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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace je zamétena na zkoumani vlivu rozdilnych stresovych faktorti na bakterii
Schlegelella thermodepolymerans, ktera je schopna produkce polyhydroxyalkanoat. V tomto
ptipadé ve formé poly(3-hydroxybutyratu). Vybranymi stresovymi faktory byly teplotni Sok,
opakované¢ zmrazeni a rozmrazeni. Poslednim stresovym faktorem byl osmoticky stres,
vyvolany roztoky chloridu sodného o rtzné koncentraci. V teoretick¢ casti byly
charakterizovany polyhydroxyalkanoaty, termofilni organismy, mechanismy jednotlivych
stresti a metody analyzy polyhydroxyalkanoatt.

V experimentalni ¢asti byly porovnany dva kmeny termofilni bakterie Schlegelella
thermodepolymerans, a to M 15344 a DSM 15344. Byla porovnana odolnost vii¢i stresu obou
kmenti, méfenim viability za pomoci metody pritokové cytometrie. Béhem méfeni byl
sledovan narust optické hustoty, a za pomoci GC-FID byl stanoven obsah P(3HB) v biomase.
Morfologické zmeény zplsobené stresy byly pozorovany pomoci metod elektronové
mikroskopie Cryo-SEM a STEM. Kmen DSM 15344 vykazoval lepsi rist a produkci P(3HB),
nez kmen M 15344, ktery naopak 1épe odoldval vystavenému stresu.

KLICOVE SLOVA

Polyhydroxyalkanoaty, stresovd odpovéd mikroorganismli, termofilni mikroorganismy,
Schlegelella thermodepolymerans, pritokova cytometrie



ABSTRACT

This bachelor's thesis is focused on investigating the effect of different stress factors on the
bacteria  Schlegelella  thermodepolymerans, which is capable of producing
polyhydroxyalkanoates. In this case, in the form of poly(3-hydroxybutyrate). The selected
stress factors were temperature shock, repeated freezing and defrosting. The last stress factor
was osmotic stress, caused by sodium chloride solutions of different concentrations. In the
theoretical part, polyhydroxyalkanoates, thermophilic organisms, mechanisms of individual
stresses and methods of analysis of polyhydroxyalkanoates were characterized.

In the experimental part, two strains of the thermophilic bacteria Schlegelella
thermodepolymerans were compared, namely M 15344 and DSM 15344. The stress resistance
of both strains was compared by measuring viability using flow cytometry. During the
measurement, the increase in optical density was monitored, and the content of P(3HB) in the
biomass was determined using GC-FID. Morphological changes caused by stresses were
observed using Cryo-SEM and STEM electron microscopy methods. The DSM 15344 strain
showed better growth and P(3HB) production than the M 15344 strain, which, on the other
hand, showed better stress resistance.

KEYWORDS

Polyhydroxyalkanoates, stress response of microorganisms, termophilic microorganism,
Schlegelella thermodepolymerans, flow cytometry
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1 UVOD

vvvvvv

zivotniho prostiedi je Casto spojena problematika nadmérného uzivani plasti. Nejrozsitenéjsi
jsou petrochemické plasty, které jsou pro dobrou odolnost a nizkou cenu vyuzivany v mnoha
odvétvich. Kviili Sirokému vyuziti, nevhodnému nakladani s odpadem a netiidénim odpadu
k recyklaci se hromadi v ptirodé, a zde tvofi ekologické riziko. Petrochemické plasty maji
mnoho nevyhod, napiiklad nejsou biologicky rozlozitelné a vyrabé&ji se z neobnovitelnych
zdroju. Z téchto divodu se hledaji nova alternativni feSeni, jednou z variant by mohlo byt
vyuziti polyhydroxyalkanoati.

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polyestery hydroxyalkanovych kyselin, které jsou
produkovany nékterymi druhy bakterii ve formé intracelularnich granuli, naptiklad
termofilnimi bakteriemi. Tyto granule slouzi v buiice jako zasobni zdroj uhliku. Akumulace
a nasledna degradace PHA usnadnuje bakteriim schopnost prezit, zvySuje toleranci vii€i stresu
a zlepSuje kondici pfi ménicich se podminkach. Hlavni vyhody PHA jsou biodegradabilita
a biokompatibilita. Nicméné nevyhodou téchto latek oproti béznym plastim jsou zejména
vysoké naklady, jejich feSenim by mohlo byt vyuziti odpadnich materialt jako zdrojt uhliku.

Termofilni organismy se zdaji byt slibnymi producenty PHA, diky zvySené teploté kultivace
jsou odolngjsi vici kontaminaci mezofilnimi organismy, coz snizuje naroky na sterilizaci.
Kultivaéni proces termofilnich bakterii je povazovan za energeticky u¢inngjsi, protoze odpada
také potieba chlazeni.

Extrémni teploty maji negativni U¢inek projevujici se na struktuie a biologické aktivité
mikroorganismt. Pfi dlouhodobém vystaveni mikroorganismu urcité formé stresu, dochazi
k rozvoji vlastniho protektivniho aparatu. Stres je funkéni stav zivého organismu, kdy je tento
organismus vystaven mimofadnym podminkam. Aby mikroorganismus pieZil i pfes nepiiznivé
a proménné podminky musi umét rozpoznat rizné zmény prostredi a vhodné¢ na né zareagovat.
Cilem stresové odpovédi je zachovani homeostdze a zabranéni poSkozeni nebo smrti
organismu. Mikroorganismy casto reaguji soucasné na celou fadu stresi a rizné systémy
stresovych odpovédi spolu vzdjemné interaguji a tvoii komplex regulacnich siti.

Cilem prace bylo posoudit vliv schopnosti bakterii akumulovat PHA na odolnost vuéi
extrémnim podminkam.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty
2.1.1 Charakterizace

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou mikrobidlni polyestery hydroxyalkanovych kyselin,
produkované zejména prokaryotami, s funkci zasobnich latek. V buiice jsou uchovavany ve
form¢ intracelularnich granuli. Tyto granule mohou byt nékdy nazyvany karbonosomy, jadro
téchto 1utvart je tvofeno polymery polyhydroxyalkanoatd. Na jejich povrchu najdeme
bilkoviny, které zajistuji rozhrani mezi hydrofobnimi polymery a hydrofilni cytoplasmou
buniky. Bylo také zjisténo, Ze tyto bilkoviny se i¢astni syntézy PHA, degradace PHA a také
samotné regulace téchto procesii. PHA tvoii vyznamnou soucast prokaryot, mize tvofit az
devadesat procent suSiny bunky. Aktualni vyzkumy nicméné ukazuji, ze tyto pftirodni
polyestery maji nezanedbatelny vliv na odolnost bakterii na rizné formy stresovych situaci,
kterym miiZze byt bakterie vystavena. Napfiiklad ve formé ndhlych zmén osmotického tlaku,
UV zafeni, nizké nebo vysoké teploty. Dokonce umoziuji bakteriim piezit opakované
zmrazovani a rozmrazovani. Piesto hlavni funkci polyhydroxyalkanoatii v bunce je zasobarna
energie a uhliku. Déle se G€astni vzniku symbidzy mezi rostlinami a prokaryotami, nebo mezi
hmyzem a prokaryotami [1].

Pro ¢lovéka jsou tyto latky zajimavé tim, Ze by se mohli v budoucnu stat vhodnou nahradou za
petrochemické polymery, které tvoii zaklad vétSiny dneSnich plasti. Oproti petrochemickym
polymeriim jsou biodegradabilni, biokompatibilni a obnovitelné [1].

Polyhydroxyalkanoaty lze ziskat z nékterych druhd bakterii, na rozdil od syntetickych
polymert, které jsou Casto ziskavany z fosilnich paliv. Vyznamnymi producenty PHA jsou
napiiklad Pseudomonas putida, Bacillus subtilis, Cuprivadus necator, Pseudomonas
mendocina a Alcaligens latus, které jsou péstovany za kontrolovanych podminek. Vlastnosti
PHA je odbouravani za fyziologickych podminek do metaboliti jako 3-hydroxybutyrat
a hydroxyacyl koenzym A. Tento proces je divodem, pro¢ jsou PHA biokompatibilni
a schopné bioresorbce, coz jim umoziuje jednoduché vélenéni do biologického systému [2].

Granule polyhydroxyalkanoatti produkované bakteriemi se mohou liSit uspotddanim a obsahem
na zaklad¢ typu producenta, ktery je vytvari. Struktura samotnych polyhydroxyalkanoati je
ovlivnéna n¢kolika faktory, jako zdrojem uhliku, mikrobidlnim kmenem a fermenta¢nim
procesem. Diky vlivu téchto faktorG je mozné ovlivnit strukturu pozadovaného
polyhydroxyalkanoatu. Pfestoze, maji polyhydroxyalkanoaty mnoho vyhod, jejich nevyhodou
je vysoka cena, ktera je hlavné zptisobena vysokymi potizovacimi naklady materialu. V tomto
ptipad¢ zdrojem uhliku, a naslednym zpracovanim [3].

2.1.2 Rozdéleni

Polyhydroxyalkanoaty se déli podle délky postranniho fetézce na dvé zakladni skupiny
(Obrazek 1). Do prvni skupiny patii polymery obsahujici postranni fetézec o délce tii az péti
atomu uhliku, nazyvaji se short-chain-length PHA, zkracené scl-PHA. Prvni dokumentované
pozorovani granuli tvofenych PHA pochéazi z roku 1926, kdy byly u bakterie Bacillus
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megaterium zjistény granule poly(3-hydroxybutyratu), zkracené¢ P(3HB) nebo PHB. Piestoze
tvorba PHA byla od objevu tohoto vyznamného zastupce skupiny scl-PHA, zjiSténa u fady
dalsich prokaryot, zustdva P(3HB) nejbéznéjSim a nejlépe prostudovanym zastupcem
polyhydroxyalkanoatii. Polymery s postrannim feté¢zcem obsahujicim Sest az ¢trnact atomu
uhliku se nazyvaji medium-chain-length PHA, zkracené mcl-PHA [4].

(e {Uﬂ

PHA
Q C, - cz scl-PHA
C,-Cy mcl-PHA
—CH, P(3HB)
—C,H; P(3HV)

Obrazek 1: Rozdeéleni polyhydroxyalkanodtii [3]

Scl-PHA je mozné popsat jako krystalické, tuhé, kiehké materialy s vysokou teplotou tani
a termoplastickymi vlastnostmi. Tento typ je nejrozsifenéjSim typem PHA mezi prokaryotami.
Mcl-PHA jsou elastické, méné krystalické latky pevné v tahu s niz§i teplotou tani nez latky
scl-PHA. Syntézy tohoto typu PHA jsou schopny jen néktera prokaryota, napiiklad bakterie
Pseudomonas. U nékterych bakterii Se mizeme setkat s kopolymerem sestavajiciho ze scl-PHA
i mcl-PHA. Aeromonas hydrophila a Aeromonas caviae jsou piiklady bakterii schopnych
syntézy tohoto kopolymeru PHA [1].

Tepelné a mechanické vlastnosti polyhydroxyalkonatii 1ze ménit vytvafenim kompoziti nebo
smési tvofenych scl-PHA i mcl-PHA. Dals$i moznosti Gipravy je vytvofeni kovalentné vazanych
kopolymert, ¢ehoz 1ze dosahnout zménou zdroje substratu béhem produkce [2].

PHA tvofi bud® homopolyestery, které se skladaji z jednoho typu monomeru, nebo
heteropolyestery. Heteropolyestery se daji dale délit na kopolyestery, jejichZ monomery se lisi
hlavnim nebo postrannim fetézcem, a na terpolyestery, které se skladaji z monomeri liSicich se
jak zékladnim fetézcem, tak i postrannim fetézcem [5].

