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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vyuzitelnosti fyzikalné-chemickych analyz pii vlivu
stresovych faktorti na mikroorganismy, kde hlavni naplni této prace bylo navrzeni a nasledna
optimalizace technik a metod, které jsou obecné vyuzivany v odliSnych oblastech védy
a vyzkumu. Jako modelové mikroorganismy, podrobené fyzikalné-chemickym analyzam
Vv experimentalni ¢asti této prace, byly zvoleny dva bakterialni kmeny: Cupriavidus necator
H16 a jeji mutantni kmen Cupriavidus necator PHB™ lisici se schopnosti produkce
polyhydroxyalkanoatii. Nejprve byly navrzeny a otestovany mikroskopické techniky
jako transmisni elektronova mikroskopie (TEM), kryo skenovaci elektronova mikroskopie
(kryo-SEM) a mikroskopie atomarnich sil (AFM) slouzici k charakterizaci morfologickych
odli$nosti bakterii. Dale byly stanovovany a porovnavéany viskoelastické vlastnosti bakterii
prostfednictvim oscilaénich testi metodou reologie, které byly rovnéz otestovany
a optimalizovany s ohledem natyp vzorki. Mezi dal$i navrzené a otestované fyzikalné-
chemické metody patii termicka analyza, konkrétné diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC)
a termogravimetrickd analyza (TGA) zabyvajici se transportem vody a chovani intracelularni
vody s ohledem na vliv pfitomnych PHB granuli v bakteriich. Posledni technika, ktera byla
zavedena a optimalizovana, je pouziti dynamického a elektroforetického rozptylu pii ménicim
se pH, slouzici k charakterizaci povrchovych vlastnosti bakterii (velikost, zeta potencial,
izoelektricky bod).

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the utilization of physico-chemical analysis
in study on microbial stress-response. The main content of this work was to propose
and optimize technigues and methods which are generally used in different industries. Two
bacterial strains, Cupriavidus necator H16 and its mutant strain Cupriavidus necator PHB™
producing polyhydroxyalkanoates (PHA) under certain conditions, were used as model
microorganisms. Initially, microscopic teques such as transmission electron microscopy
(TEM), cryo scanning electron microscopy (cryo SEM) and atomic force microscopy (AFM)
were proposed and tested for the characteriozation of morphological differences of bacteria.
Furthermore, viscoelastic properties of bacteria were determined and compared
by the oscillatory tests of the rheology method considering another type of samples. Thermal
analysis methods, differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetric analysis
(TGA) in particular, focused on water transport and behavior of intracellular water influenced
by presence of the granules of PHB in bacteria. The last technique, utilized in the study,
was dynamic and electrophoretic light dispersion during pH changes for characterization
of the surface properties of bacteria such as size, zeta potential and the isoelectric point.
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1 UVOD

Uz pied vice nez sto lety Louis Pasteur, francouzsky chemik a zakladatel mikrobiologie
a lékarské imunologie, prohlasil: ,, A stejné jsou to mikrobi, kdo bude mit posledni slovo!*.
A neni divu. Bakterie jakozto mikroorganismy na Zemi vSudypfitomné a uspésné piezivajici
v oblastech od polarniho az k tropickému pasu, musi ve svém piirozeném prostiedi ¢elit mnoha
riznorodym podminkam. Jeden z kli¢ovych duavodu jejich tak hojného vyskytu je dobra
snaSenlivost rozmanitych strest.

Naptiklad rychlé zmény teplot maji obrovsky vliv nastrukturu a biologickou aktivitu
mikroorganismu resp. bunék obecné. Mohlo by se zdat, ze dopady zmény teplot jsou vuci
bunikam obecné negativni az letalni, avSak v praxi je kupiikladu Casto vyuzivdno zmrazeni
bunck, tkadni nebo celych Zivotaschopnych organti za tucelem jejich konzervace
(kryokonzervace), piicemz k dlouhodobému uchovavani se bézn¢ vyuziva lyofilizace (mrazova
vakuova sublimace). Jinym ptikladem praktického vyuziti efektu zmény teploty na builku
je naruseni celistvosti bunék v ramci tzv. kryolipolyzy, ktera se vyuziva jako nova metoda
hubnuti.

Jeden z dal$ich univerzalnich stresovych faktord je zména nebo kolisani hodnoty pH, ktera
ma mimo jiné vyrazny vliv na metabolismus bun¢k, konkrétné na protonaci a deprotonaci
ovliviiujici konformaci bilkovin a samoziejmé tim i aktivitu enzymu. Disociace molekul, ktera
je také piimo ovlivnéna okolnim pH, ovliviiuje také jejich transport pfes membrany,
kdy molekula ziska ¢i ztraci schopnost samovolné difuze. Dalsi z mnoha obecnych stresovych
faktori piedstavuje naruseni osmotické rovnovahy, kdy koncentraci rozpusténych latek
Vv prostiedi toleruji mikroorganismy jen do ur€ité miry. Samoziejmé rizné kmeny bakterii
jsou tolerantni vi¢i koncentraci rozpusténych latek ve vodném roztoku odlisné.

Vyse uvedené a mnohé dalsi fyzikalné-chemické stresové faktory naznacuji, proc je vhodné
se zaméfit na vliv stresovych podminek nejenom z biologického hlediska, ale i pohledem
fyzikaln&-chemickych metod. Pravé fyzikalné-chemické metody jsou dlouhodobé vyuzivany
k charakterizaci vlastnosti vody a vodnych roztokli za rozliénych podminek, pfedstavuji
osvédCeny instrumentalni aparat pii popisu fazovych ptfechodii a rovnovah ve vodnych
disperzich, pfi studiu hydratace molekul a povrchli a v mnoha dalSich podobné zamétenych
oblastech.

Jelikoz bakterie mohou obsahovat az 70% svého celkového objemu v podobé vodného
roztoku, transport vody do nebo ven z burnky, piipadné¢ zména skupenstvi vody se odrazi nejen
na zméné ruznych parametrd intracelularniho prostiedi, ale také na samotném tvaru a velikosti
bunék. Z tohoto diivodu byly v ramci experimentélni ¢asti predloZené prace porovnany rizné
mikroskopické techniky pro bliz§i prozkoumani a charakterizaci morfologie mikroorganismu
a jejich zmén. S morfologickymi zménami mikroorganismti rovnéz souvisi i zmény jejich
mechanickych vlastnosti, kdy pfi¢iny téchto zmén mohou souviset s mirou hydratace nebo
s mnozstvim vody vyskytujici se v intracelularnim prostoru a jejich dasledky (napt. schopnost
odolavat mechanické deformaci) mohou mit ptimy dopad na stresovou odpovéd’ organismu.
Preziti bakterii vystavenych riiznym stresujicim podminkdm tak zavisi mnohdy na mife
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odolnosti vii¢ci mechanickému naméhani. Dal$i metoda navrzena pro studium stresové odpovéedi
mikroorganismi Vv ramci této diplomové praci je termicka analyza, kterd muze poskytnout
zasadni informace ohledn¢ chovani bakterii pii zahtfivani ¢i mrznuti prostiednictvim popisu
fazovych ptrechodti vody Vv buiikdch. Tato metoda je téZ vhodné ke studiu transportu vody,
napf. pfes bunécnou sténu.

Cilem a hlavni experimentalni naplni piedlozené diplomové prace bylo ovéfit vyuzitelnost
fyzikélné-chemickych metod pii vlivu stresovych faktori na mikroorganismy, a to vcetné
zavedeni a optimalizace techniky a metod, dosud vyuzivanych zpravidla pro jiné typy vzorku.
Jednou ztakovych, ktera byla zavedena a otestovana, je pouziti dynamického
a elektroforetického rozptylu, ktery se bézn¢ vyuziva k charakterizaci koloidnich vlastnosti
naptiklad pro proteiny nikoli pro celé mikroorganismy. VSechny navrzené a testované techniky
se zametuji prevazné na strukturu a fyzikdlné-chemické parametry intracelularni vody, proto
je také resersni Givod prace vénovan pievazné unikatnim vlastnostem vody, nebot’, jak prohlasil
Albert Szent-Gyorgy, mad’arsky nositel Nobelovy ceny za medicinu: ,,Molekularni struktura
vody je podstatou vseho zivota...*



2 TEORETICKA CAST
2.1 Voda a jeji unikatni vlastnosti

Voda se vyznacuje velmi unikatnimi vlastnostmi, at’ uz se vyskytuje v plynném, kapalném
¢i pevném stavu. Prvni zvlastnosti tykajici se vody je jeji hustota, jelikoz kapalna voda ma vétsi
hustotu nezli voda v tuhé fazi. Maximalni hustoty kapalna faze dosahuje pii 4 °C [1]. Dale
ma voda v porovnani s jejimi analogy z periodické tabulky, tj. s hydridy prvka IV.A a VII. A
skupiny, ojedinglé teploty tani a varu. Napiiklad sulfan ma bod varu —60 °C a voda ma 100°C.
Také bod tani se velice li$i, sulfan ma bod tani —86 °C a voda 0 °C [2].

Mezi dalsi abnormality patii velkd tepelna kapacita, ktera ¢ini 4180J-kg™! - K1 a vysoka
tepelna vodivost. V kombinaci s vysokym vyskytem v organismu piispiva voda k regulaci
télesné teploty a zabrafuje tak kolisanim lokalnich teplot. Omezuje také dehydrataci a chlazeni
organismu odpafenim prostifednictvim vysokého skupenského tepla vypatovani vody.
Dulezitost této jedinecné vlastnosti se projevuje vzhledem k hydrataci dilezitych biologickych
makromolekul, konkrétné¢ nukleovych kyselin a proteind, kde jejich trojrozmérné struktura
a tim i jejich spravna biologicka funkce je podminéna praveé dostatecnou hydrataci.

S vysokou dielektrickou konstantou vody zase souvisi jeji znamenita schopnost rozpoustét
ionty soli. Diky této vlastnosti voda disponuje schopnosti rozpoustét $ir§i rozsah latek nezli jina
kapalna faze. I proto voda pfedstavuje univerzalni rozpoustédlo a transportni médium Zzivych
organismil, a to z hlediska hospodateni s rozlicnymi latkami, od esencidlnich biochemickych
reagentt az po odpadni latky metabolismu [3].

Kromé toho je voda jako jedna z mala kapalin schopna autoionizace. Autoioniza¢ni reakce
patii mezi vratné reakce, kde se vzniklé ionty ve zlomku vtefiny rekombinuji. Voda tak ionizuje
a usnadiiuje vymeénu protontt mezi molekulami [1]. K poslednim anomaliim vody, které budou
jesté zminény, spadd povrchové napéti. Povrchové napéti vody je vyrazné vysoké a €ini
73 mN-m? ve srovnani napiiklad s benzenem, kde je hodnota povrchového napéti méné
neZ polovi¢ni. Pozoruhodné rozdily vlastnosti jsou rovnéz patrné u porovnani chovani horké
vody a vody pfi velmi nizkych teplotach, tj. v pfipad€ podchlazené vody a hexagonalniho ledu.
Jakmile se zahfeje podchlazena voda, jednotlivé molekuly vody sezmensi a dojde
tak ke smrsténi velkého mnozstvi vody. V dusledku toho, se voda stava vice odolna vuéi
kompresi, index lomu se zvySuje, plyny se méné rozpoustéji, Iépe se ohiiva a ma vétsi tepelnou
vodivost. Naproti tomu, horka voda vykazuje opacné vlastnosti nezli voda podchlazena,
zamrzne dokonce i rychleji na rozdil od vody studené.

Diky velkému poétu anomalii vody zde byly zminény pouze ty nejznaméjsi. Obecné
se dafici, ze prakticky vsSechny jedinecné vlastnosti vody vychazeji z jeji molekularni
struktury [3]. T¢ se proto vénuje nasledujici podkapitola.

2.1.1 Vodikova vazba a molekularni struktura vody

Vice nez dva tisice let, od dob Thalese z Milétu (490 — 430 pf. n. 1.), byla voda povazovana
za zékladni element, z néhoz je tvofen svét kolem nas. Predstava 0 ned¢litelnosti vody byla
popfena az koncem 18. stoleti, kdy francouzsky chemik Lavoisier pomoci prichodu pary
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rozzhavenou hlavni pusky rozlozil vodu na vodik a kyslik. Ve stejném obdobi bylo také
dokazano, ze lze vodu syntetizovat zapalenim vodiku za piitomnosti kysliku. Roku 1814
byl Daltonem ptedpovézeny latkovy pomér vodiku a kysliku 1:1 upraven chemikem
Berzeliusem na 2:1. Tento chemik také zavedl oznaceni H?0 pro vodu, ktery se uz velmi
podoba dnesnimu znaceni vody H20 [2].

Prestoze molekula vody obsahuje ve své struktufe pouze tfi atomy, vykazuje oproti jinym
molekuldm podobného typu (napt. CO2) zajimavou geometrii. Pomoci infracervené
a Ramanovy spektroskopie byl tvar molekuly vody uréen jako prostorovy Ctyfstén,
kde se kyslik nachazi uprostied, a dva vodiky se dvéma volnymi elektronovymi pary v rozich
Styfsténu [2]. Vzdalenost dvou vodikt v molekuly vody &ini 1,54 A, u kysliku s vodikem
je vzdalenost rovna 0,96 A. Sloutenim valencénich elektronti kysliku a vodikii vznikly
dve kovalentni vazby O-H a mezi nimi thel o 104,45° viz Obrazek 1. Tento uhel je velmi blizky
vnitinimu Ghlu 109° tetraedru. Diky distribuci atomt vodik a kysliku v molekule vody,
kde kyslik pfitahuje svymi volnymi elektronovymi pary ve vrcholech tetraedru elektronovou
hustotu vodiki, vznikaji dva kladné nabité vrcholy tetraedru a dva zaporné nabité [4,5].
Molekula vody se tak navenek chové jako dipol, hodnota dipélového momentu je rovna
1,9 Debye, coz v kombinaci s malou velikosti dava molekule vody vyrazné polarni charakter

[6]
H

104.45°

/ \
f | 1
[}

0.9584 A

Obrazek 1 Molekulova struktura s naznacenym dipolovym momentem [7].

V duasledku elektrostatické pritazlivosti vznika mezi vodikem a kyslikem vodikova vazba
(H-vazba). H-vazba nalezi mezi slabé nekovalentni interakce (6-8 kcal/mol) na rozdil naptiklad
od kovalentni vazby mezi dvéma uhliky C-C (145 kcal/mol) [2]. Nejcast&jsi typ této vazby
se vyznacuje atomy s Vysokou elektronegativitou a volnym elektronovym parem, kde je atom
vodiku kovalentné vazan na jeden z nich (fluor, kyslik nebo dusik). Prodlouzeni H-vazby
ptitom koreluje se silou vodikové vazby a také tu dochazi k pienosu elektronu z protonového
akceptoru na protonovy donor [8]. Existuji také H-vazby, kde je protonovym akceptorem
systém s delokalizovanymi elektrony jako naptiklad benzen.
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Prostfednictvim infracervené spektroskopie byl zjistén posun spektra, ktery nalezi valen¢ni
vibraci vazby X-H k del$im vlnovym délkam. Tento posun je ozna¢ovan za tzv. cerveny posun,
s posunem dochazi i k zesileni intenzity infracerveného spektra. Tento jev se vyskytuje u vSech
tfi fazi vody. Diky vlastnostem H-vazeb, se ¢erveny posun vyuziva jako otisk prstii. Nicméné,
existuji i vyjimky, kde dochazi k posunu infracerveného spektra na opac¢nou stranu, H-vazby
se zkracuji, vzrusta frekvence a klesa intenzita. Jedna se 0 tzv. modry posun. Pro skupinu vazeb
s témito odliSnostmi se zacalo v odborné literatufe pouzivat nazev neprava vodikova vazba
[9,10]. V soucasné dobé byl objeven dalsi typ H-vazby pomoci rentgenostrukturnich studii,
konkrétné¢ dvouvodikova vazba Y—H---H-M, kde Y je elektronegativni atom a M je atom
kovu. Principem dvouvodikové vazby je, Ze jeden atom vodiku se vaze s elektronegativnim
prvkem a ziska tim kladny naboj, druhy atom vodiku se véze s elektropozitivnim prvkem
a ziska tim zadporny naboj. Tudiz jeden vodik nese zdporny naboj, druhy kladny naboj a dochazi
tak K elektrostatickému pfitahovani mezi obéma zpolarizovanymi atomy vodiku. Tento
typ H—vazby objasnil napiiklad vysoky bod varu dimeru HsBNHs. Tuto vazbu mizeme také
nalézt pfi interakci karboranti a biomakromolekul [10,11].

vodikové
mustky

Obrazek 2 Mezimolekulové vodikové vazby molekul vody [10].

12



2.1.2 Struktura vody v kapalné fazi

Struktura vody v kapalné fazi ma né€kolik pravdépodobnych generalizaci. Samotna molekula
vody se vaze pomoci ¢tyi H- vazeb k dal$im ¢tyfem molekulam vody viz Obrazek 2 [3]. Avsak
v okoli molekuly vody se ptredpokladd pritomnost spisSe 4,4 molekul vody nezli
jen ¢tyf. Samoziejmé uspoiadanost struktury se zachovava jen na kratkou vzdalenost [5].

Modely struktury vody v kapalné fazi se déli do dvou skupin — modely kontinua a smésné
modely. Pfi¢emz smésné modely pfedpokladaji smés molekul vody tvofici jedno-, dvou-, tii- ,
ctyfvodikové a tzv. monomery, které netvoii zadné vodikové vazby. Naproti tomu, modely
kontinua tvrdi, ze zddné takto striktni skupiny neexistuji. Domnivaji se, ze struktura vodikovych
vazeb je u kapalné vody znacné deformovana. Vice upiednostnéna teorie z hlediska
pravdépodobnosti byva smésny model, ktery se dale déli na intersticialni model a model
klastru. Intersticialni teorie popisuje strukturu vody v kapalné fazi uzavienim monomerickych
molekul vody do tzv. "kleci" podobnym klatratim prostfednictvim ctyfvodikovych vazeb.
Druha teorie, jiz zminéna vySe, se liSi v prostorovém uspofadani klastri. Tato teorie
piedpoklada, ze klastry molekul vody spojen c¢tyivodikovymi vazbami, jsou nahodile
usporadany mezi jednotlivymi molekulami vody. V dusledku lokalnich termalnich
¢i energetickych fluktuaci tvoii dvé molekuly vody vodikové vazby, diky cemuz se stal jejich
stav energeticky piijatelnéjsi pro tvorbu tieti a ¢tvrté vodikové vazby. Z opaéného hlediska,
kdyz se prerusi jedna H-vazba v disledku lokalnich fluktuaci, dalsi pteruSeni H-vazeb se stava
energeticky vyhodngjsi. Jediné co nebylo zahrnuto v teorii klastru, se tykd homogenni nukleace
podchlazené vody. Diky jiz zminénym fluktuacim energie, podchlazena voda spontanné¢ mrzne,
jakmile se ve vodé vytvoii tzv. " embryo” ledu. Tvorba embryi, konkrétné jejich pocet klesa
Vv zavislosti na teploté. Hodnota teploty, pii které vznika s velkou pravdépodobnosti embryo,
se udava —40 °C [2,5].

