VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

VYUZITI MIKROSKOPIE ATOMARNICH SIL KE STUDIU
VYBRANEHO BAKTERIALNIHO KMENE

THE UTILIZATION OF ATOMIC FORCE MISCROSCOPY TO STUDY OF SELECTED BACTERIAL STRAIN

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Simona Novakova
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Jifi Smilek, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2024



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani bakalarské prace

Cislo prace: FCH-BAK1954/2023 Akademicky rok: 2023/24
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie
Studentka: Simona Novakova

Studijni program: Chemie pro medicinské aplikace
Studijni obor: bez specializace

Vedouci prace: Ing. Jifi Smilek, Ph.D.

Nazev bakalarské prace:
Vyuziti mikroskopie atomarnich sil ke studiu vybraného bakterialniho kmene

Zadani bakalarské prace:

1. Vypracovat literarni reSersi zaméfenou na vyuziti spektroskopickych technik (nejenom AFM) ke
studiu bakterii.

2. Optimalizovat techniku mikroskopie atomarnich sil ke studiu vybraného bakterialniho kmene.

3. Otestovat pouZitelnost vy3e optimalizovaného postupu na vhodném bakterialnim kmenu.

4. Diskutovat namérené vysledky a vyvozovat logické zavéry.

5. Kriticky zhodnotit pouZitelnost mikroskopie atomarnich sil ve studiu bakterii.

Termin odevzdani bakalarské prace: 20.5.2024:
Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplarl na sekretariat Ustavu.
Toto zadani je soucasti bakalarské prace.

Simona Novakova Ing. Jifi Smilek, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.
studentka vedouci prace vedouci ustavu
V Brné dne 1.2.2024 prof. Ing. Michal Vesely, CSc.
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uc€eni technické v Brné / Purkyriova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Predmétem bakalafské prace bylo studium vybranych bakteridlnich kment prostiednictvim
mikroskopie atomarnich sil. Zkoumany byly termofilni purpurové bakterie — Rhodobaca
Barguzinensis, Rhodoblastus acidophilus. Hlavnim cilem bylo optimalizovat vybranou
mikroskopickou metodu pro zobrazeni ve vodném prostfedi s nejvhodné&jsim vybérem fixace
vzorku. Pro studium bakteridlnich kmeni bylo nutné zachovat viabilitu bunéénych
mikroorganismi a dodrzet optimalni podminky pro zachovani nativniho stavu pfi procesu
méteni. Déle byly vyhodnoceny mechanické vlastnosti — Youngtiv modul a adheze. Morfologie
jednotlivych vzorkii byla srovnavana u vzorkl stejného druhu v odliSném pH kapalného
prostiedi a v prosttedich s riznou koncentraci rozpusténé soli NaCl. Cileno bylo i na schopnost
produkce PHA granuli u purpurovych bakterii, ovS§em kvuli absenci PHA-syntazy prvni tfidy
nebylo PHA detekovano. Byly porovnany vlivy riznych parametrt kultivace jako odlisna doba
kultivace ¢i rozdilné pH prostiedi. Snimkovani bakterii probihalo pomoci hrotu SNL-10, ktery
je vhodny pro bakteridlni vzorky v kapalném prostiedi a samotné méteni probihalo v médu
QI™. K imobilizaci byl pouzit sklenény substrat pokryty vrstvou Poly-L-lysinu. Na zavér byly
vyhodnoceny mechanické vlastnosti prostfednictvim Youngova modulu a adheze u vzorkt
S rizné proménlivymi faktory prostiedi.

KLICOVA SLOVA

Mikroskopie atomarnich sil, Rhodoblastus acidophilus, Rhodobaca barguzinensis,,
polyhydroxyalkanoaty, extremofilni purpurové bakterie



ABSTRACT

The subject of the bachelor’s thesis was the study of selected bacterial strains by a selected
method of atomic force microscopy. Thermophilic purple bacteria — Rhodoblastus acidophilus,
Rhodobaca barguzinensis — were investigated. The main aim of this theses was focused
on optimizing the usage of this microscopic method for imaging in an aqueous environment
with the most appropriate fixation of sample. Focusing on bacterial strains demanded
to preserve the viability of microorganismsand to observe optimal conditions for maintaining
the native state during the measurement process. Furthermore, mechanical properties were
evaluated — Young’s modulus and adhesion. The morphology of individual samples was
compared for samples of the same species in different pH liquid environments
and inenvironments with different concentrations of dissolved NaCl salt. The ability to produce
PHA granules in purple bacteria was also targeted, however, due to the absence of first-class
PHA synthase, PHA was not detected. The effects of different cultivation parameters such
as different cultivation time or different pH of the environment were compared. Imaging
of bacteria was carried out using the SNL-10 tip, which is suitable for bacterial samples
in a liquid environment, and the measurement itself was carried out in QI™ mode. A glass
substance covered with a layer of Poly-L-lysin was used for immobilization. Finally,
the mechanical properties were evaluated through Young’s modulus and adhesion for samples
with various environmental factors.

KEYWORDS

Atomic force microscopy, Rhodoblastus acidophilus, Rhodobaca barguzinensis,
polyhydroxyalkanoates, extremophilic purple bacteria
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1. UVvOD

Pomoci mikroskopickych metod je mozné ziskat informace o vybranych mikroorganismech.
V této préci je pouzivana mikroskopie atomarnich sil znamé pod zkratkou AFM z anglického
atomic force microcopy schopna zobrazit typografické snimky bakterialnich bunék. Princip
funguje na detekci ptisobeni elektromagnetickych sil mezi povrchem vzorku a hrotem. Timto
zpisobem lze obdrzet informaci o struktufe vzorku i trojrozmérné zobrazeni a 1ze také zjistit
mechanické vlastnosti [1, 2]. Purpurové bakterie dlouho slouZily pro pochopeni zakladnich
biologickych procest ucastnicich se fotosyntézy. Tato skupina gramnegativnich bakterii je
schopna produkce celé¢ s$kaly pigmenti procesem fotosyntézy a také produkuje
polyhydroxyalkanoaty jakozto sekundarni metabolity. Polyhydroxyalkanoaty jsou obecné
povaZovany za obnovitelné a biologicky odbouratelné alternativy k petrochemicky polymerim
v mnoha aplikacich. Bylo zjisténo, ze dok4Zou zlepSit odolnost bakterii vii¢i neptiznivym
podminkdm (pH, teplota, iontova sila aj.) a ziskavaji pozornost v fad¢ studii o akumulaci PHA
u halofilt a termofilti — prokaryotickych mikroorganismti adaptovanych na vysokou salinitu
¢i teplotu [3]. Z chemického hlediska se jedna o linearni polyestery hydroxyalkanovych
kyselin [4]. Aby nam tato jejich schopnost mohla slouzit, potiebujeme zvolit vhodnou
mikroskopickou metodu k pozorovani bakterialnich mikroorganismii. V teoretické ¢asti je
specifikovana pouzitd metoda mikroskopie atomarnich sil ke studiu purpurovych bakterii. Tato
skupina bakterii je zde reprezentovana dvéma zastupci z extremofilnich kmend purpurovych
bakterii — Rhodobaca, Rhodoblastus — jejichZz pozadavky na optimalni prostiedi jsou dale
klicové pro prub¢h kultivace i métfeni. Uvedena je stavba bakterialni prokaryotické bunky
a Vv neposledni fadé je popsan vyznam polyhydroxyalkanoati, vlastnosti a proces syntézy
a degradace téchto biopolymert. Experimentalni ¢ast je zameéfena na proces kultivace
uvedenych mikroorganisml v podminkach s riiznym pH prostfedi jak pro kmen halofilnich
bakterii kmene Rhodobaca barguzinensis, tak pro kmen acidofilniho Rhodoblastus acidophilus.
Dale pro kmen Rhodobaca barguzinensis doslo ke kultivaci i méfeni v prostiedi s riznou
koncentraci soli NaCl. Poté ndsleduje volba vhodné imobilizace a ptipravy vzorkl na podrobné
méfeni pomoci AFM a optimalizace tohoto procesu piipravy. Pfipravené vzorky byly
podrobeny meéfeni za ucelem ziskani topografickych snimku a jinych charakteristik. Byly
porovnany snimky shodnych bakteridlnich kment ziskanych v odliSnych podminkéch
a diskutovany vlivy na tyto zmény.



2. TEORETICKA CAST

2.1.  Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil je druh spektroskopické metody aplikované v oblastech
charakterizace vzorki z hlediska zobrazovani povrchu vzorku prostfednictvim trojrozmérnych
typografickych snimki a slouzi méfeni mechanickych vlastnosti na nanotrovni [1]. Vyuziva
se pro mnoho studii k zobrazovani bakterialnich bunék a méfeni interakci mezi bunéénym
povrchem vzorku a hrotem[2, 5]. Pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM, Atomic force
microscopy) mizeme zobrazovat snimky jak na vzduchu, tak v kapalin¢ a pro biologické
vzorky je mozna studie ve fyziologickém prostiedi. AFM poskytuje trojrozmérné typografické
snimky povrchu vzorku v nanometrovém rozliseni [2, 6].

2.1.1. Princip mikroskopie atomarnich sil

Princip ¢innosti AFM je zaloZzen na méfeni pfitazlivé a v pfipadé¢ adheze odpudivé sily
mezi atomy vzorku a atomy sondy. Pouzivad konzolu typicky z kfemiku ¢i nitridu kiemiku
s ostrym hrotem (sondou) o poloméru v fadech nanometrii a timto skenuje povrch vzorku a méii
sily odpovidajici vychyleni se nosniku s hrotem, které jsou zpiisobeny interakci hrotu
s povrchem vzorku. Celkovy prispévek téchto sil reprezentuji pfitazlivé sily na dlouhé
vzdalenosti a elektrostatické sily a sily na kratké vzdalenosti, které jsou odpudivé. Celkové tyto
sily patii do skupiny van der Waalsovych sil. Sily kratkého dosahu predstavuji sily plynouci
z Pauliho principu, kdy dojde k piekryvu elektronovych orbitalti. Pfi ptekroceni vzdalenosti
atomu odpovidajici chemické vazbé dojde k adhezi (odpudivé interakci). Na rizné atomy hrotu
pusobi jak sily s riznou velikosti a smérem v zavislosti na vzdalenosti a jejich vyslednice je
dana souétem [7]. Princip méfeni pomoci AFM lze vystihnout na zaklad¢ nasledujiciho
schématu (viz Obrazek 1) [8]. Na hrot dopada laserovy paprsek a jeho odraz pres zrcatko je
shromazd’ovan ¢tytkvadrantovou fotodiodou. K pohybu hrotu slouzi piezoelektricky skener.
Jednotlivé odklony zpusobené silovymi vychylkami lze pfevést na data, kterd poskytnou
typografické zobrazeni [8, 9]. Namétena data Ize vyuzit k vypoctu mechanickych vlastnosti
a Youngova modulu [9, 10].

svételny senzor

(¢tyikvadrantovy fotodetektor)

/}7‘/ { «— laser

. pruzné raménko

vzorek \
. .1 ~B
piezoelektricky skener A i @ '
(posun ve sméru xyz) \_//

hrot

Obrazek 1: Princip méreni pomoci AFM [8]



2.1.2. Srovnani médu AFM

Na zadkladé pozadované aplikace Ize mikroskopii atomarnich sil pouzit V nékolika
zobrazovacich modech. Obecné se zobrazovaci mody déli na statické a dynamické rezimy.
Statické nebo také kontaktni rezimy se vyuziji, pokud neni nezadouci kontakt hrotu se vzorkem.
Dynamické rezimy, jako rezim poklepovy nebo bezkontaktni, jsou schopné skenovat vzorky
Setrnéji nez kontaktni rezimy, a tak jsou volené pro zobrazovani biologickych vzorki,
nebot’ dochazi k mensimu poskozeni a naruseni povrchu [1].