2.1.3 Syntéza PHA

Biosyntéza granuli PHA probihd v momenté, kdy mé prokaryota piebytek uhliku a dalSich
slozek potfebnych k tvorb& biomasy. Takto uloZeny uhlik je zuzitkovan v momenté, kdy je
okolni prostiedi na tento prvek chudé. Schopnost produkce PHA muZeme najit u mnozstvi
mikroorganismi, jako jsou gram pozitivni a gram negativni bakterie. Ale 1 u organisml
nazyvanych archea, které muzeme délit na aerobni, anaerobni, autotrofni, heterotrofni
a fototrofni, mizeme nalézt moznost produkovat PHA. Lze tedy usoudit, ze schopnost syntézy
PHA je jedna z nejbéznéjsich a nejlépe fungujicich mikrobidlnich strategii, jak se vyporadat
s nevhodnymi pfirodnimi podminkami [4].

Na zaklad¢ slozeni podjednotek a preferovaném substratu miizeme PHA syntazy délit do ctyt
tiid. Prvni tfida zahrnuje enzymy s jedinou podjednotkou, ozna¢enou PhaC, preferujici tvorbu
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scl-PHA monomeri. Charakteristickym zastupcem této tiidy je Cuprivus necator. Druha tiida
zahrnuje také enzymy s jednou podjednotkou, PhaCl nebo PhaC2, na rozdil od prvni tiidy
preferuji tyto enzymy tvorbu mcl-PHA monomert. Tento typ syntézy je bézny mezi rodem
bakterii Pseudomonads. Dvé podjednotky jsou typické pro syntazy tieti téidy, pro spravné
fungovani enzymu jsou potiebné obé PhaC a PhaE podjednotky. Tento typ mizeme nalézt
u Allochromanium vinosum. Posledni tfida je typicka enzymy s podjednotkami PhaC a PhaR.
Tento typ je rozsiteny mezi Bacilli a jejich podobnymi druhy. Unikatni vlastnosti tohoto typu
je pritomnost alkoholu, kdy podjednotka katalyzuje alkoholové Stépeni fetézce PHA. Tohoto
procesu lze vyuzit k modifikaci karboxylového konce a naslednému zaclenéni aktivnich skupin,
coz muze byt vyhodné pro dalsi funkce ¢i modifikace polymeru. Toto rozdéleni do Ctyi tiid
prochazi v soucasné dob¢ upravou, protoze nove objevené PHA syntazy nezapadaji ani do jedné
ttidy. Do nové vznikajici tfidy lze zaradit nové objevené syntdzy izolované z antarktickych
bakterii [1].

Substrat pro syntézu PHA je ziskavan tfemi riiznymi zplsoby a katalyzovan tfremi specifickymi
enzymy. Prvni cesta je katalyzovéana B-ketothiolazou, kterd vede ke kondenzaci dvou molekul
acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA. Poté nasleduje redukce acetacetyl-CoA za pomoci
NADPH-dependentni acetoacetyl-CoA dehydrogenazy. Plsobenim poly(3-hydroxybutyrat)
syntazy dochazi k polymerizaci monomerd (R)-3-hydroxybutyryl-CoA na poly(3-
hydroxybutyrat). Dalsi cestou produkce PHA, kterou se vydaly nékteré bakterie jsou sekundarni
mechanismy jako de-novo syntéza z mastnych kyselin a draha spojena s methylmalonyl-CoA.
U n€kolika zastupct tfidy o-Proteobacteria byly nalezeny geny PhaA a PhaB, které jsou
zapojené do obnovy glyoxylatu. Studiemi bylo prokdzéno, Zze mnohé termofilni bakterie
produkujici PHA patii do tfidy a-Proteobacteria. Z toho lze usoudit, Ze tyto geny jsou
zodpovédné za produkci PHA u termofilnich bakterii [3].

Pro syntézu PHA heteropolyesteri Se typicky vyuzivaji substraty strukturné piibuzné
poZadovanym monomerdim. Prikladem muze byt zaclenéni monomerd
3-hydroxyvaleratu (3HV) do krystalické matrice homopolyesteru poly(3-hydroxybutyratu).
Priklady téchto latek jsou propionat nebo valerat, kyselina levulova nebo produkty ozonolyzy
mastnych kyselin. Pro piipravu 4-hydroxybutyratu, ktery tvoii jedinou dulezitou achiralni
slozku PHA, byly vyuzity prekurzory strukturné souvisejici s 4HB, jako je y-butyrolakton.
Mezi produkénimi kmeny muiizeme najit vyjimky jako je Haloferax mediterranei, které jsou
schopné produkce 3HV, i ze zdroju jako je cukr nebo glycerol [5].

2.14 Vyuziti PHA

Diky tomu, ze polyhydroxyalkanoaty maji uzite¢né vlastnosti, jako jsou biodegradabilita,
biokompatibilita a s tim souvisejici netoxicky charakter, jsou do budoucna povazovany za
moznou nahradu za petrochemické polymery. Bé&hem poslednich let vzbudily
polyhydroxyalkanoaty zajem né¢kterych firem, které je zacaly vyuzivat v biomedicing,
zeméedelstvi a jako obalovy materidl. PHA byly prokazatelné vyuzity jako lahve od Sampont,
bariéry proti vlhkosti v hygienickych produktech nebo suroviny pro vyrobu latexovych barev.
Mohou byt také vyuzity jako nosice pro dlouhodobé uvoliiované insekticidy nebo herbicidy.
Vzhledem ke svym vlastnostem jsou PHA slibné materialy zejména pii pouziti v biomedicing.
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At uz jako materialy pro vyrobu kardiovaskuldrnich produkt naptiklad srde¢nich chlopni,
stentll a cévnich Stépa. Jako nosice 1éCiv ve formé tablet nebo mikronosice pii protinddoroveé
terapii. Ve forme stehti, nervovych manzet a tampond béhem osetfovani ran. V ortopedii jako
kostni ploténky a implantaty v pateti [6,7].

Ptestoze vyroba biologicky rozlozitelnych obalovych materialti, napt. pro potravinaisky sektor,
je povazovana za prioritni oblast aplikace PHA a souvisejicich produkta, jeji vyuziti v 1€katstvi,
potazmo v chirurgické, farmaceutické a terapeutické oblasti je silné se rozvijejici se obor
s velkym potencialem [8,9,10].

Tyto progresivni aplikace PHA pomahaji ptekonat jejich hlavni piekazku, ktera brani Sirokému
pronikani na trh, a to problémy s vysokymi naklady. Naklady jsou faktorem zasadniho vyznamu
pro komercni vyuziti polymerti z obnovitelnych zdroji pro aplikaci ve velkém méfitku,
napiiklad jako obalovy materidl. Pokrocilé 1ékaiské aplikace, jako jsou stehy, zafizeni pro
regeneraci tkani, kardiovaskularni stehy, nosice 1é¢iv na bazi polymert pro fizené uvoliiovani
1é¢iv a dalsi, oteviraji dvete pro ekonomicky proveditelnou implementaci termoplastickych
materialii na biologické a biodegradabilni bazi. Tyto specializované produkty jsou primarné

posuzovany Zz hlediska materidlovych vlastnosti, a teprve nésledné¢ z hlediska vyrobnich
naklada [11].

PHA vsak stale vykazuji nedostatky ve svych materidlovych vlastnostech, jako je primérna
mechanicka stabilita, nevhodna rychlost biodegradace nebo ptili§ vysoky ¢i naopak pfili§ nizky
stupeni krystalinity. Proto vyvoj pokrocilych procesti produkce PHA, které se stale vice uchyluji
k metabolickému ¢i genetickému inZenyrstvi a syntetickym biologickym piistupiim, je neustale
doprovazen vytvaienim novych kompozitnich materiald, které obsahuji PHA v kombinaci
s dal§imi kompatibilnimi organickymi nebo anorganickymi materialy. Vysledné produkty,
které obsahuji smési a kompozity rizného slozeni, mohou zlepsit mechanické vlastnosti,
rychlost biodegradace nebo spoustét biologickou aktivitu [12,13,14,15,16].

2.15 Zapojeni PHA do stresové odpovédi

Obecné¢ se predpokladd, ze polyhydroxyalkanoaty jsou v bakteridlni ftiSi jeden
Z nejroz8ifendjSich typli zasobnich materiald. Polyhydroxyalkanoaty usnadiiuji bakteriim
s moznosti jejich akumulace, pieZiti ve stresovych podminkach [17,18].

U antarktického bakterialniho kmene Pseudomonas byla pozorovana odolnost vii¢i mrazu, a to
za podminek kdy kultura akumulovala PHB a za podminek, kdy jej neakumulovala. Kultura,
ktera akumulovala PHB, méla vyrazn¢ zvysenou odolnost viici mrazu [19].

Oproti tomu vsak ve studii Sardesai a Babu testovali bakterialni kmen Rhizobium DDSS69
a dospéli k zaveéram, Ze pii stresu zplisobeném nizkou teplotou dochazi k poklesu hladiny PHB,
ale ze to nesouvisi se stresovou odpoveédi, a schopnost produkovat PHB tedy neni zodpovédna
za odolnost bakterie vi¢i mrazu. SniZené mnoZstvi intraceluldrntho PHB bylo zplisobeno
inhibici biosyntézy PHB a zvysSenim jeho rozpadu [20].

Zhao a tym vyzkumnikd ve svych experimentech porovnavali divoky kmen Aeromonas
hydrophila 4AK4, produkujiciho kopolyestery skladajici se z 3-hydroxybutyratu
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a 3-hydroxyhexynoatu, a mutantni kmen Aeromonas hydrophila CQ4 s naruSenou
PhaC-syntazou. Aeromonas hydrophila 4AK4 poskytovala lepsi rezistenci proti celé fadé
ptirodnich stresovych faktorti véetné vysokych teplot, plisobeni mrazu, peroxidu vodiku,
UV zafeni, ethanolu a vysokému osmotickému tlaku v porovnani s kmenem neschopnym
produkce PHA [21].

2.2 Termofilni organismy

2.2.1 Charakterizace

vvvvvv

existuje urcity uzite¢ny teplotni rozsah, ve kterém je schopen riistu a rozmnozovani. Proto
jednou z klasifikaci zivych organismi je jejich vztah k teploté. Mikroorganismy lze z toho
hlediska rozde¢lit do tii zakladnich skupin, a to na psychrofilni, mezofilni a termofilni
(Tabulka 1) [22].

Tabulka 1: Rozdéleni mikroorganismii podle teploty [23]

Trida Optimalni teplota ristu [°C] Zastupce

Bacillus globisporus

Psychrofil <20 . .
y i Micrococcus cryophilus

Escherichia coli
Mezofily 20-40 Pseudomonas aeruginosa
Bacillus subtilis

Clostridium thermocellum

Termofil 4565
y Bacillus stearothermophilus

Thermus aquaticus

Extrémni termofil >70 )
y Bacillus caldotenax

Obecné lze organismy s teplotou > 50 °C nazyvat termofilnimi. Termofilni mikroorganismy se
daji dale délit na extrémné termofilni, které maji optimalni teplotu ristu do 80-85 °C. A také
na hypertermofilni, které mohou rist pfi teplotach nad 80 az 85 °C. Hypertermofilni organismy
muzeme nalézt v extrémné horkém prosttedi, spojeném s geotermalni a vulkanickou ¢innosti,
jako jsou gejziry, horké prameny, ropné nadrze nebo hlubokomoiské hydrotermalni praduchy.
Psychrofilni mikroorganismy maji optimalni teplotu rtstu kolem 15 °C a niZsi, proto byl jejich
vyskyt zaznamenan hlavné v poldrnich oblastech, ledovcich a oceanskych hlubinach.
U mezofilnich mikroorganismi miiZeme pozorovat optimalni teplotu rlstu v rozmezi
2045 °C, mohou byt izolovany z pidy, ale také z vodného prostiedi [22,24,25,26].

