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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa venuje rast podporujucim rizobaktériam (PGPR), ktoré mdzu
byt pouzivané ako vhodna ekologicka alternativa ku konvencnym hnojivam. AvSak
vacsina dneSnych postupov inkorporacie PGPR do procesu obohacovania pddy je zlozita
a finan¢ne narocna. Sietovanie alginatu produkovaného PGPR ponuka novi moznost
enkapsulécie rast podporujucich baktérii.

Ciel tejto bakalarskej prace sa sklada z pripravy gélovych matic s inkorporovanymi
baktériami a nasledného testovania viability a kvantity uvolnenych baktérii.

Prvé experimenty boli vykonané s cielom skumania vlastnosti gélov vytvorenych
zosietovanim kultary baktérie - Azotobacter vinelandii. Prikladmi takychto vlastnosti su
molekulova hmotnost’ alginatu (s najvac¢sou molekulovou hmotnostou kmetia CCM 289
(329,78+ 6,8) kDa) ajeho obsah v géli, obsah PHB (34%-44% CDW) ¢i reologické
vlastnosti (komplexny modul najpevnejsieho gélu dosiahol 13,34 kPa).

Pocet baktérii bol urCovany pomocou prietokovej cytometrie, platiovej metody
a spektrofotometrie. Viabilita baktérii bola skimanad analyzovanim intenzity
fluorescencie pomocou fluorescencnych sond (propidium jodid, fluorescein diacetat,
rhodamin 123, calcein AM), pomocou platiiovej metody a krizovym rozterom. Dalej bolo
skimané posobenie roznych faktorov na pevnost produkovanych gélov ako napriklad
hodnoty pH (boli pouzité roztoky pufru s pH 3, 7 a 10) a pridanie §pecifického alginat-
rozkladajuceho enzymu- alginazy.

Uvoltiovanie baktérii z gélov bolo sledované v priebehu siedmich dni metodami ako
su prietokova cytometria a platiiova metoda. Metodou krizového rozteru bolo dokazané
prezitie bakterialnych kultar po gelacii a bez pritomnosti dostupného uhlikového zdroja,
v roznych prostrediach. Kyslé pH spdsobovalo najvyraznejSiu dezintegraciu gélu
a pri vplyve alginazy na zosietované bakterialne gély nedochéadzalo k velkym rozdielom.
Prezitie bakterialnych kultur v géli a ich postupné uvoltiovanie su dolezitymi zisteniami
pri vyvoji modernych bioinokulantov na zaklade tohto nového konceptu.

KEUCOVE SLOVA

Azotobacter vinelandii, enkapsulacia, PGPR, alginat, prietokova cytometria, platiiova
metoda, spektrofotometria



ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on Plant Growth-Promoting Rhizobacteria that can be used as
a suitable ecological alternative to conventional fertilizers. However, most of today's
approaches to incorporating PGPR into the process of soil fertilization are convoluted and
costly. Crosslinking of alginate self-produced by PGPR offers a new possibility of plant-
growth-promoting bacteria encapsulation.

The aim of this thesis consists of preparing gel matrices with incorporated bacteria, followed
by testing the bacteria's viability and quantity.

Firstly, experiments were carried out to determine various properties of gels produced by the
chosen representative bacteria Azotobacter vinelandii. These properties include the molecular
weight of alginate (with the highest molecular weight of strain CCM 289 (329,78+ 6,8) kDa),
the alginate's amount in the gel, the content of PHB (34%-44% CDW), and the gel's overall
rheological properties. The complex modulus (as a representation of rheological properties) of
the firmest gel reached the value of 13,34 kPa.

The bacteria content was examined by flow cytometry, the CFU method, and
spectrophotometry. The viability of bacteria was determined by analyzing the fluorescence
intensity via fluorescent dyes (propidium iodide, fluorescein diacetate, rhodamine 123, calcein
AM), then by using the CFU method, and also via the plate method. Furthermore, the effects
of various factors such as different pH levels (pH 3, 7, and 10) or adding the specific alginate-
degrading enzyme alginase were also examined.

Releasing of the bacteria was observed over the course of seven days using flow cytometry
and the CFU method. The plate method proved the bacteria's survival after gelation and without
any source of carbon. The largest disintegration of gels occurred in acidic pH. Moreover, the
effect of alginase on crosslinked bacterial gels and synthetic alginate were very similar. The
survival of bacterial cultures in gel and their continuous release are significant findings in the
development of novel bioinoculants based on this new concept.

KEYWORDS

Azotobacter vinelandii, encapsulation, PGPR, alginate, flow cytometry, CFU method,
spectrophotometry
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1. Uvop

Tretia agrikultirna revolucia, tiez znama ako Zelend revolucia, priniesla nepochybne
markantni zmenu v produkcii plodin, vdaka zavedeniu hromadného pouzivania pesticidov,
fungicidov ¢i anorganickych hnojiv. Odvratend strana tohto pokroku je odzrkadlena
v znehodnocovani zdravia pody. Prikladom je kontinudlne pouzivanie anorganickych hnojiv,
¢o sposobuje znizenie obsahu organickej hmoty v pdde, ba dokonca je znizovana mikrobidlna
aktivita [1]. Z tychto faktorov vyplyva potreba hl'adania alternativnych ciest obohacovania
pody o nevyhnutné ziviny.

Jednym z kandidatov na rieSenie daného problému je aplikacia rast podporujucich baktérii
do pody (PGPR). PGPR umoziuju zvySenu urodnost pddy, zaroveinl ju ochrafiuju, aich
vyhodou je to, ze st obnovitelnym zdrojom [2]. Rast podporujiice baktérie napoméahaju
v regulacii nutri¢nej a hormonalnej rovnovahy rastlin, napomahaja pri ochrane pred patogénmi
ataktiez ulahCuji rozpustanie roznych nutrientov [3]. Enkapsulacia tychto baktérii
v hydrogéloch zosietovanim je znama uz dlht dobu. Jednou z prekazok v masovom pouzivani
tohto sposobu obohacovania pody je fakt, ze technoldgia enkapsulacie je financne narocna.

Inovativny postup pripravy bioinokulantov s obsahom PGPR zahfiia sietovanie
bakterialneho alginatu produkovaného vybranymi predstavitelmi rast podporujacich baktérii,
a teda sucasnu inkorporaciu rast podporujucich baktérii do takejto gélovej matice. Nespornou
vyhodou takejto inkorporacie je zjednoduSenie enkapsulacie, atiez potencialna nizSia cena
takto enkapsulovanych mikroorganizmov, kedze je pracované s polymérmi tvorenymi
samotnymi mikroorganizmami.

V tejto bakalarskej praci bude pozornost upriamena prave na takéto gélové matrice
s inkorporovanymi baktériami, konkrétne s Azotobacterom vinelandii. Prva Cast tejto prace sa
sustredi na teoreticky uvod k danej problematike, priCom velmi ddlezity prispevok prinasa
literarna reSerS zhrilujuca skimanie sucasného stavu rieSenia danej problematiky. KIaCovym
pre tuto pracu je taktiez vytvorenie gélovych matric s inkorporovanymi baktériami s co
najlepsimi vlastnostami, teda budu pozorované rozne kmene Azotobactera vinelandii a aj rdzne
sietovacie Cinidla. Najvacsi doraz je vSak kladeny na navrhnutie a otestovanie analytickych
technik hodnotiacich viabilitu inkorporovanych buniek a ich uvol'novanie.



2. TEORETICKA CAST

2.1  Rast podporujuce rizobaktérie

Vramci fungovania podneho ekosystému hraji vztahy medzi korefimi rastliny
a mikroorganizmami, ktoré sa vyskytuju v blizkosti korefiove] sustavy danej rastliny klI'aCovu
ulohu. Tieto vzt'ahy mozu byt prospesné, negativne alebo neutralne. Prikladom prospesného
posobenia, ktory je charakteristicky pre rizobaktérie, je symbidza, konkrétne jej podkategoria
mutualizmus. Mutualizmus je charakterizovany ako prospesny pre obe skupiny. V tejto praci
sa zameriavame na mutualisticky vzt'ah rizobaktérii a rastlin [2].

Dolezitym faktom je, Ze miera posobenia mikroorganizmov na rastliny sa zvySuje vtedy,
ked’ sa nachadzaju ¢o najblizsie k povrchu korena [3]. Vo vSeobecnosti byva tato oblast
nazyvana rizosféra, iked tento termin bol povodne pouzity vroku 1904, nemeckym
agronémom a biolégom, Lorenzom Hiltnerom na opis mikroorganizmov vo vnutri a v blizkom
okoli koreria [4]. Tato definicia vSak uz nie je aktualna, pretoze mikroorganizmy Zzijuce
na povrchu koreria st podl'a najnovsej literatury oznacované ako tie, ktoré obyvaju rizosféru,
zatial’ co mikroorganizmy, ktoré sa vyskytuja vo vnutri korena si ozna¢ované ako endofyty [5].

Rast podporujtce rizobaktérie (PGPR = plant growth-promoting rhizobacteria), ktorymi sa
zaobera tato praca, oznacuju baktérie, ktoré sa vyskytuju na koreni rastliny alebo v jeho okoli,
a zaroven produkuju pre danu rastlinu prospes$né latky [6] . Takymito prospeSnymi latkami st
fytohormony, gibereliny, cytokininy a mnohé iné. BlizSie sa im bude venované v nasledujucich
kapitolach. Niekedy je pojem rast podporujuce rizobaktérie (PGPR) zamieniany s pojmom rast
podporujucich baktérii (PGPB = plant growth-promoting bacteria), avSak jedna sa
o nadmnozinu daného terminu, pretoze PGPB su charakterizované ako baktérie, ktoré sa
vyskytuja v rizosfére, endosfére alebo fylosfére a maju pozitivny vplyv na rast rastliny [7].

2.2 Mechanizmy posobenia PGPR

Vo vSeobecnosti mozu rizobaktérie posobit’ na rastlinu priamo alebo nepriamo. Rozdiel
medzi tymito dvoma typmi mechanizmov nie je vzdy uplne jednoznacny, ale vSeobecnym
pravidlom je, ze priame mechanizmy sa deju vo vnutri rastliny a priamo ovplyviiuja jej
metabolizmus a naopak nepriame prebiehaju mimo rastliny [8]. Priklady tychto mechanizmov
su zobrazené na obrazku 1.
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Obrazok 1: Mechanizmy posobenia rizobaktérii [8]

2.2.1 Priame posobenie rizobaktérii podporujucich rast rastlin

V pripade produkcie rastovych regulatorov (fytohormoénov) mikroorganizmami aich
nasledného poskytnutia rastline, alebo pri zvySovani dostupnosti nutrientov (dusik, fosfor)
v podde, hovorime o priamom mechanizme. Prikladmi pdsobenia, pomocou ktorého su
zabezpecené nutrienty v pode, su fixacia vzdusného dusika a rozpustanie fosforu [9]. Fixacia
vzdusného dusika je definovana ako proces, v ktorom je atmosféricky dusik premeneny na
formu, ktora je vyhodna a vhodna pre rastliny. Rastliny absorbuji dusik hlavne vo forme
nitratov a amoénnych i6nov, ktoré im pomahaju sprostredkovat prave rizobaktérie [10].Tento
proces je velmi dolezity z dovodu, ze rastliny nemdzu pouzit atmosféricky dusik priamo,
a dusik je nevyhnutny na syntézu zakladnych latok nutnych pre zivot rastlin [11]. Po dusiku je
druhym limitujacim nutrientom fosfor. Ten je ziskavany rozpustanim komplexnych Struktar
fosfatov, pricom dochédza k premene organickej formy fosforu na anorganicki (H2POq,
HPO.*, PO4>), ktora je pre rastliny dostupnejsia [11]. Fytohormony, teda rastlinné hormony,
su prirodzene sa vyskytujuce organické molekuly alebo latky, ktoré maju vplyv na fyziologické
procesy (rast, regulacia vel'kosti organov, tolerancia stresu) rastlin [12]. Produkcia prekurzorov
k tymto horménom je jednym zo sposobov, akym rizobaktérie podporuju rastliny.

