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Abstrakt

Tato bakalatska prace se zabyva studiem metabolismu polyhydroxyalkanoati (PHA) u bakterie
Rhodospirillum rubrum za odlisnych podminek kultivace. Podminky se lisily v mife aerace (aerobni,
anaerobni, mikroaerobni) a v pfitomnosti svételného zdroje (svételnd kultivace, temnostni kultivace).
Nejprve byly navrzeny a otestovany rtizné objemy média pro nejrychlejsi a nejvhodnéjsi kultivaci
inokula. Nasledné byly porovnavany kultivace Rhodospirillum rubrum za riznych podminek z hlediska
obsahu PHA pomoci plynové chromatografie. Pro lepsi charakterizaci riistu a metabolismu bakterii byly
kromé plynové chromatografie pouzity dal$i doplitkové metody, jako naptiklad priutokova cytometrie,
UV-VIS spektroskopie (transmisni a difuzné transmisni mod). Z hlediska morfologie bunék byla vyuzita
fluorescencni mikroskopie a kryo-skenovaci elektronova mikroskopie. Déle byla zkouména schopnost
bakterii syntetizovat barevné pigmenty (karotenoidy a bakteriochlorofyl a). Bakterie byly kultivovany
na odlisnych typech média (tekuté, pevné), barevné pigmenty byly nasledné extrahovany a byly
vypoétena jejich koncentrace. Pro méfeni barevnych pigmentt byla dale pouzita UV-VIS spektroskopie,
Ramanova spektroskopie a infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR).

Abstract

This bachelor thesis deals with the study of polyhydroxyalkanoate (PHA) metabolism in Rhodospirillum
rubrum under different cultivation conditions. The conditions differed in the aeration rate (aerobic,
anaerobic, microaerobic) and in the presence of a light source (light cultivation, dark cultivation). First,
different volumes of medium were suggested and tested for the fastest and the most suitable inoculum
cultivation. Subsequently, cultures of Rhodospirillum rubrum under different conditions in terms of
PHA content were compared by gas chromatography. In addition to gas chromatography, other
complementary methods were used for better characterization of bacterial growth and metabolism, such
as flow cytometry, UV-VIS spectroscopy (transmission and diffusion transmission modes).
Fluorescence microscopy and cryo-scanning electron microscopy were used in terms of cell
morphology. Furthermore, the ability of bacteria to synthesize color pigments (carotenoids and
bacteriochlorophyll a) was investigated. The bacteria were cultivated on different types of media (liquid,
solid), the color pigments were subsequently extracted, and their concentrations were calculated.
UV-VIS spectroscopy, Raman spectroscopy and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) were
also used to measure color pigments.
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1 Uvod

Plasty jsou diky své chemické a fyzikalni odolnosti nejpouzivanéj$imi syntetickymi polymery
21.stoleti, znedisténi zivotniho prostiedi plasty [1]. Pfedpoklada se, Ze ro¢né se do oceanu z pevniny
dostane 4,8 az 12,7 milionu tun plastu ve formé plastového odpadu. Ocekava se, Ze do roku 2025 dojde
k dal§imu narastu zne€isténi, pokud nebude zlepSeno nakladani s odpady [2]. Biopolymery byly
navrzeny jako mozné feSeni tohoto problému, musi vsak spliiovat nasledujici kritéria: vysoka kvalita
a trvanlivost béhem pouzivani, ale také vysoka biodegradabilita na konci jejich Zivotnosti, diky které
mohou byt biopolymery v pfirod¢ rozloZzeny pomoci mikroorganismii na oxid uhli¢ity a vodu. [1; 3]

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) patii do skupiny biopolymert, které¢ diky svym vlastnostem, jako jsou
biologickd rozlozitelnost a biokompatibilita, mohou u¢inné nahradit tradi¢ni petrochemické plasty
(napt. polypropylen, polystyren, polyethylentereftalat a polyvinylchlorid), které jsou vyuzivany pro
vyrobu spotfebniho zbozi. Vyvoj PHA jako nédhrazek syntetickych plasti pfispiva k dosazeni cild
udrzitelného rozvoje (SDGs) 6, 9 a 12, pokud jde o hygienu vody, inovace (ke splnéni
environmentalnich cilit) a odpovédnou vyrobu [1; 4].

Velkovyrobé PHA v soucasné¢ dob¢ brani vysoké vyrobni naklady, které jsou zpiisobeny pouzitim
Cistych a upravenych bakterialnich kultur pro vyrobu PHA, coZ vyzaduje plné sterilni provozni
podminky, pouziti drahych substratd jako zdroje uhliku a pouziti drahych extrakénich a Cisticich procest
(extrakce rozpoustédlem, destilace) k ziskani kone¢ného produktu PHA [1]. Cena PHA se v zavislosti
na slozeni polymeru pohybuje vrozmezi 2,2 do 5,0 EUR / kg, coz je nejméné tiikrat vice, néz
u nejpouzivangjsi polymert na petrochemické bazi, které stoji méné nez 1,0 EUR / kg [2].



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

K dne$nimu dni bylo identifikovano pfiblizn€ 90 druhii mikroorganismi, které mohou akumulovat
intracelularni PHA za aerobnich a anaerobnich podminek. Tyto organismy produkuji vice nez 150 typt
PHA s linearnimi, rozvétvenymi, nasycenymi, nenasycenymi a aromatickymi strukturami, které
poskytuji ruzné fyzikalni a chemické vlastnosti napf. teplota tani, teplota skelného ptechodu
a biodegrabilita [5].

2.1.1 Struktura

Strukturalné jsou PHA linearni polymery hydroxykyselin [5]. Molekula PHA se sklada z monomernich
jednotek (R)-hydroxy-mastnych kyselin. Zakladni struktura PHA je uvedena na Obr. 1. Monomerni
jednotky jsou navzjem spojeny esterovou vazbou. Kazda monomerni jednotka ma postranni fetézec R,
kterym muze byt napiiklad nasycena nebo nenasycena alkylova skupina, substituovana alkylova skupina
a rozvétvena alkylova skupina [6].
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Obr. 1 Zdkladni struktura PHA

2.1.2 Klasifikace polyhydroxyalkanoatu
Na zaklad¢ délky strukturniho fetézce lze PHA rozdélit do tii zakladnich skupin [6].

PHA s kratkym fetézcem (SCL-PHA) se skladaji z monomernich stavebnich blokd o délce
3-5 atomu uhliku, naptiklad: poly(3-hydroxyvalerat) (P3HV), poly(3-hydroxybutyrat) (P3HB). PHA
s kratkym fetézcem jsou piilis tuhé, kiehké a postradaji klicové mechanické vlastnosti, které jsou
potiebné pro aplikaci v biomedicinskych a balicich foliich [6].

PHA se stfedné dlouhym fetézcem (MCL-PHA) se skladaji z monomernich jednotek o délce
6-14 atomu uhliku, napiiklad: poly(3-hydroxyoktanoat) (P3HO). PHA se stfedné dlouhym fetézcem
jsou elastomerni, ale maji velmi nizkou mechanickou pevnost, coZ omezuje vyuziti téchto PHA [6].

PHA s dlouhym fetézcem (LCL-PHA) se skladaji z monomernich stavebnich blokii o délce 15 a vice
atomut uhliku [6]. PHA s dlouhym fetézcem jsou V bioplastickém primyslu neobvyklé a méné
pouzivané [5].

2.1.3 Fyzikalni a chemické vlastnosti

PHA obecné vykazuji podobné vlastnosti jako polymery na bazi ropy. Fyzikalni vlastnosti PHA zahrnuji
nerozpustnost ve vode, dobrou odolnost proti UV zafeni, tuhost, vysoky stupeii polymerace, biologickou
rozlozitelnost, termoplasticitu atd. [6].

Typ ziskaného PHA a jeho molekulovd hmotnost zavisi na typu mikroorganismu, substratu, podminkach
rastu a procesu extrakce. PHA zustavaji v buiice v amorfnim stavu, ale béhem procesu extrakce rychle
ptrechazi do krystalického stavu. Fyzikalni vlastnosti polymeru (teplota tani, teplota skelného prechodu
a krystalinita) jsou ovlivnény délkou postranniho fetézce a funkénimi skupinami [5; 7].



Homopolymery SCL-PHA, jako je izolovany polyhydroxybutyrat (PHB), jsou krystalické, tuhé
a kiehké, maji nizkou mechanickou pevnost, nizkou teplotu skelného prechodu a vysoké teploty tani,
prodlouZenim pfi pietrzeni, nizkou krystalinitou a teplotou skelného ptechodu, mensi mechanickou
odolnosti a nizkymi teplotami tani, jsou to tedy univerzalngjsi materialy [5; 8].

PHA se mohou vyskytovat také ve formé kopolymera [napf. poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat) (PHBV), poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat) (P3HB4HB)], jejichz vlastnosti
jsou podobné vlastnostem MCL-PHA, ale s vice zadoucimi vlastnostmi pro primyslové aplikace pro
vyrobu materiali. Mechanické a tepelné vlastnosti PHA mohou byt upraveny reakci s jinymi
biopolymery (napf. lignin, Skrob a derivaty celul6zy) enzymatickou nebo chemickou modifikaci [5; 9].

2.1.4 Biologicka rozlozitelnost (Biodegrabilita)

Biologicka rozlozitelnost patii mezi nejzajimavéjsi vlastnosti PHA. Mikroorganismy v piirodé jsou
schopné¢ degradovat PHA pomoci PHA-depolymeraza. Degradujici mikroorganismy pomoci
extracelularni PHA-depolymerazy pievadéji polyestery na rozpustné oligomery a monomery, které
organismy pouzivaji jako zdroj uhliku. Jsou-li pfitomny v ekosystémech, jako je ptida, odpadni voda
a moi'ska a jezerni voda, PHA mohou byt degradovany Sirokou $kalou mikroorganismt na vodu a oxid
uhli¢ity (nebo metan za anaerobnich podminek) [10].

Biologicka rozlozitelnost PHA je ovlivnéna nejen jejich vlastnostmi, jako je stereoregularita,
krystalinita, slozeni a pfistupnost jejich povrchu k depolymerizujicim enzymtm, ale také podminkami
prostiedi, jako je teplota, uroven vlhkosti, pH a ptisun zivin. V prostfedi jezer se PHA degraduji béhem
254 dnu pfi teplotach pod 6 °C [10]. Mira degradace ¢asti PHB je typicky v fadu nékolika mésict
(v anaerobnich splascich) az let (v motské vode) [11].

Bylo prokazano, ze PHA jsou biokompatibilni, coz znamend, Ze nemaji toxické ucinky na Zzivé
organismy. U savct je polymer hydrolyzovan pomalu. Na my$im modelu byla ztrata hmotnosti PHA po
Sesti mésicich od implantace mensi nez 1,6 % [11].

2.2 Biomasa: substrat pro produkci polyhydroxyalkanoata

Byla zkoumana S$iroka Skala substrati pro vyrobu PHA, jejich kopolymert a terpolymert, vcetné
pramyslovych vedlejSich produktd, tukd a olejt, lignoceluldzovych surovin, zemédélskych a domacich
odpadnich materialt, glycerolu, cukri a odpadnich vod [12].

Jako zdroje uhliku pro vyzkum a komer¢ni syntézu PHA se pouziva spektrum materialt.. Nékteré
Z téchto materiali jsou:

i) Melasa: Cukrova fepa, titinovy cukr a sdjova melasa

i) Syrovatka a syrovatkové hydrolyzaty: Hydrolyzovana s6ja a slad, hydrolyzovana syrovatka
a syrovatka

iii) Lignocelul6zové suroviny: Dievo, xyloza, hydrolyzaty hemicelulozy, pSeni¢né otruby atd.,

iv) Tuky, rostlinné oleje a odpadni oleje na vafeni: olivovy olej, kokosovy olej, séjovy olej,
palmovy olej atd.

V) Glycerol

vi) Odpadni voda: Alpechin (odpady z olivovych mlynti), odpadni voda z pivovaru, odpadni
vody z mlynti na palmovy olej (POME) [12]
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Biomasa je klasifikovéana do tii generaci:

i) Prvni generace: Biomasy pochazejici z potravinarskych plodin, jako je cukr, Skrobové
plodiny, rostlinny olej nebo zivocisny tuk

i) Druha generace: Tyto biomasy jsou nepotravinaiské plodiny, jako je organicky odpad,
odpad z potravinatskych plodin a specifické plodiny z biomasy

iii) Tteti generace biomasy pochazi z fas [12]

Poptavka po biopolymerech, mezi néz patii PHA, vyvolala velké obavy, jelikoz vétSina PHA se vyrabi
z potravinai'skych plodin, coz by mohlo vyvolat potravinovou krizi. Z tohoto divodu se zacaly zkoumat
odpadni produkty pti zpracovani/vyrobé potravin jako zdroje uhliku pro vyrobu PHA. Nékteré nedavné
studie (Tran Thi Loan/2022 [13], Daegeun Cha/2020 [14]) se proto vénovaly vyuziti biomasy zalozené
na druhé generaci [12].

2.3 Biosyntéza polyhydroxyalkanoata

Katalyticky mechanismus produkce PHA mikroorganismy zahrnuje rizné drahy, které jsou spojeny
S riiznymi metabolickymi cestami mikroorganismi, jako je glykolyza, B-oxidace atd. Zdroje uhliku
dodavané pro syntézu PHA maji hlavni roli ve struktufe akumulovanych PHA. Vlastnosti polymeru jsou
tedy urCeny biosyntetickymi drahami, kterymi byl PHA syntetizovan. Obecné plati, ze v bakteriich
existuji tii pfirozené se vyskytujici biosyntetické drahy PHA [6; 12]. Tyto drahy jsou uvedeny na Obr. 2.