2.2.2 Priklady termofili produkujicich PHA

Mikroorganismy produkujici PHA jsou v pfirodé€ Siroce rozsifeny, hlavné u bakterii Zijicich
v pude, ale také v mofich nebo v nékterych extrémnich prostfedich. PHA tedy syntetizuje
Siroka Skala gram-pozitivnich 1 gram-negativnich bakterii v aerobnim a anaerobnim prostiedi.
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VétSina téchto producentd PHA se fadi k rodim Alcaligenes, Pseudomonas, Methylotrophs,
Azotobaerer a Rhodospirillum 8. Mezi termofilni bakterie, které jsou schopny syntetizovat
PHA ftadime i Aneurinibacillus, ktery byl izolovan z ropného pole v Cing. Jeho optimalni
teplota pro rust je okolo 55 °C. Termofilni bakterie Thermus thermophilus HB8 je schopna
vyuzit laktozu z médii na bazi syrovatky k biosyntéze heteropolymeru, ktery se sklada
z 3-hydroxyvaleratu, 3-hydroxyheptanoatu a 3-hydroxyundekanoatu. Mezi gram-negativni
bakterie schopné produkce PHA pii zvySenych teplotach fadime rod Chelatococcus. Pro tento
rod je optimalni teplota ristu okolo 50 °C [27,28,29].

2.2.3 Vybrani termofilni a mezofilni producenti PHA

2.2.3.1 Schlegelella thermodepolymerans

Schlegelella thermodepolymerans byla poprvé izolovana v roce 2003, jako termofilni bakterie
schopna degradovat poly(3-hydroxybutyrat) a také kopolymery obsahujici 3-hydroxybutyrat
a 3-merkaptopropionat spojené thioesterovymi vazbami. Pojmenovana byla na podcest
H. G. Schlegela, prikopnika vyzkumu PHA. Byla popséna jako gramnegativni aerobni
bakterie, ty¢inkovitého tvaru netvotici spory. Optimalni teplota ristu je kolem 50 °C, pficemz
teplotni rozsah pro rast je mezi 37 °C a 60 °C. Fylogeneticky patii rod do f — podtiidy
Proteobakterii. Buiiky Schlegelella thermodepolymerans lIze charakterizovat jako 1,0-2,8 pm
dlouhé a 0,5-0,6 um Siroké, pohyb bunék je zajistén pomoci polarniho monotrichalniho biciku.
Rozsah pH pro rist je 6 az 9, s optimem pii pH 7 [30].

Schlegelella thermodepolymerans je schopna nejen degradace, ale i syntézy P(3HB). Za
nejvhodnéjsi zdroj uhliku je povaZovéna xyléza. Optimalni kultivacéni teplota pro produkci
PHA byla experimentalné stanovena na 55 °C. U bakterie byla dale zkoumana schopnost
diauxie, coz je schopnost buiiky ze dvou zdroji uhliku vybrat ten vyhodnéjsi, a po jeho
vycerpani zpracovat i mén¢ vyhodny zdroj. Behem experimentu byla bakterii dodana jako zdroj
uhliku smés xylozy a glukdzy. Nejdiive bakterie spotiebovavala xyloézu rychlosti 0,19 I/h
a glukozu rychlosti 0,03 I/h. AvSak po 48 hodinach kultivace klesla koncentrace xylozy na
takovou uroven, ze bakterie zacala preferovat glukozu s rychlosti spotieby 0,17 I/h , rychlost
konzumace xylozy klesla na 0,06 I/h [31].

Béhem posledniho experimentu byla zkoumana moznost zavedeni 3-hydroxyvaleratu (3HV)
a 4-hydroxybytratu (4HV) do polymerniho fetézce. Ze zkoumanych prekurzora 3HV, byla jako
nejlepsi vyhodnocena kyselina valerova. Na druhou stranu Kyselina valerova fungovala jako
inhibitor rastu bakterii. V zavéru byla schopnost Schlegelella thermodepolymerans produkovat
poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat) vyhodnocena jako nedostacujici [31].

2.2.3.2 Cupriavidus necator H16

Jako Schlegelella thermodepolymerans tak i Cupriavidus necator H16 patii do £ — podtiidy
Proteobakterii. Tato bakterie je brana jako modelovy organismus pro studium syntézy
polyhydroxyalkanoatt [32].

V literatufe se muzeme setkat S dal§imi nazvy této bakterie, jako jsou Hydrogenomonas
eutropha, Alcaligenes eutrophus, Wautersia eutropha, a Ralstonia eutropha. Schopnost
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akumulovat velké mnozstvi P(3HB), a to az do mnozstvi, které tvoti 90 % hmotnosti susiny,
déla tuto bakterii vhodnym modelovym organismem pro studium produkce PHA [33], [34].

Dalsi uzitena vlastnost bakterie Cupriavidus necator H16 je jeji schopnost vyuzivat Siroké
mnozstvi sloucenin jako zdroj uhliku. Napftiklad cukry, amino cukry, oxid uhli¢ity, mastné
kyseliny, rostlinné oleje, zivocisné tuky, glycerol a fenolické slouceniny. U divokého kmene
této bakterie Cupriavidus necator H16 byla prokazana neschopnost konzumace laktozy ¢i
glukoézy. Nizké substratové specifity je dosazeno ptreménou riznych zdroji uhliku na
acetyl-CoA, ktery je poté pfeménén na P(3HB) [32,35,36,37].

2.3 Stresova odpovéd’ mikroorganismii na vybrané faktory

Bakterie v pfirod¢ jsou vystaveny mnozstvi proménlivych faktort naptiklad zménam teplot,
zméndm dostupnosti Zivin a vody a pfitomnosti toxickych latek, které se mohou vyskytovat ve
vnéj$im prostiedi, ale 1 ve formé& produktii jejich vlastniho metabolismu. Pro pteziti v tomto
meénicim se prostiedi si bakterie vytvortily fadu adaptivnich reakci, které jim umoziuji prezit.
Bakterialni reakce vede ve vétSiné ptipadi k transkripéni aktivaci gend, jejichZ produkty se
vyrovnavaji s danym fyzikalné-chemickym stresem. Specifické signaly, jako jsou
environmentalni a bunééné signaly vyvoléavaji reakci genovych regulatorii ve formé stimulace
nebo inhibice transkripce, translace nebo jiného déje v genové expresi, takze rychlost syntézy
genovych produktti je vhodné modifikovana [37].

2.3.1 Teplotni stres

Pti vystaveni zvysené teploté je pro pteziti buiiky rozhodujici citlivost proteinli a enzymi na
tepelnou inaktivaci a denaturaci. V ptipadé vystaveni teplotnimu stresu, ktery neni pro buriku
smrtici dochazi ke tfem riiznym formam bunééné odezvy. Prvni chrani bunky a organismy pied
vaznymi poskozenimi, druhd umoziiuje obnoveni béZznych bunéénych a fyziologickych aktivit,
posledni teti vede ke zvySeni termotolerance [38].

Pred ucinky tepelného stresu chrani bunku adaptivni mechanismy. Na molekularni urovni je
tepelny Sok prechodny proces zmény v bunéénych aktivitach, které se vyznacuji syntézou HSP
(heat-shock proteins) a ovlivnénim standartni syntézy proteint. HSP patii mezi molekularni
chaperony, které jsou charakteristické schopnosti rozpoznavat a vazat substratové proteiny,
které jsou v neaktivnim nebo nestabilnim stavu. VSechny bunéfné proteiny musi alespon
jednou za sviyj Zivot interagovat s chaperony, naptiklad b&hem procest jako je syntéza nebo
degradace [38].

Mezi nejcastéjsi HSP patii chaperony, naptiklad DnaK a GroEL, a dale ATP-zavislé proteazy.
Tyto latky maji dualezitou roli pfi skladani, transportu a opravé proteini za stresovych
a nestresovych podminek. Bakterie si vyvinuly transkripcni kontrolni mechanismus heat-shock
gend, které reguluji hladinu HSP za pomoci rliznych strategii, aby byl pfi vystaveni buiky
teplotnimu nebo jinému stresu zajistén maximalni rist a pieziti [39].

15



2.3.2 Vystaveni nizkym teplotam

Zménami teploty se méni fluidita membrany, flexibilita proteini a konformace nukleovych
kyselin. V bakterialnich bunkach dochazi po chladovém Soku k modifikacim, které pomahaji
zajistit optimalni fluiditu membrany. Napiiklad u Escherichia coli zvy$enim stupné nenasyceni
u proteinu A, ktery je adaptovany na chlad. U Bacillus subtilis dochazi ke zménam v profilu
rozvétvenych mastnych kyselin a zvysSeni hladiny desaturazy. Pokud dojde ke snizeni teploty
na 15 °C, ptestanou buiiky Escherichia coli rist a dojde k potlaceni syntézy vétSiny proteint.
Pti chladovém Soku se Syntéza asi 15 proteinii zvySuje. Jednim z téchto proteint je i CspA, coz
je hlavni protein studeného Soku (CSP), ktery piedstavuje az 10 % celkové syntézy proteinti.
CspA a dalsi CSP patii mezi hlavni proteiny zapojujici se do teplotniho Soku, které byly zatim
objeveny [37].

Béhem zmrazovani a rozmrazovani jsou bufiky vystaveny zménam teploty, obsahu vody,
zméné skupenstvi vody a koncentrace rozpusténych latek. Bylo zjisténo, Ze tepelné,
mechanické a biochemické déje béhem stresu zpisobeného béhem zmrazeni a rozmrazeni,
stejn¢ jako nasledné poskozeni jsou zavislé na rychlosti ochlazeni a ohfivani, kone¢né teplotg,
dobé& zmrazovani a na sloZzeni média [40].

Pti ochlazeni bunééné suspenze na teploty pod 0 °C, dochézi z pocatku k podchlazeni média
i bunék. Tvorba extracelularnich ledovych krystald pifedchazi intracelularnimu zmrazeni a je
ur¢ena bodem tuhnuti média a pritomnosti ¢inidel podporujicich tvorbu ledovych krystali
(nukledtory). Na zékladé osmotické koncentrace se predpokladd, ze bod tuhnuti cytoplazmy
bude vyssi nez -2 °C. Intracelularni prostor obvykle nezamrza, dokud nedoséhne teploty -5 °C
az -10 °C. Tento jev lze vysvétlit tak, Ze bunééna membrana brani prortstani extracelularniho
ledu do nitra buiiky a samotna buiika zfejmé neobsahuje nukleatory, které by iniciovaly vznik
intracelularnich krystalt ledu [40,41].

Po zmrazeni externiho prostfedi a piechlazenim vnitiniho prostiedi dochazi ke vzniku
chemického gradientu pro volnou vodu mezi extracelularnim médiem obsahujicim led
a intracelularni pfechlazenou vodou. Tento nestabilni stav mliZe byt vyfeSen bud’ odtokem vody
nebo zamrznutim intracelularniho prostoru. Pfi pomalém ochlazeni vznikaji ledové krystaly
zejména extraceluldrné a odtok vody je dostatecny pro obnoveni chemické rovnovahy
a minimalizaci intracelularniho pfechlazeni. Pfi rychlém ochlazeni dochazi k rozsahlému
intracelularnimu piechlazeni, coz vede ke vzniku chemického gradientu, ktery je nakonec
eliminovan zmrazenim intracelularni vody. Hlavnimi faktory, které urcuji kritickou rychlost
ochlazovani, pti které dochdzi ke vzniku intracelularnich ledovych krystall, jsou zejména
pomér objemu k povrchu buiiky a schopnost propoustét vodu. Nizsi kritickou rychlost chlazeni
maji vétsi, kulovité buniky a butiky mén¢ propustné pro vodu [40,42].