Medzi fytohormoény patria auxiny, cytokininy, gibereliny, etylén, ¢i kyselina absicisova
(ABA). Auxiny sluzia na podporu klicenia rastliny a rastu korenov. K rastu korefiov a sucasne
k deleniu buniek a rozpinavosti listov napomahaju cytokininy. Hlavnou ulohou giberelinov je
predizenie vyhonkov a etylén sluzi napriklad na dozrievanie plodov & kligenie semien [13].Pre
zivot rastlin je nevyhnutné Zelezo, ktoré sa sice v prirode vyskytuje v hojnom mnozstve, av§ak
vo forme, ktorad je pre rastliny tazko dostupna. Rizobaktérie tento problém rie§ia pomocou
produkcie sideroforov, ktoré su ziskané v procese premeny nerozpustnych zelezitych ionov
na rozne zelezité komplexy (hydroxamaty. fenolkatecholaty, karboxylaty). Podstatné je tiez, ze
siderofory su produkované len v pripade nedostupnosti zeleza v pode [14].

10



2.2.2 Nepriame posobenie rizobaktérii podporujicich rast rastlin

Nepriame mechanizmy pdsobenia zahffiaju schopnost’ rizobaktérii eliminovat Skodlivé
ucinky patogénov na rast, ¢o je zahrnuté v tvorbe antibiotik, lytickych enzymov, ¢i dokonca
v tvorbe kyanovodiku [14]. V predchadzajucej podkapitole spomenuté siderofory pdsobia aj
nepriamym mechanizmom, a to napriklad ako konkurencia patogénnym baktériam (odoberaju
zelezo z prostredia) a taktiez v pripadoch znecistenia pddy tazkymi kovmi (olovo, arzén,
kadmium).

Odoberanie zeleza z prostredia znamena jeho mensi prisun pre baktérie, teda aj pre patogény,
¢o sa odrazi v ich spomalenom az zastavenom raste. To je vel'mi vyhodné pre rastlinu, pretoze
menej patogénov vedie k jej lepSiemu a rychlejSiemu rastu. Symbioticky vztah rizobaktérii
a rastliny je teda tymto javom pozitivne ovplyvneny [15].Znecistenie pod tazkymi kovmi je,
zial, aktualny problém dvadsiateho prvého storo€ia. Ako uz bolo spomenuté, niektoré
rizobaktérie dokazu rast’ v prostredi s obsahom tazkych kovov, a v tomto prostredi dokazu
napravat’ tieto neziaduce pomery, vd’aka naviazaniu tazkych kovov do molekuly sideroforu
[16]. Kyanovodik reprezentuje latku, ktorej ilohou je biokontrola rastu buriny. Tato schopnost’
je dolezita, aby zamedzila burine rast’ okolo korena rastliny a tym znemoznila jej rast [17].

Mechanizmus pdsobenia antibiotik moze byt ilustrovany ako produkcia latok o malej
molekulovej hmotnosti rizobaktériami, ¢o Skodlivo pdsobi na metabolizmus patogénov.
Existuje viacero variant takéhoto pdsobenia, ako je posobenie na bunkovu stenu, ¢i zastavenie
delenia buniek. Lytické enzymy, ako su napriklad celulazy, proteazy a lipazy, maju schopnost’
rozkladu bune¢nych stien patogénnych hub [14].

2.3 Druhy rizobaktérii a sposoby ich ucinku

Zlozenie rizobakterialnej populacie je ovplyvnené velkym mnozstvom réznych faktorov,
ako je napriklad samotny rastlinny druh, zloZenie pddy, v ktorom sa tato populéacia nachadza
a v neposlednom rade su to korefiové exudaty, ktoré su poskytovate'mi zivin bohatych na uhlik
¢i cukry [18]. Bioinokulanty st definované ako latky obsahujuce zivé mikroorganizmy, ktoré
v pripade aplikovania na rastliny (bud’ na ich povrch, alebo priamo do pddy) maji schopnost’
kolonizovat rizosféru alebo v pripade aplikacie na povrch, priamo vnutro rastliny [19].

Takyto sposob obohacovania pody je vel'mi atraktivny z dovodu Setrnosti voci prostrediu,
ked’ze bezné syntetické hnojivd mozu znecistovat’ podzemné vody, ba dokonca aj samotnu
podu. Vysledky S§tadii potvrdzuju, Ze obohacovanie ornych pdd rast podporujucimi
rizobaktériami zvySuje agronomické vytazky z tejto pody [20].Na trhu sa vyskytuje uz zopar
komer¢nych produktov, ktoré vyuzivaju vyhody biohnojiv s obsahom PGPR. Niektoré z nich
su zobrazené v tabul'ke 1 na druhej strane. Podpora rastu byva sprostredkovana napriklad ako
ochrana tychto semien proti patogénom. Druhym odporu¢anym vyuzitim je obohacovanie pody
dusikom ¢i fosforom, ktoré je reprezentované napriklad rozpustanim a fixaciou prospesnych
latok. V niektorych pripadoch (napriklad pri extrémnych suchéach) dokazu takéto komercné
rizobaktérie zadrzovat vlahu v pode [21].
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Tabulka 1: Komercné hnojiva, v nich obsiahnuté kmene PGPR k nim prislusné pouZitia [22]

Nazov komerc¢ne .
f N . . Kmen PGPR Odporucané pouzitie
pouzivaného hnojiva
Urychleni tu i k
Bioboost Delfia acidovorans fychienie ras. s.emlen fepy
olejnej
Obohatenie pody pre
Bioplin Azotobacter spp . P Vy p
paradajky, slnec¢nice
.. : Urychlenie rastu semien
Bioyield Bacillus spp v .
raj¢in, tabaku
Compete Bacillus, Pseudomonas Obohatenie pddy pre travniky
Urychlenie rastu semien
Kodiak B. subtilis er .
ovocia a zeleniny

2.4 Azotobacter vinelandii

Existuje Siroka skala réznych zastupcov zo skupiny PGPR (napr. B subtilis, Deldia )
ajednym znich je aj baktéria A. vinelandii, ktord je pouzivana ako modelovy organizmus
v tejto bakalarskej praci. Azotobacter vinelandii bol pred viac ako sto rokmi charakterizovany
ako aerobna diazotroficka (dusik-fixujuci organizmus) baktéria [23].

Podla zlozenia bunkovej steny, ktora obsahuje hlavne liposacharidy na vrchu prekryté
druhou membranou, je takzvané Gramove sfarbenie ruzové [24] a z toho vyplyva zaradenie
tychto baktérii medzi Gram-negativne baktérie [25]. Tvar a zaroveni Gram-negativne sfarbenie
s zobrazené na obrazku 2.

Pohyb baktériam umoziuja bi¢iky a patria medzi mezofilné baktérie, teda optimalne teplota
pre ich optimalny rast je 20-40 °C [26]. Bunka m4 vel'kost’ 1,5-2,0 um, je v tvare kratkych
tyCiniek (kokobacily), a ma schopnost’ tvorit’ cysty ako ochranu pred nepriaznivymi vplyvmi
okolitého prostredia. Nepriaznivym prostredim pre tuto baktériu je napriklad prili§ vysoka ¢i
nizka teplota. Optimalna hodnota pH pre rast Azotobactera je okolo hodnoty 7,3 a teda ina
hodnota posobi nepriaznivo na jeho rast a prezitie [27].
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Obrazok 2: Azotobacter vinelandii — tvar a Gram-negativne sfarbenie [27]

Typicky pre tato baktériu je obsah troch druhov nitrogenaz, enzymatickych proteinovych
komplexov sluziacich k fixacii atmosférického dusiku, s roznymi kovmi v ich kofaktoroch.
Molybdén a vanad st prikladmi kovov v kofaktoroch [28]. Tieto kovy sa mdézu vzajomne
substituovat’ za ucelom podpory rastu baktérie v pripadoch, ak chyba nejaky esencialny kov
alebo pri rozdielnych teplotach.

Zaujimavym faktom je, ze ak rastie v pdde s nedostatkom Zzeleza, tak produkuje (okrem
iného) neénovo-zeleny siderofor — azotobactin [29]. Dalou nespornou vyhodou tohto
organizmu je, Ze pre svoj rast a iné metabolické procesy dokaze vyuzivat velké mnozstvo
uhlikovych zdrojov ako napriklad alkoholy, organické kyseliny a cukry. To sa prejavi v nizsich
nakladoch pri produkcii v priemysle, a zaroven je to efektivnejSie aj pre samotnu baktériu,
ked’'ze moze rast’ na vi¢Som mnozstve substratov [23].

Azotobacter vinelandii okrem iného sluzil aj ako modelovy organizmus na Stidium
metabolickych procesov v zivych bunkach, predovsetkym respiracie a stym spojenym,
Krebsovym cyklom (alebo cyklus trikarboxylovych kyselin), ¢i elektronového transportného
retazca. Rychlost' a frekvencia dychania s v porovnani s baktériou Escherichia coli az
desat’krat vacsie, ¢o moze predstavovat miernu nevyhodu pre fermentacné procesy. Niekol'ko
vedeckych prac potvrdilo, ze pri kontrolovanom prisune kyslika baktérii Azotobacter sa moézu
fyzikalnochemické vlastnosti alginatu a poly(3-hydroxybutyrat) vyrazne zlepsit [30]. Okrem
svojich rast podporujucich vlastnosti je Azotobacter vinelandii tiez znamy pre svoju schponost’
produkovat’ dva zaujimavé biopolyméry — extracelularne produkovany polysacharid alginat
a intracelularne akumulovany mikrobialny polyester polyhydroxybutyrat.

Alginat sa nachadza v okoli bunky, potom ako je vytlaCeny baktériou cez membranu
do extracelularneho priestoru. Tento biopolymér je tvoreny kvoli svojej vynikajticej schopnosti
chranit’ pred nepriaznivymi vplyvmi okolia [31]. Poly(3-hydroxybutyrat) je taktiez vyznamny
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pri ochrane pred nepriaznivymi vplyvmi, pretoze moze sluzit' ako zdroj zivin v pripade ich
nedostatku [32]. Tieto dva polyméry st priemyselne vyznamné a preto im bude venovana cela
nasledujtca kapitola.

2.5  Vyznamné polyméry produkované modelovym organizmom

Biotechnologie su charakterizované ako procesy zahfiiajuce pouzitie zijucich systémov, teda
mikroorganizmov, alebo ich Casti pre vytvorenie produktov, systémov a prostredi za ucelom
zlepSenia kvality l'udského zivota. Produkty biotechnologického procesu su reprezentované
najcCastejSie potravinami alebo Sirokou Skalou chemickych latok atraktivnych bud’ svojou
bioaktivitou (napr. lie¢iva) alebo svojimi materidlovymi vlastnostami (napr. biopolyméry).
Odpadové hospodarstvo a Cistenie odpadovych vod st prikladom vyuzitia biotechnolégii
v systémoch. Vyuzitie vytvarania prostredia je pomerne Specifické, ale novinkou je
hydroponia, kde sa pestuju rastliny bez pddy v zivnom roztoku [33]. Medzi biotechnologicky
vyznamné patria baktérie rodu Lactobacillus zodpovedné za fermentaciu kyslych mliecnych
produktov. Rod Staphylococcus bol objaveny Skotskym chemikom Alexandrom Flemingom a
je dodnes pouzivany na vyrobu penicilinu [34; 35]. Baktérie rodu Azotobacter nachadzaju
rozsiahle vyuzitie v réznych biotechnologiach, pricom velmi zaujimavym je vyuzitie
v produkcii priemyselnych polymérov ako st polyhydroxyalkanoaty a alginat.

2.6 Alginat

V osemdesiatych rokoch devéitnasteho storocia bol objaveny alginat Skotskym chemikom
E.C.C. Stanfordom pri skimani uzito¢nych produktov izolovanych z chaluh [36]. Nazov tohto
prirodného polyméru pochadza z latinského slova ,,alga®, ¢o v preklade znamena morska riasa
[37].

2.6.1 Chemicka podstata alginatu a jeho produkcia baktériami

Z chemického hladiska je alginat polymér, presnejsie kopolymér (polymér skladajuci sa
z dvoch réznych monomérov s roznym usporiadanim), zlozeny z dvoch podjednotiek, ktorymi
st kyselina B-D-manuronova a a-L-guluronova kyselina.