Kontaktni mod

Kontaktni zobrazovaci rezim je oznacovan také jako staticky. Tato technika se vyuziva
pro zobrazovani vzorkl v rezimu konstantni sily, kdy je interakéni sila automaticky regulovana
nastavenim vysky sondy v reakci na zménu povrchu vzorku. Rezim konstantni sily je vhodny
pro skenovani pevnych vzorkd. Tento mod trpi omezenim v nizké rychlosti odezvy
a to ovliviiuje zobrazovaci rychlost a dale odhad zmény povrchu je ovlivnén neidealitami
piezoelektrického akumulatoru. Mimo reZimu s konstantni silou je vyuZivan kontaktni reZim
s konstantni vyskou, ktery neni zatizen zminovanym omezenim. Namétena vychylka sondy je
umérna zmeéné topografie povrchu vzorku, jelikoz piezoelektricky akumulator sondy
nenastavuje polohu vysky. Hrozi zde vSak pietrzeni sondy AFM, nebot’ dochazi k pusobeni
vys$§i interakeni sily. Rezimem s konstantni vySkou byla zobrazovana kolagenovéa vladkna
ve vysledku 40krat rychleji nez v piipadé méfeni rezimem s konstantni silou [11]. Obecné je
tento konkrétni rezim idedlni pro zobrazeni tvrdych vzork s malymi topografickymi
odchylkami [12]. Zptsob méfeni v kontaktnim rezimu probiha v kontaktu hrotu se vzorkem
a Casto pracuje v odpudivém rezimu sil, nebot’ dochézi ke styku hrotu se vzorkem, a proto neni
ideélni pro méfeni bunéénych organismi ve vitdlnim stavu. Vlivem bezprostiedniho doteku
dochazi k méfeni sil na kratké vzdalenosti. Hrot kopiruje povrch vzorku a tim opisuje jeho
povrchovy profil. Dochazi k ohybu nosniku od povrchu vzorku vlivem odpudivych sil [12].

Bezkontaktni mod

V ptipadé bezkontaktniho modu nedochazi ke kontaktu hrotu se vzorkem a hrot se pohybuje
blizko vlastni rezonan¢ni frekvence o amplitudé 1-10 nm od povrchu vzorku. Dochazi k méteni
slabych vazebnych interakci o riizné vzdalenosti jako jsou van der Waalsovy sily predstavujici
sily odpudivé, elektrostatické aj. V disledku interakce hrotu se vzorkem se méni amplituda
kmitani, nebot’” dochazi k oscilaci hrotu pii konstantni frekvenci [9]. Sily pusobi v disledku
interakce mezi vzorkem a hrotem na frekvenci nosniku s hrotem a vyvolaji zménu ve frekvenci,
¢imz dojde ke zméné frekvence kmitani a parametr Ize métit. V porovnani s kontaktnim modem
se Vtomto rezimu vyskytuje vice parametrii. Bezkontaktni reZim se osvédcil pfi méfeni
mékkych biologickych vzorkt jinak citlivych na poruseni povrchu v disledku pohybu a tlaku
od hrotu [12, 13].

Poklepovy mod

Poklepovy rezim (TM, Tapping mode) je fazen pod dynamické mody a kombinuje optimalni
vlastnosti pfedchozich rezimu. Pfedstavuje vyhodu vysoké rychlosti skenovani meéfeni
a poskytuje tak povrchovou charakteristiku vzorku. Vyuziva se k piesnému stanoveni
mechanickych vlastnosti méteného vzorku. Zplsob proméfovani je az na moment doteku
shodny s bezkontaktnim reZimem. Principidlné k métfeni dochazi ptiblizenim oscilujici
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konzolové sondy v nanoméftitku k povrchu vzorku. Konzola kmité v blizkosti své rezonancni
frekvence. Amplituda pohybu se pohybuje v rozmezi 20-200 nm [13]. Dochazi ke kontaktu
sondy s povrchem vzorku béhem kazdého cyklu oscilace nastavenim amplitudy a blizkosti
oscilace. Po dotyku ztrati hrot energii a opét piejde do kmitani. Zména amplitudy sondy je
ovlivnéna vice faktory. Amplituda oscilaci je ovlivnéna van der Waalsovymi silami, dale je zde
vliv elektrostatické sily, adhezni sily, tlumivé vlivy prosttedi i sily pii kontaktu se vzorkem
[14]. Poklepovy rezim se vyuziva pro zobrazeni mékkych vzorkli na vzduchu i v kapaliné.
Poskytuje vysoké rozliSeni podobné kontaktnimu rezimu, ale ke vzorku je Setrnéjsi, nicméné
i tak dochazi ke kontaktu. Poklepavani snizuje bo¢ni silu a tim je kontakt mirnéjsi a vzorek je
kontaktovan kratce [13].

2.2.  Vyuziti mikroskopie atomarnich sil pro studium bakteridlnich bunék
Mikroskopie atomarnich sil je uc¢innd metoda k zobrazovani Zivych bun€k za danych
fyziologickych podminek. Udava informaci o dynamickych procesech — zda je burka
posSkozena, casteCn¢é poSkozena, ¢i zanikajici, dale lze analyzovat produkci sekundarnich
metabolitl a ziskat informaci o bunécném déleni a ristu. AFM silova spektroskopie méii
adhezni sily a sily vychyleni v fadech 102 N, coz vede k identifikace mechanickych vlastnosti
vybraného bakterialniho kmene. Mechanické vlastnosti jsou klicové pii tvorbé biofilmu —
organizované¢ho bunécéného spoleCenstvi, ktery je tvofen pfichycenim mikroorganismil
k povrchu a pfispiva k antimikrobialni schopnosti mikroorganismu. Polyaniontové
extracelularni latky biofilmu jsou tvoteny z 90 az 97 % vodou. Obsahuji polysacharidy,
fosfolipidy, proteiny a jiné polymerni latky [15]. AFM zobrazovani muize zkoumat
morfologické modifikace bun¢k vyvolané 1éky a poméha k pochopeni mechanismu G¢inku
1é¢iv jako naptiklad antibiotickych ucinkti bakterii ¢i objasnéni bakteridlni rezistence
multirezistentnich kmena. SlouZi k pozorovani cytotoxicity 1ékti na kultivovanych bunkach
nebo extrahovanych z pacienta. Bakteridlni buiiky interaguji prostfednictvim svého povrchu
s okolnim prostiedim, a proto se mnoho studii vénuje vizualizaci morfologie bakterii.
Prostiednictvim AFM byly pozorovany biciky bakterii z hlediska vlivu pH, které pti okyseleni
¢i alkalizaci vedlo ke zmenSeni priméru bi¢ikd. Byla pozorovana souvislost mezi ¢asnym
stadium tvorby bakteridlniho biofilmu a orientace bi¢iku. Déle je studovan kapslovy
polysacharid, ktery plni pro bakterie funkci pteziti proti fagocytdze, zatézi prostiedi, piijmu
zivin a piilnavosti povrchu. Mimo morfologie Ize specifikovat mechanické vlastnosti bakterii
pomoci Youngova modulu pruznosti. Objasnéni téchto vlastnosti slouzi k uréeni mechanismu
ristu a chovani bun€k v riznych podminkach [16]. AFM muze méfit ptesné adhezni silu
mezi povrchem vzorku a sondou na zakladé znalosti velikosti konstanty pruziny. Vychylka je
pievedena na silu dle Hookova zakona, kde F [N] je sila, k [N/m] pfedstavuje konstantu pruziny
a d [m] zastupuje vertikalni vychylku [17].

F=k-d (1)
2.3.  Vhodna piiprava biologickych vzorki pro studium pomoci AFM
Pro pozorovani bakteridlnich kmenti je ve vét§iné pripadech nutna maléd ¢i zadna piiprava
vzorkl, nedbame-li na zachovani nativni funkce. Pro mikrobiologické bakteridlni vzorky je

nutné zvolit vhodné podminky, fixaci a postupy a k zachovani viability provadét méteni
Vv kapalném prostiedi. Biologické vzorky 1ze sondovat v kapalném prostiedi pii zachovani dané
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morfologie a mechanickych vlastnosti. Dilezitym krokem je vybér vhodného fixa¢niho ¢inidla
pro imobilizaci vzorku [17]. Fixa¢ni metody je mozné rozdélit do dvou skupin — aditivni
a denaturacni fixace. Aditivni, téZ situjici fixace, vyuZivd rizné¢ aldehydy napf.
paraformaldehyd nebo glutaraldehyd. Tato metoda je schopna zachovat pfirozenou strukturu
bunécnych proteint. Naopak u denaturacni fixace snizenim rozpustnosti proteinu ¢i narusenim
hydrofobnich interakci mize byt vyvolana denaturace proteinu vedouci k modifikaci tercialni
struktury a inaktivaci enzymi. Docileno je tak za pomoci alkoholl, nej€astéji methanolu
a ethanolu v kombinaci s acetonem ¢i kyselinou octovou. Samotné alkoholy vyvolavaji
nezadouci smr$t'ovani bunék [18]. K imobilizaci bun¢k jsou v nanomechanice pouzivany rtizné
latky jako glutaraldehyd nebo Poly-L-Lysin. Tyto latky vSak nezarucuji zachovani viability
vzorku a efektivity pfipevnéni pii procesu méteni. Nedavné experimenty vyuzily modifikované
konzoly potazené polydopaminem pro méteni adheznich sil v Zivych bakteriadlnich bunkach.
Zivotaschopnost bunék v prostiedi fyziologického roztoku béhem experimentu byla zachovéana
ve snaze objasnit uc¢inek laktobacili narusujicich biofilm [17].

2.4. Porovniani AFM s jinymi mikroskopickymi technikami pro morfologické
studium bakterii

Mikroskopie atoméarnich sil neni jedinou vyuzivanou mikroskopickou technikou méieni.
Mimo AFM je vyuzivéna rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM), konfokalni mikroskopie
¢i totalni vnitini reflexni fluorescen¢ni mikroskopie [13]. Rastrovaci elektronova mikroskopie
a mikroskopie atomdrnich sil se ¢asto vzdjemné dopliuji. Pfi méfeni vlastnosti bunéénych
organismu vynika AFM v poskytnuti detailn¢€j§iho membranového a intracelularniho zobrazeni
oproti SEM protéjsku [19]. Vyuzit Ize i rezonan¢ni Ramanovu spektroskopii, pii které je
nezddouci zminénad fluorescence latek pii sledovani Ramanovych spekter. Analogicka
charakteristicka zobrazeni mohou byt ziskana téz pritokovou cytometrii [20].