Dokud nezacne tvorba extracelularnich ledovych krystala a trva ptechlazeni média, ve kterém
jsou buiiky suspendovany, buiiky jsou vystaveny pouze poklesu teploty. Za téchto podminek
bylo hlaSeno poskozeni bunécnych struktur a inhibice bunéénych funkci, zda se vSak, ze
zivotaschopnost bun€k je sotva ovlivnéna, z ¢ehoz lze usoudit, Ze pokles teploty sdm o sob¢
neni nijak zvlast pro bunky skodlivy [40].
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Kdyz dojde ke vzniku extracelularnich ledovych krystali, jsou bunky zachyceny mezi
ledovymi krystaly, a jsou vystaveny mechanickému a adheznimu naméhani. Intracelularni
poskozeni zptusobené pronikdnim ledovych krystali bunéénymi strukturami se stale studuje,
aneni jednozna¢né popsany mechanismus tohoto procesu. Kromé toho bylo pozorovano
vytvaieni elektrickych poli a plynovych bublin, coz zplsobuje posSkozeni buiky v disledku
destabilizace a mechanického poskozeni membran [43,44].

Nejenom tvorba intraceluldrnich krystald, ale i odtok vody jsou spojeny s poskozenim
plazmatické membrany a bunécné stény. Elastické vlastnosti bun¢k nejsou neomezené. Bunky
jsou schopny se zmensit bez poskozeni pouze do urcitého objemu. PoSkozeni membrany je pro
bunku povazovano za Skodlivéjsi nez poskozeni stény. Intracelularni ledové krystaly mohou
protrhnout plazmatickou membranu, coz ma za nasledek uvolnéni bunéénych slozek

do prostiedi [40,44].
2.3.3 Osmoticky stres

Mezi nejcastéjsi stresové faktory zivotniho prostiedi patii zména osmolarity. Z tohoto divodu
si skoro vSechny prokaryotické mikroorganismy vyvinuly mechanismy, které jim pomahaji
zvladat nasledky osmotického stresu. Schopnost akumulovat PHA zvySuje odolnost
nehalofilnich bakterii vici osmotickému stresu. Velké mnozstvi halofili vykazujicich
schopnost biosyntézy PHA dokazuje vliv PHA ke zvySeni odolnosti bakteridlnich bunék vici
osmotickému stresu [4,45].

U Cupriavidus necator H16 zabranila pfitomnost granuli PHA masivni plazmolyze. Analyza
bunék pomoci transmisni elektronové mikroskopie odhalila schopnost granuli PHA ¢aste¢né
opravit a stabilizovat buné¢né membrany ucpanim malych mezer vzniklych béhem plazmolyzy.
Pokud dojde k plazmolyze v blizkosti granuli PHB, granule byly schopny influxe
do periplazmatického prostoru. Diky svym vlastnostem podobnym kapaliné mohou ¢astecné
ochranit membrany pied osmotickym Sokem. Uroveii dehydratace a kolisani intracelularni
hodnoty pH byly niz$i u kultury schopné biosyntézy PHA. U mutantniho kmene
neakumulujiciho PHA doslo vlivem osmotického Soku k masivni plazmolyze, ktera vedla
k poskozeni cytoplazmatické membrany a uvolnéni cytoplazmatického obsahu [4].

2.4 Metody analyzy PHA

Metody detekce a analyzy intracelularniho mikrobidlniho PHA jsou uZite¢né pfti identifikaci
novych mikrobt produkujicich PHA nebo pro rutinni monitorovani bio-procest produkce PHA.
Jsou dostupné rizné metody, které detekuji PHA nebo kapacitu produkce PHA u mikrobu. Tyto
metody zahrnuji barveni kolonii/bun¢k, detekci genu polymerdzové fetézové reakce (PCR)
a transmisni elektronovou mikroskopii (TEM) [46].

Barveni bun¢k a detekce genli se Casto vyuzivaji jako prvotni metody pro screening
a identifikaci novych mikrobl s potencidlem produkce PHA, hlavné diky relativné snadné
ptipravé vzorku a kratké dob& analyzy. Na druhé strané transmisni elektronova mikroskopie
umoznuje piimou vizualizaci PHA, které se zobrazuje jako intracelularni granule. Jednou
Z nevyhod je €asova a finan¢ni naro¢nost ptipravy vzorku, proto tato metoda neni vhodna pro
ucely screeningu [46].
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24.1 Pritokova cytometrie

Siroce pouzivanou metodou pro rychlou analyzu bunék je pritokova cytometrie. UmoZiiuje
simultdnni multiparametrovou analyzu jednotlivych buné€k, charakterizaci a definovani riznych
typt bunék v heterogenni bunécné populaci a analyzu velikosti a objemu bunék. Pouziva se
prevazné k méfeni intenzity fluorescence produkované fluorescencnimi sondami, detekujicimi
proteiny nebo ligandy vazici se na specifické molekuly v bunce [47].

Buné¢na suspenze prochazi cytometrem za pomoci nosné tekutiny. Tato nosna tekutina se
vyuziva k hydrodynamickému zaostfeni bunécné suspenze pies malou trysku. Nepatrny proud
tekutiny nasledn¢ strhava buiky podél laserového svétla jednu po druhé (Obrdzek 2) [47].

Buinky prochézejici laserovym paprskem zptsobuji rozptyl svétla, ktery je detekovan. Detektor
pted svételnym paprskem méii dopiedny rozptyl (FS) a detektory umisténé po stranach méii
bo¢ni rozptyl (SS). Fluorescencni detektory meéfi fluorescenci vyzafovanou 2z pozitivné
obarvenych bun¢k. Dopiedny rozptyl koreluje s velikosti bunék, zatim co boc¢ni rozptyl je
umeérny granularit¢ bun€k. Timto zplisobem lze rozlisit populace bunc¢k na zakladé jejich
velikosti a granularity. Dopiedné a bo¢ni rozptylené svétlo a fluorescence z obarvenych bunék
jsou rozdéleny do definovanych vinovych délek a vedeny sadou filtrii a zrcadel v pritokovém
cytometru. Filtrace fluorescenéniho svétla se provadi, aby kazdy senzor detekoval fluorescenci
o stanovené vlnové délce. Tyto senzory se nazyvaji fotonasobice (PMT) [47].

Nosna tekutina Buné¢na suspenze
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Obrdazek 2. Pritokova cytometrie [47]
2.4.2 Elektronova mikroskopie

Elektronové mikroskopy jsou optické pristroje, které svételny svazek nahradily elektrony
urychlené elektrickym polem. Pro omezeni interakci elektrond s atmosférou, jSou pozorovany
vzorek i svazek elektroni umistény ve vakuu. Hlavni charakteristikou mikroskopti je mezni
rozliSovaci schopnost, ktera je imérna vilnové délce pouzitého zéieni. Elektronové zafeni ma
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krat$i vinovou délku (~0,01-0,001 nm), nez ma viditelné svétlo (400—700 nm). Z toho plyne,
ze elektronova mikroskopie umoziuje dosahnout mnohem vyssiho rozliseni [48].

2.4.2.1 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci elektronova mikroskopie je vyuzivana pro analyzu povrchi vzorkl. Skenovaci
elektronovy mikroskop vyuziva sekundarni elektrony, coz jsou elektrony vyrazené
Z excitacniho objemu po dopadu primarniho svazku na vzorek. Na rozdil od transmisniho
elektronového mikroskopu, ktery vyuziva proslé elektrony.

Principem je, Ze na vzorek dopadéd tenky svazek elektronti, ktery interaguje se vzorkem.
Odrazené (emitovan¢) elektrony se nasledné prevadi na viditelny obraz. K vytvoteni obrazu se
pouzivaji sekundarni a zpétné odrazené elektrony. Sekundarni elektrony hraji roli pii detekci
morfologie a topografie vzorku, zatimco zpétné odrazené elektrony znazoriuji kontrast ve
sloZeni prvki vzorku [48,49].

2.4.2.2 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Transmisni (prozafovaci) elektronovd mikroskopie poskytuje informace o morfologické,
strukturni a chemické Grovni jednotlivych bunék. Oproti skenovaci elektronové mikroskopii je
(10-500 nm), aby byl zajistén prichod elektronti. Také musi byt pozorovany objekt umistén ve
vakuu, coz neni mozné pii pozorovani zivych organismi. Vysledny obraz se vytvaii na
fluorescenénim stinitku pokrytém lumiforem, pomoci svazku elektront, které prosly vzorkem
nebo které ve vzorku difraktovaly [48,50,51].

Pomoci transmisni elektronové mikroskopie pozorujeme morfologii bun¢k obsahujicich PHA,
pocet granuli v bakteridlnich buiikach, jejich velikost a lokalizace v bunce. Spolehlivost
vysledkt transmisni elektronové mikroskopie zavisi na pozicich bun€k v misté€, kde byl veden
tenky fez (Obrdzek 3). Pouze v piipadé bun¢k a granuli, kdy byl fez veden piesné stiedem, 1ze
urcit priméry. Bez statické analyzy nejsou ziskané snimky idealni pro vyhodnoceni velikosti
a tvaru bakterialnich bunék a granuli PHA [52].

1 70 nm section
__1__

planar projection of section =~ ——————————— .

CO0COO

200200 000000

Obrazek 3: Viiv vedeni fezu na pozorovani morfologie [52]
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2.4.2.3 Kryo-skenovaci elektronova mikroskopie (Cryo-SEM)

Kryo-skenovaci elektronova mikroskopie umoziuje pozorovani vzorkt obsahujicich kapalinu
ve zmrazeném stavu. U jinych metod SEM by doslo vlivem vysokého vakua k okamzitému
odpareni kapaliny. V této metod¢ je vzorek zmrazen, nejcastéji za pouziti tekutého dusiku,
a uchovavan pfti nizké teploté i v samotném mikroskopu. Diky zmrazeni dochazi k zachovani
ptvodni struktury vzorku [53].

2.4.2.4 Skenovaci transmisni elektronovda mikroskopie (STEM)

Spojeni technik SEM a TEM se nazyva STEM. Pii TEM dochazi k ozéfeni celého povrchu
vzorku, ke vzniku obrazu tedy dochazi v jednom okamziku. U STEM je elektronovy svazek
zaméten na konkrétni misto, a za pomoci detektoru umisténého pod vzorkem se ur€uje intenzita
proslych elektronti. Obraz je ziskdvan postupné, protoze elektronovy svazek analyzuje bod po
bodu. Pfi méteni detekujeme dva odd€lené signaly. Prvni je zplisoben elektrony, které projdou
piimo vzorkem, a druhy elektrony odchylenymi od své drahy [54].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité mikroorganismy

V praktické casti bakalarské prace byly pouzity bakteridlni kmeny Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15344 zakoupeny znémecké sbirky Liebnitz Institut DSMZ-
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, a Schlegelella thermodepolymerans
M 15344 ptivodem z némecké sbirky, ktery byl podroben opétovné lyofilizaci v ceské sbirce
mikroorganismil.

