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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace je zaméfena na metody stanoveni polyhydroxyalkanoati v bunkach
extremofilti, konkrétné bakterie Schlegelella thermodepolymerans DSM 15 344. Mezi metody,
které byly pouzity, patii termogravimetricka analyza, infracervena spektroskopie s Fourierovou
transformaci a Ramanova spektroskopie. Pomoci TGA byl stanoven obsah extracelularni
a intracelularni vody ve vzorcich. Metoda FTIR byla pouzita nejen na sledovani obsahu PHA,
ale také na fyzikalni vlastnosti polymeru ve vzorku. Konkrétné jestli byl polymer ve vzorku
biomasy amorfni nebo krystalicky. Ramanova spektroskopie byla pouzita na potvrzeni
ptitoomnosti PHA ve vzorcich. Vysledky jednotlivych metod byly porovnany s vysledky
plynové chromatografie.

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis is the determination od polyhydroxyalkanoates in the cells of
extremophille bacterie, preformed by several methods. The chosen bacterium was Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15 344 Thermogravimetric analysis, infrared spectroscopy with
Fourier transformation, and Raman spectroscopy were used in this thesis. The TGA method
was used for the determination of extracellular and intracellular water in samples. The FTIR
method was used in order to observe the amount od PHA, but aslo to observe the physical
properties of the polymer in the sample, specifically to determine either amorphous or
crystalline featuers of this polymer. Raman spectroscopy was used in oder to confirm the
presence of PHA in the samples. All results e"were compared eith the results accomplished by
gas chromatografy.

KLICOVA SLOVA

Polyhydroxyalkanoat, extremofilové, Schlegelella thermodepolymerans, polyhydroxybutyrat,
termogravimetrickd analyza, FTIR, Ramanova spektroskopie

KEYWORDS

Polyhydroxyalkanoate, extremophiles, Schlegelella thermodepolymerans,
polyhydroxybutyrate, thermogravimetric analysis, FTIR, Raman spectroscopy



DOBESOVA, Katefina. Vyuziti fyzikalné-chemickych a spektroskopickych metod pri studiu
extremofilnich mikroorganismi. Brno, 2022. Dostupné také
z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/139083. Bakalaiska prace. Vysoké uceni
technické v Brn&, Fakulta chemicka, Ustav fyzikalni a spotiebni chemie. Vedouci prace
Ing. Petr Sedlacek PhD.

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem bakalafskou préci vypracovala samostatné a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné citovala. Bakalarska prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné¢ a mize byt vyuzita ke komerénim uceliim jen se souhlasem vedouciho
bakalétské prace a dékana FCH VUT.

Katefina DobeSova

PODEKOVANI

Na tomto mist€¢ bych chtéla pod€kovat vedoucimu své bakalaiské prace Ing. Petrovi
Sedlackovi PhD., za odborné vedeni prace, ochotu, cenné rady a pfedevsim cas, ktery mi
vénoval. Dale bych chtéla podékovat Ing. Xenii Koutfilové za pomoc a rady pii kultivaci
mikroorganismt. Dékuji také Ing. Evé Slaninové PhD. za pomoc pii praci v laboratofi.
V neposledni fad¢ bych chtéla podékovat pani Leoné Kubikové, za zméteni vzorkl na TGA.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/139083

OBSAH

L UVOD .ot 6
2 TEORETICKA CAST ...ccoooiiiiiiiiiiieciiereeeseieseisse s 7
2.1 EXtremofilni miKroOrganiSmy .........ccccccceiiverieiieeseeiiesiesieeeeseesieseesaesseeseesseesseseessens 7
211 CharaKEeriStiKa ........ccviveiriiiiiiieirie s 7
2.1.2  Zatazeni eXtremofilll .......ccoooiiiiiiiiiiie s 7
2.1.3  Aplikace extremofilll..........coiiiiiiiiiiiiiic 7
2.1.4  Rozdeleni extremofilll.......ocoiiiiiiiiiiiic e 7
2.1.5  Stresory ovlivilujici Zivot extremofilli.........ccooiiiiiiiiiiiiiii 8
2.1.5. 1 TEPIOLA ...oviiiitieiieieeee e 8
2.1.5.2 THAK ot 8
2.1.5.3 Kyselost a zasaditost ProStredi .........coverviriiiiieiiieseeee e 9
2.1.5.4  SAlINITA......ciiiiiici s 10
2.2 POlYNYAroXyalKanOAaty ........ccceveiueriirieiiieiieieienie et 10
221 CharakteriStiKa ..........ccoooiiiieic e 10
2,22 SEUKEUIA ... 10
2.2.3  Vlastnosti polyhydroxyalkanoatil............ccccerveriiiiiieniniiiicneccsee e 10
2.24  PolyhydroXybuUtyTat.........ccooiviiiiiiiiiiieiie e 11
2.2.5  BIOSYNEZA ...cueiiiiiiiieiiici e 11
2.2.6  VYUZIt @ VYZNAM .oiiiiiiiiiiiiiiiec e 13
2.2.6.1  ProDaKIErIE......cviveiiiiiiiiici e 13
2.2.6.2  Pro pramysl. ... 13
3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY .....cocoomiiimmiirniireiienesnessieseises 14
3.1  Mikroorganismy produkujici PHA ........cccoooiiiiiiieee e 14
3.1 MIKIroSKOPICKE TASY ...vveviiiiiiiiiiiieie et 14
3.1.2  Termofilni MiKroorganiSmY .........cccccvrieeiiiiiiiieiieie e 14
3.1.3  Halofilni miKroorganiSmy ..........cccooeiieiiiieiieiieee e 15
3.1.4  Methanotroffil OrZaniSMY .......cccueiiiiiiieiinie e 15
3.1.5  Mezofilni MiKroOrZaniSImy .......ccoiiiiiieiinii e 15
3.2  Moderni trendy ve fyzikalné-chemickych a spektroskopickych analyzach
MIKIOOTZANISINTL. ... 16
3.2.1  Plynova chromatografie .........c.ccooiiiiiieiiiii i 16
3.2.2  Infradervena spektroskopie s Fourierovou transformaci..........cccccevveririiieeninens 16
3.2.3  Ramanova SPEKIrOSKOPIE. ........uiiiieieieieie ettt 17
3.24  PrUtOKOVA CYLOMEIIIC ..o.veeuviiieiiieiisiiesiee ettt 17
3.25  Termogravimetrickd analyza...........cccovveiiiiiiiiiiiiiesecsecc e 17



4 EXPERIMENTALNI CAST oo oo oot e e e e e e e e eeer e et e e s et e e er e e s ae e enane 18

4.1  PouZzité chemikalie @ PIiSIIOJ€....uuieiiereiiiieiiie ettt 18
4.1.1  Pouzity MiKIrOOTZANISITIUS ..ceeiuveeiivrieeiiiiesiirieesireesssreesssseesssreessnessseeesssnesssnessnses 18
412  PouZité ChemiKAlI® .......cooviiiiiiiiiieee e 18
4.1.3  POUZILE PIISTIOJ. ueiueiiiieiiiiiii ettt 18

4.2  Kultivace miKroorganiSmul ..........ceoiieiiiiiiiieiiiii e 19
4.2.1  Optimalizace kultiva¢nich podminek.............ccovviiiiiiiiiiiii, 19

4.2.1.1  Prvnd KUIIVACE .....ccviiiiiiiiiiceee e 19
4.2.1.2 Druhd KUultiVACE.......ccviiiiiiiiiiici e 20

4.3  Piiprava vzorkill N2 analyzZy ........cccccooieiiiiiiiiieec e 20
4.3.1  Odmér biomasy a stanoveni podilu SUSINY.........cccveiiiriiieiiciiierie e 20
4.3.2  Stanoveni podilu PHA v DIOMASE ......coeiiiiiiiiiiiicieeee e 20
4.3.3  Stanoveni optické NUSIOLY .......cceviiiiiiiiiii s 21
434  Ramanova SPEKIrOSKOPIE. ........uiiiieieieie ittt 21
435  Termogravimetrickd analyza...........cccooveiiiiiiieiiiisecse e 21

4.4 StreSOVE EXPEITMEILY ..ouviiiviieeriiiiestietesire st et er e sttt b e e e b e e et aseesbe e reannennes 21
441  Optimalizace stresovych podminek ...........cccoceiiiiiiiiiiiiiiicie e 21

4.4.1.1 Priprava fosfatového pufru SO0mM, pH =74 .....cc.cccoviiiiiiiiiiiie e 21
4.4.1.2 Piiprava KCI-HCI pufru a NaCl 200 g/l pufru .......ccoeveveiiiiniieceeee 21
G T =T o] o] - TSSOSO 22
4.4.1.4 OSMOLICKY SEIES ..eeuviiiiiiiiiiiiiiiiieii e 22
415 PH T Lo s 22

4.4.2  Finalni StreSOVE EXPETIMENLY .....ccvvrviriieiriirisieesiieiesiee st siee e e e 22
4.4.2.1 RUZNA LEPIOLA ...ovieiiiiiiiieie et 23
4.4.2.2 TemperoVANT PUITU .....cccueriiiiiieiiicii e 23
4.4.2.3 VysuSeni VZOTKU ......ccoiiiiiiiiiiii i 23

5 VYSLEDKY A DIZKUZE .......ccsiiiireiieiieiieieeieseese e ses s 24

5.1  Optimalizace kultivacnich podminek ............ccccooviiiiiiiiiiii, 24

5.2  Termogravimetrickd analyza ..........ccocvviiiiiiiiiiiic e 26

5.3  Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci ...........cccoecvevieeiinninnienninns 28
5.3.1  Mefeni SUChE DIOMASY.......coviiiiiiiiiiieie e 29

9.4 SHreSOVE EXPETIMENLY ..eevviiurierireereesirieieessreesree st e ssee s e e sreessseesme e s reesneeaneesnneaneeanneas 31
5.4.1  Optimalizace stresovych podminek ...........ccccooiiiiiiiiiiii e 31

D411 TEPIOTA...ceiiiiiiiiieiiee e 31
5.4.1.2  OSMOLICKY SIIES ..evviviiiiiiiiiiiiii i 32



7
8

9

5.4.1.3 Expozice kyselému prostiedi.........ccccoveiiiiiiiiiiiiiec i

5.4.2  Finalni Stresove EXPEriMENLY ...c.cuvveiiieieiieieiiieesieeesieessieesssneesssseessseeessseeesssneeas

5.4.2.1 RUZNA LEPLOLA ...eeiiiiiiiiiii it

5.4.2.2 TemperovaNT PULTU ...cuviiiiiiiiiie it

5.4.2.3 VySuSeni VZOTKU .....ccviiiiiiiiiiiiiic i

55  Ramanova SPEKIrOSKOPIE .......cc.oiiiiriiiieieieie e

8.2  Seznam SYMDbOIT.......cccciiiiiiiiiii i

SEZNAM PRILOH



1 UvoD

V soucasné dobé jsou plasty stidle vice vyuzivanym materidlem. Pouzivaji se diky svym
chemickym a fyzikalnim vlastnostem mimo jiné jako obalovy materidl. S velkou produkci
plastii se poji i jejich negativni dopad na Zivotni prostfedi. Vzhledem k tomu, Ze je nelze
biologicky degradovat, hromadi se v pfirod¢, kde nepfiznivé ovliviuji cely ekosystém. Z toho
davodu roste snaha nahrazovat syntetické plasty témi, které budou biodegradabilni
a biokompatibilni. Mezi tyto plasty patii naptiklad polyhydroxyalkanoaty (PHA).