2.4.1. Elektronova mikroskopie

Elektronovou mikroskopii rozdélujeme do dvou typi — skenovaci elektronova mikroskopie
(SEM) a transmisni elektronova mikroskopie (TEM) [21]. Skenovaci elektronova mikroskopie
vyuzivajici elektronovy mikroskop je jednou z hojné¢ vyuzivanych analytickych metod
pro studium biologickych vzorkl. Elektronova mikroskopie poskytuje informace o struktuie
vzorku. Proud fotond jako u svételné mikroskopie je zde nahrazen elektronovym proudem
a snima jej elektromagneticka Go¢ka. Colka vytvaii magnetické pole a vychyluje drahu
elektronil. RozliSovaci schopnost je pfimo umérna vinové délce, jelikoz elektrony maji kratsi
vlnovou délku nezli svétlo, je elektronova mikroskopie vyhodnéjsi v poskytnuti vétsiho
rozliSeni i zvétSeni a to az 0,1 nm podobné jako u napt. mikroskopie atomarnich sil [22, 23].
Skenovaci elektronova mikroskopie je vyuzivana celosvétové v mnoha disciplinach k ucinné
analyze organickych i anorganickych materiald v métitku nanometrti az mikrometra [24].
Technika SEM vyZaduje invazivnéjsi oSetfeni povrchu vzorku oproti studiu pomoci AFM,
coZ je pro bunécné vzorky nevhodné, chceme-li nenarusit jejich optimalni podminky a nativni
strukturu. Bylo prokazano, ze ob€ metody jsou schopné poskytnout analogicka data [2].
Dale je pti této metodé pozadovano, aby byl vzorek zcela suchy, nebot’ je pracovano v oblasti
vakua. V piipadé transmisni elektronové mikroskopie je obraz vynasen na zakladé interakce
elektront, které prosli skrze tenky vzorek. Zkoumany jsou tenké fezy bakterii [21].
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2.4.2. Fluorescenéni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je dominantni metodou pro sledovani fyziologie bun¢k. Konstrukce
fluorescen¢niho mikroskopu cili na zvySeni prostorového rozliSeni a kontrastu. Fluorescence
funguje na principu absorpce svételné energie fotonu a nasledné emise Casti této energie svétla
o nepatrny casovy usek v fadech nanosekund pozdéji. Absorbovany foton je tedy energeticky
bohatsi nez foton nasledné emitovany. Stejné tak emitované svétlo ma delsi vinovou délku nez
absorbované, a naopak ma mens$i energii. Jednotlivé molekularni prechody vysvétluje
Jablonského diagram [25]. K zobrazovani bakterialnich kment je vyuzivana epifluorescencni
mikroskopie, pomoci niz lze bakteridlni buniky spocitat jako pfimé zivotaschopné buiky
za pouziti fluorescenéniho barveni. K vizualizaci bun¢k jsou vyuzivéana fluorescencni barviva
jako akridinova oranz nebo fluorescein [21].

2.4.3. Konfokalni mikroskopie

Skenovaci laserovou konfokalni mikroskopii (LSCM) lze detekovat rozlozeni bakterii
v rhizosféie. Pozorovany jsou nedestruktivni optické fezy [21]. Metoda LSCM je schopna
zobrazeni morfologie biologickych tkani i dynamickych intracelularnich procest v zivych
bunkach[26]. Metoda spliiuje pozadavky pro studium molekul s nehomogennim prostiedim
jako je buné¢nd membrana. Poskytuje 3D zobrazeni objektd in vivo i in vitro a je Casto
kombinovana s TEM a AFM. Dochazi zde k vyuziti zaostieného laserového paprsku
na prihledny vzorek a toto svétlo je emitovano zpét pres malou dirku. Optické skeny jsou
potfizovany do hloubky a je poskytnuto dobré prostorové rozliSeni. Excita¢ni vykon laseru je
tteba optimalizovat. Vhodné je maximum vykonu, nebot’ se zvySuje pomér signal — Sum
a zaroven musi byt dostatecné nizky pro zamezeni foto-indukovanym reakcim, které by
zkreslily data [27].

2.4.4. Ramanova spektroskopie

Ramanova spektrometrie umoziluje ziskat spektra riznych vrstev bakterialni buniky pfi excitaci
zétenim o riznych vinovych délkach v rozmezi 220 - 250 nm, kdy se neobjevuje rusiva
fluorescence. Pti kratkych vinovych délkach je bunka pro zafeni prakticky nepropustna
a ziskame tak spektrum jejiho povrchu. Zareni vétSich vinovych délek proniké do nitra bunky
a lze timto zptisobem analyzovat spektra peptidoglykanu, proteini vnéj$i membrany i vnitinich
struktur a excitaci pfi 250 nm je pak zaznamenano piedevsim spektrum nukleovych kyselin.
Spektra mohou byt zaznamenavana z jediné bunky i smésné kultury [20]. Mezi vyhody
této metody patii schopnost studie vnitiniho prosttedi buiiky ve vodnim prostiedi. Nevyhodu
predstavuji vysoce koncentrované paprsky, které porusi material vzorku. Pomoci Ramanovy
spektroskopie je studovana Siroka Skala biologickych systému. Polarni slouceniny jako
karbonyly, aminy a amidy vykazuji slaba spektra. Naopak je tomu u thiosloucenin,
kyanosloucenin, slou€enin s piitomnosti dvojnych vazeb mezi uhliky a aromatickych slouc¢enin

[28].
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2.5. Polyhydroxyalkanoaty

Mikroskopii atomarnich sil lze analyzovat mimo jiné 1 polymerni latky napf.
polyhydroxyalkanoaty. Polyhydroxyalkanoaty jsou linearni polyestrery hydroxyalkanovych
kyselin, které jsou schopny nékteré grampozitivni tak i gramnegativni bakterie syntetizovat
za podminek nevyvazeného ristu jako je fyzicky nebo nutricni stres [4]. Mohou vznikat pouze
ve stacionarni fazi rustu jakozto produkty sekundarniho metabolismu mikrobialnich bunék,
kde se akumuluji ve formé intracelularnich granuli slouzicich jako zdroje energie a uhliku.
Ke zvySené produkci PHA dochdzi za extrémnich a pro bakterii stresovych podminek vcetné
zmén poméru C: N, pii¢emz bylo zjisténo, ze bakterie kultivované pti nedostatku uhliku
a energie obsahovaly ctyfikrat méné Poly-(R)-3-hydroxybutyratu (nejcastéji produkovany
zastupce skupiny polyhydroxyalkanoati — dale PHB), nez organismy jejichz kultivace
probihala v médiu s nedostatkem dusiku. Bez zdroje uhliku doslo k tplné degradaci PHB [29].
Dale mohou vznikat pfi vychyleni podminek od optima pro rist mikroorganismd,
kdy se hodnoty pH, teploty a tlaku odchyluji od standardnich podminek [30]. PHA jsou v dnes$ni
dobé zkoumany i v souvislosti s vyuzitim jejich schopnostirozkladu odpadniho materidlu (napf.
plastu) z hlediska jejich biodegradability. Je znamo vice nez 150 rtiznych monomeru téchto
P(3HB), poly-3-hydroxyvalerat P(3-HV) a dalsi, které mohou byt pouzity k tvorbé
homopolymeru, statickych nebo blokovych kopolymert, coz vede k rozmanitosti jejich
materialovych vlastnosti [31]. Tyto polymery lze klasifikovat podle poctu uhlika v Fetézci:
s kratkym fetézcem (scl-short chain lenght PHA s poétem 3-5 uhlikt), se sttednim (mcl-
medium chain lenght PHA, 6-14 atomu uhliku) a s dlouhym fetézcem (lcl-long chain lenght
PHA, s 15 a vice atomy uhliku) [32]. VSeobecna struktura polyhydroxyalkanoatii je zobrazena
na Obrazek 2., kde R zastupuje alkylova skupina a n zna¢i poéet opakujicich se jednotek [30].

R O
|-

N C /Cx

n

Obrazek 2:Vseobecna struktura PHA, prevzato a upraveno [33]

2.5.1. Vlastnosti polyhydroxyalkanoati

Nejcastéji produkovany homopolymer P(3HB) nemé komercné piilis Siroké vyuziti kvtli své
omezené flexibilité, pevnosti v tahu a tvarovatelnosti. Pfi zafazeni jinych monomernich
jednotek do jeho fetézce a vytvofenim kopolymert by bylo mozné je vyuZzivat jako ndhradu
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konvekénich plasti diky svym termoplastickym vlastnostem. Vynikaji antimikrobidlnimi
a antioxidacnimi vlastnostmi, a proto jsou vhodné pro studium v oblasti tkaflového inZenyrstvi
jako nahrada pro jiz vyuzivané materidly a kontrolované uvoliiovani 1éCiva v téle [34].
Morfologie biopolymeri je studovdna na Skale nanometrii prostfednictvim mikroskopie
atomarnich sil a kjejimu urceni sta¢i pro tuto metodu nepatrné mnozstvi materidlu.
Mikroskopie atomarnich sil dokdze zméfit elasticitu polyhydroxyalkanoatti a nasledné
vypocitat modul pruznosti pomoci datovych kiivek sila-vzdéalenost. Timto méfenim byl
prokazan rostouci modul pruznosti s ¢asem [35]. P(3HB) je produkovan v ptirodé riznymi
bakteriemi a jedna se o nejprodukovanéj$i PHA bakteriemi a fadi se mezi jednoho
znejbéznéjsich zastupct PHA. Je akumulovan v cytoplazmé bakteridlnich bun¢k ve formé
granuli o velikosti 200-500 nm, které jsou ve vod¢ nerozpustné. PHB bylo podrobeno
pozorovani mikroskopii atomarnich sil za uc¢elem podrobného popsani polymeraéniho procesu.
Organizace P(3HB) fetézce a polyhydroxyalkanoat-syntazy byly pifimo vizualizovany
prostfednictvim pyrolytického grafitu. Bylo zaznamenano prodlouzeni fibrilarniho materiéalu
[36]. Jednou z diskutovanych moznosti vyuziti PHA je také distribuce 1€¢iv uvnitf organismu.
Zvyseny zajem o toto vyuziti existuje zejména kvuli tomu, ze nejsou toxické a vyznacuji
se dale biologickou rozlozitelnosti a kompatibilitou s biologickym materialem. Piekazku
predstavuji vysoké vyrobni nédklady jako u mnoha jinych alternativ a byla snaha snizit ndklady
vlivem levnych obnovitelnych zdroju uhliku, ze kterych §lo nasledné PHA ziskat. Pfiznivé
vysledky maji experimentalni studie s distribuci in vivo biologicky aktivnich latek, steroidii
i protinadorovych medikamentti. Zna¢na snaha probéhla v kardiovaskularnim odvétvi
mediciny, kde byla pozorovdna kultivace bakterii produkujicich PHA u pacientt
s ateroskler6zou anasledné byla prokazana v ziskanych vysledcich zavislost biologické aktivity
polyhydroxyalkanoatl na specifi¢nosti jejich povrchu, ale také na vychozim stavu pacientl
pfed a po zdsahu. PHA muzZe byt vyuZito ke screeningu toxicity povrchovych reliéfi
pro kardiovaskularni chirurgii a pro monitoring bunéénych udélosti u pacientd po fyzickém
vykonu [37]. Dalsi vyuziti pfedstavuje technika elektrostatického zvlaknovani vyuzivajici PHA
polymert k vyrobé inovativnich scaffoldli pro regeneraci tkdni. Tento proces umoznuje
spradani polymert do vlaken a stimuluje B-formu v polymernich fetézcich, coz provadi
natazeni a orientaci vlaken ve sméru elektrostatického pole a tato orientace vlakna dale definuje
mechanické vlastnosti [32].

