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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zamétfuje na vyuziti Ramanovy spektroskopie pro analyzu
vyskytu ektoint a hydroxyektoint v bakterialnim kmeni Halomonas elongata.

V teoretické Casti je zpracovana charakteristika extrémofilt s bliz§im ptihlédnutim na
halofilni organismy a jedny z jejich hlavnich osmolytl, ektoiny. Dale je popsana metoda
Ramanovy spektroskopie a jeji vyuziti. V experimentalni Casti je rozebrana kultivace bakterie
na riznych kombinacich substratu a koncentrace soli pro dosazeni optimalni produkce PHA a
pro dosazeni co nejvétsiho vytézku biomasy pro analyzu Ramanovou spektroskopii. Nejlepsim
substratem pro produkci PHA se ukéazala byt glukoza s koncentraci soli 30 g/l NaCl,
kde procentualni zastoupeni PHB v biomase c¢inilo 30,5229 %. Idealnim substratem pro
nejvetsi mnozstvi biomasy byla sachar6za. Bakterie narostld na sachardze pii trech
koncentracich soli, 40, 70 a 100 g/l NaCl byla méfena pomoci Ramanovy spektroskopie pro
porovnani spolu s bakteriemi Halomonas salina a Halomonas organivorans. Ramanova
spektroskopie se vSak ukazala jako nedostatecné citliva pro méfeni tohoto typu vzorku, tudiz
jsme nebyli schopni zméfit pfitomnost ektoini nebo hydroxyektoind v burikach.

Abstract

This bachelor thesis is focused on the use of Raman spectroscopy for analysis of ectoine
and hydroxyectoine presence in bacterial strain Halomonas elongata.

Theoretical part compile characteristics of extremophiles with closer look on halophilic
organisms and one of their main osmolytes, ectoines. Following by description of Raman
spectroscopy method and its uses. Experimental part deals with cultivation of bacteria on
different combinations of substrate and salt concentration in order to reach optimal production
of PHA and for achieving the highest possible yield of biomass to be analysed by Raman
spektroskopy. As the best substrate for PHA production turned out to be glukose along with
salt concentration 30 g/l NaCl, where percentage representation of PHB makes 30,5229 %. As
an ideal substrate for the highest yield of biomass proved to be sacharose. Bacteria that grew
on sacharose with three different salt concentrations, 40, 70 and 100 g/l NaCl was measured
along with Halomonas salina and Halomonas organivorans for comparison. Raman
spectroscopy unfortunately turned out to be inadequate for measurement of this type of sample,
thus we were not able to measure ectoine of hydroxyectoine presence in cells.
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1) UVOD

Skrz proces evoluce se organismy dokazaly adaptovat na nepiiznivé podminky
prostiedi, ve kterém jsou schopny piezivat Existuje urcita skupina mikroorganismu, které svou
schopnosti adaptace predcCily vSechny ostatni. Dokazi totiz nejen prezit, ale i prosperovat
v podminkach, kde by se jakakoliv jina forma zivota tézko udrzela. Tyto mikroorganismy
nazyvame extrémofily. V piipad¢€ jedné konkrétni podskupiny extrémofilti, halofild, I1ze jejich
schopnost zit v prostedi s vysokym obsahem soli pfisoudit osmolytim, které bufice pomahaji
prezit extrémni stres. Pro analyzu téchto latek v burice je mozné pouzit nékolik metod, ale jedna
z nejefektivnéjSich a nejrychlejSich metod pro tento ucel by mohla byt Ramanova
spektroskopie.



2) TEORETICKA CAST

2.1) Extrémofilni organismy

2.1.1) Extrémofilni podminky

VétSina mikroorganisma vyzaduje pro svuj zivot relativn€ mirné zivotni podminky
kuptikladu neutralni pH prostiedi, teplotu v rozmezi 20 az 40 °C, tlak vzduchu okolo 1 atm a
samoziejmé& dostatecné mnozstvi vody, soli a zivin. Toto vSak neplati pro vSechny
mikroorganismy. Jsou také zastupci, zvani téz extrémofily, ktefi dokazi ptezit v podminkach,
kde bychom si zivot tézko dovedli predstavit, jako napfiklad v kyselych a termalnich
pramenech, solnych jezerech, na poustich nebo na dné oceanu. Extrémofily pro svij zivot a
rozmnozovani vyzaduji tyto extrémni podminky jako je naptiklad vysoka koncentrace soli nebo
teplota a jsou schopny prezit i v prostfedi s malym mnozstvim zivin, pii pusobeni toxickych
latek nebo dokonce 1 v oblastech se zvySenou mirou radiace [1].

Dle extrémnich podminek, ve kterych jsou schopny mikroorganismy piezivat je délime
do skupin, které jsou uvedeny v tabulce 1

Tabulka 1: Klasifikace a priklady extrémofilnich mikroorganismi [1]

Extrémni Typ Definice Ptiklady
veli¢ina
Teplota Hypertermofily Rast > 80 Pyrolobus
Termofily °C Sfumarii
Mesofily Rist 60 — Synechococcus
Psychrofily 80 °C lividis
Rast 15 — Homo sapiens
60 °C Psychrobacter
Rist < 15
°C
Radiace Deinococcus
radiodurans
Tlak Barofily Vysoky
tlak




Vysychani Xerofily Tolerantni Arternia salina
vuci
nedostatku
vody
salinita Halofily Vysoky Halomonas
obsah soli elongata
2-5M Halomonas
NaCl) salina
Halomonas
organivorans
pH Alkalofily pH>9 Bacillus firmus
Acidofily Nizké pH Cyanidium
caldarium

2.1.2) Halofily
Halofilni mikroorganismy jsou skupinou mikroorganismu, jak je uvedeno v tabulce
vyse, s naroky na vysokou koncentraci soli v prostiedi, ktera zptisobuje vysoky osmoticky tlak
potfebny pro jejich rist. Na zakladé mnozstvi soli, které halofily vyzaduji pro svij optimalni
rast se daji rozdeélit do dvou skupin, a to mirni a extrémni halofilové. Mirni halofilové maji
optimalni rist v pfitomnosti 3-15 % (w/v) soli. Extrémni halofilové, jak vypovida nazev, maji
pottebu pro koncentraci soli jesté vyssi [2,3,4].

Schopnost prezit v prostredi s tak vysokou koncentraci soli je dana schopnosti udrzet
osmotickou rovnovahu [5]. Halofilové reaguji na zvySeni osmotického tlaku akumulaci
osmoticky aktivnich latek v cytosolu. Tyto latky chrani halofily pred dehydrataci a vysychanim
cytoplazmy. Jednim z nejucinnéjSich osmotik pro prokaryota je glycin betain [6]. Dalsi takovou
latkou jsou pak dale ektoiny nebo hydroxyektoiny, jejichz ptitomnost v halofilech v této praci
zkoumame.

2.1.3) Rod Halomonas

Rod Halomonas se tadi do Celedi Halomonadaceae. Jedna se o gramnegativni kratké a
také v urcitych ptipadech 1 pleomorfni tyCinky. Mohou byt jak pohyblivé, tak nepohyblivé,
pficemz ty pohyblivé vyuzivaji polarniho bi¢iku. Kolonie rodu Halomonas byvaji povétSinou
bud'to bilé nebo zluté. Maji téz schopnost akumulovat PHB (Polyhydroxybutyrat) jako
intracelularni rezervni produkt. Co se tyCe jejich optimalnich podminek pro rast je idealni
rozmezi pH 5-10, teplota mezi 15-45 °C a koncentrace soli 0-20 % NaCl, v extrémnich
ptipadech az 32,5 % NacCl [7].

2.1.3.1) Halomonas elongata

Halofilni y-proteobakterie Halomonas elongata prosperuje v prostiedi s vysokymi
koncentracemi soli tim, ze je schopna syntetizovat a akumulovat ektoin. Hladina ektoinu je
predevSim regulovana koncentraci soli ve wvné&jSim prostfedi, bohuzel jeho celkovy
metabolismus a kontrola nebyly jesté uplné pochopeny. Krom své kritické ulohy pro adaptaci
bunky prostiedim vykazujici vysokou salinitu muze byt ektoin pouzit jako stabilizator enzymu
a téz jako jista forma ochrany bunék v ramci péce o kazi a zdravi. Ro¢ni objem produkce
ektoint se pohybuje v fadu tun, pficemz se pro jeho vyrobu vyuziva pravé Halomonas elongata
[8.9].