00C
~~.0
OH gelele OH
Q -2l 0
O-__ 0. __
OH )
o-L-guluronova kyselina p-D-manuronova kyselina

Obrdzok 3: Struktira alginadtu [38]
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Tieto dve latky su spojené B-1,4-glykosidickou viazbou a zaroven a-L-guluronova kyselina
je epimérom B-D-manuronove] kyselina (na piatom uhliku). Dany kopolymér ma linearny
retazec, a je to anionicky polymér. Struktira alginatu je zobrazena na obrazku 3 [38]. Alginat
je v dnesSnej dobe ziskavany hlavne z hnedych rias, a to z dovodu nizsich vyrobnych nakladov
v porovnani s bakteridlnou produkciou. Rozdiel medzi tymito dvoma spOsobmi ziskavania
alginatu (z rias a z baktérii) spociva v tom, ze na alginate vzniknutom z baktérii je naviazana
acetylova skupina, a méze byt ziskana molekula o presnych parametroch, teda urcitych
substituentoch a diZke retazca [39].

2.6.2 Aplikacie alginatu

Alginat je pouzivany v Sirokom spektre oblasti. Farmaceuticky, kozmeticky ¢i potravinarsky
priemysel st len niektorymi prikladmi tychto oblasti [40]. Vlastnosti urcujuce tato jeho
vSestrannost v pouzivani su napriklad biokompatibilita, netoxicita, jeho porovita struktira (ako
hydrogélu) a samozrejme jeho dostupnost’ a pomerne nizka cena [41].

V potravinarskom priemysle sa vyuzivaji jeho fyzikalne-chemické vlastnosti na
zahust'ovanie, stabilizaciu, emulzifikaciu produktov ako su napriklad r6zne omacky, mlieka ¢i
cukriky [42]. Farmaceutické aplikéacie tejto latky su taktiez pomerne rozsiahle. Alginat je
pouzivany na obalovanie lieiv na postupné uvolfiovanie tabliet v udskom tele [43].
Z hladiska kozmetického priemyslu je alginat dolezity vd’aka svojej schopnosti zadrziavat
vlhkost a tiez pri zadrziavani farby pri vyrobe dekorativnej] kozmetiky [44].

Pre tuto bakalarsku pracu je najddlezitejSie vyuzivanie alginatu ako pridavnej latky do pody,
ked’ze na podu je praca zamerana. Presnejsie je dolezita enkapsulacia, teda vytvorenie gélového
nosica, ktory poskytuje ochranu a zaist'uje riadené uvolniovanie bakterialnych buniek, ktoré sa
do pody aplikuju. Vyhodou je, ze baktéria, s ktorou bude v tejto bakalarskej praci pracované,
dokaze produkovat’ alginat sama, z ¢oho vyplyvaju nizsie naklady na vyrobu, a zaroven nemusi
byt pridavany k baktérii pri enkapsulacii [45]. Zadrziavanie vlhkosti, alebo vody v pode je
jeden z faktorov, na ktorom zavisi prezitie vacSiny rastlin. Alginat je oznaCovany ako
superabsorbent (SAP), a teda plni funkciu zadrziavania vody v pode, ale zarovefi pomaha pri
efektivnom vyuzivani vlhkosti.

Zaujimavé je, Ze tento polymér tiez ochrariuje rastliny pred patogénmi, ¢o bolo dokazané
znizenou reprodukciou patogénnych hub po pridani alginatu do pddy na koretioch
zemiakov [46]. Rizobaktérie byvaji inokulované v tomto polyméri, ¢o je tiez velkym
benefitom pre rastliny [47].

2.7  Polyhydroxyalkanodty

Polyhydroxyalkanoaty (PHAs) patria medzi biomateridly, ktoré by bolo mozné
rozkladat' v prirode, Co znamena, ze by mohli nachadzat’ vyuzitie ako alternativna nahrada
syntetickych plastov, a tym byt pre ekosystém neskodné. V roku 1925 bol objaveny poly(3-
hydroxybutyrat) a tym aj skupina polyhydroxyalkanoatov, francizskym biolégom Mauricom
Lemoignom. PHAs su uchovavané ako zdroj energie mikroorganizmov ako su napriklad
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baktérie rodu Azotobacter, ktoré si schopné PHAs syntetizovat. Je to vyznamna vyhoda,
pretoze mozu zasoby PHAs pouzit’ ako zdroj energie pri nedostatku uhlikového zdroja, a pri
nepriaznivych podmienkach prostredia a zvySuju stresovi odolnost a bunkovu robustnost
mikroorganismu [48].

2.7.1 Chemicka struktura polyhydroxyalkanoatov

Od objavenia PHAs bolo objavenych okolo 150 druhov, ktoré sa lisia v dizke a vetveni
retazca. PHAs su linearne polyestery hydroxyalkanovych kyselin. Zakladna Struktira PHASs je
zobrazena na obrazku 4.

R O .
(-
’ (o] CH (CH) o ’

100-30000

Obrazok 4: Vseobecna Struktira polyhydroxyalkanoatov [49]

Ak by bol zvySok R nahradeny metylovou skupinou a zaroven n = 1, vysledny polymér by
niesol nazov polyméru — poly(3-hydroxybutyrat). Ten patri medzi najznamejsie zo skupiny
PHAs s kratkym retazcom [49]. Z hl'adiska fyzikalnych vlastnosti polymérov tejto skupiny
mozu byt priradené do termoplastov (po vychladnuti ich nie je mozné tvarovat)) a elastomérov
(dobra viskoelasticita) [50].

2.7.2 Vyuzitie polyhydroxyalkanoatov

Vdaka biokompatibilite a biorozlozitelnosti si PHA rozsiahlo pouzivané v mnohych
oblastiach ako napriklad v medicine pri hojeni ran, & pri vyrobe roznych kibovych nahrad.
Podobne ako alginat, m6zu byt polyhydroxyalkanoaty pouzivané ako nosiCe lieCivych
latok [51].

Oproti konven¢nym petrochemickym plastom tieto materialy neprispievaju k (v dnesnej
dobe casto skloflovanému) znecisteniu oceanov. V pripade, ze by sa bioplast vyrobeny
z polyhydroxyalkanoatov dostal do morského ekosystému nenastane trvalé znecistenie tohto
ekosystému, ked'ze su l'ahko degradovatelné na oxid uhli¢ity a vodu [52]. Vyuzitie PHA ako
latok  podporujucich rast v agrikultire moéze byt predstavené ako pouzitie
polyhydroxyalkanoatov v kombinéacii s réznymi hnojivami obsahujucimi huminové kyseliny ¢i
typické NPK zlozky komerénych hnojiv, pretoze st biodegradovatel'né, a uvoltiovanie
ucinnych latok do pody moze byt kontrolované [53].

PHA su prepojené s ich mikrobialnymi producentami takym spdsobom, ze im pomahaju
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prezit' pri nepriaznivych podmienkach pre zivot. Napriklad pri nedostatku zdroja uhlika su
polyhydroxyalkanoaty rozlozené PHA depolymerazou, az nich uvolneny uhlik nasledne
vstupuje do metabolickych procesov (napriklad biosyntéza mastnych kyselin). Ddélezitymi
prikladmi nepriaznivych podmienok, ktorym musi rizosféra celit, su sucho, znecistenie
tazkymi kovmi (olovo, arzén, ortut’) i extrémne teploty (vysoké, ¢i nizke). V spominanych
pripadoch bola preukéazana biologicka vyhoda — vac¢sia odolnost’ a viabilita PHAs producentov
v porovnani s mikroorganizmami, ktoré ich neprodukuja [54].

2.8  Hydrogély

Hydrogély su trojrozmerné sietové Struktary, pre ktoré je charakteristické absorbovanie
a zadrziavanie vody. Mnozstvo vody, ktora je zadrziavana zavisi od funkénych skupin
a porozity gélu. Vyhodou hydrogélov je, ze su velmi vSestrannymi z hladiska pouzitel'nosti.
Teda je mozné pouzit’ ich farmaceutickom ¢i kozmetickom priemysle [55].

P&dne hydrogély (hydrogély aplikované do pody) su Casto pouzivané ako pomocné podne
prostriedky ktoré zlepSuju rast rastlin priebeznym a postupnym poskytovanim zivin a vody.
Dolezitost’ pomalého uvolfiovania baktérii ¢i hnojiv do pddy spociva v tom, ze ziviny a voda
su poskytované rastlinam aj za extrémnych podmienok, napriklad pri obdobi extrémnych stch.

2.9  Sposoby tvorby gélov

Dodlezitym pojmom uzko suvisiacim s témou hydrogélov je enkapsulacia, v kontextu tejto
prace konkrétne enkapsulacia rast podporujucich rizobaktérii. V principe je enkapsulacia
obalovanie aktivnej ingrediencie (v naSom pripade baktérii) v konkrétnom nosici,
zabezpecujucim ochranu, kontrolované uvolnovanie a v Specifickom pripade enkapsulacie
mikroorganismov tiez zachovanie metabolickej aktivity a zivych procesov mikrobialnych
buniek. Naviac je gélovym prostredim zaistend ochrana pred abiotickym (chemikalie)
a biotickym (8kodci, choroby) stresom. Existuju rézne techniky enkapsulacie, ktoré su zalozené
bud’ na fyzikalnom, chemickom alebo fyzikalno-chemickom procese. Skupinu chemickych
technik enkapsulacie zastupuje polymerizacia. Extrizia, emulgacia ¢i sprejové suSenie
predstavuju skupinu fyzikalnych technik enkapsuléacie. Fyzikalne-chemicku podstatu maju
koacervéacia a idnova/kovalentna gelacia [56].

I6énova gelacia bude praktizovana v experimentalnej Casti tejto bakalarskej prace, preto je
dolezité venovat sa tejto problematike podrobnejSie. Ionova gelacia, alebo aj inym nazvom
ionové sietovanie, je pozorovand vo vodorozpustnych a elektricky nabitych polyméroch,
ktorych i6ny nest opacny naboj [56]. Elektricky zdporne nabity a vo vode rozpustny alginat
modze byt zosietovany vapenatymi ¢i inymi dvojmocnymi a trojmocnymi kladne nabitymi
ionmi. Struktira zosietovaného alginatu vapenatymi ionmi je zobrazena na obrazku 5.
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Obrazok 5: Alginat s vapenatymi ionmi — vdpenaté iony zndzornené Cervenymi kruhmi a algindt
Sedymi ciarami [57]

Chlorid vapenaty je najpouzivanejSie sietovacie Cinidlo, hlavne vdaka jeho vybornej
rozpustnosti vo vodnych roztokoch, ¢i biokompatibilite s zivymi organizmami. Na druhu
stranu, nevyhodou chloridu vapenatého je, ze vzniknuté gély si nekonzistentné a mechanicky
slabé. Okrem zmieneného chloridu vapenatého mdze byt pouzity aj uhli¢itan vapenaty, ktorého
vyhodou naopak je, ze vysledné gély vzniknuté pouzitim tohto ¢inidla st pevné a mechanicky
odolné. V porovnani s chloridom vapenatym je vSak uhli¢itan zle rozpustny vo vode, a gély
vzniknuté tymto spdsobom su nachylnejsie k starnutiu, co je spdsobené dlh§im ¢asom gelacie
[57].

Kovalentna gelacia je zalozena na sietovani roztoku kovalentnym sietovacim cinidlom,
napriklad karbodimidmi, ktory spaja dva retazce polymérov kovalentnou vazbou [56; 58].

2.10 Ziaduce viastnosti hydrogélov

Na zaciatok je dolezité povedat’, ze idealny hydrogél neexistuje, pretoze pre kazdu aplikaciu
hydrogélov su vyzadované iné a Specifické vlastnosti. Podmienky, v ktorych vznikaju
hydrogély, teda gély vo vSeobecnosti, vyznamne ovplyviiuju vysledné vlastnosti gélov.

Prakticky mozu byt tymito ovplyviiujucimi faktormi teplota & dizka gelacie v siefovacom
¢inidle. VSeobecne pozadovanymi vlastnostami su dostato¢na schopnost’ absorpcie ucinnych
latok, nizka cena a netoxicita pre Cloveka a zivotné prostredie [59; 60].