2.5.2. Syntéza a degradace polyhydroxyalkanoatu

Existuje Siroka skala ptidnich mikroorganismuti schopna syntetizovat i degradovat PHA jako
jsou Achromobacter, Nocardia, Variovorax a dale Streptomyces, coz je rod produkujici
nejvys$si mnozstvi PHA depolymeraz [32]. U bakterii Haloarchea bylo identifikovano nékolik
cest poskytujicich monomer PHA za vyuziti cukrii, n-alkoholti a mastnych kyselin. Nejznaméjsi
je draha vyuzivajici kondenzace dvou jednotek acetyl-CoA za vzniku acetoacetylu-CoA, ktery
je redukovany enzymem acetoacetyl-CoA reduktazou na 3-hydroxybutyryl-CoA. Nasleduje
pusobeni enzymu PHA-syntdzy, kterd katalyzuje prostfednictvim esterifikace polymeraci
3-hydroxybutyryl-CoA, ze kterého vznikaji polymery 3-hydroxybutyratu (viz Obrazek 3) [38].
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Obrdazek 3: Schéma syntézy PHA [29]

Proces degradace polyhydroxyalkanoatli je provadén intracelularnimi a extraceluldrnimi
depolymerazami PHA produkovanymi mikroorganismy (viz Obrazek 4). Rychlost
degradacniho procesu zavisi na mnoha faktorech véetné molekulové hmotnosti, krystalinité,
slozeni polymeru, tloustky a zaroven na podminkach prostiedi [39]. Izolované mikroorganismy
schopné degradace PHA byly nalezeny v riznych prostfedich véetné pudy, kompostu a mofi.
PHA miZe byt degradovéan na oxid uhli¢ity a vodu za aerobnich podminek (v ptdé€, mofi).
Degradace na oxid uhli€ity a metan probiha za anaerobnich podminek (sedimenty, skladky).
Pfi rozkladu zcela nerozpustnych PHA na mensi molekuly (oligomery) rozpustné ve vodé
pfi pocateCnim procesu degradace jsou nezbytné mikrobidlni exoenzymy. Oligomery
a monomery jsou zdroje uhliku a energie pro dalsi uplnou degradaci stejnymi nebo jinymi
mikroorganismy. Existuji dvé biofyzikalni cesty degradace — intraceluldrni a extracelularni.
Intracelularni degradace PHA spociva v uvoliiovani jejich monomerti PHA depolymerazou
a oligomerni hydroldzou. Monomer je dale metabolizovan CoA-transferdzou a [-oxidacni
cestou. Extracelularni degradace PHA je zalozena ptedev§im na extracelularni PHA
depolymerdaze, kterd se vaze na ve vod¢ rozpustné oligomery a monomery ndhodnym §tépenim.
Mezitim lipazy pomahaji $tépit esterovou vazbu PHA polymeru [40].
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Obrdazek 4: Schéma degradace PHA [40]

2.6. Bakterialni bunka

Bakterie se fadi mezi prokaryotické, ktery se od eukaryotické buriky 1isi stavbou i velikosti.
U eukaryotické bunky doslo evoluéné k tvorbé sofistikovanéjsi bunééné kompartmentace.
Nachézi se v nich pravé jadro ohraniCené membranou a vyvinuly se dalsi slozky jako
mitochondrie, Golgiho aparat, Endoplazmatické retikulum a lysozomy, které ve stavbé
prokaryotické bunky chybi [41]. Existuje Siroka morfologicka biodiverzita bakterii,
avSak zaroven je pro danou skupinu pfisn€ definovany urcity tvar (ty¢inky, koky, vlékna,
spiraly). Vyskytuji se i neobjasnéné tvary tzv. polymorfismus ¢i pleomorfismus. Tato
morfologické diverzita je odliSna pro grampozitivni a gramnegativni bakterialni bunky. Rozdil
je zejména v organizaci struktury bunééné stény [42]. Bunééna sténa je tvofena rozsahlou
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molekulou peptidoglykanu. Peptidoglykan (téz mukopeptid nebo murein) je slozen z vrstev
polysacharidovych fetézcli vzajemné spojenych kratkymi peptidy. Obsahuje stiidaveé dva cukry,
N-acetylglusamin a kyselinu N-acetylmuramovou navzajem spojenych (3-1-4 vazbami[43, 44].
Na karboxyl N-acetylmuramové kyseliny jsou navazany vzajemné propojené 4 aminokyseliny.
Bakterialni bunééna sténa je jedinym pevnym utvarem bakterialni buiiky, udéluje burice tvar
a jako tuhy obal ji mechanicky chrani pfed okolnim prostfedim. Tato sténa neni nepropustna,
ale mé charakter sita. U grampozitivnich bakterii je pfiblizn€ 20 nm silnd a je tvofena mohutnou
vrstvou peptidoglykanu, skrze kterou pronikaji na povrch linearni fetézce kyseliny teichoové.
Teichoova kyselina je v zdkladé tvofena ve vodé rozpustnymi linearnimi polymery
glycerolfosfatu nebo ribitolfosfatu s glykosidicky navazanymi cukry a tyto dvé jednotky
tensi (pfiblizné 15 nm). Sklad4 se ze zevni membrany, pod kterou je uloZen jako soucast
periplazmatického prostoru jednovrstevny peptidoglykan tvotfeny kyselinou diaminopimelovu.
Zevni membrana obsahuje fosfolipidy, lipopolysacharidy a proteiny. Uskupeni fosfolipidi
vytvari fosfolipidovou dvojvrstvu analogicky jako tomu je v cytoplazmatické membrang.
V této vrstvé jsou ulozeny rizné bilkoviny, z nichz nékteré vytvareji kanalky plnici funkci
transportu zivin do periplazmatického prostoru (viz Obrazek 5) [44].
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Obrazek 5: Struktura bakterialni buriky [45]

2.6.1. Purpurové bakterie

Purpurové bakterie se fadi mezi fotosyntetické gramnegativni prokaryota preménujici svételnou
energii na chemickou energii procesem anoxygenni fotosyntézy. Tato skupina bakterii vyzaduje
jak svétlo (fotoheterotrofie) tak anaerobni podminky, ale je schopnéd ptezit a prosperovat
v podminkach na svétle i za tmy a za piistupu vzduchu. Kombinace svételnych podminek
a nerovnomérného piistupu vzduchu se nejcastéji nachazi v rybnicich, jezerech, tstich fek
a dalSich vodnich prosttedi, kde je pfitomen H>S, ktery je vysoce jedovaty pro rostliny
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1 zivo€ichy. Mlzeme je rozliSit na fialové sirné a fialové nesirné bakterie. Purpurové sirné
bakterie vyuzivaji jako donor elektronli vodik a sulfid ¢i jiné sirné slouceniny. V ptipadé
nesirnych bakterii je zdrojem elektronti vodik a dale jsou zapotiebi organické slouc¢eniny jako
zdroj uhliku. Rozdil v metabolismu siry obndsi tvorbu libovolnych forem siry, které si sirné
bakterie ukladaji bud mimo buiiku nebo intracelularné, coz 1ze mikroskopicky rozeznat
Purpurové bakterie jsou schopné oxidovat sulfidy na netoxické formy siry jako je elementarni
sira a sirany a tim zajisti vhodné podminky v prostiedi, které by jinak v pfitomnosti sirovodiku
bylo pro organismy nezadouci. Purpurové bakterie dlouho slouzily jako modelové organismy
pro pochopeni zakladnich biologickych procesi, které se ticastni svételnych reakci fotosyntézy
[46]. Tyto fotosyntetizujici mikroorganismy produkuji celou 8§kalu pigmentd -
bakteriochlorofyl a,b,c a karotenoidy — sferoidiny, spirilloxantiny [47]. Rust purpurovych
bakterii miize probihat fototroficky s organickymi slou¢eninami, s oxidem uhli¢itym jako
zdrojem uhliku a zaroven i chemotrofni respiraci nebo fermentaci [48]. Tyto organismy jsou
schopné produkce polyhydroxyalkanoati (PHA), jakozto sekundarnich metabolitt [47].
Zastupci purpurovych halofilnich bakterii se vyskytuji v pfirodni slané vod¢, ze které se je
podatilo izolovat. Byly naptiklad izolovany z Mrtvého mote [49].

2.6.2. Extremofilni purpurové bakterie

Purpurové extremofilni bakterie byly doposud izolovany z prostiedi s riznymi extrémnimi
podminkami jako jsou vysoka a nizka teplota, kysela a zasadita hodnota pH nebo z prostiedi
s vysokou koncentraci soli. U téchto neobvyklych ptipadi doslo k vyvinuti dilezitého feSeni
fotosyntézy za stresovych podminek v ramci molekulové adaptace. Tyto reakéné vSestranné
mikroorganismy obsahuji specidlni reakéni centrum typu II (feofytin-chinon), zaloZzené
na bakteriochlorofylu, ktery iniciuje svétlem fizené reakce katalyzovanim transmembranové
separace naboje. Vysledny tok elektronti vede k pfeméné zarivé energie na elektrochemicky
protonovy gradient fidici proces uchovani energie prostfednictvim syntézy ATP pomoci F1F0
ATP syntazy [46]. Zaprvé dochazi k proteinové adaptaci extremofili prostfednictvim
remodelace vlastnich enzymti, aby ztstaly funk¢né aktivni i za neptiznivych podminek. Jinak
by dochazelo k agregaci, vysrdzeni nebo denaturaci enzymu napi. za vysoké teploty
u thermofili. Enzymatické adaptace extremofilové docili udrzovanim tésného hydratacniho
obalu pro zadrzovani vody a zvySenim povrchového ndboje molekuly, ktery podporuje
enzymatické funkce v pfitomnosti vysoké koncentrace nevodnych organickych rozpoustédel.
Extremofilni organismy mohou dale disponovat adaptativnim mechanismem na extrémni pH
(alkalofilové, acidofilové) snizenim permeability bunééné membrany. Extremofilni halofilni
mikroorganismy vyvinuly svilj bunéény aparat tak, aby se jim dafilo v riznych koncentracich
soli. Jejich proteiny zistavaji aktivni obohacenim svého povrchu o kyselé nebo kratké
aminoskupiny polarniho postranniho fetézce a sniZenim objemnych hydrofobnich zbytkd.
Halofilni proteiny maji vétsi pocet solnych mustkunez jiné proteiny a vét§ina z nich je stabilni
[50].