Jak je vSeobecné znamé, molekuly vody se chovaji jinak v roztoku s riznymi ionty neZzli
pouze v Cisté kapalné fazi vody. Orientace interakci voda-voda je velmi odliSna od uspotadani
molekul vody kolem ionti, kde se molekuly vody orientuji v jednom sméru. Jestlize se jedna
0 kation, molekuly vody jsou oto¢eny atomem kysliku ke kationtu. Opac¢na situace nastava
U aniontu, kde se molekuly vody orientuji vodiky. Diky pfitazlivym sildm mezi ionty
a molekulami vody dochazi k imobilizaci molekul vody, z tohoto divodu dochazi k vyraznému
poklesu dielektrické konstanty. Tyto pfitazlivé sily se ovSem tykaji pouze kratkych vzdalenosti,
konkrétné se tvofi jedna vrstva molekul vody. U malych iontl, jako naptiklad ionti fluoridu
a lithia, existuji dvé az tii vrstvy. Za vrstvami molekul vody uspofadané ve stejném sméru
se nachazi tzv. sttedni pasmo, kde se struktura jednotné orientovanych molekul vody rozpada.
AvSak strukturovana voda nezavisi jen na vzdalenosti molekul vody od ur¢itého iontu, velkou
roli hraje také koncentrace iontti v roztoku. Je-li koncentrace iontd vyssi (~ 1M), ovliviiuje
druhou a tfeti vrstvu orientovanych molekul vody také sousedni ion. Koncentrace tudiz urcuje,
jestli bude ptevladat tvorba strukturované vody nebo ruseni struktury molekul vody v okoli
iontu [2,4].
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2.1.3 Struktura ledu

Struktura ledu se sklada z centralni molekuly vody, kterd je prostfednictvim H-vazeb
obklopena ¢tyfmi molekulami vody umisténymi v pomyslnych vrcholech tetraedru. Vzdalenost
atom kysliku ¢ini 2,76 A, jak je vidét na Obrazku 3. Struktura, kterd jiz byla popséna, se poté
neustale opakuje [2,12].

.&..........

&

4.48A

Obrdzek 3 Struktura krystalu ledu [12].

Tato struktura je také pticinou nizké hustoty vody v pevném stavu, oproti jinym pevnym
latkam. A jak uz bylo zminéno vyse, rozsahlost vodikovych vazeb ovlivituje rovnéz vysoké
teploty tani a vypafovani. Mnozstvi energie pro tplné poruseni dvou H-vazeb molekuly vody
se udava 12,2 kcal/mol [2,4]. OvSem neni pouze jeden typ ledu. Je znamo alespon
16 krystalickych typt ledu. V jejich struktufe maji atomy kysliku stabiln¢ své misto a atomy
vodiku jsou ¢i nejsou uspotradany. Napiiklad typy IlI—VII se fadi mezi krystalické ledy,
modifikovany za pomoci vysokého tlaku. Zatimco typ VIII vznika z typu VII pfi nizké teploté.
Dale existuji tfi amorfni typy ledu neboli nekrystalické faze [3].

2.1.4 Vliv vody na konformace makromolekul

Biologickd funkce makromolekul je pfimo zavisla na jejich konformaci, pii¢emz
makromolekula dava prednost té konformaci, pfi které ma nejnizsi energii. Proto i zde voda
hraje kli¢ovou roli, konkrétn¢ prostfednictvim tvorby H-vazeb a podporou agregace
hydrofobnich molekul prostiednictvim hydrofobniho efektu. H-vazby se netvofi pouze mezi
molekulami vody, existuji také mezi funkénimi skupinami makromolekul (baze DNA,
peptidové vazby). VSeobecné se predpoklada, ze makromolekula zaujme takovou konformaci,
ktera zprosttedkovava co nejvice vnitinich H-vazeb a zaroven maximalné zvysi ostatni sily,
které se také podileji na konformaci. Avsak H-vazby sami o sobé nezajist'uji stabilitu, jelikoz
nejsou dostatecné silné. Naopak jsou tyto H-vazby slabsi nezli H-vazby mezi molekulami vody
a funkénimi skupinami [13]. Tudiz nejvice stabilni konformace bude ta s nejvétsim poctem
vnitinich H-vazeb mezi funkénimi skupinami makromolekuly, mezi povrchem makromolekuly
a molekulami vody a s maximalizovanymi dal$imi stabilizujicimi silami (pfedevsim
hydrofobnim efektem) [2].
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Jak uz bylo zminéno vyse, H-vazba neni jedina stabilizujici sila. Hydrofobni interakce taktéz
stabilizuji uspofadani makromolekul a maji rovnéz velky vliv na rozpustnost nepolarnich latek
Vv polarnim rozpoustédle, naptiklad benzenu ve vodé. Molekuly vody se usporadaji kolem
nepolarni molekuly ¢i jen nepolarni casti a vytvofi strukturu podobnou klatratu.
Vliv hydrofobniho efektu lze snadno zjistit ze zmény volné energie pii zvySovani teploty
za pouziti znamé Rovnice 1 (plati pro izotermické d¢je)

AG = AH — TAS, 1)

kde se volna Gibbsova energie (G) rovna entalpii (H) s odeétenim soucinu absolutni teploty (T)
a entropie (S) [2,14]. Bylo jiz prokazano, Ze pii rozpusténi benzenu ve vod¢ dochazi ke kladné
zmén¢ volné Gibbsové energie a hodnota entalpie nabyva zapornych hodnot. Aby Gibbsova
energic nabyvala kladnych hodnot a entalpie byla zaroven zapornd, musi entropie
byt téz zapornd. Z ¢ehoz vyplyva, Ze se systém stava vice uspotradany a tudiz se 1 predpoklada
vétsi  vyskyt H-vazeb. AvSak tato domnénka byla vyvrdcena pomoci infradervené
spektroskopie, kde se vibra¢ni stavy H-vazeb mezi molekulami vody a nepolarnimi latkami
zobrazily jako velmi slabé. Tato metoda byla rovnéz aplikovana na proteiny, kdy nepolarni ¢asti
jako methylova skupina u alaninu ¢i isopropylova skupina u valinu jsou v prub¢hu skladani
orientovany dovnitf struktury proteinu za ucelem omezeni kontaktu nepoldrnich Casti
s rozpoustédlem (voda). Protein se tak dostava diky konformaci do energeticky vyhodné&jsiho
stavu (volna Gibbsova energie se uvoliuje). V disledku této konformacni zmény, se stane okoli
proteinu vice neusporddané, nezli tomu bylo u ptedchazejici konformace, kde dochazelo
K hydrofobnim interakcim. Podstatou zvySeni neuspotfadanosti okoli proteinu je uvolnéni
molekul vody, které jsou v blizkosti hydrofobniho povrchu poutdny v uspotadanych,
entropicky nevyhodnych, klatratovych strukturach [2,14].

Hydratace biopolymernich molekul ma také zasadni vliv na jejich velikost. Velikost molekul
lze urcit prostfednictvim riznych technik, naptiklad pomoci studia pohyblivosti molekul
Vv elektrickém poli (elektroforéza), uréenim difuzniho koeficientu nebo rentgenovou difrakci
[15,16]. Rozdil naméfenych velikosti stejnych molekul témito technikami je praveé dusledkem
hydratace, kdy molekuly vody interaguji s molekulami méfeného vzorku. Schopnost vody
hydratovat biologicky dulezité molekuly (viz Obrazek 4), se dale vyuziva pii zkoumani
vlastnosti vody dal§imi metodami, kuptikladu stanoveni adsorpcnich isoterm, dielektrickych
konstant a vyuziti nuklearni magnetické resonance (NMR) a kalorimetrie [2].
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Obrdazek 4 Hydratace proteinu [3].

2.1.5 VodaV buiikach

Bunky obsahuji 60-80% vody. Jelikoz buika obsahuje mnoho riznych komponent (proteiny,
nukleové kyseliny, lipidy aj.), je logické, Ze se v buiice bude také vyskytovat hydratovana voda
neboli molekuly vody vazané na tyto buné&tné komponenty. Pomoci techniky diferenéni
skenovaci kalorimetrie (DSC), bylo zjisténo, ze v urcitém bod¢ — 0,2-0,25 g vody na gram
suSiny — se zadné teplo neuvolnuje béhem chlazeni, ¢i neabsorbuje béhem zahtivani. Toto
mnozstvi vody se tudiz klasifikuje jako voda neschopna piejit do pevné faze [17]. Nasledujici
experimenty zahrnovaly stanoveni adsorpéni isotermy, dielektrické konstanty a vyuziti NMR.
Konkrétné u metody NMR, méfeni prokdzalo zmenSeni intensity signdlu vody, ktery
byl linearn¢ umérny obsahu vody v buice, dokud obsah vody nebyl zredukovan do celkovych
8 %. Od této hranice snizeni obsahu vody v bufice az se obsah vody bliZil nule, ziistava intensita
signalu neménna [2].

Jak uz bylo feceno vyse, zbyvajicich cca 10 % vody v bufice nemiize byt odstranéno pomoci
mrznuti. Hydrataci vazanou vodu lze ale odstranit prostfednictvim lyofilizace, ktera se sklada
ze tii krokd. Nejprve dochazi k zamrznuti 90 % obsahu vody v burice, ktera se poté sublimaci
odstrani pry¢. Tteti a posledni krok se sklada z pomalé sublimace hydratované vody do okoli,
kde je tlak par udrzovan prakticky roven nule. Dehydratace vtomto pfipadé probiha
bez jakékoli fazové premény. Samoziejmé takto velky zasah v ptipadé dehydratace buiiky
vyvola poskozeni vnitini struktury i funkce jednotlivych komponent bunky. K charakterizaci
tohoto poskozeni byl napt. pozorovan unik elektrolytti z bunky do extracelularniho prostedi
za pouziti DSC, kde byla zjisténa hranice 0,4-0,3 g vody na gram suSiny, do které se buiika jesté
neposkozuje [17]. Dehydratace taktéz ovliviiuje konformaci jednotlivych makromolekul.
Rovnéz v ptipad€ enzymatickych reakci hraje hydratovana voda vyznamnou roli, nebot’ enzym
a substrat musi piejit do bezprosttedni blizkosti, av§ak budou-1i mit na povrchu jednu nebo vice
vrstev hydratované vody, musi byt tato voda pied vlastnim kontaktem odstranéna. Podobné
se tento efekt projevuje napt. pii bunéénych fazich, kde dochazi ke spojeni membran [2].
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2.2 Kryobiologie

Jeden z nejrozsitenéjSich stresovych faktort, ktery je pfimo spojen se strukturou a fazovym
stavem vody v bunkach, predstavuje vliv teplot pod bodem mrazu. Proto je proces mrznuti
bun¢k jako modelovy stresovy faktor podrobné popsan v nasledujici kapitole.

Kryobiologie je odvétvi biologie, které se zabyva G¢inky nizkych teplot na zivé organismy,
resp. reakcemi zivych bunék na pfeménu kapalné vody na led v disledku nizkych okolnich
teplot. Zmrazeni byva u vétSiny biologickych systémt letalni, avSak mtze slouzit také naptiklad
k prodlouzeni doby uchovavani celych zivotaschopnych organt. Nizké teploty obecné zapticini
zpomaleni ¢i uplné zastaveni nékterych biochemickych reakcei, ale zarovenn mohou paradoxné
urychlit jiné biochemické procesy, jelikoz ztrata vody a tvorba krystali ledu zvysi koncentraci
rozpusténych latek podilejicich se na biochemickych reakcich (napt. katalyzovana oxidace
lipidd mikrosomalni frakci z rybi svaloviny v pfitomnosti NaCl) [18]. Riznych mrazicich
technik tak mize byt vyuzivano jak pro uchovani struktury bunék, tak také naopak pro naruseni
celistvosti bunék [19].

2.2.1 Preména vody na led

Béhem premény kapalné faze vody na pevnou fazi, se led (pevna faze) stava stabilni,
jakmile klesajici teplota dosahne teploty, kdy pridany krystal ledu do kapalné faze neroztava.
Kdyz teplota klesne nize, krystal ledu roste a molekuly vody ztraceji vlastnosti kapalné faze.
Pokud neni do kapalné faze ptidan krystal ledu, nemusi nutn¢ vzniknout krystal ledu i kdyz se
teplota bude vyskytovat pod teplotou piechodu. Tento jev vznika v ur¢itém rozsahu teplot, kde
se voda stdva metastabilni (podchlazend voda). OvSem tento stav miize byt opét naruSen
pridanim krystalizaénim zarodkem, ¢imz je iniciovan fazovy prechod. Podchlazend voda je také
charakteristicka svymi jedine¢nymi vlastnostmi, jako je napfiklad vétsi stlacitelnost nebo vEtsi
hustota. VSechny unikatni vlastnosti podchlazené vody vychazeji pfedevsim z jeji struktury,
ktera je tvorena Klastry molekul vody, tvofici dohromady sit’ v délce nékolika molekul.
S rostouci rozlohou sité, pribyva také vétsi pocet moznosti k ristu, ale zaroven i pocet kolisi,
které ji rozrusuji. Tento fenomén je piimo zavisly na teploté, konkrétné na teploté odpovidajici
kritickému bodu. Je-li teplota vysS$i nezli hodnota kritického bodu, zistava kapalna faze
v podob¢ sité tvofené klastry, ale pokud je teploty nizsi, kolize jsou piekonany zacinajici
nukleaci, kde je rostouci sit’ pfeménéna na krystal ledu [20,21].

Nukleaci lze rozdélit do dvou kategorii a to na homogenni a heterogenni nukleaci. Pfi¢emz
v homogenni nukleaci vzniké led z molekul vody a dohromady tak tvofi klastry molekul vody
pevné faze, které samovolné dale rostou. Oproti tomu heterogenni nukleace probiha
za piitomnosti cizich castic, které v kontaktu s vodou iniciuji vznik pevné faze. Vyhodou
heterogennich nukleaci je pfedev§im schopnost vytvofit tzv. kriticky klastr (nejvetsi existujici
Klastr pfed krystalizaci) za pomoci vlastnosti cizich ¢astic ¢i povrcht, které orientuji molekuly
vody do pomysinych miizek ledu za vyssich teplot na rozdil od homogenni nukleace [22].
V pripad¢ heterogennich nukleaci konkrétn¢ tvorby intracelularniho ledu v buiikach nastava
pii teplotach —5 °C az —15°C v isotonickém prostiedi za pfitomnosti extracelularniho ledu.
Nicméné rozsah teplot je pod vlivem mnoha faktortl (chemicky, iontové, rychlost zmrznuti aj.)
a muze se menit. Napiiklad ve vnitinim prostiedi liposomt, které neobsahuji Zadné
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intracelularni komponenty, se rozsah teplot pohybuje od —5 °C do —10 °C. Z ¢ehoz vyplyva
katalyticky vliv nejen extracelularniho ledu ale i plasmatické membrany. Zasadni vlivy
nukleaci jako pfitomnost Kryoprotektivnich latek ¢&i rychlost zmrazeni budou popsany
v samostatnych kapitolach (viz. podkapitoly 2.2.4 a 2.2.5) [22,23].

2.2.2 Osmotické disledky mraZeni bunék

Je-1i teplota pod nulou, tvoii se primarné krystaly vody v extracelularnim prostfedi buriky.
V disledku c¢astecného zmrazeni extracelularniho roztoku klesda jeho chemicky potencial
(funkce tlaku, teploty a tlaku), diky ¢emuz je voda transportovana skrz polopropustné bunééné
membrany ve snaze ustaveni nové rovnovahy mezi intracelularnim a extracelularnim
prostiedim [22]. Dochazi tak k dehydrataci, v jejimz dusledku burika nabyva jiny objem, ktery
1ze vypocitat za pouziti Boyle-van’t Hoffovi rovnice (viz Rovnice 2).

vV =md(V,—b)—+b, 2

kde me je osmolalita extracelularniho roztoku, b je osmoticky neaktivni objem buiky,
70 je extracelularni osmolalita a Vo je objem bufiky za isotonickych podminek. Avsak tato
rovnice plati pouze pro idedln¢ zfedéné roztoky, navic nelze osmolalitu v rovnici nahradit
osmotickym tlakem, jestlize je tento vztah vyuzivan za riznych teplot [20]. Grafické zobrazeni
Boyle-van't Hoffovi zavislosti ilustruje Obrazek 5, kde je pomérny objem bun¢k funkci
inverzni osmolality. Takto linearizovana zavislost je vyuzivana pro odhad objemu osmoticky
neaktivni frakce z celkového objemu burniky, jestlize je roztok idealné¢ zfedény. V opaénych
pfipadech je tato hodnota mirn¢ zavad¢jici. Je-li bunka vystavena zvySené koncentraci
v extracelularnim prostiedi, buitkka se smrsti v disledku vyrovnani chemickych potenciala
na definovany objem [19].
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Obrazek 5 Zobrazeni Boyle-van't Hoffovi rovnice [24].
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Dalsim dilezitym faktorem osmdzy je rychlost vyrovnani chemickych potencialii, konkrétné
rychlost transportu vody z intracelularniho do extracelularniho prostiedi (tj. rychlost
dehydratace buiiky), ktera je pfimo imérna jak velikosti gradientu, tak propustnosti plasmatické
membrany (zavislost na poctu bilkovinnych kanalki, které transportuji vodu, tzv. aquaporinii)
[24].

2.2.3 Vliv nizkych teplot na intraceluldrni a extracelularni vodu

Jak uz bylo zminéno vySe, vytvori-li se krystalky ledu v extracelularnim prostiedi burky,
samotnd bunka se diky rozdilu chemickych potenciald intracelularniho a extracelularniho
prosttedi  dehydratuje, dokud nedojde kopétovnému ustaveni rovnovahy. Voda
V intracelularnim prostiedi pfitom svoji fazi neméni, nebot’ hodnota bodu mrznuti se snizuje
v disledku zvySovani koncentrace rozpusténych latek v intracelularnim prostfedi. Rozdil
chemickych potencialtt prostiedi je pfedevsim zptsoben vys$S§im chemickym potencidlem
podchlazené vody (intracelularni kapalna faze). Nasledna dehydratace se poté projevuje
zmenSenim objemu bunky, tzn. smrSténim. S klesajici teplotou dochazi ve vétsi mife
k dehydrataci pro udrzeni rovnovahy. Disledkem intenzivngjsi dehydratace je tak logicky
I v&tsi smrsténi buniky (viz Obrazek 6) [25].

kapalna voda

Obrazek 6 Viiv extraceluldrniho ledu na objem buiiky a chemicky potenciali [25].

Avsak cela tato kaskada dé&jt je pfimo zavisla na teplot€ a na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
extracelularniho ledu. Jestlize se extracelularni led nevyskytuje, zlistavd podchlazend vody
uvnitf bunky stabilni pfi teplotnim rozsahu —5 C az —15°C. Naproti tomu, vyskyt
extracelularniho ledu pfi téchto teplotdch podminuje tvorbu intracelularnich krystalka ledu.
Teplota muize byttaktéZ ovlivnéna kvalitou bunéné membrany a pfitomnosti
kryoprotektivnich latek [22,24].