3.2 Pouzité chemikalie

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, LachNer (Ceska republika)
Chlorid amonny, LachNer (Ceska republika)

Siran hofe¢naty heptahydrat, LachNer (Ceska republika)
Chlorid vapenaty dihydrat, LachNer (Ceska republika)
Citrat zelezito-amonny, Fluka (Ceska republika)

Kvasni¢ni extrakt, HiMedia (India)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny LachNer (Ceska republika)
Chlorid sodny, LachNer (Ceska republika)

Glycerol, LachNer (Ceska republika)

Chlorid draselny, LachNer (Ceska republika)
Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat, LachNer (Ceska republika)
Propidium jodid, Invitrogen (Velka Britanie)

Sytox Blue, Invitrogen (Velka Britanie)

Trypton, HiMedia (India)

Siran amonny, Lachema (Cesk4 republika)

Isopropanol, Penta (Ceska republika)

Xyloza, HiMedia (India)

Chloroform, VWR Internacional (USA)

Kyselina sirova, LachNer (Ceské republika)

Kyselina benzoova, LachNer (Ceska republika)

Metanol, LachNer (Ceska republika)

Hydroxid sodny, Lachema (Ceska republika)

Hovézi extrakt, HiMedia (India)

Pepton, HiMedia (India)

Nutrient Broth, HiMedia (Indie)

3.3 Pristrojové vybaveni

Ptedvazky Kern EW 620-3NM (Némecko)

Analytické vahy, Boeco (Némecko)

Nanofotometr PEARL, Implen (Némecko)

Centrifuga EBA 200, Maneko (Ceska republika)

Vortex, Mixer Bench V2 Vortex, 230V, BenchramkScientific, Inc. (USA)
Magneticka michac¢ka Kartell, MERCI s.r.0. (Ceska republika)

21



Trepacka KS 4000, IKA-WERKE (Némecko)

Blokovy termostat Stuart SBH 200 D, Cole-Parmer (USA)

Blokovy termostat Stuart SBH 130, Cole-Parmer (USA)

Plynovy chromatograf's FID, Thermo Scientific Trace 1300 (USA)
Pratokovy cytometr Cytek NL-2000, Cytek Biosciences (USA)

Inkubator IP60, LTE Scientific (Velka Britanie)

Jednotka pro vysokotlaké mrazeni EM ICE, Leica Microsystems (Némecko)
Mrazici substitu¢ni jednotka AFS2, Leica Microsystems (Némecko)

Kryo vakuové preparac¢ni komora ACE 600, Leica Microsystems (Némecko)
Skenovaci elektronovy mikroskop vybaveny kryo stolkem Magellan 400/L, FEI (USA)
Skenovaci elektronovy mikroskop Helios G4 HP vybaveny STEM3+
detektorem, ThermoFisher Scientific (USA)

3.4 Kaultivace bakterii
3.4.1 Priprava inokulaéniho média

Mikroorganismy byly uchovavdny v hlubokomrazicim boxu pifi teplot¢ -80 °C
Vv kryozkumavkach o objemu 1,5 ml. Kryozkumavky byly ptipraveny z 0,5 ml 30% roztoku
glycerolu, ktery plni funkci kryoprotektantu. Po piidani glycerolu byly kryozkumavky
sterilizovany, a nasledné¢ ve sterilnim laminarnim boxu zaockovany 1 ml narostlého
inokulaéniho média (koneéna koncentrace glycerolu 10 %). Ztakto pfipravenych
kryozkumavek bylo nao¢kovano komplexni médium, Nutrient broth (NB) nebo Lysogeny broth
(LB), které bylo ptipravovano do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu 100 ml, do kterych bylo
nalito komplexni médium o objemu 50 ml.

3.4.1.1 Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344

U tohoto bakteridlniho kmene bylo pouzito komplexni médium Nutrient broth o koncentraci
25 g/1. Slozeni média je uvedeno v tabulce 2. Po sterilaci byla do média zaockovana bakterialni
kultura z ptipravenych kryozkumavek. Inokula byla poté kultivovana na tiepackach pfi teploté
50 °C piti 160 rpm po dobu 20 hodin.

Tabulka 2: SloZeni média Nutrient broth

Latka Koncentrace [g/l]
Hovézi extrakt 10
Pepton 10
NaCl 5

3.4.1.2 Schlegelella thermodepolymerans M 15344

U tohoto bakterialniho kmene bylo pouZito komplexni médium Lysogeny broth o koncentraci
20 g/1. Slozeni média je uvedeno v tabulce 3. Po sterilaci byla do média zaockovana bakterialni
kultura z ptipravenych kryozkumavek. Inokula byla poté kultivovana na tfepackach pfi teploté
50 °C a 160 rpm po dobu 20 hodin.

22



Tabulka 3: SloZeni média Lysogeny broth

Latka Koncentrace [g/l]
Trypton 10
Kvasni¢ni extrakt 5
NaCl 5

Tabulka 4: Slozeni produkcniho minerdalniho média

3.4.2 Priprava a sloZeni produkéniho média

v tabulce 4. Po vysterilizovani bylo médium vytemperovano na 50 °C.

Latka Koncentrace [g/l]
Na;HPO3 - 12 H,0 9,0
KH2PO4 1,5
NH4CI 1
MgSQO4- 7 H20 0,2
CaCl>- 2 H.0O 0,02
Fe""NH, citrat 0,0012
Kvasniéni extrakt 0,5
TES Il 1 ml/l

Tabulka 5: Slozeni roztoku stopovych prvkii

Latka Koncentrace [g/l]
EDTA 50
FeCls 13,8
ZnCl, 0,84

CuCl - 2 H20 0,13

CoCl - 6 H20 0,1

MnCl; - 6 H20 0,016
H3BO3 0,1

Produk¢éni mineralni médium bylo piipravovano do Erlenmeyerovych banék o objemu 250 ml,
do kterych bylo nalito produk¢éni mineralni médium o objemu 100 ml. Slozeni média je uvedeno

Do ptipravenych médii byl ve sterilnim boxu ptidan zdroj uhliku ve formé 5 ml xylozy
aroztok stopovych prvki TES II. SloZeni roztoku TES II je uvedeno v tabulce 5. Nasledné bylo
mineralni médium zaockovano 5 ml bakterialniho inokula (5 obj. %). Zao¢kovana média byla
poté kultivovana na tiepackach pti 50 °C a 160 rpm po dobu 72 hodin.
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3.5 Pouzité metody
3.5.1 Stanoveni optické hustoty spektrofotometricky

Po 72 hodinach kultivace pfi teploté 50 °C byla spektrofotometricky stanovena intenzita zékalu.
Absorbance byla stanovena pfi vinové délce 600 nm, kazdy vzorek byl proméfen tiikrat. Jako
slepy vzorek (blank) byl pouzit fosfatovy pufr (PBS).

Tabulka 6: Slozeni PBS pufru

Latka Koncentrace [g/l]
NaCl 8
KCI 0,2
KH2PO4 0,24
Na,HPO4 - 2 H,0O 1,44

Stanoveni optické hustoty bylo vyuzito pro sestaveni a porovnani rustovych kiivek
bakterialnich kmenti DSM 15344 a M 15344. Byly sestaveny dvé sady rastovych kiivek, pii
zachovani stejnych podminek kultivace. Kazdy kmen byl kultivovan ve dvou paralelnich
bankach, a odbéry byly provadény po dobu 72 hodin.

3.5.2 Gravimetrické stanoveni obsahu biomasy

72 hodin od zacatku kultivace bylo z Erlenmeyerovych ban€k odebrano 10 ml Kultury.
Odebrany vzorek byl odstfedén na centrifuze pii 6000 rpm po dobu 5 minut. Vznikly
supernatant byl vylit, poté bylo ptfidano 5 ml pufru PBS. Vzorek byl poté vortexovan a znovu
odstiedén na centrifuze, pti stejnych podminkach jako pfedchozi centrifugace. Supernatant byl
vylit a ziskany vzorek biomasy byl suSen pfi teploté¢ 70 °C do konstantni hmotnosti. VysuSena
biomasa byla zvazena na analytickych vahach. Ziskané hodnoty byly nasledné piepocitany na
mg/ml.

3.5.3 Priprava vzorku na stanoveni P(3HB) pomoci plynové chromatografie

Do krimpovacich vialek byla na analytickych vahidch navézena vysuSend biomasa,
Vv optimalnim mnozstvi 8-11 mg. Do vialek byl ptidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml interniho
standardu (smés 15 % kyseliny sirové a 5 mg/ml kyseliny benzoové v methanolu). VVzorek se
dal esterifikovat pii 94 °C po dobu 3 hodin. Doslo ke kysele katalyzované hydrolyze
polyhydroxyalkanoatt, a nasledné¢ doslo k transesterifikaci monomernich jednotek za vzniku
methylesterti 3-hydroxybutyrové kyseliny. Cely objem krimpovacich vialek byl poté prelit
do 4 ml vialek, které obsahovaly 0,5 ml 50 mM hydroxidu sodného, tim dojde k neutralizaci
vzorku. Po protiepani, a ustaleni fazi bylo ze spodni organické faze preneseno 50 pl do vialek,
které obsahovaly 900 ul isopropylalkoholu. Obsah P(3HB) byl nasledné stanoven pomoci
GC-FID (plynova chromatografie s plamenové¢ ionizacnim detektorem), a nasledné vyjadien
vV hmotnostnich procentech.
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3.5.4 Méreni viability pomoci prutokové cytometrie

Pro stanoveni viability byly vzorky v Eppendorfovych zkumavkach 1000x nafedény
fosfatovym pufrem, a poté doslo k ptidani fluorescen¢ni sondy. Jako fluorescencni sondy jsme
pouzili propidium jodid a Sytox blue, tyto sondy slouzi k odliSeni Zivych a mrtvych bun¢k.
Pratokovy cytometr byl nastaven na méteni 10 000 bunék, a rychlost pritoku byla na hodnoté
low.

Propidium jodid ma excitaéni maximum pii vinové délce 535 nm a vilnova délka emisniho
maxima je 617 nm. Emisni vlnova délka odpovida pfi méfeni na pratokovém cytometru kanalu
B6. U mrtvych nebo poskozenych bunék pronikd propidium jodid snadno do bunék, kde
dochazi k interkalaci do DNA. Zivé buiiky s neporu$enymi membranami maji schopnost
fluorescenéni sondu vylouéit. Béhem experimentu jsme pracovali s koncentraci 4 ul propidium
jodidu na 1ml vzorku. Koncentrace roztoku propidium jodidu byla pouzita 1 mg/ml
v destilované vodé. Doba inkubace ve tmé je 15 minut za laboratorni teploty po pfidani sondy.

Sytox blue excituje pti vinové délce 440 nm a vinova délka emise je 480 nm. Emisni vinova
délka odpovida pii méfeni na priitokovém cytometru kandlu V4. Sytox blue je fluorescencni
sonda vazici se na nukleové kyseliny, snadno pronika ptes poskozené plazmatické membrany
do bunék. Do bunék s neporusenymi membranami, ale nepronika. Béhem experimentu jsme
pracovali s koncentraci 1 pl sondy na 1 ml vzorku. Koncentrace pouZitého roztoku Sytox blue
byla 1mM v dimethylsulfoxidu. U této sondy je doba inkubace ve tmé& zkracena na 5 minut za
laboratorni teploty po pfidani sondy.