Polyhydroxyalkanoaty jsou diky svym vlastnostem prakticky stale vice pouzivané a Casto
nahrazuji syntetické plasty jako naptiklad polypropylen ¢i polyethylen. Jak bylo zminéno vyse,
jsou biodegradabilni a v pfirodé se ve vhodnych podminkach rozkladaji na vodu a oxid uhlicity.
PHA jsou zcela pfirodni plasty, jsou produkovany mikroorganismy a V buiice jsou
V cytoplazmé uchovavany ve form¢ granuli. Ty slouzi ptfedevSim jako zasobarna energie
auhliku. PHA jsou produkované fadou mikroorganismu, od mikroskopickych fas az po
bakterie. Mezi nejznaméjs$i bakterie schopné produkovat PHA patfi riizné druhy rodu
Pseudomonas, Cupriavidus necator a Schlegelella thermodepolymerans. Bakterie produkuji
PHA v zavislosti na okolnim prostiedi. Produkce zavisi pifevazné na dostate¢né koncentraci
cukru, spravné koncentraci dusiku a stopovych prvki.

Schlegelella thermodepolymerans patii mezi extremofilni organismy. Tyto organismy jsou
schopné prezivat v extrémnich podminkach, jako je vysoky ¢i nizky tlak, salinita nebo teplota.
Schlegelella thermodepolymerans je termofil, jeji teplotni optimum se pohybuje okolo 50 °C.
Je schopna produkovat PHA.

Metody na zkoumani obsahu a vlastnosti vyprodukovaného PHA jsou riizné. Mezi nejvice
vyuzivanou techniku se fadi plynova chromatografie, ktera je vSak ¢asové naro¢na na ptipravu
vzorkl. Z tohoto duvodu je tato bakalarskd prace zaméfena na vytipovani dalsich technik
a ovéfeni jejich pouzitelnosti na kvantitativni 1 kvalitativni stanoveni PHA.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Extremofilni mikroorganismy
2.1.1 Charakteristika

Pro zivot organismi bylo stanoveno nékolik podminek. Mezi tyto podminky patii zdroje
energie, dostupnost nezbytnych chemickych prekurozori, a hlavné kapalného rozpoustédia.
Dostupnost kapalné vody je hlavni faktor, ktery vymezuje prostor pro zivot na Zemi. Kapalna
voda pusobi jako rozpoustédlo i jako reaktant ¢i produkt v biochemickych reakcich [1; 2].
V podminkach, kde je komfort zivota organismii jakkoliv omezen, se setkdvame s tzv.
extremofily [1].

Extremofilové jsou schopni prezit pti extrémnich podminkach nebo dokonce tyto podminky
ke svému zivotu vyzaduji. Jedna se o extrémy jako jsou vysoké nebo naopak nizké teploty,
nizké nebo vysoké hodnoty pH, tlaku nebo koncentraci soli. MiiZe se jednat 1 o ionizujici zafeni
nebo o zvySenou koncentraci té¢zkych kovi. Mikroorganismy, které jsou schopny tolerovat vice
nez jednu extrémni podminku se pak oznacuji jako polyextremofilové [1; 3; 4]. Jako piiklad 1ze
uvést Sulfolobus acidocaldarius, ktery prospiva za nizkého pH a teplot okolo 80 °C.
Extremofilové nemusi byt extrémnimi cely Zivot. Naptiklad bakterie Deinococcus radiodurans,
ktera jé znama diky své odolnosti vici zatfeni, ma tuto schopnost pouze v piipadé rychlého ristu
v médiu, které je bohaté na ziviny. Mikroorganismy byly detekovany Vv riznych extrémnich
prostiedich [5].

2.1.2 Zarazeni extremofili

Extremofilni mikroorganismy jsou zastoupeny ve vSech doménach, nicméné nejvyssi
zastoupeni maji prokaryota [1]. Prokaryota jsou jednobunééné organismy, které nejsou schopny
tvofit funkéné a morfologicky diferencované tkang. Jedna se o velmi metabolicky riiznorodou
doménu.

2.1.3 Aplikace extremofili

Diky pochopeni limitli Zivota téchto mikroorganismli je miizeme vyuzit v primyslovych
procesech [1]. V dusledku jejich adaptace na extrémni prostiedi jejich proteiny casto obsahuji
unikatni sekvence aminokyselin. Z téchto aminokyselin bylo vyizolovano velké mnoZstvi
technologicky zajimavych enzymi. Extremofilové zaroven produkuji specialni metabolity,
¢imz se stavaji aplikacné jesté zajimavejSimi. Vyizolované metabolity a enzymy maji velky
potencial vyuZiti v biotechnologickych aplikacich a stavaji se atraktivnimi pro vyuZiti v blizké
budoucnosti.

2.1.4 Rozdéleni extremofila

Extremofilni organismy délime podle toho, v jakych podminkéach jsou schopni ptezivat. Toto
rozdéleni je uvedeno v Tab. 1 [5].



Tab. 1 Klasifikace a priklady extremofilnich organismii [5]

Extremni veli¢ina Typ Definice Piiklady
Teplota hypertermofily rust > 80 °C Pyrolobus fumarii, 113 °C
termofily rast 60—80 °C Synechococcus lividis
mesofily 15-60 °C Homo sapiens
psychrofily <15°C Psychrobacter
Radiace Deinococcus radiodurans
Tlak piezofily vysoky tlak
Vysychani xerofily tolerantni vuci Arternia salina
nedostatku vody
Salinita halofily Vysoky obsah soli (2— Dunaliella salina
5 M NaCl)
pH alkalofily pH>9 Bacillus firmus
acidofily nizké pH Cyanidium caldarium

2.1.5 Stresory ovliviiujici Zivot extremofilu
2.1.5.1 Teplota

Podle teploty délime organismy na hypertermofily, termofily, mesofily a psychrofily [5].
Souc¢asna minimalni teplota, kterou jsou mikroorganismy prokazatelné schopni ptezit, je -25 °C
u Deinococcus geothermalis DSM 11300 a maximalni 130 °C u ,,Geogemma barossii* 121.
U termofill a psychrofilt se asto vyskytuji i podminky teploty spojené s vysokym tlakem nebo
koncentraci soli. Halopsychrofilové piezivaji v prostiedi s vysokym obsahem soli a pfi nizkych
teplotach [2].

2.1.5.2 Tlak

Tlak ovliviiuje mikrobialni rlst, a to zejména pii extrémnich teplotach. Na zemském povrchu
se tlak pohybuje od 0,1 do 112 MPa. Vyssi tlaky jsou pozorovany v podpovrchovém prostiedi
[2]. Mikroorganismy, které upfednostiiuji zivot za vysokého tlaku se oznacuji jako piezofily.
Jejich optimalni rychlost riistu se pohybuje pfi tlaku vy$§im, nez je tlak atmosféricky. Citlivost
na zvySeni tlaku vykazuji piezosenzitivni mikroorganismy. Ruzné fyzikalné-chemické
podminky mohou ovlivnit Gi€inek vysokého tlaku na mikrobidlni ristovou rychlost. Piikladem
je Shewanella benthica, ktera vykazuje piezotolerantni rist pii teploté 4 °C (stejna rychlost
rastu v rozmezi od 0,1 MPa do 50 MPa), ale pfi jeji optimalni ristové teploté 10 °C se chova
jako piezofilni mikroorganismus (optimalni rychlosti rustu je dosazeno az pfi tlaku 70 MPa)
[6]. Za extrémni prostiedi s vysokym tlakem se povazuji hlubiny moii a oceand. Oceany maji
prumérnou hloubku 3800 m a tlak 38 MPa. Na dn¢é Marianského ptikopu, nejhlub$im zndmém
misté oceanu, je tlak 110 MPa [6; 7]. Jako prvni byla z Marianského piikopu izolovana bakterie
Pseudomonas bathycetes [8].

Schématické znazornéni vztahu mezi mikrobidlni rychlosti riistu a tlakem je uvedeno na
Obrdzek 1 [6].
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Obrazek 1 Viastnosti mikrobidlniho ristu pri zvySovani hydrostatického tlaku [6]

Hyperpiezofilové se piizpasobily extrémnim tlakim pomoci riznych strategii. Buné¢na
membrana je naplnéna vice nenasycenymi mastnymi kyselinami. Diky tomu se zvysi tekutost
membrany pii vysokych tlacich [2].

2.1.5.3 Kyselost a zasaditost prostiedi

Hodnota pH ma vyznamny vliv na mikroorganismy a jejich spoleCenstvi. VSechny
mikroorganismy si musi udrZzovat téméf neutralni pH, aby byl zachovan metabolismus a tim
zajisténo preziti bunky. Acidofilni bakterie maji cytoplazmatické pH v rozmezi 7,2-8,7. Bylo
zjisténo, Ze mikroorganismy mohou vyrazné€ ménit své pH intracelularniho prosttedi v disledku
metabolickych reakei [2]. Nejextrémnéjsi acidofil a alkafil pfezije pii pH 0 a 12. Bylo
pozorovano i pH -0,06 u dvou hyperacidofilnich archae, znamych jako Picrophilus
oshimae a Picrophilus torridus. Tato archaea byla izolovana ze solfatarického horkého
pramene v Noboribetus (Hokkaido, Japonsko). Vydrzi i vysoké teploty do 65 °C. Jedna se tedy
o termoacidofily [2].

Acidofilni mikroorganismy prosperuji za nizkého pH [9]. Extrémni acidofily maji optimalni
rustovou rychlost pfi pH 3 a niz§im, mirni acidofily v rozmezi pH 3 az 5. Acidotolerantni jsou
mikroorganismy s optimem pro rist pii pH > 5, ale vykazujici aktivitu i pfi nizkém pH [10].

Mikroorganismy, které maji optimalni riistovou rychlost pii vysokém pH, lze obecné
nazyvat alkalofily, nebo je mozZné je rozdé€lit na alkalofily a haloalkalofily. Alkalofily vyZaduji
pro sviyj rast pH > 9, jejich optimalni rist je pti pH 10. Haloalkalofily kromé vysokého pH
vyzaduji rovnéz vysokou salinitu (vic jak 33 % hmot. NaCl). Alkalofilni mikroorganismy jsou
zastoupeny u prokaryot i eukaryot. Nejvice zastupct je mezi bakteriemi (Bacillus, Micrococcus,
Pseudomonas, Streptomyces), dale jsou to rtzné druhy mikroorganismi patiici mezi
aktinomycety, plisné a kvasinky [11; 12].



2.1.5.4 Salinita

Salinita ma vyznamny dopad na slozeni mikrobidlni komunity. Sland prostiedi sahaji od
motského prostiedi, horskych pramenii az po jezera. Mikroorganismy, které¢ piezivaji pii
vysokych koncentracich soli, se oznacuji jako halofilové. Halofilové se vyskytuji ve tfech
doméndch zivota, souCasné hyperhalofily zahrnuji bakterie a archae. Ty mohou rust ptes slanost
piiblizné 15 % hmot. NaCl [2]. Schopnost piezit v hypersalinnim prostiedi je dana schopnosti
udrzet osmotickou rovnovahu [13].

2.2 Polyhydroxyalkanoaty

Jedna se o skupinu mikrobidlnich biopolymerta s vysokym potencidlem vyuziti v produkci
bioplastl. Bioplastliim je v poslednich letech vénovana obrovska pozornost kviili jejich vysoké
molekulové hmotnosti, termoplastickym/elastomernim vlastnostem, biologické rozlozitelnosti,
biokompatibilité, netoxicité a jejich vyrobé z obnovitelnych zdroju uhliku. [14]. V piipadé
polyhydrohyalkanoatli se jedna o pIln¢ odbouratelné bioplasty. Dalsimi zastupci tohoto typu
materiall jsou napf. termoplasticky $krob a polylaktidy [15]. PIné odbouratelné bioplasty se
Vv ekosystémju degraduji na oxid uhli¢ity a vodu pomoci mikrobialni mineralizace [16].

2.2.1 Charakteristika

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou jednoduché makromolekuly syntetizované Sirokou Skalou
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii [14]. K syntéze dochazi, pokud se bakterie nachazi
Vv prostiedi bohatém na uhlik a jsou ovliviiovany stresorem (nejcastéji limitace dusikem)
[17; 18]. Svou strukturou spadaji do skupiny polyestert [19].