Pomerne vel'ké mnozstvo parametrov, ako napriklad biodegradabilita a dlha doba zivotnosti,
je vyzadovanych pri pouziti hydrogélov v pdde. Biodegradabilita bez formovania toxickych
latok po rozlozeni hydrogélu je prioritou, pretoze v pripade nesplnenia tejto podmienky by bolo
obohacovanie pddy hydrogélmi kontraproduktivne. Na druhu stranu je pozadovana ¢o najdlhsia
doba zivotnosti gélu a s iou suvisiaca moznost reverzibility botnania tychto gélov. Pojmom
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reverzibilita botnania gélov je myslené, ze gél po tom ako uvolni vodu dokéaze niekolkokrat
znovu nasiaknut vodou abyt zdrojom vlhkosti v obdobi sucha. Dal§im o&akavanym
parametrom je stabilita materialovych vlastnosti, teda gél, pripadne xerogél, by mal vydrzat
neznehodnoteny a s rovnakymi vlastnostami ako pri vytvoreni gélu, dlhsiu dobu pred
samotnou aplikaciou do pody [61].

2.11 Metddy na stanovenie poctu buniek a sledovanie ich uvol’fiovania

Diskusia principu fungovania pouzitych metdd je velmi ddlezita, pretoZze porozumenie
principu umoziuje adekvatne interpretaciu ziskanych experimentalnych dat. Danymi pouzitymi
metédami je spektrofotometria, cytometria, meranie fluorescencie na multidetekénom
analyzatore, platiiova metoda.

2.11.1 Spektrofotometria

Principom tejto metody je absorpcia energie elektromagnetického ziarenia molekulami
analyzovanych latok. Absorpcné spektrum, charakteristické pre kazdu latku, sa ziskava
zo zavislosti absorbovaného mnozstva Ziarenia na vlnovej dizke [62]. Bouger-Lambert-Beerov
zakon kvantitativne popisuje zavislost' zoslabenia ziarenia na koncentracii absorbujucej latky
a hrabke absorbujuceho prostredia. Pri konstantnej hrubke absorbujticeho prostredia dochadza
k poklesu ziarivého toku vstupného Ziarenia s rastucou koncentraciou absorbujucej latky [63].
Transmitancia je vyjadrena ako pomer ziarenia, ktoré preslo a dopadajuceho ziarenia.
Absorbancia je zaporny dekadicky logaritmus transmitancie a je priamo Umerna koncentracii
analytu. Najzauzivanej§im tvarom Bouger-Lambert-Beerovho zakona je ten, pri ktorom je
absorbancia A rovnad su¢inu molarneho absorpcného koeficientu ¢, koncentracie analytu c
a optickou dizkou kyvety  [64].

2.11.2 Prietokova cytometria

Prietokova cytometria je analytickd metoda sliziaca na meranie a analyzu vlastnosti buniek.
Dana metdda je vel'mi vSestranna a prikladmi jej pouzitia su: urovanie poctu buniek, urovanie
¢i sajedna o zivé alebo nezivé bunky, stanovovanie rozlozenia vel'kosti a ziskavanie informacii
o vnutornej Struktire bunky [65; 66]. Charakteristikou tejto metddy je to, ze spomenuté
informéacie o bunkach su ziskavané pomocou rozptylu svetla a fluorescencie. Hydrodynamicka
fokusacia zabezpeCuje pomocou velmi tenkej kapilary a vysSieho tlaku v pride nosnej
kvapaliny usporiadanie buniek jednej za druhou. Nasledne bunky prechadzaja lG¢mi svetla
pricom dochéadza k rozptylu svetla. Podla smeru a uhlu lomu rozliSujeme priamy rozptyl
(forward scatter - FSC) abocny rozptyl (side scatter - SSC). Priamy rozptyl poskytuje
informéaciu o velkosti bunky ajedna sa o priamu Umeru, teda pri viac¢Sej bunke je hodnota
rozptylu vyssia. Informacie o vnutornej Struktiure bunky su ziskavané z bo¢ného rozptylu [67;
68]. Vyuzivanie fluorescencie spoliva v absorpcii urditej vlnovej dizky svetla Gasticami
a naslednom emitovani lu¢ov svetla o odli$nej vinovej dizke. Na zaklade pomeru intenzitu
fluorescencie a Standardu moze byt skimany dany objekt [68; 69].
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Fluorochromy su fotocitlivé latky, ktoré absorbuju energiu cez interakciu elektronu
s fotonom [70]. V metddach pouzitych v tejto praci je svetlo ziskavané z monochromatickych
laserov. Viabilita buniek byva zistovana intenzitou svetelného signalu po zafarbeni vhodnou
fluorescencni sondou. Podl'a konkrétnej fluorescencnej sondy moze byt signal pozorovany
z hl'adiska bunkovej integrity, metabolickej aktivity i podl'a ich replikovatel'nosti buniek [71].

Calcein AM je organickd heteropentacyklicka zlicenina. Ako fluorochrom modze byt
pouzity ako detektor viability pri vacSine eukarytickych buniek. Princip fluorescencie spociva
v premene nefluoreskujticej formy calceinu AM na zeleno fluoreskujicu formu calceinu. Tato
premena je spdsobend hydrolyzou acetoxymethyl esteru prostrednictvom intracelularnych
esteraz [72; 73] Fluorescein diacetat je organicka sonda detekujuca metabolicka aktivitu
buniek. Dana sonda fluoreskuje na zaklade Stiepenia fluorescein diacetatu esterazami za vzniku
fluoresceinu. Pri tomto Stiepeni je pozorovana zelena fluorescencia. Nevyhodou pouzitia tejto
sondy je jej vysoka cena [74]. Propidium jodid je fluorescencna sonda detekujuca pritomnost
nukleovych kyselin. Sonda méze detekovat’ pritomnost’ mrtvych buniek a zarovei sa da pouzit
na urc¢enie obsahu DNA [75]. Propidium jodid sa viaze na DNA mftvych buniek, prechadza cez
bunkovi membranu gramnegativnych baktérii, teda aj baktérie Azotobacter vinelandii. Ak v§ak
nie je plazmatickd membrana poskodena, fluorofor je transportovany von. Danéa sonda teda
fluoreskuje pri mrtvych bunkach a farba fluorescencia je Cervena [76].

Niektoré kationické fluorochromy st rozvadzané elektroforeticky do matrixu mitochondrii
ako odpoved na elektricky potencial vnutornej membrany. Rhodamin 123 je takou latkou,
konkrétne sa tato sonda viaze na bunkové membrany. Pri zachovani potencialového gradientu
mitochondridlnej] membrany sa nefluoreskujuca forma rhodaminu 123 premeni na zeleno-
fluoreskujiicu formu. Detekované su teda zivé bunky [77].

2.11.3 Platnova metoda

Platiiova metdda patri medzi nepriame kultivaéné metddy. Metoda spociva v stanoveni
poctu narastenych kolonii, za predpokladu, ze kazda bunka tvori jednu izolovani koloniu.
Jednotkou vypoctu platiiove] metody je pocet zivotaschopnych (na platniach rasttcich) buniek
v 1 ml média/vzorku, takzvané colony forming units CFU/ml [78].

Platiova metdda moze byt uskutonena dvoma spdsobmi. ZmieSanie vzorku
s temperovanym agarom je prvy sposob. Druhou moznostou je pipetovanie vzorku na misku
s agarom a rozotretie s L-kl'u¢kou [78].

2.11.4 Krizovy rozter

Krizovy rozter je metodda postupného riedenia povodnej kultary s cielom zisku jednotlivych
kolonii atiez analyzou morfoldgie buniek. Kolonia mikroorganizmu je klon jednej bunky.
V poslednej oblasti krizového rozteru, kde wvyrastaju kolonie, mo6ze byt hodnoteny
charakteristicky profil, vzhl'ad, tvar a farbu [79; 80].
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2.12 Sucasny stav problematiky

,Hlad a kriza za¢inaji neurodnymi pddami“- To je vyrok, ktory v dnesnej dobe vedci
sklofiuju Coraz viac a viac. Praca profesora Hansa Hurniho skima vplyv neurodnych pdd na
zivotnu aroven obyvatel'ov Etiopie a zaroven poskytuje rozne scenare, ktoré mozu nastat’ pri
rieSeni problémov tejto krajiny [81]. Dovodmi neurodnosti su sucha, nedostato¢na biodiverzita
a nadbytocné opotrebovanie pody. RieSenie daného problému musi byt komplexné
a zahrnajuce technologie zarodiujuce podu.

Ako uz bolo spomenuté v kapitole 2.3, je dokazané, ze rizobaktérie podporuju zdravie
aurodnost pod. Problémom vSak je ich nizka schopnost prezitia v pode pri pouzivani
Standardnych sposobov enkapsuléacie. V tejto praci sme pracovali s gélmi tvorenymi priamo
baktériami. Takyto spdsob je vyhodny kedZe je financne nenarocny a baktérie vd’aka alginatu
maju vacsie predpoklady prezit. Viabilita a pocet uvolnenych buniek st klticovymi
parametrami pre charakterizaciu takejto enkapsulacie.

V ¢lanku od C. McGoverina a kol. bola vyhodnocovana prietokova cytometria na urcenie
viability baktérii, konkrétne druhu Escherichia coli [82]. V ¢lanku bola vedena diskusia
o platiiove] metode, ta bola vSak oznaCena ako prili§ zlozita a asovo naro¢na na pouzitie
napriklad pre farmaceuticky priemysel. Boli urené koncentracie detekénych limitov
fluorescencného signalu pre zmes zivych a mrtvych buniek (2,5% zivych buniek). Pre pocitanie
buniek bol ureny limit na 20% mrtvych buniek. Vyznam tejto Studie spociva v poskytnuti
univerzalneho navodu na pouzitie prietokovej cytometrie.

Porovnanim platiiove] metody, spektrofotometrickej metddy a prietokovej cytometrie sa
zaoberal Hongmiao Pan a kol [83]. Z ich vysledkov sa zistilo, Ze najmenej presnou metdédou
a skimanie baktérii bolo meranie zakalu spektrofotometricky, ked’ze zakal nevznikal v sulade
s poCtom baktérii urenych cytometrom a platiiovou metédou. Na urovanie poctu baktérii
odporucali autori prietokovu cytometriu kvoli jednoduchosti, rychlosti a presnosti metody.
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3. EXPERIMENTALNA CAST

3.1  PouZité mikroorganizmy, chemikdlie a pristroje

3.1.1 Pouzity mikroorganizmus

Modelovym mikroorganizmom bol Azotobacter vinelandii, konkrétne kmene z nemeckej

zbierky mikroorganizmov DSMZ 87 a DSMZ 720 a kmen z Ceskej zbierky mikroorganizmov
CCM 289. Na porovnanie bola pouzita baktéria Cupriavidus necator H16 CCM 3726 z Ceske;j

zbierky mikroorganizmov.

3.1.2 Pouzité chemikalie

Agar powder (HiMedia, CR)

Alginat lyaza (Thermo Fisher Scientific, USA)
Azid sodny (Lachner, CR)

Calcein AM (Thermo Fisher Scientific, USA)
Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Lachner, CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lachner, CR)
EDTA (Lachner, CR)

Etanol (Lachner, CR)

Fluorescein diacetat (Thermo Fisher Scientific, USA)
Glukoza monohydrat (Lachema, CR)
Heptahydrat siranu hore¢natého
Hydrogenfosfore¢nan sodny

Hydroxid sodny (Lachner, CR)

Chlorid draselny (Lachner, CR)

Chlorid sodny (Lachner, CR)

Chlorid vapenaty (Lachner, CR)

Chloroform (Lachner, CR)

Kyselina benzoova (Lachner, CR)

Kyselina citronova (Lachner, CR)

Kyselina chlorovodikova (Lachner, CR)
Kyselina sirova (Lachner, CR)

Metanol (VWR, USA)

Nutrient broth (HiMedia, CR)

Propidium jodid (Thermo Fisher Scientific, USA)
Rhodamin 123 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Siran amonny (Lachner, CR)

Uhliitan vapenaty (Chemapol, CSR)

Yeast Extract (HiMedia, CR)
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3.1.3 Pouzité pristroje

Biosan trepacka Vortex BV 1000-E

Centrifuga EBA Hettich

Laminarny box Aura mini, Bio Air Instruments

MALS Dawn Heleos II a dRI Optilab T-rEX, Agilent technologies, 1260 infinity, koloéna — PL
aquagel-OH MIXED-M 8um 300 x 7.5 mm

Miesacka magnetickd bez ohrevu MMS-300

Nanofotometer, IMPLEN pH meter, SensoDirect

pH meter pH 50+ DHS, XS Instruments

Prietokovy cytometer, Apogee A50, ApogeeFlow Systems

Reometer AR G2, TA Instruments

Termoblok SBH130 Stuar

Trepacka temperovana ES2

Vahy analytické PA224C

Vahy EW 620

Vodna lazein BL 4/150

Vortex, Heidolph Reax TopZostava pre GC: Finnigan Trace GC Ultra, kolona — DB-WAX 30
m/0,25 mm, FID detektor

3.1.4 Kaultivacia baktérii

Kmene baktérie A. vinelandii 87, 720 aj 289 boli uchovavané v kryoskumavkach s 30 %
glycerolom pri teplote -80 °C.