19



Rhodobaca barguzinensis

Rhodobaca barguzinensis je fazena do skupiny alkalickych purpurovych nesirnych bakterii.
Produkuje ¢ervena pigmenty, ale i zluté pigmenty, které jsou jinak neptfitomny u ostatnich
purpurovych nesirnych bakterii a neni schopen autotrofniho riistu nebo fixace molekulérniho
dusiku [51]. Jako novy kmen se jej podafilo izolovat ze sedimentl malého sodového jezera
s koncentraci soli 60 g/l pobliz jezera Algin (Barguzin Valley, Burjatska republika) na Sibifi
v Rusku. Obsahuje bakteriochlorophyl a a karotenoidy alternativni skupiny sferoidenu
S prevazujicim demethylsferoidenonem. Vzacnosti u druhu Rhodobaca je fakt, ze postrada
periferni anténni svétlosbérny komplex (LH2), coz u téchto purpurovych bakterii zapiicinuje
ojedinélou zlutou barvu kultur [47]. Rust tohoto kmene je mozny v rozmezi salinity 5-80 g/l
NaCl a optimum salinity je 20-30 g/l NaCl pii optimalni teploté 25-30 °C a hodnoté pH okolo
9,0. Analyza sekvenci genomu 16S rRNA potvrdila 99% podobnost s purpurovou nesirnou
bakterii Rhodobaca bogoriensis, jejiz izolat byl ziskan ze sodovych jezer africké prikopové
z6ny. Za aerobnich podminek tvoii bakterie Rhodobaca barguzinensis svétle rizové zaoblené
kolonie, které se po del§im vystaveni svétlu zbarvi do syté Cervené. Za anaerobnich podminek
jsou kultury bézové a vlockovité [48].

Obrazek 6: Rhodobaca barguzinensis [52]

Rhodoblastus acidofilus

Rhodoblastus acidofilus je acidofilni fototrofni fialova bakterie. Poprvé byl izolovan pied vice
nez 40 lety némeckym mikrobiologem Norbertem Phennigem ze vzorka vody jezer, bazin
a prament v Evropé a USA. Tento bakteridlni kmen byl nejprve popsan jako novy druh rodu
Rhodopseudomonas,Rps. acidophila, ale jakmile doslo k podrobnéjsimu zkoumani fylogeneze
organismu, byl zafazen jako vlastni druh Rhodoblastus acidophilus. Optimalni pH pro rust
mikroorganismu tohoto druhu je mirné kyselé 5,8 a rozsah se pohybuje od hodnoty 4,8 do 7,2.
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Tato bakterie produkuje klasické pigmenty purpurovych bakterii na rozdil od bakterii
Rhodobaca a 1ze pozorovat u tohoto zastupce kmeny fialovocervené nebo oranzovohnédé [53].

Woe
\,\\;

Obrazek 7: Rhodoblastus acidophilus [53]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentélni ¢asti byla optimalizace metody mikroskopie atoméarnich sil vyuZzitelné
nejenom Kk zobrazovani riznych bakterialnich kment, ale i k porovnani mechanickych
vlastnosti bakterii na lokalni Grovni. Tyto vybrané bakterie byly zobrazovany pomoci techniky
mikroskopie atomarnich sil v kapalném prostfedi. Diraz byl kladen na spravnou piipravu
vzorku z hlediska imobilizace, volbu hrotu pro zobrazeni bakterii bez poSkozeni a zachovani
viability méfenych mikrobiologickych vzorkii. Méteni bylo provedeno na ptistroji NanoWizard
4 na Fakulté chemické VUT.

3.1.  Pouzité chemikalie, pristroje a organismy
3.1.1. Chemikalie

Tryptone ES (Casitose, ES) RM9111-500G (Himedia)
D-Fruktoza (Lach-Ner)

Acetat (Lach-Ner)

Biotin (Sigma Aldrich)

Yeast extract (Himedia)

NaOH 30% (Lach-Ner)

HCI 1 M (Penta)

NaCl (Lach-Ner)

KCI (Lach-Ner)

Na;HPO, -12H,0 (Lachema)

KH,PO, (Lach-Ner)

Poly-L-lysine hydrobromide (P6282, Sigma Aldrich Inc.)

3.1.2. Pristroje

Analytické vahy, Boeco

AFM NanoWizard 4, Bruker/JPK
Magneticka michacka (Scout Pro)
Magnetickd michacka technoKartell
Mikrocentrifuga Sartorius (Sigma)
Vortex Bench mixer V2 (Benchmark)
Temperovana tiepacka Witeg

Santorius NanoPhotometr P3
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pH metr 50+ DHS (XS instruments)

Plynovy chromatograf
Laminarni box Aura mini (Bio Air Instruments)
Ptistroj pro plazmochemické opracovani

Nanophotometr (Implen)

Obrazek 8: Pristroj pro vyvoj plazmochemického opracovani, fotografie viastni

Testované hroty
SNL-10 Tento zvoleny hrot vykazuje lepsi pruznost a je trojuhelnikového tvaru a zadni strana

nosniku hrotu je potazena zlatem. Je uvadén jako univerzalni pro méfeni jakéhokoliv vzorku.
Konstanty pruznosti jsou uvadény vyrobcem v intervaluod 0,06 N/m do 0,35 N/m. Rezonan¢ni

frekvence se pohybuje v rozmezi 18 kHz az 65 kHz.
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3.1.3. Pouzité mikroorganismy

V experimentdlni ¢asti byly pouZivany bakterialni kmeny extremofilnich purpurovych bakterii
ze skupiny acidofilnich a alkalofilnich bakterii. Konkrétné bakterie Rhodobaca barguzinensis
DMS 19920 a Rhodoblastuc acidophilus DMS 137 poskytnuté sbirkou Leibnizova institutu.

3.2.  Kultivace

Bakterialni kmeny Rhodoblastus acidphilus DMS 137, Rhodobaca barguzinensis DMS 19920
byly uchovavanyv kryozkumavkach v 15 obj. % glycerolu jakozto kryoprotektantu v celkovém
mnozstvi 1 ml smési pti -80 °C. Jednotlivé kmeny vyzadovaly odlisné podminky kultivace
rozepsané nize.

3.2.1. Rhodoblastus acidophilus

Pro kultivaci bakterialnicho kmene R. acidophilus bylo pouzito jako inokula¢ni i produkéni
médium komplexni médium LB. Do 100ml Erlenmeyerovych ban¢k bylo umisténo 75 ml
ptipraveného LB o dvou riiznych pH a to pH 5,7 a pH 6,2 o slozeni LB média:

Destilovana voda 11
Yeast extract 5¢
NaCl 59
Trypton ES 109

Jednotlivda pH byla stanovena pomoci pH metru a dle potfeby upravena piidavkem
koncentrované 1M HCI a ptipadné 30% roztokem NaOH.

Takto pfipravené banky byly zazatkovany a ponechany sterilovat pti zvySené teploté a tlaku po
dobu 35 minut. Po sterilizaci prob¢hlo chlazeni banék s médiem na laboratorni teplotu
a nasledné probéhlo zaockovani médii ptislusnou kulturou za sterilnich podminek v laminamim
boxu. Kazdé inokulum bylo vzdy kultivovano v duplikatu a do ptipravenych banék bylo
ptidano 500 pl suspenze rozmrazenych bakterii z kryozkumavky. Po zaockovani byly 100 ml
Erlenmeyerovy banky s 75 ml inokula ihned umistény do tmy a kultivovany za laboratorni
teploty pii 160 rpm. Po 24hodinové kultivaci byla zméfena OD jednotlivych inokul a dle toho
vypocten pozadovany objem inokula, aby byla po¢ateéni opticka hustota produkéniho média
po zaoCkovani inokulem 0,2. Jako produkéni médium bylo pouzito LB obohacené
o polokomplexni uhlikaty substrat o sloZeni:

Destilovana voda 11
Yeast extract 5¢
NaCl 50
Trypton ES 10g
Fruktoza 1,5M 10 ml
Acetat IM 10 ml
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Takto nachystané produkéni médium bylo opét upraveno na pozadované pH a nasledné rozlito
do 250 ml Erlenmeyerovych ban¢k po 100 ml. Sterilizace prob&hla obdobné jako je zminéno
vySe u sterilizace LB. Baiiky byly posléze ponechdny zchladit na laboratorni teplotu. Timto
zpisobem pfipravené bainky byly naockovany vypoctenym objemem, ktery zajistil poc¢atecni
optickou hustotu 0,2 a byly umistény na tiepacku za laboratorni teploty a pti 160 rpm po dobu
48 h. Po uplynuti této doby byla méfena OD oproti LB jako referen¢nimu vzorku
vyprodukovanych kultur a probéhla ptiprava odebranych 1 ml vzorkd pro méfeni na AFM.
Vzorky byly fedény piislusnym pufrem o pozadovaném pH dle pozadavku vysledné absorbance
Vv rozmezi hodnot 0,1 - 0,2.

3.2.2. Rhodobaca barguzinensis
Pro tvorbu inokula bakterie Rhodobaca barguzinensis DMS 19920 bylo ptipraveno komplexni
zivné médium LB o nize uvedeném sloZeni a pozadovaném pH 8,2 a 9,2:

Destilovana voda 11
Yeast extract 5¢
NaCl 209
Trypton ES 109

Takto ptipravené médium bylo po 75 ml rozlito do 100 ml Erlenmeyerovych ban¢k, které byly
dale opatfeny zatkou a sterilovany za zvySencho tlaku a teploty. Nasledné po zchlazeni banék
na teplotu okolo 30 °C doslo k zao¢kovani bakterialniho kmene v laminarnim boxu za sterilnich
podminek. Ockovani probéhlo z kryozkumavek a do kazdého inokula¢niho média bylo
zaockovano 500 pul. Inokula byla kultivovana na temperované tfepacce za teploty 30 °C a pfi
160 rpm po dobu 48 hodin. Jako produkéni médium slouzilo SYN médium skladajici se
z komponent uvedenych nize:

Destilovana voda 11

SYN salts (5x) 200 ml
K2HPO4/KH2PO4, pH 7 0,5 ml

Biotin 10 pul

Fruktoza 1,5M 10 ml

Acetat | M 10 ml

Yeast extract roztok 20 ml (autoklav 50 g)

Takto pfipravenym produk¢énim mediim bylo upraveno pH na 8,2 a 9,2. Pozadovaného pH
bylo docileno dle potieby pomoci piikapavani z kapatka s 30% roztokem NaOH.

Do Erlenmeyerovych ban¢k (250 ml) se 100 ml vysterilizovaného produkéniho média bylo
pfi ockovani v laminarnim boxu sterilné€ napipetovano 100 ul biotinu 0 koncentraci 2 mg/l.
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Dale bylo do téchto ban¢k preockovano pozadované mnozstvi inokula, aby byla po¢ate¢ni
opticka hustota v produkénim médiu 0,1. Kultury byly kultivovany tiepacce s zamezenym
pristupem svétla po dobu 48 hodin, pti 160 rpm a 30 °C.

Obrazek 9: Produkcni média Rhodobaca barguzinensis narostlé kultury
po 48 h, viastni fotografie

3.3.  Charakterizace narostlych kultur

3.3.1. Opticka hustota

Po kultivaci bylo provedeno méfeni optické hustoty (OD, z angl. optical density). Absorbance
byla méfena pii vinové délce 660 nm pro vSechny bakterialni kmeny a vzdy s referen¢nim
vzorkem ptislusného fosfatového pufru (PBS). Byl odebran vzdy 1 ml vhodné nafedéné
bakterialni kultury do plastové kyvety. Pro kazdé méteni byly ziskany dvé hodnoty, které byly
poté zprimérovany.