2.2.4 Principy ristu intracelularnich krystaliza¢nich zarodki

Zacatek nukleace a nasledny rist nukleacnich krystalkt ledu podléhaji néekolika
experimentalné podloZzenym mechanismim. Jeden z nich doklada nutnost tésného kontaktu
extracelularniho ledu pro jiz zminénou tvorbu intracelularniho ledu okolo teploty —30 °C,
zatimco za nizSich teplot intracelularni nukleace probiha 1 pfi naprosté absenci extracelularniho
ledu. Dal§i mechanismus tykajici se vzniku intraceluldrni nukleace probiha pifi —15°C
az —20 °C, kdy je jak prostor v burice tak i vn¢ podchlazen. Jestlize je momentalni teplota nizsi
nezli teplota odpovidajici nukleacni teploté bunky, nastdva intraceluldrni nukleace pomoci
vlivu extracelularniho ledu. Zatimco v opacném piipad€, konkrétné za vyssi teploty nezli
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je nukleacni teplota bunky, zadna intracelularni nukleace neprobihd ani za pfitomnosti
extracelularniho ledu. Tento stav pfetrvava 1 za podchlazeni vody bunky. Pricemz
nukleacni teplota klesd v zdvislosti na zvySujici se koncentraci rozpusténych latek
Vv extracelularnim prostoru [2, 26]

2.2.5 VIiv rychlosti chlazeni

Kli¢ovou tlohu pti fazovych prechodech bunééné vody hraje dale rychlost chlazeni bunky
(viz Obr. 7). Jak je zobrazeno na Obr. 7, pii teploté —5 °C zlstava bunka i jeji okoli v kapalném
stavu v disledku podchlazeni vody. Snizili se teplota na —10 °C, vytvafi se led pouze v okoli
bunky, kdy tvorba ledu ve vn&jSim prostiedi je zptisobena podchlazenim intracelularni vody
(vyssi chemicky potencial), které je oddéleno od extracelularniho prostfedi pomoci
cytoplazmatické membrany. Mezi velmi dulezité faktory ovliviiujici fyzikalni zmény v pribéhu
snizovani teploty je zajisté rychlost ochlazeni. Jak je patrné na Obr. 7, jestlize je rychlost
chlazeni dostate¢né pomald, vyrovnava se chemicky potencidl podchlazené vody uvniti buiiky
a castecné zmrzlé extraceluldrni vody v prostiedi bunky, prostfednictvim tzv. exosmozy,
kdy dochazi k dehydrataci buniky neboli k vydeji vody do extracelularniho prostiedi pro udrzeni
rovnovahy jiz zminénych chemickych potenciali. Na rozdil od pomalé rychlosti chlazeni,
kdy vznika pouze extracelularni led, v prubéhu rychlého chlazeni nedochazi k dostate¢né
dehydrataci. Dusledkem toho, vznika intracelularni led, ktery vyrovnava chemické potencialy
jak vnitiniho tak vné&jsiho prostiedi [24].

(..A—‘»'

-5°C pomalé chlazent

,___%%% /

Obrazek T Zamrzdani bunék pri riiznych rychlostech chlazeni [24].
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Chovani bunécné vody pii riznych rychlostech mrazeni je mozné popsat také kvantitativné
na zéklad¢ kombinace vztaht, tykajicich se osmotického tlaku, tlaku par aj. Tak lze vypocitat
mnozstvi podchlazené vody v buiice jako funkci rychlosti ochlazeni. Pro umoznéni takovéhoto
kvantitativniho popisu je nutno znat permeabilitu buniky vici vod¢, jeji aktivacni energii,
pocatecni koncentrace rozpusténé latky v bunce a pomér velikosti povrchu buiiky a jejiho
objemu. Takto vypocitané mnozstvi intracelularni vody je poté vyneseno v zavislost relativniho
objemu vody buiiky na teplotu odpovidajici isotonickému objemu vody buiiky. Pouzitim téchto
vypocitanych dat je dale umoznéno uréit i pravdépodobnost zamrzani intracelularni vody jako
funkci rychlosti ochlazeni. Jestlize jsou buiky dostatené¢ dehydratovany a tudiz obsahuji
mnozstvi intracelularni vody udrzujici rovnovédhu chemickych potencialt, pravdépodobnost
tvorby intracelularniho ledu se rovna nule, pfi¢emz buiiky, které jsou neustale podchlazovany
az do dosazeni jejich nukleacni teploty, je vysokd pravdépodobnost vzniku intraceluldrniho
ledu, disledkem nedostacujici dehydratace. Samoziejmé hodnoty rychlosti ochlazeni,
pfii kterych vznika intracelularni led, se méni s ohledem na koeficientu permeability vody
pro danou teplotu, aktivacni energii a na pomér velikosti povrchu na objemu pro rtizné typy
bun¢k. Napiiklad se srostoucim pramérem bunky, naopak klesd rychlost ochlazeni
pro zachovani pravdépodobnosti vzniku intracelularniho ledu, nebot’ ztrata vody béhem
ochlazeni je imérna poméru povrchu bunky k jejimu objemu [2,24,27].

Experimentalné byl prokazan trend mezi rychlosti chlazeni a citlivosti bunky na rychlost
zpétného ohfivani. Konkrétné burnky podrobené velmi rychlému ochlazeni (vitrifikaci),
kdy dochazi k intracelularnimu zmrznuti bunky, byvaji podstatné citlivéjsi k pomalejSimu
zahtivani nezli k rychlému. Naopak u nizké rychlosti ochlazeni bez tvorby intracelularniho
ledu, nebyla zaznamenana zadna podobna citlivost [24,28]. Jak uz bylo zminéno vyse, vysoka
rychlost ochlazeni je pfi¢inou zvySeni mnozstvi podchlazené vody az tvorby intracelularniho
ledu, pficemz krystalky ledu pfi extrémnich rychlostech dosahuji tak malych rozméru, diky
kterym jsou krystalky ledu patrné pouze pomoci elektronové mikroskopie, (viz nasledujici
podkapitola) [24,29].

Na rozdil od vysokych rychlosti, béhem nizké rychlosti chlazeni nevznikaji zadné
intracelularni krystalky ledu, protoZe je dostatek ¢asu na transport potfebného mnozstvi vody
zevnitt bunky ven a chemické potencidly intracelularni a extracelularni vody zUstavaji
zpusobenymi zvySenou koncentraci elektrolytti v intracelularnim prostiedi anebo piiliSnym
smrsténim bunky vlivem osmotického stresu [20]. VétSina hypotéz zabyvajicich se defekty
bunky Vv dusledku pomalého ochlazeni se shoduji natom, Ze poranéni buiky je disledkem
snizeni chemického potencialu vody. Jinymi slovy, zbylé mnozstvi vody v kapalné fazi ma
velky vliv na poskozeni bunky. Z tohoto divodu je poskozeni bunky chlazenim kromé
pocatecniho objemu builky vyrazné ovlivnéno také pocateCnim slozenim extracelularniho
roztoku, ktery ma vliv na zbyvajici kapalnou fazi béhem pomalého ochlazeni. Béhem pomalého
ochlazovani jsou buniky uskupeny v Gzkych kandlcich nezmrzlého roztoku mezi jiz vytvofenym
extracelularnim ledem (viz Obrazek 8). Uzké kanalky se dale zuzuji s klesajici teplotou,
pticemz dochazi k ¢im dal vétsimu smrsténi bunék [2,20,24].
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Obrazek 8 Erytrocyty zaby behem pomalého ochlazovani [24].

Nedavné experimenty naznacily vedle osmotickych efektt taktéz vliv dalSich fyzikalnich
silna zménu objemu a poSkozeni buiiky v pribéhu chlazeni. Dulezitou roli hraje
pravdépodobné rozpinajici se objem ledu, ktery muze ovlivnit jak objem, tak i tvar buniky [24].
Rozsah optimalnich rychlosti chlazeni pro rizné buiiky spo¢iva ve schopnosti dehydratace
jednotlivych bunck. Optimalni rychlost chlazeni, zplsobujici minimalni poSkozeni bunky,
Ize definovat jako rychlost, kdy se s libovolnym zvySenim této rychlosti zvysi pravdépodobnost
tvorby intracelularniho ledu. Pfi optimalni rychlosti rovnéz plati, Ze Se S narustajici rychlosti
ochlazeni zkrati doba vzniku extracelularniho ledu a tim dojde i k redukci Skodlivym ucinka
vuci bunkdm. Pricemz poskozeni bunék prostfednictvim vlivu jak intracelularniho
¢i extracelularniho  ledu  spodiva v destabilizaci membran, kterda mize dospét
az k mechanickému poskozeni [24,30].

2.2.6 Kryoprotektivni aditiva

Aplikace kryoprotektivnich latek ma velky vyznam napiiklad v oblastech molekularni
biologie ¢i moderni mediciny pfi kryokonzervaci zivych bun¢k ¢i dokonce celych tkani. Mezi
kryoprotektivni latky (cryoprotective agents, CPA) se fadi ty latky, jejimz vlivem je mnozstvi
zivych bunék po rozmrazeni vy$si nezli za jejich nepfitomnosti (v kontrolnim vzorku)
[31]. [31]Mezi CPA patii cela skala organickych molekul, od nizkomolekularnich
az po vysokomolekularni aditiva. CPA se bézn¢ klasifikuji dle penetra¢ni doby, coz je cas,
béhem néhoz dojde k penetraci latky, kdy vstupuje ¢ast CPA do bunék a molekuly vody jsou
tak vytlacovany do extracelularniho prostiedi buiiky. CPA se dle penetracni doby déli na latky,
které pronikaji v ramci 30 minut (metanol, etanol, etylenglykol aj.), latky které se absorbuji
pozdéji (glycerol, mono-, oligo- a polysacharidy aj.) a na latky které nepronikaji vibec
(polyvinyl alkohol, polyetylenenglykol (PEG) aj.), nebot’ jsou vyuzivany pro extracelularni
prostiedi v 10-40% koncentracich, kdy jsou molekuly vody dostavany z buné¢k osmotickou
cestou. Ackoli propustnost nékterych latek mtze byt ovlivnéna ptfedev§im teplotou a typem
buiikky (napf. glycerol), jelikoz nékteré CPA proniknou pouze bunécénou sténou nikoli
plazmatickou membranou (aminokyseliny, mono a disacharidy). CPA pronikajici jak bunéénou
sténou, tak i plazmatickou membranou jsou konkrétné glycerol a dimetylsulfoxid (Me2SO)
[32].
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CPA se vyskytuji v pfirod¢ zcela ptirozené v raznych podobach, jako tzv. nemrznouci
proteiny (hmyz, bakterie, rostliny) ¢i kompatibilni rozpusténé latky, které jsou metabolizovany
a akumulovany za stresovych podminek pro urcity biologicky systém (extrémni studené
prostiedi, dehydratace okolniho prostiedi za nizkych teplot). Ukolem té&chto CPA je piedevsim
ochranit biologicky systém pted ztratou vody na bunééné trovni, at’ uz v disledku tvorb¢ ledu
¢i odpateni pfi vysouSeni bun¢k. Obrazek 9 ilustruje zpisob, jakym se nemrznouci protein
prostiednictvim H-vazeb navaze na krystalky ledu, ¢imz piedchazi tvorbé vétsich krystali ledu.
Dale je tu znazornén kryoprotektivni mechanismus tykajici se vyrovnani koncentraci
intracelularniho a extracelularniho prostoru vyuzivajice membranového proteinu aquaporind,
ktery ptimo reguluje tok vody ven a dovnitt bunky [31].

N
 aa -

Q@ . krystal ledu

vyrovnani

""’“ oncentraci an
W, i 2

navazané nemrznouci
proteiny na rastalky ledu

Obrdazek 9 Kryoprotekcni mechanismy [33].

Mezi dal§i CPA, konkrétné rozpusténé latky majici kryoprotektivni G€inky patfi jiz Zzminény
glycerol a cukry [31]. Typickym piikladem cukru akumulujiciho Se v bunice za extrémnich
podminek je mimo jiné trehaldza. Tento disacharid interagujici s plazmatickou membranou
napomaha skelnému piechodu vzorku a zaroven se vyznaCuje nizkou toxicitou. Proto
je trehaléza velmi G¢inna a vyuziva se Vcelé tfadé biologickych systémi v ramci
kryokonzervace [34].
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Diky ptitomnosti CPA (H-vazby mezi CPA a proteiny pfispivajici hydrataci), se bunky
stavaji mén¢ citlivé k pomalému chlazeni, béhem kterého dochazi ptfedevs§im k ubytku
kapalné faze v okoli buniky a ke zvySeni koncentrace iontd. Pfidanim nepenetrujicich CPA
se celkoveé zvysi objem extracelularni kapalné faze a snizi se tak i nasledné koncentrace iontii
[24]. Samoziejmé by bunka méla piezit bez jakykoli poskozeni piidané mnozstvi jednoho
¢ivice CPA. Naptiklad pifi pouziti glycerolu se udava koncentrace 1-5mol/l, kterd
je dostacujici ke kompenzaci negativniho vlivu soli, kdy cely systém dosahne skelného stavu
aizanizsi teploty je nadale ochranén pied rustem ledovych krystald v dasledku vysoké
viskozity [31]. Obecné lze uc¢innost CPA stanovit dle toxicity a rozpustnosti za urcitych teplot
a koncentraci. Ackoli jsou nékteré CPA za béznych podminek toxicky nezdvadné, disledkem
vy$8ich koncentraci a vySSich teplot se mohou projevit Caste¢né toxické uU¢inky vuci
biologickym systémim. Takto vznikla toxicita Ize ptedejit ¢i omezit dvéma zpusoby, zaprvé
budou pouzity kryoprotektanty s mensi penetracni schopnosti a za druhé, zkrati se Casovy
interval ptisobeni CPA. AvSak tyto kroky jsou pouZitelné pouze na malé vzorky nezli pro tkané
¢i celé organy [35,36]. Kriticka situace mtize nastat i béhem zpétného ohfevu bunék, kdy CPA
neprostupuje membranou tak rychle jako voda vyrovnavajici chemicky potencial
extracelularniho a intracelularniho prostoru. Buiiky poté praskaji z divodu nadmérné absorpce
vody do intracelularnim prostoru jako dusledek nevhodné aplikace CPA (vybér, podminky)
[31].

2.2.7 VIliv rychlosti zpétného zah¥ivani bunék

Buriky, uchovavané metodou kryoprezervace, museji prezit nejen vlastni ochlazeni, ale také
zpétné ohfivani pfi jejich dalsim pouziti. Buriky tak prochazi nejkriti¢téjsi oblasti teplot —15 °C
az—60°C hned dvakrat [20]. Jak uz bylo zminéno v predchazejicich podkapitolach,
vliv rychlosti zahfivani na pteziti buniky respektive na jeji poskozeni se odviji od jeji predeslé
rychlosti ochlazeni [2]. Pokud byla bufika zmrazena vysokou rychlosti, je pro ni ptiznivéjsi
rychlé zpétné zahtivani za ucelem omezeni rizika rekrystalizace. To je zpiusobeno faktem,
ze pii rychlém chlazeni dochazi k tvorbé velmi malych intracelularnich krystalkd vody, které
pfi velmi vysokych rychlostech byvaji dokonce aZ neviditelné pro ultramikroskopické metody.
Pro tento tcel je proto vyuzivana technika kryoelektronové mikroskopie. Na rozdil od velkych
krystalli ledu jsou malé krystalky ledu termodynamicky nestabilni, diky cemuz taji za nizSich
teplot. Dusledkem rozdilnych teplot tani, mize nastat rekrystalizace, kdy dochazi k agregaci
malych krystalktl ledu a vytvaii se tak velké krystaly ledu, které poskozuji buiiku mnohem vice
[20,37].

Z hlediska vlivu rychlosti zpétného zahtivani v ptipadé¢ nizké rychlosti piedchoziho
zmrazeni bunék mohou nastat hned tii situace. Rychlost zpétného zahtivani bud’ nema
prakticky zadny vliv, nebo vznika vétsi poskozeni bunky za nizké rychlosti zahfivani
nez za vysoké a naopak. VSechny tii pfipady maji své zastupce, pticemz prvni situace nastava
pfedevS§im pii pouziti kryoprotektanti. tomu, letdlni efekt pomalého ohfivani byva
op¢t zpusoben rekrystalizaci intracelularni vody. V poslednim ptipadé, tj. za rychlého zahtivani
pomalu ochlazenych bunék, dochazi k osmotickému Soku. Divodem je zvySena koncentrace
rozpusténych latek v bunice kviili vyrovnani koncentraci béhem pomalého chlazeni, pfi¢emz
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rychlé zpétné zahiivani neumozni navraceni rozpusténych latek zpatky do extracelularniho
prostoru. Burika tak navysuje piijem vody az k samotné lyzi bunky [2].

2.3 Modelové mikroorganismy - Cupriavidus necator

Jako modelové mikroorganismy, podrobené fyzikalné-chemickym analyzam v ramci
experimentalni ¢asti predlozené prace, byly ptedevsim z diivodu dlouhodobého systematického
studia na pracovisti Fakulty chemické VUT v Brné zvoleny dva kmeny baterie Curiavidus
necator. Referen¢ni (wild-type) kmen (Cupriavidus necator H16) a jeho mutantni kmen
(Cupriavidus necator PHB™) slouzi jako modelové systémy mikroorganismi produkujici
polyhydroxyalkanoaty (PHA) za urcitych podminek [38]. Diky ¢astym zménam v taxonomii
Ize tuto bakterii v literatufe stale ¢asto nalézt pod nazvem Ralstonia eutropha z roku 1995.
Nynéjsi nazev Cupriavidus necator H16 ziskala bakterie v roce 2004, kdy byla opét
prejmenovana z Wautersia eutropha H16 [39].

2.3.1 Vyskyt a vlastnosti bakterie

Bakterie Cupriavidus necator H16 patii mezi gram-negativni striktné respira¢ni fakultativné
chemolitoautotrofni bakterie vyskytujici se ve sladké vodé ¢i v pudé, Které vyuzivaji
jak organické slouceniny tak Ho jako zdroj energie a uhliku, pfi¢emz maji schopnost fixace CO>
ze vzduchu do Calvin-BensonBasshamova cyklu. Naproti tomu, v ptipadé anoxie (nedostatek
kysliku v organismu a okoli) jsou bakterie schopny pfejit do denitrifikaéniho chodu,
kde dusi¢nany slouzi jako alternativni akceptor elektronti. Mezi zdroje energie a organického
uhliku patii jak meziprodukty Citratového cyklu, tak cukerné kyseliny, mastné kyseliny
aj. Ohledné sacharidi je vyuziti omezeno pouze na fruktozu a N-acetylglukosamin
diky nepfitomnosti enzymu fruktoza-1,6-bisfosfatazy, proto je fruktéza dale metabolizovana
Entner-Doudoroffovou drdhou. V soucasné dob¢ je téz znama kompletni nukleotidova
sekvence, pfi¢emz se genom sklada za tii replikoni — chromozom 1, chromozom 2
a megaplasmidu pHG1 [40,41]. Kde pravé megaplasmid pHG1 hraje zasadni roli nositele
zakladni genetické informaci fakultativn€ litoautotrofnich a fakultativné anaerobnich
mikroorganismii. Bylo zjisténo, Ze vice nez 30 genl vyskytujici se na megaplasmidu pHG1
souvisi s anaerobnim metabolismem, konkrétn€ s denitrifikaci. Nejvétsi segment
megaplasmidu (41 genl) kéduje tvorbu Ctyf hydrogenaz souvisejici s litoautotrofii. Dalsi
rozsahly usek megaplasmidu se tyka gend souvisejici s katabolismem aromatickych slou¢enin
[42]. Megaplasmid pHG1 obsahuje rovnéz dva geny tykajici se metabolismu
polyhydroxyalkanoatti (PHAs), kde prvni gen phaP2 kdéduje protein kasin nezbytny pro tvorbu
povrchu cytoplazmatickych granuli PHAs. Druhy gen phaZ kéduje polyhydroxybutyrat
depolymerazu, ktera je nutna pro vyuziti Glozisté poly(3-hydroxybutyratu) (PHB) jakozto
nejrozsifenéjsiho typu PHA [40].

