkubacie pri 37 °C. Stupen korelacie medzi
optickymi hustotami a mikrobialnymi poc¢tami bol skumany linearnou kontinualnou regresiou
dat. Po zisteni MIC bol sledovany vplyv inhibitorov na rast E.coli bol monitorovany pred
inkubaciou (v hodine 0) a kazdu hodinu az do uplynutia 120 hodin. Turbidimetricka metéda
poskytla linearny vztah optickej hustoty len v rozsahu 0,2 — 0,7 v porovnani s poctom
zivotaschopnych buniek. Tieto vysledky su v sulade s dalSimi Studiami, ktoré ukazali, ze tato
metdda je schopna detegovat koncentracie buniek priblizne 107 buniek/ml. Na druhej strane,
po 30 hodinach inkubacie neboli udaje linearne a boli vyradené, pretoze ku koncu
exponencialnej fazy rastu dochadza k bunkovej smrti s naslednym poklesom
zivotaschopnych baktérii. AvSak turbidimetrické meranie urCuje ako zivotaschopné, tak aj
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nezivotaschopné bunky, a teda nie je pozorované ziadne znizenie optickej hustoty ako
dosledok smrti buniek. Hodnoty MIC biocidov pre E. coli pred vystavenim sub-inhibiénym
koncentraciam biocidov boli: 10,4 mg/ml (TSP), 14,9 mg/ml (SNI) a 0,2 mg/ml (SHY).
Po niekolkych pasazach prostrednictvom postupne vysSich koncentracii biocidov boli
maximalne koncentracie zlu€enin, ktoré umoznili rast baktérii po 72 hodinach inkubacie pri
37 °C boli 1,1, 2,5 a1,7-ndsobok hodnoty MIC materskych (neprispésobenych) buniek.
V nepritomnosti selektivneho tlaku sa bunky adaptované na TSP vrétili k citlivosti pred
adaptaciou. Ked' sa bakterialne kultury prispésobené SNI alebo SHY nechali prejst cez
médium bez biocidu po€as 7 dni, bunky boli schopné rast v pritomnosti maximalnej
koncentracie biocidov umoznuijucej rast baktérii bezprostredne po adaptacii. Tieto vysledky
tak naznacuju, ze adaptivna tolerancia voci SNI a SHY pre E. coli ATCC 12806 bola stabilna
aspon 7 pasazi a vystevenie subletalnym koncentraciam tak prispieva k adaptacii baktérii na
tieto biocidy. Autori pomocou vysledkov dospeli k zaveru, ze nevhodné pouzitie biocidov
v potravinarskom priemysle predstavuje skutocné riziko pre rozvoj adaptacie a krizovej
adaptacie na mnozstvo antimikrobialnych latok [67].

Vplyv naringeninu na tvorbu biofilmu Streptococcus mutans pozorovali Yue a kolektiv
(2018), ktory antimikrobialne uc€inky stanovili pomocou minimalnej inhibi¢nej koncentracie
(MIC), rastovych kriviek a rychlosti inhibicie biofilmu. Hodnota MIC naringeninu bola
stanovena medzi 100 a 200 pg/ml. Rastové krivky S. mutans ukazali, ze 100 i 200 pg/ml
naringeninu spdsobuju inhibiciu rastu a koncentracia 200 pg/ml naringeninu pri 4 a 24
hodinach takmer uplne inhibovala tvorbu biofilmu. Koncentracia 100 ug/ml naringeninu
vykazala priblizne 70% inhibi¢ny u€inok a 50 pg/ml naringeninu inhibovalo takmer 50%
tvorby biofilmov. Naringenin uspesne inhiboval druhé a tretie Stadium tvorby biofilmu
S. mutans a vdaka tymto antimikrobidlnym u¢inkom ma velky potencial pre zubné kliniky pri
boji proti zubnému kazu. Naringenin méze napriklad sluzit ako zakladny nater pre zubné
lepidlo alebo aditivum ustnej vody, aby sa zabranilo rastu biofiimu S.mutans, ¢o vedie
k pozadovanej stabilite vazby estetickej obnovy a Cistému mikroprostrediu ustnej dutiny [68].

Mikrobialna toxicita nanocastic oxidov kovu (CuO, NiO, ZnO, Sb,0O3) bola sledovana
na Escherichia coli, Bacillus subtilis a Streptococcus aureus v Studii Yong-Wook Baek
a Youn-Joo An (2011). NanocCastice oxidov kovu boli dékladne dispergované v kultivacnhom
médiu a mikroorganizmy boli kultivované na agarovych Petriho miskach s Luria-Bertani (LB)
médiom obsahujucich rézne koncentracie nanocastic oxidu kovu. Mikroorganizmy na Petriho
miskach boli inkubované pri teplote 37 °C poc€as noci a nasledne boli pocitané z hladiska
jednotiek tvoriacich koldnie (CFU). Uginky nanodastiv oxidov kovov na mikrobidlny rast
sa preukazali ako druhovo $pecifické — citlivost na testované nanocastie bola rézna pri
testovanych mikroorganizmoch. NajcitlivejSim druhom bola E. coli a B. subtilis spolu
s S.aureus boli menej citlivé na nanocastice CuO. Pri vystaveni nanocasticiam NiO a ZnO
sa ukazalo, ze B.subtilis a S. aureus su citlivejSie ako E. coli. V sucasnosti nie je mozné
interpretovat druhovu citlivost z hladiska bakteridlnej klasifikacie (Gram + a Gram -). Na LB
agarovych platniach boli pozorované rozdiely vo velkosti bakteridlnych kolénii, pricom
existuje kvantitativny vztah medzi koncentraciami oxidov kovov, poétom kolénii a velkostou
kolénii. Tri testované mikroorganizmi vytvorili relativne malo kolénii v pritomnosti v8etkych
testovanych nanocastic oxidov kovov, takze vSetky testované nanocastice oxidu kovu
preukazali mikrobialnu toxicitu pre testované druhy. Nanocastice CuO boli najtoxickejSie
z testovanych nanocastic, po ktorych nasledovali nanocastice ZnO (okrem S. aureus), NiO
a Sb,0; [69]
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Ann a kolektiv (2014) Studovali antibakteridlny u€inok dvoch (ZnO-1,Zn0O-2) rozdielnych
Struktur ZnO na tri typy patogénnych koznych baktérii, a to Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Rast baktérii bol merany pomocou
spektrofotometra s vinovou dizkou svetelného zdroja 600 nm bola stanovena opticka hustota
(OD), ktora indikovala uroven rozptylu svetla spdésobenu turbiditou baktérii, pricom vyssi
pocet bakterialnych kolénii odpoveda vy$sej hodnote OD. Merania OD baktérii S. aureus
a P. aeruginosa prebiehalo pravidelne kazdu hodinu po dobu 8 hodin. Vzhladom na typicky
pomaly rast S. pyogenes sa rast baktérii monitoroval az do 10 hodin. S. aureus v pritomnosti
Zn0O-1 a ZnO-2 vykazoval exponencialny rast a obidva typy ZnO maju podobné inhibi¢né
trendy vtom, ze zvy$ena koncentracia ZnO (0,5; 1,0; 1,5 a 2,0 mM) zvySuje inhibiciu.
V porovnani s kontrolou S. aureus sa OD vyrazne znizila po pridani ZnO. Vzorky ZnO (0,5;
1,0; 1,5 a2,0 mM) vyznamne znizuju rast baktérii a po 8 hodindch od pridania ZnO
sa mnozstvo bakterialnych buniek znizilo o 69% (ZnO-1) a 52% (Zn0O-2) v porovnani
s kontrolou. Pri P. aeruginosa zvysena koncentracia ZnO-1 a ZnO-2 viedla k znizeniu OD
a k znizeniu rastu baktérii. ZnO-1 vyznamne znizil rast baktérii pri koncentracii viac ako
1,0 mM, zatial ¢o ZnO-2 vyznamne inhiboval rast baktérii pri koncentracii vy$sej ako 1,5 mM.
Po 8 hodinach inkubacie s ZnO-1 a ZnO-2 znizili mnozstvo P. aeruginosa o 72% a 66%.
Koncentracia 0,5 mM ZnO-1 aj ZnO-2 vykazovali vysoku inhibiciu voéi S. pyogenes
a redukcia bakterialneho mnozstva ZnO-1 a ZnO-2 bola 84% a 85%. Koncentracie 1,0, 1,5
a2,0 mM potlacili rast S. pyogenes a spdsobili vysoké percento bakteridlnej inhibicie
(> 95%). Predpoklada sa, ze ZnO-1 a ZnO-2 vykazuju vysoky toxicky u€inok a potencialny
baktericidny ucinok voéi baktériam. Po 8 az 10 hodinach inkubacie ZnO-1 a Zn0O-2
vykazovali najvacsiu afinitu voci S. pyogenes v porovnani so S. aureus a P. aeruginosa [70].

3.2 Vyuzitie termickych metéd pri studiu rastu mikroorganizmov

Kalorimetria sa v suc€asnosti sa vyuziva pri Studiu interakcii liekov a organizmov (vratane
organov, buniek, organel a biomakromolekul atd.), €0 ma velky vyznam pri usmeriovani
navrhu liekov a odhalovani interakcii medzi liekmi a prirodnymi mikroorganizmami.

Guo a kolektiv (2012) skumali vplyv réznych koncentracii antimykotickych lieCiv,
konkrétne ketokonazolu (KTZ) a itrakonazolu (ITZ), na rast kvasinky Candida albicans.
K $tudiu inhibiéného efektu bol pouzity multikanalovy monitoro tepelnej aktivity TAM 2277
spolu s peristaltickou pumpou, ktorou bola prietokom 50 mi/h €erpana kultura kvasinky
a lieCiva. Meranie bolo ukonené v momente, kedy sa krivka tepelnej energie vratila
na zakladnu liniu. Rastova krivka C. albicans v nepritomnosti lieCiva ma 4 fazy rastu: lag
fazu, exponencialnu fazu, stacionarnu fazu a fazu poklesu. Krivky tepelného vykonu odrazaju
ucinok KTZ narast C. albicans a metabolicku aktivitu. V porovnani s krivkou tepelného
vykonu kontrolnej skupiny, rast C. albicans v pritomnosti lieCiva ukazal dlhSiu lag fazu,
posun rastového vrcholu a pokles maximalneho tepelného vykonu rastovej faze, ako
aj celkovej vyrobeného tepla. So zvySenim koncentracie lieku sa zmena stala zrejmejsSou,
¢o naznacuje vyznamnu inhibiciu KTZ na rast a metabolizmus C. albicans. Itrakonazol
posobil tiez inhibicne na rast kvasinky, dokonca jeho vplyv bol v porovnani s ketokonazolom
vy$Si [71].

Uginok efedrinu bol sledovany Zhao (2013) a kolektivom na baktérii Escherichia coli
pomocou mikrokalorimetrie. Metabolické krivky v podobe zavisloti tepelného vykonu na Ease
baktérie boli ziskané izotermickym mikrokalorimetrom pri teplote 37 °C a pri merani
vo vzduchovej atmosfére. Rastovu krivku E. coli bez pridavku efedrinu mézeme rozdelit
do piatich fazy: lag faza, prva exponencialna faza, stacionarna faza, druha exponencialna
faza a faza odumierania. Inhibiény ucinok efedrinu bol zavisly od koncentracie kedy
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sa percento inhibicie rastu baktérii zvySilo so zvySenim koncentracie tejto zlu€eniny.
Koncentracia 376,8 ug/ml efedrinu méze spésobit 50% inhibiciu rastu E. coli. VSetky tieto
vysledky ilustruju, ze efedrin, ako sympatomimeticky amin, vykazuje silné antibakterialne
ucinky na patogénne E. coli [63].