3.5.4.1 Viabilita p#i optimalizaci vlivu promyvdni

Pro stanoveni vhodné rychlosti centrifugace bylo provedeno porovnani pro rychlosti 3000 rpm,
4000 rpm a 5000 rpm. Samotné promyvani bylo provadéno nasledovné. Byl odebran 1 ml
kultury z Erlenmeyerovy banky do centrifugaénich zkumavek, zkumavky byly poté
centifugované po dobu jedné minuty pfi zvolenych otackach za minutu. Supernatant byl poté
slit, nasledné byl ptidan 1 ml pufru PBS vytemperovaného na teplotu 50 °C. Obsah zkumavky
byl poté vortexovan, dokud nedoslo k homogenizaci obsahu zkumavky. Centrifugace byla
provedena za laboratorni teploty, po jejim ukonceni byly vzorky okamzit€¢ vraceny
do termostatu vyhtatého na 50 °C, aby doslo k minimalizaci nasledkt vystaveni nizsi teploté.
Vzorky byly 1000krat ztedény desitkovym fedénim fosfatovym pufrem. Po pfidani propidium
jodidu a 15 minutach ve tmé byly vzorky analyzovany na pritokovém cytometru.

3.5.4.2 Viabilita po teplotnim Soku

Pro stanoveni viability byly vzorky po 72 hodinach kultivace na mineralnim médiu vystaveny
teplotdm 30 °C a 70 °C. Viabilita byla posouzena po 15, 30, 60 minutach, a u kmene DSM
15344 i po 120 minutach. Vzorky byly 1000krat zfedény desitkovym fedénim fosfatovym
pufrem. Po piidani propidium jodidu a 15 minutach ve tmé byly vzorky analyzovany na
pratokovém cytometru. Pro porovnani byl stejnému procesu vystaven i kontrolni vzorek
uchovavany piti 50 °C.
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3.5.4.3 Viabilita po zmrazeni

Pro prozkoumani vlivu mrazicich cyklu na viabilitu bun¢k byla odebrana kultura po 1 ml do tii
Eppendorfovych zkumavek. Vzorky byly umistény do mraziciho boxu pii teploté -25 °C, po
60 minutach byly vzorky vyjmuty, a po rozmrznuti byla stanovena na prutokovém cytometru
viabilita prvniho z nich. Zbylé vzorky byly vraceny do mraziciho boxu, a po 60 minutach byly
vzorky vyjmuty, a byla stanovena viabilita druhého vzorku. Posledni vzorek byl vracen
do mraziciho boxu, za 60 minut byla stanovena i jeho viabilita pomoci propidium jodidu na
prutokovém cytometru. Pfed méfenim viability na pritokovém cytometru byly vzorky 1000krat
zfedény desitkovym fedénim fosfatovym pufrem.

3.5.4.4 Viabilita po osmotickém stresu

Pro méfeni viability bylo do 4 centrifuga¢nich zkumavek odebrano po 10 ml Kultury.
Zkumavky byly umistény do centrifugy po dobu 5 minut pti 5000 rpm, poté byl slit supernatant.
Do zkumavek bylo pfidano po 10 ml fosfatového pufru vytemperovaného na 50 °C, a obsah
zkumavky byl vortexovan. Doslo k centrifugaci za stejnych podminek, a vznikly supernatant
byl slit. Do kazdé zkumavky bylo poté pfidano 10 ml roztoku NaCl o téchto koncentracich.
Do prvni byl ptfidan roztok o koncentraci 50 g/l, do druhé 100 g/l a do treti 200 g/1. Posledni
vzorek slouzil jako porovnavaci, proto do n&j bylo pfidano 10 ml fosfatového pufru. Zkumavky
byly vortexovany, a jejich obsah byl pielit do Erlenmeyerovych ban€k o objemu 50 ml. Banky
byly umistény na tfepacku vyhtatou na 50 °C. Viabilita byla méfena po 60 a 120 minutach, pred
méfenim viability na pritokovém cytometru byly vzorky 1000krat ziedény desitkovym
fedénim fosfatovym pufrem. Timto krokem byly odstranény soli, které by zptsobovaly zhaSeni
fluorescen¢ni sondy.

3.5.5 Sledovani morfologickych zmén bunék pomoci elektronové mikroskopie

3.5.5.1 Vysokotlaké mrazeni vzorku

Do Eppendorfovy zkumavky byl pienesen 1 ml koncentrované bakteridlni suspenze
kultivované podle postupu v kapitole 3.4, kterd byla poté centrifugovéana pii otackach 3000 rpm
po dobu 3 minut. Malé mnoZstvi odstfedéné biomasy bylo naneseno na pozlaceny nosic¢
o velikosti 3 mm pokrytého vrstvou 1% roztoku lecitinu v chloroformu pro STEM. Pro
Cryo-SEM byl pouzit hlinikovy nosi¢ o velikosti 6 mm. Poté doslo k fixaci pomoci jednotky
pro vysokotlaké mrazeni EM ICE.

3.5.5.2 Priprava vzorkit pro STEM

Fixované vzorky byly pfeneseny do mrazici substitu¢ni jednotky AFS2. K substituci byl pouzit
1,5% roztok OsOs V acetonu. Substituce probihala za t€chto podminek, 72 hodin pii -90 °C,
nasledné 24 hodin pfi teploté -20 °C a nakonec 18 hodin pfi teploté 4 °C. Pti laboratorni teploté
byly vzorky promyty 3x po dobu 15 minut acetonem. Zaliti vzorku do pryskyfice probihalo
nasledovné, pomoci smési epoxidové pryskyfice a acetonu v pomérech 1:2, 1:1, 2:1 a Cisté
pryskyfice. Zmény smési probihaly po 60 minutdch. Vzorky byly v Cerstvé pryskyfici
ponechany pies noc Vv exikatoru pfipojenému k vyveéve. Po odstranéni pryskytice byly vzorky
pfeneseny do BEEM kapsuli, zde byly zality ¢erstvou pryskyfici a ponechany v termostatu pii
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teploté 60 °C po dobu 48 hodin. Za pomoci diamantového noze s tthlem fezu 45° byly vzorky
v pryskyfici nafezany na ultratenké fezy.

3.5.5.3 Priprava vzorkit a méieni metodou Cryo-SEM

Vzorky na nosi¢ich byly v tekutém dusiku pteneseny do kryo vakuové preparacni komory, kde
doslo poskrabani (freeze-fracturing) pomoci skalpelu. Diky tomuto kroku bylo mozné
pozorovat i vnitini ¢asti bunck za pouziti metody Cryo-SEM. Nésledovala sublimace pii teploté
-95 °C po dobu 7 minut. Za vyuziti kryo transferu byly vzorky pteneseny do skenovaciho
elektrovaného mikroskopu vybaveného kryo stolkem, kde byly vzorky pozorovany pii teploté
-120 °C, napéti 2 kV a proudu elektronového paprsku 6,3 pA. Vzorky byly vyfotografovany pti
5000, 8000, 10000, 15000 a 20000 nadsobném zvétsent.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace fluorescenéni sondy

Na pocatku experimentu bylo potfeba vybrat vhodnou fluorescencni sondu pro méteni viability
bakterialnich bun¢k. Byly porovnavany dvé fluorescencni sondy, a to Propidium jodid a Sytox
blue. Porovnavané sondy se 1isi ve svych vlastnostech, tak i ve zptisobech pouziti, tyto rozdily
jsou blize popsany v kapitole 3.5.4.

Diky mensi spotiebé a krat$i dobé inkubace, popsané v kapitole 3.5.4, se zpocatku zdala jako
vhodnéjsi fluorescencni sonda Sytox blue. V prubéhu méfeni, ale dochazelo obcasné k detekci
tretiho piku, ktery znemoziuje vyhodnoceni daného méfeni. Takovyto pik je zndzornén na
0brazku 4 nize. Pouziti sondy Sytox blue Ize tedy hodnotit jako problematické.
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Obrazek 4: Histogram pri méreni viability s pomoci fluorescencni sondy Sytox

blue, kdy se objevil treti pik

Z tohoto diivodu jsme se rozhodli pro vSechna dal§i méfeni vyuzit fluorescencni sondu
Propidium jodid, u které se teti pik nevyskytoval. Histogram této sondy je mozné pozorovat

na obrazku 5.
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Obrazek 5. Histogram pri méreni viability s pomoci fluorescencni sondy
Propidium jodid

4.2 Optimalizace vlivu promyvani

Dale byl bchem experimentu zkouman vliv promyvani na studovanou kulturu. Byla
porovnavana viabilita promytych a nepromytych vzork, za vyuziti centrifugace za riiznych
otacek za minutu. Postup pfipravy a méteni je popsan v kapitole 3.5.4.1.
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Tabulka 7: Vysledky porovnani promytych a nepromytych vzorkii

Podminky Zivé %) Odchylka [%0]
5000 promyté 82,42 0,41
RPM

nepromyté 77,25 0,17
4000 promyté 82,89 0,65
R nepromyté 78,02 0,18
3000 promyté 82,01 0,85
R nepromyté 76,25 0,00

Z vysledkt, znazornénych v tabulce 7, je mozné stanovit, Ze promyvani ma pozitivni vliv na
hodnoty viability zmétené pomoci pratokoveé cytometrie. Promyvani ma pozitivni vliv na sondu
samotnou nez, ze by promyvani piimo ovliviiovalo viabilitu bunék. Fluorescenéni sondy, jsou
zpravidla velice citlivé na prostiedi, kterému jsou vystaveny, napiiklad na hodnotu pH.
Promytim tedy dochazi k eliminaci faktort, které zptsobuji zhaSeni samotné fluorescencni
sondy.

4.3 Optimalizace vhodné kultury budouci vyuziti

U tohoto experimentu doslo k porovnani vyuzitych kultur Schlegelella thermodepolymerans
DSM 15344 a Schlegelella thermodepolymerans M 15344. K jejich porovnani doslo
spektrofotometrickym zmétenim optické hustoty, blize popsaném v kapitole 3.5.1, a naslednym
sestavenim rastovych kiivek.

Z obrdzku 6 a obrazku 7 je mozné vidét, ze hodnota absorbance u kmene DSM 15344 po celou
dobu experimentu rostla 0 poznani rychleji neZ u kmene M 15344. Z tohoto divodu byla
primérnd hodnota absorbance v ¢ase ukonceni experimentu u kmene DSM 15344, na hodnot¢
23,82. U kmene M 15344 byla tato hodnota 4,85 (Obrdazek 6). U druhého provedeni
experimentu, byla hodnota primérné absorbance ve stejném c¢ase jako u prvniho provedeni
experimentu, u kmene DSM 15344 na hodnoté 24,35 a u kmene M 15344 na hodnoté 4,88
(Obrazek 7). V obou experimentech byl kmen DSM 15344 znatelné vice narostly nez kmen
M 15344.

V grafu na obrazku 6 mtizeme pro kmen DSM 15344 do 7 hodin pozorovat lag fazi, kdy dochazi
k adaptaci na nové prostiedi. Poté nasledovala exponencialni faze ristu, ktera trvala az do ¢asu
67,5 hodin. Od tohoto okamziku nasledovala stacionarni faze, ktera trvala az do ukonceni
experimentu. Pro kmen M 15344 trval lag faze po dobu 7 hodin, exponencidlni faze trvala
ptiblizn¢ do 52,5 hodin. Nasledovala stacionarni faze do doby 67,5 hodin. Od této hodiny jiz
pozvolng nastala faze odumirani.
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Z davodu vétsich rozestupt mezi odbéry neni mozné na 0brdzku 7 stanovit lag fazi rustu u obou
kmenti. Pro kmen DSM 15344 je mozné pozorovat pouze exponencialni fazi. U kmene M 15344
muzeme do 48 hodin pozorovat exponencialni fazi, kterd nasledné ptechazi ve stacionarni fazi

az do ukonceni experimentu.