2.1.3.2) Halomonas organivorans

Bunky této bakterie jsou pohyblivé Gram-negativni ty€inky o rozmérech 2,0-3,0x1,0-
1,2 um. Jsou mirn€ halofilni a rostou ve velkém rozmezi koncentraci soli (1,5-30 %, w/v),
pfiCemz rustové optimum se nachazi v rozmezi 7,5-10 % (w/v) soli. Co se tycCe teploty, roste
Halomonas organivorans v rozmezi teplot 15-45 °C, kdy jeho optimalni teplota Cini 37 °C.
Bakterie roste v rozmezi pH 6,0 — 10,0 s optimalni hodnotou pH 7,0 [10].

2.1.4) Ektoiny

Halomonas elongata syntetizuje ektoin (1,4,5,6-tetra-2-methyl-4-pyrimidkarboxylova
kyselina) jako sviij hlavni osmolyt. Ektoin je syntetizovan z aspartat-semialdehydu, centralniho
meziproduktu v syntéze aminokyselin patficiho do aspartatové rodiny. Tvorba ektoinu se
sklada ze tfi enzymatickych krokt. Jako prvni se aspartat-semialdehyd transaminuje na 2,4-
diaminobutanovou kyselinu (DABA) s glutamatem jako donorem aminové skupiny.
Transaminace je katalyzovana DABA transaminazou (EctB). Poté je acetylova skupina
transferovana na DABA z acetyl-CoA pomoci DABA-Ny-acetyltranferazy (EctA) za tcelem
syntézy Ny-acetyl-L-2,4-diaminobutanové kyseliny. Nakonec ektoinova syntdza (EctC)
katalyzuje cyklickou kondenzaci Ny-acetyl-L-2,4-diaminobutanové kyseliny, coz vede ke
tvorbé ektoinu. Pii nékterych stresovych situacich, jako je naptiklad zvySena teplota, konvertuje
Halomonas elongata ur€itou cast ektoinu na 5-hydroxyektoin pomoci ektoin hydroxylazy
(EctD) [11].
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Obrazek 1: Ektoin a hydroxyektoin [12]
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Obrazek 2: Metabolicka draha ektoinu v H. elongata. Zde je ukazana hydrolyza ektoinu, ktera
vede primo k Ny- a Na-acetyl-L-2,4-diaminobutanové kyselin¢. LysC: aspartat-kinaza;Asd: B-aspartat-
semialdehyd-dehydrogenaza; EctB: transamindza L-2,4-diaminobutanové kyseliny; EctA: Ny-
acetyltransferaza L-2,4-diaminobutanové kyseliny; EctC: ektoin syntaza; EctD: ektoin hydroxylaza;
DocA: cktoin hydrolaza; DoeB: deacetylaza Na-acetyl-L.-2,4-diaminobutanové kyseliny; DoeD:
transaminaza L.-2,4-diaminobutanov¢ kyseliny; DoeC: aspartat-semialdehyd dehydrogenaza [11]Aby se
mikroorganismy vyrovnaly s hyperosmotickymi podminkami produkuji latky zvané osmolyty, mezi
které patii pravé ektoiny ajejich hydroxyderivaty. Jejich mnozsvi se muze vysplhat az k nékolika moliim
na litr, aniz by néjak narusily Zivotni procesy buriky nebo proces skladani proteini. Osmolyty diky tomu
hraji velkou roli v procesu obnoveni turgoru v podminkach nizké vodni aktivity tim, Ze pracuji proti
vytoku vody z bun¢k [13].

V souvislosti s ektoiny a hydroxyektoiny je Casto pouzivan vyraz chemicky chaperon.
Chemické chaperony jsou organické osmolyty, které maji funkci stabilizatori makromolekul.
Ektoiny maji vyborné stabilizacni ucinky na biologické molekuly, tj. proteiny, bunécné stény,
DNA 1 na celé buiiky. Chrani proteiny pted agregaci, podporuji jejich spravné skladani
v podminkach, které v jinych ptipadech vyvolavaji denaturaci a jsou plné v souladu s bunécnou
fyziologii. Diky témto vlastnostem jsou ektoiny v primyslu pouzivany jako ochrané
komponenty v oblasti produktti péce o zdravi a kosmetiky [14].

2.2) PHA - polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty jsou polyestery, které jsou produkovany mikroorganismy. Co se
tyCe vlastnosti se velice podobaji nékterym termoplastim. Co k nim vSak sméfuje pozornost
dnesnich technologii je jejich rozlozitelnost. Uvniti bun€k se polyhydroxyalkanoaty nachazi ve
formé cytoplazmatickych inkluzi, jejichz velikost se pohybuje mezi 0,2 2 0,5 pm. Jejich velikost



i Cetnost se lisi od druhu bakterie. Kazda granule se sklada z PHA, proteint a lipidt, kde povrch
granule je tvoren vrstvou fosfolipidi a proteint a uvnitf jadra se nachazi polymer [15].

PHA inclusion associated proteins

monolayer
‘{3 phospholipid

. . ‘
PHA inclusion ( membrane

'w
%

Obrazek 3: Struktura PHA granule [15]

2.2.1) PHB - polyhydroxybutyrat
Polyhydroxybutyrat je pfirodni polyester 3-hydroxybutanové kyseliny patfici do
skupiny SCL-PHA (short chain lenght polyhydroxyalkanoaty).

PHB je kompletné biodegradabilni, vysoce hydrofobicky termoplasticky polyester
s teplotou tani lezici v intervalu od 170 do 180 °C a krystali¢nost mezi 55 a 80 %. Jeho
nevyhodou je kiehkost, zptisobena velkym mnozstvim krystalickych center, coz siln€ omezuje
jeho pramyslové vyuziti [16].

CH, 0

O— CH=—CH ;=

Obrazek 4: Obecna struktura PHB [16]



2.3) Vibraé¢ni spektroskopie

V dnesni dobé je takika nezbytné mit co nejpresnéjsi informace o struktuie
makromolekul, jejich funkcich a vztahu mezi nimi. Pro tento ucel je pouzivana jako
experimentalni metoda poskytujici nam praveé tyto informace, vibra¢ni spektroskopie. Vibracni
spektroskopie zkouma molekularni vibrace prostfednictvim interakce molekuly se zarenim,
ktera vede k vibracnim prechodiim molekuly.

Jak v pfipadé Ramanovy spektroskopie tak v pfipadé té infraCervené, se jedna o
nedestruktivni metody, jejichz hlavnim pfinosem je moznost zisku vcelku podrobné strukturni
informace, které se pomoci ostatnich metod zjistuji bud’'to dost Spatné anebo nejsou zjistitelné
vubec.

Diky vibrac¢ni spektroskopii je mozné studovat biologické latky piimo v jejich
pfirozeném prostredi, coz jsou vodné roztoky. Sledovat 1ze kromé& zmén struktury zapfticinéné
zménou fyzikalné-chemickych parametrii jako napfiklad zménou teploty nebo pH, ale i
samotnou dynamiku prechodi mezi strukturami. Z asového hlediska je pouziti Ramanova
rozptylu i IC daleko méné Gasové naro&né nez pii pouZiti napiiklad fluorescence nebo nuklearni
magnetické rezonance, coz Cini z vibracni spektroskopie idealni cestu studia dynamiky
biologickych procesu [17].

2.3.1) Interpretace vibrac¢nich spekter

Pfi interpretaci vibracnich spekter dva zasadni problémy. Prvnim z nich je pfifazeni
absorpcnich a rozptylovych past k jednotlivym normalnim vibracim molekuly. Tim druhym je
charakterizace normalnich vibraci pomoci urCeni symetrie a spfazenych vnitfnich soufadnic.
V ramci rozboru vibracnich spekter je nutno analyzovat v§echny normélni vibracni mody. Pro
tento ucel je pouzita koncepce charakteristickych vino¢ti funkcnich skupin umoziujici
pfifazeni pasu ke spektru. Nevyhoda metody je jeji naro¢nost na zvladnuti, vyzaduje totiz
velkou zrucnost ze strany Cloveka, ktery s ni pracuje. Spektralni pasy v oblasti mezi 4000 —
1500 cm™ jsou idealni pro identifikaci funkcnich skupin jak naptiklad -OH, C=0, N-H, CH atd.
Oproti tomu pasy v oblasti 1500 — 400 cm’!, takzvané oblasti ,,otisku palce” (v ang. Fingerprint
region). Neznamou analyzovanou latku lze nasledovné identifikovat za pomoci vyhledavacich
programu a digitalizovanych infracervenych spekter [18].