2.3.1 Drahal

Jedna se o klasicky mechanismus syntézy SCL-PHA, vyuZivajici acetyl-CoA produkovany z cukrd,
mastnych kyselin nebo aminokyselin. V této cesté jsou dvé molekuly acetyl-CoA (z cyklu kyselin
trikarboxylovych) kondenzovany na molekulu acetoacetyl-CoA pomoci enzymu [-ketothiolazy.
Acetoacetyl-CoA se poté pievede na 3-hydroxybutyryl-CoA pomoci enzymu NADPH-acetoacetyl-CoA
reduktazy. Nasleduje pisobeni PHA syntazy, kterd katalyzuje tvorbu esterové vazby
v 3-hydroxybutyryl-CoA za vzniku poly-3-hydroxybutyratu. Bakterie Cupriavidus necator je
typickym zastupcem vyuzivajici tuto drahu s SCL-PHA syntazou (PhaCSCL), ktera vyuziva pro syntézu
substraty o délce 3-5 atoma uhliku [6; 12].

2.3.2 Drahall

Tato draha je typickd pro syntézu MCL-PHA a vyuziva meziprodukty ziskané z B-oxidace mastnych
kyselin, protoze mastné kyseliny jsou vhodnym zdrojem uhliku pro produkci PHA. V B-oxidaci se
mastné kyseliny nejprve prevadéji na enoyl-Co, ktery je nasledné hydratazou prevede na
R-3-hydroxyacyl-CoA, ktery je prekurzorem MCL-PHA polymerace. Poté enzym, PHA syntaza
katalyzuje polymeraci R-3-hydroxyacylCoA. Bakterie vyuzivajici tuto drahu jsou Pseudomonas putida,
P. oleovorans a P. aeruginosa [6; 12].
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2.3.3 Drahalll

Tato cesta zahrnuje in situ cyklus syntézy mastnych kyselin, ktery poskytuje R-3-hydroxyacyl-ACP pro

syntézu PHA. KliCovym enzymem pro tuto cestu je R-3-hydroxydecanoyl-ACP: CoA transacylaza
(PhaG), ktery ptevadi 3-hydroxyacyl-ACP na 3-hydroxyacyl-CoA. Metabolické drahy, které dodavaji
prekurzory pro syntézu PHA, B-oxidace mastnych kyselin a syntéza mastnych kyselin in situ, mohou
v bakteriich probihat soucasné. Pomoci metabolického inZzenyrstvi byla biosynteticka draha MCL-PHA
s vyuzitim PhaG upravena, coz vedlo k syntéze né€kolik bio-polyesterti s definovanymi vlastnostmi.
Kromé téchto tif mohou byt zavedeny nové drahy pro biosyntézu PHA prostfednictvim metabolického
inzenyrstvi [6; 12].

Aminokyseliny Sacharidy Mastne kyseliny

-‘“\-u.._‘___“‘-“

Acetyl-CoA
Draha | Draha Il

Draha 111 /
Acetoacetyl-CoA
B-oxidace

3-hydroxybutyryl-CoA

SOLIPHA

3-hydroxyacyl-ACF syrihss

R-3-hydroxyacyl-Co PHB e R-3-hydroxyacyl-CoA

MCL-PHA SCL-MEL PHA MCL-FHA

S

Obr. 2 Drdhy syntézy PHA. Prevzato z [12]

2.4 Syntéza polyhydroxyalkanoati pomoci bakterialnich kultur

Schopnost mikroorganismi produkovat PHA je znama od roku 1925. Intracelularni (PHA)
a extracelularni (polysacharidy, proteiny) biopolymery, mohou byt produkovany mikroorganismy pii
rastu mikroorganismu, ve stacionarni fazi rustu nebo jako zdroj energie a ochrana pied stresovymi
faktory (nedostatek zivin, zafeni) [5]. Akumulace PHA se spousti, kdyz mikroorganismy prozivaji
metabolicky stres, jako omezeni zakladnich zivin (napf. dusik, fosfor a kyslik) v nadbytku vhodného
zdroje uhliku [15]. Mikroorganismy, jako jsou bakterie E. coli, Clostridium acetobutylicum nebo
C. eutropha H16, produkuji PHA fermentaci ruznych zdroji uhliku (glycerol, karboxylové kyseliny)
a tim poskytuji biopolymery s riznymi chemicko-fyzikalnimi vlastnostmi [1; 16].

2.4.1 SmiSené mikrobialni kultury

SmiSené¢ mikrobialni kultury (MMC) byly navrzeny jako finan¢né efektivni metoda pro vyrobu
biopolymerti z obnovitelnych zdroj, diky upravenym podminkam bioprocesu byl fenotyp PHA
uchovavajicich mikroorganismti pfirozené obohacen, ¢imz je proces efektivnéjsi a levnéjsi. Pouziti
MMC jako alternativy ¢isté kultury je slibné, protoze MMC maji Sir§i metabolicky potencial nez jediny
kmen, coz pomaha snizit naklady pro vyrobu PHA. To MMC umoznuje vyuzivat mnohem levné;si
substraty, jako jsou primyslové / zemédé€lské odpady (melasa, syrovatka, glycerol). Vyroba PHA
pomoci MMC se muze stat ekonomicky Zivotaschopnou a ekologicky udrzitelnou alternativou
k soucasnym prumyslovym vyrobnim procesim PHA [2; 12].
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2.4.2 Extrémofilni bakterie

Extrémofilni bakterie jsou vysoce pfizpusobivé a metabolicky aktivni za neobvyklych podminek
prostiedi. Jejich biologické adaptace jim nejen umoziuji rist nebo preziti v extrémnich podminkach
(vysoky tlak, teplota, pH, zafeni), ale také podporuji produkci jedine¢nych latek (Ectoine, PHA atd.).
Specificka role PHA v extrémofilnich bakteriich je hlavné jako uhlikova a energeticka rezerva, pficemz
se také predpoklada, ze pisobi jako ochranny prosttedek pfed oxidacnim stresem nebo
solnym / teplotnim stresem [17].

2.4.2.1 Halofily

Halofily jsou skupina mikroskopickych organismt, které mohou rist a vyvijet se v oblastech s vysokou
koncentraci soli (NaCl). Obvykle jsou kategorizovany jako mirné, sttedni nebo extrémni podle rozsahu
jejich halotolerance (adaptace Zivych organismi na podminky vysoké salinity) [18; 19]. Pouziti halofila
pro vyrobu PHA miiZe snizit ndklady na fermentacni a obnovovaci procesy z nasledujicich dtvodi:

i) vysoka koncentrace soli brani kontaminaci jinymi mikroorganismy, a tim sniZuje naklady,
energii a slozitost procesu sterilizace

i) motskou vodu lze pouzit jako médium obsahujici stl, ¢imz se sniZi spotfeba Cerstvé vody,

iii) uc¢innost dlouhodobého a kontinualniho procesu je mnohem vyssi nez u davkového

iv) u né€kterych halofild (Halomonas campaniensis LS21) l1ze pouzit levné substraty véetné
smeésnych substrat z kuchyniského odpadu a / nebo celuldzy pro snizeni ndkladt na substrat

V) u nékterych halofilt (Haloferax mediterranei) 1ze naklady na ziskani PHA snizit pomoci
bunééné 1yzy pisobenim hypoosmotického Soku [20; 21; 22]

2.4.2.2 Termofily

Termofiliim se dafi ve vysokoteplotnich prostfedich, jako jsou geotermalni a vulkanické oblasti, horké
prameny a hlubinné hydrotermalni praduchy. Termofily jsou vyuZzivani pro odstranovani tézkych kovt
(méd’, zinek, nikl) z odpadii nebo pro primyslové procesy vyroby chemikalii (CHs, H2), enzymi
(celulaza, xylaza) [23; 24].

2.4.3 Purpurové nesulfurové bakterie

Produkce PHA pomoci purpurovych nesulfurovych bakterii (PNSB) zavisi na mikrobialni kultute,
zdroji uhliku, poméru uhliku k dusiku, koncentraci fosforu a siry, mikrozivinach, pH, rezimu krmeni
a svételnych podminkach. PNSB mohou akumulovat PHA za aerobnich nebo anaerobnich podminek.
U obou podminek zacina syntéza PHA tvorbou acetyl-CoA, ktery se kondenzuje na acetoacetyl-CoA.
Za aerobnich podminek PNSB asimiluji uhlohydraty prostiednictvim Embden-Meyerhof-Parnasovy
a Entner-Duodoroffovy drahy za ticelem ziskani acetyl-CoA, také t€kavé mastné kyseliny (TMK) lze
za téchto podminek asimilovat pro vyrobu PHA [5].

2.5 Vyuziti polyhydroxialkanoati

Biologicky odbouratelna povaha a dalsi vlastnosti PHA, jako je vysoka teplotni stabilita, nizky stupeni
povrchové porovitosti, pruznost atd., ma za nasledek jejich pouziti v riznych oblastech, jako je 1€katstvi,
zemé&délstvi atd. [6].

2.5.1 Aplikace polyhydroxialkanoati v zemédélstvi

PHA ma mnoho aplikaci v oblasti zemédélstvi. Jednou ze specializovanych aplikaci P3HB
v zemé&délstvi je fizené uvoliovani pesticidd a insekticidi. Ty¢inky hnojiv zalité v plastu mohou byt
pouzity na plantazich palmy olejné jako hnojiva s fizenym uvolilovanim Zivin diky rychlé degradaci
(obdobi 0,5-2 roku). Dalsi potencialni aplikace PHA v zeméd¢lstvi zahrnuji: biologicky odbouratelné
plastové folie pro ochranu plodin, zapouzdieni semen atd. [6].
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2.5.2 Lékarské aplikace

PHA maji na jedné stran¢ velmi podobné vlastnosti jako syntetické plasty, na stran¢ druhé se od nich
odlisuji naptiklad biologickou rozlozitelnosti, biokompatibilitou a netoxicitou. Diky témto vlastnostem
jsou PHA Zadoucimi materialy pro biomedicinské aplikace popsané nize [6].

2.5.2.1 Dodavka léciv

rrrrrr

cilem systému pro dodavani 1éCiv je, aby byly léky dodadvany kontrolované a cilené, za ucelem zlepSeni
jejich tcinnosti. PHA se diky svym vlastnostem pouziva jako surovina pro vyrobu tablet a nanocastic.
Priklady vyziti jsou PHB, PHBYV a jejich kopolymery, které se pouzivaji pro dodavani antibiotik [6].

25.2.2 Tkariové inZenyrstvi

V tkanovém inzenyrstvi se vyuzivaji malo modifikované PHA. PHA lze pouzit k vyrob¢ podkladi, které
podporuji rast bunék dodavanim vyzivy a zvySuji mechanickou pevnost. Tyto podklady existuji ve
formé $pendliku, filmu, stehu atd. Naptiklad: 3D podklad vyvinuty pomoci nanovlaken PHA se pouziva
k opravé chrupavky [6].

2.5.2.3 Obvazy

Zakryti ran se provadi pomoci f6lii vytvofenych z PHA. Tyto materialy vytvoii pfes ranu tenkou vrstvu
a zbrani tak kontaminaci. Kryti na bazi netkaného vlaknitého materidlu P3HB lze pouzit jako tyCinky
(tampony), rouno, platno atd. [6].

2.5.3 Polyhydroxialkanoaty jako zdroj biopaliv

Aplikace PHA jako zdroje biopaliva se jevi velmi slibné, jelikoZ nevyzaduje vysoce vy¢isténé PHA,
aproto je mozné jej ziskat z aktivovaného kalu nebo odpadnich vod bohatych na Ziviny, které
nekonkuruji potravé pro lidi ani zvifata, coz vede ke snizeni naklada na vyrobu [25].

2.6 Bakterie Rhodospirillum rubrum

Rhodospirillum rubrum (R. rubrum) patii do rodu Rhodospirillum, spadajici do celedi
Rhodospirillaceae, tiidy Alphaproteobacteria. R. rubrum patii do skupiny PNSB. Jedna se
0 anoxygenni fototrofy, kteti pti ziskavani svétla produkuji extracelularni elementarni siru (misto
kysliku) [26; 27].

2.6.1 Fyziologie
2.6.1.1 Fotoheterotrofie

Za fototrofnich podminek muze R. rubrum rust fotoautotrofné, jako donory elektroni pro fotosyntézu
vyuziva Hz nebo nizkou hladinu S%. Vétsinou R. rubrum roste fotoheterotrofng v médiich obsahujicich
snadno vyuzitelnou organickou slou¢eninu, jako je malat nebo pyruvat, zdrojem dusiku je NHs [27].

Béznym doplinkem médii, které jsou pouzivany pro R. rubrum, je kvasnicovy extrakt, ktery je zdrojem
vitamind B. VétSina druht PNSB vyzaduje jeden nebo vice vitamind B. Nejcastéji pozaduji thiamin,
kyselinu nikotinovou, biotin, a kyselinu B-aminobenzoovou. Nad ramec role zdroje vitamint,
kvasnicovy extrakt také stimuluje rust R. rubrum, diky svému sortimentu organickych sloucenin, které
mohou podpofit fotoheterotrofni rist [27].

Fotoheterotrofni rust R. rubrum podporuje nékolik organickych sloucenin, jako jsou organické kyseliny,
aminokyseliny, mastné kyseliny, alkoholy, sacharidy. Meziprodukty cyklu trikarboxylovych kyselin
(malat, sukcinat, a fumarat) jsou, az na malé vyjimky, univerzalné pouzivany, stejn& jako pyruvat
a acetat. Mnoho druhtt PNSB také pouziva ethanol, laktat, a propionat. Nekteré PNSB fotoasimiluji
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aromatické slouceniny, jako je benzoat a jeho hydroxyderivaty. Rast PNSB na alifatickych uhlovodicich
nebyl zatim popsan [27].