3.1.5 Priprava inokula¢ného média

Inokulaéné médium bolo pripravované pridanim 750 pl rozmrazenej kultary (ohriatej
na laboratornu teplotu) do 35 ml pripraveného roztoku v 100 ml Erlenmeyerovej banke, ktory
obsahoval Nutrient Broth s peptonom o koncentracii 25 g/l. Priprava inokulaéného média bola
vzdy vykonavana za sterilnych podmienok v UV laminarnom boxe. Pripravené média boli
nasledne premiestnené na temperované trepacky, kde bola teplota nastavena na 30°C a intenzita
trepania bola zvolena na 180 rpm. Rozrastanie kultary sa pohybovalo v rozmedzi 24—48 hodin
v zavislosti od pouzitej kultary.

3.1.6 Priprava produkcéného média

Roztok produkéného média obsahuje chemikalie zobrazené v tabulke 2. Do 250 ml
Erlenmeyerovej banky bolo pridanych 140 ml roztoku média. Experimenty boli vykonavané
paralelne v dvoch opakovaniach. Nasledne boli média sterilizované po dobu 30 minut. Po
ochladeni meédii na laboratornu teplotu doSlo k preockovnaiu narastenej kultary
do produkéného média v sterilnom boxe. V laminarnom boxe bola do média pridana
sterilizovana gluk6za v pozadovanej koncentracii (40 g/100ml) a 5 obj. % inokulacného média.
Po preockovani boli média prenesené na trepacky, kde boli otacky nastavené na 220 rpm
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a teplota na 30 °C. Rozrastanie kultiry v produkénom médiu bolo ukoncované vacsinou na
Siesty den.

Tabulka 3: ZloZenie produkcného média

Chemikalia Obsah [g/1]
glukoza 20,0
kvasinkovy extrakt 6,0
NaHPO4 2,0
MgS04.7H,0 0,3
(NH4)2S04 0,6
CaCOs 1,0

V pripade potreby pouzitia mftvej kultiry boli buriky usmrtené pomocou azidu sodného
alebo pomocou pdsobenia vysokej teploty a tlaku.

3.2  Urcenie obsahu biomasy

Stanovenie obsahu biomasy bolo dosiahnuté odobratim 10 ml narastenej kultury
do centrifugacnej skamavky, pricom vzorky boli odoberané paralelne. Nasledne doslo
k centrifugacii vzoriek bakterialnych kultar (6000 rpm po dobu 5 minut). Po centrifugacii
kultary bol odobraty supernatant, d’alej pouzivany ku gravimetrickému stanoveniu alginatu.
Biomasa bola premyta pomocou 10 ml destilovanej vody, a po premyti a vyliati supernatantu
bola vlozena do susiarne na 70 °C po dobu 24—72 hodin.

Po vysuSeni boli vzorky zvazené na analytickych vahach a pouzité pre nadchadzajuce
experimenty. Opatrenim pred mnozenim inych mikrorganizmov v tomto roztoku bolo pridanie
500 pl azidu sodného.

3.3  Urcenie obsahu algindtu

Alginat bol stanoveny gravimetricky vyzrazanim vychladenym 96% etanolom. Do predom
zvazenych skiimaviek boli pipetované 3 ml supernatanu a dvojnasobné mnozstvo vychladeného
etanolu (4°C).

Centrifugacia bola vykonand po dobu 15 minat pri teplote 4°C pri 4 500 rpm.
Po centrifugacii doslo k vyliatiu supernatantu a premytiu scentrifugovaného alginatu v 3 ml
destilovanej vody a opét’ v dvojnasobnom mnozstve vychladeného etanolu. Etanol bol opatrne
odliaty a skamavky boli umiestnené do suSiarne, ktora mala teplotu 70°C. Podobne ako pri
biomase bola doba suSenia individuélna a zalezala od hmotnosti alginatu, avSak priemerom boli
dva dni. Po vysusSeni bol alginat zvazeny a uschovany pre d’alSie experimenty.
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3.4  Stanovenie molekulovej hmotnosti algindtu  rozmerovo-vylucovacou
chromatografiou

Hmotnostny priemer molarnej hmotnosti alginatu (M,,) bol ur€eny pomocou rozmerovo-
vylu€ovacej chromatografie s detektormi rozptylu svetla z viacerych uhlov (SEC-MALS). Boli
navazené 4 mg suchého alginatu. Nasledne bol alginat rozpusteny v 1,5 ml 50 mmol/l roztoku
citronanu sodného. Rozpust'anie trvalo tri hodiny a bolo uskuto¢nené v temperovanom vodnom
kapeli pri teplote 60°C. Obsah vialiek bol prefiltrovany a néasledne mohol byt permeat
skimany. Meranie bolo uskuto¢nené za prietoku mobilnej faze 0,6 ml/min citronanu sodného
pri nastreku 50 pl. Vzorky boli merané dvakrat.

3.5  Stanovenie obsahu polyhydroxybutyrdtu

Obsah PHB sa ur¢oval pomocou plynovej chromatografie. Z vysuSenej biomasy boli
navazené vzorky vrozmedzi 8—12 mg po trojiciach. K navazke biomasy bolo pridanych
1000 pl chloroformu a nasledne bolo pridanych 800 ul vnutorného standardu (obsahujuceho
kyselinu sirova akyselinu benzoovi v metanole). Nasledne boli vialky uzavreté
a esterifikované v termobloku tri hodiny pri teplote 94 °C.

Druhé Cast’ pripravy vzorky na plynova spocivala v neutralizacii kyseliny sirovej v 500 pl
50 mM roztoku hydroxidu sodného, kedy doSlo k oddeleniu vodnej a chloroformovej fazy.
Z chloroformovej fazy obsahujuce; methyl ester 3-hydroxybutyratu bolo odobranych 50 pl,
ktoré boli nasledne napipetované do 900 pl izopropylalkoholu. Takto pripravené vzorky boli
merané na plynovom chromatografe s plamenovo-ionizaénym detektorom.

3.6  Priprava makrogélov s enkapsulovanymi baktériami

Gély boli v zavislosti na type experimentu pripravované dvoma spdsobmi: sterilne v UV
laminarnom  boxe  anesterilne. Priprava gélov  spocivala v pridani 2-5 ml
kultary v dvojnasobnom mnozstve sietovacieho Cinidla. Pouzivanymi sietovacimi ¢inidlami
boli roztok chloridu vapenatého (2 a 5 hm.%), kyselina citronova (0,5 M). Optimalna doba
sietovania je 30 minat. Vzorky boli mieSané na trepackach pri frekvencii 3000 rpm pri teplote
25°C.
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3.7  Priprava roztokov simulujucich vplyv rozliénych prostredi na uvol’riovanie
baktérii z gélu

Do vialiek s rovnakym mnozstvom pripraveného gélu boli pridané roztoky pufru upravené
korekciou pH (3, 7, 10), pripadne pridavkom enzymu. Takto boli vytvorené rozne prostredia,
v ktorych bolo pozorované uvol'novanie baktérii z gélu.

Mnozstvo pridaného roztoku bolo prisposobené objemu vialky, ateda vzdy sme pridali
mnozstvo modelového prostredia, ktoré doplnilo objem 15 ml. V tabulke 3 je zobrazené
zlozenie fosfatového pufra, Casto pouzivaného ako modelové prostredie.

Tabulka 4: ZloZenie fosfdtového pufiu — roztok PBS

Chemikalia Obsah [g/1]
NaCl 8,00
KCl 0,20
NaHPO4 .2H,0 0,14
KH>PO4 0,24
H>O 1000,00

3.7.1 Priprava roztokov o roznom pH

Pri pozorovani vplyvu pH na gél bola korekcia pdvodného pH fosfatového pufru
uskutocnena pomocou 1 M kyseliny chlorovodikovej a 1 M hydroxidu sodného. Pomocou tejto
korekcie boli vytvorené tri roztoky s hodnotami pH: 3, 7, 10. Hodnota pH bola vzdy uréovana
pomocou pH metru.

3.7.2 Priprava roztokov s obsahom alginazy

Roztok algindzy bol pripraveny pridanim 1 mg alginazy do 100 ml fosfatového pufru.
Nasledne bolo pridanych 0,1 ml; 0,5 ml; 1 ml a 1,5 ml tohto roztoku ku gélu nachddzajicom sa
v prostredi PBS, ktoré malo pH = 7. Pri experimente pozorujiucom gély s alginazou v ¢ase bolo
pridanych 0,5 ml roztoku alginazy.

3.8  Priprava agarovych misiek

Roztok sluziaci k priprave agarovych misiek bol zlozeny z média Nutrient Broth (25 g/1)
aagaru (20 g/l). Takto pripraveny roztok bol sterilizovany po dobu 30 min a ihned po
sterilizacii eSte za horuca rozlievany do sterilnych Petriho misiek. Po ochladeni a stuhnuti
agaru su agarové misky pripravené na pouzitie.

Na stuhnuté agarové misky bolo napipetovanych 100 pl kultary, ¢i vzorky z uvoltiovania
baktérii z gélu. Pri CFU (colony forming units) metode bola kultira niekol'ko krat riedena podl'a
potreby a naopak pri krizovom roztere nebolo riedenie potrebné. Nasledne je pri CFU metode
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pouzita ockovacia. hokejka na rovnomerné rozotrenie kultary

Krizovy rozter bol vykonany sterilnou ockovacou kl'uckou. Naockované Petriho misky boli
obalené obalené Parafilmom auschované v termostate pri 30 °C. Doba rastu kultur sa
pohybovala v rozmedzi 24—48 hodin.

3.9  Priprava fluorescencnych sond a ich poufitie v analyze

Na stanovenie bakterialnych kultur boli pouzité Styri fluorescenéné sondy — calcein AM,
rhodamin 123 (Rh123), fluorescein diacetat (FDA) a propidium jodid. orescein diacetat bol
pouzity o koncentracii 1 mg/ml a doba jeho inkubacie vo vzorke bola 30 minut. Excita¢na
vlnova diZka je urena na 585 nm a emisn4 na 605 nm.

Pri propidium jodide bola znovu pouzita koncentracia 1 mg/ml a doba inkubéacie bola 15
minut. Excitaéné a emisné vlnové dizky pri tejto sonde mali hodnotu 535 nm a 615 nm.
Koncentracia rhodaminu 123 bola 1 mg/ml a doba inkubécie 5 minat. Excitaéna vinova dizka
tejto sondy je ur¢end na 508 nm a emisna na 528 nm. Calcein AM bol pripraveny o koncentracii
1 mg/ml a doba inkubécie bola 15 minat. Excitatné a emisné vinové dizky calceinu AM mali
hodnotu 495 nm a 515 nm.

3.9.1 Priprava vzoriek na prietokovu cytometriu

Vzorky Cistych bakterialnych kultar boli pred meranim (pred pridavkom sondy) pomocou
prietokovej cytometrie 100x zriedené a premyvané vo fostatovom pufri. Odstred’ ovanie bolo
uskutocnené pri 6000 rpm a trvalo 20 minut.

Pomocou prietokovej cytometrie bolo pocitané mnozstvo buniek z roztokov uvolnenych
gélov a sledovana viabilita pomocou fluorescenénych sond — calcein AM, FDA, rhodamin 123
a propidium jodid. V pripade pouzitia fluorescein diacetatu boli pouzité 2 ul sondy, pri
ostatnych sondach bol pouzity 1 pl.