Jedna se tak o nejlépe prozkoumanou bakterii produkujici PHB, ktery je dale akumulovan
ve velkém mnozstvi v cytoplasmé uvnitt bakterie ve forme intracelularnich inkluzi viz Obrazek
10, na rozdil od mutantniho kmenu Cupriavidus necator PHB™ neprodukujiciho PHB. Ovsem
pocet a velikost granuli zavisi na kultivacnich podminkdch a druhu bakteridlniho kmenu.
Povrch granuli, jak jde vidét na Obr. 10 je tvoten fosfolipidovou dvojvrstvou, ktera zpisobuje
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hydrofilni charakter granuly, ¢imz akumulace PHB nijak nezvysi intracelularni osmoticky tlak
[40,43].

Strukturni protein

, s l PHA syntdza
Depolymeraza /
Regulacni protein
\ a el «

Fosfolipidy

300-500 nm
Obrazek 10 Struktura polyhydroxyalkanodtové granule [44].

Intracelularni granule PHA mohou vzniknout in vivo dvéma zplsoby, viz Obrazek 11.
Bud’ pomoci tvorby micel, kde se granule PHA tvofi volné v cytoplasmé, nebo prostiednictvim
puciciho procesu, za produkce membranového materialu v podob¢ izolovanych granuli. Takto
vzniklé PHA granule se také nevyskytuji volné v cytoplasmé, jako tomu bylo u micelarniho

modelu, ale jsou rozmistény pobliz membrany [43].

Rozpustna Amfipati C3cti :
paticka Castice polyesteru
polvesle'f syntaza polyester syntdza pa
1 $2

Obrazek 11 Modely tvorby granuli [43].

2.3.2 Stresova odpovéd’ bakterii

Schopnost bakterie ptezit extrémni podminky, at’ uz z hlediska dostupnosti zivin, teploty,
pH, oxidaci ¢i koncentraci pfitomnych soli, zavisi pfedev§im na rychlosti odezvy regulacnich
systémi a prizpisobeni metabolickych ¢innosti mikroorganismli (zmény v genové expresi,
aktivita proteinl) [45,46]. Bakterie maji tudiz vyvinuté mechanismy umoziujici prezit
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hladovéni a snéset vice stresovych faktorti. Pfedpoklada se, ze k obrannym mechanismim
taktéz patii akumulace PHA vV inkluznich téliskach jako zasobniho materidlu pro preziti
za stresovych podminek. Avsak ptesny princip mechanismu vyuziti PHA ve stresové odpovédi
neni stale dostatecné objasnén [47].

Ackoli by se mohlo zdat, Ze hromadéni polymeri jako je PHA mé ptfedevSim vyznam
Z hlediska zasobniho zdroje, byl rovnéz prokdzan piimy vliv vyskytu PHA v bakteriich
na prezivani mikroorganismtii za nizkych teplot. Konkrétné¢ byl tento efekt pozorovan
u mikroorganismt produkujicich PHB patticich do rodu Bacillus vyskytujici se v antarktickych
vzorcich, kde po zahiati byl necekané izolovan kmen Pseudomonas. Nasledné bylo
experimentalné potvrzeno, ze kultura, kterd akumulovala PHB m¢éla vyrazné vyssi odolnost
vici nizkym teplotam na rozdil od kultury, kterd neméla schopnost akumulace PHB [47]. Dalsi
studie, zaméfena na bakterialni kmen Rhizobium DDSS69, prokazala ubytek PHB dasledkem
nizké teploty. Nicméné pokles obsahu intracelularniho PHB za nizkych teplot nesouviselo
se stresovou odpovédi, nybrz s inhibici biosyntézy PHB a se zvySenym rozpadem polymeru
[48]. Jiné experimenty porovnavajici divoky kmen Aeromonas hydrophila 4AK4 produkujici
kopolymer 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyhexanoatu a neprodukujici kmen Aeromonas
hydrofila CQ4 snarusenou PhAc-syntazou, prokazaly vétsi odolnost divokého kmenu
Aeromonas hydrophila 4AK4 vici teplotnimu Soku, UV zéafeni a osmotickému tlaku. Tento
kopolymer se mimo to projevoval vyssi biokompatibilitou a lepsimi mechanickymi vlastnosti
ve srovnani s PHB [49].

2.3.3 Struktura a vlastnosti polyhydroxyalkanoati

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polyestery hydroxykyselin patiici mezi biologicky
degradovatelné polymery s velkym aplikaénim potencidlem. Schopnost produkce PHA a jeji
akumulace v cytoplazmé byla jiz potvrzena u celé fady mikroorganismi. Jak uz bylo zminéno
vySe, PHA neslouzi pouze jako zasobni latka ptedstavujici zdroj energie a uhliku, ale diky
své nizké rozpustnosti a vysoké molekulové hmotnosti ma dulezitou roli coby kryoprotektivni
latka [47,50]. Z hlediska délky monomernich jednotek lze PHA rozdélit do dvou skupin,
na skupiny short-chain-length (scl-PHA) a medium-chain-length (mcl-PHA). Skupina scl-PHA
je slozena z monomert o poctu tii az péti atomy uhliku, zatimco mcl-PHA obsahuje monomery
0 velikosti Sesti az ¢trnacti atomt uhliku (viz.Obrazek 12) [51].

R | PHA
0O C:-Cz | scl-PHA
~ Cs-C11 | mel-PHA
W CH; PHB
R (@) n CiHs PHV

Obrazek 12 Struktura moznych kombinaci polyhydroxyalkanodtit [52].

Bylo objeveno vice nez 100 riznych monomernich jednotek, které slouzi jako stavebni
slozky zasobniho PHA. Diky této rozmanitosti je umoznéno biotechnologicky vyrabét rizné
typy biologicky odbouratelnych polymert s odlisnymi vlastnostmi, pii¢emz molekulova
hmotnost PHA dana vyrobcem, se pohybuje v rozmezi 50 000-1 000 000 Da. Dale jsou vSechny
monomerni jednotky v D(—) konfiguraci vzhledem ke stereospecifité biosyntetickych enzymu
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[53]. Z hlediska vlastnosti, existuji polymery jak krystalické tak pruzné a elastické. Piikladem
vysoce krystalického polymeru s teplotou tani pii 180° je polymer P(3HB). Tento material
je charakteristicky svoji kichkosti a tuhosti. AvSak pravé kombinaci riznych monomernich
jednotek s P(3HB) je dosazeno vyrazné zlepSeni mechanickych vlastnosti. Pro tvorbu
kopolymert PHB je vyuzivan napiiklad 3-hydroxyvalerat (3HV), 3-hydroxyhexanoat (3HHx)
¢i 4-hydroxybutyrat (4HB). Zatimco P(3HB) je opticky ¢isty biokompatibilni polymer schopny
piezoelektrického jevu napomahajici pii osteoindukci, na kopolymer P(3HB-3HV)
se vyznacuje nizsi teplotou tani a vysSi pruznosti v dasledku ztraty krystalinity. Nicméné
vlastnosti kopolymerti zavisi na pomerovém zastoupeni jednotlivych polymeri, konkrétné
u kopolymeru P(3HB-3HV) obsahujiciho vice nez 20 % mol 3HV monomernich jednotek
se jedna o material vyuzitelny pro vyrobu filmt a vlaken s riznou elasticitou. Naproti tomu
P(4HB) se jako termoplasticky material vyznacuje vybornou pevnosti v tahu, podobnou jakou
ma napt. polyetylen. Charakteristické vlastnosti jednotlivych polymernich materiala
jsou shrnuty v Tabulce 1 [51,53].

Tabulka 1 Fyzikadlni viastnosti polymernich materialii [51].

Vlastnosti poly(3HB) poly(3HB-HV) poly(4HB)
Teplota tani [°C] 177 150 60
Teplota skelného piechodu [°C] 4 —7,25 —50
Pevnost v tahu [MPa] 40 25 104
Prodlouzeni pii pretrzeni (%) 6 20 100

Obecné¢ lze konstatovat, ze PHA jsou biokompatibilni, biodegradovatelné termoplasty, které
Ize vyrobit biotechnologicky s vyuzitim obnovitelnych zdroji. Diky svym vlastnostem
jsou siroce aplikovany v riznych oblastech prumyslu. Nejprve byly pouzivany jako nahrada
polypropylenu ¢i polyetylenu pro vyrobu obali (folie, plastové lahve aj.), v souc¢asné dobé¢ jsou
jiz vyuzivéany i pro vyrobu natérovych hmot. Diky biologickému odbouravani téchto polymerd,
jsou také vyuZzity v ramci medicinskych aplikaci, konkrétné jako kardiovaskularni produkty
(regenerace tkani tepen a srdecnich chlopni), nosice 1€kt nebo jako proléciva [51]. Nicméné
samotna biodegradace PHA mize byt ovlivnéna dal§imi faktory, jako jsou naptiklad nizka
molekulova hmotnost polymeru, hodnota bodu tani, chemicka struktura (funk¢ni skupiny)
¢i uroven usporadanosti polymeru (krystalinita) [53,54].
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2.4 Studium struktury a vlastnosti poly(3-hydroxybutyratu) z hlediska
kryoprotektivnich u¢inki

Jak jiz bylo zminéno vyse, PHB miiZe slouzit jako zasobni latka energie a uhliku tak i jako
kryoprotektantni latka. Tyto latky jsou intenzivné zkoumany piedevsim diky svému velkému
aplika¢nimu potencialu v ramci rtznorodych oblastech praimyslu [50]. Vyzkum téchto latek
probiha soustavné jiz od doby, kdy byly PHA roku 1926 objeveny francouzskym
mikrobiologem Lemoignem, ktery izoloval a charakterizoval PHB z bakterie Bacillus
megasterium. V soucasnosti je znama cela fada mikroorganismd, ktefi se vyznacuji schopnosti
produkce a akumulace PHA (grampozitivni i gramnegativni kmeny) [43]. Experimentalni
studie PHA, zabyvajici se celou §ifi témat od biodegradace [55,56] pies faktory ovliviiujici miru
produkce [57,58] aZz po samotny vliv PHB na pieziti bun€k (viz dale) vyuzivaji celou Skalu
metod a piistrojové techniky.

Ayub a spol. (2004) navrhli pfimou souvislost mezi akumulaci PHB a zvySenou odolnosti
vici nizké teploté u bakterialniho kmenu Pseudomonas sp. izolovaného ze vzorku, ktery
byl odebran v antarktickém prostfedi. U tohoto kmene se projevila schopnost akumulace
velkého mnozstvi PHB 1 za extrémnich podminek. Experimenty probéhly jak v podminkach
umoznujicich akumulaci PHB tak v neakumulativnich podminkach, pficemz u bakterialni
kultury obsahujici PHB byla pozorovana zvySena tolerance k teplotnimu stresu.
Z experimentalniho hlediska byla studie zamétena na stanoveni viability bakterialnich kultur
[47].

Mezi experimenty, zabyvajicimi se studiem fyzikalné-chemickymi zmé&nami biologickych
systému vlivem nizkych teplot, maji nejvétsi zastoupeni prace vyuzivajici metodu diferencni
skenovaci kalorimetrie (DSC). V praci Mori a spol. (2012) bylo metodou DSC studovano
uvolnovani latentniho tepla spojeného s transportem vody a s tvorbou intracelularniho resp.
extracelularniho ledu. Namétena data (termogramy) prezentuji charakteristické oblasti: teplo
uvolnéné extracelularnim médiem, teplo uvolnéné v pribéhu transportu vody a teplo uvolnéné
béhem tvorby intracelularniho ledu pii riznych rychlostech chlazeni. Na zdklad¢é téchto
dat byl diskutovan relativni efekt transportu vody a tvorby intracelularniho ledu za riznych
rychlosti chlazeni (0,5-250°C/min) a pii riznych hodnotéach dil¢ich objemt bunék z celkového
objemu suspenze bunék (0,2-0,8) Experimenty, tykajici se Zivotaschopnosti bun¢k
po rozmrazeni, vyuzily metody korela¢ni kryomikroskopie, ktera rovnéz potvrdila interpretaci
naméfenych dat z DSC. V obou experimentech byly pouzity lidské dermalni fibroblasty [59].

Clarke a spol. (2013) ve své praci zaméfené na definovani nejnizsi teploty, pii kterych je jesté
umoznéna zivotaschopnost mikroorganismil (tzv. biofyzikalni limit), také stanovil dilezitost
skelného piechodu neboli vitrifikace v rozmezi teplot —10 °C az —26 °C na samotné preZiti
mikroorganismi. K urceni intracelularni teploty skelného piechodu (Tg) byla opét vyuzita
metoda DSC, diky niz byla detekovana vitrifikace jako kolisani tepelného toku spojené
se zménou tepelné kapacity bez uvolnéni latentniho tepla. U kontrolnich pokust (médium
bez bun¢k), nebyl zadny signal spojeny s vitrifikaci prokazan [60]. Vyhoda této metody spociva
nejen v malém mnozstvi vzorku a vysoké piesnosti méfeni, ale 1ze ji také prokazat existenci
amorfni ¢i krystalické faze v tuhych disperzich za extrémnich podminek (vysoky tlak, nizké
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teploty aj.) [61,62]. Mezi dals$i metody, které byly ve studii pouzity, patii Ramanova
spektroskopie umoznujici jednoznacnou identifikaci jak chemickych sloucenin, tak fazové
pfemény. Déle byla vyuzita mikroskopickd metoda Kryo skenovaci elektronova mikroskopie
(KryoSEM), kde byla prozkoumana suspenze bunék a struktura ledu po ochlazeni, konkrétné

vyskyt podchlazené vody s vysokou koncentraci rozpusténych latek v dusledku tvorby krystali
ledu [60].

Dominguez-diaz a spol. (2012) zkoumali jak tepelné, tak i mechanické vlastnosti
a mikrostruktury nejen PHB, ale i jeho kopolymerG s 5% a 12% obsahem poly(3-
hydroxyvaleratu) (PHV). Pouzitim termogravimetrické analyzy (TGA) byly naméfeny
hmotnostni zmény v zavislosti na vzrastajici teploté. Timto zpisobem byla potvrzena vétsi
tepelna stabilita kopolymerd, ¢imz je umoznéno jejich zpracovani v roztaveném stavu [63].
Jedna se 0 velmi jednoduchou a nenakladnou metodu, ktera udava velmi presné vysledky
umoznujici znaénou automatizaci, diky niz se snizuje pravdépodobnost vzniku chyb [64]. Vedle
toho, metoda DSC prokazala posun teploty tani a krystalizace k niz§im teplotam PHB s pfimeési
PHV. Mikrostruktura a tepelné piechody byly taktéz zkoumany prostfednictvim polarizaéni
optické mikroskopie, ktera potvrdila sférolitickou morfologii polyhydroxyalkanoatu.
U lamelérnich struktur se vyuziva transmisni elektronové mikroskopie (TEM) a mikroskopie
atomarnich sil (AFM) [65,66]. Dalsi metoda, ktera byla vyuzita ve studii PHA, je reologie, diky
niz bylo mimo jiné zji$téno linearni viskoelastické chovani kopolymeria PHB/PHV. Konkrétné
PHB s 5% PHV vykazuje pfevazné elastické chovani. Oproti tomu kopolymer s ptidavkem
12% PHV jiz vykazuje chovani viskozni [63]. Reologie se obecné zabyva mechanickymi
vlastnostmi latek jako je tokové chovani kapalin ¢i deformaci tuhych téles za ur€itych
podminek (Cas, teploty atlak). K mnoha vyhodam této metody dale patii porovnavani
mechanickych vlastnosti vzorkli navzijem ¢ipotvrzeni vysledkli odliSnych metod
(Ubbelohdeho kapilarni viskozimetr aj.) [67].

Seki a spol. (2009) studovali tvorbu intracelularniho ledu v zavislosti na rychlosti chlazeni
s ohledem na pteziti bunék, konkrétné kvasinek Saccharomyces serevisiae. Studovali teplotu,
pii které ptejde podchlazena voda uvniti buniky z kapalné do pevné faze. Navrhli vztah mezi
rychlosti chlazeni a podchlazeni bunky zahrnujici dva parametry-propustnost vody a jeji
teplotni zavislost. Dale autofi tvrdi, Ze pro odvraceni tvorby intracelularniho ledu je nutno
piedejit podchlazeni dehydrataci. Pii nukleaci probihajici za teploty —25 °C, byla odhadnuta
tvorba intracelularniho ledu pii rychlosti chlazeni vétsi nez 30 °C/min. Naproti tomu,
pti rychlosti chlazeni 20 °C/min by nemél zadny intracelularni led vznikat. VSechny tyto
pfedpoklady byly potvrzeny pomoci metody DSC, kdy byly pii tvorbé intracelularniho ledu
na termogramu zobrazeny dvé exotermy. Druhé exoterma odpovidajici tvorbé intracelularniho
ledu pii opakovaném ochlazovanim zmizela, jelikoz intracelularni led porusil plasmatickou
membranu, ¢imz se téz potvrdila bezpecna rychlost chlazeni (20 °C/min). Dtsledkem méteni
bylo prokazano tzké propojeni tvorby intracelularniho ledu a pieziti bun€k s ohledem
na rychlost chlazeni a tak ziskani dtlezitych informaci vyuzitych v ramci kryokonzervace [68].
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Ke studiu struktury a vlastnosti poly(3-hydroxybutyratu) z hlediska jeho kryoprotektivnich
ucinki se pouziva cela skala metod v¢etné riznych rezimu. P¥ikladem jedné z nich je metoda
teplotné modulované DSC, kterou je mozno aplikovat prostiednictvi dvou reziml — klasicky
rezim tepelné modulované DSC a kvazi-izotermické teplotné modulované DSC neboli
QITMDSC. Na rozdil od standardniho rezimu DSC, ma QITMDSC schopnost naméfit malou
zménu teploty i za velkého tepelného toku [69,70,71].

Dalsi mozné vyuziti technik v ramci zkoumani vlastnosti biopolymeri je technika rozptylu
svétla, kterou lze naméfit dynamicky rozptyl svétla (Dynamic light scattering — DLYS)
a elektroforeticky rozptyl svétla (Electrophoretic light scattering — ELS), pfi¢emz DLS patfi
mezi nedestruktivni metody slouzici k definovani velikosti disperznich (pfedevsim kulovych)
castic. Oproti tomu, metoda ELS slouzi ke zjisténi zeta potencialu (elektricky naboj
dvojvrstvy), kdy velikost hodnoty zeta potencidlu znaci stabilitu koloidniho systému. Velmi
dulezitym faktorem ovliviiujici zetu potencial je pH koloidniho systému [72]. Vyhodou téchto
technik je moznd jejich vzijemné kombinace namétenych vysledd identickych vzorki
za pouziti automatické titrace. Dal$i z mnoha metod vyuzitelnych ke zkoumani struktury
a velikosti bakterii produkujici PHB a samotného PHB, je fluorescen¢ni mikroskopie,
kdy prostfednictvim barviv (Nilskd modf, Nilska cerven) byly obarveny PHB granule
a pii urcité excitaéni vlnové délce byla pozorovana siln€¢ oranzova ¢i zluta fluorescence.
Pomoci této metody byl naptiklad zjiStén fakt, ze zijici bunky nesyntetizuji PHB nahodile,
nybrz v ur€itych oblastech bakterii [73,74].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Kli¢ovym krokem feSeni tématu diplomové prace byl vybér modelovych bakterii,

studovanych stresovych faktorii a dale aplikovanych fyzikalné-chemickych technik. VSechny

tyto experimentalni aspekty jsou shrnuty v nasledujici kapitole.
3.1 Pouzité bakterie, chemikalie a pristroje

3.1.1 Pouzité bakterie

V experimentalni ¢asti prace byly pouzity dva kmeny bakterii, Cupriavidus necator H16
a Cupriavidus necator PHB™. Bakterialni kmen Cupriavidus necator H16 byl ziskan z Ceské
sbirky mikroorganismti Masarykovy univerzity v Brn¢. Oproti tomu kmen Cupriavidus necator
PHB byl zakoupen v Leibnitz Institute DSMZ-German Collection of Microorganism and Cell

Cultures, Braunschweig, Némecko.