2.6.1.2 Pigmenty

Vétsina druhtt PNSB ma dva riizné druhy svétlosbérnych pigment-protein anténnich komplex: periferni
komplexy LH2 a jadrové komplexy LH1. Rhodospirillum rubrum syntetizuje pouze jadrovy komplex
LHI1. LH1 komplex je slozen z dimeru bakteriochlorofylu a (Bchl), ve formé dimeru, a jedné molekuly
karotenoidu, tyto molekuly jsou vlozeny mezi a- a 3-polypeptidy [28; 29].

PNSB bakterie ptirozen¢ produkuji karotenoidy ve vysokém mnozstvi a zaclenuji je do svého
fotosyntetického aparatu (LH1 + reakcni centrum). Biosyntéza karotenoidii u PNSB byla nedavno
rozdélena do dvou hlavnich tiid: ,normalni“ draha spirilloxanthinového typu a ,,neobvykla“ draha
spirilloxanthinu. Bakterie Rhodospirillum rubrum syntetizuje karotenoidy pomoci ,,normalni“ drahy
spirilloxanthinu, tato draha zacind postupnou denaturaci centrdlnich 24 uhlikii fytoenu jedinym
enzymem, fytoendesaturazou, za vzniku karotenoidu lykopenu, kde 3,4- a 3'4’-uhliky zustavaji
nasycené. Nasleduje hydratace, desaturace a methylace na kazdém konci za vzniku symetrického
karotenoidu, spirilloxanthinu (Obr. 3.) [30].

l CrtF

Spirilloxantin

Obr. 3 Syntéza Spirilloxantinu. Prevzato z [30]
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U fotosyntetickych bakterii maji karotenoidy dv¢ hlavni funkce:

i) zachyceni svételné energie, ktera neni u¢inné absorbovana BChl
i) ochrana BChl pied degradaci v pfitomnosti svétla a kysliku [29].

2.6.1.3 Kultivace ve tmé

Velké mnozstvi organickych sloucenin, které R. rubrum vyuziva jako fotoasimilatory, Ize také pouzit
jako donory elektrond a zdroje uhliku v temnostnim respira¢nim rustu. R. rubrum vyuziva ke svému
rastu za anoxickych temnostnich podminek, fermentaci nebo anaerobni dychani. Fermentaéni rust R.
rubrum podporuji naptiklad pyruvat a nékteré cukry (fruktoza) [27].

Temnostni chemolitotrofni riist ur¢itych druhtt PNSB je mozny s pomoci Hz nebo S,03% jako donorii
elektronti. Zda je chemolitotrofie dobrou strategii pro rist PNSB v pfirodé neni znamo, ale je
pravdépodobné, ze schopnost Setieni energie oxidaci anorganickych donort elektroni dava fialovym
bakteriim vyznamnou evoluéni vyhodu v soutézi s nefototrofnimi bakteriemi [27].

2.6.1.4 Fixace dusiku

R. rubrum muze fixovat dusik ze vzduchu dle sumarni reakce: N2 + 8H — 2NH; + H,. Tato schopnost
diazotrofie poskytuje vyznamnou konkurencni vyhodu v anoxickém prostiedi Somezenym
mnozstvim dusiku [27].
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2.6.2 Metabolické drahy zapojené do produkce polyhydroxialkanoati

Produkce PHA je jednim z mnoha zplisobli, jak se mikroorganismy mohou zbavit pfebytecnych
redukénich ekvivalentti a dosdhnout redoxni rovnovahy. Prostfednictvim fotoheterotrofniho ristového
rezimu a nepatrného omezeni piistupu dusiku (vysoky pomér uhlik/dusik) mohou tyto bakterie soucasné
produkovat PHA a H,. PNSB mohou absorbovat svételnou energii (fotony) prostfednictvim svého
fotosystému a ukladat ji jako chemickou energii (ATP), ktera je nutna pro rust a funkci bunék. TMK
patii mezi nejsnadnéji asimilovatelné substraty PNSB. TMK jsou disociovany (oxidovany) na CO2, H*
a elektrony prostiednictvim cyklu trikarboxylovych kyselin (citratovy cyklus). Pokud je k dispozici
omezené¢ mnozstvi dusiku a produkce pomoci biomasy neni mozna (fixaci CO: prostifednictvim
Calvinova cyklu), tyto bakterie vyuziji prebytecné elektrony k produkci PHA a Ho, jak je ukédzano na
Obr. 4 [5; 31].

Tékavé mastné kyseliny

|
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Obr. 4 Schéma metabolickych drah zapojenych do produkce PHA, biomasy a H2 pomoci PNSB. Prevzato z [5]
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Substraty, jako jsou acetat a butyrat, vyuzivaji anaplerotické drahy, ve kterych jsou syntetizovany C4
kyseliny, jako jsou malat a sukcinat, které po oxidaci na pyruvat vstupuji do cyklu trikarboxylovych
kyselin [32]. TMK, které jsou asimilovany cestou ethylmalonyl-CoA, se pravdépodobné vyuziji pro
syntézu PHA [5]. Syntéza se sklada ze tfi hlavnich krokt: prvni krok zahrnuje kondenzaci dvou molekul
acetyl-CoA, vzniklych z ethylmalonyl-CoA, za vzniku acetoacetyl-CoA v piitomnosti B-ketothiolazy
(PhaA). Druhy krok zahrnuje redukci acetoacetyl-CoA za vzniku 3-hydroxyacyl-CoA katalizovanou
acetoacetyl-CoA reduktazou (PhaB) v ptitomnosti NADPH. Poslednim krokem, ktery je katalyzovan
PHA syntazou (PhaC), je polymerace hydroxyacyl-CoA (Obr. 5) [33].
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Obr. 5. Metabolismus uhliku a syntéza PHA pomoci PNSB. Pievzato z [5]

2.6.3 Faktory ovliviiujici produkci polyhydroxyalkanoati

Produkce PHA pomoci PNSB zavisi na zdroji uhliku, poméru uhlik/dusik, koncentraci fosforu a siry,
mikrozivinach, pH, kultivaci a svételnych podminkach. Nékteré z téchto faktort také ovliviiuji produkci
pigmentu, koenzym Q10 (CoQ10), kyseliny 5-aminilevulinové (5-ALA) a Ha, proto je nutné peélivé
zvolit provozni podminky [5].

2.6.3.1 Substrat

PNSB mohou pro vyrobu PHA vyuzivat Sirokou §kalu zdrojt uhliku: aceton, malat, acetat, propionat,
butyrat, valerat, kaproat, heptanoat, glycerol, gluk6ézu a dalsi uhlohovodiky, CO, jejichz zdroji jsou
odpadni vody z fermentace lignocelul6zovych hydrolyzatt a dalSich organické odpady. PNSB pouZzivaji
rizné metabolické cesty k asimilaci dodanych substrati. Acetat a butyrat patfi k nejhojnéjsim TMK,
které se produkuji béhem fermentacni biodegradace organickych odpadi. Asimilace butyratu bakterii
R. rubrum probiha prosttednictvim drah ethylmalonyl-CoA a methylbutanoyl-CoA. Drahu
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methylbutanoyl-CoA pouziva R. rubrum také k asimilaci valeratu za fotoheterotrofnich podminek.
U vétSiny studii, ve kterych byly fermentované tmavé odpadni vody pouzity jako substraty pro vyrobu
PHA, se jako hlavni produkt uvadi hlavné PHB [5; 34].

PNSB mohou produkovat kopolymery nebo homopolymery se stiedni délkou fetézce. Vybérem
prekurzori lze tedy meénit slozeni a vlastnosti PHA [5]. Brandl a kol. (1989) ziskali
polyhydroxyheptanoat (PHHp) z R. rubrum pfidanim heptanoatu do média [35]. Liu a kol. (2019) ziskali
pfidanim frukt6zy a valeratu do ristového média R. rubrum kopolymer PHBV [36].

Ke snizeni vyrobnich nakladi je mozné vyuzit komplexnich zbytkovych substratii, jako jsou acidogenni
odpady z temnosti fermentace organickych zbytkt. Tyto odpadni vody jsou bohaté na mastné kyseliny
s kratkym fetézcem, mohou také obsahovat mastné kyseliny se stiednim fetézcem, které PNSB
spotiebuji k syntéze SCI-PHA a MCL-PHA [5; 33].

2.6.3.2 Kultivace

Nutri¢ni nerovnovaha zptsobena odlisnou dostupnosti zivin vede v heterotrofnich mikroorganismech
k produkci PHA. PHA se proto bézné vyrabéji v rezimu pfisun zivin/hladovéni, ktery zahrnuje dvé faze.
V prvni fazi je poskytovan bohaty zdroj uhliku, ktery podporuje produkci biomasy, ve druhé fazi je
zdroj uhliku omezen, ¢imz dojde ke stimulaci akumulace PHA. Tento provozni rezim vSak neni
prakticky, ani ekonomicky vyhodny [5].

Uginek Zivin na produkci PHA se miize lidit v zavislosti na riistovych podminkach. Naptiklad omezeni
ptijmu dusiku, pfipadné dalSich mikrozivin, jako jsou fosfor, sira a hot¢ik, stimuluje konkrétné produkci
PHB [5].

2.6.3.3 Anaerobni a aerobni podminky

Vysoka metabolicka flexibilita PNSB umoziiuje jejich rtst za anaerobnich podminek diky ziskavani
velké Casti energie ze svétla. PNSB vSak mohou také rist za aerobnich podminek a ziskat dostate¢né
mnozstvi ATP pro syntézu PHA prostiednictvim oxida¢ni fosforylace. Za aerobnich podminek mohou
PNSB také akumulovat kopolymery, jako je PHBV, pokud se jako substraty ptidaji propionat a valerat

[5].

Produktivita PHA je vyssi za aerobné-temnostnich nez za anaerobné-svételnych podminek, nicméné je
také nutné zvazit kultivaci ve dvou fazich (pfisun Zivin/hladovéni) a energetické pozadavky na
provzdusinovani. Pfi kultivaci anaerobné-svételné jsou naklady na osvétleni vysoké a mohou piesahnout
néaklady na provzdu$iovani. Rizeni kultivace anaerobné-svételné za sluneéniho osvétleni je tedy zasadni
pro snizeni nakladt napf. na kultivaci [5; 37].

Daéle je nutné vzit v uvahu ucinky aerobnich a anaerobnich podminek na koprodukci dalSich cennych
vedlejSich produkti spolu s PHA. PNSB uvoliuji vice 5-ALA do prostfedi za podminek
mikroaerobné-svételnych nez za aerobné-temnostnich podminek [38]. CoQ10 se obvykle generuje
kultivaci v aerobnim temnu [5].
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2.6.3.4 Intenzita svétla a cykly svétlo/tma

Produkce PHA za anaerobné-svételnych podminek je silné ovlivnéna intenzitou svétla a svételnou
stopou. Pti vysoké intenzité svétla rozptyli PNSB piebytecnou energii, za ucelem ochrany bun¢k pied
fotooxida¢nim stresem, pomoci syntézy PHA, pii které dojde ke spotiebé elektront [5; 39].

Vysoka intenzita svétla ma vliv na produkty, jako je 5-ALA a H,. Produkce 5-ALA a H, jsou procesy
rozptylovani nadbyte¢né energie, proto se jejich produkce zvySuje pii vysoké intenzité svétla.
Lui a kol. (2019) uvedli, Ze produkce bakteriochlorofylu a karotenoidt se zvySuje v cyklech svétlo / tma
[36].

Cykly svétlo/tma také hraji zdsadni roli ve vyrobé PHB. Podminky, jako je intenzita svétla, vinova délka
a rezim osvétleni, jsou pro PNSB kritické [5].

2.6.4 1Izolovani polyhydroxyalkanoati

Biomasa se obvykle odd¢li od vodné matrice odstfedénim, filtraci nebo sedimentaci, je nutné odstranit
bunéénou hmotu neobsahujici PHA (NPCM), ktera zahrnuje polypeptidy, fosfolipidy, DNA, RNA
a peptidoglykany, nasledné se izoluje PHA. Nejpouzivangjsi metody pro izolovani PHA, lze rozd¢lit do
tii kategorii:

i) extrakce rozpoustédlem
i) traveni NCPM
iii) Mechanické naruseni

Vsechny metody v zasadé funguji na roztrzeni bakterialni buiiky a odstranéni proteinové vrstvy, ktera
obaluje granule PHA, nebo na selektivnim rozpusténi PHA ve vhodném rozpoustédle, které je schopné
projit pfes bunéénou membranu. Vybér metody extrakce zavisi na nékolika faktorech:

i) pevnost a struktura buné¢né stény

i) typ a vyrobené mnozstvi PHA (vysoké mnozstvi intracelularnich PHA mulze usnadnit
uvolnovani biopolymernich granuli v disledku zvysené kiehkosti bunék)

iii) typ PHA (SCL-PHA nebo MCI-PHA), pozadovana Cistota (v zavislosti na kone¢né aplikaci
biopolymeru)

iv) dopad metody na kone¢nou molekulovou hmotnost PHA [1; 40]

vvvvvv

vyrobni naklady PHA. V soucasnosti nejpouzivanéj$i metodou ziskani v pramyslovém méfitku je
extrakce PHA pomoci organickych rozpoustédel (chloroform, tetrachlormetan, popt. propylenkarbonat
nebo ethylenkarbonat), ktera jsou velmi ucinna u Cistych kultur, nicméné neni Setrna k zivotnimu
prostiedi kvuli jejich toxicité [40].