2.2.2 Struktura

Polymery se d€li podle délky svého fetézce. Bézn¢ studované PHA jsou PHA s kratkym
fetézcem (scl-PHA, z angl. short chain length PHA), které ve své struktufe obsahuji 3 az 5
atomu uhliku, dale PHA se stiedné dlouhym fetézcem (mcl-PHA, z angl. medium chain length
PHA), ty ve své struktuie obsahuji 6 az 14 atoml uhliku a PHA s dlouhym fetézcem, které
obsahuji vice nez 14 atomt uhliku. Pfikladem PHA s kratkym fetézcem jsou
poly(3 - hydroxybutyrat) P(3HB), poly(4-hydroxybutyrat) P(4HB) a poly(3 - hydroxyvalerat)
P(3HV). Ptikladem kopolymeru mtize byt P(3HB-c0-3HV). Nejbéznéjsim zastupcem PHA je
3- hydroxybutyrat (PHB nebo P(3HB)) [15].

P(3HB)

Obrazek 2 Struktura monomerni jednotky PHB [20]

2.2.3 Vlastnosti polyhydroxyalkanoati

PHA se 1i8i svymi fyzikdlnimi a chemickymi vlastnostmi v disledku jejich rizného obsahu
monomerl. Mezi faktory ovliviiujici obsah monomeru patfi: typ mikroorganismi (napf. gram-
negativni nebo gram-pozitivni), slozky média, podminky fermentace, zplsoby fermentace
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(vsadkova, kontinualni) a regenerace [21]. Vykazuji podobné vlastnosti jako polymerni
materidly, které mohou byt krystalické pevné latky nebo elastické gumy. Tyto vlastnosti jsou
ovlivnény vedlejsim fetézcem a navazanou vedlejsi funkéni skupinou [22].

Typ a velikost postranniho fetézce v PHA fidi krystalinitu téchto biopolymerii. ZvySeni
délky postrannich fetézcti muze inhibovat krystaliza¢ni schopnost. Stupen krystalinity scl
amcl-PHA se tedy vyznamné li$i. Krystalické vlastnosti mcl jsou niz§i nez u
scl - PHA. Scl- PHA ma krystalinitu v rozmezi od 60 do 80 % Rychlost krystalizace v téchto
polymerech je vsak relativné nizka ve srovnani se syntetickymi polymery [23].

2.2.4 Polyhydroxybutyrat

Jak bylo zminéno vyse, PHB je nejbéznéjsi a v ptirode nejrozsitenéjsi polyhydroxyalkanoat.
Tento polyester ma dokonale izotaktickou strukturu pouze s ( R)-konfiguraci. P(3HB)
izolovany z bakterii ma 55- 80% krystalinitu, zatimco molekuly PHB v bakteriich jsou amorfni
a v bunécném prostiedi se vyskytuji ve formé ve vodé nerozpustnych bunécnych inkluzi.
Z kalorimetrické analyzy vychazi, Ze teplota skelného ptechodu P(3HB) se pohybuje okolo
4 °C a teplota tani se blizi 180 °C [24]. Bakterie produkuji linearni a amorfni formu PHB [25].

PHB se vbunce vyskytuje jako vysokomolekularni homopolymer nebo jako
hydroxybutyratova rezidua. Homopolymer slouzi jako zasoba energie pro mikroorganismy.
Hydroxybutyratova rezidua sniz§i molekulovou hmotnosti (cyklické oligolidy a jejich
derivaty) mohou tvofit komplexy s jinymi biomolekulami (naptiklad kalcium polyfosfat). Tyto
rezidua pak vbunce plni specifické funkce napi. derivat slouzi jako neurotransmiter
a komplexy maji schopnost ptenaset ionty [26].

2.2.5 Biosyntéza

Hlavni faktor, ktery ovliviiuje biosyntézu, jsou podminky a typ mikroorganismu syntetizujiciho
PHA. Biosyntézy se Ucastni tyto enzymy: PHA-syntdzy, acetoacetyl-CoA reduktaza nebo
p - ketothiolaza [27]. Byly popsany 3 hlavni mechanismy syntézy PHA viz. Obrdazek 3 [28].

Syntéza polymeru je zahajena, kdyz je acetyl-COA omezen ve vstupu do cyklu
trikarboxylovych kyselin kviili omezeni Zivin, pfesouva acetylové jednotky z Citratového cyklu
(TCA) do produkce polyhydroxybutyratu (PHB), ktery je idealnim loZiStém uhliku a energie.
Biosyntéza PHB zahrnuje kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl CoA,
ktery se redukuje na (R)-3 hydroxybutyryl-CoA. Ten slouZzi jako substrat pro PHA syntazu
a pasobi jako pfimy prekurzor pro produkci PHA [14].
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Obrazek 3 Metabolické drahy syntézy PHA [28]

V prvni draze, kterd je casto oznacovana jako metabolickd draha variabilnich uhlikovych
zdroji [22], se uplatiuji tfi kli¢ové enzymy, kterymi jsou B-ketothiolaza, NADPH-dependentni
acetyl-CoA-reduktaza a PHA-syntaza kodované geny phaA, phaB a phaC [23; 29; 30]. Acetyl-
CoA je metabolicky tvofen ze sacharidi, mohou to byt ale i mastné kyseliny nebo
aminokyseliny [22; 31]. B-ketothiolaza méni dva acetyl-COA na acetoacetyl-CoA, ktery je
transformovan na hydroxybutyryl-CoA pomoci NADPH-dependentni acetyl-CoA-reduktazy.
PHA-syntaza jej nasledné polymerizuje do struktury PHB [28]. Preferovanym zdrojem uhliku
pro tuto drahu je glukodza, ze které jsou nejcastéji produkovany PHA s kratkym fetézcem (scl-
PHA) [32]. Tuto drahu k syntéze PHA pouzivaji zejména bakterie Cupriavidus necator [28].

Druha dréha je spojend s mikrobidlnim pfijmem mastnych kyselin. Po B-oxidaci mastnych
kyselin vstupuje acetyl-CoA do procesu syntézy monomertu PHA [29]. Nasledné je enoyl-CoA
vznikajici v B-oxidaci pieveden na R-3-hydroxyacyl-CoA pomoci enzymu R-3-hydroxyacyl-
CoA-hydratazy. R-3-hydroxyacyl-CoA je pomoci prekurzoru polymerizace, kterym je mcl
PHA-syntaza, pteménén na mcl PHA [28]. Typickym zastupcem této drahy jsou bakterie rodu
Pseudomonas [33].

Klicovym enzymem tieti drahy je 3-hydroxyacyl-ACP-CoA-transferaza, ktera je schopna
prevést 3-hydroxyacyl-ACP zpét na 3-hydroxyacyl-CoA. Cela draha vychazi z in situ syntézy
mastnych kyselin. Ukdzalo se, Ze vlastni syntéza mastnych kyselin a B-oxidace mohou probihat
nezavisle na sobé k doplnéni prekurzoru pro syntézu PHA [28].
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2.2.6 VyuZiti a vyznam

2.2.6.1 Pro bakterie

PHA se ukladaji v bunkach bakterii ve formé kulovitych intracelularnich inkluzi tzv. granuli.
U nékterych bakterii mohou doséhnout az 90 % hmotnosti celé¢ buiiky. Funguji jako zasobni
slouceniny pii mikrobidlné nevyvazeném ristu. Pfi ném jsou zdkladni Ziviny, jako je fosfor,
dusik a kyslik omezeny a uhlik je v nadbytku [15]. Nedavné poznatky ovSem vedly k rozsifeni
predstavy o biologické uloze PHA. Vedle primarni zasobni a metabolické tlohy PHA byla
popsana také komplexni role, kterou tyto biopolymery hraji pii expozici a adaptaci
mikrobialnich bung¢k stresovym podminkam [34].

Obrazek 4 PHA granule uvniti- mikrobialnich bunék zobrazené pomoci TEM [35]

2.2.6.2 Pro primysl

Diky svym fyzikalné-chemickym vlastnostem nasly PHA uplatnéni v mnoha aplikacich.
Piikladem mohou byt obalové nadoby, lahve, sacky, balici folie. Vyuzivaly se jako biopaliva
nebo piisady do paliv k vyvoji HAME ke zvySeni spalovaciho tepla ethanolu. Nasly uplatnéni
i ve zdravotnictvi jako chirurgické jehly, kostni Srouby a nosice pro fizené podavani 1éka [15].

Mezi hlavni nevyhody PHA patii jejich vysoka cena v porovnani s plasty, které jsou
vyrobené z ropy [15].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V soucasné dob€ jsou extremofilni organismy hojné vyuzivané v potravinarském primyslu,
Vv oblasti molekularni biologie, ve farmacii a pfi ¢isténi odpadnich vod [36]. Aplikace
termofilnich, psychrofilnich, acidofilnich, alkalofilnich a halofilnich mikroorganismii
Vv primyslovych procesech otevird novou éru v oblasti biotechnologie. Kazda skupina téchto
mikroorganismiit ma jedinecné vlastnosti, které mohou byt vyuzity v biotechnologickém
primyslu. Hlavnim divodem pro izolaci enzymu pravé z extremofilt je jejich vysoka stabilita
a snizené riziko kontaminace. Od téchto enzymu s vyjime¢nymi vlastnostmi se ocekava, ze
zaplni mezeru mezi biologickymi a chemickymi procesy. Obchodni vyznam enzymu doklada
siroké uplatnéni DNA polymeras z Thermus aquaticus a Pyrococcus furiosus v fetézové
polymerazové reakci (PCR). Tato reakce spociva v rychlém a u¢inném namnozeni specifickych
sekvenci DNA a je celosvétové vyuzivana v kriminalistice, analyze potravin nebo v klinické
mediciné [37].

3.1 Mikroorganismy produkujici PHA

Produkce PHA z riznych mikroorganismi je v dne$ni dob¢é velmi rozsifena diky jejich
biologické rozlozitelnosti a nakladové efektivnimu vyrobnimu procesu. Tyto bioplasty lze
snadno vyrobit indukci vice enzymatickych reakci v mikrobech za pouziti riznych surovin.
Mezi hlavni producenty patii aktinomycety, fasy a bakterie [23].

3.1.1 Mikroskopické rasy

Mikroskopické fasy patifi do heterogenni skupiny fotosyntetickych, gramnegativnich
a (vzhledem k vysokému obsahu fotosyntetickych pigmetd) barevnych mikroorganismu.
Mikrofasy maji schopnost se rychle vyvijet za nepfiznivych podminek diky své jednoduché
buné&cné struktuie. Diky tomu jsou nadéjnym zdrojem biotechnologické produkce PHA [38].
PHA se hromadi v mikrotasach jako material pro ukladani energie a uhliku [39]. Nékolik studii
naznacuje, Ze mikrotasy lze vyuzit k ziskdni PHA s niz§imi naklady. Je to diky malym nérokim
na ziviny pro rust.

Jedna se o fotoautotrofni mikroorganismy, jako zdroje energie vyuzivaji svétlo a COo.
Mikroftasy, které se také oznacuji jako sinice, jsou soucasti fytoplanktonu. Pro produkci PHA
bylo dosud testovano vice nez 100 kmenti mikrofas. Kromé& bioplastii obsahuje biomasa sinic
i n€kolik dalsich biokompoziti, jako napiiklad antioxidanty, karotenoidy, polysacharidy
a podobné. Mezi zastupce fadime Nostoc muscorum a Spirulina subsalsa [38]. Mikrotasy byly
rozsahle studovany jako surovina pro vyrobu bionafty [40]. Metabolismus PHB u sinic je
nejlépe popsan béhem limitace dusikem, které spousti proces zvany chloréza [41].