3.1.2 Chemikalie ke kultivaci mikroorganismu
NutrientBroth, (Himedia)

Agar Powder, (Himedia)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny, (Sigma Aldrich Inc.)
Dihydrat hydrogenfosforeénan sodny, (Sigma Aldrich Inc.)
Siran amonny, (Sigma Aldrich Inc.)

Heptahydrat siranu hofe¢natého, (Sigma Aldrich Inc.)
Fruktoza, p.a., (Lach-Ner, CR)

Chlorid sodny, (Sigma Aldrich Inc.)

Chlorid draselny, (Sigma Aldrich Inc.)

Destilovand voda

3.1.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy, Boeco

Centrifuga, Boeco U-32R

Centrifuga, Hettich MIKRO 200

Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments

Temperovana tiepacka Heidolph1000, Labicom s.r.o
Termostat, LS-35

Vortex, Heidoplh Reax Top

Discovery HR-2, TA Instruments

NTEGRA Prima/Aura, NT-MDT

UV-VIS spektrometr, Hitachi U-3900H

Termogravimetricky analyzator Q5000IR, TA Instruments
Koloidni analyzator Zetasizer Nano Series, Malvern

Teplotné modulovany kalorimetr DSC Q2000, TA Instruments
Fluorescenc¢ni korelaéni spektroskop, MicroTime 200, PicoQuant GmbH
Skenovaci elektronovy mikroskop Megellen 400/L, FEI
Transmisni elektronovy mikroskop JEOL 1010
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3.2 Kultivace

3.2.1 Skladovani bakterialnich kultur a pfiprava inokula

Jelikoz byly bakterie dodany v lyofilizovaném stavu, byly bakterie nejprve ozivovany
a kultivovany na Petriho miskach obsahujici Nutrient Broth v termostatu nastaveného na 30 °C
po dobu 7 dni. Po tomto casovém intervalu byly bakterie uchovavany pii teplot¢ 4 °C.
Ptreockovani bakterialnich kultur bylo pravidelné zopakovano kazdych 30 dnti.

Inokulum pro bakterialni kultivace bylo ptipravovano do 100ml Erlenmayerovych bankach
s obsahem 50 ml média Nutrient Broth, pfi¢emz bylo natfikrat zaockovano bakteriologickou
klickou z agarové plotny ve sterilnim prostiedi Laminarnim boxu Aura mini. Poté bylo
inokulum uchovavano 24 hodin na temperované tfepacce pii frekvenci tiepani 180 rpm
ateploté¢ 30 °C. Nasledné bylo pouzito 5 obj. % na zaockovani produkcéniho mineralniho
a tzv. chudého (Nutrient Broth) média s ohledem na jejich celkovy objem.

3.2.2 Zivna média
Pro uchovévani bakterialni kultury bylo pouzivano pevné agarové médium Nutrient Broth

(NB). Taktéz pro ptipravu inokula bylo pouzivano submerzni médium NB.

SloZeni Nutrient Broth:

Beef extract 10 g-1t

Pepton 10 g-1t
NaCl 5 g1t
Agar 20 g1

Slozeni mineralniho produkéniho média pro kultivaci bakterii Cupriavidus necator H16
a Cupriavidus necator PHB*:

(NH4)2S04 1g
KH2PO4 1,02 ¢
NazHPO4 111¢g
MgSO4 0,29
Fruktosa 20 ¢
“Roztok stopovych prvkil (viz nize) 1ml
Destilovana voda 1000 ml

Veskera sterilizace médii byla provadéna v tlakovém hrnci se zavienym ventilem po dobu
45 minut, zatimco sterilizace fruktdzy byla uskute¢néna v tlakovém hrnci s otevienym ventilem
téZ po dobu 45 minut.
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“Roztok stopovych prvki:

FeCls 979

CaCl» 789

CuSO4 0,156 g
CoCl; 0,119¢g
NiCl, 0,118 g
crcl, 0,062 g
0,1 M HCI 1000 ml

3.3 Charakterizace morfologickych odliSnosti bakterii prostfednictvim
mikroskopickych technik
Pomoci nize uvedenych mikroskopickych technik byly experimentdlné stanoveny zakladni
morfologické charakteristiky vzorkd bunék, a to jak na povrchu bungk, tak i v intracelularnim
prostoru.

3.3.1 Transmisni elektronova mikroskopie

Piiprava vzorkl pro transmisni elektronovou mikroskopii (TEM) probéhla nasledujicim
postupem. Nejprve bylo ptipraveno 250 ml produkéni suspenze bakterii C. necator H16
Vv minerdlnim médiu a produkéni suspenze bakterii C. necator PHB™ taktéZ v mineralnim
médiu po 250 ml (viz. podkapitola 3.2.1). Z téchto suspenzi bylo nékolikrat odebrano po 10 ml
suspenze bunék do centrifugacnich zkumavek. Déle byla suspenze bunck centrifugovdna
(10 000 rpm, 5 min), supernatant byl slit a resuspendovana biomasa v 10 ml destilované vody
byla opét stoCena. Poté byl supernatant znovu slit, pfi¢emz biomasa byla resuspendovana
ve 2 ml destilované vody a pievedena do mikrozkumavky Eppendorf, ve kterych byla rovnéz
sto¢ena (14 000 rpm, 5 min). Supernatant byl slit a stény mikrozkumavek byly vysuseny,
aby bylo dosahnuto co nejmensiho mnozstvi extracelularni vody ve vzorku.

Samotna analyza vzorkil byla provedena na pracovisti biologického centra AV CR, Ceské
Budgjovice, pomoci transmisniho elektronového mikroskopu JEOL 1010 pii urychlovacim
napéti 80 kV a zaznamenana za pouziti Mega View III CCD kamery (Olympus). Nejprve bylo
nutno upravit bunécnou suspenzi tak, aby byl umoznén prichod elektronti. K suspenzi bunék
byl ptidan kryoprotektant (20% BSA (Fluka)) a nasledné se vzorek (cca. 0,2 ul) zmrazil
ve vysokotlakém mrazdku (Leica EM pakt) ve specidlnim nosi¢i. Dale byl ptenesen
pod kapalnym dusikem do zmrazené substituéni jednotky (Leica EM AFS), pii pouziti
substitu¢niho roztoku (2% oxid osmicely v acetonu). Substitu¢ni proces zacal pti teploté -90 °C
a po 160 hodinach pomalého ohfivani skoncil za teploty 4°C. Poté byl vzorek za laboratorni
teploty infiltrovan a zakotven v Polybedu (SPI, aceton a pryskyfice v pomérech 2:1; 1:1 a 1:2)
po dobu 1 hodiny. Poté byl vzorek ponechdn po celou noc v Cistém fixujicim médiu
za snizené¢ho tlaku za pouziti exikatoru. Samotnd polymerace byla provedena v ¢asovém
intervalu 48 hodin pfi teploté 62 °C. Posledni tprava vzorku spocivala v nafezani ultratenkych
tezli pomoci UltraCut UCT ultramicrotone (Leica) za pouziti diamantového noze (Diatome)
s feznym uhlem 45°. Takto ptipravené fezy byly nakonec pfeneseny na médénou miizku o 300
dér a obarveny uranylacetdtovym a citratem olovnatym roztokem.
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3.3.2 Kryo skenovaci elektronova mikroskopie

Vnitini struktury bakterialnich kment C. necator H16 a C. necator PHB™ byly pozorovany
prostiednictvim techniky kryo-SEM na Ustavu piistrojové techniky AV CR, Brno. Pro piipravu
vzorkt byly tyto bakterialni kmeny Kultivovany na Petriho miskach obsahujici mineralni
médium. Kultury byly poté setieny z agarovych ploten a rychle zamrazeny pomoci kapalného
dusiku. Pfed timto Sokovym zmrazenim byly vzorky bud'to ponechdny pfi pokojové teploté
nebo predchlazeny na —10 °C ¢i —30 °C. Dale byly vzorky vlozeny do kryo vakuové komory
(ACEG600, Leica Microsystems), kde byly zmrazené vzorky rozlomeny a kratce sublimovany
pfi teploté -95°C. Takto vysuSeny vzorek byl pfemistén pomoci tzv. ¢lunku za vysokého vakua
do SEM (Magellen 400/L, FEI), vybaveném chladicim zafizenim. Rozlomené vzorky byly
tak pozorovany elektronovym paprskem o napéti 1keV pii —135 °C bez pouziti jakékoli
metalové vrstvé na povrchu.

3.3.3 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (AFM), patfici mezi skenovaci sondové mikroskopie (SPM),
byla vyuzivana pro charakterizaci topografie povrchu jednotlivych bakterialnich kultur
C. necator H16 a C. necator PHB™. Mg&teni byla provadéna pomoci mikroskopu NTEGRA
Prima/Aura  (NT-MDT) sovladacim softwarem Nova. Vzorky byly skenovany
v semikontaktnim modu hroty NSG-03 (tuhost 0,35-6,06 N-m™, rezonanéni frekvence
47-150 kHz s polomérem hrotu 6—10 nm) pomoci vzorkového podstavce, tzv. skenovani
vzorkem, za soucasné¢ho pouziti univerzalni skenovaci hlavy. Byly ziskany topografické
a amplitudové snimky s rozliSenim 256x256 bodd.

Samotna piiprava vzorkid byla z ¢asti totozna jako pro techniku TEM (podkapitola 3.3.1),
co se tyce centrifugaci. Po prevedeni resuspendované biomasy ve 2 ml destilované vody
do mikrozkumavky Eppendorf bylo odebrano 10 pl suspenze bunék, kterda byla
opét resuspendovana 10 ml fosfatového pufru (PBS). Z takto pfipravené suspenze byl dale
odpipetovan automatickou pipetou 1 ul suspenze, ktery byl pfeveden na vylestény kiemenny
substrat ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu Aura mini. Vzorek byl nasledné ponechan
ve sterilnim boxu az do uplného vysuseni.

Slozeni pufru PBS

NaCl 8¢

KCI 0,29
KH2PO4 0,24 ¢
Na2HPO4-2H20 1,449
Destilovana voda 1000 ml

35



3.4 Stanoveni mechanickych vlastnosti bakteridlnich kmeni

Mechanické vlastnosti bakterialnich kmenti, konkrétné porovnani viskoelastickych vlastnosti
v zavislosti na teploté, byly méfeny v ramci oscilatnich reometrickych analyz. Vzorky
bakterialnich kultur C. necator H16 a C. necator PHB™ kultivované jak v minerdlnim tak v NB
médiu byly charakterizovany pomoci oscila¢nich testi na reometru Discovery HR-2 (TA
Instruments) a softwarem Discovery HR-TA instruments TRIOS. Pro porovnani jednotlivych
vzorkl byly pouzity dva typy oscilac¢nich testl, konkrétné deformacni test za konstantni teploty
(0°C, =5°C a —10°C) s meénici se amplitudou deformace (0,01%-200%) a teplotni rampa
s meénici se teplotou (v rozsahu od 5 °C do —15 °C) pti konstantni amplitudé (0,1%) a frekvenci
(1%) deformace. M¢éteni teplotni rampy (0,5 °C/min) se skladalo ze dvou identickych cykld,
kdy v kazdém cyklu méfeni probihalo od 5 °C do —15 °C a zpét. Veskera reometricka méfeni
byla provadéna s geometrii deska-deska o priméru senzoru 40 mm.

Postup ptipravy vzorkl pro studium mechanickych vlastnosti prostfednictvim reometrickych
méfeni byl naprosto stejny jako prvni ¢ast piipravy vzorki méfenych metodou TEM, kdy bylo
dosahnuto co nejmensiho mnozstvi extracelularni vody ve vzorku a byla tak ziskdna biomasa
bakterialnich kment C. necator H16 a C. necator PHB™ (viz. podkapitola 3.3.1). Poté byly
jednotlivé vzorky postupné proméfeny nadavkovanim z mikrozkumavek Eppendorf
na stacionarni desku reometru.

3.5 Studium intracelularni vody metodami termické analyzy

Cilem vyuziti metod termické analyzy bylo zjistit vliv pfitomnych PHB granuli v buiikach
na chovéani intraceluldrni vody. Pro tyto experimenty byly pouzity bakteridlni kultury
C. necator H16 kultivované v mineralnim a NB médiich, které byly ptfipraveny naprosto stejné
jako vzorky pro reometrické méfeni (viz. kapitola 3.4).

3.5.1 Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

Diferencni skenovaci kalorimetrie byla provedena v reZimu teplotné modulované diferencni
skenovaci kalorimetrie za pouziti teplotné modulovaného kalorimetru DSC Q2000 (TA
Instruments, Némecko) vybaveného chladicim pfislusenstvim RCS90. Vzorky byly umistény
do hermeticky uzavienych Tzero hlinikovych panvicek Experimenty zkoumajici tepelny
tok pfi zmrazeni a rozmrazeni vzorku bun€k byly provadény za klesajici teploty od 20 °C
do —50 °C a zpét pti rychlosti 5 °C/min a teplotni modulaci +1 °C kazdych 60 s.

3.5.2 Termogravimetricka analyza

Prostfednictvim termogravimetrické analyzy, ktera byla provedena pomoci pfistroje TGA
Q5000IR (TA Instruments), byly stanoveny procentualni ubytky hmotnosti vzorkd v zavislosti
na vzrustajici teploté (25 °C az 700 °C) za atmosféry suchého vzduchu s rychlosti ohfevu
10 °C/min.

Dale byly realizovany experimenty zameétené na izotermické suseni vzorku pii 60 °C. Vzorky
bunék byly podrobeny tomuto suseni po dobu 40 min, poté byla teplota zvySena na 200 °C
za ucelem stanoveni celkového obsahu vody ve vzorku.
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3.6 Charakterizace povrchovych vlastnosti bakterii rozptylovymi technikami

Stanoveni povrchovych vlastnosti bakterialnich kment C. necator H16 a C. necator PHB*
kultivovanych jak v minerdlnim tak v NB médiu, bylo provadéno prostfednictvim metod
dynamického a elektroforetického rozptylu svétla.

3.6.1 Dynamicky a elektroforeticky rozptyl svétla

Metoda dynamického rozptylu svétla (DLS) byla vyuzita ke stanoveni distribuce velikosti
¢astic. Méfeni probihalo na pfistroji Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments). Metodou
elektroforetického rozptylu svétla byl naméfen na stejném piistroji také zeta potencial. Méfeni
obou metod bylo provedeno pii ménicim se pH vzorku (cca od 7 do 2,5). Hodnota pH byla
ménéna Fizenym piidavkem Kkyseliny HCI o koncentraci 0,1 M a zasady NaOH o koncentraci
0,1 M prostednictvim automatického titratoru (Malvern Instruments) Méfeni velikosti i zeta
potencialu byly podrobeny vzorky obou bunénych kment, tj. C. necator H16
a C. necator PHB™ kultivovanych jak v mineralnim médiu, tak v Nutrient Broth médiu.
Nejprve byla naméfena velikost a zeta potencidl jednotlivé bunky, pti¢emz kazdé méteni bylo
natfikrat zopakovano.

Ptiprava vzorkd pro DLS a ELS analyzy probihala obdobné¢ jako pro ptedeslé techniky.
Z ptipravené 2 ml suspenze bun€k v mikrozkumavce Eppendorf (viz. podkapitola 3.3.1)
byl odebran 0,5 ml suspenze a ziedén ultradistou vodou (cca 30 ml) na naméfenou optimalni
optickou hustotu 0,1 pii vinové délce 630 nm pomoci ptistroje UV-VIS spektrometru (Hitachi
U-3900H). Vzorky suspenze bun¢k byly poté odpipetovany na jednotliva méfeni po 10 ml.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Porovnani mikroskopickych metod

Jednim z dil¢ich cila experimentalni Casti této diplomové prace bylo srovnani vysledkt vice
mikroskopickych metod z hlediska posouzeni morfologie bunék a usporadani jejich
intracelularniho prostoru.

4.1.1 Transmisni elektronova mikroskopie

Snimky zobrazujici PHB granule vyskytujici se v intracelularnim prostoru bakterialnich
kultur C. necator H16 a C. necator PHB™ kultivovanych po 72 hodin v mineralnim médiu byly
potizeny pomoci transmisniho elektronového mikroskopu JEOL 1010 pfi urychlovacim
napétim 80 kV a zaznamenany pomoci Mega View Il CCD kamery (Olympus).

K vyhodam této techniky patii zcela jist€ zobrazeni vnitini struktury mikroorganismtl a jejiho
uspofadani. Na snimcich je zifejmé velké mnozstvi PHB granuli (az 76% hmotnosti suché
biomasy) v intracelularnim prostoru bakterii C. necator H16 na rozdil od bakterialni kultury
C. necator PHB™* (0,6% hmotnosti suché biomasy) [75]. Nicméné jednou znevyhod
je nahodila prostorova orientace bakterii v zobrazeném fezu, ktera zptisobuje, Ze tato metoda
neposkytuje pfesnou informaci o konkrétnim tvaru celych bunék, jelikoZ je nemozné ptipravit
vzorek tak, aby vSechny bakterie mély zcela horizontalni polohu vii¢i prochazejicimu paprsku
elektront. Z tohoto dlivodu, jak jde vidét na snimcich (viz. Obr. 13), n€které bakterie se v fezu
zobrazuji jako kulovité, ackoliv ma tento bakteridlni kmen tvar tyCinkovity.

Obrazek 13 Snimky bakterialnich kultur C. necator H16 (vlevo) a C. necator PHB™ (vpravo).

4.1.2 Kryo skenovaci elektronova mikroskopie

Dalsi mikroskopickd metoda, zabyvajici se morfologii a uspofadanim intracelularniho
prostoru bakterialnich kmenti C. necator H16 a C. necator PHB™ kultivovanych v mineralnim
médiu, byla Kryo skenovaci elektronova mikroskopie (Kryo-SEM) poskytujici ultrastrukturalni
zobrazeni vzorkll v hluboce zmrazeném stavu. Vzorek je pted zobrazenim zlomen, diky cemuZz
je mozné na rozdil od standardni SEM techniky zobrazit i vnitini strukturu bunék. V ptipadé
studovanych bakteridlnich vzorkid je tak mozné se zaméfit i na morfologii PHB granuli
(viz. Obr. 14).
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Obrazek 14 Morfologické zmeny PHB granuli bakteridlni kultury C. necator H16 (vlevo)
a ultrastrukturni zobrazeni bakterii C- necator PHB™ neobsahujici PHB (vpravo).

Na snimku zobrazujicim morfologii bakterii obsahujici granule polymeru PHB (C. necator
H16), byly pozorovany jehlicovité vybézky na rozdil od snimku bakterie neprodukujici tento
polymer (C. necator PHB™#). Tyto morfologické deformace nalezi pravé PHB granulim.
Podobné deformace u koloidnich €astic polymernich materidlti za extrémné nizkych teplot
jsou pro tuto techniku znamé (viz napft. [76]). Specifickd deformace PHB granuli naznacuje,
ze granule polymeru se za takto nizkych teplot vyznacuji naprosto rozdilnymi mechanickymi
a fyzikéalné-chemickymi vlastnostmi nezli jiné organely v buiice (které se vyznacuji kiehkym
lomem) ¢i izolovany PHB z bakterialnich bunék. Jednoznaény rozdil piedstavuje struktura
a pruznost PHB; pii zmrazeni si PHB zachovava amorfni charakter a vykazuje prodlouzeni
ovice nez 100%. Naproti tomu ma polymer PHB izolovany z bunék strukturu vysoce
krystalickou a hodnota prodlouzeni dosahuje pouze cca 4 % [50].