2.6.4.1 Extrakce rozpoustédlem

SCL-PHA i MCL-PHA jsou nerozpustné ve vod¢, ale pfi pokojové teploté jsou rozpustné, v nékterych
organickych rozpoustédlech, jako je chloroform, 1,2-dichlormethan a methylchlorid, propylen a ethen,
a v nékterych azeotropickych smésich, jako je trichlorethan s vodou nebo chloroform, bud’ s ethanolem,
methanolem, hexanem nebo acetonem. Vétsina MCL-PHA je rozpustna také v hexanu, etheru a acetonu
[27]. Rozpoustédla ptsobi ve dvou fazich:

i) modifikuji propustnost bunééné membrany rozpusténim lipidové ¢asti NPCM,
i) umoznuji solubilizaci a naslednou extrakci PHA.
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Pii extrakci SCL-PHA se b&Zné pouzivaji metody zahrnujici latky, ve kterych se PHA nerozpousti
(aceton a alkoholy) pro extrakci lipidd a taky vzpominana rozpoustédla PHA (chloroform) pro
naslednou extrakci polymeru [40; 41].

Po extrakci se rozpustény biopolymer oddéli odpafenim nebo vysrazenim pomoci piidavku
antirozpoustédla, obvykle nizkomolekularniho alkoholu (ethanolu nebo methanolu) nebo vody, ve
kterych nejsou PHA rozpustni. Pro SCL-PHA lze jako antirozpoustedlo pouzit také ether, aceton
a hexan. Vysrazeny biopolymer se potom oddéli ze smési odstfedénim nebo filtraci. Srazeni lze také
vyvolat zménou teploty nebo pH na rozmezi, kdy polymer jiz neni rozpustny ve specifickém
rozpoustédle [40; 42; 43].

vvvvv

a minimalni degradaci biopolymeru, ktery si zachovava svoji vysokou molekulovou hmotnost a pivodni
slozeni. Kromé toho lze touto metodou odstranit bakteridlni endotoxiny, coZ umoziuje pouziti
extrahovaného polymeru v 1ékatskych aplikacich [40].

Nevyhodou extrakce organickym rozpoustédlem je to, Ze se jedna o neekologickou metodu. Skodlivé
vlastnosti nejpouzivanéjSich rozpoustédel, zejména chlorovanych, jako je chloroform, jsou hlavni
nevyhodou této metody extrakce, protoZze predstavuji nebezpeci pro zZivotni prostfedi a pro obsluhu.
Alternativou je pouziti recyklovatelnych a ekologicky nezavadnych rozpoustédel, jako je
dimethylkarbonat [25]. Proces vyzaduje obrovské mnozstvi extrakénich rozpoustédel, a to az
dvacetinasobek hmotnosti biomasy obsahujici PHA. Pro vysraZeni biopolymerti musi byt ptidano
antirozpoustédlo v poméru 10:1 vzhledem k objem roztoku PHA [42]. Odstranéni rozpoustédla, které
zbylo po kroku srazeni je velmi energeticky naro¢ny tkol, obvykle dosazeny destilaci. Proces extrakce
rozpoustédlem ma proto vysoké provozni a investicni naklady kvtli vysokému mnozstvi pouzitych
rozpoustédel a energie a Castym pozadavkiim na suSeni biomasy pied extrakci. Dal§im problémenm je,
ze viskozita roztoku PHA muze interferovat s odstranniovanim bunéénych zbytki, coz vede k obtiznému
a nakladnému procesu separace [25; 43].

2.6.4.2 Traveni NCPM

Mikroorganismy produkujici PHA mohou tyto polymery akumulovat ve zna¢ném mnozstvi bunéc¢né
vahy, odstranéni malé ¢asti bunééné hmoty obklopujici granule PHA se zdé jako rozumné feseni, spise
nez extrahovat PHA solubilizaci ve vhodném rozpoustédle. Proto byly vyvinuty rizné metody, za
ucelem uvolnéni PHA granuli solubilizaci okolni bunécné hmoty. K tomuto ucelu lze pouzit chemické
slouceniny rtznych druhti: chlornan sodny, povrchové aktivni latky, kyselé a alkalické slouCeniny.
Vsechny tyto chemikalie 1ze pouzit ve vodné fazi, ¢imz se zabrani spotiebé energie potiebné k suseni
biomasy pii pouziti extrakce rozpoustédlem [25; 42].

Pokud pfi pouziti oxidantd a alkalii nejsou chemicka koncentrace a jiné podminky izolace dobie
regulovany, pouzit¢ chemikalie rozpusti nejen NPCM, ale také intracelularni polymer, coz vede
k degradaci PHA a niz8§i vytéZznosti. Granule PHA uvolfiované z bunék jsou obvykle obklopeny
membranou, kterd do ur¢ité miry chrani PHA pied chemickym utokem, vysledkem je, Ze za vhodnych
podminek odolava PHA degradaci a udrzuje si vysokou molarni hmotnost [25].

Jelikoz aplikované chemikalie pfevadéji slozky bunééné hmoty na latky rozpustné ve vodé, uvolnéné
granule PHA Ize snadno oddé¢lit odstfedénim, filtraci nebo flotaci [42].

2.6.4.3 Mechanické naruseni

Nejpouzivanéj§imi mechanickymi metodami pro rozruseni bunék jsou vysokotlakd homogenizace
a kuli¢kové mleti. Obecné se dava prednost mechanickému naruseni diky malému poSkozeni produktti
a zneCisténi zivotniho prostfedi, protoZe nezahruje pouziti Zadnych chemikalii. Nevyhody této metody
jsou: dlouha doba zpracovani, vysoké investi¢ni naklady na kapital a obtize pii rozSifovani.
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K uvolnovani granuli PHA z bakterialnich bunék se v laboratornim méfitku ¢asto pouzivaji metody
mechanického rozruSeni bunék. Tyto metody se vS§ak méné pouzivaji pro prumyslovou velkovyrobu
PHA [25; 43].

Béhem procesu izolace pti pouziti kulickového mlyna a homogenizatoru se vytvafi teplo, proto je nutné
chlazeni pfi pribéhu tohoto procesu. Vykon homogenizatoru je lepsi nez vykon mlynu, pokud jsou
buriky vysoce koncentrované, zatimco pii nizké koncentraci biomasy mlyn funguje 1épe [41].

Mechanické naruseni bunck Ize také kombinovat s jinymi zplisoby oSetfeni pomoci rozpoustédel,
povrchové aktivnich latek nebo chemikalii [25].

2.6.5 Vedlejsi produkty syntézy polyhydroxialkanoata

Aby byl zajistén ekonomicky vynosny systém, je v biorafina¢nim schématu nutna soucasna vyroba PHA
s dalsimi produkty (kyselina 5-ALA, Hy, CoQ10). PNSB jsou idealnimi kandidaty diky své vysoké
metabolické flexibilit¢, kterd jim umoziuje rist v riznych prostfedich a pouzivat Sirokou Skalu
substratti. PNSB rostou bud’ za aerobnich podminek s vyuzitim organického uhliku, nebo anaerobn¢ za
temnostnich i svétlych podminek, a za vyziti zdroji organického nebo anorganického uhliku. Ve vSech
rezimech ristu mohou PNSB vyrabét PHA a dalsi latky s aplikacnim potencidlem ve farmacii,
nutraceutice, kosmetice, zeméd¢€lstvi a obnovitelnych zdrojich energie [5].

2.6.5.1 Kyselina 5-aminolevulinovd

5-ALA je metabolit vyuzivany pro syntézu tetrapyrrolovych barviv, jako je hemoglobin a chlorofyl,
a vitaminu B12 u zvitat, rostlin, fas a bakterii [44]. 5-ALA ma vyuziti v zem&d¢€lstvi jako netoxicky
biologicky odbouratelny herbicid, insekticid a faktor podporujici rist. Rovnéz mize rostlinam propijcit
toleranci vuéi soli a nizké teploté. 5-ALA je ptirodni fotodynamicka sloucenina, ktera se v lékatstvi
pouziva jako protinadorové ¢inidlo a pti fotodynamické diagnostice. Diky svym mnoha funkcim
v zemé&d¢lském a 1ékaiském primyslu ma 5-ALA vysokou poptavku a trzni cenu [5].

2.6.5.2 Koenzym Q10

CoQ10 je soucasti dychaciho fetézce ve vSech aerobnich organismech. CoQ10 je nutraceuticky
antioxidant, ktery vykazuje vynikajici schopnost piedchazet srdecnim chorobdm, Parkinsonové
a Alzheimerové chorobé, také usnadniuje 1é¢bu nadord, zvySuje imunitu a zmirfiuje anavu. CoQ10 je
navic vyuzivan v kosmetice ke snizeni tvorby vrasek. PNSB mohou produkovat CoQ10
za aerobnich/anaerobnich a svétlych/temnostnich podminek. Manipulaci s koncentraci fosfatu
a procentem rozpusténého kysliku I1ze zvysit produkci CoQ10 [5; 45].

2.6.5.3 Vodik

Hy, je jednim z nejslibnéjSich alternativnich zdroji energie pro budoucnost diky vysokému
energetickému obsahu na jednotku hmotnosti a Setrnosti k Zivotnimu prostiedi. V této oblasti byly PNSB
Siroce zkoumany kvuli jejich foto-fermentativni schopnosti transformovat TMK na H; s u¢innosti
blizkou stechiometrickym hodnotam [5]. Spojeni foto-fermentativniho procesu s temnostni fermentaci,
je proveditelnou alternativou pro podstatné zvyseni produkce H> [46].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité bakterie, chemikalie a pFistroje

3.11

Pouzité bakterie

V experimentalni ¢asti byly pouzity kultury bakterialniho kmene Rhodospirillum rubrum DSM 467,
Ziskané z némecké sbirky mikroorganismd.

3.1.2

Seznam pouzitych chemikalii

LB Broth (Sigma Aldrich Inc.)

Agar powder (HIMEDIA)

Biotin (Sigma Aldrich Inc.)

BODIPY 439/503, (Thermo Fisher Scientific)

D-fruktésa (Lach-Ner, CR)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH.PO4 (Lach-Ner, CR)
Disodna stil kyseliny ethylendiamintetraoctové, Na,EDTA (Lach-Ner, CR)
Heptahydrat siranu hofe¢natého, MgSOs - 7H,0 (Lach-Ner, CR)
Hydrogenfosforeénan disodny, Na;HPO, (Lach-Ner)
Hydrogenfosforenan draselny, K.HPO, (Lach-Ner, CR)
Hydroxid sodny, NaOH (Lach-Ner, CR)

Chlorid amonny, NH4CI (Lach-Ner, CR)

Chlorid draselny, KC1 (Lach-Ner, CR)

Chlorid nikelnaty, NiCl, (Lach-Ner, CR)

Chlorid sodny, NaCl (Lach-Ner, CR)

Chlorid vapenaty, CaCl, (Lach-Ner, CR)

Kvasni¢ni extrakt (HIMEDIA)

Kyselina borita, HsBOs (Lachema, CR)

Molybdenan sodny, Na,MoO; (Lach-Ner, CR)

MOPS (Sigma Aldrich Inc.)

Siran Zeleznaty, FeSO, (Lach-Ner, CR)

Trihydrat octanu sodného, CHsCOONa - 3H,0 (Penta)
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3.1.3 Seznam pouzitych prFistroju
e Anaerostat, Schuett-biotec GmbH
e Analytické vahy, Ohaus Pioneer PA224C
e Centrifuga, Hettich EBA 200
e Centrifuga, Hettich EBA Hettich
e Centrifuga, Sartorius Sigma 1-15
e FT-IR spektrometer Nicolet iS50, Thermo Fisher Scientific Inc.
e Inkubator, Binder Avantgarde
e Laminarni box, Euroclone BioAir Auro mini
e Magnetickd michacka, Biosan MMS-3000
e Nanofotometr, PEARL
e pH metr, Thermo Scientific pHTestr 30
e Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific Trace 1300
e Pritokovy cytometer, Cytek® Aurora, NL 2 000
e Skenovaci elektronovy mikroskop
e Temperovana tiepacka, Heidolph Unimax 1010, Heidolph Instruments
e Temperovana tiepacka, IKA KS4000i control
e Termostat, LS-35
e Transmisni elektronovy mikroskop
o UV-VIS spektrofotometer, Hitachi U-3900H
e Vahy, Kern EW 620-3NM
e Vortex, Benchmark BenchMixe
3.2 Kultivace

3.2.1 Priprava inokula
Byly pfipraveny 2 typy inokula, kter¢ se liSily v objemu a pouzitém laboratornim skle.
Inokulum ¢.1:

e zkumavky o objemu 19 ml
e 5mlLB Broth
e po sterilizaci zaockovano 286 ul kultury z kryozkumavek

Inokulum ¢&.2

e 500ml Erlenmayerové banky
e 100 ml LB Broth
e po sterilizaci zaockovano pomoci bakteriologické klicky z agarové plotny

Celkovy objem piipravovaného inokula ¢.1 se liSil v zavislosti na celkovém mnozstvi produkéniho
média. Objem inokula ¢.2 ¢inil 300 ml.

Po zaockovani byla inokula vloZena na tfepacku vytemperovanou na 30 °C, frekvence tfepani byla
nastavena na 170 rpm. Inokulum ¢.1 bylo na tfepacce dobu 24 hodin a inokulum ¢.3 po dobu 72 hodin,
pti¢emz inokulum ¢.3 bylo kultivovano ve tmé.
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3.2.2 Priprava produkénich médii

Byly ptipraveny 2 typy médii, submerzni médium SYN+FAY a pevné agarové médium LB Broth. Obé
média byla pouzita pro kultivaci bakterii Rhodospirillum rubrum.