2.3.2) Vibrace a rotace molekul

Kazdy atom ma tii stupné svobody, muze se nezavisle hybat po vSech tfech osach
kartézské soustavy. Pokud n pocet atomu tvoii molekulu, existuje 3n stupia svobody. Prvni tfi
stupné, translac¢ni, zahrnuji pohyb vSech atomt najednou stejnym smérem paralelnim s osami
kartézské soustavy. Dalsi trojice stupnit, stejn€ jako ta predchozi, neméni vzdalenost mezi
atomy, popisuji totiz rotace. Zbylych 3n — 6 stupiiti zahrnuji pohyby, které méni vzdalenosti
mezi atomy, délky vazeb a velikost uhli mezi nimi. JelikoZz jsou tyto vazby elastické, nastavaji
periodické pohyby. VSechny vibrace idealni molekuly jsou disledkem superpozice 3n — 6
neinteragujicich normalnich vibraci. Nejjednodussi vibrujici molekuly popisuje atom
ptipevnény k velkému mnozstvi hmoty pomoci pruzinky bez vahy.



Sila F nezbytna pro pohyb atomu urcitym smérem x z rovnovazné polohy je umeérna
silové konstantné f, mirou sily vazby. Takto zni Hooktv zakon:

F=—-fx
Negativni znaménko naznacuje, ze je sila v opaéném sméru nez prodlouzeni [19].

Absorpci kvanta infracerveného zafeni prechazi molekula ze zakladniho stavu do
vyssiho vibra¢niho stavu. Takovy pfechod je vétSinou doprovazen excitaci do nékterého
z rotaCnich stavii. Navic v oblasti nizkoenergetického zafeni vykazuji nékteré molekuly
prechod do Cisté rotacnich stavt, pokud nastane takovy piipad, mluvime o takzvané vibracné-
rotaCni spektroskopii. Vzhledem k tomu, kolik kvanta energie je zapottebi k excitaci do vyssich
vibraCnich stava se vétsina molekul za normalni teploty nachazi v zakladnim vibra¢nim stavu.
Aby mohla molekula ptejit do vyssiho stavu, je zapotfebi, aby molekula pfijala energii skrz
interakci se svételnym zarenim odpovidajici rozdilu obou stavii. To nastava bud’to pii absorpci
infraCerveného zareni vzorkem, infracervené spektroskopii nebo pti Ramanoveé rozptylu [20].

2.3.3) Polarizovatelnost molekul
Ackoliv infracervené i Ramanovo spektrum zahrnuje vibracni 1 rotac¢ni energetické
pasy, nejsou duplikaty jeden druhého, spiSe se navzajem dopliuji. Je to proto, ze intenzita
spektralnich past na tom, jak efektivné je energie fotonu transferovana do molekuly. [21]

Schopnost molekuly rozptylovat foton zptusobuje pravé jeji polarizovatelnost.
Polarizovatelnost, oznaCovana jako a, reprezentuje schopnost aplikovaného elektrického pole,
E, indukovat dipolovy moment Uin v atomu nebo molekule.

Hin = aE

Naptiklad velké atomy jako je xenon maji silnou polarizovatelnost kvuli jejich
elektronovym oblakim, vzdalenych od xenonového jadra, které je relativné jednoduché
zdeformovat elektrickym polem. Atomy helia, které jsou mensi a kompaktnéjsi, oproti tomu
maji mensi polarizovatelnost. Polarizovatelnost atomt je isotropicka (tj. stejna ve vSech
smérech), zato polarizovatelnost molekul zalezi na jejich symetrii. Kvali tomu jsou
polarizovatelnosti ozna¢ovany pomoci kartézskych souradnic indikujicich jeji smér. [22]

2.4) Ramanova spektroskopie
2.4.1) Historie

Indicky fyzik Chandrasekhara V. Raman roku 1928 objevil a popsal kombinovany
rozptyl zafeni na hmotnych objektech, diky ¢emuz obdrzel roku 1930 Nobelu cenu. C. V.
Raman pro svij experiment pouzil jako zdroj svételné zafeni, dalekohled jakozto sbérac
paprski a jako detektor pouzil vlastni o€i kvili nedostateCné trovni vybaveni v té dobé.
S postupem casu je ale byla technologie Ramanova spektrometru vylepSovana. Zprvu byla
pozornost sméfovana k vyvoji lamp, slouzicich jako excitacni zdroj, které byly ale pro tento
ucel nevyhovujici z davodu jejich nedostatené intenzity. Prelom pfisSel roku 1962, kdy se jako
excitacni zdroj zacaly pouzivat lasery [23].



2.4.2) Ramanuv efekt

Kdyz elektromagneticka radiace osviti molekulu, jsou tfi moznosti, jak s energii bude
nalozeno. Energie muze byt transmitovana, absorbovana nebo rozptylena. Pii Tyndallové
efektu je radiace rozptylena Casticemi jako je napfiklad kouf nebo mlha. Pii Rayleighové
rozptyleni molekuly rozptyluji svétlo, pficemz ani v piipadé Tyndallova nebo Rayleighova
efektu nedochazi ke zméné€ vinové délky. V roce 1928, C. V. Raman popsal dalsi typ rozptylu
dnes znamy jako Ramanuv efekt. Tento jev byl uz teoreticky predpovézen Adolfem Smekalem
uz pred uspeésSnou experimentalni demonstraci Ramanova efektu, proto je ob¢as nazyvan
Smekal-Ramanovym efektem v némecké literatufe. V Ramanové spektrometru je vzorek
osvicen intenzivnim zdrojem monochromatického zateni obvykle ve viditelné ¢asti svételného
spektra. Vétsinou je frekvence zareni mnohem vétsi nez vibraCni frekvence, ale nizsi nez
frekvence elektronicka. Na Rayleightv rozptyl mize byt nahlizeno jako na elastickou kolizi
incidentniho fotonu s molekulou, kde je vysledkem kolize zvy$eni vibracni ¢i rotacni energie o
hodnotu AE,,,. Aby mohla byt energie zachovana, musi byt energie rozptyleného fotonu Ahv,
rozdilna od energie fotonu incidentniho Ahv; o hodnotu rovnou AE,,.

Ahv; — Ahvg = AE,,

Pokud molekula dostane energii, poté je AE,, kladné a v, je mensi nez v;, coz vede
k rustu Stokesovych ¢ar v Ramanové spektru. Tato terminologie ma své kofeny ve Stokesove
zakoné o fluorescenci, ktery fika, ze fluorescentni zafeni vzdy nastava pfi nizich frekvencich,
nez jsou frekvence excita¢niho zafeni. Pokud molekula energii ztrati, AE,, je poté zaporné, v
je vetsi nez v;, coz vede k rastu anti-Stokesovych ¢ar v Ramanové spektru [21].

2.4.3) Teorie metody Ramanovy spektroskopie
Metoda zalozena na vySe zminéném Ramanové jevu je vyuzitelna pro identifikaci latek,
kvalitativni, kvantitativni 1 strukturni analyzu. Je obzvlasté vyznamna pro studium organickych
a anorganickych latek (v oblasti geologie napfiiklad bitumeny) a poskytuje moznost detailniho
studia slozitych heterogennich smési latek [24].
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Obrazek 5: Zjednodusené schéma Ramanova spektrometru [25]Chyba! Nenalezen zdroj
odkaza.



2.4.4) Prace se vzorkem
Pomoci Ramanovy spektroskopie l1ze studovat plyny, kapaliny 1 pevné latky, pficemz u
kapalin je jejich studium nejjednodussi.

Kapaliny 1ze umistit do drzakt o vnéjs$im priméru v fadu nékolika milimetri. Pro mikro
vzorky byly pouzity aluminizované kapilary s objemem bunek okolo 0,04 ul [26].

Pevné latky lze méfit ve specialnich drzacich umoziujicich, aby byl pevny vzorek
suspendovan uprostfed laserového paprsku. V pripadé prasku je pouzita kapilara.

Pevné vzorky je mozné téz rozpustit v prislusnych rozpoustédlech. Nasledné se s nimi
zachazi jak s kapalinami. Pro anorganické slouceniny je idealnim rozpoustédlem voda, ktera
v infraCervené oblasti prakticky netransmituje. Vybér organického rozpoustédla zavisi na jeho
schopnosti rozpoustét, jeho Ramanové spektru a na mozné interakcei s rozpousténou latkou.