Absorbance [-]

Absorbance [-]
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Obrazek 6: Riistova kiivka termofilit DSM 15344 a M 15344 v ¢ase 0-72 hodin,

prvni provedeni experimentu
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Obrazek 7: Riistova krivka termofilic DSM 15344 a M 15344 v case 0-72 hodin

druhé provedeni experimentu

Béhem druhého provedeni experimentu doslo u kazdého odbéru k odebrani 10 ml kultury pro
pozdé¢jsi stanoveni mnozstvi biomasy a obsahu P(3HB) v kultuie. I zde byly pozorovany rozdily
mezi kulturami podobné rozdilim mezi ristovymi kiivkami. V grafu na obrdzku 8 mizeme
u kmene DSM 15344 vidét staly rist mnozstvi biomasy, az na odbér v ¢ase 48 hodin miizeme
obdobny riist pozorovat i v obsahu P(3HB).
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Obrazek 8: Mnozstvi biomasy a P(3HB) u kmene DSM 15344

V obrdzku 9 muize byt od Casu 48 hodin pozorovan pokles mnoZstvi biomasy a P(3HB),
nasledovany u biomasy rstem, coZ odpovidd hodnotam v 0brdzku 7.
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Obrazek 9: Mnozstvi biomasy a P(3HB) u kmene M 15344

Z diavodi lepSiho a konzistentniho rlistu, byla jako slibnéjsi pro dalsi, ptipadné pramyslové,
vyuziti vyhodnocena bakterie Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344,

4.4 Vliv vystaveni stresovym podminkam

Byl zkouman vliv riznych stresovych faktorii, konkrétné teplotniho Soku, vlivu opakovaného
zmrazovani a rozmrazovani a osmotického stresu na bakterialni kmeny DSM 15344 a M 15344,
Utinek na viabilitu bundk byl stanoven pomoci pritokové cytometrie.

441 Teplotni Sok

Prvnim testovanym stresovym faktorem byl teplotni Sok, postup prace je popsan
v kapitole 3.5.4.2. V experimentu byl teplotni Sok dosazen umisténim kultury do prostiedi
vyhfatého v prvnim p¥ipadé na 30 °C, a v druhém na 70 °C. U kmene M 15344 byl experiment
proveden dvakrat, za stejnych podminek a provedeni, kdy v prvnim provedeni byla viabilita
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pomoci PI zmétfena pouze po 15 minutach expozice, pro prvotni stanoveni vlivu teplotniho Soku
na bunky. Poté uz bylo mnozstvi zivych bunék méteno i po 30 a 60 minutach expozice.

Pro kmen DSM 15344 byl vliv teplotniho Soku zkouman tfikrat, za stejnych podminek
a provedeni, a to v ¢asech expozice 15, 30, 60 a 120 minut. Z divodl ptipravy vzorkl pro
elektronovou mikroskopii byly u tfetiho provedeni stanoveny pouze ¢asy 15 a 60 minut.

Tabulka 8 a tabulka 9 ukazuji, Ze vystaveni teplotnimu Soku ma zejména na kmen Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15344 negativni ucinek. Nejvétsi rozdil mezi kmeny byl pozorovan
pti vystaveni teplot¢ 70 °C, kdy kmen Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344
vykazoval znatelné nizsi viabilitu, nez druhy porovnavany kmen. Porovnanim viability kmenti
pii teploté 30 °C dojdeme ke stejnému vysledku jako u teploty 70 °C. U M 15344 se bez ohledu
na dob¢ expozice se viabilita pohybovala nad 80 %. U kmene DSM 15344 se viabilita mezi
provedenymi experimenty zna¢né lisila. U prvniho provedeni byly vysledky podobné s druhym
kmenem, pohybovaly se v rozmezi 84 % az 73 % Zzivych bunék. U druhého provedeni byly
hodnoty viability znateln€ nizsi, a to v rozmezi 60 % az 19 %. U vzorkt uchovanych pfi teploté
50 °C mtzeme, hlavné u DSM 15344 pozorovat ¢asem pokles viability. K umirani bunck
dochézelo, také kviili manipulaci béhem ptipravy vzorki, pokud jsme provedli ve stejném Case
kontrolni méfeni viability u vzorku odebraného piimo z Erlenmeyerovy barnky, byla hodnota
viability tohoto vzorku vysoka, v rozmezi 83 % az 75 % zivych bungk. Pti prvnim provedeni
byl u kmene M 15344 obsah P(3HB) 56,50 hm. %, a pti druhém provedeni 47,96 hm. %. Nizsi
obsah P(3HB) je u tohoto kmene spojen s vyssi hodnotou viability, s nejvétsi pravdépodobnosti
tedy doslo k zapojeni P(3HB) v adaptaci na stres. U kmene DSM 15344 byl obsah P(3HB)
u prvniho provedeni 71,33 hm. %, u druhého provedeni 48,00 hm. % a u tietiho provedeni
74,33 hm. %. Z divodd znaénych rozdild mezi jednotlivymi provedenimi u kmene DSM
15344, nebylo mozné s jistotou urcit vliv P(3HB) na viabilitu pfi vystaveni teplotnimu Soku.

Tabulka 8: Viabilita po vystaveni teplotnimu Soku u bakteridlniho kmene Schlegelella
thermodepolymerans M 15344

Provedeni Expozice 2
Stres . . Zivé [%]
experimentu [min]
1 15 81,64+ 0,00
15 81,98 +£ 0,54
30 °C
2 30 83,15+ 0,00
60 81,89 + 0,44
1 15 62,47 + 0,00
15 82,05+ 0,26
50 °C
2 30 82,22 +0,51
60 78,52 £0,24
1 15 37,62 + 0,00
15 66,90+ 1,15
70 °C
2 30 59,73 £ 0,51
60 63,17+ 0,28
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Tabulka 9: Viabilita po vystaveni teplotnimu Soku u bakteridlniho kmene Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15344

Provedeni Expozice ..
Stres . . Zivé [%)]
experimentu [min]
15 27,25+ 0,00
30 83,29 + 0,00
1 60 74,08 + 0,00
120 73,21+ 0,00
30°C 15 59,3 +0,34
30 46,71 £ 1,43
2 60 27,72 + 2,94
120 19,87 £0,45
15 73,64 +1,27
3 60 17,91 £0,22
15 6,65+ 0,00
30 76,43 £ 0,00
1 60 54,43 + 0,00
120 23,98 £ 0,00
15 70,48 + 1,10
50 °C
30 25,19+ 2,10
2 60 7,60+ 0,44
120 5,76 £ 0,03
15 70,37 £ 0,56
3 60 12,36 +£ 0,24
15 15,83 £ 0,00
1 30 6,09 £+ 0,00
60 11,49+ 0,00
120 3,67 + 0,00
70°C 15 3,83 £0,06
5 30 2,36+ 0,08
60 10,69 + 0,25
120 24,31 £ 0,82
3 15 43,50 £ 0,89
60 426+0,10

4.4.2 VIiv opakovaného rozmrazovani a zmraZeni

Dal$im zkoumanym stresovym faktorem bylo opakované rozmrazovani a zmrazovani, popsané
v kapitole 3.5.4.3. Podle rychlosti zmrazovani dochazi ke vzniku ledovych krystalti uvnitt
buniky, zejména u pomalého zmrazovani, kdy dochdzi k vétSimu poskozeni bun¢k nez pfi
rychlém zmrazeni. Vzorky byly umistény do mraziciho boxu pfi teploté -25 °C, po 60 minutach
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byly vzorky vyjmuty a po rozmrznuti byla stanovena viabilita prvniho z nich. Zbylé vzorky
byly vraceny do mraziciho boxu, a po 60 minutich se postup opakoval. Posledni vzorek
absolvoval celkem tfi cykly zmrazeni nasledované rozmrazenim.

Tabulka 10: Viabilita kmene S. thermodepolymerans M 15344 po opakovaném zmrazeni

Pocet
Provedeni o o L
Stres . mrazicich Zivé [%]

experimentu i
cykla

1 54,35+ 0,00

1 2 30,37 + 0,00

Mraz 3 23,06 + 0,00

2 1 67,51 £0,09

2 62,18 +2,15

Tabulka 11: Viabilita kmene S. thermodepolymerans DSM 15344 po opakovaném zmrazeni

Pocet
Provedeni . o L
Stres . mrazicich Zivé [%]
experimentu .
cyklu
1 25,42+ 0,00
1 2 20,99 + 0,00
Mraz 3 16,49 + 0,00
5 1 13,67 + 1,38
2 8.4+0,42

U jednotlivych kmend se mezi jednotlivymi provedenimi hodnoty viability lisi. U M 15344
bylo po prvnim zmrazeni a rozmrazeni 54 % a 67 % Zivych bunék. Po druhém mrazicim cyklu
se uz hodnoty znatelng 1i8ily, u prvniho provedeni klesl pocet zivych buné€k na 30 %, u druhého
provedeni na 62 %. U DSM 15344 byl po prvnim cyklu pocet zivych bun¢k 25 % a 13 %. Po
druhém mrazicim cyklu klesl pocet Zivych bun¢k u obou provedeni o pfiblizné¢ 5 %.
Z tabulky 10 a tabulky 11 je zfejmé, ze vuci zmrazovani je odoln&j$i kmen
S. thermodepolymerans M 15344, jeho odolnost s ptibyvajicimi cykly klesa, ale tato tendence
je pozorovana i u kmene S. thermodepolymerans DSM 15344, ktery snasi mraz znatelné huie.
Pii prvnim provedeni byl u kmene M 15344 obsah P(3HB) 56,50 hm. %, a pfi druhém
provedeni 47,96 hm. %. Bunky s niz§i obsahem P(3HB) vykazovaly vyssi viabilitu. U kmene
DSM 15344 byl obsah P(3HB) u prvniho provedeni 71,33 hm. % a u druhého provedeni
48,00 hm. %, bylo pozorovano, ze vyssi obsah P(3HB), je spojen s vyssi viabilitou.

4.4.3 Osmoticky stres

Poslednim testovanym stresovym faktorem byl osmoticky stres. 60 minut po pfidani roztoku
NaCl byla zméfena viabilita bunék kmene S.thermodepolymerans DSM 15344. Z divodu
Spatného rustu, ktery byl pozorovan v kapitole 4.3, nebyl zkouman vliv tohoto stresu na kmen
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M 15344. Viabilita byla zmétena znovu po uplynuti dalSich 60 minut. Pfed stanovenim viability
byly nafedénim odstranény soli, které by zpusobovaly zhaseni fluorescen¢ni sondy. Pracovni
postup je popsany v kapitole 3.5.4.4.

Tabulka 12: Viabilita po vystaveni osmotickému stresu ve formé roztokiit NaCl

o rizné koncentraci

Provedeni Expozice v
Stres . . Zivé [%)]
experimentu [min]

1 60 80,90 + 0,00

0 g/l NaCl 120 80,58 = 0,00
2 60 72,76 £ 1,51

1 60 51,05+ 0,00

50 g/l NaCl 120 17,96 + 0,00
2 60 73,57+ 0,90

1 60 13,28 + 0,00

100 g/l NaCl 120 10,71 £ 0,00
2 60 55,40 +0,10

1 60 12,67 + 0,00

200 g/l NaCl 120 7,89 £ 0,00
2 60 52,50+ 1,16

Pfi prvnim provedeni experimentu bylo mozné z vysledkt stanovit, Zze 60 minut po ptidani
roztoku se projevil silné negativni G€inek u vzorkl, do kterych byl pfidan roztok NaCl
0 koncentraci 100 g/l a 200 g/l (Tabulka 12). Za dalsich 60 minut nebyl pokles viability tak
zna¢ny jako pii predchozim méfeni. Zajimavéjsi byl vzorek obsahujici roztok NaCl
o koncentraci 50 g/l, zde nebyly po prvnim méfeni G€inky tak smrtici jako u ostatnich vzorkd.
Ale po uplynuti dalSich 60 minut, se Groven viability blizila ostatnim vzorkim. Pfi tomto
provedeni byl obsah P(3HB) 71,33 hm. %.