Sledovanie mikrobialnej aktivity umoziuje tiez Studovat toxicitu latok na zivotné
prostredie. Mikrokalorimetriu, ktorej metodika je zalozena na zmenach tepla uvolneného
mikroorganizmami, vo svojej praci pouzili aj Salgado a kolektiv (2017), ktori sledovali
mikrobialnu aktivitu pdd po pridavku glukézy ako substratu a réznych koncentraciach dvoch
ibnovych kvapalin (IL). K meraniu bol pouzity izotermicky mikrokalorimeter TAM 2277,
v ktorom bola nastavena teplota merania 25 °C. Z vysledkov ziskali krivku vykonu a €asu,
ktora mala Styri fazy: lag, log, stacionarnu a fazu poklesu. Vysledky ukazali velmi dihu lag
fazu a uzky, vysoky exotermickych vrchol. Zistili, ze toxicky ucinok nezavisi len
na koncentracii ibnovych kvapalin, ale aj na type p6dy (hodnota pH) a druhu mikroorganizmu
v pdde, ktory ma vyznamny vplyv na u€inok iénovych kvapalin na podu. Mikrokalorimetrické
vysledky tak ukazali, ze navrhovany postup by mohol byt velmi spolahlivou metoédou
na Studium toxickych ucinkov IL na mikrobidlnu aktivitu v réznych druhoch péd. Mohol by byt
pouzity na v8etky druhy péd a so vSetkymi IL. Vyhoda mikrokalorimetrie oproti inym
tradiénym technikam je predovsetkym nepretrzité monitorovanie pédnej mikrobialnej aktivity,
ktora poskytuje skutocné a priame informacie, ktoré vedu k délezitym zaverom tykajucim
sa inhibicie alebo dokonca toxického uc€inku vyvolaného pridanim IL [72].

Biologicky efekt uhlikovy bodiek (CDs) na pédne mikroorganizmy sledovali Liu a kolektiv
(2015) pomocou mikrokalorimetrie. Vo svojej praci pouzili multikanalovy mikrokalorimeter
TAM lll, ktory zaznamenaval tok tepla mikrobidlneho biologického procesu pri teplote 28 °C.
Zaznamenané rastové krivky sa s narastom koncentracie CDs pravidelne menia a profil
krivky ma dva typické piky. Metabolizmus mikroorganizmov v péde je velmi zlozity a rézne
vrcholy krivky zavislosti vykonu na ¢ase mézu byt z metabolizmu réznych mikroorganizmov,
alebo z tych istych mikroorganizmov, ktoré mézu vyuzivat rézne metabolické drahy. Prvy
vrchol predsavuje pripadnu adaptaciu pédnych mikroorganizmov (aerobné, fakultativne
anaerobné) na aerébny metabolizmu a druhy vrchol sa pripisuje anaerébom prispésobujucim
sa anaerébnym podmienkam. Kon&tanta rychlosti metabolizmu a maximalny tepelny vykon
rastovej fazy su vyznamné termodynamické parametre pre metabolizmus, pretoze vykazuju
schopnost’ mikroorganizmu rast za Specifickych podmienok. Pri nizkych koncentraciach CDs
(0-50 pg/g) sa ich hodnoty zvySuju so zvySovanim koncentracie CDs, takze CDs maju
pozitivny vplyv na aktivitu péddnych mikroorganizmov. Pri koncentracii 50 ug/g su ich hodnoty
maximalne z €oho vyplyva, ze pri nizkych koncentraciach CDs nemaju Skodlivy vplyv na rast
pddnych mikrobov. Negativny vplyv nastava az pri vyS8Sich koncentraciach CDs
(100-1000 pg/g) keda sa hodnoty rychlostnej konstanty a maximalneho tepelného vykonu
sa znizuju. Zmena celkového tepelného vykonu sa s rastucou koncentraciou CDs v Case
nemeni a v porovnani s konstantou rychlosti a maximalnym tepelnym vykonom rastovej fazy
je hodnota celkového tepelného vykomu konstantnd. Je to pravdepodobne preto,
ze pritomnost CDs nemeni metabolicky spdsob mikroorganizmov v péde, pricom toxicka
aktivita CDs okamzite neobmedzuje metabolizmus pdédnych mikroorganizmov - spdsobuje
len malé poskodenie ich fyziologickej funkcie a postupne dochadza ku chronickej toxicite.
Predpoklada sa, ze C¢ast tepelného ucinku pochadza z prinosu aktivity biomasy
a prezivajucich mikroorganizmov, ¢o vysvetluje preco je celkovy tepelny u€inok v podstate
konstantny aj napriek zvySujucej sa koncentracii CDs. Z vysledkov tak zistili, ze CDs mierne
ovplyviuju metabolizmus mikroorganizmov v pdde a nizSie koncentracie CDs mézu mat
stimulujuci u€inok na rast pédnych mikrébov. Potencial uhlikovych nanotrubic ako
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netoxickych fotoluminiscenénych nanocastic pre bio-aplikacie je vdaka tymto vysledkom
velmi vysoky [73].

Mikrobialna aktivita sa bezne urcuje v Cistej kulture a vysledky jej stanovenia tak poskytuju
délezity pohlad na to, ako urlity organizmus alebo druh preziva alebo sa prispésobuje
nespoCetnym mnozstvam premennych. Mnohé infekcie u ludi a zvierat sa vyskytuju ako
asociacie dvoch alebo viacerych bakterialnych druhov. Izolovana cista kultura sa méze
spravat velmi odliSne, ako ked sa skombinuje s inymi druhmi. Preto sa Fredua-Agyeman
(2018) a jeho kolegovia zamerania na Studium spravania Pseudomonas aeruginosa
v zmieSanej kulture so Staphylococcus aureus alebo Escherichia coli pomocou
mikrokalorimetrie. Vyslekdy boli ziskané izotermickym mikrokalorimeterom TAM 2277 pri
teplote 37 °C. Rast mikroorganizmov v mikrokalorimetri typicky vedie k exponencidlne
zvySujucemu sa signalu (reprezentujucemu teplo produkované rastucim mikroorganizmom),
az kym sa koncentracia zdroja energie nestane obmedzenim, a dochadza k tvorbe toxickych
metabolitov, pricom v takomto pripade sa signal pomaly vracia k zakladnej linie. Tato Studia
ukazala, ze P, aeruginosa, S. aureus a E. coli maju charakteristické rastové krivky
v kultivaénom meédiu Nutrient Broth. Pri zmieSani v réznych hustotach bola pozorovana
dominancia rastu jedného druhu nad druhym, ktora méze byt spdsobend adaptaciou
a efektivnym pouzitim zivin v médiu alebo produkciou inhibiénych latok, ktoré by monhli
ovplyvnit rast ostatnych druhov. Izotermicka mikrokalorimetria sa tak ukazala ako cenna
metoda na studium spravania zmiesanych kultur a méze byt potencialne pouzita na studium
klinicky relevantnej interakcie [74].

Toxicky efekt kadmia na Candida humicola a Bacillus subtilis bol sledovany pomocou
mikrokalorimetrie autorom Chen a jeho kol. (2008). V tejto Studii bol k vyhodnoteniu
kratkodobého uc€inku kadmia v réznych koncentraciach pouzity multikanalovy mikrokalorimter
TAM lll. Kadmium bolo pridavané ako k Cistym kulturam tak i k zmieSanej kulture
mikroorganizmov. Casové zavislosti tepelného vykonu pre rast C. humicola, B. subtilis a ich
zmes pri 28 °C v pritomnosti réznych koncentracii Cd** mézu byt rozdelené do $tyroch faz:
lag fazy, logaritmickej fazy, stacionarnej fazy a fazy poklesu. Vykonové krivky pre zmiesanu
kultdru sa daju tiez rozdelit na Styri fazy, v ktorych log faza a faza poklesu su velmi podobné,
avSak stacionarna faza sa vyrazne odliSuju od stacionarnej fazy Ccistych kultur
C. humicola a B. subtilis. Prostrednictvom experimentov vyhodnotili inhibiény efekt Cd?*
na mikroorganizmy B. subtilis a C. humicola. Efekt na C. humicola je odliSny od B. subtilis.
Nizka davka (0 az 60 ug/ml pre B. subtilis, 0 az 200 ug/ml pre C. humicola) tazkého kovu
Cd?* bude stimulovat rast dvoch mikroorganizmov v kratkom &ase a vysoké koncentracia
60-240 pg/ml pre B. subtilis, 200 az 800 ug/ml pre C. humicola) bude inhibovat rast tychto
dvoch mikroorganizmov [64].
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Pouzité baktérie, chemikalie a pristroje

4.1.1 Baktérie

Experimentalna c¢ast bola zamerana na baktériu Cupriavidus necator H16, jej mutantny
kmef Cupriavidus necator PHB* a baktériu Halomonas halophila. Bakteriainy kmen

Cupriavidus necator H16 a Halomonas halophila pochadzaju

zbierky

mikroorganizmov Masarykovej univerzity v Brne a Cupriavidus necator PHB* pochadza

z Leibnity Institute DSMZ-German Collection of Microorganism and Cell

Braunschweig, Nemecko.

4.1.2 Pouzité chemikalie pri kultivacii baktérii

Nutrient Broth, (HiMedia)

Pepton (HiMedia)

Yeast extract (HiMedia)

Dihydrogenfosforeénan draselny, (Lach-Ner, CR)
Dihydrat hydrogenfosforeénan sodny, (Lach-Ner, CR)
Siran amonny, (Lach-Ner, CR)

Heptahydrat siranu horeénatého, (Lach-Ner, CR)
Fruktéza, p.a., (Lach-Ner, CR)

Glukéza monohydrat (Lach-Ner, CR)

Chlorid sodny (Lach-Ner, CR)

Kyselina levulova (Sigma Aldrich Inc.)
Destilovana voda

4.1.3 Pouzité pristroje

Analytické vahy, Boeco

Centrifuga, Hettich zentrifugen EBA 200

Laminarny box Aura mini, Bio Air Instruments
Temperovana trepacka Heidolph1000, Labicom s.r.o
Termostat, LS-35

Modularny mikrokalorimeter TAM Ill, TA Instruments

ELISA reader ELx808, BioTek

Cultures,
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4.2 Kultivacia Cupriavidus necator

4.2.1 Priprava a zlozenie inokulaéného a produkéného média pre Cupriavidus
necator

Pre kultivaciu bolo pripravené inokulum do 100 ml Erlenmayerovej banky, ktora obsahovala
50 ml submerzného média Nutrient Broth o koncentracii 25 g/l. Inokulum i mineralne
produkéné médium boli stertilizované v tlakovom hrnci pri zavretom ventile po dobu 55 minut.
Dalsie pouzité roztoky (fruktdzy, kyseliny levulovej) boli sterilizované pri otvorenom ventile
rovhako 55 minut. V laminarnom boxe Aura mini bolo inokulum sterilne zaockované bud
z kryoskumavky alebo pomocou bakteridlnej kluéky bola izolovana kolbénia baktérie
z agarovej misky nanesana trikrat na steny Erlenmayerovej banky. Po zaockovani bolo
inokulum kultivované 24 hodin natemperovanej trepacke pri teplote 30 °C a frekvencii
trepania 180 rpm.