3.1.2 Termofilni mikroorganismy

Teplota vnéjsiho prostiedi je jednim z hlavnich faktort, které ovliviiuji rychlost rozmnozovani
mikroorganisml 1 moznost jejich rast. Termofilni mikroorganismy maji optimalni teplotu, pfi
niz se rozmnozuji nejvetsi rychlosti nad 45 °C a pro vétSinu je optimalni teplota v rozmezi 50
az 60 °C. Néekteré mohou rist vyjimecné i pii teplot¢ az 80 °C (nckteré druhy Bacillus
stearothermophilus) a extrémni termofily (n€které druhy archaebakterii) i pfi teplotach nad
100 °C. Ne¢které termofilni organismy se nerozmnozuji pii teplotach 28 z 30 °C dokonce
nekteré ani pfi teplotach nizsich nez 40 °C. Jiné termofilni mikroorganismy se pfi teplotach
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kolem 30 °C rozmnozuji se zjistitelnou rychlosti [42]. Mikroorganismy, které optimalné rostou
pii teplotach vysSich nez 80 °C se oznacuji jako hypertermofily [43].

Termofilni bakterie jsou schopny v extrémnich podminkach produkovat fadu zajimavych
sekundarnich metabolitd. [44]. Termofilni mikroorganismy jsou zkoumany ptedevsim jako
zdroj termostabilnich enzymt. Neddvno u nich byla objevena schopnost produkovat
polyhydroxyalkanoaty (PHA). Diky tomu byly oznaceny jako slibné produk¢ni jednotky
vV mikrobialni biotechnologii. [45].

Termofilni mikroorganismy se pfi kultivaci vyznacuji fadou vyhod. Diky optimalni
kultivaéni nad 45 °C, se zna¢né eliminuje riziko kontaminace mezofilnimi mikroorganismy.
Kultivace pti vyssi teploté je také ekonomicky vyhodnéjsi, protoze kultivacni proces je silné
exotermni a v pfipadé termofilnich organismi se tudiz snizuji naklady na chlazeni reaktort
[45]. Mezi biotechnologicky zajimavé termofilni mikroorganismy patii naptiklad Thermovorax
subterraneus [46] nebo Schlegelella thermodepolymerans [45].

3.1.3 Halofilni mikroorganismy

Halofily mohou rist v médiu obsahujicim vysokou koncentraci NaCl, coz pii jejich
biotechnologické aplikaci umoziiuje nesterilni fermentacni podminky s niz§i energii
a investicemi navic k snadnému ziskavani PHA [47].

PHA granule jsou ve vodé nerozpustné a maji vysoky stupen polymerace. Tyto granule
nezvysuji intracelularni osmoticky tlak. Diky tomu pfitomnost PHA granuli v bunikdch chrani
halofily pfed hyperosmotickym Sokem a zabrafiuje poskozeni cytoplazmatické membrany,
¢imz podporuje udrzeni bunééné integrity za hyperosmotickych podminek [48]. Mezi velmi
dobfe prozkoumané halofily patfi Natronococcus occultus a Halobacterium noricense [47].
Novy halotolerantni Bacillus sp. ktery mize produkovat PHA za pouziti Siroké Skaly zdroji
uhliku, byl izolovan z mangrovii v Indii [49]. Nékolik druhii rodu Pseudomonas, Halomonas,
Bacillus a Vibrio bylo izolovano z motského prosttedi pro produkci PHA. Dalsi
mikroorganismy schopné produkovat PHA byly izolovany z motského ledu a moiské vody
[47].

3.1.4 Methanotrofni organismy

Tyto gramnegativni bakterie vyuZzivaji methan jako jediny zdroj uhliku a energie. Jsou ptitomné
v Siroké Skale prostiedi a hraji dilezitou roli pti oxidaci methanu v ptirodé [50]. Methanotrofni
producenti PHA jsou schopni syntetizovat polyhydrohyalkanoaty z methanu. Nékteré nedavné
studie prokazaly schopnost Methylocystis parvus OBBP syntetizovat fadu PHA kopolymeri
pomoci methanu nebo ethanu spolu s dalSimi ko-substraty [47]. K pfeméné uhliku pouzivaji
zfejmé dvé metabolické drahy — serinovou a pentdzofosfatovou. Ty bakterie, které pouzivaji
serinovou drahu, se ukazaly jako nejefektivnéjsi producenti P(3HB) [51].

3.1.5 Mezofilni mikroorganismy

Mezofilni organismy prosperuji pii teplotdch v rozmezi 20 az 45 °C. Diky své optimalni
aktivité¢ v uzkém rozmezi podminek a nizké stabilité pii vysokych teplotich a extrémnim pH
obvykle nedosahuji vykonnosti v primyslovych podminkdch. Mezi nejzndméjs$i zastupce
téchto mikroorganismi patii Cupriavidus necator, ktery je schopen naakumulovat P(3HB) az
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na 80 % hmotnosti bunééné biomasy [52]. Dalsim zastupcem je Burkholderia sacchari, ktera
je velmi slibnym producentem PHA z lignocelulézovych odpadnich materiala [53].

3.2 Moderni trendy ve fyzikalné-chemickych a spektroskopickych analyzach
mikroorganismu
3.2.1 Plynova chromatografie
Plynova chromatografie se pouziva pro kvantifikaci PHA uvnitf mikrobidlnich bunék.
Nejcastéji je vyuzivana ve spojeni s methanolyzou. Jednd se o transesterifikacni reakci
V methanolu, kterd je katalyzovana pomoci H>SOs. Ziskané methylestery PHA jsou
extrahovany pomoci chlorovanych rozpoustédel jako je chloroform, a nasledné analyzovany
plynovou chromatografii. Metoda poskytuje obsah PHA na zékladé hmotnosti bakterialni
biomasy ziskané pii kultivaci [54] Metoda je velmi ¢asov€ naro¢na z divodu ptipravy vzorkd.
Esterifikace trva 3 hodiny, provadi se pfi teplot¢ 94 °C. Nejcastéji se pouziva plynovy
chromatograf s plamenovou ioniza¢ni technikou nebo v tandemovém spojeni s hmotnostni
spektrometrii [55].

3.2.2 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci, oznacovana jako FTIR (z angl. Fourier
Transform Infrared), je rychla spolehliva a nedestruktivni metoda [56]. Mé&fi se infraCervené
zateni, které je absorbované nebo rozptylené vzorkem. Analyza vyuzivd zménu rotacnich
a vibracnich stavii molekul v zavislosti na zménach dip6élového momentu. Diky této metod¢ 1ze
zjistit informace o funkénich skupinach pfitomnych v dané slouceniné. K ziskani spektra
pouziva infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci interferometr. V ném dochazi
ke sloZeni dvou paprskil do jednoho. Z néj se potom pomoci Fourierovy transformace ziska
spektrum [57]. Tato metoda je schopna identifikovat typ polymeru a odvodit chemické
vlastnosti daného polymeru [58].

FTIR spektrum mikrobialni biomasy zobrazuje ptispévky vsech biomakromolekul, které
tvofi dany mikroorganismus. Zahrnuje tedy i lipidy, sacharidy DNA a proteiny. Spektrum je
velice komplikované, ale urcité charakteristické pasy z lipidi a proteini mohou poskytnout
dalezit¢ informace o slozeni biostruktury. Typické pasy, které obsahuje FTIR spektrum:
Vv rozmezi 3000-2800 cm™, 1700-1500 cm™, 1500-1185 cm™ a 1185-900 cm™ se objevuji pasy
lipidd, proteind, fosfolipidt, DNA, RNA a polysacharidt [59].

Infracervenou spektroskopii vyuzili ve své studii z roku 2021 Akram R. Yasin a Ithar k.
Al- Mayaly k identifikaci PHA izolovanych kmenem Bacillus tequilensis. Hlavni funk¢ni
skupiny extrahovaného PHA byly identifikovany pomoci disku s bromidem draselnym na
FTIR. Pro srovnani byl pouzit standardni PHA polymer. Vysledné spektrum ukazalo silny pik
pii 1726 cm™. Tento pik odpovida valenéni vibraci C=0 useku esterové vazby krystalické
struktury. Piky v oblasti 1643 a 1278 cm™ jsou zpiisobeny ptitomnosti C=0 a C-O skupin. Piky
v rozmezi 1718 a 1735 cm™ byly zptisobeny natahovanim esterovych karbonylovych skupin.
Piky mezi 2962 a 2877 cm™ reprezentuji C-H vibraci z methylové a methylenové skupiny
Vv polymeru. Vibrace pii vlno¢tu 2933 cm™ je charakteristicka pro scl-PHA [60].
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3.2.3 Ramanova spektroskopie

Jedna se o nedestruktivni a rychlou analytickou metodu, kterd neni ndro¢na na mnozstvi vzorku.
Pii této metodé nedochazi k téméf zadné interferenci vody [61]. Vyzaduje vzorky vysoké
Cistoty, protoze piitomnost pigmentl nebo aditiv ovlivituje piesnost detekce [58]. Ramanova
spektroskopie méfi Ramandv rozptyl, coz je nepruzny rozptyl fotond v dusledku jejich
interakce s chemickymi vazbami. Vykazuje vysokou specifitu [62].

Alternativnim pfistupem muize byt Ramanova spektroskopie s nizkym rozliSenim (LRRS).
Ta méfi Ramantv rozptyl pro hromadné vzorky, diky tomu ji lze pfizptisobit rychlému sbéru
dat ze surovych produkti nebo velkych objemi homogennich kapalin. Pozadované
spektrometry jsou levnéjsi. Je vhodna pro analyzu mikrofas [62].

Ramanova spektroskopie s povrchovou tpravou (SERS, z angl. Surface Enhanced Raman
Spectroscopy) vyuziva zesileného Ramanova rozptylu. K zesileni dochéazi diky molekuldm
adsorbovanym na kovovém povrchu nebo nanostrukturovaném povrchu [63] [64]. Diky tomu
se fluorescencni slozka jevi jako zhdSend v dasledku pfenosu energie, ktery nesnizuje
Ramanovu emisi. Tato technika je schopna poskytnout informace na molekularni Grovni na
rozhrani kapalina-pevna latka [64].

3.2.4 Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie poskytuje rychlou analyzu jednotlivych bunék v roztoku. Tyto bunky
jsou analyzovany pomoci laserti, kolem kterych protékaji suspendované v pufrovaném roztoku
na bazi soli. U kazdé buiky je analyzovan rozptyl svétla a jeden nebo vice parametri
fluorescence. Rozptyl svétla je méfen ve dvou smérech. V pfimém sméru ziskame informace
0 velikosti bunky, v boénim sméru o vnitini slozitosti bunky [65].

3.2.5 Termogravimetricka analyza

Spoc¢iva v méteni hmotnosti vzorku v pribéhu urcitého teplotniho programu. Je vhodna pro
analyzu syntetického, ale 1 ptirodniho materialu. Pfi ném muzZe teplota zahfivani dosahovat az
teploty 1 000 °C [66]. Metoda je vhodna pro analyzu extracelularni a intracelularni vody. Je
schopna méfit vlhkost, z niz mize byt voda pouze jednou slozkou. Pfesnost metody je omezena
pfesnosti vahy, kterd se k méfeni pouziva [67]. Piedstavuje rychlejsi a stejné spolehlivou
alternativu plynové chromatografie pro kvantifikaci PHA v bunkach. Vyznacuje se vysokou
spolehlivosti, proto lze pouzit k posouzeni Cistoty PHA az do 99 % [54].
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie a pristroje

411

Pouzity mikroorganismus

V experimentalni ¢asti charakterizujici produkci PHA pomoci extremofilniho organismu byla
jako modelovy mikroorganismus vybrana Schlegelella thermodepolymerans DSM 15 344,

41.2

Pouzité chemikalie

Nutrient Broth
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Chlorid amonny

Siranu hofe¢naty heptahydrat
Chlorid vépenaty bezvody

Fe''' NH; citrat, green

Yeast extract

Xyloza

Roztok stopovych prvkia TES 11
Chloroform

Kyselina sirova

Hydroxid sodny
Isopropylalkohol

Metanol

Kyselina benzoova
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat
Hydrogenfosfore¢nan disodny
Kyselina chlorovodikova
Chlorid draselny

Chlorid sodny

Vsechny pouzité chemikalie byly o ¢istoté p.a. a vyssi.