Jednou z vyhod metody Kryo — SEM je variabilita pfed ptipravy vzorkd pied vlastim
zmrazenim. To nabizi zajimavé moZnosti napf. prave pii studiu stresového zatéZovani bunék.
V této praci byl testovano konkrétné predchlazeni vzorkli na riznou teplotu pied Sokovym
zmrazenim (nezbytnym pro vlastni zobrazeni). Byly porovnany vzorky pfipravené
pii tfech riznych teplotach: pfi laboratorni teploté, pii —10 °C a pfi —30 °C. Cilem bylo ovéfit,
zda je metoda schopna zaznamenat i zmény struktury bunék, které je mozné ocekavat
pti chlazeni buné¢k (viz. kap. 1.2). Na ziskanych Kryo — SEM mikrofotografiich téchto vzorkt
nebyly patrné zadné jednoznaéné odli$nosti (viz. Obr. 15 a 16). Pokud ke zménam struktury
bun¢k (napt. zmenseni objemu v dasledku transportu vody do extracelularniho prostoru) nebo
PHB granuli (napf. zména krystalinity polymeru) v prib¢hu chlazeni dochazi, tato metoda
V testovaném provedeni neni k témto zménam dostatecné citliva.
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Obrazek 15 Zobrazeni deformace PHB vzorkil pri predtemperaci na laboratorni teplotu (vlevo)
ana-10 °C (vpravo).

Obrazek 16 Zobrazeni deformace PHB vzorki pri predtemperaci na —30 °C.

4.1.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Za ucelem komplexniho srovnani mikroskopickych technik pfi studiu morfologie
mikrobialnich bun¢k jsou v nasledujici kapitole zminény také aktualni vysledky testovani
fluorescen¢ni mikroskopie, které¢ byly na pracovisti predkladatelky ziskany paralelné k feSeni
této diplomové prace a byly nedavno publikovany [77]. V citované praci byla pomoci
fluorescenéni mikroskopie zkoumana morfologie bunék a PHB granuli v intracelularnim
prostoru stejnych bakterialnich kmend jako v této diplomové praci - C. necator H16 (produkce
PHB) a C. necator PHB™ (bez produkce PHB) - kultivovanych po 72 hodin v mineralnim
médiu. Bakterie byly dvakrat promyty PBS pufrem, permeabilizovany studenym 20% etanolem
po dobu 10 minut aopét promyvany PBS pufrem pied samotnym barvenim. Cilem
fluorescen¢niho barveni bylo zobrazit zvlast' jednotlivé buiikky a granule s PHB. Za timto
ucelem byla pouzita selektivni fluorescenéni barviva Nilska ¢ervent a DiD. Pro 1 ml suspenze
bunék byla spotieba 1 ul Nilska cerven (0,01 mg/ml) v DMSO a 1 ul DiD (0,01 mg/ml)
vV acetonu. Po vlastnim barveni byla suspenze bunék ponechdna po dobu 30 minut ve tmé
za laboratorni teploty. Déle bylo asi 10 ul bakterialni suspenze napipetovano na kryci sklicko
a zalito 200 pl 2% agarézovym roztokem o teploté 45 °C.
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Obrazek 17 Princip prostorového zobrazeni PHB granuli a bunék
pomoci fluorescencni mikroskopie dle [77].

Princip selektivniho zobrazeni bun¢k a granuli spo¢iva v pouziti kombinace barviv s riznym
charakterem amfifilniho DiD® a hydrofobni Nilské erveng. Zatimco Did® - slouzi jako
membranova sonda, ktera se vaze piredevSim na vnéj$i povrch bunécné stény, Nilska Cerveil
je lokalizovana zejména v nepolarnich oblastech buniky — v granulich polymeru PHB, také
uvnitf membran nebo na proteinech. Ziskani 3 dimensionalnich obrazii bun¢k a PHB granuli
bylo dosahnuto pomoci dvou rtiznych obrazki z jednoho skenu, konkrétné prostiednictvim
pulzni excitace lasery o rozdilnych vlinovych délkdch a pomoci Casové rozliSené detekce.
Jak jde vidét na Obr. 17, pouzitim konfokalni fluorescencni mikroskopické analyzy bylo
dosahnuto zobrazeni v 3 dimenzionalnich rozmérech jak PHB granuli tak i bakterii na rozdil
od technik TEM a Kryo-SEM. Tato technika také umoznuje uréeni rozméri zobrazovanych
utvari (celych bunék vs. granuli PHB) na urovni jednotlivé vybrané buiiky.

4.1.4 Mikroskopie atomarnich sil

Paralelné k ostatnim vySe popsanym mikroskopickym technikdm bylo cilem této diplomové
préace ovéfit potencidl vyuZiti mikroskopie atomarnich sil (AFM) pfi charakterizaci topografie
testovanych bakteridlnich kmenti C. necator H16 a C. necator PHB™. Tato technika se bézng
vyuziva k charakterizaci jedné ¢i nékolika vrstev nanomaterialt, pouZziva se kupiikladu
K zjisténi povrchovych vad a ke kontrole morfologie v ramci polovodi¢ového primyslu
[78,79,80]. Nicméné¢ tato metoda ma ¢im dal vétsi zastoupeni i v dalSich oblastech, napiiklad
mikrobiologie, kde se AFM vyuZiva k vizualizaci struktury povrchu jednotlivych bunék
za fyziologickych podminek. Dalsi mozné vyuZiti je méfeni interakci biomolekul a fyzikéalnich
vlastnosti mikrobialnich povrchu [81,82].

Studované bunécné kultury byly opét kultivovany po dobu 72 hodin, a to konkrétné
V mineralnim a Nutrient Broth médiu. Vybér kultivacnich médii byl volen tak, aby se porovnal
jak vliv pfitomnosti PHB polymeru tak kultiva¢nich podminek, z tohoto dtivodu byla provedena
dvoje porovnani — bakteridlni kultura C. necator H16 kultivovana Vv mineralnim médiu
(produkce PHB) ve srovnani s bakterialni kulturou C. necator PHB™ kultivovanou rovnéz
vV minerdlnim médiu (bez produkce PHB) zobrazeno na. Obr. 18 a bakterialni kulturu
C. necator H16 kultivovanou v mineralnim médiu (produkce PHB) ve srovnani s bakterialni
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kulturou C. necator H16 kultivovanou v médiu Nutrient Broth (bez produkce PHB) viz. ptiloha
Obr. 39. Vzorek bakterialni kultury C. necator PHB kultivovan v médiu Nutrient Broth nebyl
blize zkouman z divodu minimélni morfologické zmény oproti kultivaci v mineralnim médiu.
Mg¢fteni byla provadéna pomoci mikroskopu NTEGA Prima/Aura (NT-MDT) s ovladacim
softwarem Nova. Z jednotlivych méfeni vzorku byly ziskany topografické a amplitudové
snimky S rozliSenim256x256 bodu (viz. Obr. 18 a ptiloha Obr. 39 a Obr. 40). Pfitom
topografické snimky udéavaji skute¢nou vysku vzorklli v méfitku nanometri poptipadé
mikrometrli, zatimco amplitudové snimky jsou pofizeny prostiednictvim proudového signalu
Vv jednotkdch nA, ktery je nezbytny pro udrzeni konstantni amplitudy kmitdni raménka
VvV pribehu skenovani topografickych nerovnosti povrchu vzorku. Dalo by se tedy fict,
ze amplitudové snimky tak doplituji informace ziskané pomoci topografickych snimk.
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700
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Obrazek 18 Snimky bakterii kultivovanych v minerdalnim médiu, bakterie C. necator H16 (nahore)
a bakterie C. necator PHB™ (dole), kde topografické snimky jsou vievo a amplitudové snimky vpravo.

Jak jde vidét na Obr. 18, bakterie C. necator H16 kultivovana v mineralnim médiu (produkce
PHB) m4 vice plasticky vzhled nezli bakterie C. necator PHB™ kultivovana ve stejném médiu
(bez produkce PHB). Dale se tyto bakterialni kultury velmi lii svoji velikosti, délka bakterie
C. necator H16 kultivované v minerdlnim médiu ¢ini cca 7 um o §ifce 750 nm ve srovnani
s délkou bakterie C. necator PHB* kultivované taktéZ v mineralnim médiu, ktera se rovna
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cca 10 um o Sifce 200 nm. Pravé rozdil morfologie bakterii C. necator H16 kultivované
V mineralnim a v Nutrent Broth médiu je pfisuzovan vyskytu PHB granuli v intracelularnim
prostoru jiz zminénych bakterii C. necator H16 kultivovanych v mineralnim médiu,
kdy jak bylo zjisténo [76], bakterie rostou v zavislosti mnozstvi PHB uvnitf bakterie,
tak aby granule PHB zaujimala cca 40 % objemu samotné bakterie. Zmény morfologie bakterii
mohly byt také ovlivnény i pfedchazejicim volném vysuseni vzorku.

Jednou z vyhod této metody je jeji neinvazivni pozorovani povrchu bakterii a ziskéani
tak podstatnych informaci o jeji velikosti, Sifce a topografii jednotlivych bunék. K dalsim
vyhodam této techniky patii ve srovnani s TEM a Kryo-SEM nejen rychla ptiprava vzorki,
ale i rychlé naméieni jednotlivych skenti. Omezeni této metody na méteni suchych vzorka
je také v soucasnosti u modernich AFM instrumentt jiz pfekonéano [82].

4.2 Stanoveni a porovnani viskoelastickych vlastnosti

4.2.1 Reometricka méreni

Cilem dalsi c¢asti experimentll bylo posoudit moZnosti charakterizace mechanickych
vlastnosti testovanych bakterialnich kultur (C. necator H16 a C. necator PHB™ kultivované
vV mineralnim resp. Nutrient Broth médiu). Konkrétné byly sledovany zakladni viskoelastické
parametry vzorkll bunék stanovené oscilatnimi deformacnimi testy, a to v zavislosti
na amplitudé deformace (deformacni testy) a na teploté (teplotni rampa). VSechny experimenty
byly provadény nareometru Discovery HR-2 (TA Instruments) s ovladacim softwarem
Discovery HR-TA instruments TRIOS za podminek uvedenych v kapitole 3.4.
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Obrazek 19 Zavislost viskoelastickych viastnosti bakterii C. necator H16 MM (vlevo)
a C. necator PHB™ MM (vpravo) na velikosti amplitudy deformace za teploty 0 °C.

Na obr. 19 je vidét, Ze pii konstantni teploté 0 °C v ramci oscilaéniho deformacniho testu
u vzorkti obou bakterialnich kultur pfevlada chovani elastického charakteru (solid-like).
To je patrné z hodnot elastického modulu, které jsou o nejméné jeden fad vyssi nezli hodnoty
viskdzniho modulu. Tento trend pretrvava az do dosaZeni urCité meze vratné deformace, kdy pfi
vyssi amplitudé deformace hodnoty elastického modulu klesaji strméji nez v ptipadé¢ modulu
viskézniho a u vzorku tak postupné roste viskozni piispévek k deformacnimu chovani.
Stejny experiment byl realizovan taktéz pro bakterialni kmeny pro C. necator H16 a C. necator
PHB™ kultivované v Nutrient Broth médiu (Viz. piiloha Obr. 41 a Obr. 42).
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Pro piehlednéjsi porovnani jednotlivych vzorkl byl vyuzit tzv. komplexni modul, vypocteny
jako velikost komplexniho Cisla, které ma redlnou slozku v podobé elastického modulu G'
a imaginarni slozku ptedstavuje visk6zni modul G". Komplexni modul ptedstavuje (podobné
jako napt. komplexni viskozita) univerzalni charakteristiku rigidity méfené¢ho vzorku.
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Obrdzek 20 Porovnani hodnot komplexniho modulu G'v zavislosti na amplitudé deformace pii teploté
0°C

Jak je vidét na Obr. 20, kultury C. necator H16 (produkce PHB) a C. necator PHB™
(bez produkce PHB) kultivované v mineralnim médiu vykazuji markantni rozdil v hodnoté
komplexniho modulu G”. Tento rozdil je moZné ptisuzovat vyskytu PHB v buiikach. Tento
fakt naznacuje, ze granule polymeru mohou butice poskytovat mechanickou oporu, ktera muze
hrat roli mimo jiné pii stresu spojeném s mechanickym (nebo také napf. osmotickym)
namahanim bunék.

Data zobrazena na grafech 19 a 20 dale naznacuji, Ze pfitomnost granuli s polymerem PHB
v bunikach kultury C. necator H16 nemé zadny viditelny vliv na zacatek trvalé (nevratné)
deformace. Pfitomnost granuli tudiZ sice méni celkovou tuhost bunék, neovliviiuje ov§em jejich
stabilitu — k nevratné deformaci méfenych vzorkti dochazi po piekroceni podobné amplitudy
deformace (cca 10%).

VySe zminény vliv granuli PHB na viskoelastické vlastnosti bun¢k se potvrdil také
pfi experimentu, pfi némz byly oscilacnim testim podrobeny bakterie kultivovanych
v odlisSném médiu, konkrétné¢ v Nutrient Broth médiu, v némz ani kmen C. necator H16
neprodukuje a neakumulje polymer PHB. Na Obr. 21 je zobrazeno srovnani komplexnich
moduld obou bunéénych kment — C. necator H16 (vlevo) a C. necator PHB-4 (vpravo),
kultivovanych v obou typech kultivaéniho média. V ptipadé kmenu C. necator H16 je vidét
pokles hodnot komplexniho modulu o jeden fad pti kultivaci v Nutrient Broth médiu, v némz
nedochazi k akumulaci PHB. Tento fakt potvrzuje vyse zminény vliv pfitomnosti granuli PHB
na tuhost bunék. Oproti tomu kultura C. necator PHB™ neprodukujici polymer v mineralnim
ani v Nutrient Broth médiu (viz. Obr. 21 vpravo) vykazuje v obou mediich prakticky totozné
hodnoty komplexniho modulu. Tyto vysledky vylucuji dalsi efekty kultivacniho media
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na viskoelastické vlastnosti. Z vysledkli 1ze tedy usoudit, Zze vliv kultivaénich podminek
Z hlediska médii na viskoelastické chovani bakterii je minimalni, ¢imz byly potvrzeny predesié
experimenty zamétené na vliv pfitomného PHB.
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Obrazek 21 Porovnani viskoelastického chovani bakteridalni kultury C. necator H16 (vlevo)
a C. necator PHB™ (vpravo) kultivovanych v mineralnim a v Nutrient Broth médiu pii teploté 0 °C.

Vliv pfitomnosti polymeru charakter deformace testovanych bakterialnich kmenti C. necator
H16 a C. necator PHB™ dobfe ilustruje také zavislost ztratového uhlu na vzristajici amplitudé
deformace. Jak je vidét na Obr. 22, charakter vzorkd bakterialnich kultur jak C. necator H16
tak C. necator PHB™ produkovanych v mineralnim médiu se nijak neli$i z hlediska elastického
(solid-like) ¢i viskozniho charakteru (liquid-like) s ohledem na pfitomnost polymeru PHB.
v rozsahu amplitud deformace 0,1 — cca 10 % se u obou vzorkt projevuje piedevsim elasticky
charakter deformace (ztratovy uhel je velmi nizky), po zvySeni amplitudy deformace nad tuto
hranici dochazi k postupnému zvyraznéni visk6zniho charakteru az k piekonani hranice mezi
spiSe elastickym a spiSe viskdznim télesem (ztratovy thel roven 45 ©) v oblasti nejvyssich
testovanych amplitud. Také tato shoda zavislosti ztratového thlu potvrzuje, ze ptitomnost PHB
Vv buiikdch zvySuje pouze celkovou tuhost vzorku, nikoliv charakter jeho deformace.
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Obrdazek 22 Porovnani charakterii viskozity a elasticity bakteridlnich kultur C. necator H16
a C. necator PHB™ kultivovanych v minerdlnim médiu pii teploté 0 °C.

Dalsi experimenty zabyvajici se porovnanim zmén charakteru v zavislosti na vzristajici
amplitud¢ deformace byly provedeny opét s bakterialni kulturou C. necator H16 pii raznych
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kultiva¢nich podminkach, tj. kultivace v minerdlnim médiu (produkce PHB polymeru)
a v médiu Nutrient Broth bez produkce polymeru PHB (viz. Obr. 23 nalevo). Podobny
experiment byl také proveden s bakterialnim kmenem C. necator PHB™ kultivovanym rovnéz
vV mineralnim i v Nutrient Broth médiu s tim rozdilem, Ze se porovnaval vliv samotnych
kultivaénich médii bez piitomnosti polymeru PHB (viz. Obr. 23 napravo). Stejné jako
u predeslého experimentu (viz Obr. 24), do cca 10 % amplitudy deformace zistavaji hodnoty
ztratovych 0hli nizké a az po prekroceni meze odpovidajici ztratovému uhlu 45° zacina
prevladat viskozni charakter nad elastickym.
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Obrazek 23 Porovnani charakterii viskozity a elasticity bakteridlniho kmene C. necator H16 (vlevo)
a C. necator PHB™(vpravo) kultivovanych v minerdlnim médiu (MM)a Vv médiu Nutrient Broth (NB)
pri teplote 0 °C.

Jak je patrné z Obr. 23, charakter bakteridlnich kultur C. necator H16 a C. necator PHB™
kultivovanych jak v mineralnim tak v Nutrient Broth médiu se opét nijak vyrazné nelisili.
Z tohoto divodu, byl potvrzen vliv pfitomnosti polymeru PHB v bakteriich pouze na jejich
tuhost (odolnost) v prabéhu jejich mechanického namahani.

V ramci deformacnich testl byly taktéZ provedeny experimenty zabyvajici vlivem teploty,
kdy byly porovnavéany tii teploty (0 °C; —5°C; —10 °C), pii kterych byly experimenty
realizovany. Ve srovnani s vySe diskutovanymi vysledky experimentti provedenych pii 0 °C,
pfi teploté¢ —5 °C a —10 °C se hodnoty modulll stanovenych pro jednotliva opakovani méfeni
stejnych vzorkl vyrazné liSila. Toto zjiSténi naznacovalo niz$i reprodukovatelnost danych
experimentu, jestlize je teplota méfeni pod rovnovaznym bodem tuhnuti vody. To je ziejmée
zpiisobeno tim, Ze u métenych vzorkid pfi téchto nizkych teplotich dochazelo k alespon
¢astecnému a nepravidelnému mrznuti vody. ProtoZe mrznuti vody v komplexnich materidlech
je proces kineticky fizeny, mize u riznych vzorkt dojit k riznému zamrzani intracelularni vody
(vliv otfest, pfitomnosti nukleacnich krystalki ledu aj.).

I pfes nizsi reprodukovatelnost vzorkti méfenych pii —5°C vysledky naznacuji, ze nizsi
teplota méfeni vede ke zvySeni celkové tuhosti vzorku charakterizované vy$si hodnotou
komplexniho modulu (viz Obr. 24).
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Obrdazek 24 Srovnani namérenych komplexnich modulii bakteridlni kultury C. necator H16 (vlevo)
a bakterialni kultury C. necator PHB™ (vpravo) kultivovanych v minerdalnim médiu pri teploté 0 °C
a—5 °C.

Nameétena data pii teplot€ —5°C byla téZ zobrazena v zavislost ztratového modulu
bakteridlnich kment C. necator H16 a C. necator PHB™ kultivovanych v mineralnim
(viz. Obr. 25) na vzrustajici amplitudé deformace ve srovnani s naméfenymi daty pfi teploté
0 °C. Jak je vidét na Obr. 25, mezni bod, kdy se zac¢ina zvySovat prispévek viskdzni deformace,
se snizenim teploty nijak vyrazné nezménil.