Béhem druhého provedeni experimentu byla situace naprosto odliSna od ptedchoziho
provedeni. Pfi odbéru provedeném po 60 minutach byla hodnota viability u v§ech vzorki vyssi
nez 52 %. Coz je hodnota vyssi, neZ ktera byla namétena u prvniho provedeni experimentu pii
koncentraci roztoku NaCl 50 g/l (Tabulka 12). U tohoto provedeni byl obsah P(3HB)
48,00 hm. %, s niz§im obsahem P(3HB) je u tohoto stresového faktoru spojena vyssi hodnota
viability.

Ptes pouziti stejnych postupli a stejné bakterie se vysledné hodnoty znacné liSily, takze
reprodukovatelnost tohoto experimentu nebude vysoka, ale toto mohlo byt zpisobeno nizkym
poctem provedeni experimentu. Pro pfesnéjsi zadvér by byl zapotiebi vétsi pocet opakovani
experimentil.
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4.5 Vyhodnoceni snimkii z elektronové mikroskopie

Jako zavérecny experiment byly buiiky analyzovany za pomoci elektronové mikroskopie. Byly
pouzity metody Cryo-SEM a STEM, pro posouzeni morfologickych zmén zplsobenych
pusobenim stresovych faktord na bunky.

Na obrdzku 10 jsou vidét granule P(3HB) ve formé jehlic, béhem potizeni snimku se projevily
elastické vlastnosti PHA pii kryogennich podminkach. Ke vzniku téchto utvard dochazi pti
mrazovém lamani bun¢k. V momenté zaostieni zacalo vlivem prochdzeni elektroni dochazet
k mizeni Gtvard zpét do bunééné hmoty.

3/6/2023 curr HY det | mode | mag B WD HFW tilt —4 ym ———
1:41:36 PM | 6.3pA |2.00kv |[ETD | SE |5000x |3.8mm |199um |0° Magellan - ISI Brno

Obrazek 10: Snimek porizeny pomoci Cryo-SEM zachycujici jehlice P(3HB)

36



v

SE 15000x | 3.8 mm | 6.63 pm Magellan - ISI Bro

mode mag B WD HFW Lot 1 'L

e ] M) —

det [mode | mog @ | WD | HAW 3/6/2023 det |[mode | mag B |
e |1cnanny lan £ &2 e :0 6 .00 k D | SE | 15000 | 3.7 mm | 6.63 um Magellan - ISI E
12.00kv | ETD | ! n M:

3{7/2023 mode | mag B 3/7j2023
1:45:22 PM | 6.3pA [2.00kv |ETD | SE | 15000x | 3.7 mm [ 6.63 pm Magellan - ISI Bma 5:55:52PM | 6.3pA |2.00kv [ETD | SE | 15000 |4.0mm | 6.63pm | Magellan - ISI Bmo

Obrazek 11: Snimek porizeny pomoci Cryo-SEM zachycujici vzorky: zivé/kontrola (A),
vystavené mrazu (B), vystavené 30 °C (C), vystavené 70 °C (D), vystavené roztoku NaCl
o koncentraci 50 g/l (E) a vystavené roztoku NaCl o koncentraci 100 g/ (F)




Na obrdzku 11 jsou znazornény snimky potizené pomoci Cryo-SEM. U bunék, které se podafilo
rozlomit, bylo mozné pozorovat kromé jejich povrchu vnitini strukturu. Na vSech snimcich je
mozné pozorovat granule P(3HB). U snimkd D a E je mozné pozorovat granule P(3HB) ve
formé jehlic. Tento jev tedy nebyl rozhodné ojedinély. Bakteridlni buiiky jsou ty¢inkovitého
tvaru, ktery je charakteristicky pro rod Schlegelella. Buniky dosahovaly délky kolem 1,5 um
a pruméru 0,5 um. Nasledky vystaveni stresovym faktoriim, bylo mozné na morfologii bun¢k
sledovat ve form¢ zvrasnéni bunééné stény. Mezi jednotlivymi stresovymi faktory, kterym byly
buiiky vystaveny jsou opravdu minimalni rozdily. Pro porovnani viability bunck je vhodnéjsi
metoda pritokové cytometrie.

&~

¢ | HFW 3/30/2023  tilt HV mag O WD det curr  mode F——1um———
6.38 ym 8:00:55AM 40.0° 25.00kV 65000x 4.7 mm STEM 3+ 50pA BF ISI BRNO

Obrazek 12: Snimek ze STEM znazornujici obsah P(3HB) v burikdch vystavenych teplote 30 °C

Za pomoci metody STEM byl potizen snimek bakterii vystavenych teploté 30 °C (Obrdzek 12).
Ze snimku je patrné, ze buiniky obsahovaly velké mnozstvi P(3HB), ktery se v buiikach nachézel
ve form¢ granuli, jejichz pocet se mohl v jednotlivych buiikéch lisit. Pomoci STEM miizeme
pozorovat bunééné struktury, které u metody Cryo-SEM zistanou zalité v ledu, protoze nedojde
k jejich odhaleni sublimaci. Je tedy 1épe mozné pozorovat, zda doslo k deformaci bunécné
stény, jako u snimku niZe, nebo k prasknuti bunééné stény.
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5 ZAVER

V této bakalarské praci bylo zkoumano zapojeni polyhydroxyalkanoati do stresové odpoveédi
termofilni bakterie Schlegelella thermodepolymerans. Byly vyuzity kmeny DSM 15344
a M 15344 této bakterie. Pro oba kmeny byly sestaveny rustové kiivky, mnozstvi biomasy bylo
stanoveno gravimetricky a obsah P(3HB) za pomoci plynové chromatografie. Po vystaveni
stresovym faktorim ve formé teplotniho Soku, mrazicich cykli a osmotickému stresu
zpusobenému roztoky chloridu sodného, byla porovnana viabilita u obou kmenti za pomoci
metody prutokové cytometrie.

Z ristovych kiivek bylo stanoveno, ze kmen DSM 15344 vykazuje zietelné lepsi a stabilngjsi
rust nez kmen M 15344. Po 72 hodinach kultivace byla u DSM 15344 hodnota absorbance
23,82 pti prvnim provedeni experimentu a 24,35 u druhého provedeni. Ve stejném case byla
U kmene M 15344 byla hodnota absorbance 4,88 a 4,85. Béhem druhého provedeni experimentu
doslo k pribéznému stanoveni mnoZzstvi biomasy a obsahu P(3HB) v kultufe. Pfi ukonceni
experimentu byl u DSM 15344 obsah biomasy 5,19 mg/ml a obsah P(3HB) 2,62 mg/ml.
U kmene M 15344 byl ve stejném ¢ase obsah biomasy 1,29 mg/ml a obsah P(3HB) 0,12 mg/ml.
Nejvyssi obsah biomasy a P(3HB) byl u tohoto kmene v ¢ase kultivace 48 hodin. S hodnotami
obsahu biomasy 1,88 mg/ml a P(3HB) 0,42 mg/ml.

Pro méfeni viability za vyuziti metody pratokové cytometrie bylo nejdiive zapotiebi vybrat
vhodnou sondu. Byly porovnany fluorescenéni sondy Propidium jodid a Sytox blue.
V disledku niz§i spotieby a kratS$i dob€ inkubace se zdala jako vhodnéjsi sonda Sytox blue.
U této sondy, bohuzel dochazi k obCasnému objeveni trettho piku, ktery znemoziuje
vyhodnoceni daného méfeni. Z tohoto diivodu byla pro dalsi méfeni vyuzivana fluorescenéni
sonda Propidium jodid. Také byl posouzen vliv promyvani na méfeni hodnoty viability
studovanych kultur. Z vysledkl je ziejmé, Ze promyvani ma pozitivni dopad na vysledek
meéfeni. Promytim dochézi k odstranéni faktort, které zptsobuji zhaseni fluorescencni sondy.

Hlavni Cast prace byla zaméfena na posouzeni vlivu stresovych faktorii na viabilitu
bakterialnich kmenli DSM 15344 a M 15344. Pii vystaveni teplotnimu Soku byl nejvétsi rozdil
mezi kmeny pozorovan pii teploté 70 °C, kdy kmen DSM 15344 vykazoval znatelné nizsi
viabilitu. U teploty 30 °C se u kmene M 15344 viabilita pohybovala nad 80 %. U kmene
DSM 15344 se mezi provedenimi vysledky zna¢né lisily. Pfi prvnim provedenim byla viabilita
VvV rozmezi 84 % az 73 %, u druhého byla v rozmezi 60 % az 19 %. U tohoto stresu se liSili obsah
P(3HB) nejen mezi kmeny, ale i mezi jednotlivymi provedenimi. Pfi prvnim provedeni byl
u kmene M 15344 obsah P(3HB) 56,50 hmot. %, a pii druhém provedeni 47,96 hm. %.
U kmene DSM 15344 byl obsah P(3HB) u prvniho provedeni 71,33 hm. %, u druhého
provedeni 48,00 hm. % a u tfetiho provedeni 74,33 hm. %.

Obdobna situace nastala pii zkouméani vlivu opakovaného zmrazovani a rozmrazovani. U obou

kment se hodnoty mezi provedenimi lisily, rozdily byly i v obsahu P(3HB). Z vysledka
vypliva, obdobné jako u teplotniho Soku, ze kmen M 15344 je proti stresu odolnéjsi nez
DSM 15344,
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Osmoticky stres ma na bunky negativni vliv, ale i v tomto pfipadé se hodnoty mezi provedenimi
lisily, a to i v obsahu P(3HB). Pti druhém provedeni byla po 60 minutach hodnota viability
u vSech koncentraci roztoku chloridu sodného vyssi nez 52 %. Coz byla viabilita vzorku
o nejnizsi koncentraci soli pfi prvnim provedeni experimentu.

Pti analyze vzorkl za pomoci metod elektronové mikroskopie pozorovany morfologické zmény
bunék vystavenych stresovym faktoriim. Morfologické zmény byly mezi vzorky minimalni,
projevovaly se form¢ zvrasnéni bunécné stény. Byly pozorovany jehlice P(3HB), které vznikaji
pii mrazovém lamani bun¢k. Diky elastickym vlastnostem P(3HB) i za kryogennich podminek.

Na zavér lze z vysledku fici, ze kmen DSM 15344 je schopny Iépe riist a produkovat P(3HB)
nez kmen M 15344. Zda se tedy byt pro budouci vyuziti pti produkci P(3HB) slibnéjsi volbou.
Na druhou stranu kmen M 15344 projevil vyssi odolnost vici stresu. Z vyslednych dat se zda
byt pravdépodobné, ze tento kmen je ve stavu, kdy se adaptuje na stres, a nema proto takové
prostiedky pro rist jako DSM 15344. Z tohoto ditvodu je u kmene M 15344 vyssi viabilita
pozorovana u vzorkl s niz§im obsahem P(3HB). U kmene DSM 15344 doslo pfi zkoumani
vlivu opakovaného zmrazovani a rozmrazovani, k potvrzeni pfedpoklddaného vysledku, ve
formé vyssi odolnosti proti stresu u bunék s vy$§im obsahem P(3HB). U osmotického stresu
nedoslo k potvrzeni predpokladaného vysledku, pti vystaveni byla vyssi viabilita stanovena
u bunék s niz§im obsahem P(3HB). Tato skute¢nost by mohla byt cilem budouciho vyzkumu.
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