Zlozenie Nutrient Broth:

Beef extract 109
Pepton 109
NaCl 59

Agar 2049

Destilovana voda 1000 ml

Po 24 hodinach bolo 5 obj.% inokula pouzitého na zaoCkovanie produkéného mineralneho
média, v ktorom boli baktérie dalej kultivované 72 hodin na temperovanej trepacke
pri rovhakych podmienkach.

Zlozenie mineralneho produkéného média a roztoku stopovych prvkov

(NH4)QSO4 1 J
KH2P04 1,02 J
NagHPO4‘ 12 Hgo 11,1 J
Fruktéza 2049
Destilovana voda 1000 mi
Roztok stopovych prvkov: 1 ml

FeCl; 9,79

CaCl, 7,8¢

CuSO, 0,156 ¢

CoCl, 0,119¢

NiCl, 0,118¢

CrCl, 0,062¢

0,1 MHCI 1000 ml
4.3 Kultivacia baktérie Halomonas halophila

4.3.1 Priprava a zlozenie inokulaéného a mineradlneho média pre Halomonas
halophila

Na kultivaciu baktérie bolo do dvoch 100 ml Erlenmeyerovych baniek pripravené inokulaéné
médium o celkovom obsahu 50 ml. Médium bolo vysterilizované pri uzavretom ventile
na keramickej dvojplatnicke po dobu 35 minut. Po sterilizacii a vychladnuti média
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na laboratornu teplotu, bolo inokulum v lamindrnom boxe steriine zaockované pomocou
kryoskumavky. Pripravené inokulum bolo kultivované 24 hodin v temperovanej trepacke pri
teplote 30 °C a rychlosti trepanie 180 rpm.

ZlozZenie inokula:

pepton 15¢
yeast extract 3¢
glukéza 19
NaCl 66 g
destilovana voda 1000 mi

Po 24 hodinach bola kultura preo¢kovana do mineralneho média, ktoré je pre produkciu PHA
najvhodnejsie. Do 250 ml Erlenmeyerovej banky bolo pripravenych 100 ml mineralneho
média, ktoré bolo vysterilizované v tlakovom hrnci s uzavretym ventilom po dobu 35 minut.
Po sterilizacia a vychladnuti bolo v laminarnom boxe do mineralneho média pridanych 5 ml
bakterialnej kultury, 5 ml glukézy zo steriiného zasobného roztoku o koncentracii 20 g/l
a 0,1 ml MES.

ZloZenie mineralneho média:

(NH4)QSO4 1 J
KH2P04 1 ,02 J
NagHPO4‘ 12 Hgo 11,1 J
MgSO,- 7 H:0 0,2¢g
NaCl 66 g
destilovana voda 1000ml

Pripravené médium bolo kultivované po dobu 72 hodin v temperovanej trepacke pri teplote
30°C a rychlosti trepanie 180 rpm.

4.4 Stadium Géinkov mikrobialnych inhibitorov pomocou mikrokalorimetrie

Cielom experimentalnej Casti bolo otestovat a zhodnotit vyuzitelnost metdd termickej
analyzy pri popisu U€inku inhibtoru pri realizacii modelového experimentu. Na otestovanie
vybranej metddy boli baktérie vystavené réznym koncentraciam kyseliny levulovej, ktora bola
zvolena ako mikrobialny inhibitor. Analyzované boli obidva baktérialné kmene C. necator
a baktéria Halomonas halophila kultivované v mineralnom médiu. Pouzité koncentracie
kyseliny levulovej boli: 0,1; 0,5; 0,6; 0,75; 0,9; 1; 2; 3; 4; 5 a 10 g/l. Roztok bez kyseliny
levulovej sluzil ako kontrola pri kazdom merani.

4.4.1 Priprava roztokov s kyselinou levulovou

Zakladom vsetkych roztokov bolo 2,5 g peptonu a od vybranej koncentracie pomer objemu
zasobného roztoku kyseliny levulovej o koncentracii 10 g/l a fosfatového pufru 50 mM,
pH 7,4. Stresové roztoky pre Halomonas halophilu boli pripravené v dvoch sadach — prva
sada bola bez pritomnosti NaCl, druha sada obsahovala 66 g/l NaCl.

Zlozenie fosfatového pufru, 50 mM, pH 7,4

Na,HPO, - 12H,0 6,89 ¢
NaH,PO, - 2H,0 1,761 ¢g
Destilovana voda 1000 ml
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4.4.2 Priprava vzoriek pre mikrokalorimetrické meranie

Z nakultivovanej baktérialnej kultury bolo v laminarnom boxe odobranych 5 ml suspenzie,
ktora bola zcentrifugovana pri 5000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant bol zliaty a biomasa
bola rozsuspendovana v 5 ml roztoku kyseliny levulove (viz 4.4.1). Ztakto pripravenej
buneénej suspenzie bol do mikrokalorimetrickej ampulky odpipetovany 1 ml a amuplka bola
pomocou kliesti sterilne uzavreta.

4.4.3 Mikrokalorimetrické meranie

Mikrokalorimetrické meranie bolo prevedené v modularnom mikrokalorimetry TAM I
od firmy TA Instruments. Pripravené vzorky (viz 4.4.2) boli umiestnené
do multikalorimetrickej meriacej cely so Siestimi minikalorimetrami. Meranie sa uskutoCnilo
v izotermickom rezime pri teplote 25 °C. Vysledky boli dalej spracované v MS Excell.

4.5 Stadium rastovych kriviek baktérii

Pomocou absorbanéného fotometru boli sledované rastové krivky baktérie Cupriavidus
necator H16, jeho mutantného kmena PHB™ a baktérie Halomonas halophila. Z produkénej
kultary bolo v laminarnom boxe odpipetovanych 500 pl kultury CN H16, ktord bola
zcentrifugovana po dobu 5 minut a 5000 otackach. Po vyliati supernatantu bol sediment
rozsuspenzovany v 9,5 ml stresovaného roztoku kyseliny levulovej o réznej koncentracii (0;
0,1; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 10 g/l). Z bakterialnej kultiry CN PHB™* a Halomonas halophila bolo
odpipetovanych 500 pl, ktoré boli rozsuspenzované v 4,5 ml stresového roztoku.

Z takto pripravenych bakterilanych kultur bolo pridanych 200 pl kultury do kazdej jamky
mikrotitraénej platni¢ky, pricom kazda koncentracia bola pripravena v piatich opakovaniach.
Takto pripravené mikrotitraéné platni¢ky boli zatvorené a ponechané pri laboratornej teple.
Meranie bolo nastavené na teplotu 25 °C, vinovu dizku 630 nm a pied zagiatkom merania
pretrepanie platni€ky pred meranim absorpancie a samotné meranie prebehlo v troch
opakovaniach. V MS Excelli boli z nameranych hodnét vypo€itané priemer a smerodatna
odchylka absorbancie pre kazdu koncentraciu. Rastové krivky boli zostrojené v zavisloti
absorbancie na €ase.
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5 Vysledky a diskusia

Hlavnym cielom prace bolo otestovat vyuzitelnost mikrokalorimetrie pri sledovani
metabolickej aktivity mikroorganizmov, pretoze mikrokalorimetria nepatri bezné metddy,
ktoré sa v ramci Fakulty chemickej VUT Brno pouzivaju k sledovaniu metabolickej aktivite
mikroorganizmov. K optimalizacii metdédy boli vybraté dva velmi Studované baktérialne
kmene produkujuce PHA, ktorého pritomnost ma délezitu ulohu pri prezivani a adaptacii
prevazne na fyzikalne stresy [29, 30, 75]. U vybratych baktérii mézeme predpokladat rézny
mechanizmus stresovej adaptacii, pretoze Cupriavidus necator je mezofilnou baktérie
a Halomonas halophila patri medzi extrémofilné baktérie. Okrem réznych metablocikych
stretégii adaptacie sme sme mali moznost posudit ulohu PHA pri adaptacii vdaka
mutantnému kmenu CN PHB™ ktory neakumuluje PHA. Obidve baktérie patria medzi
aerobné mikroorganizmy, preto bolo velmi dblezité zvolit vhodny objem meranej vzorky tak,
aby pomer kultury vo&i vzduchu bol dostacujuci pre dlhodobé meranie a nedochadzalo tak
k odumieraniu baktérii vy€erpanim vzduchu.

5.1 Vplyv kyseliny levulovej na rast baktérie Cupriavidus necator H16

Jednym z cielov diplomovej prace bolo overit vyuzitelnost mikrokalorimetrie pri Studiu rastu
a metabolickej aktivite mikroorganizmov. Jednotlivé merania trvali niekolko dni, pokial
tepelny tok pri vSetkych vzorkach neklesel spat na zakladnu liniu. Na Obr. 8 pozorujeme
zavislost tepelného toku na ¢ase pre kontrolnu vzorku (obsahuje pepton - zdroj zmieSanych
peptidov, volnych aminokyselin, organického dusika - vo fosfatovom pufri) baktérie
Cupriavidus necator H16, ktora nam umoziuje sledovat priebeh adaptacie a mieru
metabolickej aktivity. Zaciatok krivky zalina ostrym narastom tepelného toku, ktory
je spojeny s vlozenim mikrokalorimetrickej ampule do meriacej cely a nesuvisi s vlastnym
metabolizmom baktérie. Metabolicka aktivita sa prejavuje najprv tzv. adaptacnou fazou,
pocas ktorej sa baktérie prispdsobia danym podmienkam. Po adaptacii dochadza k zvySeniu
metabolickej aktivity, ktora sa prejavuje narastom tepelného toku, ktory vytvara dva piky
na krivke — jeden pri 100 yW a druhy ostrejSi pik o hodnote 140 uyW. Dva piky mézu byt
prejavom viacerych metabolickych ciest baktérie, alebo napr. v nasom pripade by mohlo
dochadzat k diauxickému rastu, kedy z vyuzitelnych substratov si baktéria vyberie pre seba
ten vyhodnejsi a po jeho vyCerpani je schopny spracovat dalsi substrat. Po ostrom piku
dochadza k strmému poklesu tepelného toku a po dvoch drioch tak dochadza k obmedzeniu
metabolickej aktivity na minimum.