413

Pouzité pristroje

Laminarni box

Centrifuga AG 1-14

Centrifuga Mikro 120

Centrifuga EBA 200

FT-IR spektrometr Nicolet iS50

FT-Ramansky modul k FT-IR spektrometru iS50
Laboratorni vdha EW 620

Vortex Mixer V2

Inkubator IP 60

Blokovy termostat Stuart SBH 200D
Nanofotometr Pearl

Plynovy chromatograf s FID detekei, Trace 1300
Termogravimetricky analyzator TGA 5500

Himedia, IND
Lach-ner, CR
Lach-ner, CR
Lach-ner, CR
Lach-ner, CR
Lach-ner, CR
Fluka, CR

Himedia, IND

Lach-ner, CR
Sigma Aldrich
Lach-ner, CR
Lach-ner, CR
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Lach-ner, CR
Merck

Lach-ner, CR
Lach-ner, CR

Fatran LF

Sartorius

Hettich

Hettich

Thermo Scientific Inc.
Thermo Scientific Inc.
KERN

Benchmark

LTE

Bibby Scientific
Implen

Thermo Scientific Inc.
TA Instruments
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4.2 Kultivace mikroorganismu

Pouzivané mikroorganismy byly uchovavany v hlubokomrazicicm boxu v kryozkumavkéch
s 10% glycerolem jako kryopreotektantem. Schlegelella thermodepolymerans byla kultivovana
v inokulu Nutrient Broth pii 50 °C po dobu 24 hodin. Nasledn¢ byla pfeo¢kovana v laminarnim
boxu do vysterilizovaného mineradlniho média Chelatococ, byla pfiddna xyléza a roztok
stopovych prvka TES II.

Tab. 2 SlozZeni inokula Nutrient Broth

Latka Koncentrace [g/l]
Beef extract 1
Pepton 1
NaCl 0,5
Agar 0,2
Tab. 3 Slozeni mineralniho média Chelatococ
Latka Koncentrace [g/l]
NaHPO4 . 12 H,O 9
KH2PO4 1,5
NH.CI 1
MgSOg4 - 7 H20 0,2
CaCl; . 2 H.O 0,02
NH4Fe'" citrat 0,0012
Yeast extract 0,5
TES II 1 ml/l

4.2.1 Optimalizace kultivaé¢nich podminek
4.2.1.1 Prvni kultivace

Jednotliva média se liSila obsahem NH4Cl a xylozy. Vsechny kultivace byly provadény
Vv duplikatech.

Bylo pfipraveno inokulum Nutrient Broth navazenim 2,5 g tohoto inokula a naslednym
rozpuSténim ve 100 ml destilované¢ vody. Inokulum bylo rozlito do dvou
100ml Erlenmayerovych banék. Kazda batika obsahovala 50 ml tohoto inokula. Po sterilizaci
bylo do kazdé banky zao¢kovano 750 ul Schlegelelly thermodepolymerans v laminarnim boxu.
Nasledovala kultivace po dobu 24 hodin pii teploté 50 °C. Poté bylo pfipraveno mineralni
medium Chelatococ.

Jednotlivé koncentrace latek pro ptipravu minerdlniho média Chelatococ byly pfepocteny na
objem 600 ml destilované vody, nasledné byly latky pfidavany postupné, kromé chloridu
amonné¢ho a roztoku stopovych prvka TES II. Takhle pfipraveny roztok byl nasledné rozlit do
3 kadinek, kazda kadinka obsahovala 200 ml tohoto roztoku. Do prvni kddinky bylo navdzeno
0,6 g NH4Cl, do druhé 0,3 g NH4Cl a do tieti 0,2 g NH4CI. Po rozpusténi ptidaného chloridu
amonn¢ho byly roztoky ptelity do Erlenmayerovych ban¢k a byly sterilizovany po dobu
30 minut. Po sterilizaci bylo do kazdé Erlenmayerovy baiiky v laminarnim boxu napipetovano
0,1 ml roztoku stopovych prvki TES II. Nasledné byla napipetovana xyloza podle koncentrace
NH4CI.
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Tab. 4 Potiebnd koncentrace xylozy

Koncentrace NH4ClI [g/l] Koncentrace xylézy [g/l]
1 20
1,5 10
3 5

Po pridani xylozy bylo do kazdé Erlenmayerovy baiky picockovano 5 ml Schlegelelly
thermodepolymerans. Nasledovala kultivace po dobu 72 hodin pii teploté 50 °C.

4.2.1.2 Druha kultivace

Jednotlivé kultury se lisily médiem, ve kterém rostly a taky dobou kultivace. VSechny kultivace
byly provadény v duplikatech. Kultivace byly v tomto experimentu navrzeny za tim tucelem,
aby se ziskané kultury 1iSily mnozstvim akumulovaného PHB.

Bylo pfipraveno a vysterilizovdno inokulum Nutrient Broth stejné jako u ptedchoziho
experimentu (4.2.1.1). Poté bylo v laminarnim boxu do obou ban¢k naockovano 750 pl kultury
Schlegelelly thermodepolymerans a bariky byly ponechany 24 hodin pii 50 °C kultivovat.

Dalsi den bylo pfipraveno inokulum NB navézenim 5 g tohoto inokula a rozpuSténim ve
200 ml destilované vody. Inokulum bylo pielito do dvou 250ml Erlenmayerovych ban¢k. Dale
bylo pfipraveno 400 ml mineralniho média Chelatococ do 4 Erlenmayerovych ban¢k. Po
sterilizaci byla do vSech 6 ban¢k preo¢kovana Schlegelella thermodepolymerans. Do 4 banék
obsahujici minerdlni médium Chelatococ bylo pfeockovéani provedeno za stejnych podminek
jako pfi Prvni kultivace. Do ban€k obsahujici inokulum NB bylo pteockovano pouze 5 ml
Schlegelelly thermodepolymerans, nebyla pfidana xyl6za ani roztok stopovych prvka TES II.
Nasledovala kultivace pti 50 °C.

Jedna kultura, ktera rostla v inokulu Nutrient Broth byla zpracovana po 24 hodinach, druha
po 48 hodinach. Jedna kultura z mineralniho média byla zpracovéana po 72 hodinach, druhd po
144 hodinach.

Z vysledku (Tab. 7) je patrné, ze v tomto experimentu bylo dosazeno kultur jak s nizkym,
tak s vysokym obsahem PHA. Takto optimalizované kultiva¢ni postupy byly nasledné pouzity
pro ptipravu zbyvajicich kultur pro nasledné fyzikalné-chemické a spektroskopické analyzy.
Celkem bylo realizovano 7 kultivaci.

4.3 Priprava vzorkiu na analyzy

4.3.1 Odmér biomasy a stanoveni podilu suSiny

Z kultury bylo po kultivaci odebrano 10 ml do centrifugacnich zkumavek, které byly
odstiedény na centrifuze rychlosti 6 000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl slit, biomasa
promyta 5 ml destilované vody a znovu odstfedéna. Supernatant byl opét slit a biomasa byla
ulozena do susarny s teplotou 70 °C. Po vysuseni byla suSina zvazena na analytickych vahach.
Ziskana hmotnost tvofila podil bunééné susiny v 10 ml kultury.

4.3.2 Stanoveni podilu PHA v biomase

Celkova koncentrace P(3HB) v suSin€ byla stanovena pomoci plynové chromatografie
s FID detekci. Do vialek bylo navazeno ptiblizn€¢ 8 az 11 mg biomasy s piesnosti na 0,1 mg.
Ke vzorkim byl pfidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml 15% H2SOs v methanolu a vnitinim
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standardem kyselinou benzoovou o koncentraci 5 g/ml. Vialky byly uzavieny a nasledné
umistény do termobloku, ktery byl vyhiaty na 94 °C. Zde byly podrobeny esterifikaci po dobu
3 hodin.

Po esterifikaci byly vzorky pfevedeny do vialek o vys$§im obejmu a byly zneutralizovany
v 0,5 ml 0,05 M NaOH. Cely objem byl protfepan. Pro analyzu bylo odebrano 50 ul spodni
chloroformové faze. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 900 ul isopropanolu a vzorky byly
analyzovany pomoci plynové chromatografie s FID detekci.

4.3.3 Stanoveni optické hustoty

Z paralelnich kultivaci byly odebrany vzorky, které byly 50krat zfedény destilovanou vodou.
Nasledn¢ byla zmétena absorbance pii vinové délce 630 nm. Pomoci této spektrometrické
metody byl méfen nérlst biomasy pro obé produkéni média. Hodnoty ziskané z paralelnich
kultivaci byly nasledn€ zprimérovany.

4.3.4 Ramanova spektroskopie

VysuSend biomasa optimalizac¢nich kultivaci pfipravend podle kapitoly 4.3.1 byla zméfena

pomoci Ramanovy spektroskopie. Na desticku byl do kazdé pozice vlozen vzorek suché
biomasy a vzorky byly zméfeny pomoci Ramanovy spektroskopie.

4.3.5 Termogravimetricka analyza

Z kultury byly odebrany 2 ml do zkumavek Eppendorf, které byly nésledné odstfedény na
centrifuze rychlosti 6 000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl slit, biomasa promyta 2 ml
destilované vody a znovu stocena. Po sliti supernatantu byly vzorky prométeny na TGA.
Vzorky byly naneseny na platinovou panvicku v mnoZzstvi cca 5 mg a vlozeny do pece pfistroje.

4.4 Stresové experimenty

Podle vysledk plynové chromatografie (Tab. 7) bylo zjisténo, ktera kultivace poskytuje
nejmensi a ktera nejvétsi mnozstvi PHA. Kultury téchto kultivaci byly podrobeny stresovym
experimentim a nasledné proméfeny na FTIR.

441 Optimalizace stresovych podminek

4.41.1 Priprava fosfatového pufru 50mM, pH = 7,4

Fosfatovy pufr byl pfipraven navazenim 1,761 g NaH2PO4- 2 H20 a 6,89 g Na,HPO4 - 2H,0.
Ob¢ latky byly rozpuStény ve 400 ml destilované vody. Po rozpusténi byl roztok pielit do
odmérné banky o objemu 1 000 ml a baiika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Po
promichani byl roztok pfelit do regeneracni lahve se Sroubovacim zavitem o objemu 1 000 ml.

4.4.1.2 Priprava KCI-HCI pufru a NaCl 200 g/l pufru

Bylo navéazeno 7,45 g KCl, toto mnoZstvi bylo nasledné rozpusténo ve 200 ml destilované
vody. Pomoci 3M kyseliny chlorovodikové bylo pH roztoku upraveno na pH = 1. Roztok byl
nasledné pielit do odmérné banky o objemu 1000 ml, bafikka byla po rysku doplnéna
destilovanou vodou. Po promichani byl roztok ptelit do regeneracni lahve se Sroubovacim
zavitem o objemu 1000 ml.
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Na osmoticky stres bylo z fosfatového pufru odebrano 100 ml. V tomto objemu bylo

rozpusSténo 20 g NaCl. Pufr byl pielit do regeneracni lahve se Sroubovacim zavitem o objemu
100 ml.

4.4.1.3 Teplota

Z kultury bylo odebrano dvakrat 10 ml do dvou centrifugac¢nich zkumavek. Nasledovala
centrifugace pii rychlosti 5 000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl slit, do zkumavek bylo
piidano 10 ml fosfatového pufru, obsah zkumavek byl zhomogenizovan na Vortexu
a zkumavky byly znovu odstiedény na centrifuze. Tento postup byl zopakovan dvakrat. Po
zhomogenizovani vzorku na Vortexu byly do 4 zkumavek Eppendorf pipetovany 2 ml tohoto
roztoku. Dv¢é zkumavky Eppendorf byly ponechany 1,5 hodiny ve vodni 1azni vyhiaté na 50 °C
a dalsi dvé 1,5 hodiny ve vyhtaté lazni na 80 °C. Po 1,5 hodiné€ byly vzorky odstfedény na
centrifuze pfi rychlosti 5000 rpm po dobu 5 minut a proméfeny na FTIR.