3.3.2. Optimalizace pFipravy vzorki na méieni

Pro spravné zobrazeni vzorki v kapalném prostfedi meéfenych na AFM a optimalizaci metody
byl kladen diraz na spravné zvolenou fixaci bakterii a efektivnost pfipravy. Dulezité bylo
odpovidajici fedéni kultur tak, aby byly na AFM pozorovatelné i jednotlivé bakterie
samostatné. Pfiprava vzorkl probihala na sterilnich podloznich skli¢kach, na které by ly vzorky
uchyceny pomoci osetieni povrchu fyzikalni plazmou a nanesenim fixac¢niho ¢inidla (Poly-L-
lysinu) uloZenych v Petriho miskach pro zabranéni mozné kontaminace.

3.3.3. Zobrazovani v kapaliné
Po odebrani vzorku po kultivace byly bakterie 2x promyty fosfatovym pufrem (PBS) o
pozadovaném slozeni a ptisluSném pH:
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Destilovana voda 11

NaCl 8¢
KCl 0,2g
Na;HPO, -12H,0 13,86 ¢
KH2PO,4 0,24 ¢

Tyto navazky byly pouzity pro vSechny tii fosfatové pufry. Pfipraven byl fostatovy pufr (PBS)
o pH 5,5 ptidavkem HCI. Dale alkalicky PBS o pH 9,15 pomoci ptidavku 30% NaOH. Tento
alkalicky pufr byl jesté nasledné ptipraven znovu s ptidavkem 4 g soli NaCl, tak aby pufrovaci
prostiedi vyhovovalo pozadavku bakterialniho kmene o koncentraci soli 20 g/1.

3.3.4. Imobilizace vzorkii v kapalném prostiedi

K imobilizaci bakterialnich kultur byl zvolen Poly-L-lysin. Po dvojnasobném promyti
bakterialnich kultur v pfislusném PBS dle pozadovaného pH konkrétnich bakterii byly bakterie
ziedény piislusSnym pufrem dle namétené OD narostlé bakterialni kultury.
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3.3.5. Fixace vzorku

Pro fixaci vzorku bylo dulezité zvolit spravné fixa¢ni ¢inidlo. Vybran byl Poly-L-lysin ve formé
Poly-L-lysin hydrobromidu nafedéné¢ho dle instrukci vyrobce na koncentraci 1mg/ml.
Poly-L-lysin o objemu 100 pul byl aplikovan na podlozni sklicko. VSechna sklicka byla ulozena
ve sterilnich Petriho miskach, tak aby bylo zamezeno kontaminaci vzorku prachem a jinymi
necistotami. Tato podlozni skla byla pfedem oSetiena fyzikalni plazmou, které byla vystavena
po dobu 40 s. Nanesené fixaéni ¢inidlo se nechalo 0,5 — 1,5 h schnout v susarné na 48 ° C.

3.3.6. Priprava bakterii pro spravné zobrazeni na AFM

Z narostlé bakterialni kultury byl odebran 1 ml kultury do 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky
a nasledné zméiena optickd hustota této odebrané kultury proti pfislusnému pufru. Déle byl
takto odebrany vzorek po centrifugaci pfi 6000 rpm na 5 minut vylit, aby se zbavilo
supernatantu. Po odstranéni supernatantu bylo pfidano do Eppendorfovy zkumavky 1 ml
prislusného PBS, takto byl vzorek roztfepan na Vortexu a nasledné byla opét provedena
centrifugace s predchozimi parametry. Opét byl vzorek po centrifugaci zbaven supernatantu
a znovu bylo pfidano 1 ml nového PBS. Takto byly bakterie rozttepany na Vortexu. Nasledné
pokud bylo potfeba dle OD dotedit takto ptipraveny vzorek, doslo k fedéni ptisluSnym
fosfatovym pufrem. Takto pfipravené bakterie byly naneseny v mnozstvi 1 ml na podlozni
sklicko oSetfené plazmou s nanesenym suchym fixacnim cinidlem. Dale byla bakteridlni
kultura ponechana na sklicku 30 minut, aby se adsorbovalana dané fixa¢ni ¢inidlo. Po uplynuti
této doby bylo sklicko vyjmuto z Petriho misky a oplachnuto postupné¢ az 10 ml PBS. Nasledné
bylo sklicko vlozeno zpét do Petriho misky a zalito 20 ml ptislusného fosfatového pufru.
Po tomto vzorky byly pfipraveny na méteni.

3.4. Nastaveni AFM pro méreni v kapalném prostredi

Mg¢ieni jednotlivych vzorkt bakterii probihalo v programu JPK SPM Desktop a byl zvolen méod
QI™ Advanced Imaging. Tento univerzalni mod je Setrny a vhodny pro zobrazovani Zivych
bunck. VSechna méfeni probihala za teploty 25 °C a za vhodného nastaveni pfistroje,
které zahrnovalo spravny vybér hrotu s parametry ovliviiujicimi méfeni. Hrot byl nasazen
opatrnou manipulaci nejprve do drzéku a poté umistén do hlavy mikroskopu. Déle byl umistén
vzorek v oteviené Petriho misce na zakladnu ptistroje a nad zékladnu se vzorkem byla umisténa
hlava s hrotem. Nasledn¢ byla vybrana vhodna skenovaci pozice pohybem vzorku pomoci
pozicnich Sroubil. Samotné méteni v programu se sklada z né€kolika krokii. Nejprve byl zvolen
vhodny mod (QI™ Advanced Imaging) a poté je tfeba za pomoci detektoru a manipulace se
zrcatkem dostat paprsek laseru na vybrany hrot. Manipulace probihd vyrovnanim polohy
vertikalni a horizontdlni polohy a nasledné je nutné zacilit laser do ctytkvadrantového
detektoru. Dale je potfeba v programu vybrat spravny nazev pouzitého Cipu a typ prostiedi
(v tomto pfipadé kapalné), ve kterém meéteni probihd, vySku vzorku a teplotu okolniho
prosttedi. Posledni krok predstavuje kalibraci nosniku dle zadanych parametrti z ptedchoziho
nastaveni. Pfed provedenim kalibrace je drzdkem s hrotem sjeto do kapalného prostiedi
a provedena korekce zrcatka vzhledem k odlisnému indexu lomu svétla v porovnani s plynnou
fazi. Poté byla provedena kalibrace, ktera ur¢i hodnotu Setpoint piedstavujici silu hrotu
plsobici na vzorek. Pred zahdjenim meéfeni je hrot pfiblizen ke vzorku za pomoci
piezoelektrického efektu a na karté Aquire data upraveny parametry Setpoint (dle kalibrace),
Pixel time (doba skenovani jednoho pixelu), Z Speed, velikost skenovaci plochy
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(az 100x100pum) a rozliseni ziskaného zobrazeni pod nazvem Pixels. Pro méfeni bylo zezacatku
vzdy vybrano mensi rozliSeni (zpravidla 128 x 128 pixeli) a Sir$i oblast snimku 20 x 20 pm.
Teprve po proméfeni vice oblasti bylo vzdy zacileno na nejlépe osamocenou bakterii
a poté méfeny snimky s lepSim rozliSenim na mensi oblasti.

3.5.  Meéreni mechanickych vlastnosti

V ramci méteni byla provedena charakterizace mechanickych vlastnosti. Byly prométeny
vlastnosti bakterialniho kmene Rhodobaca barguzinensis a Rhodoblastus acidophilus. Cilem
bylo ziskani kiivek pro vyhodnoceni Youngova modulu u obou kmenti a adheze u vzorku
s riznym pH kapalného prostiedi.

3.6. Zpracovani vystupu méreni

Jednotliva zobrazeni ziskanych snimku i kiivek byla zpracovana a vyhodnocena v programu
JPK Data Processing. Pro snimky lze vybrat samostatné charakteristiku Adhesion, Height
a Slope fit. Dale 1ze snimek doplnit vyskovym rozmérem, méfitkem, osami ¢i pfimkou udavajici
vzdalenost dvou bodl. Ze ziskanych kiivek byla spoctena adheze vzorku a Younglv modul
pomoci karty Batch processing.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE
4.1. Charakteristika mérenych bakteridlnich mikroorganismu

4.1.1 Charakterizace narostlych kultur a Fedéni na AFM

Z vysledki namétené optické hustoty suspenzi bakteridlnich kultur, kterd probihala vySe
uvedenym postupem v kapitole 3.3.1. experimentalni ¢asti bylo vyhodnoceno nasledujici fedéni
pro analyzu vzorki pomoci AFM. Redéni bylo zvoleno vzdy tak, aby se pohybovalo v rozmezi
0,1 - 0,2 OD pro zobrazeni na AFM.

Tabulka 1: Nameérené hodnoty OD;, udaje o rFedeni, pufru a kultivaci

redéno pro

OD [] fedéno pro OD AEM pouzity pufr
Rhodobaca PBS pH 9,15
barguzinensis pH9,Lo;
0,654 10x 40x 20 g/l NaCl
(20 g/1)
Rhodobaca
barguzinensis
0,585 10x 30x PBS pH 9,15
(bez pridavku
soli)
Rhodoblastus
) 0,038 10x 5x PBS pH 5,7

acidophilus

V piipadé méfeni OD u kmene Rhodobaca barguzinensis DSM 19920 byl viditelny nartst
kultur a z toho diivodu uz pii méfeni OD voleno nejprve fedéni 10x (900 pl PBS a 100ul
odebrané kultury). Po ziskani namétfenych hodnot bylo nésledné¢ urceno findlni fedéni
pro zobrazeni na AFM. V tomto pfipadé bylo potieba jesté 4x a 3x mensich hodnot, tak aby se
vysledna hodnota pohybovala v rozmezi 0,1 — 0,2. Pouzita fedéni byla 40x a 30x. Pro bakterie
rodu Rhodoblastus acidophilus DSM 137 vy$la hodnota OD pod danym rozmezim,
a tudiz doslo k volb& mensiho fedéni pro AFM, nebot’ manipulace a pipetovani malych objemil
suspenzi s bakteriemi neni optimalni. Jako referencni vzorek bylo pouzito nesterilni LB
médium.

V druhém ptipad¢ byla méfena OD vykultivovanych bakterii rodu Rhodobaca a to po 48h
kultivaci a bakterii rodu Rhodoblastus po 24 h kultivaci. Postup byl obdobny jako pro piedchozi
meéieni. Bylo vypozorovano, Ze pro ¢asove kratsi kultivaci byly naméteny vysoké hodnoty OD,
nebot’ v této fazi bakterie vynalozily hlavni ¢ast energie pro rist, a proto bylo nezbytné fedéni
objemem suspenze bakterii. Nicméné tyto vzorky se podatilo na AFM zobrazit (viz Obrazek
19). Pro méfeni bylo referen¢nim vzorkem LB médium, ve kterém probéhla i samotna kultivace
bakterii.
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Tabulka 2: Nameérené OD; udaje o redéni, pufru a kultivaci

OD [-] fedéno pro OD | Fedéno pro pouzity doba
AFM pufr kultivace
Rhodobaca
barguzinensis 1,046 ox 10x P|3932IOH 48 h
Rhodobaca
barguzinensis | 2 168 2x 20x PBSPH T 4gh
Rhodoblastus 525 150x 150x PBSPH ' o4
acidophilus 6,0
Rhodoblastus
o 52,5 150x 150x PBSPH ' 241
acidophilus 5,7

4.1.1. Plynova chromatografie

Vysledky méieni na GC potvrdily neptitomnost PHA-syntazy 1.tfidy u téchto bakterii,
proto neprodukuji PHB, ale zaroven zde byla zaznamenéna pfitomnost nejspise jiné syntazy (3.
tfidy), protoze obsah PHA byl identifikovdn nad limitem detekce a pod limitem kvantifikace.