Casovym integralom tepelného toku, ziskame zavislost celkového vyprodukovaného tepla
na Case, ktora je zobrazena na Obr. 9. Profil krivky vyprodukovaného tepla médzeme
porovnat s krivkou tepelného toku v ¢ase, kde mézeme pozorovat spoloéné znaky:

e narast tepla je zo zaciatku velmi maly o odpoveda ostrému piku tepelného toku,
ktory vznikol vlozenim ampule do meriacej cely a tepelnému toku nesprevadzanej
adaptacie baktérie;

e priblizne v ¢ase 0,5 dna po adaptacii sa metabolicka aktivita prejavuje linearnym
narastom tepla;

e medzi 1,5 az 2 dihami pozorujeme narast ostrého piku v zavisloti tepelného toku
na €ase, ktory sa pri vyprodukovanom teple prejavuje zmenou smernice krivky, kedy
dochadza k maximalnej hodnote celkového tepla;

e obmedzenim metabolickej aktivity po vy€erpani substratu dochadza k poklesu
tepelného toku, avSak hodnota tepla sa uz dalej nemeni, ostava konstantné.
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Obr. 8: Zavislost tepelného toku na €ase kontrolnej vzorky pre baktériu Cupriavidus necator H16
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Obr. 9: Zavislost tepla na Case kontrolnej vzorky pre baktériu Cupriavidus necator H16

Dalsim krokom prace bolo zistit vplyv koncentréacii kyseliny levulovej na metabolicku aktivitu
baktérie. Na Obr. 10 vidime zavislost tepelného taku na Ease pre koncetracie kyseliny
levulovej 0,1; 0,5; 1; 5 a 10 g/l a kontrolu (svetlo modra krivka), ktora neobsahuje kyselinu
levulovu. Z vysledkov pozorujeme, ze baktérie vykazuju rézny priebeh metabolickej aktivity
pri jednotlivych koncentraciach kyseliny levulovej a zarovei mézeme vidiet vplyv
koncentracii kyseliny levulovej na diZku adaptacie. Modrou farbou je vyznaéena kontrola,
ktorej metabolicka aktivita bola popisana na predchadzajucich dvoch obrazkoch. Koncetracia
kyseliny 0,1 g/l (oranzova krivka) ma podobny priebeh metabolickej aktivity o sa tyka poctu
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pikov. Rozdielom je vy$Si pokles tepelného toku priblizne do 18 hodin (0,75 dna), kedy doslo
k spomalenie metabolizmu vramci adaptacie baktérii na kyselinu levulovu. Po adaptacii
dochadza k zvySeniu tepelné toku, ktory v ¢ase medzi 1 az 1,5 driom prevySuje hodnoty
tepelného toku kontroly. Pri koncentraciach 0,5 g/l (8eda krivka) a 1 g/l (zlta krivka) je profil
krivky v porovnani s kontrolou jednoduchsi — nedochadza k druhému ostrému narastu
tepelného toku. Cas, potrebny na adaptaciu sa s rasticou koncentraciou samozrejme
zvySuje, &im sa predizuje samotna dizka metabolickej aktivity. Napr. v pripade kontroly
baktérie po vyCerpani substratu nevykazuju metabolicku aktivitu uz v druhom dni, pri
koncentracii 1 g/l v druhom dni dochadza k spomalenii metabolickej aktivity, ktora sa zastavi
po 2,5 driioch. Pri koncentraciach 5 g/l (tmavo modra krivka) a 10 g/l (zelena krivka)
nepozorujeme ziadnu metabolicku aktivitu, kde ani po troch dnoch nedo$lo k zvySeniu
tepelného toku.

140 kontrola 0 g/l
120 0,19/
0,54/
100 ¢
— 19/l
330 —5gll
ﬁ 60 10 g/l
>
o
@240
iy
20
.|:|. i
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Obr. 10: Zavislost tepelného toku na Case baktérie Cupriavidus necator H16 v pritomnosti
koncentracii kyseliny levulovej v rozsahu od 0,1 g/l do koncentracie 10 g/l a kontrolnej vzorky bez
pritomnosti kyseliny levulove;j

Z vysledkov na Obr. 11, mézeme vidiet zavislost tepla na €ase, kde celkové vyprodukované
teplo pri 0,1 g/l je o nieCo malo vacsie ako pri kontrole, ktord maximalne teplo vyprodukovala
skér, kedze okrem peptonu nemala pritomny iny substrat. Mézeme tak predpokladat,
ze koncentracia 0,1 g/l miesto inhibicie, rast aktivuje a kyselina levulova sluzi ako dalsi
substrat a zdroj uhlika pre baktérie. Koncentracie do 1 g/l maju minimalny vplyv na celkové
vyprodukované teplo, ktoré vznika po adaptacii. Baktérie po adaptacii nestracaju svoju
metabolicku aktivitu.

Prelozenim prvych dvoch &asti krivky zo zavislosti tepla na €ase linearnou regresiou
a najdenim ich spolo¢ného prieseCnika sme ziskali priblizne hodnoty doby adaptacie
jednotlivych koncentracii, ktoré su zobrazené v Tab. 3. Rast baktérii v kontrolnej vzorke zacal
rast po 18 hodinach. Adaptacia na kyselinu levulovu baktériam pri koncentracii 0,1 g/l trvala
o 3 hodiny viac ako v pripade kontroly, kde mali baktérie pepton ako substrat. Pri 1 g/l
je rozdiel v zaCiatku rastu kontroly a rastu baktérii po adaptacii na LA priblizne 8 hodin.
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Tab. 3: Hodnoty vypocitanych dob adaptécie pre kontrolu a koncentracie 0,1; 0,5 a 1 g/l.

koncentracie [g/l] doba adaptacie [hod]
kontrola 0 18,5
0,1 21,3
0,5 19,8
1 26,0
12
10
3 kontrola O g/l
0,149/
=) 6 0,59/
o
= 10l
o 4
= —54¢/l
2 10 g/l
0 =
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
cas [dni]

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

Porovnanim koncentracii 0,5 (Seda krivka) a 1 g/l (zlta krivka) na Obr. 10, pozorujeme dlhSiu
adaptaciu baktérie na vysSiu koncetraciu kyseliny levulovej. Pre lepSiu predstavu boli
pridané koncentracie v rozsahu od 0,5 g/l az 1 g/l (Obr. 12). Z vysledkou mézeme vidiet,
ze pri tomto experimente u koncentracie 0,5 g/l (Cervena krivka) doslo k rychlejSiemu
zaciatku rastu ako pri kontrole, o v8ak pri predchadzajucom merani nebolo pozorované.
Koncentracie v rozmedzi od 0,6 do 0,9 g/l maju zacliatok rastu skoro rovnaky s kontrolou
a nepozorujeme tu ziadne adaptaénu fazu. Jedinym rozdielom pri tychto koncentraciach
je pokles tepelného toku spdsobeny odumieranim baktérii. V pripade kontroly je tento pokles
strmejsi ako pri koncentraciach 0,6-0,9 g/l o pravdepodobne suvisi s vyEerapnim peptonu
ako jediného zdroja uhlika pre rast. Posun rastu v ¢ase vplyvom kyseliny levulovej ako
inhibitora je viditelny az pri koncentracii 1 g/I.

Pri koncentraciach 0,5 az 1 g/l kyseliny levulovej maximélna hodnota tepelného toku
(Obr. 12) a celkoveého tepla (Obr. 13) su porovnanim s kontrolou rovnaké a pri tomto merani
nedochadza k vyraznému poklesu tepelného toku alebo tepla. Koncentracia 1 g/l ma mierny
inhibiény efekt, ktory je pozorovany prave oneskorenym zaciatkom rastu, ale po adaptacii
nedochadza k znizeniu metabolickej aktivity baktérie, kedze hodnota celkového tepla
je rovnaka ako pri kontrole a zvySnych koncentraciach.
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Obr. 12: Zavislost tepelného toku na Case baktérie Cupriavidus necator H16 bez kyseliny levulovej
ako kontroly (tmavo modra krivka) a v pritomnosti koncentracii kyseliny levulovej v rozsahu od 0,5 g/l
do koncentréacie 1 g/l
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Obr. 13: Zavislost tepla na Case baktérie Cupriavidus necator H16 bez kyseliny levulovej ako kontroly

(tmavo modra krivka) a v pritomnosti koncentracii kyseliny levulovej vrozsahu od 0,5 g/l
do koncentréacie 1 g/l
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Z predos$lych experimentov bola zistena hraniéna koncentracia kyseliny levulovej, ktora
ma inhibiény efekt. Otazkou vSak ostéavalo, ktord koncetracia v rozmedzi medzi od 1 g/l
do 5 g/l je eSte dostatoCnd pre rast baktérii? Vysledky merania zobrazené na Obr. 14,
koreSponduju s tymi predchadzajucimi a potvrdzuju tak, ze koncentracie kyseliny levulove;j
nizSie ako 5 g/l je Cupriavidus necator H16 schopny metabolizovat a vyuzit ich ako zdroj
uhliku. Pri tomto koncentraénom rozmedzi porozujeme najdlh§i adaptaény Cas baktérii.
Baktérie po dlhdom &ase boli schopné sa adaptovat aj na vyssie koncetracie, pri ktorych
obmedzili svoju metabolicku aktivitu len k ich rastu. Vplyv vy$Sich koncentracii pozorujeme
aj na tvare krivky, kde pri koncentraciach do 2 g/l po adaptacii dochadza k rychejSiemu rastu,
ktory sa prejavuje ostrym pikom, kdezto pri vy$Sich koncentraciach (nad 2 g/l) je rast pomalsi
v désledku dih8ej adaptacie a vzniknuty pik nie je ostry.

100 7 ——Kkontrola 0 g/l
90 ——1gll
80 - /\ 24/l
[ 39/l
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Obr. 14: Zavislost tepelného toku na Case baktérie Cupriavidus necator H16 bez kyseliny levulovej
ako kontroly (svetlo modra krivka) a v pritomnosti koncentracii kyseliny levulovej v rozsahu od 1 g/l do
koncentracie 5 g/l

Koncentraciu 2 g/l mbézeme povazovat ako hraniénu €o sa tyka vplyvu kyseliny na mieru
metabolickej aktivity, kde hodnoty maximalneho vyprodukovaného tepla dosahuju baktérie
rovnaké, len za dlhsi ¢as porovnani s kontrolou (Obr. 15). Nad touto hranicou dochadza
k znizeniu celkovej metabolickej aktivity baktérii, ktoré ani za dlhsi ¢asovy usek
nevyprodukovali rovnaké konstantné celkové teplo ako kontrola. Ako uz bolo spomenuté,
koncentracia 5 g/l ma silny inhibiény efekt na metabolicku aktivitu a celkové vyprodukované
teplo po 14 dhoch merania Cinilo 37 % z celkového tepla kontroly.
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Obr. 15: Zavislost tepla na Case pre baktériu Cupriavidus necator H16 bez kyseliny levulovej (svetlo
modra krivka) a pri koncentraciach od 1 g/l do 5 g/l