90 T 90 T
— 75 + H16 -5°C =75+ PHB-4 -5°C
E 60 + * Hie0%c E 60 é ° PHB-40°C
: £ S F
i 45 + o - 45 F "
5 E . B E [
B 30 + ..' B 30 + .I
e E A4 = F [ ]
R 15 s . ...'.. N 15 T o0 H
rese eoe E e88s00e
0 [ \\\IH} 1 I\IHH} L \\\HH} L \\\HH} O I I\IIH\} I \\\HH} I \\\HH} | \\IHHI
0.1 1 10 100 1000 0.1 1 10 100 1000

amplituda deformace [%] amplituda deformace [%]
Obrazek 25 Porovnadni viskoznich a elastickych charakteri bakterialniho kmene C. necator H16
(vlevo) a C. necator PHB™ (vpravo) kultivovanych v minerdlnim médiu namérenych pii téploté 0 °C
a—>5°C.

Totozné experimenty byly provedeny s bakterialnimi kmeny kultivovanymi v médiu Nutrient
Broth (viz ptiloha Obr. 43 a Obr. 44), kde bylo dosazeno obdobnych vysledkd, které tak
potvrdily zavéry z ptedchozich experimentll zabyvajicich se vlivem kultivace v mineralnim
médiu a ptitomnosti polymeru PHB v bakteriich. Experimenty provadéné pii teploté —10 °C
nebyly zahrnuty v porovnani vysledka ostatnich teplot, jelikoz pfi této teploté namétena data
vykazuji velky rozptyl (viz. Ptiloha Obr 45). V tomto piipadé¢ ziejmé v disledku zmrznuti vody
ve vzorku neni vzorek dale pouzitelny k oscilaénim reologickym testlim, naptiklad z diivodu

v

prokluzu na méticich plochach.
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V dalsi skupiné oscila¢nich reologickych experimentl (teplotni rampa) se ménila teplota
vzorku prii konstantni amplitudé deformace. Experimenty byly provedeny cyklicky
(vzdy dva cykly dale znacené I a IT). Prvni cyklus zahrnoval chlazeni vzorku bakterialni kultury
v rozsahu teplot od 5°C do —15°C anasledné zahfivani vzorku téze bakterialni kultury
(od —15 °C do 5 °C). Druhy cyklus byl proveden naprosto stejné okamzité po skonéeni prvniho
cyklu. Vysledky z kompletniho jednoho méteni (kultura C. necator H16 kultivovana v MM
médiu) jsou zobrazeny na Obr. 26 Je patrné, ze v pribéhu chlazeni dochazi pii uréité teploté
ke skokovému zvyseni komplexniho modulu, které charakterizuje zmrznuti vody ve vzorku.
K tomuto zmrznuti dochazelo u riznych opakovani méfeni auriznych cykla (I all)
pfirdznych teplotaich. Toto zjisténi dobie koresponduje se zavérem, ze mrznuti vody
je ireversibilni proces citlivy na otiesy a pfitomnost nuklea¢nich jader. Ve srovnani se strmym
skokem zmény komplexniho modulu v pribéhu mrznuti byl naopak zpétny pokles
komplexniho modul v pribéhu tani podstatné vice pozvolny, coz opét dobte ilustruje fakt,
Ze tani je proces reverzibilni, podstatné mén¢ ovlivnény kinetickymi faktory oproti mrznuti.
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Obrazek 26 Nameérena data bakterialni kultury C. necator H16 kultivované v mineralnim médiu,
kdy horni grafy prezentuji vystupy prvaiho cyklu a dolni grafy prezentuji vystupy druhého cykiu.
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Pro lepsi ptehlednost byla naméfena data prezentujici komplexni moduly bakterialni kultury
C. necator H16 kultivované v mineralnim médiu (produkce PHB) béhem krystalizace a tani
vynesena do jednotlivych grafi (viz Obr. 27.). Jak je patrné z Obr. 27 (vlevo), béhem mrznuti
doslo mezi prvnim a druhym cyklem ke skoku v modulu kapalné faze. Zaroven byl pozorovan
rozdil teplot krystalizace mezi jednotlivymi cykly. To je opét zptisobeno faktem, ze v piipadé
mrznuti se jedna o ireverzibilni kineticky fizeny proces, ktery je velmi ovlivnitelny z hlediska
zmrznuti vzorku ve srovnani stanim (napravo), kde se prubéh kiivek namétfenych
pro jednotlivé cykly nijak neliSil. Experimenty métené prostiednictvim teplotni rampy byly
rovnéz provedeny pro bakterialni kmeny C. necator H16 kultivované v médiu Nutrient Broth
(bez produkce PHB) a bakteridlni kmen C. necator PHB™ kultivovany v mineralnim a Nutrient
Broth médiich (v obou pfipadech bez produkce PHB) viz piiloha Obr. 46- 48.

- 1.E+08 T __ LE+08 T
m‘ ° i - © s,
o LE+07 | . H16 MM mrznuti - 1. cyklus Qo 1E+07 T * H16 MM tani - I. cyklus
x_ 1F+06 | . * H16 MM mrznuti - II. cyklus * 1 o
Gl o © LE+06 « H16 NN tani - Il. cyklus
T LEHOS T ERECE
g 1.E+04 + 8 1E+04 + 3
= LE+03 s ——— = LE+03 ;.
& 1E+02 T B LE+02 T
S 2 :
LE+OL + B e e ] =3 i
£ g 1E:01 jpronshers
~ 1E+00 | | | 1 . S 1E+00 : | 1 1 !
-15 -10 5 0 5 10 -15 -10 5 0 5 10
teplota [°C] teplota [°C]

Obrazek 27 Porovnani zmeén komplexniho modulu bakteridalniho kmene C. necator H16 kultivovaného
V minerdlnim médiu v pritbéhu mrznuti (Vlevo)a tani jednotlivych cyklii (vpravo).

Dale byl vypocten ze tii opakovanych méteni (provedenych vzdy pro Cerstvy vzorek) pramer
a smérodatnd odchylka z teplot, kdy dochazelo k pfechodim jednotlivych skupenstvi, tj. body
kdy vzorek zacal tat ¢i mrznout (viz Obr. 28). Na prvni pohled je ziejmé, Ze vzorky riznych
kultur ani vzorky kultivované v riznych médiich se z hlediska teploty fazové premény nijak
vyznamné neli$ily, ackoli vysledky hodnot teplot v pribéhu mrznuti jsou zatizeny chybou
v disledku uz nékolikrat zminované ireversibility tohoto procesu.
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Obrdzek 28 Porovnani teplot, kdy vzorek bakterialnich kultur C. necator H16 a C. necator PHB™
kultivovanych v minerdlnim a Nutrient Broth médiich zacal tat (Vlevo) ¢i mrznout (vpravo).
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Tato kapitola experimentalni Casti se vénovala zavedenim a otestovanim Stanoveni
viskoelastickych vlastnosti jednotlivych bakterialnich kultur C. necator H16 a C. necator PHB"
* kultivovanych v minerdlnim a Nutrient Broth médiich prostfednictvim oscila¢nich testd
(deformacni, teplotni rampa), kdy byly stanoveny mechanické vlastnosti bakteridlnich kultur
Vv zavislosti na teploté ¢i ménici se amplitudé¢ deformace s ohledem na piitomnost polymeru
(C. necator H16 kultivovany v mineralnim médiu) ¢i druhu kultiva¢niho média. Bylo zjisténo,
ze reologické méfeni je dobie aplikovatelné i na biologické vzorky, a to za rtizné teploty,
kdy je mozné sledovat prubéh fazovych pfechodti (mrznuti a tani) téchto vzorkid. Z konkrétnich
vysledkl stanovenych v ramci této kapitoly vyplynulo pfedev§im, Zze obsah PHB granuli
v buiikdch zvySuje jejich tuhost, ale neovliviiuje dostate¢né pritkaznym zpusobem stabilitu
vzorku (deformaci, nutnou k dosazeni nevratnych zmén ve vzorku), jeho deformac¢ni charakter
(viskdzni resp. elasticky) ani teploty, pii nichz k fazovym ptechodiim dochazi.

4.3 Termicka analyza

Metody termické analyzy byly zahrnuty v testovanych fyzikalné-chemickych technikach
predev§im proto, ze umoziuji sledovat zmény stavu vody v testovaném vzorku,
atoat uz z hlediska jejich fazovych prfemén, tak i zhlediska transportu mezi
jednotlivymi fazemi. Testovani vybranych technik termické analyzy prob&hlo opét na vzorcich
bakterialnich kultur C. necator H16 a C. necator PHB™, kultivovanych tomto p¥ipadé pouze
V mineralnim médiu.

4.3.1 Diferen¢ni skenovaci analyza

Charakterizace fazovych prechodu intraceluldrni vody béhem chlazeni a zp&tné¢ho zahtivani
jednotlivych vzorki bakterialnich kultur C. necator H16 (produkce PHB) a C necator PHB™
(bez produkce PHB) kultivovanych v mineralnim médiu byla provedena prostfednictvim
techniky diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC) na ptistroji DSC Q2000, TA Instruments.
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Obrazek 29 DSC termogram vzorkii bakterialni kultury C. necator H16 (produkce PHB)
a C. necator PHB™ (bez produkce PHB) kultivovanych vV minerdlnim médiu.
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Vystup méteni pomoci metody DSC je zobrazen na Obr. 29, kde jsou porovnany
dva naméfené termogramy TMDSC vzorkii bakterialni kultury C. necator H16
a C. necator PHB™ kultivovanych v mineralnim, kde jednotlivé exotermni a endotermni piky
predstavujici zmrznuti a tdni vzorkl. Pfitom poloha pikll udava rozsah teplot fazovych
prechodu a plocha pikt piedstavuje mnozstvi spotiebovaného (tani) ¢i uvolnéného (mrznuti)
tepla. Pti vyhodnoceni vlivu PHB na fazové ptechody vody v buiikach byl bran v potaz pouze
endotermni pik odpovidajici tani zmrzI¢ intracelularni vody, protoze mrznuti vody se také
pii DSC analyze vyznacuje malou reprodukovatelnosti a tudiz i mensi vérohodnosti informaci
ohledné skupenskych prechodtl vody. Pfi méteni DSC termogramt se vzorek nemichd, proto
dochazi k podchlazeni vody pod rovnovaznou teplotu. Okamzik, kdy dojde ke zmrznuti vody
je v takovém piipadé velmi citlivy k drobnym otfesim nebo k pFitomnosti nuklea¢nich jader
(napt. prachovych c¢astic). Oproti tomu, tdni vody je proces vratny, reprodukovatelny a dochazi
k nému v momentu, kdy vzorek dosdhne rovnovazné teploty.

Jak uz bylo feceno vySe, plocha endotermniho piku reprezentuje celkové mnozstvi tajici
vody. Plocha piku je na prvni pohled mensi s vyskytem polymeru PHB v bakterii nezli u kmenu
bez jeho produkce, coz odpovida niz§imu relativnimu obsahu vody v intracelularnim prostoru
bunck s obsahem PHB granuli. Dalsi odlisSnost namétenych endotermnich pikl jednotlivych
vzorkd predstavuje posun endotermy tani k vyss$i teploté v ptipadé vzorku s PHB,
coz poukazuje na zménu aktivity vody ve vzorku. Posun celého endotermniho piku vzorku
S polymerem PHB, nejen vrcholu ale i pocatecniho bodu endotermy, byl experimentalné
opakované prokazan. Konkrétni hodnota posunu pocate¢niho bodu endotermy zavisi napiiklad
na rychlosti zahfivani, nicméné posun vrcholu endotermy vzorku obsahujici polymer PHB
intracelularni vody k jiz zminénému polymeru PHB vyskytujici se uvnitf bakterii ve formé
granuli (vice v podkapitole 3.3.2).

Velkd vyhoda TMDSC techniky oproti konvenéni DSC je schopnost oddélit z celkového
naméfeného tepelného toku signal vratnych a nevratnych déjt, jak mizeme vidét na Obr. 30,
kde je zobrazeno rozd¢leni signalu, zobrazené¢ho na Obr. 29, na tyto dvé slozky.
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Obrazek 30 Ireverzibilni slozka signalu zobrazeného na Obr. 29.
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Obrazek 31 Reverzibilni slozka signalu zobrazeného na Obr. 29.

Jak je vidét na Obr. 30, rozdélenim signalll tokli bylo potvrzeno, Ze mrznuti intracelularni
vody je prakticky vyhradné nevratnym procesem. Kromé toho byly odhaleny dalsi odliSnosti
ohledné nereversibilniho signalu procesu tani zmrzl¢ intracelularni vody mezi vzorky
obsahujici polymer PHB a bez polymeru PHB (viz. Obr. 31), kdy je dg& vice reversibilni
Vv pfitomnosti polymeru PHB. Daéle byl zjistén velky rozdil ve velikosti signalu tani
nereversibilni slozky vzorku bez polymeru PHB ve srovnani se signadlem vzorku obsahujici
polymer PHB. Tento rozdil pikli je opét pfisuzovan piedpokladu o rozdilné hydrataci
bunécnych komponent. VEtSi mira hydratace je patrnd u bakteridlniho vzorku neobsahujici
7adny PHB, tj. C. necator PHB™ kultivovany v mineralnim médiu zahrnujici pfitomné granule
polymeru PHB.

4.3.2 Termogravimetricka analyza

Druhé dil¢i ¢ast vénovana termické analyze v ramci experimentalni ¢asti této diplomové
préace bylo posouzeni moZnosti vyuziti termogravimetrické analyzy (TGA). TGA analyzy byly
realizovany pomoci pfistroje pomoci pfistroje TGA Q5000IR (TA Instruments) za ucelem
stanoveni Ubytku hmotnosti vzork bakterialni kultury C. necator H16 (produkce PHB)
a C. necator PHB™ (bez produkce PHB) kultivovanych v minerdlnim médiu v zavislosti
na vzrustajici teploté (25 °C az 700 °C) za atmosféry suchého vzduchu s rychlosti ohfevu
10 °C/min (viz Obr. 32) nebo v zavislosti na ¢asu pfi konstantni teploté, kdy byl experiment
zaméfeny pouze na ztratu vody z bunéénych vzorki (viz Obr. 33).

Jak je vidét na Obr. 32, pokles hmotnosti vzorkt jak u bunék s polymerem PHB
tak i bez n¢j nabyva konstantnich hodnot kolem 200°C, kdy se ze vzorki odpatila nejen volna,
ale i hydratovana intracelularni voda, pfi¢emz viditelny rozdil mezi residualni hmotnosti
vzorkll pii této teploté spociva v relativnim procentudlnim obsahu intracelularni vody
sohledem na pfitomnost polymeru PHB v builkkdch. Dal§i vyznamnou oblasti
je zlom ustalenych hodnot (cca 300 °C az 600 °C), kdy dochazi ke spalovani organické hmoty.
Residudlni hmotnost vzorku pti vyssi teploté predstavuje nespalitelny podil bunék.
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Obrazek 32 Termogravimetricka analyza vzorkit bakterialni kultury C. necator H16
a C. necator PHB™ kultivovanych vV minerdlnim médiu za vzriistajici teploty.

Z termogramu uvedenych na obr. 32 déle vyplyva, ze ubytek hmotnosti pfi teploté cca 300 °C
je vyrazné vyssi pro vzorek C. necator H16. Jelikoz v této oblasti teplot dochazi k ubytku
hmotnosti v dusledku spalovani labilnich organickych slozek, da se usuzovat, ze tento pokles
odpovida oxidaci PHB.

Dale byly vramci termogravimetrické analyzy provedeny experimenty zaméiené
naizotermalni suSeni vzorku pfi konstantni teplot¢ 60 °C. Na Obr. 33 (vlevo)
jsou zaznamenany susici kiivky stejnych vzorkt jako u pfedchozich experimenti, tj. vzorky
bakterialniho kmene C. necator H16 a C. necator PHB kultivovanych v mineralnim médiu.
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Obrazek 33 Izotermickd termogravimetricka analyza vzorkii bakteridalni kultury C. necator HI16
a C. necator PHB™ kultivovanych v minerdlnim médiu pri teploté 60 °C (vlevo) a zobrazeni rychlosti
suSeni V zavislosti na residudalnim obsahu intracelularni vody (vpravo).

Zobr. 33 (vlevo) je patrné, ze nejvetsi pokles hmotnosti vzorkl je na pocatku
experimentalniho méfeni (béhem prvnich cca deseti minut), kdy dochdzi k odpaieni volné
extracelularni vody. Jak je patrné ze zobrazenych suSicich kiivek, dalsi faze suSeni se lisi
u vzorki obsahujici polymer PHB a vzorku bez polymeru PHB, u vzorku obsahujici polymer
PHB je sestup susici kiivky vice mirny ve srovnani s poklesem susici kiivky vzorku
bez polymeru PHB. Tento rozdil opét zplsoben odliSnym mnozstvim susSiny ve vzorku
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bez resp. s PHB. Po ub&éhnuti 40 minut izotermického suseni byly vzorky dosuseny pii teploté
200 °C po dobu 10 minut, aby mohl byt vypocten celkovy obsah vody.

Vysledky suSiciho experimentu byly dale analyzovany zplusobem, navrzenymi autory
publikace [83]. Na. Obr. 33 vpravo jsou susici kiivky vyneseny, v podobé zavislosti rychlosti
suSeni (Casova derivace uUbytku hmotnosti) na procentudlnim obsahu vody ve vzorku
(vypoctené z celkového obsahu vody, stanoveného dosusenim pii 200 °C). V grafu jsou
naznaceny kritické body (Sipky), kdy se vyrazné¢ méni zavislost rychlosti suseni. Dle autorti
[83] je duvodem zmény mechanismu vypatfovani vody pocatek suSeni intracelularni vody.
Kritické body tak umoziluji rozdeleni celkového mnozstvi vody ve vzorku na vodu
extracelularni a intracelularni.

V této casti experimentalni naplné diplomové prace bylo ovéfeno, Zze metody termické
analyzy predstavuji cenny nastroj pti studiu bunéénych vzorka. Zatimco metoda DSC poskytuje
fadu informaci o aktivité a fazovych ptechodech vody ve vzorku, TGA analyzu lze vyuzit mimo
jiné pii stanoveni celkového mnozstvi intracelularni vody.

4.4 Stanoveni distribuce velikosti ¢astic a zeta potencidlu

Posledni experimentalni smér realizovany v rdmci této prace se zamétil na vyuziti technik
analyzy koloidnich systémi pii charakterizaci suspenzi mikrobidlnich bunék.

Stanoveni distribuce velikosti ¢astic v bunééné suspenzi bylo provedeno pomoci metody
dynamického rozptylu svétla (DLS), zeta potencial byl naméfen prostfednictvim metody
elektroforetického rozptylu svétla. Kombinace téchto dvou metod byla naméfena pomoci
ptistroje Zetasizeru Nano ZS (Malvern Instruments). Informace o velikosti a povrchovém
elektrokinetickém potencidlu bun€k ve vodném prostiedi za riznych podminek mize byt velmi
cenné napf. pii studiu agregace bun¢k (napf. v souvislosti se vznikem biofilmu) atd.

Me¢éfeni bylo realizovano pifi proménlivé hodnoté pH suspenze bunék za pouziti
automatického titratoru (piisluSnictvi Zetasizeru Nano ZS). V experimentalni ¢asti zabyvajici
se distribuci velikosti a zeta potencidl bunck byly opét testovany bakteridlni suspenze
bakterialnich kmenti C. necator H16 a C. necator PHB™ kultivovanymi v mineralnim a Nutrient
Broth médiu.