Byly popsany rotani vzorkovaci systémy s frekvenci 0-3000 rpm pro vysoce
absorbujici kapaliny nebo roztoky a rotacni zafizeni pro barvené krystalické prasky [27,28].

Byly popsany 1 techniky skenovani povrchu pro vysoce barevné krystaly. V této metodé
je povrch skenovan umisténim platu rotacniho refraktoru mezi vzorek a co€ky pouzité pro
zaméteni laserového paprsku na povrch krystalu [29]

Ramanova spektra u plynt jsou méfena v plynovych burikach vice odrazového typu pfi
nastavitelném tlaku od milimetri po atmosféry [21]

2.4.5) Prace se spektry a jejich vyhodnoceni
Nasycené vazby (alkeny, alkyny, ...) davaji intenzivni Ramanovy pasy, a naopak vcelku
slabé infradervené pasy v rozmezi od 1600 do 2300 cm™. Opaéna sitauce plati pro polarni vazby
(dusik-vodik, hydroxylova skupina, ...) jejichz valencni vibrace nam davaji slabé Ramanovy
pasy a také velice intenzivni pasy v infraerveném spektru. Pro karboxylové skupiny jsou pasy
jak v Ramanové tak v infracerveném spektru intenzivni, totéz plati pro aromatické slouceniny
[30].

Obecné plati, ze krystalické pevné latky maji intenzivnéj§i spektrum oproti kapalindm
nebo plynim. Co se tyCe tlaku, orientace krystalové miizky nebo Cistoty vzorku, ty nemaji na
spektrum témét zadny vliv na rozdil od teploty, na kterou je spektrum velice citlivé.

Je ideéalni mit co nejpodrobnéjsi znalost o vzorku pro co nejpiesnéjsi vyhodnoceni
spektra. Pocita se znalost Cistoty vzorku, zplsob jeho pfipravy, vlivu méficich pfistrojii a
samoziejme skupenstvi.

Pro jednodussi identifikaci vzorku a jeho vyhodnoceni se v dnesni dobé pouzivaji
knihovny, které obsahuji kompletni spektra. Dal§i moznost, jak identifikovat spektra je pouziti
teoretickych vypocti pomoci metody funkcionalu hustoty (ang. Density functional theory).
Vyhoda pouziti této metody je v presn€jSim odhadu povahy vibraci, ¢cimz jsme schopni 1épe
urcit molekulové struktury.



Ramanova spektroskopie je povazovana hlavné jako moznost kvalitativni analyzy.
Kvantitativni analyza je ale také moznd, a to na principu linearni superpozice. Ramanovo
spektrum zkoumaného vzorku je rovné souctu vazenych spekter jednotlivych komponent ve
vzorku [31].

2.4.6) Povrchové zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)
Poprvé byla SERS (Povrchové zesilenda Ramanova spektroskopie) pozorovana roku
1974 Fleischmanem a kol. Zesileny signal pochazel z pyridinu adsorbovaného na
elektrochemicky zdrsnéném povrchu stfibrné elektrody. Ti vSak Spatné stanovili hypotézu, ze
sila signalu byla umérna zvétSeni povrchu, na kterém pyridin adsorboval.

Nasledné studie vyvratily tuto hypotézu a nahradily ji tvrzenim, které pricita zesileni
signalu vybuzeni povrchového plazmonu na kovovém povrchu [32].

Vyhoda Ramanovy spektroskopie je v jeji rychlé a jednoduché chemické analyze. Na
druhou stranu ma velikou nevyhodu v jeji velice nizké intenzit€ optického signalu. Tim padem
je potieba tento signal zesilit. Jednou z moznosti je pouziti SERS, ktera vyuziva plasmonové
nanostruktury pro zesileni Ramanova signalu.

Nejcasteji vyuzivané plasmonové nanostruktury jsou kovové nanocCastice s maximalni
velikosti v fadu stovek nanometrti. Tyto nanocastice uvoliuji plasmonickou resonanci pfi jejich
ozareni zafenim o specifické vinové délce. Tato resonance zesili blizké elektromagnetické pole
v okoli nanostruktur [33].

Nejvétsi vyuziti pro SERS maji nanocastice ze zlata, stfibra nebo médi. Vyuzitelné jsou
také alkalické kovy jako napfiklad lithium, sodik nebo draslik. Jejich velkou vyhodou jsou
vyborné optické vlastnosti v oblasti viditelného svétla a v blizké infraCervené oblasti. Jelikoz
je vyroba cCastic relativné jednoducha, je mozné pomoci zmény parametri ménit jejich tvar a
rozméry podle potieby.

Zlaté castice maji své hlavni vyuziti v biomedicinskych aplikacich diky jejich vynikajici
biokompatibilité a jejich vazbé na fadu ligandu, protilatek a ostatnich biologicky vyznamnych
latek. Diky tomu lze poté provadét Ramanovu mikroskopii bun€k a tkani, coz ma uplatnéni
v diagnostice naptiklad nadorovych onemocnéni [32].

2.4.7) Koherentni anti-Stokesuv Ramanuv rozptyl (CARS)

Koherentni anti-Stokesova Ramanova spektroskopie poskytuje velkou vyhodu oproti
standardni inkoherentni Ramanové spektroskopii. Vyhody zahrnuji 10°-nasobné zlepseni
efektivity konverze, spektralni a prostorové rozliSeni oproti fluorescenci, nizkou primérnou
energii dopadu a nepotfebu pouziti monochromatoru [34].

Intenzita CARS signalu zavisi na ctverci koncentrace analytu. CARS se také vyznacuje,
jak je vySe zminéno, vybornou prostorovou i ¢asovou rozliSovaci schopnosti, coz je vyuzitelné
pfi méfeni vibrac¢nich stavii molekul. Prostorové rozliSeni je zavislé na thlu prekryvu
excitaCnich svazkl a na prumeéru jejich stop. RozliSeni Casové je zavislé na frekvenci pulzi
lasert (obvykle jsou vyuzivany femto- a pikosekundové zdroje). Kritickym bodem je sfazovani
pulzi lasera.



Metoda je vyuzitelna pro zkoumani biologickych komponentd v prostiedi, kde pro
konvencni Ramanovu spektroskopii tvori problém fluorescence. CARS je také idealni metodou
k méfeni lokalnich koncentraci latek. Naptiklad v ptipadé plynné faze je CARS vyuzivana pro
meéteni lokalnich koncentraci a teplot béhem hoteni, své vyuziti ma pii méfeni koncentrace
intracelularni vody uvnitf buriky, hydrodynamiky mikroorganismu atd. [34,35].

2.4.8) Na hrotu zesileny Ramanuv rozptyl (TERS)

V bézném zivoté nastane situace, pii které bourkové mraky nesouci elektricky naboj
pusobi na predméty ve svém okoli. Pfednost maji hlavné objekty s ostrou hranou nebo $pickou.
Toto ostré zakonceni vede ke koncentraci naboje v jeho blizkém okoli, coz ma za nasledek
prenosu naboje, v tomto piipad€, mezi bourkovym mrakem a hromosvodem.

Dalo by se fici, ze na podobném principu je zalozena 1 TERS. V pfipadé TERS je ale
kovovy hrot ozafovan laserem o dané frekvenci. Odpovida-li frekvence laseru plazmonové
rezonan¢ni frekvenci, budi na konci hrotu lokalizované plazmony, které se nachéazeji okolo
hrotu. Tento jev vytvati lokalné zesilené elektromagnetické pole vedouci ke zvySené intenzité
rozptylenych fotond. Toto zvySuje nékolikanasobné citlivost Ramanovy spektroskopie.

Tato metoda probiha vétSinou v kombinaci s AFM (atomic force microscopy) metodou.
Jako prvni dochazi k charakterizaci, kdy je nalezena oblast, ktera je nasledné analyzovana
v Ramanové spektru. Jako dalsi krok je ozafeni hrotu laserem, je méfeno odrazené zareni a
nasledné probih4 Ramanova analyza.

Je kladen téz velky diraz na vyrobu hrott pro TERS, obzvlasté na polomér $picky hrotu,
jelikoz se jedna o rozhodujici parametr pro zesileni elektromagnetického pole. Jako dalsi
dulezité parametry je tfeba uvést geometrii a hladkost hrotu. Pouzity material je pfevazné zlato
nebo stiibro kvili jejich vlastnosti buzeni plazmonti [33,36,37].