Mikrokalorimetrickym meranim ziskame informaciu o celkovom vyprodukovanom teple, ktoré
pripisujeme rastu a dalSej metabolickej aktivite baktérii. Pre spravnu interpretaciu
termogramov boli vysledky mikrokalorimetrie porovnané s rastovymi krivkami baktérii, ktoré
boli sledované pomocou fotometrického stanovenia optickej hustoty, ktorého postup
je popisany v kapitole 4.5. Na Obr. 16 vidime rastové krivky baktérie Cupriavidus necator
H16 s koncentraciami 0,1; 0,5; 5 a 10 g/l, kde rast kontroly, 0,1 g/l a 0,5 g/I nastal priblizne
po 27 hodinach, €o sa v mikrokalorimetrii prejavuje postupnym narastom tepla, ktoré
po dosiahnuti maximalnej hodnoty ostdva konstantné. Hodnoty absorbancie sa s rastom
zvysSuju a po prekroceni 55 hodiny absorbancia postupne stupa a klesa. Tieto vykyvy hodnét
mozu byt spésobené bud tym, ze v pripade ked mikrotitracna platni¢ka bola zarosena, bolo
potrebné ju v laminarnom boxe otvorit, ¢im baktérie dosli do styku so vzduchom, a tym
znovu zintenzivnili svoju metabolicku aktivitu o sa prejavilo prave zvySenim absorbancie
napr. medzi 500 az 600 hodinou. Alebo to méze suvisiet s pritomnostou mftvych buniek,
ktoré uplne nelyzovali a mali vplyv na opticku hustotu. V pripade kalorimetrie oproti tomu
vyprodukované maximailne teplo ostava konstantné a pritomnost mftvych buniek nema vplyv
na produkciu tepla. Pri koncentracii 5 g/l boli baktérie schopné adaptovat sa na kyselinu
levulovu a zacat rast priblizne po 200 hodinach. Vysledky zo stanovenia optickej hustoty tak
koreluju s vysledkami z mikrokalorimetrie (Obr. 15), pri ktorych bol pozorovany narast
celkového tepla spojeny s rastom baktérii, avSak baktérie pravdepodobne spomalia svoj
metabolizmus — tepelny tok nerastie a hodnota tepla je nizka — a pritomné zdroje zivin
vyuziju predovsetkym na svoj rast. Uplny inhibiény uéinok sa potvrdil pri koncentracii 10 g/,
pri ktorej nedochadza k rastu ani k produkcii tepla. Pri porovnani koncentréacii od 1 do 4 g/l
(Obr. 17) s vysledkami z mikrokalorimetrie (Obr. 15) pozorujeme rovnaky vplyv kyseliny
levulovej na rast baktérii, kde silnejsi inhibiény efekt sa prejavuje dlhdou dobou adaptacie az
prida4g/l.
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Obr. 16: Rastova krivka baktérie Cupriavidus necator H16 v pritomnosti koncentracii kyseliny levulovej
(0,1; 0,5; 5 a 10 g/l) a bez kyseliny levulovej ako kontroly (tmavo modra krivka)
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Obr. 17: Rastova krivka baktérie Cupriavidus necator H16 v pritomnosti koncentracii kyseliny levulovej
(1; 2; 3 a 4 g/l) a bez kyseliny levulovej ako kontroly (tmavo modra krivka)
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5.2 Vplyv kyseliny levulovej na rast baktérie Cupriavidus necator PHB™*

Cupriavidus necator PHB™* je mutantny kmen, ktory je nie schopny akumulovat
polyhydroxyalkanoaty. Kedze kyselina levulova méze byt baktériou vyuzita ako zdroj uhliku
pri produkcii PHA alebo ako zdroj zivin pri raste, pri tomto mutantnom kmeni sa LA vyuziva
len ako zdroj uhliku potrebny pre rast. Postup prace a hodnoty koncentracii kyseliny levulove;j
boli rovanké ako pri baktérii Cupriavidus necator H16. Na Obr. 18 vidime znazornené krivky
metabolickej aktivity baktérie Cupriavidus necator PHB™, kde svetlo modra krivka je kontrola
(bez kyseliny levulovej). Vplyv kyseliny levulovej s rastucou hodnotou koncentracii
pozorujeme pri prediZovani lag fazy, pri¢om koncentracia 0,1 g/l (oranzova krivka) sa opéat
javi stimulatne, kde ostry narast tepelného toku zacina skér ako pri kontrole.
Pri koncentraciach 0,5 g/l (Seda krivka) a 1 g/l (zlta krivka) je vplyv kyseliny na zaciatok rastu
viditelnej§i a doba potrebna na adaptaciu narastd so zvySujucou sa koncetraciou.
Koncentracie 5 g/l (tmavo modra krivka) a 10 g/l (zelena krivka) su aj pre tento kmen toxické
a maju znacny inhibi¢ny ucinok na baktériu.
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Obr. 18: Zavislost tepelného toku na Case baktérie Cupriavidus necator PHB™ bez kyseliny levulovej
ako kontroly (svetlo modra krivka) a v pritomnosti koncentracii kyseliny levulovej v rozsahu od 0,1 g/l
do koncentracie 10 g/l

Pri koncentraciach 0,5 g/l a 1 g/l doslo sice k posklesu tepelného toku, avSak hodnota
celkového tepla (Obr. 19) odpoveda hodnote tepla pre kontrolu. Celkové vyprodukované
teplo je priblizne rovnako velké a bolo dosiahnuté za dihsi ¢asovy usek ako pri kontrolnej
vzorke. Tieto vysledky poukazuju na skutocnost, ze po adaptacii maju baktérie rovnako
velku metablicku aktivitu ako v pripade kontroly, dokonca pri 0,5 g/l a 1 g/l je hodnota tepla
vysSia nez u kontroly. Pri koncentraciach 5 g/l (4 J) a 10 g/l (1,5 J) ani po 10 dnoch nebol
pozorovany narast tepla rovny teplu kontrolej vzorky (11,1 J) a pritomné baktérie tak mali
nizku metabolicku aktivity spésobenu pritomnostou kyseliny levulovej ako inhibitora.
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Obr. 19: Zavislost vyprodukovaného tepla na Case pre baktériu Cupriavidus necator PHB™* bez
kyseliny levulovej (svetlo modra krivka) a pri koncentraciach kyseliny levulovej v rozmedzi od 0,1 g/l
do 10 g/l

Pri Cupriavidus necator PHB™* dochadza k rastu kontroly po 26 hodinach a baktéria potrebuje
dalSich 10 hodin, aby sa adaptovala na koncentraciu 1 g/l kyseliny levulovej (Tab. 4). Ako uz
bolo vysSie spomenuté, koncentracia 0,1 g/l ma zrejme aktivacny uc€inok na rast baktérie,
ktory zacal o 2 hodiny skor ako pri kontrole.

Tab. 4: Hodnoty vypocCitanych dob adaptacie Cupriavidus necator PHB™* pre kontrolu a koncentracie
0,1;0,5a1 g/l

koncentracia [g/l] doba adaptacie [hod]
kontrola 0 25,8
0,1 24 4
0,5 28,4
1 36,2

Pokles tepelného toku medzi koncentraciam 0,5 a 1 g/l je vyraznejSi u Cupriavidus necator
PHB™ (Obr. 20) v porovnani s Cupriavidus necator H16 (Obr. 10). Pri Cupriavidus necator
PHB™ maju koncentracie 0,6 a 0,75 g/l rovnaky priebeh rastu i hodnotu tepelného toku.
Hodnota tepelného toku pri koncentracia 0,5 g/l je nizSia a porovnatelna s hodnotou
tepelného toku koncentracie 0,9 g/l, pri ktorej v8ak dochadza k posunu rastu v Case
a maximalnu hodnotu tepelného vykonu dosahuje za dihSi ¢as. Najvacsi pokles tepelného
toku je pri najvys$sSej koncetracii (1 g/l), pri ktorej adaptacia baktérii trvd samozrejme
najdihsie.
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Obr. 20: Zavislost tepelného toku na Case baktérie Cupriavidus necator PHB™ bez kyseliny levulovej

ako kontroly (Cervend krivka) a v pritomnosti koncentracii kyseliny levulovej v rozsahu od 0,5 g/l do
koncentracie 1 g/l

Zo zavislost vyprodukovaného tepla na Case pozorujeme, ze baktéria Cupriavidus necator
PHB™ je schopna vyprodukovat prakticky rovnaké maximaine teplo pri vdetkych pouzitych
koncentraciach. Baktériam trva rézne dlho kym sa adaptuju sa danu koncentraciu kyseliny
levulovej, preto hodnotu maximélneho tepla dosahuju v rozlicnom €ase.
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Obr. 21: Zavislost vyprodukovaného tepla na Case pre baktériu Cupriavidus necator PHB™* bez

kyseliny levulovej (Cervend krivka) a pri koncentraciach kyseliny levulovej v rozmedzi od 0,5 g/l
do 1 g/l
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Inhibi¢ny efekt kyseliny levulovej mézeme pozorovat na Obr. 22, kde svetlo modrou farbou
je kontrola bez pritomnosti kyseliny levulovej. ZvySovanim koncentracie kyseliny levulovej
dochadza k zvySeniu ¢asu potrebného k adaptacii baktérii, k znizeniu metabolickej aktivity
a k poklesu maximalneho tepelného toku. Koncentracia 5g/l ma pre baktériu
najsilnejsi inhibiény efekt z vybranych pouzitych koncentracii. Metabolicka aktivita baktérie
pri tejto koncentracii (5¢g/l) nie je dostatoCne vysoka aby bola zaznamenana
mikrokalorimetrom ako narast tepelného toku.

Maximalne vyprodukované teplo, ktorého priebeh v €ase je znazorneny na Obr. 23, bolo
dosiahnuté pri kontrole a pri koncentraciach v rozmedzi 1 az 4 g/l. Baktérie sa adaptuju tym,
ze metabolizuju kyselinu levulovu a vyuzivaju ju pre svoj rast. S rastucou koncentraciou
kyseliny levulovej sa zvySuje potrebny ¢as pre adaptaciu na kyselinu levulovu a dosiahnutie
maximalneho tepla. Pri koncentraciach 1 az 4 g/l je dosiahnuté rovnaké relativne mnozstvo
teplo ako celkové teplo kontroly a adaptované baktérie maju rovnaku mieru metabolickej
aktivity ako kontrola (Obr. 23). Pri koncentracii 5 g/l nebol pozorovany néarast tepelného toku
v désledku rastu, €o neplati pre teplo, kde hodnota vyprodukovaného tepla v 12 dni bola 6 J
¢o Cini takmer polovicu maximalne teplo vyprodukované pri kontrole (11,7 J).
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Obr. 22: Zavislost tepelného toku na Case baktérie Cupriavidus necator PHB™ bez kyseliny levulovej
ako kontroly (svetlo modra krivka) a v pritomnosti koncentracii kyseliny levulovej v rozsahu od 1 g/l do
koncentracie 5 g/l
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Obr. 23: Zavislost vyprodukovaného tepla na Case pre baktériu Cupriavidus necator PHB™ bez
kyseliny levulovej (svetlo modra krivka) a pri koncentraciach kyseliny levulovej v rozmedzi od 1 g/l
do 5 g/l

Cupriavidus necator PHB™ sluzil ako negativna kontrola, ktord nema metabolicki cestu
k produkcii PHB. Publikované vysledky experimetnov zalozenych na porovnavani tychto
dvoch kmenov poukazuju na odolnost bakteridlnych buniek voéi réznym stresovym
podmienkam (najma fyzikalnym stresom) vdaka intracelularnej akumulacii a degradacii PHB
(vid. [29, 30, 75]). Vysledky porovnania dizok adaptaénych fazy a celkového tepla
vyprodukovaného baktériami CN H16 a CN PHB™ po 14 dihoch merania (Tab. 5) poskytuje
tieto informacie:

o vyssie koncentracie LA vedu k pomal$ej adaptacii a dizka adaptaénej fazy narasta
strmSie v pripade mutantného kmena, napr. adaptacia 2 g/l je skoro trojnasobne
dihsia ako lag faza pri kontrole, kdezto pri CN H16 je narast miernejsi a porovnanim
s kontrolu pri 2 g/l sa dizka adaptéacie zvysila o 30 %;

e celkové vyprodukované teplo je pri CN H16 je sice nizSie, avSak pred experimentom
nebol zisteny pocCet buniek vo vzorke, preto nie je isté, ze tento kmen ma nizsiu
metabolicku aktivitu;

e porovnanim relativneho vyprodukovaného tepla pri réznych koncentraciach vzhladom
ku kontrole sme zistili, ze metabolicka aktivita baktérii sa vplyv LA vyrazne neznizila
a napr. koncentracia 4 g/l viedla k menej ako 5 % poklesu celkového tepla