Kombinace metod dynamického elektroforetického rozptylu svétla patii mezi standardni
metody charakterizujici stabilitu proteinli. V této experimentalni ¢asti diplomové prace byly
tyto metody pouzity pro stanoveni izoelektrického bodu bungk, tj. hodnoty pH, kdy membrany
bakterialnich bun€k budou vykazovat nulovy efektivni ndboj. Zaroven s meéfenim zeta
potencialu prostfednictvim elektroforetického rozptylu svétla byla métena 1 distribuce velikosti
¢astic pomoci DLS. Méfeni byla provadéna za kontinuélni titrace (od hodnoty pH cca 6 do 3).
Jak je vidét na Obr. 34, hodnota izoelektrického bodu bakterialni suspenze C. necator H16
kultivovana v mineralnim médiu (produkce polymeru) se rovna 4,24.
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Obrdazek 34 Stanoveni izoelektrického bodu suspenze C. necator H16 kultivované v minerdlnim médiu

Jak uz bylo zminéno vyse, méfeni distribuce velikosti bunék bylo provedeno paralelné
K méfeni zeta potencialu. Na Obr. 35 je patrné, ze doslo k agregaci bunék, jakmile membrany
bunck dosédhly izoelektrického bodu. Z téchto vysledkt je patrné, Ze pti pH mimo tuto hodnotu
je naboj bunééné stény dostatecné velky na to, aby zabranil vyrazné agregaci bun¢k. Nicméné
je tfeba mit na paméti, Ze pro urceni absolutni velikosti bun¢k je tato metoda nevhodna, jelikoz
ptepocitava velikost bunck na kulovité ¢astice, pficemz tvar pouzitych bakterii je tyCinkovity,
jak jde vidét v kapitole 3.1.
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Obrazek 35 Agregace bunéek C. necator H16 kultivovanych v minerdlnim médiu za izoeletrického bodu

Dale byly provedena totozna méfeni i bakterialnich suspenzi C. necator H16 kultivovaného
V Nutrient Broth médiu (bez produkce PHB). Naméfeny izoelktricky bod C. necator H16
neobsahujici polymer PHB se nijak vyrazné nelisil od vzorku C. necator H16 kultivovaného
vV minerdlnim médiu (produkce polymeru PHB), na rozdil od velikosti agregati vznikajicich
Vv izoelektrickém bodé€, ktera se byla stanovena ve vzorku obsahujici polymer PHB
na cca 5000 nm (viz. Obr. 35), u vzorku bez pfitomnosti polymeru PHB v bunkach byla
hodnota stanovena kolem hodnoty 1200 nm (viz Obr. 37).

55



r
o
|

10 +
= F
Igoillll}llli |H| HIIII}IIIIH
© 0] 1 2 3 4 5 6
510+
© C
a L
g -20 ¢
@ L
~N L
30 +
N y =-23.502x+ 80.188
L R?=0.9494
40 -
pH

Obrazek 36 Stanoveni izoelektrického bodu suspenze C. necator HI6 kultivovaného v médiu Nutrient
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Obrazek 37 Agregace bunék C. necator H16 kultivovanych v Nutrient Broth médiu za izoeletrického
bodu

Ptedchazejici experimenty byly pro ovéteni vysledkt nékolikrat zopakovany (celkem 5krat).
Totozné experimenty byly také provedeny s bakterialnim kmenem C. necator PHB™
kulltivovanym jak v mineralnim (bez produkce polymeru PHB) tak v médiu Nutrient Broth
(bez produkce polymeru PHB) viz. Ptiloha Obr. 49-52. Vysledky experimenti se vzorky
bakteridlniho kmene C. necator PHB™ prokazaly stejny trend jako u piedeslych experimenti
se vzorky bakteridlniho kmene C. necator H16, coz znaci zanedbatelny vliv polymeru PHB
na povrchovy ndboj a agregacni chovani bun€k. Naopak je zfejmé, Ze velikost agregath
je podminéna kultiva¢nimi podminkami (viz Obr. 38).
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Obrdzek 38 Porovndni povrchovych charakteristik suspenze bunék C. necator H16 kultivovanych

V minerdlnim médiu (vpravo nahore), v Nutrient Broth médiu (Vlevo nahoie) a C. necator PHB™

kultivovanych v minerdlnim médiu (vpravo dole) a v médiu Nutrient Broth (vlevo dole).

57



5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit vyuzitelnost fyzikalné-chemickych analyz pti vlivu
stresovych faktorti na mikroorganismy, konkrétné na bakterialni kmeny Cupriavidus necator
H16 a jeji mutantni kmen Cupriavidus necator PHB™ které se 1idi ve schopnosti resp.
neschopnosti produkovat a akumulovat polyhydroxybutyrat jako zasobni polymer ve formé
intracelularnich granuli.

Jednim z dil¢ich cilii experimentalni Casti této diplomové prace bylo srovnani raznych
mikroskopickych metod z hlediska posouzeni a charakterizace morfologie bakterii a usporadani
jejich intracelularniho prostoru v zavislosti na pfitomnosti granuli polymeru PHB. Nejprve byly
pofizeny snimky pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) zobrazujici vnitini
struktury mikroorganismi. Nicméné jedna z nevyhod zobrazeni prostfednictvim této
mikroskopické techniky je prostorova orientace bakterii, kdy je nemozné ptipravit vzorek tak,
aby byly vSechny bakterie vhodné orientovadny vii€i prochazejicimu paprsku elektroni.
Z tohoto duvodu byla vyuzita také kryo skenovaci elektronova mikroskopie (kryo SEM)
poskytujici ultrastrukturdlni zobrazeni vzorkl Vv hluboce zamrazenému stavu, diky kterému
bylo mozno prozkoumat samotnou morfologii PHB granuli. Z takto pofizenych snimkut bylo
patrné, ze granule PHB si zachovavaji amorfni charakter oproti izolovanému PHB
z bakterialnich bunék, ktery se vyznacuje vyhradné krystalickou strukturou. Dal§i z mnoha
vyhod této techniky je zajisté moznost pfipravy vzorku rGznym zplisobem, konkrétné
predchlazeni vzorki rdznou rychlosti na riznou teplotu pied Sokovym zmrazenim.
V experimentech této diplomové prace byly vyzkouSeny tfi riizné teploty pfedchlazeni —
laboratorni teploty, —10 °C a —30 °C, avSak na snimcich nebyly patrné Zzaddné odlisnosti.
Posledni mikroskopicka technika, ktera byla pouzita v této dil¢i experimentalni ¢asti diplomové
prace je mikroskopie atomarnich sil (AFM) charakterizujici topografii jednotlivych bakterii.
Ve srovnani s jiz zminénymi mikroskopickymi technikami, velkou vyhodou AFM je jeji
neinvazivni pozorovani povrchu bakterii, rychld pfiprava vzorkll a také rychlé naméteni
jednotlivych skenti.

S morfologickymi zménami bakterii rovnéZ souvisi i zmény jejich mechanickych vlastnosti
(odolnost vii¢i mechanickym deformacim), kdy pfi¢iny téchto zmén mohou souviset s mirou
hydratace nebo mnoZstvim intracelularni vody v zdvislosti na stresovou odpovéd
mikroorganismi. Konkrétn€ byly porovnavany viskoelastické vlastnosti prostiednictvim
oscilacnich testi (deformacni, teplotni rampa) metodou reologie, kdy bylo zapotiebi tuto
metodu nejen otestovat, ale 1 optimalizovat na vzorky bakteridlnich kmenti C. necator H16
a C.necator PHB™, u nichz byly stanoveny mechanické vlastnosti bakteridlnich Kkultur
Vv zavislosti na teploté ¢i ménici se amplitudé¢ deformace s ohledem na piitomnost polymeru
(C. necator H16 kultivovany v mineralnim médiu) ¢i druhu kultivaéniho média. Z vysledki
meéfeni je patrné, Zze u vzorkl bakterialnich kultur bez ohledu na produkci PHB polymeru
prevlada elasticky charakter deformace. Po dosazeni uré¢ité hodnoty amplitudy deformace
(cca 10 %), se u vzorka zacina s rostouci deformaci zvySovat podil viskoézniho charakteru.
Uvedené vysledky byly dosazeny pro teplotu 0 °C. Odlisnosti mezi bunkami s resp. bez granuli
PHB byly nalezeny v celkové tuhosti vzorku, charakterizované hodnotou komplexniho modulu.
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Tento fakt naznacuje, ze granule PHB zastdvaji téZ funkci opornou. Déle byl experimentalné
ovéfen minimalni efekt kultivaéniho média na viskoelastické chovani bakterii, ¢imz byly
potvrzeny predeslé experimenty zaméfené na vliv pifitomnosti PHB polymeru. Vysledky
provedenych experimentii byly téz vyneseny v zavislost ztrdtového uhlu na vzristajici
amplitud¢ deformace, kdy se charakter vzorki s PHB polymerem nijak neliSil od vzorku
bez ptitomného PHB polymeru. U vSech vzorkl pievladal predevsim elasticky charakter
deformace. Tudiz Ize konstatovat, ze pfitomnost PHB v bakteriich zvySuje celkovou tuhost
vzorku, nikoliv charakter jeho deformace. Dalsi experimenty byly provedeny v zavislosti
na vzristajici amplitudé deformace pii konstantnich teplotach - 0°C, —5°C, —10 °C.
Pti zapornych  hodnotdch teplot dochdzelo k niz$i reprodukovatelnosti hodnot,
a to pravdépodobné disledkem ¢asteéného zmrznuti vody ve vzorku. Nicméné i piesto,
vysledky pii teplot¢ —5 °C naznacuji zvySeni celkové tuhosti vzorku s ohledem na hodnoty
komplexniho modulu pii teplot¢ —5°C ve srovnani s hodnotami komplexniho modulu
meéteného pii teploté 0 °C.

Posledni experimenty realizované prostiednictvim oscilacnich reologickych testli probihaly
za konstantni amplitudy deformace pii ménici se teploté v ramci dvou cyklu, kdy dochazelo
pti urcité teploté ke skokovému zvySeni komplexniho modulu charakterizujici zmrznuti vody
ve vzorku. Oproti strmému skoku hodnot komplexniho modulu v pribéhu mrznuti, ktery
byl v jednotlivych cyklech zaznamenan pfi rozdilné teploté, zpétny pokles hodnot komplexniho
modulu v ramci tani byl pozvolny a reprodukovatelny. To potvrzuje, Ze tani je na rozdil
od krystalizace proces rovnovazny neovlivnény do takové miry kinetickymi efekty. Z velkého
mnozstvi provedenych experimentti byl potvrzen rozsahly potencial vyuziti reologie v oblasti
biologickych vzorki.

Dalsi skupina metod, které byly vyuzity v této diplomové praci, predstavovala termicka
analyza umoziujici sledovat fazové premény vody ve vzorcich bakteriadlnich kultur C. necator
H16 a C. necator PHB™, kultivovanych v minerdlnim médiu. Konkrétng byla vyuZita teplotng
modulovana diferen¢ni skenovaci kalorimetrie, pomoci které se charakterizovaly fazové
pfechody intracelularni vody béhem chlazeni a zpétného zahtivani jednotlivych vzorki.
Vyhodou této metody je schopnost oddéleni celkového naméteného toku na signdl vratnych
anevratnych déju, kdy byl prokazan ireverzibilni charakter procesu mrznuti intracelularni
vody. Vzorky obsahujici polymer PHB se vyznaCovaly vétsi reversibilitou procesu tani,
pfiCemZ pfiina toho rozdilu je pfisuzovdna rozdilné hydrataci bunécnych komponent,
kdy se predpoklada vétsi hydratace u vzorku bakterialni kultury neobsahujici PHB polymer
(C. necator PHB™).

DalSi experimenty vramci termické analyzy byly provedeny prostfednictvim
termogravimetrické analyzy za ucelem charakterizace pribéhu suSeni vzork bakteridlni
kultury C. necator H16 (produkce PHB) a C. necator PHB™ (bez produkce PHB). V ramci
dynamickych experimenti (teplotni rampa) se pokles hmotnosti v§ech vzorkii docasné zastavil
pii teploté cca 200 °C, coz odpovida odstranéni veskeré vody ze vzorku. K tibytku hmotnosti,
reprezentujici spalovani organické hmoty, dochazelo v rozsahu teplot od 300 do 600 °C, s tim,
ze ke spalovani PHB dochézelo v oblasti niz§ich teplot (PHB pfedstavuje termicky labilni
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organickou slozku bun¢k). Déale byly provedeny experimenty zamétené na izotermické suSeni
vzorku pii 60 °C. Tyto experimenty umoznily rozd€leni celkového mnozstvi vody ve vzorku
na extracelularni a intracelularni vodu.

Posledni metoda, ktera byla navrhnuta a optimalizovana na tento typ vzorkd, bylo pouziti
dynamického a elektroforetického rozptylu bézné vyuzivany v ramci charakterizace koloidnich
systéml. Pomoci kombinace jiz zminénych rozptyli svétla pfi meénicim se pH byla zjisténa
hodnota izoelektrického bodu membran bakterii pomoci nameétfeného zeta potencialu
a potvrzena agregace bakterii prostiednictvim distribuce velikosti ¢astic. Pfitom hodnoty
izoelektrickych bodii vzorkl bakteridlnich kultur se nijak neliSily s ohledem na pfitomnost
polymeru PHB. Na rozdil od velikosti agregatti, kde vzorky obsahujici polymer PHB
dosahovaly az 5 000 nm, zatimco velikost agregatu vzorki bez PHB polymeru byla stanoveny
kolem hodnoty 1200 nm. Stejnych hodnot bylo rovnéz dosdhnuto i ve vzorcich
rozdilnych bakteridlnich kultur, tudiz lze konstatovat, ze polymer PHB ma minimalni
vliv jak na povrchovy naboj, tak na agregaci bakterii oproti kultivaénim podminkam.

V této diplomové praci byl potvrzen vysoky potencial vyuziti vybranych fyzikdlné-
chemickych analyz pfi studiu stresové odpovédi bakteridlnich bunéénych kmend. V rdmci
experimentalni ¢asti prace byly techniky tGspésné optimalizovany nejen z hlediska vlastniho
meéfeni, ale i co se ty¢e samotné pripravy nebo predupravy vzorkl. Da se predpokladat,
ze testované techniky se v optimalizovaném provedeni stanou cennym metodickym aparatem
V navazujicich experimentech, zamétfenych na stanoveni konkrétnich stresovych odpovédi
studovanych mikrobidlnich systémd.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

7.1 Pouzité zkratky

PHB
PHA
NMR
DSC
CPA
PEG
DNA
UV-VIS
3HV
3HHx
kryo-SEM
TGA
TEM
AFM

QITMDSC

DLS
ELS
NB

MM

SPM

poly(3-hydroxybutyrat)
polyhydroxyalkanoaty

nukledrni magnetické resonance
diferen¢ni skenovaci kalorimetrie
kryoprotektivni latky
polyetylenglykol
deoxyribonukleova kyselina
ultrafialova a viditelna oblast
3-hydoxyvalerat
3-hydroxyhexanoat

kryo skenovaci elektronova mikroskopie
termogravimetrickd analyza
transmisni elektronova mikroskopie
mikroskopie atomarnich sil

kvazi izotermickd teplotné modulovana diferen¢ni
skenovaci kalorimetrie

dynamicky rozptyl svétla
elektroforeticky rozptyl svétla
Nutrient Broth

mineralni médium

skenovaci sondova mikroskopie
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7.2 Pouzité symboly
Symbol
T

d

w

loZ]

Vyznam symbolu
teplota

délka

objem

frekvence
entalpie

entropie
elasticky modul
viskdzni modul
Gibbsova energie
ztratovy uhel
tepelna kapacita
povrchové napéti

W

cas

Jednotka
K

m

Hz

JK?

Pa

Pa

69



8 PRILOHY

Obrazek 39 Snimky bakterii bakterii C. necator H16 kultivovanych v Nutrient Broth médiu, kde
topografické snimky jsou vlevo a amplitudové snimky vpravo.

Obrazek 40 Snimky bakterii bakterii C. necator H16 kultivovanych v minerdlnim médiu,
kde topografické snimky jsou vievo a amplitudové snimky vpravo.
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Obrdazek 41 Zavislost viskoelastickych viastnosti bakterii C. necator H16 NB na velikosti amplitudy
deformace za teploty 0 °C.
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Obrdzek 42 Zavislost viskoelastickych viastnosti bakterii C. necator PHB™* NB na velikosti amplitudy
deformace za teploty 0 °C.

1000 ¢ ® H16 - NB - 5°C = PHB-4 - NB -5°C
L " smmmEEEsEaa, — 1000 = SpEmpensnnmny, 0
= § “"a_, wH16-NBOC & g "oy, ® PHB-4-NBO°C
b r I. *_‘ L I-.
5 100 + "og O 100 + "
o E = E
2 i 38 .
T 10t E 10 ¥
E C E C
£ i = [
l i \HHH} L L \HHH} L L \I\HH}
Lol IR
g 1 ‘ ‘ S ooo1 0.1 10 1000
0.01 1 100 ~

li fi 9
amplituda deformace [%] amplituda deformace [%]

Obrazek 43 Srovnani namérenych komplexnich modulii bakterialni kultury C. necator H16 (vlevo)
a bakterialni kultury C. necator PHB™ (vpravo) kultivovanych v Nutrient Broth médiu pii tepltoté 0 °C

a—5°C
100 =
E 100 +
o . ’ — F
T I ot = i oo%®
£ : z |
R 10 + [ ] 3 o
< C ° ® o, D) 10 + L ] °
8 = 00 ,00.80 ® PHB-4 - NB-5°C o F 2o ® H16- NB-5°C
= L o F L %
e F PHB-4 - NB 0°C =4 : oo H16- NBQ°C
R L =1 L
N
1 1 L \\IHHI L \HHH} l I I\IHH} 1 \HHH}
0.01 1 100 0.01 100

1
H 0
amplituda deformace [%] amplituda deformace [%]

Obrazek 44 Porovndni viskoznich a elastickych charakterit bakterialniho kmene C. necator H16
(vlevo) a C. necator PHB™ (vpravo) kultivovanych v Nutrient Broth médiu naméfenych pii téploté
0°Ca-5°C
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Obrdazek 45 Elastickoviskozni charakter bakteridlniho kmene C. necator kultivovany Vv minerdlnim

komplexni kodul G™ [Pa]
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Obrazek 46 Porovnani zmeén komplexniho modulu bakteridalniho kmene C. necator H16 kultivovaného
V Nutrient Broth médiu v prithéhu mrznuti (VIevo) a tdani jednotlivych cyklii (vpravo).
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Obrdzek 47 Porovndni zmén komplexniho modulu bakteridlniho kmene C. necator PHB™

kultivovaného v minerdlnim médiu v pritbéhu mrznuti (VIevo) a tani jednotlivych cykli (vpravo).
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Obrizek 48 Porovndni zmén komplexniho modulu bakteridlniho kmene C. necator PHB™
kultivovaného v Nutrient Broth médiu v pritbehu mrznuti (VIevo) a tdani jednotlivych cyklii (vpravo).
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Obrdzek 49 Stanoveni izoelektrického bodu suspenze C. necator PHB™ kultivované v minerdlnim

meédiu
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Obrazek 50 Agregace bunck C. necator PHB™ kultivovanych v minerdlnim médiu za izoeletrického

bodu.
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Obrdazek 51 Stanoveni izoelektrického bodu suspenze C. necator PHB™ kultivované v médiu Nutrient
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Obrazek 52 Agregace bunék C. necator PHB™ kultivovanych v Nutrient Broth médiu za izoeletrického

bodu.
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