3.9.2 Priprava vzoriek na meranie fluorescencie na viacmodovom ¢itaci
mikrotitra¢nych dostic¢iek
Vzorky boli pripravované na 96 jamkova mikrotitraénu dosticku. Z kazdej kultury bola

zostavena kalibra¢na rada o riedeni 10x, 20x, 50x, 70x, 100x, 150%, 200x, 500x, 700x
a zaroveni bola vzdy pridana Cistd voda ako negativna kontrola.

Do kazdej jamky bolo pridanych 100 pl skimanej vzorky (pripadne Cast’ kalibra¢nej rady)
a prislusné mnozstvo fluorescencnej sondy (rovnaké ako v kapitole Priprava vzoriek na
prietokova cytometriu) .

27



3.10 Meranie reologickych vlastnosti

Analyza pripravenych bakterialnych gélov prebiehala na reometri metédou amplitidového
a frekvencného testu. Meranie amplitidovym testom prebiehalo v rozsahu amplitidy
deformacie od 0,01 % po 1000%. Frekvencia oscilacie bola nastavend na 1 Hz pri teplote
merania 25 °C.

Technika nanasania vzorky bola vel'mi dolezita a cielom bolo naniest’ gél rovnomerne po
celom povrchu meracej geometrie. Frekvencny test nadvdzoval na amplitidovy a vo vicSine
pripadov bola amplitida deformacie nastavend na hodnotu 1%. Rozsah frekvencii bol
nastaveny na 0,01 az 20 Hz .
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4. VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Charakterizdcia kultur

Na zaciatku naSej prace bolo dolezité porovnat’ vlastnosti pouzitych bakterialnych kmenov
(Azotobacter vinelandii z nemeckej zbierky DSMZ 87 a DSMZ 720 a kmen z Ceskej zbierky
mikroorganizmov CCM 289). Produkcia alginatu a produkcia PHB su dolezitymi
charakteristikami danej baktérie. Skimanie reologickych vlastnosti gélov tychto kmenov bolo
taktiez nasim cielom v pociatkoch nasich merani.

4.1.1 Produkcia alginatu

Alginat zohrava doleziti tlohu pri preziti baktérie v stresovych podmienkach, preto mozeme
vychadzat z faktu, Ze s narastajucou produkciou alginatu sa zvySuje Sanca na prezitie baktérie.

Na obrazku 6 je porovnand produkcia alginitu jednotlivych kmenov. Jednoznacne
najvykonnejSim producentom tohto biopolyméru je kmenn DSMZ 87, ktory produkoval
v priemere trojnasobné mnozstvo alginatu kmefia DSMZ 720 a patnasobné mnozstvo kmetia
CCM 289.
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Obrazok 6: Mnozstvo algindtu produkované jednotlivymi kmefimi
Celkova produkcia Azotobactera vinelandii sa pohybovala v jednotkach az desiatkach
miligramov. Ddlezité je tiez spomenut, ze mnozstvo alginatu sa mierne liSilo pri kazdej
jednotlivej kultivacii. Rozsah hodnét, v ktorych sa pohyboval bol pre DSMZ 87 14-28 mg/ml,
pre DSMZ 720 4-12 mg/ml a pre CCM 289 3-6 mg/ml.
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4.1.2 Produkcia PHB

Dalezitost’ produkcie PHB bola diskutovana v kapitole 2.7, a teda podobne ako alginat je
predpokladom baktérie prezit’ v nepriaznivych podmienkach. Podobne ako v predchadzajuce;j
kapitole boli porovnévané jednotlivé kmene. V tomto pripade vSak z hl'adiska relativneho
obsahu PHB v bunkach. Na rozdiel od alginatu absolutne mnozstvo produkovaného PHA
neovplyvni gelaéné schopnosti kultury, predpokladame vsak, ze s relativnym obsahom PHA
v bunke narasta bunkova robustnost’ a stresova odolnost’ kultary. Dostatocna odolnost” kultiry
je pritom pri vyvoji funkénych bioinokulantov jednou z klI'i€ovych poziadaviek.

Na obrazku 7 je zobrazeny priemerny percentualny obsah PHB pre tieto kmene. Tento obsah
bol uréeny z hmotnosti navazeného alginatu v pomere k hmotnosti PHB.

Z grafu vyplyva, Ze najvacsiu produkciu PHB mal opat kmeft DSMZ 87. Tiez si vSak
mozeme v§imnut', ze v porovnani s grafom skiimajucim produkciu alginatu nepozorujeme také
vyrazné rozdiely v produkcii PHB a DSMZ 87 produkovala priblizne o 20% viac PHB ako

ostatné kmene.
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Obrazok 7: Percentualny obsah PHB pre jednotlivé kmene

4.1.3 Molekulova hmotnost’ alginatu

Kvalita gelacie moze byt ovplyvnena molekulovou hmotnostou alginatu a preto je
zaujimavé porovnanie tejto veliCiny pre gély jednotlivych kultar (DSMZ 87, DSMZ 720, CCM
289). Obrazok 8 zobrazuje porovnanie molekulovej hmotnosti jednotlivych kmetiov.
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Obrazok 8: Molekulova hmotnost algindtu jednotlivych kmeriov

Najmensiu molekulovi hmotnost’ alginatu mal kmen DSMZ 720 (121,53 + 4,8), ktory
aj preukazoval najhorSie gelacné vlastnosti. Kmen DSMZ 87 ma molekulovii hmotnost
alginatu (154,65 + 7,9) kDa. CCM 289 mal viac dvojnasobnti hodnotu molekulovej hmotnosti
alginatu v porovnani s kmennom DSMZ 87 (329,78+ 6,8) kDa.

4.1.4 Porovnanie reologickych vlastnosti gélov ziskanych sietovanim kultir
jednotlivych kmenov

Dalezitost’ skimania reologickych vlastnosti spociva v dokazani, ze zosietovana kultira ma
vlastnosti charakteristické pre gél. Bol zavedeny komplexni modul G*, ktory sa sklada
z redlneho, o moze byt vratna a nevratna zlozka deformacie a imaginarneho, respektive
zlozeného z elastického a viskozneho modulu.

Na obrazku 9 je zobrazend zavislost komplexného modulu na amplitide deformacie
pre jednotlivé kultary. Z grafu vyplyva, Ze najpevnejsi bol gél vytvoreny kmefiom CCM 289,
¢o vyplyva z hodnoty viskézneho modulu 13,34 kPa. Najmenej pevny a zaroven aj nami
vizuéalne najmenej stabilny gél bol gél kmena 720, s viskdznym modulom 2,49 kPa.

Na obrazku 10 moézeme pozorovat rozdiel medzi gélom, ktory bol pozorovany v prvy den
vytvorenia gélu s gélom na Siesty deri. Pri porovnani viskoznych modulov tychto gélov mézeme
tvrdit, Ze gél na Siesty defl mal jednoznacne mensiu hodnotu viskdézneho modulu, a to 4,81 kPa
v porovnani s pocatecni hodnotou 13,34 kPa. Tento vysledok, mensia pevnost’ a stabilita gélu
v posledny deii uvoliiovania, bol pozorovany aj volnym okom.
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Obrazok 9: Zavislost komplexného modulu na amplitiide deformacie pre rozne kmene
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4.2  Pociatocné skumanie sprdvania sa gélu v roztoku

Pred samotnym hl'adanim a optimalizaciou metod bolo ddlezité overit, ze sa baktérie
uvolnuju a zaroven najst’ najvhodnejsie sietovacie ¢inidlo. Prvou metddou, ktora bola pouzita
je spektrofotometria, konkrétne meranie zavislosti absorbancie na ¢ase. Pokusy boli sustredené
na porovnanie uvoltiovania v destilovanej vode a pufri, a zaroven bolo porovnavané pouzitie
dvoch réznych sietovacich Cinidiel.

Kyselina citronova a roztok chloridu vapenatého boli vybranymi zastupcami danych Cinidiel
a to hlavne kvoli ich dostupnosti a nizkej toxicite (¢o samozrejme nezavisi od koncentracie).
Roztok chloridu vapenatého bol pouzity odvoch koncentraciach - dvojpercentny
a patpercentny roztok. Porovnanie pufru a destilovanej vody bolo doblezité napriklad
pre zjednodusenie odhadu vhodného riedenie roztoku, d’alej tiez na posudenie vplyvu
osmotického tlaku a botnania gélu pri uvolfiovani enkapsulovanych baktérii.. Pufor pouzivany
poCas vsetkych merani je fosfatovy pufor, ktorého zlozenie je uvedené v kapitole
Experimentalna Cast’.

Na obrazkoch 11 a 12 st zobrazené zavislosti absorbancie na ¢ase pre dané sietovacie
¢inidla v pufri a vo vode. Pri tomto pokuse boli pouzité dva rozne kmene DSM 87 a DSM 720.
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Obrazok 11: Zavislost absorbancie na case - pufor
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Obrazok 12: Zavislost absorbancie na case- voda

Vysledkov, ktoré su dolezité pre optimalizaciu metdd a vyplyvaji ztohto merania je
niekolko. Kyselina citréonova bola v porovnani s chloridom vapenatym horSie sietovacie
¢inidlo, o je dokazané pri uvolnovani v pufri aj vo vode v oboch grafoch. Absorbancia mala
uz v ¢ase nula pomerne vysoku hodnotu, ¢o hovori o zlej stabilite gélu géle a vysSej zakalenosti
roztoku v porovnani s chloridom vépenatym ako sietovacim ¢inidlom.

Z grafov tiez vyplyva, ze koncentracia chloridu vapenatého nezohrava vyznamnu ulohu
v pevnosti gélu. Teda pri patpercentnom chloride vapenatom dochéadzalo k va¢Siemu rozpadu
gélu, ale pociatocné hodnoty absorbancie neboli diametralne odlisné. Kmeni 720 tvoril viac
dezintegrované gély a preto nemohla byt pouzita kyselina citronova ako sietovacie Cinidlo.

Pravdepodobne najdolezitejsim faktom ziskanym z tohto merania je zvySujuca sa hodnota
absorbancie pri vlnovej dizke 630 nm s postupujucim asom.

Posledny aspekt, ktory bol tymto meranim skumany je uvoliiovanie vo vode a v tlmivom
roztoku. Z grafov vyplyva, ze uvolniovanie bolo ulinnejSie pri pufri, ato modze byt
konstatované vd’aka vy§sim hodnotam absorbancie jednotlivych vzoriek. Lepsie uvoltiovanie
v pufri moze byt sposobené tym, ze fosforeCnany nachéadzajuce sa v pufri mézu urychl'ovat
dany rozpad gélu.

Problémom tejto metody je fakt, ze nevieme urcit’ ¢i sa jedna len o rozpad gélu. Okrem
baktérii moze byt hodnota absorbancie skreslend uvolnenymi retfazcami alginatu c¢i
nehomogenitou roztoku. Tiez nevieme urcit’ viabilitu uvol'nenych baktérii.
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4.3  Meranie zamerané na pocitanie buniek a urcenie ich viability

4.3.1 Pocitanie buniek pomocou prietokovej cytometrie

Prietokova cytometria je metoda, ktora by mala byt schopné ur¢it mnozstvo uvolnenych
baktérii a ich viabilitu, preto bola zvolena na skimanie pripravenych gélov. Pocet baktérii bol
zistovany z objemu spotrebovaného roztoku, teda roztoku s uvolnenymi baktériami z gélu,
prietokovym cytometrom. Pomocou mnozstva spotrebovanej vzorky a jej riedenia vzorky bol
urceny pocet baktérii vo vzorke. V pripadoch velkého poctu baktérii bolo nutné riedenie.

Na obrazku 13 je zobrazena zavislost' uvolneného poctu buniek z gélu na Case. Z tychto
nameranych hodndt vyplyva, Ze s narastajucim poctom dni sa zvacSuje pocet uvolnenych
buniek. Zaroveii mézeme pozorovat rychlejSie uvolfiovanie buniek do fyziologického roztoku.