2.4.9) Aplikace Ramanovy spektroskopie v praxi

Analyza vzorku za pomoci vibra¢ni spektroskopie je vyuzitelna pii mapovani (mapping)
nebo zobrazovani (imaging). Mapovani probiha na principu postupného méfeni spektra
prilehlych oblasti vzorku. Toho je mozné dosahnout za pomoci posuvu kazdé ¢asti vzorku do
paprsku zaméfeného do mikroskopu, pricemz se cely proces opakuje do té doby, nez jsou
vSechny oblasti vzorku promeétené. Zobrazovani samo o sob€ vyzaduje, na rozdil od mappingu,
aby byl vzorek zamérovan na detektor, kde se méfi intenzita zafeni prochazejiciho viemi ¢astmi
vzorku. Tyto metody maji své vyuziti napiiklad pfi sledovani nadoru tlustého stieva nebo
mozku, pfi skenovani bunek v lidském téle nebo ve farmaceutickém prumyslu ¢i v zemeédélstvi
[38,39]

2.4.10) Ramanova spektroskopie pro neinvazivni charakterizace
mikrobidlnich bunék

Ve studiich provedenych na konci dvacatého stoleti je ukazano, ze infraCervena spektra
mikroorganismi jsou vysoce specifické spektralni otisky, které 1ze pouzit k rychlému rozliseni
a klasifikaci rozli¢nych mikrobialnich druhti a kmenu, k charakterizaci jeva zavislych na rastu
a specifickych reakci bunek na léciva.



Pouzité kmeny byly naockovany na agarové misky za pouziti Ctyrkvadrantovych
ockovacich vzora. Kmeny Enterobacteriaceae, Staphylococcus, Bacillus a Pseudomonas byly
kultivovany na CASO- (casein peptone/soy meal peptone) agarovych miskdch. Kmen
Streptococcus byl kultivovan na ,,Columbia blood* agarovych miskach. VSechny kmeny rostly
po dobu 24 hodin pfi teploté 37 + 2 °C kromé& kmenu Pseudomonas, ktery rostl pti teploté 30 +
2 °C.

Pro Ramanovo meéfeni bylo malé mnozstvi biomasy (10-60 pg suché hmotnosti)
vyjmuto z povrchu agaru, nasledné¢ bylo vysuSeno a rozemleto. Mala Cast rozemletého
materialu byla prevedena do sklenénych kapilar pro Ramanovo méfeni.

Ve studii uvadéné vyse byl vyuzivan spektrometr Bruker IFS 66 vybaveny FRA-106
Ramanovym modulem a chlazenym Ge-diodovym detektorem. Excitaéni zdroj byl Nd**-YAG
laser (1064 nm).

Aby se minimalizovaly problémy spojené se zakladnimi posuny a zarovei se zlepsily
rozliSeni prekryvajicich past, byly vypocitany derivaty originalnich infraervenych a
Ramanovych spekter za pouziti Savitzky-Golayova filtru [40,41].

2.4.11) RozliSeni bakterii pomoci SERS
Ramanova spektroskopie se ukazala jako potencialné u¢inna metoda pro urovani
organismi. I kdyz je Ramaniv efekt slaby (pouze jeden z 10® dopadajicich fotond je rozptylen
dle Ramanova jevu), lze ho zesilit (103-10° krat) pokud jsou molekuly pfipojeny nebo jsou
mikroskopicky blizko ke zdrsnénému povrchu. Tato technika je zndm4 jako ,,Surface-Enhanced
Raman Spectroscopy (SERS).

V nékterych studiich byla SERS, za uziti agregovaného koloidniho roztoku stfibra,
pouzita k analyze skupiny bakterii spojenych s infekci mocového traktu. Ziskani jednoho
spektra trvalo cca 10 sekund.

Vysledky studie ukazaly rozliSeni bakterii na irovni kment pro skupinu vzorkt bakterie
Escherichia coli, coz bylo nasledné potvrzeno projekci spekter do DFA (discriminant function
analysis) a HCA (hierarchical cluster analysis) [42].

3) PRAKTICKA CAST

3.1) Pouzité mikroorganismy

Pro experimentalni ¢ast byla vybrana bakterie Halomonas elongata CCM 3756", se
kterou probihaly veskeré kultivace. Pro porovnani pfi zavérecném méfeni na Ramanové
spektroskopii byly pouzity jesté bakterie Halomonas organivorans 7142" a Halomonas salina
43617, Viechny zminéné bakterie byly pofizeny z Ceské sbirky mikroorganizma Masarykovy
univerzity v Brné.



3.2) Pouzité chemikalie

Nutrient Broth (Himedia)

Peptone (Himedia)

Yeast Extract (Himedia)

Agar Powder (Himendia)

Spirit Blue Agar (Himedia)

Tris-HCI pufr (5 mM, pH 8,5)

Master mix One Taqg Hot Start DNA polymerazy
MgCla. 6H20 (Ing. Petr Svec, PENTA)
Chloroform (VWR Chemicals)
Laktoza (Lachner)

Xyloza (SAFC)

Glukéza (PENTA)

Sacharo6za (Lachner)

Fruktoéza (Lachner)

Agaréza (SIGMA)

Primery

Vzorek DNA

Destilovana voda (sterilni)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
H3BO3

EDTA

TBE pufr

Midori Green Advanced (DNA barvivo)
KH>PO4(LACHEMA)
(NH4)2SO4(LACHEMA)

Na;HPO4 (LACHEMA)

MgSO4. TH2O (LACHEMA)

Roztok stopovych prvka (MES)

3.3) Pouzité pristrojové vybaveni

Ramanovsky mikrospektrometr Renishaw In Via Reflex
Analytické vahy (Boeco)

Vortex TK3S (Techno Kartell)

Spektrofotometr Helios 6 (Unicam)

Laminarni box Aura mini (Bio Air Instruments)

Temperovana trepacka Heidolph Unimax 1010 (Labicom s.r.0.)



Centrifuga U-32R (Boeco)

Centrifuga Sigma (Sartorius)

Termostat L.S-35

Gradientovy Palm-cycler (Corbett Research)

Zdroj napéti MP 300 V (Major science)

UV-transluminator (Major Science)

Plynovy chromatograt GC-FID, Hewlett Packard, Series II 5890
Kolona: DB-WAX 30 m by 0,25 mm

Bézné laboratorni pomucky a sklo

3.4) Priprava kultur
Pro tuto praci byla vyuzita bakterie Halomonas elongata, jejiz vychozi idealni
podminky pro optimalni rast byla koncentrace soli 30 g/l NaCl pfi teploté 30 °C.

3.5) Priprava inokula

Prvnim krokem byla pfiprava inokula, které obsahovalo Nutrient Broth o koncentraci
25 g/, pro naSe ucely byl celkovy objem inokula 50 ml, pro ktery bylo navazeno 1,25 g + 50
mg Nutrient Broth. Jelikoz dalsi prace s inokulem probihaly ve sterilnim boxu, bylo nutné
Erlenovy bariky obsahujici inokula zaSpuntovat, obalit alobalem a dat je na 40 minut sterilovat.
Po vychladnuti inokula nasledovalo ptidani kultury do inokula uvnitt sterilniho boxu bud’to
z jiz narostlé kultury v roztoku pomoci pipety nebo z Petriho misky pomoci klicky. Poté se
kultura v inokulu dala na michacku pfi 176 rpm a nechala se 24 hodin rast.

3.5.1) Slozeni média B 54

Nutrient Broth 25 g/l
MgCl,. 6 H2O 5¢/
NaCl 30 g/l

3.5.2) Slozeni inokula

Pepton 15 g/l
Extrakt z kvasnic 3¢/l
NaCl 30 g/l
Glukoéza 1 g/l

3.6) Priprava mineralniho média

Po 24 hodinach bylo potieba narostlou kulturu preockovat do mineralniho média
(slozeni viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.). Velice dulezité pro rist bakterii je zajiSténi
veskerych zivin, které bude bakterie potfebovat. V pifipadé inokula k tomuto ucelu slouzil
Nutrient Broth, ale v pfipadé mineralniho média bylo nutno pfidat cukr, jakozto zdroj uhliku,
konkrétne fruktozu a MES (roztok stopovych prvki). Stejné jako u predchoziho inokula bylo
potteba bariky s mineralnim médiem nechat sterilovat v tlakovych hrncich po dobu 40 minut,
jelikoz preockovani téz probihalo ve sterilnim boxu. Mnozstvi ockované kultury vzdy
odpovidal deseti procentim celkového objemu mineralniho média, do kterého mél byt



preockovan, konkrétné v tomto piipadé bylo vzdy ockovano 10 ml kultury do 100 ml
mineralniho média. Poté byla kultura dana na michacku a nechana 72 rast.