SloZeni LB Broth:

Trypton 10¢g
Kvasni¢ni extrakt 59
NaCl 5¢9
Agar 209
Destilovana voda 1000 ml

Slozeni submerzniho produkéniho média pro kultivaci bakterii Rhodospirillum rubrum:

SYN salts (5x) (viz nize) 200 ml
K>HPO4/ KH2PO4 (191 mM, pH 7,0) 0,5ml
Biotin (20 mg/I, po sterilizaci) 0,1 ml
Roztok fruktosy (1,5 M) 10 ml
Roztok octanu sodného (1 M) 10 ml
Roztok kvasni¢ného extraktu (50 g/1) 20 ml
Destilovana voda 1000 ml

SYN salts (5x):

MgSO, - 7TH.0O 1,25¢
MOPS 105¢
NH4CI 50
CaCl, - 2H,0 0,66 g
Roztok NiCl; (20 mM) 5ml
Chelatovany roztok FeMo (viz nize) 50 ml
Destilovana voda 1000 ml

Vysledné pH roztoku SYN salts (5x) bylo upraveno pomoci NaOH na 7,1.

Chelatovany roztok FeMo:

H3BO3 0,28 g
Na,EDTA 29
FeSQO4 049
Na:MoO4 01g
Destilovana voda 1000 ml

Bakterie Rhodospirillum rubrum byly kultivovany za rtznych podminek (viz niZze), od kterych se
odvijelo mnozstvi produkéniho média. Inokulum bylo pfidano do produkéniho média v takovém
mnozstvi, aby hodnota absorbance produkéniho média pii vinové délce 660 nm ¢inila po zaockovani
0,02. Pti kultivaci na pevném LB Broth médiu bylo pouzito 100 pl inokula ¢.2, které bylo na Petriho
miskach rozetfeno hokejkou.
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3.2.3 Podminky kultivace

Bakterie byly kultivovany v aerobnich podminkach, v 250ml Erlenmayerovych barnkach s 100 ml
SYN+FAY média. Aerobni kultivace probihala pii svétle (slunecni zafeni jako zdroj svétla), tak
i ve tm¢. Stejné probihala i kultivace mikroaerobni s rozdilnym objemem SYN+FAY média — 200 ml
v 250ml Erlenmayerovych baikach. Pfi anaerobni kultivaci bylo pouzito 150 ml SYN+FAY média
v 250ml Erlenmayerovych bankach, tato kultivace probihala pouze ve tmé v anaerostatu pii -0,5 bar.
Kultury kultivované na svétle byly dany do vytemperované ttepacky na 170 rpm, kultury kultivované
ve tm¢ byly dany do termostatu (bez tfepani). Kultivace pii vS§ech podminkach probihala pii 30 °C po
dobu 72 hodin, odbér vzorku probihal po 12 hodinach. Pro kultivace bylo vyuzito inokulum ¢.1.

Pro syntézu barevnych pigmentt byly bakterie kultivovany ve dvou typech média, tekutém SYN+FAY
mediu a pevném LB Broth médiu. Pti kultivaci v SYN+FAY médiu byl pfidan takovy objem inokula,
aby pocatecni absorbance byla pfiblizné 0,02 pfi vinové délce 660 nm. Do 50ml zkumavek bylo poté
odméfeno 15, 25, 35 a 45 ml média s bakteriemi, zkumavky byly pevné uzavieny (pseudo-anaerobni
podminky) a dany do termostatu vytemperovaného na 30 °C. Zkumavky byly otevieny az pii ukonceni
kultivace. U bakterii kultivovanych ve 45 ml média doslo k nerychlejsimu a nejintenzivnéjs$imu
zabarveni. Objem 45 ml média byl vyhodnocen jako nejvhodnéjsi pro dalsi experimenty a dale se
pracovalo pouze s nim.

Kultivace na pevném LB Broth médiu, na kterém bylo pomoci hokejky rozetieno 200 pl inokula,
probihala ve tmé ve termostatu pti 30 °C. U obou médii bylo pouzito inokulum ¢.2 a doba trvani kultivaci
byla 72, 120 a 168 hodin. Po ukonéeni kultivace byly bakterie z misek pomoci o¢kovaci kli¢ky setieny
a rozmichany v 10 ml PBS pufru pro dal$i méreni.

3.2.4 Priprava fosfatového pufru

Latky pouzité na ptipravu fosfatového pufru (PBS) byly smichané v destilované vodé. Hmotnosti latek
jsou nasledujici:

NaCl 8¢

KCI 0,29
Na;HPO, 1,44 ¢
KH2PO4 0,24 ¢
Destilovana voda 1000 ml

Vysledné pH bylo upraveno na 7,5.

3.3 Priprava vzorki na analyzy a pouZité metody
3.3.1 Priprava suSené biomasy

Z kultur bylo pipetou do plastovych zkumavek odebrano 10 ml. Plastové zkumavky byly nasledné
odstfedény na centrifuze pti 5000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl po centrifugaci slit, k usazené
biomase bylo piidano 5 ml PBS a obsah zkumavky byl promichan na vortexu. Nasledné byla smés opét
odstfedéna pfi stejnych podminkach. Po odstfedéni byl supernatant opét slit a zkumavka s biomasou
byla dana do termostatu pii teploté 70 °C. Suseni biomasy probihalo nejméné 48 hodin, po vysuseni
byla biomasa pouzita pro méfeni plynovou chromatografii a infraéervenou spektroskopii (FTIR), které
jsou popsany v nasledujicich kapitolach.
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3.3.2 Extrakce barevnych pigmenti

Pro extrakci byl pouZit protokol od Zavtel et al, 2015 [47]. Extrakce barevnych pigmenti probihala za
co nejmens$iho piistupu svétla, aby se zabranilo degradaci extrahovanych pigmentt. Pro extrakci
pigmentt byl z kultur pipetou odebran 1 ml vzorku, ktery byl odstfedén na centrifuze pti 15 000 x g po
dobu 7 minut. Po odstfedéni byl supernatant slit a k biomase byl pfidan 1 ml methanolu, ktery byl
vychlazen na 4 °C. Sm¢s byla zhomogenizovana na vortexu, zabalena do hlinikové folie a inkubovana
pii 4 °C minimélné¢ 20 minut. Poté byla smés odstfedéna ptfi stejnych podminkéch. Koncentrace
pigmentl byla méfena na spektrofotometru pti vinovych délkach 470 nm, 665 nm a 720 nm. Jako blank
byl pouzit methanol.

3.3.3 Plynova chromatografie

Vzorky usuSené biomasy (pfiprava popsana v pfedchazejici kapitole 3.3.1) 0 hmotnosti 8-11 mg byly
rozpustény v 1 ml chloroformu, nasledné bylo pfidano 0,8 ml 5 % kyseliny sirové v methanolu
s 5 mg/ml kyseliny benzoové. Vzorky byly pfipraveny ve vialkach, které byly nasledné hermeticky
uzavieny a dany esterifikovat. Esterifikace probihala po dobu 3 hodin pii 94°C.

Po ukonceni esterifikace byly vzorky prelity do 0,5 ml hydroxidu sodného (0,05 M) a obsah vialek byl
protiepan. Po vytvoifeni dvou fazi bylo ze spodni faze odebrano 50 pl, ke kterym bylo ptidano 0,9 ml
izopropanolu. Analyza pfipravenych vzorku probihala na pfistroji s FID detektorem.

3.3.4 Pritokova cytometrie

Pro cytometrické stanoveni bylo z kultur odebrano po 1 ml vzorku. Vzorky byly ziedény pomoci PBS
na pozadovany pocet bunék (1-10°-1-10” v 1 ml). Narostlé a vice zakalené kultury byly ziedény 100x,
mén¢ narostlé a zakalené kultury byly ziedény 10x. Po zfedéni bylo ke vzorkiim pfidano po 1 pl
fluorescencni sondy BODIPY 439/503 (koncentrace 1 mg/ml v DMSO) a néasledovala inkubace ve tmé
po dobu 5 minut. Poc¢et analyzovanych bunék byl nastaven na 10 000.

3.3.5 Ramanova spektroskopie

Ramanovou spektroskopii byly méfeny 2 typy vzorkl. Prvni vzorky byly pfipraveny odebranim 2 ml
z produkénich médii a naslednou centrifugaci (5000 rpm, 5 minut). Druhé vzorky byly odebrany pipetou
z extraktd (pfipravenych postupem 3.3.2). Buiiky byly analyzovany pomoci systému Renishew Invia
(Renishaw inVia Raman spektrometr) s 785 nm diodovym laserem. Laserovy paprsek byl zaostien na
vzorek pomoci objektivu mikroskopu (50x, NA 0,5, Leica, Wetzlar, Némecko). Spektra byla namétena
v rozmezi 500-2000 cm,

3.3.6  UV-VIS spektroskopie

Na meéfeni rozptylu bylo odebrano po 2 ml z kazdé kultury. Vzorky byly méfeny na UV-VIS
spektrofotometru v rozsahu vinovych délek 900-350 nm s krokem 1 nm. Vzorky byly méfeny, jak
V transmisnim modu, tak v rezimu rozptyleného odrazu za pouziti integracni koule.

3.3.7 Fluorescenéni mikroskopie

Pro fluorescen¢ni mikroskopii byly z produkénich médii odebrany 2 ml, ke kterym byla pridana
fluorescen¢ni sonda BODIPY 439/503. K méfeni metody FLIM (fluorescence lifetime imaging
microscopy) byl vyuzit fluorescenéni konfokalni mikroskop MicroTime 200. Mikroskop se sklada
Z objektivu s vodni imerzi Olympus [X71. Pro méfeni danych vzorkt byl vyuzit laser o vinové délce
470 nm, dichroické zrcadlo 470/635, emisni filtr 488LP a detektor SPAD 2 (Single Photon Avalanche
Diodes).
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3.3.8 Infracdervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Pro infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci byla vyuzita suSend biomasa (postup
ptipravy popsan v kapitole 3.3.1). Pro infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci byla
vyuzita vysusena biomasa (postup piipravy popsan v kapitole 3.3.1). Jednotlivé vzorky byly prométeny
pomoci ATR-FTIR (Nicolet iS50, Thermo Scientific, Watham) s vestavénym jednoodrazovym
diamantem. Kazdé spektrum bylo naméfeno v rozsahu 4000—400 cm™ jako primér 16 skenti s rozlisenim
4 cm™. Jako dal§i metoda byl vyuzit FT-Ramansky modul k spektrometru Nicolet iS50 pfi excitaéni
vlnové délce 1064 nm, rovnéz v rozsahu 4000—400 cm™ jako primér 16 skent s rozliSenim 4 cm™.

3.3.9 Kryo-skenovaci elektronova mikroskopie

Mikrobialni kultury byly centrifugovany 4000 rpm po dobu 4 minut. Koncentrovany pelet bun¢k byl
napipetovan na 6 mm hlinikovy carrier typ A a uzavien plochou stranou carrieru typu B. Vzorek byl
nasledné fixovan technikou high-pressure freezing (high-pressure freezer EM ICE, Leica
Microsystems). Zamrazeny vzorek byl pfenesen pod tekutym dusikem do kryo-vakuové ptipravné
komory (EM ACEG600, Leica Microsystems), kde prosel mrazovym lamanim a nasledn¢ sublimaci
(- 95 °C/7 min). Takto ptipraveny vzorek byl pfenesen do skenovaciho elektronového mikroskopu
(Magellan 400/L, FEI) a pozorovan pii teploté -120 °C za pouziti elektronového svazku o energii
1-2 keV.
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4 Vysledky a diskuze

Prace je zaméfena na porovnani kultivaénich podminek bakterialniho kmene Rhodospirillum rubrum,
pfedev§im na vliv aerobnich, mikroarerobnich a anaerobnich podminek. V praci byly bakterie
kultivovany, jak na svétle, tak ve tmé. Kultiva¢ni podminky byly porovnany na zakladé rychlosti ristu
bakterii, obsahu biomasy a jeho charakterizace skrz obsah PHA. Ziroven byla u jednotlivych
bakteridlnich vzorkdi zkoumdna morfologie bunék prosttednictvim fluorescencni a elektronové
mikroskopie. Také byla ¢ast experimentalni prace zaméfena na schopnost Rhodospirillum rubrum
syntézy barevnych pigmentt (bakteriochlorofyl a karotenoidy) v pseudo-anaerobnich podminkéch.

4.1 Optimalizace kultiva¢nich podminek inokula

Bakterie byly kultivovany ve zkumavkach pii riznych pomérech objemu média L.B/objemu piidané
kultury bakterii z kryozkumavek o znamé optické hustoté (OD). Rozdilné objemy média zpusobily
odlisnou rychlost rstu bakterii. Vechna inokula byla kultivovana pti 30 °C a 170 rpm (viz kapitola
3.2.1).

Nejprve bylo potieba urcit nejvyhodnéjsi pomér objemu LB/objemu bakterii tak, aby absorbance
inokula, pfi vinové délce 660 nm (pii této vinové délce nevykazuje Zadny pigment emisni zafeni), byla
po 24 hodinach v rozmezi od 0,7 do 1,1. Jako prvni byl zvolen pomér 5 ml/100 pl. Po 24 hodinach
kultivace byla absorbance pfili§ nizka (0,414), inokulum bylo proto dano zpét do termostatu na dalSich
24 hodin. Hodnota absorbance po 48 hodinach byla vyssi neZz hodnota 1,1 (viz Tabulka 1), pomér
5 ml/100 pl byl kvili nizké hodnoté absorbance po 24 hodinich vyhodnocen jako nevhodny a dale jiz
nebyl pouzit.