Vysledky pocitania buniek pomocou cytometru boli v dobrej zhode s datami ziskanymi
zo spektrofotometrie. To moze byt potvrdené porovnanim uvolfiovania vo vode a v pufri, kde
bol pozorovany rovnaky trend a tiez so zvySujucim sa po¢tom dni sa zvySoval pocet baktérii
a tiez hodnota absorbancie.
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Obrdzok 13: Porovnanie poctu buniek pre pufor a vodu — urcené
cytometricky

4.3.2 Urcenie viability baktérii uvol’nenych z gélov pomocou prietokovej cytometrie

Druhym problémom, ktory eSte nebol vyrieSeny je zistenie odpovede na otazku viability danych
baktérii. Prietokova cytometria je metoda, pri ktorej mézu byt pouzité fluorescenéné sondy,
ktoré by ndm mohli poskytnut’ informéciu o viabilite buniek. Z rdznych zdrojov boli vybrané
konkrétne Styri sondy — propidium jodid, fluorescein diacetat, calcein AM, rhodamin 123, ktoré
interaguju s bakterialnymi bunkami réznymi spdsobmi.
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Prvou pouzitou fluorescencnou sondou bol propidium jodid. Pri pouziti vsetkych sond pri
uvolnovani z gélov bolo ddlezité premeranie naviazania danej sondy na cCistu kulturu
a na mrtvu kultaru. Pri pouziti tejto sondy sme nedosiahli vysledku, ktory by bol mohol byt
pouzity v naSom dalSom vyskume. Pri zmieSani zivej a mrtvej kultiry boli pozorované dva
piky, €o bolo pre nas pozitivnou spravou. Po premerani zafarbenej zivej a mrtvej kultiry sme
vSak zistili, Ze tato sonda nie je vhodna ked’Ze neboli pozorované takmer ziadne zmeny
v umiestneni pikov. Dva piky mohli znamenat kontaminaciu, ateda pritomnost iného
mikroorganizmu, alebo mohla byt sonda zle naviazana z dévodu pritomnosti alginatu. Dané
histogramy a cytogramy su zobrazené na obrazku 14 nizsie.
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Obrazok 14: PouZzitie propidium jodidu horny rad zivé bunky, dolny rad mitve

Nasim podozrenim bolo, ze dana kultira nie je mrtva ateda, ze naSe vysledky boli
skresl'ujuce. Meranie bolo zopakované s pouzitim azidu sodného, ktory sluzil na umrtvenie
zivych buniek. Vysledok bol rovnako neodpovedajuci danym vzorkam. Z tohto dovodu nebolo
s danou sondou d’alej pracované.

Fluorescein diacetat bol sondou javiacou sa najperspektivnejsie z dovodu vysledkov kolegov
z fluorescencného mikroskopu, kde bolo predoslé pozorovanie naviazania tejto sondy na danu
bakterialnu kulturu. Fluorescenciu pri FDA vykazujt iba zivé bunky.

Meranie s pouzitim sondy FDA nevychadzalo podla teoretickych predpokladov. Boli
porovnavané rozne koncentracie (zriedenie 10x%, 100%) tejto sondy a bol pozorovany narast
prislusného piku zivej kultary. Pri porovnani zivych a mftvych buniek v§ak bol pozorovany len
nepatrny rozdiel vo vysledkoch. Vysledky st zobrazené na obrazku 15.
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Obrdzok 15: Pouzitie sondy FDA, prvy az treti stlpec je narastajiica
koncentrdcia sondy a Stvrty stlpec je mrtva kultiira

Fluorescen¢na sonda calcein AM fungovala na podobnom principe ako FDA, kedy sa mala
viabilita prejavit iba na zivych bunkach, avSak pri porovnani vysledkov z cytometrie nie je
medzi mrtvymi a zivymi bunkami viditelny ziaden rozdiel. Pri porovnani histogramov
a cytogramov nie je viditeI'na takmer ziadna zmena. Vysledky naSich cytometrickych merani
su opét v prilohe.

Poslednou sondou, ktora bola testovand je rhodamin 123. Rhodamin 123 fungoval
pri niektorych vzorkach takmer ukazkovo. Na obrazku 16 mozeme pozorovat dany priklad.
Pri vzorke kultury zriedenej v pomere 1:1, zivé k mftvym, si pozorované dva piky
a na cytograme su viditené dve kolonie predstavujuce zivé a mrtve baktérie. V strednom rade
sa nachadza vzorka mrtvych baktérii a dolnom sa nachadzaju zivé. Pik pri zivych je vel'mi ostry.
Na druht stranu, pri mftvych je pozorované pomerne velké mnozstvo signalu, o nie je
adekvatne, ak by tato sonda mala byt odporucana ako Standardizovana metoda.

Z tohto dovodu sme sa rozhodli pouzit EDTA, ktoré by malo predstavovat’ ochranu pred
samozhasinanim. Samozhasinanie sa deje kvoli zle priechodnej membrane Gram-negativnych
baktérii [84].

Nase pokusy vsak pridavok EDTA nijako neovplyvnil. Sonda rhodamin 123 médze byt teda
povazovana za najucinnejsiu sondu, ale ako uz bolo spomenuté vysledky ziskané touto metédou
nie su vzdy platné, pravdepodobne kvoli zlému prestupu sondy bunkovou stenou. Ten mohol
byt spdsobeny alginatom, ktory mohol branit’ prestupu svojou viskéznou §trukturou.

Na zaver tejto kapitoly sustrediacej sa na pouzitie fluorescencnych sond je dolezité uviest,
ze dané sondy boli otestované aj s inou baktériou, konkrétne s baktériou Cupriavidus necator
H16 CCM 3726. Trendy popisané pri jednotlivych sondach boli pozorované aj pri tejto baktérii,
ktora sa vSak odliSovala od Azotobacter vinelandii tym, ze neprodukovala alginat. Vynimkou
bola sonda propidium jodid, pri ktorej bola pozorovana fluorescencia pri mrtvej kultire
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a pri zivej nebol pozorovany ziaden signal. Propidium jodid funguje ako vhodna sonda
pri inych baktériach, avSak nie pri modelovom organizme Azotobacter vinelandii. Problémom
pri naviazani mohlo byt prave naviazanie sondy kvoli samotnému alginatu. Dany cytogram

a histogram sa nachadzaju v prilohe.
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Obrazok 16: Pouzitie rhodaminu 123 - horny rad Zivé mitve, uprostred mitve, spodny

rad Zivé

4.3.3 Pouzitie viacmodového ¢itaéa mikrotitraénych dosiek

Na meranie intenzity fluorescencie bol pouzity viacmodovy cita¢ mikrotitracnych dosiek.
Fluorescencné sondy (calcein AM, rhodamin 123, propidium jodid a fluorescein diacetat)
pouzité pre cytometriu boli pouzité aj pre meranie intenzity fluorescencie. Pri merani bola vzdy
najskor pripravena kalibracna rada z Cistej kultiry, a nasledne bola merana fluorescencia
jednotlivych vzoriek. Rovnako boli pouzité rézne koncentracie sondy (10%, 100x a 1000x
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zriedené). V tabulke 5 je zobrazena kalibrand rada pre fluorescein diacetat. Z tabulky 4
vyplyva, Ze dané hodnoty neodpovedaju kalibracnej rade. Vystupy z merania kalibracnych rad
nevykazuju ziadnu linearnu zavislost medzi intenzitou fluorescencie a riedenim.

Tabulka 5: Namerané hodnoty fluorescencie kalibracnej rady pre IFDA

Zriedenie | "™ | 10x | 100x | 1000x | 20x | 200x | 50x | 150x | 500x | 70x | 700x | &
kultura H>O

Priemer 613 95 | 133 700 | 335 | 1707 | 512 | 478 | 995 | 410,5 | 69,5 | 58,5
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Obrazok 17: Zavislost fluorescencie na case

Pre potvrdenie vyluCenia metddy bola tiez zmerana fluorescencia baktérii uvolnenych
z gélov Na obrazku 17 vysSie je zobrazena zavislost’ fluorescencie, konkrétne pri tomto merani
bola pouzita sonda rhodamin 123. Mdzeme pozorovat pokles fluorescencie pri vSetkych
vzorkach, ¢o by mohlo hovorit' o tom, ze dané uvolnené baktérie boli mrtve. Evidentnym
problémom je vSak meranie vody ako Standardu. Fluorescencia destilovanej vody mala mat
minimalnu hodnotu aurcite nemala predstavovat klesajuci trend danej zavislosti, ¢o
pravdepodobne poukazuje na nestabilnost’ sondy.

Pokusy so sondami boli opakované po priprave novych sond, ¢o bolo urobené kvoli
podozreniu z rozpadu sondy ziarenim. Rovnako boli skusané rozne koncentracie danych sond,
pretoze mohlo dojst’ k nedostato¢nému alebo nadbytocnému mnozstvu sondy pre dant vzorku.
Obe metddy — cytometria a meranie fluorescencie na viacmodovom ¢itaci, nie s vhodné na
zistenie viability.
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4.4  Poulitie kultivaénych metod

Na zéklade predchadzajucich experimentov, kedy sa na sledovanie baktérii pouzili rozne
fluorescen¢né sondy, avSak nepotvrdila saich viabilita, boli otestované d’alSie metody. Platiiova
metdda bola zvolend z dovodu svojej I'ahkej dostupnosti a nizkej ceny v porovnani s inymi
metddami, napriklad v porovnani s cytometriou.

Prvy nami stanoveny ciel bolo zvolenie spravneho riedenia danej vzorky s narastajucim
Casom. V tabulke 5 su zobrazené potrebné riedenia pre vzorky gélov. Zaujimavé zistenie bolo,
ze riedenia potrebné pre vzorky gélov uvolnovanych do vody alebo do timivého roztoku boli,
az na par vynimiek pri jednotlivych konkrétnych meraniach, rovnaké. Ak nastala potreba
riedenia, vo vode bolo va¢§inou potrebné riedenie mensSie o rad, teda uvolnenych baktérii bolo
o rad mene;j.

Uvoltiovanie zivych buniek prebiehalo exponencidlne, o moézeme pozorovat v tabulke
nizs8ie Pozitivnou spravou teda je, ze tdto metdda potvrdzuje vysledky ziskané z dat ziskanych
spektrofotometricky.

Tabulka 6: Uvoliovanie buniek — platiiova metoda

Cas [deii] | Potrebné riedenie [ndsobok]
1 10
100
1 000
1 000
10 000
10 000
100 000
1 000 000
1 000 000

O[O0 ||| K| WD

Vdaka agarovym miskam sme dokézali, ze baktérie prezili samotnu enkapsulaciu v géli,
a urcity Cas su schopné odolavat’ vplyvom prostredia (vid' kyslejsie/zasadité pH), za ¢o mozu
vdacit polyhydroxyalkanoatom, ktoré su schopné akumulovat. Nevyhodou tejto metody je, ze
je velmi pracna, Casovo narocna a modze byt ovplyvnena vzdu$nou kontaminaciou. Na
obrazku 18 mozeme pozorovat ruzové sfarbenie netypické pre baktériu Azotobacter vinelandii,
teda pozorujeme kontaminaciu. Sledovanie uvolfiovania bakterialnych buniek z gélu platiovou
metddou vSak predstavovalo problém z hladiska odhadnutia spravneho riedenia, aby pocet
buniek neprerastal misku a naopak, aby na agarovej miske narastli nejaké bakterialne kolonie.
Tento opakujuci sa jav mohol byt sposobeny predovsetkym samotnym odberom vzorky, ked’ze
dezintegrované Casti gélu sedimentovali. Vd'aka krizovému rozteru na obrazku 19 sme boli
schopni dokazat, ze sa jedna o Azotobactera vinelandii.
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Obrdzok 19: Potvrdenie viability Azotobactera vinelandii krizovym rozterom

Na obrazkoch 20 a 21 je zobrazené porovnanie zmeny absorbancie roztoku a poctu kolonii
narastenych na agare v zavislosti na ¢ase. Mozeme pozorovat’ intenzivne hodnoty absorbancie
hned na zaciatku merania, kde mohol byt dovodom rozpad gélu a jeho mala stabilita. Naopak,
pri CFU metode je pozorovany narast v case.