3.6.1) Slozeni mineralniho média

KH2PO4 1,02 g/l
(NHa4)2S04 3¢/l
Na;HPO4. 12 H20 11,1 g/l
MgS04.7 H20 0,2 g/l
NaCl 30 g/l
Glukoéza 20 g/l
Roztok stopovych prvka (MES) 1 ml

3.6.2) Slozeni roztoku MES

FeCls. 6 H20 9,7 g/l
CaCl,. 2 HO 7,8 g/l
CuSOq4. 5 H20 0,156 g/l
CoClz. 6 H2O 0,119 g/l
NiCl. 6 H20 0,118 g/
ZnSOq4. 7 H20 0,1 g/l
0,1 M HC1 1000 ml

3.7) Spektrofotometrické méreni zakalu

Po ukonceni kultivace bylo potifeba odebrat vzorek pro spektrofotometrické méfeni.
Pted samotnym meéfenim bylo nutné vzorek ziedit tak, aby se vysledna hodnota absorbance
nachazela v intervalu od 0,100 do 0,900. Zfedény vzorek byl nasledné méten pti vinové délce
630 nm proti destilované vode. Pro ucely spektrofotometrického méfeni zakalu byla pouzita
kyveta s délkou optické drahy 1 cm.

3.8) Likvidace kultur

Poté, co byl zméfen zakal pii 630 nm na spektrofotometru, jiz nebyla kultura narostla
na mineralnim médiu potfeba a mohli jsme se ji zbavit. Nejdiive bylo nutné zméfit biomasu
nasledujicim zpasobem. Z celkového objemu narostlé kultury se odebralo 10 ml do dvou
zkumavek. Zkumavky byly vlozeny do centrifugy, kde byly centrifugovany pii 6000 otackach
za minutu po dobu péti minut. Po vyjmuti zkumavek z centrifugy byl supernatant odlit a zistala
pouze biomasa usazena na dné zkumavky. Aby se biomasa opravdu zbavila supernatanu, bylo
pfidano jesté 5 ml destilované vody, a aby se biomasa usazena na dné dukladné promichala
s vodou, dala se zkumavka zvortexovat na par sekund. Nasledoval stejny postup jako predtim,
zkumavky byly vlozeny do centrifugy pfi stejnych otackach po tu samou dobu. Supernatant se
znovu odlil pry¢ a zastala Cista biomasa. Do zkumavky se v konecném kroku pridalo
maximalné 1 ml vody, znovu se zkumavka nechala zvortexovat a jeji obsah byl ptelity do dvou
zkumavek Ependorf. Ty byly znovu vlozeny do centrifugy a nechaly se zcentrifugovat stejné
jako v predchozim postupu. Finalni supernatant se odlil a zkumavky Ependorf s biomasou byly
dany do susarny pti 60 °C, aby se z nich odstranila zbyla voda.



3.9) Stanoveni koncentrace PHA v biomase

Celkova koncentrace PHA v biomase byla stanovena za pomoci plynové
chromatografie s FID detekci. Mnozstvi pouzité biomasy se pohybovalo mezi 8 a 11 mg, které
byly nasledn¢ vlozeny do predem oznaCenych vialek. Do vialek bylo dale pfidanol ml
chloroformu a 0,8 ml vnitfniho standardu 5 mg/ml kyseliny benzoové v roztoku 15 % kyseliny
sirové v methanolu. Poté, co byly vialky naplnény veSkerymi potfebnymi komponenty byly
uzavieny vickem a nasledné€ vlozeny do termostatu vyhratého na teplotu 94 °C, kde byly
ponechany 3 hodiny na esterifikaci.

Poté, co byla esterifikace ukoncena, byly vialky vyjmuty z termostatu. Po urcité dobé,
behem které vialky vychladly, byly vzorky ptevedeny do vétSich vialek. Do vialek se vzorkem
bylo poté ptidano 0,5 ml 0,05 M NaOH. Obsah vialky byl dikladné protiepan, aby doslo
k oddéleni fazi. Ze spodni chloroformové faze bylo odpipetovano 0,05 ml do vialek s 0,950 ml
chloroformu. Vialky byly znovu uzavteny, oznafeny a vlozeny do plynového chromatografu
s plamenou ionizacni detekci (GC-FID) za ucelem analyzy.

3.10) Polymerazova retézova reakce — PCR

Polymerazova fetézova reakce, poprvé pouzita roku 1983 Karym Mullisem, se v dnes$ni
dobé zaradila, diky své vysoké citlivosti, specifité a rychlosti, mezi nejvice pouzivané techniky
v molekularni biologii. Umoziiuje az 10° nasobné pomnozeni useku DNA b&hem dvou az ti
hodin. Polymerazova fetézova reakce umoziuje selektivni amplifikaci vybraného useku DNA,
kdy velikost amplifikovaného useku DNA vymezuji 2 oligonukleotidy (primery). [43,44]

V ramci této prace bylo cilem PCR amplifikace konkrétniho mista bakterialni DNA a to
fragmentu genu phaC, ktery koéduje PHA syntazu .

Z kultury na Petriho misce byly odebrany buiiky pomoci kli¢ky, které byly umistény
do zkumavky s 100 pl pufru tris-HCI o koncentraci 5 mM a pH 8,5. Vzorek ve zkumavce byl
zahtivan na 90 °C po dobu 15 minut. Po zahtati byl obsah zkumavky zcentrifugovan pii 10 000
rpm po dobu 10 minut. Pro tcely PCR byly odebrany 2 ul supernatantu, které byly pfidany do
smési obsahujici Master mix One Taq Hot Start DNA polymerazy, MgCl,, jeden par primert
pro 16SrRNA, jeden par primert pro phaC a PCR vodu. Soubézné s ptipravou smési pro PCR
byla pfipravena i negativni a pozitivni kontrola, kde pozitivni kontrola obsahovala vzorek DNA
bakterie Cupriavidus necator H16, ktery byl ptipraven obdobné jako nas vzorek. Negativni
kontrola byla smés pro PCR, kde misto 2 pl vzorku DNA bylo pfidano stejné mnozstvi PCR
vody. Samotné PCR bylo provedeno na Thermocycleru a Cistota vzorku DNA byla néasledné
spektrofotometricky zméfena jako pomér A2eo k A2go proti pufru.

Tabulka 2: Sekvenace primerua

Teoreticka

[b:;; likost Primer Sekvence bazi | teplota tani [°C]




16S-F AAG AGT TTG 54,6
ATC CTG GCT CAG
16SrRNA 1500
16S-R GGT TAC CTT 494
GTT ACGACTT
G-D GTG CCG CCS 62,7
YRS ATC AAC AAGT
1 GIR GTT CCA GWA 54,5
phaC CAG SAK RTC GAA
Tabulka 3: Program PCR
teplota éas pocet
krok proces (°C) (s) cyklu
1 Denaturace 94 30 1
Denaturace 94 30
2 Annealing 55 30 30
Syntéza 68 90
3 68 300 1
Syntéza 30 60 1
3.10.1) Smés pro PCR
Master mix One Taqg Hot Start DNA polymerazy 12,5 pl
MgCl, 2,6 ul
Primery pro 16SrRNA (16S-F, 16S-R) 2x1pl
Primery pro phaC (G-D, GiR) 2x 1
Vzorek DNA 2ul
PCR voda 3,9 ul

3.11) Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je zaloZzena na pohybu molekul, které jsou zdporn€ nabity, uvnitf
stejnosmérného elektrického pole smérem k anodé. Molekuly DNA se separuji na zakladé
rozdilnych rychlosti pohybu v agarézovém gelu, kde je rychlost nepfimo umérna velikosti
molekuly. Jako nosi¢ pro separaci nukleovych kyselin je vyuzivana agardza a polyakrylamid,
ptfiCemz agardza je pripravovana rozpusténim praskové agarozy v pufru, ktery ma své vyuziti i
jako elektrolyt. [45,46]

Gel pro elektroforézu byl pfipraven smichanim 2 g praskové agarozy se 100 ml 1x
koncentrovaného TBE pufru piipraveného zfedénim 10x koncentrovaného TBE pufru
destilovanou vodou v pomeéru 1:9. Roztok byl Sestkrat povaren v mikroviné troubé, kde byl var
dikladné sledovan kvili moznému vypénéni kapaliny z banky. Poté bylo do prevareného
roztoku pridano 6 ul barviva Midori Green. Roztok byl nasledné nalit do formy, kde do néj poté
byly hiebinkem vytvoreny otvory pro aplikovani 5 pl vzorku a 5 pl nanaSeciho pufru
(bromfenylova modt). Diky modré barvé pufru bylo mozné urcit, zda-li jsme aplikovali vzorek
spravné do otvoru. Do jedné zjamek byl téz aplikovan kontrolni zZebfi¢ek pro porovnani




velikosti vzorkl. Po aplikaci vSech potfebnych komponent byl gel prelit 1x koncentrovanym
TBE pufrem a doslo k zapojeni elektrod. Gelova elektroforéza probihala po dobu zhruba 50
minut pod napétim 90 mV, pii kterém mezi elektrodami zacaly vznikat bublinky indikujici
pruchod proudu.