4.41.4 Osmoticky stres

Z kultury bylo odebrano dvakrat 10 ml do dvou centrifugac¢nich zkumavek. Nasledovala
centrifugace pii rychlosti 5 000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl slit, do zkumavek bylo
ptidano 10 ml fosfatového pufru, obsah zkumavek byl zhomogenizvan na Vortexu a zkumavky
byly znovu odstedény na centrifuze. Supernatant byl opét slit, do jedné zkumavky bylo piidano
10 ml fosfatového pufru, do druhé 10 ml NaCl 200 g/l pufru. Vzorek promyty v 10 ml
fosfatového pufru byl pouzit jako pozitivni kontrola. Obsah zkumavek byl zhomogenizovan
a nasledné¢ prelit do dvou 50ml Erlenmayerovych ban¢k. Baiky byly umistény do termostatu
na 50 °C na 2 hodiny. Po 2 hodindch bylo z kazdé baiikky odebrano 5 ml do centrifugaéni
zkumavky a nasledovala centrifugace pti rychlosti 5 000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl
slit, biomasa byla promyta 5 ml fosfatového pufru. Po ostiedéni na centrifuze byly vzorky
promeéteny na FTIR.

4415 pH=1

Z kultury bylo odebrdno dvakrat 10 ml do dvou centrifugacnich zkumavek. Nasledovala
centrifugace pfi rychlosti 5 000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl slit, do zkumavek bylo
pridano 10 ml fosfatového pufru, obsah zkumavek byl zhomogenizvan na Vortexu a zkumavky
byly znovu odstiedény na centrifuze. Supernatant byl opét slit, do jedné zkumavky bylo pfidano
10 ml fosfatového pufru, do druhé 10 ml HCI-KCI pufru. Vzorek promyty v 10 ml fosfatového
pufru byl pouZit jako pozitivni kontrola. Obsah zkumavek byl zhomogenizovan a nasledné
ptelit do dvou 50ml Erlenmayerovych banék. Banky byly umistény do termostatu na 50 °C na
2 hodiny. Po 2 hodinach bylo z kazdé banky odebrano 5 ml do centrifuga¢ni zkumavky
a nasledovala centrifugace pii rychlosti 5 000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl slit,
biomasa byla promyta 5 ml fosfatového pufru. Po odstfedéni na centrifuze byly vzorky
promeéteny na FTIR.

4.4.2 Finalni stresové experimenty

Podle vysledki vyse popsanych experimentd (vysledky uvedeny v kapitole 5.4.1) byl
Z testovanych faktorii pro podrobnéjsi studium zvolen teplotni stres. Nasledné byly postupné
upravovany dilé¢i experimentalni podminky tak, aby se prostudoval jejich vliv na krystalizaci
PHB v biomase.
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4.42.1 Riuzna teplota
Kultury obsahujici vysoké mnozstvi PHB.

Z kultury bylo odebrano dvakrat 10 ml do dvou centrifugac¢nich zkumavek. Nésledovala
centrifugace pii rychlosti 5 000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl slit, do zkumavek bylo
pridano 10 ml fosfatového pufru. U paté a Sesté kultivace byl pufr nahfat na 50 °C. Obsah
zkumavek byl zhomogenizovan na Vortexu a zkumavky byly znovu odstfedény na centrifuze.
Tento postup byl zopakovan dvakrat. Po zhomogenizovani vzorku na Vortexu byly do
2 zkumavek Eppendorf. pipetovany 2 ml tohoto roztoku. Zkumavky Eppendorf byly
ponechany 1,5 hodiny ve vodni lazni vyhtaté na 50 °C. Po 1,5 hodiné byly vzorky odstfedény
na centrifuze pii rychlosti 5000 rpm po dobu 5 minut a proméfeny na FTIR. Stejny zpusob byl
zopakovan jeste tfikrat, jen byla zménéna teplota vodni 1azné na 60; 70 a 80 °C.

4.4.2.2 Temperovani pufiu
Postup byl analogicky s ptedeslou kapitolou 4.4.2.1, stim rozdilem, ze fosfatovy pufr byl
temperovan na 50 °C.

4.4.2.3 VysuSeni vzorki

Z kultury bylo odebrdno dvakrat 10 ml do dvou centrifugacnich zkumavek. Nasledovala
centrifugace pii rychlosti 5 000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl slit, do jedné zkumavky
bylo ptidano 10 ml vody, do druhé 10 ml fosfatového pufru. Obsah zkumavek byl
zhomogenizovan na Vortexu a zkumavky byly znovu odstfedény na centrifuze. Tento postup
byl zopakovan dvakrat. Po zhomogenizovani vzorku na Vortexu byly do 2 zkumavek
Eppendorf pipetovany 2 ml bunééné kultury rozsuspendované ve vodé¢, do dalsich dvou
suspendované ve fosfatovém pufru. Zkumavky Eppendorf byly ponechany 1,5 hodiny ve vodni
lazni vyhtaté na 50 °C. Po 1,5 hodiné byly vzorky odstfedény na centrifuze pii rychlosti
5000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl slit a usazena biomasa z jedné zkumavky byla
suSena na laboratornim podloznim sklicku a druhd pti 50 °C. Stejné¢ bylo postupovéano
i s biomasou rozsuspendovanou ve vodé. Nasledné byly vzorky prométeny na FTIR. Cely
postup byl zopakovan jesté tfikrat, pouze byla zménéna teplota vodni 14zn€ na 60; 70 a 80 °C.
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5 VYSLEDKY A DIZKUZE

Cilem bakalarské prace bylo na zakladé literarni reserSe navrhnout a otestovat metody vhodné
pro charakterizaci extremofilnich bakterii produkujicich PHA, pfedevS§im vyzkousSet jejich
vyuzitelnost pro stanoveni mnozstvi a chemické, respektive fyzikalné-chemické kvality PHA
obsazeného v bakteridlnich buiikach. Na zaklad¢ literarni reserSe byly vybrany 3 hlavni metody,
a to termogravimetricka analyza (pro analyzu intracelularni vody), Ramanova spektroskopie
a infra¢ervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (pro analyzu akumulovaného PHA).

5.1 Optimalizace kultiva¢nich podminek

Schlegelella thermodepolymerans byla piipravena pii prvni Kkultivaci (experimentalni
podminky popsany v kapitole 4.2.1.1) ve tfech riznych kultiva¢nich médiich, ktera se lisila
piidavkem xylozy a koncentraci NH4Cl. Tabulka s témito hodnotami je v kapitole 4.2.1.1.
Rozdilné podminky zpusobily, ze se bakterie liSily nejen v rustu, coz dokazuje méteni optické
hustoty, ale i v mnozstvi vyprodukovanych PHB granuli.

Tab. 5 Opticka hustota podle koncentrace NH4Cl

Koncentrace NH4ClI [g/l] oD
1 21,45+ 0,45
1,5 11,88 +0,38
3 5,85+0,15

Postup méfeni optické hustoty vzorkl je uveden v kapitole 4.3.3. Po zméfeni vzorka byly
hodnoty absorbance upraveny na netedény vzorek (vynasobeni 50x) a byly zprumérovany, byla
vypoctena smérodatna odchylka. Jak je vidét v tabulce (Tab. 5), nejvyssi nartist biomasy byl
pozorovan u kultiva¢niho média, které obsahovalo 1 g/l chloridu amonného a nejvyssi
koncentraci xylozy, tedy 20 g/l. Obsah PHA byl stanoven pomoci plynové chromatografie.
Pfiprava vzorki na plynovy chromatograf je popsana v kapitole 4.3.2.

8
7 r m obsah biomasy [g/l]
6 m obsah PHB [g/l]

1 15 3
€ nhyer [971]

Graf 1 Obsah PHB v biomase podle koncentrace NH4Cl
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Tab. 6 Obsah biomasy a PHB v produkcnich médiich prvni kultivace

Obsah biomasy [g/I] Obsah PHB [g/l] Obsah PHB [%]
1 g/l NH4ClI 5,7£0,3 3,5+0,2 59,9+ 0,6
1,5 g/l NH4CI 33+03 1,96 + 0,04 61,2+0,5
3 g/l NH4CI 1,64 + 0,03 0,709 £ 0,002 43,4 +0,7

Vysledky plynové chromatografie potvrdily, ze kultura obsahujici 1 g/l chloridu amonného
dosahla nejvyssiho nartistu biomasy. Stejné tak méla 1 nejvyssi obsah PHB granuli. Pro dalsi
kultivace bylo tedy vybrano kultivaéni médium o koncentraci chloridu amonného 1 g/l
a koncentraci xylozy 20 g/l.

Cilem druhé kultivace (postup popsan v kapitole 4.2.1.2) bylo pfipravit kulturu s vysokym,
a naopak s nizkym obsahem PHB. Toho bylo docileno pomoci 2 riiznych médii a taky riznych
Casi zpracovani kultury. U kultury snizkym obsahem PHB byla Schlegelella
thermodepolymerans zao¢kovana do inokula NB a po 24 hodinach pteockovana do dal$iho
inokula NB. Nasledné byla jedna kultura zpracovéna po 24 hodinach a druhd po 48 hodinach
kultivace. U kultury svysokym obsahem PHB byla Schlegelella thermodepolymerans
zaoCkovdna do inokula NB, po 24 hodindch byla pfeockovana do minerdlniho média
Chelatococ a bylo pfidano 5 ml xylozy a 0,1 ml roztoku stopovych prvka TES 1l. Jedna kultura
byla zpracovéana po 72 hodinéch, druha po 144 hodinach kultivace.

9 r

8 m obsah biomasy [g/1]
= obsah PHB [g/1]
7
6 -
=5 T
2
[&] 4 -
3
2
1 - ‘{ ‘{
0 1

inokulum 48 h . MM 72h
jednotliva média

MM 144 h

inokulum 24 h

Graf 2 Obsah PHB v biomase podle média a casu kultivace

Podle ocekavani je obsah PHB u inokula NB témét nulovy. Je to z divodu vysoké
koncentrace dusiku a neptitomnosti zdroje cukru. Stejné tak byl nizky obsah biomasy. Naopak
kultura z mineralniho média ma vysoky obsah biomasy i PHB.
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Tab. 7 Obsah biomasy a PHB v produkcnich médiich

Obsah biomasy [g/1] Obsah PHB [g/l] Obsah PHB [%0]

inokulum NB 24 0,75+ 0,00 0,0028 +0,0003 0,368 = 0,003
hodin

inokulum NB 48 0,70 +£ 0,04 0,0032 +0,0002 0,453 +£0,002
hodin

mineralni médium 72 6,07 = 0,02 3,81 +0,06 62,86 £ 0,06
hodin

mineralni médium 6,54 + 0,06 4,08+ 0,12 62,43 £0,12

144 hodin

Jak je vidét v tabulce (Tab. 7) pomoci optimalizace kultiva¢nich podminek byly pfipraveny

kultury obsahujici jak nizky, tak vysoky obsah PHB.

5.2 Termogravimetricka analyza

Meéteni TGA metodou probihalo na termogravimetrickém analyzatoru TGA 5500 na

platinovych panvickdch Vv inertnim prostfedi dusiku. Vzorky byly métfeny izotermicky pfi
teploté 70 °C po dobu 40 minut. V pribéhu méteni dochazelo k ibytku hmotnosti zptisobeného

ztratou vody. Po 40 minutach byla teplota zvySena na 200 °C a méfeni probihalo dalSich

5 minut, aby byla zjisténa hmotnost susiny biomasy. Z ni pak byla vypoctena celkova hmotnost

vody na zacatku méteni.
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Graf 3 Zavislost rychlosti suseni na zbytkovém obsahu vody u vzorku bez PHB

Graf 3 ukazuje prub&éh méfeni vzorku, ktery neobsahoval témét zadné PHB. Susici kiivka je

zobrazena jako zavislost okamzité rychlosti suseni (Casova derivace Ubytku hmotnosti) na

relativnim obsahu vody ve vzorku (relativné v gramech vody na gram susiny). Casovy priibéh
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experimentu odpovida sméru interpretace kiivky zprava doleva (ve sméru poklesu relativniho

mnozstvi vody ve vzorku). Prvni faze poklesu hmotnosti nastava na zac¢atku méteni, kdy

dochazi k odpafovani volné extracelularni vody, pokles se zdd byt mirny. Druhy pokles
hmotnosti je prudsi, dochéazi k odparovani v buitkach vazané intracelularni vody.