Z tychto vysledkov mézeme predpokladat, ze baktéria CN H16 sa rychlejSie adaptuje
na kyselinu levulovu vdaka jej metabolickym draham, ktoré vedia kyselinu vyuzit ako zdroj
uhlika a energie pre rast a akumulaciu PHB, ktory ma pozitivny vplyv na adaptaciu
a prezivanie baktérii. Kyseliny levulova ma vplyv na dizku adaptéacie, ale neovplyvriuje mieru
metabolickej aktivity ani pri jednom zo porovnavanych kmenov.
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Tab. 5: Porovnanie doby adaptacie a celkového teplo vyprodukovaného po 14 diioch merania pre
baktérie Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus necator PHB™ kontroly a koncentracii 1,2,3 a 4 g/l

CN H16 CN PHB™*
konc[tga;r/mlt]rama doba{ac(:l)zﬁ)tame celkové teplo [J] doba[iiZTtame celkové teplo [J]
kontrola O 22,3 11,3 19,4 11,8
1 21,8 11,3 249 11,6
P 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

Predizovanie lag fazy pri rastovych krivkach baktérie Cupriavidus necator PHB™* (Obr. 24,
Obr. 25) nekoreluje so zvySovanim koncentracii kyseliny levulovej ako je to pri
mikrokalorimetrickom meranim. Negativny vplyv LA pozorujeme az pri koncentraciach
vy$Sich ako 1 g/, pricom pri mikrokalorimetrickom merani 1 g/l ma mierny inhib&ny ucinok
a doba adaptacie v porovnani s kontrolou je dlhsia. Pri vy$Sich koncentraciach nad 1 g/,
baktéria Cupriavidus necator metabolizuje kyseliny levulovu a vyuziva ju ako zdroj uhliku pre
svoj rast, o odpoveda stale zvySujucej sa hodnote absorbancie. Narast absorbancie pri
koncentracii 5 g/l pozorujeme priblizne po 8 dnoch pricom narast absorbancie stale
pokracoval. Vysledky mikrokalorimetrie poukazuju na produkciu tepla po€as rastu (Obr. 23),
ale miera metabolickej aktivny nie je dostatoéne vysoka, aby bol pozorovany narast
tepelného toku v €ase (Obr. 22). Tento narast absorbancie véak mbze byt ovplyvneni tiez
pritomnostou mrtvych buniek, ktoré sa uplne nerozpadli.
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Obr. 24: Rastova krivka baktérie Cupriavidus necator PHB™* v pritomnosti koncentracii kyseliny
levulovej (0,1; 0,5; 5 a 10 g/l) a bez kyseliny levulovej ako kontroly (tmavo modréa krivka)
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Obr. 25: Rastova krivka baktérie Cupriavidus necator PHB™* v pritomnosti koncentracii kyseliny
levulovej (1 g/l az 4 g/l) a bez kyseliny levulovej ako kontroly (tmavo modra krivka)

5.3 Vplyv kyseliny levulovej na rast baktérie Halomonas halophila
5.3.1 Inhibicia kyselinou levulovou

Postup prace pri inhibicii kyselinou levulou u baktérie Halomonas halophila (HH) bol rovnaky
ako pri baktérii Cupriavidus necator (CN). Na Obr. 26 zavislost tepelného toku na Case, ktory
zaznamenava adaptaciu baktérie na pritomné substraty. Prvotny ostry narast tepelného toku
bol opat spdsobeny vlozenim ampulky do meriacej cely a nepripisujeme ho metabolizmu
baktérie. Po vlozeni dochadza k poklesu tepelného toku v désledku metabolickej aktivity
baktérii po¢as lag fazy. Po lag faze dochadza k zvySeniu metabolickej aktivity vyuzitim
substratu k rastu, pricom dochadza k narastu tepelného toku na hodnotu 130 yW. Tepelny
tok nasledne mierne klesne a nasledne opét rastie priblizne do hodnoty 200 pyW, po ktorej
dochadza k strmému poklesu tepelného toku odumieranim buniek spat na zakladnu liniu
a hodnota tepelného toku ostava konstantna. Porovnanim kontroly s kontrolou CN H16
(Obr. 8) u oboch baktérii pozorujeme pritomnost dvoch pikov po€as rastu a zarover vidime,
ze hodnoty tepelného toku pri HH su vy$Sie o moéze byt prejavom zvySenej citlivosti
mikrokalorimetrie k Studiu pouzitych halofilnych baktérii. Vyssia hodnota tepelného toku vSak
moze byt aj prejavom vyssej koncentracii buniek vo vzorkach HH, takze nie sme schopni
vyvodit presny zaver z tychto vysledkov.
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Obr. 26: Zavislost tepelného toku na Case baktérie Halomonas halophila v pritomnosti NaCl pre
kontrolu

Zavislost tepla na &ase znazoriuje mieru metabolickej akivity pofas adaptacie, kde
v priblizne 0,5 dna bol narast tepla pomaly a nizky rovnako ako pri zazname tepelného toku
(Obr. 27). Priblizne v polke dna do$lo k rychlemu narastu tepla vyprodukovaného pocas
rastu. Maximalna hodnota tepelného toku bola dosiahnuta priblizne v 1,2 dni ¢o odpoveda
hodnote maximalneho vyprodukovaného tepla v rovnakom ¢&ase. Po 1,2 dni baktérie

postupne odumierali €0 nemalo vplyv na vyprodukované teplo, pretoze jeho maximalna
hodnota ostala nadalej konstantna.
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Obr. 27: Zavislost tepla na Case baktérie Halomonas halophila v pritomnosti NaCl pre kontrolu
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Prvotny screening zobrazeny na Obr. 28 poskytuje prvotny nahlad, z ktorého mézeme vidiet,
ze Halomonas halophila je citlivejSia na pritomnost kyseliny levulovej uz i pri nizkych
koncentraciach hoci profil metabolickej krivky je pri tychto koncentraciach rovnaky ako pri
kontrole (pritomnost dvoch pikov). Zo zvySujucou sa koncentraciou dochadza k adaptacii
baktérie na kyselinu levulovu predizovanim adaptaénej fazy. Koncentracie 5 g/l a 10 g/l maju
silny inhibi€ny efekt na rast a dal$iu metabolicku aktivitu baktérie.

Celkové vyprodukované teplo, ktorého priebeh je zobrazeny na Obr. 29 ndm poskytuje
informaciu o miere metabolickej aktivity, kde cervenou farbou je koncetracia 0,1 g/l, pri ktorej
pozorujeme vyS$Sie vyprodukované celkové teplo, ktoré méze byt prejavom vyssej
metabolickej aktivity adaptovanych baktérii alebo aktivathym vplyvom tejto nizkej
koncentracie LA. Adaptované baktérie pri koncentraciach do 1 g/l boli metabolicky menej
aktivne ako kontrola a LA mala mierny inhibiény vplyv na ich metabolizmus. VysSie
koncentracie boli natolko inhibiéné, ze pritomné baktérie bud odumreli alebo sa na
pritomnost LA prispbsobili odmedzenim alebo uplnym spomalenim svojej metabolickej
aktivity.
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Obr. 28: Zavislost tepelného toku na Case baktérie Halomonas halophila v pritomnosti NaCl
s koncentraCnym rozmedzim kyseliny levulovej od 0,1 g/l do 10 g/l a kontrolou (Cervena krivka)
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Obr. 29: Zavislost celkového tepla na Case baktérie Halomonas halophila v pritomnosti NaCl bez
kyseliny levulovej a koncentratného rozmedzia kyseliny levulovej od 0,1 g/l do 10 g/l

K silnej inhibicii kyselinou levulovou dochddza medzi koncentraciou 1 g/l a 5 g/l rovnako ako
pri baktérii Cupriavidus necator. Na Obr. 30 vidime zavislost tepelného toku na €ase baktérie
Halomonas halophila v pritomnosti NaCl a v koncentraénom rozmedzi kyseliny levulovej
1-5 g/l, kde tmavo modra krivka odpoveda kontrole (bez kyseliny levulovej), pri ktorej
pozorujeme narast tepelného toku v désledku rastu a metabolicky aktivnych baktérii. Pri
koncentraciach 1 g/l (Cervena krivka) a 2 g/l (zelena krivka) pozorujeme adaptaciu baktérie
na pritomnost kyseliny levulovej a aj tu plati priama umera, kde s rastucou koncentraciou sa
predizuje doba adaptacie — baktérie musia obmedzit energiu pre reprodukciu, znizit
metabolicku aktivitu a vyuzit pritomné zdroje zivin pre svoj rast. Koncentracie vyssie ako 2 g/l
su pre H. halophila velmi inhibicné a baktéria nie je schopna sa na tieto koncentracie
adaptovat. Samotné meranie trvalo 8 dni, avSak ani po tak dlhom €ase nedoslo k narastu
tepelného toku, ktory by signalizoval rast baktérii. Baktérie su schopné prispésobit sa a rast
len do koncentracie 2 g/l. Pri vy8Sich koncentraciach baktérie spomalia svoj metabolizmus
a vdaka pritomnému peptonu prezivaju az do jeho vycerpania.
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Obr. 30: Zavislost tepelného toku na Case baktérie Halomonas halophila v pritomnosti NaCl
a v koncentranom rozmedzi kyseliny levulovej 1-5 g/l, kde tmavo modra krivka odpoveda kontrole
(bez kyseliny levulovej)

Zo zavislosti tepla na ¢ase opéat pozorujeme schopnost adaptovanych baktérii vyprodukovat
maximalne teplo pri vzorkach do 2 g/l odpovedajuce kontrole, o znamena, ze adaptované
baktérie maju rovnaku celkovd mieru metabolickej aktivity a pritomnost LA ju neznizuje
(Obr. 31). S rastucimi koncentraciami pozorujeme zmenu v profile krivky, kde s postupnou
adaptaciou dochadza k predizovaniu narastu tepla vplyvom adaptacie, ¢o sa prejavuje
postupnym ohybanim krivky. Pri koncentraciach vysSich ako 2 g/l vyprodukované teplo
je velmi malé zcoho mbzeme predpokladat, ze pritomné baktérie obmedzili svoju
metabolicku aktivitu na minimum a v8etku energiu vyuzili pre svoj rast.