3.11.1) Slozeni chemikalii
10 x koncentrovany TBE puft:

Tris(hydroxymethyl)aminomethan 108 g/1

H3BO3 55 g/l

EDTA 9.3 g/
Agar6zovy gel

Agaroza 2¢g

1 x koncentrovany TBE pufr 100 ml

Midori Green Advanced (DNA barvivo) 6 ul

NanaSeci pufr

Bromfenylova modf 20 ug
Glycerol 3 ml
Destilovana voda 7 ml

3.12) Sekvenace

V piipadé sekvenace, Ci sekvenovani, se jedna o biochemickou metodu pro zjisténi
poradi nukleovych bazi (Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin) v sekvencich DNA.

Po provedeni metody PCR a detekce gelovou elektroforézou byl vzorek bakterie
Halomonas elongata ptecistén za pomoci Nucleo Spin Gel and PCR Clean-up Kit, kdy jako
prvni byl vzorek smichan s NTI pufrem v poméru 1:2. Vzorek s pufrem byl pfeveden do
kolonky s kifemikovou mikrofiltraéni membranou a nasledné centrifugovan po dobu 30 vtefin
pii 10000xg. Supernatant byl vylit a ke zbylému sedimentu byl pfidan NT3 puft, pficemz byla
zkumavka znovu zcentrifugovana za obdobnych podminek. Nasledovalo znovu vyliti
supernatantu a zkumavka se vzorkem byla inkubovana v susarné pti teploté 60 °C zhruba 4
minuty. Poté, co byla zkumavka vyjmuta ze susarny probé&hla znovu centrifugace pii 10000xg
zhruba 1 minutu. Vzorek byl poté pieveden do Cisté zkumavky, do které bylo pfidan NE pufr,
ktery se jiz ur¢itou dobu inkuboval v susarné pfi teploté 60 °C. Vzorek s NE pufrem byl dale
inkubovan 4 minuty pfi téz teploté. Poté nasledovalo vyhodnoceni vzorku pomoci SEQme s.r.o0.

3.12.1) Chemikalie pro preciSténi

NTI pufr 80 pul
NT3 pufr 700 pl



NE pufr (elucni pufr) 20 ul

3.13) Méreni Ramanovou spektroskopii
Experimenty byly realizovany na Ustavu piistrojové techniky Akademie véd Ceské
republiky.

Pro experiment byl pouzit pfistroj Ramanovsky mikrospektrometr Renishaw In Via
Reflex s laserem o vinové vélce 785 nm, ktery analyzuje vzorky na principu tzv. fingerprint,
coz je spektralni oblast od 400 do 2000 cm™, ktera je unikatni pro kazdou biomolekulu a
mikroorganismus.

Pro experiment byla narostla kultura v baiice lehce promichana pro rovnomérné
rozdeleni bakterii v roztoku a nasledné bylo ve sterilnim boxu odpipetovano 1 ml kultury do
zkumavky Ependorf, kterd byla sto¢ena na centrifuze pti 8000 rpm po dobu 5 minut, nasledné
byl odlit supernatant a vzorky byly ulozeny do mrazéaku.

Bylo pouzito celkem pét vzorkl, Halomonas elongata narostla na sachardze pii tfech
raznych koncentracich soli 40, 70 a 100 g/l NaCl a pro porovnani Halomonas salina narostla
na fruktéze a Halomonas organivorans. Pro uCely méteni bylo pouzito sklicko z CaF», které
postrada Sum, tudiz nezkresluje vysledné spektrum.

Poté, co bylo sklicko vlozeno do pfistroje bylo potfeba zaméfit v mikroskopu mezi
krystaly NaCl misto sbuiikou, na které byl nasledné¢ fokusovan laser. Samotné méfeni
probihalo velice rychle, kdy par sekund po spusténi laseru uz se tvotilo spektrum vzorku.

Jako prvni byly méfeny standardy, v tomto pripadé Cisty ektoin a hydroxyektoin, poté
bylo vSech pét vzorku bakterii ve formé kapky o primeéru cca 1 az 2 mm naneseny na sklicko,
vysuseny a vlozeny pod laser v pfistroji pro analyzu.



4) VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem experimentalni Casti byla analyza bakterie Halomonas elongata skrz Ramanovu
spektroskopii za iCelem dikazu pfitomnosti ektointi a hydroxyektoint uvnitt bakterialni buriky.

V ramci toho byly pak testovany rizné cukerné substraty a koncentrace soli za u¢elem
ziskani co nejvétsiho mnozstvi biomasy pro analyzu. Za stejnym ucelem probihaly 1 testy pro
zjisténi optimalni kombinace koncentrace soli a typu substratu pro co nejvyssi tvorbu PHA
v bakterialni burice.

4.1) PCR a gelova elektroforéza

Cilem této metody byla amplifikace dvou gent, konkrétné gen 16StRNA za prvé pro
potvrzeni bakterialni DNA a zadruhé pro taxonomické zafazeni a gen phaC jako dikaz PHA-
syntazy. Prvnim ukolem bylo stanoveni Cistoty DNA ve vzorku pomoci poméru absorbanci
(A260/A280). Vysledny pomér Cinil 1,924. Ten se nachazi v intervalu 1,8 < Axs0/A2g80 <2, z Cehoz
1ze usoudit, ze DNA ve vzorku je Cista.

Vysledky PCR a nasledné gelové elektroforézy byly vizualizovany pomoci UV-
transluminatoru a zachyceny na obrazku nize.

Obrazek 6: 1 — negativni kontrola, 2 — pozitivni kontrola, 3 — stanovovany vzorek, 4 — Zebricek



DNA Mass Base Pairs
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1.5 % TAE agarose gel
-

Obrazek 7: Zebficek pro PCR

Diky gelové elektroforéze bylo zjisténo ze bakterie Halomonas elongata obsahuje gen
phaC, tudiz je schopna syntézy PHA. Vzhledem k tomu, Ze je podle literarnich zdroju (jako
velka cast halofild zrodu Halomonas) schopna produkce ektoin, mohlo by byt mozné
biotechnologicky vyuzit H. elongata k sou€asné produkci (tzv. ko-produkci) dvou hodnotnych
metaboliti — PHA a ektoinu [47].

4.2) Optimalizace podminek pro ziskani biomasy a produkci PHA

Principem této Casti bylo ur€it, na jakém cukru a pii jaké koncentraci soli roste nase
bakterialni kultura Halomonas elongata nejlépe. Pro vSechny cukry v tomto ptipadé byla
pouzita vychozi koncentrace NaCl 30 g/l



v roztoku, co=koncentrace PHB v biomase, w=procentualni koncentrace PHB v biomase

Tabulka 4: Mnozstvi biomasy a PHB dle typu substratu; ci=koncentrace celkové biomasy

Substrat PHB C1 w [%] c2
[mg] [e/M] [e/M]

Xyloza 0,6765 1,53 8,199 0,126
Glukoéza 2,7725 1,945 29,854 0,581
Sacharoza 1,6985 2,375 16,825 0,397
Fruktoza 1,9355 1,855 17,519 0,325
Galaktoza 0,1395 1,345 1,515 0,022
Laktoza 0,9195 1,735 8,428 0,146
Mannoza 2,244 2,19 20,238 0,444
Arabindza 0 0,49 0 0

Dle Tabulky 3 je jasné patrné, ze bakterie nejlépe roste na cukerném substratu
sacharoze. Ta také byla pouzita pro kultivaci Halomonas elongata pro analyzu na Ramanové
spektroskopii. Nejméné kultura rostla na arabindze, u které je viuci ostatnim cukrim vytézek
biomasy témér zanedbatelny, coz bylo mozné 1 vizualné pozorovat, jelikoz zékal roztoku
kultury byl daleko mensi nez zakal kultur u zbylych cukrt.