Oba tyto poklesy byly ve vybraném reprezentativnim tiseku (odpovidajicim vySe zminénym
dvéma fazim suSeni vzorku) prolozeny piimkou a z priiseciku regresnich ptfimek byl vypocten

obsah intracelularni vody na gram susiny. Vysledky zobrazuje tabulka Tab. 8.
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Graf 4 Zavislost rychlosti suseni na zbytkovém obsahu vody u vzorku s PHB

V Grafu 4 mizeme vidét pribéh méfeni vzorku s PHB. Pribéh se zda byt velmi podobny
jako u vzorku bez PHB, av§ak kdyZ se podivame pozorngji, miZzeme vidét rozdil v hodnoté

2,0

pocatecniho obsahu vody. Tento rozdil je zpiisoben obsahem granuli PHB v buiikach bakterie.

Ty zptsobuji, ze buiikka obsahuje mensi mnozstvi vody. Oba poklesy hmotnosti byly opét

proloZeny piimkou a z pruseciku regresnich ptimek byl vypocten obsah intracelularni vody na

gram susiny.

Tab. 8 Vysledny obsah intraceluldrni vody na gram susiny pro oba vzorky

Vzorek Obsah vody [gvody/Qsusiny]
bez PHB 2,013
s PHB 0,64
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Graf 5 Zavislost rychlosti suseni na zbytkovém obsahu vody u rozmrazeného vzorku bez PHB

Graf 5 zobrazuje prubéh méfeni vzorku bez PHB, ktery byl pfipraven podle postupu
v kapitole 4.3.5 a nasledné byl zamrazen. Pfed samotnym termogravimetrickym métenim byl
rozmrazen a méfen na platinové panvicce. Jak je vidét, nedochédzi zde ke dvéma typickym
zlomiim v pribéhu meéteni, které jsou charakteristické pro odparovani volné extracelularni
a vazané intracelularni vody. UZ na pocatku méfeni byl obsah vody ve vzorku velmi vysoky,
zaroven i rychlost suseni byla v celém pribchu experimentu vyrazné vyssi nez u vzorki Cerstve
pfipravenych bunécnych kultur. Zmrazenim vzorkd se pravdépodobné porusila intaktnost
membrany bakterialni buiiky. Diky tomu neni bunika schopna udrZet si intracelularni vodu. Ta
je pak odpatrovana ve form¢ vody extracelularni.

Termogravimetrie se ukdzala jako pouZitelna metoda na stanoveni obsahu intracelularni
vody u analyzované termofilni bakterie, a to se zohlednénim vlivu pfitomnosti akumulovaného
PHA. Jak se ukazalo, je ovSem nutno dbat na to, aby byla méfena Cerstva biomasa, nikoliv
zamrazena. Buniky pak ztraci intaktnost membrany.

5.3 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Touto metodou byly méfeny tii druhy vzorkd. Prvni byla méfena sucha biomasa, ktera byla
ptipravena podle postupu v kapitole 4.3.1. Druhy typ vzorkl byl méfen po odebrani
Zz média a stresovych experimentech a suSen piimo na ATR krystalu v pribéhu métfeni. To mélo
zabranit pfipadné krystalizaci vzorku béhem suSeni pfi vyssi teploté. Jako tfeti byly méteny
vzorky, které byly podrobeny teplotnimu stresu, vysuSeny pii laboratorni teploté nebo teploté
50 °C, a nasledné ve forme susiny meieny na ATR krystalu. Vysledna spektra jsou sestavena
z hodnot v ¢ase 90 minut (konec méteni) pokud neni uvedeno jinak.
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Graf 6 FTIR spektrum pro suchou biomasu s PHB

Graf 6 predstavuje FTIR spektrum vzorku suché biomasy. Prvni absorpéni pas pifi vinoctu
3400 az 3 200 cm™ piedstavuje valenéni vibraci OH skupin s piispévkem N-H valenéni vibrace
amidovych skupin okolo 3 300 cm™. Charakteristické absorpéni pasy PHB se soustfedi okolo
vlnoctl 1800 a 1200 cm™ (valenéni vibrace C=0 pfi 1 740 — 1 720 cm™, valenéni vibrace
C-C-0 a C-O-C pfi 1227 resp. 1180 cm-1, deformaéni vibrace C-C-O pti 1278 cm™).
Dvojice absorpénich pikt pfi 1640 a 1540 cm™ predstavuje amidové vazby proteint (tzv.
Amid I a Amid II pasy). Od vlnoétu 1 100 cm™ se projevuje C-vazba. Jak je znamo [68] FTIR
signal PHA je citlivy ke zménam krystalinity polymeru (napf. deformace tvaru pasu C=0O
valenéni vibrace, specifické pasy krystalického PHA pfi 1 227 a 1 278 cm™?, preferencni
piispévek amorfnich PHA struktur k pasu pii 1 180 cm™). FTIR je tedy metoda vhodn4 nejen
pro identifikaci PHB v biomase a semikvantitativnimu urCeni jeho obsahu, ale také
k posouzeni, nakolik je vzorek amorfni ¢i krystalicky.

V ptipadé spektra uvedeného v Graf 6 si Ize v§imnou, ze neni pik v oblasti C=0 valen¢ni
vibrace (1 740 — 1 720 cm™) zcela symetricky. Zaroveii jsou piitomny pasy pfi
1278 a1 227 cm™. Vzorek je tedy krystalicky.

5.3.1 Méieni suché biomasy

Jako prvni byla méfena suchd biomasa prvni i druhé optimalizacni kultivace. Vybrany kousek
biomasy byl umistén na ATR krystal a byl zméfen pomoci spektrometru Nicolet iS50 v rozsahu
spektra 400-4000 cm™. Kazdy vzorek byl zméfen tiikrat. Vysledna spektra byla pouzita pro

sledovani obsahu PHB v jednotlivych vzorcich jesté pied tim, nez byl znam vysledek plynové
chromatografie.
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Graf 7 FTIR spektrum pro suchou biomasu - srovndni vzorku bez PHB a s PHB

Pfi porovnani vyslednych FTIR spekter obou vzorku (Graf 7) si Ize v§imnout, Ze v zaznamu
pro vzorek bez PHB chybi v oblasti 1800 a 1180 cm™ signél charakteristicky pro PHB.
Kultivace tedy byla uspésna a kultura neobsahovala témét zadné PHB. Pik charakterizujici
krystalinitu u vzorku s PHB neni zcela symetricky, tudiz vzorek vykazuje mirnou krystalizaci.
Sucha biomasa byla susena Vv termostatu pfi teploté 70 °C, coz mohlo piispét ke krystali¢nosti
vzorkil. Z toho diivodu bylo vyzkouseno susit vzorky pfi laboratorni teploté ptimo na ATR
krystalu. Na obou spektrech je viditelny pik v oblasti od 2400 cm™. Ten je zptsoben
podminkami laboratote, konkrétn€ zvySenou koncentraci oxidu uhli¢itého. FTIR metoda je tedy
velmi citliva 1 na prostiedi, ve kterém je spektrum méfeno.
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5.4 Stresové experimenty

Po zméfeni suché biomasy byly provedeny stresové experimenty viz kapitola 4.4.

5.4.1 Optimalizace stresovych podminek
54.1.1 Teplota
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Graf 8 FTIR spektrum pro méreni teplotniho stresu - dva riizné c¢asy

Graf 8 zobrazuje vysledna FTIR spektra pro vzorky, které byly podrobené teplotnimu stresu.
Spektra byla pro prehlednost a moznost porovnavani posunutd po ose y. V grafu je také vidét
pouze &ast spektra (2 000 az 1 000 cm™1). V grafu jsou vyobrazena 2 spektra. Prvni spektrum
je v case 45 minut, kdy byl vzorek jiz suchy a vykazoval pouze mirnou krystalizaci. Pti pohledu
na druhé spektru, které je v ¢ase 90 minut (konec méfeni), Ize fici, Ze byl vzorek jiz vyrazné

krystalicky (viz deformace piku p¥i 1720 cm™, zesileni signalu pii 1 227 a 1 278 cm™).
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5.4.1.2 Osmoticky stres
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Graf 9 FTIR spektrum pro méreni osmotického stresu - dva rizné casy

V Grafu 9 je vidét velmi podobny vysledek. V ¢ase 45 minut byl vzorek plné¢ amorfni. V dal§im
prabéhu méteni vsak zkrystalizoval. To mohlo byt zptisobeno susenim vzorku na ATR krystalu
pfi laboratorni teploté. Struktura PHB v biomase je tedy citliva také na zvySenou koncentraci
soli. V Graf 10 je vysledné spektrum pro stres pH = 1 v ¢ase 90 minut. Vzorek byl krystalicky.
5.4.1.3 Expozice kyselému prostiedi
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Graf 10 FTIR spektrum pro méreni stresu pH = 1
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5.4.2 Finalni stresové experimenty

Vzhledem k povaze studované bakterie, ktera preferuje pii svém rustu vyssi teploty, a také
vzhledem k vysledkiim optimaliza¢nich stresovych experimentd, kdy na konci méfeni byly
vSechny vzorky krystalické, bylo jako finalni experiment navrzeno podrobngjsi studium
expozice vyssi teploté.

5.4.2.1 Riazna teplota

Postup ptipravy vzorki je popsan v kapitole 4.4.2.1. Vzorky byly po temperaci pomoci kapatka
umistény na ATR krystal a bylo provedeno méfeni po dobu 90 minut. Vzorek byl suSen
samovoln¢ v pribé¢hu méteni. Méfeny vzorek obsahoval vysoky obsah PHB.
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Graf 11 FTIR spektra pro vzorek s PHB - porovnani teplot

Graf 11 zobrazuje Cast jednotlivych FTIR spekter, ktera byla pro piehlednost a moznost
porovnavani posunutd po ose y. V grafu je také vidét pouze Ccast spektra
(2 000 az 1 000 cm™1). U spektra pro vzorek, ktery slouzil jako kontrola, kterd byla méfena
hned po odstredéni a nebyla nijak temperovana, se projevila krystalizace. Stejné tak je tomu u
vzorkl, které byly temperované 1,5 hodiny ve vodni 1dzni na 50; 70 a 80 °C. Jediny vzorek,
ktery nezkrystalizoval, byl vzorek temperovany pii 60 °C. U teploty 70 °C byly projevy
krystalizace slabsi nez u 50 resp. 80 °C. Cela spektra se nachazi v piiloze (Obrdzek 5).

Vzhledem ke zkrystalizovani témét vSech vzorkd, bylo vyzkouseno temperovani pufru na
50 °C v domnéni, ze krystalizace mohla byt zplisobena vystavenim termofilni buné¢né kultury
studenému pufru v pribéhu piipravy vzorku pro analyzu. 50 °C je optimalni kultivaéni teplota
pro Schlegelellu thermodepolymerans.
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5.4.2.2 Temperovani pufiru
Postup pripravy vzorku je popsan v kapitole 4.4.2.2. Vzorek obsahoval vysoky obsah PHB.
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Graf 12 FTIR spektra pro vzorek s PHB pri temperovani pufiu - porovnani teplot

V Graf 12 jsou vyobrazena FTIR spektra pro vzorky, které byly promyvany fosfatovym
pufrem temperovanym na 50 °C. Kontrola byla opét krystalicka, stejné tak vzorek temperovany
ve vodni lazni vyhtaté na 50 a 80 °C. Zména nastava u vzorku temperovaného pii 70 °C, kde
nedochdzi ke krystalizaci. Stejné tak neni krystalicky ani vzorek temperovany pii 60 °C. Pii
bliz§im porovnani vzorku temperovaného pii 50 °C a vzorku kontroly je vidét, ze spektra jsou
téméf shodnad (Obrdzek T7) v piiloze. Podle spekter lze fici, Ze temperace pufru nema na
krystalizaci vzorka téméi zadny vliv. Na druhou stranu se i v tomto experimentu potvrdil velice
zajimavy fenomén, kdy vliv teploty na krystalinitu PHB v biomase vykazoval charakter

sttedni testované teploty (60, 70 °C), které byly ov§em nad kultivacnim optimem dan¢ bakterie,
zachovavaly PHB v nativni amorfni formé.