12 +

10 ¢ kontrola 0 g/l

g | —1gl
— 2 gl
-
S 6 —3g/
I5) —4gll

4 ——5gl

2 |

D T T T : T 1

] 0,5 1,5 | 2 2,5
cas [dni]

Obr. 31: Zavislost tepla na Case baktérie Halomonas halophila v pritomnosti NaCl a v koncentranom
rozmedzi kyseliny levulovej 1-5g/l, kde tmavo modrd krivka odpovedad kontrole (bez kyseliny
levulovej)
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Zo zavislosti tepla na Case boli pre vSetky tri pouzité baktérie vypocitané doby adaptacie,
ktoré sa spolu s celkovym vyprodukovanym teplom po 9 diioch merania nachadzaju v Tab. 6
pre HH a v Tab. 5 pre CN. Porovnanim doby adaptacie sme zistili, ze:

e porovnanim kontrol vidime, ze HH ako extrémofil ma odliSny metabolizmus a k jej
rastu dochdaza skoro o polovicu kratsi ¢as ako v pripade CN;

e narast doby potrebnej pre adaptaciu s koncentraciami LA je pri HH zretelnejsi
arelativny zaciatok rastu pri prvych dvoch koncentraciach vzhladom ku kontrole
odpoveda relativnym dizkam adaptacie CN PHB™, napr. pri 2 g/l relativna doba
adaptacie vzhlfadom ku kontrole je vy8Sia o 150 % pri HH, 0 173 % pri mutantom
kmeni CN PHB™ alen 0 28 % pri CN H16.

Porovnanim relativneho vyprodukovaného tepla vzhladom ku kontrole bolo opéat zistené,
ze baktérie HH nestracaju svoju metabolicku aktivitu vplyvom kyseliny levulovej a pokles pri
2 g/l je pri vSetkych troch baktériach mensi ako 4 % celkového vyprodukovaného tepla
jednotlivym kmenom. Z vysledkov mézeme predpokladat, ze metabolizmus CN H16 je zo
skumanych baktérii najviac prispdsobeny pre spracovanie a vyyuzitie LA ako substratu pre
svoj rast.

Tab. 6: Porovnanie dizky adaptacie a celkového vyprodukovaného tepla po 9 dfioch merania pre
vSetky tri baktérie

Halomonas halophila
koncentracie doba i
. celkové
[9/1] adaptacie | ]
[hod] P
kontrola O 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 potvrdzuju rast baktérii
pri koncentraciach do 4 g/l, pricom tato koncentracia je pre nu inhibiéna a baktérie potrebuje
vyrazne dlhsi ¢as na adaptaciu vysSich koncentracii ako 1 g/l. Baktéria nie je schopna
adaptovat sa na vy$Sie koncentracie ako 4 g/l, pri ktorych nedochadza k rastu, ale
postupnému odumieraniu buniek. Porovnanim s rastovou krivkou baktérie Cupriavidus
necator H16 alebo PHB™ pozorujeme silnejsi inhibiény efekt kyseliny levulovej pri baktérii
Halomonas halophila, ktora je schopna adaptovat sa len na koncentracie do 4 g/l, pricom
Cupriavidus necator je schopny adaptovat sa a rast az do koncentracie 5 g/l. Tento rozdiel
v limitnej kocentracii méze byt spésobeny odliSnym metabolizmom baktérii a schopnostou
metabolizovat kyselinu levulovu ako zdroj uhlika pre svoj rast.
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Obr. 32: Rastové krivky Halomonas halophila v pritomnosti NaCl a koncentracii kyseliny levulovej od
0,1; 0,5; 5 a 10 g/I, kde tmavo modra krivka je kontrola (bez kyseliny levulovej)
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Obr. 33: Rastové krivky Halomonas halophila v pritomnosti NaCl a koncentranom rozmedzi kyseliny
levulovej od 1 g/l do 4 g/I, kde tmavo modra krivka je kontrola (bez kyseliny levulovej)
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5.3.2 Inhibicia kyselinou levulovou a nizkou salinitou

V kapitole 5.3.1 Halomonas halophila bola v prostredi o vysokej salinite, v ktorom
je metabolicky aktivha a dochadza kjej rastu. Pre porovnanie metabolicky aktivnych
a neaktivnych baktérii bola v dalSom experimente pridany negativny vplyv nizkej salinity
(vzorky neobsahovali pridavok chloridu sodného) za predpokladu, ze Halomonas halophila
nebude schopna rast a jej metabolicka aktivita sa spomali az uplne zastavi. Vysledky
zobrazené na Obr. 34 potvrdili, ze v prostredi bez chloridu sodného Halomonas znizuje svoju
metabolicku aktivitu na minimum - tepelny tok sa postupne znizuje s narastom mitvych
buniek. Koncentracie kyseliny levulovej do 5 g/l maju podobny priebeh ako kontrola, z ¢oho
moézeme usudit, ze baktérie neboli schopné metabolizovat pritomny pepton a kyselinu
levulovu a vyuzit ich ako zdroj energie. Oranzova krivka patri koncentracii 5 g/l, ktorej
priebeh je od kontroly odlisny a spomalenie az uplne obmedzenie metabolickej aktivity pri
tejto koncentracii je vyraznejSie a dochadza k tomu skér — odumieranie baktérii pri tak
vysokej koncentracii zacalo skér ako pri nizSich koncentraciach.

6 -10 g/l
| 5 gl
5 1g/l
0,54/
” g
= —0,1gl
—x
< 3 1 -kontrola O g/l
o |
2.\
3 2 |\
O |
2 \
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Obr. 34: Zavislost tepelného toku na Case baktérie Halomonas halophila bez pritomnosti chloridu
sodného a s koncentraciami kyseliny levulovej v rozmedzi od 10 g/l do 0,1 g/I, pricom zelena krivka
odpoveda kontrole (bez kyseliny levulovej)

Na Obr. 35 porozujem zavislost tepla na Case bez pritomnosti NaCl a s koncentraciami
kyseliny levulovej v rozmedzi od 10 g/l do 0,1 g/l, priCom zelena krivka odpoveda kontrole
(bez kyseliny levulovej). Zvysledkov pozorujeme, Zze baktérie po€as prezivania
vyprodukovali teplo o hodnote priblizne 3 J a bez pritomnosti potrebnej soli baktérie spomalili
svoj metabolizmus a adaptovali sa danym podmienkam tak, aby boli schopné prezit
¢o najdlhsie.
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Obr. 35: Zavislost tepla na Case baktérie Halomonas halophila bez pritomnosti chloridu sodného
a s koncentraciami kyseliny levulovej v rozmedzi od 10 g/l do 0,1 g/I, pricom zelena krivka odpoveda
kontrole (bez kyseliny levulovej)

V koncentraénom rozmedzi 1-5 g/l (Obr. 36) pozorujeme postupny pokles tepelného toku
s Casom, pocas ktorého boli baktérie v pritomnosti kyseliny levulovej a bez NaCl stale
zivotaschopné a metabolicky aktivne. NajnizSie dve koncentracie su porovnatelné
s kontrolnou vzorkou v dizke prezivania, kde pritomnost kyseliny levulovej vyrazne
neovplyvnila spomalenie metabolickej aktivity zivotaschopnych baktérii. Fialova krivka znadi
koncentraciu 3 g/l, pri ktorej boli baktérie zivotaschopné po dobu troch dni. Po troch drioch
doslo k postupnému poklesu tepelného toku s narastom metabolicky neaktivnych baktérii.
Koncentracie 4 a 5 g/l mali silngj$i inhibicny efekt, kde druhy pokles tepelného toku
pozorujeme v priebehu prvych dvoch dni.

Z vysledkov na Obr. 37 pozorujeme postupny narast celkového vyprodukovaného tepla
s rastucou koncentraciou kyseliny levulovej v rozmedzi od 1 do 5 g/l. Hodnoty prvych troch
koncentracii a kontroly su mierne vyssie ako zvySnych dvoch koncetracii, presne ako je to
v pripade tepelného toku, ktory zacal klesat’ vplyvom odumieranie buniek skor.
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Obr. 36: Zavislost tepelného toku na Case baktérie Halomonas halophila bez pritomnosti chloridu
sodného a s koncentraciami kyseliny levulovej v rozmedzi od 1 g/l do 5 g/l, pri€om tmovo modra krivka
odpoveda kontrole (bez kyseliny levulovej)
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Obr. 37: Zavislost tepla na Case baktérie Halomonas halophila bez pritomnosti chloridu sodného a
s koncentraciami kyseliny levulovej v rozmedzi od 1 g/l do 5 g/l, pricom tmovo modra krivka odpoveda
kontrole (bez kyseliny levulovej)

Mikrokalorimetrické vysledky su v sulade s rastovymi krivkami baktérie (Obr. 38, Obr. 39),
na ktorych pozorujeme pokles absorbancie pri kontrole a koncentraciah do 3 g/I v désledku
postupného vyCerpania zivin potrebnych pre rast. Pri koncentraciach 4 g/l a 5 g/l najprv
dochadza k mierneho narastu a poklesu absorbancie podobne ako pri poklese tepelného
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toku pri mikrokalorimetrii. Dal$i narast a pokles absorbancii pravdepodobne uZ nesusivi
s rastom, ale s pritomnostou mftvych buniek, ktoré sa uplne nerozpadli. Silny inhibicny efekt
mala koncentracia 10 g/l, pri ktorej neboli baktérie dlho Zivotaschopné (absorbancia
sa v priebehu merania vyrazne nezmenila — nedoSlo ani kjej narastu ani k strmému
poklesu).
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Obr. 38: Rastové krivky Halomonas halophila bez chloridu sodného a koncentraciach kyseliny
levulovej 0,1; 0,5; 5 a 10 g/l a tmavo modra krivka je kontrola (bez kyseliny levulovej)
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Obr. 39: Rastové krivky Halomonas halophila bez chloridu sodného v koncentratnom rozmedzi
kyseliny levulovej od 1 g/l do 4 g/l a tmavo modra krivka je kontrola (bez kyseliny levulovej)
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6 ZAVER

Cielom prace bolo otestovat vyuzitelnost metdd termickej analyzy k Studiu vplyvu kyseliny
levulovej na metabolicku aktivitu vybranych mikroorganizmov. Mikrokalorimetria vychadza
zo skutonosti, ze vSetky chemické reakcie zahfmaju energetické zmeny, pri ktorych
dochadza bud k uvolfhovaniu tepla (exotermicka reakcia) alebo k absorpcii tepla
(endotermicka reakcia). Metabolickd aktivita a rast mikroorganizmov su spojena prave
s uvolhovanim tepla, vdaka comu sme schopni toto uvolnené teplo zaznamenavat pomocou
mikrokalorimetra. Meranim vieme ziskat hodnotu celkového vyprodukovaného tepla, ktoré
udava mieru metabolickej aktivity. Zo zavislosti tepelného toku na ¢ase vieme sledovat
inhibiény efekt kyseliny levulovej na rast baktérii.

Na experimentalnu pracu boli vybraté tri modelové mikroorganizmy — mezofilna baktéria
Cupriavidus necator H16, jeho mutantny kmen Cupriavidus necator PHB™* a extrémofilnu
baktériu Halomonas halophila. CN H16 a HH produkuju PHA avSak su schopné zit
v prostrediach s réznou salinitou — vdaka ¢omu sme predpokladali rozdielny mechanizmus
stresovej adaptacie. K posudeniu ulohy PHA pri adaptacii sme pouzili mutantny kmernn CN
PHB™ neakumulujuci PHA. V$etky bakteriaine kmene patria medzi aerébne mikroorganizmy,
av8ak baktérie neboli po€as merania v mikrokalorimetrii mieSané, preto bolo potrebné zvolit
vhodny objem kultury k objemu vzduchu v 4 ml kalorimetrickej ampulke. Tento krok
optimalizacie metddy bol nevyhnutny, aby nedochadzalo k rychlemu odumieraniu baktérii
vyCerpanim vzduchu a tym k nepresnym vysledkom. Objem 1 ml kultury sa osvedCil ako
vhodny objem, pri ktorom bolo mozné zaznamenavat metabolicku aktivitu baktérii pocas
desiatich dhoch bez toho, aby dochadzala k ich usmrteniu vy€erpanim vzduchu. Inhibi¢ny
efekt kyseliny levulovej bol sledovany v koncentratnom rozmedzi od 0,1 g/l do 10 g/l.
Adaptacia baktérii na vybrané koncentracie kyseliny levulovej boli porovnané s kontrolnou
vzorkou, ktorej obsah kyseliny levulovej bol 0 g/I.