Jako dalsi pomér byl zvolen 3,5 ml/150 pl. Absorbance inokula, kultivovaného s pouzitim tohoto
poméru, byla po 24 hodinach pfiblizné 0,6 (viz. Tabulka 1). Rychlost ristu bakterii by pti poméru
3,5 ml/150 pl mohla byt dostacujici, av§ak pii kultivaci muselo byt pouzito minimalné 26 zkumavek
z diivodu potieby celkového objemu inokula pro dalsi zaockovani. Pomér 3,5 ml/150 pl byl z divoda
tézké manipulace a nizké absorbanci vyhodnocen jako nevhodny pro dalsi pouziti.

Pro dalsi optimalizaci byl zvolen objem 5 ml/286 pl, jehoz absorbance po 24 hodinach je vypsana
vtabulce 1. Tento pomér byl z praktickych divodi (na kultivaci bylo pouzito 10 zkumavek)
a dostacujici hodnoty absorbance, vyhodnocen jako nejvyhodnéjsi a byl v této praci dale pouzivan pro
kultivaci inokula.

Tabulka 1. Objem LB, objem kultury v inokulu, jejich doba kultivace a absorbance
Objem LB Objem kultury ~ Doba kultivace

[mI] [ul] [h] Ao []
5 100 48 1,349 £ 0,13
35 150 24 0,590 + 0,30
5 286 24 0,766 + 0,03

4.2 Kaultivace bakterii za riznych podminek

Bakterie Rhodospirillum rubrum vykazuji velkou metabolickou adaptibilitu, mohou rust aerobng,
mikroaerobné i anaerobné (viz 2.6.3.3), a to jak za heterotrofnich, tak autotrofnich podminek. Bakterie
jsou také fakultativné fototrofni jak za autotrofnich, tak heterotrofnich podminek (viz. 2.6.1.1), mohou
vsak rast 1 pfi kultivaci za tmy (viz. 2.6.1.3).

29



Z davodu metabolické adaptibility téchto bakterii bylo vybrano Siroké spektrum kultiva¢nich podminek,
kterym budou vénované nasledujici kapitoly. Rizné aeracni a svételné podminky Kultivace zpuisobily
odli$nou rychlost ristu bakterii a rozdilny obsah PHA granuli. Pro kultivace bylo pouzito inokulum ¢.1
(viz kapitola 3.2.1).

4.2.1 Zakladni charakteristika

Pro charakterizaci riistu bakterii pii rdznych podminkach bylo vyuzito méteni OD pfi vlnové délce
660 nm. Vzorky pro méfeni OD byly odebirany v intervalu 12 hodin po celou dobu kultivace, pokud
bylo potfeba byly vzorky zfedény PBS pufrem. Hodnoty naméfenych OD jsou vyneseny V grafu
na Obr. 6.
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Obr. 6 Riistova kifivka kultivaci za riznych podminek

v

Z grafu (Obr. 6) miZzeme usuzovat, ze pro rust bakterii R. rubrum je nejpfiznivéjsi kultivace na svétle,
jak kultivace mikroaerobni (modra kiivka) tak aerobni kultivace (Cervena kiivka), pfedev§im v ramci
exponencidlni faze. Avsak po 48 hodinach kultivace se bakterie nachazely ve stacionarni fazi a po
72 hodinach vstoupily bakterie do faze odumirani, pravdépodobné v disledku spotieby vétsiny zivin.

Zatimco za temnostnich podminek kultivace nebyl pozorovan rychly rist bakterii. Nejpomaleji bakterie
rostly pifi anaerobnich a mikroaerobnich podminkach. Z kultivaci ve tmé se jako nejvyhodnégjsi jevi
aerobni kultivace (zluta kiivka).

Jako doplikova metoda k vysledkim optické hustoty jednotlivych kultivaci byla vyuzita prutokova
cytometrie, a to za ucelem zjisténi poétu bunék béhem ristu. Postup piipravy vzorku byl popsan
v kapitole 3.3.4. Na zaklad¢ vysledku méfeni rozptylu svétla byl vyhodnocen pocet bunék v médiich.
Vysledky jsou zapsany v tabulce 2 a tabulce 3.
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Tabulka 2. Hodnoty OD a CFU pro kultivace na svétle

aerace Cas [h] ODsso Po[clf)tgfrﬁ'll]ek

24 2,71 £0,01 3,03+0,10

mikroaerobni 48 3,80+ 0,00 4,04 +0,16
72 3,42+ 0,10 3,84 + 0,09

24 3,06 +0,10 3,85+0,11

aerobni 48 3,75+ 0,02 4,87+0,12

72 3,62 +0,08 4,63 +0,09

Tabulka 3. Hodnoty OD a CFU pro kultivace ve tmé

aerace ¢as [h] ODsso Po[cl%ts;’r’r']'ll]ek

24 0,32 + 0,00 0,45 £ 0,02

mikroaerobni 48 0,60 + 0,00 1,41 £ 0,01
72 0,79 £ 0,01 1,74 £ 0,07

24 0,53 +£0,01 2,17 +£0,07

aerobni 48 0,91 +0,01 2,94 +0,12

72 1,61+ 0,06 3,48 +0,19

24 0,45 +£0,01 0,19 £0,01

anaerobni 48 0,60 + 0,01 0,28 £ 0,02
72 0,72 £ 0,01 1,53 £0,02

Z dat naméfenych pratokovou cytometrii, stejné jako znaméfenych hodnot OD wvyplyva, ze
nejvhodnéjsi podminky pro rist bakterii R. rubrum jsou mikroaerobni a aerobni, pii kultivaci na svétle.

Na Obr. 7 je ukazka cytogrami pro aerobni kultivaci na svétle (vlevo) a kultivaci za tmy (vpravo).
Bakterie kultivované na svétle vytvotily vice uniformni populaci, néz bakterie kultivované ve tmé (dve
subpopulace). Velikost bakterii, zjisténa pomoci rozptylu svétla v pifimém sméru (FSC), a granularita,
méfena pomoci rozptylu svétla v bo¢nim sméru (SSC), se u temnostni kultivace pohybovaly ve vét§im
intervalu hodnot, néz u svételné kultivace (cytogramy z dalSich kultivaci se nachazeji v Pfiloze 8).
Z téchto cytogramt vSak nelze zjistit, zda bakterie obsahuji PHA, poptipadé mnozstvi PHA v bakteriich.
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Obr. 7 Cytogramy aerobnich kultivace na svétle (vlevo) a ve tmé (vpravo)
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Z davodiu zminénych vySe byly pro podrobnéjsi analyzu obsahu PHA buiiky analyzovany pomoci
pridavku fluorescen¢ni sondy BODIPY 439/503. Tato sonda je hydrofobni, vaze se na lipofilni ¢asti
bun¢k, jako jsou napf. granule PHA ¢i cytoplazmaticka membrana. Sonda se vyznacuje zelenou
fluorescenci, kterd se nachazi v emisni/excitacni oblasti 493/503. Pfedpokladame, Ze ¢im vyssi bude
intenzita zafeni tim vice PHA bunky obsahuji.
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Obr. 8 Cytogram (vlevo) a histogram (vpravo) pro aerobni kultivaci na svétle pii pouZiti fluorescencni sondy BODIPY
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Obr. 9 Cytogram (vievo) a histogram (vpravo) pro aerobni kultivaci ve tmé pri pouziti fluorescencni sondy BODIPY

Z cytogramu i histogramt vyplyva, Ze pii aerobni kultivace ve tmé (Obr. 9) bylo mnozstvi bunék
vykazujici vy$$i intenzitu zafeni vy$8$i nez u aerobni kultivace na svétle (Obr. 8). Pocet bunék s vyssi
intenzitou byl u kultivace ve tmé pfiblizn¢ pétkrat vyssi, néz pocet bunék se stejnou intenzitou
u kultivace na svétle (cytogramy z dalSich kultivaci se nachazeji v Pfiloze 8). Pfedpokladame tedy vyssi
obsah PHA u bakterii kultivovanych ve tmé, avSak fluorescenéni sonda BODIPY 493/503 se mohla
navazat na jiné lipofilni ¢asti a zpasobit tak falesné pozitivni vysledky. Vysledky byly proto porovnany
S plynovou chromatografii.
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4.2.2 Stanoveni obsahu polyhydroxyalkanoati

Obsah PHA v produkénich médiich jednotlivych kultivaci R. rubrum byl stanoven plynovou
chromatografii. Postup ptipravy vzorkl na plynovou chromatografii byl popsan v kapitole 3.3.3.

Kalibra¢ni ktivka byla sestrojena fedénim standardu PHB v riznych pomérech a naslednou analyzou
plynovou chromatografii s FID. Regresni rovnice byla sestrojena ze zavislosti pomér ploch piki
analytu a kyseliny benzoové na koncentraci PHB. Koncentrace PHB v analyzovanych vzorcich byla
vypoctena z vysledné rovnice.

Vypoétené obsahy PHB v produkénich médiich jsou zapsany v nasledujici tabulkach (Tabulka 4,
Tabulka 5)

Tabulka 4. Obsah PHB pro kultivace na svétle

podminky cas [h] Chiomasa [9/1] PHB [%0] PHB [g/1]
24 0,19+0,14 - -
mikroaerobni 48 0,49 + 0,06 - -
72 0,63+0,11 6,80 £ 1,01 0,0429 +£0,0113
24 0,64 +0,21 1,98 0,0155
aerobni 48 0,82 +0,18 1,71 £ 0,33 0,0136 = 0,0003
72 0,64 + 0,03 1,33 £0,15 0,0087 &= 0,0009
Tabulka 5. Obsah PHB pro kultivace ve tmé
podminky Cas [h] Chiomasa [9/1] PHB [%] PHB [g/l]
24 - - -
mikroaerobni 48 0,18 £0,01 - -
72 0,21 +0,00 1,04+0,29  0,0022 £+ 0,0006
24 - - -
aerobni 48 0,36 0,07 - -
72 0,38 0,07 7,87+0,46  0,0297 +0,0034
24 - - -
anaerobni 48 0,14 + 0,01 — —
72 0,23 £0,01 3,58£0,07 0,0083 £ 0,0007

Obsah PHB v burikach bakterii se pohyboval v rozsahu od 1,04 % do 7,87 % a koncentrace v rozmezi
od 0,0022 g/l do 0,0429 g/l. Nejnizsi obsah PHB vykazovaly bakterie kultivované ve tmé pfi
mikroaerobnich podminkach.

Pti kultivace na svétle za aerobnich podminek se procentualni obsah PHB pohybuje v rozmezi od 1 %
do 2 %, avsak z diivodu vysoké koncentrace biomasy je koncentrace PHB po 24 a 48 hodinach kultivace
vysoka. Hodnoty koncentraci PHB a hodnoty procentudlniho obsahu PHB se s prodluzujici dobou
kultivace snizuji, toto snizeni bylo pravdépodobné zptisobeno spotfebovanim vsech zivin v médiu. Jak
bylo zminéno v kapitole 4.2.1, po 48 hodinach kultivace vstoupily bakterie do stacionarni faze a po
72 hodinach se bakterie nachazely ve fazi odumirani (Obr. 6, éervend kiivka). Pravdépodobné nékdy
mezi 36. a 48. hodinou kultivace doslo ke spotiebovani vétSiny zivin v médiu a bakterie zacaly pro
vyrobu energie vyuzivat akumulované zasoby granuli PHB a tim do$lo ke snizeni obsahu PHB
Vv bakteriich.

Pti anaerobni kultivaci ve tmé byl procentualni obsah PHB 3,58 %, ale koncentrace PHB byla z diivodu
nizké koncentrace biomasy mald, stejn¢ jako pii mikroaerobni kultivaci ve tmé&. Anaerobni kultivace
za svétla nebyla z logistickych diivodl provedena, obsah PHB pfi téchto podminkach by vSak mél byt
niz$i nez za aerobné-svételnych podminek (viz kapitola 2.6.3.3).
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Nejvyssi procentualni obsah a koncentrace PHB byly naméfeny pii mikroaerobni kultivaci na svétle
a pii aerobni kultivaci ve tmé. U aerobni kultivace ve tmé¢ je procentualni obsah PHB pfiblizn€ o 1 %
vys$si nez u kultivace mikroaerobni na svétle, ale z divodu niz§i koncentrace biomasy u aerobni kultivace
je koncentrace PHB u mikroaerobni kultivace vyss§i (aerobni kultivace 0,0297 g/l, mikroaerobni
kultivace 0,0429 g/l). Pii mikroaerobni kultivaci ovSem mohlo dojit ke snizeni obsahu PHB diky
nedostatku Zivin, stejné jako u aerobni kultivace na svétle. Ristové kiivky pfi kultivaci za téchto
podminek jsou velmi podobné (Obr. 6, Cervena kiivka — aerobni, modra kiivka — mikroaerobni) a vyuziti
zasob PHB pro vyrobu energie je pti mikroaerobni kultivaci na svétle tedy pravdépodobné.

Z nam&fenych dat byly jako nejvyhodnéj$i podminky kultivace R. rubrum pro syntézu PHA
vyhodnoceny mikroaerobni-svételné a aerobni-temnostni podminky. Jako nejmén¢ vyhodné podminky
byly ureny mikroaerobni-temnostni podminky.