4.2. Optimalizace méreni bakterialnich kmena v kapalném prostiedi

4.2.1. Nastaveni parametrii méieni

Pro méteni vzorkt v kapalném prosttedi (PBS pufru) bylo diilezité nastavit hodnotu vysky
vzorku. Tato hodnota byla nastavena dle vySkového rozméruna 1 um. Po provedeni kalibrace
bylo nezbytné upravit hodnotu Setpoint, ktera byla z kalibrace ziskana, avsak témeét vzdy
nepatrné upravena kolem hodnoty 1,0 nN. Hodnoty Z Length byly v tadech stovek nm
a ve veétsin¢ pfipadli métfeni byla tato hodnota 500 nm. OsvédcCilo se nejprve postupovat
od snimku vétsich ploch. Jednalo se o velikosti snimku 20x20 um nebo 10x10 um a rozliseni
téchto snimki bylo vzdy 128x128 pixelt. Déle bylo vhodné pokracovat ve vybrané oblasti se
snimKy osamostatnénych bakterii, které se dle velikosti bakterie pohybovaly v rozmezi
velikosti okolo 5x5 nebo 7x7 um. Zobrazovani bakterii v kapalném prosttedi ptedstavovalo
uskali v tom, ze mohlo dojit k poruseni povrchu bakterie hrotem, anebo k pohnuti celé oblasti
skenu vlivem kapaliny. Cim kvalitn&jsi rozliseni bylo voleno, tim skenovani trvalo déle a tim
castéji dochéazelo k nepovedenému snimku, proto jako nejspolehlivéjsi se projevily snimky
o rozliSeni 256x256 pixeli. Toto rozliSeni spolené s nastavenim ostatnich parametrii trvalo
pro jeden sken 16 minut.

4.2.2. Vysledné snimky
Vystupy v podobé snimkti byly zpracovany v programu JPK Data Processing. Bylo zde mozné
snimek upravit v podob¢ pfidani os a stupnici vySkového rozméru ve sméru osy z (viz Obrazek
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11). Dale upravit ostrost snimku a prolozit tvary pfimkou udavajici vzdalenost mezi dvéma
zvolenymi body. Vyrobcem uvadéna hodnota Spring Constant neboli konstanta tuhosti nosniku
je uvadéna 0,24 N/m. Po kalibraci hrotu se tato hodnota konstanty tuhosti pohybovala
okolo 0,07 N/m (0,06 N/m od vyrobce uvadéno jako minimum). Hodnota Spring Constant
od vyrobce pro hroty vhodné k méfeni v kapalném prostiedi byva niz8i neZ pro hroty ur¢ené
k méfena na vzduchu. Pokud dochazelo k ¢asové del§imu hledani povrchu vzorku
pti automatickém pfiblizovani hrotu, byla upravena hodnota Pixel Time a pohybovala se
v rozmezi 10 — 20 m/s.

o
—

1.43 um

o
in

Obrazek 10: Rhodoblastus acidophilus, velikost skenu 10x10 um, 128128 pixelii
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Obrazek 11: Bakteridlni suspenze, spatné redeni

Na obrazku vyse lze pozorovat nevhodné fedéni bakterialni suspenze pro AFM, kdy je tézké

-----

mozny snimek.
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4.3. Ziskané charakteristiky na AFM pro zZivé bakterie

Ziskané skeny bakteridlnich kmenli 1ze pomoci programu JPK Data Processing zobrazit
v n¢kolika provedenich na zdklad¢ vybrané charakteristiky. Lze si zvolit nékolik moznosti
1 vice moznosti zaroven, mezi né patii — Slope Fit, Adhesion, Height. Charakteristika Slope fit
jeuvedena u v8ech proméfenych bakterialnich kment a jedna se o parametr vyjadieny v N/m.

260 pN

888 nm

0 pN

0 nm

[pm]

232 nN/um

0 nN/um

[um]

Obrdazek 12: Charakteristiky Adhesion, Height, Slope Fit pro Rhodoblastus acidophilus

Uvedené charakteristiky byly ziskany pro kmen Rhodoblastus v PBS pufru o pH 5,7. Velikost
skenu 7x7 um s rozliSenim 256x256. Takto byla zjisténa vyska 888 nm, hodnota adheze 260
PN, kterd znaci silu pottebnou ke zpétnému pohybu hrotu od povrchu vzorku. Dale byla ziskdna
hodnota parametru elasticity vzorku prostiednictvi charakteristiky Slope Fit 23,2 uN/um,
pro jejiz presn€jsi stanoveni je nezbytné spocitat Younglv modul. Mapa elasticity je
vyhodnocena jako linearni prolozeni kiivek zavislosti sily na vzdalenosti.
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V ramci pokrocilejSich Giprav Ize ziskati 3D zobrazeni snimku, které lze vygenerovat pro lepsi
ptedstavu o povrchu snimaného objektu. Nize je zobrazena bakterie Rhodoblastus acidophilus,
ktera mohla byt mechanicky poskozena, nebot’ je viditelna v horni oblasti odd¢élena cast
vyskoveé podobna samotné bakterii (viz Obrazek 12). Byla zjiSténa vyska vzorku 870 nm u 168
h kultivovanych bakterii za svétla, které mély kulovity az nepravidelny tvar. Témto vzorkiim
piistup svétla umoznil vyuzit energii pro produkty fotosyntézy, coz u ostatnich kment bylo
potlaceno prave kultivaci v prosttedi se zamezenym piistupem svétla. V nepritomnosti svételné
energie bakterie vyuziji vétsi ¢ast energie pro syntézu napi. PHA a je tak zamezeno moznosti
fotosyntézy a poskytovani produktt fotosyntézy, cehoz jsme chtéli docilit.

mn

870 nm

[um]

[um]

% 0 fast

Obrazek 13: Rhodoblastus acidophilus charakteristika Heught (vyse) a 3D snimek (nizZe)
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Bylo ziskdno zobrazeni i druhého bakterialniho kmene Rhodobaca barguzinensis
atov prostfedi PBS pufru o hodnoté pH 9,15. Pti tomto pH se bakterii dafilo jednoduSe zobrazit
bez zietelného poskozeni vzorkid. Tvar byl ty¢inkovity jako je uvadéno v literatufe. Nize Ize
pororvnat rozliSeni skenli 512x512 a 256x256 pixeld. Na snimku o lepSim rozliSeni lze
pozorovat nepravidelné okraje, nebot’ tento snimek trva cca 30 minut a v pribéhu dochézi
vlivem kapalného prostiedi patrné k pohybu snimaného vzorku.

417 nm 393 nm

©

[pm]
4

o~

0 nm 0 nm

3 0 2 4 6 8
[pm]

0 2 4 6
[um]

Obrdzek 14: Rhodobaca barguzinensis snimek 88 um, 512 %512 pixelit (vlevo), 256%256 pixelii (vpravo)

V tomto piipadé doslo také k zobrazeni pro tuto bakterii v prostiedi s koncentraci soli NaCl
v PBS pufru 20 g/l. Dale je v programu mozné zméfit vzalenost dvou vybranych bodi, a tak
1 délku bakterii, ktera v prostiedi vyssi koncentrace soli byly viditelné kratsi a vybrany vzorek
m¢éfil priblizne 3,35 pm. Vyska byla také nizsi dle hodnoty ziskané z charakteristiky Height
(viz Obrazek 14). Mensi roméry mohly byt zapti¢inény vyssi koncentraci soli, kterd podpotila
bunécnou reakci na hypertonické prostiedi, ktera vede pozdéji k plazmolyze.

60.5 nN/um

[um]

0 nN/um

Obrazek 15: Rhodobaca barguzinensis v PBS pufiu s koncentraci soli NaC:l 20 g/l, 6x6 ,um 256%256 })ixelﬁ
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4.4. Youngiiv modul a adheze bakterii v riizném prostiedi
4.4.1. Youngiv modul

Po provedeni optimalizace zobrazovani bakterii byla provedena charakterizace mechanickych
vlastnosti vzorkil. Pro zjisténi Youngova modulu (E) doslo k vyhodnoceni ziskanych adheznich
kiivek pro snimky bakterii. Byly vybrany bakterialni kmeny Rhodobaca barguzinensis
s rozdilnou koncentraci soli v prostfedi. Koncentrace soli NaCl byla navySena 4krat oproti
druhému ptipadu (5 g/1) a to na 20 g/l. Vyhodnoceni ukazovalo na vys$si hodnoty pro Youngiv
modulu kmene Rhodobaca s vyssi koncentraci soli. Pro prosttedi s koncentraci soli 5 g/l byla
aproximovana hodnota Youngova modulu (20 + 8) MPa pro kmen Rhodobaca. Pii vyhodnoceni
prostiedi s koncentraci NaCl 20 g/l vychazela tato hodnota pro kmen Rhodobaca vyssi a to (22
+ 6) MPa. Odchylky jsou v ramci chyb stanoveni.

4.4.2. Adheze

Ze ziskanych dat byla zjisténa charakteristika adheze pro vzorky stejného bakterialniho kmene
Vv prostiedi s odliSnou hodnotou pH, kdy vyssi hodnota se pohybovala v optimalnim rozmezi
pro danou bakterii, které je 9,0 - 9,5. V druhém ptipadé¢ byla hodnota pH niz$i a nevyhovovala
optimu. Druhé prostiedi mélo hodnotu pH 8,2. K tomuto slouzila karta Adhesion v jednotkach
N, kde ziskame kiivku zavislosti sily na vzdalenosti. Tato hodnota pfedstavuje silovou interakci
mezi hrotem a povrchem vzorku. Vypocet je urCen ze zaporné oblasti grafu — retrakce.
V kapalném prosttedi vykazovaly bakterie nizkou adhezi v ramci stovek pN. Pro vzorek kmene
Rhodobaca Vv kyselejsim prostiedi s hodnotou pH 9,2 byla stanovena hodnota adheze na 265
PN. U druhého vzorku v prostiedis pH 8,2 vychazela adheze niz$ia to 52 pN. Dle ptedchozich
studii by hodnota adheze méla byt ovlivnéna hodnotou pH roztoku. Bylo prokazano, ze adhezni

0.8 I
0.6 |

0.4 |

Vertical Deflection (i)

0.2 |

0.0 [

0.2
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Height (measured & smoothed) (um)

Obrazek 16: Krivka ziskana softwarem u stiedove casti bakterie Rhodobaca
barguzinensis
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sila bakterie — kov dosahla nejvyssi hodnoty, kdyZ bylo pH roztoku blizko izoelektrickému
bodu bakterii, tj. pfi nulovém naboji [5]. Adhezni sily byly pH 9 vyss§i nez pii pH 7,
coz odpovida nasemu vysledku. Ktivky ziskané ze vzorkti méfenych v kapalném prostiedi
(zde konkrétn¢ pro kmen Rhodobaca) se vyrazné odchyluji od prubéhu kiivek vysusenych
bakterii.