Nekonzistentnost’ tohoto rastu mohla byt spdsobena napriklad nerovnomernym odberom
z roztoku, v ktorom sa nachadzal gél. Zaroveri mozeme pri porovnani hodndt absorbancie
a poctu kolonii pozorovat vicsie uvolnenie buniek v pufri. Pozitivom je vSak narastajuca
hodnota uvolnenych zivych buniek. Zaujimavé je tiez porovnanie uvolfiovania vo vode
a v pufri, kde mozeme pozorovat’ pri oboch metodach vacsie uvolnenie zivych baktérii v pufri.
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Obrazok 20: Porovnanie CFU metody a spektrofotometrie v case — voda
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Obrazok 21: Porovnanie CFU metody a spektrofotometrie v case — voda
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4.5  Vplyv roznych faktorov na vlastnosti gélu

4.5.1 VplyvpH

Bol sledovany vplyv pH na kvalitu gélov a rychlost’ uvolfiovania buniek, a to napriklad kvoli
pode, ktora ma na roznych lokalitach rozne pH. Vzorky boli porovnavané dvomi metdédami —
absorp¢né spektra vzoriek ziskané spektrofotometricky a pocet buniek ziskanych z prietokove;j
cytometrie. Pritomnost’ zivych baktérii a ich schopnost’ prezitia v gélovych nosi¢och a zaroven
aj rozdielnych prostrediach bola dokazana pouzitim kultivacie na agarovych miskach.

Na obrazku 22 mézeme pozorovat rdzny priebeh uvoltiovania baktérii z gélov. Z grafu
vyplyva, ze najmenej buniek sa uvolnilo v destilovanej vode anajviac pri fyziologickom
roztoku o pH s hodnotou 3. Bolo dokazané, ze kyslé prostredie napomaha rozkladu gélu viac
ako neutralne ¢i zasadité.

12000 ¢
10000 | X
8000 F
4
2
5 *—pH = 7
2 6000 |
1] —¢pH=3
S
o ¥ destilovana voda
4000 F
pH =10
/
2000 | /
=/
— N
0 1 1 1 1 1 1 L 1 1 J
0 1 2 4 5 6 7 8 9
Cas [deni]

Obrazok 22: Uvoliiovanie buniek v ¢ase — pri roznom pH, stanovené cytometricky

Pri porovnavani spektier ziskanych spektrofotometricky bol pozorovany narast piku
v oblasti 200-300 nm, ktory mohol predstavovat napriklad uvolnenie alginatu. Na obrazku 23
na nasledujuce;j strane je zobrazené spektrum pre vzorku uvolnujucu sa v pufri o pH = 10.

Bola porovnavana vzorka v den pripravenia gélu av Stvrty den. Spektralny priebeh
ostatnych vzoriek bol vel'mi podobny a pri kazdej z nich bol pozorovany narast piku v oblasti
200 - 300 nm. Na $tvrty deii bolo nutné vzorku riedit' v pomere 1:2, teda jeden diel vzorky a dva
diely fosfatového pufra. Vsetky vzorky boli overované krizovym testom na agare pocas nasho
merania. Z vysledkov mozeme konstatovat, ze uvol'nené baktérie boli zivé.
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Obrazok 23: Spektralny priebeh v case — vzorka v pufri o pH = 10

4.5.2 Vplyv alginazy na rozklad gélu

Algindza je enzym urychlujici chemicka degradaciu (hydrolyzu) alginatu. Pre
charakteristiku nami vytvorenych gélov, ich stabilitu a pevnost’ je zaujimavé pozorovat’ vplyv
alginazy. Prvy experiment bol sustredeny na optimalizaciu pouzitia vhodnej koncentracie
enzymu alginazy. To bolo vel'mi ddlezité na urCenie aspori minimalnej koncentracie, kedy
enzym vyvola v géli nejaka zmenu.

Od pridania alginazy bolo meranie opakované vzdy po tridsiatich minutach. Meranie prebehlo
sedemkrat. Na grafe na obrazku 24 su vysledky jednotlivych vzoriek. M6zeme konStatovat, ze
rozdiely vo vzorkach nie st vyrazné. V pritomnosti alginazy klesa intenzita rozptylu svetla
a rastie intenzita rozptylu v UV oblasti. Pri porovnani roznych objemov bol najvacsi rozptyl
pre pridavok 0. Kvéli nepatrnej zmene v &ase bol experiment prediZeny na dva dni. Obrazok 25
zobrazuje zmenu na druhy den, pritomnost’ algindzy nezmenila rozpad gélu na druhy den.
Nastalo uvolnenie, vidime takmer dvojnasobny narast absorbancie v druhom dni. Po dvoch
dnoch klesal rozptyl, rastla absorbancia v UV..
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Obrazok 24: Spekralny priebeh jednotlivych vzoriek po prvom dni

Druhy experiment skiimal rozdiel medzi rozpadom laboratérne pripraveného alginatu
a nami pripravenych gélov po pridani alginazy V prvy a v druhy deil neboli pozorované
vel'ké zmeny, spektrda mozeme pozorovat' v prilohe.
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Obrazok 25: Vzorka s pridanim 1 ml roztoku algindzy na druhy deri
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V treti deni bol pozorovany rozdiel medzi vzorkou gélu a blankom (gél vo fosfatovom pufri).
Absorbancia pri 630 nm vo vzorke gélu dosahovala hodnoty vysSie ako 6, zatial' Co alginat
a blank dosiahli maximalne hodnotu 4,5. Dané trendy su na obrazku 26 nizsie.
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Obrazok 26: Zavislost absorbancie na case, Stvrty den, pozorovanie vplyvu algindzy
porovnanie algindtu a nami vytvoreného vzorku

Na obrazku 27 nizSie je zobrazené uvolfiovanie v posledny defl merania, teda v Stvrty den.
Blank mal v stvrty denl vac¢Siu intenzitu rozptylu ako ostatné vzorky. Tieto , kvalitativne zmeny
(zastupenie UV a rozptylového signalu) mézeme brat’ ako nepriamy dokaz vplyvu alginazy.
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Obrazok 27: Zavislost absorbancie na case, Stvrty den, pozorovanie vplyvu algindzy
porovnanie algindtu a nami vytvoreného vzorku
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5. ZAVER

Téato bakalarska praca bola zamerana na vytvorenie gélovych matic s inkorporovanymi
bakterialnymi bunkami a zaroven na optimalizaciu analytickych metod skumajuacich viabilitu
a pocet inkorporovanych buniek.

Prva Cast’ nasho vyskumu bola zamerana na charakterizaciu pouzitych kmenov (DSMZ 87,
DSMZ 720 a CCM 289). Kmen DSMZ 87 jednoznacne preukazal najlepsie vlastnosti tykajuce
sa produkcie alginatu a tiez produkcie PHB. Pri porovnani molekulovej hmotnosti alginatu mal
vSak az o polovicu mensSiu molekulovia hmotnost alginat ziskany z kmetfia DSMZ 87
v porovnani s kmeriom CCM 289. Porovnanim reologickych vlastnosti bol najpevnejsi gél
tvoreny kmetiom CCM 289 (hodnota viskozneho modulu 13,34 kPa). Z tychto vysledkov
mozeme konstatovat’, ze pre buduce merania je najvhodnejsie pouzit’ kmen 87 alebo 289. Oba
preukazali vlastnosti, ktoré im mdézu umoznit prezitie v podde ochranenim pred neziaducimi
vplyvmi.

Urcenie trendu dezintegracie gélov bolo d’alSou vel'mi doélezitou sucastou tejto prace.
Spektrofotometricky, meranim zavislosti absorbancie na case, boli zistené hned” dva dolezité
vystupy pre d’alSie merania. Prvym bol fakt, ze najvhodnej§im siet ovacim ¢inidlom bol roztok
chloridu vapenatého. Druhym bolo objavenie urychlenia rozpadu gélu v prostredi pufru, ¢o
mohlo byt sposobené fosfatovymi ionmi v pufri. Tu je dolezité zmienit, Ze najvyraznejsi
rozpad gélu v pufti bol pozorovany pri géli kmeria DSMZ 720, ktorého charakteristikou bol
menej stabilny a viac dezintegrovany gél.

Vdaka vysledkom zo spektrofotometrie a potvrdeniu schopnosti kultur tvorit’ gély zapocalo
meranie zamerané na urc¢enie poctu uvol'nenych buniek z gélovej matici a zaroven ich viabilitu.
Prietokova cytometria sa preukéazala ako metdda vel'mi vhodna na meranie poctu buniek, avsak
nie na ur€ovanie ich viability.

Viabilita bola merand pomocou fluorescen¢nych sond (rhodaminu 123, calceinu AM,
propidium jodidu a fluorescein diacetatu), podobne ako pri urCovani intenzity signalu pri
viacmodovom ¢itaci mikrotitracnych dosti¢iek. Neuspokojivé vysledky pri  pouziti
fluorescenénych sond pravdepodobne pramenili z niekol'kych faktorov. Najpravdepodobnejsim
je, ze alginat, kvoli tomu, ze sa jedna o vel'kti molekulu, pravdepodobne branil adekvatnemu
naviazaniu sondy na bunky.

Platiiova metoda spolu s krizovym rozterom sa ukazali ako vel'mi vhodné na urCovanie
viability buniek. Bolo potvrdené prezitie baktérii az na siedmy deil od zosietovania gélu. Pri
pouziti cytometrie na urcenie celkového poctu buniek a naslednom pouziti platilovej metody je
mozné ziskat informacie, ktoré su potrebné na urcenie viability a poctu baktérii. Pre buduce
pouzitie takéhoto postupu odporucame zvolit’ SirSi rozptyl riedeni pri platiiove] metdde
s cielom najdenia presnejSej koncentracie zivych buniek.

V poslednej Casti tejto bakalarskej prace bola pozornost venovana vplyvom rdznych
faktorov na gél. Zistili sme, ze r6zna hodnota pH jednoznacne ovplyviiovala rozpad gélu,
pri¢om najvyssi rozpad bol pozorovany v kyslom prostredi. Takato informécia je vel'mi cenna

47



hlavne pre buducu aplikaciu takychto gélovych matic do pod.

Poslednym skimanym javom bol vplyv algindzy na bakterialne gély v porovnani so
synteticky vytvorenym alginatom. Nepriamo sa potvrdilo, Ze alginaza ovplyviiuje mechanismus
dezintegracie, nepozorujeme vyrazny rozptyl spdsobeny uvolnenymi ret'azcami alginatu, skor
sa uvol'nené retazce prevadzaju na nizkomolekularne produkty (absorpcia v UV). Neukazal sa
zasadny vplyv alginazy na rychlost’ dezintegracie gélu, ¢o posobi akoby bola alginaza schopna
degradovat’ len retazce alginatu uvolnené z gélu, nie tie, ktoré su v zosietovanej forme.

Pre buduce skumanie tejto problematiky su vysledky tejto prace kl'iCové, pretoze sa nam
podarilo otestovat a vybrat’ vhodné metddy, potrebné na skiimanie viability a poctu buniek.
Vysledok, ktory je rozhodujuci pre budicu aplikaciu samoenkapsulovanych baktérii je ich
viabilita v Case, ktori sa ndm podarilo potvrdit’.

Aspekty, na ktoré by sa mal zamerat nasledujuci vyskum je jednoznacne enkapsulacia
roznych kmerniov a druhov baktérii zaroven apozorovanie ich synergického efektu
na stimuléciu rastu rastlin.
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ZOZNAM SYMBOLOYV A SKRATIEK

CFU - colony forming units — bunky formujuce kolonie
CWW - Cell dry weight — sucha hmotnost buniek

Da — Dalton

G — Kyselina a-L-gulurénova

G*- Komplexny modul

GC - Plynova chromatografia

Hz — Hertz

M — Kyselina B-D-mannurénova

M,, — Hmotnostne stredna molekulova hmotnost’

MALS — Multiangle light scattering — viacuhlovy rozptyl svetla
pH — Zaporny dekadicky logaritmus H+ ionov

PHA — Polyhydroxyalkanoat

PHB Polyhydroxybutyrat

RPM - rounds per minute — pocet ota¢ok za minutu

UV/VIS - Spektrofotometria v ultrafialovej a viditel'nej oblasti
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Obrazok 30: Uvoliiovanie vo vode bez pridania algindzy

Obrazok 31: Porovnanie nami pripraveného gélu, alginatu a blanku bez pridania
algindzy (zlava nami pripraveny gél, algindt, blank)
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Obrazok 33: Vplyv algindzy na algindt a nami vytvoreny gél v druhom dni
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Obrdzok 34: Nalavo Zivé bunky, napravo mitve — Cupriavidus necator HI6 - zafarbené
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