Vysledky stanoveni obsahu PHA v bakteriich ziskané plynovou chromatografii koreluji s vysledky,
které byly ziskany pomoci pritokového cytometru, coz je patrné pii porovnani s Obr. 8 a Obr. 90br. 9,
kdy obsah PHB u aerobni kultivaci na svétle je 1,33 % a u aerobni kultivace ve tmé je obsah PHB 7,87
%. Tyto vysledky nam podporuji hypotézu z naméfeného vyssiho signalu fluorescenéni sondy BODIPY
439/503 u jednotlivych cytogrami/histogramu (viz Obr. 8 a Obr. 9).

Obsah PHA v biomase byl rovnéz stanoven pii zkoumani produkce barevnych pigmenta
(bakteriochlorofyl, karotenoidy) u bakterie (viz nize). Pro syntézu barevnych pigmentd byly bakterie
kultivovany v tekutém médiu SYN+FAY a na pevném LB Broth médiu. Vypoctené obsahy PHB jsou
zapsany v tabulce 6.

Tabulka 6. Obsah PHB pro kultivaci v tekutém a na peviém médiu

médium Cas [n] PHB [%]
72 nedetekovano
tekuté 120 0,23
168 0,72
72 nedetekovano
pevné 120 nedetekovano
168 0,20

Procentualni obsah PHB byl jak u tekutého, tak u pevného média minimalni. Pfi méfeni vzorkl
z nékterych hodin kultivace (72 hodin pro obé média a 120 hodin pro pevné médium) nebyla detekovana
piitomnost PHB. V intervalech byl obsah PHB pfili§ maly na detekci nebo bakterie neobsahovaly zadné
PHB. Misto syntézy PHB bakterie pravdépodobné syntetizovaly barevné pigmenty, je také mozné ze
¢ast PHB byla vyuzita jako zdroj energie pfi nedostatku zivin v médiu.
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4.2.3 Morfologie bakterialnich bunék

Pro charakterizaci morfologie bakterii R. rubrum, které byly kultivovany pfi riznych podminkach (viz
podkapitola 3.2.3) byly bakterie zkoumany pomoci mikroskopickych metod, konkrétné fluorescenéni
a elektronové mikroskopie.

Jak uz bylo zminéno vySe, fluorescenéni mikroskopie byla vybrana jako jedna z metod pro
charakterizaci morfologie bakterii. Pro tuto metodu byla jako fluorescenéni sonda pouzita sonda
BODIPY 439/503. Postup ptipravy vzorkt pro fluorescenéni mikroskop byl popsan v kapitole 3.3.7.
Jak jiz bylo zminéno vySe, sonda BODIPY439/503 se inkorporuje do lipofilni ¢asti bunék, jako jsou
granule s PHA, a vyznacuje se zelenou fluorescenci (Obr. 10)
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Obr. 10 Snimky z fluorescencniho mikroskopu pro mikroaerobni kultivaci ve tmé
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Obr. 11 Snimky z fluorescencniho mikroskopu pro mikroaerobni kultivace ve tmé (vlevo nahore), aerobni kultivace ve tmé
(vpravo nahore), mikroaerobni kultivace za svétla (vlevo dole) a anaerobni kultivace ve tmé (vpravo dole)

Na Obr. 11 Ize pozorovat bakterie s vyraznou fluorescenci, a tedy s vysokym obsahem PHA granuli
(modré Sipky) a bakterie, u kterych fluorescence byla nevyrazna (Cervené Sipky). Bakterie s malou
fluorescenci obsahuji pouze malé mnozstvi PHA granuli. Aerobni kultivace ve tmé (vpravo nahote)
oproti mikroaerobni kultivaci za tmy (vlevo nahote) obsahuje vetsi pocet bakterii s vyssi fluorescenci,
a tudiz obsahuje i vice PHA coz koreluje s vysledky z plynové chromatografie. Pfi obou kultivacich
ve tmé je mozné pozorovat rozdily ve velikosti i obsahu PHA (granule PHA mohou zpisobovat vyssi
granularitu bakterii), coz ma za nasledek vytvofeni vice populaci znazornénych na cytogramu (Obr. 7).
Dale je mozné pozorovat spiSe nepravidelny tvar PHA granuli, které se mohou vyskytovat po celé délce
bakterialni ty¢inky.
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Druhou mikroskopickou metodou byla kryo—skenovaci elektronova mikroskopie, ktera poskytuje
zobrazeni struktury vzorkl v zmrazeném stavu. Pfi této metod¢€ je mozné pozorovat i morfologii PHA
granuli.

Obr. 12 Snimky s kryo-skenovaci elektronové mikroskopie pro mikroaerobni kultivaci na svétle (nahore), aerobni
kultivace ve tmé (vlevo dole) a mikroaerobni kultivace ve tmé (vpravo dole)

Na Obr. 12 Ize vidét granule PHA (Cervené Sipky) u mikroaerobni kultivace na svétle, avsak u vétSiny
baterii nejsou piili$ viditelné. U aerobni kultivace ve tm¢ (vlevo dole) by bakterie mély obsahovat vétsi
mnozstvi PHA granuli (Obr. 11), coz na snimku neni pfili§ patrné. Na snimcich vespod Ize vSak vidét
tvar bakterie, ktery je ty¢inkovity.

Na zéklad¢ vystupli naméfenych pomoci mikroskopickych metod lze konstatovat, Ze pro samotnou
vizualizaci PHA granuli se jako lep$i metoda jevi fluorescenni mikroskopie. Tato mikroskopicka
metoda nam poskytla nastin v ramci nejednotné distribuce obsahu granuli PHA v bunkach
kultivovanych za tmy a tim nam potvrdila vyskyt vice populaci v kultute (viz Obr. 7). Nicméng,
technikou kryo—skenovaci elektronové mikroskopie lze sledovat samotnou morfologii bunék s vyssi
kvalitou, nez je tomu u fluorescen¢ni mikroskopie

4.2.4 Produkce barevnych pigmenti Rhodospirillum rubrum s ohledem na aeraci

Bakterie R. rubrum jsou schopny syntézy barevnych pigmenti, jako jsou bakteriochlorofyl
a karotenoidy, které bakterie poté vyuziva pro fotosyntézu (viz kapitola 2.6.1.2).

Kultury byly méfeny pomoci spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti (UV-VIS) se zapojenim
integracni koule (difuzné transmisni mod). Méfeni v tomto modu minimalizuje vliv rozptylu svétla
a zvysSuje tim citlivost fotometrického stanoveni ¢asti bunék, které absorbuji zafeni v analyzované
oblasti.
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Obr. 13 Absorpcni spektrum po 72 hodindach kultivace se zapojenim integracni koule

Na Obr. 13 je znazornéno absorpéni spektrum pro vSechny podminky kultivace. U vSech podminek byl
zaznamenan narust absorbance pii vinové délce priblizn€ 490 nm (zluta Sipka). Charakteristické vinové
délky pro karotenoidy se pohybuji v této oblasti, 1ze tedy ptedpokladat Zze u bakterii doslo k syntéze
karotenoidt pii vSech stupnich aerace, a to jak na svétle, tak v mensi mife i ve tmé.

U anaerobni a mikroaerobni kultivace ve tmé doslo k vytvoteni piku v oblasti vinové délky 445 nm
(Cerna Sipka), tato vinova délka je velmi blizka charakteristické vinové délce bakteriochlorofylu
(440 nm), mizeme tedy piedpokladat piitomnost bakteriochlorofylu v bakteriich.

Koncentrace barevnych pigmentd vsak nebyla vysoka, jelikoz nebyla zaznamenana barevna zména
produkénich médii (Obr. 14, Obr. 15). Rozdily ve zbarveni mezi kultivacemi na svétle a ve tmé byly
zanedbatelné.

i
Obr. 14 Fotky produkcnich médii pro mikroaerobni (vlevo) a aerobni (vpravo) kultivace na svétle
po 72 hodindch
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Obr. 15 Fotky produkcnich médii pro mikroaerobni (vlevo), anaerobni (vprostied) a aerobni (vpravo) kultivace ve tmé
po 72 hodindch

Bakterie vSak dokaze syntetizovat barevné pigmenty ve vétSim mnozstvi, kdy dojde
i K pozorovatelnému zabarveni, a to za mikroaerobnich az anaerobnich podminek za svétla. Jelikoz pfti
nami provedenych kultivacich nedo$lo k vyraznému zbarveni byla schopnost syntézy barevnych
pigmentl podrobnéji zkouména v dalsi ¢asti prace.

4.3 Syntéza barevnych pigmentu u bakterie Rhodospirillum rubrum

Bakterie R. rubrum jsou schopny rust fototrofng, syntetizuji komplex LH1, ktery se sklada se dvou
molekul bakteriochlorofylu a (Bchl) a jedné molekuly karotenoidu (viz. Kapitola 2.6.1.2). Postup
ptipravy médii byl popsan v kapitole 3.2.3.

Barevné pigmenty byly extrahovany pomoci extrakéniho protokolu (Zavtel et al, 2015 [47]) z obou typt
médii (dale extrakty). U média SYN+FAY byla zméfena opticka hustota, méfeni pritokovou cytometrii
bylo provedeno u obou typti médii, Vysledky méfeni jsou zapsany v nasledujici tabulce.

Tabulka 7. Hodnoty OD a CFU pro pevné a tekuté médium

médium Zas [h] ODseo P "[‘i’eotgf’r‘r’]’l']""
, 72 0.43 £ 0,01 0.65 + 0,10
(SYtNe'i“lt:"AY) 120 0.93 £ 0,01 175+ 0,11
168 0.86 = 0,10 3.09 40,05
72 - 8.81 40,15
pevné (LB) 120 - 11,02+0,12
168 _ 17,54 + 0,08

Pro vypocet koncentrace barevnych pigmentl byla zméfena absorbance extraktl pii vinovych délkach
470, 665 a 720 nm. Koncentrace pigmenttl byla vypoctena pomoci nasledujicich vzorct:

Chl,[ug/ml] = 12,9447 - (Ages — A720) [47] @

Karotenoidy [pg/ml] = [1'000'(A47°_A72°)2;i'86.(Chla[ug/ml])] [47] (2)
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Vypocétené koncentrace jsou zapsany v nasledujici tabulce.

Tabulka 8. Koncentrace karotenoidii a bakteriochlorofylu a v médiich

médium Cas [n] Chakteriochlorofyl a [1g/ml] Crarotenoidy [pg/ml]

, 72 (1,94 £0,15) 107 (4,05 = 0,15) 10

tekuté 120 (5,18 = 0,18) 10?2 (10,72 = 0,15) -10*
(SYN + FAY) 18 £0, _ 1220, _
168 (11,02£0,11)-102 (20,41 %0,15) -10%

72 (647 = 0.12) 10?2 (1,56 = 0.15) -10°

pevné (LB) 120 (1,94 = 0,13) 10?2 (1,15 £ 0,15) -10*
168 (14,94 = 0,09) -10°2 (239 £ 0,15) -10*

U média SYN+FAY (tekuté médium) byla koncentrace barevnych pigmentd (Bchl a karotenoidy)
nejvyssi po 168 hodinach kultivace, u obou barevnych pigmentt doslo ke zdvojnasobeni koncentrace
oproti koncentraci po 120 hodinam. Lze tedy usuzovat, ze bakterie za¢ina syntetizovat barevné pigmenty
az po delsi dobé. Pii kultivaci v médiu SYN+FAY (tekuté médium) syntetizovaly bakterie vice
karotenoidd nez Bchl, zatimco u média LB (pevné médium) bakterie syntetizovaly vice Bchl.

Pti kultivaci v médiu SYN+FAY doslo ke zbarveni média do Cervena, na rozdil od kultivaci pro syntézu
PHA (kapitola 4.2.4). Intenzita zbarveni odpovida vypoétenym hodnotam koncentraci karotenoidti
a zméfenym absorpénim spektrim. Nejintenzivngj$i zbarveni méla kultura po 168 hodinach
(Obr. 16, vlevo), nejméné zbarvena byla kultura po 72 hodinach (Obr. 16, vpravo).

Obr. 16 Fotka tekutych médii pri ukonceni kultivace, zleva 168 hodin, 120 hodin, 72 hodin

Ve studii Fiedor et al, 2004 byl charakterizovan komplex LH1 u bakterie R. rubrum metodou
UV spektroskopie, pomérné dostupné techniky, z téchto diivodi jsme pro charakterizaci barevnych
pigmentl zvolili pravé tuto metodu [48]. Absorpéni spektra, jak pro vzorky suspenzi bakterii, tak pro
extrakty byla zkoumana pomoci spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti (UV-VIS) a to za pouziti
transmisniho (turbidimetrie) a diftizné transmisniho modu (zapojeni integracni koule). Pfi transmisnim
modu je méfena intenzita svétla prochazejici vzorkem pouze ve sméru §iteni ptivodniho paprsku svétla.
Zatimco pii méfeni UV-VIS se zapojenim integracni koule dojde k minimalizaci vlivu rozptylu svétla,
tim se zvysi citlivost fotometrického stanoveni ¢asti bunék, které absorbuji zareni v analyzované oblasti,
pro nas hlavn¢ barevné pigmenty.
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Pro méfeni suspenze bakterii byly vyuzity oba mody, transmisni i difizné transmisni. Transmisni mod
je nejbéznéji pouzivany pro méfeni barevnych pigmentl, pii pouziti tohoto modu se vSak méfi, jak
rozptyl svétla, tak absorbance.