5.4.2.3 VysuSeni vzorku

Posledni faktor, ktery by mohl ovliviiovat krystalizaci vzorkt, bylo suSeni na ATR krystalu pfi
laboratorni teploté. Jak bylo zminéno vySe, optimalni teplota pro Schlegelellu
thermodepolymerans je 50 °C. Proto byla v poslednim experimentu méfena sucha biomasa. Ta
byla po odstfedéni na centrifuze a stresovém experimentu suSend v Petriho misce bud’
V termostatu vyhfatém na 50 °C, nebo pii laboratorni teploté. Taky byl vzorek promyt bud’
Vv destilované vodé, nebo ve fosfatovém pufru, a to z toho diivodu, aby byl vyloucen fosfatovy
pufr jako ptivodce krystalizace.
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Vzorek kontroly susené pii laboratorni teploté (Graf 13) nejevi znamky krystalizace, coz
vylucuje, ze by laboratorni teplota pti suSeni na ATR krystalu zptisobovala krystalizaci. Naopak
vzorek suseny pii 50 °C vykazuje znamky krystalizace.
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Graf 13 FTIR spektra pro kontrolu promyvanou pufrem — suseni vzorkaii
06 [
05 f
04

03
3 — |ab. teplota

termostat

absorbance [-]

02 |

0 ,- —l e A & - 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
2 000 1 800 1 600 1400 1200 1 000

vInoget [cm™]

Graf 14 FTIR spektra pro 50 °C promyvany pufrem — suseni vzorkii

U vzorku temperovaného ve vodni lazni vyhiaté na 50 °C (Graf 14) nejevi znamky
krystalizace ani jeden ze vzorkd, jsou tedy amorfni. Stejné tak je tomu u vzorkil temperovanych
pti 60 a 70 °C (Obrazek 8 a Obrazek 9 v ptiloze). U 80 °C (Obrdazek 10) je to presn€ naopak
nez V piipadé kontroly. Vzorek suSeny pii laboratorni teploté je krystalicky a vzorek suseny
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v termostatu je amorfni. Spektra poslednich tii teplot jsou v ptiloze. Ani pufr tedy nebyl
puvodcem krystalizace vzork.
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Graf 15 FTIR spektra pro 50 °C promyvany vodou — suseni vzorkii
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Graf 16 FTIR spektra pro 60 °C promyvany vodou — suseni vzorkii

To potvrdily i vysledky vzorkd promyvanych vodou. Vzorky temperované pii 50 °C (Graf
15) je v obou ptipadech amorfni. Amorfni byl i pfi promyvani pufrem.

Graf 16 predstavuje vzorek temperovany pii 60 °C. Oba zplsoby suseni, jak pii laboratorni
teploté, tak v termostatu, vykazuji patrnou krystalinitu. Vzorek promyvany pufrem,
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temperovany na 60 °C a nasledné suSen, nevykazoval krystalinitu viibec, ale voda zptsobila
krystalizaci vzorku. Stejné tak tomu bylo u vzorku temperovaného pii 70 °C (Obrazek 11
v ptiloze). Voda zpusobila krystalizaci, pti promyvani pufrem byl vzorek amorfni.

U vzorku temperovaného pii 80 °C (Obrazek 12 ptiloha) voda zpusobila, ze byl vzorek
amorfni pfi obou teplotach suSeni. U vzorku promyvaného pufrem byl ale pfi suSeni pfi
laboratorni teploté vzorek krystalicky.

Krystalinitu vzorkt tedy nezplisobuje ani studeny pufr, ani samotny fosfatovy pufr ¢i voda
a nelze najit ani zddné evidentni pravidlo pro teplotu suseni, podle kterého by se PHB
produkované termofilni Schlegelellou thermodepolymerans fidilo. Nicméné se metoda FTIR
ukazala jako metoda vhodna jak na identifikaci PHB v biomase, tak na pozorovani piipadnych
zmén V krystalinit¢ PHB. To se jevi jako cenné zjisténi pro navazujici studia termofilnich
bakterialnich producenti PHB.
5.5 Ramanova spektroskopie

Jednim z cilu této bakalai'ské prace bylo ovéfit, zda je Ramanova spektroskopie vhodna metoda
pro kvantitativni stanoveni PHA. Pomoci této metody byla zmétena sucha biomasa. Méfeni
probihalo na spektrofotometru Nicolet iS50 v rozsahu spektra 400-4000 cm™.
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Graf 17 Ramanovo spektrum - porovndni vzorku s PHB a bez PHB

Graf 17 zobrazuje spektra Ramanovy spektroskopie pro vzorek s PHB a bez PHB. Spektra byla

pro piehlednost a moznost porovnavani posunuta po ose y. V grafu je také vidét pouze Cast
spektra (2 000 az 1 000 cm™ ).

Pik pfi vinoétu 1750 cm™ zobrazuje charakteristicky pik pro PHB (valenéni vibrace C=0).
Spektrum vzorku s PHB tento pik obsahuje, vzorek bez PHB nikoliv. Ramanova spektroskopie
je tedy vhodna pro stanoveni obsahu PHB ve vzorku. Celé spektrum je uvedeno v piiloze
(Obrazek 13).
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6 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo posoudit vyuzitelnost vybranych fyzikalné-chemickych
a spektroskopickych metod pii analyze bakteridlnich bun¢k extremofilnich producentd PHA.
Metody, byly vybrany na zakladé¢ literarni reserse.

Jako modelovy mikroorganismus byla vybrana Schlegelella thermodepolymerans. Kultivace
probihala ve dvou riznych médiich, které poskytly rtizny obsah PHB. Na zéklad¢ vysledkt
optimalizace kultiva¢nich podminek bylo jako produkéni médium pro kulturu s vysokym
obsahem PHB vybrano mineralni médium Chelatococ, které obsahovalo 1 g/l chloridu
amonného. Jako produkéni médium pro kulturu s nizkym obsahem PHB bylo vybrano
inokulum Nutrient Broth. Obsah PHB byl stanoven pomoci plynové chromatografie. Jedna se
o nejvic vyuzivanou metodu ke kvantifikaci PHA. Z literarni reSerSe pak byla vybrana
termogravimetrickd analyza, Ramanova spektroskopie a infraervena spektroskopie
s Fourierovou transformaci.

Pomoci termogravimetrické analyzy byl stanoven obsah extracelularni a intracelularni vody
ve vzorcich bakterialnich kultur bez resp. s obsahem PHB. Podle vysledkti méfeni mély bunky
s vysokym obsahem PHB podle o¢ekavani nizsi relativni obsah vody v buiice ve srovnani
s kulturou obsahujici nizky obsah PHB granuli. Pomoci TGA byl také zméfen vzorek, ktery byl
po piipravé zamrazen a pred samotnym meétenim rozmrazen. Vysledny pribéh méteni vsak
nezobrazoval dva typické zlomy, které jsou charakteristické pro odpafovani volné
extracelularni vody a vazané intracelularni vody. Zamrazenim vzorkl byla poruSena intaktnost
membrany bakteridlni bunky. Ta tak ztratila schopnost udrzet si intracelularni vodu.
Termogravimetrie se ukazala jako pouzitelna metoda na stanoveni nejen obsahu vody, ale taky
na s tim spojeny obsah PHB. Je nutno dbat na to, aby byla méfena Cerstva biomasa, nikoliv
zamrazena. Bunky pak ztraci intaktnost membrany.

Pomoci metody FTIR byla nejprve zméfena suchd biomasa vzorkt si bez obsahu
PHB, a jednotliva spektra byla porovnana. Spektra ukazala rozdil v obsahu PHB v jednotlivych
vzorcich. Dale byla sledovdna krystalicnost ¢i amorfnost vzorku, protoZe je zndmo, Ze
zachovani nativni amorfni struktury PHB je kliCové pii udrzeni jeho biologické role
V bakteridlnich bunkach. Byla realizovana tada dil¢ich experimentii ve snaze vyloucit faktor,
ktery by v prib&hu piipravy vzorku pied analyzou zpusoboval krystalizaci PHB. Podle
vysledkl vSak nelze najit zadné pravidlo, podle kterého by se PHB produkované termofilni
Schlegelellou thermodepolymerans fidilo. Byla ov§em pozorovana velmi zajimava U-zavislost
u vzorkd méfenych pii temperovani pufru (vysledky v kapitole 4.4.2.2). Nejvyssi a nejnizsi
studovana teplota zptisobila krystalizaci PHB. Naopak stfedni teploty, pohybujici se nad
kultivacnim optimem, zachovavaly PHB v amorfni form¢. Tato skutecnost by mohla byt
pfedmétem dalSiho navazujiciho studia. Kazdopadné se metoda FTIR ukézala jako metoda
vhodna jak na stanoveni mnoZstvi PHB, tak na ptfipadné zmény v krystalinit¢ PHB.

Posledni metodou ovéfenou V této bakalarské praci byla Ramanova spektroskopie, ktera
vychazi ze stejného principu jako FTIR. Ve vyslednych spektrech 1ze vidét rozdil v mnozstvi
PHB ve vzorcich. Metodu Ize tedy vyuzit K identifikaci, ptipadné ke stanoveni obsahu PHB.
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V ramci bakalatské prace bylo ovéfeno, Ze vSechny tfi metody (FTIR, termogravimetrocka
analyza i1 Ramanova spektroskopie) jsou vhodné metody na stanoveni obsahu PHA
Vv termofilnich bakteridlnich bunikdch a mohou tak doplnit vysledky plynové chromatografie.
Na rozdil od plynové chromatografie vSak neni pfiprava vzorkli k méfeni tak ¢asoveé naroc¢na
(daji se tedy wvyuzit jako real-time monitoring napf. pfi biotechnologickém procesu)
a nepouzivaji se nebezpecné latky.
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8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek
Zkratka

PHA
scl

mcl
PHB
P(3HB)
P(3HV)
P(4HB)
LRRS
SERS
CoA
DNA
H2S04
NaCl
NaOH
HCI
CO2
NH.CI
p.a.

NB
TES 1
FTIR
ATR
TGA
GC
FID

Vyznam

polyhydroxyalkanoat

kratky tetézec PHA

sttedn¢ dlouhy fetézec PHA
polyhydroxybutyrat

poly(3-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxyvalerat)
poly(4-hydroxybutyrat)

ramanova spektroskopie s nizkym rozliSenim
ramanova spektroskopie s povrchovou upravou
koenzym A

deoxyribonukleova kyselina

kyselina sirova

chlorid sodny

hydroxid sodny

kyselina chlorovodikova

oxid uhli¢ity

chlorid amonny

pro analyzu

Nutrient Broth

roztok stopovych prvkl

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

zeslabeny Uplny odraz
termogravimetricka analyza
plynova chromatografie

plamenovy detektor
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8.2 Seznam symbolu
Symbol

°C
A
M
cm
nm
pum

cm?

9
mg

ml

Pa
MPa

% hmot.

mm

Vyznam

stupeni Celsia
absorbance

molarni koncentrace
centimetr

nanometr
mikrometr
reciproky centimetr
gram

miligram

mililitr

litr

hodina

pascal

megapascal
hmotnostni procenta
vlnova délka

otacky za minutu
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