4.5. Zobrazeni bakterii v rozdilné hodnoté pH prostredi

o

15

0 5 10 15 20
[pm]

Obrazek 17: Rhodobaca barguzinensis v PBS pufru s hodnotou pH 8,2

Zobrazeni Rhodobaca barguzinensis v pH 8,2. Délka bakterii se pohybovala konkrétné v tomto
pripadé kolem hodnoty 3,25 um, coz odpovida predchozimu méteni této bakterie. Tvarove byla
tato kultivace rovnéz ty¢inkovita. Rozliseni skenu bylo 128 %128 pixelt a vzdy se zacalo s vétsi
plochou snimku a posléze byla vybrana samostatna bakterie. V okoli jsou znatelné nejspise

o <
o™

15

[m]
10

[um]

Obrazek 18: Rhodobaca barguzinensis v PBS pufru s hodnotou pH 9,2
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shluky soli pufrového prostiedi v podobé krystalkli. Vybrand samostatna bakterie ze snimku
byla pouzita ke zjisténi adheze v rdmci vyhodnocovani mechanickych vlastnosti.

V druhém ptipadé Rhodobaca barguzinensis v PBS pufrus hodnotou pH prostiedi 9,2 probéhlo
obdobné se stejnym rozliSenim. Modfe je naznaCena vybrand bakterie, na kterou bylo dale
soustfedéno méfeni a 1 vyhodnocovani adheznich vlastnosti. Velikost u této bakterie byla
piiblizné 1,53 pum, a tedy tato alkalofilni bakterie kultivovana ve vice zasaditém pH
oproti predchozi byla mensi. Vykazovala 4x vy$si hodnotu adheze nez piedchozi bakterie
stejného kmene. V obou ptipadech se jednalo o 48 h kultivace, jejichz hodnoty OD jsou
vypsany vyse (viz Tabulka 2). Tyto alkalofilni bakterie kultivované v pH 9,2 byly rozmérove
mensi nez predchozi. Vykazovaly naopak piiblizné 4x vyssi hodnotu adheze oproti bakteriim
stejného kmene produkovanych v prostiedi s hodnotou pH 8,2.

Bylo provedeno zobrazeni i druhého kmene acidofilni povahy. Rhodoblastus acidophilus byl
meéfen v kapalnych prostiedich s pH 6 a 5,7 v PBS pufru o daném pH. Tyto vzorky byly
apoptozu. Vyska povrchu bakterii v pH 6 méla hodnotu do 1 um, ¢emuz vyhovovalo
nastaveni vySky vzorku na AFM na tuto hodnotu, avsak povrch byl nepravidelny (1€pe viz
Obrazek 18 charakteristika Slope Fit), a proto do$lo pfi posuvu hrotu k poSkozeni. Mohlo také
dojit k uvolnéni bakterii v disledku nedostate¢né imobilizace. Tvar bakterii je zobrazen jako
kulovity a velikost pfiblizn¢ 1x1,5 um. Méteni bylo provedeno v rozliSeni 256x256 pixelt

a byla snizena ostrost porusenych okraji. Divodem ponic¢eni mohlo byt i pouZziti nového

hrotu, ktery nebyl dostate¢né otupen.

913 nm 41.5 nN/um

0 nm O nN/pm

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
[um] [um]

Obrdazek 19: Rhodoblastus acidophilus v PBS pufru s hodnotou pH 6
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[um]

Nasledujici acidofilni byly dle méfeni nepatrné vyssi v prosttedi PBS pufru o pH 5,7. Jejich
vyskovy rozmér v nékterych ptipadech ptesahoval 1 pm a doslo k viditelnému poskozeni
povrchu. Rozliseni snimk je 256x256 pixeld o velikosti 5x5um.

[pm] [um]

Obrdazek 20: Rhodoblastus acidophilus v PBS pufru s hodnotou pH 5,7

Po opottebovani hrotu pii méfeni byly ziskdny snimky celistvé bakterie, které potvrdily
kulovity tvar. U zobrazeného vzorku je potvrzena vyska téméf 2 um, a tedy piesahujici vysku
vzorku v nastaveni, z toho 1ze usuzovat, ze bakterie z predchozich méteni mohly byt piivodné
vys$$i, avSak tlak hrotu propichl bunéénou sténu a tim se bakterie vyrazné snizily.
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0 nN/um
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Obrdazek 21: Rhodoblastus acidophilus v PBS pufru s hodnotou pH 6
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Bakterie z odlisného kmene se lisily pfedevsim tvarem i velikosti. Kmen Rhodobaca
barguzinensis s koncentraci soli 5 g/l (viz Obrazek 14: Rhodobaca barguzinensis snimek 8x8 um,
512x512 pixeld (vlevo), 256x256 pixeld (vpravo)) Vvykazovala podobnost s modelovym
organismem purpurovych bakterii — Rhodospirillum Rubrum DSM 467. V obou ptipadech
se jedna o vibrioidni az spiralovité bunky. Rubrum dle snimku z elektronové mikroskopie
vykazuje délku 0,8 - 1 pm, coz je kratsi 2 - 3x nez u Rhodobaca [54].

Zména fyzikalné — chemickych podminek (pH, teplota, Ziviny, dostupnost svétla aj.)
predstavuji pro mikroorganismy stresovou situaci. Stresové prostiedi vytvari i pramyslové
procesy pouzivané pro sbér sekundarnich metabolitl (enzymy, organické latky, toxiny)
a Vv disledku tohoto termofily vytvéreji stresovou odpovéd’. Ta miize ptfedstavovat aktivaci
systému deoxidace reaktivnich forem kysliku, morfologické zmény, kompatibilni akumulace
rozpuSténych latek atd. za Gicelem dosazeni homeostazy. U termofilnich bakterii je odezva
na stresové situace pouzivana jako modelova, a proto je peclivé zkouména pro ucely aplikované
biologie [55]. Zmeénou pH hodnoty lze podpofit rist nebo naopak inhibovat
a Vv extrémnich ptipadech zpisobit zdnik bunééné populace. Z ristovych zmén bakterii mizeme
vyvodit, zda pro né zména pH byla prospésna [56] . V pfipadé kmene Rhodobaca se da
ze snimku povazovat za optimaln€jsi mén¢ alkalické prosttedi pH 8,2, kdy byly bakterie vétsi
(viz Obrazek 17).

Diulezitou roli hraje nejen faktor pH ale i iontova sila roztoku pro ptilnavost bakterii,
ktera hraje klicovou roli pfi zobrazovani pomoci AFM. Vysledky studii ukazuji, Ze iontova sila
roztokli ovliviiuje interakcei bakterie —kov a vy$s§iiontova silamé za nésledek vyssi adhezi mezi
v rozmezi vzorek — hrot. Toto je zplisobeno silngjsi elektrostatickou pfitazlivou silou mezi
kladn¢ nabitym iontovym povrchem a zaporné nabitym bakterialnim povrchem. Vliv
na bunéénou adhezi méa také pH roztoku, staii kultivace ¢i Casovy vyvoj adhezivniho
kontaktu [5].V naSem pfipad¢ se iontova sila roztoku méni po ptidavku vyssi koncentrace soli
NaCl u kmene Rhodobaca barguzinensis.

40



5. ZAVER

Vyuziti mikroskopickych metod je diileZité pro porozuméni vlastnosti mikroorganismu. Prace
Z v&tsi ¢asti slouZzila topografickému zobrazeni bakterii za vyuZziti mikroskopie atoméarnich sil.
Pozorovany pomoci mikroskopie atomérnich sil byly termofilni purpurové bakterie —
Rhodoblastus acidophilus DSM 137 a Rhodobaca barguzinensis DSM 19920. Tyto bakterie
maji pfedpoklady pro produkci PHA, ktera ovSem nebyla potvrzena plynovou chromatografii
vzhledem Kk tomu, Ze detekované mnozstvi bylo pod limitem detekce. Bylo tedy zjisténo,
ze produkce u téchto bakterii je tak malé, Ze jejich potencial jako PHA producentt byl vyvracen.
Z tohoto ditvodu se prace zaméfilana pozorovani rtiznych zmén vyvolanych zménou podminek
od optimalnich podminek téchto bakterii, jako napt. zménou pH prostiedi a kultivace
v rozdilnych koncentracich soli.

Snimky byly potizovany vzdy v kapalném prostfedi PBS pufru o daném pH a diky volbé
vhodného postupu fixace a ptipravy vzorkl byly vhodné zobrazeny. Jako fixa¢ni ¢inidlo byl
dle uziti v pfedchozich pracich zvolen Poly-L-lysin. Pfi méfeni se docililo nejostiejsiho
zobrazeni o rozliSeni 512x512 pixeld. Na snimcich byla pozorovatelna poskozeni zejména
na okrajich, ktera mohla byt zptisobena pohybem hrotu po povrchu vzorku. Byl potvrzen
predpoklad, ze obsah PHA granuli v bakteriich je zanedbatelny, nebot’ na snimcich neni
znatelny. Dale se podatilo ziskat rozdil morfologie u kmene Rhodoblastus acidophilus
V hypertonickém prostiedi a dale porovnana morfologie tohoto kmene u rtizné doby kultivace.
Pro kmeny Rhodobaca barguzinensis byla pozorovana mimo tvaru i velikostni odli§nost
a poté doslo ke stanoveni mechaniskych vlastnosti v odlisnych pH prosttedich.

V nasledujici ¢asti prace bylo provedeno méfeni mechanickych vlastnosti jednotlivych
bakterialnich kultur. V programu JPK Data Processing probéhlo proméfeni 15 kiivek
ziskanych z nejlépe stiedu daného vzorku. U kiivek s nejshodné&jsimi hodnotami byla stanovena
prumérnd hodnota a odchylka v MS Excel pro Youngiv modul a adhezi. Tyto vysledky l1ze
porovnat pro odlisna prostiedi s riznou koncentraci soli (5 g/l a 20 g/1) u kmene Rhodobaca
barguzinensis, kdy byla zjisténa hodnota Youngova modulu této bakterie (20,0+8,0) MPa
a u tohoto kmene kultivovaného a nasledné i méteného v prostiedi s 4krat vyssi koncentraci
soli NaCl byla tato hodnota vétsi a to (22+6) MPa a vykazoval tak vétsi tuhost. Stanoveni
adheze probéhlo pro kmen Rhodobaca barguzinensis v prostiedich s riiznou hodnotou pH
a to 8,2 a 9,2. Vslabéji zasaditém prostiedi o pH 8,2 byla vypoctena adheze 52 pN
a pro prostfedi o pH 9,2 byla adheze vybrané bakterie 295 pN. Byly potvrzeny vyssi adhezni
sily u vzorku s vy$§im pH.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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