Pfi méfeni v transmisnim modu (Obr. 17) suspenze baterii, které byly kultivovany v tekutém médiu,
neobsahovaly jasné viditelny trojpik, u 120 a 168 hodin byl pouze lehce naznacen, avSak doslo
k vytvoteni piku v oblasti infraterveného zateni, piiblizné pii 880 nm (Eerna Sipka). Suspenze bakterii,
které byly kultivovany na pevném médiu, v rozsahu 400-600 nm nevykazovaly zadnou vyraznou
absorbanci, jedinou vyjimkou je piku pti 880 nm u kiivky pro 120 hodin, tento pik je pravdépodobné
zpusoben pritomnosti bakteriochlorofyl Qy, jehoz charakteristicka vinova délka je ptiblizné¢ 880 nm
(absorpéni spektra pro vzorky bakterii z pevného média jsou umisténa v Ptiloze).
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Obr. 17 Absorpcni spektrum pro tekuté médium pri pouZiti transmisniho modu
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Absorp¢ni spektrum pro tekuté médium pii zapojeni integra¢ni koule (difuzné transmisni mod) je
znazornéno na obrazku Obr. 18.
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Obr. 18. Absorpcni spektrum pro tekuté médium pri pouZiti difiizné transmisniho modu

Kiivka absorpéniho spektra pro 72 hodin (Cerné kiivka) obsahuje pik pii vinové délce 440 nm, coz je
charakteristické vinova délka bakteriochlorofylu a. U ¢erné kiivky doslo v oblasti vinové délky 490 nm
ke zvyseni absorbance, které bylo zptisobeno ptitomnosti karotenoidu.

Absorpcni kiivky pro 120 a 168 hodin jsou si podobné, ale kiivka pro 168 hodin (modré kiivka) ma 1épe
viditelnou trojici piku v oblasti vinové délky 500—600 nm (znazornény modrymi Sipkami). Tento trojpik
znaéi pritomnost bakteriochlorofylu, bakterie po 168 hodinach obsahovaly vice barevnych pigmentd
apiky jsou proto ostiej$i nez u 120 hodin. Bakterie R. rubrum syntetizuje LH1 komplex
se spirilloxantinem (viz kapitola 2.6.1.2). Pfi porovnani nami zméfené absorpéni kiivky po
168 hodinach kultivace s absorpénimi k¥ivkami LH1 komplext s riznymi karotenoidy (Obr. 19) byla
nalezena shoda pro LH1 komplex s anhydrorhodovibrinem a se spirilloxanthinem. Absorp¢ni spektrum
zmefené v difuzné transmisnim modu nam koreluje s vypoctenymi koncentracemi barevnych pigmenti
(Tabulka 8). Nejvyssi koncentrace pigmentii méli bakterie po 168 hodinach kultivace, coz odpovida
nameéfené absorpcni kiivce.
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Obr. 19 Absorpcni spektra komplexii LHI s riiznymi karotenoidy. Pievzato z [48]

Pro zméfeni absorpénich spekter extraktl, ziskanych z bakterii kultivovanych v tekutém médiu, byl
pouzit transmisni mod. Absorpéni spektrum pro extrakty z tekutého média je zobrazeno na Obr. 20.
Absorpcni kiivka pro 168 hodin (modré ktivka) je velmi podobna s absorp¢ni kiivkou se spirilloxanthin
na Obr. 19, avSak piky v nami zméfeném spektru jsou méné ostré. Ktivka pro 120 hodin (¢ervena kiivka)
je vice shodna s kiivkou s anhydrorhodovibrinem. Ob¢ kiivky obsahuji pik v oblasti infracerveného
zateni (770 nm), zpusobeny pifitomnosti bakteriochlorofylu. V obou kiivkach se rovnéz nachazi pik pii
605 nm (Cerna Sipka), pravdépodobné se jedna o bakteriochlorofyl Qy, jehoZ charakteristicka vinova
délka je ptiblizné 590 nm.
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Obr. 20 Absorpcni spektrum pro extrakty ziskané pii kultivaci v tekutém médiu pri pouZiti transmisniho médu
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Pro méfeni absorpénich spekter barevnych pigmentt se pouzité metody vybiraji s ohledem na vzorek,
ktery mame k dispozici. V ptipadé bakterialnich suspenzi je vhodnou metodou UV-VIS méfeni
v difuzné transmisnim modu. Absorp¢ni spektrum zméfené v tomto modu obsahuje dobfe viditelné
charakteristické piky, na rozdil od transmisniho médu, kde jsou piky viditelné minimalné. Pro extrakty
je lepsi pouzit UV-VIS méfeni v transmisnim modu piky jsou dobfe viditelné i v infracervené oblasti.
Samotna extrakce je vSak naro¢ny proces, pii kterém mize dojit k degradaci barevnych pigmentt, a tedy
ke ztrat€¢ vzorku. S ohledem na ¢asovou naro¢nost a moznost zni¢eni vzorku pii procesu extrakce se
jako nejvhodnéjsi metoda pro charakterizaci barevnych pigmenti jevi UV-VIS pfi pouziti difuzné
transmisniho médu pro vzorky suspenze bakterii.

Jako doplitkova metoda pro charakterizaci barevnych pigmentt byla pouzita infraéervena spektroskopie
s Fourierovou transformaci (FTIR) a Ramanova spektroskopie.

Metodou FTIR byly analyzovany vzorky vysuSené biomasy (postup ptipravy 3.3.1). Ze spektra
ziskaného pomoci FTIR metody (Obr. 21) Ize vy¢ist absorpéni pas 3300 cm? odpovidajici amidiim
(N-H), 3000 cm? (O-H), 1720 cm™ (C-O-C, esterové vazby), 1640 (C=0) a 1540 cm™ (N-H) jsou
specifické vinocty pro amidy. Dale 1ze na spektru vidét vyrazny pik pti 1000 cm™ (C-O) odpovidajici
nejspiSe polysacharidim [49]. Na zakladé vysledkt ziskanych pomoci plynové chromatografie 1ze
usoudit, ze malé piky v oblasti 1720 cm™ by mohly odpovidat PHB neZli lipidim, jelikoZ vidime
korelaci mezi obsahy PHB a timto specifickym pikem. Jinymi slovy, vzorky s menSim obsahem PHB
vykazovaly mensi narust piku, nejlépe jde tato korelace vidét u tekutého média. U spektra pro 168 hodin
je pik pti 1720 cm™ (Obr. , Gern4 Sipka) dobie viditelny, na rozdil od spekter pro 120 hodin (pik je lehce
viditelny) a 72 hodin (pik témé&f chybi). Pii stanoveni obsahu PHB pomoci plynové chromatografie
obsahovali nejvice PHB bakterie po 168 hodinach kultivace (0,72 %), u bakterii kultivovanych po dobu
72 hodin nebylo detekovano z4dné PHB, coz vysvétluje absenci piku pii 1720 cm™. Charakteristické
piky pro karotenoidy nejsou z duvodu piekryvani z piky jinych metabolita (proteiny, PHB, lipidy atd.)
dobfe viditelné, metoda FTIR neni tedy vhodna pro podrobn&j$i zkoumani barevnych pigmentl
obsazenych v biomase.
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Obr. 21 Spektrum zdvislosti absorbance na vinové délce ziskané metodou FTIR pro tekuté a pevné médium

Dale byly vzorky z tekutého média zméfeny pomoci Ramanovy spektroskopie pii excitaéni vinové délce
532 nm. Na vysledném spektru (Obr. 22, vlevo), lze vidét 3 ostré piky, a to pfi vinovych délkach 1006,
1154, a 1510 cm ™. Tyto piky jsou charakteristické pro karotenoidy s trans konfiguraci konjugovaného
C=C fetézce [50]. Hodnoty intenzity nam koreluji s hodnotami koncentraci karotenoidd (Tabulka 8).
Bakterie kultivované po dobu 168 hodin obsahovaly nejvice karotenoidt (20,41-10* pg/ml) a intenzita
je tak u 168 hodin nejvyssi. Zatimco po 72 hodinach kultivace obsahovaly bakterie malé mnoZstvi
karotenoidi (4,05-10 pg/ml), piky jsou tak minimélni a u vinové délky 1006 cm™ téméf chybi.

Jako dalsi metoda byl vyuzit FT-Ramansky modul k spektrometru pii excita¢ni vinové délce 1064 nm.
Pii pouziti vy$si excitaéni délky se snizi energie, na vysledném spektru (Obr. 22, vpravo) je tak mozné
vidét piky dalSich metaboliti které biomasa obsahovala (proteiny, polysacharidy atd.). Piky dalsi
metabolitl stejn€ jako u metody FTIR, piekryvaji piky pro karotenoidy.

45



1510 cmt | 1154 cm™
1006 cm™
- = IL/J -\A,\/I 168 hodin
E 168 hodin .%
R 8
120 hodin UJ MMJL’\/\ 120 hodin
WMN'A’W‘-‘*AU-WM 72 hodin
72 hodin
PEEETEE BT AT BT SRR T BTN BT R L 1 I/ AR T N N N TR T N R S SN A |
T T T T T T T T L) T Ll L
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 60O 4000 30002000 1500 1000 500
Ramantv posun [cni'] Ramantv posun [cm']

Obr. 22 Spektrum zavislosti intenzity na vinové délce ziskané pomoct Ramanovy spektroskopie pri exc. 532 nm (vlevo) a pii

vyuziti FT-Ramanského modulu k spektrometru exc. 1064 nm (vpravo) pro tekuté médium
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5 Zavér
Cilem této bakalaiské prace bylo stanoveni nejvhodnéjsich podminek kultivace pro syntézu granuli PHA
u bakterie Rhodospirillum rubrum.

Pro sledovéani produkce PHA se podminky kultivace od sebe liSily stupném aerace, bakterie byly
kultivovany v aerobnich, mikroaerobnich a anaerobnich podminkéch. Dal§im faktorem byla pfitomnost
svételného zdroje, kultivace probihaly za svétla nebo za tmy. Rozdilné podminky mély vliv na rtst
bakterii a mnozstvi produkovaného PHA. Vsechny kultivace probihaly v médiu SYN+FAY. Obsah
PHA byl sledovan pomoci plynové chromatografie, pficemz nejvyssi procentualni obsah PHB byl
ziskany pfi aerobni kultivaci ve tmé, zatimco nejvyssi koncentrace byla ziskana pti kultivaci na svétle
za mikroaerobnich podminek.

Pro podrobné;jsi charakterizaci ristu bakterii a obsahu PHA byly vybrany dalsi metody, jejichz vysledky
byly porovnany s plynovou chromatografii jako referencni technikou. Celkem byly pouzity ctyfi
metody — pratokova cytometrie, UV-VIS spektrometrie, fluorescen¢ni mikroskopie a kryo—skenovaci
elektronova mikroskopie.

Krom¢ stanoveni nejvhodnéjsich podminek kultivace bakterie R. rubrum pro syntézu PHA, jako
nejvhodnéjsi byly stanoveny podminky aerobné-temnostni (koncentrace PHB 0,0297 g/l)
a mikroaerobné-svételné (koncentrace PHB 0,0429 g/l), byla u bakterii také zkoumana produkce
barevnych pigmentt, pfedev$im bakteriochlorofylu a karotenoidi. Byly pouzity dva typy médii, tekuté
médium SYN+FAY a pevné médium LB Broth. Absorbance extraktii byla zmétena pii predem
definovanych vlnovych délkdch pomoci UV-VIS, koncentrace pigment byly poté vypoctena z této
absorbance. Pii kultivaci v tekutém médiu byla vyssi koncentrace karotenoidt nez bakteriochlorofylu.
U kultivace na pevném médiu tomu bylo naopak, koncentrace bakteriochlorofylu byla vetsi nez
karotenoidi.

Pro podrobné&jsi charakterizaci barevnych pigmentd byly vybrany doplinkové metody, UV-VIS
V transmisnim a difuzn€ transmisnim moddu, infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
(FTIR) a Ramanova spektroskopie. Ze vSech metod byla nejefektivnéjsi UV-VIS pfi pouziti difizné
transmisniho modu, pii které nemusi dojit k upravé vzorkd a dalsi metabolity neovliviuji vysledky
méfeni.

V bakalafské praci byly stanoveny vhodné podminky pro kultivaci R. rubrum za ucelem syntézy granuli
PHA, ¢ehoz muze byt vyuzito pro dal$i vyzkum bakterie R. rubrum nebo v ramci navazujici diplomové
prace. Mezi nejvhodné€jsi podminky patfily aerobni kultivace za tmy, s nejvyS$$im procentudlnim
obsahem PHB, a mikroaerobni kultivace za svétla, s nejvyssi koncentraci PHB.
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7 Seznam zkratek a symboli

°C
5-ALA
A

ATP
Bcehl

CoA
CoQ10
DMSO
FID
FTIR

LB

LCL
MCL
nm
NPCM
oD
P3HB4HB
PBS
PHA
PHB
PHBV
PNSB
rpm
SCL
TMK
UV-VIS

stupen Celsia

kyselina 5-aminilevulinova

absorbance

adenosintrifosfat

bakteriochlorofyl a

koncentrace

koenzym A

koenzym Q10

dimethylsulfoxid

plamenovy ioniza¢ni detektor

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
hodina

Lysogeny broth

dlouha délka fetézce (long-chain-length)
stiedné dlouha délka fetézce (medium-chain-length)
nanometr

bunééna hmota neobsahujici PHA

opticka hustota
poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)
fosfatovy pufr

polyhydroxyalkanoat

polyhydroxybutyrat
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
purpurové nesulfurové bakterie

otacky za minutu

kratka délka fetézce (short-chain-length)
tékaveé mastné kyseliny

ultrafialova a viditelna oblast svétla

53



8 Prilohy
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Obr. 25 Absorpcni spektrum pro extrakty ziskané pri kultivaci na pevném médiu LB v transmisnim médu
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Obr. 26 Absorpcni spektrum pro pevné médium LB pri pouziti difiizné transmisniho modu
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Obr. 27 Absorpcni spektrum pro pevné médium LB pri pouZiti transmisniho médu

57