Je téz vidét, Zze nejveétsi mnozstvi PHB bylo naméfeno v kultufe narostlé na glukoze,
pti¢emz i1 velice pékny vysledek m4 manoza. Na arabindze bohuzel nebylo zméfeno nic.

Tabulka 5: Mnozstvi biomasy a PHB dle koncentrace soli; ci=koncentrace celkové biomasy
v roztoku, co=koncentrace PHB v biomase, w=procentualni koncentrace PHB v biomase

Koncentrace PHB C1 w [%] c2 [g/]
soli [mg] [g/1]

20 g/l NaCl 0,7098 1,865 7,0589 0,13225

30 g/l NaCl 0,644 1,79 7,46275 0,13365

40 g/1 NaCl 0,7715 1,88 7,79715 0,14645

60 g/l NaCl 0,8715 1,395 8,69375 0,1212

80 g/l NaCl 0,9435 1,515 9,15098 0,13865

Dle Tabulky 4 lze usuzovat, ze bakterie Halomonas elongata roste nejlépe pii
koncentraci NaCl 20 a 40 g/, coz neni tak vzdalené od vychozi koncentrace soli, se kterou byla
vétsina kultivaci provadéna.

Z vysledku je patrné, Ze se vzrustajici koncentraci soli soubézn€ narista i mnozstvi PHB
v bunice, az na urcité vykyvy. Celkové je vSak obsah polymeru v biomase velice nizlky, podle
nasich vysledkt se nezda, ze by H. elongata byla slibnym producentem PHB.



4.3) Méreni Ramanovou spektroskopii

Cilem analyzy Ramanovou spektroskopii bylo zjistit pfitomnost osmolyti uvniti bunék
bakterie Halomonas elongata. V tomto pripadé se jednalo konkrétné o osmolyty ektoin a
hydroxyektoin, které jsou zodpovédné za zvladani stresu kvili vysoké koncentraci soli
v prostiedi. A ackoliv dle veSkeré teorie by vySe zminéna bakterie ektoiny nebo jejich
hydroxyderivaty obsahovat méla, na Ramanové spektroskopii jsme bohuzel nebyli schopni
zaznamenat jakoukoliv jejich prezenci uvnitf bunék ani jednoho ze vzorkl vcetné vzorku
bakterii Halomonas salina a Halomonas organivorans, které by logicky mély obsahovat
ektoint jesté vice, jelikoz na svij rast vyzaduji téméf trojnasobné mnozstvi soli v prostiedi nez
Halomonas elongata.

Na obrazku 8 jsou spektra ektoinu a hydroxyektoinu jako cCistych latek. Na obrazku 9
jsou pak Ramanova spektra bunék Halomonas elongata kultivovana pii riznych koncentracich
soli. Pfi porovnani spekter je patrné, ze se ve spektrech buné¢k nepodafilo identifikovat
ramanovské pasy odpovidajici ektoinu nebo hydroxyektoinu.

V ramci jiného experimentu, téz s Halomonas elongata, byly vzorky pro analyzu
Ramanovou spektroskopii pfipravovany nékolika zpusoby. Tento experiment dokazoval
pfitomnost nejen ektoinu a hydroxyektoin, ale 1 glycin betainu, ktery téz plni funkci osmolytu
v butice. Byly pouzity upravy fixaci HgCly, lyofilizovanou smési metanol/chloroform/voda a
lyofilizovanym extraktem kyseliny chloristé. U vSech téchto uprav byla nasledné¢ namétena
pfitomnost vS§ech osmolyta [41].

Jelikoz naSe vzorky nijak takto upraveny nebyly, dé se predpokladat, ze pravé priprava
vzorku pfed analyzou hraje dilezitou roli, kterou v pfistich experimentech nesmime podcenit.

Tabulka 6: Ramanovské peaky ektoinu

vibrace peaku pro laser
785 nm

1469 v COO
zwitterion

1444 S(CHp)

1392 v(CN)

1366 d(NH)
zwitterion

1316 S(CHp)

1280 d(CH»2-O)

1215 d(CH2-0O)

1207 -

1137 v(CNC)

1072 -

1032 v(C-OH)

999 -

944 S(CHa)

910 O(CH3)

893 -




850

5 CCO

804

5 CCO

Tabulka 7: Ramanovské peaky pro hydroxyektoin

vibrace peaku pro laser
785 nm

1640 Vas(c ONH)
amid

1613 Vas(CONH)
amid

1524 -

1438 8(CHa)

1401 v(NH)

1383 v(CN)

1349 8(CH)

1318 5(CHa)

1263 8(CH,-C)

1213 8(CH,-C)

1151 6 COH

1134 v CNC

1092 v CO

1037 -

1014 v C-OH

970 -

943 -

923 -

901 p(CHs)

890 o(CHs)

828 5 COO

751 5 COH
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Obrazek 9: Graf Ramanova spektra pro Halomonas elongata pfi riznych koncentracich NaCl,
je patmé, ze H. elongata produkuje PHB, i kdyz ne v takové mife jako H. organivorans na obrazku
10, kde jeji peak pro kvantifikaci n¢kolikanasobné prevysuje zbyl¢é analyzované bakterie
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Obrazek 10: Graf Ramanova spektra pro kontrolni vzorky bakterii Halomonas salina a
Halomonas organivorans, pfi porovnani se spektrem pro Halomonas elongata neni vidét zadny
razantni rozdil az v pripad¢ Halomonas organivorans a peaku na vinové délce 1750 nm, ktera
odpovida PHB, coz indikuje velky potencial Halomonas organivorans pro produkci PHB, bohuzel ani
u téchto bakterii se nam nepodatilo detekovat pfitomnost ektoinu ani jeho hydroxyderivatu



5) ZAVER

Bakalarska prace byla vénovana pouziti Ramanovy spektroskopie jako nastroj pro
analyzu bakterialnich bun€k Halomonas elongata. Prace je rozdélena do dvou casti, a to
teoretické a experimentalni. Teoreticka Cast rozebira extrémofilni organismy s prihlédnutim
na podskupinu halofili a osmolyty zodpovédné za jejich schopnost zit v prostiedi s vysokou
koncentraci soli, dale pak nahlizi na vibra¢ni spektroskopii, kde je vénovana pozornost
Ramanové spektroskopii, jejimu principu a moznostem vyuziti.

V experimentalni ¢asti byl rozebran postup kultivace na inokulu a mineralnim médiu.
Bylo prokazano skrz metodu PCR a gelovou elektroforézu ptitomnost gentt 16SrRNA a phaC,
kde pfitomnost genu phaC potvrzuje schopnost Halomonas elongata tvotit PHA. Vzledem ke
zname schopnosti H. elongata produkovat ektoiny je tedy teoreticky mozné vyuzit H.
elongata ke ko-produkci ektoinii a PHA.

Dale byla rozebrana optimalizace kultivace kultury Halomonas elongata na raznych
cukernych substratech a koncentracich soli za icelem co nejvéetsiho vytézku biomasy a co
nejvétsiho mnozstvi PHB v biomase. Jako nejlepsi substrat pro produkci biomasy se ukazala
byt sachardza, pficemz koncentrace soli pro ten samy ucel ¢inila bud'to 20 nebo 40 g/l NaCl.
Pro optimalni produkci PHB byla dle vysledka experimentu glukoza s koncentraci soli 80 g/l
NaCl, pficemz je mozné ze pii vysSich koncentracich soli by mohlo byt mnozstvi PHB jesté
vySssi.

Ramanova spektroskopie, méfena na Ramanovském mikrospektrometru Renishaw In
Via Reflex, se ukazala byt nedostatecné ciltivy nastroj pro detekci ektoini v bakterialnich
bunkach, Pro zlepSeni analyzy podobného typu bude vyzadovana jina uprava vzorku, kdy bude
nutné bunécnou sténu rozlozit a prebytecné latky odstranit pomoci specifickych organickych
rozpoustédel.
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7)  POUZITE ZKRATKY

rpm — rounds per minute (otacky za minutu)
PCR - polymerazova fetézova reakce
PHA - polyhydroxyalkanoat
PHB — polyhydroxybutyrat
EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

TBE - tris-borat-EDTA pufr