Pri  bakteridlnom kmeni Cupriavidus necator H16 bola pozorovana adaptécia
na koncentracie kyseliny levulovej mensie ako 5 g/l, pri ktorych boli baktérie metabolicky
aktivne a doslo k ich rastu. Baktérie pocas rastu vyprodukovali rovnaké mnozstvo tepla ako
kontrola a metabolicka aktivita nebola znizena pritomnostou LA. S rastucou koncentraciou
kyseliny levulovej sa doba adaptacie predizuje a tym aj &as, za ktory boli baktérie schopné
vyprodukovat celkové teplo. Koncentracia 5 g/l ma silny inhibiény uéinok a baktérie
spomaluju metabolicku aktivitu natolko, Ze poas merania nedochadza k vyraznému narastu
tepelného toku v désledku rastu. Metabolicka aktivita sa spomali a vyprodukované teplo po
14 dnoch €ini 37 % tepla kontroly, priCom adaptované baktérie vyuzivaju vSetku energiu
a zdroje zivin pre svoj rast. Uplny inhibiény G&inok na metabolicki aktivitu i rast
ma koncentracia 10 g/l, pri ktorej nie je pozorovany narast tepelného toku ani celkového
tepla.

Vplvy kyseliny levulovej na Cupriavidus necator PHB™ je velmi podobny ako na PHA
produkujuci kmen Cupriavidus necator H16. Cupriavidus necator PHB™ je rovnako schopny
adaptovat sa na koncentracie kyseliny levulovej do 5 g/l a zachovat' si metabolicku aktivitu.
S rastucou koncetraciou kyseliny dochadzalo k neskorSiemu rastu vplyvom dih8ej adaptéacie.
Celkové vyprodukované teplo pri tychto koncentraciach bolo priblizne rovnaké a metabolicka
aktivita adaptovanych baktérii tak bola rovnako silna ako pri kontrole. Koncentracia 5 g/l mala
silny inhibiény u€inok na metabolicku aktivitu a rast baktérii nebol pozorovany v zavislosti
tepelného toku na Case. Baktérie po 14 dnoch vyprodukovali 59 % z celkového tepla
vyprodukovaného kontrolou. Kyselina o koncentracii 10 g/l mala natolko silny inhibiény
ucinok a k adaptacii nedoslo ani po desiatich dhoch.
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Negativnou kontrolou ku Cupriavidus necator H16 z hladiska schopnosti produkovat PHA
bol jej mutantny kmen Cupriavidus necator PHB™. Tieto kmene su schopné kyselinu levulovu
metabolizovat a pouzit’ ju ako zdroj energie a uhlika pre ich rast a v pripade Cupriavidus
necator H16 ju vyuzit aj k tvorbe kopolyméru. Porovnanim s Cupriavidus necator H16
mutantny kmen bol citlivejSi na nizke koncentracie od 0,5 do 1g/l a ¢as potrebny
na adaptaciu sa postupne zvySoval. Pri Cupriavidus necator H16 mali koncentracie 0,6-
0,9 g/l rovnaky zaciatok rastu a dihSia adaptacia bola pozorovana az pri koncentracii 1 g/l.
Hlavnym rozdielom je vplyv koncentrécii 1-4 g/l kyseliny levulovej na dizku adaptacie
a Cupriavidus necator H16 je schopny sa rychlejSie adaptovat na rovnaku koncentraciu
kyselinu levulovi ako mutantny kmen Cupriavidus necator PHB™, napr. pri koncentracii 2 g/l
sa relativna dizka adaptéacie zvysila 0 28 % pri CN H16 a 173 % pri CN PHB™. Z vysledkou
tak mézeme predpokladat, ze Cupriavidus necator H16 lepSie reaguje na kyselinu levulovu a
to vd'aka metabolickym draham, ktrorymi ju vie metabolizovat alebo u€innou obranou proti jej
negativnemu vplyvu vdaka biosyntéze a degradacii PHA.

Tretim Studovanym bakteridinym kmenom bola Halomonas halophila, pri ktorej bol
sledovany vplyv kyseliny levulovej a kombinacia dvoch inhibicii v podobe inhibicie kyselinou
levulovou a hypoosmotickym prostredim. Inhibicia samotnou kyselinou levulovou ma pre
Halomonas halophila silnejsi inhibiény G&inok ako v pripade Cupriavidus necator. Dizka
adaptacia HH postupne narastala uz pri nizkych koncentraciach, zatial €¢o pri CN bol posun
zaciatku rastu zaznamenany pri koncentraciach nad 1 g/l. Koncentraciam do 2 g/l je baktéria
HH schopna adaptovat sa, avSak tato koncetracia je pre nu limitna a pri vysSich
koncentraciach uz nedochadza k rastu vplyvom adaptacie na kyselinu levulovu. Mnozstvo
tepla vyprodukovaného pri koncentracia do 2 g/l odpoveda hodnote tepla vyprodukovaného
kontrolu a metabolicka aktivita sa po adaptécii neznizuje. Nad koncentraciu 2 g/I nebol
pozorovany narast tepelného toku v désledku adaptacie a tieto koncentracie boli prili$
vysoké pre baktérie. Mézeme tak predpokladat, ze Halomonas halophila méa odlisny
metabolicky aparat a baktéria je schopna prisposobit sa pritomnosti kyseliny do koncentracie
2 g/l, avSak vysSie koncentracie su pre nu natolko inhibicné, ze obmedzuju jej rast
a metabolicku aktivitu. Vysledky ziskané spojenim dvoch inhibicii jasne ukazuju postupné
odumieranie baktérii v désledku nepritomnosti chloridu sodného, ktory je kltu€ovy pre ich rast
a pritomnost kyseliny levulovej len podporila inhibiciu. Tepelny tok hned po zadiatku merania
zacal klesat, metabolicka aktivita bola obmedzana, a postupnym odumieranim buniek
sa tepelny tok priblizil k zakladnej linii. Vyprodukované teplo pri dvojitej inhibicii bolo velmi
malé a s rastucou koncentraciu kyseliny levulovej bola hodnota maximalneho tepla nizsia.

Porovnanim dizky adaptacie a celkového vyprodukovaného tepla vsetkych troch kmerov
pozorujeme pri HH vplyvom odlisného metabolického aparatu kratSiu dobu lag fazy
u kontroly porovnanim s CN. Koncentracie kyseliny levulovej mali vyraznejsi vplyv na HH
a relativne predizenie adaptéacie je podobné relativnym hodnotam (vztiahnutym ku kontrolnej
vzorke) doby adaptacie pre baktériu CN PHB™. Zvysledkov mézeme predpokladat,
ze metabolizmus CN H16 je najviac prispdsobeny pre spracovanie a vyuzitie LA ako
substratu pre svoj rast. Miera metabolickej aktivity bola priblizne rovnaka pri vSetkych troch
kmenov u jednotlivych koncentracii. Pokles ich relativneho celkového tepla nebol nizsi ako
4 % celkového tepla jednotlivych kontrol. Z hladiska celkového tepelného toku boli
maximalne hodnoty vysSie pri HH ako pri CN, preto by sme mohli predpokladat,
ze mikrokalorimetria mdze byt citlivejSia k Studiu metabolickej aktivity Halomonas halophila.
Avsak vysSia hodnota tepelného toku méze byt prejavom vyssej koncentracie buniek vo
vzorke, preto by bolo potrebné stanovit pocet zivotaschopnych buniek vo véetkych meranych
vzorkach.
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Vysledky mikrokalorimetrie poskytuju vo vSeobecnosti mnozstvo tepla, ktoré boli baktérie
schopné vyprodukovat. Samotné teplo, vSak neposkytuje uplné informéacie o metabolickej
aktivite a jednotlivych formach metabolickej aktivity — raste, deleni buniek, atd. Pre
potvrdenie nasSich predpokladov a blizSiu charakteristiku vplyvu kyseliny levulovej sme
pomocou merania optickej hustoty vzoriek kultivovanych v mikrotitracnych platni¢kach
zaznamenavali rastové krivky baktérii. Vysledky pri vSetkych prvych troch experimentalnych
Castiach potvrdili nasSe predpoklady, ze narast tepla je spojeny s rastom baktérii a v pripade
spojenych inhibicii je pokles tepla spojeny s odumieranim baktérii.

Experimentalnou pracou sme preukazali, ze mikrokalorimetria ako fyzikalne-chemicka
metoda je vysoko univerzalna, citliva a vhodna k studiu mikroorganizmov a ich metabolickej
aktivity. Na prvy pohlad netypicka metdda poskytla termodynamické informacie, ktoré nie je
mozné ziskat konvencnymi biologickymi technikami. Samotné vysledky z mikrokalorimetre
nie su dostatocujuce pre uplny popis inhibiéného ucinky a neposkytuju kompletné informacie
o adaptacnych stratégiach. Napr. celkové vyprodukované teplo méze suvisiet bud s rastom
alebo s aktivaciou inej metabolickej drahy. Pre lepSiu interpretaciu ziskanych
mikrokalorimetrickych vysledkov je potrebné tuto techniku kombinovat s dalSim analytickym
pristupom, napr. ako v navrhnutom pripade s metédou zameranou na stanovenie rastovych
kriviek, sledovanie viability buniek, stanovenie obsahu PHA v &ase, monitorovanie
koncentracie kyseliny levulovej a peptonu v ¢ase, atd’.

Vysledky tejto diplomovej prace preukazali vyuzitelnost mikrokalorimetrie pri Studiu
mikrobialnych inhibitorov. Vysoka citlivost po€as nepretrzittho merania v redlnom c&ase,
automatickost a nepotrebna pred uprava meranych vzoriek poskytuju mikrokalorimetrii
vysoky potencial vyuzitia pri mikrobiologickom vyskume. Mézeme tak predpokladat, ze tato
metdda sa v blizkej buducnosti stane sufastou zakladnych mikrobiologickych technik
zameranych na stanovenie rastu a adaptacie mikroorganizmov.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV
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MS Excel
NADPH
PHA
PHB
rRNA
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uv
°C

%

absorbancia

linearna konstanta rychlosti ohrevu
bazovy par

koenzym A

Specificka tepelna kapacita
deoxyribonukleova kyselina
tepelny tok z kinetickych procesov
zmena Gibbsovej energie

zmena entalpie

kyanovodik

kyselina levulovéa

middle chain lenght

Microsoft Excel
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
polyhydroxyalkanoat
polyhydroxybutyrat

ribozomalna ribonukleova kyselina
smerodajna odchylka

zmena entropie
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